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OZET

Ayarlanabilir siitiir cerrahisi ile ilgili arastirmalarda temel hedeflerden biri
dokuda fibrozis ve yapisikliklar1 engellemek ve ayarlanabilirlik siiresini arttirmaktir.
Gec¢ donemdeki ayarlamalarda sonucun daha stabil oldugu disiiniilmektedir.
Calismamizda sasilik cerrahisinde ayarlanabilir siitliir uygulamasinda fibrozis ve
enflamasyonun 6nlenmesi ve ayarlamanin geciktirilebilmesi i¢in antifibrotik bir ajan
olan suramin, antiadeziv ve antiproliferatif 6zellikte olan genistein ve mekanik
bariyer olusturan seliiler matriks (DuraGen) kullanilmigtir. Bu amagla, 18 Yeni
Zelanda albino tavsaninin 36 goziinde ayarlanabilir siitiir teknigi kullanilarak {ist
rektus kasma geriletme yapilmistir. Kas ve komsu dokular arasinda yapisikligin
onlenebilmesi amaciyla suramin (250 mg / ml), genistein (0,5 mg / ml) ve DuraGen
bariyer matriks (1 x 0,5 cm biiyiikliik ve 0,2 mm kalinlikta) {ist rektus kasinin iist ve
alt  ylizeyine uygulanmis ve bunlarin  mekanik, histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal etkileri incelenmistir. Bu ii¢ ¢caligma grubuyla karsilastirilmak
tizere iki kontrol grubu olusturulmustur. Bu kontrol gruplarindan birisinde genistein
preparatinin  ¢oziiciisii oldugu icin olasi c¢apraz etkiyi gozlemek amaci ile

dimetilsulfoksit

(DMSO) kullanilmig, diger kontrol grubunda ise herhangi bir ila¢ kullanilmadan
serum fizyolojik (SF) ile yikama yapilarak iist rektus kasina 5 mm geriletme islemi
uygulanmistir. Cerrahi islem yapildiktan sonra 2, 7, 14 ve 21. giinlerde ayarlama
sirasinda kasin hareket miktar1 6l¢iilmiis, kas ¢ekilirken uygulanan kuvvet diizeyleri,
kas ve sklera dokular1 ile kas ve konjonktiva dokular1 arasinda olusan yapisiklik
diizeyi derecelendirilerek kaydedilmistir. Yirmibirinci giinde tiim go6zlere
eniikleasyon yapilmis, kas, komsu sklera ve konjonktivayr igceren dokular,
histopatolojik ve immiinhistokimyasal inceleme icin % 10 formaldehit soliisyonuna
konulmustur. Hematoksilen eosin (HE) boyasi kullanilarak histopatolojik inceleme
yapilmig, immiinohistokimyasal incelemede ise VEGF, MAC 387, TGF-B, b-FGF

ekspresyonlari arastirilmistir.
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Mekanik inceleme sonuglar1 degerlendirildiginde, kas-sklera ve kas-
konjonktiva dokular1 arasindaki yapisikligin tiim gruplarda siireyle birlikte arttigi
goriilmiistiir. Genistein grubundaki bir géz disinda 14. giinde tiim gruplardaki
gozlere ayarlama yapmak miimkiin olmustur. Yirmibirinci glinde DuraGen
grubundaki tiim goézlere ayarlama yapilabilirken, suramin grubunda 3 goze ayarlama
yapilmis, diger gruplarda {ist rektus kasimi hareket ettirmek miimkiin olmamustir.
Kas-konjonktiva  dokular1  arasindaki  yapisikligin =~ gruplar  arasindaki
karsilagtirilmasinda 2 ve 7. giinde anlamli fark bulunmustur. Bu fark, suramin ve
DuraGen gruplarindaki yapisikligin az olmasindan kaynaklanmigtir. Kas-sklera
dokular1 arasindaki yapisiklik 2. ve 7. giinde istatistiksel olarak anlamli fark
gostermis, bu farkin hem 2, hem de 7. gilinde genistein ve DMSO gruplarinda
yapisikligin az olmasindan kaynaklandigi saptanmistir. Kas gekilirken uygulanan
kuvvet diizeyleri incelendiginde 14 ve 21. giinlerde farkin anlamli oldugu
goriilmiistiir. Bu fark, 14. giinde suramin ve duragen gruplarinda, 21. giinde ise
duragen grubunda kasi ¢ekmek icin gereken kuvvet miktarinin diisiikk olmasindan

kaynaklanmistir.

HE ile yapilan histopatolojik incelemede dev hiicre sayisinin sadece genistein

grubunda kontrol grubundan anlamli olarak az oldugu goriilmiistiir.

Immiinohistokimyasal incelemede ise suramin ve genistein gruplarinda
VEGF, MAC 387, TGF-B ve b-FGF ekspresyonunun anlamli olarak az oldugu
saptanmigtir. DuraGen grubunda da kas i¢cinde damar endoteli ve stromal yangisal
infiltratta b-FGF ekspresyonu ve stromal yangisal infiltratta VEGF ekspresyonu SF

kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur.

Calismamizin sonucunda suramin ve genisteinin cerrahi sahada fibrotik
cevabi belirgin azalttigi goriilmiistiir, ancak seliiler bariyer matriks olarak kullanilan

DuraGen en etkin sekilde ge¢ donem ayarlamaya olanak saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Ayarlanabilir siitiir, fibrozis, suramin, genistein,

DuraGen



ABSTRACT

One of the main goals of investigation about adjustable suture surgery has
been to prevent adhesions and fibrosis in surgical tissue, and to increase the period
before adjustment procedure. The results of delayed adjustment have been
considered as more stabile. In our study, suramin an antifibrotic agent , genistein an
agent with antiadhesive and antiproliferative features, and a cellular matrix
(DuraGen) which constitutes a mechanical barrier and hold apart the tissues were
used in adjustable suture surgery to prevent fibrosis and inflammation, reduce
scarring and to delay adjustment procedure. For this purpose, using adjustable suture
technique, 5 mm recession of superior rectus muscle has been performed in 36 eyes
of 18 New Zealand albino rabbits. Suramin (250 mg/ml), genistein (0,5 mg/ml) and
DuraGen barrier matrix (1 x 0,5x0,2 cm dimensions) has been applied over and
under the surface of superior rectus muscle to prevent adhesions between the muscle
and surrounding tissues and their mechanical, histopathological and
immunohistochemical effects have been investigated. Two control groups have been
designed, one with DMSO, the solvent of genistein solution, and the second control

group has been constituted by only rinsing the surgical area by SF.

After surgery the necessary force to adjust and the length of adjustment was
measured on days 2, 7, 14 and 21, and the degree of adhesion between the muscle,
sclera and conjunctiva were graded on a 0 to 4+ scale. Enucleation was done in all
eyes at the twenty-first day, tissues containing muscle, adjacent sclera and
conjunctiva were placed into % 10 formaldehyde solution for histopathological and
immunohistochemical investigation. Histopathological investigation was done by
using hematoksilen eosin (HE) staining, and VEGF, MAC 387, TGF-B, FGF

expressions were investigated by immunohistochemical stains.

Histopathological investigation with HE displayed significantly less number

of giant cells in genistein group compared with control groups.
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In immunohistochemical investigation suramin and genistein groups revealed
significantly less tissue expressions of VEGF, MAC 387, TGF-B and b-FGF.
However, in DuraGen group b-FGF expression in vascular endothelial cells within
muscle tissue and in stromal infiltrative cells and VEGF expression in stromal

infiltrative cells were also found lower than SF control group.

When mechanical results were evaluated, adhesions between muscle-sclera
and muscle-conjunctiva tissues in all groups displayed a progressive increase during
the observational time period. It has been possible to make adjustment in all eyes
except one eye in genistein group on day 14. On day 21 all eyes in DuraGen group
and 3 eyes in suramin group could be adjusted however it was not possible to move

superior rectus muscle in other groups.

When the amount of force necessary for adjustment was evaluated a
significant difference was observed between the groups on days 14 and 21. This
difference was exerted by Suramin and DuraGen groups on day 14 and DuraGen

group on day 21 where less force was required for adjustment.

When the groups were compared for muscle-conjunctiva and muscle-sclera
adhesions Suramin and DuraGen groups displayed significantly less muscle-
conjunctiva adhesions on days 2 and 7 and Genistein and DMSO groups revealed
substantially less muscle-sclera adhesions on days 2 and 7. The difference between

groups was not different on days 14 and 21.

In conclusion suramin and genistein induced a significant decrease in fibrotic
reaction in surgical area, however DuraGen constituting a cellular barrier matrix

provided the longest period for delayed adjustment.

Keywords: Adjustable suture, fibrosis, suramin, genistein, DuraGen
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1.GIRIS ve AMAC

Sasilik oftalmoloji pratiginde 6zellikle de cocukluk ¢aginda sik karsilagilan
bir hastaliktir. Kozmetik ve psikolojik problemlere yol agmasi yani sira
ambliyopiye neden oldugu i¢in Ozenle tedavi edilmesi gerekir. Sasiligin
tedavisinde cerrahi tedavi, optik, ortoptik ve farmakolojik tedaviler kadar yaygin
ve Onemlidir. Cerrahi tedavide ama¢ gorme eksenlerindeki kaymanin
diizeltilmesidir. Bu sayede binokiiler tek gorme saglanmaya ve ayni zamanda

kozmetik acidan iyi bir goriiniim elde edilmeye ¢alisilir.!

Sasilik cerrahisinde cogunlukla kas skleraya direkt siitiire edilmektedir,
ancak bazi Ozellikli olgularda sonu¢ Onceden tam olarak belirlenemeyebilir.
Cerrahi sonucun onceden tam olarak belirlenememesi, hem cerrah, hem de hasta
acisindan istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle ameliyat sonrasi cerraha gozlerin
pozisyonunu degistirebilme olanagi taniyan ‘‘ayarlanabilir siitiir teknigi’’ sasilik
cerrahisi ile ugrasan oftalmologlar i¢in iyi bir alternatif yontemdir. Ozellikle
reoperasyona bagli kas ve cevre dokularda yapisiklik ve restriksiyon gelismis
olgular, uzun siiredir varolan, kaslarda kontraktiir gelisimine yol acan kaymalar,
paralitik sasiliklar, cerrahi 6ncesi tekrarlanan dl¢timlerde tutarsizlik olan ve biiyiik
miktarda cerrahi gerektiren ileri derecede kaymalar, kombine horizontal ve
vertikal kas girisimleri, diplopi varligi, aberan inervasyon sendromlari, retina
dekolmani sonucu gelisen diplopiler, tiroide bagli goz hastaliklar1 gibi 6zellikli
olgularda ayarlanabilir siitiir teknigi ile sasilik ameliyat1 geleneksel yonteme gore

{istiin bir tekniktir.'™®

Cerrahi, viicut i¢in bir travmadir. Biitiin travmalarda oldugu gibi bir yara
iyilesmesi siirecini beraberinde getirir. Bu siiregte cerrahi sahada yapisikliklar
olugmaktadir. Bu yapisikliklar nedeniyle kaslarda ayarlama giiglesir. Sasilik
cerrahisinde fibrozis ve yapisikliklar1 engelleyebilmek amaciyla silikon bariyer,

ADCON-L, Interceed, Seprafilm, poliiiretan film, politetrafloroetilen, sodyum

1



hyaluronat, politetrafloroetilen/polilaktid-co-glikolid (PTFE/PLGA), Viscoat gibi
pekcok sentetik ve biyolojik implant ile mitomisin C (Mit-C), 5-fluorouracil (5-
FU), daunorubisin, steroidal ajanlar, bleomisin, vincristin, vinblastin gibi

antifibrotik ajanlar kullanlmugtir.”'

Bu sekilde yapisikliklarin dnlenmesi ve daha
diizgiin bir yara iyilesmesi hedeflenmistir. Ancak bu ajanlarin higbirisi sasilik
cerrahisi icin klinik uygulamada yer bulamamustir. Yapisikliklarin onlenmesi
ayarlanabilir siitlir teknigi ile sasilik ameliyatlarinda oldukc¢a dnemlidir. Ciinkii bu

daha optimal sartlarda, daha giivenilir bir kas ayarlamasina olanak saglayacaktir.”?

Calismamizda tavsanlarda ayarlanabilir = siitiirle  sasilik  cerrahisi
uygulamasinda antifibrotik bir ajan olan suramin, antiproliferatif ve antiadeziv
ozellikleri olan genistein ve bariyer matriks fonksiyonu olan DuraGen matriksin
cerrahi bolgeye peroperatuar uygulanmasi ile bu ajanlarin yara iyilesmesi ve
cerrahi sahada olusan yapisikliklar {izerine etkilerini mekanik, histopatolojik ve
immiinhistokimyasal olarak incelemeyi amacladik. Literatiirde, calismamizda
kullanilan bu 3 ajanin, sasilik cerrahisinde kullanimi1 bulunmamaktadir. Ilk olarak

calismamizda kullanilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. AYARLANABILIR SUTUR ILE SASILIK CERRAHISI

Diislince olarak ve uygulama olarak daha gerilere giden bir gecmisi
olmasima ragmen, bu teknige 1970 1i yillarda Arthur Jampolsky popiilarite

kazandirmustir. 22

Ayarlanabilir siitiir iki farkli metodla uygulanabilir. Bunlardan biri iki
basamakli, digeri tek basamakli yontemdir.' Ayarlanabilir siitiir teknigini kullanan
sasilik cerrahlarinin ¢ogu iki basamakli islemi tercih etmektedir. Cerrahi genel
anestezi altinda uygulanmakta, postoperatif topikal anestezi kullanarak ayarlama
yapilmaktadir.”® Bunun yaminda topikal anestezi altinda calisarak cerrahiyi ve
ayarlamay1 operasyon sirasinda tek islemde yapan cerrahlarda vardir.”*2° Dikkatli
hasta se¢imi ayarlanabilir siitiiriin basartyla uygulanmasi i¢in gercekten c¢ok
onemlidir. Ameliyat sonrasi ayarlamaya yardime1 olmayacak yetigkin hastalar ve
cocuk hastalarda rahatsiz edici sonuglarla karsilagilabilir.?” Kesin bir yas

34,28
" Buna

sinirlamasit yoktur. Ancak 15 yas altindaki olgulara uygulanmasi giictiir.
karsin Eustis ve ark® bir cahismalarinda en kiigiik 7 yasindaki bir olguya
ayarlanabilir siitir uyguladiklarini bildirmislerdir. Pratt-Johnson® en kii¢iik olgu

yasini 11, Weston ve ark® ise 14 olarak belirtmislerdir.

Ayarlanabilir siitlir cerrahisi, geleneksel cerrahi yontem ile sonucun
onceden kestirilemedigi, ayarlama iglemine koopere olabilecek tiim hastalara
onerilmektedir. Ozellikle paralitik sasiliklar, skar dokusunun olustugu ve kaslarin
yapilariin degistigi reoperasyon olgulari, tiroid miyopatili sasilik hastalari,
aberan inervasyonlar, diplopi varligi, retina dekolman cerrahisi sonrasi olan
diplopiler, cerrahi Oncesi tekrarlanan Olglimlerde tutarsizlik olan ve biiyiik
miktarda cerrahi gerektiren ileri derecede kaymalar, blow out fraktiir, kombine
horizontal ve vertikal kas girisimleri gereken hastalarda kullanilmaktadir. '~

Ileri diizeyde orbital fraktiirii olan yada tiroid oftalmopati nedeniyle orbita tabani
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dekompresyonu gecirmis olgularda klasik cerrahiye gore daha az avantajh

oldugunu bildiren cerrahlar da vardir.>

Postoperatif siitiir ayarlamasinin zamanlamasi konusunda degisik yayinlar
vardir. Bazi yazarlar erken donemde yapilan ayarlamanin etkili olmadigini, geg

9.22,30,31
<2520 Howard ve

ayarlama yapmanin basariy1 arttirdigini vurgulamislardir.
Smith®® postoperatif 4. ve 6. giinlerdeki siitiir ayarlamasinin postoperatif 1.
giindeki kadar kolay oldugunu ifade etmislerdir. Franklin ve ark’ postoperatif 24.
saatte yapilan ayarlamanin postoperatif 9. saatte yapilan ayarlamaya gore daha zor
oldugunu belirtmislerdir. Kogak-Altintas ve ark®® ve Akar ve ark™ ise olgularinda

ayarlamay1 24 saat i¢inde yaptiklarini ifade etmislerdir. Spierer35 ise postoperatif 8

saat ile 24 saatte ayarlama yapma arasinda 6nemli bir fark olmadigini bildirmistir.

Postoperatif donemde siitiir ayarlama ihtiyact degisik c¢alismacilarin
yaymlarinda farkli oranlarda verilmektedir. Pratt-Johnson® 255 olgusunun 123’
tinde ayarlama gerektigini, bu olgulardan 88’ine fazla diizeltme, 35 olguya ise az
diizeltme nedeni ile ayarlama yapildigini belirtmistir. Weston ve ark® ile Kraft ve
Jacobson® olgularmim % 40’ inda ayarlama gerektigini bildirmislerdir. Ogiit ve
ark’® ezotropya (ET), ekzotropya (XT) ve vertikal deviasyonu bulunan 33 eriskin
hastalarinda % 30,3 oraninda ayarlama ihtiyaci oldugunu yayinlamigtir. Akar ve
ark®® 54 hastalik serilerinde bu oran1 % 16,6 olarak belirtmislerdir. Kocak Altintas
ve ark” ise ET olgularinin % 31,25 ine, XT olgularinin % 62,5 ine, hipertropya
(HT) olgularmin ise % 66,7° sine postoperatif siitiir ayarlamasi gerektigini

bildirmislerdir.

Ayarlanabilir siitlir cerrahisi ile ilgili serilerde farkli yazarlar birbirine
yakin basar1 oranlari vermislerdir. Kraft ve Jacobson™ primer olgularda % 85,
reoperasyon grubunda % 78, genel olarak ise % 82 basar1 oram1 vermislerdir.
Weston ve ark® ise, ET ve XT olgularinda basar1 yoniinden bir fark olmadigim,
genel basart oranlarmin % 80 oldugunu ancak reoperasyonda bu oranin daha
diisiik oldugunu belirtmislerdir. Primer ET olgularinda % 88, tekrarlayan

ezotropya cerrahisinde % 81, primer XT olgularinda % 88, tekrarlayan ekzotropya
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cerrahisi icin % 74, vertikal kaymasi olan grupta ise % 74 basar1 oranlari
bildirmistir. Kogak Altintas ve ark’ ise ET grubunda % 75, XT grubunda % 65,6,
vertikal kaymasi olanlarda % 66,7, genel olarak ise % 68,5 olarak
yayinlamiglardir. ET ve XT gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.

Ayarlanabilir siitiirlerle reoperasyon oran1 % 10’ dan azdir. Oysa bu oran
geleneksel sasilik cerrahisinde % 20 civarindadir.”’” Kraft ise bu orani 93 hastasina
uyguladigi primer cerrahide % 5, 108 hastalik reoperasyon olgu grubunda ise %

10 olarak belirtmistir.*®

Sasilik cerrahisi sirasinda ortaya g¢ikan adezyonlar cerrahinin basarisini
olumsuz etkilemektedir. Asir1 kanama, gereksiz koterizasyon, adele kapsiiliiniin
veya orbita septumunun zedelenmesi sonucu orbita yag dokusunun 6ne gelmesi,
stitiir materyaline kars1 gelisen yabanci cisim reaksiyonu ve postoperatif donemde
gelisen enfeksiyonlar ile ¢ok yogun skar dokusu olusabilmektedir.’’ Sasilik
cerrahisi sonucu gelisen yapisikliklar kas, sklera, konjonktiva, tenon kapsiili,
intermuskuler membran, orbita yag dokusu gibi yapilarin birini veya timinii
etkileyebilir. Bu yapisikliklar en sik kas ile sklera, kas kapsiilii ile konjonktiva ve

sklera arasinda yerlesmistir.'™"

Sasilik cerrahisi sonrasinda gelisen ekstraokiiler
kas hareket kisithiliklarini engellemek amaciyla hem deneysel hem de klinik
olarak cesitli sentetik ve biyolojik maddeler implante edilmis, bir¢ok antifibrotik
etki gosteren ila¢ denenmistir. Sentetik ve biyolojik implantlar mekanik bariyer
etki olusturmus, antifibrotik etkili ilaglar ise yara iyilesmesinin cesitli
basamaklarina etki ederek adezyonlarin gelisimini farmakolojik olarak
engellemistir. Bu ajanlardan bazilan silikon bariyer, Viscoat, politetrafloroetilen,
sodyum hyaluronat, PTFE/PLGA, Interceed, ADCON-L, Seprafilm, poliiiretan

film, mit-C, 5-FU, daunorubisin gibi ajanlardur, *'*!6-182!

Bu konu ile ilgili detaylt
calismalar ‘‘Sasilikta Fibrozis ve Yapisiklik Olusumunu Onleme Amagh

Calismalar’’ bagligi altinda anlatilmistir. (Bkz. Sayfa 11-13)



2.2. YARA IYILESMESI

Yara, canli dokunun anatomik ve islevsel biitiinliigiinlin bozulmasidir.
Yara iyilesmesi ise, hiicresel ve biyokimyasal bir siire¢ sonunda yeni bir dokunun
olusumudur. Bu siirecte epitel, endotel, enflamatuar hiicreler, trombositler,
fibroblastlar belli bir diizenle gorevlerini gergeklestirirler. Doku biitiinligil
bozuldugunda olusan doku yanitinin bazi dgeleri vardir. Bunlar;

1) Koagiilasyon

2) Enflamasyon

3) Fibroblast proliferasyonu

4) Matriks proliferasyonu

5) Anjiogenezis

6) Epitelizasyon

7) Kontraksiyon

Bu olaylar yara iyilesmesinin 3 farkli evresi olan enflamatuar evre,

proliferatif evre ve remodeling evresinde farkli islevler gormektedir. ***°

Bu fazlarin herbiri pek ¢ok sayida biiylime faktoriiniin etkisi altindadir. Bu
bliylime faktorleri kemotaksis, hiicre proliferasyonu, protein sentezi gibi degisik
asamalarda rol alir. Ozellikle proliferatif faz esnasinda biiyiime faktdrlerinin

uyarimiyla seliiler aktivite artis1 goriiliir. *°

Yara iyilesmesi esnasinda bu faktorler degisik hiicreler tarafindan farkli
diizeylerde salgilanir. Trombositler trombosit kdkenli biiylime faktorii (Platelet
Derived Growth Factor, PDGF), transforme edici biliylime faktorii beta
(Transforming Growth Factor-f, TGF-f), insiilin benzeri biiyltime faktori (Insulin
like Growth Factor, IGF), epidermal biiyiime faktorii (Epidermal Growth Factor,
EGF), transforme edici biliylime faktorii alfa (Transforming Growth Factor-a,
TGF-a) salgilarlar. Fibroblastlar, fibroblast biiyiime faktorii izomerleri (Fibroblast
Growth Factor, FGF-1, FGF-2, FGF-7), insiilin benzeri biiylime faktérii 1 ve 2

(IGF 1 ve 2) ile interlokin (IL), interferon ve koloni uyarici faktorler salgilarlar. *!



Kanda bulunan monositler yara iyilesmesi sirasinda dokuya ulasarak
makrofajlara doniisiirler. Aktive olmus makrofajlar yara iyilesmesi sirasinda
PDGF, TGF-a ve B, EGF, FGF, IGF-1, timor nekrozis faktér (TNF), IL-1 gibi

biiyiime faktdrlerini ve sitokinleri tiretir.* **

2.3. YARA IYILESMESININ EVRELERI

Yara iyilesmesi 3 evrede incelenir.

2.3.1. inflamasyon Evresi

Doku yaralanmasi ile baslayan ve 3-5 giin siiren erken donemdir.
Travmaya kan damarlar1 vazokonstriiksiyonla yanit verir. Pesinden intravaskiiler
hiicreler damar duvarindan ekstravaskiiler alana geger. Burada vazoaktif maddeler
onemlidir. Kanama sahasinda trombositler tarafindan salgilanan pihtilagsma
faktorleri sayesinde bir fibrin tika¢ olusur. Bu fibrin ag inflamasyon hiicrelerinin
gociine zemin hazirlar. Bu ortam yara iyilesmesine temel olusturur ve doku
tamirinin ilk basamagidir. Bu asamada trombositler biiyiime faktorleri salgilar ve
biiylime faktorlerine yanit olarak epitelyal ve endotelyal hiicreler ve bagisiklik
hiicreleri travma sahasima gelirler. Yirmidort saat i¢inde polimorfoniikleer
16kositler (PMNL) ve makrofajlar bolgede hakimdir. Bu donemde trombositlerden

salgilanan biiyime faktorleri 6zellikle PDGF, TGF-B ve EGF gibi faktorlerdir.
4143

2.3.2. Proliferatif Evre

Bu evrede graniilasyon dokusunu olusturmak iizere hiicreler ve hiicreler
arast matriks elemanlarinda biiylik artis gozlenir. Fibroblastlar ve endotelyal
hiicreler bu evre boyunca proliferasyona ugrayan esas hiicrelerdir. Makrofajlar ve
perisitler ise diger onemli hiicrelerdir. Ekstraseliller matriks elemanlar1 ise
fibronektin, laminin, kollajen ve proteoglikanlardir. Kollajen basta tip III kollajen
formasyonunda iken, iyilesmenin ileri asamalarinda yerini tip I kollajene terk

eder. Bu evrede makrofajlar, fibroblastlar ve kan damarlar1 yara bdlgesine gog
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ederler. Makrofajlar aktive olur, fibroblastlar farklanip boliinlir ve kapillerlere
yataklik yapacak matriks dokusunu sentezlerler. Yeni damar olusumu proliferatif
evrede gozlenen Onemli olaylardan biridir. Yeni damarlar dokunun ve yara
bolgesinde islev goren hiicrelerin gereksinimi olan besin ve oksijeni tasir. Damar
olusumu siirecinde endotel goc¢ii ¢ok Onemlidir. Ciinkii damarlanma sadece
kemotaktik ve mitojenik faktorlere bagli olmayip, endotel hiicre gogii i¢in uygun

< 40,41,43-45
ortama baghdir. """

2.3.3. Yeniden Sekillenme Evresi

Bu evrede hem akut, hem kronik enflamasyon hiicreleri azalir,
anjiogenezis ve fibroplazi sonlanir. Hem kollagen hem de kollagenaz ve matriks
metalloproteinaz tretiminin siirdigii bu evrede, sonucta kollagen sentezi ve
yikimi arasinda bir denge kurulur ve matiir bir skar dokusu olusur. Bu evrede
TGF-B basta olmak {lizere baz1 biiylime faktorlerinin diizeyi artar. Yeniden
sekillenme evresinde hiicrelerarasi haberlesme tam olarak aydinlatilmis degildir,
ancak TGF-B aktivitesinin bloke edilmesiyle asir1 skar dokusu olusumu
iliskilendirilmistir. Bu, TGF-p = nin apopitozisi uyararak skar olusumunu

< . . 40,43,44,46
sinirladigini diistindiirmektedir. ™"

2.4.YARA iYILESMESINDE ROL OYNAYAN BUYUME FAKTORLERI *

Yara iyilesmesinde rol oynayan biiylime faktorleri ve sitokinler Tablo-1’de

Ozetlenmistir. Bunlar i¢inde en 6nemlileri sunlardir.

2.4.1. Epidermal Bilyiime Faktorii (EGF)
Trombositler ve makrofajlardan salgilanir. Tikriik, idrar, siit, plazmadan
izole edilmistir. Keratinosit ve fibroblastlar i¢in mitojeniktir ve graniilasyon

dokusunun formasyonunu stimiile eder.

2.4.2. Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii (PDGF)
Trombositlerde alfa graniillerde depolanir ve trombositlerde aktivasyonu

ile serbestlesir. Ek olarak aktive makrofaj, endotel, diiz kas hiicreleri,
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keratinositler ve bazi tiimor hiicreleri tarafindan iiretilebilir. PMNL’ler,
makrofajlar, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri i¢in kemotaktiktir. Fibroblastlar,
endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri i¢in mitojeniktir. Anjiogenezis ve yara

kontraksiyonunu stimiile eder. Integrin ekspresyonunu diizenler.

2.4.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Makrofajlar, mast hiicreleri, T lenfositler, endotel hiicreleri ve
fibroblastlarca salgilanir.  Anjiogenezisin tiim asamalar1 igin gereklidir.
Fibroblastlar i¢in kemotaktik ve mitojeniktir. Keratinositler i¢in mitojeniktir.
Keratinosit migrasyonunu saglar. Yara kontraksiyonu ve matriks olusumunu

stimiile eder.

2.4.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF-p)

Makrofajlar, mast hiicreleri, T-lenfositler, endotel hiicreleri, keratinositler,
diiz kas hiicreleri, plateletler ve fibroblastlar tarafindan salgilanir. PMNL’ ler,
makrofajlar, lenfositler, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri i¢in kemotaktiktir.
PDGF iiretim ve sekresyonunu arttirir. (indirekt mitojenik etki) Keratinosit
migrasyonunu stimiile eder. Anjiogenezis ve fibroplaziyi stimiile eder. integrin ve

diger sitokinlerin ekspresyonunu diizenler ve TGF-f iiretimini indiikler.

2.4.5. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)
Keratinositler tarafindan sentezlenir.Vaskiiler gec¢irgenligi arttirir, endotel

hiicreleri i¢in mitojeniktir.



Tablo 1. Biiyiime faktorleri ve sitokinlerin yara iyilesmesi iizerine etkileri *!

Sitokinler ve | Sembol Kaynak Gorevi
Biiyiime
Faktorleri
PMNL, makrofajlar, fibroblastlar ve diiz kas
hiicreleri i¢in kemotaktiktir. PMNL, makrofaj ve
Trombosit PDGF Trombosit, makrofajlar, fibroblastlar1 aktive eder. Fibroblast, endotel
Kokenli endotelyal hiicreler, hiicreleri ve diiz kas hiicreleri igin mitojeniktir.
Biiylime keratinositler, diiz kas Matriks metalloproteinaz, fibronektin ve HA
hiicreleri tiretimini stimiile eder. Anjiogenez ve yara
Faktori kontraksiyonunu stimiile eder. Remodelingde
etkilidir. Trombosit agregasyonunu inhibe eder.
Integrin ekspresyonunu diizenler.
PMNL, makrofaj, lenfosit, fibroblast ve diiz kas
hiicreleri i¢in kemotaktiktir. TIMP sentezini,
Transforme | TGF-p Trombosit, T-lenfosit, keratinosit migrasyonunu, anjiogenezi ve
Edici Biiyiime makrofaj, fibroblast, fibroplaziyi stimiile eder. Matriks
endotelyal hiicreler, metalloproteinazlarin iiretimini ve keratinosit
Faktorii keratinositler, diiz kas proliferasyonunu inhibe eder. Integrin ve diger
hiicreleri sitokinlerin ekspresyonunu diizenler ve TGF-3
iiretimini indiikler.
Keratinosit ve fibroblastlar i¢in mitojeniktir.
Epidermal EGF Trombosit,makrofajlar, Keratinosit migrasyonu ve graniilasyon doku
Biiylime tiikriik, siit ve plazma formasyonunu stimiile eder.
Faktorii
Transforme Makrofajlar, EGF benzeri etkiler
Edici Biiyiime | TGF-a T-lenfositler,keratinositler
Faktorii Alfa ve gesitli dokular
Fibroblastlar i¢in kemotaktiktir. Fibroblastlar ve
Fibroblast FGF Makrofajlar, mast hiicreleri, | keratinositler i¢in mitojeniktir. Keratinosit
Biiylime T-lenfositler, endotelyal | migrasyonunu, anjiogenezi, yara
Faktorii hiicreler, fibroblastlar ve | kontraksiyonunu ve matriks depolanmasini
1ve?2 ¢esitli dokular stimiile eder.
Keratinosit Keratinosit migrasyonu, proliferasyonu ve
Biiyiime KGF Fibroblastlar farklilagmasini stimiile eder.
Faktorii
Siilfat proteoglikanlarin ve kollajenin sentezini,
Insiilin IGF-1 Karaciger, makrofajlar ve keratinosit migrasyonunu ve fibroblast
Benzeri fibroblastlar proliferasyonunu stimiile eder. Growth hormona
Biiyiime benzer endokrin etkileri vardir.
Faktorii
Bag Dokusu | CTGF Endotelyal hiicreler ve Bazi konnektif doku hiicreleri igin kemotaktik ve
Biiylime fibroblastlar mitojeniktir.
Faktorii
Vaskiiler VEGF Keratinositler Damar permeabilitesini arttirir, endotelyal
Endotelyal hiicreler i¢in mitojeniktir.
Biiytime
Faktorii
TUmor Makrofajlar aktive eder. Fibroblastlar igin
Nekrozis TNF Makrofajlar, mast hiicreleri | mitojeniktir. Anjiogenezi stimiile eder. Diger
Faktor ve T-lenfositler sitokinleri diizenler.
PMNL’ ler ( IL-1) ve fibroblastlar ( IL-4 ) i¢in
kemotaktiktir. Matriks metalloproteinaz-1
Interlokinler | IL-1 Makrofajlar, mast hiicreleri, | sentezini ( IL-1 ), anjiogenezisi
keratinositler, lenfositler ve | ( IL-8 ), TIMP sentezini ( IL-6 ) stimiile eder ve
bazi dokular diger sitokinleri diizenler.
Makrofajlari aktive eder. Fibroblast
Interferonlar | INF-a Lenfositler ve fibroblastlar | proliferasyonunu ve matriks

metalloproteinazlarin sentezini inhibe eder ve
diger sitokinleri diizenler.
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2.5. SASILIKTA FiBROZIS VE YAPISIKLIK OLUSUMUNU ONLEME
AMACLI CALISMALAR

Sasilik cerrahisinde 6nemli bir sorun yaratan fibrozis olusumu ve buna

bagli olusan yapisikliklari Onleyebilmek amaciyla daha once pek cok ajan

kullanilmistir. Bu ajanlar yara iyilesmesinin degisik evrelerine etkilidir.

Glokom filtrasyon cerrahisinde fibrozisi onlemek i¢in en sik kullanilan
ajanlardan olan Mit-C sasilik cerrahisinde de bu amagla kullanilmustir. Cengiz'® ve
ark 47 tavsan goziinde ayarlanabilir siitlir cerrahisi uygulamis, fibrozisin
onlenmesi amaciyla da Mit-C ve Viscoat kullanmiglardir. Mit-C’ nin erken
donemde, oOzellikle postoperatif 1. haftada etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak
ameliyat esnasinda kullanilan Viscoat’un ayarlamanin geciktirilebilmesi ve
fibrozisin Onlenmesinde etkisinin olmadigi ifade edilmistir. Ekstraokiiler kas
cerrahisinde postoperatif yara iyilesmesi ve yapisiklik tizerine Mit-C’ nin etkisinin
arastirlldigr 24 gozii kapsayan bir bagka tavsan calismasinda ise, 1 dakika ve 5
dakika siireyle 0,5 mg / ml topikal Mit-C kullanilan her iki grupta da kollagen lif
proliferasyonu azalmasinin, dengeli tuz soliisyonu kullanilan kontrol grubuna gore
daha iyi oldugu goriilmiistiir. Yine ayn1 sekilde b-FGF ekspresyonunun azalmasi
her iki grupta kontrol grubuna gore iistiin bulunmustur. Ancak Mit- C’ nin 1
dakika veya 5 dakika silireyle uygulanmasi arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir.

Antiadeziv ajan arayisinda basvurulan maddelerden biri sodyum
hyaluronat olmustur. Clorfeine ve ark?’ cerrahi sahadaki yapisikliklar
Onleyebilmek amaciyla 14 konsekiitif sasilik hastasinda sodyum hyaluronat
kullanmiglar ve postoperatif yapisikliklarin azaldigini bildirmislerdir. Searl ve
ark'' tarafindan yapilan bir deneysel calismada tavsan goziinde yapisikligi
Onleyebilmek amaciyla sodyum hyaluronat kullanilmistir. Gozlerden birinde % 1°
lik sodyum hyaluronat kas etrafina lokal olarak uygulanmis, diger goz ise kontrol
grubuna dahil edilmistir. Bu ¢alisma sonunda yazarlar, % 1’ lik sodyum

hyaluronatin yapisikliklar azaltabilecegini ifade etmislerdir.
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Antimetabolik bir ajan olan daunorubisinin kullanildig1 bir klinik
calismada % 0,02’ lik daunorubicin 3 dakika siireyle sklera yiizeyine uygulanmus,
pesinden uygulama sahast yikanmistir. Kontrol grubunda ise cerrahi saha serum
fizyolojikle yikanmistir. Calisma sonucunda yapisikliklarin = dnlenmesinde
daunorubisin kontrol grubuna gore iistiin bulunmus ve intraoperatif % 0,02

daunorubisinin 3 dakika siireyle kullanimi énerilmistir."?

Doku yapisikligint azaltma c¢abalar1 iginde bariyer matriks ajanlarin

kullanimi1 da yer almaktadir.

Shokida’ insanlarda ince bir silikon tabakayr kas ve sklera arasma
yerlestirerek ameliyat sonrasinda bu dokularin yapismasini 6nlemeye ¢aligmig, bu
sayede ayarlamay1 11 giine kadar geciktirmistir. Son ayarlamadan sonra silikon

tabakay1 ¢ikarmistir.

Hwang ve Chang® tarafindan yapilan bir deneysel tavsan calismasinda
Interceed ve poliglaktin 910 vikril bariyerin ayarlanabilir siitiir cerrahisinde,
ayarlama siiresi ve doku yapisikliklar iizerine etkinligi arastirilmistir. Interceed
grubunda bulunan bes goziin dordiinde 1. haftada ayarlama yapilabilmistir. Bu
grupta 2. haftada ancak bir gbzde ayarlama miimkiin olmus, 3. haftada ise higbir
gbzde ayarlama yapilamamistir. Poliglaktin 910 bariyer ag kullanilan bes goziin
lic tanesinde 1. haftada ayarlama yapilabilmis, 2. ve 3. haftada ise hi¢bir gézde
ayarlama yapilamamustir. Yazarlar bir diger ¢alismalarinda ayn1 modelde 5-FU ve
Interceed’ in etkisini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada, 5-FU, 5-FU + Interceed ve 5-
FU + Interceed + Viscoat kullanilan {i¢ grup olusturularak kas gerginligi ve
ayarlama siiresi degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, 5-FU + Interceed +
Viscoat’un birlikte kullanilmasiyla ayarlamanin postoperatif 1. haftada

yapilabilecegi bildirilmistir.'®

Choi ve ark'’ tavsan goziinde ayarlanabilir siitiir cerrahisinde ADCON-L’
in etkinligini degerlendirdikleri bir ¢alismada ADCON-L’in, BSS kullanilan

kontrol grubuna gore iistlinliigii oldugunu gostermislerdir.
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Ozkan ve ark® bir deneysel tavsan c¢alismasinda sasilik cerrahisinde
dokular arasinda olusan yapisikliklar1 Onleyebilmek igin Seprafilm membran
kullanmiglardir. Sonugta kas, konjonktiva ve sklera dokulari arasinda olusan

yapisikliklarin Seprafilm membran ile azaldigini bildirmislerdir.

Lee ve ark' deneysel calismalarinda PTFE/PLGA kullanarak siitiir
ayarlamasinm1 3 ve 5. haftada gerceklestirdiklerini ifade etmislerdir. PTFE
kullanilan grupta 3. haftada 8 goziin 5 tanesinde, 5. hafta sonunda ise 10 goziin 5
tanesinde ayarlama yapilabilmistir. PTFE/PLGA kullanildiginda ise, hem 3, hem

de 5. haftada 10 goziin 8” inde ayarlama miimkiin olmustur.

Bir diger deneysel tavsan calismasinda poliliretan film uygulamasinin

ayarlamay1 6 haftaya kadar geciktirebilecegi ileri siiriilmiistiir.'*

Giliniimiizde kullanilan bu ajanlardan hicbiri klinikte rutin kullanima

girmemistir. Ideal antiadeziv, antifibrotik madde arayis1 devam etmektedir.

2.6. CALISMAMIZDA KULLANILAN AJANLARIN OZELLIKLERI
2.6.1. Suramin

Suramin 1920’ lerde antitripanosidal aktivitesi nedeniyle farmakolojik ajan
olarak kullanilmaya baslamis ve onkoserkiazis tedavisinde uzun siire
yararlanilmistir. Hekzasiilfonatli bir naftiliiredir ve 1429 dalton molekiil agirligi
vardir. Bazi biiylime faktorlerinin biyolojik aktivitelerini bloke eder. IL-1 ve IL-2’
nin fonksiyonlarin1 baskilar. PDGF salinimini engeller. IGF-1 ve IGF-2’ yi
baskilar. Angiogenezi ve bazi tiimor hiicrelerinin invazyonunu engeller. Timor
hiicrelerinin adezyonunu bozar. Reverse transkriptazi engelledigi fark edilince

AIDS tedavisinde kullanim diisiiniilmiis, fakat bu alanda basarili olunamanustir.*’

Suramin onkoloji hastalarinin tedavisinde, Ozellikle metastatik bobrek
tiimorleri, adenokarsinomalar, lenfomalar, prostat kanseri ve yliksek dereceli

gliomalarda kullaniimaktadir. ***
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Sistemik kullanimda ¢ok sayida yan etkisi vardir. Bu nedenle yaygin
kullanim alan1 bulamamustir. Bunlar arasinda sensoriyel / motor ndropatiler,
parestezi, anemi, lenfopeni, trombositopeni, pihtilasma bozukluklar, ates,
halsizlik, adrenal yetmezlik, ishal sayilabilir. Ek olarak sistemik kullanimda gézde
fotofobi, iritis, vorteks keratopati, optik ndropati ve hipermetropik kayma
bildirilmistir. ***

Suramin daha 6nce oftalmolojik arastirmalarda kullanilmig bir ajandir. Bu
caligmalarin daha ¢ok glokomda yeni bir adjuvan ajan bulabilmek amaciyla

337 Mietz ve ark™ yaptiklar1 bir invitro ¢alismada

yapildig1 goriilmektedir.
suraminin konjonktiva ve tenon kapsiiliindeki fibroblastlarda tip I ve tip III

kollajen sentezini baskiladigini gostermislerdir.

Suraminin deneysel bir sigan modelinde immiin cevabi modiile ettigi,

deneysel bir fare modelinde ise angiogenezi baskiladig1 goriilmiistiir. >

2.6.2. Genistein

Besinsel genistein soyada bulunan dogal bir flavone bilesigidir. Vaskiiler

endotel hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder.®’

Isoflavonoidlerin antianjiojenik etkilerinin arastirildig1 bir deneysel
calismada b-FGF aracilig1 ile uyarilmis kornea vaskiilarizasyonu iizerine etkili
oldugu goriilmiis, genistein ve diger isoflavonoidlerin anti-anjiojenik etki ile hiicre

déngiisiinii durdurdugu gosterilmistir.*®

Genistein tirozin kinaz iizerine inhibitor etkilidir. ®'%* Basta EGF, b-FGF,
PDGF tirozin kinazlar1 olmak {izere baz1 sitokinlerin reseptorlerine yiiksek afinite
gosterir.”

Isoflavanoidlerin fare meme kanseri hiicrelerinde VEGF ve TGF-B

ekspresyonunu azalttig1 goriilmiistiir.*?
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Ratlarla olusturulmus bir deneysel ¢alisma modelinde, dogal bir isoflavon
olan genisteinin galaktoza bagli olarak diyetle ortaya c¢ikan katarakti

engellemedigi, ancak geciktirdigi ifade edilmistir.**

Bir tavsan deneysel cerrahi modelinde intravitreal uygulanan genisteinin
retina pigment epitel iyilesmesini bozucu etkisi ve koriokapiller rejenerasyonun
inhibisyonuna 6nemli etkisi oldugu gosterilmistir. Burdan yola ¢ikilarak genistein
gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin koriokapiller neovaskiilarizasyon tedavisinde

gelecekte farmakolojik ajan olarak kullanilabilecegi yorumu yapilmustir.”!
2.6.3. DuraGen

DuraGen bir adhezyon bariyer matrikstir. Sigir asil tendonundan tiretilmis
tip I kollagen matrikstir. Dural defektlerin onariminda kullanilir. DuraGen plus
adhezyon bariyer matriks peridural fibrozisin azaltilmasinda yararli bir adhezyon
bariyeridir ve dural defektlerin restorasyonu ve tamiri i¢cin kullanilan absorbe
edilebilen bir implanttir. DuraGen plus matrix kolay kullanilabilen, yumusak,
beyaz, biikiilebilir, kolay par¢alanmayan, gdzenekli, kollajen yapida bir matrikstir.
Dural defektin ortaya c¢ikacagr kraniyal ve spinal cerrahi prosediirlerde
kullanilmaktadir. Kullanilan boélgenin ylizeyine kolayca uyum saglar. Yeni
kollajen depositlerinin ve fibroblastlarin infiltrasyonu i¢in bir diizgiin yap1 iskeleti
saglar. Implantasyon sonrasi dokularin histopatolojik incelemesi fibroblast

penetrasyonu ve kollajen proliferasyonu ile uyumlu bulunmustur.®>%

Sentetik duraplasti materyali DuraGen, bir ¢aligmada Alloderm’e gore,

kullanim kolayligi nedeniyle 6nemli 6lgiide kisa ameliyat siiresi saglamistir.”’

2.6.4. Dimetilsiilfoksit

DMSO’ in hiicredeki 6zgiin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte kuvvetli hidroksil radikal tutucu ve antioksidan 6zelligi vardir ve bu

6zelliginin bu maddenin etkinliginde rol oynadigi kabul edilmektedir.”® DMSO’ in
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hidroksil radikali tutucusu olmasi nedeniyle hiicre Kkiiltiirlerinde radyasyon
zararlarindan koruyucu olarak kullanilabilecegi ifede edilmektedir.”

Tavsan goziinde korneal alkali yanik olusturularak, topikal % 20 DMSO’
in etkinliginin aragtirildig1 bir deneysel ¢aligmada 3. giinde korneal opasifikasyon
ve korneal iilserasyon DMSO grubunda kontrol grubundan anlamli diizeyde az
bulunmustur. Ancak bu etki calismanin ilerleyen giinlerinde korunamamustir.”’
Calismamizda DMSO toz formundaki genisteinin ¢dziiciisii olarak kullanilmigtir

ve bu nedenle DMSO kontrol grubu olusturulmustur.
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3. GEREC ve YONTEM

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ nun
onay1 ve Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Kurulunun izni ile
baslanan ¢alisma, Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi Arastirma Unitesi’nde yetistirilen ve bakimi yapilan 18 Yeni Zelanda
albino tavsani ile yapildi. Proje kodu DAO06/34 olan bu c¢alisma, Baskent

Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklendi.

Bu c¢aligmaya 18 adet tavsanin 36 gozii dahil edilmistir. Tavsanlarin 6
tanesi erkek, 12 tanesi disi olup, agirliklar1 2500 gr ile 4500 gr (ortalama 3600 gr)
arasinda degismekteydi. Tavsanlar ve gozler rastgele secildi. Biitiin tavsanlara 1
ile 18 arasinda numara verildi ve kulaklar1 numaralandi. Sag gozler c¢aligma
gruplarina, sol gozler ise kontrol gruplarma alindi. Tavsanlardan 5 grup
olusturuldu. Caligma grubu olarak suramin, genistein ve DuraGen seliiler matriks
kullanilan ve her biri 6 gozden olusan 3 grup olusturuldu. Kontrol grubu olarak 2
grup olusturuldu. Bir gruba genistein preparatinin ¢oziiciisii olmasi nedeniyle
DMSO uygulandi, diger kontrol grubunda sadece SF kullanildi. DMSO ile kontrol
grubu olusturulmasmin nedeni DMSO’ in genisteinin ¢dziiciisii olmast ve bu
karistmin kas, konjonktiva ve skleral yatakta olusturabilecegi olas1 etkiyi
gozlemlemekti. DMSO kontrol grubuna 6 goz, SF kontrol grubuna 12 gz dahil
edildi.

3.1. ILACLAR VE DURAGEN BARIYER MATRIKSIiN HAZIRLANISI

3.1.1. Suraminin Hazirlamsi

SIGMA firmasindan elde edilen suramin Na 500 mg toz (Sekil 1)
kullanildi. Gerekli olan suramin miktar1 hassas terazi (Sartorius AG, BL 6100,
Goettingen, Almanya) ile tartilarak dengeli tuz ¢ozeltisi i¢inde siispansiyon haline

getirildi. Ardindan elde edilen siispansiyon Eppendorf tiipleri icerisine konularak
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vorteks cihazi (Velp, Scientifika) ile hi¢ tortu kalmayacak sekilde ¢oziildi. 250
mg / ml olarak hazirlanan bu ¢ozelti steril ppd enjektdriine ¢ekilip cerrahi sahaya

tasindi.

Sekil 1. Suramin sodyum 500 mg toz

3.1.2. Genisteinin Hazirlamisi

SIGMA firmasindan elde edilen genistein 25 mg toz (Sekil 2) kullanilds.
Toz formundaki genistein -80 derece 1sida saklandi. Calisma giinii ¢6ziiciisii olan
DMSO iginde ¢oziilerek 0,5 mg / ml dozunda olacak sekilde steril sartlarda

hazirlandi. Steril ppd enjektorii i¢inde cerrahi sahaya tagindi.

Sekil 2. Genistein 25 mg toz
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3.1.3. Seliiler Matriks DuraGen’in Hazirlanisi

Ticari olarak 7,5 x 7,5 cm boyutlarinda bulunan steril bariyer matriks
(Integra Neuroscience, Plainsboro, NJ) kullamld: (Sekil 3, 4). Kas dokusunun
altina ve istiine yerlestirilmek tizere 1 x 0,5 cm biiyiikliikk ve 0,2 mm kalinlikta
parcalar kesilerek hazirlandi. Kas ¢ekme kuvveti ve adezyon kontrolii amaciyla
konjonktiva agildiginda DuraGen matriks parcasinin erode oldugu saptandiginda

ayni1 ebatlarda hazirlanan yeni parga ile degistirildi.

Sekil 3, 4. Steril DuraGen plus bariyer matriks
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3.1.4. Dimetilsiilfoksitin Hazirlanisi

SIGMA firmasindan elde edilen DMSO 100 mlt soliisyon (Sekil 5)
kullanild1. Soliisyon herhangi bir islem uygulanmadan direkt ppd enjektoriine

cekildi ve steril olarak cerrahi sahaya tasindi.

Sekil 5. DMSO 100 ml soliisyon

3.2. CERRAHI ONCESi HAZIRLIK

Operasyondan Once tavsanlar 6 saat siireyle a¢ birakildilar. Tavsanlara
ketamin hidroklorid 40 mg/kg ve xylazine hidroklorid 5 mg/kg intramuskiiler
yapilarak anestezi saglandi. Tavsanlar operasyon masasina yan yatirilarak basa
pozisyon verildi. Peroperatif cerrahi antisepsis, betadine (povidone iyodin % 10)
soliisyonu steril span¢ yardimi ile kapaklara ve konjonktivaya uygulanarak elde
edildi. Kapaklara 20 cm x 15 cm boyutlarinda steril drape ortiildiikten sonra kapak
araligima uyan bolge makasla kesildi. Blefarosta yardimiyla kapak ekartmani
sagland1. Okiiler ylizey topikal proparakain (Alcaine, Alcon) yardimiyla anestetize
edildi.

3.3. CERRAHI YAKLASIM

Biitiin gruplarda iist rektus kasinda calisildi. Ust kadrandan limbal

konjonktival insizyonu takiben Westcott makasi ile kiint diseksiyon yapilarak iist
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rektus kasma ulasildi. Ust rektus kasinin insersiyosunun 1 mm gerisine kastan
once lameller sonra penetran gececek sekilde cift igneli 6/0 vikril (Ethicon) siitiir
konuldu, iki yanlarda kilitlendikten sonra kas insersiyon bolgesinden kesilerek

ayrildi.

Bundan sonraki asamada gruplarda su islemler yapildi:

3.3.1. DuraGen Grubu

Kas dokusunun altina ve iistine 1 cm x 0,5 cm boyutlarinda ve 2 mm
kalinliginda DuraGen matriks yerlestirildi. (Sekil 6, 7) Daha sonra iist rektus kasi
orijinal insersiyon yerine siitlir igneleri ¢apraz olusturacak sekilde girildi. Kas
insersiyon bolgesinden 5 mm geriye alind1 ve fiyonk yontemi ile ayarlanabilir
siitir konuldu. Gerginlik 6l¢iimii ve adezyon kontrolii amaciyla konjonktiva
acildiginda eger bu DuraGen matriksin erode oldugu gozlenmis olursa ayni

boyutlarda hazirlanan yenisi ile degistirildi.

Sekil 6. DuraGen matriksin kas dokusu iizerine yerlestirilmesi
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Sekil 7. Kas dokusu iizerine yerlestirilmis DuraGen bariyer matriks

3.3.2. Suramin Grubu

Bu grup tavsanlarda suramin (250 mg/ml) kullamildi. Steril ppd
enjektoriinde cerrahi sahaya taginan suramin, uygun biiyiikliiklerde hazirlanmis
licgen spanclara emdirilerek kas {izerine ve altina yerlestirilip 2 dk bekletildikten
sonra cerrahi saha bol serum fizyolojikle yikandi. (Sekil 8, 9) Daha sonra iist
rektus kasi orijinal insersiyon yerine siitiir igneleri capraz olusturacak sekilde
girildi. Kas insersiyon yerinden 5 mm geriye ¢ekildi ve fiyonk yontemi ile

ayarlanabilir siitlir konuldu.

3.3.3. Genistein Grubu

Genistein 0,5 mg/ml kullanildi. Genistein uygun biiyiikliikte hazirlanmig
ticgen spanclara emdirilerek kas iizerine ve altina yerlestirilip 2 dk bekletildikten
sonra cerrahi saha serum fizyolojikle yikandi. (Sekil 8, 9) Diger gruplarda oldugu
gibi st rektus kasi orijinal insersiyon yerine siitlir igneleri ¢apraz olusturacak
sekilde girildi. Kas 5 mm geriye alinarak fiyonk yontemi kullanilarak
ayarlanabilir siitiir ile siitiire edildi. Ayn1 dozda genistein giinde 4 kez olmak tizere

topikal olarak 3 hafta siiresince kullanildi.
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3.3.4. DMSO Grubu

Soliisyon herhangi bir islem uygulanmadan direkt ppd enjektoriine cekildi.
Steril olarak cerrahi sahaya tasindi. Uygun biiyiiklikte hazirlanmis ticgen
spanglara emdirilerek kas altina ve istiine yerlestirildi. 2 dk bekletildikten sonra
cerrahi saha bol serum fizyolojikle yikandi. (Sekil 8, 9) Daha sonra iist rektus kasi
orijinal insersiyon yerine siitiir igneleri ¢apraz olusturacak sekilde girildikten

sonra kas 5 mm geriye alinarak fiyonk yontemi ile ayarlanabilir siitiir konuldu.

Sekil 8. Suramin, Genistein ve DMSO’ in spang yardimiyla cerrahi sahaya

uygulanmast

Sekil 9. Suramin, Genistein ve DMSO’ in span¢ yardimiyla cerrahi sahaya

uygulanmast
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3.3.5. Serum Fizyolojik Grubu

Herhangi bir ila¢ ya da matriks kullanilmayan bu grupta iist rektus kasi
orijinal insersiyon yerinden ayrildiktan sonra cerrahi bdlge SF ile yikandi. Siitiir
igneleri capraz olusturacak sekilde insersiyon bolgesine girildi ve kas 5 mm
geriye alindiktan sonra fiyonk yontemi kullanilarak ayarlanabilir siitiir ile siitiire
edildi.

Tim gruplarda fiyonk siitiir konulurken, kas c¢ekme kuvveti olglimii
sirasinda kullanilmak amaciyla, hassas kantarin ¢engel ucuna takilmak tizere
siitiiriin distal ucunda bir halka olusturuldu. Yine ayni sekilde tiim gruplarda
konjonktiva orjinal anatomik yerine 8/0 vikril (Ethicon ) siitiir kullanilarak siitiire

edildikten sonra birinci seans cerrahi sonlandirildi.

3.4. POSTOPERATIF iSLEMLER

3.4.1. Kas cekme kuvvetinin ol¢iilmesi

Bu islem icin 2, 7, 14 ve 21. giinlerde sistemik ve topikal anestezi
esliginde konjonktiva yeniden agildi. Kas ¢gekme kuvveti diizeylerini 6lgmek icin
5 gr araliklarla 0-225 gr arasinda Ol¢im yapabilen Gpp-8 (API, Canada) hassas
kantar kullanildi. (Sekil 10, 11) Bu islem i¢in konjonktiva agilarak siitiir bolgesi
ekspoze edildi. Daha 6nceden hassas kantarin ¢cengel ucuna takilmak iizere fiyonk
stitiir konulurken olusturulan halkadan yararlanilarak ¢engel uc halkaya takildi.
(Sekil 12, 13, 14) Siitiir kas eksenine paralel olarak korneaya dogru ¢ekilerek kas
insersiyon bolgesine yaklastirilmaya calisildi. Cekim sirasinda kasin insersiyon
bolgesine ne kadar yaklastigi (milimetre) ve bunun icin gereken kuvvet (gram)
ol¢iildii ve kaydedildi. Kasin insersiyon bdlgesine her 1 mm yaklasmasi i¢in
gereken kuvvet gr olarak hesaplandi ve istatistiksel degerlendirmede bu sayisal
deger kullamldi. Olgiim sonras1 siitiir serbest birakilarak kasin eski yerine gitmesi

saglandi. Konjonktiva tekrar 8-0 vikril (ethicon) siitiir ile kapatildi.
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Sekil 10, 11. Gpp-8 hassas kantar

25



Sekil 12, 13. Kas ¢ekme kuvvetinin 6l¢iilmesi

Sekil 14. Ust rektus kasimin insersiyon bdlgesine cekilmesi
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3.4.2. Dokular arasi yapisikhigin degerlendirilmesi

Postoperatif 2, 7, 14 ve 21. giinlerde sistemik ve topikal anestezi esliginde
kas ¢ekme kuvveti ayarlamasinin yapilmasi i¢in konjonktiva acildigi zaman kas-
konjonktiva ile kas-sklera dokular1 arasinda olugsmus olan yapisikliklar
degerlendirilip, derecelendirilerek kaydedildi. Degerlendirmede yapisiklik sifirdan
dorde kadar derecelendirildi.'®

Grade 0: Adezyon yok

Grade 1: Kiint diseksiyonla kolayca ayrilan hafif yapisiklik

Grade 2: Kiint diseksiyonla ayrilan hafif-orta diizeyde yapisiklik

Grade 3: Kiint diseksiyonla zor ayrilan orta-siddetli yapisiklik

Grade 4: Ayrilmayan yapisiklik

Biitiin gruplarda postoperatif siirede enfeksiyon olusumunun Onlenmesi

amaciyla topikal tobramisin (Tobrex-Alcon) damla 3x1 dozunda kullanildi.

Yirmibirinci glin sonunda gozlere eniikleasyon yapildi. Eniikleasyon
sonras1 kas dokusu ile komsu sklera ve konjonktivay: i¢eren dokular ayrildi ve
ikiye boliinerek histopatolojik inceleme ve immiinhistokimyasal inceleme igin

patoloji boliimiine teslim edildi.

3.5. PATOLOJIK INCELEME GEREC VE YONTEM

Patolojik incelemede cerrahi sahada yer alan kas, konjonktiva ve sklera
dokularin1 igeren doku parcalar, HE ile boyanarak histopatolojik olarak
incelenmis, VEGF Ab-3, MAC 387, CD105 (TGF-beta 1/3 receptor, Endoglin) ve

b-FGF ile boyanarak immiinohistokimyasal inceleme yapilmistir.

3.5.1. Histopatolojik inceleme

Hematoksilen Eozin:

Bu inceleme i¢in %10 tamponlu formolde fikse edilip parafin bloklara

gomiilmiis olan dokulardan 3pu kalinlikta kesitler lamlara alinmistir. Bu 6rnekler
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56°C’ lik etiivde 1 gece, 5’er dakika 2 defa ksilen, 2 defa alkol ile deparafinize
edildikten sonra standart HE teknigi ile boyanmustir.
Isik mikroskopik incelemede degerlendirilen parametreler;

1- Cizgili kas dokusunun varlig

2- Cizgili kas dokusu i¢inde yanginin varlig1 ve derecesi

3- Cizgili kas dokusu i¢inde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre varligi

4- Tim dokuda en ¢ok bulunan alanda en biiyiik biiyiitme alaninda (x40)

cok cekirdekli dev hiicre sayis1

3.5.2. Iimmiinhistokimyasal inceleme

a. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Ab-3

VEGF ekspresyonunu degerlendirmek i¢in %10 tamponlu formolde fikse
edilip parafin bloklara gomiilmiis olan dokulardan 3p kalinlikta kesitler poly-L-
lizin kapl lamlara alinmistir. Bu 6rnekler 56°C’lik etiivde 1 gece, 5’er dakika 2
defa ksilen, 2 defa alkol ile deparafinize edilmistir. Deparafinize edilen kesitler
mikrodalga firinda 20 dakika yiiksek derecede Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
(EDTA, PH:8,) ile kaynatilmistir. Oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra
cesme suyu ile yikanmigtir. Ardindan Tris Buffered saline (TBS; PH: 7.6, 50
umol Tris HCI, 150 pmol) ile yikanip 15 dakika biotin, tekrar TBS, sonra 15
dakika avidin, tekrar TBS uygulanmistir. 3-amino, 9-ethil Carbozole (AEC)
kromojende 15 dakika bekletildikten sonra ¢esme suyu ile yikanmistir. On saniye
Hemotoksilende bekletildikten sonra tekrar ¢esme suyu ile yikanip AEC kromojen
jeli ile kapatilmig degerlendirmeye hazir hale getirilmistir.

Isik mikroskopisinde degerlendirilirken;
1- Damarlanma artisinin en ¢ok oldugu alanda en biiylik biiyilitme
alanindaki (x40) damarlar ve bu damarlarin ka¢ tanesinde VEGF

ekspresyonunun oldugu saptanmistir.

2- Kas icindeki yangisal infiltratta yine en biiylik biiylitme alanindaki
(x40) hiicrelerin ka¢inda VEGF ekspresyonunun oldugu belirtilmistir.
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3- Konjonktival epitelde yaklasik 100 hiicre sayilarak kaginda VEGF

ekspresyonunun olduguna bakilmistir.

b. Monoclonal antibody to Macrophages (MAC 387)

MAC 387 dokuda makrofaj belirteci olarak kullanilan monoklonal bir
antikordur. Sitoplazmik boyanma gostermektedir.”' MAC 387 ekspresyonunu
aragtirabilmek amaciyla %10 tamponlu formolde fikse edilip parafin bloklara
gomiilmiis olan dokulardan 3p kalinlikta kesitler poly-L-lizin kapli lamlara
almmustir. Bu 6rnekler 56°C’lik etiivde 1 gece, 5’er dakika 2 defa ksilen, 2 defa
alkol ile deparafinize edilmistir. Ardindan sitrat buffer ile 20 dakika antijen
retrival yapilmis, oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakilmistir. Ardindan ¢esme
suyunda yikanmis, H,O; ile 15 dakika muamele edildikten sonra Tris Buffered
Saline (TBS; PH: 7.6, 50 umol Tris HCI, 150 umol) ile yikanip MAC 387
Antikoru (NOVUS) eklenerek 2.5 saat antikorda bekletilmistir. Ardindan TBS ile
yikanip 15 dakika biotin, tekrar TBS, sonra 15 dakika avidin, tekrar TBS
uygulanmistir. AEC kromojende 15 dakika bekletildikten sonra ¢esme suyu ile
yikanmistir. On saniye Hemotoksilende bekletildikten sonra tekrar ¢esme suyu ile
yikanip 3-amino, 9-ethil Carbozole (AEC) kromojen jeli ile kapatilmis
degerlendirmeye hazir hale getirilmistir.

Isik mikroskopik incelemede;

1)Kas dokusu iginde makrofajin olup olmadigi

2)Kas dokusunda makrofaj varsa, bunlarin sayis1 kaydedilmistir.
¢. CD10S (TGF-beta 1/3 receptor, Endoglin)

Bu inceleme icin %10 tamponlu formolde fikse edilip parafin bloklara
gomiilmiis olan dokulardan 3p kalinlikta kesitler poly-L-lizin kapli lamlara
almmustir. Bu 6rnekler 56°C’lik etiivde 1 gece, 5’er dakika 2 defa ksilen, 2 defa
alkol ile deparafinize edilmistir. Ardindan sitrat buffer ile 20 dakika antijen

retrival yapilmis, oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakilmistir. Ardindan ¢esme
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suyunda yikanmig, H,O; ile 15 dakika muamele edildikten sonra Tris Buffered
Saline (TBS; PH: 7.6, 50 umol Tris HCI, 150 pmol) ile yikanip CD 105 Antikoru
(Neomarkers) eklenerek 2.5 saat antikorda bekletilmistir. Ardindan TBS ile
yikanip 15 dakika biotin, tekrar TBS, sonra 15 dakika avidin, tekrar TBS
uygulanmistir. AEC kromojende 15 dakika bekletildikten sonra ¢esme suyu ile
yikanmistir. On saniye Hemotoksilende bekletildikten sonra tekrar ¢cesme suyu ile
yikanip 3-amino, 9-ethil Carbozole (AEC) kromojen jeli ile kapatilmis
degerlendirmeye hazir hale getirilmistir.
Isik mikroskopik incelemede;
1- Damarlanma artiginin en ¢ok oldugu alanda en biiyiikk biiylitme
alanindaki (x40) damarlar ve bu damarlarin ka¢ tanesinde TGF beta

ekspresyonu oldugu saptanmistir.

2- Konjonktival epitelde yaklasik 100 hiicre sayilarak kacinda TGF beta

ekspresyonunun olduguna bakilmistir.

3- Kas ig¢indeki yangisal infiltratta yine en biiyiik biiylitme alanindaki
(x40) hiicrelerin kaginda TGF beta ekspresyonunun oldugu
belirtilmistir.

4- Kas ic¢indeki yangisal infiltratta en biiylik biiylitme alaninda (x40)
lenfosit sayilarak bunlarin ka¢ tanesinde TGF beta ekspresyonunun

oldugu belirtilmistir.

d. b-FGF (basic Fibroblast growth Factor)

Benzer sekilde FGF ekspresyonuna bakabilmek icin %10 tamponlu
formolde fikse edilip parafin bloklara gédmiilmiis olan dokulardan 3p kalinlikta
kesitler poly-L-lizin kapli lamlara alinmistir. Bu 6rnekler 56°C’lik etiivde 1 gece,
5’er dakika 2 defa ksilen, 2 defa alkol ile deparafinize edilmistir. Deparafinize
edilen kesitler mikrodalga firinda 20 dakika yiliksek derecede EDTA ile
kaynatilmistir. Oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra ¢esme suyu ile
yikanmistir. Pesinden 15 dakika H,O,’de bekletilmistir. Daha sonra TBS ile
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yikanip 15 dakika biotin, tekrar TBS, sonra 15 dakika avidin, tekrar TBS
uygulanmistir. AEC kromojende 15 dakika bekletildikten sonra ¢esme suyu ile
yikanmigtir. On saniye Hemotoksilende bekletildikten sonra tekrar ¢esme suyu ile
yikanip 3-amino, 9-ethil Carbozole (AEC) kromojen jeli ile kapatilmis

degerlendirmeye hazir hale getirilmistir.

Isik mikroskopisinde degerlendirilirken;
1- Damarlanma artiginin en ¢ok oldugu alanda en biiyiikk biiylitme
alanindaki (x40) damarlar ve bu damarlarin ka¢ tanesinde b-FGF

ekspresyonu oldugu saptanmistir.

2- Konjonktival epitelde yaklasik 100 hiicre sayilarak kag¢inda b-FGF

ekspresyonu olduguna bakilmistir.

3- Kas igindeki yangisal infiltratta yine en biiyiik biiylitme alanindaki
(x40) hiicrelerin kaginda b-FGF ekspresyonu oldugu belirtilmistir.

3.6. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Mekanik incelemede ayni giinde yapilan ayarlamalarda gruplar arasinda
fark olup olmadigi Kruskal-Wallis varyans analizi kullanilarak degerlendirildi.
Istatistiksel anlaml1 fark bulundugu zaman farkin hangi gruptan kaynaklandigini
anlayabilmek amaciyla Mann-Whitney U testi kullanildi. Friedman varyans
analizi kullanilarak ayni grup i¢in 2, 7, 14 ve 21. giinlerde elde edilen degerler
karsilagtirildi. Sonuglar anlamli ¢iktiginda farkin hangi gruptan kaynaklandigini

anlayabilmek amaciyla Wilcoxon testi yapildi.

Immiinhistokimyasal ~ ¢alismada  Kruskal-Wallis  varyans  analizi
kullanilarak grup analizi yapildi. Burada istatistiksel olarak anlamli sonugla
karsilagildiginda farkin hangi gruptan kaynaklandigini anlayabilmek i¢in Mann-
Whitney U testi kullanilarak grup i¢i kiyaslama yapildi.
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HE boyasi ile yapilan histokimyasal ¢alismada Kruskal-Wallis varyans
analizi kullanilarak grup analizi yapildi. Burada istatistiksel olarak anlamli
sonugla karsilasildiginda farkin hangi gruptan kaynaklandigini anlayabilmek i¢in
Mann-Whitney U testi kullanilarak grup i¢i kiyaslama yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOPATOLOJIK ve IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEME
BULGULARI

4.1.1. HISTOPATOLOJIK INCELEME BULGULARI

HE boyas1 kullanilarak kas dokusu i¢inde dev hiicre varligi, dev hiicre varsa
bunlarin sayisi, stromal inflamasyonun varlig1 ve bu stromal inflamasyonun derecesi
arastirilmistir. Kas dokusu iginde dev hiicrenin olup olmamasi bakimindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,120). Stromal
inflamasyonun varhigi (p=0,087) ve bu inflamasyonun derecesi (p=0,148)
karsilagtirildiginda yine gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
izlenmemistir. Kas dokusunda dev hiicre sayisinin Kruskal-Wallis grup analizi
kullanilarak yapilan karsilastirmasinda grup ici farkin anlamli oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Farkin hangi gruptan kaynaklandiginin tespit edilebilmesi i¢cin Mann-
Whitney U testi ile gruplar arasinda karsilastirma yapilmis ve genistein ile SF
gruplart arasinda anlamhi fark izlenmistir (p=0,007). Gruplara gore kas dokusunda
dev hiicre sayisinin dagilimi Tablo 2’ de goriilmektedir. Genistein ve SF gruplarinda

HE boyasi ile kas dokusunda dev hiicre varlig1 Sekil 15 ve 16’ de gosterilmistir.

Tablo 2. Gruplara gore kas dokusunda dev hiicre sayisinin dagilimi

GRUP DEV HUCRE SAYISI
Ortalama = SD
DURAGEN 6,5+5,2
SURAMIN 3,6+3,8
GENISTEIN 1,3+1,5
SERUM FiZYOLOIJIK 40+5,3
DIMETILSULFOKSIT 5,3+4,0

Gruplar arasi fark p<0,05 (Kruskal-Wallis grup analizi)
Genistein ile SF p=0,007 (Mann-Whitney U testi)
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Sekil 16. Genistein grubunda HE ile dokuda dev hiicre (x 20)
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4.1.2. IMMUNHISTOKIMYASAL iNCELEME BULGULARI
a. b-FGF

Konjonktiva epitelinde b-FGF ekspresyonu arastirilmis ve bulgular Tablo 3’
de gosterilmistir. Yaklasik 100 adet epitel hiicresi sayilarak, bunlardan kag tanesinde
ekspresyon oldugu kaydedilmistir. Kruskal-Wallis grup analizi ile yapilan
istatistiksel inceleme sonucunda, gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur
(p=0,0001). Farkin hangi gruptan kaynaklandigiin tespit edilebilmesi i¢gin Mann-
Whitney U testi kullanilarak gruplar birbiriyle karsilagtirilmistir. En diisiik degerler
oncelikle genistein sonra suramin gruplarinda izlenmistir. Bu gruplarla kontrol grubu
arasindaki fark anlamlidir. Sonuglar Tablo 3’ {in altinda gosterilmistir. Genistein,
suramin ve SF gruplarindaki b-FGF epitel ekspresyonu 6rnekleri Sekil 17, 18 ve 19’

da gosterilmistir.

Tablo 3. Konjonktiva epitelinde b-FGF ekspresyonunun gruplara gore dagilimi

GRUP EPITEL EKSPRESYONU
Ortalama = SD %
DURAGEN 15,8 +9,7
SURAMIN 3,9+73
GENISTEIN 1,0+2,3
SERUM FiZYOLOJIK 23,9+8.3
DIMETILSULFOKSIT 18,7 + 10,5

Gruplar arasi fark p=0,0001 (Kruskal-Wallis grup analizi)
DuraGen ile Genistein arasinda p=0,002

Suramin ile SF arasinda p=0,001

Genistein ile SF arasinda p=0,0001

(Mann-Whitney U testi)
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Sekil 17.

Sekil 19.

Suramin grubunda konjonktival epitelde sitoplazmik b-FGF ekspresyonu (x40)
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Damar endotelinde b-FGF ekspresyonu arastirilmis ve bulgular Tablo 4° de
gosterilmistir. Inceleme sahasindaki toplam damar endoteli sayilarak, bunlardan kag
tanesinde ekspresyon oldugu kaydedilmistir. Kruskal-Wallis grup analizi kullanilarak
bakildiginda sonuglarin istatistiksel anlamli oldugu goériilmistiir (p=0,0001). Farkin
hangi gruptan kaynaklandigimin tespit edilebilmesi i¢in Mann-Whitney U testi
kullanilarak gruplar birbiriyle karsilagtirildiginda ise DuraGen, suramin ve genistein
gruplarinda endotel ekspresyonunun kontrol gruplarina goére anlamli diizeyde az
oldugu izlenmistir (p<0,05). En diisiik ekspresyon genistein grubunda izlenmistir.
Genistein ile DMSO gruplari arasindaki anlamli fark bu etkinin aktif olarak genistein
tarafindan olusturuldugunu gostermektedir. DuraGen grubunda genistein ve suramin
gruplarindan daha az olmakla birlikte SF grubuna gore b-FGF ekspresyonunda
azalma anlamlidir. Sonuglar Tablo 4’ iin altinda goriilmektedir. Genistein, suramin
ve SF gruplarinda damar endotelinde b-FGF ekspresyonu 6rnekleri Sekil 20, 21 ve
22’ de gosterilmistir.

Tablo 4. Damar endotelinde b-FGF ekspresyonunun gruplara gore dagilimi

GRUP DAMAR EKSPRESYONU
Ortalama = SD %
DURAGEN 372+11,3
SURAMIN 273+7,6
GENISTEIN 17,5+7,7
SERUM FiZYOLOJIK 62,4+ 11,8
DIMETILSULFOKSIT 54,1+ 16,5

Gruplar arasi fark p=0,0001 (Kruskal-Wallis grup analizi)
DuraGen ile genistein p=0,004

DuraGen ile SF p=0,002

Suramin ile SF p=0,0001

(Mann-Whitney U testi)

Genistein ile SF p=0,0001
Genistein ile DMSO p=0,002
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Sekil 22. SF grubunda damar endotelinde sitoplazmik b-FGF ekspresyonu (x 40)
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Stromal yangisal infiltratta b-FGF ekspresyonu arastirilmis ve bulgular Tablo
5’ te gosterilmistir. Stromal infiltrat icinde yaklasik 100 adet inflamatuar hiicre
sayllmis ve bunlardan kag¢ tanesinde b-FGF ekspresyonu oldugu kaydedilmistir.
Kruskal-Wallis grup analizi kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir. Farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p=0,0001). Farkin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespit edilebilmesi amaci ile Mann-Whitney U testi kullanilarak
gruplar arasinda kiyaslama yapilmistir. Genistein, suramin ve DuraGen c¢aligsma
gruplarinda stromal ekspresyonun SF kontrol grubuna gdre anlamli diizeyde az
oldugu goriilmiistiir. Ayrica genistein grubunda stromal ekspresyonun DMSO
kontrol grubundan da anlamli olarak az oldugu izlenmistir. Istatiksel degerler Tablo
5’in altinda goriilmektedir. Genistein, suramin ve SF gruplarindaki stromal

ekspresyon ornekleri Sekil 23, 24 ve 25’ de gosterilmistir.

Tablo 5. Stromal yangisal infiltratta b-FGF ekspresyonunun gruplara gére dagilim

STROMAL INFILTRASYON
GRUP Ortalama = SD %
DURAGEN 20,0 £ 7,0
SURAMIN 18,1 +12.3
GENISTEIN 143 +2,7
SERUM FiZYOLOJIK 484+ 18,5
DIMETILSULFOKSIT 26,3 +4,8

Gruplar arasi fark p=0,0001 (Kruskal-Wallis grup analizi)

DuraGen ile SF p=0,002 Genistein ile SF p=0,0001
Suramin ile SF p=0,002 Genistein ile DMSO p=0,002
(Mann-Whitney U testi)
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Sekil 25. SF grubunda stromal infiltratta yaygin sitoplazmik b-FGF ekspresyonu (x 40)
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b. VEGF

Konjonktiva epitelinde VEGF ekspresyonu arastirilmis ve bulgular Tablo 6’
da gosterilmistir. Yaklasik 100 adet epitel hiicresi sayilarak, bunlardan ka¢ tanesinde
ekspresyon oldugu kaydedilmistir. Suramin grubunda konjonktiva epitelinde VEGF
ekspresyonunun hi¢ olmadigi goriilmiistiir. Suramin grubunda ekspresyonun sifir
olmasi nedeniyle bu grup disarida tutularak Kruskal-Wallis grup analizi ile yapilan
istatistiksel inceleme sonucunda, gruplar arasindaki fark anlamli ¢ikmamistir
(p=0,608). Suramin ve SF gruplarindaki konjonktiva epiteli VEGF ekspresyonu

ornekleri sekil 26 ve 27° de gosterilmistir.

Tablo 6. Konjonktiva epitelinde VEGF ekspresyonunun gruplara gore dagilimi

GRUP EPITEL EKSPRESYONU
Ortalama = SD
DURAGEN 14,9+ 11,8
SURAMIN 0,0+ 0,0
GENISTEIN 21,04 + 15,5
SERUM FiZYOLOJIK 18,8+ 10,8
DIMETILSULFOKSIT 26,4 + 15,1

Gruplar aras1 fark p=0,608 (Kruskal-Wallis grup analizi)
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Sekil 26. Suramin grubunda konjonktival epitelde VEGF ekpresyonu yoktur.
Eksprese olmamis konjonktival epitel hiicresi izlenmektedir (x 40)

Sekil 27. SF grubunda epitelde yaygin, sitoplazmik ve membranéz VEGF
ekspresyonu goriilmektedir (x 40)
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Damar endotelinde VEGF ekspresyonu arastirilmig ve bulgular Tablo 7’ de
gosterilmistir. Inceleme sahasindaki toplam damar endoteli sayilarak, bunlardan kag
tanesinde ekspresyon oldugu kaydedilmistir. Kruskal-Wallis grup analizi kullanilarak
bakildiginda sonuglarin istatistiksel anlamli oldugu goriilmiistiir (p=0,0001). Suramin
ve genistein gruplarinda damar ekspresyonu diger gruplardan belirgin olarak diisiik
izlenmistir. Farkin hangi gruptan kaynaklandiginin tespit edilebilmesi i¢in Mann-
Whitney U testi ile gruplar karsilastirildiginda suramin ve genistein ¢alisma
gruplarindaki VEGF ekspresyonunun SF ve DMSO kontrol gruplarindan anlamli
olarak diisik oldugu izlenmistir. Istatiksel degerler Tablo 7’nin altinda
goriilmektedir. Genistein, suramin ve SF gruplarindaki VEGF damar ekspresyonu

ornekleri Sekil 28, 29 ve 30’ da gosterilmistir.

Tablo 7. Damar endotelinde VEGF ekspresyonunun gruplara gore dagilimi

GRUP DAMAR EKSPRESYONU
Ortalama = SD
DURAGEN 53,1+ 15,8
SURAMIN 19,7+ 12,3
GENISTEIN 20,6 + 6,2
SERUM FiZYOLOJIK 63,4 +23.9
DIMETILSULFOKSIT 59,7+21,2

Gruplar arasi fark p=0,0001 (Kruskal-Wallis grup analizi)

DuraGen ile Suramin p=0,009 Suramin ile SF p=0,0001
DuraGen ile Genistein p=0,004 Suramin ile DMSO p=0,002
Genistein ile SF p=0,0001 Genistein ile DMSO p=0,002

(Mann-Whitney U testi)
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Sekil 30. Genistein grubunda damar endotelinde sitoplazmik VEGF ekspresyonu (x 40)

44



Stromal yangisal infiltratta VEGF ekspresyonu arastirilmis ve bulgular Tablo
8 de gosterilmistir. Stromal infiltrat icinde yaklasik 100 adet inflamatuar hiicre
sayllmis ve bunlardan kag¢ tanesinde VEGF ekspresyonu oldugu kaydedilmistir.
Kruskal-Wallis grup analizi kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir. Farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir (p=0,008). Daha sonra farkin hangi
gruptan kaynaklandiginin tespit edilebilmesi icin Mann-Whitney U testi kullanilarak
gruplar arasinda kiyaslama yapilmistir. Genistein ve DuraGen ¢aligma gruplarinda
ekspresyonun, SF kontrol grubundan anlamli diizeyde az oldugu goriilmiistiir. Ayrica
genistein grubundaki ekspresyon DMSO grubuna gore anlamli diizeyde az
izlenmistir. Istatiksel degerler Tablo 8 in altinda goriilmektedir. Genistein, suramin
ve SF gruplarindaki VEGF stroma ekspresyonu ornekleri Sekil 31, 32 ve 33° de

gosterilmistir.

Tablo 8. Stromal yangisal infiltratta VEGF ekspresyonunun gruplara gore dagilimi

GRUP STROMAL INFILTRASYON
Ortalama = SD %
DURAGEN 13,5+ 38,1
SURAMIN 16,3+ 17,9
GENISTEIN 11,3+5,0
SERUM FiZYOLOJIK 25,5+8,7
DIMETILSULFOKSIT 28,0+ 14,2

Gruplar arasi fark p=0,008 (Kruskal-Wallis grup analizi)
DuraGen ile SF p=0,013

Genistein ile SF p=0,003

Genistein ile DMSO p=0,009

(Mann-Whitney U testi)
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Sekil 33. SF grubunda stromal infiltratta sitoplazmik VEGF ekspresyonu (yaygin) (x 40)
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¢. TGF-B

Konjonktiva epitelinde TGF-B ekspresyonu arastirilmis ve bulgular Tablo 9’
da gosterilmistir. Yaklasik 100 adet epitel hiicresi sayilarak, bunlardan ka¢ tanesinde
ekspresyon oldugu kaydedilmistir. Kruskal-Wallis grup analizi ile yapilan
istatistiksel inceleme sonucunda, gruplar arasindaki fark anlaml ¢ikmistir (p=0,001).
Farkin hangi gruptan kaynaklandiginin tespit edilebilmesi i¢cin Mann-Whitney U testi
kullanilarak gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda suramin g¢alisma grubundaki
ekspresyonun SF ve DMSO kontrol gruplarindan anlamli diizeyde diisiik oldugu
goriilmiistiir. Ayrica DuraGen grubunda ekspresyon SF grubundan anlamli diizeyde
fazladir. Istatiksel degerler Tablo 9’ un altinda gériilmektedir. Suramin ve DMSO
gruplarindaki TGF-B konjonktiva epiteli ekspresyon ornekleri Sekil 34 ve 35’ de

gosterilmistir.

Tablo 9. Konjonktiva epitelinde TGF-3 ekspresyonunun gruplara gore dagilimi

GRUP EPITELDE EKSPRESYON
Ortalama + SD
DURAGEN 19,0 + 6,9
SURAMIN 0,6+ 1,7
GENISTEIN 17,6 £9.0
SERUM FiZYOLOIJIK 10,7 £ 6,1
DIMETILSULFOKSIT 18,7+ 8,1

Gruplar aras1 fark p=0,001 (Kruskal-Wallis grup analizi)

DuraGen ile Suramin p=0,002 Suramin ile SF p=0,001
DuraGen ile SF p=0,007 Suramin ile DMSO p=0,002
(Mann-Whitney U testi)
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Sekil 34. Suramin grubunda epitelde ¢ok az, fokal sitoplazmik TFG-P ekspresyonu (x 40)

Sekil 35. DMSO grubunda epitelde belirgin sitoplazmik ve membranéz TGF-3
ekspresyonu (x 40)
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Damar endotelinde TGF-f ekspresyonu aragtirilmis ve bulgular Tablo 10’ da

gosterilmistir. Inceleme sahasindaki toplam damar endoteli sayilarak, bunlardan kag

tanesinde ekspresyon oldugu kaydedilmistir. Kruskal-Wallis grup analizi kullanilarak

bakildiginda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p=0,05).

Suramin ve DMSO gruplarindaki TGF-f3 damar endoteli ekspresyon ornekleri sekil

36 ve 37’ de gosterilmistir.

Tablo 10. Gruplara gore TGF-§ damar endoteli ekspresyonunun dagilimi

GRUP DAMAR EKSPRESYONU
Ortalama = SD
DURAGEN 33,6+ 10,4
SURAMIN 40,8 + 26,9
GENISTEIN 40,6 + 19,6
SERUM FiZYOLOJIK 57,9+22.3
DIMETILSULFOKSIT 70,1 + 20,1

Gruplar arasi fark p=0,05 (Kruskal-Wallis grup analizi)
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Sekil 37. DMSO grubunda damar endotelinde sitoplazmik TGF-f ekspresyonu (x 40)
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Stromal yangisal infiltratta TGF-B ekspresyonu arastirilmistir. Stromal
infiltrat icinde yaklasik 100 adet inflamatuar hiicre sayilmis ve bunlardan kag
tanesinde TGF-B ekspresyonu oldugu kaydedilmistir (Tablo 11). Kruskal-Wallis
grup analizi kullanilarak sonuglar degerlendirilmistir. Gruplar arasi farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigr goriilmiistiir (p=0,734). Suramin ve DMSO gruplarindaki
stromal infiltratta TGF-B ekspresyon ornekleri Sekil 38 ve 39’ da gdsterilmistir.

Tablo 11. Gruplara gore stromal yangisal infiltratta TGF-p ekspresyonunun dagilim

GRUP STROMAL INFILTRASYON
Ortalama = SD
DURAGEN 16,0 +2,2
SURAMIN 13,6 £ 8,9
GENISTEIN 143 + 8,5
SERUM FiZYOLOJIK 15,9+ 6,0
DIMETILSULFOKSIT 12,5+3,9

Gruplar aras1 fark p=0,734 (Kruskal-Wallis grup analizi)
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Sekil 38. Suramin grubunda stromal infiltratta sitoplazmik TGF-f ekspresyonu (x 40)

Sekil 39. DMSO grubunda stromal infiltratta sitoplazmik TGF-B ekspresyonu (x 40)
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Stromal yangisal infiltratta TGF-P lenfosit ekspresyonu arastirilmistir (Tablo
12) Kas dokusundaki stromal infiltrat i¢indeki lenfositler sayilmis ve bunlardan kag
tanesinde TGF-B ekspresyonu oldugu kaydedilmistir. Kruskal-Wallis grup analizi
kullanilarak sonuglar degerlendirildiginde farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1

goriilmiistiir (p=0,679).

Tablo 12. Gruplara gore stromal yangisal infiltratta lenfosit infiltrasyonu

GRUP LENFOSIT INFILTRASYONU
Ortalama = SD %
DURAGEN 492 +58
SURAMIN 42,0+ 15,9
GENISTEIN 49,2 +13,8
SERUM FiZYOLOJIK 54,0+ 17,4
DIMETILSULFOKSIT 56,9 +23,9

Gruplar aras1 fark p=0,679 (Kruskal-Wallis grup analizi)
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d. MAC 387

Bu incelemede makrofaj belirteci MAC 387 antikoru ile kas dokusu i¢indeki
makrofajlar sayilmistir. MAC 387 sitoplazmik ekspresyon gozlenen makrofajlar
sayilarak kaydedilmistir. Kruskal-Wallis grup analizi ile yapilan istatistiksel
degerlendirmede farkin anlamli oldugu goriilmiistiir (p=0,001). Farkin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespit edilebilmesi i¢in Mann-Whitney U testi ile gruplar
karsilastirilmistir. Suramin ve genistein grubunda MAC 387 ekspresyonunun SF
kontrol grubundan anlamli olarak diisiik oldugu izlenmistir. istatiksel degerler Tablo
13’ iin altinda goriilmektedir. Suramin, genistein ve SF gruplarindaki MAC 387
ekspresyon ornekleri sekil 40, 41 ve 42° de gosterilmistir.

Tablo 13. Gruplara géore MAC 387 sitoplazmik ekspresyonun dagilimi

GRUP MAKROFAJ SAYISI
OrtalamaxSD
DURAGEN 258+ 7,8
SURAMIN 10,6 2.5
GENISTEIN 12,6 £9.9
SERUM FiZYOLOJIK 52,5+393
DIMETILSULFOKSIT 28,5+ 17,1

Gruplar aras1 fark p=0,001 (Kruskal-Wallis grup analizi)

DuraGen ile Suramin p=0,002 Suramin ile DMSO p=0,002
Suramin ile SF p=0,0001 Genistein ile SF p=0,005
(Mann-Whitney U testi)
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Sekil 40. Suramin grubunda makrofajlarda sitoplazmik MAC 387 ekspresyonu (x 40)
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Sekil 42. SF grﬁbunda ;nakrofajlarda sitoplazmik MAC 387 el;spresyonu (x 40)
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4.2. MEKANIK INCELEME BULGULARI
4. 2. 1. Kas ve konjonktiva dokular: arasindaki yapisikhik

Siitiir ayarlamasi amaci ile konjonktiva dokusu, kas ylizeyinden ayrildiginda

kas ve konjonktiva dokular1 arasinda gozlemlenen ve 0 ile 4 arasinda
derecelendirilen yapisiklik diizeyi ¢alisma gruplart ve zaman dilimleri arasinda
karsilagtirilmigtir. Bulgular Tablo-14 de gosterilmistir. Tiim gruplarda fibrozis
diizeyinin ¢aligma giinleriyle paralel olarak arttig1 gdzlenmistir. Inceleme yapilan
tim giinlerde DuraGen ve suramin gruplarinda diger gruplarla karsilastirildiginda
fibrozis diizeyinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Gruplar aras1 karsilagtirmada 2. ve 7.
giinde istatistiksel anlamli bir sonu¢ izlenmistir. Bu farkin hangi gruptan
kaynaklandigt Mann-Whitney U testi ile degerlenmis ve farkin DuraGen ve suramin
gruplarinda fibrozisin az olmasindan kaynaklandigi goriilmiistiir. Ondordiincii giinde
en diisiik deger DuraGen grubunda izlenmis ancak gruplar arasinda anlamli fark

goriilmemistir. Ugiincii hafta bitiminde tiim gruplarda yogun yapigiklik saptanmistir.

Tablo 14. Kas ve konjonktiva dokular1 arasindaki yapisikligin dagilimi

FIBROZIS 2.GUN | 7.GUN | 14.GUN | 21.GUN p*
KAS/KONJONKTIiVA

DURAGEN 0,8340,40 | 1,50+0,83 | 2,66+0,81 | 3,33+0,51 | 0,003

SURAMIN 0,80+0,44 | 2,20+0,44 | 3,40+0,54 | 3,58+0,54 | 0,002

GENISTEIN 1,16+0,40 | 3,10+0,75 | 3,66+0,51 | 4.00£0,0 | 0,002
SERUM FiZYOLOJIK | 1,7540,62 | 2,75+0,62 | 3,58+0,51 | 3,66+0,49 | 0,0001
DIMETILSULFOKSIT | 1,33+0,51 | 3,00+0,0 | 3,33+0,51 | 4,00+0,0 | 0,001

p® 0,007 0,002 0,104 0,056

* Friedman varyans analizi

® Kruskal Wallis varyans analizi
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4. 2. 2. Kas ve sklera dokular1 arasindaki yapisiklik

Siitiir ayarlamast amactyla dokular iist rektus bolgesinde acildiginda tist
rektus kasi ve altta bulunan sklera dokusu arasinda saptanan yapisiklik ¢alisma
gruplart ve giinler arasinda karsilastirilmistir. Sonuclar Tablo 15° de gosterilmistir.
Kas ve sklera dokular1 arasindaki yapisiklikta 2. ve 7. giinde istatistiksel olarak
anlaml fark goriilmiistiir. Bu farkin hangi gruptan kaynaklandigi Mann-Whitney U
testi ile degerlendirildiginde farkin hem 2, hem de 7. gilinde genistein ve DMSO
gruplarinda yapisikligin az olmasindan kaynaklandigi goriilmiistiir. DMSO 14. giinde
de istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte gruplar i¢inde en diisiik degere
sahiptir. Bu nedenle bu etkinin DMSO’ e bagl olabilecegi diisiiniilmiigtiir. Tiim
gruplarda zaman icinde gelisen yapisiklik artis1 istatistiksel olarak anlaml

izlenmistir.

Tablo 15. Kas ve sklera dokular1 arasindaki yapisikligin dagilimi

FIBROZIS 2.GUN 7.GUN 14.GUN | 21.GUN p*
KAS/SKLERA

DURAGEN 0,83+0,40 | 1,50+0,83 | 1,83+0,75 | 2,50+1,04 | 0,046

SURAMIN 0,80+£0,44 | 2,00£0,70 | 1,60+0,54 | 2,80+0,44 | 0,012

GENISTEIN 0,16£0,40 | 0,83+£0,40 | 2,50+1,37 | 4,00£0,0 | 0,001
SERUM FIZYOLOJIK | 1,00+0,60 | 1,83+0,71 | 2,33+1,07 | 2,41£0,99 | 0,001
DIMETILSULFOKSIT | 0,16+0,40 | 0,66+0,51 | 1,16£0,40 | 4,00+0,0 | 0,001

p® 0,010 0,006 0,113 0,647

* Friedman varyans analizi

® Kruskal Wallis varyans analizi
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4.2.3. Kas ¢cekme kuvveti

DuraGen grubundaki tiim gozlerde 2, 7, 14 ve 21. giinlerde, suramin
grubunda 2, 7 ve 14. giinlerde tiim gozlere, 21. glinde ise 6 goziin 3 tanesinde Slgiim
miimkiin olmustur. Genistein grubunda ise, 2 ve 7. giinde 6 goziin tamamina, 14.
giinde ise 6 goziin 5 tanesine ayarlama yapilmis, 21. giinde ise 6 goziin hicbirisinde
kas ¢ekme kuvveti 6l¢limii miimkiin olmamistir. SF ve DMSO gruplarinda 2, 7 ve
14. giinlerde tiim gozlerde Ol¢tim yapilirken, 21. gilinde higbir goézde Olgiim
yapilamamistir. Kas ¢cekme kuvveti diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda
14. giin ve 21. giinde anlamli fark goriilmiistiir. Bu farkin 14. giin suramin ve
DuraGen, 21. giin ise DuraGen grubundan kaynaklandigi gozlenmistir. DuraGen
grubu disindaki tim gruplarda zaman igindeki degisim anlamli, ancak DuraGen
grubunda yakin ol¢lim degerleri nedeniyle anlamli ¢ikmamistir. Siitiir ayarlamasi
sirasinda hassas olglim aletleri (gpp-8, API Canada) ile Ol¢iilen kuvvet istatistiksel
degerlendirmeyi kolaylastirmak i¢in 1 mm hareketi saglayan gram cinsinden giic

miktar1 olarak degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo-16" da gosterilmistir.

Tablo 16. Kas ¢ekme kuvveti dl¢limiiniin dagilimi

KAS CEKME

KUVVETI

(GRAM/MM) 2.GUN 7.GUN 14.GUN 21.GUN p*

DURAGEN 23,16+£7,70 | 31,41£7,90 | 29,68+8,31 | 33,80+8,54 | 0,217

SURAMIN 17,00£3,46 | 25,50+5,25 | 32,75+8,53 | 54,58+14,74 | 0,007

GENISTEIN 13,20+4,14 | 36,88+7,50 | 58,16+25,08 0,015
SERUM FIZYOLOIJIK | 16,58+6,31 | 29,33+10,36 | 53,44+16,42 0,0001
DIMETILSULFOKSIT | 15,00+4,00 | 35,16+9,78 | 41,54+6,96 0,006

p® 0,070 0,056 0,006 0,015

* Friedman varyans analizi

® Kruskal Wallis varyans analizi
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5. TARTISMA

Ayarlanabilir siitiirlerle sasilik cerrahisi, geleneksel sabit siitiir yontemine
oranla, sonuglart ve reoperasyon gerekliligi yoniinden daha basarilidir.®*"2®
Ayarlanabilir dikis cerrahisinde bazi1 yazarlar ge¢ donemde ayarlama yapilmasinin

9,22,30,31 .
~2°%2" Bu durum, ancak, cerrahinin kaginilmaz

basariy1 arttirdigini vurgulamiglardir.
bir sonucu olan dokular arasindaki yapisikligin azaltilmasi ile miimkiin olacaktir.
Caligmamizda ge¢ donemde siitiir ayarlamasini saglayabilmek icin yara iyilesmesini
geciktirici ve dokular arasinda yapisikliga engel olacagini diislindiigiimiiz ii¢ ayri
ajanin dokuda yara iyilesmesi lizerine etkileri karsilastirmali olarak incelenmistir.
Tavsan goziinde yaptigimiz deneysel calismada, tst rektus kasma geriletme
uygulandiktan sonra suramin, genistein ve DuraGen bariyer matriks kullanilan g

calisma grubu ve DMSO ve SF kullanilan iki kontrol grubu doku adezyonu ve

ayarlanabilirligin geciktirilmesi yoniinden karsilagtirilmistir.

Calismamizda kullandigimiz antiadeziv ve antiproliferatif ozelliklere sahip
suramin ve genistein ile seliiler bariyer matriks olarak kullanilan DuraGen gerek

deneysel ¢alismalarda gerekse klinikte daha 6nce bu amacla kullanilmamastir.

Siitlir ayarlamasini geciktirebilmek amaciyla kullanilan ajanlar arasinda
bariyer matriksler onemli bir yere sahiptir. Hwang ve Chang'®*® deneysel
calismalarinda tavsan goziinde ayarlanabilir siitiir cerrahisi gergeklestirerek bir
antimetabolit ajan olan 5-FU ve bir bariyer matriks olan Interceed’ in etkisini
aragtirmiglardir. Bu ¢alismada, 5-FU, 5-FU + Interceed ve 5-FU + Interceed +
Viscoat kullanilan {i¢ grup olusturularak kas gerginligi ve ayarlama siiresi
degerlendirilmistir. 5-FU grubunda, 1. haftada dort goziin {i¢ tanesinde ayarlama
yapilabilmis, 2. ve 3. haftada ise hi¢bir gbzde ayarlama miimkiin olmamistir. 5-FU +
Interceed grubunda, 1. haftada bes goziin ii¢ tanesinde, 2. haftada dort goziin bir
tanesinde ayarlama yapilabilmis, 3. haftada ise ayarlama yapilamamistir. 5-FU +
Interceed + Viscoat grubunda ise, 1. haftada bes goziin dort tanesinde, 2. haftada dort
gdziin bir tanesinde ayarlama yapilirken, 3. haftada hi¢bir gézde ayarlama miimkiin
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olmamustir. Yazarlar bir diger deneysel tavsan caligmasinda Interceed ve poliglaktin
910 vikril ag bariyerin ayarlama siiresi ve doku yapisikliklar1 iizerine etkinligini
arastirilmislardir. Interceed grubunda bulunan bes goziin doérdiinde 1. haftada
ayarlama yapilabilmistir. Bu grupta 2. haftada ancak 1 bir gézde ayarlama miimkiin
olmus, 3. haftada hicbir gozde ayarlama yapilamamistir. Poliglaktin 910 vikril ag
bariyer kullanilan bes goziin ii¢ tanesinde 1. haftada ayarlama yapilabilmis, 2. ve 3.

haftada ise higbir gdzde ayarlama yapilamamuistir.

Choi ve ark'’ tavsan goziinde ayarlanabilir siitiir cerrahisinde fibroblastlarin
yara bolgesine gociinii ve kollajen yapimini azaltarak dokular arasinda yapisikliklarin
olusmasin1 engelleyen antiadezif bariyer olan ADCON-L’ in etkinligini
degerlendirdikleri bir calismada ADCON-L’in, BSS kullanilan kontrol grubuna gore
istiin oldugunu gostermislerdir. Calisma sonucunda postoperatif yapisikliklarin
azaldigi ve siitlir ayarlamasinin kolaylastigi ifade edilmistir. Bu ¢alismada
postoperatif 7. giinde ADCON-L kullanilan tiim goézlerde, BSS grubunda ise 13

g0zlin 6 tanesinde ayarlama miimkiin olmustur.

Shokida’ ayarlanabilir siitiir cerrahisinde ayarlama siiresini geciktirmeyi
hedefleyerek, insanlarda kas ve sklera dokulari arasina silikon bant yerlestirmis,
ayarlama isleminden sonra silikon bant ¢ikarilmigtir. Shokida ¢aligmasinda ayarlama

islemini postoperatif 11 giin sonraya kadar geciktirdigini bildirmistir.

Nonantijenik ve noninflamatuar 6zellikte olan ve dokular arasinda bir film
tabaka olusturan sodyum hyaluronat sasilik cerrahisinde hem klinikte hem deneysel
olarak kullamlmustir. Clorfeine ve ark®’ dokular arasindaki yapisikliklarl
Onleyebilmek amaciyla 14 konsekiitif sasilik hastasinda sodyum hyaluronat
kullanmuslar ve postoperatif yapisikliklar azalttigini belirtmislerdir. Searl ve ark'’
tarafindan 7 tavsanin 14 goziinde sodyum hyaluronat kullanilarak mekanik ve
histopatolojik incelemeler sonucunda % 1’ lik sodyum hyaluronatin postoperatif

yapisikliklar azaltabilecegi sonucuna vartlmistir.

Kim ve ark'* deneysel ¢alismalarinda poliiiretan film tabaka kullanarak, bu
bariyer tabakanin ayarlamay1 geciktirme ve dokular arasi yapisikligi 6nleme {izerine

etkisini arastirmiglardir. Olusturulan 2 ¢alisma grubundan birisinde sadece poliiiretan
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film tabaka, ikinci grupta poliiiretan film tabaka ile deksametazon kullanilmistir. Bu
calismada 4. haftada poliiiretan film tabaka ile deksametazon kullanilan tavsanlarin
tamaminda, sadece poliiiretan film tabaka kullanilan tavsanlarin % 90’ inda ayarlama
miimkiin olmustur. Yine her 2 grupta, gézlerin % 90’ inda ayarlama postoperatif 6

haftaya kadar geciktirilebilmistir.

Ozkan ve ark® bir deneysel tavsan caligmasinda sasilik cerrahisinde dokular
arasinda olusan yapisikliklar1 6nleyebilmek i¢in Seprafilm membran kullanmiglardir.
Sonugcta kas, konjonktiva ve sklera dokular1 arasinda olusan yapisikliklarin Seprafilm

membran ile azaldigini bildirmislerdir.

Lee ve ark'® deneysel calismalarinda PTFE/PLGA kullanarak siitiir
ayarlamasii 3 ve 5. haftada gerceklestirdiklerini ifade etmislerdir. PTFE kullanilan
grupta 3. haftada 8 goziin 5 tanesinde, 5. hafta sonunda ise 10 gdziin 5 tanesinde
ayarlama yapilabilmistir. PTFE/PLGA kullanildiginda ise, hem 3, hem de 5. haftada

10 goziin 8’ inde ayarlama miimkiin olmustur.

Gedik ve ark’ deneysel ¢alismalarinda 3 ayr1 ¢alisma grubunda ADCON-L,
konvansiyonel ve polimer kapl lipozom kullanarak, sasilik cerrahisinde fibrozis
lizerine etkilerini karsilagtirmali olarak aragtirmislardir. Sonugta ADCON-L’ in
postoperatif fibrozisi azalttigini, konvansiyonel ve polimer kapli lipozom

uygulamalarinin ise adezyonlar1 6nlemede etkili olmadigini ifade etmislerdir.

Calismamizda daha 6nce oftalmolojide hi¢ kullanimi1 olmayan ve yogunluklu
olarak kraniyal ve spinal cerrahide dura defektlerinin tamirinde kullanilan DuraGen
bariyer matriks, konjonktiva-kas ve kas-sklera arasindaki yapisikliklar1 onlemek
amaci ile kullanilmistir. Bu grupta yer alan gozlerin tamaminda 2, 7, 14 ve 21.
giinlerde ayarlama yapilabilmis ve kas ¢ekme kuvveti Olgiilebilmistir. Bu 6l¢iim
sonucunda 2 ve 7. gilinlerde gruplar aras1 fark izlenmemis, fakat 14 ve 21. giinlerde
anlaml bir fark goriilmiistiir. Hem 14, hem de 21. giinlerde en kolay dl¢tim DuraGen
grubunda yapilmigtir. Yirmibirinci giinde, kas ¢ekme kuvveti 6lgiimiiniin miimkiin
oldugu iki grup olan, suramin ve DuraGen gruplari karsilastirildiginda, 6lgiim
DuraGen grubunda suramin grubuna gore anlamli olarak diisiik izlenmistir.

Immiinhistokimyasal incelemede damar endoteli ve stromal yangisal infiltratta b-
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FGF ekspresyonu DuraGen grubunda, SF grubundan anlamli olarak daha diisiik
ctkmistir. Bu sonu¢ DuraGen’ in mekanik bariyer etkisinin yanisira antifibroblastik
aktiviteye de sahip oldugu izlenimini yaratmistir. Ancak HE boyasi ile, kas dokusu
icinde dev hiicre sayist en fazla DuraGen grubunda goriilmiis ve bu, DuraGen

matriksin bir yabanci cisim reaksiyonu yarattig1 seklinde yorumlanmustir.

Dokular arasindaki yapisiklig1 azaltarak daha ge¢ donemde siitiir ayarlamasi
yapilabilmesi amaciyla kullanilmis bir diger ilag grubu antifibroblastik etkiye sahip

ajanlardir.

Cengiz ve ark'® 47 tavsan goziinde ayarlanabilir siitiir cerrahisi uygulamus,
fibrozisin dnlenmesi amaciyla Mit-C ve Viscoat’ un etkisini karsilastirmiglardir.
Yazarlar, intraoperatif 0,4 mg / ml Mit-C kullaniminin 6zellikle 1. hafta olmak tizere
postoperatif periyotta yapisiklig1 azalttigini, Viscoat’ un ise yapisiklik ve ayarlama

tizerine etkili olmadigini bildirmislerdir.

Oh ve ark" tarafindan yapilan, ekstraokiiler kas cerrahisinde postoperatif yara
lyilesmesi ve doku yapisikligi iizerine Mit-C’ nin etkisinin arastirilldigr 24 gozi
kapsayan bir tavsan ¢alismasinda, 0,5 mg / ml dozunda 1 dk ve 5 dk siireyle Mit-C
uygulanan her iki ¢aligma grubunda da kollagen lif proliferasyonu azalmasinin,
dengeli tuz soliisyonu kullanilan kontrol grubuna gore daha iyi oldugu goriilmiistiir.
Yine ayni sekilde b-FGF ekspresyonunun azalmasi her iki grupta kontrol grubuna
gore Ustiin bulunmugtur. Ancak 1 dk ile 5 dk stireli Mit- C uygulanmas1 arasinda
anlamli bir fark gorilmemistir. Bu sonuglarla Mit-C’ nin topikal kullanimi

ekstraokiiler kas cerrahisinde yapisikliklar azaltabilir yorumu yapilmistir.

Mahindrakar ve ark” tarafindan travma, retina dekolman cerrahisi,
reoperasyona bagl olarak gelismis 16 restriktif sasilik hastasinda 0,2 mg / ml Mit-C
intraoperatif olarak kullanilmistir. Sonucta ameliyatta Mit-C kullanilmasinin giivenli

oldugu ve postoperatif yapisiklari azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Postoperatif yapisikliklar1 Onlemek amaciyla kullanilan diger bir ajan
daunorubisin olmustur. Dadeya ve ark'? 24 hastayr kapsayan calismalarinda

intraoperatif % 0,02 dozunda daunorubisin kullanmislardir. Calisma sonucunda
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yapisikliklarin 6nlenmesinde daunorubisin kontrol grubuna goére iistiin bulunmus ve

intraoperatif % 0,02 daunorubisinin 3 dakika siireyle kullanimi1 6nerilmistir.

Oksiiz ve ark’™ deneysel ¢alismalarinda yapisikliklar azaltarak —siitiir
ayarlamasini geciktirmeyi hedefleyerek, 5-FU ve Mit-C kullanmiglardir. Caligmanin
sonucunda bu antifibroblastik ilaglarin postoperatif 2. haftaya kadar rahat bir sekilde

ayarlama yapilabilmesine yardimci oldugunu ifade etmislerdir.

Ozerdem ve ark” deneysel sasilik cerrahisi modelinde, politetrafloroetilen
film, Mit-C ve streptokinazin etkilerini aragtirmislar ve her 3 ajanin da postoperatif
fibrozisi azaltmadigini ifade etmislerdir. Kantitatif pasif zorlu diiksiyon testlerine

gore 3 ajanin da mekanik kisitlilig1 azaltmadigini belirtmislerdir.

Bizim caligmamizda yara iyilesmesini geciktirmek amaci ile kullandigimiz
suramin ve genistein preparatlarinin sasilik ameliyatlarinda kullanimina literatiirde
rastlanmamistir. Suramin ile ilgili ¢aligmalar daha ¢ok glokom cerrahisinde giivenilir

bir adjuvan ajan bulabilmek amaciyla yapilmistir.

Mietz ve ark™ tarafindan yapilan bir tavsan ¢alismasinda trabekiilektomide
Mit-C ile suraminin yara iyilesmesi lizerine etkisi karsilastirilmistir. Suramin
uygulanan gozlerde trabekiilektomi fistiiliinlin Mit-C grubuna goére daha uzun siire
acik kaldig1 goriilmiistiir. Aynm1 ¢alismada suraminin toksik etkiler bakimindan Mit-
C’ den daha giivenilir oldugu sonucuna varilmistir. Yazarlar bir diger ¢aligmalarinda
komplike glokomu olan 10 insan goéziinde trabekiilektomi yaparak suramin ve Mit-C
etkinligini kiyaslamiglardir. Bu ¢alismada suramin ile Mit-C kiyaslandiginda tedavi
acisindan basar1 diizeyi benzer, kistik bleb gelisimi, ciddi hipotoni, koroid dekolmani
gibi komplikasyonlar agisindan ise suramin daha iistiin bulunmustur.”® Akman ve ark
tavsan goziinde intraoperatif suramin 250 mg/mlt 2 dk ve Mit-C 0,4 mg/mlt 2 dk
kullandiklar1 deneysel ¢aligmalarinda postoperatif bleb agik kalma zamanini her iki
grupta yaklagik olarak esit bulmuglardir. Bu ¢alismada immiinhistokimyasal ¢alisma
yapilarak fibroblastik aktivite ve inflamatuar yanit arastirilmis ve her iki grupta da

fibrozis ve seliilarite kontrol grubundan daha az bulunmustur.>’
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Oftalmolojide genisteinin kullanimi daha cok anti-anjiojenik etkisi ig¢in
olmustur. Isoflavonoidlerin antianjiojenik etkilerinin arastirildigi bir deneysel
calismada b-FGF araciligi ile uyarilmis kornea vaskiilarizasyonu iizerine etkili
oldugu goriilmiis, genistein ve diger isoflavonoidlerin anti-anjiojenik etki ile hiicre

déngiisiinii durdurdugu gosterilmistir.*?

Bir tavsan deneysel cerrahi modelinde intravitreal uygulanan genisteinin
retina pigment epitel iyilesmesini bozucu etkisi ve koriokapiller rejenerasyonun
inhibisyonuna 6nemli etkisi oldugu gosterilmistir. Buradan yola ¢ikilarak genistein
gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin koriokapiller neovaskiilarizasyon tedavisinde
gelecekte farmakolojik ajan olarak kullanilabilecegi yorumu yapilmugtir.®’
Isoflavanoidlerin fare meme kanseri hiicrelerinde VEGF ve TGF-P ekspresyonunu

azalttig1 goriilmiistiir. ©

Calismamizda suramin grubunda 2, 7 ve 14. giinlerde tiim gozlere, 21. giinde
ise 6 goziin 3 tanesine ayarlama yapilarak kas ¢ekme kuvveti oOlgiilebilmistir.
Genistein grubunda ise, 2 ve 7. glinde 6 gozilin tamamina, 14. giinde ise 6 goziin 5
tanesine ayarlama yapilmis, 21. giinde ise 6 goziin higbirisinde kas ¢ekme kuvveti
Ol¢timii miimkiin olmamigtir. Suramin grubu diger gruplarla karsilastirildiginda, 14.
Glin dlgtimlerinde DuraGen grubu ile birlikte suramin grubu 6l¢iimleri en basarilidir
ve diger gruplara oranla istatistiksel olarak anlamlidir. Yirmibirinci giinde
ayarlamanin yapilabildigi 2 gruptan DuraGen ve suramin karsilagtirldiginda suramin
grubu Ol¢iimlerinin DuraGen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
basarisiz oldugu izlenmistir. Genistein grubunda, kas ¢ekme kuvveti 6l¢timleri ve
ayarlamanin yapilabildigi 2, 7 ve 14. giinlerden 2 ve 7. glinlerde istatistiksel olarak
fark goriilmemis, 14. glinde ise genistein grubunun sonuglar1 diger gruplara oranla
anlamli olarak olumsuz izlenmistir. HE boyasiyla kas dokusunda dev hiicre
incelendiginde en az dev hiicrenin genistein grubunda oldugu goriilmiistiir.
Immiinhistokimyasal incelemede, genistein grubunda, konjonktiva epitelinde, damar
endotelinde ve stromal yangisal infiltratta b-FGF ekspresyonu en az diizeydedir.
Ayrica damar endoteli ve stromal yangisal infiltratta VEGF ekspresyonu da anlaml
diizeyde diisiik izlenmistir. Ek olarak bu grupta makrofaj belirtecit MAC 387

sitoplazmik ekspresyonu da anlamli diizeyde diisiik saptanmistir. Bu bulgularla
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genistein  grubunda immiinhistokimyasal olarak biliyiime faktorlerinin  ve
enflamasyonun etkin sekilde baskilandigi goriilmiis olmasina karsin bu veriler
mekanik bulgularla uyumlu bulunmamaigtir. Suramin grubunun immiinhistokimyasal
incelemesinde ise konjonktiva epitelinde, damar endotelinde ve stromal yangisal
infiltratta b-FGF ekspresyonu anlamli diizeyde diisiik izlenmistir. Bunun yaninda
VEGF cekspresyonu sonuglarina bakildiginda, konjonktiva epitelinde hig
ekspresyonun olmadigi, damar endotelinde anlamli diizeyde diisik oldugu
goriilmektedir. Yine MAC 387 sitoplazmik ekspresyonu da en az suramin
grubundadir. Bu sonuglar suraminin giiglii bir antianjiojenik ve antiproliferatif ajan

oldugunu desteklemektedir.

Calismamizda ayrica kas-konjonktiva ve kas-sklera dokulart arasindaki
yapisiklik diizeyi degerlendirilmistir. Yapisikli§in derecelendirilmesinde Hwang ve
Chang’ 1n ¢alismalarinda kullandiklar1 siniflama kullanilmis ve yapisikligin diizeyine
gore 0 ile 4 arasinda deger verilmistir."® Benzer simflamanin kullanildigi Choi ve
ark'’ ile Cengiz ve ark'® nin galismalarinda saptadiklari yapisiklik degerleri Tablo 177
de verilmistir. Yazarlarin doku yapisikligi degerlendirmelerinin farkli olabilecegi
dikkate alinmakla birlikte caligmamizda DuraGen ve suramin ile elde ettigimiz 1.
hafta sonug¢larimin ADCON-L ile benzerlik gosterdigi soylenebilir. Mit-C ve
Viscoat’a gore daha az yapisiklik izlenmistir. Ugiincii haftada ise benzer sonuglarla

karsilasilmistir.
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Tablo 17. Kas-konjonktiva  ve  kas-sklera  yapisikliklarimin  literatiirle

karsilastirilmasi

Kas-konjonktiva | Kas-sklera | Kas-konjonktiva | Kas-sklera

1.hafta 1.hafta 3.hafta 3.hafta

Choi ve ark ' (ADCON-L) 1, 870,77 2,33+0,49

Cengiz ve ark'® (Mit-C) 3,50+0,54 2,50+0,83 3,16+0,75 3,16+0,75
Cengiz ve ark'® (Viscoat) 3,66+0,51 2,66+0,81 3,83+0,40 3,33+0,81
Calismamiz (DuraGen) 1,50+0,83 1,50+0,83 3,33+0,51 2,50+1,04
Calismamiz (Suramin) 2,20+0,44 2,00+0,70 3,58+0,54 2,80+0,44
Calisgmamiz (Genistein) 3,10+0,75 0,83+0,40 4,00+0,0 4,00+0,0

Kas ve konjonktiva dokular1 arasindaki yapisiklhik  miktarinin
degerlendirilmesinde, ortalama yapisiklik degerlerini géz Oniine aldigimizda, tiim
giinlerde suramin ve DuraGen gruplarinda yapisikligin kontrol gruplarindan ve
genistein ¢alisma grubundan daha az oldugu goriilmiistiir. Bu fark 2. ve 7. giinlerde
anlamli bulunmus, 14 ve 21. giinlerde ise anlamli fark izlenmemistir. Bunun nedeni
calisma giinlerinin ilerlemesiyle, diger gruplardan daha az olmasina ragmen, suramin
ve DuraGen gruplarinda da fibrozisin artmasi nedeniyle aradaki farkin azalmasina
baglanmistir. Kas ve sklera dokular1 arasindaki yapisiklik degerlendirildiginde ise
yapisikligin tim gruplarda, calisma ilerledik¢e arttigi ancak suramin ve DuraGen
gruplarinda cerrahi diseksiyon yapilamayacak diizeylere gelmedigi goriilmiistiir.
Genistein grubunda ise oOzellikle 21. giinde kas ve sklera dokular1 arasindaki

yapisikligin cerrahi diseksiyona izin vermeyecek kadar fazla oldugu izlenmistir.

Calismamiz, hem mekanik olarak kas ¢ekme kuvveti, kas-konjonktiva ve kas-
sklera dokular1 arasindaki yapisikligin 6lclilmesi, hem de histopatolojik ve

immiinhistokimyasal bulgular1 birarada degerlendirmesi agisindan 6nemlidir.
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Daha once yapilmis olan benzer ¢alismalarda histopatolojik incelemeler
olmakla birlikte, immiinhistokimyasal degerlendirme sadece bir c¢alismada
yapilmistir.”* Bu nedenle immiinhistokimyasal degerlendirme verilerini bu konudaki

diger literatiir calismalar1 ile detayli sekilde karsilastirma olanagi bulunamamustir.
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1.

6. SONUCLAR

Mekanik  Olgiimler ve immiinhistokimyasal boyamalar birlikte
degerlendirildiginde  suraminin fibrozisi ve dokular arasindaki
yapisikliklar1 azaltan etkin bir ajan oldugu goriilmistiir. Suramin
ayarlanabilir siitiirle ekstraokiiler kas cerrahisinde yapisikliklar1 azaltarak
daha ge¢ donemde ayarlama yapilabilmesi i¢in alternatif bir adjuvan ajan

olabilir.

Genistein b-FGF ve VEGF’ iin dokudaki ekspresyonunu etkin bir sekilde
baskilamaktadir. Immiinhistokimyasal sonuglara gore fibrozisin ve
dokular arasindaki yapisikliklarin az olmasi beklenirken, mekanik 6l¢iim

sonuglar1 ve klinik gdzlemlerimiz bunu desteklememistir.

DuraGen grubunda suramin ve genistein grubu kadar iyi olmamakla
birlikte SF kontrol grubuna gore b-FGF ve VEGF ekspresyonunda azalma
izlenmistir. Mekanik o6l¢iim sonuglarinda ayarlamanin geciktirilmesi

acisindan DuraGen’ in en basarili grup oldugu goriilmiistiir.
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