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Fotorefraktif keratektomi (PRK)’de en sık 
kullanılan epitel kaldırma teknikleri, künt spatül 

veya keskin bıçaklarla yapılan mekanik debridman, 
topikal alkol uygulaması, transepitelyal excimer 
laser uygulaması ve dönen epitelyal kazıyıcılardır. 
PRK sonrası meydana gelen postoperatif a�rı, haze 
ve skar geli�imini önlemek ve/veya azaltmak için 
daha önce epitel uzakla�tırılmasının rutin yolu olan 
epitelin mekanik debridmanı son yıllarda yerini 
transepitelyal excimer laser ablasyona ve alkol 
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Özet 
Amaç: Tav�an kornealarında mekanik epitel debridmanını takiben, vita-

min-E ve C’nin keratosit apoptozisine etkilerini de�erlendirmek. 
Gereç ve Yöntemler: Yirmi adet Yeni Zelenda tipi albino tav�an 4 

gruba bölündükten sonra, tav�anların sadece bir gözü künt 
(Kimura) spatül yardımı ile 7mm’lik zonda mekanik olarak 
deepitelize edildi. Vitaminlerin uygulanmadı�ı 1. grup kontrol 
grubu olarak kabul edildi. �kinci grupta epitel kaldırılmasından 2-3 
dakika önce korneaya 1 damla vitamin-E (1 IU/mg, 50IU/damla) 
uygulandı. Üçüncü grup epitel kaldırıldıktan hemen sonra topikal 
vitamin-C (10% (w/v) askorbik asid) aldı ve son olarak 4.grupta 
epitel debridmanı öncesi topikal vitamin-E ile debridman sonra-
sında da topikal vitamin-C ile tedavi edildi. Santral korneal doku-
lar alındıktan 4 saat sonra, TUNEL yöntemi ile apoptotik 
keratositler sayıldı ve ı�ık mikroskopisi ile PMN lökosit yo�unlu-
�u de�erlendirildi. Bütün gruplardaki PMN ve apoptotik hücrele-
rin istatistiksel de�erlendirilmesinde ANOVA testi ve farkı yara-
tan grupların belirlenmesinde de Post Hoc testleri kullanıldı. 

Bulgular: Kontrol grubunda di�er üç gruptan anlamlı derecede daha 
fazla apoptotik keratosit saptandı (ANOVA, p<0.05, Post Hoc 
test: p<0.05). Fakat vitamin grupları arasında belirgin farklılık 
yoktu (p>0.05). PMN hücre sayısı bakımından gruplar arasında 
istatistiksel olarak anlamlı fark izlenmedi (ANOVA:p>0.05). 

Sonuç: Mekanik epitel debridmanının neden oldu�u keratosit apoptozisi 
vitamin-E ve C ile en azından kısmen önlenebilir gibi gözükmek-
tedir. Bu ajanlar refraktif cerrahi sonrası korneal yara iyile�mesi-
nin modulasyonunda potansiyel terapotik ajanlar olabilir. 

Anahtar Kelimeler: Keratosit apoptozisi, epitel debridmanı, 
                                   vitamin-E, askorbik asid 
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 Abstract 
Objective: To study the effect of vitamin-E and C on keratocyte apop-

tosis following mechanical epithelial debridement in rabbit cor-
neas. 

Material and Methods: Twenty New Zealand white rabbits were used 
divided into 4 groups and only one eye of each rabbit was deepi-
thelialized mechanically within a 7mm zone by using a blunt (Ki-
mura) spatula. Group 1 was not treated with any of the vitamins 
and acted as a control group. One drop of vitamin E (1IU/mg, 
50IU/drop) was applied to the cornea 2-3 minutes before epithelial 
removal in group 2. Group 3 received topical vitamin-C (10% 
(w/v) ascorbic acid) just after epithelial removal and lastly group 4 
was treated with topical vitamin-E before and vitamin-C after the 
epithelial debridement. Central corneal tissues were removed and 
TUNEL assay was used for the demonstration of the apoptotic 
keratocytes 4 hour after corneal surgery. PMN leukocyte densities 
were also assessed. ANOVA test was used for the statistical 
evaluation of apoptotic cells and PMN cells between all groups. 

Results: Control group had the highest number of apoptotic keratocyte 
(ANOVA: p<0.05, Post Hoc test: p<0.05 for all three groups). 
On the other hand, there was no significant difference between 
each vitamin group (Post Hoc test: p>0.05). There was no statis-
tically significant difference between groups in terms of PMN 
cell number (ANOVA: p>0.05). 

Conclusion: Mechanical epithelial debridement induces keratocyte 
apoptosis which can be prevented by vitamins E and C at least 
partially. These agents may be the potential medications for 
modulation of corneal wound healing after refractive surgeries.  

Key Words: Keratocyte apoptosis, epithelial debridement, 
                      vitamin-E, ascorbic acid 
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yardımı ile epitelyal flep kaldırılmasına 
bırakmı�tır.1-4 

Son 40 yıldaki çalı�malarda epitel 
debridmanının yara bölgesine kom�u keratositlerin 
ölümüne yol açtı�ı ve son zamanlarda bu hücre 
ölümünün apoptozisi kapsadı�ı gösterilmi�tir.5-7 
Apoptozis pro�ramlı hücre ölümüdür ve hücresel 
büzü�me, membran degi�iklikleri ve DNA 
fragmantasyonu gibi karakteristik özellikleri var-
dır. Keratosit apoptozisi epitel hasarını takiben 
meydana gelen ilk de�i�ikliktir ve yara iyile�me 
sürecinin ba�langıcını olu�turabilir. Keratosit 
apoptozisinin ba�lamasından sonra derin ve 
periferik yerle�imli keratositler prolifere olarak 
ölen hücrelerin yerlerini alırlar. Takiben 
keratositler miyofibroblastlara dönü�erek kollajen 
ve glikozaminoglikan salgılar. Epitelyal iyile�me 
ve morfolojiyi etkileyen sitokin ve büyüme faktör-
lerinin de üretimi bu esnada artar. Epitelyal 
hiperplazi ve stromal remodelling ile süreç tamam-
lanır.8 Keratosit apoptozis cevabından epitel hasarı 
esnasında artan interlökin-1 (IL-1), excimer laser 
sırasında açı�a çıkan reaktif oksijen radikalleri ve 
Fas/Fas ligand sistemi sorumlu tutulmaktadır.9 
Epitelyal hasar olu�turan refraktif cerrahi prosedü-
rün çe�idine göre keratosit apoptozis cevabı da 
de�i�mektedir.6-7 Keratosit apoptozisini inhibe 
eden fakat keratositlerde nekroza yol açmayacak 
farmakolojik ajanların bulunması için çalı�malar 
halen devam etmektedir. PRK sonrasında tav�an-
lardaki a�ırı korneal yara iyile�mesinin vitamin-E 
ile önlenebildi�i bildirilmi�tir.10 Vitamin-C ve 
di�er antioksidanların sadece yüksek konsantras-
yonlarda kornea epitelinde bulunabilece�i ve göz-
deki internal yapılar için bir ultraviyole filtresi 
rolünü üstlenebilece�i gösterilmi�tir.11-12 Ek olarak; 
topikal askorbik asid, korneanın excimer laser 
cerrahisi sonrasında farmakolojik tedavinin ta-
mamlayıcı bir parçası olarak önerilmi�tir.13,14 

Bu çalı�mada, tav�an kornealarında mekanik 
epitel debridmanını takiben olu�an keratosit 
apoptozisine vitamin-E, vitamin-C, vitamin E ve 
C’nin birlikte etkileri de�erlendirilmi�tir. 

Gereç ve Yöntemler 
Bu çalı�mada 20 adet Yeni Zelanda tipi albino 

tav�an kullanıldı. Tav�anlara intramuskuler 

25mg/kg ketamin HCl, 2.5mg/kg xylazine ve 
topikal proparacaine hidroklorid ile anestezi yapıl-
dı. Her tav�anın sadece bir gözü çalı�ma için kul-
lanıldı. 

Herbiri 5 göz içerecek �ekilde hayvanlar 4 
gruba ayrıldı. Bütün gözler künt (Kimura) spatul 
ile 7mm’lik zonda mekanik olarak deepitelize edil-
di. Vitaminlerin uygulanmadı�ı 1. grup kontrol 
grubu olarak kabul edildi. �kinci gruptaki tav�anla-
rın kornealarına epitel kaldırılmasından 2-3 dakika 
önce 1 damla vitamin-E damlatıldı. Vitamin-E 
(DL-alfa tokoferol asetat) solüsyonu mineral ya�ı 
kullanılarak hazırlandı (1 IU/mg, pH 7.2, 50mg 
veya 50IU/damla). Vitamin-C veya 10% (w/v) 
askorbik asid solüsyonu distile su kullanılarak 
hazırlanıp, sodyum hidroksit yardımıyla pH’sı 7.2 
‘ye yükseltildi. Üçüncü gruptaki gözlere epitel 
kaldırıldıktan hemen sonra topikal vitamin-C uy-
gulandı. Son grup ise epitel debridmanı öncesi 
topikal vitamin-E sonra da vitamin-C ile tedavi 
edildi. 

Epitel debridmanını takiben 4 saat beklendi ve 
hayvanlara 100mg/kg intravenöz pentobarbital 
enjeksiyonuyla ötenazi uygulandı. Apoptotik 
keratositlerin tespiti terminal deoxyribonucleotidyl 
transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick-end 
labeling (TUNEL) yöntemiyle en iyi postoperatif 
4. saatte yapılabildi�inden dolayı bu yöntem 
korneal cerrahiden 4 saat sonra uygulandı.7 

Santral korneal dokular 7.5mm’lik trephine ile 
çıkarılıp 2 saat %10’luk formaldehid solüsyonunda 
fikse edilip vertikal olarak parafin blok içine yer-
le�tirildi. Farklı bölgelerden tam kat 4µm’lik kesit-
ler hazırlandı. Deparafinizasyonu takiben, 
proteinaz K (Applipere, Oncor 130202) 15 dakika 
uygulandı. Kornea, Apop Tag plus peroxidase in 
situ apopitosis detection kit (S-7101, Oncor) kulla-
nılarak imalatçı uyarıları dikkate alınıp TUNEL 
yöntemi ile boyandı. Örneklerin sayım boyaması 
%0.5’lik methyl green ile yapıldı. Ratlardan elde 
edilen gö�üs dokusu pozitif kontrol materyali ola-
rak kullanıldı. Bütün örneklerden 4 kesit alınıp ı�ık 
mikroskopu ile büyük büyütmede (x400) de�erlen-
dirildi. Sadece keratositlerdeki nükleer boyanma 
sayıldı. Her bir örne�in 40 farklı bölgesinin orta-
lama de�erleri hesaplandı. 



 
MEKAN�K EP�TEL DEBR�DMANI SONRASI TOP�KAL V�TAM�N E VE ASKORB�K AS�D UYGULAMASININ... �engül ÖZDEK ve Ark. 

Turkiye Klinikleri J Ophthalmol 2004, 13 177

Bütün kesitlerdeki PMN lökosit yo�unlu�u ı-
�ık mikroskopunda büyük büyütmede (x400) 
hematoksilen-eozin boyası ile de�erlendirildi. Her 
bir örne�in 40 farklı bölgesinin ortalama de�erleri 
hesaplandı. 

�statistiksel testler: Bütün gruplarda apoptotik 
ve PMN hücreler arasındaki istatistiksel de�erlen-
dirmede ANOVA testi kullanıldı. �ki grup arasın-
daki farklılık Post Hoc testi ile de�erlendirilip, p 
de�eri 0.05’ten küçük olan de�erler istatistiksel 
olarak anlamlı kabul edildi. Dataların analizi SPSS 
9.0 (SPSS inc.) kullanılarak yapıldı. 

Sonuçlar 
TUNEL yöntemiyle boyanan keratositlerin ve 

PMN hücrelerinin ortalama sayıları ile kontrol 
grubu ve di�er grupların istatistiksel kar�ıla�tırıl-
ması Tablo 1’de gösterilmi�tir. Kontrol grubunda 
ortalama apoptotik keratosit sayısı 2.40±2.30 (0-6) 
idi ve istatistiksel olarak di�er gruplardan belirgin 
yüksekti (Post Hoc test. P<0.05 di�er üç grup için) 
(Resim 1a). Vitamin-E, Vitamin-C ve Vitamin 
E+C gruplarının ortalama apoptotik keratosit sayı-
ları sırasıyla 0.40 ± 0.54 (0-1), 0.20±0.44 (0-1) ve 
0.60±0.89 (0-2) idi (Resim 1b). Fakat vitamin 
gruplarının (2, 3 ve 4. gruplar) kendi aralarında 
belirgin farklılık izlenmedi (Post Hoc test: p>0.05). 

Kontrol grubunun ortalama PMN hücre sayısı 
10.40±4.15 (5-15) idi ve ortalama PMN hücre 
sayısı 13.60±4.59 (8-22) olan 3.gruptan (vitamin-C 
grup) sonraki en yüksek PMN hücre sayısına sa-
hipti. Ortalama PMN hücre sayısı, 7.40±5.63 (0-
14) olan vitamin-E grubunda en dü�üktü. Vitamin 
E+C grubunda ise 8.40±4.03 (3-14) idi. Fakat bü-

tün gruplar arasında PMN hücre sayısı açısından 
istatistiksel olarak anlamlı fark olmadı�ı izlendi 
(ANOVA: p=0.241). 

Tartı�ma 
Keratosit apoptozisi epitelyal hasarı takiben 

stromada olu�an en erken de�i�ikliktir ve korneal 
yara iyile�me cevabının modülasyonunda halen 
hedef olarak gösterilmektedir. Cerrahi tekniklerin 
de�i�mesi ve farmakolojik ara�tırmalarla keratosit 
apoptozisi ve onu takip eden a�ırı korneal yara 
iyile�mesinin sınırlandırılabilece�i dü�ünülmekte-
dir. Bu çalı�mamızda; mekanik epitel debridmanı 
sonrası olu�an keratosit apoptozisinin vitamin-E ve 
C ile kısmen inhibe edildi�i gösterilmi�tir. PRK 
sonrası meydana gelen haze ve regresyonu önle-
mek için birçok çalı�ma yapılmı�tır. Tav�an korne-
alarına bir antioksidan olan vitamin-E’nin topikal 
uygulanmasından sonra bu tür komplikasyonların 
azaldı�ı bildirilmi�tir ve serbest radikallerin 
excimer laser keratektomi sonrası meydana gelen 
komplikasyonlardan sorumlu olabilece�i dü�ünül-
mü�tür.10 Bir ba�ka çalı�mada da Brancato ve 
ark.;15 serbest radikal hasarını azaltan ubiquinone 
Q10 ile excimer laser sonrası meydana gelen 
keratosit apoptozisinin önlenebilece�ini göstermi�-
tir. 

Topikal askorbik asidin excimer laser 
keratektomi sonrası meydana gelen oksijen radi-
kallerinin yaptı�ı doku hasarını azalttı�ı ve akut 
inflamatuar reaksiyonu ba�arıyla geriletti�i göste-
rilmi�tir.13 Bilgihan ve ark.14 yaptıkları çalı�mada 
refraktif cerrahiyi takiben insan gözya�ında vita-
min-C seviyesinde belirgin azalma oldu�unu bil-
dirmi�lerdir. Askorbik asidin gözya�ı ve kornea 

 
 
Tablo 1. Apoptotik keratositler ve PMN hücrelerinin ortalama sayıları 

 
Gruplar n Apoptotik hücreler 

(Ortalama ±SD) (Aralık) 
p (ANOVA) 

(Post Hoc Test) 
PMN hücreler 

(Ortalama ±SD)(Aralık) 
p (ANOVA) 

Grup 1 (Kontrol) 5 2.40 ± 2.30 (0-6) 0.045* 10.4 ± 4.15 (5-15) 0.241* 
Grup 2 (Vit-E grup) 5 0.40 ± 0.54 (0-1) 0.026** 7.40 ± 5.63 (0-14) - 
Grup 3 (Vit-C grup) 5 0.20 ± 0.44 (0-1) 0.016** 13.60 ± 4.59 (8-22) - 
Grup 4 (Vit-E + C grup) 5 0.60 ± 0.89 (0-2) 0.042** 8.40 ± 4.03 (3-14) - 

 

*   P-ANOVA test 
** P-Post-Hoc test (Kontrol grubuyla kar�ıla�tırılmı�) 
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epitelinde süperoksit radikalleri için major koruyu-
cu olmasından dolayı, topikal askorbik asid tedavi-
si refraktif cerrahi sonrasında serbest radikallerin 
zararlı etkilerini önleyebilecek gibi gözükmektedir. 
Bu çalı�mamızda, vitamin-C ile tedavi edilen kor-
nealarda keratosit apoptozisinin azaldı�ı gösteril-
mi� ve bu bulgu ile topikal askorbik asid tedavisi-
nin excimer laser kornea cerrahisinde farmakolojik 
modülatör olarak tamamlayıcı tedavide kullanılabi-
lece�i dü�ünülmü�tür. 

Kornea epitelinin lipofilik olması nedeniyle; 
bir nonpolar, ya�da eriyen molekül olan vitamin-
E’nin epitelden kolaylıkla penetre olabilece�ini 
fakat polar ve suda eriyen bir molekül olan vita-
min-C’nin epitel penetrasyonu olmayıp, hidrofilik 
stromadan kolaylıkla geçebilece�ini kabul ederek, 
ajanların korneal geçi�ini artırmak için vitamin-E, 
2-3 dakika önce vitamin-C, epitel debridmanını 
takiben uygulanmı�tır. 

Her iki vitamin (E+C) ile tedavi edilen grupta 
belirgin olarak daha az apoptotik hücre izlenmesi-
ne ra�men; bu kombinasyondan beklenen aditif 
anti-apoptotik etki görülmemi�tir. Brancato ve 
ark.16 yaptıkları çalı�mada, vitamin-E ve 
ubiquinone Q10’nun birlikte verilmesiyle 
apoptotik hücrelerin belirgin azaldı�ını göstermi�-
ler fakat onlar da bu etkinin beklenen aditif etkiye 
ba�ımlı olarak mı ortaya çıktı�ı konusunda yeterli 
çalı�mayı yapmamı�lardı. Halen apoptozis mikta-
rıyla meydana gelebilecek korneal haze ve refraktif 

regresyon arasındaki korelasyon bilinmemektedir. 
Bu korelasyonun bilinmesi, bu komplikasyonların 
önlenmesinde vitamin-E ve C’nin daha potent ola-
rak kullanılmasını sa�layabilirdi. Daha önce yaptı-
�ımız çalı�mada topikal vitamin-E’nin PRK’yı 
takiben tav�an kornealarında meydana gelen haze 
ve skar olu�umunu önledi�i gösterilerek bu teyit 
edilmi�tir.10 

Bizim çalı�mamızda ayrıca mekanik epitel 
debridmanından 4 saat sonra korneaya yönelen ve 
inflamatuar cevabı gösteren PMN hücreleri sayıla-
rak tespit edildi. Park ve ark.17 amniotik membran 
kaplama ile hücresel infiltrasyonun önlendi�ini ve 
bunun lipid peroksidasyonu ve keratosit 
apoptozisini azalttı�ını göstermi�tir. Kasetsuvan ve 
ark.13 yaptıkları çalı�mada, 24 saatte 3’er saat aray-
la topikal 10%’luk askorbik asid uygulayarak akut 
inflamatuar reaksiyonun belirgin azaldı�ını gös-
termi�lerdir. Muhtemelen 4.saatin inflamatuar ce-
vabı de�erlendirmek için çok erken olması nede-
niyle, bizim çalı�mamızda vitamin uygulaması ile 
korneal PMN hücre sayısı arasında anlamlı ili�ki 
izlenmedi. 

Sonuç olarak, mekanik epitel debridmanı 
keratosit apoptozisini indüklemekte ve vitamin-E 
ve C bu apoptotik olayı önleyebilecek ajanlar ola-
rak görülmektedir. Bu çalı�ma vitamin-C ve E’nin 
korneanın excimer laser cerrahisi sonrasında far-
makolojik tedavinin tamamlayıcı bir parçası olabi-
lece�ini göstermi�tir. 

 
Resim. TUNEL yöntemiyle boyanmı� kornea kesitleri. Oklar tunnel pozitif apoptotik hücreleri göstermektedir. 
1a) Kontrol grubunda ön stromada yo�un olarak tunnel (+) apoptotik hücreler izlenmektedir. 
1b) Vitamin-E grubundan alınan bir kornea kesitinde ön stromada tek tük tunnel (+) apoptotik hücreler izlenmektedir. 
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