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OZET

Aysenur Elmah, Vitroz Humorde Radyoterapi ile Indiiklenen Degisiklikler,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Radyasyon Onkolojisi Uzmanlik Tezi, Ankara,
2021. Vitréz humor (VH) radyoterapi siirecinde kritik bir yapi olarak kabul
edilmemektedir. Bu c¢alismada, radyoterapinin VH tiizerindeki etkilerini incelemek igin
deneysel bir hayvan modellemesi yapilmistir. On iki Yeni Zelanda tavsaninin sag gozleri
3 fraksiyonda 60 Gy 1s1nlanmais, kars1 (sol) gozler kontrol olarak kabul edilmistir. Isinlama
sonras1 haftalik oftalmolojik muayene yapilmis, Ugiincii ayin sonunda eniikleasyon ve
vitrektomi yapilmigtir. Vitr6z numuneler metabolomik analizlere, ELISA analizlerine,
viskozite dlcumlerine ve elektron mikroskobik incelemeye tabi tutulmustur. Kontrol ve
deneysel numunelerde 275 farkli metabolit tanimlanmis ve 34'liniin gruplar arasinda
onemli Olgiide farklilik gosterdigi bulunmustur. Cok degiskenli analizlerde, kontrol ve
1sinlanmig numuneler arasinda net bir ayrim gézlemlenmistir. Yolak analizinde, etkilenen
yolaklarin temel olarak amino asit metabolizmasi ile ilgili oldugu goériilmistiir. ELISA
testinde, VH'nin fonksiyonel biitiinligiinii korumada sinerjistik etkiye sahip olan tip 11, V
ve X1 kollajenlerde istatistiksel anlamli bir azalma g6zlenmistir. Tip 1X kollajende azalma
tespit edilmistir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Deney numunelerinde
kontrol numunelerine gore viskozitede anlamli olmayan bir azalma tespit edilmistir.
Elektron mikroskobik bulgular, kollajen fibrillerinin yapisinin bozuldugunu ve deneysel
vitrozde dagilmis kollajen fragmanlar1 oldugunu gostermistir. Saglikli bir goz igin saglam
bir vitroz gereklidir. Bu ¢alismada, radyasyonun vitrozde uzun vadeli sonuglar1 olabilecek

degisikliklere neden oldugu gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: kollajen, hedeflenmemis metabolomikler, radyoterapi, viskozite,
vitroz humor
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tarthinde 400 protokol numarasi ile onay alinmustir.
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ABSTRACT

Aysenur Elmali, Radiotherapy-Induced Changes in Vitreous Humor, Hacettepe
University Faculty of Medicine, Thesis in Radiation Oncology, Ankara, 2021.
Vitreous humor (VH) is not considered as a critical structure in the radiotherapy process.
In the present study, an experimental animal model was performed to examine the effects
of radiotherapy on VH. The right eyes of twelve New Zealand rabbits were irradiated 60
Gy in 3 fractions, and the opposite (left) eyes were considered as control. Weekly
ophthalmologic examination was performed after irradiation. At the end of the third
month, enucleation and vitrectomy were conducted. The vitreous samples were subjected
to metabolomic analyses, ELISA analyses, viscosity measurements, and electron
microscopic examination. Two hundred seventy-five different metabolites were identified
in control and experimental vitreous samples, and 34 were found to differ significantly
between the groups. In multivariate analyses, a clear distinction was observed between
control and irradiated vitreous samples. In the pathway analysis, affected pathways were
mainly related to amino acid metabolism. A significant decrease was observed in type I,
V, and XI collagens in the ELISA test. There was a non-significant decrease in type 1X
collagen. A non-significant decrease in viscosity was observed in experimental samples
compared to control samples. Electron microscopy findings showed that the collagen
fibrillar ultra-structure was disrupted, and there were collagen fragments dispersed in the
experimental vitreous. An intact vitreous is essential for a healthy eye. In this study, it was
observed that radiation caused changes on the vitreous that could have long-term

consequences.

Key Words: collagen, untargeted metabolomics, radiotherapy, viscosity, vitreous humor
This research is approved by Kobay Deney Hayvanlar1 A.S. Local Ethics Committee, with
registration number 400 on September 23rd, 2019.

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
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1. GIRIS

Vitroz Humor (vitroz, VH), goziin yaklasik %80°lik bir hacmini kaplayan, goziin
biitiinliigiiniin korunmast ve goz saghgmin idame ettirilmesinde énemli rolleri oldugu
diisiiniilen 6nemli bir yapidir.

GOze ait hemen tiim yapilarin radyoterapiyle iliskisinin incelenmis ve bu yapilar
icin, ge¢c donem yan etki goriilme olasiligina gore tolerans dozlar1 belirlenmis iken
radyoterapinin vitr0z humor iizerindeki etkileri hakkinda giiniimiize kadar ¢ok az sey
bildirildigi, vitrdz humore olan etkilerinin daha once degerlendirilmemis oldugu
izlenmektedir.

Onkolojik tedavilerdeki gelismeler neticesinde artan sag kalim oranlar1 onkolojik
kontrol kadar tedavi ile iligkili toksisiteler ve hayat kalitesine dikkat etme gereksinimini
de beraberinde getirmistir. Gormenin hayat Kkalitesindeki 6nemi diistiniildigiinde
radyoterapinin vitroz humor dahil gbéze ait yapilar iizerindeki etkilerinin bilinmesi
gereklidir. Mevcut calismada radyoterapinin vitrz humor Uzerindeki etkilerinin
anlasilmasi1 ve bu etkilerin potansiyel klinik 6neminin degerlendirilebilmesi amaglanarak

bir hayvan deneyi modellemesi gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Vitréz Humor

Vitr6z Humor goziin arka kisminda bulunan, lens ve retina arasinda kalan goz igi
boslugu dolduran jel kivaminda bir yapidir. Hiicre bakimindan oldukca fakir olan VH,
%98’ den fazlas1 sudan olusan, i¢erisinde hyaluronan ve kollajen gibi makromolekiiller
iceren, avaskaler bir ekstraselller matrikstir. Makromolekiiller igermesine ragmen seffaf,
yogun su hakimiyetine ragmen kati, visko-elastik jel bir yapiya sahiptir! ve normal hayat
suresi boyunca giderek sivilasmaktadir. Dinamik bir Gretim ve emilim déngislne sahip
olan ak6z humorden farkli olarak VH oldukc¢a duragan bir sividir.

Temel gorevi optik iletimi saglamak ve yapmis oldugu mekanik destek ile goziin
kiiresel seklini korumasina yardimci olmaktir. Bunun disinda, goz i¢i oksijen basmcinin
diizenlenmesine ve gdz i¢i basmncmin korunmasina katkida bulunmaktadir’. Ayni
zamanda VH, pigmente olmayan siliyer epitel ve retina pigment epitelinden aldig1 besinler
ve metabolitler icin bir rezervuar gorevi gormektedir®-. Altinda bulunan retina tabakasima
yaptig1 basing etkisi ile retinanin pozisyonunu korumasina da yardimci olmaktadir’.
Lensin metabolik gereksinimlerinin saglanmasma aracilik etmek, vitréz humorun
seffafligin1 korumak i¢in hiicreleri ve biiyiik makromolekiilleri vitréz bosluktan uzak
tutmak®, goz gelisimini koordine etmek®!°, mekanik travma sirasinda gozii korumak’ ve

anjiyogenezi inhibe etmek!! gibi islevleri de bildirilmistir.

2.1.1 Anatomisi

Insan vitrozii yaklasik 4.5 ml'lik bir hacmi kaplayan, kiiresel ve saydam bir yapidir.
Etrafi retina, pars plana ve lens ile ¢evrilidir. VH icerisinde santral vitroz, bazal vitroz,
vitroz korteks ve zonula gibi bir dizi anatomik bolge tanimlanmistir. Bu bolgeler, kollajen
fibrillerin konsantrasyonu ve yonelimindeki farkliliklarin bir sonucu olarak farkli reolojik
ozelliklere sahiptir®.

VH’nin kendine ait kan damar1 bulunmamakta, retina ve siler cisime ait damarlar
tarafindan metabolik ihtiyaglar1 saglanmaktadir.

Santral vitrdz, vitr6z humorun asil kismini teskil etmektedir. Embriyolojik hyaloid

vaskiiler sistemin kalintilarindan biri olan ve optik diskten lensin posterior kutbu arasinda



uzanan Cloquet kanalin1 igermektedir'2. Santral vitroz icerisinde kollajen fibriller diisiik
konsantrasyondadir ve anterior-posterior yonde uzanma egilimindedir ve fibriller anterior
vitréz base’in igine ve arkadan vitroz korteksin igine girmektedirlers,

Vitréz base, ora serrata iizerine oturan halka seklinde bir bolgedir. Kortikal
vitréziin bir kismi olarak da diisiiniilebilir. Insanlarda vitréz base, ora serratadan pars plana
tizerine 1.5-2 mm ileriye ve retinada 3-4 mm arkaya kadar uzanmaktadir'®. Vitréz base
uzerinde yer alan bazal vitroz ise retinaya ve pars plananin pigmentli siliyer epiteline ¢cok
sik1 bir sekilde bagli olan yogun kollajen fibril demetleriyle doludur.

Vitroz Korteks, yani kortikal vitroz, santral vitrozi cevreleyen ince bir tabakadir.
Gercek bir membran olmayan bu kisim, kollajen fibrillerinin oryantasyonu ile merkezi
jelden ayirt edilebilir ve santral vitroze gore daha yiiksek kollajen konsantrasyonuna
sahiptir. Anterior ve posterior olarak iki kisima ayrilir. Anterior vitroz korteks, lensin arka
yiizeyinin orta kismini kaplayacak sekilde pars planadan 6ne dogru uzanir. Pars plana ve
lens arasinda bulunan ve zonulaya bitisik olan vitr6z korteks, akéz humor ile dogrudan
temas halindedir ve bu nedenle molekiller VH’den akdz humor igine yayilabilir. Posterior
korteks, bazal korteksin arka kenarindan itibaren retina i¢ ylzeyini kaplar ve retina ig
sinirlayict membranina yapigsmaktadir. Posterior vitréz korteksin kollajen fibrilleri, retina
ylizeyine paralel sekilde seyreder ve dogrudan igerisine girmez!21516  Vitreoretinal
yapismanin molekiiler temeli tam olarak anlasilamamaistir, ancak kortikal vitr6z kollajen
fibrillerini membrana baglayan 'molekiiler yapistirict' gorevi goren ara molekiller
olabilecegi 6ne siiriilmiistiir'’. Vitrozlin posterior korteks kismi retina yiizeyi ile yapisik
oldugu icin oldukca onemlidir. Ikisi arasindaki yapisma vitrdz kaynakli retinal
patolojilerin temelinde yer almaktadir. Vitroz korteks, optik disk Gizerinde bulunmamakta
ve makiila lizerinde ise diger yerlerdekinden daha ince bir yapiya sahiptir.

VH igerisinde ince tabaka seklindeki yogunlasmalar vitrdz traktlar olarak
adlandirilmaktadir. 2 ana optik trakt ve traktlar arasinda yerlesmekte olan 3 adet de zon
mevcuttur. Bunlar retrolental trakt, traktus preretinal trakt ve retrolental zon, preretinal
zon, intermediate zondur. Klinik bir 6nemi saptanmamustir.

Clocquet’s kanali hyaloid arterin embriyolojik kalintisidir. Liimeninde kollajen

icermez. Duvart gercek bir membrandan degil vitr6z kondensasyondan olusan bu kanal



lens ile optik sinir arasinda vitrdz igerisinde seyretmektedir. Kanalin sonlandig1 optik sinir
uzerinde vitroz kortekste halkasal bir delik mevcuttur.

Zonular sistemin aslinda vitroziin bir parcasi olup olmadig tartigmalidir. Bununla
birlikte, embriyolojik olarak tgctincul vitréz olarak siniflandirilir. Zonullar, pars plana ve
pars plicata’y1 lensin bazal membranina baglar, boylece siliyer kasin lensin egriligini
degistirebilecegi bir suspensor sistemi gorevi goriir.

VH, retina i¢ yuzeyi ile temas halindedir ve bazi noktalarda daha siki olacak
sekilde retinaya yapismaktadir. Iki yap1 arasmndaki siki yapisikliklardan en gucli
baglanma ora serrata ile vitroz base arasinda iken Weigerin hyaloidokapsiiler ligamani
aracilig1 ile lensin posterioruna da sikica yapismaktadir. 2. en sik1 baglanma optik sinir
kenarlarinda bulunmaktadir. Bunlar haricinde makula/fovea uzerinde de siki yapisma
bulunmaktadir. Ayrica, en zayif olarak da retinal damarlar (izerinde ve lattice

dejenerasyon gibi patolojik durumlarda da vitr6z retinaya sikica yapismaktadir.

2.1.2 Histolojisi

Mikroskobik dizeydeki incelemelerde, vitr6z humor icerisindeki dallanmamus
kollajen fibrillerinin anterior- posterior uzanan demetler halinde diizenlendigi ve kendi
aralarinda ¢apraz baglanmalar yaparak (Sekil 2.1) genisletilmis bir ag yap1 olusturduklari
gortlmektedir'®. Capraz baglanmalarin olusturdugu ag yap: spesifik ayrisma mesafesinin
olusmasint ve siirdiiriilmesini saglamaktadir. Aralikli yapinin saglanmasinda ¢apraz
baglanmalara ek olarak VH’nin ana makromolekiillerinden olan tip IX kolajenin
kondroitin stilfat zincirlerinin de katkisi oldugu bilinmektedir. Ayrigma hali 15181 gegmesi

ve ag yapinin korunmasi i¢in esansiyeldir.



Sekil 2.1- Kollajen fibriller ve aralarindaki ¢apraz baglar.

Kollajen fibrillerin etrafinda ve araliklarinda glikozaminoglikanlar basta olmak
iizere  baska  makromolekiiller ~de yer almaktadir. VH  igerisindeki
glikozaminoglikanlardan en bol bulunani hyaluronandir. Seker alt birimlerinden olusan
uzun bir molekiil olan hyaluroananin suyla etkileserek suyu bagladig1 ve negatif yiiklii
olmasi sebebiyle birbirini iterek aralarda bosluklu yapmin siirdiiriilmesinde (Sekil 2.2)

onemli rol oynadig1 diigiiniilmektedir.

Sekil 2.2- Kollajen ve hyaluronan iliskisi.



Vitroz normal sartlarda %901 hyalositler ve az miktarda fibroblastlar olmak (izere
az miktarda hiicre ihtiva etmektedir'®. Bu hicreler 6nde bazal vitrozde, arkada optik
papilla ¢evresinde, i¢ retina yiizeyi yakininda yogunlagmaktadirlar?®22,

Hyositlerin gercek rolii net bilinmemekle beraber, intraokuler immun yanitin
modulasyonuna, embriyolojik gelisim siirecinde hyaloid vaskiler sistemin regresyonuna
ve ekstraseliiler martiks sentezlenmesine katkida bulunduklarina dair kanitlar mevcuttur.
Embriyolojik gelisimin erken safhalarindan itibaren vitrézde bulunduklari ve vitroz

kollajen ve hyaluronan sekrete ettikleri bazi calismalarda rapor edilmistir??-24

. Kemik iligi
kaynakli doku makrofajlar1 oldugu 6ne siiriilen hyalositlerin yabanci organizmalara kars1
fagositik bir savunma sagladigi da gosterilmistir®®?’. Aym1 zamanda immun
reaksiyonlarin inhibisyonunda ve vitrdziin transparanligini siirdiirmek amaciyla enzimatik

olarak fibrin ve iliskili iiriinlerin temizlenmesinde de rol aldiklar1 gosterilmistir?3-0,

2.1.3 Biyosentezi ve Doniisiimii

Vitr0z humor, embriyolojik hayatta baslayan ve dogumdan sonra devam eden
siregen bir matriks modellenmesine sahiptir. Yapim- yikim siiregen ancak Ozellikle
yapim ¢ok yavastir. Bu nedenle vitr6z humorde meydana gelen degisikliklerin biyik
oranda kalict olmasi diistiniildiigiinde radyasyona sekonder ortaya ¢ikan degisikliklere
dikkat edilmesi gerekliligi anlasilabilecektir.

Vitroz makromolekdllerin  hicresel kokeni hala kesin bilinmemektedir.
Tavuklarda radyoaktif isaretleme ile gerceklestirilen erken deneyler sonucunda, vitroz tip
IT kollajen ve GAG'lerin baslangicta fetal noral retina ve daha sonra bizzat vitrdziin
kendisi tarafindan sentezlendigi dne siiriilmiistiir®>3?. Sonraki arastirmalarda vitroz ekstra-
seliiler stvinin mezenkimal hicreleri, retinal hicreler, hyaloid damar sistemi hiicreleri,
erken lens hicreleri ve muhtemelen siliyer cisim hiicreleri tarafindan sentezlendigine dair
goriisler ortaya atilmigtir®19:22.33-37,

Prenatal ve postnatal vitrozdeki dominant glikozaminoglikan (GAG)
hyaluronandir. Postnatal vitrdz bosluk hacminde bir artis gozlenmektedir. Bunun
hyaluronan konsantrasyonunda ve toplam miktarindaki artigla iliskili oldugu

bulunmustur®,



Gelisimin erken safhalarinda VH nin dominant kollajeni tip III iken, gebeligin 8.
haftalar1 civarinda dominant kollajen tip II haline gelmekte ve bu donemde vitrdzin
yaklasik %75’ini tip II kollajen temsil etmektedir®®. Insan goziinde embriyogenez
boyunca yliksek oranda tip II kollajen iiretilir ve bu dogumdan sonraki iki yil iginde
azalir’®%®, Balazs ve Denlinger®, toplam vitréz kollajen miktarmm hayat boyu
degismedigini dolayisiyla géz bliyiidiikce konsantrasyonunun azaldigimi gostermis ve
dogum sonrasi vitroz kollajen sentezi olmadigini 6ne siirmiislerdir. Bununla birlikte, daha
sonraki arastirmalarda yetiskin vitrozde pro-kollajenin tanimlanmasi, yetiskin sigir
vitroziinde olgunlasmamis ¢apraz baglarin varligi ve yetiskin insan gozunde periferik
retina tarafindan vitr6z kollajen sentezinin morfolojik kanitilari, dogum sonrasi

muhtemelen diisiik diizeyde de olsa kollajen sentezi oldugunu diisiindiirmiistiir*®-4.

2.1.4 Fizyolojisi

Vitréz humorun viskozitesi tiirlere ve 6l¢tim tekniklerine bagl degisken olmakla
birlikte, su, dengeli tuz ¢6zeltisi veya ak6z humorden ¢ok daha fazladir. Vitr6zin visko-
elastisitesi, hyaluronan molekullerinin konsantrasyonu ve molekiler boyutunun bir
kombinasyonu ile Gretilmektedir. Lee ve ark.®, suyun viskozitesini 1 cP iken insan vitroz
jelinin  viskozitesinin suyun viskozitesinden 300-2000 kat fazla oldugunu rapor
etmislerdir. Bu durum, VHyi ¢evreleyen dokular igin oldukca énemlidir.

VH, yuksek viskozitesi nedeniyle igerisindeki molekdler transport oranini gérece
diisiik seviyelerde tutmakta ve boylece molekullerin igerisinde tasinmasmi modiile
etmektedir. ~ VH igerisindeki molekil transportu temelde iki mekanizma ile
gerceklesmektedir; difiizyon ve konveksiyon akimlari. Her ikisi de vitrdziin viskozitesi ile
ters iliski icerisindedir. VH’nin farkli viskoziteye sahip maddelerle degistirildigi
vitrektomi operasyonu neticesinde, farmakolojik vitreoliz veya artan yas ile VH’nin
viskozitesi azalmakta ve bu durum VH transport oraninin artmasina neden olmaktadir®344,
Sonu¢ olarak oksijen basta olmak iizere, antioksidanlar, besinler, ilaglar, biiyiime
faktorleri ve diger sitokinler dahil olmak tizere hem yararli hem de potansiyel zararli
molekiillerin tasinmasi etkilenmektedir. Bu degisikligin farkli klinik sonuglart mevcut

olup bazilar1 faydali iken bazilar1 zararli sonuglar dogurmaktadir. Ornegin, yasla birlikte



degisen viskozite ve tagima Ozellikleri lens ve retinadaki bazi yaglanma hastaliklarinin
gelisiminde 6nemli rol almaktadr.

Goz, ¢esitli nedenlerden dolay1 yiiksek seviyelerde oksidatif strese sahiptir.
Yiiksek UV radyasyon maruziyeti bulunmasi ve retinanin insan viicudundaki en
metabolik aktif dokulardan biri olmas1 bunun temel nedenlerindendir®>4¢. Ayrica, VH ve
sistemik dolagim arasindaki metabolik degisim olduk¢a yavastir*’, bu da retinanin yiiksek
metabolik aktivitesinin bir sonucu olarak biiyiik miktarda oksidatif stresle bas etmesi
gerektigi anlamina gelir.

Niikleer katarakt ve agik agili glokom gibi oksidasyonla iliskili okiler patolojileri
onleyebilmek icin goz i¢i oksijen diizeyleri siki sekilde diizenlenmekte ve oldukga diisiik
seviyelerde tutulmaktadir. Fizyolojik kosullar altinda oksijen, koroid ve retina damar
sisteminden VH’ye yayilmakta ve oksijen gradienti ile lens hipoksik kosullar altinda
tutulmaktadir®®2, Bu gradient vitroziin yiksek viskozitesi ve vaskiilarize yapilardan
gelen biiyiik miktardaki molekiiler oksijeni biyokimyasal olarak ortadan kaldirmasi ile
saglanir. Bu islevinde VH nin biyofiziksel 6zelligi kritik dneme sahiptir. Sekil 2.3°de VH
icerisindeki oksijen gradienti temsil edilmektedir.

1 -

Disiik pO, Yiksek pO,

Sekil 2.1- Insan goziinde vitréz humor icerisindeki oksijen gradienti.



VH’nin oksijen transportu lizerindeki etkisi haricinde, arastirmalar oksidasyona
bagl okiiler hasardan kagimmak icin goz igerisinde esansiyel olan diisiik oksijen
seviyelerini saglamada VH’nin antioksidan molekilleri ile oksijen tiketiminin dnemi
ortaya konulmustur®®®3, Arastirmalar neticesinde normal VH’ nin oksijeni metabolize
ettigi ve oksijen seviyelerini %1 diizeylerinde tuttugu gosterilmistir. VH, g6zl oksidatif
stresten koruyabilen yilksek konsantrasyonda suda c¢ozinur antioksidan molekuller
icermektedir®*®, Bu antioksidanlarin reaktif oksijen tirlerini (ROT) temizledigi ve
proteolitik enzimlerin aktivitelerini inhibe ettigi pek ¢ok arastirmada gosterilmistir 657,
VH antioksidanlar: arasinda yer alan askorbik asit (AA)’in vitrozdeki roli birden gok
arastirmada incelenmistir"®, Shui ve arkadaglar, vitroziin AA bagimlh bir sekilde
molekiiler oksijeni metabolize ettigini ve boylece gbz i¢i oksijen basincini diizenlemede
etkin rolii oldugunu, ayrica jel formda vitréziin daha yiiksek bir AA konsantrasyonuna
sahip oldugunu ve oksijeni siv1 vitrozden daha hizh tiikettigini bulmuslardir®>. Saglam
vitrozde AA konsantrasyonunun, plazma konsantrasyonundan 33-40 kata kadar daha
fazlab1%? oldugu ve sivilagmis vitrozde ve proliferatif diyabetik retinopati hastalarinin
vitréziinde daha diisiik seviyelerde bulundugu gosterilmigtir?©3,

VH tarafindan aktif sekilde korunan goz ici oksijen konsantrasyonu, VH’de
meydana gelen degisikliklerden etkilenmektedir. Yaslanma ile iliskili dejenerasyon,
vitrektomi veya farmakolojik vitreolizin bir sonucu olarak vitr6z jel yapinin bozulmasi,
vitrdz jelin oksijen tiikketme yeteneginde azalmaya neden olarak, oksijen gradientinde
azalmaya sebep olmaktadir®. Neticede okiiler yapilar asir1 oksijene maruz kalmaktadir.
Bu olaylar zincirinin sonucunda yuksek oksijene maruz kalan lens proteinlerinin
oksidasyonu sonucunda katarakt>54° ve oksidatif stresin trabekiiler ag hiicrelerine verdigi

zarar nedeniyle glokom gelisim riskinde artiga neden olduguna dair kanitlar mevcuttur®®-
68

2.1.5 Makromolekiler Kompozisyonu
VH, kollajen ve non-kollajen proteinler ve GAG gibi karbonhidrat
molekillerinden meydana gelen bir ekstraseliler matrikstir. Bu molekullerin

organizasyonu neticesinde mevcut jel yap1 saglanmaktadir.
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Vitroz Humordeki Proteinler

Insan VH’sindeki genel protein konsantrasyonu 0,5 ile 1 mg/ml arasindadir ve
proteomik analizlerde VH’de 1000'den fazla protein tanimlamistir®®. Protein igeriginin
yiiksek bir kismi1 plazmadan kaynaklanmaktadir; alblimin ve imminoglobulinler insan
vitroziindeki proteinlerin %80'inden fazlasmi temsil etmektedir’®. Plazma proteinleri
haricinde vitroz icerisinde pek ¢ok hiicre i¢i protein de tespit edilmistir.

Aragtirmamizin temel amaci geregince burada odaklanilacak olan protein grubu
vitroziin ekstraselliler matriks proteinleri olacaktir. Bunlar, kollajenler gibi VH’nin
biyofiziksel 6zelliklerine katkida bulundugu bilinen veya katkida bulunabilecek yapisal
molekllerdir. Bu proteinlerin cogu karbonhidratlarla modifiye edilir ve kisa oligosakarit
yan zincirleri varsa glikoproteinler ve bagli bir veya daha fazla GAG zinciri varsa

proteoglikanlar olarak anilacaktir.

A. Vitroz Humorun Kollajen Ekstra-Seltler Matriks Proteinleri

Vitrozdeki toplam kollajen konsantrasyonu diisiiktiir ve insan vitroziinde yaklasik
300 pg/ml'dir ve vitrdziin toplam protein igeriginin %0,5'ini olusturmaktadir’®. Kollajen
konsantrasyonu vitroziin her yerinde homojen degildir. En yiiksek konsantrasyon bazal
vitrozde iken, vitroziin santral ve arka kismina dogru konsantrasyon azalmakta, periferik
kortikal tabakasinda ise yeniden artis gdstermektedir’2. Diisiik konsantrasyonda kollajen
icermesine ragmen VH’nin jel yapisini saglayan temel sey kollajenlerin gatisini
olusturdugu fibriler agdir. Kollajen fibrillerinin ortadan kaldirilmasi ile bosluklu ag yap1
bozulmakta ve bu durum vitrdz jel yapinin sivilasmasi ile sonuglanmaktadir® 3,

Yetiskin vitroziinde bulunan ana kollajen, kikirdak dokuda da bolca bulunan tip II
kollajendir™. Tip II kollajen molekiilleri, heterotipik kollajen fibrillerinin ana kismini
olusturmak tiizere kovalent olarak ¢apraz baglanir ve tip V/XI ve IX kollajenleri ile
heterotipik kollajen fibrillerini olustururlar. Kikirdak kollajen fibrilleri de benzer sekilde
heterotipik 11, IX ve XI kollajen tiplerini icermektedirt’. Vitrozin jel formu, bu heterotipik
kollajen fibrilleri tarafindan olusturulan ag yap1 ve bosluklarda yer alan yogun su tutma

ozelligi bulunan hyaluronan molekiillerinin varligi ile saglanmakta ve surdurtlmektedir.
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A.l. Tip Il Kollajen
Vitrozdeki baskin kollajen tipi, toplam kollajenin yaklasik %60-75'ni olusturan
tip 11 kollajendir™. Fibriler kollajen grubunun bir tyesi olan tip Il kollajen molekl, tc

0zdes a zincirinden [al (11)]s olusmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1- VH’nin ti¢ temel kollajeninin a zincir yapilari.

Kollajen Tipi | VH kollajen o zincileri Kikirdak Kollajen a zincirleri
1 al(l)sz? al(ID)s
VIXI al(Xl)2 al(XI)
a2(XI)
a3(XI)
a2(V)
IX al(IX)P al(IX)
a2(IX) a2(IX)
a3(IX) a3(IX)

2VH tip 11 kollajenin alternatif mRNA birlestirme ile tiretilmis uzun ve kisa formlari

b\/H al(IX) zincirinin alternatif birlestirme ile iiretilmis kisa formu

Kimyasal bilesimde bir miktar farklilik gosterse de VVH tip Il kollajenin, kikirdak
doku tip 11 kollajeni ile makromolekuler benzerligi, Marfan ve Ehlers-Danlos sendromlari
gibi kalitsal kollajen bozukluklarinda her iki dokunun da karakteristik klinik belirtiler

gostermesinin temel nedenidir?®.

A.2. Tip VIXI Kollajen

Yap: ve fonksiyon bakimindan ¢ok benzer olan Tip V ve tip XI kollajenler
baslangigta farkli kollajen tipleri olarak tanimlanmigsa da daha sonra her iki kollajen
tiirtinden zincirler igeren hibrid kollajen molekiillerin varlig1 ortaya konulmus ve tip V/XI

kollajen terimi ortaya c¢ikmistir. Vitrz dahil bazi dokularda bu hibrid kollajenler
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izlenmektedir. Bu nedenle, bu iki kollajenin artik ayri antiteteler olarak goriillmemesi
gerektigi, hepsinin V/XI kollajen ailesinin bir parcasi olarak kabul edilmesi gerektigi 6ne
stirtilmiistiir 7.

Vitroziin heterotipik fibrillerinde kollajenin yaklasik %10-25’ini olusturan Tip
V/XI kollajen, tip IT kollajen ile heterotipik fibrillerin ¢ekirdegini olusturmak igin birlesen
fibriler bir kollajendir’®. Yapilan ¢alismalar, tip V/XI kollajenin, kollajen fibril
formasyonunda ve kollajen fibril ¢apinin diizenlenmesinde rol oynadigini

gostermektedir?®.

A.3. Tip IX Kollajen

Vitroz kollajenin yaklasik %25’ini olusturan, tip IX kollajen, heterotipik kollajen
fibrillerin yiizeyinde bulunmasina ragmen fibriler bir kollajen degildir’>8, Bunun yerine,
ayn1 zamanda XII, XIV kollajenlerini de iceren FACIT (kesintili Gclu sarmallara sahip
fibril iliskili kollajenler) kollajen grubuna aittir. Goes ve arkadaslari, tavsan vitroziine
kondroitin ABC liyaz uygulandiktan sonra kollajen IX'un kondroitin siilfat zincirlerinde
bozulma oldugunu bildirmislerdir®. Kollajen 1X'da izlenen morfolojik degisimin, kollajen
II'nin yiizeyinde yarattigi koruyucu etkiyi azaltarak, kollajen II fibrillerinin lateral

fiizyona, fibriler agregasyona ve sivilasmaya miisait hale getirdigi gosterilmistir®?.,

A.4. Tip VI Kollajen

VH, tip I, V/XI ve IX kollajene ek olarak az miktarda tip VI kollajen de
icermektedir®. Heterojen kollajen fibriller arasinda bulunmayan tip VI kollajenin, fibriler
kollajenleri ve hyaluronani bagladigi gosterilmistir, bu nedenle vitrozde heterotipik
kollajen fibrilleri ve hyaluronani1 birbirine baglamada bir rolii oldugu, ayrica tip VI

kollajen mikrofibrillerinin vitreo-retinal adezyona katki sagladiklar1 éne siiriilmiistiirt’.

A.5. Vitrozun Heterotipik Kollajen Fibrilleri

Vitrozin heterotipik kollajen fibrilleri, tiirlere gore ¢ap degismekle beraber, ayni
capta ince, dallanmamus fibrillerdir®384, Bu fibiller ii¢ farkli kollajen tipinden (II, V/XI ve
IX) olusan halat benzeri yapilardir.
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Kollajen tip II ve V/XI uzun ince lifler olusturmak i¢in ¢apraz baglanmis fibriler
kollajenlerdir. Tip IX kollajen, tip II kollajene ¢apraz baglanir ve bu fibrillerin yizeyi
boyunca diizenli olarak hizalanir.

Kikirdak doku ve nukleus pulposusun kollajen fibrilleri de benzer sekilde kollajen
tip 11, V/XI ve I1X icermektedir. Kikirdak dokuda ince ve kalin fibriller karigik sekilde
bulunmaktadir.

VH Kkollajen fibrillerinin ¢ekirdegi, kollajen 1l ve kollajen V/XI'in bir
kopolimeridir. Diger dokularda, kollajen V/XI formlarinin baslangigta ilkel fibriller olarak
biriktirildigine ve daha sonra diger fibriler kollajenlerin birikmesi i¢in bir ¢cekirdeklenme
yeri sagladigia dair kanitlar vardir, bu da VH icin tip Il kollajen olacaktir.

Tip IX kollajen, fibril ylizeyleri boyunca diizenli olarak dagilmakta ve capraz
baglanmaktadir. Tip 1X kollajen VH’de kondroitin stlfat igeren bir proteoglikandir. Bu
kondroitin siilfat zincirleri fibrillerin yilizeyi boyunca diizenli olarak dagilmaktadir ve
ileride tartisilacagi gibi bunlarin kollajen fibrillerini birbirine baglamada ve birbirinden
ayirmada onemli oldugu diistiniilmektedir. Yaslanma ile birlikte fibril yuzeyinden tip IX
kollajen kaybi1 oldugu ve bu nedenle tip II kollajenlerin birbirleri ile temas etmesine neden

oldugu 6ne siiriilmiistiir®?.

B. Vitroziin Non-Kollajen Ekstraseliiler Matriks Bilesenleri

B.1. Fibrillin

Vitrdz, heterotipik kollajen fibrilleri ve tip VI kollajen mikrofibrilleri icermesinin
yani sira, fibrilin igeren mikrofibriller isimli tigiincii tip bir fibril yapisi igerir®.

Fibrillin iceren mikrofibrillerin vitroz yapisina 6nemli bir katk1 yapip yapmadiklari
bilinmemekle birlikte, fibrillin-1'i kodlayan gendeki mutasyon sonucu ortaya ¢ikan
Marfan sendromunda izlenen artmis regmatojen retina dekolmanai riskinin, vitrdz i¢cindeki
anormal fibrilin iceren mikrofibrillerin bir sonucu olarak vitr6z jelin yapisal biitinliigiiniin

bozulmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir®.
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B.2. Fibulin

Fibulinler, hiicre dis1 matriks glikoprotein ailesidir. Bu molekiillerin hiicre dist
matriks diizenlenmesinde baglayici role sahip oldugu diistiniilmektedir. Fibulin-1 ve 3
vitrozde tanmimlanmugtir. Vitréziin jel yapisini siirdirmede rolii olup olmadigi

bilinmemektedir.

B.3. Versikan ve Link Proteinleri

Versikan insan dokularinin hiicre dis1 matriksinde yer alan bir hiicre dis1 matriks
kondroitin sulfat proteoglikandir. Versikanin vitrézde bulundugu ve hyaluronana
baglandign  yapilan arastirmalarda  gosterilmistir®.  Wagner  sendromu/erozif
vitreoretinopati, versikan genindeki mutasyonlarin neden oldugu vitréz anormalliklere

sahip kalitsal bir durumdur®’.

B.4. Agrin ve Tip XVIII Kollajen

Agrin ve tip XVIII kollajen i¢ sinirlayict membran dahil bazal membranlarin
yapisinda bulunan heparan siilfat proteoglikanlardir. Civciv vitroziinde tanimlanmislardir,
ancak memeli vitréziinde bulunup bulunmadiklar1 veya vitr6z jelin yapisal stabilitesini

korumada bir rol oynayip oynamadiklar1 agik degildir.

B.5. Optisin, Trombospondin, Pigment epiteli kaynakh faktor ve Losinden
zengin alfa-2- glikoprotein

Vitr0z icerisinde yer alan antianjiojenik protein/glikoproteinlerdir.

Vitroz Humordeki Glikozaminoglikanlar ve Proteoglikanlar

GAG’lar tekrarlayan disakkarit tinitelerden olusan ekstraseliiler matriks
polisakkaritleridir. Hyaluronan hari¢c hepsi protein bir ¢ekirdege bagli olarak
sentezlenirler. Sonugta elde edilen makromolekiil proteoglikan olarak adlandirilir.

Memeli vitroziinde baskin GAG tir hyaluronan iken kondroitin stilfat ve heparan

stlfat gibi siilfatlanmis GAG’lar da diisiik oranda bulunurlar®°,
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Hyaluronan

Hyaluronan, ag yapilar olusturan ve ozmotik bir tampon veya kayganlastirici
olarak da islev gorebilen yiiksek oranda hidratlanmis, negatif y(ikli bir polianyondur. Bu
dogrusal biyopolimer, VH, deri, sinoviyal sivi ve gébek kordonu dahil olmak tizere bag
dokunun 6nemli bilesenidir.

VH’deki baskin GAG hyaluronandir®. Memeli VH’sinde kollajen fibriler agmn
arasini dolduran hyaluronan, vitrzin fiziksel 0zelliklerinde 6nemli rol oynamaktadir.
Vitroziin yapisal 6zelliklerini saglama ve siirdirmede kollajen ve diger proteoglikanlarla
sinerjistik bir rol oynar®.,

Esas olarak tek ana yapisal polisakkarit olarak hyaluronan iceren sadece birkag
bag dokusu bolgesi vardir. Bunlar; vitroz, umblikal kord, horoz ibigi ve eklem boslugu
etrafindaki sinoviyal dokudur. Tiim bu dokularda hyaluronanin islevlerinden en énemlisi
kollajen fibriler ag1 stabilize etmektir. Kollajen fibrilleri ve hyaluronan molekulleri
arasindaki bu etkilesim, agirlikli olarak zayif etkilesimlere baghdir, yani VH nin bu iki
bileseninin, denatlire olmadan filtrasyon veya santrifij gibi mekanik kuvvetlerle

ayrilabilecegi anlamina gelir.

Kondroitin Sulfat Proteoglikanlar
VH iki farkli yapida kondroitin sulfat proteoglikan icermektedir. Bunlar yukarida

bahsedilmis olan tip IX kollajen ve versikandir’>,

Heparan Sulfat Proteoglikanlar
Heparan silfat proteoglikanlari genellikle retinanin i¢ sinirlayici tabakasi gibi

bazal membranlarda ve hiicre yuzeylerinde bulunmaktadir.

Vitr6z Humorun Supramolektiler Organizasyonu, Morfolojisi ve Kollajenler

Arasi Mesafe

VH’nin yapisinda yer alan makromolekiiller supramolekiler organizasyon
gosterdikleri i¢in VH’nin jel kivamina sahip oldugu bilinmektedir. Literatirde, stabil bir

vitr6z yapt olusturmak ve biitinligini surdirmek icin gerekli makromolekuler
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organizasyon ile ilgili birtakim hipotezler one siiriilmiigtir. VH’nin jel yapisinin
surdarilmesinde heterotipik kollajen fibrillerinin énemli roli mevcuttur. Bu durum
kollajen fibrillerinin, kollajenaz sindirimi ile ortadan kaldirilmasi durumunda vitr6ziin
jelden viskoz bir siviya déniistiirdiigiinii gosteren deneylerle kanitlanmustir®92, Jel form
dogrudan birbirine baglanmayan, dallanmamis kollajen fibrillerinin seyreltik bir dagilimi
ile korunmaktadir. Bununla birlikte, kollajen fibrillerin dogas1 geregi bir araya toplanma
egiliminde olduklari iyi bilinmektedir. Bu nedenle, vitr6z jelin nasil organize oldugunu ve
stabilize edildigini anlamak i¢in, bir yandan stabil jel yapiy1 muhafaza etmek icin kollajen
fibrillerin nasil birbirine baglandigin1 bir yandan da kollajen fibrillerinin toplanmasini
neyin engelledigini anlamak gerekmektedir.

Dogas1 geregi agrege olma egiliminde olan kollajen fibrillerin aralarindaki
boslugun nasil korunduguna yonelik gesitli hipotezler bulunmaktadir.

Elektron mikroskobu incelemelerine dayanan kanitlar, vitroziin kollajen
fibrillerinin zaman zaman birbirine paralel ilerleyebildigini ve agrege olmadan birbirine
yakin konumlanabildiklerini gostermektedir. Bunda tip IX kollajen molekullerinin
kondroitin siilfat zincirlerinin rol aldigimi isaret edecek sekilde, katyonik boyalarla
boyandiktan sonra elektron mikroskobu ile goriintiilendiginde, GAG zincirlerinin komsu
kollajenler arasinda bag kurarak merdiven benzeri bir konfigiirasyonda onlar1 birbirinden
ayirdiklari izlenmistir®,

Kondroitin silfat zincirlerinin birbirleriyle zayif etkilesimler yapabildikleri ve bu
merdiven benzeri konfigilirasyonlarin, birbirine baglanan bitisik kollajen fibrillerinden
tiretilen GAG zincirlerinin bag yapmasiyla iiretildigi one siiriilmiistiir®®4. Bununla
birlikte, katyonik boyalarla boyandiginda goriilen ¢okmiis GAG zincirleri, in-vivo
kosullarda rastlanan yiikksek oranda hidratlanmig formlara ¢ok az benzerlik
gosterdiginden, bu gorliniimlerin esasen artefakta bagli olabilecegi, tip IX kollajen
proteoglikanin kondroitin siilfat GAG zincirlerinin kisa menzilli fibriler araliga katki
sagladig diisiinlilse de vitroz jelde kondroitin siilfat zincirlerinin depolimerizasyonunun
jel yapiyr bozmadig1 gosterilmistir®®. Bu nedenle, kondroitin stlfat zincirlerinin, en

azindan kisa menzilli jel hali korumak i¢in gerekli olmadigi s6ylenebilir.
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Hyaluronanin da kollajen fibril araligmmin korunmasina katkida bulunuyor
olabilecegi diisiiniilmektedir. Hyaluronan, yiiksek oranda hidratlanmis halinden dolay1
blylk hacimler kaplamakta ve kollajen fibriller arasindaki boslugu doldurmaktadir.
Fibriller aras1 araligi korumada hyaluronanin rolii, ginimize kadar énemli tartismalara
konu olmus ve aralifin korunmasinda ve dolayisiyla jel yapimin stabilize edilmesinde
onemli bir rol oynadigi modeller onerilmistir’”%3, Bununla birlikte, streptomyces
hyaluronan liyaz ile sindirilerek hyaluronan ag orgiisiiniin vitréz jelden tamamen
¢ikarilmasimin miimkiin oldugu, ancak bu durumun, jelin 1slak agirliginda bir miktar
azalmaya neden olurken, jel yapisini bozmadig1 gosterilmistir. Bu nedenle, hyaluronan
uzun menzilli araligi ve dolayisiyla jel yapisini korumak igin kesin gerekli olmadigi, ancak
jelin  mekanik stabilitesini arttirmasi muhtemeldir. Hyaluronanin daha diisiik
konsantrasyonda Streptomyces hyaluronan liyaz ile sindirilmesi, vitr6z hyaluronanin
%94'iniin depolimerize olmasi ile sonu¢lanmis ancak enzimle sindirilmis jelin 1slak
agirliklar, kontrol jellerden farkli izlenmemistir®®. Bu, toplam hyaluronanm kiigiik bir
yiizdesinin (%6) vitrozii tamamen sismis durumda tutmaya katildigi anlamima gelmekte
diye diistindlirmektedir.

Scott tarafindan Onerilen olas1 bir diger mekanizma, heterotopik fibriller
uzerindeki tip IX kollajene baglanan kondroitin siilfat zincirlerinin hyaluronani bagliyor
olabilecegi ve boylece genislemis GAG aginin bir pargasini olusturabilecegidir®®. Bununla
birlikte, bugiine kadar, boyle bir baglanmanin meydana gelebilecegi fikrini destekleyecek
ikna edici fiziksel veriler bulunmamaktadir.

Kollajen fibril araliginin saglanmasinda potansiyel bir role sahip olan bir baska
molekiil de optisindir. Diger dokularda, kollajene baglanan ekstraseliiler matriks l6sinden
zengin tekrar proteinlerinin, fibril agregasyonunun 6énlenmesinde dnemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Bu rol, farelerde lumikan ve dekorin genlerinin yok edilmesi ile en agik
sekilde gosterilmistir. Lumikan yoksun farelerin opak kornealara sahip oldugu ve elektron
mikroskobu ile kollajen fibrillerinin lateral topaklanmasi goriintiilenmistir. Dekorin
yoksun fareler, yanal olarak topaklanmis daha ince kollajen fibrilleri temsil ettigi

diistintilen kalin fibriller igeren kirilgan bir cilde sahip olarak izlenmistir. Vitroz kollajen
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fibrillerinin yiizeyinde bulunan baskin ekstraseliler matriks losinden zengin tekrar
proteini olan optisin kollajen fibrillerin kisa menzilli araligina katkida bulunuyor olabilir.

Tip IX kollajen kondroitin stlfat zincirlerinin, hyaluronan ve optisinin kollajen
fibrillerin araliktaki potansiyel rolleri tartisilmig olmakla beraber bu olaya kollajen
fibrillerin yuzeyindeki versikan ve heniiz tanimlanmamis diger makromolekiiller de katk1
sagliyor olabilirler. Vitrdzin kollajen fibrillerinin, bir yandan kisa menzilli etkilesimine
izin veren, ancak diger yandan kapladiklar1 kollajen fibrillerin birbirleriyle
kiimelenmesini 6nleyen makromolekiillerle kaplanmis oldugu 6ne siiriilen hipotezlerden
bir digeridir.

Tdm bu veriler, jel durumunun, kollajen fibriller ag ve ag ile iliskili yiizey
makromolekiilleri  tarafindan  olusturulan  ¢ozelti iginde  siirdiiriilebilecegini
goOstermektedir. Bu, kollajen fibriler aginin dolayl etkilesimler yoluyla bitisik oldugunu
ve kollajen fibriler agin, ¢Ozelti icinde kendisini desteklemek icin yeterli mekanik
esneklige sahip oldugunu gostermektedir. Optisin veya tip IX kollajen (kondroitin siilfat
zincirleri araciligiyla) gibi kollajen fibrillerin yiizeyindeki makromolekiiller, bitisik bir ag
saglamak i¢in kollajen fibrillerin dolayl1 olarak birbirine baglanmasinda rol oynadigini
sOylemek mevcut veriler 1$1g1inda uygun olacaktir.

Fibriler aralik olusumunu saglayan mekanizmalarin bozulmasi, dogal olarak
yapigkan 6zelligi olan kollajen fibrillerinin birbiriyle temas etmesi ve kollajen fibrillerin
topaklanmasi ile sonuglanmaktadir.

Kollajen fibriller bir kez topaklandiktan sonra, bunlar1 birbirlerinden ayirmak ¢ok
zordur ve en sonunda fibriller arasinda ¢apraz baglarn olusumu ile sonuglanmaktadir.
Zamanla bu kollajen topaklari, 151tk mikroskobu ile goriilebilecek kadar biiyiik hale
gelmektedir. Topaklanma, VH igerisinde kollajenin yeniden dagitilmasina ve bazi
alanlarin kollajenden yoksun birakilmasmna neden olacak ve bu alanlar, kollajen

icermedikleri icin sivilagacaktir.

2.1.6 Vitroz Humorun Klinik Onemi
Saglam bir VH, saglikli bir goziin merkezinde yer almaktadir. VH’nin roli

incelendiginde, VH nin diyabetik retinopati, retinal ven tikanikligi, yasa bagl makiiler
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dejenerasyon, niikleer sklerotik katarakt ve primer agik agili glokom dahil olmak {izere
gozl etkileyen bircok hastalik siirecinde merkezi rol oynadigi goriilmektedir. Sonug
olarak, VH’de meydana gelen degisikliklerin komsu goz yapilarinda bir¢ok patolojinin

gelisiminde patolojik ilk adim olabilecegi diistiniilmektedir.

Vitroz Yaslanma: Senil Sivilasma ve Posterior Vitroz Dekolman

Insan viicudundaki hemen her doku gibi, vitroz humorde de yaslanma ile birtakim
degisiklikler meydana gelmektedir. Vitrdzln tipik hayat seyrinde birbiriyle iliskili iki
temel degisiklik meydana gelmektedir. Bunlardan birincisi vitr0z humorde sivilasma,
digeri ise vitreoretinal yapismanin zayiflamasina bagh olarak vitrozin progresif olarak
retina posteriorundaki baglantilarindan ayrilmasidir. Bu iki degisikligin kombinasyonu

posterior vitroz dekolman (PVD) ile sonuglanmaktadir®.

Vitroz Sivilasma

Genglikte uniform bir yapiya sahip olan vitrdz, yaslanmayla beraber homojen
yapisint bozan kollajen fibrillerde yanal topaklanma gibi birtakim fiziko-kimyasal
degisikliklere ugramaktadir>?. Bu durum vitr6z icerisinde kollajen kiimelerinin
olusumuna ve kollajen fibrillerin yeniden dagitilmasina haliyle bazi alanlarda fibril
yokluguna neden olmaktadir. Neticede, vitrdz icerisinde sivilagsan lokal alanlar olugsmaya
baslamaktadir®’ -,

Swvilasma stirecinde ortaya ¢ikan kollajen fibriller topaklanma ve vitréz
icerisindeki kiimelenme 1518 transmisyonunu engelleyerek ve retinada golgeli bir
goriintii olusumuna yani floaters’lara (gbz Oniinde ugusan camsi cisimler) neden
olmaktadir. Yeni doganda vitroz oldukga seffaf iken dogumdan birka¢ on yil sonrasi
itibariyle kollajen kiimelenmeler meydana gelmeye baslar ve sivi alanlarinda blylime ve
sayica artig izlenir. Sonraki on yillarda kiimelenme miktar1 ve haliyle floater miktar artar.

Bu degisim her bireyde ayni1 oranda gozlenmez ancak yapilan gézlemsel incelemelerde

70’li yaslarda vitréziin yaklasik %50’sinin sivilasmis oldugu rapor edilmistir®.
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Yasa bagl vitr6z stvilagmanin, fibriler aralik olusumunu saglayan mekanizmalarin
bozulmasindan dolayi, dogal olarak yapiskan kollajen fibrillerin topaklanmasi sonucunda
oldugu diistliniilmektedir.

Vitroz sivilasmanin ve vitreo-retinal yapigsmanin zayiflamasinin altinda yatan
neden oldugu One siiriilen birtakim hipotezler mevcuttur. Bunlardan iizerinde en ¢ok
durulani, yaslanma ile fibril yiizeyindeki tip IX kollajen ve kondroitin siilfat zincirlerinde
meydana gelen eksponensiyal kayip sonucunda tip II kollajen fibrillerinin agikta kalarak
birbirleriyle temas etmeye baslamasi ile olusan fibriler fiizyon sebebiyle kollajen
fibrillerinin topaklanmasi ve fibriler araligin bozulmasidir®-1%. Bu durum vitréz
stvilasmaya yol agmaktadir. Bu sonuglar, vitrdzln, tip IX kollajenin kondroitin silfat
zincirlerini bozan bir enzim olan kondroitin ABC liyaz ile sindirilmesinin, kollajen
fibrillerinin agregasyonu ile sonuglandigini gosteren bir ¢alisma ile desteklenmektedir®®.

Ikinci bir hipotez ise yasla beraber hyaluronan miktarmin azalmasidir. Bishop ve
arkadaglar1 arastirmasinda, hyaluronanin vitrézden enzimatik olarak tiimiiyle
cikarilmasmin jelin biiziilmesine yol ac¢tig1 ancak tam c¢okiisle sonuclanmadigi rapor
edilmis, bu nedenle hyaluronanin, yapi icin bir én kosul olmadig1 dne siiriilmiistiir®.
Bununla birlikte, bu calisma sadece hyaluronanin ¢ikarilmasinin kisa vadeli etkilerine
bakmistir ve uzun vadede jelin stabilitesi i¢in 6nemli olmas1 muhtemeldir. Daha sonraki
arastirmalarda hyaluronanin vitr6z kollajen fibrilleri ile zayif bir sekilde iliskili oldugu ve
hyaluronidaz sindirimi, kollajen agmin sénmesi ve gevsemesine neden oldugu igin
hyaluronanim kollajen ag1 korumada énemli oldugu gosterilmistirt.

Bir diger hipotez ise, yaslanma ile kondroitin siilfat gibi diger fibriler yiizey makro
molekiillerinin azalmas1 ve yapiskan tip II kollajen fibrillerin yiizeye ¢ikmasi neticesinde
meydana gelen fibriler flizyona bagli fibriller arast boslugun ortadan kalkmasidir.
Yaslanma ile vitreo-retinal yapismanin da giderek zayifliyor olusu diger yiizey
molekiillerinin ayrica vitroz ve retina i¢ ylizeyi arasindaki yapismayr da sagliyor
olabilecegi diisiincesini destekler niteliktedir. Sonuc¢ olarak, kollajen fibrillerin
yuzeyindeki molekiiler bilesenlerde meydana gelen degisiklikler hem vitrdziin
stvilasmasina hem de vitreo-retinal yapismanin zayiflamasina neden olarak posterior

vitréz dekolman gelisimi siirecinde rol oynuyor olabilir®7.98.10%,
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Son olarak vitroz sivilasma ic¢in One siirlilen bir diger hipotez, sivilagsmanin
kollajen fibrillerin par¢alanmasina bagli da olabilecegidir'®L,

Vitroz sivilagsmanin nedensel mekanizmasi tam olarak anlasilmamis olsa da vitrz
stivilasma ile sonuglanan siiregte vitrézde meydana gelen yapisal degisikliklerin
olusumundan sorumlu oldugu o6ne siiriilen birkag hipotez mevcuttur. Vitroz
dejenerasyonun artmis oksidatif stres biyobelirtegleri ve proteolitik enzimlerle iliskili
oldugu gosterilmistirl®219, Bu veriler ile vitréz bozulma siireci iki kategoriye ayrilabilir:
oksidatif stres kaynakli stvilagsma ve enzimatik sivilasmal93104,

Fotokimyasal reaksiyonlarla tretilen serbest oksijen radikallerin vitrdz kollajen ve
hyaluronanin molekiiler degisimine katkida bulunarak vitrozde sivilasmayla
sonuglandigina dair veriler mevcuttur%-11°, Fotosensitizer molekil olan riboflavin igeren
vitrdziin Omiir boyu beyaz 1s13a maruz kalmasi neticesinde giderek artan ROT miktar1 ve
yasla birlikte vitroziin antioksidan kapasitesinde meydana gelen azalma ciddi ROT artisg1
ile sonuclanmaktadir’'®®, Bu veriler 1s13inda yaslanma ile vitrozde meydana gelen
yapisal degisikliklerin ana nedeni olarak ROT 6ne siiriilmiistiirl®,

Vaughan ve ark. artan yasla birlikte vitrozde Kolajenin degredasyonuna ve

stvilasmaya neden olan progelatinazi aktifleyen plazminojen seviyelerinde artis oldugunu

bildirmislerdirt®?,

Posterior Vitroz Dekolman

Ilerleyen yasla beraber, vitrdz sivilasmayla es zamanl olarak vitroz korteks de
giderek incelir ve posteriorda retinaya daha gevsek yapismaya baslar. Gevsek yapisma,
vitrdz sivilagsmaya neden olan yapisal degisikliklerden biri oldugu one siiriilen, vitrdzln
heterotipik kollajen fibrillerinin ylizeyindeki bilesenlerin zamanla azalmasi ya da ortadan
kalkmasi hipotezi ile agiklanabilir. Yaslanma sirasinda kaplayict makromolekiiler
kaybolur veya azalirsa, fibriller daha az yapiskan hale gelir ve bu durum vitreo-retinal
yapismada zayiflama ile sonuglanirt!’. Sonug olarak, kollajen fibrillerin yiizeyindeki
makromolekiiler bilesenlerde meydana gelen degisiklikler hem vitroziin sivilagmasina

hem de vitreoretinal yapismanin zayiflamasina neden olarak posterior vitréz dekolman
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gelisimi siirecinde rol oynayabilir. Vitr0z kortekste meydana gelen incelme ise yasla artan
kollajen degredasyonu hipotezi ile a¢iklanabilir.

Vitréz sivilasma, korteksteki incelme ve vitro-retinal gevsek baglanma
nihayetinde korteks ve retina arasina vitr0ziin sizmasina ve korteks ve retina arasinda
ayrilma olusmasia neden olur. Bu ayrilma fovea cevresinde bulunan siki baglanma
bolgesi nedeniyle siklikla fovea cevresinden baslar. Cekilmeye bagli 6ncelikle ¢adir
benzeri bir goriintii olusur. Foveal yapisiklik serbest kaldiktan sonra ise gorintl lens
seklini alir.

Ilerleyen ayrilma optik sinir iizerinde bulunan yapisma bolgesini de ¢ekmeye
baslar. Sonunda vitrdz optik sinirden de ayrilir.

Boylece, vitroz korteks sadece goziin 6n kismina yapisik halde kalarak vitroz
timiiyle bosluga agilmis olur. Zamanla kortikal vitrdz bazal vitréziin posterior sinirina
kadar retinadan ayrilir. Gelisen bu olaylarin tiimiine posterior vitr6z dekolman
denmektedirt!®11, Vitroz korteksin 6n kismi giiclii yapisikhiklar: nedeniyle bazal vitroz
aracilig ile retinaya ve siliyer cisime sikica yapisik kalmaya devam eder.

PVD genellikle gormeyi tehdit etmese de 151k ¢cakmalari, ugusan cisimler gibi bir
takim gorsel sikayetlere neden olmaktadir'?, Prognozu genellikle iyi olsa da retinal yirtik
ve retina dekolmani gibi kalici total goérme kaybina kadar ilerleyebilecek Onemli
komplikasyonlara neden olabilmektedir'?1:122, Vitreo-retinal yapismanin giiclii oldugu
alanlarda vitroz traksiyona bagl olarak kiiglik retinal damarlarda kopmalar ve/veya tam
kat retina yirtigt olusabilmekte, kopan damarlar nedeniyle vitrdz hemoraji
izlenebilmektedir. Retinal yirtiklara bagli olarak da gorme alani defektleri, retina
dekolmani gibi durumlar izlenebilir.

Yaslanma haricinde, yiliksek derece miyopi, menopoz ve Stickler sendromu,
Ehlers-Danlos sendromu ve LAMAS5 multisistem sendromu gibi kalitsal hiicre dis1
matriks sendromlari, PVD igin bilinen diger risk faktdrleridir'?3-126, PVD, kismen miyopik
Vitréziin erken sivilasmasi nedeniyle emmetroplara kiyasla miyoplarda daha erken ortaya

cikmaktadirt?®,
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Retinal Hastaliklarda Vitroziin Onemi

Cerrahi midahale gerektiren retinal patolojik durumlarin temelinde siklikla
kortikal vitroz yer almaktadir. Ciddi vitroz sivilagma ve kortikal vitroziin retina
yuzeyinden cekilmesi neticesinde, sik1 yapigsmalarin devam etmesi durumunda anormal
posterior vitroz dekolman (APVD) denilen tablo ortaya ¢ikmaktadir. APVD,
vitreomakaler traksiyon, makdler blizlisme, epiretinal membran ve makiiler hole gelisimi,
retina yirtilmasi, retina dekolmani ve retina neovaskiilarizasyonu gibi retinal patolojileri
ile sonuclanabilen ciddi bir patolojidirt?’. Tiim bu retina rahatsizliklarinin en sik
goriildiigli yas 50 yasindan sonradir ve bu da PVD’nin en yiiksek insidans yasina denk
gelmektedir. Bu nedenle, bu retina bozukluklarinin hemen hepsinin altinda yatan temel
neden olarak VH’nin sivilasmast olasiligi bulunmaktadir!?®,

Anormal posterior vitroz dekolmanin komplikasyonlari: G6ziin normal yaslanma
stirecinde tarif edilen, vitroz korteks ve retina arasina sizan vitrdz humor zamanla
foveadaki sik1 yapigsma bdlgesinden vitroziin ayrilmasi ile sonuglanir. Bazen bu ayrilma
gerceklesmez ve VH foveay1 ¢ekmeye devam eder. Bu zorlanma neticesinde retinanin bir
pargasi alt tabakalarindan ayrilir. Bu asamadan sonra birkag sey olabilir. Birincisi, vitréz
korteks cekmeye devam ettiginde makula iyice ayrilir ve santral retina {izerinde bir delik
olusur. Bu delige makular delik denir. Bu durum gérme alani santralinde kii¢iik bir eksik
alana neden olur.

Meydana gelen bir diger olay ise vitroz korteksin ayrilmasi ve bir miktar korteksin
retina lizerinde yapisik kalmasi olayidir. Bu remnant, hyalosit hlicreleri icerir ve epiretinal
membran isimli bir membran olusturmaya baslar. Bu hiicreler kasilmaya meyillidir ve
retina iizerinde kasilarak retinada kivrilmalara neden olur. Bu durum fovea {izerinde ise
gormede azalma ile sonuglanir. Eger bu remnant doku foveanin sadece bir tarafinda ise
kasilma tek yonlii olur ve bu durum makular hole olusumu ile sonuglanir.

PVD sonrasi vitrdz, retinaya ve goziin diger yapilarina sadece dnden bagli halde
kalmaktadir. G6z hareket ettiginde vitroz de hareket edecek ve her goz hareketinde vitroz
retinay1 ¢ekmeye devam edecektir. Eger vitroz siki bagl ise ve yeterince sert ¢ekim

uygularsa retinay1 ¢ekerek alt tabakadan ayrilmasina sebep olabilir. Aslinda bu durum
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floater olusumu disinda 6nemli bulgu vermez ancak ¢ekme kuvveti arttiginda retinal yirtik
olusumuna neden olabilir.

Olusan retinal yirtik, vitroziin stvi kisminin retina arkasina sizmasina imkan tanir.
Si1zint1 miktar1 arttik¢a retina alt tabakalarindan ayrilmaya baglar ve ayrilma miktari
giderek artar. Tiim retina ayrilana kadar bu ayrilma devam edebilir. Retina ayrilmaya
baslayimnca gorme alaninda defekt olusur ve ayrilma miktar1 arttikca bu defekt alani
giderek buyur. Bahsedilen bu durum retina dekolmani (RD) olarak adlandirilmaktadir.

Retina dekolmani, retinanin ¢ok katli norosensor tabakasinin temel metabolik
ihtiyaglarin1 karsilayan altindaki retina pigment epiteli ve koroidden ayrilmasi olayidir.
Retina, dekolman sonrasi oksijen ve besin ihtiyacin1 karsilayamaz ve gelisen iskemi
nedeniyle progresif fotoreseptér dejenerasyonu sonucunda fonksiyonunu kaybeder.
Tedavi edilmezse dekolman retinanin tamamini icerecek sekilde ilerler ve kalict gérme
kaybina neden olur.

Gerceklesme mekanizmasina gore regmatojen, traksiyonel, eksiidatif ve mikst tip
olacak sekilde 4 farkli ¢esidi olan RD’nin en sik goriileni, yukarida da bahsedilmis olan
retinal yirtiga sekonder gelisen regmatojen retina dekolmanidir. En sik, yaslanmaya bagh
izlenen PVD komplikasyonu olarak izlenen retinal yirtiklar neticesinde olusur. Retinada
yirtik gelisimine neden olan yaslanma disinda baska risk faktorleri de bulunmaktadir.
Bunlar arasinda gecirilmis katarakt cerrahisi, travma, miyopi ve daha az siklikta goériilen
baska patolojiler bulunmaktadir. VH ile ilgili bir diger retina dekolmani c¢esidi ise
traksiyonel tip retina dekolmanidir. En tipik 6rnegi kontrolsiiz diyabet hastalarinda da
izlenen vitréz skar dokusunun biiyiiyerek retinay1 ¢ekmesine bagl olusur. Yeni gelisen
retinal damarlara yapisan vitroz ¢ekilme sirasinda bu damarlarda yirtilmalara ve vitroz
icerisine kanamalara da neden olabilmektedir.

Sonug olarak, vitroziin yapisindaki bozulma ile retinal pek ¢ok patoloji iliskili
goriinmektedir. Giliniimiize kadar yapilmis olan arastirmalar, radyoterapi ile vitrozde
meydana gelen degisikliklerin radyasyona sekonder retinal patolojilerin gelisimi ile
iligskisi olabilecegi fikrini desteklemektedir. Deneysel olarak kanitlanmamis olsa da

radyasyonun vitroz kontraksiyona ve traksiyona neden oldugu, buna bagh olarak vitroz
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ve retinal dekolmana neden olabilecegini one siiren veriler mevcut olmakla beraber bu

veriler vaka raporlari seklinde kanit diizeyi tartismali galismalardan elde edilmistirt?%1%°,

Kataraktta Vitroz Humorun Onemi

Normal sartlarda lensteki oksijen basimnci oldukga diisiiktiir'®. Lensin oksijen
tilketimi ve oksijen basmci arttikca maruz kaldig1 oksidatif stres artacaktir®®.Lensteki
oksidatif streste izlenen artis niikleer sklerotik katarakt gelisimi ile sonuglanmaktadir.
Lensin hipoksik durumunun surdirilmesinde vitrozin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir.
Retinadan gelen oksijen seviyelerinin VH igerisinde 6ne dogru ilerledik¢e azalmas: ile
lens yuksek oksijen diizeylerinden korunmaktadir. Vitroziin ortadan kalkmasi veya yasa
bagh veya farmakolojik vitreoliz farketmeksizin vitrozde izlenen sivilasma diflizyon
oraninda artisa ve oksijen tiiketim kabiliyetinde azalamaya neden olmaktadir. Oksijen
gradientinde azalma neticesinde lensin asir1 oksidasyona maruz kalmasi nedeniyle bu
durum niikleer katarakt gelisimi ile sonuglanacaktir?,

Herhangi bir nedenle hiperbarik oksijen tedavisi alan bireylerin yaklasik %50
sinde 1-3 yil igerisinde niikleer katarakt gelistigi rapor edilmistir’®?, 171 kadavra gozii
iizerinde yapilan bir calismada Harocopos ve arkadaslari, yasla ortaya c¢ikan vitroz
stvilasmanin  dogrusal olarak niikleer sklerotik katarakt ile iligkili oldugunu rapor

etmislerdir!®*

. Bu raporda sivilagsma orani ile katarakt skleroz derecesinin korele oldugu
gosterilmistir

Literatirdeki ¢alismalarda, vitréziin cerrahi olarak ¢ikarildigi vitrektomi
operasyonu sonrasinda, g6z igerisinde askorbat diizeylerinde azalma ve oKsijen
diflizyonunda artma gelistii ve niikleer katarakt gelisme riskinin arttig
gbsterilmistirl3313449.135-137,

Vitroz sivilasma veya vitrektomi sonrasinda degisen diflizyon kapasitesi oksijen
diflizyonunda ortaya ¢ikacak artis kadar ROT gibi baska toksik iirlinlerin de lense daha

138 Ornegin, yag asitleri bakimmdan

kolay ve daha fazla ulasmasi ile sonuglanacaktir
zengin olan retina oksidatif bilesikler tarafindan hasar gordiiglinde, bu toksik lipid

peroksidasyon iirtinlerinin vitrdz boyunca difiize olup lens posterioruna yayilarak, lenste
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antioksidan glutatyon diizeylerini azaltabilecegi ve katarakta neden olabilecegi hayvan
deneylerinden elde edilen veriler neticesinde dne siiriilmiigtiir3%:40,

Premature vitroz dejenerasyon izlenen Stickler sendromu hastalarinda prematiire
niikleer sklerotik katarakt izlenmesi de bu bilgileri dogrulamaktadir!4-142, Buna ek olarak,
erken vitroz sivilagsma ile iligkili bir durum olan eksenel miyopi, daha erken baslayan ve
emmetropik kontrol gbzlerine gore daha yogun niikleer sklerotik katarakt olusumu ile
iliskilendirilmistir'*3. Bu iliski, hizli ilerleyen post-vitrektomi niikleer katarakt gelisen
hastalarda, lensin kalitesi, karakteri, rengi, sertligi ve opakligi, Stickler sendromunda,
yiiksek miyopide ve yasa bagl tipik niikleer kataraktta goriilenlerle ayni olmast ile
desteklenmistir.

Radyasyonla iligkili kataraktogenezin incelendigi giincel bir arastirmada ise
sinovyal sivi modellerinden elde edilen veriler kullanilarak, hyaluronanin radyolitik
depolimerizasyonunun vitroz oksijen diflizyonunu artiracagi ve diisiik LET 1 Gy’lik
1sinlama sonrasi lens arkasindaki oksijen miktarinda %20’den fazla artis olacagi tahmin
edilmistir. Bu durumun lenste yiiksek oksijen basinci diizeyleri ile sonuglanmasi ve lensin
hipoksik kosullarin1 bozacag diisiiniilerek radyasyonun vitroz tizerindeki etkilerinin lens
metabolizmasii etkileyecegi ve sonu¢ olarak katarakt olusum riskini artiracagi one
stiriilmiistiir’2e,

Sonug olarak saglam bir vitrdz ve korunan diistik oksijen seviyeleri, lensi oksidatif
strese karst korumakta ve bdylece lens seffafliginin siirdiiriilmesine katkida
bulunmaktadir. Yaslanmaya bagli, cerrahiye baglh veya genetik fark etmeksizin vitroziin
yapisindaki bozulma ile katarakt iligkili gériinmektedir. Tiim bu ¢aligmalar radyoterapi ile
vitrozde meydana gelen degisikliklerin radyasyona sekonder lens hasari/katarakt geligimi

ile iligkisi olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Glokomda Vitréz Humorun Onemi

Vitrektomi ile ilgili arastirmalar, saglam bir VH’nin a¢ik ac¢ili glokoma karsi
koruma sagladigina dair kanitlar sunmuslardir. VH cerrahi olarak ¢ikarildiginda, uzun
sureli takipte goOzlerin 6nemli bir ylzdesinde glokom izlenmektedir. Vitrektomi

cerrahisinden sonra artmis glokom riskini gosteren ilk kisi olan Chang sonrasinda yapilan
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diger arastirmalar vitrektomi ve vitrdz sivilagmanin primer agik a¢ili glokom vakalarinin
yaklasik %15 ila %20'sinden sorumlu olduguna isaret etmistir®”:68,

Sonug olarak, vitréziin yapisindaki bozulma ile acik agili glokom iligkili
goriinmektedir. Giiniimiize kadar yapilmis olan arastirmalara ait bulgular, radyoterapi ile
vitrozde meydana gelen degisikliklerin glokom gelisimi ile iligkisi olabilecegi fikrini

desteklemektedir.

2.2 Radyoterapi

Radyoterapi (RT) kanser tedavisinde siklikla kullanilmakta olan etkin bir tedavi
modalitesidir. Dokulardaki etki mekanizmasi temel olarak direkt etki ve indirekt etki
olarak ikiye ayrilmaktadir. Sonugta her iki mekanizmanin da hedefinde Deoksiribo
Niikleik Asit (DNA)’ler yer almaktadir. Direkt etkisi, radyasyonun bizzat kendi enerjisi
ile hiicre DNA’sinda sebep oldugu baz hasari, tek sarmal kirigi, ¢ift sarmal kirig1 benzeri
hasarlar sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Olusan hasar onarilamazsa hiicre apoptoza
giderek ortadan kaldirilmis olmaktadir. Indirekt hasarda ise, radyasyonun viicutta bol
miktarda bulunan su molekdlleri ile etkilesimi neticesinde ortaya ¢ikan hidroksil (OH®)
radikali gibi ROT’un neden oldugu DNA hasari neticesinde timér hiicrelerinin ortadan
kalkmasi1 saglanmis olmaktadir.

Radyasyonun secici olarak tiimor hiicrelerine etki etmemesi ve kat ettigi yol
boyunca tim hicrelerde benzer etkiler gostermesi nedeniyle, 1sin demetleri viicut
icerisinde seyrettigi sirada icerisinden gectigi diger dokularda da DNA hasar1 meydana
gelmektedir. Olusan DNA hasari, saglam dokularda da hiicre 6liimiine neden olabilmekte,
belirli bir miktar hiicrenin 6liimii sonrasi organin fonksiyonunu kaybetmesine neden
olabilmektedir. Haliyle diger anti-kanser tedavilerde olabilecegi gibi, RT uygulanan
hastalarda da uzun dénemde birtakim toksisiteler izlenebilmektedir. Bu toksisiteler tedavi
sirasinda  saglam dokularmm almis oldugu radyasyona bagli meydana gelen hasar
neticesinde ortaya ¢ikmaktadir. Radyasyona bagl toksisitelerin, olustugu takdirde biiytlik
oOlglide kalic1 olmas1 ve tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle hasar gelismeden

Onlenmesi 6nem arz etmektedir.
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Geg toksisite beklenen organlarin maruz kalacagi radyasyon dozunun belirlenmis
tolerans limitlerinin altinda tutulmasi almabilecek temel Onlemlerden birisidir. Geg
toksisite beklenen, 1ginlama sirasinda korunmasi igin dikkat edilen ve birtakim doz
limitleri belirlenmis olan bu dokulara radyasyon onkolojisi terminolojisinde ‘Risk
Altindaki Organ (RAQO)’ ismi verilmistir. Bas ve boyun tlimoérlerinin, santral sinir sistemi
timorlerinin ve géz ve eklerine ait timorlerin tedavisinde RT kullanildiginda hedef
etrafinda gdz, beyin sap1, parotis bezi gibi pek ¢ok radyosensitif RAO bulunmaktadir. Bu
RAO’lardan biri olan goz ve goze ait (lens, optik sinir, retina gibi) alt yapilar giinlimiize
kadar arastirmalarda incelenmis, uzun dénem toksisite gelisme riski saptanmis ve bu
yapilara ait doz limitleri belirlenmistir.

Giiniimiize kadar gdziin hemen tiim yapilar1 ile radyoterapi iligkisi incelenmis ve
yukarida bahsedildigi gibi organa 6zgii doz limitleri belirlenmis olmasina ragmen, VH ve
RT iligkisini bu amagla inceleyen, radyoterapinin vitroz humorde yaptig1 degisiklikleri
tespit edip, varsa bu degisikliklerin gelisimindeki doz yanit iliskisini degerlendiren bir
calisma gergeklestirilmemistir. Haliyle bu yap1 RAO statiisiinde degerlendirilmemekte ve
herhangi bir doz limiti bulunmamaktadir.

Okiilogenez sonrasinda Onemsiz bir yapi olarak degerlendirilen VH’nin son
yillarda 6nemli rolleri oldugunu isaret eden arastirmalar giderek artmaktadir. Radyasyon
ile olan iligkisinin incelenmemis olmasi1 da vitrdz humorde radyasyon maruziyetinin klinik
oneminin hentiz net bilinmemesi olabilir.

Glnliik pratikte radyasyon tedavisi i¢in en sik kullanilan radyasyon ¢esidi lineer
akseleratorlerde elektronlarin hizlandirilarak hedefe ¢arptirilmasi suretiyle elde edilen X-
isinlaridir. X-1s1nlarinin maddeyle etkilestiginde iyonizasyona yol ac¢tig1 bilinmektedir. Su
molekiillerinde meydana getirdigi iyonizasyon ROT un olugmasima neden olmaktadir.
VH’nin ylksek su igerigi disiiniildiigiinde X-1ginlarinin vitrézde ROT’da artisa ve
boylece major degisikliklere yol agabilecegini diisiinulmektedir.

G0z oldukga radyosensitif bir organdir. Lens, retina gibi alt yapilarin radyasyon
hassasiyetinin farkli diizeylerde olmasi nedeniyle goz igerisindeki yapilar ayr1 ayrt OAR
olarak degerlendirilmektedir. Pek ¢ogunda radyasyon hasar1 kalic1 géorme kaybi ile

sonuglanabilecegi i¢in tolerans limit dozlarina yiiksek 6nem gosterilmedir.
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Orbita ve ¢evresindeki dokularin radyasyon maruziyetine bagl izlenebilecek uzun
donem toksisiteler; kirpiklerde dokiilme, gbéz kurulugu, konjunktivit, konjunktival
telenjektazi, korneada skar formasyonu, korneal Ulserasyon, Keratit, irit, katarakt,
retinopati, makulopati, papillopati, optik néropatidir. Bu yan etkilerin gériilme insidansi
ve siddeti hedef alanin lokasyonu, hedefin boyutu, radyoterapi toplam dozu, radyoterapi
fraksiyon dozu gibi birtakim faktorlere bagli olarak degismektedir.

Radyasyonun lenste yaptigi hasar katarakta, optik sinirde yaptigi hasar optik
noropatiye, retinada yaptig1 hasar ise radyasyon retinopatisine neden olmaktadir. Bunlarin
timii gorme bozuklugundan kalict goérme kaybina kadar ciddi durumlara neden
olmaktadir. Bu komplikasyonlar arasinda en ciddi olani, yiiksek gorme kaybi riski
bulunan radyasyon retinopatisidir ve vitr6z hemoraji, neovaskiiler glokom, retina
dekolmani gibi ciddi komplikasyon riski bulunmaktadir. Radyasyon retinopatisi, retina
kan damarlarinda meydana gelen iskemik hasardan kaynaklanan radyoterapiye bagl ge¢
bir komplikasyondur!#4-146, Semptomlarn baslangici siklikla radyoterapiden yaklasik 6
ay- 3 yil sonrasinda goriilmektedir4+147. Daha ge¢ gelisen vakalar da bildirilmis.
Radyasyon dozu arttik¢a goriilme insidansi artmakta ve >50 Gy den sonra daha fazla
gorilmektedir'4’. Radyasyon retinopatisinde sik izlenen lezyonlar; mikroanevrizma,
intraretinal 6dem, ekstidasyon, hemorajidirt44145147,

Radyoterapiye bagh vitr6z dekolman giiniimiize kadar arastirma konusu
olmamakla beraber, ayn1 zamanda vitr6z dekolmanin bir komplikasyonu olan retina
dekolmani goriilmesi sikligmnin radyoterapi sonrasit %Z20’lere varabilecegi 0One
siiriilmiistiir'“®, Buna ragmen RD okiler radyasyon maruziyetinin bir komplikasyonu
olarak anilmamaktadir. Radyoterapi sonrasi bazi vakalar bildirilmis olmakla beraber
radyasyon ve RD arasinda bir korelasyon olasilig1 sistematik olarak ele alimmamisgtir'#°,

Teorik olarak, radyoterapi, vitréz sivilasma ve kontraksiyona neden olabilir,
vitreoretinal araylizii degistirebilir, posterior vitreal korteks ve retinanin i¢ sinirlayict
membran arasindaki yapismay1 indiikleyerek veya gii¢lendirerek, retina yirtilma riskini
arttirabilir'®, Koroidal maling melanom tanili hastalarin radyoterapi ile tedavi edildigi

prospektif bir klinik c¢alisgmada %2 oraninda RRD izlendigi rapor edilmig'®, son
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zamanlarda retinoblastomalar igin regmatojen RD ile radyoterapi arasinda siipheli bir
152

iliski oldugu bildirilmistir
2.3 Metabolomikler
Omikler, bir organizmanin yapisina ve iglevine doniisen biyolojik molekiillerinin
toplu karakterizasyonuna ve Ol¢iilmesine imkan taniyan bir biyoloji bilim dalidir.
Metabolomiks, proteomiks, transkriptomiks, genomiks gibi alt dallar1 bulunmaktadir

(Sekil 2.4).
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Sekil 2.2- Omikler: DNA’ dan Metabolomiklere akigin sematik goriiniimdi.

Genomik ve proteomiklerle karsilastirildiginda, nispeten yeni bir alan olan, ancak
tipta giderek daha 6nemli bir ara¢ haline gelen metabolomikler, metabolomu inceleyen
multidisipliner bir alandir'®3, Bir doku, hiicre, biyolojik s1v1 gibi bir biyo-6rnekte belirli
bir zaman diliminde meydana gelen kimyasal sirecler neticesinde, lipid, karbonhidrat,
vitamin, hormonlar gibi diger hiicre bilesenlerinden ortaya cikan kiiciik molekiillii
metabolitlerin global olarak saptanmasi, tanimlanmasi, miktarinin belirlenmesi ve
yorumlanmasi neticesinde bir kanaate varilmasi olarak tanimlanabilir’>. Metabolomik

incelemelerin en 6nemli avantajlarindan birisi patolojik durumlarin molekiiler diizeyde
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patofizyolojisinin anlasilmasina katki saglamasi ve cevresel maruziyetlerin etkisinin
yorumlanmasina imkan tanimasidir!>>-1%7,

Tum genetik transkripsiyon ve translasyon sireclerinin akisi, biyolojik molekiler
asamalarin ve gevre, beslenme, mikrobiyata gibi eksternal faktorlerin etkisini yansitan
diisiik molekiiler agirlikli molekiiller (<1-1.5 kDa) olan metabolitlerdir'>®, Metabolitlerle
ilgili caligmalar aslinda olduk¢a eski zamanlara dayanmaktadir. Ancak yapilan
caligmalarda bilinen belirli bilesiklerin veya biyokimyasal yolaklarin degerlendirilmesi ile
sinirl, yani hedeflenmis belirli metabolomikler arastirilmaktaydi!®®. Diyabet tanisinda
kullanilan kan sekeri dlgtimleri, fenilketoniiri taramasinda kullanilan fenilalanin 6l¢timleri
ve dislipidemi takibinde kullanilan lipoprotein diizey 6l¢timleri hedeflenmis metabolomik
Olclimlere 6rnek olarak verilebilir.

Hedeflenmemis veya global bir yaklasim ile gercgeklestirilen metabolomik
Olgiimler ise, miimkiin oldugu kadar ¢ok metabolitin Ol¢lilmesi ve numunelerin
karsilastirilmas1 prensibine dayanmaktadir. Bu tur analizler ile iyi karakterize edilmis
metabolit profilleri iceren "metabolit kitapliklar1" gelistirilmesine olanak taninmaktadir.
Bu kiitiiphane verileri, tanimlama i¢in numune metabolitlerinin profillerinin
karsilastirilabilecegi standartlar olarak kullanilmaktadir. Hedeflenmemis metabolomik
calismalari, yeni kesiflere yol agmus, hiicresel yolaklar1 biyolojik mekanizmalara
baglayarak ve fizyoloji ve tip anlayisimzi yeniden sekillendirmistir®®8,

Mevcut metabolomik teknolojik imkanlar, standart laboratuvar tekniklerinin
kapsadigindan ¢ok daha fazla sayida, yiizlerce hatta binlerce metabolitin hassas analizini
yapabilmeyi miimkiin kilmaktadir. Insan viicudundaki toplam metabolit sayisi, farkli
biyolojik 6rnekler arasinda degisiklik gostermekte ve hala toplam miktar kesin olarak
bilinmemekle beraber diinya ¢apindaki en biiyiik metabolit veri tabanlarindan biri olan
Insan  Metabolom  Veritabanma  (https://nmdb.ca/statistics#metabolite-statistics,
27.12.2020) gore, insanlarda 92.308ii endojen olmak Uzere en az 114.100 metabolit

mevcuttur.
Her viicut kompartmaninin kendi ait metabolomu bulunmaktadir, ancak bunlar
vaskiler ve lenfatik baglantilar yoluyla birbiriyle ilintilidir!. Bir dmir boyunca nispeten

stabil kalan genotipin aksine, metabolomik zamanla degismekte ve belirli bir biyo-6rnegin
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her metabolomik karakterizasyonu, belirli durum ve zamanin o anlik durumunu temsil
etmektedir’®®. Bu nedenle Omikler arasinda, metabolom, fenotipe belki de en yakin
olanidir ve bu nedenle normal ve patolojik durumlarin yani sira dig uyaranlarin etkisi ve

dis uyaranlara tepkisi hakkinda bilgi saglayabilme potansiyeline sahiptir.

2.3.1 Iyonizan Radyasyon ve Metabolomik Degisimler

Iyonizan radyasyona maruz kalma, nihayetinde endojen metabolizmay: etkileyen
bir dizi molekiiler olay1 tetiklemektedir. Gegmis metabolomik arastirmalar, radyasyon
maruziyetinin dokuya 6zgii metabolik yanitlara yol agtigin1 gostermektedir!6-163. By
arastirmalara vitroze 6zgii odaklanildiginda, pek ¢ok arastirmada vitrézdeki metabolomik
degisikliklerin konu edildigi goriilmekteyken, radyoterapi maruziyeti sonrasi vitroziin
metabolomik profilinin degerlendirdigi bir ¢caligma literatiirde yer almadig1 goriilmektedir.
D1s uyaranlarm etkisi ve dis uyaranlara tepkisi hakkinda bilgi saglayabilme potansiyeli
nedeniyle, vitroziin metabolomik igeriginin radyasyon maruziyeti sonucunda neden
olacag1 degisiklikleri ve bu degisikliklerin dizeyini saptamada onemli veri

saglayabilecegi Ongoriilerek arastirmamiza metabolomik analizler dahil edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Deney Modelinde Kullanilacak Hayvanlar ve Ozellikleri

Gergeklestirmis oldugumuz deney modelinde, okiiler yapilarmin anatomik ve
fizyolojik 6zelliklerinin insan ile oldukca benzer 6zellikler gdstermesi nedeniyle tavsan
tercih edilmistir. Ayrica, literatiire bakildiginda, vitréz ile ilgili oftalmolojik
arastirmalarda siklikla tercih edilen tiir olmas1 ve ihtiya¢c duyulacak 6rnek miktar1 da
hesaba katilarak, tavsan goziiniin viicuduna oranla biiytikliigi nedeniyle en uygun tiridn
tavsan oldugu saptanmigtir’64-166,

Deneyler 6-8 aylik, 12 adet, erkek cinsiyette Yeni Zelanda beyaz tavsani Uzerinde
gerceklestirilmis ve arastirma 01.2020- 06.2020 tarihleri arasinda tamamlanmustir.

Bu deneyde kullanilan tim prosedurler, Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari

A.S. yerel etik kurulu tarafindan onaylanmistir (Etik onay numarasi: Protokol Numarasi

400, onay tarihi: 23.09.2019). Etik kurul onay belgesi i¢in Bkz. Ek. 1.

3.2 Radyoterapi Planlama ve Uygulama Stireci

Deney protokoliine dahil edilen tiim tavsanlara GE™ Brightspeed BT Simulator
ile tedavi planlama amaciyla, prone pozisyonda bilgisayarli tomografi ¢ekilmistir.
Planlama tomografisi ¢ekim islemi agrisiz olmasina ragmen islem siiresince hareketsiz
kalabilmeleri igin tavsanlara islem Oncesinde genel anestezi uygulanmistir. Bu amagla
tavsanlara %2 ksilazin Smg/kg ve %10 ketamin 35 mg/kg intra-muskiiler olarak enjekte
edilmistir. Cekim sirasinda, ayrica, bas ve boyunu sabitlemek ve tedavi
tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla tavsanlarin boyun alt1 bolgesine yerlestirilen sekil
alabilir materyal ile her tavsana 6zel kalip alinmistir.

Planlama tomografilerinde tim hayvanlarin sag orbitasi hedef, sol orbitas1 ise
kritik yap1 olarak konturlanmstir (Sekil 3.1).



34

Sekil 3.1- Tedavi planlama tomografisi goérintileri ve konturlar; A: koronal kesitler; B:

aksiyal kesitler; C: sagittal kesitler. Kirmizi1 ¢izgi; kontrol orbita, Yesil ¢izgi; deneysel

orbita- hedef, Turuncu ¢izgi; lens.

Hedef olarak tanimlanan sag orbitaya yonelik, 3 fraksiyonda 60 Gy doz
recetelendirilmistir. Sol orbita kontrol olarak belirlenmis ve radyasyondan korunacak
sekilde BrainLab® iPlan® tedavi planlama sisteminde (TPS) optimizasyon yapilmistir
(Sekil 3.2). Recetelendirilen doz insan goziinde sik goriilen koroidal malign melanom igin
merkezimizde regetelendirdigimiz tedavi doz/ fraksinasyon semasina aittir. Optimizasyon
neticesinde kontrol goziin aldigi maksimum doz 1.22 Gy, ortalama doz 0.26 Gy olarak

izlenmistir.
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Sekil 3.2- Tedavi planina ait izodoz egrileri (pembe daire %95’lik izodoza ait).

BrainLab Novalis® Linear Hizlandirict kullanilarak tavsanlarin gézlerine 6 MV
foton enerjisi ile, 400 MU/dk doz hizinda, giin asir1 3 fraksiyonda, 60 Gy (640 MU)

stereotaktik yontemle radyoterapi uygulanmistir. Tedavi uygulanmasi islemi agrisiz

olmasina ragmen islem siiresince hareketsiz kalabilmeleri i¢in tavsanlar

genel anestezi uygulanmistir. Bu amagla tavsanlara %?2 ksilazin Smg/kg ve

islem Oncesi

%10 ketamin

35 mg/kg intra-muskdler olarak enjekte edilmistir. Set-up islemi ve radyoterapi

uygulamasi sirasinda elde olunan goriintiiler sekil 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6’da gorilmektedir.
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Sekil 3.4- ExacTrac® portal gorintileme sistemi ile set-up islemi.
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Sekil 3.6- Tedavi sirasinda alinmis kamera goriintiisii 2.
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3.3 Hayvanlarin Ge¢ DoOnem Toksisiteleri Gozlemleyebilecek Yeter Sire
Yasatilmasi, Bu Siirecte Barinma ve Beslenme Kosullar1 ve Rutin Muayene

Radyoterapi uygulamasindan sonra, insan go6zunde kronik toksisitelerin
baglamasinin beklendigi 3-4 aylik siire baz alinarak, tim tavsanlar 3 ay sureyle yasatildu.
Bu surecte, 12 tavsan 22-24 °C oda sicakliginda, 12 saat gece 12 saat giindiiz (1s1iklar sabah
08:00’de agilmak tizere) dongiisiinde tutulan odalarda, kafeslerde iki tavsan olacak sekilde
barmdirildi ve bltlin tavsanlarin deney siiresince yem ve suya erisimleri ad-libitum olarak
saglandi.

Haftalik genel fizik muayene, genel oftalmik muayene, indirekt oftalmoskop ile
fundus muayenesi yapild1 (Sekil 3.7). indirekt oftalmoskopik muayene siiresince tavsanlar
%2 ksilazin 5mg/kg ve %10 ketamin 35 mg/kg intramuskiler olarak uygulanarak
uyutuldu. G6z dibi muayenesinden 6nce pupil dilatasyonu saglamak igin topikal olarak
her iki g6ze %1.0 siklopentolat hidroklorir (Sikloplejin) ve %0.5 tropikamid (Tropamid)
uygulandi. 12 haftalik siiregte izlenen tiim bulgular dokiimante edildi.

Sekil 3.7- Indirekt oftalmoskopik muayene sirasinda alimis goriintii.
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3.4 Operasyon Siireci: Sakrifikasyon, Eniikleasyon ve Diseksiyon Islemlerinin
Uygulanmasi

3. ayimn sonunda, tiim tavsanlarin her iki gozii optik sinir proksimalinden genel
anestezi esliginde eniiklee edildi. Eniikleasyon sonrasi vitréz humorun akdz humor ile
kontaminasyonunu engellemek icin korneadan enjektor ile girilerek akbz humor aspire
edildi. Sonrasinda sklerotomi uygulanarak vitroze ulasildi (sekil 3.8). Manuel olarak 2.5
cc enjektor yardimu ile vitroz aspire edildi. Goz basina ortalama 1-1.5mL kadar vitrgz
ornek elde edilebildi. G6z igi tiim yapilar ve vitréz makroskopik olarak degerlendirildi.
Bu siiregler her asamada goriintiilendi ve patolojik bulgular, farkliliklar dokiimante edildi.
Postmortem vitroz degisiklikleri en aza indirmek i¢in tavsanlar eniikleasyon sonrasinda

sakrifiye edildi.

Sekil 3.8- Eniikleasyon uygulanan goze skleral insizyon yapilirken elde olunmusg

fotograf.

Vitrozler goz igerisinden alindiktan sonra tasima ve muhafaza etmeye uygun
numune kaplarina boliistiiriildii. Numuneler tavsan numarasi ve 6rnek alinan tarafa gore

1L, 2L, ..., 12L ve 1R, 2R, ..., 12 R olacak sekilde isimlendirildi.
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3.5 Laboratuvar Deneylerinin Gerceklestirilmesi

Ayri ayri kaplara bolustiiriilen numuneler 4 farkli teste tabi tutulmak tzere uygun
kosullarda laboratuvara ulastirildi. Numunelerin tabi tutuldugu testler ve amaclar1 soyle
idi; Metabolomik degisiklik olup olmadigini tespit etmek amaciyla metabolomiks
analizler; tip 11, V, 1X ve XI kollajen dizeylerinde degisiklik olup olmadigini tespit etmek
amactyla ELISA incelemeler; viskozite degisikligi olup olmadigini tespit etmek amaciyla
viskometrik incelemeler; kollajen ultra-striiktiiriinde degisiklik olup olmadigini tespit
etmek amactyla transmisyon elektron mikroskobik incelemeler.

Tavsanlar ve dahil edildikleri testlere ait bilgilerin yer aldig1 tablo i¢in Bkz. Ek. 3.

3.5.1 Metabolomik Analizler

Numunelerin Hazirlanmasi

Eppendorf tiiplere metabolomik incelemeler i¢in ayrilan vitréz numuneler hemen
sogutulmus ve laboratuvar iglemlerine kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Deneye
baslamadan Once vitroz numuneler oda sicakligina getirildikten sonra her bir drnekten
100’er pL alinarak 2 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilmistir. Vitrdz numunelerin iizerine
sirasiyla -20 °C’ de sogutulmus 1 ppm miristik asit (IS) igeren 900 uL methanol:su (9:1,
h/h) eklenmis ve ornekler 1 dakika vortekslenmistir. Daha sonra, 6rnekler 4 °C’de 15000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve 400’er uL’lik iki kistm alinmis ve gaz kromatografisi-
kiitle spektrometrisi (GC-MS) ve sivi kromatografisi- kuadropol ugus zamanl kiitle-
spektrometrisi (LC-gTOF- MS) ile analizleri gergeklestirilene kadar -80 °C’de

saklanmustir.

Kutle Spektrometrik analizler:

GC-MS temelli metabolomik profil analizleri

-80°C’de saklanan numuneler oda sicakligina getirildikten sonra vakumlu
santrifiijde kuruluga kadar ugurulmustur. Kurumus ornekler tizerine 20 uL metoksiamin
hidrokloriir (piridin i¢inde, 20 mg/mL) ¢ozeltisi eklenmis ve etiivde 30 °C’de 90 dakika

tutularak metoksillendirilmislerdir. Daha sonra oda sicakligina getirilen 6rnekler tizerine



41

80 pL N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit+trimetilklorosilan (MSTFA + %1 TMCS)
eklenmis ve Ornekler etiivde 37 °C’de 30 dakika bekletilerek tiirevlendirilmistir.
Turevlendirilen Ornekler silillenmis, GC-MS viallerine aktarilmis ve DB5-MS kolon
kullanilarak GC-MS (Shimadzu QP2010 Ultra) ile Tablo 3.1°de belirtilen optimize
edilmis kosullarda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1- Metabolomiks analizler igin optimize edilmis GC-MS analiz kosullar1 ve

cihaz parametreleri.

DB5-MS kolon (30 m+10 m 6n kolon; 0.25 mm i¢ ¢ap ve

Kolon
0.25 pm film kalinlig1)
Firin sicakhk Firin sicakligr artis1 60°C’den (1 dakika tutulur) 325°C’ye
programi 10°C /dakika artigla (10 dakika tutulur)
Analiz suresi 37,5 dakika
Enjeksiyon hacmi 1 pL (splitless)
Tasiyic1 Gaz Helyum 1 mL/dakika

MSD gecis sicakhigi 290°C

Cozlcl gecikme )
o 5,90 dakika
suresi

Kiitle arahg: 50-650 dalton

Elde edilen kompleks kromatogramlar MS-DIAL yazilimi kullanilarak
ayristirilmis, pik alikonma zamanlari diizeltilmis ve veri matrisleri olusturulmustur. Elde
edilen veri matrisi toplam pik alanina gore normalize edilmistir. Verilerdeki eksik
degerler, metabolit grubu i¢indeki en kii¢iik derisimin yar1 degeri ile doldurulmustur.

Daha sonra alikonma indeksli Fiehn ve Golm kiitiiphaneleri kullanilarak

metabolitlere ait pikler tanimlanmastir.
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LC-gTOF-MS temelli metabolomik profil analizleri

-80°C’den ¢ikarilan Ornekler buz ilizerinde ¢oziindiiriildiikten sonra 50uL ependorf
tiipe transfer edilmistir. Uzerine 900 pL 9:1 methanol i¢ standart eklendikten sonra
vakumlu santrifiijde tamamen kuruluga kadar ugurulmus ve %0.1 formik asit igeren
su:asetonitril (50:50, h/h) karisimi ile tekrar ¢oziilmiistiir. Analizler 0.3 mL/dakika akis
hizinda gradient eliisyon (Tablo 3.2) uygulanarak %0,1 formik asit iceren su (A) ve %0,1
formik asit i¢eren asetonitril (B) hareketli fazlariyla 30 dakikada C18 (100 mm x 2.1 mm,
2.7 um) kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. LC-qTOF-MS (Agilent 6530) ile hem
negatif hem de pozitif iyonizasyon modunda ¢aligilmistir (Tablo 3.3). Olusan veri
matrisindeki piklerin tanimlanmasi i¢in havuz edilerek olusturulan kalite kontrol
orneklerine farkli enerji (10, 20 ve 40 eV) diizeyleri uygulanarak MS/MS spektrumlari

elde edilmistir.

Tablo 3.2- Gradient ellisyon programu.

Zaman (dakika) % Hareketli faz B*
0 10
1 10
14 90
15 90
20 10
25 10

*960.1 formik asit iceren asetonitril

Tablo 3.3- LC-qTOF-MS cihaz parametreleri.

Pozitif iyonizasyon Negatif iyonizasyon
Kiitle arahig: 50-1700 amu 50-1700 amu
Tarama hizi (spektrum/sn) 2 2
Sprey voltaji(kV) 3500 3500
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Skimmer voltaji (V) 65 65
Gaz sicakhg (°C) 325 325
Gaz akis1 (L/dakika) 10 10
Nebulizer (psig) 45 45

MS-DIAL yazilimi kullanilarak elde edilen kompleks kromatogramlar
ayristirilms, pik alikonma zamanlar1t MS-DIAL ile diizeltilmistir. MS-DIAL yaziliminda
MS1 ve MS2 tolerans degerleri sirasiyla 0.01 ve 0.05 Da olarak kullanilmistir. Minimum
pik yiiksekligi 1000 amplitiid ve MS/MS sinyal kesim degeri MS guriltising azaltmak
icin 10 amplitiide ayarlanmistir. Elde edilen veri matrisi toplam pik alanina gére normalize
edilmigstir. Veri tablosundaki eksik degerler, metabolit grubundaki en kii¢iik derigimin yar1

degeri ile doldurulmustur.

Metabolit Tanimlama

GC-MS icin metabolit tanimlamasi, Fiehn Alikonma Indeksli Kiitiiphanesi
kullanilarak %70 ve daha yiiksek tanimlama kesim degeri ile yapilmistir. LC-qTOF-MS
icin metabolit tanimlamast MS/MS verileri kullanilarak yapilmistir. Metabolitlerin dogru
tanimlanmasi i¢in MS-FINDER (tolerans degerleri MS1 i¢in +£0.01 Da ve MS2 +0.05 Da)

kullanilmis ve 6'dan biiyiik skorlu metabolitler dogru olarak tanimlanmis kabul edilmistir.

Metabolomiks Verilerin Degerlendirilmesi

Metabolomik analizler igin, GC-MS ve LC-qTOF-MS temelli analizlerden elde
edilen sonuglar topluca degerlendirilmek tizere veri matrisleri birlestirilmis ve en kiigiik
kareler-farklilastirma analizi (PLS-DA) ile ¢ok degiskenli analiz yapmak iizere
Metaboanalyst 5.0 yazilimi1 kullanilmistir. PLS-DA yoOntemi ile gruplarin ayrilmasinda
onemli olan metabolitler bulunmustur. Gruplarin farklilagtirilmasi i¢in en Onemli
metabolitleri ayirt etmek amaciyla projeksiyondaki degiskenin onemi (VIP) degerleri

kullanilmistir.
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3.5.2 Elisa Analizleri

Eppendorf tiiplere alinan vitrdz numuneler buz iizerinde toplandiktan sonra
deneylerde kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Deneye baslamadan 6nce
numunelerin buz igerisinde ¢6ziilmesi beklenmis ve ¢oziilen 6rnek vortekslenmistir.
Vitroz sividaki Kollajen II, V, IX, XI diizeyleri ELISA ile iiretici firma (BT LAB, Cin)
yonergeleri takip edilerek gergeklestirilmistir. Ozetle, Standart egri olusturmak amaciyla
sirastyla kollajen 11, V, IX, XI standartlari, standart seyreltme tamponu ile seri seyreltme
islemine tabi tutulmus ve son konsantrasyonlar1 kollajen 1l i¢in 480, 240, 120, 60, 30, 0
ng/mL, kollajen V igin 120, 60, 30, 15, 7.5, 0 ng/mL, kollajen IX i¢gin ise 120, 60, 30, 15,
7.5, 0 ng/mL, kollajen Xl i¢in ise 40, 20, 10, 5, 2.5, 0 ng/mL olan standart ¢dzeltileri elde
edilmistir. Kit ile birlikte gelen 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak, kuyucuklara 50 pL
standartlar, 40 pL ornekler eklenmistir. Standartlar haricinde 6rneklere 10 uL anti-
kollajen 11, V, IX, XI antikor eklendikten sonra her kuyucugu 50 uL streptavidin-HRP
eklenmistir. Plakanin iizeri kapatilarak oda sicakliginda 1 saat stireyle 37°C inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde kuyucuklardaki ¢ozelti aspire edilerek,
kuyucuklar yikama ¢ozeltisiyle 4 kez yikanmigtir. Biitin kuyucuklara sirasiyla 50 pL
substrat A ve 50 uL substrat B eklenmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 10 dakika
inkiibasyonun ardindan kuyucuklara 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklenmis ve mavi rengin
sartya donmesi izlenmistir. ELISA okuyucu kullanilarak kuyucuklarin absorbanslar1 450
nm’de okunmustur. Standart ¢ozeltilerin absorbanslar1 kullanilarak standart egri ¢izilmis

ve vitrdz sivi numunelerindeki kollajen 11, V, IX, XI konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

3.5.3 Viskozite Olgumleri

Vitrozlerin  viskozitesini test edebilmek amaciyla Brookfield DV2T RV
viskometresi ve CPA-40 Z koni kullanilarak 25°C’de Ol¢imler gergeklestirilmis ve 1, 5,
10, 20, 50, 100 rpm’ de alinan sonuglar degerlendirilmistir.

Vitroz ornekleri viskozite 6lgiimleri gergeklestirilene kadar -80°C’de saklanmis ve
olcimler 6ncesi numunelerin oda sicakhigina gelmesi saglanmistir. Olgim igin koni
secimi drneklerin viskozitesine gore gerceklestirilmistir. Numunelerden alinmasi gereken

hacim secilen koni ve akiskanin viskozitesine gore degisiklik gostermektedir. Secilen koni
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icin gerekli 6rnek miktar1 olan 500 pL numune plagin ortasina enjektdr yardimiyla

uygulanarak ol¢limler gergeklestirilmistir.

3.5.4 Elektron Mikroskobik Incelemeler

Elektron mikroskobunda yapilacak incelemeler igin ayrilan vitrdz drnekler cam
kaplarda bulunan %3 gluteraldehit icerisine alinmustir. 4°C sicaklikta 48 saat
bekletildikten sonra gluteraldehit igerisinden tampon ¢ozelti igerisine transfer edilerek
fikse edilmistir. Incelemeye kadar tampon ¢ozelti icerisinde bekletilmistir. Inceleme
oncesinde doku ornekleri 24 saat boyunca perflizyon solusyonunda tutulmus, 1 saat
streyle %2 OsO4 fosfat tamponu ile post-fikse edilmis ve ardindan alkol ile seri dehidrate
edilmistir. Araldite gdmiuldikten sonra, ultratome kullanilarak 1-2 pm yari-ince kesitler
elde edilmis, toluidin mavisi ile boyanmis ve 1sik mikroskobu kullanilarak
gorunttlenmistir. Isik mikroskobik incelemeler sonucunda ince kesitlerin alinacag yerler
belirlenmistir. Ayn1 ultratome kullanilarak uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrast
boyanmis 60-90 nm kalinliginda Kkesitler elde edilmistir. Elde edilen bu kesitler
(HITACHI HT7800 120KV TEM) transmisyon elektron mikroskobu araciligi ile
gorintilenmistir.  Incelemeler 20.000 biyiitme ile  yapilmistir.  Orneklerin
karsilagtiritlmasinda vitr6z igin mevcut olan bir degerlendirme skalas1 bulunmadigi igin

kullanilmamustir.

3.6 Istatistik

Kontrol ve deneysel gruplari karsilagtirmak amaciyla metabolomik analizlerde
metabolit basina ortalama degisimin saptanmasi i¢in student’s t- test ve wilcoxon pair test,
cok degiskenli analizler i¢in en kiigiik kareler-diskriminant analizi (PLS-DA)
kullanilmistir. ELISA 6l¢iimleri i¢in kontrol ve deneysel gruplar1 karsilastirmak amaciyla
student’s t-test, viskozite dlgtimleri igin ise 2 yonli ANOVA ve sonrasinda Tukey testi

kullanilmigtir. P <0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1  Haftahk Muayene Bulgularnt ve Enukleasyon-Vitrektomi Sirasindaki
Izlenimler

Radyoterapi genel olarak iyi tolere edilmistir. U¢ aylik radyoterapi sonrasi
donemde tavsanlarin hicbirisinde sistemik patolojik bulgu izlenmemis ve hicbir tavsan
Olmemistir.

Yapilan haftalik muayenelerde beklenildigi {izere kontrol (sol) gozlerde
inspeksiyon ile pozitif bulgu izlenmemistir. Deneysel (sag) gézlerde meydana gelen harici
muayene bulgular1 palpebreal 6dem, perorbital alopesi (Sekil 4.1), ii¢lincii goz kapaginda
plika 6demidir. Bu bulgular degisik diizeylerde tiim tavsanlarda ilk haftadan itibaren
izlenmistir. i1k haftalarda bulgular giderek siddetlenmis ancak ilerleyen haftalarda siddeti
gerilemis ve O6dem minimal dizeyde izlenirken, periorbital yeniden tiylenmelerin

basladig1 gozlenmistir (Sekil 4.2).

TS S

Sekil 4.1- Radyoterapi uygulamasi sonrasinda izlenen periorbital alopesi.
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Sekil 4.2- Periorbital alopeside azalma.

Konjonktivada goriilen tek klinik degisiklik konjonktivittir ve bu dort tavsanda
gecici bir stre ile izlenmistir. 4. haftaya kadar tiim tavsanlarin kornealar1 saydam
izlenmekte iken, 4. haftadan sonra 6 tavsanda korneal epitel defekti ile beraber keratit
(Sekil 4.3) gelisimi izlenmistir. Keratokonjonktivit izlenen olgulara genis spektrumlu
antibakteriyal topikal tedavi baglanmistir (%0,5 moksifloksasin iceren steril oftalmik
sollisyon, Vigamox). Tedavi sonrast keratit odaginda tedaviyle bir miktar sinirlanma
izlenmesine ragmen keratit gelisen tavsanlarda, yeterli fundus aydinlanmasi

saglanamadigi i¢in keratit gelistikten sonraki haftalarda optimal muayene yapilamamaistir.
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Sekil 4.3- Fizik muayenede izlenen santral keratit odagi.

10. haftaya kadar lenslerde herhangi bir degisiklik izlenmezken, 10. hafta itibariyle
iki tavsanda posterior subkapsiiler katarakt gelistigi goriilmiistiir. Bu tavsanlarin katarakt
gelisimi sonrasinda optimal fundus muayenesi yapilamamistir. 12. haftaya kadar vitroz
berrak izlenirken son muayenede vitrozii degerlendirilebilen iki tavsanin vitrGzinde
homojen bulaniklagsma izlenmistir. Bu tavsanlarin son fundus muayeneleri optimal
yapilamamistir. Fundus muayenesinin gerceklestirilemedigi yukarida belirtilen klinik
durumlar (keratokonjonktivit, arka subkapsiler katarakt, vitreal haze) hari¢ olarak,
fundusun aydinlatilabildigi tiim muayene ve olgularda direkt fundoskopide optik disk,
retinal damarlar, periferik retina dogal olarak izlenmistir. Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’ de optik

disk ve retinal damalara ait fotograflar1 izlenmektedir.



Sekil 4.5- Fundus muayenesinde izlenen periferik retinal damarlar.

49
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Vitrektomi sirasinda vitr0z negatif basingla enjektore aspire edilirken deneysel
gozlerden dokuzundaki vitréz kontrol gozlere gore hissedilecek derecede kolay aspire
edilmistir. Bir tavsanm vitr6z sivist (8L) teknik aksakliklar nedeniyle biitiinliigiinii
kaybetmistir. Vitrdz aspirasyonu sonrasi goz diseke edilerek yapilan inspeksiyonda retina
veya diger goz yapilarinda gros bir degisiklik izlenmemistir.

Deneklerde izlenen muayene bulgularinin 6zeti ve elde edilen 6rneklerin tabi

tutuldugu testler Ek. 3.’de yer alan tabloda yer almaktadir.

4.2  Metabolomik Analizler

Yeterli miktarda vitroz 6rnek elde edilebilen 7 tavsana ait vitroz drneklerinin
karsilagtirmali hedeflenmemis metabolomik analizleri, GC-MS ve LC-qTOF-MS analitik
platformlar kullanilarak gerceklestirilmistir. ~ Kitle spektrofotometrik incelemeler
neticesinde elde edilmis olan tiim metabolitlere ait kromatogramlar Sekil 4.6 ve 4.7°de
izlenmektedir. Kromatogramlarda izlenen her bir renkli kire bir metaboliti temsil
etmektedir. Tespit edilen metabolitler, veri tabanlari ile kiyaslanarak molekiil agirligi ve
iyonizasyonuna gore GC-MS ile 126 ve LC-gTOF-MS ile 149, toplam 275 metabolit

tanimlanmistir. Tanimlanan bitiin metabolitler ve bagil degerleri Ek. 2” de gortlmektedir.
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alignmentResult_2021_1 23 0_S7_58

: A

alignmentResult_2021_1 23 1_15_7

Sekil 4.6- Vitroz humor LC-q-TOF metabolomiks analizlerine ait ayristirilmis
kromatogramlar:
A) LC-gTOF-MS (pozitif iyonizasyon), B) LC-qTOF-MS (negatif iyonizasyon).
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Tavsan similarity 60
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400

it mass

200

Sekil 4.7- Vitrdz humor GC-MS metabolomiks analizlerine ait ayrigtirilmig

kromatogram.

Gruplar arast metabolit diizeylerini karsilastirmak amaciyla yapilan pair
analizlerinde, 34 metabolitin duzeylerinde deneysel vitroz 6rneklerde istatiksel olarak
anlamli degisiklik oldugu izlenmistir (p <0.05). Gruplar arasinda ayrimi saglayan ve
agirlikli olarak niikleik asit, amino asit ve yag asidi metabolizmasina ait 34 metabolit
sunlardir; (R)-Sulcatol, 1,8,9-Anthracenetriol, 2-hydroxybutyric acid, 2-ketobutyric acid,
3-methyl-2-oxobutanoic acid, 4-Dodecylbenzenesulfonic Acid, Arachidic acid, Betaine,
Citramalic acid, Creatinine, Cytidine, Glyceric acid, Glycine, Glycolic acid,
Heptadecanoic acid, Hydroquinone, Hypotaurine, Lactic acid, Lactose, L-Glutamine,
Margaroyl-EA, Myristic acid, N-acetyl-I-glutamic acid, Neohesperidin, Oxoglutaric acid,
Phosphocolamine, Purine, Pyroglutamic acid, Tartronic acid, Threose, Thymine,
Tyrosine, Urea, Uridine diphosphate-N-acetylglucosamine.

Deneysel ve kontrol vitroz grubu ile yapilan analizler sonucunda elde edilen
verilere ait ¢ok degiskenli analizlerde, kontrol ve 1sinlanmis vitréz Ornekleri arasinda

analizlere ait en kicik kareler-diskriminant analizi (PLS-DA) skor grafiginde gorildigi
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gibi net bir ayrim izlenmistir (sekil 4.8). Sekil 4.8 de yer almakta olan PLS-DA grafiginde
kirmiz1 kiireler kontrol 6rneklere, yesil kiireler ise deneysel orneklere aittir ve izlendigi
tizere iki grup birbirinden yeterince ayrilmistir. PLS-DA analizinde iki grubun birbirinden
ayrilmasinda en etkili olan 25 metabolitin yer aldig1 projeksiyondaki degiskenin énemi
(VIP) grafigi Sekil 4.9’ da yer almaktadir. Sekil 4.9°da izlendigi gibi kontrol ve deneysel
orneklerde en iyi ayrimi saglayan ilk 5 metabolit gliserik asit, heptadekanoik asit ve

betain, miristik asit ve prunetin olmustur.
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Sekil 4.8- PLS-DA skor grafigi.
(Kirmizi1-0-kontrol, Yesil-1-1sinlanmis)
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Sekil 4.9- VIP skorlari.
(Sagdaki renkli kutular, ¢alisilan her grupta ilgili metabolitin rolatif konsantrasyonlarini

gostermektedir. Kirmizi-0-kontrol, Mavi-1-1sinlamis)

Sekil 4.10°da deneysel ve kontrol grubu ile yapilan analizler sonucunda elde edilen
tavsanlara ait, bireysel olgiimlerin yer aldigi 1s1 haritas1 olarak gosterilen kiimeleme
sonucu yer almaktadir. Bu haritanin iist kisminda yer alan kirmizi renk kontrol grubunu,
yesil renk ise deneysel grubu temsil etmektedir. Alt kisimda 6rneklerin isimleri sagda ise
metabolitlerin isimleri yer almaktadir. Bireysel metabolit miktarlar1 en sagda gdsterilen
skalaya uygun sekilde renklendirilmistir. Ornegin birinci sirada yer alan laktik asite
bakildiginda kirmizi kisimda daha ¢ok pembe-kirmiz1 renkler hakim iken yesil kisimda

daha ¢ok a¢ik mavi- mavi renkler hakim olarak gortilmektedir.
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Sekil 4.10- Vitr6z humor &rneklerinde tedavi ve kontrol grubu ile yapilan analizler

sonucunda elde edilen 1s1 haritas1 olarak gdsterilen kiimeleme sonucu.

Farklilik izlenen metabolitlerin yer aldig1 yolaklarin, yani radyasyon maruziyeti
ile degisime ugrayan yolaklarin tespit edilebilmesi amaciyla veriler KEGG pathway
maps’e yiklendi. Arjinin biyosentezi, glisin, serin ve treonin metabolizmasi, D-glutamin
ve D- glutamat metabolizmasi, valiz, 16sin ve isolozin biyosentezi, gliyoksilat ve

dikarboksilat metabolizmasi, primidin metabolizmasi, aminoagil tRNA biyosentezi,
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fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi ve proponat metabolizmasia ait yolaklarin
farkli diizeylerde etkilenmis oldugu sonucuna ulasildi. Tablo 4.1’ de 6nem sirasinda gore
etkilenen yolak isimleri, eslesme durumu ve p degerleri izlenmektedir. Eslesme
durumunda belirtilen degerlerde kast edilen; 6rnegin birinci yolakta yer alan arjinin
biyosentezinde bulunan 14 ara basamagin 4’lini ilgilendiren bir etkilenme oldugu

goriilmiis ve bu degisim istatistiksel olarak anlaml1 degerlendirilmistir.

Tablo 4.1- Metabolomik analizler sonucunda etkilendigi tespit edilen yolaklar.

Yolak ismi Eslesme durumu p degeri

Arjinin biyo-sentezi 4/14 0.0001439
Glisin, serin ve treonin metabolizmasi 4/34 0.0049457
D-Glutamin ve D-Glutamat metabolizmasi 2/6 0.0061993
Valin, 18sin ve isoldsin biyo-sentezi 2/8 0.011269
Glioksalat ve dikarboksilat metabolizmasi 3/32 0.028312

Pirimidin metabolizmasi 3/39 0.047198
Aminoagcil-tRNA biyo-sentezi 3/48 0.078592

Fenilalanin, tirozin and triptofan biyo- 1/4 0.082243
sentezi

Propanoat metabolizmasi 2/23 0.083601

4.3  Elisa Analizleri

ELISA Olglimlerinde hacimce yeterli 6rnek bulunan 7 tavsana ait Ornekler
degerlendirilmistir. Bu oOrneklerde yapilan analizler neticesinde, tip Il kollajen igin
ortalamatSD degerleri kontrol vitréz i¢in 19.444+4.33 ng/mL, deneysel vitrdz igin
13.15+7.14 ng/mL olarak 6l¢ililmiis, deneysel grupta kontrol gruba gore anlaml diizeyde
azalma oldugu izlenmistir (p=0.0179). Tip V ve XI kollajen 6l¢iimlerinde ortalama+ SD
kontrol vitroz icin sirasiyla 10.89+1.74 ng/mL ve 2.38+0.45 ng/mL iken deneysel vitroz
icin sirastyla 7.80+1.74 ng/mL ve 1.96+0.60 ng/mL olarak 6l¢lilmiis, deneysel grupta
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalma oldugu izlenmistir (sirasiyla p=0.0394 ve

p=0.0003). Tip IX kollajen Olgiimlerinde ortalama+SD degerleri kontrol vitrdz igin
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10.38+2.34 ng/mL, deneysel vitr6z i¢in 8.80+4.10 ng/mL olarak olglilmiistiir. Deneysel

grupta kontrol gruba gore ortalama kollajen tip IX miktarinda azalma oldugu izlenmis

olmakla beraber bu bulgu istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmemistir (p=0.13).

Vitréz Orneklere ait kollajen konsantrasyonlar Tablo 4.2°de, kollajen miktarindaki

degisime ait grafik Sekil 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.2- Kollajen konsantrasyonlart.

Kollajen tip 11 Kollajen tip V Kollajen tip IX Kollajen tip XI
Nu.

L R L R L R L R

(ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL | (ng/mL) | (ng/mL | (ng/mL) | (ng/mL)

2 20.95 7.33 11.63 4.72 7.99 4.21 2.10 1.55
3 14.58 1.37 8.90 6.59 8.47 8.78 1.75 1.09
4 24.49 19.24 13.61 9.14 13.76 13.47 2.79 244
5 17.24 15.62 10.10 8.70 10.12 10.95 2.58 2.17
7 21.16 20.24 12.30 12.16 12.88 12.20 2.89 2.62
9 13.70 9.74 8.99 1.90 8.15 2.39 1.93 1.43
11 23.95 18.49 10.72 11.36 11.31 9.61 2.65 244
sd | 19.44+4.33 | 13.15+7.14* | 10.89+1.74 | 7.80+3.65* | 10.38+2.34 | 8.80+4.10 | 2.38+0.45 |1.96+0.60***

*** P<0.001, * P<0.05 L’e (sol goze) kars1
Nu.= Numara
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Sekil 4.11- Kollajen konsantrasyonlart.
*** P<0.01, * P<0.05 L’e (sol goze) kars1

4.4  Viskozite Olguimleri

Viskozite olcimlerinde hacimce yeterli bulunan 11 tavsana ait Ornekler
degerlendirilmistir. 1, 5, 10, 20, 50 ve 100 rpm hizlarda 6rneklerin viskozitesi dl¢iilmiistiir.
Olgiimlerde spindle déniis hiz1 arttikca vizkozitede azalma izlenmis, akiskan ozelligi
dikkate alinarak, 10 ve 20 rpm hizda 6l¢iilen viskoziteler analizlere dahil edilmistir.
Olgiim sonras1 &rnekte yapisal bozulma olmasi nedeniyle tekrar &lgiimler
gerceklestirilememistir. Gergeklestirilen 6l¢lime ait viskozite 6l¢tim degerleri tablo 4.3’ de

centipoise (cP) cinsinden verilmistir.
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Tablo 4.3- Farkli rpm’lerde yapilan viskozite 6l¢iim degerleri.

Ornek ad1\ rpm lrpm | 5rpm | 10rpm | 20rpm | 50 rpm 100 rpm
1R- Viskozite (cP) 6,54 1,31 1,31 0,65 0,52 0,46
1L- Viskozite (cP) 42,51 8,5 7,85 5,89 53 3,76
2R- Viskozite (cP) 35,97 7,85 4,25 2,78 1,9 1,24
2L- Viskozite (cP) - - - - - -

(6rnek yok)
3R- Viskozite (cP) 9,81 2,62 1,64 1,14 0,85 0,56
3L- Viskozite (cP) 39,24 8,5 4,58 3,76 1,7 1,37
4R- Viskozite (cP) 1.47 1,31 0,33 0,16 0,07 0,07
4L - Viskozite (cP) 13,08 2,62 1,96 0,65 0,46 0,33
5R- Viskozite (cP) 22,89 5,23 2,29 1,47 2,09 0,92
5L- Viskozite (cP) 32,7 7,85 4,25 2,62 1,44 1,18
6R- Viskozite (cP) 147,2 34,66 16,02 7,03 4,77 2,62
6L- Viskozite (cP) 140,6 57,55 16,02 8,18 3,79 3,04
7R- Viskozite (cP) 19,62 7,85 4,58 2,94 2,09 1,14
7L- Viskozite (cP) 26,16 7,19 4,25 2,78 1,64 1,24
8R- Viskozite (cP) 22,89 9,81 5,56 3,43 1,7 1,28
8L- Viskozite (cP) - - - - - -
(6rnek yok)

9R- Viskozite (cP) 206 47,74 22,24 9,97 3,47 3,96
9L- Viskozite (cP) 32,7 13,08 7,52 3,76 4,12 2,16
10R- Viskozite (cP) 13,08 5,23 3,27 2,29 1,64 1,28
10L- Viskozite (cP) 29,43 7,19 4,9 3,6 2,16 1,54
11R- Viskozite (cP) 22,89 10,46 6,54 3,6 2,09 1,41
11L- Viskozite (cP) 9,81 5,23 3,6 2,29 1,31 0,98
12R- Viskozite (cP) 22,89 9,81 6,54 4,74 3,6 2,84
12L - Viskozite (cP) 65,4 81,75 33,35 3,92 0,92 1,96

10 rpm hizda yapilan dlgiimler, deneysel ve kontrol vitrdz bagimsiz degiskenler

olarak degerlendirilerek yapilan analizlerde, kontrol 6rneklerde dlgiilen viskozite degeri
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ortanca 4.74 cP (aralik; 1,96-33,35 cP) iken deneysel 6rneklerde 6l¢iilen viskozite degeri
ortanca 3.92 (aralik; 0.33-22,24 cP) olarak belirlenmistir. Bu bulgulara gére deneysel
orneklerde viskozitenin azaldigi tespit edilmesine ragmen, izlenen azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p=0.47). 20 rpm hizda yapilan Sl¢timler, deneysel ve
kontrol vitrdoz bagimsiz degiskenler olarak degerlendirilerek yapilan analizlerde, kontrol
orneklerde olgiilen viskozite degeri ortanca 3.68 cP (aralik; 0.65-8.18 cP) iken deneysel
orneklerde Olgililen viskozite degeri ortanca 2.61 cP (aralik;0.16-9.97 cP) olarak
saptanmistir. 10 rpm hizda yapilan Olglimlerle benzer sekilde deneysel Orneklerde
viskozite azalmis olarak izlenmesine ragmen, izlenen azalma istatistiksel olarak anlaml
degildir (p=0.26).

10 ve 20 rpm hizda yapilan 6lglimler bireysel bazal vitreal 6zellikler gbz 6nlinde
bulunarak deneysel ve kontrol vitrozler bagimli olarak degerlendirildiginde, 6 tavsanin
deneysel vitroz viskozitesinde azalma, 3 tavsanin deneysel vitréz viskozitesinde artis
oldugu saptanirken, 1 tavsanin ise deneysel vitroziinde degisiklik olmadig1 goriilmiistiir.
Kontrol ve deneysel vitroz ornekler arasindaki viskozite degisiminun istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0.05). Sekil 4.12° de tlim Orneklerde yapilan viskozite

Olgtimlerine ait grafik yer almaktadir.
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Sekil 4.12- Tiim tavsanlara ait VH’lerde yapilan viskozite dl¢timlerine ait grafik.

(R-sag, L- sol)

45  Elektron Mikroskobik incelemeler

Elektron mikroskobik incelemelerde 3 tavsana ait 6rnekler degerlendirilmistir.
Kontrol ve deneysel vitrozlerde yapilan elektron mikroskobik incelemelerde kontrol
vitrozlerde uzun kollajen fibrilleri ultra-striiktiirel iskelet ve yogun kollajen fibrilleri
izlenmekte iken deneysel vitrozlerde kollajen fibriler ultra-striiktiiriiniin bozuldugu ve
vitrdz igerisinde dagilmis halde kollajen lif fragmanlari oldugu izlendi. incelemelere dahil

edilen tavsanlarin kontrol ve deneysel vitrozlerine ait mikroskobik goéruntiler sekil 4.13,
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4.14 ve 4.15de goriilmektedir. Vitroz humor icin degisikligi ve degisiklik oranini

Olcebilecek bir skala bulunmadigi i¢in derecelendirme yapilamamustir.

Sekil 4.13- Tavsan 1-Sol: Uzun kollajen fibrillerinin ultra-stritktiirel ag yapisi; Sag:

Kollajen fibriler ultra-striktlriiniin bozulmasi, dagilmis kollajen lif fragmanlari.

Sekil 4.14- Tavsan 6-Sol: Uzun kollajen fibrillerinin ultra-striikktiirel ag yapisi; Sag:

Kollajen fibriler ultra-striiktiiriiniin bozulmasi, dagilmis kollajen lif fragmanlari.
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Sekil 4.15- Tavsan 12-Sol: Uzun kollajen fibrillerinin ultra-striiktiirel ag yapisi, retinaya

ait orneklerle beraber; Sag: Kollajen fibriler ultra-striiktiiriiniin bozulmasi, dagilmis

kollajen lif fragmanlari.



64

5. TARTISMA

Vitroz ¢ikarildigr takdirde gozde bir fonksiyon kaybi olmamasi nedeniyle,
okiilogenez sonrasi Vitr0z humorun anlamli bir islevi olmadig diistiniilmekteyken, 2000°1i
yillardan itibaren vitr6z humorun goéz sagligindaki onemli islevlerini gosteren kanitlar
giderek artmistir. Iyonizan radyasyonun bu énemli yapr ile etkilesimini incelemek
amaciyla tasarlanan bu arastirmada, iyonizan radyasyon maruziyetinin vitréz humorun
metabolomik iceriginde anlamli degisikliklere, tip Il, V ve XI kollajen duzeylerinde
anlamli diizeyde azalmaya ve kollajen fibriler ultra-striiktiiriinde bozulmaya neden oldugu
goriilmiistiir. Deneysel vitrozlerde kontrol vitrozlere gore tip IX kollajen duizeylerinde ve
viskozitede azalma izlenmekle beraber bu bulgular istatistiksel olarak anlamli
degerlendirilmemistir.

Iyonizan radyasyon maruziyeti, metabolik siirecleri etkileyen ve metabolitlerin
seviyelerini degistiren bir dizi molekiiler olayr ve hiicresel yanit1 tetiklemektedir.
Metabolomik arastirmalar, radyasyon maruziyetinin dokuya 6zgii metabolik yanitlara yol
actigim gostermistir!®-163, Bugiine kadar, normal vitrozde ve diyabetik retinopati, yasa
baglh makula dejenerasyonu, regmatojen retina dekolmani, makular telejektazi, glokom,
inflamasyon, iskemi gibi oftalmolojik patolojik durumlarda vitroziin metabolomik
profiline bakilmis ve diyabetik retinopati gibi bazi patolojik durumlarda O6nemli

167177 Radyoterapi maruziyeti sonrasi vitrdziin

degisiklikler oldugu gozlenmistir
metabolomik profilinin degerlendirdigi bir ¢alisma ise literatiirde yer almamaktadir.
Arastirmamizda vitroziin iyonizan radyasyona maruz kalmasi neticesinde meydana gelen
metabolomik degisiklikleri tanimlamak i¢in yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometresi
tabanli hedeflenmemis metabolomik analizler kullanilmistir. Metabolomik analizler
tanimlanabilen metabolit sayisin1 artirmak amaciyla iki farkli analitik teknik (GC-MS ve
LC-qTOF-MS) kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizler neticesinde, toplam 275
metabolit tanimlanmis, bunlarinda 34’{inlin deneysel ve kontrol gruplar arasinda anlaml
olarak farkli diizeylerde oldugu gozlenmistir. Meydana gelen degisikliklerin agirlikli
olarak aminoasit metabolizmasina ait yolaklarda etkilenmeyi temsil ettigi goriilmiis bu

durumun radyasyonun vitroziin protein igeriginde olusturdugu degisimin/hasarin iiriinleri

oldugu disiiniilmistlr. Ayrica primidin ve t-RNA biyosentezinin etkilenmis olmasi



65

hiicresel patolojik bir durumu, hiicre boliinmesini etkileyen bir degisim oldugunu isaret
etmektedir. Bu durum bulgularimizin radyasyonun komsu hiicresel yapilarda meydana
getirdigi hasara sekonder olabilecegini diistindiirmiistiir.

Aragtirmamizda 1sinlanmis vitrozde metabolomik degisim gozlendigi ilk kez rapor
edilmistir. Radyasyon hasarma benzer patolojik hadiselerin eslik ettigi diyabet ve
inflamasyona bagli patolojik durumlarda vitroziin metabolomik igeriginde Onemli
degisiklikler oldugu rapor edilmisti'®®16°, Bu raporlarda kontrol gruba gore degisim
izlendigi belirtilen metabolitler ve arastirmamizda degisim izledigimiz metabolitlerden
ortak metabolitler (6rn, creatinine, glycine, myo-inositol, urea, tyrosine) oldugu
goriilmiistiirt®/168170.173 - Ancak degisime sebep olan etken birebir aym1 olmadig1 igin,
bulgularimizin benzer oOzellikte baska c¢alismalar ile wvalide edilmesi ihtiyact
bulunmaktadir. Bu arastirmadan elde edilen metabolomiks veriler, metabolomik
analizlerin vitrozde radyasyonun etkisini izlemede elverisli bir yontem oldugunu isaret
etmektedir. Bdylece, bu arastirmadan elde edilen radyasyona bagl vitrzde anlamli
metabolomik degisiklik izlendigi verisi temel alinarak, ileride tasarlanacak vitrozde
radyasyon doz-yanit iligkisinin incelendigi arastirmalarda vitrzdeki degisiklikleri tespit
etmek, degisiklik diizeyini belirlemek igin metabolomik analizler kullanilmasit makul bir
arastirma yontemi olacaktir.

Elisa analizlerinde vitrozlin heterotipik kollajen fibrillerini olusturan temel
kollajen molekiillerinin diizeyine bakilmistir. Beklendigi lizere en fazla miktarda tip II,
daha sonra V ve XI, en az ise tip IX kollajen izlenmistir. Isinlanmis vitr6z orneklerde,
vitrozin temel heterojen fibrillerinin gekirdek kismin1 olusturan tip II ve tip V, XI kollajen
diizeylerinde anlamli azalma oldugu izlenmesine ragmen tip IX kollajen dizeylerinde
kontrol vitrozlere gére anlamli bir degisiklik izlenmemistir. Iyonizan radyasyon
maruziyetinin, vitroz ile benzer sekilde yiiksek tip II kollajen bulunduran ve heterotipik
kollajen fibrillerinde tip II, V/XI ve IX kollajen bulunan hyalen kikirdakta tip II kollajen
diizeyinde azalmaya ve kollajen fibriler organizasyonunda bozulmaya neden oldugunu
gosteren kamitlar mevcuttur!’®182, Benzer sekilde iyonizan olmayan elektromanyetik
dalga maruziyetinin kikirdak dokuda yaptigi degisikliklerin incelendigi bir preklinik
arastirmada, deney kolunda tip II kollajen diizeyinde azalmaya ek olarak, ozellikle tip 11
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kollajenin yikimin1 saglayan matriks metalloproteinaz- 13 diizeyinde artma oldugu

gozlenmisgtir'®3,

Bir bagka preklinik arastirmada ise kikirdak dokuya uygulanan
radyofrekans enerjinin kollajen yapida denaturasyona neden oldugu rapor edilmistir'®,
Iyonizan radyasyonun temel ¢iktilarindan biri olan ROT diizeylerindeki artisin kikirdak
doku kiiltiirtinde kollajen tip II sentezini azalttig1, ayn1 zamanda mevcut olan kollajen
diizeylerini azalttig1 gosterilmistir’®®, Bu bulgu ROT un ekstraseliiler matriks iizerindeki
etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda izlenen kollajende bozulma ve amino asit bilesiminde
degisiklik verisi ile uyumludurteé.18’,

Mevcut arastirmada, Elisa Olgumlerinde, fibriller arasi bosluklu yapinin
surdarilmesinde 6nemli bir roli olan tip IX kollajen diizeylerinde azalma izlenmis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degerlendirilememistir. Literatirde, tip V, IX
ve XI kollajen ile radyasyon veya oksidatif stres iliskisini konu edinmis olan bir
aragtirmaya rastlanmamustir. Bishop ve ark.” nin vitr6z kollajen fibrillerin ylizey
molekiillerinde yasla iligkili degisiklikleri inceledikleri arastirmada insan ve sigir
gozlerinde elde ettikleri kollajen fibrilleri elektron mikroskobu ile goruntilediler.
Yaslanma ile insan vitroz kollajen fibrillerinin ylizeyinde belirgin degisiklikler
gozlendigini ve kondroitin siilfat yan zincirleriyle beraber tip IX kollajen kayb1 rapor
etmisler ve yasla iliskili vitr6z sivilagsma ve vitreo-retinal adezyonun zayiflamasinda bu
degisikligin rolii oldugunu 6ne stirmiislerdir®.

Viskozite 6lgciimlerinde deneysel vitrozlerde kontrol vitrozlere gore azalma
izlenmis olmakla beraber bu bulgu istatistiksel anlamlilik diizeyinde izlenmemistir. Bu
sonug, tekrarlayan Olgiimler i¢in yeterli 6rnek olmadig: igin optimal 6lglim ve optimal
istatistiksel analiz yapilamamis olmasina bagli olabilir. Vitrozdeki viskozite degisimini
konu edinen diger g¢alismalarda, yaslanma ile birlikte vitrozin reolojik 6zelliklerde
degisim, viskozitede azalma rapor edilmistir'®, Benzer sekilde diyabetiklerde erken
yaslarda viskozitede azalma oldugu bildirilmistir'®. Vitroz ile benzer sekilde yiiksek
hyaluronan bulunduran sinovyal sivida radyoterapinin etkilerinin incelendigi preklinik
caligmalarda radyoterapinin siv1 icerigindeki hyaluronana yapisal hasar verdigi, sivinin
reolojik 6zelliklerini bozdugu, viskozitesini azalttig1 bildirilmistir!®191192 Benzer sekilde

inflamatuar durumlarda sinoviyal sivida artan ROT un hyaluronanin fiziksel ve kimyasal
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yapisinda degisikliklere neden olarak, hyaluronan seviyelerinde ve sinovyal sivi
viskozitesinde azalmaya neden oldugunu gdsteren arastirmalar literatiirde mevcutturt®-
197

Vitréz orneklerde yapilan elektron mikroskobik incelemelerde ise deneysel
gozlerden alinan vitrézlerde kollajen fibriler ultra-striiktiiriiniin bozuldugu ve vitroz
icerisinde dagilmis halde kollajen lif fragmanlar1 oldugu izlenmistir. Elde edilen
mikroskobik  goriintiiler  vitroze O6zgli bir skala mevcut olmadigr igin
derecelendirilememistir. Los ve ark.’nin yasla iliskili vitréz sivilasmada izlenen
morfolojik degisiklikleri 151k ve elektron mikroskobu ile degerlendirdikleri aragtirmada
yaslh dondrlerin vitrozlerinde kollajen fibrillerde artmis fragmantasyon gozlemlemis ve
bu durumun yasa bagh vitréz sivilagmanin patogenezinde Onemli rol oynadigi one
siiriilmiistiir'®®. Faulborn ve ark.’nin diyabetik vitreopati bulgularini elektron mikroskopu
ile degerlendirdikleri arastirmada, diyabetik hastalardaki vitrozin morfolojik olarak
normal vitrozden farkli izlendigini rapor etmisler ve izlenen farkliligin diyabetik
gozlerdeki kollajen molekiillerinin degigmesinin bir sonucu olabilecegini One
strmiislerdirt®e,

Radyasyonun vitr6z kontraksiyona ve traksiyona neden oldugu, buna bagl olarak
vitroz ve retinal dekolmana neden olabilecegini 6ne siiren veriler mevcut olmakla beraber
bu veriler vaka raporlar1 seklinde kanmit diizeyi tartismali calismalardan elde

edilmigtir'?%1%0

. Bildigimiz kadartyla, bu arastirma iyonizan radyasyonun vitrozde
degisiklik yapip yapmadigmin incelendigi ilk arastirmadir ve iyonizan radyasyonun
vitrozde klinik anlamli olabilecek degisiklikler meydana getirdigi gortiilmistiir.

Etkisini iyonizan radyasyon gibi enerji aktarimi yoluyla gosterdigi i¢in iyonizan
olmayan radyasyon tiirlerinin vitrozdeki etkilerinin incelendigi arastirmalar gézden
gecirildiginde birden fazla bu konuda ¢aligma oldugu goriilmiistiir. Ueno N. ve ark.’nin,
fotosensitizer varliginda vitroziin goriiniir 1s1kla 1smlanmasmin etkilerini inceledigi
arastirmada foto-induced vitréz yapisal degisiklikler in vivo ve in vitro modellerde
degerlendirilerek, 1s1mlama sonrasi olugan hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin

vitrozde belirgin sivilasmaya neden oldugu gosterilmistir''?. Bir baska ¢alismada ise lensi

¢ikarilmis geng bir kadinin vitroziiniin 300 nm UV 1sikla 1sinlanmasi sonrasinda vitroz
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sivilasgmada belirgin artis rapor edilmistir!®®. Foto-induced vitrdz sivilasmanimn
mekanizmasini anlamak iizere dizayn edilen bir diger calismada ise reaktif oksijen
tirlerinin kollajen ve HA fizerindeki etkileri incelenmis, vitroz kollajenin yiiksek
molekiiler agirlikli komponentinde artis ve ¢oziiniirliigiinde azalma, HA nin ise molekiiler
agirligmda azalma oldugu izlenmistir'*%2%, Yttrium-aluminium garnet (YAG) lazer ile
tavsan ve maymun gozlerinin ismlandigi bir arastirmada, iki hayvan tlrl icin de
isinlanmamis goz ile karsilastirildiginda radyasyona maruz kalan goziin vitroziinde
belirgin molekiiler degisiklikler oldugu, viskozitesinde azalma ve sivilagsma gelistigi rapor
edilmistir?®’. Bir diger ¢alismada ise YAG lazer ile vitrdz 1sinlandiginda, vitréz igerisinde
kiiciik kaviter alanlar olustugu ve kollajen diizeylerinde azalma oldugu®®?, YAG lazerin
olusturdugu hidroksil radikalleri neticesinde vitrozde HA hasarina neden oldugu
gosterilmistir’®, Yeni ¢ikarilmis s181r ve domuz gozlerinde kizildtesi isinlarm kullanildig
gaz CO:2 lazer ile 1sinlama sonrasi vitroz degisikliklerin incelendigi bir arastirmada
1sinlama nedeniyle olusan yiiksek 1smin kollajen molekiilerinde denatiirasyon meydana
geldigi elektron mikroskobik incelemeler ile gosterilmistir?®. Her ne kadar iyonizan
olmayan radyasyon tiirleri daha diisiik enerjili olsalar da, iyonizan radyasyona benzer
sekilde etkilerini enerji aktarimi araciligryla yapiyor olmalari nedeniyle, iyonizan
radyasyon maruziyetinin de énemli degisikliklere neden olacagi diisiiniilebilir. Yiiksek
enerjili X 1smlar1 maruziyeti ile elde ettigimiz degisiklikler bu diisiinceyi
desteklemektedir.

Iyonizan olmayan radyasyon maruziyeti sonrasi izlenen bulgular ve kendi
sonuglarimizdan yola ¢ikarak radyasyonun vitrdziin fizyolojik fonksiyonlarini bozmus
olabilecegi varsayimina dayanarak, bu durumun klinik sonuglarin1 6n gérebilmek adina
literatlir incelenmistir.  Vitroziin yapisal biitiinligiiniin  etkilendigi vitrektomi,
farmakolojik vitreoliz gibi patolojik durumlarda ve yaslanma siirecinde izlenen sivilasma
durumunda, vitrézin oksijen regulasyon fonksiyonunun bozuldugu, bu durumun g6z
icinde oksidatif stres artisina neden oldugu izlenmistir. Cerrahi olarak vitréz ¢ikarildigi
takdirde vitrozun antioksidan ve gradient etkisinin ortadan kalkmasina bagli goziin
oksijen regiilasyonunun bozuldugu ve artmis oksidatif stresin niikleer sklerotik katarakt

49,67,68,131

ve acgik acili glokom gelisim riskini artirdig1 gosterilmistir . Radyasyonla iligkili



69

kataraktogenezin incelendigi giincel bir arastirmada sinoviyal sivi modellerinden elde
edilen veriler kullanilarak, radyasyon maruziyetinin, vitrozde oksijen diflizyonunu
artiracagl ve disik LET 1 Gy’lik 1smnlama sonrasi lens arkasindaki oksijen miktarinda
%20’den fazla artis olacagi tahmin edilmistir. Bu durumun lenste yiiksek oksijen basinci
diizeyleri ile sonuglanmasi ve lensin hipoksik kosullarini bozacagi diisiiniilerek
radyasyonun vitréz lizerindeki etkilerinin lens metabolizmasinmi etkileyecegi ve sonug
olarak katarakt olusum riskini artiracagi one siiriilmiistiir’®. Arastrmamizda vitrézde
gostermis oldugumuz kollajen diizeylerinde azalma ve kollajen ultrastriiktiiriinde bozulma
gibi yapisal degisiklikler de vitrozde fonksiyonel kayba neden olarak, benzer sekilde

gormeyi tehdit edebilecek patolojilerin gelisimine katki sagliyor olabilir.

5.1 Kasithhiklar

Baslangi¢ hipotezimize uygun sekilde iyonizan radyasyon maruziyetinin vitrozde
belirgin degisikliklere yol actigini kanitlamis olsak da arastirmamizin birtakim
kisithliklart mevcuttur. Oncelikle deneylerimizde vitrdziin temel molekllerden biri olan
hyaluronan miktarina bakilmamis olmasi 6nemli bir kisitlilik olarak diisiiniilebilir.
Radyasyonun HA molekiillerinde depolimerizasyon etkisinin iyi ddkiimante edilmis
olmas1 ve viskozite Ol¢iimleri ile, HA miktarindaki degisikligin indirekt olarak
degerlendirilebilecegini diisiinerek az miktarda numuneden daha fazla veri saglayabilmek
adma HA caligmak yerine baska yonlere 151k tutabilecegini diisiinerek VH’nin metabolik
iceriginin degerlendirilmesini tercih edilmistir. Fakat suboptimal viskozite 6lglim
sonugclart beklenildigi gibi azalma ile sonuglanmadigi i¢in bu eksikligin 6nemi artmistr.
Ayrica vitrdziin supramolekiiler yapisal biitiinliigiinii saglamada rolii olabilecegi 6ne
stiriilmiis olan versikan, optisin, kondroitin silfat, tip VI kollajen, fibulin, fibrillin gibi
diger molekillerin degisimine de bakilmamistir. Numune miktarmin yetersiz kalacagi
diistintilerek oncelikli kollajen diizeylerine bakilmasinin ilk agamada daha uygun olacagi
diistintilmiistiir.

Aragtirmanin  bir diger kisith yoni ise, metabolomik igerikte izlenen
degisikliklerin retina ve diger komsu yapilarda meydana gelen degisikliklere bagl

meydana gelmis olma olasiligidir. Ozellikle niikleik asit metabolizmas: ile ilgili
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yolaklarda meydana gelmis olan etkilenme bu durumu isaret etmektedir. Aragtirmamizda
bunu ayirt edebilecek ileri bir arastirma yapilmamstir.

Ayrica heterojen bir dokudan bahsederken deneylerin homojen numunelerde
yapilmas1 da bir kisitlilik olarak degerlenlendirilebilir?®. Keci goziinde metabolomik
analizler yapan Locci ve arkadaslari, vitroziin dort ayr1 alanini (korteks, santral, superior
ve inferior bazal) incelediklerinde her alan i¢in farkli sonuglar elde etmislerdir?®. Bu
konudaki literatiir incelendiginde, vitrozde gergeklestirilen metabolomik incelemelerde de
hep santrifiij ile numunelerin homojen hale getirildigi goriilmektedir. Elbette ideal olan
vitrdzlin alt bolgelerinin ayr1 ayri degerlendirilmesidir ancak bu caligmanm Oncu bir
arastirma oldugu unutulmamalidir. Calismamizdan elde etmis oldugumuz pozitif veriler
1s181nda teknik olarak daha uygun tasarlanmis ¢aligmalar yiiritiilebilecektir.

Bir diger 6nemli kisitlilik ise numunelerin tiimiiniin deneyler i¢in yeterli miktarda
olmamasidir. Bunun olmamasi i¢in géz viicut oran1 gdrece biiyiik olan tavsan tercih
edilmisti ancak yine de ihtiya¢ duyulandan az miktarda toplam numune elde edilebilmistir.
Bu nedenle her deneyde tiim tavsanlara ait numuneler incelenememistir. Dahasi, bu
eksiklik viskozite dlglimlerinde istatistik analiz glictint azaltacak bir etken olarak negatif
etki etmistir. Bu durumda birden fazla test yapmak hatali bir ¢alisma tasarimi olarak
diisiiniilebilir ancak bu durumu iki farkli sekilde izah edilebilr. Oncelikle, deney
protokoliimiizii gergeklestirmeden Once tiim testler i¢in uygun miktarda Ornek elde
edebilecegimizi gérmek ve teknik olarak islemin uygulanabilirligini test etmek amactyla
deneylerde kullanilmamis olan nispeten yasli bir tavsanda eniikleasyon ve vitrektomi
uygulamistik. Bu tavsandan elde edilen numune 2mL civarindaydi. Bir miktar bizim
orneklerimizden fazla olmasi ilerleyen yasa bagli VH hacminde izlenebilecek artiga bagh
olabilir. Ayrica, birden fazla test yapma istegimiz ¢aligma hedefine uygun sekilde
iyonizan radyasyonun VH’de degisikliklere neden oldugunu azami farkli yontemle
gostermek arzusudur. Beklenenden az ornek elde edilebilmis ve viskozite dlglimlerinde
vitr6ziin non-newtonian akiskan 6zellikler sergilemesi nedeniyle ayni numuneden tek

Olglim yapilabilmistir.
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Onemli bir diger kisitlilik ise 1smlamada kullanilan doz fraksiyonasyon semasi
stereotaktik teknikler ile uyumludur, bu nedenle, bulgularimiz konvansiyonel tedaviler
s6z konusu oldugunda dikkatli yorumlanmalidir.

Son olarak, en basta da belirtildigi lizere mevcut arastirmanin temel amaci
iyonizan radyasyon ile vitrdzde anlamli bir degisiklik meydana geliyor mu sorusuna yanit
bulmakti. Bu nedenle meydana gelen degisikliklerin mekanizmasi, doz-yanit iliskisi

konusunda bir deney gergeklestirilmemistir.
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6. SONUC ve ONERILER

o Saglikli bir g6z icin yap1 ve fonksiyon bakimindan intakt bir vitrdz esansiyel
olmasina ragmen, radyasyon tedavi siirecinde VH dikkate alinmamaktadir.

J Radyasyon maruziyeti VH’de biyofiziksel degisikliklere neden olabilir. Bu
arastirmada, radyasyonun, vitrdz tizerinde ge¢ donem Klinik sonucglara neden olabilecek
etkileri oldugu gosterilmistir.

. Radyasyon maruziyeti VH’nin fonksiyonlarini bozabilir ve tiim goz sagligini
tehlikeye atabilir. Katarakt, glokom gibi radyasyona bagli diger okiiler komplikasyonlarin
gelisimine katki saglayabilir.

o Her ne kadar bu arastirmada doz etkisi bakilmamis olsa da bu ¢calismanin sonuglar1
dogrultusunda, vitréz humorun alacagi radyasyon dozunu diisiirmenin okiler radyoterapi
komplikasyonlarini azaltabilecegi sOylenebilir. Aldig:1 radyasyon dozuna dikkat etmek
simdilik erken bir yaklasim olsa da en azindan aldigi dozu goz ardi etmemeli, dozun
miimkiin mertebe diisiik seviyede tutulmasma gayret edilmelidir. Ozellikle ileri yas,
diyabet gibi potansiyel vitroz komplikasyonlar1 artirici durumlarda vitr6z dozuna dikkat
etmek ilk asamada uygun yaklasim olacaktir.

. VH’de meydana gelen yaslanma siirecinde, VH nin bir kisminda meydana gelen
degisiklikler erken donemde fonksiyonunu idame ettirmesine engel olmuyorken, biyuk
oranda etkilenme oldugunda fonksiyon kayb1 ve vitrozle iligkili komplikasyonlar ortaya
cikmaktadir. Bu durum VH’nin paralel bir organizasyona sahip oldugunu
diisiindiirmektedir. Radyasyon tedavisi silirecinde tiimiiyle korunamiyor olsa bile bir
kismini korumak makul bir yaklagim olabilir.

. Radyoterapinin ~ vitréz humorde neden oldugu degisikliklerin  kesin
mekanizmasinin, klinik éneminin ve radyasyon doz yanit iligkisinin incelendigi ileri
arastirmalara ihtiyag bulunmaktadir. Boylece belki de yakin gelecekte yeni bir kritik yap1
tanimlanabilecektir.

. Bu yazinin gelecekteki aragtirmalara temel veri saglamasini ve metabolomiklerin
oftalmoloji ve Ozellikle vitreo-retinal hastaliklar konusunda nasil yararli olabileceginin

daha iyi anlasilmasina katkida bulunacagini umuyoruz.
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. Bu calismadan elde edilen veriler 1s1ginda gelecek arastirmacilarin arastirma
konular1 sunlar olabilir; benzer c¢alisma tasarimi konvansiyonel dozlarda
gerceklestirilebilir, iyonizan radyasyonun VH’deki degisiklik meydana getirip
getirmedigini, ne oranda degisiklik meydana getirdigini tespit edebilmek amaciyla
manyetik rezonans gibi non invaziv goruntiileme teknikleri ile VH gorintilenerek
Olglimler yapilabilir, heniiz patofizyolojisi net aydinlatilmamis olan radyasyon
kataraktogenezinin altinda yatan mekanizmada VH’nin rolii olabilecegi i¢in, bu
arastirmadaki benzer testler lensin korunarak sadece VH’nin isinlandigi deneklerde
gerceklestirilebilir, daha fazla 6rnek ile testler yapabilmek adina bir deney popiilasyonu

sadece bir teste tabi tutularak ayni deney tekrarlanabilir.
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Ek 2. Vitroz numunelerdeki metabolomiks analizler

metabolitler ve bagil degerleri

Metabolit Ismi

(3beta,22E)-26,27-Dinorergosta-
5,22-dien-3-ol
(E,E)-3,7,11-Trimethyl-2,6,10-
dodecatrienyl nonanoate
(R)-Sulcatol

(2)-9,12,13-trihydroxyoctadec-15-
enoic acid
1,11-Undecanedicarboxylic acid

1,2-Cyclohexanedione
1,7-Dimethyluric acid
1,8,9-Anthracenetriol
10-Hydroxydecanoic acid
16-Hydroxyhexadecanoic acid
17-HDoHE
17-Hydroxyprogesterone
1-hexadecanol
1-hexadecyl-glycero-3-phosphate
1-Monostearin

1-palmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
(1'-sn-glycerol)
2,3-dihydroxypropyl
hexadecanoate
2,3-dihydroxypropy! palmitate

2,3-dihydroxypropyl stearate
2,4-Dihydroxybenzophenone
2-[4-(sulfooxy)phenyl]acetic acid

25-hydroxy-16,17,23,23,24,24-
hexadehydrovitamin D3
2-Carboxybenzaldehyde

2-Furoic acid
2-Hydroxy-3-methylbutyric acid
2-hydroxybutyric acid
2-hydroxyethinylestradiol
2-ketobutyric acid
2-keto-L-gulonic acid

3 beta-Hydroxy-5-cholestenoate

3-(5-phenylthiophen-2-yl) prop-2-
ynyl Acetate
3,4-Dimethyl-5-pentyl-2-
furanpentadecanoic acid

Arag

LC-MS/MS (+)
LC-MS/MS (+)

LC-MS (+)
LC-MS (-)

LC-MS/MS (-)
LC-MS (+)
LC-MS (-)
LC-MS ()
LC-MS (-)
LC-MS ()
LC-MS (-)
LC-MS ()
GC-MS
LC-MS/MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)

LC-MS (+)

LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS (-)
LC-MS/MS (-)
LC-MS/MS (-)

LC-MS (-)
LC-MS (-)
LC-MS (-)
GC-MS
LC-MS/MS (-)
GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (-)
LC-MS (-)

LC-MS/MS (+)

Kontrol (Sol)
(Ort. £ SD)

0.956 + 0.183
0.958 + 0.093

0.824 + 0.061
1.095+0.17

0.988 = 0.032
0.885+0.071
1.259 £ 0.44
0.961 = 0.075
0.963 = 0.022
1.091+0.185
1.131 £ 0.035
0.724 £ 0.164
0.572 £ 0.034
0.77 £ 0.182
0.969 + 0.159
0.884 = 0.037

0.855 * 0.052

0.879 £ 0.05
0.92 £0.072
0.979 £ 0.093
0.952 £ 0.031
0.875 % 0.288

0.953 £ 0.153
0.836 = 0.092
0.951 +0.129
1.28 +0.189
1.102 + 0.071
0.341 £ 0.025
1.25+0.063
1.013+£0.174
0.864 +0.143

0.988 £ 0.111
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Deney (Sag)
(Ort. £ SD)

1.088 + 0.081
1.046 £ 0.145

1.186 £ 0.139
0.967 + 0.049

1.015 £ 0.021
1.08 £0.125
0.889 £ 0.062
1.101 £ 0.073
1.015+0.03
0.943 £ 0.037
0.929 £ 0.117
1.364 + 0.446
0.572 + 0.067
1.332+£0.134
1.063 +0.182
1.095+0.15

1.09 +0.153

1.084 £0.15
1.123 £ 0.164
1.007 + 0.051
1.032 £ 0.033
1.015+0.278

1.133 +0.122
1.011 +0.163
1.244 +0.142
1.124 + 0.202
0.897 £ 0.123
0.25+0.032
1.066 +0.17
1.063 £ 0.06
1.07 £0.028

1.028 + 0.133

Wilcoxon
pair test

p degerleri
0.578

1.000

0.047
1.000

0.469
0.375
0.469
0.047
0.375
0.938
0.688
0.297
0.938
0.156
0.688
0.688

0.469

0.469
0.578
0.813
0.109
0.813

0.578
0.688
0.219
0.031
0.156
0.031
0.688
0.813
0.219

0.938



3-aminoisobutyric acid
3-hexenedioic acid
3-Hydroxy-3-methylglutaric acid

3-Hydroxy-6,8-dimethoxy-7(11)-
eremophilen-12,8-olide
3-hydroxypropanoic acid

3-Indolebutyric acid
3-methyl-2-oxobutanoic acid
3-Methyl-2-oxovaleric acid
3-Methylxanthine
3-phosphoglyceric acid
4-acetylbutyric acid
4-Dodecylbenzenesulfonic Acid
4-guanidinobutyric acid
4-hydroxycinnamic acid
4-hydroxy-L-proline
4-Hydroxyphenyllactic acid
4-O-Methylphloracetophenone
4-oxo-Retinoic acid
5alpha-Cholestanol
5-Methyl-2-
thiophenecarboxaldehyde
6-deoxy-d-glucose
7,8-Dehydro-beta-
micropteroxanthin
7,8-dimethylalloxazine

8alpha-Hydroxy-gama-tocopherone

Acetoacetate

Acetol

Adenine

Adipamide

Adrenosterone

Alanine

Allo-inositol

Allose

Alpha ketoglutaric acid
alpha-Carboxy-delta-decalactone
Alpha-CEHC
Alpha-Hydroxyisobutyric acid
Altrose

Arachidic acid

Arachidonic acid

GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS/MS (-)

GC-MS
LC-MS (+)
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (-)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS ()
LC-MS/MS (-)
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)

GC-MS
LC-MS/MS (-)

GC-MS
LC-MS/MS (+)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
GC-MS
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)

0.698 + 0.039
0.666 * 0.061
0.924 £ 0.124
0.787 £ 0.344

0.666 * 0.046
0.412 +£0.101
1.17 + 0.066
0.976 £ 0.031
1.049 £ 0.117
0.13 +0.022
0.929 £ 0.043
1.057 +0.173
0.75 £ 0.037
1.142 + 0.062
0.624 = 0.146
0.298 £ 0.024
0.963 * 0.045
0.792 £ 0.13
0.895 + 0.045
0.859 + 0.079

0.605 + 0.041
0.999 + 0.051

0.789 £ 0.017
0.86 +0.103
1.045 +0.043
1.548 + 0.258
0.915 £ 0.048
1.196 + 0.147
0.811 +£0.239
1.044 + 0.046
0.767 = 0.065
0.81+0.073
0.672 +0.039
0.85+0.184
0.859 + 0.032
0.911 + 0.063
1.014 £ 0.043
1.079 £ 0.025
0.679£0.214

0.697 £ 0.02
0.681 £+ 0.092
1.067 +0.187
1.714 £ 0.085

1.347 £ 0.401
0.978 + 0.268
0.864 + 0.082
1.024 +0.04
1.011 + 0.052
1.255 + 0.659
0.925+0.074
1.207 +0.092
0.62 £ 0.04
0.997 £ 0.03
0.876 £ 0.169
1.201 +0.589
1.034 + 0.037
0.938 £ 0.032
1.099 £ 0.163
1.164 +0.204

0.678 + 0.056
1.04 +0.03

0.691 £ 0.033
1.023 +0.136
0.906 * 0.056
0.905 + 0.223
1.082 £ 0.153
1.154 +0.224
1.159 +0.329
0.913 +0.08
0.728 £ 0.051
0.719 £ 0.051
1.195 £ 0.295
1.136 + 0.302
1.105 £ 0.149
1.125 +0.089
0.853 £ 0.165
0.924 £+ 0.048
1.427 £ 0.353

0.578
0.813
0.375
0.078

0.078
0.156
0.016
0.578
0.938
0.109
1.000
0.813
0.109
0.109
0.219
0.156
0.375
0.469
0.578
0.375

0.688
0.813

0.156
0.297
0.219
0.078
1.000
0.813
0.469
0.219
0.469
0.297
0.578
0.578
0.375
0.078
0.688
0.047
0.219
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Arbutin

Aspartic acid

Azelaic acid

Behenic acid

Beta- alanine
Beta-glycerolphosphate
beta-Hydroxymyristic acid
Betaine

Capric acid

Ceramide (d18:1/16:0)
Ceriporic acid C
Cholesterol

Cholic acid

Choline

cis-Aconitic acid
Citraconic acid
Citramalic acid

Citric acid

Citric acid-Ic
Clionasterol

Creatine

Creatinine

Cytidine
Cytindine-5-monophosphate
D-Alanyl-D-alanine
Deferoxamine
Dehydroascorbic acid
Dehydrophytosphingosine
Deoxycholic acid
Diethanolamine
Dihydrotachysterol
Dimethyldithiophosphate
Dithiothreitol
Docosapentaenoic acid
E-10-

Hydroxydesmethylnortriptyline

Erythronolactone
Estrone

Ethyl aconitate
Ethyldodecanoate
Folic acid

GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (-)
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS (+)
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS (+)
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)
LC-MS/MS (+)
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)

LC-MS (-)
GC-MS
LC-MS/MS (-)
LC-MS (-)
LC-MS (+)

0.731 £ 0.041
0.462 +£0.128
0.977 £ 0.02
0.968 * 0.086
0.615 + 0.033
1.229+0.132
0.989 + 0.023
0.79£0.09
1.12 £ 0.054
0.997 £0.131
0.926 £ 0.118
0.713 £0.079
1.036 +0.169
0.91+£0.117
0.891 £+ 0.048
0.942 £ 0.162
1.088 + 0.064
1.197 £ 0.161
0.94 £ 0.126
0.786 £ 0.271
0.536 * 0.068
0.771+£0.071
0.443 £ 0.032
0.919 £ 0.188
0.664 = 0.044
0.937 £0.075
0.722 + 0.026
0.924 + 0.051
0.912 +0.048
0.86 +0.035
0.852 + 0.145
0.873 £ 0.039
0.002+0
0.885 + 0.05
1.184 £ 0.196

0.844 +0.103
0.441 £ 0.019
1.185+0.184
1.085 +0.137
0.787 £ 0.261

0.675+0.078
1.333+£0.251
1.018 +0.024
1.037 £0.134
0.669 + 0.144
0.94 £ 0.201
1.064 +0.034
1.329£0.13
0.967 £ 0.077
0.985 = 0.09
0.927 £ 0.39
1.036 + 0.096
0.883 £ 0.13
1.083£0.273
1126 £0.171
1.127 £ 0.203
0.888 + 0.079
0.962 £ 0.153
1.019 £ 0.164
1.034 +0.413
1.366 + 0.494
1.182 +0.167
1.447 + 0.409
0.897 +0.168
1.232 £ 0.371
1.074 +0.171
0.612 £ 0.042
1.084 +0.085
1.109+0.178
1.077 +0.113
1.225+0.09
1.129 + 0.165
0.003+0
1.098 +0.161
0.83 £ 0.091

0.986 + 0.103
0.369 + 0.015
0.81 + 0.266
0.967 + 0.026
0.878 + 0.536

0.297
0.109
0.297
0.938
0.938
0.109
0.297
0.031
0.078
0.578
0.688
0.047
0.469
0.813
0.813
0.688
0.016
0.219
0.938
0.688
0.297
0.031
0.016
0.938
0.578
0.688
0.219
0.156
0.578
0.078
0.156
0.375
0.271
0.578
0.219

0.578
0.109
0.529
0.813
1.000
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Fructose

Fumaric acid
Glucoheptonic acid
Gluconic acid
Gluconic acid lactone

Glucosamine phosphate

Glucosaminic acid
Glucose
Glucose-6-phosphate
Glutamic acid
Glutathione reduced
Glyceraldehyde
Glyceric acid
Glycerol
Glycerol-phosphate
Glycine

Glycolic acid
Heptadecanoic acid
Hydroquinone
Hypotaurine
Hypoxanthine
Inosine

Isoacitretin
Isoleucine
Isopalmitic acid
Isopersin

L-1,2,3,4-Tetrahydro-beta-
carboline-3-carboxylic acid

Lactamide
Lactic acid
Lactose
Lactulose
Lauric acid
Lauric acid-lc

Lauroyl diethanolamide

L-Carnitine
Leukotriene B4
Levonorgestrel
L-Glutamine
Linoleic acid
L-Isoleucine

GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
GC-MS
LC-MS/MS (-)
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS/MS (+)
LC-MS/MS (+)

GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS/MS (-)
LC-MS/MS (-)
LC-MS (-)
LC-MS (-)
LC-MS (+)

0.195 +0.02
0.767 = 0.037
1.078 + 0.155
1.153+0.14
1.393 + 0.266
1.245 £ 0.103
0.564 + 0.077
0.411£0.132
1.062 +0.229
0.606 * 0.235
0.04 +0.005
0.607 = 0.059
1.17 +0.078
0.693 = 0.034
0.424 +0.25
0.469 = 0.076
0.568 * 0.035
1.074 £ 0.028
1.255 + 0.097
0.394 £ 0.015
0.848 = 0.127
0.759 + 0.067
0.686 * 0.635
0.601 + 0.059
0.975 % 0.033
0.945 + 0.66
0.838 £ 0.074

0.9+0.076
0.907 + 0.061
0.725 £ 0.027
0.464 + 0.028
1.047 +0.038
1.06 £ 0.063
0.874 £ 0.024
0.277 £ 0.052
2.099 +£1.454
0.967 + 0.026
0.882 + 0.045
1.252 +0.482
0.644 = 0.089

0.359 £ 0.175
1.065 + 0.263
1.219 +0.263
1.074 £ 0.161
1.047 +0.195
1.104 £ 0.194
0.902 + 0.342
0.636 + 0.058
0.669 + 0.064
1.446 £ 0.335
0.451 £ 0.351
0.556 + 0.047
0.806 * 0.064
0.596 £ 0.035
0.984 + 0.456
1.408 £ 0.34
0.482 + 0.044
0.885 £ 0.048
1.023 £ 0.075
0.681 +0.189
1.103+0.23
0.651 + 0.052
0.967 + 0.581
1.202 +0.318
1.016 £ 0.016
1.647 +0.688
0.942 +£0.129

0.792 + 0.089
0.714 + 0.059
0.587 £ 0.048
1.515+1.079
0.917 £ 0.047
0.99 +0.051
1.091 £ 0.104
1.103 +0.397
0.666 + 0.617
1.018 +0.027
1.075 £ 0.067
0.955+0.124
1.489 + 0.394

0.813
0.578
0.813
0.469
0.375
0.688
0.219
0.297
0.297
0.156
0.375
0.469
0.031
0.219
0.297
0.031
0.016
0.047
0.047
0.016
0.297
0.578
1.000
0.109
0.375
0.590
0.688

0.078
0.016
0.047
0.578
0.219
0.688
0.219
0.109
0.789
0.297
0.016
0.375
0.219
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L-Lysine
L-Malic acid
L-Methionine
L-Palmitoylcarnitine
LPC 18:2
L-Serine

Lyxose
Lyxosylamine
Maleamic acid
Malic acid
Malonic acid
Mannitol
Mannose
Margaroyl-EA
Methionine
Methoxytyrosine

Methyl 2-(10-heptadecenyl)-6-
hydroxybenzoate
Methyl docosanoate

Methyl eicosanoate

Methyl heptadecanoate
Methyl Heptadecanoic acid
Methyl linocerate

Methyl oleate

Methyl palmitate

Methyl palmitoleate
Methyl stearate
Methyl-beta-d-galactopyranoside
MG(0:0/16:0/0:0)
MG(18:0/0:0/0:0)
MG(18:1(92)/0:0/0:0)
MG(18:2(92,127)/0:0/0:0)
MG(18:3(62,92,127)/0:0/0:0)
Myo-inositol

Myristic acid
N,n-dimethylglycine
N,N-dimethyl-Safingol
N-Acetylaspartic acid
N-acetyl-l-aspartic acid
N-acetyl-I-cysteine
N-acetyl-I-glutamic acid

LC-MS (+)
LC-MS (-)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS

LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (+)
GC-MS

LC-MS (-)
LC-MS/MS (-)

GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (+)
LC-MS/MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (+)
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
GC-MS

0.804 +0.073
0.851 + 0.156
0.697 + 0.087
1.199 + 0.339
0.891 +0.101
0.899 £ 0.073
0.71 +0.055
0.751+£0.131
0.849 £ 0.151
0.751 = 0.08
0.276 £ 0.05
0.472 £0.038
0.729 £ 0.042
0.875 = 0.029
0.755 + 0.06
0.972 £0.023
1.083 £ 0.154

0.661 + 0.03
0.712 £ 0.032
0.715 £ 0.022
0.962 + 0.026
0.64 +0.036
0.774 £ 0.035
0.79 £ 0.035
1.319+0.42
0.736 = 0.035
1.202 +0.083
0.86 +0.04
0.85+0.149
0.953 £ 0.162
0.874+0.11
0.867 = 0.041
0.621 + 0.029
1.124 £ 0.029
0.913 £ 0.099
1.009 + 0.102
0.781 + 0.067
0.766 = 0.092
1.473 +0.247
0.588 + 0.068

1.159 +0.17
1.236 + 0.206
1.325+0.271
0.859 £ 0.131
1.031 +0.111
1.085+0.165
0.709 + 0.055
0.973 £ 0.166
1.238 +0.193
1.077 £ 0.157
0.243 £ 0.042
1.084 £ 0.491
0.635 £ 0.033
1.085 £ 0.105
0.756 * 0.062
1.01 +0.031
0.981 £ 0.067

0.655 + 0.077
0.628 = 0.04
0.77 £ 0.09

0.993 £ 0.023

0.575 £ 0.042
0.675+0.04

0.708 + 0.049
0.72 +0.081

0.642 £ 0.039

1.033+0.171

1.096 + 0.157

1.179 +0.239

0.964 £0.172

1.029 +0.134

1.096 + 0.159

0.769 + 0.109

0.926 + 0.052

0.818 + 0.063

1.063 £ 0.182

1.111 +0.247

0.718 + 0.046

1.104 +0.172

1.071+£0.219

0.219
0.297
0.219
0.578
0.375
0.688
0.938
0.219
0.578
0.219
0.688
0.938
0.219
0.047
0.938
0.469
0.578

0.469
0.109
0.688
0.219
0.078
0.297
0.156
0.578
0.219
0.813
0.469
0.297
0.938
0.297
0.469
0.156
0.031
0.688
0.938
0.469
0.938
0.297
0.016
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N-Cyclohexylformamide
Neohesperidin
N-ethylglycine
N-methylanthranilic acid
N-Methylcytisine
N-Methyltyrosine
N-nornuciferine
Norvaline

N-propyl-16,16-dimethyl-
57,87,117,147-docosatetraenoyl
amine

N-Undecanoylglycine

Oleic acid

Oleic acid-lc

Oleoyl sarcosine

Oxalic acid

Oxoglutaric acid

Palmitic acid

Palmitoleic acid
Palmitoylcarnitine

Pentadecanoic acid

Phenylalanine
Phenyl-beta-glucopyranoside
Phenyllactic acid
Phosphatidylethanolamine 16
Phosphatidylethanolamine lyso 16
Phosphatidylethanolamine lyso 20
Phosphatidylethanolamine lyso 22
Phosphatidylinositol lyso 16
Phosphocolamine

Phosphoric acid

Phytosphingosine

Porphine

Proline

Proline betaine

Protocatechuic acid

Prunetin

Purine

Pyroglutamic acid

Pyruvic acid

Ribitol

Sarcosine

LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS (-)
LC-MS (+)
GC-MS
LC-MS/MS (+)

LC-MS/MS (-)
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS (-)
GC-MS
LC-MS/MS (+)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (-)
LC-MS ()
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS (-)
LC-MS (-)
LC-MS (-)
LC-MS (-)
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS (+)
GC-MS
LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS

0.955 + 0.048
0.312 +£0.018
1.022 + 0.046
1.137 £ 0.158
0.848 + 0.094
0.978 £ 0.028
1.077+0.26
0.761 £ 0.077
1.139 + 0.205

1.144 +0.239
0.627 = 0.016
1.012 + 0.508
0.98 £ 0.056
1.03 £ 0.167
0.87 £ 0.048
1.138 + 0.036
1.017 £ 0.054
1.429 + 0.525
1.155+0.193
0.66 +0.083
1.024 £ 0.187
0.395 + 0.062
0.943 £0.101
0.844 +0.159
0.805 £ 0.197
1.185 + 0.054
0.969 * 0.042
1.182 +0.073
0.493 £ 0.163
0.801 + 0.058
0.626 + 0.04
0.392 + 0.047
0.912 £ 0.12
1.114 + 0.102
1.014 +0.027
0.907 £ 0.048
0.557 + 0.058
0.791 £ 0.052
0.687 + 0.033
0.711 £ 0.047

1.02 +£0.108
1.122 +£0.49
1.216 +0.09
0.921 +£0.116
1.05+0.098
1.019 + 0.032
0.853 £ 0.072
1.176 £ 0.226
0.845 +0.103

0.805 +0.013
0.527 + 0.046
1.136 +0.138
1.019 + 0.062
0.95+0.126
1.08 +0.092
0.951 + 0.053
0.868 + 0.216
0.677 £ 0.041
0.87 £0.043
1.157 +0.333
1.052 +£0.118
1.113 +0.275
1.019 £ 0.136
1.228 + 0.407
1.223 £ 0.361
0.904 £ 0.209
1.028 £ 0.026
0.952 + 0.042
1.062 +0.37
0.917 +£0.147
0.542 +0.029
1.031 +0.408
1.261 +0.133
1.029 £ 0.128
0.876 + 0.034
1.144 + 0.066
1.244 +0.431
0.698 £ 0.037
0.581 + 0.061
0.614 + 0.063

0.938
0.016
0.156
0.156
0.297
0.375
0.813
0.219
0.375

0.219
0.156
0.297
0.688
0.469
0.016
0.109
0.375
0.156
0.578
0.469
0.578
0.078
0.469
0.469
0.469
0.688
0.297
0.031
0.375
0.813
0.375
0.219
0.156
0.813
0.078
0.016
0.031
0.375
0.297
0.219
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Sebacic acid
Sedoheptulose
Serine
Shikimic acid
Sphinganine
Squalene
Stearic acid
Succinic acid
Sucrose
Tagatose
Tartronic acid
Taurine
Tetracosanoic acid
Tetradecane
Threitol
Threonine
Threose
Thymine
Triacetin
Tryptmanine
Tryptophan
Tyrosine
Urea
Urethane

Uridine diphosphate-N-

acetylglucosamine
Valine

Ventosic acid
Xanthine
Xanthotoxin
Xylitol

LC-MS (-)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS/MS (+)
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS (+)
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS
GC-MS
GC-MS
LC-MS/MS (-)

GC-MS
LC-MS/MS (-)
LC-MS (+)
GC-MS
GC-MS

0.962 + 0.024
1.14 +0.065
0.69 +0.06

1.285+0.161

0.939 + 0.097

0.953 £ 0.199

1.122 + 0.045

0.931 £ 0.054

0.596 + 0.037

0.798 = 0.063

1.068 + 0.106

0.415+0.072

0.623 £ 0.13

0.854 = 0.046

0.675 % 0.033

1.093 £ 0.094

1.235+0.142

0.13 £ 0.009

0.881 +£0.113

1.344 +0.383

1.251+0.117

0.558 +0.079

1.163+0.131

0.27 +£0.048
0.025 +£0.01

0.868 * 0.047
1.715 + 1.026
0.813 £ 0.067
0.592 +0.102
0.826 = 0.048

1.039 +0.017
1.025 +0.225
1.206 + 0.282
1.156 £ 0.225
1.035+0.177
0.709 £ 0.245
0.965 + 0.048
0.875 £ 0.065
1.464 +0.92
0.724 £ 0.056
0.868 + 0.089
1.632 £ 0.751
0.682 + 0.032
1.098 £ 0.157
0.628 + 0.071
0.941 £ 0.076
0.932 +£0.128
0.94 £ 0.588
1.046 +0.235
1.006 +0.31
0.985+0.174
1.111 +0.255
0.95 +0.107
0.428 +0.08
1.018 £ 0.716

1.284 £ 0.279
0.769 £ 0.712
1.167 £ 0.23
2.046 + 0.64
0.811 £ 0.076

0.109
0.813
0.297
0.469
1.000
0.297
0.156
0.469
0.578
0.375
0.031
0.297
0.688
0.578
0.297
0.078
0.047
0.031
0.688
0.688
0.109
0.031
0.031
0.078
0.047

0.375
0.371
0.469
0.078
0.469
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Ek 3. Deneklerde izlenen muayene bulgular 6zeti ve elde edilen 6rneklerin tabi tutuldugu testler

Tavsan No. Muayene Bulgular: Metabolomik incelemeler ELISA testi Viskometrik Olciim TEM incelemeler
1L Normal ) ) (+) (+)
1R Alopesi, 6dem, ) ) (+) *)
konjunktivit, keratit
2L Normal +) (+) (+) (-)
2R Alopesi, 6dem, +) +) (+) )
konjunktivit,
subkapsuler katarakt
3L Normal (+) (+) (+) (-)
3R Alopesi, 6dem () (+) (+) ()
4L Normal +) (+) (+) (-)
4R Alopesi, 6dem, keratit () (+) () ()
5L Insidental temporalde (+) (+) (+) )
koroid avaskuler ()
5R Alopesi, 6dem (+) (+) (+)
6L Normal ) ) (+) (+)
6R Alopesi, 6dem, keratit, ) ) (+) *)
konjunktivit
7L Normal ¢) (+) (+) ()
7R Alopesi, ddem () (+) (+) )
8L Normal Ornek yok Ornek yok Ornek yok Ornek yok
8R Alopesi, 6dem, vitreal ) Q] Q] )
haze
oL Normal (+) (+) (+) (-)
9R Alopesi, ddem, keratit () (+) (+) )
10L Normal +) ) (+) (-)
10R Alopesi, 6dem, keratit () () *) ()
11 Normal +) (+) (+) ()
11R Alopesi, 6dem, (+) *+) (+) ()
katarakt
121 Normal () () (+) (+)
12R Alopesi, dem, ) () (+) *)
konjunktivit, keratit,
vitreal haze

ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; No: Numara; TEM: Transmisyon Elektron Mikroskobu
Normal: g6z kapagi ve ekleri dogal, konjuntiva normal, kornea saydam, lens saydam, vitréz saydam, optik disk normal, retina ve retinal damarlar
normal.
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