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KISALTMALAR

BSS : Dengeli tuz solissyonu
GIL : Gozigilens
EKKE : Ekstrakapsiiler katarakt ekstraksiyonu

IKKE : Intrakapsiiler katarakt ekstraksiyonu

KKK : Kontinu kurvilineer kapsiiloreksis

TEM : Gegirmeli (Transmission) elektron mikroskobu



1.GIRIS

Katarakt toplumda yas ile birlikte artan insidansa sahip onemli bir saglik problemidir.
Ileri yag grubunda korliik nedenleri iginde ilk sirada yer almaktadir. Giiniimiize gelinceye
kadar kataraktin cerrahi tedavisinde 6nemli gelismeler olmustur. 1940°li yillardan sonra
katarakt ekstraksiyonu ve goz ici lens (GIL) implantasyonu giindeme gelmis ve hizla
ilerleme gostermistir. Giniimiizde modern katarakt cerrahisinde fakoemiilsifikasyon ve GIL
implantasyonu en sik kullanilan yontemdir.

Fakoemiilsifikasyon cerrahisi sirasindaki en Onemli asamalardan  biri olan
kapsiiloreksis’in baganli bir sekilde uygulanmasi cerrahinin daha sonraki agamalarinin
basarist igin ¢ok Onemlidir. Bu amagla 6n kapsiiliin goriiniir hale getirilmesi i¢in gesitli
uygulamalar yapilmustir. Otolog serum, fluorescein, kristal viyole, indosiyanin yesili, tripan
mavisi degisik calismalarda 6n kapsiiliin daha iyi gériinmesini saglamak igin kullanilmgtir.
Ozellikle fakoemiilsifikasyon ile katarakt cerrahisine yeni baglayan cerrahlarin kapsiiloreksis
Ogrenme asamasiun kolaylagtinlmasi ve matiir katarakt nedeni ile fundus reflesinin
alinamadig olgularda 6n kapsiilin daha iyi goriinmesini saglamak i¢in giinimiizde en stk
olarak tripan mavisi kullanilmaktadir.

Boyama tekniklerindeki geliymelere ragmen fakoemiilsifikasyon yontemi ile katarakt
cerrahisinde on kapsiilin gorinir hale getirilmesi icin tripan mavisi ¢ok sik tercih
edilmektedir. Kisa sireli olarak uygulanmasi, g6z igine uygulanma sonrasinda hemen
yikanmas: nedeni ile gz i¢i dokularla temasinin toksik olmadig: belirtilmis olmakla beraber
karsinojenik kimyasal maddeler listesinde yer alan bir maddedir. Ayrica uzun dénem etkileri
konusunda bilgilerimiz bulunmamaktadir.

Dokularda meydana gelen ultrastruktiirel ve morfolojik degisimlerin ortaya konmasi

amaciyla histopatolojik incelemelerin yapiimasi1 gerekmektedir. Bu amagla ¢ok degisik



teknikler kullanmilmaktadir. Hiicresel diizeyde meydana gelen etkilerin incelenmesi igin en
detayl1 bilgi hiicresel yapinin ve hiicre organellerinin buyik biyilitmelerde incelenmesi ile
ortaya konabilmektedir. Bu amagla son 50 yildir tibbi uygulamalarda kullanimi artmig olan
gecirmeli elektron mikroskobu (TEM) hiicresel diizeyde meydana gelen degisiklikleri

incelemeye imkan veren bir yontemdir.



2.GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Katarakt terimi gelale anlamina gelen latince ‘cataracta’ ve yunanca ‘katarraktes’
sOzciiklerinden tiiretilmigtir. Katarakt gorme azalmasi ile seyreden, insan lensinin i¢inde veya
lens kapsiiliinin iizerinde meydana gelen kismi yada tam opasifikasyondur (1). Katarakt
gorme azalmasina ve korliie neden olan hastaliklar icinde ilk sirada yer almaktadir.
Tedavisinde 3 agamal1 bir yaklagim uygulanmaktadir.

1) Cerrahi olarak katarakt gelisen lensin gikarilmas: ve GIL implantasyonu

2) Metabolik veya ila¢ kullanma nedeni ile katarakt gelismesi durumunda cerrahi
olarak lensin ¢ikarilmas: ile beraber GIL implantasyonuna ilave olarak sebeb olan etken
maddenin kullamminin kesilmesi ve metabolik nedene yonelik tedbirlerin alinmasi.

3) Risk faktoérlerinin belirlenmesi ve ortadan kaldiriimas: (2).

Katarakt ve ona yonelik tedavilere milattan 6nce (M.0O) 25 ve milattan sonra (M.S) 50
yillan arasindaki tarihi kayitlarda bulunmaktadir. Katarakt terimi ilk kez milattan sonra 1018
yilinda Constantinus Africanus tarafindan kullamlmgtir. 1753’te Sharp tarafindan
intrakapsiiler katarakt ekstraksiyonu (IKKE) gerceklestirilmistir. 1961°de IKKE ile beraber
krio kullamimaya baglanmigtir. Cerrahi teknigin komplikasyonlarinin yiiksek olmas1 nedeni
ile daha sonra EKKE ile katarakt cerrahisi gerceklestirilmesine gegcilmigtir.. Ekstrakapsiiler
katarakt ekstraksiyonu (EKKE) ile katarakt cerrahisi ilk kez Jacquel Daviel tarafindan
kullamlmistir. 1967°de Kelman tarafindan ilk kez fakoemiilsifikasyon yontemi ile katarakt
cerrahisi uygulanmis ve 1980°1i yillardan sonra hizla geligim gostererek ilerleme kaydetmigtir
(3).

1967°den bu yana konjonktiva ve korneanin vital boyanmasi igin degisik boyalar

oftalmolojide kullamilmaktadir (4). 1980°li yillardan sonra 6n kapsiilin boyanmasinda



boyalarin kullamm giindeme gelmis ve ilk olarak Melles tarafindan lens 6n kapsiiliiniin
tripan mavisi ile boyanmasi ve fakoemiilsifikasyon cerrahisi ger¢eklestirilmistir ( 5).
2.2.GOZUN YAPISAL VE FONKSIYONEL OZELLIKLERI

2.2.1.GOZUN HISTOLOJIK TABAKALARI
TUNIKA FiBROZA: Beyaz renkte saglam bir tabakadir, organa sekil verir ve korur.
TUNIKA VASKULOZA = UVEA: Damardan zengindir, goziin beslenmesini saglar. Ayrica
bu tabakadaki diiz kaslar g6z uyumunda rol oynar.

TUNIKA NERVOZA = RETINA: Igik reseptorlerinin yer aldifn isiga duyarhi sinirsel
tabakadir, nervus optikusla devam eder (6).

Gozdeki yapisal ve fonksiyonal iligkiyi anlayabilmek icin embriyoda nasil olustugunu
ve farkhlastify germ yapraklarim bilmek gereklidir. Géziin dokulari, néroektoderm, yiizey
ektoderm ve mezodermden farkhlagir. Geligmenin 22. giiniinde, gézler embriyonun kranial
kisminda noral katlantimn iginde s1§ iki oluk olarak gozlenir ve bunlara optik sulkus ya da
optik gukur adi verilir. Noral tiip kapaninca bir gift oluk da iyice girintilenir ve optik
vezikiilleri yapar. Her optik vezikiil lateralde biiyiir, 6n beyinle baglantis1 sadece optik sap
ile kalir ve tizerindeki yiizey ektoderm kalinlagarak lens plakoidlerini yapar. Bu olay lens
plakoidlerinin ve optik vezikiilin invaginasyonu sonucu iki tabakali optik kupanin
olugumuyla sonlanir. I¢ tabaka noral retinaya doniigiir. Dig tabaka retina pigment epiteline
dontigiir. Her lens plakoidinin orta bélgesindeki invaginasyon lens vezikiillerinin olusumuyla
sonuglanir. Geligmenin 5. haftasinda, lens vezikiilleri yiizey ektoderm ile iliskisini yitirir.
Lens vezikiilleri yizey ektodermden koptuktan sonra, aym bolge yeniden kalinlagmaya baslar
ve kornea epitelini yapar. Daha sonra periferdeki mezengim hiicrelerinden kornea endoteli ve
kornea stromas: geligir. Mezensimden farklilagan kan damarlar, her bir optik kupa ve sapinin

alt yiizeyi boyunca gelisir (6-9).



Korneoskleral tabaka, transparan kommea ve beyaz opak skleray1 igerir. Kornea kan
daman ve pigment igermez. Korneayi igeren inflamatuvar cevaplar sirasinda, limbustaki kan
damarlarindan gok sayida notrofil lokosit ve lenfosit gogii olur ve stromamn lamelialan

arasina penetre olurlar (10).

Sklera, siki fibroz bag dokusu yapisindadir boylece goziin ekstraokiiler kaslarinin
tutunmasini saglar. Skleranin yiizeyine paralel tip I kollagen demetleri tabakalar halinde

cesitli yonlerde seyreder (7).

Kollagen demetler arasinda ince elastik fibril a1 ve orta miktarda ara madde bulunur.
Demetleri yapan fibriller, diizenlenimleri ve caplann yoninden diizensizdir. Skleramin
opasitesi, diger siki bag dokulanndaki gibi yapisindaki bu dizensizlife baghdir.
Korneaskleral tabaka, optik sinirin ¢iktigi bolge hari¢ diger bolgelerde igteki iki tabakay:
sarar. Limbusta yani sklerokorneal birleskede stromanin i¢ yiizeyi endotelle doseli bosluklar

igerir bu trabekiiler ag olarak isimlendirilir. Bu da Schlem kanalina agilir (7,8).

2.22.KORNEA ANATOMISI

Kornea goziin saydam olan dis kisrmdir. Sferiktir fakat limbusta periferik bolge one
dogru hafif eliptik goriiniir. Korneanin ¢apt 11,5-12,5 mm olup santral bolge en ince
bolgedir. Korneanin 1/3 santral boliimii optik zon adim alir. Anterior santral korneal kurvatiir
ortalama 7,7 mm, posterior santral komeal kurvatiir ortalama 6,9 mm dir. Bu degerlere gore
komea 6n yiiziniin refraktif degeri +48,8 D iken arka yiizde —5,8 D dir. Bu durumda
korneanin toplam kiriciligr 43,0 D olup goziin toplam kirma giiciiniin %70’ini teskil eder. Bu
kincilik ortam 6nde preokiiler gozyasi filmi, arkada humoér akoz ile baglantihidir ve kirma
giicii lizerine bunlarin ayn ayn etkileri s6z konusudur. Korneanin bir diger 6zelligi yiizeyinin

sferik degil, asimetrik asferik yapida olmasidir (7,10).



Anatomik olarak kornea 4 zona ayrlir :

1- Santral optik zon: Korneanin 4 mm gapli daha sferik, simetrik ve optik olarak
onemli bir bolgesidir. Optik olarak pupiller aksin bu zonun merkezinden gegtigi kabul edilir.

2- Parasantral zon: 4-7 mm lik bolgeye tekabiil eder. Santral zondan daha yassidir,
fakat genel anlamda sferiktir.

3- Periferal zon: 7-11mm arasi bolgedir. Kornea daha diiz ve asferik hale gelir.

4- Limbal zon: Korneanin skiera ile devam ettigi 0,5 mm’lik kisumdir.

Kornea duyu sinirlerinden ¢ok zengindir. N. Trigeminusun oftalmik dali ile innerve
olur (11).

Kalinlig1 merkezde 0.5-0.6 mm. olup, perifere dogru kalinlagsarak 0.9 mm.’ye ulagir
(10).

2.2.3. KORNEA HISTOLOJISI

Kornea histolojik olarak 5 tabakadan olusur (8).

1. Epitel Tabakasi: Rejenerasyon yetenegi hizli 5-6 sirali, keratinize olmayan gok kath
yass1 epiteldir. On yiizii gozyag: ile kaplanmigtir. Bowman membram diizeyinde seyreden
duyu sinirleri epitel hiicreleri arasinda sonlamir. Altindaki Bowman membrammna bazal
membram ile sikica yapigiktir. Korneamn siirekli yenilenen bu en st tabakasi korneal
kiricih@in bityiik kismindan sorumludur. Gozyas: film tabakasmn katkis: ile mitkemmel bir
optik yiizey olugturur. Kornea epiteli ii¢ tip hiicreden olusur. En ustte farklilagmg yass: yiizey
epitelyum hiicreleri, ortada kanatsi hiicreler ve en igte bazal hiicreler bu i¢ tabakay:
olusturmaktadir. Mitoz gosteren bazal hiicreler yiizeye dogru ilerlerken yavas yavag
farklilagirlar, gekirdekleri kiigiiliir, organellerini yitirirler ve dejenere olup kornea yiizeyinden
dokiiliirler. Bu siireg her yedi giinde tim epitelyumin yenilenmesi ile sonuglamr (9,10).

2. Bowman Tabakas:: Stroma lamellerinin kondanse olmus 6n kismudir. Tip I ve Tip V



kollajen ile bunlarin arasimi dolduran Tip IV kollajen flamanlarn ve proteoglikanlardan
olusmugtur. Yaralanmalardan sonra yenilenemez, yaralanma yerinde gorme bozukluguna
neden olabilen opasiteler geligir (9).

3. Stroma: Kornea kalinlifinin %90°nin1 olusturur. Stromay1 olugturan kollajen lifler
uniform  yapidadir.  Birbiri  ile  kesigmeden limbustan limbusa  seyreder.
Mukopolisakkaridlerden olusan ara madde iginde yerlesmislerdir. Stroma hiicreden fakirdir.
Stromamin kuru agirhginin %70’ini olusturan kollajen, dokunun saglamligindan ve goz ici
basincina direngten sorumlu olan temel yapisal makromolekiillerdir. insan kornea
stromasinda bulunan esas kollajen Tip I olup az oranda Tip V ve Tip III bulunmaktadir. Bu
kollajen liflerin arasinda baglantilar kuran ve korneanin seffafligim saglamaktan sorumlu
olan Tip IV ise az oranda ve daginik olarak bulunmaktadir. Keratositler stroma hacminin %3-
5’ini olusturur. Bu hiicreler, yaralanmalarda fibroblastlara doéniigerek yara onanm saglar
(9,10).

4. Descement Membrami: Kornea endotel hiicreleri, erigskin insanda bu membran
iizerinde yerlesmislerdir. Endotel hiicrelerinden sentezlenen bu membran 6nde banth ve
arkada bantsiz olmak iizere iki tabakadan olusur. Gebeligin 4. ayinda sentezi baglar ve
bantsiz kismin sentezi dogumdan sonrada devam eder. Bu tabakaTip IV kollajen, laminin ve
fibronektinden olugmustur. Fibronektinin endotel hiicrelerini descement membranina
bagladigs dugiinilmektedir. Descement membranimi proteolitik enzimlere karsi oldukga
dayamkl oldugu ve stromamin hizli bir sekilde bozuldugu agir nekrotizan keratitlerde bile
saglam kalabildigi gorillmustiir. Endotel hiicrelerinin bazal membranidir. Korneanin diger
katlarina gore elastisitesi fazladir. Stromaya yapisik degildir. Kolayca siyrilabilir. Stroma ile
aralarinda bulunan tek baglant1 descement membranina uzanan ve bir mikrondan daha kiigiik

boyutlarda olabilen fibrillerden ibaret olmaktadiriar.



5. Endotel Tabakasi: Korneanin arka yiiziinde bulunan, tek sira halinde dizilmis yaklagik
400000 adet poligonal hiicreden olusan tabakadir. Cogu hegzagonal olan hiicrelerin ¢ap1 20
mikron kalinlif1 ise 4-6 mikron arasindadir. Endotel hiicrelerinin sayis1 eriskinde 3500
hiicre/mm2’dir. Elektron mikroskopik kesitlerde kiiboid olarak izlenen hiicrelerin yan
yiizeylerinde bulunan girinti ve ¢ikintilar (interdijitasyonlar), yan yiizlerinin boyunun hiicre
boyunun yaklagtk 10 kati olmasina neden olur. Bunlara ilaveten apikal yiizeye yakin
yerlesmis siki baglanti noktalari bulunur. Hem interdijitasyonlar hemde siki baglanti
noktalan sayesinde endotel, epitelyum kadar olmasa da, sivi gegisine kars1 bir bariyer gorevi
yapar. Endotel hiicreleri biiyiik niikleuslan, ¢ok sayida mitokondri ve diger organelleri igeren
stoplazmalan ile aktif hiicrelerin karakteristik 6zelliklerini tagirlar. Yan yiizeylerde bulunan
¢ok sayida gap-junction’lar hiicreleraras: iletimde temel rol oynarlar. Kornea 6demine yol
acan endotelial travmanin siki baglant1 bolgelerinin hasarindan ¢ok gap-junction hasari
nedeni ile geligtigi gosterilmigtir. Klinik acidan endotel hiicreleri kornea fonksiyonlan igin
vazgegilmezdir. Bu hiicreler fizyolojik kogullarda olduke¢a iyi korunmug 6zelliklerini travma
veya gz ici cerrahisi sirasinda kolayca kaybedebilirler. Santral sinir sistemi hiicreleri gibi bu
hiicrelerde dogumdan sonra ¢ogalamazlar. Ancak genigleme yetenekleri sayesinde,
dogumdan sonra kornea ¢apindaki artma, yasa bagh kayiplar, travma ve goz i¢i cerrahiye
bagh kayiplar kompanse edilebilmekte ve korneanin biitiinliigii korunmaktadir. Insan erigkin
endotel hiicresinde neredeyse hi¢ mitoz izlenmez. Yaglanma, cerrahi, travma yada
inflamasyon nedeni ile kaybolan endotel hiicrelerinin yerini etrafindaki hiicreler go¢ ederek

ve genisleyerek doldururlar (12,13).
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2.2.4 KORNEANIN FiZYOLOJISI

Epitel tabakasi: Kornea tabakalari arasinda en fazla oksijen ve glikoz ihtiyaci olan
tabakadir. Metabolizmas: igin gerekli oksijeni, aminoasitleri ve glikozu gozyas: aracilig ile
atmosferden, limbus ¢evresindeki kapiller agdan, akoz hiimérden diffiizyon yoluyla saglar
(12-14). Epitel hiicreleri arasindaki siki baglar mikroorganizmalara karsi bariyer gorevi
gorir. Intakt epitelden difteri basili, gonokoklar, hemofilus ve listeria tiirleri diginda
mikroorganizmalar penetre olarak enfeksiyon olujumuna neden olamaz (15).

Stroma tabakasi: Ekstraselliiler matriks iginde bulunan proteoglikanlar sayesinde diger
tabaklara gore daha fazla su ¢ekme potansiyeline sahip bir dokudur. Stromada bulunan su
miktart korneal kalinlik ile dogru orantili olarak artar. Stroma bir gram kuru agirhik bagina
3.45 gr su tutma oOzelligine sahiptir. Stromal gigsme basinci olarak adlandinlan kuvvet
sayesinde stromal édemin engellenmesi saglamr. Bu basing degeri in vitro kosullarda 55
mmHg diizeyindedir. Kornea kalinligs, epitelyum ve endotel fonksiyonlari normal olmak
kosulu ile 50 mmHg’ye kadar olan goz igi basinci degerlerine kadar korunur. Stromal sigme
basincida bu degerlerdedir. Goz i¢i basinci bu de@erleri asarsa veya endotel fonksiyon
bozuklugu nedeni ile stroma kalinli artmis ise kornea 6demlenir (16).

Endotel tabakasi: Stromanin su ¢ekmesini engelleyen ve su igerigini %78’de tutan
onemli faktorlerden ikisi endotel tabakasinin bariyer ve pompa fonksiyonudur. Endotelin
pompa fonksiyonu, iyonlarin, aminoasitlerin ve sekerlerin 6n kamaraya pompalanmasini
saglar, aktif metabolik pompa fonksiyonu ile kornea su igerigini dengede tutar (13). Kornea
su igerigi %70-75"dir. Kornea hidrasyonun korunmasinda Na-K ATP’az pompa sisteminin
onemli rolii oynar. Endotel gegirgenliginin bozuldu@u veya endotel hiicre sayisinin azaldigi
patolojilerde olay yavas seyirli ise adaptasyon gelistirilerek pompa sayis1 arttinhir ve denge

korunmaya calisihir. inflame ve 6demli bir korneada gegirgenlik artmasina ragmen pompa
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sayist1 artmaz. Kornea endotel sayisi azalip, korneal stresin ortaya ¢iktigi 800-1500
hiicre/mm2 seviyesinde kornea endoteli artmig akoz kagagina karst bir kompansasyon
geligtirir ve yan yiizlerdeki pompa sayisim arttirir. Progressif endotel hiicre kayb1 durumunda
kritik seviye olan 500 hiicre/mm2 altina inme durumunda ise yan yiizlerde yeni pompalar i¢in
yer kalmaz ve enotel permeabilitesi iyice artarak korneal 6dem ve dekompansasyon geligir.
On segment cerrahisi sirasindaki travmalar, bazi komnea distrofileri ve 6n segment
inflamasyonlan endotel fonksiyonunu bozarak kornea 6demine neden olabilir. Bu durumda
kornea bulaniklagir ve gérme azalir (12,14).

Komea endotelinin mozaik yapisinin ve endotel hiicre yogunlugunun
degerlendirilmesi igin ilk kez 1968 yilinda spekiiler mikroskop kullaniimaya baglanmigtir.
Spekiiler mikroskop yardimi ile kornea endotelinin kalitatif ve kantitatif degerlendirilmesi
yapilabilmektedir. Bu amagla kullamm o6zellikle keratoplasti dncesinde donér korneanin

degerlendirilmesi i¢in olduk¢a 6nem arzetmektedir (17).

2.3. GECIRMELiI ELEKTRON MIiKROSKOBU (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobu yaklagik 35 yildir tipta ve endiistride kullammda olan
bir cihazdir. Bazi cihazlarda 0,2 nm’nin altina inen miikemmel ayirma giici TEM'in en
onemli avantajlarindandir. TEM hem difraksiyon modunda hem de goriinti modunda

¢aligabilme becerisine sahiptir (18,19).

TEM'de taramali elektron mikroskopisine (SEM) gore ¢ok daha yiiksek enerjili
elektronlar kullamlir ve bu elektronlanin ion milling, electro thinning gibi yontemlerle folyo
haline getirilmis numuneyi delip gegmesi saglamir. Numune iginden gegen elektronlarin
kiriimasiyla numunenin kristal yapis: da belirlenebilir. Ultrahigh resolution turu yardimi ile

TEM'lerde numunenin atomik yapisi da goriintislenebilir (18,20).
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TEM'de, odaklanmig bir elektron 1§11, ince (200 nm den daha ince ) bir film numune
tizerine goénderilir. TEM'de, numuneyi gecen hem etkilenmemis hem de etkilenmig
elektronlardan elde edilen sinyaller degerlendirilir. Elektron 15tm1 numunenin Oniinde ve
arkasindaki bir seri manyetik mercek vasitasiyla bir flouresan ekran, bir plaka film veya bir
video kamera olabilen bir dedektore ulastirilir. Bu sinyal, elektron 151ninin dalga boyuna bagli
olarak 0-1.000.000 kez biiyitilmiis olabilirr. TEM cihazi 100-1000 keV’de caligir. 100
keV'de kullanilan elektron igininin dalga boyu 0.0037 nm olup 1§tk 151n1, x-151m1 ve nétron
radyasyonu gibi iginlarin dalga boylarindan ¢ok daha kuciktiar. Yiksek voltaj altinda
hizlandinlmig elektronlar bir numune Gzerine gonderilirse, elektronlar ile numune atomlar:
arasinda cesitli etkilesimler olur ve numuneden degisik enerjide elektronlar ve x-iginlari
¢ikar. Bu etkilesimlerden yararlanilarak numunenin incelenmesi elektron mikroskobunun
prensibini olusturur. Eger hizlandinlmg elektronlar ince numune iizerine gonderilmis ise,
elektronlarin bir kismu etkilesmeden diger kismida Bragg sartlan sonucu kinnima ugrayarak
numunenin alt yiiziinden disan ¢ikar. Bu tiir elektronlan kullanarak numunenin i¢ yapisinin

incelenmesi gegirim elektron mikroskobunda yapilir (20).

23.1.GECIRMELi ELEKTRON MIKROSKOBIiSi iCIN NUMUNE

HAZIRLAMA

TEM'de incelenecek numunelerin, elektron 1§ininin numunenin iginden gegmesine izin
verecek kadar ince olmalari gerekmektedir (birkag 100 nm kalinliinda). Atom numarasi
diigik elementleri igeren numunelerde bu kalinhk biraz daha artinlabilir. Cogu TEM
deneylerinde, numune kalinligi 200 nm'den daha incedir. Boylece, elektronlarin numune

icinde daha az nokta tarafindan sagilmalan saglanir (21).
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2.3.2.GECIRMELI ELEKTRON MIiKROSKOBU iCiN DOKU HAZIRLAMA

ISLEMLERI
1. TAZE TESPIT: %2.5’lik gluteraldehid soliisyonunda 2 saat bekletilir.

2. 1L.YIKAMA: 0.1 molar Cacodilat tampon solusyonu ile 15 dakika siire ile rotatuarda

dondiirilmek suretiyle 3 kez yikama uygulamr,

3. OSMIK ASIT iLE TESPIT: %2’lik 0204 (osmiumtetraoksit) ile rotatuarda

dondiiriilmek suretiyle 2 saat siire ile uygulama yapilir.

4. IL.YIKAMA: 0.1 molar Cacodilat tampon solusyonu ile 10 dakika stire ile

rotatuarda dondiirilmek suretiyle 2 kez yikama uygulanir.

5. I. DEHIDRATASYON: Alkol kullamiimak suretiyle yapiimaktadir.

%30’luk alkolile ... 15 dakika ...... (2 defa)
%50°tluk alkolile ...l 15 dakika ...... (2 defa)
%70’lik alkolile .....................o 15 dakika ...... (1 defa)
%70’lik alkolde ... 24 saat suire ile bekletilir.

6. KONTRASTLAMA (Uranilasetat ile boyama): Dokular bu kangim iginde

buzdolabi sartlaninda 2 saat siire ile bekletilir.
7. .DEHIDRATASYON VE BERRAKLASTIRMA

%901k AIKOL1E ... oo 30 dakika ...... (2 defa)
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Absoliialkolile ..........................l 30 dakika ...... (2 defa)

Propilen oksid ile berraklagtirma ......... ........ 30 dakika ........ (2 defa)

8. ARALDIT PROPILEN OKSIT UYGULAMASI: Bu kanigim i¢inde dokular 24 saat

stire ile buzdolabinda bekletilir.

9. GOMME: Dokular aralditli gobmme kapsiillerine alindiktan sonra iki giin siire ile
etiivde bekletilir. Bu iglem sirasinda birinci giin etiviin 1s1s1 45 C, ikinci gin ise 60 C

olmalidir.

10. Bloklar haline getirilmis doku 6rneklerinden yar ince kesit alma iglemi uygulanir

ve yart ince kesitler toluidin mavisi ile boyanir.

11.Hazirlanmms olan yan ince kesitlerden mikroskopta incelenecek kisim

isaretlendikten sonra isaretlenmis olan bu alandan ince kesitler alinir.

12. Ince kesitler incelenmek iizere gridlere alimir ve TEM ile goriintilenir.

2.4. KATARAKT CERRAHISINDE KONTINTU KURVILINEER KAPSULOREKSIS

Kontinii kurvilineer kapsiiloreksisi uygulanmasi metodu ile katarakt ekstraksiyonu ve
GIL implantasyonu oldukga giivenli ve etkin bir cerrahi yontemdir. Bu teknigin uygulanmas
ile giiglii bir kapsiil kenan olusturularak lens aspirasyonu ve GIL implantasyonu sirasinda
kapsul yirtiklannin olugmas: engellenmis olur. Bu sekilde kapsiiler bag icine giivenli bir
sekilde GIL implante edilmesi kolaylagir. Matiir veya entiimesan katarakth olgularda bu
sekilde bir kapsiiloreksisin gercgeklestirilmesi gii¢ olabilmektedir. Ozelikle kirmiz1 retinal

reflenin alinamadi@: katarakt olgularinda cerrah kapsiiloreksis sirasinda kapsiil kenarimi iyi
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bir sekilde goremeyebilir. Kapsiiliin iyi segilememesi sonucu olarak kapsiiloreksis riskli
olabilmekte ve cerrahi iglem giiglesebilmektedir. Kapsiiloreksis sirasinda radial yirtiklarin
gelismesi, zonillere ve arka kapsile kadar uzanabilen radial yirtiklann geligimi
izlenebilmektedir. Bu olaylarin gelismesinin bir sonucu olarak vitreus kayb: geligebilmekte

ve katarakt ekstraksiyonu ve GIL implantasyonu iglemi olduk¢a giiglegsmektedir (22).

Son zamanlarda kirmizi reflenin olmamasi nedeni ile 6n kapsilin iyi gorilemedigi
olgularda cerrahinin risklerini ortadan kaldirmak igin arayiglarda bulunulmustur. Bu amagla
otolog kan ve gesitli boyalar kullamlmgtir (23). Bu isleme yonelik kullanilmig baghca
boyalar, indosiyanin yesili (24), fluorescein (25), gention viyole (26), metilen mavisi (5) ve
tripan mavisidir (27). Bu boyalardan biri olan tripan mavisi komnea endotelinin

degerlendirilmesinde de kullamlan bir vital boyadir.
2.5. TRIPAN MAVISI

Tripan mavisi biyolojik laboratuarlarda, hiicre kultiirlerinde canh-6li hiicre aynminda
kullamlan vital bir boyadir. Bu amagla genellikle % 0.4’lik konsantrasyonda ve fosfat
tamponunda kullamilmaktadir. Oftalmolojide uzun yillar katarakt cerrahisinde 6n kapsiliin
boyanmasi igin kullamlmistir. Bu uygulamar sirasinda genellikle %0.1 konsantrasyonu
kullamlmigtir (28). Aynca komea bankalarinda endotel hicrelerinin canhiifinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Son yillarda, vitreoretinal cerrahide, epiretinal
membranlann ve internal limitan membrami boyayarak goriinir hale getirmek igin

kullaniimaktadir (28,29).
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3.AMAC

Bu c¢aligmada ama¢ fakoemiilsifikasyon yontemiyle katarakt cerrahisinde
kapsiiloreksis sirasinda lensin 6n kapsiiliiniin daha iyi goriintillenmesi ve giivenilir bir
kapsiiloreksis yapiimasim saglayan tripan mavisi boyasinin, ratlarin 6n kamarasina farkl
konsantrasyonlarda injeksiyonu sonrasinda kornea endotelinde meydana gelen erken (1.giin)

ve ge¢ donem (1.ay) histopatolojik degisikliklerin TEM ile degerlendirmektir.
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4.MATERYAL VE METOD:

Bu deneysel ¢alismada 20 adet Wistar albino rat’in 40 gozi kullamldi. Caligmada
kullamlan Wistar albino ratlarin tiimii saglikh idi ve herhangi bir goz hastahklan s6z konusu
degildi. Deneysel galisma yapilmaya baslanmadan énce Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
blinyesinde faaliyet gosteren deney hayvanlarimn bilimsel galiymalarda kullanimu ile ilgili

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alind1.

Tiim ratlara 30 mg/kg kas i¢i ketamin hidrokloriir enjeksiyonu ile anestesi saglandi.
Goz kapaklarinin temizligi % 10°luk povidon iyodiir, konjonktival floramin temizligi %5’lik
povidon iyodiir ile saglandi. Ingilterede hizmet veren Sigma-Aldrich sirketi tarafindan
iiretilen ve pazarlanan Sigma marka %0.4’luk tripan mavisi dengeli goz i¢i siv1 kullamlarak
bes ayr1 doz olacak gekilde seyreltildi. Oncelikle %0.4 lik konsantrasyondan 0.1 ml alind1.
Daha sonra bu konsantrasyon sirasiyla ikiye, dorde, sekize ve onaltiya dengeli goz igi sivis
(BSS) ile seyreltilerek %0.2, %0.1, %0.050 ve %0.025’lik konsantrasyonda hazirlanmig
olundu. Operasyon mikroskobu kullanilarak superotemporal kadrandan 28 gauge’lik bir
insﬁlinl enjektorii yardim ile limbal tiinel olusturulacak sekilde on kamaraya girildi. Ratlarin
sag gozlerine farkli konsantrasyonda 0.05 ml tripan mavisi, sol gozlerine 0.05 ml dengeli tuz
soliisyonu (BSS®) (kontrol grubu) injekte edildi. Ratlardan dort tanesinin sag goziine %0.4,
dort tanesinin sag goziine %0.2, dort tanesinin sag goziine %0.1, dort tanesinin sag goziine
%0.05, diger dort tanesinin sag goziine %0.025 konsantrasyonlarinda 0.05 ml tripan mavisi
injekte edildi. Tiim ratlarmn sol gozlerine ise 0.05 m! BSS enjekte edildi. Enjeksiyondan 1 giin
ve 1 ay sonra her tripan mavisi konsantrasyonundan iki rat yitksek doz pentotal (80 mg/kg)
ile sakrifiye edilerek gozler eniiklee edildi. Operasyon mikroskobu yardim: ile kornealar
biitiin olarak ¢ikarildi. Limbustan itibaren bir biitiin olarak ¢ikanlmig kornealar endotel yiizii

ustte kalacak sekilde kaucuk materyal iizerine fikse edilerek %2.5’lik gluteraldehid
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soliisyonu igine kondu. TEM ile incelenmek iizere hazirlik asamalarindan gegirildi.ince
kesitlerin alnmas:1 asamasinin ardinda gridlere alinan incelenecek Gmekler TEM ile
incelenmek iizere incelenmenin yapilacagi Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Ana Bilim Dalina gétiiriildii. Kornea endotelinde meydana gelen histopatolojik

degisiklikler TEM ile incelendi.
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5.BULGULAR

Kontrol grubu komea endotelinin TEM ile incelenmesi sonucu erken dénemde
(1.ginde) asagidaki bulgular elde edilmigtir:

Endotel hiicrelerine ait hiicre ¢ekirdekleri okramatik yapilar1 ve yassi sekilleri ile
normal goriiniimde izlendi. Hiicreleraras: yan yiizey baglantilari ve hiicre organelleri normal

ultrastritktiir yapisinda idi (Resim1).

Ge¢ donemde (1.ayda) incelenmis olan kontrol grubu endotel hiicrelerinin akut

donemdeki gibi normal yapida olduklan izlendi.

%0.4’likk konsantrasyonda tripan mavisinin kornea endoteli iizerine erken donem
etkilerinin TEM ile incelenmesi sonucu asagidaki bulgular elde edilmigtir:

Kornea endotel hiicresinde irili ufakli vakuoller, genislemis graniilli endoplazmik
retikulum, piknotik niitkleus ve mitokondiyonlarda yaygin kristalizis saptandi. Hiicre
¢ekirdeklerinin hiperkromatik yapida oldugu ve hiicre organellerinde dejenerasyon saptandi.
Hiicreleraras: yan yiizey baglantilani ve descement membraninda ayrilmalann oldugu tespit

edildi (Resim2).

%0.4’lik konsantrasyonda tripan mavisinin kornea endoteli iizerine ge¢ donem
etkilerinin TEM ile incelenmesinde asagidaki bulgular elde edilmigtir:

Hicrelerin ileri diizeyde yassilagtigi, ¢ekirdeklerin 6kramatik yapida oldugu, hiicre

icinde vakuolizasyon olmakla birlikte akut donemde izlenenden belirgin sekilde daha az

vakuolizasyon goriildiigii izlendi. Hiicrelerarasi yan yiizey baglantilarinin normal oldugu ve

descement membranindan hiicre ayrilmalarinin olmadig: saptandi (Resim 3).
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%0.2°lik konsantrasyonda tripan mavisinin kornea endoteli Gizerine erken dénem
etkilerinin TEM ile incelenmesi ile agagidaki bulgular elde edilmistir:

Hiicre ¢ekirdeklerinin heterokromatik ve piknotik yapida oldugu izlendi. Hiicre
boyutunun normal oldugu, hiicrelerde vakuolizasyon ve hiicresel organellerde dejenerasyon
oldugu saptandi. Hiicreler arasi yan yiizey baglantilan normal olup, mitokondriyonlarda az
oranda kristalizis tespit edildi. GER ve golgi organelleri aktif oldugu saptandi (Resim 4).

%0.2’lik konsantrasyonda tripan mavisinin kornea endoteli iizerine ge¢ dénem
etkilerinin TEM ile incelenmesi ile agagidaki bulgular elde edilmistir:

Hiicrelerarasi yan yiizey baglantilan yer yer ayrilmig olarak izlense de, hucreler ileri
derecede yassi, ¢ekirdekler normal morfolojide, ¢ekirdekcigin belirgin oldugu saptandi. Bazi
alanlarda cekirdeklerin piknotik yapida oldugu ve az sayida mitokondriyonlarda minimal
dizeyde kristalizis oldugu tespit edildi. Hiicre sekli ve boyutu normal yapida oldugu saptand:

(Resim 5).

% 0.1°lik konsantrasyonda tripan mavisinin kornea endoteli iizerine erken dénem
etkilerinin TEM ile incelenmesi ile asagidaki bulgular elde edilmistir:

Kornea endotel hiicresinde, mitokondiyon ve g¢ekirdek normal olarak izlenmekte,
graniilli endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi aktif olup mitokondiyal kristalizis
saptandi. Hiicre sekilleri ve gekirdek gekilleri normal olarak izlendi. Cekirdeklerin 6kromatik
oldufu, cekirdekgiklerin belirgin olarak goriildiigii izlendi. Hiicrelerde minimal diizeyde
vakuolizasyon saptandi. Descement membramindan hiicre ayrilmalanimn olmadigi ve
hiicrelerarasi yan yiizey baglantilarinin normal oldugu saptand: (Resim 6).

Ge¢ donemde gorillen degisikliklerin bu konsantrasyonun akut déneminden farkh

olmadig: tespit edilidi (Resim 7).
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%0.05°lik konsantrasyonda tripan mavisinin kornea endoteli iizerine erken doénem
etkilerinin TEM ile incelenmesi ile asagidaki bulgular elde edilmigtir:

Hiicre gekirdekleri ve hiicre boyutunun normal oldugu izlendi. Hiicrelerde descement
membranindan ayrilma olmadig: ve hiicrelerarasi yan yiizey baglantilarinin normal oldugu,
minimal dizeyde hiicresel organellerde dejenerasyon ve vakuoalizasyon oldugu saptandi
(Resim 8).

Ge¢ donemde ise hiicre gekirdekleri ve hiicre boyutunun normal oldugu, hiicrelerde
descement membranindan ayrilma olmadig: izlendi. Hiicreleraras: yan yiizey baglantilarinin
normal oldugu, minimal diizeyde hiicresel organellerde dejenerasyon ve vakuolizasyon

oldugu saptandi (Resim 9).

%0.025’lik konsantrasyonda tripan mavisinin kornea endoteli iizerine olan erken
donem etkilerinin TEM ile incelenmesi ile agagidaki bulgular elde edilmigtir:

Endotel hiicrelerine ait hiicre ¢ekirdekleri okramatik yapilan ve yassi sekilleri ile
normal gorinimde izlendi. Hiicrelerarasi yan yiizey baglantilan normal yapida
oldugu, hiicresel organellerde degenerasyon ve vakuolizasyon olmadif: izlendi. Hiicre

organellerinin normal ultrastriiktiir yapisinda oldugu saptand: (Resim 10).

Geg donemde bu konsantrasyon igin elde edilmig bulgular akut donem igin saptanmig

olan bulgulardan farklilik géstermemekteydi.
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Resim 1) Kontrol grubu kornea endotelinin gegirmeli elektron mikroskobu ile
incelenmesi. Hiicre ¢ekirdekleri 6kramatik yapida, hiicrelerarasi yan yiizey baglantilar1 ve
hiicre organelleri normal yapida izleniyor. Mitokondriyon (M), graniilli endoplazmik

retikulum (GER), niikleus (N) (Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 2). On kamaraya %0.4 konsantrasyonda tripan mavisi verilmesinden 1 giin sonra
korneal endotel hiicrelerinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi. Kornea
endotel hiicresinde irili ufakli vakuoller (V), geniglemis granillii endoplazmik retikulum
(»), piknotik niikleus (PN) ve mitokondiyonlarda yaygin kristalizis (*) goriilmekte (Uranil

asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 3) On kamaraya %0.4 konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben 1. ayda
korneal endotel hiicre yiizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi. Kornea
endotel hiicresinde irili ufakli vakuoller (V), piknotik niikleus (PN) ve mitokondiyonlarda

yaygin kristalizis (*) goriilmekte (Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 4) On kamaraya %0.2 konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben 1. giinde
korneal endotel hiicre ylizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi.
Hiicrelerde vakuolizasyon (V), piknotik nucleus (N), normal biiyiikliikte mitokondriyonlar

(M) goriilmekte (Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 5) On kamaraya %0.2 konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben 1. ayda
korneal endotel hiicre yiizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi. Piknotik
nucleus (N), minimal diizeyde mitokondiyal kristalizis (*) ve vakuolizasyon goriilmekte

(Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 6) On kamaraya %0.1 konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben 1.giinde
korneal endotel hiicre yiizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi. Kornea
endotel hiicresinde mitokondiyon (M) ve nucleus (N) normal, graniillii endoplazmik
retikulum (GER) ve golgi cisimcigi (G) aktif olarak goriilmekte (Uranil asetat-Kursun

sitrat, x 4400).

28



il

Resim 7) On kamaraya %0.1 konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben 1.ayda
korneal endotel hiicre yiizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi. Kornea
endotel hiicresinde mitokondiyon (M) ve nucleus (N) normal, graniillii endoplazmik
retikulum (GER) ve golgi cisimcigi (G) aktif, mitokondiyal kristalizis (*) goriilmekte

(Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 8) On kamaraya %0.050’lik konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben
1.giin korneal endotel hiicre yiizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi.
Kornea endotel hiicresinde niikleus (N), mitokondriyon (M) normal, sitoplazmada

vakuolizasyon (V) goriilmekte (Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 9) On kamaraya %0.050’lik konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben
1.ayda korneal endotel hiicre yiizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi.
Kornea endotel hiicresinde niikleus (N), mitokondriyon (M) normal, GER aktif olarak

izlenmekte (Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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Resim 10) On kamaraya %0.025’lik konsantrasyonda tripan mavisi verilmesini takiben
1.giinde korneal endotel hiicre yiizeyinin gegirmeli elektron mikroskobu ile incelenmesi.
Kornea endotel hiicre organelleri normal yapida izlenmekte, mitokondriyon (M), graniillii

endoplazmik retikulum (GER), niikleus (N) (Uranil asetat-Kursun sitrat, x 4400).
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6. TARTISMA:

Katarakt cerrahisinde fakoemiilsifikasyon pek ¢ok cerrahm ¢ok sik tercih ettigi bir
yontemdir. Kontinii kurvilineer kapsiiloreksisin (KKK) ile 6n kapsiliin ¢ikariimasi
fakoemiilsifikasyon ile katarakt cerrahisinde 6nemli bir agamadir. Bu asamanin basarili bir
sekilde yapilmas ile diigiik komplikasyon ve yiiksek basar1 oranlari bildirilmektedir. Bu olay
KKK ile saglanmis olan kapsiil elastikiyetinin artigt ve gerginlifin esit dagilim ile

iligkilendirilmektedir (22,30).

Fundusun kirmizi reflesinin alinamamas: nedeni ile entiimasan katarakt ve matiir
katarakt gibi bazi olgularda giivenli bir kapsiiloreksis yapmak giictiir. %0.1°lik
konsantrasyonda tripan mavisi 6n kapsiiliin boyanmas1 ve korteks ile kontrast olusumunun
saglanmas: igin yeterli olmaktadir (24). Lens 6n kapsiiliin goriniirliliigiiniin kétii olmasi
KKK isleminin saglikli olarak yapilmasini zorlagtirir, bu da lens kapsiiliinde radial yirtiklarin
gelisimine ve bu yirtiklarin lens ekvatorunun arkasina dogru uzanmasina neden olabilir. Buna
bagli olarak zoniillerin ayngmasi, arka kapsil yirtiklar, vitreus kaybi ve GIL

desantralizasyonu gibi komplikasyonlarin geligme riski artar (22,32).

Son zamanlarda otolog serum ve gesitli boyalar kullamlarak 6n kapsiiliin daha iyi
goriintillenmesine yonelik caliymalar yapilmigtir. Bu sekilde KKK igleminin daha saghkli
olarak yapilmasi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak otolog serum ve gesitli boyalar
kullamlmigtir (23). Bu igleme yonelik kullanilmig baghica boyalar, indosiyanin yegsili (24,25),

fluorescein (26-30), gention viyole (33), metilen mavisi (34) ve tripan mavisidir (35-40).

Bu boyalarin kullanimi ile kapsiiloreksis igleminde kapsiil kenarinin (41), travmatik

katarakth olgularda kapsiil yirtiklarmin (42), korneal opasitesi olan katarakth olgularda
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kapsiiloreksisin (43), pediatrik hastalarda arka ve 6n kapsiilotominin kolayca yapilabilmesine
(44-46) imkan vermisgtir.

%0.1 gention violet ve %l metilen mavisinin toksik etkilerine bagh olarak kornea
6demi meydana geldigi saptanmistir (5). Fluorescein ile yapilan boyamalarda ise kapsiil
altina verilen boyanin korteksi de boyamasi nedeni ile korteks ve kapsil ayiriminin zor
oldugu bildirilmigtir (47). Nahra ve ark. (29) %2’lik fluoresceini hava altinda kapsiil 6n
yiiziine enjekte etmisler, bu konsantrasyonda fluoresceinin endotele toksik olabilecegini
belirtmiglerdir. Melles ve ark. tripan mavisi ile ilgili ¢aligmalari sonrasinda tripan mavisi
katarakt cerrahisinde en ¢ok tercih edilen boya olarak kullamlmaya baslanmstir. %0.1°lik
konsantrasyonda tripan mavisinin matiir kataraktli olgularda 6n kapsiiliin boyanmas: igin
tercih ettikleri konsantrasyon olmugtur. Bu konsantrasyonda tripan mavisi kapsiiloreksis
sirasinda kapsiil kenannin gorinebilirliligini ve kapsiiloreksisin giivenli olarak yapilmasini
saglamaktadir (5).

Lens 6n kapsiiliin gorinirliginin daha iyi olmas: fakoemiilsifikasyon ile katarakt
cerrahisine yeni baglayan cerrahlar icin énemlidir. Bu cerrahiye yeni baglayanlara tripan
mavisi ile on kapsiiliin gorintrliliginin arttinlmast 6grenme siiresi ve komplikasyon
oranim azaltmaktadir. (48,49).

Tripan mavisi bir bis-azo boyasidir. Tripan mavisi iki azo bag ile bagh bulunan iig
parcadan olugmus simetrik bir molekiil igermektedir. 1967°den bu yana konjonktiva ve
korneanin vital boyanmasi i¢in oftalmolojide kullamimaktadir (4). Katarakt cerrahisi
sonrasinda endotelyal hiicrelerin incelenmesi ve keratoplastide donor korneal greftin
degerlendirilmesinde kullamlmig, bu uygulamalara ait herhangi bir yan etki izlenmemisgtir

(50).
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Bis-azo boyalar, tripan mavisinde oldugu gibi, az hidrate dokulari daha hidrate
dokulara gore daha iyi boyamaktadir (51). Lens korteksi icerdigi lens fibrilleri sayesinde
aselliler yapida olan bazal membrana gore daha fazla sivi icermektedir (52). Bu olay tripan
mavisinin ni¢in bazal membram lens korteksine gore daha iyi boyadigim agiklamaktadir.
Tripan mavisi bu 6zelligi sayesinde lens 6n kapsiili ile lens korteksi arasinda kontrast
farklihg: olusturarak 6n kapsiiliin gorinirliliinin artigina neden olmaktadir. Bu sekilde
cerrahinin daha bagaril bir gekilde yapilmasini saglayacak bir kapsiloreksis gergeklestirilmis

olmaktadir (53).

Tripan mavisinin on kamaraya steril hava verildikten ve kornea endoteli bu gekilde en
az zarar gorecek sekilde onlem alindiktan sonra uygulanmasi, kisa siireli uygulanmasi ve
uygulanma sonrasinda hemen yikanmas: nedeni ile goz i¢i dokulara kisa siireli temas olmasi
nedeni ile toksik olmadigi belirtilmis olmakla beraber, tripan mavisi karsinojenik kimyasal
maddeler listesinde yer alan bir maddedir (54). Aynca uzun donem etkileri konusunda
bilgiler yoktur. Gebeler ve ¢ocuk hasta grubunda da dikkatli olarak kullamlmas: gerektigi
bildirilmektedir.

Yetik ve ark.’min yaptiklan bir c¢aligmada on kapsiilin boyanabilecegi ve
kapsiiloreksisin giivenli olarak yapilabilecegi en diigiik boya konsantrasyonunu saptanmaya
cahgmuglar. %0.0125’lik konsantrasyona kadar yapilan seyreltmelerde o6n kapsiiliin
boyanarak giivenli bir kapsiiloreksisin yapilabildigini bildirmiglerdir (55).

Van Dooren ve ark. %0.06 konsantrayonunda tripan mavisi kullandifi
fakoemiilsifikasyon hastalart ile tripan mavisi kullanmadig: fakoemiilsifikasyon yapti:
hastalarin kornea endotel hiicrelerini spekiiler mikroskopisi ile incelemisler, iki grup arasinda
fark olmadigim ve %0.06 tripan mavisi’nin kornea endoteline toksik etki olugturmadigini

bildirmiglerdir (56). Veckeneer ve ark. tavsanlarda vitreus kavitesine farkl



konsantrasyonlarda tripan mavisi enjeksiyonu sonrasinda retinayr histolojik ve
elektrofizyolojik olarak incelemigler, tripan mavisinin %0.06 konsantrasyonunda retinaya
toksik olmadigim, fakat daha yiiksek konsantrasyonlarda ise giivenli olmayabilecegini
belirtmislerdir (57).

Chang ve ark. tavsanlar lizerinde yaptif1 deneysel galigmada farkli konsantrasyonlarda
boyalan on kapsiilii boyamak i¢in in vitro olarak kullamlmiglar ve 6n kapsiilii boyanmak igin
yeterli olabilecek konsantrasyonu saptanmaya galigmiglardir. %1°lik konsantrasyonda tripan
mavisinin 6n kapsiiliin goriinmesini saglamada yeterli konsantrasyon oldugunu ve bu
konsantrasyonda kullanimin elverigli oldugu sonucuna varmiglardir (58).

Chang ve ark. yaptifi bagka bir c¢alismada katarakt cerrahisinde 6n kapsiiliin
boyanmasinda kullanilan farkhi boyalarin, in vitro olarak tavsanlanin kornea endoteli iizerine
1 dakika siire ile uygulanmasi ve sonrasinda dengeli goz i¢i sivisi ile yikanmasi sonucu
olusan degigiklikleri 15tk mikroskobu ve gecirmeli elektron mikroskobu ile incelemisler,
%0.25 indosiyanin yesili, %0.20 metilen mavisi, %0.01 gention viyole, %0.40 tripan mavisi
ve %10 fluorescein sodyum ve daha diigiik konsantrasyonlarin kullamilmasi durumunda
kornea endotel hiicre hasaninin olugmadigi gosterilmistir. %0.50 indosiyanin yesili, %0.50
metilen mavisi, %0.10 gention viyole ve daha yiiksek konsantrasyonlarda ise endotel

hiicrelerinde azalma ve hiicresel organellerde harabiyet saptamglardir (59).

Chung ve ark. katarakth olgularda %1’lik tripan mavisi ile %0.5’lik indosiyanin
yesilini intarakamaral olarak iki dakika uygulamig ve sonrasinda 6n kamaray1 dengeli tuz
solisyonu ile yikamuglar, her iki boyaninda endotel hiicre sayisi ve komeal berraklik

agisindan kontrol grubu ile karsilagtinldiginda fark olmadigim bildirmiglerdir (60).
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Bizim g¢aligmamizda tripan mavisinin kornea endoteli lizerindeki etkilerin TEM ile
incelenmesinde, %04 ve %0.2 konsantrasyonlarda tripan mavisinin On kamaraya
verilmesinin  degerlendirilmesinde hiicrelerde  vakoulizasyon, geniglemis graniilli
endoplazmik retikulum, intrastoplazmik 6édem, piknotik niikleus ve mitokondriyal kristalizis
saptandi. Geg dénemde ise bu etkilerin azalarak devam ettigi gorildi. %0.1 ve %0.050’lik
konsantrasyonlarda ise erken donemde kornea endotel hiicre ¢ekirdeklerinin normal yapida
oldugu, graniilli endoplazmik retikulum ve golgi cisimciginin aktif oldugu tespit edildi.
Mitokondrilerde minimal diizeyde kristalizis saptandi. %0.025’lik konsantrasyonda ise
kontrol grubu ile kargilagtilinca hem erken hemde ge¢ donemde kornea endotel  hiicre

yapilan arasinda fark olmadigi saptandi.

Klinik kullammda siklikla 6n kapsiilin boyanmas: igin uygulanan tripan mavisi
konsantrasyonun %0.1 olmasina ragmen, Yetik ve arkadaslan %0.025’lik konsantrasyonda
kullamlan tripan mavisinin giivenli bir kapsiiloreksis saglamak i¢in yeterli oldugunu
belirtmigler. Biz de bu konsantrasyonda histopatolojik olarak erken ve ge¢ donem
bulgularimizin kontrol grubu ile farkh olmadigm saptadik. %0.025’lik konsantrasyonda 6n
kamaraya uygulanmasinin giivenli bir 6n kapsiilotomi igin yeterli olmasi, kornea endotelinde
elektron mikroskobisi diizeyinde histopatolojik degisiklikler izlenmemesi nedeni ile bu

konsantrasyonda kullamimasini 6nermekteyiz.
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7.SONUC

Farkli konsantrasyonlarda tripan mavisinin kornea endoteli iizerine olan etkilerinin
TEM ile incelendigi bu ¢galiymada tripan mavisinin %0.4 ve %0.2 konsantrasyonlarinda erken
donemde kornea endotel hiicrelerinin ultrastriiktiirel yapisim bozdugu, bu etkinin geg
dénemde azalarak devam ettigi goruldii. %0.1 ve %0.05’lik konsantrasyonlarda ise hem
erken hem de ge¢ donemde endotel hiicrelerinin ultrastriiktiirel yapisinin minimal diizeyde
etkilenmis oldugu saptandi. %0.025°lik konsantrasyonda ise endotel hiicre ultrastriiktiirel
yapisinin kontrol grubu ile farklilik gostermedigi saptandi. %0.025°lik konsantrasyonda 6n
kamaraya uygulanmasinin giivenli bir 6n kapsiilotomi i¢in yeterli olmasi, kornea endotelinde
elektron mikroskobisi diizeyinde histopatolojik degisiklikler izlenmemesi nedeni ile bu
konsantrasyonda kullanilmasinin daha givenli olacagim ve bu konsantrasyonun

kullanmiimasini 6neriyoruz.



8.0ZET
Amag: Ratlarin 6n kamarasina farkli konsantrasyonlarda tripan mavisi injeksiyonu

sonrasinda kornea endotelinde meydana gelen histopatolojik degisiklikleri degerlendirmek.

Materyal ve Metod: Bu experimental ¢cahsymada 20 adet Wistar albino rat’in 40 g6zii
kullanildi. Ratlarin sag gézlerine farkli konsantrasyonda tripan mavisi, sol gézlerine 0.05 ml
dengeli tuz soliisyonu (kontrol group) injekte edildi. Ratlarin 4 goziine %0.4, 4 goziine %0.2,
4 gozine %0.1, 4 gozine %0.05, 4 goziine %0.025 konsantrasyonlarinda 0.05 ml tripan
mavisi injekte edildi. Injeksiyondan 1 giin, 1 ay sonra her tripan mavisi konsantrasyondan iki
rat gozlerl eniiklee edildi. Kornea endotel hiicreleri gegirmeli elektron mikroskopisi (TEM)
ile incelenerek kontrol grubu ile kargilagtirildi.

Bulgular: %04 ve %0.2’lik konsantrasyonlarda tripan mavisinin 6n kamaraya
verilmesinin kormnea endoteli iizerindeki etkilerinin TEM ile degerlendirilmesinde hiicrelerde
vakoulizasyon, genislemis graniillii endoplazmik retikulum, intrastoplazmik 6dem, piknotik
niikleus ve mitokondriyal kristalizis izlendi. Geg¢ dénemde ise bu etkilerin azalarak devam
etigi goraldi. %0.1 ve %0.050’lik konsantrasyonlarda ise erken dénemde ¢ekirdek normal
idi, granilli endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi aktif idi. Mitokondride minimal
diizeyde kristalizis mevcut idi. %0.025°lik konsantrasyonda ise kontrol grubu ile
kargilagtilinca hem erken hemde ge¢ donemde kornea endotel hiicre yapilan arasinda fark

olmadig1 saptand:.

Sonu¢: Tripan mavisi %0.4 ve %0.2 konsantrasyonlarda daha belirgin olmak iizere
%0.1 ve %0.05 konsantrasyonlarinda kornea endotel hiicrelerinde yapisal degisikliklere
neden olmaktadir. %0.025’lik konsantrasyonda, endotel hiicre yapisimn kontrol grubu

arasinda fark olmadig: saptandi .
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SUMMARY

Purpose: To evaluate histopathological changes occuring in corneal endothelium afier

injection of trypan blue in different concentration into anterior chamber of rats.

Methods: In this experimental study, 40 eyes of 20 Wistar albino rats were used.
Trypan blue in different concentrations were injected into right eyes of the rats and 0.05 ml
balanced salt solution (BSS) into left eyes (control group). Right eyes were grouped into 5,
each consisting 4 eyes. Each group received 0.05 ml trypan blue in 0.4%, 0.2%, 0.1%,
0.05%, 0.025% concentrations respectively. One day and one month after injection two rat
from each trypan blue concentration were sacrified and their eyes were enucleated. Corneal
endothelial cells of enucleated eyes were analysed with transmission electron microscopy

(TEM) and the results were compared with the control group.

Results: Trypan blue, more evidently in 0.4% and 0.2% concentrations, vacuolisation
in cells, intracytoplasmic edema, extensive granulated endoplasmic reticulum, nucleus
picnotic, and crystalysis in mitokondrions. In the late period, these changes persisted in a
decreasing manner. In 0.1% and 0.05% concentrations, nucleus was seen normal, granulated
endoplasmic reticulum and golgi were seen actively, at minimal levels crystalysis in
mitokondrions were observed. No differance in both early and late periods was determined
between 0.025% concentration and control group.

Conclusion: : Trypan blue markedly in 0.4% and 0.2% concentrations and in 0.1%

and 0.05% concentrations causes structural changes in corneal endothelial cells. In
0.025% concentration, ultrastructural building of endothelium was not different from

control group.
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