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OZET

Bu ¢alismada in vivo oksijen endiikte retinopati fare modelinde intravitreal matrine
enjeksiyonunun farkli konsantrasyonlarda retinal endotelyal hiicre proliferasyonuna, retina

morfolojisine ve apoptotik hiicre 6liimiine etkisi incelendi.

Onsekiz adet C57BL/J6 fare postnatal 7-12. giinler arasinda %75 * 2 oksijene tabi tutuldu.
Fareler 4 gruba ayrildi. Grup-A negatif kontrol grubu (n: 10 goz), Grup-B kontrol
grubunu ( n:18 goz) , Grup-C 0.78 ug intravitreal matrine enjeksiyonunu ( n: 9 goz),
Grup-D 6.25 ug intravitreal matrine enjeksiyonunu (n: 9 go6z) olusturdu. Onikinci giin 9
farenin bir goziine (Grup-C) 0.78 pg intravitreal matrine (IVM), 9 farenin bir goziine
(Grup-D) 6.25 pg IVM enjekte edildi. Farelerin diger gozlerine 1l steril izotonik soliisyon
enjekte edildi (Grup-B). Bes tane yas uyumlu islem gérmemis, oda ortaminda tutulmus
fare (Grup-A) negatif kontrol grubunu olusturdu. Postnatal 17. giin fareler sakrifiye edildi
ve gozler preretinal neovaskiilarizasyonun kantitatif analizi, apoptotik hiicre 6limi ve
morfolojik yap1 incelenmesi igin eniiklee edildi. Neovaskiilarizasyon internal limitan
membranin vitreusa bakan yiizeyindeki vaskiiler hiicre ¢ekirdeklerinin sayimiyla kantifiye
edildi. Histolojik ve ultrastriiktiirel bulgular 151k ve elektron mikroskopi, apoptotik aktivite
terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy-UPT-nick end labeling (TUNEL) yontemi ile

incelendi.

Grup-C (p<0.0001) ve —D‘de (p<0.0001) bir histolojik kesitte tespit edilen neovaskiiler
hiicre ¢ekirdegi sayisi Grup-B ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulundu.
Grup-C ve -D arasinda anlamli fark (p=0.9) tespit edilmedi. Grup-A, Grup-B (p<0.0001)
ile karsilastirildiginda anlamli fark goriildii. Grup-B ile karsilastirildiginda Grup-C*de
endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinin %95 ve Grup-D‘de %100 azaldigi tespit edildi.
Histolojik incelemede matrine enjekte edilmis olan gozlerde retinanin tiim katmanlarinda
hiicre kayb1 ve tabakalarin incelmesi, tiim kesitlerde doku biitiinliigliniin bozuldugu

goriildii.
Ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler matrine enjekte edilen gruplarda (Grup-C, -D)

yogun olarak tespit edildi. Incelemede Grup-B‘de tespit edilen atipik mitokondri sayis
Grup-C (p=0.01) ve -D (p=0.01) ile karsilastirildiginda anlamli fark bulundu. Grup-A,

i1



Grup-B, -C, ve -D ile karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p<0.0001). Grup-C ve -D
arasinda (p=0.4) anlaml1 fark tespit edilmedi.

TUNEL teknigi ile apoptozis analizinde Grup-A ve Grup-B‘de dis niikleer tabakada ve i¢
niikleer tabakada benzer diizeyde apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edildi. Grup-C
(p=0.9) ve -D (p=0.9) Grup-A ve Grup-B ile Kkarsilastirildiginda anlaml fark gorildi.
Grup-C ile -D (p=0.7) arasinda anlamli fark bulunmadi.

Sonug olarak matrine oksijen endiikte retinopati modelinde neovaskiilarizasyonu giiglii
baskilmaktadir. Histolojik incelemede toksik etki, TUNEL ¢alismasinda artmis apoptotik
aktivie tespit edildi. Bununla ilgili ila¢ etkisi ve doz etkisi ile ilgli prospektif randomize

klinige yonelik deneysel ¢alismalar gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: in vivo fare modeli, intravitreal matrine, endotelyal hiicre

proliferasyonu, elektron mikroskopi, apoptozis, TUNEL
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ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the effects of matrine, at different concentrations,
on retinal endothelial cell proliferation, retinal morphological structure and apoptotic cell

death in an in vivo oxygen-induced retinopathy mouse model.

Eighteen C57BL/J6 mice were exposed to %75+ 2 oxygen between postnatal 7-12 days.
Mouses were divided in to four groups. Group-A (n: 10 eyes) constitutes negative control
group, group-B (n: 18 eyes) constitutes control group, group-C (n: 9 eyes) constitutes 0.78
ug intravitreal matrine enjected group, group-D (n: 9 eyes) constitutes 6.25 pg intravitreal
matrine injected group. On postnatal day 12 0.78 pg matrine was administered
intravitreally to one eye of 9 mice (Group-C), 6.25 ug matrine to one eye of 9 mice
(Group-D) and contralateral eyes (Group-B, n=18 eyes) received 1 pg isotonic saline
intravitreally. Ten mice of the same age that had been kept in room air without any
exposition to high oxygen were used as negative control group (Group-A). On day 17,
mice were sacrificed and eyes enucleated for quantitative analysis of preretinal
neovascularization, apoptotic cell death and morphological structure analyses.
Neovascularizations were quantified by counting the endothelial cell nuclei on the vitreal
side of the inner limiting membrane of the retina. Histological and ultrastructural changes
were examined by using light and electron microskopy. Apoptotic activity was analysed by
using terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy-UPT-nick end labeling (TUNEL)

technique.

The number of neovascular cell nuclei per histological section found in group-B was
statistically significant different compared with group-C (p<0,0001) and -D (p<0,0001).
Group-C and -D were not significant different (p=0,9). When group-A and group-B
compared significant difference (p=0,0001) was seen. Compared with group-B, the number

of endothelial cell nuclei, were decreased %95 in group-C and %2100 in group-D.

Compared with group-B, the number of atypical mitochondria detected by electron
microscopy, group-C (P=0,01) and -D (P=0,01) showed significant difference. Compared
with group-A, group-B, -C and -D showed significant difference (p<0,0001). No
significant difference was detected between group-C and-D (p=0,4).


http://www.dict.cc/englisch-deutsch/analyses.html

Analysis of apoptosis by TUNEL technique showed in group-A and group-B apoptotic
TUNEL-positive cells were detected at similar levels in the outer nuclear layer and inner
nuclear layer. Comparing with group-C (p=0,9) and -D (p=0,9), group-A and -B showed
significant difference. There were not significant different between group-C and -D (p=0,
7).

In conclusion matrine supresses endothelial cell proliferationin an in vivo oxygen-induced
retinopathy mouse model. Toxic effects were identified on morphological examination.
Further studies are needed to determine the safety and efficacy of matrine in neovascular

ocular diseases.

Key words: In vivo mouse model, intravitreal matrine, endothelial cell proliferation,

electron microscopy, apoptosis, TUNEL
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RESIMLER DIZINi

Resim 1: 17. giinde C57BL/J6 Fare

Resim 2: Oda ortaminda tutulmus C57BL/J6 farenin retinasindan 1s1k mikroskopi kesiti.
Grup-A=Negatif kontrol grubu. Negatif kontrol grubunda histolojik kesitlerde retinada
internal limitan membranin vitreusa bakan yiiziinde endotelyal hiicre ¢ekirdegi goriilmedi.

Orijinal biiytiltme 20x

Resim 3: C57BL/J6 fare retinasindan 1gik mikroskopi kesiti. Postnatal 7-12 giinlerinde
hiperoksiye tabi tutulan, postnatal 12. giin intravitreal izotonik soliisyon enjekte edilmis
grup, Grup-B=Kontrol grubu. Ok kontrol grubunda retinada internal limitan membranin

vitreusa bakan yiiziinde endotelyal hiicre ¢ekirdegini gostermekte. Orijinal biyiiltme 20x

Resim 4: C57BL/J6 fare retinasindan 1g1k mikroskopi kesiti. Postnatal 7-12 giinlerinde
hiperoksiye tabi tutulan, postnatal 12. giin intravitreal 0.78 pug matrine enjekte edilen grup,
Grup-C.

Resim 5: C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesiti. Postnatal 7-12 giinlerinde
hiperoksiye tabi tutulan, postnatal 12. giin intravitreal 6.25 pg matrine enjekte edilen grup,
Grup-D.

Resim 6: Negatif kontrol grubunun (Grup-A) elektron mikroskopik incelemesinde
fotoseseptor i¢ segment boliimiinde mitokondri yapilarinda dismorfoloji izlenmedi.
Mitokondrilerde tipik ¢ift membranli tiibiiler transvers diizenli mitokondrial kristalar

gorilmektedir (Ok). Orijinal biiyiiltme 3250x.

Resim 7: Kontrol grubunun (Grup-B) elektron mikroskopik incelemesinde fotoreseptor i¢
segment boliimiinde irregiiler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde iceren

mitokondriler gézlenmektedir (Ok). Orijinal biiyiiltme 3250x.

Resim 8: Elektron mikroskopik incelemede (Grup-C) intravitreal 0.78 pg matrine

enjeksiyon grubunda fotoreseptdr i¢ segment boliimiinde cok sayida irregililer mitokondri,
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litik matriks, elektron dens madde igeren mitokondri gézlenmektedir (yildiz). Orijinal

biiyiiltme 3250x.

Resim 9: C57BL/J6 fare retinasindan 1s1k mikroskopi kesiti. Negatif kontrol grubunda
(Grup-A) ve kontrol grubunda (Grup-B) TUNEL teknigi ile dis niikleer tabakada ve i¢
niikleer tabakada daha yogun koyu renkli goriilebilen apoptotik TUNEL-pozitif hiicre
tespit edilmistir (Ok). Orijinal biiyiiltme 100x. Immersiyon yag1 kullanilmistir.

Resim 10: C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesiti. 0.78 pg intravitreal matrine
enjeksiyon grubunda (Grup-C) TUNEL teknigi ile retina tabakalarinda yaygin, yogun koyu
renkli gortilebilen apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir (Ok). Orijinal biiyiiltme

100x. Immersiyon yagi kullanilmustir.

Resim 11: C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesiti. 6.25 ug intravitreal matrine
enjeksiyon grubunda (Grup-D) TUNEL teknigi ile retina tabakalarinda yaygin, yogun koyu
renkli goriilebilen apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir (Ok). Orijinal biiyiiltme

100x. immersiyon yag1 kullanilmustir.
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