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OZET

Fotokimyasal tromboz (fototromboz), son yillarda vizyon arastirmalarinda giderek daha fazla ilgi ceken alanlardan
biri olan yeni bir tekniktir. Bu c¢alismada beyaz sican koroid damarlarinda operasyon mikroskobu isigi ile fototromboz
olusturularak E vitamininin antioksidan etkinligi ince yapi diizeyinde incelenmistir. IV rose bengal verilmeden operasyon
mikroskobu 1sigina maruz birakilan kontrol grubu (n=10) sigan gb6zleri normal histolojik yapida idi. 5 giin énceden 1 doz
subkutan 600 mg/kg E vitamini (alfa tokoferol) verilen grupta (n-10) koroidal arteriol endotel hiicrelerinde minimal
histopatolojik degisiklik gézlenirken, E vitamini veriimeden fototromboz olugturulan grupta (n~10) koroidal arteriol endotel
hiicreleri ile sinirli  yogun harabiyet bulgulari saptandi. Bu modelde, E vitamininin antioksidan &zellikleri ile endotel
hiicrelerindeki fotokimyasal hasari &6nlemekte etkili oldugu gbézlenmigtir.
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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.
KeyWords: Photothrombosis, Vitamin E, infrastructure, Rat
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Operasyon mikroskobu ya da indirekt oftalmoskop
altinda oldugu gibi, retinanin ameliyatlari ve muayenele-
ri sirasinda da kisa sireli ancak yogun foton bombardi-
mani altinda kaldigi durumlarda olusan serbest radikal-
lerin fazlaligi ile ortamdan yeterince* uzaklastirilamama-
s1, klinik olarak da tanimlanabilen i1siga bagdh retinopati
ve makilopati gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (3,4).
E vitamini (alfa tokoferol)'nin fotokimyasal reaksiyonla-
rindan olustugu dokularda membran stabilizan etkisi ile
6nemli bir antioksidan rollG bulundugu bildirilmektedir
(5). Wilson ve Hatchell biyomikroskop 1s1d1 ile olustur-
duklari sigan fototrombozmodelinde retina ve koroid
damarlarinda endotel harabiyeti ile karakterize lezyon-
lar saptamislardir (6). Koroidin zengin kan akimi ile re-
tinadaki oksidan maddelerin uzaklastirilmasi islevini yu
rattigu bilinmektedir. Koroid parsiyel oksijen basinci
ylUksekligi nedeniyle, koroid damar yatadindaki hasarin
daha kolay olusabilmesi mumkundir. Bdyle oir patoloji
klinikte 151k bagimh retinopati ve makulopati gelisiminde
rol oynayabilir. Calismamizda sigan koroid damarlarin-
da operasyon mikroskop isigina bagl fotokimyasal ha-
sarin ve bu hasarin 6nlenmesinde E vitamini antioksi-
dan etkinliginin ince yapi dizeyinde arastirilmasi plan-
lanmigtir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada GATA Arastirma Merkezinde (ureti-
len agirhklari 180-290 gr (ortalama 240420 gr) arasin-
daki 30 erkek Wistar norveglcus sican kullaniimigtir.
Ayni merkezin mikrocerrahi laboratuvarindaki operas-
yon mikroskobu (Zeiss Op-Mi 1F, 100W, 12 V, 200
mm. odak uzaklhidinda halojen, fiberoptik aydinlatmali
lamba, 28.4 Cd/cm® aydinlatma yogunlugu ile) kulla-
nilmistir. Deney hayvanlari ketamin HCL ile (5mg/hay-
van) anestezi edilmistir. Siganlarin goézlerinde %10 fe-
nilefrin ile midriyazis saglanmistir. Herbir grupta 10'ar
deney hayvani kullaniimigtir. Kontrol grubunda sicanla-
rin sag gozleri beser dakika slreyle operasyon mikros-
kobu 1511 altinda tutulmustur. Fototromboz (FT) gru-
bunda deneklere dorsal penil venden 0.22 mikronluk
filtrelerden gegirilerek hazirlanan rose bengal boyasi
(Sigma R-3877) 40 mg/kg iv olarak enjekte edilip sag
gozleri ayni sure operasyon mikroskobu isigina maruz
birakilmistir. E vitamini grubunda bes gin 6nceden tek
doz 600 mg/kg alfa tokoferol (Roche) subkutan enjekte
edilmis olan sicanlarda ayni kosullarda FT olusturul-
mustur. Uygulamalar sirasinda koroid ve retinadaki
degisimler 5.00 dpt yakinsak mercek kornea ile temas-
ta iken mikroskop retinada papillanin bir papilla uzagin-
da ve temporalinde odak-lanarak izlenmistir. Sigcan ko-
roid damarlarinda FT olusmasi igin gegen surenin belir-
lenmesi maksadiyla yapilan 6n galismada, bu sure bes
dakika olarak saptanmistir. Tum sigcanlar bes gin son-
ra reserebrasyon yoéntemi ile o6ldurilerek goézleri en-
Uklee edilmistir. Enlklee edilen sag ve sol goézler %4
paraformaldehit ve %5 gluteraldehit soLsyonunda bir
gece tespit edilmistir. Limbal kesi ile dnden acilan g6z
kireleri %1'llk osmlum tetroksitte 120 dakika bekletil-
dikten sonra kakodilat tamponu ile G¢ kez yikanmis ve
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etil alkolin giderek artan yogunluklarinda 10'ar dakika
sireyle dehidrate edildikten sonra epoksi resin (Epon-
812) ile bloklanarak incelemeye hazir sekle getirilmistir.
Yari ince kesitler toluidin mavisi ile boyanmis ve isik
mikroskobunda incelenmistir. Elektron mikroskobik in-
celeme; Zeiss 9S2 elektron mikroskobu ile tim sigan-
larda papilladan bir papilla ¢api uzakta lst temporal
kadrandan 60 nm kalinhgindaki kesitlerin uranil asetat
ve kursun sitrat ile boyanmasi yapilmistir.

Bulgular

FT uygulamalari sirasinda o6ncelikle koroideada
beyazlasma olugsmus, bunu retina damarlarinin tikan-
masi izlemistir. Kontrol grubu sicanlarin gézlerinin nor-
mal histolojik yapida oldugu goézlenmistir (Sekil 1). Elek-
tron mikroskobik incelemelerde, profilaktik E vitamini
uygulanan grupta koroidal arteriol endotel hlcre sito-
plazmasinda minimal dizeyde vakuolizasyon saptanir-
ken (Sekil 2), fototromboz grubu siganlarin gézlerinde

Sekil 1. Kontrol grubu sigana ait normal yapida koroidal arteriol
endotel hlcre ince yapisi. Apikal ve bazal yizde pinositik vezi-
killer (ok) ve iki endotel hiicresi arasinda siki baglanti gézlen-
mektedir (kalin ok), (uranil asetai+kursun sitrat,x9800).

Sekil 2. Profilaktik E vitamini uygulanan sigan koroid arteriol
endotel hiicresinde minimal diizeyde vakuolizasyon (ok) izlen-
mektedir, (uranil asetat+kursun sitrat, X 9800).
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Sekil 3. Fototromboz grubu sigan koroidal arteriol endotel hi-
cresinde ileri dlizeyde vakuollzasyon (ok) gorilmektedir, (uranil
asetat+kursun sitrat, X 5600).
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Sekil 4.  Fototromboz grubu sigan goéziine ait yari-ince kesit mi-
krofotograf. Koroidal arteriol endotel hicrelerinde vakuolizasyon
(oklar) goriilmektedir. P: Pigment epiteli, Fr: Fotoreseptor. (tolui-
din mavisi x 1200).

koroidal arteriol endotel hticrelerinde ileri derecede va-
kuoler dejenerasyon izlenmistir (Sekil 3). Fototromboz
grubu yari-ince kesitlerde de koroidal arteriol endotel
hiicrelerinde vakuolizasyon goézlenmistir (Sekil 4). Bu-
nunla birlikte tam bir endotel kaybi olan alanlar izlen-
memistir. Yari-ince kesitlerin incelenmesinde, profilaktik

Sekil 5. Protilaktik E vitamini uygulanmig gruba ait sican go-
ziinden elde edilmis yari-ince kesit mikrofotograf. P: pigment
epiteli, Fr: Fotoreseptorler, arteriol (ok), V: veniil. (toluidin mavisi
x 1200).

E vitamini uygulanan ve fototromboz grubu gdézlerde
retina fotoreseptdrleri ve retina pigment epiteli arasinda
ayrilmalar saptanmistir. (Sekil 4,5).

Tartigsma

Retinaya ulasan isik enerjisi termal, termoakustik
ve fotokimyasal reaksiyonlari baslatir (3). Fotokimyasal
reaksiyonlarda olusan serbest radikaller, oksijen radi-
kalleri, basta lipid peroksidasyonu ve DNA hasari ol-
mak Uzere hicre ici membran yapilarinin niteligini bo-
zarak, sonugcta fototoksik reaksiyonlari uyarir (2,7). Gi-
numizde, basta 1s1ga bagiml retinopati ve makdilopati
ile pigment epitelyopati olmak ulzere yasa bagimhi ma-
kula dejenerasyonu, uveit ve katarakt gelisiminden bu
reaksiyon zincirleri sorumlu tutulmaktadir (2-4,8,9). De-
neysel FT uygulamalarinda damar Iimeninde 1si etkisi
ile olusan fotokoagulasyondan farkh olarak, godunlugu-
nu trombositlerin olusturdugu rekanalizasyona dayanikli
trombis gelismektedir (10). Daha disik argon lazer
enerjisi ile daha kisa zaman slresinde olustugunu goz-
ledigimiz bu reaksiyonun (11) rose bengalin uygun dal-
ga boylarinda uyarimi ile acida ¢ikardigi oksijen radikal-
lerinin damar endotel hicrelerinde hasar olusturmasi
ile basladigi bildirilmektedir (10).

FT olusumunda fotosensitizér ajan olarak yararla-
nilan rose bengal (RB) boyasi en yiliksek fotodinamik
aktivasyonda oksijen radikali Greten ksantin derivesi bir
vital boyadir (1,6). FT olusumu igin gecen sirenin
RB'In dozu ile ters orantili oldugu bilinmektedir (6,11).
Bu calismada oldugu gibi RB'in maksimum etkinlik g6s-
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terdigi 40 mg/kg dozda uygulayan yazarlar (8,12,13),
FT'un once arterlerde olustugunu, yapay olarak par-
siyel oksijen basinci (PO2) artirildiginda trombuis
olusumu igin gecen surenin kisaldigini bildirmektedirler
(6). Calismalarda retina ve koroid damarlarinda gegici
tikanmalar olustugu ve bunlarin koroid kapiflerinde g
ile alti giin sirdigl, u¢ hafta sonunda normal yapi 6-
zelliklerinin yeniden kazanildidi ancak gangliyon hucre-
lerindeki hasarin kalici oldugu bildirilmistir (12,13). On-
lar, FT sonrasi ilk glnleri de kapsayan incelemelerinde
bu caligmadan farkli olarak damar Iimeninde trombdis
kimelerinin de izlenebildidini ve arterioller yanisira ve-
nullerin endotel yapilarinda da hasar bildirmislerdir
(6,12,13). Bu calismadaki FT uygulamalari sirasinda
ise oncelikle koroideada beyazlasma olusmus, bunu
retina damarlarinin tikanmasi izlemistir. Bu beyaz-
lagmanin koroid iskemisinden kaynaklandidi bildirilmek-
tedir (6). Insanlarda oldudu gibi hayvanlarda da koroi-
dea kanlanmasi ve oksijen doygunlugu en yiksek doku
olarak bilinmektedir (3,6). Fotokimyasal reaksiyonlarin
gerceklesmesinde 6nemli bir faktoér olan oksijen radi-
kallerinin (14) FT'un oncelikle koroideada olugsmasinda
roli bulundugu, PO2 artirildikga trombis olusumu igin
gecen silrenin kisalmasi ile aciklik kazanmaktadir (6).
Bu calismada ince yapi degisikliklerinin yalnizca arter
yapilarinda izlenmesi P02'nin ven6z damarlardakine
oranla daha yuksek olmasi ile agiklanabilir. Ancak, reti-
nadan farkli olarak koroideadaki arteriol ve venil PO2
farkinin gok az oldugunun g6z 6niinde tutulmasi gerek-
mektedir (3,6). Bu durumda, dolasimdaki trombosit ve
|6kositierden salinan ADP benzeri faktorlerin damarlarin
kas tabakalarina etki ederek vazospazm olusturabile-
cedi, bundan dolayi kas tabakasi daha iyi gelismis olan
arterlerin venlere gére daha kolay tikanabilecegi kura-
minin (15) da dikkate alinmasi gerekir. Bununla birlikte
uygulama sonrasi 6rneklerin 6. glinde incelemeye alin-
mig olmasi nedeniyle, venlerde tromblsin ge¢
olustugu ve/veya arterlere goére daha gabuk rekanalize
oldugu olasiliklarinin dikkate alinmasi gerekir. Bu mak-
satla daha erken (5. glnden 6nce) doénemlere ait his-
tolojik incelemeler yapilmasi gerektigi anlasiimaktadir.
Bu calismada, FT gelisen damar c¢eperlerinde tam bir
endotel kaybi ile karakterize ciplak alanlar izlenmeme-
si, trombls olusumu icin endotel hasari varliginin yeterli
oldugunu bildiren calismayi desteklemektedir (16).

Tim respiratuvar sistemlerde oksijenin 1SO'ya dé-
nusimu ile serbest oksijen radikali olusumu arasinda
hassas bir denge vardir (3). Dokular igerdikleri antioksi-
dan sistemleri (katalaz, giutatyon peroksidaz, slperok-
sit dismutaz enzimleri ve C, E vitaminleri gibi..) yanisi-
ra DNA yapilarini yenilemeleri ile kisa ve uzun sureli
fototoksik etkilerden korunmaktadirlar (2,3). Gunu-
mizde E vitaminin biyolojik sistemlerdeki roli tam ola-
rak aciklik kazanmamis (17) olmakla birlikte, in vitro
olarak antioksidan etki gosterdigi bildiriimektedir (18). E
vitamininin bu etkiyi serbest lipid radikaller ile reaksiyo-
na girerek olusturdugu goésterilmistir (14,18). E vitamini

326

yoksunlugunda isik etkisi altindaki maymun fotoreseptor
hiicrelerinde dejenerasyon gelistigi (3), E vitaminin di-
zelttigi hasarin diger antioksidanlarca giderilemedigi an-
lasilmistir (17). Normalde biyolojik membranlarin yapi-
sinda yer alan bu liposolubl vitaminin antioksidan etki
gosterebilmesi icin belirli bir dizeyde bulunmasi gerek-
tigi (18) terapotik glven indeksinin ylUksek oldugu an-
cak ylksek dozlarda verildiginde toksik etki gdsterebile-
ceg@i (19) bildirilmistir.

Bu calismada PO2 disaridan degistiriimeden ve
ayni kosullarda FT uygulanan, oksidan (RB) ve antiok-
sidan (E vitamini) kapasiteleri artirilmis beyaz siganlarin
koroid damarlarindaki ince yapi degisiklikleri incelenmis.
Literatir taramalarindan elde edilen bilgilere gére ge-
listirdigimiz deney modeli FT icin operasyon mikros-
kobunun kullanildigi ilk ¢alismadir. Melaninden yoksun
retina yapisinin 1s1§in koroideaya ulasimini kolaylastir-
masi ve Insandakine yakin benzerlik gésteren damar-
sal ag tabakasi ile (20) beyaz sigan fotokimyasal trom-
boz olusumu igin ideal bir deney hayvanidir (14). in-
sanda, retina duyu epitell katinda baslatilan fotokimya-
sal reaksiyonlarda fotosensitizér eleman olarak en c¢ok
etkilenen fotoreseptdér disk membranlarinin doymamis
yag asitlerinden zengin yapisi ile bu reaksiyonlarin
olusumunu kolaylastirabilecedi bilinmektedir. Fotoresep-
tér disk membranlarinda olusan lipit peroksit Urdnlerinin
ortamdan uzaklastiriilmamasi ile gelisen reaksiyonlar
yasli populasyondaki en sik goérulen kérlik nedeni olan
yasa bagimh makula dejenerasyonundan sorumlu tutul-
maktadir (3,4). Bu calismada, normal fotokimyasal
reaktor gibi davranan retinayr sogutarak oksidatif Grln-
lerin ortamdan uzaklastiriimasi islevini yuklenen koroi-
deanin (3), bu reaksiyonlardan etkilenebilecegi, ancak
patoloji gelisebilmesi i¢in oksidan/antioksidan dengele-
rin bozulmasi gerektigi anlagiimaktadir.

Bu c¢alismada, operasyon mikroskobu aydinlatma
yogunlugu sabit tutularak ve her defasinda gruplardan
birer 6rnekte FT olusturularak, fiberoptik aydinlatma ile
minimuma indirilmis olan 1sI etkileri ve lamba aydinlat-
masi ile renk ayarindaki duzensizliklere baglh hatalardan
kacginilmasi amacglanmigtir. Onceki deneyimlerimiz ve il-
gili calismalar bu reaksiyonun 1si etkilerinden bagimsiz
ve fotokimyasal yol ile oldugunu ortaya koymustur (11-
13). Bu bakimdan, modelimiz olusumunda fotokimyasal
reaksiyonlarin rol oynadidi duslnulen operasyon mik-
roskobuna bagl retina patolojilerinin incelenmesinde ya-
rarlanilabilir 6zelliktedir.

Bu calisma, normalde antioksidan sistemler araci-
lig1 ile dengelenen fototoksik retinanin yogun foton bom-
bardimani altinda kaldigi durumlarda hicresel hasarin
kacinilmaz olacadini gdéstermesinden dolayr 6nemlidir.
Nitekim, Khvvarg ve ark. benzer operasyon mikroskopu
ve aydinlatma kosullarinda katarakt ameliyati uygula-
nan 135 olgunun %7.4'Unde operasyon mikroskobu
1s1gina bagl retina toksisitesi olustugunu saptamislardir
(21). Klinikte, Ozellikle enerjisi yliksek olan kisa dalga
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boylarinda daha kolay gerceklestigi ve bu nedenle
6nemli bir risk faktori oldugu bildirilen afaki ve psddo-
fakl (3,4) icin ameliyat mikroskobu isiginin yeterli dozda
kullaniimasi, ameliyat  suresinin kisaltilmasi ve
ameliyat sirasinda parsiyel oksijen basincini yukseltebi-
lecegi dusunulerek nazal oksijen kullaniminin kisitlan-
masina yoénelik cabalarin artiriimasi gerektigi anlasil-
maktadir.

Isik mikroskopisinde gd6zlemlerimiz bu modelin
retinanin seréz dekolmani igin ideal bir model olabi-
leceg@ini bildiren calismay! (22) desteklemekte ise de
histolojik olarak gb6zlenen bu dekolmanin retinanin
hatali preparasyonundan ya da enuklasyon sirasinda-
ki travmadan kaynaklanmadiginin tarafimiza kanitlan-
masi gerektigi dislincesindeyiz. Gerek bu maksatla,
gerekse yasa bagimli makuilopatl gelisimine 1sik tuta-
bilecedi varsayimi ile calismalarimiz devam etmekte-
dir. Ayrica, bu modelinin ilaglarin antioksidan etkin-
liklerinin karsilastiriimasinda da kullanilabilecegi
dusuncesindeyiz.
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