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ÖZET 

Poli-ADP-riboz polimeraz-1 (PARP1) enzimi hücresel fizyolojik koşullarda DNA tamirini 

gerçekleştirerek hücrenin genetik stabilitesinin korunmasında görev alan bir enzimdir. PARP1, DNA 

tamiri sürecinde, PARilasyon olayıyla, poli-ADP-riboz (PAR) polimerleri üretmekte; bu yapılar 

hedef proteine eklenerek kırık zincirin onarılması sağlanmaktadır. Retinitis pigmentosa gibi kalıtsal 

retinal dejenerasyonlarda genetik mutasyonlara bağlı olarak aşırı DNA hasarının gerçekleştiği, 

PARP aktivitesinin aşırı arttığı ve bu durumun PAR polimerlerinin birikimine neden olarak 

PARthanatos adı verilen bir ölüm yolağıyla fotoreseptör kaybına neden olduğu düşünülmektedir. 

PARP inhibitörleri ise klinikte kanser tedavilerinde kullanılan ya da klinik çalışmaları devam eden 

farmakolojik ajanlardır. Bu çalışmada PARP1 inhibitörlerinden Olaparib, Talazoparib (BMN-673) 

ve 3-Aminobenzamid’ in (3AB) kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinden biri olan, PRPH2 geni 

mutasyonlu rd2 model (yavaş retinal dejenerasyon) farelerdeki nöroprotektif etkisi 

immünohistokimyasal, immünfloresan ve TUNEL yöntemleriyle araştırılmıştır. 

İmmunohistokimyasal incelemelerde rd2 modeliyle yapılan in vitro retina organ kültürlerinde aşırı 

PAR birikimi olduğu; buna karşın farklı dozlarda kullanılan her üç PARP inhibitöründen 100nM 

Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB’ nin PAR birikimini anlamlı şekilde azalttığı 

gözlemlenmiştir. TUNEL yönteminde ise rd2 in vitro retinal kültürlerdeki fotoreseptör hücre ölümü 

100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB uygulanan gruplarda anlamlı şekilde azalmıştır. Her 

iki yöntemde de en etkili PARP inhibitörü BMN-673 olarak tespit edilmiştir. Ayrıca fotoreseptör 

tabakasını ve Koni fotoreseptörlerini korumada, Müller hücre aktivitesini ve ekstrasellüler vezikül 

aktivitesini azaltmada, fotoreseptörlerdeki Rodopsin yoğunluğunu korumada da rd2 model için bu 

inhibitörlerin nöroprotektif etkisi olduğu; en etkili olanın ise 3nM BMN-673 olduğu bulunmuştur. 

PARP inhibitörlerinin PRPH2 geni mutasyonlu kalıtsal retinal dejenerasyonlarda fotoreseptörleri 

koruyarak görme kaybını önleyebileceği, gelecekte terapi yöntemi olabileceği düşünülmektedir.  
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ABSTRACT 

Poly-ADP-ribose polymerase-1 (PARP1) enzyme is involved in maintaining the cellular genetic 

stability by facilitating DNA repair process under physiological conditions. During the DNA repair 

process, PARP1 produces poly ADP-ribose (PAR) polymers, PARylates itself and other proteins to 

repair the broken chain. In hereditary retinal degenerations such as Retinitis pigmentosa, excessive 

DNA damage occurs due to genetic mutations, PARP activity increased excessively and this causes 

the accumulation of PAR polymers, resulting in photoreceptor loss through a death pathway called 

PARthanatos. PARP inhibitors are clinically used in cancer treatments or clinical studies. In this 

study, the neuroprotective effect of PARP1 inhibitors Olaparib, Talazoparib (BMN-673), 3-

Aminobenzamide (3AB) was investigated in rd2 model (slow retinal degeneration) with PRPH2 

gene mutation, a hereditary retinal degeneration model, by immunohistochemical, 

immunofluorescence and TUNEL methods. Excessive PAR accumulation in photoreceptors was 

observed in rd2 in vitro retinal cultures, but the groups treated with 100nM Olaparib, 3nM BMN-

673, 10nM 3AB significantly reduced PAR accumulation. According to the TUNEL method 

photoreceptor cell death reducud significantly in retinal cultures from rd2 mice treated with 100nM 

Olaparib, 3nM BMN-673, 10nM 3AB. The most effective PARP inhibitor was BMN-673. In 

addition, it has been found that these inhibitors have neuroprotective effects in protecting 

photoreceptor layer and Cone photoreceptors, reducing Müller cell activity and extracellular vesicle 

activity and preserving rhodopsin density in photoreceptors, the most effective was 3nM BMN-673. 

PARP inhibitors could prevent vision loss by protecting photoreceptors in hereditary retinal 

degenerations with PRPH2 gene mutation and may be therapeutic targets for the future. 
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1. GİRİŞ 

Görme engelliliği (kısmi körlük) ve körlük, insanları en çok zorlayan ve endişelendiren 

sağlık sorunlarından biridir. Kişilerin hayat kalitesini, bağımsızlıklarını ve özellikle çalışan 

nüfusu ciddi şekilde etkilemekte; aynı zamanda ağır psikolojik problemleri ve ekonomik 

yükleri de beraberinde getirmektedir. Dünya Sağlık Örgütü’ nün (DSÖ) yayınladığı, Eylül 

2021 verilerine göre dünyada yaklaşık 284 milyon insan görme engellidir ve 39 milyon insan 

ise körlükle mücadele etmektedir. Yayımlanan rapora göre bu engelli nüfusunun %60’ ının 

65 yaş üstü olduğu bilinirken yaklaşık 19 milyonu ise çocuklardan oluşmaktadır [1]. 

Görme kaybına yol açan pek çok neden vardır. Akut travmalar, bir ya da birden fazla başka 

hastalığın daha eşlik ettiği patolojik süreçler ya da kalıtsal dejenerasyonlar gözün işlevini 

yitirmesine neden olabilirler. Retinal dejenerasyonlar pek çok farklı çeşitte olup periferik ya 

da merkezi veya her ikisini birden etkileyecek dejenerasyonlar şeklinde görülebilir. Periferik 

dejenerasyonlarda ağırlıklı olarak Rod (çubuk) fotoreseptör kaybı gözlenirken merkezi 

dejenerasyonlar Koni fotoreseptörlerinin kaybı ile karakterizedirler [2]. 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlar; gece körlüğü (niktalopi), karanlığa adaptasyonda sorun, 

fotofobi, görme alanı daralması, merkezi görme kaybı, nistagmus ve pupiller anormaliteler 

gibi ilerleyici sorunlara neden olurlar [3]. Bu dejenerasyon tipi ortalama her 2000 kişide 1 

yaygınlığa sahiptir ve dünya genelinde yaklaşık 2 milyon kişiyi etkilemektedir [4]. Genetik 

heterojenite gösterirler. Son yıllardaki artan teknoloji ve gelişmelerle birlikte kalıtsal retinal 

dejenerasyonlara neden olan pek çok gen ve bu genlerdeki mutasyonlar ortaya konmuştur. 

Günümüze dek bu hastalıkların oluşumunda 300’ ün üzerinde farklı gen ve gen lokusunun 

yer aldığı tespit edilmiştir [5]. Bu genlerdeki mutasyonlar doğrudan fotoreseptörleri 

etkileyebildikleri gibi ve/veya retinal pigment epitelinin (RPE) fonksiyonunu da 

etkileyebilmektedirler. Genetik heterojenitenin vurgulanması bakımından; otozomal baskın, 

otozomal çekinik, X-kromozomu ilişkili, dijenik ve mitokondriyal kalıtımla aktarılan 

kalıtsal retinal dejenerasyonlar şeklinde sınıflandırılmışlardır [3, 6-9]. Ayrıca kalıtsal retinal 

dejenerasyonun görüldüğü patolojik tablolar non-sendromik, sendromik, stabil ve ilerleyici 

olarak da sınıflandırılabilir [10]. Nonsendromik vakalarda hastanın yalnızca gözleri 

etkileniyorken, sendromik vakalarda diğer nörosensörleri ya da sistemik organları da 

etkilenmektedir. Bu genlerdeki mutasyonların aynı ailedeki bireyler arasında bile çeşitlilik 

gösterebildiği ve farklı kombinasyonlar oluşturabildiği göz önüne alındığında hastalığa 
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neden olacak kalıtsal mutasyonların son derece çeşitli olabileceği dikkate alınmalıdır. 

Fenotipik çeşitlilik bakımından ise 20’ den fazla çeşit kalıtsal retinal dejenerasyon vardır 

[11]. Bunlar arasında Retinitis pigmentosa (RP), koni distrofileri, koni-rod distrofileri, 

Leber’in konjenital amaurosisi (LCA) ve yaşa-bağlı maküler dejenerasyon (YBMD) gibi 

hastalık grupları kalıtsal retinal dejenerasyonları oluşturan en temel sınıflamalardır [12]. 

Kalıtsal retinal dejenerasyonların büyük bir bölümünü oluşturan Retinitis pigmentosa için 

bugüne dek kesin bir tedavi metodu geliştirilememiş olması, bu alanda yapılan çalışmaların 

önemini artırmaktadır. Günümüzde Retinitis pigmentosa’ nın tedavisi ya da en azından 

ilerlemesinin durdurulması için genel olarak genel olarak; a) A vitamini ve retinoid 

desteklerin palyatif kullanımı, b) gen terapileri  c) retina pigment epiteli ve fotoreseptör 

transplantasyonu ya da elektronik protezler gibi “replasman tedavileri” uygulanmaktadır. 

Son dönemlerde fotoreseptör ölüm mekanizmasının basamaklarının anlaşılmaya çalışılması 

üzerine yapılan araştırmalar; poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) inhibitörlerinin de kalıtsal 

retinal dejenerasyonlar için bir umut olabileceği fikrini doğurmuştur. 

Poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) enzim ailesi; adenozin difosfat (ADP) ribozilasyonunu 

gerçekleştiren ve normal hücre fizyolojisi için son derece önemli olan bir enzim ailesi 

grubudur. ADP-ribozilasyonunu poli- ya da mono- olarak gerçekleştirebilme erkine sahiptir. 

En çok çalışılan üyesi PARP1 olup PARP1’ in poli-ADP-ribozilasyon gerçekleştirdiği ve 

bunun neticesinde poli-ADP-ribozil (PAR) polimerlerinin oluştuğu bilinmektedir [13]. 

PARP’ lar normal şartlarda deoksiribo nükleik asit (DNA) hasar tamir mekanizmasında 

görev alan ve hücrenin sağkalımından sorumlu enzimlerdir. Aynı zamanda hücresel 

sinyalizasyon, hücre döngüsünün düzenlenmesi, protein ve lipid metabolizmasının 

dengelenmesi, adaptif bağışıklık ve programlı hücre ölümü gibi birçok hücresel yolakta yer 

almaktadırlar [14]. PARP enzimleri temelde hafif genotoksik stres faktörlerine karşı hücreyi 

koruyarak DNA tamirinde görev alırlarken yoğun DNA bozunmasının gerçekleştiği 

durumlarda aşırı ifadelenerek, ironik bir şekilde, hücreyi ölüme götüren bir yolakta yer 

alırlar. Tam bu noktada DNA’yı tamir edemeden hücre ölümüne neden olan PARP aktivitesi 

söz konusu olduğu için Berger bu durumu “PARP’ ın intihar hipotezi” olarak adlandırmıştır 

[15]. Böylece PARP, kaspaz-bağımsız olan, fakat poli-ADP-riboz (PAR) birikimi ve 

apoptoz-indükleyici faktörün (AIF) mitokondriden nükleusa translokasyonunu içeren yeni 

bir hücre ölümü mekanizmasının temel aktörü olmuş olur [16]. Bu özel hücre ölümü 

mekanizması “PARthanatos” olarak isimlendirilmiştir [17]. Genetik mutasyonlu, kalıtsal 
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retinal dejenerasyonlu fare retinalarında PARP enziminin aşırı düzeyde var olduğu (over-

ekspresyon) gösterilmiştir [18, 19]. Bu noktadan hareketle, hali hazırda klinikte meme, over 

ya da prostat kanserleri gibi bazı kanser türlerinde kullanılan [20-22], ayrıca Alzheimer gibi 

bazı nörodejeneratif hastalıklarda pre-klinik çalışmaları devam eden [23] PARP 

inhibitörlerinin kalıtsal retinal dejenerasyonlar için de tedavi edici bir ajan olabilecekleri 

hipotezi doğmuştur. 

Memeli retinalarında PRPH2 (Peripherin-2) genindeki bazı mutasyonlara bağlı olarak 

fotoreseptörler olmaları gerektiği şekilde gelişememektedirler [24, 25]. Bu mutasyonun 

varlığında, ışığın algılanarak elektrokimyasal iletiler şeklinde beyne iletilmesinde temel 

görevi olan fotoreseptörlerin dış segmenti olması gerektiği gibi gelişemez. Bu da kademeli 

şekilde fotoreseptör kaybına neden olarak nihayetinde tam körlük gelişmesine yol 

açmaktadır. 

Yapılan çalışmalarda insan PRPH2 geni mutasyonunun rd2 model (retinal dejenerasyon-2/ 

retinal dejenerasyon slow) farelerde homolog olarak çalışılabildiği gösterilmiştir. Bu 

bilgiden yola çıkarak biz de çalışmamızda kalıtsal retinal dejenerasyonlu rd2 model fare 

retinalarında PARP inhibitörlerinden Olaparib, Talazoparib (BMN-673) ve 3-

aminobenzamid’ in (3AB) olası nöroprotektif etkisini araştırmayı planladık. Bu amaçla in 

vitro rd2 retinal kültürler doğum sonrası (Post natal/PN) onbirinci günde PARP inhibitörleri 

ile PN18’ e dek tedaviye alındılar. Tedavi sonrası uygulanan TUNEL yöntemi ile 

fotoreseptör hücre ölümlerini; immünohistokimyasal yöntem olarak DAB eşliğinde 

kullandığımız PAR boyaması yöntemi ile Parthanatos hücre ölüm mekanizmasının temel 

göstergelerinden başlıcası olan PAR birikimini; Cone-Arrestin, Glial fibriler asidik protein 

(GFAP), CD9 (tetraspanin ailesinden bir transmembran proteini) ve Rho (Rhodopsin) 

immünfloresan boyamaları ile de sırasıyla koni fotoreseptörlerinin sağ kalım düzeylerini, bir 

oksidatif stres belirteci olarak kabul edilen Müller hücre aktivasyonunu, fotoreseptör 

ölümünde yer aldığı başka çalışmalarda gösterilmiş olan [26] ekstrasellüller vezikül (eV) 

aktivitesini ve çubuk fotoreseptörlerin (Rod’ ların) dış segment gelişiminin bir göstergesi 

olan Rodopsin ifadelenmesini araştırdık. Aynı zamanda Cone-Arrestin boyamamızı, sağlıklı 

(Wt- Wild type) retinalar ile rd2 retinalar arasında da kalıtsal retinal dejenerasyona bağlı 

olarak gelişen koni fotoreseptör kaybı dağılımlarını gözlemlemek üzere gerçekleştirdik. 

CD9 ve RHO immunfloresan boyamalarımızda da sağlıklı (Wt) ve kalıtsal retinal 

dejnerasyonlu (rd2) fare retinaları arasındaki farkları araştırdık. TUNEL ve PAR 
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araştırmalarımız doza bağımlı şekilde, her bir inhibitör için farklı dozlarda 

gerçekleştirilmişken diğer boyamalarımızda bu yöntemlerden elde ettiğimiz bulgulara 

dayanarak her bir inhibitör için en etkili dozları seçerek çalışmamızı sürdürdük. 

Çalışmamızda PRPH2 geni mutasyonuna bağlı olarak, yavaş şekilde gelişen rd2 kalıtsal 

retinal dejenerasyon modelinde Olaparib, BMN-673 (Talazoparib) ve 3-Aminobenzamid 

(3AB) olmak üzere üç farklı PARP inhibitörünün olası nöroprotektif etkileri 

immunohistokimyasal yöntemle, TUNEL yöntemiyle ve immunfloresan yöntemlerle 

araştırılmıştır. Bu amaçla PARilasyonun ortaya konması için DAB eşliğinde uyguladığımız 

PAR boyaması ve fotoreseptör hücre ölümünün araştırılması için uyguladığımız TUNEL 

yöntemi her üç PARP inhibitörünün de farklı dozlarında olmak üzere, kontrol grubu dahil, 

toplamda on iki farklı grupta araştırılırken; immunfloresan yöntem kullandığımız 

araştırmalarımız bu sonuçlardan elde edilen bulgulara dayanılarak her üç PARP 

inhibitörünün en etkili dozları seçilerek sürdürülmüştür. Ayrıca Cone-Arrestin, CD9  ve 

Rhodopsin immunfloresan araştırmalarımız hem in vivo retinal preparatlarda hem de in vitro 

retinal kültür tedavi gruplarında gerçekleştirilmiştir. Tüm bulgular istatistiksel yöntemlerle 

değerlendirilmiş ve literatürle karşılaştırmalı olarak ele alınmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Retina Embriyolojisi 

Gözler embriyonun yirmi ikinci gününde önbeynin Diencephalon hizasında, iki yanda, 

yüzeysel oluklar (optik yarıklar) şeklinde oluşmaya başlarlar. Nöral tüpün kapanmasıyla eş 

zamanlı olarak bu oluklar önbeyinden dışarıya doğru taşarak bir kabartı şeklinde optik 

vezikülü oluştururlar. Optik veziküller önce yüzey ektodermiyle birleşerek ‘lens’ oluşumunu 

başlatırlar sonra da invajine olarak çift duvarlı ‘Optik Kadeh’leri ve “optik sap”ı oluştururlar. 

Erken dönemde bu çift duvar yapısı arasında ‘intraretinal boşluk’ adı verilen bir lümen yapısı 

bulunsa da gelişim ilerledikçe bu boşluk kapanır. Yine de bu obliterasyondan arta kalan 

küçük bir alan çıkıntısı, aşağıya doğru retinal ayrılmayı oluşturmaktadır. Tüm bu bilgiler 

ışığında, en net şekilde ifade etmek gerekirse, gözün en iç tabakası olan Retina, embriyolojik 

olarak nöroektodermden gelişen optik kadehin iç ve dış tabakalarından köken almaktadır 

[27]. Göz gelişiminde PAX6 ve PAX2’ nin önemli bir yeri vardır. PAX6 esas homeotik gen 

olup temel olarak optik kadeh ve lens plağında ifadelenirken PAX2 ise büyük çoğunlukla 

optik sapta ifadelenmektedir [28]. 

Çift katmandan oluşan Optik kadehin dış tabakası, küçük pigment granülleriyle 

karakterizedir ve retina pigment epitelini (RPE) oluşturur. Optik kadehin iç tabakası ise nöral 

retinayı oluşturmaktadır. İç tabakanın 4/5’lik posterior bölümü ile 1/5’lik anterior bölümleri 

de farklı yapıları oluşturmak üzere gelişirler. Posterior kısım intraretinal boşluğu çevreler ve 

‘pars optika retina’ olarak isimlendirilmektedir. Rod ve koni fotoreseptörleri ile diğer retinal 

nöron tipleri buradan gelişirler. Fotoreseptör tabakasının komşuluğunda ise nöronların ve 

destekleyici hücrelerin çekirdeklerini içeren ‘iç ve dış nükleer tabaka’ ile ‘gangliyon 

tabakası’ oluşur. Bu katmanların üzerinde sinir hücrelerinin aksonlarını içeren fibröz yapılı 

sinir lifleri tabakası vardır. Buradaki sinir lifleri, optik sap yönünde birleşerek ‘optik sinir’i 

meydana getirirler.  Tabakalar halindeki bu yapısal düzenlenme, ışık iletilerinin rod ve koni 

fotoreseptörlerine ulaşmadan önce retinanın tüm bu tabakalarından geçmesini sağlamaktadır 

[27]. Optik kadehin 1/5’lik anterior bölümünden ise iris ve silier cisim oluşacaktır. İrisin 

epiteli de siliyer cismin epiteli de çift katlı silindirik epitel yapılarını ortaya koyar nitelikte; 

optik kadehin hem dış pigment tabakasından hem de iç nöral tabakasından gelişmektedirler. 

İristeki dilatatör pupilla ve sfinkter pupilla kasları dış pigmentli tabakadaki epitel 
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hücrelerinin değişerek kontraksiyon yeteneği kazanmasıyla oluşurlar. Siliyer kaslar ise 

koroid içinde mezodermden gelişirler. 

Lens ile retina arasındaki retinal boşluğu dolduran jelatinöz, şeffaf sıvı “vitreus sıvısı” 

(Vitröz cisim) olarak adlandırılmaktadır ve o da siliyer kaslar gibi koroid içine göç eden 

mezodermden gelişmektedir [28]. 

Retinanın gelişimi sırasında gerçekleşebilecek en yaygın malformasyonlar retina dekolmanı, 

genetik retinoblastom, retinosel ve retrolental fibroplazi’ dir. Retina dekolmanı postnatal 

olarak herhangi bir baş travması ya da patolojik durum nedeniyle gerçekleşebilecek olsa da 

konjenital retina dekolmanının kaynağı gelişim sırasında, optik kadehin iç ve dış 

tabakalarının birbirinden ayrılmasıdır. Bu ayrılma sonucu retina; koroid ve sklera’ dan 

ayrılarak işlevsiz hâle gelmiş olacaktır. Genetik retinoblastom, Retinoblastoma proteini 

üreten RB1 genindeki bir mutasyondan kaynaklanmaktadır. Otozomal dominant bir genetik 

hastalıktır. Çift görme, şaşılık, görme kaybı ya da göz küresi içinde gelişen malign tümörler 

ile karakterize olabilir. Retinosel’ de koroid fissürün kapanmaması ya da skleranın retina 

içine doğru gelişmesi söz konusu iken “prematüre retinopati” olarak bilinen Retrolental 

fibroplazi’ de prematüre bebeklerde suni oksijen tedavisi verilmesine bağlı olarak gelişen 

retinopati görülmektedir [28]. 

2.2. Retina Anatomisi 

Retina anatomisini tanımlayabilmemiz için öncelikle gözün anatomisine değinmek yerinde 

olacaktır. Gözler ışığın beyindeki görme korteksine iletimini ve bu süreçte ışık iletilerinin 

elektrokimyasal iletilere dönüştürülerek algılanmasını sağlayan organlardır. Kendiliğinden 

odaklanabilme ve ışık yoğunluğuna uyum sağlayabilme özellikleri vardır. Gözler ışığın 

şiddetini (parlaklığını) ve dalga boyunu (rengini) algılayarak beyinde görüntünün oluşmasını 

sağlarlar. Omurgalı canlılar için görülebilir ışığın dalga boyu 400-750 nm aralığındadır [29]. 

Gözler, insanlarda orbital kemik içerisine gizlenmişlerdir ve orbital boşlukta adipoz doku ile 

sarılmış olarak bulunurlar. Gözün hareketlerini altı adet ekstrinsik kas sağlamaktadır. 

Gözler, yüzün her iki yanında yaklaşık 24 mm çaplı, bir çift küre şeklinde yer alırlar. En dış 

yüzeyleri dış dünyayla direkt temasta olup içeride ise optik sinir aracılığıyla beyinle 

bağlantıdadırlar. Göz küresi üç ana tabakadan oluşur: en dışta yer alan kornea ve sklera, orta 

tabaka ya da vasküler tabaka olarak bilinen uvea ve en iç tabaka olan retina [30] (Şekil 1). 
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Göz küresine ait bu tabakaların haricinde; konjonktiva, lakrimal sistem (gözyaşı sistemi) ve 

göz kapakları da gözün yapısına eşlik eden yapılardır [31]. En dış yüzey olan Kornea’ nın 

merkezi, gözün ön kutbunu oluşturuyorken retinadaki çukur bir bölge olan fovea ve optik 

disk göz küresinin arka kutbunu oluşturur. İki kutbu birleştirdiği var sayılan çizgiye 

‘Anatomik eksen (optik aksis)’ denir. Ön kutup ile fovea’ nın tam merkezini birleştirdiği var 

sayılan çizgiye ise ‘Görme ekseni’ denir; bu eksen göz küresini nazal ve temporal olmak 

üzere iki yarı küreye böler. 

 

Şekil 2.1. Gözün genel yapısı [32] 

Göz; farklı ve birbiri ile bağlantılı üç oda ya da üç kamaradan oluşmaktadır. Bunlar; kornea 

ile iris arasında bulunan ön kamara, iris ile lens arasında bulunan arka kamara ve lensin 

arkasında yer alan, geri kalan tüm göz küresini oluşturan vitreus boşluğudur. Ön ve arka 

kamaralarda aköz hümör bulunurken vitreusta vitröz hümör bulunmaktadır. Bu sıvılarla 

birlikte orbital kemik, göz kapakları, konjonktiva ve lakrimal sistem (gözyaşı sistemi) gözün 

genel yapısını ve fizyolojik fonksiyonunu koruyan yapılardır [30]. 
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Gözün beslenmesinden ve kanlanmasından sorumlu kan damarı A.carotis interna’ nın bir 

dalı olan oftalmik arter’ dir. Superior ve inferior orbital venler ise gözün drenajını 

sağlamaktan sorumludurlar ve intrakraniyal kavernöz sinus’ a boşalırlar . 

Gözün küresinin en iç tabakası olan, vitreus boşluğunu çepeçevre saran ve kendi içerisinde 

de çeşitli katmanlardan oluşan retinanın, sağlıklı şekilde beslenmesi ve kanlanması görme 

işlevinin sürdürülebilmesi açısından son derece önemlidir. 

Retina; temelde morfolojik olarak retina pigment epiteli (RPE) ve nöral (duyusal) retina’ dan 

oluşmaktadır. Nöral retina, ora serrata’ ya kadar uzanır; bitiminde ora serrata pigmentasyon 

göstermeyen silli epitel ile devam eder. Retina normal şartlarda ince, saydam bir dokudur. 

En kalın olduğu bölge optik sinir yakınlarındaki alanda görülüp buradaki kalınlığı 0,56 mm’ 

dir. Retinal kalınlık göz küresinin orta hattında 0,18 mm ortalamasındayken ora serrata’ daki 

kalınlığı 0,1 mm’ ye kadar düşer. Benzeri şekilde foveal alandaki kalınlığı da 0,2 mm 

civarlarındadır [2]. 

2.3. Retinanın Damarları 

Retina yapısal olarak hem dış tarafındaki Koroid’ de bulunan koryokapiller kan damarları 

aracılığıyla hem de iç tarafındaki merkezi arter ve ven aracılığıyla kanlanmaktadır. 

Koryokapiller pleksustaki kan difüzyon yoluyla retinanın dış kompartımanının tamamını 

besler. Santral arter ve santral ven ise optik sinirin ortasından geçip optik diskten göz 

küresine girer. Santral arter alt ve üst dallara, hemen sonrasında da nazal ve temporal dallara 

ayrılarak retinanın alt segmentlerinin beslenmesini sağlar. Ancak santral artere ait olan bu 

dalların birbirleriyle anostomozlaşmadıkları bilinmektedir. Bu nedenle santral retinal arterin 

dallarına “anatomik uç arterler” de denilmektedir. Santral vende de artere benzer bir 

dallanma görülür. Optik disk ve yakınında yalnızca vitröz hümör ve iç sınırlayıcı membran 

arasında bulunan damarlar, perifere doğru gidildikçe retinanın daha üst segmentlerine doğru, 

iç nüklear katmana dek ilerlerler. Burada kapiller pleksuslar oluştururlar. 

Retina damarlarının oftalmoskopi sırasında ayrıntılı şekilde değerlendirilmesi diyabetik 

retinopati, glokom ya da kafa içi basınç artışı gibi patolojik durumların tespiti açısından 

oldukça önemli bulgular içermektedir [33]. 



9 

 

2.4. Retina Histolojisi 

Gözün en iç tabakası olan ve göz yuvarını en içten çepeçevre saran retina; retina pigment 

epiteli (RPE) ve nöral retina (retina proper) olmak üzere iki bölümden oluşur. Görme 

olayının gerçekleşmesini sağlayan fotoreseptörleri de içeren tabaka, nöral tabakadır. Bu 

tabaka optik diskten ora serrata’ ya kadar uzanmaktadır. Retina pigment epiteli ise koroid 

komşuluğunda yer alan, Bruch membranı aracılığıyla koroidin koriyokapiller vasküler 

katmanına sıkıca tutunan bölümdür [31]. Daha ayrıntılı incelendiğinde nöral tabakayı da 

dıştan içe olmak üzere dış kompartıman (Outer segment - OS), iç kompartıman (Inner 

Segment - IS) ve Ganglioner tabaka şeklinde sınıflandırmak mümkündür [34]. Tam bir 

histolojik sınıflandırma yapıldığında ise dış kompartımanın a) fotoreseptör tabakası, b) dış 

sınırlayıcı membran, c) dış nüklear tabaka d) dış pleksiform tabaka; iç kompartımanın a) iç 

nüklear tabaka, b) iç pleksiform tabaka; Ganglioner tabakanın a) Ganglion hücre tabakası, 

b) optik sinir lifleri tabakası, c) iç sınırlayıcı membran’ ı içerdiği görülür [33] (Şekil 2). 

 

Şekil 2.2. Retinanın histolojik yapısı RPE: Retina pigment epiteli, DS: Dış segment, DSM: 

Dış sınırlayıcı membran, DNT: Dış nüklear tabaka, DPT: Dış pleksiform tabaka, 

İNT: İç nüklear tabaka, İPT: İç pleksiform tabaka, GHT: Ganglion hücre tabakası, 

SLT: Sinir lifleri tabakası, İSM: İç sınırlayıcı membran (Yıldız işaretli tabakalar 

bu çalışmada en çok bahsedilenlerdir) (Bu şekil [35] numaralı kaynaktan modifiye 

edilerek hazırlanmıştır) 
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Görme olayı esnasında; gözün ön kamarasından lens ve mercek yardımıyla gelen ışık, 

retinanın katmanlarından geçerek dış segmentteki fotoreseptörler tarafından tespit edilir. 

Görülebilir ışığın farklı nesneler tarafından yansıtılan dalga boylarının fotoreseptörler 

aracılığıyla belirlenmesiyle ışık; elektrokimyasal iletiler olarak optik sinir aracılığıyla 

merkezi sinir sistemine (beyindeki görme korteksine) iletilmek üzere kodlanmış olur. Tüm 

bu sürecin gerçekleşmesini sağlayan ana unsurlar olan fotoreseptörler; Rod’ lar (Çubuk 

fotoreseptörleri) ve Koni fotoreseptörleri olmak üzere iki çeşittir. İnsan retinasında yaklaşık 

120 milyon rod bulunurken 6 milyona yakın da koni fotoreseptörü bulunmaktadır. Rodlar 

gece görüşü gibi az ışıkta görmeyi ve periferik görüşü sağlıyorlarken koniler parlak ve renkli 

ışığın algılanmasında görev alırlar ve merkezi görüşten sorumludurlar [34]. 

2.4.1. Bruch membranı 

Retinanın beslenmesini sağlayan fenestralı kapiller kan damarlarından oluşan koryokapiller 

tabaka ile retina pigment epiteli arasında bir geçiş bölgesi olarak uzanır. Optik diskten ora 

serrataya kadar 1 - 4 µm kalınlığında yer almaktadır. Bazı uzmanlar ve yazarlar bu amorf, 

ince tabakanın koroidal stromaya ait olduğunu ifade etmiş olsalar da koryokapiller endotel 

ile retina pigment epitelinin bazal membranı bu tabakanın her iki sınırını oluşturmaktadır. 

Bu iki sınır arasında ise sırayla kollajen fiberler - elastik fiberler - kollajen fiberler şeklinde 

bir “sandviç modeli” ni andıran üç tabaka daha bulunmaktadır. Böylece toplamda beş farklı 

tabakadan oluşan ve “lamina vitrea” olarak da isimlendirilen Bruch membranı, ora serrata’ 

dan itibaren kollajenöz ve elastik tabakalarını kaybederek siliyer stroma içinde görünmez 

hâle gelir [33]. 

2.4.2. Retina pigment epiteli (RPE) 

Retinanın en dış tabakasıdır ve retinanın duyusal olmayan bölümüdür. Bu özelleşmiş epitel 

tipi tek katlı kübik ya da alçak prizmatik hücrelerden oluşmuştur ve retina boyunca düzensiz 

yoğunlukta yer alır [2, 36]. RPE, yaklaşık üç buçuk milyon retina pigment epiteli hücresi 

içermektedir ve bu hücrelerin her biri 14 µm genişliğinde, 10-14 µm uzunluğundadır [33, 

37]. Fovea ve komşuluğundaki alanlarda en uzun epitel hücreleri bulunmakta, bu durum da 

epitel hücrelerindeki pigment içeriği nedeniyle bu alanların daha koyu renkli görünmesine 

neden olmaktadır. RPE; koroidin koryokapiller tabakasına Bruch membranı aracılığıyla 

sıkıca tutunmuştur. Diğer tarafında ise nöral / duyusal retina yer almaktadır [33]. Nöral 
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retinanın ilk tabakası olan fotoreseptör hücre tabakası ile RPE hücrelerinin birbirlerine 

tutunmalarını sağlayan, amorf şekilli ekstrasellüler matrikse “interfotoreseptör matriks” adı 

verilmektedir [30]. Bazı patolojik koşullar Retina pigment epitelinin nöral retinadan 

ayrılmasına neden olabilirler. Bu duruma “retina dekolmanı” adı verilmektedir ve retina 

pigment epitelinin metabolik desteğinden yoksun kalan nöral retinanın bir süre sonra 

işlevsizleşmesiyle sonuçlanan bir tablodur. Hızla lazer ya da cerrahi tedavinin uygulanması 

prognoz açısından olumludur [2, 36]. 

Retina pigment epiteli hücrelerinin histolojik yapısı, bu retinal tabakanın görmenin 

olaylanmasına sunduğu büyük katkıyı yansıtır niteliktedir. RPE hücrelerinin apikalinde 

sitoplazmik uzantılar vardır ve bu uzantılarda silindirik kılıflar içerisinde melanin granülleri 

bulunmaktadır. Çubuk ve koni fotoreseptörlerine direkt temas etmeyen fakat onlarla ilişki 

içerisinde olan bu yapıların içindeki melanin pigmenti granülleri, fotoreseptörlere en yakın 

alanlarda birikmişlerdir. Nöral retinadan geçen ışığın absorbsiyonunu gerçekleştirerek 

parlamanın engellenmesini sağlarlar. RPE hücrelerinin bazalinde ise çok sayıda kıvrımlı 

çöküntü ile karakterize hücre çekirdeği bulunmaktadır. Ayrıca bazalde hücre membranı, 

mitokondri ile ilişki içinde olan birçok katlantıya sahiptir. RPE hücrelerinin sitoplazmasında 

ise çekirdeğin hemen üzerinde yer alan bir Golgi aygıtı, yaygın bir düz Endoplazmik 

retikulum ağı, rezidüel cisimcikler, sekonder lizozomlar ve fagozomlar gözlemlemek 

mümkündür. Rezidüel cisimcikler ve fagozomlar içerisinde fototransdüksiyon sonrası artık 

metabolit hâline gelen, fotoreseptörlere ait membranöz disklerin kalıntıları bulunmaktadır. 

Bu durum RPE hücrelerini görme olayının devamlılığının sağlanması bakımından son 

derece önemli bir konuma taşır. Çünkü fotoreseptörlerin yenilenmesini sağlayan, görme 

pigmentlerinin fotosensitivitesini yeniden kazandıran, bu rezidüel cisimcikler ve fagozomlar 

sayesinde, RPE hücreleri olmaktadır. Ek olarak RPE hücreleri serbest radikalleri ortadan 

kaldırma yoluyla bir antioksidan olarak görev yaparlar. Adenozin trifosfat (ATP), çeşitli 

büyüme faktörleri ve immünmodülatörler sentezleyerek nöral retinanın sağlığını korur ve 

onları metabolik olarak desteklerler. Aynı zamanda RPE hücreleri arasında zonula 

okludensler, zonula adherensler ve oluklu bağlantılar bulunmaktadır. Bu kompleks 

bağlanma yapıları, kan-retina bariyerini oluşturarak retinanın sağlığını ve canlılığını koruyan 

temel aktörlerden biri olmuş olur [33, 36]. 
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2.4.3. Dış kompartıman 

“Retina Histolojisi” başlığı altında belirtildiği üzere, Dış kompartıman (Outer segment / OS) 

nöral retinanın başladığı alandır. Fotoreseptör tabakası, dış sınırlayıcı membran, dış nüklear 

tabaka ve dış pleksiform tabaka’ dan oluşur. 

Fotoreseptör tabakası; çubuk (Rod) ve koni fotoreseptör hücrelerinin membranöz disklerini 

ve çekirdeğe kadar olan hücre gövdelerini içeren tabakadır. Bu alanda yer alan 600 ila 1000 

adet membranöz disk, morfolojileri itibariyle fotoreseptörlerin çubuk ya da koni şeklinde 

adlandırılmasını sağlayan yapılar olup nöral retinanın ışığa esas duyarlı alanlarıdır. 

Fototransdüksiyon işlemi bu disklerde gerçekleşmektedir. Disklerin düzenlenme biçimleri 

nedeniyle ışık mikroskobunda fotoreseptör tabakasını dikey çizgilenmeler şeklinde görürüz. 

Görmenin gerçekleşebilmesi için bu katmanda üretilen sinyaller diğer tüm retina 

tabakalarından geçerek beyne iletilmektedir [33, 38]. 

Dış sınırlayıcı membran; fotoreseptör tabakası ile fotoreseptör hücre çekirdeklerinin yer 

aldığı dış nüklear tabaka arasında konumlanan, soluk renkli gözlemlenen, esasen gerçek bir 

membran olmayan yapıdır. Dev şekilli Müller hücrelerinin uzantıları ile fotoreseptörler 

arasındaki zonula adherens bağlantıları tarafından oluşturulmuştur. Bu membran sınırı, 

büyük moleküllerin retinanın iç tabakalarına geçişini önleyen bir bariyer olarak görev yapar 

[33, 36]. Işık mikroskobisi için bu tabakanın yeri, Müller hücrelerinin sonlandığı alan olarak 

işaretlenebilir ki; bu da fotoreseptör hücre gövdelerinin bazaline, fotoreseptör hücre 

çekirdeklerinin ise hemen apikaline denk gelmektedir. 

Dış nüklear tabaka; Rod ve Koni fotoreseptörlerinin hücre çekirdeklerinin bulunduğu 

tabakadır. Foveal alanda en ince kalınlıktadır. Fotoreseptörlerin dış segmentlerinde olduğu 

gibi çekirdekleri arasında da histolojik farklar mevcuttur. Rod fotoreseptör çekirdeklerinin 

olduğu sitoplazma alanı, iç segmentteki sitoplazmadan daha ince ve az iken Koni 

fotoreseptörlerinin çekirdeklerinin etrafını saran sitoplazmada böyle bir incelme ya da 

miktarca azalma söz konusu değildir. Ayrıca Koni çekirdekleri Rod’ larınki ile 

karşılaştırıldığında daha açık renk boyanırlar, daha geniş ve daha ovaldirler [33, 37]. 
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Dış pleksiform tabaka; fotoreseptör hücreler ile retinada yer alan diğer nöronal hücrelerin 

uzantıları ve sinaps yaptıkları alanlar bu tabakada bulunmaktadır. Bu uzantılar sayesinde 

fotoreseptör hücrelerde üretilen sinyaller retinal nöronlara iletilebilmektedir. Rod ve koni 

fotoreseptörlerinin çekirdeklerinden çıkan ince bir uzantı lateralde birkaç dallanma yaparak 

genişlemiş bir parçaya uzanır. Bu genişlemiş parça rodlarda “sferül”, konilerde “pedikül” 

olarak isimlendirilmektedir. Birçok Rod fotoreseptörünün uzantısı tek bir bipolar nöronla 

sinaps yapabiliyor ve ağlar oluşturabiliyorken Koni fotoreseptörlerinin birçoğu bipolar 

nöronlarla bire bir ilişki kurmaktadır. Özellikle foveada, bir Koni fotoreseptörü direkt bir 

adet bipolar nöron ile bağlantı halindedir. Bu tabakada yer alan nöral retinal hücreler (bipolar 

nöronlar, horizontal hücreler, internöron hücreleri ve Amakrin hücreler) bölüm 2.6’ da 

ayrıntılı olarak incelenmiştir. 

2.4.4. İç kompartıman 

“Retina Histolojisi” başlığı altında belirtildiği üzere, İç kompartıman (İnner segment / IS); 

iç nüklear tabaka ve iç pleksiform tabaka’ dan oluşur. 

İç nüklear tabaka; fotoreseptör hücreler haricindeki nöral retinal hücrelerin çekirdeklerinin 

yer aldığı tabakadır. Bu hücre tipleri olan horizontal hücreler, bipolar nöronlar, Amakrin 

hücreler, internöronlar ve Müller hücrelerinin özellikleri bölüm 2.6’ da ayrıntılı olarak 

incelenmiştir. İç nüklear tabakanın dış kısmına yakın alanda Horizontal hücreler yer alırken 

Amakrin hücreler iç pleksiform tabakanın komşuluğunda bulunurlar. Müller hücreleri ve 

bipolar nöronlar ise iç nüklear katmanın herhangi bir pozisyonunda görülebilirler [33, 39]. 

İç pleksiform tabaka; fotoreseptör haricindeki nöral retinal hücrelerin akson ve dendrit 

uzantılarının birbirleriyle etkileşimde bulunarak sinapslar yaptıkları tabakadır. İç sınırlayıcı 

membrana paralel bir seyir gösterir ve bu durum nedeniyle ışık mikroskobisinde yatay çizgili 

bir görünümü vardır [33]. 

2.4.5. Ganglioner tabaka 

“Retina Histolojisi” başlığı altında belirtildiği üzere, Ganglioner tabaka nöral retinanın en iç 

tabakası olup optik sinir aracılığıyla beynin görme merkeziyle bağlantı halindedir. Bu 
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tabaka; Ganglion hücre tabakası, sinir lifleri tabakası ve iç sınırlayıcı membran başlıkları 

altında incelenmiştir. 

Ganglion hücre tabakası; çapları 30 µm’ ye kadar ulaşabilen, büyük multipolar nöron 

gövdelerinin oluşturduğu tabakadır. Gangliyon hücrelerinin yanı sıra yer yer koyu boyanan, 

küçük nöroglial hücreler de bu tabakada yer almaktadır. Ganglion hücre tabakası retinanın 

oldukça büyük bir bölümünde tek tabakalı iken makulada sekiz-on tabakaya kadar ulaşabilir 

[33]. 

Sinir lifleri tabakası; Ganglion hücrelerinin aksonlarını içeren, yassı bir tabakadır. Buradaki 

aksonlar ince ve miyelinsizdir. Retina düzenlenmesine paralel şekilde seyreden bu tabakada, 

süperfasiyal kapillerleri de içeren retinal damarlar da primer olarak bulunmaktadır. Sinir 

lifleri tabakasının kalınlığı, periferik bölgelerde oldukça ince iken aksonların biraraya 

geldiği optik disk alanında belirgin şekilde artmıştır [33, 40]. 

İç sınırlayıcı membran; Müller hücrelerinin bazal laminaları tarafından oluşturulan, 

retinanın en iç sınırıdır. Retina ile vitröz cismi birbirinden ayırır [33]. 

2.5. Özelleşmiş Retinal Alanlar 

Retinayı periferik ve merkezi retina olarak sınıflandırdığımızda yalnızca konum olarak değil 

yapısal özellikler bakımından da farklılık gösteren alanlar vardır. Bunlar Fovea (fovea 

santralis) ve Makula lutea’ dır. Ek olarak retina dokusuna ait olmamasına rağmen retinal 

fonksiyon açısından son derece önemli olan ve nöral retinanın son bulduğu alandan itibaren 

göz küresini dolduran Vitröz hümör (vitreus sıvısı) da bu başlık altında ele alınmıştır. 

a) Optik disk: Retinanın arka tarafında yer alan bu alan “kör nokta” olarak da bilinir; çünkü 

burada hiç fotoreseptör ve dolayısıyla sinyal iletici nöron yoktur. Ganglion hücrelerinin 

aksonları bu alanda birleşerek optik siniri oluşturmaktadırlar. Optik disk, optik sinir 

aracılığıyla görme sinyalinin beyne doğru iletilmesini sağlayan bir çıkış yolu iken santral 

retinal arter ve ven için de retinaya giriş yolu olarak görev yapar [36]. 

b) Fovea (fovea santralis): Optik eksenin arka kutbunda, küçük bir çöküntü şeklindedir. Çapı 

yaklaşık 1,5 mm’ dir. Bu çöküntünün merkezi yaklaşık 200 µm çapındaki “foveola” dır. 

Bölgenin en tipik özelliği fotoreseptör tabakasında yalnızca Koni fotoreseptörlerini 
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içermesidir, Rod’ lar bu alanda bulunmamaktadırlar. Ayrıca bu alandaki Koni 

fotoreseptörleri diğer Koni’ lere göre daha ince ve uzundurlar. Bazı kaynaklarda yalnızca 

Koni fotoreseptörlerinin yer aldığı küçük tümseklik şeklinde görülen bu alan “umbo” 

olarak da isimlendirilmiştir. Fovea’ da temel olarak fotoreseptör tabakası, Ganglion 

hücreleri ve Retina pigment epiteli görülür; diğer retina tabakaları bu alanda ya 

bulunmamaktadır ya da çok incelmiştir. Ek olarak Fovea’ da ışığın engellenmeden Koni 

fotoreseptörlerine ulaşabilmesi için retinal damarlar da bulunmaz; fakat koryokapillerler 

ise kalınlaşmıştır [2, 33]. 

c) Makula lutea: Fovea’ nın çevresinde yer alan, yaklaşık 5,5 mm çaplı alandır. “lutea” 

isimlendirmesi bu alanda bulunan sarı renkli bir ksantofil pigmentten gelmektedir. Bazı 

kaynaklarca “sarı nokta” olarak da adlandırılır. Retinanın en duyarlı alanıdır. Fovea gibi 

ağırlıklı olarak Koni fotoreseptörlerini içeren bu bölgenin periferinde, foveadan farklı 

olarak Rod fotoreseptörleri de yer almaya başlamıştır. Foveaya benzer şekilde, bu alanda 

da gelen ışığın engellenmemesi amacıyla retinal damarlar bulunmaz. Fotoreseptör 

hücreler haricinde ağırlıklı olarak Ganglion hücrelerini ve bu hücrelerin uzantılarını 

içermektedir [33]. 

d) Vitröz hümör (vitreus sıvısı): Bu sıvı gözün üçüncü kamarası olan lens ile retina 

arasındaki kamarayı dolduran; jel kıvamlı, saydam, homojen bir sıvıdır. Yaklaşık hacmi 

3,9 mm3’ ten biraz azdır ve göz küresinin hemen hemen ¾’ ünü doldurur. Yapısında 

büyük oranda su, kollajen fibriller, başta hyaluran olmak üzere glikozaminoglikanlar 

(GAG’ lar) ve bu fibriller ile GAG’ ların sentezini gerçekleştiren hücreler olan 

hiyalositler bulunmaktadır. Hiyalositler tipik şekilde iyi gelişmiş granüllü Endoplazmik 

retikulum ve Golgi aygıtına sahiptirler ancak rutin histolojik boyama preparatlarında 

görülmeleri zordur. Özellikle periferde olmak üzere yer yer fibroblastlara ve histiyositlere 

de (doku makrofajları) rastlamak mümkündür. Ayrıca her zaman görülemese de vitröz 

hümörün merkezinden hiyaloid arterin kalıntısı geçmektedir. Bu kalıntı bir kanal 

şeklindedir ve optik disk ile lensin arka kapsülü arasında uzanmaktadır. Hiyaloid kanal 

ya da Cloquet kanalı olarak isimlendirilir [2, 33]. 

2.6. Retinal Hücreler 

Retinadaki hücreleri; pigmentli retinada yer alan Retina Pigment Epiteli hücreleri ve nöral 

retinada yer alan; Fotoreseptör hücreler (Rod ve Koni’ ler), İnternöronal hücreler (Bipolar 

nöronlar, Horizontal hücreler, Amakrin hücreleri, İnterpleksiform hücreler), Ganglion 
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hücreleri, Glial hücreler (Müller hücreleri, Astrositler, Oligodendrositler, Mikroglialar) ve 

görsel olmayan fotoreseptörler şeklinde sınıflandırılabiliriz. 

2.6.1. Retina pigment epiteli (RPE) hücreleri 

Nöroektodermden köken almaktadırlar [27]. Retinanın koroide en yakın tabakasında yer 

alırlar. Tek katlı kübik ya da alçak prizmatik hücrelerdir. Apikallerinde sitoplazmik uzantılar 

bulunur. Bu uzantıların içinde de kılıfla kaplı şekilde, melanin pigmenti granülleri vardır. 

RPE hücrelerindeki melanin pigmentasyonu, gebeliğin 5.haftasında başlayıp yaklaşık olarak 

6.haftanın başında tamamlanmaktadır. Bu pigment granülleri RPE hücrelerinin koyu 

kahverengi görünmesine neden olurlar. Ayrıca bu alandaki pigmentasyon ırk ve genetik 

yapıdan bağımsızdır, genel olarak ışık mikroskobunda her bireyde benzer renklerde izlenir 

[41]. Hücrelerin bazalinde ise hücre membranı çok sayıda katlantıya sahiptir. Çekirdekleri 

bazale yakın yerleşimlidir birçok kıvrımlı çöküntü içerir. Çekirdeğe yakın yerleşimli bir 

Golgi aygıtı ve düz Endoplazmik retikulum söz konusudur. Ayrıca sekonder lizozomlar, 

fagozomlar ve rezidüel cisimcikler ile karakterize bir sitoplazmaya sahiptir. Kan-retina 

bariyerini oluşturan temel hücre grubudur. Özellikle optik sinire yakın olan alanlarda bu 

bariyerin çok daha gelişmiş bir yapı sergilediğini söylemek mümkündür [42]. RPE hücreleri 

arasındaki zonula okludens, zonula adherens ve oluklu bağlantılar da bu bariyerin  

yapıtaşlarındandır. RPE hücreleri koroid ile retina arasındaki iyon alışverişini düzenlemekle, 

fagositoz yeteneği sayesinde fotoreseptörlerin devamlılığını sağlamakla ve retinal ortamda 

immünmodülatörleri sentezlemekle yükümlüdürler [33, 36]. 

2.6.2. Fotoreseptör hücreler 

RPE tabakasının altında yer alan ve RPE hücreleri ile ilişki içinde olan hücrelerdir. 

Görmenin olaylanmasından sorumlu olan nöronlardır. Nöral retinanın ışığa esas duyarlı 

yapıları olup fototransdüksiyonun gerçekleştiği hücrelerdir. Rod (çubuk) ve Koni olmak 

üzere iki tip fotoreseptör hücre vardır. Her iki hücre tipinde de membranöz disklerden oluşan 

bir dış segment, nöron gövdesinin ve sitoplazmasının yer aldığı bir iç segment, bir çekirdek 

ve alt tabakada yer alan nöronlara sinyallerin iletilmesine aracılık eden sitoplazmik uzantılar 

ortaktır. Rod fotoreseptörlerinin dış segmenti çubuk ya da çomak şekline sahiplerken Koni 

fotoreseptörlerinin dış segmenti konik yapıdadır. 
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Retinada yaklaşık 6-7 milyon Koni fotoreseptörü bulunuyorken 120-125 milyon Rod 

(çubuk) fotoreseptörü bulunmaktadır. Koniler ağırlıkla merkezi retinada (foveada) yer 

alırlar, Rodlar ise bu alanda oldukça az sayıdadırlar. Rodların da konilerin de boyları 

retinanın merkezine doğru gidildikçe artış gösterirken periferde ise kısalmaktadır. 

Rod ve koni fotoreseptörlerinin morfolojik ve yerleşimsel farkları haricinde işlevsel 

farklılıkları da bulunmaktadır. Rodlar ışığa karşı daha duyarlı olup az ışıkta bile görmeyi 

sağlayan, periferik (çevresel) görüşten sorumlu olan ancak aynı zamanda yalnızca grinin 

tonları şeklinde bir görüntü algılanmasına aracılık eden fotoreseptörlerdir. Rod 

fotoreseptörlerinin sahip oldukları görme pigmenti “Rodopsin” olarak isimlendirilmiştir. 

Koniler ise günışığı gibi parlak ışıkta çalışabilen, merkezi görüşten sorumlu olan ve renkli 

görmeyi sağlayan fotoreseptörlerdir. Koniler ışığın farklı dalga boylarında absorbsiyon 

yapma özelliklerine göre L (long), M (medium) ve S (short) olmak üzere üçe ayrılırlar; 

sırasıyla mavi, yeşil ve kırmızı ışığın algılanmasından sorumludurlar. Bu ışıkların 

algılanmasını sağlayan Koni fotoreseptörlerine özgü görme pigmenti “İodopsin” olarak 

isimlendirilmiştir. Her üç tip koni fotoreseptörüne de sahip olan bireylere “trikromat” adı 

verilirken bu koni tiplerinden birine sahip olamayan bireyler “dikromat” olarak 

isimlendirilirler ve renk körüdürler [33, 36]. Rod fotoreseptörlerinin, ışığa Koni’ lerden daha 

duyarlı oldukları için, Koni fotoreseptörlerine oranla daha fazla görme pigmenti içerdikleri 

bilinmektedir [29]. 

Fotoreseptörlerin membranöz diskleri bir “bağlantı sapı” aracılığıyla fotoreseptörün hücre 

gövdesi ile birleşir. Bu bağlantı sapı fotoreseptörün iç ve dış parçalarını birleştiren, daralmış 

bir bölge şeklinde görülür ve aslında bir bazal cisimcikten çıkan 9+2 mikrotübül sistemi 

şeklinde düzenlenmiş bir silyum içermektedir. Bu durum fotoreseptörün dış segmentinde yer 

alan membranöz disklerden oluşan yapının, ileri düzeyde gelişmiş bir silyum olarak da kabul 

edilmesine neden olmaktadır. Ek olarak bağlantı sapı bölgesinde, iç parçadan çıkan ve 

“kaliseal uzantı” adı verilen bir uzantı membranöz diskin etrafını sarmaktadır. İç parça ise 

tipik şekilde aktif olarak protein sentezleyen bir hücre gövdesi / sitoplazması 

karakterindedir. Belirgin bir Golgi aygıtı, granüllü Endoplazmik retikulum, serbest 

ribozomlar ve sitoplazmaya dağılmış mikrotübüller bu alanın temel yapılarındandır. 

Mitokondriler özellikle bağlantı sapına yakın yerleşim gösterirler. 
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Fototransdüksiyonun gerçekleştiği ve fotoreseptör hücre gövdesinin aktivitelerine destek 

olan metabolik mekanizmanın olaylandığı membranöz diskler, fotoreseptör hücre membranı 

tarafından çevrelenmişlerdir. Her fototransdüksiyon sonrası proksimalden (bağlantı sapına 

yakın olan alan) distale doğru (Retina Pigment Epiteli’ ne doğru) kayarak yıkıma uğrarlar. 

Gün içinde yaklaşık doksan adet membranöz diskin yıkıma uğradığı ve yenisinin yapıldığı 

bilinmektedir. Yapımları ise Rod fotoreseptörlerinde plazma membranının içe katlanması 

yoluyla ömür boyu devam ederken Koni fotoreseptörlerinde düzenli olarak gerçekleşmez. 

Ayrıca Rod’ ların membranöz diskleri, yapım aşamasından sonra, plazma membranından 

tamamen ayrı kompartımanlar olarak yer alıyorken Koni’ lerdeki diskler yapım aşamasından 

sonra da plazma membranından ayrılmazlar. Yeni bir membranöz diskin üretilmesi, distale 

doğru ilerlemesi ve yıkıma uğramak üzere RPE hücrelerine iletilmesi yaklaşık on gün 

sürmektedir [33, 36]. 

2.6.3. İnternöronal hücreler 

a) Bipolar nöronlar; bir akson ve bir dendrite sahip olan duyu nöronlarıdır. Fotoreseptör 

hücrelerle sinapslar yaparlar ve bu sinapslar aracılığıyla fotoreseptörlerde üretilen 

sinyaller retinanın iç tabakalarına ve nihayetinde Ganglion hücreleri üzerinden optik 

sinire iletilir. Akson ve dendrit uzantıları hem iç hem dış pleksiform tabakaya 

ulaşmaktadır. Bir adet Bipolar nöron 70 kadar Rod fotoreseptörü ile sinaps 

yapabiliyorken yalnızca bir adet Koni fotoreseptörü ile sinaps yapabilmektedir. Ancak bu 

durum retinanın Fovea alanı hariç olan bölgelerinde geçerlidir; çünkü foveada bipolar 

hücrelerin her biri yalnızca bir adet Ganglion hücresi ile bağlantı kuracak şekilde 

konumlanmışlardır. Böylece Fovea’ daki çok yüksek çözünürlüklü görme keskinliği 

sağlanmış olur [33, 37]. Bipolar hücreleri, bağlandıkları fotoreseptör tipine göre, Rod 

bipolar hücreler ve Koni bipolar hücreler şeklinde sınıflamak mümkündür. Koni bipolar 

hücreler de kendi aralarında “cüce koni bipolar hücreleri” ve “diffüz (yaygın) koni bipolar 

hücreleri” şeklinde sınıflandırılabilir. Cüce koni bipolar hücresi optik sinirin tek bir Koni 

hücresi ile ilişki kuruyorken diffüz bipolar hücrelerin sinyal alma ve iletme ağı daha geniş 

ve yaygındır [30]. 

b) Horizontal hücreler; bipolar hücrelere benzer fonksiyon gösterirler. Bu hücre tipi de 

fotoreseptör hücreler ile Ganglion hücreleri arasında yer alırlar. Görme sinyalinin 

fotoreseptörlerden optik sinire iletilmesine aracılık eden nöronlardandır. Akson ya da 

dendritleri yoktur; bunun yerine hem fotoreseptörlerle hem de Ganglion hücreleriyle 
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bağlantı halinde olan nöritik çıkıntıları vardır [30]. Genelde yayvan hücre formuna sahip, 

geniş hücrelerdir ve dış pleksiform tabakasına yakın yerleşim gösterirler. Çekirdekleri ise 

iç nüklear tabakadadır. Bir horizontal hücre birkaç fotoreseptör ile bağlantı halindedir. 

Rod fotoreseptörlerinin sferül adı verilen uçlarıyla, Konilerin pedikülleriyle ve bipolar 

hücrelerle kurdukları bağlantılar sayesinde fotoreseptörler ve bipolar hücreler arasındaki 

elektriksel eşik değeri, fonksiyonel olarak düzenlenmektedir [33, 37]. 

c) Amakrin hücreler;  diğer internöronlar gibi fotoreseptörler ile Ganglion hücreler 

arasındaki bölgede yer alarak görme sinyalinin iletilmesine katkı sağlarlar. Bipolar 

hücrelerin aksonları ve Ganglion hücrelerinin dendritleri ile bağlantılar kurarlar. 

Horizontal hücreler gibi, Amakrin hücrelerin de aksonları ya da dendritleri yoktur, 

bunların yerini nöritik çıkıntılar almıştır [30]. Genellikle iç pleksiform tabakasına yakın 

yerleşim gösterirler ve fonksiyonları çok net bilinmemektedir. Karmaşık dallanmalara 

sahiptirler. Bir Amakrin hücre, dallanmış çıkıntıları sayesinde birden çok Ganglion 

hücresi ile bağlantı halindedir [33, 37]. Fizyolojik fonksiyon anlamında da bazı Amakrin 

hücrelerinin aksiyon potansiyelleri üretebildikleri tespit edilmiş olsa da bunun nedeni 

henüz net şekilde bilinmemektedir [29]. 

d) İnterpleksiform hücreler; isimleriyle özdeş şekilde, dış ve iç olmak üzere, her iki 

pleksiform tabaka arasında sinaps bağlantıları bulunan hücrelerdir. Elektriksel sinyallere 

çevrilecek olan ışık içerikli iletiyi, Ganglion hücre tabakası yönünden fotoreseptör hücre 

tabakasına doğru taşımakla görevlidirler [33]. 

2.6.4. Ganglion hücreleri 

Büyük, multipolar nöronlardır. Fotoreseptörlerden gelen sinyallerin önce optik sinire, 

buradan da beynin görme korteksine iletilmesini sağlarlar. Nöron gövdeleri retinanın en iç 

nüklear tabakasında yer alırlar. Yaklaşık 1,2 milyon civarında olan Ganglion hücreleri aktif 

protein üretme karakteristiği ile uyumlu şekilde, belirgin bir çekirdekçiğe ve açık renk 

boyanma özelliği gösteren bir çekirdeğe sahiptirler. Ayrıca sitoplazmada Nissl cisimcikleri 

de gözlenmektedir. Ganglion hücreleri birer multipolar nöron oldukları için her bir Ganglion 

hücresinden çıkan bir akson uzantısı ve çok sayıda dendrit vardır. Akson uzantıları retinadaki 

diğer nöronlara kıyasla daha uzundur ve retinanın daha iç alanında yer alan sinir lifleri 

tabakasına doğru uzanarak optik siniri oluştururlar. Dendritler ise tam tersine retinanın daha 

dış tabakasına doğru ilerleyerek iç pleksiform tabakaya doğru yol alıp burada dallanmalar 

yaparlar. Ganglion hücrelerinin bipolar nöronlarla bağlantısı ise retinanın periferinde ve 
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merkezi retinada farklılıklar göstermektedir. Periferde bir Ganglion hücresi ile yüz kadar 

bipolar nöronun sinaps yaptığı gözlenirken foveada bu durum bire bir ilişki şeklindedir. 

Normalde 20 farklı çeşit Ganglion hücresi tanımlanmış olsa da bunların büyük çoğunluğu 

midget (cüce) ve parasol hücrelerdir. Fovea ve makuladaki bipolar nöronlarla ilişki halinde 

olan Ganglion hücreler, daha küçük yapılı olup bunlar “cüce (midget)  Ganglion hücreleri” 

olarak adlandırılırlar. [33, 36, 38]. Bu Ganglion hücreleri dendritleri aracılığıyla bir adet 

cüce bipolar koni hücresiyle bağlantıdadırlar, böylece sinyalleri yalnızca Koni hücrelerinden 

almış oldukları görülür [30]. Ayrıca kabaca bir tarifle görsel iletinin retinadan beyne kadar 

taşınmasına aracılık eden Ganglion hücreleri, bu görevin gerçekleştirilebilmesi için aksiyon 

potansiyeli üretmek zorunda olan hücrelerdir [29]. 

2.6.5. Glial hücreler 

a) Müller hücreleri; nöral retinada yer alan dev hücrelerdir. Apikaldeki uzantıları dış 

sınırlayıcı membranı oluştururken bazaldeki uzantıları iç sınırlayıcı membranı 

oluşturmaktadır. Bu iki membran arasında uzanacak kadar büyük hacimleri vardır. 

Böylece nöral retinanın temel iskeletini oluştururlar, hücreler arası boşlukların büyük bir 

kısmını doldururlar ve uzantıları sayesinde diğer hücreleri çevrelerler. Çekirdekleri iç 

nüklear tabakada yer almaktadır. Apikallerinde yer alan mikrovillusları, fotoreseptör 

hücrelerin arasından uzanmaktadır [33]. Aslında retinanın temel nöroglial hücreleridirler. 

Retinal hücrelerin korunması ve işlevlerinin devamlılığı açısından; glikoz taşınımı, 

aminoasit döngüsünün gerçekleştirilmesi, retinal dokuda potasyum iyonlarının 

dengelenmesi ve amonyak türevlerinin ortadan kaldırılması gibi pek çok önemli biyolojik 

fonksiyonun gerçekleştirilmesinden sorumludurlar [43]. Retinitis pigmentosa ve yaşa 

bağlı maküler dejenerasyon (YBMD) gibi retinal dejenerasyon hastalıkları sırasında, 

Müller hücre sayılarının arttığı tespit edilmiştir [44]. 

b) Diğer nöroglial hücreler; Astrositler, Oligodendrositler ve Mikroglialar’ dır. Astrositler 

yıldız şekilli, büyük nöroglial hücreler olup daha çok nöral retinanın yüzeye yakın 

tabakalarında yer alırlar. Özellikle kapillerlerin, sinir liflerinin ve Ganglion hücrelerinin 

çevrelerinde bulunmaktadırlar [31, 45]. Oligodendrositler yuvarlak, oval şekilli nöroglial 

hücrelerdir ve periferik sinir sisteminde sinir liflerinin etrafında miyelin kılıf 

oluşturmaktan sorumludurlar. Normal şartlarda retinal sinir liflerinin miyelinsiz oldukları 

bilinmektedir; ancak bazı durumlarda retinada miyelinli sinir liflerine de rastlanması 

Oligodendrositlerin nöral retinadaki varlıklarına da bir işaret olarak kabul edilmektedir 
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[37]. Mikroglialar ise en küçük nöroglial hücrelerdir, virgül benzeri şekilli çekirdek 

görünümleri ile karakterizedirler. Mononükleer fagositik sistemden (MNFS) köken alan 

hücreler olmaları dolayısıyla fagositoz yapma yetenekleri vardır. Retinaya kan dolaşımı 

yoluyla gelirler. Retinadaki sayıları çok fazla olmamasına karşın hareketli hücreler 

oldukları için retinanın her tabakasında bulunabilirler [31, 45]. 

2.6.6. Görsel olmayan fotoreseptörler 

Ganglioner kompartımanda yer alan bazı Ganglion hücrelerinin esasen görme olayında bir 

fonksiyonları olmasa da 24 saat boyunca gün ışığının miktarını ve kalitesindeki değişimleri 

algılayabilme yetenekleri vardır. Algıladıkları ve işledikleri sinyaller, retinohipotalamik 

aksonlar üzerinden geçerek suprakiazmatik çekirdeklere ve oradan da nihayetinde hipofiz 

bezine ulaşır. Hipofiz bezi ise sirkadiyen ritmi ayarlayarak fizyolojik olarak gece-gündüz 

ritminin korunmasını sağlamaktadır. Bu hücrelere “görsel olmayan fotoreseptörler” adı 

verilmiştir; çünkü Rod ve Koni fotoreseptörlerinin benzeri olacak şekilde 11-cis-retinal 

içerirler. Fakat görsel olmayan fotoreseptörlerdeki bu 11-cis-retinal, melanopsin proteinine 

bağlıdır [36]. 

2.7. Retina Fizyolojisi 

Nöral retinanın fotoreseptör tabakasında yer alan Rod ve Koni fotoreseptörleri, retinadaki 

fizyolojik değişimler sonucunda gerçekleşen “görme’ nin olaylanması” nın temel 

aktörleridirler. Daha önce de bahsedildiği üzere fotoreseptörlerde membranöz disklerden 

oluşan bir dış segment bulunmaktadır ve bu diskler ışığı en yüksek oranda alabilecek şekilde, 

retinal yüzeye paralel konumlanmışlardır. Bu disklerin lipid yapılı dış yüzeyinde, Rod 

fotoreseptörlerinde globüler halde Rodopsin molekülü (vizüel mor) bulunuyorken Koni 

fotoreseptörlerinde İodopsin molekülü vardır [33]. Rodopsin ya da İodopsin de kendi 

içerisinde “Opsin” adı verilen bir transmembran proteini bulundurur. Rod’ lara özgü olan 

opsin “Skotopsin” olarak isimlendirilirken Koni’ lere özgü olan “fotopsin” dir [33]. 

Skotopsine de bağlı olan küçük bir kromofor molekülü vardır. Bu ışığa duyarlı küçük 

molekül de A vitamini türevi olan retinal’ dir [36]. Görme olayının gerçekleşebilmesi için 

tüm bu yapıların var olması ve sağlıklı şekilde görevlerini sürdürüyor olmaları 

gerekmektedir. Bu anlamda A vitamini yetersizliğinin uzun sürmesi retinal fonksiyona zarar 

vererek “gece körlüğü” adı verilen ve loş ışıkta görmeyi engelleyen bir patolojiye neden 
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olmaktadır [33]. Aynı zamanda görme olayının devamlılığı açısından RPE hücreleri de son 

derece önem teşkil ederler; çünkü kullanılan ve trans-retinol haline gelmiş olan 

fotopigmentin yeniden retinale dönüştürülerek fotoreseptör disklerine iletilmesi RPE 

hücreleri aracılığıyla olmaktadır. Aşağıda “Fototransdüksiyon” adı verilen, “görme’ nin 

olaylanması” na ilişkin çizelgede, retinanın Rod fotoreseptöründeki fizyolojik süreçleri 

özetlenmiştir [36]. Bu süreç esasen fotoreseptörlere gelen ışığın burada elektriksel sinyallere 

dönüştürülerek karmaşık bir nöronal ağ tarafından beyne iletilmesidir. Fotoreseptörlerde yer 

alan görme moleküllerinin farklı olması haricinde, bu süreç her iki fotoreseptörde de benzer 

şekilde ilerlemektedir. Ek olarak Koni fotoreseptörlerinde fototransdüksiyonun Rod’ lara 

kıyasla daha hızlı gerçekleştiği bilinmektedir [29]. Yine de Rod fotoreseptörlerinde bu 

sürecin nasıl ilerlediği, daha çok çalışılmış olan bir konudur. 

Çizelge 2.1. Görmenin gerçekleşmesi olayına ilişkin akış [36] 

1. Işık retinaya ulaşır ve fotoreseptörlerin membranöz disklerine çarpar 

 

2. Membranöz disklerdeki Rodopsin’ e bağlı olan Retinal, ışık fotonunu emer 

 

3. Retinal, bir pikosaniye içinde 11-cis-retinal’ i trans-retinal’ e oradan da retinol’ e çevirir 

 

4. Bu durum sürecinde Opsin’ de şekil değişikliği oluşur 

 

5. Bu şekil değişikliği membrana bağlı bir G proteini olan Transducin’ i aktifleştirir 

 

6. Transducin aktifleştiğinde α alt birimi serbest kalır ve yana doğru hareket eder 

 

7. Bu birimin yana doğru hareketiyle bir diğer membran proteini olan Fosfodiesteraz (PDE) aktifleşir 

 

8. Fosfodiesteraz, cGMP’ yi hidrolize eder 

 

9. cGMP hidrolizasyonu, cGMP-kapılı Na+ kanallarını kapatır 

 

10. Bu durum hiperpolarizasyon oluşturur 

 

11. Böylece nörotransmitterlerin (glutamat) bipolar nöronlara doğru olan sinaptik salınımı azalır 

 

12. Bipolar nöronlar depolarize olurlar 

 

13. Bipolar nöronlar Ganglion hücreleri üzerinden optik sinire aksiyon potansiyelleri gönderirler (Görme iletileri 

elektriksel sinyaller olarak beynin görme korteksine doğru akmaya başlar ve beyinde görüntü oluşumu sağlanır!) 

 

14. Eş zamanlı olarak disklerde retinal’ in opsin’ den ayrılması “solma” sürecini başlatır 

 

15. Serbest haldeki trans-retinal fotoreseptörden RPE hücresine doğru taşınır 

 

16. Burada 11-cis-retinale geri dönüştürülür ve yeniden kullanılmak üzere membranöz diske tekrar taşınır 
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2.8. PAR Metabolizması ve PARP Enzim Ailesi 

ADP-ribozilasyonu (Adenozin difosfat-ribozilasyonu) bir transkripsiyon sonrası modifikasyon 

olup en özet şekliyle bir proteine bir ya da birden daha fazla ADP-riboz segmentinin eklenmesini 

ifade eder. Bu durum, diğer post-translasyonel modifikasyonlara benzer şekilde, translasyona 

uğramış proteinlerin enzimatik aktivitelerinin modifikasyonlarını, ubikutinlenmelerini ve daha 

sonra hedeflenen proteinlerin bozunmasına kadar giden yolu içermektedir. Bu olay, patojenik 

olmayan bakterilerde, bitkilerde ve hayvanlarda görüldüğü gibi; insan ve hayvan patojenik 

türlerinde de görülür. ADP-ribozilasyonu hücresel sinyalizasyon, DNA tamiri ve hücre ölümü 

gibi pek çok hücresel yolakta yer almaktadır [10, 46, 47]. 

Proteinlere birden fazla ADP-riboz eklenmesi poli-ADP-ribozilasyon ya da daha yaygın isimiyle 

PARilasyon olarak adlandırılırken tek bir ADP-riboz eklenmesi ise mono-ADP-ribozilasyon 

(MARilasyon) olarak isimlendirilir. PARilasyon işlemi neticesinde üretilen PAR (poli-ADP-

riboz) üniteleri; proteinleri yakalayıp tutan, bir araya getiren, onlar için yapısal bir iskele 

oluşturan anyonik bir matriks olarak nitelendirilmektedirler [48]. PAR zincirleri birbirlerine 

glikozidik bağlarla bağlanan 200’ e kadar PAR ünitesinin bir araya gelmesiyle oluşurlar [49]. 

Öte yandan bu işlemi gerçekleştiren enzimler ise ADP-ribozil-transferazlar (ART’ ler) ya da çok 

daha yaygın kullanılan ismiyle poli-ADP-ribozil-polimeraz (PARP)’ lardır [50]. Nadiren asetat 

veya fosfat gibi bazı küçük kimyasal gruplarda da sırasıyla sirtuinler ve KptA/Tpt1 gibi RNA 

fosfotransferaz enzimleri ADP-ribozilasyon işlemini gerçekleştirebilirler [51]. 

Temelde ART’ ler de iki sınıftan oluşmaktadır; ARTD’ler (ADP-ribosil transferaz diphteria) 

difteri toksini ile benzerlik gösterip orijinal PARP enzim ailesini oluştururlarken ARTC’ler 

(ADP-ribosil transferaz cholera) ise kolera toksini ile benzerlik gösterirler [52]. PARP’ ların 

ADP-ribozilasyonunu gerçekleştirirken ADP-ribozilleri proteinlerin serin, lizin, glutamat, 

aspartat, arjinin veya sistein kalıntılarına ya da DNA/RNA uçlarına ekleyerek gerçekleştirdikleri 

bilinmektedir [53]. Protein kalıntılarına ya da uçlarına eklenen bu ADP-riboziller, PARP’ ların 

NAD+’ yı (Nikotinamid adenin dinükleotid) ADP-riboz ve Nikotinamid’ e ayırması ve ADP-

ribozları seçerek proteinlere bağlaması sayesinde elde edilirler [50]. 

ADP-ribozilasyon sürecinde PARP’ların ADP-ribozilleri proteinlere doğru şekilde 

ekleyebilmeleri için proteinlerin doğru noktalarını tespit etmelerini sağlayan yardımcı proteinler 

de vardır. Bunlara ADP-riboz bağlanma alanları (ADP-riboz binding domains/ARBDs) adı 
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verilmektedir. ARDB’ ler hedef proteinin daha önceden PARilasyona ya da MARilasyona 

uğramış olan bölgesini tespit ederek yeni PAR polimerlerinin bu doğru alana eklenmesini 

sağlamaktadırlar. PARilasyona ya da MARilasyona uğramış proteinler, ADP-riboz bağlama 

motiflerine sahip proteinler tarafından özel olarak tanınırlar. Bu bağlanma motifleri PARilasyon 

için; makrodomainler, PAR-binding motifi, PAR-binding Zinc finger, WWE domain ve RNA ya 

da DNA binding motifleridir [51]. Fakat MARilasyonda yalnızca makrodomainler yer almaktadır 

[54]. Benzer şekilde, yine bu süreçte ADP-ribozillerin oluşmasına katkı sunan NAD+ sentaz’ lar 

da ADP-ribozilasyonunun yardımcı proteinlerindendir [51]. Öte yandan ADP-ribozilasyonunu 

sona erdirmek üzere görev alan poli-ADP-riboz glikohidrolazlar (PARG), ADP-ribozil hidrolazlar 

(ARH1, ARH3), terminal ADP-riboz protein glikohidrolaz-1 (TARG1) ile bazı fosfodiesterazlar 

(PDE), NAD+ hidrolazlar, MacroD1 - MacroD2 enzimleri de PAR zincirlerini hedef proteinden 

ayırarak ADP-ribozilasyon dengesinin korunmasını sağlarlar (Şekil 2.3) [55]. 

 

Şekil 2.3. PARilasyon PARilasyon; hedef proteine PAR’ ın PARP enzimi aracılığıyla 

eklenmesidir. Bu süreçte NAD+ sentaz, PAR moleküllerinin oluşmasını 

sağlıyorken ARBD’ ler ise (ADP-ribozil bağlanma bölgeleri) PAR’ ın doğru 

şekilde bağlanmasına yardımcı olurlar; PARilasyonun sonlanmasında 

NAD+hidrolaz ve ADP-riboz hidrolaz ile PAR hidrolaz yer almaktadır [55] 

ART’ lerin ARTD sınıfı olan PARP’ lar, temelde bir enzim ailesi grubudurlar. Bu enzim ailesinin 

farklı yapısal etki alanları, aktiviteleri, hücre altı konumlanmaları ve işlevleri olan 17 üyeden 

oluştuğu bilinmektedir  [47, 53, 56, 57]. 2004 yılına ait orijinal çalışmada PARP enzimlerinin 18 

üyeden oluştuğu ifade edilmiş olsa da daha sonradan PARP üyelerinden biri olarak kabul edilen 

Tankyrase 3’ ün Tankyrase 2’ nin daha kısa bir ek varyantı olduğu ortaya çıkmıştır [56]. PARP’ 

ların hedef proteine doğru şekilde bağlanmalarını sağlayan alanları/motifleri üzerinden yapılan 

sınıflandırmaya göre; PARP 1, 2, ve 3 DNA-bağımlı PARP’ lar iken PARP-5a ve 5b ise 

Tankyrase’ lardır [56]. PARP3 dışındaki bu PARP üyeleri PARilasyon gerçekleştiriyorlarken 

PARP3, MARilasyonda görev alır. PARP 1, 2 ve 3’ ün temel olarak DNA hasar bölgelerinin 

tamirinden sorumlu oldukları bilinirken, Tankyrase 1 ve 2 temel olarak telomerlerin 
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bütünlüklerinin korunmasında rol oynamaktadırlar [58, 59]. Sınıflandırmaya devam edildiğinde 

PARP 7, 12, 13.1 ve 13.2’ nin Cis-Cis-Cis-His Zinc-finger (CCCH) (Cis: Sistein, His: Histidin, 

Zinc finger: çinko parmak) içeren ya da WWE PAR-bağlanma bölgesi içeren PARP’ lar olduğu 

görülür. PAR-bağlanma makro alanları içerenler ise “makro PARP’ lar” olarak isimlendirilip 

bunlar PARP 9, 14 ve 15’ tir [53, 56]. PARilasyon ile PAR üreten PARP enzim üyeleri daha çok 

çalışılmış olmasına rağmen MARilasyonda görev alanlar hakkında da son yıllarda yapılan 

çalışmalar vardır. Buna göre PARP 3, 7 ve 14 transkripsiyonun düzenlenmesinde [60-62]; PARP 

10 ve 14 sinyal transdüksiyon yolaklarında [63-65]; PARP16 katlanmamış protein yanıtında [66]; 

PARP14 hücre iskeletini oluşturan aktin filamanlarının yapısında [57] ve JNK1’ i (c-Jun N-

terminal kinaz) düzenleyerek hücresel metabolizmada [67]; PARP 8 ve 16 ise organellerin 

membran yapılarında [57] rol oynamaktadırlar. PARP 9 ve 13’ ün ise zayıf da olsa, NAD+ 

bağlanması için küçük alanlar içermelerine rağmen, katalitik aktivite göstermedikleri, 

MARilasyon ya da PARilasyonda yer almadıkları, inaktif oldukları gösterilmiştir [53, 68]. Bu 

verilerden yola çıkılarak hazırlanmış olan aşağıdaki Çizelge 2.2’ de, PARP enzim ailesi üyelerini 

incelemek mümkündür [51, 53, 69]. 

Çizelge 2.2. PARP enzim üyeleri sınıflandırması [51, 53, 69] 

Sınıflandırma: PARP/ ARTD/ Diğer 

Adlandırmalar: 

Ribozilasyon (Katalitik 

Aktivite): 

DNA-bağımlı PARP1 (ARTD1) 

PARP2 (ARTD2) 

PARP3 (ARTD3) 

PARilasyon 

PARilasyon 

MARilasyon 

Tankyrase’ lar PARP5a (TNKR1 / ARTD5) 

PARP5b (TNKR2 / ARTD6) 

PARilasyon 

PARilasyon 

CCCH (Cis-Cis-Cis-His zinc 

finger) ya da WWE PAR-

bağlanma bölgesi içerenler 

PARP7 (ARTD14 / TIPARP) 

PARP12 (ARTD12 / ZC3HDC1) 

PARP13.1 (ARTD13 / ZAP1) 

PARP13.2(ARTD13/ZC3HAV1) 

MARilasyon 

MARilasyon 

İnaktif 

İnaktif 

Makro PARP’ lar (Makro PAR-

bağlanma bölgesi içerenler) 

PARP9 (ARTD9 / BAL1) 

PARP14 (ARTD8 / BAL2) 

PARP15 (ARTD7 / BAL3) 

İnaktif 

MARilasyon 

MARilasyon 

Diğer PARP’ lar PARP4 (ARTD 4 / vaultPARP) 

PARP6 (ARTD17) 

PARP8 (ARTD16) 

PARP10 (ARTD10) 

PARP11 (ARTD11) 

PARP16 (ARTD15) 

PARilasyon 

MARilasyon 

MARilasyon 

MARilasyon 

MARilasyon 

MARilasyon 

Yaklaşık 60 sene önce Chambon ve arkadaşları tarafından DNA bağımlı olarak, nikotinamid 

mononükleotit (MNM) tarafından aktive edilen bir enzimin araştırılması sırasında, Poli-ADP-

riboz’ un keşfi gerçekleştirilmiştir. Böylece bu keşif sayesinde; Poli-ADP-riboz-polimeraz 

(PARP) enzim ailesinin ve onların katalizlediği ADP-ribozilasyonunun aydınlatılması 

sağlanmıştır [13]. 



26 

 

 

PARP enzim üyeleri sınıflandırılmalarına göre farklı bölümlerden oluşuyor olsalar da hepsi bir 

“katalitik bölüm” e sahiptir. Bu katalitik alan PARP’ ların aktif bölgesi olup “imza motifi” olarak 

da adlandırılmaktadır. ADP-ribozilasyonunda substrat olarak kullanılan NAD+ bu bölgeye 

bağlanmakta ve burada katalizlenmektedir. Ayrıca PAR sentezi de burada gerçekleştirilir. PARP’ 

ların birçoğunun katalitik bölgesinde Histidin-Tirozin-Glutamat (H-Y-E) motifi yer alır. Histidin 

ve Tirozin NAD+’ nın doğru şekilde PARP’ ın katalitik alanına bağlanmasını sağlıyorlarken 

Glutamat da katalitik aktivitenin gerçekleştirilmesi için gerekmektedir. PARP 3 ve 4 istisnai olmak 

üzere, MARilasyon yapan PARP’ larda ise glutamatın yerini izolösin, lösin ya da tirozin almıştır. 

Bu durum da bu PARP’ larda, polimerizasyon aktivitesini durdurarak onların MARilasyon 

gerçekleştirmelerine neden olur. PARP 9 ve 13’ te ise Histidin bulunmadığı için katalitik aktivite 

hiç gerçekleşememekte, o nedenle bu PARP’ lar “inaktif” olarak sınıflandırılmaktadırlar [53]. 

Tüm bu PARP enzim ailesi içerisinde PARP1, birinci ve en çok çalışılan PARP üyesidir. DNA 

hasarı ile birlikte gelişen ADP-ribozilasyonunun %85’ inden sorumlu olduğu ortaya konmuştur 

[70]. Bu enzimi kodlayan gen ilk kez 1987’de klonlanmıştır [71]. PARP1, maya dışında çoğu 

ökaryotta bulunan, bol miktarda nükleer kromatinle ilişkili bir enzimdir. DNA hasarı ve 

tamirinde çalışılarak bu mekanizmalar üzerinde etkili olduğu anlaşılmıştır [56, 72, 73]. PARP1 

temel olarak üç ana bölgeden oluşmaktadır: üçlü Zinc fingers’ tan oluşan DNA-bağlanma 

bölgesi, otomodifikasyon bölgesi ve katalitik bölge [53]. DNA-bağlanma bölgesindeki üçlü 

çinko parmaklardan birinci ve ikincisi (Zn1 ve Zn2) DNA’ ya tutunmayı gerçekleştiriyorlarken 

üçüncüsü ise (Zn3) katalitik aktivitenin başlamasını sağlamak üzere kromatinin sıkıştırılmasını 

(kompaktzasyonunu) meydana getirmektedir [74]. Zn1, Zn3 ve WGR alanları, DNA hasarı 

bölgelerinde PARP-1'in aktivasyonu için gereklidirler [75]. Zn1 ve Zn2’ nin yardımıyla DNA 

bağlanmasının gerçekleşmesi ile PARP1’ den bir otoinhibitör sarmal bölgenin (helical domain 

/ HD) açılması indüklenmiş olur. Bu bölgenin açılması ile birlikte de NAD+ bağlanması ve 

PARP1’ in katalitik aktivasyonu başlamaktadır (Şekil 2.4) [76]. 

 

Şekil 2.4. PARP1’ in şematik yapısı. (His-Tyr-Glu motif: Histidin-Tirozin-Glutamat motifi) 
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Farklı yapısal etki alanları, aktiviteleri ve işlevleri olan, 17 üyeden oluşan PARP enzim ailesinin 

normal hücresel fizyolojik yolaklarda çok önemli görevlere sahip olmakla birlikte yakın zamanda 

yapılan çalışmalarla çeşitli patolojilerde ve hücre ölümü mekanizmalarında da yer aldığı 

belirlenmiştir. Bu bölümün alt başlıklarında PARP’ ların normal hücresel yolaklardaki görevleri 

ele alınırken bölüm 2.9.2’ de ise PARP’ ların neden olduğu patolojik hücre ölümü mekanizması 

incelenmiştir. 

2.8.1. PARP’ ların kromatin modifikasyonu ve transkripsiyonun düzenlenmesindeki rolü 

Kromatin modifikasyonu aslında DNA çevresindeki Histon proteinlerinin modifikasyonunu ifade 

eden bir anlatımdır. Histonlar gen aktivitesinin dinamik düzenleyicileri olup  asetillenmeleri 

genleri aktive ediyorken, deasetilasyonları ise inaktivasyon sağlar. Bu tür bir modifikasyon ile 

birlikte DNA’ nın metilasyonu, temelde “Epigenetik” adı verilen biyolojik, kalıtılabilir değişimleri 

doğurmaktadır. Epigenetik mekanizmalarda DNA dizisi değişmemekte fakat çevresel uyaranlar 

ve epigenetik modifikasyonlar rol almaktadır. Bu mekanizmalar transkripsiyonel ve post-

transkripsiyonel mekanizmalar olmak üzere iki sınıfa ayrılırlar. DNA metilasyonu ve kromatin 

modifikasyonları (Histon modifikasyonları) transkripsiyonel mekanizmada yer almaktadırlar. 

Histon modifikasyonları da kendi aralarında “asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, 

Ubikutinasyon ve Poli-ADP-ribozilasyon” şeklinde sınıflandırılırlar. Kısaca; asetilasyonda 

histonların lizin uçlarına histon asetil transferazlar (HAT) tarafından asetil grupları eklenir, 

kromatin transkripsiyona açık hale getirilmiş olur. Deasetilasyonda histonlar histon deasetilazlar 

(HDAC’ lar) tarafından deasetillenir ve böylece transkripsiyonun baskılanması sağlanmış olur 

[77]. Metilasyonda histona metiltransferaz enzimleri aracılığıyla 1, 2 ya da 3 adet metil grubu 

eklenmekte ve böylece o genin ifade edilip edilmeyeceği belirlenmektedir [78]. Fosforilasyonda 

histon deasetilazlara Protein Kinazlar (PK) ve Protein Fosfatazlar (PP) tarafından fosfat grupları 

eklenmektedir [79]. Ubikutinasyonda lizin parçacığı tarafından histona bağlanan, küçük bir protein 

olan Ubikutin söz konusudur. Bu durum proteinlerin degredasyonuyla sonuçlanmaktadır [80]. 

PARP’ lar, özellikle de üzerinde en çok çalışılmış olan ve ADP-ribozilasyonunun %85’ inden 

sorumlu olduğu ortaya konan PARP1, DNA hasarı durumunda DNA’ nın uç kısımlarına eklenerek 

buradaki histonları ve diğer proteinleri modifiye etmektedir [70, 81, 82]. Aynı zamanda “NAD+ 

bağımlı deasetilazlar” olarak bilinen Sirtuin sınıfı protein ailesiyle de karşılıklı olarak çalışma 

prensibi içinde olduklarını gösteren çalışmalar mevcuttur [83-85]. PARP’ ların gerçekleştirdiği 

modifikasyonun üç şekilde yapılabileceği ortaya konmuştur; ilkinde PARP1, doğrudan kromatine 
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bağlanır; ikincisinde PARP1, çeşitli yardımcı ve aksesuar faktörler aracılığıyla kromatine bağlanır; 

üçüncüsünde ise PAR zincirleri ve bu zincirlerin uzunlukları-karmaşıklıkları sayesinde kromatine 

bağlanan PARP1 söz konusudur [86]. PARP1’ in nükleozomun temel yapısal birimi olan 

Histonları modifiye etmesiyle birlikte kromatin yapısında değişiklikleri indüklediği, PAR 

ünitelerinin bağlanmış olduğu alanlarda kromatin yapısının da gevşediği gösterilerek, ortaya 

konmuştur. Bu anlamda bağlayıcı Histon H1, PAR’ ın ana alıcısı olarak tanımlanmıştır [87]. 

PARP1’ in kromatine bağlanması ile birlikte aktive olan modifikasyonların özellikle Serin 

kalıntılarında gerçekleştiği ve HPF1 (Histone PARylation factor 1) benzeri yardımcı faktörleri 

içerdiği belirtilmiştir [88, 89]. Benzer şekilde PARP1’ in homolog rekombinasyonun E2F1 (E2F 

Transcription factor 1) ile ilişkili mekanizmalarını güçlendirme yoluyla transkripsiyonel 

düzenleme üzerinde çok önemli bir rol oynadığı ortaya konmuştur [90]. E2F1, hücre döngüsünü 

düzenleyen ve hücre proliferayonunu aktive eden transkripsiyon faktörleri ailesinin bir üyesidir. 

PARP’ ların kromatin modifikasyonu üzerinde etkili olduklarını ortaya koyan bir başka çalışmada 

ise hormon tedavisi nedeniyle aşırı PARP ifadelenmesi gösteren bireylerde PARP1, H1’ in yer 

değiştirmesine neden olarak kromatini progesterona duyarlı bölgelerin yeniden şekillenmesi için 

açık ve duyarlı hale getirdiği gösterilmiştir [91]. 

Bir transkripsiyon faktörü olan ve DNA-hasar yanıtlarında da görev alarak DNA’ nın tamir 

edilmesine katkı sunan, hücrenin hayatta kalıp kalmayacağına dair en önemli ögelerden biri olan 

p53 [92] üzerinde de PARP’ ın etkisi vardır. Normal şartlarda çekirdekten atılarak MDM2 (E3 

ubikutin-protein ligaz) tarafından parçalanan p53, DNA hasarı durumunda PARP1’ in bloke 

edici aktivitesi ile çekirdekte tutulur ve p53’ e bağlı genlerin aktivasyonu sağlanmış olur [93]. 

Ayrıca PARP1’ in, bir transkripsiyon faktörü olan SIRT1 aktivitesini de etkilemekte ve SIRT2 

aktivasyonunu da direkt düzenlemekte olduğu bilinmektedir. Sirtuinler üzerindeki bu etkisini, 

Sirtuinler için de bir ko-faktör olan NAD+’ yı substrat olarak kullanıp tüketiyor olması ile 

göstermektedir [94]. Son yapılan çalışmalara göre ise PARP1, transkripsiyonu düzenlemede 

NELF proteinini (Negatif uzama faktörü) ADP-ribozilleyerek uzamanın indüklenmesini teşvik 

etmekte ve böylece transkripsiyona olumlu yönde etki etmektedir [95]. 

Özetle PARP tarafından gerçekleştirilen bu işlem sırasında, DNA’ nın nükleozomuna bağlanan 

PARP, buradaki histonları ve diğer proteinleri modifiye ederek PAR (poli-ADP-riboz) 

ünitelerinin üretilmesini indüklemiş olur. PAR üniteleri de birbirlerine eklemlenerek 200 birime 

dek uzanabilen PAR zincirlerini oluştururlar ve transkripsiyonu indükleyici etki gösterirler. PAR 

zincirleri aynı zamanda, DNA hasarı durumunda, DNA’ nın kopan tek iplikçiğini tamir ederek 
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genomik kararlılığın ve hücre diferansiyasyonunun korunmasını ve kanserin önlenmesini de 

sağlamış olurlar [96]. Ek olarak RNA ve DNA'ya benzer bir sarmal ikincil yapı 

oluşturduklarından üçüncü nükleik asit olarak kabul edilebilmektedirler [97]. 

2.8.2. PARP’ ların DNA-zincir kırıklarının onarılmasındaki rolü 

PARP1 ve PARP2 hem tek zincir DNA kırıklarında (Single strand break-SSB) hem de çift zincir 

DNA kırıklarında (Double strand break-DSB) DNA hasarını onaran temel enzimlerdendirler 

[98]. DNA üzerindeki genotoksik hasarı takiben hemen DNA’ nın kırık uçlarına bağlanarak 

hasarı algılar ve PARilasyonu indüklerler. Eş zamanlı şekilde, hasar tamir yanıtında görev alacak 

genlerin de aktive olmalarını sağlayarak kromatin yapısını yeniden düzenler ve DNA’ nın 

onarılmasını sağlarlar [99]. DNA-hasar yanıtında PARP 1 ve 2’ nin önemi in vivo olarak 

kanıtlanmıştır; iyonize radyasyona ve diğer genotoksik faktörlere maruz kalan Parp1 -/- ve Parp2 

-/- farelerde artmış genomik kararsızlık ve genotoksik faktörlere aşırı hassasiyet tespit edilmiştir 

[100]. Ayrıca PARP 1 ve 2 enzimlerinin sinerjetik etki ile çalıştıkları da düşünülmektedir; çünkü 

yalnızca PARP1 ya da yalnızca PARP2’ den yoksun olan fareler hayatta kalabiliyorlarken her 

iki enzimin de yokluğunda, embriyonik dönemde ölümler söz konusu olmuştur [101]. 

DNA zincir kırılmalarında PARP aktivasyonunun moleküler temeli ile ilgili yapılan çalışmalar 

göstermiştir ki; bu süreçte, PARP1’ in çinko parmak (Zinc-finger) DNA bağlanma alanları, 

DNA’ nın N-terminal uçlarına bağlanır [102]. Bu bağlanma sırasında PARP’ ın temel olarak 

nükleozomları tercih ettiği de gösterilmiştir [103]. PARP1 aktive edildiğinde ve PAR zincirlerini 

sentezlediğinde, DNA onarım komplekslerinin alımı için yapı iskelesi oluşmuş olur ve PAR 

bağlama bölgelerini içeren proteinler, bu kompleksleri PAR üretim bölgelerine alır [104]. Bu 

şekilde PAR’ a dahil edilen ilk onarım yapılarından birinin DNA kırıklarının onarımı için 

ligazları organize eden XRCC1 olduğu bilinmektedir [105]. ALC1 ve APLF gibi kromatin 

düzenleyiciler ve Histon şaperonları da PAR’ a bağlanan ve böylece DNA onarımına yardımcı 

olan moleküllerdendir [106, 107]. Yine PAR ile etkileşime giren ve daha sonra PARP1 

tarafından PARilasyona uğrayarak modifiye edilen bir transkripsiyon faktörü olan p53 

proteininin de DNA hasar onarımında önemli bir yeri olduğu bilinmektedir [108, 109]. 

DNA zincir kırılmalarının tamir mekanizmasında görev aldığı bilinen bir başka PARP üyesi de 

PARP3’ tür. PARP3’ ün, hücre çekirdeğinde yer alan heterokromatin alanlarında, DNA-hasar 

onarım faktörleriyle birlikte yer aldığı gösterilmiştir [110]. Aynı zamanda PARP5a (Tankyrase 
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1) ve bir mitotik faktör olan NuMA ile de etkileşime girdiği bilinmektedir. PARP3’ ün 

NuMA’ nın ADP-ribozillenmesini hem direkt hem dolaylı olarak Tankyrase-1 aracılığıyla 

uyarması sayesinde mitotik ilerlemeler, telomer fonksiyonları ve genomik kararlılık 

sürdürülebilmektedir [111]. Son yıllarda PARP3’ ün PARP1 ile sinerjetik çalışarak DNA’ 

nın çift zincir kırıklarının onarımında göre aldığı ortaya konmuştur [112]. 

PARilasyon gerçekleştiren ve DNA-bağımlı olan diğer PARP enzimi ailesi üyeleri PARP5a 

ve PARP5b’ dir. Bu üyeler aynı zamnda Tankyrase 1 ve 2 olarak da adlandırılmaktadırlar. 

Özellikle Wnt sinyal yolaklarını ve telomer fonksiyonlarını düzenlemekte görevleri olsa da 

[113] homolog rekombinasyonu düzenleyerek DNA çift zincir kırıklarının tamirinde de 

görev aldıkları bilinmektedir [114]. 

Özetle PARP enzimleri hafif (mild) genotoksik stres faktörlerine karşı hücreyi koruyarak 

DNA tamirinde görev alırlar [115]. DNA sarmalının tek iplikçiğinin kopması ile aktive 

olurlar. Kopan tek iplikçiğe bağlanarak ve dallanmış negatif yüklü PAR’ları polimerize 

ederek otomatik modifikasyonu gerçekleştirirler. PARP’lar tarafından negatif elektrostatik 

yük oluşumunun gerçekleştirilmesinin, DNA tamir enzimlerini bir araya getirdiği hipotezi 

vardır. Özellikle de DNA ile ilişkili histonların poli(ADP)-ribozilasyona katılması, kromatin 

yapısının gevşemesine neden olur. Bu da DNA onarım enzimlerinin iplik kopması bölgesine 

erişmesine izin vererek DNA onarım işlemini kolaylaştırır [116, 117]. 

2.8.3. PARP’ ların hücre farklılaşması üzerindeki rolü 

Somatik hücrelerin uyarılmış kök hücrelere yeniden programlanması (iPSC) çalışmalarında 

PARP1 enziminin hücrelerin yeniden programlanmasını, hücre diferensiyasyonunu sağlayan 

önemli bir faktör olduğu ortaya konmuştur. Fare embriyonik fibroblastları üzerinde yapılan 

bu çalışmada Parp -/- olan hücrelerde pluripotens lokuslarında erken aktive edici Histon 

işaretleri oluşmamasına bağlı olarak transkripsiyonun gerçekleşemediği ve hücre 

farklanmasının başarısız olduğu gösterilmiştir. PARP1’ in varlığında ise normal şartlarda 

iPSC için gerekli olan diğer dört molekülden üçü (Sox9, Klf-4 ve c-Myc) ortamda 

bulunmasa bile yalnızca Oct4 ile PARP’ ın hücre farklılaşmasını bir nebze indüklemeye 

yettiği ifade edilmiştir [118]. Bir başka çalışmaya göre ise hücre farklanmasında Sox2’ nin 

PARilasyonu, bu farklanma için son derece önemli olan Fgf4 ifadelenmesini 

indüklemektedir [119]. Nöral kök hücreler üzerinde yapılan plastisite çalışmasında ise 
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PARilasyon, nöral kök hücrelerin farklanmasını baskılayan bir faktörün promotor bölgeden 

çıkarılmasına neden olarak transkripsiyonun düzenli şekilde devamını ve farklanmanın 

gelişmesini sağlamıştır [120] PARP1 gibi PARP7’ nin de hücresel farklanmaya ve 

plastisiteye katkıda bulunduğu bilinmektedir [121]. 

2.8.4. PARP’ ların telomer fonksiyonu üzerindeki rolü 

Kromozomların uç kısımlarında yer alan ve o hücrenin canlılığından, yaşam süresinden 

sorumlu olan Telomerler en özet şekliyle kromozomların koruyucu yapılarıdırlar. TRF1 

(Telomerik parçaları bağlama faktörü 1) ve TRF2, telomer fonksiyonlarının 

düzenlenmesinde görev alan temel faktörlerdir. PARP1 ve PARP2’ nin bu faktörlerle 

etkileşime girerek telomer bütünlüğünün korunmasında ve telomerlerin onarılmasında etkili 

oldukları bilinmektedir. Bu konudaki çalışmalar devam etmekle birlikte PARP1 için henüz 

yeterli ve tatmin edici kanıtın elde edilemediği düşünülmektedir [122, 123]. PARP2 ile 

TRF2 arasındaki ilişki ve PARP2’ nin  telomer onarım mekanizmasına katkısı ise daha 

aşikardır [124]. Ayrıca telomer fonksiyonun düzelenmesinde Tankyrase’ lar da (PARP-5a 

ve 5b) fonksiyon göstermektedirler. Tankyrase1’ in TRF1’e bağlanarak onun PARilasyona 

uğramasını sağladığı, PARillenmiş TRF1’ in ise telomere bağlanamamasından kaynaklı 

telomer uzunluklarının arttığı gösterilmiştir [125]. Bu da açıkça hücre yaşam döngüsünün 

uzamış olması anlamına gelmektedir. 

2.8.5. PARP’ ların inflamasyondaki rolü 

Şuana dek PARP enzimlerinin normal hücresel fizyolojik koşullar altındaki rolleri 

incelenmiştir. PARP’ ların protein-nükleik asit etkileşimlerinin düzenlenmesini de içeren 

geniş kapsamlı bir regülatör olduğu ortaya konmuştur. Bu anlamda PAR homeostazının 

sağlanması; PARP’ lar tarafından NAD+’ nın substrat olarak kullanılmasıyla üretilen PAR 

miktarı ile PAR glikohidrolazlar (PARG) ya da ARH3 gibi enzimler tarafından katalizlenen 

PAR miktarının doğru şekilde ayarlanması hücre sağlığının ve canlılığının korunmasında 

son derece önemli olmaktadır. 

2.8.6 ve 2.9.2. ‘nci bölümlerde ise PARP’ ların hücredeki belirli bazı fizyolojik olmayan 

koşullar nedeniyle hücreyi yıkıma götürdükleri yolaklar incelenmiştir. Bu koşulların 
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yarattığı ilk sonuç, PARP  enzim aktivitesi ile PARG aktivitesinin olması gerektiği şekilde 

orantılı olmaması, PARP enzim aktivitesinin aşırı gerçekleşmesidir. 

Hücreyi yıkıma götürecek cinsten bir yolağın ilk adımını, hücrede inflamasyon süreci ile 

birlikte görürüz. PARP’ lar temelde pro-inflamatuar sinyal yollarını indükleyerek 

inflamasyonun artmasına neden olurlar. İnflamasyon ve hücre nekrozu süreçleri birbiriyle iç 

içedir ve bir döngü oluşturarak PARP aktivasyonunun indüklediği nörodejenerasyon ve 

fibrozis gibi daha patofizyolojik süreçlerin gelişmesine neden olmaktadırlar [126, 127]. 

İnme, şok, romatoid artrit, ülseratif kolit gibi inflamatuar hastalıklarda aşırı PARP 

aktivasyonu gerçekleştiği bilinmektedir [128]. Normal şartlarda hücre ya da doku hasarı / 

kaybı sonrası Mikroglia ve Monositik fagositoz aktivitesi gelişerek dokuyu temizleme / 

onarma işlevi gerçekleştirmektedir. Genotoksik faktörlere bağlı olarak aşırı PARP 

aktivitesinin geliştiği bilinen olgularda ise bu fagositik hücre aktivasyonunun da aşırı artmış 

olduğu ve bunun da hücreleri yıkıma götürdüğü gösterilmiştir [129]. Benzer şekilde 

kemoterapinin ve oksidatif stresin de aşırı PARP aktivitesine neden olduğu bilinmektedir 

[130]. 

PARP’ larla ilişkili olan inflamasyon sürecinde temel olarak iki farklı yolak vardır. İlkinde 

DNA hasarına bağlı olarak hücrenin yıkıma gittiği süreçte, inflamasyonun ürettiği oksijen 

radikallerine karşı endotelyal hücrelerin geçirgenlikleri artmaktadır. İkincisinde ise pro-

inflamatuar mediatörlerin üretimi ve NF-κB aktivasyonu söz konusudur [131]. Doku hasarı 

sonrası bu kimyasal sinyallerin üretimi dokunun onarılması için bir yanıt oluşturmakta 

böylece lökositler aktive edilerek hasarlı doku bölgesine göç etmektedirler [132]. Akut 

inflamasyonda ilk olarak vasküler geçirgenlikte artış, bölgeye lökosit göçü, vazodilatasyon, 

ödem ve mast hücreleri ile makrofajlarca serbest bırakılan bazı kemotaktik faktörlerin 

(Nitrik oksit, trombosit aktive edici faktör, interlökinler, sitokinler ve reaktif oksijen 

ürünleri/ROS) dokuda birikmesi gözlenmektedir [133-135]. Bu süreçte aşırı ROS birikimi, 

protein ve lipitler gibi makromolekülleri oksidatif hale getirerek DNA üzerinde hasarlar 

oluşturmalarına neden olur [131]. Ayrıca aktive edilmiş nötrofiller de hasarlı DNA 

zincirlerine neden olmaktadırlar. Tam bu sırada da hidroksil radikali PARP’ ın 

aktivasyonunu indükler [135]. PARP kendi aktivitesinin haricinde NF-κB ile de ilişkilidir 

ve onun da aktivasyonu için bir kofaktör olarak işlev görmektedir [136]. Bu anlamda, 

ratlarda çalışılan bir inme modelinde Taurin’ in PARP ve NF-κB ile ilgili inflamatuar 

reaksiyonları baskılayarak inflamasyonun neden olduğu doku hasarını azalttığı ve iskemik 
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inmeye karşı koruduğu gösterilmiştir [137]. PARP1 ayrıca inflamasyon ve karsinogenezde 

rol oynadıkları bilinen TLR’ lerin (Toll-benzeri reseptörler) de aktivasyonunu sağlamaktadır 

[138]. Böylece hücresel inflamasyonun artmasına ve sürdürülmesine katkı sağlamakla 

kalmaz, doku hasarı nedeniyle kendi aktivasyonu da sürekli artacağı için hücresel yıkıma 

doğru hızla giden bir kısır döngünün baş aktörlerinden biri olmuş olur. 

2.8.6. PARP’ ların hücre ölümündeki rolü 

PARP’ ların hücre sağlığı ve döngüsü için çok önemli görevleri olmasının yanı sıra; bazı 

hastalıklarda yoğun DNA bozunması, artmış oksidatif stres ya da artmış TNF-α (Tümör 

nekroz faktörü-α) ifadelenmesi, aşırı bir PARP aktivasyonu yaratarak, hücresel 

metabolizmayı ciddi şekilde zorlayabilir [139]. Çünkü PARP, aktivasyonu sırasında, NAD+’ 

yı (Nikotinamid adenin dinükleotidi) substrat olarak kullanmaktadır. PARP’ ın aşırı 

aktivitesine bağlı olarak azalan NAD+ seviyelerinin yeniden yapılandırılması iki veya dört 

adet ATP (Adenosin-5′-trifosfat) molekülü gerektirir. Sonuç olarak, hücresel ATP seviyeleri 

tükeneceği için enerji kaybı, hücresel fonksiyon bozukluğu ve sonunda hücre ölümüne yol 

açan bir süreç gerçekleşir [16, 46]. Berger bunu “PARP’ ın intihar hipotezi” olarak 

adlandırmıştır; çünkü burada DNA’ yı tamir edemeden hücre ölümüne neden olan PARP 

aktivitesi söz konusudur [15]. Böylece PARP, kaspaz-bağımsız olan, fakat poli-ADP-riboz 

(PAR) birikimi ve Apoptoz-indükleyici faktörün (AIF) mitokondriden nükleusa 

translokasyonunu içeren yeni bir hücre ölümü mekanizmasının temel aktörü olmuş olur [46]. 

Bu hücre ölüm mekanizması bazı kaynaklarca programlanmış nekroz olarak ifade edilebilse 

de burada nekrozdan farklı olarak apoptotik cisimcikler indüklenmemekte; bunun yerine 

genel hücre membran bütünlüğünü bozulmaktadır. 

Aşırı PARP aktivitesine bağlı olarak gelişen bu özel hücre ölüm mekanizması 

“PARthanatos” olarak adlandırılmış olup bir sonraki başlığın son bendinde (2.9.2.) konuyla 

ilgili daha ayrıntılı bilgiler verilmiştir. 

2.9. Hücre Ölümü Mekanizmaları 

Pek çok hastalıkta olduğu gibi, kalıtsal retinal dejenerasyonlarda da hücrenin nasıl ve hangi 

yolak üzerinden ölüme gittiğini anlamak, aydınlatabilmek hastalığın durdurulması ve olası 

tedavi yöntemlerinin belirlenmesi açısından son derece önemlidir. Bu tez çalışması kalıtsal 
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retinal dejenerasyonlar odaklı olduğu için konunun devamında nöronal hücre ölümleriyle, 

özellikle de fotoreseptör hücre ölümleriyle ilişkili hücre ölüm mekanizmaları üzerinde 

durulmuştur. 

2.9.1. Apoptotik hücre ölüm mekanizması 

Apoptoz’ un nöronal hücre ölümüne neden olan bir yolak olduğu yapılan çalışmalarla 

defalarca gösterilmiştir [140, 141]. Programlı, hücrelerin kendi kendilerini yok ettikleri bir 

hücre ölümü mekanizması olarak bilinen Apoptoz, normal şartlarda organizmayı korumaya 

yönelik çalışan bir ölüm yolağıdır. Organizmadaki “homeostaz” adı verilen iç dengenin 

korunmasının ana aktörlerinden biri olmakla birlikte [142], embriyogenez döneminde 

olduğu gibi, gelişimsel basamaklarda ve hayat boyu organizmanın bağışıklığı üzerinde de 

etkisi olduğu bilinmektedir. Bununla birlikte bazı durumlarda oksidatif stres ya da radyasyon 

gibi DNA hasarı meydana getiren çevresel etkenlere bağlı olarak da gelişebilmektedir [143]. 

Apoptotik ölüm yolağına işaret eden temel bulgular hücrenin hacimce küçülmesi, hücre 

çekirdeğinin ve hücre membranının büzüşmesi, kromatin yoğunlaşması, DNA 

fragmantasyonu ve nihayetinde hücrenin apoptotik cisimlere parçalanarak makrofajlar 

tarafından elimine edilmeye hazır hâle gelmesidir [143]. Makrofajların bu aktivasyonunun 

herhangi bir inflamatuar yanıt oluşturmaksızın gerçekleşmesi apopotozda inflamasyonun 

söz konusu olmadığına işaret ettiği gibi, aynı zamanda apoptozu nekrozdan ayıran başlıca 

unsurlardan biridir [144]. 

Avustralyalı patolog J.F.K. Kerr ve arkadaşları tarafından ilk defa 1972’ de tanımlanmış olan 

bu hücre ölümü [145] daha sonra nematodlar üzerinde de çalışılmış ve araştırıcılarına Nobel 

ödülü getirmiş bir mekanizmadır. Nematodlar üzerinde yapılan çalışmalar sayesinde bu 

hücre ölümünün genler tarafından düzenlendiği anlaşılmıştır [146]. Nematodlarda apoptozla 

direkt ilişkili olduğu bulunan üç ayrı gen, daha sonraki çalışmalarla insanlarda apoptotik 

yolakların temel düzenleyicileri olan kaspazların, Apaf-1’ in (Apoptoz aktive edici faktör) 

ve Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) geninin tanımlanmasına ışık tutmuştur [147]. 

Kaspazlar insanlarda apoptozu düzenleyen en temel unsurlar olarak kabul edilip sistein-

aspartile özgü proteazların bir ailesidir. En az on dört üyeden oluşurlar. Apoptoz sürecinin 

başlangıcında inaktif olarak sentezlenip daha sonra proteolitik işlemeye uğrayarak aktif hâle 

gelirler. Bu proteolitik süreç oldukça karmaşıktır ve kaspazların birbirlerini tetiklemeleriyle 
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gerçekleşmektedir [148]. Kaspazların sınıflandırılmasında öncelikle sitokin işlenmesine 

yardımcı olanlar (Kaspaz-1 gibi) ve hücre ölüm mekanizmasına katılan diğer tüm kaspazlar 

şeklinde bir sınıflandırma yapmak mümkündür [149]. Hücre ölüm mekanizmasında yer alan 

kaspazlar ise kendi aralarında hücre ölümü için aktivasyonu başlatanlar (Kaspaz -2, 8, 9, 10, 

12) ve bu aktivasyonun artarak sürmesini, böylece hücrenin kendi kendini öldürmesini 

sağlayan efektör kaspazlar (Kaspaz -3, 6, 7) olarak ikiye ayrılmaktadır. Hücrenin ölümüne 

giden süreçte uyaranlara yanıt olarak aktivatör kaspazların aktivasyonu başlatılmakta, 

akabinde bu aktivasyon efektör kaspazları harekete geçirmekte ve hedef proteinin 

kesilmesini gerçekleştirmektedir [150]. Özellikle Kaspaz-3’ ün direkt DNA ya da Laminler 

gibi pek çok önemli hücresel proteinin bozulmasına neden olduğu bilinmektedir [151]. 

Apoptoz üç farklı yolak üzerinden gerçekleşebilmektedir. İlkinde hücre içi strese bağlı 

olarak gelişen (intrinsik) ölüm sinyalleri sonrası mitokondri zarının yapısının bozulması söz 

konusudur. Strese bağlı gelişen ölüm sinyalleri kaspaz aktivasyonunu başlatmakta, bu da 

mitokondri zarının yapısını bozarak bu zardan Sitokrom-c salınımını başlatmaktadır. 

Sitokrom-c de Apaf-1’ e bağlanarak Kaspaz-9’ u aktive edecek olan kompleksi oluşturmuş 

olur ve böylece hücreyi ölüme götüren süreç başlar [152]. Bu ölüm yolağında Sitokrom-c’ 

nin yanı sıra MOMP (Mitokondriyel dış zar geçirgenliği) gibi proapoptotik faktörler de söz 

sahibidirler ve bu faktörler apoptozu hem indükleme hem inhibe etme özellikleri taşıyan 

değişik faktörleri bünyesinde barındıran Bcl-2 gen ailesi tarafından kontrol edilmektedirler 

[153]. Hücre dışı uyaranlara bağlı olarak gerçekleşen ekstrinsik ölüm yolağında ise dış 

sinyallerin hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanarak, ligandlar aracılığıyla, hücre içine 

iletilmesi ve apoptozu başlatması söz konusu olmaktadır. Hücre yüzeyindeki bu ligandlar 

Fas ya da TNFR-1 (Tümör nekroz faktör reseptör-1)’ dir. Bu ligandların ölüm sinyalini hücre 

içine taşımasıyla birlikte Kaspaz-8 aktivasyonu gerçekleşmekte ve ölüm süreci 

başlamaktadır [152]. Bir diğer Apoptoz yolağı ise yine intrinsik bir yolak olup Endoplazmik 

retikulum (ER) aracılı olarak gerçekleşir. Çeşitli etkenlerle hücre içi kalsiyum seviyesinin 

artmasına bağlı olarak ER etkilenmekte ve Kaspaz-12 aktivasyonunu başlatmaktadır. Aktive 

olan Kaspaz-12, Kaspaz-9’ u harekete geçirerek hücreyi ölüme götüren süreci 

başlatmaktadır [154]. 

Homeostazı sağlamak ya da organizmayı immün olarak korumak gibi, genel anlamda, 

organizmanın yararına olacak şekilde gerçeleştiği bilinen Apopitoz ölüm yolağının, bazı 

çalışmalarda nörodejeneratif hastalıklarla, hatta Retinitis pigmentosa gibi kalıtsal retinal 
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dejenerasyonlarla da ilişkili olabileceği gösterilmiştir [155-157]. Buna rağmen uzun 

senelerdir üzerinde titizlikle çalışılan ve neredeyse her bir basamağı aydınlatılmış olan 

Apopitozu inhibe edecek kaspaz inhibitörleri gibi ajanların kullanılmasına rağmen, 

nörodejeneratif bu hastalıklarda yol kat edilememiş olması bu hastalıklardaki ölüm 

mekanizmalarının Apopitoz’ dan farklı olabileceği düşüncesini ve tezini yükseltmekte ve 

araştırıcıları nörodejeneratif hastalıkların altında yatan, kaspaz-aracılı olmayan diğer ölüm 

mekanizmalarını araştırmaya daha da çok motive etmektedir. 

2.9.2. Apoptotik olmayan hücre ölüm mekanizmaları 

Özellikle son 15 yıldır yapılan çalışmalarla, nörodejeneratif hastalıklar özelinde kalıtsal 

retinal dejenerasyonlarda, apoptotik olmayan hücre ölüm yolaklarının etkin olduğu ortaya 

konmaya başlanmıştır. Bu yolaklar henüz tüm basamakları aydınlatılmamış olan “Kalpain-

aracılı ölüm yolağı” ve “PARP-aracılı ölüm yolağı” dır. 

Nörodejenerasyonda kalpain-aracılı hücre ölümü 

Kalpainler de kaspazlar gibi proteaz ailesinin bir üyesidirler. Fakat hücreyi ölüme götüren 

mekanizmada rol aldıklarında bu mekanizma kaspaz-aracısız şekilde gerçekleşmekte [158], 

buna ek olarak da Kalpainlerin kaspazlar üzerinde de etkili oldukları bilinmektedir [159]. 

Kalpainler, hepsi memelilerde bulunmayan, 15 farklı izoforma sahiptirler. Katalitik ve 

düzenleyici alt birimlerden oluştukları ve kalsiyum bağlama bölgeleri sayesinde kalsiyum 

ile aktive oldukları bilinmektedir. Endojen inhibitörleri “kalpastatin” dir ve onunla birlikte 

organizmadaki retinal doku da dahil olmak üzere, hemen hemen her hücrede faaliyet 

göstermektedirler. Normal şartlarda organizma için zararlı olmayan, hatta aksine hücre içi 

sinyal iletimi, hücre döngüsünün düzenlenmesi, hücre proliferasyonu, trombosit aktivasyonu 

gibi son derece önemli süreçlerde görev almaktadırlar [160]. Fakat bu uyumlu sürecin devam 

ettirilebilmesi, hücre kalsiyum seviyeleri ile yakından ilişkilidir. Hücre içi yüksek kalsiyum 

seviyelerinin fotoreseptör hücreler de dahil olmak üzere nöronal ölümlerde etkin olduğu 

zaten bilinmektedir [161, 162]. Bununla birlikte yüksek kalsiyum seviyelerinin kalpain 

aktivasyonu üzerinden Alzheimer, Parkinson, Huntington hastalığı gibi ciddi patolojilere 

sahip nörodejenerasyonlara neden olduğu [163, 164]; Retinitis pigmentosa gibi kalıtsal 
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retinal dejenerasyonlardaki şiddetli patolojilerin altında yatan mekanizmada da yer aldığı 

gösterilmiştir [165]. 

Kalpainlerin yer aldığı nöronal hücre ölüm mekanizmasında özetle; yüksek hücre içi 

kalsiyum seviyelerine bağlı olarak kalpainin kalpastatinden ayrılmasını takiben, nöronlarda 

aşırı ATP kaybıyla korele gerçekleşen nöron ölümü söz konusudur [158, 164]. Bu anlamda 

hem kalpastatinin azaldığı hem de kalpain aktivasyonunun arttığı durumlarda kalıtsal ve 

kalıtsal olmayan retinal dejenerasyonların görüldüğü, kalpainlerin hem fotoreseptör 

ölümleriyle [163, 165, 166] hem de Ganglion hücre ölümleriyle [167, 168] ilişkili oldukları 

çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. 

Nörodejenerasyonda PARP-aracılı hücre ölümü 

Bölüm 2.8’ in genelinde bahsediği üzere, PARP (Poli-ADP riboz polimeraz) enzimleri, 

normal şartlarda, hücrenin devamlılığı ve hayatta kalabilmesi için son derece önemli 

görevlere sahip, 17 farklı üyeden oluşan bir enzim ailesidir [56]. Hafif ve orta şiddetteki 

DNA hasarları durumunda, ifadelenmeleri artarak PAR (Poli-ADP riboz) polimerlerini ya 

da histonlar veya diğer DNA onarım proteinlerini üretmek suretiyle hasarlı DNA zincirinin 

tamir edilmesini sağlamaktadırlar. Özellikle PARP-1 enziminin patolojik sinyaller ya da 

artmış oksidatif stres sonucunda bu hasar tamir mekanizmalarında rol aldığı net şekilde 

gösterilmiştir [126]. Aynı zamanda bu çalışmalarda PARP-1 enziminin bu tamir işlevini 

yerine getirmek için hücredeki β-NAD+’ yı substrat olarak kullanarak PAR polimerlerinin 

üretimini sağladığı anlaşılmıştır. Hücre içi NAD+’ nın substrat olarak kullanılması yoluyla 

yeni poli-ADP ribozların üretilmesi de hücre için ATP tüketimi anlamına gelmektedir. 

Çeşitli genotoksik faktörler ya da aşırı artmış hücre içi oksidatif stres söz konusu olup aşırı 

DNA hasarı gelişen durumlarda siklik Guanozin Monofosfat (cGMP) ifadelenmesinin 

artmasına bağlı olarak onunla direkt ilişkili olan PKG (protein kinaz G) aktivitesinin arttığı 

bilinmektedir [19]. Buna bağlı olarak hücresel DNA’ daki bu hataları onarabilmek için 

PARP’ ın ifadelenmesi ve aktivasyonu yoğun şekilde artmaktadır. Eş zamanlı olarak, normal 

şartlarda DNA’ nın stabilitesinin korunmasında da görev alan PARP enziminin aşırı 

aktivasyonunun, HDAC (histon deasetilaz) aktivitesini de artırdığı, PARP aktivitesi ile 

HDAC aktivitesi arasında karşılıklı bir geribildirim olduğu kalıtsal retinal dejenerasyon 

modelinde ifade edilimiştir [169]. Aşırı aktivasyon gösteren PARP-1 enziminin, normal 
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fizyolojik davranışın çok ötesinde, aşırı PAR üniteleri ürettiği pek çok çalışma ile 

gösterilmiştir [19]. Nörodejenerasyonda ve kalıtsal retinal dejenerasyonların patolojisinde 

bu aşırı üretilen PAR ünitelerinin birikimi söz konusudur. Hücre içerisinde çok miktarda 

bulunan PAR ünitelerinin nörotoksisiteye yol açarak hücre ölümüne neden olabilecekleri 

çeşitli çalışmalar ile gösterilmiştir [17]. Aynı zamanda hasar tamir mekanizmasının 

çalışabilmesi için çok sayıda PAR ünitesi üretme davranışını gösteren PARP-1 enzimi, bu 

işlemi gerçekleştirirken substrat olarak NAD+’ yı kullandığı ve çok sayıda ATP molekülü 

harcadığı için hücre içerisinde enerjetik anlamda da bir dengesizlik yaşanmakta ve yine 

hücre ölümüne doğru giden yol aktive olmaktadır. Çünkü mitokondride bulunan NAD+’ nın 

aşırı kullanımı ve hücresel enerjide yaşanan dengesizlik, mitokondri membranının yapısını 

bozarak membranın depolarizasyona uğramasına neden olmaktadır. Bu durum da AIF 

(Apoptoz indükleyici faktör) gibi bazı mitokondriyel proteinlerin sitosole sızmasına neden 

olarak kromatin yoğunlaşması ve zaten hasarlı olan DNA’ nın daha da fazla parçalanmasına 

ve hücrenin ölüme gitmesine yol açabilmektedir [16, 46]. Bu hücre ölüm mekanizması da 

süreçte PAR birikimi gerçekleştiği için “PARthanatos” olarak adlandırılmıştır [170]. 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlarda PARP1’ in aşırı ifadelenmesinin rol aldığını açıkça ortaya 

koyan çalışma 2007’ de gerçekleştirilmiş olup PDE6β (fosofodiesteraz β) mutasyonu içeren 

rd1 model fareler ile PARP Knock Out farelerin karşılaştırılmasıyla ortaya konmuştur. 

Burada PDE6β mutasyonuna bağlı olarak gelişen aşırı artmış PARP1 aktivasyonunun 

fotoreseptör hücre ölümlerine neden olduğu gösterilmiştir [18]. Bunu takiben 2010 yılında 

yapılan bir başka çalışmada ise sağlıklı (Wild type) fareler cGMP ile indüklenerek, yine 

PARP KO fare retinalarıyla karşılaştırılmış ve PARP KO fare retinalarındaki fotoreseptör 

ölümünün anlamlı şekilde az olduğu gösterilmiştir [171]. Daha sonraki bir başka kapsamlı 

çalışma sayesinde de on farklı fare modeli üzerinde PARP1 enziminin aşırı aktivasyonunun 

fotoreseptör hücre ölümüne neden olduğu anlaşılmıştır [19]. 

Bununla birlikte kalıtsal retinal dejenerasyonlarda, fotoreseptör hücre ölümünde, artmış 

oksidatif stresin de fotoreseptör hücre ölümüne neden olduğunu gösteren çalışmalar 

mevcuttur [172]. 

Tüm bu bilgiler ışığında, kalıtsal retinal dejenerasyonlarda PARP enzimini inhibe ederek 

tedavi sağlama hipotezi daha da güçlenmiş olmaktadır. 
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2.10. PARP İnhibitörleri 

Normal şartlarda temel görevlerinden biri DNA tamiri yoluyla, DNA’ nın yapısı ve kararlılığının 

korunmasını sağlamak olduğu için, PARP enzimlerine “genom bekçileri” adı verilmiştir [72]. 

Ancak bazı genotoksik faktörler ve oksidatif stresin etkisiyle çeşitli hastalıkların da başlıca 

nedeni hâline gelebilmektedirler. Bölüm 2.8.2’ de belirtildiği üzere normal şartlarda hücre 

döngüsü ve proliferasyonunda yer alıyor oldukları için, genotoksik faktör ya da oksidatif stres 

gibi olumsuz etkenlerin varlığında kanserogenezi tetikleyebilmektedirler [173]. Benzer şekilde 

bölüm 2.8.4’ te belirtildiği üzere telomerlerin fonksiyonunda yer alıyor oldukları için genotoksik 

şartlar altında yaşlanma üzerinde daha fazla etkili olmaktadırlar [83]. Nörodejeneratif hastalıklar 

söz konusu olduğunda ise bölüm 2.8.1’ de bahsedildiği üzere DNA tamiri görevlerini yerine 

getiremeyip aşırı aktivasyon gösterdikleri için hücresel subsratların tüketimine neden olarak 

hücreyi “PARthanatos” adı verilen ölüm mekanizmasıyla yok ettikleri bilinmektedir [174-176]. 

Ayrıca bölüm 2.8.3’ te belirtildiği üzere inflamasyonda da görev alıyor olmaları da 

nörodejeneratif hastalıklar ve fibrozis gibi inflamatuar hastalıklar bakımından önemlidir. Bu 

anlamda, kanser ve nörodejeneratif hastalıklar haricinde; diyabet, ateroskleroz gibi vasküler 

hastalıklar ile fibrozis, artrit, astım, kolit gibi inflamatuar hastalıklarda da PARP enzimlerinin, 

özellikle de DNA üzerinde yoğun etkisi olduğu bilinen PARP1’ in, inhibe edilmesine yönelik 

deneysel çalışmalar yapılmaktadır [177-179]. Ayrıca PARP inhibitörlerinin insanlardaki etkisini 

daha doğruya yakın şekilde belirleyebilmek, etkin dozları hesaplayabilmek adına, inme 

modellerinde [180], akut nörolojik hasarlarda [181], sepsiste [182], akut akciğer hasarında [183] 

büyük hayvan modelleri ile yapılan PARP inhibitörü çalışmaları da vardır. 

İlk defa 1971’de, HeLa hücrelerinin Timidin ve Nikotinamid’e tabi tutulmasıyla PARP 

inhibisyonunun geliştiği tespit edilmiştir [184]. Günümüzde, bazıları FDA tarafından onaylanan  

PARP inhibitörleri ile bir süredir klinikte de bu tedavi yöntemlerinin kullanımları sağlanmakta 

ve bazı PARP inhibitörlerinin de pre-klinik çalışmalarına devam edilmektedir. clinicaltrials.gov 

adresinde tüm bu çalışmalar yer almaktadır. Temmuz 2022 tarihi itibariyle şuan yürütülmekte 

olan da dahil olmak üzere PARP inhibitörleri ile yapılan 400’ den fazla klinik deneme çalışması 

yer alırken bunların çok büyük bir kısmı kemoterapiye dirençli germ line’ lar ya da meme kanseri 

duyarlılık proteini 1-2 (BRCA1-2) mutasyonuyla oluşan over, meme, pankreas ve akciğer 

kanserleri hakkında olsa da glioblastoma ya da beyin metastazları gibi nörodejeneratif 

hastalıklarda, çeşitli inflamasyon ve enfeksiyonlarda da PARP inhibitörlerinin etkisini klinik 

olarak araştıran çalışmalar bulunmaktadır (Çizelge 2.3). 
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Çizelge 2.3. Yaygın PARP inhibitörlerine ilişkin spot bilgiler 

 

PARP İnhibitörü 

 

Kimyasal Yapısı 

Hedeflediği 

Öncelikli PARP 

Enzimi / 

Enzimleri [185] 

          

        Etkinliği 

 

FDA Onay 

Durumu 

Olaparib 

 

PARP 1 BRCA 

mutasyonları 

[186] 

2014 

Talazoparib  

(BMN-673) 

 

PARP1 -  

PARP 2 

BRCA 

mutasyonları, 

PTEN (meme 

tümörü) 

mutasyonları 

[187] 

2018 

3AB 

(3-Aminobenzamid) 

 

PARP1 - 

PARP2 

Nörotoksisite 

deneysel 

çalışmaları [188] 

- 

PJ34 

 

PARP 1 İnme ve kalıtsal 

retinal 

dejenerasyon 

modellerinde 

nöroproteksiyon 

oluşturan deneysel 

çalışmalar [189, 

190] 

- 
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Çizelge 2.3. (devam) Yaygın PARP inhibitörlerine ilişkin spot bilgiler 

 

PARP İnhibitörü 

 

Kimyasal Yapısı 

Hedeflediği 

Öncelikli PARP 

Enzimi / 

Enzimleri [185] 

          

        Etkinliği 

 

FDA Onay 

Durumu 

Rucaparib 

 

PARP 1 BRCA 

mutasyonları 

[191] 

2016 

Niraparib 

 

PARP 2  BRCA 

mutasyonları 

[192] 

2017 

Veliparib (Abt-888) 

 

PARP 1  Gliomal ve 

melanomal 

tümörlerde 

deneysel 

çalışmalar [193, 

194] 

- 

PARP inhibitörlerinin etkisinin yaşa, cinsiyete ve hedef dokudaki hücrelerin çoğalma hızlarına 

göre değişiklik gösterebilecekleri unutulmamalıdır. PARP inhibitörlerinin post-mitotik, 

çoğalmayan ya da yavaş çoğalan hücrelerde etki gösterebilmeleri [195, 196]; PARP inhibitörü 

tedavisi alan yaşlı kanserli hastalardaki progresyonun genç hastalara oranla daha yavaş 

seyretmesinin bir açıklaması olabilir. Ayrıca bazı PARP inhibitörleri ile östrojen reseptörü-α 

arasında negatif bir ilişki olduğu ve bu nedenle bu inhibitörlerin kadınlarda daha az etkin 

oldukları da gösterilmiştir [197]. Kullanılan PARP inhibitörünün etkili olup olmadığını anlamak 

üzere yapılan çalışmalar BRCA 1-2 mutasyonlarının varlığına bakmak [198], homolog 

rekombinant gen tamir sistemi (HRR) düzeyi testi yapmak [199], PARP aktivitesini ölçmek, 
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periferik monositik kan hücrelerinde [200] ya da kaş kılı foliküllerinde [186] PARP-bağımlı 

fosforilizasyonu ex-vivo olarak göstermek şeklinde özetlenebilir. 

2.10.1. Kanser tedavisinde PARP inhibitörleri 

PARP’ ın DNA onarımındaki rolünün tanımlanmasıyla birlikte, kemoterapi ya da radyoretapi 

gibi ajanlara maruz bırakılan kanser hücrelerinde PARP inhibisyonu gerçekleştirilirse, bu 

hücrelerin kendilerini tamir etmekten yoksun kalacakları için daha kolay ölebilecekleri; böylece 

kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavilerinin hastalar için daha kısa sürede ve daha olumlu 

sonuçlar verebileceği hipotezi doğmuştur [126, 201-203]. 

Kanser tedavisinde PARP inhibisyonun kullanılmasına yönelik ilk çalışmalar, 2005 ve 2006 

yıllarında gerçekleştirilmiş olup, bunlar BRCA geni (Breast cancer gene) mutasyonuna sahip 

over ve meme kanseri üzerinde çalışılmış ve olumlu sonuçlar vermiştir [204, 205]. Herhangi bir 

inhibisyonun gerçekleştirilmediği durumlarda; BRCA mutasyonlu hücrelerde, kemoterapi ve 

radyoterapi gibi genotoksik ajanların kullanımıyla birlikte PARP enzimleri harekete geçmekte 

ve “baz eksizyon onarım sistemi” (BER) adı verilen mekanizma üzerinden çalışarak kanser 

tedavisi nedeniyle hasar görmüş, tek iplikçik kopuşları yaşamış olan kanserli hücreleri yeniden 

onarmaktadır [206]. PARP inhibisyonunun gerçekleştirildiği durumlarda ise BER onarım 

sistemi çalışamamakta, buna bağlı olarak da tek iplikçik kopuşları devam ederek çift DNA 

iplikçiğinin  kopmasına imkan tanımaktadır. Normal şartlarda çift iplikçik kopuşları “Homolog 

rekombinant tamir sistemi” (HRR) tarafından onarılıyor olsalar da BRCA geni mutasyonlu 

kişilerde bu sistem genetik olarak bozuk olduğu için DNA çift iplikçikleri PARP inhibisyonu 

uygulanmış hastalarda geri dönüşsüz olarak kopmakta, bu da kemoterapi ya da radyoterapi alan 

hastalarda kanserli hücrelerin başarılı bir şekilde ölmesi anlamına gelmektedir. 

Son yıllarda kanser tedavilerinde daha yüksek başarı sağlayabilmek adına PARP inhibitörleri ile 

Topoizomeraz inhibitörlerinin [207] ya da kinaz inhibitörlerinin kombine kullanımı da söz konusu 

olmuştur [208]. 

Pek çok farklı ilaç firması tarafından üretilen birçok PARP inhibitörü günümüzde klinikte 

kullanılmaya ya da pre-klinik olarak çalışılmaya devam edilmektedir. Temelde Nikotinamid’ i 

taklit ederek hücredeki NAD+ substratı ile PARP enziminin birbirine bağlanmasını engelleme 

yoluyla çalışan PARP inhibitörleri, oldukça çeşitli bir skalada ele alınabilen farmakolojik 
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formlardırlar [209]. Üretilen PARP inhibitörleri kanser tedavisinde etkili olabildikleri doz 

aralıklarına göre birinci nesil, ikinci nesil ve üçüncü nesil olarak sınıflandırılırlar. Üçüncü nesil 

PARP inhibitörleri klinik aşamaya kadar ilerlemiş -ve bazıları FDA (Food and Drug 

Administration) onayı almış-, pek çok açıdan etkili olabilen PARP inhibitörleri olup kanser 

tedavisindeki kullanımları yüksek nanomolar ile düşük mikromolar dozlarındadır. Bu grup 

içerisinde yer alan PARP inhibitörleri Olaparib, Rucaparib ve Talazoparib ile türevleridir. İkinci 

nesil PARP inhibitörlerinin orta mikromolar dozlarda aktif oldukları bilinmektedir. 3-

Aminobenzamid (3AB) gibi birinci nesil PARP inhibitörleri ise milimolar konsantrasyon 

dozlarında aktiftirler [210]. PARP inhibitörlerinin bu denli düşük dozlarda etki gösterebilme 

erklerinin, oral kullanımdan çok intravenöz olarak kullanımlarında açığa çıktığı gösterilmiştir 

[211].  Bu anlamda, en düşük doz ile aktivasyonun sağlanabildiği üçüncü nesil PARP inhibitörleri 

daha düşük toksisiteye neden olacakları için daha tercih edilebilir konumdadırlar. Ek olarak PARP 

inhibitörlerinin kanser tedavisinde kullanımı, kemoterapi veya radyoterapiyle kombine edilip 

edilmediğine bağlı olarak oldukça değişkenlik gösterse de non-onkolojik modellerde PARP 

inhibitörü olan Olaparib’ in etkili dozlarının kanser modellerinde kullanılan dozlardan yaklaşık elli 

katı kadar daha düşük olduğu bilinmektedir [212]. Bu da PARP inhibitörlerini nörodejeneratif 

hastalıklarda kullanılması açısından oldukça avantajlı hâle getirmektedir. 

2.10.2. Nörodejeneratif hastalıklarda PARP inhibitörleri 

PARP enzimlerinin aşırı aktivasyonlarının PARthanatos hücre ölümü mekanizmasına yol açıyor 

olması ve inme, Alzheimer, Parkinson, Huntington hastalığı, ALS (amyotrofik lateral skleroz), 

retinal dejeneratif hastalıklar gibi nörodejeneratif hastalıkların hücresel NAD+ substratlarının 

tükenmesi [213] ve DNA çift ipliklerinin kopmasıyla gelişen hücre ölümüne bağlı olarak 

gerçekleşiyor olduğunun bilinmesi [128], PARP inhibitörlerini nörodejeneratif hastalıklar 

bağlamında da oldukça potansiyel bir tedavi edici ajan konumuna getirmektedir. Hem tüm bu 

nörodejeneratif hastalıklarda hem de nöroinflamatuar bir hastalık olan MS’ te (Multiple skleroz) 

PARP-1 aşırı aktivasyonu olduğu gösterilmiştir [214]. 

Nörodejeneratif hastalıklarda PARP inhibitörlerinin kullanılmasına ilişkin ilk çalışmalar 1990’ lı 

yıllarda inme modelinde gerçekleştirilmiştir [215, 216]. Bu çalışmalarda NO (nitrik oksit) ya da 

PARP genine müdahale edilerek nörodejenerasyonun önlenmeye çalışıldığı görülmektedir. 

Günümüzde ise farmakolojik PARP inhibitörleri ile inme modelinde gerçekleştirilen çalışmalar 

mevcuttur. Bu çalışmalar neticesinde artmış hücresel ATP ve NAD+ seviyeleri, azalmış 
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inflamasyon ve hücre ölümü, nörolojik hasarlarda iyileşmeler gibi sonuçlar elde edilmiştir [217-

219]. Çok çeşitli PARP inhibitörleri bu nörodejeneratif hastalıklarda çalışılırken Olaparib ALS 

modelinde denenip nöronal hücre ölümünü azalttığı ifade edilmiş [220], Talazoparib ise Parkinson 

modelinde çalışılarak nöron kaybını azaltmada başarılı olduğu gösterilmiştir [221]. 3AB ise yine 

Parkinson modelinde çalışılmış ve hareket kabiliyetlerinin düzeltilmesinde katkısı olduğu 

gösterilmiştir [222]. 

Farmakolojik PARP inhibitörlerinin direkt retinal doku dejenerasyonları üzerindeki etkisinin 

araştırıldığı çalışmalar da mevcuttur. Örneğin neovaskülarizasyon göstermeyen yaşa-bağlı 

maküler dejenerasyonlu (YBMD) hastaların RPE doku örneklerinden üretilen hücre hatlarında ve 

ayrıca in vivo olarak da YBMD’ lu hayvan modellerinde PARP-1’ in etkisi araştırılmış ve PARP 

inhibitörlerinden Olaparib’ in bu dejenerasyonlarda RPE hücre ölümünü engelleyebildiği 

gösterilmiştir [223]. Benzer şekilde yine Olaparib PARP inhibitörü kullanılarak retinal dokularda 

oluşan iskemi/reperfüzyon hasarının azaltılabileceğinin gösterilmesi de literatür açısından oldukça 

önemli olmuştur [224]. Bunun haricinde kalıtsal retinal dejenerasyonlarda çeşitli PARP 

inhibitörlerinin, çeşitli hayvan modellerinde araştırıldığı çalışmalar da vardır [18, 26, 190, 225-

230] ve tüm bu çalışmalar bu tezin Tartışma bölümünde daha ayrıntılı ele alınmıştır. 

2.10.3. Olaparib 

AstraZeneca ilaç firması tarafından üretilen ve ticari adı olan Lynparza olarak da bilinen Olaparib’ 

in, daha az yaygın kullanılmakla birlikte diğer isimleri; AZD-2281, MK-7339 ve KU0059436’ dır. 

Kimyasal formülü C24H23FN4O3‘ tür. Üçüncü nesil, ultrapotent bir PARP inhibitörüdür. Düşük 

mikromolar ile yüksek nanomolar konsantrasyonlarda etkili olabildiği bilinmektedir [210]. En 

etkin şekilde PARP1 enzimini inhibe ettiği bilinirken PARP enzim ailesinin diğer formları 

üzerinde de etkili olabilmektedir [231]. İlk üretilen ve dolayısıyla en çok çalışılan PARP 

inhibitörüdür. 2014’ te FDA onayı almış olup ilk olarak over kanserinde kullanılmaya 

başlanmıştır. Daha  sonra Tuba uterina kanseri, meme kanseri, metastatik pankreatik kanser, 

peritoneal kanser ve kastrasyon dirençli prostat kanserinde de tedavi edici ajan olarak kullanımı 

onaylanmıştır. Tüm bu kanser türlerinin ortak özellikleri BRCA 1-2 mutasyonlarına sahip 

olmalarıdır. Oral yolla kullanılmaktadır. Mart 2022’ de ise BRCA germ hattı mutasyonlu, meme 

kanseri açısından yüksek risk taşıyan kişilerde koruyucu tedavi olarak ya da kemoterapi ile meme 

kanserini atlatmış kişilerde koruyucu tedavi olarak kullanımı onaylanmıştır [232]. 
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2.10.4. Talazoparib 

Pfizer ilaç firması tarafından üretilen ve ticari adı olan Talzenna olarak da bilinen Talazoparib’ in 

bir diğer ismi de BMN-673 (kısaca BMN) olup, kimyasal formülü C19H14F2N6O’ dur. O da 

Olaparib gibi üçüncü nesil, ultrapotent bir PARP inhibitörüdür. Düşük mikromolar ile yüksek 

nanomolar konsantrasyonlarda etkili olabildiği bilinmektedir [210]. PARP enzim ailesi üyeleri 

üzerinde geniş bir etkiye sahiptir [233]. Olaparib ile kıyaslandığında PARP enzimlerini 

yakalayabilmesi, onlara tutunabilmesi (trapping etkisi); yaklaşık yüz kat daha fazla bulunmuştur 

[234]. Ekim 2018’ de ilerlemiş meme kanseri tedavisinde kullanımı için FDA onayı almıştır. 

Olaparib gibi, BRCA mutasyonlu germ hatları üzerinde etkilidir [187]. Oral yolla 

kullanılmaktadır. 

2.10.5. 3-Aminobenzamid 

İlk nesil PARP inhibitörlerinden olan 3-Aminobenzamid’ in diğer isimleri “meta-benzamide” 

ya da “3-ABA” olup yaygın kullanılan isim formu ise 3AB’ dir. Kimyasal formülü C7H8N2O’ 

dur. Henüz pre-klinik çalışmaları devam eden bir PARP inhibitörüdür. Yapısı NAD+’ ya 

oldukça benzer olduğu için PARP inhibitörü olarak etkin kullanılma potansiyeli yüksek 

görülmekle ve bu konudaki çalışmalar devam etmekle birlikte Olaparib ve Talazoparib ile 

kıyaslandığında daha yüksek bir doz sayılan milimolar konsantrasyonlarda kullanımının 

gerekmesi bu PARP inhibitörü için bir dezavantajdır [210]. 

2.10.6. Doğal PARP inhibitörleri 

Normal şartlarda hücrenin hayatta kalması ve devamlılığının sağlanması açısından son derece 

önemli görevleri olduğu bilinen PARP enzimlerinin [115], normal fizyolojik koşullar altında 

dinamik olarak düzenlenmekte oldukları ve her hücrenin kendine ait bir bazal PARP aktivitesi 

olduğu bilinmektedir [235]. Bu aktivitenin normal akışında korunabilmesini sağlamak üzere, 

farmakolojik olmayıp fizyolojinin kendi doğasında var olan PARP inhibitörleri mevcuttur. Doğal 

PARP inhibitörleri arasında; Vitamin B3 (nikotinamid), kafein, hipoksantin, Vitamin A öncülleri, 

Vitamin D’ nin aktif formu, taurin, kinurenik asit ve ginsenositler bulunmaktadır [236, 237]. 
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Ayrıca başta Minosiklinler olmak üzere Tetrasiklin grubu antibiyotikler ile Daktinomisin ve 

Novobiosin grubu antibiyotiklerin de PARP inhibisyonu yapabildikleri, diyabetik retinopati 

modelini de içeren bazı in vivo deneysel çalışmalarda gösterilmiştir [238-240]. 

Bununla birlikte hücrelerin sahip olduğu bazal PARP aktivitelerinin hücre farklılaşması 

sırasında da azalabildikleri; örneğin miyositlerin miyotüplere farklandıkça PARP1 

aktivitelerinin azaldığı [241], benzer şekilde dendritik hücrelerin olgunlaşma süreçlerinde farklı 

PARP seviyelerine sahip oldukları [242], lenfositlerin inaktif formlarında aktif formları ile 

karşılaştırıldıklarında daha düşük PARP seviyelerinin bulunduğu bilinmektedir [243]. 

Ek olarak bazal PARP enzimi seviyelerinin kişiden kişiye değişebileceği, bu farkın kişilerin 

metabolizmalarına bağlı olarak iki yüz kata kadar ulaşabileceği ortaya konmuştur [244]. 

2.11. Kalıtsal Retinal Dejenerasyonlar 

Retinal doku; retina pigment epiteli (RPE) tabakası haricinde, nöronal dokudan oluştuğu için 

kalıtsal retinal dejenerasyonlar nörodejeneratif hastalıklar sınıfında yer almaktadırlar. Klinik 

seyirleri ve genetik alt yapıları bakımından oldukça çeşitlilik gösteren bu hastalıklar, 

fotoreseptörlere zarar vererek insanlarda ilerleyici görme kayıplarına ve nihayetinde körlükle 

sonuçlanan süreçlere yol açarlar. Kalıtsal retinal dejenerasyonların bu ilerleyici süreçlerinde; 

karanlığa adaptasyonda sorun, niktalopi (gece körlüğü), fotofobi, görme alanında daralma, 

nistagmus (şaşılık) ve pupillada anormallikler ile son olarak merkezi görme kayıpları 

gelişmektedir [3]. Bu durum da kişilerin hayat kalitesini, bağımsızlıklarını ve özellikle çalışan 

nüfusu ciddi şekilde etkilemekte; aynı zamanda ağır psikolojik problemleri ve ekonomik yükleri 

beraberinde getirmektedir [11]. 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlar ortalama her iki bin kişiden birinde görülme sıklığına sahip olup 

dünya genelinde yaklaşık iki milyon kişiyi etkilemektedirler [4]. Yoğun şekilde genetik 

heterojenite gösterirler; bugüne dek kalıtsal retinal dejenerasyonların oluşumunda üç yüzün 

üzerinde gen ve gen lokusu olduğu tespit edilmiştir [5]. Bu genlerdeki mutasyonlar direkt 

fotoreseptörlerin gelişimini engelleyecek türde olabilecekleri gibi, fotoreseptörlerin çalışma 

mekanizmasını engelleyerek de kalıtsal retinal dejenerasyonlara neden olabilecekleri 

bilinmektedir. Örneğin RPE’ deki RPE65 genine ait mutasyon, RPE hücrelerinin fonksiyonlarını 

etkileyerek görmenin gerçekleşmesi olayında kullanılmış olan artık görme kromotoforunun olması 
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gerektiği şekilde fagosite edilmesini önlediği için retinal fonksiyonu doğrudan etkilemektedir 

[245]. Kalıtsal retinal dejenerasyonlarda, her ne kadar oldukça karmaşık bir örüntüyle genetik 

çeşitlilik görülüyor olsa da genetik bakımdan belirli başlıklar altında sınıflandırılmalar; otozomal 

dominant, otozomal çekinik, X-kromozomu ilişkili, dijenik ve mitokondriyal kalıtımla aktarılan 

kalıtsal retinal dejenerasyonlar şeklinde yapılmaktadır [3, 6-9]. 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlar fenotipik olarak sınıflandırıldığında ise yirmiden fazla çeşit 

hastalık ve hastalık grubu bizi karşılamaktadır. Bunlar arasında en bilinenleri; Retinitis 

pigmentosa, Leber’ in konjenital amorozu, Stargardt hastalığı, koroideremi ve Rod-koni 

distrofileridir [11]. Bu hastalık gruplarını da sendromik olanlar ve non-sendromik olanlar şeklinde 

sınıflamak mümkündür. Non-sendromik kalıtsal retinal dejenerasyonlarda yalnızca retina ve 

görme yetisi etkileniyorken sendromik kalıtsal retinal dejenerasyonlarda, sistemik olarak diğer 

organların ve özellikle kulak gibi diğer nörosensörlerin etkilenmesi söz konusudur [4]. 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlar arasında en bilinen ve en yaygın olan hastalık grubu, Retinitis 

pigmentosa olup bu adlandırma 1875’te Franciscus C. Donders tarafından yapılmıştır [246]. 

Oldukça kompleks bir yapısı olan bu retinal dejenerasyon hastalık grubunda, atipik özelliği 

nedeniyle, doğru ve kesin bir teşhis yapmanın zor olduğu belirtilmiştir. Son zamanlardaki 

çalışmalara göre erken başlangıçlı, yüksek miyopili olguların yaklaşık %25’ i Retinitis 

pigmentosa ile ilişkili olarak gerçekleşiyor olabilmektedir [247]. Retinitis pigmentosa, kalıtsal 

retinal dejenerasyonların genetik altyapısal sınıfları arasından hepsinde kendine yer bulmaktadır. 

Bu alt sınıflardan X-kromozomu ilişkili Retinitis pigmentosa’ da en hızlı ve şiddetli ilerleyişle 

birlikte en kötü prognoz oranları görülürken; otozomal dominant Retinitis pigmentosa’ da 

merkezi görüşün uzun süre korunabildiği bilinmektedir [248, 249]. 

Yine de tüm Retinitis pigmentosa alt tiplerinde, süreç içinde mutlaka periferik görüş daralarak 

küçülmektedir. Buna neden olan patolojik mekanizma, Retinitis pigmentosa’ da öncelikle periferik 

görüşten sorumlu olan Rod fotoreseptörlerinin dejenere olması; bunu takiben Koni 

fotoreseptörlerinin dejenere olmalarıdır [250]. Rod fotoreseptörlerinin ölümü ile birlikte Retinitis 

pigmentosa’ lı hastalarda “tünel görüşü” adı verilen, yalnızca merkezi görüşün var olduğu ve onun 

da süreç içinde küçülerek yok olduğu tipik bulgular yaşanmaktadır. Tünel görüşünün genellikle 

genç erişkinlikte yaşandığı bilinirken zaman içinde bu alan tamamen daralmakta ve körlük 

gelişmektedir [251]. Öte yandan başlangıçta renkli görme ile ilgili herhangi bir sorun yaşanmazken 

hastalığın ilerleyen evrelerinde diskramatopsi (renklerin doğru şekilde ayırt edilememesi) ya da 
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akranotopya (renklerin hiç algılanmaması) gelişmektedir [252]. Retinitis pigmentosa’ da Koni 

fotoreseptörlerinin Rod’ ların dejenerasyonundan daha sonra ölüyor olmalarına dair; Rod’ların 

kaybı nedeniyle retinal dokuda O2 tüketiminin azalması, böylece retinal dokuda var olan yüksek 

O2 seviyesinin ROS (Reaktif oksijen ürünleri) üretimini artırarak retinal dejenerasyonu, Koni 

fotoreseptörlerinin de kaybına neden olacak şekilde ilerletiyor olmaları hipotezi vardır [251]. Aynı 

zamanda Retinitis pigmentosa’ nın patolojisinin açıklanması adına, hastalığa yol açan genlerdeki 

mutasyonlara bağlı olarak kan-retina bariyerinin bozulması ve retinal damarların kalınlaşması 

nedeniyle de fotoreseptör dejenerasyonları oluşabildiğini gösteren çalışmalar da bulunmaktadır 

[253, 254]. Bununla birlikte 2021 yılında gerçekleştirilen bir çalışmaya göre Retinitis pigmentosa 

patogenezinde oksidatif stres ve inflamasyonun da yer aldığı gösterilmiştir [172]. 

Tüm bu bilgilere ve yapılan kapsamlı çalışmalara rağmen, Retinitis pigmentosa’ nın mekanizması 

ve dolayısıyla uygun tedavi şekli hâla net şekilde aydınlatılamamıştır. Yine de ağırlıklı olarak 

hastalığın ilerleyişini yavaşlatabilmeyi ya da seyrini hafifletebilmeyi hedefleyen tedavi yöntemleri 

mevcuttur. Bunlar arasında A vitamini ve retinoid desteklerin palyatif kullanımı ilk sırada 

gelmektedir. İlerlemiş vakalarda gen terapileri ve cerrahi yaklaşımlar da uygulanmaktadır . 

Fotoreseptörlerin dejenerasyonunda artmış oksidatif stres ve DNA hasarlarının yer aldığını 

gösteren çalışmalar bulunduğu için, kalıtsal retinal dejenerasyonlarda vitamin A, vitamin E ve 

çeşitli antioksidanlar yaklaşık yirmi yıldır önerilmektedirler [255, 256]. Yine de bu şekilde 

fotoreseptörleri destekleyen ve antioksidanları içeren klasik nöroprotektif yaklaşım, özellikle 

hücre ölümü mekanizmaları devreye girmeye başladığında, dejenerasyonu önlemede yetersiz 

kalmaktadır. Ayrıca özellikle vitamin A kullanımında oldukça dikkatli olmak gerektiği, A 

vitaminin yüksek dozda ve uzun süre kullanımda birikerek toksik etki oluşturabileceği 

unutulmamalıdır. 

Fotoreseptör dejenerasyonunun ve ölümünün önüne geçebilmek ya da retinal dokuda endojen 

sağ kalım mekanizmalarını çalıştırabilmek adına uygulanan nöroproteksiyon yaklaşımında ise; 

siliyer nörotrofik faktör (CNTF), fibroblast büyüme faktörü (FGF), beyin kaynaklı nörotrofik 

faktör (BDNF) ve glial hücre kaynaklı nörotrofik faktör (GDNF) kullanılmaktadır [257-261]. 

Tedavi seçeneklerinde teorik olarak kalıtsal retinal dejenerasyona neden olan genin, gen tedavisi 

ile düzeltilmesi en ideal yol gibi görünse de Retinitis pigmentosa gibi yüksek genetik heterojenite 

gösteren vakalarda bunu gerçekleştirmek oldukça güç olmaktadır. Ayrıca gen tedavisinin olumlu 
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sonuçlar verebilmesi için hastanın fotoreseptörleri henüz çok fazla dejenere olmadan önce 

müdahale etmek gerekmektedir. Kalıtsal retinal dejenerasyonlarda rol oynayan genleri ele alan 

bir başka tedavi metodunda ise optogenetik yaklaşım sayesinde viral transdüksiyonla hedef gen 

dağıtımı yapılarak bipolar hücreler, ganglion hücreleri veya henüz dejenere olmamış koni 

fotoreseptörleri gibi retina hücrelerinde ışık hassasiyetini indüklemek amacıyla çalışmalar 

yapılmaktadır [262]. 

Bu durumda mutasyondan bağımsız olarak gerçekleştirilen, genetik defekt taşımayan insan 

embriyonik ya da pluripotent kök hücrelerinin dejenere olmuş fotoreseptörlerin yerine 

transplante edilmesi gibi tedavi seçenekleri olumlu sonuçlar verebilmektedir [263-266]. Benzer 

şekilde son yıllarda üzerinde daha da çok çalışılan retinal protezler de mutasyondan bağımsız bir 

tedavi seçeneği olmakla birlikte [267-271] gen tedavileri de dahil olmak üzere, bu tür 

yöntemlerde cerrahi müdahaleler gerektiği ve bu durum da görme yetisi açısından bir risk 

oluşturduğu için genellikle yüksek oranda fotoreseptörler geri dönüşsüz olarak dejenere 

olduktan sonra denenen tedavi yöntemleridirler. 

2.12. Kalıtsal Retinal Dejenerasyonlarda Kullanılan Deney Hayvanı Modelleri 

İnsanlarda belirli bazı genetik mutasyonlar nedeniyle gelişim gösteren kalıtsal retinal 

dejenerasyonları çalışmak için, bu mutasyonlarla homolog mutasyonlara sahip oldukları 

belirlenen bazı fare ve rat modelleri kullanılmaktadır. 

İlk defa 1924’ te C. E. Keeler adlı araştırmacı bazı farelerin fotoreseptörlerinin olmadığını 

keşfederek bu farelere “rodless” (r) adını vermiştir [272]. Daha sonra ise 1951’ de Brückner adlı 

bir başka araştırmacı, yaşamakta olduğu Basel şehrindeki farelerin yaklaşık yarısının Keeler’ in 

bahsettiği gibi fotoreseptörleri olmayan fareler olduğunu keşfederek onlara “retinal degeneration” 

teriminin kısaltması olacak şekilde “rd fareler” demiştir [273]. Eş zamanlı olarak aynı fenotipik 

özellikleri gösteren ve otozomal resesif şekilde kalıtılan fare suşları üretilerek PCR (polimeraz 

zincir reaksiyonu) ile bu suşların orijinal rodless (fotoreseptörlerden yoksun) fareler olduğu da 

gösterilmiştir [274]. Böylece PDE6-β geninin alt biriminde mutasyon ile oluşturulan rd fareler, 

“rd1” ismini alarak Retinitis pigmentosa çalışmaları için ana hayvan modellerinden biri 

olmuşlardır. Benzer şekilde aynı mutasyon tipini taşıyan bir başka fare modeli de rd10 olup o da 

otozomal resesif Retinitis pigmentosa için iyi bir çalışma modeli oluşturmuştur ve 2002’ de Chang 

tarafından keşfedilmiştir [275]. Rd1 ve rd10 fare modelleri arasındaki fark ise fotoreseptör hücre 
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ölümü pikinin yaşandığı gün bakımından olmuştur. Rd1 modelinde fotoreseptör hücrelerin 

ölümlerinin pik yaptığı gün; retinal yapıların tamamen gelişimlerini tamamlamamış oldukları 

doğum sonrası (Post natal / PN) on üçüncü gün olarak belirlenmişken, rd10 modelinde fotoreseptör 

ölümlerinin pik yaptığı günden önce retinal gelişimin tamamlandığı görülmekte ve fotoreseptör 

ölümlerinin pik yaptığı gün PN23 olarak bilinmektedir [276, 277]. PDE6-α geninde mutasyon 

oluşturularak üretilen fareler de vardır. Bu fare modelleri de V685M, R562W ve D670G’ dir [278]. 

Otozomal resesif akromotopsi gibi özellikle koni fotoreseptörlerindeki hücre ölümüne bağlı 

dejenerasyonları incelemek üzere üretilen ve “Koni fotoreseptör fonksiyon kaybı-1” olarak 

isimlendirilen cpfl-1 model farelerde ise PDE6C geni mutasyonu bulunmaktadır [279]. 

P23H fare modelleri ise otozomal dominant Retinitis pigmentosa çalışılmasına uygun, rodopsin 

geni mutasyonu sayesinde rod fotoreseptörlerindeki opsin pigmentinin görevini yerine 

getiremeyişine bağlı olarak kalıtsal retinal dejenerasyonlarda özellikle Rod fotoreseptörleri 

üzerinde çalışmaya elverişli bir deney hayvanı modelidir [280]. Ona oldukça benzer şekilde 

“S334ter rat modeli” nde de rodopsin geni mutasyonu ve Rod fotoreseptörleri işlevsizliği 

görülmektedir [281]. 

Peripherin (PRPH2) genindeki bir mutasyon nedeniyle fotoreseptörlerin dış segmentlerinin 

gelişimi baskılanan ve bu nedenle kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinde kullanılan fare 

modeli ise “rd2 fareler” dir. Bizim çalışmamızda da bu fare modeli kullanılmış olup “yavaş 

gelişen fotoreseptör dejenerasyonu modeli” olarak da bilinmektedir. Çünkü yukarıda da 

bahsedildiği üzere, rd1 modelindeki fotoreseptör dejenerasyon piki PN13’ te görülürken rd2 

modelinde fotoreseptör dejenerasyon pikinin PN18 olduğu bilinmektedir [190]. 

Öte yandan in vivo retinal preparatlarda kullanılmak üzere belirlenen, herhangi bir mutasyon 

içermedikleri için sağlıklı retinal dokulara sahip olan fare modelleri de vardır. Bunlar C3HBl6 

ve WtBl6 (Wild type Black 6)’ dır. Esasen genetik mutasyona sahip, retinal dejenerasyonun 

çalışılmasına imkan veren deney hayvanı modelleri de bu iki sağlıklı fare modelinden birinin 

transgenik hâle getirilmesiyle üretilmektedirler. Bu tez çalışmasında da in vivo retinal 

preparatlarda sağlıklı retinal yapının da araştırılmasını ve niteliğinin belirlenmesini istediğimiz 

alanlarda WtBl6 fareler kullanılmıştır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Deneylerde Kullanılan Solüsyonlar 

a) PB (Phosphate Buffer - 20X) 

A solüsyonu: 6,89 gr NaH2PO4, 250 ml distile suyla karıştırılır (0,2 M; pH=4) 

B solüsyonu: 14,19 gr NaH2PO4, 500 ml distile suyla karıştırılır (0,2 M; pH=11) 

A ve B solüsyonları karıştırılıp pH’ ı 7,4’ e ayarlanır. 

b) PBS (Phosphate Buffer Saline) 

PB stok solüsyonu (20X) distile su ile dilue edilir (1:20). 0,1M PB elde edilir. 

0,1M PB’ ye 9 gr/L NaCl eklenir (0,1 M; pH=7,4) 

c) TBS (Tris Buffer Saline) (50mM) 

6,06 gr Tris, 900 ml distile suya eklenir. pH’ ı 7,6’ ya ayarlanır. 

Son hacmi 1000 ml oluncaya dek distile su eklenmeye devam edilir. 

9 gr NaCl eklenir. 

d) PFA (Paraformaldehyde) 

0,1 M PB içinde %4’ lük 100 ml PFA hazırlamak için: 

4 gr paraformaldehit, 0,1M’ lık 50 ml PB içinde, çözdürülür. 

Magnetle karıştırılması sağlanarak 60 santigrat derecede 45 dakika ısıtılır. 

10 damlaya yakın NaOH eklenir (solüsyon berrak görününceye dek) 

Son hacmi 100 ml yapmak üzere, 50 ml 0,1M PB eklenir. 

pH’ ı 7,4’ e ayarlanır. 

e) Blok Solüsyonu (50 ml) 

%100’ lük 5 ml normal keçi serumu (NGS) ile 

%10’ lik 5 ml sığır serum albumini (BSA) 

%0,1’ lik 40 ml PBST’ de (PBS + %0,1 ya da %0,3 Triton) dilue edilir. 
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f) Proteinaz-K Solüsyonu: 

pH’ ı 7,6 olan 50mM Tris ya da TBS’ ten 42 ml, 

Proteinaz K’ dan 6µl alınarak küçük bir şalede karıştırılır. 

g) Alkol - Asetik Asit Solüsyonu: 

%70’ lik Etanolden (EtOH) 49 birim, 

%30’ luk Asetik asitten 9 birim, 

H2O’ dan 21 birim alınarak karıştırılır. 

h) TUNEL Yöntemi İçin Blok Solüsyonu (50 ml): 

%100’ lük 5 ml normal keçi serumu (NGS), 

%10’ lik 5 ml sığır serum albumini (BSA), 

%0,1’ lik 1,5 ml PBST (PBS + %0,1 ya da %0,3 Triton), 

1250 µl balık jelatini; hepsi karıştırılıp homojen hâle getirilip, 

Üzerine, 50 ml’ ye tamamlanıncaya kadar PBS eklenir. 

3.2. Organotipik Retinal Doku Kültürleri 

Bu çalışma Eberhart Karls Üniversitesi (Tübingen Üniversitesi / Almanya) Oftalmik 

Araştırmalar Enstitüsü’ nde gerçekleştirilmiştir. Deneyde kullanılan sağlıklı (WtBl6) ve 

kalıtsal retinal genetik mutasyonlu hayvanlar (rd2) Prof. Dr. Per Extröm’ den (Lund 

Üniversitesi) temin edilmiş olup deneyin gerçekleştirilmesi için gerekli etik izin ve beyanlar 

Tübingen Üniversitesi Deney Hayvanları Koruma Komitesi’ nden alınmıştır. Temin edilen 

bu hayvanlar Tübingen Üniversitesi Oftalmik Araştırmalar Enstitüsü’ nde çoğaltılarak 

toplamda 6 sağlıklı WtBl6 ve 63 adet de rd2 model genetik mutasyonlu fare deneysel 

çalışmalara dahil edilmiştir. Deneyde kullanılan tüm prosedür ve yöntemler, oftalmik ve 

görme ile ilgili tüm araştırmalar deney hayvanlarının kullanımına yönelik ARVO (The 

Assosication for Research in Vision and Ophthalmology) beyanına uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir. (Einrichtung für Tierschutz, Tierärztlicher Dienst und Labortierkunde 

directed by Dr. Franz Iglauer - Dr. Franz Iglauer tarafından yönetilen hayvan refahı, 

veterinerlik hizmeti ve laboratuvar hayvan bilimi kurumu). 
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Deneyde kullanılmak üzere çoğaltılan hayvanlar standart 12 saat gece/12 saat gündüz olacak 

şekilde ışık/zaman ayarına maruz bırakılarak suya ve beslenmeye serbest erişimleri 

sağlanmıştır. Deneyde kullanılan hayvanlarda cinsiyet gözetilmemiş olup deneysel modelin 

tamamında mümkün olabilecek en az hayvan sayısında kalabilmek için azami çaba sarf 

edilmiştir. 

9 günlük (PN9) Wt ve rd2 fareler yeterli CO2  diffüzyonu ve servikal dislokasyon 

uygulanarak ötenazileri gerçekleştirildikten sonra steril koşullara uyularak gözleri alındı. 

Çıkarılan organlar 5 dakika boyunca Bazal Medium’ da (R16 mediumu) yıkanarak %0,12’ 

lik Proteinaz K’ da, 37 santigrat derecede (°C) 15 dakika inkübasyona bırakıldılar. Daha 

sonra Bazal Medium (R16) ve FCS (fetal inek serumu) içeren serum sıvısında yıkandılar. 

Akabinde yeniden yalnızca Bazal Medium’ da (R16) yıkanıp yine medium içerisindeyken 

mikroskop altına alındılar. Mikroskop altında gözlerin ön segmenti (kornea), sklerası, lensi, 

koroidi ve vitreusları (vitröz sıvı) çıkarıldıktan sonra RPE (retinal pigment epitelyum) ve 

nöral retina kalmış oldu. Hâla oval şeklini koruyan RPE ve retina, dört köşesinden kesilerek 

yonca şeklini alması sağlandı. Bu şekle getirilmiş ve tamamen düz konuma gelmiş olan 

retinal dokular 6’lı-well plate kültür membranları (Milipore, Katalog No: PIHA03050) 

üzerine pipetlenerek alındılar. Bu noktada fotoreseptörlerin aşağıya doğru, Ganglion 

hücrelerinin ise yukarıya doğru konumlanmış olmalarına dikkat edildi. Her bir retinal 

dokunun yerleştirilmiş olduğu her bir well-plate, Complete Medium (R16 + supplementler) 

adı verilen bir besleme mediumu ile doldurularak, 37°C ve %5 CO2 koşullarına ayarlanmış 

olan inkübatöre yerleştirildi ve iki gün boyunca kültür adaptasyonuna bırakıldı (PN9 - PN11. 

günler). Complete Medium’ un içinde R16-Bazal Medium haricinde; B12 vitamini, C 

vitamini, BSA, Progesteron, Glutatyon, Linolik asit ve insülin gibi supplementler 

bulunmaktaydı. 

İki günlük kültür adaptasyonu sürecinden sonra PN11’ den itibaren PARP inhibitörleri ile 

tedavilerine başlanan retinal kültürlerin toplamda 20 tanesi PARP inhibitörlerinden Olaparib 

tedavisi grubunda, 16 tanesi PARP inhibitörlerinden BMN-673 tedavisi grubunda ve 20 

tanesi PARP inhibitörlerinden 3AB tedavisi grubunda yer almış oldu. Hiçbir tedavi grubuna 

dahil edilmeyen ve rd2 retinal dejenerasyon modelinin karakteristiğini gözlemlemek üzere 

kullandığımız 7 adet rd2 retinal kültür ise “in vitro retinal kültür kontrol grubu” olarak 

bırakıldı. 
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PARP inhibitörleri ile tedavileri PARP inhibitörünün (Olaparib, BMN-673 ya da 3-

Aminobenzamid) DMSO (Sigma, D2650) ile çözünmesini takiben retinal doku kültürlerinin 

bulunduğu well-platelere eklenmesi şeklinde gerçekleşti. İn vitro retinal doku kültürlerinin 

tamamı için tedavi süreci PN11’ de başlayıp PN18’ de sona erdirildi ve bu süreç boyunca 

her iki günde bir retinal dokunun içerisinde bulunduğu medium (R16+Supplementler+PARP 

inhibitörü) değiştirilerek ait olduğu gruba ilişkin PARP inhibitörü eklenmiş oldu. Bununla 

birlikte PARP inhibitörlerinden Olaparib için toplamda 4 farklı dozla tedavi (10nM, 100nM, 

1µM, 10µM); BMN-673 için toplamda 3 farklı dozla tedavi (1nM, 3nM, 10nM); 3AB için 

toplamda 4 farklı dozla tedavi (1nM, 10nM, 100nM, 1µM) gerçekleştirilmiş oldu. PN18. 

günde tedavi süreçleri sonlandırıldı. 

3.3. Cryofiksasyon Yöntemi 

PARP inhibitörleriyle tedavi süreçleri sonlanan ya da hiç PARP inhibitörü tedavisi 

uygulanmadan yalnızca Complete Medium’ ları değiştirilerek PN18’ e dek gelen kontrol 

grubuna ait rd2 in vitro retinal kültürlere Cryofixation yöntemi uygulanarak kryokesitleri 

alındı. Cryofiksasyon için %4’ lük Paraformaldehit solüsyonu fiksatif olarak kullanıldı ve 

dokular 45 dakika boyunca Paraformaldehite konuldular. Daha sonra 10 dakika PBS’ le 

yıkanarak artan sükroz serilerinden geçirildiler. Bu aşamada %10’ luk sükrozda 10 dakika, 

%20’ lik sükrozda 20 dakika ve %30’ luk sükrozda 30 dakika ile 2 saat arasında bekletildiler. 

Bunu takiben ise aliminyum folyodan hazırlanmış ve TissueTek (OCT) (Jung, Leica 

Instruments) ile doldurulmuş olan kutucukların içine mikroskop altında dikkatlice 

yerleştirilerek ve bu kutucukların da sıvı azot dolu kap içine konulup 2 saat kadar 

bekletilmesiyle retinal dokular kesit almaya uygun bloklar hâline getirilmiş oldular. Bloklar 

-20°C’ de saklanarak Cryomikrotom ile (Leica CM3050S Microtome, Leica Biosystems) 

12µm kalınlığında, her bir denek için 15 lam ve her bir lamın üzerinde 4 ayrı doku olacak 

şekilde, aynı zamanda lamlar üzerine gelen doku dağılımlarının normale yaklaşabilmesi için 

her 15 doku kesiti 15 farklı lama gidecek şekilde alındılar (Örneğin ilk lamda; ilk alınan (1.), 

16. alınan, 31. alınan ve 46. alınan doku parçası bulunuyordu). Doku örnekleri ile dolu olan 

lamlar yaklaşık 1 saat 37°C ‘de kurutularak boyamaları; ve ağırlıklı olarak Dış Nüklear 

Tabaka’ da (DNT) olmak üzere, Dış Segment (DS) ve Ganglion Hücre Tabakası’ nda da 

(GHT) incelemeleri yapılmak üzere -20°C ‘de saklandılar. 
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İn vivo retinal doku çalışmaları için de in vitro çalışmadakilerle aynı organotipik kültür 

basamakları uygulandı. Toplamda 12 adet WtBl6 sağlıklı fare retinal dokusu ile 14 adet rd2 

kalıtsal genetik mutasyonlu fare retinal dokusu için; PN9’ da başlayan retinal preparasyon 

süreci her iki günde bir Complete Medium’ larının değiştirilmesiyle birlikte; bazıları için 

PN15’ te, bazıları için PN18’ de ve bazıları için de PN24’ te sonlandırıldı. Ve sonlanan in 

vivo retinal preparatlar direkt Cryosectioning yapılmak üzere TissueTek (OCT) dolu 

kutucukların içine gömülerek bloklar hâline getirildiler ve ince kesitleri alındı. Her bir deney 

hayvanı için 15 lam üzerine toplamda 45 adet doku örneği (in vivo preparatlarda bir lama 

üçer adet doku örneği yerleştirildi) alınarak -20°C’ de saklandı ve ilgili boyamaları yapıldı. 

3.4. İmmunohistokimyasal Yöntem ile PAR Birikiminin Belirlenmesi 

PAR immünohistokimyasal yöntemi 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) boyaması olarak da 

bilinen, hücre çekirdeklerinde biriken PAR (Poli-ADP-riboz)’ ı hücre çekirdeğini siyah-

koyu kahverengi renge boyayarak ifade eden bir yöntemdir. Süreçte, peroksidaz ve hidrojen 

peroksit varlığında oksitlenen ve enzimatik aktivite bölgesinde; kahverengi, alkolde 

çözünmeyen bir çökelti oluşturan, hem immünohistokimya hem de blotting uygulamalarında 

kullanılabilen DAB görev almaktadır. Bu yöntemin gerçekleştirilmesi için; -20 santigrat 

dereceden çıkarılan kesitler 1 saat 37 °C ‘de inkübatörde bekletilip 5 dakika PBS’ te 

yıkandılar. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldırmak, spesifik olmayan bağlanmayı 

önlemek için 20 dakika boyunca, oda sıcaklığında (%40 Metanol + %0,1’ lik PBST içinde 

hazırlanan %3 Hidrojen peroksit) solüsyonunda tutuldular. Üç kez beşer dakika olmak üzere 

yeniden PBS’ le yıkanıp Blok Solüsyonu’ na alındılar. 1 saat boyunca oda sıcaklığında blok 

solüsyonu içinde bekleyen kesitlere, yine Blok Solüsyonu içinde 1:200 oranında dilue edilen 

PAR primer antikoru (Enzo Life Sciences, Katalog No:ALX-804-220-R100) uygulandı ve 

+4°C ‘de bir gece boyunca bırakıldılar. Ertesi sabah üç kez onar dakika PBS’ le yıkanan 

kesitlere biotinlenmiş sekonder antikor (anti-mouse) (Vector laboratories) 1:100 oranında 

Blok Solüsyonu ile dilue edilerek uygulandı. Yeniden üç kez onar dakika PBS ile yıkanan 

kesitler, Avidin-Biotin horseradish peroxidase’ a oda sıcaklığında, 1 saat tabi tutuldular. Bu 

aşama için A ve B reaktifleri (Vector Laboratories) 1:150 oranında PBS’ te, ışık almamasına 

dikkat ederek hazırlandı. Daha sonra PB ile üç kez onar dakika yıkanan kesitler, 5-10 dakika 

boyunca DAB (3,3’-Diaminobenzidin) (DCS-Inovative) boyasına tabi tutuldular. Boya 

solüsyonunun hazırlanması için 0,1M PB, %20 Glikoz, Glikozoksidaz, %0,4 NH4Cl, %1 

Nikel amonyum sülfat ve DAB kullanıldı. Bu aşama; DAB’ ın aşırı boyamasını önlemek ve 
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kesitin karakteristiğini kaybetmemesi için ikinci dakikadan itibaren hızlı aralıklarla 

mikroskop altında kesitlerin kontrolleri yapılarak gerçekleştirildi. Mikroskop altında 

spesifik reaksiyon görüldüğünde kesitler PBS ile yıkanarak reaksiyon durduruldu. Yeniden 

üç kez onar dakika PBS ile yıkanan kesitler Aquatex (Merck) ile kapatılarak -20°C ‘de 

saklandılar. 

3.5. TUNEL ile Fotoreseptör Hücre Ölümünün Belirlenmesi 

Hücre ölümü TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labelling) 

ile DNA fragmantasyonunun tespiti üzerinden belirlenebilmektedir. Biz de çalışmamızda 

fotoreseptör hücre ölümlerini belirlemek üzere bu yöntemi kullandık. İn situ TUNEL kiti 

yardımıyla gerçekleştirdiğimiz bu çalışmada, -20°C ‘den çıkardığımız kesitleri 1 saat 37°C 

‘de bekletip 10 dakika PBS’ te yıkadık. Önceden 1:7 oranında hazırlayıp ılıtmış olduğumuz 

Proteinaz K-Tris karışımını, 5 dakika 37°C ‘de kesitlere uyguladık. Kesitleri iki kez beşer 

dakika ile Tris-Buffer’ la (TBS) yıkayıp 5 dakika boyunca Alkol-Asetik asit karışımının 

içinde beklettik. Yeniden iki kez beşer dakika TBS ile yıkadığımız kesitlere 1 saat boyunca, 

oda sıcaklığında TUNEL Blok Solüsyonu uyguladık. Ardından TUNEL kitindeki (Roche, 

Referans No: 11684795910) referanslara uyarak (kitin içerisinde Enzim ve İşaretleyici yer 

alıyor; bunları TUNEL Blok Solüsyonu ile karıştırmak gerekiyor) hazırlamış olduğumuz 

TUNEL Karışım Solüsyonunu kesitlere uygulayıp gece boyunca, oda sıcaklığında 

inkübasyonlarını sağladık. Ertesi gün tekrar iki kez beşer dakika PBS’ le yıkadığımız 

kesitleri Vectashield/DAPI ile kapatarak -20°C ‘de muhafazalarını sağladık. 

3.6. İmmunfloresan Yöntemler 

3.6.1. DAPI ile retinanın DNT kalınlıklarının belirlenmesi 

Tedavi gruplarımız ve hiçbir tedavi uygulanmamış olan kalıtsal retinal dejenerasyonu olan 

rd2 retinal kültürler arasında, fotoreseptör hücre kayıplarının ne oranlarda olduğunu anlamak 

üzere fotoreseptör hücre çekirdeklerini içeren Dış Nüklear Tabaka ölçümlerini 

gerçekleştirmek istedik. Bu nedenle retinal dokunun tabakalarını ayırt etmemize olanak 

sağlayacak şekilde DAPI ile kesitleri boyadık. Aslında bu araştırmamız için özel olarak kesit 

boyamadık. Diğer immünboyama yöntemlerinde kullandığımız primer ve sekonder 
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antikorlardan sonra DAPI’ li kapama solüsyonu (Linaris, Katalog No: H-1200) ile kesitleri 

kapatarak bu bulgu hakkındaki sonuçlarımızı elde etmiş olduk. 

3.6.2. CAR (Cone-Arrestin) ile koni fotoreseptörlerinin belirlenmesi 

Koni fotoreseptörlerini işaretlemek üzere gerçekleştirdiğimiz Cone-Arrestin indirekt 

immünfloresan boyama yöntemimiz için; -20°C ‘den çıkardığımız kesitleri 1 saat 37°C ‘de 

bekletip 10 dakika PBS’ te yıkadık. Ardından spesifik olmayan bağlanmayı önlemek 

amacıyla; bir lam için en az 200 µl olmak üzere kullandığımız Blok Solüsyonunu kesitlere 

uygulayarak 1 saat oda sıcaklığında beklettik. Daha sonra Blok Solüsyonu içinde 1:100 

oranında dilue ettiğimiz Cone-Arrestin (CAR) primer antikorunu (Milipore, Katalog No: 

AB15282) kesitlere uygulayarak gece boyunca, +4°C ‘de inkübasyonlarını sağladık. Kontrol 

kesiti olarak seçtiğimiz bir kesite ise primer antikor uygulamayarak yalnızca Blok Solüsyonu 

uyguladık. Ertesi sabah üç kez onar dakika PBS’ le yıkadığımız kesitlerimize sekonder 

antikoru (Alexa 568) 1:350 oranında PBS ile dilue ederek uyguladık ve 1 saat, oda 

sıcaklığında, karanlıkta inkübasyonlarını sağladık. Ardından üç kez onar dakika PBS ile 

yıkadığımız kesitlere DAPI+Vectashield uygulayarak lamellerini kapatıp -20°C ‘de 

muhafaza ettik. CAR boyamasını in vitro retinal kültür çalışmalarında TUNEL ile kolokalize 

olarak gerçekleştirdik. 

3.6.3. GFAP ile Müller hücre aktivasyonunun belirlenmesi 

GFAP retinadaki Müller hücreleri tarafından üretilen Glial fibriler asidik protein’ dir. Ayrıca 

kalıtsal fotoreseptör dejenerasyonlarında miktarının arttığı bilinmektedir [282]. Biz de 

çalışmamızda Müller hücre aktivasyonunu belirlemek üzere GFAP antikoru ile indirekt 

immünfloresan boyama gerçekleştirdik. Bu amaçla -20°C ‘den çıkardığımız kesitleri 1 saat 

37°C ‘de bekletip 10 dakika PBS’ te yıkadık. Ardından spesifik olmayan bağlanmayı 

önlemek amacıyla kullandığımız Blok Solüsyonunu kesitlere uygulayarak 1 saat oda 

sıcaklığında beklettik. Daha sonra Blok Solüsyonu içinde 1:100 oranında dilue ettiğimiz 

GFAP primer antikorunu (Abcam, Katalog No: ab190288) kesitlere uygulayarak gece 

boyunca, +4°C ‘de inkübasyonlarını sağladık. Kontrol kesiti olarak seçtiğimiz bir kesite ise 

primer antikor uygulamayarak yalnızca Blok Solüsyonu uyguladık. Ertesi sabah üç kez onar 

dakika PBS’ le yıkadığımız kesitlerimize sekonder antikoru (Alexa 488) 1:350 oranında PBS 

ile dilue ederek uyguladık ve 1 saat, oda sıcaklığında, karanlıkta inkübasyonlarını sağladık. 
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Ardından üç kez onar dakika PBS ile yıkadığımız kesitlere DAPI+Vectashield (Linaris, 

Katalog No: H-1200) uygulayarak lamellerini kapatıp -20°C ‘de muhafaza ettik. 

3.6.4. CD9 ile ekstrasellüler vezikül aktivitesinin belirlenmesi 

CD9’ un Tetraspanin ailesinden bir protein olduğu ve hücre membranlarının yüzeyi ile 

dokuya ait artık maddeleri taşımakla görevli olduğu bilinen ekstrasellüler veziküllerin 

yüzeyinde bulundukları bilinmektedir [283]. Biz de çalışmamızda rd2 kalıtsal retinal 

dejenerasyon modelinde hem in vivo retinal preparatlarda hem in vitro kültürlerde CD9 

ifadelenmesini araştırdık. Bu amaçla; -20°C ‘den çıkardığımız kesitleri 1 saat 37°C ‘de 

bekletip 10 dakika PBS’ te yıkadık. Ardından spesifik olmayan bağlanmayı önlemek 

amacıyla kullandığımız Blok Solüsyonunu kesitlere uygulayarak 1 saat oda sıcaklığında 

beklettik. Daha sonra Blok Solüsyonu içinde 1:50 oranında dilue ettiğimiz CD9 primer 

antikorunu (Abcam, Katalog No: ab92726) kesitlere uygulayarak gece boyunca, +4°C ‘de 

inkübasyonlarını sağladık. Kontrol kesiti olarak seçtiğimiz bir kesite ise primer antikor 

uygulamayarak yalnızca Blok Solüsyonu uyguladık. Ertesi sabah üç kez onar dakika PBS’ 

le yıkadığımız kesitlerimize sekonder antikoru (Alexa 488) (İnvitrogen) 1:350 oranında PBS 

ile dilue ederek uyguladık ve 1 saat, oda sıcaklığında, karanlıkta inkübasyonlarını sağladık. 

Ardından üç kez onar dakika PBS ile yıkadığımız kesitlere DAPI+Vectashield (Linaris, 

Katalog No: H-1200) uygulayarak lamellerini kapatıp -20°C ‘de muhafaza ettik. 

3.6.5. RHO ile dış segmentteki rodopsin yoğunluğunun belirlenmesi 

Rodopsin, Rod fotoreseptörlerinin Dış Segment’ lerinde bulunan ve fotoreseptörlerin 

fototransdüksiyon kaskadını doğru şekilde çalıştırıp görme olayını gerçekleştirebilmelerini 

sağlayan bir reseptör proteindir. Daha önce rd2 retinal kültürlerde, kalıtsal retinal 

dejenerasyon nedeniyle azalmış olduğu gösterilmiştir [190]. Biz de çalışmamızda Rodopsin’ 

in ifadelenmesini in vivo retinal dokularda ve in vitro retinal kültürlerde incelemek amacıyla; 

-20°C ‘den çıkardığımız kesitleri 1 saat 37°C ‘de bekletip 10 dakika PBS’ te yıkadık. 

Ardından spesifik olmayan bağlanmayı önlemek amacıyla kullandığımız Blok Solüsyonunu 

kesitlere uygulayarak 1 saat oda sıcaklığında beklettik. Daha sonra Blok Solüsyonu içinde 

1:50 oranında dilue ettiğimiz RHO primer antikorunu (Merck Milipore, Katalog No: 

MAB5316) kesitlere uygulayarak gece boyunca, +4°C ‘de inkübasyonlarını sağladık. 

Kontrol kesiti olarak seçtiğimiz bir kesite ise primer antikor uygulamayarak yalnızca Blok 
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Solüsyonu uyguladık. Ertesi sabah üç kez onar dakika PBS’ le yıkadığımız kesitlerimize 

sekonder antikoru (Alexa 488) (İnvitrogen) 1:350 oranında PBS ile dilue ederek uyguladık 

ve 1 saat, oda sıcaklığında, karanlıkta inkübasyonlarını sağladık. Ardından üç kez onar 

dakika PBS ile yıkadığımız kesitlere DAPI+Vectashield (Vector Lab.) uygulayarak 

lamellerini kapatıp -20°C ‘de muhafaza ettik. 

3.7. Kesitlerin Görüntülenmesi ve Analiz Edilmesi 

Tüm bu yöntemlerle işaretlenmiş ve boyanmış olan kesitler, ApoTome2 ataçmanı bulunan 

Axiocam 506 monokameralı ve HXP-120V floresan lambalı Zeiss Imager Z.2 floresan 

mikroskopu ile (Carl Zeiss Microscopy) görüntülendi. 12µm kalınlığındaki kesitlere ait 

fotoğraflar Z-stack özelliği kullanılarak, 8-12 Apotome katmanının üst üste gelmesiyle, 

derinlemesine ve 20X ile 63X (bazı CD9 incelemeleri için) objektifleriyle çekildi ve Zen 3.1 

Blue Edition programı kullanılarak analiz edildi. Temel olarak PAR birikimi, fotoreseptör 

hücre ölümü, fotoreseptör tabakası kalınlıkları ölçümü ve Koni fotoreseptörlerine dair 

araştırmaların hepsi retinanın Dış Nüklear Tabakası’ nda (DNT) gerçekleştirilirken; GFAP 

yoğunlukları hem DNT hem İNT’ de (İç Nüklear Tabaka) ImageJ programı ile alan 

ölçümleri yapılarak; CD9 hem DNT’ de hem Ganglion Hücre Tabakası’ nda (GHT) ImageJ 

ile alan ölçümleri yapılarak; RHO yoğunlukları da retinal dokuların Dış Segment’ lerinde 

(DS) ImageJ programı ile alan ölçümleri yapılarak analiz edildi. PAR, TUNEL ve CAR 

yöntemlerinden elde edilen görüntülerde yapılan sayımlar manuel olarak gerçekleştirildi. 

Her bir boyama için her bir fareye ait en az 3 kesitte, toplam 12 retinal doku örneğinden; her 

bir doku örneğinden üçer adet olmak üzere, en az 36 adet görüntü alınarak analiz edilmiş 

oldu. 

TUNEL ile kolokalize olarak gerçekleştirilen CAR (Cone-Arrestin) boyamalarındaki analiz 

Koni fotoreseptörlerinin hem yüzdelerinin hem de yoğunluklarının hesaplanması için 

gerçekleştirildi. Bu amaçla Zen Blue 3.1. programında görüntülediğimiz dokunun Dış 

Nüklear Tabakası’ nın ortasından, yere paralel bir çizgi çekip bu çizginin üzerinden geçen 

Koni fotoreseptörü çekirdeği ya da uzantılarını saydık. Daha sonra o dokuya ait saymış 

olduğumuz Koni fotoreseptörü sayısını, program üzerinden ölçtüğümüz o dokuya ait toplam 

alanı ve yere paralel çizdiğimiz çizginin program üzerinden ölçtüğümüz uzunluğunu (µm) 

sitolojik yöntemlerle elde edilmiş olan Excel tablomuza girdiğimizde “toplam Koni 

fotoreseptörü sayısı/µm” formülü üzerinden Koni fotoreseptörlerinin yoğunluğunu; “toplam 
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Koni fotoreseptörü sayısı/toplam hücre sayısı” formülü üzerinden Koni fotoreseptörlerinin 

yüzdesini hesapladık. Görsellere ilişkin figürleri CorelDraw 2020 programı kullanarak 

oluşturduk. 

3.8. İstatistiksel Analizler 

Elde edilen tüm veriler GraphPad Prism 8.4.2 programında istatistiksel olarak analiz edildi. 

İkili karşılaştırmalar arasında öncelikle normal dağılım testi yapılarak normal dağılıma 

uygun olanlar için bağımsız t-testi; normal dağılıma uygun olmayanlar için Mann Whitney 

testi uygulandı. İkiden daha çok grubun karşılaştırmalarında ise tek yönlü ANOVA (varyans 

analizi) kullanıldı. Sonuçlar Ortalama ± Standart hata (SEM) değerleri baz alınarak 

değerlendirildi. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. PAR Bulguları 

Fotoreseptörlerdeki PAR (Poly-ADP riboz) birikimi PARilasyonun doğrudan bir işareti 

olduğu için öncelikli olarak ele alındı. Doğum sonrası 18. güne ait olan (Post natal/PN18) 

rd2 fare retinalarının dış nüklear katmanları incelenerek PAR birikimi açısından 

değerlendirildi. Bu değerlendirmede tüm tedavi gruplarında farklı konsantrasyonlardaki 

PARP inhibitörlerinin PAR birikimi üzerindeki etkisi incelendi. DAB boyaması uygulanan 

retinalardaki PAR birikimi, retinaların dış nüklear tabakalarındaki fotoreseptör 

çekirdeklerinde birikerek kahverengi - siyah noktalar şeklinde izlendi. Herhangi bir tedavi 

uygulanmayan rd2 grubundaki PAR birikimi, PARP inhibitörleri ile tedavi uygulanan 

gruplarla karşılaştırıldığında Olaparib için 100 nM, BMN-673 için 3 nM ve 3AB için 10 nM 

en etkili dozlar olarak belirlendi. rd2 grubundaki PAR birikimi bu en etkili dozlardaki PAR 

birikimi ile karşılaştırıldığında anlamlı şekilde daha yüksek bulundu  (Resim 4.1). 

Olaparib grubundaki PAR birikimi dört farklı konsantrasyonda değerlendirildi. Bu 

konsantrasyonlar 10 nM, 100 nM, 1 µM ve 10 µM’ dı. Fotoreseptör çekirdeklerindeki PAR 

birikimi dış nüklear tabakada siyah noktalar şeklinde izlendi (Resim 4.2). Herhangi bir 

tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile 100 nM Olaparib uygulanan grup karşılaştırıldığında, 

PAR birikiminin rd2 grubunda anlamlı şekilde daha yüksek olduğu belirlendi. Olaparib’ in 

diğer konsantrasyonlarında ise PAR birikimi rd2 grubuna göre düşük olsa da bu fark 

istatistiksel olarak anlamlı değildi. Olaparib tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir 

tedavi uygulanmayan rd2 retinalar arasındaki istatistiksel veriler Çizelge 4.1.’ de  verildi ve 

gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.1. ‘de istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.1. Farklı konsantrasyonlarda Olaparib PARP inhibitörü tedavisi uygulanan 

gruplardaki PAR birikimine ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 0,34 0,05 - 

10 nM Ola 0,22 0,02 0,1503 

100 nM Ola 0,14 0,02 0,0033 

1 µM Ola 0,21 0,04 0,1466 

10 µM Ola  0,29 0,05 0,8381 
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Şekil 4.1. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ve Olaparib tedavisi uygulanan 

gruplar arasında PAR birikiminin karşılaştırılması (p**<0.01) 

BMN-673 grubundaki PAR birikimi üç farklı konsantrasyondaki tedavi gruplarında 

değerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM, 3nM ve 10 nM’ dı. Fotoreseptör 

çekirdeklerindeki PAR birikimi dış nüklear tabakada siyah noktalar şeklinde izlendi (Resim 

4.3). Herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile 3nM BMN-673 uygulanan grup 

karşılaştırıldığında, PAR birikiminin rd2 grubunda anlamlı şekilde daha yüksek olduğu 

belirlendi. BMN-673’ in 1 nM ve 10 nM olduğu tedavi gruplarında ise PAR birikiminin 

tedavi uygulanmayan rd2 grubuna göre daha düşük olduğu tespit edilse de bu fark 

istatistiksel olarak anlamlı değildi. BMN-673 tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi 

bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar arasındaki istatistiksel veriler Çizelge 4.2’ de verildi 

ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.2 ‘de istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.2. Farklı konsantrasyonlarda BMN-673 PARP inhibitörü tedavisi uygulanan 

gruplardaki PAR birikimine ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 0,34 0,05 - 

1 nM BMN-673 0,28 0,02 0,4670 

3 nM BMN-673 0,14 0,02 0,0029 

10 nM BMN-673 0,26 0,04 0,3780 
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Şekil 4.2. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ve BMN-673 tedavisi 

uygulanan gruplar arasında PAR birikiminin karşılaştırılması (p**<0.01) 

3AB grubundaki PAR birikimi dört farklı konsantrasyondaki tedavi gruplarında 

değerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM, 10 nM, 100 nM ve 1 µM’ dı. Fotoreseptör 

çekirdeklerindeki PAR birikimi dış nüklear tabakada siyah noktasal birikimler şeklinde 

izlendi (Resim 4.4). Herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile 10 nM 3AB PARP 

inhibitörü uygulanan grup karşılaştırıldığında, PAR birikiminin rd2 grubunda anlamlı 

şekilde daha yüksek olduğu belirlendi. 100 nM 3AB’ ın uygulandığı tedavi grubunda, rd2 

grubu ile karşılaştırldığında, istatistiksel olarak anlamlı olmasa da PAR birikimi açısından 

bir düşüş tespit edilirken 1 nM ve 1 µM 3AB uygulanan tedavi gruplarındaki sonuç hiç tedavi 

uygulanmayan rd2 grubu ile hemen hemen aynı ya da ondan da bir miktar yüksekti. 3AB 

tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar 

arasındaki istatistiksel veriler Çizelge 4.3’ te verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 

4.3 ‘te istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.3. Farklı konsantrasyonlarda 3AB PARP inhibitörü tedavisi uygulanan 

gruplardaki PAR birikimine ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 0,34 0,05 - 

1 nM 3AB 0,40 0,06 0,70 

10 nM 3AB 0,19 0,02 0,05 

100 nM 3AB 0,25 0,01 0,34 

1 µM 3AB 0,33 0,02 0,89 
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Şekil 4.3. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ve 3AB tedavisi uygulanan 

gruplar arasında PAR birikiminin karşılaştırılması (p*<0.05) 

Tedavi uygulanmayan rd2 retinalar ile PARP inhibitörü tedavisi uygulanan tüm 

konsantrasyonlardaki rd2 retinaların PARilasyon belirteci olan PAR birikimi bakımından 

karşılaştırıldığı istatistiksel grafik Şekil 4.4’ te verildi. Buna göre 100nM Olaparib, 3nM 

BMN-673 ve 10nM 3AB, PAR birikimini azaltmada anlamlı şekilde başarılıyken Olaparib 

ve BMN-673’ ün bu konuda 3AB PARP inhibitörüne göre daha etkili oldukları bulundu. 
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Şekil 4.4. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ile 3 farklı PARP inhibitörü ile 

tedavi uygulanan tüm gruplar arasında PAR birikiminin karşılaştırılması 

(p**<0.01, p***<0.0001) 
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4.2. TUNEL Bulguları 

Fotoreseptör hücre ölümlerinin değerlendirilmesi amacıyla uygulanan TUNEL yöntemi rd2 

PN18 retinal kültürlerde gerçekleştirildi. Hem herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 

grubunun hem de PARP inhibitörleriyle tedavi uygulanan rd2 retinaların dış nüklear 

tabakalarındaki TUNEL pozitif hücreler sayılarak istatistikleri oluşturuldu. Bu istatistikler 

hem her üç PARP inhibitörüne ait farklı konsantrasyonlarda hem de her bir PARP 

inhibitörünün en etkili bulunan dozları arasında yapılan karşılaştırmalarla belirlendi. 

Görüntülerdeki TUNEL pozitif fotoreseptör çekirdekleri fosforlu yeşil boyanmış noktalar 

olarak izlendi (Resim 4.5). 

PARP inhibitörlerinden Olaparib ile tedavi edilen retinalardaki fotoreseptör hücre ölümü 

Olaparib’ in dört farklı konsantrasyon grubunda değerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 10 nM, 

100 nM, 1 µM ve 10 µM’ dı. Ölmüş fotoreseptörlere ait çekirdekler, retinanın dış nüklear 

tabakasında, fosforlu yeşil boyanmış noktalar olarak izlendi (Resim 4.6). Hiçbir tedavi 

uygulanmayan rd2 grubu ile 10 nM, 100 nM ve 1 µM Olaparib tedavisi uygulanan gruplar 

karşılaştırıldığında Olaparib tedavisi uygulanan bu gruplarda TUNEL pozitif hücreler 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha az bulundu. Bununla birlikte 100 nM Olaparib ve 

1µM Olaparib uygulanan gruplarda anlamlılık daha da yüksekti. Buna karşın 10 µM 

Olaparib uygulanan gruptaki TUNEL pozitif hücre yüzdesinin, hiçbir tedavi uygulanmayan 

rd2 retina grubundaki TUNEL pozitif hücre yüzdesinden daha fazla olduğu tespit edildi. 

Olaparib tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar 

arasındaki istatistiksel veriler Çizelge 4.4’ te verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 

4.5 ‘te istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.4. Farklı konsantrasyonlarda Olaparib PARP inhibitörü tedavisi uygulanan gruplardaki 

TUNEL pozitif hücre oranlarına ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 1,35 0,07 - 

10 nM Ola 0,83 0,06 0,0016 

100 nM Ola 0,74 0,11 0,0001 

1 µM Ola 0,80 0,05 0,0008 

10 µM Ola  1,51 0,13 0,5812 

 



66 

 

 

rd
2 

10
nM

 O
la

p

10
0n

M
 O

la
p

1µ
M

 O
la

p

10
µM

 O
la

p

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
%

T
U

N
E

L
 (

+
) 

F
o

to
re

s
e

p
tö

rl
e

r

✱✱

✱✱✱

 

Şekil 4.5. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ve Olaparib tedavisi uygulanan 

gruplar arasında TUNEL ile fotoreseptör hücre ölümlerinin karşılaştırılması 

(p**<0.01, p***<0.001) 

PARP inhibitörlerinden BMN-673 ile tedavi edilen retinalardaki fotoreseptör hücre ölümü 

BMN-673’ ün üç farklı konsantrasyon grubunda değerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM, 

3 nM ve 10 nM’ dı. Ölmüş fotoreseptörlere ait çekirdekler, retinanın dış nüklear tabakasında, 

fosforlu yeşil boyanmış noktalar olarak izlendi (Resim 4.7). Hiçbir tedavi uygulanmayan rd2 

grubu ile 3 nM BMN-673 tedavisi uygulanan grup karşılaştırıldığında 3 nM BMN-673 

tedavisi uygulanan grupta TUNEL pozitif hücreler istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha 

az bulundu. Fotoreseptör hücre ölümü 1 nM BMN-673 uygulanan grupta da bir miktar 

azalmış olsa da anlamlı bir fark belirlenmedi. Buna karşın 10 nM BMN-673 grubunda hiçbir 

tedavi uygulanmayan rd2 grubundan bile daha fazla oranda TUNEL pozitif hücre bulgusu 

saptandı. BMN-673 tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan 

rd2 retinalar arasındaki istatistiksel veriler Çizelge 4.5’ te verildi ve gruplar arası 

karşılaştırmalar Şekil 4.6 ‘da istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.5. Farklı konsantrasyonlarda BMN-673 PARP inhibitörü tedavisi uygulanan 

gruplardaki TUNEL pozitif hücre oranlarına ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 1,35 0,07 - 

1 nM BMN-673 0,97 0,08 0,4130 

3 nM BMN-673 0,40 0,04 0,0070 

10 nM BMN-673 1,76 0,35 0,2986 
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Şekil 4.6. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ve BMN-673 tedavisi 

uygulanan gruplar arasında TUNEL ile fotoreseptör hücre ölümlerinin 

karşılaştırılması (p**<0.01) 

PARP inhibitörlerinden 3AB ile tedavi edilen retinalardaki fotoreseptör hücre ölümü 3AB’ 

nin dört farklı konsantrasyon grubunda değerlendirildi. Bu konsantrasyonlar 1 nM, 10 nM, 

100 nM ve 1 µM’ dı. Ölmüş fotoreseptörlere ait çekirdekler, retinanın dış nüklear 

tabakasında, fosforlu yeşil boyanmış noktalar olarak izlendi (Resim 4.8). Hiçbir tedavi 

uygulanmayan rd2 grubu ile 3AB tedavisi uygulanan gruplar karşılaştırıldığında 10 nM 3AB 

PARP inhibitörü ile tedavi edilen grupta TUNEL pozitif hücreler belirgin şekilde daha az 

bulunurken istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmadı. 100 nM 3AB ile tedavi edilen 

grup da TUNEL pozitif fotoreseptör hücreleri azaltmada 10 nM grubuna yakın sonuçlar 

verdi. Buna karşın 1 nM ve 1 µM dozlardaki tedavi gruplarında ölmüş fotoreseptör hücre 

yüzdesi hemen hemen hiç tedavi uygulanmamış rd2 grubu ile aynıydı. 3AB PARP inhibitörü 

tedavisi uygulanan rd2 retinalar ile herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalar 

arasındaki istatistiksel veriler Çizelge 4.6’ da  verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 

4.7 ‘de istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.6. Farklı konsantrasyonlarda 3AB PARP inhibitörü tedavisi uygulanan gruplardaki 

TUNEL pozitif hücre oranlarına ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 1,35 0,07 - 

1 nM 3AB 1,47 0,23 0,9712 

10 nM 3AB 0,96 0,08 0,3881 

100 nM 3AB 1,02 0,17 0,4885 

1 µM 3AB 1,53 0,37 0,9098 
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Şekil 4.7. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ve 3AB tedavisi uygulanan 

gruplar arasında TUNEL ile fotoreseptör hücre ölümlerinin karşılaştırılması 

(ns>0.05 / no significance) 

Tedavi uygulanmayan rd2 retinalar ile PARP inhibitörü tedavisi uygulanan tüm 

konsantrasyonlardaki rd2 retinaların fotoreseptör hücre ölümü yüzdeleri bakımından 

karşılaştırıldığı istatistiksel grafik Şekil 4.8’ de verildi. Bu veriye göre her bir PARP 

inhibitörü için en etkili dozlar 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB olarak 

görünmekle birlikte yalnızca 3 nM BMN-673’ ün istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

fotoreseptör hücre ölümünü azaltmada başarılı olduğu bulundu. Bununla birlikte PARP 

inhibitörlerinin tüm konsantrasyonları değil de yalnızca en etkili görünen konsantrasyonları 

olan 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB, hiçbir tedavi uygulanmayan rd2 

retinalarla karşılaştırıldığında her üç PARP inhibitörünün de fotoreseptör hücre ölümünü 

anlamlı şekilde azalttığı görüldü. Ayrıca bu karşılaştırmada TUNEL pozitif hücre yüzdesini 

en anlamlı şekilde azaltan PARP inhibitörlerinden BMN-673 olurken, onu Olaparib ve sonra 

da 3AB takip etti (Şekil 4.9). 
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Şekil 4.8. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ile 3 farklı PARP inhibitörü ile 

tedavi uygulanan tüm gruplar arasında TUNEL yöntemi ile fotoreseptör hücre 

ölümlerinin karşılaştırılması (p**<0.01) 
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Şekil 4.9. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ile 3 farklı PARP inhibitörün 

en etkili bulunan doz grupları arasında TUNEL yöntemi ile fotoreseptör hücre 

ölümlerinin karşılaştırılması (p*<0.05, p***<0.001, p****<0.0001) 
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4.3. Dış Nüklear Tabaka Kalınlığı Bulguları 

Dış nüklear tabaka, fotoreseptör çekirdeklerini içeren tabaka olduğu için tedavi 

uygulanmayan ve uygulanan gruplar arasında bu tabakadaki kalınlık farkları ölçüldü. PAR 

ve TUNEL bulgularından sonra gerçekleştirilen bu çalışmaya her üç PARP inhibitörünün de 

tüm konsantrasyonları değil, yalnızca fotoreseptörleri korumada en etkili bulunan dozları 

dahil edildi. rd2 PN18 retina grubu ve 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673, 10 nM 3AB ile 

tedavi edilen rd2 PN18 retina gruplarının karşılaştırıldığı bu ölçümde, her üç PARP 

inhibitörünün de dış nüklear tabaka kalınlığını herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 

grubuna göre anlamlı şekilde artırmayı başardığı bulundu (Resim 4.9, 4.10, 4.11, 4.12). Her 

üç PARP inhibitörünün en etkili dozlarının fotoreseptörleri korumada anlamlı şekilde 

başarılı oldukları gösterildi. Bununla birlikte 3nM BMN-673 ile tedavi edilen retinalarda dış 

nüklear tabaka kalınlığı en yüksek bulundu. Bunu önce 100nM Olaparib grubu, sonra da 

10nM 3AB grubu izledi. PARP inhibitörleri ile tedavi edilen rd2 retinalar ile herhangi bir 

tedavi uygulanmayan rd2 retinalar arasındaki istatistiksel veriler Çizelge 4.7’ de verildi ve 

gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.10 ‘da istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.7. Her üç PARP inhibitörünün de en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplardaki 

Dış Nüklear Tabaka (DNT) kalınlıklarının ölçümüne ilişkin tanımlayıcı 

istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 36,29 1,61 - 

100 nM Olaparib 51,40 1,77 <0,0001 

3 nM BMN-673 56,87 0,88 <0,0001 

10 nM 3AB 53,08 0,75 <0,0001 

 



71 

 

rd
2 

O
la

p 1
00

nM

B
M

N
 3

nM

3A
B
 1

0n
M

0

20

40

60

80

D
N

T
 K

a
lı
n

lı
ğ
ı 

(n
m

)
✱✱✱✱

 

Şekil 4.10. Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 retinal kültürler ile 3 farklı PARP inhibitörün 

en etkili bulunan dozları ile tedavi uygulanan gruplar arasında DNT 

kalınlıklarının karşılaştırılması (p****<0.0001, DNT: Dış Nüklear Tabaka) 

4.4. Cone-Arrestin Bulguları 

Retinaların dış nüklear tabakasındaki Koni fotoreseptörlerinin, kesitin genelindeki hem 

yüzdece oranlarını hem de yoğunluklarını karşılaştırmak üzere yaptığımız çalışmada hem in 

vivo doku preparatları hem de in vitro kültürler kullanıldı. 

İn vivo çalışmasında herhangi bir defekt taşımayan, sağlıklı WtBl6 PN18 retinalar ile 

herhangi bir tedavi uygulanmamış rd2 PN18 retina grubu ve rd2 PN24 retina grubu 

karşılaştırıldı. Bu karşılaştırmada retinaların dış nüklear tabakalarındaki Koni 

fotoreseptörlerine odaklanıldı. 

Wt PN18 retinalarda Cone-Arrestin ile boyanan Koni fotoreseptörlerinin çekirdek ve 

uzantıları belirgin şekilde Arrestin boyası ile kırmızı renk boyanmışken rd2 PN18 ve rd2 

PN24  retinalarda Arrestin ile boyanan Koni fotoreseptörleri daha az miktarda görüldü 

(Resim 4.13, Resim 4.14, Resim 4.15). Dış nüklear tabakanın ortasına paralel şekilde bir 

çizgi çekildiğinde çizginin tam üstüne ya da alt kadrajına ulaşabilen toplam Koni 

fotoreseptörü yüzdesinin Wt PN18 retinalarda rd2 PN18 ve rd2 PN24 retinalara göre anlamlı 

şekilde daha fazla olduğu bulundu. Bu çalışma ile ilgili istatistiksel veriler Çizelge 4.8’ de 
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verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.11 ‘de istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Bununla birlikte Koni fotoreseptörlerinin kesitlerin genelindeki yoğunluğu bakımından 

incelendiği; Wt PN18 retinalar ile rd2 PN18 ve rd2 PN24 retinalar arasındaki istatistiksel 

veriler Çizelge 4.9’ da verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.12 ‘de istatistiki grafik 

olarak gösterildi. Kesitlerin genelinde Koni fotoreseptörü yüzdesi ve yoğunluğu 

incelendiğinde rd2 PN18’ deki koni fotoreseptörü varlığının rd2 PN24’ ten daha fazla olduğu 

tespit edilirken gruplar arasındaki bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildi. 

Çizelge 4.8. Sağlıklı WtBl6 PN18 ve retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ile rd2 PN24 retinal 

grupları arasında Koni fotoreseptörlerinin yüzdece oranlarına ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6 PN18 4,07 0,22 - 

Rd2 PN18 3,20 0,21 0,02 

Rd2 PN24 2,57 0,05 0,0020 
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Şekil 4.11. Sağlıklı Wt PN18 retinal dokular ile retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ve rd2 

PN24. günlerdeki retinaların Koni fotoreseptör yüzdeleri bakımından 

karşılaştırılmaları (p*<0,05, p**<0,01) 

Çizelge 4.9. Sağlıklı WtBl6 PN18 ve retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ile rd2 PN24 retinal 

grupları arasında Koni fotoreseptörlerinin birim alandaki yoğunluklarına ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6 PN18 1,26 0,05 - 

Rd2 PN18 0,76 0,03 <0,0001 

Rd2 PN24 0,61 0,04 <0,0001 
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Şekil 4.12. Sağlıklı Wt PN18 retinal dokular ile retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 ve rd2 

PN24. günlerdeki retinaların birim alanda içerdikleri Koni fotoreseptör 

yoğunlukları bakımından karşılaştırılmaları (p****<0,001) 

Ayrıca WtBl6 PN18 ve rd2 PN18 retinalar arasında Koni fotoreseptörlerinin dağılımı 

bakımından da bir inceleme ve ölçüm yapıldı. Buna göre retina optik sinir (OS) ortada olacak 

şekilde toplamda altı bölgeye ayrılarak incelendi. Wt PN18 retinalarda Koni fotoreseptörleri 

istatistiksel olarak anlamlı olmasa da en yoğun şekilde optik sinirden orta mesafe uzaklıktaki 

alanda yer alıyorlarken, rd2 PN18 retinalardaki Koni fotoreseptörü kaybının en çok bu bölgede 

gerçekleştiği, ancak yine de bu bulgunun istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi. Koni 

fotoreseptörlerinin Wt PN18 retinalar ile rd2 PN18 retinalardaki bölgesel yoğunluk dağılımları 

bakımından ölçülen istatistiksel verileri Çizelge 4.10’ da verildi ve karşılaştırmalar Şekil 4.13 

‘te, Şekil 4.14’ te ve Şekil 4.15’ te istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.10. Sağlıklı WtBl6 PN18 ve retinal dejenerasyonlu rd2 PN18 grupları arasında 

Koni fotoreseptörlerinin retinadaki dağılımlarına ilişkin tanımlayıcı 

istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6 PN18 (OS’ ye en yakın) 1,32 0,02 0,53 

WtBl6 PN18 (Orta mesafede) 1,39 0,04 0,97 

WtBl6 PN18 (OS’ ye en uzak) 1,33 0,04 0,70 

Rd2 PN18 (OS’ ye en yakın) 0,79 0,03 0,26 

Rd2 PN18 (Orta mesafede) 0,72 0,01 0,39 

Rd2 PN18 (OS’ ye en uzak) 0,73 0,03 0,94 
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Şekil 4.13. Sağlıklı (WtBl6) PN18 retinal dokuların birim alanda içerdikleri Koni 

fotoreseptörü yoğunluklarının optik sinire uzaklıkları bakımından 

karşılaştırılmaları (ns<0,05; OS: Optik Sinir) 
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Şekil 4.14. Retinal dejenerasyonlu (rd2) PN18 retinal dokuların birim alanda içerdikleri Koni 

fotoreseptörü yoğunluklarının optik sinire uzaklıkları bakımından 

karşılaştırılmaları (ns<0,05; OS: Optik Sinir) 
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Şekil 4.15. Sağlıklı (WtBl6) PN18 retina grubu ile retinal dejenerasyonlu (rd2) PN18 

grubunun birim alanda içerdikleri Koni fotoreseptörü yoğunluklarının optik 

sinire uzaklıkları bakımından karşılaştırılmaları (p****<0,001) 

İn vitro kültürlerde yapılan Cone-Arrestin çalışması ise herhangi bir tedavi uygulanmayan 

rd2 PN18 retinalar ile her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları olarak belirlenen 100 nM 

Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB grupları arasında gerçekleştirildi. 

PARP inhibitörlerinden 100 nM Olaparib ve 3 nM BMN-673 uygulanan grupta, herhangi 

bir tedavi uygulanmayan rd2 retinalara göre, dış nüklear tabakada yer alan Koni 

fotoreseptörü yüzdesinin anlamlı şekilde artmış olduğu bulundu. Arrestin ile boyanan Koni 

fotoreseptörlerinin çekirdekleri ve uzantıları kırmızı renkte, açık bir şekilde gözlendi (Resim 

4.16, 4.17, 4.18). Buna karşın 10 nM 3AB PARP inhibitörü ile tedavi edilen gruptaki Koni 

fotoreseptörü yüzdesi, hiçbir tedavi uygulanmayan rd2 grubundan daha yüksek bulunsa da 

bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildi (Resim 4.19). Bu bulguya ilişkin istatistiksel 

veriler Çizelge 4.11’ de verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.16‘ da istatistiki 

grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.11. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda 

yer alan Koni fotoreseptörlerinin yüzdesine ilişkin tanımlayıcı istatistiksel 

veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 2,88 0,16 - 

100 nM Olaparib 4,05 0,25 0,0040 

3 nM BMN-673 4,09 0,22 0,0046 

10 nM 3AB 3,55 0,29 0,1407 
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Şekil 4.16. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda yer 

alan Koni fotoreseptörlerinin yüzdelerinin karşılaştırılması (p**<0,01) 

Koni fotoreseptörlerinin yoğunluklarına ilişkin yapılan in vitro kültür çalışmalarında ise 100 

nM Olaparib ve 3 nM BMN-673 tedavisi uygulanan retinalardaki Koni fotoreseptörü 

yoğunluğunun, hiçbir tedavi uygulanmamış rd2 retina grubuna göre anlamlı şekilde daha 

fazla olduğu; bu anlamlılığın 3 nM BMN-673 grubunda belirgin şekilde daha yüksek olduğu 

bulundu. Buna karşın 10 nM 3AB PARP inhibitörü ile tedavi edilen gruptaki Koni 

fotoreseptörü yoğunluğu, hiçbir tedavi uygulanmayan rd2 grubundan daha yüksek bulunsa 

da bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildi. Bu bulguya ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 

4.12’ te verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.17 ‘te istatistiki grafik olarak 

gösterildi. Ayrıca TUNEL ile kolokalize olarak gerçekleştirilen CAR boyamasında her üç 

PARP inhibitörünün de Koni fotoreseptörü hücre ölümlerini azaltmada başarılı oldukları 

ortaya kondu. Bu bulguya ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 4.13 ve 4.14’ te verildi ve 

gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.18 ve 4.19’ da istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.12. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda 

yer alan Koni fotoreseptörlerinin birim alandaki yoğunluklarına ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 0,61 0,03 - 

100 nM Olaparib 0,85 0,07 0,0070 

3 nM BMN-673 0,95 0,03 0,0005 

10 nM 3AB 0,74 0,04 0,2077 
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Şekil 4.17. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda yer 

alan Koni fotoreseptörlerinin birim alandaki yoğunluklarının karşılaştırılması 

(p**<0,01, p***<0,001, ns>0,05) 

Çizelge 4.13. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda 

yer alan Koni fotoreseptörlerinin TUNEL ile kolokalize boyanmalarının 

yüzdesine ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 
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Şekil 4.18. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda yer 

alan TUNEL ile kolokalize Koni fotoreseptörlerinin yüzdelerinin 

karşılaştırılması (p***<0,001, p****<0,0001) 
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Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 0,88 0,09 - 

100 nM Olaparib 0,32 0,03 <0,0001 

3 nM BMN-673 0,29 0,01 <0,0001 

10 nM 3AB 0,44 0,07 0,0009 
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Çizelge 4.14. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda 

yer alan Koni fotoreseptörlerinin TUNEL ile kolokalize boyanmalarının 

birim alandaki yoğunluklarına ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 0,18 0,025 - 

100 nM Olaparib 0,06 0,002 0,0002 

3 nM BMN-673 0,06 0,008 0,0005 

10 nM 3AB 0,10 0,021 0,0102 
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Şekil 4.19. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda yer 

alan TUNEL ile kolokalize Koni fotoreseptörlerinin birim alandaki 

yoğunluklarının karşılaştırılması (p***<0,001, p*<0,01) 

4.5. GFAP Bulguları 

GFAP (Glial fibriler asidik protein) Müller hücreleri tarafından üretilen ve kalıtsal retinal 

dejenerasyonlarda arttığı bilinen bir proteindir [282]. Retinadaki Müller hücrelerinin 

aktivasyonunu gözlemlemek amacıyla GFAP antikoru ile gerçekleştirdiğimiz çalışmada, 

hiçbir tedavi uygulanmamış rd2 PN18 retinalar ile PAR ve TUNEL bulguları sayesinde, her 

üç PARP inhibitörünün de en etkili dozları olarak belirlemiş olduğumuz 100 nM Olaparib, 

3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB gruplarını karşılaştırdık. 

Buna göre her üç PARP inhibitörü de Müller hücre aktivasyonunu azaltıyor olmakla birlikte 

bu sonuç 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB gruplarında istatistiksel olarak anlamlıydı.  Bu 

gruplara ait mikroskopik görüntülerde, Müller hücrelerin retinanın neredeyse tüm tabakaları 
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boyunca yer alan uzantıları, fosforlu yeşile boyanmış olarak görüntülendi (Resim 20, 21, 22, 

23). GFAP ile işaretlenen birim alandaki yoğunluk, hiçbir tedavi uygulanmayan rd2 PN18 

retina grubunda belirgin şekilde daha fazla iken 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB gruplarında 

anlamlı şekilde daha azdı. Bununla birlikte bu iki PARP inhibitörü ile tedavi edilen gruplar 

arasında anlamlı bir farklılık bulunamadı. Bu bulgulara ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 

4.15’ te verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.20 ‘de istatistiki grafik olarak 

gösterildi. 

Çizelge 4.15. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplardaki 

Müller hücre aktivasyonuna ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 4,14 0,35 - 

100 nM Olaparib 3,35 0,25 0,1352 

3 nM BMN-673 3,02 0,17 0,0192 

10 nM 3AB 3,01 0,07 0,0410 
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Şekil 4.20. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplara ait 

GFAP yoğunluklarının karşılaştırılması (p*<0,05, ns>0,05, GFAP: Glial fibriler 

asidik protein) 

4.6. CD9 Bulguları 

Retinadaki ekstrasellüler vezikül (eV) aktivitesini gözlemlemek üzere CD9 antikoru ile in 

vivo retinal preparatlarda ve in vitro retinal kültürlerde immünfloresan boyamalar yapıldı. 
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İn vivo retinal preparatlarda sağlıklı Wild type (WtBl6) fare retinaları ile kalıtsal mutasyonlu 

rd2 fare retinaları Post Natal (PN) 15, PN18 ve PN24. günlerde olmak üzere karşılaştırıldı 

(Resim 4.24 ve Resim 4.25). 

PN15. günde rd2 retinaların fotoreseptör çekirdeklerini içeren Dış Nüklear Tabakasındaki 

(DNT) CD9 immünreaktivitesi, Wt retinalara göre artmıştı ancak bu artış istatistiksel olarak 

anlamlı değildi. İmmünpozitifliğin izlendiği alanlarda CD9 antikorunun tutulumu yoğun 

kırmızı alanlar olarak izleniyordu. İmmünreaksiyonun gözlendiği retinalarda CD9 tutulumu, 

RPE tabakasında daha diffüz şekilde izleniyorken özellikle Ganglioner tabakada daha net, 

yoğun tutulumlu kırmızı noktacıklar şeklinde görülüyordu. Bu bulgulara ilişkin istatistiksel 

veriler Çizelge 4.16’ te verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar Şekil 4.21’ da istatistiki grafik 

olarak gösterildi. 

Çizelge 4.16. PN15. güne ait sağlıklı (WtBl6) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2) 

grubu arasında, Dış Nüklear Tabaka’ da CD9 ifadelenmesine ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6_PN15 2.22 0,18 0,25 

Rd2_PN15 2.70 0,03 0,25 
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Şekil 4.21. Post Natal 15. güne ait sağlıklı (WtBl6_PN15) retinal dokular ile retinal 

dejenerasyonlu (rd2_PN15) retinal dokuların, DNT’ lerindeki CD9 

ifadelenmesinin karşılaştırılması (ns>0,05, DNT: Dış Nüklear Tabaka) 
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PN18. günde rd2 retinaların fotoreseptör çekirdeklerini içeren Dış Nüklear Tabakasındaki 

CD9 immünreaktivitesi, Wt retinalara göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde artmıştı. 

İmmünpozitifliğin izlendiği alanlarda CD9 antikorunun tutulumu yoğun kırmızı alanlar 

olarak izleniyordu. WtBl6 PN18 retinalarda ise bu kırmızı alanların yalnızca RPE tabakası 

ile sınırlı kaldığı, dış nüklear tabakada neredeyse hiç tutulum görülmezken iç nüklear 

tabakada ise oldukça az alanda CD9 immünpozitif alanların olduğu gözlendi. PN18. güne 

ait retinalarda Ganglion hücre çekirdeklerini içeren Ganglioner Tabaka’ da da CD9 

immünreaktivitesi karşılaştırmaları yapıldı. Buna göre rd2 retinaların Ganglioner 

tabakasındaki CD9 tutulumu da Wt retinaların Ganglioner tabakasındaki tutulum ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı şeklide artmıştı. PN18’ e ait tüm retinalarda 

da CD9 immünreaksiyonu RPE tabakasında daha dağınık ve diffüz görünümdeyken 

Ganglion hücre tabakasında daha net, sınırları belirli, kırmızı noktalar şeklinde izlendi 

(Resim 4.26 ve Resim 4.27). Bu bulgulara ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 4.17 ve Çizelge 

4.18’ da verilirken gruplar arası karşılaştırmalar da Şekil 4.22 ve Şekil 4.23’ de istatistiki 

grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.17. PN18. güne ait sağlıklı (WtBl6) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2) 

grubu arasında, Dış Nüklear Tabaka’ da, CD9 ifadelenmesine ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6_PN18 1.93 0,09 0,03 

Rd2_PN18 3.08 0,16 0,03 
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Şekil 4.22. Post Natal 18. güne ait sağlıklı (WtBl6_PN18) retinal dokular ile retinal 

dejenerasyonlu (rd2_PN18) retinal dokuların, DNT’ lerindeki CD9 

ifadelenmesinin karşılaştırılması (p*<0,05; DNT: Dış Nüklear Tabaka) 

Çizelge 4.18. PN18. güne ait sağlıklı (WtBl6) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2) 

grubu arasında, Ganglioner Tabaka’ da, CD9 ifadelenmesine ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6_PN18 0,22 0,008 0,02 

Rd2_PN18 0,34 0,030 0,02 
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Şekil 4.23. Post Natal 18. güne ait sağlıklı (WtBl6_PN18) retinal dokular ile retinal 

dejenerasyonlu (rd2_PN18) retinal dokuların, GHT’ lerindeki CD9 

ifadelenmesinin karşılaştırılması (p*<0,05; GHT: Ganglioner Hücre Tabakası) 
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P24. günde in vivo retinal dokulara ait WtBl6 retinalar ile rd2 retinalar, Dış Nüklear 

Tabakaları göz önüne alınarak karşılaştırıldı. Buna göre Wt retinalar ile rd2 retinalar arasında 

CD9 immünreaktivitesi bakımından hem niteliksel hem de niceliksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmadı. Her iki grubun da CD9 immünpozitifliği birbirine oldukça yakındı. Bu bulgulara 

ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 4.19’ de verilirken gruplar arası karşılaştırmalar da Şekil 

4.24 ‘te istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.19. PN24. güne ait sağlıklı (WtBl6) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2) 

grubu arasında, Dış Nüklear Tabaka’ da, CD9 ifadelenmesine ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6_PN24 2,88 0,28 >0,99 

Rd2_PN24 2,98 0,07 >0,99 
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Şekil 4.24. Post Natal 24. güne ait sağlıklı (WtBl6_PN24) retinal dokular ile retinal 

dejenerasyonlu (rd2_PN24) retinal dokuların, DNT’ lerindeki CD9 

ifadelenmesinin karşılaştırılması (ns>0,05; DNT: Dış Nüklear Tabaka) 

Bununla birlikte PN15, PN18 ve PN24’ e ilişkin WtBl6 ve rd2 retinalarının fotoreseptör 

çekirdeklerini içeren tabakalarındaki (Dış Nüklear Tabaka) CD9 tutulumu için PN15, PN18 

ve PN24 verilerinin bir arada değerlendirildiği karşılaştırmalı istatistiksel grafik Şekil 4.25’ 

te gösterildi. 
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Şekil 4.25. Post Natal 15, 18 ve 24. günlere ait WtBl6 retinal dokularla rd2 retinal dokuların, 

DNT’ lerindeki CD9 ifadelenmesinin karşılaştırılması (ns>0,05, p*<0,05, 

DNT:Dış Nüklear Tabaka) 

İn vitro kültürlerde CD9 immünreaksiyonunun araştırıldığı çalışmada ise hiçbir tedavi 

uygulanmamış olan rd2 retinalar ile; PARP inhibitörlerinin en etkili dozları olduğu PAR ve 

TUNEL bulguları ile saptanan, 100 nM Olaparib, 3 nM BMN-673 ve 10 nM 3AB tedavisi 

uygulanan rd2 fare retinaları karşılaştırıldı. Bu karşılaştırma retinalara ait fotoreseptör 

çekirdeklerini içeren Dış Nüklear Tabaka’ daki verilerle gerçekleştirildi. Tüm gruplarda 

CD9 immünpozitifliği retinaya ait neredeyse tüm tabakalarda parlak kırmızı boyanma ile 

karakterize şekilde yer alıyordu (Resim 4.28, 4.29, 4.30, 4.31). Yapılan karşılaştırmalara 

göre hiçbir tedavi uygulanmayan rd2 grubunda CD9 immünpozitifliği, diğer tedavi 

uygulanan gruplara göre daha yüksekken her üç PARP inhibitörünün de bu immünpozitifliği 

azalttığı ancak bu farkın hiçbir grupta anlamlı olmadığı görüldü. Yine de CD9 

immünpozitifliğini azaltmada en etkin grup 3 nM BMN-673 tedavisi uygulanan grup oldu. 

Bu bulgulara ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 4.20’ de verilirken gruplar arası 

karşılaştırmalar da Şekil 4.26 ‘da istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.20. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplardaki 

CD9 pozitif alanların yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 3,45 0,49 - 

100 nM Olaparib 2,81 0,35 0,6177 

3 nM BMN-673 2,40 0,07 0,1443 

10 nM 3AB 2,88 0,61 0,4101 
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Şekil 4.26. Her üç PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplara ait 

CD9 pozitif alan yüzdelerinin karşılaştırılmaları (ns>0,05) 

4.7. Rhodopsin Bulguları 

Retinalardaki dış katman (Outer segment) gelişimini incelemek üzere hem in vivo retinal 

preparatlarda hem in vitro retinal kültürlerde Rhodopsin antikoru ile boyamalar yapıldı. 

İn vivo retinal doku preparatlarında Post Natal (PN) 18. güne ait sağlıklı retinalar (Wt PN18) 

ile retinal dejenerasyonlu (rd2 PN18) retinalar karşılaştırıldı. Wt PN18 retinal kültürlerin Dış 

Segment’ indeki (DS) Rhodopsin immünreaksiyonu, rd2 PN18 retinal dokuların dış 

segmentindeki immünreaktiviteye göre anlamlı şekilde daha fazlaydı. Pozitif 

immünreaktivitenin görüldüğü alanlar fosforlu yeşil ile boyanmış olarak izlendi (Resim 4.32 

ve Resim 33). Bu bulgulara ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 4.21’ de verildi ve gruplar 

arası karşılaştırmalar da Şekil 4.27 ‘de istatistiki grafik olarak gösterildi. 

Çizelge 4.21. PN18. güne ait sağlıklı (WtBl6) retinal dokular ile retinal dejenerasyon (rd2) 

grubu arasında, Dış Segment’ te, Rhodopsin ifadelenmesine ilişkin 

tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

WtBl6_PN18 3,55 0,18 0,0018 

Rd2_PN18 1,66 0,17 0,0018 
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Şekil 4.27. Sağlıklı (WtBl6) PN18 retinalar ile retinal dejenerasyonlu (rd2_PN18) retinaların 

dış segmentlerindeki Rhodopsin ifadelenmesinin karşılaştırılması (p**<0,01) 

İn vitro kültürlerde ise hiçbir tedavi uygulanmayan rd2_PN18 kültürler ile 100nM Olaparib 

ve 3nM BMN-673 tedavileri uygulanan retina grupları karşılaştırıldı. Tüm retinaların RPE 

tabakasındaki Rhodopsin antikoru tutulumu incelendi. Buna göre hiçbir tedavi 

uygulanmayan rd2 PN18 retinaların RPE tabakasındaki Rhodopsin immünreaksiyonu zayıf 

tutulum gösteriyordu. 100nM Olaparib tedavisi uygulanan retinaların RPE tabakasındaki 

Rhodopsin immünreaktivitesi rd2 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha 

fazlaydı (Resim 4.34 ve Resim 4.35). 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan grupta ise hiçbir 

tedavi uygulanmayan rd2 grubuna göre oldukça belirgin ve istatistiksel olarak da anlamlı 

olacak şekilde dış segmentteki Rhodopsin immünreaktivitesinde bir artış söz konusuydu 

(Resim 4.36). Herhangi bir tedavi uygulanmayan rd2 grubu ile birlikte her iki tedavi 

grubunun da dahil olduğu istatistiksel karşılaştırmada tedavi gruplarının Rhodopsin 

immünpozitifliğini arttırdığı, fakat bu artışın yalnızca 3nM BMN-673 grubunda istatistiksel 

olarak anlamlı bulunduğu gösterildi. Tüm bu bulgulara ilişkin istatistiksel veriler Çizelge 

4.22’ de verildi ve gruplar arası karşılaştırmalar da Şekil 4.28 ‘de istatistiki grafik olarak 

gösterildi. 

Çizelge 4.22. Her iki PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplardaki 

Rhodopsin yoğunluğuna ilişkin tanımlayıcı istatistiksel veriler 

Grup Ortalama Değer Standart Hata (SEM) p Değeri 

rd2 (Kontrol) 1,66 0,19 - 

100 nM Olaparib 2,88 0,43 0,06 

3 nM BMN-673 3,27 0,30 0,02 
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Şekil 4.28. Her iki PARP inhibitörünün en etkili dozları ile tedavi uygulanan gruplarda birim 

alandaki Rhodopsin yoğunluğunun karşılaştırılması (ns>0,05, p*<0,05) 
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Resim 4.1. Rd2 grubuna ait immünohistokimyasal inceleme  İn vitro rd2 grubuna ait retinal 

kesitlerde PAR immünreaksiyonu gerçekleşen siyaha boyanmış fotoreseptör 

hücre çekirdekleri ( ) yoğun olarak izleniyor RPE: Retina Pigment Epiteli, 

DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre 

Tabakası (PAR antikoru, DAB boyaması X200) 
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Resim 4.2. Olaparib grubuna ait immünohistokimyasal incelemeler  İn vitro Olaparib 

tedavisi uygulanan retinal kesitlerde PAR immünreaksiyonu gerçekleşen siyaha 

boyanmış fotoreseptör hücre çekirdekleri (  ) izleniyor (A) 10 nM Olaparib 

grubunda ve (C) 1 µM Olaparib grubunda orta yoğunlukta PAR birikimi 

mevcutken (D) 10 µM Olaparib grubunda Olaparib tedavisi uygulanan gruplar 

arasında en yoğun PAR birikimi izleniyor (B) 100 nM Olaparib tedavisi 

uygulanan grupta ise PAR immünreaktivitesi en az şekilde izleniyor  RPE: 

Retina Pigment Epiteli, DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, 

GHT: Ganglion Hücre Tabakası (PAR antikoru, DAB boyaması X200) 
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Resim 4.3. BMN-673 grubuna ait immünohistokimyasal incelemeler  İn vitro BMN-673 

tedavisi   uygulanan retinal kesitlerde PAR immünreaksiyonu gerçekleşen siyaha 

boyanmış fotoreseptör hücre çekirdekleri (  ) (A) 1nM BMN-673 grubunda 

ve (C) 10nM BMN-673 grubunda ortadan şiddetliye doğru yoğunlukta, (B) 3nM 

BMN-673 grubunda belirgin şekilde daha az  izleniyor  RPE: Retina Pigment 

Epiteli, DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion 

Hücre Tabakası (PAR antikoru, DAB boyaması X200) 



91 

 

 

Resim 4.4. 3AB grubuna ait immünohistokimyasal incelemeler İn vitro 3AB PARP 

inhibitörü tedavisi uygulanan retinal kesitlerde PAR immünreaksiyonu 

gerçekleşen siyaha boyanmış fotoreseptör hücre çekirdekleri (  ) (A) 1nM 

3AB grubunda ve (D) 1µM 3AB grubunda en yoğun şekilde, (B) 10nM 3AB 

grubunda ise belirgin şekilde azalmış olarak izleniyor  (C) 100nM 3AB PARP 

inhibitörü ile tedavi edilen grupta ise PAR pozitif hücre çekirdeklerinin A ve D 

gruplarından daha az, fakat B grubundan ise daha fazla olduğu izleniyor RPE: 

Retina Pigment Epiteli, DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, 

GHT: Ganglion Hücre Tabakası (PAR antikoru, DAB boyaması X200) 
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Resim 4.5. Rd2 grubuna ait TUNEL incelemesi  İn vitro rd2 grubuna ait retinal kesitlerde 

TUNEL pozitif fotoreseptör hücre çekirdekleri ( ) fosforlu yeşile boyanmış 

olarak izleniyor DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: 

Ganglion Hücre Tabakası (TUNEL metodu, X200) 
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Resim 4.6. Olaparib grubuna ait TUNEL incelemeleri  İn vitro Olaparib tedavisi uygulanan 

retinal kesitlerde TUNEL pozitif fotoreseptör hücre çekirdekleri ( ) fosforlu 

yeşile boyanmış şekilde izleniyor (D) 10µM Olaparib uygulanan grupta hiçbir 

tedavi uygulanmayan rd2 grubuna yakın yoğunlukta TUNEL pozitif 

fotoreseptörler mevcutken, (B) 100nM Olaparib tedavisi uygulanan grupta 

fotoreseptör hücre ölümlerinin en az olduğu ve (C) 1µM Olaparib uygulanan 

grupta ise TUNEL ile işaretlenen fotoreseptör hücre ölümünün (B) grubuna 

yakın olduğu izleniyor (A) 10nM Olaparib tedavisi uygulanan grupta ise göreceli 

karşılaştırmaya göre orta seviyede fotoreseptör hücre ölümü izleniyor DNT: Dış 

Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası 

(TUNEL metodu, X200) 
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Resim 4.7. BMN-673 grubuna ait TUNEL incelemeleri   İn vitro BMN-673 tedavisi 

uygulanan retinal kesitlerde TUNEL pozitif fotoreseptör hücre çekirdekleri (

) fosforlu yeşile boyanmış şekilde (A) 1nM BMN-673 grubunda orta 

yoğunlukta, (B) 3nM BMN-673 grubunda görece çok daha az, (C) 10nM BMN-

673 grubunda ise çok belirgin bir artışla izleniyor DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (TUNEL metodu, 

X200)  
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Resim 4.8. 3AB grubuna ait TUNEL incelemeleri  İn vitro 3AB PARP inhibitörü tedavisi 

uygulanan retinal kesitlerde TUNEL pozitif fotoreseptör hücre çekirdekleri  

( ) fosforlu yeşile boyanmış şekilde (A) 1nM BMN-673 grubunda ve (D) 1µM 

3AB grubunda yoğun şekilde, (B) 10nM 3AB grubunda görece çok daha az, (C) 

100nM 3AB grubunda ise orta yoğunlukta izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (TUNEL metodu, 

X200) 



96 

 

 

 

Resim 4.9. Rd2 grubuna ait DNT kalınlığı incelemesi  İn vitro rd2 retinal kesite ait Dış 

Nüklear Tabaka (DNT) kalınlığı 40 nm olarak izleniyor  İNT: İç Nüklear 

Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (DAPI, X200) 

 

Resim 4.10. En etkili Olaparib grubuna ait DNT kalınlığı incelemesi  İn vitro 100 nM Olaparib 

grubundaki retinal kesite ait Dış Nüklear Tabaka (DNT) kalınlığı 53 nm olarak 

izleniyor  İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (DAPI, X200) 
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Resim 4.11. En etkili BMN-673 grubuna ait DNT kalınlığı incelemesi  İn vitro 3 nM BMN-673 

grubundaki retinal kesite ait Dış Nüklear Tabaka (DNT) kalınlığı 58 nm olarak 

izleniyor  İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (DAPI, X200) 

 

Resim 4.12. En etkili 3AB grubuna ait DNT kalınlığı incelemesi  İn vitro 10 nM 3AB grubundaki 

retinal kesite ait Dış Nüklear Tabaka (DNT) kalınlığı 51 nm olarak izleniyor  İNT: 

İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (DAPI, X200) 
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Resim 4.13. WtBl6_PN18 farelere ait Koni fotoreseptörlerinin immünfloresan yöntemle 

incelenmeleri   İn vivo WtBl6 grubuna ait Post Natal (PN18) günündeki retinal 

kesitlerde (A) Optik sinire en yakın alandaki, (B) Optik sinire orta mesafe 

uzaklıktaki, (C) Optik sinire en uzak alandaki Cone-Arrestin boyaması ile 

immünreaktivite gösteren Koni fotoreseptörleri izleniyor  WtBl6 in vivo retinal 

kültürlerde en yoğun Cone-Arrestin immünreaktivitesi Optik sinire orta mesafe 

uzaklıktaki alan olan (B) grubunda izlenirken, (B’) grubunda ise Optik sinire 

orta mesafe uzaklıktaki retinal kesitin Cone-Arrestin, DAPI ve TUNEL ile 

kolokalize boyanması izleniyor  Opt.S: Optik Sinir, DNT: Dış Nüklear Tabaka 

(Cone-Arrestin antikoru, X200) 
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Resim 4.14. Rd2_PN18 farelere ait Koni fotoreseptörlerinin immünfloresan yöntemle 

incelenmeleri  İn vivo rd2 grubuna ait Post Natal (PN18) günündeki retinal 

kesitlerde (A) Optik sinire en yakın alandaki, (B) Optik sinire orta mesafe 

uzaklıktaki, (C) Optik sinire en uzak alandaki Cone-Arrestin boyaması ile 

immünreaktivite gösteren Koni fotoreseptörleri izleniyor  Rd2 in vivo retinal 

dokularda görece en yoğun Cone-Arrestin immünreaktivitesi Optik sinire en 

yakın alan olan (A) grubunda izlenirken, optik sinire orta mesafe uzaklıktaki 

(B) grubunda ise Koni fotoreseptörlerinin belirgin şekilde azalmış oldukları, 

optik sinirin en uzağındaki alanda yer alan kesitlerden oluşan (C) grubunda ise 

Koni fotoreseptörlerinin A grubundan belirgin şekilde daha az olduğu, B 

grubuna ise yakın olduğu izleniyor  (B’) grubunda ise Optik sinire orta mesafe 

uzaklıktaki retinal kesitin Cone-Arrestin, DAPI ve TUNEL ile kolokalize 

boyanması izleniyor  Opt.S: Optik Sinir, DNT: Dış Nüklear Tabaka (Cone-

Arrestin antikoru, X200) 
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Resim 4.15. Rd2_PN24 farelere ait Koni fotoreseptörlerinin immünfloresan yöntemle 

incelenmeleri   İn vivo rd2 grubuna ait Post Natal (PN24) günündeki retinal 

kesitlerde (A) Optik sinire en yakın alandaki, (B) Optik sinire orta mesafe 

uzaklıktaki, (C) Optik sinire en uzak alandaki Cone-Arrestin boyaması ile 

immünreaktivite gösteren Koni fotoreseptörleri izleniyor  Rd2 PN24 in vivo 

retinal dokularda Cone-Arrestin immünreaktivitesinin WtBl6 in vivo ve rd2 

PN18 in vivo gruplarına göre belirgin şekilde azalmış olduğu, (B’) grubunda 

ise Optik sinire orta mesafe uzaklıktaki retinal kesitin Cone-Arrestin, DAPI ve 

TUNEL ile kolokalize boyanması izleniyor  Opt.S: Optik Sinir, RPE: Retina 

Pigment Epiteli, DNT: Dış Nüklear Tabaka (Cone-Arrestin antikoru, X200) 
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Resim 4.16. Rd2 grubuna ait Koni fotoreseptörlerinin immünfloresan yöntemle incelenmesi  

İn vitro rd2 PN18 grubuna ait retinal kesitlerde (A) Cone-Arrestin 

immureaktivitesi ile gösterilen Koni fotoreseptörleri ( ), (B) aynı kesite ait 

DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin kolokalize immünfloresans görüntüsü 

izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka (Cone-Arrestin 

antikoru, X200) 

 

 

Resim 4.17. En etkili Olaparib grubuna ait Koni fotoreseptörlerinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vitro 100nM Olaparib tedavisi uygulanan gruba ait retinal 

kesitlerde (A) Cone-Arrestin immureaktivitesi ile gösterilen Koni 

fotoreseptörleri ( ), (B) aynı kesite ait DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin 

kolokalize immünfloresans görüntüsü izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka (Cone-Arrestin antikoru, X200) 
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Resim 4.18. En etkili BMN-673 grubuna ait Koni fotoreseptörlerinin immünfloresan 

yöntemle incelenmesi   İn vitro 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan gruba ait 

retinal kesitlerde (A) Cone-Arrestin immureaktivitesi ile gösterilen Koni 

fotoreseptörleri ( ), (B) aynı kesite ait DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin 

kolokalize immünfloresans görüntüsü izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka (Cone-Arrestin antikoru, X200) 

 

 

Resim 4.19. En etkili 3AB grubuna ait Koni fotoreseptörlerinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vitro 10nM 3AB tedavisi uygulanan gruba ait retinal kesitlerde 

(A) Cone-Arrestin immureaktivitesi ile gösterilen Koni fotoreseptörleri ( ), 

(B) aynı kesite ait DAPI, TUNEL ve Cone-Arrestin kolokalize immünfloresans 

görüntüsü izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka 

(Cone-Arrestin antikoru, X200) 



103 

 

 

Resim 4.20. Rd2 grubundaki Müller hücre aktivitesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vitro rd2 PN18 grubuna ait retinal kesitlerde, kesitin tüm 

tabakaları boyunca dikey yayılım gösteren Müller hücre aktivitesi, fosforlu 

yeşil görünen GFAP immünfloresans görüntüsü ile izleniyor  DNT: Dış 

Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka (GFAP antikoru, X200) 
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Resim 4.21. En etkili Olaparib grubundaki Müller hücre aktivitesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vitro 100nM Olaparib tedavisi uygulanan gruba ait retinal kesitlerde, 

kesitin tüm tabakaları boyunca dikey yayılım gösteren Müller hücre aktivitesi, 

fosforlu yeşil görünen GFAP immünfloresans görüntüsü ile izleniyor  DNT: Dış 

Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka (GFAP antikoru, X200) 
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Resim 4.22. En etkili BMN-673 grubundaki Müller hücre aktivitesinin immunfloresan 

yöntemle incelenmesi  İn vitro 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan gruba ait 

retinal kesitlerde, kesitin tüm tabakaları boyunca Müller hücre aktivitesi, 

fosforlu yeşil görünen GFAP immunfloresans görüntüsü ile izleniyor DNT: Dış 

Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka (GFAP antikoru, X200)  
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Resim 4.23. En etkili 3AB grubuna ait Müller hücre aktivitesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vitro 10nM 3AB tedavisi uygulanan gruba ait retinal kesitlerde, 

kesitin tüm tabakaları boyunca dikey yayılım gösteren Müller hücre aktivitesi, 

fosforlu yeşil görünen GFAP immünfloresans görüntüsü ile izleniyor  DNT: Dış 

Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka (GFAP antikoru, X200)  
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Resim 4.24. WtBl6 farelerde post natal 15, 18 ve 24. günlerde DNT’ de eV aktivitesinin 

immünfloresan yöntemle incelenmesi  İn vivo Wild type (WtBl6) fare retinal 

dokularında (A) Post Natal 15 (PN15), (B) PN18 ve (C) PN24 günlere ait 

ekstrasellüler vezikül (eV)  aktiviteleri ( ) kırmızı noktacıklar şeklinde 

görünen CD9 immünreaktivitesi ile immünfloresans olarak izlenirken, (B’) 

grubunda ise B grubuna ait retinal kesitin DAPI ile kolokalize boyanması 

izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion 

Hücre Tabakası (CD9 antikoru, X200) 
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Resim 4.25. Rd2 farelerde post natal 15, 18 ve 24. günlerde DNT’ de eV aktivitesinin 

immünfloresan yöntemle incelenmesi  İn vivo rd2  fare retinal dokularında (A) 

Post Natal 15. güne ait (PN15), (B) PN18’ e ait, (C) PN24’ e ait ekstrasellüler 

vezikül (eV) aktiviteleri ( ) kırmızı noktacıklar şeklinde görünen CD9 

immünreaktivitesi ile immünfloresans olarak izlenirken,  (B’) grubunda ise B 

grubuna ait retinal kesitin DAPI ile kolokalize boyanması izleniyor  DNT: Dış 

Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası 

(CD9 antikoru, X200) 
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Resim 4.26. WtBl6_PN18 farelerde retinanın tüm tabakalarında eV aktivitesinin 

immünfloresan yöntemle incelenmesi  İn vivo Wild type (WtBl6) PN18 fare 

retinal dokularında ekstrasellüler vezikül (eV) aktiviteleri (  ) kırmızı 

noktacıklar şeklinde görünen CD9 immünreaktivitesi ile immünfloresans 

olarak (A) retinal kesitin tüm tabakalarında, (B) A grubuna ait retinal kesitin 

DAPI ile kolokalize boyanması ile birlikte, (B1) WtBl6 PN18 fare retinal 

kesitinin RPE tabakasında, (B2) WtBl6 PN18 fare retinal kesitinin DNT 

tabakasında, (B3) WtBl6 PN18 fare retinal kesitinin GHT tabakasında 

izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: 

Ganglion Hücre Tabakası (CD9 antikoru, X200) 
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Resim 4.27. Rd2_PN18 farelerde retinanın tüm tabakalarında eV aktivitesinin 

immünfloresan yöntemle incelenmesi  İn vivo rd2 PN18 fare retinal 

dokularında ekstrasellüler vezikül aktiviteleri ( ) kırmızı noktacıklar 

şeklinde görünen CD9 immünreaktivitesi ile immünfloresans olarak (A) 

retinal kesitin tüm tabakalarında, (B) A grubuna ait retinal kesitin DAPI ile 

kolokalize boyanması şeklinde, (B1) RPE tabakasında, (B2) DNT 

tabakasında, (B3) GHT tabakasında izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (CD9 antikoru, 

X200) 
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Resim 4.28. Rd2 grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vitro rd2 PN18 fare retinal kültürlerinde retinal kesitin Dış 

Nüklear Tabakası’ ndaki ekstrasellüler vezikül (eV) aktivitesi kırmızı 

noktacıklar şeklinde görünen CD9 immünreaktivitesi ile immünfloresans 

olarak izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: 

Ganglion Hücre Tabakası (CD9 antikoru, X200) 
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Resim 4.29. En etkili Olaparib grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immünfloresan 

yöntemle incelenmesi  İn vitro 100nM Olaparib tedavisi uygulanan rd2 PN18 

fare retinal kültürlerinde retinal kesitin Dış Nüklear Tabakası’ ndaki 

ekstrasellüler vezikül (eV) aktivitesi kırmızı noktacıklar şeklinde görünen CD9 

immünreaktivitesi ile immünfloresans olarak izleniyor  DNT: Dış Nüklear 

Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (CD9 

antikoru, X200) 
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Resim 4.30. En etkili BMN-673 grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immünfloresan 

yöntemle incelenmesi  İn vitro 3nM BMN-673 tedavisi uygulanan rd2 PN18 

fare retinal kültürlerinde retinal kesitin Dış Nüklear Tabakası’ ndaki 

ekstrasellüler vezikül (eV) aktivitesi kırmızı noktacıklar şeklinde görünen CD9 

immünreaktivitesi ile immünfloresans olarak izleniyor  DNT: Dış Nüklear 

Tabaka, İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (CD9 

antikoru, X200) 
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Resim 4.31. En etkili 3AB grubuna ait retinalarda eV aktivitesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vitro 10nM 3AB tedavisi uygulanan rd2 PN18 fare retinal 

kültürlerinde retinal kesitin Dış Nüklear Tabakası’ ndaki ekstrasellüler vezikül 

aktivitesi (eV) kırmızı noktacıklar şeklinde görünen CD9 immünreaktivitesi ile 

immünfloresans olarak izleniyor  DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear 

Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (CD9 antikoru, X200) 
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Resim 4.32. WtBl6_PN18 farelerde rodopsin ifadelenmesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vivo Wild type (WtBl6) post natal 18 gününe ait (PN18) retinal 

kesitin Dış Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi Rho 

immünreaktivitesi ile fosforlu yeşile boyanmış olarak, DAPI kolokalize 

boyanması eşliğinde izleniyor  DS: Dış Segment, DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (Rhodopsin 

antikoru, X200) 
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Resim 4.33. Rd2_PN18 farelerde rodopsin ifadelenmesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  İn vivo rd2 post natal 18 gününe ait (PN18) retinal kesitin Dış 

Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi Rho immünreaktivitesi ile 

fosforlu yeşile boyanmış olarak, DAPI kolokalize boyanması eşliğinde 

izleniyor  DS: Dış Segment, DNT: Dış Nüklear Tabaka, İNT: İç Nüklear 

Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (Rhodopsin antikoru, X200) 
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Resim 4.34. Rd2 grubuna ait farelerde rodopsin ifadelenmesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  Tedavi uygulanmayan in vitro rd2 post natal 18. güne ait retinal 

kesitin Dış Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi Rho 

immünreaktivitesi ile fosforlu yeşile boyanmış olarak, DAPI kolokalize 

boyanması eşliğinde izleniyor  DS: Dış Segment, DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (Rhodopsin antikoru, 

X200) 
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Resim 4.35. En etkili Olaparib grubunda rodopsin ifadelenmesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi  100nM Olaparib tedavisi uygulanan in vitro rd2 post natal 18 

gününe ait retinal kesitin Dış Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi 

Rho immünreaktivitesi ile fosforlu yeşile boyanmış olarak, DAPI kolokalize 

boyanması eşliğinde izleniyor  DS: Dış Segment, DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (Rhodopsin antikoru, 

X200) 
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Resim 4.36. En etkili BMN grubunda rodopsin ifadelenmesinin immünfloresan yöntemle 

incelenmesi   3nM BMN-673 tedavisi uygulanan in vitro rd2 post natal 18. 

güne ait retinal kesitin Dış Segment’ indeki (DS) Rodopsin ifadelenmesi, Rho 

immünreaktivitesi ile fosforlu yeşile boyanmış olarak DAPI kolokalize 

boyanması eşliğinde izleniyor  DS: Dış Segment, DNT: Dış Nüklear Tabaka, 

İNT: İç Nüklear Tabaka, GHT: Ganglion Hücre Tabakası (Rhodopsin antikoru, 

X200) 
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5. TARTIŞMA 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlar, çeşitli genlerdeki mutasyonlara bağlı olarak otozomal 

dominant, otozomal resesif, X-kromozomu ilişkili, dijenik ya da mitokondriyal ilişkili 

şekilde gelişebilen ve süreç içinde retinal fonksiyonu etkileyerek kişileri görme yetisinin 

tamamen kaybına dek götürebilen nörodejenaratif hastalıklardır [3, 6-9]. Prevalansı 1/2000 

olup dünyada yaklaşık iki milyon kişiyi etkilediği bilinen bu hastalık gruplarının etkin ve 

kesin bir tedavisi henüz yoktur [4]. İlerleyişlerini yavaşlatmaya ya da görme kaybının stabil 

tutulmasına yönelik vitamin ve antioksidan türevlerinin kullanımı gibi palyatif tedavi 

seçenekleri mevcuttur [255, 256]. Daha radikal olan gen tedavileri, kök hücreden üretilen 

retinal hücre enjeksiyonu, viral vektörlerle yapılan optogenetik yaklaşımlar ya da retinal 

protezler gibi cerrahi müdahaleler ne yazık ki görme yetisinin tamamına yakını 

kaybedildikten sonra denenebilen, ciddi risk faktörü taşıyan tedavilerdir. Bu anlamda kalıtsal 

retinal dejenerasyonların patogenezlerinin aydınlatılarak uygun ve etkin bir tedavi yöntemi 

ortaya konabilmesi son derece önemli olmaktadır. 

Adenozin difosfat ribozilasyonu ya da daha yaygın kullanımıyla “ADP-ribozilasyonu” en 

genel ifadesi ile bir proteine bir ya da birden çok ADP-riboz segmentinin eklendiği, post 

transkripsiyonel bir modifikasyondur [10]. Eğer hedef proteine bir adet ADP-riboz parçacığı 

ekleniyorsa bu işleme “mono-ADP ribozilasyon” anlamına gelen “MARilasyon” 

denilmektedir. Aksine, hedef proteine birden fazla ADP-riboz parçacığı ekleniyorsa, ki iki 

yüz adete kadar ADP-riboz parçacığı eklenebildiği bilinmektedir, bu işleme de “poli-ADP 

ribozilasyon” anlamına gelen “PARilasyon” adı verilmektedir [48]. ADP-ribozilasyonu, 

çeşidi ne olursa olsun, diğer post-transkripsiyonel modifikasyonlar gibi proteinin enzimatik 

aktivitesini modifiye etmekte, onu ubikütinlemekte ve nihayetinde o proteinin bozunmasına 

kadar giden yolu içermektedir [10]. 

ADP-ribozilasyonunu gerçekleştiren enzimlere “PARP (Poli-ADP-riboz polimeraz) 

enzimleri” adı verilmekte olup bunlar fonksiyonları ve hücre altı yerleşimleri birbirinden 

farklı, on yedi ayrı izoformdan oluşan bir enzim ailesi grubudurlar [47, 53, 56, 57]. “ARTD” 

(difteri benzeri ADP-ribozil transferaz) olarak da bilinirler [52]; ancak yaygın kullanımları 

“PARP enzimleri” şeklindedir. Hedef proteine bağlanma bölgelerine göre çeşitli 

sınıflandırmalara sahip olsalar da tüm PARP enzimlerinin bir katalitik bölgesi 

bulunmaktadır [53]. Bu katalitik bölge aynı zamanda PARP enziminin aktif bölgesi ya da 
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imza bölgesi olarak da bilinir. Katalitik bölgede NAD+ (Nikotinamid adenin nükleotidi) 

katalizlenerek Nikotinamid’ e ve ADP-riboz’ a parçalanmakta sonra da bu ADP-riboz, hedef 

proteine eklenmektedir [50]. 

On yedi üyeden oluşan PARP enzimlerinin, en çok çalışılan izoformu PARP-1’ dir [70]. 

PARP1; DNA-bağımlı bir PARP enzimi olup katalitik bölgesinde ise Histidin-Tirozin-

Glutamat üçlüsünü içermektedir. Histidin ve Tirozin NAD+’ nın katalizlenmek üzere doğru 

şekilde PARP enzimine bağlanmasını sağlarken Glutamat da bağlanan NAD+’ nın 

katalizlenmesini gerçekleştiren ve PAR’ ın (poli-ADP riboz) sentezlenmesini sağlayan 

yapıdır [53]. 

PARP enzimlerinin gerçekleştirdikleri ADP-ribozilasyonu sayesinde normal şartlar altında 

hücredeki kromatin modifikasyonu ve transkripsiyon düzenlenmekte [70, 81, 82], hücre 

farklılaşması ve proliferasyonu sağlanmakta [118], hücredeki telomer fonksiyonunun 

sağlıklı bir şekilde yürütülmesi gerçekleştirilmektedir [122, 123]. PARP enzimlerinin en 

önemli fonksiyonlarından biri ise hafif ve orta şiddetteki genotoksik faktörler nedeniyle 

DNA zincirinde oluşan kırıkların tamirini sağlayarak hücrenin canlılığını ve genetik 

stabilitesinin devamlılığını korumalarıdır [98]. 

Bununla birlikte, artmış oksidatif stres ve aşırı genotoksik faktörlere maruziyet karşısında, 

hücresel inflamasyonda [126, 127] ve hücreyi ölüme götüren bir yolakta da yer aldıkları 

tespit edilmiştir [284]. Normal şartlarda, hücresel fizyolojinin gerektirdiği hücresel döngüler 

ya da hücrenin karşılaştığı hafif-orta genotoksik faktörlere bağlı olarak DNA kırıklarının 

gerçekleşmesi karşısında aktive olup hücresel DNA’ yı PARilasyon yoluyla tamir eden 

PARP enzimleri, aşırı genotoksik faktörler karşısında DNA tek zincir kırıklarını 

onaramamaktadırlar. Bu durumda da hücre içi sinyal iletim mekanizmalarının 

başlıcalarından olan cGMP miktarının arttığı bilinmektedir. Artan cGMP, hücre içi protein 

kinazları aktive ederek protein kinaz-G’ nin (PKG) yükselmesine neden oluyor gibi 

görünmektedir. PKG aktivasyonu ile birlikte histon deasteliazların (HDAC) aktivasyonu 

yükselmekte bu da zaten DNA zincir kırığını onarmak üzere aktive olmuş PARP 

enzimlerinin aktivasyonunu daha da artırıyor gibi görünmektedir [169]. Aşırı artan PARP 

aktivasyonu nedeniyle de bir süre sonra PARP’ ların üretmekte oldukları PAR (poli-ADP-

riboz) polimerleri hücre içinde aşırı birikerek “PARthanatos” adı verilen hücre ölüm 

mekanizmasına yol açmaktadırlar [170]. PARthanatosun gerçekleşmesi ile hücreyi ölüme 
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götüren süreçte ana neden; yoğun şekilde biriken PAR polimerlerinin yol açtığı toksisite 

olabileceği gibi [17], PARP’ lar tarafından PAR polimerlerinin üretilmesi sırasında NAD+’ 

nın substrat olarak kullanılmasına bağlı şekilde hücresel enerji metabolizmasında bir 

dengesizlik yaşanması ve böylece hücrenin ölüme doğru yol alması da olabilmektedir [16, 

46]. Bu yolağa alternatif şekilde, artan cGMP miktarının hücresel kalsiyum kanallarının 

açılmasını sağlayarak hücre içi kalsiyum miktarını ve ona bağlı olarak da kalpainleri 

artırdığı, bunun da hücreyi ölüme götürüyor olabildiği de çalışılmaktadır [158, 164]. Her iki 

benzer fakat alternatif ölüm yolağının da kaspazları içermediği, bunun yerine cGMP artışı 

meydana getirdiği, bu nedenle apopitozdan farklı oldukları bilinmektedir. Bu tez 

çalışmasında artmış cGMP ve artmış PARP aktivasyonuna bağlı olarak gelişen, PAR 

polimerlerinin birikiminin görüldüğü PARthanatos ölüm yolağı temel olarak çalışılmıştır. 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlarda artmış PARP aktivitesinin yer aldığını gösteren ilk çalışma 

Paquet-Durand ve arkadaşları tarafından 2007 yılında yapılmıştır. PDE6B geni mutasyonlu 

rd1 (retinal degeneration-1) model farelerle Wt (wild type-sağlıklı) fare retinaları 

karşılaştırıldığında rd1 retinal kültürlerde hem PARP ifadelenmesinin hem de aktivitesinin 

arttığı, bununla birlikte bu farelerin retinalarında oksidatif DNA hasarının ve AIF’ in 

(apoptoz indükleyici faktör) nükleusa translokasyonunun da gerçekleştiği gösterilmiştir 

[18]. 

2009 yılında ise Paquet-Durand ve arkadaşları tarafından hem rd1 hem de PRPH2 geni 

mutasyonlu rd2 model fare retinalarında, Wt fare retinaları ile karşılaştırıldığında PKG 

(protein kinaz G) aktivasyonunun artmış olduğu; ayrıca Wt retinaların da PKG ile 

indüklendiklerinde cGMP’ nin liderlik ettiği fotoreseptör hücre ölümüne gittikleri ortaya 

konmuştur. Bununla birlikte PKG inhibitörü uygulanan rd1 ve rd2 retinal kültürlerde ise 

fotoreseptör hücre ölümü anlamlı şekilde azalmıştır [285]. 

Sancho-Pelluz ve arkadaşları tarafından, rd1 fare retinal kültürlerinde histon 

asetiltransferazlar (HAT’ lar) ve histon deasetilazlar (HDAC’ ların) aktivitesinin araştırıldığı 

2010 yılına ait çalışmada ise kalıtsal retinal dejenerasyon modeli olan rd1 fare retinalarında, 

Wt retinal kültürler ile karşılaştırıldığında, HAT’ ların aktivitesi azalmış bulunurken HDAC’ 

ların aktivitesi artmıştır. Ayrıca HDAC 1 ve 2’ nin TSA (trikostatin-A) ile farmakolojik 

olarak inhibisyonu gerçekleştirildiğinde, rd1 retinalardaki fotoreseptör hücre ölümünün 

azalmış olduğu gösterilmiştir [169]. 
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İlk defa PARP1 enziminin rd1 model homolog mutasyonun olduğu kalıtsal retinal 

dejenerasyonlarda rol oynadığını kanıtlayan çalışma, 2010’ da Sahaboglu ve arkadaşları 

tarafından gerçekleştirilmiştir. 2007’ deki çalışmada [18] rd1 model fare retinalarında artmış 

PARP aktivitesi bulunmuşken bunun hangi PARP enzim ailesi üyesine ait olduğu 

bilinmemekteydi. Fakat bu çalışmada Wt, rd1 ve PARP1 KO (PARP1 üretemeyen) fareler 

karşılaştırmalı olarak kullanılmıştır. İlk olarak Wt retinalar ile PARP1 KO retinalar in vivo 

ve ex vivo olarak OCT (optik koherens tomografi) ve ERG (elektroretinografi) ölçümlerine 

tabi tutularak PARP1 KO fare retinaları, sağlıklı Wt fare retinalarından morfolojik anlamda 

ve retinal fonksiyon anlamında farklı bulunmamıştır. Daha sonra Wt ve PARP1 KO 

retinalara PDE6B inhibitörü uygulanarak rd1 model fare retinalarının özelliklerini 

göstermeleri sağlanmıştır. Bu durumda PDE6B inhibitörü uygulanan fare retinalarındaki 

fotoreseptör hücre ölümleri PARP1 KO retinalara göre anlamlı şekilde yüksek bulunmuştur. 

PARP1’ i knock out etmenin retinal morfoloji ve fonksiyonu etkilemeden fotoreseptör hücre 

ölümünü azaltabileceği ifade edilmiştir [171]. 

Retinitis pigmentosa gibi kalıtsal retinal dejenerasyonların, aynı mı yoksa farklı ölüm 

yolaklarını kullanarak mı geliştiklerine dair sorunun cevaplanabilmesi için 2011 yılında 

Kaur ve arkadaşları tarafından, rodopsin geni mutasyonlu P23H ve S334ter rat modelleri 

kullanılmıştır. Her iki türde de hem Kalpain seviyelerinin hem de PARP aktivasyonunun 

artmış olduğu, PAR polimerleri birikiminin gerçekleştiği, oksidatif DNA hasarının artmış 

olduğu ve kalpastatin seviyelerinin düşmüş olduğu gösterilmiştir. Bu bulguların PDE6B 

mutasyonuna sahip olan rd1 model farelerin retinalarıyla benzer çıkması oldukça dikkate 

değer şeklinde nitelendirilmiştir. Bununla birlikte S334ter modelinde ise apopitoz 

belirteçleri olan kaspaz-3 ve 9 ile sitokrom c’ nin de varlığı tespit edilmiştir. Tüm bu 

bulgulara dayanarak kalıtsal retinal dejenerasyonlarda mutasyon çeşidinden bağımsız olarak 

benzer bir hücre ölüm yolağı üzerinden fotoreseptör hücre ölümlerinin gerçekleşiyor 

olduğunun tespiti yapılarak, mekanizmanın tam olarak aydınlatılabilmesiyle kalıtsal retinal 

dejenerasyonlarda mutasyondan bağımsız olarak tedavi protokolünün gerçekleştirilebileceği 

ifade edilmiştir [286]. 

2014’ te Arango-Gonzales ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise 

kalıtsal retinal dejenerasyonlarda yer alan, apoptotik olmayan hücre ölüm mekanizmasının 

aydınlatılması hedeflenmiştir. Bu amaçla kalıtsal retinal dejenerasyon modeli olan ve farklı 

gen mutasyonlarına sahip on ayrı deney hayvanı modeli kullanılmıştır. Bu modeller rd1, rd2, 
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rd10, Cngb1 KO, Rho KO, S334ter, P23H, Cnga3 KO, cpfl1 ve Rpe65 KO olarak 

belirtilmiştir. Yapılan çalışmalar sonucunda bu hayvan modellerinin hepsi göz önüne 

alındığında fotoreseptör hücre ölümü üzerinde apopitozun çok az bir rolü olduğu, deney 

modellerinin çoğunda apoptotik olmayan, cGMP artışıyla birlikte HDAC, PARP ve kalpain 

seviyelerinin de artmış bulunduğu ifade edilmiştir. Bu çalışma da, önceki gibi, kalıtsal retinal 

dejenerasyonların tedavisinde mutasyondan bağımsız bir yaklaşım izlenebileceğini 

göstermiştir [19]. 

Bir başka ilginç çalışma yine Sahaboglu ve arkadaşları tarafından 2014’ te 

gerçekleştirilmiştir. Normal şartlarda PARP enziminin antagonisti olan PARG (poli-ADP-

riboz glikohidrolaz) etkinliği Wt ve rd1 farelerde araştırılmış ve rd1 fare retinal kültürlerinde 

Wt’ a göre daha yüksek bulunmuştur. Daha sonra ise PARG KO (PARG knock out) fare 

retinaları ile Wt fare retinalarının morfolojik yapıları karşılaştırılarak bir fark 

bulunamamıştır. Bununla birlikte Wt fare retinalarına rd1-benzeri fotoreseptör ölümünü 

indükleyecek ajanlar uygulandığında, indüklenmiş Wt fare retinalarındaki fotoreseptör 

hücre ölümünün PARG KO retinalara oranla daha fazla olduğu, aynı zamanda bu retinalarda 

PARP1 aktivitesinin de daha yüksek olduğu bulunmuştur. Böylece retinal dejenerasyonlar 

söz konusu olduğunda, PARP1 ile antagonisti olan 110 kD’ luk PARG’ nin birlikte 

yükseldikleri, aralarında pozitif bir geribildirim mekanizması olduğu ve bu anlamda her 

ikisinin de kalıtsal retinal dejenerasyonların tedavisinde hedef odaklar olabilecekleri 

vurgulanmıştır [287]. 

2016’ da Trifunovic ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada cpfl-1 fare modeli 

kullanılmıştır. Bu kalıtsal retinal dejenerasyon modelinde hedef, Koni fotoreseptörlerini 

incelemek olmuştur. İn vitro koşullarda cpfl1 retinal kültürlere HDAC (histon deasetilaz) 

inhibitörlerinden TSA (Trikostatin-A) uygulandığında Koni fotoreseptörlerindeki hücre 

ölümlerinin azaldığı ve retinal merkezi görmenin korunduğu bulunmuştur. Ayrıca in vivo 

olarak gerçekleştirilen TSA tek seferlik enjeksiyonunda ise Koni fotoreseptörlerinin on altı 

güne kadar canlılıklarını koruyabildikleri, Koni fotoreseptör hücre ölümlerinin azalmış 

olduğu gösterilmiştir [288]. 

Zhu ve arkadaşları tarafından 2016’ da kalıtsal retinal dejenerasyonlardan yaşa-bağlı 

maküler dejenerasyon (YBMD) modelinde gerçekleştirilen bir başka çalışmada ise, hidrojen 

peroksit ile oksidatif strese bağlı hücre ölümü mekanizması oluşturulmuştur ve bu şekilde 
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artmış PARP1 aktivasyonu tespit edilmiş olan RPE (retinal pigment epiteli) hücrelerine, 

eksojen şekilde NAD+ verilerek tedavileri denendiğinde, RPE hücrelerindeki ROS 

seviyelerinin, PARP1 aktivitesinin ve nihayetinde hücre ölümünün azaldığı ortaya 

konmuştur. PARilasyonda NAD+’ nın substrat olarak kullanıldığı göz önüne alındığında 

dışarıdan verilen NAD+ takviyesi kalıtsal retinal dejenerasyonlu RPE hücrelerini ölümden 

koruyor gibi görünmektedir [289]. 

Direkt kalıtsal retinal dejenerasyon modeli üzerinde çalışılmamış olsa da 2016 yılında 

Olivares-Gonzales ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen bir başka çalışmada, orta 

şiddette hipoksiye maruz bırakılan domuz retinal kültürlerinde Zaprinast ile PDE 

(fosfodiesteraz) inhibisyonu modeli oluşturularak cGMP seviyelerinin azaltılması 

hedeflenmiştir. Çalışmanın sonucunda PDE inhibisyonuna bağlı olarak azalmış cGMP 

seviyeleri ve azalmış PKG (protein kinaz-G) seviyesinin elde edilmesi domuz retinal 

kültürlerinde fotoreseptör hücre ölümünü azaltmış ve retinal canlılığı korumaya yardımcı 

olmuştur. Son yıllarda kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinde de iskemi/reperfüzyonun 

ve oksidatif stresin yer aldığını gösteren çalışmalar da bulunduğu için [290], hipoksik retinal 

dokuda elde edilen bu çalışma sonuçları kalıtsal retinal dejenerasyonlar bakımından da 

önemli bir bulgu daha doğurmuştur [291]. 

Bu çalışmaya, tedavi edici ajan yönünden benzer şekilde, 2018’ de Williams ve arkadaşları 

tarafından gerçekleştirilen bir başka çalışma vardır. Kalıtsal retinal dejenerasyon modeli 

üzerinde olmasa da glokom modeli ile yapılan bu çalışmada, yine eksojen olarak NAD 

(Nikotinamid) verilmesi söz konusudur. Glokom modeli oluşturulmuş retinal kültüre ait 

Ganglion hücrelerine eksojen olarak NAD verilmesinin optik siniri ve aksonları koruyarak 

retinal hücre ölümlerini azalttığı ve retinal canlılığı korumada etkisi olduğu gösterilmiştir 

[292]. 

2018 yılında Vighi ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen oldukça kapsamlı bir çalışmaya 

göre, kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinden rd1 fare modeli üzerinde fotoreseptör hücre 

ölümünün ilk basamağı olduğu kabul edilen cGMP sinyal yolağı hedef alınmış ve ayrıca bu 

yolak bir lipozomal ilaç iletim sistemi (cGMP analogu) geliştirilerek inhibe edilmeye 

çalışılmıştır. Geliştirilen bu nanokapsül formundaki analog sayesinde kan-retina bariyeri 

aşılarak nöroretinaya ulaşılabildiği, bu anlamda da hem cGMP’ yi inhibe etme suretiyle hem 

de kalıtsal retinal dejenerasyonlarda in vivo şekilde ilaç iletim sistemi örneklemesi ilk kez 
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yapılabildiği için kalıtsal retinal dejenerasyonların kalıcı ve etkili tedavisi anlamında önemli 

bir basamak çalışma olmuştur [293]. 

Pan ve arkadaşları tarafından 2020’ de gerçekleştirilen bir çalışmada ise Koni 

fotoreseptörlerindeki hasarı gözlemlemek üzere kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinden 

biri olan 661W hücre hattı kullanılmıştır. Bu hücrelerde mTOR ile PARP1 enzimi arasındaki 

ilişkinin araştırıldığı çalışmada 661W hücrelerinin dejenerasyonunda PARP1’ in ve AIF’ in 

rol oynadığı gösterilirken, bu faktörlerin etkisinin azaltılmasıyla birlikte hücrelerin 

ölümlerinin de azaldığı; bununla birlikte mTOR ile PARP1’ in Sirtuin (SIRT1) üzerinden 

PARthanatosu ortak şekilde düzenledikleri ortaya konmuştur. Ayrıca mTOR ya da PARP1 

inhibisyonunun, ışığın indüklediği bir mekanizmayla PARthanatosa sürüklenen 661W 

hücrelerinde, hücre ölümünü azaltarak retinal canlılığı korumada etkili olabileceği 

gösterilmiştir [294]. 

Çeşitli kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinde artmış cGMP ve HDAC seviyeleri ile 

artmış PARP enzim aktivitesinin gösterildiği bu çalışmalar, fotoreseptör hücre ölümünde 

genel olarak PARP-bağımlı yolağı ortaya koyuyorken; yine artmış cGMP seviyelerinin 

görüldüğü fakat buna artmış kalpain seviyeleri ve hücresel kalsiyum artışının eşlik ettiği 

fotoreseptör hücre ölüm yolağına odaklanan çalışmalar da vardır. Bu çalışmalarda da özetle 

rd1 fare retinalarında kalpain aktivitesi ile fotoreseptör hücre ölümünün birbirleriyle korele 

şekilde arttıkları ve rd1 modelinde PN13. günde pik yaptıkları, kalpain inhibitörünün ise bu 

fotoreseptör ölümünü azaltmayı başardığı [295]; rd1 fare retinalarına uygulanan iki farklı 

kalpain inhibitörünün etkisinin araştırıldığı çalışmada her iki inhibitörün de fotoreseptör 

hücre ölümünü azaltmayı başarırken kalpain inhibitörü XI’ in aynı zamanda uzun dönem 

kullanımda toksik etkiler de oluşturduğu [296]; rd1 modeli ile Cngb1 mutasyonlu fareleri 

çaprazlayarak çift mutasyon elde edilen çalışmada rod fotoreseptör hücre ölümünün azalarak 

fotoreseptörlerin dış segment morfolojilerinde iyileşmelerin sağlandığı, böylece 

fotoreseptörlerin dış segment membranındaki siklik nükleotid kapılı kanalların (CNGC) rod 

fotoreseptör hücre ölümünde önemli bir rolü olduğu [297] gösterilmiştir. Bu çalışmaların 

haricinde, 2010 yılında, rod ve koni fotoreseptör hücre ölümlerinde aynı yolakların mı yoksa 

farklı yolakların mı aktive olduğunu anlamak üzere bir çalışma yapılmıştır. Bu çalışmada 

ikisi de PDE6 geni mutasyonlu olan cpfl1 kalıtsal retinal dejenerasyon modeli ile rd1 

dejenerasyon modeline ait retinal kültürlerle karşılaştırılmıştır. cGMP birikimi, kalpain 

aktiviteleri ve VASP (vazodilatörün stimüle ettiği protein) seviyeleri karşılaştırıldığında her 
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iki kalıtsal retinal dejenerasyon modelinde de benzer sonuçlar elde edilmiş olup bu da hem 

koni fotoreseptörlerinin hem de rod fotoreseptörlerinin aynı mekanizma ile hücre ölümüne 

gittiğini ortaya koymuştur. Bu da geliştirilecek başarılı bir tedavi protokolünün hem rod 

fotoreseptörleri hem de koni fotoreseptörleri için aynı nöroprotektif etkiye sahip olacağını 

ifade etmektedir [166]. 

Son yapılan bir çalışma ise kalıtsal retinal dejenerasyonlarda kalpain-aracılı yolağın mı 

yoksa PARP-aracılı yolağın mı baskın şekilde aktive olduğunu göstermesi bakımından 

oldukça önemli olmuştur. Bu çalışmada yine rd1 mutasyon modeli ile Cngb1 mutasyonu 

çaprazlanarak çift mutasyon elde edilmiş ve bu farelerde hem PARP inhibitörü hem de 

kalpain inhibitörü denenmiştir. Buna göre PARP inhibisyonu kalpain seviyesini de 

düşürmeyi başarıyorken kalpain inhibitörünün PARP aktivitesi üzerinde bir etkisi 

olmamıştır. Bu da kalıtsal retinal dejenerasyonlarda PARP inhibisyonunun ana hedef olarak 

seçilmesinin yerinde olacağını göstermiştir [230]. 

Tüm bu literatür ışığında kalıtsal retinal dejenerasyonlarda PARP inhibisyonu yoluyla 

fotoreseptör hücre ölümünü azaltma hipotezi doğmuştur ve buna yönelik çeşitli kalıtsal 

retinal dejenerasyon modellerinde çeşitli PARP inhibisyon yöntemlerinin kullanıldığı 

çalışmalar yapılmaktadır. 

PARP inhibitörleri Nikotinamid’ i taklit ederek PARP enziminin NAD+ substratına 

bağlanmasını ve onu katalizlemesini önleme mantığı ile çalışmaktadırlar. Hali hazırda temel 

olarak BRCA geni mutasyonu nedeniyle oluşan over, meme, prostat gibi kanser türlerinde 

kullanılan ve FDA onayı almış, farmakolojik ilaç formları şeklinde PARP inhibitörleri 

bulunmaktadır. Bazı PARP inhibitörleri ise Alzheimer, MS, Parkinson ya da beyin tümörleri 

gibi nörodejeneratif hastalıklarda denenmektedirler. 

Biz de çalışmamızda PARP inhibitörlerinden üçü olan Olaparib, Talazoparib (BMN-673) ve 

3-Aminobenzamid’ i (3AB) tedavi edici ajanlar olarak seçtik. Olaparib ve Talazoparib 

üçüncü nesil PARP inhibitörleri olup oldukça düşük dozlarda bile etkin olabildikleri 

biliniyorken 3AB ise birinci nesil bir PARP inhibitörüdür. Ayrıca Olaparib ve Talazoparib’ 

in hali hazırda over ve meme kanserleri üzerinde klinik kullanımları onayları bulunmaktadır. 
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2007 yılında, Paquet-Durand ve arkadaşları tarafından, kalıtsal retinal dejenerasyonlarda 

artmış PARP aktivitesinin yer aldığını gösteren ilk çalışma; aynı zamanda PARP inhibisyonu 

yapılarak fotoreseptör hücre ölümünü engellemeyi hedefleyen ilk çalışma olması 

bakımından da önemlidir. Bu çalışmada PDE6B geni mutasyonlu rd1 (retinal degeneration-

1) model farelerle Wt (wild type-sağlıklı) fare retinaları karşılaştırıldığında rd1 retinal 

kültürlerde hem PARP ifadelenmesinin hem de aktivitesinin arttığı, bununla birlikte bu 

farelerin retinalarında oksidatif DNA hasarının ve AIF’ in (apoptoz indükleyici faktör) 

nükleusa translokasyonunun da gerçekleştiği gösterilmiştir. Bunu takiben, aynı çalışmada, 

rd1 modeline ait in vitro retinal kültürlerde PJ34 PARP inhibitörü kullanılarak retinal dokuda 

PAR (poli-ADP-riboz) birikimi ve TUNEL yöntemiyle de fotoreseptör hücre ölümü 

incelenmiştir. PJ34 PARP inhibitörünün rd1 retinal dejenerasyon modelinde fotoreseptörleri 

hücre ölümünden koruduğu ortaya konmuştur [18]. 

Biz de çalışmamızda PARP inhibitörleri kullanarak kalıtsal retinal dejenerasyonlu in vitro 

fare retinal kültürlerinde PAR birikimini ve TUNEL yöntemi yardımıyla fotoreseptör hücre 

ölümünü inceledik. Ancak Paquet-Durand ve arkadaşlarından ayrıcalıklı olarak biz, kalıtsal 

retinal dejenerasyon modeli olarak PRPH2 geni mutasyonu taşıyan rd2 model fare 

retinalarını kullandık. Ayrıca PARP inhibitörü olarak Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak 

üzere üç ayrı PARP inhibitörünün etkisini inceledik. Bizim bulgularımıza göre de PARP 

inhibitörleri retinal dokudaki PAR birikimini ve fotoreseptör hücre ölümünü anlamlı şekilde 

azaltıyordu. 

Sahaboglu ve arkadaşları tarafından 2016 yılında gerçekleştirilen çalışmada PDE6B geni 

mutasyonlu rd1 kalıtsal retinal dejenerasyon modelindeki in vitro fare retinal kültürlerinde, 

PARP inhibitörlerinden R503, Veliparib ve Olaparib’ in etkisi araştırılmıştır. Çalışmada 

PAR birikimi, cGMP seviyeleri, TUNEL yöntemi ile fotoreseptör hücre ölümü, TN-XL 

biosensör aracılığıyla Koni fotoreseptörlerinin retinal dokudaki yoğunlukları ve canlı 

kalabilme süreleri, in vitro retinal kültürlerdeki DNA metilasyonu incelenmiştir. Ayrıca in 

vivo olarak Olaparib intravitreal enjeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Çalışmanın sonuçlarında 

PARP inhibitörlerinden Olaparib tedavisinin in vitro retinal kültürlerde PAR birikimini, 

cGMP seviyelerini ve fotoreseptör hücre ölümünü azalttığı, canlı kalabilen Koni 

fotoreseptörlerinin retinal dokudaki yoğunluklarının ise Olaparib tedavisine rağmen 

değişmediği, Olaparib tedavisinin DNA metilasyonunu da anlamlı şekilde değiştirmemiş 

olduğu ortaya konmuştur. İntravitreal Olaparib enjeksiyonu ise rd1 fotoreseptörlerini bir süre 
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(PN13-PN15 arası) hücre ölümünden korumayı başarırken bu koruma uzun süreli olmamıştır 

[225]. 

Bizim çalışamamızdaki kalıtsal retinal dejenerasyon modelimiz bu çalışmadan ayrıcalıklı 

olarak rd1 değil; PRPH2 geni mutasyonu taşıyan, yavaş retinal dejenerasyonun geliştiği rd2 

model fare retinal kültürleriydi. Biz de PARP inhibisyonu oluşturmak için üç farklı PARP 

inhibitörünü seçtik; ancak bunlar Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak üzere yukarıdaki 

çalışmada seçilen PARP inhibitörlerinden farklı inhibitörlerdi. Biz de rd1 modelinde 

bulunmuş olduğu gibi, rd2 modelinde de Olaparib inhibitörünün fotoreseptör hücre ölümünü 

korumadaki en etkili dozunu 100nM Olaparib olarak bulduk. Ayrıca diğer PARP 

inhibitörleri için de PAR birikimini ölçerek ve TUNEL yöntemi kullanarak fotoreseptörleri 

hücre ölümünden korumada en etkili dozların 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB olduğunu tespit 

ettik. Bununla birlikte bu dozlardaki her üç PARP inhibitörü de rd2 in vitro retinal 

kültürlerdeki fotoreseptörleri anlamlı şekilde hücre ölümünden koruyorken 3nM BMN-673 

grubunun aralarında en güçlü fotoreseptör korumasını sağladığını ortaya koyduk. Koni 

fotoreseptörleriyle ilgili olarak biz de hem in vivo retinal preparatlarda (Wt vs. rd2) hem 

vitro retinal kültürlerde (rd2-Olaparib-BMN673-3AB) bu fotoreseptörlerin yoğunluklarını 

ve yüzdelerini ölçtük. Buna göre in vivo retinal preparatlarda optik sinir sıfır noktası olarak 

kabul edilip 20’ şer derecelik açılarla optik sinirden her iki yöne doğru uzaklaşıldığında Wt 

retinal kültürlerde en yoğun Koni fotoreseptörlerinin 20-40 derece aralığındaki alanda yer 

aldığını (bulgularımızda burası “optik sinire orta mesafe uzaklıktaki alan” olarak ifade 

edilmiştir); rd2 retinal dokularda ise en az Koni fotoreseptörünün yine bu alanda yer aldığını 

tespit ettik. Bu bulgu, rd2 yavaş gelişen kalıtsal retinal dejenerasyon modelinde, total 

fotoreseptör hücre ölümünün pik yaptığı bilinen bu post natal 18.günde (PN18), foveal alana 

ve çevresine denk gelen bu alanda maksimum Koni fotoreseptörü kaybı olduğunu gösterdi. 

Bu da rd2 yavaş gelişen kalıtsal retinal dejenerasyon modelinde, PN18’ de Rod 

fotoreseptörleri ile birlikte Koni fotoreseptörlerinin de ciddi bir dejenerasyona uğramış 

olduğunu, PN18’ de Koni fotoreseptör hücre ölümlerinin Rod’ ların çok gerisinde kalmamış 

olduğunu düşündürdü. İn vitro retinal kültürlerde yaptığımız karşılaştırmalarda ise rd2 

retinalara 100nM Olaparib ve 3nM BMN-673 tedavisi uygulanmasının bu retinalardaki Koni 

fotoreseptör yüzdesini ve yoğunluğunu anlamlı şekilde artırmış olduğunu gösterdi. Bizim 

çalışmamızda DNA metilasyonu, cGMP ölçümünü ya da in vivo uygulanan herhangi bir 

tedavi ne yazık ki yer almadı. Ancak biz de üç farklı PARP inhibitörü vermiş olduğumuz in 

vitro retinal kültür tedavi gruplarımızda, ekstrasellüler vezikül aktivitesi yoğunluğuna 
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fotoreseptör hücre tabakasında ve Ganglion hücre tabakasında baktık; Müller hücre 

aktivasyonunu gruplar arasında inceledik; fotoreseptör hücre tabakası kalınlıklarını ölçerek 

gruplar arası karşılaştırdık ve Rod fotoreseptörlerine ait görme pigmenti olan Rodopsin 

yoğunluğunu 100nM Olaparib ve 3nM BMN-673 tedavisi uyguladığımız gruplar arasında 

karşılaştırdık. 

2016 yılında Jiao ve arkadaşları tarafından yapılan bir başka çalışmada temelde PDE6A 

geninde mutasyon olan dört farklı nokta mutasyonlu fare kalıtsal retinal dejenerasyon 

modelleri incelenmiştir. Tüm kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinde artmış PARP 

aktivitesi ve artmış fotoreseptör hücre ölümü onaylandıktan sonra bu her dört mutasyon 

grubuna da PJ34 PARP inhibitörü tedavisi in vitro retinal kültürlerde uygulanmıştır. Bu 

PDE6A geni mutasyonlu fakat nokta mutasyonu farklı dört grup arasından D670G mutasyon 

grubunda PARP inhibitörünün fotoreseptörleri korumada en anlamlı etkiyi gösterdiği ortaya 

konmuştur. Bu sonuç da Retinitis pigmentosa gibi kalıtsal retinal dejenerasyonların 

tedavisinde PARP’ ların bir hedef olarak seçilmesinin uygun olduğunu, bununla birlikte 

kişiye özel mutasyonların belirlenerek, buna uygun tedavi edici ajanlar uygulanmasının 

önemli olduğunu ifade etmektedir denilmiştir [226]. 

Biz çalışmamızda Jiao ve arkadaşlarından ayrıcalıklı olarak kalıtsal retinal 

dejenerasyonlarda PARP inhibitörlerinin etkisini araştırmak üzere, PDE6A mutasyonlu  

değil PRPH2 mutasyonlu fare retinal kültürlerini kullandık. Ayrıca PARP inhibitörü olarak 

PJ34 değil Olaparib, BMN-673 ve 3AB’ yi karşılaştırmalı olarak uygulamayı tercih ettik. 

Sahaboglu ve arkadaşları tarafından 2017 yılında yapılan bir çalışmada PRPH2 geni 

mutasyonlu rd2 kalıtsal retinal dejenerasyon modeli kullanılmıştır. İn vitro retinal 

kültürlerde PARP aktivasyonu ve PAR birikimi ölçülerek bu kalıtsal dejenerasyon 

modelinde, rd1 modelinden ayrıcalıklı olarak, PARP aktivitesi ile fotoreseptör hücre ölümü 

pikinin yaşandığı günün aynı olmadığı (PN18), PARP aktivitesinin PN16’ da en yoğun 

şekilde olduğu belirlenirken fotoreseptör hücre ölümü pikinin PN18’ de görüldüğü 

vurgulanmıştır. İn vitro rd2 retinal kültürlere PARP inhibitörlerinden PJ34 tedavisi 

uygulanmasının ise fotoreseptör hücre ölümünü azaltarak bu kalıtsal retinal dejenerasyon 

modelinde de fotoreseptörleri korumayı başardığı ortaya konmuştur [190]. 
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Bu çalışma bizim de çalışmamızda kullandığımız aynı kalıtsal retinal dejenerasyon modeli 

(rd2) üzerinde yapılmakla birlikte; biz Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak üzere üç farklı 

PARP inhibitörünün nöroprotektif etkisini rd2 in vitro retinal kültürlerde inceledik. PJ34 

gibi biz de 100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM PARP inhibitörlerinin rd2 kalıtsal 

retinal dejenerasyon modelinde fotoreseptörleri koruyucu etkisi olduğunu gösterdik. 

2019 yılında Spalm ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada ise bir kalıtsal retinal 

dejenerasyon modeli kullanılmamış olup Wistar-albino ratlara ait in vitro retinal kültürlere 

bir tür lipid olan “Seramid” ile muamele edilerek PARthanatos hücre ölümünün olaylanması 

sağlanmıştır. PARthanatosun gerçekleşmiş olduğuna dair bulgular; PARP1 aktivitesinde 

artış, PAR birikiminde artış, TUNEL ile fotoreseptör hücre ölümünde artış, mitokondriyal 

membran potansiyeli ölçümünde azalma, AIF (apopitoz indükleyici faktör) translokasyonu, 

ROS (reaktif oksijen ürünleri) seviyesinde artma tespitleri yapılarak kanıtlanmıştır. Daha 

sonra PARthanatosun gerçekleşmiş olduğu in vitro retinal kültürlere PARP inhibitörlerinden 

PJ34, bir kalpain inhibitörü ve bir katepsin inhibitörü ayrı ayrı uygulanmıştır. Elde edilen 

sonuçlara göre PARP inhibitörü olan PJ34 ve kalpain inhibitörü fotoreseptör hücre ölümünü 

anlamlı şekilde önlüyorken katepsin inhibitörü fotoreseptörler için bir koruma sağlamamıştır 

[227]. 

Biz çalışmamızda Spalm ve arkadaşlarından ayrıcalıklı olarak; hem kalıtsal retinal 

dejenerasyon modeli kullanarak (rd2 fare modeli) PARthanatosta PARP inhibitörlerinin 

etkisini araştırmış olduk hem de kullandığımız PARP inhibitör çeşitleri onların kullanmış 

olduklarından farklıydı. 

2019 yılında Vidal-Gil ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen çalışmada ise kalıtsal retinal 

dejenerasyon modellerinden PDE6B mutasyonuna sahip rd10 fare modeli kullanılmıştır. 

Rd10 in vitro retinal kültürlere PARP inhibitörlerinden Olaparib tedavisi uygulanarak 

gerçekleştirilen çalışmaya göre; Olaparib ile tedavi edilen grupta TUNEL yöntemiyle 

fotoreseptör hücre ölümünün azaldığı, cGMP seviyelerinin azaldığı, rod fotoreseptörlerinde 

dış segment gelişiminin güçlendiği, Müller hücre aktivitesinin bir miktar azaldığı 

gösterilmiştir. Bununla birlikte, yapılan bu çalışmada kalıtsal retinal dejenerasyon 

modelinde ekstrasellüler vezikül (eV) aktivitesi ve silyumların kolokalize boyanması da 

çalışılmıştır. Rd10 modeline ait in vivo retinal dokuların (Wt vs. rd10) koroidlerinde, dış 

nüklear ve iç nüklear tabakalarında artmış eV aktivitesi bulunurken RPE tabakasında eV 
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aktivitesinin azalmış olduğu, ayrıca silyumların da ekstrasellüler veziküllerle bir arada 

bulundukları belirtilmiştir. PARP inhibitörü olan Olaparib ile tedavi uygulanan rd10 in vitro 

retinal kültürlerde ise iç ve dış nüklear tabakalarda eV aktivitesinin azalmış olduğu, RPE 

tabakasında ise artmış olduğu gösterilmiştir. Böylece Olaparib ile yapılan PARP 

inhibisyonunun PDE6B mutasyonlu kalıtsal retinal dejenerasyon modelinde, ekstrasellüler 

vezikül (eV) aktivitesini düzenleyerek fotoreseptörler üzerinde koruma sağladığı ifade 

edilmiştir [26]. 

Biz bu çalışmadan ayrıcalıklı olarak, çalışmamızda kalıtsal retinal dejenerasyon 

modellerinden PRPH2 geni mutasyonunu içeren rd2 fare modelini kullandık. Ayrıca PARP 

inhibisyonu için Olaparib haricinde, BMN-673 (Talazoparib) ve 3AB (3-aminobenzamid) 

PARP inhibitörlerinin de etkisini inceledik. Biz de Vidal-Gil ve arkadaşlarının rd10 

modelinde buldukları gibi, rd2 modelinde Olaparib tedavisinin fotoreseptör hücre ölümünü 

anlamlı şekilde azaltırken Rod fotoreseptörlerinin dış segment gelişimlerini bir miktar 

güçlendirmiş olmakla birlikte (Rhodopsin bulguları), bunun istatistiksel olarak anlamlılık 

ifade etmediğini; ancak 3nM BMN-673 ile tedavi edilen grupta hem fotoreseptör hücre 

ölümünün anlamlı şekilde azalmış olduğunu hem de Rod fotoreseptörlerindeki dış segment 

gelişiminin anlamlı şekilde iyileştiğini gözlemledik. Vidal-Gil ve arkadaşlarının rd10 

modelinde bulduğu sonuçlarla uyumlu olarak biz de rd2 modelinde Müller hücre aktivitesini 

GFAP (glial fibriler asidik protein) ifadelenmesinin yoğunluğunu ölçerek gerçekleştirdik. 

Biz de onlar gibi Olaparib PARP inhibitörü tedavisiyle Müller hücre aktivitesinin azalmış 

olduğunu, ancak bu farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığını tespit ettik. Öte yandan 

uyguladığımız diğer PARP inhibitörleri de (3nM BMN-673, 10nM 3AB) Müller hücre 

aktivesini azaltmış olsalar da bu fark anlamlı değildi. Öte yandan daha önce yaşa-bağlı 

maküler dejenerasyon gibi bazı retinal dejenerasyonlarda aktivitesinin artmış olduğu ortaya 

koyulan ekstrasellüler vezikül (eV) aktivitesini, biz de rd2 kalıtsal retinal dejenerasyon 

modelinde inceledik. İn vivo retinal dokularda (Wt vs. rd2) araştırmasını yaptığımız 

ekstrasellüler vezikül aktivitesini belirleyebilmek için biz de CD9 antikoru kullandık. Farklı 

günlerde (PN15, PN18 ve PN24), retinal kültürlerin fotoreseptör hücre tabakalarında (DNT: 

dış nüklear tabaka) incelediğimiz eV aktivitesini, Wt (wild type) ile kıyaslandığında rd2 

dejenerasyon modeline ait kültürlerin tamamında yüksek bulsak da bu fark PN18. güne ait 

sonuçlarda anlamlı çıktı. Aynı zamanda PN18. güne ait in vivo rd2 retinal dokular ile Wt 

doku preparatlarının Ganglion hücre tabakalarındaki (GHT) eV aktivitesini de inceledik ve 

orada da retinal dejenerasyon içeren rd2 modeline ait dokuların GHT’ larında anlamlı şekilde 
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artmış ekstrasellüler vezikül aktivitesi tespit ettik. Biz, Vidal-Gil ve arkadaşlarından 

ayrıcalıklı olarak koroid ve RPE’ de eV aktivitesini incelemedik; ayrıca eV aktivitesi ile 

silyum arasındaki ilişiye bakmamış olduk. 100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB 

ile PARP inhibisyonu uyguladığımız 18.güne ait (PN18) in vitro rd2 retinal kültürlerde ise 

total ekstrasellüler vezikül aktivitesi en yoğun şekilde hiçbir tedavi uygulanmamış olan rd2 

grubunda görülüyorken, tedavi gruplarının tamamında bu aktivitenin azalmış olduğunu 

ancak istatistiksel olarak anlamlılık yaratmadığını; yine de eV aktivitesinin en başarılı 

şekilde 3nM BMN-673 ile PARP inhibisyonu uygulanan grupta azalmış olduğunu gördük. 

Yine Sahaboglu ve arkadaşları tarafından yapılan bir başka çalışma ise PDE6B geni 

mutasyonlu rd1 fare modeli retinalarında in vitro olarak gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada 

kalıtsal retinal dejenerasyonun neden oladuğu fotoreseptör hücre ölümünü engellemek 

amacıyla iki farklı PARP inhibitörü kullanılmmıştır. BMN-673 ve 3AB PARP inhibitörleri 

ile tedavi edilen rd1 in vitro retinal kültürlerde, fotoreseptör hücre ölümünde ve 

PARilasyonda anlamlı şekilde azalma tespit edilirken 3AB PARP inhibitörü fotoreseptörleri 

korumada daha da başarılı bulunmuştur. Ayrıca bu çalışmada Wnt/β-catenin yolağı da 

incelenerek rd1 retinal kültürlerde PARP aktivitesi ile arasında bir ilişki olduğu 

gösterilmiştir. GSH ve GSK3α olmak üzere hücreiçi antioksidan konsantrasyon ölçümleri 

de gerçekleştirilerek bunların öncelikle Wt’ da (Wt vs. rd1) daha sonra da PARP inhibitörleri 

ile tedavi edilen gruplarda (in vitro kültürler) daha yüksek bulundukları tespit edilmiştir. 

GFAP ifadelelenmeleri PARP inhibitörü uygulanan gruplarda daha düşük olmakla birlikte, 

3AB PARP inhibitörünün hem antioksidan seviyelerini artırmada hem de Müller hücre 

aktivitesini azaltmada daha başarılı olduğu vurgulanmıştır [228]. 

Biz de bu çalışmayla benzer şekilde tedavi edici ajanlar olarak PARP inhibitörlerinden 

BMN-673 ve 3-aminobenzamid (3AB) kullandık. Ayrıca bizim çalışmamızda Olaparib 

PARP inhibitörü de yer alıyordu. Sahaboglu ve arkadaşları tarafından 2019 yılında yapılan 

bu çalışmadan ayrıcalıklı olarak ise biz, kalıtsal retinal dejenerasyon modellerinden rd1 

modeli üzerinde değil, rd2 modeli (yavaş gelişen kalıtsal retinal dejenerasyon modeli) 

üzerinde çalıştık. Bu anlamda biz, çalışmamızda BMN-673 ve 3AB PARP inhibitörlerinin 

genel fotoreseptör koruyucu etkisini karşılaştırdığımızda, BMN-673’ i hem gözlemsel hem 

istatistiksel anlamda daha etkili bulduk. 
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Gao ve arkadaşları tarafından 2021 yılında gerçekleştirilen bir çalışma ise kalıtsal retinal 

dejenerasyon modellerinden birine odaklanmayıp direkt retinal dejenerasyonlarda artmış 

PARP aktivitesinin neden olduğu fotoreseptör hücre ölümüne odaklanmıştır. Retinal 

dejenerasyonlarda fotoreseptörlerin primer olarak mı yoksa RPE’ de (retinal pigment epiteli) 

gerçekleşen dejenerasyon sonrası ikincil olarak mı öldüklerinin anlaşılmak istenmesine dair 

yapılan bu çalışmada; bir retinal dejenerasyon modeli olan RCS ratlar kullanılmıştır. Tedavi 

gruplarından birine subretinal aralığa PARP inhibitörlerinden PJ34 enjeksiyonu yapılırken 

bir başka tedavi grubunda da subretinal PJ34 enjeksiyonu ile birlikte ARPE-19 hücre hattı 

transplantasyonu da uygulanmıştır. Sonuç olarak retinal dejenerasyonlu RCS rat retinal 

dokularında PARP inhibisyonu uygulanmasının PAR birikimi ve fotoreseptör hücre 

ölümünü azalttığı gösterilirken PJ34 PARP inhibitörünün RPE hücreleri transplantasyonuyla 

birlikte uygulandığı retinal dokularda fotoreseptör canlılığının anlamlı şekilde daha güçlü 

korunduğu ifade edilmiştir [229]. 

Gao ve arkadaşlarından ayrıcalıklı olarak biz, çalışmamızda kalıtsal retinal dejenerasyon 

modeli olan rd2 fare retinal kültürlerini kullandık. Ayrıca tedavi edici ajan olarak bir değil 

Olaparib, BMN-673 ve 3AB olmak üzere üç farklı PARP inhibitörü seçtik. Biz 

çalışmamızda tedavi gruplarına yönelik herhangi bir in vivo uygulamada bulunmadık. 

2022 yılında Yan ve arkadaşlarının yaptıkları çalışma kalıtsal retinal dejenerasyonlarda 

fotoreseptör hücre ölümünün mekanizmasını anlamaya çalışmak üzere yapılmıştır. Kalıtsal 

retinal dejenerasyonda yer aldığı bilinen PARthanatos adlı kaspaz-bağımsız hücre ölümünün 

temel olarak kalpain artışı üzerinden mi yoksa artmış PARP aktivitesine bağlı olarak mı 

gerçekleştiğine ilişkin sorunun cevaplanmaya çalışıldığı bu çalışmada; kalıtsal retinal 

dejenerasyon modellerinden PDE6B mutasyonlu rd1 ve rd1 ile çaprazlanarak çift mutasyon 

elde edilen rd1*Cngb1 fare retinal kültürleri kullanılmıştır. Fotoreseptör hücre ölümü 

mekanizmasını anlamak üzere ayrı ayrı; PARP inhibitörlerinden Olaparib, kalpain 

inhibitörlerinden Kalpastatin ve voltaj kanalı kalsiyum kanalı (VGCC) inhibitörü olarak da 

D-cis diltizem’ in kullanıldığı çalışmada her üç inhibitörün de çift mutasyonlu dejenerasyon 

modelinde kalpain aktivitesini azaltmayı başardığı, fakat PARP aktivitesini yalnızca PARP 

inhibitörü Olaparib ve VGCC inhibitörünün azaltabildiği ortaya konmuştur. Ayrıca rd1 

retinal kültürlerde fotoreseptör dejenerasyonunu Olaparib ya da Kalpastatin ayrı ayrı 

azaltmayı başarabiliyorlarken, VGCC inhibitörü bunu başaramamıştır. Sonuç olarak PARP 

aktivasyonunun siklik nükleotid kanal aktivitesini (CNG) kontrol edebildiği; tüm bu 
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bulgular göz önüne alındığında kalıtsal retinal dejenerasyonlarda fotoreseptör hücre 

ölümünü azaltmak üzere PARP inhibisyonu gerçekleştirmenin en makul hedef olabileceği 

vurgulanmıştır [230]. 

Biz de Yan ve arkadaşlarının bulgularıyla uyumlu olarak çalışmamızda kalıtsal retinal 

dejenerasyonlarda PARP inhibisyonunu hedefleyerek fotoreseptörler üzerinde nöroprotektif 

etki oluşturmayı amaçladık. Biz, bu çalışmadan ayrıcalıklı olarak rd1 ve rd1*Cngb1 çift 

mutasyonlu fare modellerinde değil, rd2 modeli üzerinde çalıştık. Ayrıca yalnızca PARP 

inhibisyonunu hedefleyerek kalpain üzerinden gelişen alternatif hücre ölüm yolağı ile ilgili 

herhangi bir belirteç ya da tedavi edici ajan araştırmadık. Rd2 kalıtsal retinal dejenerasyon 

fare modeli için üç farklı PARP inhibitörü kullanarak fotoreseptör hücre ölümünün 

engellenip retinal canlılığın korunmasında en etkili olan PARP inhibitörünü tespit etmeye 

çalıştık. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Kalıtsal retinal dejenerasyonlarda fotoreseptör hücre ölümünün önüne geçerek retinal 

canlılığı korumak, görme kayıplarını engellemek amacıyla; PARP inhibitörlerinden 

Olaparib, Talazoparib (BMN-673) ve 3-aminobenzamid (3AB) aracılığıyla PARP 

inhibisyonu uyguladığımız retinal dokularda bu inhibitörlerin nöroprotektif etkisini 

araştırdığımız çalışmamızın sonuçlarına göre; 

Yavaş gelişen kalıtsal retinal dejenerasyon modeli olan rd2 fare retinal kültürlerinde, PARP 

inhibitörleri arasından Olaparib 100nM dozunda; BMN-673 3nM dozunda ve 3AB ise 10nM 

dozunda kullanıldığında; kaspaz-bağımsız hücre ölümü şekli olan PARthanatos’ un temel 

belirteçlerinden PAR birikimini ve fotoreseptör hücre ölümünü anlamlı şekilde azaltmayı, 

retinal dokulardaki fotoreseptör hücre tabakasının kalınlığını anlamlı şekilde artırmayı 

başarmışlardır. 

Ayrıca 100nM Olaparib, 3nM BMN-673 ve 10nM 3AB ile PARP inhibisyonu 

gerçekleştirmenin; nöronal hücre ölümü hasarı belirteçlerinden olan Glial Fibriler Asidik 

Protein yoğunluğunu anlamlı şekilde azalttığı ve daha önce bir başka retinal kalıtsal 

dejenerasyon modelinde artmış olduğu gösterilen ve hücre içi atıkların birikimi ile korele 

şekilde arttığı bilinen ekstrasellüler vezikül aktivitesini azalttığı da gösterilmiştir. Bununla 

birlikte fotoreseptörlerin işlevlerini yerine getirmeleri bakımından son derece önemli olan 

fotoreseptör dış segmentlerinde gelişime dair bir iyileşme belirteci olarak kabul edilen 

Rodopsin’ in yoğunluğu ise tedavi uygulanmamış ve 100nM Olaparib ile 3nM BMN-673 

tedavileri uygulanmış gruplar arasında karşılaştırılarak PARP inhibisyonunun fotoreseptör 

hücre dış segment gelişimini de anlamlı şekilde iyileştirdiği ortaya konmuştur. 

Retinitis pigmentosa gibi kalıtsal retinal hastalıklarda öncelikle Rod fotoreseptörü kaybı, 

ikincil olarak da Koni fotoreseptörlerinde kayıp geliştiği bilindiği için; yavaş gelişen kalıtsal 

retinal dejenerasyon modelimizde temel olarak Koni fotoreseptörlerinin durumuna 

odaklandık. İlk defa bu çalışmada rd2 modeline ilişkin Koni fotoreseptörlerinin retinadaki 

dağılımlarına bakılmış ve sağlıklı retinalar olan WtBl6 fare retinalarındaki Koni 

fotoreseptörleri, literatürle uyumlu şekilde foveal alan ve çevresinde en yoğun şekilde 

bulunmuştur. Çalışmamızda fotoreseptörlerin retinadaki dağılımları optik sinir sıfır noktası 

olarak kabul edilmek suretiyle gerçekleştirildiği için; foveal alan ve çevresi “optik sinire orta 
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mesafedeki alan” şeklinde ifade edilmiştir. Yine aynı yöntemle PRPH2 geni mutasayonlu 

rd2 model fare retinaları incelendiğinde, onlarda da aynı bölgede en az Koni fotoreseptörü 

yoğunluğunun izlenmesi bize rd2 modelinde, daha önceki çalışmalara göre fotoreseptör 

hücre ölümü pikinin yaşandığı bilinen PN18. günde, Koni fotoreseptörlerinin de Rod 

fotoreseptörleri ile birlikte büyük oranda dejenerasyona uğramış olduklarını göstermiştir. 

Literatüre göre fotoreseptör hücre ölümü pikinin yaşandığını bildiğimiz PN18. günden sonra 

da yavaş gelişen rd2 modelinde fotoreseptör yoğunluğunu incelediğimizde Koni 

fotoreseptörlerinin PN24. günde daha da azalmış olduğu görülmüştür. PARP inhibitörleri ile 

tedavi uygulanan rd2 in vitro kültürlerdeki Koni fotoreseptörlerinin durumu incelendiğinde 

ise her üç PARP inhibitörünün de Koni fotoreseptörlerinin hem yüzdelerini hem de birim 

alandaki yoğunluklarını arttırmış oldukları, bununla birlikte 100nM Olaparib ve 3nM BMN-

673 ile tedavi edilen gruplarda bu artışın anlamlı olduğu gösterilmiştir. Ayrıca TUNEL 

yöntemi ile kolokalize olarak gerçekleştirilen retinal doku kültürü Cone-arrestin analizinde 

her üç PARP inhibitörünün de Koni fotoreseptörü ölümlerini anlamlı şekilde azalttıkları 

ortaya konmuştur. 

Tüm çalışmalar göz önüne alınarak bu üç inhibitörün etkisine karşılaştırmalı olarak 

bakıldığında ise 3nM BMN-673’ ün kalıtsal retinal dejenerasyonlarda en yüksek 

nöroprotektif etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir. 

Çalışmamızda tedavi edici ajan olarak kullandığımız PARP inhibitörlerinden Olaparib ve 

Talazoparib’ in (BMN-673) zaten hali hazırda FDA onaylı olup bazı kanser türlerinde klinik 

kullanımlarının gerçekleştiriliyor olması, 3AB PARP inhibitörünün de pre-klinik çalışmaları 

devam eden bir farmakolojik formül olması PRPH2 geni mutasyonu nedeniyle kalıtsal 

retinal dejenerasyonlardan muzdarip olan ve görme yetilerini kaybetmemek için çok da uzun 

süreleri bulunmayan hastalar adına ciddi bir umut olabilir diye düşünüyoruz. Rd2 fare 

modelinde acilen Talazoparib’ in in vivo çalışmalarına başlanması ve bulguların olumlu 

seyri durumunda, zaten onaylı olan bu ilacın kalıtsal retinal dejenerasyonlarda da klinik 

çalışmalarına devam edilmesini ümit ediyoruz. 
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