Vitrektomize Tavsan Gozlerinde indosiyanin Yesilinin
Toksisitesinin Aragtirilmasi

Evaluation of Toxicity of Indocynine Green Dye in Vitrectomized Rabbit Eyes
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SUMMARY

Amag: Calismamizda, vitreoretinal cerrahi girigimlerde hizla
artan internal limitan membran (ILM) soyulmasinda
kullanilan indosiyanin yesilinin (ISY) boyasinin, vitrektomize
tavsan gozlerine toksik etkilerini arastirdik.

Gereg ve Yéntem: On sekiz adet albino tavsan, biri kontrol
olmak Gzere ¢ gruba ayrildi. Pars plana vitrektomi (PPV) ve
arka hiyaloidin soyulmasindan sonra, 1. gruba % 0.1'ik
ISY, 2. gruba % 0.5'lik ISY, 3. gruba da (kontrol) dengeli tuz
solisyonu 0.1 ml miktarda verildikten sonra 3 dakika
beklendi ve aspirasyonla verilen solisyonlar tamamen geri
alindi. Retinal toksisite; klinik muayene, histopatololojik
inceleme ve elektroretinografik degerlendirme ile
arashrild.

Bulgular: Altinci hafta sonunda yapilan degerlendirmede, klinik
ve histopatolojik incelemede bir patolojiye rastlanmadi.
Elektroretinografik degerlendirmede, cerrahi éncesi ve
cerrahi sonrasi altinci haftada istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik izlenmedi.

Sonug: Bu bulgular vitrektomize tavsan gézlerine 0.1 ml % 0.5
veya % 0.1 ISY soliisyonunun kisa sireli uygulamasinin
retinaya toksik etkisinin olmadigini disindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: indosiyanin Yesili, Retinal Toksisite.

Purpose: This study was designed to investigate toxicity of
indocyanine green in vitrectomized rabbit eyes.

Materials and Methods: Eighteen New Zealand white rabbits
were divided in to three groups (six in each). All rabbits
were vitrectomized. After vitrectomy and posterior hyaloid
peeling, 0.1 mlof 0.1 % or 0.5 % ICG or 0.1 ml balanced
salt solution was injected slowly just over the optic disc. The
dye was then aspirated actively three minutes later.

Clinical, light microscopic and electroretinographic
evaluations were performed before and sixth week after
the surgery.

Results: No clinical and light microscopic abnormalities were
found in any group. Electroretinographic evaluations were
also normal in all groups end of the sixth week.

Conclusion: No sign of toxicity was found short term presence
of 0.1 ml 0.5% or 0.1% ICG in vitrectomized rabbit eyes.
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GiRiS

internal  limitan ~ membran ve  epiretinal
membranlarin soyulmasi, makiler hol, makdler kingiklik
ve proliferatif vitreoretinopati gibi vitreoretinal
hastaliklarda esastir. Bu membranlarin kismen veya
tamamen seffaf olmalarindan dolay, cerrahi teknik
olarak soyulmalari gugtir. Son yillarda bu membranlar
gérinir hale getirmek icin indosiyenin Yesili (iSY) ve
tripan mavisi (TM) boyalari vitreoretinal cerrahi sirasinda
kullanilmaktadir.  Bircok  klinik  calismada  da
gosterilmistir ki bu membranlarin soyulmasi klinik
sonuglari olumlu etkiledigi gibi nUks oranini da
azaltarak cerrahi basariyr artirmaktadir’4.

iSY, bir trikarbosiyanin boyasi olup, tipta uzun
yillardir karaciger fonksiyonlarini degerlendirmede,
oftalmolojide ise koroidal dolagimin gérintilenmesinde
otuz yili askin bir siredir intravenéz olarak
kullanilmaktadir. intravenédz kullanimina ait toksik etki
cok nadir olup, toksik etkiden ziyade idiyosinkrazik
etkilerdir. ISY, ayni zamanda beyaz kataraktlarda, TM
gibi 6n kapsili boyamak icin de kullanilmaktadir®.

intravitreal  kullaniminin  tartismali  olmasina
ragmen, gincel vitroretinal cerrahide ISY halen degisik
konsantrasyon, miktar ve sirelerde uygulanmaya
devam edilmektedir. Holey ve ark.” 3 dakika sure ile
temasta biraktiklar insan ve tavsan kornea endotel
hicrelerinde herhangi bir toksik etki tespit etmediklerini
bildirmiglerdir. Fakat néroretinal yapilarin ve retina
pigment epiteli kompleksinin endotel hicrelerinden ¢ok
daha hassas ve sofistike bir yapi ve fonksiyonu oldugu
ve de bir o kadar da hasarlanabilir oldugu agikardir.

Biz bu calismada vitreoretinal cerrahideki I1SY'nin
intravitreal kullaniminin benzegtirerek olusturdugumuz
hayvan ¢alismasi ile ISY'nin toksik etkilerini araghirdik .

GEREC VE YONTEM
Deneklerin Hazilanmasi ve Cerrahi Teknik

Agirliklar 2-2.5 kg. olan on sekiz Yeni Zellanda
albino tavsani, biyomikroskopik ve oftalmoskopik
muayeneleri yapilarak rastgele altisarli gruplara ayrildi.
Hayvanlarin bakiminda "ARVO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research" kriterlerine
uyuldu. Anestezi icin ketamine HCl (40 mg/kg) ve
Xylazine HCI (4 mg/kg) karigimi kullanildi. Gerektiginde
ilk dozun yarisi kadar kadar idame uygulandi. Pupil
dilatasyonu icin %2.5 fenilefrin hidroklorid ve %0.5
tropik amid kullanildi.  Topikal anesezi igin ise
proparakain hidroklorid kullanildi. Cerrahi éncesinde
konjunktiva %5 povidone-iodine ile irrige edildikten
sonra dengeli tuz solUsyonu ile yikandi.

Her bir tavsanin sag gézine iki portlu pars plana
vitrektomi uygulandi. Mikroskop 1s1§1, arka segmenti
aydinlatmak icin yeterli oldugundan endo-iliminasyon
probu icin Ug¢lncy portu agmaya ihtiyag duyulmadi.
Vitrektomi uygulandiktan sonra aspirasyon ve kesme hizi
artirlarak arka hyaloid soyuldu. Sivi hava degisimi
yapildiktan sonra, daha énce hazirlanmig olan 0.1 ml %

0.5 iSY solisyonu veya 0.1 ml % 0.1 ISY solusyonu yada
0.1 ml DTS arka kutba enjekte edildi ve 3 dakika
beklenerek boyanin internal limitan membrani
boyamasi saglandi ve verilen solisyonun tamami hava-
sivi degisimi yapilarak aktif aspirasyon ile uzaklaghrildi.
Sklerotomiler 6/0 emilebilen ve konjunktiva 8/0 ipek
sUtur ile kapatildi ve subkonjunktival profilaktik amagli
antibiyotik (gentamisin) ve antienflamatuar
(deksametazon) enjekte edilerek ameliyat sonlandirildi.
Postoperatif dénemde gunde dért kez deksametazon
asetat damla ve tobramisin damla seklinde tedavi
dizenlendi.

ISY Hazirlanigi

25 mg toz halindeki ISY flakonu (ICG-Pulsion,
Pulsion; Stahlgruberring 28 D-81829 Minchen) Uzerine
0.5 ml distile su ilave edilerek homojen bir karigim elde
edilinceye kadar, yaklasik 5 dakika calkalandi. Uzerine
4.5 ml dengeli tuz solUsyonu ilave edilerek 5 mg/ml
konsantrasyonda % 0.5'lik ISY solusyonu elde edildi.
%5'lik ISY solusyonundan 1 ml alinarak, tzerine 4 ml
dengeli tuz solUsyonu ilave edildi ve 1 mg/ml
konsantrasyonda % 0.1'lik ISY solisyonu elde edildi.

Klinik Muayene

Ameliyat sonrasi ilk hafta her gin ve sonrasinda
haftada bir kez olmak Uzere lens, vitre ve retina
biyomikroskopik ve indirekt oftalmoskopik olarak
degerlendirildi. Boya arhgi, vitreal veya arka kapsiler
boyanma not edildi.

Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken,
istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) for Windows 10.0 programi kullanildi.
ERG klinik yorumlandi ve %24'Gn Uzerindeki degisimler
anlamh  olarak degerlendirildi. Calisma verileri
degerlendirimesinde "Wilcoxon eglestirilmis iki &rnek
testi" kullanildi. Sonuglar %95'lik given araliginda,
anloamhlik p<0,05 dizeyinde degerlendirildi.

Histopatolojik inceleme

Tavsanlar, altinc hafta sonunda ERG kayitlan
tekrarlandiktan bir sire sonra anesteziye edildi ve
intrakardiyak 1 ml pentobarbital enjekte edilerek
sakrifiye edildi. Gézlere enikleasyon uygulandiktan
sonra %40' lik formaldehit solisyonuna konarak fikse
edildi. Gozler fikse edildikten sonra hazirlanan parafin
bloklardan, 3u kalinhginda kesitler alindi. Tum kesitler
Hematoksilen-Eozin boyasiyla boyanarak incelendi.

Ayrica her gruptan birer tavsan Uclnct gin feda
edilerek makroskopik olarak ve ve sadece parafin
kesitleri mikroskopik olarak -boyama prosediri
uygulamadan- lens, vitre ve retina incelendi.

Elektroretinografi

Elektrofizyolojik kayitlar icin Nihon Kohden marka
RM-6000 serisinde poligraf ve atin kaplama kontakt
lens kullanilidi.

25 dakika karanlik adaptasyonunu takiben, ERG
kaydi éncesi b0tin tavsanlar énce 1 ml 50 mg/ml
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Grafik 1: Gruplarin preoperatif ve 6. hafta sonunda ERG degerlerinin
cubuk histogram seklinde gdsterimi.

ketalar ve xylazine hidroklorid (4 mg/kg) im.
enjeksiyonu ile anestezi yapildi ve %1'lik tropikamid +
%10'luk fenilefrin hidroklorir ile gézleri dilate edildi.
Ortam aydinlatmasi 15 watthk kirmizi igik kaynagi ile
yapilarak karanlik adaptasyonunun bozulmamasina

dikkat edildi.

Karanlik adaptasyonunda, her hayvan icin bireysel
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Grafik 2: Gruplarin preoperatif ve 6. hafta sonunda ERG traselerinin
Ust Uste bindirilmis géronima.

olarak skotopik cevaplar kaydedildi. Artefaktli dilimler
atildiktan sonra kalan dilimlerin ortalamasi alinarak "a"
ve "b" dalgalarinin genlik ve latanslari bilgisayar
ortaminda 8l¢uldu.

ERG kayitlari calisma baglangicinda (cerrahi éncesi)
ve altincl hafta sonunda olmak Uzere iki kez yapildi.
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Tablo 1: Gruplara gére baglangic ve 6. hafta skotopik ERG degerleri



164 Vitrektomize Tavsan Gozlerinde indosiyanin Yegilinin Toksisitesinin Aragtinimasi

BULGULAR
Klinik Degerlendirme

Biomikroskopik ve indirekt oftalmoskop ile yapilan
fundus muayenelerinde gruplar arasinda farkhlik
izlenmedi. Klinik olarak bitin tavsan gdzlerinin ayni
oldugu gézlendi ve iSY veya DTS verilen gézlerde, klinik
muyane bulgularina gére toksik etki bulgusuna
rastlanmadi.

Elektrofizyolojik Degerlendirme

Cerrahi éncesi ve cerrahi sonrasi 6. haftada
uygulanan skotopik ERG degerleri tablo 1'de verilmistir.
Cerrahi éncesi alinan kayitlarla, cerrahi sonrasi alinan
kayitlar kargilagtirnldiginda, hicbir grupta klinik olarak
anlamli (%24'ten fazla) degisikliklige rastlanmadi.

istatistiksel degerlendirmede; ameliyat &éncesi ve
ameliyat sonrasi biton gruplarda, a ve b dalga
genlikleri acisindan istatistiksel  olarak anlamli
degisiklige rastlanmadi (p=0.5; p=0.225). Ameliyat
sonrasi altinc haftada latans ve cerrahi dncesi latans
arasinda da istatistiksel olarak anlaml degisiklik
izlenmedi(p=0.376).

Baslangic ve 6. hafta sonrasi ERG kayitlarinin cubuk
histogram seklindeki gdésterimi grafik 1'de ERG traseleri
Ust Uste bindirilmis olarak ise Grafik 2'de izlenmektedir.

Histopatolojik Degerlendirme

Uciinct gin sonunda eniklee edilerek sadece
parafin bloklama sonrasi seri kesitleri alinan érneklerin,
itk mikroskobu incelemesinde butin gruplarda retina
katmanlari icerisinde ve vitre boslugunda, ISY'ne ait
boyanmaya rastlanmadi.

Altinal hafta sonunda hayvanlarin tamami sakrifiye
edilerek histopatolojik incelemeye alindi. Altinc hafta
sonunda gruplar arasinda ve kontrole gére anlamli
histopatolojik degisiklik izlenmedi. Gruplara ait
histopatolojik gérinimler Resim 1 de izlenmektedir.

TARTISMA

Hem ISY hem de TM, gerek én segment, gerekse
arka segment cerrahilerinde sik¢a kullanilmaktadir. Hem
insan hem de tavsan korneasi % 0.5 lik indosiyanin yesili
solUsyonuyla U¢ dakika sure ile temasta birakildiktan
sonra, kornea endoteli canli/8lG hicre sayimi, 6demin

Resim 1: a: Altinci hafta sonunda % 0.1 ISY, isik mikroskopik gérinimi b: Altinci hafta sonunda % 0.5 iSY, 1sik mikroskopik géronimi e: DTS ;Kontrol

(HE, 200x).
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derecesinin degerlendirilmesi ve elekiron mikroskopik
inceleme seklinde yapilan bir arastirmada, kontrole
goére anlamli farklilik izlenmemis ve indosiyanin yesilinin
kornea endotel hucreleri Gzerine toksik olmadig
bildirilmigtir”.

Miyopik, idiyopatik veya diyabetik makiler hol veya
kingikhgin cerrahi tedavisinde, epiretinal membranlarin
ve yani sira ILM soyularak makila Gzerindeki traksiyonel
giglerin serbestlestirilmesi basar oranini artirmakta ve
nuksleri  &nleyerek ikincil cerrahi gereksinimini
azaltmaktadir®11.

Ancak ILM soyulmasi makiler hol cerahisinde
postoperatif basari Uzerine olumlu etkisi tartigmali
oldugu gibi postoperatif komplikasyonlari agisindan da
tarhismalidir. Ozellikle cerrahi sonrasinda gézlenen RPE
degisikliklerinin iSY kullanimina ait olup olmadigs
konusu  halen  netlik  kazanmamighir.  Tedavi
uygulanmadan yalnizca takip edilen makuler hollerde,
uzun dénemde makiler hol zemininde, cerrahi sonrasi
gorilen RPE degisikligine benzer bulgularin izlenmesi,
aslinda makiler holin dogasina ait bu degisikligin,
cerrahi ile indUklendigi izlenimini vermektedir.

Mata ve ark. 24 hastada, Kwok ve ark. 10 hastada,
Kadonosono ve ark. 13 hastada ISY kullanarak LM
soyulmasi uyguladigi makiler hol cerahisi sonrasindan
béyle bir komplikasyon bildirmemislerdir’-13-14,
Engelbrecht ve ark., ISY kullanarak ILM soyulmasi
uyguladigi makula cerahileri sonrasinda 22 hastanin
10'unda  makiler hol zemininde RPE atrofisi
bildirmiglerdir. 22  hastanin  21'inde  kapanma
sagladiklart serilerinde, bu komplikasyonun, &zellikle
indosiyanin yesilinin ciplak RPE ile temas etmesi sonucu
gelistigi yorumunda bulunmuslardir'2.

Koltire edilmis insan RPE hicreleri tzerine I1SY'nin
toksik etkilerinin arastirnldigr bir cahismada; kolttre RPE
hicreleri, 20 dakika stre ile dengeli tuz solUsyonu, 1
mg/ml konsantrasyonda indosiyanin yesili ve dengeli tuz
solUsyonu ile indosiyanin yesiline ilave olarak 10 dakika
endoiliminatér 1si§r uygulanmig. Isik kaynagr RPE
hicrelerinde yaklagik 3-4 mm uzaklikta tutulmus. Isik ve
transmisyon elektiron mikroskobu incelemesi ve
mitekondriyal dehidrojenaz enzim seviyeleri 6lctImus.
Uc grupta da histolojik veya ultrastrikirel olarak bir
patoloji izlenmemis. Fakat DTS veya ISY uygulanan
gruplarda ve DTS'na ilave endoiliminasyon uygulanan
grupta mitekondriyal enzim degerleri normalken, ISY ve
beraberinde endoiliminatér isig tutulan grupta RPE
hicrelerinde, mitekondriyal dehidrojenaz enzim
seviyelerinde ciddi oranda azalma saptanmigtir’e.
indosiyanin yesilinin ayni zaman da bir fotosenstizér
olarak ta oftalmolojide kullamldigi gézéninde
bulunduruldugunda ve bu calismaya dayanarak; 1s1gin,
indosiyanin yesilinin toksisitesinin amplifiye ettigi
disunilebilir’?. Caligmamizda kullandigimiz tavsanlarin
albino olmalari, cerrahiyi kolaylagtirmasinin yaninda;
iSY'ne bagl toksisitenin, fototoksisiteden ayirdinda deger
tagiyacagini dioginmekteyiz.

Gandorfer ve ark. kendi vakalarindan elde ettikleri
[LM'larda ILM'in retinal yUzeyinde Muller hicrelerinin
ayaksi gikintilarina  ve bazi  retinal elementlere
rastladiklarini ve bu bulgulara iSY uygulanmadan
yapilan  cerrahilerden  elde edilen ILM'larin
incelemelerinde rastianmadigr bildirirlerken, béyle bir
sonucun kullanilan iSY'nin  konsantrasyon, pH veya
osmalaritesine bagli olabilecegi gibi, boyama sonrasi
daha belirgin hale gelen ILM'in, cerrah tarafindan daha
agresif maniple edilmesine de bagli olabilecegini ifade
etmiglerdir. Dikkat ¢ekici bir nokta ise Gandorfer ve ark.
cerrahi sirasinda  kullandiklari  iSY'nin 5 mg/ml
konsantrasyon ve 1 ml ile literatirde bildirilen en yiksek
degerler arasinda olmasidir!®18,

Enaida ve ark.'?, rat gézlerinde iSY'nin morfolojik ve
fonksiyonel toksisitesini aragtirdiklar calismalarinda;
0.05 ml pir SF6 gozi enjekte ederek vitreolizis
uyguladiklari rat gézlerine, sirasiyla 25 mg/ml, 2.5
mg/ml, 0.25 mg/ml ve 0.025 mg/ml konsantrasyonda,
0.05 ml iSY solisyonunu vitre boslugu icerisine enjekte
etmisgler. Kontrol gurubuna ise ayni miktarda DTS
enjekte edilmis. Degerlendirmede klinik, histopatolojik
inceleme ve elektofizyolojik inceleme yapilmis. Onuncu
ginde yapilan degerlendirmede yiksek doz olarak
nitelendirdikleri 25 mg/ml  ve 2.5 mg/ml
konsantrasyonda 0.05 ml ISY verilen gruplarda ciddi
morfolojik hasar izledikleri icin bu gruplarin
calisilmasina son verilmigtir. Duglk doz gurubu olarak
nitelenen, 0.25 ve 0.025 mg/ml konsantrasyonda 0.05
ml ISY verilen gruplarda ise; klinik, 15tk ve elekiron
mikroskobunda histopatolojik degisim izlenmemis.
Elektrofizyolojik degerlendirmede; fotopik dalga
degerlerinde bir patolojiye rastlanmazken, skotopik b
dalga genliginde istatistiklsel olarak anlamli seviyede
disuklik izlenmig ve bu dugtkligo birinci ayda yapilan
degerlendirmede de devam ettigi saptanmugtir!?.

Bu calismada iSY'nin disik dozlarda bile vitre ici
kullaniminin  toksik etkilere sahip oldugu sonucu
ctkmaktadir. Olusan hasarin konsantrasyona bagl ve
(alt kadranlarda indosiyanin yesilinin yer c¢ekiminden
doloyi toplanmasina bagl olarak daha fazla olmakla
birlikte) difoz oldugu ve bitin retina katlarinin
etkilendigi belirtilmistir.

Fakat insan gézinde, vitrektomi sirasinda, iSY'nin
kullanimi bu caligmadan  farkhdir.  Vitreoretinal
cerrahide, vitre icerisine verilen 1 veya 5 mg/ml
konsantrasyondaki 0.1 veya 0.3 ml iSY solusyonu bir ila
bes dakika kadar kalmakta ve daha sonra vitre
icerisinden  aktif  olarak, toamamina  yakini
uzaklagtirilmaktadir.  Bizim ¢alismamizda da  bu
prosedire yakin bir dizenleme yapilmig, boya maddesi
géz icerisinde Ug dakika tutulduktan sonra geri alimigtir.
Bu calismada ise, verilen ISY solisyonu geri alinmayarak
vitre icerisinde kendiliginden temizlenmeye birakilmig ve
retinal dokularin iSY ile surekli temasi saglanmishr. Buna
ragmen fotopik elektrofizyolojik cevaplarda bir patoloji
izlenmemesi, bizim c¢alismamizi sadece skotopik
degerlerin anlamli olabilecegi ve muhtemel bir
toksisiteyi yansitabilecegi seklinde yénlendirmistir.
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Aslinda indosiyanin  yesili  kullanilsin  veya
kullanilmasin ILM soyulmasi tamamen masum degildir.
Cerrahi basariyr ve ameliyat sonrasi gérme keskinligini
arirmakla  birlikte makiler morfoloji ve fizyolojiyi
olumsuz ydénde etkilemektedir. Mevcut calismalar bu
olumsuz etkiye indosiyanin yesilinin katkisi oldugunu
dUsundirmektedir.

Bir diger noktada, indosiyanin yesili kullanilan
cerrahilerde, cerrahi sonrasi 6. hafta ile 6. aya kadar,
hatta 1 yila kadar uzayan, indosiyanin yesiline bagl
otofloresanstir?®2'.  Bizim  ¢calisgmamizda  klinik
muayenede ve makroskopik olarak indosiyanin yesili
kalintisina rastlamadik. Uciinct gin  sakrifiye edilen
tavsanlarin gerek lens arka yuzinde, gerekse retina ve
vitrede histolojik boyama uygulanmadan yapilan
mikroskopik incelemede de boyanma izlenmedi. Bu
noktada parafin bloklamaya kadar gecen surecte,
indosiyanin yesilinin ¢6zinmUs olabilecegi disinslebilir.

SONUC

ISY'ni vitrektomize tavsan gézlerine uyguladigimiz
calismamizda klinik, histopatolojik ve elektrofizyolojik
olarak toksisite bulgusuna rastlanmamistir. Ancak teknik
imkansizliklar nedeniyle degerlendirmede kullana-
madigimiz elekiron mikroskopi ile yapilacak ince-
lemelerde toksisite lehine yorumlanabilecek degisik-
liklerin izlenebilecegi gézardi edilmemelidir.

Ayni zamanda degerlendirme kriterlerimiz ve insan
retinasinin renk, derinlik ve kontrast gérme gibi, yuksek
fonksiyonlari géz éninde bulunduruldugunda; elde
ettigimiz bu sonucun, insanda ki kullaniminda da elde
edilmesi gerektigini disinmekteyiz.

Calisgmamizda tavganlara uyguladigimiz
cerrahilerde ILM'| soymadik ve deney hayvanlarinda,
retinayr hassaslagtiracak herhangi  bir vitroretinal
patoloji yoktu. insandaki kullanimi degerlendirildiginde;
retinanin, anatomik ve fizyolojik butinlGgunin
bozuldugu ve hassaslaghdr bir patolojik ortam igerisinde
ve RPE ile direkt temasi saglandiginda bu ISY
kullanilmasi toksisite lehine sonuglar verebilir.

Problem olarak degerlendirdigimiz diger bir nokta
ise; indosiyanin yesilinin vitreoretinal cerrahide
kullaniminin belirli standartlar Gzerine oturmamig olmasi
ve degisik konsantrasyon ve miktarlarda, her klinigin
veya cerrahin  kendince  gelistirdigi  teknigi
benimsemesidir. Dizenlenecek deneysel bir calisma ile
ISY 'in, ILM'I boyamak icin gerekli en disitk konsatrasyon
ve miktarinin belirlenmesi gerektigini dGsinmekteyiz.
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