Gegici Retinal iskemi Modelinde Brimonidinin Mikroglia Morfolojisi Uzerine Etkileri:

Brimonidin Noroinflamasyonu Baskiliyor mu?
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Amac: Bu caligmada ratlarda gegici retinal iskemi modeli olusturularak, brimonidinin

mikroglia hiicre morfolojisi iizerine etkilerinin aragtiritlmasi amaglandi.

Yontem: Erkek Wistar ratlarin sag gozlerinde gecici retinal iskemi modeli olusturuldu (n =
12). Ratlar ii¢ gruba ayrildi: Gegici retinal iskemi modeline topikal brimonidin tedavisi
uygulanan goézler (1), sham tedavi uygulanan gozler (2) ve uygulama yapilmayan kontrol
grubu (3). Tedavi topikal olarak uygulandi ve 4 hafta sonunda ratlar sakrifiye edildi. Dokular
immunohistokimyasal olarak iyonize kalsiyum baglayic1 adaptdor molekiili 1 (Iba-1)
pozitifligi agisindan incelendi. Iba-1 pozitif mikroglia hiicrelerinin dort ana fenotipi (ramified,

primed, reaktif ve amoeboid-fagositik) retina katmanlarinda incelendi.

Bulgular: Gegici retinal iskemi modelinde Iba-1 pozitif mikroglia hiicrelerinin sayis1 kontrol
grubunda 43.3+6.02, sham grubunda 100.67+7.50, topikal brimonidin grubunda 57.67+14.64
idi. Toplam Iba-1 pozitif mikroglial hiicre sayisindaki azalma istatistiksel olarak anlamliyd1 (p
<0.05). Ramified ve primed mikroglia hiicrelerini karsilastirdigimizda, gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05).

Reaktif mikroglial hiicre sayis1 sham tedavisi grubunda 10£1.41, topikal brimonidin grubunda
ise 5.75«1.71 idi (p <0.05). Amoeboid-fagositik mikroglial hiicrelerin sayis1 sham tedavi
grubunda 9.5+1.29, topikal brimonidin grubunda ise 2.25+0.50 idi. Reaktif ve amoeboid

hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma mevcuttu (p <0.05).

Sonug¢: Ratlarda yapilan merkezi sinir sistemi caligmalarinda akut yaralanma sonrasinda
mikroglia morfolojisinin degistigi ve hiicrelerin ramified formdan ameboid — fagositik forma
dontstiigii gosterilmistir. Bu calismada olusturulan gegici retinal iskemi modelinde topikal
brimonidin tedavisi alan ratlarda mikroglialarin ramified formdan reaktif ve ameboid forma
gecislerindeki azalma, brimonidinin ndroinflamasyonu baskilayic1 6zellikleri olabilecegini

gostermistir.



Giris

Mikroglialar merkezi sinir sisteminde inflamatuar olaylara aracilik eden dogal
bagisiklik sistemi hiicreleridir. Merkezi sinir sistemi ¢alismalarinda mikroglialarin multiple
skleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Creutzfeldt-Jakob gibi norodejeneratif
hastaliklarla baglantili oldugu gosterilmistir [1] [2]. Retina ve optik sinir dokularinda merkezi
sinir sitemine benzer noronal, glial-mikroglial ve immiinolojik yanitlarin ortaya g¢ikmasi
glokomda oldugu gibi norodejeneratif siire¢te noroinflamasyon ve immunomodiilasyonun

Oonemini giindeme giindeme getirmektedir.

Glokom, retina ganglion hiicre (RGH) kaybi ile karakterize optik sinirin
multifaktoriyel ndrodejeneratif bir hastaligidir. Bu yolakta RGH kaybi, hiicre aksonlarinin ve
somalarmin dejenerasyonu, artan gliozis ve mikroglial hiicre aktivasyonunun onemli rolii
oldugu gosterilmistir. Glokomatdz optik sinir hasari i¢in ana risk faktorii yiiksek goz ici
basinci (GIB) olmakla birlikte, bazi olgularda GIB normal smnirlarda olsa da hasar
gelismektedir. Bununla beraber, yiiksek GIB ile optik ndropati gelistirmeyen olgular da sdz
konusudur [3] [4]. Bu durum glokom patofizyolojisinin birden ¢ok mekanizma ile iliskili
oldugunun agik kanitidir. Glokom tedavisinde ana hedef RGH’lerini korumaktir. Bu nedenle
son zamanlarda tedavi stratejilerinde GiB diisiisiine ek olarak, ndron koruyucu yaklasimin da
dikkate alinmasi konusunda Oneriler giindeme gelmektedir. Dolayisiyla RGH kaybini
engelleyen molekiiller ve gliozis/mikroglial aktivasyonu baskilayarak ndroinflamasyonda
azalma saglayabilecek tedavi ajanlarmin gelistirilmesine yonelik calismalar da hiz

kazanmaktadir.[5][6][7][8].

Noroinflamasyon, optik sinir basi veya retina dilizeyinde astrositler, mikroglialar ve
periferik hiicreler dahil olmak {izere cesitli hiicre tipleri tarafindan olusturulan bagisiklik ile
ilgili herhangi bir cevap olarak tanimlanabilir [9]. Mikroglia hiicreleri merkezi sinir
sistemindeki birincil immun sistem hiicreleridir. Sinir sistemi homeostazinin devamu,
korunmasi ve restorasyonunda gorev yapmaktadirlar. Mikroglial hiicreler, ndronlarin hayatta
kalmasi i¢in yasamsal gorevlerde yer almalarina ragmen, bu dengeyi bozan herhangi bir uyari
ile bir dizi ndrodejeneratif bozuklukta nedensel faktor olarak karsimiza ¢ikabilmektedirler.
Noronal sag kalimi risk altina sokabilecek stres kosullar altinda mikroglial hiicreler aktive

olarak hasar goren hiicrelerle etkilesime girer hale gelirler [8] [10][11].

Bu ¢aligmanin amaci bu bilgilerden yola ¢ikarak néron koruyucu etkinligi daha dnceki

caligmalarla gosterilmis bir molekiil olan brimonidinin, ratlarda gecici retinal iskemi modeli



olusturularak mikroglial hiicreler iizerindeki morfolojik etkilerinin arastirilmast ve

noroinflamatuar siirecteki etkinliginin belirlenmesidir.

Gere¢ ve Yontemler

Deney Hayvani Secimi ve Gruplarin Olusturulmasi
Arastirma ARVO oftalmik ve gorme arastirmalarinda deney hayvanlarinin kullanimi

bildirimini dikkate aldi ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylandi. Erkek
Wistar albino ratlarin (250-300 gr) sag gozlerinde gegici retinal iskemi modeli olusturuldu.
Sol gozler kontrol olarak tanimlandi. Mekanik optik sinir hasart olusturulan ratlar {i¢ gruba
ayrildi: topikal brimonidin tedavisi uygulanan gozler (grup 1, n=4), sham tedavi uygulanan
gozler (grup 2, n=4) ve uygulanma yapilmayan kontrol grubu (grup 3, n=4). Tedavi topikal
olarak uyguland1 Tedavi uygulanan ratlara 4 hafta sonunda ksilazain-ketamin anestezisi

altinda eniikleasyon islemi yapildi ve sakrifiye edildiler.

Gegici Retinal Iskemi Modelinin Olusturulmas1
Ksilazain-ketamin anestezisine ek olarak ratlara topikal proparakain Hcl %0,5 damla

uygulandi. Her ratin sag pupili siklopentolat %1 ve tropikamid %0,5 damla ile dilate edildi.
Operasyon mikroskobu altinda sag goziin 6n kamarasi, 1 L'lik dengeli tuz ¢6zeltisine (BSS,
Alcon Laboratories, Fort Worth, TX) tutturulmus 30 gauge bir igne ile kaniile edildi. GIiB 50
dakika stire ile 70-80 mmHg ye yiikseltildi. Basinca bagl iskemi, oftalmoskopla gozlerin
beyazlasmas1 ve arteryel nabiz eksikligi acisindan incelenerek dogrulandi. igne ¢ikarildiktan
sonra, reperflizyonu dogrulamak i¢in okiiler fundus gozlendi. Potansiyel enfeksiyonlari

onlemek i¢in antibiyotikli g6z merhemi uygulanarak operasyona son verildi.

Dokularin Hazirlanmasi
Eniikle edilmis gozler %10 tamponlu formalinde sabitlendi. Goziin tiim katmanlarini

inceleyebilmek i¢in fiksasyon soliisyonuna alkol eklendi ve intravitreal alkol enjeksiyonu
yapildi. Entikle edilmis gozler, optik sinirden korneaya yatay kesitlerle ikiye kesildi. Parafin
bloklarindan doku mikrodizi 6rnekleri olusturuldu. Tiim dokular Hematoksilin Eosin (H&E)

boyamasi ile incelendi.

Doku orneklerindeki mikroglialarin  belirlenmesi  ve morfolojik  detaylarin
degerlendirilebilmesi igin immunohistokimyasal inceleme yapildi. Immiinhistokimyasal

incelemeler i¢in Iba-1 (1: 1000, klon: poliklonal, EDTA, Synaptic Sistemler, Gottingen,



Almanya) antikoru kullanildi. Degerlendirmeler, bu konuda deneyimli ve preparatlar
konusunda bilgilendirilmemis bir patolog tarafindan her bir retinanin posterior kismindan

baslanarak 10 biiyiik biiylitme alanindaki mikroglialar sayilarak yapildi.

Istatistiksel Analiz
Hiicre sayis1 ve gruplar arast mikroglia hiicrelerinin oranlarindaki istatistiksel

anlamlilik Kruskall Wallis ve Friedman testleri ile belirlendi. Istatistiksel analizler SPSS 18.0
pencereleri (SPSS Inc, Chicago, Illinois, ABD) ile yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edildi.

Mikroglial Fenotiplerinin Morfolojik Analizleri
Tim retina katmanlarinda Iba-1 immunreaktif mikroglia hiicrelerinin sayimi ve

degerlendirilmesi yapildi. Onceki ¢alismalarda tarif edilen dort ayri morfolojik fenotip retina
katmanlarinda kolayca tanmnabilir durumdaydi [1][12][13] [14]. Klasik olarak farkl
aktivasyon durumlarina gére mikroglia fenotipleri ramified, primed, reaktif ve amoeboid-

fagositik olarak tanimlanmistir (Figiir 1).
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Figiir 1: Farkli aktivasyon durumlarina gére mikroglialar

Ramified mikroglialar kiigiik bir hiicre govdesine sahip, olduk¢a dallanmis uzantilart
olan hiicrelerdir. Primed mikroglialar ise ramified hiicrelere oranla daha irice ve elipsoid
hiicre govdelerine sahip olup, dallanmalar1 ramified hiicreler kadar uzun ve belirgindir (Figiir

2).



Figiir 2: Ramified mikroglialar kiiciik gévdeleri ve olduk¢a dallanmis uzantilari,
Primed mikroglialar daha biiyiik hiicre govdeleri ve ramified hiicrelere benzer
dallanmis uzantilar

Reaktif ve amoeboid mikroglialar her ikisi de amoeboid seklindeki hiicre govdelerine
sahiptir. Reaktif mikroglia hiicreleri genel olarak hiicre govdesi ¢apindan daha uzun ve
dallanmalar1 devam eden uzantilara sahiptir (Figiir 3a). Amoeboid mikroglialar ise uzantilar

olmayan ya da hiicre govdesi ¢ap1 boyunca oldugu goriilen dallanmamis uzantilara sahip
hiicrelerdir (Figiir 3b).

Figiir 3: (a) Reaktif mikroglialar ameboid hiicre gévdeleri, az sayida uzanti ve
dallanmalar, (b) Ameboid mikroglialar hiicre govdesinden ¢ikan dallanmasi
olmayan uzantilar

Bulgular

Gegici retinal iskemi modelinde Iba-1 pozitif mikroglia hiicrelerinin sayis1 kontrol

grubunda 43.3+ 6.02, sham tedavi grubunda 100.67 + 7.50 ve topikal brimonidin grubunda



57.67 + 14.64 idi (Figiir 4). Topikal brimonidin grubunda toplam Iba-1 pozitif mikroglial

hiicre sayisindaki azalma istatistiksel olarak anlamliydi (p <0.05).
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Figiir 4: Sham grubu(a) ile karsilastirildiginda topikal brimonidin tedavisinde
(b) mikroglia sayisinda azalma ve morfolojisindeki degisim

Ramified ve primed mikroglia hiicrelerini karsilagtirdigimizda, gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (Tablo 1).
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Tablo 1: Mikroglia fenotiplerinin gruplardaki sayica dagilimi



Reaktif mikroglial hiicre sayis1 sham tedavisi grubunda 10 + 1.41, topikal brimonidin
grubunda ise 5.75 £ 1.71 idi (p <0.05). Amoeboid-fagositik mikroglial hiicrelerin sayis1 sham
tedavi grubunda 9.5 + 1.29, topikal brimonidin grubunda ise 2.25 + 0.50 idi (p <0.05). Reaktif

ve amoeboid hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma mevcuttu (Tablo 1).

Tartisma
Merkezi sinir sisteminin immiin sistem uyumlu hiicreleri olan mikroglialar

ndropatolojik sensorler olarak gorev yaparlar ve fizyolojik kosullar altinda néron koruyucu
ozellikleri vardir. Mikroglialar travma ve dejeneratif siireclere immiin-fenotipik ve morfolojik
degisiklikler gdstererek proliferasyon, migrasyon ve inflamatuar sitokin iiretimi gibi cevaplar
verirler. Kontrolsiiz bir mikroglial cevap ise, asir1 inflamasyon nedeni ile néronal sag kalim
riske sokabilir. Alzheimer, Parkinson ve glokom gibi ¢esitli norodejeneratif siireglerle
ilerleyen hastaliklarin etiyopatogenezinde noroinflamatuar yanit 6nemli olup, mikroglial

hiicreler bu yanitin anahtar oyuncularidir [15][16][17][18][19].

Diinyada korliigiin 6nde gelen nedenlerinden olan glokom, geri doniisii olmayan RGH
olimii ve gorme alani kaybi ile karakterizedir. Glokomatdz hastaligin ilk asamalarindan
itibaren glial aktivasyonun Onemli oldugu gosterilmistir[20]. Glokomdaki norodejeneratif
stirecte aktive olan mikroglial hiicreler morfolojik degisiklikler sergileyebilirler. Bu baglamda
cogalabilir, go¢ edebilir veya enzimlerin, reseptorlerin, biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin
etkilerini degistirebilirler. Sonugta asir1 inflamatuar yanit ndronal dejenerasyona sebep olur
[21][22]. Aktif mikroglial uzantilarin geri ¢ekilmesi, hiicre govdesinin genislemesi ve
biliylimesi, myeloid hiicre belirteclerinin ekspresyonu gibi siire¢lerden gegerler. Yiiksek
aktivasyon durumlarinda mikroglia hiicreleri amoeboid morfoloji gosterir ve makrofajlar gibi

davranarak fagositoz yaparlar [23][24].

Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gecici retinal iskemi modeli
olusturularak sham tedavi uygulanan gozlerde Iba-1 pozitif mikroglial hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur. Es zamanli olarak amoeboid formda belirgin
artis olmasi, olusturulan deneysel modelde iskemi sonrasi amoeboid fagositik cevap olusumu

ile néroinflamasyonun tetiklendigi saptanmustir.

Farkli morfolojilere ek olarak, aktive edilmis mikroglialar farkli fonksiyonel

fenotiplere sahiptir. Hasar gormiis hiicreler IFN-y gibi sitokinler salgilayarak M1 mikroglial



aktivasyona sebep olurlar. Bu fenotip, dokuda inflamasyona sebep olan proteolitik enzimler
ve pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-12 ve NO gibi) iretimi ile
karakterizedir. M1 mikroglial hiicreler amoeboid morfoloji ve yiiksek fagositik kapasiteye
sahiptir [23][25][26]. ikinci aktif mikroglial fenotip, M2, anti inflamatuar mediatorler ve
norotrofik faktorler salgilayarak néronlar icin destekleyici bir mikro-ortam olusturur. M2

mikroglial hiicreler daha kiigiik gévdeye ve dallanmis uzantilara sahiptirler [26][27].

Klinik glokom caligmalarinda ve deneysel glokom modellerinde proinflamatuar
sitokin seviyeleri yiiksek bulunmustur. Deneysel glokom caligsmalarinda aktif mikroglial
hiicrelerin go¢ edebildikleri ve oOli hiicreleri ortadan kaldirdiklar1 — gdsterilmistir
[10][28][29][30]. Amoeboid mikroglialarin insan lamina cribrosasinda zarar gérmiis aksonlar1
fagosite ettigi belirlenmistir [31]. Calismamizda literatiirii destekler sekilde gecici retinal
iskemi olusturulan gézlerde amoeboid cevapta artis gozlendi, ancak immiinolojik belirteglere

bakilmadigi i¢in proinflamatuar sitokin seviyelerindeki degisim gosterilemedi.

Glokom tedavisinde GIB diisiisiine ek olarak ndron koruyucu etkileri olan,
noroinflamasyonu baskilayan ve immunomodulasyonu diizenleyen ajanlar giindemdedir.
Brimonidin glokom tedavisinde hem GIB diisiisii saglayan hem noron koruyucu etkileri klinik
ve deneysel ¢aligmalarla gosterilen bir ajandir. Brimonidinin deneysel kemirgen modellerinde
sistemik olarak uygulandiginda hipotansif etkisinin olmadigi, ancak néron koruyucu etkisinin
oldugu bildirilmistir[32]. Incelenen diger olasi etki mekanizmalari; apopitotik kaskadin
inhibisyonunu, glutamat toksisitesinin azaltilmasi, RGH’nin gii¢lii bir ndroprotektoru olan

endojen beyin tiirevi norotrofik faktor ekspresyonu artigidir [33][34][35][36].

Bizim bilgimize gore literatiirde brimonidinin mikroglialar ve noroinflamasyon
iizerine etkilerini inceleyen herhangi bir ¢aligma yoktur. Bu agidan c¢alismamiz topikal
brimonidin tedavisinin mikroglial hiicreler iizerindeki etkilerini inceleyen ilk g¢alismadir.
Brimonidinin gliozisi azalttig1; immunohistokimyasal caligmalarda astrosit, miiller hiicre
sayilarinda ve glial fibriler asidik protein (GFAP) ekspresyonunda azalma olusturdugu
gosterilmistir, ancak mikroglialar {izerindeki etkileri net bilinmemektedir [32][37] [38].
Calismamizda topikal brimonidin tedavisi uygulanan ratlarda reaktif ve ameoboid-fagositik
mikroglial hiicrelerin sayisindaki anlamli azalma brimonidinin ndroinflamasyonu azaltici
etkilerinin olabilecegine isaret etmektedir. Ramified fenotipte mikroglialarin sayica artmis

olmasi, iglerinde M2 benzeri aktif anti inflamatuar mikroglialarda artis olabilecegini



diisiindiirmekle birlikte, bunu gdstermek i¢in mikroglia hiicre ylizey belirteclerinin ¢alisildigi

daha ileri arastirmalara ihtiyag vardir.

Sonuc¢
Literatiir glokomatéz norodejenerasyonda immiin sistem hiicrelerinin  dnemini

gostermektedir. Glial kaynakli noroinflamasyonun RGH sag kalimini etkileyebildigi
bilinmektedir Glokomda yeni tedavi stratejileri tartigilirken noéron koruma ile birlikte
noroinflamasyonun baskilanmasi da giindemdedir. Norodejenerasyonda immun hiicrelerin
spesifik tepkilerini ve etkilesimlerini gostermek i¢in siiphesiz daha ileri calismalara ihtiyag

vardir.
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