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[) GiRIS VE AMAG :

Epidermal blyume faktéru (EGF) ntn deri, kornea, mide mukozasi gibi farkli
yaralarda iyilesmeyi hizlandirdigi yayinlanmistir(112,123). EGF uygulamalarinin yara
gerilme kuvvetini arttirdigi gésterilmistir(36). Dermal fibrolast da dahil olmak Uzere pek
cok hicre tipi EGF yluzey reseptorlerine sahiptir ve htcre koltGrierinde EGF'ye yanit
olarak gogalirlar (Ksander, 1989) . Ayrica EGF'nin prokollajenaz sentezini indtkledigide
gosterilmistir(22). Memeli kollajenazi, bag dokusu komponentlerini yikabilen hicredigi
metalloproteinazlar ailesine dahildir. Bu durumda EGF Kkollajen yapimi ve yikiminin
kontroltinde dolayli olarak rol almaktadir. Kollajen olusumunda C vitamini anahtar
rollerden birine sahiptir. Ayrica dodal antioksidanlardan biridir ve g6z dokularinda da
bulunur(22). Son g¢alismalarda EGF'nin oksidan sistemle iligkisi Gzerine bazi bulgular
yayinlanmistir(123).

EGF'nin g6z vyasl ile ykanmasi veya deri Uzerine solisyon halinde
uygulanmasi, daha biylk dozlarda ve sik kullaniimasini gerektirmektedir. Bu durumda
reseptérlerde azalmaya (down regulation) neden olarak istenen etkinin gergeklesmesini
engellemektedir.

Bundan 6nceki ¢alismalarda biyoadezyonla gézde bir ylzey olusturan karbopol
940 jel ve bu jeli tagiyan ticari gézyasi preperatlarlA icinde EGF uygulamalari yapilmig ve
yara alani 6lgimu ile yara iyilegsmesinin hizlandigi gésterilmistir (52). Yapilan literatar
taramasinda korneal yarada askorbik asid (AA), malondialdehit (MDA), glutatyon

(GSH) duzeyi saptayan bir ¢galismaya rastlanmamistir.



Bu calismada jel iginde EGF uygulamasinin yara dokusundaki C vitamini,
Tiyobarbutirik Asid ile Reaksiyona Giren Maddeler(TBARs) ve GSH duzeyine etkisini

izleyerek etki mekanizmasini tartigabilmede kriter elde edilmesi amaglanmistir.



I1) GENEL BILGILER :

I.1) Goziin Genel Yapist:

Goz kureleri (bulbus okdli), orbita boslugu iginde bag dokusundan zengin bir
ya§ yastidi igine yerlesmis, gérme fonksiyonu ile gérevli, én-arka uzunlugu 22-27 mm
olan bir cift kiresel organdir. Her g6z kiresi icin dort rektus kasi (ig-dis-Ust-alt rektuslar)
ve iki oblik kas (Ust ve alt oblikler) ile tum y&nlere bakig strdurtltr. Géz kapaklan
(palpebra oculi) kirpma refleksi ile koruyucu olarak gérev yaparken, Ust kapak temporal
kismin arkasinda yerlesmis gbézyasi bezi (glandula lacrimalis) de gézyag! salgist ile hem
koruyucu, hem de saydamligin strdarilmesi ile ilgilidir. 12 kafa ¢iftinden altisi gézn
duyusal ve motor fonksiyonlarinin devamini saglar (ll, 1ll, IV, V, VI ve VII. kafa ¢iftleri)
(144).

Anatomik olarak géz kuresi digtan ige dogru Ug tabakadan olusur:
1a. Tunica fibrosa: G6z kuresinin en diginda yer alan bu koruyucu fibréz tabaka
arkada gozun altida besini olugturan sklera, 6énde altida birini olugturan kornea, ve
bunlan birlestiren halka, yani limbustan meydana gelir. Optik sinirin arkada gézden
ayrildi§i yerde sklera, sinir lifleri paketlerinin gecebildigi lamina cribrosa adi verilen ag
seklinde bir yapilanma gdsterir(55).

Kornea, kesiti eliptik, saat cami gseklinde saydam bir tabaka olup énden arkaya
dogru gézin ilk kirici dokusudur. Vertikal meridyeni 10.5 mm, horizontal meridyeni 11.5
mm civarinda olup santraldaki kalinligi 0.56 mm dir ve 1.376 refraktif indeksi ile 43

diyoptrilik kiricilik gésterir. Epitel tabakasinin mikemmel diizeni, damarsiz olmasi,



stromadaki kollajen liflerin ve olusturdugu lameller sistemin diizeni, ve endotelinin sivi
dinamigi Gzerindeki belirgin etkisiyle intrastromal su dizeyinin sabit tutulusu (% 76)
korneanin saydamligini saglar(46). Trigeminal sinirin oftalimik dali duyusal
innervasyonunu surdarar. Epitel, gézyasi ve limbus damarlarindan, endotel y(z( ise 6n
kamara sivisindan beslenir.

1b. Tunica vasculosa (uvea): Yogun pigmentli ve damarli bu tabaka énden arkaya iris,
corpus ciliare, ve koroid olarak ayrilir. Iris, stromasindaki pigment granil miktar: gézin
rengini belirleyen, ortada olusturdugu pupilla agikligi ile géze giren stk yogunlugunu
etkileyen yapidir. Pupil kenarina yakin sirkuler sfinkter kas (parasempatik innervasyon),
ve periferde radier yerlesimli dilatatoér kas (sempatik innervasyon) yardimi ile pupil ¢api
dUzenlenir(83,87).

Uveanin iris ile koroid arasinda kalan kismi olan corpus ciliare, bir yandan
prosesuslarinda 6n kamara sivisinin yapimini strdurtrken, 6te yandan bu gikintilarin
devami olan Zinn lifleri ile kristalin lensi yerinde tutar, ve silier kasin yardimiyla
akomodasyon dedigimiz yakina bakista lensin kiricih@ini arttirma olayini yénetir. Aktif
sekresyon ve ultrafiltrasyon ile plazmadan kaynaklanan 6n kamara sivisi, arka
kamaradan pupil agikligindan 6n kamaraya gecer, limbustaki én kamara agisindan
(trabekulum) episkleral venlere drene olur. On kamara sivisi bir yandan gézin tontstni

saglarken, diger yandan komsu yapilarin beslenmesini stirdartir(144).

T.C YUKSEKOGRETIM KURULY
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Yakin komsulugu nedeniyle burada lensten de sézetmek dogru olur. Iris ve
pupillanin arkasinda vitreusun énande yer alan kristalin lens, gézan ikinci dnemli kirici
dokusu olup, saydam, damarsiz, bikonveks bir organdir. 10 mm ¢apinda ve 4 mm kadar
kalinliktadir. 160-180 adet zondiler lif yardimiyla corpus ciliare gikintilarina tutunur. On
kapstl altindaki tek sira lens epiteli émur boyu Gretkendir, lens fibrillerini yenilerler.
Yakina bakis sirasinda silier kasin sirkuler olarak kontraksiyonu ile zondller gevser, lens
on-arka kalinligi artar, kiriciligi artar, yani akomodasyon ile géruntinin yine retina
Uzerinde odaklanmasi saglanmig olur. insanlarda 40 yastan sonra lensin bu esnekligi
azaldigi icin akomodasyon da azalir ve presbiyopi denilen yakin gérme bozuklugu
ortaya gikar(144).

Koroid retinanin dis katlarini besleyen, bol damarli ve pigmentli bir doku
tabakasidir. Digta sklera ile sinirlidir ve digtan ige dogru blyUk damarlar, orta damarlar,
ve koriokapillaris tabakalarindan olugur. Dolasimini kisa ve uzun arka silier arterlerden
saglar.
1c. Tunica nervosa (retina): Gérme olayi i¢in adapte olmus retina, gézin embriyolojik
gelisimi sirasinda optik vezikllin ige invaginasyonu ile ortaya ¢ikan iki katli bir
olusumdur; dista tek katl retina pigment epiteli, icte de sensoriyel retina yer alir. Onde
lens ve corpus ciliare ile arkada retina arasinda, vitreus dedigimiz jel yapida saydam bir

sivi vardir(144).



Il.2) Korneanin Yapisi:

Go6rme belki de duyularimiz en énemlisidir. Dig dUnyayla ilgili aldigimiz bilgilerin
%80'inden fazlasini gérme fonksiyonu sayesinde aliriz. lyi bir gérme durumu refraktif
komponentlerden olan kornea ve lensten is1§in retina Ustiine digerek bunun kimyasal
ve elektrik enerjisine ¢evrilmesi, optik sinirle de beyine gérme sinyali seklinde ulagsmasi
ve son olarak da gorsel kortekste son bulmasiyla olur.

Kornea dis imajlarin géze giris kapisidir. Temel gereklilik bunun berrrakhginin
saglanmasidir. Kornea, skleranin dis ylzeyinin devami olarak uzanir.

Kornea ayrica okiler biyolojik savunma sisteminin bir pargasi olarak ig gordr.
Hicre membranlarinin interdigitalizasyonu ile olusan interselliler bag gelismesinin
korneal epitelde olmasi ve hemidezmozom gibi baglanti komplekslerinin olusumu ile bir
mekanik engel olarak is gérir. Bunun étesinde, konjunktiva ve gézyas: filminin hicresel
ve kimyasal komponentleri de biyolojik savunma sistemi olarak yer alir(83).

Korneanin sekil ve berrakliginin devami refraksiyon igin kritkk éneme sahiptir.
Kornea gézin refraksiyon gucuntn 2/3 Gnden fazlasini olugturur. Bu nedenle korneal
kenarda kiguk bir degisiklik dahi kirma kusuru ile sonuglanabilir. Ayrica ylzey
dlzlGduntn degdisimi veya kalinlik degisimi gérintl distorsiyonu ile sonuglanabilir.

Korneal berrakhk gérme fonksiyonu igin kritiktir ve bu dokunun agik olan en
belirgin 6zelligidir. Korneal berrakliktan baslica sorumlu olan korneal stromanin
yapisidir. Ancak korneal hidrasyonun regulasyonu ile stromal berrakligin devami igin

kritik olan, fonksiyonel olarak intakt bir endoteldir. Ayrica korneal epitelin ylzeyi értmesi



de 6nemli 6lgide gérme berrakhigina katkida bulunur. Béylelikle korneanin optik
fonksiyonun saglanmasinda birgok komponent bir arada galigtr.

Bircok medikal ve cerrahi kornea tedavileri, kornea seffafliginin restorasyonuna
yoneliktir. Refraksiyon kusurlarini dizeltmek igin yapilan cerrahilerinde , kornea

kurvattrleri laser veya insizyon ile modifiye edilir(144).

11.2.1) Kornea'va Anatomik ve Fizyolojik Bakis :

I1.2.1.1) Korneanin Makroskobik Anatomisi ve Fizyolojisi :

Optik 6zellikler-

Kornea dis ylizeyle temasta olan damarsiz, seffaf bir dokudur. Korneal 6n
yluzey g6z yasi filmi ile kaplidir. Posterior yuzey ise dogrudan akdéz himdr igindedir.
Seffaf kornea, opak sklera ve semitrasparant konjunktiva ile devam eder. Kornea ve
sklera arasindaki geg¢is zonu zengin damarlanmanin oldugu limbustur. Burasi rezervuar
pluripotansiyel kék hicreleri igerir. Anterior kornea ylizeyi konveks ve asferiktir. Anterior
yluzey transvers kesitte superior ve inferior ydnde sklerizasyondan dolayl oval
gbrunimdedir.

Korneanin optik ézellikleri su faktérler tarafindan belirienir.

Seffaflik |
Yuzey duzgUnlagu
Kontar

Refraktif indeks



Kornea seffaligina temel etki eden fakitér stromadaki kollajen liflerinin
dizenlenmesidir. Her bir kollajen lifinin uzunlugu ve kollajen lifleri arasindaki ortalama
mesafe oldukga homojen ve gérindr 11k dalga boyundan (400-700 nm) daha kuguktar.
Bu sayede her bir liften yayilabilecek kagak igimalar, digerinden olan kagak isima ile
énlenmis olur(83).

Korneal epitel ve gc'jz'ya§| filmi, kritik korneal dUzgunlugdin devaminin
saglanmasinda yer alir.

Korneanin anterior ve posterior ylzlerinin her ikisi de korneanin  optik
fonksiyonunda yer alir. Hava, g6z yast, kornea ve akbéz himér Gn strasiyla refraktif
indeksleri 1.000, 1.336 ,1.376 ve 1.336'dIr.
innervasyon-

Kornea vicudun en yogdun innervasyon ve duyariid! olan dokularindan biridir.
Kornea sinir sonlanma yogunlugu ve hassasiyetine gére vicudun en yogun yeridir.
Kornea ayrica otonomik sempatik sinir lifleri icerir. Histokimyasal ¢alismalar Substance
P (SP) (87,134), Kalsitonin geni ile iligkili peptid(CGRP) (129,143), katekolaminler ve
asetil kolin(78,136) gibi ¢esitli nérotrasmitterlerin varligini géstermistir.

Vaskiiler Sistem-

Kornea vicutta az sayida damarsiz dokulardan biridir. Normal saglikli
korneanin damar icermemesine karsin kandan kaynaklanan faktorler korneal
metabolizma ve yara iyilesmesinde ¢esitli dnemli roller oynar. Oftalmik arterin bir dali

olan anterior silier arter limbus bélgesinde vaskuler bir ark olugturur. Bu ark eksternal



karotid arterin fasial dali ile anastomoz yapar. Bu nedenle, korneanin kanlanmasi
internal ve eksternal karotid arterlerin her ikisinden de olur.
Oksijen ve Besin Saglanmasi-

Korneal epitel ve endotel metabolik olarak aktiftirler. HuUcresel aktivitenin
saglanmasi icin Adenozin Trifosfat(ATP) enerji kaynagd! olarak gereklidir. Genellikle
oksidatif yolla glukozun pargalanmasi ile aerobik kosullarda ATP olusur. Bu nedenle,
korneanin normal fonksiyonu igin glukoz ve oksijen gereklidir. Glukoz akéz himérden
diftizyon yolu ile saglanir. Hatta korneal epitel hicreleri bile akéz himdrden gelen
glukoza muhtactir.

Diger taraftan oksijen baglica gz yas! sivisindan difflizyon ile saglanir. Ayrica
havadaki oksijende gbézyasi sivisinda erir. Gdézyas sivisinin dogrudan atmosfere temasi
korneanin oksijen saglamasi agisindan gereklidir. Kornea oksijen gereksiniminin sadece
kagUk bir kismi akéz himérden diffizyon ve limbal sirklllasyonla saglanir. Uyurken géz
kapakian ile bu aerobik sistem engellendiginden, korneal metabolizma uyurken
aerobikten anaerobige déner ve laktat birikir. Korneal oksijenasyonu engellememesi igin

kontakt lens teknolojisi gaz permeabilitesini maksimalize edecek sekilde hedeflenmistir.
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11.2.1.2) Korneanin Mikroskobik Anatomi ve Fizyolojisi:

Vicudun diger kisimlari ile karsilastirildiginda korneanin yapisinin daha basit
oldugu gértltr. Lens, vitr6z himér, ve eklem komponentleri vicuttaki diger damarsiz
dokulardir. Korneadaki hticreler epitelyal hicreler , keratinositler ve endotelial
htcrelerdir. Sonug olarak kornea 3 hiicre tabakasi ve 2 ylizeyden olusur.

Epitel

Bowman tabakas:
Stroma

Descement membrani
Endotel

Daha 6nce belirtildigi gibi korneanin 6ntnde gézyast filmi ve arkasinda akéz
himér bulunur. Kornea kanin albumin ve globulinler gibi akéz komponentlerini icerirken
cok az hlcresel elemanlarini igerir.

Gozyasi Sivisi-

Korneayt dehidratasyondan korur ve duz bir epitelyal ylzey saglar. Gézyasi
filminin kalinligr yaklagik 0,7mm'dir. Hacmi ise 6,5+0.3ul'dir. Gézyag! sivisi 3 tabakadan
olugur. Superfisial lipid tabakasi (=0,1um), akdz tabaka (=7um) ve musin tabakasi (0,02-
0,05um). Gézyas! total voluminin %98'inden fazlasi sudur. Gézyasi filmi elektrolitler,

glukoz, immunoglobilinler, laktoferrin, lizozom, albumin ve oksijen gibi bir gok biyolojik
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onemli faktérleri icerir. Bunun 6tesinde genis bir aralikla biyolojik olarak aktif histamin,
prostaglandinler ve interldkinler gibi maddeleri de igerir(130).
Epitel-

Korneal epitel, keratinize olmayan ¢ok katli skuaméz epitelden olugur. Korneal
epitelin kalinh§ yaklagik 50um'dir(Korneanin %10'u). Bunun kalnligi yalniz htcre
tabakalarinin sayisi ile degil altta yatan stromanin durumuyla da ilgilidir(58).

Korneal epitel 3 tip hiicre iceren 5-6 tabakadan olugur.

Superfisial htcreler (2-3 kat)

"Wing" hticreleri  (2-3 kat)

Bazal hticreler (Tek katlt kolumnar)
Yalnizca bazal hiicreler proliferasyon &zelligine sahiptir. Yeni olusan hicreler ylzeye
dogru itilir. Stperfisial htcrelerin géz yas! filmine déktlmesinden énce olan bu
olgunlagsma sireci 7-14 gun iginde olur. Epitel hticreleri arasindaki baglantilar bir
biyolojik engel olusturmanin yani sira stromaya gézyast sivisinin gegmesini énler.

Epitelin hiicresel bilegenleri korneal immunolojide de rol oynar. Dendritik
Langerhans hicreleri korneal limbus yakininda bol sayida bulunur. Bu cins hcreler
normal korneanin orta kisminda bulunmazlar (74,55,44). Langerhans hicreleri kemik
iliginden kéynaklanan dzellesmis makrofajlardir. Bu dendritik hiicreler korneal epitelin
periferinde konsantre olmustur ve antijen islenmesinde rol oynadigi dustnuimektedir.
Class Il HLA'lar korneal epitelin Langerhans hicreleri tarafindan eksprese edilir. Bu

hiicreler konakglya antijen sunmada okuler immun cevabin afferent kolunda yer
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almaktadir diye dastuntimektedir(120).Korneanin santral kismi yaralandidinda, periferal
Langerhans hicrelerinin hizli bir sekilde oraya dogru migrasyonu géralUr.

Siiperfisial hiicreler; 2-3 kath diz hacrelerdir. Bunlarin ylzeyi mikrovililer ile kaplidir.
Bu yapi yUzeyi arttirarak oksijenin aktif degigimine ve hucreler arasi ve gdzyasi sivisi
arasinda besin maddeleri degisimine izin verir.

Epitel hiicre membrani bilayer lipid igerir ve hidrofobiktir. Hicre membraninda
¢ok sayida glikoprotein ve glikolipid molekdlleri yer alr. Bu ylUzen kisimlar
oligosakkaritler ile kaplidir. Toplu halde bunlar glikokaliks olarak adlandirilir ve epitel
htcrelerinin hidrofobik ézelligini saglarlar. Glikokaliks gézyas! filminin musindz tabakas!
ile etkilesir. Normal gézyasi filminin Gg¢ tabakali yapisi korneanin onunla etkilesimi icin
glikokaliks ve musine baglidir. Korneal epitel hicrelerinin glikokaliks kaybi ve
konjunctival epitel hlicrelerinden goblet hiicrelerinin kaybi gézyasi film dlizensizligine
neden olur. Eger korneal epitel devamhligi bozulursa, akéz materyal kolayca korneal
stromaya penetre olur(144).

"Wing" hiicreler; superfisial htcrelerin altinda 2-3 tabaka halindedir. Kanat seklindeki
gérintmlerinden dolayr bu isim verilmistir. Hucrei¢i tonofilamanlardan, yani
keratinlerden zengindirler. Keratinlerin ifadelenmesi, korneal epitel hucrelerinin
farklilagmasi gibi, farklilasma ile dizenlenir (33,132).

Bazal hiicreler ; kuboidal, kolumnar tek sira gseklinde bazal membran Gzerinde uzanir.
Degisik tip korneal epitel hlcreleri arasinda sadece bazal hiicreler mitotik aktiviteye

sahiptirler. Bazal membrana hemidezmozomlar ile tutunurlar. Bu tutunmada tip Vi

T.C. YUXSEXOGRETIM KURULY
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kollajenler yer alir (43). Stroma baglayici plaklari, altta tip | kollajenlerinden olusur ve
burada korneal stromanin majér komponenti olarak is gordr.

Bazal membran; vucudun diger kisimlarinda oldugu gibi, korneal epitelin bazal
hicreleri sekresyonla bazal membrani olusturur. Bazal membranin baglica
komponentleri tip IV kollajen ve Laminin'dir(10). Gunimuzde stratifiye ve iyi organize
korneal epitel devamliliginda bazal membranin énemli olduguna inaniimaktadir. Epitel
yara iyilesmesinde bazal membran énemli bir rol oynayabilir. Tip IV kollajen ve Laminin
kararli halin devaminda esansiyel olmasina kargin, fibronektin akut yaralanma
durumlarinda rol aliyor gérinmektedir(10).

Bowman tabakasi; Isik mikroskobu ile insanda ve bazi memelilerde korneal epitel ile
korneal stroma arasinda goérilen aselliler membran benzeri zona denir. Bowman
tabakasi bir membran degildir. Kollajen liflerinin ve proteoglikanlarin basit bir sekilde
birikimiyle olmustur. Bowman tabakasinin baglica kollajenleri tip | ve tip |l kollajenlerden
olusur. Kollajen lifleri rastgele dizenlenmigtir. Yaralanmadan sonra Bowman tabakasi
rejenere olmaz. Bazi memelilerde Bowman tabakas: hi¢ bulunmaz ve onlarda iyi
organize epitel yapisina sahiptir. Bu nedenle Bowman tabakasinin fizyolojik fonksiyonu
daha ileri arastirmalari gerektirmektedir(130,144).

Stroma; Korneanin %90'dan fazlasi stromadir. Korneal stroma, eksrasellGler matriks,
keratinositler ve sinir liflerinden olusur. Total stroma hacminin %2-3'Und hucresel
komponentler olusturur. Gerisi gesitli hlicredigi matriksler, ¢ogunlukla da kollajen ve

glikozaminoglikanlardan olugur. Kuru agirhigin %70'ini kollajenler olusturur. Baglica
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kollajen tipi ise tip I kollajendir. Korneal stromadaki kollajen liflerinin karakteristik 6zelligi
buaylklok olarak son derece uniform olmalandir (22,5-35nm)(61,62). Ayrica kollajen
lifleri arasi mesafe de uniform ve sabittir (41,4+0,5nm) (47). Stromadaki kollajen liflerinin
duzenli olmasi korneal geffafli§i saglar. Korneal stromada, kollajen lifler yaklagik 300
lamel olusturur. Her bir lamel kornea yizeyine paralel seyreder ve limbustan limbusa
uzanir(47).

Korneada en ¢ok  bulunan glikozaminoglikan keratan sulfattir (%65).
Glikozaminoglikanlar yiksek miktarda suyu absorbe etme ve tutma kapasitesine
sahiptir. Korneal hidrasyon,; epitelyal engel, yizey havalanmasi, endotelial pompa,
intraokiler basing ve stromal sisme basinci gibi birgok etki eden etkenin sonucunda
olur.Hyaluran'in morfogenezis ve doku onariminda esansiyel bir rol oynadigina inanilir.

Korneal stromanin hicresel komponentlerinin baslicasi keratinositlerdir(27).

Korneal stromada insizyon, keratektomi veya eksimer laserle olusturulan
fotoablasyon seklinde yarada, yaralanma bélgesine yakin keratinositler birbirleri ile
olusturdukiari network baglantilarini yitirir ve bagimsiz hareket etmeye baglarlar. Bu
aktive olmus keratinositler korneal stroma yara iyilesmesi ve korneal Ulser
patogenezinde esansiyel rol oynar.

Descement membrani; korneal endotelin bazal membranidir. Baglica tip IV kollajen ve
laminin'den olugur(130).
Endotel; Descement membranin arkasindaki tek sira korneal endotel hicreler iyi

organize mozaik paterndedir(130).
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Endotel hucreler blylk nlkleuslu, ¢ok sayida sitoplazmik organellidir
(Mitokondri,Endoplazmik retikulum, Serbest ribozomlar ve Golgi aparatusu ). Bu
hicresel 6zellikler korneal endotel hticrelerin aktif metabolizma ve sekresyonunun
oldugunu gdsterir(144).

Korneal epitel insan, maymun ve kedilerde prolifere olmazken tavsanlarda olur.
Yagla birlikte endotel hiicre sayisi azalir. Kritik endotel kaybi oldugunda komgu hacreler
genisleyerek kusurlu bélgeyi kaplar(130).

Korneal endotelin fizyolojik olarak en énemli fonksiyonu korneal stromanin su
regulasyonunu saglamaktir. Normalde bu %76'dir. Endotel hticreler, zit akim sistemiyle

calisan iyon transport sistemleri ile korneal stromaya su emer(144).

I.3) Korneada Yara iyilesmesi :

11.3.1) Cevre Rolii ;

Kornea yapisinin korunmasi biyolojik korunma sistemi ve refraktif sistem gibi
fizyolojik fonksiyonlari icin gereklidir. DUz ve kesintisiz epitel, temiz stroma ve
fonksiyonel endotel temiz gérme igin esansiyeldir. Kornea'nin dis gevre ile dogrudan
kargilagsmasindan dolayi, kimyasal, biyolojik, ﬁziksél olaylar gibi dis uyaranlarla bazen
etkilenme olabilir. Her ne kadar kornea'nin géz kapaklari, géz kirpma, gbézyasi ile
korunmas! yapiliyorsa da bu yeterli degildir. Bu nedenle daha aktif olarak korunma

sistemleri ile donatiimigtir.
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Keratoplasti ve refraktif cerrahi gibi korneal cerrahinin gelismesi korneal yara
iyilesmesi mekanizmalarinin daha iyi anlagiimasini gerektirmektedir. Hucresel ve
molekuler biyolojide olan son gelismeler, normal yapi ve fonksiyonun korunmasi
mekanizmalarinda yeni bakig agilari getirmistir. Vicudun hemen hemen her kisminda
yara iyilesmesinde kan damarlarinin kesintiye ugratiimasindan sonra ekstravazasyon
ile kan igeriginin ¢tkmasi yara iyilesmesinde ilk basamaktir. Ancak, kornea damarsiz bir
dokudur. Bu nedenle yara iyilesmesi vlicudun bagka yerinde gértlenlerden farklidir.

Son on yilda, hicresel kontrolde yer alan faktérlere ait bilgi birikmistir. Hucresel
ve molekiler alanda bilgilerimizde olan bu hizli artis bize korneal fizyolojiyi daha iyi
anlama imkant vermistir.

11.3.2) Epiteliyal Hareket;

Epiteliyal yara iyilesmesinin gegitli. fazlarinin arasinda , epiteliyal migrasyon
basarili ve tam olarak kusurlarin értiimesinde ilk adimdir. Normal bir korneada epitel
hacreleri bazal hucrelerden superfisial hicrelere dogru surekli yenilenirler. Ayrica
pluripotent limbal kék hicrelerden sentropedal bir hareket de vardir. XYZ teorisinde
aclklandigi gibi normal kornea epitel hlcrelerinde dinamik bir denge durumu séz
konusudur(135).Korneal epitel travmaya ugradiginda olan ilk olay, komsu saglkh epitel
dokusundan kusurlu alana dogru bir hlcre kaymasi migrasyondur. "Time-lapse
cinematography" de rat korneasinda faz kontrast mikroskobu kullanilarak mekanik
debridmandan sonra dinamik epitel hareketi gézlenmistir (90). Kornea da ¢iplak bélgeyi
kaplamak icin 2 tip epiteliyal hareket gézlenmistir. Kayan tek tabaka epiteliyal hicrelerin

ileri kimelenmesi ve takip eden 'toprak kaymasina' benzer sekilde kitle hareketi. Bu
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gbzlemler migrasyona ugrayan epiteliyal monolayer hicrelerin kusuru értmek Gzere
residlel epiteli yénlendirdigidir. Bu gézlem daha énce gbzlenen, tabaka benzeri hareketi
ve monolayer epitel hiicre hareketini agiklamaktadir. ki major mekanizma htcreleri
komsu hlcreler veya hiicredigi matriks'e baglamaktadir.

1- Hucreler vaya eksraselller matrikse reseptér aracili adezyon.

2- Adezyon junctional kompleks olusumu(46).

Epitelyal hicreler tabaka halinde hareketi , hiicrelerde adezyon kompleksi ile

saglanabilir. Béylece kitle halinde hareket edebilirler.

11.3.3) Limbal Kok Hiicreleri ;

Korneal epitel hicreleri tabakali-stratifiye epitel yapisini korumak tzere hizli
sekilde yenilenirler. Korneal epitelyal hiicreler de sentropedal hareketin varligi kesin bir
sekilde gosterilmistir. Bunun 6tesinde sadece bazal epitelyal hicreler de proliferasyon
yetenegi vardir. Thoft ve ark, epitelyal hicrelerin sentropedal hareketi ile bazal
hicrelerin superfisial htcrelere hareketi arasinda ve kornea ylzeyindeki deskuamasyon
miktarinda bir denge oldugunu ortaya koymustur (XYZ teori)(135). Korneada epitelyal
kék hiicrelerinin yerlesim yeri olarak limbus postile edilmistir(29,34,35,25,21,66).

Farkhlasan korneal epitel hicreleri, 64kD molektl agirhikli korneal keratine karsi
monoklonal antikor (AES5) ile boyanmigtir. Yalniz limbal kék hicreleri bu monoklonal
antikor ile boyanmamistir. Bu da bize agikga farklilagmamig kdk htcrelerinin limbal
bazal hiicreler olabilecegini distundlUrmektedir (124). Tavsanda limbal epitel yoklugunda
korneal yara iyilegsmesi gecikir(61).Ancak spesifik hticre igaretleyici(leri) olmadigindan,

dogrudan limbal kék hiicre varligina dair kanit yoktur. Rat korneasinda sadece limbal
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kék hucrelerine baglanan monoklonal antikor(4G10.3) korneal epitel hticrelerinin 50kD
proteini ile reaksiyona girer (150).

Rat da gelisim strasinda korneal epitel kék hlcreleri lokalizasyonuna ait bir
¢aligsmada , kok hucrelerinin 4G10.3 ile reaksiyona girmesi durumu dogumdan sonraki
1,5 haftaya kadar hem kornea bazal kat hiicreleri , hem de limbal epitel bazal hicreleri
ile olmustur (26). Bu andan sonra ise sadece limbal epitel bazal htcrelerinin 4G10.3 ile
immanreaksiyonu gdsterilebilmistir. Bdylece yetigkin korneasinda limbustaki bazal
htcreler kék hicreleri olarak gértimektedir.

11.3.4) Ekstraselliiler Matriks:

Kornea birgok hlicredisi matriks igerir. Bunlar kornea devami ve onariminda
esansiyel roller oynarlar. Epitelyal yara iyilesmesin de ilk faz ,gegici hlicredisi matriks
Uzerinde epitelyal hlcrelerin tutunma ve migrasyonudur (17,57).

Fibronektin

Epiteliyal yara iyilesmesinin ilk fazinda gegici eksraselluler matriks olarak
fibronektin édnemli bir rol oynar. Yaralanmamig normal kornea da , laminin ve tip IV
kollajen (Fakat fibronektin degil.) bazal membran majér komponentleridir. Epitelyal
hasar sonrasi asinmig ylzeyde kisa bir strede fibronektin belirir (130,40,41). Korneal
epitel hucreleri fibronektin matriks Uzerine tutunur ve yayilirlar (98,19,92).Tavsan
korneas! organ kaltariinde fibronektin, epitelyal migrasyonu stimlle eder ve korneal
epitel hacreleri icin kemotaktik ve haptotaktik aktiviteye sahiptir(88). Daha 6nce
sylendigi gibi tavsan korneal epitel hlcrelerinde adezyonu yalniz  Arginine-Glycine-

Aspartate (RGD)
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iceren fibronektinin 75 kD fragmani degil ,ayni zamanda fibronektinin "adezyon/heparin
baglayan " fragmani (33/66 kD) da yapmaktadir (88).
integrinler

Eksraselltler fibronektine cevaben, korneal epitel hicrelerinin fibronektin igin
hiicre ylzey reseptorleri eksprese etmesi gerekir. Integrinler hicredigi matriks
proteinleri icin bir hiicre ylizeyi reseptérieri ailesidir(118). Integrin o ve B alt tnitelerine
sahip bir heterodimerdir. Son birkag yildir gesitli a(11 tip) tipleri ile gesitli B(6 tip) tipleri
rapor edilmistir. « ve B kombinasyonu eksraselltler proteinlerinin baglanma spesifikligini
belirler. a581, aVB1, allbp3'in glniimuzde fibronektine baglandig: bilinmektedir.
Bunlarda ,fibronektinin baglanmasini RGD dizini saglar. Korneal epitel yara iyilesmesi
strecinde B1 integrinlerin gértimesi ve kaybolmasi iyi bir sekilde koordine edilir (91). Bir
insizyon sonrasinda derhal stroma da "V" seklinde bir ylzey kusurundan fibronektin
gorilebilirdi. B1 integrin eksprese eden epitel hucresi kusqru doldurmak igin Gzerinden
gbgmeye baglar. lyilesme hemen hemen tamamlandiginda ise epitel hticrelerin de B1
integrin boyanmasi bazal hiicreler harig azalmigtir. Yeni epitel ve stroma arasindaki
ylzeyde fibronektin boyanmasi azalmistir. Fibronektin, hiicre tutunmasi ve migrasyonu
icin yeterli bir eksraselliler matriks temin eder ve epitelyal hicreler artmig integrin
ifadelenmesinde hiicredist fibronektine daha hassas olurlar.

Korneal epitel yara iyilesmesi sirasinda hlcredis! fibronektin ve hlcre ylzey
integrinleri iligkisini daha iyi anlamada, korneal epitel hlcrelerinde integrin
ifadelenmesinin dizenleyici mekanizmasini(larini) anlamak &énemli olabilir. Tavsan

korneal hticre kulttrinde fibronektin matriks'e tutunma, sentetik fibronektin hicre
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baglama bélgesinin (GRGDS) varliginda inhibisyona ugrar(98). Sanki integrin baglama
kapasitesi dolmus gibidir. Taze olarak normal-yaralanma olmadan hazirlanan epitel
hucreler , in vitro olarak fibronektine adezyon gostermemistir. Bu da sanki normal
korneal epitel hucrelerin de azalmig veya hig olmayan integrin ifadelenmesi varmig
gibidir. Ancak epitel hlcreleri kiltire edildiginde fibronektin matrikse baglanan hucre
sayisi artmistir. Bu sonuglar kiltlre edilen epitel hlicrelerinde integrin ifadelenmesinin
arttigini dastindurmektedir (92). Korneal epitelyal hiicreler integrin salgilar ve hucrelerin
fibronektin matrikse tutunmasi B1 integrine karsi olan antikor ile inhibe edilir(39). Aktif
olarak iyilesme slrecinde gbgen epitelyal hucreler, normal yaralanmamis epitel
hicreleri veya iyilesmis epitel hicrelerinde daha fazla integrin eksprese eder (97). Bu
nedenle integrinlerin up-regllasyonu korneal epitel yara iyilesmesinde &nemli
dazenleyici rol oynayabilir.

EGF ve interl6kin-6 korneal epitel hiicrelerinde integrin ifadelenmesini duzenler
ve , in vitro ve in vivo olarak korneal epitel migrasyonunu stimtle eder(101,96,102,53).
EGF veya interl6kin-6 ile kultire edilmis tavsan korneal epitel hicrelerinin
preinkibasyonu , fibronektin matrikse tutunan hiicre sayilarini nemli élgtide arttirir(96).

GinUmuzde, korneal epitelin iyi organize olmasi, normal tabakalanmasinin
saglanmasi i¢in bazal membranin énemli olduguna inaniimaktadir. Epitel htcreleri
altinda ki stroma hcreleri arasinda bazal membran mevcudiyeti epitel hicresinin
polaritesini belirler. Bunun &tesinde , bazal membran hiicre migrasyonu icin uygun bir
matriks de saglamis olur. Bdylece bazal membran integrin fonksiyonunda bir rol

oynayabilir.
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Hyaluronan (Hyaluronik asit)

Hyaluronan kornea hicredigi matriksinde &nemli bir bilesendir.Hyaluronan
hiicre migrasyonunun yer aldi§i yara iyilesmesi ve inflamasyonda énemli bir rol oynar.
Bu nedenle hyaluronan giinimizde biyolojik bir sinyal olarak dugtnuldr.

Hyaluronan normal kornea da bulunmaz. Dider keratan sulfat ve kondroitin
sulfat gibi glikozaminoglikanlar korneal stromanin majér bilegenleridir. Eksimer laser
sUperfisiel keratotomiden sonra 8-60 glinde hyaluronan miktari artar(39). Korneanin
alkali yanigindan sonra hyaluronan da belirgin artis rapor edilmistir(37). Bu bulgular
hyaluronan'in korneal yara iyilesmesinde énemli rol oynadigini
dasundurmektedir.Gergekten de arastirilan gesitli glikozaminoglikanlar arasinda sadece
hyaluronan ,organ kultir modellerinde korneal epitel migrasyonunu stimile etmigtir.
Diger kondroitin sulfat, kondroitin ve keratan stilfat gibi gilkozaminoglikanlar epitel
migrasyonunu etkilememistir. Hatta heparan stlfat inhibe etmistir (99). in vivo olarak
epitelyal debridmandan sonra hyaluronanli géz damlalarinin uygulanmasi, korneal epitel
yara kapanmasini arttirir (131,93). Hyaluronan'in korneal epitel yara kapanmasindaki
stimlasyon etkileri konsantrasyona bagimli fakat hyaluronan'in molektler agirligindan
bagimsizdir(93).

Proteolitik enzimler,

Proteolitik enzimler iyilesme surecinde 6énemli bir rol oynar. Aktif hucresel
motilite igin, hicreler ve altindaki hiicredisi matriks arasindaki baglanti cok kati olamaz.
Hucredisi matriks'in degradasyonu bu streg igin gereklidir. Béylelikle hticre motilitesi

icin siklik olarak hicrelerin hticredigi matrikse yapigsma ve ayrilmasi

1.C YOKSEKOGRETIM KURULY
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gerekir. Plazminojen aktivatérleri gibi proteazlarin géz yaginda oldugu rapor edilmistir
(7). Serine proteaz inhibitér, aprotinin ve fenilmetilsulfonil gibi proteaz inhibitérier epitel
migrasyonunu inhibe eder (151).Epitelyal migrasyon ve urokinaz tipinde plazminojen

aktivatérleri arasinda belirgin ve dogrudan bir korelasyon vardtr.

i1.3.5) Noral Regiilasyon;

Korneal epitelin normal butunligintn saglanmasinda, yara iyilesme sureci
boyunca sirekli yenileme gerekir. Epitel yara iyilesmesi sirasinda ki cesitli basamaklar
arasinda ,epitelyal migrasyon, basarili ve komple olarak kusurlarin kapatiimasinda
baslangi¢c basamagidir. Korneal epitel migrasyonda EGF ve fibronektin gibi htcredigi
matriks proteinlerinin dnemli rolleri yaymnlanmistir. interiékin-6'nin korneal
epitel migrasyonunu uyarmasi, korneal epitel hiicrelerinde fibronektin reseptérlerinin up-
regllasyonunu saglamasiyla oluyor gézukmektedir (103). Fibronektin ve EGF'nin etki
mekanizmalari degisikti. Ancak her ikisi de korneal epitel migrasyonunu stimule
eder(100). EGF'nin epitelyal migrasyon stimtlatér etkisi fibronektine kargi antibodinin
ortama eklenmesi ile inhibe edilir. EGF tarafindan stimtle edilen kultlr ortaminda ki
korneal epitel hucrelerinin fibronektin matrikse tutunmasi, fibronektin reseptérlerinin
(belki de integrin o581) up-regtlasyonu seklinde gérinmektedir. Béylece EGF etkisinin
géralmesinde fibronektin-integrin sistemi aracilik ediyor olabilir. Bunun &tesinde EGF

hticre proliferasyonunu stimile eder.
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Korneada immunohistokimyasal arstirmalarla yogun aglar seklinde substance-P
(SP) pozitif sinir lifleri rapor edilmistir(87). SP duyu sinir liflerinin bir bilegenidir ve
plazma ekstravazasyonunu , damar vazodilatasyonu ve mast hticre histami salinimi gibi
cesitli fizyolojik fonksiyonlara aracilik ettidi ileri strGltr. Ayrica SP'nin diger dokularda ki
gibi cesitli stimuluslara gézle ilgili sinirsel yanitlarda anahtar rol oynadigi dasundidr.
G6zun trigeminal siniri denervasyonuyla erigkin fare korneasinda SP duzeyi %40 azalir
(23).Trigeminal sinirin kesilmesi ,korneada SP azalmasi yaninda trofik veya dejeneratif
degisikliklere neden olur.Yani, SP korneal epitel normal butinligunin saglanmasinda
dizenleyici mekanizmalari etkileyebilir. Gergekten de herpetik keratitis gibi gesitli tip
korneal hastaliklardan sonra korneal sensitivite azalir ve bu hiperestetik ve anestetik
kornealarda siklikla kusur gelisir. Topikal anestetiklerin bir organ kultur sisteminde
epitel migrasyonunu bozmasi, korneal epitelin onarim ve devami igin aktif néronal
dizenlenme olasiligini dastundarar(12).

Korneaya inervasyonun fizyolojik rolu hala kesin degildir. Ancak korneal
hassasiyet kaybi, korneanin normal integrasyonunun bozulmasina yol agar. Herpes
simpleks, herpes zoster gibi korneal hassasiyeti azalmig hastalarla , diabetes
mellitus'da ,persistan korneal kusurlar veya gecikmis epitelyal yara iyilegsmesi siklkla
olur. Ayrica anestetik gbézde , belirgin Ulserasyon olusabilir. Bu klinik bulgular 1g1ginda
korneanin normal bUtunligintn saglanmasinda , korneal innervasyonun &nemli

olabilecedi gérulmektedir. Ancak kornea fizyolojisinde néral fonksiyonun kesin roll

henz tam ortaya konmamistir.
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11.3.6) Hiimoral Regiilasyon;

Epidermal Biiyiime Faktori

Blyume faktérleri ve hucredigi matriks korneal yara iyilesmesinin de iginde yer
aldigi cesitli fizyolojik htcre fonksiyonlarini reglle eder. Cesitli bluyime faktérleri
arasinda EGF'nin epitelyal yara kapanmasini hizlandirdidi bilinmektedir. EGF 53 aa'lik
bir polipeptid olup, birgok htcre tiplerinin proliferasyonunu stimile eder. Ho ve
arkadaglari tarafindan ilk kez EGF'nin tavsanda korneal epitel yara kapanmasini stimtle
ettifi rapor edilmistir. Bu rapordan sonra, normal ve diabetik korneada EGF'nin
stimtlator etkisinin korneal epitelyal yara iyilesmesine etkisi agik bir sekilde ortaya
konmustur. EGF'nin gbézyasi sivisi ve , idrar,kan plazmasi ve beyin omurilik sivisi gibi
vlicut sivilarinda ki varligi rapor edilmisti. PCR(Coklu zincir Reaksiyonu) teknigi ile
korneal epitel hucrelerinin EGF, bFGF (basic fibroblast growth factor) ve TGF-
B1(transforming growth factor-B1 ) mRNA'lari Urettiginin gosteriimesi ,g6zyasi
sivisindaki eksojen EGF etkisine ilave olarak korneal epitel htcrelerde otokrin ve
parakrin yollarida dusundirmektedir(148).

Korneal epitel hticrelerinde EGF reseptérlerinin varlidi, radyolojik olarak igaretli
EGF'nin hiicrelere baglanmasinin 6lgllmesi ile rapor edilmis ve radyolojik isaretli
EGF'nin intraperitoneal uygulanmasindan sonra da aktmulasyon gézlenmistir. Korneal
hiicrelerde EGF reseptérlerinin arastiriimasinda korneal hticreler de EGF igin 2 tip

reseptor varli§i tespit edilmistir. Yuksek afinite reseptérleri (0,034nm) 2,79x1 0%/hticre
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adet bulunurken, dustk afinite reseptérleri (0,7nm) 13,4x1 0*/hticre adet bulunurlar.
EGF hucre proliferasyonu etkisini sadece artmig DNA sentezi ile stimule etmekle
kalmayip diger birgok foksiyonuda vardir. Ornegin, tavsan korneal epitel hticresinin
fibronektin matrikse tutunmasini stimtle eder (96). EGF'nin gergekten integrinler igin
mRNA'y1 artinp arttirmadidi kanittanmamistir. Fakat EGF tarafindan stimule edilen
korneal reepitelizasyonun integrin veya fibronektin reseptér sistemi ifadelenmesine bagli
olduguna dair bulgular vardir.

EGF'nin gbézyas! sivisinda olmasindan dolayi, korneal epitel strekli EGF'ye
maruz kalir. Eger EGF epitel hicre proliferasyonunu uyariyorsa, epitelin normal kalinlik
ve fonksiyonlarinda devamlilik i¢in bu etkiye zit etkide faktdrler gerekir. Aksi halde EGF
epitel hiperplazisi yapabilir. EGF ile uyarilan proliferasyon, fibronektine tutunma ve
migrasyon TGF- tarafindan dizenlenir. TGF-f tek basina hucre proliferasyonunu
inhibe eder ve proliferasyonda EGF'nin stimulatér etkisine ters galisir. Aslinda TGF-
B'nin fibronektin matriks'e hiicre tutunmasina ve epitel migrasyonuna bir etkisi yoktur.
TGF-B'nin sadece EGF'nin stimulatér etkilerine karsi etkimesi , epitel hiicreleri Uzerinde
EGF fonksiyonlari igin TGF-B'nin negatif bir faktér olabilecegdini ortaya koyar.

Diger biyiime faktorleri

b-FGF (basic fibroblast growth factor) mezoderm ve néroektoderm originli cesitli
htcrelerin proliferasyonunu stimule eden diger bir polipeptid blytme faktértddr.

Korneal epitel hicreler PDGF-b reseptérier (Platelet derived growth factor b
type) ve PDGF-a eksprese ederler. Gergekten de PDGF-BB veya PDGF-AB ilavesi

sitozol serbest konsantrasyonunu arttirir(53).
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11.3.7) Hiicreici Sinyal Transdiiksiyonu ;

Hucre sekil ve fonksiyonu degisiklikleri igin sinyalin hGcreye aktarimi énemlidir.
PKC (Protein kinaz C) fosfolipid bagimh bir enzimdir ve PKA, PKG'de 6nemili bir sinyal
dénusturtcl sistemdir.
Hucreigi PKC aktivitesi inhibe edildiginde, korneal epitel gégin belirgin gekilde
bozulmasi PKC transdtiksiyon sinyal sisteminin epitel migrasyon ve epitel yara
iyilesmesinde 6nemli rolt oldugunu dustndarir. PKC'nin birgok alt tipinden a-PKC

korneal epitelde goktur ve epitel yara iyilesmesinde artar.

I.4) EGF ve EGF'nin Okiiler Yara iyilesmesine Etkisi :

Epidermal blytume faktért (EGF) bir gok memeli turiinin degigik doku ve vicut
sivilarinda bulunan(32), 53 aminoasitten olugsmus mitojenik bir polipeptitdir(31). Tek
zincirden olusan, molekul adirligi(114) 6000 olan bu polipeptit yapida, 1-20, 14-31 ve
32-53, aminoasitler arasinda disulfit baglari bulunmaktadir. EGF ilk kez 1962 yilinda
farelerin tikrik bezlerinden izole edilmistir(70,38). Yara iyilesmesini hizlandirmak
icin potansiyel olarak incelenen bllylime faktérlerinden biridir. En fazla mezodermal
hticreler tarafindan salgilanan EGF, korneal endotelial hiicreler, fibroblastlar ve sinir
sistemi destek dokusu hiicreleri Gzerinde mitojenik aktiviteye sahiptir. Ayni zamanda bir
sitokin olan EGF, emriyojenezis, yeni kan damarlarinin olugmasi ile doku ve vaskuler

sistemin tamirinde énemli fonksiyonlara sahiptir(70). Sigan ve farelerde erken dis ¢ikis!
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ve g6z kapagl aglilisina, tavsan ve Koyunlarda mide asit sekresyonu inhibisyonuna,

akciger gelisiminin hizlanmasina neden olur. EGF' nin amnion htcrelerinde, A 431

(insan vulvar epidermoid karsinoma) hucrelerinde ve yara iyilesmesi stresince PGE;

(Prostaglandin E; )sentezini arttirdigibildirilmistir(54). Ayrica EGF' nUn iglevleri arasinda

DNA sentezini ve hiicre ¢ogalmasini baglatma, RNA ve protein sentezinin aktivasyonu

ile hucredisi makromolekullerin sentezinin aktivasyonu da bulunmaktadir. Yapilan

arastirmalar sonucunda insan ve fare kaynakli EGF yapilarinin ayni olmadigi, fakat

biyolojik aktivitelerinin ise ayni oldugu bulunmustur(20).

EGF'nun kanserle iligkisi reseptdr dlizeyinde birgok titmér gesidinde , hicre

kultarlerinde deney hayvanlarinda incelenmistir. Hicre disi, hiicre zari ve hicre igi

kisimlar tagiyan EGF reseptéruntn SRC onkojen ailesi ile birgok bolge agisindan

homoloji gésterdigi bilinmektedir.

EGF hucresel dlzeyde etkisini gésterebilmek igin reseptériine baglanarak

htcre ici bazi olaylarin tetiklenmesini saglar(Sekil.1.).

GUnimuze kadar yapilan bu ¢alismalara bakilarak EGF' nin etkisini (¢ ana

baslikta toplamak mamkuandur(107). Bunlar :
1- Normal baylmeye olan etkisi
2- Neoplastik buytmedeki rolu
3- Yara iyilegsmesindeki etkisi.
Yara lyilesme Siireci ;
Sekil 2' de goéruldugh gibi yara iyilesmesi

gerceklesmektedir(75). Bunlar :

baslica ¢ fazla

1.C. YOKSEXKOGRETIM KURULY



28

a) Enflamasyon fazi (0-3 gin)
b) Hucre uretim fazi (3-12 giin)
c) Yeniden olusum fazi (3 gun - 6 ay)
lyilesme olay! aslinda birinin iginde 6ébUrintin evrimlestigi stireclerden olugan bir
batundar(105).
a) Enflamasyon fazi
iyilesme yara civarindaki damarlarin dilate olmasi ve kanin yarall bélgeye
sizmasiyla baslar. Damar disina ¢ikan trombositlerin, damar digindaki dokulara ve
kalintilara yapismasi sonucu pihtilagma géralir. Bunun sonucunda trombositlerden,
trombosit kékenli baylme faktérleri (Platelet Derived Growth Factor; PDGF), a ve f
doénGstaract bayume faktérleri (Transforming Growth Factors; TGF-o, TGF-B) gibi
faktérler saliverilir(75,67). Enflamasyon hucreleri, yara bélgelerindeki nétrofiller, bunlar
takip eden lenfositler, monositler ve makrofajlardir(75).
b) Hucre Uretim Fazi
Bu faz, yeni kan damarlarinin ve grantlasyon dokusu adt verilen yeni dokunun
olusmasiyla iliskilidir. Hucre Uretim fazi boyunca fibroblastlar, endotelial hlcreler ve
epitel hicreleri yarali bélgeye dogru gég ederler. Hucrelerin bu hareketi, trombosit
agregasyonu sUresince kemotaktik faktérler tarafindan da stimtle edilir. Diger faktérler
ise, plazminojen aktivatort, limfokinazlar, iltihap sekresyon rtnleri (hiyaluronik asit),
makrofaj sekresyon Urlnleri(interlokin-1; IL-1) ve endotelial hticrelerin Uretimine yardim

ederler. Baslangigta, hticredisi matriksin grantlasyon dokusu, kugik miktarda
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kollajen iplikgikleri, blytk miktarda interfibriler matriks ve degisik sayida enflamasyon
hicrelerini igerir.

Baslangigta granuler doku oldukga ¢ok damar igermektedir. Bununla birlikte,
yara dokusu sonradan damarsiz hale dénlsur. Epitel hicreleri ve makrofajlardan
saliverilen anjiyogenik faktorler ve hiicredigi matriksteki heparin, yeni kan
damarlarinin olusumunda rol oynamaktadir. Yeniden epitel olusumu erken saatler iginde
baslar(75).

c) Yeniden Olusum Fazi

Yara iyilesmesinin en son fazidir. Bu faz suresince elastin ve kollajen
iplikgiklerinin  her ikisinin de dokuda yerlesmesi, granilasyon dokusunun
damarsizlagsmasini etkiler. Eski kollajen ile ayni zamanda uretilen yeni kollajen, yara
olusumu slresince kollajenaz ve diger enzimleri azaltici yénde etki gdsterir. Yarali doku
bulundugu yere ve kogullara bagli olmak Uzere en geg birkag ay icinde tamir edilir(75).

Epitelizasyon tamamlandiginda slrecin devamini saglayan bu faktérin Gretimi,
simdilik ayrintisini bilmedigimiz bir mekanizmayla durur(105).
Epidermal Biiyiime Faktérii'niin Yara lyilegsmesinde Kullaniimasi ;

EGF' nin korneal endotelial hicreler, fibroblastlar, sinir sistemi destek dokusu
htcreleri (1zerinde mitojenik aktiviteye sahip olmasi, gastrik asit sekresyonunu inhibe
etmesi yaninda embriyonun gelismesi ve yeni kan damarlarinin olusmasi Gzerinde etkili
bulunmas! sonucu, Gzerinde yodun ¢alismalar yapilmistir(70). Bu calismalar 6zellikle
dermal yara(54) ve yaniklarin(28), okuler(20) ve gastrointestinal sistem yaralarinin

ivilestiriimesi Gzerinde yogunlagmigtir.
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EGF' niin Okiiler Yara lyilesmesinde Etkisi ;

Bazi Avrupa Uulkelerinde EGF' nin géz yaralarinda yerel tedavi olarak
uygulanmasina izin verilmigti. ABD'de ise ilacin ¢ok c¢esitli yaralardaki kullanimi
sinanmaktadir(105).

Cellini ve arkadaglari EGF igeren ticari bir preparati herpetik korneal lseri olan
hastalara uygulamiglardir. Bu c¢alisma, iki grup toplam 40 hastada plasebo-kontrol
gruplan olusturularak ¢ift kér uygulamalar seklinde yapimistir. Bu preparatin
uygulanmasi ile epitel dokunun yenilenmesinin kontrol grubuna oranla daha hizl
oldugu, EGF' nun de iyi tolere edildigi gézlenmistir. Sonugta herpetik korneal Ulseri
olanlarda EGF' nlin iyilesme slresini azalttigi gézlenmistir(20).

EGF' nlin korneal yara Gzerindeki etkisinin incelendigi diger bir calismada, fare-
EGF (1mg/L) ve insan-EGF (1-100 mg/L) igeren tampon g¢ozeltiler tavsanlarda
olusturulan korneal yaralara uygulanmasidir. Kontrol grubuna sadece pH 7.4 tampon
¢dzeltisinin uygulandidi bu galismada, ¢ézeltiler giinde 1,2 ya da 4 kez olacak sekilde
uygulanmigtir. Topikal uygulamadan 9 gin sonra gerek fare, gerekse insan-EGF' nun
korneal yara Gzerinde etkili oldugu bulunmus ve intraokller basincin anlamli olacak
sekilde artti§i gézlenmistir. insan-EGF' niin 10 mg/L konsantrasyonda giinde iki kez
uygulanmasi neticesinde, maksimum etki saglandidi gértuimustur(67).

Farelerde olugturulmus korneal alkali yaniklarina EGF dozaj formlarinin
etkisinin incelendigi diger bir ¢alismada, arastirmacilar yaptiklari incelemeler sonucunda
¢Ozelti tipi preparatin yara ¢apinda yapmis oldugu azalma karbopol 940 jeliyle

hazirlanan preparata oranla fazla olmustur. Korneal yara iyilesmesi sirasinda battn
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gruplarda histolojik ¢alisma yapilarak sonuglar birbiriyle kiyaslanmistir. Calismada, 15.
Gunun sonunda yapilan histolojik incelemeler sonunda, epitelyum tabakasinin, kontrol
grubunun ince, buna karsin % 0.9 NaCl ¢oézeltisi ile tedavi edilen grupta dizensiz, jel
tipi preparatla tedavi edilen grupta ise diffiz vakuoller tasidigi géraimustar. EGF iceren

jel uygulanmisg fareler de atipik htcreler ve hicre igi vakuoller olusmustur. EGF g¢ézeltisi
uygulanmig fareler ise, epitel hucrelerinin normal gérintste ve tabakali oldugu

géralmastir(68).
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EGF + Reseptor < EGF-Reseptor

Tirozin fosforilasyonu
ve diger biyolojik
etkiler

déngusi

e

Diger aktif reseptorier

/

Fosfoinozitol

ve Ca' girisi

C-kinaz «— TUmdr destekleyiciler

l

Protein fosforilasyonu

ve diger biyolojik etkiler

Sekil.1.
(P1)

ile reseptdra inhibe eder.

Pl

Enflamasyon H
fazi

(0-3 glin)

—»

déngust veya tumoér olusumunu

EGF'nin reseptdriine baglanmasi ile hicrede baslatilan olaylar. EGF
reseptérane baglaninca tirozin kalintilar Gzerinde protein fosforilasyonu ve fosfoinozitol
déngusunun stimdlasyonunu sadlar.
destekleyen faktérler protein kinaz C 'yi aktive ederler, bu da geri dontstmli inhibisyon

icre cogalmasi
faz
(3-12giin)

,_>

Yeniden olusum

fazi
(3glin-6ay)

|

Epitelin yenilenmesi
Trombosit agregasyonu
Kanin pthtilagsmas
Enflamasyon hiicresi birikim
Fibrinolizis
Vazodilatasyon
Kompleman aktivasyonu

Yeni epitel olusumu
Graniilasyon dokusu
Yeni damar olusumu
Fibroblast gocii ve gogalmasi
Kollajen liflerinin gogalmasi
Hicredigi matriks olusumu

Bradikinin olusumu

¢

<

Damarsizlagsma

Sraniiler doku kaybi

eni bag dokusu olusumy
Yara izi olusumu

TGF-B
PDGF
FGF

TGF-p
PDGF
FGF
EGF

TGF-4
PDGF

Sekil.2. Doku yara iyilesmesi ve blyume faktérleri igin yollar(75).
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I.6) Gozde Askorbik Asit :

i.5.1) AA'in Genel Ozellikleri(62) ;

C vitamini olarak bilinen Askorbik asidin (AA) yasam i¢in gerekKliligi 17.yy
basindan beri bilinmektedir. AA yetersizliginin yol actigi skorbute benzer bir hastalik itk
olarak eski Misirlilar tarafindan bulunmustur. Szent-Georgy ve King, 1932 yilinda
spesifik antiskorbutik faktér olarak AA' i tanimlamiglardir(76).

AA, C,;HgOg formuliinde molekiler agirigl 176.1 olan bir ketalaktondur. Zayif
dibazik bir asittir. Fiziksel kosullarda ¢ogunlukla askorbat anyonu seklinde bulunur.
Beyaz sari kristaller ya da toz halindedir. Suda veya alkolde ¢ézlebilir, kloroform, eter

ve benzende ¢ézllemez. Erime noktast 189-192°C dir(126). Sulu solisyonu polarize

15191 + 23°C saga cevirir, L(+)-AA ve D(+)-AA olmak Gzere iki sekli vardir (2).

CH,OH CH-OH CH,OH
| 1
HOCH HOCI;H HOCH
o)
Yo / AN ’ N 0
T/ ? C / c”/
| . ! I
C —~C C C C
| | | | [ ||
OH OH OH o) 0] 0]
Askorbik Asit Askorbik Asit Radikali  Dehidroaskorbik

Asit
Sekil-3 Askorbik Asit(76)
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AA'in kritik fonksiyonu elektron verme yeteneginden kaynaklanir(79). AA, 6ncelikle 1¢e”,
2 proton kaybederek askorbat serbest radikali(Semidehidroaskorbikasit) birden fazla e-
kaybettiginde ise dehidroaskorbik asite (DHA) dénusur(71). Dolayisiyla AA, reverizbl ve
iki agamall bir reaksiyonla dehidroaskorbik asite gevrilmis olur. DHA, serbest askorbat
radikali i¢in rezervdir(76).

AA'in oksidasyonunda ilk kimyasal olarak stabil riin, DHA'dir. Ancak fizyolojik
pH'da 6rnegin pH 7'de DHA'in yarilanma émrU birkac dakika gibi kisa bir stredir. Bu
pH'da stabil olmadig: igin hidrolize olarak 2-3 diketogulonik asite degisir ve antiskorbutik
6zelligini kaybeder. pH 2-3'de ise akdz sollsyonlarda 24 saat sireyle stabil oldugu
rapor edilmigtir(76,137). AA sentezinde Uronik asit ara yolu kullaniimaktadir ve éncl

madde Uridin difosfat(UDP)- glukozdur(14,13).
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D-glukoz-1-P
UDP-Glukoz

UDP-Glukoronat

v

Asit polisakkaritlerin—"  D-Glukoronat - L-Glukoronat

glukronat kalintilar L
Gulanolakton oksidaz

L-Askorbik asit

DHA

2,3-diketogulonik asit

— |

L-Ksilos L-Ksilonik asit L-Liksonik asit Oksal
Sekil- 4 : AA Sentez ve Yikim Semasi(104).

AA'in yarilanma émr(, insanda 12.8-29.5 gtn, kobayda 2.5-6 gun, ratda ise 2.9-
3.6 gundur(77). Sentezi icin gerekli olan gulanolakton oksidaz enzimi insan, kobay,
maymun, bazi kus ve baliklarda olmadi§i igin bu tur canlilar diyet ile AA almak
zorundadirlar(18,76) .

AA gucla bir indirgeyicidir ve dehidroaskorbik asit ile redoks sistemi olustururiar.

Standart sartlarda oksidan ve rediktan kapasite esittir. Ancak fizyolojik sartlarda bu
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esitlik saglanamadigi igin,'AA elektron donérl olarak gérev yapar. Bu 6zelliginden
dolay! biyolojik sistemlerde AA'in en 6énemli fonksiyonu hidrojen tasiyicisi olarak rol
oynamasidir(76).

AA konsantrasyona bagli olarak potent zincirkiran bir antioksidandir, in vivo ve
in vitro sartlarda goérev alir.Aktif ve stabil oksijen radikal sUpuriclt olarak primer
korunma olusturur (95).

Belli sartlar altinda 6zellikle metal iyonlarinin varliinda AA prooksidan bir rol
oynar. GUgla rediksiyon 6zelliginden dolayi ferrik iyonlari(Fe+3), daha aktif ferréz
(Fe+2) iyonlara indirger .

AA pekgok enzimin aktivitesinde etkilidir. Redikte edici ajanlarin bir kismi
veya tim enzim aktiviteleri AA ile saglanir.

Tablo.1. AA'in etkiledigi enzimatik reaksiyonlar (77,106).

Kollajen sentezi Prolinin hidroksilasyonu

Lizinin hidroksilasyonu

Karnitin biyosentezi Trimetil lizinin hidroksilasyonu
Noradrenalin biyosentezi Dopaminin hidroksilasyonu

Inaktif Prekdrsérierin aktif | C Terminal Glisin ile peptitlerin
amidasyonu l amidasyonu

Tirozin Katabolizmasi Homogentisatin 4-hidroksifenil

piruvata gevrilmesi

Sefalosporin sentezi
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AA'In en iyi bilinen iglevi, prokollajenin hidroksilasyonunu saglayan prolil ve lizil
hidroksilazlarin inaktif 6n maddelerinin aktivasyonudur. Bu nedenle AA eksikliginde
prolinden hidroksiprolin olusamamaktadir. Glnk( yetersiz bir gekilde hidroksillenmig 6n
maddeler kararli bir sarmal yapida kalamadiklarindan ve yeterli ¢apraz baglarn
kuramadiklarindan, fibroblastlardan ¢ok az salgilanir. Bu tip kollajen elastik 6zellikten
yoksundur. AA eksikliginde olusan skorbit, kollajen proteininin  kusurlu yapilmasina
baglidir. Sonugta damar duvari yapisi osteocid doku sentezi ve yara iyilesmesinde
bozukluklara neden olur(116). In vitro ¢alismalarda , askorbatin fibroblastlar aracihi ile
kollajen  sentezini artflrd|Q| ve nonmitotik fibroblastlarda kollajen sentezini
gerceklestirdigi gosterilmistir. Doku kiltarlerine AA eklenmesi, fibroblastlarin hidroksilaz
aktivitesini harekete gegirmektedir(30).

o-Melanotropin,y-melanotropin, kalsitonin, Kortikotropin serbestlestirici
hormon(CRH) , pro-adrenokotrikotropik hormon(proACTH), vazopressin, oksitosin,
substans P, gastrin gibi peptid hormonlarin aktif hale ge¢mesi icin o amidasyona
ugramas! gereklidir. Bu islemi yapan o amide edici monooksijenaz enzimi, tiroid,
pituiter, submaksiller bezler ve beyin gibi néroendokrin dokularda bulunmaktadir.
Peptidlerin C terminalinde glisin ile amitlenmesi reaksiyonunda bir rediktan ve O;
gereklidir. Bu islem igin askorbat en iyi indirgeyici maddedir (77,106).

insanlarda kornea, lens, kalp, beyin, karacider, dalak, timus, b&brek, pankreas
AA yéninden zengin organlardir(60,76). Ancak AA'den zengin dokularin baginda
adrenal ve hipofiz bezi gelmektedir (76,122). Bazi dokularda vitamin alimina bagl

degisiklikler

TC. YUKSEXOGRETIM KURULL
ON MERKEZ)
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goézlenirken, beyindeki AA bundan etkilenmemekte, gézde ise ancak gok ylksek vitamin
dlzeylerinde artig olmaktadir(139) .

Oral yolla alinan AA mukéz membranlar yoluyla absorbe edilir. Sentez
yapabilen hayvanlarda ince badirsaklardan emilimi basit difizyon ile olurken, insan
kobay gibi turlerde aktif transport sistemlerine ihtiyag duyulur. AA'in dokulara taginmasi
da aktif transport ile gergeklesmektedir(141). 250 mg veya daha duslk dozlarda alindigi
zaman yaklagik %80 'i kana geger 2gr veya daha ylksek dozlarda alindigi zaman
absorbsiyon % 50 oraninda diger(48). AA'in absorbsiyonundan sonra gesitli dokulara
ve kompartmanlara dagilimi yapilir. Doygunluk halinde plazmadaki AA konsantrasyonu
1,4 mg/dl' dir. GlomerUlden stzilen AA tubuluslerden reabsorbe edilir. AA'in bébrekten
atilmasi igin glukoz gibi esik deg@erinin asiimasi gereklidir(65).

AA, fare karacigeri ve bébredinde, glukoz metabolizmasindan, glukuronik asit
ve gulonik asit olusumu aracili§l ile sentez edilir. Bu nedenle vitaminin disaridan
alinmasina ihtiyag yoktur (14,13). Sentezi gergeklestiren L-gulono-y laktonoksidaz

enziminin aktivitesi turden tare degisir(140).
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Tablo.2.Yetiskin insanda AA doku konsantrasyonlari (mg/100 gr doku) (77).

Adrenal gland 30-40
Pittiter 40-50
Karaciger 10-16
Dalak 10-15
Akciger 7
Bobrekler 5-15
Tiroid 2
Kalp kasi 5-15
Iskelet kas! 3-4
Beyin 10-15
Pankreas 10-15
Goz lensi ‘ 25-31
Plazma 0.4-1.0

Tablo.3. Diger memelilerin sentezledigi AA miktarlari (mg/kg/gun) (77).

Fare 33.6-275
Tavsan 22.1-226
Rat 39.1-198
Kdpek 5.0-40
Kedi 4.0-4.8
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Diyetle alinan miktar, fare karaciferindeki AA sentezini etkilemektedir. in vitro
calismalar, hucre kultir ortamindaki veya kandaki vitamin yodunlugunun , perfuze
edilen fare karacigerinde veya hepatositinde, sentez miktarini ayarladigini géstermistir
(139,141).

Hayvanlarda digaridan gok miktarda AA verildigi zaman, AA katabolizmasi ve
bunun sonucunda olugan CO2 miktarinin arttigi gérilmustar(128,141). Bu degisiklikler,
doku AA dlzeyini dolayisi ile metabolizma hizini kontrol etmeyi amaglamaktadir. AA
verilmesini takiben, plazma AA dénglsU hizlanmakta ve beyaz kirelerdeki AA dzeyleri
normalin altina digmektedir. Uzun sreli AA alinimi , fare ve ratlarin belli organlarindaki
AA duzeylerinde dismeye neden olmaktadir. Eksojen AA'in asin miktarlan atiimakta,
ancak ¢ok kuglk bir miktan vicut depolarinda kalmaktadir (141).

Farkh askorbat duzeyleri (AA % 0.076, 0.5 ve 8 arttirlmig) ile beslenen
farelerde, yuksek doz vitamin verilen grupta plazma, kalp, bobrek, akciger ve dalak AA
seviyesi yUksek bulunmustur. Fakat % 0.076 AA eklenen diyetle beslenen grupta,
karaciger, akciger ve dalak ; %0.5 ekli diyette ise karaciger ve kas AA dlzeyleri
dismektedir. (141)

Yapilan g¢aligmalarda géralmustar ki 50 mg'lik tek AA dozu, fare karaciger ve
bébrek AA duzeyini digUrebilme yetenegindedir. 50 mg/gtn verilen ratlarda ise
vitaminin kesilmesinden 24 saat sonra adrenal bezlerde ve karacigerde kontrol
gruplarina goére, AA seviyesi dusmektedir. Fare ve ratlarda yapilan bu g¢alismalar,
eksojen AA aliminin kendi biyosentez, metabolizma ve eliminasyon mekanizmalari ile

etkilestigini gdstermektedir(45).
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Farelerde diyete %1 ve 5'lik AA ilavesi ile yapilan bir ¢alismaya gére, portal
kandaki AA dlzeyikalp kasina oranla énemli 6lcide ylkselmektedir. Bu sonuglara
dayanarak arastiricilar, karacigerdeki AA sentezinin 6zellikle portal kandaki vitamin
konsantrasyonu ile ayarlanabilecegini ileri stirmektedirler(140).

Dehidroaskorbik asit, AA'in major metaboliti oldugu igin AA metabolizmasinin
artigl, ara Grindn doku dizeylerini dolayisiyla DHAJ/AA oranlarini degistirebilmektedir.
Bu degisiklikler blylk olasilikla, mitotik indeks ve patolojik durumlan igeren hucre
fizyolojisinin de g&stergesidir. Genel olarak kabul edilen doku konsantrasyonlari;

AA>DHA>DHAJ/AA orani seklindedir.

AA'I %1 ve 5§ arttinlmis diyetle beslenen farelerin, doku DHA duzeyleri
incelendiginde, %1 ilaveli diyette bébrek, akciger ve dalak DHA miktarlari kontroliere
gore belirgin olarak yuksek bulunmustur. %5 AA ilaveli grupta ise bu organlarin yanisira
beyin ve karacier de DHA seviyesi artmistir. Bobrek ve akcigerde DHA
konsantrasyonunun o&ncelikle artmasi, bu iki organin AA'in eliminasyon ve
katabolizmasinda ayricalikh  bélgeler olabilecegini dustndUrmektedir.  Cesitli
hastaliklardan etkilenmis kobay ve insanlarda kandaki duzeyi ylUkselmektedir. Diger
taraftan bu metabolitin fazla dozlari ratlar igin diyabetojenik ve toksiktir (141).

Son doénemlerde bazi yazarlar askorbatin, insan kan plazmasinda akéz-faz
antioksidan olarak g¢ok etkili oldugu gértsiindedir. Plazma akéz peroksil radikallerine
maruz kalmigsa, askorbat lipid peroksidasyonunu 6énleme yetenegine sahip
olmaktadir.Oysa plazma dider akéz antioksidanlar mevcut oldugu halde askorbattan

yoksunsa, lipidlerde oksidatif hasar meydana gelmektedir. AA, akéz faz, E vit ise lipid
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fazda etkili olarak hidroksil ve peroksil radikalleri gibi serbest radikallerle etkilesirler.
Vitamin E , hiicre membraninda primer, lipidde eriyen zincir kirici antioksidandir(48).

AA, E Vitin yenilenmesinde gérev almaktadir. Askorbat radikali
(Semidehidroaskorbik asit) NAD® tarafindan enzimatik olarak yeniden reddksiyona
ugratilarak AA'e dénlsir. Bu mekanizmayla E vitamininin antioksidan fonksiyonlari
surekli hale getirilir.

Glutatyon (GSH) , birgok hticresel olayda énemli rol oynayan bir tripeptiddir.
Hicrelerin serbest oksijen radikallerine karsi korunmasi hucreigi GSH sistemine
baglidir. AA, E Vit'i redukte forma gevirirken kendisi de oksitlenerek dehidroaskorbikasit
sekline gevrilir. GSH dehidroaskorbik asidi rejenere eder. Bu nedenle GSH ile DHA
arasinda nonenzimatik bir etkilesim oldugu ileri strulmekte ve bir redoks potansiyeli
dustnllmektedir. Béylece GSH, AA ve E vit'nin sinerjistik etkilerine neden olan , sirali
oksidasyon-rediksiyon reaksiyonlari htcrelerde lipid peroksidasyonunu Onlemeye
hizmet etmektedir. GSH ve DHA arasindaki spontan, nonenzimatik reaksiyonlar AA'in
hiicresel konsantrasyonunun saglanmasinda o6nemlidir ve olasilikla antioksidan

reaksiyonlara istirak eden AA'in tiketimini engellemektedir(149).

i1.5.2) AA'in Diger Etkileri

AA metabolizmas! diabetes mellitusda anormaldir. Diabetik hayvan ve
insanlarda hem doku hem de plazma AA konsantrasyonunun dagtugl rapor

edilmistir(84).
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Bu vitaminin immunostimilatér, antienflamatuar ve antiallerjik 6zellikleri vardir.
Gunde 1gr'lik dozu serum IgM ve kompleman C3't belirgin olarak arttirdigi tesbit
edilmistir. In vitro ¢alismalarda AA'in lenfosit transformasyonunu ve polimorf nikleer
I6kosit motilitesini uyardigi géralmastar(1,77).

Kolesterol metabolizmasi ve AA arasindaki iligki ise geli§kilidir. AA yetmezligi
olan hastalara, bu vitamin verildigi zaman serum kolesterol duzeylerinde belirgin
artmalar veya dismeler olmaktadir.

AA'in kimyasal = karsinogenezlerle etkileserek tumér blyumesini 6nledigi
bilinmektedir. Ozellikle néroblastom ve malign melanom hiicrelerinin normale dénmesini
in vitro sartlarda stimlle etmektedir. Birgok kemoterapotik ajanin sitotoksitesini
indUklemekte ve karsinojen nitrozamin olugsumunu bloke edebilmektedir.

Yiksek doz AA'in bazi ilaglarin metabolizmas: ile etkilestigi, eritrosit 2,3
difosfogliserat Gretimini stimule ettigi, dekubitus Glserlerinin iyilesmesini hizlandirdig,
oksalat ve Urat tipinde Uriner taglarin olusumuna neden oldugu yapilan galismalarla
saptanmistir(77). Katarakt olusumunun 6nlenmesinde, periodontal hastaliklarin ve
romatoid artritin patogenezinde rolt bulunmaktadir(106).

Radyoaktif Isinlari tarafindan hasara ugramis memeli hicrelerindeki
transformasyonlar Gizerinde, askorbik asidin baskilayici etkilerini gésteren calismalar
vardir. AA alinimi, radyasyondan korunma ve tedavide isin koruyucu bir etki

yaratabilmektedir (87).
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ABD'de ulusal arastirma konseyi tarafindan ganlik onerilen AA miktar
60mg'dir. Sigara igenlerde 100mg/gin AA, laktasyonda ise 150mg/gin AA artan
dozlarda alinmasi tavsiye edilmistir.

11.5.3) AA'in Gozdeki ilave Etkileri:

Kornea da oksidan olaylarda etkili olan AA baslica akéz himér'den temin edilir.
Korneal endotel hicrelerinden AA'in aktif salinimi s6z konusudur. G6z yas! sivisinda ki
antioksidan maddeler ve AA akéz humdre gore goreceki olarak daha azdir(113).

Lazer doku temas! sonucu olan doku reaksiyonunda serbest radikal olusumu ve
kornea da  aberasyona  ugrayan bélgeye PMN  hicre  infiltrasyonu
olmaktadir(73,109,11,59). Doku hasari derecesini serbest radikal olusumu ile lokal
antioksidan savunma sisteminin arasindaki denge belirler. Otooksidatif zincir
reaksiyonunun durmasinda yani lipid peroksidasyonun sonlandiriimasinda serbest
radikal supurGculer rol alir. Bunlar arasinda en sik galisilanlardan biri de AA'dir. Williams
ve arkadaglari, inflamasyonun okuler dokuda AA'in metaloperoksidazlan etkileyerek
PMN lokosit aktivitesini inhibe etttigini ortaya koymustur(145).

Brubaker ve arkadaglari 2000 Haziran'indaki bir yayinlarinda AA'in insan
korneasindaki dizeyini 1.3340.48 mg/gr yas doku olarak belirttigi calismada, AA'in
6zellikle fazla UV 1sinini absorbe eden korneal epitel bazal hlcrelerinde etkili oldugu

belirtilmistir(16).

Ll VURSE... . .l RUKULY
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1.6) Oksidatif Stress ve Bedendeki Antioksidan Korunma Mekanizmalan ve

Gozdeki Oksidan Olaylar :

Bedendeki metabolik olaylar sirasinda oksijen kokenli radikaller olusabilir.
Oksijenin ¢ogu mitokondride ATP Gretimi icin kullanilir, ancak oksidatif fosforilasyon
sirasinda oksijen her zaman tam olarak indirgenmez. B&ylece bir miktar stUperoksit ,
hidrojen ve hidroksil radikali olusur. Bunlarin timt reaktif oksijen turleri (ROS) olarak
siniflandirilir ve serbest radikal diyede tanimlanan bu oksidatif stress'den sorumludurlar.
ROS ¢zellikle biyolojik membranlarda ve kanda doymamis yag asitlerinin lipid
peroksidasyonuna (LP) neden olur. Sonugta hiicre islevlerinde de degismeye yol acar.
Serbest radikaller, bir veya daha fazla bagimsiz hareket eden ciftlesmemis elektronlar
icerir. Bu serbest radikaller hiicre membraninin lipid yag asitlerinin peroksidasyonunu
uyarirlar. Bu olayda lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Doku hasarinin miktari, olugan
serbest radikaller ile lokal antioksidan savunma sistemi érasmdaki dengeyi yansitir.
Lipid peroksidasyonunun énlenmesi, serbest radikal stptrtculer tarafindan saglanir. Bu
amagla en ¢ok galigilan stptrtct AA'dir(64).

Lipid peroksidasyon son Urlnlerinden biri de malondialdehit (MDA) tir. MDA
tiyobabutirik asitle reaksiyona giren(TBARs) maddeler icinde en o6nemli yer tutan
ardndar(6). |

Bedenin bu oksidatif yikima kargi korunma mekanizmalart vardir. Genelde
normal kosullarda oksidatif reaksiyonlarla, antioksidan kapasite arasinda fizyolojik bir

denge s6z konusudur. Fizyolojik antioksidan savunmada stiperoksit dismutaz (SOD) ,
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katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPX) énemli yer tutarlar. Bunlardan GPX redikte
glutatyonu(GSH) okside formuna (GSSG) cevirir. Oksidatif stres sirasinda GSSG
artarken goreceli olarak GSH azalmig olur. Buda oksidatif stres icin bir gésterge olarak
kullanilabilir. Glutatyon memeli hicrelerinde yaygin olarak bulundugundan total
glutatyon degeri hicre ici oksidatif durum igin bilgi verir(133). Ayrica GSH korneal
hidrasyon igin dnem tasir(49). Enzimlerin disinda distk molekul agirhkli bazi maddeler
biyolojik antioksidanlar olarak gérev yaparlar. Bunlar arasinda karotenoidler, bilirubin,
urik asid , askorbik asid( AA), a-tokoferol (Vitamin E), taurin sayilabilir. Melatoninde
etkili bir radikal stpurtctstdur(6).
Kornea da ekzimer lazer gibi bir travmadan sonra o bélgede serbest radikal
olusumu ve hasara ugrayan bélgeye PMN hicre infiltrasyonu gosterilmistir.
Superoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tipleri korneal stromal
makromolekdilleri (Proteoglikan ve kollajen) pargaliyarak hasar meydana getirebilir ve

buda yukardaki mekanizmalarin devreye girmesi ile énlenmeye caligihir.
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1.7) Yapay Goz Yasi Preperatlar :

Karbapol ailesi asagidaki formllde oldugu gibi akrilik asit polimerlerinden
olusur(Sekil.5.). Bu aile igindeki karbapol 940 cilt kremleri, tras losyonlari gibi glzellik
preperatlarinda kullanildii gibi yapay gbz yas! preperatlarinda da yer alan jel yapili bir
maddedir(3). Ayrica bilimsel arastirmalarda da tasiyici olarak onerildigi ve kullanildig
érnekler vardir(80). Bu tip yapay g6z yasi(YGY) preparatlari kornea ylizeyinde ince bir
tabaka olusturur. Normal goz yas! ile seyrelir, fakat yluzeyde biyoadezyon ile bir stre

kalirlar. Bu 6zellikleride tasidiklari aktif madde i¢in 6nem tasir(85).

Sekil.5. Akrilik asit polimeri.

CH; CH—

COOH




48

1) MATERYAL - METOD :

1.1} Arastirma Plant:

Deney hayvani olarak 5 aylik Yeni Zelanda tipi erkek tavsanlar kullanildi. 12
saat aydinlik ve 12 saat karanlik/gin periyodunda denekler tek tek ayri kafeslerde
tutuldu. Operasyon éncesi ve sonrasi yediser giin serbest pelet yem+marul ve su ile
beslendiler. Deneyler de 30 adet tavsan kullanildi.

Rompun (Bayer, 1cc 23.32mg Xylazin HCl) 5mg/kg + Ketalar (Eczacibasi,
Ketamin HClI 50mg/ml x10ml flakon) 35mg/kg anestezisi altinda tum tavsanlarin
gézinde sag korneada topikal anestetik olarak Alcaine %0.5 (Alcon, Proparakain HCI,
15ml) bir damla damlatildiktan sonra 0.5cm'lik insizyon yarasi yapilarak tek sutr
konuldu. Operasyon sonrasi bir kez opere géze 1 damla topikal antibiyotik (Bilim
ilag,Genta gut, gentamisin sulfat 3mg/ml) damlatildi. Denekler 3'e ayrilarak,

1.grup; tedavi edilmeden 7 gun sure ile birakildi. (n=10)

2.grup; yapay goz yasi(YGY) preparati Thilotears® (Dr Thilo-Co Combh,
Alcon Couvreur, Belgium. 1g jel; 3mg karbopol-940, 50mg mannitol, 0.04mg tiomersal,
945.712mg distile su igermektedir.) ile tedavi edildi. (n=10; 0.5x2/24 st, 7 gin)

3.grup; EGF tasiyan yapay gézyasi preparati (n=10 ; EGF(Sigma E 7755

fare tUkrik bezinden hazirlanmis.)1mg/L jel ) 2.gruptaki doz, siklik ve strede uygulandi.
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Operasyondan sonraki 7.gun tavsanlar anestezi (Rompun + Ketalar) fazlasi ile
feda edilerek dikisler alindiktan sonra yaralar eksize edilip AA, TBARs ve GSH

duzeylerinin tayini icin takibe alindilar.

1l.2) Tayin Yontemleri :

11.2.1) Dokuda AA tayin yontemi;

Roe ve Kuether'in Berger arafindan modifiye edilmis metodu kullanildi(9).
Kullanilan ¢ézeltiler:

1) PCA/EDTA , 0.35M PCA'de (Perklorik asit ) 0.1mg EDTA (Etilen Diamin
Tetra Asetik Asit ) ¢dzllerek hazirlandi.
2) Renk ajani
100mi ON H2SOy igerisinde 0.6gr Bakirstifat ¢ozildu
100mli SN H2SOy igerisinde 5gr Tiyolre ¢ézuldu.
100ml ON H.SO4 igerisinde 5gr 2 4-dinitrofenilhidrazin ¢bzuldi.  Her
birinden sirasiyla 1:1:20 seklinde V:V.V placak sekilde karistirilarak hazirlandi.
3) %65 H2S04 eklendi. |
4) %5'lik TCA (Trikloro asetik asit)

5) AA stok soltsyonu, 1mg/100ml igeriyordu.
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6) AA standart sollsyonu, AA stok solisyonundan 50ml volimetrik tap

icerisine 10ml pipetlenir. %5'lik TCA ile volim tamamilanir. 0.002mg/ml igerir.

tartildi.

Yontem:

1) Korneal doku trepan yardimiyla standart ¢apta yara etrafindan cikarilip

2) Doku agirhidinin 9 katt PCA/EDTA kondu.
3) Buz soguklugunda homojenize edildi.
4) 15000 g devirde 3dk 4°C'de santrif(j edildi.
5) 200 pl standart alindi.
6) 200 pl stipernatan alindi.
7) 200 wl kér icin 0.35M PCA alind..
8) Her bir tipe 50u! renk reaktifi eklenerek tlpler vortekslendi..
9) Tupler 37°C'de 3 saat inkube edildi..
10) Numune isi1s1 0°C'ye getirildi.
11) Her bir tipe 300ul buz soguklugunda %65'lik H2SO4 eklenildi.
12) Tupler vortekslendi.
13) Oda sicakhiginda 30 dk beklendi.

14) Numuneler 515nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
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Sonug : Numune optik dansitesi (abs) / standartin optik dansitesi (abs) x1
=... umol AA/g yas doku formiline konarak hesaplandi. Degerler 1.76 ile ¢arpilarak

mg/g olarak verilmistir.

AA standart edrisi

AA standart solisyonu ve %5'lik TCA ile 4 degisik seyreltme hazirlandi.
1. 200ul standart solisyonu ‘
2. 150p standart soltsyonu +50 ul TCA
3. 100ul standart solisyonu +100 pul TCA
4. 50ul standart soltisyonu +150ul TCA
Bunlara 50ul renk reaktifi eklenerek vortekslendi. 37 °C de 3 saat inkiibe edildikten
sonra buz sogukluguna getirilip 300ul H,SO4 eklendi. Vortekslendikten sonra 30
dakika oda sicakhiginda bekletilip 515nm dalga boyunda spektrofotometrede okunup,

egdri gizildi.

URE

; | i . ]
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Grafik 1 : AA standart egrisi



52

111.2.2) Dokuda TBARSs tayin yéntemi :

Korneal yara TBARs duzeyleri él¢llerek lipid peroksidasyon duzeyi hakkinda

bilgi edinildi (72).

1)
2)

3)

Kullanilan gézeltiler:

%10'luk TCA (Trikloroasetik asit)
%71'lik BHT (Butil hidroksi toluen) %95'lik etanolde

%0.67 TBA (2-Tiobarbiturik asit)

Yoéntem ;

Korneal doku trepan yardimiyla standard gapta yara etrafindan ¢ikarilip
tartilds.

Doku agirhi@inin 9 kati %10'luk TCA kondu.

Doku homojenize edildi.

Mikrosantrifljj tiptne 1.5ml stpernatan alindi.

3000 g devirde 15dk 18-20°C'de santrif(ij edildi.

3000 g devirde bagka bir tlpe aktarilan supernatan 18-20°C'de tekrar sanrif(j
edildi.

ikinci kez santrifilj edilen bu stpernatan'dan 750ul alindi. 10ul %1 BHT

eklendi.
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8) Bunlarin Gsttne 750ul %0.67 TBA eklendi.
9) 15dk kaynatildi. (Bulaniklik olmasi halinde 3000 g'de 8 dk tekrar santrifij
edildi.)

10)Numuneler 535nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu..

Sonug¢: Numune optik dansitesi(abs)x128 / gr doku =... nmol TBARs /gr

yas doku formuline konarak hesapland..

ll.2.3) Dokuda GSH tayin yontemi ;

Korneal yara GSH duzeyleri élgulerek antioksidan sistem hakkinda bilgi edinildi

(5).

Kullanilan ¢ézeltiler:

1) %10'luk TCA (Trikloroasetik asit)

2) %1'lik BHT (Butil hidroksi toluen) %95'lik etanolde

3) %0.67 TBA (2-Tiobarbiturik asit)

4) 0.3M NazHPO4

5) DTNB , (5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoik ésit)) %1'lik Na-sitrat'in 100ml'sinde

40mg DTNB ¢o6zllerek hazirlandi.
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Yéntem :
Korneal doku trepan yardimiyla standard gapta yara etrafindan gikarilip tartildi.
1) Doku agirliginin 9 kati %10'luk TCA kondu.
2) Doku homojenize edildi.
3) Mikrosantrifij tipune 1.5ml stpernatan alindi.
4) 3000 g devirde 15dk 18-20°C'de santrifij edildi.
5) 3000 g devirde bagka bir tipe aktarilan stipernatan 18-20°C'de tekrar sanrif(j
edildi.
6) 250ul supernatan 1000ul 0.3M Naz;HPO4 eklendi.
7) 125ul DTNB eklendi.
8) Cam deney tuplerine numuneler Na,HPO4' den sonra eklendi.
9) 18-20 °C'de 5-10 dk beklendi.
11) Numuneler 412nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu..
Sonug: Numune optik dansitesi(abs)x4.23 / gr doku = ..umol GSH / gr yas
doku formulUne konarak hesaplandi.

111.3) Kullanilan ara¢ ve gerecler :

Tum tayin yéntemlerinde kullanilan arag ve geregler sunladir.
a) Heidoloph, Diax 600,184 homojenizatdr
b) Olympus SZ-PT operasyon mikroskobu
c) Shimadzu, UV-1208, UV-VIS spektrofotometre
d) Hermle, Z-323K sogutmali santrif(jj

e) Aygin, G7-154 trefan
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Tayin yéntemlerinde kullanilan kimyasallar Merk'ten temin edilmistir.
istatistik yéntem; Anova varyans analizi ve Mann Whitney U testleri

kullaniimistir. p<0.05 énemlilik siniri olarak kabul edilmistir.
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)] BULGULAR:

Deney suresince tavsanlarin beden agirhiginda anlamli bir farklanma
goértlmemistir. Diger deney sonuglari Tablo.4.'de 6zetlenmigtir. Sonuglar ayrica grafik
olarakta gésterilmistir(Grafik 2,3,4).

Tablo.4.'de yapay g6z yasi igerisinde verilen EGF'nin korneal kesi yarasi
oksidatif durumu ile iligkisi 6zetlenmistir. Yara ortaminda tedavi ile ilgili olarak askorbik
asitte istatistik acidan anlamli artig gézlenirken oksidan Grin MDA'da disme

saptanmistir. Glutatyon dUzeylerinde tedavi sirasindaki degismeler istatistik anlam

tasimamaktadir.

Tablo.4. Yapay goz yast (YGY) ve EGF ile tedavi edilmis ve tedavi edilmemis tavsan
korneal yara dokusunda C vitamini, glutatyon ve TBARs duzeyleri (Tablo degerleri

aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir.)

Gruplar AA(mg/g yas | GSH(umol/g yas | MDA(nmol/g yas
doku) doku) doku)

Tedavisiz 0.16+0.05 13.6619.7 203+73

YGY ile tedavi 0.46+0.07** 7.843 150450

YGY+EGF 1.35+0.06* 10+4.8 94+30*

tedavi

*p< 0.05 kontrol grubu ile kargilagtirma.

**p< 0.05 YGY grubu ile kargilagtirma.
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1.grup tedavi edilmeden 7 giin siire ile bakilmigtir (n=10).

2.gruba yapay gbéz yas! preparati (Thilotears®) ile tedavi yapilmigtir (n=10,
0.5uix2/24st., 7 gun).

3.gruba EGF taslyan yapay g6z yagi preparati (n=10, 1mg/L) 2.gruptaki doz ,

siklik ve siirede uygulanmigtir.

AA SONUGLARI

E, 1,5
%o,; A | [BAAmogyes
Sl T
1 2 3
Gruplar

Grafik 2: yvapay goz yasi (YGY) ve EGF ile tedavi edilmis ve tedavi
edilmemis tavsan korneal yara dokusunda AA diizeyleri.

T.C. YOKSEKOGRETIM KURULY
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GSH SONUCLAR!

E’ 15 i

‘é’a 10 - [ GSH (rrikromal/g
O 5 yas doku)

-

(7)) O T

O

Gruplar

Grafik 3: . Yapay g6z yag! (YGY) ve EGF ile tedavi edilmis ve tedavi edilmemis
tavsan korneal yara dokusunda GSH dizeyleri.



59

MDA SCNLAR
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o B8E

MDA Degerleri

Grafik 4: . Yapay g6z yas! (YGY) ve EGF ile tedavi edilmis ve tedavi edilimemis
tavsan korneal yara dokusunda MDA diizeyleri.
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V) TARTISMA ve SONUG :

Korneanin yapisinin korunmasi ,géztn diger kisimlarinin ve géras berrakliginin
korunmasi icin gereklidir. GUnimuzde 6zellikle refraktif cerrahi ameliyatlarindan sonra
bu konunun daha ayrintili ve hassas bir sekilde incelenmesine hiz verilmistir. G6zde
yara iyilesmesinde epiteliyal tamirin yani sira 6nemli olaylardan biride yaraya
saglamhgini veren Kkollajen sentezidir.Epiteliyal tamirde EGF destedi, kollajen
sentezinde ise AA destegdi konusunda yapilmis pekgok ¢aligma vardir(113,68,27). EGF
nin solusyon formu gézde, g6z kapaklar ile kisa sUrede uzaklastirip, géz yas: ile
seyreldiginden, EGF jel formu uygulanmasi dastntlmustar. Deride de benzeri kayiplar
nedeniyle sollUsyon yerine jeller yeglenmektedir.

Bu konuda bélimumizce yapilan bir ¢alismada tavsan deri kesisinde tonisitesi
ayarlanmig ve koruma amagli bir katki maddesi de igeren , poliakrilik asit(Karbopol)
preparatlari denenmistir. Bu g¢alismada konsantrasyon ve tonisiteleri farkli da olsa
karbapol jellerinin yara iyilesmesinde aktif materyal tasiyicisi olarak kullaniminin uygun
oldugu sonucuna varilmistir(32). Bundan sonra bélumUmUzde yapilan korneal insizyon
yarasinda karbopol igceren pH ve tonisitesi farkli 2 yapay gbzyasi preparatin
karsilagtiran bir galisma yapilmig ve bu preparatlardan Thilo-tears® adli yapay gbz yasi
preparatindan daha iyi yara iyilesme cevabi alinmistir(51). Bunun nedeni gbézdeki
hidrasyonun iyi saglanmasi ve antibakterial ajan ile gergeklesen koruma olabilir.Bu
nedenle bu arastirmada da bu bilgi 1s1ginda korneal kesi yarasinda oksidatif durum
tayini icin "Karbopol-940" igeren ticari g6z yasi preparati kullaniimasina karar verilmigtir.

Birgok peptidde oldugu gibi EGF'nin de fizyolojik sivilarda stabil olmamasi ve kisa
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yarilanma émru oldugu bilinmektedir(127). Yiksek dozlarda downregilasyonla etkisi
azalan EGF ,ancak dusuk dozda uzun sireli temasta korneal yara iyilesmesini arttirici
etkiye sahiptir(127). Bu yeterli temasinda yapay gbzyas! preparatimizla saglanabildigi
ilgili yayinlardan anlagiimaktadir(68,142).

EGF , yara iyilesmesi konusunda en c¢ok calisilan maddelerdendir. EGF
bircok dokuda yara iyilesmesine etkileri yoéninden incelenmistir(108,112).
Bélumumuizde yapilan dermal yara iyilesmesi ile ilgili galismalarda, EGF'nin yara
iyilegmesine ait gostergelerden biri olan yara gerimini arttirdig1 gésterilmistir (27) .

EGF'nin korneal yara iyilestirici etkisinin temeli korneal epitelde proliferasyon,
hicre gogu, fibronektin sentezi ve integrin aktivitesi gdstermesidir(94). Yanisira
fibroblastik aktivite ve kollajen sentezine de etkileri gésterilmigtir. AA de kollajen
yapiminda rol oynadigindan ayrica antioksidan etki go&sterdiginden ve birgok
arastirmada lokal uygulanan AA'nin gézde yara iyilesmesine etkisi arastirildigindan bu
calismada EGF ve AA arasindaki iliskiyi arastirmak igin korneal AA dizeyi saptanmistir.

Pek cok hicre EGF reseptérune sahiptir ve hicre kiltarlerinde EGF'ye yanit
olarak gogalirlar. Ayrica EGF'nin prokollajenaz sentezini indukledigi de gosterilmistir.
EGF hicrede diagil gliserol, yag asidi ve arakidonatlarin kaynagi olan fosfatidil inozitol
dénglstnd stimlle eder (50). Metalloproteinaz ailesinin bir Uyesi de kollajenazdir.
EGF'de prokollajenaz sentezini indUklediginden, dolayli olarak kollajen yikim ve
yapiminda yer alir(22).

Askorbik asit(AA)'de kollajen yapiminda énemli bir role sahiptir. AA'in okller

dokudaki konsantrasyonu plazma seviyesinin birkag katidir. AA gézde iris-siliar body
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aracili§i ile aktif olarak akéz hiimér igine salgilanmaktadir. Bu nedenle akdéz himér
goéztin diger dokulan icin AA yéninden rezerv gdérevi gérmektedir. insanda AA
sentezlenmediginden diyetle alinmasi gereklidir. Korneadaki askorbik asit gz yasindan
korneal epitel transportu veya akéz himérden endotel transportu ile saglanir. EGF'de
gézyasinda bol bulunur. Ozellikle yaralanma sonrasi artar(147). Normal gbzde 1s19a
maruz kaldiginda fotokimyasal olarak sUperoksit ve deriveleri olusur , ki bunlarin lens
katyon pompasi aktivitesini hasara ugrattiklari dustntlmektedir. Bu hasar AA ile
engellenebilir(115). Akéz humérdeki AA duzeyi yuksekligi de buna bagl olabilir(42).

AA'in koruyucu etkisi lipid peroksidasyonunu énleyici etkisi ile olur.

Lipid peroksidasyonu da daha ¢ok hicre membranindaki serbest radikallerce
enzimatik olmayan yolla uzun zincirli poliansattre yag asitlerinin (PUFA) oksidasyonu
seklinde tanimlanir. Bu oksidasyon neticesi blUylk oranda son Griin ve lipid
peroksidasyonun gdéstergesi olarak kabul edilen MDA (Malondialdehit) 'nin da
TBARs(Thiobarbutiric acid reactive substance) yani diger yikim Granlerinin TBA ile
dlglimtinde reaksiyon veren maddelerden olusur(111). Arastirmamizda TBARSs tayin
yontemi ile bulunan deger bliylk oranda dogruluk payindan dolayr diger
arastirmalardaki gibi MDA degeri olarak kabul edilmistir.Calismamizda MDA degeri
YGY uygulanan ve YGY+EGF uygulanan kornealarda dustl. Ancak EGF'li gruptaki
dusme istatistiksel agidan anlamhi idi. Artola ve arkadaglari YGY preperatlarinda
kullanilan hyaluronat ve metilsellilozunun H20, enjekte edilen gbézlerde iris lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu etki gdsterdigini TBARs duzeylerinin digmesiyle

g6stermistir(4). Calismamizda da TBARs duzeyleri ézellikle YGY+ EGF grubunda
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anlamli disme gdsterirken AA'in artmig olmasi, EGF'nin AA artisiyla antioksidan
savunmaya olumlu etki gdsterdigini dusindirmektedir. Kornealarina ¢ok yiksek UV
iIsinlamasi yaptlan tavsanlarda akéz humérde yapilan ¢alisma MDA, H0, ve
GSSG(okside glutatyon) artisina karsilk AA ve GSH da diasme oldugunu
gostermistir(24). Burada AA dustsU ile birlikte MDA artisi izlenirken, bizim
calismamizda yine bir géz dokusu olan korneada MDA dstsu ve AA artisi seklindeki

bu bulguyu destekleyen ters iliski EGF uygulanan grupta izlenmektedir.

GSH, normalde fizyolojik olarak viicudun birgok yerinde oldugu gibi géz dokulari
ve gbz yasinda da bulunan tiol tripeptid yapisinda birgok fonksiyonlari olan bir
maddedir. ilag detoksifikasyonu,aktif oksijen molekallerinin indirgenmesi gibi antioksidan
, gama glutamil siklusunda amino asit transportu ve hiicrelerde tioldisulfit baglarinin
saglanmasi gibi fonksiyonlari vardir. GSH gama-glutamilsiklaz ve GSH sentetaz
tarafindan katalizlenen sitozolik 2 ATP enerjisi harcanarak olusturulan 6nemli bir
antioksidan maddedir. Calismamizda AA disinda GSH'In korneal doku seviyesi
korneal antioksidan durumun bir géstergesi olarak incelenmistir. Literatirde GSH
degerleri normal gézde ve daha ¢ok akéz himdéde incelenmistir (63,24).GSH nin
antioksidan 6zelligi yanisira korneada hidrasyonu saglamasi blyiik énem tagimaktadir
(63). Calismamizda kontrol ve tedavili gruplarda GSH degerleri yarali korneada
incelenmistir, tedavili gruplarda hafif dugme olmakla beraber istatistiksel anlam tagiyan
fark bulunamamistir. Bunun korneal hidrasyonun normal sUrdirtlmesi agisindan énemi
olabilir. Tavsan keratosit kultUrlerinde yapilan bir arastirmada tek basina AA fosfat

tuzunun, tek basina EGF'nin ve herikisinin birlikte uygulamasinin hiicre blylimesini



64

uyarmasi Uzerine etkileri karsilastiriimigtir. Sonugta birlikte daha fazla etki gésterdikleri
saptanmistir(121). Bizim sonuglarimizda da EGF'li grupta yaranin iyilesmesinin
hizlandiriimasi igin iki faktérin birlikte etkilesme ortami bulduklari gérllmektedir. Bu
calismaya paralel olarak yurGtulen bir diger galismada korneal yarada tedavi sonrasi
6lgtlen yara gerimleri jelle uygulanan EGF'nin olumlu etkisini ortaya koymustur(142).
AA'in  glclu redikte edici etkisinden dolayi, AA kolayca herhangi bir serbest
radikalin serbest elektronu ile reaksiyona girebilir. Askorbat serbest radikali reaktif
degildir. Biyolojik olarak bu madde inert bir tGrin vermek tzere geri dénusimsuz
reaksiyona girebildigi gibi ayni zamanda tekrar AA'de gevrilebilir(119,110). Bu arada
AA'nin htcredeki konsantrasyonunun belli dizeyde tutulabilmesinde, DHA'nin GSH
araciligiyla AA'ya dondurllebilecegine dair bir hipotez in vitro bulgu ile ortaya
atilmistir(149). Ribozomal kollajen sentezi esnasinda hidroksilasyon strecinde AA
kofaktdr olarak gereklidir. Bunun engellenmesi prolin ve lizin amino asitlerinden yola
¢ikan stabil Gell helikal kollajen yapisinin olugsmasini engeller ve assosiye olmayan Pro-
a zincirleri olugturur(119,8). Bdylesi stabil olmayan kollajen molekulleri de proteolitik
enzimlerin etkilerine agik olur. AA'in kollajen sentezindeki bu eksiklidi kollajen gelismesi
ve maturasyonu gibi kornea berrakhigi ve saglamligini sadliyacak iyilesme sirecindeki
olaylar etkiler. Williams ve arkadaslart , AA'in myeloperoksidazin(PMN I6kositlerin
lizozomlarindaki temel proteolitik enzim) fonksiyonel aktivitesini inhibe ettigini
yayinlamistir(145).AA enzimin etkisini dogrudan inhibe edebilir velveya peroksidatif

aktivite icin gerekli serbest radikalleri stpUrerek etki yapar.
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AA degerlerinin hem YGY(Yapay gbéz yast) hemde YGY+EGEF ile tedavi edilen grupta
tedavisiz kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli yuksek ¢ikmasi, (p< 0.05 YGY
ve kontrol grubu ile karsilastirma.; p< 0.05 YGY+EGF ve YGY grubu ile kargilastirma.)
opere korneaya AA uygulanan ¢alismalarda alinan olumlu sonuglari(64) ve GSH'da
gorilen diasme(istatistiksel olarak anlam tasimiyor) Winkler'in in vitro bulgularini

desteklemektedir(149).

Tam gruplarin MDA, GSH ve AA dlzeyleri birarada degerlendirildidinde tedavili
gruplarda &zellikle yapay' g6z yasi iginde EGF uygulanan grupta MDA diserken AA'in
yUksek bulunmasi, GSH'daki dusmenin istatiksel agidan anlamsiz olmasi yarali
kornea'da AA'in 6nemli antioksidan etkisi oldugu ve bunun EGF tarafindan desteklendigi
izlenimini vermektedir. Bu g¢alisma yapay g6z yas! preparatinin da hidrasyonu
desteklemek ve tasiyici antimikrobial ajan nedeniyle iyilesmeye katkida bulundugu ve
EGF nin yapay g6z yas! preparati ile uygulamasinda etkili oldugunu ve EGF'nin ayrica
epitelyal ve fibroblastik proliferasyonu desteklemenin yaninda lipid peroksidasyonunu
dogrudan veya indirekt yollardan azaltici yénde etki yaparak , sonug olarak antioksidan
etkiye katkida bulundugunu gésterebilir,. Bu arada yarali korneada hidrasyon
bakimindan énem tasiyan GSH dlzeyinin fazla dedismemesi dikkat g¢ekicidir. Bundan
sonraki basamakta korneal yarada GSH-hidrasyon ve GSH-AA iligkisini aydinlatmak

amaciyla daha ayrintili arastirmalar yapilmasi planlanmistir.
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Vl) OZET:

Amag: Bu caligmada yapay géz yasi preparati icinde EGF uygulanmasinin korneal tam
kesi yara dokusundaki aslorbik asit(AA) , Malondialdehit (MDA) ve Glutatyon(GSH)
dizeyine etkisinin izlenmesi amaglanmistir.
Metod: EGF'nin korneal yara dokusu AA, MDA ve GSH duzeylerine etkisi
tavsanlarda korneal tam kesi yarasi yapildiktan 7 giin sonra incelenmistir. Tavganlar tg
gruba ayriimigtir.

1. Tedavisiz grup

2. Yapay goz yasi (YGY) ile tedavi edilen grup

3. YGY iginde EGF uygulanan grup
Her grupta 10 denek vardir. Operasyonu takiben korneal yaralara YGY preparat
oulx2/24 st ve 3. Grupta % 0,3 karbopol igeren 940 iceren YGY iginde 1mg/L EGF
preparatt 5ulx2/24 st olmak Uzere uygulama yapilmistir. Istatistikk analiz Statview
programi ile Anova ve Mann Whitney U testleri ile yapiimistir.
Bulgular : Yara ortaminda tedavi ile ilgili olarak askorbik asitte istatistik agidan anlamli
artig gézlenirken, oksidan Grin MDA da disme saptanmistir. Glutatyon duzeylerinde
tedavi sirasindaki digmeler istatistik anlam tasimamaktadir.
Sonug : EGF'nin korneal kesi yarasina gdzyasi preparati ile uygulanmasinin yara

oksidan durumunda meydana gelen degisikliklere etkisi olabilir.
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VIl) SUMMARY :

Purpose: To investigate the effect of artificial tear solution and epidermal growth
factor (EGF) treatment on ascorbic acid (AA) , malondialdehyde (MDA) and glutathione
(GSH) levels of full-thickness corneal wounds.

Methods: The effect of EGF on AA, MDA and GSH levels of corneal wound tissue was
determined in rabbits' full-thickness corneal wounds on the 7" day of operation. There
were three groups;

1. Untreated control group

2. Artificial tear (AT) treated control group

3. EGF + AT treated experimental group
Each group had 10 subjects. (n=10) Corneal wounded eyes were topically treated with
Sul AT or 5 ml EGF in AT (1mg/L EGF in artificial tear preparation which contains 0,3%
carbopol 940) twice a day for 6 days after operation. Statistical analysis was carried out
with the Anova and MannWhitney U test using the Statview program.
Results: AA levels of wound tissues, increased significantly with artificial tear and
AT+EGF treatment (p<0,05). MDA level of AT+EGF treated group was significantly
decreased (p <0,05). Glutathione levels were not changed.
Conclusion: There may be a relation between EGF treatment in artificial tear and

oxidant status of corneal wound tissues.
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