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1. ÖZET 

Retinal dejenerasyon (RD), çoğunlukla, çeşitli genlerin kodladığı 

fotoreseptör-özgü proteinlerin noksanlığı veya hatalı üretilmesiyle ilgili olup, 

fotoreseptör hücrelerin apoptotik ve süregelen ölümüyle karakterizedir. 

Bu çalışmada RD oluşturmak amacıyla 80 adet sıçana tek doz periton içi 

(i.p.) 50 mg/kg N-Metil-N-Nitrozüre (MNU) verildi. Bu sıçanlardan 60 tanesine ise 

RD’ u engellemek amacıyla MNU ile beraber farklı dozlarda (50 mg/kg: 20 hayvan, 

75 mg/kg: 20 hayvan, 100 mg/kg: 20 hayvan), MNU dan 1 gün önce ve 1 saat sonra 

olmak üzere 2 kez i.p. minosiklin uygulandı. Yirmi hayvan ise kontrol grubu olarak 

ayrıldı ve sadece i.p. serum fizyolojik uygulandı. Yedi günlük deney süresince 12., 

24., 48., 72. saatlerde ve 7. günde olmak üzere 5 farklı dönemde ötenazi yapılarak 

göz örnekleri elde edildi. Göz örnekleri histopatolojik, immunohistokimyasal ve 

elektron mikroskobik olarak incelendi. MNU uygulanan gruplarda, önemli 

derecede RD oluştuğu görüldü ve fotoreseptör ölümlerinin apoptotik mekanizma 

ile gerçekleştiği TUNEL yöntemi ile ortaya konuldu. MNU uygulanmayan kontrol 

grubu ile kıyaslandığında fotoreseptör katmanı ve dış nükleer katmanın 12. saatten 

başlayarak giderek inceldiği, kaspaz-3, kaspaz-6, bax, 8-OHdG, PCNA ve GFAP 

seviyelerinin arttığı; rodopsin, red/green opsin ve Bcl-2 seviyelerinin ise düştüğü 

görüldü. Elektron mikroskobik incelemelerde ise, iç nükleer katmanda bulunan 

hücrelerden amakrin ve bipolar hücrelerin de fotoreseptörler kadar ciddi boyutta 

olmamakla beraber etkilendiği görüldü. Minosiklin uygulanan tedavi gruplarında 

ise anlamlı farklılığa rastlanmadı ve minosiklinin, MNU ile oluşturulan RD’ da; 

retinal katman kalınlıkları ile, kaspaz-3, kaspaz-6, bax, 8-OHdG, PCNA, GFAP, 
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rodopsin, red/green opsin ve Bcl-2 boyamalarının şiddet ve dağılımı üzerinde etkili 

olmadığı tespit edildi. 

Sonuç olarak, MNU’ nun tek doz uygulama ile kısa sürede ve fazla sayıda 

fotoreseptör hücreyi etkilemesine rağmen, minosiklinin bu durumu önlemede 

etkisiz kaldığı görülmüştür. Bu durumun, MNU ile oluşturulan RD’ un 

patogenezinde çok fazla sayıda faktörün rolü olmasından kaynaklandığı, minosiklin 

ile daha farklı ilaçların kombinasyonlarının etkinliğinin araştırılmasının gerektiği 

düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, minosiklin, N-Metil-N-Nitrozüre, retinal 

dejenerasyon, retinitis pigmentoza, sıçan. 
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2. ABSTRACT 

Effects of Minocycline on Experimental Retinal Degeneration Induced By N-

Methyl-N-Nitrosourea in Rats 

 

 Retinal degeneration (RD) is often associated with deficiencies or inaccurate 

production of photoreceptor-specific proteins encoded by various genes, 

characterized by apoptotic and ongoing death of photoreceptor cells. 

In this study, 80 rats were given a single dose of intraperitoneally (i.p.) 50 

mg / kg N-Methyl-N-Nitrosourea (MNU) to induce RD. Sixty of these rats were 

treated with i.p. minocycline, at different doses (50 mg/kg: 20 animals, 75 mg/kg: 

20 animals, 100 mg/kg: 20 animals) and two times; 1 day before and 1 hour later of 

MNU administration, to prevent retinal degeneration. Twenty animals were 

administered only saline, as control animals. Euthanasia was performed in 5 

different periods, at 12th, 24th, 48th, 72th hours and 7th day, during the seven-day 

experiment, and eye samples were obtained. Eye samples were examined 

histopathologically, immunohistochemically and electron microscopically. 

Significant RD was observed in MNU-administered groups, and photoreceptor 

deaths were demonstrated by the TUNEL method, which was performed by 

apoptotic mechanism. Compared to the control group, without MNU 

administration, it was seen that photoreceptor layer and outer nuclear layer 

gradually become thinner and increased levels of caspase-3, caspase-6, bax, 8-

OHdG, PCNA, GFAP and decreased levels of rhodopsin, red/green opsin and Bcl-

2,  starting from the 12th hour. Electron microscopic studies showed that amacrin 

and bipolar cells were also affected  but not only by the size of the photoreceptors. 

There was no significant difference in treatment groups treated with minocycline, 
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and it was seen that minocycline is ineffective on retinal layer thicknesses and 

staining levels of  caspase-3, caspase-6, bax, 8-OHdG, PCNA, GFAP, rhodopsin, 

red / green opsin and Bcl-2 in MNU-induced retinal degeneration. 

Consequently, it has been determined that MNU affects a large number of 

photoreceptor cells in a short time with a single dose application, while minocycline 

has been shown to be ineffective to prevent this condition. It is thought that this 

would require investigating the efficacy of minocycline with different combinations 

of drugs, due to the large number of factors involved in the pathogenesis of MNU-

induced RD. 

 

    Key Words: Apoptosis, minocycline, N-Methyl-N-Nitrosourea, rat, retinal 

degeneration, retinitis pigmentosa. 
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3. GİRİŞ 

Retinitis pigmentoza, yaşa bağlı maküler dejenerasyon, diabetik retinopati 

ve retinal dekolman insanlarda en önemli retina hastalıkları olup, en önemli körlük 

sebepleri arasında yer alırlar (1). Küçük ırk köpeklerde görülen, ani kazanılmış RD 

(Sudden acquired retinal degeneration: SARD) (2) ve progresif retinal atrofi (PRA, 

insanlardaki retinitis pigmentozanın köpeklerdeki karşılığı olarak kabul edilir) (3) 

hayvanlarda RD ile seyreden hastalıklara örnektir. Kedilerde de daha sporadik 

olmakla beraber RD görülmektedir (4). RD’ da, fotoreseptör hücrelerin süregelen 

ölümü söz konusu olup, olguların yaklaşık %50’ si körlük ile sonuçlanır (5). 

Retinitis pigmentoza (RP), insanlarda en önemli körlük sebepleri arasında 

gösterilen herediter bir retina hastalığıdır. Bilateral olarak seyreden, progresif, 

dejeneratif bir hastalıktır. Retinanın fotoreseptör hücrelerinin progresiv 

dejenerasyonu ve ölümü hastalığa temel teşkil eder. Öncelikle skotopik 

(monokromatik, gece görüşü, siyah-beyaz görüş) görüşten sorumlu olan çubuk 

reseptörlerin, sonrasında ise polikromatik (renkli) görüşten sorumlu olan koni 

reseptörlerin dejenerasyonu söz konusudur ve bu durum da görüş kaybının temel 

nedenidir. İlk başlarda, oluşumunda yangısal olayların etkili olduğu 

düşünüldüğünden ‘retinitis’ denilerek terminolojik olarak yanlış adlandırılmıştır. 

Fotoreseptör hücrelerinin beslenmelerini sağlayan pigmentli epitel hücreleri, retina-

sklera sınırında ki Bruch’s membranın üzerine oturmuşlardır. Pigmentli epitel 

hücreleri bilinmeyen bir sebeple bu membrandan ayrılarak retinanın daha iç 

katmanlarına ilerlerler ve retinada pigmentli bir görüntü oluştururlar ki bu durum  

hastalığın RP olarak adlandırılmasının sebebidir (6-8).  
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Hastalığın 1/4000 görülme sıklığına sahip olması onu en önemli körlük 

sebeplerinden biri haline getirir. RP’ de fotoreseptör hücrelerinin ölümüne bağlı 

olarak öncelikle gece görüş kaybı, bunu izleyen yan görüş kaybı ve en son olarak 

da merkezi görüş kaybı söz konusudur. Hastalığın patogenezinde etkili 40 tan fazla 

gende meydana gelen 160 civarında mutasyon olup olguların; otozomal-dominant 

(%50-60), otozomal-resesiv (%30-40) ve X kromozomu-bağımlı (%5-15) genlerle 

ilgili olduğu ortaya konmuştur (9-11). İnsanlarda en sık rastlanan RP mutasyonu, 

çubuk reseptörlere özgü ‘rodopsin’ isimli proteini kodlayan gende meydana gelen 

P23H mutasyonudur (12). 

  RP’ de, RD tipik olarak çubuk reseptörlerin ölümü ile başlar. Bunu koni 

reseptörlerin ölümü izler. Bu durum ile ilgili savunulan 3 farklı teori mevcuttur. 

Bunların ilki, çubuk reseptörler öldüğünde açığa çıkan toksik maddelerin koni 

reseptörleri öldürdüğü yönündedir. İkincisi; çubuk reseptörlerin ölümünün provake 

ettiği Müller hücre aktivasyonu ve bu hücrelerin toksik salgılarının koni reseptörleri 

öldürdüğü yönündedir. Üçüncü ve son teori ise çubuk reseptörlerin, koni 

reseptörlerin hayatta kalması için gerekli bir salgı ürettiği yönündedir. Ancak bu 

teorilerden hiçbiri RP hastalığının doğal formunda çubuk reseptörler tamamen 

ortadan kaybolduktan sonra bile, koni reseptörlerin nasıl yıllarca hayatta 

kalabildiğini tam olarak açıklayamamaktadır (13). 

Retina yüksek aktivite ile çalışan fotoreseptör hücreleri sebebiyle süperoksit 

anyonları, hidroksil radikaller ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen radikallerinin 

(ROS) tehditi altındadır. Bu maddelerin birikimi, fotoreseptör ölümü, sonuç olarak 

ta retinal hasar ve görme kaybıyla neticelenir. RD’ a sahip hastalar üzerinde yapılan 

epidemiyolojik çalışmalarda, bu hastaların sağlıklı kontrollerle kıyaslandığında, 
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yüksek ROS ve düşük antioksidatif protein seviyelerine sahip oldukları 

görülmüştür. Bu durum RD’ un patogenezinde oksidatif stresin etkili olduğunu 

göstermektedir (14, 15). 

  RD modeli oluşturmak için fotoreseptör ölümü sağlamak esastır ve retinada 

fotoreseptör ölümünü sağlamak için de iki temel kategori içinde yer alan yöntemler 

kullanılmaktadır. Bunlardan ilki RD’ a sebep olan genetik defektlere sahip 

transjenik deney hayvanların kullanımıdır (rd1 fareleri, RCS ratları). İkincisi ise 

indükleyici modellerdir. İndükleyici modellerde ışık veya iyonize radyasyon gibi 

fiziksel bir uyaran kullanılacağı gibi kobalt klorit, iodoasetik asit veya N-Metil-N-

Nitrozüre (MNU) gibi kimyasal ajanların kullanımı mümkündür (10, 16, 17).  

 

3.1. Retinanın Hücresel Organizasyonu 

Retinanın temel hücresel yapısını; retinal pigmentli epitel hücreleri (RPE), 

fotoreseptörler, internöronlar, gangliyon hücreleri ve glial hücreler oluşturur (18). 

 

3.1.1. Pigmentli Epitel Hücreleri 

 Pigmentli epitel hücrelerinin embriyonik kökeni, retinanın sensörik 

komponentleri gibi nöroektodermaldır (19). Yetişkin insan retinası yaklaşık 3.5 

milyon RPE hücresi içerir. Fotoreseptör hücrelerin gövde kısımları bu hücrelere 

tutunmuş vaziyettedir. Tek katlı, küboidalden hekzagonale değişen bir yapıdadırlar 

(20, 21). Özellikle retinanın optik sinire yakın, merkezi bölgelerinde bu hücreler 

arasındaki sıkı bileşke adı verilen sıkı bağlantılar, koroidteki ki damarlardan, 

fotoreseptörlerin bulunduğu daha iç kısımlara moleküllerin serbest geçişini 

engelleyen kan-retina bariyerini oluşturur (22). Koyu-kahve renginden siyaha 
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kadar değişen, pigmentli görünümlerini melaninden alırlar. Pigmentasyonları 

insanlarda gebeliğin 35. gününde başlayıp çok hızlı bir şekilde, 1 hafta içinde 

tamamlanır. Koroidal melanositlerin pigmentasyonu ise gebeliğin 5. ayında 

başlayıp, postnatal dönemde devam eder. Nöronal tüpten köken alan koroidal 

melanositlerin aksine, RPE hücrelerinin pigmentasyon derecesi ırksal varyasyon 

göstermez veya çok az gösterir (23). 

 

3.1.2. Fotoreseptör Hücreler 

 Fotoreseptör hücreler, transdüksiyon olarak adlandırılan, ışık fotonlarının 

sinir sinyallerine dönüşümünü sağlayan, çubuk (gece görüşü=monokromatik görüş) 

ve koni (renkli görüş=polikromatik görüş) olmak üzere iki farklı alt tipi olan, görsel 

sistem sensörleridirler. Nöronal özellikte olan bu hücreler, ışığın yakalanması ve 

bir görsele dönüşecek elektriksel bir ileti oluşturulması yönünde özelleşmişlerdir 

(24). 

 Fotoreseptörler tarafından sağlanan görüş kalitesi hayvanlar arasında büyük 

farklılık gösterir. Örneğin yassı solucanlarda çok az sayıda fotoreseptör hücre vardır 

ve bu ancak ışık kaynağına doğru yönelebilmelerine olanak sağlamaktadır (25). 

İnsan retinası ise 4-5 milyon civarında koni fotoreseptör, 77-107 milyon civarında 

çubuk fotoreseptör içerir. Koni reseptörleri %63 oranında (yaklaşık 2,9 milyon) 

kırmızı ışık duyarlı, %32 oranında (yaklaşık 1,4 milyon) yeşil ışık duyarlı ve %5 

oranında (yaklaşık 0,2 milyon) mavi ışık duyarlı alt tiplere ayrılır. Bu hücreler 

sadece fovea denilen, gözün posterior kutbunda, optik diske 3-4 milimetre mesafede 

ki alanda bulunurlar ki  bu bölge sarı nokta olarak ta bilinen makula sınırları 

içerisinde yer alır. Fovea’ da koni reseptör yoğunluğu mm2 de 199,000 civarındadır 
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ve bu bölgede çubuk reseptörler bulunmadığı için rod-free zone olarak ta 

adlandırılmaktadır. Bu bölgenin dışındaki kısımlarda ve tüm perifer retinada çubuk 

reseptörler bulunmaktadır (18). İnsanlar, bazı maymun türleri ve domuzlar 

dışındaki hayvanlarda anatomik olarak belirgin bir makula yapısı bulunmamaktadır 

(26).  

Her bir fotoreseptör; bir dış segment, iç segment (mitokondri, endoplazmik 

retikulum), bir nükleus, akson lifleri ve sinaptik bir terminalden oluşur. 

Fotoreseptör dış segmentleri opsin adı verilen foton yakalayıcı fotopigmentleri 

bulundurur. Foton absorbsiyonu, fotoreseptörlerin çıkış sinyallerinin oluşmasına 

katkı sağlar (18).  

Çubuk ve koni reseptörlerin dış segmentlerinde fotopigmentlerin bulunduğu 

yuvarlak şekilli disk yapıları mevcuttur. Bu diskler, çubuk reseptörlerde tamamen 

kapalıyken, koni reseptörlerde kısmen açıklık gösterir. Tipik bir çubuk reseptörde, 

bu disk yapılarından ortalama 1000 civarında bulunur ve her bir disk yaklaşık 

150.000 adet çubuk reseptörlere özgü fotopigment olan rodopsin  molekülü 

barındırır ki bu da her bir çubuk reseptör için 150 milyon rodopsin molekülü 

anlamına gelmektedir (25). 
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Şekil 1:  A: Çubuk ve koni reseptörlerin genel yapısı, B: Çubuk reseptörün dış 

segmentinin genel yapısı (25). 

 

Fotoreseptör hücrelerde dört farklı özellikte, temelde opsin olarak 

adlandırılan fotopigment bulunur. Bunların ilki ve en çok bulunanı, çubuk 

reseptörlere özgü, düşük ışıkta görüşü sağlayan rodopsin dir. Çubuk reseptörlerin 

ışığa olan hassasiyetleri, çok düşük şiddetteki ışıklara bile yanıt vermelerini 

sağlayan rodopsin moleküllerinden kaynaklanmaktadır. Koni reseptörlere özgü 

opsinler ise üç tiptir. Bunlar renkli görüşü sağlayan, mavi, yeşil ve kırmızı renkli 

dalgaboylarına cevap veren opsinlerdir. Aynı zamanda, kısa dalga boylu (mavi, 419 

nm), orta dalga boylu (yeşil, 531 nm) ve uzun dalga boylu (kırmızı, 558 nm) 

opsinler olarak ta bilinmektedir (25). 
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3.1.3. İnternöron Hücreler 

 İnternöron hücreler, retinanın iç nükleer katmanında, fotoreseptör 

katmanıyla gangliyon hücreleri arasında yer alırlar. Bu hücreler; bipolar, horizontal 

ve amakrin hücrelerdir. Fotoreseptörler tarafından üretilen sinyalin dış pleksiform 

katmandan iç pleksiform katmana iletilmesini sağlayarak, fotoreseptör-gangliyon 

hücre bağlantısını sağlamış olurlar ki bu son derece kompleks olan nöro-retinal 

devrenin temel öğesidir (18, 27).   

 Bipolar hücreler, çubuk ve koni reseptörlerden gelen sinyali alıp gangliyon 

hücrelerine doğru iletmekle görevlidirler. Koni reseptörler ile bağlanan bipolar 

hücreler birkaç tane reseptöre tutunabilirken, çubuk reseptörlere bağlanan bipolar 

hücrelerde bu rakam 70’ e kadar çıkabilmektedir. Horizontal hücreler de bipolar 

hücrelere benzer fonksiyona sahipken, amakrin hücrelerin fonksiyonları tam olarak 

bilinmemektedir (18).   

 

3.1.4. Gangliyon Hücreler 

 Gangliyon hücreler, fotoreseptörler tarafından elde edilen görsel bilginin 

retinadan beyine iletilmesinde görevlidirler. Gangliyon hücrelerin gövde kısımları 

gangliyoner katmanda bulunurken, bunların dentritleri iç pleksiform katmana kadar 

uzanarak bipolar ve amakrin hücreler ile kontak halinde bulunurlar. İnsan 

retinasında 20 farklı gangliyon hücre tipi tanımlanmıştır. Bunların en iyi bilinenleri 

tüm gangliyon hücre populasyonunun %80 ini oluştuan midget ve parasol 

hücreleridir (28). Retina ve beyin arasındaki anatomik mesafeden dolayı, 

metabolitlerin gangliyon çekirdeğinden anterograd hareketi veya retrograd dönüşü 

için gangliyon aksonları, efektif transport mekanizmalarına ihtiyaç duyarlar. 
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Aksonal transport, yavaş (< 10 mm/gün), hızlı ( günde yüzlerce mm) veya orta 

hızda olabilmektedir. Transportun büyük bir kısmını yavaş ve anterograd transport 

oluşturur (18). 

 

3.1.5. Glial Hücreler 

 Retina da 4 tip glial hücre mevcuttur. Bunlar; Müller hücreleri, astrositler, 

mikroglialar ve seyrek olarak görülen oligodentrositlerdir. Müller hücreleri iç 

nükleer katmanda yer alırlar, retinanın temel glial hücreleridir, retinal nöronların 

işlevlerini ve varlıklarını korumayla ilgili birçok biyolojik fonksiyona sahiptirler 

(29). Bunlar arasında glikoz transportu, amonyak derivatlarının ortadan 

kaldırılması, potasyum iyonlarının dağıtımı ve aminoasit döngüsü yer almaktadır. 

Özellikle RD, yani  progresif fotoreseptör ölümü ile seyreden retinitis pigmentoza 

ve yaşa bağlı maküler dejenerasyon gibi hastalıklarda bu hücrelerin sayılarının 

arttığı bilinmektedir (30). Astrositlerin, optik sinirdeki kök hücrelerden köken 

aldıkları düşünülmektedir. Bu hücreler nöroretinanın süperfisial katmanlarında 

gangliyon hücrelerinin, sinir ipliklerinin ve damarların çevrelerinde bulunurlar. 

Mikroglialar, retinaya kan dolaşımından gelirler, fagositik hücrelerdir ve retikülo-

endotelyal sistemin bir parçasıdırlar. Genellikle sinir iplikleri arasında küçük 

sayılarda bulunurlar, ancak mobil oldukları için retinanın her katmanına 

ulaşabilirler (31). Oligodentrositler perifer sinir sisteminin miyelin kılıfını üreten 

hücrelerdir. Normal şartlar altında retinanın sinir iplikleri miyelin kılıfa sahip 

değildir. Bazı durumlarda rastlantısal olarak myelinli sinirlerin görülmesi, 

oligodentrositlerin retinaya geldiğinin bir göstergesi kabul edilir (18).  
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Şekil 2: Gözün normal histo-anatomik yapısı (32) 

 

 

3.2. Retinanın Histolojik Katmanları 

 Retina göz küresinin nöro-sensörik bölümünü oluşturur. Dıştan, damar 

tabakası olan koroid ve koruyucu bağ tabakasından oluşan sklera tarafından 

çevrelenmiştir. Retinanın hücresel elemanları, retinanın farklı bölgelerinin 

fonksiyonel gereksinimlerini karşılayacak şekilde bir adaptasyon ve düzenleme 

dahilinde organize olmuşlardır. Bu bölgesel farklılaşma, yavaş bir olgunlaşma 

sürecidir ve tamamlanması birkaç yılı alır (18). 

 

3.2.1. Bruch’s Membran 

 Bruch’s membran, koriokapillarlar ile retinal pigmentli epitel hücrelerini 

(RPE) birbirinden ayıran bir zardır. Beş farklı katmandan oluşan elastik bir yapıya 

sahiptir. Bu katmanlar; koriokapillarların bazal membranı, bir dış kollejen katman, 

bir merkezi elastik katman, bir iç kollajen katman ve RPE hücrelerinin bazal 
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memranıdır. Optik diskten ora serrataya kadar, 2 ile 4 µm arasında değişen 

kalınlıklarda uzanır (18). 

 

3.2.2. Retinal Pigmentli Epitel (RPE) Hücreleri Katmanı  

 Her bir göz yaklaşık 3,5 milyon RPE hücresi ihtiva eder. Bu hücreler tek 

katlı ve sıkı bağlantılarla birbirlerine tutunmuş vaziyette, Bruch’s membrana 

dizilmişlerdir (22). Embriyogenezis boyunca, optik vezikülün sentral 

nöroektodermi invagine olarak optik diskin iç yaprağını oluşturur ki bu kısım daha 

sonra sensörik retinayı oluşturur. Optik vezikülün periferal nöroektodermi ise, yine 

invagine olarak optik diskin pigmentli dış yaprağını oluşturur ve bu kısım da RPE 

hücrelerine farklılaşır. Bütün bu oluşum süreci sonucunda nöroretina ile RPE 

hücreleri sadece küçük bir subretinal boşluk ile birbirlerinden ayrılacak şekilde 

bulunurlar ve bu boşlukta olası bir sıvı retensiyonu, retinal dekolman/detachment 

adı verilen retinanın epitel katmandan ayrılması ve beslenememesi sonucu 

dejenerasyona uğraması ile sonuçlanabilmektedir (18). 

 

3.2.3. Fotoreseptör Katmanı (FK) 

 Çubuk ve koni reseptörlerin gövde kısımlarının sıkışık bir şekilde yer 

aldıkları katmandır. Bu ince katman nöroretinanın ışığa duyarlı kısmı olup 

fototransdiksüyon alanıdır. Retinanın diğer bütün katmanları burada üretilen 

sinyallerin iletilmesinde görevlidirler (24). 
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3.2.4. Dış Sınırlayıcı Membran (DSM) 

 Gerçek anlamda bir membran olmamakla beraber Müller hücrelerinin 

uzantıları ile fotoreseptörler arasındaki bağlantılar ile oluşan, fotoreseptör katmanı 

ile dış nükleer katman arasında yer alan bir yapıdır (33). 

 

3.2.5. Dış Nükleer Katman (DNK) 

 Fotoreseptör hücrelerin çekirdeklerinin oluşturduğu katmandır. Foveolar 

bölgede en ince kalınlıktadır. İnsan retinası ortalama 4-5 milyon koni, 77-100 

milyon çubuk reseptör içerir. Koni reseptörler sadece fovea da bulunur 

(primatlarda) ve bu bölgede çubuk reseptör bulunmaz (rod-free zone). Geriye kalan 

tüm bölgelerde ise çubuk reseptörler dominanttır (18, 28).  

 

3.2.6. Dış Pleksiform Katman (DPK) 

 Bu katmanda fotoreseptör hücreler ile bipolar ve horizontal hücrelerin 

aksonları ve sinaptik bağlantıları bulunur. Fotoreseptör sinyalleri internöronlara 

doğru bu katman aracılığıyla iletilir (34). 

 

3.2.7. İç Nükleer Katman (İNK) 

 İç nükleer katman; horizontal, bipolar amakrin hücreler ve Müller 

hücrelerinin çekirdeklerinin oluşturduğu katmandır. Horizontal hücreler bu 

katmanın dış kısmına yakın DPK sınırında, amakrin hücreler iç kısmına yakın, iç 

pleksiform katman sınırında bulunurken, bipolar hücreler ve Müller hücreleri bu 

katmandaki herhangi bir pozisyonda bulunabilmektedirler (28). 
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3.2.8. İç Pleksiform Katman (İPK) 

 Bipolar hücreler, amakrin hücreler ve gangliyon hücrelerinin aksonal 

uzantılarının bulunduğu katmandır. Fotoreseptör sinyallerinin DPK’ dan sonra 

ilerlemeye devam ettiği ve gangliyon hücrelerine iletildiği katmandır (34). 

 

3.2.9. Gangliyon Hücreleri Katmanı (GHK) 

 Bu katman, 1,2 milyon civarında gangliyon hücresinin yanında, yer 

değiştirmiş amakrin hücreleri, astrosit ve endotel hücresi içerir (24). Katmanın 

kalınlığı perifoveal makulada 8-10 kat gangliyon hücresiyle maksimum kalınlığına 

ulaşır (60-80 µm), makula dışında kalan bölgelerde ise tek kat gangliyon hücreleri 

ile 10-20 µm kalınlığa kadar düşer ve tam fovea bölgesinde katman gözden silinir. 

Küçük midget hücreleri ve daha iri olan parasol hücreler gangliyon hücrelerin 

%80’ ini oluştururlar. Bu hücreler İPK’ da ki dentritik bağlantılarına göre on/açık 

yada off/kapalı hücreler olarak sinyalin iletilmesini düzenlerler (34). 

 

3.2.10. Sinir İplikleri Katmanı 

 Gangliyonik aksonlar optik sinire doğru, sinir iplikleri katmanında ilerlerler. 

Uzak periferik bölgelerde son derece ince ve farkedilmesi güç bir hal alan bu 

katman, optik diske yaklaştıkça da tüm retinal aksonlar, optik sinir ile buluştuğu 

için incelir (27). 
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Şekil 3: Retinanın katmanları. 

 

 
 

Şekil 4: Retinanın histolojik yapısı, şematik (35) 

 

 

3.3. Retinitis Pigmentoza (RP) 

  Retinitis pigmentoza, çubuk ve koni reseptörlerin dejenerasyonuyla 

karakterize bir grup kalıtsal hastalık için kullanılan genel bir terimdir. Dünya 

genelinde, hastalıktan 1 milyonun üzerinde insanın etkilendiği tahmin edilmektedir 
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(9). Hastalığın kalıtımı, %30-40 oranında otozomal dominant, %50-60 otozomal 

resesif ve %5-15 oranında X- ilişkili genler aracılığıyla olmaktadır (36).  

  Retinitis pigmentosa, hastalarda ortaya çıkan semptomlar bakımından 

yüksek değişkenlik gösteren bir hastalıktır. Kimi hastalarda görme kaybı erken 

dönemde başlarken bazılarında yetişkinlik dönemine kadar klinik bir bulgu 

görülmemektedir. Hastalıkta görülen en klasik bulgular sırasıyla; karanlık 

adaptasyonu bozuklukları ve gece körlüğü, bunların sonrasında ortaya çıkan 

periferal görüş kaybı ki bu durum tünel görüşü adı verilen sadece merkezi görüşe 

olanak tanıyan bozukluğa yol açar ve en son ortaya çıkan merkezi görüş kaybı 

olarak belirtilmiştir. Bu görsel bozuklukların merkezinde ise, akromatik görüşten 

sorumlu çubuk reseptörlerin (yıldız ışığında, ayışığında görüş= gece görüşü) ve 

kromatik görüşten sorumlu koni reseptörlerin (günışığında görüş= renkli görüş) 

kitlesel ölümü yer almaktadır. Retinanın dış nükleer katman adı verilen, 

fotoreseptör hücre çekirdeklerinin bulunduğu bölge, hastalıkta en çok etkilenen 

kısımdır. Amakrin hücreler, bipolar hücreler ve horizontal hücrelerden oluşan iç 

nükleer katman ile gangliyon hücreleri katmanı, hastalıktan az miktarda ve ilerleyen 

dönemlerde etkilenir (9). Hastalığın tipik formlarında, çubuk reseptör kaybı, koni 

reseptör kaybından her zaman daha fazladır. Bazı formlarda ise, çubuk ve koni 

reseptör kaybı eşit oranda seyreder. En seyrek görülen formda ise koni reseptör 

kaybı, çubuk reseptör kaybını aşar ve bu durum renkli görüş bozukluğu ile ilgili 

erken dönem semptomlarını ortaya çıkarır (37). 

Genetik bakımından RP oldukça heterojenik bir hastalıktır. Hastalıkla 

doğrudan ilgili 45 civarında gen mutasyonu tespit etmiş ve kayıt altına alınan 

hastaların yarısından fazlasında bu durum ortaya konmuştur. Dominant RP de 
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vakaların %25’ inin  rodopsin geni (RHO) mutasyonu, resesif hastalıkta vakaların 

yaklaşık %20’sinin usherin geni (USH2A) mutasyonu, X-ilişkili formda ise 

vakaların yaklaşık %70’ inin retinitis pigmentosa GTPase regülator geni (RPGR) 

mutasyonu ilişkili olduğu bilinmektedir. Genel olarak bakıldığında ise tüm 

vakaların yaklaşık %30’ undan bu üç gen; RHO, USH2A ve RPGR mutasyonları 

sorumlu tutulmaktadır (9). 

 

3.4. N- Metil- N- Nitrozüre (MNU) 

 N- nitrozo komponentleri, nitrojen oksitlerinin, sekonder ve tersiyer aminler 

veya amidlerle reaksiyona girmesi sonucu oluşabilen oldukça geniş bir grup 

kimyasal komponentlerdir. Bu kimyasallar, karsinojenik ajanlar gibi hareket edip 

tümör oluşumunu sağladıkları için, kanser araştırmalarında, hayvan deneyi 

modellerinde kullanılmaktadır (38). İnsanlar nitrozo komponentlerini; diet ile 

(tütsülenmiş et, domuz pastırması, fümelenmiş yada kızartılmış balık, bira, 

tereyağı, sosis, jambon, turşu), meslek gereği (kuaför, kauçuk, metal ve deri 

endüstrisi, tarım), sosyal alışkanlıklar ile (tütün ürünleri) ve açık alan veya kapalı 

alan havasında farmasötik ve kozmetik ürünlere düşük düzeylerde maruz kalmak 

suretiyle doğal olarak alabilmektedir (39). 

 Nitrozo komponentlerinden bazıları; N- metil- N- nitrozüre (MNU), N- 

nitrozodimetilamin (NDMA), streptozotosin (STZ), 4-metilnitrozamino-1-3-

piridil-1-butanon (NNK) ve metilnitroznitroguanidin (MNNG), nükleik asitler ve 

proteinlerle reaksiyona girme kabiliyetindedirler ve bir alkilasyon tepkimesine yol 

açarlar (40). Bu alkilleyici ajanlardan, MNU, STZ VE MNNG gibi bazılarının, 

karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve immunsupresant özelliklerinden deneysel 
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çalışmalarda faydalanılmaktadır. Ayrıca kimi lösemi modellerinde antineoplastik 

ajan olarak da kullanılmaktadırlar (41).  Askeri amaçlarla, kimyasal silah olarak 

kullanılan hardal gazı da bu grup kimyasallara dahil bir kitle imha silahıdır (42). 

 Nükleik asitlerle reaksiyona girip DNA hasarına neden olan kimyasallar 

genotoksik kimyasallar olarak adlandırılırlar (43). N-nitrozo grubuna dahil bahsi 

geçen maddeler kendi alkil gruplarını DNA’ ya transfer ederek, pirin ve pirimidin 

bazlarındaki nükleofilik nitrojen ve oksijen atomlarıyla reaksiyona girmesine neden 

olurlar, yani DNA’ yı alkillerler. Bu durum da, N7 ve N3 alkilpürinler, O6- 

alkilguanin ve O4- alkiltimin gibi DNA ürünlerinin oluşmasına neden olur. DNA 

yapısında meydana gelen bu değişiklikler, replikasyon sırasında hatalı nükleotid 

dizilimine, dolayısıyla da hatalı RNA transkripsiyonuna neden olur. Bu durum 

mutajenik ve karsinojenik süreç için önemli bir adım olarak kabul edilir (38). Tüm 

nitrozo komponentleri içinde, karsinogenez çalışmalarında en çok tercih edilen 

kimyasal indükleyici MNU’ dur (44). 

 MNU ilk olarak 1889 yılında Gustave Von Brüning tarafından, sodyum 

nitrat ile metilüre solüsyonunun reaksiyonu ile elde edilmiştir. Sonrasında bu 

madde, yoğun bir şekilde çalışmalarda kullanılmış ve mutajenik etkileri ilk olarak 

Rapaport (45) tarafından Drosophila spp. üzerinde belirlenmiştir. Son olarak MNU’ 

nun karsinojenik etkileri farklı hayvan türlerinde ve hatta insanlar üzerinde ortaya 

konmuştur (42).  

MNU, C2H5N3O2 moleküler formülüne sahip, 103.08g/mol moleküler 

ağırlığında, soluk sarı renkte, kristal formunda, suda, alkolde, eterde, asetonda, 

benzende ve kloroformda çözünebilen bir maddedir. Çözünme süreci uzundur ve 
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10mg/ml oranından fazla oranda çözdürmek oldukça zordur. Çözelti formu için 125 

saat ile en uzun yarı ömür pH 4 te sağlanır, pH 9 da ise yarı ömür 2 dakikaya kadar 

düşer. Genellikle 3 saat civarı yarı ömür süresi olan pH 5, en çok tercih edilen 

çözelti formudur. MNU’ yu parçalayıp kullanılan çözeltiyi etkinsizleştirmek için 

ise için ise sodyum bikarbonat çözeltileri tercih edilmektedir (46). 

Günümüzde MNU, meme, dalak, böbrek, uterus, ovaryum, karaciğer, 

hemapoetik sistem, ince bağırsak, kolon, mide, deri, prostat, mesane ve retinada ki 

kimyasal karsinogenez çalışmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır (Tablo 1). 

 

Tablo 1: MNU’ nun kullanıldığı modeller (40) 

 

Hedef 

Organ 

Hayvan 

Türü 

Hayvan 

Yaşı 

(Hafta) 

MNU 

Dozu 

Deney 

Süresi 

(Hafta) 

Tümör 

Yüzdesi 

Histopatolojik 

Sınıflandırma 

 

Meme 

Sprague 

Dawley Rat 

7-15 12-60 

mg/kg 

i.v. 

14-35 33-100 Adenokarsinom, 

sarkom, fibrom 

Prostat Gerbil 13 30  

mg/kg 

s.c. 

12 20 Adenokarsinom 

Hemapoetik 

Sistem 

C57BL/6, 

BALB/C 

Fare  

10 50 

mg/kg 

i.p. 

16-43 50 Lenfom 

Karaciğer B6C3F1 Fare 2 25 

mg/kg 

i.p. 

52 10-17 Karsinom, 

Adenom 

Retina Sprague-

Dawley Rat 

6-10 40-60 

mg/kg 

i.p. 

24 saat-20 - Retinal 

Dejenerasyon 

Deri Xiphophorus 

balık türleri 

5 1mM 24 21-36 Melanom 

Perifer 

Sinirler, Göz 

Xiphophorus 

balık türleri 

5 1mM 56 2,8-6,6 Schwannom, 

retinoblastom, 

fibrosarkom 

       

 

 

 



 
 

22 
 

3.5. Minosiklin 

 Tetrasiklinler, bakteriyostatik etkinliğe sahip geniş spektrumlu 

antibiyotiklerdir. Minosiklin ise bu gruba dahil, ikinci jenerasyon, uzun etkili, yarı-

sentetik bir antibiyotiktir. Yıllar süren çalışmalar sonucunda minosiklinin 

antimikrobiyal etkinliğinden tamamen bağımsız olarak; matriks metalloproteaz, 

tümör bağımlı anjiyogenez, nitrik oksit sentetaz (yangı mediyatörü) ve 

mitokondriden sitokrom-c salınımını engelleyerek, kaspaz-3 inhibitörlüğü yaptığı, 

ayrıca nötrofillerden oksijen radikalleri salınımını baskıladığı ortaya konulmuştur 

(47). Bu yangı önleyici ve anti-apoptotik özellikleri sebebiyle, merkezi sinir 

sisteminin dejeneratif ve iskemik hastalık modellerinde koruyucu etkinliğe sahip 

olduğu bildirilmiştir (48). Nöroprotektif özelliklerinden faydalanılarak; amiotrofik 

lateral skleroz, serebral iskemi, travmatik beyin hasarı, Huntington ve Parkinson 

hastalık modellerinde kullanılmıştır. Bu hastalıklarda nitrik oksit sentetazın 

indüklediği yangının ve kaspaz ailesine dahil enzimlerin rolü olduğu 

düşünüldüğünden, bunların inhibitörlüğünü yaptığı savunulan minosiklin, 

denenmeye aday bir ilaç haline gelmiştir (49). Bunların dışında ağır bir yangısal 

hastalık olan romatoid artritte de minosiklinin yangı önleyici etkinliğinden 

faydalanılmaktadır (50). Son dönemlerde yapılan çalışmalarda ise yine yangısal 

faaliyetler ve apoptozisin ön planda olduğu, fotoreseptör hücre ölümü ile seyreden 

hastalık modellerinde minosiklin önleyici ajan olarak kullanılmaktadır (48, 51-60). 

 

3.6. N-Metil-N-Nitrozüre İle Oluşturulan Retinal Dejenerasyon Modeli 

 RD ile ilgili tedavi seçeneklerini ortaya koyabilmek için  oluşturulan hayvan 

modelleri büyük önem taşımaktadır. RD fareler olarak bilinen retinal dejenerasyon 
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geni taşıyan hayvanlarda, siklik guanozin monofosfat fosfodiesterazın, beta-alt 

ünitesinde bulunan defekt, yaşamlarının 11. gününde RD’ a uğramalarına, 20. 

gününde ise neredeyse tüm fotoreseptörlerini kaybetmelerine neden olmaktadır. 

(61). Periferin/rds geninde mutasyon taşıyan RDS (retinal degeneration slow) 

farelerinde, fotoreseptör kaybı 2 haftalık yaşta başlayıp, yavaş bir şekilde 

ilerleyerek 1 yaşına  kadar devam etmektedir (62). RCS (Royal College of 

Surgeons) sıçanlarında RPE hücreleri tarafından üretilen bir reseptör tirosin kinaz 

genindeki delesyon, bu hayvanların 20. günde fotoreseptörlerinin apoptozis ile 

ölmeye başlamasına ve 60. günde tespit edilebilir fotoreseptörlerinin kalmamasına 

neden olmaktadır. Bahsi geçen hayvanlar heterojenik genetik defektlerinden dolayı 

nükleozomal fragmentasyonla karakterize apoptozis ile fotoreseptörlerini kaybeden 

spontane modellerdir (63). 

 Genetik modelllere ek olarak, ışık ile fototoksik etki oluşturarak veya belirli 

kimyasalları kullanarak yapay bir fotoreseptör hücre hasarı oluşturmak 

mümkündür. Kimyasal ajanlar içerisinde yer alan N-metil-N-nitrozüre (MNU), 

kendi metil gruplarını nükleik asitlerdeki nükleobazlara transfer ederek sitotoksik 

etki gösteren alkilleyici bir ajandır. Seçici olarak fotoreseptör hücreleri etkilediği 

için RD, özellikle de retinitis pigmentoza modelleri için uygun bir adaydır (64). Bu 

seçici etkisinin, özellikle çubuk reseptörlerin MNU’ ya bu kadar duyarlı olmasının 

nedeni net olarak ortaya koyulmamakla beraber, fotoreseptör hücrelerindeki 

glutatyon oranı düşüklüğünün ya da yokluğunun etkili olduğu, muhtemel bir 

açıklama olarak karşımıza çıkmaktadır. Glutatyonun, MNU’ yu katalizleyici ve 

dekompoze edici etkisi olduğu, aynı zamanda alkilasyon ürünlerini temizlediği 

düşünülmektedir (65). 
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 Herrold, 1967 yılında ilk olarak, MNU kullanarak, Suriye hamsterlerinde 

haftada 1 kez 4 hafta boyunca 5 mg dozunda intravenöz uygulama ile iç nükleer 

katmanın direk koroidle temasa geçeceği boyutta fotoreseptör hücre kaybı meydana 

getirmiştir (66). Daha sonra yapılan çalışmalarda da, F344 sıçanlarında, beyaz 

Japon sıçanlarında, Sprague Dawley sıçanlarda, kahverengi Norveç sıçanlarında, 

BALB/c ve C57BL farelerde, kedilerde ve maymunlarda 15-75 mg/kg tek doz i.p. 

MNU uygulaması ile 7 gün içinde belirgin olarak RD oluşturulmuştur (64). 

 Genç erişkinlerde MNU uygulaması RD ile sonuçlanırken, transplasental 

uygulamalar yada yenidoğan hayvanlara yapılan uygulamalar nöroblastların 

progresif disorganizasyonu ile karakterize olan retinal displaziyle 

sonuçlanmaktadır. C57BL farelerinde 0-3 günlük dönemde uygulanan MNU, 

retinal displaziye neden olurken, 11 günlükten büyük hayvanlarda RD oluştuğu 

görülmüş ve 5-8 günlük hayvanlara MNU uygulandığında herhangi bir değişikliğin 

oluşmadığı gözlemlenmiştir. Bu durum MNU’nun, 0-3 günlük dönemdeki, 

retinanın proliferatif fazında, retinal displaziye neden olduğunu, 5-8 günlük 

dönemdeki, nöroblastik hücrelerin çoğalmasının bitmesini takiben başlayan 

farklılaşma fazında ise herhangi bir etkiye sahip olmadığını göstermektedir. Retinal 

farklılaşma fazından sonraki dönemlerde ise fotoreseptörler artık MNU’ nun 

dejeneratif etkisine duyarlı birer hedef haline gelmektedirler. Yaşla beraber de 

MNU’ ya olan duyarlılık artmaktadır. Muhtemeldir ki bu durum yaşla beraber artan 

DNA hasarı birikimiyle paralelllik göstermektedir. Sıçanlarda en az 21 günlük 

hayvanlara yapılan MNU uygulamaları, seçici bir şekilde retinanın diğer 

nöronlarını etkilemeden fotoreseptör hücreleri önemli derecede etkilemektedir (67-

69). 
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3.7. N-Metil-N-Nitrozüre  İle Oluşturulan Retinal Dejenerasyonun Moleküler 

Mekanizması 

3.7.1. Hatalı DNA Ürünleri Birikimi 

 Fotoreseptör hücre ölümüne neden olan fotoreseptör apoptozisi, retinitis 

pigmentoza başta olmak üzere, RD ile seyreden hastalıklarda ki temel 

mekanizmadır. Ancak bu hücreleri apoptozise sürükleyen nedenler henüz tam 

olarak anlaşılabilmiş değildir. MNU, DNA bileşenleri ile reaksiyona girip DNA’yı 

alkilllemekte ve çeşitli artık alkilasyon ürünlerin oluşmasını sağlamaktadır. Bu 

ürünlerden en fazla oluşanları ise 7-metildeoksiguanozin (70, 71) ve 8 hidroksil-2-

deoksiguanozin (72, 73)  isimli ürünlerdir. DNA’ nın alkillendiğinin göstergesi 

olarak kabul edilen ve immunohistokimya dahil, çeşitli yöntemlerle ortaya 

konabilen parametrelerdir. Fotoreseptör hücre çekirdeğinde biriken bu ürünler 

DNA sentezini baskılayarak hücrenin apoptozise sürüklenmesine neden olmaktadır 

(64). 

 

3.7.2. Poly (ADP-riboz) Polimeraz (PARP) Aktivasyonu 

 Poly (ADP-riboz) polimeraz (PARP), DNA onarımında görevli ve hücre 

çekirdeğinde bulunan nükleer bir enzimdir. Alkilleyici ajanlar tarafından 

oluşturulan DNA hasarı PARP aktivasyonuna neden olur ve bu enzim substrat 

olarak nikotinamid adenin dinükleotit (NAD+)’ i kullanır. PARP hiperaktivasyonu, 

NAD+ havuzunun boşalmasına neden olur ve bu durum da, ATP eksikliği, enerji 

kaybı ve sonunda hücre ölümü ile sonuçlanır (74). Sadece MNU modelleriyle 

kalmayıp, kalıtsal modellerde de, PARP aktivasyonu, fotoreseptör apoptozisinin en 

önemli bileşenlerinden biridir. PARP aynı zamanda nükleer faktör kappa-B (NF-
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KB) ve aktivatör protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktörleri ile olan bağlantıları 

ile transkripsiyonu da düzenler (75). 

 

3.7.3. Transkripsiyon Faktörleri 

 Transkripsiyon faktörleri hücre sağ kalımı ve ölümünün düzenlenmesi 

üzerinde hayati fonksiyonlara sahiptirler. Bunların en önemlisi ise özellikle hücre 

hasarı sonucu oluşan strese cevap olarak transkripsiyonu düzenleyip hücre sağ 

kalımını sağlayan NF-KB dir. NF-KB’ nin sitoplazmada ki latent formu, nükleusa 

geçmesini engelleyen, inhibitör faktör kappa-B (İF-KB) ile bağlanmış durumdadır. 

İF-KB’ nin serin 32 aminoasitinde meydana gelen fosforilasyon NF-KB’ nin 

serbest kalmasına neden olmaktadır. Tam aktive olup transkripsiyondaki rolünü 

oynaması için de, p65 alt ünitesindeki serin 276 aminoasitinde fosforilasyonun 

oluşması gerekmektedir (76). Sıçanlarda MNU uygulamasının ve ışığa maruz 

bırakmanın NF-KB’ nin p65 alt ünitesinin seviyelerini önemli ölçüde düşürerek 

fotoreseptör hücre ölümüne neden olduğu bilinmektedir. Genetik defektli, retinal 

dejenerasyon (rd) farelerinde ise tam tersi durum gözlemlenmiş olup, bu farelerin 

fotoreseptör hücrelerini kaybettikleri dönemde NF-KB p65’ in aktivasyonu ve 

çekirdeğe translokasyonu söz konusudur. Sonuç olarak NF-KB’ nin aktivasyonu, 

RD modeline ve patolojik sitimülasyona bağlı olarak pro-apoptotik veya anti-

apoptotik etkinlik gösterebilmektedir (64). 

 Aktivatör protein-1 (AP-1), hücre siklusu, farklılaşma ve apoptozis ile 

ilişkili olan, temelde c-Jun ve c-Fos proteinlerinden oluşan dimerik yapıda bir 

proteindir. Işığa maruz bırakılan transjenik c-Fos+/+ farelerinde artan fotoreseptör 

apoptozisinin, artmış AP-1 aktivasyonu ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. 
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Apoptozise dirençli transjenik c-Fos-/- farelerinde ise ışığa maruziyette AP-1 

aktivasyon artışı görülmemesi bu durumu destekler niteliktedir. Buradan c-Fos 

proteininin ışıkla oluşturulan apoptoziste esansiyel olduğu sonucu çıkmaktadır. 

MNU verilen sıçanlarda da c-Fos değerlerinin arttığı görülmüştür. Işığa 

maruziyetin aksine, MNU uygulaması, hem c-Fos+/+ hem de c-Fos-/- farelerde 

fotoreseptör apoptozisine yol açmaktadır (77). 

 P53, genotoksik strese karşı hayati bir rol oynayan ve DNA hasarı 

durumlarında hücre ölümünü düzenleyen bir transkripsiyon faktörüdür. Ancak 

transjenik p53+/+ ve p53-/- farelerde MNU uygulamasının p53 düzeyini 

etkilemeksizin fotoreseptör apoptozisine yol açtığı bilinmektedir. Benzer şekilde, 

ışığa maruziyette de, p53 bağımsız olarak retinal lezyonlar oluşmaktadır (64). 

 

3.7.4. Bcl-2 (B-cell lymphoma) Ailesi 

 Bu gruba dahil proteinler apoptozisin önemli belirleyicileridirler. Bcl-Xl ve 

Bcl-2 apoptozisi engellerken, Bax (Bcl-2 associated X protein), apoptozisi 

indüklemektedir. MNU’ nun yol açtığı DNA hasarı, bu aileye dahil proteinlerin 

miktarını değiştirmektedir. Pro-apoptotik/anti-apoptotik oranı, MNU uygulamasını 

takiben 24 saat içinde artmaya başlamaktadır. Bax ekspresyonu artarken, Bcl-2 

ekspresyonu azalabilmekte veya sabit kalabilmektedir (78). 

 

3.7.5. Kaspaz Aktivasyonu 

 Kaspazlar, apoptozisi koordine eden sistin aspartat özgü proteazlardır. 

Kaspaz ailesi MNU ile oluşturulan fotoreseptör apoptozisinde önemli rol oynar. 

Özellikle; kaspaz-3/CPP32, kaspaz-6/Mch2 ve kaspaz-8/FLICE proteazların, MNU 
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uygulamasını takiben ekspresyonları artmakta ve bu durumda retinal apoptozisi 

indüklemektedir (79). 

 

3.7.6. Kalsiyum Artışı ve Kalpain Aktivasyonu 

 Sitotoksik sitimülasyonlar hedef hücrenin içine doğru yoğun bir kalsiyum 

iyonu (Ca+2) geçişine neden olur ve artmış hücre içi konsantrasyon da kalpain 

aktivasyonunu sağlar (80). Genetik defektli RD farelerinde, fotoreseptör 

hücrelerinin öldüğü dönemde Ca+2 miktarı ile kalpain ve kaspaz-3 aktivasyonunun 

arttığı bilinmektedir (81). Sıçanlarda MNU uygulamasını takiben retinada Ca+2 ve 

kalpain miktarının dramatik bir şekilde arttığı görülmüştür. Hücreye aşırı kalsiyum 

akışı membran depolarizasyonuna ve NAD+ ile ATP deplesyonuna neden olarak  

enerjik kollapsa, sonuç olarak ise nöronal hücre ölümüne neden olmaktadır (80). 

Kalpain direkt hücre ölümüne neden olmamakla beraber apoptozis indükleyici 

faktör (AİF) isimli proteini aktive ederek DNA fragmentasyonuna neden 

olmaktadır (83).      

 

3.7.7. Reaktif Oksijen Radikalleri (ROS) 

 Oksidatif stres nörodejeneratif hastalıkların patogenezinde önemli bir yer 

tutmaktadır. RD farelerde görülen fotoreseptör kaybında, oluşan reaktif oksijen 

radikallerinin (ROS) de payı bulunmaktadır. MNU uygulanan hayvanların 

retinalarında hücre içi ROS seviyelerinin arttığı görülmekte ve bu durumun 

fotoreseptör hücre apoptozisi ile ilgili olduğu düşünülmektedir. İn vitro olarak ta 

hücre hattarında MNU’ nun seçici bir şekilde ROS seviyelerini arttırdığı ve 

fotoreseptör ölümüne yol açtığı görülmüştür (64).  
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 Yapılan bu çalışma ile; ülkemizde daha önce denenmemiş olan bir retinal 

dejenerasyon modeli oluşturmak hedeflenmiştir. MNU isimli DNA alkilleyici 

kimyasal maddenin periton içi uygulamasıyla sıçanlarda fotoreseptör apoptozisi 

sağlayarak RD oluşturmak, MNU uygulanan belli sayıdaki sıçana değişen dozlarda 

minosiklin de uygulayarak RD’ u engellemeye çalışmak, yedi günlük deney 

süresince beş farklı zaman diliminde ötenaziler uygulayarak retinal katmanlardaki 

değişimleri gösterebilecek göz örnekleri elde etmek ve elde edilen örnekleri, 

histopatolojik, immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik olarak incelemek 

amaçlanmıştır.  
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

4.1. Hayvan Deneyi 

 Çalışmada, Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırmalar Merkezinden 

(FÜDAM) temin edilen, ağırlıkları 150-200 gram arasında değişen, 100 adet, 7 

haftalık, dişi, Sprague Dawley ırkı albino sıçan kullanıldı. Çalışma için gerekli etik 

izin Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ ndan alındı 

(09.03.2016, Karar No: 46).  

 

4.1.1. Hayvanların Gruplandırılması 

 FÜDAM’ dan temin edilen 100 adet sıçan, herbiri 20 hayvandan oluşan 5 

eşit gruba ayrıldı. Gruplardan bir tanesi kontrol grubu olarak ayrılıp diğer 4 grup 

deney grubu olarak belirlendi (Tablo 2). Deney gruplarından ilki N-metil-N-

nitrozüre (MNU) grubu, ikincisi MNU + düşük doz minosiklin (DDM) grubu, 

üçüncüsü MNU + orta doz minosiklin (ODM) grubu, sonuncusu ise MNU + yüksek 

doz minosiklin (YDM) grubu olarak ayrıldı. Hayvan deneyi standart kafeslerde, 

normal nem, sıcaklık, ısı koşullarında, ad libitum besleme ile gerçekleştirildi ve 

herhangi bir özel koşul uygulanmadı. 
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Tablo 2: Hayvan deneyinde, gruplar, uygulama gruplarındaki hayvan sayıları ve 

sakrifikasyon zamanları. 

 

GRUP 

NO 

  GRUPLAR YAPILACAK 

UYGULAMA 

SAKRİFİKASYON ZAMANLARI* Toplam 

Hayvan 

Sayısı 
12.s. 24.s. 48.s. 72.s. 7.gün 

1 KONTROL 

GRUBU 

1 ml. i.p. serum 

fizyolojik 

 

4  4  4  4  4  20  

2 MNU 

GRUBU 

Tek doz, 

 50 mg/kg i.p. MNU 

 

4  4  4  4  4  20 

3 MNU+Düşük 

Doz 

Minosiklin 

Grubu 

Tek 

doz,    

50 

mg/kg 

i.p. 

MNU 

 

İki doz, 

50 mg/kg i.p. 

minosiklin** 

4  4  4  4  4  20  

4 MNU+Orta 

Doz 

Minosiklin 

Grubu 

Tek 

doz, 

50 

mg/kg 

i.p. 

MNU 

 

İki doz, 

75 mg/kg i.p. 

minosiklin** 

4  4  4  4  4  20  

5 MNU+Yüksek 

Doz 

Minosiklin 

Grubu 

Tek 

doz, 

50 

mg/kg 

i.p.  

MNU 

 

İki doz, 

100mg/kg i.p.  

minosiklin** 

4  4  4  4  4  20  

 

*Sakrifikasyon zamanları MNU uygulaması yapıldığı saatten itibaren belirlenmiştir. 

**Minosiklin uygulamaları, MNU uygulamasından 24 saat önce ve 1 saat sonra olmak üzere iki doz 

şeklinde yapılmıştır. 

 

 

 

4.1.2. N- Metil- N- Nitrozüre Solüsyonunun Hazırlanması 

 RD oluşturmak için MNU (Pfaltz&Bauer Inc., Connecticut, A.B.D.) 

kullanıldı. Kristal formda olan ve -20 oC de muhafaza edilen MNU’ dan, %1’ lik 

çözelti (42) hazırlamak için 80 hayvana tek doz yetecek şekilde, 800 mg. tartılıp, 

80 ml. fizyolojik tuzlu içerisinde yaklaşık 10 dk karıştırıldı. Son olarak çözeltiye 

%0,05’e karşılık gelen 40 mikrolitre glasiyel asetik asit (Merck KGaA, Darmstadt, 
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Almanya) eklenerek (74, 84) solüsyon hazır hale getirildi. Solüsyonun son halinde, 

1 ml. de 10 mg. MNU bulunmaktadır (83). Yarılanma ömrü kısa olduğundan MNU 

hazırlanma işlemi enjeksiyonlardan hemen önce gerçekleştirildi. 

 

4.1.3. Minosiklin Solüsyonunun Hazırlanması 

 RD’ u engelleyici etkisinin araştırılması için minosiklin hidroklorür (Sigma-

Aldrich, Missouri, A.B.D.), kristal formda temin edildi ve +4 oC muhafaza edildi. 

Minosiklin solüsyonu üretici firmanın verdiği bilgiler ışığında %2’ lik solüsyon 

şeklinde, distile su kullanılarak hazırlandı. Kristal formdaki minosiklinden 60 

hayvana 2 doz yetecek şekilde, 1,6 gr. tartılıp, 80 ml. distile su içerisinde 

karıştırılarak solüsyon hazırlandı. Karıştırma işlemi steril cam kavanoz içerisinde, 

37 oC de ki benmari de gerçekleştirildi. Solüsyonun son halinde, 1 ml. de 20 mg. 

minosiklin bulunmaktadır. Minosiklin hazırlanma işlemi enjeksiyonlardan hemen 

önce gerçekleştirildi. 

 

4.1.4. Hayvanlara Enjeksiyonların Yapılması 

 Deney planına uygun olarak kontrol grubu 20 hayvana sadece tek doz 1 ml. 

serum fizyolojik, MNU grubu 20 hayvana sadece tek doz 50 mg/kg MNU, DDM 

grubu 20 hayvana tek doz 50 mg/kg MNU ve iki eşit doz 50 mg/kg minosiklin, 

ODM grubu 20 hayvana tek doz 50 mg/kg MNU ve iki eşit doz 75 mg/kg 

minosiklin, YDM grubu 20 hayvana tek doz 50 mg/kg MNU ve iki eşit doz 100 

mg/kg minosiklin uygulandı (Tablo 2). Kontrol grubu hariç tüm enjeksiyonlar, 

hayvanların tartımı yapılıp, pratik bir tablo ile hemen doz hesaplandıktan sonra 1 

ml. lik steril insülin enjektörleri (Hayat Tıbbi Aletler, İstanbul, Türkiye) ile, periton 
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içi gerçekleştirildi. Kontrol grubu hayvanlara ise deney grubu hayvanlara verilen 

yaklaşık sıvı miktarı olan 1 ml., serum fizyolojik şeklinde periton içi verildi. 

Kullanılan enjektörler dahil MNU’ nun temas ettiği herşey tedbir amaçlı, 

etkinsizleşmesi için doymuş sodyum bikarbonat solüsyonu (42) içerisine atıldı. 

MNU’ nun uygulandığı saat deneyin başlangıcı kabul edilip periyodik ötenazi 

safhasına geçildi. 

 

4.1.5. Periyodik Ötenaziler ve Göz Örneklerinin Elde Edilmesi 

 Denemenin başlangıcından itibaren, 12., 24., 48., 72. saatlerde ve 7. günde 

olmak üzere 5 farklı dönemde ötenazi uygulandı. Her periyotta, tüm gruplardan 4’ 

er hayvan olmak üzere toplam 20 hayvan ötenazi edildi. İncelenen  parametrelerin 

zamana bağlı değişimini ortaya koymak için de bu şekilde 5 farklı zaman diliminde 

ötenaziler uygulandı. Hayvanlar, 0.3 ml. periton içi %10’ luk ketamin (Bremer 

Pharma Gmbh, Warburg, Almanya) enjeksiyonu ile genel anesteziye alındıktan 

sonra dekapite edilerek ötenazi edildi. Korneanın dorsal ve ventral kısmı hafif 

ısıtılmış bir iğne ile, penetrasyon oluşturmayacak şekilde dağlanarak işaretlendi. 

Burada gözün vertikal düzleminin belirlenmesi suretiyle, trimleme işleminde tüm 

gözlerin bir örnek olacak şekilde orta hattan ikiye bölünmesi amaçlandı. İnce uçlu 

bir makas ve pensle göz küreleri bütün olarak çıkarıldıktan sonra, Davidson’s 

çözeltisi (86) içeren 100 ml. lik plastik numune kaplarına (Fıratmed, İstanbul, 

Türkiye)  konuldu. Her kesim periyodunda, her gruptan sadece 1 göz ise elektron 

mikroskobik inceleme için %2,5’ lik gluteraldehit solüsyonunda tespit edildi. 

Çalışmanın 7. gününde son 20 hayvanın da ötenazi edilmesiyle hayvan deneyi 

aşaması sonlandırıldı. 



 
 

34 
 

4.1.6. Davidson’s Çözeltisinin Hazırlanması 

 Çalışmada, %10’ luk formole göre daha hızlı ve daha güçlü bir doku tespiti 

sağlayan ve retinal ayrılmaların önüne geçebilen (86) Davidson’s çözeltisi 

kullanıldı. Bu solüsyon; 2 kısım %37’ lik formalin (Sigma-Aldrich, Missouri, 

A.B.D.), 3 kısım %96’ lık alkol (Tosel Medikal Solüsyonlar, Ankara, Türkiye) 1 

kısım glasiyel asetik asit (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ve 3 kısım çeşme 

suyu kullanılarak hazırlandı.  

 

4.1.7. Gluteraldehit Solüsyonunun Hazırlanması 

 Elektronmikroskobik inceleme için her ötenazi periyodunda, her gruptan bir 

göz, %25’ lik gluteraldehit çözeltisinin (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) distile 

su ile %2,5’ e seyreltilmesiyle elde edilen solüsyona alındı. Gözler solüsyon içinde  

+4 oC de 24 saat muhafaza edildi. Sonrasında gözler ortadan ikiye trimlendi, optik 

sinire yakın bölgelerden tüm göz katmanlarını içeren 2-3 mm’ lik örnekler alındı ve 

elektron mikroskobik incelemenin yapılacağı İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalına ulaştırıldı. 

 

4.2. Laboratuvar Çalışmaları 

 Hayvan deneyi ile elde edilen göz örneklerinin Davidson’s ve gluteraldehit 

solüsyonlarında tespit edilmelerinden sonra gerekli analizler için gözlerin işlenmesi 

aşamalarına geçiş yapıldı. 
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4.2.1. Doku Kesitlerinin Alınması 

 Davidson’s fiksatifinde tespit edilen gözler, daha önceden işaretlenmiş olan 

kornea kısımları rehberliğinde, sagital olarak, optik sinir hizasında tam ortadan 

ikiye bölünüp (87), bir pens yardımıyla lens alınıp atıldıktan sonra standart doku 

takip kasetlerine (Isolab GmbH, Wertheim, Almanya) yerleştirildi. Yaklaşık 2 saat 

akan çeşme suyu altında yıkandıktan sonra otomatik doku takip cihazında (Leica 

TP 1020, Wetzlar, Almanya) alkol, ksilol ve parafin serilerinden geçirilip doku 

bloklama cihazında (Leica EG 1150 H, Wetzlar, Almanya) parafin ile bloklandı. 

Parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica RM2125, Wetzlar, Almanya) ile 3-5 

mikron kalınlığında çok sayıda kesit pozitif şarjlı lamlara (Thermo Fischer 

Scientific, Superfrost, Massachusetts, A.B.D.) alındı. 

 

4.2.2. Hematoksilen-Eozin Boyama, İnceleme ve Ölçümler 

 Hazırlanan kesitlerden her hayvana ait olanlardan sadece birer göz alınıp 

otomatik doku boyama makinasında (Leica Autostainer XL, Wetzlar, Almanya) 

Hematoksilen-Eosin boyamaya tabi tutuldu. İnceleme; kameralı (Olympus DP72, 

Tokyo, Japonya) ve görüntüleme analiz sistemli (cellSens Standart) ve florasan 

ataçmanlı trinoküler ışık mikroskobunda (Olympus BX43, Tokyo, Japonya) 

yapıldı. Histopatolojik değişikliklerin incelenip görüntülenmesinin yanı sıra, 

sentral ve perifer retinada, fotoreseptör katmanı ve dış nükleer katman kalınlıkları 

ölçüldü (Şekil 5; 5. ve 6. uzunluklar). Ölçümler, sentral retinada, optik sinirden 100 

µm uzaklıktan başlayıp, 500 µm arayla, hem süperior hemde inferior çeyrekte 3’ er 

noktada, toplamda 6 noktada (57) yapıldı (Şekil 6). Perifer retina da ise, retinanın, 

silier cisime bağlandığı nokta olan ora serrata dan 500 µm ve 1000 µm uzaklıkta, 
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hem süperior hemde inferior çeyrekte 2’ şer noktada toplamda 4 noktada yapıldı 

(Şekil 7). 

 

 
 

Şekil 5: Retinal katmanların ölçümleri, µm, 1.uzunluk; gangliyon hücreleri katmanı 

ve sinir iplikleri, 2. uzunluk; iç pleksiform katman, 3. uzunluk; iç nükleer katman, 

4. uzunluk; dış pleksiform katman, 5. uzunluk; dış nükleer katman, 6. uzunluk; 

fotoreseptör katman. Çalışmada 5. ve 6. uzunluklar kullanıldı. 
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Şekil 6: Sentral retinada fotoreseptör katmanı ve dış nükleer katmanın ölçüm 

noktaları (µm); S1, S2, S3, İ1, İ2, İ3. S: Süperior Çeyrek, İ: İnferior Çeyrek 

 

 

  
 

  

Şekil 7: Perifer retinada fotoreseptör katmanı ve dış nükleer katmanın ölçüm 

noktaları (µm); P1, P2, P3, P4. A: Süperior Çeyrek B: İnferior Çeyrek. 
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4.2.3. TUNEL Yöntemi 

Apoptozisin varlığını ve derecesini ortaya koymak için TUNEL (terminal 

deoxynucleotidyl transferase mediated dUPT nick end labeling) metodu kullanıldı. 

Pozitif sarjlı lamlara alınmış olan kesitler bir saat 65 0C de etüvde tutuldu. Sırasıyla 

ksilolde deparifinize edilip, azalan alkol serilerinde dehidre edildi, PBS te 10 dakika 

bekletildi. Tespit solüsyonunun antijenik unsurları maskeleyici etkisini ortadan 

kaldırmak için sitratlı tampon solüsyonda (Thermo Fischer Scientific, 

Massachusetts, A.B.D.), 600 watt gücündeki mikrodalga fırında 20 dakika 

kaynatıldı. Oda sıcaklığında 15 dakika soğumaya bırakıldıktan sonra 15 dakika PBS 

te bekletildi. Hidrojen peroksit blok solüsyonunda (Thermo Fischer Scientific, 

Massachusetts, A.B.D.)  10 dakika bekletilerek  endojen peroksidaz aktivitesi 

engellendi ve 15 dakika PBS te bekletildi. Bu aşamadan sonra kullanıma hazır 

apoptozis kitinde  (Apop Tag Plusperoxidase In Situ Apoptosis Kit, Merck KGaA, 

Darmstadt, Almanya) hazır bulunan kimyasallar kullanıldı ve üretici firmanın 

önerdiği standart prosedüre göre hareket edildi. Equilibration tampon solüsyonu ile 

6 dakika inkübe edildi. Sonrasında kesitler TdT (terminal deoxynucleotidyl 

transferase) enzimi ve digoxigenin ile işaretli nükleotitleri içeren reaksiyon 

tamponu karışımı ile 1 saat oda sıcaklığında, nemli ortamda inkubasyona 

bırakılarak, DNA kırılmalarının olup, 3’-OH uçlarının açıldığı bölgelere işaretli 

nükleotitlerin eklenmesi sağlandı. İnkübasyon sonunda reaksiyon durdurma 

solüsyonu ile yıkanan kesitler 10 dakika PBS te bekletildi. Anti-digoxigenin ile 

işaretli peroksidaz enzimiyle 30 dakika inkübe edilerek işaretli DNA kırıklarının 

olduğu bölgelere peroksidaz enziminin bağlanması sağlandı. PBS te 15 dakika 

yıkandıktan sonra 3,3’ diaminobenzidine (DAB) kromojeni uygulanıp kontrollü bir 
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şekilde 1-2 dakika beklendikten sonra Gill’s hematoksilen (Merck KGaA, 

Darmstadt, Almanya)  ile 5 saniye karşıt boyama yapıldı ve entellan (Merck KGaA, 

Darmstadt, Almanya) ile kesitler kapatıldı. 

 Hazırlanan preparatlar ışık mikroskobunda incelenip görüntülendi. 

Apoptozisin derecesini belirlemek adına, her gözde optik sinirin sağ ve sol tarafında 

(süperior çeyrek ve inferior çeyrek) 400 µm uzaklıkta ki 2 bölgede, 400X 

büyütmede bir mikroskop sahasındaki, kahverengi boyanan fotoreseptör hücre 

çekirdekleri sayıldı. Ardından aynı bölgedeki boyanan/boyanmayan tüm 

fotoreseptör hücre çekirdekleri sayılıp apoptotik indeks yüzde olarak belirlendi. 

(Apoptotik İndeks = TUNEL pozitif hücre sayısı / total hücre sayısı) (72). 

 

4.2.4. İmmunohistokimyasal Yöntemler 

Çalışmada yer alan immunohistokimyasal analizler için; immunperoksidaz 

(İP) ve indirek immunflorasan (İF) yöntemleri uygulandı. 

4.2.4.1. İmmunperoksidaz Yöntemi 

Daha önceden hazırlanan preparatlarda, Streptavidin Biotin Peroksidaz 

Kompleks (SABPK) tekniğiyle (88, 89) tablo-4 de verilen primer antikor analizleri 

yapıldı. Pozitif şarjlı lamlardaki dokular 65 oC de ki etüvde 1 saat tutuldu. Sırasıyla 

ksilolde deparifinize edilip, azalan alkol serilerinde dehidre edildi. Distile su ve 

PBS te 10’ ar dakika bekletildi. Tespit solüsyonunun antijenik unsurları maskeleyici 

etkisini ortadan kaldırmak için sitratlı tampon solüsyonda 600 watt gücündeki 

mikrodalga fırında 20 dakika kaynatıldı. Oda sıcaklığında 15 dakika soğumaya 

bırakıldıktan sonra 15 dakika PBS te bekletildi. Bu aşamadan sonra kullanıma hazır 

immunohistokimya kitinde  (Ultra Vision Detection System, Anti-Polyvalent, HRP, 
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Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, A.B.D.) hazır bulunan kimyasallar 

kullanıldı ve üretici firmanın önerdiği standart prosedüre göre hareket edildi. 

Hidrojen peroksit blok solüsyonda 10 dakika bekletilerek  endojen peroksidaz 

aktivitesi engellendi ve 15 dakika PBS te bekletildi. Spesifik olmayan bağlanmaları 

engellemek için protein blok solüsyonunda da 5 dakika bekletildikten sonra yıkama 

yapılmaksızın sadece kesitlerin üzerindeki fazla sıvı giderildi ve primer antikorlar 

(tablo 4) ile 1 saat, oda sıcaklığında, nemli ortamda inkubasyona bırakıldı. 

İnkubasyon sonunda 15 dakika PBS te bekletilen kesitler biotinle işaretlenmiş 

sekonder antikor ile 30 dakika inkübe edildi ve 15 dakika PBS te bekletildi. 

Sonrasında HRP (Horse Radish Peroksidase) enzimi ile işaretli streptavidin ile 

inkübe edilerek incelenmek istenilen parametrenin işaretlenmesi işlemi 

tamamlandı. Yine 15 dakika PBS te yıkama işlemi uygulandıktan sonra kromojen 

ile işaretlenen bölgelerin belirlenmesi işlemine geçildi ve kesitler 3-amino-9-

etilkarbozol (AEC) (Ultra Vision AEC Substrate System, Thermo Fischer 

Scientific, Massachusetts, A.B.D.) veya 3,3’ diaminobenzidine (DAB) (Merck 

KGaA, Darmstadt, Almanya) ile kontrollü bir şekilde inkübe edildi. Bakılan 

parametreye göre değişmekle beraber 1-5 dakika arasında değişen sürelerde 

bekletildikten sonra, inkübasyon distile su ile yıkamak suretiyle sonlandırıldı. 

Karşıt boyamada kesitler yaklaşık 5 saniye Gill’s hematoksilen solüsyonunda 

tutuldu. Su bazlı yapıştırıcı (Lerner Laboratories, Chicago, A.B.D.) ile kapatılan 

kesitler ışık mikroskobunda incelendi.  
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4.2.4.2. İndirek İmmunflorasan Yöntemi  

Pozitif şarjlı lamlardaki dokular 65 oC de ki etüvde 1 saat tutuldu. Sırasıyla 

ksilolde deparifinize edilip, azalan alkol serilerinde dehidre edildi. Distile su ve 

PBS te 10’ ar dakika bekletildi. Tespit solüsyonunun antijenik unsurları maskeleyici 

etkisini ortadan kaldırmak için sitrat tamponlu solüsyonda 600 watt gücündeki 

mikrodalga fırında 20 dakika kaynatıldı. Oda sıcaklığında 15 dakika soğumaya 

bırakıldıktan sonra 15 dakika PBS te bekletildi. Protein blok (Ultra V Block, 

Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, A.B.D.) solüsyonunda da 5 dakika 

bekletildikten sonra yıkama yapılmaksızın sadece kesitlerin üzerindeki fazla sıvı 

giderildi ve primer antikorlar (tablo-4) ile 1 saat oda sıcaklığında, nemli ortamda 

inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonunda 15 dakika PBS te bekletilen kesitler 

FITC (flourescein isothiocyanate) ile işaretli sekonder antikor (Goat Anti-Mouse 

IgG Seconder Antybody, Alexa Fluor 488 Plus, Thermo Fischer Scientific, 

Massachusetts, A.B.D.) ile 1 saat oda sıcaklığında, nemli ortamda inkubasyona 

bırakıldı. İnkubasyon sonunda 15 dakika PBS te bekletilen kesitler su bazlı 

yapıştırıcı (Lerner Laboratories, Chicago, A.B.D.) ile kapatılıp, florasan  

mikroskopta, FITC filtre ile  incelendi.  

 İmmunperoksidaz ve immunflorasan analizlerde değerlendirme yapılırken 

her hayvana ait bir göz preparatı kullanıldı ve Tablo 3 te ki skorlama (90) ile bir 

histoskor oluşturuldu. Her gözde, süperior çeyrek ve inferior çeyrek 

değerlendirilerek 2 değer elde edildi. İmmunperoksidaz yöntemi ile indirek 

immunfloresan yönteminden elde edilen pozitiflikler örtüştüğü için istatistiksel 

değerlendirme yapılırken immunperoksidaz yöntemi ile elde edilen preparatlar 

kullanıldı.  
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Tablo 3: İmmunohistokimyasal skorlama yöntemi.  

Histoskor= İmmunreaktivitenin Yaygınlığı x İmmunreaktivitenin Şiddeti. (90) 

 

İmmunreaktivitenin Yaygınlığı İmmunreaktivitenin Şiddeti 

0,1: %25’ ten küçük 0: Yok 

0,4: %26-50 arası 0,5: Çok Az 

0,6: %51-75 arası 1: Az 

0,9: %76-100 arası 2: Orta 

 3: Şiddetli 

 

 

4.2.4.3. İmmunohistokimyasal Parametreler 

 İmmunohistokimya ile; çubuk reseptörlere özgü bir fotopigment olan 

rodopsin ekspresyonları (16), koni reseptörlere özgü fotopigmentler olan blue 

opsin (10) ve red/green opsin (16) ekspresyonları, DNA alkilasyon tepkimesi 

sonucu açığa çıkan ara ürünlerden olan 8-OHdG seviyeleri (73), oluşan hasar 

sonucu aktive olan Müller hücreleri, diğer glial hücrelerin ortaya konması için 

PCNA ve GFAP ekspresyonları (64) ve apoptotik değişimleri değerlendirmek için 

ilgili parametreler olan, kaspaz-3, kaspaz-6 (79), Bax ve Bcl-2 ekspresyonları (85) 

incelendi. Bu parametrelerin hepsi immunperoksidaz yöntemle; rodopsin, blue 

opsin, red/green opsin, 8-OHdG, PCNA ve GFAP parametreleri ise, ek olarak 

immunflorasan yöntemle de incelendi. 
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Tablo 4: İmmunohistokimyasal incelemelerde kullanılan primer antikorlar, 

sulandırma oranları ve klonları. 

 

Antikor/Klon Antikor 

Türü 

Konak Kullanılan 

Dilüsyon 

Üretici 

Firma 

Rodopsin 

(1D4) 

Monoklonal  Fare 1/100 Sanra Cruz 

Red/Green 

Opsin 

Poliklonal Tavşan 1/200 Merck 

Blue Opsin Poliklonal Tavşan 1/100 Thermo 

8-OHdG 

(15A3) 

Monoklonal  Fare 1/400 Santa Cruz 

PCNA 

(PC10) 

Monoklonal  Fare 1/100 Santa Cruz 

GFAP 

(2E1) 

Monoklonal  Fare 1/100 Santa Cruz 

Bax 

(B-9) 

Monoklonal  Fare 1/100 Santa Cruz 

Bcl-2 

(C-2) 

Monoklonal  Fare 1/100 Santa Cruz 

Kaspaz-3 

(31A1067) 

Monoklonal  Fare 1/100 Santa Cruz 

Kaspaz-6 

(p10) 

Monoklonal  Fare 1/100 Santa Cruz 

 

 

4.2.5. Elektron Mikroskobik İnceleme 

 Elektron mikroskobik inceleme için alınan göz örnekleri otomatik elektron 

mikroskobik doku takip cihazında (Leica EM AMV, Wetzlar, Almanya) % 2.5 

gluteraldehit (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)  ve % 1 osmium tetroksit (Merck 
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KGaA, Darmstadt, Almanya)  ile tespit edildikten sonra aseton ile dehidre edilerek 

araldit bloklar içine gömüldü ve polimerize edildi. Araldit bloklar içindeki retina 

doku yüzeyi ve sınırları trimer cihazı (Leica EM TRIM, Wetzlar, Almanya) ile 

açıldıktan sonra ultramikrotom (Leica Ultracut R, Wetzlar, Almanya) ile 80 nm 

kalınlığındaki kesitler bakır gridler üzerine alındı. Kesitler uranil asetat ve kurşun 

sitrat ile kontrastlama işlemini takiben Zeiss Libra 120 (Oberkochen, Almanya) 

transmission elektron mikroskop (TEM) ile incelenerek fotoğraflar alındı. 

  

4.2.6. İstatistiksel Analiz 

 Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Version 21.0 (IBM Corp. 

Armonk, NY, U.S.A) analiz programı kullanıldı. Parametrik veriler için tek yönlü 

varyans analizi (Anova), gruplar arası ikili karşılaştırmalar için ise Tukey testi 

kullanıldı. Parametrik olmayan veriler için ise Kruskal Wallis ve Man Whitney U 

testleri kullanıldı. Önemlilik düzeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Tablolar 

hazırlanıken veriler ortalama ± standart sapma olarak verildi. Aynı sütunda (A-D) 

ve aynı satırda (a-e) farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık 

istatistiki olarak anlamlı kabul edildi (P˂0.05). 
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5. BULGULAR 

 

5.1. Klinik Bulgular 

 Klinik olarak MNU uygulanan hayvanların bulunduğu kafeslerde, kontrol 

grubu kafeslerine göre, azalan yem ve su tüketimi, depresif duruş ve inaktivasyon 

dikkati çeken bulgular olarak gözlendi. MNU uygulanan hayvanlardan kimilerinin 

gözlerini kısarak baktığı dikkati çekti. Deney süresince hayvanlarda ölüm 

görülmedi. 

 

5.2. Histopatolojik Bulgular 

5.2.1. Onikinci Saat Bulguları 

 Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, dış nükleer katman (DNK) ve 

fotoreseptör katmanı (FK) ölçüm ortalamaları ve standart sapmaları şekil-8 ve tablo 

5 te verildi. Onikinci saatte, histopatolojik olarak kayda değer bir bulguya 

rastlanmadı (şekil 9). Gruplar arasında, DNK ve FK ölçümlerinde 1-2 µm civarında 

farklılıklar görülmüş olup, DNK’da hem sentralde hem periferde gruplar arasında 

anlamlı farklılığa rastlanılmadı, FK’nda ise sadece sentral retina ölçümlerde, YDM 

grubu ile diğer gruplar arasındaki farklılık anlamlı bulundu (p<0,05). Burada YDM 

grubunun diğer gruplara  göre 2 µm civarında daha kalın olduğu görüldü. 

 

 

 



 
 

46 
 

 

Şekil 8: Onikinci saat retinal katman ölçüm ortalamaları (µm).  
 

 

Tablo 5: Onikinci saat retinal katman ölçüm ortalamaları ve standart sapmaları. 
 

 Sentral DNK Sentral FK Perifer DNK Perifer FK 

Kontrol 41.82±2.6 19.13±1.66 31.8±2.73 19.5±2.06 

MNU 39.88±2.23 19.22±1.37 31.75±2.81 20.4±1.25 

DDM 40.48±4.0 19.95±2.86 31.53±2.17 19.43±4.11 

ODM 39.99±2.9 20.27±2.06 32.57±3.12 19.76±1.83 

YDM 41.33±3.1 21.54±1.25 32.87±2.79 19.53±2.73 
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Şekil 9: Onikinci saat, sentral retina, tüm gruplarda  retinal katmanlar benzer görünümdedir (40X). 
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5.2.2. Yirmidördüncü Saat Bulguları 

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK ölçüm 

ortalamaları ve standart sapmaları şekil-10 ve tablo-6 da verilmiştir. Bu ötenazi 

periyodunda, tüm deney grubu hayvanlarının sentral retinalarında, DNK kalınlık 

ortalamalarının kontrol grubu ortalamalarına göre 5-9 µm civarında, FK kalınlık 

ortalamalarının ise 1-2 µm civarında azaldığı görüldü (şekil 11). DNK ve FK’ nda 

sadece sentral retinada, kontrol grubu ile tüm deney grupları arasında anlamlı 

farklılığa rastlanıldı (p<0,05), deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 

Buna karşılık perifer retinada ise gruplar arasında anlamlı farklılık görülmedi. 
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Şekil 10: Yirmidördüncü saat retinal katman ölçümleri (µm). 
 

 

Tablo 6: Yirmidördüncü saat retinal katman ölçüm ortalamaları ve standart 

sapmaları. 

 

 Sentral DNK Sentral FK Perifer DNK Perifer FK 

Kontrol 41.17±3.63 19.87±2.36 29.97±2.81 18.94±1.28 

MNU 34.17±3.69 18.27±2.23 31.68±2.53 19.1±2.46 

DDM 32.17±3.21 17.34±1.67 31.23±3.16 18.16±2.87 

ODM 32.58±3.05 18.92±2.14 29.19±3.25 17.17±2.95 

YDM 32.65±4.01 17.9±2.69 27.59±3.84 17.37±2.06 
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Şekil 11: Yirmidördüncü saat, sentral retina, deney guruplarında, DNK ve FK da, kontrol grubuyla kıyaslandığında görülen hafif 

derecede incelme (40X). 
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5.2.3. Kırksekizinci Saat Bulguları 

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK ölçüm 

ortalamaları ve standart sapmaları şekil-12 ve tablo-7 de verilmiştir. Bu ötenazi 

periyodunda, en dikkat çekici histopatolojik bulgunun, deney gruplarının tümünde, 

DNK ve FK’ nın genel histolojik yapılarının bozulmasıyla karakterize şiddetli 

derecede karyoreksis tablosu olduğu görüldü. Özellikle DNK da yer alan 

fotoreseptör hücre çekirdeklerinin büyük çoğunluğunun parçalanması 48. saat için 

oldukça tipik olan bir görüntü oluşturdu (şekil 13). FK’ nda yer alan fotoreseptör 

hücre gövde kısımlarının ise normal şartlarda uzun-ince, çizgisel tarzda ve açık 

pembe renkte olan görünümlerinin kaybolduğu ve hipereozinofilik bir görüntünün 

oluştuğu görüldü. İç nükleer katmanda (İNK) ise retinal glia hücrelerinin 

çekirdekçiklerinin deney grubu hayvanlarında, kontrol grubuna göre daha yoğun 

bazofilik boyandığı görüldü. Tedavi grupları da dahil MNU verilen tüm gruplarda 

bahsedilen bulgulara rastlanıldı. Tüm deney grubu hayvanların sentral 

retinalarında, DNK kalınlık ortalamalarının kontrol grubu ortalamalarına göre 10-

14 µm civarında, FK kalınlık ortalamalarının ise 6-7 µm civarında azaldığı görüldü. 

Perifer retinada ise bu azalmanın her iki katmanda da 2-3 µm ile sınırlı kaldığı 

görüldü. Sentral retinada DNK kalınlık ortalamalarında, kontrol grubu ile tüm 

deney grupları arasında (p<0,05), deney gruplarında ise, YDM grubu ile diğer 

deney grupları arasında anlamlı farklılığa rastlanıldı (p<0,05) ve deney grupları 

içerisinde yaklaşık 3 µm farkla en düşük ortalamaya YDM grubunun sahip olduğu 

görüldü. FK kalınlık ortalamalarında kontrol grubu ile tüm deney grupları arasında 

ki farklılık (p<0,05)  dışında anlamlı farklılığa rastlanılmadı. Perifer retinada ise, 

DNK ölçümlerinde sadece, ODM grup ortalamasının YDM grubundan yaklaşık 5 
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µm daha fazla olması, FK ölçümlerinde ise kontrol grup ortalamasının YDM 

grubundan yaklaşık 3 µm daha fazla olması  anlamlı bulundu (p<0,05). 

 

 

Şekil 12: Kırksekizinci saat retinal katman ölçümleri (µm). 
 

 

Tablo 7: Kırksekizinci saat retinal katman ölçüm ortalamaları ve standart 

sapmaları. 
 

 Sentral DNK Sentral FK Perifer DNK Perifer FK 

Kontrol 40.36±3.93 18.16±1.96 31.73±2.54 18.76±1.86 

MNU 29.03±2.76 11.06±2.68 29.89±5.58 16.33±2.99 

DDM 31.9±2.6 11.77±2.33 29.16±5.02 16.7±3.07 

ODM 29.78±3.78 11.44±1.94 31.79±2.22 17.45±2.53 

YDM 26.47±2.63 11.32±1.16 26.16±2.62 15.37±2.79 
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Şekil 13: Kırksekizinci saattte DDM grubu, DNK’ (*) da şiddetli karyoreksis, FK’ 

(**) nda hipereozinofili ve İNK da, çekirdekçikleri belirginleşmiş retinal glia 

hücreleri (Ok). (40X). 

 

 

 

Şekil 14: Kırksekizinci saate ait perifer retina görüntüleri; Kontrol Grubu (A) ve 

MNU Grubu (B) (40X). 
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Şekil 15: Kırksekizinci saat, sentral retina, deney gruplarının tümünde, DNK ve FK da incelme, DNK da şiddetli karyoreksis ve FK da 

hipereozinoofili görülmektedir (40X).  
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5.2.4. Yetmişikinci Saat Bulguları 

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK ölçüm 

ortalamaları ve standart sapmaları şekil-16 ve tablo-8 de verilmiştir. Bu ötenazi 

periyodunda, en dikkat çekici histopatolojik bulgunun, 48. saatte parçalanan 

fotoreseptör çekirdeklerinin ve gövde kısımlarının gözden silinmesiyle ortaya 

çıkan, ileri derecede, DNK ve FK incelmesi olduğu görüldü. Tüm deney 

gruplarında, DNK ve FK’ nda Müller hücreleri ve makrofajlardan oluşan hücresel 

infiltrasyonlara rastlandı (şekil 17). Bu infiltrasyonların en yoğun görüldüğü dönem 

72. saat olarak kaydedildi. İNK’ da daha fazla olmak kaydıyla, İNK ve DNK da 

yine tüm deney gruplarında mitoz gösteren hücrelere mevcuttu. Tüm deney grubu 

hayvanların sentral retinalarında, DNK kalınlık ortalamalarının kontrol grubu 

ortalamalarına göre 25-30 µm civarında, FK kalınlık ortalamalarının ise 14-16 µm 

civarında azaldığı görüldü. Perifer retinada ise bu azalmanın her iki katmanda da 5-

9 µm ile sınırlı kaldığı görüldü. İncelmenin en fazla olduğu kısımlar optik sinire en 

yakın sentral retina kısımları olup, perifere doğru gidildikçe (optik sinirden her iki 

yöne doğru 1500-2000 µm) DNK ve FK’ nın kalınlaşıp normale döndüğü görüldü 

(şekil 18). Ancak bu durumun istisnası olarak; MNU, ODM ve YDM gruplarına ait 

ötenazi edilen 4’ er hayvandan, 1’ er tanesinde perifer retinanın da ileri derecede 

etkilenerek inceldiği görüldü (şekil 20). Sentral retinada, hem DNK, hem de FK, 

kalınlık ortalamalarında, kontrol grubu ile tüm deney grupları arasında anlamlı 

farklılığa rastlanıldı, deney gruplarındaki incelme anlamlı bulundu (p<0,05). 

Deney grupları arasında ise anlamlı farklılık görülmedi. Perifer retinada, DNK 

kalınlık ortalamalarında, kontrol grubuna göre, MNU, ODM ve YDM gruplarında 

ki düşüş anlamlı bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile DDM grubu arasında anlamlı 
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farklılık bulunmadı. Deney grupları arasında ise, DDM grup ortalamasının diğer 

gruplara göre daha yüksek olduğu görüldü ve istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(p<0,05). FK kalınlık ortalamalarında, yine kontrol grubuna göre, deney 

gruplarındaki düşüş anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise, ODM 

grup ortalamalarının diğer gruplara göre daha düşük olduğu görüldü ve istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,05). 

 

 

Şekil 16: Yetmişikinci saat retinal katman ölçümleri (µm). 
 

Tablo 8: Yetmişikinci saat retinal katman ölçüm ortalamaları ve standart sapmaları. 
 

 Sentral DNK Sentral FK Perifer DNK Perifer FK 

Kontrol 41.79±1.83 20.01±1.99 31.11±3.35 20.06±2.02 

MNU 10.31±9.27 2.96±5.37 24.56±4.56 15.03±3.35 

DDM 14.8±11.2 6.33±6.31 30.38±3.29 15.91±1.62 

ODM 11.33±7.39 4.7±5.98 21.34±9.11 11.83±4.97 

YDM 12.07±8.44 5.79±5.37 24.19±7.66 13.24±3.04 
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Şekil 17: Yetmişikinci saat, ODM grubu, siyah ok; mitoz gösteren Müller hücresi, 

mavi ok; sağ kalan fotoreseptör çekirdekleri, kırmızı oklar; DNK’ ya göç etmiş 

makrofajlar, sarı oklar; DNK’ ya göç etmiş Müller hücreleri. 

  

 

 

 

Şekil 18: Yetmişikinci saat, ODM grubu, sentralden perifere gidildikçe DNK ve 

FK da görülen normalleşme; (*) normalleşme başlangıç bölgesini göstermektedir. 
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Şekil 19: Yetmişikinci saat, optik sinire yakın bölgelerde DNK ve FK daki genel 

görünüm; A: Kontrol Grubu, normal görünüm, B: YDM Grubu, DNK ve FK da 

incelme. Oklar, FK ve DNK yı göstermektedir (10X). 
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Şekil 20: Yetmişikinci saat, ODM grubu iki farklı hayvana ait perifer retina 

görüntüleri A: Birinci hayvan, perifer retinası iyi korunmuş, B: İkinci  hayvan, 

perifer retina ciddi ölçüde etkilenmiş. Siyah oklar FK’ yı, kırmızı oklar  DNK’ yı 

göstermektedir (40X). 
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Şekil 21: Yetmişikinci saat, sentral retina, deney gruplarının tümünde, DNK ve FK da ileri derecede incelme, (40X).  
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5.2.5. Yedinci Gün Bulguları 

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK ölçüm 

ortalamaları ve standart sapmaları şekil-22 ve tablo-9 da verilmiştir. Bu ötenazi 

periyodunda, deney grubu hayvanlarında, 72. saatte en belirgin olarak ortaya çıkan, 

DNK ve FK incelmesinin ilerleyerek devam ettiği ve artık bu katmanların 

neredeyse gözden silinecek aşamaya geldiği görüldü. Özellikle, DNK da yer alan 

fotoreseptör hücre çekirdeklerinin büyük çoğunluğunun ölmesi ve ortadan 

kaldırılmasıyla deney gruplarında bu katmanın ileri derecede inceldiği, bazı 

hayvanlarda, retinanın bazı bölgelerinde tamamen yok olduğu dikkati çekti. Benzer 

şekilde  FK’ nda da ileri derecede incelme ve bazı bölgelerde tamamen gözden 

silinmeye rastlanıldı. Tüm deney gruplarında, 72. saatte en belirgin olarak 

gözlenen, DNK ve FK da, Müller hücreleri ve makrofaj infiltrasyonlarına, 7. gün 

de de rastlanıldı, ancak bu periyotta Müller hücrelerinin sayısının oldukça azaldığı, 

makrofajların sayılarının ise arttığı görüldü (şekil 23). Yine, İNK ve DNK da 72. 

saatte en iyi gözlenen, mitoz gösteren hücrelere daha az olmak kaydıyla 7. günde 

de rastlanıldı. Tüm deney grubu hayvanların sentral retinalarında, DNK kalınlık 

ortalamalarının kontrol grubu ortalamalarına göre 30-35 µm civarında, FK kalınlık 

ortalamalarının ise 15-17 µm civarında azaldığı görüldü. Perifer retinada ise bu 

azalma her iki katmanda da 5-9 µm ile sınırlı kaldığı görüldü. İncelmenin en fazla 

olduğu kısımlar optik sinire en yakın sentral retina kısımları olup, perifere doğru 

gidildikçe (optik sinirden her iki yöne doğru 1500-2000 µm) DNK ve FK’ nın 

kalınlaşıp normale döndüğü görüldü (şekil 24). Ancak bu durumun istisnası olarak; 

MNU ve ODM gruplarına ait ötenazi edilen 4’ er hayvandan, 1’ er tanesinde perifer 

retinanın da ileri derecede etkilenerek inceldiği görüldü. Sentral ve perifer retinada, 
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hem DNK, hem de FK kalınlık ortalamalarında, kontrol grubu ile tüm deney 

grupları arasında anlamlı farklılığa rastlanıldı, deney gruplarındaki incelme anlamlı 

bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise anlamlı farklılık görülmedi.  

 

 

 

Şekil 22: Yedinci gün retinal katman ölçümleri (µm). 
 

 

Tablo 9: Yedinci gün retinal katman ölçüm ortalamaları ve standart sapmaları. 
 

 Sentral DNK Sentral FK Perifer DNK Perifer FK 

Kontrol 41.27±1.41 19.4±1.32 29.67±1.36 19.24±1.6 

MNU 4.48±5.17 1.59±5.08 24.72±5.89 14.61±4.78 

DDM 4.53±9.06 1.04±3.71 24.8±10.9 13.93±5.28 

ODM 10.19±11.02 4.53±7.37 20.29±10.36 11.47±6.51 

YDM 8.02±7.68 1.81±4.3 26.6±9.16 15.4±6.46 
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Şekil 23: Yedinci gün, DDM grubu, DNK ve FK neredeyse tamamen gözden 

silinmiş durumda, siyah oklar; DNK ve FK’ na göç etmiş makrofajları 

göstermektedir. 

 

 
 

Şekil 24: Yedinci gün, MNU grubu, sentralden perifere gidildikçe DNK da görülen 

normalleşme, oklar; DNK’ yı göstermektedir. 
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Şekil 25: Yedinci gün, sentral retina, deney gruplarının tümünde, DNK ve FK  gözden silinmiş durumda (40X). 
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Tablo 10: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, sentral dış nükleer katman kalınlıkları üzerine etkileri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 41.82±2.60 41.17±3.63A 40.36±3.93A 41.79±1.83A 41.27±1.41A 
0.386 

MNU 39.88±2.23a 34.17±3.69Bb 29.03±2.76Cc 10.31±9.27Bd 4.48±5.17Be 

0.0001 

DDM 40.48±4.00a 32.17±3.21Bb 31.90±2.60Bb 14.80±11.20Bc 4.53±9.06Bd 

0.0001 

ODM 39.99±2.90a 32.58±3.05Bb 29.78±3.78BCb 11.33±7.39Bc 10.19±11.02Bc 

0.0001 

YDM 41.33±3.10a 32.65±4.01Bb 26.47±2.63Dc 12.07±8.44Bd 8.02±7.68Bd 

0.0001 

--P--* 0.118 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  
A-D Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  
a-e  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Tablo 11: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, perifer dış nükleer katman kalınlıkları üzerine etkileri. 

 

 Zaman 

--P--* 
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 31.80±2.73 29.97±2.81AB 31.73±2.54A 31.11±3.35A 29.67±1.36A 0.072 

MNU 31.75±2.81a 31.68±2.53Aa 29.89±5.58ABa 24.56±4.56BCb 24.72±5.89ABb 0.0001 

DDM 31.53±2.17a 31.23±3.16Aa 29.16±5.02ABab 30.38±3.29ABab 24.80±10.90ABb 0.010 

ODM 32.57±3.12a 29.19±3.25ABa 31.79±2.22Aa 21.34±9.11Cb 20.29±10.36Bb 0.0001 

YDM 32.87±2.79a 27.59±3.84Bab 26.16±2.62Bb 24.19±7.66Cb 26.60±9.16ABb 0.001 

--P--* 0.582 0.003 0.0001 0.0001 0.038 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  
A-C Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  
a-e  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Tablo 12: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, sentral fotoreseptör katman kalınlıkları üzerine etkileri. 

 

 Zaman 

--P--* 
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 19.13±1.66Bab 19.87±2.36Aa 18.16±1.96Ab 20.01±1.99Aa 19.40±1.32Aab 0.008 

MNU 19.22±1.37Ba 18.27±2.23ABa 11.06±2.68Bb 2.96±5.37Bc 1.59±5.08Bc 0.0001 

DDM 19.95±2.86Ba 17.34±1.67Ba 11.77±2.33Bb 6.33±6.31Bc 1.04±3.71Bd 0.0001 

ODM 20.27±2.06ABa 18.92±2.14ABa 11.44±1.94Bb 4.70±5.98Bc 4.53±7.37Bc 0.0001 

YDM 21.54±1.25Aa 17.90±2.69b 11.32±1.16Bc 5.79±5.37Bd 1.81±4.30Be 0.0001 

--P--* 0.0001 0.002 0.0001 0.0001 0.0001 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  
A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  
a-e  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Tablo 13: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, perifer fotoreseptör katman kalınlıkları üzerine etkileri. 

 

 Zaman 

--P--* 
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 19.50±2.06 18.94±1.28 18.76±1.86A 20.06±2.02A 19.24±1.60A 0.276 

MNU 20.40±1.25a 19.10±2.46ab 16.33±2.99ABbc 15.03±3.35Bc 14.61±4.78ABc 0.0001 

DDM 19.43±4.11a 18.16±2.87a 16.70±3.07ABab 15.91±1.62Bab 13.93±5.28Bb 0.001 

ODM 19.76±1.83a 17.17±2.95a 17.45±2.53ABa 11.83±4.97Cb 11.47±6.51Bb 0.0001 

YDM 19.53±2.73a 17.37±2.06ab 15.37±2.79Bbc 13.24±3.04BCbc 15.40±6.46ABc 0.0001 

--P--* 0.826 0.083 0.010 0.0001 0.002 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  
A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  
a-c  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 26: Sıçanlarda N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

sentral (A) ve perifer (B) dış nükleer katman kalınlıkları üzerine etkileri. 
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Şekil 27: Sıçanlarda N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

sentral (A) ve perifer (B) fotoreseptör katman kalınlıkları üzerine etkileri. 
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Şekil 28: MNU ve DDM gruplarının sentral retinalarının zamana bağlı olarak değişimleri (40X). 
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Şekil 29: ODM ve YDM gruplarının sentral retinalarının zamana bağlı olarak değişimleri (40X). 
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5.3. TUNEL Bulguları  

Kontrol ve deney grubu hayvanların retinalarında TUNEL boyama sonucu 

elde edilen verilerle ortaya konan apoptotik indeksler tablo 9 da verilmiştir. Kontrol 

grubu hayvanların retinalarında, tüm periyotlarda pozitifliğe rastlanılmazken, 

deney gruplarında ise tüm periyotlarda, değişen derecelerde pozitiflik mevcuttu 

(Şekil 31, 32, 33). Pozitifliklerin sadece, retinanın dış nükleer katmanında (DNK) 

yer alan fotoreseptör hücre çekirdeklerinde olduğu görüldü. Sentralden perifere 

doğru gidildikçe pozitifliğin azaldığı, optik sinirden yaklaşık 1500-2000 µm 

uzaklıkta ise artık tamamen son bulduğu görüldü (şekil 34). Diğer katmanlarda 

pozitifliğe rastlanılmadı. 

Onikinci saatte ötenazi edilen deney grubu hayvanlarının DNK larında, 

%9-10 civarlarında pozitifliğe rastlanıldı ve en yüksek pozitifliğin %10,05 ile MNU 

grubunda, en düşük pozitifliğin ise %9,80 ile DDM grubunda olduğu görüldü. 

Deney grupları arasında istatistiksel olarak farklılık görülmedi, kontrol grubu ile 

deney grupları arasındaki farklılık ise anlamlı bulundu (p<0,05). 

Yirmidördüncü saatte ötenazi edilen deney grubu hayvanlarının DNK 

larında, 12. saate göre, pozitif hücre sayısının ve boyanma şiddetinin arttığı görüldü 

ve %33-35 civarlarında pozitifliğe rastlanıldı. En yüksek pozitifliğin %35,78 ile 

DDM grubunda, en düşük pozitifliğin ise %33,87 ile ODM grubunda olduğu tespit 

edildi. Deney grupları arasında istatistiksel olarak farklılık görülmedi, kontrol 

grubu ile deney grupları arasındaki farklılık ise anlamlı bulundu (p<0,05). 

Kırksekizinci saatte ötenazi edilen deney grubu hayvanlarının DNK 

larında, 24. saate göre, pozitif hücre sayısının ve boyanma şiddetinin arttığı görüldü 

ve %90-93 civarlarında pozitifliğe rastlanıldı. En yüksek pozitifliğin %93,61 ile 
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YDM grubunda, en düşük pozitifliğin ise %90,39 ile ODM grubunda olduğu tespit 

edildi. Apoptotik indeksin en yüksek seviyeye çıktığı periyod 48. saat olarak 

kaydedildi. Diğer saat dilimlerinde, DNK da ki pozitif fotoreseptör hücre 

çekirdekleri, sınırları belirgin ve boyanmayan hücrelerden net bir şekilde ayırt 

edilebilir bir boyanma gösterirken, 48. saatte, DNK’ ın bir bütün olarak, seçici bir 

şekilde, koyu sarı/kahverengi boyandığı görüldü. Deney grupları arasında 

istatistiksel olarak farklılık görülmedi, kontrol grubu ile deney grupları arasındaki 

farklılık ise anlamlı bulundu (p<0,05). 

Yetmişikinci satte ötenazi edilen deney grubu hayvanlarının DNK larında, 

%14-15 civarlarında pozitifliğe rastlanıldı. En yüksek pozitifliğin %15,63 ile ODM 

grubunda, en düşük pozitifliğin ise %14,9 ile DDM grubunda olduğu görüldü. 

Kırksekizinci saatte en yüksek seviyeye çıkan pozitifliğin, sağ kalan hücre sayısının 

da oldukça azalmasına bağlı olarak ciddi oranda düştüğü görüldü. Bu saat diliminde 

de, DNK da, 48. saatte olduğu gibi, ancak çok daha hafif şiddette katmansal 

boyanma gözlendi. Deney grupları arasında istatistiksel olarak farklılık görülmedi, 

kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık ise anlamlı bulundu (p<0,05). 

Yedinci günde ötenazi edilen deney grubu hayvanlarının DNK larında, 

%10-12 civarlarında pozitifliğe rastlanıldı. En yüksek pozitifliğin %12.23 ile MNU 

grubunda, en düşük pozitifliğin ise %10,18 ile YDM grubunda olduğu görüldü ve 

bu iki deney grubu arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(p<0,05). Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık da anlamlı bulundu 

(p<0,05). 
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Tablo 14: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, retinada apoptotik indeks üzerine etkileri. 

 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 
0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00C - 

MNU 
10.05±1.66Ad 34.61±3.72Ab 93.37±4.29Aa 14.92±1.41Ac 12.23±1.17Acd 0.0001 

DDM 
9.80±1.66Ad 35.78±1.76Ab 91.07±6.11Aa 14.90±1.06Ac 10.42±1.84ABd 0.0001 

ODM 
10.01±1.52Ad 33.87±2.09Ab 90.39±4.41Aa 15.63±1.04Ac 11.33±1.48ABd 0.0001 

YDM 
10.03±1.24Ad 35.22±1.15Ab 93.61±4.01Aa 15.34±0.80Ac 10.18±1.80Bd 0.0001 

--P--* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-C Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-d  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 30: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

retinada apoptotik indeks üzerine etkileri. 
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Şekil 31: Onikinci ve 24. saatlerde kontrol grubu ve deney gruplarında TUNEL boyama görüntüleri; kontrol grubu dışında kalan gruplarda 

DNK da pozitiflikler (kahverengi boyanan hücreler) görülmektedir (40X). 
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Şekil 32: Kırksekizinci ve 72. saatlerde kontrol grubu ve deney gruplarında TUNEL boyama görüntüleri; kontrol grubu dışında kalan 

gruplarda DNK da katmansal tarzda boyanma görülmektedir (40X). 
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Şekil 33: Yedinci günde kontrol grubu ve deney gruplarında TUNEL boyama görüntüleri; kontrol grubu dışında kalan gruplarda DNK da 

tek-tük pozitiflikler (oklar) görülmektedir (40X). 

 

 

 

Şekil 34: Kırksekizinci saatte YDM grubunda sentralden-perifere (1-8) gidildikçe azalan TUNEL pozitifliği; fotoğraflar optik sinire, 250 µm 

mesafede başlanarak 250 µm aralıklarla çekildi (40X). 
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5.4. İmmunohistokimyasal Bulgular 

5.4.1. Onikinci Saat Bulguları 

5.4.1.1. Rodopsin 

 Rodopsinin, 12. saat immunperoksidaz (İP) boyamalarında, dış nükleer 

katman (DNK) ve fotoreseptör katmanı (FK) nın da yaygın ve şiddetli pozitiflikler 

tespit edildi. Pozitifliklerin intrastoplazmik olduğu, hücre çekirdeklerinin 

boyanmadığı görüldü. Sentral retina ile perifer retina arasında fark görülmedi ve iki 

bölgeninde yoğun bir şekilde boyandığı görüldü. İmmunflorasan (İF) boyamada da 

benzer bulgular elde edildi ve İP boyama ile farka rastlanılmadı (şekil 35). Tüm 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmedi. Bu parametre 

ile ilgili histoskorların ortalama değerleri ve standart sapmaları tablo 15 te sunuldu. 
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Şekil 35: Onikinci saat rodopsin İP (A, C) ve İF (B, D) boyama, kontrol grubu, 

DNK ve FK’ nda yoğun pozitiflikler,  (A,B: 40X, C,D: 10X). 
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5.4.1.2. Red/Green Opsin (Uzun ve Orta Dalga Boyu Hassas Opsin) 

           Red/green opsinin, 12. saat, İP boyamalarında; DNK, FK ve dış pleksiform 

katman (DPK) da seyrek ama şiddetli pozitifliklerin olduğu görüldü. Pozitifliklerin 

intrastoplazmik olduğu, hücre çekirdeklerinin boyanmadığı tespit edildi. 

Boyanmaların, koni reseptörlerin anatomik yapısına uygun olarak, FK’ da uzun 

ince tarzda başlayıp, DNK’ da, fotoreseptör çekirdeği çevresinde biraz daha 

kalınlaştığı ve DNK bitiminde, DPK da sonlandığı görüldü (şekil 36). Koni 

reseptörler, çubuk reseptörlere nazaran çok daha az sayıda bulundukları için, 

pozitifliklere, sentral retinada ortalama, 15-20 µm de bir tane, perifer retinada ise 

30-40 µm de bir tane olacak şekilde rastlanıldı. İF boyamada da benzer bulgular 

elde edildi. Tüm gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmedi. 

Bu parametre ile ilgili histoskorların ortalama değerleri ve standart sapmaları tablo 

16 da sunuldu. 
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Şekil 36: Onikinci saat red/green opsin, kontrol grubu, İP (A) ve İF (B) 

boyamalarında sentral retinanın genel görünümü, DNK ve FK’ nda seyrek 

pozitiflikler (oklar) (40X). 
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5.4.1.3. Blue Opsin (Kısa Dalga Boyu Hassas Opsin) 

 Onikinci saatte ötenazi edilen hayvanların retinalarında, tüm gruplarda, blue 

opsin, İP ve İF boyamalarında herhangi bir pozitifliğe rastlanılmadı. 

 

5.4.1.4. 8-Hidroksil-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG) 

 8-OHdG; İP ve İF boyamalarında, 12. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarının tümünde seyrek ama şiddetli pozitifliklere 

rastlanıldı. Boyanmaların, sadece DNK da ki fotoreseptör hücre çekirdekleri ile 

sınırlı kaldığı görüldü (şekil 37). Kontol grubu ile deney grupları arasında ki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise 

farklılığa rastlanılmadı. Bu parametre ile ilgili histoskorların ortalama değerleri ve 

standart sapmaları tablo 17 de sunuldu. 
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Şekil 37: Onikinci saatte 8-OHdG, İP (A, B) ve İF (C) boyamalarında kontrol grubu 

(A) ve MNU grubu (B, C) hayvanların sentral retinalarının genel görünümü, DNK 

da pozitiflikler (oklar) (40X). 
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5.4.1.5. Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) 

 PCNA; İP ve İF boyamalarında 12. saatte tüm gruplarda, herhangi bir 

pozitifliğe rastlanılmadı. Bu parametre ile ilgili histoskorların ortalama değerleri ve 

standart sapmaları tablo 18 te sunuldu. 

 

5.4.1.6. Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) 

 GFAP; İP ve İF boyamalarında 12. saatte tüm gruplarda, sadece gangliyon 

hücreleri katmanı (GHK) ve optik sinirde yoğun pozitifliğe rastlanıldı (şekil 38). 

Gruplar arası farklılığa rastlanılmadı. Bu parametre ile ilgili histoskorların ortalama 

değerleri ve standart sapmaları tablo 19 da sunuldu. 

 

 
 

Şekil 38: Kontrol grubunda 12. saat GFAP, İP (A) ve İF (B) boyamalarında, optik 

sinir ve GHK’ nda (oklar) pozitif boyanmalar. 
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5.4.1.7. Bcl-2 Associated X Protein (Bax) 

 Bax İP boyamalarında 12. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, sentral retinada ve DNK da daha yoğun olmak 

kaydıyla,  stoplazmik ve nükleer, yaygın, orta şiddette pozitifliklere rastlanıldı 

(şekil 39). Perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin azaldığı ve belli bir bölgeden 

sonra tamamen son bulduğu görüldü. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise 

farklılığa rastlanılmadı. Bu parametre ile ilgili histoskorların ortalama değerleri ve 

standart sapmaları tablo 20 de sunuldu. 

  

 

 

Şekil 39: Onikinci saat, YDM grubu, Bax, İP boyama, DNK da yoğun pozitiflikler 

görülmektedir. 
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5.4.1.8. B-cell Lymphoma-2 (Bcl-2) 

 Bcl-2; İP boyamalarında 12. saatte tüm gruplarda DNK ve FK’ nda hafif 

şiddette boyanmalarara rastlanıldı. Kontol grubu ile deney grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılığa rastlanılmadı. Bu parametre ile ilgili 

histoskorların ortalama değerleri ve standart sapmaları tablo 21 de sunuldu. 

 

5.4.1.9. Kaspaz-3 

 Kaspaz-3 İP boyamalarında 12. saatte tüm gruplarda DNK da, çekirdeklerde 

daha yoğun olmak kaydıyla orta şiddette boyanmalarara rastlanıldı (şekil 40). 

Perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin azaldığı ve belli bir bölgeden sonra 

tamamen son bulduğu görüldü. Kontrol grubunda ise pozitiflik görülmedi. Kontrol 

grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. Bu parametre ile 

ilgili histoskorların ortalama değerleri ve standart sapmaları tablo 22 de sunuldu. 

 

 
 

Şekil 40: Onikinci saat, ODM grubu, kaspaz-3 İP boyama, DNK da yoğun 

pozitiflikler (oklar) görülmektedir. 
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5.4.1.10. Kaspaz-6 

 Kaspaz-6, İP boyamalarında 12.saatte tüm gruplarda DNK da, çekirdeklerde 

daha yoğun olmak kaydıyla hafif şiddette boyanmalara rastlanıldı (şekil 41). 

Perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin azaldığı ve belli bir bölgeden sonra 

tamamen son bulduğu görüldü. Kaspaz-3’ e kıyasla boyanmaların daha hafif 

düzeyde olduğu dikkati çekti. Kontrol grubunda ise pozitiflik görülmedi. Kontol 

grubu ile deney grupları arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. 

Deney grupları arasında da farklılığa rastlanılmadı. Bu parametre ile ilgili 

histoskorların ortalama değerleri ve standart sapmaları tablo 23 te sunuldu. 

 

 

 
 

Şekil 41: Onikinci saat, ODM grubu, kaspaz-6, İP boyama, DNK ve FK da 

pozitiflikler (oklar) (40X). 
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5.4.2. Yirmidördüncü Saat Bulguları 

5.4.2.1. Rodopsin 

 Rodopsinin, 24. saat İP ve İF boyamalarında 12. saatte elde edilen 

bulguların benzerleri elde edildi, tüm gruplarda DNK ve FK da yoğun pozitiflikler 

görüldü. Gruplar arasında herhangi bir farklılığa rastlanılmadı. 

 

 
 

Şekil 42: Yirmidördüncü saat, kontrol grubu, rodopsin İP (A) ve İF (B) boyamaları, 

perifer retinada, DNK ve FK’ nda yoğun pozitiflikler görülmektedir (A: 20X, B: 

10X). 
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5.4.2.2. Red/Green Opsin  

           Red/green opsinin, 24. saat, İP ve İF boyamalarında, 12. saat 

boyamalarından ve kontrol grubundan farklı olarak, deney gruplarının tümünde, 

sadece FK’ nda ve DPK da seyrek ama şiddetli pozitiflikler elde edildi ve DNK da 

pozitiflik görülmedi. Pozitifliklerin FK’ nda 12. saatte olduğu gibi uzun-ince 

çizgisel tarzda, intrastoplazmik olduğu, hücre çekirdeklerinin boyanmadığı görüldü 

(şekil 43). Boyanan reseptör sayısında farklılığa rastlanılmadı. Kontol grubu ile 

deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). 

Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 

 

 
 

Şekil 43: Yirmidördüncü saat red/green opsin, İP boyamada kontrol grubu (A) ve 

MNU grubunun (B) sentral retinalarının genel görünümü, seyrek pozitiflikler 

(oklar) (40X) 
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5.4.2.3. Blue Opsin  

 Yirmidördüncü saatte ötenazi edilen hayvanların retinalarında, tüm 

gruplarda, blue opsin İP ve İF boyamalarında herhangi bir pozitifliğe rastlanılmadı. 

 

5.4.2.4. 8-OHdG 

 8-OHdG, İP ve İF boyamalarında, 24. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarının tümünde yoğun ve şiddetli pozitifliklere 

rastlanıldı. Boyanmaların, sadece DNK da ki fotoreseptör hücre çekirdekleri ile 

sınırlı kaldığı görüldü (şekil 44). Onikinci saate kıyasla pozitif hücrelerin sayısında 

artış görüldü ve bu parametrenin en yoğun pozitiflik verdiği saat, 24. saat olarak 

kaydedildi. Perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin azaldığı ve belli bir bölgeden 

sonra tamamen son bulduğu görüldü. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise 

farklılığa rastlanılmadı.  
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Şekil 44: Yirmidördüncü saat 8-OHdG İP ve İF boyamaları; kırmızı boyanan 

hücreler ve oklar pozitiflikleri göstermektedir. 
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5.4.2.5. PCNA 

 PCNA, İP ve İF boyamalarında 24. saatte, sadece deney gruplarında, İNK 

da, bazı hücrelerde belli-belirsiz, hafif şiddette, seyrek pozitifliklere rastlanıldı. 

Boyanmaların hücre çekirdekleri ile sınırlı olduğu görüldü. Kontrol grubunda ise 

boyanma görülmedi. Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu, deney grupları arasında ise farka rastlanılmadı 

(p<0,05). 

 

5.4.2.6. GFAP 

 GFAP, İP ve İF boyamalarında 24. saatte tüm gruplarda, GHK ve optik 

sinirde yoğun pozitifliğe rastlanıldı, 12. saatten farklı olarak sadece deney 

gruplarında, İNK da da, ince, GHK’ ndan uzanan saçaklaklanmalar tarzında, çok 

hafif şiddette pozitifliğe rastlanıldı. Kontrol grubu ile deney grupları arasında ki bu 

farklılık istatistiksel anlamlı bulunmadı. 

 

5.4.2.7. Bax 

 Bax, İP boyamalarında, 24. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 12. saatte görülen boyanmaların biraz daha 

şiddetlenerek devam ettiği, pozitifliğin arttığı görüldü (şekil 45). Kontol grubu ile 

deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). 

Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı.   
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Şekil 45: Yirmidördüncü saat, DDM grubu, bax, İP boyama, DNK da yoğun 

pozitiflikler görülmektedir. 

 

5.4.2.8. Bcl-2 

 Bcl-2, İP boyamalarında 24. saatte tüm gruplarda, kontrol grubu 

retinalarında daha belirgin olmak kaydıyla, DNK ve FK’ nda hafif şiddette 

boyanmalarara rastlanıldı. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa 

rastlanılmadı. 

 

5.4.2.9. Kaspaz-3 

Kaspaz-3 İP boyamalarında, 24. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 12. saatte, DNK ve FK da görülen 

boyanmaların biraz daha şiddetlenerek devam ettiği, pozitifliğin arttığı görüldü 

(şekil 46). Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 
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Şekil 46: Yirmidördüncü saat, MNU grubu, kaspaz-3, İP boyama, DNK da yoğun 

pozitiflikler görülmektedir. 

 

5.4.2.10. Kaspaz-6 

Kaspaz-6, İP boyamalarında, 24. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 12. saatte, DNK ve FK da görülen 

boyanmaların biraz daha şiddetlenerek devam ettiği, pozitifliğin arttığı görüldü 

(şekil 47). Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı. Deney grupları arasında da  farklılığa rastlanılmadı. 
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Şekil 47: Yirmidördüncü saat, MNU grubu, kaspaz-6, İP boyama, DNK ve FK da 

pozitiflikler (oklar). 

 

5.4.3. Kırksekizinci Saat Bulguları 

5.4.3.1. Rodopsin 

Rodopsinin, 48. saat İP ve İF boyamalarında, kontrol grubunun, 12. ve 24. 

saatlerdeki gibi yoğun boyandığı görülürken, deney gruplarının sentral 

retinalarında, DNK ve FK da, boyanma şiddetinin azaldığı, partiküler ve yer yer 

boşlukların olduğu tarzda bir boyanmanın olduğu görüldü (şekil 48). Perifere doğru 

gidildikçe pozitifliğin arttığı, kontrol grubu ile benzer görünümün elde edildiği 

tespit edildi. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 
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Şekil 48: Kırksekizinci saat rodopsin, İP ve İF boyamaları; MNU grubunda DNK 

ve FK da, kontrol grubuna göre pozitifikler azalmıştır. 
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5.4.3.2. Red/Green Opsin 

 Red/Green opsinin, 48. saat, İP ve İF boyamalarında, kontrol grubunun 12. 

ve 24. saatlerde ki gibi boyandığı görülürken, deney grupların tümünde, kontrol 

grubuna göre boyanmanın azaldığı görüldü. Önceki saat dilimlerinde, uzun-ince 

tarzda görülen boyanmaların azaldığı, parçalanmış-partiküler görünümde bir 

boyanmanın olduğu dikkati çekti (şekil 49). Kontol grubu ile deney grupları 

arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları 

arasında ise farklılığa rastlanılmadı.  

 

 
 

Şekil 49: Kırksekizinci saat, YDM grubu, red/green opsin, İP boyama, FK ve DPK 

da partiküler tarzda pozitiflikler (oklar).  

 

 

5.4.3.3. Blue Opsin  

 Kırksekizinci saatte ötenazi edilen hayvanların retinalarında, tüm gruplarda, 

blue opsin İP ve İF boyamalarında herhangi bir pozitifliğe rastlanılmadı. 
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5.4.3.4. 8-OHdG 

8-OHdG, İP ve İF boyamalarında, 48. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 24. saatte en üst seviyeye ulaşan pozitifliğin, 

neredeyse sıfıra düştüğü görüldü. DNK da sadece hafif zemin boyanması tarzında 

boyanmalar dışında pozitifliğe rastlanılmadı (şekil 50). Kontol grubu ile deney 

grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney 

grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 

 

 
 

Şekil 50: Kırksekizinci saat, ODM grubu, 8-OHdG, İP boyama, DNK da hafif 

boyanma görülmektedir. 

 

5.4.3.5. PCNA 

 Kırksekizinci saat, PCNA, İP ve İF boyamalarında, 24. saatte, sadece deney 

gruplarında, İNK da, bazı hücrelerde belli-belirsiz, hafif şiddette ve seyrek olarak 

rastlanılan pozitifliklerin, biraz daha belirgin hale geldikleri ve sayılarının arttığı 

görüldü. Yirmidördüncü saatten diğer bir farklılık olarak, İNK’ a ek olarak DNK 
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ve hatta FK da da pozitifliklerin var olduğu görüldü (şekil 51). Pozitif boyanan 

hücrelerin, Müller hücreleri ve bölgeye göç etmiş makrofajların olduğu tespit 

edildi. Boyanmaların hücre çekirdekleri ile sınırlı olduğu görüldü. Kontrol 

grubunda ise boyanma görülmedi. Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu, deney grupları arasında ise farka 

rastlanılmadı (p<0,05). 
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Şekil 51: Kırksekizinci saat PCNA, İP ve İF boyamaları; DDM grubunda hafif 

boyanma; siyah ve kırmızı oklar; İNK da ki, mavi oklar; DNK da ki pozitiflikleri 

göstermektedir. 
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5.4.3.6. GFAP 

 Kırksekizinci saat GFAP, İP ve İF boyamalarında; 24. saatte, GHK ve optik 

sinire ek olarak, sadece deney gruplarında, İPK da, ince, GHK’ ndan uzanan 

saçaklaklanmalar tarzında, çok hafif şiddette görülen pozitifliğin artış gösterdiği ve 

saçaklanma şeklindeki boyanmanın biraz daha ilerleyerek DNK’ a kadar ulaştığı  

görüldü (şekil 52). Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu, deney grupları arasında ise farka rastlanılmadı (p<0,05). 
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Şekil 52: Kırksekizinci saat GFAP, İP ve İF boyamaları; siyah ve kırmızı oklar; 

pozitiflikleri göstermektedir. 

 



 
 

104 
 

5.4.3.7. Bax 

 Bax immunperoksidaz boyamalarında, 48. saatte kontrol grubunda 

pozitifliğe rastlanılmazken, deney gruplarında, 12. ve 24. saatlerde görülen 

boyanmaların biraz daha şiddetlenerek devam ettiği, pozitifliğin arttığı görüldü 

(şekil 53). Bax pozitifliğinin en yüksek düzeyde görüldüğü saat dilimi, 48. saat 

olarak kaydedildi. Sentral retinadan perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin 

azaldığı ve belli bir bölgeden sonra tamamen son bulduğu görüldü (şekil 54). 

Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı.  

 

 

 
 

Şekil 53: Kırksekizinci saat, ODM grubu, bax, İP boyama; DNK da yoğun 

pozitiflikler görülmektedir. 
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Şekil 54: Kırksekizinci saat, MNU grubu, bax, İP boyama, sentralden perifere 

gidildikçe DNK (oklar) da pozitiflik azalmaktadır. 

 

5.4.3.8. Bcl-2 

 Bcl-2, İP boyamalarında 48. saatte tüm gruplarda, kontrol grubu 

retinalarında daha belirgin olmak kaydıyla, DNK ve FK’ nda hafif şiddette 

boyanmalarara rastlanıldı. Deney gruplarında Bcl-2 pozitifliğinin 12. ve 24. saatlere 

göre daha azaldığı görüldü. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa 

rastlanılmadı. 

 

5.4.3.9. Kaspaz-3 

Kaspaz-3, İP boyamalarında, 48. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 12. ve 24. saatlerde, DNK ve FK da görülen 

boyanmaların biraz daha şiddetlenerek devam ettiği, pozitifliğin arttığı görüldü 

(şekil 55). Kaspaz-3 pozitifliğinin en yüksek düzeyde görüldüğü saat dilimi, 48. 
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saat olarak kaydedildi. Sentral retinadan perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin 

azaldığı ve belli bir bölgeden sonra tamamen son bulduğu görüldü. Kontol grubu 

ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). 

Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 

 

 
 

Şekil 55: Kırksekizinci saat, DDM grubu, kaspaz-3, İP boyama, DNK da yoğun 

pozitiflikler görülmektedir.  

 

5.4.3.10. Kaspaz-6 

Kaspaz-6, İP boyamalarında, 48. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 12. ve 24. saatlerde, DNK ve FK da görülen 

boyanmaların biraz daha şiddetlenerek devam ettiği, pozitifliğin arttığı görüldü 

(şekil 56). Kaspaz-6 pozitifliğinin en yüksek düzeyde görüldüğü saat dilimi, 48. 

saat olarak kaydedildi. Sentral retinadan perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin 

azaldığı ve belli bir bölgeden sonra tamamen son bulduğu görüldü. Kontol grubu 

ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). 

Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. Kaspaz-6 boyamalarında 
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kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılığın, istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu tek saat dilimi 48. saat olarak kaydedildi. 

 

 
 

Şekil 56: Kırksekizinci saat, DDM grubu, kaspaz-6, İP boyama, DNK da yoğun 

pozitiflikler görülmektedir.  

 

5.4.4. Yetmişikinci Saat Bulguları 

5.4.4.1. Rodopsin 

Rodopsinin, 72. saat İP ve İF boyamalarında, kontrol grubunun, önceki 

saatlerdeki gibi yoğun boyandığı görülürken, deney gruplarının sentral 

retinalarında, DNK da boyanmanın son derece azaldığı, sadece sağ kalan 

fotoreseptör hücre çekirdeklerinin etrafında boyanmaların olduğu, FK da ise 

boyanmanın olmadığı görüldü (şekil 57). Perifere doğru gidildikçe pozitifliğin 

arttığı, kontrol grubu ile benzer görünümün elde edildiği tespit edildi. Kontol grubu 

ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). 

Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 
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Şekil 57: Yetmişikinci saat rodopsin, İP ve İF boyamaları; YDM grubunda, DNK 

da ve FK da, kontrol grubuna göre pozitifikler azalmış durumda ve sadece sağ kalan 

fotoreseptör çekirdeklerin çevresinde pozitiflikler görülmektedir (40X). 
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5.4.4.2. Red/Green Opsin 

 Red/Green opsinin, 72. saat, İP ve İF boyamalarında, kontrol grubunun 

önceki saatlerde ki gibi boyandığı görülürken, deney grupların tümünde, DNK ve 

FK da, kontrol grubuna göre boyanmanın son derece azaldığı, görüldü. Önceki saat 

dilimlerinde, uzun-ince tarzda görülen boyanmaların, parçalanmış-partiküler bir 

görünümde olduğu görüldü (şekil 58). Kontol grubu ile deney grupları arasında ki 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise 

farklılığa rastlanılmadı.  

 

 
 

Şekil 58: Yetmişikinci saat, ODM grubu, red/green opsin, İP boyama; FK, DNK 

ve DPK da partiküler tarzda pozitiflikler (oklar). (40X). 

 

 

5.4.4.3. Blue Opsin  

 Yetmişikinci saatte ötenazi edilen hayvanların retinalarında, tüm gruplarda, 

blue opsin İP ve İF boyamalarında herhangi bir pozitifliğe rastlanılmadı. 
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5.4.4.4. 8-OHdG 

8-OHdG, İP ve İF boyamalarında, 72. saatte kontrol grubunda ve deney 

gruplarında pozitifliğe rastlanılmadı. Deney gruplarında, 24. saatte en üst seviyeye 

ulaşan 8-OHdG pozitifliğinin, 72. saatte artık tamamen sıfıra düştüğü görüldü.  

 

5.4.4.5. PCNA 

 Yetmişikinci saat, PCNA, İP ve İF boyamalarında, 48. saatte, sadece deney 

gruplarında, İNK, DNK ve FK da hafif derecede belirgin olan pozitifliklerin hem 

sayısının hemde şiddetinin arttığı görüldü (şekil 59-60). PCNA pozitifliğinin en 

yoğun ve en şiddetli olduğu saat dilimi 72. saat olarak kaydedildi. Boyanmaların 

hücre çekirdekleri ile sınırlı olduğu görüldü. Pozitifliklerin özellikle fotoreseptör 

yıkımının fazla olduğu optik sinire yakın, sentral retinada yoğunlaştığı, perifere 

doğru gidildikçe pozitifliklerin azaldığı ve belli bir bölgeden sonra tamamen son 

bulduğu belirlendi (şekil 61). Kontrol grubunda ise boyanma görülmedi. Kontrol 

grubu ile deney grupları arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu, 

deney grupları arasında ise farka rastlanılmadı (p<0,05). 
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Şekil 59: Yetmişikinci saat, PCNA, İP ve İF boyamaları; ODM grubunda, İNK, 

DNK ve FK’ nda yoğun pozitiflikler (oklar) (40X). 
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Şekil 60: Yetmişikinci saat, MNU grubu, PCNA, İP (A) ve İF (B) boyamaları, İNK, 

DNK ve FK’ nda (oklar arasında kalan bölge) yoğun pozitiflikler (40X). 
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Şekil 61: Yetmişikinci saat, DDM grubu, PCNA, İP boyama, deney gruplarında, 

sentralden perifere gidildikçe azalan pozitiflikler (10X). 

 

5.4.4.6. GFAP 

 Yetmişikinci saat GFAP, İP ve İF boyamalarında; 48. saatte, GHK ve optik 

sinire ek olarak, sadece deney gruplarında, İPK, İNK, DNK ve FK da, ince, GHK’ 

ndan uzanan saçaklanmalar tarzında, orta şiddette görülen pozitifliğin artış 

gösterdiği görüldü (şekil 62). Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu, deney grupları arasında ise farka rastlanılmadı 

(p<0,05). 
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Şekil 62: Yetmişikinci saat GFAP, İP ve İF boyamaları; siyah ve kırmızı oklar; 

pozitiflikleri göstermektedir (40X). 
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5.4.4.7. Bax 

 Bax İP boyamalarında, 72. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 48. saatte en yüksek seviyeye ulaşan 

pozitifliğin son derece azaldığı, DNK ve FK da hafif zemin boyanması tarzında 

pozitiflik verdiği, sentral retinadan perifere doğru gidildikçe, bu hafif pozitifliğinde 

kaybolduğu görüldü. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa 

rastlanılmadı. 

 

5.4.4.8. Bcl-2 

Yetmişikinci saat Bcl-2, İP boyamalarında, 48. saatte görülen bulgulara 

oldukça benzer şekilde tüm gruplarda, kontrol grubu retinalarında daha belirgin 

olmak kaydıyla, DNK ve FK’ nda hafif şiddette boyanmalarara rastlanıldı. Deney 

gruplarında Bcl-2 pozitifliğinin 12. ve 24. saatlere göre daha azaldığı görüldü. 

Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 

 

5.4.4.9. Kaspaz-3 

 

Kaspaz-3, İP boyamalarında, 72. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 48. Saatte en yüksek seviyeye ulaşan 

pozitifliğin son derece azaldığı, DNK ve FK da hafif zemin boyanması tarzında 

pozitiflik verdiği, sentral retinadan perifere doğru gidildikçe, bu hafif pozitifliğinde 

kaybolduğu görüldü. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık 
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istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa 

rastlanılmadı. 

 

5.4.4.10. Kaspaz-6 

Kaspaz-6, İP boyamalarında, 72. saatte kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında, 48. saatte en yüksek seviyeye ulaşan 

pozitifliğin son derece azaldığı, DNK ve FK da hafif zemin boyanması tarzında 

pozitiflik verdiği, sentral retinadan perifere doğru gidildikçe, bu hafif pozitifliğinde 

kaybolduğu görüldü. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa 

rastlanılmadı. 

 

5.4.5. Yedinci Gün Bulguları 

5.4.5.1. Rodopsin 

Rodopsinin, 7. gün İP ve İF boyamalarında, kontrol grubunun, önceki 

saatlerdeki gibi yoğun boyandığı görülürken, deney gruplarının sentral 

retinalarında, DNK da boyanmanın son derece azaldığı, sadece sağ kalan az 

sayıdaki fotoreseptör hücre çekirdeklerinin etrafında boyanmaların olduğu, FK da 

ise boyanmanın olmadığı görüldü (şekil 63). Yetmişikinci saate kıyasla, 7. gün de, 

DNK da sağ kalan fotoreseptör hücre çekirdeği sayısı daha az olduğu için 

pozitifliğin daha da düşük seviyelerde olduğu görüldü. Perifere doğru gidildikçe 

pozitifliğin arttığı, kontrol grubu ile benzer görünümün elde edildiği tespit edildi. 

Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 
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Şekil 63: Yedinci gün rodopsin, İP ve İF boyamaları; deney gruplarında DNK da 

ve FK da, kontrol grubuna göre pozitifikler azalmış durumda ve sadece sağ kalan 

az sayıdaki fotoreseptör hücre çekirdeklerin çevresinde pozitiflikler görülmektedir 

(Oklar)  (40X). 
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5.4.5.2. Red/Green Opsin 

 Red/Green opsinin, 7. gün, İP ve İF boyamalarında, kontrol grubunun 

önceki saatlerde ki gibi boyandığı görülürken, deney grupların tümünde, sentral 

retinanın DNK’ ı ve FK’ nda, kontrol grubuna göre boyanmanın son derece azaldığı 

görüldü. Önceki saat dilimlerinde, uzun-ince tarzda görülen boyanmaların, 

parçalanmış-partiküler bir görünümde olduğu, fotoreseptör hücre sayısının son 

derece azalması sebebiyle boyamaların da ileri derecede azaldığı belirlendi (şekil 

64). Perifere doğru gidildikçe fotoreseptör hücre sayısın artmasıyla doğru orantılı 

olarak red/green opsin pozitifliğinin de artığı görüldü. Kontol grubu ile deney 

grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Deney 

grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı.  

 

 
 

Şekil 64: Yedinci gün, DDM grubu, red/green opsin, İP boyama, DNK da partiküler 

tarzda pozitiflikler (oklar). 
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5.4.5.3. Blue Opsin  

 Yedinci günde ötenazi edilen hayvanların retinalarında, tüm gruplarda, blue 

opsin İP ve İF boyamalarında herhangi bir pozitifliğe rastlanılmadı. 

 

5.4.5.4. 8-OHdG 

8-OHdG, İP ve İF boyamalarında, 7. günde kontrol grubunda ve deney 

gruplarında pozitifliğe rastlanılmadı.  

 

5.4.5.5. PCNA 

 Yedinci gün, PCNA, İP ve İF boyamalarında, 72. saatte en üst seviyeye 

çıkan pozitifliğin 7. günde azaldığı, ama devam ettiği, boyanmaların hücre 

çekirdekleri ile sınırlı olduğu görüldü. Optik sinire yakın bölgelerde yıkım çok 

şiddetli olduğu için, pozitifliklerin, neredeyse tamamen yok olan ve ayrımı 

yapılamayan DNK ve FK da yoğunlaştığı, perifere doğru gidildikçe pozitifliklerin 

azaldığı ve belli bir bölgeden sonra tamamen son bulduğu görüldü (şekil 65). 

Kontrol grubunda ise boyanma görülmedi. Kontrol grubu ile deney grupları 

arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05), deney grupları 

arasında ise farka rastlanılmadı. 
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Şekil 65: Yedinci gün, PCNA, İP boyama, DNK ve FK da seyrek pozitiflikler 

(oklar). 

 

5.4.5.6. GFAP 

 Yedinci gün GFAP, İP ve İF boyamalarında; 72. saatte, GHK ve optik sinire 

ek olarak, sadece deney gruplarında, İPK, İNK, DNK ve FK da, ince, GHK’ ndan 

uzanan saçaklanmalar tarzında, orta şiddette görülen pozitifliğin artış gösterdiği 

görüldü (şekil 66). GFAP pozitifliğinin en yüksek seviyeye ulaştığı zaman dilimi 7. 

gün olarak kaydedildi. Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05), deney grupları arasında ise farka 

rastlanılmadı.  
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Şekil 66: Yedinci gün, GFAP, İP boyama; DDM grubunda tüm katmanlarda, 

kontrol grubuna göre artmış pozitiflikler görülmektedir (oklar). 

 

5.4.5.7. Bax 

 Bax, İP boyamalarında, 7. günde kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında ise, harap olmuş durumdaki DNK ve FK da 

oldukça hafif derecedeki zemin boyanması dışında pozitifliğe rastlanılmadı. 

Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu, deney grupları arasında ise farka rastlanılmadı (p<0,05). 
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5.4.5.8. Bcl-2 

Yedinci gün Bcl-2, İP boyamalarında, 72. saatte görülen bulgulara oldukça 

benzer şekilde tüm gruplarda, kontrol grubu retinalarında daha belirgin olmak 

kaydıyla, DNK ve FK’ nda hafif şiddette boyanmalarara rastlanıldı. Deney 

gruplarında Bcl-2 pozitifliğinin önceki saatlere göre hafif derecede azaldığı 

görüldü. Kontol grubu ile deney grupları arasında ki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,05). Deney grupları arasında ise farklılığa rastlanılmadı. 

 

5.4.5.9. Kaspaz-3 

 

Kaspaz-3, İP boyamalarında, 7. günde kontrol grubunda pozitifliğe 

rastlanılmazken, deney gruplarında ise, harap olmuş durumdaki DNK ve FK da 

oldukça hafif derecedeki zemin boyanması dışında pozitifliğe rastlanılmadı. 

Kontrol grubu ile deney grupları arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu, deney grupları arasında ise farka rastlanılmadı (p<0,05). 

 

5.4.5.10. Kaspaz-6 

Yedinci günde ötenazi edilen hayvanların retinalarında, tüm gruplarda, 

kaspaz-6, İP boyamalarında herhangi bir pozitifliğe rastlanılmadı. 
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Tablo 15: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, rodopsin seviyeleri üzerine etkileri (Histoskorlar). 

 

 

 
Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 2.36±0.16 2.36±0.16 2.36±0.16A 2.36±0.16A 2.36±0.16A - 

MNU 2.36±0,16a 2.36±0.16a 1.46±0.16Bb 0.78±0.08Bc  0.22±0.01Bd 0.0001 

DDM 2.36±0.16a 2.36±0.16a 1.46±0.16Bb 0.78±0.08Bc 0.22±0.01Bd 0.0001 

ODM 2.36±0.16a 2.36±0.16a  1.46±0.16Bb 0.78±0.08Bc  0.22±0.01Bd 0.0001 

YDM 2.36±0.16a 2.36±0.16a 1.57±0.14Bb  0.78±0.08Bc 0.22±0.01Bd 0.0001 

--P--* - - 0.001 0.0001 0.0001 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-d  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 67: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak Rodopsin seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 16: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, Red/Green Opsin seviyeleri üzerine etkileri (Histoskorlar). 

 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 0.55±0.14 0.55±0.14A 0.55±0.14A 0.55±0.14A 0.55±0.14A - 

MNU 0.50±0.11a 0.17±0.01Bb 0.10±0.01Bb 0.08±0.008Bb 0.07±0.01Bb 0.0001 

DDM 0.50±0.11a 0.17±0.01Bb 0.10±0.01Bb 0.08±0.008Bb 0.07±0.01Bb 0.0001 

ODM 0.50±0.11a 0.17±0.01Bb 0.10±0.01Bb 0.08±0.008Bb 0.07±0.01Bb 0.0001 

YDM 0.50±0.11a 0.17±0.01Bb 0.10±0.01Bb 0.08±0.008Bb 0.07±0.01Bb 0.0001 

--P--* 0.998 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-b  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 68: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak Red/Green opsin seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 17: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, 8-OHdG seviyeleri üzerine etkileri (Histoskorlar). 

 

     

Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00 0.00±0.00 - 

MNU 0.25±0.08ABb 1.35±0.09Aa 0.07±0.01Abc 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.0001 

DDM 0.24±0.08ABb 1.35±0.09Aa 0.07±0.01Ab 0.00±0.00b 0.00±0.00b 0.0001 

ODM 0.25±0.08ABb 1.30±0.119Aa 0.07±0.01Ab 0.00±0.00b 0.00±0.00b 
0.0001 

YDM 0.34±0.10Ab 1.35±0.09Aa 0.07±0.01Ac 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.0001 

--P--* 0.048 0.0001 0.007 - - - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-c  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 69: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak 8-OHdG seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 18: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, PCNA seviyeleri üzerine etkileri (Histoskorlar). 

  

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 0.00±0.00 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B - 

MNU 0.00±0.00b 0.08±0.02ABb 0.70±0.06 Aa 0.97±0.14Aa 0.6±0.09Aa 0.0001 

DDM 0.00±0.00b 0.11±0.02Ab 0.70±0.06 Aa 0.97±0.14Aa 0.6±0.09Aa 0.0001 

ODM 0.00±0.00b 0.08±0.02ABb 0.70±0.06 Aa 0.97±0.14Aa 0.6±0.09Aa 0.0001 

YDM 0.00±0.00b 0.08±0.02ABb 0.70±0.06Aa 0.97±0.14Aa 0.6±0.09Aa 0.0001 

--P--* - 0.010 0.0001 0.0001 0.0001 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-b  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 70: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak PCNA seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 19: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, GFAP seviyeleri üzerine etkileri (Histoskorlar). 

 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 
0.13±0.01 0.13±0.01 0.13±0.01B 0.13±0.01B 0.13±0.01B 

1.000 

MNU 
0.15±0.01b 0.13±0.01b 0.45±0.03Ab 1.05±0.16Aa 1.35±0.09Aa 

0.0001 

DDM 
0.13±0.01b 0.13±0.01b 0.45±0.03Ab 1.05±0.16Aa 1.35±0.09Aa 

0.0001 

ODM 0.13±0.01b 0.13±0.01b 0.45±0.03Ab 1.05±0.16Aa 1.35±0.09Aa 0.0001 

YDM 
0.15±0.01b 0.13±0.01b 0.45±0.03Ab 1.05±0.16Aa 1.35±0.09Aa 

0.0001 

--P--* 0.968 1.000 0.0001 0.0001 0.0001 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-b  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 71: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak GFAP seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 20: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, Bax seviyeleri üzerine etkileri (Histoskorlar). 

 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 1.000 

MNU 0.23±0.03Ad 1.1±0.06Ab 1.65±0.09Aa 0.7±0.06Ac 0.15±0.03Ad 0.0001 

DDM 0.23±0.03Ad 1.1±0.06Ab 1.65±0.09Aa 0.7±0.06Ac 0.15±0.03Ad 0.0001 

ODM 0.23±0.03Ad 1.1±0.06Ab 1.65±0.09Aa 0.7±0.06Ac 0.15±0.03Ad 0.0001 

YDM 0.23±0.03Ad 1.1±0.06Ab 1.65±0.09Aa 0.7±0.06Ac 0.15±0.03Ad 0.0001 

--P--* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.004 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-d  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 72: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak Bax seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 21: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, Bcl-2 seviyeleri üzererine etkileri (Histoskorlar). 

 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 0.13±0.03A 0.16±0.05A 0.13±0.03A 0.13±0.03A 0.12±0.04A 0.972 

MNU 0.06±0.01Ba 0.06±0.01Ba 0.03±0.00Bab 0.03±0.00Bab 0.01±0.00Bb 0.009 

DDM 0.06±0.01Ba 0.06±0.01Ba 0.03±0.00Bab 0.03±0.00Bab 0.02±0.00Bb 0.026 

ODM 0.06±0.01Ba 0.06±0.01Ba 0.03±0.00Bab 0.03±0.08Bab 0.02±0.00Bb 0.026 

YDM 0.06±0.01Ba 0.06±0.01Ba 0.03±0.00Bab 0.03±0.00Bab 0.02±0.00Bb 0.026 

--P--* 0.49 0.033 0.003 0.003 0.002 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-b  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 73: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak Bcl-2 seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 22: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak, kaspaz-3 seviyeleri üzerine etkileri (Histoskorlar). 

 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 0.00±0.00 - 

MNU 0.12±0.01Ac 0.5±0.06Ab 1.1±0.06Aa 0.17±0.01Ac 0.02±0.00c 0.0001 

DDM 0.12±0.01Ac 0.5±0.06Ab 1.1±0.06Aa 0.17±0.01Ac 0.03±0.00c 0.0001 

ODM 0.12±0.01Ac 0.5±0.06Ab 1.1±0.06Aa 0.17±0.01Ac 0.03±0.00c 0.0001 

YDM 0.12±0.01Ac 0.5±0.06Ab 1.1±0.06Aa 0.17±0.01Ac 0.03±0.00c 0.0001 

--P--* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.066 - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-c  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 74: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak Kaspaz-3 seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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Tablo 23: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak Kaspaz-6 seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
 

 Zaman 

--P--* 

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. gün 

Kontrol 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00B 0.00±0.00 0.00±0.00 - 

MNU 0.01±0.00b 0.03±0.00b 0.08±0.00Aa 0.01±0.00b 0.00±0.00b 0.0001 

DDM 0.01±0.00b 0.03±0.00b 0.08±0.00Aa 0.01±0.00b 0.00±0.00b 0.0001 

ODM 0.01±0.00b 0.03±0.00b 0.08±0.00Aa 0.01±0.00b 0.00±0.00b 0.0001 

YDM 0.01±0.00b 0.03±0.00b 0.08±0.00Aa 0.01±0.00b 0.00±0.00b 0.0001 

--P--* 0.972 0.179 0.0001 0.972 - - 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

* Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilirken grupların ikili 

karşılaştırılmalarında post hoc test olarak Tukey kullanılmıştır.  

A-B Aynı sütunda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05).  

a-b  Aynı satırda farklı harfi taşıyan ortalama değerler arasındaki farklılık istatistiki olarak 

anlamlıdır (P˂0.05). 
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Şekil 75: Sıçanlarda, N-Metil-N-Nitrozüre ile oluşturulan deneysel retina 

dejenerasyonunda üç farklı dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanılan minosiklinin 

zamana bağlı olarak Kaspaz-6 seviyeleri üzerine etkileri (Histoskor). 
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5.5. Elektron Mikroskobik Bulgular 

 Elektron mikroskobik inceleme için alınan retina örneklerinin 12. saat 

analizlerinde; MNU uygulanan deney gruplarının tümünde, dış nükleer 

katmandaki (DNK) fotoreseptör hücre çekirdeklerinde nüklear piknozis en dikkat 

çeken bulgu olarak kaydedildi (şekil 80, 81). Ayrıca nükleer kromatolizis ve 

intrastoplazmik miyelin figürlerin varlığı dikkati çekti (şekil 80, 81). Fotoreseptör 

katmanında (FK) ise, çubuk ve koni reseptörlerin iç segmentlerinde piknotik 

mitokondriyonlar ve dış segment disklerinde yoğunlaşma ve dejeneratif 

değişiklikler görüldü (şekil 79). İç nükleer tabakada ise, sayıları az olmakla beraber, 

dejenere olmuş bipolar ve amakrin hücrelere rastlanıldı. Bu hücrelerde, 

intrastoplazmik ödem, miyelin figürler, mitokondriyonlarda dilatasyon ve krista 

kaybı dikkati çekti (şekil 82). Müller hücrelerinin ise etkilenmediği görüldü. 

Yirmidördücü saat incelemelerinde;  MNU uygulanan deney gruplarının 

tümünde, DNK da ki nükleus kondensasyonu ve piknozun artarak ve daha fazla 

hücrede görülerek devam ettiği görüldü. Ayrıca hücre dejenerasyonun ilerlediği ve 

intrastoplazmik hidropik vakuollerin varlığı dikkati çekti (şekil 84). Benzer şekilde 

FK’ nda da dejeneratif değişikliklerin ilerlediği görüldü. Kırksekinci saatte; MNU 

uygulanan deney gruplarında, DNK da nükleus kondensasyonu ve piknoza ek 

olarak total organel dejenerasyonu dikkati çekti (şekil 85, 86). FK’ nda da 

dejenerasyonun ilerlediği, dış segment lamellerinde düzensizlik ve yoğunlaşmanın 

var olduğu görüldü. Yetmişikinci saatte; MNU uygulanan gruplarda, DNK da 

nükleus kondensasyonu, piknozis, nükleer kromatolizis ve nükleus fragmentasyonu 

görüldü (şekil 90). FK’ nda ise fotoreseptör hücrelerde, piknotik mitokondriyonlar, 

lizozim birikimleri ve miyelin figür içeren otofagozomların varlığı dikkati çekti 
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(Şekil 89). İç nükleer katmanda ise az sayıda amakrin hücrede dejeneratif 

değişiklikler, intrastoplazmik ödem, bazı bipolar hücrelere ise mitokondriyal 

dilatasyon ve krista kaybı gözlemlendi. Yedinci günde; yine MNU uygulanan tüm 

gruplarda, DNK da,  nükleer kondensasyonlu ve piknotik hücreler varlıklarını 

sürdürürken, çok sayıda nükleer kromatolizisli ve fragmentasyonlu hücrenin 

olduğu dikkati çekti (şekil 93). FK ve İNK da ki değişimlerin, önceki 

periyotlardakilere benzerlik gösterdiği görüldü.  

 

 

 
 

Şekil 76: Kontrol grubunda çubuk ve koni reseptörlerin iç (I) ve dış (O) 

segmentlerinin normal görünümü, fotoreseptör katmanı (Bar=1 µm). 
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Şekil 77: Kontrol grubunda çubuk ve koni reseptörlerin çekirdeklerinin (N) normal 

görünümü, dış nükleer katman (Bar=2 µm). 

 

 
 

Şekil 78: Kontrol grubunda bipolar (B), amakrin (A) ve Müller (M) hücrelerin 

normal görünümü, iç nükleer katman (Bar=2 µm). 



 
 

135 
 

 
 

Şekil 79: MNU grubunda çubuk ve koni hücrelerin iç segmentenlerinde piknotik 

mitokondriyonlar (ok), dış segment disklerinde yoğunlaşma (yıldız) (12. saat) 

(Bar=2 µm).  

 

 
 

Şekil 80: MNU grubunda DNK hücrelerinde nukleus kondensasyonu ve piknosis 

(A), nuklear kromatolizis (K), ve sekonder lizozomlar (ok) (12.saat) (Bar=2 µm).  
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Şekil 81: YDM grubunda DNK hücrelerinde nukleus kondensasyonu ve piknosis 

(A) ve intrastoplazmik miyelin figürler (ok) (12.saat) (Bar=2 µm).  

 

 
 

Şekil 82: MNU grubunda iç nuklear tabaka, bipolar hücre (B) ve amakrin 

hücrelerde (A) dejenerasyon ve intrasitoplazmik ödem (yıldız), miyelin figürler 

(kalın ok), mitokonriyonlarda dilatasyon ve krista kaybı (ince ok), normal Müller 

hücresi (M). (12.saat) (Bar=2µm).  
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Şekil 83: DDM grubunda, çubuk ve koni reseptörlerde dejenerasyon (yıldız), 

fotoreseptör katmanı. (24.saat) (Bar=2 µm). 

 

 
 

Şekil 84: DDM grubunda, dış nükleer tabaka hücrelerinde nukleus   kondensasyonu 

ve piknosis (A), intrasitoplazmik miyelin figürler (ok) ve  hidropik vakuoller (V). 

(24.saat) (Bar=2 µm). 
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Şekil 85: MNU grubunda, dış nükleer tabaka hücrelerinde nukleus kondensasyonu 

ve piknosis (A), total organel dejenerasyonu (yıldız). (48. saat) (Bar=2 µm). 

 

 
 

Şekil 86: ODM grubunda, dış nükleer tabaka hücrelerinde nukleus kondensasyonu 

ve piknosis (A), hücre dejenerasyonu (yıldız) (48. saat) (Bar=2 µm). 
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Şekil 87: MNU grubunda, iç nükleer tabakada amakrin ve bipolar hücrelerde 

dejenerasyon (yıldız), mitokondriyal dilatasyon ve krista kaybı (ok), Müller hücresi 

(M) (48. saat) (Bar=2 µm). 

 
 

Şekil 88: ODM grubunda, iç nükleer tabaka, amakrin (A) ve bipolar (B) hücrelerde 

dejenerasyon ve intrasitoplazmik ödem (yıldız), miyelin figür (ok), Müller hücresi 

(M) (48. saat) (Bar=2 µm). 

 



 
 

140 
 

 
 

Şekil 89:  MNU grubunda, çubuk ve koni reseptörlerde dejenerasyon (yıldız), 

piknotik mitokondriyonlar (kalın ok), lizozom birikimi (ince ok), miyelin figür 

içeren otofagozom (F) (Bar=1µm) (72. saat) (Bar=2 µm). 

 

 
 

Şekil 90: MNU grubunda, dış nükleer tabaka hücrelerinde nukleus kondensasyonu 

ve piknosis (A) ve nuklear kromatolizis (K), nukleus fragmentasyonu (ok) (72. saat) 

(Bar=2 µm) 
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Şekil 91: YDM grubunda, dış nükleer tabaka hücrelerinde nukleus kondensasyonu 

ve piknosis (A), nuklear kromatin fragmentasyonu (ok) ve nuklear kromatolizis 

(yıldız) (72. saat) (Bar=2 µm). 

 

 
 

Şekil 92: MNU grubunda, iç nükleer tabakada amakrin ve bipolar hücrelerde 

dejeneratif değişiklikler (yıldız), Müller hücresi (M) (72. saat) (Bar=2 µm). 
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Şekil 93: MNU grubunda, dış nukleer tabaka hücrelerinde nukleus kondensasyonu 

ve piknosis (A) ve nuklear kromatolizis (K), nukleus fragmentasyonu (ok), hücre 

dejenerasyonu (yıldız) (7. gün) (Bar=2 µm). 
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6. TARTIŞMA 

 

Retinitis pigmentoza (RP), insanlarda en önemli körlük sebepleri arasında 

gösterilen herediter bir retina hastalığıdır. Bilateral olarak seyreden, progresif, 

dejeneratif bir hastalıktır. Retinanın fotoreseptör hücrelerinin progresiv apoptotik 

ölümü hastalığa temel teşkil eder. Retinal dejenerasyon (RD) çalışmalarında 

sıklıkla model olarak kullanılmaktadır (6, 7). 

Retinitis pigmentoza hastalığından sorumlu gen sayısının oldukça fazla 

olduğu bilinmektedir. Sadece rodopsin ile ilgili 30’ dan fazla gen ve bu genlerde 

görülen 100’ den fazla mutasyon bildirilmiştir (9). Bu nedenle retinitis pigmentoza 

modeli oluşturmak için uygun genetik modeli seçmek oldukça zordur. (26, 91, 92). 

N-Metil-N-Nitrozüre isimli alkilleyici kimyasal, seçici bir şekilde, apoptotik 

mekanizma ile fotoreseptör ölümü sağladığı (84) için rodentlerde RD modeli 

oluşturmak amacıyla kullanılmaktadır (10-12, 14, 16, 70, 84, 85, 92-95)  

Sunulan bu çalışmada; N-Metil-N-Nitrozüre (MNU) isimli DNA alkilleyici 

kimyasal madde ile sıçanlarda fotoreseptör apoptozisi sağlayıp, retinitis 

pigmentoza modeli oluşturmak, sonrasında oluşacak değişimleri, histopatolojik, 

immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik olarak değerlendirmek ve 

minosiklinin bu durumu önlemedeki etkinliğini araştırmak amaçlanmıştır. 

Geçmişte MNU ile yapılan benzer çalışmalarda, tedavi edici ajan olarak, 

modelin patogenezine uygun kimyasallar kullanılmıştır. Bunlar arasında; PARP 

inhibitörleri (74, 94), kaspaz inhibitörleri (84), kalpain inhibitörleri (96), doymuş 

yağ asitleri (95), gıda takviyeleri (85, 97), nörotropik faktörler (98), antioksidanlar 

(11, 12) yer almaktadır. 
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Tsubara ve ark. (64), MNU ile oluşturulan RD konusunda geçmişte 

yaptıkları çalışmalardan elde ettikleri verileri bir araya topladıkları çalışmalarında, 

tek doz 50-75 mg/kg MNU uygulanan sıçanların retinalarında, HXE boyamada, 

histopatolojik olarak; 24. saatte, fotoreseptör çekirdeklerinin hiperkromatik 

boyandıklarını, 48. saatte, fotoreseptör hücrelerin yoğun bir şekilde piknoz ve 

karyoreksis gösterdiklerini, DNK ve FK’ nda şiddetli bir yıkımın ve 

disoryantosyonun görüldüğünü, 72. saatte, yıkımın ilerlediği ve İNK ve DNK da 

mitoz gösteren hücrelerin ortaya çıktıklarını, 7. günde ise DNK ve FK ‘nın gözden 

kaybolduğu, İNK’ nın koroid ile temas edecek seviyeye geldiğini ve yıkımın 

özellikle optik sinire yakın sentral retina bölgelerinde yoğunlaştığını, perifere 

gidildikçe azaldığını belirtmişlerdir. Sunulan bu çalışmada da histopatolojik olarak 

benzer bulgular elde edilmiş ancak iki farklı durum tespit edilmiştir. Bunlardan ilki, 

24. saatte, fotoreseptör çekirdeklerinin hiperkromatik boyanması durumunun 

görülmemiş olmasıdır, çünkü, halihazırda oldukça koyu boyanan bu hücrelerde 

hiperkromaziyi tespit etmenin güç bir durum olduğu düşünülmektedir. İkinci 

farklılık olarak ise, az sayıda hayvanda perifer retinanın da ciddi ölçüde 

etkilendiğinin görülmüş olmasıdır. Burada da hayvanlar arası bireysel farklılıkların 

MNU’ ya direnci etkilediği düşünülmektedir. Tsubara ve ark. (64) 

immunohistokimyasal olarak; 12. saatte, alkillenen DNA’ nın ara ürünlerinden olan 

7-metildeoksiguanozin (70, 71) pozitifliğini, 72. saat ve 7. günde ise, PCNA, GFAP 

ve vimentin pozitifliğini tespit etmiş, bu durumu, aktive olan Müller hücreleri, diğer 

glial hücreler ve bölgeye göç eden makrofajların varlığına bağlamışlardır. Sunulan 

bu çalışmada ise, yine alkillenen DNA’nın ara ürünlerinden olan 8-hidroksil-2’-

deoksiguanozin (8-OHdG) (72, 73, 99, 100) pozitifliğine 12. ve 24. saatlerde 
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rastlanıldığı, 24. saatte pik yaparak 48. saatten sonra pozitifliğin kaybolduğu 

görüldü. Bu parametre, DNA’ nın, MNU tarafından alkillendiğinin önemli bir 

göstergesi olması bakımından önem taşımaktadır. PCNA ve GFAP boyamalarında 

ise benzer bulgular elde edildi. Yine Tsubara ve ark. (6, 7, 64) elektron mikroskobik 

incelemelerde, DNK da, 12. saatten itibaren görülen hiperkromatik çekirdeklerin 

varlığını en tipik bulgu olarak kaydetmişler, sunulan çalışmada da, elektron 

mikroskobik incelemede, benzer şekilde, en dikkati çeken bulgu olarak, 

fotoreseptör çekirdeklerinde ki kondensasyon kaydedildi. Burada önemli bir nokta 

olarak, sadece elektron mikroskobik incelemede gözlemlenen amakrin hücre ve 

bipolar hücre dejenerasyonu, Tsubara ve ark. (10)’ nın, MNU’ nun retinal 

nöronlardan sadece fotoreseptörleri etkilediği iddiasından farklılık göstermektedir. 

Ancak bu dejenerasyonun; myelin figürlerin intrastoplazmik olarak görülmesinden 

dolayı, hücre zarını değil, hücre organellerinin zarlarını etkileyen, yani geri 

dönüşümlü bir dejenerasyon olduğu düşünülmektedir. 

Yoshizawa ve ark. (84), 50 günlük dişi Sprague Dawley sıçanlarda, 

60mg/kg periton içi MNU uyguladıkları çalışmalarında, 24. saatte ötenazi ettikleri 

hayvanlarda TUNEL metodu ile apoptotik indeksi, (Dış nükleer katmanda ki 

TUNEL pozitif nükleuslar / total fotoreseptör nükleus sayısı X 100) sentral retinada 

ortalama %83 olarak tespit etmişlerdir. Kontrol grubunda ise bu değer %0.4 olarak 

bulunmuştur. Dejenerasyonu önlemede ise; fotoreseptör ölümlerinin apoptotik 

mekanizmayla gerçekleşmesinden yola çıkılarak, 60 mg/kg MNU ile beraber 

intravitreal olarak, bir kaspaz-3 inhibitörü olan Ac-DEVD-CHO, 4000 ng dozunda  

0. ve 10. saatlerde uygulandığında, apoptotik indeksin ortalama %71’e düştüğünü 

gözlemlemişlerdir. Sunulan bu çalışmada ise 24. saatte, apoptotik indeks  MNU 
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grubunda %34, MNU ile birlikte artan dozlarda minosiklin verilen gruplarda ise 

sırasıyla %35-33-35 olarak tespit edildi, kontrol grubunda ise pozitifliğe 

rastlanılmadı. Bu durumda, minosiklin, TUNEL pozitifliğini düşürmede bir etkinlik 

göstermemiş, bahsedilen çalışmada ise kaspaz-3 inhibitörü 12 birim kadar düşüş 

sağlamıştır. Yine bir farklılık olarak Yoshizawa ve ark. (84) TUNEL 

boyamalarında 24. saatte, apoptotik indekste %83 gibi bir rakama ulaşmışken, 

sunulan bu çalışmada %34-35 civarında pozitifliğe rastlanıldı, 48. saatte ise 

%90’ları geçen seviyede bir pozitifliğe ulaşıldı. Buradan, 24-48 saat aralığının 

TUNEL pozitifliği için en önemli aralık olduğu sonucu çıkmaktadır. Yoshizawa ve 

ark. (84), retinal katman ölçümlerinde DNK ve FK’ nı birlikte ele alarak, dış retina 

kalınlığı adı altında, sadece 7. günde, optik sinire sağlı-sollu 400 µm mesafeden iki 

noktada ölçüm yapmış, MNU verilen grupta bu katmanın ortalamasını 2 µm, MNU 

ile birlikte kaspaz-3 inhibitörü verilen grupta 9 µm, kontrol grubunda ise 64 µm 

olarak ölçmüşlerdir. Sunulan bu çalışmada ise DNK ve FK ölçümleri ayrı ve daha 

önce belirtildiği üzere 6 noktadan yapılıp kaydedildi. Yedinci günde bu iki 

katmanın toplam kalınlığı, kontrol grubunda 71 µm, MNU grubunda 6 µm, MNU 

ile birlikte artan dozlarda minosiklin verilen gruplarda ise sırasıyla 5.5 µm (DDM), 

14 µm (ODM) ve 10 µm (YDM) olarak kaydedildi. Bu ölçümlere göre retinal 

katman kalınlıkları üzerine minosiklinin, kaspaz-3 inhibitöründen daha etkili 

olduğu düşünülse bile, standart sapmalar çok yüksek olduğu için ODM ve YDM 

gruplarında elde edilen rakamların MNU grubundan farkı, istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı. Aynı zamanda sunulan çalışmada ölçüm noktalarının daha fazla 

olmasından dolayı, optik sinirden daha uzak yani daha az etkilenmiş bölgeleri de 

içerme şansı olduğundan Yoshizawa ve ark. (84) larının yaptığı ölçümlerden daha 
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yüksek değerler elde edildi. Bu veriler ışığında, Yoshizawa ve ark. (84) larının 

yaptığı çalışmada, kaspaz-3 inhibitörünün, dış retina kalınlığını, 2 µm’ den, 9 µm’ 

ye çıkardığını söylemek mümkündür, ancak kontrol grubu kalınlık ortalamasının 

63 µm olduğu düşünüldüğünde, kaspaz-3 inhibitörünün, düşük seviyede katkı 

sağladığını söylemek mümkündür. Bu çalışma ile sunulan çalışmanın kıyaslaması, 

minosiklinin de, kaspaz-3 inhibitörlüğü yaptığı düşünülmesinden (47) dolayı 

önemlidir. 

Kiuchi ve ark. (74), 6 haftalık dişi Spraque Dawley sıçanlarda 50mg/kg 

periton içi MNU ile oluşturulan 7 günlük bir RD çalışmasında; kontrol grubu 

hayvanlarında ortalama 70 mikrometre olan dış retina kalınlığını (DNK+FK) 

sadece MNU uygulanan grupta yaklaşık 7 mikrometreye düştüğünü; MNU ile 

birlikte derialtı, 25mg/kg nikotinamid uygulanan hayvanlarda ise bu kalınlığın 

ortalama 65 mikrometre olduğunu ortaya koymuşlardır. Bu durumun açıklamasını 

ise şöyle yapmaktadırlar; MNU, DNA’ yı alkilleyerek hasara sebebiyet vermekte, 

bu hasar DNA tamir mekanızmasında görev alan poly ADP-riboz polimeraz 

(PARP) ın aşırı aktivasyonuna neden olmaktadır. PARP, DNA’ yı onarırken 

substrat olarak nikotinamid adenin dinükleotid’ (NAD+) i kullanmakta, bu 

durumda NAD+ depolarının boşalmasına sebebiyet vermektedir. NAD’ ın oksijenli 

solunumdaki rolünden dolayı, eksikliği, adenozin trifosfat (ATP) üretiminin 

aksamasıyla sonuçlanmaktadır. NAD’ ın prekürsörü olan nikotinamid, MNU ile 

indüklenen fotoreseptör hasarında kullanıldığında, NAD deplesyonunun önüne 

geçmekte, aynı zamanda negatif feed-back ile PARP inhibitörlüğü de yaparak 

dejenerasyonun şiddetini ciddi ölçüde azaltmaktadır. Sunulan bu çalışma ve 

Yoshizawa ve ark. (84) larının, kaspaz-3 inhibitörü kullanarak yaptıkları çalışma 



 
 

148 
 

ile kıyaslandığında, PARP inhibitörü nikotinamidin, fotoreseptör ölümünü 

önlemede çok daha etkili olduğu görülmektedir. 

RD çalışmalarında, bu duruma sahip hastaların, sağlıklı bireylerle 

kıyaslandığında, yüksek reaktif oksijen radikalleri seviyelerine ve düşük glutatyon, 

süperoksit dizmutaz, katalaz gibi antioksidan protein seviyelerine sahip 

olduklarının bilinmesinden dolayı (15), antioksidan özellikteki maddeler 

denenmiştir (11,12, 14) 

Emoto ve ark. (11, 12), 7 haftalık dişi Spraque Dawley sıçanlarda, periton 

içi tek doz 40mg/kg  MNU ile fotoreseptör hasarı oluşturup, antioksidan 

özellikleriyle bilinen, kurkumin ve yeşil çay ekstraktı kullanarak yaptıkları iki ayrı 

çalışmada fotoreseptör apoptozisini belli bir ölçüde önlemişlerdir. Kurkumin 

çalışmasında kontrol grubunda %45’ ler seviyesinde olan fotoreseptör hücre 

oranının (Total retinal kalınlık/ (DNK+FK) X 100), MNU grubunda %5 

seviyesinde, MNU+ 200 mg/kg kurkumin grubunda ise  %23 seviyesinde olduğu 

görmüşlerdir. Kurkumini periton içi yolla, MNU injeksiyonundan 3 gün önce 

başlayıp, günlük 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozda, 7 günlük deney süresinin sonuna 

kadar uygulamışlardır. Bu etkiyi 200 mg/kg uygulanan grupta daha iyi gördükleri 

için, kurkuminin etkisini doz bağımlı olarak gösterdiğini savunmuşlardır. MNU ile 

oluşan DNA hasarını ortaya koymak için 8-OHdG seviyelerine ELISA ile 

bakmışlardır. 8-OHdG, oksidatif stres sonucu oluşan DNA hasarını gösteren en 

hassas biyobelirteçlerden biridir (72, 74, 99, 100).  Altıncı saatte; MNU grubunda 

retinal 8-OHdG seviyesini; 0,55 ng/ml, MNU+ 200 mg/kg kurkumin grubunda 0,51 

ng/ml; 12. saate, MNU grubunda 0,78 ng/ml, MNU+ 200 mg/kg kurkumin 

grubunda 0,50 ng/ml; 24. saatte, MNU grubunda 0,63 ng/ml, MNU+ 200 mg/kg 
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kurkumin grubunda 0,52 ng/ml olarak kaydetmişlerdir. Bu durumda, MNU 

uygulamasının takiben, 12. saatte retinal 8-OHdG seviyesinin en üst düzeye 

çıktığını, kurkuminin ise, MNU bağımlı retinal 8-OHdG seviye artışını belirli 

seviyede düşürdüğünü belirtmişlerdir. Yeşil çay ekstraktı çalışmasında ise, 250 

mg/kg/gün oral yolla yeşil çay ekstraktı vererek, mm2 ye düşen TUNEL pozitif 

hücre sayısını ilk 24 saatte 2056’ dan (sadece MNU uygulanan grup) 981’ e 

(MNU+Yeşil çay ekstraktı uygulanan grup) düşürmüşlerdir. Yeşil çay ekstraktını 

oral yolla, MNU injeksiyonundan 3 gün önce başlayıp, günlük 250 mg/kg dozda, 7 

günlük deney süresinin sonuna kadar uygulamışlardır. Sunulan bu çalışma ile, 

MNU’ nun 7 günde oluşturduğu hasar ve TUNEL verileri konusunda benzerlik 

taşıyan bu iki çalışma, tedavi gruplarında kurkuminin ve yeşil çay ekstraktının, 

minosikline kıyasla gösterdiği etkinlik bakımından farklılık göstermektedir. Aynı 

zamanda sunulan çalışmada 8-OHdG düzeyinin 24. saatte en üst seviyeye çıktığı 

görülmüşken bahsedilen kurkumin çalışmasında bu durum 12. saat olarak 

kaydedildi. Ogino ve ark. (70) da sıçanlarda 40 mg/kg, Yoshizawa ve ark. (79) ise 

75 mg/kg MNU ile yaptıkları RD çalışmasında, benzer bir parametre olan 7-

metildeoksiguanozini, immunperoksidaz yöntem ile, 12. ve 24. saatlerde, DNK da 

pozitif olarak bulmuşlardır.   

Kim ve ark. (14), 6 haftalık C57BL/6J erkek farelerde 50 mg/kg periton içi 

tek doz MNU ile oluşturulan RD’ u, antioksidan özellikler taşıyan, hurma yaprağı 

(diospyros kaki) ekstraktı ile önlemeye çalışmışlardır. Dört haftalık deneyin 1. 

Haftasında ötenazi edilen hayvanlarda, kontrol grubunda ortalama 54 mikrometre 

olan DNK kalınlığının, MNU ile ortalama 30 mikrometreye düştüğü, MNU ile 

birlikte, günlük 50 mg/kg dozda, oral, hurma yaprağı ekstraktı verilen tedavi 
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grubunda ise ortalama 38 mikrometre civarında olduğu görmüşlerdir. İç nükleer 

katamnın ve gangliyon hücreleri katmanının ise sunulan çalışmaya benzer şekilde 

etkilenmediğini görmüşlerdir. İmmunohistokimyasal analizlerde ise GFAP 

ekspresyonunun, kontrol grubunda ortalama 1 birim, MNU verilen grupta ortalama 

3,2 birim, MNU ile birlikte hurma yaprağı ekstraktı verilen tedavi grubunda ise 

ortalama 1,85 birim olduğunu gözlemlemişlerdir. Sunulan çalışmada da, MNU 

grubunda GFAP ekspresyonunun, 48. saatten itibaren kontrol grubuna göre yüksek 

seviyede olduğu ve 7. günde en yüksek seviyeye ulaştığı görülmüştür. Hurma 

yağrağı ekstraktının, MNU’ nun yükselttiği GFAP seviyelerini düşürdüğü 

görülürken, sunulan çalışmada kullanılan minosiklinin bu konuda başarılı olmadığı 

görülmüştür. Artmış GFAP seviyeleri, aktive olmuş glial hücreler ve astrositleri 

ifade eden, RD için oldukça önemli bir parametre olarak kabul edilmektedir (101). 

Yine bu çalışmadaki immunohistokimyasal incelemelerde, rodopsin 

ekspresyonunun kontrol grubunda 1 birim, MNU verilen grupta ortalama 0,67 

birim, MNU ile birlikte hurma yaprağı ekstraktı verilen tedavi grubunda ise 

ortalama 0,89 birim olduğunu gözlemlemişlerdir. Sunulan bu çalışmada da benzer 

şekilde MNU grubunda, çubuk reseptör kaybına bağlı olarak rodopsin 

ekspresyonunun oldukça düştüğü, minosiklinin ise rodopsin ekspresyonu üzerine 

etkinliğinin olmadığı gözlendi.  

Koriyama ve ark. (92), 8-9 haftalık erkek C57BL/6 farelerde, periton içi tek 

doz 60 mg/kg MNU uygulaması ile ile fotoreseptör hasarı oluşturup, stres 

durumularında aktive olup, çevresel streslere karşı hücreleri koruyan, ısı şok 

protinleri nin (102), bu durumu önlemedeki etkinliğini araştırmışlardır. Bu amaçla, 

ısı şok proteini 70 aktivatörü olduğu iyi bilinen, kısa zincirli bir yağ asidi olan 
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valproik asiti (103, 104) kullanmışlardır. MNU verilen grubun retinalarının DNK’ 

larında; 3. günde %60, 5. günde %80, 7. günde ise %90’ a varan seviyede incelme 

olduğunu kaydetmişlerdir. TUNEL boyama ile apoptotik indeksi ise 3., 5. ve 7. 

günlerde, birbirine oldukça yakın, %88-81-82 seviyelerinde bulmuşlardır. Sunulan  

çalışmada, MNU verilen gruplarda, DNK kalınlık ortalamalarındaki azalma, bu 

çalışma ile benzerlik göstermektedir. Apoptotik indeks verilerinde ise, bazı 

farklılıklar bulunmaktadır. Bu çalışmada 3. günde ve 7. günde %80’ ler seviyesinde 

olan apoptotik indeks, sunulan çalışmada %10-15 seviyelerinde bulundu. Bu 

farklılığın sebebi olarak, 3. günden sonra DNK da sağ kalan fotoreseptör sayısının 

azalması, özellikle 7. günde bu katmanın bazı bölgelerde neredeyse gözden 

silinmesi, apoptotik indeksi belirlemek için hücre sayımı yapmayı 

zorlaştırmaktadır. Apoptotik indeks belirlenirken; apoptotik İndeks = TUNEL 

pozitif hücre sayısı / total hücre sayısı formülü uygulanmaktadır. Bu sebeple daha 

önceden belirlenen sayım bölgelerinde sağ kalan 3-5 adet fotoreseptör çekirdeği 

bulunması ve bunların 2 tanesinin bile pozitif olması durumunda, apoptotik indeks 

%50’ ler seviyesinde olabilmektedir. Bu bakımdan bu ve benzeri çalışmalarda 3. 

gün ve sonrasında yapılan TUNEL boyamalarında, değişen oranlarda apoptotik 

indeksler çıkabilmektedir. Bu çalışmanın tedavi grubunda kullanılan, ısı şok 

proteini 70 aktivatörü olan valproik asitin, MNU verilen gruba kıyasla DNK 

kalınlığını, %30 seviyesinde arttırdığı, TUNEL pozitifliğini ise %25 seviyesinde 

düşürdüğü görülmüştür. Valproik asit kullanılarak yapılan MNU modeli dışındaki 

RD çalışmalarında da olumlu sonuçlar alınmıştır. Kimura ve ark. (105), glakom 

modelinde, Mitton ve ark. (106), Rd1 ve Rd10 transjenik farelerde, Kumar ve ark. 

(107) ve Clemson ve ark. (108) doğal retinitis pigmentoza hastalığına sahip 
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insanlarda, valproik asit ile RD’ u önlemede değişen derecelerde olumlu sonuçlar 

elde etmişlerdir. 

Chen ve ark. (10), 7 haftalık C57/BL farelerde tek doz 60 mg/kg periton içi 

MNU uygulaması ile yaptıkları benzer bir çalışmada, histopatolojik olarak, DNK 

ve FK’ nın, sentral retinada, perifer retinaya kıyasla çok daha fazla etkilendiğini, 

İNK ve GHK’ nın ise etkilenmediğini belirtmişlerdir. Deneyde, 1., 3., 5., 7. 

günlerde, 2., 3., 4. ve 8. haftada ötenaziler yaparak veriler elde etmişlerdir. Bir 

haftanın sonunda tek-tük fotoreseptör çekirdeğine rastlanıldığını kaydetmişlerdir. 

İmmunflorasan teknikle, GFAP ve blue opsin analizleri de yapmışlardır. GFAP, 

retinada, Müller hücre aktivasyonunu gösteren bir parametre olarak kabul 

edilmektedir (109). Bu çalışmada, araştırmacılar, kontrol gruplarında, sadece 

retinanın iç kısımlarında, özellikle iç sınırlayıcı membranda, deney gruplarında ise 

3. günden itibaren artış gösterecek ve 7. günde tüm retinayı kapsayacak şekilde 

GFAP pozitifliğine rastlamışlardır. Bu durumu, MNU uygulamasından sonra 

görülen fotoreseptör ölümlerinin harekete geçirdiği glal hücrelerin aktivasyonunun 

7. günde en üst seviyeye çıktığının göstergesi olarak kabul etmişlerdir. Western blot 

tekniğiyle de, benzer şekilde 7. günde ki GFAP pozitifliğinin en üst noktaya 

çıktığını, %76 seviyesinde bir artış gösterdiğini ortaya koymuşlardır. Sunulan 

çalışmada ki GFAP verileri de, bu çalışma ile büyük benzerlik göstermektedir. Blue 

opsin, koni reseptörlere özgü bir fotopigmettir. Bu çalışmada, MNU grubunda 3. 

günde, kontrol grubunda görülen pozitifliklerin yaklaşık yarısının kaybolduğu, 5. 

günde ise bu kaybın daha belirgin seviyeye geldiği ortaya konulmuştur. Sunulan 

çalışmada ise blue opsin pozitifliğine hiçbir grupta rastlanılmadı, yine koni reseptör 

özgü fotopigmentler  olan, red/green opsin boyamalarında ise bu çalışma ile benzer 
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sonuçlar elde edildi, MNU’ nun çubuk reseptörleri etkilediği kadar, koni 

reseptörleri de etkilediği (16, 7, 66, 84, 110, 111)  görüldü. Sunulan çalışmada blue 

opsin pozitifliği elde edilememesinin muhtemel nedeni, kısa dalga boyu hassas 

koni reseptörler olarak bilinen bu koni reseptör alttiplerinin sayılarının, orta ve uzun 

dalga boyu hassas koni reseptörlere (red/green opsin) göre oldukça az olması 

(yaklaşık 1.4 milyon koni reseptörün, %7-8’ ini kısa dalga boyu hassas, %92-93’ 

ünü ise orta ve uzun dalga boyu hassas koni reseptörleri oluşturmaktadır) ve 

lokasyonlarının kısıtlı, retinanın temporo-dorsal sektörü gibi belirli bölgelerde 

olması (112) olarak düşünülmektedir. Sunulan bu çalışmada, koni reseptörler ile 

ilgili veriler red/green opsin boyamaları ile elde edildi. 

Yang ve ark. (85), 7 haftalık dişi Spraque Dawley ırkı sıçanlarda tek doz 40 

mg/kg periton içi MNU uygulaması ile RD oluşturdukları çalışmalarında, Reichi 

mantarı olarak ta bilinen Ganoderma lucidum’ un sporlarını kullanmışlardır. Bu 

sporlarda bulunan triterpenoitler, polisakkaritler ve steroitler gibi biyoaktiv 

maddelerden yağ asitlerinin, bu durumu önlemekteki etkinliğini araştırmışlardır. Bu 

biyoaktif maddelerin nöroprotektif etkinliğinin olduğu daha önce yapılan 

çalışmalarda ortaya konulmuştur (113-115). Bu çalışmada, araştırmacılar, 

dejenerasyon grubu hayvanlara 40 mg/kg MNU, tedavi grubu hayvanlara MNU ile 

birlikte ganoderma sporu yağını (GSL) intragastrik olarak ve günlük, 0,5, 1, 2, ve 4 

mg/kg dozda vermişlerdir ve immunflorasan yöntemle kaspaz-3, bax ve bcl-2 

seviyelerini, TUNEL yöntemi ile de apoptotik indeksi analiz etmişlerdir. 

Ötenazileri, 0., 1., 3., 7. ve 10. günlerde yapmışlardır. Deney gruplarında bax 

pozitifliğinin 0. günden başlayıp, 3. günde en yüksek seviyeye çıktığını, 7. ve 10. 

günde ise 0. gün seviyesine düştüğünü görmüşlerdir. Tedavi gruplarında ise 2 
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mg/kg GSL kullandıkları grupta ise bax pozitifliğinin %20-25 seviyelerinde 

düştüğünü belirtmişlerdir. Deney gruplarında bcl-2 pozitifliğinin, MNU ile birlikte 

2 mg/kg GSL verilen gruplarda yine 3. gün itibariyle %20 seviyelerinde arttığını, 

kaspaz-3 pozitifliğinin ise bax verileriyle uyumlu bir profil gösterdiğini, GSL 

verilen gruplarda, sadece MNU verilen gruplara göre, 3. günde, %30’ lara varan bir 

düşüş olduğunu belirtmişlerdir. Sunulan çalışmadaki bax, bcl-2 ve kaspaz-3 verileri 

bu çalışma ile benzerlik göstermektedir. Ancak bax ve kaspaz-3 ekspresyonlarının 

pik yaptığı dönem bu çalışmada 3. gün olarak verilmişken sunulan çalışmada 2. gün 

olarak bulundu ve 1 günlük bir farklılık ortaya çıktı. Yoshizawa ve ark. (84)’ nın 

daha önce bahsedilen çalışmalarında da, bax ve kaspaz-3 artışı ile doğrudan ilişkili 

olan TUNEL pozitifliği, 2. günde en üst seviyede bulunmuştur. Bu 1 günlük 

farklılığın oluşmasında verilen MNU dozunun etkisinin olduğu düşünülmektedir. 

Çünkü bu çalışmada 40 mg/kg olarak uygulanan MNU, sunulan çalışmada 50 

mg/kg, Yoshizawa ve ark. (84) yaptığı çalışmada ise 60 mg/kg olarak 

uygulanmıştır. MNU’ nun 50 mg/kg’ ın altındaki dozlarının fotoreseptörler için 

daha az toksik olduğu bilinmektedir (84, 116). Bahsi geçen apoptotik 

parametrelerin seviyeleri üzerine, GSL’ nin belirli seviyede etkinliği olduğu 

gözlemlenirken sunulan çalışmada, minosiklin verilen tedavi grupları ile MNU 

grubu arasında farklılığa rastlanılmadı. 

Moriguchi ve ark. (95) da yine MNU ile oluşturulan RD’ da 5 farklı yağ 

asidinin etkinliğini araştırmışlardır. Yedi haftalık dişi Spraque Dawley ırkı 

sıçanlara, tek doz, 50 mg/kg, periton içi MNU vererek fotoreseptör apoptozisini 

tetikledikleri çalışmalarında, tedavi gruplarına, %10 lineoik asit (LA); %9,5 

palmitik asit (PA) ve %0,5 LA; %9,5 eikosapentaenoik asit (EPA) ve %0,5 LA; 
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%4,75 EPA, %4,75 dokosahekzaenoik asit (DHA) ve %0,5 LA; ve son olarak 

%%9,5 DHA ve %0,5 LA, toplamda %10 semi-pürifiye yağ asidi içeren 5 farklı 

diyetten birini vermişlerdir. Deney süresi 20 hafta olarak belirlenmiş ancak bir 

kriter olarak, hayvanlarda 1 cm çapında veya daha büyük, MNU bağımlı meme 

tümörü oluştuğu görüldüğünde deney sonu süresi beklenilmeden ötenazi 

uygulanmış ve retina örnekleri histopatolojik değerlendirmeye almışlardır. MNU 

grubunda, bazı hayvanlarda RD oluşmadığını ve 20. haftada ötenazi edilen 

hayvanların retinaları ile daha önceki dönemlerde ötenazi edilen hayvanların 

retinaları arasında ciddi farklılık olmadığını görmüşler ve MNU’ nun kullanılan bu 

dozda, zamanla sürekli ilerleyen bir şekilde dejenerasyon oluşturmadığını ve bazı 

hayvanlarda bilinmeyen sebeplerden dolayı dejenerasyon oluşmayabileceğini 

belirtmişlerdir. Tedavi gruplarında, sadece %9,5 DHA içeren diyetle beslenen 

sıçanların retinalarının belirli ölçüde korunduğunu, diğer diyetlerin etkinliğinin 

olmadığını, bu sonuçlara göre DHA’ nın MNU ile oluşturulan fotoreseptör hücre 

hasarında, koruyucu etkiye sahip olduğunu ortaya koymuşlardır. Daha önce yapılan 

çalışmalarda da bu çalışmayı destekler şekilde, retinitis pigmentozalı hastalarda ve 

hastalığın, transjenik rd fare modellerinde, plazma DHA seviyeleri düşük 

bulunmuştur (117, 118). RD farelerde, retinada ve fotoreseptör hücrelerde de DHA 

seviyelerinin düşük olduğu  ortaya konulmuştur (119). Ancak yağ asitlerinin, RD’ 

da ki kesin rolleri henüz bilinmemektedir (95). Sunulan çalışmada da, bu çalışmada 

ki bulgulara benzer şekilde, MNU ile bazı hayvanlarda çok ciddi, perifer retinayı 

da içine alan, ora serrataya kadar uzanan bir dejenerasyon oluşturulurken, bazı 

hayvanların belirli seviyede direnç gösterdiği, hayvanların genelinde perifer 

retinanın düşük oranda etkilendiği ancak optik sinire yakın bölgelerin düşük 
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seviyede olsa bile mutlaka etkilendiği, en ciddi lezyonların görüldüğü ve DNK-FK 

kalınlıklarının en fazla düştüğü bölgelerin her zaman optik sinire en yakın bölgeler 

olduğu kaydedildi. 

MNU ile oluşturulan RD çalışmalarında MNU genellikle periton içi yolla 

(6, 7, 79, 84, 85, 92, 95) verilmiştir. Ancak intravenöz (66, 70) ve intravitreal (16) 

uygulamalar ile de MNU’ yu ugulamak mümkündür. Rösc ve ark. (16) 8 haftalık 

erkek C57BL/6J farelerde, sistemik ve intravitreal   uygulamaları karşılaştırmak 

için MNU’ yu, 60 mg/kg periton içi, 0,15-3 mg/kg doz aralığında ise intravitreal 

uygulamışlardır. İki hafatalık deney sonunda, her iki uygulama şeklinde de aynı 

derecede RD oluştuğunu görmüşlerdir. Sistemik uygulamanın tek olumsuz noktası 

olarak, 2 haftada %12 düzeyinde canlı ağırlık kaybı olduğunu belirtmişlerdir. 

İntravitreal uygulamada ise bu durum gözlemlenmemiştir. İntravitreal uygulamanın 

dezavantajı olarak ise, DNK da ki incelmenin, enjeksiyon bölgesine yakın 

bölgelerde daha fazla olması, dolayısıyla dejenerasyonun, enjeksiyon noktasına 

bağlı olması durumu görülmüştür. Ancak retinanın istenilen belirli bir bölgesinde 

dejenerasyon oluşturulmak istenildiği takdirde bu durumun avantaja 

dönüşebileceği düşünülmektedir. Bu çalışmada araştırmacılar immunflorasan 

metot ile rodopsin, red/green opsin ve GFAP ekspresyonlarına bakmışlar ve her iki 

MNU uygulama metodunda da, rodopsin ve red/green opsin pozitifliğinin 2. hafta 

sonunda oldukça düştüğünü, çubuk ve koni reseptörlerin, MNU’ dan benzer şekilde 

etkilendiğini belirtmişlerdir. GFAP pozitifliğinin ise 2. hafta sonunda, MNU 

verilmeyen kontrol gruplarına kıyasla yüksek bir artış gösterdiğini kaydetmişlerdir. 

Sunulan çalışmada da benzer tespitler yapıldı. İmmunflorasan boyamalarda, 

rodopsin ve red/green opsin pozitifliğininde ki düşüşün, 24. saatten sonra 
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başlayarak, 7. güne kadar sürekli bir azalma göstererek devam ettiği, GFAP 

pozitifliğinin ise tam tersi şekilde fotoreseptör ölümü arttıkça, artış gösterdiği ve 

deneyin son günü olan 7. günde en yüksek seviyeye ulaştığı görüldü. 

 MNU ile oluşturulan RD’ da, rutin apoptotik faaliyetler, fotoreseptör 

ölümünün temel nedeni olarak kabul edilmektedir (6, 7, 16, 84, 85, 92, 95). Bu 

nedenle, başlatıcı ve effektör kaspazların inhibisyonuyla, dejenerasyonun önüne 

belirli bir derecede geçilebilmektedir (84, 120). Ancak, kaspaz-bağımsız 

apoptozisin de MNU modelinde görülebilmesi mümkündür (121). Endoplazmik 

retikulum stresi ile başlatılan apoptozis ve kalpain aktivasyonu gibi alternatif 

programlı hücre ölümü yolaklarının da etkinliğinin olduğu bildirilmiştir (87). 

Reisenhofer ve ark. (87), MNU modelinde hangi programlı hücre ölümü yolağının 

etkin rolü olduğunu tespit etmek için 6-8 haftalık C57BL/6 farelere 60 mg/kg tek 

doz periton içi MNU uygulamışlardır. Ötenazileri, MNU enjeksiyonundan sonra, 

1., 3. ve 7. günlerde yapmışlardır. TUNEL pozitifliğinin, 1. günden başladığını, 3. 

günde en yüksek seviyeye çıktığını ve 7. günde azalarak devam ettiğini 

belirtmişlerdir. Kaspaz-bağımlı ve kaspaz-bağımsız apoptozis derecesini ortaya 

koymak adına RT- PCR ve immunflorasan yöntem ile kaspaz-3-9-12 ve kalpain 

seviyelerine bakmışlardır. Kaspaz-3 ve 9 seviyelerinin 3. günde en yüksek seviyeye 

çıktığını kaspaz-12’ nin ise 3 ve 9’ a göre daha düşük ama anlamlı bir yükseliş 

gösterdiğini belirtmişlerdir. Benzer şekilde kalpain pozitifliğininde 1., 3. ve 7. 

günlerde anlamlı bir artış gösterdiğini ve 3. günde en yüksek seviyeye çıktığını, 

ancak bu yükselmenin kaspaz-3-9 ve 12 ile kıyaslamada daha geride kaldığını 

immunflorasan incelemede, TUNEL pozitif hücrelerin bazılarının, kalpain pozitif 

de boyandığını tespit etmişlerdir. Bu sonuçlardan yola çıkarak, MNU ile 
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oluşturulan RD’ da, temel ve daha etkin olan yolağın kaspaz bağımlı yolak 

olduğunu, ama kalpain bağımlı yolağında belirli derecede etkin rol oynağını ortaya 

koymuşlardır. Yoshizawa ve ark. (79), da benzer bir çalışmada, immunohistokimya 

ile, kaspaz-3-6-8, bax ve bcl-2’ nin, MNU ile oluşturulan fotoreseptör 

apoptozisinde etkin rol oynadığını, bu parametrelerden kaspaz-3-6-8 ve bax’ ın  12. 

saatten itibaren pozitiflik verdiğini, 3. günde ise en yüksek düzeye ulaştığını, bcl-2 

pozitifliğinin ise 12. saatten itibaren düşüş gösterdiğini belirtmişlerdir. Sunulan  

çalışmada da, bu iki çalışmada olduğu gibi, kaspaz-3-6 ve bax aktivitesinin, MNU 

verilen grupların tümünde 12. saatten itibaren başladığı, 48. saatte en yüksek 

seviyeye çıktığı, 3. ve 7. günlerde ise giderek düşüş gösterdiği, bcl-2 pozitifliğinin 

ise kontrol grubuna kıyasla, 12. saatten itibaren hafif derecede bir düşüş gösterdiği 

immunperoksidaz yöntem ortaya konuldu. Buradan, MNU verilmesini takiben 

apoptotik parametreler olan kaspazların ve bax’ ın aktifleştiğini, anti-apoptotik 

protein bcl-2’ nin ise etkinliğin azaldığı söylemek mümkündür. Kaspaz-3 

inhibitörlüğü yaptığı iddia edilen minosiklinin (47) ise bu durumu değiştirmede bir 

etkinliğinin olmadığı görüldü. 

Dejenere fotoreseptör hücrelerin fagositozunu gösteren bir bulgu olarak, 

makrofaj infiltrasyonu ve Müller hücre proliferasyonu, MNU uygulaması ile ortaya 

çıkabilmektedir ve retinal hasarı stabilize etmek için büyük önem taşımaktadır. 

Makrofaj-bağımlı temizlik, apoptotik süreç boyunca nöronal doku bakımı için 

esansiyeldir (122). Sunulan  çalışmada, bu makrofaj ve Müller hücre infiltrasyonu 

ve proliferasyonunu ortaya koymak adına immunperoksidaz ve immunflorasan 

yöntemle PCNA ekspresyonuna bakıldı. Bahsedilen bilgilerle uyumlu bir şekilde, 

PCNA pozitifliğinin, fotoreseptör ölümünün üst düzeyde olduğu 48. saatte, İNK da 
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ki Müller hücreleri ve diğer glial hücrelerin pozitif boyanması ile başladığı, 72. 

saatte boyanmanın şiddetinin ve yaygınlığının arttığı, artık sınırları net ayırt 

edilemeyen, hasarın arttığı, DNK ve FK’ nda da yoğun boyanmaların olduğu 

görüldü. Histopatolojik incelemede de bu hücrelerin aktivasyonu ve proliferasyonu; 

çekirdekçikleri belirginleşmiş, mitoz gösteren ve bu iki katmana infiltre olmuş 

makrofajların ve Müller hücrelerinin görülmesiyle ortaya konuldu.  

Minosiklin tedavi edici ajan olarak, MNU ile oluşturulan RD modellerinde 

daha önce kullanılmamış olup; ışık ile oluşturulan RD’ da (51, 55, 57), retina 

dejenerasyonuna sebep veren genetik defekte sahip transjenik deney hayvanlarında 

(48, 53, 54), yaşa bağlı makuler dejenerasyona sahip hastalarda (56, 58), retinal 

dekolman oluşturulmuş farelerde (1), glakom modellerinde (59) ve subretinal 

kanama oluşturulmuş fare modellerinde (Zhao, 2011) kullanılmış, değişen 

derecelerde olumlu sonuçlar alınmıştır. RD çalışmaları dışında, multiple skleroz 

(123), amyotrofik lateral skleroz (52) serebral iskemi (47), travmatik beyin hasarı 

(124), Huntington hastalığı (125), Parkinson hastalığı (126, 127) ve Alzheimer 

hastalığı (128) gibi nörodejeneratif hastalıklarda ve hastalık modellerinde, 

nöroprotektif etkinliği ortaya konmuş bir ilaçtır. Bu çalışmalarda, minosiklinin 

antimikrobiyal etkinliğinden tamamen bağımsız olan, anti-apoptotik ve anti-

inflamatuvar etkinliği (129) ile kan-beyin bariyerini geçebilme yeteneği (130) ön 

plana çıkmaktadır. Özellikle nöroinflamasyonun, birçok kronik nörodejeneratif 

hastalığın patogenezinde rolü olduğu düşünülmektedir (131). Geçmişte yapılan 

çalışmalar, mikroglial aktivasyonun, Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığı (132) 

ve kalıtsal retina dejenerasyonu (133) ile ilişkili olduğunu ortaya koymuştur. 
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 Minosiklinin tedavi gruplarıda kullanıldığı RD çalışmalarında, ışık ile 

oluşturulan RD modelleri ve transjenik hayvanların kullanıldığı modeller daha çok 

tercih edilmektedir (51, 53, 55, 57). 

 Zhang ve ark. (57), 4-5 haftalık BALB-C fareleri, 2 gün karanlık 

adaptasyonu sağlandıktan sonra, 3 saat boyunca, 3,5 klux şiddetindeki yeşil-filtreli 

florasan ışığa maruz bırakarak, fotoreseptör ölümü sağladıkları çalışmalarında, 

tedavi grubu hayvanlara, ışığa maruziyetten 1 gün önce başlayarak, 7 gün boyunca, 

günde 2 kez 45 mg/kg periton içi minosiklin uygulamışlardır. Deney sonunda, 

morfometrik incelemede, ışığa maruz bırakılan hayvanların DNK’ larının %62 

oranında inceldiği görülürken, ışığa maruziyetle birlikte, minosiklin tedavisi 

uygulanan hayvanların DNK’ larının %11 düzeyinde incelme gösteriği 

görülmüştür. İmmunohistokimya ile, mikroglial aktivitenin dejenerasyonda ki 

rolünü belirlemek adına CD11b ekspresyonuna bakılmış, kontrol grubunda 

pozitifliğe rastlanılmazken, ışığa maruz bırakılan hayvanlarda yoğun pozitiflik 

görülmüş, minosiklin tedavi grubunda ise, bu pozitifliğin %17,5 seviyesinde bir 

düşüş gösterdiği belirlenmiştir. Sonuç olarak ise minosiklinin, ışıkla oluşturulan 

RD’ da, DNK kalınlığını koruduğunu ve mikroglial aktiviteyi düşürdüğünü iddia 

etmişlerdir. Scholz ve ark. (51), 4-5 haftalık BALB-C fareleri, 16 saat karanlık 

adaptasyonu sağlandıktan sonra, 1 saat boyunca, 15 klux şiddetindeki beyaz ışığa 

maruz bırakarak, fotoreseptör ölümü sağladıkları çalışmalarında, tedavi grubu 

hayvanlara, ışığa maruziyetten 1 gün önce başlayarak, 4 gün boyunca, günde 2 kez 

45 mg/kg periton içi minosiklin uygulamışlar ve Zhang ve ark. (57)’ nın elde ettiği 

sonuçlara benzer sonuçlar elde etmişler ve minosiklinin ışıkla oluşturulan RD’ u 

önlemede etkinliğinin olduğunu savunmuşlardır. Chang ve ark. (55), 35 günlük 
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albino Lewis ratlarını, 24 saat karanlık adaptasyonu uyguladıktan sonra, 3 klux 

şiddetindeki yeşil florasan ışığa 1, 6, 12 veya 24 saat maruz bırakılmışlardır. Tedavi 

gruplarında ise minosiklini 15, 30 ve 45 mg/kg dozda, dejeneratif ışık 

uygulamasından 30 dakika önce veya hemen sonra vermişlerdir ve 14 günlük 

deneyin belirli dönemlerinde ötenaziler uygulamışlardır. Elde ettikleri retina 

örneklerinin histopatolojik incelemelerinde, TUNEL boyamalarında ve kaspaz-3’ 

ün immunperoksidaz analizlerinde,  yüksek şiddetteki ışığa maruziyetten önce 

uygulanan minosiklinin, 30 ve 45 mg/kg dozlarda, DNK kalınlık ortalamalarını 

arttırdığı, TUNEL pozitifliğini ve kaspaz-3 ekspresyonunu ise düşürdüğünü 

gözlemlemişlerdir. Işıkla oluşturulan RD’ da kaspaz-3’ ün ve dolayısıyla 

apoptozisin rolü olduğunu, minosiklinin ise sadece ışığa maruziyetten önce ve doz 

bağımlı uygulamasının etkinliğinin olduğunu ifade etmişlerdir. 

Peng ve ark. (53), RD’ a sebep veren genetik defektli transjenik rd10 fareleri 

(Rd10 farelerinde rod-difosfoesteraz geninde ki spontane mutasyon nedeniyle 

postnatal 15-20. günler arasında kendiliğinden başlayan bir çubuk reseptör ölümü 

söz konusudur) ile yaptıkları çalışmalarında, minosiklinin rolünü araştırmışlardır. 

Rd10 farelerine postnatal 13. günden (p13) başlayarak 29. güne (p29) kadar günde 

iki kez periton içi 45 mg/kg minosiklin uygulamışlardır. Minosiklin uygulanmayan 

kontrol grubu rd10 farelerde, TUNEL boyamalarda, p19’ dan itibaren pozitifliklere 

rastlanılmış, p22 de ise pozitifliklerin en yüksek düzeye ulaştığı görülmüştür. 

Minosiklin uygulanan rd10 farelerde ise TUNEL pozitifliklerinin p22 den itibaren 

başladığı ve kontrol grubuna göre daha düşük seviyede olduğunu belirtmişlerdir. 

DNK ölçümleri de (optik sinire 200 µm mesafeden) TUNEL verilerini doğrular 

şekilde, kontrol grubunda ortalama 5,9 µm iken, minosiklin grubunda 10,3 olarak 
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kaydedilmiştir. Bu durumda araştırmacılar minosiklinin, rd10 farelerinde, hem 

dejenerasyonu geçiktirici hem de azaltıcı etkinliği olduğunu iddia etmişlerdir. 

Benzer şekilde, fotoreseptör dış segmentlerinin gelişimi için gerekli periferin-2 

proteinini kodlayan prph-2 gen defekti bulunan rds farelerinde yapılan iki 

çalışmada (48, 54), minosiklinin 50 mg/kg dozada, p2 den p27’ ye kadar 

uygulamanın retina dejenerasyonunu tamamen önlemediğini ancak geciktirdiğini, 

TUNEL pozitifliğini,  kaspaz-3 ekspresyonunu ve CD11b pozitif mikroglial 

aktivasyonu belli ölçüde düşürdüğü belirtmişlerdir. 

Bahsedilen bu çalışmalardan anlaşılacağı üzere, retina dejenerasyonu 

çalışmalarında  minosiklin, dejenerasyon oluşturacak uygulamadan önce, sonra 

yada deney süresince günlük olarak uygulanmıştır. Sunulan çalışmada da bu 

modeller ışığında, MNU uygulamasından 24 saat önce ve hemen sonra olmak üzere 

2 doz uygulandı ve 12. saatten itibaren ötenazi periyotları başlayacağı için günlük 

doz uygulama tercih edilmedi. Olası bir doz bağımlı etkinliği de gözardı etmemek 

için 50, 75 veya 100 mg/kg dozlarda uygulandı. Ancak, ışıkla oluşturulan RD’ da 

ve transjenik hayvanlarda belirli ölçüde etkinlik gösteren minosiklinin, MNU ile 

oluşturulan modelde arzu edilen etkinliği göstermediği görüldü. Sunulan bu 

çalışmada, minosikilinin beklenilen etkilerinden olan; DNK ve FK kalınlıkları 

üzerine, TUNEL pozitifliği üzerine, kaspaz-3, GFAP ve PCNA ekspresyonları 

üzerine bir etkinliğinin olmadığı görüldü. MNU ile oluşturulan RD modelinde, 

kaspaz-3,6,8 (79) kaspaz-9 ve 12 (87) gibi birden fazla kaspazın rolünün olması, 

MNU’ nun DNA’ yı 6-12 saat gibi kısa bir sürede alkillemesi (70), MNU ile 

oluşturulan RD’ da kaspaz-bağımsız apoptozisin de etkinliğinin olması (87) gibi 

sebeplerden dolayı minosiklinin etkisiz kaldığı düşünülmektedir. 
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Sonuç olarak; sunulan bu çalışmadan elde edilen veriler ışığında, MNU ile 

oluşturulan RD modelinde, MNU uygulamasının, kısa sürede, şiddetli fotoreseptör 

apoptozisine neden olduğunu ve bu durumun, RD ile seyreden hastalıklar ile ilgili 

veriler toplayabilmek adına büyük fayda sağladığını söylemek mümkündür. Deney 

süresince hayvan kaybı yaşanmaması, hayvanların genel durumlarının çok 

bozulmaması, hayvanlara sadece tek doz periton içi uygulamanın yapılması ve 

deneyin kısa süresi, hayvanlara fazla acı çektirilmemesi yönünden önem 

taşımaktadır. Tedavi gruplarında kullanılan minosiklinin ise bahsedildiği üzere, 

nörodejeneratif hastalıklar için kıymetli bir ilaç olduğunu söylemek mümkün olsa 

da, MNU ile oluşturulan bu modelde, etkinlik göstermediği görüldü. Işık ile 

oluşturulan RD ve transjenik hayvanların kullanıldığı çalışmalarda, günlük 

minosiklin uygulamalarının fotoreseptör apoptozisini yavaşlattığı belirtilmiştir. 

MNU ile oluşturulan bu modelde 12. saattten itibaren periyodik ötenaziler başladığı 

için günlük minosiklin uygulanamadı. Yine MNU ile uygulanacak daha uzun süreli 

bir modelde, diğer modellerde olduğu gibi günlük 1-2 doz minosiklinin, yada 

minosiklin ile beraber başka ilaçların kombinasyonların, dejenerasyonu önleyip 

önlemeyeceğinin araştırılması gereken bir konu olduğu düşünülmektedir.  

RD ile seyreden retinitis pigmentoza, yaşa bağlı maküler dejenerasyon ve 

diyabetik retinopati gibi hastalıkların, gelişmiş ülkelerde en önemli körlük sebepleri 

arasında yer alması, sadece retinitis pigmentoza hastalığından bile etkilenen 1 

milyonun üzerinde insanın olduğu ve hala birkaç madde dışında efektif ilaçların 

olmadığı düşünüldüğünde, bu konu ile ilgili çalışmaların ve etkili yeni maddelerin 

bulunmasının önemi ve gerekliliği ortaya çıkmaktadır. 
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