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OZET

Bu ¢aligsma ile konjonktiva doku hasar1 sonrasinda uygulanan trombositten zengin fibrin
membranin  (TZFM) yara iyilesmesi iizerine etkilerinin histopatolojik ve
immunhistokimyasal olarak incelenmesi amacglanmistir.

Bu amagla caligma 24 adet yeni Zelanda tavsani tizerinde yapilmistir. Tiim tavsanlarin
sadece sag gozlerinde konjonktival hasar olusturulmustur. Oniki adet tavsanin sag
gozlerinde hasarli bolgeye TZFM siitiire edilirken, diger 12 adet tavsan kontrol grubunu
meydana getirmigtir. Trombositten zengin fibrin membran i¢in tavsanlarin femoral
venlerinden alman 5 cc periferik kan 10 cc antikoagiilansiz laboratuvar tiiplinde
biriktirilmistir. Alinan kan 6rnekleri Hettich EBA-20 santrifuj cihazinda yaklasik 2700
rpm (yaklasik 400 g) 12 dakika santrifuj edilmistir. Santrifuj sonrasinda tiipiin iistiinde
kalan hiicresiz plazma kismi ile tlipin dibindeki kirmizi kan hiicrelerinden olusan
tabakanin arasindaki fibrin materyal penset yardimiyla TZFM kutusunda preslenerek
TZFM elde edilmistir. Elde edilen TZFM konjoktiva hasar1 olan bolgeye 7,0 vicryl ile
siitiire edilmigtir. Islem sonrasinda her iki gruptan 3’er adet tavsanin sag gozleri
sirastyla 1.,3.,7. ve 28. giinde histopatolojik ve immunhistokimyasal inceleme
gerceklestirmek lizere Otanazi sonrasinda eniiklee edilmistir.

Tavsanlarin ortalama yas1 22 hafta (12-30 hafta) ve cinsiyetleri disi idi. Operasyon
sonras1 donemde iki grupta da her hangi bir komplikasyon gelismedi. Makroskopik
olarak incelendiginde TZFM uygulanan grupta yara iyilesmesinin primer konjonktiva
dokusu seklinde gerceklestigi gozlendi. Kontrol grubunda ise makroskopik iyilesme
yoktu. Ornekler yirmi sekizinci giinde hemotoksilen-eozin ve immunhistokimyasal
olarak boyandi. PRFM uygulanan grupta yirmi sekizinci giin sonunda dokunun primer
konjonktiva dokusu gibi iyilestigi ve hi¢ skar dokusunun olugmadigi gozlendi. Ancak
kontrol grubunda yirmi sekizinci giin sonrasinda fibrozis ile beraber yara iyilesmesinin
devam ettigi gozlendi.

Sonug olarak TZFM konjonktiva doku hasarinda giivenli ve yan etkisi olmayan, yara
iyilesmesi tizerine destekleyici bir biyomateryaldir. Konjonktival yara iyilesmesindeki
etkinligi histopatolojik ve immunhistokimyasal olarak primer konjonktiva iyilesmesine
gore ustiindiir. PRFM konjonktiva doku rejenerasyonu igin bir iskele malzemesi
saglar. Trombositten zengin fibrin membran kolay elde edilen otogreft bir yontemdir ve
bir¢ok doku iyilesme defektlerinde giivenle kullanilmasi1 beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Trombositten zengin fibrin membran, konjonktiva doku hasar1
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ABSTRACT

In this study it is aimed that to investigate the histopathologic and
immunohistochemical effects on wound healing of platelet rich fibrin membrane
(PRFM) in conjunctival tissue damage.

The study was made on 24 New Zealand rabbits. All rabbits were created only in the
right eye conjunctival damage. Twelve eyes of 12 rabbits was sutured PRFM between
the two ends of damage and the other 12 eyes of 12 rabbits served as the control. To
prepare PRFM, 5 mL of fresh blood from the femoral vein of a rabbit was collected into
10 mL glass-coated tubes without anticoagulants. Samples were immediately
centrifuged at 2700 rpm (approximately 400 g) for 12 minutes using a Hettich EBA-20
centrifuge. After centrifuge the PRFM clots were mechanically separated, using forceps,
from red blood cell corpuscles at the bottom of the centrifuge tubes, and acellular
plasma called platelet-poor plasma (PPP) at the top of the tubes and PRFM clots were
and gently compressed using PRFM box to drain the remaining fluid. The resulting
TZFM was sutured with 7.0 vicryl to the region of conjunctival damage.The rabbits
were euthanized, and the three eyes in each group were enucleated 1, 3, 7 and 28 days
after surgery to perform histopathological and immunohistochemical examination.

The average age of rabbits was 22 weeks (12-30 weeks) and sex was female. There
were not developed any complications in both groups postoperatively. When examined
macroscopically in the group TZFM, primary conjunctival tissues occurs in the form of
wound healing was observed. In the control group there was no macroscopic
healing.After enucleation all specimens were taken from covering the wound area.These
specimens were stained with hematoxylin eosin and immunohistochemical in the
twenty-eighth day. In PRFM applied group tissue was regenerated primary conjunctival
tissue and there was no scar formation observed at the end of day 28. However in
control group wound healing and fibrosis was observed to continue after 28 day.

Consequently TZFM is a safe and without side effects biomaterial in the conjunctival
tissue demage in wound healing. In conjunctival wound healing activity it is superior to
the primary wound healing by histopathologic and immunohistochemically. PRFM
provides a scaffold material for conjunctival tissue regeneration. PRFM is a autograft
method that is easy to obtain and is expected to use in many tissue healing defects
safely.

Key words: Platelet rich fibrin membrane, conjunctival tissue damage
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Konjonktiva Anatomisi Ve Fizyolojisi

Konjonktiva, kapaklarin i¢ kismini ve goz kiiresinin kornea disindaki 6n kismini orten,
icerisindeki Goblet, Wolfring ve Krause bezleri ile salgilama gorevi yapan mukozal
memran yapisindaki tabakadir (Ozgetin, 2003). Saydam ve ince bir zar olan konjonktiva

3 béliimden olusmaktadir (Ozgetin, 2003)(Tablo-1.1, Sekil 1.1).

Tablo 1.1 Konjonktivanin anatomik bolgeleri

Konjonktivanin Anatomik bolgeleri

Kapak (palpebral) konjonktiva

Forniks

Bulber konjonktiva

1.Kapak (Palpebral) konjonktiva: Goz kapaklarinin i¢ yiizeylerini Orten, adeziv
kisimdir. Ug boliimii vardir.

l.a.Marjinal konjonktiva: Kapak serbest kenarindan baglar tars konjonktivasiyla devam
eder. Cok katli keratinsiz epitel ile kaplidir.

1.b.Tarsal konjonktiva: Alt ve iisteki tarsa sikica yapisiktir. Silindirik epitel ile kaplidir.
Bol damarlhdir.

l.c.Orbiter konjonktiva: Altta miiler ve levator kaslari vardir. Silindirik epitel ile

kaplidir. Yiizeyi papillalidir.

2. Forniks: G6z kiiresi hareketlerinin serbest¢e olmasini saglayan goz kapagi ve orbita
boslugu arasindaki torba boslugudur. Alt, iist, i¢ ve dis bdliimlerden olusmaktadir. I¢
fornikste alt ucu alt forniksin ortasina kadar uzanan plikata seminularis adin1 alan
konjonktival kivrim mevcuttur. Plicata seminularisin i¢ kisminda alt ve iist kapaklarin i¢
acida birlestigi yerde karinkula mevcuttur. Cok katli yassi epitel ile kaplidir. Yapisinda

sebum, krause bezi, kil folikiilleri bulunan piirtiiklii bir yapis1 mevcuttur.



3.Bulber konjonktiva: Iki boliimden olusur.

3.a.Skleral konjonktiva: G6z kiiresinin sklerasini oOrter. Altindaki tenon kapsiiliiyle
yapisikligt olmadigindan cerrahi girisimlerde kolaylikla disseke edilir. Yapisindaki
silindirik epitelyum altindaki kalin substantia propria, epitelyumun goz kiiresi tistiinde

kaymasin1 saglar.

3.b.Limbal konjonktiva: Kornea g¢evresinde 3 mm’lik genisliktedir. Altindaki tenon
kapsiiliine sikica yapismistir. Limbusda, kornea ve konjonktiva epitelyumlar1 birbiriyle
devam ederler. Kornea bazali altindaki Bowman zari, limbusa gelmeden sonlanir.
Limbusda kornea ile konjoktiva arasindaki sinir diizenli degildir. Kornea, konjonktiva
icine parmak uclar1 gibi girintiler yapar (Vogt ve Busacca palisadlar1). Bu girintiler
limbusda saat 6’da, esmerlerde ve yaslilarda ¢ok belirgindir (Krachmer, Krachmer, &
Holland, 1997).

Konjonktiva histolojik olarak iki kistmdan olusur (Tablo 1.2, Sekil 1.2)

Sekil 1.1 Konjonktivanin anatomik boliimleri 1.Bulber konjonktiva, 2.Palpabreal
konjonktiva, 3.Forniks

Tablo 1.2 Konjonktivanin histolojik boliimleri

Konjonktiva’nin histolojik bdliimleri

Epitel

Lamina propria (Konjonktiva stromast)




1.Epitel: Konjonktivanin epiteli tim konjonktivada ayni1 olmayip degisiklik
gostermektedir. Kapaklar, forniks ve limbus 2-3 mm cevresinde keratinlesmemis
silindirik epitelyum yer alirken, bulber konjonktivada bazal hiicreler silindir seklinde ve
yiizeyde ise epitel hiicreleri ¢ok katli yassi epitel seklindedir. Epitel hiicreleri kapak
konjonktivasinda 2-3, bulber konjonktivada 6-9, limbus bodlgesinde ise 7-10 kata kadar
cikabilmektedir (O’Dwyer & Akova, 2011). Konjonktiva epiteli organize bir bazal
membrandan yoksundur ve altindaki lamina propria iizerinde gevsek olarak
bulunmaktadir. Epitelde bazal hiicreler arasinda melanositler, lenfositler ve yaygin

olarak Langerhans hiicreleri bulunmaktadir (O’Dwyer & Akova, 2011).

Limbus bolgesi hari¢ olmak {izere tiim konjonktivada 6zellikle de forniks, karinkiil ve
plica semilunaris bdlgesinde epitelyum hiicreleri arasinda bardak seklinde miisin

salgilayan goblet hiicreleri bulunmaktadir.

Epitelin ylizeyinde bulunan mikrovilli ve mikropili ad1 verilen yapilarin iizerini epitel
hiicreleri tarafindan salgilanan ince bir glikokaliks ve hidrofilik ozellikteki miisin
tabakas1 ortmektedir. Gozyasinin konjonktiva iizerinde tutulmasinda bu yapilarin biiyiik
onemi vardir. Miisinin goblet hiicrelerinin yani sira konjonktiva ve kornea epiteli

tarafindan da salgilandig1 gosterilmistir.

2. Lamina propria (Konjonktiva stromasi) : Lamina propria iistte lenfoid tabaka altta ise
fibrovaskiiler tabaka olmak iizere iki tabakadan olusur. Lamia propria kapak
konjonktivasi ve limbus ¢evresinde ince, bulber konjonktiva ve forniks konjonktivasi
altinda daha kalindir ve altindaki yapilara gevsek tutunmustur.

Lenfoid tabaka dogumdan sonraki 6. ile 12. hafta arasinda olusmaya baglar. Bu
tabakada goziin immiin sisteminde 6nemli rol oynayan lenfositlerin yani sira mast
hiicreleri ve makrofajlar da bulunmaktadir.

Alta bulunan fibrovaskuler tabakada ise bag dokusu, damarlar, lenf yollar1 ve sinirler
bulunmaktadir. Krause ve Wolfring denilen yardimeci gdzyasi bezleri de bu tabakada
bulunmaktadir.

Konjonktiva oftalmik ve fasiyal arterlerin dallarinin olusturdugu arteria konjonktivale

posterior ve arteria ciliaris anterior arklari tarafindan beslenir. Limbus ¢evresindeki 3-4



mm’lik alan diginda kalan tiim konjonktiva arteria konjonktivale posterior tarafindan
beslenirken limbus c¢evresindeki bolgede ise tenon kapsiilii icine dagilmis olan arteria

ciliaris anterior dallar1 (arteria konjonktivalis anterior) tarafindan beslenir.

Bulber konjonktivanin venleri episkleral vendz pleksusa, palpebral konjonktivanin

venleri ise orbita venlerine dokuliir.

Konjonktiva lenfatikleri medialde submandibular, lateralde preaurikiiler lenf bezlerine

bosalir.

Konjonktivanin sinirsel uyarimi nervus trigeminusun oftalmik ve maksiler dallar

tarafindan saglanir.

Sekil 1.2 Konjonktiva histolojisi 1. Konjonktiva epiteli, 2. Lamina propia

1.2 Konjonktival Yara Iyilesmesi

Konjonktiva yara iyilesmesi normal dokudaki yara iyilesmesi ile benzerlik
gostermektedir. Dokudaki yara iyilesmesi, birbirini izleyen kompleks ve dinamik 3
asamal1 bir siirectir. Bu fazlar sirastyla; inflamatuar faz, proliferatif faz ve remodeling
fazidir (Singer & Clark, 1999)(Clark, 1996)(Cordeiro et al., 2000).

Yara iyilesmesinin baslangici olan inflamatuar faz, nétrofiller ve monositlerin yara
alanina inflamasyona cevap olarak infiltrasyonu ile karakterizedir. Bu agamada
konnektif bag dokusu ve kan damarlarinin hasarlanmasima bagli olarak plazma
proteinleri ile birlikte ekstraselliiler matriks fragmanlar1 yara alanina salinirlar. Ayrica
trombosit agregasyonu ve beraberinde hemostaz kaskadi yara yerinde aktive olmustur.

Yara alaninda trombositlerin agregasyonu ile baslar ve fibrinojenin fibrin molekiiliine



doniismesiyle koagiilasyon kaskadinin son {irlinli meydana gelir. Aktive olan
trombositler ve koagiilasyon kaskadinin sonucunda yara yerine biiylime faktorleri,
proteazlar ve aragidonik asit metabolitleri salinmaktadir (Cordeiro et al., 2000) (Sekil

1.3).

Trombositlerden salinan baslica faktorler; PDGF, TGF-o ve TGF-’dir.

Ortama salinan biiyiime faktorleri yara alininda hiicre gogiline ve proliferasyona yol
acmaktadir. Ayrica matriks iiretimi ve matriks degradasyonu yapan enzimlerin artsina
destek olurlar. ilk 3 giin yara yerinde yogun olarak bulunan nétrofillerin yerini
makrofajlar almaya baglar. Birinci haftadan baglamak {izere fibroblastlar yara yerine

hakim olan hiicre grubunu olusturur.

YARALANMA

Blood Trombosit (P) gogii, fibrin olusumu, kompleman ve

Vessel aragidonik asid metobolitlerinin aktivasyonu

Artmis damar gegirgenligi ve trombositlerden sitokin
salmimi

NOTROFIL(N) - MAKROFAJ(M)

@@ [1k 24 saatte nétrofil gogii, 3. giin sonunda
i ‘, N3 makrofajlar yara yerinde hakim hiicre olur
\/\/ Makrofajlardan proinflamatuar ve profibrojenik
/\ faktorler salinmasi;
@ @ ‘ PDGF, TGF-f, IL-1, TNF-a, IL-6, M-CSF, TGF-a,
k \/) EGF, IGF-1, b-FGF
T T — LENFOSIT (T)
\_j Yara iyilesmesinde diizenleyici rol alir
@ PDGF, TGF-f, IL-4, INF-Y
stimulates PROLIFERATIF VE REMODELING FAZI
Fibroblast (F) proliferasyonu ve graniilasyon doku

C : formasyonu

Sekil 1.3 Yara iyilesmesinin inflamatuar evreleri; biyokimyasal ve hiicresel olaylarin

Ozeti

Proliferatif faz yeniden epitalizasyon ve artmig fibroblastik aktivitee ile karakterizedir.

Bu agamada anjiyogenezis ve graniilasyon doku birikimi devam etmektedir.



Fibrin molekiilii yara kenarlar1 arasindaki bosluklarin doldurulmasi i¢in iskele gorevi
gormektedir. 4.glinden itibaren graniilasyon dokusu ile birlikte yeni matriks dokusu
olusmaya baslar. Remodeling fazda ise graniilasyon dokusu yerini skar dokusu almaya
baslarken, yara yeri kontraksiyonu meydana gelmektedir. Fibroblastik aktivitenin
apoptozis ile kontrolii sonucunda matriks yapim ve yikimi dengelenmektedir (Sekil
1.4). Tim bu olaylarin sonunda yara yeri direnci olusarak biiyiik Olclide iltihapsiz
hiicrelerden yoksun iizeri normal epitelyum ile ortiilii doku rejenerasyonu meydana

gelir.
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-Fibrin olusumu
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Sekil 1.4 Yara iyilesme evleri ve meydana gelen olaylar



1.3 Konjonktival Yara Iyilesmesini Hizlandiran Faktorler

Konjonktiva yara iyilesmesinde hiicresel ve hiimoral faktorler etkilidir. Hiicresel
faktorlerden trombositler, makrofajlar, lenfositler ve fibroblastlar yara iyilesmesinde
etkin rol oynamaktadir. Hiicresel faktorlerin etkinligini regiile eden bircok biiyiime
faktorii vardir (L, JG, MF, AN, & PT, 2000). Bunlarin biiyiikk bir kismi yara
bolgesindeki hiicrelerden salgilanir ve yara iyilesmesinin her sathasinda etkilidir. Bu
faktorler; PDGF, TGF-0, TGF-8, EGF, IGF-1, TNF-a, IL-1, IL-4, IL-6, bFGF, ve
Interferonlardir (L et al., 2000)(Tablo1.3).



Tablo 1.3 Yara iyilesmesi sirasinda salinan sitokinlerin kaynagi ve etkileri

Sitokin Salindig hiicre Sitokinin etkisi
Trombositler Fibroblast go¢iinii stimiile eder.
Makrofajlar Kollojen sentezini arttirir.
TGF-p T-lenfositler Makrofajlar i¢in kemotaktik etkilidir.
Fibroblastlar Angiogenezis stimiile eder.
Epitel ve endotelyal gogii ve proliferasyonu inhibe eder.
Trombositler Makrofajlar ve fibroblastlar i¢in kemotaktik etkilidir.
PDGF Makrofajlar Fibroblast,endotel ve epitel hiicre proliferasyonunu stimiile eder.
T-lenfositler Glikozaminoglikan ve fibronektin iiretimini stimiile eder.
Fibroblastlar TGEF-p sekresyonunu stimiile eder.
Epitel hiicreler
Endotel hiicreleri
Diizkas hiicreleri
Trombositler Epitel hiicre kemotaksis ve proliferasyonunu stimiile eder.
Makrofajlar Angiogenezis stimiile eder.
TGF-a ve EGF ; ; e
Epitel hiicreler Fibroblast gdgiinii stimiile eder.
Fibronektin sentezisini stimiile eder.
Makrofajlar Fibroblast gogiinii ve proliferasyonunu stimiile eder.
T-lenfositler Ekstra seliiler matriks sentezini ve kontraksiyonunu stimiile eder.
IGE-1 Epitel hiicreler Angiogenezis stimiile eder.
Endotel hiicreleri | Epitel hiicre kemotaksis ve proliferasyonunu stimiile eder.
Fibroblastlar
Diizkas hiicreleri
Mikcrylr | Lo e o el i o
T-lenfositler PDGF'e sinerjist etkilidir.
TNF-a Angiogenezis stimiile eder.
Fibroblastlardan M-CSF sekresyonunu stimiile eder.
Fibroblast proliferasyonunu invitro stimiile eder.
Makrofajlar Angiogenezis stimiile eder.
T-lenfositler Fibroblast proliferasyonunu invitro stimiile eder.
1L-1 Fibroblastlardan M-CSF sekresyonunu stimiile eder.
Kollojen sentezini inhibe eder.
Makrofajlar
IL-6 T-lenfositler
i1 T-lenfositler Fibroblastlar i¢in kemotaktiktir.
Kollojen ve fibronektin sentezini arttirir.
INTERFERON | T-lenfositler Kollojen sentezini inhibe eder.
T-lenfositler Fibroblast gd¢iinii ve proliferasyonunu stimiile eder.
bEGF Makrofajlar Ekstra seliiler matriks sentezini ve kontraksiyonunu stimiile eder.

Endotel hiicreleri

Angiogenezis stimiile eder.

Epitel hiicre gogilinii ve Ekstra seliiler matriks sentezini stimiile eder.




Kompleks olan yara iyilesmesinde herbir hiimoral faktdr, hiicresel faktorler tarafindan
kontrol altinda tutulmaktadir. Herhangi bir sekilde bu faktorlerdeki yetersizlik yara
iyilesmesinin bozulmasina ya da bu faktorlerin fazlaligi ise yara iyilesmesinin normalin

disinda patolojik boyutta olmasina neden olmaktadir.

1.4 Konjonktival Yiizey Defektleri

Konjonktival yiizey defektleri tedavi edilmedigi taktirde goz hareketlerinde kisitliliktan
gorme kaybima kadar gidebilecek ciddi sorunlara neden olabilmektedir. Bu sorunun
etkin bir sekilde tedavisi, meydana gelebilecek organ fonksiyon kayiplarini dnlemede

Onemlidir.

Konjonktiva defektlerindeki primer tedavi, dokuyu rekonstriikte etmek ve fonksiyon
gbren bir ylizey olusturmaktir. Tedavi edilen defektler arasinda kimyasal yaniklar,
periokuler yiizey neoplazileri, pterjium, bleb sizintisi, filtran cerrahisi, semblefaron

serbestlestirilmesi ve skatrisyel konjonktivittir.

Periokiiler ylizey neoplazilerinin tedavilerinde oncelikli olarak primer ekzisyon ve
konjonktival greftleme tercih edilmektedir. Konjonktival greftlemeye alternatif olarak

amniotik membran transpalntasyonu (AMT) kullanilmaktadir.

Pemfigus, Stevens-Johnson, kimyasal yaniklarin tedavisinde konjonktiva
transplantasyonu genellikle miimkiin olmamaktadir. Bu tiir okiiler yiizey hastaliklarinin

(OYH) tedavisinde mukozal membran yada AMT kullanilmaktadir.

Glokom cerrahisinden sonra meydana gelen bleb ile iliskili problemlerden sonra da

genellikle AMT kullanilmaktadir.

1.5 Konjonktival Yiizey Defektlerinde Tedavi Secenekleri

Okiiler yiizey kavrami ilk defa 1977 yilinda Thoft tarafindan tanimlanmistir (Thoft,
1977). Giliniimiizde ise okiiler ylizey bozuklugu olarak adlandirilan bir grup hastalik

tanimlanmistir. Bu grup hastaliklar icerisinde yer alan Stevens-Johnson sendromu,



kimyasal yaniklar, kontakt lens ile iligkili keratopati ve pterjiumun tedavisinde okiiler
yiizey transplantasyonu giinden giine gelistirilerek kullanilmigtir. Okiiler yiizey
hastaliklarinin tedavisinde ve restorasyonunda konjonktiva-limbal otogreft, mukozal

membran greftleri ve siklikla amniyotik membran greftleri kullanilmaktadir.

1.5.1 Konjonktival Otogreft

Ik defa 1977 yilinda okiiler yiizey epiteli hasarlanmis gdzlere saglikli konjonktiva doku
transplantasyonu islemi Thoft tarafindan tanimlanmistir (Thoft, 1977). Glinlimiizde en
stk kullanim alanlarindan biri olan pterjium cerrahisinde kullanilmaya baslanmasiyla
niiks oranlarinda azalma goriilmiistiir. Thoft’ un tanimladig: transplantasyon yonteminin
temeli  konjonktival transdifferansiyasyona dayanmaktadir (Corrent, 1989).
Konjonktival otogreft konjonktival skar1 olan hastalarda okiiler yiizeyin stabilitesini
saglamaktadir (Harris, Berry, Pakurar, & Sheppard, n.d.). Limbal kok hiicrelerin
kesfinden sonra ilk defa 1989 yilinda Kenyon and Tseng, Thoft teknigini modifiye
ederek konjonktiva-limbal otogreft teknigi gelistirmislerdir (Kenyon & Tseng, 1989).
Okiiler kimyasal yaralanmalardan kontakt lens ile iliskili bircok hastaliin tedavisine
kadar bir¢cok okiiler yilizey hasarinda basarili bir sekilde kullanilmasins ragmen,
iyatrojenik doku defekti ile beraber limbal kok hiicre yetmezligine neden olabilmesi
nedeniyle dnemli bir sorun teskil etmektedir. Ayrica uzun donemde kullanilan limbal
dokunun yerindeki fonksiyonlarin degisimi ileride olasi komplikasyonlarin gelisimi

acisindan 6nem tagimaktadir (Basti & Rao, 2000).

1.5.2 Mukozal Membran Greftleri

Okiiler yiizeyde skatrisyel problemlere yol acan Stevens-Johnson sendromu, kimyasal
yaniklar gibi durumlarda konjonktiva dokusunun normal yapisinin bozulmasi ile
birlikte mukus salininminda bozulma meydana gelir (Wenkel, Rummelt, & Naumann,
2000). Cesitli sebeplerden dolayr meydana gelen skatrisyel konjonktiva dokusu;
semblefaron, agri, kuru goéz semptomlarina ve gérme diizeyinde azalmaya neden olur
(Wenkel et al.,, 2000). Skatrisyel okiiler yiizey patolojilerinde otolog saglam
konjonktivanin transplantasyonu en iyi tedavi segenegidir. Fakat otolog konjonktiva

naklinin  miimkiin  olmadigi  durumlarda farkli ylizey rekonstriiksiyonlar
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kullanilmaktadir. Bunlar agiz i¢i, yanak ve dudak mukozasi (oral mukozal greftler)
(Dening, 1927)(Tsubota et al., 1996)(Shore, Foster, Westfall, & Rubin, 1992), sert
damak mukozasi (Mannor, Mathers, Wolfley, & Martinez, 1994), maksiller siniis
mukozasi (Fry & Woods, 1987), burun mukozas1 (Wenkel et al., 2000) ve de siklikla

amniyotik membran mukozasidir (Shimazaki, Yang, & Tsubota, 1997).

Konjonktivanin kullanilamadigi durumlarda, kullanilan mukozal membran greflerinin
etkinligini ve kullaniminm kisitlayan birgok faktdr mevcuttur. Agiz i¢i, yanak ve dudak
mukozasi intraepitelyal goblet hiicrelerinden yoksundur ve sadece subepitelyal mukozal
bezler mevcuttur. Cerrahi hazirlik ve transplantasyon sirasinda bu hiicrelerin bir
kisminda azalma ve hasarlanma gerceklesmektedir (Vastine, Stewart, & Schwab, 1982).
Sert damak mukozas1 diger kullanilan mukozalara goére daha kalindir ve bulber
konjonktiva i¢in uygun degildir (Mannor et al., 1994), alinmasina bagh
komplikasyonlar mortaliteye neden olabilmektedir. Maksiller siniis mukozasinin da elde

edilmesi ¢ok zordur.

Burun mukozasi ise son yillarda okiiler yiizeyde kullanilmakta olan baska bir alternatif
mukozal grefttir. Burun mukozasinin ince olmasi, alinmasinin kolay olmasi,
intraepitelyal salgi bezlerini icermesi ve transplantasyon sonrasi immiinsupresyon
gerektirmemesi avantajlarindandir (Wenkel et al., 2000). Ayrica igermis oldugu kok

hiicreler okiiler yiizey rekonstriiksiyonunda fayda saglamaktadir (Wenkel et al., 2000).

1.5.3 Amniyotik Membran Transplantasyonu

Amniyotik membran fetal plasentanin ti¢lii tabakasindan en igte yer alanidir. Amniyotik
membran icte tek katli epitel hiicreleri ile kalin bir bazal membran, koriona bakan dig
yiizde ise kalin kollajen tabakasi iceren stromal matriksten olusan yar1 saydam bir zardir
(Mamede et al., 2012). Amniyotik membran ilk defa 1910 yilinda Davies tarafindan
ciltte terapotik amagh kullanilmigtir (Davis, 1910). Okiiler yiizeyde ise AMT ilk defa
1940’ I1 yillarda De Rotth (De ROTTH, 1940) ve Sorsby (Arnold Sorsby & Haythorne,
1947)(A Sorsby & Symmons, 1946) tarafindan kullanilmistir. Kim ve Tseng‘in 1995

yilinda tavsanlarda okiiler yiizey hasar1 sonucunda AMT ile yaptig1 bir ¢aligma sonrasi
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popiilarite kazanmis ve takip eden yillarda oftalmoloji diinyasinda kullanim alam

giderek artmistir (J. C. Kim & Tseng, 1995).

Amniyotik membran transpalntasyonu; persistan epitel defektleri, iyilesmeyen stromal
iilserler, band keratopati, biilloz keratopati, korneaskleral perforasyonlar, kimyasal
yaniklar, skatrisyel pemfigoid, Stevens-Johnson sendromu, toksik epidermel nekroliz,
desmotosel, entropiyon, semblefaron, konjonktival malign melanomun ek tedavisi ve
parsiyel limbal kok hiicre yetmezliginin de dahil oldugu bir¢ok okiiler ylizey
bozuklugunda kullanilmaktadir (Ozcan, Ersoz, Yagmur, & Oksuz, 2003)(Huang, Lai, &
Lai, 1999).

Amniyotik membranin okiiler yiizeyde kullanilmasinda etkili olan faktorler;
epitelizasyonu hizlandirmasi (Kurpakus, Stock, & Jones, 1992), fibrozisi inhibe etmesi
(Tseng, Li, & Ma, 1999), antiinflamatuvar ve anti anjiyogenetik faktorleri salgilamasi
(Shimmura, Shimazaki, Ohashi, & Tsubota, 2001), anti mikrobiyal ve anti viral
etkinliginin olmasidir (Talmi, Sigler, Inge, Finkelstein, & Zohar, 1991)(Ni et al., 1997).
Tiim insan organ ve doku nakillerinde oldugu gibi AMT’ nin de bulasici hastalik riski
mevcuttur. Amniotik membran elektif sezeryan sirasinda hepatit B, hepatit C, HIV,
HTLV, CMV, Creutzfeld-Jakob hastaligi, tiiberkiilozis ve sifiliz yoniinden seronegatif
olan hastalardan hazirlanmaktadir (Adds, Hunt, & Dart, 2001). Amniyon membrani
steril sartlarda hazirlanan 50 mg/ml penisilin, 50 mg/ml streptomisin, 100 mg/ml
tobramisin ve 2.5 mg/ml amfoterisin B iceren 500cc serum fizyolojik ile kan
pihtilarindan temizlenir ve amniyon koryondan kiint diseksiyonla ayrilir. Amniyon
membrani ayni soliisyon ile yikanir ve amniyonun koryondan ayrilan tarafi yani epitel
ylizeyi yukar gelecek sekilde steril selliiloz asetat kagitlara gergin sekilde yerlestirilir.
Kagitlar kare pargalar seklinde kesilerek Dulbecco modifiye Eagle soliisyonu ve gliserol
iceren siselere yada saklama kaplarina yerlestirilir ve -80°C’de dondurularak saklanir.

Kullanilmadan 6nce oda sicakliginda bekletilerek erimesi saglanir.

Amniotik membranin hazirlanmasi ve saklanmasinin zorlugu yani sira, transplasental

mikrobiyal gecis, submembranoz hematom, erken membran ayrismasi, subepitelyal
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amniyon membran kalintis1 ve piyojenik graniilom gibi komplikasyonlarin goriilmesi

nedeniyle kullanimi kisithdir (Ma, See, Liau, & Tsai, 2000).

1.2 Trombositten Zengin Fibrin

Trombositten zengin plazma (TZP) ve iirlinlerinin son yillarda 6zellikle ortodonti ve
periodontolojide doku rejenarasyonuna katki sagladigi bircok arastirmaci tarafindan
tespit edilmistir. Icermis oldugu sitokinler ve biiyiime faktdrleri, doku rejenerasyonuna
ait hiicre proliferasyonu, kemotaksis, hiicre farklilagsmasi ve matriks sentezi gibi anahtar
hiicresel olaylar1 diizenlemektedir. Dolayisiyla TZP, biiylime faktdriinden zengin bir
otojen kaynakli plazmadir ve cerrahi olarak uygulanmasi erken yara iyilesmesi ve
rejenerasyonu i¢in olumlu katkilar saglayabilmektedir (E Anitua, 2000)(Marx et al.,
1998).

Trombosit zengin fibrin membran teknigi agiz ve ¢ene cerrahisinde 6zel kullanim igin
ilk defa 2001 yilinda Fransiz Joseph Choukroun ve ark. tarafindan Fransa'da
gelistirilmistir (Dohan et al., 2006a)(Dohan et al., 2006b)(Dohan et al., 2006c).
Antikoagiilan icermeyen deney tiipiiniin icerisine 10 ml periferik kan alindiktan sonra
masa basi santrifiij cihazi ile 2700 rpm (yaklasik 400g) devirde 12 dakika boyunca
santrifiij edilir. Santrifuj sonrasinda deney tiipiinde 3 adet tabaka meydana gelir. En
iistte hiicresiz plazma, altta koagiile olmus kirmizi kan hiicreleri yer alirken bu iki
tabaka arasinda trombositten zengin fibrin yumagi yer almaktadir (Sekil 1.5). Bu fibrin
yumagi tlip icerisinden penset yardimiyla ¢ikarilip kirmizi kan hiicrelerinden
temizlendikten sonra kullanilmaktadir. Elde edilen trombositten zengin fibrin yumagi
preslenerek yogun TZFM haline donistiiriilebilmektedir (Sekil 1.6). Trombositten
zengin fibrin membran1 yiiksek diizeyde biiylime faktorleri ve matriks proteinleri
salgilamaktadir. Biiylime faktorlerinden bazilar1 VEGF, PDGF veTGF-f dir. Matriks
proteinlerinden ise trombospondin-1, fibronektin, ve vitronektin ortama salinmaktadir
(Dohan Ehrenfest, de Peppo, Doglioli, & Sammartino, 2009). Trombositten zengin
fibrin membranindan salinan faktorler en az 7 (yedi) giin boyunca salinmaya devam

etmektedirler (Dohan Ehrenfest et al., 2009).
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Trombositten zengin fibrin membrani yara iyilesmesinde fibrin molekiilii ve matriks
proteinleri ile yara iyilesme alaninda destek gorevi goriirken, salgilamis oldugu biiyiime
faktorleri ve sitokinler ile yara iyilesmesinin tiim safhalarina yardimci olmaktadir (Del

Corso, Sammartino, & Dohan Ehrenfest, 2009).
- |:> Hiicresiz plazma tabakasi

Trombositten zengin fibrin yumagi

“:> Kirmizi kan hiicrelerinden olusan tabaka

Sekil 1.5 Santrifuj sonrasinda en iiste hiicresiz plazma, en altta kirmizi kan hiicreleri ve

ortada ise trombositten zengin fibrin yumagi

14



Sekil 1.6 Trombositten zengin fibrin membran (TZFM)
1.2.1 Trombositten Zengin Fibrin Yapisi ve Ozellikleri

Hiicreler ve dokular hasara ugradiginda yasayan hiicrelerin ¢cogalmasi ve farklilasmasini
da icerisine alan yara iyilesmesi gergeklesir. Yara iyilesmesi karmasik fakat genelde
diizenli bir olaydir. Diizenli araliklarla birbirini izleyen dalgalar halinde 6zellesmis
hiicre tipleri 6nce zedenlenme alanini temizler ve sonra giderek artan bir bigimde

boslugu defekt kalmaksizin doldurur.

Trombositler kemik iligindeki megakaryositler tarafindan iiretilen 2—4 pm c¢apinda,
mitokondri ve mRNA icermesine ragmen c¢ekirdek icermeyen sitoplazma
parcaciklaridir. Trombositler, Alfa graniil, Delta graniil (Yogun cisim) ve Lambda
graniillerine (Lizozomlar) sahiptir (Rendu & Brohard-Bohn, 2001) (Tablo 1.4). Bu
graniillerin icindeki faktorler hemostaz saglanmasinin yani sira yara iyilesmesine

yardimci olmaktadirlar.
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Tablo 1.4 Trombositlerin igerdigi graniiller ve salinan biyokimyasal maddeler

Alfa Graniil Delta Graniil Lambda Graniil
(Yogun Cisim) (Lizozomlar)
Glikoproteinler Niikleotidler Asit Proteazlar
o Fibronektin, vWF, e ATP,ADP e Katepsin D, E
Trombospondin,vb. o GTP,GDP o Karboksipeptidazlar
Hemostaz Faktorleri Aminler « Kollajenaz
o Fibrinojen, Faktor V, VII, . .
XI, XIII, Protein S, *Serotonin * Asit Fosfataz
Plazminojen,vb. e Histamin o Arisiilfataz
Hiicresel Mitojenler Cift degerlikli Katyonlar Glikohidrolazlar
* PDGF, TGF-B, EGF, o Kalsiyum o Heparinaz
VEGF, FGF-II, vb. . .
e Magnezyum e Digerleri
Proteoglikanlar
* PF4, HRGP, PBP, vb.
Proteaz Inhibitérleri
Albumin-immiinglobulinler

Fibrin; fibrinojen denilen bir plazma molekiiliiniin aktif formudur. Hemostaz sirasinda
trombosit agregasyonunda belirleyici rol oynar. Aslinda, fibrinojen tiim koagiilasyon
reaksiyonlarinin son substratidir. Polimerize fibrin jel ilk skatrisyel yarali alanin
matriksini teskil ederken, ¢oziinebilen protein olan fibrinojen trombin tarafindan bir
¢coziinmeyen fibrine doniistiiriiliir (Altmeppen, Hansen, Bonnldnder, Horch, & Jeschke,
2004)(Brissett & Hom, 2003)(Matras, 1985). Bu nedenle fibrin molekiilii bir
biyomateryal olarak kabul edilebilir. Trombositler hem hemostaz hem de yara
iyilesmesinin baslamasi ile iligkilidir. Bu nedenle hemostaz, iyilesmenin ilk asamasi

olarak kabul edilebilir.

Bu teknikte ne antikoagiilan ne de sigir trombin (ne de bagka bir jellesme ajani)
gerekmemektedir. Antikoagiilan olmadigindan tiip duvarlar ile temas halinde olan kan
trombositlerinin birka¢ dakika iginde aktivasyonu sonucu pihtilagma meydana
gelecektir. Fibrinojen tiipiin list kesiminde yogunlagmadan 6nce, dolasimdaki trombin’i
fibrine doniistiiriir. Trombositler teorik olarak tek parca halinde topluca fibrin kafese
hapsolmus olarak bulunur (Sekil 1.7). Bu kafes yapisindaki trombositler sahip olduklar
graniillerden ortama biiylime faktorleri, interlokinler vb. mediatdrleri salgilayarak yara

iyilesmesini hizlandirirlar.
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1-Fibrin fibrilleri tizerindeki sitokin, 2- Trombositler, 3- Fibrin ile iligkili glikanik zincirler, 4-
Dolasimdaki glikoproteinler(fibronektin), 5- Fibrin fibriller ile iliskili glikanik zincirler ve
sitokinler

Sekil 1.7 Trombosit zengin fibrin pihtisinin teorik olarak bilgisayar modeli

1.2.2 Trombositten Zengin Fibrin Membranin Kullanim Alanlar

Trombositten zengin fibrin (TZF) 2. nesil trombosit ¢dzeltisidir. [lk defa Choukroun ve
ark. tarafindan agiz ve c¢ene cerrahisinde 6zel kullanim igin gelistirilmistir. Dig
hekimleri tarafindan periimplant defektlerin onarilmasi ve acik ve kapali siniis lift
operasyonu basta olmak iizere ortodontolojik problemlerde, orta kulak zari tamirinde,
plastik cerrahide, diyabetik hastalarin kapanmayan yaralarinin tedavisinde, eklem
ameliyatlarinda oOzellikle sporcularin eklem ameliyatlarinda doku rejenerasyonunu
hizlandirmak ve defektif dokularin iyilesmesini desteklemek amaciyla kullanilmaktadir

(Jang, Ha, Lee, & Kim, 2011)(Connell et al., 2008)(Sclafani, 2009).



2. GEREC VE YONTEM

2.1 Deney Hayvan Modelinin Olusturulmasi

Calismaya 24 adet yaglar1 12 ila 30 hafta arasinda, ortalama agirligi 3000-3500 kg
arasinda degisen disi yeni Zelanda tavsani alindi. Tavsanlar kontrol ve ¢alisma grubu
olmak {iizere iki gruba (A grubu ve B grubu) ayrildi. Tiim deney hayvanlarinin sadece
sag gozleri calismaya dahil edildi. A grubundaki tavsanlar kontrol grubunu
olustururken, B grubundaki tavsanlar ise ¢alisma grubu olarak alindi. Tavsanlarin tiim
islemleri genel anestezi altinda gergeklestirildi. Tavsanlarin genel anestezisi ketamine
(50mg/kg viicut agirligl) ve xylazine (Smg/kg viicut agirligi) ile intramuskiiler yoldan
uygulandi. Genel anestezi altinda A grubundaki tavsanlarin sag gz konjonktivalarinin
iist kadraninda, limbustan 5 mm uzakliktan 10X10 mm boyutlarinda kare seklinde
konjonktiva dokusu subkonjonktival 0,5 cc Dengeli Tuz Solusyonu (DTS) ile
sigirildikten sonra tabanda c¢iplak sklera kalincaya kadar diseksiyon sonrasinda eksize
edilerek primer yara iyilesmesine birakildi (Sekil 2.1). B grubundaki tavsanlarda ise
genel anestezi altinda sag gozlerde kontrol grubundaki tavsanlar gibi ayni kadranda
doku defekti meydana getirildi, doku defekti olan bolgeye elde edilen TZFM uygulandi
(Sekil 2.2).

Sekil 2.1 Konjonktiva defekti olusturulan tavsan gozii
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Sekil 2.2 Trombositten zengin fibrin membran (TZFM) uygulanan tavsan konjonktivasi

2.2 Trombositten Zengin Fibrin Membranin Elde Edilmesi ve Uygulanmasi

Calisma grubundaki tavsanlarin her birinden saha temizligi yapildiktan sonra femoral
yada kulak venlerinden steril bir sekilde yaklasik Scc kan ornekleri antikoagiilan
icermeyen 10 cc tiip icerisine alindi. Alinan 6rnekler 12 dakika boyunca Hettich EBA
20 Santrifuj cihazi ile 2700 rpm devirde (=400 g kuvveti) santrifiij islemine tabi
tutularak TZF materyali elde edildi. Daha sonra forseps yardimiyla tiipteki orta
tabakadan TZF jeli ayrilarak TZFM hazirlama aparati ile preslenmek suretiyle
membran haline doniistiiriildi (Sekil 2.3). Elde edilen TZFM konjonktiva hasart olan
bolgeye 7,0 vicrly yardimiyla siitiire edildi (Sekil 2.4).

Postoperatif 1.giinden 6tenazi islemine kadar olan dénemde her iki gruptaki tavsanlarin

konjonktiva dokular1 Canon EOS 650 D fotograf makinesi ile makro ¢ekim yapilarak

yara iyilesmesi dokiimante edildi.
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Sekil 2.4 Trombositten zengin fibrin membranin (TZFM) konjonktival defekte

sutiirasyonu
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2.3 Eniikleasyon Islemi ve Sonrasinda Orneklerin Hazirlanmasi

Otenazi islemi tavsanlar genel anestezi altindayken intravendz Xylazine 2cc
enjeksiyonu ile gerceklestirildi. Konjoktiva 360 derece diseke edildikten sonra rektus
kaslar1, kas forsepsi yardimiyla ekarte edildikten sonra skleraya yapistiklar1 yerden
kesildi. Orbita serbestlestirildikten sonra nazik¢e one cekildi ve kiint uclu eniikleasyon
makasi ile temporal taraftan globun arkasina ucu kapali olarak girildi. Optik sinir kapali
makas ucu ile hissedildikten sonra makasin ucu agilarak optik sinir ¢ok kisa giidiik
kalmayacak sekilde kesildi. G6z kiiresi ¢evre bag dokudan serbestlestirilerek ¢ikarildi
ve eniikleasyon tamamlandi. Postoperatif 1. giinden baglamak iizere her iki gruptan 3’er
adet toplam 6 tavsana Otenazi uygulandi. Benzer sekilde 3. giinde 6 adet, 7. giinde 6
adet ve 28. giinde ise son kalan 6 adet tavsana dtenazi islemi uygulandi. Otanazi sonrasi
her gruptaki tavsanlarin gozleri eniikleasyon sonrasi 24-48 arasinda formaldehid
sollisyonunda fiksasyon amaciyla tutuldu. Formaldehid soliisyonunda bekletildikten
sonra parafin bloklara gémiildii. Daha sonra her tavsanin yara iyilesmesi bolgesinden
alinan parafin i¢ine gomiilii 6rneklerden mikrotom yardimi ile 4 mikrometre (pum)
kalinliginda kesitler alindi. Alinan Orneklerden daha sonra histopatolojik ve

immunhistokimyasal incelemeler gergeklestirildi.

2.4 Histopatolojik ve Immunhistokimyasal inceleme

Mikrotom yardimiyla alinan kesit 6rnekleri dncelikli Hemotoksilen-Eozin (H&E) ve
Smooth Muscle Antigen (SMA) yardimiyla boyanarak yara iylesmesi mikroskobik
olarak degerlendirildi. Daha sonra alinan tiim 6rneklerde monoklonal VEGF antikoru,
VEGF reseptér 2, monoklonal PDGF ve monoklonal TGF- B boyanma

gerceklestirilerek immunhistokimyasal degerlendirme i¢in 6rnekler hazirlandi.
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3. SONUCLAR

Operasyon sonrasi hem kontrol hem de c¢alisma grubundaki tavsanlarda cerrahi iglem
sirasinda ve sonrasinda herhangi bir komplikasyon gerg¢eklesmedi. Tiim sonuglar tek
merkezde ve ayni ekip tarafindan degerlendirildi. Degerlendirme oncesi Lam-lamalize
otomatik boyama cihazmin kalibrasyonu yapildi. Immunhistokimyasal inceleme igin
kullanilacak monoklonal antikorlarin tavsan dokusunda boyanma 6zelligi islemden once
denenerek boyanma sagladigi tespit edildi. VEGFR 2’nin tavsan dokusunda boyanmasi

gerceklesmedigi icin degerlendirilemedi.

Boyanma sonrast sonuglar i¢in grade 0-3 arasinda degisen derecelendirme sistemi
kullanildi. Bu derecelendirme sisteminde immiinhistokimyasal boyanma paterni
dokularda boyanmanin siddetine ve yayginligina gore +, ++, +++ olarak degerlendirildi.
Grade 0’ da herhangi bir boyanma yok iken grade 3 en yogun boyanma olarak kabul
edildi.

3.1 Histopatolojik Sonuclar

Eniikleasyon materyalleri %10’ luk formaldehid soliisyonu icinde tespit edildikten
sonra, uygun lokalizasyonlardan 6rnekler alindi. Dokular doku takip cihazinda bir gece
uygun sollisyonlardan gegirilerek parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan
mikrotom cihaz1 ile 4 um kalinlikta kesitler alinarak etiivde parafinden arindirildi ve

Hemotoksilen&Eozin (H&E) boyast ile boyanarak mikroskop altinda incelendi.
Birinci glinde eniiklee edilen dokulardan ¢aligma grubunda kontrol grubuna oranla daha

fazla inflamasyon gozlendi. Her iki grupta da belirgin bir vaskiiler proliferasyon ve

fibrozis gozlenmedi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 A. Birinci giin sonunda A grubunda Hemotoksilen&Eozin (H&E) ile boyanma
B. Birinci gilin sonunda B grubundaki Hemotoksilen&Eozin (H&E) ile boyanma. B

grubunda daha yogun inflamasyon izlenmekte

Ucgiincii giinde eniiklee edilen dokulardan B grubunda A grubuna oranla biraz daha fazla
inflamasyon bulundugu saptandi. Ancak her iki grupta da inflamasyonun 1. giine oranla
azaldig1 izlendi. Dokularda B grubunda biraz daha belirgin oranda vaskiiler

proliferasyonun tabloya eslik ettigi gozlendi.

Yedinci giinde A grubunda inflamasyonun bir miktar devam ettigi ancak B grubunda

belirgin Olgiide azaldig1 izlendi. Vaskiiler proliferasyon her iki grupta da devam



etmekteydi. Bu donemde gruplarda iltihabi graniilasyon dokusunun gelismeye basladigi

1zlendi.

Yirmisekizinci giinde A grubunda inflamasyon, vaskiiler proliferasyon ve fibrozis
cesitli siddetlerde izlenirken, B grubunda dokunun tamamen iyilestigi ve normal

histomorfolojisine doniistiigii tespit edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 A. Yirmisekizinci giin sonunda Hemotoksilen&Eozin (H&E) ile boyanmada
A grubunda inflamasyon, vaskiilarizasyon ve proliferasyon devam ediyor B.
Yirmisekizinci giin sonunda Hemotoksilen&Eozin (H&E) ile boyanmada B grubunda

normal doku histomorfolojisi goriiliiyor



Smooth Muscle Antigen ile boyanmada B grubunda sadece 3. giinde pozitiflik tespit
edildi. A grubunda ise 3. giinden baslayan 7. ve 28. giin sonunda devam eden SMA
pozitifligi goriildi.

Her iki grupta 28. giinlin sonunda makroskopik olarak kiyaslama yapildiginda, B
grubunda doku defektinin tamamen normal konjonktiva dokusu seklinde iyilestigi ve
doku formasyonunun dogal oldugu gozlenirken; A grubunda ise devam eden

inflamasyon ile birlikte konjonktival doku formasyonunun olusmadig: izlendi.

3.2 immunhistokimyasal Sonug¢lar

Parafin bloklardan alinan 6rneklerde daha 6nceden belirlenen immunhistokimyasal

isaretcilerden VEGF, TGF- B ve PDGEF ile boyanma gerceklestirildi.

Vascular Endotelial Growth Factor, 1. glin sonunda B grubunda grade 1 olarak tespit
edilirken, A grubunda grade 0 olarak tespit edilmistir. Ugiincii ve 7.giin sonunda ise
VEGF, B grubunda grade 2 olarak devam ederken, A grubunda 3. giin grade 1, 7.gilin
sonunda ise grade 2 olarak tespit edilmistir. Yirmisekizinci glin sonunda ise B
grubundaki preparatlarda VEGF, grade 0 boyanma paterni gosterirken, A grubunda ise

grade 2 olarak boyanma paterni gostermistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 A ve B gruplarinin VEGF immunhistokimyasal degerlendirme sonuglar1

VEGF
Patolojik inceleme giinii A grubu B grubu
1.glin - +
3. glin + 4t
7.giin 4+ T+
28.glin 4= -

Platelet Derived Growth Factor, 1.giin A ve B grubunda grade 1 olarak izlenmistir.
Ucgiincii giin boyamalarda ise A grubunda grade 1 olarak boyanma izlenirken, B
grubunda 3. giin grade 2 olarak boyanma gozlenmistir. Yedinci giin incelemelerde
PDGF i¢in hem A hem de B grubunda grade 2 boyanma izlenmistir. Yirmi sekizinci
giin boyanmalarda ise A grubunda PDGF ile grade 1 boyanma izlenirken, B grubunda

grade 0 boyanma izlenmistir (Sekil 3.3)(Tablo 3.2).
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Sekil 3.3 A. Yirmi sekizinci giin sonunda A grubunda Platelet Derived Growth Factor
(PDGF) ile grade 1 boyanma izleniyor B. Yirmi sekizinci giin sonunda B grubunda

Platelet Derived Growth Factor (PDGF) ile grade 0 boyanma izleniyor

Tablo 3.2 A ve B gruplarinin Platelet Derived Growth Factor (PDGF) i¢in

immunhistokimyasal degerlendirme sonuglari

PDGF
Patolojik inceleme giinii A grubu B grubu
lgun + +
3. gun + S
7gun ++ 4+
28.glin + -
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Transforming Growth Factor Beta ile 1. glin boyamalarda A grubunda grade 0 olarak
boyanma izlenirken, B grubunda grade 1 olarak boyanma izlenmistir. Ugiincii giin TGF-
3 ile boyanmada A grubunda grade 1 boyanma izlenirken, B grubunda grade 2 olarak
boyanma gozlenmistir. Yedinci giin boyanmalarda ise hem A hem de B grubunda grade
2 olarak boyanma tespit edilmistir. Yirmi sekizinci giin sonunda ise A grubunda grade 1

boyanma izleniken, B grubunda grade 0 olarak gozlenmistir (Sekil 3.4)(Tablo 3.3).

Sekil 3.4 A. Yirmi sekizinci giin sonunda A grubunda Transforming Growth Factor
Beta (TGF- B) ile grade 1 boyanma izleniyor B. Yirmi sekizinci giin sonunda B
grubunda Transforming Growth Factor Beta (TGF- B) ile grade 0 boyanma izleniyor
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Tablo 3.3 A ve B gruplarinin Transforming Growth Factor Beta (TGF- B) ile

immunhistokimyasal degerlendirme sonuglari

TGF- B
Patolojik inceleme giinii A grubu B grubu
lgun - +
3. gun + S
7gun ++ 4+
28.glin + -
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4. TARTISMA

Okiiler yiizey hastaliklar1 i¢inde yer alan; konjonktival doku defekti, kronik inflamasyon
ve limbal kok hiicre yetmezligi gibi hastaliklarin tedavisinde c¢esitli tedavi secenekleri
mevcuttur. Okiiler yiizey hastaliklarinin uygun bir sekilde tedavisinin yapilamamasi;
gozde agri, goz hareketlerinde kisithlik, kapak deformiteleri, vaskiilarizasyon,
skatrizasyon ve bunlarin bir sonucu olarak da gérme azligina neden olabilecek ciddi
sonuclar meydana getirir (Holbach, 1995)(Kheirkhah et al., 2008). Bu yiizden OYH’ nin
uygun bir sekilde tedavi edilmesi morbiditenin azaltilmasi i¢in 6nem arz etmektedir.

Giliniimiizde OYH tedavisinde en sik kullanilan ydntemlerin basinda konjonktival

otogreft, AMT ve mukozal membran greftleri yer almaktadir.

Konjonktival otogreft teknigi basarili yiizey stabilitesinin saglanmasi yaninda limbus ile
beraber kullanildiginda mevcut kok hiicrelerin nakli gergeklestigi i¢in basart orani
yiiksektir. Bununla beraber konjonktival otogreft tekniginde iyatrojenik doku defektine
neden olunmasi, 6zellikle limbal kok hiicreler ile beraber kullanilmasi bu teknigin

kisitlamalaridir.

Okiiler yiizey hastaliklarindan olan pterjium tedavisinde en sik kullanilan ve cerrahisi
sonrasinda niiks orani en diisiik olan yontem konjonktival otogreftdir (Prabhasawat,
Barton, Burkett, & Tseng, 1997). Fakat teknigin zor olusu, her zaman greft alinmasi igin
gerekli dokunun olmamasinin yaninda greftte ddem, greft nekrozu, subkonjonktival
hematom, inkliizyon kistleri, tenon granulomu, dellen olusumu gibi komplikasyonlar
bildirilmigtir (Prabhasawat et al., 1997)(Cukur, Yararcan, Akyol, & Cakmakli,
1997)(Lewallen, 1989).

Amniyotik membran transplantasyonu giiniimiizde OYH tedavisinde en sik kullanilan
yontemdir (Dua, Gomes, King, & Maharajan, 2004). Amniotik membranin korneal
epitel defekti, desmatosel, pteriium cerrahisi, okiiler kimyasal travmalar ve skatrisyel
hastaliklarin tedavisi basta olmak tizere genis bir kullanim alant mevcuttur (Dua et al.,
2004). Amniyotik membranin i¢ermis oldugu sitokinler ve biiyiime faktorleri sayesinde

okiiler ylizey doku defektlerinin iyilesmesine destek olurken (Koizumi et al., 2000),
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salgiladig: anti inflamatuar faktorler sayesinde skar dokusunun olugsmasina engel oldugu

gosterilmistir (Lee, Li, Tan, Meller, & Tseng, 2000).

IIk defa Kim ve Tseng tarafindan okiiler yiizey hasari olusturulan tavsan gozlerinde
etkinligi gosterildikten sonra oftalmojide yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir
(J. C. Kim & Tseng, 1995). Pterjium cerrahisinde konjonktival otogreft kadar etkili
oldugu genel olarak kabul edilmekle beraber basar1 orani ¢esitli yayinlarda degisiklik
gostermektedir. Zheng K ve ark. (Zheng, Cai, Jhanji, & Chen, 2012) yapmis olduklari
meta analiz sonucunda AMT ile konjonktival otogreft arasinda niiks oranlar1 arasinda
anlamli fark tespit etmemisler, Prabhasawat ve ark. (Prabhasawat et al., 1997) ise AMT
ile tedavi ettikleri pterjium hastalarinda %37,5 niiks orani tespit etmislerdir. Ahmad
Kheirkhah ve ark. (Kheirkhah et al., 2011) konjonktival otogreft ile AMT’ yi
karsilastirdiklart bir ¢alismada 1. ay sonunda AMT ile tedavi edilen pterjium
hastalarinin %85,1° inde cerrahi alanda konjonktival inflamasyonun devam ettigi
gozlemlemigler, konjonktival otogreft grubunda ise bu orami %15 olarak tespit
etmislerdir. Ahmad Kheirkhah ve ark. (Kheirkhah et al., 2011) bu durumun niiks

oranlarindaki degisiklerle iligkili olabilecegini ifade etmislerdir.

Konjontival hasarlarin yaninda korneal yiizey hastaliklarindan olan tekrarlayici epitel
defektleri ve desmatoselde kullanilabilmesi konjoktival otogrefte {istlinliigiidiir.
Konjonktival otogreft elde edilirken doku defektine neden olmaktadir. Genis okiiler
yiizey defektlerinde elde edilememesi ve kullanilamamasi amniotik membrana gore

dezavantajlaridir.

Amniyotik membran hazirlanmasi pahali ve saklanmasi zor bir yontemdir. Hazirlanmasi
icin ila¢ olarak penisilin, streptomisin, tobramisin ve amfoterisin B’ye , nitrozseliiloz
kagidina, Dulbecco modifiye Eagle soliisyonuna ve Gliserol’e ihtiya¢ vardir. Ayrica
hazirlandiktan sonra -80°C’de muhafaza edilmesi gerekmektedir. Amniyotik membran
transplantasyonuna bagli HCV, HBV ve HIV kontaminasyonu gelisebilir. Amniyotik

membranin elde edilecegi dondriin seronegatif olmasi gerekmektedir.
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Okiiler ylizey hastaliklarinda konjonktival otogreft ve amniyotik membranin
kullanilamadig1 durumlarda mukozal membranlar kullanilmaktadir. En sik kullanilan
mukozal membranlar; agiz i¢i yanak ve dudak mukozasi (Dening, 1927) (Tsubota et al.,
1996)(Shore et al., 1992), sert damak mukozast (Mannor et al., 1994), maksiller siniis
mukozasi (Fry & Woods, 1987) ve burun mukozasi (Wenkel et al., 2000) dir.

Ag1z i¢i yanak ve dudak mukozasi (oral mukozal greftler) skatrisyel OYH’ ye bagh
meydana gelen konjonktiva ve korneal problemlerde en sik kullanilan mukozal
membrandir (Fu, Liu, & Tseng, 2011). Yeterli boyutta kolayca greft elde
edilebilmesinin kolaylig1 ve greftin stabilligini korumasi 6nemli bir avantajidir. Bununla
birlikte goblet hiicrelerini igermedigi i¢in bazi endikasyonlarda kisitimaya neden
olmaktadir (Mai & Bertelmann, 2013). Ayrica oral mukoza alinirken meydana gelen
epitel hasarlanmasi veya epitel kaybi1 6nemli bir sorun olmaktadir (Vastine et al., 1982).
Sert damak mukozasi diger greftlerden farkli olarak daha kalin bir greft 6zelligi tasir.
Okiiler yiizey epiteli non-keratinize epitele sahiptir. Sert damak epiteli ise normalde
keratinize bir epitele sahiptir. Transplantasyon sonrasi bu epitel non-keratinize forma
doniismektedir (Cohen & Shorr, 1992). Fakat sert damak mukozasi transplantasyonu
yapilan bazi olgularda parakeratoz ve ortokeratozun devam ettigi izlenmistir (Pelletier,
Jordan, Brownstein, & Li, 1998)(Ito, Fujiwara, & Nagasako, 2007). Sert damak

mukozasinin elde edilmesi diger mukozal membranlara gore zordur.

Diger bir alternatif mukozal membran ise burun mukozasidir. Burun mukozasi ince,
elde edilmesi kolaydir. Goblet hiicrelerinin yani sira intraepitelyal salgi bezlerini
icermektedir (Wenkel et al., 2000). Ayrica iyi gelismis bir vaskiiler yapiya ve bol
miktarda kok hiicreye sahiptir (Wenkel et al., 2000)(J. H. Kim et al., 2010). Wenkel ve
ark.(Wenkel et al., 2000) mukus defektine neden olan OYH’ de nazal mukozal
membranin uzun dénem sonuglarinda, impresyon sitolojik incelemelerde goblet hiicre
sayisinin - arttigimi, goz yast film kapasitesinin diizeldigin ve hastalarin gorme

diizeylerinde artis meydana geldigini géstermislerdir.

Trombositten zengin fibrin, 2. nesil bir trombosit konsantrasyonudur (A Simonpieri,

Choukroun, Girard, Ouaknine, & Dohan, 2004). Daha 6ncesinde kullanilan TZP’ ye
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gore bir¢cok avantaj1 vardir. Trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi sirasinda 2 kez
santrifiij islemine gereksinim duyulur. Antikoagulan igerikli tlipe ihtiya¢ vardir ve
hazirligin tamamlanabilmesi icin sigir trombini ve kalsiyum klorid kullanilir, nispeten

pahal1 bir uygulamadir.

Trombositten zengin fibrinin elde edilmesi TZP’ ye gore kolaydir. Antikoagiilen
icermeyen tlipe alinan periferik kanin masa basi santriflij cihaziyla satrifiije edilmesi
sonucunda elde edilir (A Simonpieri et al., 2004). Elde edilen fibrin preslenmek
suretiyle TZFM haline getirilmektedir. Santrifiij sonucunda edilen fibrin jel
koagiilasyon kaskadinin son iiriiniidiir. Bu fibrin iirliniin igerisinde ¢ok sayida trombosit
bulunmaktadir. Bu trombositlerden ¢esitli miktarlarda biiylime faktorleri ve sitokinler
salinmaktadir (Dohan et al., 2006¢). Bu biiyiime faktorleri ve sitokinler basta ortodonti
ve periodontolojide kemik dokusunda matilirasyonu saglamak icin kullanilmaya
baslansa da zamanla yumusak bag doku rejenerasyonunda da kullanilmaya baglanmistir

(Marx et al., 1998)(Eduardo Anitua et al., 2006).

Choukroun ve ark. (Choukroun et al., 2006) siniis lift operasyonunda greft ile birlikte
TZF kullanilan grupta 4. ayin sonundaki kemik kalitesiyle, sadece greft kullanilanlarda
8. aym sonundaki kemik kalitesinin ayn1 oldugunu vurgulamislardir. Simonpieri ve ark.
(Alain Simonpieri, Del Corso, Sammartino, & Dohan Ehrenfest, 2009) TZF
kombinasyonu ile kullanilan siniis lift operasyonlarinin 1 ile 5 yillik sonuglarinda

herhangi bir greft yada implant kaybinin izlenmedigini belirtmislerdir.

Chang ve Zhao (Chang & Zhao, 2011) TZF yi periodontal defektlerde uygulamislar, 12.
ay sonunda radyolojik olarak defektlerin kemik benzeri dens doku seklinde

iyilesmesinin yaninda, klinik olarak defetlerin diizeldigini gostermislerdir.

Thorat ve ark. (Mk, Ar, & Clinical, 2011) kronik periodontite bagli defektlerin
tedavisinde yanlizca konvansiyonel flep cerrahisi uygulananlar ile TZF birlikteliginde
konvansiyonel flep cerrahisi uygulananlarda 9.aym sonunda TZF kombinasyonu

uygulananlarda anlamli derecede defektlerin iyilestigini gdstermislerdir.
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Dohan ve ark.(Dohan et al., 2006c)(Dohan Ehrenfest et al., 2009) (Del Corso et al.,
2009) yapmis olduklar1 ¢aligmalarda TZF’den 1 hafta ile 28 giin arasinda yavas bir
sekilde PDGF ve TGF- gibi bir¢ok biiyiime faktoriiniin salgilandigini gostermislerdir.
Yara iyilesmesi i¢in gerekli olan zaman dliliminde TZF’den kaynaklanip ortama salinan

bu biiyiime faktorlerinin yara iyilesmesinde 6nemli bir rol aldigini belirtmislerdir.

Trombosit zengin fibrin yapisindan dolay1 bir biyomateryal olarak kabul edilmektedir.
Fibrin sahip oldugu 3 boyutlu yapisiyla igerisinde trombositler barindirarak yara
iyilesmesi icin gerekli biiylime faktorleri ve sitokin kaynagi goérevi iistlenirken, yara

iyilesmesi sirasinda destek dokusu olarak gorev almaktadir.

Lundquist ve ark.(Lundquist, Dziegiel, & Agren, 2008) fibrinin PDGF ve TGF-B
tripsinin ile yapilan proteolize kars1 bu faktorleri kordugu boylece ortamdaki biiyiime

faktorleri i¢in koruyucu bir rol aldigini géstermislerdir.

Hiicre adezyonu ve proliferasyonu yara iyilesmesinde Onemli rol oynamaktadir.
Dokulardaki onarim ve rejenerasyon igin ekstraseliiler matriks kritik bir role sahiptir.
Wu ve ark. (Wu et al., 2012) yapmis olduklar1 ¢alismada TZF’nin hiicre adezyonunu
arttirdigin1 gostermislerdir. Yine ayni ¢aligmada TZF nin mitojen gibi davranarak hiicre
cogalmasimi destekledigi, fibrin molekiiliinliin yara iyilesmesi sirasinda biyomateryal

olarak biiytik destek sagladigi belirtilmistir.

Trombositten zengin fibrinin etkinligini gosteren birgok hiicre kiiltiirii caligmasi
yapilmistir. Gassling ve ark. (Gassling et al., 2010) insan periost hiicre kiiltliriinde
biyolojik kollojen ile TZF’yi doku iskeleti olarak kullandiklar1 ¢alismalarinda TZF’nin
periost hiicreleri i¢in daha iyi bir doku destek gorevine sahip oldugunu ve bununla

birlikte kemik doku miihendisligine uygun oldugunu gostermislerdir.
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5. SONUC

Trombositten zengin fibrin molekiilii son yillarda ortodontoloji ve periodontoloji
biliminde doku defektlerinin tedavisinde kullanilmaya baslanmis ve bu alanda tedavi
seceneklerine yeni bir bakig agis1 getirmistir. Biyomateryal olarak kullanilabilmesinin
yaninda doku iyilesmesi i¢in biiylime faktorleri ve sitokinler icin essiz bir kaynaktir.
Bizim c¢alismamizda konjonktival defektlerde TZFM’ nin yara iyilesmesini
hizlandirdig1, mevcut yara bolgesinde konjonktiva dokusunun normal doku yapisina
donmesine yardimci oldugu histopatolojik olarak ispatlanmigtir. Daha Once okiiler
dokularda kullanilmayan TZF’ nin okiiler yumusak dokuda da etkili oldugunu ve OYH’

nin tedavisinde yeni bir tedavi secenegi olabilecegini diisiinmekteyiz.
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