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Oztirk'e stkranlarimi ifade etmeliyim.

Ayrica uzman ve asistan doktor arkadaglarimin hepsine ayri ayri tesekkur

ediyorum.

Dr. Mutlu Cihan Daglioglu



~ GIRI§ VE AMAG

Kornea dokusunun damarsiz olmasi kendisinin 6zgun bir 6zellidi olup,
kornea saydamligi ve imman korunmusgluguna katkida bulunur. Alkali yaniga bagh
kornea doku hasarinin onariminda damarlanmanln dnemli bir rola vardir. Siddetli
alkali yanik sonrasi iyilesmenin ge¢ déneminde epitelizasyonun tamamlanmasina
ragmen meydana gelen kan damarlart, patolojik sonuglara neden olabilir. Bu
durum lipid sizmasi, tekrarlayan inflamasyon ve Ulserasyon nedeniyle kornea
saydamligini bozabilir. Kornea damarlanmasi, normalde bulunmayan lenfositlerin
kornea dokusuna gecmesine yol acar. Yeni olusan lenfatikler, immun cevabi
kuvvetlendirerek korneal ve diger antijenlere karst duyarlilik olusmasina neden
olur. Kornea damarlanmasi korneanin immin korunmusluk durumunu bozarak,
goérmeyi artirmak amaciyla yapilan keratoplastide korneal greft rejeksiyonu riskini
arttinr. Damarlanma, korneal grefon reddi ve yetmezligi agisindan 6nemli bir risk
faktorudur. Siddetli kimyasal kornea yanigina bagh olarak limbal kék hdcrelerinin
hasarlanmasi sonucu olusan konjunktivalizasyonun tedavisinde, yeni damarlarin

tikanmasi 6énemli bir tedavi segenegidir.

Kornea damarlanmasinin tedavisi i¢in kullanilan gesitli invaziv ve noninvaziv
metodlar vardir. Bunlar; steroidler, radyasyon, sistin, kriyoterapi, sulfirik asit,
dextran ve konjunktival geriletmedir. Kornea damarlanmasinin énlenmesi veya
geriletilmesi igin siklikla topikal ve periokter streroidler kullanilir. Fakat steroidler;
katarakt, glokom, sUperinfeksiyon gibi risklerinin disinda, damarlanmay: ancak
kismi olarak baskilayabilir. Dijer metodlarin klinik degeri ise oldukg¢a sinirlidir.
Kornea damarlanmasinin lazer fotokoagulasyonu ile tedavisi, yukaridaki metodlara
alternatif etkin bir yéntem olup sari1 dye lazerin en iyi segenek oldugu bilinmektedir.

Bununla beraber lazer tedavisi; iris atrofisi, pupiller ektazi gibi sik karsilasilan



komplikasyonlarinin yaninda, pahali bir arag olmas! gibi dezavantaja da sahiptir.
Gunumizde kornea damarlanmasina yénelik tamamen guvenli ve etkin bir tedavi
yolu olmadigindan, alkali yanik sonrasi yeni damar olusumunu &nleyici
yontemlerin  6nemi artmaktadir. Koruyucu tedavi ile komea saydamhidinin
surdUrlimesi ve greft Smrlndn uzatilarak gérmenin arttiriimasi gibi avantajlar elde
edilebilir. Kornea damar!anmasn, siklikla iltihabi durumlarla birlikte oldugundan,
topikal steroidler baglica koruyucu tedavi segenedi olmustur. Bununla beraber
iltihap ve yeni damar olusumu, birbirinden bagimsiz ve farkli streglerdir. Yeni
damar olusumu; blytme faktérleri, trombin, trombospondin ve anjiostatin gibi
anjiogenik uyarict ve baskilayicilarin kontroli altinda oldukga iyi duzenlenmis

kompleks bir stregtir.

Bu faktérlerin aksine nitrik oksit (NO)'in, damar gelisimini uyarici ya da
baskilayici oldugu konusu tartigilagelmistir. Bununla ilgili olarak indUklenebilir NO
sentaz (iNOS) araciligiyla Gretilen ylksek miktarda NO'nun yeni damarlanmayi
6nledigi, yapisal NOS (cNOS) tarafindan disitk miktarda Gretilen NO'nun ise
uyarici oldugu duslndlebilir. Farkli NOS izoformlarinin varligi disinda, hayvan
modellerindeki farklilik da NO'nun yeni damar olusumundaki roli hakkindaki
celigkili sonuglari aciklayabilir. Farklh NOS izoformlarinin, ézellikle endotelyal NOS
(eNOS) ve iINOS'un 6zgin ve 6zgin olmayan ajanlarla inhibisyonu, klinik
durumlara benzeyen standart bir kornea alkali yanik modelinde doku NO
duzeylerindeki farkliigin komea damarlanmasina etkisini daha iyi anlamamizi
saglayarak koruyucu ve tedavi edici yeni uygulamalarin gelismesine yardimci
ole.xbilir. Bu nedenle galismamizda alkali yanikla olusturulan standart bir kornea
damarlanma modelinde, her iki NOS izoformunun aminoguanidin ve N-nitro-L-

arginine-methylester (L-NAME) 6zgiin ve 6zgin olmayan inhibisyonunun yanik



sonras! kornea damarlanmasmé etkisini inceledik. Bu modellseg:memlzm nedem
klinikte sik karsilagilan ve 6nemli gorsel komplikasyonlara yol agan kornea alkali

yaniklarinin, modelimiz ile patofizyolojik olarak yakindan ilgili olmasindandir.



 GENEL BILGILER

I. TANIM

Anjiogenez, intrauterin (embriyonal ve fétal geligim) ve extrauterin hayatta,
fizyolojik ve patolojik olarak yeni kan damarlarinin olugsmasi olayidir. Erigkinde
anjiogenez, fizyolojik (follikil ve korpus luteumda menstriiel sikliste, uterus ve
plasentada gebelikte) ve .patolojik durumlarda (yara iyilesmesi, kronik inflamasyon,

diyabetik retinopati, keratite sekonder, romatoid artrit, neoplazi vb.) olusabilir.
Il. ANJIOGENEZ HISTOPATOLOJISI

Embriyogenez esnasinda endodermal hicreler, mezodermal kan
adalarindan farklilagarak hizli bir sekilde godalip yeni kan damarlarini olustururlar
(1). Adalanin periferal bilegeni olan anjioblastlar endoteli olustururken, kanin sekilli
elemanlari ise adanin merkezinden kéken alir. Endotelyal hicreler béltinerek ilke!
bir damarsal ag olusturur. Bu ag, kan dolagimi bagladi§inda arteriovenéz sistemin
kaynagini teskil eder. Gelisen organda kan damari blyUmesi, birincil olarak

kapiller agdan kaynaklanan tomurcuklarin invazyonu sonucu gergeklesir (2).

Bir anjiogenik uyari, post-kapiller venil ve kapillerlerin endotel hlicrelerini
kahnlastirir, onlarin graniler endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve serbest
ribozomlarini artirarak bunlarin igerdikleri kollajenaz ve plazminojen aktivatérlerini
(proteolitik enzimler) serbestlegtirerek alttaki bazal membranin yikimina yol agar
(3). Tumér hucreleri, bu enzimler yardimiyla gevrelerine kontrolstiz bir sekilde
yayilirlar. Belirgin migratuvar etkisi olan makrofaj ve grantlositler, plazminojen
aktivatorlerinin  baylk kismini salabilirler. Bunu takiben endotel hicreleri,
perivaskuler araliga goé¢ eder ve kendi kendine dizilerek “filiz" olugturur. Bu filizin

ortasindaki hiicreler bolintr



ve uzar (4). Béylece intra ve interselltiler mekanizma ile limen formasyonu olusur.
intersellller mekanizma, endotel hicrelerinin solid kordonlari ile ona komsu
plazma membranlari arasinda bosluklar olugturur. intraselliler kanalizasyon
sonucu, endotel hicrelerinin vakuolizasyonu ile damar ve plazma membranlarinin
fuzyonunu takiben, endotel hicreleri arasinda bir kord ve bundan bir limen
segmenti olugur (5). Bu gekilde geligen kapiller damarlarin, elektron mikroskobu ile
incelendiginde yanindaki ile baglanti olusturmayan tek sira endotel hiicrelerinden
olustugu géraldr (6). Filizin u¢ sonlanmasinin bélinmesi ve gelismesi ile kapiller
ag meydana gelir ve sonrasinda yeni olusan damarlarda kan akimi basglar. Son
basamaklar, subendotelyal bazal membranin olugsmasi ve kapiller duvarin dis
kismi ile perisit baglantisinin kurulmasidir (7). Hemodinamik kuvvetlerin yani
damar icindeki kan voliminin de, bir damarin farklilasmasini belirlemede (arter

veya ven olarak) rolt olabilecegi dusunllmektedir (8).

ll. ANJIOGENIK FAKTORLER

Organ bUyumesi, organin kendinden salinan anjiogenik faktérlerin
uyarmasiyla olusan damarlanmaya baglidir.

a. Anjiogenin : Ik olarak insan adenokarsinom hicre kilttrinden izole
edilmis bir polipeptiddir (8). Molektl agirhgi (MW) 14.4 KiloDalton (KD)'dur ve geni
klonlanmistir. in vivo olarak koryoallantoik membran ve korneada etkilidir. Amino
asit dizisinin %35’i pankreatik ribontkleaz ile benzerlik gésterir fakat bu tipin
enzimatik aktivitesi yoktur. Karaciger gibi bazi organlarda normalde de bulunur. in
vitro endotelyal htcre cogalmasi ve migrasyonunda etkisinin yoklugunun ispati,
indirekt olarak in vivo ortamda diger hicrelerin aktivasyonu ve dider anjiogenik

faktorleri serbestlestirmesi sayesinde etkili oldugunu dtastndurdr.



~ b. Fibroblast Growth Factor (FGF) : Bazk (bFGF) ve asidik (aFGF) FGF,

heparin-affinite kromatografisiyle birbirinden ayrilir. Genleri klonlanmistir. Sirasiyla
146 ve 140 amino asit igerirler ve dizilim olarak % 53 oraninda benzerlik gdsterirler
(10). Bazik FGF, endotelyal biyume faktérleri ile birlikte vicudun birgok organi ile
beraber gbézde de bulunur (11). Endotelyal hlcreler bFGF'yi sentezleyip
serbestlestirerek otokrin b[]yi]me etkisi yapabilirler. aF GF de retinadan izole edilen
endotel buyime faktérl ile iligkilidir (11). Bu faktérler diger hucre tiplerinin
bélinmesini uyararak akson bUyUmesi ve embriyonal hayatta mezodermal
farklilasmayi indtkler. Bazik FGF'nin amino asit dizilimi ile bazi onkogenler
arasinda benzerlik oldugu son zamanlarda gd&sterilmisti. FGF'lerin  tUmér
gelisiminde iki farklh rol oynayabilecegi, birincisi dénlstlrlict ajan olarak, ikincisi
ise anjiogenik faktérlere benzer bir etki seklinde oldugu distunilimektedir. Tavsan
korneasinda yapilan bir calismada, bFGF emdiriimis hidrojelin korneya
yerlestiriimesinden 2 gin sonra damarlanma baglamis ve 7. glinde en tst dluzeye
ulagmistir (12).

c. Transforming Growth Factor (TGF) : Bu polipeptidler alfa ve beta formunda
bulunurlar. Amino asit dizileri belirlenmis ve genleri klonlanmigtir. TGF alfa,
neoplastik hlcrelerden izole edilmigtir. Epidermal growth fakidrle %35 oraninda
benzerlik gésterir ve etkisi bu faktérin reseptérine baglanarak gerceklesir (13).
TGF beta, tumér hicreleri ve normal dokularda bulunabilir. Endotelyal hicre
proliferasyonunu in vivo olarak uyarir (14) fakat in vitro inhibe eder (15). Bu
paradoks nedeniyle in vivo kogullarda makrofaj gibi bir bagka htcre aracilig ile
etki ettigi dusUnUlmektedir. Bu yolda makrofajlarin, ¢esitli anjiogenik faktérlerin

salinimini uyardigi ileri strtimektedir (16).



d. Timdr Nekroz Faktdr Alfa (TNF alfa) : Baglangigta nekroza neden olarak,
bazi solid timérlerde gerilemeye yol acan bir faktér olarak izole edilmistir. TGF
beta gibi in vivo durumda anjiogenezi uyarir, in vitro endotel hicre blyimesini
inhibe eder (17). Anjiogenezde TNF'nin buytk bir kismi indUklenmis
makrofajlardan salinir.

e. Vascular EndotheliaI’Growth Factor (VEGF) : VEGF, birgok timér hlcresi ve
normal hicreden salinan, ¢6zUnebilir bir anjiogenik faktérdir ve 46 kD dimerik
glikoprotein yapisi nedeniyle platelet kaynakli blyime faktérine benzer (18).
insan VEGF'sinin 121, 165, 187 ve 207 amino asitlik izoformlari vardir. Bu dért
tipten in vivo olarak en fazla VEGF165 mevcuttur ve biyolojik etkilerin
arastirimasinda en ¢ok bu tip kullanilir (18). VEGF, endotel hicrelerinin alttaki
matrikse yayilmasini saglayarak tlp benzeri yap: olusturur (19). Bu etkisini diger
buyume faktérleri, 6zellikle FGF-2 ile birlikte yapar. Ekzojen VEGF, ¢ok az ya da
hig iltihabi cevap olusturmadan tavsan kornealarinda anjiogenezi ggli bir gekilde
uyarmigtir  (20). Patolojik kornea damarlanmasi, korneal travma ve
transplantasyon sonrasi, inflamatuar durumlar ve kontakt lense bagli yeni damar
olusumundaki rolt belirsizdir. Normal damarsiz kornea epitelinin Urettigi VEGF
dlzeyi, damarh kornea ve Kkonjunktivadan salinandan daha az miktarda

bulunmustur (21).

f. Inflamatuar Mediatorler : Arasidonik asit 20 karbonlu, biyolojik olarak aktif
eikosanoidlere metabolize olan poliansature yag asididir. Siklooksijenaz yolunun
(]rf]nleri prostaglandinler (PG), prostasiklin ve tromboksandir. Lipoksijenaz yolagi
arasidonik asidi hidroksieikosatetraenoik asit (HETE), I6kotrien ve lipoksinlere
dénusturar, bunlar da I6kosit kemotaksisini uyarir. PGE1 ve PGE2'nin anjiogenezi

in vivo durumda uyardigi (22,23), tumér hacreleri .ve makrofajda yUksek




konsantrasyonda bulunmasi nedeniyle de in vivo ve in vitro olarak anjiogenezi

uyardig: gésterilmistir (24). Himoral faktérlerden PG'ler, dider yerlerde oldugu gibi
korneadaki damarlanma durumunda da rol oynarlar. Benazra, kornea stromasina
yerlestirilen implantlarin damarlanmayi baglattigini géstermistir (22). Alessandri ve
arkadaslari PGE71'in belirgin olarak, PGE2'nin daha az olarak kornea
damarlanmasini uyardigini bildirmislerdir (25). PG'e atfedilen fonksiyonlardan biri
de bakir iyonunu aktive etmesidir, ¢linkl bakirdan yoksun diyet alindifinda
anjiogenik etkisi engellenmis olur (23). Ayrica seruloplazminin korneaya
implantasyonundan sonra kapiller endotelyal hicre gécunin hizlandigi da
bildirilmigtir (25).

Histamin, seratonin ve bradikinin gibi diger solubl iltihabi mediyatérierinin
korneal damarlanmay: arttirdigi gésterilmis fakat bu etkilerini indirekt olarak doku

hasari yapmak suretiyle olugturduklari bildirilmistir (26).

Plazminojen aktivatéri olan drokinaz komeaya damlatiidijinda
damarlanmay! uyarir. Rifkin ve arkadaglari, anjiogenezde endotel hiicrelerinden
plazminojen aktivatéri salindigini ve bunun da komsu stromay: yikarak vaskuler
goc¢l kolaylastirdigini ileri sirmaslerdir (27).

g. Heparin : Heparinden zengin olan mast hdcreleri, timére bagll olusan
damarlanma cevabinda énemli rol oynar. Koryoallantoik membrana (CAM) timér
dokusu pargaciklarinin implantasyonundan sonra heparinin yogunlugu 40 kat artar
(28). Heparin igeren mast hlcre granlleri sayesinde mast hiicre kiltarleri endotel
hicrelerinin gégtnl uyarir (29). in vivo heparin, CAM' a implante edilmig timér
hicrelerinin ~ anjiogenezini arttirir (30) ve in vitro insan endotel hicrelerinde
aFGF’yi aktive eder (31), heparin bu iglevi muhtemelen hicre proteazlarinca FGF

yikimini yavaslatarak yapar. Heparinin endotelyal hlicre gé¢i igin potent mediatér



olduguna iligkin genel kabul vardir (29). Weiss ve arkadaslari heparinin
prokollajenaz aktivasyonunu baglattigini géstermiglerdir (32). Taylor ve Folkman
heparinin antikoagllan &zelliklerini inhibe ettigi bilinen protaminin anjiogenezi
onleyecegini ileri sirmastar (30). Kessler ve arkadaslari heparinin majér kaynagi
olarak bilinen mast htcrelerinin damarlanmaya siklikla eslik ettigini bildirmiglerdir
(28). |

h. Bakir : in vitro durumda endotel hiicre gégini kolaylastinr. PGE1 gibi bir
anjiogenik faktdr, tavsan korneasina uygulandiginda kapiller penetrasyondan énce
bakir dlzeyi artar. Ratlara bakirdan eksik diyet verildiginde kandaki bakir dlzeyi
%50 azalmis ve PGE1’ e cevap gergeklesmemistir (23). Bakir stifat iceren Elvax
pelletlerle tavsan kornealarinda 3. glinden sonra damar olusumunun indtklendigi
gosterilmistir (33). Plazmada bakir tasiyici protein olan serlloplazmin, sadece
bakir varliginda tavsan korneasinda damarlanmayi uyarir (34).

i. Adezyon Molekiilleri : Koch ve arkadaslari, E-selectin ve VCAM-1 gibi solubl
adezyon molekullerinin, anjiogenik buyime faktérleri gibi damarlanmayi
indiklediklerini kanitiamiglardir (35). Integrin tip hiicre adezyon molekdllerinin
korneal anjiogenezde énemli rol oynadiklari son zamanlarda aydinlatiimistir. Iki
adet integrin bagdimli yol bulunmaktadir. Bazik FGF ve TNF-alfa integrin avBeta3,
VEGF ve TGF alfa ise avBeta5 reseptérleri Gzerinden etkili olur. Son zamanlarda
etkinligi IGFII {izerinden olan proliferin ile endotel gé¢inun aktive edilebilecegi
gosterilmistir (36). Stoltz ve arkadaslari kornea kaynakii bir eikosanoidin, limbal
mikrovaskuler hucreleri belirgin bir sekilde uyardigini géstermis, bu nedenle

kornea epitelinin anjiogenik uyari kaynagi gibi rol oynadigini saptamislardir (37).
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j- Nitrik Oksit (NO)

Biyosentezi

NO ilk olarak Furchgott ve Zawadzki tarafindan endotel kaynakli gevsetici
faktér (EDRF) olarak tanimlanmig ve vazomotor dizenleyici etkiye sahip bir
molekll oldugu bildirilmigtir (38). NO, NOS igin bir substrat olan L-argininin
strilline dénigmesi esnasinda meydana gelen, yarilanma émrli ¢ok kisa olan
atmosferik bir gazdir. Reaksiyonda Oz, NADPH, flavinler ve Ca/Kalmodulin sistemi
de rol oynamaktadir (39) (Sekil 1). NO dokularda ¢6zUnur halde bulundugundan
htcre membranlarindan kolaylikla gegebilme 6&zelligine sahiptir. Damar tonusu
Uzerinde, immln sitotoksik durumlarda, néron iletiminde ve daha birgok olayda
gérev  almaktadir. NO  biyosentezini &6nemli kilan husus, diger
nérotransmitterlerden farkli olarak NO’nun depolanamamasi ve gerektiginde klasik
duzenleyici mekanizmalar tarafindan salinamamasidir (40).

Etkileri

NO, pikomol ile digllebilecek kadar disik seviyelerde bulundudu normal
durumlarda fizyolojik etkiler gdsterir. Bunlar; vazodilatasyon, okiler kan akiminin
artmasi, g6z i¢i basincinin azalmasi, platelet agregasyonunun &nlenmesi,
polimorfontkleer 16kosit (PMNL) kemotaksisinin azalmasi, merkezi ve periferik
sinir sisteminde mesaj iletimi gibi goérevlerdir. Tersine, NO’nun nanomol
miktarindaki diizeylerinde bile hicrelerin biyolojik fonksiyonlarinin dedismesi, DNA
hasari, apoptosis, nérotoksisite, optik sinir dejenerasyonu gibi patolojik olaylar
olusabilir (41). NO’'nun bu istenmeyen etkilere neden olmasina iNOS ile Uretilen
a§;r| miktardaki NO miktari sebep olmaktadir. Trimetoksibenzoat (TMB),
kalmidazdium, siklosporin A, difenilen iyodinum ve glutamat blokérleri ile NO

Gretimi durdurulabilir (Sekil 1). NO'nun kornea {zerindeki etkisine dair literattirde
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herhangi bir veri bulunmamaktadir. Fakat konjunktiva gibi damarli yapilarda
vazodilatasyon, retinada ise néron iletimi ve fotoreseptér dis segmentlerinin
fagositozu gibi olaylarda rol oynadidi bilinmektedir. Uveitte ise iNOS tarafindan
fazla miktarda Uretilen NO inflamasyonun artmasina neden olur (40).
Anjiogenezdeki roli ise tartismalidir. Endotel bagimli vazodilatasyona
neden oldugu ac¢ik¢a gﬁhsterilmigtir (42). NO bu etkisini hlcresel cGMP duzeyini
artirarak gercgeklestirmektedir. NO'nun yeni damarlanmay! uyardigini bildiren
cesitli caligmalar bulunmaktadir (43-46). Bununla beraber yakin zamanda yapilan
¢alisma sonuglart NO’nun, yeni damar olusumunu engelledigini distndUrmektedir.
Ratlarda yapilan ¢alismada oral verilen NO’nun, bFGF ile indiklenen anjiogenezi
inhibe ettigi, VEGF 165 ile uyariimis olani ise etkilemedidi bildiriimistir (47). Tavuk
koryoallantoik membraninda IL-2 ile NO’nun dizeyinin arttigi ve bunun da
anjiogenezi 6nledigi 6ne slrtlmastir (48). Yine NO'nun koryoallantoik membranda

anjiogenezi, tumér buyimesini ve metastazini énledidi ifade edilmistir (49).
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Siklosporin A > Siklofilinler

¥

Kalsindrin
(Ca ile uyarilan fosfataz)

'

Fosforilasyon Kalmidazdium Glutamat
l ? Blokdrleri
NOS Ca/CaM @
Nosl + & 4— Giutamat
X o, I

L- Arginin /®/V NADPH Ca** <_®_ TMB

Difenilen iyodinum

N°-OH-L-Arginin

é} NO + || sitrllin

N®-metil-L-Arginin
NE-nitro-L-Arginin
NC-amino-L-Arginin

Nitroprussid

Sekil 1. Nitrik Oksit Giretimi ve Uretimi engelleyen maddeler

TMB : N,N- dietilamino alkil trimetoksi benzoat
NOSI : NOS inhibitérleri
Ca/CaM: Kalsiyum/kalmodulin
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Yitksek NO diizeyi

ONOO’

/

DNA hasart

NAD tiiketimi
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ATP
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'

* Patofizyolojik cevaplar
* Inflamasyon

* Hiicre membran hasarn
* Serbest radikal olugumu
* Apoptosis

NO

(078
Oksihemoglobin

Diglik NO diizeyi

Mg™* - guanil siklaz

Protein nitrati

GTP

Lipid
peroksidasvonu

cGMP

A 4

* Noronal iletim

* Ogrenme ve hafiza
* Vazodilatasyon

* Fizyolojik cevaplar

Sekil 2. NO'nun disiik diizeyde fizyolojik ve yiiksek diizeyde patolojik etkileri

ONOO: Peroksinitrit
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" NOS izoformlan

i. Yapisal NOS (cNOS) : Dokularda surekli bulunan ve NO’nun temel
etkilerinden sorumlu olan bir enzimdir. Etkisini Ca/kalmodulin kompleksinin yardimi
ile gosterir. Ozellikle merkezi ve periferik sinir sistemi ile gézde kornea
(epitel,endotel) uvea, retina ve damar endotelinde (eNOS) bulunmaktadir (40).

ii. Indiiklenebilir NOS (iNOS) : Fazla miktarda NO (reterek dokularda
harabiyete neden olan bu enzim, monosit, makrofaj PMNL, retina Muller
hicrelerinde ve damar endotel hicrelerinde bulunur. Lipopolisakkarit, endotoksin,
IL-1, IL-6 ve interferon vy tarafindan gtg¢la bir sekilde uyarilir (41).

NOS inhibisyonu

Genel olarak NOS aktivitesini inhibe eden ajanlar L-arginin analoglari olan;
dimetil arginin, NG-metil-L-Arginin, NG-nitro-L-Arginin, NG-amino-L-Arginin, L-
NAME vb. Bunlar, kompetetif inhibisyon seklinde etki gosterirler. Ayrica
aminoguanidin ve S-metil izotiolre de NOS inhibisyonu yapar (41). inhibitérler,
direkt olarak NOS aktivitesini bloke ederek veya ihtiyag duyulan kofaktérleri

engelleyerek etkisini gésterirler.

V. DENEYSEL ANJIOGENEZ MODELLERI

A. in Vitro Modeller

in vitro anjiogenez aragtirmalari kapiller endotel hticrelerinin kdlttrlerinin
uzun 6marld klonlanmasinin mamkan oldugunu goéstermistir (50). Test edilen
maddelerin hlcre gogalmasi ve géglni kolaylastirabilmesi, anjiogenik uyariya
cevap olarak artan proteolitk enzimlerde (plazminojen aktivatéri ve kollajenaz
gibi) artma miktarinin degerlendiriimesi ile mUmkin olabilir (3). in vitro olarak

endotel hicre gé¢lnl, gogalmasini ve farklilagmasint uyaran cesitli faktdrler
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gésterilmistir. Ancak, gercekten damar olugsmasini sadlamada in vitro modeller

yeterli degildir. Ornegin anjiogenin, anjiogenezi sadece in vivo olarak uyarir (9).

B. in Vivo Modeller

1. Transparan bdlme: Uygulanmis en eski metoddur. Algire ve arkadaslari farede
ciltalti béimede, iki tane miliporiu filtre arasina tumoér pargalar yerlestirmis ve
fareden implanta dogru, yeni damarlarin filtreden gegerek ulastigini géstermistir.
Tiroid ve kalp pargalarina ise ayni cevap olusmamistir (51).

Bu metod, hayvanlarin anestezi uygulanmadan uzun stre gézlenebilmesine
izin verir. En blyUk dezavantaji ise béime implantasyonunun neden oldugu, yara
iyilesmesinden dogan damarlanmada maddenin veya dokunun indikleyici etkisinin
Gstlste binmesidir.

2. Koryoallantoik Membran (CAM) : Bu ekstraembriyonik membran,
inkGibasyonun 4. gtninde koryon ve allantoisin birlegmesinden olusur. Tumor
fragmanlari membrana yerlegtirildiginde damar olusumu cevabini uyarir, 48-72
saat icinde kapiller a§ konak damarlari ile tumér arasini doldurur (52). inert
polimerler emdirilmig maddeler, membranin ylzeyine yerlestirilerek damarlanma

ve damar olusumu énlenmesi degerlendirilebilir (53).

3. Korneal Modeller
a. Mikrocep
b. Alkali Yanik
c. Ipek Siitir

a. Korneal mikrocep teknigi : Korneanin damarsiz oldugu anlagildiktan sonra bu

teknik, timérle indiklenen damarlanma calismalarinda kullaniimistir. Tavsanda
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kornea kenarina, damarlardan 1-6 mm uzakta kornea cebi olusturularak icine bir
milimetreklp timér doku pargasi yerlestiriimis ve anjiogenik faktér salan timoére
cevap olarak limbustan baglayan damarlanmanin, timére ulasana kadar ginde
0.2 mm hizla ilerlemigtir (54). Bakir stlfat pelleti korneal cebe yerlestirilerek
damarlanma uyarilabilir. Bu modelde 10-75 pg bakir stlfat (CuSO4) igéren Elvax
pelletleri tavsan kornealarina yerlestirilerek olugan anjiogenik uyari ile kornea
damarlanmasi elde edilmigtir. Yazarlar, olusan bu damarlar gérintileme
yontemleriyle degerlendirmiglerdir. Uygulamadan 3 glin sonra damarlar korneaya
girmig, 7 ginde pellete ulagsmig ve 14 gin sonra pellet, yeni damarlarla tamamen
¢evrelenmistir (33). Elvax pelletlerdeki irritasyon yapan ajanlar biyolojik aktivite ve
anjiogenik cevabi degistirebilir. Ek olarak Elvax tan blytme faktérleri salinim hizi
tam olarak bilinemez ve bir 6rnekten digerine degisiklik gésterir, bu nedenle 6zgin

calismalar yapmak zordur

Bu teknikle ile antianjiogenik faktdrier salgilayan kikirdak gibi dokular, timér
ile limbal damarlar arasina yerlestirilerek anjiogenez-antianjiogenez calismasi
yapilabilir. Mikrocep teknigindeki gelisme ile, ¢&zUnebilir timér ekstreleri
emdiriimis polimerler implante edilmis ve bunlarin strekli olarak nanogramdan
mikrograma kadar hassas miktarda salinim yapilmasi saglanmigtir (53).

b. Alkali Yanik Modeli : David Ormerod ve arkadaslari, tavsan korneasinda alkali
emdirilmig disk geklindeki filtre kagidi ile yanik olusturarak damarlanmayi
uyarmiglardir. Bunun i¢in Whatman # 3 filtre kagidindan 7 mm ¢apinda 4N NaOH
ile. 256 ul emdirilmis diskler, tavsan korneasinin merkezine 2 dakika streyle
uygulanmigtir. Daha sonra limbustan kornea yanigina dogru ilerleyen yeni
damarlar saat kadranlarina gére ginltk olarak degerlendirilmistir (55). Bir alkali

olan glimls nitrat ile de korneada yanik olusturulabilir. Bu modelde ratlarin her iki
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" korneasinin merkezi, limbustan 2,5 mm uzakta olacak sekilde, %75 gumus nitrat

ve %25 potasyum nitrat igeren cubukla 5 saniye sureyle uygulamaya tabii
tutulmugtur. Koterizasyondan 4 gin sonra maksimum dUzeyde yeni damar
olusumu goézlenmigtir (56) . Benzer sekilde gimus nitrat kalemi rat korneasinin
merkezine 8 saniye uygulandiinda 5 gin sonra damarlanmanin maksimum
oldugu saptanmistir (57).

c. Ipek Siitiir Modeli : Bu yontem ile genel anestezi verilen ve topikal anestezi
uygulanan tavsanlarin kornealarina, limbustan 3 mm uzakta saat 3 ve 9'da olacak

sekilde derin 7/0 ipek sutlr konularak damarlanma cevabi uyarilabilir.

V. KORNEA DAMARLANMASI

A. Epidemiyoloji

Genelde kaza sonucu olan kimyasal komea yaniklarina baglh kornea
damarlanmasi, diger etyolojik faktérlerden oran olarak daha az gérlnse de,
siddeti ve korneaya verdigi agir hasar nedeniyle ¢ok ciddidir. Alkali maddelerin
pH'lan, kornea ve 6n kamaraya olduk¢a hizli bir sekilde penetre olup hasar
vermesine neden olur. Bu tip bir travma, asit ve diJer solventlerle olandan daha
kétadar. Alkalilerin sebep oldugu siddetli hasari, yeni damar olugumu tamir eder.
Limbal kék hicrelerinin destriksiyonu nedeniyle reepitelizasyon ya yavas gelisir
veya hi¢ gelismeyebilir. Asiri damarlanma ile iyilesme oldugunda geride
fibrovaskuler bir pannis kalabilir. Agiri vaskilarize ve zedelenebilir bir durumda

olan kornea, yara ve Ulser olusmasina egilim gésterir.

ABD'de 1977°de tim kimyasallara (alkali, asit, boya,vernik ¢ézlc, vb) bagh

37.011 gbz yaralanmasi bildirilmig ve bunlarin 2632’sini alkaliler tegkil etmistir (58).
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'B. Etyoloji-Histopatoloji
Saglikh bir kornea, hemen tum hayvan turlerinde damarsiz yapiya sahiptir.
Kornea damar olugsumuna neden olan belli basli durumlar sirasiyla; kontakt lens
kullanimi, travma ve gegiriimis cerrahi, enfeksiyonlar (bakteriler: klamidya,
stafilokok, streptokok, psédomonas, virtsler: herpes sipleks ve zoster, protozoalar:
onkoserka volvulus, laysmanya brasiliensis) alkali yaniklar, immtnolojik
hastaliklar (Stevens-Johnson Sendromu, greft rejeksiyonu, sikatrisyel pemfigoid),

piterjium ve Terrien’s marjinal dejenerasyonu gibi patolojilerdir ( tablo1)(59).

Tablo 1. Korneal damarlanma ile iligkili hastaliklar (Klintworth’dan uyarlanmistir (59)).

Kontakt lens kullanimi

Travma ve gegirilmis cerrahi

Enfeksiyonlar
Bakteri ve diger mikroorganizmalar; Klamidya, Stafilokoklar, Streptokoklar, P.Auriginosa
Viriisler ; herpes simpleks, herpes zoster

Protozoa; Onkoserka volvulus, Laysmanya Brasiliensis

Alkali yaniklar
Immiinolojik hastaliklar
Stevens-Johnson sendromu
Greft rejeksiyonu
Sikatrisyel Pemfigoid
Dejeneratif hastaliklar ; piterfium, Terrien’s marjinal dejenerasyonu.

Cesitli nedenlere bagli damarlanma iki seviyede gelisebilir. Birincisi yﬁzeyel
olarak stroma ve epitel ile sinirlanmig potansiyel aralikta gergeklesir. Geligen
damarlar fibroblast ile birliktedir ve fibrovaskuler doku sonunda pannist olugturur.
Diger tip vaskularizasyon, substantiada lamellalar arasindadir, olasi fiziksel
sinirlama nedeniyle damarlarin dlzenliligi bozulur ve tipik olarak yilankavi sekil

almaya meyleder. Stromal damarlanma, fibrozise daha az neden olur.
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“Immun olarak korunmug korneada degisik nedenlerle olusan damarlar,
sivisal ve hcresel elementlerin taginmasini saglayarak yaray iyilestirir.
Antibiyotikler ve diger ilaglari enfeksiyon bélgesine ulastinr ve ayrica toksik
maddelerin eliminasyonuna katkida bulunur. Kornea damarlanmasinin olumsuz
yanlar ise, damarlardan lipid sizmasi ve tekrarlayan inflamasyona bagl seffaflik
kaybi, immin korunmuslugun bozulmasi sonucu greft rejeksiyonunun tetiklenmesi
gibi risklerdir (60).

Korneada damar olugsumu olduk¢a kompleks bir olaydir ve gesitli hiicresel
sistemler ve ekstraselliler cevrenin koordine etkilesimini gerektirir. Kornea
damarlanmasi, uzun slredir galisilan ve hakkinda genis bir bilgi birikimi olan

guncel bir konudur (59).

Diger anjiogenik olaylara benzeyerek, kornea kan damariari indtksiyonu
farkl fazlara ayrilabilir. 1) limbal damarlarin dilatasyonu, damarsal gegirgenlik
artisi ve takip eden 6dem, 2) endotelyal hiicrelerin aktivasyonu, 3) ekstrasellulef
matriksin azalmasi, 4) endotel htcrelerinin gé¢cli ve takip eden gogalmasi, 5)
kapillerlerde U¢ boyutlu organizasyon. llk faz I&kosit adezyonu ve diapedezi ile

karakterizedir.

Kimyasal kornea koterizasyonunu takiben iglemden bir saat sonra
perikorneal kan damarlarinin dilate oldugu gérulur. Bu olay! takiben birkag saat
icinde PMNL diapedezi ve sonra yara yakinina dogru hareketi olur. Yeni
damarlanmanin hissedilir ilk kaniti, 18 saat sonra endotel hicre olusumu ve perisit
sismesidir. Yirmi yedi saat sonra tomurcuklanma gdézlenebilir. Elektron
mikroskopisinde ise endotel hiicre gé¢li ve uzamasiyla baslangig filizienme oldugu
gosterilmigtir (4). DNA'nin sentez edilirken bozuldugu bulunmusg ve koterizasyon,

¢ok az bir miktarda damarsal blyumeye neden olabilmistir. Bununla beraber
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radyasyon uygulanan goézlerde deneyin dérdinct glninden sonra blyime
gértimemig ve proliferatif aktivitenin baskilandigi agiga ¢ikmistir.

Anjiogenezde hucresel cevap olarak Fromer ve Klinworth (61), kimyasal ve
fiziksel yaralanmada PMNL varligini ve etkin roll oldugunu géstermistir. Bazi
calismacilarsa, PMNL'nin anjiogenik olaydaki énceliginden emin olamamiglardir
(62). Suvarnamani ve arkadaslari, rat kornealarini gumig/potasyum nitrat ile
koterize ettikten sonra y radyasyon ile total lemfoid irradyasyon yapmis ve I6kosit,
lenfosit, PMNL ve platelet sayisindaki belirgin duslisiin kornea damarlanmasini

azaltmasina ragmen timuyle engellemedigini géstermistir (63).

Sholley ve arkadaglart X 1sini ve antinétrofilik serum uygulanan siddetli
nétropeni durumunda yaralanmaya cevap olarak, saglikli kontrollerdekinden daha
kisa damar olusumu cevabi gézlemiglerdir (62). Bu nedenle I6kosit infiltrasyonu
olmadan da kan damarinin kornea igcine uzanabilecedini belirlemiglerdir.
Lenfositlerin de kornea damarlanmasinda rolleri vardir. Lutty ve arkadaglar
allojenik I6kositleri Concanavalin—A ile aktive ederek tavsan komeas! stromasina
enjekte ettiginde damarlanma oldugunu, aktivasyon yoklugunda ise kayda deger
bir cevap olmadigini gostermiglerdir (64).

C. Kornea Damarlanmasinin Onlenmesi ve Tedavisi

Polipeptidlerin genel olarak korneadaki proteaz aktivitesini inhibe ettigi
bilinmektedir. Tumér buyimesinin anjiogeneze bagli oldugu bilindikten sonra
potansiyel tedavi silahlari geligtirilmistir. llk anjiogenez inhibitérii, avaskiler olan
kikirdaktan izole edilmigtir (65). Protamin, embriyogenez ve inflamasyon sirasinda

indGklenen endotel hiicre géguni ve anjiogenezi inhibe eder (30).
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1. Antiinflamatuarlar

Bu grupta genel anlamda steroid ve steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar
(NSAID) bulunmaktadir. Bunlarin etkinliklerini degerlendirmek icin ¢ok sayida
calisma yapilmigtir. Bakirla indiklenen deneysel anjiogenez modelinde, 50ug
ginde 3 defa uygulanan topikal Dexametazon ve 100ug gtinde 3 defa uygulanan
flurbiprofen ile yaklagik olarak %50 damar blyUmesi 6nlenmistir (33). Gumus
nitratla indiklenen korneal damarlanmada dexametazon, prednizolon, flurbiprofen,
indometazin ve ketorolakin topikal olarak yeni damarlanmanin énlenmesinde etkili
oldugu gosterilmig, fakat bunlardan steroidlerin digerlerine gére daha etkin oldugu
belirtilmistir (56).

Ratlarin korneasinda kimyasal yanik ile neovaskularizasyon olugturulduktan
sonra topikal dexametazon, prednizolon, ketorolak ve phenidoine’in inhibitér
etkileri denenmigtir. Tumtnin de kornea damarlanmasini énlemede etkili oldugu
goralmastar (57). Ketorolak siklooksijenazi, phenidoine siklooksijenaz ve

lipoksijenazi inhibe ederek etki eder.

Tabii balarisi Granl olan propolisin ve biyolojik aktif bilegeni olan caffeic
acid phenethyl ester (CAPE)in muhtemelen antinflamatuar ve antioksidan
etkileriyle korneadaki damarlanmay! steroidlere yakin d&lgide baskiladid
gdsterilmigtir (66,67).

Siklikla tercih edilen topikal steroidlerin uzun streli kullanim sonucunda,
glokom, katarakt ve sUperinfeksiyon olusturma gibi potansiyel riskleri géz ardi

edilmemelidir.

Sodyum salisilatin insan plateletlerinde PG Gretimini engellemesi ve
aragidonik asidi antagonize etmesi dusglndlerek, 0,1 M konsantrasyonda termal

yanik olusturulan tavsan korneasina uygulanmigtir. llk 6 saatte ekstravaskiler

22



nétrofil miktarini azaltmig, 48 saatte ise artirmis. Sonug¢ olarak kornea
damarlanmasini 6nlemede etkisiz kaldigi gésterilmigtir (68).

Bazi deneysel modellerde, son zamanlarda yeni sinif glukokortikoid yapida
olmayan steroidlerin bulunmasi ve heparinin antikoagulan olmayan kisimlari
(sentetik penta veya hekzasakkarid) ile kombinasyonu en blytk anjiostatik etkiyi

gbstermistir (Tablo 2) (69).

Tablo 2. Steroidlerin anjiostatik aktiviteleri

Skor *

Hydrocortisone
Cortexolone
Corticosterone
Deoxycorticosterone
17-Hydroxyprogesterone
Estrone

Testosterone
Progesterone
Tetrahydro S

N O A - P aw

* Skorlama, anjiostatik etkiye gére 0'dan 7'ye kadar yapilmigtir.

2. interferon

Endotel hiicre proliferasyonunu inhibe eden diger faktérler de vardir.
Onlarin arasinda alfa-interferon ve insan platelet faktér 4 (PF4) anjiogenezi in vivo
(30) ve endotelyal hiicre gogalmasi ve géglnd in vitro (70) inhibe eder. interferon,
periferik kan lenfositleri, lemfoblastoid hiicreler ve fibroblastlar tarafindan
sentezlenen bir grup duzenleyici proteinlerdir. Tavsanlar Gzerinde yapilan bir
calismada alfa-interferonun topikal ve ciltalti kullanimi ile kornea damarlanmasini

baskilamada etkili oimadi§i ortaya konmustur (71).
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3. Prolin Analoglan ve Digerleri

Prolin analoglari (1-azetidine-2-karboksilik asit, cis-hidroksiprolen) ve prolin
hidroksilaz inhibitérleri (alfa,alfa-dipyridil) yeni damar gelisimi igin gerekli kollajen
birikimini engeller. Insanda amebiazis tedavisinde kullanilan bir antibiyotik olan
fumagilin, anjiogenezi ve tumér bayamesini énler (72).

4. Tedavi

Yeni olusan damarlarin tedavisi birgok secenek iginden, en etkin olarak
argon lazer fotokoagulasyon yéntemi ile yapilir. Cherry, insanda argon lazer ile
korneal damarlarin tedavi edilecegini ilk olarak bildirmistir (73). Baer ve
arkadaslari, 23 hastanin 25 gézune, 577 nm yellow dye lazer kullanarak korneal
argon lazer fotokoagulasyon yaptiginda greft rejeksiyonunu geri ¢evirdigini ve
vaskllarize alanda %68 azalma oldugunu bildirmislerdir (74). Chidambara ve
arkadaslari, kolay uygulanan ve ucuz bir teknik olan ince igne diatermi ile kornea
damarlanmasinda bagarili sonuglar bildirmis ve bunu argon lazer

fotokoagulasyona alternatif olarak 6nermislerdir (60).
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MATERYAL VE METOD

Hayvanlar

Deneyler, ARVO’nun belirttigi deneysel hayvan kullanimi beyanatina uygun
olarak yapildi. Caligmada agirliklart 2.5-3.5 Kg arasinda degisen Yeni Zelanda
erkek beyaz tavsanlari kullanildi. Kirk bes tavsan rastgele ¢ gruba ayrildi. Her
grupta 15 hayvan vardi. Bunlar izotonik salin kontrol grubu, L- NAME ve
aminoguanidin tedavi gruplarindan olugmakta idi.

llaglar

Tavsanlarda siddetli kornea alkali yanigina bagli damarlanma cevabinda
6zglin ve 6zgin olmayan NOS inhibitérlerinin etkisini degerlendirmek igin L-
NAME ve aminoguanidin (spesifik iNOS inhibitéri) solGsyonlari (100mM) taze
olarak hazirlandi. Her galisma grubundaki tavsanlara ilgili ajanlar ganlik 0.1 ml
olarak perilimbal subkonjunktival enjeksiyon seklinde uygulandi. L-NAME ve
aminoguanidin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) konsantrasyonu
(100mM), tavsan korneasinda mikrocep teknigi ile yapilan damarlanma
calismalarinda (42-44) L-NAME icin bildirilen oral dozdan (0.5 g/l=2mM) ¢ok daha
yUksektir. Kontrol grubundaki tavsanlara ayni volum izotonik salin subkonjunktival
olarak verildi. Hayvanlara alkali yaniktan 1 hafta dnce baslayarak yanik sonrasi 14
gin ilgili ajanlar, subkonjunktival olarak hergtin uygulandi.

Kornea Alkali Yanigi Olusturulmasi

Tavsanlarda genel anestezi, ketamin hidroklorid (50 mg/Kg) ile xylazine
(Rompun®)(5mg/Kg) karisiminin intramuskuler enjeksiyonu ile saglandi. Topikal
anestezi icin %0.5’lik proparakain hidroklorid(HCI) (Alcaine®) uygulandi ve sag
goze tel kapak spekulumu yerlestirildi. Kornea yuUzeyindeki fazla islaklik ince

pamuk tampon ile giderildi. Standart kornea alkali yanigi, Ormerod ve arkada§lar1
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tarafindan tarimlianan model (55), modifiye edilerek uygulandi. 7 mm capli
Whatman # 3 filtre kagidi diskleri, standart kagit kesici ile olugturulup, 25 ul 4N
NaOH soltusyonu diske damlatildi ve disk, pupil ortalanarak kornea santraline
yerlestirildi. Whatman # 3 filtre kagidi, islandiginda kolayca kornea geklini almasi
nedeniyle segcildi. Siddetli korneal yanik olusturmak igin alkali emdirilmis diskler 2
dakika streyle merkezi kornea alaninda tutuldu. islem sonunda kornea ytizeyi 15
mil izotonik solUsyonla 60 saniye yikandi. Yanik sonrasi topikal antibiyotik
kullaniimadi.

Kornea Damarlanmasinin Degerlendirilmesi

Hayvanlara uygulanan korneal yanigi takiben 15 gin sonra korneal
damarlanma cevabi, biyomikroskopla degerlendirildi ve bulgular kaydedildi.
Limbustan st ve alt kisimdan santral yanida ulasan en blytk damarlar belirlendi.
Majér damarlarin radyal uzunlugu, limbustan slit-lamp illuminasyon yardimiyla
6lgtlda. Alt yari damarlanmasinin élgimi en uzun (¢ damar ortalama uzunlugu ve
Ust kadran igin ikisinin ortalamasi esas alinarak hesaplandi. Her iki ortalamanin
toplami ortalama neovaskuler indeks (NI) olarak hesaplandi. NP'in yanisira
invazyon, derece olarak (saat kadrani) damarlanmanin yayginli§i ve ortalama
damarlanmanin uzunlugu tim kadrandaki ortalama yeni damar uzunlugunun
belirlenmesi ile dederlendirildi.

Kornea NO Diizeyinin Ql¢iilmesi

On besinci ginde her gruptan 10 tavsan oldurtlerek sag kornealari
Iim_bustan eksize edildi. Alinan kornealar, iki defa soguk salin solisyonla yikandi,
cam siselere konulup isaretlendi ve analiz yapilana kadar (2 hafta) derin

dondurucuda (-70°C) saklandi. Plasebo kontrol grubunda sol kornealar, seffaf

kornea dokusundaki bazal NO Uretimini belirlemek igin eksize edilip. ayni isleme
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~ tabii tutuldu. Herbir kornea kigtk kigik pargalara bélinerek Triton X-100 iceren
Tris-HCI buffer ile 4 kat sulandirilip dakikada 1500 devirli standart homojenizatérle
2 dakika homojenize edildi. TUm iglemler +4 °C'de uygulandi. NO'nun stabil
oksidatif metabolitleri olan doku nitrit (NO2) ve nitrat (NO) dlzeyleri homojenizatta
tespit edilip, Gries reaksiyonu kullanilarak Cortas ve Wakid'in tarif ettigi sekilde
belirlendi (75). Orneklerdeki proteinin uzaklastirilmasinda Somogyi reajani
kullanilarak ~ deproteinizasyon  saglandi  (76). Homojenattaki  protein
konsantrasyonlari Lowry’s metoduna gére él¢lldt (77). Sonuglar, nM/g protein
olarak ifade edildi.

litihabi Hiicre infiltrasyonunun incelenmesi

Her gruptan kendi 6zelligini yansitan bes kornea, 1sik mikroskopisi icin
standart yéntemle hazirlandi. Makrofaj, PMNL ve keratosit poptlasyonlari daha
6nce bildirilen sekilde yara santralinde semikantitatif olarak degerlendirildi (53).
Her korneada yanik yerinden 6 kesit alinarak H&E ile boyandi. Her kesitten
rastgele alti kiglk blyttme alani (X100) secilerek, bu alanlardaki inflamatuar
htcreler belirlendi ve blylk blyGtmede sayildi (X1000). Sayim sirasinda tipi kesin
olarak secilemeyen hicreler dikkate alinmadi. Béylece her hucre tipi igin yanik
bélgesinden elde edilen 36 alandaki toplam hicre sayisi hesaplanip, o kornea icin
gecerli iltihabi hicre indeksleri olarak kaydedildi. Bu indekslerin her gruptaki
ortalama degerleri, iltihabi hlicre infiltrasyonunun géstergesi olarak degerlendirildi.,

Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar, ortalama + standart ortalama hata seklinde (SEM) ifade edildi.
Gruplarin istatistiksel olarak kargilastirimasinda Kruskall-Wallis ve Mann-Whitney
U testleri kullanildi ve P<0.05 anlamli kabul edildi. Tum istatistiksel

degerlendirmeler SPSS istatistik programi ile gergeklestirildi.
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BULGULAR

Kornea merkezinde olusturulan standart alkali yaniga bagli damarlanma
cevabi, islemden 4 gun sonrasina kadar klinik olarak izlenmedi. Siddetli alkali
yaniga bagh yeni damarlarin ylUzeyel ve derin kornea stromasinda yer aldid
géruldi. Erken dénemde santral yanik gérunimi hemen hemen ayni iken, 14 gin
sonra izlenen damarlanma cevabi, ayni gruptaki tavsanlar arasinda da kismi
farklihklar gésteriyordu. Santral kornea yanigi ¢evresinde olusan damarlar tum
kadranlarda farkli uzunlukta oldugundan, komea damarlanmasinin sayisal
kargilagtirmasi igin birbirini tamamlayan ¢ farkh metod kullanildi. Bu metodlaria
degerlendirilen yeni damarlanma cevabinin gruplar arasindaki dagilimi ve
karsilagtirmas| Tablo 3'te ézetlenmigtir. On besinci ginde ortalama Ni, gruplar
arasinda farklilik géstermezken (P>0.05), yeni damarlanma cevabinin saat
kadrani olarak derecesinin, L-NAME ve aminoguanidin calisma gruplarinda
plasebo kontrol grubuna gére anlamli olarak arttigi gésterildi (sirasiyla P<0.001 ve
P<0.001). L-NAME ve aminoguanidin gruplari arasinda ise damarlanma derecesi
(saat kadrani) acisindan farkliik saptanmadi (P = 0.616)) (Sekil 3 ve Sekil 7).
Buna paralel olarak L-NAME ve aminoguanidin gruplarinda saat kadrani bagina
dusen ortalama damar uzunlugun, kontrol grubuna gére belirgin olarak fazla
oldugu (P<0.001 ve P<0.001, sirasiyla) saptandi. Heriki ¢calisma grubu arasinda
ise anlamli farklilik gézlenmedi (P = 0.724) (Sekil 4).

NO, yarilanma 6mrG birkag saniye ile sinirll gaz formunda bir serbest
radikal oldugundan, plazma ve doku NO dizeylerinin degerlendiriimesinde stabil
oksidatif son Grln olan nitrit ve nitrat miktan 6lglimektedir. Bu nedenle

calismamizda NOS inhibitérleri olan L-NAME ve aminoguanidinin subkonjunktival
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uygulama sonrasi tavgan kornealarinda olusturdudu damarlanma cevabindaki
belirgin degigimlerin, kornea dokusundaki nitrit-nitrat konsantrasyonlarinda
degisimlerle paralellik ya da birliktelik géstermesi de degerlendirildi. Kornea
dokusunda olugan NO'nun gdstergesi olarak 6lgtlen nitrit diizeylerinin, kontrol ve
calisma gruplarinda belirgin olarak farkli bulundugu gésterildi (P<0.001). Ortalama
kornea nitrit konsantrasyonu L-NAME ve aminoguanidin gruplarinda, kontrollere
gére anlaml olarak dugtk bulundu (sirasiyla P<0.001 ve P=0.001). Heriki ¢alisma

grubu arasinda ise farklilik saptanmadi (P = 0.705) (Sekil 5).

Tablo 3. Gruplardaki ortalama nitrit Giretimi ve korneal neovaskilarizasyon sonuglan (Ortalama +
SEM).

Saydam kornea Kontrol L-NAME Aminoguanidin P
Neovaskuler indeks (mm) 9.32+0.23 9.14+£0.24 8.93+0.32 0.775
Ort. damar uzunlugu {mm) 1.15+£0.10 2.45+£0.25 2.30+£0.21 < 0.001
Seet kadrqQEN" Al 30602 686063  6.46+0.67 < 0.001
damarlanma yayginhgi
Doku nitrit dazeyleri 45440 £47.81 983.45+7221 506.05+4656 533.24+50.87 <0.001

(nmol/mg protein)

SEM: Standart ortalama hata

Sekil 3. Gruplarda saat kadrani cinsinden kornea damarlanmasinin yayginigt
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Sekil 4. Gruplarda, her saat kadranindaki en uzun damarin ortalamast alinarak hesaplanan
ortalama kornea damar uzunluklar
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Sekil 5. Gruplarda alkali yaniktan 15 giin sonra korneadaki nitrit oksit yapiminin gbstergesi

olarak ortala

ma nitrit dlizeyleri
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Merkezi yanik bélgesinin semikantitatif histolojik incelemesinde ise, iltihabi

hicre indekslerinin gruplar arasinda farklilik gdstermedigi tespit edilmistir (P >

0.05) (Tablo 4, Sekil 6). On besinci giinde kornea merkezindeki yanik bdlgesinde

iltihabi hlcre goécl, ylzeyel ve orta stroma tabakalarinda yaygin olarak

izlenmekteydi (Sekil 8). -

Tablo 4. Santral korneada iltihabi hiicre infiltrasyonu hiicre indeksi (ortalama + SEM).

Kontrol L-NAME Aminoguanidin P
PMNL 193.60 + 16.95 184.00 + 12.36 181.40 £12.70 0.878
Makrofajlar 125.20£7.24 131.00 £ 7.90 134.40 £7.50 0.651
Keratositler 175.40 £ 15.60 171.20 £ 12.47 173.40 + 11.32 0.932

PMNL: Polimorf niikleer l16kosit, SEM: Standart ortalama hata

250 +

200 %

150 =

100J

Hticrese! indeks (hlicre sayisi)

501

0
oniro

Sekil 6. Alkali yaniktan 15 giin sonra kornea merkezindeki yanik alaninda hesaplanan iltih'abi hilcre

indeksi
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Sekil 7. Alkali kornea yanig kiben 15. giinde plaseb list) gbre, L-NAME
(orta) ve aminoguanidin (alf) gruplarindaki tavsan kornealarinda damarlanmanin daha yaygin
oldugu g6zlenmektedir.
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Sekil 8. 15. giinde kornea merkezindeki alkali yanik bélgesinden alinan histolojik kesitierde kontrol
(iist), L-NAME (orta) ve aminoguanidin (ait) gruplannda benzer derecede iltihabi hiicre infiltrasyonu
izlenmektedir (H&E, X100).
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TARTISMA

NO, yan émrQ birkag saniye ile sinirli gaz formunda serbest bir radikal olup,
NOS enzimlerince L-argininden sentezlenir (78). NO, néronal iletim,
vazodilatasyon, immun sistem ve inflamasyon gibi degisik olaylarda énemli rol
oynamaktadir (79-81). Kornea damarlanmasi; inflamasyon, enfeksiyonlar ve
travma sonrasi yaygin olarak olusabilen bir komplikasyondur. NO'nun genel olarak
anjiogenez ve O6zel olarak da kornea damarlanmasindaki rolini belirlemeyi
amagclayan farkli ¢alismalar bulunmaktadir. Kornea damarlanmasi tizerine NO'nun
anjiogenezisi uyarici (43,46,82-84) ya da baskilayici (48,49,85,86) olabilecegi
bildiriimektedir. Tavgan kornealarinda damar olugumunu inceleyen galismalarda,
NO’'nun damarlanmay! uyarabilecegi dustnllmusttr (43,44,87). Bunun yanisira
koroner endotel htcre kultirinde NO’nun endotel hiicre g¢odalmasini uyardidi
(45,82,88,89) ve insan endotelyal hicre kultarinde de VEGF'ye bagh endotglyal
hicre gogalmasinda aracilik ettigi gértlmustir (83,90). NO'nun anjiogenezisi
indUkleyici etkisinin ortaya ¢ikmasinda cNOS ile olusan bazal NO dlzeyinin etkili
oldugu dusunalmektedir. Diger taraftan NO'nun vlcutta yeni damar olugsumunu
engelleyici rolint gésteren gok sayida galigma vardir. NO’nun civciv koryoallantoik
membraninda normal ve uyariimig damarlanmay! inhibe ettigi (48,49,91,92) ve
degisik tip endotelyal hicre kulttrlerinde (43,93) endotel hicre ¢ogalmasini
azalttigi géralmastar.

NO'nun yeni damarlanmay! 6nleyici etkisinin, uyarilabilen NOS (iNOS)
yoluyla oldugu dastntlmektedir (48,93). Ayrica iNOS geni baskilanmig farelerde
yapilan bir ¢aligmada, iINOS enzimince yapilan ylksek miktarda NO'nun gimus

nitratla yakilarak uyarilan kornea damarlanmasini kismen inhibe ettigi

34



~ gésterilmigtir (94). NO'nun yeni damarlanma Gzerine etkisi konusunda yapilan

calismalarin sonuglarinin farkli olmasinin bir nedeni, bu g¢alismalarda kullanilan
degisik deneysel modellerde farkli NOS tiplerinin aktive olabilmesi ile agiklanabilir
(6zellikle INOS ve eNOS). Ancak bu galismalarda farkli NOS tipleri aktive olmus

olabilir. Zira herbir ¢alismada degisik NOS inhibitérleri kullaniimisgtir.

Muhtemelen INOS tarafindan uretilen yUksek miktardaki NO yeni damar
olusumunu engellerken, cNOS tarafindan olusturulan bazal NO dlzeyi yeni
damarlanmay: kolaylastirici ve aktive edici rol oynuyor olabilir. Calismamizda
6zgln iNOS inhibitéri olan aminoguanidin ve INOS ve eNOS'u inhibe eden L-
NAME'in ciddi alkali yanik olugsturulan tavsan korneasinda damarlanma Uzerine
olan etkisi arastinldi. Caligmada klinik olarak karsilasilan kimyasal yanik
patolojilerine benzerlik gésteren standart bir tavsan modeli kullanildi (55). Calisma
sonuglarimiz her iki NOS inhibitérantin de (aminoguanidin ve L-NAME) tavsanda
alkali yanikla olusturulan kornea damarlanmasini artirdigini géstermektedir. Bu
sonucun tavsan korneasinda korneal cep yéntemi ile gergeklestiriien ve NO'nun
damarlanmayi aktive edici rolinG destekleyen diger c¢alismalardan farklilik
arzetmektedir (43-45). Korneal cep teknigini kullanan bu cgalismalar ve bizim
calismamiz arasindaki farkh sonuglari agiklamak igin degisik hipotezler 6ne
surtlebilir. Oncelikle kimyasal yanikla olusturulan kornea damarlanmasi, tek bir
ajan kullanilarak damarlanma olugturulan korneal cep teknidi ile kiyaslandiginda
cok daha karmasik bir slire¢ olup, yeni damarlanma Gzerine etkili sayisiz miktarda
ajani icermektedir. Ikinci olarak Ziche'nin tavganlarda korneal cep yéntemini
kullanarak yaptig1 calismalarda (43-45), bizim ¢alismamiza gére farkli bir NOS
tipinin aktive oldugu dusindlebilir. Ancak Ziche'nin ¢alismalarinda 6zgiin olmayan

NOS inhibitérleri (L-NAME gibi) kullanildig: i¢in hangi NOS tipinin aktive oldugunu
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‘tespit etmek zordur. Son olarak, calisma sonuglari arasinda gértlen bu farkliigin =~

NO ile NOS enzimlerinin aktivitelerini dlzenleyen (82,90) ve kornea
damarlanmasinda etkili oldugu bilinen VEGF ve FGF gibi (95,96) buytme faktérleri
arasindaki etkilegsime bagli oldugu ileri strtlebilir. Buna kargin in vitro ve in vivo
caligmalarda (85,97-99) NO'nun esas olarak VEGF ile ilgili blylme fonksiyonlart
ve diger fonksiyonlari negatif feed back etki ile inhibe eftigi goérulmektedir.
Muhtemelen tavsanlarda alkali yanida bagli olugsgan yeni damarlanma,
calismamizda benzer negatif kontrol mekanizmasi harekete gecerek, yaniga bagli
artmis NO yapimi yeni damar cevabini kismen baskilamig olabilir. Benzer negatif
kontrol mekanizmasi, NOS aktivitesinin timér buyuklaga ile iligkili oldugu (100)
malignitelerdeki yeni damar olusumunda da gérlmektedir. Calismamizda kontrol
grubu ve NOS inhibitérleri uygulanan gruplardaki tavsanlar arasindaki kornea
damarlanma farkliiginin, kimyasal yanidi takiben bu iki grupta olusan kornea
inflamasyonunun seyrindeki farkliliklari yansittigi dasandlebilir. CUnkl kontrol
grubunda tedavi grubuna gére daha fazla miktarda Uretilen NO, apoptozis yoluyla
(101) inflamatuar htcre sayisint azaltarak inflamasyon strecini kisaltmis olacagi
dustnulebilir. Dolagimdaki lenfosit ve nétrofil sayisindaki belirgin azalmanin
gumas nitrat ile olusturulan yaniga bagli kornea damarlanma cevabini azalttidi
gosterilmistir (63). Calismamizda, histolojik kesitlerde iltihabi hlcrelerin gérintm
ve sayllari agisindan gruplar arasinda farklilik tespit edilemeyisi, NOS
inhibitérlerine bagh olarak doku NO dizeyindeki degisimlerin kornea alkali
yanigindaki iltihabi hiicre gécline ve dolayisiyla iltihabi slirece dogrudan etki

etmedigini dugtndurmektedir.

Kimyasal kornea yanidi sirasinda -Uretilen NO kaynag: ile ilgili olarak

immunohistokimyasal boyama ile yapilan bir galigmada (94) yanik olan merkezi
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kornea kisminda iNOS enzimine ait boyanmanin belirgin oldugu izlenmektedir.

Calismamizda, daha 6nce de gdsterildigi gibi (55) yanik olan merkezi kornea alani
histolojik olarak inflamatuar hiicre gé¢inin en yogdun izlendigi bélge olarak dikkati
cekmektedir. Histopatolojik ¢alisma sonuglarimiz, daha énce yapilan galismalara
benzer sekilde (55,94,102) merkezi kornea yanlk. bélgesindeki inflamatuar
hicrelerin baslica PMNL,. monosit ve makrofaj oldugunu dogrulamaktadir. Tim bu
bilgiler, kornea alkali yani§i sirasinda olugan NO kaynaginin bu inflamatuar
hicreler oldugunu dustndarmektedir. Yanik sirasindaki NO dretimine katkida
bulunan bir diger kaynak, ¢alismamizdaki histolojik kesitlerde yogun olarak dikkati
ceken keratositler olabilir (103). Bu 6én ¢alismada NOS inhibitérlerinin kornea
dokusuna gegisi kornea dokusunda etkin inhibitér konsantrasyonuna ulasmasi igin
gerekli olan minimal doz gibi farmakokinetik parametreleri incelemeyi
amaclamadik. Bununla birlikte tercih edilen subkonjunktival ilag dozu, Ziche ve
arkadaglarinin (43-45) tavsanlarla yaptidi g¢alismada hayvanlarin igme suyuna
karistirarak oral yolla uyguladiklari L-NAME dozundan ¢ok daha fazla oldugu
gorilmektedir. Calismamizda kullandi§imiz L-NAME ve aminoguanidin dozlarinin
intravitreal uygulandi§i zaman tavsanlarda olusturulan endotoksik Gveitine karsi
koruyucu oldugu bildirilmigtir (104). Dahasi, ¢alismamizda kontrol grubundaki
tavsanlarla karsilastinldiginda L-NAME ve aminoguanidin gruplarinda kornea
nitrat diGzeylerinde anlamhi bir azalma ile beraber damarlanma derecesinde

belirgin bir artma oldugu saptanmistir.

Bu calisma ile literatirde ilk kez saydam, kontrol ve ¢aligma grubundaki
kornealarda doku NO yapiminin géstergesi olarak nitrit duzeylerinin 6l¢iimu
yapilarak, bu yanik modelinde kornea damarlanmasinin derecesi ile doku nitrit

duzeylerinin ters orantili oldugunu ortaya koyduk. Doku nitrit dlzeyi ile
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damarlanma iligkisi bizden énce yapilan koryoallantoik membran modeliyle de
(105) desteklenmis olup, koryoallantoik membrandaki iINOS gen ve enzim
aktivitesi ve nitrit dlzeyinin birbiri ile paralellik gdsterdigi ve her UglUnin
damarlanma ile ters orantii oldugu NO inhibitéri L-NAME kullanilarak
dogrulanmaktadir. Bununla birlikte alkali yaniga bagli kornea damarlanmasinda
NOS gen ve enzim aktiviteleri ile birlikte nitrit Gretiminin damarlanma cevabi ile
olan iligkisinin incelenecedi ileri galismalara ihtiyag vardir. Calismamizda L-NAME
ve aminoguanidin gruplari arasinda damartanma ve doku nitrit dizeyleri agisindan
anltamli bir farkliik olmadigindan, kimyasal yaniga bagli damarlanma sirasinda
olusan NO'nun bazal NOS aktivitesinden gok'iNOS yoluyla oldugu dusundlebilir.
Bu dustncemiz, farelerde olusturulan kimyasal yaniga bagh kornea
damarlanmasinda iNOS aktivitesini degerlendiren ¢alisma (94) ile de

desteklenmektedir.

Calismamizda ilk kez NOS inhibitérlerinin subkonjunktival uygulama sonrasi
kornea dokusundaki uyariimis NO yapimini azalttigi ve buna paralel olarak
kimyasal yanida bagli damarlanma cevabini artirdigini gésterdik. Bu sonug,
NO'nun siddetli alkali yaniga bagli kornea damarlanmasinda damarlanmayi
azaltan endojen bir mediyatdr olarak etki ettigini ortaya koymaktadir. Bu konuda
standart kornea alkali yanik modelleri Gzerinde doku NO duzeyleri ve NOS
aktivitesinin yanisira NOS inhibitdrlerinin lokal ve sistemik uygulama sonrasi

korneaya gegisinin de degerlendirilecedi ileri calismalara ihtiyag vardir.
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AMAGC : Tavsanlarda siddetli alkali yaniga bagh kornea damarlanmasina, 6zgin
ve 06zgin olmayan NOS inhibitérleri aminoguanidin ve N-nitro-L-arginine-
methylester (L-NAME)'in etkisini incelemek.

YONTEM : Kirk bes adet Yeni Zelanda beyaz erkek tavsani rastgele yontemle,
herbiri 15 hayvandan olugsan plasebo kontrol (izotonik salin), L-NAME ve
aminoguanidin §eklinde'i]g gruba ayrildi. Standart alkali kornea yanigi, 4 N
sodyum hidroksit (NaOH) emdirilmis 7 mm ¢apli, disk seklindeki Whatman # 3 filtre
kagidinin merkezi kornea bélgesinde 2 dakika tutulmasi ile saglandi. Kontrol ve
calisma gruplarindaki gézlere, alkali yaniktan 1 hafta énce baslayarak 14 gin
sonrasina kadar hergln, izotonik salin, L-NAME (100mM) veya aminoguanidin

(100mM) soltsyonundan 0,1 ml subkonjunktival olarak uygulandi.

Kornea damarlanmasi alkali yaniktan 15 gUn sonra biyomikroskopi ile
degerlendirildi. Alt yaridaki en uzun ¢ damar ve Ust yaridaki en uzun iki damara
ait ortalama uzunluk degerleri, alt ve Ust kadraniara ait ortalama damarlanma
cevabi olarak belirlenip, bu iki ortalamanin toplami neovaskiler indeks (Ni) olarak
hesaplandi. Yeni damarlanma cevabi saat kadrant olarak damarlanmanin
yayginlig! ve tim saat kadranlarindaki en billylk damar uzunluklarinin ortalamasi
alinarak hesaplanan ortalama damar uzunlugu olarak da degerlendirildi.
Korneadaki nitrik oksit (NO) Gretiminin gdstergesi olarak doku nitrit diizeyi 6lguldi.
Secilmig kornealarda yapilan histopatolojik incelemede, yanik bélgesindeki iltihabi

hicrelerin gérinim ve sayilari degerlendirildi.

BULGULAR : NI gruplar arasinda 14 gin sonra benzer olarak bulundu (p > 0.05).
Bununla birlikte, damarlanmanin saat kadrani olarak ifade edilen yayginliginin, L-

NAME ve aminoguanidin gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak arttig
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gdzlendi (sirasiyla p < 0.001 ve p < 0.001). Benzer sekilde saat kadrani bagina
dusen ortalama damar uzuniugunun, L-NAME ve aminoguanidin ile tedavi edilen
hayvanlarda kontrol grubuna gére belirgin bir gekilde artmis oldugu izlendi
(sirasiyla p < 0.001 ve p < 0.001). L-NAME ve aminoguanidin gruplar arasinda,
damarlanma yayginligi (p = 0.616) ve ortalama damar uzuniugu (p = 0.724)
acisindan anlamli bir farkhhk tespit edilmedi. Merkezi bdlgesinin histolojik
incelemesinde, iltihabi hlcrelerin gérinUmleri ve sayilan agisindan belirgin bir

farkhlik izlenmedi (p > 0.05).

SONUGLAR : Calisma sonuglarimiz, 6zgin ve 6zgun olmayan NOS
inhibitérlerinin siddetli korneal alkali yaniga bagl damarlanma cevabini arttirdigini
gostermekte olup, NO'nun kornea damarlanmasinda oldugu gibi artmis
damarlanma durumlarinda endojen bir inhibitér olarak .etki ettigini

dstndlrmektedir.

Anahtar Kelimeler : Nitrik oksit, Nitrik oksit sentaz inhibitdrleri, Kornea

damarlanmasi, Kornea alkali yanigi.
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PURPOSE : To evaluate the effects of specific and nonspecific NOS inhibitiors,
aminoguanidine and L-NAME on corneal neovascular response to severe alkali
burn in rabbits.

METHODS : Forty-five male New Zealand white rabbits were randomly divided
into three subgroups, each consisting of 15 animals; placebo (isotonic saline)
control group, L-NAME aﬁd aminoguanidine treatment groups. A standard corneal
alkali burn was produced in the right eyes using 7 millimeter alkali-immersed filter
discs applied to the central cornea for 2 minutes. Control and study eyes were
éiven daily subconjunctival dose of 0.1 mL of isotonic saline, L-NAME (100mM)
and aminoguanidine (100 mM) from 1 week before surgery to 14 days after alkali
burn.

CNV response were examined by slit lamp biomicroscopy at 15 days after corneal
alkali injury. Neovascular Index (NI) was calculated as sum of the mean inferior
and superior quadrant vascularities, the mean lengths of three and two longest
vascular tufts in inferior and superior halves of the cornea respectively.
Neovascularization was also assessed by degree (clock-hours) of neovascular
invasion and avarage radial vessel length by measuring length of the longest
vascular tuft at every clock hour using the height of the slit-lamp illumination beam.
Tissue nitrite level was measured as an index of nitric oxide production in the
cornea. Histopathologic examinaton of the representative corneas including
semiquantitative assessment of the inflammatory cell infiltration in the central
injlxry site was also performed.

RESULTS : The mean NI after 14 days was found similar among the groups (P >

0.05). However, clock-hour involvement of CNV as a measure of degree of
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neovascularization significantly increased in L-NAME and aminoguanidine study

groups compared to the control group (P < 0.001 and P < 0.001 respectively).
Consistently, the avarage vessel length per clock-hour was also found to increase
significantly in corneas from L-NAME and aminoguanidine treated animals
compared to their corresponding controls (P < 0.001 and P < 0.001 respectively).
No significant difference was detected in degree of CNV (P = 0.616) and avarage
vessel length (P = 0.724) between L-NAME and aminoguanidine groups.
Histological examinations of the central injury site revealed no marked difference
in terms of histological appearance and the number of inflamatory cells between
control and study corneas (P > 0.05).

CONCLUSIONS : Our results conclusively show that specific and nonspecific
NOS inhibitors increase neovascular response to severe corneal alkali burn,
suggesting that NO may act as an endogenous inhibitor of the increased
angiogenic processes such as CNV.

Key Words : Nitric oxide, Nitric oxide synthase inhibitors, Corneal

neovascularization, Corneal alkali burn.
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