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Sicanlarda Subkonjonktival ve Intravitreal Uygulanan
5-Flurourasil ve Mitomisin-C'nin Okiiler Toksitesi
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OZET

Amag: Filtran cerrahide postoperatif bagarty1 arttirmak icin kullanilan 5-flurourasil (5-FU)
ve mitomisin C (MMC)'nin subkonjonktival ve intravitreal uygulamasi ile gozi¢i dokulara tok-
sik etkisinin olup olmadig1 deneysel olarak arastirildi.

Metod: Calismaya her grupta 8 adet olmak iizere 3 grupta toplam 24 si¢an alindi. 1. gruba
sag gozlere (8 goz) intravitreal MMC (0.4mg/ml, 0.05ml), sol gozlere (8 gdz) subkonjonktival
MMC (0.4mg/ml, 0.05ml), 2. gruba sag gozlere (8 goz) intravitreal 5-FU (50mg/ml, 0.05ml),
sol gozlere subkonjonktival 5-FU (50mg/ml, 0.05ml) ve 3. gruba kontrol amaciyla sag gozlere
(8 goz) intravitreal (0.05ml), sol gozlere subkonjonktival dengeli tuz soliisyonu (0.05ml) injekte
edildi. 4 hafta sonra gozler eniiklee edilip histopatolojik degisiklikler 1gtk mikroskopisi ile de-
gerlendirildi. Ayrica mikrometrik yontemle santral kornea kalinlig1 ol¢iildii.

Bulgular: Histopatolojik incelemede subkonjonktival MMC, intravitreal ve subkonjonkti-
val 5-FU verilen gruplar ile kontrol grubunda kornea, iris, lens, siliyer cisim ve retinay1 i¢ine
alan tiim gozi¢i yapilar normaldi. Intravitreal MMC verilen 8 goziin 6'sinda (%75) gozici doku-
larda patolojik degisiklikler saptandi. 4 gozde (%50) kornea endotelinde vakuolizasyon, 6 goz-
de (%75) ise retina pigment epiteli ile sensoriyel retina arasinda kanama, retinal tabakalarda di-
sorganizasyon, koroid ve siliyer cisimde polimorfoniikleer 16kosit ve lenfositten olusan yangisal
reaksiyon saptandi. Gruplar arasi kornea kalinligi agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark
yoku (p>0.05).

Sonug: Intravitreal ve subkonjonktival 5-FU ve subkonjonktival MMC'nin gozici yapilara
toksik etkisinin olmamasma ragmen intravitreal MMC'nin verilen doza bagimli olarak toksik et-
kisinin olabilecegi sonucuna varildi. Bu nedenle bu ajanin klinik kullaniminda daha dikkatli
olunmasi gerektigi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: 5-florourasil, mitomisin-C, histopatoloji, filtrasyon cerrahisi.

SUMMARY

Ocular Toxicity of Subconjunctival and Intravitreal Injection of 5-Fluorouracil and

Mitomycin-C in a Rats

Purpose: An experimental study was performed to determine the intraocular toxic effects
of subconjunctival and intravitreal injected MMC and 5FU, which are used to increase the suc-
cess rate of filtering surgery.
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Methods: Three groups, totally 24 rats and in each group 8 rats were included the study.
For first group intravitreal MMC (0.4mg/ml, 0.05ml) was injected to right eyes (8 eyes) and
subconjunctival MMC (0.4mg/ml, 0.05ml) to left eyes (8 eys). For 2" group, intravitreal SFU
(2.5mg/ml, 0.05ml) was injected to right eyes (8 eyes) and subconjunctival 5FU (2.5mg/ml,
0.05ml) to left eyes (8 eyes). For 3™ group as control, intravitreal BSS (0.05ml) was injected to
right eyes (8 eyes) and subconjunctival (0.05ml) to left eyes (8 eyes). After 4 weeks eyes were
enucleated and histopathologic examination by light microscopy was performed. Also the cent-
ral thickness of the cornea was measured by micrometer.

Results: Histopathologic examination revealed normal intraocular structures including cor-
nea, iris, lens, ciliary body and retina in subconjunctival MMC, subconjunctival and intravitreal
5-FU injected group and control group. 6 eyes of 8§ intravitreal injected MMC had pathologic
changes. 4 of 8 eyes revealed hemorrhage between retinal pigment epithelium (RPE) and sen-
sory retina, disorganization in retinal layers, inflammatory reaction with leukocyte and
lymphocyte infiltration in choroidea and ciliary body. Statistically there was not significant dif-
ference in corneal thickness between 3 groups.

Conclusion: It is concluded that although intravitreal and subconjunctival 5-FU and sub-
conjunctival MMC are not toxic to intraocular structures, intravitreal MMC may have toxic ef-
fects related with dosage. It is thought that while using MMC clinically we must be more care-
ful.
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GIRIS

Trabekiilektomi, maksimum tolere edilebilir medi-
kal tedaviye karsin gozici basinci (GIB)nda azalmaya
ihtiyaci olan veya glokomatéz hasarin devam ettigi
hastalarda, GIB kontroliinii saglamak i¢in bagvurulan
filtran cerrahi yontemidir. Fibroblast proliferasyonu,
kollajen sentezi ve glikozaminoglikan depolanmasi so-
nucu ortaya ¢ikan subkonjonktival fibrosiz filtran cerra-
hi baganisiziginin en 6nemli nedenidir. Bu durum 6zel-
likle filtran cerrahi basarisizlik riski yiiksek olan geng
hastalar, daha Once cerrahi ge¢irmis hastalar ve iiveitik
glokom gibi sekonder glokomlu hastalarda 6nemlidir

(1,2).

Yara yeri iyilesme cevabini degistirerek filtran cer-
rahinin bagarisin arttirmak igin giinlimiizde 5-florourasil

ve mitomisin C gibi bazi antimetabolit ajanlar sik¢a kul-

lamlmaktadir (3-8). Her tedavi yonteminde oldugu gibi
bu ilaglara bagh cesitli komplikasyonlar goriilmektedir.
Bu komplikasyonlar kornea epitel defekti, ge¢ donemde
blebde si1zdirma, infeksiyon, hipotoniteye bagli makulo-
pati, retina pigment epiteli (RPE) degisikligi gibi yan et-
kilerdir (9-13). Bu deneysel ¢alisma 5-FU ve MMC'nin
subkonjonktival ve intravitreal uygulamasi ile gozi¢i do-
kularda ortaya ¢ikabilecek histopatolojik degisikleri in-
celemek amactyla yapildu.

MATERYAL ve METOD

Caligmada agirligi 220-250 gr arasinda degisen 24
adet, erkek Wistar albino sigan kullanild.

Her grupta 8'er adet olmak tizere siganlar 3 gruba
ayrildi. 1. grup MMC, 2. grup 5-FU ve 3. grup ise kont-
rol grubu olarak alindi. Her siganin iki gozii kullanild:.
Sag gozler intravitreal sol goz ise subkonjonktival injek-
siyon i¢in kullanildi.1. gruba sag gozlere (8 goz) intra-
vitreal MMC, sol gozlere (8 goz) subkonjonktival
MMC, 2. gruba sag gozlere (8 goz) intravitreal 5-FU,
sol gozlere subkonjonktival 5-FU ve 3. gruba kontrol
amaciyla sag gozlere (8 goz) intravitreal, sol gbzlere
subkonjonktival dengeli tuz soliisyonu injekte edildi.

Test ilaci olarak MMC 0.4mg/ml konsantrasyonda,
intravitreal ve subkonjonktival 0.05ml (20pg), 5-FU ise
50mg/ml konsantrasyonda intravitreal ve subkonjonkti-
val 0.05ml (2.5mg) verildi. Kontrol amaciyla ise intra-
vitreal ve subkonjonktival 0.05ml dengeli tuz soliisyonu
verildi.

Sicanlara Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
hayvan laboratuarinda intramiiskiiler (IM) 20mg/kg ke-
tamin hydrochloride (Ketalar® ve 3mg/kg Xylazin
hydrochloride (Rompun®) ile anestezi uyguland:. Injek-
siyonlar steril olamayan, fakat temiz bir ortamda yapildu.
Intravitreal injeksiyon 28 G insiilin enjektorii ile saat 12
hizasindan, limbustan 1.5-2 mm geriden yaklasik 2mm
kadar goz i¢ine girilip yapildi. Subkonjonktival injeksi-
yon ise saat 12 hizasindan limbusun 1-1.5 mm geriden
yapildi. Injeksiyondan sonra tiim gozlere direkt 1gikla
muayene edildi ve tim deneklerde fundus reflesinin
alindig1 goriildii.

Sicanlar injeksiyondan 4 hafta sonra yiiksek doz IM
sodyum tiopental (Pentothal® (80 mg/kg) ile sakrifiye
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edilerek gozleri eniiklee edildi. Eniiklee gozler bir giin
siire ile % 10'luk formaldehit soliisyonunda tespit edil-
dikten sonra ikiye béliiniip parafin bloklara gomiildii.
Doku bloklarindan 3 mikron kalinliginda kesitler hazir-
lanip hemotoksilen eosin ile boyanip 4x, 10x, 20x ve
100x biiyiitme ile 15tk mikroskubunda histopatolojik in-
celeme yapildi. Ayrica mikrometre ile santral kornea ka-
linhg: 8lgiildii. Iki grubun kornea kalinliklari aritmetik
ortalama * SD seklinde verilip, istatistiksel degerlendi-
rilmesi Mann-Witney U testi kullanildh.

BULGULAR

Yapilan histopatolojik incelemede subkonjonktival
MMC verilen gozlerde, intravitreal ve subkonjonktival
5-FU verilen 2. grup ile kontrol grubunda kornea, 6n ka-
mara agisl, iris, lens, siliyer cisim ve retinayi i¢ine alan
tim gozici yapilarinda toksiteyi diisiindiirecek patolojik
bir bulgu saptanmadi ve bu deneklerin tiimiinde gozici
dokular normaldi (Sekil 1,2). Ancak intravitreal MMC
verilen 8 goziin 6'sinda (%75) gozigi dokularda patolo-
jik degisiklikler saptandi. 4 g6zde (%50) kornea endote-
linde vakuolizasyon (Sekil 3), 6 gozde (%75) retina pig-
ment epiteli ile sensoriyel retina arasinda kanama (he-
morajik retina dekolmani), retinal tabakalarda disorgani-
zasyon, koroid ve siliyer cisimde polimorfoniikleer 15-
kosit ve lenfositten olusan yangisal reaksiyon (Sekil 4,
5). saptandi.

Ortalama kornea kalinlig1 intravitreal MMC verilen

gozlerde 278.75167.28 um (180-400), subkonjonktival
MMC verilen gozlerde 237.14+67.51 pm (140-300), int-
ravitreal 5-FU verilen gézlerde 241.25+74.92 um (140-
320), " subkonjonktival 5-FU verilen go6zlerde
265.00+66.33 pm (140-320) idi. Intravitreal injeksiyon
yapilan kontrol grubunda 295.00+57.32 um (190-390),
subkonjonktival injeksiyon yapilan kontrol grubunda ise
287.50£62.28 pm (170-390) idi. Caligma gruplar ile
kontrol grubu ortalama kornea kalinlig1 agisindan karsi-
lagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktu (p>0.05).

TARTISMA

Antimetebolitler trabekiilektomi blebinde skara
bagl olarak cerrahi bagarisizlik riskini azaltmak icin
kullanilir. Bu amagla ilk kullanilan ajan 5-FU'dur. i1k
orijinal kullanimi postoperatif injeksiyon seklinde 6ne-
rilmesine kargin intraoperatif lokal kullaniminn da filt-
rasyon basarisini arttirdign saptanmigtir (14-15). Diger
bir antimetabolit olan MMC Streptomyces caespitosis
mantarinda izole edilir ve fibroblast proliferasyonunu et-
kili bir sekilde baskilar (5). Bu ajanlarn filtrasyon baga-
risini arttirmasi yaninda bazi istenmeyen yan etkileri ol-
mast, bu ajanlarin daha dikkatli kullanilmas: gerektigini
gostermisgtir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda 5-FU'nun lokal kul-
lanimina bagli olarak kornea epitel defekti, blebde incel-
me ve riiptiir gibi komplikasyonlar bildirilmistir (11,13).

Sekil 1. Intravitreal 5-florourasil uygulanan gézde normal yapisini korumug kornea, iris ve silyer cisim (HExS0).
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Sekil 2. Intravitreal 5-florourasil uygulanan gozde normal gériiniimde retina (HEx50).

Tavsanlarda yapilan histopatolojik bir ¢aligmada ise 5-
FU'nun 10mg/ml dozunda sadece intravitreal, 6n kama-
raya veya hem intravitreal hem de 6n kamaraya injeksi-
yonu ile histopatolojik olarak toksite bulgusu saptama-
diklarin bildirmiglerdir (16). Barada ve arkadaglari ise
maymunlarda 750 pg 5-FU'nun intravitreal injeksiyonun

nontoksik oldugunu gostermislerdir (17). Vernot ve ar-
kadaslari ise tekrarlayan intravitreal 0.375 mg ve 1 mg
dozunda verilen 5-FU'nun hem histopatolojik olarak
hemde elektroretinografik olarak toksiteye neden olma-
dig1 gostermislerdir (18). Ote yandan insanlarda yapilan
calismalarda ise 5-FU'nun travma sonrasi ve vitrektomi-
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Sekil 4. Intravitreal mitomisin C uygulanan gozde, retina pigment epiteli ile sensoriyel retina arasinda kanama (k),
retinal (r) tabakalarda diorganizasyon (Hexl10).

ze gozlerde intraokiiler membran proliferasyonunu onle-
mede yararli oldugu ve toksik hasara neden olmadig:
gosterilmistir (19,20). Calismamizda da bu ¢alismalarla
uyumlu sonuglar elde edildi. Hem intravitreal hem de
subkonjonktival uygulanan 5-FU'nun makroskopik ve

histopatolojik olarak gozi¢i dokularda toksite bulgusunu
destekleyen patoloji saptanmadi ve retina dahil tiim go-
zi¢i dokulart normaldi. Bu calismalarda incelenmeyen
ve ¢aligmamizda ayrica mikrometrik yontemle santral
kornea kalinlig: ol¢iimleri yapildi. Deney grubu ile kont-
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rol grubu arasinda santral kornea kalinli1 agisindan an-
laml1 bir fark ortaya ¢ikmadigi saptandi. Calismamizda
farkli olarak bu ¢aligmalarda kullanilan dozlara gére da-
ha yiiksek doz (2.5mg) ve lokal kullanim dozunda 5-FU
uygulanmig olmasidir.

Filtran cerrahide postoperatif bagariy1 arttirmak igin
kullamlan MMC'ye bagli ortaya ¢ikan gesitli komplikas-
yonlar bildirilmigtir (9,12). Deneysel ¢aligmalarda
MMCin ekstraokiiler ve subkonjonktival verilmesi
sonras! elektromikroskopik incelemede siliyer epitelde
toksiteye neden oldugu ve bu sekilde uzamis okiiler hi-
potoniye sebep oldugu saptanmustir (21,22). Calisma-
mizda ise subkonjonktival MMC verilen denekler toksi-
teyi diisiindiiren patolojik bir bulgu saptanmadi. Bunun-
la birlikte calismamizda histopatolojik inceleme 151k
mikroskobu ile yapildi. Zira hiicresel diizeydeki degisik-
likleri saptamak i¢in elektromikroskopik incelemeye ih-
tiyag vardir. Ote yandan iilkemizde yapilan bir ¢alisma-
da ise tavsanlarda 0.2mg/ml ve 0.4mg/ml dozunda eks-
traokiiler uygulanan MMC'nin intraokiiler toksik etkisi-
‘nin olmadig1 gdsterilmistir (23). Bu sonug bizim bulgu-
larimizi desteklemektedir.

Morrow ve arkadaglar subkonjonktival, 6n kamara
injeksiyonu veya her iki sekilde kombine olarak MMC
verilmesi ile korneada inflamasyon ve nekroz, endotel
hiicre kayb1, hemorajik iris nekrozu gibi toksiteyi goste-
ren bulgular saptamiglardir (16). Kawashima ve arkadag-
lar1 ise sicanlarda yaptiklar1 bir ¢alismada 0.4mg/ml do-
zunda intravitreal MMC injeksiyonu ile miiller hiicrele-
rinde selektif dejenerasyon, RPE'inde degisme, retina
fotoreseptor ve dig niikleer tabakada irregiiler dizilime
neden oldugu gosterilmiglerdir (24). Ho ve arkadaglari
ise MMC'nin doku kiiltiiriinde RPE inhibe ettigini gos-
termistir (25). Caligmamuzda intravitreal MMC verilen 8
gdziin 6'sinda (%75) gozigi dokularda patolojik degis-
meler saptandi. 4 gozde (%50) kornea endotelinde vaku-
olizasyon, 6 gozde (%75) hemorajik retina dekolmani,
retinal tabakalarda disorganizasyon, koroid ve siliyer ci-
simde polimorfoniikleer 16kosit ve lenfositten olugan
yangisal reaksiyon saptandi. Bu bulgular intravitreal
0.4mg/ml (20pg) dozundaki MMC'nin gézi¢i dokularda
toksik oldugunu gostermistir. Calismada elde edilen so-
nuclar daha dnce yapilan ¢aligma sonuglari ile uyumlu-
dur.

Sonug olarak deneysel olarak subkonjonktival ve
intravitreal uygulanan 5-FU'in ve subkonjonktival uygu-
lanan MMC'nin gézi¢i dokularda degisiklik olusturma-
dig1 saptandi. Buna kargin intravitreal uygulanan
MMC'nin gézi¢i dokularda toksik etki olusturabilecegi
tespit edildi. Bu sonuglar az sayida sigan lizerinde ve tek
dozda uygulanan ilag ile elde edilen verileri yansitmak-
tadir. Bu nedenle MMC'nin klinik kullaniminda olugtu-

rabilecegi toksik etkileri daha kesin konusabilmek igin
genig serili daha fazla sican kullanarak ve farkli dozlar-
da ilag uygulayarak yapilacak ¢aligmalarla ortaya kon-
masi gerekliligini diistinmekieyiz.
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