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OZET

Sican Kornea Epitel Defekti Iyilesme Modelinde Topikal insiilin Tedavisinin Etkinliginin

Incelenmesi Ve Topikal Hiyaliironat Tedavisi Ile Etkinliginin Karsilastiriimasi

Kornea epitel defektleri oftalmoloji pratiginde sikca karsilasilan 6nemli bir saglik sorunudur.
Calismamizda kornea epitel defekti modeli olusturulmus deney siganlarinda topikal insiilinin
kornea epitel defekti iyilesmesi iizerine etkilerinin suni goz yast ve kontrol gruplari
karsilastirilarak incelenmesi amaglanmastir.

Calismada Sprague Dawley cinsi 28 erigkin erkek sigan kullanildi. Sicanlar rastgele segilen 4
gruba ayrildi. Kontrol grubu olarak epitel defekti olusturulmayan grup alindi. Grup A’ya
tedavisiz takip edilen epitel defekti grubu alindi. Grup B’yi topikal % 0.15 sodyum hiyaliironat
tedavisi verilen epitel defekti olusturulmus sicanlar alindi. Grup C’ye ise topikal insiilin tedavisi
verilen epitel defekti olusturulmus sicanlar alindi. Epitel defekt grubu siganlarina sedasyon
altinda topikal anestezi saglandiktan sonra 2 mm ¢apinda, kornea santralinde epitel defekti
olusturuldu. Biitlin sicanlarin 4. saat, 12. saat, 1. Giin, 2. Giin ve 3.giin biyomikroskopik
muayenesi yapildi. Epitel defekti boyutu her muayenede florasein boyama yapilarak
fotografland1 ve alan hesab1 yapilarak defekt kapanma yiizdesi hesaplandi. 10.giinde anestezi
altinda kornea dokular1 tam kat eksize edildikten sonra siganlar servikal dislokasyon ile
sakrifiye edildi ve histopatolojik inceleme yapildi.

Biyomikroskopik olarak epitel defekti kapanma hizlar1 karsilastirildiginda topikal insiilin ve
sodyum hiyaliironat tedavi gruplari tedavisiz iyilesen gruba gore daha hizli epitel defekti
kapanmasi gostermistir. Ancak topikal insiilin ve sodyum hiyaliironat gruplarinda epitel defekti
kapanma hizi agisindan iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark izlenmemistir.
Histopatolojik olarak incelendiginde ise kornea hasar1 sonrasinda iyilestirici etkisi denenen
gruplar karsilastirildiginda; ince yap:r diizeyinde topikal insiilin grubunun ylizey epitelinin
yeniden yapilanma siirecinin daha hizli oldugu goriilmiistiir. Bu yenilenme siirecini izleyen
ikinci grup topikal sodyum hiyaliironat grubu olarak belirlenmistir. Yiizey epiteldeki en yavas
yenilenme tedavisiz izlenen epitel defekti grubunda izlenmistir.

Sonug olarak, topikal insiilin tedavisinin kornea epiteli iyilesmesinde biyomikroskopik olarak
fark izlenmemis olsa da sodyum hiyaluinat’a gore histopatolojik olarak daha etkin oldugu

gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Kornea epitel iyilesmesi, Insiilin, Sodyum Hiyalurinat



ABSTRACT

Topical Insulin Treatment Efficacy in Rat Corneal Epithelial Defect Healing Model and

Comparison of Efficacy with Topical Hyaluronate Treatment

Corneal epithelial defects are a commonly encountered issue in ophthalmology practice. Our
study aims to examine the effects of topical insulin on the healing of corneal epithelial defects
on experimental corneal epithelial defect model in rats and comparing them with artificial tears
and control groups.

In the study, 28 adult male Sprague Dawley rats were randomly divided into 4 groups. The
control group consisted of rats with no epithelial defect. Group A comprised rats with untreated
epithelial defects. Group B included rats with epithelial defects treated with topical 0.15%
sodium hyaluronate. Group C consisted of rats with epithelial defects treated with topical
insulin. After providing topical anesthesia to the rats in the epithelial defect groups under
sedation, a 2 mm diameter epithelial defect was created at the central cornea. Biomicroscopic
examinations were performed on all mice at the 4th hour, 12th hour, 1st day, 2nd day, and 3rd
day. The size of the epithelial defect was photographed at each examination after fluorescein
staining, and the percentage of defect closure was calculated. On the 10th day, after excising
the corneal tissues under anesthesia, rats were sacrificed by cervical dislocation, and
histopathological examination was conducted.

When comparing the rates of corneal epithelial defect closure biomicroscopically, the topical
insulin and sodium hyaluronate treatment groups showed faster closure compared to the
untreated healing group. However, there was no statistically significant difference in the rate of
epithelial defect closure between the topical insulin and sodium hyaluronate groups.
Histopathologically, when the healing effects of the tested groups were compared, it was
observed that at the fine structural level, the topical insulin group had a faster surface epithelial
remodeling process. The second group following this renewal process was the topical sodium
hyaluronate group. The slowest renewal in surface epithelium was observed in the untreated
epithelial defect group.

In conclusion, although no biomicroscopic difference was observed in corneal epithelial healing
with topical insulin treatment compared to sodium hyaluronate, it has been demonstrated to be

more effective histopathologically.

Keywords: Corneal Epitelial Healing, Insulin, Sodium Hyaluronate
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GIRIS

Kornea goziin en 6nemli refraktif ve bariyer fonksiyonu olan tabakalarindan biridir. Kornea
epitelinin s1v1 ve patojenlere karsi temel bariyer gérevi vardir. Bu bariyer islevini hiicreler arasi
sik1 baglantilar, bazal hiicre katmaninda boliinen hiicrelerin farklilagmasi ve olgunlagsmasiyla
saglar. [1] Kornea epiteli, kimyasal maddeler, fiziksel etkenler ve patolojik ajanlarla hasar
gorebilir. Bu durumda olusan korneal epitel defektinin hizli ve diizgiin bir sekilde iyilesmesi
gbziin biitiinliigliniin ve fonksiyonun korunmasi i¢in elzemdir ve bu iyilesme siirecini
bozabilecek durumlar gérme kaybina kadar gidebilmektedir. Calismalarda suni gozyaslarinin,
otolog serum damlalarin, epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibronektin gibi doku
yapistiricilari, anti-inflamatuar ajanlarin bu re-epitelizasyonu desteklemekte de oldugu
gosterilmistir.[2, 3] Kornea yara iyilesmesi, hiicre 6liimii, hiicre go¢ii, cogalmasi, farklilagmasi
ve hiicre dis1 matrisin yeniden sekillenmesini igeren karmasik bir siirectir.[4] Bu siirecte epitel
biitiinliiglinilin tekrar saglanmasi ve korneal homeostazinin diizelmesi i¢in biiyiime faktorleri,
sitokinler ve ekstraselliiler matriks (ESM) sinyal aracilikli hiicre-hiicre etkilesimleri tarafindan

saglanir.[4]

Gozyas1 tabakasinin antimikrobiyal, besleyici, mekanik ve optik 6zellikleri vardir ve kornea
ve konjonktiva epitelinin ¢ogalmasini, gociinii ve farklilagmasini destekleyen biiyiime
faktorleri, fibronektin ve vitaminler gibi bilesenleri igerir. Bu epiteliyotrofik faktorlerin
eksikliginin kalic1 epitel defektlerine yol acabilecegi keratitis sikka hastalarinda siklikla

izlenmektedir.[3]

Sodyum hiyaliironat, yiiksek molekiil agirlikli, N-asetil glukozamin ve glukuronik asitten
olusur. Korneadaki ¢apraz bagli kollajen matrisin fibriller arasi alanindaki birincil
glikozaminoglikandir.[5] Gozyas1 filmi stabilitesini arttirdigi, gézyasi buharlasma oranini
azalttig1 ve okiiler tahris ve yanma gibi kuru goz semptomlarini hafiflettigi gosterildigi gibi,
diger suni gozyaslarindan farkli olarak kornea yara iyilesmesini destekledigi caligmalarda

izlenmistir.[6, 7]

Son yillarda yapilan arastirmalarla kornea basta olmak iizere okiiler yiizeyde Insiilin ve
Insiilin Benzeri Bilyiime Faktorii (IGF) reseptdrlerinin tespiti, bu reseptdrlerin bagli oldugu
kaskadlar ve okiiler yiizeydeki fonksiyonlar1 daha iyi anlagilmaya baslanmistir.[8] Viicuttaki
diger dokulardan farkli olarak, instilin okiiler yilizeyde glikoz aliminda gorevli degildir. Korneal

epitel, stroma ve endotel hiicrelerindeki otofaji, proliferasyon, migrasyon ve bir¢ok metabolik
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stiregte rol oynamaktadir.[9] Keratositler basta olmak lizere korneada bulunan bir¢ok hiicre
tipinde insiilin ve IGF reseptorii bulunmaktadir. Ayrica Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
Baglanma Proteinleri ailesinin (IGF-BP), korneal hiicrelerde yaygin olarak bulundugu;
inflamasyona yanit, hemostaz, fibroblast farklilasmasi gibi bir¢ok siirecte dnemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir.[ 10] Deneysel olarak insiilin molekiiliiniin topikal formunun persistan korneal
epitel defekti, norotrofik keratopati, korneal {ilser, kimyasal yaniklar ve korneal
vaskiilarizasyon gibi bircok hastaligin tedavisinde etkinligi olup olmadigi arastirilmis ve

tedavide etkinligi olabilecegi gosterilmistir.[11, 12]

Bu c¢alismada kornea epitel defekti modeli olusturulmus deney siganlarinda topikal insiilin
tedavisinin kornea epitel defekti iyilesmesi iizerine etkisi, topikal sodyum hiyaliironat ve

kontrol gruplar ile karsilastirilarak incelenmistir.

1. GENEL BILGILER

1.1 Gozyas1 Film Tabakasi

Hava-gozyast film tabakasi, goziin toplam refraktif giicliniin 2/3’ilinli olusturur. Ayrica,
kornea 6n yiizeyindeki mikro diizensizlikleri ortadan kaldirarak optik sistemde 6nemli bir rol
oynar. Bu tabaka, 6zellikle mikrobiyal invazyon ve kimyasal, toksik, yabanci cisim hasarina
karst korneanin baslica koruyucusudur. Epitel sagligi, proliferasyonu ve tamirinde etkin

immiinolojik faktorler ve biliylime faktorlerini icermektedir.[1]
Gozyas! filmi ii¢ tabakadir:

1. Lipit Tabaka: Gozyasimnin en dig kisminda bulunur ve buharlagsmay1 6nleme ve anti -
bakteriyel gorevi goriir. Zeis, Moll ve Meibomian bezlerinden iiretilen kolesterol

esterleri ve yag icerir.[13, 14]

2. Akoz Tabaka: Gozyasi film tabakasinin ortasinda yer alir ve gézyast bezleri ile Krause
ve Wolfring bezleri tarafindan salgilanir. Gozyasimin en kalin bileseni olan akdz
tabakada; elektrolitler, proteinler, biiylime faktorleri, vitaminler, anti-bakteriyel
molekiiller, sitokinler, immiinglobulinler ve hormonlar bulunmaktadir. Akdz tabakanin
icerigi; okiiler yilizeyin beslenmesini ve korunmasini saglar. Salgilanmasi ise sempatik,
parasempatik uyarilarla ve hormonal diizenleme ile gerceklesir. Cevresel ve fizyolojik

degisiklikler, igerigi olusturan bilesenlerin miktarini etkileyebilir.[15-17]



3. Miisin Tabaka: Kornea epiteli ile dogrudan temas halinde olan bu tabaka, konjonktival
goblet hiicreleri tarafindan iiretilir. Kornea epiteli ile glikokaliks tabakasi arasinda
hidrofilik bir bag kurarak her géz kirpma hareketinde gézyasinin yayilmasini saglar. Bu
glikokaliks tabakanin korneal yaralanma ile hasar gérmesi, gozyasi stabilitesinin

kaybolmasina neden olur.[18]

2.2 Kornea

Kornea, goziin 6n yiizeyinde gozli enfeksiyonlardan ve dis etkenlerden koruyan;
avaskiiler ve saydam bir bariyerdir. Merkez kalinlig1 yaklasik olarak 0,5 mm'dir ve perifere
gidildikge artar. Eriskinde horizontal kornea ¢ap1 11,5-12,0 mm'dir, vertikal ¢ap ise horizontal
capmdan 1,0 mm daha genistir.[19] On egrilik yarigap1 7,8 mm, arka egrilik yarigap: ise 6,5
mm'dir. On yiizeyin kirma giicii +48,6 diyoptri (D), arka yiizeyin kirma giicii ise -6,8 D olup,
toplam kiricilik giicti +42 D'dir. Ortalama refraktif indeksi 1,3375'ir.[1]

Embriyolojik olarak néroektoderm ve mezensim’den farklilasarak gelisir. Korneal epiteli ve
Descement zar1 yiizeyel ektodermden gelisir. Endotel ise ndroektoderm kokenlidir.
Gestasyonel 39. giinde, iki tabakali epitel, bazal lamina iizerinde uzanir ve iki-li¢ tabakali
endotelden dar aselliiler bosluk ile ayrilir. Mezensimal hiicreler, periferden gelerek 7. haftada
epitel ile endotel arasindaki bosluga go¢ eder. Bu mezensimal hiicreler, gestasyonel siirecte
keratosit hiicrelerini olusturur. Descement membrani ise en arkadaki keratositler ile tek tabakali
endotel arasinda uzanir ve bu asamada iki zondan olusur. Bowman tabakasi, dordiincii ayin
sonunda olugur.[20] Yeni dogan doneminde vertikal kornea ¢ap1 10 mm, kiricilik giicti yaklagik

51 D'dir ve bu deger 1 yasinda erigkin seviyesine ulasir.[1]

Kornea; Epitel, Bowman tabakasi, Stroma, Dua tabakasi, Descement zar1 ve Endotel
olarak alt1 tabakadan olusur (Sekil 2.1) . Bunlardan Bowman, Dua ve Descement tabakalari ara

yliz segmentleridir.



Corneal epithelium

Sekil 2.1: Kornea tabakalar

Bowman's membrane

(Gray’s Anatomy / Sci-News
2013)

Stroma of cornea
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2.2.1 Korneal Epitel Tabaka

Epitel tabakasi, ylizey ektoderminde gestasyonel 5.-6. haftada gelisir ve yaklasik 40-50
um kalinliginda, 4-6 sira ¢ok katmanli, keratinize olmayan yass1 epitel hiicrelerinden olusur.
Bu tabakanin en iistiinde, glikokaliks ile kapli mikrovilli ve mikroplikalar iceren 2-3 sira diiz,
cok kenarli yiizey hiicreleri bulunur. Bu yapi, gbzyas: miisin tabakasi ile temas ve adezyonu
artirarak diiz ve saydam optik yiizey i¢in énemlidir. Ayrica, yiizey hiicreleri arasindaki siki
baglantilar, enfeksiy6z ajanlarin ve toksinlerin derin tabakalara ulagsmasini engelleyen bir

bariyer gorevi goriir.[21]

Yiizey hiicrelerinin altinda, yiizey hiicresi kadar yassi olmayan ancak benzer siki
hiicreler arasi baglantilara sahip iki ila {i¢ sira suprabazal veya poligonal kanatsi hiicreler
bulunur. Epitel tabakanin en derininde ise yaklagik 20 um kalinliginda tek sira dizilmis bazal
kolumnar hiicreler yer alir. Bu hiicreler mitozis ile ¢ogalarak anterior ilerlemeyle kanatsi
hiicreleri olustururlar. Kolumnar hiicrelerde aktin filamanlar ve tonofilamanlar bulunur;
tonofilamanlar hiicre iskeletini korurken, aktin filamanlar yara iyilesmesi sirasinda hiicre

gogiinde rol alir.[21]

Bazal epitel hiicreleri, epitelyel bazal membrani sentezleyen elli nanometre kalinliginda
bir yap1 olusturur; bu membran, tip IV kollajen, laminin ve diger proteinleri igerir. Bu hiicreler
bazal hiicreler, hemidesmozomlarla altindaki bazal membrana ve desmozomlarla yan komsu
hiicrelere baglanir. Bu siki baglantida bir defekt olusursa, klinik olarak iyilesmeyen epitel

defektleri ve rekiirren korneal erozyon ortaya ¢ikabilir.[19]



Epitel hiicreleri, korneada ¢evreden merkeze dogru ilerler. Bazal ve kanatsi hiicreler
arkadan one dogru ilerleyerek dokiiliirler. Limbal bazal epitelde yer alan epitel kok hiicreleri,
kornea epitel hiicrelerinin ana kaynagini olusturur. Bu hiicreler, gecici ¢ogaltici ve bazal
hiicrelere farklilagtiktan sonra cogalip farklilasma gecirerek ylizey epitel hiicrelerine
doniistirler. Bu hiicrelerin ylizeyinde gozyasindaki miisinin daha iyi yapismasini saglayan
mikrovilli vardir. Bu hiicreler 7-10 giin siiren dongiilerinin sonunda deskuamasyona ugrayarak

gbzyasina dokiiliirler. [19, 22, 23]

2.2.2 Bowman Tabakasi

Epitel bazal membraninin altinda bulunan aselliler Bowman tabakasi, diizensiz
yerlesimli kisa kollajen fibrillerden olusur. Bu tabaka, yaklasik 8-12 um kalinligindadir ve
yaslanma siireciyle birlikte kalinliginda azalma goriiliir. Rejenerasyon yetenegi olmadigindan,
hasar durumunda skar dokusuyla iyilesir. Ayn1 zamanda, epiteldeki patolojilerin stromaya

yayilmasini engelleyen bir bariyer gorevi goriir.[19, 24]

2.2.3 Stroma

Korneanin en kalin tabakasini olusturan stroma, kornea kalinliginin yaklasik olarak
%80-85'In1 kapsayan; ekstraselliiler matriks ve liflerin diizenli organizasyonu sayesinde
saydam olan korneal tabakadir. Tip I ve tip V kollajenler bir araya gelerek paralel fibril
demetlerini, bu demetler de lamelleri olusturur. Stroma yaklasik olarak 250-300 lamelden
olusur.[25] Bu kollajen aglari, yiiksek bir organizasyon gdostererek 1sik sagilmalarini azaltir ve
korneaya saydamlik ile mekanik dayaniklilik kazandirir. Lamellerin dizilimi, stroma derinligine
gore degisir. Derin stroma daha siki bir yapilanmaya sahiptir. Bu organizasyon farklilig

korneanin 6deme tepkisini ve Descement kirisikliklarini etkiler.[26]

Kollajen kompleksleri, keratan siilfat, kondroitin siilfat ve dermatan siilfat ile yan
zincirlerle ¢evrili olarak bulunur. Glikozaminoglikanlar, stromaya yapisal destek saglar ve
hidrasyonu diizenler [17]. Genellikle anterior stromada yer akan keratositler, stromanin esas
hiicreleri olarak gorev yapar ve kollajen, glikozaminoglikan ve stroma homeostazinda etkin bir
rol oynayan matriks metalloproteinazlari (MMP) sentezlerler. [19] Keratositler, icerdikleri
¢Oziiniir protein kristalin sayesinde 151k sagilimini azaltmada ve korneal saydamlikta

gorevlidir.[27]



2.2.4 Dua Tabakasi

Descement membraninin anteriorunda bulunan bu tabaka, tip I kollajenden olusur ve
10,15+3,6 mikron kalinhgindadir. ilk olarak kornea katlarindaki potansiyel bosluga hava

enjekte edilerek izlenmistir.[28]

2.2.5 Descement Membrani

Korneal endotel bazal membrani olusturur ve ¢ocuklarda 3 mikron, erigkinlerde ise 10
mikron kalinligindadir. Bu tabaka iki katmandan olusur. On bantli tabaka, fetal korneada
gestasyonel on ikinci haftada ortaya ¢ikar ve kollajen lameller ile proteoglikanlari i¢erir. Buna
karsilik, bantsiz arka katman, endotel hiicreleri hemen altinda uzanir, endotel hiicreleri
tarafindan sekrete edilir ve yasla birlikte kalinlagir. Bu tabakadaki esas kollajen tip IV olmakla
beraber; merdiven seklinde dizilim gosteren tip VIII kollajen Descement membranina

0zgiindiir.[29, 30]

2.2.6 Endotel

Descement membraninin arka yiizeyini Orten endotel tabakasi, mozaik paternde
diizenlenmis poligonal hiicrelerden olusur ve ¢ogunlukla hekzagonal sekillidir.[1] Bu hiicreler
ortalama olarak 5 um kalinliginda ve 20 pm genisligindedirler. Bu hiicrelerin lateral duvarlarin
bulunan sodyum-potasyum ATPaz pompalar1 sayesinde stromal dehidratasyon korunur.[31, 32]
Bu dehidratasyon, hipoozmolar stromadan hiperozmolar akdze pasif transportla pompa
sizdirma yoluyla siv1 gecisi ile saglanir. Ozmotik gradient ise endotel membranindaki sodyum-
potasyum ATPaz pompasi ve intraselliiler karbonik anhidraz yoluyla iyonlarin stromadan akoze
aktif transportu ile saglanir.[33] Endotel hiicre morfolojisi, pompa fonksiyonu ile baglantilidir
ve hiicre boyutunda artis (polimegatizm) ve sekil varyasyonlarinda artis (pleomorfizm)

sonucunda endotel pompa fonksiyonu azalir.[34]

Endotel hiicreleri mitotik aktivite kabiliyetleri yoktur ve yasla beraber hiicre
yogunlugunda azalma izlenir. Dogumda yaklasik olarak 3500 hiicre/mm2 olan endotel
yogunlugu, yilda yaklasik olarak %0.6 azalir.[35] Herhangi bir hiicre kayb1 sonrasinda kalan
hiicrelerin uzama ve esneme ile kalan bosluklar1 doldurabildigi izlenmistir. Bu siire¢le birlikte,

kalan endotel hiicrelerinde polimegatizm ve pleomorfizm gelisebilir.[19]



2.2.7 Korneal Innervasyon

Korneanin duyusal sinir lifleri trigeminal sinirin oftalmik dalindan ayrilir. Uzun siliyer
sinirler, perilimbal sinir halkasini olusturur. Bu sinir lifleri, korneay1 derin periferal stroma
tabakasindan radyal olarak penetre eder ve anteriora dogru yonlendirilerek Bowman ve on
stroma arasinda subepitelyal sinir pleksusunu olusturur. Daha sonra bu sinir lifleri, Bowman
tabakasini delerek epitelyel bazal hiicreleri innerve eden subbazal epitelyel sinir pleksusu adini
alirlar.[36] Sinir lifleri, seffaf korneaya girdiklerinde miyelinlerini kaybederler. Endotel
seviyesinde ise sinir lifleri bulunmaz.[37] Klinik olarak, ylizeyel epitel hiicrelerinin kaybu,

subepitelyal sinir pleksusunu agiga ¢ikaracagi i¢in siddetli agriya neden olabilir.

2.2.8 Korneal Vaskiilarizasyon ve Metabolizma

Avaskiiler bir yapiya sahip olan korneanin beslenmesi ve metabolik artiklarin
uzaklastirilmasi, arka yiizeydeki akdz humor, 6n yilizeydeki gdzyas: film tabakasi ve limbal
damarlar tarafindan saglanir. Limbal vaskiiler ag, oftalmik arter dali (6n siliyer arter) ile dis
karotis arter dali (fasiyal dal) anastomozu ile olusur yapar. Korneanin lenfatik drenaji

yoktur.[38]

Glikoz, epitel hiicreleri, keratositler ve endotel i¢in temel metabolik maddedir. Stroma,
glikozu ak6z humordan aktif transport ile alirken, epitel glikozu stromadan pasif difilizyon ile
alir. Endotelde bulunan sodyum-potasyum ATPaz ve karbonik anhidraz enzimleri, stroma ile
akoz humor arasinda iyon transportunda dnemli rol oynar. Kornea glikozunun yaklasik %10'u
gbzyas1 tabakasi ve limbal damarlar araciligryla saglanir.[39] Glikoz, korneada ii¢ metabolik
yolak tizerinden metabolize edilir: a)Trikarboksilik asit (TKA) siklusu b)Anaerobik glikoliz ve
¢) Heksoz monofosfat (HMF) yolu.

Epitel ve endotelde glikozun 9%35-65'1 HMF yoluyla pargalanirken, stromal
keratositlerin bu yolu etkileyen 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimini igermemesinden dolay1
HMF yolunu kullanma yetenekleri sinirlidir. TKA siklusu endotelde daha baskindir. Glikolizin
son Uriinii olan piriivik asit; aerobik kosullarda karbondioksit ve suya, anaerobik ortamda ise
laktik aside doniistiiriiliir. Laktik asit seviyesi, oksijen azligt durumunda artar ve bu durum

korneal 6deme ve stromal asidoza neden olabilir.[39]



2.3 Korneal Epitel Yara iyilesmesi

Kornea epiteli, limbustaki kok hiicreler sayesinde kendini yenileyebilen bir
dokudur.[40] Epitelde defekt olusmas1 durumunda epitel hiicreleri iyilesme siirecini baslatmak
lizere sinyal yollarii aktive ederler.[41] Bu iyilesme siirecinin ilk fazinda defekt etrafindaki
epitel hiicrelerinin gogli tetiklenir.[42] Daha sonra hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi ile

devam ederek ¢ok katmanli epitel olusumuna kadar devam eder.[43]

Ik olarak; korneal epitelde defekt olustugunda, kenardaki hiicreler bazal hiicrelerle
hemidesmozomlarin1  kaybedip hiicre zarinda uzantilar olustururlar. Ayni  zamanda
mitokondriyel enerji {iretimini arttirarak, migrasyon ve yayilma ile defekt alanin1 kapatmaya
baglarlar. Bu evrede, epitel kapanma hizi 60-80 pm/saat arasindadir.[44] Hiicre zarinin
sitoplazmik tarafinda bulunan ve fokal yapisma plaklarinda yer alan vinkiilin, aktin liflerini
hiicre zar1 proteinine baglar, diger tarafta talin bir major hiicre alt yapis1 yapisma proteini olan
integrin ile baghdir.[45] Bu yapisma protein kompleksleri, go¢ eden hiicrelerin ilerleyen
kenarinda yogun bir sekilde bulunur ve bu hiicrelerin hemidesmozom olmaksizin bazal
membrana yapismasini saglar. Ek olarak fibronektin, hiicre adezyonunda ve gocilinde etkin bir

rol oynar.[19]

Korneal epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi, yaralanmadan en az on iki ila yirmi dort saat
sonra meydana geldigi gosterilmistir.[46] Yirmi dort ile otuz saat arasinda mitoz baslar ve
yogun olmayan bir hiicre toplulugu olusur. Genis epitel yaralanmalarindan doksan alt1 saat
sonra hiicre boliinmesinde belirgin bir artis gézlemlenir.[47] Bu siirecte, sadece bazal hiicreler,
gecici ¢ogalan hiicreler ve limbal kok hiicreleri mitoza katilirlar.[48] Kronik kornea epitel
defektlerinin tedavisinde ilk adim, altta yatan sebebi ortadan kaldirmak veya siirlamaktir.
Normal epitelizasyon siirecindeki eksiklik, 6zellikle goz kapaklarinin mekanik hareketinden
kaynaklanan siirtiinme nedeniyle kronik defekt iizerinde artar, 6zellikle de kapak konjonktivasi
anormal oldugunda. Bu etkiyi azaltmak icin, koruyucu madde icermeyen yapay gozyaslari ile
topikal lubrikasyon, punktal okliizyon ve terapdtik kontakt lens kullanilabilir. Cerrahi

secenekler arasinda gecici veya kalici tarsorafi sayilabilir



2.3.1 Korneal Epitel Yara Iyilesmesinde Etkili Sitokinler ve Biiyiime Faktorleri

Epitel yara iyilesmesi sirasinda hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma, goc, farklilasma, adezyon
fonksiyonlar1 ve ESM iiretimi, proteinaz regiilasyonunda biiyiime faktorleri ve sitokinler etkin

rol oynar.

Sitokinler, diisiik molekiil agirlikli glikoproteinler olup hiicre biiylimesi, farklilagmasi,
bagisiklik, inflamasyon, yara iyilesmesi ve apoptozis gibi bir¢ok fonksiyonda aktif rol oynayan
molekiillerdir. Ozellikle proinflamatuar sitokinlerden biri olan interlokin 1o (IL-1a) ve
interlokin-6 (IL-6), defekt olusumundan sonra hizli bir artis gosterir ve seviyeleri defekt
boyutuyla dogru orantilidir.[49] IL-6, fibronektin iizerinden integrin salinimini artirarak epitel
gociinii tesvik eder.[50] IL-1 ise EGF ile sinerjistik etki ederek epitel hiicre gociinii ve epitel
kapanmasini diizenler.[51] IL-1, stromal erimeye neden olan matriks metalloproteinazlari
salimimini da baskilar.[52] Hasarlanmis kornea epitelinden salinan IL-1, keratosit apoptozisini

diizenler.[41]

Korneal hiicrelerinin, epitel hiicreleri tizerinde 6zellikli etkileri olan epidermal biiylime
faktorii (EGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), transforme edici biiylime faktorii
beta (TGF beta), fibroblast biiylime faktorii (FGF), keratinosit biiyiime faktorii (KGF), insiilin

benzeri biiyiime faktorii gibi faktorleri eksprese etme 6zellikleri vardir.[4, 53-55]

2.3.1.1 Epidermal biiyiime faktorii (EGF)

Epidermal Biiyiime Faktorii, epitelyel yara iyilesmesini uyaran ve hiicre gogiinii ve
cogalmasii baslatan temel sinyal molekiiliidiir.[53] Polipeptit yapidadir ve mitojeniktir.
Lakrimal bezde ve kornea epitel hiicrelerinde tiretilir ve gozyasinda bulunur.[56] Hiicreler
tarafindan iretilenler tarafindan iretilenler tarafindan iiretilenler tarafindan iiretilenler
tarafindan iiretilen EGF reseptoriine (EGFR) baglanir.[57] EGF, parakrin, otokrin ve jukstakrin
yollarla kornea hiicrelerini uyarir. Kornea epitelinde (6zellikle limbal bdlgede) ve endotel
hiicrelerinde diisiik afiniteli ve yliksek afiniteli EGFR bulunurken, stromal keratositlerde sadece
az miktarda diisiik afiniteli EGFR bulunmaktadir. EGF, EGFR'ye baglanarak intrinsik tirozin
kinaz reseptdr aktivasyonunu saglar. Bu durum DNA sentezi ve ESM molekiillerinin, 6zellikle
de fibronektin ve hyaliironik asit iiretimine yol acar. Reseptor fosforilasyonu ayrica hiicre igi
anti-apoptotik proteinleri ve hiicre iskelet proteinlerini aktive ederek hiicre morfolojisini ve
motilitesini diizenler. ESM molekiillerinin, 6zellikle fibronektin polarizasyonunun degismesi

ile gb¢ilin dogru yonlendirilmesi ve integrinler ile EGFR arasindaki baglantinin kolaylastigi



gozlemlenmistir.[57, 58] Ayrica, EGFR'nin epitel hiicrelerinde hiicre gd¢ii ve proliferasyonunu

tetikleyen niikleer faktor kappa B (NF-xB) yolagin1 da uyardigi gosterilmistir.[59]

EGF'nin kornea vaskiilarizasyonu ile iligkilendirildigini gdsteren yaymlar
bulunmaktadir.[60] EGF tarafindan uyarilan anjiyogenezin, yara iyilesmesi sirasinda 6zellikle
fibroblast biiylime faktorii gibi diger biiylime faktorleriyle birlikte iligkili olabilecegi
distintilmektedir.[61] EGF'nin ayrica korneal epitel hiicrelerinin terminal farklilagmasini inhibe

ettigi ve proliferasyonunu artirdig1 gosterilmistir.[62]

2.3.1.2 Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktori (PDGF)

PDGF; A, B, C, D olmak iizere dort polipeptit zincirinin kombinasyonlarindan olusan
bir glikoproteindir ve PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD izoformlarina
sahiptir.[63] Korneada genellikle ilk ii¢ izoform bulunur. Bu izoformlar biyolojik aktiviteler

acisindan temelde benzerdir ve reseptore baglandiklarinda mitojenik etki gosterirler.[64, 65]

PDGF-BB izoformu, kornea epitel hiicrelerinde iiretilir ve bazal membrana baglanir. PDGF
reseptorleri genellikle korneal fibroblastlarda ve endotel hiicrelerinde bulunur. PDGF-AA ve

PDGF-BB, fibronektin varliginda kemotaksisi uyarabilir.[66]

2.3.1.3 Transforme Edici Bityiime Faktorii Beta (TGF- pB)

TGF-beta ailesi, li¢ izoformu bulunan, her biri yaklasik 25 kilodalton molekiiler agirhiga
sahip polipeptidlerden olusan bir grup molekiildiir. TGF-f, bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenir
ve hiicre boliinmesi, farklilasma, adezyon, morfogenez, ekstraselliiler matriks olusumu ve
programli hiicre 6liimii gibi ¢esitli hiicresel siireglerin kontroliinii saglar.[64] TGF-p genellikle
epitelyel, endotelyal ve 1okosit hiicre biiylimesini inhibe ederken, fibroblastlarin

proliferasyonunu stimiile eder. [67]

TGF-p reseptorleri kornea stromal hiicrelerinde, limbal ve santral korneal epitelyel
hiicrelerinde bulunan ii¢ farkli tipi mevcuttur. Bu tipler arasinda TGF-B2, kornea ve akoz
humorde bulunan ana formdur. TGF-B, EGF tarafindan uyarilan epitelyel hiicre proliferasyonu
ve gogil lizerinde zayif, KGF ve HGF tarafindan uyarilan proliferasyon iizerinde ise giiclii bir
inhibisyon etkisine sahiptir. Hem TGF-B1 hem de TGF-f32, epitel hiicre proliferasyonunu inhibe
eder, ancak inhibisyon etkisi esas olarak TGF-B2 reseptorleri ile olusturulur.[62] TGF-1 ve

TGF-B2, epitel yara iyilesmesinde hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde negatif
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diizenleyiciler olarak 6nemli bir rol oynar. Kornea ve akdz humor igerisinde bulunan TGF-f,

bu bolgedeki anjiyogenezisi kontrol altina alir.[68]
2.3.1.4 Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF ailesi, yaklasik 18 kilodalton molekiil agirligina sahip olan ve koruyucu
glikoproteinlere (heparan siilfat) baglanarak degrade olmamak i¢in korunabilen 20 farkli
proteini igeren bir molekiil grubudur.[69] FGF, yiiksek afiniteli tirozin kinaz reseptoriine
baglanabilen bir molekiildiir. Bu molekiil, epitel, endotel ve stroma i¢in mitojeniktir.[70] FGF
epitel proliferasyonu, migrasyonu, diferansiasyonu, ekstraselliiler matriks yapisin1 ve

anjiyogenezin biitlin siire¢lerini etkiler.[67]

2.3.1.5 Keratinosit Biiyiime Faktorii (KGF)

KGF, FGF ailesinden bir polipeptit olup 28 kilodalton molekiil agirligina sahiptir. Diger
adi FGF-7'dir ve uyar1 yolagi, EGF, FGF ve TGF-a ile aynidir.[71] KGF, limbal korneal stroma
ve lakrimal bez tarafindan iiretilir. Ozellikle limbal epitel hiicreleri iizerinde HGF benzeri
parakrin etkisi ile hiicre homeostazinda ve yara iyilesme siirecinde katki saglar.[72, 73] KGF,
kornea epitel hiicrelerinin migrasyon ve farklilagmasini etkilemeden selektif olarak ¢ogalmasini

uyartr.

2.3.1.6 Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

IGF, kornea epitel hiicrelerinin bilylimesi ve enerji metabolizmasinda rol alir. IGF’ler
kornea epitel hiicrelerindeki insiilin reseptorleri, IGF-I ve IGF-II reseptorleri iizerinden
etiklerini gosterirler. IGF-I, hiicresel fonksiyonu diizenleyici IGF sinyal yolunun bir iiyesidir.
Bu sistem, peptid hormonlarini (tip I ve I IGF), hiicre yiizeyi reseptorlerini (insiilin reseptorleri,
tip I ve I IGF reseptorleri) ve dolasimdaki IGF baglanma proteinlerini (IGF baglayici proteinler
tip 1-6) igerir.[74] IGF-I, karaciger tarafindan tiretildigi gibi, hem keratositler hem de kornea
epitel hiicreleri tarafindan lokal olarak sentezlenir. Hem IGF-I hem de IGF-II etkilerini IGF-I

reseptorii tizerinden gosterebilirler.[75]
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Caligmalarda, kornea hiicrelerinde IGF-I ekspresyonunun, kornea hasarindan sonra
onemli Olgiide arttigl; ama IGF reseptorlerinin azaldigi izlenmistir. Bunun nedeninin lokal
IGF’nin kornea yerine limbal bdlgeye penetre olarak bu alandaki kok hiicre farklilasmasini
arttirtyor olabilecegi diisiiniilmektedir.[76] IGF-I’in ayn1 zamanda Substance-P ile sinerjistik
etki gostererek diyabetik sicanlarda yara iyilesmesini hizlandirdigi in vivo olarak gosterilmistir.
Ancak bu ¢alismada, saglikli sicanlarda yara iyilesmesinde herhangi bir fark izlenmistir.[77]
IGF-I’in ayrica laminin-5 ve beta-1-integrin yapimiyla insan kornea epitel hiicre gogiinii regiile

ettigi gosterilmistir.[78]

2.3.1.7 Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF)
Ekstraselliiler matrikse baglanan, 90 kilodalton molekiil agirliginda bir glikoproteindir.

Temel olarak stromal fibroblastlar tarafindan iiretilir ve hedef hiicrelere parakrin etki ile epitel
hiicreleri araciligtyla ulasir. [79] Korneal epitel hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu
ve apoptozisini diizenler.[72] Epitel yara iyilesmesi siirecinde, keratosit ve epitel hiicrelerinden
salinimi artar ve bu siirecte epitel hiicreleri ilizerinde parakrin, otokrin ve intrakrin etkiler

gosterir.[80, 81]

2.3.1.8 Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

NGF, norotropin ailesine ait olan ve 6zellikle sempatik ve duyusal sinirlerin biiyiime ve
devamliliginda 6nemli bir rol oynayan bir sinyal molekiiliidiir. Korneal homeostaz ve yara
iyilesmesi i¢in 1s1, mekanik ve kimyasal uyaricilar tarafindan intakt korneal sinirlerden salinan
norotropinler kritik oneme sahiptir.[82] NGF, hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasini artirir;

ancak, EGF'ye kiyasla daha az etkilidir.[83]

2.3.1.9 Fibronektin

Fibronektin humor akdz ve gozyasinda bulunan yiiksek molekiil agirlikli (~440
kilodalton) bir glikoproteindir. Hiicre adezyonunda, migrasyonunda ve farklilasmasinda énemli
bir rol oynar. Ayrica, 16kosit ve makrofajlarin fagositik aktivitelerini arttirir. Fibronektin,
korneal yara iyilesmesinde 6zellikle kilit bir rol oynar. Okiiler ylizey hasarlandiginda, refleks

lakrimasyon ve konjonktival damarlarda dilatasyon meydana gelir. Bu hasarlanmalarda, plazma
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fibronektini dilate konjonktival damarlardan gozyasi filmine sizar. Ayrica, korneal yara
tyilesmesi siirecinde, korneal epitel hiicreleri ve keratositler tarafindan fibronektin iiretimi

gerceklesir.[84]

2.3.2 Kornea Epitel iyilesmesinde Ekstraselliiler Matriks

Kornea epiteli, 6zellesmis epitel bazal membran formundaki kendi ekstraselliiler
matriksini Bowman tabakasina yapisik olacak sekilde tiretir. ESM yapisal destegin yani sira,
epitel gociinii, cogalmasini, farklilagsmasini diizenler.[85] Korneal epitelyel bazal membran,
viicuttaki diger bazal membranlar gibi tip IV kollajenlerin, lamininlerin, nidojenlerin ve
perlekanin 6zel aglarindan olusur. Bunlara ek olarak trombospondin-1, matrilin-2, matrilin-4,
tip XV, XVII ve XVIII kollajenler ile fibronektin bulunur.[86] Epitelyel yara iyilesmesi
sirasinda, bazal membran genellikle bozulur ve ardindan tekrar sentezlenir; bu siire¢ sirasinda
da epitel hiicrelerin yaranin i¢ine yonlendirilmis gdciinii, kemotaktik faktdr gradyanlariyla

birlikte diizenler.[87]

Epitel yaralanmanin ardindan birkag¢ saat boyunca, hem bazal membranla iliskili ESM
bilesenleri (fibronektin vb) hem de bazal membrandan bagimsiz bilesenler (gbzyas: kaynakli
fibrinler vb), 6nce yara yeri sinir hiicreleri sonra bazal membran ve keratositler tarafindan
eksprese edilerek acgik alana yerlesirler. Bu gecici ESM'in, TGF-f bagimli mekanizma
tarafindan yerlestirildigi izlenmistir.[88] Yara kenarindaki hiicreler, gocilin erken agamasinda
gecici ESM icindeki fibronektin ve fibronektin reseptdrii olan integrin-a5B1'1 yukar: regiile
ederler.[89] Daha sonra, laminin ve tip I ve IV kollajenler, fibronektin giderek azalirken, yeni
epitel altinda ortaya ¢ikarlar.[90] Lumikan, fare kornea epitelyumunda doku onarimi sirasinda
gecici olarak ifade edilen baska bir ESM bilesenidir; eksikligi in vivo caligmalar ile epitelyel

yara iyilesmesini geciktirdigi soylenmistir.[91]
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2.3.3 Kornea Epitel Iyilesmesinde Sinyal Yolaklar

Epitel yara iyilesmesi, ¢esitli biiylime faktorleri ve sitokinler araciligiyla aktive edilen
hem paralel hem de ardisik sinyal yolaklar1 tarafindan diizenlenir. Calismalar yaralanmadan
sonra epitel iyilesmede intraselliiler sinyal iletisimi varligini ve dnemini gostermektedir. Yara
iyilesmesinin bagslangic veya gecikme asamasinda, hiicre gogiinii baslatan hiicresel ve alt
hiicresel yapilar1 yeniden diizenlemek icin aktive edilen bir dizi paralel sinyal yolaklari,
birbirleriyle iletisim kurarak, devreye girer. Bu baslangi¢ faktorleri arasinda interlokin-1, TNF-
o, EGF ve PDGF bulunur.[92, 93] Bunlar ekstraselliiler-regiile kinaz (ERK), mitojen aktive
protein (MAP) kinazlar1 ve/veya Niikleer faktdr kappa B transkripsiyon faktorii (NF-«xB)
yolaklar1 araciligiyla epitelyel hiicre gbgiine yol agan bir dizi yanit1 tetikler. Ayrica, c-fos, c-
jun, jun-B ve fos-B gibi bir dizi transkripsiyon faktorii, hiicrelerin gogmeye baslamadan 6nce
yara iyilesmesinin gecikme asamasinda aktive olur.[94] Bu baslangi¢ faktorleri, Fas/Fas ligand
aracilifiyla interlokim-1 tarafindan baglatilan keratosit apoptozuna kadar uzanan diger paralel
yolaklarin aktive edilmesine de yol agar, bu da yaralanmayi takip eden ilk 24 saatte

proinflamatuar kaskadlara neden olur.[66, 92]

EGFR transaktivasyonunun, IGF, insiilin ve HGF gibi EGF disindaki ligandlarla birlikte
kornea epitelyel yara iyilesmesinde ERK ve Fosfatidilinositol-3-Kinaz/ Protein Kinaz B
(PI3K/Akt) yolaklarini aktive ederek intraselliiler sinyali artirdigi gosterilmistir.[55, 95]
Bunlardan Fosfatidilinositol-3-Kinaz (PI3K), hiicre sagkalimi, proliferasyonu, protein sentezi
ve vezikiiler trafik gibi gorevlerden sorumlu bir protein ¢esididir.[96] Akt diger adiyla Protein
Kinaz B de genel olarak hiicre proliferasyonundan ve sag kalimindan sorumlu bir serin/treyonin

protein kinaz enzimidir.[97]

Bir bagka baslangi¢ yara iyilesmesi faktorii de matriks metalloproteinaz salinimidir, bu
da hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonunu ayirmak i¢in bir dizi siireci tetikler. Bu,
integrinlerle iletisim kurarak ve fibronektin, laminin ve tenaskin gibi ESM proteinlerinin
iiretimi araciligiyla hiicre gociiniin baglatilmasina ve kolaylastirilmasina yol acar ve iyilesme
stireci i¢in go¢ etmeye baslayan hiicreler i¢in iskelet gorevini iistlenirler.[98] PI3K/AKT sinyal
yolunun diyabetes mellitus tip 2 olan hastalarda inhibe oldugu, keratit hastalarinda ise asir1

aktive oldugu gosterilmistir.[99]

Hiicre yaralanmas1 sonrasinda hiicresel niikleotidlerin (6rnegin, ATP) salinimi, hizli bir
sekilde purindrik sinyalleme aktivasyonuna ve intraselliiler kalsiyum seviyelerinin artmasina

neden olan bir baska baslangi¢ faktorli olarak da diisliniilmektedir. Bu durum EGFR
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transaktivasyonu ve hiicre gocline neden olur. Daha sonra korneal sinir katilimiyla epitelyel

yara iyilesmesi gerceklesir.[100-102]

Yara iyilesmesi sirasinda hiicre gogiiniin, biiylime faktorleri ile ESM arasinda da bir
sinyal etkilesimi ile indiiklendigi diisiiniilmektedir. Ornegin, IGF-I'in, reseptorii araciligiyla
dogrudan hiicre gocilinii uyarmasinin yani sira, in vitro ortamda epitelyel hiicre gogiinii
kolaylastiran kornea bazal membran bileseni laminin-332'nin ekspresyonunu uyardigi

gosterilmistir.[ 78]

2.3.4 Kornea Epitel Yara iyilesmesinde Duyusal innervasyon

Trigeminal gangliyonun oftalmik dalindan koken alan duyusal sinir lifleri periferik
olarak korneaya girer ve epitel hiicreleri arasinda incelerek sonlanirlar. Sinir liflerinin
biitiinliigii, termal, mekanik ve kimyasal uyaricilar1 algilayarak kornea homeostaz1 ve yara
iyilesmesi icin temel norotrofinlerin salinimina onciiliik ettigi normal korneal fonksiyon i¢in

kritiktir.[82]

Duyusal sinirlerin korneal epitelyel yara iyilesmesi iizerindeki trofik etkisinin, sinir
uclarindaki P maddesi gibi noropeptitler araciligiyla olabilecegi diisiiniilmektedir.[103]
Ornegin topikal olarak uygulanan ndrotoksin kapsaisin ile indiiklenen duyusal sinir uglarmdaki
norotoksinlerin  tiikenmesi, tavsanlarda korneal yara iyilesme hizin1 geciktirdigi

gosterilmistir.[103]

2.4. insiilin

Insiilin ilk defa Ortopedist Frederick Banting ve asistam1 Charles Best tarafindan
1921°de baslayan ve fizyoloji profesérii John Macleod tarafindan desteklenen deneyler
sonucunda, kdpek pankreasindan elde edilmis ve “isletin” ad1 verilerek 1922 yilinda on dort
yasinda bir diyabet hastasina enjekte edilmistir.[104] Ik defa Eli Lilly tarafindan seri iiretime
gecilen regiiler insiilin, Nordisk Insiilin Laboratuvarlarinda Protamine-Cinko ilavesi ile ilk uzun
etkili insiiline doniistiiriilmiistiir. Rekombinant DNA teknolojisinin Escherichia coli {izerinde
kullanilmastyla elde edilen insan insiilini, Genentech ve Lilly arasinda 1982 yilinda imzalanan
anlagma ile Humulin® R (hizl1) ve N (NPH, orta hizli) olarak piyasaya siiriilmiistiir. Hizl1 etkili
Lispro 1996 yilinda, aspart 2000 yilinda kullanilmaya baglanmis, klinik kullanimdaki iki uzun
etkili insiilin olan glarjin 2000 yilinda, detemir ise 2005 yilinda onay almistir.[104]
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Insiilin miktar, “internasyonel iinite (IU)” olarak tanimlanir. Bir IU insiilin; 10 saat ag
birakilmis, 2 kg agirhigindaki bir tavsanin kan sekerini 120 mg/dl'den 45 mg/dl'ye diisiiren
insiilin miktar1 olarak tanimlanmistir. 11U Insiilin, 0.0347 mg insan insiilinine esdegerdir (28.8

[U/mg).[105]

Insiilin, viicuttaki tiim dokularda etkili olan giiclii bir polipeptit hormondur. Hiicresel
etkisini hiicre membranindaki reseptorler aracilifiyla gerceklestirir. Insiilin reseptorii, disiilfid
baglariyla birbirine bagli olan 2 a ve 2 P alt {initesinden olusan heterotetrametrik bir
transmembran proteindir. o {niteleri, ekstraselliler konumlanmis olup insiilinin
baglanmasindan sorumludur; B {niteleri ise intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip
intraselliiler yapilar1 temsil eder. Insiilinin reseptére baglanmasi, P iinitelerinin
transfosforilasyonu yoluyla protein kinaz aktivasyonunu ve intraselliiler bazi substratlarin
fosforilasyonunu indiikler. Bu substratlar arasinda IRS (insiilin receptor substrates), Shc
proteinleri (Src Homoloji ve kollajen domain proteinleri) ve Gab 1 (Grb 2 iligkili Protein 1)

bulunmaktadir. [106]

Insiilinin 2 adet ana hiicre i¢i yolagi vardir; PI3K/AKT ve MAPK (MAPK: Ras-Mitojen
Aktive Protein Kinaz) - ERK. PI3K, bir lipid kinazdir ve aktivasyonu ile PI3P
(Fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat) olusur. (Sekil 2.2) PI3P bir sinyal molekiiliidiir ve PDK1
(Phosphoinositide bagimli kinaz) araciligiyla PKB (protein kinaz B) veya diger adiyla AKT
aktivasyonunu saglar. AKT, bir serin/threonin protein kinazdir ve glikoz transportundan,
glikojen sentezine, lipid ve protein sentezinden, hiicre sagkalimina kadar metabolik aktivitenin
diizenlenmesinden sorumludur. Insiilinin aktive ettigi diger yolakta Ras-Raf etkilesimi sonrasi
aktive olan MAPK, ERK 1 ve 2 enzimlerini aktive eder. ERK 1/2, protein sentezinde rol alir ve
hiicre ¢ekirdegine translokasyonlar1 sonrast gen transkripsiyonunu arttirirlar. Bu yolak da

insiilinin mitojenik ve biiylimeyi arttirici etkilerinden sorumludur.[106, 107]

Topikal insiilinin diyabetik veya diyabetik olmayan hayvan ve insanlarda yara
iyilesmesine olumlu katkisi cesitli caligmalarda kanitlanmistir.[108-111] Insiilinin yarattig
pozitif katkiya sebep olan yolaklar, 6nceki baslikta incelenen PI3K-PKB/AKT ve Ras-Raf-
MAPK-ERK yolaklaridir.[110, 112]

Insiilinin keratinosit fonksiyonlar1 iizerindeki etkisi, EGF reseptoriinden bagimsiz
olarak gergeklesir. Yiiksek dozlarda insiilin, hem insiilin reseptdriine (IR) hem de IGF-1

reseptoriine baglanarak etki saglarken; diisiik dozlarda sadece insiilin reseptdrii iizerinden
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aktivite gosterir. IGF-1 reseptort, insiilin reseptdrii ile %60 oraninda homojenite igerir. Her iki
reseptor de tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Aktivasyonlar1 sonrasinda gen ekspresyonunda
ve protein sentezinde artis, ESM’de ve oOzellikle migrasyonda 6nemli etkisi olan integrin

sentezinde artiga neden olur.[113]

Yara dokusuna uygulanan insiilinin, ESM’deki integrin a3B1 ve laminin 322
konsantrasyonunda artis gdsterdigi gdzlemlenmistir. Integrin ve laminin proteinleri, bazal
membran ve iyilesme dokulari i¢in 6nemli proteinlerdir.[114, 115] Sitoplazmadan hiicre
membranina transloke olan Racl proteininin, integrin a3f1 ile etkilesime girerek keratinosit

migrasyonunu sagladigi ve insiilinin her iki siireci de hizlandirdig1 belirlenmistir.[112]

insiilin

\

Instlin Reseptorl [\ /\’ ] "
5 | — . : GLUT-4
NAAIIIIIIH ! R I N O O S O DI IO b,
' 144 '
X u, OO0 A AN p . XA NN . 3 4 J " , -

MAPK Sinyal Yolag PI-3K Sinyal Yola&i J— ]
)
l / \ k:/(iw'M Vezikiili
Hucre buyumesi, proliferasyon Lipid, protein, Huicre sagkalimi ve
gen ekspresyonu glikojen sentezi proliferasyonu

Sekil 2.2: Insiilin etki mekanizmas: (Bekele ve ark.’dan modifiye edilmistir)[116]

IGF ile yakindan iliskili bir peptid olan insiilin gdzyasinda bulunmaktadir. [53] Insiilin
reseptoriiniin alfa ve beta alt birimleri, immiinohistokimya calismalar1 ile korneada tespit
edilmistir.[117] Yara iyilesmesi in vitro monolayer hiicre kiiltiir modelinde insan kornea epitel
hiicrelerinde insiilinin re-epitelizasyonu arttirdig1 gosterilmistir.[118] Insiilinin korneal epitel

hiicrelerinde hiicre proliferasyon ve gogiinii stimiile eden ERK -1/2 ile fosfo-Akt diizeylerini
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arttirdigl gdsterilmistir.[119] Insiilinin tedaviye yanit vermeyen bes korneal iilser vakasinda
etkili oldugu ilk 1945°te gosterilse de; son yillarda topikal insiilinin kornea epitelizasyonunu
tesvik ettigi ve hizlandirdig1 ve diger terapotik segeneklere gore bircok fayda sagladigi da
gosterilmeye baslanmistir.[120]

2.5 Suni Goz Yaslari

Yapay gozyaslar1 damla, pomad ve jel formunda olabilir. Damlalar genellikle polivinil
alkol, seliiloz tiirevleri (hipromelloz), mukomimetikler veya sodyum hiyaliironat igerir.
Gozyasi tedavisi ile okiiler ylizeyin nemlenmesi saglanir, gozyasi osmolalitesi azaltilir ve
inflamatuar maddeler seyreltilir.[121] Dogal gozyasinin igeriginde bulunan su, tuz,
hidrokarbon, proteinler, lipitler, biiylime faktorleri, yapay gozyaslarinda bulunmaz. Yapay
gozyasi, dogal gozyast film tabakasinin yapisini gostermez. Dogal gozyasinin pH" 7,4 iken,
yapay gozyaslarindaki alkali 6zellik bikarbonat iyonu ile saglanir[122]. Gozyaslarinin elektrolit
igerigi, okiiler yiizey epitel saghg icin dnemlidir. Ozellikle kornea kalinhigin1 korumak ve
saydamligin1 saglamak icin potasyum, hasarli epitelin yenilenmesi ve miisin tabakanin

devamlilig1 i¢in bikarbonat gereklidir. Lubrikanlarin elektrolit oranlari, gdzyasina benzer

sekildedir.[123]

2.5.1 Sodyum hiyaliironat

Sodyum hiyaliironat korneadaki ¢apraz bagli kollajen matrisin fibriller aras1 alanindaki
primer glikozaminoglikandir. Prolifere olan hiicrelerde yapimiin arttig1 izlenmis olup
mitoziste gorevli oldugu diistiniilmektedir.[5] Okiiler ylizey yara iyilesmesini hizlandirdig
gosterilmistir.[6, 124] Bu o6zellik, sadece viskoelastisitesinden dolay1 olan epitel hiicreleri
tizerindeki mekanik koruyucu roliinden degil; ayn1 zamanda kornea epitel hiicreleri tizerindeki
pozitif biyolojik fonksiyonlarindan da kaynaklanmaktadir.[125, 126] Etkilerimi CD44 ve
hyaluronan-aracili motilite reseptorlerine baglanarak gosterir. Bu reseptorlerin aktivasyonu
hiicre ¢ogalmasini ve gociinli modiile eder.[125] Bu fonksiyonun doz-bagimli olarak
gosterildigi in-vivo calismalarda gosterilmistir. [127] Bu calismalar sonunca sodyum
hiyaliironat, farkli deneysel ve klinik durumlarda kornea onarimini desteklemek i¢in kullanilma

egilimindedir.[128]
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan

onaylanmistir. (Onay no: DA 23/11)
3.1 Hayvan Modeli

Calismada Sprague Dawley cinsi 28 eriskin erkek sican kullanmildi. 40 mg/kg
intraperitoneal Ketamin Hidroklorid + 4 mg/kg Xylazine ile sedasyona ek olarak % 0,5
propakain hidroklorid ile topikal anestezi yapildi. (Sekil 3.1) Kornea epiteli santralde tek
kullanimlik 2mm ¢apinda dermatolojik deri punch (AcuPunch, Acuderm, Ft. Lauderdale, FL)
ile isaretleme sonras1 mikroskop altinda 11 numara bisturi ile kazindi. (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3)

Biitiin bu islemler ayni arastirmaci tarafindan gerceklestirildi.

Sekil 3.1 Islem 6ncesi normal sican goziiniin goriiniimii
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Sekil 3.2 Korneada 2 mm isaretleme icin kullanilan punch

Epitel kazinmasi1 sonrasi siganlar rastgele segilen 4 gruba ayrildi;

Kontrol grubu (n=7): Epitel defekti modeli olmayan normal grup
Grup A (n=7): Tedavisiz takip edilen epitel defekti model grubu
Grup B (n=7): Topikal % 0.15 sodyum hiyaliironat tedavisi verilen epitel defekt model

grubu
Grup C (n=7): Standart doz topikal insiilin tedavisi verilen epitel defekt model grubu

Grup B iginde yer alan siganlara, hazir sodyum hiyaliironat preparat (Hyonat %0.15 Tek
Dozluk G6z Damlas1, Cozelti; Vem Ilag) okiiler yiizeye uygulanmistir. Grup C iginde yer alan
siganlara standart topikal insiilin dozu 1 IU/mL olacak sekilde hizli etkili insiilin
(ACTRAPID® HM Flakon;Novo Nordisk) preparatindan hazirlanarak; her alt1 saatte bir okiiler
ylizeye uygulanmistir. Tedavilere epitel kazinmasindan hemen sonra ve biitiin gruplara ayni1
giinde olacak sekilde baglanmis ve on giin siire ile epitel defektleri kapansa bile devam

edilmistir.
Epitel defekti biiytikliigii her muayenede florasein boyama yapilarak fotograflanmigstir.

10.giinde anestezi altinda kornea dokular1 tam kat eksize edildikten sonra sicanlar servikal

dislokasyon ile sakrifiye edilmistir.
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Sekil 3.3 2mm santral kornea epitel defektinin florasein boyama sonrasi goriiniimii.
A)Tedavisiz izlenen grup B)Topikal % 0.15 sodyum hiyaliironat tedavisi verilen grup

C)Standart doz topikal insiilin tedavisi verilen grup

3.2 Biyomikroskopik Degerlendirme

Biitiin sicanlarin 4. saat, 12. saat, 1. Giin, 2. Giin ve 3.giin biyomikroskopik muayenesi
yapildi. Epitel defekti boyutu her muayenede florasein boyama yapilarak degerlendirildi ve
tripod yardimu ile 30 cm’lik sabit ¢ekim mesafesi olusturularak Iphone 11 ile 5x biiyiitme
yardimiyla fotograflanma yapildi. ImageJ programu ile alan hesab1 yapilarak defekt kapanma

yiizdesi hesaplandi.
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Sekil 3.2a ImageJ programinda mesafe isaretleme

ImagelJ programinda kilavuz cetvelde 1 mm uzunlukta oldugu bilinen mesafe isaretlenmis ve
bu mesafeye programda denk gelen pixel sayisi belirlenerek kaydedilmistir.

4 Results
File Edit Font Results
|area [Mean  [Min [Max |
1 4918 131399 90 237
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Sekil 3.2b ImageJ programinda alan hesaplama

ImageJ programinda diizensiz sekillerin alan hesaplamasi i¢in kullanilan gereg yardimi ile
epitel defekti alan1 fotograftaki gibi isaretlenerek Analyze kismindan bu isaretli alanin
pixel/m? olarak sayisal degeri hesaplanmistir.
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3.3 Histopatolojik Degerlendirme

Imm*liik parcalara boliinen doku o6rnekleri 0.1M fosfat tamponlu %2.5’lik
gluteraldehitte (pH 7.4) 2 saat tespit edildi. Tespit siiresi bitiminde tampon ile 3 kez yikanan
dokular 1 saat %1°lik osmium tetraoxide ile etkin birakilarak post fiksasyonlar1 yapildi. Siire
bitiminde dereceli alkol serilerinden gegirilen dokularin dehidrate olmalari saglandi. Son olarak
propilen oksite etkin birakilan dokular Araldit CY212 kit ile hazirlanan gdmme materyaline
gomiilerek bloklar hazirlandi. 56° C’lik etiivde 48 saat siireyle polimerize edilen bloklardan
yari-ince kesitler alinarak toluidin blue ile boyand: ve 151k mikroskopta incelendi. saretlenen
bolgelerden alinan yaklagik 0.5p’luk ince kesitler uranil asetat — kursun sitrat ile boyanarak
yiiksek kontrastli gecirimli elektron mikroskopta (FEI/Tecnai G2 Spirit Biotwin)
degerlendirildi.

3.4 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 25.0 ve jamovi versiyon 2.4 programlari ile
gerceklestirildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Tanimlayici analizler sunulurken ortalama ve standart sapma degerleri kullanildi. A, B ve C
gruplaria gore tekrarli Slglimler agisindan anlamli farkliligi arastirmak i¢in Karma Etkili
Model kullanildi. Gruplar arasindaki farkliliklar Dunn’s Benferroni Testi ile belirlendi. P
degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde

degerlendirildi.

4. BULGULAR

4.1 Biyomikroskopik Bulgular

Biyomikroskopik incelemeye epitel defekti olusturulan gruplar dahil edilmistir. Her
grupta 7 eriskin erkek sican vardir. Tedavisiz takip edilen epitel defekti model (grup A), topikal
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% 0.15 sodyum hiyaliironat tedavisi verilen epitel defekt model (grup B) ve standart doz topikal
insiilin tedavisi verilen epitel defekt model (grup C) gruplarinda her siganin 4, 12, 24, 48. ve
72. saatteki goz yiizeyinde olusturulan yaralanma ylizey alani biiyiikliikleri (pixel/mm?2)

Olciilmiistiir.

Yaralanma ylizey alani biyiiklikleri A, B ve C gruplarina gore anlamli olarak
farklilasmaktadir (p<0.001) ve yaralanma yiizey alani biiyiikliikleri zaman igerisinde gruplarda

farklilagsmaktadir. Yani, zaman-grup etkilesimi anlamli bulunmustur. (p<0.001) (Tablo 4.1).

Tablo 4.2 Gruplarda zamana bagl 6l¢iimlerin karsilastirilmasi

Grup p p p
A B C (Zaman) (Grup) (Zaman
%
Grup)
Saat 4 5,77+,64 5,42+,54 4,92+,45 <0.001 <0.001  <0.001
Saat 12 4,42+ .85 2,88+,92 2,79+,49
Saat 24 2,31+,81 1,49+,55 1,28+,27
Saat 48 ,95+,91 ,31+,60 ,00+,00
Saat 72 ,00+,00 ,00+,00 ,00+,00

Mixed Effect Modeli, ortalama+tsd

Zaman igerisinde yaralanma yiizey alani Ol¢limleri anlamli bir azalma gostermistir
(Sekil 4.1). A grubu ile B grubu arasinda ve A grubu ile C grubu arasinda biiyiikliik 6l¢timii
acisindan anlamli farklilik vardir (sirastyla p<0.011, p<0.001). Ancak B grubu ile C grubu
arasinda anlamli farklilik yoktur (p=0.880).
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Sekil 4.1 Gruplarda epitel defektinin kapanma grafigi. A grubu mavi ¢izgi, B grubu sar1
cizgi, C grubu gri ¢izgi ile gosterilmistir.
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4. saatte gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktur. Ancak A grubunda, B grubunda ve

C grubunda zamanla biiyiikliik 6l¢timii anlamli diizeyde azalmistir (p<0.001). (Sekil 4.2)

Sekil 4.2 Gruplarin 4. saat biyomikroskopik muayene fotograflar1 A) A grubu

biyomikroskopik muayene ile korneal florasein boyanma alan1 B) B grubu biyomikroskopik
muayene ile korneal florasein boyanma alan1 C)C grubu biyomikroskopik muayene ile korneal

florasein boyanma alani
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12. saatte A ve B (p<0.001), A ve C (p<0.001) gruplar1 arasinda biiyiiklik ol¢timii
acisindan anlamli farklilik varken B ve C (p=1.000) gruplar1 arasinda anlamli farklilik yoktur.
(Sekil 4.3)

Sekil 4.3 Gruplarin 12. saat biyomikroskopik muayene fotograflar1 A) A grubu

biyomikroskopik muayene ile korneal florasein boyanma alan1 B) B grubu biyomikroskopik
muayene ile korneal florasein boyanma alani1 C)C grubu biyomikroskopik muayene ile korneal

florasein boyanma alan

Ayrica A grubunda, B grubunda ve C grubunda zamanla biiytikliik dl¢timii anlamh

diizeyde azalmstir (p<0.001). (Tablo 4.2)
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Tablo 4.2 Epitel iyilesmesinde Zaman < Grup posthoc karsilastirilmasi

Karsilastirma
Grup

Zaman

N N N N N e N N N N S

48

> OOOWEmmIEFr>OOOQOREII>E>2>P>O0000@8TEETI > > > > >

Zaman Grup

4
4

12
24
48
72
4

12
24
48
72
12
24
48
72
12
12
24
48
72
12
24
48
72
24
48
72
24
24
48
72
24
48
72
48
72
48
48
72

PO OOFTTOFFPFOQOTOOQOTTTOFFFPOQOTOOOOQOIITEAO > > > > OQW

Fark
0.8489
0.3501
1.3496
3.4551
4.8194
5.7681
-0.4987
2.1261
3.6431
49193
4.9193
2.5393
3.9256
5.1123
5.4180
1.6254
1.5399
2.1056
3.4699
4.4186
-0.0856
1.5170
2.7931
2.7931
1.3863
2.5730
2.8787
1.0369
0.8206
1.3643
2.3130
-0.2163
1.2761
1.2761
1.1867
1.4924
0.9487
0.6430
0.9487

SE

0.283
0.283
0.218
0.218
0.218
0.218
0.283
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.283
0.283
0.218
0.218
0.218
0.283
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.218
0.283
0.283
0.218
0.218
0.283
0.218
0.218
0.218
0.218
0.283
0.283
0.218

SE: sistematik hatalar t:hipotez dis1 t degeri dF: serbestlik derecesi
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t
2.996
1.236
6.179
15.819
22.066
26.410
-1.760
9.735
16.680
22.523
22.523
11.626
17.973
23.407
24.806
5.736
5.434
9.640
15.887
20.231
-0.302
6.946
12.788
12.788
6.347
11.781
13.180
3.659
2.896
6.246
10.590
-0.763
5.843
5.843
5.433
6.833
3.348
2.269
4.344

df

63.3
63.3
84.0
84.0
84.0
84.0
63.3
84.0
84.0
84.0
84.0
84.0
84.0
84.0
84.0
63.3
63.3
84.0
84.0
84.0
63.3
84.0
84.0
84.0
84.0
84.0
84.0
63.3
63.3
84.0
84.0
63.3
84.0
84.0
84.0
84.0
63.3
63.3
84.0

pbonferroni

0.410

1.000

<.001
<.001
<.001
<.001
1.000

<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
1.000

<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
<.001
0.054

0.544

<.001
<.001
1.000

<.001
<.001
<.001
<.001
0.144

1.000

0.004



24. saatte gruplar arasinda anlaml bir farklilik yoktur. Ancak A grubunda, B grubunda

ve C grubunda zamanla biiyiikliik 6l¢iimii anlamli diizeyde azalmistir (p<0.001). (Sekil 4.4)

Sekil 4.4 Gruplarin 24. saat biyomikroskopik muayene fotograflar1 A) A grubu
biyomikroskopik muayene ile korneal florasein boyanma alani B) B grubu biyomikroskopik
muayene ile korneal florasein boyanma alan1 C)C grubu biyomikroskopik muayene ile korneal

florasein boyanma alani
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Benzer sekilde 48. Saatte de gruplar farklilagmamaktadir. 48. Saatte anlamli azalma

sadece A grubunda olmustur (p=0.004). (Sekil 4.5) (Tablo 4.3)

Sekil 4.5 Gruplarin 48. saat biyomikroskopik muayene fotograflar1 A) A grubu
biyomikroskopik muayene ile korneal florasein boyanma alan1 B) B grubu biyomikroskopik
muayene ile korneal florasein boyanma alan1 C)C grubu biyomikroskopik muayene ile korneal

florasein boyanma alani
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Zaman vs Zaman Fark SE t df Pbonferroni

4 - 12 2.005 0.126 1590 840  <.00l
4 ; 24 3.675 0.126  29.14 840  <.001
4 - 48 4.950 0.126 3926 840  <.001
4 - 7 5.368 0.126 4257 840  <.001
12 - 24 1.670 0.126 13.24 84.0 <.001
12 - 48 2.945 0.126 23.36 84.0 <.001
12 : 72 3.363 0.126 2667 840  <-001
24 - 48 1.276 0.126  10.12 840  =-001
24 ; 72 1.694 0.126 1343 840 <001
48 ; 72 0.418 0126 332 geo  0.014

Tablo 4.3 Epitel defekti kapanmasi*Zaman posthoc karsilastiriimasi

SE:sistematik hatalar t:hipotez dis1 t degeri dF: serbestlik derecesi

72. Saatte biiytikliik 6l¢timii sifirdir. (Sekil 4.6)

Sekil 4.6 Gruplarin 72. saat biyomikroskopik muayene fotograflari. Biitiin

gruplarda kornea epitel defektleri kapanmistir
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Sonug olarak topikal insiilin ve sodyum hiyaliironat tedavi gruplari tedavisiz iyilesen
gruba gore daha hizli epitel defekti kapanmasi géstermistir. Ancak topikal insiilin ve sodyum
hiyaliironat gruplarinda epitel defekti kapanma hiz1 agisindan iki grup arasinda istatiksel olarak

anlamli bir fark izlenmemistir.

4.2 Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda; 1s1k ve elektron mikroskopta korneanin tiim katlarinin normal
diizenlenime sahip oldugu goriilmiistiir. [sik mikroskopla yapilan degerlendirmede ylizey epitel
hiicrelerinin dogal yapisal dizilim gosterdigi ve hiicreler aras1 boslugun yok denecek kadar az
oldugu, Bowman membram {izerinde boliinmekte olan bazal hiicre oldugu goriilmiistiir.
Yiizeyel epitel hiicrelerde deskuamasyon izlenmistir. Stromada kollajen liflerin hafif
ondiilasyon gosterse de doku genelinde diizenli yerlesim gosterdikleri ve aralarinda 6kromatik
cekirdekleri ile fibroblastlarin varligi goriilmiistiir (Sekil 4.7.1a-1b). Elektron mikroskopta
yiizey epitel hiicreleri arasindaki desmozomlarin yogun plaklari ile ayirt edilmistir. Yiizeyden
dokiilmekte olan hiicrelerde desmozomlarin silindigi ayirt edilmistir. Bowman membrani
tizerinde oturan hiicrelerde ¢ekirdeklerin indente ve 6kromatinden zengin oldugu goriilmiistiir.
Bu hiicrelerin hemidesmozomlar ile bazal membrana baglandig: goriilmiistiir (Sekil 4.7.1c-1d).
Elektron mikroskopta stromada yapilan degerlendirmede kollajen liflerin normal diizenlenim
gosterdigi, fibroblastin aktif sentez asamasinda oldugu ayirt edilmistir. Homojen goriinimlii

Descement membran ve kornea endotel ayirt edilmistir (Sekil 4.7.1e-1f1).
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Sekil 4.7.1a-b Kontrol grubu 151k mikroskopi kesitleri Yiizey epitelinden dokiilmekte olan

hiicreler=>», ile birlikte Bowman membrani (—) iizerinde boliinmekte olan bazal epitel hiicre
(=) izleniyor. Stromada diizgiin diizenlenim gosteren kollajen lif demetleri (3) arasinda
Okromatik c¢ekirdegi ile fibroblast (Fb)goriiliiyor. Stromanin devaminda homojen ve gergin
yapist ile izlenen Descement membrani (M) ve kornea endoteli (}) goriiliiyor (Toluidin Mavisi

1aX1000- 1bX1000).
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Sekil 4.7.1c-1d Kontrol grubu elektron mikroskopi kesitleri Elektron mikroskop

mikrografinda kornea epitelinin birbirine desmozomlar (») bagl oldugu alanlar ve ylizey
epitelinden ayrilmakta olan hiicrede (Se), desmozomlarin silindigi (¥) noktalar izleniyor.
Bowman membran1 (=) {izerinde oturan bazal hiicreler (Be) dkromatinden zengin indente
cekirdekleri (Ne) ile ayirt ediliyor. Bu hiicreler arasinda desmozomlar (») ve interdijitasyonlar

(A) goriiliiyor (Kursun Sitrat& Uranil Asetat 1¢X1900- 1dX4800).
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Sekil 4.7.1e-1f Kontrol grubu elektron mikroskopi Kkesitleri Elektron mikroskop

mikrografinda stromanin derin katmaninda birbirine dik acilar ile yerlesim gdsteren kollajen lif
demetleri (3) arasinda aktif sentez asamasinda olan fibroblast (Fb) goriiliiyor. Descement

membran ve kornea endoteli izleniyor (Kursun Sitrat& Uranil Asetat 1eX2900-1£X4800).

Topikal sodyum hiyaliironat grubunda yar1 ince kesitte yiizey epitel hiicreleri ve stroma
normal yapida ayirt edildi. Kontrol grubuna gore stromada kollajen lifler arasinda hiicrelere
arast maddede artig gézlendi. (Sekil 4.7.2a-2b). Bu grupta yapilan ince yap1 degerlendirmesinde
kornea yiizey epitelinde dokiilmekte olan hiicreler ayirt edildi. Kornea epitelinin korundugu
alanlarda ve bazal hiicrelerde hiicrelerin birbirlerine desmozomlar ve interdijitasyonlarla
baglandigi izlendi. Bowman membraninin bu grupta da ¢ok dar bir aralik olarak goriildii (Sekil
4.7.2¢c-2d). Stroma da aktif sentez asamasinda olan fibroblast ve birbirine dik ac1 yapan kollajen
lif demetleri goriildii. Descement membran homojen goriiniimliilydii. Kornea endotelinde

sitoplazma ve hiicre ¢ekirdegi dogal yapisini korudugu gorildii (Sekil 4.7.2e-2f1).
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Sekil 4.7.2a-2b Topikal sodyum hiyaliironat grubu 151k mikroskopi kesitleri Yiizey epiteli
(=») ile birlikte Bowman membrani (=) iizerinde bazal epitel hiicre (—) izleniyor. Stromada
diizgiin diizenlenim gosteren kollajen lif demetleri (3) arasinda Okromatik cekirdegi ile
fibroblast (Fb)goriililyor. Stromanin devaminda homojen ve gergin yapisi ile izlenen
Descement membrani (M) ve kornea endoteli (#) goriiliiyor (Toluidin Mavisi 2aX1000-

2bX1000).
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Sekil 4.7.2¢-2d Topikal sodyum hiyaliironat grubu elektron mikroskopi kesitleri Elektron

mikroskop incelemesinde yiizey epitelinden (Se) ayrilmaya hazirlanan hiicrelerde
desmozomlarin silindigi noktalar (1) ile birlikte birbirine desmozomlarla (») bagli normal
kornea epiteli izleniyor. Bowman membrani (') {izerinde oturan bazaldeki epitel hiicreler (Be)
Okromatinden zengin indente c¢ekirdekleri (Ne) ile ayirt ediliyor. Bu hiicreler arasinda
desmozomlar (») ve interdijitasyonlar (A ) goriilityor (Kursun Sitrat& Uranil Asetat 2¢X1900-
2dX4800).
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Sekil 4.7.2e-2f Topikal sodyum hiyaliironat grubu elektron mikroskopi kesitleri Elektron
mikroskop mikrografinda stromanin derin katmaninda birbirine dik agilar ile yerlesim gdsteren
kollajen lif demetleri (3) arasinda aktif sentez asamasinda olan fibroblast (Fb) goriiliiyor.
Homojen goriiniimlii Descement membran ve 6kromatinden zengin kornea endotel ¢ekirdegi,

kiigiik normal izleniyor (Kursun Sitrat& Uranil Asetat 2eX2900-2fX4800).
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Topikal insiilin grubunda yar1 ince kesitte ylizey epiteli normal yapida goriildi. Bu
grupta diger gruplardan farkli olarak 1s1ik mikroskopta kollajen liflerdeki ondiilasyon daha
belirgindi. Bowman membrani iizerinde bazal hiicreler ve ylizeye go¢ eden yassilasan hiicreler
normal ince yapisal 6zellikleri ile ayirt edildi. Bowman membranindaki gerginliginin yer yer
bozuldugu ve ondulali bir goriintim sergiledigi goriildii (Sekil 4.7.3a-3b). Elektron mikroskopta
heniiz yassilasmamig hiicrelerin yiizeyden dokiilmekte oldugu izlendi. Bowman membrani
iizerinde oturan poligonal sekilli hiicrelerin 6kromatinden zengin ¢ekirdekleri oldugu ve diger
hiicrelerle arasinda normal baglanti birimlerine sahip olduklar1 goriildi (Sekil 4.7.3c-3d).
Stromada ondulali diizenlenim gdsteren kollajen lifler bu grupta belirgindi. Aktif sentez
asamasinda olan fibroblastlar goriildii. Descement membrana yakin alanda kollajen liflerin
daginik demetler halinde yerlesim gosterdigi izlendi. Kornea endotelinin bu grupta aktif ve

sitoplazmada ¢ok sayida vezikiiller ile dolu oldugu izlendi. (Sekil 4.7.3¢-3f).

Sekil 4.7.3a-3b Topikal Insiilin grubu 151k mikroskopi kesitleri Yiizey epiteli (®), birlikte

ondiilasyon gdsteren Bowman membrani (') tizerinde boliinmekte olan bazal epitel hiicre (—)
izleniyor. Stromada diizgiin diizenlenim hafif ondiilasyon gosteren kollajen lif demetleri (3)
arasinda ekstraselliiler matriks alanlar1 (») goriiliiyor. Stromanin devaminda homojen ve
gergin yapisi ile izlenen Descement membrani (W) ve kornea endoteli () gorilityor (Toluidin

Mavisi 3aX1000- 3bX1000).
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Sekil 4.7.3¢-3d Topikal insiilin grubu elektron mikroskopi kesitleri Elektron mikroskop

incelemesinde yiizey epitelinden (Se) ayrilan hiicreler katlarinda desmozomlarin silindigi (1)
noktalar ve birbirine desmozomlarla (») bagli normal kornea epiteli izleniyor. Bowman
membran1 (=) tizerinde oturan bazaldeki epitel hiicreler (Be) 6kromatinden zengin indente
cekirdekleri (Ne) ile ayirt ediliyor. Bu hiicreler arasinda desmozomlar (») ve interdijitasyonlar

(A) goriiliiyor (Kursun Sitrat& Uranil Asetat 3¢X1900- 3dX4800).
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Sekil 4.7.3¢e-3f Topikal insiilin grubu elektron mikroskopi Kesitleri Elektron mikroskop

mikrografinda stromada ondulali diizenlenim gosteren kollajen lifler (3) ve aktif sentez
asamasinda olan fibroblastlar (Fb) goriiliiyor. Stromanin Descement membrana (M) komsu
olan kollajen liflerin (3) daginik demetler halinde yerlesim gosterdigi izleniyor. Kornea
endoteli (End) 6kromatinden zengin ¢ekirdegi (Nend) ve aktif sitoplazmik bilesenleri ile ayirt
ediliyor (Kursun Sitrat& Uranil Asetat 3eX2900-3fX4800).

Tedavisiz izlenen epitel defekti grubunda 151k mikroskopta kornea yiizey epitelinin tiim
katlarda normal diizenlenim gosterdigi goriildii. Gruplar arasinda kollajen liflerdeki en belirgin
ondiilasyon bu grupta izlendi. Homojen goriinimii ile Descement membrani ve vakuoler
sitoplazmali kornea endoteli 151k mikroskobik diizeyde ayirt edildi. (Sekil 4.7.4a- 4b). Elektron
mikroskobik degerlendirmede diger gruplardan farkli olarak yiizey epitelinde birkag hiicre kat1
arasinda desmozomlarin silindigi epitelin dokiilmekte oldugu goriildii. Bazal epitel hiicreler
interdijitasyonlar ve hemidesmozomlar1 ile normal yapidaydi. Bowman membrani altindaki
kollajen lif demetlerinin daha diizensiz yerlesim gosterdigi izlendi (Sekil 4.7.4c- 4d).
Stromanin derinlerinde kollajen liflerin daha diizgiin demetler olusturdu ayirt edildi. Descement
membraninin diger gruplarda oldugu gibi homojen goriiniimiinii korudugu izlendi. Bu grupta
kornea endotelinin yer yer biitiinliigiinii yitirdigi ve vakuoler sitoplazmaya sahip oldugu

goriildi (Sekil 4.7.4e-4f).

41



Sekil 4.7.4a-4b Tedavisiz izlenen epitel defekti grubu 151k mikroskopi kesitleri Yiizey
epiteli (=), birlikte hafif ondiilasyon gésteren Bowman membrani (=) iizerinde bazal epitel
hiicreler (—) izleniyor. Stromada belirgin ondiilasyon gosteren kollajen lif demetleri (3)
arasinda ekstraselliiler matriks alanlar1 (») goriiliiyor. Descement membrani (M) homojen
olarak ayirt edilirken ve vakuoler ile dolu kornea endoteli (#) goriiliiyor (Toluidin Mavisi

4aX1000- 4bX1000).
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Sekil 4.7.4c-4d Tedavisiz izlenen epitel defekti grubu elektron mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop incelemesinde yiizey epitelinden (Se) ayrilan hiicreler kat1 altinda birkag
hiicre katinin yiizeyden dokiilmeye hazirlandigi ve desmozomlarin silindigi (1) goriilityor. Bu
epitel katlarinin altinda desmozomlar (») ile birbirine tutunan normal kornea epiteli ayirt
ediliyor. Bazaldeki epitel hiicreler (Be) dkromatik ¢ekirdekleri ( Nb) ve aralarindaki belirgin
interdijitasyonlar1 (4) ile izleniyor. Bowman membrani (=) altindaki kollajen lif demetlerinin
(3) daha diizensiz yerlesim gosterdigi goriiliiyor (Kursun Sitrat& Uranil Asetat 4¢X1900-
4dX4800).
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Sekil 4.7.4e-4f Tedavisiz izlenen epitel defekti grubu elektron mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop mikrografinda stromada ondulali diizenlenim gdsteren kollajen lifler (3)
ve aktif sentez agamasinda olan fibroblastlar (Fb) goriilityor. Stromanin Descement membrana
(M) komsu olan alaninda kollajen liflerin (3) daha diizenli konumlandig1 ayirt ediliyor.
Kornea endoteli (End) irili ufakli olusan vakuoler (v) sitoplazmasi ile izleniyor (Kursun Sitrat&

Uranil Asetat 4¢X2900-4£X4800).

Sonu¢ olarak kornea hasar1 sonrasinda iyilestirici etkisi denenen gruplar
karsilastirildiginda; ince yap1 diizeyinde topikal insiilin grubunun yiizey epitelinin yeniden
yapilanma/yenilenme siirecinin daha aktif oldugu goriilmiistiir. Bu siireci izleyen ikinci grup
topikal sodyum hiyaliironat olarak  belirlenmistir.  Yilizey epitelindeki en az
yapilanma/yenilenme siireci tedavisiz izlenen epitel defekti grubunda izlenmistir.

Stroma acisindan yapilan degerlendirmede topikal insiilin grubunda kollajen liflerinde
artmig ondiilasyona ek olarak aktif sentez agamasindaki fibroblastlarin daha sik goriilmesi
stromal yeniden yapim/diizenlenim siirecinin diger gruplara gore daha aktif oldugunu
gostermektedir. Topikal sodyum hiyaliironat grubunda ise kollajen lifler arasinda kontrol
grubuna gore artmigs hiicreler arasi madde(ekstraseliiler matrix) izlenmesi yine
yapim/yenilenme siirecinin aktif odugunu gostermistir.

Bowman membrani {izerinde yerlesmis poligonal sekilli hiicrelerde zengin 6kromatin
goriiniimii ve korunmus hiicreler arasi baglantilar kontrol grubu ve topikal insiilin grubunda
birbirine yakin izlenmistir. Bu durum topikal insulin grubunun epitel yenilenme siirecini dogal
seyrine uyumlu etkiledigini diisiindiirmektedir.
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Kontrol grubu 151k mikroskopi kesitleri

Yiizey epitelinden dokiilmekte olan hiicreler=>, ile birlikte Bowman membrani (=) tizerinde
boliinmekte olan bazal epitel hiicre (—) izleniyor. Stromada diizgiin diizenlenim gésteren kollajen
lif demetleri (33) arasinda dkromatik ¢ekirdegi ile fibroblast (Fb)gériiliiyor. Stromanin devaminda

homojen ve gergin yapisi ile izlenen Descement membrani (M) ve kornea endoteli (#) goriiliiyor

Topikal sodyum hiyaliironat grubu 151k mikroskopi
kesitleri

Yiizey epiteli () ile birlikte Bowman membrani () iizerinde bazal epitel hiicre (=) izleniyor.
Stromada diizgiin diizenlenim gosteren kollajen lif demetleri (3) arasinda 6kromatik gekirdegi
ile fibroblast (Fb)goriilityor. Stromanin devaminda homojen ve gergin yapist ile izlenen

Descement membrani (W) ve kornea endoteli (%) goriiliiyor

Topikal Insiilin grubu 151k mikroskopi kesitleri

Yiizey epiteli (=), birlikte ondiilasyon gdsteren Bowman membrani () {izerinde boliinmekte
olan bazal epitel hiicre (=) izleniyor. Stromada diizgiin diizenlenim hafif ondiilasyon gosteren
kollajen lif demetleri (3) arasinda ekstraselliiler matriks alanlart (») goriiliiyor. Stromanin
devaminda homojen ve gergin yapist ile izlenen Descement membrani (M) ve kornea endoteli (#)

goriliiyor

Tedavisiz izlenen epitel defekti grubu 151k
mikroskopi kesitleri

Yiizey epiteli (), birlikte hafif ondiilasyon gésteren Bowman membrani () tizerinde bazal
epitel hiicreler (—) izleniyor. Stromada belirgin ondiilasyon gosteren kollajen lif demetleri (3)
arasinda ekstraselliiler matriks alanlar1 (») goriiliiyor. Descement membrani (M) homojen

olarak ayirt edilirken ve vakuoler ile dolu kornea endoteli (%) goriiliiyor

Tablo 4.4 Gruplarin Isik Mikroskopisi Goriintiileri
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Kontrol grubu elektron mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop mikrografinda kornea epitelinin birbirine desmozomlar (>) bagli oldugu alanlar
ve yiizey epitelinden ayrilmakta olan hiicrede (Se), desmozomlarin silindigi (T) noktalar izleniyor.
Bowman membrani () iizerinde oturan bazal hiicreler (Be) 6kromatinden zengin indente
cekirdekleri (Ne) ile ayirt ediliyor. Bu hiicreler arasinda desmozomlar (») ve interdijitasyonlar (4)
goriililyor

Topikal sodyum hiyaliironat grubu elektron
mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop incelemesinde yiizey epitelinden (Se) ayrilmaya hazirlanan hiicrelerde
desmozomlarin silindigi noktalar (1) ile birlikte birbirine desmozomlarla (») bagl normal kornea
epiteli izleniyor. Bowman membrani (-) lizerinde oturan bazaldeki epitel hiicreler (Be)
Skromatinden zengin indente ¢ekirdekleri (Ne) ile ayirt ediliyor. Bu hiicreler arasinda
desmozomlar (») ve interdijitasyonlar (4 ) goriiliiyor

Topikal insiilin grubu elektron mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop incelemesinde yiizey epitelinden (Se) ayrilan hiicreler katlarinda desmozomlarin
silindigi (1) noktalar ve birbirine desmozomlarla (»>) bagh normal kornea epiteli izleniyor. Bowman
membrani (-) iizerinde oturan bazaldeki epitel hiicreler (Be) dkromatinden zengin indente ¢ekirdekleri

(Ne) ile ayirt ediliyor. Bu hiicreler arasinda desmozomlar (») ve interdijitasyonlar (X) goriiliiyor

Tedavisiz izlenen epitel defekti grubu elektron
mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop incelemesinde yiizey epitelinden (Se) ayrilan hiicreler kati altinda birkag hiicre
katinin yiizeyden dokiilmeye hazirlandigi ve desmozomlarimn silindigi () goriiliiyor. Bu epitel
katlarinin altinda desmozomlar (») ile birbirine tutunan normal kornea epiteli ayirt ediliyor.
Bazaldeki epitel hiicreler (Be) Okromatik c¢ekirdekleri (Nb) ve aralarindaki belirgin
interdijitasyonlar1 (&) ile izleniyor. Bowman membrani (=) altindaki kollajen lif demetlerinin (3)

daha diizensiz yerlesim gosterdigi goriiliiyor

Tablo 4.5 Gruplarin Elektron Mikroskopisi Goriintiileri
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Kontrol grubu elektron mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop mikrografinda stromanin derin katmaninda birbirine dik agilar ile yerlesim
gosteren kollajen lif demetleri (3) arasinda aktif sentez asamasinda olan fibroblast (Fb) goriiliiyor.

Descement membran ve kornea endoteli izleniyor.

Topikal Insiilin grubu elektron mikroskopi kesitleri

Elektron mikroskop mikrografinda stromada ondulah diizenlenim gosteren kollajen lifler (3) ve
aktif sentez asamasinda olan fibroblastlar (Fb) goriiliiyor. Stromanin Descement membrana (M)
komsu olan kollajen liflerin (3) dagimik demetler halinde yerlesim gosterdigi izleniyor. Kornea
endoteli (End) 6kromatinden zengin ¢ekirdegi (Nend) ve aktif sitoplazmik bilesenleri ile ayirt
ediliyor

Topikal sodyum hiyaliironat elektron

mikroskopi kesitleri

grubu

Elektron mikroskop mikrografinda stromanin derin katmaninda birbirine dik agilar ile yerlesim
gosteren kollajen lif demetleri (3) arasinda aktif sentez asamasinda olan fibroblast (Fb) goriiliiyor.
Homojen goriinimli Descement membran ve Okromatinden zengin kornea endotel g¢ekirdegi,

kii¢iik normal izleniyor.

Tedavisiz izlenen epitel defekti
mikroskopi kesitleri

grubu elektron

Elektron mikroskop mikrografinda stromada ondulal diizenlenim gosteren kollajen lifler (3) ve
aktif sentez asamasinda olan fibroblastlar (Fb) goriiliiyor. Stromanin Descement membrana (M)
komsu olan alaninda kollajen liflerin (3) daha diizenli konumlandig: ayirt ediliyor. Kornea

endoteli (End) irili ufakl olusan vakuoler (v) sitoplazmasi ile izleniyor.

Tablo 4.6 Gruplarin Elektron Mikroskopisi Goriintiileri
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5. TARTISMA

(Calismamizda kornea epitel defekti iyilesmesinde topikal insiilin tedavisi tedavisiz
izlenen gruba gore defekti daha hizli iyilestirmistir. Biyomikroskopik olarak bu siirede sodyum
hiyaliironat tedavisi ile arasinda anlamli bir farki izlenmede de; histopatolojik incelenmede ince
yap1 diizeyinde topikal insiilin grubunun korneal epitel yeniden yapilanma siirecini sodyum

hiyaliironata goére daha fazla hizlandirdig1 izlenmistir.

Insiilinin yara iyilesmesindeki faydali 6zellikleri taninsa da, temel hiicresel ve sinyal
mekanizmalar1 heniiz belirlenmemistir. Insiilin, reseptdriine baglandiginda ¢esitli hiicresel
tepkimeler tetiklenir; reseptoriin otofosforilasyonu ve baglica insiilin reseptor substrati olan
IRS-1 protein fosforilasyonu gerceklestikten sonra sirastyla sonraki SH2 ve SH3 alani (Src
onkoproteinindeki Homoloji 2 ve 3 protein alanlar1) igeren sinyal molekiillerini tanir[129] insan
epidermal keratinositlerinde, insiilin reseptorlerini ifade eden normal hiicrelerde, insiilinin

motojenik bir aktiviteye sahip olabilecegi belirtilmistir.[130, 131]

Benoliel ve ark. calismasinda, insiilinin normal insan epidermal keratinositlerin
haptotaktik gociinii doza bagh bir sekilde etkiledigini ve bunu Niikleer faktor kB (NF-«xB)
transkripsiyon faktoriinlin aktivasyonu araciligiyla gerceklestigini gostermistir. NF-kB
inflamatuar ve bagisiklik sistem gen aktivasyonunda yer alan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu
migrasyonun, insiiline maruz kalmamis kontrol hiicrelerine kiyasla neredeyse 2 kat daha fazla
oldugu izlenmistir.[132] Ayni ¢alismada bu etkinin keratinosit go¢iinii dort-bes kat daha fazla
stimiile eden IGF-1, KHF, transforme edici biiyiime faktorii alfa’da daha az oldugu; ama
EGF’nin etkisiyle istatistiksel olarak ayni oldugu izlenmistir.[131, 133, 134] Hiicrelerin
iizerinde gog ettigi ESM’in, bu fenomenlerde énemli bir rol oynadig1 diisiintilmektedir.[135]
Benoliel ve ark. ayrica insiilinle aktive olan goc i¢in belirli bir integrin-ekstraselliiler matriks

ligand kompleksinin gerekli olmadigini da gdstermistir.

Insiilin reseptdriiniin alfa ve beta alt birimleri, immunohistokimya ydntemiyle insan
gozlerinde gosterilmistir. Rocha ve ark. insiilin reseptorlerinin korneal epitel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda dominant olmak iizere tiim epitel katlarinda eksprese oldugunu
gostermistir.[9] Normal gozlerde her iki insiilin reseptor alt birimleri kornea, diiz kas ve siliyer
cisim epiteli ve lens kapsiiliinde en belirgin olarak bulunmustur. Retinada ise, sinir lifi
tabakasinda, gangliyon hiicrelerinde ve Miiller hiicrelerinde, dis niikleer tabakada, rod ve kon
i¢c segmentlerinde, dis limitan membranda ve pigment epitelinde net bir sekilde boyandigi
gbzlemlenmistir.[117]
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Insiilin yara iyilesmesi iizerindeki ilk ¢alismalar baskin olarak diyabetik sicanlarda
yapilmustir. Zagon ve ark. diyabetik siganlara 1,2 ve 5 IU topikal insiilin damla vererek korneal
yara iyilesmesini incelemistir. Diyabetik sicanlarda topikal insiilin baslanan si¢anlarda
iyilesmesinin daha hizli oldugu izlenmistir. Bu c¢alismada insiilin damlatilan saglikli ve
diyabetik sigan kornealarin kalinliklari, siganlarin goz i¢i basinci ve okiiler yiizey morfolojik
degisikliklerine bakilmis ve insiiline ait herhangi bir toksik etki izlenmemistir. Onemli olarak
bu calismada, saglikli siganlarda yara iyilesmesinde topikal insiilinin herhangi bir etkisi

goriilmemistir.

Diyabetik hayvanlarda ise topikal insiilin tedavisinin bazal epitelyel hiicrelerde azalmis
DNA sentezini diizelttigi gosterilmistir.[136] Bizim calismamizda ise topikal insiilin her ne
kadar sodyum hiyaliironat ile karsilastirildiginda daha iyi bir iyilestirme etkisi gdstermemis olsa

da tedavisiz birakilan kornealara gore iyilesmeyi hizlandirdigi bulunmustur.

Diyabetik sicanlarda giinlilk 0,1 IU topikal insiilin damlanin dort hafta kullanim
sonunda sistemik glisemik kontrolden bagimsiz olarak subbazal sinir pleksus kaybini 6nledigi
izlenmistir.[137] Yang ve ark. topikal insiilinin katenin sinyal yolag: iizerindeki etkilerini
diyabetik sicanlar lizerinde arastirmistir. 3 mikrolitre topikal insiilin korneal debridmandan bir
hafta dnce ve bir hafta sonra olmak tizere giinde dort kez damlatilmis ve sonugta beta-katenin

yolag1 iizerinde hiicre proliferasyonunun arttig1 izlenmistir.[ 138]

Klinik c¢aligmalar ise gene ilk Once diyabetes mellitus tip 2 hastalarinda
gerceklestirilmistir. Ornegin giinde dért kez 1 IU/damla topikal insiilinin etkisi diyabetik kuru
g0z hastalarinda suni gézyasi ile karsilastirilarak incelenmistir. Hastalar bazal, ikinci hafta ve
dordiincii haftada degerlendirilmistir. Bu calismada suni gbzyasi ile topikal insiilin arasinda bir
fark bulunmadig1 gibi; topikal insiilin hastalarinda gozyasi kirilma zamaninin bazale gore

azaldig1 gosterilmistir.[139]

Fai ve ark., giinde dort kez 0,5 U, 1 ve 2 IU/damla topikal insiilin etkisini vitreoretinal
cerrahi gecirmis diyabetik hastalarda prospektif olarak plasebo ile karsilastirarak
degerlendirmistir. Bu calismada ilging bir sekilde, 0,5 IU insiilinin daha yiliksek dozlarla
karsilagtirildiginda diyabetik hastalarda korneal epitel defekti kapanmasinda yetmis-iki saatte
iyilesmeyle digerlerinden daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligmada ayrica topikal insiilinin

insan gdzii kullaniminda giivenli oldugu gosterilmistir.[ 140]
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Bastion ve Ling retrospektif olarak vitreoretinal cerrahi sirasinda korneal debridman
uygulanan hastalara on ay siireli takip ile topikal insiilin tedavisi sonuglarini degerlendirmistir.
Bu ¢aligmada ti¢ grup olusturmuslardir; glinde dort kez 1 IU/damla topikal insiilin uygulanan
diyabetik hasta, standart topikal antibiyotik ve steroid tedavisi verilen diyabetik hasta ve
standart topikal antibiyotik ve steroid tedavisi verilen non-diyabetik hasta gruplari. Bu gruplar
karsilastirildiginda topikal insiilin uygulanan hastalarda iyilesmesinin daha hizli oldugu
izlenmistir.[ 141] Bu doz bizim ¢alismamizda uyguladigimiz doz ile uyusmaktadir. Her ne kadar
bizim c¢aligmamizda biyomikroskopik olarak fark izlenmemis olsa da; histopatolojik
incelemede insiilinin sodyum hiyaliironat’a nazaran iyilesmede daha etkili ¢ikmis olmasi bu

sonucu desteklemektedir.

Quiroz-Mendoza ve ark. vitreoretinal cerrahi geciren diyabet hastalarinda korneal
debridman tedavisinde topikal insiilin ve sodyum hiyaliironat karsilagtirmasini prospektif
kontrollii ¢alisma olarak gergeklestirmistir. 0,5 insiilin IU/damla ve %0,15 topikal sodyum
hiyaliironat damla ve ikisi kombine olacak sekilde giinde dort kez hasta gruplarina randomize
olarak verilmistir. Bu ¢alismada hem insiilin grubu hem de kombine damla grubunda; tek basina
sodyum hiyaliironat grubuyla karsilastirilinca epitel iyilesmesinin daha hizli oldugu
goriilmistiir. Tek basina insiilin ile kombine grup arasinda ise fark izlenmemistir.[142] Bu
sonu¢ ¢alismamizin histopatolojik inceleme sonucunda bulunan instilinin sodyum hiyaliironat’a

olan iistiin onarici etkinligiyle uyusmaktadir.

Baska bir diyabetik hasta grubu ¢alismasinda; vitreoretinal cerrahi sirasinda korneal
debridman olusturulmus ve bu epitel defekti giinde 4 kez 0,5 IU topikal insiilin veya giinde 4
kez %0,18 sodyum hiyaliironat ile tedavi edilmistir. Bu ¢alismada, insiilin grubu sodyum

hiyaliironat grubuna gore daha hizli iyilesmistir.[143]

Tong ver ark. 55 yasinda kontrolsiiz diyabeti olan bir hastada bilateral nérotrofik keratit
icin giinde 3 kez 25 IU/mL topikal insiilin damla kullanmis ve birinci haftada reepitelizasyon
izlemistir.[144] Bu calisma da yiiksek doz insiilin kullanilmis olmasi dikkat ¢ekmektedir.
Bartlett ve ark insiilin giivenilirligi agisindan yaptiklari ¢calismada normo-glisemik goniilliilerde
100 IU/ml’ye kadar olan dozlarda topikal insiilinin toksik bir etkisinin olmadigini

bulmuslardir.[145]

Her ne kadar son yillarda topikal insiilin hastalarda kullanilmaya baslanmis olsa da;
ticari olarak kullanilabilir bir topikal insiilin formiilasyonu bulunmamaktadir. Le Nguyen ve
ark. bu nedenle ticari Humalog insiilin Lispro ¢ozeltisinin (100 IU/mL) polietilen ve propilen
glikol iceren suni géz damlalari ile seyreltilerek 1 IU/mL konsantrasyonuna getirilmesiyle
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hazirlanmis insiilin damlasinin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik stabilitesini aragtirmistir. Bir
grup damla agilmamis olarak 4°C'de 12 ay boyunca; diger gruplar ise 4 °C ve 25 °C’de kullanim
simiilasyonu yapilarak otuz giin boyunca incelenmistir. Fizikokimyasal stabilite i¢in incelenen
parametreler gorsel kontrol, pH, bulaniklik, ultraviyole spektral emilim ve ozmolalite olarak
ayrilmistir. Sonuglar, tiim test edilen parametrelerin olumlu oldugunu ve agilmamis goz
damlalarinin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik olarak 4 °C'de on iki ay boyunca stabil oldugunu
gostermistir. Kullanim simiilasyonu kosullarinda, bu parametreler ayn1 zamanda 4 °C'de bir ay
boyunca stabil kalmistir. 25 °C'de depolandiginda da, potansiyel sicaklik artiglarinin insiilin

konsantrasyonlar1 {izerinde herhangi bir etkisi olmadig1 izlenmistir. [146]

Diyabet dis1 caligmalar son yillarda literatiirde yogunlukla yapilmaya baslanmustir.
Wang ve ark. norotrofik korneal iilser olan, diyabeti olmayan alt1 hastaya (2-73 yas) standart
tedaviler, bandaj kontakt lens, amniyon zar Ortiilmesi ve tarsorafilere cevap alinamamasi
sonras1 topikal insiilin tedavisi baslamis ve 7-25 giinde re-epitelizasyon izlemistir.[12] Bu
calismada topikal insiilin 1 IU/ml olacak sekilde kullanilmistir. Ayni dozla yapilan

calismamizin histopatolojik sonuclar1 bu tedavi semasini desteklemektedir.

Diaz-Valle ve ark. prospektif calismalarinda persistan epitel defekti olan yirmi bir
hastaya 1 IU/mL topikal insiilin damlay1 alt1 saatte bir olacak sekilde kullanmiglardir. Epitel
defektlerinin nedenlerini enfeksiydz keratit, kalsiyum keratopati, okiiler cerrahi, lagoftalmi,
biilloz keratopati ve herpetik keratit olarak kaydetmislerdir. Hastalara topikal insiilin damla,
standart tedavilere cevap izlenmemesi sonra baslanilmis ve hastalar ortalama yiiz yedi giin takip
edilmistir. Hastalarda insiilin tedavisine bagh herhangi bir yan etki izlenmemistir. Hastalara
ortalama olarak epitel defekti tanisindan yirmi giin sonra topikal insiilin tedavisi baglanmistir.
Biitiin hastalarda her hafta kontrolde istatistiksel olarak anlamli kii¢iilme izlenmistir. On yedi
hastada tam epitelizasyon saglanmistir, bu re-epitelizasyon saglanma siiresi ortalama 34,8+29,9

giin olarak bulunmustur. Kalan hastalarin %91,5’inde ise defektte kii¢lilme izlenmistir.[10]

Galvis ve ark. akustik noroma rezeksiyonu sonrasinda gelisen ekspojur keratit hastasi
takip etmislerdir. Hastada iki hafta sonra enfektif keratit gelismis, korneal kazint1 alinmis ve
takibinde persistan epitel defekti gelismistir. Medikal tedaviye cevap vermeyen defekt icin
giinde dort kez 1 IU/mL topikal insiilin tedavisi adjuvan olarak baslanmustir. Insiilin
baslanmasinda iki hafta sonra defekt tamamen kapanmigtir.[11] Bu sonuglar da ¢alismamizla
ortismektedir. Bizim caligmamizda biyomikroskopik olarak sodyum hiyaliironat ile fark
bulunmasa da histopatolojik olarak kollajen dokunun daha hizli modifiye olmus olmasi uzun

stireli kullanimda epitel defektinin kiigiilmeye baglamis olmasini agiklayabilmektedir.
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Esmail ve ark. rekiirren epitel erozyonu olan hastalarda prospektif calisma yapmustir.
Bu caligmada hastalar iki gruba ayrilmistir; standart tedavi grubu ve standart tedaviye ek olarak
giinde dort kez topikal insiilin damla kullanan hasta grubu. Hastalar 1., 2., 3 ve 4. haftalar ile 2.
ayda muayene edilmistir. Ikinci haftadan itibaren topikal insiilin alan grupta diger gruba
nazaran istatiksel olarak anlamli daha hizli iyilesme izlenmistir. Ayn1 zamanda topikal insiilin
grubunda rekiirrens istatistiksel olarak daha az izlenmistir. [147] Rekiirrensin daha az izlenmis
olmasi, bizim ¢alismamizda izlenmis olan insiilinin kollajen iskelet iizerindeki etkisi nedeniyle

kaynaklanmis olabilir.

Khilji ve ark., herpetik norotrofik keratit ile takip edilen altmis dort yas erkek bir hastada
oral ve topikal asiklovir’e ek olarak 1 IU/ml / giinde 6 kez topikal insiilin tedavisi baglamistir.
Hastada birinci ayda tam iyilesme izlenmistir.[ 148] Moreker ve ark. elli bes yasinda, lagoftalmi
nedeniyle standart medikal tedavi almis ve tarsorafi olmus bir hastada diizelmeyen epitel defekti
icin giinde dort kez 1 IU/ml topikal instilin tedavisi vermis ve defektte on ikinci giinde iyilesme

1zlemistir. [149]

Balal ve ark. iyilesmeyen persistan epitel defektleri i¢in prospektif calisma
gerceklestirmiglerdir. Otolog serum dahil konvansiyonel tedaviye cevap vermeyen on bir gdzde
giinde dort kez topikal insiilin tedavisi baslanmis; ve dokuz goézde 62.3 + 34.6 giinde tam
iyilesme izlenmistir. Bir hastanin defektinde iyilesme goriiliirken, bir hastada instilinin bir etkisi

1zlenmemistir.[150]

Serrano-Gimenez ve ark., ara¢ akiisiiyle yanmig ve dort yillik standart tedaviye cevap
vermeyen bir korneal {ilser hastasinda topikal 50 IU/mL insiilin tedavisi baslamiglar ve tam
iyilesme elde etmislerdir.[151] Gene bu hastada yiiksek doz insiilin baslanmis olmasi dikkati
cekmektedir. Her ne kadar daha onceki ¢alismalarda yiiksek doz insiilinin diisiik doz insiiline
gore Ustlinliigii gosterilmemis olsa da[140]; dort yillik bir persistan epitel defektinin yiiksek doz

insiili ile tam kapanmis olmas1 dikkat ¢ekicidir.

Soares ve ark. evre iki ve {i¢ norotrofik keratopati hastalarinda topikal instilin tedavisi
denemislerdir. Yirmi bir hastayal IU/ml topikal insiilin giinde dort kez verilmistir. Yedi ila kirk
bes giin i¢cinde hastalarin yiizde doksaninda tam iyilesme izlenmistir. Evre iki keratopatiler, evre

lic keratopatilerden daha hizli reepitelize olmustur (sirastyla 18 + 9 ve 29 + 11 giin).[152]

Shanley ve ark. insan kornea epitel hiicre kiiltiiriinde insiilinin yara iyilesmesi
iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Insiilinin her ne kadar zayif olsa da IGF-I reseptorlerine

baglanabiliyor oldugu g6z Oniine alinarak, Shanley ve ark bu ¢alismada diisiik doz (5 pg/mL =
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0.14 TU) instilin kullanmigtir. Bu ¢alismada ilk olarak, insiilinin hiicre ¢ogalmasindan bagimsiz
olarak defekt bolgesine hiicre gociinii arttirdigini gdstermistir. Ikinci olarak, insiilinin Akt ve
ERK 1/2 aktivasyonunu uyardig1 izlenmistir. Ugiincii olarak da, defekt bolgesine olan bu gogiin
PI3-kinaz ve kismen ERK sinyallenmesiyle oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢alisma hem
insiilinin hem de EGF’nin yara iyilesmesini hizlandiriyor olsa da tek baslarina ikisinin de tam
tyilesme i¢in yeterli olmadigini; ama kombine EGF-instilin tedavisinin additif etkiyle tam yara
iyilesmesi sagladigini da gostermistir. [119] Shanley ve ark. normalde insiiline duyarli
dokularda, insiilin, insiilin reseptdr substrati/PI3-kinaz yolaklar iizerinden sinyal verdigini goz
oniline olarak; bu yara iyilesmesi etkisinin PI3-kinaz'in aktive edilmesi sonucu goriilen aktin
hiicre iskeletinin modiilasyonu yoluyla gerceklesmis olabilecegini 6ne slrmiislerdir.[119]

Calismamizin histopatolojik sonucu Shanley ve ark. bu hipotezini dogrular niteliktedir.

Calismamizda tek insiilin dozu kullanilmig olmasi, kombine gruplar olusturulmamis

olmasi ve kisith denek sayis1 kisitlayici faktorler arasindadir.
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6. SONUC

Calismamizda siganlarda kornea epitel defekti modelinde biyomikroskopik olarak
topikal insiilin ve sodyum hiyaliironat tedavi gruplar tedavisiz iyilesen gruba gore daha hizli
epitel defekti kapanmasi gostermistir. Ancak topikal insiilin ve sodyum hiyaliironat gruplarinda
epitel defekti kapanma hizi agisindan iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

izlenmemistir.

Ancak histopatolojik olarak kornea hasar1 sonrasinda iyilestirici etkisi denenen gruplar
karsilastirildiginda; ince yapi diizeyinde topikal insiilin grubunun yiizey epitelinin yeniden
yapilanma stirecinin topikal sodyum hiyaliironat grubuna gore daha aktif oldugu goriilmiistiir.
Sonu¢ olarak, topikal insiilin tedavisinin kornea epiteli iyilesmesinde ve stromal
yapilanmasinda biyomikroskopik olarak fark izlenmemis olsa da sodyum hiyaliironat’a gore

histopatolojik olarak daha etkin oldugu gosterilmistir.
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