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1. OZET

Neovaskularizasyon normal buyime fizyolojisi ve nemstatik
mekanizmalar icin gerekli olan, ancak saydam kataegormeyi tehdit eden bir
durumdur. Cabmamizin amacil Tacrolimus’un deneysel kornea
neovaskuilarizasyonundaki etkisini gtremaktir.

Her biri yedi Wistar albino rat iceren egrup olyturuldu. Kornea
neovaskuilarizasyonu afwrulacak ratlarin kornealarindan birinin santralin
gumis nitrat ile koterizasyon vyapildi. Grup 1’'(kontroljleki kornealara
koterizasyon ve tedavi uygulanmadi. Grup 2'(shand€ki ratlara giinde 1 defa
intraperitoneal 1 ml salin, grup 3’'(sham 2) delglese giunde 4 defa salin damla
verildi. Grup 4’deki ratlara intraperitonal olar@3 mg/kg Tacrolimus uygulandi.
Grup 5’deki koterize edilen kornealara 0,3 mg/mefbéimus damla ginde 4 defa
uygulandi. Sekizinci gunde korneal fotograflar dlinve fotograflarda yeni
damarlar ile 6rtllt kornea ylzeyinin tim korneanaila ytzdesi 6l¢uldi. Tdm
hayvanlar 7 gin tedavi edildi ve 8. giinde dekapiéerek kornealari alindi.
Vaskuler endotelyal growth faktor (VEGF) immin bog@asi korneanin epitel,
stroma ve endotelinde semikantitatif olaraketéendirildi.

Neovakilarizasyon alanlarinin tim korneaya yuzdlasrolimus ile tedavi
edilen gruplarda kontrollerden daha sidki olarak saptanirken topikal ve
intraperitoneal olarak Tacrolimus ile tedavi edilgruplar arasinda benzer idi.
Ortalama VEGF epitel ve endotel immun boyanmasipegunlugu tedavi
gruplarinda sham gruplarindan dahagtd ancak kontrol grubu ile benzer idi.
Intraperitonal tedavi grubundaki ortalama stromalBFEmMmMUN boyanmasi sham
1 ile benzer idi. Topikal Tacrolimus ile tedavi ket grup sham 2'den dahagiik
stromal VEGF immin boyanmasi gosterdi. Stromal VE@&MUn boyanmasi
kontrol ve tedavi gruplarinda benzerdi.

Sistemik ve topikal olarak Tacrolimus uygulanmaskornea

neovaskuilarizasyonunun énlenmesinde faydalidir.

Anahtar kelimeler: Kornea neovaskularizasyonu, Tacrolimus, VEGF



2. ABSTRACT

Neovascularization is a part of normal growth pbl®ly and homeostatic
mechanisms, but in the transparent cornea it mayltrén a sight-threatening
condition. The aim of this study is to investigate the effeatsTacrolimus in
experimental corneal neovascularization.

Five groups which were contained seven Wistamallbats were formed.
A silver nitrat pencil was applied on one of thentcal cornea of the rats and
cauterized for corneal neovascularization. Corneagoup 1 (control) were not
cauterized and not given any treatment. Rats ing&(sham 1) were received 1
ml saline intraperitoneally once a day and in gr@ufsham 2) were installed 4
drops saline four times a daiy group 4 rats were received intraperitoneally 0.3
mg/kg Tacrolimus per dayn group 5 cauterized corneas were administered 0,3
mg/ml Tacrolimus four times per day. Corneal phoaphs were taken at 8th day
and the corneal surface covered with neovasculssele was measured on the
photographs as the percentage of the total artteeafornea. All the animals were
treated for 7 days and sacrificed on the 8th day emrneas were excised.
Vascular endothelial growth factor immunostainingswevaluated in epithelial,
stromal and endothelial layers of corneas and is@imtensivity was determined
semicantitatively.

The percentage of neovascularization area todta¢ torneal surface in
Tacrolimus treated groups were smalller than sheougs but similar in topically
and intraperitoneally Tacrolimus treated groups. e Thmean VEGF
immunostaining intensity of epithelial and endoidlellayers of cornea in
treatment groups were lesser than sham groups itnikars to conrol group.
Intraperitoneally Tacrolimus treated group strom&QGF immunostaining is
similar to sham 1. The stroma of the topically Bdionus treated group was
showed lesser VEGF staning than sham 2. The strfEB@F immunstaining
were similar in control and treatment groups.

Systemic and topical administration of Tacrolimiss beneficial in

prevention of the corneal neovascularization.

Key words: Corneal neovascularization, Tacrolimus, VEGF



3. GIRIS VE AMAC

Kornea g0z kuresinin 6n kisminda yer adaffaf bir dokudur ve géziin en
onemli refraktif kismini olgturur. Saydamfii stromadaki kollojen lamellerinin
dizenli dizilimine, damarsiz olmasina ve kismi dediasyonuna tghdir.

Daha 6nce mevcut olan damarlardan yenilerininsigeii anjiyogenez
olarak adlandiriimaktadir. Fizyolojik anjiyogeneakd gelsimi, menstriiel dongu
ve yara iyilgamesi gibi olaylarda énemli rol oynar. Gozde diabeatetinopati,
eksudatif yaa bali makila dejenerasyonu, prematire retinopatisbvaskiler
glokom, caitli kornea hastaliklarinda ise istenmeyen ve gdintehdit eden
patolojik bir surectir (1). Korneanin avaskulepyanin devaminda anjiyogenik
faktorlerin digik, antianjiogenik faktorlerin yiksek seviyelerdeisonun énemi
blyuktir. Bu dengenin bozulmasi korneada neovagkékyonla sonuclanabilir
(2). Kimyasal yanik, enfeksiyon, travma, kontakbdekullanimi, immunolojik
(Stevens-Johnson sendromu, Skatrisyel pemfigoid)degneratif hastaliklar
(pterjium,  Terrien’in  marjinal  dejenerasyonu) negén  korneada
neovaskularizasyon olabilmektedir (3).

Kornea neovaskullarizasyonunda rol oynayan bircoktofa tespit
edilmistir. Bunlarin bir kismi kornea epitel, stroma vedeteli tarafindan dretilir
(4). Gozyal ve akdz humor de anjiogenik faktorler icin kaynalkbilmektedir
(5,6). Bazi faktorler ise lokal ve sistemik dotadan korneaya gelerek
neovaskuilarizasyona neden olmaktadir. Vaskller tehdd growth faktor
proteolitik aktivite, endotel hiicre galmasi ve kapiller tip ofumu gibi
anjiyogenezin bircok basammada gorev alir (2). Kornea neovaskilarizasyonunda
VEGF'in 6énemli rol oynadiini bildiren cok sayida cama mevcuttur (7-10).
Son zamanlarda enflame ve vaskilarize insan vedmalgernealarinda VEGF'in

artms oldugu da gosterilmitir (11,12).



Kornea neovaskularizasyonunun engellenebilmesi bgicok tedavisekl
denenmgtir. Argon ve Neodymium: Yttrium Aluminium Garn@id:YAG) lazer
fotokoagulasyonu kullanilarak yeni ean damarlarda oklizyon ile
vaskdilarizasyonu geriletme hedeflegtini (13,14). Kornea
neovaskuilarizasyonunun engellenmesi icin kullandaer bir lazer uygulamasi
da fotodinamik tedavidir. Verteporfirin etkili biiotosensitizérdlr ve uygulanan
diod lazer enerjisi ile sitotoksik serbest oksipawlikalleri Uretilir. Bu radikaller
endotel hicrelerinde hasara ve trombusswiw ile damar oklizyonuna neden
olur (15). Bu yontem pahali ekipmanlar gerekgrdiicin her Kklinikte
uygulanamamaktadir.

Medikal tedavi yontemlerinin kanda kortikosteroidler gelmekte, ancak
kortikosteroidlerin etkinliklerinin yetersiz olmasre yan etkilerinin ¢oklgu
kullanimlarini  sinirlamaktadir. Uzagnitopikal ve sistemik steroid kullanimi
mikrobiyal keratitlere, duyarli bireylerde acik laciglokoma ve katarakt
olusumuna da neden olabilmektedir (16-18). Bu yuzdeavaskilarizasyonun
geriletiimesi icin siklosporin-A, somatostatin, satostatin anolgu oktreotid,
anti-tumoér necrosis factar; anti-intercellular adezyon molekill, suleparoid
(heparan sulfat), talidomid, suramin, genisteiparaisin, anjiostatin, metotreksat,
bevacizumab gibi dgal ve sentetik bircok madde denestini(19-31). Ancak
batin bu cabalara gamen kornea neovaskilarizasyonunun Onlenmesi halen
onemli bir problem olarak kemizda durmaktadir.

Tacrolimus, Streptomyces tsukubensis’den izoléeadnakrolid grubu bir
antibiyotiktir. Cok guclu bir immunsupresif ajanaol Tacrolimus’un ytksek red
riski bulunan korneal ve limbal greftlerin korunmada etkili oldgu bulunmuytur

(32,33). Siklosporin A ve Tacrolimus’un, sinovialbrioblastlarda temel ve



Transforming growth faktor (TGF) -3’nin induklgdVEGF Uretimini protein ve
MRNA seviyesinde inhibe egiibulunmutur (34).

Bu calsmada deneysel olarak gturulan kornea neovaskilarizasyonunda
topikal ve intraperitoneal Tacrolimus’un etkigli arastirildi. Tacrolimus’un
etkinliginin daha ayrintili dgerlendirilebilmesi icin deney gruplarinin kornea
orneklerindeki VEGF duzeyleri ve neovaskularizaswbenlari kontrol grubuyla

karstlastirildi.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kornea Anatomisi

4.1.1. Makroskopik Anatomi

Kornea, avaskuler ve saydam yapida olup perifeadimligsarak sklera ile
devamhlik gosterir. Sferik yapida olmakla birliktperiferi skleraya gémulngu
oldugu icin 6ne dgru hafif eliptik 6zellik gosterir. Kornea gozin d@memli
refraktif Kismini olgturur ve daha arkadaki g6z ici yapilarini korurfrRktif gtic
onde +48.8 Dioptri (D), arka yuzde ise -5.8 D ohgi kirma guicti +43 D’dir. Bu
da g6zin toplam refraktif glcinin % 70’ini giwrmaktadir (35). Kornea,
vertikal 10.5 milimetre, horizontal 11.5 milimetreapinda olup, santral 4
milimetrelik alanda hemen hemen sferiktir, 6n-aykaler birbirine paraleldir ve
kalinhgi 0.52 milimetre kadardir. Periferde ise arka yizegrilik artisina paralel
olarak 1.0 milimetre kalinga ulgir. Kornea kurvatiri yeni ganlarda ve
cocuklarda egkine oranla daha blyuk olup, glam sonrasi ilk aylarda duziae
gerceklemektedir. Duzlgme ilk birka¢c ayda cok belirgindir ancak daha sonra
yavaca azalir. Yaklak 6 ya civarinda korneal geim tamamlanmstir.
Korneanin 6n gilik capi (konveks) 7.8 milimetre, arka&mdik capi (konkav) ise

6.2-6.8 milimetre kadardir. (36).

4.1.2. Mikroskopik Anatomi

Kornea epitel, Bowman zari, stroma, Descement mamlwe endotelden
olusan 5 kath bir yapiya sahiptir, normgdrtlarda kan ve lenf damarlari icermez

(36).



4.1.2.1. Epitel ve Bazal membran

Bu cok katll non-keratinize epitelyal yapi yiuzeytagerminden kdken
almaktadir. Yiuzeyi 123 milimetrekanse kalinlgl ortalama 50-80 mikrometre
olup U¢ tabakadan meydana gelmektedir. Bunlar tgk kazal epitelyal, iki-tg¢
katll kanat ve iki katl ytzeyel yassi hicseklinde siralanmglardir (36).
Santralde 5-6 kat hicre varken hicre sayisi perifiegru 8-10 kata kadar artar.
Bazalde tek kath silindirik hicre tabakasi altikidabazal membrana
hemidesmozomlarla tutunmgtur. Bu yapilar hiicre zarina gecince capa fibriller
olarak devam eder. Bazal membran gercek bir memyaprsindadir ve PAS (+)
boyanir. Yapisinda tip IV kollajen, laminin, fibrektin ve fibrin bulunur. Lamina
lucida denen geeek 6nve Lamina densalarak adlandirilan daha siki arka iki
zondan olgmustur. Bazal membranin temel yapitl olan Tip IV kollajen
lamina densada, fibronektin ve laminin ise hettalkiakada bulunur. Rejenerasyon
yetengi olmayan bazal membran epitel icin yapisal birteleggorevi gorur ve
epitel hucrelerini stromadan ayirir. Yokgluinda epitel hicreleri stromaya invaze
olur. Normalde korneanin yuzeyel epitel hicrelegvaml dokilmekte ve bu
durum bazal epitel hiicrelerinden mitozislgalanlarin, dokilen hicrelerin yerine
gelmesi ile dengelenmektedir. G6¢ ayni zamanddegpden kornea merkezine
dogru olmaktadir. Bazal hucreler basit dizilimli olugval nikleusludurlar ve
mitotik aktiviteleri vardir. Mitoz gdsteren bazalidreler ylizeye dou ilerlerken
yavag Yyavg farklilasir, cekirdekleri kuculir, organellerini vyitirir venihayet
dejenere olup kornea yilzeyinden dokulurler. Bu gsilmer 7 glnde tim epitelin
yenilenmesiyle sonuclanir (37). Bazal kolumnaredgégn sonra 2-3 kat poligonal
hiicrelere rastlanir. Yanlara glo kanatsi uzantillari olan bu hcreler kanat

hiicreleri olarak da anilir. Cekirdekleri yuvarlakab olup mitokondri sayilari



yuzey hicrelerine gore fazladir. Yizeye yaklaa hicreler incelip yasssgiarak
uzantilarini kaybeder ve yizeyel yassi hiicrelergigii. Gozyalyla temasta olan
bu hicrelerin apikal yuzleri, mikrovili ve mikroghlar ile girintili ¢cikintili bir
yuzey olygturur. Bu cikintilara gozya misin tabakasinin glikokaliksleri tutunur.
Bunun sonucunda diizgun dengeli bir optik yuzey aiedriyel olaylara kar bir
bariyer olgur. Yiuzey epitel hicreleri arasinda zonula okludengey epitel
hiicreleri ile kanat hicreleri arasinda makula o&hg] bazal epitel hicreler ile
bazal membran arasinda ise hemidesmozoghab@lari bulunmaktadir. Zonula
okludenslerin yizey hicrelerinin etrafini tamamenrrelemesi sayesinde kornea
yuzeyi suya ve elektrolitlere gecirgefilicok az olan yari gecirgen bir membran
gibi davranir (37). Epitel tabakasinin periferik siknlarinda histiyositler,
makrofajlar, lenfositler, melanositler ve immundakopzelligi olan Langerhans
hiicreleri bulunabilmektedir. Epitelde bulunan miysiz sinir lifi ag1 genelde
bazal hiicreler arasinda yer alir ve kanat hiicral@asinda seyrek olarak bulunur
(36).

Epitel adezyon kompleksi bazal hicrelerdsldap ylzeyel stromada
sonlanan bir yapidir. Bu kompleksi bazal hiicrejapa fibrilleri, bazal membran
ve yuzeyel stromadaki capa plaklari sgplwur. Hemidesmozomlara kagon hiicre
zarindan bgayan tip VII kollajen yapisindaki ¢apa fibrillefbazal membrani ve
Bowman tabakasini gecip stroma icinde ygtkl2 mikrometre kadar ilerledikten
sonra, Tip VIl kollajenin globiler formu ile lamimien olgmus ¢capa plaklarinda
sonlanirlar. Temel fonksiyonu bazal membrani Bowrmmanna bglamak olan
adezyon komplekslerinin korneadakigdani homojen dgildir. G6z kapaklarinin
ayirict kuvvetlerine ve gitravmaya daha ¢ok maruz kalan santral korneada

adezyon kompleksleri daha sik olarak ygriatir (38).



4.1.2.2. Bowman Zari

Bu tabaka hiicre icermeyen, elastik ve kollajenilfdsm yogunlasmasiyla
olusan bir yapidir ve 8-14 mikrometre kalghindadir. Tip | ve V kollajen ile
bunlarin arasini dolduran Tip VI kollajen filamanlave proteoglikanlardan
olusmustur. Epitele uzanan miyelinsiz sinir lifleri icinakallar icerir. Descement
membraninin aksine travmatize ofdwmda rejenere olmaz ve skar dokusu ile
iyilesir. Epitel ile stroma arasinda énemli bir bariydusturmaktadir. Bowman

tabakasinin yapisi ve kaligiliyasam boyu dgismez. (36).

4.1.2.3. Stroma Tabakasi

Stroma kornea kalirginin %90’in1 olgturur, yaklgik 500 mikrometre
kalinhga sahiptir ve yakkak % 76 oraninda su icermektedir. Kurgirigin %
80'i kollajen fibrillerden, % 15’1 matriksten, % B’hicresel elementlerden
olusmaktadir (39). Kollajen lifler buytk oranda Tip éaz miktarda Tip I, 1V, V
kollajenden olgur. Kollajen lifler stromanin 6én 1/3’tinde oblik,kar 2/3’'Ginde ise
paralel lameller olgturur. Lameller icindeki kollajen lifler ayni cagsahiptir ve
birbirlerine paralel olarak tim kornea boyunca ugdari mimkundur. Bu lifler
lameller olgturmus halde stromanin her tarafinda bulunur. Lamellendigki
kollajen lifler uniform yapida olup 300 angstrompgadadir. Glikozaminoglikan
ve proteoglikan yapida olan ara madde %60 orandeddesulfat ve %40 oranda
kondroitin-sulfattan olgmustur. Kollajen lameller arasinda bulunan matriks,
fibriller arasi mesafeyi koruyarak duzenli bir yam devamini ve korneanin
saydamlgini sglar. Korneanin fonksiyonel buturdd, kalinlg, seffafligi stromal
elemanlarin yapimi ve yikimi arasindaki dengenirrukimasina hzidir.

Ekstraselliler matriks (ECM) yikimi temel olarak tniies metalloproteinazlar



(MMP) ile olur. Endotelin disfonksiyonu nedeniyletranaya su gecmesi
durumunda glikozaminoglikanlarin su celkigmesi ile kornea kalinhi artar ve
kollajen fibrillerinin dizilimi dizensiz hal alaragtromal opaklgma ortaya cikar.
(39). Embriyonik olarak noral krestten kdken al&moma hiicreleri keratositlerdir.
Keratositler kollajen lameller arasinda yenheslerdir ve ayni lameller plandakiler
birbirine dgru uzanan ince kganti noktalari sayesinde gek aga benzeyen bir
yap! olwtururlar. Bu bglantilarin, hicre fonksiyonlarinin dizenlenmesinde
onemli  oldgu  distndlmektedir.  Sitoplazmalarinda  mikroorganeller,
mikrotubuller, lizozomlar, lipit partikilleri ve dgsik inklizyon cisimcikleri
bulunur. Normal keullarda yava ama surekli bir sentetik aktivite ile ECM’nin
idamesini sglayan bu hicreler, akut 6dem veya yaralanma sardadibroblast
haline gelebilirler. Stromada ayrica az sayidampoifonikleer 16kosit (PMNL),
plazma hicresi ve makrofaj da bulunmaktadir. Yegatiove ¢ocuklarda stroma
eriskinden daha fazla keratosit icerir (40). Perifesikomada yga birlikte
kolesterol ve fosfolipid birikimi gercek§ebilir (arcus senilis). Travma,
enfeksiyon, distrofiler stromada 6dem ve skar dakalksumuna neden olabilir

(41).

4.1.2.4. Descement Membrani

Endotel bazal membrani gercek membran yapisind@&bgumda 3-4
mikrometre kalinhktadir ve afinde 10-12 mikrometre kali@a ulgir.
Intrauterin gelien anterior cizgili zon ve yam boyu endotel tarafindan
desteklenen posterior ¢izgisiz zon olmak tzerekigimdir. Cizgisiz zon lshca
bazal membran bi¢enleri olan tip IV kollajen, laminin, fibronektinde

olusmustur ve periferde Schwalbe cizgisi ile sonlanir. @aeent membrani
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proteolitik enzimlere kar oldukca direnclidir ve @r keratitlerde bile sdam
kalabilir. Ancak stromaya geek olarak tutundgu ve g6z ici basincinin
yardimiyla stromaya yapk kaldigl gosterilmgtir. Travma nedeniyle bu membran
stromadan kolaylikla siyrilabilir ve zedelenme duownda endotel tarafindan
salgilanarak onarilmaktadir (39).

4.1.2.5. Endotel tabakasi

Descement membraninin arkasinda yer alan tek HKatksagonal
hicrelerden olgmustur. Noéral krestten orjin alan endotel hicrelerimmtotik
aktiviteleri dgum sonrasi durur ve 06len hucrelerin yerini komhucreler
gengleyerek doldurur. Endotel hicreleri glonda 5000 hicre/milimetrekare iken
eriskinde bu sayr 2500-3000 hucre/milimetrekare civdadhr. Endotel hicreleri
metabolik olarak aktif hicrelerin karakteristik digerini tasir. Blyuktarler,
sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri, endoplézmatikulum ve ribozom
bulundururlar. Daha genc¢ hiicrelerde nikleus dahaikb ve mitokondri daha
fazladir. Bu organeller aktif transportta ve strommasu icerginde énemli rol
oynarlar. Endotel hiicre sayisi 500 hiicre/milimetrek altina indiinde korneal
fonksiyonlar bozulmaya BEr. Bu durumda stromal hidrasyon artarak, ddem,
kalinhk artsi ve opasifikasyon gelnektedir (42). Endotel hicrelerinin yan
yuzlerindeki girinti ve cikintilar (interdigitasytar), yan yizlerin uzunigunun,
hicre boyundan yalde&k 10 kat biyuk olmasina neden olur. Endotel héciraih
apikal yuzlerine yakin yerenis siki balanti noktalari bulunur. Bunlar epitel
kadar olmasa da sivi geicie kagl bir bariyer gorevi yapar. Yan yuzlerde bol
miktarda bulunan gap junctionlar ise hiicreselniele temel rol oynarlar. Sodyum
Potasyum ATPaz (N&® ATPaz) enzim sistemi bazolateral membranlarda

yerlesmistir ve her hiicrede yakd&k 1.5 milyon pompa yer almaktadir. Endotelin
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en oOnemli goérevi korneanin dehidrate durumunu kakinve dolayisiyla
seffafligini salamaktir (36).

4.1.2.6. Limbus

Limbus kornea ile sklera arasindaki gegonudur. Limbustaki yapilar
konjonktiva, tenon kapsuli, episklera, korneosklsteoma ve aktz ga akim
aparati olarak sayilabilir. Anatomik olarak Bowmaa Descement tabakalarinin
sonlandgl yerlerden gecen diuzlem ile arkada Schlemm kaleadinirlanan 1-1.5
milimetrelik alani kapsar ve korneoskleral Bke olarak adlandirilir. Limbusta
epitel 10-12 kathdir ve burada melanosit, Langeshaicreleri, kan damarlari
bulunur. Bazal epitel hicreleri kok hicrelerininkggava bolinmesiyle olgur.
Kornea epiteli kdk hucrelerinin, limbal epitel hétrin bazal tabakasinda
bulundwgu bildirilimektedir. Bunlarin biyuk nikleuslari, lceayida desmozom ve
hemidesmozomlari vardir. Tum bu bulgular, koék hlgmein aktif
metabolizmalarinin oldiunu digtndiarmektedir. Konjunktivanin aksine goblet
hiucresine rastlanmaz. Limbal kok hicreler 6nemktarda hasarlanirsa kornea

epitelinin yerini hizla konjonktiva ve kan damarlahr (43).

4.2. Kornea Yaralyilesmesi

Kornea gozin en onemli refraktif kismi ofduicin mekanik, kimyasal,
enflamatuar cevap korneanin optik performansinilegtkcektir. Bu nedenle
herhangi bir travma sonrasi kararli gérmeyesmkk amaciyla kornea yara
iyilesmesinde bir takim mekanizmalar s6z konusudur. Yalesmesinde buyime
faktdrleri, sitokinler ve ECM proteinleri etkigam icerisindedirler. Korneada farkl

tabakalarda farkli mekanizmalarla yara iyiteesi gerceklgr.
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4.2.1. Epitel Yaralyilesmesi

Epitel yara iyilemesinde bircok hiicresel yapinin ve sinyal molekiilie
karsilikli etkilesimi s6z konusudur. Hucre-hiicre ve hicre-matriksilegikni
kornea epitel yapisinin devaminda énemli rol oyKarnea epitel yara iyikgmesi
birbirinin Gzerine binen U¢ faza boélunebilir (448B)irinci fazda hemidesmozomlar
kaybolur ve “fokal temas” denen gecici ygiganlik kompleksi gercekérilir. Bu
faz suresince epitel hicreleri digteve yara kenarini koruyan bir kalkan halini
alir. Bu faz proliferasyondan pensizdir. ikinci fazda proliferasyon ve
farkhlasma s6z konusudur. Uguincu fazda hemidesmozomilatupluur ve ECM
sentezi ve yeniden yapilanmasi gercgiiér. Bu basamaklari epitel hiicrelerinin

metabolizmalarini arttirdiklari lag fazini takipeed

4.2.1.1. Lag Fazi:Yaralanmanin ardindan hicre goécunuldraasina
kadar gecen sure lag fazi olarak adlandinlir. Ba buyuk o6lcide hucresel
organizasyon ve protein sentezi ilgkllidir. Vinkulin, aktin, talin ve integrin gibi
sitoskletal proteinler ile hyaluronan, resepttr 42Dgibi diger hicre yluzey
proteinleri sentez edilir (45). Bu proteinler yaydesmesi tamamlandiktan sonra
baslayan hemidesmozomlarin yeniden sentezine dekelgpibazal membrana
tutunmasini gdar. Bunlarin yaninda hiicre yiizey glioproteinlegi glikolipitleri

de sentezlenir.

4.2.1.2 Hicre Gogl:Lag fazi tamamlangdinda okiler yizey epitelini
yeniden tesis etmek icin yaraya kamhucreler goce Bar. Normalde limbal kok
hiicrelerden kdken alan bazal hicrelerin santralgudg@o6c hizi haftada 120
mikrometre kadardir. Ancak yaralanmadan yakld saat sonra hucreler sgé

yonlerden yara merkezinde bgioak Uzere saatte 60-80 mikrometre hizla goc¢
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eder. Hucrelerin goclu intrastoplazmik aktin-miyoZinontraksiyonu ile olgan
ameboid hareketlerle gercekile Defekt tek hiicre katiyla ortuldikten sonra
mitozla normal epitel kaling salanir. Zedelenmeden 3 saat sonra rejenere olan
epitel uclarinda ve bazal laminada PMNL'ler belve 36 saat kadar kalir, daha
sonra giderek azalip kaybolurlar. Blytik defektleoth@rima konjonktiva epiteli

de katilabilir. Kornea epiteli, abrazyonu 1-4 giginde Orterken, konjonktiva

epiteliyle iyilesme 1-2 hafta veya daha uzun zaman gerektirir (38).

4.2.1.3. Hicre C@almasi ve Farklilasmasi: Hicrelerin gécinden sonra
hiicre c@almasi gerceklgr. Santral epitel defekti sirasinda, periferik iah
hiicreler santrale gou goc¢ ederek, kornea epitelinin devamglri salar. Bunlar
en yuksek mitoz hizina sahip hucrelerdir. Epitelegynesi sirasinda bazal
hiicrelerle limbal kok hicreler arasinda bir denggdutmaktadir. Bu gogi
Thoftun “X,Y,Z” hipotezi ile ortaya konmgiur. X; bazal epitel hlcre
cogalmasini, Y; limbal hicre galmasini ve santrale gocund, Z; yizeyden epitel
hiicre kaybini yansitmak tizere denge konumunda X+dim@ahdir (46). Kornea
epitel debritmani hicre galmasini limbal hicrelerde 4.5, korneanin periferik

hiicrelerinde ise 3.2 kat arttirir. (47).

4.2.2. Bazal Membran Yaralyilesmesi:

Debritman sonrasi ag@a cikan bazal membrana enflamatuar htcreler
(PMNL’ler) baglanir. Bu durum bazal membrani sindirebilen praezaz
salinmasina neden olur. Kornea yaralanmasindana sproteaz icerdi igin
gOzyainin da rolu vardir. Ek olarak kornea epitel hieretle bazal membrani

sindirme yeteng@ne sahip metalloproteinazlar salar (48,49). Ban@mbranin
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proteaz sindirimi sonrasinda yapisi ve fonksiyoregigit. Bazal membranin

parcalanmasi, yeniden epitelizasyonu birka¢ bicietéier:

1- Stromal ECM ile epitel hiicrelerinin etkilme girebilmesi. Bu durum
goc eden endotel hicrelerinde yeni integrin ifadesiaktivasyonunu indukler

(50).

2-GOo¢ eden epitel hicrelerinin  intraseltler sirg@ti  duzenler.
Yaralanmadan sonra sitokinler bazal membrangdabanak suretiyle matrikse
tutunurlar. BoOylece bazal membranin kismi bozulm&sicre cgalmasini,

farklilasmasini ve/veya apopitozunu dizenler (51).

Bazal membran epitel morfolojisi, farklgimasi ve devaminda dinamik bir
role sahiptir. Bu nedenle kornea epitelinin iyiteesinde 6nemli yer tutar.
Fotoablasyondan 24 saat sonra go¢ eden epitel laiicretraflarina laminin-1
sentez eder ve depolar (52). Laminin-1 bazal membrasas bikgenlerindendir
ve adezyon, proliferasyon, farkglaa gibi bircok hicresel olayl dizenler.
Laminin-1, 5 ve a6f3-4 integrin arasindaki el hiicre gocund duizenler.
Laminin ile ¢ zamanli olarak konneksin, desmoglein-1 ve -2 finietie artar. Bu
proteinler yardimiyla bazal hiicrelerle bazal memkaeasinda gecici adezyonlar
olusur. Bunlar, yara iyilgmesinin tamamlanmasindan sonraslégacak olan
hemidesmozomlarin yeniden sentezine kadar, epitddazal membrana
tutunmasini gdar. Yeni hemidesmozomlar bazal membranda daha vecelan
capa fibrillerinin kagisina gelecelkekilde sentezlenir ve adezyon kompleksleri
kisa strede butunliklerine kayw. Eger yaralanma bazal membrani da igeriyorsa,
epitelin 6nce bazal membran sentezlemesi gerekibkidurumda adezyon

komplekslerinin sentezinin tamamlanmasi yalkd. yil strer (38).
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4.2.3. Epitel ve Yiuzeyel Stromal Defekt

Epitelle birlikte Bowman zari ve ©6n stroma tabakasi kaybi
sOzkonusudur. Epitel iyijeesi ile sire acisindan farklihk goésterir ve daha
uzundur (en az 6 hafta). Alttaki ylizey, yani stroiyara iyilsmesi icin ideal bir
platform degildir. Bowman zari ve normal stroma rejenere olntayadan
defektin yerini kollajen6z skar dokusu alabilir weglefekt hiperplastik bir epitelle

doldurulabilir (53).

4.2.4. Stroma Yaralyilesmesi

Stromal iyilsme yeni kollajen sentezi, bunlarin birbirine glammasi,
proteoglikan sentezi ve stromanin gerilme gucunémden olgmasini sglayan
yara yerisekillenmesi gamalarindan okur. Zedelenmeden 1.5 saat sonra stromal
yarada PMNL’ler goéralir. Polimorfo nukleer I6kositl 12 saatte pik yapar, 72
saat sonra giderek azalir ve fagositoza yardimardiHasar goéren epitel
tabakasinin altindaki keratositlerde apopitozis lggiz. Hasarll epitel ve
apopitozise grayan keratositlerden sitokinlerin salinmasiylaleiyne kaskadi
baslamaktadir. Keratositlerde kollajen sentezi zedwleden 1.5 saat sonraslza
ve 8. glnde sonlanir. Yara direnci stroma iyilesi ile yakindan igkilidir. Ancak
insanlarda 2-3 yilda bile % 50 direnc duzeyinesilernemektedir. Normalde
hareketsiz olan keratositler, ¢cevresegigiliklere son derece duyarlidir. Epitel
yaralanmalarinda, yaralanmanin altindaki keratrsidlejenere olur ve hulcresiz
kalan stromaya bir sire sonra ¢evreden gelen yemitdsitler yerlgr. Stromal
yaralanmalarda da keratositlerde bir dizi yapisagigklik izlenir. Bunlar
birbirleriyle olan bglantilarini kaybeder, buyir ve galir. Ortaya c¢ikan bu

hiicreler fibroblastlarin yapisal ve fonksiyonel lbkkerini tasir. Stromal iyilgeme
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sirasinda keratositler, aktif fibroblastlar olanyafibroblastlara déngmektedir
(38). Kontraktil 6zellikte olan bu hucreler kollajeri, glikozaminoglikanlari ve
diger matriks proteinlerini Uretmektedir. Normal st@ntip | kollajenden
olusurken korneal skar dokusu ise blyik oranda tipkdllajenden kuruludur.
Skar dokusunun yeniden diizenlenmesi sonrasinddlltikollajen, stromanin
normal yapisinda olan tip | kollajen ile yergtgirir. ilk hafta icerisinde stromada
hiyaluronik asit Uretimi gorulir ve zamanla yerkondrotin silfat ve keratan
sulfata birakir. Ayrica keratositlerden keratinagibwth faktor (KGF), hepatosit
growth faktér (HGF) gibi biyume faktorleri de sddgumaktadir (39). Stromal
iyilesmenin tam olarak gercekimesi haftalar almasina g@men keratositlerde
hipertrofi ve c¢ok sayida nukleolus gahni gibi yapisal dgisiklikler oldukca

erken gozlenir.

Hasar sonrasi ikinci haftada kontraktil faz slhenaktadir.
Miyofibroblastlarda kas hucrelerindekine benzggkilde aktin ve miyozin
kontraktil Unitleri olgur (53). Yara iyilemesi ve korneanin gerilme gucunin
yeniden olgmasi erken dénemlerde duraklayabifgogibi 4 yil sonra bile hala

devam edebilmektedir.

4.2.5. Endotel Yaralyilesmesi

Insan endotel hiicrelerindeglondan sonra neredeyse hi¢ mitoz gorilmez.
Yaslihkta oldusu gibi endotel hicreleri yayea kaybolursa, kogu hicrelerin
genglemesiyle Dbeluklar kapanir. Daha buyluk ve c¢ok sayidaki hicreyi
ilgilendiren defekt s6z konusu olgunda ise 250 mikrometre uzaktaki hicreler
bile yara yerine dgru uzar ve 80-100 mikrometre/gln hizla yara yetapatmak

uzere ilerler. Yayllma ve gé¢cme sirasinda hucrbldsirinden kopmazlar. Tek
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katli tabakanin okumu tamamlanganda bariyer ve pompa fonksiyonlar tekrar
devreye girer ve kornea 6demi yawavag geriler. Defekt bir kez kapatildiktan
sonra, normal heksagonal yapinin sthmulmasi icin hicreler yeniden
dizenlenmeye Bhr. Birkac hafta sonra zedelenme alanini kaplaaiotel yeni
Descement membranini salgilamayasldra Yaklagik 2-3 ay icinde oldukca
homojen, heksagonal bir yapi elde edilir. Kronikfl@masyon veya fiziksel

travma durumunda yeniden dizenlenme gecikir veehkiaybl devam eder (38).

4.3. Kornea Yaralyilesmesinde Etkili Mediatorler

4.3.1. Buyume Faktorleri

Blayume faktoérleri birgcok hicre tarafindan salgilanhiicre ¢galmasini,
gocunu ve hayatinin devamini uyaran, bazi durumalasd bunlari engelleyen
peptidlerdir. Hareketlerini otokrin, jukstakrin \@yen yaygin bicimde parakrin
mekanizmalarla gercelgdrirler. Karsiliklarina gelen hicre ylzey reseptorleri
tirozin kinaz veya G proteiniyleskesen transmembran glikoproteinleriditgili
reseptorlere Gdanan buyime faktorleri deoksi ribonikleik asit (B)N\sentezinin
sentez fazini uyarir ve ardindan hicrgatmasi gercekker (54). Go6z, bircok
growth faktor icin hedef doku konumundadir: Epidatrgrowth faktér (EGF),
Platelet-derived growth faktor (PDGF)insulin-like growth faktor (IGF),

Transforming growth faktor (TGFp- ve $, Fibroblast growth faktor (FGKD5).

4.3.1.1. Epidermal Growth Faktor

Epidermal growth faktor epitel hicreleri igin potdwr mitojen olan, 6
kilodalton a&rliginda kompakt bir polipeptittir. Epidermal growth kfér

reseptori 175.000 daltorgidiginda bir membran glikoproteinidir, konjonktiva
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epitelinde, kornea epitel ve endotelinde, irisingrpent tabakasinda, lens
epitelinde mevcuttur. Reseptdérde EGF'nin yikseldirgik afinite ile bglandigi
bdlgeler vardir. Epidermal growth faktdriin resepti@ bglanmasi tirozin kinazi
aktive eder, fibronektin, hyaluronik asit gibi ECiolekullerinin salgilanmasina
ve kontakt inhibisyonunun olmagi hiicrelerin ¢@almasina neden olan DNA
sentezini uyarir. Reseptor fosforilasyonu, hicreigé yardimci olan, hicre
iskeletindeki aktinin yeniden dizenlenmesini dglaa(56). Hem yiksek hem de
distk afiniteli EGF reseptorleri 6zellikle limbal b@de olmak lzere, kornea
epitel ve endotel hiicrelerinde bulunmaktadirsixiafiniteli reseptorler daha az
miktarda stroma keratositlerinde yeralmaktadir (5EZakrimal bezdeki ve
gozyaindaki EGF'nin de kornea epiteline etkileri olmakta(58). Bu bulgular
EGF'nin, otokrin, parakrin ve jukstakrin mekaniz@wd kornea hucrelerini
etkiledigini disundirmektedir. Epidermal growth faktér korneal \idlakizasyon
ile de iliskili bulunmustur (59). Topikal EGF epitel iyilenesini uyarmakta,
Ozellikle limbal ve periferal kornea epitel rejeagyonunda maksimum etki
gostermektedir (60). Epidermal growth faktér norrkarnea epitel kalinginin
devam ettiriimesinde de O©Onemlidir. Stromada timidadinmasini artirir,
fibroblastlarda mitoz ve migrasyonu aktive edertivak fibroblastlarin insizyon
yerinde c@almasini sglayacak kemotaksisten sorumludur. Epitel ve stromal
lyilesmeye olan etkileri ile gergirie kagl yara direncini arttirir, ayrica endotel

proliferasyonuna da yol acar (57,61).

4.3.1.2. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktor ailesi ortalama 18 kiladal g5irliginda olan, 20

kadar heparin B#ayan, bircok dokuda @alma, farkhlgma, gog¢, ECM
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depolanmasi ve anjiogenez gibi olaylari dizenleyprotein grubudur.
Parcalanmadan korunmak icinsdéd afiniteli heparan silfat proteoglikanlarina
tutunurlar ve hicre yuzeyindeki yuksek afinitelrotiin kinaz reseptorlerine
baglanirlar (62). Asidik FGF, Bowman zari ve Descememeémbranlarinda,
endotel hicrelerinde, daha az oranda ise epitelsi@ttedilmgtir. Lakrimal bez
tarafindan da salinan bu faktérin, epitel hiicneterihem parakrin hem de otokrin
etkileri vardir. Asidik ve bazik FGF epitel, endotee stroma huicrelerinde
mitojeniktir (63). Bazik FGF, kornea fibroblastlada DNA sentezini, yara
gerginligine direncini ve endotel hiicrelerinde mitotik hazttirir (55).

4.3.1.3. Transforming Growth Fakt6r Alfa

Fare embriyosunda TGdr- sentezi engellenerek yapilan deneylerde
gozkap& gelisim bozukligu, mikroftalmi, ylizeyel opasiteler, goz kgpare 6n
segment disgenezisi, korneal enflamasyerskar olgumu, lense ve retinaya ait
defektler gozlenmtir. Transforming growth faktde; EGF gibi gbzysinda
bulunur ve olasi kaynak yine lakrimal bezlerdir. &arak kornea epitel hicreleri
TGF-, TGFa mRNA'’sI ve proteinini igerirler. Bu durum EGF vé&sF-o. Ureten
epitel hicrelerinin otokrin mekanizmayla normal tepisikluslarini devam
ettirdiklerini  disindirmektedir. Endotel hasarinda akdéz humorde ®GF-

konsantrasyonunun agttibelirlenmitir (55).

4.3.1.4. Transforming Growth Faktor Beta

Transforming growth faktor- ailesi TGF-R1, TGFR2 VGF-33'den
olusan yaklaik 25 kilodalton @irhiginda ve birgcok doku tarafindan Uretilen
polipeptidlerdir. Transforming growth faktor-3 dirle inaktif bicimde salgilanir

ve latent growth faktor havuzu glurmak tzere ECM'ye l@anir, ekstraseliler

20



veya membrana g enzimlerle aktif hale getirilir (64). Transforng growth
faktor-3 aktivasyonu ECM dretimi, hiicre buyime aeklilasmasi gibi cevaplara
neden olur (65). Transforming growth faktér-3’niangl olarak epitel, endotel
hiicreleri, I6kositlerin biylumesini engellgdive fibroblast Gretimini uyarg
kabul edilmektedir (66). Transforming growth fakidr epitelden stromaya
salgilanmasi ve gozyada Uretimi stromal hiicrelerde g@ma ve gdce neden
olur. TGF-’'nin enflamasyon ofaa fibroblast, monosit ve makrofajlari cekme
ozelligi de vardir (67). Bunlarin ginda Interlokin (L)-1, IL-6, TNF-u epitel
gocunde indirekt olarak etkili olabilmektedirler 406 Tawanlarda korneal
insizyonlarda gerilmeye kg@r yara direncini arttirici etki gosterir. Bu etkisi
insizyon yerinde kemotaksis ile fibroblast sayiaritirarak gerceklgirir. Ayrica
MMP sentezini azaltmasi ve metalloproteinaz dokubindrii sentezini arttirmasi

da olasidir (55).

4.3.1.5. Keratinosit Growth Faktor

Keratinosit growth faktor, FGF ailesinin tGyelerimdeiri olup, yaklaik 28
kilodalton a&irliginda tek zincirli bir polipeptiddir ve keratinogtl ile epitel
hicreleri igin mitojeniktir. Keratinosit growth feikin EGF, TGFRs, FGF ile ayni
sinyal yolaini paylgtigi distnulmektedir. Keratinosit growth faktoriin hedef
hicrelere salinma ve depolanmanin yapildtromada biriktirilmek i¢in heparine
baglanabilecgi dusunidlmektedir (68). Keratinosit growth faktor regap
MRNA’'sinin in vitro olarak kornea epitel hicreleter anlamli miktarda
bulundigu ama stroma keratositlerinde c¢ok sdki miktarda oldgu tespit
edilmistir (64). Aksine KGF'nin kultire keratositlerde dfildigi, ancak epitel

hiicrelerinde Uretilmedi tespit edilmgtir. Bu durum KGF’nin stromada uretilip,
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epitel hicrelerinde parakrin bir mekanizma ile letkidugunu géstermektedir
(69). Keratinosit growth faktor reseptorinin limb@broblastlarda ve epitel
hiicrelerinde, santral korneaya gore daha fazlanoluiu gortlmitir. Bu durum
KGF'nin tercihen kok hucrelerin fonksiyonunu dizsshgini disindurmektedir
(70). Keratinosit growth faktérin sirekli olarak sdk miktarda salinmasinin
saglikh  korneal epitel bOtunlginin  s@lanmasinda rolinin  oldu
distntlmektedir (71). Son yapilan gahalardailL-a ve IL-B gibi sitokinlerin

keratositlerden KGF salgilanmasinda rol @l¢abul edilmektedir (72).

4.3.1.6. Hepatosit Growth Factor

Hepatosit growth faktor yakjgk 90 kilodalton @irhiginda bir
glikoproteindir. Mezegimal orjinli hicrelerden salgilanir, travma, enflatmar
uyarilar ve koagulasyon kaskadindaki proteazlakigf dale gelir. Keratinosit
growth faktér gibi HGF de @éli ECM bilesenlerine bglanabilir. Hepatosit
growth faktor reseptori tirozin kinaz Ozgllitagir. Korneada HGF reseptori en
yogun olarak epitel hicrelerinde bulunur; ancak HGBsI parakrin etki ile
fibroblastlardan Uretilerek epitel hicrelerine eélder (73). Keratinosit growth
faktoriin tersine, HGF Uretimi ve reseptdri korneatmlinde daha ygundur.
Hepatosit growth faktor hicre gocini uyarir, strofitaoblastlarina etkisi
minimaldir (70). Hepatosit growth faktér gozyada da bulunur ve kornea epitel
katinin batinlgundn surdurdlmesinde katkisinin ofdudistintlmektedir (74).
Ak6z himdrde bulunan HGF'nin endotel hicreleringléaarak, bu hucrelerin

batanltklerinin devaminda otokrin mekanizma ile@ghadgl saniimaktadir (6).
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4.3.1.7. Platelet Derived Growth Faktor

Platelet derived growth faktor sisteingha 35 kilodalton girliginda, A ve
B zincirlerinden olgmus dimer yapisindadir (54). Bu faktér'an -AA, -AB, BB
izomerleri vardir ve reseptorii heterodimerik ve oraerik formlarda bulunur
(64). Platelet derived growth faktor'an reseptorim@@lanmasi mitojenik etkileri
indukler (54). Platelet derived growth faktor reeleri kornea fibroblastlarinda
ve endotel hicrelerinde bulunur. Platelet derivexvth faktér-BB proteini epitel
hicrelerinde dretilir ve en yuksek miktarda bazadénmbrana bganir (67).
Endotel hiicrelerinin ve fibroblastlarin gocii PDGB-Be uyarilir. Fibronektin
varhiginda PDGF-AA ve -BB epitel hicrelerinin kemotaksisiyarmaktadir (64).
Platelet derived growth faktor akdéz himorde esekktanda bulunur ve
fibroblastlarin TGF-R’ya olan galma cevabini arttirir (75).

4.3.1.8. Dger Buyume Faktorleri

Kanitlar sinir biyume faktort (SBF), norotropin-34, glial hicre
kaynakli norotrofik faktér gibi nérotrofik faktonteile reseptdrlerinin korneada
bulundwgunu ve bunlarin epitel hiicre g@masini uyargini gostermektedir (76).
Kornea epitel butinkiinin devaminda kornea sinirlerinin énemli roliniotugu
distindimektedir. Bu nedenle kornea sinirlerinden salinérotrofik faktorler de
doku homeostazinda rol oynayabilir (77). Kdiltirdgoma fibroblastlarinin
blayumeleri SBF ile arttirlimaktadir (76).

Insilin like growth faktori ile reseptorleri korneapiteli, stroma,
trabekiler gda bulunmaktadir ve hicre farkifaasi, ¢galmasinda rol oynar

(78).
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4.3.2. Kornea Yaralyilesmesinde Enflamatuar Sitokinlerin Rolii

Sitokinler kornea yara iyilgnesinde énemli rol oynarlar. Kornea epiteline
olan travma sonrasinda epiteldekgite sitokinlerin seviyesi artar. Bunlarin en
onemlileri IL-1, IL-6 ve TNFwdir (67). interlokin-1 ve IL-6'nin salinmasi
travmanin ciddiyeti ile ifkilidir (79). Bunlarin artmasi epitel yara iysi@esi
mekanizmalarini batir. interlokin-6 integrinleri diizenleyerek kornea epitge
goci uyarir (80).Interlokin-1, EGF ile sinerjik bigcimde in vitro eplt yara
kapanmasini arttinir  (81).Interlokin-1 ve TNFe kollajenin  yeniden
sekillendirilmesinde 6nemli rol oynar. Bunlar kornddbroblastlarindail-8,
monosit kemotaktik protein gibi bir takim kemokinfetretimini arttirir ve ilging
bir bicimde sadece epitel yaralanmasinda uret82).( Ancak bu sitokinlerin
etkileri her zaman yararl didir. Interlokin-1,IL-6 ve iL-8 kornea stromasinda
erimeyi uyarabilir (83).

4.4. Kornea Neovaskularizasyonu

Neovaskilarizasyon (veya anjiogenez) ortamda van dlamarlardan bir
takim faktorlerin aktivasyonu ile yeni damar gltudur (20). Organizmada bu
durum anjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin despsglanarak siki bigekilde
kontrol edilir (Tablol).

Tablo-1: Anjiogenik ve antianjiogenik faktorler

Anjiogenik faktorler:
Vaskuler endotelyal growth faktor
Asidik and basik fibroblast growth faktor
Plasenta growth faktor
Platelet-derived epidermal growth faktor

Platelet-derived growth faktor
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Transforming growth faktor
Epidermal growth faktor
Hepatosit growth faktor
Platelet-activating faktor
Tamor nekrozis faktte
Insulin-like growth faktor
Anjiogenin
Anjiopoetin-1
Granulosit-makrofaj coloni-stimulan faktor
Granulosit coloni-stimulan faktér
Interlokin-1,2,6,8
Prostaglandin E1, E2
Vascular integriruvi33
Matriks metalloproteinazlar
Histamin

Antianjiogenic faktorler
Thrombospondin
Fibronektin
Anjiostatin
Endostatin
Interferone,By
Interlokin-12
Matriks metalloproteinaz inhibitorleri
Platelet factor 4

Retinoik asit
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Kornea neovaskiularizasyonunda u¢ faz vardir:

4.4.1.Erken Prevaskiller Faz

Enflamasyonla seyreden proteolizis donemidir. En#ayona bgli hasar
ile damarlarda dilatasyon, gecirgenlik sirtve 6dem olur. Kisa sure igerisinde
hicre elemanlarinin konfigirasyonunda gigi&likler baglar. Kan akimi
yavalamasi ile eritrositler merkezde kimgiken PMNL’ler damar duvarina
yerlesirler. 2-3 saat sonra PMNL’ler damarsioha ¢ikarak, kornea stromasina gog¢
ederler. 24-48 saat sonra da PMNL infiltrasyonu papar. Polimorfonukleer
|okositler kemotaksisi Istatarak bazi sitokinlerin salinimina neden olur.
Lokositlerden salinan proteolitik enzimler ile dataan bazal membrani
parcalanir. Monosit ve makrofaj goc¢u ise 24 saahrasobglar. Damar
gecirgenlginde arty ve 0dem normalde siki bir dizilim gosteren koltaje
fibrillerin birbirinden ayrilmasina neden olur. Gdie beraber ekstravaskiiler

dokuya gecen fibrinojen pihtgarak vaskularizasyonda énemli rol oynar (84,85).

4.4.2 Vaskuler Tomurcuklanma Fazi

Yeni damar olgumunda endotel hiicre gdcunin roli kesin olarak
belirlenmitir. Bazal membran devamiginin bozulmasindan sonra endotel
hiicreleri psddopotlar ile hasarli bdlgeden goécr.ededoteldeki morfolojik
degisimleri bazal membrandaki parcalanmanin izietilinmektedir. Daha sonra
endotel hicrelerinde mitoz ve yeni damar tomgocolusumu gozlenir. Matriks
metalloproteinazlar ECM bi¢enlerini bozarak, go¢ eden endotel hiicreleri icin
gerekli olan yolu acar. Anjiyogenezde gerekli oldtMP’ler enflamatuar

hiicrelerden ve endotel hicrelerinin kendilerindaynaklanabilir. Anjiyogenik
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faktorler endotel hicrelerinde MMP’lerin  salinmasiwve fonksiyonlarini
arttirabilir (86). Go¢ olay! tek hana neovaskilarizasyon icin yeterli olmakta,
hiicresel proliferasyon olmasa bile endotel hicirglerayilimi, goct ve yeniden
dagihmi ile yeni damar olgumu gerceklgebilmektedir (87). Bu nedenle endotel
hiicre gocunin vaskullarizasyondaki en 6nemli basaoldkgu soylenebilir.
Normal kaullarda olgun kan damarlarinda hiicre bolinmesigil&o0,1’den
azdir. Neovaskilarizasyon ggtni sirasinda bu oran % 8’e kadar yikselmektedir.
Vaskuler endotel hicrelerinin normalsgan dongusu iki ay iken, enflamasyon
doneminde 36 saat icinde mitotik aktivite gozlefrabktedir. Bu fazda henlz

vaskiler [umen okmamstir (88).

4.4.3.Vaskiler Matlrasyon Fazi

Kapiller tomurcuklar, distal ucunda g0¢, proksimalcunda ise
proliferasyon gosteren endotel hcrelerinin  bulgndusolid olgumlardir.
Ortamda ¢@alan endotel hicreleri zamanla l[imenstlvacaksekilde yan yana
gelir ve primitif damarseklini alir. Bu sirada endotel hicrelerinden argioig
uyari ile ECM proteinleri ortaya c¢ikar. Ekstrasiditi matriks proteinleri
perivaskiler bguga ulgarak, hiicre proliferasyonunu gercefkieligi gibi, damar
ceperinin dizenli olmasini dagar. integrin bglayan ECM proteinleri, endotel
hiicrelerinin siki birsekilde yapgmalarina yardimci olur. Zamanla yeni gda
damarlarin bazal membranlari devamli hal alir vesjtkerin endotel hicrelerini
cevrelemesi ile ana damar glmu izlenir. Postkapiller venullerden ean
primitif damarlar zamanla birbirleriyle gkiye gecer ve kan akimi dar.
Anjiogenik uyarinin yetersiz kalgh durumlarda ise vaskuler yapilarda daha fazla

uzama gercekimez ve regresyon gozlenir (84).
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4.5. Kornea Neovaskilarizasyonunu Uyaran Faktorler

4.5.1.Vaskiler Endotelyal Growth Faktor

Homodimerik yapida, disulfit i@a ile bazli, 34-42 kilodalton girliginda,
heparin bgélayan, vaskulotropin olarak da bilinen, ¢cok fonksiju potent bir
sitokindir ve esas olarak endotel hicrelerindennessktadir (89). Vaskuler
endotelyal growth faktér spesifik bir gen tarafindiodlanir ve yapilarindaki
aminoasit sayisina goére belirlegmalti farkh izoformu vardir: VEGE;,
VEGFi45, VEGFes, VEGFgs VEGRgy VEGRye Insanlarda en fazla VEGE
izoformu bulunur ve buylk oranda heparinglbaarak salinmaktadir (1).

Vaskiler endotelyal growth faktor biyolojik aktiggini temel olarak
endotel hicreleri Gzerindeki tirozin kinaz yapIWEGF reseptér (VEGF-R)-1 ve
VEGF-R2 ile lenf damarlar (zerindeki VEGF-R3 adic reseptort ile
gerceklatirir. Vaskuler endotelyal growth faktor -R1 ve -RRyuk 6lciide damar
endotel hicrelerinden salinir ve anjiogenez ile alagecirgenkinde gorev alir.
Vaskuler endotelyal growth faktér R-3'Un lenfanjegezin  molekiler
regulasyonundan sorumlu olglu saniimaktadir. Vaskuler endotelyal growth
faktoriin ayrica tumoér metastazi ve lenfodem gilbologik olaylarda da rol alg
bildirilmi stir (89). Vaskuler endotelyal growth faktor resefgiinin aktivasyonu
fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz, guanozin tasfataz aktivator proteinleri gibi
bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosfile eder ve DNA transkripsiyonu
baslatilir (90).

Vaskuler endotelyal growth faktér dizeyista Ras ve human epidermal
growth faktor reseptor-2nkogenleri olmak tizere, p53 gen mutasydhu], iL-
6, iL-10, iL-13, FGF, PDGF, TGR; IGF-1, TNFe ve nitrik oksit (NO) gibi

bircok endojen ajan ile dizenlenmektedir (91)sidiglikoz seviyesi, oksidatif
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stres ve 0zellikle hipoksik ortamda diizeyi hizlearhipoksi ile indiklenebilen
faktor (HIF)-1 de VEGF saliniminda etkili rol oynaktadir (92). Vaskuler
endotelyal growth faktérin saliniminda en o©Onemli faktér hipoksi ve
enflamasyondur. Vaskuller endotelyal growth faktdmaruz kalan damarlarda
endotel hicrelerinde fenestrasyon, vezikiler orgame transseliiler gap
olusumuyla permeabilite artmaktadir. Vaskiler endotetyawth faktériin neden
oldugu vaskiler permeabilite agtikemotaksisin ve enflamasyonun devaminda da
onemlidir (93). Vaskuler endotelyal growth faktdrdetel hiicreleri icin migratuar
Ozelligininin yaninda hicre e matriks yikimindan sorumlu olan MMP’ler,
drokinaz, doku tipi plazminojen aktivatorlerininlisamini uyararak invazyon ve
metastazi kolaykaurir (94).

Vaskiler endotelyal growth faktér, damar endotdiiz kas hicreleri,
arteriollerdeki fibroblastlar, bobrek glomerillebrorslar, overler, adrenal bezler,
dalak ve tonsillerde bulunmaktadir (95). Aort diaskhicrelerinde Uretilerek
salinan VEGF buyidk damarlarin intimal hasari sandss intimal onarimi ve
blyumeyi kolaylatirirken, hasarin uzamasini sinirlayici etkiye g@h{96).Insan
koroner arterlerinde, aterosklerotik plak bolgesigterosklerotik olmayan bdlge
karsilastirildiginda aterosklerotik bolgede VEGF sainda arty oldugu
gOsterilmitir.  Vaskiler endotelyal growth faktérin, aterom algarinin
olusumunda etkili oldgu dGunulmekte ancak iskemik kalp hasgahda
kollateral olgumunu arttirdil da bilinmektedir. Bu etkisi dikkate alinarak
VEGF'in kardiyovaskuler hastaliklarda terapoétik istkiizerinde durulmaktadir
(97). Vaskuler endotelyal growth faktor timaor biydsmi kolaylatirmakta ve bu

dokulardan fazla miktarda salinmaktadir (98).
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4.5.2. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktor neovaskullarizasyonun @ldukornealarda
vaskiler bazal membrana ganmaktadir. Yeni damarlarin maturasyon
derecelerine gore @ik yogunlukta bg&lanma s6z konusudur (99).

4.5.3Insiilin Like Growth Faktor

Instlin like growth faktor-1'in hayvan modellerind@rneada anjiogenik
etkilerde bulundgu bildirilmistir (100).

4.5.4.Anjiopoetin

Bir calismada anjiopoetin (Ang)-1 ve -2’nin sistemik Tiek inhibisyonu
kornea neovaskilarizasyonunda gerilemeye neden stdimuBu geriletmenin
VEGF’ den b&msiz oldgu distinilmektedir (101). Ayrica ratlarda Ang-2’nin
inhibisyonunun kornea neovaskularizasyonunu engjglleildirilmi stir (102).

4.5.5.Matriks Metalloproteinazlar (MMP):

MMP-2'nin  kornea neovaskilarizasyonunda Uretiminamttigl tespit
edilmistir (103).

4.6. Kornea Neovaskularizasyonunu engelleyen faktar:

4.6.1. Anjiostatin:

Anjiostatin 38 kilodalton @irliginda, plazminojenin proteolitik parcalanma
drtnlerinden olup gugli bir antianjiogenik faktordi04). Anjiostatin ve benzeri
fragmanlarin  implantasyonu korneada FGF ve anjiogen uyardgi
neovaskularizasyonu engellemektedir (105). Plazjamo karacger dsinda
uretimi ve korneada anjiostatin glumuna ait kanitlar mevcuttur (106).

4.6.2. Endostatin:

Endostatin 20 kilodalton garliginda, kollajen XVIII'in proteolitik

parcalanma urlinudur ve esas olarak damar epitell maegmbraninda bulunur.
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Kollajen XVIII gozde esas olarak retina, lens kdfisie korneada bulunur (107).
Endostatin, implante edilgii kornealarda bFGF’nin uyargiineovaskularizasyonu
engellemektedir (108).

4.6.3. Pigment Epiteli Derived Faktor:

Pigment epiteli derived faktor gucli bir antiangrgk ve norotrofik
faktordir. Gozde retina, iris ve korneada bulugimu (109). Pigment epiteli
derived faktorii bloke eden antikorlar kornea stremma yerlgtirildi ginde
vaskilarizasyonun uyariigitespit edilmgtir (110).

4.6.4. Trombospondin-1:

Trombospondin (Tsp)-lgézde kornea, iris, sklera ve retinada Uretilir
(111). Korneada Tsp-1 esas olarak kornea epitelibarzal tabakasinda
Uretilmektedir (112). Trombospondingkninin deneysel olarak hasarzatildig
farelerde, korneada enflamasyonun induldedianjiogenezin  olgtugu
gozlenmgtir. Bunun yaninda spontan anjiogenezin normalléade gortilmemesi,
Tsp-1'in  kornea vaskilarizasyonunun dizenlenmediagkida bulundgunu
disundurmektedir (113).

4.7.Tacrolimus

Tacrolimus (FK506, Progr&f makrolid grubu bir laktonduilk defa 1984
Siklosporin ve Tacrolimus kalsindrin inhibitérleolarak adlandirilan gtclu
immunosupresif ajanlardir. Tacrolimus’un kimyasalmill G4HggNO12.H2O’

dur Sekil 1).
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Sekil 1: Tacrolimus’un kimyasal formali.

Siklosporin gibi Tacrolimus’'un emilimi de buylk gdide dgisken
oldugundan kan konsantrasyonlarsigdik gosterebilir ve biyoyararlanimi %5-67
arasinda (ortalama %29) gigr (114). Pediatrik hastalarda klirensi fazla gidu
icin daha yuksek dozlar gerekebilir (115). Tacralsnbarsaktan emilimi takiben
kana gectikten sonra oncelikli olarak albumin gtazma proteinlerine kganir,
eritrositler ve lenfositlerde gdir. Bu nedenle kan konsantrasyonu plazmadan 10-
30 kat daha yuksektir. Tacrolimus atilmadan 6ncedeyse tamamen metabolize
edilir. Siklosporin gibi Tacrolimus da temel olardkYP3A4 enzim sistemi
tarafindan metabolize edilir. Ana metabolizma yollademetilasyon ve
hidroksilasyondur (116). Ana metabolizma Urint aBRO-demetil-Tacrolimus
immunosupresif etkiye sahiptiilacin kan dozunun sadece % 1'i bobreklerden,
biyuk kismi ve metabolitleri fegesle atilir (117).

Tacrolimus esas olarak T hucrelerinin aktivasydeuetkilesime girerek
immunsupresif etkisini gosterir ve T hicrelerinedditen sonra FK506 binding
proteine bglanir. Bu kompleks kalsinorin fosfatazi inhibe eddfalsindrin
fosfataz T hucrelerinin nukleer faktorinin aktivasynda gorev alir. T
hicrelerinin ndkleer faktortd, T hicrelerinden sitokiretiimesi igin gerekli
transkripsiyon faktéridiwe kalsinorinin Tacrolimus tarafindan bloke edilines

IL-2,-3,-4,-5, Interferony, TNF-o, Granilosit makrofaj koloni stimilan faktor
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(GMCSF), IL-2 ve -7 gibi T huicresi kaynakli sitokinlerin Giratnin tamamen
durmasina neden olur (118).

Siklosporin ve Tacrolimus’un ila¢ etkiienleri benzerdir. CYP3A4 enzim
sisteminin aktivitesini azaltan ketokonazol, flukaol, itrakonazol, eritromisin,
diltiazem, verapamil, danazol, metilprednizolon finus konsantrasyonunda
artisa neden olur. Aksine CYP3A4 aktivitesini arttirandbarbital, aliminyum
hidroksit, deksametazon, rifampin ve sodyum bikadio Tacrolimus
konsantrasyonunu azaltir (119).

Tacrolimus tedavisi alanlarda nefrotoksisite, nokstsite,
kardiyomiyopati, anemi, kronik diare, diabet, gller reaksiyonlar,
lenfoproliferatif hastaliklar ve enfeksiyonlar hri¢istir. Siklosporine gore
hiperkolesterolemi ve hipertansiyon daha az goridiicak gingival hiperplazi ve
hirsutizm rapor edilmengiir. (120).

Tacrolimus esas olarak karper ve bobrek gibi solit organ
transplantasyonlarinda immunosipresan ajan olanditrkimaktadir ve 6zellikle
steroide direncli red reaksiyonlarinda etkilidir2{). Tacrolimus'un fokal ve
yaygin iskemide néroprotektif etki géstexdbildirilmi stir (122). Tacrolimus’un
tedaviye direncli romatoid artritte de etkili olmesine dair kanitlar vardir (123).

Atopik dermatitte Tacrolimus kremin kullanimi onagstir (124).
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5.GEREC VE YONTEM

Calsma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklae Patoloji
Anabilim Dal’'nin katkilari ile gercekkgirildi. A girliklari ortalama 250-300 gram
olan 35 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat galaya alindi. Cajma siresince
denekler Firat Universitesi Deneysel frema Merkezi'nde uygun beslenme
sartlarinda ve 0Ozel kafeslerde tutuldu. Firat Ursitesi Tip Fakiltesi Etik
Kurulu'nun izni ile calsma gerceklgtirildi.

Ratlar her bir grupta 7 denek olacgdkilde randomize legruba ayrildi.
Kontrol grubu dgindaki ratlarin bir korneasinda kimyasal yanik stlwldu.
Topikal ve intraperitoneal tedaviye yangkeminden 60 dakika sonra gtandi ve
7 gun devam edildi.

Gruplar:

1.grup (kontrol grubu): Yanik yapimayan ve herharmgr tedavi

verilmeyen grup

2.grup (sham 1): Yanik yapilan deneklere herglirap@ritoneal serum
fizyolojikten 1 mililitre enjekte edilen ve 8. glediekapite edilerek kornealari
alinan grup.

3.grup (sham 2): Yanik yapilan deneklere hergimrseiizyolojikten 4
damla/giin damlatilan ve 8. gtinde dekapite edilkoekealari alinan grup.

4.grup: Yanik yapilan deneklere Tacrolimus solusyman hergin 0,3
miligram/kilogram, 1 mililitre intraperitoneal olak enjekte edilen ve 8. glinde
dekapite edilerek kornealari alinan grup (125).

5.grup: Yanik yapilan deneklere 0,3 miligram/miildi Tacrolimus
soltisyonundan her gin 4 damla/gin damlatilan vgu8de dekapite edilerek

kornealar alinan grup (125).
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Anestezi Tekngi:

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramuskilemB@gram/kilogram
ketamin hidroklortr (Ketalar, Eczacia Tirkiye) ile 5 miligram/kilogram
ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, Turkiye) kombisyonu kullanildiislem
oncesi deneklerin kornealarina % 0.5’lik proparakanidroklorid damla
damlatildi.

Cerrahi Teknik:

Anestezi ve analjezi uygulanan kontrol grubunugindiaki deneklerin
kornealarindan birinin sanraline % 100’luk gimiitrat kalemiyle 10 saniye
suresince koter yapilarak 2 milimetre gdikie kimyasal yanik olgturuldu.
Deney suresi tamamlanan ratlara anestezi altindapdasyon ve entkleasyon
uygulandi.

Kornea Neovaskularizasyonu Alanlarinin Dgerlendirilmesi

Deneyin 8. glninde rat kornealari X40 buylitmedeikijadamba
mikroskopuna monte edilmiSony dijital kamera (CCD- IRIS model DXC 107
AP) kullanilarak fotgraflandi. Neovaskilarizasyon alaninin tim kornesiala
yuzdesi dijital bilgisayar imaj analizi kullanil&desaplandi (Topcon Image Net
2000, Itabashiku, Tokyo, Japonya) ve istatistikéatak kagilastirildi (126).

Vaskuler endotelyal growth faktor immunohistokimyasal boyanmasi:

Immunohistokimyasal boyama icin kornea santralingegen, limbustan
limbusa uzanan, yanik alanini icerens bekron kalinlginda kesitler hazirlandi.
Kesitler deparafize ve rehidrate edildikten sonmdagen peroksidaz aktivitesini
onlemek icin 5 dakika % 3'luk hidrojen peroksittéuldu. Distile su ile yikanan
kesitler sitrat buffer solisyonunda pH 6 (650 mattvmikrodalga)'da 5 dakika

bekletildi. Tris buffer solisyon (TBS)'unda 5 da&ikutulduktan sonra primer
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antikor (VEGF, Neo Markers, United Kingdom) 28°C’deemli ortamda
uygulanarak 30 dakika bekletildi ve TBS ile yikan@iotin ile isaretlenmg
sekonder antikor 15 dakika uygulandi ve tekrar TiBSyikandi. Streptavidin
peroksidaz konjugatinda 10 dakika bekletildiktemraoyine TBS ile yikandi.
AEC kromojende 15 dakika bekletilen kesitler icienan zit boyasi olarak
Mayers hematoksilen kullanildi. Preparatlar somakazel kapatma maddesi ile
kapatilarak Olympus markatk mikroskopu ile randomize olarak incelendi. Ayni
mikroskopun fotograf atacmani ile dokularin ve X4fliyitmede dijital
fotograflar cekildi.

Immiinohistokimyasal boyamada, VEGF antikoru ile Imaya kornea
epitel hicreleri, stroma, endotel hicrelerinin, draya yayginlik vesiddetleri
semikantitatif olarak deerlendirildi (12).

Semikantitatif Degerlendirme:

Her dezerlendirme X40 buyltmede ve ¢ ayri kesit alanyajaldi.

0. derece: Epitel, stroma ve endotel tabakalarngl@aoyanma olmamasi

1. derece: Epitel ve stromanin hem kagmin hem de gesliginin

yarisindan azinda olan aralikli boyanma.

Aralikli boyanma

Sekil 2: Epitel ve stromada 1. derece boyanmaematize edilmesi
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2. derece: Epitel ve stromanin hem kagmin hem de gesliginin

yarisindan fazlasini tutan ancak, tam kat olmayalka boyanma.

Aralikli boyanma

Sekil 3: Epitel ve stromada 2. derece boyanmaematize edilmesi
3. derece: Epitel ve stromanin tim kafimh ve tum genii gini kapsayan

surekli boyanma.

v

Surekli boyanma

Sekil 4: Epitel ve stromada 3. derece boyanmaematize edilmesi.
Endotel tabakasinda ise 0, 1, 2seklindeki dgerlendirme boyanmanin
surekliligi ve yogunluguna goére dgerlendirildi.

Skorlamanin sonugclari istatistiksel olarakskastirildi.
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Istatistiksel Analiz:

Elde edilen verilerin ortalamalari ve standart sajam alindi. Cabmanin
istatistiksel azalizi, Sosyal Bilimlerdéstatistik Paketi Surim 13 (SPSS for
Windows versiyon 13) paket programi ile yapildi. kipio kasilastirma igin
Kruskal-Wallis varyans analizi ve guplararasi ikkasilastirma icin Mann-
Whitney U testi kullanildi. P gerinin 0.05’den kucik olmasi istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR:
Epitel VEGF Iimmiinhistokimyasal boyanmasi
Gruplardaki epitel VEGF imminhistokimyasal boyendeerleri tablo 2’
de belirtilmigtir.
Tablo 2: Gruplardaki epitel VEGF immunhistokimyasal boyananadin

minimum, maksimum, ortalama ve standart sapngedieri.

Min  Maks Ort Stand. Sap

Kontrol 0.00 2.00 1.000 0.577
Sham 1 2.00 3.00 2429 0.535
Sham 2 2.00 3.00 2429 0.535
Intraperitoneal tedavi 0.00 2.00 0.714.756
Topikal tedavi 0.00 3.00 1.000 1.156

Tum gruplar kanlastirildiginda epiteldeki VEGF immunhistokimyasal
boyanmalari birbirlerinden farkhlik gosterdi (p801). Gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda  kontrol grubundaki kornealarin epitel VEGF
immunhistokimyasal boyanmasinin sham 1 (p=0,02) sheam 2 (p=0,02)
gruplarindan anlamli élgtide dahasdki olduzu goéraldi. Ancak sham 1 ve sham 2
gruplari arasinda epitel VEGF duzeyleri acisindark fsaptanmadi (p=1,00).
Intraperitoneal tedavi grubundaki VEGF boyanma diizéam 1 grubundan
anlamh dlcide daha diikk bulundu (p=0,002). Topikal tedavi grubunda dansh
2 grubundan daha gik VEGF boyanma dizeyi tespit edildi (p=0,09). Anca
topikal ve inraperitoneal tedavi gruplarinda epdEGF boyanma dizeyleri

arasinda fark saptanmadi (p=0,733ntraperitoneal (p=0,456) ve topikal
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(p=0,805) tedavi gruplarindaki VEGF epitel boyanamakontrol grubundan farkl

desildi.

v — — e _ __ p/1,0
= p=0,02 B = p=0,09
=
=3
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= SD=0,535 b SD=0,535
w
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= o ——
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£%
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B E 1— pSD=0,577 SD=1,156
< wn
= SD=0,756
E
E -4 —— p=0,456
&
[TH] =
= o L __7p_0,7737‘
_g ——
E p=0,805
‘a
w
T T T T T
Hontrol Sham 1 Sham 2 intraperitoneal Topikal tedavi

tedavi

Sekil 5: Gruplardaki epitel VEGF immunhistokimyasalyanma dgerleri

Stromal VEGF Iimmiinhistokimyasal Boyanmasi
Gruplardaki stromal VEGF immiunhistokimyasal boyanmndagerleri
tabloda belirtilmgtir.
Tablo 3: Gruplardaki stromal VEGF immunhistokimyasal boyaftanain

minimum, maksimum, ortalama ve standart sapngedteri.

Min Mak Ort StaBdp
Kontrol 0.00 2.00 1.286 0.951
Sham 1 2.00 3.00 2.429 0.535
Sham 2 2.00 3.00 2.571 0.535
Intraperitoneal tedavi 1.00 3.00 1.857 0.900
Topikal tedavi 0.00 2.00 294 0.787
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Tum gruplardaki stromal VEGF imminhistokimyasalydnma
yogunluklari kasilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark qidu
goruldu (p=0,016). Gruplar kendi aralarinda sKastirildiginda kontrol
grubundaki rat kornealarindaki stromal VEGF boyanyogunlugunun
sham 1 (p=0,038) ve sham 2 (p=0,017) gruplarinadangi olclide daha
diUsUk oldysu bulundu. Ancak sham 1 grubundaki stromal VEGFeglezi
sham 2 grubundan farkhh giédi (p=0,710). Intraperitoneal tedavi
grubundaki stromal VEGF boyanma dizeyi sham 1 grdao farkh
degildi (p=0,259). Topikal tedavi grubunda sham 2 gnuttan daha diik
stromal VEGF boyanma duzeyi tespit edildi (p=0,04)cak topikal ve
inraperitoneal tedavi gruplarinda stromal VEGF boga dizeyleri
arasinda fark saptanmadi (p=0,453). Kontrol grubindtromal VEGF
boyanmalari intraperitoneal (p=0,383) ve topikalaa gruplarindan farkl

desildi (p=0,902).

. oos p=0,017 ———— p=0,042
E p=0,038— ——
SD=0,535
¢ SD=0,535

2 —L_— p=0,720—

b SD=0,900

SD=0,787
p SD=0,951

p=0,259

1= . .

L p=0,453— ——

Stromada VEGF immiinhistokimyasal boyanmasi
(yogunluk-semikantitatif)

= p=0,383
p=0,902

T T T T T
Hoordtrol Sham 1 Sham 2 Intrapertoneal Topikal tedavi
tedavi

Sekil 6: Gruplardaki stromal VEGF immunhistokimyasal boyanma

degerleri
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Endotel VEGF immiinhistokimyasal Boyanmasi:

Gruplardaki endotel VEGF immunhistokimyasal boyanndeserleri
tabloda belirtilmgtir.

Tablo 4: Gruplardaki endotel VEGF immiuinhistokimyasal boyalanain

minimum, maksimum, ortalama ve standart sapngedieri.

Min Mak Ort Stand. Sap

Kontrol 0.00 0.00 0.00 0.00
Sham 1 1.00 3.00 2.429 0.535
Sham 2 1.00 3.00 2.00 0.817
Intraperitoneal tedavi 0.00 2.00.571 0.980
Topikal tedavi 0.00 3.00 0.857 Q@2

Tim gruplardaki endotel VEGF imminhistokimyasal #&woya
yogunluklari kasilastirildiginda gruplar arasinda anlamh farkin giddugoraldi
(p=0,001). Gruplar kendi aralarinda éastirildiginda kontrol grubunun
kornealarindaki endotel VEGF boyanmasinin sham #0,J91) ve sham 2
(p=0,001) gruplarindan anlaml 6l¢ctide dahgi#tioldysu bulundu. Ancak sham 1
ve sham 2 gruplarindaki endotel VEGF boyanma dézeyirbirinden farkli
degildi (p=0,805). intraperitoneal tedavi grubundaki endotel VEGF bayan
yogunlugunun sham 1 grubundan anlamli dl¢cide dahgildioldusu bulundu
(p=0,038). Topikal tedavi grubunda sham 2 gruburdkdra d§ik endotel VEGF
boyanma y@unlugu tespit edildi (p=0,032). Ancak topikal ve intrapeneal

tedavi gruplarinda endotel VEGF boyanma dizeyleasiada fark saptanmadi
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(p=0,476).Intraperitoneal (p=0,383) ve topikal (p =0,073) tedgruplarindaki

endotel VEGF boyanma ganluklari kontrol grubundan farkli gedi

SD=0,294
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Sekil 7: Gruplardaki

degerleri

Sham 2

I 1
Intraperitoneal
tedavi

endotel VEGF imminhistokimyasal

Neovaskilarizasyon Alanlarinin Karsilastirilmasi:

Topikal tedawvi

boyanm

Gruplardaki neovaskularizasyon alanlarinin tinnkar alanina ytzdeleri

tabloda belirtilmgtir.

Tablo 5: Gruplardaki neovaskiilarizasyon alanlarinin tim karalanina

yuzdelerinin minimum, maksimum, ortalama ve stahsapma dgerleri.

Kontrol

Sham 1

Sham 2
Intraperitoneal tedavi

Topikal tedavi

Min Maks Ort Stand. Sap
0.00 0.00 0.00 0.00
11 100 51,2 30,8
27 100 1,75 33,5
0.00 21,5 5,7 9,8
0.00 77,5 8.4 28,5
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Kornealardaki neovaskularizasyon alanlarinin omea alanina
yuzdeleri kagilastinlldiginda gruplar arasinda anlamli farkin gidu
goruldi  (p<0,001). Kontrol rat kornealarindaki nasktiilarizasyon
alanlarinin tim kornea alanina olan yuzdeleri skhajp=0,001) ve sham 2
(p=0,001) gruplarindan anlamli él¢iide dahgid¢tioldusu bulundu. Ancak
sham 1 ve sham 2 grubunun kornealarindaki neovaskésyon
alanlarinin tum kornea alanina olan ylzdeleri bimden farkli dgildi
(p=0,990).Intraperitoneal tedavi grubundaki neovaskularize glazdeleri
sham 1 grubundan anlamli élctide dahgu#ibulundu (p=0,002). Topikal
tedavi grubunda sham 2 grubundan dahaikiineovaskuilarize alan
yuzdeleri tespit edildi (p=0,038). Ancak topikal wrdgraperitoneal tedavi
gruplarindaki neovaskiilarize alan ylzdelerinde &agtanmadi (p=0,383).
Intraperitonal (p=0,383) ve topikal (p= 0,073) tddayruplarindaki

neovaskularize alan ytzdeleri kontrol grubundahlfategildi.
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Sekil 8: Gruplardaki neovaskiilarizasyon alanlarinin timnkar alanina

olan yuzdeleri
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Sekil 9: Kontrol grubundaki bir denekteki rat korneasi

Sekil 10: GUm nitrat ile kimyasal yanik yapilan rat korneasinin

gorundma
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Sekil 11: Sham 1 grubunda olan bir denekteki totale yakimndéa

neovaskularizasyonu

Sekil 12: Sham 2 grubunda olan bir denekteki santral koskea ve total

kornea neovaskilarizasyonu
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Sekil 13: Intraperitoneal tedavi grubunda olan bir denektelnimal
kornea neovaskilarizasyonu ve santralde skaguolu izlenmektedir.
Klguk oklar neovaskilarizasyonlari, buyiuk oklar idb ratin iris

damarlarini, yuvarlak ok ise ratin iris kenarinstgomektedir.

Sekil 14: Topikal tedavi grubunda olan bir denekteki kisnorrea
neovaskuilarizasyonu. Kuguk oklar neovaskularizasygnbiytk oklar
albino ratin iris damarlarini, yuvarlak ok ise matiris kenarini

gOstermektedir.
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Sekil 15: Kontrol grubundaki rat korneasinin VEGF imminhkstoyasal

boyanmasi. Boyanma epitelde bazal, stromada isgaiista ygunlasmistir.

Gradeler: Epitel:1, Stroma:2, Endotel:0

Sekil 16: Sham 1 grubunda yanik yapilan rat korneasinin VEGF
immunhistokimyasal boyanmasi. Epiteldeki hiicreleiizenli dizilimlerinin
bozuld@u gorulmektedir. Stromada kaligiaa ve diuzenli yapida bozulma

mevcuttur. Gradeler: Epitel:3, Stroma:3, Endotel:1
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Sekil 17: Sham 2 grubunda yanik yapilan rat korneasinin VEGF
immunhistokimyasal boyanmasi.  Epiteldeki  hicrelerin dizenli
dizilimlerinin bozuldgu gorulmektedir. Stromada kaligtaa ve dizenli

yapida bozulma mevcuttur. Gradeler: Epitel:3, Sat@nEndotel:3

Sekil 18: Intraperitonal Tacrolimus tedavisi verilen bir radrikeasindaki
VEGF immunhistokimyasal boyanmasinin gérinimu. étpre stromanin
dizenli yapisinin korungiu izleniyor. Gradeler: Epitel:0, Stroma:2,

Endotel:0
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x

Sekil 19: Topikal Tacrolimus tedavisi verilen bir rat korneataki VEGF
immunhistokimyasal boyanmasinin goérinimu. Epitestremanin duzenli

yapisinin korundgu izleniyor. Gradeler: Epitel:0, Stroma:1, Enddiel:
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7. TARTI SMA

Korneanin neovaskiler ve enfeksiydz hastalikléiyik bir halk sgligi
problemidir. Enflamatuar, enfeksiy6z, dejeneratiéya travmatik durumlar
korneada neovaskularizasyonu tetikleyebilmektedir. Korneadaki
neovaskuilarizasyon mevcut gérmeyi tehdit etmeklelmégup, ileride
yapilabilecek keratoplastinin prognozunu da olun@arak etkilemektedir (2).

Calsmamizda Tacrolimus’un tedavi gruplarindaki kornea
neovaskuilarizasyonunu anlamli bicimde azaltsaptandi. Vaskuller endotelyal
growth faktor kornea neovaskilarizasyonunda cokniindir mediatérdir ve
keratositlerde tespit edilgtir (127). Deneysel hayvan modellerinde VEGF'in tek
basina korneal anjiogenezi gucli bir bicimde uygrdildirilmistir (128). Ayrica
neovaskuilarizasyonlu enflame kornealarda yiksekardla VEGF tespit edilmgi
ve bu faktérin inhibisyonunun kornea neovaskilagpaunu gucli bicimde
azalttgl rapor edilmgtir (12,7). Neovaskularizasyonun ofglukornealarda VEGF
damar endotel hicrelerinde, infiltre |6kositlerdkeornea epitel ve endotel
hicrelerinde  bulunmaktadir (12). Bu ealalar VEGFin korneadaki
anjiogenezde merkezi bir rol oyngahi kuvvetle belirtmektedir (129).

Calsmamizda Tacrolimus ile tedavi edilen gruplardaki GHE
immunhistokimyasal boyanma §onlugunun sham gruplarindan dahasiki
dizeyde oldgu tespit edildi. Tacrolimus'un korneadaki neovaskizlasyonu
engelleme mekanizmalarindan biri VEGF miktarini Itazak olabilir.
Tacrolimus’un VEGF salinimini nasil engellgdbilinmemekle birlikte, sinovial
fibroblastlarda temel ve TGF-R'nin induklgdi VEGF Uretimini protein ve

MRNA seviyesinde inhibe egiisaptanmgtir (39).
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Tacrolimus’'un VEGF'in danda anjiogenezde rol oynayan bircok
anjiogenik faktorti de azalg bildirilmistir. Fibroblast growth faktor 6nemli bir
anjiogenik faktor olup anjiogenezdeki tim basamakig/arici etkiye sahiptir.
(130). Kronik rejeksiyonda artan FGF'nin Tacrolimterafindan baskilangi
bildirilmi stir (131). Fibroblastlar ve diz kas hicreleri ighotent mitojen ve
kematotaktik bir faktor olan EGF anjiogenezde gékan dnemli bluyime faktoru
olup otokrin mekanizmalarla VEGF Uretimini arttirkbadir (132,133). Epidermal
growth faktor reseptor sinyal iletiminin Tacrolimtasafindan bloke edildi rapor
edilmistir (134). Bir diger anjiogenik faktor olan GMCSF g#i hematopoietik
kok hucrelerinin yapimini uyarabilmektedir ve Umdtiastimda Tacrolimus ile
azaltiimstir (135). Histamin VEGFUretimini direkt olarak arttirabilir, ayrica
arteriollerde dilatasyona ve gecirgenlik @rta neden olur. Histaminin kolon
kanserinde roksatidin, simetidin ile antagonizelredsinin anjiogenezi azalgii
bildirilmi stir (136,137). Tacrolimus’'un bazofil ve mast hiUergide histamin
salinimini ve sitokin Uretimini engellgdli bulunmwtur (138). Arter diz
kaslarinda ¢galmaya neden olan PDGF'i Ureten tumor hicrelerndideri ve
komsularr icin timor anjiogenezini uyaran blUylime falair salmaktadir
(139,140). Tacrolimus’un renal allograftlarda PD@Fetimini de engelledi
bildirilmi stir (141). Vaskuler endotelyal growth faktor ileaamda pozitif feed
back iliskisi bulunan Prostaglandin E2 (PGEZ2jirekt olarak anjiogenezi
uyarmaktadir (142). Tacrolimus’un sinovial fibrostlarda PGE2 Uretimini
engelledgi rapor edilmgtir (143). Tumor nekrozis fakttr; anjiogenezin erken
donemlerindeki vazodilatasyona katkida bulunan Ni@’sentezinde rol oynayan
VEGF, FGF ve TGF dretimini arttirmaktadir (144,149)crolimus, nuclear

factor-kappanin direkt dizenlenmesi ile keratogiB&i TNFo CGretimini
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engellemektedir (146). Tacrolimus splanknik artelipyonundan sonra TNE-
Uretimini baskilamakta ve koruyucu 6zellik gostekbedir (147). Tacrolimus’un
ratlardaki TNFe ile diizenlenen hepatosit hiicre 6lumunu azaligspit edilmgtir
(148). Matriks metalloproteinazlar ECM bienlerini bozarak ve goc¢ eden
endotel hicreleri icin gerekli olan yolu acarak igogezde rol oynarlar (86).
Tacrolimus’un hepatik uydu hicrelerinde MMP-9 vegsiiyal fibroblastlarda
MMP-13 Uretimini baskilagn saptanmtir (149,150). Enflamasyonun énemli bir
mediatori olaniL-1 ayni zamanda diiz kaslarda VEGF ve endotel erande
anjiopoitein-1 Uretimini artirarak anjiogeneze kdtk bulunmaktadir (151,152).
Tacrolimus'un periferik kan mononikleer hiicrelegkdiL-1 Uretimini anlamli
olcude baskilagh gosterilmitir (153). Interlokin-6 da enflamasyonun 6nemli
meditorlerinden olup, ayni zamanda over folikihari gelsimi ve embriyo
implantasyonundan sonra desidual kapiller @usumundaki anjiogenez ile
ili skilidir (154). interlokin-6, VEGF’in sentezini ve anjiogenik aktisini dolayli
olarak duzenleyebilir (155). Kanser hastalarindaG¥FEile IL-6 dizeyleri
koreledir ve IL-6'nin VEGF Uretimini uyardy disunulmektedir (156).
Tacrolimus'un, T hucresi aktivasyonu ile duzenlerer6 Gretimini giclu bir
sekilde azalttzi rapor edilmgtir (157). Interlokin-8 mikrovaskiiler endotel
hicrelerinden sizintiyr  arttirmakta ve GUretimi hpo ile indtklenmektedir
(158,159).interl6kin-8 reseptorlerinin endotel hiicrelerindéivak edilmesi hiicre
cogalmasini ve takiben anjiyogenezi induklemekted@0(1 Yapilan cabmalarda
Tacrolimus’un eozinofillerde ve keratositlerde-8 tretimini baskilady ifade
edilmistir (161,162). Proanjiogenik genlerin dretimini tadrak tumorin
yasayabilmesine yardimci olaniFin Siklosporin A ve Tacrolimus ile giiglii bir

bicimde baskilangh bulunmutur (163).
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Enflamasyon mikrobik enfeksiyon, kimyasal hasaravésavma sonrasi
ortaya cikabilen fizyolojik bir cevaptir. Anjiogere benzer bicimde enflamasyon
hiicre kemotaksisi, migrasyonu ve proliferasyonuiiaetileyen proenflamatuar
ve anti enflamatuar molekiller ile kontrolli bgekilde ilerlemektedir(164).
Enflamasyon ve anjiogenez bircok noktada kinlektedir. Anjiogenez,
enflamasyon bdlgesindeki hicreler icin gerekli olzasin ve oksijen desimi
sgilayarak enflamasyonu surdurir. Enflamasyonun ilkaba@aklarinda retilen
NO damar dilatasyonu ve gecirgegii arttirarak imman hicrelerin damaroha
geckini saglar. Immun hicrelerce Uretilen mediatorler, fibroblastiee damar
endotel hicrelerini hedef alarak anjiogenik falddrlsalgilatir. Ayni zamanda
enflamatuar hucrelerin kendileri de VEGF, Ang, bEGFGF, PDGF, TGH,
TNF-o. gibi anjiogenik faktorler salgilar. Hipoksi hem flamasyon hem de
anjiogenez icin 6nemli bir uyarandir velFHuretimine neden olur. Hipoksi ile
induklenebilen faktér agi VEGF, Ang-2 gibi bircok anjiogenik faktor genini
uyarir (165). Nukleer faktor kapa B (NdB) enflamasyondaki mediatorler igin
onemli bir transkripsiyon faktoridir (165). Bircokalsma bu faktorin
enflamasyon ve anjiogenezle sKili oldugunu bildirmektedir (166,167).
Tacrolimus’un NF«B’y1 direk olarak dizenledi bildirilmistir (146). Nukleer
faktor kappa B aktivitesinin Tacrolimus ile dizemeesi ilacin immuinsupesif
etkisine katkida bulunuyor olabilir (168,169). Telanus iL-2,-3,-4,-5,
interferony, TNF-«, GMCSF, iL-2 ve -7 gibi T hucresi kaynakli stokinlerin
dretiminin tamamen durmasina neden olur ve enflgoras kuvvetli bigcimde
baskilar (123). Ayrica Tacrolimus in vitro olarak [Enfosit ¢@almasini

engellemektedir (170). Tacrolimus’un in vitro olarayariims B hcrelerinin
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aktivitesini ve B hicrelerinden immunoglobidlin  sédgmasini  baskilagh
bildirilmi stir (171).

Calsmamizdaki korneal imminohistokimyasal boyanma ddeti
irdelendginde kontrol rat kornealarinda da VEGF boyanmasatdgogu goralda.
Daha 6nce yapilan insan kornea gahlarinda da enflamasyon olmaksizin VEGF
boyanmasi izlenngiir (12). VEGF varlgina kasin normal kornealarda
vaskilarizasyon olmamasi potent antianjiogenikdd&tin, VEGF'in anjiogenik
aktivitesini baskilamasina gla olabilir. Bu antianjiogenik faktorlerin kismen
korneal, daha y&un bir bicimde limbal epitel hicreleri tarafindametiidigi
disunulmektedir. Normal korneal epitel hicrelerindeayikaklanan VEGF'in
fonksiyonu tam olarak belirlenemegtit. Ancak fizyolojik konsantrasyondaki
VEGF limbal kornea damarlarinin fizyolojisi icin rgli olabilir (12).

VEGF immunhistokimyasal boyanmasi epitel katinizabahicrelerinde
daha y@un idi. Yuzey epitel hiicrelerinde VEGF sekresyonudaha az olmasi,
bu hicrelerin ylzeye @ou yaklatikca incelip yassikarak sitoplazmik
organellerini ve/veya aktivitelerini kaybetmelerir®gli olabilir. Stromadaki
VEGF imminhistokimyasal boyanmasinin daha cok (mtdg y@unlasmis
oldugu saptandi. Neovaskularizasyon korneanin bircolakatinda meydana
gelebilse de vaskilarize kornealar incelgmtle neovaskularizasyonun esas
yerlesiminin anterior stromanin st ve orta kismi @dugdsterilmgtir (172).
Ayrica VEGF boyanmasinin stromanin anterior bolgdsi y@unlastig
bildirilmi stir (12). Calsmamizdaki sonuglar bu bulgularla uyumludur. Doleyes
anterior stroma VEGF uyarisina ve neovaskuilarizasgelsimine stromanin

diger katlarindan daha duyarh olabilir. Gatamizda kontrol grubundaki ratlarin
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kornea endotellerinde ise herhangi bir VEGF immétdkimyasal boyanmasi
izlenmedi.

Sham gruplarindaki kornealarda VEGF immunhistokisayaboyanmasi
ve histolojik 0zellikler kontrol grubundakilerdenarklilik gdsterdi. Sham
gruplarinda epitel tabakasindaki hiicre sayisirtingave duzenli hiicre yapisinin
bozuldgu gorildl. Stromada ise boyanmanin 6n stromayalisaimayip, tim
stroma katlarina ve kontrol grubundaki kornealardaha homojen bir bicimde
yayildigi izlendi. Ayrica sham gruplarindaki kornea stroanain dizenli
yapilarinda bozulma ve stromalarinda kakmla mevcuttu. Sham gruplarindaki
kornea endotel hicrelerinde de boyanma izlendi.lkfanflamasyonu uyarici bir
faktor oldigundan bu boyanma 6zellikleri beklenilen sonuclafd2,165,173).
Vaskuler endotelyal growth faktér enflamasyonda ilietlolan lenfositler,
monositler, 16kositler tarafindan da Uretilebilmedit (174,175).

Uzun etkili ve guclu bir antienflamatuar ajan oleacrolimus hem VEGF
ve yukarida belirtilen anjiogenik faktérlerin Umeini azaltarak hem de
enflamasyonu kuvvetli bicimde baskilayarakgdaman ve/veya dolayli olarak
korneal anjiogenezi engellegi olabilir. Bu calgmada Tacrolimus’un
neovaskuilarizasyon gjumunda gorevli bguca faktor olan VEGF seviyelerine ve
neovaskularizasyon uzerine etkileri @maldi. Neovaskilarizasyon ve
enflamasyon surecinde ortak gorev alan ve Tacrdiomuetki edebildii birgok
faktor ve sitokin vardir. Tacrolimus’un enflamasyoaiizenleyerek mi veya {da
bir mekanizma ile mi neovaskilarizasyonu engefietonusunda fikir sahibi
olabilmek icin bu ortak enflamatuar ve anjiogendktbrlerin seviyelerini de

olcmek gerekir.
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Tacrolimus, karm@k bir olay olan anjiogenezde gorev alan faktor ve
sitokinlerin ¢@gunu inhibe ederek anjiogenezin énlenmesine katkidanabilir.
Ancak en 6nemli anjiogenik faktdrlerden biri olarE@F’in inhibisyonu tim
patolojik neovaskuilarizasyon durumlari icin esasetm. Calgmamizda kimyasal
yanik yapilan ratlarda topikal ve intraperitonealcfolimus’un korneada hem
VEGF immunhistokimyasal boyanmasini hem de neovaskéasyonu anlamli
Olcide baskilagh sonucuna varilng) ancak kornea ve g@gkr okiler
neovaskuilarizasyonlarin dnlenmesi ve tedavisindl@lebilecek mekanizmalarin
irdelenecgi baska deneysel ve klinik ¢gimalarla Tacrolimus’un antianjiogenik

etkilerinin detaylandiriimasi gereftidUstunilmstdr.
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