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1.0ZET

Retinal dejenerasyon (RD), c¢ogunlukla, ¢esitli genlerin kodladigi
fotoreseptor-6zgili proteinlerin noksanligi veya hatali iiretilmesiyle ilgili olup,

fotoreseptor hiicrelerin apoptotik ve sliregelen oliimiiyle karakterizedir.

Bu ¢alismada RD olusturmak amaciyla 80 adet si¢ana tek doz periton igi
(i.p.) 50 mg/kg N-Metil-N-Nitroziire (MNU) verildi. Bu siganlardan 60 tanesine ise
RD’ u engellemek amactyla MNU ile beraber farkli dozlarda (50 mg/kg: 20 hayvan,
75 mg/kg: 20 hayvan, 100 mg/kg: 20 hayvan), MNU dan 1 giin 6nce ve 1 saat sonra
olmak tizere 2 kez i.p. minosiklin uygulandi. Yirmi hayvan ise kontrol grubu olarak
ayrildi ve sadece i.p. serum fizyolojik uygulandi. Yedi giinliik deney siiresince 12.,
24., 48., 72. saatlerde ve 7. giinde olmak tizere 5 farkl1 donemde 6tenazi yapilarak
g0z ornekleri elde edildi. Goz ornekleri histopatolojik, immunohistokimyasal ve
elektron mikroskobik olarak incelendi. MNU uygulanan gruplarda, onemli
derecede RD olustugu goriildii ve fotoreseptdr 6liimlerinin apoptotik mekanizma
ile gergeklestigi TUNEL yontemi ile ortaya konuldu. MNU uygulanmayan kontrol
grubu ile kiyaslandiginda fotoreseptor katmani ve dis niikleer katmanin 12. saatten
baslayarak giderek inceldigi, kaspaz-3, kaspaz-6, bax, 8-OHdG, PCNA ve GFAP
seviyelerinin arttig1; rodopsin, red/green opsin ve Bcl-2 seviyelerinin ise diistiigii
gorildii. Elektron mikroskobik incelemelerde ise, i¢ niikleer katmanda bulunan
hiicrelerden amakrin ve bipolar hiicrelerin de fotoreseptorler kadar ciddi boyutta
olmamakla beraber etkilendigi goriildii. Minosiklin uygulanan tedavi gruplarinda
ise anlamli farkliliga rastlanmadi ve minosiklinin, MNU ile olusturulan RD’ da;

retinal katman kalinliklar ile, kaspaz-3, kaspaz-6, bax, 8-OHdG, PCNA, GFAP,



rodopsin, red/green opsin ve Bcl-2 boyamalarinin siddet ve dagilimi {izerinde etkili

olmadig tespit edildi.

Sonug olarak, MNU’ nun tek doz uygulama ile kisa siirede ve fazla sayida
fotoreseptor hiicreyi etkilemesine ragmen, minosiklinin bu durumu Onlemede
etkisiz kaldigi goriilmiistiir. Bu durumun, MNU ile olusturulan RD’ un
patogenezinde ¢ok fazla sayida faktoriin rolii olmasindan kaynaklandigi, minosiklin
ile daha farkli ilaglarin kombinasyonlarinin etkinliginin arastirilmasinin gerektigi

diistiniilmektedir.

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

dejenerasyon, retinitis pigmentoza, si¢an.



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,



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.



3. GIRIS

Retinitis pigmentoza, yasa bagli makiiler dejenerasyon, diabetik retinopati
ve retinal dekolman insanlarda en 6nemli retina hastaliklar1 olup, en 6nemli korlik
sebepleri arasinda yer alirlar (1). Kiigtik 1rk kopeklerde goriilen, ani kazanilmis RD
(Sudden acquired retinal degeneration: SARD) (2) ve progresif retinal atrofi (PRA,
insanlardaki retinitis pigmentozanin kopeklerdeki karsilig1 olarak kabul edilir) (3)
hayvanlarda RD ile seyreden hastaliklara Ornektir. Kedilerde de daha sporadik
olmakla beraber RD goriilmektedir (4). RD’ da, fotoreseptor hiicrelerin siiregelen
oliimii s6z konusu olup, olgularin yaklasik %50 si korliik ile sonuglanir (5).

Retinitis pigmentoza (RP), insanlarda en 6nemli korliik sebepleri arasinda
gosterilen herediter bir retina hastaligidir. Bilateral olarak seyreden, progresif,
dejeneratif bir hastaliktir. Retinanin fotoreseptdr hiicrelerinin  progresiv
dejenerasyonu ve Oliimii hastaliga temel teskil eder. Oncelikle skotopik
(monokromatik, gece goriisii, siyah-beyaz goriis) goriisten sorumlu olan ¢ubuk
reseptorlerin, sonrasinda ise polikromatik (renkli) goriisten sorumlu olan koni
reseptorlerin dejenerasyonu s6z konusudur ve bu durum da goriis kaybinin temel
nedenidir. Ilk baslarda, olusumunda yangisal olaylarm etkili oldugu
diistintildiiglinden ‘retinitis’ denilerek terminolojik olarak yanlis adlandirilmistir.
Fotoreseptor hiicrelerinin beslenmelerini saglayan pigmentli epitel hiicreleri, retina-
sklera smirinda ki Bruch’s membranin iizerine oturmuslardir. Pigmentli epitel
hiicreleri bilinmeyen bir sebeple bu membrandan ayrilarak retinanin daha ig
katmanlarina ilerlerler ve retinada pigmentli bir goriintii olustururlar ki bu durum

hastaligin RP olarak adlandirilmasinin sebebidir (6-8).



Hastaligin 1/4000 goriilme sikligina sahip olmasi onu en 6nemli korliik
sebeplerinden biri haline getirir. RP’ de fotoreseptor hiicrelerinin 6liimiine bagl
olarak oncelikle gece goriis kaybi, bunu izleyen yan goriis kayb1 ve en son olarak
da merkezi goriis kayb1 s6z konusudur. Hastaligin patogenezinde etkili 40 tan fazla
gende meydana gelen 160 civarinda mutasyon olup olgularin; otozomal-dominant
(%50-60), otozomal-resesiv (%30-40) ve X kromozomu-bagimli (%5-15) genlerle
ilgili oldugu ortaya konmustur (9-11). Insanlarda en sik rastlanan RP mutasyonu,
cubuk reseptorlere 6zgili ‘rodopsin’ isimli proteini kodlayan gende meydana gelen
P23H mutasyonudur (12).

RP’ de, RD tipik olarak ¢ubuk reseptorlerin 6liimii ile baslar. Bunu koni
reseptorlerin 6liimii izler. Bu durum ile ilgili savunulan 3 farkli teori mevcuttur.
Bunlarin ilki, ¢ubuk reseptorler 6ldiigiinde aciga ¢ikan toksik maddelerin koni
reseptorleri dldiirdiigii yoniindedir. Ikincisi; cubuk reseptdrlerin dliimiiniin provake
ettigi Miiller hiicre aktivasyonu ve bu hiicrelerin toksik salgilarinin koni reseptorleri
oldiirdiigii yoniindedir. Uciincii ve son teori ise c¢ubuk reseptdrlerin, koni
reseptOrlerin hayatta kalmasi i¢in gerekli bir salgi tirettigi yoniindedir. Ancak bu
teorilerden higbiri RP hastaliginin dogal formunda c¢ubuk reseptdrler tamamen
ortadan kaybolduktan sonra bile, koni reseptorlerin nasil yillarca hayatta
kalabildigini tam olarak agiklayamamaktadir (13).

Retina yiiksek aktivite ile calisan fotoreseptor hiicreleri sebebiyle siiperoksit
anyonlari, hidroksil radikaller ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) tehditi altindadir. Bu maddelerin birikimi, fotoreseptor 6liimii, sonug olarak
ta retinal hasar ve gérme kaybiyla neticelenir. RD’ a sahip hastalar lizerinde yapilan

epidemiyolojik ¢alismalarda, bu hastalarin saglikli kontrollerle kiyaslandiginda,



yiiksek ROS ve diisiik antioksidatif protein seviyelerine sahip olduklari
goriilmiistiir. Bu durum RD’ un patogenezinde oksidatif stresin etkili oldugunu
gostermektedir (14, 15).

RD modeli olusturmak i¢in fotoreseptor 6liimii saglamak esastir ve retinada
fotoreseptor 6liimiinii saglamak i¢in de iki temel kategori i¢inde yer alan yontemler
kullanilmaktadir. Bunlardan ilki RD’ a sebep olan genetik defektlere sahip
transjenik deney hayvanlarin kullanimidir (rd1 fareleri, RCS ratlar). Ikincisi ise
indiikleyici modellerdir. Indiikleyici modellerde 151k veya iyonize radyasyon gibi
fiziksel bir uyaran kullanilacagi gibi kobalt klorit, iodoasetik asit veya N-Metil-N-

Nitroziire (MNU) gibi kimyasal ajanlarin kullanimi miimkiindiir (10, 16, 17).

3.1. Retinanin Hiicresel Organizasyonu

Retinanin temel hiicresel yapisini; retinal pigmentli epitel hiicreleri (RPE),

fotoreseptorler, interndronlar, gangliyon hiicreleri ve glial hiicreler olusturur (18).

3.1.1. Pigmentli Epitel Hiicreleri

Pigmentli epitel hiicrelerinin embriyonik kokeni, retinanin sensorik
komponentleri gibi néroektodermaldir (19). Yetiskin insan retinasi1 yaklasik 3.5
milyon RPE hiicresi igerir. Fotoreseptor hiicrelerin gévde kisimlari bu hiicrelere
tutunmus vaziyettedir. Tek katl, kiiboidalden hekzagonale degisen bir yapidadirlar
(20, 21). Ozellikle retinanin optik sinire yakin, merkezi bdlgelerinde bu hiicreler
arasindaki siki bileske adi verilen siki baglantilar, koroidteki ki damarlardan,
fotoreseptorlerin bulundugu daha i¢ kisimlara molekiillerin serbest gegisini

engelleyen kan-retina bariyerini olusturur (22). Koyu-kahve renginden siyaha



kadar degisen, pigmentli goriniimlerini melaninden alirlar. Pigmentasyonlari
insanlarda gebeligin 35. giiniinde baglayip ¢ok hizli bir sekilde, 1 hafta icinde
tamamlanir. Koroidal melanositlerin pigmentasyonu ise gebeligin 5. ayinda
baslayip, postnatal donemde devam eder. Noronal tiipten koken alan koroidal
melanositlerin aksine, RPE hiicrelerinin pigmentasyon derecesi irksal varyasyon

gostermez veya ¢ok az gosterir (23).

3.1.2. Fotoreseptor Hiicreler

Fotoreseptor hiicreler, transdiiksiyon olarak adlandirilan, 151k fotonlarinin
sinir sinyallerine doniisiimiinii saglayan, cubuk (gece goriisii=monokromatik goriis)
ve koni (renkli gériis=polikromatik goriis) olmak tizere iki farkl: alt tipi olan, gorsel
sistem sensorleridirler. Noronal 6zellikte olan bu hiicreler, 15181n yakalanmasi ve
bir gorsele doniisecek elektriksel bir ileti olusturulmasi yoniinde 6zellesmislerdir
(24).

Fotoreseptorler tarafindan saglanan goriis kalitesi hayvanlar arasinda biiytik
farklilik gosterir. Ornegin yassi solucanlarda ¢ok az sayida fotoreseptdr hiicre vardir
ve bu ancak 151k kaynagia dogru yonelebilmelerine olanak saglamaktadir (25).
Insan retinasi ise 4-5 milyon civarinda koni fotoreseptdr, 77-107 milyon civarinda
cubuk fotoreseptdr icerir. Koni reseptorleri %63 oraninda (yaklasik 2,9 milyon)
kirmizi1 151k duyarli, %32 oraninda (yaklasik 1,4 milyon) yesil 151k duyarli ve %5
oraninda (yaklasik 0,2 milyon) mavi 151k duyarl alt tiplere ayrilir. Bu hiicreler
sadece fovea denilen, goziin posterior kutbunda, optik diske 3-4 milimetre mesafede
ki alanda bulunurlar ki bu bdlge sar: nokta olarak ta bilinen makula sinirlar

icerisinde yer alir. Fovea’ da koni reseptdr yogunlugu mm?de 199,000 civarindadir



ve bu bolgede ¢ubuk reseptorler bulunmadigi igin rod-free zone olarak ta
adlandirilmaktadir. Bu bélgenin disindaki kisimlarda ve tiim perifer retinada cubuk
reseptorler bulunmaktadir (18). Insanlar, bazi maymun tiirleri ve domuzlar
disindaki hayvanlarda anatomik olarak belirgin bir makula yapis1 bulunmamaktadir
(26).

Her bir fotoreseptor; bir dig segment, i¢ segment (mitokondri, endoplazmik
retikulum), bir niikleus, akson lifleri ve sinaptik bir terminalden olusur.
Fotoreseptor dis segmentleri opsin adi verilen foton yakalayic1 fotopigmentleri
bulundurur. Foton absorbsiyonu, fotoreseptorlerin ¢ikis sinyallerinin olusmasina
katki saglar (18).

Cubuk ve koni reseptorlerin dis segmentlerinde fotopigmentlerin bulundugu
yuvarlak sekilli disk yapilart mevcuttur. Bu diskler, gubuk reseptorlerde tamamen
kapaliyken, koni reseptorlerde kismen agiklik gosterir. Tipik bir ¢ubuk reseptorde,
bu disk yapilarindan ortalama 1000 civarinda bulunur ve her bir disk yaklasik
150.000 adet ¢ubuk reseptorlere Ozgii fotopigment olan rodopsin  molekiilii
barindirir ki bu da her bir ¢ubuk reseptor icin 150 milyon rodopsin molekiilii

anlamina gelmektedir (25).
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Sekil 1: A: Cubuk ve koni reseptorlerin genel yapisi, B: Cubuk reseptoriin dis
segmentinin genel yapist (25).

Fotoreseptor hiicrelerde dort farkli ozellikte, temelde opsin olarak
adlandirilan fotopigment bulunur. Bunlarin ilki ve en ¢ok bulunani, ¢ubuk
reseptorlere 6zgii, diisiik 1s1kta gorlisii saglayan rodopsin dir. Cubuk reseptorlerin
151ga olan hassasiyetleri, ¢cok disiik siddetteki 1siklara bile yanit vermelerini
saglayan rodopsin molekiillerinden kaynaklanmaktadir. Koni reseptorlere 6zgii
opsinler ise {i¢ tiptir. Bunlar renkli goriisii saglayan, mavi, yesil ve kirmizi renkli
dalgaboylarina cevap veren opsinlerdir. Ayni1 zamanda, kisa dalga boylu (mavi, 419
nm), orta dalga boylu (yesil, 531 nm) ve uzun dalga boylu (kirmizi, 558 nm)

opsinler olarak ta bilinmektedir (25).
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3.1.3. internoron Hiicreler

Internéron hiicreler, retinanin i¢ niikleer katmaninda, fotoreseptdr
katmaniyla gangliyon hiicreleri arasinda yer alirlar. Bu hiicreler; bipolar, horizontal
ve amakrin hiicrelerdir. Fotoreseptorler tarafindan tiretilen sinyalin dis pleksiform
katmandan i¢ pleksiform katmana iletilmesini saglayarak, fotoreseptor-gangliyon
hiicre baglantistn1 saglamis olurlar ki bu son derece kompleks olan noro-retinal
devrenin temel 6gesidir (18, 27).

Bipolar hiicreler, ¢ubuk ve koni reseptorlerden gelen sinyali alip gangliyon
hiicrelerine dogru iletmekle gorevlidirler. Koni reseptorler ile baglanan bipolar
hiicreler birkac tane reseptore tutunabilirken, cubuk reseptorlere baglanan bipolar
hiicrelerde bu rakam 70’ e kadar ¢ikabilmektedir. Horizontal hiicreler de bipolar
hiicrelere benzer fonksiyona sahipken, amakrin hiicrelerin fonksiyonlari tam olarak

bilinmemektedir (18).

3.1.4. Gangliyon Hiicreler

Gangliyon hiicreler, fotoreseptorler tarafindan elde edilen gorsel bilginin
retinadan beyine iletilmesinde gorevlidirler. Gangliyon hiicrelerin gévde kisimlari
gangliyoner katmanda bulunurken, bunlarin dentritleri i¢ pleksiform katmana kadar
uzanarak bipolar ve amakrin hiicreler ile kontak halinde bulunurlar. insan
retinasinda 20 farkli gangliyon hiicre tipi tanimlanmigtir. Bunlarin en iyi bilinenleri
tim gangliyon hiicre populasyonunun %80 ini olustuan midget ve parasol
hiicreleridir (28). Retina ve beyin arasindaki anatomik mesafeden dolayi,
metabolitlerin gangliyon ¢ekirdeginden anterograd hareketi veya retrograd doniisii

icin gangliyon aksonlari, efektif transport mekanizmalarma ihtiya¢ duyarlar.
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Aksonal transport, yavas (< 10 mm/giin), hizli ( giinde yiizlerce mm) veya orta
hizda olabilmektedir. Transportun biiyiik bir kismin1 yavag ve anterograd transport

olusturur (18).

3.1.5. Glial Hiicreler

Retina da 4 tip glial hiicre mevcuttur. Bunlar; Miiller hiicreleri, astrositler,
mikroglialar ve seyrek olarak goriilen oligodentrositlerdir. Miiller hiicreleri ig
niikleer katmanda yer alirlar, retinanin temel glial hiicreleridir, retinal néronlarin
islevlerini ve varliklarin1 korumayla ilgili bircok biyolojik fonksiyona sahiptirler
(29). Bunlar arasinda glikoz transportu, amonyak derivatlarinin ortadan
kaldirilmasi, potasyum iyonlarinin dagitimi ve aminoasit dongiisli yer almaktadir.
Ozellikle RD, yani progresif fotoreseptor oliimii ile seyreden retinitis pigmentoza
ve yasa bagli makiiler dejenerasyon gibi hastaliklarda bu hiicrelerin sayilarinin
arttig1 bilinmektedir (30). Astrositlerin, optik sinirdeki kok hiicrelerden koken
aldiklar1 diistintilmektedir. Bu hiicreler ndroretinanin siiperfisial katmanlarinda
gangliyon hiicrelerinin, sinir ipliklerinin ve damarlarin ¢evrelerinde bulunurlar.
Mikroglialar, retinaya kan dolagimindan gelirler, fagositik hiicrelerdir ve retikiilo-
endotelyal sistemin bir pargasidirlar. Genellikle sinir iplikleri arasinda kiiciik
sayilarda bulunurlar, ancak mobil olduklari igin retinanin her katmanina
ulasabilirler (31). Oligodentrositler perifer sinir sisteminin miyelin kilifin1 {ireten
hiicrelerdir. Normal sartlar altinda retinanin sinir iplikleri miyelin kilifa sahip
degildir. Bazi durumlarda rastlantisal olarak myelinli sinirlerin goriilmesi,

oligodentrositlerin retinaya geldiginin bir gostergesi kabul edilir (18).
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Sekil 2: Goziin normal histo-anatomik yapis1 (32)

3.2. Retinanin Histolojik Katmanlar:

Retina g6z kiiresinin noro-sensorik boliimiinii olusturur. Distan, damar
tabakasi olan koroid ve koruyucu bag tabakasindan olusan sklera tarafindan
cevrelenmigtir. Retinanin hiicresel elemanlari, retinanin farkli bolgelerinin
fonksiyonel gereksinimlerini karsilayacak sekilde bir adaptasyon ve diizenleme
dahilinde organize olmuslardir. Bu bolgesel farklilagsma, yavas bir olgunlasma

stirecidir ve tamamlanmasi birkag yili alir (18).

3.2.1. Bruch’s Membran

Bruch’s membran, koriokapillarlar ile retinal pigmentli epitel hiicrelerini
(RPE) birbirinden ayiran bir zardir. Bes farkli katmandan olusan elastik bir yapiya
sahiptir. Bu katmanlar; koriokapillarlarin bazal membrani, bir dis kollejen katman,

bir merkezi elastik katman, bir i¢ kollajen katman ve RPE hiicrelerinin bazal
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memranmidir. Optik diskten ora serrataya kadar, 2 ile 4 pm arasinda degisen

kalinliklarda uzanir (18).

3.2.2. Retinal Pigmentli Epitel (RPE) Hiicreleri Katmam

Her bir g6z yaklasik 3,5 milyon RPE hiicresi ihtiva eder. Bu hiicreler tek
katli ve siki baglantilarla birbirlerine tutunmus vaziyette, Bruch’s membrana
dizilmislerdir (22). Embriyogenezis boyunca, optik vezikiiliin sentral
noroektodermi invagine olarak optik diskin i¢ yapragini olusturur ki bu kisim daha
sonra sensorik retinay1 olusturur. Optik vezikiiliin periferal néroektodermi ise, yine
invagine olarak optik diskin pigmentli dis yapragini olusturur ve bu kisim da RPE
hiicrelerine farklilagir. Biitiin bu olusum siireci sonucunda néroretina ile RPE
hiicreleri sadece kiigiik bir subretinal bosluk ile birbirlerinden ayrilacak sekilde
bulunurlar ve bu boslukta olasi bir sivi retensiyonu, retinal dekolman/detachment
adi verilen retinanin epitel katmandan ayrilmasi ve beslenememesi sonucu

dejenerasyona ugramasi ile sonuglanabilmektedir (18).

3.2.3. Fotoreseptor Katmani (FK)

Cubuk ve koni reseptorlerin govde kisimlarinin sikisik bir sekilde yer
aldiklar1 katmandir. Bu ince katman nororetinanin 1s1ga duyarli kismi olup
fototransdiksliyon alanidir. Retinanin diger biitiin katmanlar1 burada iiretilen

sinyallerin iletilmesinde gorevlidirler (24).
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3.2.4. D1s Siirlayict Membran (DSM)

Gergek anlamda bir membran olmamakla beraber Miiller hiicrelerinin
uzantilar ile fotoreseptorler arasindaki baglantilar ile olusan, fotoreseptor katmani

ile dis niikleer katman arasinda yer alan bir yapidir (33).

3.2.5. D1s Niikleer Katman (DNK)

Fotoreseptor hiicrelerin ¢ekirdeklerinin olusturdugu katmandir. Foveolar
bolgede en ince kalmliktadir. Insan retinasi ortalama 4-5 milyon koni, 77-100
milyon ¢ubuk reseptdr igerir. Koni reseptorler sadece fovea da bulunur
(primatlarda) ve bu bélgede gubuk reseptér bulunmaz (rod-free zone). Geriye kalan

tiim bolgelerde ise gubuk reseptorler dominanttir (18, 28).

3.2.6. D1s Pleksiform Katman (DPK)

Bu katmanda fotoreseptor hiicreler ile bipolar ve horizontal hiicrelerin
aksonlart ve sinaptik baglantilari bulunur. Fotoreseptor sinyalleri interndronlara

dogru bu katman araciligiyla iletilir (34).

3.2.7. i¢ Niikleer Katman (INK)

Ic niikleer katman; horizontal, bipolar amakrin hiicreler ve Miiller
hiicrelerinin  ¢ekirdeklerinin olusturdugu katmandir. Horizontal hiicreler bu
katmanin dis kismina yakin DPK sinirinda, amakrin hiicreler i¢ kismina yakin, i¢
pleksiform katman smirinda bulunurken, bipolar hiicreler ve Miiller hiicreleri bu

katmandaki herhangi bir pozisyonda bulunabilmektedirler (28).
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3.2.8. i¢ Pleksiform Katman (IPK)

Bipolar hiicreler, amakrin hiicreler ve gangliyon hiicrelerinin aksonal
uzantilariin bulundugu katmandir. Fotoreseptor sinyallerinin DPK’ dan sonra

ilerlemeye devam ettigi ve gangliyon hiicrelerine iletildigi katmandir (34).

3.2.9. Gangliyon Hiicreleri Katmam (GHK)

Bu katman, 1,2 milyon civarinda gangliyon hiicresinin yaninda, yer
degistirmis amakrin hiicreleri, astrosit ve endotel hiicresi igerir (24). Katmanin
kalinlig1 perifoveal makulada 8-10 kat gangliyon hiicresiyle maksimum kalinligina
ulagir (60-80 pm), makula disinda kalan bolgelerde ise tek kat gangliyon hiicreleri
ile 10-20 um kalinliga kadar diigser ve tam fovea bolgesinde katman gozden silinir.
Kiglik midget hiicreleri ve daha iri olan parasol hiicreler gangliyon hiicrelerin
%80’ ini olustururlar. Bu hiicreler IPK’ da ki dentritik baglantilarina gére on/acik

yada off/kapali hiicreler olarak sinyalin iletilmesini diizenlerler (34).

3.2.10. Sinir Iplikleri Katmam

Gangliyonik aksonlar optik sinire dogru, sinir iplikleri katmaninda ilerlerler.
Uzak periferik bolgelerde son derece ince ve farkedilmesi giic bir hal alan bu
katman, optik diske yaklastikca da tiim retinal aksonlar, optik sinir ile bulustugu

i¢in incelir (27).
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3.3. Retinitis Pigmentoza (RP)

Retinitis pigmentoza, ¢ubuk ve koni reseptorlerin dejenerasyonuyla
karakterize bir grup kalitsal hastalik i¢in kullanilan genel bir terimdir. Diinya

genelinde, hastaliktan 1 milyonun iizerinde insanin etkilendigi tahmin edilmektedir
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(9). Hastaligin kalitimi, %30-40 oraninda otozomal dominant, %50-60 otozomal
resesif ve %5-15 oraninda X- iliskili genler araciligiyla olmaktadir (36).

Retinitis pigmentosa, hastalarda ortaya ¢ikan semptomlar bakimindan
yiiksek degiskenlik gdsteren bir hastaliktir. Kimi hastalarda gérme kaybi erken
donemde baglarken bazilarinda yetiskinlik donemine kadar klinik bir bulgu
gorilmemektedir. Hastalikta goriilen en klasik bulgular sirasiyla; karanlhik
adaptasyonu bozukluklar1 ve gece korliigli, bunlarin sonrasinda ortaya cikan
periferal goriis kaybi ki bu durum tiinel goriisii ad1 verilen sadece merkezi goriise
olanak taniyan bozukluga yol agar ve en son ortaya ¢ikan merkezi goriis kaybi
olarak belirtilmistir. Bu gorsel bozukluklarin merkezinde ise, akromatik goriisten
sorumlu ¢ubuk reseptorlerin (yildiz 1s18¢inda, ayisiginda goriis= gece goriisii) ve
kromatik goriisten sorumlu koni reseptorlerin (giinisiginda goriis= renkli goriis)
kitlesel oliimii yer almaktadir. Retinanin dis niikleer katman adi verilen,
fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerinin bulundugu bolge, hastalikta en ¢ok etkilenen
kistmdir. Amakrin hiicreler, bipolar hiicreler ve horizontal hiicrelerden olusan i¢
niikleer katman ile gangliyon hiicreleri katmani, hastaliktan az miktarda ve ilerleyen
donemlerde etkilenir (9). Hastaligin tipik formlarinda, cubuk reseptor kaybi, koni
reseptor kaybindan her zaman daha fazladir. Baz1 formlarda ise, ¢ubuk ve koni
reseptor kaybi esit oranda seyreder. En seyrek goriilen formda ise koni reseptor
kayb1, ¢ubuk reseptor kaybini agar ve bu durum renkli gériis bozuklugu ile ilgili
erken donem semptomlarini ortaya ¢ikarir (37).

Genetik bakimindan RP oldukca heterojenik bir hastaliktir. Hastalikla
dogrudan ilgili 45 civarinda gen mutasyonu tespit etmis ve kayit altina alinan

hastalarin yarisindan fazlasinda bu durum ortaya konmustur. Dominant RP de
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vakalarin %25’ inin rodopsin geni (RHO) mutasyonu, resesif hastalikta vakalarin
yaklagik %20’sinin usherin geni (USH2A) mutasyonu, X-iligkili formda ise
vakalarin yaklasik %70’ inin retinitis pigmentosa GTPase regiilator geni (RPGR)
mutasyonu iligkili oldugu bilinmektedir. Genel olarak bakildiginda ise tiim
vakalarin yaklasik %30’ undan bu ii¢ gen; RHO, USH2A ve RPGR mutasyonlari

sorumlu tutulmaktadir (9).

3.4. N- Metil- N- Nitroziire (MNU)

N- nitrozo komponentleri, nitrojen oksitlerinin, sekonder ve tersiyer aminler
veya amidlerle reaksiyona girmesi sonucu olusabilen oldukg¢a genis bir grup
kimyasal komponentlerdir. Bu kimyasallar, karsinojenik ajanlar gibi hareket edip
timor olusumunu sagladiklari igin, kanser arastirmalarinda, hayvan deneyi
modellerinde kullanmilmaktadir (38). Insanlar nitrozo komponentlerini; diet ile
(tiitsiilenmis et, domuz pastirmasi, fiimelenmis yada kizartilmig balik, bira,
tereyagi, sosis, jambon, tursu), meslek geregi (kuafor, kaucuk, metal ve deri
endiistrisi, tarim), sosyal aliskanliklar ile (tiitlin {iriinleri) ve acik alan veya kapali
alan havasinda farmasotik ve kozmetik {irlinlere diislik diizeylerde maruz kalmak

suretiyle dogal olarak alabilmektedir (39).

Nitrozo komponentlerinden bazilari; N- metil- N- nitroziire (MNU), N-
nitrozodimetilamin  (NDMA), streptozotosin (STZ), 4-metilnitrozamino-1-3-
piridil-1-butanon (NNK) ve metilnitroznitroguanidin (MNNG), niikleik asitler ve
proteinlerle reaksiyona girme kabiliyetindedirler ve bir alkilasyon tepkimesine yol
acarlar (40). Bu alkilleyici ajanlardan, MNU, STZ VE MNNG gibi bazilarinin,

karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve immunsupresant 6zelliklerinden deneysel
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caligmalarda faydalanilmaktadir. Ayrica kimi 16semi modellerinde antineoplastik
ajan olarak da kullanilmaktadirlar (41). Askeri amagclarla, kimyasal silah olarak

kullanilan hardal gazi da bu grup kimyasallara dahil bir kitle imha silahidir (42).

Niikleik asitlerle reaksiyona girip DNA hasarina neden olan kimyasallar
genotoksik kimyasallar olarak adlandirilirlar (43). N-nitrozo grubuna dahil bahsi
gecen maddeler kendi alkil gruplarint DNA”’ ya transfer ederek, pirin ve pirimidin
bazlarindaki niikleofilik nitrojen ve oksijen atomlariyla reaksiyona girmesine neden
olurlar, yani DNA’ y1 alkillerler. Bu durum da, N’ ve N® alkilpiirinler, O°-
alkilguanin ve O*- alkiltimin gibi DNA iiriinlerinin olusmasina neden olur. DNA
yapisinda meydana gelen bu degisiklikler, replikasyon sirasinda hatali niikleotid
dizilimine, dolayisiyla da hatali RNA transkripsiyonuna neden olur. Bu durum
mutajenik ve karsinojenik siire¢ i¢in 6nemli bir adim olarak kabul edilir (38). Tiim
nitrozo komponentleri iginde, karsinogenez ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen

kimyasal indiikleyici MNU’ dur (44).

MNU ilk olarak 1889 yilinda Gustave Von Briining tarafindan, sodyum
nitrat ile metiliire soliisyonunun reaksiyonu ile elde edilmistir. Sonrasinda bu
madde, yogun bir sekilde ¢aligmalarda kullanilmis ve mutajenik etkileri ilk olarak
Rapaport (45) tarafindan Drosophila spp. tizerinde belirlenmistir. Son olarak MNU”
nun karsinojenik etkileri farkli hayvan tiirlerinde ve hatta insanlar lizerinde ortaya

konmustur (42).

MNU, CyHsN3O2 molekiiler formiiliine sahip, 103.08g/mol molekiiler
agirh@inda, soluk sar1 renkte, kristal formunda, suda, alkolde, eterde, asetonda,

benzende ve kloroformda ¢6ziinebilen bir maddedir. C6ziinme siireci uzundur ve
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10mg/ml oranindan fazla oranda ¢6zdiirmek oldukga zordur. Cézelti formu igin 125
saat ile en uzun yar1 6mir pH 4 te saglanir, pH 9 da ise yar1 6miir 2 dakikaya kadar
diiser. Genellikle 3 saat civar1 yar1 Omiir siiresi olan pH 5, en c¢ok tercih edilen
¢ozelti formudur. MNU’ yu pargalayip kullanilan ¢ozeltiyi etkinsizlestirmek igin

ise i¢in ise sodyum bikarbonat ¢ozeltileri tercih edilmektedir (46).

Giliniimiizde MNU, meme, dalak, bobrek, uterus, ovaryum, karaciger,

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

kimyasal karsinogenez ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1: MNU’ nun kullanildigi modeller (40)

Hedef Hayvan Hayvan MNU  Deney Tiimor  Histopatolojik
Organ Tiiri Yas1 Dozu Siiresi Yiizdesi Simiflandirma
(Hafta) (Hafta)

Sprague 7-15 12-60  14-35 33-100 Adenokarsinom,
Meme Dawley Rat mg/kg sarkom, fibrom
V.
Prostat Gerbil 13 30 12 20 Adenokarsinom
mg/kg
s.C.
Hemapoetik C57BL/6, 10 50 16-43 50 Lenfom
Sistem BALB/C mg/kg
Fare i.p.
Karaciger B6C3F1 Fare 2 25 52 10-17 Karsinom,
mg/kg Adenom
i.p.
Retina Sprague- 6-10 40-60 24 saat-20 - Retinal
Dawley Rat mg/kg Dejenerasyon
i.p.
Deri Xiphophorus 5 1mM 24 21-36 Melanom
balik tiirleri
Perifer Xiphophorus 5 1mM 56 2,8-6,6 Schwannom,

Sinirler, Goz

balik tirleri

retinoblastom,
fibrosarkom
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3.5. Minosiklin

Tetrasiklinler, bakteriyostatik etkinlige sahip genis spektrumlu
antibiyotiklerdir. Minosiklin ise bu gruba dahil, ikinci jenerasyon, uzun etkili, yari-
sentetik bir antibiyotiktir. Yillar siiren ¢alismalar sonucunda minosiklinin
antimikrobiyal etkinliginden tamamen bagimsiz olarak; matriks metalloproteaz,
timor bagimli anjiyogenez, nitrik oksit sentetaz (yangi mediyatori) ve
mitokondriden sitokrom-c salinimini engelleyerek, kaspaz-3 inhibitorligi yaptigi,
ayrica nétrofillerden oksijen radikalleri salinimini baskiladigi ortaya konulmustur
(47). Bu yang1 onleyici ve anti-apoptotik Ozellikleri sebebiyle, merkezi sinir
sisteminin dejeneratif ve iskemik hastalik modellerinde koruyucu etkinlige sahip
oldugu bildirilmistir (48). Noroprotektif dzelliklerinden faydalanilarak; amiotrofik
lateral skleroz, serebral iskemi, travmatik beyin hasari, Huntington ve Parkinson
hastalik modellerinde kullanilmistir. Bu hastaliklarda nitrik oksit sentetazin
indiikledigi yanginin ve kaspaz ailesine dahil enzimlerin rolii oldugu
diistintildiiginden, bunlarin inhibitorliiglinii  yaptigt savunulan minosiklin,
denenmeye aday bir ilag haline gelmistir (49). Bunlarin disinda agir bir yangisal
hastalik olan romatoid artritte de minosiklinin yangi Onleyici etkinliginden
faydalanilmaktadir (50). Son donemlerde yapilan calismalarda ise yine yangisal
faaliyetler ve apoptozisin 6n planda oldugu, fotoreseptdr hiicre 6liimii ile seyreden

hastalik modellerinde minosiklin 6nleyici ajan olarak kullanilmaktadir (48, 51-60).

3.6. N-Metil-N-Nitroziire ile Olusturulan Retinal Dejenerasyon Modeli

RD ile ilgili tedavi segeneklerini ortaya koyabilmek i¢in olusturulan hayvan

modelleri biiylik 6nem tagimaktadir. RD fareler olarak bilinen retinal dejenerasyon
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geni tasiyan hayvanlarda, siklik guanozin monofosfat fosfodiesterazin, beta-alt
tinitesinde bulunan defekt, yasamlariin 11. gliniinde RD’ a ugramalarina, 20.
giinlinde ise neredeyse tiim fotoreseptorlerini kaybetmelerine neden olmaktadir.
(61). Periferin/rds geninde mutasyon tasiyan RDS (retinal degeneration slow)
farelerinde, fotoreseptér kaybi 2 haftalik yasta baslayip, yavas bir sekilde
ilerleyerek 1 yasmma kadar devam ectmektedir (62). RCS (Royal College of
Surgeons) siganlarinda RPE hiicreleri tarafindan iiretilen bir reseptor tirosin kinaz
genindeki delesyon, bu hayvanlarin 20. giinde fotoreseptorlerinin apoptozis ile
6lmeye baslamasina ve 60. giinde tespit edilebilir fotoreseptorlerinin kalmamasina
neden olmaktadir. Bahsi gecen hayvanlar heterojenik genetik defektlerinden dolay1
niikleozomal fragmentasyonla karakterize apoptozis ile fotoreseptorlerini kaybeden
spontane modellerdir (63).

Genetik modelllere ek olarak, 1s1k ile fototoksik etki olusturarak veya belirli
kimyasallar1 kullanarak yapay bir fotoreseptér hiicre hasari olusturmak
miimkiindiir. Kimyasal ajanlar igerisinde yer alan N-metil-N-nitroziire (MNU),
kendi metil gruplarini niikleik asitlerdeki niikleobazlara transfer ederek sitotoksik
etki gosteren alkilleyici bir ajandir. Segici olarak fotoreseptor hiicreleri etkiledigi
i¢in RD, 6zellikle de retinitis pigmentoza modelleri i¢in uygun bir adaydir (64). Bu
secici etkisinin, 6zellikle cubuk reseptorlerin MNU’ ya bu kadar duyarli olmasinin
nedeni net olarak ortaya koyulmamakla beraber, fotoreseptdr hiicrelerindeki
glutatyon orani diistikliigiiniin ya da yoklugunun etkili oldugu, muhtemel bir
aciklama olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Glutatyonun, MNU’ yu katalizleyici ve
dekompoze edici etkisi oldugu, ayn1 zamanda alkilasyon iiriinlerini temizledigi

diistiniilmektedir (65).
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Herrold, 1967 yilinda ilk olarak, MNU kullanarak, Suriye hamsterlerinde
haftada 1 kez 4 hafta boyunca 5 mg dozunda intravendz uygulama ile i¢ niikleer
katmanin direk koroidle temasa gececegi boyutta fotoreseptor hiicre kayb1 meydana
getirmistir (66). Daha sonra yapilan calismalarda da, F344 sicanlarinda, beyaz
Japon siganlarinda, Sprague Dawley sicanlarda, kahverengi Norveg siganlarinda,
BALB/c ve C57BL farelerde, kedilerde ve maymunlarda 15-75 mg/kg tek doz i.p.
MNU uygulamasi ile 7 giin i¢inde belirgin olarak RD olusturulmustur (64).

Geng eriskinlerde MNU uygulamasi RD ile sonuglanirken, transplasental
uygulamalar yada yenidogan hayvanlara yapilan uygulamalar ndroblastlarin
progresif  disorganizasyonu ile karakterize olan retinal displaziyle
sonuglanmaktadir. C57BL farelerinde 0-3 giinliik donemde uygulanan MNU,
retinal displaziye neden olurken, 11 giinliikten biiyiik hayvanlarda RD olustugu
goriilmiis ve 5-8 giinliikk hayvanlara MNU uygulandiginda herhangi bir degisikligin
olugsmadigr gozlemlenmistir. Bu durum MNU’nun, 0-3 giinlik dénemdeki,
retinanin proliferatif fazinda, retinal displaziye neden oldugunu, 5-8 giinliik
donemdeki, noroblastik hiicrelerin ¢ogalmasinin bitmesini takiben baslayan
farklilasma fazinda ise herhangi bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir. Retinal
farklilasma fazindan sonraki donemlerde ise fotoreseptorler arttk MNU’ nun
dejeneratif etkisine duyarli birer hedef haline gelmektedirler. Yasla beraber de
MNU’ ya olan duyarlilik artmaktadir. Muhtemeldir ki bu durum yasla beraber artan
DNA hasar1 birikimiyle paralelllik gostermektedir. Sicanlarda en az 21 giinliik
hayvanlara yapilan MNU uygulamalari, secici bir sekilde retinanin diger
noronlarin etkilemeden fotoreseptor hiicreleri onemli derecede etkilemektedir (67-

69).
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3.7. N-Metil-N-Nitroziire ile Olusturulan Retinal Dejenerasyonun Molekiiler

Mekanizmasi
3.7.1. Hatali DNA Uriinleri Birikimi

Fotoreseptor hiicre dliimiine neden olan fotoreseptdr apoptozisi, retinitis
pigmentoza basta olmak iizere, RD ile seyreden hastaliklarda ki temel
mekanizmadir. Ancak bu hiicreleri apoptozise siiriikkleyen nedenler heniiz tam
olarak anlasilabilmis degildir. MNU, DNA bilesenleri ile reaksiyona girip DNA’y1
alkilllemekte ve gesitli artik alkilasyon iirlinlerin olugmasini saglamaktadir. Bu
tirtinlerden en fazla olusanlari ise 7-metildeoksiguanozin (70, 71) ve 8 hidroksil-2-
deoksiguanozin (72, 73) isimli iirinlerdir. DNA’ nin alkillendiginin gostergesi
olarak kabul edilen ve immunohistokimya dahil, ¢esitli yontemlerle ortaya
konabilen parametrelerdir. Fotoreseptor hiicre ¢ekirdeginde biriken bu iiriinler
DNA sentezini baskilayarak hiicrenin apoptozise siirliklenmesine neden olmaktadir

(64).

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

Poly (ADP-riboz) polimeraz (PARP), DNA onariminda gorevli ve hiicre
cekirdeginde bulunan niikleer bir enzimdir. Alkilleyici ajanlar tarafindan
olusturulan DNA hasar1 PARP aktivasyonuna neden olur ve bu enzim substrat
olarak nikotinamid adenin diniikleotit (NAD™)” i kullanir. PARP hiperaktivasyonu,
NAD™ havuzunun bosalmasina neden olur ve bu durum da, ATP eksikligi, enerji
kaybi ve sonunda hiicre 6liimii ile sonuglanir (74). Sadece MNU modelleriyle
kalmayip, kalitsal modellerde de, PARP aktivasyonu, fotoreseptor apoptozisinin en

onemli bilesenlerinden biridir. PARP ayn1 zamanda niikleer faktor kappa-B (NF-
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KB) ve aktivator protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorleri ile olan baglantilar

ile transkripsiyonu da diizenler (75).

3.7.3. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri hiicre sag kalimi ve oliimiiniin diizenlenmesi
tizerinde hayati fonksiyonlara sahiptirler. Bunlarin en 6nemlisi ise 6zellikle hiicre
hasar1 sonucu olusan strese cevap olarak transkripsiyonu diizenleyip hiicre sag
kalimin1 saglayan NF-KB dir. NF-KB’ nin sitoplazmada ki latent formu, niikleusa
gecmesini engelleyen, inhibitor faktor kappa-B (IF-KB) ile baglanmis durumdadir.
[F-KB’ nin serin 32 aminoasitinde meydana gelen fosforilasyon NF-KB’ nin
serbest kalmasina neden olmaktadir. Tam aktive olup transkripsiyondaki roliinii
oynamast i¢in de, p65 alt {initesindeki serin 276 aminoasitinde fosforilasyonun
olusmas1 gerekmektedir (76). Siganlarda MNU uygulamasinin ve 1§13a maruz
birakmanin NF-KB’ nin p65 alt {initesinin seviyelerini 6nemli 6l¢iide diisiirerek
fotoreseptdr hiicre dliimiine neden oldugu bilinmektedir. Genetik defektli, retinal
dejenerasyon (rd) farelerinde ise tam tersi durum gozlemlenmis olup, bu farelerin
fotoreseptor hiicrelerini kaybettikleri donemde NF-KB p65’ in aktivasyonu ve
cekirdege translokasyonu s6z konusudur. Sonug olarak NF-KB’ nin aktivasyonu,
RD modeline ve patolojik sitimiilasyona bagli olarak pro-apoptotik veya anti-
apoptotik etkinlik gosterebilmektedir (64).

Aktivator protein-1 (AP-1), hiicre siklusu, farklilasma ve apoptozis ile
iligkili olan, temelde c-Jun ve c-Fos proteinlerinden olusan dimerik yapida bir
proteindir. Isiga maruz birakilan transjenik c-Fos*'* farelerinde artan fotoreseptor

apoptozisinin, artmig AP-1 aktivasyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Apoptozise direngli transjenik c-Fos” farelerinde ise 1s13a maruziyette AP-1
aktivasyon artis1 goriilmemesi bu durumu destekler niteliktedir. Buradan c-Fos
proteininin 1sikla olusturulan apoptoziste esansiyel oldugu sonucu ¢ikmaktadir.
MNU verilen sicanlarda da c-Fos degerlerinin arttig1 goriilmistiir. Isi8a

+/+

maruziyetin aksine, MNU uygulamasi, hem c-Fos*'* hem de c-Fos” farelerde
fotoreseptor apoptozisine yol agmaktadir (77).

P53, genotoksik strese karsi hayati bir rol oynayan ve DNA hasari
durumlarinda hiicre Oliimiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Ancak
transjenik p53*'* ve p537 farelerde MNU uygulamasinin p53  diizeyini

etkilemeksizin fotoreseptdr apoptozisine yol ac¢tig1 bilinmektedir. Benzer sekilde,

1518a maruziyette de, p53 bagimsiz olarak retinal lezyonlar olusmaktadir (64).

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

Bu gruba dahil proteinler apoptozisin 6nemli belirleyicileridirler. Bel-XI ve
Bcl-2 apoptozisi engellerken, Bax (Bcl-2 associated X protein), apoptozisi
indiiklemektedir. MNU’ nun yol ac¢tigit DNA hasari, bu aileye dahil proteinlerin
miktarin1 degistirmektedir. Pro-apoptotik/anti-apoptotik orani, MNU uygulamasini
takiben 24 saat i¢inde artmaya baglamaktadir. Bax ekspresyonu artarken, Bcl-2

ekspresyonu azalabilmekte veya sabit kalabilmektedir (78).

3.7.5. Kaspaz Aktivasyonu

Kaspazlar, apoptozisi koordine eden sistin aspartat 6zgii proteazlardir.
Kaspaz ailesi MNU ile olusturulan fotoreseptor apoptozisinde dnemli rol oynar.

Ozellikle; kaspaz-3/CPP32, kaspaz-6/Mch2 ve kaspaz-8/FLICE proteazlarin, MNU
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uygulamasini takiben ekspresyonlar1 artmakta ve bu durumda retinal apoptozisi

indiiklemektedir (79).

3.7.6. Kalsiyum Artis1 ve Kalpain Aktivasyonu

Sitotoksik sitimiilasyonlar hedef hiicrenin i¢ine dogru yogun bir kalsiyum
iyonu (Ca*) gecisine neden olur ve artmis hiicre i¢i konsantrasyon da kalpain
aktivasyonunu saglar (80). Genetik defektli RD farelerinde, fotoreseptor
hiicrelerinin 6ldiigii dsnemde Ca*2 miktar ile kalpain ve kaspaz-3 aktivasyonunun
arttig1 bilinmektedir (81). Sicanlarda MNU uygulamasini takiben retinada Ca*? ve
kalpain miktarinin dramatik bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Hiicreye asir1 kalsiyum
akigi membran depolarizasyonuna ve NAD" ile ATP deplesyonuna neden olarak
enerjik kollapsa, sonu¢ olarak ise noronal hiicre oliimiine neden olmaktadir (80).
Kalpain direkt hiicre dliimiine neden olmamakla beraber apoptozis indiikleyici
faktér (AIF) isimli proteini aktive ederek DNA fragmentasyonuna neden

olmaktadir (83).

3.7.7. Reaktif Oksijen Radikalleri (ROS)

Oksidatif stres norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. RD farelerde goriilen fotoreseptdr kaybinda, olusan reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) de payr bulunmaktadir. MNU uygulanan hayvanlarin
retinalarinda hiicre igi ROS seviyelerinin arttigi goriilmekte ve bu durumun
fotoreseptdr hiicre apoptozisi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. In vitro olarak ta
hiicre hattarinda MNU’ nun secici bir sekilde ROS seviyelerini arttirdigi ve

fotoreseptdr dliimiine yol actig1 goriilmiistiir (64).
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Yapilan bu ¢alisma ile; lilkemizde daha 6nce denenmemis olan bir retinal
dejenerasyon modeli olusturmak hedeflenmistir. MNU isimli DNA alkilleyici
kimyasal maddenin periton i¢i uygulamasiyla siganlarda fotoresept6ér apoptozisi
saglayarak RD olusturmak, MNU uygulanan belli sayidaki si¢ana degisen dozlarda
minosiklin de uygulayarak RD’ u engellemeye calismak, yedi giinliik deney
siiresince bes farkli zaman diliminde 6tenaziler uygulayarak retinal katmanlardaki
degisimleri gosterebilecek goz ornekleri elde etmek ve elde edilen ornekleri,
histopatolojik, immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik olarak incelemek

amagclanmistir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Hayvan Deneyi

Calismada, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden
(FUDAM) temin edilen, agirliklart 150-200 gram arasinda degisen, 100 adet, 7
haftalik, disi, Sprague Dawley 1rki albino sigan kullanildi. Calisma i¢in gerekli etik
izin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ ndan alindi

(09.03.2016, Karar No: 46).

4.1.1. Hayvanlarin Gruplandirilmasi

FUDAM’ dan temin edilen 100 adet sigan, herbiri 20 hayvandan olusan 5
esit gruba ayrildi. Gruplardan bir tanesi kontrol grubu olarak ayrilip diger 4 grup
deney grubu olarak belirlendi (Tablo 2). Deney gruplarindan ilki N-metil-N-
nitroziire (MNU) grubu, ikincisi MNU + diisiik doz minosiklin (DDM) grubu,
ticlinciisit MNU + orta doz minosiklin (ODM) grubu, sonuncusu ise MNU + yliksek
doz minosiklin (YDM) grubu olarak ayrildi. Hayvan deneyi standart kafeslerde,
normal nem, sicaklik, 1s1 kosullarinda, ad libitum besleme ile gergeklestirildi ve

herhangi bir 6zel kosul uygulanmadi.
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Tablo 2: Hayvan deneyinde, gruplar, uygulama gruplarindaki hayvan sayilari ve

sakrifikasyon zamanlart.

GRUP  GRUPLAR YAPILACAK SAKRIFIKASYON ZAMANLARI*  Toplam
NO UYGULAMA 12s. 24s. 48s. 72s.  7.giin Hayvan
Sayis1
1 KONTROL 1ml i.p. serum 4 4 4 4 4 20
GRUBU fizyolojik
2 MNU Tek doz, 4 4 4 4 4 20
GRUBU 50 mg/kg i.p. MNU
3 MNU+Diisiik  Tek iki doz, 4 4 4 4 4 20
Doz doz, 50 mg/kg i.p.
Minosiklin 50 minosiklin**
Grubu mg/kg
i.p.
MNU
4 MNU+Orta Tek iki doz, 4 4 4 4 4 20
Doz doz, 75 mg/kg i.p.
Minosiklin 50 minosiklin**
Grubu ma/kg
i.p.
MNU
5 MNU+Yiiksek  Tek iki doz, 4 4 4 4 4 20
Doz doz, 100mg/kg i.p.
Minosiklin 50 minosiklin**
Grubu mg/kg
i.p.
MNU

*Sakrifikasyon zamanlart MNU uygulamasi yapildigt saatten itibaren belirlenmistir.
**Minosiklin uygulamalari, MNU uygulamasindan 24 saat 6nce ve 1 saat sonra olmak tizere iki doz
seklinde yapilmustir.

4.1.2. N- Metil- N- Nitroziire Soliisyonunun Hazirlanmasi

RD olusturmak i¢in MNU (Pfaltz&Bauer Inc., Connecticut, A.B.D.)
kullanildi. Kristal formda olan ve -20 °C de muhafaza edilen MNU” dan, %1’ lik
cozelti (42) hazirlamak icin 80 hayvana tek doz yetecek sekilde, 800 mg. tartilip,
80 ml. fizyolojik tuzlu icerisinde yaklasik 10 dk karigtirildi. Son olarak c¢ozeltiye

%0,05’e karsilik gelen 40 mikrolitre glasiyel asetik asit (Merck KGaA, Darmstadt,
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Almanya) eklenerek (74, 84) soliisyon hazir hale getirildi. Soliisyonun son halinde,
1 ml. de 10 mg. MNU bulunmaktadir (83). Yarilanma 6mrii kisa oldugundan MNU

hazirlanma islemi enjeksiyonlardan hemen 6nce gerceklestirildi.

4.1.3. Minosiklin Soliisyonunun Hazirlanmasi

RD’ u engelleyici etkisinin arastirilmasi i¢in minosiklin hidroklortir (Sigma-
Aldrich, Missouri, A.B.D.), kristal formda temin edildi ve +4 °C muhafaza edildi.
Minosiklin soliisyonu iiretici firmanin verdigi bilgiler 1s18inda %2’ lik soliisyon
seklinde, distile su kullanilarak hazirlandi. Kristal formdaki minosiklinden 60
hayvana 2 doz yetecek sekilde, 1,6 gr. tartilip, 80 ml. distile su igerisinde
karistirilarak soliisyon hazirlandi. Karistirma islemi steril cam kavanoz igerisinde,
37 °C de ki benmari de gergeklestirildi. Soliisyonun son halinde, 1 ml. de 20 mg.
minosiklin bulunmaktadir. Minosiklin hazirlanma islemi enjeksiyonlardan hemen

once gerceklestirildi.

4.1.4. Hayvanlara Enjeksiyonlarin Yapilmasi

Deney planina 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 esit doz 50 mg/kg minosiklin,
ODM grubu 20 hayvana tek doz 50 mg/kg MNU ve iki esit doz 75 mg/kg
minosiklin, YDM grubu 20 hayvana tek doz 50 mg/kg MNU ve iki esit doz 100
mg/kg minosiklin uygulandi1 (Tablo 2). Kontrol grubu hari¢ tiim enjeksiyonlar,
hayvanlarmn tartimi yapilip, pratik bir tablo ile hemen doz hesaplandiktan sonra 1

ml. lik steril insiilin enjektdrleri (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Tiirkiye) ile, periton
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ici gergeklestirildi. Kontrol grubu hayvanlara ise deney grubu hayvanlara verilen
yaklasik sivi miktar1 olan 1 ml., serum fizyolojik seklinde periton i¢i verildi.
Kullanilan enjektorler dahil MNU’ nun temas ettigi hersey tedbir amagli,
etkinsizlesmesi i¢in doymus sodyum bikarbonat soliisyonu (42) igerisine atildi.
MNU’ nun uygulandig1 saat deneyin baslangici kabul edilip periyodik 6tenazi

safhasina gegildi.

4.1.5. Periyodik Otenaziler ve G6z Orneklerinin Elde Edilmesi

Denemenin baslangicindan itibaren, 12., 24., 48., 72. saatlerde ve 7. gilinde
olmak tiizere 5 farkli donemde 6tenazi uygulandi. Her periyotta, tiim gruplardan 4’
er hayvan olmak iizere toplam 20 hayvan 6tenazi edildi. incelenen parametrelerin
zamana bagl degisimini ortaya koymak icin de bu sekilde 5 farkli zaman diliminde
Otenaziler uygulandi. Hayvanlar, 0.3 ml. periton i¢i %10’ luk ketamin (Bremer
Pharma Gmbh, Warburg, Almanya) enjeksiyonu ile genel anesteziye alindiktan
sonra dekapite edilerek Otenazi edildi. Korneanin dorsal ve ventral kismi hafif
isitilmig bir igne ile, penetrasyon olusturmayacak sekilde daglanarak isaretlendi.
Burada goziin vertikal diizleminin belirlenmesi suretiyle, trimleme isleminde tiim
gdzlerin bir 6rnek olacak sekilde orta hattan ikiye bdliinmesi amagclandi. Ince uglu
bir makas ve pensle goz kiireleri biitiin olarak c¢ikarildiktan sonra, Davidson’s
cozeltisi (86) igeren 100 ml. lik plastik numune kaplarina (Firatmed, Istanbul,
Tiirkiye) konuldu. Her kesim periyodunda, her gruptan sadece 1 g6z ise elektron
mikroskobik inceleme i¢in %2,5° lik gluteraldehit soliisyonunda tespit edildi.
Caligmanin 7. giiniinde son 20 hayvanin da 6tenazi edilmesiyle hayvan deneyi

asamasi sonlandirildi.
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4.1.6. Davidson’s Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada, %10’ luk formole gore daha hizli ve daha giiclii bir doku tespiti
saglayan ve retinal ayrilmalarin oniline gegebilen (86) Davidson’s ¢dozeltisi
kullanildi. Bu soliisyon; 2 kisim %37’ lik formalin (Sigma-Aldrich, Missouri,
A.B.D.), 3 kisitm %96’ ik alkol (Tosel Medikal Soliisyonlar, Ankara, Tiirkiye) 1
kisim glasiyel asetik asit (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ve 3 kisim ¢esme

suyu kullanilarak hazirlandi.

4.1.7. Gluteraldehit Soliisyonunun Hazirlanmasi

Elektronmikroskobik inceleme i¢in her 6tenazi periyodunda, her gruptan bir
g0z, %25’ lik gluteraldehit ¢ozeltisinin (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) distile
suile %2,5” e seyreltilmesiyle elde edilen soliisyona alindi. Gozler soliisyon i¢inde
+4 °C de 24 saat muhafaza edildi. Sonrasinda gozler ortadan ikiye trimlendi, optik
sinire yakin bolgelerden tiim g6z katmanlarini igeren 2-3 mm’ lik 6rnekler alindi ve
elektron mikroskobik incelemenin yapilacagi Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalina ulagtirildi.

4.2. Laboratuvar Calismalar

Hayvan deneyi ile elde edilen goz 6rneklerinin Davidson’s ve gluteraldehit
soliisyonlarinda tespit edilmelerinden sonra gerekli analizler i¢in gdzlerin islenmesi

asamalarina gecis yapildi.
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4.2.1. Doku Kesitlerinin Alinmasi

Davidson’s fiksatifinde tespit edilen gozler, daha 6nceden isaretlenmis olan
kornea kisimlar1 rehberliginde, sagital olarak, optik sinir hizasinda tam ortadan
ikiye boliiniip (87), bir pens yardimiyla lens alinip atildiktan sonra standart doku
takip kasetlerine (Isolab GmbH, Wertheim, Almanya) yerlestirildi. Yaklasik 2 saat
akan ¢esme suyu altinda yikandiktan sonra otomatik doku takip cihazinda (Leica
TP 1020, Wetzlar, Almanya) alkol, ksilol ve parafin serilerinden gecirilip doku
bloklama cihazinda (Leica EG 1150 H, Wetzlar, Almanya) parafin ile bloklandi.
Parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica RM2125, Wetzlar, Almanya) ile 3-5
mikron kalinliginda cok sayida kesit pozitif sarjli lamlara (Thermo Fischer

Scientific, Superfrost, Massachusetts, A.B.D.) alind1.

4.2.2. Hematoksilen-Eozin Boyama, inceleme ve Olciimler

Hazirlanan kesitlerden her hayvana ait olanlardan sadece birer goéz alinip
otomatik doku boyama makinasinda (Leica Autostainer XL, Wetzlar, Almanya)
Hematoksilen-Eosin boyamaya tabi tutuldu. Inceleme; kamerali (Olympus DP72,
Tokyo, Japonya) ve goriintilleme analiz sistemli (cellSens Standart) ve florasan
atagmanli trinokiiler 151k mikroskobunda (Olympus BX43, Tokyo, Japonya)
yapildi. Histopatolojik degisikliklerin incelenip goriintiilenmesinin yani sira,
sentral ve perifer retinada, fotoreseptor katmani ve dis niikleer katman kalinliklari
dleiildii (Sekil 5; 5. ve 6. uzunluklar). Olgiimler, sentral retinada, optik sinirden 100
um uzakliktan baglayip, 500 pm arayla, hem siiperior hemde inferior ¢eyrekte 3’ er
noktada, toplamda 6 noktada (57) yapildi (Sekil 6). Perifer retina da ise, retinanin,

silier cisime baglandi1g1 nokta olan ora serrata dan 500 um ve 1000 pm uzaklikta,
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hem siiperior hemde inferior ¢eyrekte 2’ ser noktada toplamda 4 noktada yapildi

(Sekil 7).
](1) Length 29,69

QA{ 57".'_:9":‘\"‘\"‘:‘-‘.2:"‘ ":'?::“" B &R,
D ‘e
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: lﬁ..’ ".’ X
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Sekil 5: Retinal katmanlarin 6lgtimleri, pm, 1.uzunluk; gangliyon hiicreleri katmani
ve sinir iplikleri, 2. uzunluk; i¢ pleksiform katman, 3. uzunluk; i¢ niikkleer katman,
4. uzunluk; dis pleksiform katman, 5. uzunluk; dis niikleer katman, 6. uzunluk;
fotoreseptor katman. Calismada 5. ve 6. uzunluklar kullanildi.
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200 pm

Sekil 6: Sentral retinada fotoreseptor katmani ve dig niikleer katmanin 6l¢iim
noktalar1 (um); S1, S2, S3, 11, 12, 13. S: Siiperior Ceyrek, I: inferior Ceyrek

Sekil 7: Perifer retinada fotoreseptér katmani ve dig niikleer katmanin 6l¢im
noktalar1 (um); P1, P2, P3, P4. A: Siiperior Ceyrek B: Inferior Ceyrek.
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4.2.3. TUNEL Yontemi

Apoptozisin varligin1 ve derecesini ortaya koymak i¢in TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUPT nick end labeling) metodu kullanildi.
Pozitif sarjli lamlara alinmus olan kesitler bir saat 65 °C de etiivde tutuldu. Sirasiyla
ksilolde deparifinize edilip, azalan alkol serilerinde dehidre edildi, PBS te 10 dakika
bekletildi. Tespit soliisyonunun antijenik unsurlar1 maskeleyici etkisini ortadan
kaldirmak i¢in sitrathh tampon soliisyonda (Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, A.B.D.), 600 watt giiciindeki mikrodalga firinda 20 dakika
kaynatildi. Oda sicakliginda 15 dakika sogumaya birakildiktan sonra 15 dakika PBS
te bekletildi. Hidrojen peroksit blok soliisyonunda (Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, A.B.D.) 10 dakika bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi
engellendi ve 15 dakika PBS te bekletildi. Bu asamadan sonra kullanima hazir
apoptozis kitinde (Apop Tag Plusperoxidase In Situ Apoptosis Kit, Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya) hazir bulunan kimyasallar kullanildi ve firetici firmanin
onerdigi standart prosediire gore hareket edildi. Equilibration tampon soliisyonu ile
6 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda kesitler TdT (terminal deoxynucleotidyl
transferase) enzimi ve digoxigenin ile isaretli niikleotitleri iceren reaksiyon
tamponu karigimi ile 1 saat oda sicakliginda, nemli ortamda inkubasyona
birakilarak, DNA kirilmalarinin olup, 3’-OH uglarinin agildigi bolgelere isaretli
niikleotitlerin eklenmesi saglandi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon durdurma
soliisyonu ile yikanan kesitler 10 dakika PBS te bekletildi. Anti-digoxigenin ile
isaretli peroksidaz enzimiyle 30 dakika inkiibe edilerek isaretli DNA kiriklarinin
oldugu bolgelere peroksidaz enziminin baglanmasi saglandi. PBS te 15 dakika

yikandiktan sonra 3,3" diaminobenzidine (DAB) kromojeni uygulanip kontrollii bir
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sekilde 1-2 dakika beklendikten sonra Gill’s hematoksilen (Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya) ile 5 saniye karsit boyama yapildi ve entellan (Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya) ile kesitler kapatildi.

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda incelenip goriintiilendi.
Apoptozisin derecesini belirlemek adina, her gézde optik sinirin sag ve sol tarafinda
(stiperior g¢eyrek ve inferior c¢eyrek) 400 um uzaklikta ki 2 bolgede, 400X
bliyiitmede bir mikroskop sahasindaki, kahverengi boyanan fotoreseptor hiicre
cekirdekleri sayildi. Ardindan aynmi bdlgedeki boyanan/boyanmayan tiim
fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri sayilip apoptotik indeks yiizde olarak belirlendi.

(Apoptotik indeks = TUNEL pozitif hiicre sayis1 / total hiicre sayisi) (72).

4.2.4. Immunohistokimyasal Yéntemler

Calismada yer alan immunohistokimyasal analizler i¢in; immunperoksidaz

(IP) ve indirek immunflorasan (IF) yontemleri uygulandi.

4.2.4.1. immunperoksidaz Yontemi

Daha o6nceden hazirlanan preparatlarda, Streptavidin Biotin Peroksidaz
Kompleks (SABPK) teknigiyle (88, 89) tablo-4 de verilen primer antikor analizleri
yapildi. Pozitif sarjli lamlardaki dokular 65 °C de ki etiivde 1 saat tutuldu. Sirasiyla
ksilolde deparifinize edilip, azalan alkol serilerinde dehidre edildi. Distile su ve
PBS te 10’ ar dakika bekletildi. Tespit soliisyonunun antijenik unsurlari maskeleyici
etkisini ortadan kaldirmak i¢in sitrath tampon soliisyonda 600 watt giiclindeki
mikrodalga firinda 20 dakika kaynatildi. Oda sicaklifinda 15 dakika sogumaya
birakildiktan sonra 15 dakika PBS te bekletildi. Bu asamadan sonra kullanima hazir

immunohistokimya kitinde (Ultra Vision Detection System, Anti-Polyvalent, HRP,
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Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, A.B.D.) hazir bulunan kimyasallar
kullanildi ve {iretici firmanin 6nerdigi standart prosediire goére hareket edildi.
Hidrojen peroksit blok soliisyonda 10 dakika bekletilerek endojen peroksidaz
aktivitesi engellendi ve 15 dakika PBS te bekletildi. Spesifik olmayan baglanmalar1
engellemek i¢in protein blok soliisyonunda da 5 dakika bekletildikten sonra yikama
yapilmaksizin sadece kesitlerin iizerindeki fazla sivi giderildi ve primer antikorlar
(tablo 4) ile 1 saat, oda sicakliginda, nemli ortamda inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonunda 15 dakika PBS te bekletilen kesitler biotinle isaretlenmis
sekonder antikor ile 30 dakika inkiibe edildi ve 15 dakika PBS te bekletildi.
Sonrasinda HRP (Horse Radish Peroksidase) enzimi ile isaretli streptavidin ile
inkiibe edilerek incelenmek istenilen parametrenin isaretlenmesi islemi
tamamlandi. Yine 15 dakika PBS te yikama islemi uygulandiktan sonra kromojen
ile isaretlenen bolgelerin belirlenmesi islemine gegildi 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 kontrollii bir sekilde inkiibe edildi. Bakilan
parametreye gore degigsmekle beraber 1-5 dakika arasinda degisen siirelerde
bekletildikten sonra, inkiibasyon distile su ile yikamak suretiyle sonlandirildi.
Karsit boyamada kesitler yaklasik 5 saniye Gill’s hematoksilen soliisyonunda
tutuldu. Su bazl yapistirict (Lerner Laboratories, Chicago, A.B.D.) ile kapatilan

kesitler 151k mikroskobunda incelendi.
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4.2.4.2. indirek immunflorasan Yontemi

Pozitif sarjli lamlardaki dokular 65 °C de ki etiivde 1 saat tutuldu. Sirasiyla
ksilolde deparifinize edilip, azalan alkol serilerinde dehidre edildi. Distile su ve
PBS te 10’ ar dakika bekletildi. Tespit soliisyonunun antijenik unsurlar1 maskeleyici
etkisini ortadan kaldirmak igin sitrat tamponlu soliisyonda 600 watt giiciindeki
mikrodalga firinda 20 dakika kaynatildi. Oda sicaklifinda 15 dakika sogumaya
birakildiktan sonra 15 dakika PBS te bekletildi. Protein blok (Ultra V Block,
Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, A.B.D.) soliisyonunda da 5 dakika
bekletildikten sonra yikama yapilmaksizin sadece kesitlerin iizerindeki fazla sivi
giderildi ve primer antikorlar (tablo-4) ile 1 saat oda sicakliginda, nemli ortamda
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda 15 dakika PBS te bekletilen kesitler
FITC (flourescein isothiocyanate) ile isaretli sekonder antikor (Goat Anti-Mouse
IgG Seconder Antybody, Alexa Fluor 488 Plus, Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, A.B.D.) ile 1 saat oda sicakliginda, nemli ortamda inkubasyona
birakildi. Inkubasyon sonunda 15 dakika PBS te bekletilen kesitler su bazli
yapistirict  (Lerner Laboratories, Chicago, A.B.D.) ile kapatilip, florasan
mikroskopta, FITC filtre ile incelendi.

Immunperoksidaz ve immunflorasan analizlerde degerlendirme yapilirken
her hayvana ait bir g6z preparati kullanild1 ve Tablo 3 te ki skorlama (90) ile bir
histoskor olusturuldu. Her gbzde, siiperior c¢eyrek ve inferior c¢eyrek
degerlendirilerek 2 deger elde edildi. Immunperoksidaz yontemi ile indirek
immunfloresan yonteminden elde edilen pozitiflikler Ortiistiigli igin istatistiksel
degerlendirme yapilirken immunperoksidaz yontemi ile elde edilen preparatlar

kullanildi.
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Tablo 3: immunohistokimyasal skorlama ydntemi.
Histoskor= Immunreaktivitenin Yayginligi x Immunreaktivitenin Siddeti. (90)

Immunreaktivitenin Yayginhg Immunreaktivitenin Siddeti
0,1: %25’ ten kiiciik 0: Yok
0,4: %26-50 arasi 0,5: Cok Az
0,6: %51-75 arasi 1: Az
0,9: %76-100 arasi 2: Orta
3: Siddetli

4.2.4.3. immunohistokimyasal Parametreler

Immunohistokimya ile; cubuk reseptdrlere 6zgii bir fotopigment olan
rodopsin ekspresyonlar1 (16), koni reseptorlere 6zgii fotopigmentler olan blue
opsin (10) ve red/green opsin (16) ekspresyonlari, DNA alkilasyon tepkimesi
sonucu ag¢iga ¢ikan ara triinlerden olan 8-OHdG seviyeleri (73), olusan hasar
sonucu aktive olan Miiller hiicreleri, diger glial hiicrelerin ortaya konmasi igin
PCNA ve GFAP ekspresyonlari (64) ve apoptotik degisimleri degerlendirmek igin
ilgili parametreler olan, kaspaz-3, kaspaz-6 (79), Bax ve Bcl-2 ekspresyonlari (85)
incelendi. Bu parametrelerin hepsi immunperoksidaz yontemle; rodopsin, blue
opsin, red/green opsin, 8-OHdG, PCNA ve GFAP parametreleri ise, ek olarak

immunflorasan yontemle de incelendi.
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Tablo 4: Immunohistokimyasal incelemelerde kullanilan primer antikorlar,
sulandirma oranlar1 ve klonlar1.

Antikor/Klon Antikor Konak Kullanilan  Uretici
Tiiri Diliisyon Firma

Rodopsin Monoklonal Fare 1/100 Sanra Cruz

(1D4)

Red/Green Poliklonal ~ Tavsan 1/200 Merck

Opsin

Blue Opsin Poliklonal ~ Tavsan 1/100 Thermo

8-OHdG Monoklonal Fare 1/400 Santa Cruz

(15A3)

PCNA Monoklonal Fare 1/100 Santa Cruz

(PC10)

GFAP Monoklonal Fare 1/100 Santa Cruz

(2E1)

Bax Monoklonal Fare 1/100 Santa Cruz

(B-9)

Bcl-2 Monoklonal Fare 1/100 Santa Cruz

(C-2)

Kaspaz-3 Monoklonal Fare 1/100 Santa Cruz

(31A1067)

Kaspaz-6 Monoklonal Fare 1/100 Santa Cruz

(p10)

4.2.5. Elektron Mikroskobik inceleme

Elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan géz drnekleri otomatik elektron
mikroskobik doku takip cihazinda (Leica EM AMYV, 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 i¢ine gomiildii ve polimerize edildi. Araldit bloklar i¢indeki retina
doku yiizeyi ve smirlar trimer cihazi (Leica EM TRIM, Wetzlar, Almanya) ile
acildiktan sonra ultramikrotom (Leica Ultracut R, Wetzlar, Almanya) ile 80 nm
kalinligindaki kesitler bakir gridler {izerine alindi. Kesitler uranil asetat ve kursun
sitrat ile kontrastlama islemini takiben Zeiss Libra 120 (Oberkochen, Almanya)

transmission elektron mikroskop (TEM) ile incelenerek fotograflar alindi.

4.2.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Version 21.0 (IBM Corp.
Armonk, NY, U.S.A) analiz programi1 kullanildi. Parametrik veriler i¢in tek yonlii
varyans analizi (Anova), gruplar arasi ikili karsilastirmalar i¢in ise Tukey testi
kullanildi. Parametrik olmayan veriler i¢in ise Kruskal Wallis ve Man Whitney U
testleri kullamldi. Onemlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Tablolar
hazirlaniken veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Ayni siitunda (A-D)
ve ayni satirda (a-€) farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik

istatistiki olarak anlamli kabul edildi (P<0.05).

44



5. BULGULAR

5.1. Klinik Bulgular

Klinik olarak MNU uygulanan hayvanlarin bulundugu kafeslerde, kontrol
grubu kafeslerine gore, azalan yem ve su tiiketimi, depresif durus ve inaktivasyon
dikkati ¢eken bulgular olarak gozlendi. MNU uygulanan hayvanlardan kimilerinin
gozlerini kisarak baktig1 dikkati ¢ekti. Deney siiresince hayvanlarda o6lim

goriilmedi.

5.2. Histopatolojik Bulgular
5.2.1. Onikinci Saat Bulgular:

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, dis niikleer katman (DNK) ve
fotoreseptor katmani (FK) 6l¢iim ortalamalar1 ve standart sapmalari sekil-8 ve tablo
5 te verildi. Onikinci saatte, histopatolojik olarak kayda deger bir bulguya
rastlanmadi (sekil 9). Gruplar arasinda, DNK ve FK 6l¢timlerinde 1-2 um civarinda
farkliliklar goriilmiis olup, DNK’da hem sentralde hem periferde gruplar arasinda
anlaml farkliliga rastlanilmadi, FK’nda ise sadece sentral retina dl¢iimlerde, YDM
grubu ile diger gruplar arasindaki farklilik anlamli bulundu (p<0,05). Burada YDM

grubunun diger gruplara gore 2 pm civarinda daha kalin oldugu gortildi.
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12. SAAT

45
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KONTROL MNU DDM ODM YDM

B Sentral DNK  ® Sentral FK  m Perifer DNK = Perifer FK

Sekil 8: Onikinci saat retinal katman 6l¢tim ortalamalari (um).

Tablo 5: Onikinci saat retinal katman 6lgim ortalamalar1 ve standart sapmalari.

Sentral DNK Sentral FK Perifer DNK  Perifer FK

Kontrol 41.82+2.6 19.13+1.66 31.8+2.73 19.54£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 20.274£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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Sekil 9: Onikinci saat, sentral retina, tiim gruplarda retinal katmanlar benzer goriinimdedir (40X).
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5.2.2. Yirmidordiincii Saat Bulgular:

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK Oolgiim
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 sekil-10 ve tablo-6 da verilmistir. Bu 6tenazi
periyodunda, tiim deney grubu hayvanlarinin sentral retinalarinda, DNK kalinlik
ortalamalarinin kontrol grubu ortalamalarina goére 5-9 um civarinda, FK kalinlik
ortalamalarinin ise 1-2 um civarinda azaldig1 goriildii (sekil 11). DNK ve FK’ nda
sadece sentral retinada, kontrol grubu ile tiim deney gruplari arasinda anlaml
farkliliga rastlanildi (p<0,05), deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.

Buna karsilik perifer retinada ise gruplar arasinda anlamli farklilik gériilmedi.
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B Sentral DNK  ® Sentral FK  m Perifer DNK = Perifer FK

Sekil 10: Yirmidordiincii saat retinal katman olgtimleri (um).

Tablo 6: Yirmidordiincii saat retinal katman Ol¢iim ortalamalar1 ve standart
sapmalari.

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 32.1743.21 17.34£1.67 31.23+£3.16 18.16+2.87
ODM 32.5843.05 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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Sekil 11: Yirmidordiincii saat, sentral retina, deney guruplarinda, DNK ve FK da, kontrol grubuyla kiyaslandiginda goriilen hafif
derecede incelme (40X).
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5.2.3. Kirksekizinci Saat Bulgular:

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK 0lgiim
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 sekil-12 ve tablo-7 de verilmistir. Bu 6tenazi
periyodunda, en dikkat ¢ekici histopatolojik bulgunun, deney gruplarinin tiimiinde,
DNK ve FK’ nin genel histolojik yapilarinin bozulmasiyla karakterize siddetli
derecede karyoreksis tablosu oldugu gériildii. Ozellikle DNK da yer alan
fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerinin biiyiik cogunlugunun parcalanmasi 48. saat igin
oldukga tipik olan bir goriintii olusturdu (sekil 13). FK’ nda yer alan fotoreseptor
hiicre govde kisimlarinin ise normal sartlarda uzun-ince, ¢izgisel tarzda ve agik
pembe renkte olan goriinlimlerinin kayboldugu ve hipereozinofilik bir goriintiiniin
olustugu goriildii. I¢ niikleer katmanda (INK) ise retinal glia hiicrelerinin
cekirdekeiklerinin deney grubu hayvanlarinda, kontrol grubuna gore daha yogun
bazofilik boyandig: goriildii. Tedavi gruplart da dahil MNU verilen tiim gruplarda
bahsedilen bulgulara rastlanildi. Tim deney grubu hayvanlarin sentral
retinalarinda, DNK kalinlik ortalamalarinin kontrol grubu ortalamalarina gére 10-
14 pm civarinda, FK kalinlik ortalamalarinin ise 6-7 um civarinda azaldig1 goriildii.
Perifer retinada ise bu azalmanin her iki katmanda da 2-3 pum ile sirl kaldig
goriildii. Sentral retinada DNK kalinlik ortalamalarinda, kontrol grubu ile tim
deney gruplar1 arasinda (p<0,05), deney gruplarinda ise, YDM grubu ile diger
deney gruplari arasinda anlamli farkliliga rastlanildi (p<0,05) ve deney gruplari
igerisinde yaklasik 3 um farkla en diisiik ortalamaya YDM grubunun sahip oldugu
goriildii. FK kalinlik ortalamalarinda kontrol grubu ile tiim deney gruplari arasinda
ki farklilik (p<0,05) disinda anlamli farkliliga rastlanilmadi. Perifer retinada ise,

DNK ol¢iimlerinde sadece, ODM grup ortalamasinin YDM grubundan yaklagik 5
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um daha fazla olmasi, FK Olclimlerinde ise kontrol grup ortalamasinin YDM

grubundan yaklasik 3 um daha fazla olmas1 anlamli bulundu (p<0,05).
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KONTROL MNU DDM ODM YDM

H Sentral DNK  m Sentral FK  m Perifer DNK Perifer FK

Sekil 12: Kirksekizinci saat retinal katman 6l¢timleri (um).

Tablo 7: Kirksekizinci saat retinal katman Olglim ortalamalari ve standart

sapmalari.

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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Sekil 13: Kirksekizinci saattte DDM grubu, DNK” (*) da siddetli karyoreksis, FK’
(**) nda hipereozinofili ve INK da, ¢ekirdekgikleri belirginlesmis retinal glia
hiicreleri (Ok). (40X).
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Sekil 14: Kirksekizinci saate ait perifer retina goriintiileri; Kontrol Grubu (A) ve
MNU Grubu (B) (40X).
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Sekil 15: Kirksekizinci saat, sentral retina, deney gruplarinin tiimiinde, DNK ve FK da incelme, DNK da siddetli karyoreksis ve FK da
hipereozinoofili goriilmektedir (40X).
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5.2.4. Yetmisikinci Saat Bulgular

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK 0lgiim
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 sekil-16 ve tablo-8 de verilmistir. Bu 6tenazi
periyodunda, en dikkat cekici histopatolojik bulgunun, 48. saatte pargalanan
fotoreseptor cekirdeklerinin ve govde kisimlarimin goézden silinmesiyle ortaya
cikan, ileri derecede, DNK ve FK incelmesi oldugu goriildii. Tiim deney
gruplarinda, DNK ve FK’ nda Miiller hiicreleri ve makrofajlardan olusan hiicresel
infiltrasyonlara rastlandi (sekil 17). Bu infiltrasyonlarin en yogun goriildiigii donem
72. saat olarak kaydedildi. INK’ da daha fazla olmak kaydiyla, INK ve DNK da
yine tiim deney gruplarinda mitoz gésteren hiicrelere mevcuttu. Tiim deney grubu
hayvanlarin sentral retinalarinda, DNK kalinlik ortalamalarinin kontrol grubu
ortalamalarina gore 25-30 um civarinda, FK kalinlik ortalamalarinin ise 14-16 um
civarinda azaldig goriildi. Perifer retinada ise bu azalmanin her iki katmanda da 5-
9 um ile sinirh kaldig: goriildii. incelmenin en fazla oldugu kisimlar optik sinire en
yakin sentral retina kisimlar1 olup, perifere dogru gidildikce (optik sinirden her iki
yone dogru 1500-2000 pm) DNK ve FK’ nin kalinlagip normale dondiigii goriildii
(sekil 18). Ancak bu durumun istisnasi olarak; MNU, ODM ve YDM gruplarina ait
Otenazi edilen 4’ er hayvandan, 1’ er tanesinde perifer retinanin da ileri derecede
etkilenerek inceldigi goriilda (sekil 20). Sentral retinada, hem DNK, hem de FK,
kalinlik ortalamalarinda, kontrol grubu ile tim deney gruplar1 arasinda anlaml
farkliliga rastlanildi, deney gruplarindaki incelme anlamli bulundu (p<0,05).
Deney gruplar1 arasinda ise anlamli farklilik goériilmedi. Perifer retinada, DNK
kalinlik ortalamalarinda, kontrol grubuna gére, MNU, ODM ve YDM gruplarinda

ki diisiis anlaml1 bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile DDM grubu arasinda anlamli

55



farklilik bulunmadi. Deney gruplari arasinda ise, DDM grup ortalamasinin diger
gruplara gore daha yiiksek oldugu goriildii ve istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). FK kalinlik ortalamalarinda, yine kontrol grubuna gore, deney
gruplarindaki diisiis anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise, ODM
grup ortalamalarinin diger gruplara gére daha diisiik oldugu goriildii ve istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0,05).

72. SAAT
45
40
35
30
25
20
15
” | I
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. I- [ Il L
KONTROL MNU DDM ODM YDM

B Sentral DNK  m Sentral FK  ® Perifer DNK Perifer FK
Sekil 16: Yetmisikinci saat retinal katman Sl¢iimleri (um).
Tablo 8: Yetmisikinci saat retinal katman 6l¢tim ortalamalar1 ve standart sapmalart.

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 21.3449.11 11.83+4.97
YDM 12.07+£8.44 5.79+5.37 24.19+£7.66 13.24+3.04

56



Sekil 17: Yetmisikinci saat, ODM grubu, siyah ok; mitoz gosteren Miiller hiicresi,
mavi ok; sag kalan fotoreseptor ¢ekirdekleri, kirnmzi oklar; DNK’ ya gd¢ etmis

makrofajlar, sar1 oklar; DNK’ ya gd¢ etmis Miiller hiicreleri.

Perifer retina Sentral retina

Sekil 18: Yetmisikinci saat, ODM grubu, sentralden perifere gidildikce DNK ve
FK da goriilen normallesme; (*) normallesme baslangi¢ bdlgesini gostermektedir.
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Sekil 19: Yetmisikinci saat, optik sinire yakin bolgelerde DNK ve FK daki genel
goriiniim; A: Kontrol Grubu, normal gériiniim, B: YDM Grubu, DNK ve FK da
incelme. Oklar, FK ve DNK y1 gostermektedir (10X).
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Sekil 20: Yetmisikinci saat, ODM grubu iki farkli hayvana ait perifer retina
goriintiileri A: Birinci hayvan, perifer retinasi iyi korunmus, B: Ikinci hayvan,
perifer retina ciddi 6l¢iide etkilenmis. Siyah oklar FK’ y1, kirmizi oklar DNK” y1
gostermektedir (40X).
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Sekil 21: Yetmisikinci saat, sentral retina, deney gruplarinin tiimiinde, DNK ve FK da ileri derecede incelme, (40X).

60



5.2.5. Yedinci Giin Bulgular

Bu periyodun, sentral retina ve perifer retina, DNK ve FK 0lgiim
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 sekil-22 ve tablo-9 da verilmistir. Bu 6tenazi
periyodunda, deney grubu hayvanlarinda, 72. saatte en belirgin olarak ortaya ¢ikan,
DNK ve FK incelmesinin ilerleyerek devam ettigi ve artik bu katmanlarin
neredeyse gdzden silinecek asamaya geldigi goriildii. Ozellikle, DNK da yer alan
fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerinin biiylik cogunlugunun 6lmesi ve ortadan
kaldirilmasiyla deney gruplarinda bu katmanin ileri derecede inceldigi, bazi
hayvanlarda, retinanin bazi1 bélgelerinde tamamen yok oldugu dikkati ¢ekti. Benzer
sekilde FK’ nda da ileri derecede incelme ve bazi bolgelerde tamamen gézden
silinmeye rastlanildi. Tiim deney gruplarinda, 72. saatte en belirgin olarak
gozlenen, DNK ve FK da, Miiller hiicreleri ve makrofaj infiltrasyonlarina, 7. giin
de de rastlanildi, ancak bu periyotta Miiller hiicrelerinin sayisinin oldukga azaldigi,
makrofajlarin sayilarinin ise arttig1 goriildii (sekil 23). Yine, INK ve DNK da 72.
saatte en 1yi gozlenen, mitoz gdsteren hiicrelere daha az olmak kaydiyla 7. giinde
de rastlanildi. Tiim deney grubu hayvanlarin sentral retinalarinda, DNK kalinlik
ortalamalarinin kontrol grubu ortalamalaria gore 30-35 um civarinda, FK kalinlik
ortalamalarinin ise 15-17 um civarinda azaldig1 goriildi. Perifer retinada ise bu
azalma her iki katmanda da 5-9 um ile sinirli kaldig: goriildii. Incelmenin en fazla
oldugu kisimlar optik sinire en yakin sentral retina kisimlar1 olup, perifere dogru
gidildikce (optik sinirden her iki yone dogru 1500-2000 pm) DNK ve FK’ nin
kalinlasip normale dondiigli goriildii (sekil 24). Ancak bu durumun istisnasi olarak;
MNU ve ODM gruplarina ait 6tenazi edilen 4’ er hayvandan, 1’ er tanesinde perifer

retinanin da ileri derecede etkilenerek inceldigi goriildii. Sentral ve perifer retinada,
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hem DNK, hem de FK kalinlik ortalamalarinda, kontrol grubu ile tiim deney

gruplar1 arasinda anlamli farkliliga rastlanildi, deney gruplarindaki incelme anlamli

bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise anlamli farklilik goriilmedi.
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MNU
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I_I III |-I
DDM ODM YDM

H Sentral DNK  m Sentral FK  m Perifer DNK Perifer FK

Sekil 22: Yedinci giin retinal katman 6lgtimleri (um).

Tablo 9: Yedinci giin retinal katman dl¢iim ortalamalari ve standart sapmalari.

Kontrol

MNU

DDM

ODM

YDM

Sentral DNK Sentral FK

41.27+1.41

4.48+5.17

4.53+£9.06

10.19£11.02

8.02+7.68

19.4£1.32

1.59+£5.08

1.04£3.71

4.53+7.37

1.81+4.3
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Perifer DNK  Perifer FK

29.67+1.36 19.24+1.6

24.72+5.89 14.61+4.78

24.8+10.9 13.93+£5.28

20.29+£10.36  11.47+6.51

26.6+9.16 15.4+6.46



Sekil 23: Yedinci giin, DDM grubu, DNK ve FK neredeyse tamamen gdzden
silinmis durumda, siyah oklar; DNK ve FK’ na gbo¢ etmis makrofajlart
gostermektedir.

Perifer

—

Sekil 24: Yedinci giin, MNU grubu, sentralden perifere gidildikge DNK da goriilen
normallesme, oklar; DNK’ y1 gostermektedir.
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Sekil 25: Yedinci giin, sentral retina, deney gruplarinin tiimiinde, DNK ve FK gbzden silinmis durumda (40X).
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Tablo 10: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak, sentral dis niikleer katman kalinliklar1 tizerine etkileri.

Zaman
--p--*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin
Kontrol ~ 41.82+2.60  41.17+£3.63*  40.36+3.93A  41.79£1.83%  41.27+1.41* 0.386
MNU 39.88+2.23%  34.17+£3.69%°  29.03+2.76°°  10.3149.278¢  4.48+5.17°¢ 0.0001
DDM 40.48+4.00* 32.17£3.218°  31.90+2.60%°  14.80+11.20%  4.53+9.065 0.0001
ODM 39.99+2.90° 32.58+3.05%° 29.78+3.78%%®  11.33+7.39%¢  10.19+11.025¢ 0.0001
YDM 41.3343.10%  32.65+4.01%°  26.47+£2.63%°  12.07+8.44%¢  8.02+7.68" 0.0001
—p--* 0.118 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.
AD Aym siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
&€ Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
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Tablo 11: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak, perifer dis niikleer katman kalinliklar1 {izerine etkileri.

Zaman

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin P
Kontrol  31.80+2.73  29.97+2.81A8  31.73+2.54A 31.11£3.35A 29.67+1.367 0.072
MNU 31.75£2.812  31.68+2.53%2  29.89+5.58AB2 24 56+4 56BCh 24.72+5.89AB  0,0001
DDM 31.53+£2.1728  31.23£3.16%2  29.16+5.02AB2b  3(0.38+3.294Bab 24 80+10.907E®  0.010
ODM 32.57+3.12%  29.19+3.25A82 31.7942.22Aa 21.34+9.11¢0 20.29+10.36%°  0.0001
YDM 32.87+2.792  27.59+3.848Bab 26.16+2.628° 24.19+7.66CP 26.60+9.16ABb 0.001

--p--* 0.582 0.003 0.0001 0.0001 0.038 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
karsilagtirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AC Aym siitunda farkli harfi tagiyan ortalama degerler arasindaki farkhilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
&®  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
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Tablo 12: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak, sentral fotoreseptor katman kalinliklari tizerine etkileri.

Zaman

P

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin

Kontrol ~ 19.13£1.665%®  19.87+2.36"  18.16£1.96"° 20.01£1.99%% 19.40+1.32%®  0.008
MNU 19.22+1.378%  18.27+2.23"B2  11.06+2.68%° 2.96+5.37%°  1.59+5.08%°  0.0001
DDM 19.95+2.865%  17.34+1.67%%  11.77£2.33%°  6.33+6.31%¢  1.04+3.71%¢  0.0001
ODM 20.2742.06%88  18.92+2.14782  11.44+1.9480  4.70+£5.98%  4.53+7.37%¢  0.0001
YDM 21.54+1.25%  17.90£2.69°  11.32+1.16%  5.79+£5378%¢  1.81+4.30%  0.0001

-p--* 0.0001 0.002 0.0001 0.0001 0.0001 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AB Aym siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

&®  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
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Tablo 13: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak, perifer fotoreseptor katman kalinliklari {izerine etkileri.

Zaman

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin P
Kontrol  19.50+2.06  18.94+1.28  18.76+1.86"  20.06£2.02*  19.24+1.60*  0.276
MNU 20.40£1.25%  19.10+2.46®  16.33+2.9978%  15.03+3.35%°  14.61+4.78”%  0.0001
DDM 19.43+4.11%  18.16+2.87%  16.70+£3.07°8%  15.91+1.628%  13.93+528%°  0.001
ODM 19.76+1.83%  17.17+2.95%  17.45+2.5382  11.83+4.97%  11.47+6.51%°  0.0001
YDM 19.5342.73%  17.37£2.06®  15.37+2.795%  13.24+3.045°" 15.40+6.46"%° 0.0001

-P--* 0.826 0.083 0.010 0.0001 0.002 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
karsilagtirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.
AB Aym siitunda farkli harfi tagiyan ortalama degerler arasindaki farklihik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
&¢  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 26: Siganlarda N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
sentral (A) ve perifer (B) dis niikleer katman kalinliklar1 iizerine etkileri.
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Sekil 27: Siganlarda N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda {ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
sentral (A) ve perifer (B) fotoreseptor katman kalinliklari {izerine etkileri.
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Sekil 28: MNU ve DDM gruplarinin sentral retinalarinin zamana bagli olarak degisimleri (40X).
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Sekil 29: ODM ve YDM gruplarinin sentral retinalarinin zamana bagli olarak degisimleri (40X).
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5.3. TUNEL Bulgulan

Kontrol ve deney grubu hayvanlarin retinalarinda TUNEL boyama sonucu
elde edilen verilerle ortaya konan apoptotik indeksler tablo 9 da verilmistir. Kontrol
grubu hayvanlarin retinalarinda, tiim periyotlarda pozitiflige rastlanilmazken,
deney gruplarinda ise tiim periyotlarda, degisen derecelerde pozitiflik mevcuttu
(Sekil 31, 32, 33). Pozitifliklerin sadece, retinanin dis niikleer katmaninda (DNK)
yer alan fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerinde oldugu goriildii. Sentralden perifere
dogru gidildik¢e pozitifligin azaldigi, optik sinirden yaklasik 1500-2000 pm
uzaklikta ise artik tamamen son buldugu goriildi (sekil 34). Diger katmanlarda
pozitiflige rastlanilmadi.

Onikinci saatte 6tenazi edilen deney grubu hayvanlarinin DNK larinda,
%9-10 civarlarinda pozitiflige rastlanildi ve en yiiksek pozitifligin %10,05 ile MNU
grubunda, en diisiik pozitifligin ise %9,80 ile DDM grubunda oldugu goriildii.
Deney gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmedi, kontrol grubu ile
deney gruplart arasindaki farklilik ise anlamli bulundu (p<0,05).

Yirmidordiincii saatte Gtenazi edilen deney grubu hayvanlariin DNK
larinda, 12. saate gore, pozitif hiicre sayisinin ve boyanma siddetinin artt1g1 goriildi
ve %33-35 civarlarinda pozitiflige rastlanildi. En yliksek pozitifligin 9%35,78 ile
DDM grubunda, en diisiik pozitifligin ise %33,87 ile ODM grubunda oldugu tespit
edildi. Deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmedi, kontrol
grubu ile deney gruplar arasindaki farklilik ise anlamli bulundu (p<0,05).

Kirksekizinci saatte otenazi edilen deney grubu hayvanlarinin DNK
larinda, 24. saate gore, pozitif hiicre sayisinin ve boyanma siddetinin arttig1 goriildii

ve %90-93 civarlarinda pozitiflige rastlanildi. En yliksek pozitifligin 9%93,61 ile
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YDM grubunda, en diisiik pozitifligin ise %90,39 ile ODM grubunda oldugu tespit
edildi. Apoptotik indeksin en yiiksek seviyeye ¢iktig1 periyod 48. saat olarak
kaydedildi. Diger saat dilimlerinde, DNK da ki pozitif fotoreseptor hiicre
cekirdekleri, sinirlar1 belirgin ve boyanmayan hiicrelerden net bir sekilde ayirt
edilebilir bir boyanma gosterirken, 48. saatte, DNK’ 1n bir biitlin olarak, se¢ici bir
sekilde, koyu sari/kahverengi boyandigr goriildi. Deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak farklilik goriilmedi, kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki
farklilik ise anlamli bulundu (p<0,05).

Yetmisikinci satte 6tenazi edilen deney grubu hayvanlarinin DNK larinda,
%14-15 civarlarinda pozitiflige rastlanildi. En ytiksek pozitifligin %15,63 ile ODM
grubunda, en diisiik pozitifligin ise %14,9 ile DDM grubunda oldugu goriildii.
Kirksekizinci saatte en yiiksek seviyeye ¢ikan pozitifligin, sag kalan hiicre sayisinin
da oldukg¢a azalmasina bagli olarak ciddi oranda diistiigii goriildii. Bu saat diliminde
de, DNK da, 48. saatte oldugu gibi, ancak ¢ok daha hafif siddette katmansal
boyanma gozlendi. Deney gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmedi,
kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki farklilik ise anlamli bulundu (p<0,05).

Yedinci giinde Otenazi edilen deney grubu hayvanlarimin DNK larinda,
%10-12 civarlarinda pozitiflige rastlanildi. En yiiksek pozitifligin %12.23 ile MNU
grubunda, en diisiik pozitifligin ise %10,18 ile YDM grubunda oldugu goriildii ve
bu iki deney grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki farklilik da anlamli bulundu

(p<0,05).
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Tablo 14: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak, retinada apoptotik indeks iizerine etkileri.

Zaman
—P-*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin
Kontrol 0.00+0.008 0.0040.008  0.00£0.008  0.00+0.008 0.00+0.00¢ -
MNU 10.0541.66A  34.6143.72% 933744204 149241 41A  12.23+1.17°%  0.0001
DDM 9.80+1.66A  3578+1.76A  91.07+6.114%  14.90+1.06°° 10.42+1.84284  0,0001
ODM Ad Ab Aa Al ABd
1001415240 33.8742.00%  9039+4.41%% 156341042  11.33+1.48 0.0001
YDM Ad Ab Aa Al Bd
10.03+1.24A7 352041158  93.61+4.01%48  15.34+0.80A°  10.18+1.808¢  0.0001
P 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlil varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AC Ayni siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

&4 Aym satirda farkli harfi tagiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 30: Sig¢anlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
retinada apoptotik indeks tizerine etkileri.
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Sekil 31: Onikinci ve 24. saatlerde kontrol grubu ve deney gruplarinda TUNEL boyama goriintiileri; kontrol grubu disinda kalan gruplarda
DNK da pozitiflikler (kahverengi boyanan hiicreler) goriilmektedir (40X).
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Sekil 32: Kirksekizinci ve 72. saatlerde kontrol grubu ve deney gruplarinda TUNEL boyama goriintiileri; kontrol grubu disinda kalan
gruplarda DNK da katmansal tarzda boyanma gériilmektedir (40X).
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Sekil 33: Yedinci giinde kontrol grubu ve deney gruplarinda TUNEL boyama goriintiileri; kontrol grubu disinda kalan gruplarda DNK da
tek-tiik pozitiflikler (oklar) goriilmektedir (40X).
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Sekil 34: Kirksekizinci saatte YDM grubunda sentralden-perifere (1-8) gidildik¢e azalan TUNEL pozitifligi; fotograflar optik sinire, 250 pm
mesafede baglanarak 250 um araliklarla ¢ekildi (40X).
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5.4. immunohistokimyasal Bulgular
5.4.1. Onikinci Saat Bulgulan
5.4.1.1. Rodopsin

Rodopsinin, 12. saat immunperoksidaz (IP) boyamalarinda, dis niikleer
katman (DNK) ve fotoreseptor katmani (FK) nin da yaygin ve siddetli pozitiflikler
tespit edildi. Pozitifliklerin intrastoplazmik oldugu, hiicre ¢ekirdeklerinin
boyanmadig1 goriildii. Sentral retina ile perifer retina arasinda fark goriilmedi ve iki
bolgeninde yogun bir sekilde boyandigi goriildii. immunflorasan (iF) boyamada da
benzer bulgular elde edildi ve IP boyama ile farka rastlanilmadi (sekil 35). Tiim
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi. Bu parametre

ile ilgili histoskorlarin ortalama degerleri ve standart sapmalari tablo 15 te sunuldu.
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Optik Sinir

Sekil 35: Onikinci saat rodopsin IP (A, C) ve iF (B, D) boyama, kontrol grubu,
DNK ve FK’ nda yogun 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, IP boyamalarinda; DNK, FK ve dis pleksiform
katman (DPK) da seyrek ama siddetli pozitifliklerin oldugu goriildii. Pozitifliklerin
intrastoplazmik oldugu, hiicre c¢ekirdeklerinin boyanmadigi tespit edildi.
Boyanmalarin, koni reseptorlerin anatomik yapisina uygun olarak, FK’ da uzun
ince tarzda baslayip, DNK’ da, fotoreseptdr g¢ekirdegi cevresinde biraz daha
kalinlastigi ve DNK bitiminde, DPK da sonlandigi goriildii (sekil 36). Koni
reseptorler, ¢ubuk reseptorlere nazaran ¢ok daha az sayida bulunduklari igin,
pozitifliklere, sentral retinada ortalama, 15-20 um de bir tane, perifer retinada ise
30-40 um de bir tane olacak sekilde rastlanildi. IF boyamada da benzer bulgular
elde edildi. Tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi.
Bu parametre ile ilgili histoskorlarin ortalama degerleri ve standart sapmalari tablo

16 da sunuldu.
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Sekil 36: Onikinci saat red/green opsin, kontrol grubu, IP (A) ve IF (B)
boyamalarinda sentral retinanin genel goriinlimii, DNK ve FK’ nda seyrek
pozitiflikler (oklar) (40X).
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5.4.1.3. Blue Opsin (Kisa Dalga Boyu Hassas Opsin)

Onikinci saatte 6tenazi edilen hayvanlarin retinalarinda, tiim gruplarda, blue

opsin, IP ve IF boyamalarinda herhangi bir pozitiflige rastlanilmadi.

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

8-OHdG; IP ve IF boyamalarinda, 12. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinin tiimiinde seyrek ama siddetli pozitifliklere
rastlanildi. Boyanmalarin, sadece DNK da ki fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri ile
siirli kaldigr goriildii (sekil 37). Kontol grubu ile deney gruplart arasinda ki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise
farkliliga rastlanilmadi. Bu parametre ile ilgili histoskorlarin ortalama degerleri ve

standart sapmalari tablo 17 de sunuldu.
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Sekil 37: Onikinci saatte 8-OHdG, IP (A, B) ve IF (C) boyamalarinda kontrol grubu
(A) ve MNU grubu (B, C) hayvanlarin sentral retinalarinin genel goriiniimii, DNK
da pozitiflikler (oklar) (40X).
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5.4.1.5. Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)

PCNA; IP ve IF boyamalarinda 12. saatte tiim gruplarda, herhangi bir
pozitiflige rastlanilmadi. Bu parametre ile ilgili histoskorlarin ortalama degerleri ve

standart sapmalari tablo 18 te sunuldu.

5.4.1.6. Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)

GFAP; iP ve IF boyamalarinda 12. saatte tiim gruplarda, sadece gangliyon
hiicreleri katmani1 (GHK) ve optik sinirde yogun pozitiflige rastlanildi (sekil 38).
Gruplar arasi farkliliga rastlanilmadi. Bu parametre ile ilgili histoskorlarin ortalama

degerleri ve standart sapmalari tablo 19 da sunuldu.

Sekil 38: Kontrol grubunda 12. saat GFAP, IP (A) ve IF (B) boyamalarinda, optik
sinir ve GHK’ nda (oklar) pozitif boyanmalar.
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5.4.1.7. Bcl-2 Associated X Protein (Bax)

Bax IP boyamalarinda 12. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, sentral retinada ve DNK da daha yogun olmak
kaydiyla, stoplazmik ve niikleer, yaygin, orta siddette pozitifliklere rastlanildi
(sekil 39). Perifere dogru gidildikce pozitifliklerin azaldigi ve belli bir bolgeden
sonra tamamen son buldugu goriildii. Kontol grubu ile deney gruplar1 arasinda ki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise
farkliliga rastlanilmadi. Bu parametre ile ilgili histoskorlarin ortalama degerleri ve

standart sapmalari tablo 20 de sunuldu.

Sekil 39: Onikinci saat, YDM grubu, Bax, IP boyama, DNK da yogun pozitiflikler

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

Bcl-2; IP boyamalarinda 12. saatte tiim gruplarda DNK ve FK’ nda hafif
siddette boyanmalarara rastlanildi. Kontol grubu ile deney gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklihia rastlanilmadi. Bu parametre ile ilgili

histoskorlarin ortalama degerleri ve standart sapmalari tablo 21 de sunuldu.

5.4.1.9. Kaspaz-3

Kaspaz-3 IP boyamalarinda 12. saatte tiim gruplarda DNK da, cekirdeklerde
daha yogun olmak kaydiyla orta siddette boyanmalarara rastlanildi (sekil 40).
Perifere dogru gidildik¢e pozitifliklerin azaldigi1 ve belli bir bolgeden sonra
tamamen son buldugu goriildii. Kontrol grubunda ise pozitiflik gériilmedi. Kontrol
grubu ile deney gruplari arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Deney gruplar1 arasinda ise farkliliga rastlanilmadi. Bu parametre ile

ilgili histoskorlarin ortalama degerleri ve standart sapmalari tablo 22 de sunuldu.

Sekil 40: Onikinci saat, ODM grubu, kaspaz-3 IP boyama, DNK da yogun
pozitiflikler (oklar) goriilmektedir.

87



5.4.1.10. Kaspaz-6

Kaspaz-6, IP boyamalarinda 12.saatte tiim gruplarda DNK da, ¢ekirdeklerde
daha yogun olmak kaydiyla hafif siddette boyanmalara rastlanildi (sekil 41).
Perifere dogru gidildik¢e pozitifliklerin azaldigi ve belli bir bolgeden sonra
tamamen son buldugu goriildi. Kaspaz-3* e kiyasla boyanmalarin daha hafif
diizeyde oldugu dikkati ¢ekti. Kontrol grubunda ise pozitiflik goriillmedi. Kontol
grubu ile deney gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Deney gruplar1 arasinda da farkliliga rastlanilmadi. Bu parametre ile ilgili

histoskorlarin ortalama degerleri ve standart sapmalari tablo 23 te sunuldu.
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Sekil 41: Onikinci saat, ODM grubu, kaspaz-6, IP boyama, DNK ve FK da
pozitiflikler (oklar) (40X).
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5.4.2. Yirmidordiincii Saat Bulgulari
5.4.2.1. Rodopsin

Rodopsinin, 24. saat IP ve IF boyamalarinda 12. saatte elde edilen
bulgularin benzerleri elde edildi, tiim gruplarda DNK ve FK da yogun pozitiflikler

goriildii. Gruplar arasinda herhangi bir farkliliga rastlanilmadi.

Sekil 42: Yirmidérdiincii saat, kontrol grubu, rodopsin iP (A) ve IF (B) boyamalari,
perifer retinada, DNK ve FK’ nda yogun pozitiflikler goriilmektedir (A: 20X, B:
10X).
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5.4.2.2. Red/Green Opsin

Red/green opsinin, 24. saat, I[P ve IF boyamalarinda, 12. saat
boyamalarindan ve kontrol grubundan farkli olarak, deney gruplarinin tiimiinde,
sadece FK’ nda ve DPK da seyrek ama siddetli pozitiflikler elde edildi ve DNK da
pozitiflik goriilmedi. Pozitifliklerin FK’ nda 12. saatte oldugu gibi uzun-ince
cizgisel tarzda, intrastoplazmik oldugu, hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmadig: goriildii
(sekil 43). Boyanan reseptor sayisinda farkliliga rastlanilmadi. Kontol grubu ile
deney gruplar1 arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 43: Yirmidordiincii saat red/green opsin, IP boyamada kontrol grubu (A) ve

MNU grubunun (B) sentral retinalarinin genel goriiniimii, seyrek pozitiflikler
(oklar) (40X)
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5.4.2.3. Blue Opsin

Yirmidordiincii saatte Otenazi edilen hayvanlarin retinalarinda, tiim

gruplarda, blue opsin IP ve IF boyamalarinda herhangi bir pozitiflige rastlanilmadi.

5.4.2.4. 8-OHdG

8-OHdG, iP ve IF boyamalarinda, 24. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinin tiimiinde yogun ve siddetli pozitifliklere
rastlanildi. Boyanmalarin, sadece DNK da ki fotoreseptor hiicre ¢ekirdekleri ile
siirl kaldig1 goriildii (sekil 44). Onikinci saate kiyasla pozitif hiicrelerin sayisinda
artis goriildii ve bu parametrenin en yogun pozitiflik verdigi saat, 24. saat olarak
kaydedildi. Perifere dogru gidildikge pozitifliklerin azaldigi ve belli bir bolgeden
sonra tamamen son buldugu goriildii. Kontol grubu ile deney gruplari arasinda ki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise

farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 44: Yirmidérdiincii saat 8-OHdG IP ve IF boyamalari; kirmizi boyanan
hiicreler ve oklar pozitiflikleri gdstermektedir.
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5.4.2.5. PCNA

PCNA, IP ve IF boyamalarinda 24. saatte, sadece deney gruplarinda, INK
da, bazi hiicrelerde belli-belirsiz, hafif siddette, seyrek pozitifliklere rastlanildi.
Boyanmalarin hiicre ¢ekirdekleri ile sinirli oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise
boyanma goriilmedi. Kontrol grubu ile deney gruplart arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlaml1 bulundu, deney gruplar1 arasinda ise farka rastlanilmadi

(p<0,05).

5.4.2.6. GFAP

GFAP, IP ve IF boyamalarinda 24. saatte tiim gruplarda, GHK ve optik
sinirde yogun pozitiflige rastlanildi, 12. saatten farkli olarak sadece deney
gruplarinda, INK da da, ince, GHK’ ndan uzanan sagaklaklanmalar tarzinda, ¢ok
hafif siddette pozitiflige rastlanildi. Kontrol grubu ile deney gruplari arasinda ki bu

farklilik istatistiksel anlamli bulunmada.

5.4.2.7. Bax

Bax, IP boyamalarinda, 24. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 12. saatte goriilen boyanmalarin biraz daha
siddetlenerek devam ettigi, pozitifligin arttigi goriildi (sekil 45). Kontol grubu ile
deney gruplart arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 45: Yirmidordiincii saat, DDM grubu, bax, IP boyama, DNK da yogun
pozitiflikler gorilmektedir.

5.4.2.8. Bcl-2

Bcl-2, IP boyamalarinda 24. saatte tiim gruplarda, kontrol grubu
retinalarinda daha belirgin olmak kaydiyla, DNK ve FK’ nda hafif siddette
boyanmalarara rastlanildi. Kontol grubu ile deney gruplar1 arasinda ki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga

rastlanilmadi.

5.4.2.9. Kaspaz-3

Kaspaz-3 IP boyamalarinda, 24. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 12. saatte, DNK ve FK da goriilen
boyanmalarin biraz daha siddetlenerek devam ettigi, pozitifligin arttigr goriildii
(sekil 46). Kontol grubu ile deney gruplar1 arasinda ki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 46: Yirmidérdiincii saat, MNU grubu, kaspaz-3, IP boyama, DNK da yogun
pozitiflikler goriilmektedir.

5.4.2.10. Kaspaz-6

Kaspaz-6, IP boyamalarinda, 24. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 12. saatte, DNK ve FK da goriilen
boyanmalarin biraz daha siddetlenerek devam ettigi, pozitifligin arttigr gortldi
(sekil 47). Kontol grubu ile deney gruplari arasinda ki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi. Deney gruplari arasinda da farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 47: Yirmidérdiincii saat, MNU grubu, kaspaz-6, IP boyama, DNK ve FK da
pozitiflikler (oklar).

5.4.3. Kirksekizinci Saat Bulgular:
5.4.3.1. Rodopsin

Rodopsinin, 48. saat IP ve IF boyamalarinda, kontrol grubunun, 12. ve 24.
saatlerdeki gibi yogun boyandigi goriliirken, deney gruplarinin sentral
retinalarinda, DNK ve FK da, boyanma siddetinin azaldigi, partikiiler ve yer yer
bosluklarin oldugu tarzda bir boyanmanin oldugu goriildii (sekil 48). Perifere dogru
gidildikce pozitifligin arttig1, kontrol grubu ile benzer goriiniimiin elde edildigi
tespit edildi. Kontol grubu ile deney gruplar1 arasinda ki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 48: Kirksekizinci saat rodopsin, IP ve IF boyamalari; MNU grubunda DNK
ve FK da, kontrol grubuna gore pozitifikler azalmistir.
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5.4.3.2. Red/Green Opsin

Red/Green opsinin, 48. saat, IP ve IF boyamalarinda, kontrol grubunun 12.
ve 24. saatlerde ki gibi boyandig1 goriiliirken, deney gruplarin tiimiinde, kontrol
grubuna gdre boyanmanin azaldig1 goriildii. Onceki saat dilimlerinde, uzun-ince
tarzda goriilen boyanmalarin azaldigi, pargalanmig-partikiiler goriiniimde bir
boyanmanin oldugu dikkati g¢ekti (sekil 49). Kontol grubu ile deney gruplar
arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari

arasinda ise farklilia rastlanilmadi.

-
s J '
VR _foge .o 4 ¢
h A e -
ke e ’ - & N - A
i 2t AR Qe SR RALH. vz d g3 N

: 0P IR N .

3 . :
L '

: “ ” . 2 K ..
.8 e - ~ - -

Sekil 49: Kirksekizinci saat, YDM grubu, red/green opsin, IP boyama, FK ve DPK
da partikiiler tarzda pozitiflikler (oklar).

5.4.3.3. Blue Opsin

Kirksekizinci saatte 6tenazi edilen hayvanlarin retinalarinda, tim gruplarda,

blue opsin IP ve IF boyamalarinda herhangi bir pozitiflige rastlanilmad.
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5.4.3.4. 8-OHdG

8-OHdG, IP ve IF boyamalarinda, 48. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 24. saatte en iist seviyeye ulasan pozitifligin,
neredeyse sifira diistiigii goriildii. DNK da sadece hafif zemin boyanmasi tarzinda
boyanmalar disinda pozitiflige rastlanilmadi (sekil 50). Kontol grubu ile deney
gruplar arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney

gruplar arasinda ise farkliliga rastlaniimadi.

Sekil 50: Kirksekizinci saat, ODM grubu, 8-OHdG, IP boyama, DNK da hafif
boyanma goriilmektedir.

5.4.3.5. PCNA

Kirksekizinci saat, PCNA, IP ve IF boyamalarinda, 24. saatte, sadece deney
gruplarinda, INK da, bazi hiicrelerde belli-belirsiz, hafif siddette ve seyrek olarak
rastlanilan pozitifliklerin, biraz daha belirgin hale geldikleri ve sayilarinin arttig1

goriildii. Yirmidérdiincii saatten diger bir farklilik olarak, INK’ a ek olarak DNK
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ve hatta FK da da pozitifliklerin var oldugu goriildii (sekil 51). Pozitif boyanan
hiicrelerin, Miiller hiicreleri ve bolgeye go¢ etmis makrofajlarin oldugu tespit
edildi. Boyanmalarin hiicre ¢ekirdekleri ile sinirli oldugu goriildii. Kontrol
grubunda ise boyanma goriilmedi. Kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu, deney gruplar1 arasinda ise farka

rastlanilmadi (p<0,05).
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Sekil 51: Kirksekizinci saat PCNA, IP ve IF boyamalari; DDM grubunda hafif
boyanma; siyah ve kirmizi oklar; INK da ki, mavi oklar; DNK da ki pozitiflikleri
gostermektedir.
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5.4.3.6. GFAP

Kirksekizinci saat GFAP, IP ve IF boyamalarinda; 24. saatte, GHK ve optik
sinire ek olarak, sadece deney gruplarinda, IPK da, ince, GHK’ ndan uzanan
sacaklaklanmalar tarzinda, ¢cok hafif siddette goriilen pozitifligin artis gosterdigi ve
sacaklanma seklindeki boyanmanin biraz daha ilerleyerek DNK’ a kadar ulastigi
gorildii (sekil 52). Kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki farklilik istatistiksel

olarak anlamli bulundu, deney gruplar1 arasinda ise farka rastlanilmadi (p<0,05).
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Sekil 52: Kirksekizinci saat GFAP, IP ve IF boyamalari; siyah ve kirniz1 oklar;
pozitiflikleri géstermektedir.
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5.4.3.7. Bax

Bax immunperoksidaz boyamalarinda, 48. saatte kontrol grubunda
pozitiflige rastlanilmazken, deney gruplarinda, 12. ve 24. saatlerde goriilen
boyanmalarin biraz daha siddetlenerek devam ettigi, pozitifligin arttig1 gorildii
(sekil 53). Bax pozitifliginin en yiiksek diizeyde goriildiigli saat dilimi, 48. saat
olarak kaydedildi. Sentral retinadan perifere dogru gidildik¢e pozitifliklerin
azaldig1 ve belli bir bolgeden sonra tamamen son buldugu goriildii (sekil 54).
Kontol grubu ile deney gruplart arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlaml

bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.

Sekil 53: Kirksekizinci saat, ODM grubu, bax, IP boyama; DNK da yogun
pozitiflikler goriilmektedir.
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Sekil 54: Kirksekizinci saat, MNU grubu, bax, IP boyama, sentralden perifere
gidildikge DNK (oklar) da pozitiflik azalmaktadir.

5.4.3.8. Bcl-2

Bcl-2, IP boyamalarinda 48. saatte tiim gruplarda, kontrol grubu
retinalarinda daha belirgin olmak kaydiyla, DNK ve FK’ nda hafif siddette
boyanmalarara rastlanildi. Deney gruplarinda Bcl-2 pozitifliginin 12. ve 24. saatlere
gore daha azaldig1 goriildii. Kontol grubu ile deney gruplari arasinda ki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga

rastlanilmadi.

5.4.3.9. Kaspaz-3

Kaspaz-3, IP boyamalarinda, 48. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 12. ve 24. saatlerde, DNK ve FK da goriilen
boyanmalarin biraz daha siddetlenerek devam ettigi, pozitifligin arttif1 goriildii

(sekil 55). Kaspaz-3 pozitifliginin en yiiksek diizeyde goriildiigii saat dilimi, 48.
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saat olarak kaydedildi. Sentral retinadan perifere dogru gidildikge pozitifliklerin
azaldig1 ve belli bir bolgeden sonra tamamen son buldugu goriildii. Kontol grubu
ile deney gruplari arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.

Sekil 55: Kirksekizinci saat, DDM grubu, kaspaz-3, IP boyama, DNK da yogun
pozitiflikler goriilmektedir.

5.4.3.10. Kaspaz-6

Kaspaz-6, IP boyamalarinda, 48. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 12. ve 24. saatlerde, DNK ve FK da goriilen
boyanmalarin biraz daha siddetlenerek devam ettigi, pozitifligin arttigi gorildi
(sekil 56). Kaspaz-6 pozitifliginin en yiiksek diizeyde goriildiigii saat dilimi, 48.
saat olarak kaydedildi. Sentral retinadan perifere dogru gidildikce pozitifliklerin
azaldig1 ve belli bir bolgeden sonra tamamen son buldugu goriildi. Kontol grubu
ile deney gruplari arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Deney gruplar1 arasinda ise farklilia rastlanilmadi. Kaspaz-6 boyamalarinda
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kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki farkliligin, istatistiksel olarak anlamli

oldugu tek saat dilimi 48. saat olarak kaydedildi.

P g

T

Sekil 56: Kirksekizinci saat, DDM grubu, kaspaz-6, IP boyama, DNK da yogun
pozitiflikler goriilmektedir.

5.4.4. Yetmisikinci Saat Bulgular
5.4.4.1. Rodopsin

Rodopsinin, 72. saat IP ve IF boyamalarinda, kontrol grubunun, énceki
saatlerdeki gibi yogun boyandig1 goriiliirken, deney gruplarinin sentral
retinalarinda, DNK da boyanmanin son derece azaldigi, sadece sag kalan
fotoreseptdr hiicre ¢ekirdeklerinin etrafinda boyanmalarin oldugu, FK da ise
boyanmanin olmadigi goriildii (sekil 57). Perifere dogru gidildik¢e pozitifligin
artt1g1, kontrol grubu ile benzer goriiniimiin elde edildigi tespit edildi. Kontol grubu
ile deney gruplari arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.
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Sekil 57: Yetmisikinci saat rodopsin, IP ve IF boyamalar1; YDM grubunda, DNK
da ve FK da, kontrol grubuna gére pozitifikler azalmis durumda ve sadece sag kalan
fotoreseptor gekirdeklerin ¢evresinde pozitiflikler goriilmektedir (40X).
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5.4.4.2. Red/Green Opsin

Red/Green opsinin, 72. saat, IP ve IF boyamalarinda, kontrol grubunun
onceki saatlerde ki gibi boyandig1 goriiliirken, deney gruplarin tlimiinde, DNK ve
FK da, kontrol grubuna gére boyanmanin son derece azaldig1, goriildii. Onceki saat
dilimlerinde, uzun-ince tarzda goriilen boyanmalarin, pargalanmis-partikiiler bir
goriiniimde oldugu goriildii (sekil 58). Kontol grubu ile deney gruplari arasinda ki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplar1 arasinda ise

farkliliga rastlanilmada.
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Sekil 58: Yetmisikinci saat, ODM grubu, red/green opsin, IP boyama; FK, DNK
ve DPK da partikiiler tarzda pozitiflikler (oklar). (40X).

5.4.4.3. Blue Opsin

Yetmisikinci saatte 6tenazi edilen hayvanlarin retinalarinda, tiim gruplarda,

blue opsin IP ve IF boyamalarinda herhangi bir pozitiflige rastlanilmad.
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5.4.4.4.8-OHdG

8-OHdG, IP ve IF boyamalarinda, 72. saatte kontrol grubunda ve deney
gruplarinda pozitiflige rastlanilmadi. Deney gruplarinda, 24. saatte en iist seviyeye

ulasan 8-OHdG pozitifliginin, 72. saatte artik tamamen sifira diistiigti goriildi.

5.4.45. PCNA

Yetmisikinci saat, PCNA, IP ve IF boyamalarinda, 48. saatte, sadece deney
gruplarinda, INK, DNK ve FK da hafif derecede belirgin olan pozitifliklerin hem
sayisinin hemde siddetinin arttigi goriildi (sekil 59-60). PCNA pozitifliginin en
yogun ve en siddetli oldugu saat dilimi 72. saat olarak kaydedildi. Boyanmalarin
hiicre ¢ekirdekleri ile siirlt oldugu goriildii. Pozitifliklerin 6zellikle fotoreseptor
yikiminin fazla oldugu optik sinire yakin, sentral retinada yogunlastigi, perifere
dogru gidildikge pozitifliklerin azaldigi ve belli bir bolgeden sonra tamamen son
buldugu belirlendi (sekil 61). Kontrol grubunda ise boyanma goriilmedi. Kontrol
grubu ile deney gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu,

deney gruplari arasinda ise farka rastlanilmadi (p<0,05).
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Sekil 59: Yetmisikinci saat, PCNA, IP ve IF boyamalari; ODM grubunda, INK,
DNK ve FK’ nda yogun pozitiflikler (oklar) (40X).
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Optik sinir

Optik sinir

Sekil 60: Yetmisikinci saat, MNU grubu, PCNA, IP (A) ve IF (B) boyamalar1, INK,
DNK ve FK’ nda (oklar arasinda kalan bélge) yogun pozitiflikler (40X).
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Sekil 61: Yetmisikinci saat, DDM grubu, PCNA, P boyama, deney gruplarinda,
sentralden perifere gidildikge azalan pozitiflikler (10X).

5.4.4.6. GFAP

Yetmisikinci saat GFAP, IP ve IF boyamalarinda; 48. saatte, GHK ve optik
sinire ek olarak, sadece deney gruplarinda, IPK, INK, DNK ve FK da, ince, GHK’
ndan uzanan sagaklanmalar tarzinda, orta siddette goriilen pozitifligin artig
gosterdigi goriildii (sekil 62). Kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu, deney gruplar1 arasinda ise farka rastlaniimadi

(p<0,05).
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Sekil 62: Yetmisikinci saat GFAP, IP ve IF boyamalari; siyah ve kirmiz1 oklar;
pozitiflikleri gostermektedir (40X).
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5.4.4.7. Bax

Bax [P boyamalarinda, 72. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 48. saatte en yliksek seviyeye ulasan
pozitifligin son derece azaldigi, DNK ve FK da hafif zemin boyanmasi tarzinda
pozitiflik verdigi, sentral retinadan perifere dogru gidildik¢e, bu hafif pozitifliginde
kayboldugu goriildii. Kontol grubu ile deney gruplar arasinda ki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplar1 arasinda ise farkliliga

rastlanilmadi.

5.4.4.8. Bcl-2

Yetmisikinci saat Bcl-2, IP boyamalarinda, 48. saatte goriilen bulgulara
oldukca benzer sekilde tiim gruplarda, kontrol grubu retinalarinda daha belirgin
olmak kaydiyla, DNK ve FK’ nda hafif siddette boyanmalarara rastlanildi. Deney
gruplarinda Bcl-2 pozitifliginin 12. ve 24. saatlere gore daha azaldigi goriildii.
Kontol grubu ile deney gruplar1 arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.

5.4.4.9. Kaspaz-3

Kaspaz-3, IP boyamalarinda, 72. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 48. Saatte en yiiksek seviyeye ulasan
pozitifligin son derece azaldigi, DNK ve FK da hafif zemin boyanmasi tarzinda
pozitiflik verdigi, sentral retinadan perifere dogru gidildikce, bu hafif pozitifliginde

kayboldugu goriildii. Kontol grubu ile deney gruplart arasinda ki farklilik
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istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplar1 arasinda ise farkliliga

rastlanilmadi.

5.4.4.10. Kaspaz-6

Kaspaz-6, IP boyamalarinda, 72. saatte kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda, 48. saatte en yliksek seviyeye ulasan
pozitifligin son derece azaldigi, DNK ve FK da hafif zemin boyanmasi tarzinda
pozitiflik verdigi, sentral retinadan perifere dogru gidildik¢e, bu hafif pozitifliginde
kayboldugu goriildii. Kontol grubu ile deney gruplar1 arasinda ki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplar1 arasinda ise farkliliga

rastlanilmadi.

5.4.5. Yedinci Giin Bulgular
5.4.5.1. Rodopsin

Rodopsinin, 7. giin IP ve IF boyamalarinda, kontrol grubunun, &nceki
saatlerdeki gibi yogun boyandig1 goriiliitken, deney gruplarinin sentral
retinalarinda, DNK da boyanmanin son derece azaldigi, sadece sag kalan az
sayidaki fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerinin etrafinda boyanmalarin oldugu, FK da
ise boyanmanin olmadigi goriildii (sekil 63). Yetmisikinci saate kiyasla, 7. giin de,
DNK da sag kalan fotoreseptdr hiicre c¢ekirdegi sayisi daha az oldugu icin
pozitifligin daha da diisiik seviyelerde oldugu gorildii. Perifere dogru gidildikge
pozitifligin arttig1, kontrol grubu ile benzer gorliniimiin elde edildigi tespit edildi.
Kontol grubu ile deney gruplar arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlaniimadi.
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Sekil 63: Yedinci giin rodopsin, IP ve IF boyamalari; deney gruplarinda DNK da
ve FK da, kontrol grubuna gore pozitifikler azalmis durumda ve sadece sag kalan

az sayidaki fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerin ¢evresinde pozitiflikler goriilmektedir
(Oklar) (40X).
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5.4.5.2. Red/Green Opsin

Red/Green opsinin, 7. giin, IP ve IF boyamalarinda, kontrol grubunun
onceki saatlerde ki gibi boyandigi gortliirken, deney gruplarin tiimiinde, sentral
retinanin DNK” 1 ve FK’ nda, kontrol grubuna gore boyanmanin son derece azaldigi
goriildii. Onceki saat dilimlerinde, uzun-ince tarzda goriilen boyanmalarn,
parcalanmis-partikiiler bir goriiniimde oldugu, fotoreseptor hiicre sayisinin son
derece azalmasi sebebiyle boyamalarin da ileri derecede azaldigi belirlendi (sekil
64). Perifere dogru gidildikge fotoreseptor hiicre sayisin artmasiyla dogru orantilt
olarak red/green opsin pozitifliginin de artifi goriildii. Kontol grubu ile deney
gruplar arasinda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Deney

gruplar1 arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.

— - - ? = L

-

Sekil 64: Yedinci giin, DDM grubu, red/green opsin, IP boyama, DNK da partikiiler
tarzda pozitiflikler (oklar).
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5.4.5.3. Blue Opsin

Yedinci giinde 6tenazi edilen hayvanlarin retinalarinda, tiim gruplarda, blue

opsin IP ve IF boyamalarinda herhangi bir pozitiflige rastlaniimadi.

5.45.4. 8-OHdG

8-OHdG, IP ve IF boyamalarinda, 7. giinde kontrol grubunda ve deney

gruplarinda pozitiflige rastlanilmadi.

5.4.5.5. PCNA

Yedinci giin, PCNA, IP ve IF boyamalarinda, 72. saatte en iist seviyeye
cikan pozitifligin 7. giinde azaldigi, ama devam ettigi, boyanmalarin hiicre
cekirdekleri ile simirli oldugu goriildii. Optik sinire yakin bolgelerde yikim ¢ok
siddetli oldugu icin, pozitifliklerin, neredeyse tamamen yok olan ve ayrimi
yapilamayan DNK ve FK da yogunlastigi, perifere dogru gidildikce pozitifliklerin
azaldig1 ve belli bir bolgeden sonra tamamen son buldugu goriildii (sekil 65).
Kontrol grubunda ise boyanma goriilmedi. Kontrol grubu ile deney gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05), deney gruplar

arasinda ise farka rastlanilmadi.
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Sekil 65: Yedinci giin, PCNA, IP boyama, DNK ve FK da seyrek pozitiflikler
(oklar).

5.4.5.6. GFAP

Yedinci giin GFAP, IP ve IF boyamalarinda; 72. saatte, GHK ve optik sinire
ek olarak, sadece deney gruplarinda, iPK, INK, DNK ve FK da, ince, GHK’ ndan
uzanan sacgaklanmalar tarzinda, orta siddette goriilen pozitifligin artig gosterdigi
goriildii (sekil 66). GFAP pozitifliginin en yiiksek seviyeye ulastigi zaman dilimi 7.
giin olarak kaydedildi. Kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05), deney gruplari arasinda ise farka

rastlanilmadi.
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Sekil 66: Yedinci giin, GFAP, IP boyama; DDM grubunda tiim katmanlarda,
kontrol grubuna gore artmis pozitiflikler goriilmektedir (oklar).

5.4.5.7. Bax

Bax, IP boyamalarinda, 7. giinde kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda ise, harap olmus durumdaki DNK ve FK da
olduk¢a hafif derecedeki zemin boyanmasi disinda pozitiflige rastlanilmadi.
Kontrol grubu ile deney gruplart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulundu, deney gruplari arasinda ise farka rastlanilmadi (p<0,05).
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5.4.5.8. Bcl-2

Yedinci giin Bcl-2, IP boyamalarinda, 72. saatte goriilen bulgulara oldukca
benzer sekilde tim gruplarda, kontrol grubu retinalarinda daha belirgin olmak
kaydiyla, DNK ve FK’ nda hafif siddette boyanmalarara rastlanildi. Deney
gruplarinda Bcl-2 pozitifliginin 6nceki saatlere gore hafif derecede azaldigi
gorildii. Kontol grubu ile deney gruplar arasinda ki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,05). Deney gruplari arasinda ise farkliliga rastlanilmadi.

5.4.5.9. Kaspaz-3

Kaspaz-3, IP boyamalarinda, 7. giinde kontrol grubunda pozitiflige
rastlanilmazken, deney gruplarinda ise, harap olmus durumdaki DNK ve FK da
olduk¢a hafif derecedeki zemin boyanmasi disinda pozitiflige rastlanilmadi.
Kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulundu, deney gruplari arasinda ise farka rastlanilmadi (p<<0,05).

5.4.5.10. Kaspaz-6

Yedinci giinde Gtenazi edilen hayvanlarin retinalarinda, tiim gruplarda,

kaspaz-6, IP boyamalarinda herhangi bir pozitiflige rastlanilmadi.
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Tablo 15: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak, rodopsin seviyeleri tizerine etkileri (Histoskorlar).

Zaman
-p--*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin

Kontrol 2.36+0.16 2.36+0.16 2.36+0.16A 2.36+0.16" 2.36£0.16" .
MNU 2.36+0,162 2.36£0.16 1.46+0.16%°  0.78+0.08%  0.22+0.01%¢ (9901
DDM 2.36+0.162 2.36+0.162 1.46+0.168° 0.78+£0.08%¢  0.22£0.01%¢  (qoo1
ODM 236£0.1628  2.36+0.162 1.46+0.165°  0.78+0.085%¢  0.22+0.018¢ 4001
YDM 2.36+0.16°  2.36+0.16°  1.57+0.14%°  0.78+0.08%  0.22+0.018¢ (5901

—p-* - - 0.001 0.0001 0.0001 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirllmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AB Ayn siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

@ Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 67: Sicanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak Rodopsin seviyeleri tizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 16: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak, Red/Green Opsin seviyeleri lizerine etkileri (Histoskorlar).

Zaman
—P-*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin

Kontrol 0.55£0.14  0.55+0.14A  0.55£0.14A  0.55£0.142  0.55+0.147 _
MNU 0.50£0.112  0.17£0.018°  0.10£0.018°  0.08£0.008%>  0.07+0.01%° 901
DDM 0.50£0.112  0.17+0.018°  0.10£0.018  0.08+0.008%  0.07+0.018° 001
ODM 0.50+0.112 0.17+0.018° 0.10+0.018° 0.08+0.008B° 0.07+0.018P 0.0001
YDM 0.50+0.112 0.17+0.018° 0.10+0.018P 0.08+0.008B° 0.07+0.018P 0.0001

--p--* 0.998 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AB Aym siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

#  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farkhilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).

- KONTROL - MNU —— ODM —— YDM
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Sekil 68: Sicanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda tii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak Red/Green opsin seviyeleri lizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 17: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak, 8-OHdG seviyeleri iizerine etkileri (Histoskorlar).

Zaman

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin -

Kontrol 0.00+0.00° 0.00£0.008 0.00:0.006  0.00:0.00  0.00+0.00 ]
MNU 02500848 1.35£0.09%  0.07£0.014%  0.00+0.00¢  0.00£0.00° ¢ ogo1
DDM 0.24+0.08%B°  135£0.094  0.07+0.01%°  0.00:0.00®  0.00£0.00° 001
ODM 02500848 130£0.119%  0.07£0.01%°  0.00+0.00®  0.00£0.00° (o001
YDM 0.340.10% 1.3540.09%  0.07+£0.01%°  0.00£0.00°  0.00+0.00° (0001

-P--* 0.048 0.0001 0.007 - - -

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmistir.

AB Ayn siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

&¢  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 69: Sicanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak 8-OHdG seviyeleri lizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 18: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak, PCNA seviyeleri iizerine etkileri (Histoskorlar).

Zaman
—p--*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin

Kontrol 0.00£0.00 0.00£0.008 0.00:0.008  0.00£0.008  0.00+0.008 ]
MNU 0.00£0.00°  0.08+£0.028%  0.70+0.06%  0.97+0.14%  0.6£0.09% (0001
DDM 0.00£0.00>  0.11x0.024°  0.70£0.0642  0.97+0.14%  0.6£0.09% (001
ODM 0.00+0.00P 0.08+0.02A8° 0.70+0.06 A2 0.97+0.1472 0.6+0.0942 0.0001
YDM 0.00£0.00°  0.08+£0.0248>  0.70£0.06"*  0.97+0.14%  0.6£0.09% (0001

-P--* - 0.010 0.0001 0.0001 0.0001 -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
karsilagtirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AB Aym siitunda farkli harfi tagiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
#  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farkhilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 70: Sigcanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak PCNA seviyeleri tizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 19: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak, GFAP seviyeleri iizerine etkileri (Histoskorlar).

Zaman
P

12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin

0.13+0.01 0.13+0.01 0.13+0.01B 0.13+0.01B 0.13+0.01B 1.000

Kontrol

4 b + b Ab Aa Aa

MNU 0.15+0.01 0.13+0.01 0.45+0.03 1.05+0.16 1.35+0.09 0.0001
b b Ab Aa Aa

DDM 0.13+0.01 0.13+0.01 0.45+0.03 1.05+0.16 1.35+0.09 0.0001

ODM 0.1340.01° 0.13£0.01° 0.45+0.03A0 1.05+0.16%2 1.35+0.0942 0.0001
.15+0.01° .13+0.01° 4540.03A .05+0.16"2 .35+0.09A2

YDM 0.15+0.01 0.13+0.01 0.45+0.03 1.05+0.16 1.35+0.09 0.0001

--p--* 0.968 1.000 0.0001 0.0001 0.0001 -

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
karsilagtirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AB Aym siitunda farkli harfi tagiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).

#  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farkhilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 71: Sigcanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak GFAP seviyeleri lizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 20: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak, Bax seviyeleri iizerine etkileri (Histoskorlar).

Zaman
--P--*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin
Kontrol 0.00+0.008 0.00+0.008 0.00+0.008 0.00+0.008 0.00+0.008 1.000
MNU 0.23+0.03Ad 1.1£0.067° 1.65+0.0942 0.7+0.06%¢ 0.15+0.03Ad 0.0001
DDM 0.23+0.03Ad 1.1£0.06A° 1.65+0.0942 0.7+0.06%¢ 0.15+0.03Ad 0.0001
ODM 0.23+0.03Ad 1.1£0.0670 1.65+0.0942 0.7+0.06%¢ 0.15+0.03Ad 0.0001
YDM 0.23+0.03Ad 1.1£0.067° 1.65+0.0942 0.7+0.06%¢ 0.15+0.03Ad 0.0001
--p--* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.004 -

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmistir.

AB Aym siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

ad  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farkhilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 72: Sicanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda tii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak Bax seviyeleri lizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 21: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak, Bcl-2 seviyeleri tizererine etkileri (Histoskorlar).

Zaman
--P--*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin
Kontrol 0.13+0.03A 0.16+0.05~ 0.13+0.03A 0.13+0.03A 0.12+0.044 0.972
MNU 0.06+0.0152 0.06+0.0152 0.03+0.008% 0.03+0.00%>  0.01+0.00%° g9
DDM 0.06+0.0152 0.06+0.0152 0.03+0.008% 0.03+0.008  0.02+0.00%° (026
ODM 0.06+0.0152 0.06+0.0152 0.03+0.008% 0.03+0.08%  0.02+0.00%° 0
YDM 0.06+0.0152 0.06+0.0152 0.03+0.0082 0.03+0.008>  0.02+0.00%° 3o
--pP--* 0.49 0.033 0.003 0.003 0.002 -

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmistir.

AB Aym siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

#  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farkhilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 73: Sicanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak Bcl-2 seviyeleri iizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 22: Siganlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak, kaspaz-3 seviyeleri tizerine etkileri (Histoskorlar).

Zaman
--P--*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin
Kontrol 0.00+0.008 0.00+0.008 0.00+0.008 0.00+0.008 0.00+0.00 -
0.12+£0.014¢ 0.5+0.06"° 1.1+0.062 0.17+0.014¢ 0.02+0.00°

DDM 0.12+£0.014¢ 0.5+0.06"° 1.1+0.062 0.17+0.014¢ 0.03£0.00°  .0001
ODM 0.12+0.014¢ 0.5+0.06"° 1.1+0.06%2 0.17+0.014¢ 0.03+0.00° 0001
YDM 0.12+0.014¢ 0.5+0.06"° 1.1+0.0642 0.17+0.014¢ 0.03+0.00° g ooo1

--pP--* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.066 -

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmistir.

AB Aym siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

&¢  Aym satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 74: Sicanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda tii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak Kaspaz-3 seviyeleri lizerine etkileri (Histoskor).
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Tablo 23: Sig¢anlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagli olarak Kaspaz-6 seviyeleri lizerine etkileri (Histoskor).

Zaman
—P--*
12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 7. giin

Kontrol 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00£0.008 0.00+0.00 0.00+0.00 -
MNU 0.01£0.00° 0.03+0.00°  0.08+0.00%2  0.01+0.00®  0.00+0.00°  ( goo1
DDM 0.0120.00° 0.03£0.00°  0.08+0.00%*  0.01+0.00°  0.00£0.00° 01
ODM 0.01+0.00° 0.03+0.00°  0.08+0.00"%  0.01£0.00°  0.00+£0.00° o1
VDM 0.01+0.00° 0.03+0.00°  0.08+0.00"%  0.01£0.00°  0.00+£0.00° 001

—-P--* 0.972 0.179 0.0001 0.972 - -

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilirken gruplarin ikili
kargilastirilmalarinda post hoc test olarak Tukey kullanilmustir.

AB Aym siitunda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak
anlamlidir (P<0.05).

@ Ayni satirda farkli harfi tasiyan ortalama degerler arasindaki farklilik istatistiki olarak

anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 75: Sicanlarda, N-Metil-N-Nitroziire ile olusturulan deneysel retina
dejenerasyonunda ii¢ farkli dozda (50, 75 ve 100 mg/kg) kullanilan minosiklinin
zamana bagl olarak Kaspaz-6 seviyeleri iizerine etkileri (Histoskor).
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5.5. Elektron Mikroskobik Bulgular

Elektron mikroskobik inceleme icin alinan retina 6rneklerinin 12. saat
analizlerinde; MNU uygulanan deney gruplarinin tiimiinde, dis niikleer
katmandaki (DNK) fotoreseptor hiicre ¢ekirdeklerinde niiklear piknozis en dikkat
¢eken bulgu olarak kaydedildi (sekil 80, 81). Ayrica niikleer kromatolizis ve
intrastoplazmik miyelin figiirlerin varlig: dikkati ¢ekti (sekil 80, 81). Fotoreseptor
katmaninda (FK) ise, ¢ubuk ve koni reseptorlerin i¢ segmentlerinde piknotik
mitokondriyonlar ve dis segment disklerinde yogunlagsma ve dejeneratif
degisiklikler goriildii (sekil 79). I¢ niikleer tabakada ise, sayilar1 az olmakla beraber,
dejenere olmus bipolar ve amakrin hiicrelere rastlanildi. Bu hiicrelerde,
intrastoplazmik 6dem, miyelin figiirler, mitokondriyonlarda dilatasyon ve Krista
kaybi dikkati ¢ekti (sekil 82). Miiller hiicrelerinin ise etkilenmedigi gorildi.
Yirmidordiicii saat incelemelerinde; MNU uygulanan deney gruplarinin
tiimiinde, DNK da ki niikleus kondensasyonu ve piknozun artarak ve daha fazla
hiicrede goriilerek devam ettigi goriildii. Ayrica hiicre dejenerasyonun ilerledigi ve
intrastoplazmik hidropik vakuollerin varligi dikkati ¢ekti (sekil 84). Benzer sekilde
FK’ nda da dejeneratif degisikliklerin ilerledigi goriildii. Kirksekinci saatte; MNU
uygulanan deney gruplarinda, DNK da niikleus kondensasyonu ve piknoza ek
olarak total organel dejenerasyonu dikkati ¢ekti (sekil 85, 86). FK’ nda da
dejenerasyonun ilerledigi, dis segment lamellerinde diizensizlik ve yogunlagmanin
var oldugu goriildii. Yetmisikinci saatte; MNU uygulanan gruplarda, DNK da
niikleus kondensasyonu, piknozis, niikleer kromatolizis ve niikleus fragmentasyonu
goriildii (sekil 90). FK’ nda ise fotoreseptor hiicrelerde, piknotik mitokondriyonlar,

lizozim birikimleri ve miyelin figiir iceren otofagozomlarin varlig:1 dikkati ¢ekti
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(Sekil 89). I¢ niikleer katmanda ise az sayida amakrin hiicrede dejeneratif
degisiklikler, intrastoplazmik 6dem, bazi bipolar hiicrelere ise mitokondriyal
dilatasyon ve krista kayb1 gézlemlendi. Yedinci giinde; yine MNU uygulanan tiim
gruplarda, DNK da, niikleer kondensasyonlu ve piknotik hiicreler varliklarini
siirdiiriirken, cok sayida niikleer kromatolizisli ve fragmentasyonlu hiicrenin

oldugu dikkati cekti (sekil 93). FK ve INK da ki degisimlerin, onceki

periyotlardakilere benzerlik gosterdigi goriildii.

Sekil 76: Kontrol grubunda cubuk ve koni reseptorlerin i¢ (I) ve dis (O)
segmentlerinin normal goriiniimii, fotoreseptor katmani (Bar=1 pm).
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Sekil 77: Kontrol grubunda ¢ubuk ve koni reseptorlerin ¢ekirdeklerinin (N) normal
goriiniimii, dig niikleer katman (Bar=2 pum).

Sekil 78: Kontrol grubunda bipolar (B), amakrin (A) ve Miiller (M) hiicrelerin
normal goriiniimi, i¢ niikkleer katman (Bar=2 pum).
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Sekil 79: MNU grubunda ¢ubuk ve koni hiicrelerin i¢ segmentenlerinde piknotik
mitokondriyonlar (ok), dis segment disklerinde yogunlasma (yildiz) (12. saat)
(Bar=2 pm).

Sekil 80: MNU grubunda DNK hiicrelerinde nukleus kondensasyonu ve piknosis
(A), nuklear kromatolizis (K), ve sekonder lizozomlar (ok) (12.saat) (Bar=2 pum).
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Sekil 81: YDM grubunda DNK hiicrelerinde nukleus kondensasyonu ve piknosis
(A) ve intrastoplazmik miyelin figiirler (ok) (12.saat) (Bar=2 um).

Sekil 82: MNU grubunda i¢ nuklear tabaka, bipolar hiicre (B) ve amakrin
hiicrelerde (A) dejenerasyon ve intrasitoplazmik 6ddem (yildiz), miyelin figiirler
(kalin ok), mitokonriyonlarda dilatasyon ve krista kaybi (ince ok), normal Miiller
hiicresi (M). (12.saat) (Bar=2um).
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Sekil 83: DDM grubunda, ¢ubuk ve koni reseptdrlerde dejenerasyon (yildiz),
fotoreseptor katmani. (24.saat) (Bar=2 pm).

Sekil 84: DDM grubunda, dis niikleer tabaka hiicrelerinde nukleus kondensasyonu
ve piknosis (A), intrasitoplazmik miyelin figiirler (ok) ve hidropik vakuoller (V).
(24.saat) (Bar=2 um).
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Sekil 85: MNU grubunda, dis niikleer tabaka hiicrelerinde nukleus kondensasyonu
ve piknosis (A), total organel dejenerasyonu (yildiz). (48. saat) (Bar=2 um).

Sekil 86: ODM grubunda, dis niikleer tabaka hiicrelerinde nukleus kondensasyonu
ve piknosis (A), hiicre dejenerasyonu (yildiz) (48. saat) (Bar=2 pum).
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Sekil 87: MNU grubunda, i¢ niikleer tabakada amakrin ve bipolar hiicrelerde
dejenerasyon (yildiz), mitokondriyal dilatasyon ve krista kaybi (ok), Miiller hiicresi
(M) (48. saat) (Bar=2 um).

Sekil 88: ODM grubunda, i¢ niikleer tabaka, amakrin (A) ve bipolar (B) hiicrelerde
dejenerasyon ve intrasitoplazmik 6dem (yildiz), miyelin figiir (ok), Miiller hiicresi
(M) (48. saat) (Bar=2 um).

139



Sekil 89: MNU grubunda, ¢ubuk ve koni reseptorlerde dejenerasyon (yildiz),
piknotik mitokondriyonlar (kalin ok), lizozom birikimi (ince ok), miyelin figiir
iceren otofagozom (F) (Bar=1um) (72. saat) (Bar=2 pum).

Sekil 90: MNU grubunda, dis niikleer tabaka hiicrelerinde nukleus kondensasyonu
ve piknosis (A) ve nuklear kromatolizis (K), nukleus fragmentasyonu (ok) (72. saat)
(Bar=2 pum)
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Sekil 91: YDM grubunda, dis niikleer tabaka hiicrelerinde nukleus kondensasyonu
ve piknosis (A), nuklear kromatin fragmentasyonu (ok) ve nuklear kromatolizis
(y1ldiz) (72. saat) (Bar=2 um).

Sekil 92: MNU grubunda, i¢ niikleer tabakada amakrin ve bipolar hiicrelerde
dejeneratif degisiklikler (y1ldiz), Miiller hiicresi (M) (72. saat) (Bar=2 um).
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Sekil 93: MNU grubunda, dis nukleer tabaka hiicrelerinde nukleus kondensasyonu
ve piknosis (A) ve nuklear kromatolizis (K), nukleus fragmentasyonu (ok), hiicre
dejenerasyonu (yildiz) (7. giin) (Bar=2 pm).
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6. TARTISMA

Retinitis pigmentoza (RP), insanlarda en 6nemli korliik sebepleri arasinda
gosterilen herediter bir retina hastalifidir. Bilateral olarak seyreden, progresif,
dejeneratif bir hastaliktir. Retinanin fotoreseptor hiicrelerinin progresiv apoptotik
O0limii hastaliga temel teskil eder. Retinal dejenerasyon (RD) calismalarinda
siklikla model olarak kullanilmaktadir (6, 7).

Retinitis pigmentoza hastaligindan sorumlu gen sayisinin olduk¢a fazla
oldugu bilinmektedir. Sadece rodopsin ile ilgili 30’ dan fazla gen ve bu genlerde
goriilen 100’ den fazla mutasyon bildirilmistir (9). Bu nedenle retinitis pigmentoza
modeli olusturmak i¢in uygun genetik modeli se¢mek oldukga zordur. (26, 91, 92).
N-Metil-N-Nitroziire isimli alkilleyici kimyasal, secici bir sekilde, apoptotik
mekanizma ile fotoreseptor Olimil sagladigr (84) i¢in rodentlerde RD modeli
olusturmak amaciyla kullanilmaktadir (10-12, 14, 16, 70, 84, 85, 92-95)

Sunulan bu ¢alismada; N-Metil-N-Nitroziire (MNU) isimli DNA alkilleyici
kimyasal madde ile sicanlarda fotoreseptor apoptozisi saglayip, retinitis
pigmentoza modeli olusturmak, sonrasinda olusacak degisimleri, histopatolojik,
immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik olarak degerlendirmek ve
minosiklinin bu durumu 6nlemedeki etkinligini aragtirmak amaglanmustir.

Gecmiste MNU ile yapilan benzer ¢alismalarda, tedavi edici ajan olarak,
modelin patogenezine uygun kimyasallar kullanilmistir. Bunlar arasinda; PARP
inhibitorleri (74, 94), kaspaz inhibitorleri (84), kalpain inhibitorleri (96), doymus
yag asitleri (95), gida takviyeleri (85, 97), norotropik faktdrler (98), antioksidanlar

(11, 12) yer almaktadir.
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Tsubara ve ark. (64), MNU ile olusturulan RD konusunda ge¢miste
yaptiklar1 ¢alismalardan elde ettikleri verileri bir araya topladiklar1 ¢alismalarinda,
tek doz 50-75 mg/kg MNU uygulanan siganlarin retinalarinda, HXE boyamada,
histopatolojik olarak; 24. saatte, fotoreseptdr ¢ekirdeklerinin hiperkromatik
boyandiklarini, 48. saatte, fotoreseptor hiicrelerin yogun bir sekilde piknoz ve
karyoreksis gosterdiklerini, DNK ve FK’ nda siddetli bir yikimin ve
disoryantosyonun goriildiigiinii, 72. saatte, yikimin ilerledigi ve INK ve DNK da
mitoz gosteren hiicrelerin ortaya ¢iktiklarini, 7. giinde ise DNK ve FK ‘nin gézden
kayboldugu, INK’ nin koroid ile temas edecek seviyeye geldigini ve yikimin
ozellikle optik sinire yakin sentral retina bolgelerinde yogunlastigini, perifere
gidildikge azaldigini belirtmislerdir. Sunulan bu ¢alismada da histopatolojik olarak
benzer bulgular elde edilmis ancak iki farkli durum tespit edilmistir. Bunlardan ilki,
24. saatte, fotoreseptdr cekirdeklerinin hiperkromatik boyanmasi durumunun
goriilmemis olmasidir, ¢linkii, halihazirda olduk¢a koyu boyanan bu hiicrelerde
hiperkromaziyi tespit etmenin giic bir durum oldugu diisiiniilmektedir. ikinci
farklilik olarak ise, az sayida hayvanda perifer retinanin da ciddi olgiide
etkilendiginin goriilmiis olmasidir. Burada da hayvanlar aras1 bireysel farkliliklarin
MNU’ vya direnci etkiledigi diistiniilmektedir. Tsubara ve ark. (64)
immunohistokimyasal olarak; 12. saatte, alkillenen DNA’ nin ara {iriinlerinden olan
7-metildeoksiguanozin (70, 71) pozitifligini, 72. saat ve 7. giinde ise, PCNA, GFAP
ve vimentin pozitifligini tespit etmis, bu durumu, aktive olan Miiller hiicreleri, diger
glial hiicreler ve bolgeye go¢ eden makrofajlarin varligina baglamiglardir. Sunulan
bu ¢alismada ise, yine alkillenen DNA’nin ara iriinlerinden olan 8-hidroksil-2’-

deoksiguanozin (8-OHAG) (72, 73, 99, 100) pozitifligine 12. ve 24. saatlerde
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rastlanildig1, 24. saatte pik yaparak 48. saatten sonra pozitifligin kayboldugu
gorildii. Bu parametre, DNA’ nin, MNU tarafindan alkillendiginin énemli bir
gostergesi olmasi1 bakimindan 6nem tasimaktadir. PCNA ve GFAP boyamalarinda
ise benzer bulgular elde edildi. Yine Tsubara ve ark. (6, 7, 64) elektron mikroskobik
incelemelerde, DNK da, 12. saatten itibaren goriilen hiperkromatik ¢ekirdeklerin
varligim1 en tipik bulgu olarak kaydetmisler, sunulan caligmada da, elektron
mikroskobik incelemede, benzer sekilde, en dikkati g¢eken bulgu olarak,
fotoreseptor ¢ekirdeklerinde ki kondensasyon kaydedildi. Burada 6nemli bir nokta
olarak, sadece elektron mikroskobik incelemede gozlemlenen amakrin hiicre ve
bipolar hiicre dejenerasyonu, Tsubara ve ark. (10)’ nmin, MNU’ nun retinal
noronlardan sadece fotoreseptorleri etkiledigi iddiasindan farklilik gostermektedir.
Ancak bu dejenerasyonun; myelin figiirlerin intrastoplazmik olarak goériilmesinden
dolay1, hiicre zarin1 degil, hiicre organellerinin zarlarin1 etkileyen, yani geri
dontigiimlii bir dejenerasyon oldugu diisiiniilmektedir.

Yoshizawa ve ark. (84), 50 giinliik disi Sprague Dawley sicanlarda,
60mg/kg periton i¢i MNU uyguladiklar1 ¢alismalarinda, 24. saatte 6tenazi ettikleri
hayvanlarda TUNEL metodu ile apoptotik indeksi, (Dis niikleer katmanda ki
TUNEL pozitif niikleuslar / total fotoreseptor niikleus sayis1 X 100) sentral retinada
ortalama %83 olarak tespit etmislerdir. Kontrol grubunda ise bu deger %0.4 olarak
bulunmustur. Dejenerasyonu onlemede ise; fotoreseptdr oOliimlerinin apoptotik
mekanizmayla ger¢eklesmesinden yola ¢ikilarak, 60 mg/kg MNU ile beraber
intravitreal olarak, bir kaspaz-3 inhibitérii olan Ac-DEVD-CHO, 4000 ng dozunda
0. ve 10. saatlerde uygulandiginda, apoptotik indeksin ortalama %71’e diistiigiini

gbzlemlemislerdir. Sunulan bu c¢alismada ise 24. saatte, apoptotik indeks MNU
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grubunda %34, MNU ile birlikte artan dozlarda minosiklin verilen gruplarda ise
sirastyla  %35-33-35 olarak tespit edildi, kontrol grubunda ise pozitiflige
rastlanilmadi. Bu durumda, minosiklin, TUNEL pozitifligini diisiirmede bir etkinlik
gostermemis, bahsedilen calismada ise kaspaz-3 inhibitorii 12 birim kadar diisiis
saglamistir. Yine bir farkliik olarak Yoshizawa ve ark. (84) TUNEL
boyamalarinda 24. saatte, apoptotik indekste %83 gibi bir rakama ulagmisken,
sunulan bu galismada %34-35 civarinda pozitiflige rastlanildi, 48. saatte ise
%090’1ar1 gegen seviyede bir pozitiflige ulasildi. Buradan, 24-48 saat araliginin
TUNEL pozitifligi i¢in en 6nemli aralik oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Yoshizawa ve
ark. (84), retinal katman olgiimlerinde DNK ve FK’ n1 birlikte ele alarak, dis retina
kalinligi ad1 altinda, sadece 7. giinde, optik sinire sagli-sollu 400 um mesafeden iki
noktada 6l¢iim yapmig, MNU verilen grupta bu katmanin ortalamasini 2 pym, MNU
ile birlikte kaspaz-3 inhibitorii verilen grupta 9 pm, kontrol grubunda ise 64 pm
olarak 6lgmiislerdir. Sunulan bu ¢alismada ise DNK ve FK 6l¢timleri ayr1 ve daha
once belirtildigi lizere 6 noktadan yapilip kaydedildi. Yedinci glinde bu iki
katmanin toplam kalinlig1, kontrol grubunda 71 pym, MNU grubunda 6 pm, MNU
ile birlikte artan dozlarda minosiklin verilen gruplarda ise sirasiyla 5.5 pum (DDM),
14 ym (ODM) ve 10 um (YDM) olarak kaydedildi. Bu odlgiimlere gore retinal
katman kalinliklar1 iizerine minosiklinin, kaspaz-3 inhibitoriinden daha etkili
oldugu diisiiniilse bile, standart sapmalar ¢ok yiiksek oldugu icin ODM ve YDM
gruplarinda elde edilen rakamlarin MNU grubundan farki, istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Ayni1 zamanda sunulan ¢aligsmada 6l¢iim noktalarinin daha fazla
olmasindan dolay1, optik sinirden daha uzak yani daha az etkilenmis bolgeleri de

igerme sansi oldugundan Yoshizawa ve ark. (84) larinin yaptig dlglimlerden daha
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yiiksek degerler elde edildi. Bu veriler 1s181nda, Yoshizawa ve ark. (84) lariin
yaptig1 ¢calismada, kaspaz-3 inhibitoriiniin, dis retina kalinligini, 2 um’ den, 9 um’
ye cikardigimi soylemek miimkiindiir, ancak kontrol grubu kalinlik ortalamasinin
63 um oldugu diisiiniildiigiinde, kaspaz-3 inhibitoriiniin, diisiik seviyede katki
sagladigini soylemek miimkiindiir. Bu ¢alisma ile sunulan ¢alismanin kiyaslamasi,
minosiklinin de, kaspaz-3 inhibitorliigii yaptigi diistiniilmesinden (47) dolay1
Oonemlidir.

Kiuchi ve ark. (74), 6 haftalik disi Spraque Dawley siganlarda 50mg/kg
periton i¢ci MNU ile olusturulan 7 giinliik bir RD calismasinda; kontrol grubu
hayvanlarinda ortalama 70 mikrometre olan dis retina kalinligim1 (DNK+FK)
sadece MNU uygulanan grupta yaklasik 7 mikrometreye diistiigiinii; MNU ile
birlikte derialti, 25mg/kg nikotinamid uygulanan hayvanlarda ise bu kalinligin
ortalama 65 mikrometre oldugunu ortaya koymuslardir. Bu durumun ag¢iklamasini
ise soyle yapmaktadirlar; MNU, DNA’ y1 alkilleyerek hasara sebebiyet vermekte,
bu hasar DNA tamir mekanizmasinda gorev alan poly ADP-riboz polimeraz
(PARP) m asinn aktivasyonuna neden olmaktadir. PARP, DNA’ y1 onarirken
substrat olarak nikotinamid adenin diniikleotid> (NAD+) i kullanmakta, bu
durumda NAD+ depolarinin bosalmasina sebebiyet vermektedir. NAD’ 1n oksijenli
solunumdaki roliinden dolayi, eksikligi, adenozin trifosfat (ATP) iretiminin
aksamasiyla sonuglanmaktadir. NAD’ m prekiirsorii olan nikotinamid, MNU ile
indiiklenen fotoreseptér hasarinda kullanildiginda, NAD deplesyonunun 6niine
gecmekte, ayn1 zamanda negatif feed-back ile PARP inhibitorliigli de yaparak
dejenerasyonun siddetini ciddi 6l¢iide azaltmaktadir. Sunulan bu c¢alisma ve

Yoshizawa ve ark. (84) larinin, kaspaz-3 inhibit6rii kullanarak yaptiklari ¢alisma
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ile kiyaslandiginda, PARP inhibitorii nikotinamidin, fotoreseptér Oliimiinii
onlemede c¢ok daha etkili oldugu goriilmektedir.

RD caligmalarinda, bu duruma sahip hastalarin, saglikli bireylerle
kiyaslandiginda, yliksek reaktif oksijen radikalleri seviyelerine ve diisiik glutatyon,
siiperoksit dizmutaz, katalaz gibi antioksidan protein seviyelerine sahip
olduklarinin bilinmesinden dolay1 (15), antioksidan oOzellikteki maddeler
denenmistir (11,12, 14)

Emoto ve ark. (11, 12), 7 haftalik disi Spraque Dawley siganlarda, periton
ici tek doz 40mg/kg MNU ile fotoreseptér hasart olusturup, antioksidan
ozellikleriyle bilinen, kurkumin ve yesil ¢ay ekstrakti kullanarak yaptiklari iki ayri
calismada fotoreseptér apoptozisini belli bir dlgiide Onlemislerdir. Kurkumin
caligmasinda kontrol grubunda %45’ ler seviyesinde olan fotoreseptor hiicre
oraninin (Total retinal kalinlik/ (DNK+FK) X 100), MNU grubunda %5
seviyesinde, MNU+ 200 mg/kg kurkumin grubunda ise %23 seviyesinde oldugu
gormiislerdir. Kurkumini periton i¢i yolla, MNU injeksiyonundan 3 giin dnce
baslayip, giinliik 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozda, 7 giinliik deney siiresinin sonuna
kadar uygulamislardir. Bu etkiyi 200 mg/kg uygulanan grupta daha iyi gordiikleri
icin, kurkuminin etkisini doz bagiml olarak gosterdigini savunmuslardir. MNU ile
olusan DNA hasarimi ortaya koymak i¢in 8-OHAG seviyelerine ELISA ile
bakmiglardir. 8-OHdG, oksidatif stres sonucu olugsan DNA hasarin1 gosteren en
hassas biyobelirteglerden biridir (72, 74, 99, 100). Altinci 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 kaydetmislerdir. Bu durumda, MNU
uygulamasinin takiben, 12. saatte retinal 8-OHdG seviyesinin en list diizeye
ciktigini, kurkuminin ise, MNU bagimli retinal 8-OHdG seviye artisin1 belirli
seviyede diislirdiigiinii belirtmislerdir. Yesil ¢ay ekstrakti ¢alismasinda ise, 250
mg/kg/giin oral yolla yesil cay ekstrakt: vererek, mm? ye diisen TUNEL pozitif
hiicre sayisini ilk 24 saatte 2056’ dan (sadece MNU uygulanan grup) 981° e
(MNU+Yesil cay ekstraktt uygulanan grup) diisiirmiislerdir. Yesil ¢ay ekstraktini
oral yolla, MNU injeksiyonundan 3 giin dnce baslayip, giinliik 250 mg/kg dozda, 7
giinlik deney siiresinin sonuna kadar uygulamislardir. Sunulan bu g¢alisma ile,
MNU’ nun 7 giinde olusturdugu hasar ve TUNEL verileri konusunda benzerlik
tasityan bu iki calisma, tedavi gruplarinda kurkuminin ve yesil ¢ay ekstraktinin,
minosikline kiyasla gosterdigi etkinlik bakimindan farklilik géstermektedir. Ayni
zamanda sunulan calismada 8-OHdG diizeyinin 24. saatte en {ist seviyeye ¢iktig1
goriilmiisken bahsedilen kurkumin calismasinda bu durum 12. saat olarak
kaydedildi. Ogino ve ark. (70) da siganlarda 40 mg/kg, Yoshizawa ve ark. (79) ise
75 mg/kg MNU ile yaptiklar1 RD calismasinda, benzer bir parametre olan 7-
metildeoksiguanozini, immunperoksidaz yontem ile, 12. ve 24. saatlerde, DNK da
pozitif olarak bulmuslardir.

Kim ve ark. (14), 6 haftalik C57BL/6J erkek farelerde 50 mg/kg periton ici
tek doz MNU ile olusturulan RD’ u, antioksidan 6zellikler tasiyan, hurma yapragi
(diospyros kaki) ekstrakti ile onlemeye ¢aligmislardir. Dort haftalik deneyin 1.
Haftasinda 6tenazi edilen hayvanlarda, kontrol grubunda ortalama 54 mikrometre
olan DNK kalinliginin, MNU ile ortalama 30 mikrometreye diistiigii, MNU ile

birlikte, giinliik 50 mg/kg dozda, oral, hurma yapragi ekstrakti verilen tedavi
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grubunda ise ortalama 38 mikrometre civarinda oldugu gérmiislerdir. I¢ niikleer
katamnin ve gangliyon hiicreleri katmaninin ise sunulan ¢alismaya benzer sekilde
etkilenmedigini gdrmiislerdir. Immunohistokimyasal analizlerde ise GFAP
ekspresyonunun, kontrol grubunda ortalama 1 birim, MNU verilen grupta ortalama
3,2 birim, MNU ile birlikte hurma yaprag: ekstrakti verilen tedavi grubunda ise
ortalama 1,85 birim oldugunu goézlemlemislerdir. Sunulan ¢alismada da, MNU
grubunda GFAP ekspresyonunun, 48. saatten itibaren kontrol grubuna goére yiiksek
seviyede oldugu ve 7. glinde en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmiistiir. Hurma
yagragi ekstraktinin, MNU’ nun yiikselttii GFAP seviyelerini diislirdiigii
goriiliirken, sunulan calismada kullanilan minosiklinin bu konuda basarili olmadigi
goriilmiistiir. Artmis GFAP seviyeleri, aktive olmus glial hiicreler ve astrositleri
ifade eden, RD i¢in olduk¢a 6nemli bir parametre olarak kabul edilmektedir (101).
Yine bu c¢alismadaki immunohistokimyasal incelemelerde, rodopsin
ekspresyonunun kontrol grubunda 1 birim, MNU verilen grupta ortalama 0,67
birim, MNU ile birlikte hurma yaprag: ekstrakti verilen tedavi grubunda ise
ortalama 0,89 birim oldugunu gézlemlemislerdir. Sunulan bu ¢alismada da benzer
sekilde MNU grubunda, cubuk reseptdor kaybina bagli olarak rodopsin
ekspresyonunun olduke¢a diistiigii, minosiklinin ise rodopsin ekspresyonu iizerine
etkinliginin olmadig1 gozlendi.

Koriyama ve ark. (92), 8-9 haftalik erkek C57BL/6 farelerde, periton igi tek
doz 60 mg/kg MNU uygulamasi ile ile fotoreseptor hasari olusturup, stres
durumularinda aktive olup, ¢evresel streslere karsi hiicreleri koruyan, is: sok
protinleri nin (102), bu durumu 6nlemedeki etkinligini arastirmiglardir. Bu amagla,

151 sok proteini 70 aktivatorii oldugu iyi bilinen, kisa zincirli bir yag asidi olan
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valproik asiti (103, 104) kullanmiglardir. MNU verilen grubun retinalarinin DNK’
larinda; 3. giinde %60, 5. glinde %80, 7. giinde ise %90’ a varan seviyede incelme
oldugunu kaydetmislerdir. TUNEL boyama ile apoptotik indeksi ise 3., 5. ve 7.
giinlerde, birbirine oldukc¢a yakin, %88-81-82 seviyelerinde bulmuslardir. Sunulan
calismada, MNU verilen gruplarda, DNK kalinlik ortalamalarindaki azalma, bu
calisma ile benzerlik gostermektedir. Apoptotik indeks verilerinde ise, bazi
farkliliklar bulunmaktadir. Bu ¢calismada 3. giinde ve 7. glinde %80’ ler seviyesinde
olan apoptotik indeks, sunulan g¢alismada %10-15 seviyelerinde bulundu. Bu
farkliligin sebebi olarak, 3. glinden sonra DNK da sag kalan fotoreseptor sayisinin
azalmasi, Ozellikle 7. glinde bu katmanin bazi bolgelerde neredeyse gdzden
silinmesi, apoptotik indeksi belirlemek icin hiicre saymmi1 yapmay1
zorlagtirmaktadir. Apoptotik indeks belirlenirken; apoptotik Indeks = TUNEL
pozitif hiicre sayist | total hiicre sayisi formiilii uygulanmaktadir. Bu sebeple daha
onceden belirlenen sayim bolgelerinde sag kalan 3-5 adet fotoreseptor ¢ekirdegi
bulunmasi ve bunlarin 2 tanesinin bile pozitif olmasi durumunda, apoptotik indeks
%350’ ler seviyesinde olabilmektedir. Bu bakimdan bu ve benzeri ¢alismalarda 3.
giin ve sonrasinda yapilan TUNEL boyamalarinda, degisen oranlarda apoptotik
indeksler cikabilmektedir. Bu calismanin tedavi grubunda kullanilan, 1s1 sok
proteini 70 aktivatorii olan valproik asitin, MNU verilen gruba kiyasla DNK
kalinligini, %30 seviyesinde arttirdigi, TUNEL pozitifligini ise %25 seviyesinde
diistirdligli goriilmiistiir. Valproik asit kullanilarak yapilan MNU modeli disindaki
RD caligmalarinda da olumlu sonuglar alinmistir. Kimura ve ark. (105), glakom
modelinde, Mitton ve ark. (106), Rd1 ve Rd10 transjenik farelerde, Kumar ve ark.

(107) ve Clemson ve ark. (108) dogal retinitis pigmentoza hastaligina sahip
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insanlarda, valproik asit ile RD’ u énlemede degisen derecelerde olumlu sonuglar
elde etmislerdir.

Chen ve ark. (10), 7 haftalik C57/BL farelerde tek doz 60 mg/kg periton i¢i
MNU uygulamasi ile yaptiklari benzer bir ¢alismada, histopatolojik olarak, DNK
ve FK’ nin, sentral retinada, perifer retinaya kiyasla ¢cok daha fazla etkilendigini,
INK ve GHK’ nin ise etkilenmedigini belirtmislerdir. Deneyde, 1., 3., 5., 7.
giinlerde, 2., 3., 4. ve 8. haftada 6tenaziler yaparak veriler elde etmislerdir. Bir
haftanin sonunda tek-tiik fotoreseptor ¢ekirdegine rastlanildigini kaydetmislerdir.
Immunflorasan teknikle, GFAP ve blue opsin analizleri de yapmislardir. GFAP,
retinada, Miiller hiicre aktivasyonunu gosteren bir parametre olarak kabul
edilmektedir (109). Bu calismada, arastirmacilar, kontrol gruplarinda, sadece
retinanin i¢ kisimlarinda, 6zellikle i¢ sinirlayici membranda, deney gruplarinda ise
3. glinden itibaren artis gosterecek ve 7. glinde tiim retinay1 kapsayacak sekilde
GFAP pozitifligine rastlamiglardir. Bu durumu, MNU uygulamasindan sonra
goriilen fotoreseptor oliimlerinin harekete gegirdigi glal hiicrelerin aktivasyonunun
7. glinde en iist seviyeye ¢ciktiginin gostergesi olarak kabul etmislerdir. Western blot
teknigiyle de, benzer sekilde 7. giinde ki GFAP pozitifliginin en iist noktaya
ciktigini, %76 seviyesinde bir artis gosterdigini ortaya koymuslardir. Sunulan
calismada ki GFAP verileri de, bu ¢alisma ile biiyiik benzerlik géstermektedir. Blue
opsin, koni reseptorlere 6zgii bir fotopigmettir. Bu ¢alismada, MNU grubunda 3.
giinde, kontrol grubunda goriilen pozitifliklerin yaklasik yarisinin kayboldugu, 5.
giinde ise bu kaybin daha belirgin seviyeye geldigi ortaya konulmustur. Sunulan
calismada ise blue opsin pozitifligine hi¢bir grupta rastlanilmadi, yine koni reseptor

0zgii fotopigmentler olan, red/green opsin boyamalarinda ise bu ¢alisma ile benzer

152



sonuglar elde edildi, MNU’ nun ¢ubuk reseptorleri etkiledigi kadar, koni
reseptorleri de etkiledigi (16, 7, 66, 84, 110, 111) gortldi. Sunulan ¢alismada blue
opsin pozitifligi elde edilememesinin muhtemel nedeni, kisa dalga boyu hassas
koni reseptorler olarak bilinen bu koni reseptor alttiplerinin sayilariin, orta ve uzun
dalga boyu hassas koni reseptorlere (red/green opsin) gore oldukga az olmasi
(yaklasik 1.4 milyon koni reseptoriin, %7-8’ ini kisa dalga boyu hassas, %92-93°
iinii ise orta ve uzun dalga boyu hassas koni reseptorleri olusturmaktadir) ve
lokasyonlarinin kisith, retinanin temporo-dorsal sektorii gibi belirli bolgelerde
olmasi (112) olarak diisiiniilmektedir. Sunulan bu ¢alismada, koni reseptorler ile
ilgili veriler red/green opsin boyamalari ile elde edildi.

Yang ve ark. (85), 7 haftalik disi Spraque Dawley 1rki siganlarda tek doz 40
mg/kg periton i¢i MNU uygulamasi ile RD olusturduklari ¢alismalarinda, Reichi
mantar1 olarak ta bilinen Ganoderma lucidum’ un sporlarini kullanmislardir. Bu
sporlarda bulunan triterpenoitler, polisakkaritler ve steroitler gibi biyoaktiv
maddelerden yag asitlerinin, bu durumu 6nlemekteki etkinligini arastirmiglardir. Bu
biyoaktif maddelerin noroprotektif etkinliginin oldugu daha once yapilan
caligmalarda ortaya konulmustur (113-115). Bu c¢alismada, arastirmacilar,
dejenerasyon grubu hayvanlara 40 mg/kg MNU, tedavi grubu hayvanlara MNU ile
birlikte ganoderma sporu yagini (GSL) intragastrik olarak ve giinliik, 0,5, 1, 2, ve 4
mg/kg dozda vermislerdir ve immunflorasan yontemle kaspaz-3, bax ve bcl-2
seviyelerini, TUNEL yontemi ile de apoptotik indeksi analiz etmislerdir.
Otenazileri, 0., 1., 3., 7. ve 10. giinlerde yapmuslardir. Deney gruplarinda bax
pozitifliginin 0. giinden baslayip, 3. giinde en yiiksek seviyeye ¢iktigini, 7. ve 10.

giinde ise 0. giin seviyesine diistiigiinii géormiiglerdir. Tedavi gruplarinda ise 2
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mg/kg GSL kullandiklart grupta ise bax pozitifliginin %20-25 seviyelerinde
diistligiinii belirtmislerdir. Deney gruplarinda bcl-2 pozitifliginin, MNU ile birlikte
2 mg/kg GSL verilen gruplarda yine 3. giin itibariyle %20 seviyelerinde arttigini,
kaspaz-3 pozitifliginin ise bax verileriyle uyumlu bir profil gosterdigini, GSL
verilen gruplarda, sadece MNU verilen gruplara gore, 3. giinde, %30’ lara varan bir
diisiis oldugunu belirtmislerdir. Sunulan ¢alismadaki bax, bcl-2 ve kaspaz-3 verileri
bu calisma ile benzerlik gostermektedir. Ancak bax ve kaspaz-3 ekspresyonlariin
pik yaptig1 donem bu ¢alismada 3. giin olarak verilmisken sunulan ¢alismada 2. giin
olarak bulundu ve 1 giinliik bir farklilik ortaya ¢ikti. Yoshizawa ve ark. (84)’ nin
daha once bahsedilen ¢alismalarinda da, bax ve kaspaz-3 artis1 ile dogrudan iligkili
olan TUNEL pozitifligi, 2. glinde en {iist seviyede bulunmustur. Bu 1 giinliik
farkliligin olusmasinda verilen MNU dozunun etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.
Ciinkii bu calismada 40 mg/kg olarak uygulanan MNU, sunulan caligmada 50
mg/kg, Yoshizawa ve ark. (84) yaptigi calismada ise 60 mg/kg olarak
uygulanmistir. MNU’ nun 50 mg/kg’ 1n altindaki dozlarmin fotoreseptorler i¢in
daha az toksik oldugu bilinmektedir (84, 116). Bahsi gecen apoptotik
parametrelerin seviyeleri tizerine, GSL’ nin belirli seviyede etkinligi oldugu
gozlemlenirken sunulan ¢alismada, minosiklin verilen tedavi gruplari ile MNU
grubu arasinda farkliliga rastlanilmadi.

Moriguchi ve ark. (95) da yine MNU ile olusturulan RD’ da 5 farkli yag
asidinin etkinligini arastirmislardir. Yedi haftalik disi Spraque Dawley irki
siganlara, tek doz, 50 mg/kg, periton ici MNU vererek fotoreseptdr apoptozisini
tetikledikleri calismalarinda, tedavi gruplarina, %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-piirifiye yag asidi i¢eren 5 farkli
diyetten birini vermislerdir. Deney siiresi 20 hafta olarak belirlenmis ancak bir
kriter olarak, hayvanlarda 1 cm ¢apinda veya daha biiylik, MNU bagimli meme
timorii  olustugu goriildiigiinde deney sonu siiresi beklenilmeden 6tenazi
uygulanmis ve retina 6rnekleri histopatolojik degerlendirmeye almislardir. MNU
grubunda, bazi hayvanlarda RD olusmadigimi ve 20. haftada oOtenazi edilen
hayvanlarin retinalar1 ile daha onceki donemlerde Gtenazi edilen hayvanlarin
retinalar1 arasinda ciddi farklilik olmadigini gérmiisler ve MNU’ nun kullanilan bu
dozda, zamanla siirekli ilerleyen bir sekilde dejenerasyon olusturmadigini ve bazi
hayvanlarda bilinmeyen sebeplerden dolayr dejenerasyon olusmayabilecegini
belirtmislerdir. Tedavi gruplarinda, sadece %9,5 DHA iceren diyetle beslenen
sicanlarin retinalarinin belirli 6l¢iide korundugunu, diger diyetlerin etkinliginin
olmadigini, bu sonuglara gore DHA’ nin MNU ile olusturulan fotoreseptor hiicre
hasarinda, koruyucu etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda da bu calismay1 destekler sekilde, retinitis pigmentozali hastalarda ve
hastaligin, transjenik rd fare modellerinde, plazma DHA seviyeleri diisiik
bulunmustur (117, 118). RD farelerde, retinada ve fotoreseptor hiicrelerde de DHA
seviyelerinin diisiik oldugu ortaya konulmustur (119). Ancak yag asitlerinin, RD’
da ki kesin rolleri heniiz bilinmemektedir (95). Sunulan ¢alismada da, bu ¢alismada
ki bulgulara benzer sekilde, MNU ile baz1 hayvanlarda ¢ok ciddi, perifer retinay1
da icine alan, ora serrataya kadar uzanan bir dejenerasyon olusturulurken, bazi
hayvanlarin belirli seviyede direng gosterdigi, hayvanlarin genelinde perifer

retinanin diisiik oranda etkilendigi ancak optik sinire yakin bdlgelerin diigiik
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seviyede olsa bile mutlaka etkilendigi, en ciddi lezyonlarin goriildiigii ve DNK-FK
kalinliklarinin en fazla diistiigii bolgelerin her zaman optik sinire en yakin bolgeler
oldugu kaydedildi.

MNU ile olusturulan RD ¢alismalarinda MNU genellikle periton i¢i yolla
(6,7,79, 84, 85, 92, 95) verilmistir. Ancak intravenoz (66, 70) ve intravitreal (16)
uygulamalar ile de MNU’ yu ugulamak miimkiindiir. Rosc ve ark. (16) 8 haftalik
erkek C57BL/6J farelerde, sistemik ve intravitreal —uygulamalar1 karsilastirmak
icin MNU’ yu, 60 mg/kg periton i¢i, 0,15-3 mg/kg doz araliginda ise intravitreal
uygulamuslardir. iki hafatalik deney sonunda, her iki uygulama seklinde de ayni
derecede RD olustugunu gérmiislerdir. Sistemik uygulamanin tek olumsuz noktasi
olarak, 2 haftada %12 diizeyinde canli agirlik kaybi oldugunu belirtmislerdir.
Intravitreal uygulamada ise bu durum gozlemlenmemistir. intravitreal uygulamanin
dezavantaji olarak ise, DNK da ki incelmenin, enjeksiyon bdlgesine yakin
bolgelerde daha fazla olmasi, dolayisiyla dejenerasyonun, enjeksiyon noktasina
bagli olmasi durumu goriilmiistiir. Ancak retinanin istenilen belirli bir bolgesinde
dejenerasyon olusturulmak istenildigi takdirde bu durumun avantaja
dontisebilecegi diisiiniilmektedir. Bu caligmada arastirmacilar immunflorasan
metot ile rodopsin, red/green opsin ve GFAP ekspresyonlarina bakmislar ve her iki
MNU uygulama metodunda da, rodopsin ve red/green opsin pozitifliginin 2. hafta
sonunda oldukca diistligiinii, gubuk ve koni reseptorlerin, MNU’ dan benzer sekilde
etkilendigini belirtmislerdir. GFAP pozitifliginin ise 2. hafta sonunda, MNU
verilmeyen kontrol gruplarina kiyasla ytiksek bir artig gosterdigini kaydetmislerdir.
Sunulan ¢alismada da benzer tespitler yapildi. Immunflorasan boyamalarda,

rodopsin ve red/green opsin pozitifligininde ki disiisiin, 24. saatten sonra
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baslayarak, 7. giine kadar siirekli bir azalma gostererek devam ettigi, GFAP
pozitifliginin ise tam tersi sekilde fotoreseptor oliimii arttikca, artis gosterdigi ve
deneyin son giinii olan 7. glinde en yliksek seviyeye ulastig1 goriildii.

MNU ile olusturulan RD’ da, rutin apoptotik faaliyetler, fotoreseptor
Oliimiintin temel nedeni olarak kabul edilmektedir (6, 7, 16, 84, 85, 92, 95). Bu
nedenle, baslatic1 ve effektor kaspazlarin inhibisyonuyla, dejenerasyonun Oniine
belirli bir derecede gecilebilmektedir (84, 120). Ancak, kaspaz-bagimsiz
apoptozisin de MNU modelinde goriilebilmesi miimkiindiir (121). Endoplazmik
retikulum stresi ile baslatilan apoptozis ve kalpain aktivasyonu gibi alternatif
programli hiicre oliimii yolaklarinin da etkinliginin oldugu bildirilmistir (87).
Reisenhofer ve ark. (87), MNU modelinde hangi programli hiicre 6liimii yolaginin
etkin rolii oldugunu tespit etmek i¢in 6-8 haftalik C57BL/6 farelere 60 mg/kg tek
doz periton igi MNU uygulamuslardir. Otenazileri, MNU enjeksiyonundan sonra,
1., 3. ve 7. giinlerde yapmislardir. TUNEL pozitifliginin, 1. giinden basladigini, 3.
giinde en yliksek seviyeye ciktiimi ve 7. giinde azalarak devam ettigini
belirtmislerdir. Kaspaz-bagimli ve kaspaz-bagimsiz apoptozis derecesini ortaya
koymak adina RT- PCR ve immunflorasan yontem ile kaspaz-3-9-12 ve kalpain
seviyelerine bakmislardir. Kaspaz-3 ve 9 seviyelerinin 3. giinde en yiiksek seviyeye
ciktigini kaspaz-12’° nin ise 3 ve 9’ a gore daha diisiik ama anlamli bir yiikselis
gosterdigini belirtmislerdir. Benzer sekilde kalpain pozitifligininde 1., 3. ve 7.
giinlerde anlamli bir artig gdsterdigini ve 3. glinde en yiiksek seviyeye c¢iktigini,
ancak bu yiikselmenin kaspaz-3-9 ve 12 ile kiyaslamada daha geride kaldigim
immunflorasan incelemede, TUNEL pozitif hiicrelerin bazilarinin, kalpain pozitif

de boyandigimi tespit etmislerdir. Bu sonucglardan yola ¢ikarak, MNU ile
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olusturulan RD’ da, temel ve daha etkin olan yolagin kaspaz bagimli yolak
oldugunu, ama kalpain bagimli yolaginda belirli derecede etkin rol oynagini ortaya
koymuslardir. Yoshizawa ve ark. (79), da benzer bir calismada, immunohistokimya
ile, kaspaz-3-6-8, bax ve bcl-2’ nin, MNU ile olusturulan fotoreseptor
apoptozisinde etkin rol oynadigini, bu parametrelerden kaspaz-3-6-8 ve bax’ in 12.
saatten itibaren pozitiflik verdigini, 3. giinde ise en yiiksek diizeye ulastigini, bcl-2
pozitifliginin ise 12. saatten itibaren diisiis gosterdigini belirtmislerdir. Sunulan
caligmada da, bu iki ¢alismada oldugu gibi, kaspaz-3-6 ve bax aktivitesinin, MNU
verilen gruplarin tiimiinde 12. saatten itibaren basladigi, 48. saatte en yiiksek
seviyeye ¢iktigi, 3. ve 7. glinlerde ise giderek diisiis gdsterdigi, bel-2 pozitifliginin
ise kontrol grubuna kiyasla, 12. saatten itibaren hafif derecede bir diisiis gosterdigi
immunperoksidaz yontem ortaya konuldu. Buradan, MNU verilmesini takiben
apoptotik parametreler olan kaspazlarin ve bax’ in aktiflestigini, anti-apoptotik
protein bcl-2° nin ise etkinligin azaldigi sdylemek mimkiindiir. Kaspaz-3
inhibitorliigii yaptig1 iddia edilen minosiklinin (47) ise bu durumu degistirmede bir
etkinliginin olmadig: gorildii.

Dejenere fotoreseptor hiicrelerin fagositozunu gosteren bir bulgu olarak,
makrofaj infiltrasyonu ve Miiller hiicre proliferasyonu, MNU uygulamasi ile ortaya
cikabilmektedir ve retinal hasar1 stabilize etmek i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir.
Makrofaj-bagimli temizlik, apoptotik siire¢ boyunca noronal doku bakimi i¢in
esansiyeldir (122). Sunulan ¢alismada, bu makrofaj ve Miiller hiicre infiltrasyonu
ve proliferasyonunu ortaya koymak adina immunperoksidaz ve immunflorasan
yontemle PCNA ekspresyonuna bakildi. Bahsedilen bilgilerle uyumlu bir sekilde,

PCNA pozitifliginin, fotoreseptdr dliimiiniin iist diizeyde oldugu 48. saatte, INK da

158



ki Miiller hiicreleri ve diger glial hiicrelerin pozitif boyanmasi ile basladigi, 72.
saatte boyanmanin siddetinin ve yaygmhiginin arttigi, artik smirlari net ayirt
edilemeyen, hasarin arttigi, DNK ve FK’ nda da yogun boyanmalarin oldugu
goriildii. Histopatolojik incelemede de bu hiicrelerin aktivasyonu ve proliferasyonu;
cekirdekgikleri belirginlesmis, mitoz gosteren ve bu iki katmana infiltre olmus
makrofajlarin ve Miiller hiicrelerinin goriilmesiyle ortaya konuldu.

Minosiklin tedavi edici ajan olarak, MNU ile olusturulan RD modellerinde
daha once kullanilmamis olup; 1s1k ile olusturulan RD’ da (51, 55, 57), retina
dejenerasyonuna sebep veren genetik defekte sahip transjenik deney hayvanlarinda
(48, 53, 54), yasa baglh makuler dejenerasyona sahip hastalarda (56, 58), retinal
dekolman olusturulmus farelerde (1), glakom modellerinde (59) ve subretinal
kanama olusturulmus fare modellerinde (Zhao, 2011) kullanilmis, degisen
derecelerde olumlu sonuglar alinmistir. RD ¢aligmalar1 disinda, multiple skleroz
(123), amyotrofik lateral skleroz (52) serebral iskemi (47), travmatik beyin hasari
(124), Huntington hastalig1 (125), Parkinson hastaligi (126, 127) ve Alzheimer
hastaligi (128) gibi norodejeneratif hastaliklarda ve hastalik modellerinde,
noroprotektif etkinligi ortaya konmus bir ilagtir. Bu g¢alismalarda, minosiklinin
antimikrobiyal etkinliginden tamamen bagimsiz olan, anti-apoptotik ve anti-
inflamatuvar etkinligi (129) ile kan-beyin bariyerini gegebilme yetenegi (130) 6n
plana ¢ikmaktadir. Ozellikle néroinflamasyonun, bircok kronik nérodejeneratif
hastaligin patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (131). Ge¢miste yapilan
calismalar, mikroglial aktivasyonun, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalig1 (132)

ve kalitsal retina dejenerasyonu (133) ile iligkili oldugunu ortaya koymustur.
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Minosiklinin tedavi gruplarida kullanildigi RD c¢alismalarinda, 1sik ile
olusturulan RD modelleri ve transjenik hayvanlarin kullanildig1 modeller daha ¢ok
tercih edilmektedir (51, 53, 55, 57).

Zhang ve ark. (57), 4-5 haftalik BALB-C fareleri, 2 giin karanlik
adaptasyonu saglandiktan sonra, 3 saat boyunca, 3,5 klux siddetindeki yesil-filtreli
florasan 1s18a maruz birakarak, fotoreseptor Oliimii sagladiklar1 ¢alismalarinda,
tedavi grubu hayvanlara, 1518a maruziyetten 1 giin 6nce baslayarak, 7 giin boyunca,
giinde 2 kez 45 mg/kg periton i¢i minosiklin uygulamiglardir. Deney sonunda,
morfometrik incelemede, 1518a maruz birakilan hayvanlarin DNK’ larinin %62
oraninda inceldigi goriiliirken, 1s18a maruziyetle birlikte, minosiklin tedavisi
uygulanan hayvanlarin DNK’ larmin %]11 diizeyinde incelme gdsterigi
goriilmiistiir. Immunohistokimya ile, mikroglial aktivitenin dejenerasyonda ki
roliinii belirlemek adina CD11b ekspresyonuna bakilmig, kontrol grubunda
pozitiflige rastlanilmazken, 1s1¢a maruz birakilan hayvanlarda yogun pozitiflik
goriilmiis, minosiklin tedavi grubunda ise, bu pozitifligin %17,5 seviyesinde bir
diistis gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak ise minosiklinin, 1sikla olusturulan
RD’ da, DNK kalinligin1 korudugunu ve mikroglial aktiviteyi diistirdiigiinii iddia
etmislerdir. Scholz ve ark. (51), 4-5 haftalik BALB-C fareleri, 16 saat karanlik
adaptasyonu saglandiktan sonra, 1 saat boyunca, 15 klux siddetindeki beyaz 1518a
maruz birakarak, fotoreseptor Oliimii sagladiklar1 calismalarinda, tedavi grubu
hayvanlara, 1518a maruziyetten 1 giin 6nce baslayarak, 4 giin boyunca, giinde 2 kez
45 mg/kg periton i¢i minosiklin uygulamislar ve Zhang ve ark. (57)’ nin elde ettigi
sonuclara benzer sonuglar elde etmisler ve minosiklinin 1sikla olusturulan RD’ u

onlemede etkinliginin oldugunu savunmuslardir. Chang ve ark. (55), 35 giinliik
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albino Lewis ratlarini, 24 saat karanlik adaptasyonu uyguladiktan sonra, 3 klux
siddetindeki yesil florasan 1s18a 1, 6, 12 veya 24 saat maruz birakilmiglardir. Tedavi
gruplarinda ise minosiklini 15, 30 ve 45 mg/kg dozda, dejeneratif 151k
uygulamasindan 30 dakika Once veya hemen sonra vermislerdir ve 14 gilinliik
deneyin belirli donemlerinde oOtenaziler uygulamislardir. Elde ettikleri retina
orneklerinin histopatolojik incelemelerinde, TUNEL boyamalarinda ve kaspaz-3’
iin immunperoksidaz analizlerinde, yiliksek siddetteki 1518a maruziyetten Once
uygulanan minosiklinin, 30 ve 45 mg/kg dozlarda, DNK kalinlik ortalamalarin
arttirdigi, TUNEL pozitifligini ve kaspaz-3 ekspresyonunu ise diislirdiigiinii
gozlemlemislerdir. Isikla olusturulan RD’ da kaspaz-3° iin ve dolayisiyla
apoptozisin rolii oldugunu, minosiklinin ise sadece 151ga maruziyetten énce ve doz
bagimli uygulamasinin etkinliginin oldugunu ifade etmislerdir.

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. giinler arasinda kendiliginden baslayan bir gubuk reseptor 6liimii
s0z konusudur) ile yaptiklar1 ¢alismalarinda, minosiklinin roliinti arastirmislardir.
Rd10 farelerine postnatal 13. giinden (p13) baslayarak 29. giine (p29) kadar giinde
iki kez periton i¢i 45 mg/kg minosiklin uygulamislardir. Minosiklin uygulanmayan
kontrol grubu rd10 farelerde, TUNEL boyamalarda, p19’ dan itibaren pozitifliklere
rastlanilmig, p22 de ise pozitifliklerin en yliksek diizeye ulastigi goriilmiistiir.
Minosiklin uygulanan rd10 farelerde ise TUNEL pozitifliklerinin p22 den itibaren
basladig1 ve kontrol grubuna gore daha diisiik seviyede oldugunu belirtmislerdir.
DNK o6lctimleri de (optik sinire 200 pum mesafeden) TUNEL verilerini dogrular

sekilde, kontrol grubunda ortalama 5,9 um iken, minosiklin grubunda 10,3 olarak
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kaydedilmistir. Bu durumda arastirmacilar minosiklinin, rd10 farelerinde, hem
dejenerasyonu geciktirici hem de azaltici etkinligi oldugunu iddia etmislerdir.
Benzer sekilde, fotoreseptor dis segmentlerinin gelisimi i¢in gerekli periferin-2
proteinini kodlayan prph-2 gen defekti bulunan rds farelerinde yapilan iki
calismada (48, 54), minosiklinin 50 mg/kg dozada, p2 den p27° ye kadar
uygulamanin retina dejenerasyonunu tamamen 6nlemedigini ancak geciktirdigini,
TUNEL pozitifligini, kaspaz-3 ekspresyonunu ve CD11b pozitif mikroglial
aktivasyonu belli 6l¢iide diislirdiigii belirtmislerdir.

Bahsedilen bu calismalardan anlasilacagi {lizere, retina dejenerasyonu
calismalarinda minosiklin, dejenerasyon olusturacak uygulamadan 6nce, sonra
yada deney siiresince giinliik olarak uygulanmistir. Sunulan ¢alismada da bu
modeller 15181nda, MNU uygulamasindan 24 saat 6nce ve hemen sonra olmak iizere
2 doz uyguland1 ve 12. saatten itibaren Otenazi periyotlar1 baslayacagi i¢in gilinliik
doz uygulama tercih edilmedi. Olasi bir doz bagiml etkinligi de gézardi etmemek
i¢in 50, 75 veya 100 mg/kg dozlarda uygulandi. Ancak, 1sikla olusturulan RD’ da
ve transjenik hayvanlarda belirli 6l¢iide etkinlik gosteren minosiklinin, MNU ile
olusturulan modelde arzu edilen etkinligi gostermedigi goriildii. Sunulan bu
calismada, minosikilinin beklenilen etkilerinden olan; DNK ve FK kalinliklar
tizerine, TUNEL pozitifligi ilizerine, kaspaz-3, GFAP ve PCNA ekspresyonlar
tizerine bir etkinliginin olmadig1 goriildii. MNU ile olusturulan RD modelinde,
kaspaz-3,6,8 (79) kaspaz-9 ve 12 (87) gibi birden fazla kaspazin roliiniin olmasi,
MNU’ nun DNA’ y1 6-12 saat gibi kisa bir siirede alkillemesi (70), MNU ile
olusturulan RD’ da kaspaz-bagimsiz apoptozisin de etkinliginin olmas1 (87) gibi

sebeplerden dolay1 minosiklinin etkisiz kaldig: diistiniilmektedir.
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Sonug olarak; sunulan bu ¢alismadan elde edilen veriler 1s181nda, MNU ile
olusturulan RD modelinde, MNU uygulamasinin, kisa siirede, siddetli fotoreseptor
apoptozisine neden oldugunu ve bu durumun, RD ile seyreden hastaliklar ile ilgili
veriler toplayabilmek adina biiyiik fayda sagladigini séylemek miimkiindiir. Deney
siiresince hayvan kaybi yasanmamasi, hayvanlarin genel durumlarinin cok
bozulmamasi, hayvanlara sadece tek doz periton i¢i uygulamanin yapilmasi ve
deneyin kisa siiresi, hayvanlara fazla ac1 c¢ektirilmemesi yoniinden Onem
tagimaktadir. Tedavi gruplarinda kullanilan minosiklinin ise bahsedildigi iizere,
norodejeneratif hastaliklar icin kiymetli bir ila¢ oldugunu sdylemek miimkiin olsa
da, MNU ile olusturulan bu modelde, etkinlik gostermedigi goriildi. Isik ile
olusturulan RD ve transjenik hayvanlarin kullanildigir calismalarda, giinliik
minosiklin uygulamalarinin fotoreseptdr apoptozisini yavaglattigi belirtilmistir.
MNU ile olusturulan bu modelde 12. saattten itibaren periyodik 6tenaziler basladig:
i¢in giinliik minosiklin uygulanamadi. Yine MNU ile uygulanacak daha uzun stireli
bir modelde, diger modellerde oldugu gibi giinliik 1-2 doz minosiklinin, yada
minosiklin ile beraber baska ilaglarin kombinasyonlarin, dejenerasyonu onleyip
Onlemeyeceginin arastirilmasi gereken bir konu oldugu diisiiniilmektedir.

RD ile seyreden retinitis pigmentoza, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve
diyabetik retinopati gibi hastaliklarin, gelismis tilkelerde en 6nemli korliik sebepleri
arasinda yer almasi, sadece retinitis pigmentoza hastaligindan bile etkilenen 1
milyonun iizerinde insanin oldugu ve hala birka¢ madde disinda efektif ilaclarin
olmadig1 diisiiniildiigiinde, bu konu ile ilgili calismalarin ve etkili yeni maddelerin

bulunmasinin 6nemi ve gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
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