F.U. Saglik Bil. Dergisi 2005, 19(2), 151-156

KOPEKLERDE DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN KORNEAL
DEFEKTLERIN SAGALTIMINDA ASETILSISTEININ ETKISi

Cihan GUNAY' Aydin SAGLIYAN® Mine YAMAN’

! Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Cerrahi Anabilim Dali, Elazig-TURKIYE
? Firat Universitesi, Siileyman Demirel Keban Meslek Yiiksekokulu, Elazig-TURKIYE
? Firat Universitesi Veteriner, Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali, Elazig-TURKIYE

Gelig Tarihi: 09.02.2005 Kabul Tarihi: 24.05.2005

OZET

Bu calisma, kopeklerde deneysel olarak olusturulan korneal defektlerin sagaltiminda asetilsisteinin etkinligini arastirmak
amactyla yapilmstir.

Calismada 5’1 erkek 2’si disi olmak iizere toplam 7 adet saglikli kdpek kullanildi. Hayvanlar anesteziye alindiktan sonra ayni
hayvanin her iki géziinde korneanin tam merkezine gelecek sekilde 7.5 mm ¢apinda bir trepan yerlestirilerek korneal defekt
(lamellar keratektomi) olusturuldu. Kd&peklerin sol gozlerine % 3’liikk asetilsistein, sag gozlerine ise % 0.9’luk serum
fizyolojik giinde ii¢ kez 3-4 damla iki ay siireyle damlatild.

Klinik incelemeler sonucunda, sol gozlerde korneal bulanikligin 20. giinde kayboldugu goriiliirken, sag gozlerde iyilesme
goriilmedi. Caligmanin sonunda rastgele 3 hayvan segilerek Otenazi edildikten sonra korneadaki yara iyilesmesi
biyomikroskopik ve histopatolojik olarak degerlendirildi. Biyomikroskopik incelemelerde sag gozlerde defekt sinirlari
belirgin bir sekilde tespit edilirken, sol gozlerde defekt sinirlart belli belirsiz bir durumdaydi. Histopatolojik incelemelerde ise
sag gozlerde korneal iyilesme tam olarak gelismezken, sol gozlerde kornea epitelinde tam bir iyilesme tespit edildi.

Sonug olarak; asetilsisteinin korneal yara iyilesmesi iizerine 6nemli bir etkisinin oldugu kanisina varildi.
Anahtar Kelimeler: Asetilsistein, Korneal defekt, Kopek.

ABSTRACT

Effect of Acetylcystein on Treatment Outcome of Experimentally Induced Corneal Defects in Dogs

The primary objective of this study was to investigate the role of acetylcysteine on the treatment of experimentally induced
corneal defects in dogs.

Seven dogs, 5 males and 2 females, were used in this study. After anesthesia a corneal defect (lamellar keratectomy) at the
center of right and left corneas of each dog was created with an trephine of a 7.5 mm in diameter. Then, it was administered
to the left eye of each dog 3% acethylcysteine and to the contralateral right eye serum physiologic 3-4 drops each eye and
three times per day for two months.

During clinical examination, it was observed that corneal opacity disappeared in 20 days in left eyes contrary to any progress
in the right eyes. At the end of the study, three randomly selected dogs were killed and the corneal wound healing processes
of their both eyes were biomicroscopically and histhopatologically evaluated. Biyomicroscopic examination revealed that the
boandries of the defect, at the right eyes were evident whereas those at the left eyes were not distinctly evident. On the
histopatologic examination, it was observed that there was a marked healing on the corneal epithelial layer of the left eyes in
contrast to incomplete corneal epithelial healing on the right eyes.

As aresult, acetylcysteine was found to have a marked induction on corneal wound healing process in dogs.

Key Words: Acetylcysteine, Corneal defect, Dog.

GIRiS
Saglam kornea epitelyumu, enfeksiyonlara karsi

cok direnglidir. Epitelyumun biitiinliigiinii bozan bir
yikimlanma, mikroorganizmalarin gecisine izin

yaniklar, paraliz, senil degisiklikler ve bircok
bakteriden  kaynaklanan  enfeksiyonlar  ulkus
korneaya neden olabilirler. Bu durumda agri, gézyasi

vererek llserasyonla sonuglanabilir. Entropiyum,
distisiasis, konjunktival litiasis, keratokonjunktivitis
sikka, yabanci cisimlerin korneaya batmasi veya
membrana niktitans’in altina yerlesmesi, goz kapag:
kenarindaki tiimorler, ektopik siliya, kimyasal

akimtisi, blefarospazm, 16kosit infiltrasyonu nedeni
ile korneanin saydamligini kaybetmesi ve degisik
derecelerde korneal damarlagsma gibi klinik belirtiler
ortaya cikabilir (1-7).
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Korneal yaralarin ve ulkuslarin sagaltiminda
basar1 biiyiik Ol¢lide tanitya baghdir. Sagaltimda
amag; once mevcut agriy1 hafifletmek, perforasyona
engel olmak, enfeksiyonla miicadele etmek,
sikatrizasyonu hizlandirmak ve bunun birakacag:
sekeli en az diizeye indirmektir (1-4, 6). Sagaltim,
ilaglarla veya operatif olarak yapilir. Agriy1 azaltici
ve enfeksiyonu onleyici ilaglarin lokal kullanimlari,
antikolajenazik ilag (asetilsistein, sistein,
progesteron, medroksipro-gesteron, sodyum sitrat,
sodyum askorbat, tetrasiklinler, tiol peptitler, sodyum
EDTA, kalsium EDTA, penisillamin, heparin, kan
serumu, aprotinin ve polisiilfat glikozaminoglikan)
uygulamalari, vitamin (A, B2, B12, C) uygulamalari
etkili birer ilagla sagaltim sekilleridir (1-3, 7-9).
Operatif sagaltimlar ise; nokta veya ¢izgi keratotomi,
lamellar veya penetran keratoplasti, konjunktival
flaplar, koterizasyon ve yumusak kontak lens uygula-
malar1 seklinde siralanabilir (1-3, 6-12). Erken
donemde ve uygun bir sagaltim yapilmadiginda kisa
stirede ulkus kornea gelisebilir ve derin katlara kadar
inerek uveitis, panoftalmi, perforasyon ve korneal
damarlasma gibi 6nemli komplikasyonlara neden
olabilir (1-4).

Asetilsistein  ilk  olarak  solunum  sistemi
hastaliklarinda koyulasmis brons sekresyonunu akici
hale getirmek amaciyla kullanilmistir. Oftalmolojide
ise keratokonjunktivitis sikka, korneada olusan alkali
yaniklar, korneal yaralar ve ulkus kornea gibi korneal
hastaliklarin  sagaltiminda kullanilir. Bu etkisini,
kollajenaz aktivitesini bloke ederek ve enfeksiyonu
kontrol altina alarak yapar (13-22).

Bu calismanin amaci; kdpeklerde deneysel olarak
olusturulan korneal defektlerin sagaltiminda % 3’liik
asetilsisteinin etkinligini klinik, biyomikroskopik ve
histopatolojik olarak ortaya koymaktir.

GEREC ve YONTEM

Calismada viicut agirliklari 16-30 kg arasinda
degisen 5’1 erkek ve 2’si disi olmak iizere toplam 7
adet saglikli kopek kullanildi. Hayvanlar 2 mg/kg im.
ksilazin hidroklorit (Rompun, Bayer) ve 15mg/kg im.
ketamin hidroklorit (Ketanes, Alke) ile anesteziye
alindi. Operasyon masasima lateral pozisyonda
yatirilan hayvanlarin goz kapaklarinin gevresi tirag ve
dezenfekte edildi. Daha sonra goz kapaklarina
blefarost yerlestirilerek gdzlerin tam olarak agilmasi
saglandi. Korneaya daha iyi bir yaklagim saglanmasi
amaciyla bulbusa aski dikisleri uyguland: ve bir g6z
pensi ventral rektus kasma yerlestirildi. Onceden
derinligi ayarlanmis 7.5 mm c¢apindaki bir trepan
korneanin tam merkezine gelecek sekilde yerlestirildi
(Sekil 1). Trepan ile korneada dairesel bir kesi
olusturulduktan sonra bir kornea pensi ve makasi
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kullanilarak korneanin stroma katina kadar ulasan bir
defekt (lamellar keratektomi) olusturuldu (Sekil 2).
Bu islem aynm hayvanin her iki go6ziinde de
uygulandi. Daha sonra sol gozlere iki ay siireyle,
giinde ii¢c kez % 3’lik asetilsisteinden (N-Acetyl-L-
cysteine, Grade minimum 99 % TLC, Sigma,
Steinheim, Germany) 3-4 damla uygulandi. Sag
gozlere ise serum fizyolojikten yine 3-4 damla
damlatildi  ve sag gozler kontrol olarak
degerlendirildi. Tedavi siiresince  hayvanlarin
boyunlarina yakalik takilarak gozlerin korunmasina
calisildi. Gozlerin klinik muayeneleri giinasiri olarak
yapildi. Goze direkt 151k kaynagi tutularak ve
floresein boyast damlatilarak yapilan muayenelerde;
korneal bulaniklik, damarlasma, konjunktivit, g6z
yas1 akintisi, fotofobi olup olmadigi arastirildi. Tkinci
aym sonunda rastgele 3 hayvan segilerek Otenazi
edildi. Go6z total olarak eniikle edilerek
biyomikroskopta (TOPCON, Tokyo, Japan) defekt
boyutlart ve damarlasma muayenesi yapildi. Daha
sonra kornea, histopatolojik incelemelerin yapilmasi
icin % 10’luk formol soliisyonunun igine konuldu.
Kornea bilinen klasik islemlerden gecirildikten sonra
5p kalinliginda kesilerek Hemotoksilen Eosin boyasi
ile boyanarak korneadaki yara iyilesmesi 11k
mikroskobunda degerlendirildi (23).

Sekil 1. Korneann merkezine trepann (7.5 mm)
yerlestirilmesi

Sekil 2. Korneal defektin olusturulmasi



BULGULAR

Keratektomi sirasinda 1 kopegin sag goziinde
korneal perforasyon olustu, olusan korneal
perforasyon 8/0 naylon ip ile dikilerek kapatildi. Bir
olgunun ise her iki goziinde de trepanasyondan
sonraki 2. giinde desemetosel ve korneal bulaniklik
sekillendi. Diger olgularda ise operasyondan sonraki
giin her iki goziinde de korneal bulaniklik, gézyasi
akmtisi, agri ve konjunktivit olustu. Korneal
bulanikligin, asetilsistein uygulanan sol gozlerde
altinc1 glinde azalma gostererek 20. giinde tamamen
ortadan kalktig1 (Sekil 3), kontrol olan sag gozlerde
ise calismanin sonuna kadar (2 ay) tam bir
iyilesmenin olugsmadig1 gorildii (Sekil 4).
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Sekil 3. 2 nolu olgunun postoperatif 20. giindeki goriiniimii

NS

Sekil 4. 6 nolu olgunun postoperatif 60. giindeki goriiniimii

Gozyas1 akintisi, deneme grubu olan sol gdzlerde
ticiincli glinden itibaren bir azalma gosterirken, sag
gozlerde azalmakla birlikte ¢ok hafif bir gozyasi
akintist 3. haftaya kadar devam etti.

Konjunktivitis, asetilsistein ~ uygulanan  sol
gozlerde korneadaki iyilesmeye bagli olarak azalma
gosterirken, sag gozlerde ise uzun siire devam etti.
Konjunktivitisin korneal defekt olusturuldugu sirada
olusan tahris ve agriya bagli olarak hayvanin
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pengeleri ile gozlerini zaman zaman kasimasiyla
ortaya ¢iktig1 kanisindayiz.

Olgularin hepsinde her iki gozde de 1513a karst
hassasiyet gelistiginden, 6zellikle fotograf gekimle-
rinde siirekli bir zorlukla karsilagildi.

Desemetosel ve korneal bulaniklik olusan
olgunun sol gozinde bu durumun 25. giinde
tamamen diizeldigi  goriilirken, sag gozdeki
desemetosel ve korneal bulanikliligin ¢alismanin
sonuna kadar (2 ay) devam ettigi gézlendi.

Biyomikroskopik incelemelerde, sag gozlerde
korneal defektin sinirlart belirgin bir sekilde tespit
edilirken (Sekil 5), asetilsistein uygulanan sol
gozlerde korneal defektin sinirlari belli belirsiz bir
durumdaydi (Sekil 6).

Sekil 5. Kontrollerden (sag gbz) birinde postoperatif 60.
giinde defektin biyomikroskopik goriiniimii (oklar)

4
*

Sekil 6. Asectilsistein uygulanan sol goézlerden birinde

postoperatif  60. giinde defektin

goriinimil (oklar)

biyomikroskopik

Yapilan histopatolojik muayenelerde kontrol ve
uygulama gruplart arasinda belirgin farkliliklar tespit
edildi. Kontrol gozlerde (sag goz) kornea epitelinde
iyilesme olayr tam olarak gozlenmedi. Defektli
bolgede epitelyumun yeniden olustugu ancak bazi
bolgelerde tam olarak gelismedigi ve bu alanlarin
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kollajen ipliklerle dolmus oldugu goézlendi. Yine bu
alanlara  komsu  epitellerin  stoplazmalarinda
siskinlikler oldugu ve oldukc¢a yuvarlaklastigi dikkati
cekti (Sekil 7). Asetilsistein uygulanan sol gozlerde
ise, kornea epitelinde tam bir rejenerasyon ve
altindaki stromada biitiinliik s6z konusuydu (Sekil 8).

Sekil 8. Asetilsistein uygulanan sol gozlerden birinin

postoperatif  60.
(HEx100)

giindeki  histopatolojik  goriiniimii

TARTISMA

Yara iyilesmesinde 6nemli bir yere sahip olan
kollajen, korneada biiyiik bir konsantrasyona sahiptir
ve korneal yaralanmalarda ¢okerek daha derin
katlarin yikimlanmasini onler. Korneal
yaralanmalarda lokal kollajenazlarda bir artis
goriiliir. Bu artis genelde yaralanmis epitelyumdan,
keratositlerden, makrofaj ve polimorfniiklear
lokositlerden kaynaklanir. Bu durum korneal yapinin
oldugu kadar kollajenin de yikimlanmasinda etkili
olur. Oysa yara iyilesmesi ve korneal dokunun tekrar
eski halini almasi i¢in kollajenolitik aktivite esastir.
Antikollajenazik  etkili  asetilsisteinin ~ korneal
defektlerin ve derin ulkus kornealarin sagaltiminda
kollajen fibrillerin olusumunu aktive ederek tedavi
ettigi sanilmaktadir (1-2, 4, 7). Yapilan iki ¢aligmada
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(15, 16) tavsanlarda deneysel olarak olusturduklar
korneadaki alkali yaniklarin sagaltiminda
asetilsisteinin basarili sonuglar verdigini
vurgulamislardir. Asetilsisiteinin etki mekanizmasini
ise Zn®" atomlarma baglanmasiyla olustugunu
belirtmislerdir. Bruns ve ark. (17), asetilsisteinin
korneadaki alkali yamiklarmm kiiltiir  ortamim
temizleyerek kollajenazlarin % 50’sini inhibe ettigini
aciklamiglardir. Kanao ve ark. (18), 71 kopekte
goriilen degisik karekterdeki korneal hastaliklarin
sagaltimi i¢in kullandiklari % 3’likk asetilsisteinin
herhangi bir ek tedaviye gerek kalmadan korneal
lezyonlar1 diizelttigini ve asetilsisteinin goz iizerinde
hicbir yan etkisinin de bulunmadigini agiklamiglardir.
Bu calismada kullanilan % 3°liik asetilsisteinin
deneysel olarak olusturulan korneal defektlerin klinik
belirtilerini (korneal opasite) 20 giin icerisinde
ortadan kaldirdig1 goriildii.

Absolon ve Brown (13), % 20’lik asetilsisteinin
lokal uygulamalariin korneal ilserlerin tedavisinde
olduk¢a  basarili  oldugunu  vurgulamuglardir.
Fraunfelder ve ark. (19) ise % 10’luk asetilsisteinin
korneal mukus plak olusumu iizerine iyi bir etki
yaptigint belirtmiglerdir. Aldavood ve ark. (14),
deneysel olarak olusturduklar1 korneal defektler
iizerinde % 3, 10 ve 20’lik asetilsistein
uygulamalarindan sadece % 3’lik konsantrasyonun
etkili oldugunu ve bu uygulama sonunda saglam
korneal membran ile defektli bdlgedeki korneal
membran  arasinda  bir farkin  olmadigim
aciklamiglardir. Sugar ve Waltman (20), tavsanlarda
% 20’lik asetilsisteinin intrastromal olarak 0,1 ml’lik
uygulamalarindan 1 hafta sonra korneada hidrops ile
lokalize bir keratokonusu andiran korneal 6dem
tespit etmislerdir. Fakat 10. giinden sonra
keratokonusta bir azalma ile birlikte korneanin
tamamen bulutumsu opak bir goriintii ile kapandigini
vurgulamislardir. Bazi aragtirmalarda (5, 12, 21, 22),
asetilsisteinin korneal yara iyilesmesi {izerine dnemli
bir etkisinin olmadigini ayrica hiicresel toksisite,
hiicresel lizis, nekroz ve epitel hiicrelerde dokiintiiye
neden olarak korneal yangiya yol acacagim
bildirmistir. Calismamizda, % 3’lik asetilsistein
uygulanan sol gozler ile serum fizyolojik uygulanan
sag gozler karsilastirildiginda korneal iyilesme
zamaninin ~ (korneal  bulanikligin  kaybolmasi,
histopatolojik incelemelerde uygulama grubundaki
gozlerde epitelyumun yenilenmesi) kisaldigi, klinik
ve histopatolojik olarak tespit edildi. Ayrica
asetilsisteinin toksik etkisinin olmadigi, yapilan
histopatolojik incelemelerle ortaya konulmustur. Bu
bulgular, arastirmacilarin (13, 14, 19) yapmis
olduklari  ¢aligmalarin  sonuglarmna  paralellik
gostermektedir. Ancak, Sugar ve Waltman (20)’1n
belirttigi ve bir komplikasyon olarak ifade ettikleri



keratokonus, bu c¢alismada da bir olguda
goriilmiistir. Bu durum muhtemelen operasyon
esnasinda stromal katin kesilmesine bagli olarak
humor akusun desement membranini disari dogru
itmesine baglanmistir. Fakat sol gbzde epitelizasyona
bagl olarak desemetoselin 25. giinde diizeldigi
goriilmistiir.

Campos ve ark. (5), deneysel olarak
olusturduklart  alkali  yaniklarda  asetilsistein
uygulanmasina ragmen neovaskiilarizasyonun 10.
giinde ortaya c¢iktigini, 60. giinde de  mevcut
oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar (5), bu
durumu agiklarken fibroplasti ve polimorfniiklear
hiicreler arasinda bir iliskiden s6z ederek limbik stem
hiicrelerinin eksikligine bagli olarak damarlasmanin
baslayabilecegini ve bdylece iyilesmenin de
gecikebilecegini bildirmislerdir. Bazi arastirmacilar
(14, 18, 19), ulkus kornealarin bir komplikasyonu
olarak gelisen korneal bulaniklik ile damarlagmanin
asetilsistein uygulamalarindan sonra 10-30 giin
icinde tamamen iyilesebilecegini bildirmislerdir. Bu
calismada, gerek korneaya direkt 151k kaynag:
tutularak ve gerekse floresein boyast damlatilarak
yapilan muayenelerde korneadaki bulanikligin ve
damarlagmanin asetilsistein uygulanan sol goézlerde
yaklagik olarak 20. giinde ortadan kalktigi,
desemetosel olusan bir olguda ise korneal bulaniklik
ve damarlagsmanin 25. giinde tamamen kayboldugu
goriildi. Bu durum asetilsisteinin kan damarlarini
inhibe ederek damarlasmay1 engelledigi seklinde
yorumlanmustir.

Yapilan calismalarda (1-4, 8, 9) cesitli ilaglarla
sagaltim yontemleri korneal iilserlerin ve korneal
defektlerin sagalttminda basariyla kullanilmustir.
Gokege (4) antienflamatorik ve proteolitik bir enzim
olan alfakimotripsinin tek basina nekrotik dokulari ve
fibrini eriterek, ayn1 zamanda plazminojeni de aktive
ederek kollajenaz sekresyonunu uyardigimmi ve
korneadaki nekrotik dokulart da bu sekilde
uzaklastirdigini  belirtmistir. Alfakimotripsinin 3-4
giin arayla subkonjunktival olarak uygulanmasiyla
korneal ilserlerin 1-4 hafta arasinda degisen bir
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sirede tedavi edilebilecegini bildirmistir. Tedavi
stiresince gozlerin korunmasi i¢in hayvanlarin
boyunlarina bir yakalik takilmasmnin da zorunlu
oldugunu vurgulamigtir. Bu ¢aligmada derin korneal
defektlerin tedavisinde % 3’liik asetilsisteinin giinde
3 kez 3-4 damla damlatilmasiyla klinik belirtilerin 20
giin igerisinde ortadan kalktigi goriildii. Altmisinci
ginde yapilan klinik ve  biyomikroskopik
incelemelerde korneal defekt sinirlarinin kaybolmaya
basladig1 saptandi. Histopatolojik muayenelerde ise
korneal defekt alaninda tam olarak bir epitel
yenilenmesinin olustugu tespit edildi

Ulkus kornealarn  ve korneal defektlerin
sagaltiminda basarili bir ¢ok cerrahi teknikten de s6z
edilmektedir. Bunlar arasinda siiperfisyal keratotomi,
lamellar veya penetran keratoplasti ve konjunktival
flaplar sayilabilir (1-3, 6, 8-10). Bu yodntemler
olduk¢a  basarili  olmalarina  ragmen, bazi
uygulamalarin (keratoplasti gibi) olduk¢a pahali
olmasi, bir takim alet ve ekipman gerektirmesi ve
postoperatif bakimlarmin da mutlaka ¢ok iyi bir
sekilde takip edilmesi gerektigi arastirmacilar
tarafindan ifade edilmistir. Giil ve ark (11) total
lamellar keratektomiden sonra iyilesme siirecini
hizlandirmak ve postoperatif komplikasyonlara engel
olmak i¢in mutlaka etkili bir lokal medikal tedavi ile
de desteklenmesi ve goziin tedavi siiresince
korunmasi  gerektigini  bildirilmiglerdir.  Bu
calismada, deneysel olarak olusturulan derin korneal
defektlerin yalnizca asetilsisteinle medikal sagaltima
tabi tutulmasinin tedavi icin yeterli oldugu, cerrahi
tekniklere gore ucuz oldugu, ayrica herhangi bir
komplikasyona sebep olmadig1 da yapilan klinik ve
histopatolojik ¢aligmalarla ortaya konulmustur.

Sonug olarak; % 3’lik asetilsisteinin lokal
uygulamalarinin korneal defektlerin sagaltiminda
etkili oldugu ve diizenli olarak giinde 3 kez 3-4
damla damlatildiginda basarili sonuglar alinacag:
kanisina varilmistir.
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