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ÖZET 
 
 

SIÇAN RETİNAL VEN OKLÜZYONU MODELİNDE RESVERATROLÜN 
NÖROPROTEKTİF ETKİSİ 

 
Ebru Nevin ÇETİN 

Doktora Tezi, Sinirbilim AD 
Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Esat ADIGÜZEL 

Temmuz 2023, 51 sayfa 
Amaç: Retinal ven oklüzyonu ile ilişkili retina hasarında nörodejenerasyonun rol oynadığı 
gösterilmiştir. Resveratrol nöroprotektif etkileri dokümente edilmiş olan bir polifenoldur. 
Bu çalışmada sıçan retinal ven oklüzyonu modelinde resveratrolün nöroprotektif etkisinin 
araştırılması planlanmıştır. 
Metod: Çalışmada Wistar albino sıçanların gözleri kullanıldı. Sıçanların sağ gözlerinde 
lazer (532nm yeşil lazer, Iridex IQ532, Iridex corp., Mountain View, CA, USA) ile retinal 
ven oklüzyonu oluşturuldu. Lazerden önce 20mg/kg fotosensitizan Rose-Bengal boyası 
intraperitoneal uygulandı.  Sol gözlere lazer yapılmadı ve lazer uygulanan sağ gözlerin 
kontrol grubu olarak kullanıldı. Sıçanların yarısına nöroprotektif ajan olarak 14 gün 
boyunca %3 etanol içinde çözündürülerek 40mg/kg resveratrol gavaj ile verildi.  
Sıçanların gözleri 4 gruba ayrılarak değerlendirildi: Resveratrol verilen grupta  sağ 
gözler lazer+resveratrol grubunu, lazer uygulanmamış sol gözleri resveratrol grubunu 
oluşturdu. Resveratrol verilmeyen grupta sağ gözler lazer grubunu, sol gözler kontrol 
grubunu meydana getirdi. On dört gün sonunda sıçanlar sakrifiye edilerek retina 
izolasyonu yapıldı. Retina örneklerinde gangliyon hücre sağkalımının değerlendirilmesi 
için Brn3a mRNA seviyesi gerçek-zamanlı PCR ile ölçüldü. Brn3a ekspresyonunun 
protein düzeyinde gösterilmesi için Western-Blot analizi yapıldı.  
Bulgular: Kontrol, resveratrol, lazer ve lazer+resveratrol gruplarına ait retina doku 
örneklerinde Brn3a ekspresyon düzeyleri sırasıyla 1.062968647±0.355429593, 
0.683676202±0.238218336, 1.098342833±0.322410268 ve 0.954085±0.431687 
saptandı. Kontrol ile lazer, kontrol ile lazer+resveratrol ve lazer ile lazer+resveratrol 
gruplarında p değerleri sırası ile p=0.46, p=0.26 ve p=0.37 olarak bulundu. Western-Blot 

analizlerinde internal kontrol olarak kullanılan - aktin proteinine ait bant gözlendi ancak 
Brn3a proteinine ait bant izlenmedi.  
Sonuç: Çalışmada gruplar arasında Brn3a mRNA ekspresyon düzeyinde anlamlı 
farklılık görülmedi. Resveratrol verilen grupta lazer yapılmayan gözlerde Brn3a mRNA 
ekspresyon düzeyinde kontrol grubuna göre anlamlı olmayan bir düşüş izlendi. Retina 
örneklerinde Western-Blot analizi ile Brn3a ekspresyonu saptanamadı.  
 
 
Anahtar kelimeler: retina, resveratrol, retinal ven oklüzyonu, nöroproteksiyon, Brn3a  
 

Bu çalışma Pamukkale Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon 
Birimi tarafından desteklenmiştir (Proje No: 2021SABE002). 

 
 
 
 
 
 



 ii 

 
 

 
 
 

ABSTRACT 
 
 

THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF RESVERATROL IN THE RAT RETINAL 
VEIN OCCLUSION MODEL 

 
 

CETIN, Ebru Nevin 
PhD Thesis in Neuroscience 

Supervisor: Prof. Dr. Esat ADIGÜZEL 
July 2023, 51 Pages 

 
Objective: Neurodegeneration has been shown to play a role in retinal damage 
associated with retinal vein occlusion. Resveratrol is a polyphenol with documented 
neuroprotective effects. In this study, it was planned to investigate the neuroprotective 
effect of resveratrol in the rat retinal vein occlusion model. 
Method: The eyes of Wistar albino rats were used in the study. Retinal vein occlusion 
was created in the right eyes of rats with laser (532nm green laser, Iridex IQ532, Iridex 
corp., Mountain View, CA, USA). Before the laser, 20mg/kg photosensitizing Rose-
Bengal dye was applied intraperitoneally. The left eyes were not lasered, and the 
lasered right eyes were used as the control group. Half of the rats were given 40mg/kg 
resveratrol by gavage, dissolved in 3% ethanol for 14 days as a neuroprotective agent. 
The eyes of the rats were divided into 4 groups: In the resveratrol group, the right eyes 
formed the laser + resveratrol group, and the left eyes that did not receive the laser 
formed the resveratrol group. In the group without resveratrol, the right eyes formed the 
laser group, and the left eyes formed the control group. 
At the end of fourteen days, the rats were sacrificed and retinal isolation was 
performed. To assess ganglion cell survival in retinal samples, the level of Brn3a 
mRNA was measured by real-time PCR. Western-Blot analysis was performed to show 
the expression of Brn3a at the protein level. 
Results: Brn3a expression levels in retinal tissue samples of control, resveratrol, laser 
and laser+resveratrol groups were 1.062968647±0.355429593, 
0.683676202±0.238218336, 1.098342833±0.322410268 and 0.954085±0.431687, 
respectively. P values were found as p=0.46, p=0.26 and p=0.37 in control and laser, 
control and laser+ resveratrol, and laser and laser+resveratrol groups, respectively. In 

Western-blot analyses, a band of -actin protein used as internal control was observed, 
but no band of Brn3a protein was observed. 
Conclusion: There was no significant difference in Brn3a mRNA expression level 
between the groups in the study. A non-significant decrease was observed in the 
expression level of Brn3a mRNA in the resveratrol-treated group in the eyes that did 
not undergo laser treatment compared to the control group. Brn3a expression could not 
be detected in retinal samples by Western-Blot analysis. 
 
Key words: retina, resveratrol, retinal vein occlusion, neuroprotection, Brn3a 
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1. GİRİŞ 

 

 

Göz organı anatomik olarak ön ve arka segment olarak iki başlıkta incelenebilir. 

Ön segment duvarını tek başına kornea oluştururken, arka segment duvarı ise birbiri ile 

yakın temasta olan ve içten dışa retina, koroid ve sklera olarak isimlendirilen üç 

tabakanın toplamından oluşmaktadır. Retina, gözün arka segmentinde yer alan sinir 

tabakasıdır. Kanlanması arterler (atardamar) ve venler (toplardamar) ile sağlanmaktadır 

(İnan 2014). 

 

Retinal venlerin tıkanması durumunda retinal ven oklüzyonu (RVO) isimli bir 

hastalık tablosu oluşmaktadır. RVO, kalıcı görme kaybı ile sonuçlanabilen bir retinal 

damar hastalığı olup, %0.1-2 arasında değişen bir insidansa sahiptir (Laouri vd 2011).  

RVO’nun, santral retinal ven oklüzyonu (SRVO) veya retinal ven dal oklüzyonu (RVDO)  

adlı alt tipleri mevcuttur. 

 

RVO ilişkili hasar patogenezinde temel bulgulardan biri iskemidir. Retinal 

iskemiden sonra retinal pigment epiteli, glial hücreler, vasküler endotelial hücre gibi 

birçok hücreden vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEBF) ekspresyonu olduğu ve 

bunun endotelyal proliferasyonu uyardığı gösterilmiştir (Aiello vd 1995). RVO olgularının 

aköz ve vitreus örneklerinde VEBF ve VEBF dışı bazı sitokinlerin de kontrol gruplarına 

göre daha yüksek seviyede olduğu saptanmıştır (Lim 2011, Noma vd 2013, Pfister vd 

2013). 

 

Tüm bu patolojik süreçler, RVO’unda görme bozukluğunun başlıca sebepleri 

olan, makular ödem, hemorajiler ve neovaskülarizasyonun gelişmesine yol açmaktadır. 

RVO tedavisine amaç bu ikincil komplikasyonlarla mücadele etmektir. RVO olgularında 

artmış VEBF ekspresyonunun gösterilmesinden sonra intravitreal (göziçi/vitreus içi)  anti-

VEBF ajanların tedavide kullanımı başlamıştır ve günümüzde RVO’nun altın standart 

tedavisi olarak kabul edilmektedir (Schmidt-Erfurth vd 2019). 
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Bir başka tedavi modalitesi de intravitreal deksametazon steroid implantıdır. 

Steroidler VEBF ekspresyonunu, yolaklarını ve sitokinleri azaltarak, vasküler 

permeabilitede ve sonuçta makuler ödemde gerileme sağlamaktadır (Schmidt-Erfurth vd 

2019). 

 

Elde edilen tüm gelişmelere rağmen, RVO olgularında intravitreal anti-VEBF ve 

steroid implant tedaviler tüm beklentileri karşılamamaktadır. Tedavi ile ödemi regrese 

olan hastalarda dahi nöronal kayıp ve nörodejeneratif değişiklikler görülmektedir (Brar 

vd 2019). Bu hastalarda tedaviden sonra devam eden görme kayıpları, RVO ile ilişkili 

patolojik süreçlerin daha iyi incelenmesi ihtiyacını doğurmuştur. Güncel tedavide sürekli 

enjeksiyon ve izlem ihtiyacı, tekrarlayan enjeksiyon uygulamasının getirdiği tıbbi riskler, 

düzenli tedaviye rağmen görme kazanımlarının sınırlı olması RVO olgularında 

destekleyici ek tedavi ihtiyaçlarını ortaya çıkarmaktadır (Fekrat vd 2010). Tüm bu 

karşılanmamış ihtiyaçlar nedeniyle RVO’nda anti-VEBF ve steroid implantları dışında bir 

alternatif ya da adjuvan tedavi arayışları sürmektedir. 

 

Resveratrol (RSV) fıstık, yaban mersini ve üzüm gibi birçok gıdada doğal olarak 

bulunan bir polifenoldür (Meng vd 2020).  RSV’un anti-oksidan, anti-inflamatuar, 

nöroprotektif özellikleri olduğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (Pirhan vd 2016, Luo vd 

2018, Chen vd 2019, Dou vd 2019, Galiniak vd 2019, Cao vd 2020, Deng vd 2020, Meng 

vd 2020).  RSV’un iskemi-reperfüzyon ile ilişkili retinal gangliyon hücresi (RGH) 

hasarındaki nöroprotektif etkisi birçok çalışmada ele alınmıştır. Deneysel glokom 

modellerinde intraperitoneal ve intravitreal uygulamasının RGH kaybını azalttığı ve 

retinal bütünlüğü koruduğunu gösterilmiştir (Pirhan vd 2016, Luo vd 2018, Cao vd 2020). 

Deneysel diyabet (şeker hastalığı) modelinde, intravitreal RSV tedavisi ile retinal 

vasküler geçirgenlikte yaklaşık %50 azalma, anjiojenik faktör olan VEBF değerlerinde ve 

apoptotik gösterge olan retinal terminal deoksinükleitidil transferaz dUTP nick end 

labeling  (TUNEL) pozitif hücrelerde azalma gösterilmiştir (Chen vd 2019). 

 

 

1.1 Amaç 

 

Literatürde deneysel RVO modellerinde ya da RVO saptanmış olgularda RSV’un 

etkisini inceleyen bir çalışma bulunmamaktadır. Çalışmamızdaki amacımız sıçan RVO 

modelinde RSV’un nöroprotektif etkisinin araştırılmasıdır. 
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2. KURAMSAL BİLGİLER VE LİTERATÜR TARAMASI 

 

 

2.1.Retina Anatomisi 

 

Retina, embriyolojik olarak nöroektodermden gelişmektedir.  Göz duvar 

tabakalarının en iç kısmı olan retina, sinir tabakasını oluşturmaktadır. Retinanın dışında 

yoğun damarsal yapısı ile koroid, onun da dışında fibröz koruyucu tabaka olan sklera yer 

alır. Retinanın tabakaları dıştan içe doğru 10 tabaka olarak ifade edilebilir (İnan 2014, 

Salmon 2019): 

 

1. Retina pigment epiteli 

2. Fotoreseptör tabakası 

3. Dış limitan membran 

4. Dış nükleer tabaka 

5. Dış pleksiform tabaka 

6. İç nükleer tabaka 

7. İç pleksiform tabaka 

8. Gangliyon hücre tabakası 

9. Sinir lifi tabakası 

10. İç limitan membran 

 

Makula, arka kutupta, retinal temporal damar arkları arasında kalan yaklaşık 5-

6mm çapında olan alandır. Görme alanının santral 15-20 derecelik alanını 

karşılamaktadır ve retinanın en yüksek görme keskinliğine sahip bölgesidir. Makula, sarı 

renkli ksantofil pigmentleri olan lutein ve ksantofilden zengindir ve makula lutea adını 

buradan almaktadır (Salmon 2019). 

 

Makulanın santraline fovea adı verilen 1.5mm çapında bir alan bulunmaktadır. Bu 

alanın santralinde de foveola adlı 0.35mm çapında bir çöküntü mevcuttur. Foveola 

retinanın en ince kısmıdır ve burada sadece kon fotoreseptör hücreleri ve Müller 

hücreleri bulunur. Retinal gangliyon hücreleri retinanın iç kısmında bulunurlar ve görme 
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yolunun 2. nöronlarıdırlar. Periferden makulaya doğru gangliyon tabaka sayısı artar, 

foveaya doğru tekrar azalır ve foveada tamamen kaybolur. Gangliyon hücreleri 

multipolar hücrelerdir. Bipolar hücreler ile sinaps yapar (İnan 2014, Salmon 2019). 

 

Retinal perfüzyon santral retinal arter, kapillerler, santral retinal ven ve 

koryokapillaris ile sağlanır. Santral retinal arter globun yaklaşık 1cm arkasından optik 

sinire girer ve retina içerisinde perifere doğru arteriollere dönüşür. Arterin en iç tabakası 

intimadır. Kollajen üzerinde tek tabaka endotelden oluşmaktadır. İçten dışa doğru intima, 

internal elastik lamina, düz kas içeren media ve gevşek bağ doku içeren adventisya 

bulunmaktadır. Arteriol duvarında ise arterden farklı olarak, internal elastik lamina 

devamlılık göstermemektedir.  Arterioller kapiller damarlar olarak devam etmektedir. 

Retinanın iç 2/3 kısmı kapiller damarlardan, dış 1/3 kısmı ise koryokapillaristen perfüze 

olmaktadır. Retinal kapiller damarların iç tarafta gangliyon tabakasında, dışta ise iç 

nükleer tabakada bir damar ağı oluşturmaktadır. Fovea ve arteriollerin etrafı ise 

kapillerden yoksun (capillary-free) alanlardır. Kapiller damarlarda elastik lif ve düz kas 

bulunmaz. İçte endotel hücresi, ortada bazal membran ve en dışta da kontraktilite özelliği 

olan perisitler yer alır. Kapiller damarlardaki kan retinal venüllere drene olur. Venüller 

santrale gittikçe vene dönüşürler. Büyük venüller düz kas içerirler, küçük venüllerin 

yapısı ise kapillerler benzer ancak daha geniştirler. Venler ise az miktarda düz kas ve 

elastik doku içerirler ve santral retinal vene dönüşerek optik disk içerisinde globdan ayrılır 

(Salmon 2019). 

 

 

2.2. Sıçan Retinası 

 

Sıçan retinası da insan retinasına benzer şekilde 10 tabakadan oluşur. Bu 

tabakalar, içten dışa doğru, iç limitan membran, sinir lifi tabakası, gangliyon hücre 

tabakası, iç pleksiform tabaka, iç nükleer tabaka, dış pleksiform tabaka, dış nükleer 

tabaka, dış limitan membran fotoreseptör tabakası ve pigment epiteli olarak 

sıralanmaktadır (Maynard ve Downes 2019). Sıçan retinasında insan retinasına nazaran 

daha az koni hücresi tipi mevcuttur (Levere 1978). Gangliyon hücre aksonlarından 

oluşan optik sinir, sıçanda yaklaşık 0.11 milyon akson içerirken insanda ise yaklaşık 1.2 

milyon akson içermektedir (Pazos vd 2015). Sıçanda optik sinir, göz küresinin arka 

kısmında sklera açıklığından çıktıktan sonra intraorbital alandan geçip kiazmaya 

ulaşmaktadır. Kiazmada her iki gözden gelen optik sinir aksonlarının yaklaşık %90'ı 

çaprazlaşır ve %10'u da ipsilateral olarak optik traktus içinde seyreder (Levere 1978). 
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Optik traktustaki aksonların bir kısmı pretektal alanda, bir kısmı da talamusun lateral 

genikülat nukleusunda sonlanır (Levere 1978). 

 

 

Şekil 1 Sıçan retinasının optik koherens tomografi kesit görüntüsü 

 

 

2.3. Retinal Ven Oklüzyonunda Klinik Bulgular 

 

RVO sık görülen bir retinal damar hastalığı olup, %0.1-2 arasında değişen bir 

insidansı mevcuttur. Görme seviyesi genellikle 0.1 ile 0.5 arasında değişmektedir (Laouri 

vd 2011). En önemli risk faktörleri ileri yaş ve hipertansiyondur.  Hastaların yarısından 

fazlası 65 yaş üstüdür.  Hipertansiyon ise genç yaş RVO hastalarında da yaklaşık %25 

oranında bulunmaktadır, özellikle RVDO için önemli bir risk faktörüdür. Hiperlipidemi, 

diabetes mellitus, glokom, oral kontraseptif kullanımı, sigara ve hematolojik protrombotik 

hastalıklar RVO ile ilişkili diğer risk faktörleridir (Salmon 2019). 

 

SRVO’nın, aynı bağ dokuyu paylaştığı komşu arterdeki sklerotik değişiklikler 

sonucunda santral retinal vene bası olması nedeniyle ortaya çıktığı düşünülmektedir. 

Bası nedeniyle hemodinamik denge değişmekte ve trombus ortaya çıkmaktadır. 

RVDO’nda ise arteriovenöz çaprazlaşma bölgelerinde üstten geçen arterin vene yaptığı 

bası sorumlu tutulmaktadır (Salmon 2019, Schmidt-Erfurth vd 2019).  

 

Hematolojik protrombotik faktörlerin varlığı, aterosklerotik yapının etkilerini 

güçlendirmektedir. RVO klinik bulguları içerisinde makular ödem, hemorajiler ve 

neovaskülarizasyon bulunmaktadır. Bu bulgular, RVO ile ilişkili görme bozukluğunun 

başlıca sebepleridir. 

 

 

 

 

 

Retina 
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2.4. Retinal Ven Oklüzyonunda Patogenez 

 

2.4.1. Retinal ven oklüzyonunda iskemi ve inflamasyon 

 

RVO ilişkili hasar patogenezinde temel bulgulardan biri iskemidir. Retinal 

iskemiden sonra retinal pigment epiteli, glial hücreler, vasküler endotelial hücre gibi 

birçok hücreden vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEBF) ekspresyonu olduğu ve 

bunun endotelyal proliferasyonu uyardığı gösterilmiştir (Aiello vd 1995). RVO olgularının 

aköz ve vitreus örneklerinde VEBF ve VEBF dışı bazı sitokinlerin de kontrol gruplarına 

göre daha yüksek seviyede olduğu saptanmıştır (Lim 2011, Noma vd 2013, Pfister vd 

2013). 

 

Lim vd (2011) RVDO olgularının aköz örneklerinde interlökin (IL) analizi 

yapmışlar, IL-6, IL-8 ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) seviyesini kontrol 

grubuna göre yüksek bulmuşlardır. Funk vd (2009) SRVO olan hastalarının aköz 

örneklerinde VEGF, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, ve PDGF-AA konsantrasyonlarında, 

RVDO’da ise IL-1alfada kontrol grubuna göre anlamlı artış saptamışlardır. Noma vd 

(2008) ise RVO’nda aköz ve vitreus IL-6 ve VEBF düzeylerinin, retinal non-perfüzyon 

alanları ve makuler ödem miktarı ile korele olduğunu göstermiştir.  Kaneda vd (2011) 

RVDO ile başta IL-8 olmak üzere birçok interlökin seviyesi arasında anlamlı bir ilişki 

saptamış, özellikle IL-8 seviyesi, görme keskinliği, makula ödem miktarı ve non-perfüze 

alan ile ilişkili bulunmuştur. 

 

RVDO’unda inflamasyonu değerlendiren birkaç çalışmada da IL-6, MCP-1 ve 

VEBF’in anlamlı yüksekliği dikkat çekmektedir (Koss vd 2012, Noma vd 2013, Pfister vd 

2013, Shchuko vd 2015). RVO olgularında sitokinlerin değerlendirildiği 4644 göz verisini 

içeren bir metaanalizde, aköz ve vitreus örneklerinde IL-6, IL-8, MCP-1, VEGF seviyeleri 

kontrol grubuna göre yüksek saptanmıştır (Minaker vd 2020). 

 

Tüm bu bulgular, RVO olgularında intraoküler inflamasyonun patogenezde 

önemli bir rolü olduğunu göstermektedir. 
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2.4.2. Retinal ven oklüzyonunda nörodejenerasyon 

 

RVO, temelde iskemik bir tablodur. Deneysel çalışmalarda, retinal venin 2-3 gün 

içinde çoğunlukla rekanalize olduğu ancak rekanalizasyona rağmen mikrovasküler 

değişikliklerin ve kapiller tıkanıklığın sebat ettiği bildirilmiştir (Genevois vd 2004, Zhang 

vd 2008, Sun vd 2013). İskemi nedeniyle nöronlara akut/kronik veri girişinin azalmasının 

apoptotik bir mekanizmayı tetikleyebileceği de ileri sürülmektedir (Alshareef ve 

Chhablani 2016). Sıçan RVDO modelinde apoptozis değerlendirilmesinde nöronal 

hücrelerde TUNEL pozitifliği saptanmıştır (Avrutsky vd 2020). Benzer şekilde, domuz 

gözünde yapılan deneysel RVDO modelinde, gangliyon hücre ve iç nükleer tabakadaki 

TUNEL pozitif hücrelerin özellikle RVO sonrası 2. günde daha fazla olduğu izlenmiştir 

(McAllister vd 2018). RVO doğal seyrinin değerlendirildiği bir deneysel çalışmada, 14. 

günden itibaren ciddi RGH kaybı olduğu gösterilmiştir (Alshareef vd 2016). 

 

Tedavi almamış RVDO olgularına bakıldığında,  makuler gangliyon hücre-iç 

pleksiform ve retina sinir lifi tabakalarında hastaların diğer gözlerine ve sağlıklı 

kontrollere göre anlamlı azalma izlenmiştir (Alshareef vd 2016). Makuler ödem 

rezolüsyonu sonrasında optik koherens tomografi anjiografi ile değerlendirilen RVDO 

olgularında, foveal avasküler zonda irregülarite ve genişleme, gangliyon hücre 

tabakasında incelme, damar dansitesinde azalma saptanmış, retinal incelmenin 

RVO’nın nörodejeneratif sekeli olduğu ileri sürülmüştür (Brar vd 2019). Bütün bu 

bulgular, RVO’nda nörodejeneratif değişiklikleri göstermektedir. 

 

 

2.5. Brain-specific homeobox/POU Domain Protein 3A 

 

Brain-specific homeobox/POU domain protein 3A (Brn3a), POU alanı 

transkripsiyon faktörlerinden olan Brn3 ailesinin bir üyesidir. Brn3 ailesinin, rodent RGH 

gelişimi sırasında farklılaşma, hayatta kalma ve aksonal elongasyonda önemli roller 

oynadığı gösterilmiştir. Özellikle Brn3a, in vitro sıçan retina kültüründe RGH’ni 

tanımlamak için kullanılmıştır ve RGH sağkalımını göstermek için sık kullanılan 

indikatörlerden biridir (Nadal-Nicolás vd 2009). Öte yandan melanopsin eksprese eden 

RGH işaretlemede kullanılamadığı ve kabaca RGH popülasyonun %80’ini göstermede 

başarılı olduğu kaydedilmiştir (Nadal-Nicolás vd 2009, Masin vd 2021). 
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2.6. Retinal Ven Oklüzyonunda Tedavi 

 

RVO olgularında artmış VEBF ekspresyonunun gösterilmesinden sonra 

intravitreal (göziçi/vitreus içi)  anti-VEBF ajanlar tedavide kullanılmıştır ve günümüzde 

RVO’nın altın standart tedavisi olarak kabul edilmektedir (Schmidt-Erfurth vd 2019).  Bir 

başka tedavi modalitesi de intravitreal deksametazon steroid implantıdır. Steroidler 

VEBF ekspresyonunu, yolaklarını ve sitokinleri azaltarak, vasküler permeabilitede ve 

sonuçta makuler ödemde gerileme sağlamaktadır (Schmidt-Erfurth vd 2019). 

 

İntravitreal anti-VEBF ve steroid implant tedaviler, RVO olgularında tüm 

beklentileri karşılamamaktadır. Tedavi ile ödemi regrese olan hastalarda dahi nöronal 

kayıp ve nörodejeneratif değişiklikler görülmektedir (Brar vd 2019). Anti-VEBF tedavinin 

prensipleri gereği önce 3 ay boyunca aylık göz içi enjeksiyon, sonra tedavi protokollerine 

göre değişmekle birlikte her ay, ihtiyaç oldukça ya da tedavi et uzat rejimi kapsamında 

enjeksiyon araları açılarak enjeksiyonlara yıllarca devam edilmektedir. RVO için anti-

VEBF uygulanan hastaların 5 yıllık izleminin değerlendirildiği bir gerçek yaşam 

çalışmasında 0.5 ve üstü görmeye ulaşan hasta oranı %65, görme keskinliğinde 3 sıra 

artış kazanan hasta oranı ise %22’dir. Enjeksiyon sayısında 2 yıl ile 5 yıl izlem arasında 

bir azalma olmadığı, enjeksiyona devam edildikçe görmenin ancak korunabildiği 

gösterilmiştir (Spooner vd 2019). Çoğunlukla aylık izlem ihtiyacı ve yılda 4 ile 12 arası 

değişebilen enjeksiyon gereksinimi, bu hastalarda anksiyete başta olmak üzere 

sekonder tıbbi problemlere ve ekonomik sonuçlara yol açmaktadır (Fekrat vd 2010, 

Suñer vd 2014, Kayıkçıoğlu vd 2017, Berger vd 2019).  Steroid implantların uygulama 

aralıkları daha geniştir ancak bu tedavinin de artmış göz içi basıncı, katarakt ve göz içi 

enfeksiyon riskleri bulunmaktadır (Schmidt-Erfurth vd 2019). 

 

 

2.7. Karşılanmamış İhtiyaçlar 

 

Elde edilen tüm gelişmelere rağmen, intravitreal anti-VEBF ve steroid implant 

tedaviler, RVO olgularında tüm beklentileri karşılamamaktadır. Tedavi ile ödemi regrese 

olan hastalarda dahi nöronal kayıp ve nörodejeneratif değişiklikler görülmektedir. Bu 

hastalarda tedaviden sonra devam eden görme kayıpları, RVO ile ilişkili patolojik 

süreçlerin daha iyi incelenmesi ihtiyacını doğurmuştur. Güncel tedavide sürekli 

enjeksiyon ve izlem ihtiyacı, tekrarlayan enjeksiyon uygulamasının getirdiği tıbbi riskler, 

düzenli tedaviye rağmen görme kazanımlarının sınırlı olması RVO olgularında 

destekleyici ek tedavi ihtiyaçlarını ortaya çıkarmaktadır. Sürekli tedavi ve izlem 
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gereksinimi, hekimler ve sağlık kuruluşları için ağır bir iş yükünü beraberinde getirmekte, 

ayrıca sağlık harcamaları anlamında ciddi bir bütçe ihtiyacını işaret etmektedir (Fekrat 

vd 2010). Tüm bu karşılanmamış ihtiyaçlar nedeniyle RVO’nda anti-VEBF ve steroid 

implantları dışında bir alternatif ya da adjuvan tedavi arayışları sürmektedir. Alternatif ya 

da adjuvan tedavi arayışında, RVO patogenezinde rolü gösterilmiş olan belli faktörler 

terapötik hedef olarak önem kazanmaktadır. Bu faktörlerin önde gelenleri inflamasyon 

ve nörodejenerasyondur. 

 

 

2.8. Resveratrol 

 

Resveratrol (RSV) fıstık, yaban mersini ve üzüm gibi birçok gıdada doğal olarak 

bulunan bir polifenoldür (Meng vd 2020). RSV’un anti-oksidan, anti-inflamatuar, 

nöroprotektif özellikleri olduğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (Pirhan vd 2016, Luo vd 

2018, Chen vd 2019, Dou vd 2019, Galiniak vd 2019, Cao vd 2020, Deng vd 2020, Meng 

vd 2020). RSV’un özellikle gözde iskemi-reperfüzyon ile ilişkili RGH hasarındaki 

nöroprotektif etkisi birçok çalışmada ele alınmıştır (Pirhan vd 2016, Luo vd 2018, Cao vd 

2020). Deneysel glokom modellerinde intraperitoneal ve intravitreal uygulamasının RGH 

kaybını azalttığı, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) 

ekspresyonunu azalttığını, retinal bütünlüğü koruduğunu ve RGH kaybını azalttığı 

gösterilmiştir (Pirhan vd 2016, Luo vd 2018, Cao vd 2020, Deng vd 2020). Bu durumun 

RGH’nde Sirt-1 ekspresyonunun artması, reaktif oksijen molekülü ve asetil-p53 

ekspresyonunun azalması; Müller hücrelerinde beyin kökenli nörotrofik faktör (brain-

derived neurotrophic factor, BDNF), RGH’nde tropomyozin reseptör kinaz B (TrkB) 

ekspresyonunun artması sonucu ortaya çıkan güçlü sitoprotektif etki ile gerçekleştiği ileri 

sürülmüştür (Cao vd 2020). Deneysel diyabet modelinde, intravitreal RSV tedavisi ile 

retinal vasküler geçirgenlikte yaklaşık %50 azalma, anjiojenik faktör olan VEBF ve 

apoptotik gösterge olan retinal TUNEL-pozitif hücrelerde azalma gösterilmiştir (Chen vd 

2019). 

 

 

2.9. Çalışmanın Hipotezi 

 

Literatürdeki veriler RVO’nda retinada inflamatuar, apoptotik, anjiojenik ve 

nörodejeneratif değişikliklerin olduğunu göstermektedir. RSV, anti-oksidan, anti-

inflamatuar ve nöroprotektif özellikleri olduğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiş olan bir 
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polifenoldür. Çalışmadaki hipotezimiz, deneysel sıçan RVO modelinde RSV’un RGH 

koruyucu etkisi olduğudur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

 

 

 

 

 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

 

3.1. Deney Protokolü 

 

Girişimsel ve prospektif özellikte olan bu çalışmaya deneysel araştırmalar etik 

kurul izni (PAUHDEK-2020/28 no’lu çalışma, 10/09/2020 tarih ve 05 sayılı toplantı) 

alınmasını takiben başlandı. Deneysel çalışmada Wistar albino, 250-350g aralığında 6-

9 aylık dişi sıçanlar kullanıldı. Her sıçana standart ad libitum olarak su ve pelet tipte 

yemlenme (hayvanın önünde sürekli su ve yem bulundurulup ihtiyacı kadar ve istediği 

zaman beslenme) sağlandı. Hayvanlar ortalama 21°C ısı ve % 55 nem ortamında, ılık 

ve temiz hava bulunan barınaklarda tutuldu. Barınaklarda normal gece ve gündüz 

döngüsü (12 saat gece, 12 saat gündüz) oluşturuldu. 

 

 

3.2.  Çalışma Grubunda Retinal Venlerde Lazer İle Tıkanıklık Oluşturulması 

 

Sağ ve sol gözler ayrı grup gibi değerlendirilerek hayvan sayısı düşük tutulmaya 

çalışıldı.  Çalışmada sıçanların sadece sağ gözünde lazer ile RVDO meydana getirildi, 

sol gözler ise o grubun kontrolü olarak kabul edildi. 

 

Pupil dilatasyonu %1 tropikamid ve %2.5 fenilefrin ile sağlandı. Anestezi 

100mg/kg intramüsküler ketamin ve 5mg/kg intramüsküler ksilazin ile sağlandı. Lazerden 

önce 20mg/kg olacak şekilde serum fizyolojik ile hazırlanan Rose-Bengal (Sigma-

Aldrich) boyası intraperitoneal uygulandı. Lazer ile RVDO oluştururken 78D mercek 

(Volk lens, USA) ile 532nm yeşil lazer (Iridex IQ532, Iridex corp., Mountain View, CA, 

USA) kullanıldı. Sıçanların sadece sağ gözlerine üst kadrandaki venler üzerine, diskten 

yaklaşık 1 disk mesafesi uzaklıkta güç 100-150mw, spot büyüklüğü 100-200µm, 

maruziyet süresi 750msn-1sn olacak şekilde, kan akımını engelleyecek beyazlaşma 

görülünceye kadar lazer atış yapıldı. Tüm venlerde damar distalinde genişleme izlendi. 

Sol gözlere lazer uygulanmadı. 
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RSV verilmeyen grupta lazerli sağ gözler L grubunu oluşturdu. Lazer yapılmayan sol 

gözler kontrol grubunu (K grubu) meydana getirdi. RSV verilen grupta lazerli sağ gözler 

LR grubunu oluşturdu. Lazer yapılmayan sol gözler ise R grubunu meydana getirdi. 

 

 

3.3. Resveratrol Uygulaması 

 

RSV uygulamasına lazer ile ven oklüzyonu gerçekleştirilmesinden hemen sonra 

başlandı. Olası bir problemle karşılaşma durumunda sıçan kaybını engellemek ve çözüm 

üretebilmek için ilk uygulama 3 sıçana yapıldı. Uygulamada RVDO oluşturulduktan 

hemen sonra, anestezi etkisi devam ederken, %25 etanol içinde 30 mg/kg RSV 

(Resveratrol, Sigma-Aldrich) intraperitoneal olarak verildi. Uygulama sonrası sıçanların 

ölmesi üzerine metodolojide değişiklik yapıldı (sıçanların ölümüne ilişkin detaylı bilgi 

bulgular kısmında verildi). 

 

 Çalışmanın devamında ikinci gruba 14 gün boyunca RSV %3 etanol içinde 

çözündürülerek 40mg/kg olacak şekilde, anestezi etkisinin bitmesini takiben gavaj ile 

verildi. RSV her gün taze olarak hazırlandı ve gavaj ile verileceği lokasyona ışıktan 

korunarak taşındı. 

 

 

3.4. Fundus görüntüleme ve Anjiografi 

 

Fundus görüntüleme 20D ve 30D lens ile indirekt oftalmoskopi kullanılarak 

gerçekleştirildi. Görüntü kaydı 30D lens yardımıyla akıllı telefon kamerası ve kornea 

üzerine viskoelastik jel uygulanarak kontakt makula lensi ile görüntü alındı. Anjiografi için 

%10 floresein maddesi 0.2cc intraperitoneal olarak verildi. Uygulama sonrası 15.dk’da 

görüntü alındı. 

 

 

3.5. Sakrifikasyon, Enükleasyon ve Retina izolasyonu 

 

Derin anestezi altında servikal dislokasyonla sakrifikasyon gerçekleştirilmesini 

takiben penset ve makas yardımı ile enükleasyon yapıldı. Bulbus okuli (veya göz küresi) 

histolojik kesit için %4 paraformaldehid solüsyonunda bir gece bekletildi. Dehidratasyon 

için bir hafta +4C’de %30 sükroz solüsyonuna konulduktan sonra kriyostat yardımı ile 

kesitler alındı. 
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Retina izolasyonunda iki yöntem kullanıldı: 1) Limbustan 360 derece kesi 

yapılarak kornea ayrıldı. Lens çıkarıldı. Skleraya 4 kadranda çentik atılarak ve optik sinir 

ile bağlantısı kesilerek retina çıkarıldı. 2) Limbustan korneal kesi yapılarak globa 

girildikten sonra limbusa dik 1-2mm perifere doğru skleral kesi oluşturulup limbusa 

paralel devam edecek şekilde kesi 360 derece ilerletildi. Kesi tamamlanıp kornea ve 

limbus globdan ayrıldı. Sklera forseps ile sabitlenerek künt bir enstrüman ile sklera 

önünden künt disseksiyon yapıldı. Retinanın optik sinir ile bağlantısı kesilip retina bir 

bütün olarak çıkarıldı. 

 

 

3.6. Retinal Kesitlerin Hazırlanması ve Işık Mikroskobu ile İncelenmesi 

 

3.6.1.1. Retinal kesitlerin alınması 

 

Retinal kesitler 1) glob kesitleri içerisinde, 2) globdan izole edildikten sonra incelendi. 

 

1) Enükleasyon sonrası glob kesitleri içerisinde retinayı incelemek için, glob 

%4’lük paraformadehit çözeltisinde 24 saat, sonra %30’luk sükroz çözeltisinde 24 saat 

bekletilerek dehidratasyon sağlandı. Sükrozdan çıkartılan globlar kriyostat mediumu 

yardımı ile -30C’de donduruldu. Globlardan kriyostat cihazı (Leica CM3050 S) ile 10, 20 

ve 30µm kesitler alındı. Kesitler standart protokole göre hematoksilen-eozin ile boyandı 

(protokol altta yer almaktadır). Kesitler ışık mikroskobu ile incelendi. 

 

2) Enükleasyon yapılmadan, yukarıda anlatılmış olan teknikle ön segment 

çıkartılarak retina izole edildi. Bütün olarak çıkarılmış olan retinanın transvers (cross-

section) kesitleri alındı. Kriyostat taşıyıcısına dik olacak şekilde doku örneği 

yerleştirilerek donduruldu.  Retinal kesit medyum üzerine yerleştirildiğinde soğuk metal 

obje teması ile medyum hızla soğutuldu. Zemindeki medyum donunca üzerinde yeni 

medyum ilave edilip sürekli soğutma yapılarak dokunun medyum sütunu içinde stabilize 

olması sağlandı. Kriyostat ile 10µm kesitler alındı. Retinal kesitler standart protokole göre 

hematoksilen-eozin ile boyandı. Kesitler ışık mikroskobu ile incelendi. 

 

3.6.1.2. Hematoksilen ve Eosin boyama basamakları 

 

Ksilende bekletme: 5 dakika 

%95 Alkolde bekletme: 3 dakika 
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%70 Alkol bekletme: 3 dakika 

Distile suda yıkama: 3 dakika 

Hematoksilen boyama: 5 dakika 

Distile suda yıkama: 3 dakika 

Eosin boyama: 3-5 kere daldırma 

Distile suda yıkama: 3 dakika 

%70 Alkolde bekletme: 3 dakika 

%95 Alkolde bekletme: 2 dakika 

%100 Alkolde bekletme: 1 kere daldırma 

Ksilende bekletme:5 dakika sonra entellan ve lamel ile kapatma 

 

 

3.7. Vitreus-Aköz Alınması 

 

 Sakrifikasyonu takiben korneaya keskin enstrüman ile penetrasyon yapıldı. 

Drenaj alanından aköz örneği alınarak 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne koyuldu. Kornea 

ve lens çıkarıldı. Sıvaşık olarak gelen vitreus alınabildiği ölçüde pipet ile çekilip 1.5 ml’lik 

mikrosantrifüj tüpüne koyuldu. 

 

 

3.8. Western-Blot Protokolü İle Brn3a Ekspresyonunun Protein Düzeyinde 

Gösterilmesi 

 

Retina dokusunun küçük olması nedeni ile protein izolasyonu zor olduğundan, bu 

amaçla radioimmunopresipitasyon assay tamponu (RIPA) tamponu ve proteaz inhibitör 

kokteyli içeren güçlü bir lizis tamponu kullanıldı (Kişisel görüşmelerimiz sonrasında, 

bireysel retina örneklerinde (pool edilmeksizin) Western-Blot çalışmaları olan Amerika 

Birleşik Devletleri Drexel Üniversitesi’nden Dr.Lanfronco Leo’nun paylaştığı protokole 

uygun olarak bu lizis tamponu hazırlandı ve kullanıldı). 

 

Aşağıda belirtilen protokole göre protein izolasyonu gerçekleştirildi: 

 

- Retina örneği başına 100 µl lizis tamponu eklendi ve buz üzerinde 40 dk 

inkübasyona bırakıldı. Her 5 dk’da örnek vorteks yardımı ile homojenize edildi. 

- İnkübasyon sonrası, örnek 14.000 xg’de 20 dk santrifüj edildi. 

- Santrifüj sonrası süpernatan ayrı bir tüpe alınarak, protein  

konsantrasyonunun belirlenmesi ve Western-Blot analizleri için ayrıldı. 
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3.8.1. Retina dokusundan izole edilen proteinlerin konsantrasyonlarının 

belirlenmesi 

 

Yukarıda belirtilen protokolle izole edilen protein örneklerinin konsantrasyonlarının 

belirlenmesi amacı ile ticari kit (DC Protein Assay, Bio-Rad) kullanıldı. Tüm aşamalar 

üretici firmanın belirlediği protokole uygun olarak gerçekleştirildi: 

- Kitle birlikte sağlanan ve 0.2 mg/ml -1.5 mg/ml protein içeren standartlar 

kullanılarak 7 farklı konsantrasyonda protein içeren standart örnekleri hazırlandı. 

- 96 kuyulu pleytlerin her bir kuyusuna hazırlanan standart örneklerinden 

ve retina dokusundan izole edilen protein örneğinden 5 µl eklendi. 

- Her bir kuyuya kitle birlikte sağlanan Reagent A’dan 25 µl ve sonrasında 

200 µl Reagent B eklendi. 

- ELISA okuyucusunda (Multiskan G0, Thermo Sci.) 750 nm’de örneklerin 

OD değerleri belirlendi. 

- OD değerlerine göre bir standart eğri oluşturuldu ve retina dokusundan 

izole edilen protein konsantrasyonu bu standart eğri yardımı ile hesaplandı. 

 

Lazer uygulanan ve uygulanmayan sıçanların retina örneklerinden izole edilen 

protein konsantrasyonları sırası ile 0.40 mg/ml ve 0.43 mg/ml olarak belirlendi. İzole 

edilen protein konsantrasyonunun Western Blot için yeterli miktarda protein içerdiğini 

öngörerek Western Blot analizi yapıldı. 

 

3.8.2. Western-Blot Analizi 

 

Western Blot analizleri için ayrılan protein lizat örneklerine 10 µl Western Blot 

Yükleme Boyası eklendi ve 95°C’de 5 dk inkübe edildi. Sonrasında anti-Brn3a (ab81213, 

Abcam), anti- aktin (Abcam) primer antikorları ve goat anti-rabbit IgG (Cell Signalling) 

sekonder antikoru kullanılarak Western Blot analizleri tamamlandı. Bu amaçla uygulanan 

protokol aşağıda özetlendi: 

 

- %10’luk SDS-PAGE jeli hazırlandı. Jelin kuyularına 20 µl olacak şekilde retina protein 

lizat örnekleri ve protein moleküler ağırlık standardı (Prestained Protein Ladder, Santa 

Cruz Biotech.) yüklendi. 

- Sodyum dodesil sülfat–poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) jeller, 1 x SDS 

running tamponunda yaklaşık 1 saat yürütüldü (BioRad). 
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- Elektroforez işlemini takiben, jel ve blot membranı (poliviniliden diflorid (PVDF) 

membran, Immobilon-P, Sigma) içerecek şekilde yeni bir jel kaseti hazırlandı ve 1x 

transfer tamponunda 100 V’da 90 dk bekletilerek jelde bulunan proteinlerin membrana 

transferi gerçekleştirildi. 

- Membranlar, yağsız süt tozu içeren tris-tamponlu salin /Polisorbat 20  (TBST) 

solüsyonunda yaklaşık 1 saat bekletilerek, bloklandı. 

- Üretici firmanın belirttiği şekilde her bir hedef yüzey belirteci için primer antikorlar 

hazırlandı ve membranlar 4C’de gece boyu inkübasyona bırakıldı. 

- İnkübasyon sonrası membranlar TBST’de 10 dk (x4) rotatorda yıkandı. 

- Yıkama sonrası membranlara sekonder antikor solusyonu (1:10.000) eklendi ve oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. 

- İnkübasyon sonrası membranlar TBST’de 10 dk (x4) rotatorda yıkandı. 

- Membranlar, sekonder antikorun taşıdığı Horseradish peroksidaz (HRP)’ın kromojenik 

substratını (Diaminobenzidin (DAB)) içeren boyama solüsyonunda görüntülendi. 

 

 

3.9. Brn3a  Ekspresyonunun mRNA Düzeyinde Belirlenmesi 

 

Deney grubunu oluşturan sıçanlardan elde edilen retina örnekleri, RNA moleküllerinin 

frajil yapısı nedeni ile hızlıca RNAlater (Thermo Scientific) içeren 1.5 ml mikrosantrifüj 

tüplerine koyularak -80°C’de saklandı. 

 

3.9.1. Retina örneklerinden total RNA izolasyonu 

 

Retina örneklerinden total RNA izolasyonu Trizol (AppliChem) kullanılarak yapıldı. 

Aşağıda Trizol ile total RNA izolasyon protokolü yer almaktadır: 

1-Tüplerin her birine 500 l Trizol eklendi. 

2-Doku örnekleri RNAlater’dan uzaklaştırılarak Trizollü tüplere alındı. 

3- Buz üzerinde ince uçlu makas ile mekanik olarak parçalandı ve vorteklenerek 

homojenize edildi (Doku miktarı çok az olduğu için bu yöntem tercih edildi). 

4-Örnekler buzda 4 dk inkübe edildi. 

5-Her örneğe 100 l kloroform (Sigma) eklendi. Yüksek devirde vortekslendi. 

6-Örnekler buzda 3 dk inkübe edildi. 

7-İnkübasyon sonrası 12.000xg, +4 C’de 15dk santrifüj yapıldı. 

8-En üstteki aköz faz, mikropipet yardımı ile yeni ependorf tüpüne aktarıldı. 

9-Üzerine 250 l Izopropanol (Sigma) eklendi ve +4°C’de 10dk inkübe edildi. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Tris-buffered_saline
https://en.wikipedia.org/wiki/Polysorbate_20
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10-İnkübasyon sonrası, 12.000xg, +4° C’de 10dk santrifüj yapıldı. 

11-Supernatan atıldı. 

12-Üzerine 500 l %75 etil alkol (Sigma) eklendi 

13-Kısa vortex yapıldı. 

14-7500xg, +4°C’de 5dk santrifüj yapıldı. 

15-Süpernatan atıldı. 

16-Pelet havada kurutuldu. 

17-Üzerine 20 l RNaz-free su (Qiagen) eklendi. 

 

3.9.2. Total RNA örneklerinden cDNA sentezi 

 

Total RNA izolasyonundan hemen sonra, ticari kit (Sensiscript RT Kit, Qiagen) yardımı 

ile üretici firmanın belirttiği protokol uygulanarak cDNA sentezi gerçekleştirildi. Aşağıda 

cDNA sentez protokolü yer almaktadır: 

 

1- RNA denatürasyon basamağı: Total RNA örnekleri 65°C’de 5dk inkübasyona bırakıldı 

ve sonrasında direk buza alındı. 

2-Total RNA örneklerinin konsantrasyonları spektrofotometrik olarak ölçüldü (Nanodrop, 

Thermo) ve kaydedildi. 

3-Enzim kitindeki reagentler, oda sıcaklığında çözdürüldü ve buza alındı. 

4-Tüm reagentler 5 sn vortekslendi ve kısa spin yapıldı. 

5-RNaz inhibitörü kitten çıkan buffer ile 10U/mikrolitre olacak şekilde dilüe edildi. 

5-Üretici firmanın belirttiği protokolü uyarak, herbir örnek için aşağıda belirtilen reaksiyon 

karışımları hazırlandı ve sonrasında 37°C’de 60 dk inkübe edilerek cDNA sentezi 

gerçekleştirildi. 

 

Reaksiyon karışımı 

 10xBuffer                             2 µl 

 Deoksiribonükleotid trifosfat (dNTP) mix                            2 µl 

 Oligo dT primer                   2 µl 

 RNaz inhibitor                     1 µl 

 RNaz-free su*                        - 

 Template ribonükleik asit (RNA) (50ng)*          - 

Total hacim                             20 µl 
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*: Her bir örneğin total RNA konsantrasyonu farklılık içerdiğinden, RNaz-free su ve 

template RNA miktarları ayrı ayrı hesaplandı. 

 

3.9.3. Hedef gen Brn3a ekspresyonunun real-time polimeraz zincir reaksiyonu ile 

relatif kantitasyonu 

Brn3a (hedef gen) ve Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (Gapdh, referans gen) için 

relatif kantitasyon analizi, real-time polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sistemi 

(LightCycler 480, Roche Diagnostics) kullanılarak yapıldı. Her iki genin mRNA düzeyinde 

ekspresyon analizi için kullanılacak primer setleri sentezletildi (Li vd 2008). Brn3a’nın 

mRNA (mesajcı ribonükleik asit) düzeyinde ekspresyonunu kantite etmek için aşağıda 

belirtilen reaksiyon karışımı hazırlandı ve protokol uygulandı: 

Brn3a (hedef gen) ve Gapdh (referans gen)’in mRNA düzeyinde kantitasyonu amacı ile 

hazırlanan reaksiyon karışımı: 

Enzim (FastStart Essential DNA Green Master, Roche) (2x) ----10 µl 

Primer seti (10x)  ------------------------------------------------------------- 2 µl 

PCR-grade su ----------------------------------------------------------------- 3 µl 

Komplementer deoksiribonükleik asit (cDNA)------------------------------------------------- 5 µl 

Brn3a (hedef gen) ve Gapdh (referans gen)’in mRNA düzeyinde kantitasyonu amacı ile 

uygulanan reaksiyon prokolü: 

Pre-inkübasyon                : 95°C – 10 dk (Ramp: 4.4) (Kazanım modu: None) 

Amplifikasyon (45 döngü) : 95°C – 10 sn (Ramp: 4.4) (Kazanım modu: None) 

56°C – 10 sn (Ramp: 2.2) (Kazanım modu: None) 

72°C – 10 sn (Ramp: 4.4) (Kazanım modu: Single) 

Soğuma                            : 40°C – 30 sn (Ramp: 4.4) (Kazanım modu: None) 
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Hedef transkriptlerin katlı değişimleri, universal kabul edilen △△Ct metodu ile 

belirlenmiştir. Özetle, önce Brn3a ve GAPDH’in real-time PCR analizi sonrası elde edilen 

Ct (cycle treshold) (eşik değeri geçen fluoresan sinyali için gerekli döngü sayısı) 

kullanılarak △Ct (Brn3A Ct-GAPDH Ct) (GAPDH’e göre normalizasyon aşaması) değeri 

ve sonrasında △△Ct (Örnek Ct-kontrol grubu ortalama△Ct) hesaplanmıştır. Ardından, 

her bir örneğin △△Ct değerleri kullanılarak 2^-△△Ct formülü ile katlı değişimleri 

belirlenmiştir. 

 

 

3.10. İmmunohistokimyasal Boyama-Apoptozisin Değerlendirilmesi 

 

RVDO sonrası 2, 7 ve 14. günlerde “TdT-dUTP nick-end-labelling” (TUNEL) yöntemi ile 

retina hücrelerinde apoptozis değerlendirildi.  TdT (terminal deoksinukleotidil-

transferaz)-aracılı in-situ işaretleme tekniği için ticari kit kullanıldı. Ticari kitin çalışma 

prensibi kriyostat kesitlerine uygun olarak fiksasyon, dehidrasyon, endojen peroksidaz 

aktivitesinin bloklanması, proteinaz K uygulaması, TUNEL reaksiyon karışımının 

eklenmesini takiben konverter-peroksidaz ve DAB substratının eklenmesi 

basamaklarınından oluşmakta idi. Zıt boyama için Harris’in hemotoksilen boyası 

kullanıldı. Her boyamada pozitif kontrol (reaktif lenf nodülleri) ve negatif kontrol (Terminal 

deoksinükleotidil transferazsız (TdT) kesitler kullanıldı. 

Morfolojik olarak apoptoz kriterlerine sahip hücreler (yogun, hiperkromatik, halka-

benzeri, yarım ay veya boncuk şekilli nüklear kromatin ve kromatin-içeren sitoplazmik 

artıklar) TUNEL-pozitif hücreler olarak değerlendirildi. Apoptotik hücre oranı için x40 

büyütmede apoptotik hücreleri içeren en az 10 alanın değerlendirilmek kaydıyla şu 

formül dikkate alındı (Garrity vd 2003): 

Apoptotik hücre oranı (%) = Pozitif apoptoz hücre sayısı / Toplam hücre sayısı X %100 

 

 

3.11 İstatistiksel Analizler 

 

İstatistiksel analiz için SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS 

Inc., Chicago, ABD) programı kullanıldı. Sayısal veriler ortalama ± standart sapma olarak 

ifade edildi. İki grup verilerinin kıyaslaması t-test ile yapıldı. 'P<0.05' istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

Çalışmada toplam 31 adet sıçan kullanıldı. Retinal görüntüleme, anjiografi ve 

tomografi tetkiki için 3, retinal disseksiyon ve kesit alınma çalışmaları için 3, Western-

Blot analizi ön çalışması için 2, Western-Blot ve Brn3a-mRNA PCR analizi için 20 sıçan 

kullanıldı. Çalışma süreci boyunca 3 sıçan planlanan sakrifikasyon tarihinden önce 

eksitus ile kaybedildi. 

 

 İlk etapta iki ayrı günde 300-368 g ağırlığında toplam 12 sıçanın sağ gözüne lazer 

yapıldı. İlk gün 4 sıçana, ikinci deney gününde 8 sıçana lazer uygulandı. Hipotezimiz 

doğrultusunda deney gruplarına göre hedef gen ekspresyon düzeyindeki farklılıklar 

uyumlu bulunmadığından (detaylar bulgular kısmında verildi) ikinci etap planlandı. İkinci 

etapta aynı gün 8 sıçanın sağ gözüne lazer yapıldı. 

 

Çalışma sırasındaki basamaklarda elde edilen bulgular alt başlıklarla aşağıda 

özetlenmiştir. 

 

 

4.1 Fundus Görüntüleme ve Anjiografi 

 

Fundoskopik 20D ve 30D lens yardımıyla akıllı telefon kamerası ile elde edilen 

retina görüntülerinin kalitesinin düşük olduğu, görüntülerin büyütülmesi esnasında 

detayların kaybolduğu izlendi (Şekil 2.1, 2.2). 
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Şekil 2.1 İndirek oftalmoskopi lensleri ile akıllı telefon kamerası kullanılarak retinal 
görüntüleme. 
 

 

 

 

Şekil 2.2. İndirek oftalmoskopi lensleri ile akıllı telefon kamerası kullanılarak retinal 
görüntüleme (büyütülmüş görüntü). 
 

Kornea üzerine viskoelastik jel uygulanarak kontakt makula lensi yerleştirildi. Ardından 

akıllı telefon kamerası ile flaş açık poziyonda retinanın video kaydı yapıldı. Görüntü 

kalitesinin net olduğu, görüntü büyütüldüğünde de retinal yapıların net olarak izlendiği 

kaydedildi (Şekil 3.1, 3.2). 
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Şekil 3.1. Kontakt makula lensi ile retinal görüntüleme. 
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Şekil 3.2. Kontakt makula lensi ile retinal görüntüleme, optik sinir uzun okla, retinal ven 

kısa okla gösterilmiştir  (büyütülmüş görüntü). 

 

 

 

 

Fundus kamerası ile edilen görüntülerde ışık yansıması olduğu görüldü. Işık 

yansıması albinoid retina ile ilişkilendirildi. Şekil 4.1’de lazer ile retinal ven oklüzyonu 

oluşturulmasından sonraki retinal görüntü, Şekil 4.2’de lazer uygulamasından hemen 

sonraki optik koherens tomografi görüntüsü, Şekil 4.3’te lazer ile retinal ven oklüzyonu 

oluşturulmasından 36st. sonra optik koherens tomografi görüntüsü izlenmektedir. 
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Şekil 4.1 Lazer ile retinal ven oklüzyonu oluşturulmasından sonraki retinal görüntü. Ok 
uçları lazerlenmiş damar alanını göstermektedir. 
 

 

 
Şekil 4.2 Lazer ile retinal ven oklüzyonu oluşturulmasından sonraki optik koherens 
tomografi görüntüsü. 
 

 

 

Şekil 4.3. Lazer ile retinal ven oklüzyonu oluşturulmasından 36saat sonra optik koherens 
tomografi görüntüsü. 
 

Anjiografi için %10 floresein maddesi 0.2cc intraperitoneal olarak verildi, 15.dk’da 

görüntü alındı. Görüntülerin net olmadığı izlendi. Kontrast madde kullanılmadan çekilen 
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bir anjiografik tetkik olan optik koherens tomografi anjiografi ile vasküler yapı 

görüntülemesi yapılamadı. 

 

 

4.2 Retina İzolasyonu Yöntemleri 

 

Retina izolasyonunda metodoloji bölümünde belirtilen ilk yöntemde limbustan 

yapılan kesilerde retinanın alttaki sklera/koroidden serbestleşmediği, limbusa yakın 

bölgede yapıların birbiriyle sıkı yapışıklık içerisinde olduğu ve çıkartılma esnasında 

retinanın parçalandığı izlendi. İkinci yöntemde ise limbustan daha posterior alanda 

sirküler kesi yapıldığında, üstte belirtilen sıkı yapışık alanın aşıldığı ve retinanın künt bir 

enstrüman ile kolaylıkla sklera/koroidden serbestleştiği saptandı. 

 

 

4.3 Retinal Kesitlerin Hazırlanması 

 

Kriyostat ile alınan 20 ve 30µm kesitlerde ksilen aşamasında doku örneklerinin 

lamdan ayrıldığı, 10µm kesitlerde ise lama tutunma problemi olmadığı izlendi. 

Hematoksilen-eozin ile boyanmış olan retinal kesitler ışık mikroskobu ile 1) globun bir 

parçası olarak, 2) globdan izole edildikten sonra değerlendirildi. 

 

Glob kesitleri alındığında glob duvarının vitreye doğru kollabe olduğu ve retinal 

tabakalarda kopma ve segmentasyon olduğu izlendi (Şekil 5.1, 5.2). 

 

 

 

Şekil 5.1 Retinal tabakalarda kopma ve segmentasyon (X4 büyütme, 20µm kalınlık). 
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Şekil 5.2 Retinal tabakalarda kopma ve segmentasyon okla gösterilmiştir (X10 büyütme, 

20µm kalınlık). 

 

Retinal kesitlerde tabakaların düzenli olmadığı izlendi. Bu durum kesim sırasında globun 

kollabe olması ve retinal tabakaların düzeninin bozulması ile ilişkilendirildi. 

 

Globdan izole edildikten sonra retinanın bütün olarak çıkartıldığı, 4 yanına periferden 

çentik atılarak düzleme düzgün yerleştirilecek forma getirildiği 4 yapraklı yonca formu 

Şekil 6’da görülmektedir (Şekil 6). 

 

 

 

Şekil 6. Dört yapraklı yonca modelinde hazırlanan bütün retina. 
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Globdan izole edildikten sonra retinanın bütün olarak çıkartılmasını takiben, 

retinanın transvers (cross-section) kesitlerini almak için kriyostat taşıyıcısına dik 

olacak şekilde doku örneği yerleştirildiğinde, dokunun donma tamamlanmadan önce 

pozisyonunun bozulduğu ve eğildiği saptandı. Retinal dokunun kriyostat medyumu 

içinde pozisyonunu hızlı stabilize etmek için, retinal kesit medyum üzerine 

yerleştirildiğinde soğuk metal obje teması ile medyum hızla soğutuldu. Zemindeki 

medyum donunca üzerinde yeni medyum ilave edilip sürekli soğutma yapılarak 

dokunun medyum sütunu içinde stabilize olması sağlandı. Kriyostat ile alınan 10µm 

kesitler incelendiğinde, retinal kesitlerde doku bütünlüğünün yer yer bozulduğu, 

çatlak görünümü olduğu kaydedildi. Bu durum soğutma amaçlı kullanılan metalin 

ağırlığı ile ilişkilendirildi (Şekil 7.1, 7.2). 

 

 

 

 

 

Şekil 7.1 Retinal tabakalarda bozulma (X10 büyütme, 10µm kalınlık). 
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Şekil 7.2 Retinal tabakalarda bozulma (X40 büyütme, 10µm kalınlık). 

 

Enüklee edilmiş olan globdan retina izolasyonu yapılırken globun 

sabitlenememesi ve mobil olması nedeniyle retinal disseksiyon sırasında zorluk 

yaşandı. Globun stabil durması açısından, anestezi altında enükleasyon yapılmadan 

ve glob orbitadan ayrılmadan retinal disseksiyon gerçekleştirildi. 

Metodolojide belirtildiği gibi, servikal dislokasyondan önce ve servikal 

dislokasyondan sonra olacak şekilde 2 ayrı zamanlama ile retina izolasyonu 

yapılarak iki yöntem karşılaştırıldı. Servikal dislokasyondan önce yapılan 

izolasyonda, kesi sonrası oküler damarlardan kaynaklanan yoğun hemoraji 

nedeniyle retina net bir şekilde görülemedi ve retinal disseksiyon sağlıklı şekilde 

gerçekleşmedi. Aynı sıçanın diğer retinası, servikal dislokasyondan sonra kanama 

komplikasyonu olmadan çıkarıldı. Elde edilen bulgular doğrultusunda çalışmadaki 

diğer sıçanların retinası servikal dislokasyondan hemen sonra, glob orbitadan 

ayrılmadan yapıldı. 

 

 

4.4 Western-Blot analizi ile Brn3a ekspresyonunun protein düzeyinde gösterilmesi 

 

Metodolojide belirtilen protokolle, lazer uygulanan ve uygulanmayan sıçanların 

retina örneklerinden izole edilen protein konsantrasyonları sırası ile 0.40 mg/ml ve 0.43 

 

 

 

Ganglion hücre tabakası 

 

İç pleksiform tabakası 

 

İç nükleer tabakası 

Dış pleksiform tabakası 

Dış nükleer tabakası 

 

Fotoreseptör tabakası 
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mg/ml olarak belirlendi. Bu protein konsantrasyonlarının Western-Blot analiz için yeterli 

miktarda olduğu belirlendi. 

 

Western-Blot analizleri metodolojide belirtilen protokolle yapıldı. Membranlar, 

sekonder antikorun taşıdığı HRP’nin kromojenik substratını (DAB) içeren boyama 

solüsyonunda görüntülendi (Şekil 8.1, 8.2). 

 

 

 

Şekil 8.1 Lazer uygulanmış sıçan retina örneğinde Western-Blot analizi. A. β-Aktin için 
yapılan Western-Blot analizi. 1 numaralı kuyu: 10-250 kDa’luk protein moleküler ağırlık 
marker’ı (Santa Cruse Biotech), 2 numaralı kuyu: Örnekte 41 kDa ağırlığında β-Aktinin 
varlığını gösteren bant profili.  B. Brn3a için yapılan Western-Blot analizi. 1 numaralı 
kuyu: 10-250 kDa’luk protein moleküler ağırlık marker’ı (Santa Cruse Biotech), 2 
numaralı kuyu: Örnekte 43 kDa ağırlığında Brn3a’nın varlığını gösteren bant profili 
saptanmadı. 
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Şekil 8.2 Lazer uygulanmamış sıçan retina örneğinde Western-Blot analizi A. β-Aktin 
için yapılan Western-Blot analizi. 1 numaralı kuyu: 10-250 kDa’luk protein moleküler 
ağırlık marker’ı (Santa Cruse Biotech), 2 numaralı kuyu: Örnekte 41 kDa ağırlığında β-
Aktinin varlığını gösteren bant profili.  B. Brn3a için yapılan Western-Blot analizi. 1 
numaralı kuyu: 10-250 kDa’luk protein moleküler ağırlık marker’ı (Santa Cruse 
Biotech), 2 numaralı kuyu: Örnekte 43 kDa ağırlığında Brn3a’nın varlığını gösteren 
bant profili saptanmadı.  
 

 

Şekil 8.1 ve 8.2’de görüldüğü üzere, lazer uygulanmış ve lazer uygulanmamış retina 

örneklerine Western-Blot analizlerinde internal kontrol olarak kullanılan ve 41 kDA 

büyüklüğünde -aktin proteinine ait bant gözlendi ancak bu örneklerde 43 kDA 

büyüklüğünde Brn3a proteinine ait bant izlenmedi. 

 

 

4.5. Brn3a Gen Ekspresyonunun mRNA Düzeyinde Belirlenmesi 

Western-Blot analiz sonuçlarına göre, retina dokusu örneklerinde Brn3a 

ekspresyonunun protein düzeyinde belirlenememesi nedeni ile, hedef genin mRNA 

(transkript) düzeyinde ekspresyonunun belirlenmesi hedeflendi. Bu amaçla, literatürde 

daha önce yer aldığı üzere sıçanlarda Brn3a gen ekspresyonu için uygulanan protokol 

kullanıldı ve referans gen olarak Gapdh seçildi. Şekil 9’da çalışma gruplarına ait gerçek-

zamanlı PCR amplifikasyon eğrileri yer almaktadır. 
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Şekil 9.1 Kontrol grubunda yer alan retina örneklerinde Brn3a ve Gapdh’e özgün 
amplifikasyon eğrileri. Grafikte (a-e) Brn3a, (f-i) Gapdh’e ve (j) negatif kontrol örneğine 
özgün amplifikasyon eğrilerini göstermektedir. 

 

 

 

Şekil 9.2 Lazer grubunda yer alan retina örneklerinde Brn3a ve Gapdh’e özgün 
amplifikasyon eğrileri. Grafikte (a-d) Brn3a, (e-h) Gapdh’e ve (ı) negatif kontrol örneğine 
özgün amplifikasyon eğrilerini göstermektedir. 
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Şekil 9.3 Resveratrol grubunda yer alan retina örneklerinde Brn3a ve Gapdh’e özgün 
amplifikasyon eğrileri. Grafikte (a-e) Brn3a, (f-i) Gapdh’e ve (j) negatif kontrol örneğine 
özgün amplifikasyon eğrilerini göstermektedir. 

 

 

 

Şekil 9.4 Lazer+resveratrol grubunda yer alan retina örneklerinde Brn3a ve Gapdh’e 
özgün amplifikasyon eğrileri. Grafikte (a-e) Brn3a, (f-i) Gapdh’e ve (j) negatif kontrol 
örneğine özgün amplifikasyon eğrilerini göstermektedir. 

 



33 
 

 

Dört farklı deney grubuna ait retina dokusunda Brn3a ekspresyon düzeyleri Şekil 

5’te yer almaktadır. Gruplar arasında istatistiksel anlamlılık sadece kontrol grubu ve RSV 

grubu arasında gözlendi (p=0.03). Kontrol ile lazer, kontrol ile lazer+RSV ve lazer ile 

lazer+RSV gruplarında istatistiksel anlamlılık değerleri sırası ile p=0.46, p=0.26 ve 

p=0.37 olarak bulundu. 

 

 

 

Şekil 10. Kontrol, resveratrol, lazer ve lazer+resveratrol gruplarına ait retina doku 
örneklerinde Brn3a ekspresyon düzeyleri. 
 

 

4.6 Apoptozisin değerlendirilmesi 

 

TUNEL yöntemi ile apoptozin saptanması için alınan kesitlerde herhangi bir pozitif 

boyanma görülmedi (Şekil 11). Sorunun tespiti için süre ve bütçe kısıtlı olduğundan 

değerlendirmeye alınmadı. 
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Şekil 11. Apoptozisin değerlendirilmesi için TUNEL yöntemi ile yapılan incelemede 
retinal hücrelerde pozitif boyanma olmadığı izlenmektedir (X40 büyütme, 10µm kalınlık). 
 

 

4.7 Komplikasyonlar 

 

İlk etapta 3 sıçana RVDO oluşturulduktan hemen sonra 30mg/kg intraperitoneal 

RSV verildi. Sıçanların ikisinde solunum sıkıntısı oluştu. Uygulamadan sonraki 24 saat 

içinde eksitus ortaya çıktı. Üçüncü sıçanda 24 saat sonra solunum sıkıntısı görüldü. Bu 

ön sonuçlar neticesinde deneyin geri kalanında metodoloji değiştirildi ve RSV 

uygulamasına gavaj ile devam edildi. 

 

Bir sıçanda anestezi altında retina izole edilirken ortaya çıkan yoğun hemoraji 

nedeniyle retina dokusu ayırt edilemedi ve izolasyon sağlıklı bir şekilde gerçekleşemedi. 

Sonraki uygulamalarda retina izolasyonu servikal dislokasyon yapıldıktan sonra, 

hemoraji gelişmeden gerçekleştirildi. 
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5. TARTIŞMA 

 

 

Deneysel retinal nöroproteksiyon çalışmalarında RGH sağkalım oranı sık 

kullanılan bir parametredir. RGH sağkalımını göstermek için çeşitli metodlar 

kullanılmaktadır. Bunlar arasında RGH-spesifik belirteçler ile immunoişaretleme 

(immunolabeling), retrograd işaretleme (Fluorogold vs.) ve nöronal işaretleme (βIII-

tubulin, Neurotrace, NeuN vs.) sayılabilir (Guymer vd 2020). RGH-spesifik belirteçler 

arasında Brn3a, gamma (γ)-synuclein ve çoklu kesicili RNA-bağlayıcı protein (RNA-

binding protein with multiple splicing (RBPMS) yer almaktadır (Guymer vd 2020). 

 

RGH sayımı geleneksel olarak semi-otomatize veya manuel yöntemle 

yapılmaktadır. Bu yöntemde optik diske belli mesafede retinal alanlar seçilmekte ve bu 

alanlarda RGH sayılmaktadır. Bu yöntem zaman almakta ve hem sayımı gerçekleştiren 

kişi, hem de seçilen alanlar açısından bir yönelim (bias) yaratabilmektedir. Sefton’a göre 

RGH dansitesi santral alanda en çok iken, periferik retinada en az sayıdadır (Guymer vd 

2020). Öte yandan aynı türdeki sıçanların arasında, hatta aynı sıçanın sağ ve sol 

gözlerinde RGH spatial dağımınında farklılıklar görülebilmektedir (Danias vd 2002). Bu 

nedenle, sektörel değerlendirmelerde variabilite artabilmekte, bundan kaçınmak için tüm 

retinanın değerlendirilmesi gerekebilmektedir (Guymer vd 2020, Danias vd 2002). Bu 

bilgiler ışığında, çalışmamızda hem Western-Blot analizinde hem de gerçek zamanlı 

PCR analizinde her bir sıçanın tüm retinası alınmış, sektörel değerlendirme 

yapılmamıştır. 

 

Brn3a, yüksek spesifitesi ve nükleer yerleşimi nedeniyle, RGH sağkalımını 

değerlendiren çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. RGH’de akut stres 

durumunda, hücre canlı kaldığı halde Brn3a ekspresyonunda azalma ortaya 

çıkabilmekte, bu da RGH ölümü konusunda hatalı değerlendirmelere sebep 

olabilmektedir. (Nadal-Nicolás vd 2009, Masin vd 2021).  Ayrıca, Brn3a’nın melanopsin 

eksprese eden RGH gibi bazı spesifik RGH tiplerini işaretlemediği, genel anlamda RGH 

popülasyonunun %80’ini belirlemede faydalı olduğu gösterilmiştir (Nadal-Nicolás vd 

2012, Masin vd 2021). Optik sinir hasarı ve kronik oküler hipertansiyon rodent modellerini 
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inceleyen bazı çalışmalarda melanopsin eksprese eden geniş RGH’nin, küçük RGH’ne 

göre dejenerasyona daha dirençli olduğu gösterilmiştir (Li vd 2006, Pérez de Sevilla 

Müller vd 2014, Davis vd 2020). Hücre boyutundaki bu artış ile ilgili çeşitli açıklamalar 

ileri sürülmüştür. Biri, hasara cevap olarak artmış gen ekspresyonudur. Bir diğeri ise, 

dendrit sayısını arttırarak komşu RGH kaybını kompanse etme çabasıdır (Ahmed vd 

2001, Davis vd 2020). 

 

Çalışmamızda lazer uygulaması sonrası, istatistiksel anlamlılık olmamakla 

birlikte, Brn3a ekspresyonunda artış gözlemledik. Uygulanan lazerin dozu yanısıra 

uygulama süresi ve hasarın oluşturulduğu ortamdaki hücre kompozisyonlarının detaylı 

analizlerini içerecek geniş kapsamlı çalışmalar ile hasara yanıt olarak Brn3a 

ekspresyonunun değişimi hakkında daha net sonuçlara ulaşılabilecektir. 

 

Retina ve optik sinir hasarını çeşitli yollarla oluşturmak mümkündür. Farklı 

mekanizmalarlarla, farklı şiddette sinir hasarı ortaya çıkabilmektedir (Nadal-Nicolás vd 

2009). Nadal-Nicolas vd (2009) sıçanlarda kesi (transeksiyon) ve ezilme (crush) ile ilişkili 

optik sinir hasarı sonrası RGH sağkalımını değerlendirmişlerdir. RGH değerlendirmesi 

hem FG ile işaretleme, hem de Brn3a immundeteksiyon ile olmak üzere 2 ayrı yöntemle 

yapılmıştır. 

 

Çalışmada optik sinir kesisi sonrası 14. günde her iki yöntemle de başlangıca 

göre anlamlı RGH kaybı saptanmıştır. Öte yandan Brn3a+RGH sayısı (4,778 ±1,332), 

FG+RGH sayısına (10,598 ±2,785) göre anlamlı düşüktür. Optik sinirde ezilme sonrası 

14. günde yine başlangıca göre anlamlı RGH kaybı mevcuttur. RGH değerlendirme 

yöntemlerine göre bakıldığında; Brn3a+RGH sayısı (10,176±2,940), FG+RGH sayısına 

(21,117±5,824) göre yine anlamlı düşüktür. Çalışmadaki bulgular, her iki işaretleme 

yöntemiyle de 14.günde anlamlı RHG kaybı oluştuğunu göstermektedir ancak yönteme 

göre sağ kaldığı öngörülen RGH sayısında anlamlı farklılık vardır. Bizim çalışmamızda 

RGH direkt olarak değerlendirilmemiş, Brn3a mRNA ekspresyonu üzerinden indirekt veri 

elde edilmesi planlanmıştır. Çalışmamızda lazer uygulaması sonrası, Brn3a 

ekspresyonunda anlamlı bir fark gözlemlenmemiştir. 

 

Travmanın farklı retinal hücrelerde Brn3a’nın ekpresyonunu upregüle etmesi 

hipotezine ilişkin olarak, hem hasar öncesi, hem de hasar sonrasında Brn3a sinyallerinin 

FG işaretli RGH ile kolokalize olduğu gösterilmiş, bu nedenle Brn3a’nın RGH tarafından 

eksprese edildiği ve bu konuda etkin bir belirteç olduğu görüşüne varılmıştır. Brn3a 

ekspresyonunun optik kesisi sonrası 48st.’te %25 oranında, 9. Günde ise %80 oranında 
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azaldığı ve ekspresyonunun kesi sonrası akut dönemde sona ermediği izlenmiştir.  RGH 

kaybının, kesi sonrasında ezilme sonrasına göre daha erken dönemde olduğu 

görülmüştür (Nadal-Nicolás vd 2009). Çalışmamızda 14. günde lazer grubu ile kontrol 

grubu arasında Brn3a eksprese eden mRNA seviyeleri arasında anlamlı fark 

çıkmamıştır. Çalışma bulguları arasındaki fark, optik sinirin direkt kesilmesi/ezilmesi ile 

RGH’nde oluşan hasarın, RVDO ile oluşan iskeminin verdiği hasara göre fazla 

olmasından kaynaklanabilir. 

 

Nadal-Nicolas vd’nin (2009) çalışmasında optik sinire uygulanan travma yöntemi 

ile ortaya çıkan RGH kaybının farklılık gösterdiği, ayrıca travma yöntemi aynı olduğunda 

bile farklı indikatörlerin gösterdiği RGH kaybı oranının da farklı olduğu saptanmıştır. Bu 

bilgiler ışığında, çalışmamızda iskemi ile ortaya çıkan RGH hasarının, optik sinir 

kesi/ezilmesine göre az olduğu, ayrıca Brn3a eksprese eden mRNA seviyesinin, RGH 

sağkalımını gösterme açısından diğer indikatörlere göre olasılıkla daha zayıf olduğu ileri 

sürülebilir. 

 

Sun vd’nin (2023) çalışmasında optik siniri çekme (pulling) yoluyla sinir hasarı 

oluşturulmuş ve 7. Günde RGH sayısında azalma saptanmıştır. Optik sinir çekme gücü 

arttıkça, RGH sayısında azalma görülmüştür. Gücün 0.1N olduğu grup TUNEL ile 

gösterilen apoptotik hücre açısından kontrol grubuyla fark göstermezken, 0.3N ve 0.5N 

güç gruplarına göre anlamlı düşük saptanmıştır. Brn3a ile işaretli RGH sayısı, 0.5N 

grubunda 0.1N ve 0.3N grubuna göre anlamlı şekilde düşüktür, benzer şekilde 0.3N 

grubundaki sayı 0.1N grubuna göre anlamlı düşüklük göstermiştir. Bu çalışmadaki 

bulgular irdelendiğinde, RGH üzerindeki stresin derecesi ile hasar oranının ilişkili olduğu 

görülmektedir. Çalışmamızda tüm sıçanlara benzer sayı, süre ve güçte lazer uygulaması 

yapılmıştır ancak Brn3a eksprese eden mRNA seviyesinde lazer grubu ile kontrol grubu 

arasında fark saptanmamıştır. Bu sonuçlar, RGH üzerinde yeterli stres oluşturacak 

şiddette iskemi oluşmadığı şeklinde yorumlanabilir. Domuz gözünde yapılan anjiografik 

çalışmalarda tek bir retinal venin oklüzyonunun kolaylıkla kompanse edildiği 

gösterilmiştir (Mæng vd 2023). 

 

Deneysel sıçan RVO modelinde lazer uygulamasından 1-2 gün sonra anjiografik 

olarak venlerde reperfüzyon olabildiği gösterilmiştir (Zhang vd 2008). Perfüzyona 

rağmen 4. günde retinal hemorajiler pik yapmış, 14. günde retinada solukluk ortaya 

çıkmıştır. Tüm retina (whole retina) incelemesinde, SRVO olan grupta RHG sayısında 

14. günde %30 azalma olurken, RVDO grubunda ise anlamlı azalma daha geç ortaya 

çıkmış, 21. günde %9.5 RHG azalması izlenmiştir.  SRVO oluşturulmuş olan sıçan 
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retinasında 4. günde yapılan incelemede santral retinada dış nükleer ve fotoreseptör 

tabakalarında sırasıyla %33.3 ve %59 oranında incelme saptanmıştır. Fuma vd’nin 

(2017) RVO oluşturulan fare gözlerinde yaptıkları çalışmada ise iç nükleer tabakada 1. 

günde kalınlaşma, dış nükleer tabakada ise 7. günde anlamlı incelme saptanmıştır. 

Kistoid ödem 1 ve 3. günlerde görülmüştür. 

 

RGH, retinal hücre popülasyonunun %1’inden azını oluşturmakta ve bu da 

Western-Blot analizlerinde zayıf sinyale veya sinyal gözlenmemesine sebep olmaktadır. 

(Nadal-Nicolás vd 2009). RVO çalışmalarında kullanılan fotosensitizan boya, lazeri 

absorbe etmekte ve ihtiyaç duyulan lazer sayısını ve gücünü azaltmaktadır. Öte yandan, 

boyanın sebep olduğu radyasyon, protein modifikasyonlarına sebep olarak sonuçların 

değerlendirilmesini etkileyebilmektedir (Cehofski vd 2015, Maeng vd 2023). 

Çalışmamızda lazer uygulanmış ve lazer uygulanmamış retina örneklerinde Western-

Blot analizlerinde internal kontrol olarak kullanılan ve 41 kDA büyüklüğünde - aktin 

proteinine ait bant gözlenmiş, ancak 43kDA büyüklüğünde Brn3a proteinine ait bant 

gözlenmemiştir. Literatürde retina örneklerinden protein analizlerinde örneklerin pool 

edilerek çalışıldığı görülmektedir (Nadal-Nicolás vd 2009, Rocha-Martins vd 2012, Wang 

ve Li 2017). Proje tez çalışmamızda oluşturulacak deney gruplarının sayısının azlığı 

nedeni ile örneklerin pool edilerek çalışılması tercih edilmemiştir. Elde edilen bulgular 

sonucunda, her ne kadar bireysel retina dokusundan izole edilen total protein 

konsantrasyonu Western-Blot analizi için yeterli olsa da, total protein içinde hedef protein 

olan Brn3a’nın söz konusu analiz için yeterli düzeyde/konsantrasyonda olmadığı 

değerlendirilmiştir. 

 

RVO sonrası apoptozisin değerlendirildiği bir çalışmada TUNEL yöntemiyle tüm 

kontrol günlerinde (4, 7, 14 ve 21. günler) gangliyon hücre ve iç nükleer tabakalarda 

%5’ten az hücrede boyanma görülmüştür (Zhang vd 2008). Yazarlar bunun retinadaki 

apoptotik hücrelerin temizlenme (clearance) süresi ile ilişkili olabileceğini ileri sürmüşler 

ve retinada bu sürenin bilinmediğini, karaciğerde ise 3 saate inebildiğini belirtmişlerdir 

(Bursch vd 1990). 

 

Bizim çalışmamızda retina dokusunun RVO oluşumundan 48st. sonra yapılan 

TUNEL incelemesinde pozitif hücre saptanmamıştır. Üstte ileri sürülen, retinal apoptotik 

hücrelerdeki clearance hızı, çalışmamızda retinada TUNEL pozitif hücre bulunamayışı 

ile ilişkili olabilir. Bu konuya açıklık getirmek için daha fazla veriye ihtiyaç duyulmaktadır. 
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Çalışmamızda lazer grubu ile kontrol grubu arasında, Brn3a mRNA ekspresyon 

düzeyinde farklılık görülmemiştir. Bunun için çeşitli hipotezler ile sürülebilir: 

 

1-Lazerin uygulama dozu ve sayısı, Brn3a ekspresyonunda azalma yaratacak şiddette 

iskemi oluşturmamış olabilir. Öte yandan, çalışmamızda retinal venler üzerine, diskten 

yaklaşık 1 disk mesafesi uzaklıkta güç 100-150mw, spot büyüklüğü 50-100µm, 

maruziyet süresi 1sn olacak şekilde, kan akımını engelleyecek beyazlaşma görülünceye 

kadar lazer atış yapılmış ve tüm venlerde damar distalinde genişleme izlenmiştir. 

Uygulama şekli ve lazer parametreleri literatürle uyum içerisindedir (Sun vd 2013). 

 

2- Lazerle oluşmuş olan vasküler oklüzyon, sıçanlarda sık görülen rekanalizasyon 

meydana gelmesi sonucunda etkisini kaybetmiş olabilir. Zhang vd (2008) tarafından 

oluşturulan deneysel sıçan RVO modelinde, hastalığın doğal seyrini inceleyen bir 

çalışmada, lazer uygulamasından 1-2 gün sonra anjiografik olarak venlerde reperfüzyon 

gösterilmiştir. RVO sonrası 4. günde retinal hemorajiler pik yapmış, 14. günde retinada 

solukluk ortaya çıkmıştır (Zhang vd 2008).  Genevois vd (2004) ise RVO oluşturulan 

sıçan retinalarında, rekanalizasyondan sonra da mikrovasküler değişiklikler ve kapiller 

non- perfüzyonun devam ettiğini, dolayısıyla total oklüzyon süresi birkaç günle sınırlı 

kalsa da, süreçte ortaya çıkan değişikliklerin oklüzyondan kısmen bağımsız olarak 

gerçekleştiği sonucuna varmışlardır. Bu çalışmalardaki bulgular, sıçan retinasında RVO 

sonrası rekanalizasyon ve reperfüzyonun sık görüldüğünü göstermekte, öte yandan 

reperfüzyon gelişse de retinal hasarın devam ettiğini işaret etmektedir. Fuma vd (2017), 

çalışmalarında fotosensitizan ajan olarak Rose bengal (8 mg/mL IV) kullanmışlar ve 

daha önceki deneyimlerinde Rose-Bengal dozu düşük olduğunda spontan retinal 

vasküler rekanalizasyonun görüldüğünü (makalenin ekinde) belirtmişlerdir.  Bizim 

çalışmamızda Rose-Bengal intravenöz değil, intraperitoneal olarak 20mg/kg dozunda 

verilmiştir.  

 

3-RVDO oluşumu ile etkilenen RGH grubu, Brn3a ile işaretlenen %80’lik dilim içerisinde 

olmayabilir veya Davis ve ark.’nın ileri sürdüğü gibi, sağ kalan RGH popülasyonunda 

iskemi sonucunda gen ekspresyonunda bir artış ortaya çıkmış olabilir. Bu durumu 

kanıtlamak için daha fazla veriye ihtiyaç vardır. 

 

4-Çalışmamızda değerlendirilmiş olan, Brn3a’yı eksprese eden mRNA seviyesi, RGH 

için direkt bir indikatör olmayabilir. Western-Blot analizi ile protein düzeyinde 

ekspresyonunu belirleyemediğimiz Brn3a’nın, daha hassas bir yöntem olan gerçek-

zamanlı PCR ile mRNA düzeyinde ekspresyonunu belirledik. Bu amaçla referans gen 
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olarak GAPDH kullandık ve Brn3a’nın GAPDH’e göre relatif kantitasyonu yaptık ve her 

bir çalışma grubumuz için katlı değişimlerini hesapladık. Gerçek zamanlı PCR, oldukça 

duyarlı ve özgün bir yöntem olması yanı sıra amplifikasyon sonrası analiz aşamalarının 

aynı ortamda gerçekleştirilebilmesi nedeni ile de kontaminasyon riskini ortadan kaldıran 

bir yöntemdir. Kullanılan protokole bağlı olmakla birlikte, hedef transkriptin 1 kopyasını 

belirleyebildiği rapor edilmiştir. Ayrıca, bu yöntem örnekler arasındaki %23 kadar az bir 

orandaki gen ekspresyon farklılıklarını dahi belirleyebilmektedir (Wong and Medrano 

2005). Western-Blot analizi ilgilendiğimiz hedef proteinin nanogram konsantrasyonlarda 

varlığını belirleyen bir yöntemdir. Western-Blot’ın belirleme limitini etkileyen birçok faktör 

bulunmaktadır ve daha hassas analizler farklı versiyonları bulunmaktadır (Mishra vd 

2019).  Çalışmamızda, Western-Blot analizinde yaygın olarak kullanılan ve 

laboratuvarımız olanaklarına uygun enzimatik belirleme yöntemini uyguladık, ancak 

Brn3a’nın bireysel retina dokusunda protein düzeyinde ekspresyonunu göstermedik. Bu 

sonuç bize, bireysel retina dokusunda var olan Brn3a protein konsantrasyonunun, 

uyguladığımız Western-Blot analizinin belirleme limitinin altında olduğunu 

göstermektedir. 

 

Deneysel çalışmalarda mRNA ile protein ekspresyon profilleri arasında 

uyumsuzluklar olabildiği bilinmektedir (Gygi vd 1999, Pascal vd 2008, Mehra vd 2003). 

Söz konusu uyumsuzluk kinetik parametrelerden olduğu kadar, ribozom 

konsantrasyonundan da kaynaklanabilmektedir. Perturbasyona yanıtta serbest ve total 

ribozom konsantrasyon değişiklikleri, aminoaçil tRNA için kompetisyon sırasında 

başlatma ve elongasyona ilişkin kinetik değişiklikler, terminasyon kinetiğindeki 

değişiklikler, perturbasyona yanıtta mRNA seviyesindeki değişiklikler ve protein 

stabilitesindeki değişiklikler gibi pek çok faktör, mRNA ve protein ekspresyon profilleri 

arasındaki ilişkiyi etkiler (Mehra vd 2003). 

 

Gygi vd (1999) mRNA ve protein seviyeleri arasındaki korelasyonun, kantitatif 

mRNA verisine bakarak protein ekspresyon seviyesini tahmin etmek için yeterli 

olmadığını göstermiştir. Bazı genlerde, mRNA seviyeleri benzer iken, protein 

seviyelerinde 20 kata kadar fark olabildiği izlenmiştir. 

 

Çalışmamızda RSV grubunda mRNA seviyesinin kontrol grubuna göre anlamlı 

azaldığı görülmektedir. Nöroprotektif özellikte olduğuna dair literatür verisi olan RSV’un, 

çalışmamızda Brn3a eksprese eden mRNA seviyesinde azalmaya sebep olması ile ilgili 

çeşitli hipotezler ileri sürülebilir: 
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-RSV’un nöroprotektif etkisi doz bağımlı olabilir ve düşük dozlarda bu etkinin ortaya 

çıkmadığı, hatta olumsuz etki yaptığı ileri sürülebilir. 

Literatürde RSV doz ve yaş ilişkili bifazik etkisi olduğu ileri sürülmüştür. Yüksek dozlarda 

sağlıklı hücrelerde apoptozisin indüklendiği gösterilmiştir.  (Salehi vd 2018). Bir yaşından 

sonra RSV başlanan farelerde, genç farelere kıyasla sağkalımın artmadığı, RSV’nin 

sağkalımı arttıran etkilerinin, yaşla ilişkili olabileceği ileri sürülmüştür (Pearson vd 2008). 

Wilson vd (1996) çalışmasında 1mg/kg RSV alan tavşanlarda plazma kolesterol 

seviyesi, karaciğer fonksiyonu ve genel sağlık durumundan bağımsız olarak aortta 

aterosklerotik yüzey alanında anlamlı artış saptanmıştır. Gueguen vd (2015) RSV anti- 

ve pro-oksidan etkilerinin doz kadar yaşa da bağlı olduğuna dikkat çekmiş, RSV’nin 

mitokondriyal kompleks I üzerine olan etkilerinin, genç ve yaşlı farelerin beyin 

mitokondrilerinde farklı etkilerle sonuçlandığını, yaşlı farelerde oksidatif stres durumunu 

arttırdığını belirtmişlerdir. 

 

Gadacha vd (2009), sıçanlara aydınlık ve karanlıkta intraperitoneal RSV 

uygulayarak tiobarbiturik acit reaktif ürünleri değerlendirmişlerdir. RSV’un karanlıkta 

antioksidan, aydınlıkta ise pro-oksidan olarak davrandığını saptamışlar ve bazal 

lipoperoksidasyon ve RSV ile ilişkili anti-oksidan etkide bir gündüz/gece ritminin söz 

konusu olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

 

--RSV’un nöroprotektif etkisi uygulama yoluyla ilişkili olabilir ve oral yolla alındığında bu 

etki ortaya çıkmıyor olabilir. Çalışmamızda RSV’nin literatürde belirtildiği dozda 

intraperitoneal uygulandığı 3 sıçanda 24 saat içinde eksitus ortaya çıkmıştır ve bunun 

üzerinde oral uygulamaya geçilmiştir.  Oral uygulama altında, 14 gün boyunca RSV alan 

hiçbir sıçanda eksitus görülmemiştir. 

 

Walle (2004), oral uygulama ile RSV’un emilim oranının %75 civarında olduğunu 

ve karaciğer/barsaklarda metabolize olduktan sonra 25mg RSV için serum RSV 

değerinin  5ng/ml altına düştüğünü belirtmiştir. Gambini vd (2015) özellikle karaciğer 

eliminasyonundan sonra serbest RSV’nin az olduğunu ileri sürmüş ve oral 25mg RSV 

alımından 30dk sonra RSV konsantrasyon pikinin <10 ng/ml olduğunu ifade etmişlerdir. 

Öte yandan literatürde oral RSV sonrası oküler bulgular açısından etkin sonuçlar 

bildirilmiştir. Zeng vd’nin (2016) çalışmasında diabetik sıçanlara RSV (5 and 

10 mg/kg/gün) günde 1 kez gavaj ile gavaj ile verilmiş ve glutamat geri alımı, müller hücre 

metabolizması üzerine etkiler ile diabetik retinopatideki nöral disfonksiyonun düzeldiği 

gösterilmiştir. 
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-RSV, RGH sağkalımından/canlılığından bağımsız olarak mRNA düzeyinde bir 

baskılamaya sebep oluyor olabilir. Bu hipotezi doğrulamak için literatür desteğine ihtiyaç 

vardır. 

 

 

5.1 Çalışmanın Zayıf Ve Güçlü Yönleri 

 

Çalışmamız, kurumumuzda yapılan ilk deneysel retina çalışmasıdır. Bu durum 

çalışmamızın zayıf yönü olarak değerlendirilmiştir. Çalışmamızın temel basamakları olan 

sıçan retinasının görüntülenmesi, sıçan retinal damarlarına lazer yapılması, sıçanda 

retina izolasyonu, retinanın histolojik incelemesi, retinadan protein izolasyonu ve 

retinadan mRNA izolasyonu farklı disiplinlerde çalışan araştırmacıların desteği ile kurum 

çatımız altında ilk defa gerçekleşmiş ve bu konuda multidisipliner bir ekip 

oluşturulmuştur. Oluşan ekip, gelecekte oftalmoloji bazlı sinirbilim çalışmaları ve özellikle 

retinal nöroproteksiyon konusunda yeni çalışmaların başlaması için gerekli deneyimi 

kazanmıştır. Bu durum, çalışmanın güçlü yönü olarak yorumlanmıştır. 

 

Çalışma süresi içerisinde döviz kurunda ortaya çıkan değişikliklerin sonucunda 

çalışma maliyeti artmış ve proje bütçesinin dışına taşmıştır. Bu nedenle çalışmanın 

başında planlanan bazı aşamalar gerçekleştirilememiş ve tekrarlanması istenen bazı 

deney aşamaları tekrarlanamamıştır. 
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6. SONUÇLAR 

 

1-Retina kesitlerinde Western-Blot analizi ile Brn3a ekspresyonu protein seviyesinde 

saptanamıştır. 

2-Gerçek zamanlı PCR ile retina kesitlerinde Brn3a mRNA ekspresyon analizi 

yapılmıştır. 

3-Gerçek zamanlı PCR analizi ile lazer yapılan ve yapılmayan retina örnekleri arasında 

Brn3a mRNA ekspresyonu açısından anlamlı fark çıkmamıştır. 

4-Gerçek zamanlı PCR analizi ile lazer yapılan gözlerde RSV uygulaması ile Brn3a 

mRNA ekspresyonu açısından anlamlı fark çıkmamıştır. 

5-Gerçek zamanlı PCR analizi ile lazer yapılmayan ve RSV uygulanan sıçanlarda Brn3a 

mRNA ekspresyonu düzeyinde, RSV verilmeyen kontrol grubuna göre anlamlı olmayan 

bir azalma saptanmıştır. 

 

 

6.1 Çalışmada Elde Edilen Ve Gelecekte Planlanacak Çalışmalar İçin Yol Gösterici 

Olabilecek Teknik Sonuçlar 

 

1-Sıçan retinası biyomikroskop ve78D mercek; indirekt oftalmoskop ve 20-30D 

mercekler ile görüntülenebilmektedir. 

2-Sıçan retinasında kontakt makula merceği ile görüntü kaydı başarıyla alınabilmektedir. 

3-Diod lazer fotokoagülasyon ile sıçan retinasında ven oklüzyonu oluşturulabilmektedir. 

4-Önerilen disseksiyon teknikleri uygulanarak, retina zedelenmeden bütün olarak 

çıkarılabilmektedir. 

5-Globun orbitadaki pozisyonu korunduğunda retinal disseksiyon daha kolay 

gerçekleşmektedir. 

6-Kriyostat ile alınmış olan 20 ve 30mikron kalınlığındaki retinal kesitler 

Hematoksiler/Eozin boyama sırasında lamdan ayrıldığı için 10mikron ve altında kesit 

alınması uygun bulunmuştur. 

7-Eş zamanlı intraperitoneal Rose-Bengal ve RSV verilen sıçanlarda eksitus 

görülmüştür. 

8-Gavaj ile oral RSV verilen sıçanlarda eksitus görülmemiştir. 
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