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DETAB: Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi
DRSP: ilaca direngli Streptococcus pneumoniae
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EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz

FGF: Fibroblast bliyiime faktorii

GAG: Glikozaminoglikan

GIB: Goz ici basinci

H&E: Hematoksilen&Eozin
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HS: Heparan siilfat
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MMP: Matriks metalloproteinaz

MRSA: Metisiline direngli Stafilokokus aureus
MT: Masson trikrom

NaCl: Sodyum klortir

NaOH: Sodyum hidroksit

NHs: Amonyak



NHsOH: Amonyum hidroksit

NNOS: Noronal nitrik oksit sentaz

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

OCT: optik koherens tomografi

OH: Hidroksil

PA: Psddomonas aeruginosa
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TGFp: Transforming biiyiime faktori 3
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UVA: Ultraviyole A

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii
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1. AMAC VE KAPSAM

Kimyasal yaniklar, tim gbz travmalarinin %12’ sini olusturmaktadir. Kimyasal ve
termal korneal yaniklar, hizli ve ilerleyici tahribata yol agarak ciddi 6n segment
komplikasyonlarina neden olmaktadir.! Olusan bu komplikasyonlarin ciddiyeti maruz kalinan
ajanin konsantrasyonu, pH’ 1, maruziyet siiresi, okiiler yilizeye ve dokulara uzanim miktar ile
iliskilidir..2

Korneal alkali yaniklar cogunlukla is kazalar seklinde goriilmekte ve 6zellikle ¢alisan
geng erkek popiilasyonu etkilemektedir. Geng yasta ciddi gorsel kayba sebebiyet vererek maddi
ve manevi kayiplara sebep olmaktadir. Ayrica uzun tedavi siireci gerektirmesi nedeniyle kalici
i giicii kaybiyla beraber yiiksek maddi kayiplara neden olmaktadir. Okiiler kimyasal
yaralanmalar ile ilgili yapilan retrospektif bir ¢caligmada 1 yil boyunca bagvuran 171 okiiler
kimyasal yaralanma vakalarinin %61°1 is yeri kazas1, %37’si evde, geri kalan1 iste bilinmeyen

bir sebepten otiirii gergeklestigi goriilmiis.

McCulley’e gore kimyasal goz yaralanmalari klinik seyri dort sathaya ayrilabilir: Acil,

akut, erken onarim ve geg¢ onarim.* (Daha sonra klinik siire¢ boliimiinde bahsedilecektir.)

Tedavi okiiler kimyasal yanigin oldugu yerde baslar. Etkilenen goz/gozlerden alkali
madde miimkiin oldugunca hizli bi¢imde uzaklastirilmalidir. Amag alkali maddeyi bolgeden
uzaklastirmak ve yiizey pH’1 dengelemektir (7.0-7.2). Ilk miidahalenin ardindan inflamasyonu
baskilayic1 ve doku destekleyici tibbi tedavi baslanmalidir. Tibbi tedavinin yetersiz kaldig:
durumlarda cerrahi yontemlere basvurulur (limbal kok hiicre transplantasyonu, amniyon zar

transplantasyonu, keratoplasti, tarsorafi vb.)

Korneal cross linking (CXL); kornea igindeki kimyasal baglari giiglendirmek igin
fotosensitizér riboflavin ve ultraviyole A (UVA) kullamlan bir tekniktir.> CXL isleminin
korneal ektazilerde etkili ve giivenli bir yontem oldugu gosterilmistir.®.” Son yillarda yapilan
caligmalarda, CXL isleminin korneal alkali yaniklarda umut verici sonuglar verdigi

gosterilmistir. 8,°

Matriks rejenerasyon ajan1 (RGTA) enzimatik bozulmaya direngli heparan siilfat (HS)
analoglarindan gelistirilen biyopolimerlerdir. Hasarli dokuda azalmis HS i yerini alarak
ekstraselliiler matriks (ECM) proteinlerini ve biiyiime faktorlerini baglar, ECM’1 proteolizisten
korur, yara iyilesmesi i¢in gerekli olan mikrogevreyi ¢esitli proteolitik enzimleri inhibe ederek

yeniden olusturur, inflamasyon kontroliinde ve kollajen sentezi regiilasyonunda rol oynarlar.°
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Persistan epitel defektleri, norotrofik iilserler, refraktif cerrahi sonrasi gibi pek ¢ok alanda

denenmis olup korneal iyilesmeyi hizlandirdig1 gosterilmistir,20-14

Calismamizda korneal alkali yanik sonrasi olusan epitel defektleri, korneal opasite,
neovaskiilarizasyon ve korneal {ilser iizerine etkili olabilecegini diisiindiiglimiiz CXL islemini,
doku destekleyici topikal bir tedavi yontemi olan RGTA tedavisi ve kontrol grubuyla

karsilastirarak tedavi sonrasi klinik ve histopatolojik degisimleri ortaya koymak amacindayiz.
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2. GENEL BILGILER
2.1 Korneal Kimyasal Yaralanmalar

Goziin dis tabakalarma olan kimyasal travma hafif bir irritasyondan okiiler yiizey
epitelinin biitiiniiyle yikimina, korneal opaklasmaya, gérme kaybina hatta goziin kaybina kadar

degisen siddette bir tabloya sebep olan, sik karsilasilan bir problemdir.

Kimyasal yaralanmalar1 evde ¢camasir suyu, kozmetikler, deterjanlar gibi evsel alkali
ajanlarla, giibre ve bocek oldiirticiiler gibi tarim yaralanmalari seklinde, kostik maddeler ve
¢oziiciilere bagl endiistriyel kimyasal yaniklar seklinde gérmekteyiz. Kimyasal hasarin siddeti
kimyasal ajanin pH 's1, miktari, temas siiresi ve dogal toksisitesine bagli oldugu i¢in miimkiin

oldugunca cabuk temas eden ajanin tanimlanmasi gereklidir.
2.1.1 Asit Yaniklan

Asitler normal insan goziiniin pH degerinden (7.4) daha diisiik pH degerlerine sahiptir.
Doku proteinini ¢Oktiirerek daha fazla okiiler penetrasyonu engellerler. Bu nedenle asit
yaniklar1 alkali yaniklara gore daha az ciddi olma egilimindedir. Bunun bir istisnasi hizla hiicre

membranlarindan gegebilen ve 6n kamaraya girebilen hidroflorik asittir.

Kollajenle reaksiyona girerek kollajen fibrillerini kisaltirlar ve goz ici basincini (GIB)
hizla yiikseltirler. Ciddi asit yaniklari sonrasi siliyer cisim hasariyla akdz askorbat seviyesinde

azalma oldugu gosterilmistir.

Asitler korneal matrikse hasar verecek proteazlarin iiretiminde ikincil diizenlemeye
bagl olarak siddetli inflamasyonu tetikleselerde korneadaki proteoglikan temel maddesinin

dogrudan kaybina neden olmazlar.
2.1.2 Alkali Yaniklar

Alkali yaniklar pH degisikligi yaparak iilserasyon, proteoliz ve kollajen sentez
defektleriyle korneal hasara yol acar. Alkali maddeler lipofiliktir ve goze asitlerden daha hizli
penetre olurlar. Temel madde okiiler yilizeyde hizla ¢okelir ve hiicreler arasinda sabunlasma
reaksiyonuna neden olur. Hasarli doku daha fazla hasara yol agacak olan proteolitik enzimleri
salgilar. Alkali maddeler 6n kamaraya niifuz ederek katarakt, siliyer cisim ve trabekiiler ag

hasarina neden olabilir.

Pluripotent limbal kok hiicre hasar1 meydana gelmesi halinde kornea ve konjonktiva

epitelinde meydana gelen hasar cok siddetli olabilir. Bu korneanin opaklagmasina ve
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neovaskiilarizasyonuna neden olabilir. Korneanin ve skleranin daralmasi ve biiziilmesinden
dolay1 akut bir GIB yiikselmesi meydana gelebilir.’® Uzun dénemde GiB yiikselmesi
inflamatuar materyalin trabekiiler agda birikmesinden ve trabekiiler ag hasarindan
kaynaklanabilir. Konjonktiva hasar1 yaygin skara, perilimbal iskemiye ve forniks kontraktiiriine
neden olabilir. Goblet hiicre kayb1 ve konjonktival inflamasyon okiiler ylizeyi kuruluga egilimli
hale getirir (Alkali hasarin goblet hiicre sayisinda artis oldugunu gosteren yayinlar da
mevcuttur®). Skatrisyel entropion ve ektropiona yol acan semblefaron olusumu nedeniyle

kapak malpozisyonu gelisebilir.
2.1.2.1 Patofizyoloji

Kimyasal maruziyet sonrasi okiiler hasarin siddeti, temas ylizey alan1 ve penetrasyon
derecesine baglidir. Bunun yaninda gidisat1 belirleyen diger faktorler: 1s1, konsantrasyon, temas
hiz1, ozmolaritesi, redoks potansiyeli, okiiler dokularla spesifik reaktivitesidir.}’ Genelde,
alkaliler asitlerden daha etkili niifuz eder.’®?* Hidroksil (OH) molekiilii hiicre membranindaki
yag asitlerini sabunlastirarak hiicre hasari ve 6liimiine neden olurken katyon, alkali maddenin
penetrasyonundan sorumludur.* Katyonlar karboksil gruplarryla (COOH) stromal kollajen ve
glikozaminoglikanlarla (GAG) reaksiyona girerler.?X GAG’larin hidrasyonu stromanin
berrakligin yitirmesiyle sonuglanir.?! Kollajen fibrillerin hidrasyonu, trabekiiler aglar1 deforme
eden kalinlasma ve kisalma ile sonuglanir. Ajan trabekuluma ulasarak disa akimi bozar ve
zamanla skarlagmaya ve iris ,silier cisim ve lenste gii¢lii bir inflamasyona sebep olur. Hiicre
membranlarinda olusan bu lizis prostaglandin, lokotrien ve interlokin gibi inflamatuar
mediatorlerin salinimiyla acil inflamatuar bir yanit olusturur. Prostaglandinlerin salinimi alkali

hasarin hemen ardinda gériilebilen GIB yiikselmesinden sorumludur. %225

On kamaraya penetrasyon, amonyak (NH3) ile maruziyetten sonra ¢ok hizli (neredeyse
hemen), sodyum hidroksit (NaOH) ile maruziyetten sonra 3-5 dakikada gergeklesir.2% Ortam
pH’1 normal diizeye dondiiriiliirse, akdz pH seviyeleri 30 dk-3 saat arasinda normale doner.?®
Siliyer cisim epiteli hasar1 askorbat sekresyonunun ve On kamara konsantrasyonunun
azalmasina, bu da korneal keratositlerin kollajen sentezini ve stromal tamiri azaltmasina neden
olur.2-31 Akodz pH seviyesinin uzun siire 11.5 ve iizerinde seyretmesi kronik hipotoni ve fitizis

bulbi ile sonuglanabilir.?6?

Alkali yamigina neden olan en sik kimyasal maddeler; genellikle amonyum hidroksit
(NH4OH), sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit (KOH), magnezyum hidroksit
[Mg(OH)2] ve kalsiyum hidroksittir [Ca(OH) 2], kireg¢, ¢cimento, amonyum, aerosoldur.
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Penetrasyonun derecesine bagli olarak, kornea ve konjunktiva epiteliyumu, bazal
membran, stroma keratositleri, stromadaki sinir uglari, endoteliyum, lens epiteliyumu,

konjunktiva, episklera, iris, ve korpus siliare'nin vaskiiler epiteliyumlari hasara ugrayabilir. 163

Bulbar konjonktivanin nekrozu sonucu, l6kositlerin bdlgeye infiltre olmasi, okiiler
yiizey yangisinin siirmesine neden olur. Limbusta vaskiiler dokularin hasar gérmesinden
kaynaklanan iskemik nekroz ve buna bagli olarak vaskiiler kollajenaz inhibitorlerinin azalmasi,

kornea iilseri ve perforasyon olusumunda etkilidir.3*%

En sik semptomlar agri, epifora, blefarospazm ve goérme kaybidir. Gorsel prognoz
genellikle okiiler yiizey hasarmin genisligi, deri yam@inin varhigi ile derecesi ve gozkapagi
fonksiyonuna etkisi tarafindan belirlenir. En kotii gorsel prognoz ileri limbal epitelyal hasar ve

g0z i¢ci kimyasal penetrasyonda goriiliir.

Limbus limbal epitelyal kok hiicrelerini icerir ve bu nedenle bu bolgeye olan hasar
kornea epitelinin normal ¢ogalmasinin bozulmasina yol agar. Korneal ylizey epitelinin dogru
farklilasma  derecesine  sahip olmayan  hiicreler ile kaplanmasi, korneanin
konjonktivalizasyonuna neden olur. Bu durum vaskiilarizasyon, korneada goblet hiicre varligi,
zayif epitelyal baglantilar ile tekrarlayan erozyonlar ve travmanin siddetine gore inflamasyon

ile sonuglanir.
2.1.2.2 Klinik Siire¢

McCulley’e gore kimyasal géz yaralanmalari klinik seyri dort sathaya ayrilir: Acil, akut,

erken onarim ve ju~y 01’1211'111’1.4

2.1.2.2.1 Acil Faz

Acil faz kimyasal ajanin okiiler yiizeyle temasindan itibaren baslar. Prognozun ve okiiler

hasarin belirlenmesindeki ana unsurlar sunlardir:

o Korneal epitel defektinin toplam alan1

e Konjonktival epitel defektin biiytikliigi

e Limbal iskemi oram

e Korneal opasifikasyon alani ve yogunlugu
e G0z ici basinct yiiksekligi

e Lens seffafliginin yitirilmesi
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2.1.2.2.2 Akut Faz

Kimyasal g6z yaralanmasindan sonraki ilk 7 giin, iyilesmenin akut evresini olusturur.
Bu siire zarfinda, kornea epitelinin yiizeysel koruyucu tabakasi yeniden kurulurken dokular

etkenden temizlenir.

Epitel tabakasi, korneal incelme ve perforasyona sebep olan gozyasi icerisindeki
enzimlere karsi koruyucu bir bariyer olarak gorev alir. Ayni zamanda stromal rejenerasyon ve

tamirde de 6nemli rol oynar.

Bu donemde okiiler yiizeyde ve goz i¢inde 6nemli inflamatuar olaylar gelismeye baslar.

Goz igi basinc1 akut fazda bimodal yiikselme egilimi gosterir.?

2.1.2.2.3 Erken Onarim Faz1

Okiiler yiizey epitelinin acil onariminin ve akut inflamatuar olaylarin yol agtig1 kronik
inflamasyon, stromal tamir ve skarlasmanin oldugu, okiiler iyilesmenin gecis déonemidir. Bu
donemde korneal iilser gelisebilmektedir. Stromal iilserasyon; yenilenen kornea epiteli ve
polimorfoniikleer l0kositlerden (PMNL) salinan kollajenaz, metalloproteinaz ve diger

proteazlar gibi sindirim enzimlerinin aktivitesi sonucu gelisir.
2.1.2.2.4 Ge¢c Onarim Faz1

Kimyasal hasardan 3 hafta sonra ge¢ onarim fazi baglar. Bu asamada Grade 1 ve 2
yaniklar iyi bir gorsel prognozla iyilesirken, grade 3 ve 4 yaniklar sinirli gorme keskinligi ile
iyilesirler. Kimyasal yanigin ge¢ komplikasyonlar1 arasinda; diisiik gorme keskinligi, korneal
skar, kseroftalmi, kuru goz, semblefaron, ankiloblefaron, glokom, tiveit, katarakt, lagoftalmi,

ektropion, entropion, trikiazis vb. sayilabilir.

2.2 Kimyasal Yaralanmalarin Siniflandirilmasi

Korneal kimyasal yaralanmalarla ilgili siniflama ilk kez 1964 yilinda Ballen tarafindan
yapilmistir.®® Bundan 1 yil sonra Roper-Hall korneal haze ve perilimbal iskemiyi temel alarak

bu siiflamay1 modifiye etmistir (Tablo-1).%

Pfister daha sonra korneal haze ve perilimbal iskemiyi gosteren resim ve fotograflarla
yeni bir siniflama yapmus ve hafif, hafif-orta, orta-ciddi, ciddi, ¢ok ciddi olarak okiiler kimyasal

yaralanmalar1 5 grupta siniflandirmistir,
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Dua ve arkadaslari saat kadran1 olarak limbal tutulum ve bulbar konjonktivanin yiizdesel

tutulumunu temel alan yeni bir siniflama ileri siirmiislerdir (Tablo-2).3°

Tablo-1: Roper-Hall (Ballen) siniflamasi

Evre Korneal Bulgular Konjonktival Prognoz
Bulgular
Evre 1 Korneal epitelyal hasar Limal iskemi yok Iyi
Evre 2 Korneal haze <1/3 limbal iskemi Iyi
Iris detaylar1 goriiniiyor
Evre 3 Total epitelyal kayip 1/3 - 1/2 limbal iskemi | Sinirli
Stromal haze
Iris detaylar1 gériinmiiyor
Evre 4 Kornea opak >1/2 limbal iskemi Koti
Iris ve pupil goriinmiiyor
Tablo-2: Okiiler yiizey yaniklarinin yeni siniflandirmast (Dua ve ark.)
Evre | Prognoz | Limbal Tutulum | Konjonktival Tutulum (%) | Analog Olgek (%)
(Saat Kadram)
1 Cok iyi 0 0 0/0
2 Iyi <3 <30 0.1-3/1-29.9
3 Iyi 3-6 >30-50 3.1-6/31-50
4 Belirsiz | 6-9 >50-75 6.1-9/51-75
5 Koti 9-12 >75, <100 9.1-11.9/75.1-99.9
6 Cok kotii | 12 100 12/100
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2.3 Okiiler Kimyasal Yaniklara Yaklasim

Kimyasal yaralanmalarin yonetimi, yaralanmanin mekanizmasina ve ardindan gelisen

inflamatuar siirece odaklanir.
2.3.1 Acil Tedavi

Akut yaralanma sonrasi acil tedavi, nihai sonuglar1 olumlu etkiler. Temas eden kimyasal
madde belirlenmeli, ancak bu tedaviyi geciktirmemelidir. Akut yaralanma sonrasi kimyasal
maddenin goz yiizeyinden uzaklastirilmasi igin uzun siire izotonik ve ya ringer laktat ile yitkama
yapilmalidir.162640-43 Eger bu sivilara ulasilamazsa baska bir toksik ve kirli olmayan soliisyon
ornegin karbonatli icecekler tedavinin baglanmasina ge¢ kalmamak i¢in kullanilabilir. En az
10 dakika boyunca yikama dnerilmektedir.!” Yikama islemi , intravendz (1V) damar seti ,irrige
edici spekulum veya IV sete bagli 6zel bir skleral kontak lens olan Morgan medi-FLOW Lens
kullanilarak da yapilabilir.

Okiiler ylizey pH’1 bir idrar pH stribi ile kontrol edilerek 7.0-7.2 diizeyine gelene kadar
irrigasyona devam edilmelidir. Eger bu miimkiin degilse pH’nin normale dondiigiine kanaat

getirene kadar yikamaya uzun siire devam edip fazladan tedavi uygulamak daha iyidir.

Yikamanin ardindan kalan partikiiller nemli bir pamuklu ¢ubukla veya uygun bir forseps
yardimiyla alinmaldir. Ust gdz kapagmin gevrilerek iist fornikste artik kalip kalmadigmin
arastirtlmas1 yapilmalidir. G6z kimyasal ajandan arindirildiktan sonra canliligmi kaybetmis

kornea ve konjonktiva epiteli cerrahi spang veya dakron pamuklu ¢ubugu ile debride edilir.

Silier spazmi ¢6ziip agriy1 azaltmak, damar permeabilitesini ve inflamasyonu azaltmak
amaciyla sikloplejik ajanlar kullanilabilir.( Atropin %1 ,skopolamin %0.25 giinde 2 defa veya
homatropin %35 giinde 3 defa )

Oftalmologlar disindaki acil kimyasal yaralanmalara miidahale edecek kisilerin
egitilmesi iyi bir prognoz i¢in ¢ok dnemlidir. Prognozun acil tedavi dnlemleriyle yakindan

iliskili oldugu yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir. 144

2.3.2 Akut Tedavi

Tedavi plani biiyiik oranda muayene bulgularina baglidir. Akut tedavinin ana hedefleri;
re-epitelizasyonu saglamak, inflamasyonu azaltmak, enfeksiyondan korunmak, daha fazla

epitel ve stroma hasari olusumunu 6nlemek ve sekeli minimuma indirmektir.

17



2.3.2.1 Re-epitelizasyonun Saglanmasi

Prezervansiz suni gozyaslar1 ve jeller persistan epitelyopatinin iyilesmesinde, rekiirren
erozyonlarin onlenmesinde ve viziiel rehabilitasyonun hizlandirilmasinda etkilidir. #°
Genellikle yanik hastalari, kollajen sentezini ve yara iyilesmesini destekleyebilen sistemik
askorbik asit tedavisinden fayda goriirler.*¢® lIyilesmeyi tesvik eden birgok faktdrii iceren
otolog serum gdzyasi, epitelizasyonunu desteklemek icin kullanilabilir.**>® Bandaj kontakt
lensler gecikmis epitel iyilesmesi olan hastalarda tercih edilebilir. Genis c¢apli, gaz gecirgen
skleral kontakt lensler (Boston skleral lens) kimyasal ve ya termal yaniklar sonrasi hastanede

yatan hastalarda kullanilabilmektedir. *®®° Bu lensler aynm1 zamanda korneanm kurumasini

onlemekte ve gz kapaklarinin siirtiinerek korneaya zarar vermesini énlemektedir.5!
2.3.2.2 Antiinflamatuar Tedavi

Topikal kortikosteroidler, kimyasal yaralanmalardan sonra akut inflamasyonun
kontroliinde kritik bir rol oynamaktadir. Inflamatuar hiicre infiltrasyonunu azaltirlar ve
notrofillerin sitoplazmik ve lizozomal zarlarini stabilize ederler. On kamaranin yam sira
konjontival inflamasyonun giderilmesini saglarlar.®? Bu ilaglarin dezavantaji reepitelizasyonun

ve kollajen sentezinin inhibisyonudur.

Topikal kortikosteroidlerle ilgili geleneksel diisiince; kollajen sentezinin inhibisyonu,
korneanin  incelmesi ve perforasyon riskleri nedeniyle 10-14 giinden fazla
kullanilmamalidir.%%4 Bu esasen agir yaralanmalar sonras1 goriilen persistan epitel defektleri
icin bir endise kaynagidir. Eger epitel defekti kapanmigsa kortikosteroidler 7-10 giinden fazla

da kullanilabilir.38%°

Sitrat, yanmig dokuya PMNL gogiinii 6nlemek icin basarili bir sekilde kullanilmistir,
boylece serbest radikallerin ve proteolitik enzimlerin salimimi azaltir.*6-8 Serbest radikaller
hidroksil iyonlariyla olusur ve askorbik asit ve tokoferollerle temizlenebilir.!’ Silier spazmi
¢oziip agriy1 azaltmak, damar permeabilitesini ve inflamasyonu azaltmak amaciyla sikloplejik
ajanlar kullanilabilir (Atropin %1 ,skopolamin %0.25 giinde 2 defa veya homatropin %5 giinde
3 defa). Sikloplejik damlalar ayrica iris-siliyer cisim spazmindan kaynaklanan agrinin

azaltilmasim da saglarlar.!®
2.3.2.3 Antimikrobiyal Tedavi

Alkali yanik steril bir iilserasyon tablosu olusturur ancak agik kornea epiteli ve erimeye

baslayan stromal yiizey nedeniyle sekonder enfeksiyon riski her zaman mevcuttur. Bu sebeple
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tedavi antimikrobiyal ajanlar1 igermelidir (Polimiksin /basitrasin merhem giinde 4 kez veya

dordiincii kusak florokinolonlar giinde 4 kez kullanilir).
2.3.2.4 Yiiksek GIB Tedavisi

Goz ici basmci kontrolii mutlaka yapilmalidir. Topikal ajanlarin yan etkilerinden
kagiabilmek amaciyla oral veya IV tedaviler tercih edilebilir (Mannitol %20 1-2g/kg 1-2 saat
icinde IV, Asetazolamid 5-10mg/kg IV 6-8 saat arayla).

2.3.2.5 Sekelden Korunma

G0z ylizeyi, semblefaron olusumu agisindan her giin kontrol edilmelidir. Semblefaron
olusumunu etkin bir sekilde engellemek icin fornikslere halka yerlestirilebilir.>® Palpebral
konjonktivanin bulbar konjonktivadan iyi ayrilmasin1 saglayan en biiyiik boy tercih edilir.
Bunlar akut fazda semblefaron olusumunu basarili bir sekilde engellemelerine ragmen,
skarlasma ve yapisiklik olusumuna neden olan kronik sikatrisyel degisiklikleri

engelleyemezler.

Korneal iilser ve melting ciddi kimyasal yaralanmalarda goriiliir. Korneal incelmeden
PMNL’lerden ve yenilenen korneal epitel hiicrelerinden salinan kollajenaz ve matriks
metalloproteinaz (MMP)’lar sorumludur.?® Aprotinin gibi proteinaz inhibitorleri ve sistein,
asetilsistein, sodyum etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), kalsiyum EDTA, penisilamin, sitrat
ve Ozellikle tetrasiklinler gibi kollajenaz inhibitorleri, korneal kimyasal yaniklaran sonra
goriilen incelmeyi onledigi gosterilmistir. 164566-69 Sistemik tetrasiklin, persistan korneal epitel

defektlerinin iyilesmesini hizlandirir.%®"°

2.3.3 Kronik Tedavi

Topikal nemlendirme; prezervan igermeyen suni goz yaslari ile yapilir. Anti enflamatuar
tedavi; ideal olan kortikosteroid kullanimi kesilmis veya azaltilmig olmalidir. Anti mikrobiyal
tedavi; kullanimina giinde dort kez olarak yiizey epiteli iyilesinceye kadar devam edilmelidir.
GOz i¢i basinc1 kontrolii; ayni prensipler ¢er¢evesinde takip ve tedaviye devam edilmelidir.
Matriks metalloproteinaz inhibitorleri; yiizey epiteli iyilesinceye kadar epiteli destekleyen,
stromal erimeyi azaltan bu ajanlara devam edilmelidir. Cerrahi tedavi; tenon fasyasinin
ilerletilmesi, inflamasyon kontrol edildiginde limbal kok hiicre transplantasyonu, skleral

nekroza yonelik rotasyonel tarsokonjonktival greft uygulanabilir.
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3. KORNEAL CROSSLINKING (CXL)

CXL; kornea i¢indeki kimyasal baglar1 gii¢clendirmek i¢in fotosensitizor riboflavin ve
UVA kullanilan bir tekniktir.’ Riboflavin, kollajen fibriller arasinda capraz baglarn
indiiksiyonu i¢in bir fotosensitizor olarak c¢aligir ve ayn1 zamanda altta yatan dokulara UVA'nin
penetrasyonunda bir kalkan gibi hareket eder.”t CXL keratokonusta altta yatan patolojiye
yonelik gilintimiizde tek tedavi secenegidir. Tedavinin amaci, keratektazisi olan hastalarda

hastaligin ilerlemesini durdurmak ve keratoplastiden kaginmaktir.”?
3.1 Tarihce

CXL, doku fiksasyonu ve protez kalp kapag: sertlestirilmesi gibi birgok uygulama igin
yaygin olarak kullanilmustir.”>" Biyolojik sistemlerde fotosensitize oksidasyon, ilk kez 1968'de
Foote ve ark. tarafindan tanitild.”® 1988°de Fujimori, {igiincii bir mekanizma ile Ozon (03) ve
ya ultraviyole (UV) 1sik ile fotooksidasyon neticesinde tip 1 kollajen fibriller arasinda gapraz

baglanmalarin meydana geldigini gdstermistir.’

Korneada capraz baglama (CXL), 1998 yilinda Almanya'da Spoerl ve arkadaslar
tarafindan domuz gozlerine uygulandi.”’ Calismada riboflavin-UVA (365 nm), glutaraldehit
(%0,1 10 dk.) ve Karnovsky soliisyonu (%0,1 10 dk) etkinligi degerlendirilmistir. Daha sonra
bu ii¢ ajan in vivo tavsan gozlerine uygulanmis ve riboflavin-UV A insan gozlerinde ¢aligiimasi
icin onerilmistir.”® Wollensak ve arkadaslar1 1998 yilinda insan gozleri iizerinde riboflavin-
UVA (365 nm) kombinasyonu ile insanlar {izerindeki pilot ¢caligsmalara baglamis ve sonuglarini

2003 yilinda yayinlamistir.”?
3.2 Korneal CXL Temel Prensipleri

Kollajen, cesitli insan dokularinda destekleyici rol oynamaktadir. Kollajen monomerler
arasindaki molekiiler ¢apraz baglar kollajen yapisimi giiclendirir. Capraz baglanma, insan
korneasindaki normal bir siire¢ olarak yaslanma sirasinda veya diyabet gibi hastaliklarin bir
sonucu olarak gergeklesir. Insan korneasinda kollajen ¢apraz baglanma siireci ii¢ sekilde olusur:
enzimatik, glikasyon ve oksidasyon. Enzimatik capraz baglanma, kollajen fibrillerin normal
olgunlagmasimin bir parcasidir.”® Kollajen fibriller salgilandiklar1 zaman, her iki ucunda kisa
segmentlere sahip kollajen zincirler (telopeptidler) halindedirler. Bu asamada ti¢li helikal
konformasyon heniiz olugsmamistir. Zincir sonlanma bdlgelerindeki hidroksilizin rezidiileri
capraz baglanma olusumuna katilirlar. Capraz baglanmalar, kollajen telopeptitlerindeki lizin

veya hidroksilizin aminoasitlerinin, lizil oksidaz enzimi ile e-amino gruplarinin oksidatif
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deaminasyonu neticesinde meydana gelir. Dogal siirecte kollajen telopeptitleri arasinda
gerceklesen bu capraz baglanmalar, kollajen fibrillerin iiclii helikal konfiglirasyonunu

olusturur.

Ikinci bir gapraz baglanma yolag1 yaslanma sirasinda olusan, non enzimatik bir yol olan
glikasyondur. Monosakkaridlerin bu reaksiyona uzun siire maruziyeti, protein molekiillerin
seker ve amino gruplar1 arasinda spontan olusan baglarin azalmasi ile sonuglanir. Bu daha sonra
daha kararli ama reaktif Amadori triinlerine (6rnegin, HbAlc gibi) doniisiir. Siirecin
devaminda, diger protein molekiillerinin amino gruplar1 ile glukoz derive molekiiller
(pentozidin gibi) arasinda ilave yavas reaksiyonlar ile molekiiller aras1 ¢apraz baglanmalar
meydana gelir. Bu glukoz derive molekiiller glikasyon son iiriinleri olarak adlandirilirlar.2° Bu
reaksiyon Maillard ve ya esmerlesme reaksiyonu olarak adlandirilir.! Yaslilardaki kornea

sertligi ve diyabetteki keratakonusun yavas ilerlemesi bu mekanizmaya baglanmustir.8-84

Kollajen fibriller arasinda ¢apraz baglanmalarin olusumundaki {igiincii mekanizma ise
oksidasyondur. CXL, kollajen fibriller arasindaki baglar1 olusturmak icin oksidasyon
reaksiyonlarindan yararlanir.”® Reaktif oksijen tiirleri (ROS) UV 15181 ile iiretilir ve daha sonra
monomerlerin ¢apraz bagl polimer haline doniistiiriilmesine aracilik eder.” Bu reaksiyona
katilmak i¢in dokuda oksijen bulunmasi gerekir. Richoz ve arkadaslari, CXL'nin biyomekanik
etkisinin oksijene bagimli oldugunu ve diisiik oksijen basmcinin CXL'nin etkisini
azaltabilecegini buldu.®® Kreuger ve ark. CXL sirasinda oksijenin hizla tiikendigini
gozlemleyerek oksijen ve ROS’ un polimerizasyon siirecinde énemli rol oynadigi sonucuna

vard:.8®

Fotopolimerizasyon, endiistride UV 1smlar1 gibi radyant enerji ile polimerlerin
iretiminde kullanilmaktadir. Multifonksiyonel monomerlerin fotopolimerizasyonu, ¢ok sayida
capraz baglanti iceren sert materyallerin liretimini saglamaktadir. Bu yontem endiistride, epoksi
kaplamalar, optik lensler, optik fiber kaplamalar ve dis materyallerinin {iretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Monomerler, UV 151k kaynag1 ve 151k duyarlastiric1 varliginda, ¢capraz

baglantilar ile polimerlere doniismektedir.

CXL tedavi, endiistride kullanilan UV aracili fotooksidasyonun biyolojik sistemlere
uyarlanmis seklidir. Riboflavin ve UVA etkilesime girdiklerinde korneal stromada ROS
olusumuna neden olurlar. ROS, intrahelikal, interhelikal ve intermikrofibriller seviyede
kollajen zincirlerinin aminoasitleri arasinda oksidatif deaminasyon ve hidrojen bag formasyonu

olusturur (Sekil-1).
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Sekil-1: Isik duyarlastirict riboflavin ve UVA reaksiyonu, ROS olusumu ile sonu¢lanir. ROS,
cesitli molekiillerle ileri tepkimeye girerek, kollajen fibrillerin amino gruplar: arasinda yeni

capraz kovalent baglarin olusmasin saglar. (Tip 11 fotokimyasal reaksiyon)

CXL tedavisinde kullanilan riboflavin, UVA’nin g6z icine sinirli penetrasyonuna
yardim eder (370 nm dalga boyundaki UVA’nin %95’ini absorbe eder). Bdoylece, endotel ve
g0z i¢i yapilarin hasarina karsi koruma saglanir. Ayn1 mekanizmayla riboflavin, lensin ve

retinanin dogal yapisinda bulunarak UV A’nin hasar verici etkisinden korumaktadir.
3.3 Teknik

Teknik, klinigimizde de mevcut olan, 365 nm dalga boyunda UV A 15181 iireten, ’UV-
X Illumination System (Peschke Meditrade GmbH, Switzerland)’”” LED UVA 151k kaynagi
izerinden anlatilacaktir. Bu cihaz, genis (11.5 mm), orta (9.5 mm) ve kii¢iik (7.5 mm) olmak
tizere 3 farkl biiyiikliikkte homojen UV A spotu saglamaktadir. Isik enerjisi, uygulama dncesinde

0zel UV dedektorti ile kalibre edilir. Uygun UV A enerji aralig, 3.0£0.3 mW/cm?2 diizeyindedir.

Topikal anestezi sonrasi (proparakain % 0.5) ultrasonik pakimetre ile korneal kalinlik
birka¢ noktadan olgiiliir. Tiim noktalarda korneal kalinlik 400 pm’nin iizerinde olmalidir.

Korneal epitel, santralde 7-8 mm ¢apinda ucu kor bir spatiil veya % 20’lik alkol solusyonu ile
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kaldirlir.8” Bir baska yontem ise, yogun topikal anestezik uygulamasi ile intakt olan epitelde
gevseme saglamak ve ardindan riboflavin solusyonu uygulamaktir.®® Ancak bu ydntem
tartismalidir. Epitelin kaldirilmasinin ardindan, % 0.1’lik riboflavin soliisyonu (10 ml %20

Dextran T500 ¢oziiciisiinde, 10 mg riboflavin-5-phosphate) kornea iizerine damlatilir.

Riboflavin uygulamasina, yarikli lamba muayenesinde kobalt filtresi ile 6n kamarada
sar1 flare tespit edildiginde son verilir. Zaten bu durum, riboflavin uygulamasindan ortalama 5
dk sonra ortaya ¢ikmaktadir.® Bu asamada korneal kalinlik tekrar Slgiiliir, tim noktalarda
kalinlik 400 pm’nin iizerinde olmalidir. Aksi takdirde, hipotonik % 0.1’lik riboflavin soliisyonu
(Medio-Cross hypotonic, Peschke Meditrade GmbH, Switzerland) her 10 saniye (sn)’de bir, 2
damla damlatilarak stromanin sismesi ve korneal kalinligin 400 pm’nin iizerine ¢ikmasi
saglanir. Bu uygulamayla genellikle 3 dk’da kornea kalinligi 350 pm’den 400 pm’ye
ulagmaktadir. Bu agamadan sonra UV-X 151k kaynagi, kornea yiizeyine 5 cm mesafede homojen
UVA spotu olusturacak sekilde yerlestirilir. Cihazin spot biiyiikliigii, potansiyel limbal
tosisiteye neden olmayacak sekilde ayarlanir. (Genellikle orta spot ¢ap1 tercih edilir) UVA 15181,
3 mW/cm2 dozunda (5.4 Joul/cm2), 30 dk boyunca uygulanir. Bu arada her 5 dk’da bir
riboflavin soliisyonu damlatilmaya devam edilir. Bu protokoliin varyasyonlari, preoperatif
pilokarpin (% 1) damlatilmasi, 9 mm’lik ¢apta epitelin kaldirilmas1 ve uygulama sonrasi
korneal bulanikligin 6nlenmesi amaciyla tedaviye steroidli damlalarmn ilave edilmesidir (Siena
protokolu).® Teknigin bir bagka modifikasyonu ise, santral 9 mm’lik capta epitelin kaldiriimasi
ve her 3 dk’da bir damla olmak iizere 30 dk boyunca riboflavin solusyonunun damlatilmasidir.®
Cihaz, 30 dk boyunca devam eden uygulamanin ardindan otomatik olarak isleme son verir.
Tedavi, reepitelizasyonun kalitesini bozmayacak, oksijen gegirgenligi iyi seviyede olan

yumusak kontakt lens uygulamasi ile sonlandirilir.

Postoperatif yonetim Fotorefraktif Keratektomi (PRK)’ya benzer, agr1 kontrolii ve
korneal epitelin iylesmesini tesvik etmek en 6nemli noktalardir. Agri, ilk 24-48 saatte daha
fazladir ve kademeli olarak azalir. Agrisiz gecen 5-7 giin sonunda kontakt lens ¢ikarilir. Topikal
antibiyotik, enfeksiyon profilaksisi amaciyla verilir. Bunun igin, 4. kusak kinolonlar
kullanilabilir. On kamara penetransi diisiik steroidlerin (fluorometholone gibi) kullanimi

opsiyoneldir.
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3.4 CXL Endikasyonlar ve Kontrendikasyonlari

CXL onceleri keratokonus ve diger korneal ektazilerin tedavisinde kullanilsa da son

yillarda bir¢ok hastalikta denenmis ve faydali bulunmustur. CXL tedavi endikasyonlari:

e Keratokonus ve diger kornea ektazileri

e Enfeksiyoz keratitler®

e Laser-Assisted in Situ Keratomileusis (LASIK) sonras1 gelisen korneal ektazilerin
tedavisinde® %3

e Intrastromal halka tedavisi sonras1 etkinligi arttirmak amaciyla®

e Biilloz keratopatide korneal saydamligi arttirmak, kornea kalinligini azaltak ve
agriy1 azaltmak amaciyla®

e Korneal melting ve yiizeyel iilserlerde perforasyona gidisi dnlemek amaciyla %

Her ne kadar etkili ve giiveni bir yontem olsa da CXL tedavisinin kontrendikasyonlari

vardir. CXL tedavi kontrendikasyonlart:

¢ 400 mikronun altinda kornea kalinlig1 standart tedavi protokoliine kontrendikedir
e Gegirilmis Herpetik enfeksiyon (reaktivasyona neden olabilir)

e Ciddi korneal skar ve ya opasifikasyon

e Zayif epitel yara iyilesmesi oykiisii

e Ciddi okiiler ylizey hastalig1 (kuru goz vb.)

e Otoimmiin bozukluk

3.5 CXL’in Etkinligi ve Klinik Sonuclar:

Keratokonusta CXL'in etkinligini degerlendirmek i¢in diinya ¢apinda ¢esitli klinik
calismalar yiiriitiilmiistiir. Insan gozlerindeki ilk klinik calisma 2003 yilinda yayimlandi.”? Bu
randomize olmayan pilot calismada, Wollensak ve arkadaslari, 23 gézde CXL'in etkinligini
arastirdilar.  Calismalarmin  sonuglari, tiim gozlerde keratokonus progresyonunun
durduruldugunu gosterdi. Wollensak'iln ¢alismalarindan sonra ¢esitli klinik g¢alismalar
yapilmistir. Italya-Siena’da yapilan bir calismada CXL’in keratokonus progresyonu iizerinde
etkisi incelenmis.®” Bu ¢alismanim 6n sonuglar, CXL'in tedavi edilmis hastalarin diizeltilmemis
gorme keskinligini (UCVA) ve diizeltilmis goérme keskinligini (BCVA) 1iyilestirdigini

gOstermistir. Ayrica yazarlar, CXL’in keratokonik gozlerde keratometrik degerleri
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iyilestirebildigini ve yiiksek sirali aberasyonlar1 azaltabilecegini belirtmislerdir.8® Siena
calismasimnin uzun donem sonuglart CXL’in keratokonusta stabilite olusturmada yararh
oldugunu gostermistir.®” Aralik 2011'de yayinlanan 142 keratokonuslu gézle yapilan bir Fransiz
arastirmasinda, CXL'den bir y1l sonra, keratokonusun ilerlemesi gozlerin %69'unda durmustu
ve 13 goziin en dik egrisi, 2.0 dioptriden fazla bir azalma gostermisti.?® Bu calismada BCVA
hastalarin %40’1nda artt1, %48’inde sabit kald1 ve %12’sinde azalma gosterdi. Komplikasyon

orani ise %3,5 olarak bildirildi.

CXL, keratokonusun progresyonun uzun vadede Onlemede etkilidir. Raiskup ve
arkadaslar1 retrospektif bir calismada CXL'nin uzun donem etkinligini degerlendirdiler.
CXL’den 10 y1l sonra, Kmax ve Kmin anlamli olarak azaldi ve BCVA'da anlamli bir iyilesme
gosterildi.*® O’bart ve arkadaslarmin da 7 yillik bir izlem sonucu benzer sonuglara vardiklar:

goriilmiistiir. 1

Teorik olarak, UVA 15181 endotel hiicresi tabakasina zarar verebilir ve bu nedenle CXL
400 p'den daha ince kornealarda kontrendikedir. Bazi ¢alismalar, CXL'i takiben endotel hiicresi
sayisinda azalma oldugunu bildirmistir, ancak endotel hiicrelerindeki azalma, bu ¢alismalarin

higbirinde istatistiksel olarak anlamli degildi.%8101-103

LASIK ve PRK’nin kornea stabilitesini ve genel kornea doku kuvvetini degistirdigi
bilinmektedir. Profilaktik CXL’in bu hastalarda PRK 06ncesi ve ya es zamanli uyglanmasinin
komplikasyonlara kars1 koruyucu olabilecegi savunulmustur.’%* Bu tedavinin 6zellikle form
frust keratokonustan siiphelenilen ve ya -8 Diyoptriden fazla diizeltme gerektiren hastalarda
faydali olacag: diisliniilmiistiir. Bu hastalar kornea sertlesmesinden fayda gorebilirler, ¢iinkii
keratektazi gelismeyebilir. Dresden Universitesi’nde gerceklestirilen LASIK sonrasi
iyatrojenik keratektazinin erken tedavileri, refraktif cerrahi sonrasi ektazinin ilerlemesinin
onlenmesinde etkili gibi goziikmektedir. Hafezi ve arkadaslar1 LASIK sonrasi keratektazi
gelisen 10 hastada yapmis olduklar1 ¢alismada, 25 aylik takip sonunda CXL’in keratektaziyi
durdurdugunu ve ya kismen geri ¢evirdigini, maksimum keratometri degerlerini de azalttigin

gostermistir. 1%

CXL, kornea O6demi icin de bir tedavi olarak oOnerilmistir. Bu kavram, domuz
korneasinin CXL sonrast hidrasyon davranisindaki degisiklikler ve stromal sertlesmenin
izlendigi gozlemiyle desteklenmektedir. Ehlers ve Hjortdal, CXL ile tedavi edilen 11 goziin
10'unda kornea kalinliginda bir azalma oldugunu bildirdiler, hastalarin ¢ogunlugunda gérme

keskinliginde de bir iyilesme s6z konusuydu.% Wollensak ve ark. bu etkiyi psddofakik biilloz
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keratopati, korneal transplant reddine bagli 6dem ve Fuchs endotelyal distrofisi bulunan 3
hastada denemisler.%” Epitelin biilloz degisiklikleri belirgin sekilde iyilesti ve agri ile
rahatsizlik hissinin azalmasina neden oldu. % 40 glukoz kullanilarak 1 giin siireyle dehidrasyon
yapildiktan sonra, tedavi i¢in Wollensak ve arkadaglar1 tarafindan standart CXL teknigi
kullanildi. Korneanin kalinligi CXL’den 3 giin sonra 90.33 + 17.04 mikron ve 8 ay sonra sonra
93.67 £ 14.22 mikron azaldi. Daha 6nce stromal skar gelismeyen olguda gérme keskinligi
onemli derecede diizeldi. Krueger ve arkadaslari, ilerlemis bir biilloz keratopati vakasinda CXL
uygulayarak benzer sonuglar elde etti.!® Cesaret edici bulgulara ragmen, biilloz keratopatide
CXL'in uzun siireli etkisini dogrulamak i¢in daha uzun takip gereklidir. Bununla birlikte, CXL
icin bu varsayilan uygulama, keratokonus disindaki bir durumda kornea nakli ihtiyacini azaltma

potansiyeline sahip olmas1 agisindan caziptir.

Riboflavinin fotoaktivasyonunun antimikrobik etkileri de kornea enfeksiyonlarini
tedavi etmek igin kullanilabilir. Riboflavin, niikleik asit i¢in ilimli bir affiniteye sahiptir ve
UVA'nin emilmesi, guanin bazlarinin oksidasyonuna yol agar, bdylece viral ve bakteriyel
genomun gogalmasini engeller.!% Bu etki UVA 1gminin direkt antimikrobiyal etkisi ve oksijen
radikallerinin neden oldugu mikrobiyal hiicre membranlar1 ile DNA hasarma sinerjistiktir.
Martins ve ark.,, 2008'de yaygin patojenlere karsi CXL'in antimikrobiyal oOzelliklerini
gostermislerdir.?® Bu ¢alismada bir grup bakteri; psddomonas aeruginosa (PA), stafilokokus
aureus (SA), stafilokokus epidermid (SE), metisiline direngli S. aureus (MRSA), ¢oklu ilaca
direncli P. aeruginosa (MDRPA), ilaca direncli Streptococcus pneumoniae (DRSP ) ve candida
albicans (CA) test edildi. Riboflavin/lUVA SA, SE, PA, MRSA, MDRPA ve DRSP'ye kars1
etkili ancak CA {izerinde etkisizdi. Iseli ve arkadaslari, CXL'i korneal melting ile iliskili
enfeksiyoz keratit tedavisinde etkinligini degerlendirmistir.*® Korneal melting ile iliskili keratiti
bulunan 5 hasta CXL ile tedavi edilmis, Hastalarin timi sistemik ve topikal antibiyotik
tedavisine cevap vermeyen hastalardan secilmisti. CXL sonrasi takipler 1-9 ay arasinda idi.

Tiim olgularda kornea erimesinin ilerlemesi CXL tedavisinden sonra durdurulmustur.

CXL’in korneay1 en az 8 mm ¢apa ve anterior/mid-stromay1 igeren derinliklere kadar
steril etme kabiliyetine sahip oldugu kanitlanmistir, bu nedenle bir¢ok korneal enfeksiyon tek

bir islem ile kontrol edilebilir.
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3.6 CXL Komplikasyonlari

CXL'in birgok uzun ve kisa vadeli komplikasyonlar1 incelenmis ve
belgelendirilmistir.®”*® Teknigin yanlis uygulanmasi, yanlis hasta segimi, yumusak kontakt lens
kullanimina bagli sekonder sebepler, kotii hasta hijyeni, tan1 almamis eslik eden okiiler yiizey

hastaliklar1 bu komplikasyonlarin artmasinda etken olabilmektedir.

Kornea epitelinin debridmani, korneayr mikrobiyal enfeksiyonlara karsi duyarli hale
getirmektedir. Postoperatif dénemde E.Coli, SE, PA gelistigi bildirilen etkenler arasindadir.**
113 Zayif kontakt lens hijyeninin neden oldugu polimikrobiyal keratit (streptococcus salivarius,
streptococcus oralis, koagiilaz negatif stafilok) gelisen bir olgu bildirilmistir.'** Yine
postoperatif donemde bandaj kontakt lens takildigindan haberi olmayan ve yiiziinii musuk
suyuyla yikayan bir hastada Akantamoeba keratiti sonrasinda perforasyon gelistigi
bildirilmistir.!*® Herpetik keratit dykiisii olmayan bir hastada tedaviden bes giin sonra herpes

simpleks keratitine bagl cografik iilser ve iritis gelistigi bildirilmistir.!!®

Korneal haze CXL sonrasi gozlenen en sik komplikasyondur. Evre 1-3 keratokonuslu
127 hastanin 163 gozii iizerinde yapilan retrospektif bir ¢aligmada, hastalarin % 8,6'sinda 1
yillik izlem sonrasinda klinik olarak anlaml1 bir haze gelistigi goriilmiis.'*’ Steroide direngli
korneal haze gelisen olgular incelendiginde santral kornea kalinligr daha ince, keratometri
degerleri yiiksek, ileri keratokonuslu olgularda kontrol grubuna gore daha sik gelistigi

goriilmiistiir. 118

Endotel hasar1 esiginin 0.35 mW/cm2'lik bir 1s1nimda oldugu gdsterilmistir; bu, dnerilen
protokolii kullanirken korneal endotele ulasan 0.18mW/cm2’nin yaklasik olarak iki kat1 daha
fazladir.!® 400 um'den kiigiik santral kornea kalinhig1 varliginda ya da islem sirasinda yapilan
odaklama hatalarinda endotel hasar1 geliseblir ve korneal perforasyonla sonuglanabilir. UV
1sinlamast ¢esitli goz i¢i yapilara zarar verebileceginden, Onerilen giivenlik kriterlerine

uyulmalidir.

CXL sonrast stafilokok antijenlerine kars1 gelisen steril periferal infiltrat gelistigi

bildirilmis, bunun kontakt lens iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.'?°
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4. MATRIKS REJENERASYON AJANI (RGTA)

RGTA (Cacicol20®, Paris, Fransa) enzimatik bozunmaya diren¢li HS analoglarindan
gelistirilen biyopolimerlerdir. Hasarli dokuda azalmis HS 1n yerini alarak ECM proteinlerini ve
biiylime faktorlerini baglar, ECM’i proteolizisten korur, yara iyilesmesi i¢in gerekli olan
mikrogevreyi c¢esitli proteolitik enzimleri inhibe ederek yeniden olusturur, inflamasyon
kontroliinde ve kollajen sentezi regiilasyonunda rol oynarlar.!® Persistan epitel defektleri,
norotrofik ilserler, refraktif cerrahi sonrasi gibi pek c¢ok alanda denenmis olup korneal

iyilesmeyi hizlandirdig1 gosterilmistir.10-24

RGTA oftalmolojide ilk kez 2005 yilinda preklinik bir tavsan c¢alismasinda
denenmistir.!?* Bu c¢alismada olusturulan alkali hasardan 1 saat sonrasinda tek sefer RGTA
damlatilmig ve epitel iyilesmesini hizlandirdigi, klinik bulgulart gerilettigi, korneal opasiteyi
azalttigi ve histolojik gostergeleri iyilestirdigi gbzlenmistir. Son yillarda yapilan 2 yeni
calismada korneal alkali yanik sonrasi RGTA tedavisi uygulanmig ve epitel iyilesmesi,
inflamasyon, ve histolojik bulgular (neovaskiilarizasyon, 6dem, fibrozis, inflamatuar hiicreler)

iizerine olumlu etkileri oldugu gosrerilmistir.122123

Insanlarda RGTA ilk kez korneal iilser ve tedaviye direngli ciddi kornea distrofilerinde
denenmistir.'?* Bu sonuglarin ardindan nérotrofik keratopati ve kornea iilseri vakalarinda
RGTA kullanan birka¢ vaka raporu, tedavinin pozitif etkilerini ortaya koymustur.!#125126
Excimer laser uygulamasi ile yapilmis ¢alismalar, RGTA'nin epitel iyilesmesini arttirdigini ve

sinir rejenerasyonunu tesvik ettigini gdstermigtir, 2’129

4.1 Kimyasal Yapi ve Stabilite

RGTA'nin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan dogal kaynakli HS'a yapisal ve islevsel
olarak benzer olsa da enzimatik bozunmaya karsi direncidir. Bu, RGTA'larin kontrolsiiz
proteolitik aktivite ile karakterize kronik yaralarin mikro ortaminda dahi yapilarmi ve
aktivitelerini korumasini saglar.'*®13 Hasar goren dokuda hiicre yiizeyinde ve ECM iginde yer
alan HS, heparinaz enzimi ile; yara iyilesmesi ve hemoestaz igin gerekli diger ECM elemanlari
da lokal olarak salgilanan proteazlar tarafindan yikima ugrar. Enzimatik boliinmeye duyarlt
B1-4 karbon-karbon baglariyla baglantili olan HS dissakarit alt birimlerinin aksine, RGTA alt
birimleri al-6 karbon-karbon baglariyla baglantili olup, RGTA, dogal GAG'lan sindirdigi
bilinen endoglikozidazlar, kondroitinaz ABC, dekstranaz, hiyaliironidaz ve heparinaz I, I ve
Il tarafindan bozunmaya tamamen direnglidir.?®® Bu sekilde, RGTA, zararli mikro cevreyi

tersine dondiirerek ve doku iyilesmesini destekleyerek yikilan HS'1 yenileyebilir.
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4.2 RGTA Etki Mekanizmasi — Yapisal ve Koruyucu Rolleri

Hasar goren doku sahasindaki HS''m bozulmasi, ECM'in dagilmasina ve proteaz
aktivitesine yonelik yapisal ve haberlesme proteinlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. RGTA,
kollajen, fibronektin ve laminin gibi yapisal proteinlerde bulunan serbest heparan baglanma
bolgelerine baglanip hasarli dokuya spesifik olarak yerleserek ECM'in dogal mimarisinin
restorasyonunu tesvik eder.!® Bu baglanmanmn iki énemli sonucu vardir. Birincisi, matriks
proteinlerini proteolitik bozulmadan korur ve ikincisi, doku onarimi igin elverigli bir mikro
ortamin yeniden saglanmasinda gerekli ilk adim olan ECM iskeletinin yeniden

yapilandirilmasini kolaylastirir (Sekil-2).
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Sekil-2 (Barritault D, Gilbert-Sirieix M, Rice KL, et al. RGTA® or ReGeneraTing
Agents mimic heparan sulfate in regenerative medicine: from concept to curing
patients. Glycoconjugate Journal. 2017;34(3):325-338. d0i:10.1007/s10719-016-9744-5.)

1-Saglikli  dokuda Ekstraseliller Matriks (ECM) organizasyonu. Mavi noktalar,
glikozaminoglikanlar tarafindan depolanan ve korunan iletisim peptidlerine karsilik gelir. Heparan
stilfat (HS) (agik pembe heliksler) matriks proteinlerini (beyaz igcikler) hiicrelere bir iskele olusturacak
sekilde baglar. 2-Genis doku hasarinin ardindan HS, glikanaz (sar1 figiirler) ile pargalanir, ECM iskele
yapist yok edilir, proteazlar (sar1 figilirler) matris proteinlerini yok eder ve biiylime faktorlerini
depolayabilir. 3-Skar veya fibrozizle sonuglanan hizli onarim yaniti tetiklenir. 4-Lezyonun nedeni
cozililmezse, yaralar enflamatuar fazda kalir ve bir tamir ve yikim dongtisiine neden olur. 5-RGTA (yesil
heliksler), bozulmus HS'n yerine gecer ve ECM iskeletinin yeniden yapilandirilmasima ve hiicresel
mikro ortamin yeniden olusturulmasina izin verir. Bu, doku yenilenmesini ve dokunun saglikli dokuya
benzer bir duruma getirilmesini kolaylastirir. 6-Asirt RGTA, biiytime faktorleri ve iletisim peptidlerini
yaradan uzaklastirarak iyilesme siirecini engelleyebilir. Bu durumda etkin yara iyilesmesi i¢in gerekli
olan biiylime faktorlerinin biyoyararlanimi azalir. Bu nedenle RGTA tedavi protokoliinii (doz ve

zamanlama) dokuya spesifik matriks turnoverina gore ayarlanmasi dnemlidir.
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RGTA'nin sinyal peptidlerini ve biiyiime faktorlerini korumasi ve potansiyalize etmesi,
ECM iletisim agin1 yeniden kurma kabiliyeti, RGTA'nin terapotik etkisinin temelini olusturan
bir diger 6nemli 6zelligidir ve iyi dokiimante edilmistir. Kronik yaralarda matriks olusumu,
remodeling, graniilasyon dokusu olusumu ve re-epitelizasyon i¢in gerekli biiyiime faktorlerinin
seviyesi azalmistir. Bu, kismen inflamasyon hiicreleri tarafindan salinan yiiksek miktarda
proteolitik enzimlerin yani sira reaktif oksijen tiirlerinin varligina baglidir. RGTA; Fibroblast
biiyiime faktorii (FGF), Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve Transforming biiyiime
faktorii-p (TGFp) gibi ¢ok sayida heparin baglayici bliyiime faktorlerine veya Stromal hiicre
kaynakli faktor-1 (SDF-1) gibi kemokinlere baglanir ve bu sekilde biyoyararlanimlarini kontrol
eder, onlar1 proteolitik bozulmadan korur (dogrudan baglanmanin koruyucu etkisinden dolay1
ve / veya RGTA'nin plazmin veya notrofil elastaz gibi enzimleri inhibe etme kabiliyeti
nedeniyle olabilir) ve ayrica reseptorleri igin affiniteyi arttirabilir.’3*%° RGTA biiyiime
faktorlerinin dagilimini yeniden diizenleyerek oksidatif stres ve apopitoza karsi genel koruma
saglayan, hiicre gogii ve farklilagsmasi, anjiyogenez gibi doku iyilesmesi ve yenilenmesine

katkida bulunan 6nemli islemleri etkileyebilir, 138140143

Daha basit mekanik modelden, RGTA’nin etki mekanizmasi ile ilgili mevcut
anlayisimiz, degistirilmis ECM ortaminda, RGTA ’nin bozulmus GAG ve kismen HS’1n yerine
gectigidir. Bu yolla, RGTA selektif olarak heparin baglayici sitokinleri ve yapisal proteinleri
korur, dogal matriks reorganizasyonunu kolaylastirir ve doku homeostazini ve/veya onarimint
destekler. RGTA’ nin bilinen spesifik reseptorleri olmamasina ragmen, ECM’deki ¢esitli HS
baglayict proteinlerle etkilesim kapasitesi ile, RGTA diisiik affiniteli bir heparan baglayici
protein reseptor benzeridir. Matriks bilesenlerinin doniistimii, dokuya 6zgiidiir ve ayn1 zamanda
yaranin derecesine baglidir. RGTA’ nin iyilestirme kapasitesi, uygulanan doz ve kullanim
sikligima baglidir. Matriksin reorganizasyonunun saglandigi ve matriksin protein baglayici
kisimlart doygunluga ulastigi zaman serbest ve fazla RGTA halihazirda kaynamis yara dokusu
faktorlerini ¢ekmesinden dolay1 zararli olabilir (Sekil-2). Uygulanacak doz ve zamanlama
dokudan dokuya ve iyilesme derecesine gore degiskenlik gosterebilecegi i¢in matriks

doniistimiinii yansitacak sekilde adapte edilmelidir.
4.3 RGTA Kornea Pre-klinik Calismalar

RGTA’nn okiiler yiizey inflamasyonunu kontrol altina aldigin1 ve kornea iyilesmesini
hizlandirdigim1 gosteren belli bash calismalar sonrasinda, RGTA okiiler ylizey hastaliklarinin
tedavisinde 6nemli potansiyel teskil etmektedir. Tavsan korneasinda alkali yanik modelinde,
yaralanma sonrasi RGTA ile tek tedavi uygulamasi ile RGTA’ nin azalan inflamasyonla
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birlikte re-epitilazyonu kolaylastirdigi, histolojik paternleri (6demi, fibrozis, kan ve inflamatuar
hiicreleri azalttig1) ve spesifik kornea iyilesmesini hizlandirdig1 ve normal kornea yapisina ¢ok
yakin doku organizasyonu sagladigi gozlemlenmistir.'?? Daha sonrasinda benzer bir kornea
alkali yanik modelinde, yaralanmadan bir saat sonra uygulanan RGTA’ nin kontrol grubuna
gore kornea kalinhiginda azalma, inflamasyon ve neovaskiilarizasyonun baskilanmasi ile
birlikte kornea iyilesmesini hizlandirdigini gostermistir. Daha da dnemlisi, yaralanmadan bir
ay sonra uygulanan RGTA iilserleri iyilestirmistir; bu da gosterir ki RGTA yaralanma sonrasi
koruyucu etkiyi arttirmakla kalmaz, aktif olarak yarali dokularin iyilesmesini de tesvik eder.!?®
Korneal hasar sonrasinda, korneada antioksidan seviyelerinin diistiigii, prooksidan ve
antioksidanlarin arasinda bir dengesizlik olustugu ve olusan toksik oksijen ve nitrojen
iiriinlerinin kornea hasarina yol actigi gozlemlenmistir. Cejkova ve ark. yapmis oldugu
caligmada goriilmiis ki RGTA, siiperoksit ve nitrik oksit olusturan enzimler ile proteolitik
enzimlerin aciga ¢ikmasini azaltarak ikili bir rol iistlenir: asir1 proteolizisi engeller ve ayni
zamanda toksik oksijen ve nitrojen iiriinlerinin yol actig1 kornea hasarim engeller.!?® Ayrica
PRK sonrasi kornea iilserli fare modelinde RGTA tedavisi korneanin saydamlik derecesini
arttirmig ve kornea epitel sitolojisini ve sinirlerin yeniden olusumunu desteklemis ve stromal

miyofibroblastlarin varhigini azaltmis veya geciktirmistir.°

Bir ¢alismada tavsanlarda transepitelyal fototerapdtik keratektomi (PTK) ile anterior
korneanin terapotik lazer ablasyonundan sonra epitel iyilesmesi, korneal sinir rejenerasyonu ve
okiiler yiizey iyilesmesini desteklemedeki RGTA’ nin etkinligi degerlendirilmistir.!** Bu

calisma RGTA nin PTK tedavisi sonrasi okiiler ylizey iyilesmesini hizlandirdigini géstermistir.
4.4 RGTA Kornea Klinik Calismalar

Bugiine kadar RGTA, kornea epitelini ve stromayi etkileyen yaralanmalarda 5000’in
iizerinde hastanin tedavisinde kullanilmis ve bu hassas dokunun iyilesmesinde etkili oldugu
100’iin iizerinde klinik vaka ve yayin ile desteklenmistir.**> En énemlisi, bu raporlar ve devam
eden caligmalarda , RGTA 1yi tolere edilmis ve higbir yan etki rapor edilmemistir. Kronik
korneal hasarlarda RGTA’nin agriy1 azalttig: goriilmiistiir;*?* bu da RGTA’ni antienflamatuar

ozelligini yansitmaktadir.

Norotrofik keratit, kornea epitelini etkileyen bir hastaliktir. Bunun altinda birgok neden
yatabilir; herpes keratiti, kimyasal veya fiziksel yaniklar, topikal ila¢ toksititesi, diyabet, okiiler
cerrahi islemler ve digerleri. Bu dejenaratif hastalik, kronik inflamasyon ve hiicre bozulmasi

veya korneal vaskiilarizasyon sonucu olarak iilsere, enfeksiyona ve perforasyona gidebilen
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zayif korneal iyilesme ile karakterizedir. Ciddi norotrofik iilserli hastalar iizerinde yapilan bir
calismada, RGTA 9 haftalik tedavi sonrasinda (her iki giinde bir), 11 hastanin 8’ inde korneada
tamamen iyilesme saglamistir.’° Bu ¢aligma norotrofik iilserli hastalarda daha 6nceki gozlemleri
desteklemektedir.'?1% Ciddi kornea distrofilli veya kornea iilserli 10 hastada yapilan ikinci bir
caligmada bir ay boyunca uygulanan haftalik RGTA tedavisi, azalan agr1 ile birlikte iilserlerin
cogunda iyilesme ve inflamasyonda iyilesme saglamustir.?* Ancak bu ¢alismada, tedavinin
sonlandirilmasindan sonra bir¢ok hastada bu etkiler tersine dondiigii icin, doz ve tedavinin
optimizasyonu gerekmistir. Her iki calismada da unutulmamalidir ki hastalar 6nceki tedavilere

direng gostermislerdir.

RGTA ayni1 zamanda kornea cerrahisi sonrasinda iyilestirici ajan olarak gosterilmistir.
Transepitelyal PTK ile kornea epiteli kazinan keratokonuslu hastalarda RGTA tedavisinden 3
giin sonra gozlerin %61,1’inde tamamen iyilesme izlenirken kontrol grubunda bu oran %11,1

olarak gergeklesmistir.'?”

RGTA’nin diger tedavi yontemleriyle birlikte basariyla kullanildigini gdsteren
calismalar yaymlanmistir; 6rnegin reepitelizasyonda etkili oldugu bilinen bandaj kontakt
lensler ile birlikte kullanimi1*® veya keratokonusta CXL tedavisi sonras1 kullanim1*” gésteriyor

ki RGTA kombine tedavilerde 6nemli bir ajandir.

Tim bu caligmalar gosteriyor ki RGTA matriks bazli terapi korneay: etkileyen ¢esitli
yaralanmalara karst etkili ve non-invaziv yaklagimdir ve daha genis ve randomize hasta

orneklemiyle daha fazla arastirma yapilmalidir.
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5. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calismada; deneklere alkali yanik modeli uygulanmasi, RGTA tedavisi,
kollajen crosslinking islemi, sakrifikasyon ve alinan korneal dokularin hazirlanmasi islemleri
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’nde (DETAB), doku
orneklerinden kesitler hazirlanmasi, kesitlerin boyanmasi, histopatolojik degerlendirmeler,
goriintiileme islemleri ve immiinohistokimyasal boyama islemleri Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Calisma, Helsinki

Bildirgesi’nde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yiiriitiilmustiir.
5.1 Denekler

Calismamizda toplam 24 adet, saglikli Avustralya-Yeni Zelanda Irki (1500-2000 gr)
albino disi tavsan kullanilmigtir. Deney hayvanlari, Bursa Aykut Bolu Deney Hayvanlar
Merkezi’nden (ABDEHAM) temin edilerek, DETAB’da kendileri igin 6zel tiretilmis olan
tavsan kafeslerinde, tek ya da ikili gruplar halinde, istedikleri kadar yem ve su alarak, 1s1s1
(21£2°C) ve nem orani kontrollii odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi floresan 151k ile

sagland1 ve her 12 saatte bir (06:00-18:00) agip kapama dongiisti gerceklestirildi.
5.2 Model Olusturulmasi

Denekler DETAB’da 20 giinliik karantina siirelerinin ardindan hepsi saglikli olarak
caligmaya baslandi. Ilk giin tiim deneklere alkali yanik modeli olusturuldu. Model sonras1 her

grupta 8 denek olacak sekilde denekler 3 gruba ayrildi.

AN (1 Normal) NaOH ve 8 mm ¢apli daire seklinde Watman filtre kagitlart kullanildi.
Filtre kagitlar1 60 sn boyunca 1N NaOH igerisinde bekletildi, ardindan bu filtre kagitlart
Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0.5; Alcon) ile topikal anestezi uygulanarak, kapak
spekulumu takilan deneklerin sag santral kornealarina uygulandi ve 60 sn beklendi. Sonrasinda
alkali ajan hemen uzaklastirilarak 2 dakika boyunca 500 cc %0.9 Sodyum kloriir (NaCl) ile

okiiler yiizey yikandi ve nekroze olan dokular uzaklagtirildi.
5.3 Calisma Dizaym

[k giin model olusturulmasinin ardindan gruplar belirlenmeden tiim deneklerin 6n
segment kornea fotograflari (software version 3.13.1; TOPCON Slit Lamp Microscopy 703963
Tokyo, Japan) ve 6n segment optik koherans tomografileri (software versiyon 6.0.11.0 ;
Heidelberg Engineering, Dossenheim, Germany) c¢ekilmistir. Optik koherans tomografi

kesitlerinden mikrometrik olarak yanik biiyiikliikleri 6l¢iilmiis ve gruplar homojen olarak her
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grupta 8 er denek bulunacak sekilde olusturulmustur. Calismaya alinan tiim deneklerin yanik
dereceleri Roper Hall smiflamasina gore 4. derece (total epitel defekti ve pupilla ve iris
goriiniimiinii engelleyen opak kornea) oldugu gosterilmistir. RGTA grubu olarak belirlenen
iki denegin yanik biiytikliikleri ve dereceleri ¢alisma standartlarina uymayan dereceler oldugu
icin denekler hesaplamalara katilmamustir. Istatistiksel hesaplamalara katilmayan bu deneklere

caligma standartlar1 ayn1 sekilde uygulanmaistir.

Tim gruplara medikal tedavi ayni sekilde uygulanmistir. Medikal tedavi olarak
enfeksiyon gelisimini 6nlemek amaciyla yanik olusumundan itibaren deney sonlanincaya kadar
moksifloksasin %0,5 (Moxai®) topikal olarak giinde 3 kez; akut donemdeki siddetli
inflamasyonu baskilamak amaciyla rutin tedavide yeri olan gii¢lii bir steroid topikal preparati

olan deksametazon (Onadron®) ilk 10 giin giinde 3 kez olarak uygulanmis ve kesilmistir.
Gruplar asagidaki gibi belirlenmistir:

1. GRUP: Saglam (Higbir miidahalede bulunulmamis saglikli denek kornealarindan
olusur.)

2. GRUP: Kontrol grubu (Alkali yanik modeli uygulanip 21 giin sadece medikal tedavi
verilen grup.)

3. GRUP: RGTA grubu (Alkali yanik modeli uygulanip 1. Giin RGTA tedavisi -21
giin boyunca giin asir1 bir damla- baslanan ve 21 giin medikal tedavi uygulanan
grup.)

4. GRUP: CXL grubu (Alkali yanik modeli uygulanip 1. Giin CXL tedavisi uygulanan

ve 21 giin medikal tedavi uygulanan grup.)
5.4 Muayene Dizayni ve Deneyin Sonlandirilmasi

Her muayene oOncesi deneklere genel anestezi uygulamigtir. 1.1 ml Ketamine
Hydrochloride (Ketalar 500mg; Pfizer, 35 mg/kg) ve 0.4 ml Xylazine HCI’in (Alfazyne % 2, 5
mg/kg) intraperitonel (IP) uygulanmas ile genel anestezi saglanarak ©n segment fotograflar:
ve optik koherens tomografileri (OCT) tekrar alinmistir. (2. Gruptan -kontrol grubu- bir denek
postop birinci giin muayene Oncesi verilen genel anestezi sonrasi 6ldi, yine 2. Gruptan bir

denek 7. Giinde verilen genel anestezi sonrasi 61dii.)

Muayeneler model olusturulmasinin ardindan ilk giin: 1. vizit, 7. glin: 2. vizit, 14. giin:

3. vizit ve 21. giin: 4. vizit olarak gergeklestirilmistir. Muayene sirasinda floressein gibi
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uygulanan ajanlarin uzaklagsmasina firsat vermek i¢in son muayeneler sonrasinda sakrifikasyon

oncesi deneklerin kornelar1 500 cc %0,9 NaCl ile yikanmustir.

OCT’de her vizit sirasinda santral korneal kalilik l¢iilmiistiir. On segment fotograflari
opasite muayenesinde, vaskiilarizasyon takibinde ve floresein boyali mavi 1sik altindaki
fotograflar ise epitel hasari tamiri seyrinin izlenmesinde kullanilmigtir. Vaskiilarizasyon,
opasite ve epitel defekti biiyiikliikleri alinan fotograflarla Adobe Photoshop programi ile
belirlenmis ve degerlendirilen parametrelerin tiim kornea dokusuna oranlar1 seklinde bu

program ile hesaplanmistir.

Matriks metalloproteinazlarin tekrar aktiflestigi ve enzimatik erimenin en fazla oldugu
21. giin sakrifikasyon giinii olarak belirlenmis ve denekler 0,4ml Xylazine Hydrochloride
(Alfazyne % 2, 5 mg/kg) + 3,0ml Ketamine Hydrochloride (Ketalar 500mg ; Pfizer, 35 mg/kg)
ardindan eter ile sakrifiye edilip kornealar limbus sinirindan kornea makasiyla alinmistir.
Limbus hizasindan skleradan ayrilan korneal doku ornekleri nétral tamponlanmis formaline

konularak fikse edilip histoloji laboratuarina gonderilmistir.
5.5 CXL Uygulamasi

CXL grubundaki deneklere alkali yanik modeli uygulanmasinin ve muayenenin
ardindan 24. saatte 1.1 ml mg/ Ketamine Hydrochloride (Ketalar 500mg; Pfizer, 35 mg/kg) ve
0.5 ml Xylazine Hydrochloride (Alfazyne % 2, 5 mg/kg) IP uygulanmas: ile genel anestezi
saglandi. Calisma gozlerine, Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0.5; Alcon) ile topikal
anestezi sonrasi, kapak spekulumu takildi. Caligmada epitelin kaldirilmasi veya baglarinin
glicsiizlestirilmesi igin bir asama uygulanmadi ¢iinkii alkali yanik modeli sonrasi korneal epitel

zaten zarar gorlip dokilmiustii.

CXL islemi su sekilde yapildi; % 0,1°lik riboflavin soliisyonu (10 ml % 20 Dextran
T500 c¢oziciisiinde, 10 mg riboflavin-5-phosphate) 30 dakika boyunca her 3 dk da bir
damlatilarak kornea yiizeyinde bekletildi. UVA uygulama 6ncesi, cihazin spot enerjisi kalibre
edildi. Kornea yiizeyine 5 cm mesafeden 3 mw/cm? dozunda (5.4 Joul/cm?) UVA 15181 30 dk
boyunca uygulandi. Bu esnada, her 3 dk da bir % 0.1’lik riboflavin soliisyonu damlatildi.

Klinigimizde mevcut olan UV-X Illumination System (Peschke Meditrade GmbH,

Switzerland) ile crosslinking islemi uygulanmistir. Cihazin 6zellikleri:

- 365 nm dalga boyunda, 7-9-11 mm ¢apli homojen UV A spotu iiretebilmektedir.
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- 3 mW/cm?’lik spot enerjisi saglayabilmektedir. Calisma mesafesi 50 mm’dir , 32x5%5

cm ebatlarindadir ve agirlig1 6,5 kg’dir.
5.6 RGTA Uygulamasi

RGTA grubundaki deneklere alkali yanik modeli uygulanmasimin ve muayenenin
ardindan 24. Saatte ilk doz RGTA (Cacicol®) damla uygulamasi yapildi. ilk uygulamanin
ardindan bu gruba giin asir1 (48 saatte bir) bir damla olacak sekilde tedaviye devam edilmis
olup (1,3,5,7,9,11,13,15,17,19. Giin) toplamda 10 doz uygulama yapilmistir. Yikama etkisini
ortadan kaldirmak amaciyla, RGTA tedavisinin diger topikal tedavilerle arasinda en az 2 saat

siire olmasina dikkat edilmistir.
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6. KLINIK BULGULAR

Alkali yanik modeli olusturulmasinin ardindan deneklerin klinik muayneleri 0. Giin
(model olusturulduktan sonra, tedavi 6ncesi) 7. Glin, 14. Giin ve 21. Giin olmak iizere 4 vizitte
yapildi. Her vizitte deneklerin 6n segment fotografi ¢ekildi, floresein boyama ile kobalt mavisi
1isikta epitel defektleri degerlendirildi ve &n segment OCT’leri ¢ekildi. On segment
fotograflarinda deneklerin korneal opasitesi, vaskiilarizasyonu ve epitel defektleri
degerlendirildi. Bu degerlendirmede veriler, Adobe Photoshop CC programi ile
opasite/vaskiilarizasyon/epitel defekti alanlariin isaretlenerek piksel olarak hesaplanmasinin
ardindan tim kornealarinin isaretlenip piksel olarak hesaplanarak birbirine bdliinmesiyle
yiizdesel olarak elde edildi. Deneklerin 6n segment OCT’leri Heidelberg Spectralis Domain
OCT cihaz ile gekildi. On segment OCT’lerinde santral kornea kalinhig: (SKK) degerlendirildi.

[statistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler ortalama + standart sapma
olarak, kategorik degiskenler ise frekans (yiizdelikler) olarak verildi. Gruplar arasindaki
farklilik normal dagilima sahip olan niimerik degiskenler i¢in Tek yonlii varyans analiz ve
Tukey ¢oklu karsilastirma analizi ile belirlendi. Haftalar arasindaki farkliliklar Iki Yénlii
Varyans Analizi ve Tukey ¢oklu karsilastirma analizi ile incelendi. Iki yonlii hipotezlerin testi

icin p<0.05 istatistiksel 6nemlilik i¢in yeterli kabul edildi.

[lk giin tiim gruplarin ortalama yara biiyiikliiklerinin (horizontal ve vertikal
uzunluklariin ortalamasi) ve korneal kalinliklarinin arasinda fark olmadig: istatistiksel olarak
gosterildi (p>0,05). Normalde ortalama 350 mikron olan saglam tavsan korneasinin alkali yanik
sonrasi ortalama santral korneal kalinligr 652,4+55 mikron (p) olarak bulunmustur. Ortalama
yara biyiklikleri 8,08+0,37 milimetre (mm) olarak tespit edilmistir. Gruplarin yara

biiytikliikleri ve santral korneal kalinliklarinin baslangi¢ 6l¢iimleri Tablo-3’de gosterilmistir.
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Tablo-3: Model sonrasi ortalama yara biiyiikliigii ve santral kornea kalinligi ol¢iimleri

Ortalama yara biiyiikliigii (mm) Santral korneal kalinhk (n)
RGTA 8,01+04 650,1 + 29
CXL 8,15+ 0,27 651,279
KONTROL 8,08 + 0,43 657,8 £ 59
p degeri 0,781 0,972

Tekrarlanan ol¢iimlerde gruplarin SKK degerleri arasinda istatistiksel anlamli bir
degisim saptanmadi. Bununla birlikte gruplarin 3. hafta ortalama 6l¢iimlerine bakildiginda
kontrol grubunun SKK ortalamasmin diger gruplardan fazla oldugu, en diisik SKK
ortalamasinin ise CXL grubunda oldugu goriildii (Tablo-3). Gruplarin OCT ile SKK 6l¢iim
ornekleri sekil-3’de gosterilmistir. Her bir grubun tekrarlayan vizitlerde santral korneal
kalinliklar incelendiginde; CXL grubunun vizitler arasinda SKK ortalama degerleri istatistiksel

olarak anlamli degilken RGTA ve kontrol gruplarinda bu fark istatistiksel olarak anlamliyd1

(Tablo-5).

Sekil-3: On segment OCT goriintiilerinin SKK élciimiinde kullanimi
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Tablo-4: 1.,2.,3., ve 4. vizit SKK ol¢iimleri (u)

1. Vizit 2. Vizit 3. Vizit 4. Vizit
RGTA 650.1+29  egop+112  7923+238  979,1+252
CXL 651,279 627,8 £ 25 7354 + 227 792,1+ 192
Kontrol 657,8 % 59 739,6 + 83 7912+ 139  1126,4 + 249
P Degeri 0,072 0,156 0,856 0,058

Tablo-5: Her bir grubun kendi icinde tekrarlayan odlgiimlerde SKK degerlerinin

karsilastiriimasi
1. Vizit 2. Vizit 3. Vizit 4. Vizit P
Degeri
RGTA 650,1+29 6606+ 112 792,3 + 238 979,1 + 252 <0,001
CXL 651,279 627,8 + 25 735,4 + 227 792,1+ 192 0,170
Kontrol 657,8+59 7396+ 83 7912+ 139  1126,4 +249 <0,001

Deneklerin son vizitlerinde korneal iilserasyonlar1 degerlendirildi ve siniflandirmasi
yapildi.1*® Siiperfisyel iilserasyonda iilser korneanin anterior 1/3’{inde sinirliyds, orta derece
iilserasyonda iilser korneanin orta 1/3’tinde smirliydi, derin {lserasyonda iilser korneanin
posterior 1/3’iine uzanmisti. Ulserasyon 6n segment OCT bulgulariyla degerlendirildi (Sekil-
3). Bu smiflamaya gore gruplarda gelisen iilserasyonun dagilimi Tablo-6’da gosterilmistir.
CXL grubunda bir denekte 3. vizitte keratit ile birlikte desmatosel gelisirken (Sekil-4) bir
denekte ise orta derece iilserasyon gelistigi goriildii. RGTA grubundan ise higbir denekte {ilser

gelismedigi goriildii.
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4. VIzZIT

Sekil-4: CXL grubunda bir denegin 1.,2.,3. ve 4. vizit gelisen iilserasyonun degerlendirildigi
OCT goriintiileri.
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Sekil-5: CXL grubundan 5 numarali denegin 3. Vizitinde géoriilen keratit, hipopiyon ve korneal

tilserasyon.

Tablo-6: Her bir grubun son vizitteki iilserasyon skorlar

RGTA (N=8) CXL (N=8) KONTROL (N=6)
Ulserasyon yok 8 (%100) 6 (%75) 5 (%83,3)
Stiperfisyel iilser 0 0 0
Orta tilser 0 1(%12,5) 1(%16,7)
Derin iilser 0 0 0
Desmatosel 0 1(%12,5) 0
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Epitelyal iyilesme floressein boyanma sonrasi kobalt mavisi 1sikla yapilan
biyomikroskopik muayene goriintiilerinin Adobe Photoshop programiyla defektin, tiim kornea
capina orani olarak degerlendirildi (Sekil-6). Epitel defektlerinde ilk vizitte istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu. Takiplerdeki tiim vizitlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

mevcuttu. (Tablo-7, Grafik-1).

Gn Bellek Diizeyi: 1

Sekil-6: Epitel defektinin hesaplanmasi, epitel defekti alaninin tiim kornea alanina orani ile

hesaplanmistir. (Kirmizu isaretli alan epitel defektinin alanini piksel cinsinden vermektedir.)
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| 1. viziT 2. ViziT 3. ViziT 4. ViziT

CXL

KONTROL

Sekil-7: RGTA, CXL ve Kontrol gruplarinda sirayla 1.,2.,3.,4. vizit epitel defekti biiyiikliigiiniin

takibi

Tablo-7: 1.,2.,3., ve 4. vizit epitel defekti él¢iimleri (%)

1. Vizit 2. Vizit 3. Vizit 4, Vizit
RGTA 739289 9119163 %8842 066,7 + 4.2
CXL %40,7 % 4.9 99,8 + 3 %9,7+32 %8,2 + 4.6
Kontrol %3699+£94 92223455  %156+27 914,93 + 6
P Degeri 0,702 0,001 0,008 0,023
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4. Vizit

3. Vizit

2. Vizit

1. Vizit

o

Grafik-1: 1.,2.,3., ve 4. vizit epitel defekti l¢iimleri (%)

Opasite degerlendirmesi yine Adobe Photoshop programi ile opasite alaninin dlgiilerek
tim kornea alanina boliinmesiyle yiizdelik olarak hesaplandi. Opasite degerlendirmesinde
gruplar arasinda tiim vizitlerde istatistiksel agidan anlamli fark yoktu. Korneal opasite tiim

gruplarda son vizitlerde baslangica gore azalmakla beraber RGTA grubunda bu azalma en
belirgindi (Tablo-8).
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Tablo-8: 1. ,2.,3., ve 4. vizit korneal opasite olgiimleri (%)

Iw

40 45

1. Vizit 2. Vizit 3. Vizit 4, Vizit
RGTA %38+2.9 %354+37  %308+58  %252+7,1
CXL %372+4 %353+ 3,1 %33,6+4,6  %281+39
Kontrol %36 +5,7 %33,9 + 7 %302+4,7  %281+3.4
P Degeri 0,740 0,859 0,501 0,544
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Vaskiilarizasyon da opasite ve epitelyal hasar gibi 6n segment fotograflarinin Adobe
Photoshop programiyla total korneaya oranlanmasi seklinde hesaplandi. 2.,3. ve 4. Vizitlerde
vaskiilarizasyon agisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark mevcuttu. Bu farki

olusturan kontrol grubunun tedavi gruplarindan daha fazla vaskiilarize olmasiydi. (Tablo-9,
Grafik-2).

1. Vizit 2. Vizit 3 Vizit 4. Vizit
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Sekil-8: RGTA, CXL ve Kontrol gruplarinda swrayla 1.,2.,3.,4. vizit vaskiilarizasyon ve opasite
takibi

Tablo-9: 2.,3., ve 4. vizit vaskiilarizasyon ol¢timleri (%)

2. Vizit 3. Vizit 4. Vizit
RGTA %12,9+ 4,5 %17,9 + 4,6 %33,8 + 10,6
CXL %9,9 + 8,1 %16,4+7,9 %29,1 + 14,7
Kontrol %19,8 + 7,2 %38,8 + 23,1 %54,3 + 24,3
P Degeri 0,042 0,013 0,03
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Grafik-2: 2.,3., ve 4. vizit vaskiilarizasyon olgiimleri (%)
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7. HISTOLOJIK BULGULAR
7.1 Materyal-Metod

Deneklerden ¢ikarilan kornealar 151k mikroskopik incelemeler i¢in %10’luk notral
formalin soliisyonu ile 48 saat siire ile fikse edildikten sonra derecesi artan etil alkol serilerinden
(%70, %90, %96 ve %100) gecirilerek dehidrate edildi. Daha sonra toluen i¢inde 30 dakika
stireyle seffaflandirma islemi uygulandi. Dokular, 58-60°c’deki etiivde 15 dakika
“toluen+parafin” karistminda bekletildi, daha sonra parafin banyolarindan gegirilerek parafin
impregnasyon islemi uygulandi ve parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 4-5 um
kalinliginda seri kesitler mikrotom (Leica SM 2000R) ile alindi. Ardisik alinan kesitlere,
morfolojik incelemeler i¢in Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Masson trikrom (MT) boyamalari
yapilirken; immiinohistokimyasal inceleme i¢in Kaspaz-3, VEGF, MMP-9 ve indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (INOS) immiinreaktivitesine bakildi. Tiim preparatlar, Leica DM 1000 model

151k mikroskobunda degerlendirilerek fotograflar ¢ekildi.
7.1.1 Hematoksilen&Eozin ve Masson Trikrom Boyamalari

Parafin kesitler 30 dakika 58-60°C’lik etiivde bekletilerek parafinin giderilmesi
kolaylastirildi, sonra 2 saat toluen ile kesitler deparafinize edildikten sonra derecesi azalan alkol
serisinden (100°, 96°, 90°, 70°) gecirilerek distile su ile yikandi. Yikama isleminden alinan
ardisik kesitlere H&E ve MT boyama iglemleri uygulandi. Boyama iglemi tamamlanan kesitler
100° alkolden gegirilerek toluende ikiser defa 15’er dakika seffaflandirildiktan sonra entellan
ile kapatma islemi gergeklestirildi. Kapatilan kesitler Leica DM 1000 151k mikroskopu ile

incelendi.

7.1.2 Kaspaz-3, VEGF, MMP-9, iNOS Immiinhistokimya Boyamasi

Mikrotom ile alinan 4-5 um’lik kesitler, 30 dakika 58-60 °C’lik etiivde inkiibasyondan
sonra toluende 2x20 dakika bekletilerek deparafize edildi. Daha sonra derecesi azalan etil alkol
serilerinden (%100, %96, %90, %70) gegirildikten sonra 5 dk PBS (Phosphate-buffered salin/
fosfat tamponlanmis salin)’de yikandi. Lam iizerindeki kesitlerin ¢evresi pap-pen denilen 6zel
bir sinirlayici kalem ile ¢izilerek doku kesitlerinin ¢evresinde kii¢lik bir havuz olusturuldu.
Antijen iyilestirme islemi uygulandiktan sonra ve distile su ile yikanan (2x2 dk) kesitler endojen

peroksidazi bloklamak i¢in metanol ile hazirlanan %3’liikk Hidrojen peroksitte (H20>) 5 dakika

48



bekletildi. Kesitlere 10 dakika oda 1s1sinda dengeleme tamponu uygulandi. Daha sonra kesitlere
kit protokoliine gore primer antikor ve sekonder antikorlari ugulandi, 3-6 dakika DAB
(Diaminobenzidin) kromojen soliisyonu uygulamasindan sonra distile suda (3x1 dk) bekletildi,
Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapildi. Ardindan distile su (3x30 sn) ile N-butanolle 3
defa yikandi. Daha sonra toluone alindi ve kesitler lamel ile Entellan damlatilarak kapatildi.
Gruplara ait korneal dokularda 40X biiyiitmede 5 alan degerlendirilerek immiin pozitif hiicreler
skorlandi#,
7.2 Bulgular

7.2.1 Hematoksilen&Eozin ve Masson Trikrom

H&E boyanan kesitlerde saglikli grup ile diger gruplar karsilastirildiginda; korneal
epitelde hiperplazi, dejencrasyon, stromal 6dem ve vaskiilarizasyon skorlama sonuglar

arasinda istatistiksel anlamli1 fark saptanmuistir.

Kontrol grubunda epitel-epitel ve epitel-stroma baglantilarinda ayrilma (splitting)
yogun olarak gozlendi, baz1 kesitlerde epitelin tamamen dokiildigi tespit edildi. Kontrol
grubunda stromada yogun 6dem, kollajen liflerin diizenlenisinde bozulmalar/bosluklar ve

16kosit infiltrasyonu gozlendi (Sekil-9).

Kesitler MT boyama ile incelendiginde alkali yanik uygulanan gruplardaki yogun
stromal 6dem, kollajenlerin bosluklu-ayrik yapisi ve liflerin aralarindaki kopriilerin oldukga
azalmis oldugu, stromal vakuolizasyonun siddetlendigi, keratositlerin kaybi gozlendi (Sekil-
11).

CXL grubunda korneal epitelde saglam (intakt) alanlar ¢cogunluktaydi. Keratositler ve
kollajen lifler aras1 baglantilarin daha gii¢lii ve diizenli oldugu dikkat cekmekteydi. Kollajen
liflerin aralarindaki kopriiler yer yer saglamdi (Sekil-10).

H&E boyamada epitel kayb1 (0: Kayip yok, 1: Hafif ayrilma, 2: Orta erozyon, 3: Siddetli
erozyon, 4: Siddetli Ulserasyon), stromal ddem (0: Odem yok, 1: Hafif 6dem, 2: Orta 6dem, 3:
Siddetli 6dem, 4: Cok siddetli 6dem), korneal vaskiilarizasyon (0: Vaskiilarizasyon yok, 1:
Hafif vaskiilarizasyon, 2: Orta vaskiilarizasyon, 3: Siddetli vaskiilarizasyon, 4: Cok siddetli
vaskiilarizasyon) ve 16kositik infiltrasyon (0: Infiltrasyon yok, 1: Hafif infiltrasyon, 2: Orta

infiltrasyon, 3: Siddetli infiltrasyon, 4: Cok siddetli infiltrasyon) skorlamasi yapilarak I1BM
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SPSS 20.0 programiyla istatistiksel olarak degerlendirildi. Her grupta en az 5 preparat ve her
preparatta 5 farkli alan 40X biiyiitmede incelendi ve skorlandirildi.

Epitel kayb1 skorlamasinda saglam grup, CXL ve RGTA gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p>0,05). Bu 3 grup kontrol grubuyla karsilagtirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii (p<0,05).

Stromal 6dem skorlamasinda saglikli grup ile CXL grubu arasinda (p=0,646) ve RGTA
grubu ile CXL grubu arasinda (p=0,309) istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Saglikli grup
ile RGTA grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,039). Kontrol grubu ile
diger tim gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (p<0,05).

Korneal vaskiilarizasyon skorlamasinda CXL ve RGTA gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark yoktu (p=0,435). Diger gruplar aras1 karsilastirmalar ise istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,05).

Lokositik infiltrasyon skorlamasinda da yine korneal vaskiilarizasyon skorlamasina
benzer bir sekilde CXL ve RGTA gruplari arasinda istatistiksel olarak fark yokken (p=0,777)

diger gruplar arasi karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).
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Sekil-9: H&E boyama uygulanan kontrol grubu kornea kesitleri goriiliiyor. A: Epitelin
tamamen dokiilmiis oldugu, lenfositik infiltrasyon ve korneal vaskiilarizasyon (ok) goriiliiyor
(Olgek ¢ubugu: 100 um). B: Yogun vaskiilarizasyon (ok) ve lenfositik infiltrasyon (ok basi)
oldugu goriiliiyor (Olgek cubugu: 50 um). C: Kollajen diziliminin bozuldugu, vakuolizasyonlar
gelistigi (ok) goriilityor (Olcek cubugu: 50 um). D: Kornea epitelinde ayrilma (ok) gériiliiyor
(Olcek ¢ubugu: 100 um).
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Sekil-10: H&E boyama uygulanan tedavi grubu kornea kesitleri gériiliiyor (A ve B RGTA
grubu, C ve D CXL grubu). Kontrol grubuna gore epitelin intakt oldugu, vaskiilarizasyon ve
lenfositik infiltrasyonun daha az oldugu goriiliiyor. CXL grubunda daha belirgin olmak iizere
her iki grupta da kollajen diziliminin kontrol grubuna gére daha diizenli oldugu gériiliiyor.

(Olgek ¢ubugu: 50 um)
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Sekil-11: Masson Trikrom boyama uygulanan kornea kesitleri goriiltiyor. A: Saglikli grup, B:

RGTA grubu, C: CXL grubu, D: Kontrol grubu. Kontrol grubunda epitel izlenmiyor ve

stromada yogun vakuolizasyon dikkat cekiyor. (Olcek ¢ubugu: 50 pm)

Tablo-10: Gruplarin epitel kaybi, stromal ddem, korneal vaskiilarizasyon ve [6kositik

infiltrasyon skorlari ortalamalart

Epitel Stromal Korneal Lokositik

Kayb1 Odem Vaskiilarizasyon infiltrasyon
Saglikl 0+0 0+0 0+0 0+0
Kontrol 3,37+0,83 1,6+0,23 2,1+0,87 2,42+0,98
RGTA 0,37+0,83 0,57+0,9 0,97+1,02 0,85+1,05
CXL 0,08+0,26 0,25+0,43 1,3+1,24 1,05+1,06
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Tablo-11: Gruplarin epitel kaybi skorlart istatistiksel karsilastirilmasi

Saglikl Kontrol RGTA CXL
Sagliklt | ---------mmmmmm- p<0,001 p=0,102 p=0,967
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p=0,102 p<0,001 | --------------- p=0,158
CXL p=0,967 p<0,001 p=0,158 | -------------

Tablo-12: Gruplarin stromal 6dem skorlari istatistiksel karsilastirilmasi

Saglikl Kontrol RGTA CXL
Saglikli | -----m-mmmmmeee- p<0,001 p=0,039 p=0,646
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p=0,039 p<0,001 | --------------- p=0,309
CXL p=0,646 p<0,001 p=0,309 | -------------

Tablo-13: Gruplarin korneal vaskiilarizasyon skorlart istatistiksel karsilastirilmast

Sagliklt Kontrol RGTA CXL
Saglikli | ==-m-m-mmmmmmmee- p<0,001 p=0,001 p<0,001
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p=0,002
RGTA p=0,001 p<0,001 | ----------mme-- p=0,435
CXL p<0,001 p=0,002 p=0,435 | ---------me--

Tablo-14: Gruplarin l6kositik infiltrasyon skorlar istatistiksel karsilastiriimast

Saglikli Kontrol RGTA CXL
Saglikli | -=-m-m-mmmemmmee- p<0,001 p=0,003 p<0,001
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p=0,003 p<0,001 | ---------mmme-- p=0,777
CXL p<0,001 p<0,001 p=0,777 | ---------m---

7.2.2 immiinhistokimyasal (IHC) incelemeler

Immiinhistokimyasal olarak Kaspaz-3, i-NOS, VEGF ve MMP-9 boyamalari yapildu..
Incelemelerde her grupta en az 5 preparat incelendi. Incelenen her preparatta 5 farkli alan 40X
biiylitmede degerlendirildi. Boyanmalar epitel ve stromada ayr1 ayr1 degerlendirildi ve boyanma

paternleri zayiftan giicliiye dogru su sekilde skorlandi; 0: Boyanma yok, 1: Zayif, 2: Orta, 3:
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Kuvvetli, 4: Cok kuvvetli. Daha sonra veriler IBM SPSS 20.0 programiyla istatistiksel agidan
degerlendirildi.

7.2.2.1 Kaspaz-3

Kaspaz-3 immiinohistokimya (IHC) teknigi uygulanan kornea kesitlerinde saglikli
gruba gore oncelikle kontrol grubunda, ve daha sonra sirasiyla RGTA grubunda ve en son
olarak CXL tedavi grubunda epitelde ve stromada kahverengi boyanmis apoptotik hiicreler
g6zlendi (Sekil-12). Epitel skorlamasina bakildiginda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark oldugu goriildi (p<0,001). Saglikli grup ile CXL grubu arasinda istatistiksel olarak fark
olmamas: dikkat ¢ekiciydi (p=0,804). Kontrol grubuna kiyasla hem CXL hem de RGTA
gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0,001). Stroma skorlamasinda yine tiim gruplar arasinda
istatistiksel a¢idan anlamli fark mevcuttu (p<0,001). Epitel skorlamasinda aralarinda anlamli
fark bulunmayan CXL ve saglikli grup arasinda stromada anlamli fark mevcuttu (p=0,001).
Kontrol grubuna kiyasla hem CXL hem de RGTA gruplari arasinda anlamli fark vardi
(p<0,001).

Tablo-15: Gruplarin Kaspaz-3 boyanma skorlart ortalamasi

Epitel Stroma
Saglikl 0,2+0,4 0+0
Kontrol 3,26+0,63 3,32+0,76
RGTA 1,66+0,95 1,8+0,76
CXL 0,35+0,48 0,67+0,72

Tablo-16: Gruplarin Kaspaz-3 boyanma (Epitel) skorlar istatistiksel karsilastiriimasi

Saglikli Kontrol RGTA CXL
Saglikli | -=--mmmmmmemeee p<0,001 p<0,001 p=0,804
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p<0,001 p<0,001 | --------------- p<0,001
CXL p=0,804 p<0,001 p<0,001 | -------------
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Tablo-17: Gruplarin Kaspaz-3 boyanma (Stroma) skorlart istatistiksel karsilastirilmasi

Saglikli Kontrol RGTA CXL
Saglikli | -=-m-mmmmmmmememee- p<0,001 p<0,001 p=0,001
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p<0,001 p<0,001 | ---------m-mm- p<0,001
CXL p=0,001 p<0,001 p<0,001 | -------------

Sekil-12: Kaspaz-3 immiinhistokimya boyama uygulanan kornea kesitleri gériiliiyor. Saglikl
grup (A), RGTA grubu (B), CXL grubu (C) ve Kontrol grubu (D). Kornealarda epitelde ve
stromada ozellikle yanik grubunda kahverengi pozitif apoptotik hiicreler (ok) goriiliiyiir.
Saglikly grup epitel iizerindeki boyanma artefakt olarak degerlendirildi. (e— epitelyum, s-
stroma). (Olgek ¢ubugu: 50 pum.)

7.2.2.2 Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)
INOS IHC teknigi uygulanan kornea kesitlerinde boya tutulumu epitel ve stromada
degerlendirildi (Sekil-13). Epitel skorlamasina bakildiginda kontrol grubu ve saglikli grup
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arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik mevcuttu (p=0,042). Diger karsilagtirmalarda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05). INOS degerlendirmesinde asil farkliliklar

stroma diizeyinde izlendi. Stromada tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

oldugu goriildii (p<0,001).

Tablo-18: Gruplarin i-NOS boyanma skorlart ortalamasi

Epitel Stroma
Saglikli 0+0 0+0
Kontrol 0,2+0,4 3,2+0,72
RGTA 0,4+0,2 2,48+0,58
CXL 0,75+0,26 0,7+0,68

Tablo-19: Gruplarin i-NOS boyanma (Epitel) skorlar istatistiksel karsilastiriimasi

Saglikl Kontrol RGTA CXL
Saglikli | -----m-mmmmmmee- p=0,042 p=0,952 p=0,681
Kontrol p=0,042 | --------------- p=0,146 p=0,253
RGTA p=0,952 p=0,146 | --------------- p=0,954
CXL p=0,681 p=0,253 p=0,954 | -------------

Tablo-20: Gruplarin 1-NOS boyanma (Stroma) skorlar istatistiksel karsilastirilmast

Saglikl Kontrol RGTA CXL
Saglikli | -=-=--mmmmmemm p<0,001 p<0,001 p<0,001
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p<0,001 p<0,001 | --------------- p<0,001
CXL p<0,001 p<0,001 p<0,001 | -------------
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Sekil-13: INOS immiinhistokimya boyama uygulanan kornea kesitleri goriiliivor. Saghkli grup
(A), RGTA grubu (B), CXL grubu (C) ve Kontrol grubu (D). Kornealarda iNOS, stromada daha
fazla olmak iizere keratositlerde ve polimorfoniikleer lokositlerde, enflamatuar hiicrelerde
kahverengi pozitif boyanma gériiliiyor. Saglikli grup epitel iizerindeki boyanma artefakt olarak
degerlendirildi. (e— epitelyum, s-stroma). (Olcek ¢ubugu: 50 pm.)

7.2.2.3 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF IHC teknigi uygulanan kornea kesitlerinde boya tutulumu epitel ve stromada
degerlendirildi (Sekil-14). Epitel skorlamasina bakildiginda CXL ve saglikli grup arasinda
istatistiksel agidan fark olmadigr gorildi (p=0,633). Diger gruplarin birbiri iginde
karsilastirilmasi ise istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Stroma diizeyinde ise CXL ve
RGTA gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,069), yine diger gruplarin

birbiriyle karsilastirilmasi ise istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).
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Tablo-21: Gruplarin VEGF boyanma skorlart ortalamast

Epitel Stroma
Saglikli 0,12+0,33 0,4+0,2
Kontrol 2+1,14 3,03+0,76
RGTA 0,88+0,78 1,44+0,96
CXL 0,35+0,53 0,97+0,76

Tablo-22: Gruplarin VEGF boyanma (Epitel) skorlar: istatistiksel karsilastirilmasi

Saglikli Kontrol RGTA CXL
Saglikli | ------mmmmemme p<0,001 p=0,003 p=0,633
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p=0,003 p<0,001 | --------------- p=0,035
CXL p=0,633 p<0,001 p=0,035 | -------------

Tablo-23: Gruplarin VEGF boyanma (Stroma) skorlari istatistiksel karsilastiriimasi

Saglikl Kontrol RGTA CXL
Saghikli | -=----m-mmmmmmm- p<0,001 p<0,001 p<0,001
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p<0,001 p<0,001 | --------------- p=0,069
CXL p<0,001 p<0,001 p=0,069 | -------------
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Sekil-14: VEGF immunhistokimya boyama uygulanan kornea kesitleri goriiliivor. Saglikli grup
(A), RGTA grubu (B), CXL grubu (C) ve Kontrol grubu (D). Kornealarda kahverengi pozitif
boyanma stromada ozellikle kontrol grubunda dikkati ¢ekiyor. Kontrol grubunda stromal
vaskiilarizasyon (ok) igerisinde eritrositler goriiliiyor. Saglikli grup epitel tizerindeki boyanma

artefakt olarak degerlendirildi. (e— epitelyum, s-stroma). (Olcek cubugu: 50 um.)

7.2.2.4 Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9)

MMP-9 IHC teknigi uygulanan kornea kesitlerinde boya tutulumu epitel ve stromada
degerlendirildi (Sekil-15). Epitel skorlamasina bakildiginda CXL ve saglikli grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,128). Gruplar arasinda yapilan diger karsilagtirmalar
ise istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Stroma skorlamasia bakildiginda ise CXL ve
RGTA grubu arasinda anlamli fark yoktu (p=0,999). Gruplar arasinda yapilan diger

karsilastirmalar ise istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0,05).
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Tablo-24: Gruplarin MMP-9 boyanma skorlart ortalamast

Epitel Stroma
Saglikli 0,24+0,43 0+0
Kontrol 3,12+0,64 2,45+1,03
RGTA 1,4+0,93 1,4+0,89
CXL 0,62+0,62 1,37+1

Tablo-25: Gruplarin MMP-9 boyanma (Epitel) skorlar: istatistiksel karsilastirilmasi

Saglikli Kontrol RGTA CXL
Saglikli | ------mmmmemme p<0,001 p<0,001 p=0,128
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p<0,001 p<0,001 | --------------- p<0,001
CXL p=0,128 p<0,001 p<0,001 | -------------

Tablo-26: Gruplarin MMP-9 boyanma (Stroma) skorlar: istatistiksel karsilastiriimast

Saglikli Kontrol RGTA CXL
Saglikli | -=-m-mmmmmmmememee- p<0,001 p<0,001 p<0,001
Kontrol p<0,001 | --------------- p<0,001 p<0,001
RGTA p<0,001 p<0,001 | ------------e-- p=0,999
CXL p<0,001 p<0,001 p=0,999 | --------ome--
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Sekil-15: MMP-9 immunhistokimya boyama wuygulanan kornea kesitleri goriiliiyor. Saglikl
grup (A), RGTA grubu (B), CXL grubu (C) ve Kontrol grubu (D). Kornealarda epitelde ozellikle

kontrol grubunda kahverengi pozitif boyanma goriiliiyor. Saghkli grup epitel iizerindeki

boyanma artefakt olarak degerlendirildi. (e— epitelyum, s-stroma). (Olgek cubugu: 50 um.)
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8. TARTISMA
8.1 Klinik Bulgular

CXL tedavisi keratokonus gibi korneal ektazilerin tedavisinde giiniimiizde rutin olarak
uygulanmaktadir. Ayn1 zamanda son yillarda CXL tedavisinin korneal kollajenin MMP gibi
enzimler yoluyla enizmatik sindirilmesine karsi direnci arttirdigini gosteren ¢alismalar
yayinlanmustir.®®%%®! Bu gelismeler 1s18inda cesitli korneal iilserlerin tedavisinde denenen
CXL’in basarili bulundugu ¢alismalar mevcuttur.®> 1% Bizim ¢alismamizda CXL sonras1 1
denekte korneal perforasyon gelismis, 1 denckte ise orta dereceli iilserasyon gelistigi
goriilmiistlir. Perforasyon gelisen denekte bu durumun keratite sekonder olarak gelismis
olabilecegi diistliniildii. Literatiirde de CXL tedavisi sonrasi keratit ve iilserasyon gelisen olgular
mevcuttur, 1111311511816 - Calismamizin kontrol grubundan 1 denekte de orta dereceli
iilserasyon gelistigi gorlildii. Bunlara karsin RGTA grubundaki 8 denekten higbirinde
iilserasyon gelismedigi goriildii. Cesitli kornea iilserlerinde RGTA ile yapilan ¢alismalarda da
RGTA nin iilserlerde iyilesme sagladig1 griilmiistiir.1>*%” Bu baglamda ¢alismamizin sonuglar
da yapilan diger calismalarla ayni dogrultudadir ve RGTA’ ’nin {ilserasyon iizerine olumlu

etkileri oldugu ve bu konuda CXL tedavisinden daha basarili oldugu gézlemlenmistir.

Epitel defektlerine bakildiginda ilk vizitte gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli
farklilik yoktu (Tablo-7). 2,3 ve 4. Vizitlerde ise istatistiksel agidan anlamli farklilik mevcuttu
ve bu farkin ana nedeni kontrol grubunun epitel defektlerinin RGTA ve CXL gruplarina gére
anlamli derecede daha biiyiikk olmasindan kaynaklaniyordu. RGTA ve CXL gruplari kendi
aralarinda kiyaslandiginda ise istatistiksel agidan anlamli farklilik yoktu. Gruplar arasinda son
vizitler goz oniinde bulunduruldugunda en iyi epitelyal iyilesmeyi gosteren RGTA grubu idi.
Yanik sonrasi 1. Haftada (2.vizit) en hizli epitelyal iyilesme gézlenen grup ise CXL grubu idi.
CXL grubu 1. Haftadaki hizli iyilesmenin ardindan nispeten sabit bir seyir gostermis, buna
karsin RGTA grubunda iyilesme daha hizli devam etmistir. Subas1 ve arkadaslarinin yapmis
oldugu c¢alismada korneal alkali yanik sonrasi CXL tedavisi; kontrol ve amniyon zar
transplantasyonu gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli bir sekilde daha iyi iyilesme
gdstermistir.™® Yine alkali yamk ile yapilan bir calijmada CXL ve kontrol grubu
karsilagtirtlmis, CXL grubunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
daha iyi epitelyal iyilesme gosterdigi goriilmiistiir.’®® RGTA ile yapilan caligmalar da
gostermistir ki korneal epitel defektleri ve tedaviye direncli epitel defektlerinde RGTA etkili ve

non invaziv bir tedavi yontemidir.’***! Yaptigimiz calismada da hem CXL hem de RGTA
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epitel defekti {izerine etkili bulunmus olup aralarinda istatistiksel agidan fark olmasa da RGTA

grubunda bir miktar daha iyi bir iyilesme gézlemlenmistir.

Kornea neovaskiilarizasyonu ve opaklasma siddetli alkali yanik travmasi sonrasi

163,164 gelisen

korliigiin en sik nedenidir.®? Topikal steroidlerin rutin kullanimmna ragmen
inflamatuar yanit; 6dem, lipid birikimi ve korneal skar olusumuna yol agabilir. Bir ¢aligma,
travmadan hemen sonra neovaskiilarizasyonun basladigmi gostermistir.’%®  Vaskiiler
endotelyumun proliferasyonu, inflamasyondan 24 saat sonra baslar.'®® Neovaskiilarizasyon,
perikorneal pleksustan kapillerlerden ve veniillerden gelen yeni damarlarin filizlenmesi ile
olusur.’®” Daha sonra ekstraseliiler matriks bilesenlerinin yeniden organizasyonu sirasinda,
hyaluronik asit limbal bolgede birikir. Polimorfoniikleer graniilositler bolgeye gelir ve daha
fazla inflamasyonu tetikler. Sadece 16kositlerin degil, ayn1 zamanda korneal epitelyal, stromal
ve endotelyal hiicrelerin VEGF’in énemli kaynaklari oldugu gosterilmistir.®® Korneanin

inflamatuar neovaskiilarizasyonunda VEGF’in gerekli oldugu bilinmektedir,6%17

CXL tedavisinin korneal neovaskiilarizasyonu azalttigin1 gosteren calismalar
meveuttur.®®*1t Bunun, CXL’in inflamasyonu ve MMP aktivitesini azaltic1 etkisinden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

RGTA tedavisiyle ilgili yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir.'?2123

Inflamasyonu azaltip re-epitelizasyonu hizlandirdigi ve VEGF ekspresyonunu azalttig

gosterilmistir.1?3

Caligmamizin klinik sonuglarina bakildiginda gruplar arasinda tiim vizitlerde korneal
vaskiilarizasyon agisindan istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (Tablo-9). 4. Vizit sonunda
CXL ve RGTA gruplart birbirine yakin derecelerde vaskiilarize oldugu goriilmiis olup
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,843). 1. Haftadaki epitel defekti yiizdelik
Olgtimlerine bakildiginda kontrol grubunun CXL grubunun 2 katindan daha biiylik oldugu,
RGTA grubunun ise 2 kat1 kadar oldugu goriilmektedir. Son vizitteki epitel defekti yiizdelik
Olctimlerine bakildiginda da kontrol grubu, RGTA grubunun 2 katindan daha biiylik, CXL
grubunun ise hemen hemen 2 kati kadardi. Bu sonuglar gostermektedir ki CXL ve RGTA
tedavileri sonras1 erken donemde neovaskiilarizasyon anlamli derecede baskilanmaktadir ve

neovaskiilarizasyon ile epitel defekti arasinda dogru orantil1 bir korelasyon mevcuttur.

Alkali yanik sonrasi goriilen korneal opasifikasyon, uzun donemli tedavi
hedeflerindendir. Korneal opasite ve neovaskiilarizasyon, alkali yanik sonrasi gorme

keskinligini uzun dénemde etkileyen ana komplikasyonlardir. Giiniimiizde erken donemde
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etkin bir tedavisi bulunmasa da bu konuda ¢alismalar siirmektedir. Colombo-Barboza ve
arkadaslar1 yaptig1 calismada CXL tedavisinin alkali yanigin 15. Giiniinde kontrol grubuna gore
anlamli bir farki olmadigini, ancak 30. Giliniinde CXL grubunda kontrol grubuna gore anlamli
bir sekilde opasifikasyonun azaldigimi gostermistir.*>® Subasi ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise
alkali yanik sonras1 7,14 ve 18. Glinlerde CXL ve kontrol grubu arasinda korneal opasitede
anlamli bir fark saptanmamustir.’>* Calismamizda da CXL ve RGTA gruplari ile kontrol grubu
arasinda tlim vizitlerde opasite agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo-8). 4.
Vizit sonunda RGTA grubu opasifikasyonu diger gruplara gore bir miktar daha kiiciiktii.
Calismamiz ve yapilan diger calismalar gostermektedir ki alkali yanik sonrasi korneal opasite

tedavisi i¢in uzun donem tedavi sonuglarina ihtiyag¢ vardir.

8.2 Histopatolojik Bulgular

CXL ve RGTA tedavisi ile yapilan farkli ¢aligmalarda goriilmiistiir ki her iki tedavi de
kornea epiteli iyilesmesini tesvik etmektedir.}?*1%* Calismamizda H&E ve MT boyama yapilan
histolojik kesitlerde klinik sonuglara paralel sekilde CXL ve RGTA gruplarinda kontrol
grubuna gore epitelin daha saglam oldugu, splittingin daha az oldugu, stromada kollajen
diziliminin daha fazla korunmus oldugu ve vakuolizasyonlarin daha az oldugu goriilmiistiir.
RGTA ve CXL gruplart arasinda epitel kaybi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktu. Bu gruplarin saglikli grup ile karsilastirildiginda epitel kaybi agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmamasi dikkat c¢ekiciydi.

Stromal 6dem degerlendirilmesinde yine her iki tedavi grubu kontrol grubuna goére daha
az 6demliydi ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi. RGTA ve CXL gruplari arasinda stromal
odem agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu fakat CXL grubunun skorlamasi daha

iyiydi ve saglikli grup ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamas: dikkat ¢ekiciydi.

PMNL infiltrasyonu, alkali yanik sonras1 gézlenen olagan bir cevaptir. Bu hiicreler
inflamasyonda ¢ok onemli bir rol oynarlar. Urettikleri kollajenaz yoluyla korneanin
incelmesine ve iilserasyona neden olurlar.®1"> Bu sebeple PMNL infiltrasyonunun
engellenmesi, korneal alkali yanik sonras1 komplikasyonlarin azaltilmasinda biiyiik 6nem arz
eder. CXL tedavisinin proteolitik enzimleri direkt inaktiflestirerek ve Ilokositleri hasara
ugratarak bu enzimlerin salinimimin engellenmesi yoluyla etki ettigi gosterilmistir.}’> RGTA ile
yapilan klinik c¢aligmalarda viicuttaki farkli dokularda 16kosit infiltrasyonunu azalttig

gosterilmistir.}"41" Calismamizda histolojik kesitlerde 16kositik infiltrasyon siniflamasina gore
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RGTA ve CXL gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az

16kosit infiltrasyonu oldugu goriildii.

Matriks metalloproteinazlar (MMP), laminin, fibronektin ve kollajen gibi hiicre dis
matriks proteinlerini bozan hiicre dis1 bir endoproteinaz ailesidir.}’® MMP'ler, kanser, artrit,
anjiyogenez ve yara iyilesmesi dahil olmak {izere bir takim patolojik siireclerin yani sira
ekstraselliiler matriks yikiminin énemli bir adim oldugu normal gelisim, lireme ve doku yeniden
sekillenmesinde hayati bir rol oynamaktadir.}”"~18 MMP-9 jelatinaz/tip-4 kollajenaz grubunun
bir liyesidir. MMP’ler arasinda, MMP-9' un kornea epitelyal bariyer islevini koruyan epitelyal
bazal membran bilesenleri ve siki baglanti proteinlerinin  (ZO-1 ve okludin gibi)
parcalanmasinda merkezi bir 5Sneme sahip oldugu bulunmustur.t-18 MMP-9 normal saglikli
gdzlerde kornea epitelinden az miktarda salinir.*8 Okiiler yiizey hasarmin ardindan MMP-9
salinimi artar. 481818 Caligmamizda elde ettigimiz sonuglar gosteriyorki hem CXL hem de
RGTA tedavisi kornea epiteli ve stromasindan MMP-9 ekspresyonunu anlamli Slgiide
baskilamaktadir. CXL grubunun epitelyal MMP-9 ekspresyonunu ¢ok daha basarili sekilde
engelledigi goriilmiistiir. Kornea epitel iyilesmesinde MMP-9 ekspresyonunun baskilanmasinin

onemli bir faktor olabilecegi diistinlilmiistiir.

Korneal alkali yamigm keratosit apopitozunu arttirdign bilinmektedir.’®” CXL
tedavisinin keratositlerde apopitozu arttirdigini gdsteren yayinlar mevcuttur.?8-1% Ancak bu
caligmalarda kornealar 24 saat gibi erken donemlerde incelenmis, yiliksek dozda UVA
kullanilmis ve CXL i¢in giivenilir UV A araligi test edilmistir. Bir diger ¢alismada korneal alkali
yanik sonras1 21. Giinde CXL uygulanan grupta apopitoz anlamh 6l¢iide azalmistir.™>* Topikal
uygulanan RGTA tedavisinin PRK sonrasi korneal iilser modelinde apoptozisi azalttigi
gosterilmistir.’* Calismamizda hiicre apopitozunu belirlemek i¢in Kaspaz-3 immiinhistokimya
boyasi kullanilmistir. Bunun sonucunda hem CXL hem de RGTA tedavisinin hiicre
apopitozunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde baskiladigi goriilmiistiir. Bu iki tedavi

grubunun birbiri i¢indeki kiyaslamasinda ise CXL grubunun daha basarili oldugu goriilmiistiir.

Korneal vaskiilarizasyon inflamasyon ve epitel defektine sekonder olarak
gelismektedir. Korneanin inflamatuar neovaskiilarizasyonunda VEGF’in gerekli oldugu
bilinmektedir.1%®17° Cejkova ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma RGTA tedavisinin VEGF
saliimim baskiladigii ortaya koymustur.'?® Calisgmamizda da CXL ve RGTA tedavilerinin
VEGF salinimini anlamli derecede baskiladigi, CXL tedavisinin RGTA tedavisine gore bu
konuda da daha basarili oldugu gosterilmistir.
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Nitrik oksit (NO) atmosferde kiigiik miktarlarda bulunan basit bir gaz molekiiliidiir.
Nitrik oksit sentaz (NOS) yardimiyla sentezlenir. NOS'un ii¢ ayr1 formu tanimlanmistir: sinir
sisteminde iki yapisal izoform [nNOS (NOS-1) ve endotelyal hiicrelerde eNOS (NOS-3)] ve
sitokinler veya endotoksinler tarafindan transkripsiyonel aktivasyonun ardindan farkli
hiicrelerde eksprese edilen iNOS indiiklenebilir izoform (NOS-2).1921%% Okiiler dokularda NO,
farkli durumlarla iliskilidir.!** Korneal inflamatuar hastaliklarda, in vivo olarak yiiksek NO
seviyeleri goriiliir.!® Calismamizda NOS izoformlarmdan iNOS immiinhistokimya boyamasi
yapilarak CXL ve RGTA tedavilerinin iNOS iizerindeki etkisi incelenmistir. Her iki tedavi
yontemi de epitelyal iNOS salinimi iizerinde anlamli bir etki yapmamakla birlikte stromal
(keratosit ve PMNL hiicrelerinden) iNOS salinimini anlamli derecede azaltmistir. CXL tedavisi
uygulanan deneklerde RGTA grubuna gore daha iyi sonuglar alindigi goriilmistiir. Cejkova ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada da RGTA tedavisinin iNOS saliniminm1 baskiladigi

gosterilmis, 6 haftalik tedavi ile baskilanmanin daha belirgin oldugu gosterilmistir.'?®
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9. SONUCLAR

Korneal alkali yaniklar, okiiler travmalar arasinda tedavisi en zor olanlardan biridir.
Giliniimlizde farkli tedaviler, alkali yaniklara bagli olusan komplikasyonlarin sagaltiminda

denenmektedir.

Calismamiz verilerine goére RGTA korneal iilser olusumunu etkili bicimde
engellemistir. CXL tedavisi ise korneal odemi belirgin derecede azaltmis ancak iilser
olusumunu RGTA tedavisi kadar engelleyememistir. Epitel iyilesmesinde her iki tedavi de
oldukga etkili bulunmus olup bu, histolojik preperatlarda da gosterilmistir. Alkali yanik sonrasi
gorme kaybinin 6nemli sebeplerinden olan korneal vaskiilarizasyonun engellenmesinde her iki
tedavi de gerek klinik olarak gerekse histopatolojik incelemelerde etkili oldugu gosterilmistir.
Bir diger morbidite sebebi olan korneal opasitenin tedavisinde ise her iki tedavinin de belirgin
bir iyilesme saglamadigi goriilmiis olup, RGTA tedavisinin 6 hafta kullanildig1 ¢alismada 3
haftalik sonuglara gore daha olumlu etkiler goriilmesi sebebiyle!?®, RGTA tedavisinin daha

uzun siire kullaniminin opasiteyi azaltabilecegi diisiintilmiistir.

Yapmis oldugumuz histopatolojik incelemeler gostermistir ki CXL ve RGTA tedavileri
alkali yanik sonrasi inflamasyonun azaltilmasinda da oldukca etkilidir. Her iki tedavi de hem
PMNL gogiinii azaltmis, hemde bu hiicrelerden salinan inflamatuar bir gosterge olan iNOS

salinimini baskilamustir.

Bu bulgularimiza gore korneal alkali yanik sonrasi uygulanacak CXL ve ardindan
uygulanacak giinasirt RGTA tedavisinin morbiditeyi Onemli oOlgiide azaltabilecegini
distinmekteyiz. CXL tedavisinin alkali yanik sonrasi en ideal olarak kacinci saatte/giinde
uygulanmas1 gerektigi ve RGTA tedavi siiresi ile ilgili ileri ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir. Elde
ettigimiz verilere gore alkali yanik sonras1 24. Saatte uygulanacak CXL tedavisi ve 24. Saate
baglamak iizere gilinasir1 1 damla seklinde 3 hafta uygulanacak RGTA tedavisi klinik ve
histopatolojik parametrelerde dnemli 6lgiide iyilesmeler saglamaktadir. iki tedavinin kombine

uygulanmasinin tedavi etkinligini arttirabilecegini diisiinmekteyiz.
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10. OZET

Amacg: Korneal alkali yaniklarda CXL ve RGTA tedavilerinin inflamasyon,
neovaskiilarizasyon ve iilserasyon mekanizmalar1 tizerine etkilerini klinik ve histopatolojik

olarak incelemek.

Gere¢ ve Yontem: 24 adet Yeni Zelanda irki disi tavsanin sag goz santral kornealarina
IN NaOH emdirilmis 8 mm c¢apli Whatman filtre kagitlar1 1 dk siire ile uygulanarak alkali
yanik modeli olusturuldu. Model ardindan denekler Kontrol grubu, RGTA grubu ,CXL grubu
olarak sekizerli ii¢ gruba ayrildi. Rastgele secilmis 8 denegin saglam kornealar1 da saglikli grup
olarak degerlendirmeye alindi. Tiim deneklerin 0,7,14 ve 21. Giin epitelyal iyilesme,
opasifikasyon , lilserasyon ve neovaskiilarizasyon degerlendirilmesi amaciyla 6n segment optik
koherans tomografi ve on segment kornea fotograflar1 ¢ekildi. 21. Giin son vizit sonrasi
denekler sakrifiye edilerek kornealar1 limbus sinirindan alindi. Alinan kornealar histolojik ve

immiinohistokimyasal incelemeler i¢in histoloji laboratuvarina génderildi.

Bulgular: RGTA grubunda hi¢bir denekte iilserasyon gelismezken CXL grubunda ve
kontrol grubunda birer denekte orta seviyeli iilserasyon, CXL grubunda bir denekte ise
desmatosel gelisti. Son vizitte kornea kalinliklar1 fark: istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0.058). Epitelyal iyilesme acisindan her iki tedavi grubu da etkili bulunmustu ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (p=0.023). Korneal opasite a¢isindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0.544). Korneal vaskiilarizasyon
acisindan her iki tedavi de etkili bulunmus olup gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p=0.03). Histolojik incelemede; Epitel kaybi, stromal o6dem, korneal
vaskiilarizasyon ve l6kositik infiltrasyon agisindan kontrol grubu ile RGTA ve CXL gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (p<0.05). Immiinhistokimya incelemelerinde
kaspaz-3, vegf, mmp-9 boyamalarda hem epitel hem stromada tedavi gruplari ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (p<0.05). iNOS immiinhistokimya
boyamasinda ise tedavi gruplar ile kontrol grubu arasinda epitelyal iiretimde istatistiksel olarak
anlamli fark yokken (p>0.05) stromal {iiretimde istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu

(p<0.05).

Sonu¢: Hem CXL hem de RGTA tedavileri korneal alkali yanik sonras1 morbiditenin
azaltilmasinda &nemli derecede etkili bulunmustur. Iki tedavinin kombine uygulanmasiin

tedavi etkinligini arttirabilecegini diisiinmekteyiz. Her iki tedavinin daha etkili olabilmesi i¢in
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CXL uygulamasinin optimal zamanlamasi ve RGTA tedavi siiresinin uzunluguyla ilgili ileri

caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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11. ABSTRACT

Purpose: To investigate clinically and histopathologically examining the effects of
CXL and RGTA treatments on inflammation, neovascularization and ulceration mechanisms in

corneal alkali burns.

Materials and Methods: The right corneas of 24 New Zealand albino rabbits were
anesthetized and alkali burns created with 8-mm filter paper discs (1 N NaOH for 1 minutes).
After the modeling, the animals were divided three equal groups; Control group, RGTA group,
and CXL group. The healthy corneas of 8 randomly selected animals were also considered as
healthy group. Anterior segment optical coherence tomography and anterior segment corneal
photographs were taken to evaluate epithelial healing, opacification, ulceration and
neovascularization of all subjects on days 0, 7, 14 and 21. After the last visit on day 21, the
animals were sacrificed and their corneas were removed from limbus border. The removed
corneas were sent to the histology laboratory for histological and immunohistochemical

examinations.

Results: There was one moderate ulceration in the CXL group and one in the control
group, and a desmatocele in the CXL group, while no ulceration developed in the RGTA group.
The difference in corneal thickness between the groups in the last follow-up was not statistically
significant (p=0.058). Epithelial healing was found to be effective in both treatment groups and
there was a statistically significant difference between the groups (p=0.023). There was no
statistically significant difference between the groups for corneal opacity (p=0.544). Both
treatments were effective for corneal vascularization and the difference between the groups was
statistically significant (p=0.03). On histological examination; There was a statistically
significant difference between control group and treatment groups for epithelial loss, stromal
edema, corneal vascularization and leukocytic infiltration (p<0.05). There was a statistically
significant difference (p<0.05) between the treatment group and the control group for both of
the epithelium and stroma in the immunohistochemistry analyzes of caspase-3, vegf, and MMP-
9 staining. There was a statistically significant difference in stromal production in iINOS
immunohistochemistry staining (p<0.05), although there was no statistically significant

difference in epithelial production between treatment and control groups (p>0.05).

Conclusion: Both CXL and RGTA treatments have been found to be effective at
reducing morbidity of corneal alkali burn. We think that the combined administration of these

methods may increase the effectiveness of treatment. For both treatments to be more effective,
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further studies are needed on the optimal timing of CXL administration and the length of RGTA

treatment duration.

72



12. KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

Tuft, S. J. & Shortt, aJ. Surgical rehabilitation following severe ocular burns. Eye
(Lond). 23, 1966-1971 (2009).

Fish, R. & Davidson, R. S. Management of ocular thermal and chemical injuries,

including amniotic membrane therapy. Curr. Opin. Ophthalmol. 21, 317-321 (2010).

Kuckelkorn, R., Makropoulos, W., Kottek, A. & Reim, M. [Retrospective study of
severe alkali burns of the eyes]. Klin Monbl Augenheilkd 203, 397402 (1993).

McCulley JP. Chemical injuries. In: Smolin G, Thoft RA, editors. Cornea Sci. Found.
Clin. Pract. Bost. Mass Little Brown Co 527-42 (1987).

SPOERL, E., HUHLE, M. & SEILER, T. Induction of Cross-links in Corneal Tissue.
Exp. Eye Res. 66, 97-103 (1998).

Spoerl, E., Mrochen, M., Sliney, D., Trokel, S. & Seiler, T. Safety of UVA-Riboflavin
Cross-Linking of the Cornea. Cornea 26, 385-389 (2007).

Kolli, S. & Aslanides, I. M. Safety and efficacy of collagen crosslinking for the
treatment of keratoconus. Expert Opin. Drug Saf. 9, 949-957 (2010).

Sharma, N., Kaur, M., Agarwal, T., Sangwan, V. S. & Vajpayee, R. B. Treatment of
Acute Ocular Chemical Burns. Surv. Ophthalmol. (2017).
doi:10.1016/j.survophthal.2017.09.005

Karti, O. et al. Effect of 1- and 6-Hour-Delayed Corneal Collagen Cross-Linking on
Corneal Healing in a Rabbit Alkali-Burn Model. Cornea 35, 1644-1649 (2016).

Aifa, A., Gueudry, J., Portmann, A., Delcampe, A. & Muraine, M. Topical treatment
with a new matrix therapy agent (RGTA) for the treatment of corneal neurotrophic
ulcers. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 53, 8181-8185 (2012).

Hughes, L., Lockington, D., Mantry, S. & Ramaesh, K. Novel matrix ReGeneraTing
Agent promotes rapid corneal wound healing. Clinical and Experimental
Ophthalmology 43, 391-392 (2015).

De Monchy, 1. et al. [Management of herpes zoster neurotrophic ulcer using a new
matrix therapy agent (RGTA): A case report]. J. Fr. Ophtalmol. 35, 187.e1-6 (2012).

Chappelet, M.-A., Bernheim, D., Chiquet, C. & Aptel, F. Effect of a New Matrix

73



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Therapy Agent in Persistent Epithelial Defects After Bacterial Keratitis Treated With
Topical Fortified Antibiotics. Cornea 36, 1061-1068 (2017).

Xeroudaki, M., Peebo, B., Germundsson, J., Fagerholm, P. & Lagali, N. RGTA in
corneal wound healing after transepithelial laser ablation in a rabbit model: a
randomized, blinded, placebo-controlled study. Acta Ophthalmol. 94, 685-691 (2016).

CA, P. & RR, P. Intraocular pressure changes after alkali burns. Arch. Ophthalmol. 91,
211-218 (1974).

Wagoner, M. D. Chemical injuries of the eye: Current concepts in pathophysiology and
therapy. Survey of Ophthalmology 41, 275-313 (1997).

Schrage, N. F. et al. Eye burns: An emergency and continuing problem. Burns 26, 689—
699 (2000).

Matsuda, H. & GK, S. Endothelial cells in alkali-burned corneas: Ultrastructural
alterations. Arch. Ophthalmol. 89, 402409 (1973).

Matsuda, H. & GK, S. Epithelium and stroma in alkali-burned corneas. Arch.
Ophthalmol. 89, 396-401 (1973).

GRANT, W. M. Experimental investigation of paracentesis in the treatment of ocular
ammonia burns. AMA. Arch. Ophthalmol. 44, 399-404 (1950).

GRANT, W. M. & KERN, H. L. Action of alkalies on the corneal stroma. AMA. Arch.
Ophthalmol. 54, 931-939 (1955).

Stein, M. R., Naidoff, M. A. & Dawson, C. R. Intraocular pressure response to
experimental alkali burns. Am. J. Ophthalmol. 75, 99-109 (1973).

Paterson, C. A. & Pfister, R. R. Intraocular pressure changes after alkali burns. Arch.
Ophthalmol. (Chicago, Ill. 1960) 91, 211-218 (1974).

Paterson, C. A., Eakins, K. E., Paterson, E., Jenkins lInd, R. M. & Ishikawa, R. The
ocular hypertensive response following experimental acid burns in the rabbit eye.
Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 18, 67—74 (1979).

Chiang, T. S., Moorman, L. R. & Thomas, R. P. Ocular hypertensive response
following acid and alkali burns in rabbits. Invest. Ophthalmol. 10, 270-273 (1971).

Paterson, C. A., Pfister, R. R. & Levinson, R. A. Aqueous humor pH changes after

74



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

experimental alkali burns. Am. J. Ophthalmol. 79, 414-419 (1975).

Levinson, R. a, Paterson, C. a & Pfister, R. R. Ascorbic acid prevents corneal
ulceration and perforation following experimental alkali burns. Invest. Ophthalmol. 15,
986-93 (1976).

Pfister, R. R., Friend, J. & Dohlman, C. H. The anterior segments of rabbits after alkali
burns. Metabolic and histologic alterations. Arch. Ophthalmol. (Chicago, Ill. 1960) 86,
189-193 (1971).

Pfister, R. R. & Paterson, C. A. Additional clinical and morphological observations on
the favorable effect of ascorbate in experimental ocular alkali burns. Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 16, 478-487 (1977).

Pfister, R. R., Paterson, C. A. & Anderson Hayes, S. Topical ascorbate decreases the
incidence of corneal ulceration after experimental alkali burns. Investig. Ophthalmol.
Vis. Sci. 17, 1019-1024 (1978).

Pfister, R., Paterson, C. A., Spiers, J. W. & Hayes, S. A. The efficacy of ascorbate
treatment after severe experimental alkali burns depends upon the route of
administration. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 19, 1526-1529 (1980).

Pfister, R. R., Haddox, J. L., Dodson, R. W. & Deshazo, W. F. Polymorphonuclear
leukocytic inhibition by citrate, other metal chelators, and trifluoperazine. Evidence to
support calcium binding protein involvement. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 25, 955—
970 (1984).

Christmas, R. Management of chemical burns of the canine cornea. Can. Vet. J. 32,
608-612 (1991).

Kaufman, H. E., Barron, B. A., Mcdonalt, M. B. No Title. in The Cornea. 2.ed.
Butterworth-Heine - mann 642-671 (1998).

Arffa. R. C. Grayson’s Diseases of the Cornea. 4. cd. Mosby. St. Louis. 690-707
(1997).

BALLEN, P. H. TREATMENT OF CHEMICAL BURNS OF THE EYE. Eye. Ear.
Nose Throat Mon. 43, 57-61 (1964).

Roper-Hall, M. J. Thermal and chemical burns. Trans. Ophthalmol. Soc. U. K. 85,

75



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

631-653 (1965).
Roswell R., P. Chemical Injuries of the Eye. Ophthalmology 90, 1246-1253 (1983).

Dua, H. S., King, A. J. & Joseph, A. A new classification of ocular surface burns. Br. J.
Ophthalmol. 85, 1379-83 (2001).

Chau,J.P.C.,Lee,D. T.F. & Lo, S. H. S. A Systematic Review of Methods of Eye
Irrigation for Adults and Children with Ocular Chemical Burns. Worldviews on
Evidence-Based Nursing 9, 129-138 (2012).

Gerard, M., Merle, H., Chiambaretta, F., Rigal, D. & Schrage, N. An amphoteric rinse
used in the emergency treatment of a serious ocular burn. Burns 28, 670-673 (2002).

Salzman, M. & O’Malley, R. N. Updates on the Evaluation and Management of
Caustic Exposures. Emergency Medicine Clinics of North America 25, 459-476 (2007).

Spector, J. & Fernandez, W. G. Chemical, Thermal, and Biological Ocular Exposures.
Emergency Medicine Clinics of North America 26, 125-136 (2008).

Kuckelkorn, R., Kottek, A., Schrage, N. & Reim, M. Poor prognosis of severe chemical
and thermal eye burns: the need for adequate emergency care and primary prevention.
Int. Arch. Occup. Environ. Health 67, 281-284 (1995).

Singh, P., Tyagi, M., Kumar, Y., Gupta, K. & Sharma, P. Ocular chemical injuries and
their management. Oman J. Ophthalmol. 6, 83 (2013).

Pfister, R. R., Nicolaro, M. L. & Paterson, C. A. Sodium citrate reduces the incidence
of corneal ulcerations and perforations in extreme alkali-burned eyes - acetylcysteine
and ascorbate have no favorable effect. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 21, 486-490
(1981).

Pfister, R. R., Haddox, J. L. & Lank, K. M. Citrate or ascorbate/citrate treatment of
established corneal ulcers in the alkali-injured rabbit eye. Investig. Ophthalmol. Vis.
Sci. 29, 1110-1115 (1988).

Pfister, R. R. & Paterson, C. A. Ascorbic Acid in the Treatment of Alkali Burns of the
Eye. Ophthalmology 87, 1050-1057 (1980).

Goto, E., Shimmura, S., Shimazaki, J. & Tsubota, K. Treatment of superior limbic

keratoconjunctivitis by application of autologous serum. Cornea 20, 807-10 (2001).

76



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Imanishi, J. et al. Growth factors: Importance in wound healing and maintenance of
transparency of the cornea. Prog. Retin. Eye Res. 19, 113-129 (2000).

Panda, A. et al. Topical Autologous Platelet-Rich Plasma Eyedrops for Acute Corneal
Chemical Injury. Cornea 31, 989-993 (2012).

Poon, A. C. Autologous serum eyedrops for dry eyes and epithelial defects: clinical and
in vitro toxicity studies. Br. J. Ophthalmol. 85, 1188-1197 (2001).

Tananuvat, N. et al. Controlled study of the use of autologous serum in dry eye
patients. Cornea 20, 802-806 (2001).

Tsubota, K. et al. Treatment of dry eye by autologous serum application in Sjogren’s
syndrome. Br. J. Ophthalmol. 83, 390-5 (1999).

Vajpayee, R. B. et al. Evaluation of umbilical cord serum therapy for persistent corneal
epithelial defects. Br. J. Ophthalmol. 87, 1312-1316 (2003).

Lin, A., Patel, N., Yoo, D., DeMartelaere, S. & Bouchard, C. Management of ocular
conditions in the burn unit: thermal and chemical burns and Stevens-Johnson

syndrome/toxic epidermal necrolysis. J. Burn Care Res. 32, 547-60 (2011).

C.L,B., LT.,C.J,Burns, C. L. &Chylack, L. T. J. Thermal burns: The management
of thermal burns of the lids and globes. Ann. Ophthalmol. 11, 1358-1368 (1979).

Kalwerisky, K. et al. Use of the Boston ocular surface prosthesis in the management of
severe periorbital thermal injuries: A case series of 10 patients. Ophthalmology 119,
516-521 (2012).

Ruedemann Jr., A. D. & Jardon, F. Ten years experience with scleral lenses. Trans Am
Ophthalmol Soc 68, 245-276 (1970).

Segal, O. et al. Scleral Contact Lenses May Help Where Other Modalities Fail. Cornea
22, 308-310 (2003).

Rosenthal, P. & Cotter, J. The Boston scleral lens in the management of severe ocular
surface disease. Ophthalmology Clinics of North America 16, 89-93 (2003).

Saud, E. E. et al. Clinical and Histopathological Outcomes of Subconjunctival
Triamcinolone Injection for the Treatment of Acute Ocular Alkali Burn in Rabbits.
Cornea 31, 181-187 (2012).

77



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Beams, R., Linabery, L. & Grayson, M. Effect of Topical Corticosteroids on Corneal
Wound Strength. Am. J. Ophthalmol. 66, 1131-1133 (1968).

Donshik, P. C. et al. Effect of topical corticosteroids on ulceration in alkali-burned
corneas. Arch. Ophthalmol. 96, 2117-2120 (1978).

Davis, A. R., Ali, Q. H., Aclimandos, W. A. & Hunter, P. A. Topical steroid use in the
treatment of ocular alkali burns. Br. J. Ophthalmol. 81, 732-734 (1997).

Reim, M., Bahrke, C., Kuckelkorn, R. & Kuwert, T. Investigation of enzyme activities
in severe burns of the anterior eye segment. Graefe’s Arch. Clin. Exp. Ophthalmol.
231, 308-312 (1993).

Gabler, W. L. & Creamer, H. R. Suppression of human neutrophil functions by

tetracyclines. Journal of periodontal research 26, 52-8 (1991).

Ling, S. et al. Allograft survival enhancement using doxycycline in alkali-burned
mouse corneas. Acta Ophthalmol. 91, (2013).

Ralph, R. a. Tetracyclines and the treatment of corneal stromal ulceration: a review.
Cornea 19, 274-277 (2000).

Seedor, J. A. et al. Systemic tetracycline treatment of alkali-induced corneal ulceration
in rabbits. Arch. Ophthalmol. (Chicago, Ill. 1960) 105, 26871 (1987).

Iseli, H. P., Thiel, M. A., Hafezi, F., Kampmeier, J. & Seiler, T. Ultraviolet
A/Riboflavin Corneal Cross-linking for Infectious Keratitis Associated With Corneal
Melts. Cornea 27, 590-594 (2008).

Wollensak, G., Spoerl, E. & Seiler, T. Riboflavin/ultraviolet-A-induced collagen
crosslinking for the treatment of keratoconus. Am. J. Ophthalmol. 135, 620627
(2003).

Sompuram, S. R., Vani, K., Messana, E. & Bogen, S. A. A Molecular Mechanism of
Formalin Fixation and Antigen Retrieval. Am. J. Clin. Pathol. 121, 190-199 (2004).

Balguid, A. et al. The Role of Collagen Cross-Links in Biomechanical Behavior of
Human Aortic Heart Valve Leaflets—Relevance for Tissue Engineering. Tissue Eng.
13, 1501-1511 (2007).

Foote, C. S. Mechanisms of photosensitized oxidation. There are several different types

78



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

of photosensitized oxidation which may be important in biological systems. Science
162, 963-970 (1968).

Fujimori, E. Cross-linking of collagen CNBr peptides by ozone or UV light. FEBS
Lett. 235, 98-102 (1988).

Spoerl, E., Huhle, M., Kasper, M. & Seiler, T. Increased rigidity of the cornea caused
by intrastromal cross-linking. Ophthalmologe 94, 902-906 (1997).

Sporl, E., Schreiber, J., Hellmund, K., Seiler, T. & Knuschke, P. Studies on the
stabilization of the cornea in rabbits. Ophthalmologe 97, 203-206 (2000).

Ashwin, P. T. & McDonnell, P. J. Collagen cross-linkage: a comprehensive review and
directions for future research. Br. J. Ophthalmol. 94, 965-70 (2010).

Huebschmann, A. G., Regensteiner, J. G., Vlassara, H. & Reusch, J. E. B. Diabetes and
advanced glycoxidation end products. Diabetes Care 29, 1420-1432 (2006).

John, W. G. & Lamb, E. J. The maillard or browning reaction in diabetes. Eye 7, 230—
237 (1993).

Seiler, T., Huhle, S., Spoerl, E. & Kunath, H. Manifest diabetes and keratoconus: a
retrospective case-control study. Graefe’s Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 238, 822-5
(2000).

Kuo, I. C., Broman, A., Pirouzmanesh, A. & Melia, M. Is there an association between
diabetes and keratoconus? Ophthalmology 113, 184-190 (2006).

Elsheikh, A. et al. Assessment of corneal biomechanical properties and their variation
with age. Curr. Eye Res. 32, 11-19 (2007).

Richoz, O., Hammer, A., Tabibian, D., Gatzioufas, Z. & Hafezi, F. The Biomechanical
Effect of Corneal Collagen Cross-Linking (CXL) With Riboflavin and UV-A is
Oxygen Dependent. Transl. Vis. Sci. Technol. 2, 6 (2013).

Krueger, R., Spoerl, E. & Herekar, S. Rapid vs Standard Collagen CXL with
Equivalent Energy Dosing. in Rapid vs Standard Collagen CXL with Equivalent
Energy Dosing (2007).

Abad, J. C. & Panesso, J. L. Corneal collagen cross-linking induced by UVA and
riboflavin (CXL). Tech. Ophthalmol. 6, 8-12 (2008).

79



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Chan, C. C. K., Sharma, M. & Wachler, B. S. B. Effect of inferior-segment Intacs with
and without C3-R on keratoconus. J. Cataract Refract. Surg. 33, 75-80 (2007).

Caporossi, A., Baiocchi, S., Mazzotta, C., Traversi, C. & Caporossi, T. Parasurgical
therapy for keratoconus by riboflavin-ultraviolet type A rays induced cross-linking of
corneal collagen. Preliminary refractive results in an Italian study. J. Cataract Refract.
Surg. 32, 837-845 (2006).

Alid, J. L., Abbouda, A., Valle, D. D., del Castillo, J. M. B. & Fernandez, J. A. G.
Corneal cross linking and infectious keratitis: a systematic review with a meta-analysis
of reported cases. J. Ophthalmic Inflamm. Infect. 3, 47 (2013).

Salgado, J. P., Khoramnia, R., Lohmann, C. P. & Winkler Von Mohrenfels, C. Corneal
collagen crosslinking in post-LASIK keratectasia. Br. J. Ophthalmol. 95, 493-497
(2011).

Tong, J. Y. et al. Corneal Collagen Crosslinking for Post-LASIK Ectasia: An
Australian Study. Asia-Pacific J. Ophthalmol. 6, 228-232 (2017).

Li, G, Fan, Z.-J. & Peng, X.-J. Corneal collagen crosslinking for corneal ectasia of
post-LASIK: one-year results. Int. J. Ophthalmol. 5, 190-5 (2012).

Kremer, I., Aizenman, I., Lichter, H., Shayer, S. & Levinger, S. Simultaneous
wavefront-guided photorefractive keratectomy and corneal collagen crosslinking after
intrastromal corneal ring segment implantation for keratoconus. J. Cataract Refract.
Surg. 38, 1802-1807 (2012).

Ghanem, R. C., Santhiago, M. R., Berti, T. B., Thomaz, S. & Netto, M. V. Collagen
crosslinking with riboflavin and ultraviolet-A in eyes with pseudophakic bullous
keratopathy. J. Cataract Refract. Surg. 36, 273-276 (2010).

Iseli, H. P., Thiel, M. A., Hafezi, F., Kampmeier, J. & Seiler, T. Ultraviolet a/riboflavin
corneal cross-linking for infectious keratitis associated with corneal melts. Cornea 27,
590-594 (2008).

Caporossi, A., Mazzotta, C., Baiocchi, S. & Caporossi, T. Long-term Results of
Riboflavin Ultraviolet A Corneal Collagen Cross-linking for Keratoconus in Italy: The
Siena Eye Cross Study. Am. J. Ophthalmol. 149, 585-593 (2010).

Asri, D. et al. Corneal collagen crosslinking in progressive keratoconus: Multicenter

80



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

results from the French National Reference Center for Keratoconus. J. Cataract
Refract. Surg. 37, 2137-2143 (2011).

Raiskup, F., Theuring, A., Pillunat, L. E. & Spoerl, E. Corneal collagen crosslinking
with riboflavin and ultraviolet-A light in progressive keratoconus: Ten-year results. J.
Cataract Refract. Surg. 41, 41-46 (2015).

O’Brart, D. P. S. et al. Corneal Cross-linking to Halt the Progression of Keratoconus
and Corneal Ectasia: Seven-Year Follow-up. Am. J. Ophthalmol. 160, 1154-1163
(2015).

Wittig-Silva, C. et al. A randomized, controlled trial of corneal collagen cross-linking

in progressive keratoconus: Three-year results. Ophthalmology 121, 812-821 (2014).

Vinciguerra, P., Alb¢, E., Trazza, S., Seiler, T. & Epstein, D. Intraoperative and
postoperative effects of corneal collagen cross-linking on progressive keratoconus.
Arch. Ophthalmol. 127, 1258-1265 (2009).

Coskunseven, E., Jankov, M. R. & Hafezi, F. Contralateral Eye Study of Corneal
Collagen Cross-Linking with Riboflavin and UVA Irradiation in Patients with
Keratoconus. J. Refract. Surg. 25, 371-376 (2009).

Kanellopoulos, A. J. & Binder, P. S. Collagen cross-linking (CCL) with sequential
topography-guided PRK: A temporizing alternative for keratoconus to penetrating
keratoplasty. Cornea 26, 891-895 (2007).

Hafezi, F., Kanellopoulos, J., Wiltfang, R. & Seiler, T. Corneal collagen crosslinking
with riboflavin and ultraviolet A to treat induced keratectasia after laser in situ
keratomileusis. J. Cataract Refract. Surg. 33, 2035-2040 (2007).

Ehlers, N. & Hjortdal, J. Riboflavin-ultraviolet light induced cross-linking in
endothelial decompensation. Acta Ophthalmol. 86, 549-551 (2008).

Wollensak, G., Aurich, H., Wirbelauer, C. & Pham, D. T. Potential use of
riboflavin/UVA cross-linking in bullous keratopathy. Ophthalmic Res. 41, 114-117
(2009).

Krueger, R. R., Ramos-Esteban, J. C. & Kanellopoulos, aJ. Staged intrastromal
delivery of riboflavin with UVA cross-linking in advanced bullous keratopathy:
laboratory investigation and first clinical case. J. Refract. Surg. 24, S730-S736 (2008).

81



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Corbin, F. Pathogen inactivation of blood components: Current status and introduction
of an approach using riboflavin as a photosensitizer. Int. J. Hematol. 76, 253-257
(2002).

Martins, S. A. R. et al. Antimicrobial efficacy of riboflavin/UVA combination (365
nm) in vitro for bacterial and fungal isolates: A potential new treatment for infectious
keratitis. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 49, 3402-3408 (2008).

Sharma, N., Maharana, P., Singh, G. & Titiyal, J. S. Pseudomonas keratitis after
collagen crosslinking for keratoconus: Case report and review of literature. J. Cataract
Refract. Surg. 36, 517-520 (2010).

Pollhammer, M. & Cursiefen, C. Bacterial keratitis early after corneal crosslinking with
riboflavin and ultraviolet-A. J. Cataract Refract. Surg. 35, 588-589 (2009).

Pérez-Santonja, J. J., Artola, A., Javaloy, J., Alio, J. L. & Abad, J. L. Microbial
keratitis after corneal collagen crosslinking. J. Cataract Refract. Surg. 35, 1138-1140
(2009).

Zamora, K. V. & Males, J. J. Polymicrobial keratitis after a collagen cross-linking
procedure with postoperative use of a contact lens. Cornea 28, 474476 (2009).

Rama, P., Di Matteo, F., Matuska, S., Paganoni, G. & Spinelli, A. Acanthamoeba
keratitis with perforation after corneal crosslinking and bandage contact lens use. J.
Cataract Refract. Surg. 35, 788-791 (2009).

Kymionis, G. D. et al. Herpetic keratitis with iritis after corneal crosslinking with
riboflavin and ultraviolet A for keratoconus. J. Cataract Refract. Surg. 33, 1982-1984
(2007).

Raiskup, F., Hoyer, A. & Spoerl, E. Permanent Corneal Haze After Riboflavin-UVA-
Induced Cross-Linking in Keratoconus. J. Refract. Surg. 25, S824-S828 (2009).

Koppen, C., Vryghem, J. C., Gobin, L. & Tassignon, M.-J. Keratitis and Corneal
Scarring After UVA/Riboflavin Cross-Linking for Keratoconus. J. Refract. Surg. 25,
S819-S823 (2009).

Wollensak, G., Spoerl, E., Wilsch, M. & Seiler, T. Endothelial cell damage after
riboflavin-ultraviolet-A treatment in the rabbit. J. Cataract Refract. Surg. 29, 1786—
1790 (2003).

82



120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

Angunawela, R. 1., Arnalich-Montiel, F. & Allan, B. D. S. Peripheral sterile corneal
infiltrates and melting after collagen crosslinking for keratoconus. Journal of Cataract
and Refractive Surgery 35, 606-607 (2009).

Brignole, F. et al. Effects of RGTA OTR4131 on Ocular Surface: in vivo Evaluation on
a Rabbit Corneal Wound Healing Model and in vitro Toxicological Studies . Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 46, 2166 (2005).

Brignole-Baudouin, F., Warnet, J. M., Barritault, D. & Baudouin, C. RGTA-based
matrix therapy in severe experimental corneal lesions: Safety and efficacy studies. J.
Fr. Ophtalmol. 36, 740747 (2013).

Cejkova, J., Olmiere, C., Cejka, C., Trosan, P. & Holan, V. The healing of alkali-
injured cornea is stimulated by a novel matrix regenerating agent (RGTA,
CACICOL20) - A biopolymer mimicking heparan sulfates reducing proteolytic,
oxidative and nitrosative damage. Histol. Histopathol. 29, 457-478 (2014).

Chebbi, C. K. et al. [Pilot study of a new matrix therapy agent (RGTA OTR4120) in
treatment-resistant corneal ulcers and corneal dystrophy]. J. Fr. Ophtalmol. 31, 465-71
(2008).

Mateo, A. et al. Treatment of Acanthamoeba neurotrophic corneal ulcer with topical

matrix therapy. J. Ophthalmic Inflamm. Infect. 5, (2015).

Pison, A., Feumi, C. & Bourges, J.-L. [Healing of a resistant neurotrophic corneal ulcer
using a new matrix therapy agent]. Journal francais d’ophtalmologie 37, €101-4
(2014).

Kymionis, G. D. et al. Effect of the Regenerative Agent Poly(Carboxymethylglucose
Sulfate) on Corneal Wound Healing after Corneal Cross-Linking for Keratoconus.
Cornea 34, 928-931 (2015).

Aslanides, I. M., Selimis, V. D., Bessis, N. V. & Georgoudis, P. N. A pharmacological
modification of pain and epithelial healing in contemporary transepithelial all-surface
laser ablation (ASLA). Clin. Ophthalmol. 9, 685-690 (2015).

Alcalde, 1., fﬁigo-Portugués, A., Carreiio, N., Riestra, A. C. & Merayo-Lloves, J. M.
Effects of new biomimetic regenerating agents on corneal wound healing in an

experimental model of post-surgical corneal ulcers. Arch. la Soc. Espariola Oftalmol.

83



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

(English Ed. 90, 467474 (2015).

Ikeda, Y. et al. Synthesis and biological activities of a library of glycosaminoglycans

mimetic oligosaccharides. Biomaterials 32, 769-776 (2011).

Eming, S. a, Krieg, T. & Davidson, J. M. Inflammation in wound repair: molecular and
cellular mechanisms. J. Invest. Dermatol. 127, 514-25 (2007).

Meddahi, A. et al. Pharmacological studies of RGTA(11), a heparan sulfate mimetic
polymer, efficient on muscle regeneration. J. Biomed. Mater. Res. 62, 525-531 (2002).

Meddahi, A., Lemdjabar, H., Caruelle, J. P., Barritault, D. & Hornebeck, W. FGF
protection and inhibition of human neutrophil elastase by carboxymethyl benzylamide
sulfonate dextran derivatives. Int. J. Biol. Macromol. 18, 141-145 (1996).

Meddahi, A., Lemdjabar, H., Caruelle, J. P., Barritault, D. & Hornebeck, W. Inhibition
by dextran derivatives of FGF-2 plasmin-mediated degradation. Biochimie 77, 703—-706
(1995).

Tardieu, M., Gamby, C., Avramoglou, T., Jozefonvicz, J. & Barritault, D. Derivatized
dextrans mimic heparin as stabilizers, potentiators, and protectors of acidic or basic
FGF. J. Cell. Physiol. 150, 194-203 (1992).

Albanese, P. et al. Glycosaminoglycan mimetics-induced mobilization of
hematopoietic progenitors and stem cells into mouse peripheral blood:
Structure/function insights*. Exp. Hematol. 37, 1072-1083 (2009).

Mestries, P. et al. Specific RGTA increases collagen V expression by cultured aortic
smooth muscle cells via activation and protection of transforming growth factor-??1.
Matrix Biol. 20, 171-181 (2001).

Rouet, V. et al. A synthetic glycosaminoglycan mimetic binds vascular endothelial
growth factor and modulates angiogenesis. J. Biol. Chem. 280, 32792—-32800 (2005).

Rouet, V. et al. Heparin-like synthetic polymers, named RGTAs, mimic biological
effects of heparin in vitro. J. Biomed. Mater. Res. - Part A 78, 792797 (2006).

Yue, X. L. et al. Insights on a new path of pre-mitochondrial apoptosis regulation by a
glycosaminoglycan mimetic. Cell Death Differ. 16, 770—781 (2009).

Mangoni, M. et al. Differential Effect Triggered by a Heparan Mimetic of the RGTA

84



142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

Family Preventing Oral Mucositis Without Tumor Protection. Int. J. Radiat. Oncol.
Biol. Phys. 74, 1242-1250 (2009).

Frescaline, G. et al. Glycosaminoglycans mimetics potentiate the clonogenicity,
proliferation, migration and differentiation properties of rat mesenchymal stem cells.
Stem Cell Res. 8, 180-192 (2012).

Tong, M. et al. RGTA OTR 4120, a heparan sulfate proteoglycan mimetic, increases
wound breaking strength and vasodilatory capability in healing rat full-thickness
excisional wounds. Wound Repair Regen. 16, 294-299 (2008).

Germundsson, J. & Lagali, N. Pathologically reduced subbasal nerve density in
epithelial basement membrane dystrophy is unaltered by phototherapeutic keratectomy
treatment. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 55, 1835-1841 (2014).

Barritault, D. et al. RGTA®or ReGeneraTing Agents mimic heparan sulfate in
regenerative medicine: from concept to curing patients. Glycoconjugate Journal 34,
325-338 (2017).

Kymionis, G. D. et al. Combined topical application of a regenerative agent with a
bandage contact lens for the treatment of persistent epithelial defects. Cornea 33, 868—
872 (2014).

Gumus, K., Guerra, M. G., de Melo Marques, S. H., Karakiictik, S. & Barritault, D. A
New Matrix Therapy Agent for Faster Corneal Healing and Less Ocular Discomfort
Following Epi-off Accelerated Corneal Cross-linking in Progressive Keratoconus. J.
Refract. Surg. 33, 163-170 (2017).

Fini, M. E., Cook, J. R. & Mohan, R. Proteolytic mechanisms in corneal ulceration and
repair. Arch. Dermatol. Res. 290 Suppl, S12-23 (1998).

Stern, M. E. et al. Effects of Fourth-Generation Fluoroguinolones on the Ocular
Surface, Epithelium, and Wound Healing. Cornea 25, (2006).

H.-Z., J. Effect of matrix metalloproteinases in keratoconus. Int. Eye Sci. 16, 1644—
1647 (2016).

Shetty, R. et al. Outcomes of Corneal Cross-Linking Correlate With Cone-Specific
Lysyl Oxidase Expression in Patients With Keratoconus. Cornea 37, 369-374 (2018).

85



152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Zamani, M., Panahi-Bazaz, M. & Assadi, M. Corneal collagen cross-linking for

treatment of non-healing corneal ulcers. J. Ophthalmic Vis. Res. 10, 16-20 (2015).

Price, M. O. & Price, F. W. Corneal cross-linking in the treatment of corneal ulcers.
Current Opinion in Ophthalmology 27, 250-255 (2016).

Subasi, S. et al. Comparison of Collagen Cross-Linking and Amniotic Membrane
Transplantation in an Experimental Alkali Burn Rabbit Model. Cornea 36, 1106-1115
(2017).

Gao, X.-W., Zhao, X.-D., Li, W.-J., Zhou, X. & Liu, Y. Experimental study on the
treatment of rabbit corneal melting after alkali burn with Collagen cross-linking. Int. J.
Ophthalmol. 5, 147-50 (2012).

Pollhammer, M. & Cursiefen, C. Bacterial keratitis early after corneal crosslinking with
riboflavin and ultraviolet-A. J. Cataract Refract. Surg. 35, 588-589 (2009).

Arvola, R. P. J., Robciuc, A. & Holopainen, J. M. Matrix regeneration therapy: A case

series of corneal neurotrophic ulcers. Cornea 35, 451-455 (2016).

Colombo-Barboza, M., Colombo-Barboza, G., Felberg, S., Dantas, P. E. C. & Sato, E.
H. Induction of corneal collagen cross-linking in experimental corneal alkali burns in
rabbits. Arg. Bras. Oftalmol. 77, 310-314 (2014).

JULIENNE, R. et al. Topical treatment with a new matrix therapy agent (RGTA,
CACICOL-20) improves epithelial wound healing after penetrating keratoplasty. Acta
Ophthalmol. 92, (2014).

Solmaz, N. Regenerating Agent (RGTA) based matrix therapy for treatment-resistant
persistent epithelial defects. New Front. Ophthalmol. 3, 1-3 (2017).

Bata, A. M. et al. Effect of a matrix therapy agent on corneal epithelial healing after
standard collagen cross-linking in patients with keratoconus: A randomized clinical
trial. JAMA Ophthalmol. 134, 1169-1176 (2016).

Chang, J. H., Gabison, E. E., Kato, T. & Azar, D. T. Corneal neovascularization. Curr.
Opin. Ophthalmol. 12, 242-249 (2001).

Den, S., Sotozono, C., Kinoshita, S. & Ikeda, T. Efficacy of early systemic
betamethasone or cyclosporin A after corneal alkali injury via inflammatory cytokine

86



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

reduction. Acta Ophthalmol. Scand. 82, 195-199 (2004).

Kuckelkorn, R., Schrage, N., Keller, G. & Redbrake, C. Emergency treatment of
chemical and thermal eye burns. Acta Ophthalmologica Scandinavica 80, 4-10 (2002).

Gan, L. & Fagerholm, P. Leukocytes in the early events of corneal neovascularization.
Cornea 20, 96-99 (2001).

Kvanta, A., Sarman, S., Fagerholm, P., Seregard, S. & Steen, B. Expression of matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) and vascular endothelial growth factor (VEGF) in
inflammation-associated corneal neovascularization. Exp. Eye Res. 70, 419-428
(2000).

Yaylali, V., Ohta, T., Kaufman, S. C., Maitchouk, D. Y. & Beuerman, R. W. In vivo

confocal imaging of corneal neovascularization. Cornea 17, 646-653 (1998).

Gan, L., Fagerholm, P. & Palmblad, J. Vascular endothelial growth factor (VEGF) and
its receptor VEGFR-2 in the regulation of corneal neovascularization and wound
healing. Acta Ophthalmol. Scand. 82, 557-563 (2004).

Kvanta, A. Ocular angiogenesis: The role of growth factors. Acta Ophthalmologica
Scandinavica 84, 282-288 (2006).

Amano, S., Rohan, R., Kuroki, M., Tolentino, M. & Adamis, A. P. Requirement for
vascular endothelial growth factor in wound- and inflammation-related corneal
neovascularization. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 39, 18-22 (1998).

Report, C. Extensive Corneal Neovascularisation Treatment by Ultraviolet Corneal
Collagen Crosslinking. 62—-64 (2017).

Paterson, C. A., Williams, R. N. & Parker, A. V. Characteristics of polymorphonuclear
leukocyte infiltration into the alkali burned eye and the influence of sodium citrate.
Exp. Eye Res. 39, 701-708 (1984).

Ehlers, N., Hjortdal, J., Nielsen, K. & Sondergaard, A. Riboflavin-UVA treatment in
the management of edema and nonhealing ulcers of the cornea. J. Refract. Surg. 25,
S803-6 (2009).

Barbier-Chassefiere, V. et al. Matrix therapy in regenerative medicine, a new approach
to chronic wound healing. J. Biomed. Mater. Res. A 90, 641-647 (2009).

87



175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

Escartin, Q. et al. A new approach to treat tissue destruction in periodontitis with
chemically modified dextran polymers. FASEB J. Off. Publ. Fed. Am. Soc. Exp. Biol.
17, 644-651 (2003).

Li, D. Q. et al. Regulation of MMP-9 production by human corneal epithelial cells.
Exp. Eye Res. 73, 449-459 (2001).

Woessner, J. F. J. Matrix metalloproteinases and their inhibitors in connective tissue
remodeling. FASEB J. Off. Publ. Fed. Am. Soc. Exp. Biol. 5, 2145-2154 (1991).

Clark, A. F. New discoveries on the roles of matrix metalloproteinases in ocular cell
biology and pathology. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 39, 2514-2516 (1998).

Moses, M. A. The regulation of neovascularization of matrix metalloproteinases and
their inhibitors. Stem Cells 15, 180-189 (1997).

Kugler, A. Matrix metalloproteinases and their inhibitors. Anticancer Res. 19, 1589—
1592 (1999).

Asahi, M. et al. Effects of matrix metalloproteinase-9 gene knock-out on the
proteolysis of blood-brain barrier and white matter components after cerebral ischemia.
J. Neurosci. 21, 77247732 (2001).

Sternlicht, M. D. & Werb, Z. How matrix metalloproteinases regulate cell behavior.
Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 17, 463-516 (2001).

Behzadian, M. A., Wang, X. L., Windsor, L. J., Ghaly, N. & Caldwell, R. B. TGF-beta
increases retinal endothelial cell permeability by increasing MMP-9: possible role of
glial cells in endothelial barrier function. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42, 853-859
(2001).

Smith, V. A., Rishmawi, H., Hussein, H. & Easty, D. L. Tear film MMP accumulation
and corneal disease. Br. J. Ophthalmol. 85, 147-153 (2001).

Pflugfelder, S. C. et al. Matrix metalloproteinase-9 knockout confers resistance to
corneal epithelial barrier disruption in experimental dry eye. Am. J. Pathol. 166, 61-71
(2005).

Zhang, H., Li, C. & Baciu, P. C. Expression of integrins and MMPs during alkaline-
burn-induced corneal angiogenesis. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 43, 955-962 (2002).

88



187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

Arikan, S. et al. Effect of topically applied azithromycin on corneal epithelial and
endothelial apoptosis in a rat model of corneal alkali burn. Cornea (2016).
doi:10.1097/1C0O.0000000000000730

Wollensak, G., Spoerl, E., Wilsch, M. & Seiler, T. Keratocyte Apoptosis after Corneal
Collagen Cross-linking Using Riboflavin/UVA Treatment. Cornea (2004).
doi:10.1097/00003226-200401000-00008

Wollensak, G., Spoerl, E., Reber, F. & Seiler, T. Keratocyte cytotoxicity of
riboflavin/UV A-treatment in vitro. Eye (2004). doi:10.1038/sj.eye.6700751

Song, X. et al. Viability, apoptosis, proliferation, activation, and cytokine secretion of
human keratoconus keratocytes after cross-linking. Biomed Res. Int. (2015).
doi:10.1155/2015/254237

Riestra, A. C. et al. Effectiveness of regenerative drops (CALCICOL) on corneal ulcers
(post-PRK) in an experimental animal model. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 55, 5176
(2014).

Nathan, C. Inducible nitric oxide synthase: what difference does it make? J Clin Invest
100, 2417-2423 (1997).

Christopherson, K. & Bredt, D. Perspectives series: nitric oxide and nitric oxide
synthases. J. Clin. Invest 100, 24242429 (1997).

Becquet, F., Courtois, Y. & Goureau, O. Nitric oxide in the eye: Multifaceted roles and
diverse outcomes. Surv. Ophthalmol. (1997). doi:10.1016/S0039-6257(97)84043-X

Dighiero, P., Behar-Cohen, F., Courtois, Y. & Goureau, O. Expression of inducible
nitric oxide synthase in bovine corneal endothelial cells and keratocytes in vitro after

lipopolysaccharide and cytokines stimulation. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. (1997).

89



