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Keratokonus — buynuz qisanin incolmosi ilo xarakterizo olunan vo proqressivleson birincili buynuz qisa
ektaziyasidir. Buynuz qiga stromasinin progressivleson incolmosi ilo protruziya, irrequlyar astigmatizm vo miopiya
yaranir, bununla slagadar gérmo itiliyi vo keyfiyyati azalir [1]. Keratokonusun progressivlogsmasinin qarsisini
almagq iiclin alternativ miialico olan kollagen kross-linking 2003-cii ildo Vollensak torofindon toklif edilmigdir
[2]. Hazirda klassik vo ya standart buynuz qisa kross-linkingi kimi taninan bu {isul 400pu-dan inco stromalarda
endotelo zarar verir [3, 4]. Baxmayaraq ki, standart buynuz qisa kross-linkinqgi effektli sayilir, lakin ¢ox nazik
buynuz gisalara tatbiq edilo bilinmir, agriya sabab olur, gérma itiliyini azaldir, 1-12 ay miiddatine buynuz gisanin
bulanmasina, infeksiyaya sobab olur vo usaqglara totbiqi ¢otinlik toradir [5-9]. Bu catismayan cohotlori aradan
qaldirmaq ii¢ilin transepitelial buynuz qisa kollagen kross-linkingi toklif edilmisdir [10, 11]. Bu metod genis
tatbiq edilir, lakin usaqlarda effektli olmadigini ve standart metodla miiqayisade xastaliyin proqressivlesmasinin
qarsisinin alinmasinda effektinin daha zaif oldugunu gostoran todqiqatlar da vardir [12-15]. Miialiconin naticalori
forqlidir ¢iinki, epitel riboflavinin stromaya kegmosinin qarsisini alir, riboflavin stromada homogen sokilds yayila
bilmir vo epitel ultrabondvsayi siialar1 blok edir [16-20]. Riboflavinin transepitelial yolla stromaya ke¢mosini
artirmaq {i¢iin iontoforez komoyi ilo buynuz gisa kross-linkingi istifadoe olunmaga baslanmigdir. Iontoforez,
elektrik coroyani vasitosilo toxumaya miixtslif ion axinini tomin edon noninvaziv bir {isuldur. Bu iisul bir asrdon
coxdur ki dormanlarin buynuz gisa vo konyuktivadan tatbiqi {i¢iin istifado olunur [21]. lontofarezls buynuz qisa
kross-linkingi effektli va pasientlor {i¢iin komfortlu bir tisuldur [22].

Mogqsad — dovsan gozlerinds kross-linkingden 6nca standart, transepitelial v buynuz qisa tamligim1 pozmadan
iontoforez vasitasilo buynuz gisaya riboflavin yeridildikdon sonra buynuz qisada riboflavinin migdarini toyin etmokdir.

Material va metodlar - Qazi Universiteti heyvanlar {izorindas tacriibslorlo bagl Etik Komits torafinden raziliq
alindiqdan sonra oftalmoloji tadqiqatlarda heyvanlardan istifads edilmasiylo bagli akta miivafiq sokilds tacriibslor
apartlmigdir.

2,5-3 kq ¢okiyo malik on iki Yeni Zelandiya dovsani (24 g6z) istifado edilmisdir. Tocriibe ozolodaxili yolla
yeridilmis ketamin va ksilazinin komayi ilo imumi anesteziya altinda aparilmigdir. Epitelin mexaniki qaldirmadan
onca topikal proparakain HCL 0,5%-li (Alcaine, Alcon laboratoriyasi, Fort Worth, TX) tokiilmiigdiir. Niimunalar hazir
oldugdan sonra dovsanlar evtanaziya olunmusdur. Dovsan gozlari hor birinds 6 adad g6z olmaqla 4 qrupa ayrilmigdir:

Birinci qrupda standart {isulda oldugu kimi 9 mm-lik bir sahodos epitel mexaniki yolla qaldirildigdan sonra 30
daqiqe arzinds 3 daqiqolik fasilalarle 0,1%-li riboflavin 20%-1i dekstran T500 (Merribo Iso-Osmolar; Meran Tip,
Istanbul, Tiirkiyo) tokiilmiisdiir.

Ikinci qrupda transepitelial iisula miivafiq olaraq 0,2%-li riboflavin vo BAX, HPMS, TRIS, NaCl vo EDTS
qaris181 6 doqige arzindos 2 doqiqo fasilo ilo sonra iso 0,2%-1i riboflavin vo NaCl qarigig1 6 doqiqgo orzinds 2 doqigo
fasilo ilo tokiilmiisdiir.

Ucgiincii vo dérdiincii qruplarda riboflavin iontoforez vasitasilo yeridilmisdir. Riboflavin monfi yiiklii oldugu
liciin monfi elektrod 9 mm hovuzda elektrodla buynuz qisa arasinda riboflavin mshlulu olacaq sokilde buynuz
qgisaya vakumla fiksasiya edildi. Miisbat elektrod isa homin goz tarafde boyun nahiyasins fikse edildi. Hovuz 3-cii
qrupda 0,1%-li, 4-cii qrupda iss 0,2%-li riboflavinlo dolduqdan sonra yiiksok hosassliqli cihaz vasitssi ilo (Netes
DC Power Supply 3306D, Istanbul, Turkey) 10 doqige miiddoatindo 1mA fasilssiz elektrik coroyani verilmisgdir.
Prosedur arzinds corayan multimetr vasitasilo 6l¢iilmiisdiir va gorginliyi doyismakls (2.7-6.6 V) 1mA coroyanin
fasilasizliyi tomin edilmisdir. Elektrik corayan1 verildikden sonra manfi elektrodda qovuqcugqlar yaranir. Carayanin
fasilosizliyini tomin edilorak prosedurun 5-ci doqigasinds hovuz i¢indoki riboflavin yenilonmisdir.
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Biitiin gozlorde 360 darace keratotomiya olundu. Buynuz gisa niimunslori maye azotda (vo ya -80° daracado)
dondurularaq 6l¢iimlor aparilana kimi garanliq bir yerds saxlanildi. Niimunslords riboflavinin konsentrasiyasi
Elektrospray Tandem Mass Spektrometriya vo Ultraperformans Maye Xromotoqrafiya (UPLC-ESI-MS/MS)
vasiyosiylo toyin edilmisdir.

Statistik analizlor

Noticolor IBM SPSS20 vasitasi ilo analiz edildi. Normal gruplasdiriimis naticalor £SE vasitasilo ifads edilir,
geyri-normal qruplagdirilmis olanlar iso orta doyerli olaraq ifads edilir. Anormal qruplardaki variantlar tok yonlii
forq analizlori ilo miiqayiso edilmis vo novbati analizlor Tukey Test vasitosilo hoyata kegirilmigdir. Anormalliq
miisahido edilmoyon qruplarda variantlar Kruskal-Uallis Test vasitosilo analiz edilmis vo forq ciitlori Maun-
Uhitney U Test vasitosilo analiz edilmisdir. Statistik olaraq P<0,05 shomiyyatli qobul edilmisdir (cadval 1).

Cadval 1
Buynuz gisada riboflavin konsentrasiyasi

Buynuzgisada | Qrpl | Qup2 | Qmup3 | Qupd

riboflavinin Buynuz gisa Buynuz gisa Buynuz gisa Buynuz gisa
konsentrasiyasi ng/g ng/s ne/s ng/g

1 36,0 23,5 31,8 32,2
2 37,6 25,5 25,6 25,0
3 442 25,7 14,0 34,5
4 51,3 243 224 30,4
5 42,0 24,9 27,0 431
6 434 22,5 21,0 40,1

Naticalor vo onlarin miizakirasi
Tacriibe qruplarinda buynuz qisada riboflavinin miqdar1 Cadvel 1-do gdstorilmisdir. Buynuz qisadariboflavininin
miqdar birinci qrupda digar qruplara nozaron daha yiiksekdir. Tkinci va iiciincii qruplardaki riboflavinin migdari
bir-birinden farglonmir (p=0.937). lontoforez vasitasilo 0,2% riboflavin yeridilmis 4-cii qrupda buynuz qisada
riboflavin miqdart hom transepitelial metoddan (p=0.009), hom do iontoforez vasitasils 0,1% riboflavin yeridilmis
grupdan (p=0.026) statistik shomiyyatli olaraq yiiksok 6l¢iilmiisdiir (Cadval 2).
Cadval 2
Qruplar iizrs buynuz qisada riboflavin konsentrasiyasi

Rlboﬂavm
“
| Buynuz gisapg/z | 424454 24,4 +1,2% 23,6 +6,1% 34246611

Naticalor £SE vo ya min-max ilo ifads edilir

*P<0,05 qrup 1 ilo miiqayisada statistik shomiyyatli
T P<0,05 gqrup 2 ilo miiqayisado statistik ohomiyyatli
1 P<0,05 qrup 3 ilo miigayisada statistik shamiyyatli

Miiayyen edilmisdir ki, transepitelial buynuz qisa kross-linkinginden sonra epitelin tokiilmasi bas verir vo bu
standart miialicodon sonra miigahids olunan yan tosirlorin ortaya ¢ixmasina sabab olur. Buna sobob miialico zamani
epitelin tamligini pozan maddoslordon istifade edilmosidir. Bir tocriibe zamani malum olmusdur ki, transepitelial
kross-linking zamani epitelin tamlig1 pozulmur [23], digar bir tacriibada iso deyilir ki, epitel amoliyyatdan bir giin
sonra tam sagalir [24]. Bagqa bir tocriibads iso gostarilmisdir ki, epitel amoliyyatin yalniz tiglincii giinii sagalmigdir
vo bu miiddat orzindo xastonin kontakt linza ehtiyaci olmugdur [25]. Transepitelial kross-linkingdon sonra epitelin
tamligint qiymotlondirmok {igiin aparilan todqiqatda iso aydin olmusdur ki, epitelin tamligini1 pozmadan stromaya
riboflavinin kifayot qoador kegmasini tomin etmok miimkiin deyildir, epitel defekti vo agrinin yaranma intensivliyi
uygun olaraq 0%-don 63%-3 vo 0%-don 83%-2 kimi yiiksalmisdir [26]. Todqgigatimizin asas maqsadi epitelin
tamligin1 pozmadan iontoforez vasitasilo stromada kifayat qadar riboflavin miqdarina nail olmaqdir.

fontofarez vasitasilo stromaya riboflavinin kegmosindoki artigin osas sobabi riboflavinin monfi yiikii vo asag1
molekul ¢okisinoe malik olmasidir. Malumdur ki, 20 daqige arzinds 0-3 mA vo 40 daqigs arzinds 1,5 mA elektrik
coroyani axinini goz strukturlar tgilin tohliikesizdir [27]. Bu sobabdon bizim tocriibads riboflavin iontoforez
vasitasilo yeridildiyi miiddotds 1 mA elektrik coroyant istifado edilmisdir.

Insanlarda, meyitlorin buynuz qisas1 {izorindo aparilan tocriibalor zamani transepitelial yol ilo miigayisado
iontoforez vasitasilo riboflavinin daha yiliksok konsentrasiyasina nail olundugu askar edilmisdir [28]. Dovsanlar
iizorinds aparilan digor bir tacriibado iontoforez vasitssilo riboflavin yeridilmasi sonrasinda standart metoda
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nozaran buynuz qisaya 45% daha az riboflavin kegmisdir [29]. Haqqinda avvolco danigdigimiz hor iki tocriibado
10 doqgige 1 mA elektrik corayant altinda 0,1%-li riboflavin mohlulu istifads edilmisdir. Bizim tacriibe zamani
iso 10 doqiqe miiddatindo 1 mA elektrik corayami altinda 0,1 vo 0,2%-li riboflavin mohlulu istifads edilmisdir.
Bu iisul tocriibado ilk dofs istifado edilirdi. lontofarez vasitosilo 0,1%-li riboflavin mohlulu yeridilorkon aldo
edilon konsentrasiya transepitelial iisuldaki qador, 0,2%-l1i riboflavin mohlulu istifads edildikds iso daha yiiksok
miqdar oldo edilmisdir. fonofarez vasitasilo yeridilmis 0,2%-li riboflavin mohlulunun buynuz qisadaki miqdari
standart iisulla alds edilon miqdarla miiqayisads 19,2% asagidir. G6z mayesinds ionofarez vasitasils yeridilmis
0,2%-1i riboflavinin buynuz qisadaki miqdar: standart tisulla alds edilon miqdarla miiqayisade 81,4% asag1, lakin
transepitelial iisulla miiqayisodo 80% daha yiiksokdir. Bu onu gdstarir ki, ionofarez vasitasilo buynuz gisanin dorin
qatlarina ¢atan riboflavinin miqdari standart {isula nazoran az, transepitelial iisula nozaron iso daha yiiksokdir.

ovvalki tocriibalordoki niimunalords riboflavinin miqdar Yiiksok Performans Maye Xromatoqrafiya (HPCL)
vasitosilo 6l¢iilmiisdiir. Maddonin UPLC-ESI-MS/MS vasitasilo agkar edilmasi vo 6lgiilmasi ¢ixma miiddati vo
kiitlo kegmo faizina asaslanir. Lakin Yiiksok Performans Maye Xromatoqrafiya (HPCL) vasitasilo analizler yalniz
¢ixma miiddatine asaslanir, bu iss yalang1 miisbat va yalang1 manfi naticolor vers bilir. Bu tacriibs zamani istifado
edilon ekstraksiya texnikasi asan aldo edilon, istifadosi rahat, sado vo etibarli {isul olub riboflavinin konsentrasiyasini
yiiksok hassasligla toyin etmak imkan1 verir.

Transepitelyal cross-linking adaton nazik buynuz qisaya malik xastalarde genis totbiq olunur, lakin onun eftektli
olub-olmamasi hols do miizakirs mévzusudur. Malumdur ki, buynuz qisa stromasinin 40%-lik 6n hissosinin gorilma
qiivvasi digar hissalara nozeran daha (50%) yiiksakdir [30]. Transepitelial cross-linkingde miialicenin effektliliyi
on stromanin kollagen fibrillorinin kovalent slagslarinin méhkomlondirilmasi ile alagadardir. Dovsanlar tizerindo
aparilan bir tocriibaden molum olub ki, transepitelial metodun biomexaniki sixlasdirma tesiri standart iisulla
miiqayisado daha yiiksokdir [31]. Bundan slava, transepitelial cross-linking bir sira yan tasirlora malikdir ve bu
yan tosirlorin miisahids olunmamast ii¢iin epitelin tamligr miimkiin qodor qorunmalidir.

Yekun

Bu tocriiba buynuz gisada riboflavin konsentrasiyasinin Elektrospray lonizasiya Tandem Mass Spektrometriya
vo Ultraperformans Maye Xromotoqrafiya (UPLC-ESI-MS/MS) vasitasils 6l¢iildiiyii ilk tocriibadir. Todqiqatimiz
gostorir ki, iontoforez vasitasila epitelin tamligini1 pozmadan buynuz gisada riboflavinin yiiksok konsentrasiyasina
nail oluna bilor. fontofarezlo riboflavin yeridilon gdzlordo BAX, TRIS, ETDA vo riboflavin qarisigi istifado
olunanlarla miiqayisado buynuz gisada riboflavinin daha da yiiksok miqdarina nail olunur. fontoforezlo cross-
linking hom xasto komfortu hom do yan tosirlor baximindan standart {isulun analoqu kimi istifads edilo bilor.
Lakin, 0,1%-1i vo 0,2%-li riboflavin mohlulart ilo iontoforezin effektliliyini aydinlasdirmaq tigiin histopatologiya
va in vivo (canlilar iizarindo) totqiqatlara ehtiyac vardir.
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OKCIIEPUMEHTAJIBHOE U3YUYEHUE BBEJAEHUA PUBODIIABMHA B
CTPOMY, HE HAPYIIAA HEJIOCTHOCTHU POTI'OBHILBI

Meouyunckuii @axynomem Ynusepcumema Kazu, Kageopa Opmanvmonocuu, Anxapa, Typyus *
Yuusepcumem Myena Coixkmur Kouman, enedpenue ananuzos u Llenmp Hccnedosanus nuwyu,
Jlabopamopus ananuza nuwu**

KiroueBblie cjioBa: uHoHmogopes, Kpocc-muHKuHe, pubograsun

PE3IOME

Heas — ompeaenuts coiepikaHue puOOQIaBHHA B POTOBHIIE IIOCIE €r0 BBEIACHUS IMYyTEM CTAHIAPTHOTO,
TPAHCAMHUTENAIFHOTO W HOHTO(Ope3a (He HapyIIas IeJI0CTHOCTh POTOBHIIB) Y KPOJIUKOB 10 KPOCC-TMHKHIHTA.

Marepuaj u MeTOIbI

B skcniepuMenTe ObUI0 HCTIONB30BaHO 12 3pebix (24 ma3) HoBO3eNaHACKUX KpOoIuKoB. OHU OBbLIH pa3/ieieHbl
Ha 4 TPyHIbI, KaXaas rpymma cocTosuia u3 6-Té mia3. B 1 rpynme mocne nesmuTenw3aliél HCHONB30BAIOCH
craagaptaoe BBeaeHue 0,1% pudodnasuna. Bo Il rpynme npuMeHsIIcs TpaHCOMUTEIHATBHBIA METOA BBEICHHS
0,2% pacTBOpa pudodaaBuHa, B COCTaB KOTOPOro BXoan1 6eH3ankonuii xmopus (bX), sTHimmHInaMUHTETpa KHCI0Ta
(QATK), tpomeramon (TMM) u ruapoxcunponuiameruineitonosa (I'TIMLI) ¢ uarepsanom 1,5 mun 3 paza. B 111
rpyIme ucmoiab3oBaics Meton Beeaenus 0,1% pubodraBuna mytem nontodapesa 0e3 MpUMEHEHHUS CyOCTpaToB,
pa3pymIalomuX IEeTOCTHOCTh MUTENNS POTOBUIIEI, B TedeHne 10 MuH ¢ momadeit | mA snexTpudeckoro Toka. B
IV rpynme ucnons3osancst Mmeton anainornusslii 111 rpymme ¢ ucnonszosanuem 0,2% pactBopa pubodmauHa. Ha
OCHOBAHUU 3TUX MeTOJ0B IyTeMm Onekrpoctpeit Monusannu Tandem Mass Spektrometriya u Ultraperformans
Xpomotorpadun Kuarxoctu(UPLC-ESI-MS/MS) onpenensiock conepkanue puOo(dIaBuHa B POTOBUIC U BO
BJIare nepeaHel KaMepsl.

PesyabTarsl

Conep:xanue pudodaaBuHa B porosuiie I rpymme no cpaBHEHHIO ¢ APYTrUMHU ObUTO OoJiee BHICOKUM (42,4+5,4
ng/g); B IV rpymme (34.2+6.6 ng/g) no cpasuenuto ¢ 1 u 11l rpynmnoii ObLIO CPAaBHUTENHFHO BBIIIE U COCTABUIIA
cooTBeTcTBeHHO 24.4+1.2 pg/g (P = 0.009) u 23.6 +6.1 pg/g (P = 0.026). Bo II u Il rpynmne conmepxanue
puboduiaBrHa B poroBuiie ObUIO He3HaYNTETHHBIM (P = 0.937).

3akiaoueHue

ITocne BBemenuss 0,2% pacTBopa myTeM HOHTOdape3a, He pa3pylIAOUINX HEJIOCTHOCTh JIUTEIUs
POTOBHIIBI, HHTPACTPOMAJIBbHOE COACpKaHMe pUOOQIaBHHA TI0 CPABHEHUIO CO CTAaHIAPTHOH METOTUKOH OBLIO
HU3KHUM, a [0 CPaBHEHHUIO C TPAHCOIHUTENbATHHBIM METOAOM BBeIeHHs ObUIO0 BHICOKMM. I[lpn ompenenenum
BBICOKOM YyBCTBUTEIHHOCTH KOHIIGHTpaluu puboduiaBuHa MmyTeM HOoHTo(dope3a 06e3 MCIOIb30BaHUS BEUIECTB,
pa3pylLIAOMUX LUEIOCTHOCTh AIMUTEIHS POTOBUIIBI, OBUIO OOHAPYXKEHO MOBBIIIEHHE MPOHUIAEMOCTH MOJIEKYI
pubodaaBuHa B POTOBHILY.

Novruzlu Sh.F.*, Turkchu U.O.**. Kivrak [.**, Kivrak Sh..**  Bilgihan K.*

EXPERIMENTAL STUDY OF THE RIBOFLAVIN PENETRATE STROMA
WITHOUT DISRUPTING INTEGRITY CORNEA

Department of Ophthalmology, Gazi University School of Medicine, Ankara, Turkey
Mugla Vocational School, Mugla Sitki Ko¢gman University, Mugla, Turkey; Mugla Sitki Kogman

Key words: iontophoresis, cross-linking, riboflavin

SUMMARY

Aim — to examine riboflavin concentrations in corneas from rabbits with standard and transepithelial methods
and iontophoresis without disrupting the integrity of the corneal epithelium before corneal collagen cross-linking.
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Material and methods

Twenty-four eyes of 12 adult New Zealand rabbits were used. They were assigned to 4 groups, each including 6
eyes. Group 1 was exposed to the standard method and given riboflavin 0.1% after epithelial debridement. Group
2 was exposed to the transepithelial method and given benzalkonium chloride (BAC), ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), trometamol (TRIS), hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), and riboflavin 0.2% 3 times at
1.5-minute intervals followed

by riboflavin 0.2%. Group 3 was given riboflavin 0.1% by using 1-mA electric current for 10 minutes with the
help of iontophoresis without using substances disrupting the integrity of the corneal epithelium. Group 4 received
the same treatment as did group 3, except that it was given riboflavin 0.2%. Following these treatments, riboflavin
concentrations in corneas were measured with ultraperformance liquid chromatography coupled with electrospray
ionization tandem mass spectrometry (UPLC-ESI-MS/MS).

Results

Riboflavin concentrations in the cornea were higher in group 1 (42.4 6 5.4 mg/g) than in the other groups. They
were significantly higher in group 4 (34.2 6 6.6 mg/g) than in group 2 (24.4 6 1.2 mg/g) (P = 0.009) and group 3
(23.6 6 6.1 mg/g) (P =0.026). There was not a significant difference in corneal riboflavin concentrations between
group 2 and group 3 (P =0.937).

Conclusions

Intrastromal and aqueous riboflavin concentrations after administration of riboflavin 0.2% through iontophoresis
without disrupting the integrity of the corneal epithelium were lower than those after the standard method, but
higher than those after the transepithelial method. In this study in which riboflavin concentrations were measured
with a very sensitive method iontophoresis was observed to increase the transmission of riboflavin molecules into
the cornea without using substances disrupting epithelial integrity.
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