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TESEKKUR

Yazar, bu calismanin gergeklesmesine katkilarindan dolayi asadida adi
gecen kisilere ictenlikle tesekkiir eder.

Sayin Prof. Dr. T. Murat Irkeg, tez calismasinda gerekli ¢alisma ortamini
saglamig, degerli dnerileri ve bilimsel katkilariyla destek olmustur.

Sayin Dog. Dr. Figen Sdylemezoglu, tez ¢alismasimin patoloji ile ilgili
boélimlerinin gergekiesmesi icin gerekli ortami saglamistir.

Sayin Erdem Karabulut, calismanin istatistiksel analizini gergeklestirmistir.

Bu tez Hacettepe Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Sanal Dogan, A., Glokomlu olgularda konjonktivada apoptozisin kantitatif
analizi ve topikal antiglokom ilaglann apoptozis oranina etkileri, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Gdz Hastaliklari Tezi, Ankara, 2002. Glokom, optik -
diskte ekskavasyon, sinir lifi demeti tipinde gérme alari defektieri ile karakterize
kronik, ilerleyici, multifaktoriyel bir optik néropatidir. Tedavide gbz igi basincini
kontrol altina almak ve glokomun progresyonunu engeliemek amaciyla uzun sureli
topikal antiglokom ilaglar kullaniimaktadir. Topikal ilaglar konjohktiva epitel hGcreleri
ile direkt temas halindedir. Bu ajanlarin hiicrede hasara yol acip hicreyi dlume
gétirmeleri muhtemeldir. Apoptozis ise genetik olarak kontrol edilen bir hiicre 6lim
seklidir. Bu calismada topikal antiglokom ilaglarin konjonktivada apoptozis
oranlarina etkileri arastirildi. Calismaya katarakt veya glokom nedeniyle cerrahi
tedavi gecirmis, 30 hastanin bulber konjonktivadan alinmis spesimenleri dahil edildi.
Konjonktiva epitelindeki apoptotik hiicreleri tespit etmek i§in TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase — mediated tUTP nick-end labeling) metodu uyguland
ve apoptozis oranlari hesaplandi. Spesimenlerden elde edilen kesitler hematoksilen-
eosin ile boyanarak epitel hlcreleri degerlendiriidi. PAS (Periodic acid schiff) ile
boyanarak goblet hiicre oranlari saptandi. Topikal antiglokom ilag kullanan glokomlu
olgularda, ila¢ kullanmayan glokomu olmayan kontrol grubuna goére apoptozis
oraniarinin artmis oldugu saptandi (p=0,013). Glokom ve ilag tipinin, kullanilan ilag
sayisinin ve siresinin apoptozis oranina istatistiksel olarak anlaml bir etkisi
saptanmadi. Gruplar arasi goblet hiicre oranlar istatistiksel olarak anlamli degildi.
Histolojik degerlendirmede konjonktivada saptanan kronik inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve skuamoid degdisim ile apoptozis oran, ilag kullanimi, kullanim suresi,
lac sayisi arasinda istatistiksel anlamh iligki mevcut degildi. Skuamoid degisim
gosteren olgularda goblet hiicre oranlarinin daha disik oldugu gdsterildi {p=0,05).
Apoptozis oranlan ile goblet hiicre oranlan arasinda istatistiksel olarak anlaml: bir
iliski saptanmadi. ilaglarin konjonktivada apoptozis cranlarini arttirirken, ilaglar
arasinda fark olmamasi, etken maddeden cok ilaglarin ihtiva ettigi prezervanlarin
apoptozisten sorumlu olabilecegini dusundiurmektedir. Yapilacak farmakolojik
arastirmalar ile klinikte kullanilabilecek prezervan igermeyen antiglokom ilaglann
gelistirimesi, konjonktivadaki hiicresel hasari en aza indirilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: glokom, topikal antiglokom ilaglar, apoptozis, TUNEL, goblet

hicresi

—




ABSTRACT
Sanal Dogan, A., Quantitative analysis of apoptosis in conjunctiva of patients
with glaucoma and effects of topical antiglaucoma drugs on apoptosis rates,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Ophthalmology, Ankara,
2002. Glaucoma is a chronic, progressive, multifactorial optic neuropathy
characterized with excavation of the optic disc and nerve fibre bundle type visual
field defects. Long term topical antiglaucoma medications are used to control the
intraccular pressure and prevent the progression of disease. The topical drugs are
in direct contact with the conjunctival epithelial cells, therefore it is probable that
these agents may cause cellular damage, leading to the cellular death. Apoptosis is
a type of cellular death that is controlled genetically. This study is designed to
observe the effects of topical antiglaucomal drugs on apoptosis rates of conjunctival
cells. Specimens taken from the bulbar conjunctiva of 30 patients who underwent
cataract or glaucoma surgery were included in this study. TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase — mediated tUTP nick-end labeling) method was used
to define apoptosis rates in conjunctival epithelia. Sections obtained from these
specimens were stained with hematoxylene-eosine to evaluate epithelial cells and
inflammation. Goblet cell rates were detected with PAS (Periodic acid schiff
staining). Increased apoptosis rates were detected in pétients with glaucoma using
topical antiglaucoma drugs as compared to patients other than glaucoma cases
using no topical medications (p=0,013). The glaucoma and drug type, number and
duration of medication had no statistically significant effect on apoptosis rates.
Goblet cell rates had no statistical significant difference regarding the groups. No
relation was detected between chronic inflammatory cell infiltration and squamoid
diferantiation with apoptosis rates, glaucoma type, number and duration of
medications. Cases with squamoid diferantiation had lower goblet cell rates
(p=0,05). No statistical significant correlation was defined between the rates of
goblet cell and apoptosis. The increased apoptosis rates in antiglaucoma medication
receiving group was independent from the types of drugs. Therefore, the cause of
this increase is thought to be not the active agents themselves but the preservatives
they contain. The future pharmacological studies would be necessary to obtain
clinically available antiglaucomal agents without preservatives causing the least

conjunctival cellular damage

Key words: glaucoma, topical antiglaucoma drugs, apoptosis, TUNEL, goblet cells
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SIMGELER VE KISALTMALAR

BAK: Benzalkonyum klorid

BE: Betoptic®

DA: Kronik dar acili glokom

H-E: Hematoksilen-eosin

KONJ: Konjenital glokom

p: Anlamlilik seviyesi

PAAG: Primer acik acili glokom
PAS: Periodic acid schiff

PE: Pstdoeksfoliasyon glokomu
PILO: Pilomin®

r: Korelasyon katsayisi

SD: Standart sapma

TIMO: Timoptic®

TRUS: Trusopt®

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase — mediated tUTP nick-end

fabeling
XALAT: Xalatan®

v: value
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GIRIS

Glokom, optik diskte ekskavasyon, sinir lifi demeti tipinde gérme .
alani defektleri, retinal ganglion hiicre kaybr ile karakterize kronik, ilerleyici,

multifaktériyel bir optik néropatidir (1-5).

Glokom tedavisinde primer hedef optik sinir hasarina bagl gérsel
fonksiyon kaybini engellemek, geciktirmek ve bazen geri dondirmektir (6).
Yiksek goz ici basinct belirgin bir risk faktéri olmakla beraber, glokoma bagh
gorsel fonksiyon kaybini tam ag¢iklayamamaktadir (7). Ancak klinik olarak
yapilan tedaviler bu agsamada temel olarak g6z igi basincini diglirmekie
sinirhdir, Béylece énemli bir risk faktérii  engellenmis olur (8, 9). Tedavi ile
ilgili yapilan retrospektif ¢alismalarda, 96z i¢i basincini distrmenin, gérme
alant kaybinin ilerlemesini engellemekte faydali oldugunu gdstermektedir (10,
11).

Topikal ilag tedavisinin glokomda &nemli yeri vardir. Hastalarin
cogunda medikal tedavi ile istenen g6z ici basinci dustklidi saglanmaktadir
(12). Tedavi secenegi olarak laser veya cerrahinin secildigi hastalarda da,
isleme hazirlanincaya kadar veya sonrasinda, ek olarak topikal antiglokom

ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir (13-14).

Topikal antiglokom ilaglarin kullanildigi hastalarda konjonktiva, ilac ile
kontakt halindedir ve yarigegirgen bir zar gibi iglev gorir. Kornea ile birlikte
tacin gdz icine ulasmasina ve g6z i¢i basincini district etkisini

gdstermesini saglar (15). |

llaglarin topikal kullanilmasi ile konjonktivada istenmeyen etkiler de
olusur (16, 17). Ozellikle ilaglarla direkt temasta bulunan konjonktiva epitel
hicrelerinin hasara ugrayip, 6lime siriklenmesi muhtemeldir. Apoptozis ve

nekroz hicre 6limine yol acan iki temel mekanizmadir (18). Apoptozis

1972'de tanimlanmig ve yillar icinde Onemi daha iyi anlasimistir (19).
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Tanimlanmasindan ginimize ¢esitli klinik durumlarda apoptozis ile ilgili

calismalar yaplimis ve mekanizmalari aydinlatiimistir (20).

Bu calismada topikal antiglokom ilag kullaniminin konjonktivada

apoptozis oraninda artisa sebep olup olmadidi arastirildi. Glokom ve ilag

tipinin, kullanilan topikal antiglokom ilag sayisinin ve siresinin
apoptozis oranyla iligkisi arastinldi. Ayrica rutin  histolojik kesitlerde
konjonktiva epitel hiicreleri degerlendirilerek, normalden sapma olarak kabul
edilebilecek kronik inflamatuar hicre infiltrasyonu ve skuamoid degisimler
kaydedildi. PAS (Periodic acid schiff) ile boyanan kesitlerde goblet hiicre
oranlart arastinldi. Konjonktivadaki degisgikliklerin ve goblet hicre

oranlarinin, ilag kullanimi ve apoptozis oranlari ile iligkisi incelendi.




GENEL BILGILER

Glokom, sdzclk kékeni olarak yunanca bir kelime olan “glaukés” dan
tiremistir. Kelime anlami “bulanik” olan glokom, Hipokrat déneminden bu
yana bilinmekle beraber, tamimi yillar icinde evrim gegirmis ve Ozellikle son

100 yil iginde sekillenmistir (21).

GunUmuzde glokom, ganglion hiicre kaybinin ve optik diskte
ekskavasyonun g&rildiga, sinir lifi demeti tipinde gérme alani defektleriyle
karakterize, kronik, ilerleyici muitifakidriyel bir optik néropati olarak
tamimlanmaktadir (1-5). Glokom tek bir hastaligi géstermez, degisik klinik
prezantasyonlan, patofizyolojileri ve tedavileri olan bir grup hastahdin ortak
ifadesidir. Glokomu olan hastalarin ¢ogunda 2tmmHg'nin {izerinde géz ici
basinci saptanmaktadir. Gecmiste gdz i¢i basincinin yiksekligi glokom ile
esanlamli olarak kullanilmigtir. Fakat gunumizde, bu bulgunun goérsel
fonksiyon kaybina yol agan énemli bir risk faktéri oldugu kabul gérmekle

beraber, glokomu tek basina agiklayamadigi bilinmektedir (7).

Glokom gelismekte olan (lkelerde koérligin ©6nde gelen
sebeplerindendir (22, 23). Dinyada 100 milyondan fazla insanin goz ici
basincinin yuksek oldudu ve yaklagik 2,4 milyon insanin her yil primer agik
acih glokom geligtirdigi tahmin edilmektedir (24). Bu nedenle, hastalijin daha
iyi anlasiimasi, tedavi seceneklerinin geligtirimesi ve tedavi sonuglarinin

degerlendiriimesine ydnelik ¢ok sayida ¢alisma yapiimaktadir.

Glokomun cesitli siniflandirmalar yapilmistir. Iridokorneal aginin
durumunun g6z o6ntne alindigi siiflandirmalar, dedisik olusum
mekanizmalari olan glokom tiplerini gruplandirdid icin tercih edilmektedir. Bu

tr bir siniflandirmaya gore glokom; dar acili glokom, acik acili glokom, iki

yada daha fazla formun bir arada goérildiigli kombine glokom ve gocukluk
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cadlarinda gorilen gelisimsel glokom olmak Uzere dort ana baslik altinda
toplanabilir. Alt baghklar olarak glokomlar primer veya sekonder olarak
ayrilabilirler (25) (Tablo 2.1.). Psddoeksfoliasyon glokomu, bir sekonder agik
acih glokomdur. Cografi farklara gore goriime sikhd degisen glokomun bu

tipine Ulkemizde sik rastlaniimaktadir (26).

Tablo 2.1. Glokomun siniflandiriimasi

e Primer acik acili glokom
1. Acik acili glokom o Normal basingh giokom
Sekonder acik agili glokom

Pupil blodu olan primer daracih glokom

Pupil blogu olan sekonder dar actl glokom
Pupil blogu olmayan primer dar acih glokom
Pupil blogu olmayan sekonder dar agih glokom

2. Dar agih glokom

* Acl kapanmasi ile komplike olmus agik ac¢ih
glokom

mekanizmall glokom ¢ Trabekiler hasarin oldugu kombine
mekanizmall a¢i kapanmasi glokomu

s Primer konjenital glokom

¢ Sekonder glokom

3.Kombine

4. Geligsimsel glokom

Glokom, hayat boyu devam eden kronik bir durumdur. Hastanin ele
alinmasinda; hastanin bilgilendiriimesi ve periyodik kontroller tedavi kadar
onemlidir. Tedavide hedeflenen, hastaliin progresyonunu durdurmak,
geciktirmek ve bazen gorsel fonksiyon kaybini geri dondirmektir (6).
Gunumiizde klinik olarak yapilan tedaviler temel olarak g6z i¢i basincin,
optik sinir icin gtvenli olabilecek seviyelere disirmekle simirlidir (8). Géz ici
basincini diigiirerek glokomatdz hasarin azaltilacagina iligskin bazt gliphelerin
olmasina ragmen cogu calismada basincin disuralmesi ile optik sinir
hasarinin engellendidi ve progresyonun yavasladigl gosterilmisgtir (27, 28).
Her hasta ayri degerlendirilerek, hedef goéz i¢i basinci belirlenir. Cogdu

hastada yillarca tek topikal antiglokom ila¢ ile istenilen g6z i¢i basinci

distklGgi sadlanirken, bazi hastalarda ilag kombinasyonlari gerekmektedir.
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Gunumizde, glokomda topikal ila¢g tedavisi diginda, sistemik ilag
tedavisi, cerrahi veya laser tedavisi gindemdedir. Sistemik antiglokom tedavi
ile etkili sekilde gbz i¢i basincini disirmek mimkiin olmakla birlikte ciddi
sistemik yan etkiler nedeniyle ancak kisa donem igin kuilaniimaktadir. Tedavi
secenedi olarak laser ve cerrahinin secildiji hastalarda da, isleme
hazirlanincaya kadar veya sonrasinda, ek olarak topikal antiglokom ilaglara
ihtiyac duyulmaktadir (13, 14). Topikal antiglokom ilaglarin avantaj ve

dezavantajlan Tablo 2.2.'de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Topikal antiglokom ilaglann diger tedavi secgeneklerine gore

avantaj ve dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar
e Cerrahisiz GIB dustklugu e Hasta uyumu
* Ucuz (kisa dénem) - |e Pahali (uzun dénem)
¢ Sistemik yan etkinin minimal ¢ Lokal yan etkilerin goriiimesi
olmasi

Antiglokom ilaglar kimyasal yapilarina ve farmakolojik etkilerine gére
su sekilde simflandinlabilirler:
1. Beta-adrenerjik antagonistler
Adrenerjik agonistler
Parasempatomimetik ajanlar
Karbonik anhidraz inhibitérleri

Hiperosmatik ajanlar

S T

Prostaglandin analoglari

Oftalmik ilaglarin etkili olmasi i¢in, hedef dokulara gereken yiksek

konsantrasyonda ulasmalar gerekir. Topikal ilaglarda tedavi edici etken

madde disinda inaktif ajanlar da bulunur. Bunlar; mikroorganizma




6

kontaminasyonunu  engelleyen  prezervanlar  (benzalkonium  klorid,
klorobutanol...), viskoziteyi arttirarak goézyasinda kalis zamanini arttiran
ajanlar (karboksimetilseltloz sodyum, povidon...), antioksidanlar (sodyum
bisulfit, tiyolre...), ylzey gerilimini azaltip ilacin yaylimini saglayan ajanlar
(polisorbat 20, tiloksapol...), solusyonu izotonisitesini saglayan ajanlar -
(gliserin, propilen glikol...), pH'i 6-8 arasinda tutmak igin tampon solusyonlart
(asetik asid, borik asid...ydir (29). Tablo 2.3.de galismada kullanilan ilaglar,
etken maddeleri, icerdikleri prezervanlar, konsantrasyonian ve dozajlari

verilmigtir.

Tablo 2.3. Calismada kullantlan topikal antiglokom ilaglar

llag grubu Ticari isim Doz Etken madde Prezervan

Beta-Adrenerjik Betoptic® |2x1 | Betaksolol HCL %0,5 |BAK %0,01

antagonist

Timoptic® | 2x1 | Timolol maleat %0,5 |BAK %0,01

Karbonik anhidraz

L Trusopt® |3x1 |Dorzolamid %2 BAK % 0,0075
inhibitéri

Beta-Adrenerjik o

agonist + Karbonik | Cosopt® | 2xt | 2O20amIG %2 BaK % 0,0075

anhidraz inhibitdrl

Parasempatomimetik | Pilomin® |4x1 | Pilokarpin HCL %2 BAK % 0,01

Prostaglandin
analogu

Xalatan® |1x1 |Latanoprost %0,005 |BAK % 0,02

Fizostigminin 1876’da Laqueur tarafindan glokomda
kullaniimasindan bir yil sonra topikal pilokarpin glokom tedavisindeki yillarca
sarsiimayacak yerini almistir. Pilokarpinin miyozis etkisi vardir. Asetilkolini
taklit ederek, iris sfinkterini ve silyer kasi direkt uyanr. Boylece himor akéziin

disa akimindaki rezistans azalir (30).

Pilokarpinin, géz ylzeyinde, irritasyon ve batmaya, vaskiler

dilatasyona badll konjonktivada hiperemiye, allerjik blefarokonjonktivite,
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yasarma, punktum oklizyonu, okiler psédopemfigoide yol agabilebilecegi
rapor edilmistir (31).

Timololiin 1978'de topikal kullanima sunulmasiyla birlikte, beta-

adrenerjik blokaj yapan ajanlar glokom tedavisinde popiiler oimustur. Timoiol
maleat olduk¢a etkili bir beta-adrenerjik blok&r ajandir, etki mekanizmasi ise
himdr akozin sekresyonunu azaltmaktir (32). Timololin g6z yizeyinde

yaptid1 istenmeyen etkiler; irritasyon, allerjik reaksiyon, punktat keratopati,

korneada anestetik etki ve kornea epitel hiicre migrasyonunun inhibisyonudur
(33, 34).

Betaksolol selektif bir beta-adrenerjik blokérdiir. Betaz-adrenerjik
blokaj yapilmaz. Bdylece sistemik ve lokal yan etkiler minimuma indirilmis
olur (35). Goz yilizeyinde en dnemli istenmeyen etkisi batma semptomudur

(36). Betaksolole bagli olugan konjonktivit ile ilgili rapor mevcuttur (37).

Topikal bir karbonik anhidraz inhibitéri olan dorzolamid 1990'dan
sonra kullanilmaya baglanmistir. Dorzolamid, silyer epiteldeki karbonik
anhidrazi etkileyerek direkt etki ile ve intraseliler tampon sistemini
etkileyerek indirekt etki ile himdér akdz yapimini engeller. Okuller yiizeyde

batma, punktat keratit, kuruluk, fotofobiye sebeb olabilir.

Dorzolamid ile timolol birlikte kullaniiinca himoér akézi baskilayic
aditif etki gosterirler. Cosopt® ile dorzolamid ile timololin basanh

kombinasyonu saglanmigtir (38).

Latanoprost 1996’da FDA onayini  almig bir pro-ilagtir. Yeni bir ilag
olmasina ragmen tek doz ile gdéz i¢i basincini %35'e kadar dusirmesi
nedeniyle yaygin kullammi olmustur. Géz igi basincini Gveaskleral akimi
arttirarak  disurmektedir (39). Okuler ylizeyde gorilen yan etkileri,

konjonktiva hiperemisi, yabanci cisim hissi, batma, hipertrikozisdir (40).

Benzalkonyum klorid oftalmik solusyonlarda ilk kez karbakolln
kornea permeabilitesini arttirmak i¢in kullanimistir (41). Islatici etkisi de olan

benzalkonyum klorid, oftalmik solusyonlarda asepsiyi sadlayan bir preservan
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ajandir (42). Eksperimental ¢alismalarda benzalkonyum kloridin %0,0004-
%0,001 konsantrasyonlarinda kornea epitelinde parsiyel mikrovillus kaybina,
%0,01-%0,04 konsantrasyonlarinad kornea epitelinde deskuamasyona,
%0,5-%2 konsantrasyonlarinda ise gros kornea ve konjonktiva hasarina

sebep oldugu gosterilmistir (43, 44).

Topikal kullanilan oftalmolojik ajantar gz 6n ylzeyindeki ince mukéz
membran olan konjonktiva ile kontakt halindedirier. Konjonktiva gértndr
sklerayl ve gbz kapaklannin i¢ ytzeylerini 6rter. Forniks, palpebral ve bulber
konjonktiva olarak U¢ temel kisma ayrilr. Konjonktivada cok katll kolumnar
epitel bulunur. Epitel keratinize degildir. Ylzeyel tabakada glikokaliks ve
misin ile kaphli g¢ok sayida mikrovillus mevcuttur. Bazal tabakalarda
melanositlere ve Langerhans hicrelerine rastlanilabilir. Goblet hicreleri
konjonktiva epitel hiicreler arasinda daginik olarak buiunur (45). Yasla birlikte
goblet hiicre sayisi azalir (46). Sekresyonu gézyasinin stabilitesini saglamasti

ve ylizey gerilimini azaltmasi nedeniyle dnemlidir.

Hiicre &lumi, iki temel mekanizma olan nekroz ve apoptozis ile
gerceklesmektedir. Nekroz; iskemi, hipertermi, fiziksel ve kimyasal bir travma
gibi siddetli ve ani geligen bir hasarin yol aghg hicre élumadar (47).
Morfolojik olarak, hiicre zarn esas hasar géren organeldir. Hlcre zari osmotik
basinci dengeleyemez ve hicre siser, pargalanir. Apoptozis ise genetik
kontrol altinda gergeklesen, belli morfolojik kriterleri olan programlanmig
hicre olumudar (47). Programlanmis hicre 8limu embiryolojik geligim,
hemostaz ve multiseliler organizmalarda yasam igin gerekli bir olaydir.
Boylece hasarll hiicre c¢evre dokulara hasar vermeden ortamdan
uzaklastiriir. Konjonktivada &zellikle hicre kultlrlerinde ilaglann  ve

prezervan maddelerin apoptozise yol acip agmadiklar arastiriimistir (48, 49).

Apoptozisin {ic temel adimt vardir (47):
1. Hucre dlimind indikieyen bir uyaran variigi
2. Hicre iginde mevcut olan endojen &lim mekanizmalannin

aktivasyonu

3. Hiicrenin fagositozu ve ortamdan uzaklastiriimast.




degisiklikler (Tablo 2.5.) mevcuttur.
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Apoptotik slregte bazi morfolojik (Tablo 2.4.) ve biyokimyasal

Tablo 2.4. Apoptozisi nekrozdan ayiran morfolojik kriterler

Apoptozis

Nekroz

- 2 & & o & 9

Tek hicre 8lima
Membran intakt

Hicre bizismesi

Lizozom intakt
Enflamasyon (-}

Kresentik kondansasyon
Komsu hiicreler tarafindan
fagositoz

Hicre grubu 8lim
Membran hasan (+)
Huicre sismesi
Lizozomal sizint
Enflamasyon (+)
Duzensiz kromatin
kondansasyonu
Makrofaj fagositozu

Morfolojik olarak

ilk fazda,

apoptozise giden hicre komsu

hiucrelerden aynhr. Buradaki mekanizma dezmozom gibi hiicreler arasi

baglantilarin kopmasidir. Sonra hicre biziigmesi baslar. Hiicre igi suyun

hiicre dis1 ortama transportu sonucunda sitoplazmada kondansasyon olur ve

hiicre dansitesi artar. Bu esnada hucre i¢ci organeller intakttir. Es zamanl

olarak nikleer kromatin de kondanse olur ve nikleer zar altinda tipik

kresentik tarzda yogunlasir. Daha sonra zeiozis adi verilen hiicre zarindaki

ameboid uzantilar geligir. Hlcrenin fragmantasyonu gergeklesir ve apoptotik

cisimcikler olugur. Cevredeki hicreler ve makrofajlar agiga cikan apoptotik

cisimcikleri reseptér bagiml mekanizma ile fagosite ederler (18).

Tablo 2.5. Apoptozisi nekrozdan ayiran biyokimyasal kriterler

Apoptozis

Nekroz

Enerji bagimh

Makromolekill sentezi var
Yeni gen transkripsiyonu var
internikleozomal DNA
fragmantasyonu

Fizyolojik / patolojik

o Enerji bagimh dedil

o Makromolekil sentezi yok

¢ Yeni gen transkripsiyonu yok
e DNA yikimi diizensiz

« Patolojik
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Apoptotik hiicrede bazi biyokimyasal degisiklikler gergeklesir.
Apoptotik hiicre 6lime gidiyor olmasina ragmen, RNA ve protein sentezine

rastlanir. Apoptozis enerji bagimli aktif bir olaydir. Hiicre igi kalsiyum (Ca™)

da artig izlenir. Bu sekilde bazi énemli enzim sistemleri aktive olmaktadir.

Hilcre i¢ci su ve iyonlarin dis ortama tasinmasi ile hiicre kondanse olur.
Hicrede kromatinin internlikleozomal fragmantasyonu izlenir. Bundan
sorumlu enzim ise Ca*? - Mg* bagiml endontkieazdir. Bu enzim kromatini
180 baz ¢ifti ve bunun katlari olacak sekilde pargalamaktadir. Diger nemli
bir enzim ise Ca* bagimli transglutaminazdir. Bu enzim proteinlerde ¢apraz
baglar olusturur ve bu sekilde apoptotik cisimciklerden dig ortama sizinti

olmasin! engeller. Apoptotik hiicrelerde ylzey degisiklikleri de izlenir (18).

Apoptozisin genetik kontrold ile ilgili bilgilerin ¢ogu bir nematod olan
Caenorhabditis elegans'dan elde edilmistir (47). C. elegans’da apoptozis ile
llgili ced-3, ced-4, ced-9 isimli U¢ gen tespit edilmistir (50). Ced-3 ve ced-4
apoptotik genler iken ced-9 apoptozisi inhibe eden bir gendir. Memelilerde
yapilan calismalarda bu genlerin analoglar tespit edilmistir. Ced-3'ln
analogu ICE (interleukin 1 beta converting enzyme) genidir. Ced-9'un

analogu ise bel-2 (B cell ymphoma) genidir (47).

Bcl-2 bir protoonkogen olup, bir i¢ mitokondrial membran proteinini
kodlamaktadir. Bu gen apoptozisi inhibe etmektedir. Memelilerde apoptozisi
regiile eden dider bir gen ise bax'dir. Bu gen apoptozisi indiiklemektedir.
Tumor sopresdr geni TP53 de apoptozisde rol oynar (51). Hicre hasan
sonrasi TP33 ve genin protein drind (p53) ortamda birikir ve éncelikle hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurup hiicrenin kendini tamir igin zaman saglar.
Ancak hiicre hasarinin tamiri mimkin degilse, hlcreyi 6lime, apoptozise
sUrlkler. Bunu bax’i indUkleyip bcl-2'yi bloke ederek gergeklestirir. Bel-2 ve
bax, kaspaz sistemini aktive veya inhibe ederek apoptozisi kontrol altinda

tutmaktadirlar.

Kaspazlar (caspase;, cysfeine containing aspartase) aktif

merkezlerinde sistein tasiyan ve proteinleri aspartik asit rezidilerinin
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karboksil terminalinden kesen proteazlardir. Bu enzimler hilicrede normalde
proenzim olarak bulunmaktadir ve aktivasyonlan aktif olarak inhibe
edilmektedir. Kaspazlar g¢esitli stimuluslar aktive edebilir. Kendi aralarinda
| yikimi baslatici ve yikimdan sorumlu olanlar olarak ikiye ayrilabilirler.
Kaspaz-8 ve 9 baslatici kaspazlardandir. Kaspaz-3, 6, 7 ise yikimdan '
sorumiu kaspazlardir. Baglatici kaspazlarin baslattidi iki Gnemli kaskad tespit
edilmistir. llki Fas-Fas ligand sisteminin prokaspaz-8'i aktive etmesiyle baslar.
Digerinde ise cesitli ajanlarin etkisi ile mitokondriden sitokrom ¢ salinmakta ,
ve prokaspaz-9 aktive edilmektedir. Antiapoptotik ve apoptotik genlerin
apoptozis kontroliinii mitokondriden sitokrom ¢ salinimini regile ederek
sagladigi tespit edilmisgtir. Kaspazlarnin aktivasyonu apoptozisdeki terminal

olaydir. Bu enzimler birgok hiicreici proteini yikima ugratir (52).

Apoptozisin tespiti U¢ temel metodla mimkindir. Apoptozisin
morfolojik buigularinin mikroskopla gézlenebilir. Ancak subjektif bir metodtur.
Hucrelerin tespiti gugtur. Ikinci yol olarak apoptozisin varliginin arastimldigi
dokudan DNA ekstre edilip, agaroz jel elektroforeze tabi tutulup, 180 baz cifti
ve katlarinin olusturacagl merdiven paternini gézlemektir. Ancak bu metodla
tek hicrede degil dokuda apoptozis aragtirilabilir. Uglinci yol ise TUNEL (in
situ terminal deoxynucleotidy! transferase mediated dUTP nick end labeling)
yéntemidir. Bu metodla parafinde tutulan histolojik kesitlerde tek hicre

apoptozisini gdstermek mimkindar.

Glokomda apoptozis &zellikle arka segment dokularinda
galisiimaktadir. Glokomda retina ganglion hicrelerinin ve bunlara ait
aksonlarin tahrip oldugu bilinmektedir. Arka segment calismalarinda
glokomun patofizyolojisini aydinlatmak amaciyla retina gangiion hiicrelerinde
apoptozis arastirimaktadir (63, 54). Bu dokulardaki apoptozisin tam olarak
anlagilmas: ile antiapoptotik tedavi ile ganglion hiicre 6limiini engeliemek ve

glokomu tedavi etmek mimkin olabilecekdtir.

Oftalmolojide  ¢esitli  calismalarla ©&n segmentte apoptozis

arastirimigtir.
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Yev ve arkadaslar (55) insan kornea ve konjonktivasinda yaptiklar
galismada, gestasyonun 11-18. haftalarr arasinda bu dokularda minimal
proliferasyon, 28. haftaya kadar oldukga artmis proliferasyon, 28. haftadan
sonra proliferasyon artisinda azalma izlemislerdir. Ancak 38. haftadan sonra
bulber konjonktivada apoptozisin ortaya ¢iktigi gésterilmistir. Lensin olusumu
sirasinda ektodermden ayrilma asamasinda apoptozis aktif olarak rol

oynamaktadir (56).

Korneada yapilan apoptozis ¢alismalarinda epitel hasan sonrasinda
keratositlerde apoptozisin ortaya ¢iktigi gdsterilmistir (57). Abbasogiu ve
arkadaglan (58) yaptiklari deneysel ¢alismada ile mitomitisin-C'nin korneada

apoptozisi indikledidini géstermislerdir.

Normal konjonktiva dokusu ile pterjiumun apoptozis acisindan
kargilagtinldigi  bir calismada, apoptotik hicrelerin  pterjiumda bazal
tabakalarda yerlestigi, normal konjonktivada ise bitiin epitel katlarindan

apoptotik hiicrelere rastlandigi gézlenmistir (59).

Literatiire bakildiginda topikal antiglokom ilaglarin konjonktiva epitel
hicrelerindeki toksisitesinin arastinidigi  apoptozis calismalarinin in vitro

olarak hiicre kiltUrlerinde yapildidi izlenmektedir (48, 49, 60).

Bu c¢alismada topikal antiglokom ilaglarin konjonktiva epitel
hiicrelerinde toksik etkiler yapabilecedi hipotezinden yola cikilarak, topikal
antiglokom ilag kullanmakta olan glokomlu olgularda konjonktiva
biyopsilerinde apoptozis oraninin, ila¢ kullanmayan glokomu olmayan kontrol
olgularina gére artis gdsterip gdstermedigi arastinidi. Glokom ve ilag tipinin,
kullanilan topikal antiglokom ilag sayisinin ve siresinin apoptozis oraniyla
iliskisi arastinidi. Ayrica rutin histolojik kesitler epitel degisiklikleri agisindan
incelenip, saptanan kronik inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve skuamoid
degigimler'not edildi. PAS ile boyanmis kesitlerde goblet oranlan arastirildi.

Kronik inflamatuar hiicre infiltrasyonu, skuamoid degisim ve goblet

orantarinin gruplar arasi ve apoptozis oranlan ile iligkisi incelendi.
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Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Géz Hastaliklari  Anabilim

Dali‘'nda glokom veya katarakt nedeniyle cerrahi tedavi gecirmis 30 hasta

calismaya dahil edildi (Tablo 3.1.).

Arastirmalari Etik Kurulu onay: alindi (13.09.2001, LUT 01/8-2).

Tablo 3.1. Olgularin dagihmi.

Caligma igin Tibbi, Cerrahi ve llag .

No | Cins | Yas | llagkullanimi | Glokom tiir( Topikal ilac Sire

1 E 74 VAR PE BE, TRUS, XALAT 1 HAFTA
2 K 73 VAR PE TIMO, TRUS 2 HAFTA
3 E 80 VAR PE TIMO,TRUS, XALAT,PILO 5YIL

4 K 65 VAR PAAG BE, XALAT 3YIL

5 E 87 VAR PAAG TIMO 3AY

6 E 28 VAR KONJ TIMO XALAT 4 YIL

7 K 50 VAR DA XALAT, COSOPT,PILO 1YIL
8 K 75 VAR PAAG BE 3YIL

9 K 86 VAR PE XALAT 3 HAFTA
10 K 50 VAR PAAG BE 1YIL
11 E 70 VAR DA XALAT 1YIL
12 E 64 VAR PE XALAT, COSOPT 3 HAFTA
13 K 75 VAR PE XALAT 3YIL
14 K 69 VAR DA TIMO 5YIL
15 E 54 YOK YOK YOK -

16 E 768 YOK YOK YOK -

17 K 63 YOK YOK YOK -

18 K 75 YOK YOK YOK -

19 K 689 YOK YOK YOK -

20 E 68 YOK YOK YOK -

21 K 77 YOK YOK YOK -

22 E 71 YOK YOK YOK -

23 K 82 YOK YOK YOK -

24 E 65 YOK YOK YOK -

25 K 63 YOK YOK YOK -

26 K 66 YOK YOK YOK -

27 K 70 YOK YOK YOK -

28 E 56 YOK YOK YOK -

29 K 85 YOK YOK YOK -

30 E 72 YOK YOK YOK -
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Calismaya dahil edilen olgulara cerrahi 2001-2002 yillari arasinda
uygulandi. Hastalann 13'Une (%43,3) ekstrakapsiiler katarakt ekstraksiyonu
Vé arka kamara intraokiiler lens implantasyonu, 9'una (%30) trabekiilektomi,
8'ine (%26,7) fakoemulsifikasyon ve arka kamara intraokiiler lens

implantasyonu yapitdi.

Olgularin 17'si (%56,7) kadin, 13'0 (%43,3) erkek olup; yas
ortalamasi 67,9 (28-87 yil) idi. Ondért hastada (%46,7) glokom mevcutken,
16 (%53,3) hastanin glokomu yoktu. Glokomu olan hastalarin 6'sinda
(%42,9) psddoeksfoliasyon glokomu, 4'Unde (%28,8) primer acik agili
glokom, 3'Unde (%21,4) dar agil glokom, 1'inde (%7,1) konjenital glokom
saptandi. Glokomiu olgularin hepsi topikal antiglokom ila¢ kullanmaktaydi.
Topikal ilag kullanan hastalarin 7’si (%50,0) bir ilag , 4’0 (%28,6) iki ilag, 2'si
(%14,3) G¢ ilag, 1'i (%7,1) dort ilag kullanmaktaydi.

Spesimenler cerrahi sirasinda tst bulber konjonktivadan 11 ile 1 saat

kadranlari arasindan, 2x4 mm’lik insizyonel biyopsiler olarak alinds.

Cerrahi spesimenler formalin ile tespit edildi. Parafine gémilen
materyalden alinan seri kesitler hematoksilen-eosin ve periodic acid schiff
(PAS) ile boyanarak histolojik degerlendirmeye alindi. Hematoksilen-eosin ile
boyanan kesitlerde konjonktive epitel tabakasi incelendi, kronik inflamatuar
hiicre infiltrasyonu ve skuamoid degisim kaydedildi (Sekil 3.1.A-B). PAS ile
boyanan kesitlerde goblet hiicreleri 151k mikroskobunda x40 biyiitme altinda
sayilarak, kesitteki tiim konjoktiva epitel hiicre sayisina bélinerek her
spesimen igin goblet orani hesaplandi (Sekil 3.2.C-D). In situ tek hiicre
apoptozisi tespit etmek icin TUNEL (terminal deoxynucleotidy| transferase -
mediated tUTP nick-end labeling) ydntemi uygulandi. Apoptozisde DNA 180
baz c¢ifti ve katlan olacak sekilde interniikleozomal olarak parcalanir.
Gavrielli ve ark. (61) parafine gdmilmus rutin histopatolojik preparatlarda
DNA kirnklarinin in situ tesbiti ile apoptotik hiicrelerin gésterilebilecegdini
ortaya koydular. TUNEL metodunun esasi; terminal deoksinlkleofidil
transferaz (TdT) enzimi yardimiyla biotinle isaretlenmis bir niikleotidin (dUTP)
DNA kiriklarinin serbest 3' ucuna baglanmasi ve daha sonra biotine yiiksek

afinite gdsteren avidin-peroksidazla isaretlenmesidir. Son adimda peroksidaz
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tarafindan pargalanacak bir boya ortama katilarak apoptotik hiicrelerde renk
degisikligi olusturulmakta ve zemin farkl bir boya ile boyanarak apoptotik
hlcreler daha kolay taninabilir hale getirilmektedir. Calismada kullanilan kit
ise (ApopTag®- In situ Apoptosis Detection Kit / Peroxidase; Oncor, Inc. )
biotin-avidin yerine digoksijenin kullanilmaktadir. Bu sistemde (ApopTag®)
kullanilan digoksijenin avidin-biotine gére daha spesifiktir. Ciinkii dokuda

normalde varolan biotin yanlis pozitif boyanmaya yolagabilir.

Formalinle fikse edilmis ve parafine gémulmis doku kesitlerinde
TUNEL boyamasi su sekilde uygulandi: Oncelikle kesitler bir gece 60°C’ye

ayarlanmis etiivde birakildi.
1. Doku kesitlerinin parafinden arindiriimasi ve hidrasyonu:

Kesitler her biri 5 dakika olmak lizere 2 kez ksilen, 2 kez de absolu
alkolde yikandi. Daha sonra sirasiyla %95 ve %75'lik alkolde 3'er dakika
ylkandi. Son olarak fosfat tamponlu salinde ( PBS) 5 dakika yikandt.

2. Dokudaki proteinlerin sindirilmesi:

NuUkleer proteinlerin DNA’dan uzaklagtinimasi igin Proteinaz K ( 20
pg/ml) kesitlere uygulandi ve 30 dakika beklendi. Daha sonra her biri 2
dakika stirecek gekilde kesitler distile suyla 4 kez yikandi.

3. Endojen peroksidazin bloke edilmesi:

Kesitler %2 hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisinde 5 dakika tutuldu.
Daha sonra PBS ile 5’er dakikadan 2 kez olmak (izere yikandi.

4, Dengeleyici tamponun (Equilibration buffer) uygulanmasi:

Kesitlerin Gstiine dengeleyici tampondan 2 damla konup lamelle
kapatildi ve oda sicaklifinda 30 dakika bekletildi.

5. TdT enziminin uygulanmasi:

Tdt'h kansimdan (2 kisim reaksiyon tamponu + 1 kisim TdT enzim
kangimi) alinip kesitin Ustini kapatacak sekilde konuldu. Kesitler nemfi

kutuya konup 37°C etlivde 1 saat Tutuldu. Negatif kontrol igin karigima TdT

konmayip sadece reaksiyon tamponu konuldu.
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e f
Sekil 3.1. H-E, PAS, TUNEL ile boyanmig konjonktiva érnekleri

A. Cok katli kolumnar epitel ve epitel tabakasina ilerlemeyen kronik
inflamatuar hicre infiltrasyonu . (H-E, x20) B. Konjonktiva ylzey
epitelinde sitoplazmik eosinofili ve nikleer irilegsme ile karakterize
skuamoid dedisim (H-E, x20) C. Konjonktiva ylzey epitelinde
sitoplazmik PAS pozitivitesi gésteren az sayida goblet hicresi varligi
(PAS, x20) D. Konjonktiva ylzey epitelinde sitoplazmik PAS pozitivitesi
gosteren cok sayida goblet hicreleri (PAS, x20) E. Konjonktiva ylzey
epitelinde az sayida TUNEL pozitif hucre varhgr gosteren ilag tedavisi
almayan bir olgu (TUNEL, x40) F. Konjonktiva ylzey epitelinde g¢ok
sayida TUNEL pozitif hticre varlidr gdsteren, ilag tedavisi alan bir oigu
(TUNEL, x40)
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6. Reaksiyonun durdurulmasi (Stop- Wash buffer uygulanmasi)

Dur/yika tampon kangimi (1 ml Stop/wash tamponu + 34 mi distile su
ile hazirland).) kesitlere uygulanip 10 dakika beklendi. Daha sonra 3 kez 5'er
dakikadan PBS ile yikandi.

7. Anti- digoksijenin / Peroksidaz uygulanmasi:

Kesitlere 2 damla antidigoksijenin / peroksidaz uygulandi ve oda
sicakhginda 30 dk. tutuidu. Daha sonra 5’er dakikadan 3 kez olmak {izere
PBS ile yikandi.

8. Renk olugsumu reaksiyonu:

%0.05 DAB solusyonuna H, O, eklendi ve hemen kesitlerin Gstin
kapatacak sekilde konuldu. 3 dakika beklendikten sonra 1'er dakikadan

olmak lizere 3 kez ve son bir kez 5 dakika distile suyla yikandi.
9. Zemin boyama:

Kesitlere metil yesili uygulandi ve 10 dakika bekletildi. Daha sonra 3
kez distile su, 3 kez PBS ve 3 kez %90 metanolle yikand:.

10. Mikroskopiye hazirlama:

Doku kesitleri her biri 2'ser dakikadan olmak Gzere 3 kez ksilen ile

yikanip enterlan ile kapatildi.

Apoptozis orani su sekilde hesaplandi: Konjonktiva epitel hlicreleri
Isitk mikroskobunda (Zeiss, Axioskop, Almanya) x40 buyiitme altinda
incelendi. TUNEL pozitif apoptotik hicreler kahverengi olarak diger
hicrelerden kolayca ayriimaktaydi. Hicrelerdeki nikleer boyanma pozitiflik
olarak degerlendirildi (Sekil 3.1.E-F). Her preperattaki bitin epitel hiicreleri,
hastalarin tedavi alp almadiklar 6n bilgisine sahip olmadan tarafimca

sayildi. Boylece birden fazla gdzlemci nedeniyle dodabilecek hiicre sayim

degiskenliginden kaginildi. iglem sirasinda dokilen ve yizey epitel hicresi
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izlenmeyen bdlgelerdeki hiicreler sayima katiimadi. Apoptotik oran ise
apoptotik hlcre sayisinin toplam konjonktiva epitel  hilicre sayisina

bélunmesiyle bulundu.

Tim olgularda apoptozis ve goblet hiicre oranlari hesaplandiktan .
sonra topikal antiglokom ilag kullanan glokomlu hastalar, ilag kullanmayan
kontrol grubu ile karsilastiriidi. Kullanitan ilaglarin sayisi, kullanim sresi,

glokom ve ilag tipinin oranlara etkisi arastinidi.

Istatistiksel analiz SPSS for Windows (Version 10.0) adll software
paket programi kullanilarak yapildi. Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testi,

ki-kare, Spearman’in korelasyon katsayisi kullanildi ve 0,05°den kiglk veya

esit p degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 4.1. Cerrahi spesimenlerden elde edilen apoptozis ve goblet oranlan
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Isik mikroskopisi altinda yapilan hiicre sayimi sonucunda apoptozis
oraninin 0,006 ile 0,549 arasinda degistigi, goblet hiicre oramimin 0,003 ile
0,067 arasinda degisti§i saptandi (Tablo 4.1.).

Sira No llac kullanimi Apoptozis orani Goblet hiicre orani
1 VAR 0,244 0,013
2 VAR 0,036 0,007
3 VAR 0,011 0,016
4 VAR 0,105 0,027
5 VAR 0,549 0,011
6 VAR 0,239 0,007
7 VAR 0,276 0,011
8 VAR 0,132 0,005
9 VAR 0,103 0,004
10 VAR 0,212 0,046
11 VAR 0,072 0,013
12 VAR 0,294 0,030
13 VAR 0,187 0,006
14 VAR (0,462 0,012
15 YOK 0,105 0,003
16 YOK 0,026 0,035
17 YOK 0,005 0,004
18 YOK 0,060 0,010
19 YOK 0,015 0,012
20 YOK 0,175 0,024
21 YOK 0,033 0,017
22 YOK 0,009 0,012
23 YOK 0,382 0,027
24 YOK 0,063 0,024
25 YOK 0,028 0,013
26 YOK 0,007 0,016
27 YOK 0,006 0,067
28 YOK 0,081 0,015
29 YOK 0,113 0,029
30 YOK 0,227 0,004
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Topikal antiglokom ilag kullanan glokomiu olgular, ilag
kullanmayan glokomu olmayan kontrol grubu ile karsilastinldiginda, birinci
grupta yasglarin 28-87, ikinci grupta ise 54-82 arasinda degistigi gortldd.
Yaglar arasinda gruplarin istatistiksel olarak anlaml bir fark géstermedidi
saptandi (p=0,879). Pearson’in ki kare testi ile karsgilastirildi§inda iki grup
arasinda cinsiyet dagihminin uyumlu oldugu goéruida (v=0,125, p=0,727)

(Tablo 4.2.).

Tablo 4.2.ila¢ kullanan ve kontrol grubu arasinda cinsiyet dagiimi

Topikal antiglokom Cinsiyet
. Toplam
ilag kullanimi Erkek Kadin
llag kullaniyor 6 (%46,2) 8 (%47.1) 14 (%46.,7)
Kontrol 7 (%53,8) 9 (%52,9) 16 (%53,3)
Toplam 13 (%100) 17 (%100) 30 (%100)

Topikal antiglokom ila¢ kullanan glokomu olan 14 hasta, ilag
kullanmayan glokomu olmayan kontrol grubundaki 16 hasta ile apoptozis
oranlan agisindan Mann Whitney U testiyle karsilagtinldidinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulundu (p=0,013) (Tablo 4.3.). llag kullaniminin oldugu
grupta konjonktiva epitel hicrelerinde daha ylksek apoptozis oranlari

saptandi.




Tablo 4.3. Topikal antiglokom ilag¢ kullaniminin apoptozis oranina etkisi
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Topikal antiglokom Apoptozis oran
ilag kullanimi n Min-Max Ort+SD o
llag kultaniyor 14 0,011-0,549 0,208+0,154
0,013
Kontrol 16 0,005-0,382 0,083+0,102

az olmasi nedeniyle karsilagtirmaya dahil edilmedi.

Tablo 4.4. Glokom tiplerinin apoptozis oranina etkisi

Hastalar glokom tiplerine goére siniflandinidi. Olgulardan 6'sinda
(%42,9) psodoeksfoliasyon glokomu, 4’lUnde (%28,6) primer- acik acil
glokom, 3’iinde (%21,4) dar acih glokom, 1’inde (%7,1) konjenital glokom
mevcuttu. Konjenital glokomu olan hasta, istatistiksel ¢aligma igin sayisinin
Psédoeksfoliasyon
glokomu, primer agik agih glokom ve dar agili giokom Kruskal-Wallis testi ile
apoptozis oranlar agisindan karsilastinldidinda istatistiksel olarak antamli
bir fark bulunmadi (p=0,517) (Tablo 4.4.).

Apoptozis orani
Glokom tipi
Min-Max Ort+SD p
PE 0,011-0,294 0,14610,114
PAAG 0,105-0,549 0,249+0,205 0,517
DAG 0,072-0,462 0,26920,195
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Topikal antiglokom ilag kullanan 14 hastada, ila¢ kullanim siiresi 1
hafta ile 5 yil arasinda degismekteydi. Spearman’in korelasyon katsayisi
kullanilarak ilag kullanim siiresi ile apoptozis oranlari arasindaki iligki
arastinldiginda, korelasyonun istatistiksel olarak antamli olmadigi gérild.
(p=0,803, r=-0,073).

Olgulardan 7’si (%50,0) bir ilag, 4’0 (%28,6) iki ilag, 2'si (%14,3) U¢
llag, 1'i (%7,1) dort ilag kullanmaktaydi. Kullanilan topikal antiglokom ilag
saylisina gore olgular bir veya birden fazla ilag kullanimina gére siniflandiriidi. -
Bir ila¢ kullanan grup ile birden fazla ila¢ kullanan grup arasinda apoptozis
oranlari agisindan istatistiksel &nemli bir fark tespit edilmedi (p=0,805) (Tablo
4.5.).

Tablo 4.5. Kullanilan topikal antiglokom ila¢ sayisinin apoptozis oranina

etkisi
Kullanilan ilag Apoptozis oran
sayisl n Min-Max Ornt+SD P
Bir 7 0,072-0,549 0,245+0,185
Iki veya daha
0,805
fazla 7 0,011-0,294 0,172+0,118

Topikal antiglokom ilag kullanim siresi 1 aydan kisa ve uzun olan iki

grup olusturuidugunda da, gruplann apoptozis oranlar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farkin olmadi§: géruldi (p=0,839) (Tablo 4.6.).
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Tablo 4.6. Topikal antiglokom ilaglarin kullanim siresinin apoptozis oranina

etkisi
_ Apoptozis orani
lla¢ kullanma siiresi
n Min-Max OrtxSD p
Bir aydan kisa 4 0,036-0,294 0,169+0,120
0,839
Bir aydan uzun 10 0,011-0,549 0,224+0,169

Calismaya dahil edilen hastalar 6 farkli ila¢ kullanmaktayditar. Butln

ilaglarda prezervan madde olarak benzalkonyum kloridi  cesitli
konsantrasyonlarda (%0,0075-%0,02) ihtiva etmekteydiler. En yilksek |
benzalkonyum klorid konsantrasyonu olan %0,02'i Xalatan®'in igerdigi |
gorildi. Kullanilan ilaglar arasinda Xalatan®'in oldugu grup, kullanilan ilaglar i
arasinda Xalatan®'in olmadidi grup ile karsilastinldiginda apoptozis oranlar ‘
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,108) (Tablo

4.7.)

Tablo 4.7. Kullanilan ilaglar arasinda Xalatan®n varligimn apoptozis

oranina etkisi

llac tedavisinde Apoptozis orani
Xalatan® n Min-Max Ort+SD p
Var g 0,011-0,294 0,170+£0,100

0,108
Yok 5 0,036-0,549 0,278+0,218

Sadece Timoptic® veya Betoptic® kullanan hastalar beta-blokdr
kullananlar bashginda bir grupta toplanarak, sadece Xalatan® kullanan
hastalarla apoptozis oranlar agisindan karsilastirildi. Gruplar arasinda

istatistiksel anlaml fark bulunmadi (p=0,114) (Tablo 4.8.).
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Tablo 4.8. Beta-blokdér ve Xalatan®'in apoptozis oranlart agisindan
karsilastiriimasi
Apoptozis orani
Kullanilan ilag
Min-Max Ort+SD p

Beta-blokér 0,132-0,549 0,339+0,198
0,114

Xalatan® 0,072-0,187 0,120+0,059
Topikal antiglokom ilag kullanan glokomiu olgularda apoptozis

oranlarinin, goblet oranlan ile iliskisi Spearman’in korelasyon katsayisi ile

arastirldi§i zaman aralarinda istatistiksel olarak anlaml iligki saptanmadi

(r=0,138; p=1,00).

Topikal antiglokom ila¢ kullanan glokomlu olgular, ila¢ kullanmayan

glokomu olmayan kontrol

grubu

ile goblet hicre oranlari

acisindan

karsifastinldiginda, istatistiksel fark butunmadi (p=0,370) (Tablo 4.9.)

Tablo 4.9. Topikal antiglokom ilag kullaniminin goblet hiicre oranina etkisi

Topikal antiglokom

ila¢ kullanimi

Goblet hiicre orani

Min-Max Ort+SD p
llag kullaniyor 14 0,005-0,046 0,0150,011
0,370
ilag kullanmiyor 16 0,003-0,067 0,019+0,015
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Kullanilan topikal antiglokom ilag sayisina gére oigular
siniflandinlinca, bir ilag kullanan grup ile birden fazla ila¢ kullanan grup
arasinda goblet hiicre oranlan agisindan istatistiksel énemli bir fark tespit
edilmedi (p=0,318) (Tablo 4.10.).

Tablo 4.10. Kullanilan topikal antiglokom ilag sayisinin goblet hiicre oranina

etkisi
Kullanilan ilag Goblet hiicre orani
saylisi n Min-Max Ort+SD p
Bir 7 0,004-0,046 0,014+0,011
Iki veya daha 0,318
fazla 7 0,007-0,030 0,01640,013

Glokom tipi ile goblet hicre oranlar arasinda istatistiksel olarak

onemli iliski saptanmadi (p=0,825).

Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitler incelendiginde 30 ilag
kullanan 1'i ilag kuflanmayan olmak (zere toplam 4 oclguda konjonktiva epitel
tabakasint invazyon yapmayan kronik inflamatuar hiicre infiltrasyonu g&rildd.
Apoptozis ve goblet hiicre oranlar ile istatistiksél olarak iligkininin olmadig:
saptandi (p=0,072, p=0,976). Kronik inflamatuar hicre infiltrasyonu ile ilag
kullanimi arasinda istatistiksel antaml iligki saptanmadi (p=0,315). Ayrica
kullantlan ilag sayisi ve siresi ile kronik inflamatuar hiicre infiltrasyonunun

istatistiksel 6Gnemli iligkisi yoktu (p=1,00, p=0,170).

llac kullanan 6 olguda ve ila¢ kullanmayan 3 olguda hematoksilen-
eosin ile boyanan kesitlerde skuamoid degisim saptandi. Skuamoid degigimin

ilag kullanimi ile istatistiksel anlaml iligkisi saptanmadi (p=0,236). Kullanilan

ilag sayisi ve siiresi ile skuamoid degisim arasinda istatistiksel nemli iligki
yoktu (p=0,592, p=0,108).
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Skuamoid dedisimin apoptozis oranlarina istatistiksel anlamh etkisi
gorilmedi (p=0,929). Skuamoid degisim ile goblet hiicre oranlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli iligki saptand: (p=0,05) (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Skuamoid degisimin varliinin goblet hiicre oranina etkisi

Goblet hiicre orani
Skuamoid degdisim

n Min-Max Ort+SD p
Var 9 0,003-0,016 0,009+0,004
0,05
Yok 5 0,004-0,067 0,020+0,016
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TARTISMA

Topikal antiglokom ilaglarin glokom tedavisinde énemli bir yeri vardir.
Glokomun kronik ve ilerleyici bir hastalik olmasi nedeniyle bu ilaglar hastalik
sUresince uzun dénemiler i¢in kullaniimaktadir. Hastalarin tedavisinde bazen
tek topikal ilag¢ yeterli olmaktayken, bazen hedef géz i¢i basinca ulagsmak igin
birden fazla ila¢ kullanimi gerekmektedir.

Ideal bir ilag tedavisinde aranan dzellikler etkinlik, klinik kullanim
kolayhdi ve dusiik maliyetle birlikte yan etkilerin olmamasidir.

Oftalmolojide, yaygin ve kronik kullanimda olan topikal antiglokom
ilaglari ideale ulastirmak icin cesitli arastirmalar yirutilmektedir. ilaclann
etkinligini arttirmak icin yeni formulasyonlar arastinimakta, ilag dozajlan ve
maliyeti disirmek i¢in kombine ilaglar olusturulmaktadir (38, 39). Topikal
antiglokom ilaglarinin  yan etkilerinin saptanmasi, yan etki olusum
mekanizmalarinin belilenmesi ve en aza indirimesi icin c¢alismalar
yapilmaktadir.

Go6z 6n ylzeyi topikal antiglokom ilaglarin géz igine ulasmasi igin
gecilmesi gereken bir bariyer gibi dlgtnilebilir (15). Bu ¢aligmada klinikte
kullanimda olan ilaglarin konjonktivada hicresel dizeydeki toksisitesi
arastinldi. Bilinmektedir ki eder hicre hasara ugramigsa ve bu hasarin
onartimasi mimkiin olmayacaksa hilcre élume siriklenmektedir. Siddetli ani
gelisen hasarda 6lim nekroz seklinde olur. Apoptozisde uyarana sekonder
olarak genetik kontrol altinda programlanmis hiicre éluma géralur (61). Bu
calismada topikal antiglokom ilag tedavisinin konjonktivada programlanmig
hiicre dlimine yol acip agmadidi arastirildi. Konjonktiva epitel hiicrelerindeki
apoptozis saptanarak apoptozis oranlar hesaplandi. llag kullanan 14 hasta,
kontrol grubundaki 16 hasta ile apoptozis oranlari agisindan

karsilastirldiyinda, ila¢ kuillanan grupta istatistiksel olarak anlamh apoptozis

orani artig saptandi.
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Literatlire bakildi§i zaman in vitro calismalar ile topikal antiglokom
ifaglarin konjonktiva epitel hicrelerindeki apoptozise etkilerinin arastinldigi
gorilmektedir. Konjonktiva hicre kiltirlerinin kullanildigr bu ¢alismalarda
kullanilan hiicreler konjonktiva epitelinin bazi karakteristik 6zelliklerini ihtiva
etmekle biriikte (dezmozomlar, mikrovillus, EGF ekspresyonu, FAS °
reseptorleri gibi), g6z ylzeyindeki ilag difuzyonu, hiicrelerin cok kath olma
dzelliklerini tagtmazlar. Bu g¢aligmalarn sonuglan yol gosterici olmakta fakat
insan okller yizeyi ile direkt olarak baglanti kurulamamaktadir. Biz
caismamizda katarakt veya glokoem nedeniyle cerrahi tedavi planlanmig
hastalarin bulber konjonktivasindan cerrahi sirasinda inzisyonel biyopsiler
alarak, bu spesimenlerde aragtirmay: ylrittik. Béylece hastalar kullanmakta
olduklari antiglokom ilaglarina devam ederken konjonktivadaki hicresel
hasar inceienebildi.

Bu c¢alismanin yapisi spesifik bir ajanin konjonktiva toksisitesini
gostermeye yonelik degildi. Amag klinik kullanimda olan ve pratikte kullaniian
topikal antiglokom ilaglarin etki yerleri olmamakla birlikte direkt olarak karsi
karsiya kaidiklar konjonktivada olusturduklan subklinik hiicresel hasarin
apoptozis ile tespitiydi.

llag kullanan hastalarda kullanmayanlara gére artmis apoptozis
saptanmakla birlikte ilaglar arasinda apoptozis oranlan agisindan fark
bulunamadi. Bu ilaglar degigik biyokimyasal Ozellikler gosteren etken
maddeler ihtiva eden ajanlardi. Hepsi bir prezervan madde olan
benzalkonyum kloridi icermekteydi. ilaglarin apoptozis oranini arttirdiginin
saptanmasi fakat ilaglar arasinda fark bulunmamasinin sebebi, asil hasara
yol acan ajanin butin ilaglarin ihtiva ettii benzalkonyum klorid olmasi ile
aciklanabilir. Debbasch ve arkadaglan (49) konjonktiva hicre kultirlerinde
yaptiklari bir calismada prezervan igeren ve prezervansiz beta-blokdrleri
(timolol ve karteolol) apoptozis acgisindan karsilagtirmiglardir. Sadece
prezervan igeren beta-blokdr ajanlarin, prezervan icermeyen beta-blokériere
gbre apoptozisin arttirdigini géstermislerdir. Ayrnica bu ¢alismada ilaglarn

glutatyon azalmasindan gok serbest oksijen radikallerinin yapiminin artmasi

ve mitokondriyal hasar ile hiicreyi apoptozise surikledigi dne suralmustir.
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Debbasch ve arkadaslannin (48) yapti§i baska bir in vitro ¢aligmada,
oftalmik solusyonlarda kullanilan prezervan maddelerin  konjonktiva
hiucrelerine toksisitesi aragtiriimistir. Calismada 10 farkh prezervan ajan
kullaniimis  ve iclerinde en toksik olanlarin  benzatkonyum klorid,
benzododekinyum bromid, cetrimid oldudunu gésteriimistir. Bu 3 ajan da
kuarterner amonyum olup, % 0,001’in Gzerindeki konsantrasyonlarinda tipik
kromatin kondansasyonu gozlenmistir. Konsantrasyon %0,005'in (zerine
¢iktigt zaman hicrelerde nekroz da goérilmustir. Benzalkonyum kloridin
dlisiik konsantrasyonlarda apoptozise yol a¢tigi, yiksek konsantrasyonlarda
nekroza yol agan toksik bir ajan oldugu gorilmektedir.

De Saint Jean ve arkadasglan (60) konjonktiva epitel hiicre
kllttrlerinden aldiklan érneklerde benzalkonyum kioridin toksisitesini in vitro
olarak c¢alismislardir. Apoptozisin karakteristiklerinden olan kromatin
kondansasyonu, DNA fragmantasyonu, hiicre volimini{in azalmasi, apoptotik
marker Apo 2.7, DNA'daki apoptotik degisiklikler arastinimistir.
Benzalkonyum kloridin - %0,0001 gibi dustik konsantrasyonlarda bile
apoptozis ile hicre dliimiine yol agtidini gésteriimistir.

Calhsmada kullanilan topikal antiglockom ilaglarinda benzalkonyum
klorid konsantrasyonlan %0,0075 ile %0,02 arasinda degismekteydi.
Xalatan®'in en yiksek konsantrasyon olan %0,02'lik benzalkonyum klorid
kapsadid1 gorildd. Kullanitan ilaglar arasinda Xalatan® olan ve olmayanlar
karsilagtinldijinda apoptozis oranlar agisindan istatistiksel anlaml bir fark
saptanmadi. Bu her iki grupta da birden fazla ilag ve farkh dozajlarin
kullanimini  ile  agiklanabilir. Benzalkonyum kloridin  toksisitesinde
konsantrasyon &nemli bir parametre olmakla birlikte, kullanilan miktar ve
dozajin da hicre hasarini etkilemesi muhtemeidir.

Calismadaki olgular 1 hafta ile 5 yil arasinda degisen sirelerde
topikal antiglokom ilag kullanmaktaydi. llag kullanim siresi ile apoptozis
arasindaki korelasyona bakildiginda istatistiksel anlamli bir sonug bulunmadi.

Broadway ve arkadaslarinin (17) yaptigi topikal antiglokom ilag
kullamimimin konjonktiva hlicre profilinine etkisini aragtirdiklar ¢alismada,

ilaglarin subklinik inflamasyona sebeb oldugu ve bunun 3 yildan fazla ilag
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kullaniminda arttigi  gosteriimigtir.  ilaglarin  uzun sdreli  kullanimda
toksisitesinin artmasi beklenen bir durumdur. Bizim caligmamizda toksisiteyi
gostermek amaciyla apoptozis galigilmigtir. Ancak apoptotik siire¢ oldukca
hizlidir ve yaklasik 3-4 saat icinde hiicre ortamdan kaybolur ve epitel
hucreleri hizli yagsam dénglleri olan hicrelerdir. Uzun doénem ilag
kullamiminda apoptozise giden hicre sayisi ¢ok olmasi halinde bile apoptozis
oranina etki kisith olmus olabir.

Glokomlu goézlerde glokomun sebep ve sonuglarina yonelik yapilan
arastirmalarda retina ganglion hiicrelerinde ve trabekulum dokusunda
apoptozisin arthi§i gosterilmigtir (62, 63). Bilindigi kadarnyla konjonktivada
sadece glokoma bagl apoptozis artisi oldugunu gosteren bir calisma yoktur
ve konjonktivanin glokom patofizyolojisinde kayda deger bir yeri olmadigi
kabul gormektedir. Biz calismamizda glokom tiplerini de konjonktiva
apoptozis  oranlart  acisindan  karsilastirdik.  Primer aglk agll,
pstdoeksfoliasyon ve kronik primer dar agili glokomu olan hastalar arasinda
apoptozis oranlar agisindan fark bulunamadi.

Calismada PAS ile boyanan kesitlerde goblet hucreleri sayllarak,
goblet hiicre oranlan hesapiandi. Bdyiece topikal antiglokom ilaglarin
apoptozis oranlarina etkisine paralel goblet hiicre oranlarinda degisiklik yapip
yapmadigi arastirildi. Literatiirde de topikal antiglokom ilaglarin kullaniminin
goblet hiicre sayisinda vyaphi@i degisikliklerin arastirildi§i calismalara
rastlaniimaktadir. Baun ve arkadaslar (64) topikal antiglokom ila¢ tedavisi
almig 17 olgu ile yas uyumlu 18 kontrol olgunun konjonktiva biyopsi
materyallerini goblet oranlarn agisindan karsilagtirmiglar ve iki grup arasinda
goblet oranlarl agisindan fark bulamamiglardir. Calismamizin sonucu Baun
ve arkadaslarini destekler niteliktedir.

Bazi calismalarda goblet orani azalmig olarak bulunmustur (16, 65).

Sherwood ve arkadaslarinin (66) konjonktiva biyopsi materyellerinde
yaptiklari cahsmada goblet oranlan ila¢ kullanan olgularda kontrole gore
anlamli dugtus godstermektedir. Bu ¢aligmada uzun sire ilag kullanan hasta

grubunun ila¢ kullanma siiresi ortalama 7,7 yiken, bizim ¢alismamizda ilag

kullanim siresi ortalamasi 1,2 yildi. Calismamizin Sherwood’'un ¢aligmasiyla
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uyumlu sonuglarinin olmamasinin sebebi ilag kullanim siresinin daha kisa
olmast ile aciklanabiiir. Ayrica Sherwood ve arkadaslarinin caligmalarinda
biyopsiler bazi hastalarda ust nazal bulber konjonktivadan alinirken, bazi |
hastalarda Ust temporal bulber konjonktivadan alinmistir. Caligmamizda
konjonktivada hicre dadihmi farkliklannin sonuglarimizi en az etkilemesi
i¢in biyopsiler aynt bdlgeden alindi.

Abbel-Khalek ve arkadaslan (46) vyasla birlikte goblet hiicre
oranlarinin azaldigini géstermiglerdir. Bu ¢calismada ise yasin etkisini en aza
indirmek icin ilac kullanan ve kullanmayan hasta gruplar yas uyumlu olarak
olusturuldu. Ancak goblet oranlarinin 0,003 ile 0,067 gibi dar bir aralikta
degisim gostermesi ve hasta sayisinin azh§ istatistiksel analizde limitasyona
sebep olmus olabilir.

Calismada tek hiicre apoptozisini saptamak icin TUNEL metodu
kullanildi. Parafine gomulmis doku kesitlerinde tek hicre apoptozisini
gostermede TUNEL glvenilen bir yontemdir (61). Fakat TUNEL'in %100
6zgll olmayip, nekroz sirasindaki DNA degradasyonunu gdsterebildigi ve
yanhs pozitif sonuclar verebilidigi bilinmektedir (67). TUNELin ézgullugini
arttirmak icin ilave ydntemler kullanitabilir. Bunun i¢in immin boyamalar ile
aktif kaspaz ve kaspazin yikim Uriinlerine yonelik calismalar yapiiabilir. Aktif
kaspaz 3 tarafindan pargalanmis aktinin immiin boyanmast (Fractin®) buna
ornek teskil etmektedir (68). Aynica nilkleik asidi badlayan florasans &zellik
gosteren boyalar (acridine orange, YOYO-1) kullanilarak, apoptoziste
gdzlenen tipik kromatin kondansasyonu laser konfokal mikroskopta izlenebilir
(54). Bu ek boyamalarla apoptozis daha glivenilir bir sekilde tespit edilmekie
beraber, ek labaratuvar ve techizat gerektirmektedir. Bizim ¢alismamizda
oranlar hesaplanip karsilastinidi. Boylece yanhs pozitiflik var olmakia birlikte,
sonugclara etkisi en aza indiriimeye ¢aligildi.

Boyamanin 6zgilligint arttirmak icin kit olarak Apoptag® (In situ
apoptosis detection kit/Peroxidase; Oncor, Inc) secildi. Bu kitte biotin-avidin
verine digoksijenin-antidigoksijenin  kullantimaktadir. Dokuda normalde

varolan biotin yanhs pozitif boyamaya yol acabilir ve digoksijenin avidin-

biotine gére daha spesifiktir.
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Wright (69) topikal antiglokom ila¢ kullanan 4 hastada konjonktivada
epidermalizasyon, goblet hiicre kaybi ve kronik inflamatuar hicre
infiltrasyonunu rapor etmistir. Calismada 3’0 ilag kullanan, 1’i kullanmayan 4
ornekte kronik inflamatuar hilicre infilirasyonuna rastlanildi. Fakat ilag
kullanimi ile istatistiksel olarak anlamli iliskisi saptanmadi.

Broadway ve arkadagian (17) topikal antiglokom ilaglarin konjonktiva
hiicre profiline etkisini arastirdiklan c¢alismada, topikal ilag kullanimiyla
konjonktivadaki makrofaj, lenfosit ve mast hiicre sayllannda artis oldugunu
gostermislerdir. Calismalarinda inflamatuar hicreler ayr ayri sayillimisdir. Bu
calismada hematoksilen-eosin ile boyanmis kesitlerde inflamatuar hicre
sayimi  yapimamig, gros olarak inflamatuar hicre infiltrasyonu
degerlendirilmigtir.

Baudouin ve arkadaslari (70) bir calismalaninda, antiglokom ilaglarin
inflamasyona yol actigini gdstermislerdir.

Skuamoz hicreler kolumnar hicrelere gére daha dayanikhdir.
Olumsuz dis etkene maruz kalinca mukozalarda goblet hiicre kayb: ile birlikte
skuamoid degigim gorUlebilir. Genellkle skuamoid degisim, goblet
hiicrelerinin de kaybi ile birliktedir. Cahgsmada skuamoid degisim gdsteren
hastalarda istatistiksel olarak anlaml bir goblet hiicre orani dusuklagu
saptandi. Calismamizda 9 hastada skuomoid degisim saptandi. Beraberinde
keratinizasyon, epidermalizasyon mevcut dedildi. Bu hastalann 6'st ilag
kullanmaktaydi fakat ilag kultanimi ile istatistiksel olarak anlamh bir iligkisi
saptanmadi.

Bu calismada topikal antiglokom ilaglarin konjonktiva epitel
hiicrelerinde apoptozisi arttirdidi bulundu. Bu bulgu ilaglarin konjonktivada
subklinik bir hasara yol agtiklarini géstermektedir. Ancak ilaglar arasinda
apoptozis oranlar agisindan istatistksel anlami fark bulunmamasi,
toksisiteden etken maddelerden ¢ok ilaglarnn ihtiva ettidi prezervanin biyik
élciide sorumlu olabilecedini diistindUrmektedir. Prezervan igeren antiglokom

ilaglardan, klinik olarak kullanilabilecek prézervan icermeyen ilaglara gegis ile

konjonktivadaki hiicresel hasar en aza indirilebilecektir.
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SONUCLAR

llag kullanan olgularda kontrol grubuna gére istatistiksel olarak

anlamli artmig apoptozis oranlan saptand..

llag kullanim sdresinin, ilag sayisinin ve glokom tipinin

apoptozis oranlarina istatistiksel anlamh bir etkisi saptanmad;.

Apoptozis oranlarl ile goblet oranlari arasinda istatistiksel

anlamli iligki tesbit edilmedi.

llag tedavisi olarak sadece Xalatan® kullanan olgular ile tek
beta-blokdr kullanan olgular apoptozis ve goblet oranlan

acisindan karsilastirldijinda istatistikse! anlaml fark izlenmedi.

Kullanilan ila¢g tedavisinde Xalatan®'in bulundugu ve
bulunmadiyi olgular arasinda apoptozis ve goblet oranlar

acisindan fark izlenmedi.

llag kullanim siresinin, ilag sayisinin ve glokom tipinin goblet

oranlarina istatistiksel antaml bir etkisi saptanmadi.

Kronik inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve konjonktiva
epitelindeki skuamoid degdisim ile ila¢ kullanimi, ila¢ sayisi ve

slresinin istatistiksel anlamli iligkisi izlenmedi.

Kronik inflamatuar hicre infiltrasyonu ve skuamoid degisimin

apoptozis oranlari ile istatistik anlamli bir iligkisi saptanmadi.

Kronik inflamatuar hicre infiltrasyonu ile goblet oranlar

arasinda istatistiksel anlaml iligki izlenmedi.
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10. Goblet oranlannin skuamoid degisimin go6ruldugu olgularda,
goruimeyen olgulara goére istatistiksel olarak daha diisiik oldugu

saptandi.
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