Intravitreal 5-Fluorourasil'in Retinada
Neden Oldugu Ultrastrukturel Degisiklikler
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OZET

Proliferatif vitreretinopati tedavisinde kullanilan antimetabolitlerden 5-fluorourasilin intravitreal enjeksiyon sonrasi
retinada olusturdugu ultrasriiktiarel diizeydeki degisiklikler incelendi. 18 tavsamin 36 go6zii kullanildi. img ve 0.Smg
5-fluorourasil intravitreal uygulandi, 24. saat, 7. ve 30. giinlerde fundus muayenesi yapildi. Eniikleasyon sonrasi hazirla-
nan retina ornekleri transmisyon elektron mikroskopta incelendi. Fundus muayenesi biitiin gézlerde dogal idi. 5-flurourasil
uygulanan gézlerde 1. ve 7. giinlerde retina tabakalarinda goriilen degisiklikler, 6dem, sitoplazmik vakuolizasyon ve
mitokondriyal dejenerasyon ile karakterize idi. Ultrastriiktiirel degigikliklerin 1 mg 5-fluorourasil verilen gézlerde daha
belirgin oldugu goézlendi. 0.5 mg ve 1 mg ila¢ uygulananlarda 30. giinde elde edilen bulgular kontrol grubuyla benzerlik
gostermekteydi Tavsan gézlerinde intravitreal O.Smg ve 1mg 5-fluorourasilin retinada olusturdugu hiicresel degisikliklerin
geri déniisiimlii oldugu gériildii.
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SUMMARY
ULTRASTRUCTURAL CHANGES RETINA DUE TO INTRAVITREAL 5-FLOUROURACIL

We evaluated the ultrastructural changes in retina following intavitreal injektion of 5-fluorourasil,an antimetabolite
used for the treatment of proliferative vitreoretinopathy. We applied 1 mg and 0.5 mg intravitreal 5-fluorourasil and
balanced saline solution to 36 eyes of 18 rabbits. Fundus examinations were performed at the 24th hour, 7th and 30th
days. Following enucleation retina specimens were processed for transmission electron microscopic examination. Fun-
dus examination was found to be normal in all the eyes. In 5-fluorourasil applied group electron microscopic examination
revealed edema, cytoplasmic vacuolation and mitochondrial degeneration in retina at the first and 7th days. Ultra structu-
ral changes were more prominent in the 1 mg 5-fluorourasil applied eyes. At the 30th day ultrastructural finding of 0.5 mg
and 1 mg applied group were found to be similar to the control group. We considered that cellular changes in retina due
to the application of 0.5 mg and 1 mg 5-fluorourasil are reversible
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Proliferatif vitreoretinopati (PVR) delici g6z yara-
lanmasi, diabetik retinopati ve retina dekolmani sonucu
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rasyonu ve bunun sonucunda gelisen skatrizasyondur.
Isitk ve elektron mikroskopik caligsmalar hastalikta rol
oynayan hiicresel faktorlerin retina pigment epitel hiic-

01330 Balcali, ADANA resi, makrofaj, fibroblastlar ve mikroglial hiicreler ol-

dugunu gostermistir. Hiicre disi faktorlerden de growth

' TOD 29. Ulusal kongresinde sunulmustur. faktorlerin rol oynadigi, bunlardan en o6nemlisinin trans-
Bu calisma Gukurova Universitesi Arastirma Fonu tarafindan forming growth factor-beta (TGF-B) oldugu bilinmektedir
desteklenmistir. (1,2). PVR etyopatogenezi hakkinda ayrintili bilgilerin
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olmasi ve bir ¢ok farmakolojik ajanin kullaniimaya
baslamasina ragmen tedavide istenen basari elde edi-
lebilmis degildir. Ginimizde PVR'In tedavisinde
basariyir artirabilmek icin hastaligin hiicresel ve molekii-
ler diizeydeki temel mekanizmasini ¢dzmeye yodnelik
caligsmalar sirdiriilmektedir (2). Yeni arastirmalarin ya-
ni sira ginimiizde kullanilan farmakolojik ilaglarin et-
kinligi ve toksisitesi gibi heniiz tam olarak aydinlanma-
mistir ve bu konuda calismalar siirdiiriilmektedir.

Bu calismada PVR tedavisinde kullanilan antiproli-
feratif ilaglardan 5-fluorourasil'in (5-FU) normal tavsan
gozlerinde farkli dozlarda intravitreal uygulandiginda re-
tinada olusturacagi toksik etkilerin ultrastriiktiirel olarak
incelenmesi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem

Calismada agirhiklari 1600-2500 gr arasinda
degisen 18 adet Cinchilla tiirii tavsanin 36 gozi kulla-

nildi. iki ayri galigma grubu olusturuldu;

1. Grup: Dokuz tavsanin 12 goziine topikal Benoxi-
nate anestezisi uygulanarak 26 no'lu insiilin ignesi ile lim-
bustan parasentez yapildi. Daha sonra limbustan 2.5
mm geriden 26 no'lu insiilin ignesi ile 1 mg 5-FU iceren
0.1 ml Balance saline solution (BSS) intravitreal enjekte
edildi. 6 g6z ise kontrol grubu olarak kullanildi ve intravi-
treal BSS uygulandi. Tavsanlar 3 gruba ayrildi. 24. saat,
7 ve 30. giinlerde pupil dilatasyonu sonrasi fundus
muayenesi yapildi. Daha sonra 24. saat, 7 ve 30. giinler-
deki retinal degisiklikleri incelemek amaciyla tavsanlar
yiksek doz Intrakardiyak tiyopental verilerek sakrifiye
edildi, eniikteasyon yapilarak retina 6rnekleri alindi.

2. Grup: Bu grubu olusturan 9 tavsanin 12 goé-
ziine 0.5 mg 5FU iceren 041 ml BSS, 6 goéziine ise
BSS birinci grupta kullanilan ydontemle intravitreal uygu-
landi. Yirmidort saat, 7. ve 30. ginlerde fundus
muayenesi yapilarak, eniikleasyon sonrasi retina doku-
larindan elektron mikroskopik inceleme icin o&rnekler
elde edildi.

Elektron mikroskopi icin kontrol ve deney tavsan-
larindan elde edilen retina dokulari Millonig fosfat tam-
ponu (3) iginde hazirlanan %5'lik gluteraldehid ve
%1'lik osmik asit soliisyonlarinda tespit edildi. Derecesi
giderek artan etil alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra araldit icerisine gomiildii. Alinan ince
kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandi, Zelss
EM 900 transmisyon elektron mikroskopu ile incelendi.

Bulgular

Yirmidort saat, 7. ve 30. giinlerde indirekt oftal-
moskopla yapilan arka segment muayenesinde tavsan-
larin 5-FU uygulanan ve kontrol goézlerinde arka seg-
ment patolojisi goriilmedi.

Elektron Mikroskopik Bulgular
Kontrol grubu:

Her iki grupta da intravitreal B S S uygulanan kont-
rol gozlerinde 24 saat, 7. ve 30. giinlerde retina yapila-
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Sekil 1. Kontrol grubu; i¢ pleksiform tabaka (ip) ve i¢ niklear
tabaka (in) hiicrelerinin normal yapilarini koruduklar izlenmekte-
dir. Cekirdek (¢). X 7.700.
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Sekil 2. Kontrol grubu; Koni ve rod hiicrelerinin dig segmentleri
(oklar) ile pigment hicreleri (p) normal yapida gorilmektedir.

Cekirdek (¢), mitokondriyon (m). X 7 700.

rinin birbirine benzedigi ve normal ultrastriiktiiriinii koru-
dugu gorildia (Sekil 1,2).

1. Grup: 1mg 5-FU uygulanan goézlerde 24. saat
bulgulari: i¢ limitan membranda yer yer pargalanmalar,
sinir lifleri, ganglion hiicreleri tabakasinda, i¢ pleksiform
ve i¢ niiklear tabakalarda 6dem alanlarini simgeleyen
bosluklara sikhikla rastlandi (Sekil 3). Ganglion hiicreleri
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ve ¢ niiklear tabaka hiicrelerinde mitokondriyonlarda
genisleme» I¢ membranlarinda pargalanmalar ve buna
bagh olusan vakuolizasyon izlendi, ileri derecede deje-
nere olan mitokondriyonlarin sonugta membrandz whorl
yapilarina dénustukleri dikkati ¢ekti. Dis nuklear tabaka
hicreleri riisbeten normal gérinimde idi, ancak koni
ve rod hiicrelerinin disg tabakalarinda 6dem alanlarini

simgeleyen vakuoller ve membrandéz whorl yapilarina

Sekil 5. i¢ niklear tabaka (in), dis pleksiform tabaka (dp) ve
dis niiklear tabakalar (dn) goérilmektedir. Hicrelerde mito-
kondriyal dejenerasyon sonucu olusan sitoplazrmk vakuoller (v)
gorulmektedir. X 7.700.

‘s

Sekil 3.  Sinir lifleri ve ganglion hicreleri (g) tabakalarinda
ddem alanlarini simgeleyen genis bosluklar (x) izlenmektedir. I¢
pleksiform tabaka (ip). X 7.700.

Sekil 6.  Dis niklear tabaka hiicreleri (dn) ile koni ve rodlann i¢
ve orta segmentleri gérulmektedir. Hicre sitoplazmalarinda mito-
kondriyal dejenerasyon sonucu gelisen membrandéz yapilar
(oklar) dikkati gekmektedir X 5.250.

siklikla rastlandi (Sekil 4). Pigment epitel hicreleri nor-
maldi.

Sekil 4. Koni ve rod hicrelerinin dis segmenilerinde yapisal
bozukluklar izlenmektedir (oklar). Pigment hicresi (p) ile
birlesme alanlarinda genis, membranéz yapilar igeren vakuoller ri: Retina tabakalari bazi alanlarda normale yakin
(x) gérilmektedir. X 12.250. olarak izlenmekle birlikte, 6zellikle sinir lifleri tabaka-

1 mg 5-FU uygulanan gézlerde 7. gun buigula-
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si ile i¢g niklear ve i¢ pleksiform tabakalarda belirgin
olmak Uzere 6dem alanlarina bu grupta da rastlandi.
I¢ niklear tabaka hiicrelerinde mitokondriyonlarin
genisledigi, i¢ membranlarin pargalandigi ve sonugta
sitoplazmanin vakuoler bir goérinim aldigr dikkati
cekti. Benzer sitoplazmik vakuoflere dis pleksiform
tabaka ve dis nlklear tabaka hicrelerinde de rast-
landr (Sekil 5).

7
: rf)/_.

Sekil 7.
hiicreleri (p) ile birlesim alanlarinda vakuolizasyon (v) goriilmek-
tedir. Cekirdek (¢).X 12.250.

Koni ve rod hiicrelerinin dis segmenden ve pigment

Sekil 8.
mektedir. Ortamda hiicreler arasi mesafenin 6dem alanlarini
simgeler tarzda genisledikleri ilgi ¢ekicidir (x) X 5.250.

ic pleksiform (ip) ve 1¢ niiklear tabakalar (in) goriil-
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Sekil S.

t¢ pleksiform (ip) ve 1¢ niiklear tabakanin (mn) genel-
likle normal yapilarini koruduklari izlenmekle birlikte, hiicre sito-

plazmalarinda hafif vakuolizasyon (v) dikkati c¢ekmektedir. X
5.250.

i mg 5-FU uygulanan goézlerde 30. gin bulgulari:
ic niklear tabaka hiicreleri ve ganglion hicrelerinde
hafif organel degisiklikleri ile hicreler arasi 6édem alan-
larini simgeleyen bosluklara rastlanmakla birlikte, retina
tabakalarinin goérinimi genelde kontrol grubuna ben-
zemekteydi. Ancak dis niklear tabaka hiicrelerinde mi-
tokondriyonlarin bozulmasi sonucu olusan membrandéz
whorl yapilarina bu grupta da rastlandi (Sekil 6).

2. Grup: 0.5 mg 5-FU uygulanan goézlerde 24.
saat bulgulari: i¢ limitan tabakada hafif pargalanmalar,
ozellikle sinir lifleri ganglion hiicreleri ve i¢ pleksiform
tabakalarda belirgin olan 6dem alanlari, hiicresel vaku-
olizasyon, 1 mg 5-FU uygulanan gézlerde oldudu gibi
oldukga belirgindi. i¢ niiklear, dis pleksiform, dis ni-
klear tabakalarda hiicreler arasi genisleme ve hiicre-
lerde mitokondriyon dejenerasyonlarina bagli sitoplaz-
mik vakuolizasyon goézlendi. Koni ve rodlarin dis seg-
mentlerinde hafif pargcalanmalar ve pigment hicreleriyle
birlesme bdlgelerinde genis sitoplazmik vakuoflere rast-
land1 (Sekil 7).

0.5 mg 5-FU uygulanan go6zlerde 7. gin bulgular::
Cogu alanlarda retina tabakalari normal yapilarini koru-
maktaydi. Hicrelerin bazilarinda mitokondriyonlarda ha-
fif genislemeler ve membrandz whorl yapilarina rastlan-
di. ig pleksiform tabaka ile i¢ niiklear tabaka arasinda
6dem alanlarini simgeleyen bosluklar mevcuttu (Sekil
8). Bununla beraber i¢c ve dis niklear tabakalardaki
hicreler genellikle normal olarak izlendi.

0.5 mg 5-FU uygulanan goézlerde 30. giin bulgula-
ri: Ganglion hiicreleri ve i¢ niklear tabakada bazi hic-
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relerde hafif mitokondriyon genislemelerine rastlan-
makla birlikte (Sekil 9) retinanin bitin tabakalarinda
hiicrelerin normal yapilarini koruduklari gézlendi. Mem-
brandz whorl yapilarina bu grupta nadiren rastlandi, in-
terselliiler araliklar normal genislikte idi. Pigment epitel
hiicreleri normal yapisini korumaktaydi.

Tartisma

Ginimiizde PVR tedavisinde intraokiiier tampo-
nadlarla birlikte farmakolojik ajanlarin kullanilmasi vit-
rektomide olumlu geligsmeler saglamistir. PVR'In medi-
kal tedavisinde amag¢ reproliferasyonu onleyerek bir an-
lamda profilaksi yapmak, iyilesme ve fonksiyonlarin
stabilizasyonunu saglamaktir (4). PVR'de steroidler, he-
parin, daunomyoén, fluoroprimidinler, kolsisin, toxol, pe-
nisilamin, retinoic asid gibi degisik ilaglar klinik ve de-
neysel olarak kullanilmaktadir (5-15). Ancak hastaligin
medikal tedavisinde kullanilan ilaglarin intravitreal tera-
po6tik dozunu saglamadaki giigliikler, g6z i¢i dokulara
toksisiteleri gibi sorunlar heniiz tam olarak ¢o6ziimlene
memistir. Antiproliferatif ajanlar retina pigment epiteli,
fotoreseptor ve ganglion hiicreleri gibi boéiiinme o6zelligi
olmayan hiicrelere ¢ok az etkili olsalar da, bu ilaglarin
retina ve diger g6z i¢i dokulara toksisiteleri PVR'da

medikal tedavinin en 6nemli sorunlarindandir (1).

Fluroprimidinler PVR tedavisinde en c¢ok tercih
edilen antiproliferatlf ilaglardandir. Bu grup ilaglar
PVR'nin prolliferasyon ve skatrizasyon fazinda etkeli-
dir. Ayrica kollajen sentezini de inhibe ederler. Pri-
midir) antagonisti olan 5-FU thimidilat sentetaza geri
déniisiimsiiz baglanarak DNA sentezini inhibe eder.
DNA sentezi igin thimidin elde edilemeyince hiicre
olimi olur. 5-FU DNA'nin yani sira RNA sentezini
de etkiler. intravitreal, subkonjonktival veya intralipo-
zomal kullanilan bu grup ilaglarin diger sitostatiklerde
oldugu gibi tokslk etkileri gorilebilmektedir. Fluoropri-
midinlerden terapodtlk indeksi en givenilir ilaglar 5-
flourodeoksiiirldin ve 5-flouroiiridin, en az toksisitesi
olan ise 5-FU'dir. 5-FU'in toksisitesinin proliferatif
hiicrelere nonproliferatif hiicrelerden daha fazla ol-
dugu gosterilmistir (16,17).

Flourourasilln uygulama dozlari ve etkinligi, toksik
etkisiyle ilgili farkli sonuglari igceren calismalar mevcut-
tur (18-20). Diisiik doz intravitreal ilag uygulamasi, tek-
rarlayan enjeksiyonlar gerektirmesi agisindan tedavinin
dezavantajlarindan birini olusturmaktadir. Blumenkranz
ve arkadaslari (19) deneysel c¢alismalarinda tek doz
1mg intravitreal flourourasilin PVR tedavisinde yeterli
oldugunu bildirmiglerdir. Blankenship (20) ise tekrar-
layan kicgik dozlar yerine tek uygulama ile 10 mg in-
travitreal 5FU kullandiginda klinik olarak toksik etki go-
rilmedigini, ancak intraokiiier enflamasyonu veya hiicre
proliferasyonunu azaltici terapotik etkisinin de yeterli ol-
madigini belirtmistir. Yiiksek dozda kullanilan ilacin hiic-
re diizeyinde olusturabilecegi toksik etkiyle ilgili bir so-
nuc¢ verilmemistir.

Stem ve arkadaslari (18) afak ve vitrektomili
tavsan gozlerinde 7 giin siireyle 12 ve 24 saatde bir
1.25 mg tekrarlayan dozlarda 5-FU'in komeal ve elek-
troretinografik degisikliklerinin geri dénisimli oldugunu
gostermislerdir. Bu tedavi semasinda retinada ultras-
triktiirel dizeyde butiin retina hiicrelerinde serbest
veya endoplazmik retikiilime bagl bulunan ribozomlarin
bir hafta sonra kayboldugunu, ilag uygulamasi kesilince
ribozomlarin tekrar goriiniir hale geldigini gostermisler-
dir. Yedi giin siireyle tekrarlayan 0.5 mg 5-FU uygula-
masinda ise ultrastriiktiire! olarak kontrol ve c¢alisma
grubu goézler arasinda fark olmadigini belirtmiglerdir.
Arastirmacilar afak vitrektomili tavsan goézlerinde 5-
FU'in toksisitesinin artan dozajin yani sira ilag uygula-
ma sikligina da bagh oldugu, toksik etkinin ultrastriiktiirel
diizeyde de geri doniisiimli oldugunu vurgulamiglardir
(18).

Arumi ve arkadaslari (16) tavsan gobzlerinde intra-
vitreal 1 mg 5-FU uygulamasindan 10 giin sonra reti-
nada 6dem, i¢ llimitan membranda riiptiir ve fotoresep-
tor hiicrelerinde azalma tesbit etmislerdir. Alti degisik
antiproliferatif ilacin kullanildigi bu ¢alismada en az tok-
sik etkiye 5-FU'in sahip oldugunu belirtmislerdir. Ancak
intravitreal ilag uygulamasindan sonra ge¢ donem reti-
nal ultrastriiktiirel degisiklikler konusunda ve etkinin ge-
ri doniisiimli olup olmadigi hakkinda bir agiklama getir-
memislerdir.

Antimetabolit o6zelliklere sahip SFU'in hiicrelerde
protein sentezini engelledigi bilinmektedir. Calismamiz-
da 0.5 ve 1 mg 5FU'uygulanan gozlerde retina hiicre-
lerinde ribozomlarin sayilarinda azalma ve fotoreseptor
hiicre kaybi gibi bozukluklar belirgin degildi. Ancak 1
mg 5-FU'in 24. saat ve 7 gun ile, 0 5 mg 5-FU'in 24.
saatte yapilan elektron mikroskopik incelemelerinde,
hiicrelerde mitokondriyoniarda sisme, kristalarinda par-
calanma ve sonug¢ta membranéz whorl yapilarina do6-
niisme gibi ciddi mitokondriyon bozukluklarinin goriil-
mesi, 5-FU'in hiicrelerde protein sentezini etkilemesi
yaninda mitokondriyal fonksiyonu da bozdugunu diigiin-
dirmektedir. Ayrica kullanilan 5-FU miktari ile olusan
yapisal bozukluklar arasinda da bir paralellik oldugu go6-
rilmektedir, Her iki grupta da 30. ginde elde edilen
bulgularin kontrol gruplariyla benzer olmasi, intravitreal
0.5 ve 1 mg 5-FU'in retina hiicrelerine etkilerinin geri

doniisimlii oldugunu diisiindiirmektedir.

Sonug¢ olarak normal tavsan goézlerinde yapilan bu
calismada 5-FU'in retina hiicrelerine olan etkilerinin ge-
ri doniisimlii oldugu saptanmakla birlikte, antiproliferatif
ilaglarin PVR tedavisinde kullanilabilirligini netlestirmek
icin genis kapsamli deneysel ve klinik galismalarin ya-
pilmasi gerektigi kanisina varildi. Tavsan goézlerinde re-
tinada gozlenen degisikliklerin insan goézi retinal
degisikliklerle ne olgiide bagdastirilabilecegi konusu ise
5-FU kullanilan gobzlerde yapilarda histopatolojik incele-
meler sonucunda ortaya c¢ikartilabilecektir.
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