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Amaç: Deneysel glokom modelinde sistemik memantin veril-
mesinin Müller hücreleri üzerine etkisinin incelenmesi

Gereç ve Yöntem: 45 adet Wistar albino yetişkin erkek sıçan 
, glokom grubu (G, n=15), memantin verilen glokom gru-
bu (M, n=15) ve kontrol grubu (K, n=15) şeklinde sınıflan-
dırıldı. G ve M grubu sıçanların ön kamaralarına sodyum 
hyaluronat enjekte edilmesi yöntemiyle glokom oluşturul-
du. M  grubuna günlük tek doz 10 mg/kg memantin int-
raperitoneal yolla glokom indüksiyonunu takiben verilme-
ye başlandı. İmmünhistokimyasal boyama ile glial fibriller 
asidik protein (GFAP) düzeylerindeki değişikler incelendi.

Bulgular: Glokom oluşturulan ancak memantin verilmeyen 
grupta GFAP oluşumu glokom indüksiyonunu takiben  1. 
haftada artış gösterdi ve bu artış çalışmanın 6. haftasına 
kadar sürdü. Bu grupta GFAP immünreaktivitesi Müller 
hücrelerinin uzunluğu boyunca bol miktarda görüldü. An-
cak memantin verilen grupta GFAP oluşumu iç retina kat-
larıyla sınırlı bulundu. 

Sonuç: Çalışmanın bulgularına göre, göz içi basınç artışına 
Müller hücreleri GFAP oluşumu ile yanıt vermektedir. De-
neysel glokom modelinde sistemik memantin uygulaması-
nın Müller hücre aktivitesini ve GFAP oluşumunu sınırlayıcı 
etkisi olabileceği gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Glokom, glial fibriler asidik protein, me-
mantin, müller hücresi.

ABSTRACT

Purpose:  To investigate the effect of systemic memantine ad-
ministration on Müller cells in experimentally induced gla-
ucoma. 

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

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

Conclusion: These results indicate that Müller cells react to ele-
vated intraocular pressure by increased GFAP expression. 
Systemic memantine treatment in glaucoma seems to limit 
Müller cell reactivity and GFAP expression. 

Key Words: Glaucoma, glial fibrillary acidic protein, meman-
tine, Müller cell.
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GİRİŞ
Glokom karakteristik optik sinir başı ve ilişkili gör-

me alanı değişiklikleri ile karakterize bir optik nöropa-
ti olarak tanımlanmıştır.1 Glokomatöz retinada görülen 
karakteristik değişiklikler retinal katlarda, özellikle retina 
sinir lifi tabakasında  incelme,  retina ganglion hücrele-
rinin (RGH) sayısında anlamlı azalma şeklindedir ve gü-
nümüzde pek çok analiz yöntemi ile bu değişiklikler er-
ken glokomatöz hasarda dahi gösterilebilmektedir.2 Gü-
nümüzde bazı çalışmalarda  RGH nin ölüm şekli nükleus 
kromatinindeki fragmantasyon ile karakterize apopitozis 
şeklinde rapor edilmiştir.3  

Astrositler ve mikroglialar tüm yaşam boyunca si-
nir sisteminin bütünlüğünü korumakla görevlidir ve nor-
mal retinada astrositlerin;  RGH nin aksonlarının etrafı-
nı sarmak, Müller hücreleri (MH) gibi diğer glial hücre-
lerle bağlantı kurmak, potasyum tamponlamada ve nö-
ronal sinyalizasyonda görev almak gibi işlevleri vardır.4,5 
MH retinanın başlıca glia hücresidir ve retinal nöronla-
rın fonksiyonel ve yapısal desteğini sağlamaktadır.6 MH 
normal koşullarda anlamlı düzeyde glial fibriller asidik 
protein (GFAP) eksprese etmez ancak yaşa bağlı maku-
la dejenerasyonu, retinal distrofi/dejenerasyonlar, dia-
betik retinopati ve glokom gibi pekçok retinal patoloji-
de GFAP düzeylerinde belirgin artış saptanmıştır.7 Böy-
lece GFAP-immün boyanma pozitif MH’nin akut ve kro-
nik nöroretinal patolojilerin güvenilir bir belirteci olduğu 
söylenebilir.8 

MH’nin bir diğer görevi de nörotransmitterlerin eks-
trasellüler düzeylerini düşük seviyede tutmak ve böylece 
sinaptik geçişi düzenlemektir.6,9  MH bu görevlerini, glu-
tamat aspartat gibi sodyum bağımlı taşıyıcılara yüksek 
afinite göstererek yapar.7 Glutamat MH tarafından alınır 
ve sonrasında hızlıca glutamin sentaz tarafından gluta-
mine dönüştürülür ve nöronlar tarafından alınmak üze-
re serbestlenir, nöronlar nörotransmisyon için glutamat 
oluşturmada glutamini kullanırlar.7 Glutamatın ekstrase-
lüler ortamdaki seviyelerindeki değişiklik sadece sinap-
tik geçişi uzatmaz nöronlardaki eksitotoksik hasara da 
sebep olur.10,11  Ganglion hücrelerinde fazlaca N-Metil 
D-Aspartat (NMDA) reseptörlerinin bulunması bu hücre-
lerin glutamat eksitotoksisitesinden kolayca etkilenmesi-
ni sağlamaktadır.12,13 Sonuç olarak glutamatın ekstrase-
lüler ortamdaki etkinliğinin MH tarafından sıkı bir şekil-
de regüle edilmesi retinal nöronların sağlığı açısından 
son derece önemlidir. Glokom hastalarında ve hayvan-
larda deneysel olarak oluşturulan glokom modellerin-
de vitreusta glutamat düzeylerinin artmış olarak bulun-
ması, glokomatöz ganglion hücrelerindeki hasara glu-
tamat eksitotoksisitesinin sebep olabileceğini düşündür-
mektedir.14,15 Ayrıca oküler hipertansiyon oluşturulan sı-
çan gözlerinde GFAP de artış olduğu bildirilmiştir.8 

Memantin (1-amino-3, 5-dimetiladamantan hid-
roklorid) nonkompetetif bir NMDA reseptör antagonis-
ti olarak bugün  eksitotoksisitenin önlenmesinde Alzhei-
mer hastalığına bağlı demans, Parkinson hastalığı, AIDS 
e bağlı demans, nöropatik ağrı ve nörodejeneratif has-
talıkların tedavisinde yüz güldürücü sonuçlar vermekte-
dir.16 Bu deneysel çalışmanın amacı, sıçanda oluşturulan 

deneysel glokom modelinde MH’nin glokom sürecinde-
ki aktivitelerini, GFAP yanıtını ve glokom hastalığının te-
davisinde bir nöroprotektan olarak umut vaat eden me-
mantinin sistemik kullanımının bu glial aktivite sürecine 
etkisini değerlendirmektir.   

GEREÇ VE YÖNTEM
Bu deneysel çalışma Helsinki Bildirgesinde deneysel 

araştırmalarda belirtilmiş olan esaslara uygun olarak yü-
rütülmüştür.

Ağırlıkları 250-340 gram arasında değişen 45 adet 
Wistar albino yetişkin erkek sıçan çalışmaya dahil edil-
di. Denekler, glokom grubu (G, n=15), memantin grubu 
(M, n=15) ve kontrol grubu (K, n=15) şeklinde sınıflan-
dırıldı. Denekler, standart kafeslerde 5’erli gruplar halin-
de, ad libidum standart yem ve su verilerek, ısısı (21±2 
ºC) ve nem oranı kontrol edilen odalarda barındırıldı. 
Odanın aydınlatması floresan ışık ile sağlandı ve her 12 
saatte bir (06:00-18:00) açıp kapama döngüsü gerçek-
leştirildi. 

Cerrahi prosedür 
Sıçanlara ketamin hidroklorid (15 mg/kg),  ksila-

zin hidroklorid (0.3 mg/kg) ve asepromazin (1,5 mg/kg)  
intraperitoneal yoldan enjekte edilerek genel anestezi 
uygulandı. Anestezi uygulamasını takiben, 30 adet sıça-
nın sağ göz ön kamaralarına 30 gauge iğne ile sodyum 
hyaluronat (23 mg/ml, Healon-5) enjekte edildi. Cerrahi 
mikroskop olarak Topcon OMS 75 kullanıldı. Enjeksiyon,  
korneoskleral limbustan ön kamaraya self- sealing giriş 
yapılarak, iğne ucunun iris ve lens ile teması engellene-
rek, iris damarlarında solma izlenene dek (0.03-0.05 ml) 
uygulandı.17 Bu yöntem kullanılarak kontrol grubu hariç 
ilk 3 hafta süresince haftada bir kez enjeksiyonlar tekrar-
lanıp G ve M gruplarında glokom indüksiyonu sağlan-
dı. 3-6. haftalar arası yeterli GİB yüksekliği sağlandığın-
dan indüksiyon tekrarına gerek duyulmadı.  M grubuna 
glokom indüksiyonu başlanmasıyla birlikte deney süre-
si boyunca 10 mg/kg/gün memantin intraperitoneal yol-
dan verildi.

Göz İçi basıncı ölçümü
Her enjeksiyondan hemen önce ve sonra ve ayrı-

ca deney süresi boyunca günlük olarak göz içi basınçları 
ölçüldü. Glokom indüksiyonu sonrası süreçteki GİB   öl-
çümleri 3 mg/kg asepromazin ve 1 damla topikal % 0.4 
oksibuprokain hidroklorür ile hafif anestezi uygulaması-
nı takiben, Tono- Pen ile yapıldı. Enjeksiyonlar ve ölçüm-
ler hep aynı saatte (09:00-10:30) yapıldı. 

Perfüzyon, Sakrifikasyon, Dokuların 
Hazırlanışı ve İmmünhistokimya
G, M ve K gruplarından 5’er denek 1., 3. ve 6. haf-

tanın sonunda perfüzyon yöntemi ile tespit edilerek sak-
rifiye edildi. Kardiyak perfüzyon yöntemini takiben enük-
leasyon gerçekleştirildi ve gözler  %10 nötral formalin 
içine koyuldu. Tespit edilen dokular kademeli olarak ar-
tan alkol derecelerinde dehidrate edilerek parafin için-
de bloklandı. Deparafinizasyon işleminin ardından tris 
tampon çözeltisi (TBS) ile yıkanan dokular 37 ºC‘de 1 
saat süreyle 1:100 oranında seyreltilmiş olan GFAP pri-
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mer antikoru (GA5, Mouse anti-Human Novocastra Cat 
No: NCL-GFAP-GA5) ile inkübe edildi.  Zemin boyası 
için Mayer hematoksilen ile boyanan kesitler uygun ka-
patma ortamında lamelle kapatıldı ve ışık mikroskobu ile 
değerlendirildi. 

İstatistiksel Analiz
Gruplar arası anlamlı farklılık Kruskal-Wallis var-

yans analizi ve ardından da Bonferroni düzeltmeli Wil-
coxon testi ile değerlendirildi. İstatistiksel olarak anlam-
lılık, p değerinin 0.05’in altında olması (p<0.05) şeklin-
de tanımlandı. 

BULGULAR
Göze ait dokular; kornea, lens ve sklerayı da içi-

ne alacak şekilde deney boyunca normal görünümdey-
di. Denekler arasında herhangi bir davranışsal farklılık 
gözlenmedi. 

Göz İçi basıncı
G ve M grubundaki GİB yüksekliği deney boyunca 

anlamlı düzeyde (p<0.01) yüksek kaldı. K ve M grubu 

karşılaştırıldığında memantinin GİB nı düşürmede etkisi-
nin olmadığı görüldü (p>0.01). Deney sürecindeki grup-
lara ait ortalama GIB değerleri Grafik 1’de gösterilmiştir.  

GFAP İmmün Boyama
Glokom indüksiyonu yapılmış olan grupta GFAP 

ekspresyonu anlamlı derecede artmış olduğu ve bu ar-
tışın genellikle iç pleksiform tabaka (İPT) da yoğunlaştı-
ğı gözlendi (Resim 1). MH ve proseslerinin ise iç nükle-
er tabaka (İNT), dış pleksiform tabaka (DPT) ve dış nük-
leer tabaka (DNT) çevresinde yoğunlaşmış olduğu dikka-
ti çekti (Resim 2). G grubundaki immünreaktif reaksiyon 
3. haftaya kadar artarak devam etti ve 6. haftaya kadar 
reaksiyonun sürdüğü gözlendi. G grubunda ayrıca bazı 
GFAP immünreaktif hücreler ve prosesler tüm retina kat-
ları boyunca gözlendi. Bu hücrelerin DNT nin dış seg-
mentine ve hatta fotoreseptör tabakasına kadar uzan-
dıkları görüldü. K grubuna ait deneklerde gözlenen eser 
miktardaki boyanmanın sinir lifi tabakası (SLT) ve gangli-
on hücre tabakasında (GHT) sınırlı kalmış olduğu ve haf-
talar içerisinde artış göstermediği gözlendi  (Resim 3). M 
grubunda ise boyanma 1. haftada İPT ya kadar görüldü 

Grafik: Grafikte deney sürecinde kontrol (K), memantin (M) ve glokom 
(G) gruplarındaki ortalama göziçi basıncı (GİB) değerlerinin seyri izle-
niyor. M ve G gruplarında GİB değerleri K grubuna göre anlamlı dü-
zeyde yüksek seyretmiştir (p<0.05).

Resim 1: Glokom grubunda glial fibriler asidik protein ekspresyonu-
nun anlamlı derecede artmış olduğu ve bu artışın genellikle iç pleksi-
form tabakada yoğunlaştığı gözlenmekte (oklar).

Resim 2: Glokom grubunda Müller hücresi ve proseslerinin ise iç nük-
leer tabaka, dış pleksiform tabaka ve dış nükleer tabaka çevresinde yo-
ğunlaşmış olduğu görülüyor (oklar).

Resim 3: Kontrol grubu deneklerde glial fibriler asidik protein immün 
boyanmanın pozitif olduğu Müller hücrelerinin genellikle gangliyon 
hücre tabakası ve sinir lifi tabakası alanlarında boyanma gösterdiği iz-
leniyor (ok) .



160 Deneysel Glokom Modelinde Memantin: Müller Hücre Aktivitesine Etkisinin İmmünohistokimyasal Değerlendirilmesi

(Resim 4) ancak diğer haftalarda immünreaktif boyan-
mada anlamlı bir artış gözlenmedi.  G ve M gruplarında 
1. haftada MH yanıtının başladığı görüldü. M grubunda 
sabit kalan bu proliferasyonun, G grubunda artarak de-
vam ettiği gözlendi.

TARTIŞMA
Bilindiği gibi astrositler, MH ve mikroglia hücreleri, 

retinadaki non-nöronal hücrelerin majör tipleri olup, bu 
hücrelerin aktivasyonunun omurgalılarda nöronal hasar-
lanma, dejenerasyon ve rejenerasyon süreçlerinde arttı-
ğı gösterilmiştir.18 Aynı zamanda bu hücrelerin altta ya-
tan çeşitli hastalıklara bağlı olarak görmesini yitirmiş in-
san gözünde de aktive oldukları bildirilmiştir.19

MH nin çeşitli nöronal sinyalleri tanıma özelliği gös-
terdiği ve retina ekstrasellüler aralığındaki K+, H+ ve 
glutamat ve GABA gibi nörotransmitterlerin seviyelerini 
aktif olarak kontrol ettikleri gösterilmiştir.20 Ayrıca mik-
rogliaların K+ iletkenliğine duyarlı olduğu ve agresif ok-
sijen radikalleri üretimi ve glutamat salınması gibi glo-
komdaki olası patofizyolojik hücre ölümü zincirine etki 
edebilecek süreçlerde rol oynadığı da ileri sürülmekte-
dir.21   Bu deneysel çalışmada sıçanlarda oluşturulan glo-
kom modeli üzerinde retinal glia hücrelerinin glokom sü-
recindeki aktiviteleri incelenmiş ve bu aktivitenin immün 
cevap yönünde belirgin şekilde artmış olduğu izlenmiştir. 
Literatürdeki benzer bir çalışmada, glokomatöz süreçte 
glial hücrelerin GİB yükselmesi ile birlikte aktive oldukla-
rı ve bu hücrelerin reaktivitesinin de glokomatöz retina-
daki nöronal dejenerasyon ile ilişkili olabileceği ileri sü-
rülmüştür.8 Aynı çalışmada, artmış glial hücrelerin nöron 
dejenerasyon ürünlerinin temizlenmesi amacı ile aktive 
oldukları yorumu yapılmıştır. Mevcut çalışmanın bulgula-
rı da bu sonuçlar ile paralellik göstermektedir.8

Glokom hastalarında ve deneysel glokom model-
lerinde vitreusta glutamat düzeylerinin artmış olduğu-
nu gösteren birçok çalışma, glokomdaki RGH hasarına 
glutamat eksitotoksisitesinin sebep olabileceğini düşün-
dürmektedir.14,15 Buna karşın glokom hastalarının ve de-
neysel glokom oluşturulmuş maymunların vitreuslarında 

normal glutamat düzeyleri olduğunu gösteren çalışma-
lar da mevcuttur.10,22 Ancak yine de patolojik koşullarda 
RGH üzerinde glutamatın eksitotoksik etkisinin olmadığı-
nı söylemek mümkün değildir. 

MH nin, GİB yükselmelerine hızla tepki verdiği ve 
bu yanıtın deney süresi boyunca sürdüğü gösterilmiştir.7  
Woldemussie ve ark. nın yapmış olduğu çalışmada MH 
deki GFAP oluşumu GİB artışından sonra en erken 4. 
günde bulunmuştur. Bu artış 60. güne kadar devam et-
miştir.7 Bu çalışmanın bulguları da MH yanıtının glokom 
oluşturulan gruplarda 1. haftada görüldüğünü, meman-
tin tedavisi uygulanmayan deney grubunda ise artarak 6. 
haftaya kadar devam ettiğini göstermektedir. 

Glokomatöz hasar sürecinde retinal glia hücreleri-
nin reaktivitesini GFAP immün yanıtı üzerinden incele-
miş olan bu çalışmanın sonuçları ile bizim çalışmamız-
da elde ettiğimiz bulgular paralellik göstermektedir. Bu 
sonuç MH’ nin görevleri ve memantinin NMDA reseptör 
antagonizması sonucu glutamat eksitotoksisitesini baskı-
layıcı özelliği arasında bağlantı kurulması fikrini ortaya 
koymuştur. Şöyle ki; bilindiği gibi MH ekstraselüler alan-
da nörotransmitterlerin oranlarını düzenlemektedir ve 
normal koşullarda eser miktarda GFAP oluşturmaktadır. 
Ancak glokomatöz hasarda ekstraselüler alanda gluta-
mat miktarının arttığı ve özellikle RGH’nin ölümüne se-
bep olan eksitotoksik hasarın meydana geldiği bilgisi li-
teratürde mevcuttur.10 

Bu çalışmada da tedavi verilmeyen G grubunda 
GFAP düzeylerindeki artış, MH’nin aktivitesinin arttığı ve 
patolojik koşulların meydana geldiğini düşündürmekte-
dir. Ancak M grubunda aynı koşullarda glokom oluştu-
rulmasına rağmen GFAP yanıtının G grubuna göre be-
lirgin düzeyde düşük olması  MH’ nin G grubunda göz-
lenen patolojik  koşullarla karşılaşmamış olabileceği dü-
şüncesini ortaya koymaktadır. M grubunda memantinin 
yarattığı reseptör antagonizmasına bağlı olarak düşük 
glutamat düzeyi, düşük eksitotoksisite ve sonuç olarak 
MH’den zayıf GFAP yanıtı gelişimi şeklinde yorumlana-
bilir. Woldemussie ve ark. çalışmasında GFAP immünre-
aktivitesinin sadece SLT ile sınırlı kalmadığı, MH boyunca 
da bol miktarda gözlendiği belirtilmiştir.7 Bizim bulgula-
rımızda da, GFAP oluşumundaki artışın genellikle İPT da 
yoğun olduğu, MH ve proseslerinin ise İNT, DPT ve DNT 
çevresinde yoğunlaşmış olduğu gözlenmiştir. 

Literatürde, memantinin glokomatöz hasara uğra-
mış RGH üzerindeki nöron koruyucu etkisinin yanısıra 
glial hücre yanıtı üzerindeki etkinliğini irdeleyen bir çalış-
maya rastlanmamıştır. Bu nedenle mevcut çalışma,  me-
mantinin glokomatöz hasara sekonder gelişen glial hüc-
re yanıtı üzerindeki etkisinin incelemesi yönünden öncü 
bir çalışma niteliğini taşımaktadır. MH nöronal aktivite-
yi düzenlemedeki etkinliğini glutamat gibi nörotransmit-
terlerin ekstraselüler konsantrasyonlarını kontrol ederek 
gerçekleştirmektedir.20 

Deneysel kronik oküler hipertansiyonda ganglion 
hücrelerinin ölümünü önlemede MK-801 veya memantin 
gibi NMDA kanal blokerlerinin koruyucu özellik göster-
mesi glokomöz patolojik değişimlerin glutamat toksisitesi 
ile olan ilişkisini gösteren önemli başka bir bulgudur.7,23 

Resim 4: 1. haftada memantin grubunda glial fibriler asidik prote-
in immün boyanmanın iç pleksiform tabakaya kadar olduğu görülü-
yor (ok). 
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Bu çalışmanın bulgularında da memantin verilen gloko-
matöz deneklerdeki GFAP yanıtının retinanın iç tabaka-
larında sınırlı kalmış olması ve deney boyunca da iler-
leme göstermemiş olması dikkat çekicidir. Normal ko-
şullarda MH tarafından oluşturulmayan GFAP in patolo-
jik durumlarda hücresel içeriğin taşınması ve onarım sü-
recinde kullanılmak üzere eksprese edildiği bilinmekte-
dir.24 Retinal homeostazisin sağlanmasından birinci de-
rece sorumlu olduğu düşünülen MH, glokomatöz hasara 
GFAP salınımı ile yanıt verdiği gösterilmiştir.7 Bu çalışma-
da, memantin uygulanmış olan glokomatöz denekler-
de GFAP reaksiyonunun tedavi verilmeyen grubuna göre 
daha düşük düzeyde kalmış olması dikkat çekicidir. Bu 
sonuç, memantinin sağladığı antieksitotoksik aktivitenin 
MH üzerinde koruyucu ve bu hücrelerin nöroprotektif et-
kinliğini arttırıcı özellikte olabileceğini düşündürmektedir. 

Bu çalışmada, tedavi uygulanmayan glokomatöz 
deneklerde GFAP immün boyanma haftalar boyunca iç 
retinal katlardan dış retinal katlara doğru, MH uzunluğu 
boyunca artış göstermiştir Woldemussie ve ark., glokom 
sonrası GFAP artışı ile tanımlanan MH proliferasyonunu 
sayısal değil fonksiyonel bir artış olarak tanımlamış, im-
münreaktivitenin içten DLM a doğru artış gösterdiğini ra-
por etmiştir.7 Ayrıca, deneysel maymun glokom mode-
linde MH lerinde anlamlı bir sayısal artış gözlenmediği-
ni bildiren bir çalışma da mevcuttur.25  Bu veriler doğrul-
tusunda, bu çalışmadaki GFAP ekspresyonundaki artışın 
fonksiyonel olduğunu ve hücre sayısı artışına bağlı olma-
dığını düşünüyoruz. 

Bu deneysel çalışmada glokom sürecinde sistemik 
olarak uygulanan memantinin reaktif glial aktivite üze-
rinde baskılayıcı etkisinin olduğu gözlenmiştir. Glutamat 
reseptör blokajı yolu ile antieksitotoksik aktivite sağladığı 
bilinen memantinin glokom sürecinde MH üzerinde glu-
tamat toksisitesini azaltarak etkili olduğu düşünülebilir.
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