
Deneysel Fototromboz Modelinde 
E Vitamininin Antioksidan Etkinliğinin 
İnce Yapı Düzeyinde İncelenmesi 
Güngör SOBACI*, Osman ÖZCAN**, Erol YILDIRIM***, 
Ali İhsan İNCESU****, Hüseyin GÜN*****, Ayhan KUBAR****** 

ÖZET 
Fotokimyasal tromboz (fototromboz), son yıllarda vizyon araştırmalarında giderek daha fazla ilgi çeken alanlardan 

biri olan yeni bir tekniktir. Bu çalışmada beyaz sıçan koroid damarlarında operasyon mikroskobu ışığı ile fototromboz 
oluşturularak E vitamininin antioksidan etkinliği ince yapı düzeyinde incelenmiştir. İV rose bengal verilmeden operasyon 
mikroskobu ışığına maruz bırakılan kontrol grubu (n=10) sıçan gözleri normal histolojik yapıda idi. 5 gün önceden 1 doz 
subkutan 600 mg/kg E vitamini (alfa tokoferol) verilen grupta (n-10) koroidal arteriol endotel hücrelerinde minimal 
histopatolojik değişiklik gözlenirken, E vitamini verilmeden fototromboz oluşturulan grupta (n~10) koroidal arteriol endotel 
hücreleri ile sınırlı yoğun harabiyet bulguları saptandı. Bu modelde, E vitamininin antioksidan özellikleri ile endotel 
hücrelerindeki fotokimyasal hasarı önlemekte etkili olduğu gözlenmiştir. 
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SUMMARY 
AN ULTRASTRUCTURAL ANALYSIS OF ANTIOXIDANT EFFECT OF VITAMIN E ON AN EXPERIMENTAL 

PHOTOTHROMBOSIS MODEL 
In recent years, the novel technique, photochemically induced thrombosis (photothrombosis) has been one of the 

field of interest in vision researches. In this study, the antioxidant effect of vitamin E in the photothrombosis of the 
choroidal vasculature of IV rose bengal injected albino rats induced by the light of an operation microscope was 
evaluated ultrastructuraly. No cellular pathology was present in the control group with no previous IV rose bengal 
injection (n=10). While minimal histopathological changes were observed, In the vitamin E pretreated (600 mg/kg 
subcutaneous injection for 5 days) rats (n-10) severe cellular damage limited to anteriolar endothelium was observed in 
photothrombosis group without vitamin E pretreatment (n**10). Results of the present, study suggested that vitamin E 
prevented the photochemical damage to endothelium by its antioxidant effects. 
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G i r i ş 
Biyolojik ortamlarda; ışık enerjisi, oksijen ve foto-

sensitizör elemanlarının varlığında gerçekleşen fotoki
myasal reaksiyonlar serbest radikaller oluşturarak sito-
toksik etki gösterebilirler (1). Vücutta bu üçlünün en 
yoğun olarak bir arada bulunduğu dokular olan retina 
ve koroidea; içerdikleri antioksidatif sistemler ile foto-
toksik etkilerden Rorunabilmektedirler (2,3). 
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Operasyon mikroskobu ya da indirekt oftalmoskop 
altında olduğu gibi, retinanın ameliyatları ve muayenele
ri sırasında da kısa süreli ancak yoğun foton bombardı
manı altında kaldığı durumlarda oluşan serbest radikal
lerin fazlalığı ile ortamdan yeterince* uzaklaştırılamama-
sı, klinik olarak da tanımlanabilen ışığa bağlı retinopati 
ve makülopati gelişiminden sorumlu tutulmaktadır (3,4). 
E vitamini (alfa tokoferol)'nin fotokimyasal reaksiyonla
rından oluştuğu dokularda membran stabilizan etkisi ile 
önemli bir antioksidan rolü bulunduğu bildirilmektedir 
(5). Wilson ve Hatchell biyomikroskop ışığı ile oluştur
dukları sıçan fototrombozmodelinde retina ve koroid 
damarlarında endotel harabiyeti ile karakterize lezyon-
lar saptamışlardır (6). Koroidin zengin kan akımı ile re
tinadaki oksidan maddelerin uzaklaştırılması işlevini yü 
rüttüğü bilinmektedir. Koroid parsiyel oksijen basıncı 
yüksekliği nedeniyle, koroid damar yatağındaki hasarın 
daha kolay oluşabilmesi mümkündür. Böyle oir patoloji 
klinikte ışık bağımlı retinopati ve makülopati gelişiminde 
rol oynayabilir. Çalışmamızda sıçan koroid damarların
da operasyon mikroskop ışığına bağlı fotokimyasal ha
sarın ve bu hasarın önlenmesinde E vitamini antioksi
dan etkinliğinin ince yapı düzeyinde araştırılması plan
lanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 
Bu çalışmada G A T A Araştırma Merkezinde üreti

len ağırlıkları 180-290 gr (ortalama 240±20 gr) arasın
daki 30 erkek Wistar norveglcus sıçan kullanılmıştır. 
Aynı merkezin mikrocerrahi laboratuvarındaki operas
yon mikroskobu (Zeiss Op-Mi 1F, 100W, 12 V, 200 
mm. odak uzaklığında halojen, fiberoptik aydınlatmalı 
lamba, 28.4 C d / c m 2 aydınlatma yoğunluğu ile) kulla
nılmıştır. Deney hayvanları ketamin H C L ile (5mg/hay-
van) anestezi edilmiştir. Sıçanların gözlerinde %10 fe-
nilefrin İle midriyazis sağlanmıştır. Herbir grupta 10'ar 
deney hayvanı kullanılmıştır. Kontrol grubunda sıçanla
rın sağ gözleri beşer dakika süreyle operasyon mikros
kobu ışığı altında tutulmuştur. Fototromboz (FT) gru
bunda deneklere dorsal penil venden 0.22 mikronluk 
filtrelerden geçirilerek hazırlanan rose bengal boyası 
(Sigma R-3877) 40 mg/kg iv olarak enjekte edilip sağ 
gözleri aynı süre operasyon mikroskobu ışığına maruz 
bırakılmıştır. E vitamini grubunda beş gün önceden tek 
doz 600 mg/kg alfa tokoferol (Roche) subkutan enjekte 
edilmiş olan sıçanlarda aynı koşullarda FT oluşturul
muştur. Uygulamalar sırasında koroid ve retinadaki 
değişimler 5.00 dpt yakınsak mercek kornea ile temas
ta iken mikroskop retinada papillanın bir papilla uzağın
da ve temporalinde odak-lanarak izlenmiştir. Sıçan ko
roid damarlarında FT oluşması için geçen sürenin belir
lenmesi maksadıyla yapılan ön çalışmada, bu süre beş 
dakika olarak saptanmıştır. Tüm sıçanlar beş gün son
ra reserebrasyon yöntemi ile öldürülerek gözleri en-
üklee edilmiştir. Enüklee edilen sağ ve sol gözler %4 
paraformaldehit ve %5 gluteraldehit soLsyonunda bir 
gece tespit edilmiştir. Limbal kesi ile önden açılan göz 
küreleri %1'llk osmlum tetroksitte 120 dakika bekletil
dikten sonra kakodilat tamponu ile üç kez yıkanmış ve 

etil alkolün giderek artan yoğunluklarında 10'ar dakika 
süreyle dehidrate edildikten sonra epoksi resin (Epon-
812) ile bloklanarak incelemeye hazır şekle getirilmiştir. 
Yarı ince kesitler toluidin mavisi ile boyanmış ve ışık 
mikroskobunda incelenmiştir. Elektron mikroskobik in
celeme; Zeiss 9S2 elektron mikroskobu ile tüm sıçan
larda papilladan bir papilla çapı uzakta üst temporal 
kadrandan 60 nm kalınlığındaki kesitlerin uranil asetat 
ve kurşun sitrat ile boyanması yapılmıştır. 

Bulgular 
FT uygulamaları sırasında öncelikle koroideada 

beyazlaşma oluşmuş, bunu retina damarlarının tıkan
ması izlemiştir. Kontrol grubu sıçanların gözlerinin nor
mal histolojik yapıda olduğu gözlenmiştir (Şekil 1). Elek
tron mikroskobik incelemelerde, profilaktik E vitamini 
uygulanan grupta koroidal arteriol endotel hücre sito-
plazmasında minimal düzeyde vakuolizasyon saptanır
ken (Şekil 2), fototromboz grubu sıçanların gözlerinde 

Şekil 1. Kontrol grubu sıçana ait normal yapıda koroidal arteriol 
endotel hücre ince yapısı. Apikal ve bazal yüzde pinositik vezi-
küller (ok) ve iki endotel hücresi arasında sıkı bağlantı gözlen
mektedir (kalın ok), (uranil asetaî+kurşun sitrat,x9800). 

Şekil 2. Profilaktik E vitamini uygulanan sıçan koroid arteriol 
endotel hücresinde minimal düzeyde vakuolizasyon (ok) izlen
mektedir, (uranil asetat+kurşun sitrat, X 9800). 
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Şekil 3. Fototromboz grubu sıçan koroidal arteriol endotel hü
cresinde ileri düzeyde vakuollzasyon (ok) görülmektedir, (uranil 
asetat+kurşun sitrat, X 5600). 

Şekil 4. Fototromboz grubu sıçan gözüne ait yarı-ince kesit mi-
krofotograf. Koroidal arteriol endotel hücrelerinde vakuolizasyon 
(oklar) görülmektedir. P: Pigment epiteli, Fr: Fotoreseptör. (tolui-
din mavisi x 1200). 

koroidal arteriol endotel hücrelerinde ileri derecede va-
kuoler dejenerasyon izlenmiştir (Şekil 3). Fototromboz 
grubu yarı-ince kesitlerde de koroidal arteriol endotel 
hücrelerinde vakuolizasyon gözlenmiştir (Şekil 4). Bu
nunla birlikte tam bir endotel kaybı olan alanlar izlen
memiştir. Yarı-ince kesitlerin incelenmesinde, profilaktik 

Şekil 5. Protilaktik E vitamini uygulanmış gruba ait sıçan gö
zünden elde edilmiş yarı-ince kesit mikrofotograf. P: pigment 
epiteli, Fr: Fotoreseptörler, arteriol (ok), V: venül. (toluidin mavisi 
x 1200). 

E vitamini uygulanan ve fototromboz grubu gözlerde 
retina fotoreseptörleri ve retina pigment epiteli arasında 
ayrılmalar saptanmıştır. (Şekil 4,5). 

T a r t ı ş m a 
Retinaya ulaşan ışık enerjisi termal, termoakustik 

ve fotokimyasal reaksiyonları başlatır (3). Fotokimyasal 
reaksiyonlarda oluşan serbest radikaller, oksijen radi
kalleri, başta lipid peroksidasyonu ve DNA hasarı ol
mak üzere hücre içi membran yapılarının niteliğini bo
zarak, sonuçta fototoksik reaksiyonları uyarır (2,7). Gü
nümüzde, başta ışığa bağımlı retinopati ve makülopati 
ile pigment epitelyopati olmak üzere yaşa bağımlı ma-
küla dejenerasyonu, üveit ve katarakt gelişiminden bu 
reaksiyon zincirleri sorumlu tutulmaktadır (2-4,8,9). De
neysel FT uygulamalarında damar lümeninde ısı etkisi 
ile oluşan fotokoagulasyondan farklı olarak, çoğunluğu
nu trombositlerin oluşturduğu rekanalizasyona dayanıklı 
trombüs gelişmektedir (10). Daha düşük argon lazer 
enerjisi ile daha kısa zaman süresinde oluştuğunu göz
lediğimiz bu reaksiyonun (11) rose bengalin uygun dal
ga boylarında uyarımı ile açığa çıkardığı oksijen radikal
lerinin damar endotel hücrelerinde hasar oluşturması 
ile başladığı bildirilmektedir (10). 

FT oluşumunda fotosensitizör ajan olarak yararla
nılan rose bengal (RB) boyası en yüksek fotodinamik 
aktivasyonda oksijen radikali üreten ksantin derivesi bir 
vital boyadır (1,6). FT oluşumu için geçen sürenin 
RB'In dozu ile ters orantılı olduğu bilinmektedir (6,11). 
Bu çalışmada olduğu gibi RB'in maksimum etkinlik gös-
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terdıği 40 m g/kg dozda uygulayan yazarlar (8,12,13), 
FT'un önce arterlerde oluştuğunu, yapay olarak par-
s iyel oks i jen basıncı (PO2) artırıldığında trombüs 
oluşumu için geçen sürenin kısaldığını bildirmektedirler 
(6). Çalışmalarda retina ve koroid damarlarında geçici 
tıkanmalar oluştuğu ve bunların koroid kapiflerinde üç 
ile altı gün sürdüğü, üç hafta sonunda normal yapı ö-
zelliklerinin yeniden kazanıldığı ancak gangliyon hücre-
lerindeki hasarın kalıcı olduğu bildirilmiştir (12,13). On
lar, FT sonrası ilk günleri de kapsayan incelemelerinde 
bu çalışmadan farklı olarak damar lümeninde trombüs 
kümelerinin de izlenebildiğini ve arterioller yanısıra ve-
nüllerin endotel yapılarında da hasar bildirmişlerdir 
(6,12,13). Bu çalışmadaki FT uygulamaları sırasında 
ise öncelikle koroideada beyazlaşma oluşmuş, bunu 
retina damarlarının tıkanması izlemiştir. Bu beyaz
laşmanın koroid iskemisinden kaynaklandığı bildirilmek
tedir (6). İnsanlarda olduğu gibi hayvanlarda da koroi-
dea kanlanması ve oksijen doygunluğu en yüksek doku 
olarak bilinmektedir (3,6). Fotokimyasal reaksiyonların 
gerçekleşmesinde önemli bir faktör olan oksijen radi
kallerinin (14) FT'un öncelikle koroideada oluşmasında 
rolü bulunduğu, PO2 artırıldıkça trombüs oluşumu için 
geçen sürenin kısalması ile açıklık kazanmaktadır (6). 
Bu çalışmada ince yapı değişikliklerinin yalnızca arter 
yapılarında izlenmesi P02 'nın venöz damarlardakine 
oranla daha yüksek olması ile açıklanabilir. Ancak, reti
nadan farklı olarak koroıdeadaki arteriol ve venül PO2 
farkının çok az olduğunun göz önünde tutulması gerek
mektedir (3,6). Bu durumda, dolaşımdaki trombosit ve 
lökositierden salınan A D P benzeri faktörlerin damarların 
kas tabakalarına etki ederek vazospazm oluşturabile
ceği, bundan dolayı kas tabakası daha iyi gelişmiş olan 
arterlerin venlere göre daha kolay tıkanabileceği kura
mının (15) da dikkate alınması gerekir. Bununla birlikte 
uygulama sonrası örneklerin 6. günde incelemeye alın
mış o lması neden iy le , ven lerde t rombüsün geç 
oluştuğu ve/veya arterlere göre daha çabuk rekanalize 
olduğu olasılıklarının dikkate alınması gerekir. Bu mak
satla daha erken (5. günden önce) dönemlere ait his
tolojik incelemeler yapılması gerektiği anlaşılmaktadır. 
Bu çalışmada, FT gelişen damar çeperlerinde tam bir 
endotel kaybı ile karakterize çıplak alanlar izlenmeme
si, trombüs oluşumu için endotel hasarı varlığının yeterli 
olduğunu bildiren çalışmayı desteklemektedir (16). 

Tüm respiratuvar sistemlerde oksijenin İSO'ya dö
nüşümü ile serbest oksijen radikali oluşumu arasında 
hassas bir denge vardır (3). Dokular içerdikleri antioksi-
dan sistemleri (katalaz, giutatyon peroksidaz, süperok-
sit dismutaz enzimleri ve C, E vitaminleri gibi..) yanısı
ra DNA yapılarını yenilemeleri île kısa ve uzun süreli 
fototoksik etkilerden korunmaktadırlar (2,3). Günü
müzde E vitaminin biyolojik sistemlerdeki rolü tam ola
rak açıklık kazanmamış (17) olmakla birlikte, in vitro 
olarak antıoksidan etki gösterdiği bildirilmektedir (18). E 
vitamininin bu etkiyi serbest lipid radikaller ile reaksiyo
na girerek oluşturduğu gösterilmiştir (14,18). E vitamini 

yoksunluğunda ışık etkisi altındaki maymun fotoreseptör 
hücrelerinde dejenerasyon geliştiği (3), E vitaminin dü
zelttiği hasarın diğer antıoksidanlarca giderilemediği an
laşılmıştır (17). Normalde biyolojik membranların yapı
sında yer alan bu liposolubl vitaminin antioksidan etki 
gösterebilmesi için belirli bir düzeyde bulunması gerek
tiği (18) terapötik güven indeksinin yüksek olduğu an
cak yüksek dozlarda verildiğinde toksik etki gösterebile
ceği (19) bildirilmiştir. 

Bu çalışmada PO2 dışarıdan değiştirilmeden ve 
aynı koşullarda FT uygulanan, oksidan (RB) ve antiok
sidan (E vitamini) kapasiteleri artırılmış beyaz sıçanların 
koroid damarlarındaki ince yapı değişiklikleri incelenmiş. 
Literatür taramalarından elde edilen bilgilere göre ge
liştirdiğimiz deney modeli FT için operasyon mikros
kobunun kullanıldığı ilk çalışmadır. Melanınden yoksun 
retina yapısının ışığın koroideaya ulaşımını kolaylaştır
ması ve Insandakine yakın benzerlik gösteren damar
sal ağ tabakası ile (20) beyaz sıçan fotokimyasal trom-
boz oluşumu için ideal bir deney hayvanıdır (14). İn
sanda, retina duyu epitell katında başlatılan fotokimya
sal reaksiyonlarda fotosensitizör eleman olarak en çok 
etkilenen fotoreseptör disk membranlarının doymamış 
yağ asitlerinden zengin yapısı ile bu reaksiyonların 
oluşumunu kolaylaştırabileceği bilinmektedir. Fotoresep
tör disk membranlarında oluşan lipit peroksit ürünlerinin 
ortamdan uzaklaştırılmaması ile gelişen reaksiyonlar 
yaşlı popülasyondaki en sık görülen körlük nedeni olan 
yaşa bağımlı maküla dejenerasyonundan sorumlu tutul
maktadır (3,4). Bu çalışmada, normal fotokimyasal 
reaktör gibi davranan retinayı soğutarak oksidatif ürün
lerin ortamdan uzaklaştırılması işlevini yüklenen koroi-
deanın (3), bu reaksiyonlardan etkilenebileceği, ancak 
patoloji gelişebilmesi için oksidan/antioksidan dengele
rin bozulması gerektiği anlaşılmaktadır. 

Bu çalışmada, operasyon mikroskobu aydınlatma 
yoğunluğu sabit tutularak ve her defasında gruplardan 
birer örnekte FT oluşturularak, fiberoptik aydınlatma ile 
minimuma indirilmiş olan ısı etkileri ve lamba aydınlat
ması ile renk ayarındaki düzensizliklere bağlı hatalardan 
kaçınılması amaçlanmıştır. Önceki deneyimlerimiz ve il
gili çalışmalar bu reaksiyonun ısı etkilerinden bağımsız 
ve fotokimyasal yol ile olduğunu ortaya koymuştur (11-
13). Bu bakımdan, modelimiz oluşumunda fotokimyasal 
reaksiyonların rol oynadığı düşünülen operasyon mik
roskobuna bağlı retina patolojilerinin incelenmesinde ya
rarlanılabilir özelliktedir. 

Bu çalışma, normalde antioksidan sistemler aracı
lığı ile dengelenen fototoksik retinanın yoğun foton bom
bardımanı altında kaldığı durumlarda hücresel hasarın 
kaçınılmaz olacağını göstermesinden dolayı önemlidir. 
Nitekim, Khvvarg ve ark. benzer operasyon mikroskopu 
ve aydınlatma koşullarında katarakt ameliyatı uygula
nan 135 olgunun %7.4'ünde operasyon mikroskobu 
ışığına bağlı retina toksisitesi oluştuğunu saptamışlardır 
(21). Klinikte, özellikle enerjisi yüksek olan kısa dalga 
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boylarında daha kolay gerçekleştiği ve bu nedenle 
önemli bir risk faktörü olduğu bildirilen afaki ve psödo-
fakl (3,4) için ameliyat mikroskobu ışığının yeterli dozda 
kullanılması, ameliyat süresinin kısaltılması ve 
ameliyat sırasında parsiyel oksijen basıncını yükseltebi
leceği düşünülerek nazal oksijen kullanımının kısıtlan
masına yönelik çabaların artırılması gerektiği anlaşıl
maktadır. 

Işık mikroskopisinde gözlemlerimiz bu modelin 
retinanın seröz dekolmanı için ideal bir model olabi
leceğini bildiren çalışmayı (22) desteklemekte ise de 
histolojik olarak gözlenen bu dekolmanın retinanın 
hatalı preparasyonundan ya da enüklasyon sırasında
ki travmadan kaynaklanmadığının tarafımıza kanıtlan
ması gerektiği düşüncesindeyiz. Gerek bu maksatla, 
gerekse yaşa bağımlı makülopatl gelişimine ışık tuta
bileceği varsayımı ile çalışmalarımız devam etmekte
dir. Ayrıca, bu modelinin ilaçların antioksidan etkin
l iklerinin karşı laşt ı r ı lmasında da kul lanı labi leceği 
düşüncesindeyiz. 
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