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Ozet

Abstract

Amag: Tavsan kornealarinda mekanik epitel debridmamm takiben, vita-
min-E ve C’nin keratosit apoptozisine etkilerini degerlendirmek.

Gere¢ ve Yontemler: Yirmi adet Yeni Zelenda tipi albino tavsan 4
gruba boliindiikten sonra, tavsanlarin sadece bir gozi kiint
(Kimura) spatiil yardimi ile 7mm’lik zonda mekanik olarak
deepitelize edildi. Vitaminlerin uygulanmadigi 1. grup kontrol
grubu olarak kabul edildi. Ikinci grupta epitel kaldirilmasindan 2-3
dakika once korneaya 1 damla vitamin-E (1 IU/mg, 50IU/damla)
uygulandi. Uglincii grup epitel kaldirildiktan hemen sonra topikal
vitamin-C (10% (w/v) askorbik asid) ald1 ve son olarak 4.grupta
epitel debridmani Oncesi topikal vitamin-E ile debridman sonra-
sinda da topikal vitamin-C ile tedavi edildi. Santral korneal doku-
lar alindiktan 4 saat sonra, TUNEL yontemi ile apoptotik
keratositler sayildi ve 151k mikroskopisi ile PMN lokosit yogunlu-
Su degerlendirildi. Biitiin gruplardaki PMN ve apoptotik hiicrele-
rin istatistiksel degerlendirilmesinde ANOVA testi ve farki yara-
tan gruplarin belirlenmesinde de Post Hoc testleri kullanildi.

Bulgular: Kontrol grubunda diger ii¢ gruptan anlamli derecede daha
fazla apoptotik keratosit saptandi (ANOVA, p<0.05, Post Hoc
test: p<0.05). Fakat vitamin gruplar arasinda belirgin farklihik
yoktu (p>0.05). PMN hiicre sayis1 bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (ANOV A:p>0.05).

Sonug: Mekanik epitel debridmaninin neden oldugu keratosit apoptozisi
vitamin-E ve C ile en azindan kismen 6nlenebilir gibi goziikmek-
tedir. Bu ajanlar refraktif cerrahi sonrasi korneal yara iyilesmesi-
nin modulasyonunda potansiyel terapotik ajanlar olabilir.

Anahtar Kelimeler: Keratosit apoptozisi, epitel debridmant,
vitamin-E, askorbik asid
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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

Fotorefraktif keratektomi (PRK)’de en sik
kullanilan epitel kaldirma teknikleri, kiint spatiil
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veya keskin bigaklarla yapilan mekanik debridman,
topikal alkol uygulamasi, transepitelyal excimer
laser uygulamasi ve donen epitelyal kaziyicilardir.
PRK sonras1t meydana gelen postoperatif agri, haze
ve skar gelisimini onlemek ve/veya azaltmak ic¢in
daha once epitel uzaklastirilmasinin rutin yolu olan
epitelin mekanik debridmanmi son yillarda yerini
transepitelyal excimer laser ablasyona ve alkol
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yardimi  ile epitelyal flep kaldirilmasina
birakmugtir.'™
Son 40 yildaki calismalarda  epitel

debridmaninin yara bolgesine komsu keratositlerin
Olimiine yol agtigi ve son zamanlarda bu hiicre
oliimiiniin apoptozisi kapsadigi gosterilmistir.””
Apoptozis programli hiicre oliimiidiir ve hiicresel
blizisme, membran degisiklikleri ve DNA
fragmantasyonu gibi karakteristik 6zellikleri var-
dir. Keratosit apoptozisi epitel hasarim1 takiben
meydana gelen ilk degisikliktir ve yara iyilesme
siirecinin  baglangicim1i ~ olusturabilir.  Keratosit
apoptozisinin baglamasindan sonra derin ve
periferik yerlesimli keratositler prolifere olarak
O0len hiicrelerin  yerlerini  alirlar.  Takiben
keratositler miyofibroblastlara doniiserek kollajen
ve glikozaminoglikan salgilar. Epitelyal iyilesme
ve morfolojiyi etkileyen sitokin ve biiyiime faktor-
lerinin de iiretimi bu esnada artar. Epitelyal
hiperplazi ve stromal remodelling ile siire¢ tamam-
lanir.® Keratosit apoptozis cevabindan epitel hasari
esnasinda artan interlokin-1 (IL-1), excimer laser
sirasinda aciga cikan reaktif oksijen radikalleri ve
Fas/Fas ligand sistemi sorumlu tutulmaktadir.’
Epitelyal hasar olusturan refraktif cerrahi prosedii-
riin cesidine gore keratosit apoptozis cevabi da
degismektedir.®” Keratosit apoptozisini inhibe
eden fakat keratositlerde nekroza yol a¢gmayacak
farmakolojik ajanlarin bulunmasi i¢in calismalar
halen devam etmektedir. PRK sonrasinda tavsan-
lardaki asir1 korneal yara iyilesmesinin vitamin-E
ile onlenebildigi bildirilmistir.'” Vitamin-C ve
diger antioksidanlarin sadece yiiksek konsantras-
yonlarda kornea epitelinde bulunabilecegi ve goz-
deki internal yapilar i¢in bir ultraviyole filtresi
roliinii iistlenebilecegi gosterilmistir.'' ' Ek olarak;
topikal askorbik asid, korneanin excimer laser
cerrahisi sonrasinda farmakolojik tedavinin ta-
mamlayici bir parcasi olarak 6nerilmistir.'>'

Bu calismada, tavsan kornealarinda mekanik
epitel debridmanim1 takiben olusan keratosit
apoptozisine vitamin-E, vitamin-C, vitamin E ve
C’nin birlikte etkileri degerlendirilmistir.

Gerec ve Yontemler
Bu ¢alismada 20 adet Yeni Zelanda tipi albino
tavsan  kullanildi. Tavsanlara intramuskuler
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25mg/kg ketamin HCI, 2.5mg/kg xylazine ve
topikal proparacaine hidroklorid ile anestezi yapil-
di. Her tavsanin sadece bir gozii ¢calisma icin kul-
lanildi.

Herbiri 5 g6z icerecek sekilde hayvanlar 4
gruba ayrildi. Biitiin gozler kiint (Kimura) spatul
ile 7mm’lik zonda mekanik olarak deepitelize edil-
di. Vitaminlerin uygulanmadigi 1. grup kontrol
grubu olarak kabul edildi. Ikinci gruptaki tavsanla-
rin kornealarina epitel kaldirilmasindan 2-3 dakika
once 1 damla vitamin-E damlatildi. Vitamin-E
(DL-alfa tokoferol asetat) soliisyonu mineral yagi
kullanilarak hazirland1 (1 TU/mg, pH 7.2, 50mg
veya 50IU/damla). Vitamin-C veya 10% (w/v)
askorbik asid soliisyonu distile su kullanilarak
hazirlanip, sodyum hidroksit yardimiyla pH’s1 7.2
‘ye yiikseltildi. Uciincii gruptaki gozlere epitel
kaldirildiktan hemen sonra topikal vitamin-C uy-
gulandi. Son grup ise epitel debridmani Oncesi
topikal vitamin-E sonra da vitamin-C ile tedavi
edildi.

Epitel debridmanin takiben 4 saat beklendi ve
hayvanlara 100mg/kg intravendz pentobarbital
enjeksiyonuyla oOtenazi uygulandi. Apoptotik
keratositlerin tespiti terminal deoxyribonucleotidyl
transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick-end
labeling (TUNEL) yontemiyle en iyi postoperatif
4. saatte yapilabildiginden dolayr bu ydntem
korneal cerrahiden 4 saat sonra uyguland1.”

Santral korneal dokular 7.5mm’lik trephine ile
cikarilip 2 saat %10’luk formaldehid soliisyonunda
fikse edilip vertikal olarak parafin blok i¢ine yer-
lestirildi. Farkli bolgelerden tam kat 4pum’lik kesit-
ler hazirlandi.  Deparafinizasyonu  takiben,
proteinaz K (Applipere, Oncor 130202) 15 dakika
uygulandi. Kornea, Apop Tag plus peroxidase in
situ apopitosis detection kit (S-7101, Oncor) kulla-
nilarak imalatg1r uyarilart dikkate alimp TUNEL
yontemi ile boyandi. Orneklerin sayim boyamasi
9%0.5’lik methyl green ile yapildi. Ratlardan elde
edilen gogiis dokusu pozitif kontrol materyali ola-
rak kullanildi. Biitiin 6rneklerden 4 kesit alinip 151k
mikroskopu ile biiyiik biiyiitmede (x400) degerlen-
dirildi. Sadece keratositlerdeki niikleer boyanma
sayildi. Her bir 6rnegin 40 farkli bolgesinin orta-
lama degerleri hesaplandi.
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Biitiin kesitlerdeki PMN lokosit yogunlugu 1-
stk mikroskopunda biiyilk biiylitmede (x400)
hematoksilen-eozin boyasi ile degerlendirildi. Her
bir 6rnegin 40 farkli bolgesinin ortalama degerleri
hesaplandi.

[statistiksel testler: Biitiin gruplarda apoptotik
ve PMN hiicreler arasindaki istatistiksel degerlen-
dirmede ANOVA testi kullamildi. Iki grup arasin-
daki farklilik Post Hoc testi ile degerlendirilip, p
degeri 0.05’ten kiiciik olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Datalarin analizi SPSS
9.0 (SPSS inc.) kullanilarak yapildi.

Sonuclar

TUNEL yontemiyle boyanan keratositlerin ve
PMN hiicrelerinin ortalama sayilar1 ile kontrol
grubu ve diger gruplarin istatistiksel karsilastiril-
mas1 Tablo 1’de gosterilmistir. Kontrol grubunda
ortalama apoptotik keratosit sayis1 2.40+2.30 (0-6)
idi ve istatistiksel olarak diger gruplardan belirgin
yiiksekti (Post Hoc test. P<0.05 diger ii¢ grup icin)
(Resim 1la). Vitamin-E, Vitamin-C ve Vitamin
E+C gruplarimin ortalama apoptotik keratosit say1-
lart sirasiyla 0.40 £ 0.54 (0-1), 0.2010.44 (0-1) ve
0.60+0.89 (0-2) idi (Resim 1b). Fakat vitamin
gruplarmin (2, 3 ve 4. gruplar) kendi aralarinda
belirgin farklilik izlenmedi (Post Hoc test: p>0.05).

Kontrol grubunun ortalama PMN hiicre sayist
10.40%4.15 (5-15) idi ve ortalama PMN hiicre
sayist 13.60£4.59 (8-22) olan 3.gruptan (vitamin-C
grup) sonraki en yliksek PMN hiicre sayisina sa-
hipti. Ortalama PMN hiicre sayisi, 7.40+5.63 (0-
14) olan vitamin-E grubunda en diisiiktii. Vitamin
E+C grubunda ise 8.40+4.03 (3-14) idi. Fakat bii-
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tiin gruplar arasinda PMN hiicre sayis1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi izlendi
(ANOVA: p=0.241).

Tartisma

Keratosit apoptozisi epitelyal hasar1 takiben
stromada olusan en erken degisikliktir ve korneal
yara iyilesme cevabinin modiilasyonunda halen
hedef olarak gosterilmektedir. Cerrahi tekniklerin
degismesi ve farmakolojik arastirmalarla keratosit
apoptozisi ve onu takip eden asirt korneal yara
iyilesmesinin sinirlandirilabilecegi diistiniilmekte-
dir. Bu calismamizda; mekanik epitel debridmani
sonrasi olusan keratosit apoptozisinin vitamin-E ve
C ile kismen inhibe edildigi gosterilmistir. PRK
sonrast meydana gelen haze ve regresyonu onle-
mek icin bir¢cok calisma yapilmistir. Tavsan korne-
alarina bir antioksidan olan vitamin-E’nin topikal
uygulanmasindan sonra bu tiir komplikasyonlarin
azaldigi bildirilmistir ve serbest radikallerin
excimer laser keratektomi sonrast meydana gelen
komplikasyonlardan sorumlu olabilecegi diisiiniil-
miistiir.'” Bir baska calismada da Brancato ve
ark.;"” serbest radikal hasarini azaltan ubiquinone
Q10 ile excimer laser sonrast meydana gelen
keratosit apoptozisinin dnlenebilecegini gostermis-
tir.

Topikal askorbik
keratektomi sonras1 meydana gelen oksijen radi-
kallerinin yaptig1 doku hasarini azalttigi ve akut
inflamatuar reaksiyonu basariyla gerilettigi goste-
rilmistir."” Bilgihan ve ark.'* yaptiklari calismada
refraktif cerrahiyi takiben insan godzyasinda vita-
min-C seviyesinde belirgin azalma oldugunu bil-
dirmislerdir. Askorbik asidin gozyasi ve kornea

asidin excimer laser

Tablo 1. Apoptotik keratositler ve PMN hiicrelerinin ortalama sayilar1

Apoptotik hiicreler

p (ANOVA) PMN hiicreler

Gruplar (Ortalama +SD) (Aralik)  (Post Hoc Test)  (Ortalama +SD)(Aralik) 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 karsilastirilmis)
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Resim. TUNEL yo6ntemiyle boyanmis kornea kesitleri. Oklar tunnel pozitif apoptotik hiicreleri gostermektedir.
1a) Kontrol grubunda 6n stromada yogun olarak tunnel (+) apoptotik hiicreler izlenmektedir.
1b) Vitamin-E grubundan alinan bir kornea kesitinde 6n stromada tek tiik tunnel (+) apoptotik hiicreler izlenmektedir.

epitelinde siiperoksit radikalleri i¢in major koruyu-
cu olmasindan dolayi, topikal askorbik asid tedavi-
si refraktif cerrahi sonrasinda serbest radikallerin
zararh etkilerini Onleyebilecek gibi goziikmektedir.
Bu calismamizda, vitamin-C ile tedavi edilen kor-
nealarda keratosit apoptozisinin azaldigi gosteril-
mis ve bu bulgu ile topikal askorbik asid tedavisi-
nin excimer laser kornea cerrahisinde farmakolojik
modiilator olarak tamamlayici tedavide kullanilabi-
lecegi diisiiniilmiigtiir.

Kornea epitelinin lipofilik olmasi nedeniyle;
bir nonpolar, yagda eriyen molekiil olan vitamin-
E’nin epitelden kolaylikla penetre olabilecegini
fakat polar ve suda eriyen bir molekiil olan vita-
min-C’nin epitel penetrasyonu olmayip, hidrofilik
stromadan kolaylikla gecebilecegini kabul ederek,
ajanlarin korneal gecisini artirmak i¢in vitamin-E,
2-3 dakika 6nce vitamin-C, epitel debridmanini
takiben uygulanmstir.

Her iki vitamin (E+C) ile tedavi edilen grupta
belirgin olarak daha az apoptotik hiicre izlenmesi-
ne ragmen; bu kombinasyondan beklenen aditif
anti-apoptotik etki goriilmemistir. Brancato ve
ark.'®  yaptiklari  calismada, vitamin-E  ve
ubiquinone  QI0’nun  birlikte  verilmesiyle
apoptotik hiicrelerin belirgin azaldigin1 gostermis-
ler fakat onlar da bu etkinin beklenen aditif etkiye
bagiml olarak m1 ortaya ¢iktig1 konusunda yeterli
calismay1 yapmamislardi. Halen apoptozis mikta-
riyla meydana gelebilecek korneal haze ve refraktif
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regresyon arasindaki korelasyon bilinmemektedir.
Bu korelasyonun bilinmesi, bu komplikasyonlarin
onlenmesinde vitamin-E ve C’nin daha potent ola-
rak kullanilmasim saglayabilirdi. Daha once yapti-
gimiz calismada topikal vitamin-E’nin PRK’y1
takiben tavsan kornealarinda meydana gelen haze
ve skar olusumunu O6nledigi gosterilerek bu teyit
edilmistir."

Bizim ¢alismamizda ayrica mekanik epitel
debridmanindan 4 saat sonra korneaya yonelen ve
inflamatuar cevabi1 gosteren PMN hiicreleri sayila-
rak tespit edildi. Park ve ark.'” amniotik membran
kaplama ile hiicresel infiltrasyonun dnlendigini ve
bunun lipid peroksidasyonu ve Kkeratosit
apoptozisini azalttigin1 gostermistir. Kasetsuvan ve
ark."” yaptiklar ¢alismada, 24 saatte 3’er saat aray-
la topikal 10%’luk askorbik asid uygulayarak akut
inflamatuar reaksiyonun belirgin azaldigim1 gos-
termislerdir. Muhtemelen 4.saatin inflamatuar ce-
vab1 degerlendirmek i¢in ¢ok erken olmasi nede-
niyle, bizim c¢aligmamizda vitamin uygulamasi ile
korneal PMN hiicre sayis1 arasinda anlamhi iligki
izlenmedi.

Sonu¢ olarak, mekanik epitel debridmani
keratosit apoptozisini indiiklemekte ve vitamin-E
ve C bu apoptotik olay1 onleyebilecek ajanlar ola-
rak goriilmektedir. Bu ¢alisma vitamin-C ve E’nin
korneanin excimer laser cerrahisi sonrasinda far-
makolojik tedavinin tamamlayict bir pargasi olabi-
lecegini gostermistir.
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