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ARASTIRMA

Farelerde Modifiye Evaporatif Kuru G6z (KG) Modelinin Bazi
Klinik Parametreler Yoniinden Degerlendirilmesi

Kuru géz sendromu (KGS); okiiler yiizeye hasar verme potansiyeline sahip olan yangi, gozyasi film
osmolaritesinin artigi, instabilitesi ve gérme bozuklugu ile karakterize multifaktoriyel bir hastaliktir.
KGS'li olgularin yaklasik %40"1 evaporatif stres faktorleri tarafindan olusmaktadir. Bundan dolayi
son dénemlerde bircok ¢alisma, evaporatif kuru géz modeli lizerine yogunlagmaktadir.

Mevcut galismada, bir kuru g6z kabini (KGK) (relatif nemi (RN) %30’dan dustk, sicakhgi 21-25°C)
tasarlanmistir. 14 adet 8 haftalik BALB-C irki disi fare; deney grubu 3 bdlmeli KGK'ya, kontrol
grubu ise oda sartlarindaki (RN %50-80, sicakligi 21-23°C) normal kafeslere yerlestiriimek lizere 2
esit gruba ayrilmistir. G6z kirpma sayisi, fenol kirmizisi pamuk ipligi (FKPT) ve gézyasi kirlma
zamani (GKZ) testi gibi parametreler 2 hafta araliklarla (0, 2, 4, 6) degerlendirilmistir.

Deney grubu verilerinin 6lgim zamanlarina goére degerlendiriimesinde; 0. haftaya gére g6z kirpma
sayl ortalamalarinin 4 ve 6. haftalarda arttiyi, FKPT ve GKZ ortalamalarinin ise 2, 4 ve 6.
haftalarda sirekli olarak azaldigi kaydedilmistir. Kontrol ve deney gruplari arasinda ¢alismanin 0.
haftasinda tim parametreler yoniinden istatistiksel agidan 6nemsiz olan fark (P>0.05); 2, 4 ve 6.
haftalarda g6z kirpma sayisi ile GKZ, 4 ve 6. haftalarda ise FKPT yoninden dnemli bulunmustur
(P<0.05).

Sonug olarak, bu modelin kiigik laboratuar hayvanlarinda deneysel KG olusturmak igin giivenle
kullanilabilecegi kanisina variimisgtir.

Anahtar Kelimeler: Fare, model, evaporatif, kuru goz, kabin.

Evaluation of Modified Dry Eye (DE) Model in Mice With Different Clinical
Parameters

Dry eye syndrome (DES) is a multifactorial disorder characterized with inflammation, tear film
hyperosmolarity and instability and visual impairment, with a potential to induce ocular surface
damage. About 40 % of DES cases are induced by evaporative stres factors. Thus, many studies
recently concentrated on evaporative dry eye models.

In the present study, a dry eye cabinet (DEC) (relative humidity (RH) <30%, temperature 21-25 °C)
was designed. Fourteen of 8 weeks old BALB-C breed female mice were allocated equally to 2
groups, where experimental group was placed in a DEC with three compartments while control
group was placed in the cages under room conditions (RH 50-80%, temperature 21-23°C). The
parameters including blink rate, phenol red cotton thread (PRCT) and tear break-up time (BUT)
were evaluated at 2 week intervals on the weeks 0 (baseline), 2, 4 and 6.

In evaluation of the experimental group parameters to measuring times, blink rate means increased
on weeks 4 and 6. However PRCT and BUT means constantly decreased on weeks 2, 4 and 6
compared with baseline values. The difference which was statistically insignificant (P>0.05) in
terms of all parameters on week 0 between control and experimental groups, was found significant
(P<0.05) on weeks 2, 4 and 6 regarding of blink rate and BUT and on weeks 4 and 6 in terms tear
production rate.

It was concluded that the present model could be utilized with confidence to induce experimental
DE in small laboratory animals.

Key Words: Mice, model, evaporative, dry eye, cabinet.
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Girig

Kuru g6z sendromu (KGS); okuler ylzeye hasar verme potansiyeline sahip olan
yangli, gdzyasi film osmolaritesinin artisi, instabilitesi ve gérme bozuklugu ile karakterize
multifaktoriyel bir hastaliktir (1). Hastaligin, insanlarda kadin (2, 3) ve yasllarda (3),
hayvanlarda ise kopeklerde (4, 5) daha fazla goriildigu rapor edilmistir. Gelisiminde yas
(6), cinsiyet (2), cevre (7), meslek (1), beslenme (8), hormon (2), sistemik ve lokal etkili
ilaglar (9), kontakt lens kullanimi (10), refraktif cerrahi (11) ve diabetes mellitus (12) gibi
risk faktorlerinin etkili oldugu belirtilmistir. KGS’nin teghisinde, klinik belirtilere ilaveten,

“Bu galisma doktora tezinin bir bolimiinden 6zetlenmistir.
3rd East Mediterranean ICLAS Symposium, Istanbul, Turkey.

21



KILIC S. ve KULUALP K.

gbzyas! Uretim miktari, prekorneal gozyas! fiim (PGF)
stabilitesi, okuler ylzey hasari ve bu ylizeyde meydana
gelen baz sitolojik ve morfolojik degisiklikler gibi
kriterlerden yararlaniimaktadir (1, 6, 9).

Hastaligin patogenezisinde inflamasyon dnemli bir rol
oynar (13-15). Gozyasi bezlerinin disfonksiyonu ve
gOzyasi yetersizligi gibi durumlarin; okiler yiizeyde
irritasyona neden olup inflamasyonu tetikleyerek gdzyasi
Uretimini inhibe ettigi bildirilmigtir (14, 15). Okller yizey
yangisinin olusumunda; evaporatif stres,
hiperosmolarite, lakrimal bez tarafindan salgilanan yangi
oncesi sitokinlerin konsantrasyonlarindaki artis ve g6z
kirpoma anormallikleri  gibi  faktorler  6nemli rol
oynamaktadir (14). Bu faktorlerin arastiriimasinda
KGS’nin hayvan modelleri yaygin olarak kullaniimaktadir
(16-21). Lakrimal sekrasyonun mekaniksel (20),
hormonal (22) ve sinirsel (17) olarak inhibe edildigi
modeller ile botulinum toksini (19, 21) ve evaporatif stres
faktorleri (16, 18) kullanilarak gelistirilmis birgcok model
¢alismasi mevcuttur. Chen ve ark (23), KGS belirtileri
gOsteren  olgularin  %35-48’inin  evaporatif  stres
faktorlerinin  etkisiyle olustugunu rapor etmislerdir.
Barabino ve ark. (24); model galismalarda digslk relatif
nem (RN), sicaklik ve ylksek hava akimi gibi evaporatif
stres faktorlerinin kullaniimasinin sonuca daha kolay ve
noninvaziv  sekilde ulagilabilmesi ve hastaligin
patogenezisinin ortaya konulabilmesi agisindan 6nemli
oldugunu belirtmiglerdir. Son yillarda gelistirilen hayvan
modellerinde (23, 24) bu gibi evaporatif stres faktdrlerinin
On plana ¢iktigi goriimektedir.

KGS’nin teshisinde gz kirpma sayisi, gozyas! Uretim
miktari ve gozyasi kirllma zamani (GKZ) gibi testler klinik
ve deneysel KG c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (16, 18, 19, 21, 23). Hastalikla birlikte
g6z kirpma sayisinin arttigi (6), gbzyasi uretim miktarinin
azaldigi (16, 18), gbzyas! kirillma zamaninin ise kisaldigi
(9) kaydedilmistir.

Mevcut galismada sicaklik, RN ve hava akimi gibi
evaporatif stres faktorleri kullanilarak olusturulan KG
modelinin géz kirpma sayisi, fenol kirmizisi pamuk ipligi
(FKPT) ve GKZ testleri yoninden degerlendiriimesi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Materyal olarak, Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezi’'nden temin edilen 14 adet 8 haftalik
BALB-C 1irki disi fare kullaniimistir. Calisma, Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri ve Etik Kurulunun resmi
onayi (Protokol no: 2011/09-119) alinarak yapilmigtir.

Bu olgular deney ve kontrol olmak lizere 2 esit gruba
ayrilmistir. Deney grubundaki olgular, 6 haftalik calisma
stresince, sicakliginin  21-25°C, RN’sinin  %30’dan
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dislik, hava debisinin 15 L/dak, hava akim hizinin 2.3 +
0.5 m/s oldudu ve kabinlerdeki her bir fanin dakikadaki
dénme hizinin 1200250 RPM (round per minute), hava
akiminin ise 50 CFM (cubic feet per minute) olarak
olelldigu, Sekil 1°de gosterilen kuru géz kabinine (KGK)
yerlestirilmigtir.  Kontrol grubu olgular ise c¢alisma
boyunca RN'’si %50-80, sicakhigi 21-23 °C olan bir odada
hava akimi veriimeyen normal kafeslere konulmustur.
Kontrol ve deney gruplari; ¢alismanin 0, 2, 4 ve 6.
haftalarinda g6z kirpma sayisi, FKPT ve GKZ gibi
parametreler yoéninden birer defa ve ayni zaman
diliminde degerlendirilmistir.

GOz kirpma sayisinin  6lgimd, iki arastirmaci
tarafindan es zamanli olarak deneklerin sag gozundeki
kiroma sayilarinin 1 dakika sireyle not edilmesi ve
belirlenen sayilarin ortalamalarinin  kaydedilmesi ile
yapilmistir (Sekil 2).

Gozyas! Uretim miktarinin élgiminde fenol kirmizisi
pamuk iplidi (Zone Quick; Menicon, Nagoya, Japonya)
kullaniimigtir. Bu teste baslamadan énce deneklerin sag
g6zinin konjunktival fornikslerinin lateral kantuslarindaki
g6zyasi fazlasi, absorbent paper point (Absorbent Paper
Points, Sure Dent Corporation, Kore) kullanilarak
alinmistir. Daha sonra test iplikleri, bir pens yardimiyla
deneklerin sag go6zinin konjunktival forniksinin lateral
kantusuna yerlestiriimis ve 1 dakika boyunca burada
bekletilmistir (Sekil 3). Bu slre sonunda iplik Gzerindeki
islaklik miktari, iplik paketinin Gzerindeki milimetrik skala
kullanilarak slit-lamp biyomikroskop (XL-1, Shin-Nippon,
Japonya) altinda okunmustur.

GKZ'de deneklerin sag gozlerine %71lik sodyum
fluorescein’den 1yl damlatildiktan hemen sonra,
arastirmaci yardimiyla deneklerin tam bir g6z kirpmasi
gerceklestiriimistir. Daha sonra slit-lamp biyomikroskop
altinda kobalt mavisi filtresi kullanilarak deneklerin alt ve
Ust g6z kapaklari bas ve isaret parmaklariyla acgik
kalacak sekilde tespit edilerek korneadaki noktasal
kiriimalarin ilk bagladigi zaman kaydedilmistir. Bu kirilma
zamanlari, operasyon  mikroskobu altinda da
goruntilenmigtir (Sekil 4, 5).

istatistiksel Analiz: Istatistiksel analizlerde SPSS
13.0 (Statistical Package for the Social Sciences for
Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi
kullanilmistir. Olgiim zamanlarina gére her alt gruptaki
farkhlik non-parametrik ve tekrarlanan 6lgiimlerde
kullanilan Friedman testi ile yapilmistir. Onemli fark
bulunan alt gruplarda farkin hangi 6l¢im zamanlarinda
oldugunu  belirlemek amaciyla  Wilcoxon  testi
kullaniimigtir. Her bir parametre igin kontrol ve deney
gruplari arasindaki farkliik Mann whitney U testi ile
belirlenmistir. Farklar, P<0.05de istatistiksel olarak
onemli bulunmustur.
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Sekil 1. KG modelinin gorinimi. 1. KGK (Kuru goz kabini), 2.a.b.c. DHK (Deney hayvan kabinleri), 3. Denekler, 4. HK
(Hava kompresori), 5. HK tlpU, 6.a.b.c. Su separatorleri, 7. Debimetre, 8. Desikatér hazineleri, 9. FHT kontrol paneli,
10. Fan, 11. Nem-Sicaklik élger, 12. Mobil cam plakalar, 13. Suluk, 14. Yemlik, 15. Hava giris delikleri, 16. Pnomatik
hortum, 17. Fleksibl inhalasyon hortumlari, 18. Fan anahtar paneli, 19. HK basin¢ paneli, 20. HK basin¢ gdstergesi.

<l
Sekil 2. Gz kirpma sayisinin dlgima. Sekil 3. FKPT’nin yapilisi.
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Sekil 4. PGF'deki noktasal kinimalarin baslangig Sekil 5. PGF’deki noktasal kirilmalarin operasyon

asamasindaki goriiniimi. (Deney grubu, 2. Hafta). mikroskobu altindaki gériniimu. (Deney grubu, 4. hafta).
Bulgular bulunmustur.  Kontrol  grubu  deneklerin  &lgim
zamanlarina gobre yapilan istatistiksel

Dakikadaki g6z kirpma sayisi kontrol grubunda O.
haftada 1.43+1.90, 2. haftada 8.00+6.88, 4. haftada
3.86+4.10 ve 6. haftada 2.43+1.71; deney grubunda ise
sirasiyla  1.43+2.14, 1.00+1.15, 12.86+£3.57 ve
13.14+£8.45 olarak kaydedilmistir. Kontrol ve deney
gruplar arasindaki fark, 0 ve 2. haftalarda 6nemsiz
(P>0.05), 4 ve 6. haftalarda ise Onemli (P<0.05)

degerlendirmesinde tim zamanlarda elde edilen
ortalamalar arasindaki farkin 6nemsiz (P>0.05) oldugu
bulunmustur (Tablo 1). Belirtilen parametre yoninden
deney grubu olgularin 6lgim zamanlarina gére yapilan
degerlendirmesinde ise farkin 0-4, 0-6, 2-4 ve 2-6.
haftalar arasinda énemli oldugu (P<0.05) belirlenmistir.

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarinin farkli 6lgim zamanlari ve testlere gore istatistiksel olarak degerlendiriimesi.

Olglim zamanlari (Hafta) P
Test Gruplar 0 5 4 6
kGéz Kontrol 1.43+1.90 8.006.88 3.86+4.10 2.43+1.71 >0.05
Irrma

P Deney 1.43+2.14° 1.00+1.15" 12.86+3.57° 13.14+8.45° 0.018

p >0.05 0.016 0.005 0.002
FKPT Kontrol 1.70£0.40 1.82+0.29 2.12+0.31 2.03+0.28 >0.05
Deney 1.96+0.57° 1.56+0.25% 1.44+0.23° 1.32+0.24° 0.045

P >0.05 >0.05 0.003 0.002
GKz Kontrol 24.71+4.07 25.14+2.9 18.00+3.46 21.14+4.30 >0.05
Deney 20.57+2.30° 12.29+2.93" 12.43+3.05° 10.86+2.61° 0.001

P >0.05 0.002 0.008 0.002

a-c: Ayni satirda farkh harfleri tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (P<0.05).

FKPT yonunden kontrol ve deney gruplarinin élgim parametre yoninden o6lgim zamanlarina goére yapilan
zamanlarina go6re ortalamalari sirasiyla 0. haftada istatistiksel degerlendirmesinde ise, farkin 0-4 ile 0-6.
1.70+0.40, 1.96+0.57 mm; 2. haftada 1.82+0.29, haftalar arasinda 6énemli (P<0.05) oldugu tespit edilmistir.
1.56+0.25 mm; 4.haftada 2.12+0.31, 1.44+0.23 mm; 6. .
haftada ise 2.03+0.28, 1.32+0.24 mm olarak 8lgiilmiistilr. GKZ test sonucunun 0, 2, 4 ve 6. haftalardaki

ortalama  degerleri  sirasiyla  kontrol  grubunda
24.71+4.07, 25.1442.9 sn, 18.00+3.46 ve 21.1444.30 sn;
deney grubunda ise 20.57+2.30 sn, 12.29+2.93 sn,
12.43+£3.05 sn ve 10.86+2.61 sn olarak belirlenmistir.
Kontrol ve deney  gruplari, GKZ'ye gore
degerlendirildiginde; gruplar arasindaki farkin istatistiki
olarak 0. haftada énemsiz (P>0.05); 2, 4 ve 6. haftalarda
ise o6nemli oldugu (P<0.05) kaydedilmistir (Tablo).
Kontrol ~ grubunun  GKZ  ortalamalarinin  dlgim

Belirtilen parametreye goére kontrol ve deney grubu
arasindaki farklhiliklar 0 ve 2. haftalarda istatistiksel
acgidan onemsiz (P>0.05); 4 ve 6. haftalarda ise 6nemli
(P<0.05) bulunmustur. Kontrol grubu deneklerde gézyasi
Uretim miktarlari  kimdlatif ortalamalarinin ~ élgim
zamanlarina gbre yaplilan istatistiksel
degerlendirmesinde, tim zamanlarda elde edilen
ortalamalar arasindaki farkin énemsiz (P>0.05) oldugu
belirlenmistir. (Tablo 1). Deney grubu olgularin belirtilen
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zamanlarina goére degisimleri degerlendirildiginde, tim
zamanlarda elde edilen ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel agidan 6nemsiz (P>0.05); deney grubunda
ise 0-2, 0-4, 0-6 ve 4-6. haftalar arasinda Onemli
(P<0.05) oldugu saptanmistir.

Tartisma

PGF devamli olarak RN, sicaklik ve hava akimi gibi
okiler ylizeyde kurumaya neden olan stres faktorlerine
maruz kalmaktadir. Son yillarda yapilan KG modellerinde
bu faktorlerin yalniz baslarina (18) veya kombine olarak
kullanildigr gérilmektedir (16, 23). Barabino ve ark. (16),
yapmis olduklart KG modelinde, evaporatif stres
olusturmak amaciyla disik RN (%18,5+5,1), yuksek
hava akimi (15L/dak) ve sicaklik (21-23°C) gibi
faktorlerin  kombine etkisinden faydalanmiglardir. Bu
arastiricilar, Dursun ve ark. (18)nin KG modellerinde
kullandiklari sadece hava akimi faktorinin hastalik
modeli icin yeterli olmadidini ve surecin skopolamin
hidrobromr gibi antikolinerjik ajanlarla desteklenmesinin
zorunlu oldugunu 6ne surmuslerdir. Barabino ve ark.
(16), antikolinerjik bir ajan kullanmaksizin evaporatif
stres faktorleri ile KG modelini olusturduklarini
belirtmislerdir. Calismamizda da Barabino ve ark. (16)'na
benzer bigcimde dusik RN, ylksek hava akimi ve sicaklik
faktorlerinin - kombine evaporatif etkisini belirlemek
amaciyla bir KGK tasarlanmistir.

Bu calismada kullanilan KGK'da RN orani %
25,1+£0,61, sicaklik 22,5+0,4°C, hava debisi 15L/dak,
akim hizi 2,3+0,5 m/s, her bir fanin dénme hizi
1200+250 RPM, hava akimi ise 50 CFM olarak
Olgllmustir. Bu ortalama degerler, son yillarda yapilan
KG modellerinde (16, 18, 23, 25-27) kullanilan RN,
sicaklik ve hava akimi ortalamalariyla
karsilastirildiginda, aradaki en énemli fark, RN oranlari
(%18.5£5.1) arasindadir. Yukaridaki galismalarda kabin
ici RN oraninin distk olmasi, KG olusma slresini
kisaltirken (1-10 giin), ¢galismamizda kullanilan RN orani
KG olugma siresinin uzamasina yol agmistir (14 gin).

KGS'nin  klinik  belirtilerinden  biri gdéz kirpma
sayisindaki artigtir (28). Hastallk slirecinde geligen
batma (29), yanma (30), yabanci cisim hissi (30), agri ve
agriya bagl olarak gelisen blefarospazmin (30, 31)
hastalarda g6z kirpma refleksini  arttirdigi  6ne
surllmektedir. Calismada deney grubunun evaporatif
strese maruz kaldiktan sonra yapilan ikinci 6lgim zamani
olan 4. hafta analizinde, g6z kirpma sayisinin
(12.86+£3.57) kontrol grubuna (3.86+4.10) gobre
istatistiksel olarak da énemli bir artis gostermesi, KGS
surecinde gelisen evaporatif stresin géz kirpma sayisini
arttirdigi  goruslerini (29) desteklemektedir. Deney
grubunun g6z kirpma sayisinin 6. haftada da
(13.14+8.45) artmaya devam ettigi; kontrol grubunun
(2.43+£1.71) ise istatistiksel acidan dénemli bir degisiklik
gOstermedigi tespit edilmistir. Deney grubu olgulardaki
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bu artis devam eden evaporatif stresin etkisine
baglanmistir.

Gozyas! yetersizligi, KGS'nin en o&nemli klinik
belirtilerinden biridir (32). Bu yetersizligin belirlenmesinde
insan ile kedi, kopek, tavsan ve maymun gibi géz kuresi
biyik olanlarda schirmer gézyasi testi (SGT), g6z kuresi
kiigik olan deney hayvanlarinda ise FKPT
kullaniimaktadir (33, 34). Mevcut calismada da FKPT
kullaniimistir.

KG modellerinde evaporatif strese maruz birakilan
deneklerin  gbzyasi Uretim  miktarlarinda  6nemli
azalmalarin oldugu bildirilmigtir (16, 18, 23). Bu
calismada da 2 haftallk ddnemden sonra kontrol
grubuyla (1.82+0.29 mm) Kkarsilastirildiginda deney
grubunun (1.56+0.25 mm) gbézyas! Uretim miktarinda
benzer azalmalarin oldudu tespit edilmistir. Caligmanin
4. haftasinda yapilan analizlerde deney grubundaki
azalmanin devam ettigi (1.44+0.23 mm), kontrol
grubunda ise Olgim zamanlarina gére gozyas! Uretim
miktarlarinda énemli bir degisikligin olmadigi (2.12+0.31
mm) goézlenmistir. Deney grubunda gdzyasi Uretim
miktarlarinda surekli olan bu azalma, stres faktorlerinin
etkisinin devam ettigini gdstermektedir. Calismanin 6.
haftasinda deney grubu olgularin gézyasi Uretim miktari
ortalamasinin (1.32+0.24 mm), tim o6lgiim zamanlari ile
kiyaslandiginda en az olmasi, evaporatif stresin zaman
gectikce daha da etkili hale geldigini gostermektedir.
Nitekim Chen ve ark (23) da, evaporatif faktorlere maruz
birakilan deneklerin gézyas! uretim miktarlarinin haftalar
ilerledikge daha da azaldigini rapor etmislerdir.

GKZ, KGS’li olgularda PGF stabilitesinin
belirlenmesinde rutin olarak kullanilan, diagnostik 6neme
sahip bir testtir (32-35). PGF instabilitesi bulunan
olgularda GKZ'nin saglikli olanlara gore kisa oldugu (35),
evaporatif stresin ise bu parametre Uzerine negatif
etkisinin bulundugu rapor edilmistir (7). Calismanin 0O ile
2. haftalari arasinda deney grubunun, 2. haftada ise
kontrol ve deney gruplarinin kimulatif ortalamalar
karsilastirildiginda GKZ'nin deney grubunda 2. haftada
belirgin bir sekilde kisaldigi (12.29+2.93 sn) tespit
edilmistir. Bu sonuglar, yukaridaki arastiricilarin
gorislerini desteklemektedir. Calismanin 6. haftasinda
deney grubu olgularda GKZ'nin diger 6lgim zamanlarina
gére en kisa olmasi (10.86+2.61 sn) evaporatif stres
faktorlerinin  devamli etkisinin gdzyasi film stabilitesi
Uzerine negatif etkiye sahip oldugu goérisinid (7)
destekler niteliktedir.

Go6z kirpma sayisi, FKPT ve GKZ test sonuglari,
galismamizda kullanilan KG modelinin  amacina
ulastigini  gostermektedir. Mevcut bulgular, benzer
amagla gelistirilmis diger KG modellerinin sonuglarini
destekler niteliktedir. Buradan bu modelin KG olusturmak
icin geligtiriimis  diger modellere alternatif olarak
kullanilabilecegdi kanisina variimigtir.
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