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Tavsan Gozlerinde Cerrahi Yara Iyilesme Suirecinde
Lokal TNF Alfa Inhibisyonunun Konjonktiva ve
Tenon Fibroblast Aktivitesine Etkisinin Histolojik Olarak
Incelenmesi (Deneysel On Calisma)

Didar Ugar (*), Ozcan Ocakoglu (**), Seyhun Solakoglu (**%)

OZET

Amagc: Konjonktiva alti fibrozis glokomun cerrahi bagarisi tizerinde dnemli rol oynar, Ca-
lismarmizda bir TNF alfa inhibitérii infliximab'in tavsan gdzlerinde olusturulan cerrahi yaramin
ivilesme siirecinde konjonktiva ve tenon fibroblastik aktivitesine etkisini histolojik olarak ince-
ledik.

Gerec-Yintem: 11 albino tavsanin 21 géziinde standart protokol ile cerrahi yara modeli
(forniks tabanli konjonktiva agilmasi ve 2/3 kalinhikh tiggen sklera flebi hazirlanmasi} olugturul
du. 18 gize farkh dozlarda (2 mg/ml ve 5 mg/ml), farkh siirelerde (3 dk-5 dk) ve degisik uygu-
lama yolu (topikal- subkonjonktival (sc)) kullamlarak infliximab tatbik edildi (gruplar A-B-C-
D-E-F). 3 giize ilag uygulanmadan sadece cerrahi girisim yapildi (Kontrol grubu-Grup G). Cer-
rahi ve ilag uygulamas: vapilan bélgeden kesitler alinarak Bromodeoksiiiridin (BrdU) ile boyan-
di. Itk mikroskobisi ile fibroblast sayis1 ve fibroblast sayisiftiim hiicre sayisi (proliferatif in-
deks) tespit edildi. istatistiksel analizde Mann Whitney U testi kullanildi. Anlamhihk sinin
p=0,05 alind1.

Sonug: Yiiksek doz topikal/se infliximab uygulamas: yapilan Grup B, C, D ve F'de fibrob-
last sayisi ve fibroblast/tiim hiicre sayist oram grup G'den daha diigiik idi (antifibroblastik etki)
(p<0,05). Diigiik doz topikal infliximab (grup A) ve sc infliximab (grup E) uygulamasimin fib-
roblastik aktivite iizerinde etkisi gozlenmedi (p=0.05).

Yorum: Tavsan gozlerinde olusturulan cerrahi yaranin iyilesme siirecinde tenon ve kon-
jonktivanin fibroblastik akrivitesi doz ve siireye bagh olarak topikal infliximab uygulamas: ile
azalmaktadir. Bu etkiden glokom cerrahisi sonuclarim olumsuz etkileyen konjonktiva alti fibro-
zisin dnlenmesinde yararlamilabilecegi diigiiniilmiistiir,
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SUMMARY

Histological Evaluation of Local TNF Alpha Inhibition on Conjunctiva and
Tenon Fibroblastic Activity in Surgical Wound Healing of Rabbit eyes {exPerimental
Prestudy)

Purpose: Subconjonctival fibrosis has an important role on results of glaucoma surgery.
We investigated histologically the effect of infliximab (a TNF alpha inhibitor) on conjunctiva
and tenon fibroblastic activity of rabbit eyes during wound healing period of the surgical wo-
und,

Material-Methods: The surgical wound model was created with a standart protocol (for-
nix- based conjunctival fleb and scleral fleb with 2/3 of scleral thickness) on twenty-one eyes of
11 albino rabbits. Infliximab was used different doses (2 mg/ml or 5 mg/ml), different times (3
seconds or 5 seconds) or alternative application routes (topical or subconjunctival(SC)) on eigh-
teen eyes (groups A-B-C-D-E-F). Three eyes had only surgical approach without drug applicati-
on (control eyes, group G). The pathological slices were taken on the surgical area and the
examples were painted with Bromodeoxyuridine (BrdU). Fibroblasts counts and the ratio of fib-
roblasts counts/ cell counts (proliferative index) were measured with light microscopy. Statisti-
cal analysis was made with Mann Whitney U test. Statistically significance was accepted
p=<0,03.

Results: In groups B,C,D and F (with high dose topical/SC infliximab); fibroblasts counts
and proliferative index was lower than controls (group G) (p<0,05). Low dose topical inflixi-
mab (group A) and SC infliximab group (group E) was no affect shown on the fibroblastic acti-

vity (p=0,05).

Conclusion: Dose and time dependent topical infliximab application has an inhibitory ef-
fect of tenon and conjunctival fibroblastic activity during wound healing of rabbit eyes. We tho-
ugh that this effect may prevent subconjunctival fibrosis has a negative effect on results of glau-

coma surgery

Key Words: TNF alpha inhibitors, fibroblast, wound healing, glaucoma surgery

Glokomun cerrahi tedavi yontemleri arasinda filt-
rasyon cerrahisi, Schlemm kanah cerrahileri ve direngli
glokom olgulannda seton (valv) implant cerrahisi sayi-
labilir (1,2). Giiniimiizde cerrahi tedavi olarak halen en
stk kullamlan ybntem 1967'de Cairns tarafindan tarif
edilen bir filtrasyon cerrahisi modeli olan "trabekiilekto-
mi"dir (3). Bu yontemde 6n kamara ile konjonktiva alt
alan arasinda bir agikhk (fistiil) olusturularak gbz igi s1-
visimin konjonktiva altina yayilmasi ve optik sinir bag
iizerindeki baskimn azalilmasi amaglanir. Ancak daha
snceden meveut olmayan bu kanalin agilmasi ile orga-
nizmada pek gok hiicrenin ve cesitli hiimoral fakidrlerin
rol aldig yara iyilesme siireci uyarilmis olur. Bu siirecin
ilerlemesi sonucunda gelisecek skar dokusu (subkon-
jonktival fibrozis) trabekiilektomi cerrahisi sonras: girii-
len basansizhifin en énemli nedenidir (4.5).

Glokom cerrahisinde filtran blebin kapanmasinda
ana neden konjonktiva alu boglukia tenon dokusu fib-
roblastlanmin proliferasyonu ile kollajen ve diger eksira-
selliiler materyalin sentezlenmesidir (5.6). Fibrozisin en-
gellenebilmesi amaci ile giinlimiizde filtran glokom cer-
rahisi sirasinda ve sonrasinda gesitli antifibrotik ajanlar
kullantimaktadhir. Bu amagla en gok kullamlan antimeta-

bolit ajanlar (MMC) 5 Florourasil (3 FU) ve Mitomisin
¢ olmakla beraber (7,8) literatiirde denenmis pek gok
ajan vardir. Bunlar arasinda octreotid asetat (9), suramin
(10), TGF beta (decorin) (11}, gamma-interferon (12},
matriks metalloproteinaz inhibisyonu (13), genistein
(14) ve siklosporin C (15) sayilabilir, Bu ajanlar glokom
cerrahisi sirasinda olugturulan sklerostomi agikhigim
gevreleyen konjonktiva ve tenon kapsiilii fibroblastlar-
nin béliinmesini engelleyerek ve apoptotik hilcre Glimi-
nil saglayarak yara ivilegmesini geciktirirler (7.8.16).
Ancak gevredeki komsu hiicrelere de zarar vermeleri ve
olusturduklan ¢ok ciddi yan etkileri nedeniyle kullamm-
lant sadece riskli glokom olgulan ile sinirh kalmaktadir
(17).

Yara iyilegme siirecinde rol olyanayan proinflama-
tuar dogal bir sitokin olan tlimor nekroz fakidr alfa
{(TNF alfa) aktive monosit ve makrofajlardan olugmakta-
dir. Normal ve anormal immiin cevap ile iligkili inflama-
tuar reaksiyvonlar fizerinde gesitli etkileri vardur. Epitel
hiicre bariyerlerinin permeabilitesi etkiler, inflamatuar
hiicrelerin ortama toplanmasindan ve matriks metallop-
roteinazlanimn adezyonun diizenlenmesinden sorumlu-
dur. TNF alfa suda eriyebilir ve membranlan gegebilir.
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Etkisi p55 ve p75 membran reseptorlerine baglanarak
pisterir (18).

Yara iyilesmesinde dncii diizenleyici olduiu bilinen
TNF alfa'nin inhibe edilmesi ile iyilegmenin geciktiril-
mesi mimkiin olabilir (19). Giiniimiizde klinik kulla-
mmda bulunan TNF alfa antagonistler: Etanercept (Enb-
rel-Wyeth 25 ml/flakon,), Infliximab (Remicade- Schre-
ing-Plough-100 mg/flakon) ve Adalimumab (Humira-
Abbott 40 mg/0,8 ml ¢oziinmiig enjeksiyon) dir. Etaner-
cept p75 insan TNF alfa reseptérii proteini, infliximab
fare monoklonal antikoru, Adalimumab ise insan mo-
noklonal antikorudur. Bunlardan infliximab ¢oziinebilir
TNF alfa'min aktif olan ve olmayan formlanm baglaya-
bilir ve stabil kompleksler yapabilir,

Glokom cerrahisi sonrast hem konjonktiva alt alan-
daki fibroblast proliferasyonu hem de cerrahi sahada ge-
lisecek anjiogenez agilan kanalin hayatiyeti Uzerinde
snemli rol oynamaktadir. Bir TNF alfa inhibitérii olan
infliximab'in ¢ift yinlii (antifibroblastik ve antianjioge-
netik) etkisinin olmasi nedeniyle cerrahi sonrasi daha az
skar gelisimi beklenebilir. Calismamizda tavsan mode-
linde olusturulan cerrahi alanlarda konjonktiva, sklera
ve tenon bitlgesindeki fibroblastik aktivite lizerine lokal
TNF alfa inhibisyonu yapan infliximab'in etkisi histolo-
jik olarak incelenmistir,

GEREC-YONTEM

Calismamizda ¢oziinebilir TNF alfa'min aktif olan
ve olmavan formlarim baglayabildigi ve stabil komp-
leksler yapabildigi icin infliximab (Remicade) kullanmu
secildi. Fibroblastik aktiviteyi durdurabilecek infliximab
dozajimin belirlenchilmesi amaciyla 3T3 fibroblast hilcre
kiiltiiriinde bir on sag kalim galismas: yapildi. Kontrol
grubunda ilag uvgulamasi yapilmadi; calisma gruplarina
1, 10, 100, 500 mikrogram (pg) dozlaninda infliximab
dozlan uyguland:. 24., 48, ve 72, saatlerde canh fibrob-
last hiicre sayimi gergeklegtirildi. Hilere killtiirlerinde
degisik ilag dozlan uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilastrildiginda, sadece 500 pg dozda uygulanan inf-
liximab'in fibroblastlarin sag kalin iizerinde anlaml ge-
kilde etkili oldugu bulundu. Yapilacak cerrahide uygula-
nacak infliximab dozaji igin 500 pg &n deger olarak ka-
bul edildi, ancak cerrahi yaraya bagh fibroblast aktivas-
yonu olacag diigiiniildiigtinden baglangig dozaji olarak 2
mg segildi.

Calismada 2,5-3 ayhk, 850-1100 gr agwrhginda
renkli gozlii 11 tane Yeni Zellanda tavgamin 21 gozi
kullamldi. Tavsanlar Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri ve Arasirma Laboratuari'ndan temin edildi.
Cahsma oncesi 1U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi etik kurulu

onayr alindi. Gizler 7 gruba aynldi (gruplarin karakte-
ristikleri Tablo 1'de goriilmektedir). Her grup 3 tavsan
gozil igermekieydi.

Tablo 1. Gruplar, ilag uygulama doz, siire ve sekillert

Jdk Sdk . 4 i

al
Topikal Topikal Subkenjonktiva
Inflisimab 2 mg/ml | Grup A | Grup B Grup E
Infliximab 3 mg/ml | Grup C | Grup D Grup F

Kontrol grubu Grup G

1

infliximab (Remicade) 100 mg flakon 10 cc steril
distile su eklenerek soliisyon haline getirildi, boylelikle
elde edilen 10mg/ml lik ilag konsantrasyonu | ml ye |
cc steril distile su eklenerek 5 mg/ml dozunda, 4 ml ste-
ril distile su eklenerek ise 2 mg/ml lik doz halinde hazir-
land.

Operasyon teknigi: Anestezi igin kas igi ketamin
hidroklorid (50 mg/kg) ve xylazine (5 mg/kg) enjeksiyo-
nu yapildi, Betadin ile cilt temizlii yapildiktan sonra
gozler 3 dakika %50 sulandirilmg betadin solusyonu
damlaularak bekletildi, ardindan serum fizyolojik ile yi-
kanarak cerrahiye hazirhk yapildi. Her grupta konjonkti-
va makas: yardim ile forniks tabanh konjonktiva flebi
hazirlandi. 300 lik cerrahi bigak yardum ile skleramn
yaklagik 2/3 kalinhZinda bir flep olusturuldu.

Grup A'ya ait 3 adet gbze (goz nol,2,3) sklera flebi
olusturulduktan sonra steril bir sponja emdirilmig 2
mg/ml'lik infliximab 3 dakika bekletildi.

Grup B'ye ait 3 adet gize (giiz no 4,5.6) aym iglem
2mg/ml’ lik dozda infliximab 3 dakika boyunca;

Grup C'ye ait 3 adet gize (gbz no 7.8,9) aymi iglem
5 mg/ml dozunda infliximab 3 dk boyunca;

Grup D'ye ait 3 adet goze (goz no 10,11.12) aym
islem 5 mg/ml infliximab 5 dk boyunca bekletilerek tek-
rarlandi (Resim 1).

Her grupta topikal infliximab uygulamasim takiben
hilge 20 cc fizyolojik serum ile iyice yikandy ardindan
konjonktiva 8/0 vicrille siitiire edilerek kapauldi, Ope-
rasyon sonlandirmadan tnce profilaksi amagh antibi-
yotikli damla (tobramisin siilfat) damlanldi. Her gozde
sklera flebinin hazirlanmasi, yikama iglemi, siitiirasyon
ve profilakiik antibiyotikli damla uygulanmas: standart
bir yéintem olarak tekrarlands.

Grup E've ait 3 gizde (giz no 13,14,15) Zmg/ml;
Grup F ye ait 3 gozde (gbz no 16,17,18) ise 5 mg/ml
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Tablo 2. Deney gruplarimn tiim hiicre, fibroblast sayist ve fibroblase! hiicre sayisi oranfar

GRUPLAR Huicre sayisi Fibroblast Fibroblast /hicre sayisi
Grup A 2mg/ ml 3dk 22,7841 .39 11,783,358 S13340,12
Grup B 2mgf ml 5dk 22.3621.96 80142.11* 9950, 09*
Grup C Smg/ ml 3dk 22.10+1,79 7,204, 39* J25740,20*
Grup D 5mg/ ml 5dk 21644143 2.9110,83* JA33940.03
Grup E sc 2 mg/ml 21564194 10,44+4.21 AR1440,17
Grup F sc 5 mg/ ml 23.4441,59 O,004+2,06* 38251007+
Grup G Kontrol 22.60+1.71 14, 70£3,65 L4T040,13

* p(15 anlemiy

olarak hazirlanan infliximab 30 gauge steril insiilin en-
jektirii yardim ile cerrahi islem standart olarak uygula-
diktan sonra subkonjonktival (sc) olarak yapildi (Resim
2).

Grup G: kontrol grubu olarak alindi ve bu gruptaki
3 giize (goz no 19,20.21) sklera flebi kaldinldiktan son-
ra hichir ilag uygulamas: yapilmaksizin sadece antibiyo-
tik damlatilarak cerrahi sonlandinldr,

Takiplerde tiim tavsan gozlerine 3 hafta boyunca
her giin giinde 3 defa tobramisin siilfat (Tobrased Bilim
ilag A.5.) damla damlatildi. Kuvvetli 151k (pen-light)
avdinlatmas: alunda makroskobik olarak cerrahi alanda
hiperemi, infeksiyon varligi, &n kamara derinligi ve re-
aksivon olup olmadifi degerlendirildi. Fotoraflan ge-
kildi. 3 haftamin sonunda tavsanlar intrakardiak 1 ml
pentobarbital enjekte edilerek sakrifiye edildi. Cerrahi
uygulanan isaretlenmis bélgeler bistiiri yardimi ile eksi-
ze edilerek fosfat tamponlu % 10'luk formaldehid solis-
yonunda 48 saat siire ile tespit edildi. Genel topografya-
min ortaya konularak doku-kesit diizleminin uygun sekil-
de belirlenmesi igin ilk asamada 151k mikroskopisi yapil-
di, Ikinci asamada segilen alanlar Bromodeoksiiiridin
(BrdU) ile boyandi ve hiicre sayimi 151k mikroskobunda
yamldi.

Histolojik degerlendirme

Uygulanan TNF alfa'mn fibroblast aktivasyonu iize-
rindeki etkisi immiinhistokimya yontemi ile aragtinldi.
Tiim islemler iU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Ana Bilim Dali'nda yapildi. Dokular, iglem sonras: ¢ika-
rildiktan sonra BrdU igeren Dulbecco Modified Eagle's
Medium ve F12 (1:1) ortaminda 1 saat siireyle 37 0 C'de
inkiibe edildi. Daha sonra rutin dehidratasyon igin alkol
serilerinden gegirilen doku dmekleri, 560C'de 30 dk sii-
reyle Toluol'da bekletildikien sonra parafin bloklarin ha-

zirlanmasi igin 45 dk parafinle inkiibe edildi, Parafin
icinde bloklanan pargalardan 5 pm kalinh@inda kesitler
kesilerek, Poly-L-Lysine kaplanmig lamlara akianildy ve
lamlar 1 gece siireyle 360C'de bekletildi. Kesitler depa-
rafinize edildikten sonra sirasiyla %0,5 H2O02 soliisyo-
nunda 20 dk, tripsinie 30 dk, HCI soliisyonunda 30 dk
bekletildi. 0,1 M Boraks soliisyonu inkiibasyonunu taki-
ben 15 dk Ultra-V-Block'ta isleme tabi tuiuldu. Daha
sonra fare anti-BrdU primer antikorunda (mouse monaoc-
lonal antikor) nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
PBS (Phosphate buffer saline) ile yikandiktan sonra bi-
yotinli sekonder antikorla (Biotinlylated Goat Anti-Mo-
use) 30 dk ve ardindan streptavidin peroksidazia 30 dk
bekletildi. Substrat-kromojenle {AEC Subsirate System)
20 dk islendikten sonra distile su ile yikandr ve Mayer
Hematoksilen ile zemin boyasi yapildi. Kesitlerin iizeri-
ne kapatici (Aqueous Ultramount) damlatilarak iizerler
lamel ile Grtiildii. Hematoksilen ile gekirdek karsit boya-
mas1 yapildi. BrdU ile pozitif boyanmuy hiicre cekirdek-
lerinin toplam hilcre gekirdek sayisina orani tespit edile-
rek proliferasyon indeksi hesaplandi (BrdU poziuf ge-
kirdek sayisi/ toplam hiicre sayis1 x 100). Sayilan cekir-
deklerin fibroblasta 6zgii morfolojive sahip hiicrelere ail
olmasina dzen gosterildi. Epitel hiicreleri boyanms olsa
dahi sayilmad: (20,

Istatiksel degerlendirme

Herhangi bir ilag uygulanmamig gozlerden olusan
kontrol grubu (grup G), TNF alfa'mn sklera flebi kaldin-
lip sponja emdirilerek 2-5 mg/ml ve 3-5 dakika seklinde
uygulandif gruplar (grup A, B, C, D) ve subkonjonkti-
val uygulama (2-5 mg/ml) yapilan gruplar (grup E, F)
ile istatiksel olarak karsilaguinild. Bulgulann istatistiksel
degerlendirilmesi SPSS 11.5 programi ile yapildi. ista-
tistiksel analizde non-parametrik test olan Mann-Whit-
ney U testi kullamldi. Anlamhlik sinin p<0.03 alind.
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BULGULAR
A- Makroskopik bulgular

Cerrahi uygulanmuy gozlerde 1. haftada operasyon
alaninda hillgesel hiperemi izlendi (Resim 3). 2 gézde
topikal antibiyotik tedavisi ile gerileyen ekstidasyon gé-
riildii. Ancak sakrifikasyon éncesi (3.haftada) highir
giizde reaksiyon goriilmedi. Tam gozlerde pupil 1gik ref-
leksi meveut idi. On kamara derinlikleri normaldi ve 6n
kamara reaksiyonu izlenmedi. Higbir gézde doza ve sii-
reve bagh toksik etki gozlenmedi.

Ugiinii haftamn sonunda sakrifikasyon islemi int-
rakardiak 1 ml pentobarbital enjekte edilerek gergekles-
tirildi. Alinan materyaller gereg ve yontemlerde anlatl-
din gekilde degerlendirildi.

B-Histolojik bulgular:

infliximab'in farkh dozaj ve siirede uygulanmasinin
fibroblastik aktivite tizerine olan etkisi histolojik olarak
incelendi. Bu amacla sklerada olusturulan cerrahi yara
bolgesi ve etrafindaki hiicrelerin boyvanma diizeyleri ve
fibroblastik aktiviteleri degerlendirildi. Cerrahi islem
uygzulanan alanda mitoz diongiisiiniin sentez evresindeki
fibroblast hiicrelerinin ¢ekirdekleri, antikora baglanmsg
kromojen boya ile kimmiz graniiller icermekteydi. Tablo
2 ik mikroskopisi ile cerrahi sahalarda BrdU boyamas
alunda fibroblast sayisim ve fibroblast sayisy/tiim hiicre
sayisim gostermekiedir.

Histolojik kesitlerde fibroblast proliferasyon indek-
sinin yitksek oldugu preparatlarda yogun kirmizi granii-
ler vapr goriilmekie idi (Resim 4). Bu bulgu uygulanan
ilacin cerrahi sahada antiproliferatif etkisinin diigiik ol-
dugu seklinde vorumland:. Fibroblast proliferasyon in-
deksinin diigiik, ilacin etkisinin yiiksek oldugu gozlerde
ise cerrahi sahada graniil savisinda belirgin azalma géz-
lenmekteydi (Resim 5).

Histolojik kesitlerden BrdU ile boyali fibroblast ge-
kirdekleri ve tiim hiicreler 151k mikroskobisi altinda sa-
yildi. Her bir kesitten en az 5 degisik alanda hiicreler sa-
yilarak ortalama degerleri alindi. Ortamdaki tiim hiicre
saysi kontrol grup (grup G) ile tedavi alan gruplar (A-F)
arasinda farkh bulunmady (p=005). Grup G ile grup B
(infliximab 2mg/ml 5dk), grup C (infliximab 5 mg/ml 3
dk}), grup D (infliximab 5 mg/ml 5 dk). grup F (inflixi-
mab 5C 5mg/ml ) karsilastinldiginda; fibroblast sayisi
ve [ibroblast sayisi / hilcre sayvisi oram istatiksel olarak
anlamh farkl saptandi (p<0.05). Bu deferlerde grup G
ile grup A (infliximab 2mg/ml 3dk) ve grup E (inflixi-
mab SC 2Zmg/ml) arasinda istatiksel olarak anlamb iligki
yoktu (p=0.03).

TARTISMA

Glokom filirasyon cerrahisinin uzun siireli basari-
sinda temel belirleyici faktir organizmada agilan cerrahi
yaraya kargi iyilesme yamudir (5,18). Glokom cerrahi-
sinde filtran blebin kapanmasinda ana neden konjonkii-
va alti boslukta tenon dokusu fibroblastlarinin prolife-
rasyonu ve kollajen ile difer ekstraselliiler materyalin
sentezlenmesidir. Bu siireg sonunda olugacak konjonkii-
va alti skar dokusu agilan filtran blebin kapanmasina ne-
den olabilir {4,5,8).

Cerrahi travmaya bagh kanamalann yara iyilegme-
sini uyanci birgok faktérii ortama davet etmesi cerrahi
sonrasi gelisecek skar dokusunu arttirabilir. Daha az
travmaya yol acabilen penetran olmayan cerrahi teknik-
lerin {viskokanalostomi, derin sklerektomi) kullamilma-
simin yara iyilesme siirecini kontrol edebilecedi distinal-
se de skarlasma cevabindan kagimilamaz (21).

Cerrahi bir yaralanma sonrasi: dokuda yara ivilesme
siireci, yaralanmadan hemen sonra hemostaz faziyla bag-
layan ve 21.giinden sonra yeniden sekillenme (remodel-
ling) fazi ile siire gelen devambi bir siiregtir (22). Bu sii-
rec icinde biiyiime faktdrleri ve sitokinler gérev alirlar.
Mormal yara iyilesmesi birgok hiicresel aktivitenin dii-
zenli ve ardy ardina ¢cahsmasina baghidir. Yeni damar
olusumu ve kollajen sentezi gibi dnemli olaylar yaralan-
madan 5 ila 21 giin arasi olusan proliferasyon sathasinda
gerceklesmektedir. Bu didnemde aktif olan hiicreler fib-
roblastlar ve endotel hiicreleridir. Fibroblastlar kollajen
sentezi yapan hiicreler olup varalanmadan birkag giin
sonra yara kenarinda bulunurlar. Yeni damar olusumu
(anjiogenez) ise kapiller tomurcuklanma ile gerceklesir,
ilk 3 haftadan sonra olgunluk fazi baslar ve bu siireg
uzun zaman devam eder. Bu nedenle kullanilan ajanin
fibroblastik akuviteye etkisinin anlagilabilmesi icin deel-
likle proliferasyon fazinda gisterecegi etkinin bilinmesi
gereklidir. Bu dénemde antiproliferatif etkili ajanlann
kullamimu glokom cerrahisinde cerrahi yetersizligin azal-
tlmas: agisindan havati dnem tasimaktadir (23).

Glokom cerrahisi sonras: ortaya cikan skar dokusu-
nu kontrol aluna alabilmek amaciyla antifibrotik etkili
cesitli ajanlar kullanilmaktadir, Bunlardan biri olan kor-
tikosteroidlerin lokal inflamatuvar cevabi baskiladif,
hem deneysel hem de klinik olarak gosterilmistir. Topi-
kal kortikosteroidler trabekiilektomi sonras: daha diisiik
GIB degerleri temin ederler (24). Ancak., uzun siireli ste-
roid kullanim gizde katarakt, sekonder infeksiyona egi-
lim, herpes aktivasyonu, GIB'de artis gibi komplikas-
yonlara yol agabilir. Bu van etkileri azaltmak amacivla
uygulanmasi giindeme gelen steroid olmayan antiinfla-
matuar ilaglarin (NSAID) glokom cerrahisi sonuglan
iizerine rolii ise kesinlesmemistir (25).
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Resim 1. Infliximab emdirilmis sponj yerlegtirilmesi Resim 4. Yiiksek boyanma gdsteren kesit (proliferasyon
indeksi viiksek, ilag etkinligi ditgiik gdzler)
{ Biiyiitme x 40)

-~

Resim 2. Subkonjonktival infliximab uygulanmas

Resim 5. Diigiik boyanma gosteren kesit (proliferasyon
indeksi diigiik, ilag etkinligi vitksek gdzler)
{ Biiviitme x 40)

Resim 3. Smg/ml infliximab 5 dk uygulanan glizde
postop 3. giin fotografi

lar, filtrasyon cerrahisinin bagan oranimi artiran dnemili
destek kuvvet olmalarma ragmen selektif olmamalan ve
uygulamaya bagh gorilen ciddi komplikasyonlanyla iki
kenan keskin bir kilica benzemektedirler (7.8.17). Bu-
nun yam sira bu ajanlar uygulandiklan bilgede fibrob-
last aktivasyonunu etkileseler bile komsu hiicreler hala
cerrahi yara sonrasi ortama gikan uyancilarla etkilene-
bilmektedir (26,27). Bu durum aragtirmacilar normal
yara iyilesme siirecinde fibrogenezi daha etkin kontrol

Giiniimiizde antifibrotik etki elde etmek amaciyla edebilecek daha dzellikli ve yan etkileri nispeten kabul
en sik kullamlan 5 FU ve MMC gibi antimetabolit ajan- edilebilir yeni ajanlarin arayisi igine sokmugtur. Bir bii-
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yiime hormonu olan TGF-f, MMC'in etkisini engelleye-
bilecek kuvvette uyaric aktivile gistermektedir (28). Bu
maddenin inhibisyonu ile filtran blebin dmril uzatlabi-
lir. Girisanti ve ark.(11) dogal TGF-f inhibitérii deco-
rin‘in tekrarlayan subkonjonktival uygulamasimn glo-
kom filtrasyon cerrahisi igin olugturulan tavsan modelin-
de skar onleyici etkisini gdstermistir. Biiyiime faktoril
aktivitesini suprese eden diger ajanlar arasinda, octreoli-
de acetate (9) ve genistein (14) sayilabilir. Yine bir sito-
kin olan interferon-ct'min fibroblastlann skar olugumunu
azaltig gosterilmesine ragmen, meveul antimetabolit-
lerden daha iyi oldugu kamtlanmamistir (29). Mietz ve
ark.(10) tavsan gozlerinde glokom filtran cerrahisi sira-
sinda ve sonrasinda topikal suramin uygulamasimn da
hedef bilgede cesitli biiytime faktirlerini etkileyerek ya-
ra iyilesme yamum geciktirdigini gostermiglerdir. Park
ve ark (15) filirasyon cerrahisi sonras: gize damlaulan
siklosporin'in glokom drenaj implant cerrahisi sonuglan
iizerinde olumlu etkisi oldugunu ileri siirmiiglerdir.

TNF alfa; TNF beta ile uyarilmig makrofajlar tara-
findan sentezlenen 157 amino asitli polipeptit yapisinda
proenflamatuvar bir sitokindir. Fibroblastlar i¢in mitoje-
nik dizellik tagir, kollajen biyosentezini ve prostaglandin
E-2 salinmmuini uyanr, In vitro olarak endotel proliferas-
yonunu inhibe ettigi gosterilmigtir ancak anjiogenezi
uyanc: eikisini ikinci bir mesajer yoluyla yaptug saml-
maktadir. TNF a'min fibroblast aktivitesini uyardigi da
giisterilmistir (18,19). TNF alfa blokerleri kullanim ile
yara ivilesme siirecininin kontrol alunda tutabilecegi dii-
stiniilmektedir. Bu grup ilaglar bir takim hastaliklann te-
davi protokollerinde yer alirken, baz hastahiklarda kul-
lamimlan deneysel asamadadir. Behget hastalifi, psiri-
vyazis, sarkoidoz, seronegatif spondiloartropatiler, inatg
gocukluk gagi iiveitleri, poliartikiiler jlivenil idiopatik
artrit’ de gz ve sistemik bulgulann tedavisinde steroid-
lere alternatif kullammu giindemdedir (30-35), TNF alfa
blokerlerinin retinadaki diffiiz subretinal fibrozisin 6n-
lenmesi ve deneysel koroid neovaskiilarizasyonunun ge-
riletilmesinde yveni damar olugumunu (antianjiogenetik
etki) engelleyici etkisi ortaya konulmustur (36). Ancak
TNF alfa blokajiun konjonktiva ve tenonda agilan cer-
rahi yaranin iyilesme siirecinde bilgesel fibroblastlanin
iizerine olan etkileri literatiirde incelenmemistir.

Cahsmamizda antiproliferatif ve antianjiogenetik
etkileri oldugu bilinen bir TNF alfa blokeri infliximab
{Remicade 100mg) farkh dozaj farkl siire ve farkh uy-
gulama yollan ile kullanildi. Infliximab'in sponja emdi-
rilerek sklera iistiinde 2 mg/ml dozunda 3 dk siireli topi-
kal (diisiik doz-kisa siire) ve 2mg/ml dozda 5C tatbiki
disinda tiim dozaj, siire ve uygulama yontemlerinin yara
ivilesmesi lizerinde engelleyici etkili oldugu, fibroblas-
tik aktiviteyi anlamh bir sekilde azaltug tespit edildi.

Daha yilksek dozlarda ve daha uzun siireli uygulamanin
fibroblast proliferasyonun engellenmesinde daha etkin
sonug verdigi ghzlendi.

TNF alfa blokajimn diger antifibroblastik ajanlara
(dzellikle 5 FU ve MMC'ye) kiyasla oldukca diisiik sis-
temik ve okiiler yan etki profiline sahip oldugu bilin-
mektedir. Bu yan etkiler arasinda goze ait kullanimins
simrlayacak ¢ok fazla patolojinin olmamasi ve topikal
uygulamanmn én planda diigiiniilmesi gizdeki kullammi-
m artinic: niteliktedir((37, 38).

Sonug olarak glokom cerrahisinde antifibroblastik
etkiye sahip oldugu diigiintilen pek gok ajan klinik ve
deneysel bazda uygulanmaktadir, Bunlar arasinda en
gnemlileri olan antimetabolitlerin uzun siire devam eden
etkileri ve hedef saha digindaki "normal” komsu hiicre-
lere de benzer etki gostermeleri glokom cerrahisinde
kullammlarim simirlamaktadir, Galismamizda topikal ve
subkonjonktival TNF alfa blokeri uygulamasinin tenon
ve konjonktiva fibroblastlan lizerinde doza bagh daha
giiclii antifibroblastik etki gostermesi ve olas: antianjio-
genetik 6zellkleri bu ajanlanin gelecekie glokom cerrahi-
si sonuclanimin iyilestirilmesinde yeri olabilecegini dii-
siindiirmektedir. Caligma sonuglarimz bir On aragirma
olarak gelecekte daha genis kapsamh deneysel galisma-
lara onciiliik edebilecek niteliktedir,
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