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OZET

Neovaskiilarizasyon saydam korneada gormeyi tehdit eden bir durumdur.
Calismamizin  amact deneysel kornea yamginda farkli dozlardaki topikal
infliksimabin etkisini topikal triamsinolon ile karsilastirmaktir.

Her biri yedi Wistar albino rat igeren yedi grup olusturuldu. Ratlarin sag
kornea santraline glimiis nitrat kalemi ile koterizasyon yapildi. Grup [I’deki
kornealara koterizasyon ve tedavi uygulanmadi. Grup II’dekilere topikal salin, grup
[II"’tekilere 4mg/ml triamsinolon damla verildi. Grup IV, grup V ve grup VI’daki
ratlara sirastyla 5, 10, 20 mg/kg infliksimab topikal olarak uygulandi. Tiim ratlarin
sekizinci giinde korneal fotograflar ¢ekilip, yeni damarlar ile ortiilii kornea ylizeyinin
tiim kornea alanina yiizdesi Ol¢tildii ve dekapite edilerek kornealar1 alindi. Makrofaj
migrasyon inhibitor faktor (MIF) immiin boyanmas1 korneada semikantitatif olarak
degerlendirildi.

Neovaskiilarizasyon alanlarinin tiim korneaya ylizdesi, tedavi edilen tiim
gruplarda sham grubundan (p<0.05) anlamli olarak daha diisiik saptanirken tedavi
gruplar1 arasinda benzer idi. Grup III’teki epitel ve stromal MIF boyanma diizeyi,
sham grubundan anlamli 6l¢lide daha diisiik bulunurken (p<0.01), bu grupta stromal
MIF boyanmast kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek tesbit edildi
(p<0.01). Grup IV’te stromal MIF boyanmasi, sham grubuna gore anlamli daha
disik (p<0.05) tesbit edilmisken epitel katinda sham grubundan daha diisiik
boyanma tesbit edilmesine ragmen bu istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Topikal infliksimab ile tedavi edilen diger gruplarda ise sham grubuna gdre anlamli
olarak daha diisiik epitel ve stromal MIF boyanmasi oldugu goriildii. Grup VI’da
hem epitel hem de stromada grup IV ve V’ten anlamli olarak daha diisik MIF
boyanmasi goriiliirken, grup 111 ve kontrol gruplarma benzer boyanma oldugu tesbit
edildi. Stromal MIF boyanmas1 goz Oniine alininca tiim gruplar icerisinde sadece
grup VI kontrol grubu ile benzer idi.

Sonug¢ olarak deneysel kimyasal yanik olusturulan rat kornealarinda
neovaskiilarizasyonun dnlenmesinde topikal triamsinolonun etkin oldugu goriilmiis
ve 10 mg dozunda topikal infliksimab etkisi buna benzer iken 20 mg dozundaki
etkisinin triamsinolondan bile daha iistiin oldugu tesbit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Deneysel kornea neovaskiilarizasyonu, infliksimab, MIF
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ABSTRACT
THE EFFECT OF TOPICAL INFLIXIMAB AND TRIAMCINOLONE
ACETONIDE ON CORNEAL MIF LEVELS IN EXPERIMENTAL
CORNEAL CHEMICAL BURN

Neovascularization in the transparent cornea is sight-threatening condition.
The aim of this study is to compare the effects of different doses of infliximab with
triamcinolone in experimental corneal chemical burn.

Seven groups which were contained seven Wistar albino rats were formed.
The right corneas of rats were cauterized by a silver nitrat pencil. Corneas in group I
were not cauterized and not given any treatment. Rats in group II were installed
saline topically and group III were installed 4 mg/ml triamcinolone drops. In group
IV, V and VI were administered topically infliximab 5, 10, 20 mg/ml respectively.
Corneal photographs were taken at 8th day and the corneal surface covered with
neovascular vessels was measured on the photographs as the percentage of the total
area of the cornea and the animals were sacrificed on the 8th day and corneas were
excised. Macrophage migration inhibitor factor (MIF) immunostaining was evaluated
semicantitatively at the cornea.

The percentage of neovascularization area in all treated groups were smaller
than sham group (p<0.05) but were similar in each other. In group III, the epitheal
and stromal MIF immunostaining intensity was smaller than sham group (p<0.01)
but the stromal staining was higher than control group (p<0.01). In group 1V, stromal
staining was significant smaller than sham group (p<0.05) but was not significant in
the epithelial layer. In the other infliximab treated groups MIF immunostaining
intensity were smaller at the epitheal and stromal layers than sham group. In group
VI, epithelial and stromal MIF immunostaining were significant smaller than group
IV and group V but were similar to group III and control group. The stromal staining
was similar to control group only at the group VI in all treated groups.

In conclusion, in experimental corneal burn topically triamcinolone is
effective to prevent corneal neovascularization and MIF immunostaining. The effect
of topically 10 mg/ml infliximab is similar to triamcinolone whereas 20 mg/ml is
most effective.

Key words: Corneal neovascularization, infliximab, MIF
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1. GIRIS

1. 1. GIRiS VE AMAC

Kornea; goz kiiresinin santral 6n kisminda yer alan seffaf, elastik ve kubbe
seklindeki dokudur. Primer optik eleman olmasinin yanisira sert yapisi nedeniyle
g6zi¢ci dokular1 hasara karsi koruyan bir bariyerdir. Goziin en Onemli refraktif
kismini olusturan korneanin, géze gelen 15181n toplanip iletimi i¢in saydam olmasi
onemlidir. Saydamlig1 stromadaki kollajen lamellerinin diizenli dizilimine, kismi
dehidratasyonuna ve limbusta zengin perikorneal kapiller pleksusa ragmen
korneanin damarsiz olmasina baghdir (1).

Kornea, lens, vitreus ve retina dis katlarinin anatomik karakteristigi olan
damarsiz yapist normal gérme fonksiyonu i¢in gereklidir. Kornea c¢esitli mindr
enflamatuvar ve anjiogenik uyarana siirekli maruz kalmasma ragmen saydamligini
korur. Refraktif cerrahi gibi ciddi travmalara kars1 bile viicuttaki diger dokulardan
farkli olarak damarsiz kalmaya devam eder ve bu ‘korneal anjiogenik ayricalik’
olarak adlandirilir (2).

Goziin kimyasal yaralanmalar1 sonrasi okiiler ylizey epiteli, kornea ve 6n
segment dokularinda hasar geliserek kalici gorme azalmasi meydana gelebilir.
Kapsamli laboratuvar ve klinik ¢alismalar sonucu, temel onarim ve kimyasal hasarl
gozde tllser gelismesi stiregleri daha 1yi bilindiginden bu travmalarin olas1
sonuclarini tahmin etmek, daha iyi medikal ve cerrahi tedavi stratejileri gelistirerek
hasarm etkilerinin azaltilmasinda énemlidir (3).

Kimyasal yanik, enfeksiyon, travma, kontakt lens kullanimi, immiinolojik ve
dejeneratif hastaliklar nedeniyle korneada yeni damarlanma olabilmektedir.
Neovaskiilarizasyon (NV), limbal kok hiicre kayb1 miktar1 ile iligkilidir ve tamamen
kaylp durumunda ciddi yiizeyel pannus geliserek okiiler ylizeylerde
konjunktivalizasyon ile sonug¢lanir (3).

Kornea neovaskiilarizasyonunda rol oynayan bir¢ok faktor tespit edilmistir.
Korneada anjiojenik biiyiime faktorlerinin salinmasi; inflamatuvar sitokinlerin ortaya
ctkmast ve hipoksi ile indiiklenir. Bu faktorlerin bir kismi kornea epitel, stroma ve

endoteli tarafindan iiretilir (4). Gozyas1 ve akoz hiimor de anjiogenik faktorler icin



kaynak olabilmektedir (5). Baz1 faktorler ise lokal ve sistemik dolagimdan korneaya
gelerek neovaskiilarizasyona neden olmaktadir.

Kimyasal yanik olusturulan korneada agiga ¢ikan faktorlerden biri
proinflamatuvar sitokin olan TNF-a’dir. Inflamatuvar uyaran ile kornea epiteli ve
inflamatuvar hiicrelerden bol miktarda TNF-a sentezlenir (6). TNF-a, NO sentezinde
rol alarak anjiogenezin erken donemlerinde vazodilatasyona yol acar (7). TNF-a
ayrica MIF salmimini regiile ederken VEGF, FGF ve TGF iiretimini arttirarak
neovaskiilarizasyonu arttirir (8).

Makrofaj migrasyon inhibitor faktér (MIF), T lenfosit ve makrofajlardan
salinan ve inflamasyonda anahtar rolii olan potent pro-inflamatuvar sitokindir (9).
MIF, enflamasyonun erken donemlerinde TNF-a uyarisi ile bol miktarda eksprese
edilirken ayn1 zamanda TNF-a salgilanmasimni up-regiile eder. Inflamatuvar korneal
neovaskiilarizasyonda anjiojenik rolii vardir. Korneal neovaskiilarizasyonun
supresyonu i¢in terapotik hedef olabilir (10).

Kornea neovaskiilarizasyonunun tedavisi i¢in bir¢ok tedavi sekli denenmistir.
Argon ve Nd:YAG lazer kullanilarak yeni olusan damarlarda okliizyon ile
vaskiilarizasyonu geriletme hedeflenmistir (11,12). Diger bir lazer uygulamasi da
verteporfin ile fotodinamik tedavidir. Uygulanan diod lazer enerjisi ile sitotoksik
serbest oksijen radikalleri tretilir. Bu radikaller endotel hiicrelerinde hasara ve
trombus olusumu ile damar oklizyonuna neden olur (13). Bu yontem pahali
ekipmanlar gerektirdigi i¢in her klinikte uygulanamamaktadir.

Aragidonik asit (AA) metabolitlerinin korneal NV patojenezinde onemli
rolleri vardir (14). Prostoglandinler, 6zellikle E serisi neovaskiiler cevabin potent
uyaricisidirlar (15). Lokotrienler, 16kosit gogiinii stimiile ederek korneal NV’a neden
olurlar (16). Steroidler; arasidonik asit metabolitlerinin olusumunu ve TNF-a, IL-1,
IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinleri inhibe ederek ve ayrica IL-10 diizeyini
arttirarak antiinflamatuvar etki gosterirler (14). Bu nedenle neovaskiilarizasyonun
medikal tedavi yontemlerinin baginda kortikosteroidler gelmektedir.

Triamsinolon asetonid (TA), oftalmolojide daha ¢ok periokiiler ve intravitreal
olarak kullanilan orta etkili kortikosteroiddir. TA, IL-6 ve VEGF aracili korneal
neovaskiilarizasyonu bloke eder (17). Ayrica endostatin seviyelerini arttirarak

neovaskiilarizasyonda antianjiogenik etki gosterir (18). TA, topikal olarak ratlarda



glimiis nitrat ile koterizasyon sonrasi olusan neovaskiilarizasyonu anlamli derecede
azaltir (19).

Topikal steroidin uzamis kullanimi; mikrobiyal keratitlere, duyarl bireylerde
acik acili glokoma ve katarakt olusumuna neden olabilmektedir (20). Bu yiizden
neovaskiilarizasyonun geriletilmesi i¢in siklosporin-A, somatostatin anologu
oktreotid, plazminojen fragmani, propolis, suleparoid (heparan sulfat), talidomid,
suramin, genistein, rapamisin, anjiostatin, metotreksat, bevacizumab, tacrolimus ve
trastuzumab gibi bircok madde denenmistir (21-35). Biitiin bu cabalara ragmen
kornea neovaskiilarizasyonunun 6nlenmesi halen 6nemli bir problemdir.

Infliksimab; TNF-a’ya yiiksek affinite ile baglanan insan murin monoklonal
antikorudur. Tedaviye refrakter iiveit, Behget hastaligi ile ilgili paniiveitlerde, RA,
psoriazis, sistemik vaskiilitler, sarkoidoz ve Chron Hastaliginda intravenoz infiizyon
seklinde kullanilir. TNF-a blokajmma bagl olarak enflamatuvar mediatorlerin serum
diizeylerini azaltir, lenfosit gociinii engeller ve VEGF diizeylerini diistiriir (36). TNF-
o inhibisyonu farelerde iskemik retinopatide patolojik neovaskiilarizasyonu azaltir
(37). Direngli korneal inflamatuvar hastaliklarda intravendz infliksimab ile basarili
sonuclar alindigmi bildiren sinirli sayida olgu sunumlar1 olmakla birlikte literatiirde
korneal yanik ve neovaskiilarizasyonda topikal infliksimab tedavisini degerlendiren
herhangi bir caligma mevcut degildir.

Calismamizin amaci; deneysel kornea yaniginda farkli dozlarda topikal
infliksimab 1ile etkinligi gosterilmis topikal triamsinolon asetonid tedavisini
karsilastirmak. Infliksimabin hangi dozda ne kadar etkin oldugunu daha ayrintili
degerlendirebilmek i¢cin denek kornealarmi, inflamasyon ve neovaskiilarizasyon
acisindan biomikroskobik ve MIF diizeylerini ise immiinhistokimyasal olarak kontrol
ve triamsinolon grubuyla karsilastirmayi planladik. Deney sonuglarimiz olumlu
oldugu takdirde ¢aligmamiz, dnemli gérme kaybi sebeplerinden olan korneal yanik
ve neovaskiilarizasyonunun tedavisinde etkinligi kanitlanmis kortikosteroidlere

alternatif ve daha az yan etkiye sahip olabilecek yeni se¢enekler sunacaktir.



1. 2. GENEL BILGILER

1. 2. 1. KORNEA ANATOMISI

1. 2. 1. 1. Makroskopik Anatomi

Kornea, lizerini Orten gozyas: film tabakasiyla birlikte diizgiin kiric1 ortam
olusturur, gozii enfeksiyon ve yapisal hasara kars1 korur. Saydam ve damarsiz yapida
olup periferde kalinlasarak sklera ile devamlilik gosterir. Sferik yapida olmakla
birlikte, periferi skleraya gdomiilmiis oldugu i¢in 6ne dogru hafif eliptik 6zellik
gosterir. Kornea goziin en dnemli refraktif kismini olusturur. Refraktif giic onde
+48.8 Dioptri (D), arka ylizde ise -5.8 D olup net kirma giicti +43 D’dir. Bu da gbziin
toplam refraktif giliciniin % 70’ini olusturmaktadir (38). Kornea, vertikal 10.5
milimetre, horizontal 11.5 milimetre capinda olup, santral 4 milimetrelik alanda
hemen hemen sferiktir, 6n-arka yiizler birbirine paraleldir ve kalinlig1 0.52 milimetre
kadardir. Periferde ise arka ylizeyin egrilik artisina paralel olarak 1.0 milimetre
kalinliga ulasir. Kornea kurvatiirii yeni doganlarda ve g¢ocuklarda erigkine oranla
daha biiyiik olup, dogum sonrasi ilk aylarda diizlesme gergeklesmektedir. Diizlesme
ilk birka¢ ayda cok belirgindir ancak daha sonra yavasca azalir. Yaklasik 6 yas
civarinda korneal gelisim tamamlanir. Korneanin 6n egrilik cap1 (konveks) 7.8
milimetre, arka egrilik ¢ap1 (konkav) ise 6.2-6.8 milimetre kadardir. (39).

1. 2. 1. 2. Prekorneal Gozyas1 Film Tabakasi

Kornea ylizeyi, ii¢ tabakadan olusan 7 um kalinliginda, optik olarak onemli
on yiizeydeki mikro diizensizlikleri ortadan kaldiran gozyasi film tabakasi ile
kaphdir. Bu tabakalar;

a. Meibomian, Zeis (sebase yapida) ve Moll (ter bezi yapisinda) bezlerince
salgilanan hidrofobik 6n lipid tabaka.

b. Aksesuar lakrimal bezler (Krause, Wolfring ve Manz bezleri) ve ana
lakrimal bez tarafindan salgilanan hidrofilik akdz tabaka.

c. Baslica Goblet hiicrelerince ve Manz bezlerince salgilanan miisin tabaka.

Gozyasi-hava ara ylizeyi alttaki kornea ile birlikte goziin toplam kiriciliginin

ticte ikisine sahiptir.



1. 2. 1. 3. Mikroskopik Anatomi
Kornea epitel, Bowman zari, stroma, Descement membran1 ve endotelden
olusan 5 katli bir yapiya sahiptir, normal sartlarda kan ve lenf damarlar1 icermez (39)

(Sekil 1).
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Sekil 1. Korneanin mikroskobik anatomisi
(Lang. Ophthalmology. Stuttgart - New York: Thieme, 2000: 118)

1. 2. 1. 3. 1. Epitel ve Bazal Membran
Kornea epiteli, cok katli non-keratinize yapida olup, 123 mm2 genisligiyle

tartigmasiz en Ozellesmis viicut ylizeyidir, kalinlig1 ortalama 50-80 mikrometre olup
ii¢c tabakadan meydana gelmektedir. Bunlar tek katli bazal epitelyal, iki-li¢ kath kanat
ve iki katl ylizeyel yass1 hiicre seklinde siralanmislardir (39). Santralde 5-6 kat hiicre
varken hiicre sayis1 perifere dogru 8-10 kata kadar artar. Bazalde tek kath silindirik
hiicre tabakasi altindaki bazal membrana hemidesmozomlarla tutunmustur. Bazal
membran gercek bir membran yapisindadir ve PAS (+) boyanir. Yapisinda tip IV
kollajen, laminin, fibronektin ve fibrin bulunur. Lamina lucida denen gevsek 6n ve
Lamina densa olarak adlandirilan daha siki arka iki zondan olusmustur. Rejenerasyon
yetenegi olmayan bazal membran epitel icin yapisal destek gorevi goriir ve epitel
hiicrelerini stromadan ayirir. Yoklugunda epitel hiicreleri stromaya invaze olur.
Normalde korneanm yiizeyel epitel hiicreleri devamli dokiilmekte ve dokiilen bu

hiicrelerin yerine bazal epitel hiicrelerinden mitozisle ¢ogalan hiicrelerin gelmektedir.



Go¢ ayn1 zamanda periferden kornea merkezine dogru olmaktadir. Bazal hiicreler
basit dizilimli olup oval niikleusludurlar ve mitotik aktiviteleri vardir. Mitoz gosteren
bazal hiicreler yiizeye dogru ilerlerken yavas yavas farklilasir, ¢cekirdekleri kiictiliir,
organellerini yitirir ve nihayet dejenere olup kornea yilizeyinden dokiiliirler. Bu siireg
her 7 giinde tiim epitelin yenilenmesiyle sonuglanir (40). Bazal kolumnar epitelden
sonra 2-3 kat poligonal hiicrelere rastlanir. Yanlara dogru kanats1 uzantilar1 olan bu
hiicreler kanat hiicreleri olarak da anilir. Yiizeye yaklastikga hiicreler incelip
yassilagarak uzantilarin1 kaybeder ve yiizeyel yassi hiicrelere doniisiir. GOzyasiyla
temasta olan bu hiicrelerin apikal ylizleri, mikrovili ve mikroplikalar ile girintili
cikintilt bir ylizey olusturur. Bu ¢ikintilara gdzyasi miisin tabakasinin glikokaliksleri
tutunur. Bunun sonucunda diizgiin dengeli bir optik yiizey ve bakteriyel olaylara
kars1 bir bariyer olusur. Yiizey epitel hiicreleri arasinda zonula okludens, ylizey epitel
hiicreleri ile kanat hiicreleri arasinda makula okludens, bazal epitel hiicreler ile bazal

membran arasinda ise hemidesmozom baglantilar1 bulunmaktadir (40) (sekil 2).
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Sekil 2. Kornea epiteli kesiti
(Yanoff & Duker. Ophthalmology. 3. baski, Elsevier, 2008.)



Zonula okludenslerin ylizey hiicrelerinin etrafini tamamen ¢evrelemesi
sayesinde kornea ylizeyi suya ve elektrolitlere gecirgenligi ¢ok az olan yar1 gegirgen
bir membran gibi davranrr (40). Epitel tabakasmin periferik kisimlarinda
histiyositler, makrofajlar, lenfositler, melanositler ve immiinolojik 6zelligi olan
Langerhans hiicreleri bulunabilmektedir. Epitelde bulunan miyelinsiz sinir lifi ag1
genelde bazal hiicreler arasinda yer alir ve kanat hiicreleri arasinda seyrek olarak
bulunur (39).

1. 2. 1. 3. 2. Bowman Zan
Hiicre igermeyen, elastik ve kollajen fibrillerin yogunlasmasiyla olusan bu tabaka 8-
14 mikrometre kalinligindadir. Tip I ve V kollajen ile bunlarin arasini dolduran Tip
VI kollajen filamanlar1 ve proteoglikanlardan olusmustur. Epitele uzanan miyelinsiz
sinir lifleri i¢in kanallar icerir. Descement membraninin aksine travmatize oldugunda
rejenere olmaz ve skar dokusu ile iyilesir. Epitel ile stroma arasinda 6nemli bir
bariyer olusturmaktadir. Bowman tabakasmin yapis1 ve kalinligi yasam boyu
degismez. (39).

1. 2. 1. 3. 3. Stroma Tabakasi

Kornea kalinliginin %90°mn1 olusturur ve yaklasik 500um kalinliga sahiptir.
Biiyiikk oranda kollajen fibriller, stromal hiicreler ve matriks yapisindan olusur.
Stroma yaklasik %76 oraninda su igermektedir. Kuru agirliginm %80°1 kollajen
fibrillerden, %15°1 matriksten, %5°1 hiicresel elementlerden olugsmaktadir (41).

Kollajen lifler biiyiik oranda Tip I ve az miktarda Tip III, IV, V kollajenden
olusur. Kollajen lifler uniform yapida olup 300 angstrom c¢apindadir ve lameller
olusturmus halde stromanm her tarafinda bulunur. Glikozaminoglikan ve
proteoglikan yapida olan ara madde %60 oranda keratan-siilfat ve %40 oranda
kondroitin-siilfattan olusmustur. Kollajen lameller arasinda bulunan matriks, fibriller
aras1 mesafeyi koruyarak diizenli bir yapinin devamimni ve korneanin saydamliini
saglar. Korneanin fonksiyonel biitiinliigii, kalinligi, seffaflig1 stromal elemanlarin
yapimi ve yikimi arasindaki dengenin korunmasina baglhdir. Ekstraselliiler matriks
(ECM) yikimi temel olarak matriks metalloproteinazlar (MMP) ile olur. Endotelin
disfonksiyonu nedeniyle stromaya su ge¢cmesi durumunda glikozaminoglikanlarin su
cekip sismesi ile kornea kalinlig1 artar ve kollajen fibrillerinin dizilimi diizensiz hal

alarak stromal opaklagma ortaya ¢ikar. (41). Embriyonik olarak noral krestten kdken



alan stroma hiicreleri keratositlerdir. Keratositler kollajen lameller arasinda
yerlesmislerdir. Sitoplazmalarinda mikroorganeller, mikrotiibiiller, lizozomlar, lipit
partikiilleri ve degisik inkliizyon cisimcikleri bulunur. Normal kosullarda yavas ama
stirekli bir sentetik aktivite ile ECM’nin idamesini saglayan bu hiicreler, akut 6dem
veya yaralanma sonrasinda fibroblast haline gelebilirler. Stromada ayrica az sayida
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), plazma hiicreleri ve makrofajlarda
bulunmaktadir.

1. 2. 1. 3. 4. Descement Membram

Endotel bazal membranmi ger¢cek membran yapisindadir. Dogumda 3-4
mikrometre kalmliktadir ve erigskinde 10-12 mikrometre kalinliga ulasir. intrauterin
gelisen anterior ¢izgili zon ve yasam boyu endotel tarafindan desteklenen posterior
¢izgisiz zon olmak {izere iki kisimdir. Cizgisiz zon baslica bazal membran bilesenleri
olan tip IV kollajen, laminin, fibronektinden olugsmustur ve periferde Schwalbe
cizgisi ile sonlanir. Descement membrani proteolitik enzimlere karsi oldukga
direnglidir ve agir keratitlerde bile saglam kalabilir. Ancak stromaya gevsek olarak
tutundugu ve goz i¢i basincinin yardimiyla stromaya yapisik kaldigi gosterilmistir.
Travma nedeniyle bu membran stromadan kolaylikla siyrilabilir ve zedelenme
durumunda endotel tarafindan salgilanarak onarilmaktadir (41).

1. 2. 1. 3. 5. Endotel Tabakasi

Noroektodermal kokenli, mikrovili igeren hekzagonal hiicrelerden kurulu tek
katli tabaka halindedir, tipik olarak daha geng hiicrelerde biiyiik bir niikleusa ve ¢ok
sayida mitokondriye rastlanir. Bu organeller aktif transportta ve stromanm su
kapsaminda onemli rol oynarlar. Endotel hiicre sayis1 yasla birlikte azalir, mitoza
nadiren rastlanir. Fonksiyonlarini yitirmeleri durumunda, stromal hidrasyon artarak,
odem, kalmlik artis1 ve opasifikasyon gelismektedir (42). Dogumda 5000 hiicre/mm?
iken erigkinde bu say1 2500 hiicre/mm? civarinda olup, 800 hiicre/mm? altina
indiginde korneal fonksiyonlar bozulmaya bagslar. Stres altinda veya stabil olmayan
kornea endotel hiicrelerinde biiyiime ve sekil degisikligi olan polimegatizm
gozlenmektedir.

1. 2. 1. 4. Limbus

Limbus, kornea ile sklera arasindaki gecis zonudur. Limbustaki yapilar

konjonktiva, tenon kapsiilii, episklera, korneoskleral stroma ve akéz disa akim



aparat1 olarak sayilabilir. Anatomik olarak Bowman ve Descement tabakalarmin
sonlandig1 yerlerden gecen diizlem ile arkada Schlemm kanali ile sinirlanan 1-1.5
milimetrelik alan1 kapsar ve korneoskleral bileske olarak adlandirilir. Limbusta epitel
10-12 kathdir ve burada melanosit, Langerhans hiicreleri, kan damarlar1 bulunur.
Bazal epitel hiicreleri kok hiicrelerinin ¢ok yavas boliinmesiyle olusur. Kornea epiteli
kok hiicrelerinin, limbal epitel hiicrelerin bazal tabakasinda bulundugu
bildirilmektedir. = Kok  hiicrelerinin  aktif — metabolizmalarmin  oldugunu
disiiniilmektedir. Konjunktivanin aksine goblet hiicresine rastlanmaz. Limbal kok
hiicreler 6nemli miktarda hasarlanirsa kornea epitelinin yerini hizla konjonktiva ve
kan damarlar1 alir (konjonktivalizasyon) (43).

1. 2. 2. KORNEA EMBRiIYOLOJISI

Intrauterin dénemin besinci haftasinda; epitel ve endotel hiicreleri ndral krest
orjinli olup ylizey ektoderminden gelisirken, 13. haftasinda; Descement membrani
yassilagsmig endotel hiicrelerinden gelisir. Mezodermden gelisen stroma, intrauterin
altinct haftanin sonunda olusmaya baglar ve dordiincii ayda epitel altinda
yogunlasarak Bowman tabakasini olusturur (44).
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Sekil 3. Korneanin embriyolojik gelisimi
(Easty DL, Sparrow JM. Oxford Textbook of Ophthalmology.
Oxford: Oxford University Press, 1999.)

Kornea ve 6n kamara 6. hafta sonunda (embriyo yaklagik 17-18 mm iken)
gelismeye baslar. 6. haftaya kadar ylizey epiteli ile lens 6n yiizii arasindaki bosluk 1y1

organize olmamis mezenkimal doku ile doludur. 6. hafta sonunda mezoderm iginde



dar bir serit halinde beliren bosluk genislemeye baslar ve mezodermi, korneal
stromay1 olusturacak olan On tabaka ve iris stromasini olusturacak olan arka tabaka
olmak tizere ikiye ayirir. Aradaki bosluk ise 6n kamarayr olusturur. Descement
endoteli, 6n kamara belirdikten hemen sonra sekillenmeye baslar. Korneoskleral
acidan itibaren i¢ yiizey boyunca gelisen noroektodermal kokenli hiicreler, arka
ylizeyi Orten yassi endotel hiicrelerine doniisiirler ve endotel 6n yliziine hyalen
membran salgilarlar (44).

1. 2. 3. KORNEA FiZYOLOJISI

1. 2. 3. 1. Gozyas1 Fizyolojisi

Normal korneal fonksiyonlar i¢in gozyasi yasamsal onem tasir. Normal
salmim 0.9-2.2 pl /dak kadardwr. Lipid tabaka; hidrofobik yapisiyla buharlasmayi

onler, lubrikan 6zellik tasir, gdzyas1 meniskiisiiniin kapak digina tagimini onler. Akoz

orta tabakanm %98 ’ini su olusturur, %2’si ise solid kisimdur. igerdigi NaJr ve HCO3

miktar1 serum ile ayni, KJr ve Cl ise daha yiiksektir. Glukoz icerigi cok diisiiktiir

buna karsilik yiiksek miktarda protein igerir (7 mg/ml). Salgisal Ig A, Ig G ve Ig E

gibi immiinglobiilinler ile beraber icerigindeki muramidaz etkisi gosteren lizozimler
++
ile lizis etkisi yaratan laktoferrin (Fe  baglar) sayesinde FeJrJr bagiml B.subtilis,

S.aureus ve epidermidis, P.aeuroginosa gibi mikroorganizmalar i¢cin bakteriostatik
etki gosterir. Akoz tabaka avaskiiler korneanin oksijen ve besin gereksiniminden
sorumludur. Miisindz tabaka ise ylizey gerilimini diisiirerek akoz tabakanin kornea
ve konjonktiva iizerinde iiniform yayilimimi saglar (45).

1. 2. 3. 2. Epitel Fizyolojisi

Kornea akdz hiimor ile birlikte yaklasik +43 D lik bir kirma giicline sahiptir
ve gbziin ana refraktif elemanidir. Kornea epitel hiicreleri lipid gegirgen 6zelliktedir.
Epitel ve endotel hiicreleri gerek mekanik bariyer, gerekse sivi ve iyon dengesinin
saglanmasiyla, korneanin korunmasinda Onemli gorevlere sahiptirler. Korneada
keratosit, endotel ve epitel hiicreleri metabolik olarak aktif olup, canliliklarini devam
ettirmek i¢in enerjiye ve oksijene ihtiya¢ duyarlar. Kornea epitel hiicreleri metabolik
olarak en aktif hiicrelerdir. Epitel tabakasma oksijen, gdzyas1 yoluyla diffiizyonla
saglanirken, g6z kapali durumda iken limbal ve tarsal konjonktiva damarlar1 araciligi

ile saglanir (46). Aminoasit ve vitamin destegi, akoz hiimorden saglanir. Epitel
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hiicrelerinde, glikoz ve glikojen baglica enerji kaynagim olustururlar. Glikoz
cogunlukla akoéz hiimorden elde edilmekle beraber, % 10 veya daha azi limbal
damarlar veya gozyasidan da saglanabilir. Glikojen depolama 6zelligine sahip olan
epitel hiicreleri, hipoksi ve travma gibi durumlarda bu kaynagi kullanabilmektedirler.
Epitel tabakas1 yagda ¢6ziiniir, stroma ve endotel ise suda ¢oziiniir. Akdz hiimorde
pO; artis1, stroma ve bazal epitel hiicrelerinde pO, artis1 ile sonuglanir ancak yiizey
epitelde degisiklik goriilmez. Bu da akdz hiimérun kornea epitelinin oksijen
gereksinimini karsilayamadigini gosterir. In vivo olarak endotel, normal pompa
fonksiyonu i¢in yeterli O, destegini akoz hiimorden alir (47). Epitel hiicreleri,
aralarinda bulunan siki baglantilar nedeniyle, iyon gecirgenligine en fazla direng
gosteren hiicrelerdir. Bu 0Ozellikleriyle, stromanin su dengesine katkida bulunurlar
(48).

1. 2. 3. 3. Endotel Fizyolojisi

Endotel hiicrelerinin ana enerji kaynagi akéz den saglanan glikozdur.
Aktiviteleri i¢in anerobik, daha az olarak da aerobik yollar1 kullanirlar. Endotel
hiicrelerinin en 6nemli gorevi, korneanin seffaf ve saydam kalmasini saglamaktir.
Bunu yaparken hem aktif bir pompa gibi ¢alisir, hem de mekanik bir bariyer teskil
ederler. Endotel hiicreleri normal pompa fonksiyonu icin gerekli oksijeni akoz
hiimorden saglarlar. Kornea endoteli dehidratasyon gorevini yaptigi siirece,
stromanin su icerigi % 78 ve kalnligi 550 pm civarinda kalarak normal
fonksiyonlarmi stirdiiriir. Endotel hiicreleri arasindaki sik1 baglantilar bariyer gorevi
goriirler. Endotel tabakasi metabolik aktivitesini stromadan akdz hiimére su
pompalamak tlizere gerceklestirir. Ak6z hiimor (-) yiikliidiir. Korneal pompanin dort
ana komponenti vardir:

1. Akdz yiizeyde Na'/ K iyon pompas1

2. Lateral yiizlerde Na'/ H iyon pompasi,

3. K',CI've HCOs'm akdz hiimére pasif difiizyonu,

4. Karbonik anhidraz sisteminin {irettigi H've HCO5".

Net su akimi i¢in Na', K veya H' konsantrasyon gradientinin gerceklesmesi
gereklidir. Bu pompalarla gerekli gradient saglanir. Endotel hiicrelerin dis
kenarlarina lokalize olan sodyum-potasyum-adenozintrifosfataz pompa sistemi ile su

ve elektrolitler dengelenerek, ayni seviyede tutulur. Bu pompa, enerji harcayarak
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sodyumun hiicre digina ¢ikmasmi saglar, bunu suyun hiicreyi terk etmesi izler.
Boylece kornea stromasindan 6n kamaraya dogru devamli sivi gecisi olurken,
korneanin seffafligi korunur. Korneadan 6n kamaraya gegen sivinin geri donmesi,
endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile dnlenmektedir. Hekzagonal yapida
olan endotel hiicreleri, siv1 regiilasyonu i¢in ideal dizilimi olusturmaktadir. Bu
geometrik diizen maksimum sayida hiicre ve maksimum sayida pompa yogunlugunu
temin etmektedir. Korneanmn seffafligmmin korunmasi, endotel hiicrelerinin etkin
fonksiyonlarmin yani1 swra, korneada damarsal yapilarm bulunmamasina, sinir
liflerinin miyelinsiz olmasina ve stroma tabakasindaki kollajen lamellerin diizenli
dizilimine de baghdir (49).

1. 2. 4. KORNEA YARA IYILESMESI

Kornea goziin en dnemli refraktif kismi oldugu i¢in mekanik, kimyasal,
enflamatuar cevap korneanin optik performansini etkileyecektir. Bu nedenle herhangi
bir travma sonrasi stabil gormeye ulasmak amaciyla kornea yara iyilesmesinde bir
takim mekanizmalar s6z konusudur. Yara iyilesmesinde biiyiime faktorleri, sitokinler
ve ECM proteinleri etkilesim icerisindedirler. Korneada farkli tabakalarda farkli
mekanizmalarla yara iyilesmesi gerceklesir.

1. 2. 4. 1. Epitel Yara lyilesmesi

Epitel yara iyilesmesinde bir¢cok hiicresel yapmin ve sinyal molekiillerinin
karsilikl1 etkilesimi s6z konusudur. Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimi kornea
epitel yapisinin devaminda 6nemli rol oynar. Kornea epitel yara iyilesmesi birbirinin
iizerine binen ii¢ faza boliinebilir (50). Birinci fazda hemidesmozomlar kaybolur ve
“fokal temas” denen gegici yapiskanlik kompleksi gerceklestirilir. Bu faz siiresince
epitel hiicreleri diizlesir ve yara kenarmi koruyan bir kalkan halini alir. Bu faz
proliferasyondan bagimsizdir. ikinci fazda proliferasyon ve farklilasma séz
konusudur. Ugiincii fazda hemidesmozomlar olusturulur ve ECM sentezi ve yeniden
yapilanmas1 gerceklestirilir. Bu basamaklar1 epitel hiicrelerinin metabolizmalarini
arttirdiklar1 lag fazmni takip eder.

1. 2. 4. 1. 1. Lag Fazi: Yaralanmanin ardindan hiicre gociliniin baglamasina
kadar gecen siire lag faz1 olarak adlandirilir. Bu faz biyiik 0Olglide hiicresel
organizasyon ve protein sentezi ile iliskilidir. Vinkulin, aktin, talin ve integrin gibi

sitoskletal proteinler ile hyaluronan, reseptor CD44 gibi diger hiicre yiizey
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proteinleri sentez edilir (51). Bu proteinler yara iyilesmesi tamamlandiktan sonra
baslayan hemidesmozomlarin yeniden sentezine dek, epitelin bazal membrana
tutunmasin1 saglar. Bunlarin yaninda hiicre yiizey glioproteinleri ve glikolipitleri de
sentezlenir.

1. 2. 4. 1. 2. Hiicre Gocii: Lag faz1 tamamlandiginda okiiler yiizey epitelini
yeniden tesis etmek icin yaraya komsu hiicreler goce baslar. Normalde limbal kok
hiicrelerden koken alan bazal hiicrelerin santrale dogru goc¢ hizi haftada 120
mikrometre kadardir. Ancak yaralanmadan yaklasik 5 saat sonra hiicreler cesitli
yonlerden yara merkezinde bulusmak {izere saatte 60-80 mikrometre hizla go¢ eder.
Hiicrelerin gocili intrastoplazmik aktin-miyozin kontraksiyonu ile olusan ameboid
hareketlerle gergeklesir. Defekt tek hiicre katiyla Ortiildiikten sonra mitozla normal
epitel kalinlig1 saglanir. Zedelenmeden 3 saat sonra rejenere olan epitel uclarinda ve
bazal laminada PMNL’ler belirir ve 36 saat kadar kalir, daha sonra giderek azalip
kaybolurlar. Biiyiik defektlerde onarima konjonktiva epiteli de katilabilir. Kornea
epiteli, abrazyonu 1-4 giin i¢inde Orterken, konjonktiva epiteliyle iyilesme 1-2 hafta
veya daha uzun zaman gerektirir (52).

1. 2. 4. 1. 3. Hiicre Cogalmasi ve Farklhilagsmasi: Hiicrelerin gociinden sonra
hiicre ¢gogalmas1 gerceklesir. Santral epitel defekti sirasinda, periferik limbal hiicreler
santrale dogru go¢ ederek, kornea epitelinin devamliligini saglar. Bunlar en yiiksek
mitoz hizina sahip hiicrelerdir. Epitel iyilesmesi sirasinda bazal hiicrelerle limbal kok
hiicreler arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu goriis Thoft’un “X,Y,Z” hipotezi ile
ortaya konmustur. X; bazal epitel hiicre cogalmasini, Y; limbal hiicre cogalmasini ve
santrale gog¢iinii, Z; yiizeyden epitel hiicre kaybini yansitmak {iizere denge
konumunda X+Y=Z olmalidir. Kornea epitel debritman1 hiicre ¢ogalmasimi limbal
hiicrelerde 4.5, korneanin periferik hiicrelerinde ise 3.2 kat arttirir. (53).

1. 2. 4. 2. Bazal Membran Yara lyilesmesi:

Debridman sonrasi agiga c¢ikan bazal membrana enflamatuar hiicreler
(PMNL’ler) baglanir. Bu durum bazal membranmi sindirebilen proteazlarin
salinmasina neden olur. Kornea yaralanmasindan sonra proteaz icerdigi icin
gozyasinin da rolii vardir. Ek olarak kornea epitel hiicreleri de bazal membrani

sindirme yetenegine sahip metalloproteinazlar salar (54). Bazal membranin proteaz
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sindirimi sonrasinda yapist ve fonksiyonu degisir. Bazal membranin par¢alanmasi,
yeniden epitelizasyonu birkag bicimde etkiler:

a- Stromal ECM ile epitel hiicrelerinin etkilesime girebilmesi. Bu durum gog¢
eden endotel hiicrelerinde yeni integrin ifadesi ve aktivasyonunu indiikler.

b-G6¢ eden epitel hiicrelerinin intraseliiler sinyallerini  diizenler.
Yaralanmadan sonra sitokinler bazal membrana baglanmak suretiyle matrikse
tutunurlar. Bdylece bazal membranmn kismi bozulmasi hiicre ¢ogalmasini,
farklilasmasin1 ve/veya apopitozunu diizenler (55).

Bazal membran epitel morfolojisi, farklilagmasi ve devaminda dinamik bir
role sahiptir. Bu nedenle kornea epitelinin iyilesmesinde Onemli yer tutar.
Fotoablasyondan 24 saat sonra gé¢ eden epitel hiicreleri, etraflarina laminin-1 sentez
eder ve depolar (56). Laminin-1 bazal membranin esas bilesenlerindendir ve
adezyon, proliferasyon, farklilasma gibi bir¢ok hiicresel olaylar1 ve hiicre gociini
diizenler. Laminin ile es zamanl olarak konneksin, desmoglein-1 ve -2 iiretimi de
artar. Bu proteinler yardimiyla bazal hiicrelerle bazal membran arasinda gegici
adezyonlar olusur. Bunlar, yara iyilesmesinin tamamlanmasindan sonra baslayacak
olan hemidesmozomlarm yeniden sentezine kadar, epitelin bazal membrana
tutunmasini saglar. Yeni hemidesmozomlar bazal membranda daha 6nce var olan
capa fibrillerinin karsisina gelecek sekilde sentezlenir ve adezyon kompleksleri kisa
siirede biitiinliiklerine kavusur. Eger yaralanma bazal membrani da igeriyorsa,
epitelin 6nce bazal membran sentezlemesi gerekir ki bu durumda adezyon
komplekslerinin sentezinin tamamlanmasi yaklasik bir yil stirer (52).

1. 2. 4. 3. Epitel ve Yiizeyel Stromal Defekt

Epitelle birlikte Bowman zar1 ve 6n stroma tabakasmin kayb1 sézkonusudur.
Epitel iyilesmesi ile siire agisindan farklilik gdsterir ve daha uzundur (en az 6 hafta).
Alttaki yiizey, yani stroma, yara iyilesmesi i¢in ideal bir platform degildir. Bowman
zar1 ve normal stroma rejenere olmayacagindan defektin yerini kollajendz skar
dokusu alabilir veya defekt hiperplastik bir epitelle doldurulabilir (57).

1. 2. 4. 4. Stroma Yara lyilesmesi

Stromal 1yilesme yeni kollajen sentezi, bunlarm birbirine baglanmasi,
proteoglikan sentezi ve stromanin gerilme giiciiniin yeniden olusmasini saglayan yara

yeri sekillenmesi agamalarindan olusur. Zedelenmeden 1.5 saat sonra stromal yarada
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PMNL’ler goriiliir. Polimorfoniikleer l6kositler 12 saatte pik yapar, 72 saat sonra
giderek azalir ve fagositoza yardimcidirlar. Hasar goren epitel tabakasinin altindaki
keratositlerde apopitozis gozlenir. Hasarli epitel ve apopitozise ugrayan
keratositlerden  sitokinlerin  salinmasiyla iyilesme kaskadi baglamaktadir.
Keratositlerde kollajen sentezi zedelenmeden 1.5 saat sonra baslar ve 8. gilinde
sonlanir. Yara direnci stroma iyilesmesi ile yakindan iliskilidir. Ancak insanlarda 2-3
yilda bile % 50 direng diizeyine erisilememektedir. Normalde hareketsiz olan
keratositler, cevresel degisikliklere son derece duyarhidir. Epitel yaralanmalarinda,
yaralanmanin altindaki keratositler dejenere olur ve hiicresiz kalan stromaya bir siire
sonra c¢evreden gelen yeni keratositler yerlesir. Stromal yaralanmalarda da
keratositlerde bir dizi yapisal degisiklik izlenir. Bunlar birbirleriyle olan
baglantilarin1 kaybeder, biiyiir ve ¢ogalir. Ortaya ¢ikan bu hiicreler fibroblastlarin
yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini tasir. Stromal iyilesme sirasinda keratositler, aktif
fibroblastlar olan miyofibroblastlara doniismektedir (52). Kontraktil 6zellikte olan bu
hiicreler kollajenleri, glikozaminoglikanlar1 ve diger matriks proteinlerini
iretmektedir. Normal stroma tip I kollajenden olusurken korneal skar dokusu ise
biiyiik oranda tip III kollajenden kuruludur. Skar dokusunun yeniden diizenlenmesi
sonrasinda tip III kollajen, stromanin normal yapisinda olan tip I kollajen ile yer
degistirir. I1k hafta igerisinde stromada hiyaluronik asit iiretimi goriiliir ve zamanla
yerini kondrotin siilfat ve keratan siilfata birakir. Ayrica keratositlerden keratinosit
growth faktor (KGF), hepatosit growth faktor (HGF) gibi biiylime faktorleri de
salgilanmaktadir (54). Stromal iyilesmenin tam olarak gerceklesmesi haftalar
almasina ragmen keratositlerde hipertrofi ve ¢ok sayida nukleolus gelisimi gibi
yapisal degisiklikler olduk¢a erken gozlenir.

Hasar sonrasi ikinci haftada kontraktil faz baglamaktadir. Miyofibroblastlarda
kas hiicrelerindekine benzer sekilde aktin ve miyozin kontraktil tinitleri olusur. Yara
iyilesmesi ve korneanin gerilme giiciiniin yeniden olusmasi erken donemlerde
duraklayabilecegi gibi 4 yil sonra bile hala devam edebilmektedir (57).

1. 2. 4. 5. Endotel Yara Iyilesmesi

Insan endotel hiicrelerinde dogumdan sonra neredeyse hi¢ mitoz goriilmez.
Yaglilikta oldugu gibi endotel hiicreleri yavasca kaybolursa, komsu hiicrelerin

genislemesiyle bosluklar kapanir. Daha biiyiik ve ¢ok sayidaki hiicreyi ilgilendiren
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defekt s6z konusu oldugunda ise 250 mikrometre uzaktaki hiicreler bile yara yerine
dogru uzar ve 80-100 mikrometre/giin hizla yara yerini kapatmak {izere ilerler.
Yayillma ve go¢me sirasinda hiicreler birbirinden kopmazlar. Tek kath tabakanin
olusumu tamamlandiginda bariyer ve pompa fonksiyonlar1 tekrar devreye girer ve
kornea 6demi yavas yavas geriler. Defekt bir kez kapatildiktan sonra, normal
heksagonal yapinin olusturulmasi i¢in hiicreler yeniden diizenlenmeye baslar. Birkag
hafta sonra zedelenme alanmi kaplayan endotel yeni Descement membranini
salgilamaya baglar. Yaklagik 2-3 ay icinde olduk¢a homojen, heksagonal bir yapi
elde edilir. Kronik enflamasyon veya fiziksel travma durumunda yeniden
diizenlenme gecikir ve hiicre kayb1 devam eder (52).
1. 2. 5. KORNEA YARA IYILESMESINi ETKILEYEN FAKTORLER

1.2.5. 1. Yas

Geng populasyonda iyilesme daha hizlidir (birkag giin-hafta), yashlarda ayni
tipteki bir yaranin iyilesmesi aylar alabilir (58).

1. 2. 5. 2. Beslenme

Malnutrisyon iyilesmeyi belirgin sekilde geriletir. Protein, vitamin A ve
vitamin C gereklidir. Siddetli vitamin A eksikliginde korneal {ilserasyon siktir (58).

1. 2.5. 3. Travma

1. 2. 5. 4. Yara Apozisyonu

K&tii apozisyon yara iyilesmesini geciktirir. On ve/veya arka yara dudaginda
basamaklanmaya yol acabilir. Infeksiyon, inkarserasyon veya yabanci doku
adhezyonu olasiligmi artirir, retrokorneal membran ile sonuglanabilen epitelyal ve
stromal ingrowth gelisimine zemin hazirlar (58).

1. 2. 5. 5. infeksiyon

Indirekt olarak (inflamatuar yanit1 artirarak asir1 kollajen yikimi ve hiicre
Olimiiyle) ve direkt olarak (salgiladiklar1 enzimlerle glikozaminoglikan ve/veya
kollajen yikimini artrrmak yoluyla) mikroorganizmalar yara iyilesmesini geciktirir
veya engellerler (58).

1. 2. 5. 6. Enflamasyon
Degisik travma tipleri degisik inflamatuar yanit dogurur. Ornek olarak, yabanci
cismin yerinde kaldig1 laserasyonlar dev hiicre reaksiyonu ve asir1 skar dokusu ile

sonuclanir. Topikal steroidle baskilanan erken inflamatuar yanit, belirgin bigimde
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iyilesmeyi geriletir. Yaralanma sonrasi korneaya inflamatuar hiicre akimi dokuyu
onarima hazirlar ancak iyilesmeyi bozabilecek etkiye de sahiptir. Dokudan
serbestlesen lokal faktorler ( 16kotrienler, C5a, C3a..) PMNL aktivitesi i¢in tetikleme
gorevi goriirler. Fazla sayida PMNL birikimi persistan epitel defekti, hatta iilser
olusumuna yol agar. PMNL’ler epitel migrasyonunu inhibe ederek iyilesmeyi
geciktirirler. Steroidler PMNL’ler i¢in cagirict rol oynayan mediatdr salinimini
lizozomal veya diger membranlarin stabilizasyonunu saglayarak onlerler. Bu da
inflamatuar yanit1 azaltir. Fakat steroidler fagositozu, superoksit radikal olusumunu
etkilemez. Uzun siire kullaniminda ise epitel migrasyonunu inhibe eder. PMNL ’lerin
kollajenaz aktivasyonu etkisini potansiyalize ederek {ilserasyon riskini artirirlar. Bu
yiizden steroidlerin kullanimi dikkatli monitorize edilmelidir. PMNL inhibisyonu
icin topikal sitrat kullanimi giindemdedir, Na sitrat PMNL birikimini, fagositozunu,
degradasyona yol agan enzim salmimini ve serbest O, radikal olusumunu 6nler. Bu
etkilerini PMNL aktivasyonu igin gerekli olan Ca'  iyonuna selasyon yaparak
gerceklestirir (59).

1. 2. 5. 7. Duyusal inervasyon

Normal epitel iyilesmesinde sinirsel uyarimin da gerekli oldugu ve duyusal
innervasyon yoklugunda hiicre go¢ii ve adhezyonu bilinmeyen bir mekanizmayla
biiytik dl¢iide azaldig1 gosterilmistir (60).

1. 2. 5. 8. intraokiiler Basing

Yiikselmesi durumunda stromal yara iyilesmesinde skar dokusunun
kontraksiyonunu onler (60).

1. 2. 5. 9. Gozyasimin Etkisi

Gozyasinin niceligi epitelin saglikli olusu ve biitiinligil i¢in kritik 6nem tagir.
Orta akoz tabaka g6z acikta kaldiginda buharlasma ve nazolakrimal drenaj nedeniyle
incelir ve yiizeyel lipid tabaka miisin tabakaya ulasir. Gozkapagi hareketiyle akoz
komponent yenilenmezse miisin tabakanin lipidle kontaminasyonu lokalize
hidrofobik epitelyal alanlar yaratir. Akoz tabaka eksikliginde yiizeyel kuruluk,
punktat epitelyal boyanma, mukus plak, iyilesmeyen epitel defektleri gozlenir. Lipid
tabaka eksikliginde ise okiiler yiizey keratinizasyonu, ylizey mikroplika kaybi, epitel

defekti, korneal iilserasyon, keratomalazi gozlenir. Gozkapaklar1 gozyasinin devamli
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ve yeterli miktarda dagilimini saglar. Kapak skatrizasyonu, malpozisyonu veya
norojenik fonksiyon bozuklugunda hidrofobik epitelyal ylizeyler olusur (45).

1.2.5.10. Vaskiilarizasyon

Korneal vaskiilarizasyon gelisiminde c¢ok sayida faktoriin rol oynadigi
goriiliir. Bu faktorler;

a. Prostaglandin E1 (PGEI1), akut enflamasyonu ve vaskiilarizasyonu
deneysel olarak olusturabilme yetenegindedirler.

b. Limbusa yakin travmalar siklikla vaskiilarizasyona yol acar.

c. Korneal nekroz, zayif yara apozisyonu, yaraya iris adezyonu
vaskiilarizasyona predispozisyon olusturur (61).

1.2.5.11. flaclar

1.2.5.11.1. Antibiyotikler

Diisiik dozda basitrasinin (500u/ml), genta sulfatin (3 mg/ml), neomisinin
(3.5 mg/ml) ve kloramfenikoliin (4 mg/ml) korneal epitelizasyona etkileri yoktur.
Ancak artmis doza bagiml olarak kloramfenikol disinda basitrasin (10.000 u/ml),
genta-sulfat (10 mg /ml) ve neomisin (8§ mg/ml) epitelizasyonu belirgin bigimde
inhibe ederler (62).

1. 2. 5. 11. 2. Kortikosteroidler

Korneal epitel, stroma ve endotel yara iyilesmesini inhibe ederler. Arasidonik
asit metabolitlerinin korneal NV patojenezinde Onemli rolii vardr (14).
Prostoglandinler, 6zellikle E serisi neovaskiiler cevabin potent uyaricisidirlar (15).
Lokotrienler, 16kosit gdgiinii stimiile ederek korneal NV’a neden olurlar (16).

Deneysel olarak olusturulan lineer perforan insizyonda gerginlige karsi yara
direncinin medroksiprogesteron ile % 20, prednizolon ile % 11 oraninda azaldig:
gosterilmistir. Skar dokusunda kollajen formasyonunu prednizolon % 43 azaltirken,
medroksiprogesteron ise % 39 azaltmaktadir. Yine ayni calismada termal yanikta
iilserasyon gelisimini azalttiklar1 gosterilmistir (63).

1. 2. 5. 11. 3. Lokal Anestezikler

Epitel iyilesmesi i¢cin temel olan aktin etkilesimini bozarlar. Kronik topikal

tedavi persistan epitel defektine neden olabilir (64).
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1. 2. 5. 11. 4. Benzalkonyum CI1 ( % 0.01)

Koruyucu olarak bu kimyasal maddeyi iceren topikal ilaglarin kullaniminda rejenere
epitel iizerinde adheransta zayiflama, membran aktivite kaybi, olusan epitel
tabakanin yerinden ayrilmasi gibi etkiler gézlenmistir. Koruyucular icerisinde en
toksik olanidir (64).

1. 2. 5. 11. 5. Asetilkolin

Endotel hiicre hasarmi arttirdigi saptanmistir (64).

1. 2. 5. 11. 6. Epinefrin
1/1000°1ik  konsantrasyonda irreversible kornea Odemine yol acabilecegi
bilinmektedir. 1/5000’lik konsantrasyonunun kullanilmas1 6nerilmektedir (64).

1. 2. 5. 11. 7. Antiviral flaclar

Epitel 1yilesmesini inhibe ederler (64).

1. 2. 5. 12. Fibronektin ( Fn )

Fibronektin (Fn), hiicre adhezyonu ve migrasyonunda rol oynadig: diisiiniilen
multifonksiyonel bir ekstraseliiler matriks proteinidir. Korneal Fn iyilesen epitel yara
ylizeyinde gozlenir, epitelizasyon tamamlaninca ortadan kaybolur (65). Organ
kiiltiirlinde tavsan korneasi iizerinde epitel migrasyonunun arastirildigi Nishida ve
ark.nin bir ¢alismasinda epitel hiicrelerinin gosterdigi migrasyon aktivitesinin ortama
eklenen Fn ile belirgin olarak arttigi, etkinin eklenen Fn miktar1 ile dogru orantili
oldugu, ortama anti-Ig G tavsan plazma Fn antikoru eklendiginde ise anlamli
migrasyon inhibisyonu oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada korneanin degisik
lezyonlarinda (insizyon, deneysel biilloz keratopati, termal yanik...) yapilan
immunohistokimyasal analizlerle Fn’in stromal keratositlerce sentezlenebildigi,
sadece gozyasi kaynakli olmadigi, eksojen Fn’in stromal kollajenlere baglanarak
kemotaktik aktivite yaratabildigi de bildirilmistir (66). Bilindigi gibi yaralanmadan
8-36 saat sonra yiizeyel epitel defektlerinde Fn gozyasindan veya limbal vaskiiler
yapilardan koken almaktadir. Stromal yaralarda ise Fn, keratositlerce iiretilir. Fn’in
ylizeyel defektlerde saptanan en olast kaynagmin gozyasi oldugunu dogrular
niteliktedir (67). Nishida ve ark. blok halinde kiiltiir ortamima konulan tavsan
kornealarmda EGF ve Fn’in epitel migrasyonuna etkisini de arastirmislardir.
Sonuglar Fn’in aksine epitel hiicrelerinin bir kez uyari sinyali aldiktan sonra EGF’nin

varligina gereksinim duymadigmi, EGF stimulasyonunun Fn bagimli bir yanit ve Fn
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in EGF den bagimsiz oldugunu, EGF’nin epitel migrasyonuna etkisinin Fn tarafindan
diizenlendigini ortaya koymaktadir (68).

1. 2. 5. 13. Interlékin — 6

Tavsan korneasinda integrin reseptorlerini uyararak epitel hiicre
migrasyonunu stimule ettigi gosterilmistir. Persistan epitel defektinde (PED) topikal
kullanimi deneysel asamadadir (69).

1. 2. 5. 14. Retinoik Asit

Tavsanlarda kornea epitel defektlerinde topikal retinoidlerin etkisinin
arastirildigr bir calismada % 0.1°lik all-trans-retinoik asit 3x1/giin kullanimi ile
iyilesme hizinda % 21, 5x1/glin dozunda ise % 35 oraninda artis oldugu
gosterilmistir. Bu sonuclar all-trans- retinoik asitin cerrahi sonrasinda ve PED de
tyilesmeyi hizlandirici olarak kullanilabilecegini gostermektedir (70).

1. 2. 6. KORNEA YARA iYILESMESINDE ETKILi MEDYATORLER

1. 2. 6. 1. Biiyiime Faktorleri

Biiyiime faktorleri birgok hiicre tarafindan salgilanan, hiicre ¢ogalmasmni,
gocilinii ve hayatinin devamini uyaran, bazi durumlarda ise bunlar1 engelleyen
peptidlerdir. Hareketlerini otokrin, jukstakrin veya en yaygmn bicimde parakrin
mekanizmalarla gerceklestirirler. Karsiliklarina gelen hiicre yiizey reseptorleri tirozin
kinaz veya G proteiniyle eslesen transmembran glikoproteinleridir. Ilgili reseptérlere
baglanan biliylime faktorleri deoksi riboniikleik asit (DNA) sentezinin sentez fazini
uyarir ve ardindan hiicre ¢ogalmasi gergeklesir (71). G6z, bircok biiylime faktorii i¢cin
hedef doku konumundadir: Epidermal growth faktor (EGF), Platelet-derived growth
faktor (PDGF), Insulin-like growth faktor (IGF), Transforming growth faktdr (TGF)
-a ve -B, Fibroblast growth faktér (FGF) (72).

1. 2. 6. 1. 1. Epidermal Growth Faktor

Epidermal growth faktor epitel hiicreleri icin potent bir mitojen olan, 6
kiloDalton agirhiginda kompakt bir polipeptitti. EGF normal kornea epitel
kalinligmin devam ettirilmesinde de Onemlidir. EGF fibroblastlarda mitoz ve
migrasyonu aktive eder. Topikal EGF epitel 1yilesmesini uyarmakta, 6zellikle limbal

ve periferal kornea epitel rejenerasyonunda maksimum etki gostermektedir (73).
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1. 2. 6. 1. 2. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktor ailesi ortalama 18 kiloDalton (kD) agirliginda olan,
20 kadar heparin baglayan, bircok dokuda ¢ogalma, farklilasma, go¢, ECM
depolanmast ve anjiogenez gibi olaylar1 diizenleyen protein grubudur.
Parcalanmadan korunmak icin diisiik afiniteli heparan siilfat proteoglikanlarma
tutunurlar ve hiicre ylizeyindeki yiiksek afiniteli tirozin kinaz reseptorlerine
baglanirlar. Asidik FGF, Bowman zar1 ve Descement membranlarinda, endotel
hiicrelerinde, daha az oranda ise epitelde tespit edilmistir. Lakrimal bez tarafindan da
salman bu faktoriin, epitel hiicrelerinde hem parakrin hem de otokrin etkileri vardir.
Asidik ve bazik FGF epitel, endotel ve stroma hiicrelerinde mitojeniktir (74). Bazik
FGF, kornea fibroblastlarinda DNA sentezini, yara gerginligine direncini ve endotel
hiicrelerinde mitotik hiz1 arttirir (72).

1. 2. 6. 1. 3. Transforming Growth Faktor Alfa ve Beta

Fare embriyosunda TGF-a sentezi engellenerek yapilan deneylerde gozkapag:
gelisim bozuklugu, mikroftalmi, ylizeyel opasiteler, goz kapagi ve On segment
disgenezisi, korneal enflamasyon ve skar olusumu, lense ve retinaya ait defektler
gozlenmistir. Transforming growth faktor-a, EGF gibi gdzyasinda bulunur ve olas1
kaynak yine lakrimal bezlerdir. Ek olarak kornea epitel hiicreleri TGF-a, TGFa
mRNA’s1 ve proteinini i¢erirler. Bu durum EGF ve TGF-a iireten epitel hiicrelerinin
otokrin mekanizmayla normal epitel sikluslarmi devam  ettirdiklerini
diistindiirmektedir. Endotel hasarinda akdéz hiimdérde TGF-a konsantrasyonunun
arttig1 belirlenmistir (72).

Transforming growth faktor-B ailest TGF-B1, TGFB2 ve TGF-83’den olusan
yaklagik 25 kiloDalton agirliginda ve birgok doku tarafindan iretilen
polipeptidlerdir. TGF-B dimerik, inaktif bicimde salgilanir ve latent growth faktor
havuzu olusturmak iizere ECM’ye baglanir, ekstraseliiler veya membrana bagli
enzimlerle aktif hale getirilir (74). Transforming growth faktor-f8 aktivasyonu ECM
iiretimi, hiicre biiyiime ve farklilagmasi gibi cevaplara neden olur (75). Transforming
growth faktor-B’nin genel olarak epitel, endotel hiicreleri, 16kositlerin biiytimesini
engelledigi ve fibroblast iiretimini uyardigi kabul edilmektedir (76). Transforming
growth faktoriin epitelden stromaya salgilanmasi ve gdzyasinda {iretimi stromal

hiicrelerde ¢ogalma ve goce neden olur. TGF-’nin enflamasyon odagina fibroblast,
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monosit ve makrofajlar1 cekme 6zelligi de vardir (77). Bunlarm disinda Interlokin
(IL)-1, IL-6, TNF-a epitel gdciinde indirekt olarak etkili olabilmektedirler (74).
Tavsanlarda korneal insizyonlarda gerilmeye karsi yara direncini arttirict etki
gosterir. Bu etkisini insizyon yerinde kemotaksis ile fibroblast sayisini arttirarak
gerceklestirir. Ayrica MMP sentezini azaltmasi ve metalloproteinaz doku inhibitorii
sentezini arttirmasi da olasidir (72).

1. 2. 6. 1. 4. Keratinosit Growth Faktor

Keratinosit growth faktor, FGF ailesinin tiyelerinden biri olup, yaklagik 28
kiloDalton agirliginda tek zincirli bir polipeptiddir ve keratinositler ile epitel
hiicreleri i¢cin mitojeniktir. Keratinosit growth faktoriin EGF, TGF-a, FGF ile ayni
sinyal yolagimi paylastig1 diisiiniilmektedir. Keratinosit growth faktoriin hedef
hiicrelere salimma ve depolanmanin yapildig1 stromada biriktirilmek i¢in heparine
baglanabilecegi diisiiniilmektedir (78).

Keratinosit growth faktor reseptorii mRNA’sinin in vitro olarak kornea epitel
hiicrelerinde anlamli miktarda bulundugu ama stroma keratositlerinde c¢ok diisiik
miktarda oldugu tespit edilmistir (74). Aksine KGF’nin Kkiiltiire keratositlerde
iiretildigi, ancak epitel hiicrelerinde tliretilmedigi tespit edilmistir. Bu durum KGF’nin
stromada tretilip, epitel hiicrelerinde parakrin bir mekanizma ile etkili oldugunu
gostermektedir (79). Keratinosit growth faktor reseptoriiniin limbal fibroblastlarda ve
epitel hiicrelerinde, santral korneaya gore daha fazla bulundugu goriilmiistiir. Bu
durum KGF’nin tercihen kok hiicrelerin  fonksiyonunu diizenledigini
disiindiirmektedir (80). Keratinosit growth faktoriin siirekli olarak diisiik miktarda
salinmasinin saglikli korneal epitel biitiinliigiiniin saglanmasinda roliiniin oldugu
diisiiniilmektedir (81). Son yapilan calismalarda IL-o ve IL-B gibi sitokinlerin
keratositlerden KGF salgilanmasinda rol aldig1 kabul edilmektedir (82).

1. 2. 6. 1. 5. Hepatosit Growth Faktor

Hepatosit growth faktor yaklastk 90 kiloDalton agirhiginda bir
glikoproteindir. Mezensimal orjinli hiicrelerden salgilanir, travma, enflamatuar
uyarilar ve koagiilasyon kaskadindaki proteazlarla aktif hale gelir. Keratinosit growth
faktor gibi HGF de gesitli ECM bilesenlerine baglanabilir. Hepatosit growth faktor
reseptorii tirozin kinaz 6zelligi tasir. Korneada HGF reseptorii en yogun olarak epitel

hiicrelerinde bulunur; ancak HGF klasik parakrin etki ile fibroblastlardan tiretilerek
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epitel hiicrelerine etki eder (83). Keratinosit growth faktoriin tersine, HGF {iretimi ve
reseptorii kornea santralinde daha yogundur. Hepatosit growth faktor hiicre gociinii
uyarwr, stroma fibroblastlarina etkisi minimaldir (80). Hepatosit growth faktor
gozyasinda da bulunur ve kornea epitel katinin biitiinliigliniin siirdiiriilmesinde
katkisnin oldugu disiiniilmektedir. Ak6z hiimoérde bulunan HGF’nin endotel
hiicrelerine baglanarak, bu hiicrelerin biitiinliiklerinin devaminda otokrin mekanizma
ile rol oynadig1 sanilmaktadir (84).

1. 2. 6. 1. 6. Platelet Derived Growth Faktor

Platelet derived growth faktor sistein bagli, 35 kiloDalton agirliginda, A ve B
zincirlerinden olusmus dimer yapisindadir (64). Bu faktor’in -AA, -AB, -BB
izomerleri vardir ve reseptorii heterodimerik ve monomerik formlarda bulunur (74).
Platelet derived growth faktdr’iin reseptdriine baglanmasi mitojenik etkileri indiikler
(64). Platelet derived growth faktor reseptorleri kornea fibroblastlarinda ve endotel
hiicrelerinde bulunur. Platelet derived growth faktor-BB proteini epitel hiicrelerinde
iretilir ve en yiiksek miktarda bazal membrana baglanir (77). Endotel hiicrelerinin ve
fibroblastlarin gé¢cli PDGF-BB ile uyarilir. Fibronektin varliginda PDGF-AA ve -BB
epitel hiicrelerinin kemotaksisini uyarmaktadir (74). Platelet derived growth faktor
akoz hiimorde eser miktarda bulunur ve fibroblastlarin TGF-B’ya olan c¢ogalma
cevabini arttirir (85).

1. 2. 6. 1. 7. Diger Biiyiime Faktorleri

Kanitlar sinir biiytime faktorii (SBF), norotropin-3 ve 4, glial hiicre kaynakl
norotrofik faktor gibi norotrofik faktorler ile reseptdrlerinin korneada bulundugunu
ve bunlarin epitel hiicre ¢ogalmasini uyardigini gostermektedir (86). Kornea epitel
biitiinliiglinlin ~ devaminda  kornea  sinirlerinin  6nemli  roliiniin  oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle kornea sinirlerinden salinan norotrofik faktorler de
doku homeostazinda rol oynayabilir (87). Kiiltiirde stroma fibroblastlarmin
biiylimeleri SBF ile arttirilmaktadir (86).

Insiilin like growth faktorii ile reseptdrleri kornea epiteli, stroma, trabekiiler

agda bulunmaktadir ve hiicre farklilagsmas1 ve ¢ogalmasinda rol oynar (88).
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1. 2. 7. KORNEA YARA iYILESMESINDE ENFLAMATUVAR
SITOKINLERIN ROLU

Sitokinler kornea yara iyilesmesinde onemli rol oynarlar. Kornea epiteline
olan travma sonrasinda epiteldeki cesitli sitokinlerin seviyesi artar. Bunlarin en
onemlileri IL-1, IL-6 ve TNF-a’dir (77). Interlokin-6 integrinleri diizenleyerek
kornea epitelinde gocii uyarir (90). Interlokin-1, EGF ile sinerjik bi¢cimde in vitro
epitel yara kapanmasmi arttirir (91). Interlokin-1 ve TNF-o kollajenin yeniden
sekillendirilmesinde énemli rol oynar. Bunlar kornea fibroblastlarinda IL-8, monosit
kemotaktik protein gibi bir takim kemokinlerin tiretimini arttirir ve ilging bir bigcimde
sadece epitel yaralanmasinda iiretilir (92). Ancak bu sitokinlerin etkileri her zaman
yararl degildir. II-1, IL-6 ve IL-8 kornea stromasinda erimeyi uyarabilir (93).

1. 3. KORNEA NEOVASKULARIZASYONU

Embriyogenez ve erken cocukluk doneminde damarlar iki mekanizma ile
gelisir: vaskiilogenez ve anjiogenez. Vaskiilogenezde kan damarlar1 diferansiye
endotel hiicrelerinden de novo olarak gelisirken anjiogenezde kapillerler dnceden
varolan damarlardan gelisirler (94).

Vaskiilogenez gelisimin sonunda durur ve endotel hiicre proliferasyonu
hemen daima yetiskinlerde sonlanmistir (94). Yetiskinlerde sadece anjiogenez
goriiliir ve yara iyilesmesi, ovulasyon ve plasental maturasyon gibi fizyolojik
fonksiyonlardan sorumludur. Regiilasyon bozuldugunda endotel hiicreleri anormal
boliinerek tiimor gelismesi ve anjiogenez yoluyla bazi okiiler hastaliklar gibi
patolojik durumlara ortaya ¢ikar (95).

Korneanm besleyici damari siliyer arterlerden gelir. Oftalmik arterden ¢ikan
siliyer arterler limbus bolgesinde perikorneal pleksuste sonlanir. Kornea
neovaskiilarizasyonu da perikorneal pleksuste var olan kapiller ve veniillerden
ctkmaktadir (95). Kornea neovaskiilarizasyonunun iki klinik varyant1 vardir: stromal
neovaskiilarizasyon (genellikle stromal keratitlerden kaynaklanmaktadir) ve vaskiiler
pannus (okiiler ylizey hastaliklardan kaynaklanan periferik yiizeysel korneada bag
dokusu proliferasyonudur) (96).

1. 3. 1. Epidemioloji

Kornea ve goziin diger boliimlerinin neovaskiiler ve enfeksiydz hastaliklari

toplumda goriilen genel problemlerdendir. Amerika Birlesik Devleti’nde bir sene
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icinde 1.4 milyon hasta kornea neovaskiilarizasyonu gelistirmektedir. Toplumun %
4’iinde kornea neovaskiilarizasyonu bulunmakta ve kornea nakli sirasinda elde edilen
kornea Orneklerin %20’si histopatolojik olarak neovaskiilarizasyon gostermektedir
(97) (Tablo-1). Tiirkiye’de heniiz bu konuda yapilmis bir caligma yoktur.

Tablol. Kornea Neovaskiilarizasyonuna Neden Olan Hastahklar

Enflamatuar hastahklar
Okiiler pemfigoid
Rozasea
Greft rejeksiyonu
Lyell’s sendromu
Stevens-Johnson sendromu
Enfeksiyoz keratitler
Viral
Herpes simpleks
Herpes zoster
Bakteriyel
Ps6domonas
Klamidya trakomatis
Sifiliz
Fungal
Kandida
Fusarium
Asperjillus
Parazitik
Onkoserkiazis
Dejeneratif-konjenital bozukluklar
Pterjiyum
Terrien’in marjinal dejenerasyonu
Travmatik-iatrojenik bozukluklar ve digerleri

Kontakt lens

Alkali yamigi
Korneal iilser

Kok hiicre yetmezligi
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Neovaskiilarizasyon (veya anjiogenez) ortamda var olan damarlardan bir
takim faktorlerin aktivasyonu ile yeni damar olusumudur. Organizmada bu durum
anjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin dengesi saglanarak siki bir sekilde kontrol
edilir (Tablo 2). Anjiogenik ve anti anjiogenik faktorler dengesinde anjiogenik
faktorler agirlik gosterdigi zaman anjiogenez olugmaktadir. Yapilan calismalarda
neovaskiilarizasyon icin sadece anjiogenik faktorlerin yiikselmesi degil ayni
zamanda anti-anjiogenik faktorlerin azalmasi da gerekmektedir (19).

1. 3. 2. Kornea Neovaskiilarizasyon Fazlan

1. 3. 2. 1. Erken Prevaskiiler Faz

Enflamasyona bagli hasar ile damarlarda dilatasyon, gecirgenlik artisi ve
o0dem olur. 2-3 saat sonra PMNL’ler damar disina ¢ikarak, kornea stromasima gog
ederler. 24-48 saat sonra da PMNL infiltrasyonu pik yapar. Polimorfoniikleer
lokositler kemotaksisi baslatarak bazi sitokinlerin salimimma neden olur.
Lokositlerden salman proteolitik enzimler ile damarlarin bazal membrani pargalanir.
Damar gecirgenliginde artis ve 6dem normalde siki bir dizilim gosteren kollajen
fibrillerin birbirinden ayrilmasma neden olur. Odemle beraber ekstravaskiiler dokuya
gecen fibrinojen pihtilasarak vaskiilarizasyonda 6nemli rol oynar (98,99).

1. 3. 2. 2. Vaskiiler Tomurcuklanma Faz

Bazal membran devamlilifinin bozulmasindan sonra endotel hiicreleri
psodopotlar1 ile hasarli bélgeden go¢ eder. Daha sonra endotel hiicrelerinde mitoz ve
yeni damar tomurcugu olusumu gozlenir. Matriks metalloproteinazlar ECM
bilesenlerini bozarak, go¢ eden endotel hiicreleri i¢in gerekli olan yolu agar.
Anjiyogenik faktorler endotel hiicrelerinde MMP’lerin salinmasini ve fonksiyonlarini
arttirabilir (100). Go¢ olayr tek basina neovaskiilarizasyon i¢in yeterli olmakta,
hiicresel proliferasyon olmasa bile endotel hiicrelerinin yayilimi, go¢ii ve yeniden
dagilimi ile yeni damar olusumu gerceklesebilmektedir. Bu nedenle endotel hiicre
gbciiniin vaskiilarizasyondaki en 6nemli basamak oldugu soylenebilir. Bu fazda

heniiz vaskiiler liimen olusmamistir (101).
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Tablo 2. Anjiogenik ve Antianjiogenik Faktorler

Anjiogenik Faktorler
Tiimor nekrozis faktor-a
Makrofaj migrasyon inhibitor faktor
Vaskiiler endotelyal growth faktor
Asidik and basik fibroblast growth faktor
Plasenta growth faktor
Platelet-derived epidermal growth faktor
Transforming growth faktor
Epidermal growth faktor
Hepatosit growth faktor
Platelet-activating faktor
Insulin-like growth faktdr
Anjiogenin
Anjiopoetin-1
Granulosit-makrofaj koloni-stimulan faktor
Granulosit koloni-stimulan faktor
Interlokin-1,2,6,8
Prostaglandin E1, E2
Vascular integrin avi33
Matriks metalloproteinazlar
Histamin

Antianjiogenik Faktorler
Thrombospondin
Fibronektin
Anjiostatin
Endostatin
Interferon-a,B,y
Interlokin-12
Matriks metalloproteinaz inhibitorleri
Platelet faktor 4
Retinoik asit
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1. 3. 2. 3. Vaskiiler Matiirasyon Faz

Ortamda g¢ogalan endotel hiicreleri zamanla limen olusturacak sekilde yan
yana gelir ve primitif damar seklini alir. Bu sirada endotel hiicrelerinden anjiogenik
uyar1 ile ECM proteinleri ortaya ¢ikar. Ekstraselliiler matriks proteinleri perivaskiiler
bosluga ulasarak, hiicre proliferasyonunu gerceklestirdigi gibi, damar c¢eperinin
diizenli olmasin1 da saglar. Zamanla yeni olusan damarlarin bazal membranlari
devamli hal alir ve perisitlerin endotel hiicrelerini ¢evrelemesi ile ana damar olusumu
izlenir (99). Postkapiller veniillerden olusan primitif damarlar zamanla birbirleriyle
iligkiye gecer ve kan akimi baslar. Anjiogenik uyarinin yetersiz kaldigi durumlarda
ise vaskiiler yapilarda daha fazla uzama gergeklesmez ve regresyon gozlenir (99).

1. 3. 3. Kornea Neovaskiilarizasyonunu Uyaran Faktorler

1. 3. 3. 1. Tiimor Nekrozis Faktor-a

TNF-a mononiikleer fagositlerden kaynagini alir. T hiicreleri, aktive Natiirel
Killer (NK) hiicreleri ve aktive mast hiicreleri bu proteini salgilarlar. iki ¢esit TNF
vardir. Bunlar genellikle aktif makrofajlardan salinan TNF-a (kasektin de denir) ile
aktif T hiicrelerinden salinan TNF- (lenfotoksin)'dir. TNF, diisiik yogunluklarda
lokosit ve endotel hiicreleri icin lokal olarak parakrin ve otokrin diizenleyicidir.
Saglikli bireylerde plazma TNF diizeyleri 0-35 pg/ml arasinda degismektedir. TNF-
o; IL-1, IL-6, kemokinleri ve TNF'nin kendisini iiretmek tzere monontkleer
fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir. IL-6 ile sinerjik etki gdsterir (97).

TNF-a; adezyon molekiilleri ekspresyonunun up-regiilasyonu, notrofil
aktivasyonu, kemokin sekresyonunun indiiksiyonu ve NF-kB sinyal iletim yolunun
aktivasyonu gibi bir¢ok proinflamatuvar ve immiin modulator fonksiyonlarin
medyatdoriidiir (97).

TNF'nin baglica biyolojik etkileri; anjiogenez, ates yapici etkinlik,
hepatositleri etkileyerek akiit faz reaktanlarnin sentezini uyarmak, notrofil
adezyonunun artmasi, fibroblast ve mezengimal hiicre proliferasyonu, ndronlarin
cogalmas1 ve fonksiyonlarmin regiilasyonu, T hiicre aktivasyonii ve B hiicre
proliferasyonunun indiiksiyonudur. Deney hayvanlarina uzun siire verildiginde
kasektik metabolik degisikliklere neden oliir. Kaseksi, TNF ile uyarilan istah
azalmasi1 sonucu olusur. Damar diiz kasini gevseterek kan basincmi ve doku

perflizyonunu azaltir. Bu etkiyi prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gibi damar
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genisleticileri uyararak indirekt yoldan yapar. Intravaskiiler koagiilasyona neden
olarak doku perfizyonunu azaltr (102). TNF-a, NO sentezinde rol alarak
anjiogenezin erken donemlerinde vazodilatasyona yol agar (7).

Alkali kimyasal yanik, korneal stromada ciddi hasar sonucu persistan
iilserasyon, opasifikasyon ve neovaskiilarizasyon olusturarak kalici gérme kaybi
nedeni olabilir. Alkali yanik olusturulan korneada aciga cikan faktdrlerden biri
proinflamatuvar pleotropik sitokin olan TNF-a’d1r (6).

Inflamasyon ve fibroziste hiicresel cevabin diizenlenmesinde TNF-o.’nin rolii
tam olarak aciklanamamistir. TNF-a iyilesmekte olan kornea epiteli ve inflamatuvar
hiicrelerde tesbit edilmistir (6). TNF-a ayrica MIF salmimini regiile ederken VEGF,
FGF ve TGF iiretimini arttirarak neovaskiilarizasyonu arttirir (8).

Korneada inflamatuvar uyaran ile ¢cok miktarda TNF-a sentezlenir. TNF-a
aktivitesi iki reseptor tarafindan diizenlenir. Her iki reseptorde ekstraseliiler
bolgelerde bol miktarda bulunurken intraseliiler miktarlar1 farkli hiicresel cevaplara
yol acacak sekilde degiskendir. TNF-a’nin ¢ogu proinflamatuvar etkilerini TNFR-I
iizerinden gosterdigine inanilir (103).

1. 3. 3. 2. Makrofaj Migrasyon Inhibitor Faktor

Makrofaj migrasyon inhibitér faktér (MIF), Guinea piglerde makrofajlarin
kapillerlerin disina migrasyonunu 6nledigi kesfedilen ilk lenfokindir. MIF ¢cDNA’s1
ilk defa insan T lenfositlerinden klonlanmis ve MIF proteininin 114 aa’den olustugu
anlagilmigtir. Rekombinan MIF (rMIF) kullanilarak yapilan sonraki ¢aligmalarda
MIF’in gecikmis hipersensitivite ve letal endotoksemide oOnemli rolii oldugu
gosterilmistir (104).

MIF, T lenfosit ve makrofajlardan salinan ve inflamasyonda anahtar rolii olan
potent pro-inflamatuvar sitokindir (9). MIF, sistemik inflamatuvar stimulusa cevap
olarak 6n hipofizden hormon olarak salgilanir. Boylece MIF’in hem proinflamatuvar
sitokin hem de néroendokrin hormon gibi biyolojik davranislari oldugu goriilmiistiir.
Insanlarda MIF protein ve mRNA’sinin korneal bazal epitelyal ve endotelyal
hiicrelerde, iris ve silyer cisim epitelinde, retinal astrosit, Miiller ve RPE hiicrelerinde
varlig1 gosterilmistir (105).

MIF’in a ve 3 yapilar1 vardir. Her MIF monomerinin iki antiparalel a-heliks

(al ve a2) ve alt1 B (B1-B86) kolu vardir. Bu yapis1t major histokompatibilite kompleks
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(MHC) molekiiliiniin protein baglanma bdlgesine benzer. Henliz MIF membran
reseptOrii tanimlanmamis olmasma ragmen bazi caligmalarda reseptor aracili yolak
oldugu iddia edilmistir. MIF fonksiyonlar1 icin muhtemel bir diger mekanizma ise
katalitik aktivitesidir. MIF tatomeraz, izomeraz ve thiol protein oksidorediiktaz
aktiviteleri gosterir. Enzimatik aktivite i¢in protein substratinin oldugu gosterilmistir.
MIF iligkili uyarida mitojen aktive protein (MAP) kinaz ve aktivator protein-1 (AP-
1)’in ekstraseliiler uyar1 diizenlenmesininde (ERK 1/2) 6nemli rolii olduguna dair
yayinlarda mevcuttur (106).

Yeni bir calismada MIF’in direkt olarak hiicre surveyini PI3K/Akt yolagi ile
arttirarak tiimor hiicresi surveyi i¢in kritik 6neme haiz oldugu gosterilmistir. Ayrica
MIF icin ko-aktivatér c-jun aktivasyon bolgesi baglanma protein-1 (JAB-1) denen
intraseliiler reseptor proteini tanimlanmisir (106).

Uveitli hastalarin intraokiiler sivilarinda anlamli derecede yiiksek MIF oldugu
tesbit edilmistir. Vitreustaki MIF seviyeleri vitreus inflamasyon aktivitesi ile
iligkilidir. MIF okiiler inflamasyonun patofizyolojisinde 6nemli role sahiptir (107).
Fare korneasinda MIF mRNA’smnin hasar veya enfeksiyon sonrasi erken dénemde
artmis oldugu bulunmustur (108). Ratlarda korneal yara iyilesmesi esnasinda MIF,
korneal epitelyal hiicrelerden ilk 3 saatte salgilanmaya baslayarak 48 saat boyunca
artmaya devam eder (105). MIF, neovaskiilarize korneadan bol miktarda eksprese
edilir. Inflamatuvar korneal neovaskiilarizasyonda anjiojenik rolii vardir (10).

MIF; fagositoz, intraseliiler sindirim ve H202 yapimi gibi makrofaj
fonksiyonlarmi arttirir (109). Makrofajlarda TNF sentezini uyararak ve IFN-y ile
sinerjik etki gosterek NO yapimini arttirrr (110). MIF, proinflamatuvar sitokinlerden
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, COX-2, PLA2 ve MMP seviyelerini indiikler (111).

1. 3. 3. 3.Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor

Vaskiiler endotelyal growth faktor (VEGF) spesifik bir gen tarafindan
kodlanir ve yapilarindaki aminoasit sayisma gore belirlenmis alt1 farkli izoformu
vardir: VEGF;21, VEGF 45, VEGF 45, VEGF g3, VEGF 39, VEGF,6. Insanlarda en
fazla VEGF6s5 izoformu bulunur ve biiyiik oranda heparine baglanarak salinmaktadir
(3).

VEGTF biyolojik aktivitesini temel olarak endotel hiicreleri iizerindeki tirozin

kinaz yapili, VEGF reseptor (VEGF-R)-1 ve VEGF-R2 ile lenf damarlari iizerindeki
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VEGF-R3 adl ii¢ reseptorii ile gergeklestirir. Vaskiiler endotelyal growth faktor -R1
ve -R2 biiylik 6lgiide damar endotel hiicrelerinden salinir ve anjiogenez ile damar
gecirgenliginde gorev alir (3).

VEGF diizeyi basta Ras ve human epidermal growth faktoér reseptor-2
onkogenleri olmak iizere, p53 gen mutasyonu, TNF-a ve nitrik oksit (NO), iL-1, IL-
6, IL-10, IL-13, FGF, PDGF, TGF-B VE IGF-1 gibi birgok endojen ajan ile
diizenlenmektedir (112). Vaskiiler endotelyal growth faktoriin saliniminda en 6nemli
iki faktor hipoksi ve enflamasyondur (113).

Vaskiiler endotelyal growth faktoriin neden oldugu vaskiiler permeabilite
artis1 kemotaksisin ve enflamasyonun devaminda da onemlidir (113). Vaskiiler
endotelyal growth faktor endotel hiicreleri i¢in migratuar 6zelligininin yaninda hiicre
dis1 matriks yikimindan sorumlu olan MMP’ler, iirokinaz, doku tipi plazminojen
aktivatorlerinin salmimini uyararak invazyon ve metastazi kolaylastirir (114).

1. 3. 3. 4. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktér neovaskiilarizasyonun oldugu kornealarda vaskiiler
bazal membrana baglanmaktadir. Yeni damarlarin maturasyon derecelerine gore
degisik yogunlukta baglanma s6z konusudur (115).

1. 3. 3. 5. Insiilin Like Growth Faktor

Insiilin like growth faktdr-1’in hayvan modellerinde korneada anjiogenik
etkilerde bulundugu bildirilmistir (116).

1. 3. 3. 6. Anjiopoetin

Bir calismada anjiopoetin (Ang)-1 ve -2’nin sistemik Tie-2 ile inhibisyonu
kornea neovaskiilarizasyonunda gerilemeye neden olmustur. Bu geriletmenin VEGF’
den bagimsiz oldugu disiiniilmektedir (117). Ayrica ratlarda Ang-2’nin
inhibisyonunun kornea neovaskiilarizasyonunu engelledigi bildirilmistir (118).

1. 3. 3. 7. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

MMP-2’nin kornea neovaskiilarizasyonunda {iretiminin artti§1 tespit
edilmistir (119).

1. 3. 4. Kornea Neovaskiilarizasyonunu Engelleyen Faktorler

1. 3. 4. 1. Anjiostatin

Anjiostatin 38 kiloDalton agirliginda, plazminojenin proteolitik parcalanma

iirlinlerinden olup gii¢lii bir antianjiogenik faktordiir (120). Anjiostatin ve benzeri
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fragmanlarin  implantasyonu  korneada FGF ve anjiogeninin  uyardigi
neovaskiilarizasyonu engellemektedir (121).

1. 3. 4. 2. Endostatin

Endostatin 20 kiloDalton agrrhiginda, kollajen XVIII’lin proteolitik
parcalanma {iriiniidiir ve esas olarak damar epitel bazal membraninda bulunur.
Kollajen XVIII gbézde esas olarak retina, lens kapsiilii ve korneada bulunur (122).
Endostatin, implante edildigi kornealarda bFGF’nin uyardigi neovaskiilarizasyonu
engellemektedir (123).

1. 3. 4. 3. Pigment Epiteli Derived Faktor

Pigment epiteli derive faktor (PEDF) giiclii bir antianjiogenik ve norotrofik
faktordiir. Gozde retina, iris ve korneada bulunmustur (124). Pigment epiteli derived
faktorii bloke eden antikorlar kornea stromasina yerlestirildiginde vaskiilarizasyonun
uyarildig: tespit edilmistir (125).

1. 3. 4. 4. Trombospondin-1

Trombospondin (Tsp)-1 gézde kornea, iris, sklera ve retinada {tiretilir (126).
Korneada Tsp-1 esas olarak kornea epitelinin bazal tabakasinda tiretilmektedir (127).
Trombospondin-1 geninin deneysel olarak hasara ugratildigi farelerde, korneada
enflamasyonun indiikledigi anjiogenezin olustugu gozlenmistir (128).

1. 4. TRIAMSINOLON ASETONID

Kortikosteroidler, ilk defa 1950’11 yillarda gézdeki enflamatuvar hastaliklarda
kullanilmaya baslanmistir. Kortikosteroidlerin antienflamatuvar 6zellikleri tam
olarak ag¢iga kavusmus degildir. Etki mekanizmalarindan biri, lipokortin sentezini
arttrmalaridir. Arasidonik asit (AA), membran fosfolipidlerinden fosfolipaz A2
enzimi ile sentezlenir. AA metaboliti olan prostoglandin ve lokotrienler inflamasyon
medyatorleridir. Fosfolipaz A2, lipokortinler tarafindan inhibe edilir (129).

Triamsinolon asetonid (9a-fluoro-16a-hydroxyprednisolone; TA), molekiil
agirhigr 434.5 D olan ve oftalmolojide 4-20 mg dozlarinda daha ¢ok periokiiler ve
intravitreal olarak kullanilan orta etkili kortikosteroiddir. Triamsinolonun IL-6 ve
VEGF aracilt korneal neovaskiilarizasyonu bloke ettigi (17) ayrica endostatin
seviyelerini arttirarak neovaskiilarizasyonda antianjiogenik etki gosterdigi (18) ve
anti-inflamatuvar etkilerine ek olarak vazokonstriiksif etki gostererek okiiler

neovaskiilarizasyonun oOnlenmesinde etkili olabildigi tesbit edilmistir (130). TA,
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ratlarda korneanin giimiis nitrat ile koterizasyonu sonrasi yedi giin boyunca topikal
olarak giinde 4 kez kullanildiginda neovaskiilarizasyonu anlamli derecede azaltir
(19). Topikal olarak 4 mg/ml dozunda yedi giin boyunca giinde iki kez

uygulandiginda ratlarda korneal neovaskiilarizasyonu anlamli derecede azaltir (131).

——OH
DO

O

Sekil 4: Triamsinolonun kimyasal formiili

Triamsinolon asetonid gozde bir¢ok hastalikta kullanilmaktadir (Tablo 3)

(129)

Tablo 3. Triamsinolon Asetonidin Oftalmik Kullanimi

Ekstraokiiler/periokiiler
Salazyon
Sklerit
Uveit
Vernal keratokonjunktivit

intraokiiler
Refrakter kistoid makiiler 6dem

Diabetik ve ven tikanikliklarma bagli makiiler 6dem

Eksudatif makiiler dejenerasyon

Vogt-Koyanagi-Harada Sendromuna bagh ser6z dekolman
Cerrahi Kullanim

Pars plana ve 6n vitrektomi
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1. 5. INFLIKSIMAB

infliksimab (Remicade®), ortalama molekiil agirhgi 149.100 Dalton olan
simerik IgGlxk monoklonal antikorudur. TNF-oa’nin hem solubl hemde
transmembrandz formlarina yiiksek affinite ile baglanir boylece reseptorlerinin TNF-
a’ya baglanmasimni inhibe ederek etkisini notralize eder. TNF-8 (lenfotoksin- a)’ya
baglanmaz. TNF-a blokaji nedeniyle IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
diizeyini azaltir, endotelyal hiicre gecirgenliginin inhibe ederek lokosit gociiniin
onler, 16kosit ve endotelyal hiicrelerden adezyon molekiillerinin sentezini inhibe eder
ve notrofil ile eozinofil aktivasyonunu engeller. Infliksimab; fibroblast, endotel
hiicreleri, notrofiller, T ve B lenfositler ve epitelyal hiicrelerin bioaktivitesini inhibe
eder (36).

Tedaviye refrakter {iiveit, Behget hastaligi ile ilgili paniiveitlerde, RA,
psoriazis, sistemik vaskiilitler, sarkoidoz ve Chron Hastaliginda intraven6z infiizyon
seklinde kullanilir. 1-20 mg/kg dozunda, doz bagimli olarak etki gosterir. Yar1 6mrii
8-10 giindiir. intravendz olarak 3-20 mg/kg dozlar1 arasinda uygulanan doz ile serum
konsantrasyonu arasmda lineer bir iliski vardir. Ilk dozu takiben ikinci ve altinci
haftalarda tekrarlayan inflizyonlar, tahmin edilebilir konsantrasyon zaman profili ile
sonuclanir. Dort ya da sekiz haftalik tedavi araliklarinda 3 mg/kg veya 10 mg/kg
dozlarinda sistemik birikim goriilmemistir (36).

Kronik vendz yetmezlige bagl cilt ilserlerinin 10 mg/ml dozunda topikal
infliksimab tedavisine 1yi cevap verdigi bildirilmistir (132).

TNF-a inhibisyonu farelerde iskemik retinopatide neovaskiilarizasyonu
azaltir (37). Anti VEGF ilaglara cevapsiz neovaskiiler yasa bagli makula
dejenerasyonunda tekrarlayan intravitreal infliksimab enjeksiyonu ile hastalarda
diizelme goriilmiistiir (133).

Yiiksek doz sistemik steroid tedavisine cevapsiz periferik llseratif keratitli
yash bir hastada tekrarlayan intravendz infliksimab tedavisi ile iilserin iyilestigi
bildirilmistir (131). Yine Mooren iilserli tekrarlayan korneal perforasyonlar gelisen,
konvansiyel immiinsupresyon tedavisine cevapsiz bir hastada intravendz infliksimab
tedavisi ile basar1 saglandigir gorilmiistiir (135). Bunun gibi direngli korneal
inflamatuvar hastaliklarda intravendz infliksimab ile basarili sonuclar alindigini

bildiren smirli sayida olgu sunumlar1 bulunmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun izni ile Goz
Hastaliklar1 ve Patoloji Anabilim Dali’nin katkilar1 ile gergeklestirildi. Agirlhiklart
ortalama 250-300 gram olan 42 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat ¢aligmaya alindi.
Calisma siiresince denekler Firat Universitesi Deneysel Arastrma Merkezi
(FUDAM)’nde uygun beslenme sartlarinda ve dzel kafeslerde tutuldu.

Ratlar her bir grupta 7 denek olacak sekilde randomize alt1 gruba ayrildi.
Ratlarin beslenmelerini stirdiirebilmeleri i¢in sadece sag kornealarinda kimyasal
yanik olusturuldu. Topikal tedaviye yanik isleminden 60 dakika sonra basland1 ve 7
giin devam edildi.

Gruplar:

1. grup (Kontrol): Yanik yapilmayan ve herhangi bir tedavi verilmeyen grup

2. grup (Sham): Yanik yapilan deneklere serum fizyolojikten hergiin 4x1
damla damlatild1 ve 8. giinde dekapite edilerek kornealar1 alindu.

3. grup (TA): Yanik yapilan deneklere 4 mg/ml triamsinolon asetonid
(Kenacort-A 40mg/ml ampul, Bristol Myers Squibb Co, Princeton, NJ, ABD)
solisyonundan her giin 4x1 damla damlatildi ve 8. giinde dekapite edilerek
kornealar1 alindi1 (19).

4. grup (inf 5): Yanik yapilan deneklere 5 mg/ml infliksimab (Remicade
100 mg flakon; Schering Plough Co, County Cork, Ireland) soliisyonundan her giin
4x1 damla damlatildi ve 8. giinde dekapite edilerek kornealar1 alindi.

5. grup (Inf 10): Yanik yapilan deneklere 10mg/ml infliksimab
solisyonundan her giin 4x1 damla damlatildi ve 8. giinde dekapite edilerek
kornealar1 alind.

6. grup (Inf 20): Yanik yapilan deneklere 20 mg/ml infliksimab
solisyonundan her giin 4x1 damla damlatildi ve 8. giinde dekapite edilerek
kornealar1 alind.

2. 1. Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasmda intramuskiiler 50 miligram/kilogram
ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ile 5 miligram/kilogram ksilazin

hidroklorid (Rompun, Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. Islem ©Oncesi
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deneklerin kornealarma % 0.5’lik proparakain hidroklorid (Alcaine, Alcon, Fort
Worth, Texas, ABD) damlatild1.
2. 2. Cerrahi Teknik

Korneal yanik ve neovaskiilarizasyon olusturmak i¢in Mahoney ve Waterbury
(136) tarafindan tarif edilen giimiis nitrat ile koterizasyon teknigi uygulandi. Anestezi
ve analjezi uygulanan kontrol grubunun disindaki deneklerin sag kornea santraline %
75 giimiis nitrat ve % 25 potasyum nitrat igeren (Nitrate D’argent; Botafarma,
Ankara, Tiirkiye) kalemle 10 saniye siiresince koter yapilarak 2 milimetre genislikte
kimyasal yanik olusturuldu. Yanik sonrasi denek kornea ve forniksleri 5 cc SF ile
yikanarak artik kimyasallar uzaklastirildi.

Yanik skorlari; olusan yanigi kabarikligina gore 0 (kornea yilizeyinde kabarma
yok), +1 (kornea yiizeyinden hafif kabaran kiiciik yanik), +2 (kornea ylizeyinden orta
derecede kabarmis yanik), +3 (kornea yiizeyinde biiyiikk kabariklik) seklinde
derecelendirildi. +2 ve iistii yanik skoru olusan ratlar deneye dahil edildi. Deney
siiresi tamamlanan ratlara anestezi altinda dekapitasyon ve eniikleasyon uyguland.

2. 3. Korneal Neovaskiilarizasyon Alanlarinin Degerlendirilmesi

Rat kornealar1 X40 biiyiitmede yarikli lamba mikroskopuna monte edilmis
Sony dijjital kamera (CCD- IRIS model DXC 107 AP) kullanilarak fotograflandi.
Neovaskiilarizasyon alaninin tiim kornea alanina yiizdesi (neovaskiilarizasyon alani
X 100 / toplam kornea alani) dijital bilgisayar imaj analizi kullanilarak hesaplandi
(Topcon Image Net 2000, Itabashiku, Tokyo, Japonya) ve istatistiksel olarak
karsilastirildi (137).

2. 4. Makrofaj Migrasyon Inhibitér Faktér iImmiinohistokimyasal
Boyanmasi

Immiinohistokimyasal boyama igin kornea santralinden gecen, limbustan
limbusa uzanan, yanik alanini iceren, bes mikron kalinliginda kesitler hazirlandi.
Kesitler MIF kiti (Rabbit anti-MIF, Invitrogen Corporation, USA) kullanilarak
otomatik immunohistokimyasal boyama cihazi (Ventana, Benchmark XT)
yardimiyla boyandi.

Preparatlar Olympus marka 151k mikroskopu ile randomize olarak incelendi.
Ayni mikroskobun fotograf atagmani ile dokularm ve x40 biiylitmede dijital

fotograflar1 cekildi. Immiinohistokimyasal boyamada MIF antikoru ile boyanan
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kornea epitel, stroma ve endotel hiicrelerinin boyanma yayginlik ve siddetleri
semikantitatif olarak degerlendirildi (138).

2. 5. Semikantitatif Degerlendirme (Skorlama)

Her degerlendirme x40 biiyiitmede ve ii¢ ayr1 kesit alaninda yapildu.

0. derece: Epitel ve stroma tabakalarinda hi¢ boyanma olmamasi

1. derece: Epitel ve stromanin hem kalmliginin hem de genisliginin

yarisindan azinda olan aralikli boyanma.

Aralikli boyanma

Sekil 5. Epitel ve stromada 1. derece boyanmanin sematize edilmesi

2. derece: Epitel ve stromanin hem kalinligmin hem de genisliginin

yarisindan fazlasini tutan ancak, tam kat olmayan aralikli boyanma.

<1

7
>1/2; <1

v

Aralikli boyanma

Sekil 6. Epitel ve stromada 2. derece boyanmanin sematize edilmesi
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3. derece: Epitel ve stromanin tiim kalmligin1 ve tiim genisligini kapsayan

siirekli boyanma.

v

Stirekli boyanma

Sekil 7. Epitel ve stromada 3. derece boyanmanin sematize edilmesi

Tek sira hiicre tabakasindan olusmasi nedeniyle semikantitatif degerlendirme
yapmanin zorlugu ve saglikli kornea endotelinde de MIF boyanmasmin olmasi
nedeniyle endotel tabakasi degerlendirmeye alinmamistir.

2. 6. Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 alindi. Calismanin
istatistiksel azalizi, Sosyal Bilimlerde Istatistik Paketi Siiriim 13 (SPSS for Windows
versiyon 13) paket programu ile yapildi. Coklu karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis
varyans analizi ve gruplararas1 ikili karsilastirma i¢in Mann-Whitney U testi
kullanildi. P degerinin 0.05°den kii¢iik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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3. BULGULAR

3. 1. Neovaskiilarizasyon Alanlarimin Karsilastirilmasi

Neovaskiilarizasyon yerlesiminin kontrol hari¢ tiim gruplarda 6n stromanin
ist ve orta kisminda oldugu tesbit edildi. Kornealardaki neovaskiilarizasyon
alanlarmin tiim kornea alanima yiizdeleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
farkin oldugu goriildii (p<0.01).

Tablo 4. Gruplardaki neovaskiilarizasyon alanlarmin tiim kornea alanina

ylizdelerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

Grup I Grup II Grup III' | Grup IV GrupV Grup VI
Kontrol Sham TA4mg | InfSmg Inf 10mg Inf 20mg

Neovask.
Alani (%) | 0.00+0.00 | 5828=1521 | 26.14+12.73 | 34711687 | 27851596 | 18.85+12.02

(Ort.£ SD)

Neovaskiilarizasyon alaninin, sham ve tedavi gruplarinda kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek oldugu goriilirken (p<0.01), tiim tedavi gruplarinda sham
grubundan anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu tesbit edildi. (p<0.05). Tedavi gruplar1

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 gorildi (p>0.05).

100
S a
< 80 9 : |

60 4 a. b i

a, b
40 : a,b 1
a, b
0
Kontrol TA Iinf10

Sham Iinfs Iinf20

Sekil 8. Gruplardaki neovaskiilarizasyon alanlarinin tiim kornea alania

olan yiizdeleri.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; *p<0.01.
Sham grubu ile karsilastirldiginda; °p<0.05.
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3. 2. Epitel MIF immiinhistokimyasal Boyanmasi

MIF immiinhistokimyasal boyanmasi epitel katinda 6zellikle bazal hiicrelerin
sitoplazmalarinda yogun idi. Tim gruplar karsilastirildiginda epiteldeki MIF
immiinhistokimyasal boyanmalar1 birbirlerinden farklilik gésterdi (p<0.01).

Tablo 5. Gruplardaki epitel MIF immiinhistokimyasal boyanma skorlarinin

ortalama ve standart sapma degerleri

Grup I Grup II Grup III GruplIV | GrupV Grup VI
Kontrol Sham TA 4 mg InfSmg | Inf 10 mg Inf 20 mg

Epitel MIF

Boyanma 1.29+0.48 | 2.86+0.38 1.57£0.79 | 2.00+ 1.00 1.57+0.53 1.00+ 0.00
Skoru

(Ort.+ SD)

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda kontrol grubundaki kornealarin
epitel MIF immiinhistokimyasal boyanmasimin sham grubundan anlamli 6l¢iide daha
diisiik oldugu goriildii (p=0.01). Grup II'teki epitel MIF boyanma diizeyi, sham
grubundan anlamh Ol¢lide daha diisiik bulunurken (p<0.01), kontrol grubu ile
farklilik saptanmadi (p=0.49). Grup IV’te sham grubundan daha diisiik epitel MIF
boyanma diizeyi tespit edilmesine ragmen bu istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0.07). Yine grup 1V ile kontrol ve grup III arasinda anlamh fark tesbit edilmedi
(p=0.15 ve p=0.40). Grup V’te sham grubundan anlamli 6l¢iide daha diisiik epitel
MIF boyanma diizeyi oldugu goriildii (p=0.02). Grup V ile kontrol, grup III ve grup
IV arasinda anlaml fark olmadig1 goriildii (p=0.30, p=0.83 ve p=0.41). Grup VI'da
ise sham, grup IV ve grupV’ten anlamh 6lgiide daha diisiik epitel MIF boyanma
diizeyi tespit edilirken (p<0.01, p=0.02 ve p=0.02), kontrol ve grup III arasinda
anlaml fark olmadig1 goriildii (p=0.14, p=0.06).

Gruplardaki kornea epitel MIF immiinhistokimyasal boyanma siddetleri
asagidaki sekilde gosterilmistir (sekil 9).

3. 3. Stromal MIF Immiinhistokimyasal Boyanmasi

MIF immiinhistokimyasal boyanmasi 6zellikle iist stromay: infiltre etmis
inflamatuvar hiicrelerde yogun olarak saptandi. Tim gruplardaki stromal MIF

immiinhistokimyasal boyanma yogunluklar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda

anlaml fark oldugu goriildii (p<0.01).
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Sekil 9. Gruplardaki epitel MIF immiinhistokimyasal boyanma skorlar1.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; *p=0.01.

Sham grubu ile karsilastirldiginda; °p<0.01, °p<0.05.

infliksimab 5 mg (inf 5) grubu ile karsilastirildiginda; p<0.05.

Infliksimab 10 mg (inf 10) grubu ile karsilastirldiginda; “p<0.05.

Tablo 6. Gruplardaki stromal MIF immiinhistokimyasal boyanma skorlarinin

ortalama ve standart sapma degerleri

Grup I Grup II Grup III' | Grup IV GrupV Grup VI
Kontrol Sham TA4mg | InfSmg Inf 10mg Inf 20mg

Stromal
MIF 0.00£0.00 | 2.71£0.76 | 0.86£0.69 | 1.71+£0.95 | 1.00£0.57 | 0.29+0.48
Boyanma
Skoru
(Ort.+ SD)

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, kontrol grubu rat kornealarindaki
stromal MIF boyanma yogunlugunun sham grubundan anlamli 6lgiide daha diisiik
oldugu bulundu (p<0.01). Grup III stromal MIF boyanma diizeyi sham grubundan

anlaml 6l¢iide daha diisiik (p<0.01) ancak kontrol grubuna goére ise anlamli olarak
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daha ytiksek oldugu tesbit edildi (p<0.01). Grup IV stromal MIF boyanma diizeyi,
kontrol grubuna goére anlamli yiiksek (p<0.01) iken sham grubuna gore anlamli
diisiik (p=0.03) ancak grup III ile arasinda fark olmadig1 goriildi (p=0.07). Grup V
stromal MIF boyanma diizeyi, kontrol grubuna gore anlamh yiiksek (p<0.01) ve
sham grubuna gore anlaml diisiik (p<0.01) tesbit edilmisken grup I1I ve grup IV’den
farkli olmadig1 izlendi (p=0.65, p=0.08). Grup VI stromal MIF boyanma diizeyi
sham, grup IV ve grup V ile karsilastirilinca anlamli olarak daha diisiik oldugu tesbit
edilirken (p<0.01, p=0.01 ve p=0.03), grup VI stromal MIF diizeylerinin grup III ile
benzer oldugu goriildii (p=0.10). Stromal MIF boyanma diizeyi géz 6niine alininca
tim tedavi gruplar1 igerisinde sadece grup VI'nin kontrol grubuna benzer oldugu

oldugu tesbit edildi (p=0.14).

3,5

3,0 L —
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Stronmal MF Boyanma Siddeti

0,0 [ — _—
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Kontrol TA inf 10
Sham inf 5 inf 20

Sekil 10. Gruplardaki stromal MIF immiinhistokimyasal boyanma skorlar1.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; *p<0.01.

Sham grubu ile karsilastirildiginda; °p<0.01, °p<0.05.

infliksimab 5 mg (inf 5) grubu ile karsilastirildiginda; “p=0.01.

Infliksimab 10 mg (inf 10) grubu ile karsilastirldiginda; “p<0.05.
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Sekil 12. Glimiis nitrat ile kimyasal yanik yapilan rat korneasinin

gorunimu
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Sekil 13. Sham grubunda olan bir denekteki totale yakin kornea

neovaskiilarizasyonu

= "-bl -

Sekil 14. Triamsinolon (TA) grubunda olan bir denekteki santral korneal

0dem ve yogun kornea neovaskiilarizasyonu
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Sekil 15. infliksimab 5 mg (Inf 5) grubunda olan bir denekteki kismi kornea

neovaskiilarizasyonu izlenmektedir.

Sekil 16. Infliksimab 10 mg (inf 10) grubunda olan bir denekteki kismi
kornea neovaskiilarizasyonu izlenmektedir. Ince oklar neovaskiilarizasyonlar1, kalin

oklar albino ratim iris damarlarmni gostermektedir.
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Sekil 17. infliksimab 20 mg (Inf 20) grubunda olan bir denekteki kismi kornea
neovaskiilarizasyonu izlenmektedir. ince oklar neovaskiilarizasyonlari, kalin oklar

albino ratin iris damarlarini ve ¢ift tarafli ¢izgili ok iris kenarlarini géstermektedir.

Sekil 18. Kontrol grubundaki rat korneasmin MIF immiinhistokimyasal
boyanmasi. Boyanma epitelin bazal tabakalarinda yogunlasmustir. Skorlar; epitel: 1,

stroma: 0.
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Sekil 19. Sham grubunda yanik yapilan rat korneasinin MIF
immiinhistokimyasal boyanmasi. Epiteldeki hiicrelerin diizenli dizilimlerinin
bozuldugu goriilmektedir. Stromada kalinlasma ve diizenli yapida bozulma

mevcuttur. Skorlar; epitel: 3, stroma: 3.
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Sekil 20. Triamsinolon (TA) grubundaki bir rat korneasinin MIF
immiinhistokimyasal —boyanmasi. Boyanma epitelin  bazal tabakalarinda

yogunlagmustir. Skorlar; epitel: 2, stroma: 0.
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Sekil 21. Topikal infliksimab 5 mg (Inf 5) tedavisi verilen bir rat korneasindaki
MIF immiinhistokimyasal boyanmasinin goriinimii. Boyanmanin 6zellikle epitelin
bazal ve stromanin {ist tabakalarinda yogunlastig1 goriilmektedir. Skorlar; epitel: 2,

stroma: 2.
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Sekil 22. Topikal infliksimab 10 mg (Inf 10) tedavisi verilen bir rat
korneasindaki MIF immiinhistokimyasal boyanmasinin goriiniimii. Boyanmanin ayni1
sekilde oOzellikle epitelin bazal ve stromanm {ist tabakalarinda yogunlastig

goriilmektedir. Skorlar; epitel: 2, stroma: 1.
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Sekil 23. Topikal infliksimab 20 mg (Inf 20) tedavisi verilen bir rat
korneasindaki MIF immiinhistokimyasal boyanmasinin goériiniimii. Epitel ve stroma

yapisinin korundugu goriilmektedir. Skorlar; epitel: 1, stroma: 0.
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4. TARTISMA

Saydam ve avaskiiler yapida olan kornea, bircok etken karsisinda bu
ozelligini yitirir ve opak hale donerek 151k gecisine engel olur. Kimyasal yanik,
travma, kontakt lens kullanimi1 gibi nedenlerle olusan hipoksi ve enfeksiyon gibi
nedenler, korneada yeni damarlanma ile sonuclanmaktadir. Korneadaki
neovaskiilarizasyon mevcut gormeyi tehdit etmekle kalmayip, ileride yapilabilecek
keratoplastinin prognozunu da olumsuz olarak etkilemektedir (139, 140). Gorme
kaybmin baslica nedenlerinden olan neovaskiilarizasyonu onleyecek, durduracak
veya geciktirecek tedavi yontemlerine gereksinim vardir.

Topikal  kortikosteroidler —korneal damar  proliferasyonunun  aktif
supresyonunda medikal tedavi yontemlerinin basinda gelmektedir. Kortikosteroid
preparatlarindan hidrokortizonun relatif anti-inflamatuvar giicii 1.0 iken, prednizonun
4.0, metilprednizolon ile triamsinolon asetonidin 5.0 ve en giiclii kortikosteroid olan
deksametazonun ise 25.0°dir (129). Giigli steroidlerin yanik sonrasi rat korneasinda
perforasyon olusturabilme potansiyellerinin daha fazla olmast nedeniyle
calismamizda karsilastirma igin orta etki giliciine sahip triamsinolonu tercih ettik.

Ratlarda glimiis nitrat ile olusturulan deneysel kimyasal yanikta,
triamsinolonun 4mg/ml dozunda giinde dort kez topikal uygulanmasi sonrasi
neovaskiiler cevapta anlamli diisiis oldugu gosterilmistir (19). Bizde deneyimizde
topikal triamsinolonu ayni1 doz ve ayn1 siklikta kullandik.

Kortikosteroidler bir¢cok inflamatuvar hastaligin tedavisinde basarili bir
sekilde kullanilmalarna ragmen yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle bunlarin
kullanimin1 azaltacak tedavi arayislar1 vardir. Topikal steroidin uzamis kullanimi;
mikrobiyal keratitlere, stromal incelmeye, duyarli bireylerde acgik ac¢ili glokoma ve
katarakt olusumuna neden olabilmektedir (20).

Calismamizda topikal triamsinolon ile tedavi edilen grupta, kornea
neovaskiilarizasyonunun sham grubundan anlamli olarak daha diisiik oldugu tesbit
edildi. Triamsinolonun etki mekanizmalardan biri, kortikosteroidlerin prostaglandin
sentezini inhibe etmeleri olabilir. Prostaglandinler, korneal yara iyilesmesi ve
anjiogenez esnasinda Uretilmektedir. Fosfolipaz A2 enziminin steroidler veya

siklooksijenaz enziminin steroid veya non steroid antiinflamatuvar ilaclarla

50



inhibisyonunun korneada inflamasyon ve anjiogenezi anlamli derecede azalttigi
bilinmektedir (141).

Bir diger mekanizma, inflamasyon sonrasi vaskiiler gegirgenligin azaltilip
anjiogenik faktorlerin salgilanmasina yol acacak inflamatuvar hiicrelerin damar
disma ¢ikismin inhibe edilmesi olabilir. Kimyasal hasar sonrasi korneada
inflamasyon meydana gelir. Inflamasyonun ilk basamaklarinda iiretilen NO,
damarlarin gecirgenligini arttirarak immiin hiicrelerin damar digina gegisini saglar.
Bu immiin hiicrelerin iirettikleri mediatorler, anjiogenik faktorleri salgilatirlar (142).
Kortikosteroidlerin anti-anjiogenik etkilerinin, inflamatuvar hiicre gociiniin
engellenmesi ve pro-inflamatuvar sitokinlerin sentezinin inhibisyonu gibi
ozelliklerine bagl oldugu bildirilmektedir (141).

Triamsinolonun anjiogenezi inhibe etmesinin bir diger nedeni, vaskiiler
endotelyal growth faktér inhibisyonu olabilir. Deneysel hayvan modellerinde
VEGF’in korneal anjiogenezi giiclii bigimde uyardigi bildirilmistir (143, 144).
Ayrica neovaskiilarizasyonlu kornealarda yiiksek miktarda VEGF tespit edilmis ve
bunun inhibisyonunun kornea neovaskiilarizasyonunu gii¢lii bicimde azalttig1 rapor
edilmistir (138). Triamsinolonun; VEGF aracili korneal neovaskiilarizasyonu inhibe
ederek, endostatin seviyelerini arttirarak ve vazokonstriiktif etki gostererek
neovaskiilarizasyonun dnlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir (17, 18, 130).

Alkali yanik sonrasi korneada MIF diizeylerinin artmis oldugu gosterilmis ve
boylece inflamatuvar korneal neovaskiilarizasyonda MIF’in kritik rolii oldugu
sonucuna varilmistir (10). MIF; indiikledigi l6kositlerden sitokin ve medyatorler
salgilanmasina yol acarak hem kendi sentezini hem de inflamasyonu arttirir.
Inflamasyonda rol alan sitokinlerin ¢ogu glukokortikoidler tarafindan inhibe
edilirken, MIF ekspresyonunun fizyolojik glukokortikoidler tarafindan up-regiile
edildigi in vivo olarak gosterilmistir. Glukokortikoidler tarafindan indiiksiyona
ugramasina ragmen MIF direkt olarak glukortikoidlerin etkilerini antagonize eder ve
boylece bagisiklik sistemi stres aninda artan glukortikoid konsantrasyonunu
sinirlandirarak varligini devam ettirir (145).

Deneysel artritlerde endojen glukokortikoidlerin MIF salinimini kontrol ettigi
ayrica ratlarda ekzojen glukortikoidlerin MIF up-regiilasyonuna yol actig1
bildirilmistir (145). Glukokortikoidlerin MIF salmimini indiiklemeleri bifazik ve
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konsantrasyon bagimlidir. Maksimal etkinligin, diisiik fizyolojik konsantrasyonlarda
gerceklestigi bildirilmektedir (146).

Caligmamizda triamsinolon grubunda MIF boyanma diizeyinin artmis olacagi
beklenirken hem epitel hem de stromal boyanma diizeylerinin sham grubuna gore
anlamli dl¢iide daha diisiik oldugu goriildii. Diisiik fizyolojik konsantrasyondaki
steroidler tarafindan indiiklenirken yiiksek konsantrasyonlarda inflamasyon ve
inflamatuvar  sitokinlerin giicli sekilde inhibe edilmesi nedeniyle MIF
indiiksiyonunun 6nlenmis olmasi calismamizdaki diisik MIF diizeylerinin nedeni
olmus olabilir. Bucala ve Donnelly; yiiksek steroid konsantrasyonlarmmda MIF
sekresyonunun inhibe oldugunu bildirmekte ve bu durumu asir1 inflamatuvar
reaksiyonun meydana gelmesini engellemek amacli bir korunma mekanizmasi olarak
yorumlamaktadirlar (147).

Bu calismada karsilastirma amacglh farkli konsantrasyonlarda triamsinolon
kullanilmamis olmasina ragmen 4mg/ml dozunda ekzojen verilen triamsinolonun
fizyolojik dozlardaki endojen glukortikoidlerin aksine MIF diizeylerini azalttigi
diistiniilmiistiir.

Kimyasal yanik gibi inflamatuvar uyaranlar ile kornea epiteli ve inflamatuvar
hiicrelerden bol miktarda TNF-a sentezlenir (6). TNF-a; adezyon molekiilleri
ekspresyonunun up-regiilasyonu, notrofil aktivasyonu, kemokin sekresyonunun
indiiksiyonu ve NF-xkB sinyal iletim yolunun aktivasyonu gibi birgok
proinflamatuvar ve immiin modulator fonksiyonlarin medyatoriidiir (97). Normalde
limbusta bulunan Langerhans hiicreleri (LH), okiiler yiizeyin en 6nemli antijen sunan
hiicreleridir ve immiin modiilasyon ile immiin sessizlikte 6nemli rolleri vardir.
Farelerde LH’nin korneaya migrasyonun baskilanmasinda topikal TNF-a blokaj1
etkisinin topikal steroidler kadar etkili oldugu gosterilmistir (104). TNF-a, in vitro
olarak anti-anjiogenik olmasina ragmen in vivo olarak proanjiogeniktir ve bu
etkisinin VEGF indiiksiyonu ve hiicresel diizeyde proteazlarin salgilanmasinin
arttirilmas1 nedeniyle oldugu gosterilmistir (148). TNF-a, bircok sitokini uyararak
neovaskiilarizasyonu arttirir (7, 8).

Calismamizda neovaskiilarizasyon alanlarinin tiim tedavi gruplarinda sham
grubundan anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu ve tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark olmadigi goriildii. Bu c¢alismada kimyasal korneal yanikta
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neovaskiilarizasyonun engellenmesi amaciyla TNF- o’nin blokaji hedeflenmis olup
kullanilan 5, 10 ve 20 mg topikal infliksimab etkinliginin triamsinolonla benzer
oldugu tesbit edildi.

Neovaskiilarizasyon korneanm bir¢ok tabakasinda meydana gelebilse de
enflame kornealar incelendiginde neovaskiilarizasyonun esas yerlesiminin anterior
stromanin {ist ve orta kismi oldugu gosterilmistir (149). Calismamizdaki bulgularda
bu bilgilerle uyumludur.

TNF-a’nin farkli dokularda MIF sekresyonu iizerine direkt uyarici etkileri
oldugu gosterilmistir. TNF ile MIF protein sekresyonu ve mRNA sentezinin 6nemli
diizeyde arttigi bildirilmistir (150, 151). Bu nedenle anti TNF tedaviler ile MIF
sekresyonunun inhibisyonu hedeflenmektedir.

Calismamizda 5 mg infliksimab ile sham grubundan daha diisiik epitel MIF
boyanmasi olmasina ragmen bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: tesbit edildi.
Ayni1 grupta stromal MIF boyanmasinin ise sham grubundan anlamli olarak daha
diisiik olmasi; infliksimabin bu dozdaki etkinliginin epitel katinda istenen diizeyde
olmadigmni distindiirmiistiir. Kontrol grubu epitelinde MIF boyanmasmin varligina
ragmen stromada boyanma olmamasi; epitelde stromaya gore 5 mg infliksimab ile
inhibe edilenden daha fazla MIF bulundugu sonucuna varilmistir.

Infliksimab 10 mg dozunda kullamildiginda epitelyal boyanma agisindan
kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda anlamli etkinlik saptanmis olmasi
infliksimabin ~ konsantrasyonunun  arttwrilmasit  ile  etkinliginin  arttigini
disiindiirmiistiir. Stromal boyanmada ise triamsinolon grubuna benzer olsa da
kontrol grubu degerlerine ulasilamamis olmasi, kornea epitelinin bariyer etkisi
nedeniyle 10 mg dozunda stromaya yeterli penetrasyon olmadigi sonucuna
varilmistir. Ancak 20 mg infliksimab ile kontrol grubuna benzer epitel ve stromal
MIF boyanma diizeylerinin elde edilmesi, bu dozda stromal penetrasyonun daha iyi
oldugu ve en etkili topikal konsantrasyonun 20 mg oldugunu gdstermistir. Stromal
etkinlik bu dozda triamsinolondan bile daha etkili bulunmustur.

Makrofa; migrasyon inhibitdr faktér boyanmasi agisindan tedavi gruplari
arasinda farklilik olugsmasina ragmen neovaskiilarizasyonun tedavi gruplar1 arasinda

benzer olmasi, neovaskiilarizasyonun patolojik tabiatinin tedavi ile durdurulurken
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korneada MIF’in fizyolojik salmiminin tedavi esnasinda da devam ediyor olmasi
olabilir.

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor, okiiler inflamasyon patofizyolojisinde
ve korneal anjiogenezde 6nemli role sahiptir (107). MIF’in proinflamatuvar rolii i¢in
cesitli mekanizmalar One siiriilmektedir. Sitokin salinimi ve nitrik oksit yapimini
arttirmasi gibi makrofaj kaynakli etkileri oldugu bilinmektedir (10). Gregory ve
arkadaslari, MIF’in inflame mirkosirkiilasyondaki lokosit ve endotelyal hiicreler
arasindaki etkilesimi direkt olarak uyardigini gostermislerdir (152). Monosit ve
makrofajlar, VEGF gibi anjiojenik faktdrlerin salinimina yola acarak anjiogenezi
giiclii sekilde uyarirlar. MIF’in, VEGF ve IL-8 gibi anjiogenik faktorlerin
ekspresyonuna yol agtig1 bildirilmistir (153). Anti-MIF tedavi stratejilerinin amaci,
inflamasyonun baskilanmasi ve endojen olarak salman glukortikoidlerin
immiinsupresif ve antiinflamatuvar etkilerinin arttirilmasi1 ve bdylece c¢esitli
inflamatuvar hastaliklarda steroid ithtiyacinin azaltilmasidir (154).

Caligmamizdaki korneal immiinohistokimyasal boyanma d&zellikleri
irdelendiginde kontrol rat kornealarinin Gzellikle epitel tabakasinda MIF
boyanmasmin oldugu goriildii. Daha 6nce yapilan g¢alismalarinda saglikli insan
korneasinda bazal epitelyal hiicreler, endotelyal hiicreler, iris, lens ve silyer cisim
epitelyumunda MIF boyanmasi izlenmis ve MIF’in hiicresel diferansiasyonda rolii
oldugu bildirilmistir (105, 155). Yine baska g¢alismalarda MIF’in MAPK/ERK
yolagin1 aktive ederek hiicresel proliferasyon ve surveyin diizenlenmesinde roli
oldugu ayrica COX-2/PGE2 yolag1 iizerinden p53 tiimor baskilayici aktiviteyi inhibe
ederek hiicresel biiylimeyi uyardig1 ve apopitozu dnlemede rolii oldugu gosterilmistir
(156, 157). MIF varligina karsin normal kornealarda vaskiilarizasyon olmamasi
potent antianjiogenik faktorlerin, MIF’in anjiogenik aktivitesini baskilamasina bagl
olabilir. Bu antianjiogenik faktorlerin kismen korneal, daha yogun bir bigimde limbal
epitel hiicreleri tarafindan iiretildigi diistiniilmektedir.

Makrofa; migrasyon inhibitér faktér immiinhistokimyasal boyanmasi
ozellikle epitel katinin bazal hiicre sitoplazmalarinda ve {ist stromay1 infiltre etmis
inflamatuvar hiicrelerde yogun idi. Yiizey epitel hiicrelerinde MIF sekresyonunun
daha az olmasi, bu hiicrelerin yiizeye dogru yaklastikca incelip yassilasarak

sitoplazmik organellerini ve/veya aktivitelerini kaybetmelerine bagli olabilir.
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Stromadaki MIF immiinhistokimyasal boyanmasinin daha ¢ok {st yarida
yogunlagsmis oldugu saptandi. Calismamizda kontrol grubundaki ratlarin kornea
stromalarinda ise herhangi bir MIF immiinhistokimyasal boyanmas1 izlenmedi.

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor; diferansiasyon, immiinite, inflamasyon
ve neovaskiilarizasyonda kritik rolii olan ve steroidlerin antiinflamatuvar etkilerini
inhibe eden ayrica bir¢cok inflamatuvar ve immiin hastalik patofizyolojisinde rolii
olan giiclii proinflamatuvar bir sitokindir. inflamatuvar hastaliklarin efektif tedavisi
icin MIF inhibitorleri potansiyel tedavi segenekleri olabilir. Bu ajanlar inflamasyonu
baskilarken steroid kullannmindan da tasarruf saglarlar. Boylece uzun siireli ve
yiiksek dozda steroid kullanimima sekonder yan etkilerin 6niine ge¢ilmis olur.

Calismamizda MIF sentezini uyaran en 6nemli sitokin olan TNF’y1 bloke
ederek MIF diizeylerini baskilamay1 hedefledik ve bu amagla uzun etkili anti-TNF
ajan olan infliksimabi farkli dozlarda topikal olarak kullandik. Infliksimab,
neovaskiilarizasyon ve inflamasyon siirecinde ortak gorev alan TNF-a ve MIF
iretimini azaltarak dogrudan ve/veya dolayli olarak korneal inflamasyon ve
anjiogenezi engellemis olabilir.

Infliksimab, inflamasyon ve neovaskiilarizasyonda rolii olan sitokinlerin
¢ogunu inhibe ederek anjiogenezin Onlenmesine katkida bulunabilir. Onemli
proinflamatuvar sitokinlerden olan TNF-a ve MIF’in inhibisyonu, inflamasyon ve
neovaskiilarizasyonun 6nlenmesi i¢in temel hedeflerdir. Bu c¢alismada kimyasal
yanik yapilan rat kornealarinda hem MIF immiinhistokimyasal boyanmasmin hem de
neovaskiilarizasyonun 6nlenmesinde topikal triamsinolonun etkin oldugu goriilmiis
ve 10 mg dozunda topikal infliksimab etkisinin buna benzer iken 20 mg dozundaki
etkisinin triamsinolondan bile daha iistiin oldugu tesbit edilmistir. Bu dozlarda
infliksimabin yan etkileri oldukca fazla olan kortikosteroidlere dnemli bir alternatif

olabilecegi sonucuna varilmistir.
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