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ABSTRACT

Amag: Deneysel glokom modelinde sistemik memantin veril-

mesinin Miller hicreleri Uzerine etkisinin incelenmesi

Gereg ve Yontem: 45 adet Wistar albino yetigkin erkek sican

, glokom grubu (G, n=15), memantin verilen glokom gru-
bu (M, n=15) ve kontrol grubu (K, n=15) seklinde siniflan-
dirildi. G ve M grubu sicanlarin én kamaralarina sodyum
hyaluronat enjekte edilmesi yéntemiyle glokom olusturul-
du. M grubuna ginlik tek doz 10 mg/kg memantin int-
raperitoneal yolla glokom indUksiyonunu takiben verilme-
ye baslandi. Immonhistokimyasal boyama ile glial fibriller
asidik protein (GFAP) dizeylerindeki degisikler incelendi.

Bulgular: Glokom olusturulan ancak memantin verilmeyen

grupta GFAP olusumu glokom indUksiyonunu takiben 1.
haftada arhig gésterdi ve bu artig calismanin 6. haftasina
kadar sirdi. Bu grupta GFAP immunreaktivitesi Miller
hicrelerinin uzunlugu boyunca bol miktarda gérildi. An-
cak memantin verilen grupta GFAP olugumu i¢ retina kat-
laryla sinirli bulundu.

Sonug: Calismanin bulgularina gére, géz ici basing artisina

Maller hicreleri GFAP olusumu ile yanit vermektedir. De-
neysel glokom modelinde sistemik memantin uygulamasi-
nin Miller hiicre aktivitesini ve GFAP olugsumunu sinirlayici
etkisi olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glokom, glial fibriler asidik protein, me-

mantin, miller hicresi.

Purpose: To investigate the effect of systemic memantine ad-

ministration on Miller cells in experimentally induced gla-
ucoma.

Materials and Methods: Forty-five adult male Wistar rats

were grouped as non-treated glaucomatose rats (G Gro-
up, n=15), memantine-treated glaucomatose rats (M Gro-
up, n=15), and control rats (C Group, n=15). Glaucoma
was induced in the G and M groups by injecting sodium
hyaluronate through the anterior chamber. The M group
received a single daily dose of 10 mg/kg memantine i.p.
starting with the glaucoma induction. The changes in glial
fibrillary acidic protein (GFAP) expression were studied by
immunohistochemical staining in both groups.

Results: In the glaucoma induced and non-treated animals

GFAP expression was increased in the first week following
induction and remained increased until the sixth week of
the study. Immunoreactivity of GFAP was abundant throug-
hout the length of the Muller cells in this group. However,
in memantine-treated glaucomatose rats GFAP expression
was limited to the inner layers of the retina.

Conclusion: These results indicate that Miller cells react to ele-

vated intraocular pressure by increased GFAP expression.
Systemic memantine treatment in glaucoma seems to limit
Moller cell reactivity and GFAP expression.

Key Words: Glaucoma, glial fibrillary acidic protein, meman-

tine, Moller cell.
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GiRig

Glokom karakteristik optik sinir bagi ve iligkili gér-
me alani degisiklikleri ile karakterize bir optik néropa-
ti olarak tanimlanmigtir.!” Glokomatéz retinada gérilen
karakteristik degisiklikler retinal katlarda, ézellikle retina
sinir lifi tabakasinda incelme, retina ganglion hicrele-
rinin (RGH) sayisinda anlamli azalma seklindedir ve gu-
nimuizde pek cok analiz ydntemi ile bu degisiklikler er-
ken glokomatéz hasarda dahi gdsterilebilmektedir.? G-
nUmuizde bazi calisgmalarda RGH nin 6lum sekli nikleus
kromatinindeki fragmantasyon ile karakterize apopitozis
seklinde rapor edilmigtir.3

Astrositler ve mikroglialar tOm yasam boyunca si-
nir sisteminin butunlogunt korumakla gérevlidir ve nor-
mal retinada astrositlerin; RGH nin aksonlarinin etrafi-
ni sarmak, Muller hicreleri (MH) gibi diger glial hicre-
lerle baglanti kurmak, potasyum tamponlomada ve né-
ronal sinyalizasyonda gérev almak gibi islevleri vardir.*>
MH retinanin basglica glia hicresidir ve retinal néronla-
rin fonksiyonel ve yapisal destegini saglamaktadir.é MH
normal kogullarda anlamli dizeyde glial fibriller asidik
protein (GFAP) eksprese etmez ancak yasa bagh maku-
la dejenerasyonu, retinal distrofi/dejenerasyonlar, dia-
betik retinopati ve glokom gibi pekcok retinal patoloji-
de GFAP duzeylerinde belirgin artig saptanmigtir.” Bdy-
lece GFAP-immin boyanma pozitif MH’nin akut ve kro-
nik néroretinal patolojilerin givenilir bir belirteci oldugu
séylenebilir.®

MH'nin bir diger gérevi de nérotransmitterlerin eks-
traselller duzeylerini dugUk seviyede tutmak ve béylece
sinaptik gecisi duzenlemektir.¢? MH bu gérevlerini, glu-
tamat aspartat gibi sodyum bagimli tasiyicilara yiksek
afinite géstererek yapar.” Glutamat MH tarafindan alinir
ve sonrasinda hizlica glutamin sentaz tarafindan gluta-
mine dénUsturilir ve néronlar tarafindan alinmak Uze-
re serbestlenir, néronlar nérotransmisyon icin glutamat
olusturmada glutamini kullanirlar.” Glutamatin ekstrase-
l6ler ortamdaki seviyelerindeki degisiklik sadece sinap-
tik gecisi uzatmaz néronlardaki eksitotoksik hasara da
sebep olur.’™'" Ganglion hicrelerinde fazlaca N-Metil
D-Aspartat (NMDA) reseptérlerinin bulunmasi bu hicre-
lerin glutamat eksitotoksisitesinden kolayca etkilenmesi-
ni saglamaktadir.’?™® Sonug olarak glutamatin ekstrase-
lGler ortamdaki etkinliginin MH tarafindan siki bir sekil-
de regule edilmesi retinal néronlarin saghgr acisindan
son derece énemlidir. Glokom hastalarinda ve hayvan-
larda deneysel olarak olusturulan glokom modellerin-
de vitreusta glutamat duzeylerinin artmig olarak bulun-
masi, glokomatéz ganglion hicrelerindeki hasara glu-
tamat eksitotoksisitesinin sebep olabilecegini dugindur-
mektedir.'*1> Ayrica okiler hipertansiyon olusturulan si-
can gézlerinde GFAP de artig oldugu bildirilmigtir.®

Memantin (1-amino-3, 5-dimetiladamantan  hid-
roklorid) nonkompetetif bir NMDA reseptér antagonis-
ti olarak bugin eksitotoksisitenin énlenmesinde Alzhei-
mer hastaligina bagl demans, Parkinson hastaligi, AIDS
e bagl demans, néropatik agri ve nérodejeneratif has-
taliklarin tedavisinde yiz gildirict sonuglar vermekte-
dir.’ Bu deneysel calismanin amaci, sicanda olusturulan

deneysel glokom modelinde MH'nin glokom sirecinde-
ki aktivitelerini, GFAP yanitini ve glokom hastaliginin te-
davisinde bir néroprotektan olarak umut vaat eden me-
mantinin sistemik kullaniminin bu glial aktivite strecine
etkisini degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma Helsinki Bildirgesinde deneysel
arastrmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yi-
rotolmostor.

Agirliklari 250-340 gram arasinda degisen 45 adet
Wistar albino yetigkin erkek sican ¢alismaya dahil edil-
di. Denekler, glokom grubu (G, n=15), memantin grubu
(M, n=15) ve kontrol grubu (K, n=15) seklinde siniflan-
dirlldi. Denekler, standart kafeslerde 5’erli gruplar halin-
de, ad libidum standart yem ve su verilerek, isisi (212
°C) ve nem orani konirol edilen odalarda barindirildi.
Odanin aydinlatmasi floresan isik ile saglandi ve her 12
saatte bir (06:00-18:00) acip kapama déngisiy gercek-
lestirildi.

Cerrahi prosedir

Sicanlara ketamin hidroklorid (15 mg/kg), ksila-
zin hidroklorid (0.3 mg/kg) ve asepromazin (1,5 mg/kg)
intraperitoneal yoldan enjekte edilerek genel anestezi
uygulandi. Anestezi uygulamasini takiben, 30 adet sica-
nin sag g6z 6n kamaralarina 30 gauge igne ile sodyum
hyaluronat (23 mg/ml, Healon-5) enjekte edildi. Cerrahi
mikroskop olarak Topcon OMS 75 kullanildi. Enjeksiyon,
korneoskleral limbustan én kamaraya self- sealing giris
yapilarak, igne ucunun iris ve lens ile temasi engellene-
rek, iris damarlarinda solma izlenene dek (0.03-0.05 ml)
uygulandi.!” Bu yéntem kullanilarak kontrol grubu harig
ilk 3 hafta siresince haftada bir kez enjeksiyonlar tekrar-
lanip G ve M gruplarinda glokom indiksiyonu saglan-
di. 3-6. haftalar arasi yeterli GiB yiksekligi saglandigin-
dan indUksiyon tekrarina gerek duyulmadi. M grubuna
glokom indUksiyonu baslanmasiyla birlikte deney sire-
si boyunca 10 mg/kg/gin memantin intraperitoneal yol-
dan verildi.

Géz ici basina 6lgimi

Her enjeksiyondan hemen énce ve sonra ve ayri-
ca deney sUresi boyunca gunlik olarak géz ici basinglari
6lculdu. Glokom induksiyonu sonrasi sirecteki GIB  &l-
g¢Umleri 3 mg/kg asepromazin ve 1 damla topikal % 0.4
oksibuprokain hidroklorir ile hafif anestezi uygulamasi-
ni takiben, Tono- Pen ile yapildi. Enjeksiyonlar ve 8lgim-
ler hep ayni saatte (09:00-10:30) yapild.

Perfizyon, Sakrifikasyon, Dokularin

Hazirlanisi ve imminhistokimya

G, M ve K gruplarindan 5’er denek 1., 3. ve 6. haf-
tanin sonunda perfizyon yéntemi ile tespit edilerek sak-
rifiye edildi. Kardiyak perfizyon yéntemini takiben enik-
leasyon gerceklestirildi ve gdézler %10 nétral formalin
igine koyuldu. Tespit edilen dokular kademeli olarak ar-
tan alkol derecelerinde dehidrate edilerek parafin igin-
de bloklandi. Deparafinizasyon igleminin ardindan tris
tampon ¢dzeltisi (TBS) ile yikanan dokular 37 °C‘de 1
saat sureyle 1:100 oraninda seyreltilmis olan GFAP pri-
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Grafik: Grafikte deney sirecinde kontrol (K), memantin (M) ve glokom
(G) gruplarindaki ortalama gézii basinci (GIB) degerlerinin seyri izle-
niyor. M ve G gruplarinda GIB degerleri K grubuna gére anlamli du-
zeyde yuksek seyretmistir (p<0.05).

mer antikoru (GA5, Mouse anti-Human Novocastra Cat
No: NCL-GFAP-GA5) ile inkibe edildi. Zemin boyasi
icin Mayer hematoksilen ile boyanan kesitler uygun ka-
patma ortaminda lamelle kapatildi ve 1sik mikroskobu ile
degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Gruplar arasi anlamli farkliik Kruskal-Wallis var-
yans analizi ve ardindan da Bonferroni dizeltmeli Wil-
coxon testi ile degerlendirildi. statistiksel olarak anlam-
hhk, p degerinin 0.05in altinda olmasi (p<0.05) seklin-
de tanimland.

BULGULAR

Goze ait dokular; kornea, lens ve sklerayr da ici-
ne alacak sekilde deney boyunca normal gérionimdey-
di. Denekler arasinda herhangi bir davranigsal farklilik
gozlenmedi.

Géz ici basina

G ve M grubundaki GIB yiksekligi deney boyunca
anlaml dizeyde (p<0.01) yuksek kaldi. K ve M grubu

Resim 1: Glokom grubunda glial fibriler asidik protein ekspresyonu-
nun anlamli derecede artmig oldugu ve bu artigin genellikle i¢ pleksi-
form tabakada yogunlashigi gézlenmekte (oklar).

karsilaghirldiginda memantinin GIB ni dusiirmede etkisi-
nin olmadigi gérildi (p>0.01). Deney siurecindeki grup-
lara ait ortalama GIB degerleri Grafik 1'de gésterilmistir.

GFAP immin Boyama

Glokom indUksiyonu yapilmis olan grupta GFAP
ekspresyonu anlamli derecede artmig oldugu ve bu ar-
tisin genellikle ic pleksiform tabaka (IPT) da yogunlasti-
g1 goézlendi (Resim 1). MH ve proseslerinin ise i¢ nUkle-
er tabaka (INT), dis pleksiform tabaka (DPT) ve dis nik-
leer tabaka (DNT) ¢evresinde yogunlasmis oldugu dikka-
ti cekti (Resim 2). G grubundaki imminreaktif reaksiyon
3. haftaya kadar artarak devam etti ve 6. haftaya kadar
reaksiyonun sirdigu gézlendi. G grubunda ayrica baz
GFAP immunreaktif hiicreler ve prosesler tim retfina kat-
lart boyunca gézlendi. Bu hicrelerin DNT nin dig seg-
mentine ve hatta fotoreseptér tabakasina kadar uzan-
diklari gérildi. K grubuna ait deneklerde gézlenen eser
miktardaki boyanmanin sinir lifi tabakasi (SLT) ve gangli-
on hicre tabakasinda (GHT) sinirli kalmig oldugu ve haf-
talar igerisinde arhg géstermedigi gézlendi (Resim 3). M
grubunda ise boyanma 1. haftada IPT ya kadar gérildi

Resim 2: Glokom grubunda Mdller hiicresi ve proseslerinin ise i¢ nik-
leer tabaka, dig pleksiform tabaka ve dig nikleer tabaka cevresinde yo-
gunlagmis oldugu gériltyor (oklar).

Resim 3: Kontrol grubu deneklerde glial fibriler asidik protein immin
boyanmanin pozitif oldugu Muller hicrelerinin genellikle gangliyon
hicre tabakasi ve sinir lifi tabakasi alanlarinda boyanma gésterdigi iz-
leniyor (ok) .
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Resim 4: 1. haftada memantin grubunda glial fibriler asidik prote-
in immsn boyanmanin i¢ pleksiform tabakaya kadar oldugu géroli-
yor (ok).

(Resim 4) ancak diger haftalarda imminreaktif boyan-
mada anlamli bir artig gézlenmedi. G ve M gruplarinda
1. haftada MH yanitinin bagladigi gérildo. M grubunda
sabit kalan bu proliferasyonun, G grubunda artarak de-
vam ettigi gézlendi.

TARTISMA

Bilindigi gibi astrositler, MH ve mikroglia hicreleri,
retinadaki non-néronal hicrelerin majér tipleri olup, bu
hucrelerin aktivasyonunun omurgalilarda néronal hasar-
lanma, dejenerasyon ve rejenerasyon sireglerinde artti-
g1 gosterilmigtir.’® Ayni zamanda bu hicrelerin altta ya-
tan cesitli hastaliklara bagh olarak gérmesini yitirmis in-
san goézinde de aktive olduklart bildirilmigtir.!?

MH nin cesitli néronal sinyalleri tanima &zelligi gos-
terdigi ve retina ekstrasellGler araligindaki K+, H+ ve
glutamat ve GABA gibi nérotransmitterlerin seviyelerini
aktif olarak kontrol ettikleri gdsterilmistir.® Ayrica mik-
roglialarin K+ iletkenligine duyarh oldugu ve agresif ok-
sijen radikalleri Uretimi ve glutamat salinmasi gibi glo-
komdaki olasi patofizyolojik hiicre 8limi zincirine etki
edebilecek sireclerde rol oynadigi da ileri sirtlmekte-
dir.2’ Bu deneysel calismada sicanlarda olusturulan glo-
kom modeli Uzerinde retinal glia hicrelerinin glokom su-
recindeki aktiviteleri incelenmis ve bu aktivitenin immin
cevap yéninde belirgin sekilde artmig oldugu izlenmisgtir.
Literatirdeki benzer bir ¢alismada, glokomatéz siregte
glial hicrelerin GIB yikselmesi ile birlikte aktive oldukla-
ri ve bu hicrelerin reaktivitesinin de glokomatéz retina-
daki néronal dejenerasyon ile iligkili olabilecegdi ileri su-
rolmuostir.® Ayni calismada, artmig glial hicrelerin néron
dejenerasyon Grinlerinin temizlenmesi amaci ile aktive
olduklari yorumu yapilmigtir. Mevcut ¢calismanin bulgula-
ri da bu sonuglar ile paralellik géstermektedir.®

Glokom hastalarinda ve deneysel glokom model-
lerinde vitreusta glutamat dizeylerinin artmis oldugu-
nu gésteren bircok calisma, glokomdaki RGH hasarina
glutamat eksitotoksisitesinin sebep olabilecegini disin-
diurmektedir.''s Buna karsin glokom hastalarinin ve de-
neysel glokom olusturulmus maymunlarin vitreuslarinda

normal glutamat dizeyleri oldugunu gésteren caligma-
lar da mevcuttur.'%?2 Ancak yine de patolojik kogullarda
RGH Uzerinde glutamatin eksitotoksik etkisinin olmadigi-
ni sdylemek mimkin degildir.

MH nin, GIB yikselmelerine hizla tepki verdigi ve
bu yanitin deney siresi boyunca sirdigu gdsterilmigtir.”
Woldemussie ve ark. nin yapmig oldugu calismada MH
deki GFAP olusumu GIB arhigindan sonra en erken 4.
gUnde bulunmustur. Bu artis 60. giine kadar devam et-
mistir.” Bu caligmanin bulgular da MH yanitinin glokom
olusturulan gruplarda 1. haftada gérildiginig, meman-
tin tedavisi uygulanmayan deney grubunda ise artarak 6.
haftaya kadar devam ettigini géstermektedir.

Glokomatdz hasar surecinde retinal glia hicreleri-
nin reaktivitesini GFAP immin yanih Uzerinden incele-
mis olan bu calismanin sonuclar ile bizim calisgmamiz-
da elde ettigimiz bulgular paralellik géstermektedir. Bu
sonug MH’ nin gérevleri ve memantinin NMDA reseptér
antagonizmasi sonucu glutamat eksitotoksisitesini baski-
layici ézelligi arasinda baglanti kurulmasi fikrini ortaya
koymustur. Séyle ki; bilindigi gibi MH ekstraseltler alan-
da nérotransmitterlerin oranlarini dizenlemektedir ve
normal kosullarda eser miktarda GFAP olusturmaktadir.
Ancak glokomatdz hasarda ekstraseltler alanda gluta-
mat miktarinin arth@ ve dzellikle RGH'nin 8limine se-
bep olan eksitotoksik hasarin meydana geldigi bilgisi li-
teratirde mevcuttur.'®

Bu calismada da tedavi verilmeyen G grubunda
GFAP duzeylerindeki artig, MH'nin aktivitesinin arthgi ve
patolojik kosullarin meydana geldigini disondirmekte-
dir. Ancak M grubunda ayni kosullarda glokom olustu-
rulmasina ragmen GFAP yanitinin G grubuna gére be-
lirgin dizeyde dUsuk olmasi MH’ nin G grubunda géz-
lenen patolojik kosullarla kargilagmamis olabilecegi du-
sUncesini ortaya koymaktadir. M grubunda memantinin
yarathi reseptdér antagonizmasina bagli olarak distk
glutamat dizeyi, distk eksitotoksisite ve sonug olarak
MH’den zayif GFAP yaniti gelisimi seklinde yorumlana-
bilir. Woldemussie ve ark. calismasinda GFAP immunre-
aktivitesinin sadece SLT ile sinirli kalmadigi, MH boyunca
da bol miktarda gézlendigi belirtilmigtir.” Bizim bulgula-
nmizda da, GFAP olusumundaki artisin genellikle iPT da
yogun oldugu, MH ve proseslerinin ise INT, DPT ve DNT
cevresinde yogunlagmis oldugu gdzlenmistir.

Literatirde, memantinin glokomatéz hasara ugra-
mis RGH Uzerindeki néron koruyucu etkisinin yanisira
glial hicre yaniti Gzerindeki etkinligini irdeleyen bir calig-
maya rastlanmamigtir. Bu nedenle mevcut calisma, me-
mantinin glokomatéz hasara sekonder gelisen glial hic-
re yaniti Uzerindeki etkisinin incelemesi yéninden énci
bir calisma niteligini tagimaktadir. MH néronal aktivite-
yi dizenlemedeki etkinligini glutamat gibi nérotransmit-
terlerin ekstraseltler konsantrasyonlarini kontrol ederek
gerceklestirmektedir.?

Deneysel kronik okUler hipertansiyonda ganglion
hicrelerinin 8l0mUnU 6nlemede MK-801 veya memantin
gibi NMDA kanal blokerlerinin koruyucu ézellik gdster-
mesi glokoméz patolojik degisimlerin glutamat toksisitesi
ile olan iligkisini gésteren énemli bagka bir bulgudur.”%
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Bu calismanin bulgularinda da memantin verilen gloko-
matéz deneklerdeki GFAP yanitinin retinanin i¢ tabaka-
larinda sinirh kalmig olmasi ve deney boyunca da iler-
leme gdstermemis olmasi dikkat gekicidir. Normal ko-
sullarda MH tarafindan olusturulmayan GFAP in patolo-
iik durumlarda hicresel icerigin taginmasi ve onarim si-
recinde kullanilmak Gzere eksprese edildigi bilinmekte-
dir.?* Retinal homeostazisin saglanmasindan birinci de-
rece sorumlu oldugu duginilen MH, glokomatéz hasara
GFAP salinimi ile yanit verdigi gésterilmistir.” Bu calisma-
da, memantin uygulanmig olan glokomatéz denekler-
de GFAP reaksiyonunun tedavi verilmeyen grubuna gére
daha distk dizeyde kalmig olmasi dikkat cekicidir. Bu
sonug, memantinin sagladigi antieksitotoksik aktivitenin
MH Uzerinde koruyucu ve bu hicrelerin néroprotektif et-
kinligini arthirici 8zellikte olabilecegini dUsindirmektedir.

Bu calismada, tedavi uygulanmayan glokomatéz
deneklerde GFAP immin boyanma haftalar boyunca i
retinal katlardan dig retinal katlara dogru, MH uzunlugu
boyunca artis géstermistir Woldemussie ve ark., glokom
sonrasi GFAP arhgi ile tanimlanan MH proliferasyonunu
sayisal degdil fonksiyonel bir artig olarak tanimlamig, im-
mUnreaktivitenin icten DLM a dogru arhg gésterdigini ra-
por etmistir.” Ayrica, deneysel maymun glokom mode-
linde MH lerinde anlamli bir sayisal artig gézlenmedigi-
ni bildiren bir calisma da mevcuttur.?> Bu veriler dogrul-
tusunda, bu ¢alismadaki GFAP ekspresyonundaki artigin
fonksiyonel oldugunu ve hicre sayisi artisina bagli olma-
digini dUsunuyoruz.

Bu deneysel calismada glokom sirecinde sistemik
olarak uygulanan memantinin reaktif glial aktivite Gze-
rinde baskilayici etkisinin oldugu gézlenmistir. Glutamat
reseptdr blokaji yolu ile antieksitotoksik aktivite sagladig
bilinen memantinin glokom sirecinde MH Uzerinde glu-
tamat toksisitesini azaltarak etkili oldugu distnulebilir.
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