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OZET

Amac: Non steroid antiinflamatuar ilag (NSAII) olan Nepafenak’in intravitreal yoldan

uygulanmasinin okiiler dokular {izerine olan etkisinin arastirilmasi.

Materyal-Metod: 14 tavsanin 14 g6zii kontrol grubu olmak iizere toplam 41 tavsanin 41 gozii
kullanilmis ve nepafenak’in okiiler etkileri arastirilmigtir. Kontrol grubuna dengeli tuz
soliisyonu, ila¢ gruplarina ise sirasiyla 0,1 mg ve 0,05 mg nepafenak injeksiyonu yapilmistir.
Ilag injeksiyonu sonrasi ortaya cikan okiiler etkileri degerlendirmek igin biyomikroskopi,
indirekt oftalmoskopi, tonometri (Tono-pen) ve pakimetriyi (Reichert) i¢eren klinik muayene
yontemleri, 151k mikroskopisini igeren histopatolojik degerlendirme yontemi ve Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick and Labelling(TUNEL) yontemleri
uygulanmistir. Tiim gozlere enjeksiyonlar yapilmis ve tiim bu degerlendirme yontemleri,

enjeksiyondan dnce ve enjeksiyondan sonra sirasiyla 1.hafta ve 1.ayda uygulanmstir.

Bulgular : Biyomikroskopi, indirekt oftalmoskopi, tonometri ve pakimetriyi i¢eren klinik
muayene yontemleri ile ciddi bir toksisiteye rastlanmamistir. Bu yontemlerle izlenen tek
komplikasyon katarakttir. Toplamda 2 gbézde ortaya ¢ikan travmatik kataraktlar hari¢
tutulunca toplamda 1.haftada ila¢ yapilan grupta 6 gozde katarakt ortaya ¢ikmistir ve 1.ay
kontrolde gerilemistir. Histopatolojik incelemede hi¢ bir grupta retina toksisitesi
saptanmamigtir. TUNEL yoOnteminde apopitotik index Ol¢iimlerinde kontrol grubuyla ilag

enjeksiyonu yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmemistir
(p>0,05).

Sonug¢: Nepafenak’in intravitreal uygulamasi sonrasinda katarakt gelisimi diginda herhangi bir
toksik bulguya rastlanmamistir. Bu c¢alisma verilerine gore antiinflamatuar etkili diger
ilagclardan fayda saglandig1 cesitli 6n ve arka segment okiiler patolojilerinde intravitreal

NSAII uygulamalar1 da ilave veya alternatif secenek olarak diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Non-steroid antiinflamatuar ilaglar(NSAII), intravitreal NSAII

injeksiyonu, okiiler toksisite, nepafenak, katarakt



ABSTRACT

Aim: To investigate the effects of nepafenak, which is a non-steroidal anti-inflammatory drug

(NSAID), on the ocular tissues by intravitreal administration.

Material-Method: A total 41 eyes of of 41 rabbits, including 14 eyes of 14 rabbits as control
group were used and the effects of nepafenak was investigated. In the control group, the
balanced salt solution, in drug groups 0,1mg and 0.05 mg nepafenak injection were
performed, respectively. Clinical examination methods including biomicroscopy, indirect
ophthalmoscopy tonometry (Tono-pen) and pachymetry (Reichert), histopathological
evaluation method including light microscopy and terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick and labelling (TUNEL) methods were used to evaluate ocular effects
after drug injection. The drug was injected the all eyes and all these evaluation methods were

applied before and after the injection 1% week and 1% month respectively.

Results: No serious ocular effects was observed with clinical examination methods including
biomicroscopy, indirect ophthalmoscopy, tonometry and pachymetry. The only complication
observed with these methods was cataract. With the exception of traumatic cataracts in 2 eyes
in total, cataracts appeared in 6 eyes in the first week of drug administration and decreased in
1 month control. In histopathological examination, no retinal toxicity was detected in any
group. There was no statistically significant difference between the control group and drug

injected groups in the apoptotic index measurements in the TUNEL method (p> 0,05)

Conclusion: Nepafenac did not show any toxic symptoms except cataract development after
intravitreal application. Intravitreal NSAIDs applications in various anterior and posterior
segment ocular pathologies, which are beneficial to other anti-inflammatory effective drugs

according to this study data may also be considered as an additional or an alternative option.

Keywords: Non-steroidal antiinflammatory drugs(NSAID), intravitreal NSAID injection,

ocular toxicity, nepafenac, cataract



GIRIS

Diyabetik retinopati ve yasa bagli makula dejenerasyonu basta olmak tizere, pek ¢ok
sebebe baglh makula 6deminin patogenezinde inflamatuar siireglerin yer aldigi giincel

bilimsel verilerle kanitlanmis ve kabul edilmis bir bilgidir (1-4).

Bu bilgiler isiginda, son yillarda diabetik makiila 6demini azaltmak ve gorme
yetenegini giiclendirmek i¢in giiniimiizde bu hastaliklar i¢in intravitreal yoldan steroid grubu
antiinflamatuar ilaglar ¢ok sik olarak kullanilmaktadir. Steroid grubu bu ilaglarin
antiinflamatuar etkinliginin gii¢lii olmasinin yaninda g6z i¢i basincinda yiikselme ve Katarakt

olusumu gibi bir¢ok hastada kullanimini sinirlayan yan etkileri bulunmaktadir (5-6-7).

Diger taraftan antiinflamatuar dzellikleri olan nonsteroid antiinflamatuarlarm (NSAII)
intravitreal yoldan kullanimina iligkin literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir ve bu alan,
heniiz yeterince lizerinde ¢alisma yapilmamais, bilgi eksikligi bulunan bir alandir. Oysa bu ilag
grubunun da en azindan teorik olarak istenen antiinflamatuar etkinligi temin etmesi
miimkiindiir ve topikal kullanimlarinin okiiler yan etkilerinden yola ¢ikarak yan etki

potansiyeli steroidlere kiyasla daha azdir.

Nepafenak nonsteroidal antiinflamatuvar ve analjezik bir 6n ilagtir. Ayrica Nepafenak
m topikal kullamimimnin diyabetik hastalarda katarakt cerrahisi ile iliskili postoperatif
psodafakik kistoid makiiler 5dem(KMO) riskinin azaltilmasinda etkili oldugu gdsterilmistir(8-
9).

Bu sebeple, galismamizda esas olarak NSAII olan nepafenakin intravitreal yoldan
uygulanmasinin saglikli okiiler dokular {izerinde herhangi bir toksik etki yapip yapmadigim

aragtirmayi planladik.
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GENEL BIiLGILER

Retina Embriyolojisi

On beyinin noéroektoderminden farklilasan optik kadeh ikiye ayrilarak dis kisim ince pigment

epiteline, i¢ kisim kalin ndral retinaya farklilagir.

Optik kadehin dis tabakasi, kiigiik pigment graniilleri ile karakterizedir ve bu yap1 retinanin

pigment tabakasin1 meydana getirir. Pigment epitelinde melanin ilk kez 33. giinde olusur.

Optik kadehin i¢ tabakalarmin gelisimi daha karigik bir giizergah izler. Pars optika retina
olarak bilinen posterior 4/5 lik bdlgeden ve daha once olusup kapanmis olan boslugu
cevreleyen intraretinal bosluga yakin kisimdan kon ve rodlar gelisir. Bu fotoreseptif tabakaya
ek i¢ ve dis niikleer tabaka ve ganglion hiicre tabakalarindan meydana gelen manto tabakasi
geligir. Yiizeyde daha derin tabakalardaki sinir hiicrelerinin aksonlarmin olusturdugu fibroz

bir tabaka meydana gelir. Bu tabaka sinir lifleri tabakasi olarak adlandirilir.

Optik kadehin 1/5 lik tabakasi retinanin gérmeyen kismi pars seka retina olarak gelisir. Pars
seka retina ince olup tek bir hiicre kalinliginda bir tabakadir. Pars seka retina,pars iridika
retina ve pars siliyaris retina olmak iizere iki kisimdan meydana gelmistir. i¢ ve dis smirlayict
membran 9. haftada olusur. Gestasyonun 5.haftasinda, noral retinanin hiicresel baglantilarinin
biiyilk ¢ogunlugu sekillenir. Go6ziin retinasinin iki tabakasinda sinapslar olusurken, bu
sinapslara ait hiicre ¢ekirdekleri ise {i¢ tabakada gozlemlenir. Fotoreseptor hiicrelerinin
olusumu, her hiicrenin gérme pigmentlerini iceren plazma membranin kivrimli yapisindan
olusan dis segmentlerin farklilagmasiyla basglar. Dis segmentlerin olusumu devam ederken,

gozler, gestasyonun 7 ayinda 1s18a hassas hale gelmeye baslarlar.

Retinanin tiim tabakalar1 fetal yasamin 8. aymda gézlemlenir. Anatomik anlamda makula

dogumdan sonra 6. aya kadar olusumunu tamamlamaktadir(10).

Retina Anatomisi

Retina kelimesi, Latince ‘rete’ kelimesinden gelmektedir. Rete kelimesinin Tiirkge anlami

‘ag’dir(11). Retina tabakasi, goziin en i¢c noral tabakasi olup koroid ve vitreus arasinda
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yerlesim gostermektedir. Ora serratada 0,1 mm, ekvatorda 0,2 mm, optik sinir yakininda 0,5
mm kalinlig1 olan ince saydam bir dokudur. I¢ yiizeyi vitreus ile temas halindedir. Dis yiizeyi
retina pigment epitelinden (RPE) retina i¢i mesafe denilen potansiyel bir boslukla ayrilmistir.
Periferde sensoriyel retina ora serrataya kadar uzanir ve pars plana pigmentsiz silier epiteli ile
devamlilik gosterir (12).

Retina, komsu pigment epiteli ve altindaki skleranin seklini alsa bile pigment epiteline sadece
iki bolgede, optik disk ve ora serratada siki yapisiklik gosterir. Diger bolgelerde yapisiklik

nispeten daha zay:ftir.

Retina embriyolojik olarak noroektodermden koken alir (13) ve histolojik olarak
incelendiginde 10 tabakadan olustugu goriiliir (Sekil 1) .

Icten disa dogru bu tabakalar su sekildedir:

1-I¢ limitan membran

2-Sinir lifleri tabakasi

3-Ganglion hiicreleri tabakas1

4-I¢ pleksiform tabaka

5-i¢ niikleer tabaka

6-D1s pleksiform tabaka

7-D1s niikleer tabaka

8-D1s limitan membran

9-Fotoreseptor (Koni ve basiller)

10-Retina pigment epiteli.

12
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Sekil-1:Retinanin histolojik yapisi

¢ Limitan Membran

Retina i¢ yiizeyinde yerlesen gercek membrandir. icten disa lamina rara interna, lamina densa
ve lamina rara eksterna olmak iizere ii¢ tabakadan olugmaktadir (14). ILM‘nin igeriginde
laminin, fibronektin, tip I ve IV kollagen bulunmaktadir. ILM‘nin retinal kismi Miiller
hiicrelerinin ayaksi uzantilar1 ve bazal membrani tarafindan, i¢ kism1 ise mukopolisakkarit ve
vitreus fibrillerince sekillendirilir. i¢ kisimda ILM vitreusun hyaloid membrani ile komsuluk
halindedir. Kalinlig1 ve yerlesimi yasla birlikte degisiklik gostermektedir. Kalinligi vitre
tabaninda 50 nm civarinda izlenirken ekvatora dogru gittikge kalinlagarak 306 nm‘ye ¢ikar.
En kalin oldugu bolge 1887 nm degeri ile perifoveal bolgedir. Foveolar bolgede ise 10-20

nm‘dir. ILM biiyiik retinal damarlar tizerinde incelmekte ve yer yer kaybolmaktadir (15).
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Sinir Lifleri Tabakasi

1,2 milyon dolaymdaki gangliyon hiicresinin aksonlarinin demetler halinde biraraya gelerek
sinir lifleri tabakasini olusturur. Ayrica retina arter ve venleri, astrositler, mikrogliyal hiicreler

ile oligodendrositler de bu tabakada yerlesim gosterirler.

Ganglion Hiicre Tabakasi

Bu tabakayi iiglincii néron olan gangliyon hiicrelerinin govdeleri olusturur. Ganglion hiicre
tabakas1 foveolada bulunmaz. Gangliyonlar, bipolarlar gibi iki gesittirler. Merkezdekiler
kiiciiktiir ve dendritleri konilerle sinaps yapan bipolar hiicrelerle sinaps yapar. Periferidekiler
ise daha biiyiiktiirler ve birka¢ bipolarla sinaps yaparlar. Gangliyon hiicre aksonlar1 retina ig

ylizeyine paralel seyrederek optik sinir basindan gozii terk ederler.

I¢ Pleksiform Tabaka

I¢ pleksiform tabaka ikinci néron bipolarlar ile iigiincii ndron gangliyonlar ve amakrin
hiicreleri arasindaki sinapslarin bulundugu bolgedir. Ganglion hiicre tabakasi gibi foveolada

bulunmamaktadir.

I¢ Niikleer Tabaka

I¢ niikleer tabaka ikinci ndron bipolar hiicreleri, baglant1 hiicreleri, amakrin ve yatay hiicreler

ile destek hiicreleri olan Miiller hiicre ¢ekirdeklerinin bulundugu bolgedir.

Dis Pleksiform Tabaka

Birinci ndron fotoreseptorler ile bipolar ve horizontal hiicrelerin arasindaki sinapslarin
bulundugu bolgedir. Normal retinada kalinligi 2 p olmasina ragmen, fovea cukurlugunun
kenarinda rod ve konlarin aksonlarinin daha uzun ve oblik olmasi sebebiyle daha kalin
olmakla birlikte clivusta 50 p kalinligindadir. Bu bolgede bulunan dis pleksiform tabaka

Henle tabakasi olarak adlandirilir.

14



D1s Niikleer Tabaka

Fotoreseptorlerin gévde ve niikleuslarinin olusturdugu tabakadir. Bu hiicrelerin aksonlar1 dis
pleksiform tabakadaki horizontal ve bipolar hiicreler ile sinaps yaparlar. Optik diskin

nazalinde dis niikleer tabakada 8-9 niikleus dizisi icerir ve perifere gidildikce azalir.

Dis Limitan Membran

D1s limitan membran fotoreseptorlerin i¢ segmentleriyle Miiller destek hiicrelerinin dis
uzantilar1 arasindaki zonula adherens tipi baglantilar tarafindan olusmustur. Gergek bir zar
degildir. Koni ve basillerin dis ve i¢ segmentlerinin arasindan gecer. Periferik retinada bu

membran RPE ile birlesip sona ermektedir.

Retina Pigment Epiteli (RPE)

Tek sirali, altigen pigmente 4-6 milyon hiicreden olusur. Optik diskten ora serrataya kadar
uzanim gosterir ve onde siliyer epitelin pigmentli kat1 olarak devam eder. Hiicreler kesitlerde
farkli sekildedir. Posterior polar bolgede dar ve uzun iken retina periferine dogru ise daha
genis, daha kisa ve siklikla multiple niikleusludur. Ora serratada diizgiin kiiboidal hiicrelerden
olusmustur. Bazal membranlart Bruch membranina sikica yapisik olup apexlerinde villoz
uzantilar1 bulunmaktadir. Bu uzantilar mukoid bir ortamda koni ve basil dis segmentlerini

cevreler.

Hiicrelerin apeksleri hem zoniila okludens hem de zoniila adherenslerle siki sikiya birbirine

baglidir ve kan-retina bariyerinin olugsmasina katkida bulunur(16).

Apikal sitoplazma ve mikrovilliislerde ¢ok sayida yuvarlak ve oval melanin graniilleri
bulunur. Yuvarlak/oval melanin graniil orani RPE’nde yaklasik olarak birbirine esit iken,
siliyer cisim ve iris pigment epitelinde yuvarlak graniillerin iistiinliigii vardir. Uveal melanin
graniilleri primer olarak ovaldir ve RPE, siliyer cisim ve irisin melanin graniillerinden daha
kiigiiktir. Bu 0Ozellikten patolojik spesmenlerde doku ayiriminda Yyararlanilmaktadir.

RPE’ndeki melanin organizmada ilk ortaya ¢ikan (1.ayda) pigmenttir.

15



RPE hiicrelerindeki bir diger pigment lipofuksin graniilleridir. Bu graniiller santral makiiler
alanda daha yogun olarak gozlenirler. FFA’da koroid floresansini engelleyerek bu alanin

karanlik goriilmesine neden olurlar.

RPE arkasindaki koroidin bruch zarmma yapisiktir ancak oniindeki sensoriyel retina ile

anatomik baglantis1 bulunmamaktadir.

Bagslica fonksiyonlar1 sunlardir:

1. Is1g1 absorbe etmek.

2. Subretinal boslugu olusturmak.

3. Koni ve basillerin dis segmentlerini fagositoz yoluyla uzaklastirmak.

4. Retinol alim1 ve taginmasi.

5. Skar dokusunu iyilestirmek ve olusturmak(16).

6. Ekstraselliiler matriks sentezi.

7. D1s kan-retina bariyerini olugturmak.

8. Atrofi ve hiperplazi yoluyla hastaliklara cevap vermek (17).

9. D1s retinanin beslenme ihtiyacini karsilamak.

Fotoreseptorler

Koni ve basil olarak isimlendirilen iki ¢esit fotoreseptor hiicre grubu bulunmaktadir (18). Her

bir fotoreseptoriin i¢ ve dis olmak {izere iki segmenti bulunur. Tiim fotoreseptorlerin %95 ini

basiller olusturmaktadir. Silindir seklinde dis segmentleri vardir ve Kkaranhiga yiiksek

duyarliliga sahiptirler.
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Koniler daha biiyiiktiir ve dis niikleer tabakanin en iist sirasinda yer alirlar. Fotoreseptdrlerin
%S5’ ini  olusturur(19,20). Aydinlikta yiiksek gorme keskinligi ve renk gdrmeden
sorumludurlar. Koniler tiim retina boyunca esit dagilim gosterirken en yogun bulunduklar
bolge foveadir ve bu bolgede mm?’de yaklasik 200 bin adet bulunur. Toplam sayilar1 120
milyon olan basiller foveada hi¢ bulunmaz ve perifere dogru gittikge sayilari hizla artar.
Horizontal hiicreler

Basil ve konilerin terminal genislemelerinin yakinlarinda yer alan multipolar hiicrelerdir. Bir
adet uzun ve c¢ok sayida kisa uzantilari retina yiizeyine paralel uzanim gosterir. Gérme
stimulusunun diizenlenmesinde ve horizantal iletide rol oynadiklari bilinmektedir.

Bipolar hiicreler

Bipolar hiicreler fotoreseptorler ile i¢ retina arasinda sinyal iletiminde gorev alirlar (21).

Amakrin hiicreler

Genellikle inhibisyon yapan hiicrelerdir. Esas olarak i¢ niikleer tabakanin i¢ siralarinda

yerlesmislerdir (20).

Ganglion hiicreler

Retina sinyalinin ¢ikis yaptigi noéronlardir. Bipolar hiicrelerden sinyal alirlar. Aksonlari

retinanin vitreus yiizeyi boyunca uzanir ve optik siniri olusturmak iizere birlesirler (20).
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Retinanin Topografik Yapisi(Sekil-2)

perifovea

barafoves

Sekil-2: Retinanin Topografik Yapisi

Makiila Anatomisi

Makiila bolgesi, histolojik olarak gangliyon hiicre tabakasinda en az iki niikleus tabakasi
iceren bolge seklinde isimlendirilir. Temporal vaskiiler arkadlar sinir olarak kabul
edildiginden makulanin ¢ap1 yaklasik 5.5 mm’dir. Topografik olarak makula 4 kisimdan
meydana gelir (Sekil-3) (22).
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Sekil-3:Makulanin anatomisi

Fovea

Fovea optik sinir bas1 merkezinden 4.0mm temporal ve 0.8mm asagisinda yaklasik 1.5 mm
capli bir ¢ukurluk olarak izlenir. Bu gukurluga bu bolgede retina hiicrelerinin kaybolup sadece
fotoreseptorlerin  bulunmasimin sebep oldugu kanitlanmistir(Sekil- 4).Foveanin derinligi

kisiden kisiye degisiklik gostermekle birlikte, ortalama 0,25 mm’dir.

Foveada sinir lifi tabakasi, ganglion hiicre tabakast ve i¢ pleksiform tabakasi
bulunmamaktadir. Foveal ¢ukurlugun merkezindeki fotoreseptor tabakasinda yanlizca koniler
bulunmaktadir. Buradaki koniler yiiksek gorme keskinliginden sorumludurlar. Burada
yerlesim gosteren konilerin dis segmentleri 2 mikron genislikte, 45 mikron uzunluktadir ve
yiiksek rezoliisyon amaciyla ¢ok siki dizilim gosterirler. I¢ niikleer hiicre tabakasi lateral
olarak yer degistirmistir ve boylece dis pleksiform tabakadaki fotoreseptér aksonlari
horizontal ve bipolar hiicrelerle sinaps yapmak iizere radyal bir seyir gosterir. Buradaki kalin
radyal akson tabakasi henle lifleri tabakasi olarak adlandirilir ve aksonlar merkezi 100
mikronluk alan disina ¢ikmadikg¢a bipolar hiicrelerle sinaps yapmazlar. Bu anatomik 6zellikler

sebebiyle 151k sa¢ilimi en aza indirgenmistir. Rodlar uzun ve ince dis segmentleri ile foveal
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duvarin egiminde yerlesim gosterirler. Fovea santralindeki rodlarin olmadigi alan 350-600

capindadir.

Foveola

Foveola fovea merkezine yerlesmis 350 mikron ¢apli ve 150 p kalinliginda, sadece konilerin
bulundugu fovea g¢ukurlugudur. Avaskiiler foveola kapillerlerin olusturdugu bir halka ile
cevrelenir. Bu damarlar i¢ niikleer tabaka seviyesindedir ve 250-600 p genisligindeki
avaskiiler zonu meydana getirirler. Foveola merkezinde ¢ap1 yaklasik 150-200 p olan ve en

keskin gormeyi saglayan bolge umbo olarak adlandirilir.

Parafovea

Parafovea foveay1 ¢evreleyen, 0,5 mm genisligindeki bolgedir. I¢ retina tabakasinda, 6zellikle
i¢ niikleer ve gangliyon hiicre tabakasinda hiicre artis1 ile karakterize bir alandir. Retinanin bu
bolgesinde tabakalar regiilerdir. Parafovea bipolar ve ganglion hiicrelerinin en yogun olarak
bulundugu bolgedir. Hiicreler bu bolgenin periferinde sayr bakimindan azalma gosterir. Koni-

rod orani 1:1 ‘dir.
Perifovea
Makula bolgesinin periferik zonudur. Perifovea 1,5 mm genisligindedir ve dis sinir1 fovea

merkezinden 2,75 mm uzaktadir. Burada her 100 mikronda ortalama 12 koni ve komsu

koniler arasinda iki rod hiicresi yerlesim gosterir.

20



I 1500um — =
';._; .-".}' ~ FAZ SRS ’«k‘:
TSRS son 250.600 e,
I £ e A eraNt
IPHLGAEINNE SRR N

N RSN »e
SN AL s e L
ralime STttt N R R A AN DI
{\\\Q:\\““:‘*\:‘:;‘&’w';b\.n“. * "INy e 'f{‘ """")“WI"“
s A ATV T
i) !i'.‘ 144 o e Ay S AL I‘G-u‘ - « I'v

Sekil-4:Fovea histolojik kesiti

Periferik Retina

Periferik retina yakin perifer ve uzak perifer olarak iki bolgeye ayrilir.

Ekvator

Arka kutup ile ora serrata arasinda kalan bolgedir. Yaklasik 3mm genisligindedir. Burada
karanlik adaptasyonu saglayan basiller cogunluktadir(23). Vorteks venleri ekvatorda, saat 1,
5, 7 ve 11 kadranlar1 hizasinda yerlesim gosterirler. Goziin ¢evresi ekvatorda 72 mm ora

serratada ise 60 mm dir.

Ora serrata

Ora serrata ¢ok tabakali noral retinanin sonlandigi ve siliyer cisimin tek tabakali pigmet
epiteli ile birlestigi alandir. Bu bolge inceligi, damarlanma eksikligi, vitreus tabani ve zoniil
lifleri ile olan yakin iligskisi sebebiyle farkli anatomik 6zellik arzeder (24). Ora serratada
fotoreseptor hiicreleri bulunmamaktadir. Bu boélgede RPE siliyer cisim epiteline, Bruch
membrani pigment epiteli bazal membranina, miiller hiicresi pigmentsiz epitele, i¢ limitans
membran ise pigmentsiz epitelin bazal membranina doniisiir. Sensoryel retina pigment epiteli

ile birlesir ve retina alt1 sivinin pars planaya ge¢isi boylece 6nlenmis olur.
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Pars plana

Retinanin ora serratast ile siliyer cismin pars pilikatas1 arasindaki bolgedir. Siliyer cisim pars
pilikata ve pars plana olarak iki kistmdan olusur. Pars pilikata iris kokiinden arkaya dogru
uzanan yaklasik 2,5 mm’lik alandir. Pars plana globun temporal ve nazal yarilarinda farkli
genisliklerde c¢epegevre uzanir. Nazalde yaklasik 3mm, temporalde ise yaklasik 4,5 mm

genisliktedir.

Retinanin Kan Dolasim

Dis retina tabakalarinin beslenmesi koryokapillaristen diffiizyon ve aktif transport ile saglanir.
Retinanin i¢ 2/3 kismui ise internal karotis arterin bir dali olan oftalmik arterden koken alan
santral retinal arter tarafindan beslenmektedir. Santral retinal arter retinaya optik sinirden
girmekte, 6nce st ve alt dala sonra da her bir dal nazal ve temporal olmak iizere dort ana dala
ayrilmaktadir. Bu dallar da ikiye ayrilarak arteriolleri olusturmaktadir. Nazal dallar ora
serrataya dogru diiz seyretme egilimi gozsterirken temporal dallar makulay1 ¢evrelemektedir.
Bu damarlar sinir lifi tabakasinda yerlesim gosterir. Retinada iki adet kapiller ag mevcuttur.
Yiizeyel kapiller ag sinir lifi tabakasinda, derin kapiller ag ise i¢ niikleer tabaka iginde
yerlesim gosterirler. Fovea merkezinde yaklagik 500 mikron c¢apinda bir alanda vaskiiler
yapilar izlenmez. Bu bolge ‘Foveal avaskiiler bolge® olarak isimlendirilir. Retinal damarlarin
duvarinda tek sira halinde dizilim gosteren ve zonula okludens tipi siki baglantilar igeren
endotel hiicreleri bulunmaktadir. Bu zonula siki1 baglantilar i¢ kan-retina bariyerini olusturur.
Bu yapmin gevresinde perisit hiicreleri yerlesmistir. Perisit hiicreleri kontraktil 6zellikleri
sayesinde retinal dolasimin diizenlenmesinde goérev alirlar. Toplumun %15-20 kadarinda
koroidal sistemden koken alan ve makulayr besleyen silioretinal arter de izlenmektedir.
Retinaya arteriyel sistemle gelen kan tek bir santral retinal ven yoluyla uzaklastirilmaktadir
(Sekil 5).

Koroid sirasi ile; en dista genis c¢apli koroidal damarlar1 iceren Haller tabakasi, ortada orta
capli koroidal damarlar1 iceren Sattler tabakasi ve en icte fenestrasyonlu kapillerlerce
olusturulan koryokapillaris tabakasi olmak {izere ii¢ tabakadan meydana gelmektedir.
Retinanin dis pleksiform tabaka, fotoreseptorler ve RPE‘den olusan kismi koryokapillaristen
diffiizyon ve aktif transportla beslenmektedir. Koryokapillarise ulasan kan ardindan toplayici

veniillere gegmekte ve bunlar birleserek dort kadrandaki dort adet ampullayr olusturmakta,
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bunlarda vorteks venlerine déniiserek superior oftalmik vene drene olmaktadirlar. internal
karotis arterin dali olan oftalmik arterden ayrilan kisa posterior silier arterler de koroidin

beslenmesinde rol alirlar.

Sekil-5:Retinanin vaskiiler yapilari
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INTRAVITREAL ENJEKSIYONLAR

Tarihce

Glinlimiiz pratiginde intravitreal ilag uygulamalar1 retina ve vitreusun gesitli hastaliklarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu konuda g¢alismalar ilk olarak 1960’11 yillarda 6ncelikle
retinal yirtiklarin tedavisinde intravitreal gaz enjeksiyonu uygulamalari ile baslamis (25) ve
bunu intravitreal hyaliironik asit enjeksiyonu izlemistir(26). 1970’li yillarda hemorajilerin
kolay rezoliisyonunu saglamak amaci ile hava ve cesitli enzim preparatlar1 (lirokinaz vs.)
uygulanmis ve kismen basar1 saglanmistir (27, 28). Ancak bu yillardaki g¢aligmalar
incelendiginde intravitreal enjeksiyon yontemi ile tedavi edilmeye ¢alisilan hastalarin biiyiik
cogunlugunda tedaviye cevapsiz endoftalmiler gelistigi ve ¢alismalarin daha ¢ok bu alanlarda

yogunlastig1 goriilmektedir.

1980-1995 wyillar1 arasindaki donemde intravitreal tedavilerde kullanilan ajanlarin
(antibiyotikler, steroidler, antimetabolitler, povidon iyodin) retina ve optik disk {izerindeki
toksik etkilerinin deneysel ¢aligmalar1 6n plana ¢ikmis ve doz ¢alismalarina yonelme olmustur
(29-41). Ogzellikle intravitreal enjeksiyonlar ile ilgili deneysel bir hayvan calismasinda
triamsinolonun preretinal neovaskiilarizasyonu azalttigi ve makula 6demi tizerindeki olumlu

etkisi oldugu kanitlandiktan sonra intravitreal enjeksiyonlarda hizli bir artig géslenmistir (42).

Intravitreal steroid enjeksiyonlari uzun siiredir proliferatif, ddematdz, neovaskiiler ve
inflamatuar nedenli birgok gz hastaliginda i¢ kan-retina bariyerini stabilize edici
ozelliklerinden dolayi tercih edilmektedir (43-49). Triamsinolon makula 6deminde basar1 ile
uygulanmaya bagladiktan sonra baska bir mediatér olan vaskiiler endotelyal biiylime
faktoriiniin (VEGF) vaskiiler gegirgenlik tizerindeki etkileri gosterilmis (50) ve buna yonelik
calismalar hiz kazanmigtir (51-53). Giiniimiizde VEGF inhibitorleri oftalmoloji kliniklerinde
birgok farkli endikasyonda yogun bir bigimde basari ile uygulanmaktadir.

Ilaglarin intravitreal yolla uygulanmasi sistemik toksik etkilerden korunarak yiiksek goz igi

ila¢ konsantrasyonlarinin saglanmasinda oldukga faydali bir yontemdir (50).
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Bu yaygin kullanim g¢esitli komplikasyonlar1 da beraberinde getirmektedir. Endoftalmi, tiveit,
vitreus hemorajisi, retina yirtigi ve dekolmani, goz ic¢i basincinda yilikselme, vitreus

inkarserasyonu ve lens hasar1 karsilasilan komplikasyonlardan bazilaridir(51-55).

Intravitreal Enjeksiyon Komplikasyonlar

Endoftalmi

Son yillarda Kliniklerde uygulanan intravitreal enjeksiyon sayisindaki artis Sebebiyle

intravitreal enjeksiyon sonrasi gelisen endoftalmiler klinik olarak 6nem kazanmistir (53-56).

Enjeksiyon sonrasi ilag igerisindeki prezervanlara bagli olarak ortaya ¢ikan akut inflamasyonu
endoftalmiden ayrrmak onem arzetmektedir. iki durumu ayirmada hastanin semptomlari
belirleyici rol oynar. Agr1 ve konjonktival enjeksiyonun olmamasi, sikayetlerin ¢ok erken
donemde meydana gelmesi akut inflamasyon lehine bulgular olarak yorumlanir (57-59).
Moshfeghive ve ark. (60) ile McCannel ve ark. (61) intravitreal enjeksiyon sonrasi olusan
kiiltiir pozitif endoftalmilerde en sik sebebin koagiilaz negatif stafilokoklar ve streptokoklar
oldugunu bildirmislerdir. Streptokok tiirleri enjeksiyon sonrasi endoftalmilerde katarakt
cerrahisi sonrasi1 endoftalmileri ile kiyaslandiginda 3 kat daha fazla goriilmektedir. Enjeksiyon
basina endoftalmi riski %0,025 ile %2 arasinda (62, 63) degisiklik gostermekle birlikte bir
hastanin diizenli olarak enjeksiyon oldugu hesaba katildiginda kiimiilatif risk gbz ardi

edilemeyecek kadar biiyiiktiir.

Intravitreal enjeksiyon sonrasi olusan endoftalmileri 6nlemek amaci ile bircok 6nlem
alinmaktadir. Islem 6ncesi hazirhik, islem sirasindaki antisepsi, islemin yapildigi ortamin
kosullar1 baslica faktorlerdir. Ancak islem Oncesi ve sonrasi antibiyotik kullanimi hala aktif

arastirma konularindandir.
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Goz ici Basing Artisi

Intravitreal enjeksiyonlar sonrasinda GIB degerlerinin 5.dakikada 70-80 mmHg’a kadar
cikabildigi bildirilmistir (62). Bu artis triamsinolon disindaki ilaglarda g¢ogunlukla 30.
dakikada normal degerlere iner (63-65). Ancak intravitreal enjeksiyonlarm uzamis GIB’e
sebep olabildigi bildirilmistir (66). Bunlarin iginde en c¢ok bilinen ve en sik uzamis GIB

artigina neden olan ajan triamsinolon asetonid’dir (67, 68).

GIB artis1 fakiklerde ve glokom 6ykiisii olan hastalarda daha uzun siirmektedir (69). Yapilan
caligmalarda intravitreal ranibizumab veya bevacizumab sonrasi kalict g6z i¢i basing artiginin
goriilme oran1 %2,5 ile %6 arasinda degistigi gosterilmistir (70). Bakri ve ark. (71) yaptig: bir
calismada iki ve daha fazla intravitreal ranibizumab yapilan hastalarin aylik takiplerinde
enjeksiyon sonrasi dlgiilen GIB’nin enjeksiyon dncesine gére 6 mmHg daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Buna gore yapilan enjeksiyonun sayisi, kullanilan ajan, hastanin lens durumu,
glokom Oykiisii, enjeksiyon oncesi GIB degerinin yiiksek olmasi gibi faktorler goz igi
basincini artiran risk faktorleri olarak sayilabilir. Bu nedenle intravitreal enjeksiyon 6ncesinde

mutlaka GIB &l¢iimii yapilmasi dnerilmektedir (72).

Lens ve Kapsiil Hasar1

Intravitreal enjeksiyon esnasinda karsilasilabilecek bir diger énemli sorun ise lensin ve arka
kapsiiliin travmasidir. Lens ve arka kapsiil travmasin takiben sirasi ile lens proteinlerinin
ortama dagilmasina baglh olarak inflamatuar yanit ve sonrasinda travmatik katarakt gézlenir.
Meyer CH ve ark. (73) bu durumun endoftalmi kadar sik ve korkulan bir komplikasyon
olmadigin1 bildirmislerdir. Ancak Khalifa ve ark. (74) daha Once intravitreal enjeksiyon
yapilmis kisilerde katarakt cerrahisi 6ncesinde hastalarin mutlaka bu agidan degerlendirilmesi

gerektigini belirtmiglerdir.
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Retina Yirtig1 ve Dekolmam

Nadir goriilen bir komplikasyondur (75). VISION c¢alismasinda (76), 7545 enjeksiyonun 6’
sinda (enjeksiyon basima %0,08) retina dekolmani goriilmiistiir. ANCHOR (77) ve MARINA

78) calismalarinda dekolman orani enjeksiyon basina %0,01 olarak bildirilmistir.
JeKS1y

Steril Endoftalmi

Intravitreal triamsinolon enjeksiyonu sonrasinda steril inflamatuar endoftalmi gelisebilir. On
kamara ve On vitreusta reaksiyon ve gérme azalmasi olmasina ragmen bu bulgulara agr
genellikle eslik etmemektedir (79). Non enfeksiydz endoftalmi enjeksiyon sonrast %0,5-9,7
oraninda goriilebilmektedir (80,81-84). Bu reaksiyon enjeksiyon sonrasi 1-3. giinlerde baslar.
Bazi gozlerde steril endoftalmi triamsinolonun prezervan maddesine karsi inflamatuar bir

reaksiyon olarak ortaya ¢ikabilir (85).

On Kamara Reaksiyonu

On kamara reaksiyonu, enjeksiyona veya ilacin hazirlanisina baglh olarak ortaya cikabilir.
Anti-VEGF ilag c¢aligmalarinda iiveit agisindan kontrol grubuna goére anlamli fark
bulunmustur (86,87,88). Bevacizumab sonrasi da 6n kamara reaksiyonu bildirilmistir (89,90).
Intravitreal Enjeksiyon Teknigi

Islem Oncesi Hazirhk

Islem &ncesinde hastanin GIB dlgiilmeli ve okiiler bir enfeksiyon acisindan hastalar mutlaka
detayli muayeneye tabi tutulmalidir. GIB yiiksekligi durumunda eger enjeksiyonun aciliyeti

yok ise uygun antiglokomatoz ajan baglanarak enjeksiyon ertelenmelidir. Okiiler enfeksiyon

varliginda uygun antibiyoterapi baslanarak yine enjeksiyonu ertelemek gereklidir.
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Uygun hastalarda islemin yaklasik 30-45 dakika Oncesinde tropikamid %31, fenilefrin %2,5
yada siklopentolat %1 ile dilatasyon saglanir. Proparakain HCI %0.5 ile topikal anestezi

saglandiktan sonra % 5 povidon iyodiir okiiler yiizeye 2-3 damla seklinde uygulanir.

Sirtiistii yatar pozisyonda %10 povidon iyodiir periokiiler cilt ve kirpiklere santralden perifere
dairesel hareketler ile uygulanir. Ayni tarafta burun sirti, nazolabial sulkus, iist dudak ¢izgisi
ve yine ayni tarafta sag¢ ¢izgisine kadar uygulama yapilir. Steril drape ile kirpikler drape altina
gelecek sekilde uygun Ortme yapilir. Anestezi i¢in subkonjonktival anestezi giiniimiizde
onerilmemektedir (91- 93). Glob sabitlenerek tercihen alt temporal yada st temporal
kadrandan limbusun 3-3.5 mm gerisinden 90 derece aci ile tiinelsiz veya dnce 45-60 derece ile
girilip skleral tiinelden 90 derece ile gegilerek tiinelli bir bigimde vitreusa ulasilir(Sekil-6).
Islem esnasinda konusmanin minimuma indirilmesi, maske takilmasi oral flora
kontaminasyonunu engellemek agisindan &nem arzeder (94). Islem sonrasinda okiiler yiizey
%S5 povidon iyodir ile tekrar temizlenir. Hastanin 151k algisinin kaybolup kaybolmadigi
sorgulanmalidir. Isik hissi kaybolmussa cerrah goz i¢i basiner diisiirmeye yonelik bir girigimi

aklinda bulundurmalidir.

Sekil-6:1deal intravitreal enjeksiyonda igne pozisyonu
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INFLAMASYON VE ANTI-INFLAMATUAR iLACLAR

Inflamasyon; enfeksiyon, fiziksel, kimyasal ve diger etkenlerin neden oldugu doku hasarina

kars1 organizmada hiicresel ve hiimoral diizeyde olusan fizyolojik bir cevaptir(95)(96).

Inflamasyon hem hiicre zedelenmesini ortaya cikaran nedeni Yok etmek hem de hiicresel
zedelenme sonucu olusan nekrotik hiicreler ve dokular1 ortamdan uzaklastirmak icin gerekli

koruyucu bir yanittir. Bu sebeple inflamasyon onarim mekanizmalari ile i¢i¢e girmistir.

Iltihabi cevap, zedelenmeye neden olan etkeni ortadan kaldirir veya izole eder. Bu sirada
zedelenen dokunun yeniden iyilesmesi iginde bir dizi olay1 baslatir. Inflamatuar hiicrelerin
aktive olmasi ve kimyasal mediatorlerin salgilanmasi neticesinde inflamatuar yanit

kuvvetlendirilir (97).

Kimyasal mediatorler, arasidonik asid kaskadindan sentezlenir. Fosfolipaz A2 enzimi
yardimiyla hiicre membran fosfolipidlerinden arasidonik asid elde edilir. Arasidonik asit
olustuktan sonra iki farkli yol izler. Siklooksijenaz yolu sonucunda prostaglandinler ve

tromboksanlar olusurken lipooksijenaz yoluyla eikosanoidler sentezlenir (99)(Sekil-7).

Prostaglandin (PG)lerin okiiler etkileri iic basmakta 6zetlenebilir. Birincisi, intraokuler basing
degisimlerinde rol alirlar. PGE1 ve PGE2 kan akoz bariyerinde vazodilatasyon ve gegirgenlik
artisina sebep olarak GiB’ni1 arttirirlar. Bunlardan farkli olarak PGF2-alfa, uveaskleral disa
akimi arttirarak goz i¢i basincini diisiiriir. Ikinci olarak, iris diiz kaslarm etkileyerek miyozise
neden olur. Ugiincii olarak da kan akdz bariyerinde rol alan damarlarda vazodilatasyon ve

gecirgenlik artisina neden olup ak6z humorde protein konsantrasyonunu artirirlar (98).
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Hlcre Membrani Fosfolipidleri
Fosfolipaz A,, C, D |
Arasidonik asit

4—-"”/—_1\‘

Lipooksijenaz oneoksiienaz - Giklooksijenaz
l (Sitokrom P 45) l

L 6kotrienler PG G, (PG H,)

e LTA, PG D, l l
e LTB, e Ca ** mobilizasyonu PG E2

e LTG e Na-K transportunda PG F
LT D, degisiklikler 2a
LT E, PG L,

Sekil-7: Lokotrien ve Prostoglandinlerin olusum basamaklar:

Steroid ve NSAII, farmakolojik olarak inflamasyonu engellemek igin kullanilan

antiinflamatuar ila¢ gruplaridir.

Kortikosteroidler giiglii antiinflamatuar ilaglardir. Etkilerini Fosfolipaz-A2 enzimini bloke
ederek arasidonik asidden PG,tromboksan ve eikosanoid sentezini dnleyerek; NSAID ler ise
siklooksijenaz (COX) enziminin farkli izoformlarmi (COX-1,COX-2) bloke ederek
gosterirler (99)(Sekil-8).
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Hiicre membran fosfolipidlen

-« Glukokortikoidler tarafindan inhibe olur
Fosfolipaz »

Arakidonik asit
0, + siklooksijenaz .y | = NSAII'ler tarafindan inhibe edilir
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Tromboksan B, Y |
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C (0,,H,0, vs.)

Isomeraz » -« Rediiktaz "

p" A 6-keto-PGE«
PGE, PGF,

Sekil-8: Arasidonik asit metabolizmasinda siklooksijenaz enzim yolagi

Steroidal antiiflamatuar ilaglar ve oftalmolojide kullanim yerleri

Kortikosteroidler 6zgiil reseptorler ile birlesip bir kompleks olusturduktan sonra bu olusan
reseptor-molekiil bilesimi niikleusa girerek steroid responsif genlerle etkilesir, DNA
transkripsiyonunu etkiler ve mRNA {iretimini bozar. RNA sentezinin bozulmasi ise protein
sentezi ve hiicrenin fonksiyonunda degisikliklere sebep olur. Bu degisiklikler, inflamatuar
sitokinlerin ve diger mediatorlerin daha az {iretilmesine yol acar. Kortikosteroidler ayni
zamanda arasidonik asitin salinimini saglayan ve prostoglandin ile 16kotrien sentaz yolaginin

ilk enzimi olan fosfolipaz A2’yi de inhibe eder.
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Kortikosteroidlerin inflamatuar okiiler hastaliklarda kullanimi, Woods tarafindan 1950
senesinde ACTH ve kortizon kullanimi ile basarili sonuglar bildirdigi bir vaka serisi ile
yayginlasmigtir.  Kortikosteroidler oftalmolojide sistemik (oral, intramuskuler veya
intravendz), periokuler (subkonjunktival, subtenon, retrobulber), intravitreal ve topikal olarak

uygulanmaktadir(100).

Kortiksteroidlerin oftalmolojide sistemik olarak Graves oftalmopati, myastenia gravis,
Stevens-Johnson Sendromu, allerjik konjunktivit, orbital psédotumér, tveitler (non
enfeksiyoz olanlar ve malign olamayanlar),optik norit, Kkoroiditler, korneal allograft
rejeksiyonu, Mooren filseri, temporal arterit, sklerit, sikatrisyel pemfigoid ve sempatik

oftalmiyi igeren bir ¢ok endikasyonda kullanilmaktadir.

Topikal olarak kullanilan steroidler soliisyon, siispansiyon ve pomad seklinde

hazirlanmislardir. Topikal olarak oftalmalojide steroidler su endikasyonlarda kullanilir;

1. Konjunktiva, kornea, episklera ve skleranin inflamatuar durumlari

2. Anteior tiveiti

3. Greft reddi

4. Kornea hasar1: Kimyasal, radyasyon, termal kornea hasarlari

5. Kistoid makula 6demi

Steroid kullanimina bagli olarak ¢esitli enfeksiyonlarin aktivasyonu (viral, fungal, bakteriyel
enfeksiyon), glokom, iiveit, katarakt gelisimi, kornea stromasinda kalsifikasyon, midriyazis ve
ptozis gibi yan etkiler goriilebiilir.

Nonsteroid antiinflamatuar ilaclar(NSAII) ve oftalmolojide kullanim yerleri

NSAIll’ler aneljezik, antipiretik ve antiinflamatuar &zellikleri sebebiyle oftalmoloji

kliniklerinde yaygin olarak kullanilan bir ilag grubudur.
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Topikal olarak NSAIi’ler oftalmolojide su endikasyonlarda kullanilirlar:

1-Kistoid makula ddeminin azaltilmasinda,
2-Katarakt cerrahisi boyunca miyozis gelismesinin inhibisyonunda
3-Alerjik konjunktivit ve keratit tedavisinde

4-Post operatif agrinin azaltilmasinda (101).

NSAIli’lerin etki mekanizmasi

NSAIi’ler arasidonik asitten prostaglandin sentezini saglayan siklooksijenaz yolunu inhibe
ederek etkilerini gosterirler (102). Siklooksijenaz (COX), arasidonik asitten inflamatuar ve
koruyucu prostaglandin (PGs) sentezini saglayan énemli bir enzim grubudur. Bu enzimin {i¢
izoformu tanimlanmistir. Bunlar COX-1, COX-2 ve COX-3’tiir. COX-1 normal dokulardan
salinir ve normal fizyolojik fonksiyonlar icin gerekli olan prostaglandinlerin {iretimini
katalizler (103). COX-3, COX-1’in varyantt olup asetaminofen duyarlidir ve tam olarak
tanimlanmamustir (104). COX-2 enzimi spesifik hiicrelerden salinir ve inflamasyonda roli
olan prostaglandinlerin (PGE2 VE PGF2 gibi) sentezini katalizler (103). COX-2 ve
katalizledigi prostaglandinler okiiler dokularda vaskiiler permeabilitenin arttirilmasina ve kan
akoz bariyerinin bozulmasina sebep olur. Koroid neovaskiiler membran1 ve RPE’de COX-2
enzimi saptanmistir (105). COX-2’nin ayrica VEGF ve reseptorlerinin ekspresyonunu

sagladig1 da kanitlanmigtir (101).
NSAIi’ler siklooksijenaz enzimini inhibe eden bir ilag grubudur. Oftalmolojide topikal

kullanilan ilag gruplari sinirli olup indol asetik asid, aril asetik asit, aril propionik asid ve

enolik asid derivelerini kapsar(Sekil-9).
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Sekil-9:NSAil'lerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi
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NEPAFENAK

Etki mekanizmasi

Nepafenak nonsteroidal antiinflamatuvar ve analjezik bir 6n ilagtir(Sekil-10). Topikal okiiler
dozlamanin ardindan, nepafenak korneaya penetre olur ve okiiler doku hidrolazlar1 ile non
steroidal antiinflamatuvar bir ilag olan amfenak'a donistiiriliir(106)(107). Hidrolitik
cevrilmenin biiylik kismi1 dokunun kanlanma derecesine uygun olarak iris/siliyer cisim ve
korneay: takiben retina/koroid'de olmaktadir. Amfenak; prostaglandin {iretimi i¢in gerekli bir
enzim olan prostaglandin H sentaz'in (siklooksijenaz) etkisini inhibe eder. Tavsanlarda,
nepafenak'm PGE; sentezinin baskilanmasi yanisira kan-retina bariyerindeki bozulmay1

inhibe ettigi gosterilmistir(108)(109).

O NH,
NH,
SRGR
Nepafenak
IUPAC-név

Z2-amino-3-benzoil-benzolacetamid

Sekil-10:Nepafenak’in kimyasal yapisi

Farmakodinamik ozellikleri

Ex vivo olarak; bir tek topikal okiiler doz nepafenak'in iris/siliyer cisimde (%85-%95) ve
retina/ koroidde (%55) prostaglandin sentezini sirasiyla 6 ila 4 saate kadar inhibe ettigi

gosterilmistir.
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Klinik etkileri

1. Katarakt cerrahisi ile iliskili postoperatif agr1 ve inflamasvonun énlenmesi

Uc¢ temel c¢alismada katarakt cerrahisi gegiren hastalarda ameliyat sonrasi agri ve
inflamasyonun o6nlenmesi ve tedavisinde plasebo ve/veya ketorolak trometamol ile
karsilastirildiginda giinde 3 doz nepafenak'in etkinlik ve giivenilirligini degerlendirmek icin
yapilmistir. Bu ¢alismalarda, tedavi ameliyattan bir giin 6nce baslamis, ameliyat giinii ve

ameliyat sonrasi 2-4 haftaya kadar devam etmistir.

Cift-kor randomize ve plasebo kontrollii iki ¢calismada nepafenak’ la tedavi edilen hastalarda
erken postoperatif periyottan tedavinin sonuna dek plasebo ile tedavi edilmis hastalardan

anlamli olarak daha az inflamasyon (akoz hiicreler ve flare) ortaya cikmistir(110,111).

Cift-kor, randomize, plasebo ve aktif kontrollii bir calismada, nepafenak ile tedavi edilen
hastalarda plasebo ile tedavi edilenlere nazaran anlamli sekilde daha az inflamasyon
bulunmustur. Ayrica nepafenak inflamasyonu ve okiiler agriy1 azaltmada ketorolak (5
mg/ml)’a istlin degildir, ama damlatmadan sonra ketorolakin daha yakici olmasi sebebiyle

daha az rahatsiz edicidir(112).

Nepafenak ile tedavi edilen hastalarin anlamli olarak daha yiiksek boliimii plasebo grubuna

gore katarakt cerrahisini takiben hig¢ okiiler agr1 yasamadiklarini belirtmislerdir.

2.Diyabetik hastalarda katarakt cerrabhisi ile iliskili postoperatif makiiler 6dem riskinin

azaltilmasi.

Nepafenak 'in katarakt cerrahisi ile iligkili postoperatif makiiler 6dem riskinin azaltilmasi i¢in
giivenlilik ve etkiligini degerlendirmek {izere ii¢ calisma yiiriitiilmiistiir. Bu caligmalarda,
tedavi ameliyattan bir giin 6nce baglamis, ameliyat giinii ve ameliyat sonras1 90 giine kadar

devam etmistir(113).
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Cift-kor, randomize, plasebo kontrollii diyabetik retinopati hastalarinda yiiriitiilen bu
caligmalardan birinde, makiiler 6dem gelisimi nepafenak ile tedavi edilen hastalar (%3.2) ile
karsilastirildiginda plasebo grubunda (%16.7) anlamli olarak daha yiiksektir. En iyi
diizeltilmis gorme keskinliginde 5 harften daha fazla bir diisiis nepafenak grubunda
%S5.6,plesebo grubunda ise %11.5 iken en iyi diizeltilmis gérme keskinliginde 15 harflik
diizelme,nepafenak grubunda %56.8,plesebo grubunda ise %41.9 olmustur p=0.019 (114).

Farmakokinetik ozellikleri

Emilim

Nepafenak goz damlasinin giinde li¢ kez, iki gbze uygulanmasini takiben nepafenak ve
amfenak'in diisiik ama tayin edilebilir konsantrasyonlari goniillillerin ¢ogunda sirasiyla
dozlamadan 2 ila 3 saat sonra gézlenmistir. Okiiler uygulamayi takiben ortalama kararli hal
Cmaks degeri (doz alindiktan sonra ulasilan en yiiksek ilag diizeyi) nepafenak i¢in 0.310 +
0.104 ng/ml ve amfenak i¢in 0.422 £+ 0.121 ng/ml'dir.

Dagilim

Amfenak'in serum albumin proteinlerine kars1 yiiksek afinitesi vardir.

In vitro, sigan albiiminine ve insan albliminine baglanmasi ile insan serumundaki yiizdesi

strastyla %98.4, %95.4 ve %99.1'dir.

Sigan ¢alismalari radyoaktif olarak isaretlenmis etkin madde ilintili maddeler 14C-
nepafenak'in tek ve coklu oral dozlarmi takiben viicutta yaygin bir dagilimi oldugunu

gostermistir.

Biyotransformasvon

Nepafenak intraokiiler hidrolazlar araciligiyla ve nispeten hizli bir biyoaktivasyon ile
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amfenak'a doniisiir. Takiben amfenak biiylik capta glukuronid konjugat olusumunu izleyen
aromatik halka hidroksilasyonu dahil daha polar metabolitlere metabolize olur. p-
glukuronidaz hidrolizinden 6nceki ve sonra ki radyokromatografik analizler gostermistir ki

amfenak hari¢ tiim metabolitler glukuronid konjugatlar1 halindedir.

Amfenak plazmadaki major metabolittir ve toplam plazma radyoaktivitesinin %13"ini
gosterir. Ikinci en bilyiik plazma metaboliti 5-hidroksi nepafenak olarak tanimlanmistir ve

Cmaks'da toplam radyoaktivitenin yaklagik %9'unu olusturmaktadir.

Diger tibbi iiriinlerle etkilesim

Ne nepafenak ne de amfenak 300 ng/ml'ye kadar olan konsantrasyonlarda in vitro temel insan
sitokromu P450'm (CYP1 A2, 2C9, 2C19, 2E1 ve 3A4) metabolik aktivitelerinin hi¢ birini
inhibe etmedigi gosterilmistir. Bu yiizden CYP araciligi ile metabolize edilenler de dahil

olmak  tizere, birlikte  uygulanan  tibbi  driinlerle  etkilesim  beklenmez.

Eliminasvon

YC-nepafenak'in saglikli goniillillere oral olarak uygulanmasindan sonra; dozun yaklasik
%06's1 feges ile atilirken yaklasik %85'1 olarak hesaplanan iiriner atilim radyoaktif atilimlarin
en biiyik yolu olarak bulunmustur. Idrarda nepafenak ve amfenak tayin

edilememektedir(115).

25 katarakt hastasina tek doz nepafenak uygulanmasini takiben akdz hiimor konsantrasyonlart
15, 30, 45 ve 60 dakika oOlclilmiistiir. Maksimum ak6z hiim6r konsantrasyonu 1 saat sonunda
gbozlenmistir (nepafenak 177 ng/ml, amfenak 44,8 ng/ml). Bu bulgular hizli bir korneal
penetrasyona igaret etmektedir(116).
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GEREC VE YONTEM

Tez calismamiz, bir NSAII olan Nepafenak’mn olasi okiiler ve retina iizerindeki etkilerini
belirlemeyi hedefleyen, albino tavsanlar {izerinde yapilmig deneysel bir hayvan ¢alismasidir.
Doza bagimli etkilerin ortaya konulabilmesi amaciyla bu ilag 2 farkli dozda kullanilmustir.
Ortaya ¢ikacak olas1 sonuglarin klinik muayene ve histopatolojik degerlendirme ile
belirliyebilmek i¢in temel klinik muayene yontemleri olan biyomikroskopi (slit-lamp / kesit
lambast), direkt oftalmoskopi, tonometri (Tono-Pen), pakimetri(Richert), temel histopatolojik
muayene yontemi olan 1s1k mikroskopisi yontemleri ve terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-mediated dUTP Nick and Labelling (TUNEL) yontemi tercih edilmis ve
dokiimante edilebilen sonuclarin birbirleriyle olasi korelasyonunu belirlemek i¢in klinik ve

histopatolojik degerlendirmelerin sonuglar karsilastiriimistir.

Calisma &ncesinde Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulundan hayvan deneyi

yapilabilmesi i¢in gereken onay alinmistir (2016/35).

Bu temel sablonla uyumlu olarak c¢alismamizda, 2000-3000 gr agirliginda 42 tane Yeni
Zelanda albino tavsaninin 42 gozii kullanildi. Tavsanlar Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri ve Arastirma Laboratuvari’nda hayvan basina diisen kafes alan1 2500 cm,
sicaklik 15-21 derece, havalandirma 5- 15 dakika/saat olarak ayarlandi. Calisma sirasinda su-
yem kisitlamasi yapilmadi ve 12 saat karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde ortam kosullari

sagland1 (Resim-1).

X \\ : v ~ % .‘ . \ A
Resim-1: Tavsanlarin takiplerinin yapildig: kafesler
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ILACLARIN HAZIRLANMASI

Nepafenak, Nevanac(Alcon,Amerika Birlesik Devletleri)  %0,1 oftalmik damladan
hazirlanmistir. 1 mI’lik insulin enjektorleri ile 28 adet 0.1 ml (0,1mg) nepafenak ¢ekilmis ve
14 tanesi deiyonize su ile seyreltilerek 0.05 mg iceren 0.1 mL’lik soliisyonlar elde edilmistir
(Resim-2).

Resim-2 :Inravitreal enjeksiyon yapilmak iizere hazirlanan ilaglar

CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI
42 disi, geng eriskin, albino Yeni Zelanda tavsani (2-3 kg) her bir grupta 14 hayvan olacak
sekilde 3 gruba ayrilarak ¢alismaya alindi. Caligma sirasinda su-yem kisitlamasi yapilmadi ve

12 saat karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde ortam kosullar1 saglandi.

Kontrol grubundaki 14 tavsanin sag goziine intravitreal 0,1ml BSS (Balanced Salt Solution)

enjeksiyonu yapildi.Enjeksiyon sonrast 1 hafta boyunca tavsanlarin enjeksiyon yapilan
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gbzlerine giinde 5 kez moksifloksasin(Vigamox,Alcon,istanbul) damlatildi ve giinliik olarak

enjeksiyon yapilan gozlerin kizariklik, akint1 gibi semptomlar yoniinden takipleri yapildi.

Grup 1°deki 14 tavsanin sag goziine intravitreal 0,1 mg (0.1 ml) Nepafenak (Nevanac, Alcon,
ABD) enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon sonrasi 1 hafta boyunca tavsanlarin enjeksiyon yapilan
gdzlerine giinde 5 kez moksifloksasin (Vigamox,Alcon,istanbul) damlatild: ve giinliik olarak

enjeksiyon yapilan gozlerin kizariklik, akint1 gibi semptomlar yoniinden takipleri yapildi.

Grup 2’deki 14 tavsanin yine sag goziine intravitreal 0,05 mg (0.1 ml) Nepafenak (Nevnanac,
Alcon, ABD) enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon sonrasi 1 hafta boyunca tavsanlarin enjeksiyon
yapilan gozlerine giinde 5 kez moksifloksasin (Vigamox,Alcon,Istanbul) damlatild1 ve giinliik
olarak enjeksiyon yapilan gozlerin kizariklik, sulanma ,¢apaklanma gibi semptomlar

yOniinden takipleri yapildi.

Grup 1°deki bir hayvan takipleri sirasinda dogum yapmasi sebebiyle calisma dis1
birakildi(Resim-3).

Resim-3:Takiplerde dogum yapmasi nedeniyle ¢alisma dis1 birakilan tavsan

Ardindan sirastyla kontrol, grup 1 ve grup 2’deki hayvanlarin yarisinin 7. giin, diger yarisinin
ise 30. giin 6tenazi ile yasamina son verildi. Gruplarin ayn1 giin intavitreal enjeksiyon yapilan

sag gozleri eniikliie edildi(Tablo-2).
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Tablo-2: Deney protokoliiniin uygulanisi

GRUPLAR

0.giin

7.gun

30.gin

Kontrol-1(7 hayvan)
Kontol-2(7 hayvan)
Grupla(7 hayvan)
Grup1b(6 hayvan)
Grup2a(7 hayvan)

Grup2b(7 hayvan)

IV-BSS
IV-BSS
IV-0,1N
IV-0,1N
IV-0,05N

IV-0,05N

Orneklerin toplanmasi
X

Orneklerin toplanmasi
X

Orneklerin toplanmasi

X

X

Orneklerin toplanmasi
X

Orneklerin toplanmasi
X

Orneklerin toplanmasi

IV: intravitreal Enjeksiyon BSS: Balanced Salt Solusyon

KLINIiK MUAYENE YONTEMIi

N: Nepafenak

Tiim tavsanlar enjeksiyon 6ncesinde ve enjeksiyon yapildiktan sonra sirasiyla 1. hafta ve 1.

ayda heniiz sakrifiye edilmeden, temel klinik muayene yontemleri olan kesit-lambasi

(slitlamp) biomikroskopi, direkt oftalmoskopi, merkezi kornea kalinhigi(MKK) (pakimetri) ve

GIB degerlendirmesi (Tono-pen) yapilmistir. Enjeksiyon sonrasi 1.haftada 41 tavsana (41

g0z), l.ayda 20 tavsana (20 goz)(21’i 1. Haftada sakrifiye edildi) yukarida anlatilan bu

muayeneler tekrarlanmistir (Resim-4A-4B).
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Resim 4A-4B: Tavsanlarin gozici basing (3A) ve kornea kalinlik 6l¢timlerinin (3B)

yapilisi

INTRAVITREAL ENJEKSIiYON TEKNIiGI

Enjeksiyon oncesinde kullanilacak tiim malzemeler steril sartlar altinda agild1 ve enjeksiyon

masasi hazirlandi.

Intravitreal enjeksiyondan 15 dakika once topikal olarak uygulanan 1 damla %2.5 fenilefrin
(Mydfrin®, Alcon, A.B.D.) ve 1 damla %0.5 tropikamid (Tropamid®, Alcon, A.B.D.) ile
pupilla dilatasyonu saglandi. 50 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketalar®, Pfizer, A.B.D.) ve 5
mg/kg ksilazin hidroklorid(Rompun®, Bayer, Almanya) ile genel anestezi, %0.5 proparakain
(Alcaine®, Alcon, A.B.D.) ile topikal anestezi uygulandi. G6z kapagi ve cevresinin diliie
povidon iyot ile temizliginden sonra steril bir delikli ortii ortiildii ve steril bir blefarosta ile

kapaklarin ekartasyonu yapildi (Resim-5A-5B).
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Resim-5A-5B : Gozlerin povidon iyotla temizlenmesi(5A) ve delikli 6rtiiniin

ortiilmesi(5B)

Intravitreal enjeksiyondan hemen &nce diliie %10’luk povidon iyodun 5 dakika boyunca
kornea-konjonktiva yiizeyi ile temasi saglandiktan sonra %0.09°luk NaCl ile povidin iyot
ortamdan uzaklastirildi (Resim-6).

Resim-6: Kornea ve konjonktivanin povidon iyot ile enjeksiyon 6ncesi yitkanmasi

Daha sonra hazirlanan BSS ve Nepafenak iist temporal kadrandan limbusun 3 mm gerisinden

30 gaujluk igne ve insiilin enjektori ile vitreus igerisine enjekte edildi  (Resim-7).
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Resim-7: Intravitreal enjeksiyon yontemi

Enjeksiyon sonrasinda ilacin geriye kagisini Onlemek amaciyla steril bir kulak c¢ubugu

yardimiyla igne girig bolgesine baski uygulandi(Resim-7) .

Enjeksiyon sonrasi oOrnekler toplanincaya kadar 4x1 dozda, 1 hafta siireyle %0.5
moksifloksasin damla (Vigamox®, Alcon, A.B.D.) kullanilarak deney hayvanlarinin gozii
giinliik olarak degerlendirildi.

OTANAZI YONTEMIi

llag gruplarmin her biri (Grup 1,Grup 2) ve kontrol grubu igin intravitreal ilag
enjeksiyonundan 1 hafta ve 1 ay sonra, ilag gruplarinin her birinden 14’er tavsan,
intramuskuler yiiksek doz ketamin hidroklorid(Ketalar®, Pfizer, A.B.D.) ve ksilazin
hidroklorid(Rompun®, Bayer, Almanya) enjekte edilerek sakrifiye edildi. Boylelikle her bir
ilag grubu ve kontrol grubu i¢in enjeksiyondan 1 hafta ve 1 ay sonraki histopatolojik
degisikliklerin degerlendirilmesi amaglandi. Resim-8A-8B’de anestezi ve sakrifikasyonda

kullanilan ilaglar ile intramiiskiiler ilag uygulamasi esnasi ve sonrasi tavsanlar goriilmektedir.
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Resim 8A-8B: Anestezi ve sakrifikasyonda kullanilan ilaglar(8A) ile intramiiskiiler ilag¢

uygulamasi esnasi ve sonrasli tavsanlar(8B)

HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME YONTEMIi

41 tavsana ait toplam 41 g6z yukarida belirtilen izlem siireleri sonunda yine yukarida
belirtilen yontemle sakrifiye edildikten sonra gozler eniiklee edilip %4 formaldehit
soliisyonunda 24 saat fikse edildi (Resim-9A-9B). Her iki gozden 6n kamara, silier cisim,
koroid ve retinadan gegen kesitler alindi ve her bir olgudan alinan kesitler rutin patolojik doku
takip islemlerinden gegirildikten sonra parafinle bloklandi. Parafin bloklardan alinan 5 um
kalinligindaki kesitler, hematoksilen-eozin ile boyanarak 151k mikroskobunda degerlendirildi.
Retina ve koroid tabakas1 151k mikroskopu ile toksisite bulgulari agisindan incelendi. Retinada
tabaka bozuklugu, degenerasyon, nekroz, fibrozis ve atrofi; konjonktivada iltihap, koroidde
iltihap/ konjesyon varligi degerlendirildi.
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Resim-9A-9B:Entikliie edilen g6z(9A) ve %4 liik formaldehit solusyonunda fikse
edilmesi(9B)

Isik Mikroskopik Doku Takip Protokolii

Kirikkale Universitesi Merkez laboratuvarinda, %4 luk formaldehit ile tespit edilen goz doku
ornekleri 48 saat tespit edildikten sonra ¢cesme suyu altinda yikandi ve sirastyla %50, %70,
%80, %90, %96 ve absolu alkol serilerinde 2 saat bekletilerek dehidrasyon yapildi. Dokular,
sirastyla ksilen, ksilen-parafin ve parafin istasyonlarinda 2 saat bekletilerek parafin
emdirildikten sonra yine parafin icerisine bloklandi. Rotary mikrotomda 4-5 um kalinliginda
5’er adet kesilen dokular trietoxypropilaminsilan kapli adeziv lamlar {izerine alinarak 45

°C’de etiiv igerisinde bir saat siireyle tutuldu.

Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Mikrotom (Leica, RM 2255) araciligi ile alinan 5p’luk parafin kesitler deparafinizasyon

islemi igin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 20’ser dakika ti¢ degisim ksilole tabi
tutuldu. Ardindan dehidrasyon islemi i¢in %95’den %70’e azalan alkol serilerinden gegirilen
kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika hematoksilen (Surgipath, 01562E,
Bretton, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan

uzaklastirilmasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (Surgipath, 01602,
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Canada) boyasi ile boyandi. Ardindan sirastyla %80 ve %95°lik alkol serilerinden gecirilip
havada kurutulan Kkesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilolde
tutulduktan sonra entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

TUNEL Yontemi

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick and Labelling)
teknigi ilk defa 1992 yilinda tanimlanmistir. 'Nick end' niikleozomlar arasindaki DNA
bolgelerinde endoniikleaz aktivitesine bagli olarak olusan 3'-hidroksi gruplarini
gostermektedir. Bu DNA fragmantasyonu apopitozisin bir karakteristigidir. Tespitte dUTP'e
baglanan marker digoxigenindir. Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi
dUTPdigoxigenin tasiyan 3'hidroksi DNA ucunda (nick ends) polimerik bir kuyruk
olusturmaktadir. Isaretleme sonrasi antidigoxigenin antikor-peroksidaz konjugati markir
ucunda digoxigenin molekiiliine baglanir ve diaminobenzidin eklenir. Digoxigenine bagl
peroksidaz yogun kahverengi bir sinyal olusturur. Apopitotik hiicreler ve niikleuslari

kahverengi boyanir, diger hiicreler mavi-mor olarak gozlenir.

TUNEL pozitif hiicreleri gostermek amaciyla Roche (Kat. No: 11684809910) kiti

kullanild1. 4-5 pm kalinligindaki doku kesitlerinden parafinin uzaklastirilmasi amaciyla, 60 °C
de 1sitilan kesitler 3 seri ksilolde yikandi ve absolu, % 96, %90, %70, %60 dereceli alkol ve
iki seri distile suda rehidre edildikten sonra formolde tespit edilmis ve parafine gomiilmiis
dokularda Tunel tekniginin uygulanabilmesi i¢in Tunel kit prosediiriine uygun sekilde 10 mm
Tris/HCI ile pH 7.4-8 20pg/ml proteinaz K ile dokular enzimatik sindirime tabi tutuldu.
Isaretleme asamasinda; Tunel apoptosis kit icerisinde bulunan TUNEL-enzim soliisyonundan
her bir kesit i¢in Sul alinarak, 45 pl TUNEL-label soliisyonuyla karistirilarak kullanilincaya
kadar buz akiisii iizerinde bekletildi. Test edilecek herbir kesit lizerine hazirlanan karisimdan
50ul eklendi ve karanlik bir ortamda 37 °C, 60 dakika siireyle inkiibe edildi. Fosfat buffer
solisyonunda 3 kez yikandiktan sonra apoptosis sinyalinin varligt yoniinden floresan
mikroskop altinda kontrol edildi. POD converter ile 151k mikroskobik incelemeye uygun
kromojen sinyallerinin goriinebilmesi i¢in “Sinyal degistirme” islemi gerceklestirildi. Bu
amacla, kesitlerin etrafindaki fazla PBS silindikten sonra 50 ul converter POD eklendi ve 37
C’de 30 dakika inkiibe edildi. Fosfat buffer solusyonunda 3 kez yikandiktan sonra her bir
kesite 50-100 ul AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) kromojen- substrat karigimi eklendi ve renk
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reaksiyonu gelisimi mikroskop altinda kontrol edilerek sonlandirildi. Mayer’s hematoksilen
ile karsit boyama yapildi ve pozitif reaksiyonlar 151k mikroskobu altinda incelenerek
mikrofotograflar1 ¢ekildi. Negatif kontrol igin ayrilan kesitlere yalnizca TUNEL-label
solusyonu uygulandi. Pozitif kontrol i¢in ise, dokular 50 mm Tris-HCI, pH 7.5, 1 mg/ml BSA
icerisinde hazirlanan 3000 U/ml- 3 U/ml rekombinant DNase | ile 15-25°C’ de 10 dakika
inkiibe edildi. Boylelikle, isaretleme prosediirii Oncesinde kontrollii olarak apototik

hiicreklerdekine benzer DNA kiriklar1 olusturuldu.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz icin, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 20.0 for
Windows (SPSS Inc, USA) adli bilgisayar programi kullanildi. TUNEL boyanma ylizdeleri
degerlendirildi.

Tavsanlarin verileri i¢in tanimlayici istatistiksel veriler olarak ortalama yiizde degerleri ve
standart sapma kullanildi.

Parametrik kosullar karsilanamadigindan gruplar arasindaki fark parametrik olmayan Mann-
Whitney U testi ile degerlendirildi.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

49



BULGULAR

KLIiNiIK MUAYENE BULGULARI

Enjeksiyon Oncesi:

Tavsanlarin hig¢ birisinde ne kesit lambasi ne de indirekt oftalmoskopi yontemiyle anormal bir
bulguya rastlanmamastir.

GIB ol¢iimlerinde kontrol grubuyla ila¢ yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-2).

MKK ol¢iimlerinde kontrol grubuyla ila¢ yapilan gruplar arasinda anlamli fark

izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-3).

Enjeksiyon Sonrasi:

1. hafta sonuclar

Kontrol Grubu

Enjeksiyon yapilan toplam 14 tavsanin 14 goziiniin hi¢ birisinde herhangi bir patoloji
izlenmemistir.

Goz dibi incelemesinde, tavsanlarin hi¢ birinde herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmamaistir.

GIB ol¢iimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-2).

MKK  ol¢iimlerinde kontrol grubuyla ila¢ yapilan gruplar arasinda anlamli fark

izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-3).
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0,1 mg Nepafenak Grubu(Grup 1)

Enjeksiyon yapilan toplam 13 tavsandan, 4’iiniin ilag yapilan sag goziinde, fundus
degerlendirmesini bozmayacak diizeyde olan ve kirmizi refle altinda goriintiilenebilen
katarakt gelisimi izlenmistir(Resim-10).

Enjeksiyon sonrasinda gelisen bu kataraktlarin 1.ay takiplerinde gidisatini

degerlendirebilmek icin 1. Haftada yapilan sakrifikasyon i¢in katarakt gelisen bu tavsanlar
tercih edilmemistir.

Goz dibi incelemesinde, tavsanlarin hi¢ birinde herhangi bir patolojik  bulguya
rastlanmamustir.

GIB 6l¢iimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-2).

MKK 6l¢iimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda anlaml fark
izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-3).

Resim-10:Enjeksiyon sonrasi katarakt gézlenen tavsan
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0,05 mg Nepafenak Grubu(Grup 2)

Enjeksiyon yapilan toplam 14 tavsandan 2’sinin ila¢ yapilan sag goziinde fundus
degerlendirmesini kismen bozan ve muayenede injeksiyon ignesinin travma hattinin ayirt
edilebildigi travmatik iyatrojenik katarakt saptanmistir. Diger kataraktlardan farkli olarak
enjeksiyon alanina yani iist temporal alana lokalizeydi (Resim-11).

Yine enjeksiyon yapilan toplam 14 tavsandan, 2’sinin ila¢ yapilan sag goziinde, fundus
degerlendirmesini bozmayacak diizeyde olan ancak kirmizi refle altinda goriintiilenebilen
hafif diizeyde bir katarakt gelisimi izlenmistir. Enjeksiyon sonrasinda gelisen bu kataraktlarin
l.ay takiplerinde gidisatin1 degerlendirebilmek igin 1 haftalik sakrifikasyon igin katarakt
gelisen bu tavsanlar tercih edilmemistir.

Goz dibi incelemesinde, tavsanlarin hi¢ birinde herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmamustir.

GIB 6l¢iimlerinde kontrol grubuyla ila¢ yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-2).

Kornea kalinlik 6l¢iimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda anlamli fark

izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-3).

Resim-11:Travmatik iyatrojenik katarakt gelisen tavsan
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1. ay sonuclart

Kontrol Grubu

Enjeksiyon yapilan toplam 14 tavsanin 7 tanesi 1 haftalikken sakrifiye edildigi i¢in 1 aylik
takipte kontrol grubunda 7 tane tavsan kalmisti. Kalan 7 tavsanin 7 goziiniin hi¢ birisinde
herhangi bir patoloji izlenmemistir.

Goz dibi incelemesinde, tavsanlarin hi¢ birinde herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmamustir.

GIB 6lgiimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-2).

MKK  ol¢iimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda anlamli bir fark
izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-3).

0,1 mg Nepafenak Grubu(Grup 1)

Enjeksiyon yapilan toplam 13 tavsandan 7’si, 1 hafta sonrasinda sakrifiye edildigi i¢in 1 aylik
degerlendirmede toplam 6 tavsan kalmisti. 1. ay degerlendirmede toplam 6 tavsanin 4’{inde
1.haftada katarakt mevcuttu. Birinci haftadaki kontrolleriyle kiyaslandiginda 4 gozdeki
katarakttin tamamen kayboldugu gortilmiistiir.

Goz dibi incelemesinde, tavsanlarin hi¢ birinde herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmamustir.

GIB o6lgiimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-2).

MKK o6l¢iimlerinde kontrol grubuyla ila¢ yapilan gruplar arasinda anlamli fark
izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-3).

0,05 mg Nepafenak Grubu(Grup 2)

Enjeksiyon yapilan toplam 14 tavsandan 7’si, 1 hafta sonrasinda sakrifiye edildigi i¢in 1. ay
degerlendirmede toplam 7 tavsan kalmisti. 1. ay degerlendirmede toplam 7 tavsanin 2’sinde
1.haftada katarakt mevcuttu. Birinci haftadaki kontrollerle kiyaslandiginda iki gozdeki

katarakttin tamamen kayboldugu gozlenmistir.
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Goz dibi incelemesinde, tavsanlarin hi¢ birinde herhangi bir patolojik bir bulguya

rastlanmamustir.

GIB 6l¢iimlerinde kontrol grubuyla ilag yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-2).

MKK o6lgtimlerinde kontrol grubuyla ila¢ yapilan gruplar arasinda anlamli bir fark

izlenmemistir(p>0,05) (Tablo-3).

Tablo-2:Gruplar arasi GiB degerleri

GiB
Enjeksiyon 1.hafta l.ay P degeri*
Oncesi
Kontrol 11,40+2,011 10,00+2,539 12,00+0,707 0,636
Grup 1 12,13+1,922 10,202,305 10,571,272 0,496
Grup 2 12,63+2,217 10,94+2,489 11,38+1,685 0,554
GiB: Goz igi basing
*Kontrol grubu ile diger gruplar arasi karsilastirma (Mann Whitney U testi) p degerleri
Tablo-3: Gruplar aras1 MKK degerleri
MKK
Enjeksiyon 1.hafta l.ay P degeri*
Oncesi
Kontrol 401,60+24,070 395,30+20,625 397,404,930 0,316
Grup 1 373,73+20,965 373,07+17,495 369,43+19,104 0,481
Grup 2 371,25+23,971 375,69+20,719 383,74+20,148 0,596

MKK:Merkezi kornea kalinhgi

*Kontrol grubu ile diger gruplar aras1 karsilastirma (Mann Whitney U testi) p degerleri
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HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve ilag gruplarinin herbirinin biyopsi kesitlerinin 1.hafta ve 1. ay 151k mikroskopik
histopatoloji degerlendirmelerinde retina ve/veya optik disk diizeyinde herhangi bir patolojik

bulguya rastlanmamastir.

Tim gruplara ait 1. haftadaki Hematoksilen/Eozin boyanma paterni Resim-12'de

gosterilmistir.

Kontrol Grubu 0,1mg Nepafenak yapilan grup(Grup 1)

0,05 mg Nepafenak yapilan grup(Grup 2)
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Tiim gruplara ait 1. aydaki Hematoksilen/Eozin boyanma paterni Resim-13'de gosterilmistir.

Kontrol Grubu 0,1 mg Nepafenak yapilan grup(Grup 1)

sy

0,05 mg Nepafenak yapilan grup(Grup 2)
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TUNEL BOYASINA AiT BULGULAR

Apopitotik siiregteki DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL boyama teknigi ile

yapilan incelemelerde TUNEL ile pozitif boyanan hiicre sayis1 tespit edildi ve yiizde olarak
oranlanarak apopitotik index degerleri hesaplandi.(Apopitotik index:TUNEL pozitif hiicre
say1s1/100) Tim gruplarin g¢alisma gozlerinin TUNEL boyanma yiizdeleri tablo-4 de
gosterilmistir.

Intravitreal ilag enjeksiyonu yapilan her bir gruptaki tavsanlarin gdzlerinde TUNEL boyanma
yiizdeleri ile kontrol grubu arasinda 1. hafta ve 1.ay 6l¢timlerde istatistiksel olarak anlamli bir

fark izlenmemistir(p>0,05).

Tablo-4: Tim gruplarin calisma gozlerinin TUNEL boyanma yiizdeleri

TUNEL
1.hafta% 1l.ay% P degeri*
Kontrol 1,6042,191 1,60+2,074 0,927
Grup 1 0,751,753 2,14+1,952 0,738
Grup 2 1,00+1,690 1,38+1,685 0,598

TUNEL: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP nick end labelling

*Kontrol grubu ile calisma gruplari arasi karsilastirma (Mann Whitney U testi) p degerleri
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Tiim gruplara ait 1. haftadaki TUNEL boyanma paterni Resim-14'de gosterilmistir.

Kontrol Grubu 0,1 Nepafenak yapilan grup

0,05 mg Nepafenak yapilan grup
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Tiim gruplara ait 1. aydaki TUNEL boyanma paterni Resim-15'de gosterilmistir.

Kontrol Grubu 0,1 mg Nepafenak yapilan grup

0,05 mg Nepafenak yapilan grup (— ile apopitotik hiicreler izlenmektedir)
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TARTISMA

Diyabetik retinopati ve yasa bagli makula dejenerasyonunun basi c¢ektigi bir¢ok retina
hastaliklarinda makuler 6deme rastlanilmaktadir. Makuler 6demin patogenezi arastirildiginda
infamatuar prosesin bilyiikk rol oynadigi kanitlanmigtir (1-4).Gliniimiizde bu hastaliklarin
tedavisinde anti-inflamatuar etkisinden vyararlanilan intravitreal steroid enjeksiyonlari
yapilmaktadir. Gugli anti-inflamatuar etkilerinin yaninda birgok yan etkilerinin de olmasi
bazi hasta gruplarinda intravitreal steroid enjeksiyonu yapmamizi engellemektedir. Bu
sebeple yan etki profili daha diisiik ve anti-enflamatuar etkisi oldugu bilinen yeni ilaglara

yonelmek gerektigi diisiiniilmektedir.

Biz yaptigimiz bu hayvan c¢alismasinda topikal kullanimimin makuler ddem riskini azalttig1
kamtlanmis bir NSAII olan Nepafenak’in intravitreal kullanimimin saglikli retina dokusunda

toksik etki yapip yapmadigini arastirdik.

NSAII’lar anti-inflamatuar etkilerini arasidonik asitten PG sentezini saglayan COX enzimini
inhibe ederek gosterirler. Topikal olarak NSAIi’lar oftalmolojide kistoid makuler 6deminin
azaltilmasi, katarakt cerrahisi siliresince myozisin engellenmesi, alerjik konjonktivit ve

keratitin tedavisinde ve postoperatif agrinin azaltilmasinda sik¢a kullanilmaktadir(101).

Ayrica bu ilaglarin anti-anjiogenik ve anti-proliferatif etkilerinin oldugu daha once
gosterilmistir(117,118).

Topikal Nepafenak 0,1(1mg/ml),2005 yilinda, Nepafenak 0,3(3mg/ml) 2012 yilinda
kullanima girmistir. Her nekadar bu iiretilen ilaglar topikal kullanim igin iretilmisse de biz

calismamizda intravitreal olarak uyguladik.

NSAIi’larin topikal kullaniminin kan-okiiler bariyerleri nedeniyle arka segmentte yeterli
diizeyde ulasip ulagsmadig tartismali bir konu oldugu i¢in direk intravitreal vermenin daha

etkili olacagini ve eger etkinse steroidlerin yerini alabilecegini diisiindiik.

Ilag enjeksiyonu sonrasi ortaya cikan etkileri degerlendirmek igin direk oftalmoskopi,
tonometri(Tono-pen) ve pakimetriyi (Richert) iceren klinik muayene yontemlerini ve 11k
mikroskobu ve TUNEL yontemini igeren histopatolojik degerlendirme yontemlerini

kullandik.
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Calismamizda ilacin doza baglh etkilerini gérmek amaciyla 2 farkli dozda, akut ve kronik

donemdeki etkilerini gormek i¢in de 2 farkli zamanda inceleme yontemlerini uyguladik.

Daha oOnceki yillarda bir¢ok ilacin retina toksisitesini incelemek amaciyla g¢alismalar
yapilmigtir(119-123).

Gegmisteki calismalari inceledigimizde NSAIl’lar1 intravitreal uygulamasiyla alakali bilgiler

siirlt sayidadir.

Bizim c¢alismamizda kullandigimiz ilaca bagli retina toksisitesinin incelendigi c¢aligma

gegmiste sadece bir tanedir.

Bu calismada Filiz Afrashi ve arkadaslari 40 adet tavsana 10’arli 4 gruba sirasiyla
0,3mg,0.5mg,0.75mg ve 1.5mg nepafenak aktif molekiiliinii(prezervan icermeyen) intavitreal
uygulamiglardir. Enjeksiyon sonrasi 1,4 ve 8. haftalarda klinik muayene, 4.ve 8. haftalarda
ERG o6l¢iimii ve 8. Hafta sonunda tavsanlara Otenazi yapilarak ve gozler entikliie edilerek
histopatolojik inceleme yapilmistir. Klinik muayene, ERG o6lgiimleri ve histopatolojik
incelemelerde hi¢bir dozda herhangi bir toksisiteye rastlanmamistir(124). Bizim ¢alismamizin
bu calismadan farklarindan bahsedecek olursak birincisi her nekadar grup sayisi az olsada
gruplardaki tavsan sayis1 daha fazladir. ikincisi tavsanlarin yarisma 1. haftada diger yarist
l.ayda 6tenazi uygulanarak gozler histopatolojik icelemeye tabi tutulmus ve ilacin hem akut
hem de kronik dénemdeki etkileri degerlendirilmistir. Ugiinciisii ise toksisitenin daha spesifik
gostergesi olan ve hiicresel diizeyde toksisite bulgularini degerlendirebilmek i¢cin TUNEL

yontemi kullanilmigtir.

Daha énceki NSAII ilaglarin etkilerinin incelendigi calismalar inceledigimizde; Margalit ve
arkadaglar1 15 adet tavsani iki gruba ayirararak sirastyla 500 pg ve 250 pg dozlarinda
preservan igermeyen intravitreal ketorolak enjeksiyonu yapmislar ve klinik muayene, ERG

olgtimleri ve histopatolojik degerlendirmede herhangi bir toksisiteye rastlamamiglardir(125).

Stephan ve arkadaslar1 22 adet tavsani 2 gruba ayirarak 1. gruba sirasyla 300-1500 pug/0,1ml
degerleri arasinda diklofenak; 2. gruba ise 500-6000 pg/0,1ml degerleri arasinda intravitreal
ketorolak enjeksiyonu yapmislardir. Enjeksiyon sonrasi hastalarin klinik muayene, ERG
Ol¢timii ve 8. hafta sonunda gozler eniikliie edilerek histopatolojik incelemeleri yapilmus,
3000pg iistii ketorolak ve 300ug iistii diklofenak degerlerinde retina toksisitesine ve ERG
Ol¢timlerinde patolojik degerlere rastlamiglardir ve bu degerlerin altinin giivenilir oldugu

diistinmislerdir(126).
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Lang ve arkadaslar1 ise 4mg Kenalog(triamsinonolon asetat in ticari formu)’un intavitreal
enjeksiyonunun tavsan retinasina toksik etki yaptigini bildirmislerdir. Ancak bu toksik etkinin
icerisinde bulunan preservan(benzil alkol) maddeye bagli oldugunu diistinmiislerdir(127).
Daha oOnceki diger c¢alismalarda da benzil alkol iin toksik etki yaptigi
bildirilmistir(%0,9)(128).Bizim ¢alismamizda ise Nepafenak etken maddesi olan ilacin ticari
formundan ilacin direk hazirlanarak intravitreal verilmesine ragmen herhangi bir toksik
bulguya rastlanmamistir. Toksik etki goriilmemesinin sebebinin preservan maddenin diger
ilaglardan farkli olarak ¢ok diisiik oranda bulunmasindan kaynakli olabilecegini diisiindiik

(%0,05 benzalkonyum klortir).

Yine bizim ¢alismamizda klinik muayane bulgulariyla gozlerin hig birisinde GIB 8l¢iimleri ve
korneal kalinlik Ol¢timlerinde herhangi bir farklilik izlenmemistir. Ayrica c¢alismamizda
gormeyi kalict sekilde engelleyecek geri donilislimsiiz herhangi bir komplikasyona
rastlanmamistir. izlenen tek komplikasyon katarakt gelisimidir ki oda 1.ay kontrollerinde

kaybolmustur.

Steroidlerin katarojenik etki mekanizmasinda literatiirde birgok sebep suglamustir. Bunlar lens
metabolizmasindaki degisiklikler hiicresel katyon pompasi, steroidlerin C20 grubu ile

kristallerin liizum kalintilarinin amnio gruplari arasinda seffaf baz olusumu ve oksidatif

strestir (129,130).

Bizim caligmamizda 1 hafta kadar erken donemde katarakt olusumunun goriilmesinin ilacin
farmakokinetik etkisine bagli oldugunu diisiindiik. Yiiksek dozda verilen grupta daha fazla

sayida kataraktli g6z olmas1 da bu diisiincemizi destekler niteliktedir.

Her nekadar gelisen katarakt 1. ay konrollerde kaybolsa da klinik pratikte hasta gruplarina
tekrarlayan enjeksiyon yapilabilecegi diislintildiiglinde tekrarlayan intravitreal nepafenak

enjeksiyonunun kalic1 katarakt yapip yapmayacagi tahmin edilememektedir.

Bunun yani sira tekrarlayan enjeksiyonlarin retinaya toksik etkisinin olup olmadig1 halen bilgi
boslugu bulunan teyide muhta¢ alanlardir. Literatiir incelendiginde bu konuyla alakali

yapilmig sadece bir ¢alisma vardir.

Izabella Komarowska ve arkadaslar1 ketorolac’in ticari preperatini (3mg/0.1ml);9 adet
tavsanin 6 tanesinin goziine tek doz 3 tanesinin goziine ise 2 hafta arayla 4 doz seklinde
intravitreal olarak yapmuslardir. Tek doz yapilan tavsanlarda histopatolojik olarak ve ERG

Olciimlernde patolojik bulguya rastlanmazken, tekrarlayan enjeksiyon yapilan 3 tavsanda
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retinal lokal toksisite bulgularina ve ERG o6l¢timlerindede patolojik dlgiimlere rastlamislardir.
Ayrica immiinositokimyasal analizlerinde hiicre hasart marker1 olan glial fibriller asidik
protein(GFAP) tekrarlayan enjeksiyon yapilan gruptaki 1 tavsanda retinal defekt alaninda
hafif silik gozlenmistir. Retinal toksisitenin sebebi tam acgiklanmasada ilacin igindeki

preservan maddelere bagl oldugu diistiniilmiistiir(%10 alkol)(131).

Bizim calismamiz1 diger caligmalardan ayiran bir 6zellikte TUNEL yontemiyle apopitotix
index degerlerinin incelenmesiydi. Gruplar arasinda apopitotix index degerleri arasinda

anlamli fark izlenmedi.

Sonug olarak bu g¢alisma verilerine goére 0,1mg ve 0,05 mg intavitreal nepafenak retinada
toksik etki yapmamaktadir. Bu sebeple antiinflamatuar etkili diger ilaglarin yararli sonuglar
verdigi gesitli 6n ve arka segment okiiler patolojilerinde intravitreal prezervansiz NSAII
uygulamalari da ilave veya alternatif segenek olabilir. Bunun daha ileri arastirilmasi i¢in daha
genis bir seride goniilliilerde toksisite ¢aligmalarina ve hasta grubunda makuler 6deme olan

etkilerinin incelendigi insan deneylerine ihtiya¢ vardir.
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