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1.GIRIS

Glokom, 6nlenebilir gérme kaybi nedenleri arasinda ilk siralardaki yerini korumaktadir.
Guinimiizde glokom tedavisi i¢in farkli se¢enckler giindemde olsa da topikal antiglokomatoz
ilaglar birinci basamak tedavi olarak 6nemini siirdirmektedir. Ancak, uzun siireli topikal
antiglokomatoz ilag kullanimi sonucu goriilebilen okiiler toksik reaksiyonlar ilag intoleransina
neden olabilmektedir. Glokomun tibbi tedavisinde en biiyiik sorunlardan biri olan ve hasta
uyumunu olumsuz etkileyen goze ait sikayetlerin, ilacin etken maddesinden veya oncelikli

olarak icerdigi koruyucu (prezervan) maddelerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir *>.

Uzun siireli topikal antiglokomatoz ilag kullanimi sonrasi, okiiler yiizeyde toksik ve
immiinopatolojik degisiklikler tanimlanmustir *°. Pilokarpin ve beta bloker etken maddeli
antiglokomat6z ilaglarin okiiler reaksiyonlara yol acabildigi bilinmekle beraber &zellikle
icerikte yer alan prezervan maddelerin (6zellikle benzalkonyum klorid BAK) kornea epiteli,
konjonktiva ve gozyasi fonksiyon testleri hatta trabekiiliim ve endotel hiicreleri tizerine toksik
etkileri oldugu gosterilmistir "°. Uzun siireli prezervan madde iceren topikal damla kullanan
hastalarda subkonjonktival fibrozis riski artmakta ve glokom cerrahisi uygulanan goézlerde

bleb mrii kisalmaktadir *°.

Calismamizda antiglokomatoz goz damlalar igeriginde yer alan prezervan maddelerden
en sik kullanilan benzalkonyum klorid’in (BAK) yanisira, yan etkilerinin daha disiik oldugu
diistiniilen yeni prezervanlari (Polikuad ve Purite) iceren antiglokomatoz damlalarinin ve
prezervan igermeyen tafluprost etken maddeli antiglokomatéz damlanin okiiler yiizey
(konjonktiva ve kornea dokusu) ve trabekiiler dis akim yollari tizerine olan sitotoksik etkileri

tavsan gozlerinde histolojik olarak arastirildi.

Calisma gruplarini olusturan tavsan gozleri 5’erli 5 gruba ayrilarak hazirlanan histolojik
preparatlar hematoksilen eozin (H&E) ile boyanarak kornea dokusu ve trabekiiler dis akim
yollart; Periyodik Asit & Shiff + Hemalum boyasi ile boyanarak konjonktiva goblet hiicreleri
tizerine prezervan maddelerin toksik etkisi 11tk mikroskopisi yontemi ile incelendi. Kornea
epiteli ve konjonktiva iliskili lenfoid doku (CALT) icerisinde apoptoz bulgulari kaspaz-3
immiin boyama teknigi ile, inflamasyon bulgular1 CD45 immiin boyama teknigi ile
degerlendirildi. Elde edilen sonuglar %0.9 izotonik soliisyon damlatilan kontrol grubunu

olusturan gozler ile karsilastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

Glokom kelimesi Yunanca ‘bulutlu’ anlamina gelen ‘Glaukos’ dan tiiremistir. Glokom;
ilerleyici, geri doniisimii olmayan, optik disk ve retina sinir lifi tabakasinda yapisal
degisikliklere ve gorme alaninda fonksiyonel kayiplara yol acan, multifaktoryel etyolojiye
sahip bir hastalik grubudur. Tedavi edilmedigi takdirde kalic1 korliikle sonuglanan kronik bir
optik néropatidir ™.

Glokom diinya genelinde 6nlenebilir korliigiin en sik ikinci, geri doniissiiz korliigiin ise
en sik nedenidir **°. Primer acik acili glokom vakalari tiim glokomlu olgularin %74’{inii
olusturmaktadir **. Bilateral korliik orami primer agik acili glokomda %25 iken primer ag

kapanmasi glokomunda %10°dur °.

Retina gangliyon hiicrelerinin kaybi glokom patogenezinin temelini olusturur. Retina
sinir lifi tabakasi1 ve optik sinir bast hasarmin neden oldugu arkuat sinir lifi dagilimina uyan
gorme alan1 defektleri izlenir. Sekonder degisiklikler ise peripapiller retina sinir lifi
tabakasinda hemorajiler, lamina kribrozanin deformasyonu ve doku kaybidir *°. Glokomatéz
optik sinir hasarmin dogrudan yiiksek goz igi basinci (GIB) ile iliskili olduguna dair en ufak
bir siiphe yoktur. Ancak glokomatdz hasarm her zaman yiiksek GIB degerlerinde ortaya
¢tkmamasi ve GIB’nim diisiiriilmesine ragmen glokomatdz optik noropatinin devam etmesi
GIB disinda baz1 diger faktorlerin etyopatogenezde rol oynadigim diisiindiirmektedir. GiB’a
bagli olmayan baslica faktorler; optik sinir basinin perfizyon bozuklugu, vaskiiler direng ve
sistemik hipotansiyondur. Glokomlu gozlerde genetik olarak programlanmis hiicre Sliimi

olan apoptoz etyopatogenezde sorumlu tutulan bir baska faktordiir 1.

Glokomun simiflandirilmasinda en fazla kullanilan yontem 6n kamara agisinin anatomik
yapisi ve trabekiiler ag orgiisiiniin ac1 ile olan iliskisidir. Buna gore glokomlar agik agili
glokom ve ag1 kapanmasi glokomu olarak ikiye ayrilir. Agik agili glokomda akéz hiimoriin
trabekiiler ag ve Schlemm kanali iizerinden vendz sisteme akisinda bir aksaklik s6z
konusudur. Kapali ac¢ili glokomda iridotrabekiiler temas mevcuttur ve 6zellikle pupiller blok
mekanizmas1 sonucu fonksiyonel veya yapisal ag1 kapanmasi gelisir. Glokomlar: primer ve
sekonder olarak da smiflandirmak da miimkiindiir. Primer glokomlar, okiiler ya da sistemik
hastaliklarla iligkili degildir. Genellikle iki taraflidir ve genetik yatkinlik s6z konusudur.
Sekonder glokomlar ise goz igi basing artisindan sorumlu okiiler ya da sistemik hastaliklar ile

iliskilidir. Genellikle tek tarafli ve edinseldir *°.



2.1. GLOKOMDA TIBBI TEDAVIi

G0z i¢i basincinin disiiriilmesi, tim glokom tipleri i¢in gegerli tek kanita dayali tedavi

9 Glokom tedavisinde genellikle ilk basamak GiB’mi diisiiren ilaglarin

yaklagimidir
kullanimidir (antiglokomatoézler). Antiglokomat6z ilaglar akéz humér yapimini azaltarak ya
da akdéz humériin disa akimini artirarak GIB’m1 diisiiriirler. Cogu hastada tek basma ilag

tedavisi hastaligin kontrol altina alinmasini saglayabilir 2°.

Glokom tedavisinde ilk uygulanmasi gereken tek molekiil (monoterapi) ile GiB'nin
diigtiriilmesidir. Ancak hastalarin bir kisminda daha baslangigta veya yaklasik %60’ mnda 2.

yilin sonunda tek ilag ile yapilan tedavi yetersiz kalir ve ¢oklu tedavi ihtiyaci ortaya cikar.

Glokomun tibbi tedavisinde kullanilan antiglokomatéz ilaglari 5 grup igerisinde
toplayabiliriz.

1. Prostaglandin analoglart

2. Beta blokerler

3. Sempatomimetikler (alfa 2 agonistler)
4. Parasempatomimetikler

5. Karbonik anhidraz inhibitorleri

2.1.1. Prostaglandin (PG) Analoglari

Prostaglandinler ilk defa 1935 yilinda prostat dokusundan izole edilmistir. Enzimatik
yolla yag asitlerinden koken alan lipid bilesenleridir. G6z travmasi sonrasi farkli PG’ler iris
ve siliyer cisimden salinirlar. Bunlardan bir tanesi intraokiiler basinci etkin olarak diisiirdiigii
bilinen PGF2a’dir ?°. Hipotansif etkisini temel olarak uveoskleral disa akimi, daha az énemde
trabekiiler disakimi artirarak gosterdigi  bilinmektedir. Matriks metalloproteinazlarin
regiilasyonu ve ekstraseliiler matriks bilesenlerinin yeniden yapilanmasini saglayarak disakim

yolaklarinin gegirgenliginde ve direncinde degisiklikler olusturur 2.



PG analoglar1 GIB’n1 diisirmede en etkili topikal ajanlardir. European Glaucoma

Society (EGS) tarafindan glokom tedavisinde birinci basamak olarak onaylanmistir %. Klinik

kullanim1 olan 5 adet PG analogu mevcuttur Bildirilen yan etkileri konjonktival hiperemi, iris

renginde koyulasma, kirpiklerde uzama ve renk koyulasmasidir %.

- OH
Bimatoprost

HO, .
., ..‘\\wo\r
HO" :
H CFq

on

Travoprost

HO
=y
;./ Z \/\O @)

HO FF |

]
9
Tafluprost

Sekil 1: Prostaglandin analoglariin kimyasal yapisi

HO,

HO™ H
OH

Latanoprost

Unoprostone



Latanoprost (Xalatan® 0.005% , Pfizer, New York, NY) kornea esterazlar: tarafindan
hidrolize edilerek biyolojik olarak aktiflesen bir ester 6n ilacidir. Selektif prostoglandin F2a
(PGF2a) prostanoid reseptor agonistidir °. Yetiskin insanlarda aktif ilag akéz humérde tespit
edilen en vyiiksek konsantrasyonuna topikal uygulama sonrasi 2. saatte ulasir 2*. GiB’ni
diisiirme etkisi 3-4 saat sonra baslar ve 24 saat siirer °. Glokom ve okiiler hipertansiyonun
kisa ve uzun vadeli tedavisinde giinde tek doz topikal latanoprost (0.005%) etkili ve giivenli

bir ajandir.

Bimatoprost (Lumigan®0.03%, Allergan, Irvine, Calif.) sentetik bir prostamid
analogudur. Prostamidler, PGF20 reseptorlerine baglanmazlar, serbest olarak bulunurlar.
26

Korneal enzimler tarafindan aktivasyon gerektirmeyen aktif bir ilagtir flag

uygulanmasindan 4 saat sonra GIB’ni1 diisiiriicii etkisi baslar. Maksimum etkiye 8-12 saat

2! Etkinlik agisindan

sonra ulasilir. 24 saatlik periyotta sabit bir GIB kontrolii saglar
latanoprost ile benzerdir. Giinde tek doz bimatoprost 0.03% glokom ve okiiler hipertansiyon

tedavisinde iyi tolere edilebilir ve etkili bir ajandir.

Travoprost (Travatan® Z 0.004%, Alcon, Fort Worth,Tex.) kornea esterazlar
tarafindan hidrolize edilerek biyolojik olarak aktiflesen bir ester 6n ilacidir. Selektif PGF2a
prostanoid reseptor agonistidir ?°. PGF2o reseptérlerine latanoprosttan daha fazla afinite
gosterir.  Okiiler hipertansiyon ve glokom hastalarinda intraokuler basmci diisiirmede
travoprostun etkinligi latanoprost ile benzerdir. Latanoprosta gore daha fazla konjonktival

hiperemiye neden olur ancak bu etki tedavisiz diizelir %.

Unoprostone isopropil (Rescula 0.15%, Novartis Ophthalmics, Basel, Switzerland)
kornea esterazlari tarafindan hidrolize edilerek biyolojik olarak aktiflesen bir ester 6n ilacidir.
PGF2a pulmonar metabolitinin analogudur. PGF2a. reseptor afinitesi latanoprosta goére 100
kat daha azdir °. Potasyum ve klor kanallarini aktive ederek trabekiiler agda gevsemeye ve
konvansiyonel yoldan akéz hiimor akimininda artisa neden oldugu diisiiniilmektedir. Bazal
gdz ici basmeim 10%-25% oraninda diisiirerek 2-5 saat etki siiresine sahiptir 2. Giiniimiizde

diger prostaglandin analoglariyla karsilastirilacak olursa daha az tercih edilir.

Tafluprost (Saflutan® 0.0015%, Merck & Co. NJ, U.S.A.) glokom ve okiiler
hipertansiyon tedavisinde kullanima giren en yeni ve ilk prezervan igermeyen prostaglandin
analogudur. Tafluprost oldukca potent ve selektif bir PGF2a prostanoid reseptor agonistidir

GIB diisiiriicii etkinligi klinik calismalar ile gosterilmistir 3. Diger prostaglandin analoglar



gibi bir 6n ilagtir. Latanoprosta gére daha potent goz igi basinci diisiiriicti etkiye sahiptir ve
melanogenezisi daha az uyarr **. BAK iceren latanoprost tedavisine intolerans gelistiren
hastalarda, prezervan igermeyen tafluprost tedavisine gegis sonrasi okiiler yiizey hastaligi
semptom ve bulgularina sahip olanlarin sayisinda anlamli derecede azalma oldugu

goriilmiistiir *.
2.1.2. Beta Blokerler

1978 yilinda timolol maleate topikal glokom tedavisinde FDA onayini almistir. Okiiler
beta blokerler siliyer cisimden akdz humor olusumunu azaltarak etki ederler. Bu azalma 50%
oranina ulagabilir, ancak GIB diisiisii bu oranda yiiksek degildir (%25-28). Akdz disa akimi
iizerinde etkili degillerdir. Monoterapi olarak ya da kombinasyon tedavilerinde GIB’ni

diisiirmek amaciyla kullanilirlar. Giinde 2 kere kullanimi dnerilmektedir 2°.

Brongial astim ve ciddi kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi pulmoner problemleri
olan hastalarda kullanim:i relatif kontrendikedir. Siniis bradikardisi, dekompanse kalp
yetmezligi, kardiyojenik sok, 2-3. derece atriyoventrikiiler blok hastalarinda kullanimi
kontrendikedir. Lokal yan etkileri kornea duyusunda azalma, uygulama sirasinda yanma ve

kasinma, kuru géz semptomlari, alerjik blefarokonjonktivit ve gegici gérme bulamkligidir .

Beta blokerler selektif ve non-selektif olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Non-selektif
ajanlar hem B1 hem B2 adrenerjik reseptor antagonistleridir. Bu grupta timolol maleat,
karteolol ve levobunolol mevcuttur. Bunlardan karteolol intrinsik sempatomimetik beta
blokordiir. Ayn1 zamanda parsiyel agonistik etki gosteren bir ajan oldugu i¢in daha az
kardiyovaskiiler yan etki profiline sahiptir. Selektif beta blokerler ise tek reseptor alt tipine

(B1) etkilidirler. Bu grupta betaksolol mevcuttur 2°.
2.1.3. Sempatomimetik Ilaclar (Adrenerjik)

Alfa-2 reseptorlerinin uyarilmasi hiimor akéz yapimini azaltir. Non selektif agonist
adrenerjik ajanlar (alfa ve beta adrenerjik reseptor agonistleri) epinefrin ve dipiverin; selektif

ajanlar klonidin, aproklonidin ve brimonidindir.

Brimonidin akéz yapimii azaltarak ve uveoskleral akimi artirarak GiB’ni diisiiriicii

etki gosterir. Giinde iki kez % 0,2 konsantrasyonda kullanilir. Hayvan calismalarinda

%37 insan ¢alismalarinda brimonidin

38,39

brimonidinin noroprotektif etkisi oldugu gosterilmistir

tedavisi alan hastalarin gérme alanlarinda iyilesme oldugu izlenmistir



2.1.4. Parasempatomimetik Ilaglar (Kolinerjikler)

Asetilkolin benzeri etki gosterirler. Asetinkolin, asetilkolin esteraz tarafindan
sentezlenir ve Kkolinerjik reseptorlere baglanir. Glokom tedavisinde kullanilan en eski
ilaglardir. Siliyer kastaki muskarinik reseptorleri uyararak miyozis yaparlar. Siliyer kas
kontraksiyonu ile uveoskleral disa akim artar “°. Trabekiiler agin acilmasmi saglayarak
konvansiyonel yoldan akimi da artirirlar **. Direkt etkili kolinerjikler pilokarpin ve karbakol,
indirekt etkili olanlar fizostigmin, ekotiyofat, demakaryumdur. Pupiller bloga bagli akut ag1
kapanmasi glokomunda %1-2 pilokarpin miyotik etkisiyle ag1 tizerindeki iris dokusunu geriye
cekerek atagin sonlanmasina katkida bulunur. Gliniimiizde bu grup ilaglar uzun siireli glokom

tedavisinde yan etkilerinden dolay1 tercih edilmezler.
2.1.5. Karbonik Anhidraz inhibitérleri (KAT)

Goz dahil pek ¢ok dokuda karbonik anhidraz enzimi bulunur. Ca-1l izoenzimi akoz
humér yapimi ve GIB kontroliinde etkilidir. Bu enzim gozde temel olarak siliyer cisim,
kornea endotel hiicreleri ve pigment epitelinden salgilanir. Tim karbonik anhidraz
inhibitorleri siliyer cismin nonpigmente siliyer epitel hiicrelerindeki karbonik anhidrazi inhibe

ederek aktif akéz humér sekresyonunu azaltir 2.

Bu grupta sistemik olarak kullanilan
asetozolamid ve topikal olarak kullanilan dorzolamid ve brinzolamid mevcuttur. Topikal
uygulama ile ortalama %18'lik bir basing azalmas: temin edilir *. Oral kullamlan KAl nin

uzun siireli glokom tedavisinde kullanimi yan etkilerinden dolay1 sinirhidir.
2.2. PREZERVAN MADDELER

Prezervan maddeler oftalmik preparatlarin 6nemli bir komponentidir. Mikrobiyal
tiremeyi durdurur ve aktif ilacin bozulmasini engeller. Coklu doz igeren siseler agildiktan
sonra oftalmik preparatin sterilitesinin korunmasi i¢in prezervan maddelere ihtiyag
duyulmaktadir. Prezervan maddeler olmadan ¢oklu doz igeren siseler giinde 2 kere kullanim

ile 1-2 hafta icerisinde kontamine olmaktadirlar **.

Benzalkonyum kloriir (BAK): Oftalmik preparatlarda en sik kullanilan prezervan
maddedir. Topikal soliisyonlardaki en sik kullanilan konsantrasyonu 0,01% olmakla birlikte
0,004% ile 0,02% arasinda farkli uygulamalar1 da olabilmektedir. BAK kuaterner amonyum
tirevi oldukga etkili bir antimikrobiyal ajandir. Protein denatiirasyonu yaparak ve sitoplazmik

membrani pargalayarak etki gosterir. Okiiler dokularda birikerek, doz bagimli hiicre 6liimiinii



indiikleyebilir **. Sitotoksik etkileri doz bagimhidir ve daha yiiksek konsantrasyonlarda ve
daha uzun siireli kullanimda bu etki artmaktadir *°. En sik goriilen yan etkileri konjonktival
hiperemi, azalmis gézyas: iretimi, ylizeyel punktat keratopati, epitelyal erozyonlar, kuruluk-
yanma ve okiiler irritasyon gibi subjektif yakinmalardir *°. Bu yan etkiler kuru goz ve

inflamatuar irritasyona neden olarak okiiler rahatsizlik hissine yol acarlar.

BAK’in deterjan ozellikleri gozyast film tabakasmin lipid boliimiinii zarara ugratarak
akoz bileseninde azalmaya ve gozyasi film kirtlma zamaninda kisalmaya neden olur. Ayrica
BAK goblet hiicre yogunlugunda azalmaya neden olarak miisin iiretiminde eksiklige ve
gozyas1 film tabakasi diizensizligine yol agar. Tiim bu etkiler glokom hastalarinda zaten
azalmig bazal gozyasi sekresyonu iizerine eklenerek okiiler yiizey hastaligi bulgularina neden

olur.

BAK tipi deterjanlar memeli hiicreler tarafindan nétralize edilemezler ve irritant etki ile
allerjik yamit uyandirirlar. BAK konjonktivada primer olarak alerjik ve inflamatuar yanit
uyandirirken ayn1 zamanda direk toksik etki ile konjonktiva yiizeyel tabakalarinda soyulmay1
artirir. Konjonktivada subepitelyal kollajen birikimini artirdigi, substansiya propria kornea’da
inflamatuar hiicre infiltrasyonuna neden oldugu ve proapoptotik etki olusturdugu pek g¢ok

4751 BAK’in tek bir uygulama dozu sonrasinda bile bir hafta siire ile

calisma ile gosterilmistir
konjonktiva dokusunda bulundugu gosterilmistir. BAK’in ortaya ¢ikardig: inflamatuar hiicre
yaniti uzun siireli kullanimlarda fibroblast artisina ve psddopemfigoid tipi subkonjonktival
fibrozise yol agmaktadir. Uzun siireli BAK kullanimu filtran cerrahi (trabekiilektomi) sonrasi

yara iyilesme siirecini etkileyerek bleb yetmezligine neden olabilmektedir >,

BAK sadece gozyasi iiretimi ve stabilitesi lizerinde zararli etkiler yapmakla kalmaz
aynt zamanda kornea iizerine direk sitotoksik etkilerde bulunur. %0.001’den daha az
konsantrasyonlarda dahi epitel disfonksiyonuna ve kornea epitelinde bariyer hasarina yol

agtig1 gosterilmistir .

Okiiler yiizey tizerindeki etkileri iyi tanimlanmisken 6n kamaradaki birikimi de toksik
etkilere katki saglamaktadir. Kisa siireli BAK kullanimi dahi 6n kamarada inflamatuvar
reaksiyon olusturmaktadir. Uzun siireli BAK uygulamasi, glokom patogenezinde rol alan
matriks metalloproteinaz-9 seviyesinde artisa neden olarak glokom seyrinin daha kétiiye

gitmesine neden olabilir *%.



Tablo 1: Antiglokomato6z ajanlarin BAK konsantrasyonlar:

Alphagan® (Brimonidin) %0.005 BAK
Azopt® (Brinzolamid) %0.01 BAK
Betoptic S® (Betaxolol) %0.01 BAK
Cosopt® (Dorzolamid-Timolol) %0.0075 BAK
Lumigan® (Bimatoprost) %0.05 BAK
Timoptic® (Timolol) %0.01 BAK
Travatan® (Travoprost) %0.015 BAK
Trusopt® (Dorzolamid) %0.0075 BAK
Xalatan® (Latanoprost) %0.02 BAK

Uzun siireli prezervan madde kullaniminin okiiler dokularda olusturdugu toksik yiikii
azaltmak 6nemlidir. Bu nedenle giiniimiizde yan etkilerinin daha az oldugu bilinen prezervan
maddeleri igeren antiglokomatoz damlalar ile prezervan madde icermeyen tek kullanimlik

preparatlara yonelim mevcuttur.

Purite: BAK’e alternatif bir stabilize oksikloro komplekstir (SOC). Bu prezervan
madde fungusid, virusid ve bakterisid etki gosterir. Tam mekanizmasi agiklanmamis olsa da
hiicrelerdeki doymamis yaglar1 ve glutatyonu okside ederek antimikrobiyal etki gosterdigi
kabul edilmektedir *. SOC goze damlatildigi zaman dogal gdz yasi komponentleri olan
sodyum, klor iyonlari, oksijen ve suya déniisiir °°. Brimonidine tartrate (Alphagan P®)

iceriginde yer almaktadir. Okiiler yiizeylerde BAK’den daha iyi tolere edilir.

Polikuad(PQ): Polimerik kuaterner amonyum yapisinda bir katyonik antimikrobiyal

ajandir. Okiiler yiizey tizerinde kullanimi giivenli, BAK’e alternatif bir prezervan maddedir

% polikuad kontakt lens soliisyonlari, suni gdz yast preparatlari ve antiglokomatoz

56,57

ajanlarda mevcuttur . Tiirkiye’de travoprost (Travatan®) ve travoprost — timolol maleat

kombinasyonu (Doutrav®) iceriginde bulunur.



SofZia: Borat, ¢inko ve sorbitol iceren oksitleyici bir bilesiktir. BAK gibi kuarterner
ammonyum bilesimidir ancak deterjan etkisi gostermez. Memeli okiiler epiteline daha az

zararhdir *°. Travoprost (Travatan Z®) iceriginde mevcuttur.
2.3. KONJONKTIiVA ANATOMISi VE HISTOLOJIiSi

Konjonktiva g6z kapaklar1 ve orbitanin yumusak dokularini koruyan, goéziin serbest
hareketine izin veren, gozyasmin akéz ve miikéz komponentinin salgilandigl, goziin
biitiinliigiinii saglayan bir miikk6z membrandir. Konjonktiva korneoskleral limbustan, goz
kapaklarmin mukokiitan6z bileske noktasmna kadar uzanir. Okiiler yilizeyin savunmasini
saglayan immiin dokunun ve antimikrobiyal ajanlarin kaynagidir. Konjonktiva anomalileri
okiiler hareketlerin kisitlanmasina, gozyasi film tabakasinin diizensizligine ve enfeksiyonlara

kars1 savunma cevabinin yetersizligine neden olur %,

Konjonktiva epiteli: Konjonktiva yiizeyi goz kapagi kenarmdan limbusa uzanan yer
yer degisik kalinlikta non-keratinize ¢ok katl epitel ile ortiiliidiir. Epitel hiicreleri fornikslerde
kolumnar, bulbar ve tarsal konjonktivada kiiboidal yapidadir. Limbus bolgesi harig¢ tim
konjonktiva yiizeyinde, ozellikle forniks, kariinkiil ve plika semilunariste daha yogun olmak
tizere epitel hiicreleri arasinda mukus salgilayan goblet hiicreleri vardir. Konjonktiva
epitelinin yiizeyinde bulunan mikrovilli ve mikropili adi verilen ¢ikinti seklindeki yapilarin
tizerini ince bir glikokaliks ve hidrofilik 6zellikteki miisin tabakasi ortmektedir. Bu olusumlar
gbzyas1 tabakasmin konjonktiva iizerine tutunmasini kolaylastirmaktadir. Miisinin goblet
hiicrelerinin yani sira konjonktiva ve kornea epiteli tarafindan da salgilandig1 gosterilmistir >°.

Limbus bolgesinde konjonktiva epiteli korneanin non-keratinize skuamoz epiteline doniisiir.

Konjonktiva Stromasi1 (Substansiya propria): Fibrovaskiiler bir bag dokusudur.
Tarsal konjonktivada ve limbusta ince ve siki yapida, fornikslerde ise daha kalin ve gevsek
yapidadir. Yiizeyel substansiya propria lenfoid tabakayi igerir.Bu tabaka dogumdan sonra 8
ile 12.hafta arasinda olusmaya baslar. Konjonktiva iliskili lenfoid doku (CALT) okiiler
ylizeyin immiin yanitinin baslamasi ve diizenlenmesinde 6nemlidir. Epitel tabakasi i¢indeki
lenfositler, lenfatikler ve bunlarla iligkili kan damarlar1 ile lenfosit ve plazma hiicrelerinin

7

follikiiller kiimeler igeren yaygin stromal bilesenlerini icermektedir . Derin tabaka ise

damarlar, lenfatikler ve sinirsel yapilar bulunur.
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2.4, KONJONKTIVANIN ILACLARA YANIT MEKANIZMALARI

Konjonktiva topikal ilaglar igin pasif, yar1 gegirgen dogal bir bariyerdir. Siirekli ilag
kullanim1 konjonktiva igin kronik bir strestir. Topikal ilag tedavilerinin konjonktivayi
olumsuz etkilemesine neden olan potansiyel faktorler arasinda tedavinin tiirt, igerdigi
prezervan maddenin tiirii, tedavi siiresi, uygulama sikligi, uygulanan etken maddenin fiziksel

ozellikler (konsantrasyonu, pH degeri, sicaklik derecesi, toksisitesi) sayilabilir °.

Konjonktiva maruz kaldig1 kronik strese karsi ¢esitli sekillerde yanit verebilir. Bu yaniti
klinik bulgu olmaksizin nonspesifik irritasyon, subklinik hiicresel ultrastriiktiirel degisiklikler,
Tip 1 hipersensitivite reaksiyonu, Tip 4 hipersensitivite reaksiyonu (alerjik kontakt
konjonktivit), folikiiler, papiller veya toksik konjonktivit ve sikatrizan konjonktivit gelisimine

kadar genis bir yelpazede gorebiliriz ®.
2.5. KORNEA ANATOMISI VE HiSTOLOJISI

Kornea dis cevre ile temas eden, géze 151g1n girisini saglayan saydam bir penceredir. On
kornea yiizeyi gozyasi tabakasi ile kapli iken arka yiizey akéz humor ile temas halindedir.
Kornea o6n yiizeyi konveks ve asferiktir. Merkezi 0.5 mm kalinliginda iken perifere dogru
gittikge kalinlik artar. Viicutta en fazla inervasyona sahip en hassas doku korneadir.
Trigeminal sinirin oftalmik dalindan koken alan siliyer sinirler tarafindan inerve edilir.
Kornea avaskiiler bir dokudur. Kornea i¢ yiizeyinde yer alan endotel hiicreleri ak6z humérden
glukoz difiizyonu ile beslenir. Dis epitel ve diger katlar ise gozkapaklart agik iken havada ve
gozyasinda erimis oksijenin difiizyonu ile metabolik ihtiyaglarini karsilarlar. Patolojik
durumlarda kornea stromasina limbustan yeni damarlarin ilerlemesi sonucu kornea saydamligi

kaybolur .

Kornea 3 farkli hiicre tabakasi ve 2 ara ylizeyden olusur: Korneada yer alan 3 tip hiicre;
epitel hiicreleri, stromada yer alan keratositler (korneal fibroblastlari) ve kornea endotel
hiicrelerdir. Bowman tabakasi, ve Descemet membrani bu hiicreler arasindaki ara

yﬁzeylerdir61.

Kornea epiteli: Nonkeratinize ¢ok katli skuaméz epiteldir. Kornea epiteli 3 farkli
epitelyal hiicre iceren 5-6 tabakadan olusur; yiizeyel, kanats1 ve kolumnar bazal hiicreler.
Bazal hiicreler yuvarlak, oval niikleusa sahip algak prizmatik hiicrelerdir. Yiizey hiicreleri

yassi sekil kazanirlar, niikleuslar1 yassi ve piknotik goriintimdedir. Sadece bazal hiicreler
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cogalma yetenegine sahiptir. Hiicreler arasinda tight junction, hemidesmozom, desmozom ve

gap junction baglantilar1 bulunur.

Bowman tabakasi: Ascliller membran benzeri bir tabakadir. Kollajen liflerin ve
proteoglikanlarin rastgele diizenlemesi ile olusmustur. Tip | ve Il kollajen igerir. Yaralanma

sonrasi kendini yenileyemez, fizyolojik roli tam olarak bilinmemektedir.

Stroma (Substansia propria): Kornea kalinliginin %90’in1 olusturur. Toplam stroma
voliimiiniin %2-3’1 hiicresel bilesenlerden geri kalani ekstraseliiler matriks komponenti
kollajen ve proteoglikanlardan olusur. Hiicresel komponenti olusturan Keratositler fibroblast
benzeri hiicrelerdir. Kollajen liflerin diizenli dagilimi ve yavas tiiretim-yikim dongiisii

saydamligin korunmasi i¢in gereklidir.

Descemet membrani: Kornea endotelinin bazal membranidir. Kalinligi dogumda 3 pm
iken yetiskin bir insanda 8-10 um’dur. Kollajen tip IV — VIII, fibronektin ve lamininden
olusur. Kornea stromasinin arka yiiziine yapisir ve stroma seklindeki herhangi bir degisikligi
yansitir. Fiziksel stres sonucu riiptiirii stromaya ak6z humor sizintisina ve stromada ddeme

neden olur.

Endotel: Descemet membraninin arka yiiziinde mozaik paternde tek katl endotel hiicre
tabakas1 bulunur. Geng eriskinlerde hiicre yogunlugu 3500/mm”dir. Yasla birlikte hiicre
yogunlugu azalir. Saglikli bir korneada endotel hiicrelerin %70-80’i hekzagonaldir. Hiicreler
aras1 baglantilar ak6z humore karsi sizdiran bir bariyer olustururlar. Hiicre sayisinda azalma

sonucu kornea stromasina sivi sizintisi artarak kornea saydamhigi kaybolur .
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2.6. TRABEKULER DIS AKIM YOLLARININ YAPISI

Primat gozde akér hiimor siliyer cisimden iiretilir. Tk olarak arka kamaraya dokiilen
akoz, pupilla boslugundan 6n kamaraya buradan iris kokii ve kornea arasinda olusan 6n
kamara agisina ulagir. Bu bolgede akoz hiimoriin gozii terk edebilmesi igin iki dis akim yolu
vardir. Birincisi trabekiiler dis akim yollar1 olarak bilinen trabekiiler ag orgiisii, Schlemm
kanali, kollektor kanallar, intraskleral ve episkleral vendz pleksustur. Hiimor akoziin yaklasik
%80’i gdzii bu yolla terk eder. ikinci indirekt dis akim yolu siliyer kasin bosluklar1 arasindan
koroidal, suprakoroidal bosluga ve buradan skleranin vaskiiler kanallarina akoziin hiimoriin
ulasmasim saglar. Uveoskleral yol olarak bilinen bu dis akim yolu GIB’dan bagimsizdir ve bu

yolla gozii terkeden stvi miktart total dig akimin %20’sinden daha azdir **.

Insan trabekiiler ag orgiisiiniin fonksiyonel olarak 2 farkli bdlgesi vardir. Bunlar
Schwalbe hattinin hemen gerisindeki limbusa komsu olan 6n trabekiiler ag orgiisii (filtran
olmayan boliim) ve Schlemm kanalini gevreleyen fonksiyonel (filtran) trabekiiler ag orgiisi
bolimiidiir. Schlemm kanalinin etrafindaki fonksiyonel ag orgiisii distan ige ii¢ tabakadan
olusmustur; kribriform, korneaoskleral ve uveal ag orgiileri. Kribriform tabaka (diger adiyla
jukstakanalikiiler doku, endotelyal ag orgiisii) Schlemm kanalinin i¢ duvariyla en yakin
komsulugu gosterir. Elastik yapida liflerin olusturdugu bir yapiya sahiptir, fibroblast benzeri
trabekiiler hiicreler ekstraseliller materyal olarak bilinen ancak elektron mikroskopi

caligmasinda “bosluklar” olarak goriilen yapinin igerisine gdmiiliidiir o

Trabekiiler ag orgiisii hiicreleri yiiksek Olgiide fagositik Ozellige sahiptir ve akdz
hiimorde dolanan partikiilleri, hiicresel debrisleri ve protein molekiillerini ortadan kaldirirlar.
Boylece akéz hiimoriin temizlenmesini saglar, intertrabekiiler bosluklarin tikanmasini
onlerler. Trabekiiler hiicreler trabekiiler demetlerle siki baglantili degildir, bu nedenle

Schlemm kanal1 endoteline gegerek dolasim sistemine de girebilirler o

Schlemm kanali sklera sulkusu igine gomiilmiis, yatay kesitlerinde 350-500 pm
genislige sahip sirkiiler bir yapidir. Kanalin her pargasi ayn1 boyut ve sekle sahip degildir, pek
cok septa ya da doku kopriileri ile parcalara ayrilmistir. Schlemm kanali tek sira endotel
tabakasi ile ortiiliidiir. I¢ duvardaki hiicreler ortalama 160 pm uzunlugunda igsi hiicrelerdir.
Dis duvar hiicreleri ise daha uzun ve genistir. I¢ duvar hiicreleri birbirine sik1 yapisikliklarla
baglanmistir. Schlemm kanalinin endotelini déseyen hiicreler ise mezodermal yapidan kdken

alirlar. Schlemm’in i¢ duvar endoteli hiicrelerinin pek ¢ogunda farkli boyutta dev vakuoller
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yer alir ve gegirgen mikrokanallar olusturabilme kabiliyetindedirler. Boylece akéz hiimor ve

partikiillerin geg¢isine imkan verirler. D1s duvar endoteli ise bir bazal membran destegi yapar.

Schlemm kanalinin dig duvarinda limbal bdlgedeki vaskiiler sistem ile baglantili 20-35
arast kollektor kanal vardir. Nazal bolgede temporalden daha fazla bulunurlar. Bu kanallar

akoz hiimori episkleral vaskiiler yapiya ve vendz sisteme ulastirir o,
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3. GEREC ve YONTEM

Deney hayvam olarak tavsan:

Tavsan oftalmolojik arastirmalarda boyutu ve biiyiik g6z yapist nedeniyle tercih edilen
hayvandir. Tavsan ve insan gozii arasinda bir takim fizyolojik ve anatomik farkliliklar
bulunmaktadir. Gézyas1 dongiisii ve goz kirpma sikligi tavsanlarda daha siktir ve insanlarda
bulunmayan tgiincii géz kapagimi bulundurur. Ancak kornea yapisi, akéz humor voliimii,

gdzyast pH’1 ve miliosmolaritesi tavsan ve insan gozlerinde benzerdir 2.

Tavsan gozlerinde trabekiiler dig akim sistemi insan goéziinden farkli yapiya sahiptir.
Irisin 6ne dogru asir1 bombelesmis olmas1 6n kamara agisin goriilmesini ileri derecede
zorlastirir. Trabekiiler ag orgiisii insana oranla daha sigdir ve igerigindeki delik (por) caplari
daha kiigiiktiir. Tavsanda insan yapisina benzer hakiki bir Schlemm kanali olmamakla beraber
korneoskleral septalarla bolimlenmis, iyi ayirt edilebilen, trabekiiler ag oOrgiisiine yakin
bosluklar mevcuttur. Trabekiiler ven ya da kanal olarak isimlendirilen bu bosluklar sklera

icerisindeki derin venlere agilarak akoz hiimérii episklera ve konjonktiva venlerine tasirlar ®2.

Caligmamizda kullanilan 3,5-4,5 kg agirliginda 25 adet erkek yetiskin New Zealand
beyaz tavsan Istanbul Universitesi Deneysel Arastirma Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Biyolojisi
ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali Uretim ve Saflastirma Laboratuari’ndan
temin edildi. Calisma oncesi 1.U. Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayr alindi. Calismaya
baglamadan Once biitiin tavsanlar biiyiite¢ ve 151k kalemi yardimiyla konjonktiva ve kornea
patolojileri agisindan degerlendirildi. Calismaya alinan 25 tavsan randomize olarak 5°’li 5

gruba ayrildi (Tablo2). Her grup 5 tavsanin 10 goziinii igermekteydi.
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Tablo 2: Gruplar (Etken madde, prezervan tipi ve uygulama sikhigr)

Gruplar Prezervan tipi | Etken madde Ticari isim Uygulama dozu
A (Kontrol) | Yok Izotonik %0.9 Serum fizyolojik | 1*1
sollisyon

B Yok Tafluprost %0.0015 | SAFLUTAN®, 1*1
Merck Sharp &
Dohme

C %0,15 Purite Brimonidin %0,1 ALPHAGAN P® | 2*1
, Allergan

D %0,001 Travoprost %0,004 TRAVATAN® 1*1

Polikuad PQ, Alcon

E %0,02 BAK Latanoprost %0,005 | XALATAN®, 1*1

Pfizer

Tedavi gruplarinda kullanilan antiglokomatéz damlalar rutin tedavi dozunda, giinliik
doz saati kaydedilerek, her iki géze uygulandi. Damla damlatildiktan sonra alt ve st goz
kapaklar1 manuel olarak 10 saniye siireyle kapatildi. Damla uygulamasina tiim gruplarda 28
giin siireyle Kkesintisiz devam edildi. Calisma siiresi igerisinde 1. 2. ve 3. haftada gozler
yeniden degerlendirildi. Enfekte goriiniimlii ya da baska bir sebepten hasara ugramis géze

rastlanilmadi.
Sedasyon ve sakrifizasyon:

Planlanan calisma siiresini tamamlayan tavsanlara intramuskiiler 35 mg/kg ketamine ve
5 mg/kg xylazine enjeksiyonu ile sedasyon saglandiktan sonra iist bulbar konjonktivadan
biyopsi materyali alindi. Daha sonra hayvanlar 1 mEq/ml’lik potasyum kloriir soliisyonundan
2 mEq intrakardiyak enjekte edilerek sakrifiye edildi. Konjonktiva ¢epegevre acilarak rektus
kaslar1 serbestlestirildi ve glob biitiin olarak eniiklee edildi. On segment yapilar1 (kornea,
bulber konjonktivadan bir kisim, 6n kamara, iris ve lens) korundu, vitreus ve retinayi igeren

arka glob boliimii diseke edilerek uzaklastirildi.
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Doku érneklerinin hazirlanisi ve ¢calisma teknigi:

Alman doku ornekleri %4’liik tamponlanmig nétral formaldehit (Atabay Kimya) ile
fikse edildikten sonra, sirasiyla %70, %90, %96 ve %100’lik alkol serilerinden (Merck)
gegirilerek dehidratasyon islemi uygulandi. Dokular seffaflastirilmak tizere 3 kez toluenden
(Riedel-de Haén) gegirildikten sonra yumusak parafin (46-48 °C) ve sert parafinde (56-58 °C)
45’er dk. bekletildi sonra parafin bloklara gomiildii. Parafin blok haline getirilen doku
orneklerinden mikrotom (Leica SM 2000) araciligiyla 4-5 pum kalinliginda alinan kesitler,
pozitif sarjli lamlar (Thermo Scientific) tizerine yapistirildi. Hazirlanan preparatlara isik
mikroskobik incelemeler i¢in Hematoksilen & Eozin (H&E); goblet hiicre sayimi igin
Periyodik Asit & Shiff + Hemalum boyalar1 uygulandi. Preparatlarin incelenmesinde 1.U.
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’'nda mevcut Olympus BX
61 marka 1s1k mikroskobu kullanildi.

Rutin doku takibi prosediiriinden sonra doku orneklerine isaretlenmis monoklonal ve
poliklonal ~ antikorlar  kullanilarak ~ Streptavidin-Biotin-Peroksidaz ~ yontemi  ile
immiinohistokimyasal boyama uygulandi. Elde edilen parafin bloklardan alinan doku kesitleri
pozitif sarjli lamlar (Thermo Scientific) tizerine yapistirildi. Hazirlanan preparatlara
inflamasyon mevcudiyetini gostermek amaciyla CD45 (Biorbyt) ve apoptoz varliginm

arastirmak i¢in Kaspaz-3 (Biorbyt) primer antikorlar1 uygulandi.

Hematoksilen & Eozin ile boyanan preparatlarda 1sik mikroskobunun x40 biiylitmesi
kullanilarak her bir doku 6rneginde rastgele segilen bes bolgede H-SCORE yontemi ile yari-
kantitatif degerlendirme yapildi. Kornea doku 6rneklerinde arastirmaya konu edilen kriterler;
epitel dokiilmesi, epitel incelmesi, epitelde dikensi yapilar, interselliiler aralik, epitelde koyu
niiveli hiicrelerin varligi, stroma ici kollajen liflerde ondiilasyon, stromada édem varligi ve
kornea endotelindeki hiicre kaybi idi. 4 farkli aragtirmaci tarafindan eszamanli olarak
yukaridaki Kriterlere ayr1 ayr1 0-3 arasinda skorlar verildi ve bu degerlendirmeye gore
istatistiksel analiz yapildi. H&E boyali preparatlarda trabekiiler dis akim yollarindaki
degisiklikler 1s1k mikroskobisi ile incelendi.

Periyodik Asit & Shiff + Hemalum boyali preparatlarda konjonktiva epitelinde
belirlenen ortalama 316,553 um uzunlugundaki alanda goblet hiicreleri sayildi ve her grup

icin ortalama degerler hesaplanarak kantitatif degerlendirme yapildi.
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CD45 ve kaspaz-3 immiin boyama yontemiyle elde edilen preparatlarin 151k
mikroskopisi x40 biiyiitmede incelenmesiyle kirmizi reaksiyon veren hiicreler immiin pozitif
olarak kabul edildi. Her preparat i¢in 5 farkli alanda pozitif boyanan hiicreler 4 arastirmaci
tarafindan es zamanl olarak sayildi ve her bir alan i¢in 0-100 arasinda degerler verildi. 4
arastirmacimnin her bir alan i¢in bulduklari degerlerin ortalamasi alinarak yar1 kantitatif

degerlendirme (H-SCORE yontemi) yapildi.
Immiinohistokimya Prosediirii

Kesitler parafinlerinin giderilmesi icin 1 saat toluende bekletildi. Dokular hidratasyon
amaciyla sirasiyla %100-%96-%90-%70 'lik inen alkol serilerinden ge¢irildikten sonra distile
suya alindi. Antijenin agiga ¢ikarilmast amaciyla mikrodalga firimin orta ayarinda 3x5 dk.
sitrat tamponu ile antijen geri-kazandwma islemi yapildi. Kesitler oda isisina sogutuldu.
Distile su ile 5 dk yikanan kesitler fosfat tamponu ile 3x5 dk yikand: ve boyama haznesine
dizildikten sonra iizerlerine hidrojen peroksit damlatiidi ve 10 dk. beklendi. Fosfat tamponu
ile yrkanan kesitler 5 dk. UV blokta (Invitrogen) bekletildi (istenmeyen zemin boyanmasinin
onlenmesi igin). UV bloktan sonra yitkama yapilmadan 1:100 oraminda sulandirilan primer
antikor damlatild: ve Kesitler oda sisinda 1 saat inkiibe edildi. Kesitler 4 kere fosfat tamponu
ile ytkandiktan sonra fazla sivi kuruland: ve sekonder antikor (Invitrogen) damlatilarak 15 dk.
beklendi. Kesitler 4 kere fosfat tamponu ile yikandiktan sonra fazla sovi kurulandi ve
streptavidin-peroksidazda (/nvitrogen) 10 dk. bekletildi. Kesitler 4 kere fosfat tambonu ile
yikandiktan sonra fazla sivi kurulandi ve kromojen (Invitrogen) damlatilarak mikroskop
altinda renkli reaksiyon verene kadar takip edildi. Reaksiyon veren kesitler distile suya
alinarak reaksiyon durduruldu. Niikleus boyasi olarak Mayer’s Hematoksilen kullanildr (10

sn).
istatistiksel analiz:

Tim gruplardaki hayvanlarin kornea epitelindeki degisikliklerin, konjonktivadaki goblet
hiicre sayilarmin, CD45 ve Kkaspaz-3 immiinreaktivitelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde gruplar arasindaki karsilastirmalar i¢in One Way ANOVA testi
kullanildi. Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak belirtildi. p<0.05 anlamli olarak kabul

edildi. Istatistiksel analiz GraphPad programi kullamilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskopisi ile elde edilen bulgular
4.1.1. Kornea epitel dokiilmesi:

%0.9 serum fizyolojik uygulanan grubun (kontrol) Hematoksilen & Eozin
boyamalarinin 151k mikroskobu ile incelenmesinde; kornea epiteli diizgiin izlendi, epitel
hiicresi kayb1 gozlenmedi. En fazla epitel dokiilmesi %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005
grubunda (BAK-latanoprost) tespit edildi. Daha sonra sirasiyla %0,15 purite iceren
brimonidin %0,1 grubu (purite-brimonidin) ve %0,001 polikuad igeren travoprost %0,004
grubu (polikuad-travoprost) gelmekteydi. En az hiicre dokiilmesi prezervan igermeyen
tafluprost %0.0015 grubunda (prezervansiz tafluprost) goézlendi (Sekil 2). Gruplar arasi
istatistiksel analizde kontrol grubu ile prezervan icermeyen tafluprost grubu arasi anlamli
farklilik gozlenmedi (p>0.05), kontrol grubu ile purite-brimonidin grubu ve BAK-latanoprost
grubu arasinda anlamli farklilik bulundu. (sirasiyla p<0.05 ve p<0.01).

Sekil 2 : Kornea epitelindeki dokiilmenin istatistiksel olarak degerlendirmesini gdsteren

grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik solisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.2. Kornea epitel incelmesi:

Kontrol grubunun Hematoksilen & Eozin boyamalarinin 151k  mikroskobu ile
incelenmesinde; kornea epitel hiicre kalinliginda degisiklige rastlanilmadi. En fazla epitel
incelmesi BAK-latanoprost grubunda gozlendi. Prezervan igermeyen tafluprost grubunda
epitelin ondiilasyon gosterdigi bazi1 bolgelerde epitel kalinligi, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti ve kornea epitelinin yassi hiicrelerinin yok
oldugu incelmis alanlar gozlendi. Polikuad-travoprost grubunda ise en az epitel incelmesi
izlendi (Sekil 3). Gruplar arasi istatistiksel analizde kontrol grubu ile prezervan igermeyen
tafluprost, purite-brimonidin grubu ve BAK-latanoprost grubu arasinda anlamli farklilik
bulundu (sirastyla p<0.01 p<0.01 ve p<0.001). Kontrol grubu ile polikuad-travoprost grubu
arast anlamli farklilik g6zlenmedi (p>0.05).

A B C D E

Sekil 3 : Kornea epitel incelmesinin istatistiksel olarak degerlendirmesini gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan igcermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik solisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost
%0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK iceren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.3. Kornea epitelinde dikensi yapilar:

Kontrol grubunun Hematoksilen & Eozin boyamalarinin 151k  mikroskobu ile
incelenmesinde; kornea 6n yiizi epiteli diizgiin izlendi, dikensi yapilar gézlenmedi. En fazla
dikensi yapi olusumu sirasiyla BAK-latanoprost grubu, polikuad-travoprost grubu, purite-
brimonidin grubunda gézlendi. En az dikensi yap1 prezervan icermeyen tafluprost grubunda
izlendi (Sekil 4). Gruplar arasi istatistiksel analizde kontrol grubu ile polikuad-travoprost
grubu ve BAK-latanoprost grubu arasinda anlamli farklilik bulundu. (sirasiyla p<0.05 ve
p<0.001). Kontrol grubu ile prezervan igermeyen tafluprost grubu arasi anlamli farklilik
gozlenmedi (p>0.05). Prezervan icermeyen tafluprost sadece BAK-latanoprost grubu ile
anlamli farkli idi. (p<0.01). Diger prezervan madde iceren gruplar ile aralarinda anlamli fark

tespit edilmedi (p>0.05).

Sekil 4 : Kornea epitelinde olusan dikensi yapilarin istatistiksel olarak degerlendirmesini

gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik solisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost
%0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK iceren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®), Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.4. Kornea epitelinde interseliiler arahk:

Gruplar arasinda interseliiler araliklarda genisleme en fazla BAK-latanoprost grubunda
gozlenmis olsa da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil
5).

A B C D E

Sekil 5:Kornea epitel hiicreleri arasinda olusan interselliller araliklarin istatistiksel olarak

degerlendirmesini gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
%0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®), Pfizer), giinde tek doz uygulama

22



4.1.5. Kornea epitelinde koyu niiveli hiicreler:

Kornea epitelinde koyu niiveli hiicrelere en fazla BAK-latanoprost grubunda rastlandi
(Sekil 6). Kontrol grubu ve prezervan igermeyen tafluprost grubu ile BAK-latanoprost arasi
anlamli farklilik mevcuttu (sirasiyla p<0.01, p<0.01). Diger gruplar arasinda anlamli fark

gozlenmedi.

Sekil 6: Kornea epitelinde gorilen koyu niiveli hiicrelerin istatistiksel olarak

degerlendirmesini gosteren grafik

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.6. Korneada goriilen ondiilasyon:

Gruplar arasinda en fazla ondiilasyona purite-brimonidin grubunda rastlanilmis
olmasina ragmen her grupta farkli diizeyde ondiilasyon goriildi (Sekil 7). Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0.05).

A B C D E

Sekil 7: Korneada goriilen ondiilasyonun istatistiksel olarak degerlendirmesini gosteren
grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan igermeyen tafluprost %0.0015 oftalmik
soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite igeren brimonidin %0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN
PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost %0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek
doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.7. Substantia propriya kornea’da olusan 6dem:

Gruplar arasinda en fazla substansia propria 6demi BAK-latanoprost grubunda gézlendi
(Sekil 8). BAK-latanoprost grubu ile kontrol grubu, purite-brimonidin grubu ve polikuad-
travoprost grubu arasi anlamli farklilik mevcuttu (sirasiyla p<0.001, p<0.05, p<0.05). Kontrol
grubu ile BAK-latanoprost disinda diger ¢alisma gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi
(p>0.05).

A B C D E

Sekil 8: Substantia propriya kornea’da olusan 6demin istatistiksel olarak degerlendirmesini

gosteren grafik

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.8. Kornea endotel degisiklikleri

Kornea endotelinde en fazla degisiklik BAK-latanoprost grubunda goézlenmekle birlikte

gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 9).

A B C D E

Sekil 9: Kornea endotelinin istatistiksel olarak degerlendirmesini gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
%0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®), Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.9. Kornea dokusunun H&E boyanmasinin gruplarda genel degerlendirmesi
Kontrol grubu:

Izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama yapilan grupta
kornea epitel yapisi normaldi, Substantia propriya kornea’da 6demat6z alanlar goriilmedi.

Korne endotelinde degisiklik saptanmadi (Resim 1).

Resim 1: Grup A'dan hazirlanan H&E preparatlarinda kornea epitelinin (sol) ve endotelinin

(sag) histolojik yapisini gosteren resim. x40 Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik),

gtinde tek doz uygulama,

Prezervan icermeyen tafluprost grubu:

Prezervan icermeyen tafluprost %0.0015 oftalmik soliisyonun (Saflutan®) uygulandig
grupta kornea epiteli, stormasi1 ve endotelindeki degisiklikler istatistiksel olarak kontrol
grubuna yakin izlendi. Kornea epitelinde hafif ondiilasyon goriilen bdlgelerde yassi1 hiicrelerin
yok oldugu incelmis alanlar goriildii ve bu bolgelerde epitel kalinligi kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalmisti. Bazal hiicrelerin substantia propriya kornea’ya dogru uzandigi
sahalar goriildii. Substantia propriya kornea’da 6dem yok denecek kadar azdi. Kornea

endotelinde herhangi bir anormallik gézlenmedi (Resim 2).
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Resim 2: Grup B'den hazirlanan H&E preparatlarinda kornea epitelinin (sol) ve endotelinin

(sag) histolojik yapisini gosteren resim. x40 Epitel incelmesi (@ ile gosterilen) Grup B: Prezervan

icermeyen tafluprost %0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama

Purite-brimonidin grubu:

%0,15 purite igeren brimonidin %0,1 oftalmik soliisyonun uygulandigi grupta kornea
epitelinde incelme ve dokiilme sahalart gozlendi. Bazal hiicrelerin uzayarak substantia
propriya kornea’ya dogru ¢ikint1 yapmis oldugu goriildii. Substantia propriya kornea’da 6dem

alanlar1 goriildii. Kornea endotelinde herhangi bir anormallik gézlenmedi (Resim 3).

Resim 3: Grup C'den hazirlanan H&E preparatlarinda kornea epitelinin (sol) ve endotelinin

(sag) histolojik yapisin1 gosteren resim. x40 Epitelde dokiilme (2 ile gosterilen) Stroma 6demi

(* ile gosterilen) Grup C: %0,15 purite igeren brimonidin %0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki

doz uygulama
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Polikuad-travoprost grubu:

%0,001 polikuad iceren travoprost %0,004 oftalmik soliisyonun uygulandigi grupta
kornea epitelinde konjonktivaya yakin bolgelerde ondiilasyon goriildi. Epitel hiicrelerinin
bazilarinda intraselliiler genislemeler dikkat ¢ekti. Korneada epitelinin st yiizeyinde dikensi
cikintilar kontrol grubuna gore daha belirgindi. Stromada belirgin 6dem izlenmedi.
Konjonktivaya yakin bolgelerde hiicreler arasi ayrilmalar goriildii. Kornea endotelinde

herhangi bir anormallik gézlenmedi (Resim 4).

Resim 4: Grup D'den hazirlanan H&E preparatlarinda kornea epitelinin (sol) ve endotelinin

(sag) histolojik yapisini gosteren resim. x40 Epitelde interseliiler aralikta artis (@ ile gosterilen)

Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost %0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama
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BAK-latanoprost grubu:

%0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik soliisyonun uygulandig: grupta kornea
epitelindeki incelme, dokiilme, epitelde yiizeyinde olusan dikensi yapilar kontrol ve prezervan
icermeyen tafluprost grubuna gore artmisti. Kornea epitelinin yassi hiicre katlarinin azaldigi
cok sayida alan gozlendi. Kornea epitelinde ondiilasyon ve epitel hiicreleri arasinda
interseliiler genislemeler gozlendi. Ondiilasyon gosteren sahalarda kollajen lif diizeni
bozulmustu. Substantia propriya kornea’daki 6dem, diger gruplara gore belirgindi. Kornea

endotelinde bazi gozlerde endotel bazal membran ayrismasi gézlendi (Resim 5).

Resim 5: Grup E'den hazirlanan H&E preparatlarinda kornea epitelinin (sol) ve endotelinin
(sag) histolojik yapisin1 gosteren resim x40. Epitelde dokiilme (2 ile gosterilen) Stroma 6demi (*

ile gosterilen) Endotelde ayrisma (N ile gosterilen) Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik soliisyon

(XALATAN®), Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.1.10. Trabekiiler dis akim yolunun incelenmesi:

Gruplardan elde edilen kesitlere H&E boyama yontemi kullanilarak preparatlar 1sik
nikroskobisi x40 biiyiitmesinde incelendi. BAK-latanoprost grubunda trabekiiler agda
demetler arasi genislik artisi, Schlemm kanali benzeri bosluklar ve distal dis akim
kanallarinda geniglemeler oldugu goriildi. Purite-brimonidin grubunda BAK-latanoprost
grubundaki degisiklikler kadar belirgin olmasa da benzer bulgular tespit edildi. Polikuad-
travoprost ve prezervan igermeyen tafluprost gruplarinda trabekiiler dis akim yolu tizerinde

kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlenmedi (Resim 6)

b |

Resim 6: Grup B ve Grup E'den hazirlanan H&E preparatlarinda trabekiiler dis akim
yollarinin histolojik yapisin1 gosteren resim x40. Dis akim yollarinda genisleme (@ ile gosterilen)

Demetler aras1 geniglik artisi (% ile gOsterilen) Grup B: Prezervan igermeyen tafluprost %0.0015 oftalmik soliisyon

(SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik soliisyon
(XALATAN®), Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.2. Konjonktiva Goblet Hiicre Degerlendirmesi

Periyodik Asit & Shiff + Hemalum boyali preparatlarda goblet hiicreleri 1s1k
mikroskobunun x40 biiyilitmesi kullanilarak ortalama 316,553 um uzunlugundaki bir alanda
sayilldi (Resim 7). Her grup i¢in ortalama degerler (hiicre/alan) hesaplanarak kantitatif
degerlendirme yapild1 (Tablo 3).

Tablo 3: Konjonktiva goblet hiicre yogunlugu (hiicre/alan)

Gruplar Goblet hiicre sayisi Ortalama alan
(hiicre/alan) uzunlugu (pm)
A (Kontrol) 11,4+0.89 316.62+0.33
B (Prezervan i¢cermeyen tafluprost) 19,6£5.07 316.22+3.22
C (Purite-Brimonidin) 6,2+1.3 315.86+1.11
D (Polikuad-travoprost) 12,2+1.92 316.54+0.24
E (BAK-latanoprost) 6,4+0.89 316.30£1.27

Elde edilen bulgulara gore BAK-latanoprost grubunda konjonktivadaki goblet
hiicrelerinin sayisinda kontrol (p<0.05), prezervan igermeyen tafluprost (p<0.001) ve
polikuad-travoprost (p<0.05) gruplarina gore anlamli derecede azalma gozlendi. BAK-
latanoprost grubu ile purite-brimonidin grubu arasinda goblet hiicre sayisi farkli bulunmadi
(p>0.05). Prezervan igermeyen tafluprost grubunda konjonktivadaki goblet hiicrelerinin sayisi

biitiin gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmist1 (p<0.05) (Sekil 10).
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Sekil 10: Konjonktivadaki goblet hiicre sayiminin istatistiksel olarak degerlendirmesini
gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, Tzotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan igermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik solisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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Resim 7: Deney gruplarindan hazirlanan PAS+Hemalum preparatlarinda goblet hiicre

sayilarindaki degisiklikleri gosteren resim. x40 Goblet hiicreleri (@ ile gosterilen)

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.3. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

4.3.1. inflamasyon degerlendirilmesi (CD45 Immiinreaktivitesi):

Calisma gruplarindan CD45 immiin boyama teknigi kullanilarak elde edilen preparatlar

Olympus BX 61 marka 1sik mikroskobunda incelendi. x40 biiyiitmede her bir doku 6rneginde

rastgele segilen bes bolgede H-SCORE yontemi ile yari-kantitatif degerlendirme yapildi.

Incelenen doku kesitlerinde kirmizi reaksiyon veren hiicreler immiin pozitif olarak kabul

edildi (Resim 8,9). Orneklere immiinreaktivitelerine gore dort farkli kisi tarafindan 0-100

arasinda skorlar verildi ve bu degerlendirmeye gore istatistiksel olarak analiz yapildi (Tablo

4). Degerlendirme, kornea epiteli ve CALT olmak tizere iki kisimda gergeklestirildi.

Tablo 4: CD45 immiin boyama yontemiyle kornea epiteli ve CALT’da immiin pozitif hiicre

yogunlugu (H SCORE, ortalamatstandart Sapma)

Gruplar Ortalama H SCORE degerleri
Kornea epiteli CALT
A (Kontrol) 0.31£0.31 2.745 +0.82
B (Prezervan icermeyen tafluprost) 0.06+0.13 10.75+4.23
C (Purite-brimonidin) 4.18+1.92 40.85+6.34
D (Polikuad-travoprost) 3.8+1.62 20.88+7.25
E (BAK-latanoprost) 3.7£0.94 34.12+6.13
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Kornea epitelinde kontrol ve prezervan igermeyen tafluprost gruplarinda belirgin
inflamatuar degisiklik izlenmedi. Prezervan madde iceren gruplarda (purite-brimonidin,
polikuad-travoprost, BAK-latanoprost gruplar1) gézlenen inflamatuar degisiklikler kontrol ve
prezervan igermeyen tafluprost gruplarina oranla anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla
p<0.001, p <0.01, p <0.01) (Sekil 11).

Sekil 11: Kornea epitelindeki CD45 immiinreaktivitesinin istatistiksel —olarak

degerlendirmesini gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
9%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite igeren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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Resim 8: Deney gruplarindan hazirlanan preparatlarda, kornea epitelindeki CD45

immiinreaktivitesini gosteren resim. X40 Immiin pozitif hiicreler (2 ile gostrilen)

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik solisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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CALT (konjonktiva-iliskili lenfoid doku)’da kontrol ve prezervan icermeyen tafluprost
gruplarinda belirgin inflamatuar degisiklikler izlenmedi. Prezervan madde igeren gruplarda
(purite-brimonidin, polikuad-travoprost, BAK-latanoprost gruplari) gozlenen inflamatuar
degisiklikler kontrol grubuna oranla anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001) (Sekil 12).

Sekil 12: CALT’taki CD45 immiinreaktivitesinin istatistiksel olarak degerlendirmesini
gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, fzotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan igermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik solisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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Resim 9: Deney gruplarindan hazirlanan preparatlarda, CALT taki CD45 immiinreaktivitesini

gOsteren resim. X40 Immiin pozitif hiicreler (2 ile gosterilen)

Grup A : Kontrol grubu, fzotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan igermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik solisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®), Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.3.2. Apoptotik hiicre degerlendirilmesi (Kaspaz-3 Immiinreaktivitesi):

Calisma gruplarindan kaspaz-3 immiin boyama teknigi kullanilarak elde edilen
preparatlar Olympus BX 61 marka 1sik mikroskobunda incelendi. x40 biiyiitmede her bir doku
orneginde rastgele segilen bes bolgede H-SCORE yontemi ile yari-kantitatif degerlendirme
yapildi. incelenen doku kesitlerinde kirmizi reaksiyon veren hiicreler immiin pozitif olarak
kabul edildi (Resim 10,11). Orneklere immiinreaktivitelerine gore dort farkh kisi tarafindan O-
100 arasinda skorlar verildi ve bu degerlendirmeye gore istatistiksel olarak analiz yapildi
(Tablo 5). Degerlendirme, kornea epiteli ve CALT (konjonktiva-iliskili lenfoid doku)olmak

tizere iki kisimda gergeklestirildi.

Tablo 5: Kaspaz-3 immiin boyama yontemiyle kornea epiteli ve CALT’da immiin pozitif
hiicre yogunlugu (H SCORE, ortalama+standart sapma)

Gruplar Ortalama H SCORE degerleri
Kornea epiteli CALT

A (Kontrol) 0.34+0.19 1.02+0.57

B (Prezervan icermeyen tafluprost) 0.2+0.18 2.15+0.82

C (Purite-brimonidin) 4.11£1.27 8.16+2.31

D (Polikuad-travoprost) 1.21+0.41 6.88+5.46

E (BAK-latanoprost) 10.86+2.31 27.29+11.45
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Kornea epitelinde apoptotik hiicre sayisi incelendiginde; kontrol, prezervan igermeyen
tafluprost ve polikuad-travoprost gruplarinda anlamli apoptotik reaksiyon izlenmedi. Purite-
brimonidin ve BAK-latanoprost gruplarinda apoptotik hiicre sayis1 diger gruplara goére
anlamli olarak artmis bulundu (p<0.001) (Sekil 13).

Sekil 13: Kornea epitelindeki Kaspaz-3 immiinreaktivitesinin istatistiksel olarak
degerlendirmesini gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad iceren travoprost
%0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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Resim 10: Deney gruplarindan hazirlanan preparatlarda, kornea epitelindeki kaspaz-3

immiinreaktivitesini gosteren resim. X40 Immiin pozitif hiicreler (2 ile gosterilen)

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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Kaspaz-3 immiin boyama yontemi kullanilarak konjonktiva iligkili lenfoid dokuda
(CALT) apoptotik hiicre sayist incelendiginde; BAK-latanoprost grubunda apoptotik
hiicrelerin diger tiim calisma gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig
gozlendi (p<0.001) (Sekil 14).

Sekil 14: CALT taki Kaspaz-3 immiinreaktivitesinin istatistiksel olarak degerlendirmesini
gosteren grafik.

Grup A : Kontrol grubu, Izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan igermeyen tafluprost
%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite i¢eren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost
%0,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005
oftalmik soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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Resim 11: Deney gruplarindan hazirlanan preparatlarda, CALT’taki kaspaz-3

immiinreaktivitesini gdsteren resim. X40 Immiin pozitif hiicreler (7 ile gosterilen)

Grup A : Kontrol grubu, izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), giinde tek doz uygulama ,Grup B: Prezervan icermeyen tafluprost
9%0.0015 oftalmik soliisyon (SAFLUTAN®, Merck Sharp & Dohme), giinde tek doz uygulama, Grup C: %0,15 purite iceren brimonidin
%0,1 oftalmik soliisyon (ALPHAGAN PURITE® P, Allergan), giinde iki doz uygulama, Grup D: %0,001 polikuad igeren travoprost
90,004 oftalmik soliisyon (TRAVATAN® PQ, Alcon), giinde tek doz uygulama, Grup E: %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 oftalmik
soliisyon (XALATAN®, Pfizer), giinde tek doz uygulama
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4.3.3. CD45 ve Kaspaz-3 immiin boyama sonug¢larinin genel degerlendirmesi:

CD45 immiin boyama ile inflamatuar hiicre analizi kornea epiteli ve CALT iizerinde yapildi.
Prezervan (BAK, Polikuad ve Purite) iceren antiglokomatdz ajanlarin tiimi her iki dokuda
inflamatuar degisikliklere yol acarken prezervan icermeyen tafluprostun boyle bir etkisi

gozlenmedi.

Kaspaz-3 immiin boyama ile apoptotik hiicre analizinde kornea epiteli iizerinde BAK-
latanoprost ve Purite-brimonidin grubunun, CALT {izerinde ise BAK-latanoprost grubunun
apoptotik etki gosterdigi tespit edildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Artmis GIB glokomun gelisiminde en dénemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir ve
GIB’nin diisiiriilmesi giiniimiizdeki en dnemli tedavi yaklagimidir ®%. Medikal ya da cerrahi
yaklagimla basincin diisiiriilmesi, okiiler hipertansif ve her evre glokomu olan hastalarda optik

sinir hasarinin ve gorme alam defektlerinin ortaya ¢ikmasini ve ilerlemesini azaltmaktadir®™®”.

Glokom tedavisinde genellikle ilk yaklasim GIB’n1 diisiiren topikal ilaglarin
(antiglokomatoz ajanlar) kullanimidir. Giiniimiizde glokomun tibbi tedavisinde farkli
gruplarda antiglokomatoz ilaglar mevcut olmakla beraber prostaglandin (PG) analoglari tedavi
seciminde genellikle ilk tercih edilen gruptur. PG analoglar diisiik sistemik ve kabul
edilebilir lokal yan etkiye sahip olduk¢a giiglii, giinde tek doz uygulama ile yeterli basing
diistisii saglayabilen ilaglardir. Eger PG tedavisine yeterli yanit alinamaz ise diger ajanlarin
(beta blokerler, karbonik anhidraz inhibitorleri, alfa-2 agonistler) tedaviye eklenmesi
diisiiniilebilir. Cogu olguda tek ilagla yapilan tibbi tedavi GIB iizerinde etkin bir diisiis
saglamakla beraber hastalarin yaklasik %60’inda 2. yilin sonunda ikinci ilag gereksinimi
ortaya c¢ikmaktadir. Bazen GIB’nin etkin kontrolii i¢in ii¢ hatta daha fazla molekiil igeren
antiglokomatdz tedaviye gereksinim olabilir. Ila¢ (sise) sayisinin fazlalasmasi kullanim
glicliigiine ve yan etki sikliginin artisina neden olan en 6nemli faktordiir. Unutulmamalidir Ki
bu hastalar belli bir yasin iizerinde ve diger sistemik problemleri nedeniyle farkli ilaglari
almak zorunda olan kimselerdir. Tibbi tedavinin hangi amaclarla yapilirsa yapilsin basarili
olabilmesi i¢in hasta uyumunun saglanmasi, yan etkilerin minimalize edilmesi ve tedavinin

stirekliliginin saglanmasi gerekmektedir.

Deneysel klinik calismalar uzun siireli topikal damla kullaniminin konjonktiva ve
kornea dokusunda hasara yol agarak okiiler rahatsizliga neden oldugunu gostermektedir. Bu
etkiler okiiler yiizey degisikliklerini tetikleyerek gozyasi film tabakasinda diizensizlige ve
konjonktivada inflamasyona yol agabilir. Bu siire¢ sonrasi gelisecek olan subkonjonktival
fibrozis gelecekte yapilmasi muhtemel glokom cerrahilerinde bleb 6mriinii kisaltarak cerrahi

basar1 oranini azaltmaktadir 68,

Genis kapsamli toplum arastirmalarinda uzun siireli topikal antiglokomatoz ilag
kullanan hastalarda kuru g6z belirtileri ve okiiler yilizey hastaligi bulgularimin glokomu
olmayan popiilasyona gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir **. Okiiler yiizey belirtileri

hastanin yasam kalitesini olumsuz etkilemekte ve tedaviye uyumunu azalmaktadir.
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Glokom ilaglarina bagl okiiler yiizey hastaligi belirti ve bulgularina etken maddenin
kendisinin mi yoksa sise iceriginde yer alan prezervan maddenin mi yol agtigi konusu halen
tartismalidir. Okiiler yan etkilerin biiyiik bolimiiniin aktif bilesenden ¢ok prezervan maddeye
bagl oldugu ¢esitli ¢alismalarla kanitlanmistir. Jaenen ve ark. 9658 glokom hastasinin dahil
edildigi bir arastirmada, prezervan iceren preparatlar1 Kullanan hastalarda okiiler yiizey
hastaligi semptom ve bulgularinin prezervan igermeyen ilag kullanan hastalara gore daha sik
oldugunu tespit etmistir "%. Bir baska calismada prezervanli ve prezervansiz %0,5 timolol
maleat kullanan hastalarda prezervan igeren preparatlarin gozyasi film stabilitesinde bozulma
ve gozyast kirllma zamaninda azalmaya bagli olarak okiiler yiizey semptomlarina neden

oldugu gosterilmistir .

Oftalmik preparatlarin ¢oklu doz igeren formlarinda sise igerigi acildiktan sonra en fazla
1 hafta i¢inde ¢esitli mikrobiyal etkenlerle ortamdan kontamine olma tehlikesi mevcuttur. Bu
nedenle ¢oklu kullanim gerektiren topikal damla tiirii ilaglarin igeriginde prezervan maddeler
yer alir. Oftalmik preparatlarda en sik kullanilan prezervan madde benzalkolyum klorid
(BAK)’dir. BAK kuaterner amonyum tiirevi oldukca etkili bir antimikrobiyal ajandir.
Giintimiizde antiglokomat6z ajanlar da dahil olmak tizere mevcut g6z damlalarinin %70’inin
sise igeriginde prezervan madde olarak BAK mevcuttur ™. Topikal soliisyonlardaki en sik
kullanilan konsantrasyonu 0,01% olmakla birlikte 0,004% ile 0,02% arasinda farkli
uygulamalar1 da olabilmektedir. Bu maddenin antimikrobiyal 6zelligi deterjan etkisinden
kaynaklanir. Bu etki ile gesitli mikrobik ajanlarin hiicre duvarlar yikilarak bakterisid, viriisid
ve fungusid etkiler gosterir. Ayn1 zamanda kornea epitelinin siki baglantilar1 gevseterek
hiimor akoz igerisine daha iyi etken madde penetrasyonunu sagladigr diistiniilmektedir.
Ornegin topikal siklosporin A, asiklovir ve farkli antibiyotik iceren ilaclarin korneadan

gecislerinin BAK igeren tasiyicilarla arttigi tespit edilmistir >

BAK konjonktivada alerjik ve inflamatuar yanit uyandirir. Konjonktivada subepitelyal
kollajen birikimini arttirdigi, kornea stromasinda inflamatuar hiicre infiltrasyonuna neden
oldugu ve proapoptotik etki olusturdugu cesitli calismalar ile gosterilmistir *"°*. BAK’in tek
bir uygulama dozu sonrasinda bile 1 hafta siire ile konjonktiva dokusunda bulundugu
gosterilmistir '°. BAK’in gozyasindaki inflamatuar faktorleri arttirdigi, kornea epitel ve
endotel hiicrelerine toksik etkilerinin oldugu ve hatta trabekiiler ag hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi in vivo ve in vitro ¢alismalar ile dogrulanmistir. Toksik etkilerin mekanizmasi

tam olarak agiklanamamis olsa da proinflamatuar sitokinlerin salinimi, apoptoz, oksidatif

47



stres, goOzyas1 tabakasinin ve hiicre membranlarinin lipid bilesenleri ile etkilesim gibi

mekanizmalara bagh olabilecegi diisiiniilmektedir """,

BAKin toksik etkilerinden kurtulmak igin alternatif prezervan maddeler gelistirilmistir.
Purite, Polikuad ve SofZia yan etkileri BAK’e oranla daha az olan prezervan maddelerdir.
BAK dis1 prezervan iceren antiglokomatdz damlalarin GIB’ni1 diisiiriicii etkisi BAK’li
damlalara gore daha az olmamakla birlikte BAK igeren preparatlarin antimikrobiyal

giivenliginin daha fazla oldugu bilinmektedir .

BAK alternatifi olan prezervanlardan Purite bir stabilize oksikloro komplekstir (SOC).
Genig bir antioksidan rezerve sahiptir ve 1s1ga maruz kaldiginda dogal gozyast
komponentlerine doniisiir 2. Antimikrobiyal aktivite spekturumu ¢ok genistir ayrica memeli
hiicrelerinde toksisitesi diisiik seviyededir **. Purite i¢eren glokom ilaglarinin yarattigi kornea
hasar1 ve konjonktivadaki inflamatuvar hiicre infiltrasyonu BAK igeren ajanlara gore daha
diisiik diizeyde bulunmustur *“*®. Purite iceren %0.15 brimonidin’in (Alphagan P®) GiB
diistirticti etkisi BAK igeren %0.2 brimonidin’e (Alphagan®) esdeger olmakla beraber hasta

uyumunun daha yiiksek oldugu ve daha iyi tolere edildigi gosterilmistir **%.

Polyquaternium-1 (PQ, Polyquad®) kontakt lens soliisyonlar1 ve suni gozyast
preparatlar1 bilesiminde bulunmaktadir. Koruyucu etki saglamak icin BAK’den (%0.005-
%0.02) daha diisiik konsantrasyonda (%0.001) kullanmak yeterlidir. Labbe ve ark. fare
modelinde in vivo konfokal mikroskopi ve impresyon sitolojisi ile yiiksek dozlarda PQ’in
okiiler yiizeye BAK tan daha az toksik etkili oldugunu gostermistir *°. Lopez ve ark. PQ
iceren suni gozyast soliisyonunun BAK igerene gore daha az epitel hasarina neden oldugunu
bildirmistir ®. Insan konjonktival epitel hiicreleri ile yapilan in vitro bir ¢calismada PQ ve PQ
iceren travoprostun; degisik konsantrasyonlarda BAK ile BAK igeren travoprost ve

latanoprosta gore daha az sitotoksik etkisi oldugu gozlenmistir .

PQ ve BAK igeren farkli PG analoglarmin toksik etkilerinin karsilastirildigi tavsan
modelinde, kontrol grubu ve PQ igeren soliisyonun uygulandigi gruplarda okiiler yiizeyde
toksisite bulgular1 izlenmemistir. BAK igeren gruplarda ise diffiiz konjonktival hiperemi ve
kemozis, epitelyal hiicrelerde hasar, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, goblet hiicre sayisinda

azalma ve belirgin total okiiler yiizey toksisite bulgulari izlenmistir *,

Tafluprost GIB iizerinde oldukea giiclii etki gdsteren, daha az yan etki profiline sahip
(iris renginde degisiklik yapici etkisi diger PG analoglarina oranla daha diisiik) yeni bir PG
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analogudur. Tafluprost ilk prezervan icermeyen PG tiirevidir. Prezervan igeren PG
analoglarinin kullanim1 sonrasi okiiler yiizey hastaligi belirtileri gosteren hastalar igin iyi bir
secenek olarak goriilmektedir. Bu hastalarda tafluprosta gecis ile impresyon sitoloji
bulgularinda diizelme, floresein kirtlma zamaninda uzama ve okiiler yiizey hastaligi

semptomlarinda (kaginti, sulanma, yanma, yabanci cisim hissi) azalma izlenmektedir .

Damla formunda hazirlanan ¢esitli etken maddeleri igeren preparatlarin sise igeriginde
yer alan BAK’in, etken maddenin kornea penetrasyonunu kolaylastirarak 6n kamaraya
gecisini arttirdig bildirilmistir >"’. Ancak prezervan icermeyen tafluprost ile BAK iceren

tafluprostun 6n kamaraya gegisi arasinda fark olmadigi da gosterilmistir ®.

Liang ve ark. prezervan igermeyen tafluprost, latanoprost-BAK ve 9%0.02 BAK
soliisyonunun tavsan gozleri tizerindeki toksisitesini arastirmis, Klinik muayene ve konfokal
mikroskopik inceleme ile kontrol grubuna kiyasla en yiiksek okiiler yiizey toksisitesini
latanoprost-BAK grubunda saptamistir. Tafluprost grubu bulgular1 kontrol grubuna yakin
bulunmustur. inflamatuvar reaksiyonun arastirildigi immiinoreaktif boyama ydntemiyle
CD45+ ve TNFR1+ hiicre sayisi latanoprost-BAK ve BAK grubunda kontrol ve tafluprost

grubuna gore daha yiiksek bulunmustur

Calismamizda ¢oklu kullanim gerektiren glokom ilaglar i¢eriginde yer alan prezervan
maddelerin okiiler yilizeye olasi toksisite bulgularinin arastirilmasi yanisira yeni kullanima
giren ve prezervan igermeyen PG tiirevi olan tafluprostun boyle bir etkisinin olup olmadiginin
incelenmesi amaglandi. Bu amagla en sik kullanilan prezervan madde olan BAK igeren
latanoprost (Xalatan®), okiiler yiizeye daha diisiik toksik etki gosterdigi kabul edilen purite
iceren brimonidin (Alphagan-P®), polikuad iceren travoprost (Travatan®) Ve prezervan
icermeyen tafluprost (Saflutan®) tavsan gozlerine 28 giin siireyle tedavi dozunda uygulandi.
Uygulama sonrast eniiklee edilen gozlerden histolojik inceleme igin alinan &rneklere
Hematoksilen & Eozin ve Periyodik Asit & Shiff + Hemalum boyalar1 uygulanarak kornea,
konjonktiva ve goblet hiicre sayis1 degisiklikleri 151k mikroskopisi ile incelendi. Uygulanan
terapotik ajanlara bagli kornea dokusu ve CALT (konjonktiva iligkili lenfoid doku) igerisinde
olast inflamatuvar ve apoptotik degisiklikler immiinohistokimyasal boyama yontemiyle
arastirildi. Bu amagla hazirlanan histolojik kesitlerde CD45 ve kaspaz-3 immiinreaktanlari
kullanildi. Elde edilen sonuglar %0.9 izotonik soliisyon uygulanan kontrol grubu ile ve kendi

aralarinda karsilastirildi.
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Calismamizda 1sik  mikroskobik incelemede BAK-latanoprost grubunda kornea
epitelinde dokiilme, incelme, yassi hiicre katlarinda azalma ve epitel {izerinde dikensi yapilar
izlendi. Prezervan icermeyen tafluprost, purite-brimonidin ve polikuad-travoprost gruplarinda
ise kornea epitelinin 151k mikroskopik incelemesi genelde kontrol grubuna benzer bulundu.
Ancak tafluprost uygulanan gozlerde ondiilasyon gosteren bazi bolgelerde kornea epitelinde
anlaml1 incelme tespit edildi. Bu bulgu literatiirde daha 6nceden tespit edilen diger bulgularin
disinda ¢alismamizda ilk olarak gozlenmis olup agiklanmasi daha fazla arastirmaya ihtiyag
duymaktadir. Purite-brimonidin grubunda epitel dokiilmesi ve incelmesi kontrol grubuna

kiyasla daha fazla, BAK-latanoprost grubundan daha diisiik seviyedeydi.

Daha onceki galismalara benzer sekilde bizim ¢alismamizda da BAK’in kornea epiteli
tizerindeki toksik etkisinin prezervan icermeyen, purite ve polikuad igeren ajanlara gore

anlaml1 olarak daha fazla oldugu sonucuna varildi.

BAK-latanoprost grubunda kornea stromasinda 6dem, kontrol, purite-brimonidin ve
prezervan icermeyen tafluprost gruplarina gore anlamli derecede artmig olarak izlendi. Ancak
kornea endoteline ait herhangi bir degisiklige rastlanmadi. Zhang ve ark. BAK’in kornea
endotel hiicreleri arasindaki ara baglantilarda hasara neden olarak endotel bariyer
fonksiyonunda azalmaya neden oldugunu gostermistir. Ayni caligmada konfokal mikroskopik
incelemede kornea endotel hiicre morfolojisinde bozulma oldugu izlenmistir **. Calismamizda
gozledigimiz ve literatiir bulgularinda rastlayamadigimiz BAK-latanoprost grubunda kornea
stromasinda izlenen 6demin BAK’in endotel fonksiyonu iizerinde yaratmis oldugu toksik
etkiye bagli olabilecegi diisiiniildi. Bu konuda kornea endotel degisikliklerini elektron
mikroskobisi veya konfokal mikroskopi ile degerlendirecek daha genis kapsamli ¢alismalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Goblet hiicreleri gozyas: filmindeki toksik bilesenlere en hassas hiicre tiplerinden biridir
% Esas olarak yiizey islanabilirliginden sorumlu olan miisini salgilarlar. Miisin tabakasi
gozyast filminin akoz tabakasinin okiiler yiizeye tutunmasini saglar. Goblet hiicre kaybi
miisin sekresyonunda azalmaya, gézyas: film tabakasinda diizensizlige, konjonktiva ve kornea
epitel hiicrelerinin beslenmesinde yetersizlige neden olur . Bu degisiklikler yabanci cisim
hissine ve okiiler yiizey hastaligina yol agabilir. Goblet hiicre yogunlugu okiiler yiizey

hastaliginin ciddiyetini yansitan bir parametredir %,
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Calismamizda 28 giinlik uygulama sonrasi1 BAK-latanoprost ve purite-brimonidin
gruplarinda goblet hiicre yogunlugunda anlamli bir azalma tespit ettik. Kahook ve ark. BAK-
latanoprost, Sofzia-travoprost ve prezervan icermeyen suni gozyasi damlalarinin tavsan
gozlerine 30 giin boyunca giinde bir kez damlatilmas: sonucu BAK-latanoprost grubunda
gdzlenen goblet hiicre sayisindaki azalmay: diger iki gruba gore anlamli bulmuslardir . Bir
baska ¢alismada tavsan gozlerine farkli konsantrasyonlarda BAK uygulanmasi sonrasi yapilan
histolojik incelemede kontrol grubuna gore goblet hiicre yogunlugunda azalma tespit
edilmistir. BAK konsantrasyonu arttik¢a bu etkilerin daha belirginlestigi gozlenmistir *°. Bu
sonuglar BAK’in toksik etkilerinin doza bagimli oldugunu gostermektedir. BAK ihtiva eden
antiglokomat6z ajanlarin glokom gibi kronik bir hastalikta uzun siireli kullanilmasi
durumunda konjonktivadaki goblet hiicre sayisinda azalmaya ve buna bagl okiiler yiizey

semptomlarina neden olacagi asikardir.

Calismamizda prezervan igermeyen tafluprost grubunda Periyodik Asit & Shiff +
Hemalum ile boyanan preparatlarda goblet hiicre sayisinda anlamli artis oldugu gézlenmistir.
Literatiir taramalarinda rastlayamadigimiz bu bulgu agiklanmaya gereksinim gostermektedir.
Kahook ve ark. BAK-travoprost’'un sadece BAK’e kiyasla insan konjonktiva epitel
hiicrelerinde daha az toksik etki olusturdugunu ve travoprostun goblet hiicreleri tizerine
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koruyucu etkisi olabilecegini ileri siirmiistir *°. Bir baska g¢alismada prostaglandinlerin

antioksidatif o6zelliklerinden bahsedilmektedir 7.

Calismamizda prezervan igermeyen
prostaglandin analogu olan tafluprostun diger prostaglandinlerde gozlenen koruyucu etkiye
benzer bir mekanizma ile goblet hiicreleri {izerinde antioksidan ve sitoprotektif etki

gosterebilecegi diisliniilmiistiir.

Doku orneklerinde inflamasyon ve apoptoz bulgularinin  arastirilmasi  igin
immiinohistokimyasal boyama yontemleri kullanilmaktadir. Bu amagla ¢esitli immiinoreaktan
maddeler uygulanarak bu reaktanlara yanit veren immiin pozitif hiicreler 151k mikroskobisinde
tespit edilmektedir. Bu sayede alinan doku ornegi igerisinde ¢esitli etkenlere karsi gelisen
inflamasyon ya da hiicre kayb1 degerlendirilmesi yapilabilmektedir.

Calismamizda BAK-latanoprost, purite-brimonidin polikuad-travoprost ve prezervan
icermeyen tafluprost uyguladigimiz tavsan gozlerinden elde edilen histolojik kesitlere CD45
ve kaspaz-3 immiinreaktan maddeleri uygulayarak hazirladigimiz preparatlart 151k
mikroskobisi ile degerlendirdik. Degerlendirme kornea dokusu ve CALT follikiileri tizerinde

yapildi. Inflamasyon mevcudiyetinin arastirilmas: i¢in CD45, apoptoz tespiti igin kaspaz-3
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antikorlar1 kullanildi. Gruplarda tespit edilen immiin pozitif hiicre sayilar1 %0.9 izotonik

soliisyon uygulanan kontrol grubu gézler ile karsilagtirildi.

Calismamizda CDA45 antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde
BAK-latanoprost, purite-brimonidin, polikuad-travoprost gruplarinda her iki dokuda anlaml
sayida pozitif boyanan inflamatuvar hiicre varlig: tespit edildi. Prezervan icermeyen tafluprost

grubunda goriilen bulgular ile kontrol grubu arasinda ise fark tespit edilmedi.

BAK igeren ve icermeyen antiglokomatéz prostaglandin analoglarinin CALT {izerine
etkilerinin arastirildigi bir ¢calismada, CALT taki inflamatuar hiicre infiltrasyonunun primer

olarak BAK konsantrasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir %.

PQ ve BAK iceren sabit kombinasyon preparatlarinin karsilastirildigi tavsan
calismasinda, yeni gelistirilen travoprost/timolol PQ soliisyonunun travoprost/ timolol BAK
ve latanoprost/timolol BAK soliisyonlarindan belirgin olarak daha diisiik okiiler toksisite
skoruna sahip oldugu bildirilmistir. Kontrol grubu ve travoprost/timolol PQ uygulanan grupta

CD45+ hiicre sayimu ile CALT follikiillerinde belirgin inflamatuar reaksiyon izlenmemistir **.

Baudouin ve ark. BAK igeren antiglokomatéz ajanlarin siirekli kullanimmin Klinik
olarak anlamli inflamasyon bulgusu olmadig: halde konjonktivada inflamasyon belirteglerinin

artisina neden oldugunu gostermislerdir »

Sherwood ve ark.daha once topikal ilag kullanmaksizin glokom cerrahisi gegiren veya
glokom cerrahisi oncesi en az 1 yil siire ile topikal antiglokomato6z ilag kullanan hastalarda
konjonktiva ve Tenon kapsiilii biyopsilerini degerlendirmistir. Uzun siireli topikal ilag
kullanim1 olan grupta makrofaj, lenfosit, mast hiicresi ve fibroblast sayisinda anlamli derecede

artis tespit edilmistir *°.

Uzun siireli birden fazla topikal antiglokomatdz kullanan hastalarm konjonktiva ve
trabekiiler ag biyopsilerinde inflamatuar hiicre ve fibroblast infiltrasyonu oldugu goriilmiistiir.
BAK igeren damlalarin kronik kullaniminin, konjonktiva ve trabekiil dokusunda inflamatuar
degisikliklere neden oldugu, bu degisikliklerin gelecekte yapilmasi muhtemel glokom

cerrahisi sonuglarim etkileyecegi diisiiniilmektedir *°.

Yukardaki ¢alismalarda belirtildigi gibi, kornea epiteli ve 6zellikle konjonktivada yer
alan CALT follikiiler yapilarinda BAK’in uzun siireli kullaniminin inflamatuvar degisikliklere

neden oldugu bilinmektedir. Bununla beraber bu konuda Purite, Polikuad gibi yeni
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prezervanlar ve prezervan igcermeyen tafluprost ile ilgili yeterli bilgi yoktur. Calismamizda
sadece BAK’in degil diger prezervan ajanlarin da BAK’e oranla daha diisiik diizeyde olmakla
beraber kontrol grubuna gore anlamli inflamatuvar degisiklikler olusturdugunu tespit ettik. Bu
bulgular Purite ve Polikuad gibi yeni prezervan ajanlarin sanildigi kadar masum
olmayabilecekleri ve uzun siireli kullanimlarinin BAK kadar olmasa bile okiiler yiizey
degisikliklerine yol agabilecegini disiindiirmektedir. Prezervan igermeyen tafluprost

grubunda ise bu tiir inflamatuvar degisikliklere rastlanilmamastir.

Glokomda olusan hiicre kaybinin iki mekanizmas1 mevcuttur. Bunlardan biri planlanmis
hiicre 6liimii manasina gelen apoptoz digeri nekrozdur. Ancak glokom seyri siirecinde goriilen
apoptoz dogal seyrine oranla daha hizli gelisen patolojik bir mekanizmadir. Apoptoz sadece
glokom gibi kronik bir hastaligin seyrinde degil bazi toksik maddelerin etkisiyle de ortaya
¢ikabilir. Uzun siireli antiglokomatoz tedavi uygulanmasi ve igerdigi prezervan maddelerin
apoptotik etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Calismamizda kaspaz-3 antikoru kullanilarak
yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde kornea epitelinde BAK-latanoprost, ve purite-
brimonidin uygulanan gruplarda pozitif boyanan apoptotik hiicreler kontrol grubuna oranla
anlamli olarak artmis bulundu. Polikuad-travoprost ve prezervan igermeyen tafluprost
gruplarinda ise epitelde apoptotik degisiklik gdsteren anlamli sayida hiicre tespit edilmedi.
CALT follikiileri igerisinde ise sadece BAK-latanoprost grubunda apoptotik hiicre sayisi
anlamli olarak artmis bulundu. Bu degisiklikler BAK’1n yani sira purite igeren damlalarin da

apoptotik degisikliklere zemin hazirlayabilecegini diisiindiirmektedir.

Insan konjonktiva hiicre kiiltiiriiniin farkli konsantrasyonlarda BAK’e maruziyeti
sonrast hiicre sayisi, hiicre canliligi ve apoptotik aktivitenin (Apo 2.7 ile) incelendigi bir
calismada, BAK’e bagl okiiler doku hasarinin doz bagimli oldugu goriilmistiir. Bu bulgular
diisik konsantrasyonda BAK iceren oftalmik preparatlarin tercih edilmesi gerektigini

diistindiirmektedir 100,

Glokom hastalarinda uzun siireli antiglokomat6z ilag kullanilmasina ve prezervan
maddelere bagli okiiler yan etkiler sadece kornea ve konjonktiva gibi yiizeyel dokularda degil
trabekiil endotel hiicreleri gibi daha derin yapilarda da izlenebilmektedir. Literatiirde
prezervan maddelerin trabekiiler ag orgiisii tizerine etkilerini inceleyen az sayida caligma
vardir. Okiiler yiizeye tekrarlayan dozlarda uygulanan BAK trabekiiler ag gibi derin
dokularda birikim gosterebilir. Hamard ve ark.’nin trabekiiler hiicre kiiltiirii tizerine yaptiklar

calismada BAK igeren preparatlarin apoptotik aktivitede artisa neden oldugu, antiglokomato6z
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ajan olmaksizin sadece BAK uygulamasi ile trabekiiler hiicrelerin %95’inin apoptoza ugradigi

gosterilmistir .

BAK’iin trabekiiler ag dokusunda birikerek kronik inflamasyon, inflamatuar sitokin
salimimi, immiin hiicre infiltrasyonu ve trabekiiler ag hiicre apoptozisi ile trabekiiler
disfonksiyon ya da dejenerasyonuna neden olabilecegi disiiniilmektedir Bu veriler
dogrultusunda topikal antiglokomat6z tedavinin prezervan madde etkisi ile uzun dénem

trabekiiler dejenerasyona ve disa akim direncine neden olabilecegi sonucuna varilmistir °.

Chang ve ark.insan trabekiiler ag hiicrelerine farkli konsantrasyon ve zamanlarda BAK
ve prezervan igermeyen tafluprost uygulayarak apoptozis ve hiicre canliligini
degerlendirmistir. BAK’iin hiicre canliliginda doz-zaman bagimli bir azalmaya neden oldugu,
ancak tafluprostun hiicre canlilig1 {lizerine farkli konsantrasyon ve zamanlarda anlamli bir
etkisi olmadigi gorilmiistir. BAK ve BAK-tafluprostun etkisi karsilastirildiginda hiicre
canliligimin tafluprost uygulanan grupta belirgin derecede artmis oldugu goriilmiistiir. Bu

sonug tafluprostun sitoprotektif etkisine baglanmistir *°2.

Her ne kadar ¢alismamizda elektron mikroskobisi uygulayamadigimiz igin trabekiiler
sistem {izerinde bir ayrintili degerlendirme yapma imkanimiz olmasa da gruplardan elde
edilen  histolojik preparatlarin incelenmesinde, BAK-latanoprost ve purite-brimonidin
gruplarinda trabekiiler demetlerde diizensizlesme, demet araliklarinda degisiklikler ve distal
dis akim yollarinda diizensizlesme ve yer yer genislemeler gozlendi. Polikuad-travoprost ve
prezervan igermeyen tafluprost gruplarinda ise kontrol grubu ile kiyaslanacak olursa
trabekiiler dis akim yollarinda anlaml degisikliklere rastlanmadi. Bu bulgular genel bir sonug
cikarmamiza yetecek seviyede olmamakla birlikte BAK ve purite tipi ajanlarin trabekiiler dis
akim yollar tizerinde de uzun siireli kullanimda okiiler ylizey degisiklikleri yanisira ilave

toksik etkilere yol acabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak; calismamizda BAK-latanoprost, purite-brimonidin ve polikuad-travoprost
ile prezervan igcermeyen tafluprostun tavsan gozlerinde kornea dokusu, konjonktiva goblet
hiicreleri, trabekiiler dis akim yollar1 ve CALT follikiilleri tiizerine olas1 sitotoksik,
inflamatuvar ve apoptotik etkileri arastirildi. Prezervan maddelerden BAK, purite ve
polikuadin histolojik kesitlerde ve immiinohistokimyasal incelmelerde okiiler yiizey hastalig:
belirtilerine neden olabilecegi sonucuna varildi. Bu gruplar igerisinde en ciddi toksik etkiler

oncelikle BAK-latanoprost grubunda gozlendi. Polikuad-travoprost grubu purite-brimonidin
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grubuna oranla daha az toksisite bulgusuna sahipti. Prezervan igermeyen tafluprost grubunda
kontrol grubu ile benzer nitelikte bulgulara rastlandi. Bu grupta konjonktiva goblet
hiicrelerinde sayica artig tespit edildi, bu bulgu tafluprostun sitoprotektif etkili olabilecegini
diistindiirdi. Elde etmis oldugumuz bulgular 1s18inda uzun siireli tedavi gerektiren glokom
hastalarinda prezervan maddelerin neden olabilecegi yan etkiler dikkate alinarak miimkiinse

prezervan igermeyen preparatlarin tercih edilmesi gerektigi soylenebilir.
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6. OZET

AMAC: BAK igeren latanoprost, poliquad igeren travoprost, purite i¢ceren brimonidin ve
prezervan igermeyen tafluprostun tavsan gozlerinde okiiler yiizey ve trabekiiler dis akim yolu

izerindeki sitotoksik etkilerinin histolojik olarak incelenmesi.

GEREC VE YONTEM: 25 adet erkek yetiskin New Zealand beyaz tavsan 5 gruba ayrildi.
Gruplara izotonik %0.9 soliisyon (Serum fizyolojik), prezervan igermeyen tafluprost
%0.0015, %0,15 purite igeren brimonidin %0,1, %0,001 polikuad igeren travoprost %0,004
ve %0,02 BAK igeren latanoprost %0,005 tedavi dozunda 28 giin siire ile uygulandi.
Hematoksilen eozin (H&E) boyasi ile kornea dokusu ve trabekiiler dig akim yollari; Periyodik
Asit & Shiff + Hemalum boyasi ile konjonktiva goblet hiicreleri 151k mikroskobisi ile
incelendi. CD45 ve kaspaz-3 antikorlari ile kornea epiteli ve CALT dokusundaki inflamasyon
ve apoptoz bulgular1 immiinohistokimyasal olarak arastirildi. Istatistiksel analizde One Way
ANOVA testi kullanildi. Sonuglar ortalama+standart sapma olarak belirtildi. p<0.05 anlamli
olarak kabul edildi.

SONUC: BAK-latanoprost grubunda kornea epitel degisiklikleri ve stroma 6demi daha
belirgin gozlendi. Bu grupta goblet hiicre sayisi kontrol, polikuad-travoprost ve prezervan
iceremeyen tafluprost gruplan ile karsilastirildiginda anlamli olarak diisiik bulundu. BAK-
latanoprost grubu ve purite-Brimonidin grubunda trabekiiler dis akim yollar1 {izerinde
degisiklikler gozlendi, diger gruplardaki bulgular kontrol grubundan farkli bulunmadi.
Prezervan igermeyen tafluprost grubunda goblet hiicre sayisinda beklenmedik artis oldugu
gortildii. Prezervan madde igeren BAK-latanoprost, Purite-brimonidin ve Polikuad-travoprost
gruplarinda hem kornea epiteli hem de CALT’ta CD45 inflamatuvar hiicre sayisinin diger
gruplara artmis oldugu goriildii. BAK-latanoprost grubunda hem kornea epiteli hem de
CALT ta kaspaz-3+ apoptotik hiicre sayisi artmisti. Purite-brimonidin grubunda ise kornea

epitelinde apoptotik aktivite artis1 izlendi.

YORUM: Elde etmis oldugumuz bulgular 1s1ginda uzun siireli tedavi gerektiren glokom
hastalarinda prezervan maddelerin neden olabilecegi okiiler yan etkiler dikkate alinarak

miimkiinse prezervan igermeyen preparatlarin tercih edilmesi gerektigi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Prezervan, BAK, Purite, Polikuad, tafluprost, okiiler yiizey, kornea
epiteli, CALT, CD45, Kaspaz-3, goblet.
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7. ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate ocular surface and trabecular outflow pathway changes after using
latanoprost preserved with BAK, travoprost preserved with Poliquad, brimonidine preserved
with Purite and preservative-free tafluprost.

MATERIAL AND METHOD: 25 male, adult New Zealand albino rabbits were randomized
into groups of 5 to receive daily instillation of %0.9 isotonic solution, preservative-free
tafluprost %0.0015, brimonidin %0,1 preserved with %0,15 Purite, travoprost %0,004
preserved with %0,001 Poliquad and latanoprost %0,005 preserved with %0,02 BAK over a
28-day period. Enucleation was performed at the end of the study followed by histologic
analysis using hematoxylin eosin staining to evaluate corneal and trabecular outflow pathway
changes; periodic acid schiff staining to identify goblet cells by light microscopy.
Inflammatory and apoptotic changes in corneal epithelium and CALT were analysed using
light microscopy, immunohistology in cryosections for detecting CD45+ and caspase-3+
cells. Resuts were expressed as means=standart error. The groups for analysis were compared

using One Way ANOVA. The significance value is accepted p<0.05.

RESULT: Corneal epithelial changes and corneal stromal edema were higher in latanoprost-
BAK group. The number of goblet cells in the BAK-latanoprost group was significantly lower
than control, preservative-free tafluprost and Poliquad-travoprost group. The changes of
trabecular outflow pathway were significant in BAK-latanoprost and Purite-brimonidine
groups. Interestingly goblet cells significantly increased in preservative-free tafluprost group.
The number of CD45+ inflammatory cells in both corneal epithelium and CALT were
significanlty higher in BAK-latanoprost, Purite-brimonidine and Poliquad-travoprost group
than other groups. In BAK-latanoprost group caspase-3 + apoptotic activity was significantly
higher both in corneal epithelium and CALT than the control group. Also Purite-brimonidine
induced apoptotic activity in corneal epithelium.

CONCLUSION: These results show that long-term medication with preservative containing
antiglaucoma eye drops can cause ocular surface side effets. On the basis of all these results it
would be advisable to use preservative-free solutions whenever possible, especially in patients
with the greatest exposure to high doses or prolonged treatments, in those suffering from
preexisting or concomitant ocular surface diseases.

Key Words: Preservative, BAK, Purite, Poliquad, tafluprost, ocular surface, corneal
epithelium, CALT, CDA45, caspase-3, goblet.
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