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1. OZET

Bu calisma Firat Universitesi Goz Hastaliklari ABD tarafindan
gerceklestirilmistir.

Bu calismanin amaci alkali yanik olusturulan tavsan kornealarinda amniyon
membran transplantasyonu, amniyon membran ekstresi, otolog serumun tedavi edici
rollerini arastirmaktir.

Calismada agirliklari 2500-3000 gram arasinda degisen 24 tavsan, her biri
rastgele secilen ve 3 tavsandan olusan 8 gruba ayrildi. Deneklerin korneasina 8 mm
capinda 1N sodyum hidroksit (1 N NaOH) ile emdirilmis filtre kagidi 30 saniye
bekletilerek epitelyal defekt olusturuldu. Epitelyal defekt olusturulan (grupl, 2, 3, 4)
ve olusturulmayan gruplara ayni tedavi uygulandi. Grup 1 ve 5’e topikal amniyotik
membran ekstresi, grup 2 ve 6’ya topikal serum tedavisi, grup 3 ve 7’e amniyotik
membran transplantasyonu ve grup 4 ve 8’e herhangi bir tedavi uygulanmadi. Bu
uygulamayi takiben 2, 6 ve 8. gunlerde, epitel defektlerinin boyutunun 6lcilmesi
islemi icin kornea floresein kagit ile boyandiktan sonra klinik gorinumlerinin
fotograflari cekildi. Elde edilen tum veriler fundus kameraya bagl bilgisayar
ortamina aktarilarak fotograflar IMAGE net sistem ile de@erlendirildi (Topcon,
Itabashiku, Tokyo, Japan).

Calisma sonrasi hayvanlar dekapite edilere k kornealari alindi. Her gruptaki
kornealarin yarisi biyokimyasal diger yarisi ise histopatolojik degerlendirme igin
ayrildi. EGF seviyesi amniyotik ekstre ve otolog serum icerisinde ve her gruptaki
kornea lizat igin biyokimyasal olarak degerlendirildi. H-E boyama ile her gruptaki
korneal neovaskiilarizasyon ve PMNL’ler sayildi ve s antral korneal epitelyal kalinlik
degerleri 6lguldi.

Dordiincl gruptaki (tedavi almayan grup) 2, 6 ve 8.glnlerde degerlendirilen
reepitelizasyon hizinin epitelyal defekt olusturulmus diger gruplara gore ( grupl, 2, 3)
anlamli yuksek oldugu izlendi. Grup 1, 2 ve 3’teki reepitelizasyon oranin daha dusiik
olmasi, aslinda heterolog uygulama olan bu tedavi rejimlerinin antijenik yapisina
baglandi.

Histopatolojik incelemede amniyon membran transplantasyonu uygulanmis
grup, serum ve amniyotik ekstre gruplari ile karsilastirildiinda korneal damar ve
PMNL sayisinin anlamli olarak daha dustik, santral korneal epitelin ise anlamh

olarak daha kalin oldugu g6zlendi.



Biyokimyasal incelemede ¢alismamizda oldugu gibi cerrahi islem gibi okul er
ylzeyde travma olusturulmasi EGFR’de upregilasyona bagli EGF duzeylerini
yukseltmektedir. Fakat ekzojen uygulama sonucu ar tmis miktardaki EGF duzeyleri
ile EGFR’ lerinde downregulasyon olusabilmektedir, bu nedenle grup 1’de (
amniyon ekstre) kornea lizat EGF duizeyleri diger gruplara goére anlamli olarak disuk
seviyelerde izlendi.

Cahsma sonuglarimiz gostermekterdir ki alkali yanik sonrasi amniyon
membran transplantasyonu korneal enflamasyon ve neovaskilarizasyonu 6nlemede
serum ve amniyotik ekstre tedavilerine gore daha basarihidir. Bununla beraber tedavi
almayan gruplardaki reepitelizasyon hizi diger heterolog tedavilere goére daha iyi
olmaktadir. Ayrica yuksek doz EGF uygulamalari enflamasyona ve EGFR’de
downregilasyon neden olarak daha kot iyilesme sonuglari dogurmaktadir. Bu
nedenle amniyon membran transplantasyonu persistant kornea epitel defekti iyilesme
stirecinde hizi artirmasa dahi iyilesmeyi daha iyi module etmesi nedeni ile tercih

edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel alkali yaralanmalar, amniyon membran

transplantasyonu, otolog serum tedavisi, EGF



2. ABSTRACT
Effect of amnion membrane extract in corneal epithelial wound healing

This study was performed in the Firat University Medical School Department
of Ophthalmology. The purpose of this study was to determine the therapeutic effect
of topical administiration of amniotic membrane extract, serum and amniotic

membrane transplantation in rabbit cornea that was exposed to alkali burn.

Twentyfour rabbit weighing 2500 - 3000 g were enrolled in the study and they
were randomly distributed into 8 groups. A central corneal epithelial wound
extending into the stroma was produced by using 1 N NaOH soaked filter-paper disc
(8 mm diameter) applied to the corneal surface for 30 seconds in group 1, 2, 3, 4. In
group 1 and 5 topical amniotic membrane extract, in group Il and V1 topical serum,
in group Il and VII amniotic membrane transplantation and in group IV and VIII no
treatment was administered with the same protocol. The wound size was
photographed by staining the cornea with fluorescein at 2, 6 and 8. days. By using
computer imaging analysis the area of the wound was measured from the

photographs (Topcon, Itabashiku, Tokyo, Japan).

At the 8 th day, the animals were sacrificed and corneas were excised. Half of
the corneas were reserved for histopathological evaluation, the other half for
biochemical analysis in each group. The EGF levels were determined by ELISA in
amniotic extracts and serum and in corneal lysates. The corneas were stained by
H&E and corneal neovascularization, PMNL numbers were counted and central
cornea epithelial thickness was measured by light microscope. The results were
compared statistically.

In group 4 reepithelialization was statistically faster than the other epithelial
defect performed groups (group 1, 2, 3). The low rate of reepithelialization in group
1, 2 and 3 was due to antigenic properties of heterologous treatment. In
histopathologic analysis of each group indicated that the number of PMNL s and
neovascularization were statistically lower and central corneal epithelium was thicker
in amnion membrane transplant treatment group (group 3) than amniotic extract,
serum and no treatment groups. Biochemical analysis of each group indicated that
ocular surface trauma such as surgery, increased the EGF levels due to upregulation

of EGFR. But excess EGF levels due to exogenous administration caused EGFR



downregulation and degradation so this is the possible explanation of the lower
values of EGF levels in group 1 (amnion extract) than the others.

Our results suggested that that amniotic membrane transplantation is more
successful in preventing corneal inflammation, neovascularizatio n than amniotic
extract and serum treatment in experimental alkali wound. In no treatment group,
corneal reepithelialization rate was better than the heterologous treatment groups.

We concluded that high dose of EGF may delay reepithelialization by
triggering inflammation and EGFR downregulation. We advise amniotic membrane
transplantation in persistent epithelial defect treatment because of its remodeling

effect although it does not fasten the reepithelialization rate.

Key Words: Experimental alkali wound, amnion membrane transplantation,

auotologous serum treatment, EGF



3. GIRIS
3.1. Kornea Anatomisi:

Kornea, avaskiler ve saydam yapida olup periferde kalinlasarak sklera ile
devamlilik gosteren gozin kirici ortamlarindan biridir. Kornea , vertikal 10.5 mm,
horizontal 11.5 mm capindadir. Santral 4 mm’ lik alanda hemen hemen sferiktir ve
On-arka ylzler birbirine paraleldir, kalinhigi 0.52 mm kadardir. Periferde ise arka
ylizeyin egrilik artisina paralel olarak 1.0 mm kalinliga ulasirken 6n y tizde diizlesme
gozlenir. Duzlesme her alanda simetrik degildir; nazalde ve Ustte, temporale ve alta
oranla daha belirgindir. Keratometre ile sadece santral sferik alan degerlendirildigi
icin bu topografi kontakt lens uygulanmasinda 6nemle animsanmalidir. Korneanin
on egrilik capi (konveks) 7.8 mm, arka egrilik ¢api (konkav) 6.2 - 6.8 mm kadardir.
Yeni doganlarda ve ¢ocuklarda bu kurvatir eriskine oranla daha buyuktdr, ilk birkag
ayda dizlesme c¢ok belirgindir daha sonra yavas bicimde azalmaya devam eder.
Yaklasik 6 yas civarinda korneal gelisim tamamlanmistir. Kornea 6nden arkaya
sirayla epitel, Bowman tabakasi, stroma, Descement membrani ve endotel olmak

tzere 5 tabakadan olusmaktadir (1).

3.1.1. Prekorneal gozyasi film tabakasi:

Kornea ylzeyi (¢ tabakadan olusan gozyas! filmi ile kaphdir:

1. Meibomian, Zeis (sebase yapida) ve Moll (ter bezi yapisinda) bezlerince
salgilanan hidrofobik 6n lipid tabaka.

2. Aksesuar lakrimal bezler (Krause, Wolfring ve Manz bezleri) ve ana lakrimal bez

tarafindan salgilanan hidrofilik akdz tabaka.
3. Baglica Goblet hiicrelerince ve Manz bezlerince salgilanan masin tabaka.
3.1.2. Epitel ve Bazal membran:

Bu c¢ok kath non-keratinize epitelyal yapi, yiizey ektoderminden koken
almaktadir. Kalinligi ortalama 50-80 pum olup U¢ tabakadan olusmaktadir. Kornea

ylzeyi 123 mm2 genisligiyle tartismasiz en dzellesmis vicut yizeyidir (2). Kornea

epiteli cok katli non-keratinize yapidadir ve ylzey ektoderminden koken alir. Bazal



hiicre (1 kat), Wing (kanatl) hiicre (2-3 kat) ve yuzeyel yassi hlcre (5-6 kat)
tabakalarindan olusur. Santralde 5-6, periferde 8-10 kat hiicre yogunlugu ile 50-90
pm kalinhigindadir. Bazalde tek katli silindirik hicre tabakasi altindaki bazal
membrana hemidesmozomlarla tutunmustur. Rekirren korneal erozyonda
hemidesmozom kaybindan dolayi epitel tabakasi siki ve sirekli bir yapi olusturamaz.
Bazal membran gercek bir membran yapisindadir ve PAS (+) boyanir. Laminin,
billoz pemfigoid antijen (BPA), fibronektin (Fn), fibrinojen (Fg) ve fibrin igeren
lamina lucida ve tip IV kollajen iceren lamina densa olarak 6n ve arka iki zondan
olusmustur, rejenere olmaz. Epitelde bir bazal hiicrenin ylizeyden dokiilmesi yaklasik
7-10 gunde gerceklesir. Yasla birlikte epitelde herhangi bir degisiklik gozlenmez.
Bazal kolumnar epitelden baslayarak 2-3 kat poligonal hiicrelere rastlanir. Yanlara
dogru kanatsi uzantilari olan bu hicreler “wing cells” olarak anilir. Yizeye
yaklastikca hucreler incelip yassilasarak uzantilarini kaybederler. Gzyasiyla temasta
olan apikal yuz, mikrovili ve mikroplikalar nedeniyle oldukga irregulerdir. Biitiin
epitel hicreleri  birbirlerine  ¢ok sayida desmozomlarla sikica tutunmus
durumdadirlar. Yizeyde zonula okludens, yizey epiteli ile kanat hiicreleri arasinda
makila okludens, bazal tabaka ile membran arasinda ise hemidesm ozom yapilari

gozlenir (3).
3.1.3. Bowman tabakasi:

Bir membran yapida olmayip gelisiglizel dagilmis Tip | yapida elastik
kollajen fibrillerden olusmustur ve 8 -14 um kalinhgindadir. Epitele uzanan myelinsiz
sinir lifleri icin kanallar icerir. Descement me mbraninin aksine travmatize oldugunda
rejenere olmaz, skar dokusu ile iyilesir. Yasam boyu yapisi ve kalhinhgi degismez
ancak perifer kisimlarinda bazofilik Iokositler ve kalsifik depozitler gorilebilir.
Epitel ile stroma arasinda énemli bir bariyer teskil etmektedir. Bowman tabakasinin

yapisi ve kalinhigi yasam boyu degismez (4).

3.1.4. Stroma tabakasi:

Kornea kalinliginin %90’ inini olusturur (500 pm). Stroma yaklasik % 76
oraninda su igermektedir. Kuru agirligin % 80’i kollajen fibrillerden, % 15’i
matriksten,

% 5’1 hiicresel elementlerden olusmaktadir (5). Biiylk oranda Tip I, az miktarda Tip

[l ve Tip V kollajen ve ara madde Ureten fibroblastlar (keratositler), ara madde ve



kollajen yapida lamellerden kuruludur. Lameller icindeki kollajen lifler ayni ¢ apta
olup 300um’dir. Keratositler ince yassi hucrelerdir ve uzantilari ile ayni diizlemdeki
diger hicrelerle iliski icindedir. Kollajen lifler stromanin 6n 1/3’(inde oblik, arka
2/3’Unde ise paralel lameller olustururlar, lameller igindeki kollajen lifler ay ni ¢apa
sahiptirler birbirlerine paralel olarak tim kornea boyunca uzanimlari mimkuindr.
Komsuluk gosteren lameller ise birbirlerine dik yerlesimlidir. Glikozaminoglikan ve
proteoglikan yapida olan ara madde, % 60 oranda keratan -siilfat ve % 40 oranda
kondroitin-sulfattan kuruludur. Kollajen lameller arasinda bulunan matriks, fibriller
arasi mesafeyi koruyarak dizenli bir yapinin devamini ve korneanin saydamligini
saglar (6). Yenidogan ve c¢ocuklarda stroma eriskinden daha fazla keratosit icerir,
periferal korneal stromada yasla birlikte kolesterol ve fosfolipid birikimi

gerceklesebilir (arcus senilis).
3.1.5. Descement membran:

Endotel bazal membrani gergek membran yapidadir, tip 1V kollajen igerir ve
PAS (+) boyanir. Dogumda 3-4 um kalinliktadir, eriskinde 10-12 ym kalinhiga
ulagir. intrauterin gelisen 6n ¢izgili zon ve yasam boyu endotel tarafindan
desteklenen arka ¢izgisiz zon olmak Uzere iki kisimdir. Periferde Schwalbe ¢izgisi ile
sonlanir. Rejenere olabilir. Travma sirasinda bu membran, stro madan kolaylikla
styrilabilir ve endotel tarafindan tekrar salgilanarak yenilenebilmektedir (5). Yasla
birlikte Descement membranda kalinlik artisi disinda degisiklik olmaz. Bazen yash
populasyonda periferal korneada Descement membran artigi oldugu disini len
Hassal-Henle Warts cisimciklerine rastlanir. Bu depozitler otozomal gegis gosteren
ve artiklarin santral korneada yogunlastigi Cornea Guttatada ve Fuchs endotelyal

distrofisinde ¢ok sayida gozlenir.

3.1.6. Endotel tabakasi:

Noroektodermal kokenlidir. Az sayida mikrovili igeren hekzagonal
hicrelerden kurulu tek kath tabaka halindedir, tipik olarak daha gen¢ hicrelerde
blytk bir niikleusa ve ¢ok sayida mitokondriye rastlanir. Bu organeller aktif
transportta ve stromanin su kapsaminda énemli rol oynarlar. Endotel hiicre sayisi
yasla birlikte azalir, mitoza nadiren rastlanir. Fonksiyonlarini yitirmeleri durumunda,
stromal hidrasyon artarak, ddem, kalinlik artisi ve opasifikasyon gelismektedir (7).

Dogumda 5000 hiicre/mm? iken eriskinde bu sayr 2500 hiicre/mm?2 civarinda olup,



800 hicre/mm?  altina indiginde korneal fonksiyonlar bozulmaya baslar. Komsu
endotel hiicreleri birbirlerine stoplazma yodunlugunu arttiran ince ags fibrillerin rol
oynadi§i pinositotik vezikil veya terminal web gibi siki baglarla tutunmus lardir
ancak desmozom normal hiicreler arasinda asla goriilmez. Stres altinda veya stabil
olmayan kornea endotel hiicrelerinde buylme ve sekil degisikligi olan polimegatizm

gozlenmektedir.

3.1.7. Limbus:

Kornea ile konjonktiva arasindaki gecis zonudur. Limb ustaki anatomik
yapilar konjonktiva, Tenon kapsull, episklera, korneoskleral stroma ve akoz disa
akim aparatidir. Anatomik olarak Bowman ve Descement tabakalarinin sonlandigi
yerlerden gecgen diizlem ile arkada Schlemm kanali ile sinirlanan 1 -1.5 mm’lik alan
korneoskleral bileske olarak adlandirilir. Patologlara gore ise Bowman membraninin
bitim yerinden geriye dogru 1.5 mm’lik alandir. Cerrahi limbus ise 2 mm kadardir.
On mavimsi zon Bowman membraninin bitim yerinde baslar, arka beyaz zon ise
skleral mahmuz hizasinda biter (8). Gegis zonu olan limbusta epitel, 10 -12 kathdir ve
melanosit, Langerhans hiicreleri ve damar agini igerir. Konjonktivanin aksine goblet
hicresine rastlanmaz. Limbal stroma, tizerindeki epitelle birlikte radial fibrovaskuler
yukseltiler biciminde duzenlenmistir, bu yapiya Vogt’un limbal palisadlari (Vogt
citleri) adi verilir. Korneada bu citlere cepecevre rastlanir, 6zellikle alt ve (st
limbusta daha belirgindir. Bazal hiicre yogunlugu bu cit bélgelerinde maksimaldir
).

Korneanin duyusal innervasyonu trigeminal sinirin oftalmik dallariyla
gerceklesir. Limbusta myelinli iken korneada myelinlerini kaybeden sinir lifleri
Ozellikle 6n stromada Bowman tabakasi altinda yogunlasirlar ve epitele dallar
gonderirler. Bu sinir liflerinin aksonlari uzun silier sinir araciliiyla dnce silier
gangliona sonra semilunar gangliona ulasirlar. Descement membrani ve endotelin ise

innervasyonu yoktur (8).

3.1.8. Kornea embriyolojisi:
intrauterin dénemin besinci haftasinda; epitel ve endotel hiicreleri néral krest
orjinli olup yizey ektoderminden gelisirken, 13. haftasinda; Descement membrani

yassilasmis endotel hicrelerinden gelisir. Mezodermden gelisen stroma, intrauterin



altinct haftanin sonunda olusmaya baslar ve dordiinci ayda epitel altinda
yogunlasarak Bowman tabakasini olusturur.

Kornea ve 6n kamara 6. hafta sonunda (embryo yaklasik 17 -18 mm iken)
gelismeye baslar. 6. haftaya kadar yuzey epiteli ile lens 6n yuzi arasindaki bosluk iyi
organize olmamis mezenkimal doku ile doludur. 6. hafta sonunda mezode rm icinde
dar bir serit halinde beliren bosluk genislemeye baslar ve mezodermi, korneal
stromayi olusturacak olan 6n tabaka ve iris stromasini olusturacak olan arka tabaka
olmak Uzere ikiye ayirir. Aradaki bosluk ise 6n kamarayi olusturur. Descement
endoteli, 6n kamara belirdikten hemen sonra sekillenmeye baslar. Korneoskleral
acidan itibaren i¢ yuzey boyunca gelisen noroektodermal kokenli hiicreler, arka
yuzeyi oOrten yassi endotel hicrelerine dontsirler ve endotel 6n yizine hyalen
membran salgilarlar. Endotelium, embryo 30 mm iken tamamen sekillenmistir.
Descement membrani kalinhgini giderek artar ve embryo 60 -70 mm iken histolojik

kesitlerde taninir hale gelir (9).

3.2. Kornea fizyolojisi

3.2.1. Gozyasi fizyolojisi:

Normal korneal fonksiyonlar icin gbzyasi yasamsal 6nem tasir. Normal
salinim 0.9-2.2 pl /dak kadardir. Lipid tabaka; % 35 mum esteri, % 30 kolesterol
esteri, % 16 fosfolipid, % 4 trigliserit, % 2 serbest yag asiti, % 2 serbest sterolden
kuruludur. Hidrofobik yapisiyla evaporasyonu onler, lubri kan 6zellik tasir, gbzyasi

meniskisuniin kapak disina tasimini Onler. AkOz orta tabakanin %98 ’ini su

olusturur, %2’si ise solid kisimdir. igerdigi Na " ve HCO3 miktari serum ile ayni, K*

ve Cl ise daha yiiksektir. Glukoz icerigi cok diisiiktir buna karsilik y iiksek miktarda
protein icerir (7 mg/ml). Yasla birlikte protein konsantrasyonu azalir. Sal gisal g A,
lg G ve Ig E gibi imminglobdilinler pp ile beraber icerigindeki muramidaz etkisi
gosteren lizozimler ile lizis etkisi yaratan laktoferrin (Fe++ baglar) sayesinde Fe' "
bagimli B.subtilis, S.aureus ve epidermidis, P.aeuroginosa gibi mikroorganizmalar
icin bakteriostatik etki gosterir. Akoz tabaka avaskiler korneanin oksijen ve besin
gereksiniminden sorumludur. Musingz tabaka ise yuzey gerilimini disurere k akdz

tabakanin kornea ve konjonktiva tizerinde tniform yayilimini saglar (10).



3.2.2. Epitel fizyolojisi:

Kornea akéz humor ile birlikte yaklasik +43 D lik bir kirma giictine sahiptir
ve gozun ana refraktif elemanidir. 365-2500 nm dalga boyundaki elektromanyetik
radyasyonu gecirici 6zelliktedir. Gegis 400 nm de % 80, 500-1200 nm de % 100°dr.
Kornea epitel hicreleri lipid gecirgen dzelliktedir. Epitel ve endotel hiicreleri gerek
mekanik bariyer, gerekse sivi ve iyon dengesinin saglanmasiyla, korneanin
korunmasinda onemli gorevlere sahiptirler. Korneada keratosit, endotel ve epitel
hiicreleri metabolik olarak aktif olup, canliliklarini devam ettirmek icin enerjiye ve
oksijene ihtiyag duyarlar. Kornea epitel hicreleri metabolik olarak en aktif
hicrelerdir. Epitel tabakasina oksijen, gozyasi yoluyla difflizyonla saglanirken, goz
kapali durumda iken limbal ve tarsal konjonktiva damarlari araciligi ile saglanir (11).
Aminoasit ve vitamin destedi, ak6z humdorden saglanir. Epitel hiicrelerinde, glikoz ve
glikojen baslica enerji kaynagini olustururlar. Glikoz ¢ogunlukla akéz humorden elde
edilmekle beraber, % 10 veya daha azi limbal damarlar veya gdzyasindan da
saglanabilir. Glikojen depolama 06zelligine sahip olan epitel hicreleri, hipoksi ve
travma gibi durumlarda bu kaynadi kullanabilmektedirler. Korneal hiicrelerce
kullanilan metabolik yollar; aerobik ve anaerobik glikoliz (% 65 oraninda bu yol
kullanilir), pentoz-fosfat santi ve 0Ozellikle epitelde TCA siklusudur. Metabolik
aktivitenin en yogun oldugu tabaka epiteldir. Epite | tabakasi yagda ¢6zlnir, stroma
ve endotel ise suda ¢ozindr. Akdz humorda pO, artisl, stroma ve bazal epitel
hicrelerinde pO, artisi ile sonuclanir ancak yiizey epitelde degisiklik gérilmez. Bu
da akdz humorun kornea epitelinin oksijen gereksinimini karsil ayamadigini gosterir.
in vivo olarak endotel, normal pompa fonksiyonu igin yeterli O, destegini akoz
humorden alir (8). Epitel hicreleri, aralarinda bulunan siki baglantilar nedeniyle,
iyon gegirgenligine en fazla direnc gosteren hicrelerdir. Bu 6zellikle riyle, stromanin

su dengesine katkida bulunurlar (12).

3.2.3. Endotel fizyolojisi:

Endotel hicrelerinin ana enerji kaynagi ak6z humérden saglanan glikozdur.
Aktiviteleri icin anerobik, daha az olarak da aerobik yollari kullanirlar. Endotel
hlcrelerinin en 6nemli gorevi, korneanin seffaf ve saydam kalmasini saglamaktir.
Bunu yaparken hem aktif bir pompa gibi calisir, hem de mekanik bir bariyer teskil
ederler. Endotel hicreleri normal pompa fonksiyonu icin gerekli oksijeni akoz

hiimorden saglarlar. Kornea endoteli dehidratasyon gorevini yapti§i slrece,
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stromanin su icerigi % 78 ve kalinhigi 550 pm civarinda kalarak normal
fonksiyonlarini stirdiirir. Endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar bariyer gorevi
gorirler. Endotel tabakasi metabolik aktivitesini stromadan akdz humore su
pompalamak uzere gergeklestirir. Ak6z humor (-) yukludir. Korneal pompanin dort

ana komponenti vardir:

- +, o+
1. Ak6z yuzeyde Na / K iyon pompasl
. +
2. Lateral ylzlerde Na / H iyon pompasil,
3. K",Cl've HCO3 In akéz humore pasif diftizyonu,
4. Karbonik anhidraz sisteminin Grettigi H "ve HCOs; .

- + + L .
Net su akimiigin Na , K veya H konsantrasyon gradientinin gerceklesmesi

gereklidir. Bu pompalarla gerekli gradient saglanir. Endotel hicrelerin dis
kenarlarina lokalize olan sodyum -potasyum-adenozintrifosfataz pompa sistemi ile su
ve elektrolitler dengelenerek, ayni seviyede tutulur. Bu pompa, enerji harcayarak
sodyumun hiicre disina ¢ikmasini saglar, bunu suyun hicreyi terk etmesi izler.
Boylece kornea stromasindan 6n kamaraya dogru devamli sivi geg isi olurken,
korneanin seffafhgl korunur. Korneadan 6n kamaraya gegen sivinin geri donmesi,
endotel hucreleri arasindaki siki baglantilar ile énlenmektedir. Hekzagonal yapida
olan endotel hicreleri, sivi regulasyonu igin ideal dizilimi olusturmaktadir. Bu
geometrik diizen maksimum sayida hiicre ve maksimum sayida pompa yogunlugunu
temin etmektedir. Korneanin seffafliginin korunmasi, endotel hicrelerinin etkin
fonksiyonlarinin yani sira, korneada damarsal yapilarin bulunmamasina, sinir
liflerinin miyelinsiz olmasina ve stroma tabakasindaki kollajen lamellerin diizenli
dizilimine de baghdir (13).

3.3. Kornea Yara lyilesmesi:

Kornea surekli olarak fiziksel ve kimyasal etkenlerle travmalara ugrar. Yara

iyilesmesinde buytime faktorleri, sitokinler ve ekstrasell Gler matriks proteinleri
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organize sekilde etkilesim igerisindedirler. Korneal travmalarda sikhikla dort temel

lezyon ortaya ¢ikar:

1. Epitelyal defekt

2. Epitelyal ve 6n stromal defekt

3. Derin stromal defekt

4. Tam kalinlikta defekt

Her lezyonda farkli bir yara iyilesmesi gozlenir:

3.3.1. Epitel Defekti:

Epitel yara iyilesmesi korneal iyilesmedeki ilk basamaktir ve 3 fazda
gerceklesir (14). Bunlar; ilk saatlerde gorllen latent faz, epitel migrasyon ve

proliferasyon fazi ve kalici hiicre adhezyon fazidir.

Normalde epitel bazal hiicre mitoz bélinmesiyle her 7 giinde bir yenilenir.
Defektte bu stre daha da kisalir. Korneal abrazyonlar epitelin tamaminin veya bir
kisminin Bowman tabakasini agikta birakacak bigcimde kaybiyla olusur. Epitelden
tamamen yoksun kornea 4-7 giin icinde kendini yenileyebilir. iyilesmede baslangicta
bir mitotik paralizi, ardindan defekti kapatmak (izere epitel hiicrelerinin yaraya gogu
(' sliding ) ve mitozla normal kalinliga ulasma basamaklari gozlenir. Yaralanmanin
hemen ardindan bazal hiicrelerde DNA sentezi ve mitozunda duraklama gozlenir.
Yaklasik 1 saatlik sessiz donemden sonra zedelenmemis komsu epitel hicreleri
birbirlerinden ayrilip sismeye baslarlar ve fibrinle sarihrlar. Kigik yaralarda epitel
motilitesi dakikalar icinde baslar. Ozellikle bazal tabakada hucreler, filopodia ve
lamellopodia gibi uzantilarla motilite kazanarak bazal lamina Uzerinde n defektif
alana goc¢ ederler (15. saatte ). Defekt tamamen kapanincaya kadar motilite sdrer.
Migrasyon, intrastoplazmik aktin-myozin kontraksiyonu ile gerceklesir. Hucre
hareketinin aktif fazi siiresince mitotik aktivite 96 -120 saat kadar inhibisyona ugrar.
Zedelenmeden 3 saat sonra rejenere olan epitel uclarinda ve bazal laminada PMNL
(Polimorfonikleer l6kosit) ler belirir ve 36 saat kadar kalirl ar. Daha sonra giderek
azalip kaybolurlar. Biylk defektlerde onarima konjonktiva epiteli de katilabilir.
Abrazyonu kornea epiteli 1-4 giin icinde orterken konjonktiva epiteliyle iyilesme 1 -2

hafta veya daha uzun zaman gerektirir.
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Epitel bazal membraninda ¢ degisik komponent ayirdedilebilir:

1. Bazal hiicre membraninin hemen altinda yer alan lamina lucida i¢inde 220.000
D’luk bir glikoprotein olan BPA

2. Lamina lucida da yer alan nonkollajendz bir protein olan laminin
3. Stromaya en yakin yerlesimli Tip IV kollajen yapida olan lamina densa.

Epitelin mindr travmalarda veya nazikge soyulmasinda hemen daima BPA ile
laminin arasindan ayriliyor olmasi, bazal membranin travmaya en duyarli yerinin bu
kisim oldugunu gosterir. Bazal membranin tamamen ka ybinda iyilesme yaklasik 6
hafta surer. Saglam bir bazal membran Uzerine goc eden epitel hicreleri 6 saat icinde
buraya sikica yapisirlar. Latent fazda bitin abrazyonlar epitelle érttilmeden 6nce bir
diger glikoprotein olan Fn ile kaplanir. Serumda bulunan ve karaciger hicreleri,
damar endoteli, makrofaj ve fibroblastlarca Gretilebilen Fn, korneal abrazyonlarda
muhtemelen serumdan koéken alir. Uretimi epitel defektinin kapandigi travma
sonrasl 2.-4. glnlerde gerceklesir. Fn abrazyona komsu epitel hiicre gocu igin
gerekli matriks gorevini gorir. Normal kornea epitelinde intrastoplazmik aktin
filamentleri ylzey epitel hucrelerinin  mikroplikalari altinda en yodun iken
abrazyonda, abrazyona komsu kenarda yerlesim gosterirler. Defekt iyilesmesinde Fn
depolanmasi ve aktin filamentlerinin reorganizasyonu epitel iyilesmesinde ana
faktorlerdir. Bunlarin ardindan yeni BPA ve laminin dretilir (15). Bu sonucu
destekleyen Fujikawa ve ark.nin yaptigi bir ¢alismayla lamininin korundugu ve
lamina densanin agikta kaldigi BPA kaybiyla karakterize epitelyal yaralanmalarda ve
kornea bazal membraninin tamamen kaybiyla karakterize yiizeyel keratektomilerde
epitel migrasyonu i¢in BPA, laminin ve Tip 1V kollajenin gerekmedigini ; Fn, Fg ve
fibrinin yarada kalici komponentler gelisene dek matriks gorevi gordigu, epitel
migrasyonunu destekledikleri ortaya konulmustur (16). Abrazyon alanindaki
stromada keratositler metabolik olarak aktif duruma gelirler ancak epitel iyilesmesine
nasil katkida bulunduklari belli degildir. infeksiyon veya il aclar Fn hasarina neden
veya Uretimine engel olarak, aktin filamentlerinin islevini ve epitel hiicre mitozunu
inhibe ederek yara iyilesmesini geciktirirler. Dikkati ceken diger bir nokta ise
yaralanma nedeni ne olursa olsun tiim abrazyonlarin reepitelizasyon strecinde ayni

kapanma paterni gosterdikleridir. Ug-alti koldan konveks bicimde migrasyon
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gosteren oncl epitel hicreleri defekt boyunca gelismekte, merkeze dogru
ilerlemektedir. Karsilasan uclar sonucta degisik geometrik sekiller yaratmakta ve
epitel tamamen kapanmadan onceki donemde tek veya c¢ift Y bigiminde cizgisel
defekt halini almaktadirlar (17).

Korneal epitel iyilesmesinde limbal kok hicreleri de 6énemli rol oynarlar.
Bunlar en yiiksek mitoz hizina sahip hicrelerdir. Epitel iyilesmesi sirasinda baza |
hicrelerle limbal kok hcreler arasinda bir denge bulunmaktadir. Korneoskleral
limbusun epitel iyilesmesine olan katkisi tzerine yapilan ¢alismalar i Iging sonugclar
ortaya koymustur; Dua ve ark. korneoskleral limbusun epitel yenilenmesi igin olasi
hicre kaynagini olusturdugunu 6ne surmisler, limbal korneal hicrelerin diger
hiicrelere gore en yuksek mitoz hizi ve en kisa ikiye katlanma zamanina sahip
oldugunu gostermislerdir. Yine ayni arastirmacilar ¢alismalarinda kornea epitel
devamlihginin strekli proliferasyon ve periferdeki daha geng¢ hucrelerin santrale
dogru migrasyonu ve sonrasinda da ytizeyden eksfoliye olduklari biciminde
gerceklestigini savunmuslardir (18). Santral epitel defekti sirasinda, periferik limbal
hiicreler santrale dogru goc ederek, kornea | epitelin devamhihgini saglarlar. Bu goris
‘X,Y,Z’ hipotezi ‘ile ortaya konmustur. X; bazal epitel hiicre gogalimini, Y; limbal
hlicre cogalim ve santrale gocuni, Z ; yizeyden epitel hiicre kaybini yansitmak tizere

denge konumunda X+Y=Z olmalidir (2).

Epitel defekti limbal VVogt palisadlarini igine aldidinda persistan epitel defekti
ve konjonktivalizasyon insidansi artar. Konjonktiva epitelinin kornea epiteline
transformasyonu anatomik ve biyokimyasal degisiklikler gerektirir. Konjonktiva
epiteli goblet hiicreden zengin, birka¢c desmozom igeren 2 -4 katli yapidan desmozom
ve hemidesmozomlarla birbirine sikica tutunmus, goblet hiicresi icermeyen 5 -6 katli
yaplya doniusmek zorundadir. Ayni zamanda glikolitik, TCA sikluslu solunum
zincirinden hekzos monofosfat santina donusimi iceren biyokimyasal donusim
sOzkonusudur. Kornea epitel iyilesmesinde sinir lifi rejenerasyonu da gerceklesir.
Tavsan korneasinda bu prosesi destekleyen ENF (epitelyal neuronotrofik faktor) adi

verilen bir mediat6riin varligi saptanmistir (19).
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3.3.2. Epitel ve Yuzeyel stromal Defekt:

Epitelle birlikte Bowman ve ©n stroma tabakasi kaybi sézkonusudur.
Epitelyal iyilesme ile stre agisindan farklhilik gosterir ve daha uzundur (en az 6
hafta). Alttaki ylizey yani stroma yara iyilesmesi icin ideal bir platform degildir.
Bowman tabakasi ve normal stroma rejenere olmayacagindan defektin yerini
kollajen6z skar dokusu alabilir veya defekt hiperplastik bir epitelle doldurulabilir
(15).

3.3.3. Derin stromal defekt:

Bu defektler de benzer bicimde onarilir ancak farkl olarak kollajen skar
dokusu olusumu islemin temel parcasidir. Zedelenmeden 1.5 saat sonra stromal
yarada PMNL’ler gorullr. 12 saatte pik yaparlar, 72 saat sonra giderek azalirlar,
fagositoza yardimcidirlar. Hasar goren epitel tabakanin alt tara findaki keratositlerde
apopitozis gozlenir. Hasarli epitel ve apopitozise ugrayan keratositlerden sitokinlerin
salinmasiyla, iyilesme kaskadi baslamaktadir. Keratositlerde kollajen sentezi
zedelenmeden 1.5 saat sonra baslar, 8. glinde sonlanir. Yara gerginligine olan direng
stromal iyilesmeyle yakindan iliskilidir. Tavsanlarda yapilan ¢alismalarda ilk haftada
gerginlige direnc saptanamazken 10-40 giin arasinda % 8-36, 40-100 giinde % 36-50
oraninda direng gelisimi s6zkonusudur, insanlarda ise 2 -3 yilda bile % 50 direng
diizeyine erisilememektedir. Stromal iyilesme sirasinda keratositler, aktif
fibroblastlar olan miyofibroblastlara donismektedirler (5). Kontraktil 6zellikte olan
bu hucreler kollajenleri, glikozaminoglikanlari ve diger matriks proteinlerini
Uretmektedirler. Ekstraselliler matriks, yara kontraksiyonundan sorumludur ve esas
olarak bir skar proteini olan tip Il kollajen Uretmektedir. Skar remodelizasyonu
sonrasinda tip 1l kollajen, stromanin normal yapisinda olan tip | kollajen ile yer
degisimine ugrar. ilk hafta icerisinde stromada hiyaluronik asit dretimi gérilir ve
zamanla yerini kondroitin silfat ve keratin silfata birakir. Ayrica keratositlerden
KGF, HGF gibi blytime faktorleri de salgilanmaktadir (5). Stromal iyilesmenin tam
olarak gerceklesmesi haftalar almasina ragmen keratositlerde hipertrofi, cok sayida
nukleolus gelisimi gibi yapisal degisiklikler olduk¢a erken gdzlenir (15). Normal
stroma tip | kollajenden olusurken korneal skar dokusu ise blyuk oranda tip 11

kollajenden kuruludur. Hasar sonrasi ikinci haftada kontraktil faz baglamaktadir. Kas
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hicrelerindekine benzer sekilde, miyofibroblastlarda aktin ve miyozin kontraktil

unitleri olusur (20).

Sutlire edilen, epitelden yoksun korneal insizyonlarda gerginlige direncte %
66 oraninda azalma gdzlenir. Yara yerinde asiri epitel birikimi ve diren¢ gostermesi
plak olusumuna yol acarak yara iyilesmesini geciktirir. Topikal steroidler stromal

iyilesmeyi geciktirirler (15).
3.3.4. Endotelyal yara iyilesmesi:

Kornea endotel hasari sonrasinda, sivi tra nsport mekanizmasinda bozulma ile
6dem olusmaktadir. Endotel hicreleri mitotik aktiviteye sahip olmadiklarindan 6l
endotel hiicrelerin yerlerini doldurmak igin, komsu e ndotel hicreleri genislemekte ve
hasar yerine go¢ etmektedirler. lyilesme fazinda, yara yerine en yakin olan hiicreler,
100 pm/giin hizla hareket ederken, kalinhklari azalip genisleyerek hekzaglonal sekil
almaktadirlar (21).

3.3.5. Tam Kalinlkta defekt:

lyilesme yine benzer bicimde olur. Posterior kornea travmalarinda Descement
membraninin serbest kalan uclari 6nde stromaya dogru kivrilmaya yiz tutarlar.

Kaufman kornea perforan yara iyilesmesinde alti dénem tanimlar :

1. Zedelenmeden hemen sonra 6nde ve arkada yara dudaklari arasinda buradaki
kollajen doku retraksiyonu sonucu gap (yarik) lar ol usur. Akdz humordeki Fg stroma

ile etkileserek fibrine dontsur ve bir fibrin plagi gelisir ve stromada 6¢dem baslar.

2. Zedelenmeden 30 dakika sonra lokosit fazi baslar. Limbal damarlar, ak6z humor
ve gozyas! yoluyla PMNL gocl gerceklesir. Bu hiicreler fazla fagositik degillerdir ve
cesitli enzimler salgilarlar. 12 -24 saat sonra MNL (mononiikleer I6kosit) ler limbusta
yogunlasirlar 6zellikle yara limbusa yakin ise yaraya gogedebilirler. Stroma iclerine
olan gocleri ise son derece yavastir, fonksiyonlari tartis malidir ancak fagositozu
destekledikleri kabul gérmektedir.

3. Epitelyal yara iyilesmesi fazi gerceklesir.
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4. Fibroblastik faz; zedelenmeden 12 saat sonra baslar ve saglikli epitel iyilesmesi ile
bagintihdir. Lasere dokuya komsu stromal keratositler aktiv e olarak fibroblastlara
benzer bicimde Tip Il kollajen ve tipik skar glikozaminoglikanlari dretirler.
Zedelenme limbusa yakin ise monositler metaplazik degisime ugrayarak fibroblastik

faza katkida bulunurlar.

5. Endotelyal faz; 24. saatte baslar ve endotel hiicre gog¢iinu igerir (15). Zedelenen
ancak canliligini surdiren endotel hicrelerinin birbirle riyle birleserek buyik
endoteyal hicreler olusturabildikleri gosterilmistir. Birka¢ hafta sonra zede alanini

kaplayan endotel, yeni Desceme nt membranini salgilamaya baslar (8).

6. Geg faz zedelenmeden 1 hafta sonra baslar. Yaradaki hiicre yogunlugu giderek
azalirken salgilanan gelisigtizel dagilmis kollajen lifler Tip I kollajen yonunde daha
iyi organize olurlar, skar dokusu kontrakte olur ve yara appozisyonu iyiy se bu olay

zedelenmeden hemen sonra gelisebilir (15).
3.4. Kornea Yara lyilesmesini Etkileyen Faktérler
3.4.1. Yas:

Geng populasyonda iyilesme daha hizhdir (birkag gun -hafta), yaslilarda ayni

naturde bir yaranin iyilesmesi aylar alabilir (17).
3.4.2. Beslenme:

Malnutrisyon iyilesmeyi belirgin sekilde geriletir. Protein, vitamin A ve

vitamin C gereklidir. Siddetli vitamin A eksikliginde korneal ulserasyon siktir (17).
3.4.3. Travma:
3.4.4. Yara apozisyonu:

Kotl apozisyon yara iyilesmesini geciktirir, 6n ve/veya arka yara dudaginda
gap olusumuna yol agabilir, infeksiyon, inkarserasyon veya yabanci doku adhezyonu
olasihigint artirir, retrokorneal membran ile sonuclanabilen epitelyal ve stromal

ingrowth gelisimine zemin hazirlar (17).
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3.4.5. infeksiyon:

indirekt olarak (inflamatuar yaniti artirarak asirt kollajen yikimi ve hiic re
6limiyle) ve direkt olarak (salgiladiklari enzimlerle glikozaminoglikan ve/veya
kollajen yikimini artirmak yoluyla) mikroorganizmalar yara iyilesmesini geciktirir

veya engellerler (17).
3.4.6. Enflamasyon:

Degisik travma tipleri degisik inflamatuar yanit dogurur. Ornek olarak,
yabanci cismin yerinde kaldigi laserasyonlar dev hiicre reaksiyonu ve asiri skar
dokusu ile sonuclanir. Topikal steroidle baskilanan erken inflamatuar yanit, belirgin
bicimde iyilesmeyi geriletir. Yaralanma sonrasi, korneaya dogru olan inflamatuar
hicre akimi dokuyu onarima hazirlar ancak iyilesmeyi bozabilecek etkiye de
sahiptir. Dokudan serbestlesen lokal faktorler ( lokotrienler, C5a, C3a..) PMNL
aktivitesi icin tetikleme gorevi gorurler. Fazla sayida PMNL birikimi persistan epitel
defekti, hatta Olser olusumuna yol agar. PMNL’ler epitel migrasyonunu inhibe
ederek iyilesmeyi geciktirirler. Steroidler PMNL’ler icin cagirici rol oynayan
mediator salinimini lizozomal veya diger membranlarin stabilizasyonunu saglayarak
Onlerler. Bu da inflamatuar yaniti azaltir. Steroidler fagositozu, superoksit radikal
olusumunu etkilemez. Uzun stire kullaniminda ise epitel migrasyonunu inhibe eder.
PMNL’lerin kollajenaz aktivasyonu etkisini potansiyalize ederek Ulserasyon riskini
artinirlar. Bu yuzden steroidlerin kullanimi dikkatli monitorize edilmelidir. PMNL

inhibisyonu igin topikal sitrat kullanimi giindemdedir, Na sitrat PMNL birikimini,

fagositozunu, degradasyona yol acan enzim salinimini ve serbest O, radikal

L - .. . . . . ++ .
olusumunu 6nler. Bu etkilerini PMNL aktivasyonu igin gerekli olan Ca  iyonuna

selasyon yaparak gergeklestirir (22).
3.4.7. Vaskiilarizasyon:

Korneal vaskilarizasyon gelisiminde ¢ok sayida faktérin rol oynadigi

goralur. Bu faktorler;

1. Normal korneada vaskiilarizasyonu onleyen inhibitér madde varligi 6ne
struliyor, ancak heniiz kanitlanmis degildir.
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2. Prostaglandin (PG) E1 ve PMNL, akut enflamasyonu ve vaskdlarizasyonu

deneysel olarak olusturabilme yetenegind edirler.
3. Limbusa yakin travmalar siklikla vaskiilarizasyona yol agar.

4. Korneal nekroz, zayif yara apozisyonu, Yyaraya iris adezyonu

vaskdlarizasyona predispozisyon olusturur (23).

3.4.8. Duyusal inervasyon:

Duyusal inervasyon yoklugunda hiicre go¢ i ve adhezyonu bilinmeyen bir
mekanizmayla biyik oOlctide azahr (15). Korneada myelinsiz olarak sonlanan A -
delta ve C sinir lifleri, subtance P ve CGRP (calcitonin gene -related factor) icerirler
ve bunlar nérojenik enflamasyon olusturabilme yetenegindedirl er. Retrobulber
ve/veya lokal olarak kullanilan nérotoksin yapidaki Capsaicin, korneal agri ve
kimyasal irritasyonu ortadan kaldirir. Capsaicin ile tavsanlarda yapilan ¢alismada
olusturulan santral korneal epitel defektlerinde ndrojenik enflamasyon blokuna kosut
olarak iyilesme hizinin belirgin bicimde geriledigi gézlenmistir. Bu da normal epitel
iyilesmesinde sinirsel uyarimin da gerekli oldugunu gdstermekte, patogenez olarak
ise korneal denervasyonun epitelin metabolik aktivitesini azalttigi dustinilmekted ir
(24).

3.4.9. intraokuler basing:

Yukselmesi durumunda stromal yara iyilesmesinde skar dokusunun
kontraksiyonunu onler (15).

3.4.10. GOzyasinin etkisi:

Gozyasinin niceligi epitelin saghkl olusu ve butunligu icin kritik 6nem tasir.
Orta akoz tabaka goz agikta kaldiginda buharlasma ve nazolakrimal drenaj nedeniyle
incelir ve ylizeyel lipid tabaka misin tabakaya ulasir. Gdzkapagi hareketiyle akoz
komponent yenilenmezse mdisin tabakanin lipidle kontaminasyonu lokalize
hidrofobik epitelyal alanlar yaratir. Akdz tabaka eksikliginde ytizeyel kuruluk,
punktat epitelyal boyanma, mukus plak, iyilesmeyen epitel defektleri gézlenir. Lipid
tabaka eksikliginde ise okuler yiizey keratinizasyonu, ylzey mikroplika kaybi, epitel

defekti, korneal Ulserasyon, keratomalazi g 6zlenir. Gozkapaklari gézyasinin devaml
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ve yeterli miktarda dagihmini saglar. Kapak skatrizasyonu, malpozisyonu veya

norojenik fonksiyon bozuklugunda hidrofobik epitelyal ylizeyler olusur (10).
3.4.11. llaglar:
3.4.11.1. Antibiyotikler:

Disik dozda basitrasinin (500u/ml), gentamisin (3 mg/ml), neomisinin (3.5
mg/ml) ve kloramfenikoliin (4 mg/ml) korneal epitelizasyona etkileri yoktur.
Ancak artmis doza bagimh olarak kloramfenikol disinda basitrasin (10.000 u/ml),
genta-sulfat (10 mg /ml) ve neomisin (8 mg/ml) epitelizasyonu belirgin bigimde
inhibe ederler (25). Tavsan kornealarinda yapilan bir calismada ise %5’lik
cefazolin-Na ve neosporin (neomisin sulfat, polimixin -B ve gramisidin karisimi) in
epitel iyilesme hizina ve kalitesine en az etkide bulu ndugu, %10’luk sulfasetamid -
Na ve suni gbzyasl preparatlarinin orta etkide, tobramisin, gentamisin sulfat ve
kloramfenikoliin en toksik oldugu saptanmistir. Gentamisin ve tobramisin ile

bunlarin fortifiye dozlari arasinda toksik agidan farklilik belirleneme mistir (26).
3.4.11.2. Kortikosteroidler:

Korneal epitel, stroma ve endotel yara iyilesmesini inhibe ederler. Disuk
dozda metilprednizolonla domuz kornea endotelinin organ kiltrinde etkilesimi ile
yaygin hicre disintegrasyonu ve intraseliiler vakuol olus umu goézlenirken, yiksek
dozda belirgin endotel hiicre hasari gelistigi belirlenmistir (27). 5-iodo-2’
deoxyuridine (IDU) ve deksametazonun tavsan korneasinda etkisinin arastirildigi
bir ¢calismada IDU ile doz bagimli olarak epitel ve stromal rejenerasyonda g ecikme
gozlenmis, bu etki deksametazon ile belirginlesmistir (yalniz IDU ile iyilesme 5
giin gecikirken IDU ve deksametazon ile 10 gune c¢ikmistir) (28). Baska bir
calismada OH-metil progesteron % 0.5-1, prednizolon % 0.1, deksametazon % 0.1
dozda ve 6x1 siklikta uygulandiklarinda epitelyal iyilesmeyi geciktirdikleri
belirlenmistir (29). Epidermal growth faktor (EGF) Un gerginlie karsi yara
direncini artirici etkisini kanitlayan diger bir calismada EGF (0.5 mg/ml) ile
deksametazon (1 mg/ml) kombinasyonunun E GF nin bu ydndeki etkisini azalttig

gosterilmistir (30).
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Deneysel olarak olusturulan lineer perforan insizyonda gerginlige karsi yara
direncinin medroksiprogesteron ile % 20, prednizolon ile % 11 oraninda azaldig
gosterilmistir. Skar dokusunda kollajen formasyonunu prednizolon % 43
azaltirken, medroksiprogesteron ise % 39 azaltmaktadir. Yine ayni calismada
termal yanikta Ulserasyon gelisimini azalttiklari gosterilmistir (kontrol grubunda %
85 ulserasyon gelisirken prednizolon ile % 0, medroksiprogester on ile % 17

oraninda oldugu gozlenmistir) (31).
3.4.11.3. Lokal anestezikler:

Epitel iyilesmesi icin temel olan aktin etkilesimini bozarlar. Kronik topikal

tedavi persistan epitel defektine neden olabilir (32).
3.4.11.4. Benzalkonyum CI (% 0.01):

Koruyucu olarak bu kimyasal maddeyi iceren topikal ilaglarin kullaniminda
rejenere epitel Uzerinde adheransta zayiflama, membran aktivite kaybi, olusan
epitel tabakanin yerinden ayrilmasi gibi etkiler gozlenmistir. Koruyucular
icerisinde en toksik olanidir, petrolatum ve mineral yaginin ise epitele toksik etkisi

saptanmamistir (32).
3.4.11.5. Asetil kolin:
Endotel hiicre hasarini arttirdigi saptanmistir (32).
3.4.11.6. Epinefrin:

1/1000’lik konsantrasyonda irreversible kornea odemine yol acabile cegi

bilinmektedir. 1/5000’lik konsantrasyonunun kullaniimasi 6nerilmektedir (32).

3.4.11.7. Antiviral ilaglar :

Epitel iyilesmesini inhibe ederler (32).

3.4.11.8. Kaniillerde kalan deterjan soltsyonlar :

Korneal 6dem olusturabilirler (3 2).
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3.4.12. Bandaj lens:

Koruyucu etkisi ile altinda iyilesen epitelin daha hizli farklilagmasi, yine ayni
etkiyle veya hidrofilik yapisina bagli olarak stromal 6demde azalma, koruma
etkisiyle yara yerinde keratosit birikiminin saglanmasi, konjonktivadan korneaya
PMNL gocuniin inhibisyonu gibi yararl etkileri vardir (33).

3.4.13. Fibronektin (Fn) :

Fibronektin (Fn), hiicre adhezyonu ve migrasyonunda rol oynadigi distndlen
multifonksiyonel bir ekstraseliiler matriks proteinidir. Kollajen, fibrin, heparin ,
glikozaminoglikanlar ve Fn hiicre reseptoriine ( Integrin ) baglanabilir. Hiicre -hiicre
ve hiicre-substrat baglanmasinda islev gorir, ayrica hiicre yizeyine baglandiginda
hicre iskelet yapisini degistirerek motilitesini artirir (34). Korneal Fn iyilesen epitel
yara Yyuzeyinde g0zlenir, epitelizasyon tamamlaninca ortadan kaybolur (35).
Tavsanlarda yapilan baska bir arastirmada keratektomi modelinde Fn ve Aprotinin
(proteaz inhibitorl) in tek basina veya kombine tedavilerinin primer iyilesmeye
katkisi veya rekirren kornea epitel defektini dnleyici etkisi gérilmedigi gdzlenmistir.
EGF ile kombine kullanildiginda ise yine yara iyilesmesinde hizlanmay! arttirmadig,
epitel migrasyonu gibi bir etkisinin de olmadigi, sadece adhezyonda rol aldig
savunulmustur  (36). Organ kdlturinde tavsan korneasi (zerinde epitel
migrasyonunun arastirildigi Nishida ve ark.nin bir calismasinda epitel hicrelerinin
gosterdigi migrasyon aktivitesinin ortama eklenen Fn ile belirgin olarak arttig,
etkinin eklenen Fn miktari ile dogru orantil 1 oldugu, ortama Ig G-anti tavsan plazma
Fn antikoru eklendiginde ise anlamh migrasyon inhibisyonu oldugu gosterilmistir.
Ayni calismada korneanin degisik lezyonlarinda (insizyon, deneysel biilloz
keratopati, termal yanik...) yapilan immunohistokimyasal an alizlerle Fn’in stromal
keratositlerce sentezlenebildigi, sadece gozyasi kaynakli olmadigi, eksojen Fn’in
stromal kollajenlere baglanarak kemotaktik aktivite yaratabildigi de bildirilmistir
(37). Bilindigi gibi yaralanmadan 8-36 saat sonra ylizeyel epitel defektlerinde Fn
gOzyasindan veya limbal vaskuler yapilardan kdken almaktadir. Stromal yaralarda
ise Fn, keratositlerce uretilir (38). Fn’in ylzeyel defektlerde asil ve en olasi
kaynaginin gozyas! oldugunu dogrular niteliktedir (38). Nishida ve ark. blok ha linde
kiltir ortamina konulan tavsan kornealarinda EGF ve Fn’in epitel migrasyonuna

etkisini de arastirmiglardir. Her iki ajanin da doz bagimli olarak 24 saat icinde epitel
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migrasyonunu belirgin bicimde arttirdiklari, EGF igin 12 saatlik sessiz bir zaman
dilimi olusurken Fn de bunun olmadigi gérulmastir. Fn icin maksimum etki ortamda
stirekli bulunmasina bagh bulunurken EGF icin ortamda 9 saat bulunmasinin yeterli
oldugu gozlenmistir. Anti-Fn antikoru, Fn ve EGF stimulasyonunu bloke ederken
anti-EGF antikoru sadece EGF inhibisyonuna yol acmistir. Sonuclar Fn’in aksine
epitel hicrelerinin bir kez uyari sinyali aldiktan sonra EGF’nin varligina gereksinim
duymadigini, EGF stimulasyonunun Fn bagimli bir yanit ve Fn in EGF den bagimsiz
oldugunu, EGF’nin epitel migrasyonuna etkisinin Fn tarafindan dizenlendigini
ortaya koymaktadir (39).Fn, kornea epitel hiicrelerinde Integrin adli reseptoriine
baglanarak intrasellller iskelette (6rn. aktin) reorganizasyona yol acip hicreleri
migrasyonun aktif fazina hazirlar. Bu hiicre reseptor aktivitesinin sadece rejenere
olan epitel hicrelerinde goruldigu Nishida ve Nakagawa tarafindan (1989)
gosterilmistir. EGF ise korneaya epitel hicre proliferasyonunu, Fn sentezini, Fn
reseptOr aktivitesini artirmak gibi birtakim ortak mekanizmal arla etkiyor olabilir
(39).

3.4.14. Interlokin - 6 :

Tavsan korneasinda integrin reseptOrlerini uyararak epitel hicre
migrasyonunu stimule ettigi gosterilmistir. Persistan epitel defektinde (PED) topikal

kullanimi deneysel asamadadir (40).
3.4.15. Retinoik Asit :

Tavsanlarda kornea epitel defektlerinde topikal retinoidlerin etkisinin
arastirildigi bir cahsmada % 0.1’lik all -trans-retinoik asit 3x1/giin kullanimi ile
iyilesme hizinda % 21, 5x1/gin dozunda ise % 35 oraninda artis oldugu
gosterilmistir. Bu sonuclar all-trans- retinoik asitin cerrahi sonrasinda ve PED de

iyilesmeyi hizlandirici olarak kullanilabilecegini gostermektedir (41).

Retinoik asitin etkinligi tam olarak bilinmemekle beraber epitel iyilesme
slirecinde hicre yizey glikoprotein sentezini arttirici etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Ancak diger 6nemli bulgu, retinoik asitin kornea epitel hicre
yluzeyindeki EGF reseptort olusumunu stimule etmesidir. Boylece iki basamakl bir

sistemle iyilesmeyi artirmasi da olasidir. Ayrica retin oidlerin defektif korneayi
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normal kalinhgina ulastirdiklari da gézlenmistir fakat mekanizma bilinmemektedir
(42).

3.5. Buyume Faktorleri :

G0z, birgok growth faktor icin hedef doku konumundadir: Epidermal Growth
Faktor (EGF), Platelet-derived Growth Faktor (PDGF), Insulin-like Growth Faktor
(IGF), Transforming Growth Faktér a ve B (TGF-a ,TGF-B), Mezodermal Growth
Faktor (MGF), Fibroblast Growth Faktor (FGF). Bunlardan EGF ve TGF-a yogun
bicimde arastiriimistir (42).

3.5.1. Epidermal Growth Factor (EGF) :

EGF ilk kez 1960’li yillarin basinda fare submaksillar bezlerinden izole
edilmistir. Mouse EGF (mEGF), 53 amino asitten olusan 6045 D molekul agirhkli
monomerik bir polipeptiddir. Ektodermal hicrelerde DNA, RNA ve protein
preklrsor sentezini stimule ettigi, organ kulturlerinde epidermal hicre
proliferasyonunu ve keratinizasyonu artirdigi gosterilmistir. Cohen, erkek fare
submandibuler tukirik bezinde sinir bllyume faktorii (NGF) izole etmeye calisirken,
bu bezlerden elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere enjekte edildiginde erken g6z
kapag! acilisina ve erken dis stirmesine neden oldugunu gozleyerek etken maddeyi
izole etmis ve epidermis gelisimini hizlandirici etkisi nedeni ile bu maddeye

Epidermal Growth Factor (Epitermal Bilylme' Faktorii -EGF) adini vermistir (43).

EGF, fare submandibuler tikirik bezinde sentezlenerek tubiler kanal
hiicrelerinde depo edilmektedir. Ancak farelerde submandibular tukirik bezinin
cikarilmasi sonrasinda plazma EGF dizeyinde herhangi bir degisikligin olmamasi
EGF 'nin organizmada baska bir yerde de sentezlendigini disiindurmektedir (44).

Human EGF (hEGF) ilk kez 1975’te izole edilmistir, yine 53 amino asitten
olusur, mEGF den 16. pozisyonunda amino asit degisikligi gosterir, ayni biyolojik
aktiviteye sahiptir ve ayni hiicre reseptoriine baglanir. idrar, tiikiiriik, plazma ve
insan sdtunden izole edilmesine karsilik kornea epiteli ve konjonktivada
bulunamamistir (45). RIA yoéntemiyle hEGF gbzyasinda da saptanmistir ve blyuk
olasilikla lakrimal gland hiicreleri tarafindan sal gilandigi dustinilmektedir (29,46).
Rekombinant DNA teknigiyle hEGF sentez edilebilmektedir (45).
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EGF reseptorii 175.000 D agirhginda bir membran glikoproteinidir,
konjonktiva epitelinde, kornea epitel ve endotelinde, irisin posterior pigment
tabakasinda ve lens epitelinde mevcuttur. EGF reseptorleri insan viicudunda idrar ve
tikuruge ek olarak mide, pankreas sivisi, serebrospinal sivi, seminal sivi, prostat
sivisl, sut ve kanda bulunmaktadir. EGF ayrica bircok dokuda, ézellikle karaciger ve
plasenta hiicrelerinde bulunmakta ve epitelyal ve mezotelyal kokenli hiicrelerde
mitojenik 6zellige sahiptir (47). EGF baglandiginda 250 aminoasitlik kismi intrinsik
tirozin kinaz aktivitesi gosterir. Fosforile olan ilk kisim reseptdrin hiicre ici yerlesim
gosteren tirozin reziduleridir. Bundan sonra gelisen aktiviteler: ornitin karboksilaz
aktivitesinde artis, lipokortin inhibisyonu, poliamin birikimi, Fn sentez artisi, DNA
sentez stimilasyonudur. Aktive olan EGF -reseptér kompleksi endositozla hiicre igine
internalize olur ve hiicre nlkleusunda ikinci kez baglanir (48).

3.5.1.1. Epitelyal iyilesmeye etkisi:

Topikal hEGF epitelyal iyilesmeyi stimile etmekte, 6zellikle limbal ve
periferal kornea epitel rejenerasyonunda maksimum etki gostermektedir (46). EGF
ve kolsisinin birlikte kullaniminda epitel motilitesinde degismenin olmayisi, EGF
etkisinin motiliteden ¢ok hucre yogunlugunda artisa yonelik oldugu sonucunu
dustndirmektedir (48). EGF okuler yuzeyel yaralarda veya korneal Glserlerde % 30 -
45 oraninda iyilesmeyi artirir. Ancak p enetran keratoplasti sonrasi hastalar a topikal
olarak uygulanan EGF ve FGF [ ise etkisiz bulunmus ve bu sonu¢ kullanilan

immunosupresif ilaglar sayesinde etkilerinin kérelmis olmasina baglanmistir (42).

Alkali yaniklarda EGF tedavisi epitel rejenerasyonunu hizlandirir ancak
yogun enflamasyon ve hemidesmozom olusumunda defekt ve EGF’nin siki
baglantiya katkisi olmamasi nedeniyle rekirren korneal erozyonu onleyici etkisi
yoktur. EGF tedavisiyle olusan hiperplastik epitel, minor travma ile kolaylikla
kaybedilir. Fn ve steroidle kombinasyonu, terapétik lensle hemidesmozom olusumu
icin gereken sirenin saglanmasi iyilesmeye yardimci bulunmustur (49). Yapilan bir
calismada tavsan korneasinda alkali yanik sonrasi lserasyonu bloke etmede ve
epitel kapanmasini hizlandirmada EGF, Fn, aprotinin ve galardin (matriks
metalloproteinazin sentetik inhibitérii) kombinasyonunun oldukca etkili oldugu
gorilmaustur (42).
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Lipokortin bir fosfolipaz A inhibitéridur. Bu enzim arasidonik asit,
tromboksanlar, I6kotrienler ve PG’lerin sentezi icin gereklidir. EGF tarafindan
olusturulan lipokortin inhibisyonu artmis PG sentezi ve siddetli enflamasyonla
sonuglanir. Ote yandan steroidler ise lipokortin sentezini artirirlar. Boylece PG
sentezi ve enflamasyon azalir. EGF’nin yol actij 1 siklooksijenaz aktivasyonu ve
I6kotrien sentezi hizlanmasi ile stromal I6kosit infiltrasyonundaki artis steroidlerce
engellenir. Bir calismada topikal kullanilan EGF’nin steroidlerle kombine kullanimi
ile elde edilen iyilesme hizi, yalniz EGF ile olandan daha disik olmasina karsin

kontrol grubundaki iyilesmeden ¢ok daha hizli bulunmustur. (48).
3.5.1.2. Stromal iyilesmeye etkisi:

EGF; stromada timidin uptake ini artirir, fibroblastlarda mitoz ve migrasyonu
aktive eder, aktive fibroblastlarin insizyon yerinde cogalmasini saglayacak
kemotaksisten sorumludur.

Epitel ve stromal iyilesmeye olan etkilerin toplami ile EGF gerginlige karsl
yara direncini arttirir (48). Tavsan deneylerinde EGF ile desteklenen stromal
yaralarda ayrilmaya karsi yara direnci 54 +4 g/mm iken kontrol grubunda 3+1 g/mm
bulunmustur. Bu bulgu daha sonra organ kiltirleriyle de desteklenmistir (30).
Optimum etki 10 pg/ml dozda saglanir. 0.001 mg/ml dozda etkisi yoktur ve 1 mg/ml

dozda ise aksine gerginlige karsi yara direncini azalt ir (48).
3.5.1.3. Endotelyal iyilesmeye etKisi:

EGF, endotel proliferasyonuna yol acar. 10 ng/ml dozda mitotik hizi % 70
oraninda artirir (48). Tavsan kornea endotel hcreleri in vivo ve in vitro olarak
poligonal bicimlerini korurlar, hiicre kiltir ortamina EGF eklendiginde hicrelerin
igsi bicim alarak fibroblastik goriinime kavustuklari gosterilmistir. Ayni etki 1

mikromol indometazin ile de saglanmig, kombine kullanimlarinda etki potansiyelize

olmus, ortama katilan PGE 5 ile bu etkiler geri dondurtlmustar. E ndotel hiicrelerinin

poligonal bigimlerinin korunmasinda PGE o sorumlu tutulmus, hicrelerin igsi

bicimleri ise migrasyonla ilgili bulunmustur (50). Topikal uygulamadan 2 saat sonra
bile EGF’nin 6n kamarada gorulemeyisi endotel lezyonlari igin en iyi verilis yolunun

intrakamaral enjeksiyon oldugunu gostermistir (48). Hicre dlzeyinde EGF etkisi
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gorilmesi icin yaklasik 6 saat slre gerekir. Tavsanlarda intrakamaral enjekte edilen
EGF 0.6 saatlik yart émirle hizla akfz humorden temizlenmis, proliferatif etki
gozlenememistir. Na-hyaluronate ile verildiginde ise proliferatif etki saglanmistir.
Sonugta EGF endotel hicreleri Uzerindeki etkisini gosterecek kadar 6n kamarada

kalabildiginde etkili olabilir sonucuna variimistir (42).
3.5.1.4. EGF etkinligini degistiren far makolojik parametreler:

EGF-reseptor kompleksi internalize olduktan sonra yikima ugrar ve tekrar
sentez edilir, 20 dakika yari émr{ vardir. Hiicrelerin DNA sentezi ve proliferasyonu
icin EGF ile yaklasik 6 saat temasta olmasi gerekir. Metil seliloz iceren EGF g6z
damlasinin % 90’1 10 dakika iginde gozyasiyla kaybedilir. Geri kalani ise
konjonktival doku ile etkilesir. Stk damlatiimasi mikrotravmayi arttirarak EGF’nin
iyilestirici etkisini ortadan kaldirir. Kontakt lens veya epikeratofaki lensi yardimiyla
anlamh miktarda EGF (50 pg ) epitel diizeyinde saglanabilir ve yaklasik 4 saatlik bir

yari émur elde edilebilir (48).

EGF’nin benzalkonium-ClI, polyquad ve gentamisin pomad i¢inde bulunan
propil paraben ile deaktive olmasi olasidir (51). Boylece ikiye katlanmis epitel
iyilesme hizi, az sayida komplikasyona sebep olusu, yara gerinligine olan direnci
belirgin bicimde artirmasi, endotel proliferasyonuna yol agmasi gibi avantajlari ile
korneal abrazyon, termal, asit, alkali yaniklar, hafif stromal tutulumlu septi k Glser
tedavisinde umut vermektedir. EGF bu 6zellikleriyle keratoplasti igin kullanilacak
dondr korneada endotel hiicre sayisini artirmak veya keratoplasti, katarakt ve travma
ile hasarlanmis kornealarda endotel desteklenmesi icin kullanilabilir gériinmekte dir
(48).

3.5.2. Fibroblast Growth Factor ( FGF ):

Epitel hicreleri, keratositler ve lakrimal bez tarafindan salinan bu faktorin,
epitel hiicrelerde hem parakrin hem de otokrin etkileri vardir. Memelilerde dokuz
farkli subtipi tariflenmistir. FGF -2 olan ve B-FGF diye isimlendirilen tip, kornea yara
iyilesmesinde Onemli rol oynamaktadir. Kornea ve lens epitel hicrelerinde
proliferatif yanit dogurur. Korneal fibroblastlarda DNA sentezini ve vyara
gerginligine direnci artirir. Endotel hiicrelerinde mitotik hizi % 20 oraninda artirir (

EGF ile kombine edildiginde % 100’e ulasir). PG sentezinde azalma yaratarak

27



enflamasyonu azaltir (42). Asidik FGF ve IL-1 a ‘nin epitel ve endotel hiicrelerinde
bulunup stromal fibroblastlarda saptanmadigi, bazik FGF’nin her (¢ tabaka

hlcrelerinde yer aldigi immunohistokimyasal ¢ alismalarla gosterilmistir (52).
3.5.3. Transforming Growth Factor o ( TGF- a):

Fare embryosunda TGF-a sentezi engellenerek yapilan deneylerde gozkapagi
gelisim bozuklugu, mikroftalmi, yizeyel opasiteler, hist olojik incelemelerde ise g6z
kapag! ve 6n segment disgenezisi, korneal enflamasyon ve skar olusumu, lense ait ve
retinal defektler gozlenmistir. TGF-a, EGF gibi gdzyasinda bulunur, olasi kaynak
yine lakrimal bezlerdir. Ek olarak kornea epitel hicreleri TGF-a mRNA ve
proteinini icerirler. Bu otokrin mekanizmayla EGF ve TGF-a Ureten epitel
hlcrelerinin normal epitel siklusunu devam ettirdikleri distndurmektedir. Kuru
g6zlin ve PED’nin gozyasinda EGF, TGF-a gibi growth faktor eksikligine bagl
oldugu  dustnulmektedir.  Endotel  hasarinda akéz humdrde TGF-a

konsantrasyonunun arttigi belirlenmistir (42).
3.5.4. Transforming Growth Factor 3 ( TGF B ):

TGF-B, 25-kDa agirhginda ve protein yapida olup, tim niikleer hiicrelerden
sekrete edilmektedir. Ug subtipinden, sadece TGF- B-2 kornea yara iyilesmesinde rol
almaktadir. Bunlarin disinda IL-1-a, IL-6, TNF-a epitel goglinde indirekt olarak etkili
olabilmektedirler. Yine kornea epitel hiicrelerinden salinan fosfolipit growth faktor
de kornea iyilesmesinde rol almaktadir (53). Tavsanlarda korneal insizyonlarda
gerilmeye karsi yara direncini arttirici etki gosterir. Bu etkisini insizyon yerinde
kemotaksisle fibroblast sayisini arttirmak yoluyla gerceklestirir. Ayrica matriks
metalloproteinaz sentezini azaltmasi ve metallopro teinaz doku inhibitori sentezini

arttirmasi da olasidir (42).
3.5.5. Mesodermal Growth Factor ( MGF ):

Kedi endotelyal yara iyilesmesini hizlandirdi§i gosterilmistir (54). insilin

gerginlige karsi yara direncini (EGF ye oranla daha dusik) ar ttirir (30).
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3.5.6. Keratosit Growth Factor (KGF):

Klasik parakrin etkiye sahip olan sitokinlerden olup, stroma keratositlerinden,
lakrimal bezlerden ve hasar gérmis epitel hicrelerinden sekrete edilmektedir. KGF,
kornea epitel hiicrelerinde proliferasyona neden olmakta iken ayni etkiyi, keratosit
hiicrelerinde gostermemektedir. Tavsanlarda yapilan ¢alismalarda topikal uygulanan
KGF’nin epitel yara iyilesmesini hizlandirdigi goralmistar.  Son  yapilan
calismalarda, IL-a ve IL-B gibi sitokinlerin, keratositler tarafindan KGF saliniminda
rol aldigi kabul edilmektedir (55).

3.5.7. Hepatosit Growth Factor (HGF):

HGF, 90 k-Da agirhginda, protein yapida bir faktdrdir. Vicutta fibroblastlar,
diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, glia hiicreleri, makrofajlar ve aktive T lenfositler
tarafindan Uretilmektedir. Gozde baslica kaynagi stromal keratositlerdir. HGFnin
gozde temel hedefi kornea epitel hicreleri olup, reseptorleri yuksek oranda
bulunmaktadir. Epitel hasarinda artmis oranda salinmakta ve HGF’nin epitel hiicre

proliferasyonunu ve hiicre gocuna arttirici etkisi bilinmektedir (55).

3.5.8. Platelet Derived Growth Factor ( PDGF ).
Dimerik yapida 30-kDa agirhginda bir polipeptid zincirden olusmaktadir.
Tavsanlarda epitel hiicre gocunt arttirdigi  gosterilmistir ancak, insan kornea
epitelinde yara iyilesmesine etkisi net olarak bilinmemektedir (53). insan

korneasinda endotelyal iyilesmeyi hizlandirdi§i gosterilmistir (56).

3.6. Alkali Yaniklar:

Alkali yaniga neden olan kimyasal maddeler; genellikle amonyum hidroksit
( NH40H ), sodyum hidroksit ( NaOH ), potasyum hidroksit ( KOH ), magnezyum
hidroksit ( MgOH2 ) ve Kkalsiyum hidroksittir ( CaOH2 ) (57). Bunlardan
magnezyum hidroksit havai fiseklerin, digerleri temizlik malzemelerinin yapisinda
bulunmaktadir (58 ). Kimyasal kazadan sonra gozde sekillenen hasarin siddeti;
temasin oldugu bolgeye, etkime siiresine, etkileyen kimyasal ajana ve penetrasyonun
derecesine baglidir. Alkaliler artt yUkli bir katyon ve hidroksil gruplarinin
birlesiminden olusur. Hidroksil molekili ( OH ), hicre membranlarinin yag asitli
bolumlerinde sabunlasma yaparak hiicre yikil masi ve hiicre 6limine neden olur .

Katyonlar alkalinin penetrasyonunda etkilid ir. Bunlar, stromal kollajen ve
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glikozaminoglikanlarin ~ karboksil ~ gruplariyla  (COOH)  tepkimeye girer.
Glikozaminoglikanlarin hidrasyonu, stromada bulanikliga yol acar. Kollajen
fibrillerin hidrasyonu da, bu yapilarda kalinlasma ve kisalmaya neden olur (57).
Penetrasyonun derecesine bagh olarak, kornea ve konjonktiva epiteli, bazal
membran, stroma keratositleri, stromadaki sinir uclari, endotelyum, lens epiteli,
konjonktiva, episklera, iris ve korpus siliare’nin vaskuler epiteli hasara ugrayabilir
(59). Bulbar konjonktivanin nekrozu sonucu, lékositlerin bolgeye infiltre olmasi,
okiler ylzey enflamasyonun slrmesine neden olur. Limbusta vaskiler dokularin
hasar gormesinden kaynaklanan iskemik nekroz ve buna bagh olarak vaskdler
kollajenaz inhibitorlerinin azalmasi, kornea ulseri ve perforasyon olusumunda
etkilidir.

Alkali hasarin goblet hicre popilasyonu (izerine etkisi belirsizdir. Bazi
calismalarda goblet hiicre populasyonunda azalma goézlenmisken, bazilarinda goblet
hiicre populasyonunda beklenmedik sekilde artma saptanmistir (60). Alkali hasardan
sonra, genellikle stromada Ulser sekillenmektedir. Kalici epi telyal defektler, gozyasi
eksikligi, okiler enflamasyon, proteolitik enzimlerin salgilanmasi, antioksidan
eksikligi, hipoestezi, kollajen sentezinin sekteye ugramasi gibi pek cok faktor,
stromal Ulser olusumunda etkilidir. Kimyasal yaralanmadan 12-24 saat sonra, bulbar
ve tarsal konjonktivadaki hasarli dokular ve (veadan kaynaklanan PMNL
infiltrasyonu limbus ve hasarli kornea bolgesinde olusur (61). Yaralanmadan sonraki
birinci glinde PMNL’ ler limbustaki damarlardan ayrilir ve yara cgevresinde distik
konsantrasyonlarda olacak sekilde birikmeye baslar. Calismalarda yara bdlgesine
invaze olan I6kositlerin kaynaginin limbus oldugu tespit edilmistir. Alkali yanik ile
etkilenmis kornea dokusu tarafindan salinan kemotaktik ajanlar 16ko sitlerin go¢ini
stimule ederler (62). Bu hiicreler epitel tarafindan sentezlenen kemotaktik faktorlerle
stromada birikir ve stromal adhezyon molekilu olan ICAM-1 ile infiltrasyonlari
kolaylasir. PMNL’ler c¢ogalma kabileyeti olmayan kisa omurlt farklilasmis
hiicrelerdir. inflamatuvar hiicrelerden nétrofiller biiyiime uyarici materyal, fibroblast
uyarici trefon isimli madde tasimaktadir (63). Yara iyilesmesi esnasinda infiltre
hicreler etkilerini sitokinler Gzerinden gosterir. Koruyucu fonksiyon go rmek icin
ortamda bulunan enflamatuvar hicreler bazen hiicre c¢ogalmasi ve skar
formasyonunu tetikleyebilir. Epitelyal htcrelerden, l6kositlerden, keratositlerden
normalde yara iyilesmesinde remodeling gorevi goren fakat asiri salgilanmasinda

korneada erime ile sonuglanan hasara yol agan matriks metallopro teinaz ( MMP )
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isimli proteinazlar sentezlenir. MMP’ler korneanin kendi hicreleri tarafindan
salgilanabilece§i gibi, alkali hasar sonrasi korneaya yerlesen enflamatuar hicreler (
makrofajlar ve PMN Iokositler ) tarafindan da Gretilebilir. Bu enzimler strom alizin,
jelatinaz ve kollajenazdir. Yaniktan sonra 8 saat iginde gozlenmeye baslayan MMP
aktivitesi, 14-21. gunler arasinda maksimum diizeyde aktivite gosterir (60). MMP’ler
eger epitelyal hicreler ya da stromal keratositler tarafindan sentezlenirse stromal
ulserasyon progresyonu yavas ve sinirlayicidir fakat bu enzimler 16kosit ve PMNL
tarafindan sentezlenir ise korneanin perforasyonuna kadar gidebilen Ulserasyonlar
olusur. Eger kimyasal hasar siddetli ise 7. gunde ikinci bir enflamasyon dalgasi
baslar ve korneal tamirin maksimum oldugu 14 -21. giinlere kadar devam eder. Epitel
hiicreleri defekti kapamaya calisir, defekt yizeyel ise epitelyal iyilesme ile, derin ise
stromal kollajen sentezi ile kapatilir. Yogun enflamasyonla seyreden yaniklarda, akut
fazda kornea vaskilarizasyonu baslamaktadir. Yara cok buylk ise ve iyilesme
prosesi uzarsa yaklasik 3 gun igerisinde gunde 1 mm kadar blyilyen ve yara
iyilestikten sonrada sebat eden korneal vaskularizasyon olusur. Stromal enflamasyon,
konjonktivadaki nekrotik enflamasyon odagindan epitel defekti kapanana kadar
devam eder. Epitel defektinde ki diizelmenin persistan enflamasyon ile gecikmesi,
PMNL hiicrelerinden enzimatik degranilasyonun devami na, mononikleer sitokinler
ile keratositlerden kollajenaz stimilasyonu na, hasardan sonraki 2-3. haftada korneal
stromanin steril enzimatik sindirimine katkida bulunur. Stromal Ulserasyonu énlemek
icin PMNL ve monositleri stromadan uzak tutmak gerekmektedir. Kullanilan
medikasyonlar ile ilk dalga olarak olusan erken donem enflamasyonun baskilanmasi
sayesinde ge¢ donemde olusan ikinci enflamasyon dalgasi da engellenmektedir. Bu
nedenle alkali yaniklarda saglam epitel olusturulmasi ¢ok énemlidir. Saglam epitel
TGF B salgilamasi ile stromal keratositlerden kollajenaz salimini inhibe ederken,
rejenere olan epitel ise Kkeratositlerden kollajenaz salinimini aktive eden sito kin
salgilamaktadir (64). Yaralanmadan sonra enflamatuvar prosesin dnemli bir gorevi
de vaskuler endoteline hicre adezyonudur. Lokosit tarafindan enflamatuvar
mediyatorlerin salinmasiyla yara bolgesindeki lokositlerden selektin sentezlenir. Bu
olay lokositlerin kan damar endotel hdcrelerine baglanmasini saglayan birtakim
olaylari baslatir (65).

Kimyasal kazalarin medikal sagaltiminda, 4 temel amag vardir (60). Bunlar;
kimyasal ajanin uzaklastirilmasi, reepitelizasyonun saglanmasi, keratositler

araciligiyla kollajen dokunun yeniden olusturulmasi, yikici 6zellikteki MMP’lerin
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baskilanmasi ve enflamasyonun kontroltidir. Alkali yaniklarin akut fazindaki (ilk 1
hafta) en onemli amac reepitelizasyonu saglamaktir. Bdylece stroma, korneada
erimeye neden olan gozyas! kaynakli enzimlerden korunmus olur. Bu engellendikten
sonra enflamasyon ile micadele ikinci amagctir. Epitelizasyonu geciktiren siddetli
enflamasyon mevcudiyetinde topikal steroidler kullanihir (66). Bunlardan MMP
enzimlerinin baskilanmasi da tedavide énemli bir yer tutmaktadir ve arastiricilarin
ilgisini cekmigstir. MMP’lerin etkisi; askorbat, sitrat, tetrasiklinler, sentetik peptitler,
Na-EDTA, asetilsistein gibi pek¢ok ila¢ tarafindan degisik oranlarda inhibe edilir
(60).

3.7. Amniyotik Membran (AM):

Memeli embriyosu ekstra embriyonik dokulardan koken alan igi sivi dolu
kese iginde bulunur. Miyadinda hamilelikte fetal membranlar 2 ana tabakadan
olusmaktadir: Dista koryon laeveye ait trofoblastik doku ve mezensim yer alirken i¢
tarafta amniyon sivisi ile temas eden 5 kattan olusan amniyon membran yer alir. AM,
epitel, aseliler bazal membran, kompakt kat, mezenkimal hiicre kati ve siingersi
katlardan olusur. AM damarsiz bir dokudur ve bulyik miktarlarda kollajen igeren
mezenkimin altinda uzanan tabakaya sikica yapismis olan ektodermden derive tek
kath kolumnar hiicre tabakasindan olusur. AM, amniyon mayiyle temastadir (67).
Epitelinin  prezervasyondan sonra 70 gune kadar canhihg i surdirdigi
bildirilmektedir (68). Dondurma sonrasi AM epitel hiicreleri, -70°C de 6 ay ile 1 yil
stireyle cok vakuollti gorulir ve alttaki bazal membran ve mezenkime yapisik
kalmaktadir (69). Tabanda hucre ¢ikintilari podosit seklinde bazal membranin igin e
uzanmaktadir. Bazal hiicre ¢ikintilari  tonoflamanlarla  bazal ~membrana
hemidesmozomlarla yapismistir, bazal membran substansi kismen amorf kismen
mikrofibrillerdir. Stoplazma ¢ok sayida pinositik vezikiller, sisternal endoplazmik
retikulum iceren bol sayida organeller ve golgi aparatindan olusur. Nukleusta,
nikleer membranin yaptigi centiklerle ¢ok dizensiz bir konfigrasyonu vardir.
Nikleolus cok genistir ve niikleoler aktiviteyi destekleyen homojenitededir. Bu
epitel; ortll, sekretuvar ve intraselller ve transseluler transport igin Ozellesmistir.
Kompakt kat, retikiler fibrillerden olusur, aselilerdir ve AM’nin gerilim kuvvetini
saglar. Amniyotik hiicrelerin apikal yuzeyi ¢ok sayida mikrovillus igerir. Aralarinda
stki  baglanti  noktalari olmamasina ragmen alttaki bazal ~membrana

hemidesmozomlarla baghdir (67).
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3.7.1. Amniyotik Membran kullanim alanlari:

1900 Ilu yillarda wlsere ylzeylerde ve deri tranplantasyonlarinda fetal
membranlar kullaniimistir. Amniyon membran ilk kez 1910°da Davis tarafindan
yaniklarda yanik yiizeyinin kapatiimasinda biyolojik ortt olarak kullaniimistir (71).
Daha sonralari ise kronik bacak Ulserlerinde epitelizasyonu saglamak, agriyi
azaltmak ve enfeksiyonlari 6nlemek icin kullanilmistir (72). Jinekolojide yapay
vajina olusturulmasinda (73), pediatrik cerrahide omfalosel onariminda (74), karin -
bas-pelvis cerrahi islemlerinde ise doku adezyonunun 6nlenmesinde kullaniimistir
(75). Akcigerlerden postoperatif hava kacaklarinin  dnlenmesinde AM’nin
konvansiyonel fibrin yapistiricilarindan daha etkili oldugu bildirilmistir. AM’nin

otolaringolojik bas ve boyun cerrahisinde de kullanimi rapor edilmistir (76).

Literatlirde okiler yizey hastaliklarin tedavisinde AMT basarili bir sekilde
kullaniimaktadir. Tarihsel olarak 1920’ de Denig (77) yanikli dok udan salgilanan
zararh ajanlarin saglam konjonktivaya yayilimini engellemek igin erken dénemde
hasarli konjonktivanin ekzisyonu, 1941’de Brown (78) akut yanik bélgesine tavsan
peritonunu gecici yama olarak ortilmesi, 1912 -1944 yillari arasinda hasarh
konjonktival yuzeyin ¢ikarilamasi ve o bolgeye oral mukozanin drtilmesi ve en son
ise 1946-1947 yillarinda Sorshy (79) akut kimyasal yaniklart AMT ile tedavi etmis
ve buna amniyoplasti demistir. Akut doénemde olusan yaniklarda uygulanan
AMT’deki amac epitelizasyonu arttirmak, enflamasyonu azaltmak ve doku
erimesindeki progresyonu azaltarak siddetli gdrme kaybi ve skarlasma gibi

komplikasyonlari engellemektir (80).

3.7.2. Amniyon Membranin Etkileri

3.7.2.1. Epitelizasyonu kolaylastirici (ilerletici) etk i:

Salgiladigi blyime faktérlerinin (b FGF, HGF, TGF [, EGF, KGF) etkisiyle
reepitelizasyonu uyarir fakat uzun siire saklama ile bu faktérlerin miktarinda azalma
olur (81). Cevreden Uzerine epitelyal gocl kolaylastiran iyi bir zemin olma 6ézelligi
vardir (82). Amniyotik bazal membran epitelyal hicrelerinin adezyonunu
guclendirir.(83). Epitelyal hicrelerin proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu
kolaylastirir, orijinal epitelyal fenotipin devamina destek olur ve goblet hiicrelerinin
de diferansiyasyonunu kolaylastirir (84). AM enflamatuvar hiicrelerin apoptopik

olimund uyarirken, epitelyal hicrelerin apoptozisini 6nler, sinirlerin yeniden
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blyumesini kolaylastirir (85). AM, transplante edilmis bazal membran &zelligi
tasimasi ile epitel hicrelerinin adezyonunu, migrasyonunu ve diferansiyasyonunu
destekler. Ayrica bazal membrani epitelyal progenitor hicrelerin blyumesi ve
cogalmasi igin ideal zemindir ve sahip oldugu bircok kimyasal mediatorlerin
etkisiyle yara iyilesmesine katki saglar (86). Bu 0zelligi AMT’nin neden stromal
ulser ile birlikte olan PED’de epitelizasyonunu kolaylastirdigini aciklar. Hasarli
korneay! rekonstriikte etmek icin kilture edilmis korneal hiicreler AM vasitasiyla
tasinabilir. AM bunun ic¢in uygun bir tasiyici vasattir. (84). AM ayni zamanda
konjonktiva epitelinin goblet olmayan hicrelerinin farklilasmasini arttirir. Bu veriler
invivo AMT sonrasi goblet hilcre yogunlugunda artisin nedenini aciklar. Bazi
orneklerde amniyon ortiist altinda epitelizasyona izin veren bandaj kontakt lens gibi

etki gosteren bir madde saglandigini da gosterilmistir (69).

3.7.2.2. Fibrozis inhibitérii:

AM’nin antifibrotik etkisi ile ilgili birkag faktér bulunmaktadir (87). icerdigi
matriks metallaprotein-3 ile proteaz aktivitesini inhibe eder (88). Antianjiojenik ve
antienflamatuar etkileri amniyon membrannin epitelyal ve mezenkim hicreleri
tarafindan salgilanan proteinlerle (interlékin 1 reseptdr antagonisti, doku
metalloproteinaz inhibitdrii 1-2-3-4, intérlékin-10, Trombospondin -1) olur (89).
Yara iyilesmesinde fibroblastik aktivasyonundan sorumlu olan TGF-B sinyalinin
azalmasini indlkledigi gosterilmistir (87). Boylece kornea myofibroblastlarinin,
limbal-konjonktiva-pterjiyum fibroblastlarinin proliferasyonunu ve
diferansiyasyonunu 0Onlemis olur. Bu 0Ozellik nedeniyle AM, fototerapotik
keratektomi ve fotorefratik keratektomi sonrasi olusan korneal bulanikli§i da giderir
(88). AM stromal matriksi IL-1a, IL-1 B, IL-2, IL-8,INF y, TNF, FGF, PDGF gibi
okler yuzey epitelinden kdken alan enflamatuvar sitokinlerin salinimini bas kilar; bu
baskilanma konjonktival skar olusumu, neovaskularizasyon ve fibrozisin
onlenmesinde anahtar rol oynar (90). AM potansiyel adheziv yuzeyleri koruyan
anatomik bir bariyer gibi de fonksiyon gorebilir, AM’nin stromasi normalde

avaskdlerdir ve yeni damar olusumunu 6nledigine inanilmaktadir (69).
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3.7.3. Amniyon Membranin ana karakteristikleri:

AM, kolaylikla elde edilebilir. Kullanimi igin sinir yoktur. Doku, cerrahinin
planlanmasi veya diger seceneklerin degerlendirilmesi icin yeterli zama ni saglayacak
olan birkag ay stresince -80°C de saklanabilir. Membran, HLA-A, HLA-B veya
HLA-DR antijenleri icermediginden transplantasyon sonrasi immunolojik rejeksiyon
ortaya ¢ikmaz (91). Dokunun postoperatif enfeksiyon riskini azaltan antimikrobiyal

ozelliklere sahip olduguna inanilmaktadir (92).

3.7.4. Amniyon Membranin Hazirlanisi:

Amniyon membran sfiliz, HIV, hepatit B ve C testleri negatif gebelerden
seksiyo sirasinda steril olarak alinir. iki metod ile AM hazirlanabilir. Bu metodlarin
birincisinde lameller bir akim altinda plasenta i¢inde penisilin (50 pg/ml), neomisin
(100ug/ml), amfoterisin B (2,5ug/ml) bulunan steril dengeli salin soliisyonuyla
Uzerindeki kan pihtilarindan ve fetal artiklarindan temizlenmesi igin yikanir.
Amniyon ve koryon basit kunt diseksiyonla birbirinden ayrilir, koryon kismi atilir
(69). Amniyon membran daha sonra steril nitroseliiloz kagit izerine epitelyal yiizeyi
yukarida, stromal matriks ise kagit yuzeye yapisik olacak sekilde yayilir. Daha sonra
bu nitroseliiloz kagit kullanilacak alana gore birka¢ cm’lik disklere veya kare
parcalara bolunlr. Dugimu epitelyal yuzeyde kalacak sekilde 8/0 ipek sutr atilir. Bu
sekilde epitelyal ylzeyin hangi tarafta oldugu karistinlmamis olur. Amniyon
membran taze olarak kullanilabilecedi gi bi dondurularak aylar sonra kullanilabilir.
Gliserinle 1:1 oraninda karistiriimis kornea saklama soliisyonlariyla dondurularak
saklanabilir. -20 ‘C de bir aydan daha kisa stire, -80’C de ise bir aydan daha uzun
slire saklanabilir. Membran kullanimdan hemen énce 10 dk.sureyle oda sicaklijinda
thtilarak buzu ¢6zilur.(93). Taze kullanimda allogreft rejeksiyonu dondurulmaya
gore biraz daha sik meydana gelir (85). Dondurulma ve ¢6zilme islemlerinde epitel
hicreleri 6ldr, sitokinler aktif olarak kalir ama miktarlarinda azalma olur (81).

AM hazirlamak igin kullanilan ikinci metodda plasenta Once serum
fizyolojikle veya 100 mg dibekasin sulfat iceren 0.01 M fosfatla zenginlestirilmis
salin ile yikandiktan sonra kint diseksiyonla amniyon membran koryondan ayrilir ve
0.01 M fosfotla zenginlestirilmis salin iginde ¢6zundirilmis 0,5 -1-1,5 M dimetil
stlfoksit icinde -80” C de dondurulur. Cézinduginde kullanmadan dnce yine 3 kez
salin ile yikanir, 100 mg dibekasin sulfat iceren soliisyonda bekletilir ( 69).
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3.7.5. Amniyon Membranin Oftalmolojide Kullanimi:

3.7.5.1. Kornea :

AM nin erken erimesini engellemek icin korneaya tespit esnasinda erimeyen
sttdrler kullanilir. Satdr alinirken AM  ‘ye cekinti olusturmamasi igin atiimis
sttarlerin uclari gomilmeyebilir. Periferik korn ea defektlerinde AM uygulanmasinda
g6rme aksinin kapanmamasina 6zen gosterilmelidir. islem sonrasi hasta konforu icin
bandaj kontakt lens uygulanabilir. Defekt veya perforasyonda tikag amacli lezyonu
doldurmak icin kullanilirsa cok tabakali yaklasim tercih edilmelidir. Tikagtan sonra

tzerine perilimbal korneaya uzanan tek kat AM ortulebilir.

3.7.5.2. Konjonktiva :
Absorbable sitirler kullanilmahdir (8-0 vikril,10-0 vikril ). Digme deligi
olmamasina 6zen gosterilmeli ve endikasyona gore genis yaniklarda f ornikse kadar

genis AM ortilmelidir.

3.7.6. Amniyon membran transplantasyon teknikleri
3.7.6.1. Ylzey Greftleme (overlay greft) :
AM, etkilenmis defekti kapsamak amaciyla konjonktival yizeye ve kapak

kenarina absorbable sutrlerle yerlestirilir.

3.7.6.2. intrastromal Greftleme ( Inlay greft) :

Stromal bir defekte tikag yapmak amaciyla kullanilir. Uzerine sonradan tek
kat AM overlay teknigi ile ortilebilir.

Yuzeyel ve intrastromal greftleme kullaniima teknikleri mevcut okiler yizey

hastali§ina gore degismektedir (Tablo 1).

3.7.6.3. Patch teknigi:
Reepitelizasyon, AM altinda gerceklesir ve  AM zamanla diser. Bazal
membran ylizeyi asadi olacak sekilde olan értme yéntemidir boylece AM epiteli ile

kornea epiteli birbirine temas eden yuzler olur.

3.7.6.4. Greft teknigi:
Reepitelizasyon, AM {zerinden gerceklesir ve epitel AM ile birlesir. Kornea

epiteli ile temas eden kisim AM stromasidir. AM’nin bazal membrani hasarli
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konjonktiva bazal membraninin yerine gecer.AM’nin bazal membrani kornea ve
konjonktivaya benzeyecek sekilde migrasyonu ve okiler ylizey epiteline baglanmayi
arttinir. Tasiyici tabaka ile temas eden yiizey stroma, disa bakan yuzey epiteldir. AM,
korneal epitelin membran altindan blytmesine izin verebilir (69). Rejenere olan
epitel iyilestikce

AM’nin ilerleyici olarak okiler yiizeyden ayrilmasina neden olur. Rejenere epitel
AM Uzerinden olustu ise AM korneal stroma ile birlesir ve islemden 13 ay sonra bile
ortamda AM parcalari bulunabilir (94).

PED, limbal kok hicre kaybr (LKHK) ile giden alkali yaniklar, SJS, okdler
pemfigoid, keraratokonjunktuvit sika, noérotrofik keratit gibi hastaliklar okdler
yuzeyin uzamis enflamasyonu, kok hiicre ve bazal membranin hasari sonucu olusan
hastaliklardir ve keratoplasti icin kot adaylardir. LKHK ile giden alkali yaniklarda
genis ylzey vyaniklari, 6n segment iskemisi ve kapak deformiteleri, korneada
damarlanma, konjonktivalizasyon olusur ve konjonktivada skarlasma ve sembleferon
olusumu engellenmelidir. AM epitelyal yara iyilesmesini kolaylastirir ve no rmal
konjonktiva hucrelerinin dizenli bir sekilde bllyumesine izin verir ayrica enflame
olmayan bir perilimbal stromal mikro cevre olusturarak limbal kok hcrelerini
destekler. Bu nedenle tek basina kismi LKHK ile beraber olan alkali yaniklarin AMT
ile tedavisinin yeterli oldugu dustnilmektedir (95).

Matriks metalloproteinazlar ve epitel ve notrofillerden salgilanan proteazlarla
perforeasyona kadar gidebilen defektler gozlenir. Kim ve ark iyilesme esnasinda
gOzyasindaki enflamatuvar mediyatorlerden korumak ve gecici yama amaciyla
kullanilan AMT den faydali sonuclar almislardir (96).

AMT, tibbi tedaviye cevapsiz persistan epitel defektlerinin tedavisinde de
basariyla kullanilmaktadir (69). Konjonktiva timord, yanik, pemfigoidde eksize
edilen konjonktiva alanini kapatmak igin kullanilabilir (93). AMT, konjonktival
yuzey iyilesme doneminde fibrozisi azaltir. Bu etki membranin stromal yiziinln
icerdigi, TGF-B’y1 inhibe eden matriks komponentlerine baglanmistir (87). Bdylece
limbal, korneal, konjonktival ve pterjiyum fibroblastlari inhibe olmaktadir. Bu
yuzden rekirren pterjiyum olgularinda alternatif yontemlerden birisidir. Pterjiyum
eksizyonu sirasinda konjonktival otogrefte iyi bir alternatif olarak kullanilabileceqi,
bu dokuyla basari oraninin otolog konjonktival grefte gére daha dusik, ancak
skleranin agikta birakildigi teknige gore daha yuks ek oldugu bildirilmistir ayrica

diffuz konjonktival tutulumlu hastaligi olanlarda veya ilerideki muhtemel bir glokom
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filtrasyon cerrahisi gecirme olasihgr yiksek kisilerde bulbar konjonktivanin
saklanmasina imkan vermektedir (97). AM siddetli sembleferon ve rekirren
pterjiyum tedavisinde basariyla kullanilmistir. Fibrozisi azaltarak etki eder. Bu etki
membranin stromal ylzinin icerdigi, TGF -’y inhibe eden matriks komponent lere
baglanmistir (87). Boylece limbal, korneal, konjonktival ve pterjiyum fibroblastlari
inhibe olmaktadir. Bu ylizden rekurren pterjiyum olgularinda alternatif yéntemlerden
birisidir.

Sembleferonda bulbar ve palpebral konjonktivalar eksize edil erek amniyon
membran ile yeni bir forniks olusturulabilir. Genis konjonktival cerrahi eksizyon
sirasinda olusan konjonktival defektlerin rekonstruksiyonunda da membranin basaril
kullanimi bildirilmektedir (93). Kuru g6zde punktumlar amniyon membran ile
kapatilabilir (85). AM yiksek miyopide PRK sonrasi korneal opasiteyle birlikte
miyopik regresyonun tedavisi i¢in basariyla kullaniimistir (98). Bu uygulama ile asiri
korneal haze ve myopik regresyon ile birliktelik gosteren asiri iyilesme cevabi
engellenebilir.

Cahismalarda ise excimer laser fotoablasyonda kullanilan AMT ‘nin
tavsanlarda erken postoperatif periyodda ablasyon bélgesindeki keratositlerin kaybi
ve enflamatuvar hcrelerin infiltrasyonunu azalttigi ve korneal yara iyilesmesi
sirasinda ortaya cikan korneal haze ve keratosit proliferasyonunu azalttigi da rapor
edilmektedir (99). Deneysel bir calismada ise siddetli hasar goéren tavsan
kornealarinda AM transplantasyonu sonrasi kornea vaskiilarizasyonuna AM’nin
etkisi arastirilmis ve okuler yiizey rekonstruksiyonunda proseddriin klinik olarak
yararli olabilecegi bildirilmistir (100).

Yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada semptomatik biilléz keratopati ve
kot gorme potansiyeli olan hastalarda kozmetik gorinimi saglamak, epitelyal
iyilesmeyi ilerletmek, agriyi azaltmak icin AM’nin konjonktival fleblere iyi bir
alternatif olabilecegi bildirilmistir (101).

Glokom filtrasyon cerrahisinden sonraki bleb kacaklarin tamirinde prezerve
AM uygulanmasi, sizintinin yonetiminde konjo nktival ilerletmeye gore alternatif bir
tedavi yontemi olabilecegi bildirilmektedir. Budenz ve arkadaslari, sizdiran glokom
blebinin onarilmasinda AM’yi bagsari ile kullanmislar ve alternatif bir tedavi yontemi
olarak 6nermislerdir (102). Ayni calismacinin yaptigi baska bir calismada ise bleb
onariminda AMT ile konjonktiva ilerletmesini karsilastirmislar AMT uygulanan tiim

olgularda basarili sonu¢ alinmis ve AMT ‘nin bleb onariminda konjonktival
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ilerletmeye iyi bir alternatif oldugu sonucuna varmislardir (103 ). Ayrica kontrolsiiz
glokomda mitomisin C ile birlikte subkonjonktival fibrozisi inhibe etmek icin skleral

fleb altina basariyla uygulanmistir (104).

Tablo-1. Yuzeyel ve intrastromal greftleme tekniklerinin uygulandigi durumlar.

YUzeyel greftleme yéntemi

Korneal Endikasyonlar
e Persistan epitel defekt
Kimyasal veya termal yaniklarin akut donemi
Toksik epidermal nekroliz (TEN), Stevens Johnson Sendromu (SJS)
PRK veya PTK sonrasi skar olusumunu dnleme
Bant keratopatide kalsifik depozitlerin ekzisyonu sonras |
o Parsiyel ve total kok hiicre kaybi
Konjonktival Endikasyonlar
e Sembleferon lizisi
¢ Konjonktivoselazis ekzisyonunundan sonra rekonstriiksiyon amagli
e Bulbar konjonktivada genis lezyon veya skarlarin ekzisyonunundan sonra
rekonstriiksiyon amagli
¢ Retinal cerrahi sonrasi yag fitiklasma sendromu
Korneal ve Konjonktival Endikasyonlar
e Pterjiyum
¢ Kornea ve konjonktivayi igeren limbal timor
Kapak Endikasyonlari
o Kimyasal veya termal yaniklarin akut donemi
e TEN, SJS
intrastromal greftleme yontemi
Korneal Endikasyonlar
e Korneal Ulserasyon
e Perforasyon
e Desmatosel
Skleral Endikasyonlar
e Skleral incelme
e intraokiiler yapilarin prolapsusu olmadan olusmus skleral perforasyon
Kombine Yuizeyel ve intrastromal greftleme yontemi
o Korneal Ulserasyon ve perforasyon
e Desmatosel
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3.7.7. Amniyotik Membran Transplantasyonunun Komplikasyonlari:

AMT’nin 6nemli bir komplikasyonu olmamakla birlikte birka¢g problem
ortaya ¢ikabilir. Cerrahi 6ncesi enflamasyon ve kuru g6z hali iyi tedavi edilmezse ilk
2 haftada erime meydana gelebilir. Adir enflama syonlu goézlerde (Stevens-Johnson
sendromu, okiler skatrisyel pemfigoid gibi) yetersiz medikal tedavi yapilirsa
kollajenazlara bagl 2. haftadan sonra zar nekrozu meydana gelebilir. Total kornea
limbal disfonksiyonu veya otoimmun hastaliklarda tek basina AM T etkili olmadigi
icin, kombine girisime ihtiya¢ oldugu rapor edilmektedir (105).

Eger membranin mezenkimal yiizeyi alici ylzeyle yuzlesmezse, AM okuler
yuzeye yapisik kalabilir. 3mm (zeri korneal perforasyonlar, total LKHK, kuru gz
(106) hastaliinda AMT onerilmemektedir. Epitel defekti (ED) Uzerine ortilmesi
enfeksiyona yatkinhi@i arttirir ayrica S.aures, AM’ye adhezyon olusturabildigi icin
(107), AMT sonrasi S. aures enfeksiyonu olusabilir. AM’nin antibakteriyel oldugu
iddia edilmesine ragmen AM (zerinde ki bakteriyi derin korneal katlara yaymamak
icin AMT sonrasi antibiyotik kullaniimalidir (108).

3.7.8. Amniyotik Membran Guvenirligi:

Oncelikle donor materyali temiz ve aseptik sartlar altinda alinmali ve
saklanmalidir.  Enfeksiyon ajanlarinin  gegisi insan organ ve dokularinin
transplantasyonuyla birliktelik gosteren risklerden biridir. Bu nedenle organ
transplantasyonuna uygulanan gtvenlik kriterleri AM transplantasyonu igin de
uygulanmalidir. Potansiyel donérin saptanmasindan sonra HIV, HBV, HCV ve
Creutzfeldt-Jacob Virust alma riskleri arastirlmahdir. Tim donorlerden serum
ornekleri alinip HIV-1 ve HIV-2, HbsAg, Anti-HCV agisindan test edilmelidir.
Ayrica sifiliz testi de uygulanmalidir. HIV -1 ve HIV-2, HCV, HBV veya sifilizle
enfekte dondrler dondr listesinden ¢ikarilmalidir. CMV ve toksoplazma testleri AM

dahil cogu doku transplantasyonu igin uygun degildir.

3.8. Otolog Serum (OS):

Otolog serum (OS), kornea epitelinde defekt ile sonuclanan bir takim
hastaliklarin tedavisinde icerisinde bulundurdugu c¢ogalma, go¢ ve farklilasma
Uzerinde etkisi olan blylime faktorleri sayesinde faydalidir. Literatlirde kuru goz,
PED, superior limbik keratokonjonktuvit ve greft versus host hastaligina bagl olusan

okuler ylzey problemleri, Mooren dUlseri, fazla filtre eden glokom bleblerinde,
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pterjiyum cerrahisi sonrasi rekirrensi engellemek icin ve bant keratopati tedavisinde
kullaniimaktadir (109). Norotrofik keratopati tedavisinde de otolog serumun iginde
barindirdigi norotrofik faktorler ile gerek epitelyal iyilesmede gerekse korneal
duyarhlikta artmada basari sagladigi gozlenmistir (110) . Gozyas! icerisinde
migrasyon, farklilasma ve cogalma ile gdrevli buylme faktorlerin eksikligi ile giden
kuru goz hastahginda, bu faktorlerin okiler yuzeydeki konsantrasyo nlarinin da
eksilmesi sonucu PED gibi siddetli okiler yiizey problemleri olusmakta ve son
zamanlarda benzeri okuiler ylizey problemlerinin tedavisinde OS kullaniimaktadir.
Bu komponentler limbal ya da korneal epitel hiicrelerinde trofik etki gosterir ve buna
bagli olarak epitelyal dinamikleri de etkiler (111). Rekirren korneal erozyon
hastaliginin tedavisinde de OS basarih sonuglar dogurmaktadir. Bir c¢alismada
konvansiyonel olarak suni gozyas! ile tedavi edilemeyen rekirren erozyon sendromu
olan hastalarin %87. 5 inin OS ile tedavi edildigi bildirilmektedir (112) . OS, korneal
epitelyal stabiliteyi devam ettirmek icin AMT veya LKHT sonrasi da uygulanabilir
(113).

Otolog serum igerisinde bulunan baslica komponentler, EGF, IGF -1, TGF-R,
vitamin A, Fn, albumin, 02 makroglobulin, PDGF ve substans-P gibi
noropeptitlerdir. TGF-R, epitelyal ve stromal iyilesmede rol almakta ve serum
konsantrasyonu goz yasindan 3 kat fazla miktarda bulunmaktadir (114). Vitamin-A
epitelin skuamoz metaplazisini engellemekte ve serum kon santrasyonu gézyasindan
daha fazla oranda bulunmaktadir (115). EGF serum konsantrasyonu ise gézyasindaki
miktarindan o6nemsenmeyecek kadar diisik bir orandadir (116). igerigindeki
albuminin antiapopitotik aktivitesi bulunurken (117), 02 makroglobulinin
antikollejenaz etkisi 6n plandadir. Fn ise hiicresel go¢ safhasinda énemli rol oynayan
molekiil olarak serumda yerini almaktadir (118). igerisinde bulunan substans-P ve
IGF-1 ise korneal epitelinin go¢ ve adezyon safhasinda rol oynarlar (119).

Otolog serum 1gG, lizozim gibi faktorleri icermesi ile bakteriosidal ve
bakteriostatik etki gosterir. Ayni zamanda konjonktiva epiteli (zerinden musin
salgisini artirici etkisi bulunmaktadir (115). Gozyasi ile benzer pH ve osmolariteye
sahiptir. OS uygulamasinin etkisi gecicidir ve epitelyal yizey (zerindeki etkisi,
uygulanmasi sonlandirilldiginda kaybolur (120). PED’de yararl etkisi ikinci haftada
olusuyor olsada hastalardaki subjektif semptomlardaki diizelme ikinci gun
baslamaktadir (121). OS hastanin kendi kanindan elde edildiginden dolay! alerjen

degildir ve biyokimyasal yapisi ile viskozitesi gozyasi ile benzerlik gésterir (122). in
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vitro ¢alisma sonuclarinda epitel hicrelerinin morfoloji ve fonksiyonlarinin suni
goOzyaslari ile tedavi edilince OS’ye gore daha kot oldugu gézlenmistir.

Elde edilebilirliginin kolay olmasi, ucuz olmasi ve hastalar tarafindan iyi
tolere edilmesi avantajlari olmasina ragmen (122), anemi ile sonuglanabilecek
dizeyde sik araliklarla kan alinmasi ve kan yoluyla gecen enfeksiydz hastalikla rin
bulas sikliginda artis olmasi gibi olumsuz yanlari da bulunmaktadir (120). Bazi
hastalarda tedavi ile birlikte korneada immiuioglobulin depozitleri olustugu
gorilmussede bunlarin zarasiz oldugu ve iyi tolere edildigi tespit edilmistir (123).

Antekibital venden kan 50 ml lik enjektor ile laminar akimin oldugu bir
ortamda steril sartlarda alinmahdir. 100 cc lik kandan 30 -35 ml kadar serum elde
edilmektedir. Alinan kandaki hicresel elemanlarin daha hizli ¢gokmesi icin oda
sicakliginda 2 saat kadar bekletildikten sonra 15 dakika 3000 r.p.m de santrifij
edilmeli ve elde edilen supernatant 1:5 oraninda BSS sivisi salin soliisyonu ile
karistiriimahidir. Boylece % 20 oraninda OS elde edilmektedir. Elde edilen karisim 2
ml lik dozlar ile damlaliklara konularak her d amlahgin tzerine hasta adi, dogum
tarihi, hazirlanis tarihi not edilmelidir. ideal olani 4 °C de muhafaza edilen
damlalarin ginlik kullanimidir. Fakat fazla hazirlanmis OS damlalik icerisinde -
20°C de 3 ay kadar muhafaza edilebilir. Bu islemlerin uygulanm asi i¢in hastada
herhangi bir kardiyovaskiler, serebrovaskuler hastalik ve anemi (Hb< 11 g/dl)
olmamasina dikkat edilmelidir. OS hazirlanmasi konusunda, literatirde farkh
yaklasimlar bulunmaktadir. Bazi otorler kanin alinir alinmaz, bazilan ise oda
sicakliginda veya 22 C° de bekletildikten sonra santriflij edilmesi gerektigini
savunmuglardir. Oda sicakliginda bekletme siresi konusunda da farkli gorusler
olmasina ragmen santrifij oncesi kanin en az 2 saat bekletilmesi ile serumun
epiteldeki cogalma ve farklilasma yaptirici etkisinin maksimum oldugu yoniinde

gordsler bulunmaktadir (124).
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4. GEREG VE YONTEM

Bu calismada alkali yanik tedavisinde kullandigimiz AM, amniyon membran
ekstresi (AE) ve insan serumunun tedavi edici Ozelliklerinin gesitli parametreler
yardimiyla karsilastirmasi amaclanmistir. Ayrica tedaviler sonunda saglam ve hasarli
kornealardan hazirlanmis korneal lizatlardaki EGF miktarlarini dlgerek bu degerlerin
iyilesme Uzerindeki indirekt etkilerini degerlend irmeye c¢alistik.

Calisma Firat Univesitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklari Anabilim Dali’nda,
Firat Universitesi Tip Fakltesi Etik Kurulunun izni ile Biyokimya Anabilim Dali ve
Patoloji Anabilim Dali’nin Kkatkilari ile gerceklestirildi. Deneylerde saghkli 2500-
3000 gr agirhiginda 24 adet Yeni Zelanda tavsaninin her iki gozu kullanildi. Calisma
siiresince denekler, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde
(FUTDAM) uygun besleme sartlarinda ve 6zel kafeslerde tutuldu. Her gruba ayni

hazirlik, anestezi ve cerrahi teknik uygulandi.

4.1. Anestezi Teknigi:
Deneklerin timine 33 mg/kg Ketamin Hidroklorir (Ketalar, Eczacibast,

Istanbul-Tirkiye) ve 6 mg/kg Ksilazin Hidroklorid (Rompun, Bayer, istanbul -
Turkiye) kombinasyonunun intramuskuler uygulanmasiyla anestezi ve deneklerin
cerrahi uygulanacak gozlerine % 0.04’1ik Oksibuprokain Hidroklorid (Benoxinate,
Alcon) damlatilarak analjezi saglandi. Deneklerin higbirine solunum ve kan basinci

deste@i saglanmadi.

4.2. Gruplar:

Tavsanlar, her bir grupta 3 denek olacak sekilde randomize sekiz gruba
ayrildi. Her bir grupta yapilan islemler her iki goze uygulandi.
Grup I: Epitel defekti yapilarak amniyon membran ekstresi ve topikal antibiyotik
uygulanan grup.
Grup I1: Epitel defekti yapilarak serum ve topikal antibiyotik uygulanan grup.
Grup IlI: Epitel defekti yapilarak amniyon membran transplantasyonu ve topikal
antibiyotik uygulanan grup.
Grup IV: Epitel defekti yapilarak topikal antibiyotik uygulanan grup.
Grup V: Epitel defekti olusturulmadan amniyon membran ekstresi ve topikal

antibiyotik uygulanan grup.
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Grup VI: Epitel defekti olusturulmadan serum ve topikal antibiyotik uygulanan grup.
Grup VII: Epitel defekti olusturulmadan amniyon mem bran transplantasyonu ve
topikal antibiyotik uygulanan grup.

Grup VIII: Epitel defekti olusturulmadan topikal antibiyotik uygulanan grup.

4.3. Amniyotik Membran Ekstresinin hazirlanmasi:

Onceden sezeryan sirasinda alinan amniyon membran1 2 dakika
homojenizatér yardimiyla homojenizasyon ve 3 dakika sonikatdr yardimiyla
sonikasyon islemlerinden gecirildi. Elde edilen homojinat 15,000 r.p.m de 10 dakika
kadar santriftj edildi. Stpernatan, buz lzerinde 8 Molar (re ile 1 saat kadar yikandi
ve icerisindeki EGF diizeyleri sandwich enzyme immunassay (ELISA) teknigi ile
EGF kiti (Biosource International, Camarillo, CA PHGO0063) kullanilarak kit
icerigine uygun olarak calisildi (126).

4.4. Serum Hazirlanmasi:

Amniyon membrani alinan hastanin onami alindiktan sonra steril kosullarda
enjektor ile kibital veninden 10 cc/gin olacak sek ilde alinan kan steril tiipe konuldu.
Oda sicakhginda iki saat bekletildikten sonra 4000 r.p.m de 10 dakika santrifij
edildi. Santriftj edilmis materyalden 2 cc serum alindiktan sonra (izerine 8 cc
prezervan icermeyen suni gozyas! ( hydroxypropyl methylcell ulose) ilave edilerek
diltie edildi ve elde edilen karisim baska bir tupte toplandi. Bu sekilde elde edilen %
20’lik serum derin dondurucuda -20 C°’de muhafaza edildi (126).

4.5. Cerrahi Teknik:

Alkali yanik olusturalacak denekler, anestezi uygulandiktan sonra ameliyat
masasina alindi ve ylzl cerrahi masasina gelecek sekilde yan olarak yatirildi. Goz
cevresi % 10’luk batikonla silinerek ve Uzeri steril orti ile ortllerek steril ortam
saglandi (Sekil-1). Deneklerin gdziine uygun bleferostat yerlestirilmesin den sonra 8
mm ¢apinda 1 normal sodyum hidroksit (1 N NaOH) ile emdirilmis filtre kagid
atusman seklinde 30 saniye kornea tzerinde bekletildikten sonra kiint uclu pamuk
aplikator yardimiyla epitel defekti olusturuldu. Alkali hasar ile epitel defektinini
olusturuldugu giin 0. giin olarak kabul edildi (127).

Grup Il ve VII'te kullaniimak Gzere mikrobiyolojik givenligi kontrol

edilmis,
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-80°C’de dimetil stilfoksitte saklanan sterilize AM buzu ¢6ziiltip y 1kandi. Daha sonra

10x10 mm boyutlarindaki membran tim korn eay! kapsayacak sekilde, icerisindeki
blyume faktorlerinden yararlanmak icin greft teknigi ile kornea tzerine yerlestirildi

(Sekil-2). Membran siturasyonunda 10/0 naylon stttr kullanildi.

Grup | ve V icin Biyokimya boélimu tarafindan énceden hazirlanmis ve -20
°C de saklanan amniyon membran ekstresi 4x1 topikal damla olarak cerrahiden sonra

7 gun sureyle uygulandi.
Grup Il ve VI igin amniyon membran alinan hastanin kanindan hazirlanmis ve

-20 °C de saklanan serum 4x1 topikal damla olarak cerrahiden sonra 7 gin streyle

uygulandi.

Tum gruplara; % 0.3 Tobramycin (Tobraced ®, Bilim) topikal damla 4x1
olacak sekilde uygulandi. Bu uygulamayi takiben 2, 6 ve 8. gunlerde, epitel
defektlerinin boyutunun él¢tlmesi islemi icin kornea floresein kagit ile boyandiktan
sonra klinik goriinimlerinin fotograflari cekildi (Sekil-3,4,5). ikinci ve altinci
gruplara implante edilen membranlar deney sonuna kadar rezorbe olmadigi igin bu
gruplardaki epitelyal defekt 6lcimi sadece sekizinci glin yapildi. Elde edilen tim
veriler bilgisayar gérunttleme analizi icin fundus kameraya bagh bilgisayar ortamina
aktarilarak fotograflar IMAGE net sistem ile degerlendirildi (Topcon, Itabashiku,
Tokyo, Japan).

Elde edilen verilerin tum gruplarda standart olabilmesi igin, epitelyal defekt
alaninin tim kornea alanina orani (mm?) bilgisayar ortaminda olculerek kaydedildi.
Farkl gunlerde yapilan 6lgim sonuclari her grup iginde ve gruplar arasinda olacak

sekilde karsilastirildi.

4.6. Histopatolojik ve biyokimyasal ¢alisma i¢in dokularin temini:

Her gruptaki deney siresi tamamlanan tavsanlara 8. glin sonunda
intramlskuler 100 mg/kg tiopental sodyum enjeksiyonu sonrasi her iki gozlerine
eniikleasyon yapildi. Kornealar dikkatlice diseke edilerek alindi. Her grup igin elde
edilen kornealarin herbiri iki esit parcaya bolinerek parcalardan biri histopatolojik

inceleme, digeri ise biyokimyasal inceleme icin ayrildi.
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Sekil-1. Cerrahi islem 6ncesi deneklerin steril bir sekilde hazirlanmasi

Sekil-2. Ugiinci ve yedinci gruptaki deneklere uygulanan amniyon

membran transplantasyonu
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ikinci giin Altinci gin Sekizinci guin

Sekil-3. Amniyon membran ekstresi uygulanan grupta rastgele secilen

bir denekteki epitel defektinin floresein boya ile boyanmasi sonrasi iki, alti ve

sekizinci gunlerdeki goranumu

ikinci giin Altinci giin Sekizinci giin

Sekil-4. Otolog serum uygulanan grupta rastgele secilen bir denekteki
epitel defektinin floresein boya ile boyanmasi sonrasi iki, alti ve sekizinci

gunlerdeki géranima

ikinci guin Altinci giin Sekizinci gun

Sekil-5. Herhangi bir tedavi uygulanmayan dérdinci grupta rastgele
secilen bir denekteki epitel defektinin floresein boya ile boyanmasi sonrasi iki,

alti ve sekizinci glnlerdeki gértinima
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4.7. Histopatolojik Degerlendirme:

Histopatolojik incelemeye alinan gozler % 10’luk formalin sollsyonun da
tesbit edildikten sonra rutin doku takibine alindi. Takip sonrasi parafine gomiilen
doku oOrneklerinden 4 um kalinliginda kesitler alinarak Hemotoksilen -eosin (H-E)
boyasi ile boyandi. Kesitler Olympus marka 151k mikroskopu ile randomize olarak
incelendi. Ayni mikroskopun fotograf atagmani ile dokularin 400X ve 200X

blyltmede fotograflari ¢ekildi.

Elde edilen kesitlerde, herbir gruptaki santral korneal epithelyal kalinligi

okiler mikrometre ile mikrometre (um) cinsinden olculd.

H-E ile boyanan kesitlerde, korneada damar sayisina ve PMNL infiltrasyon
sayisina bakildi. Bu sayilara bakilirken her kesitte, limbustan 6teki limbusa dogru
kornea alanindaki buttin damarlar ve PMNL’ler sayildi. Gruplarda elde edilen damar
ve PMNL sayisi istatistiksel olarak degerle ndirildi (128).

4.8. Biyokimyasal Degerlendirme:

Alinan tavsan kornealart kisa slre icerisinde, aliminyum folyo kagida
sarilarak, inceleme yapilancaya kadar -80 C°’ de bekletildi. Kornealar 1/10 (w/v)
oraninda fosfat buffer solisyonu (PBS) igerisinde cam -cam homojenize edildi.
Homojenize dokular 3000 r.p.m de 30 dk sureyle santrifij edildi (129). Doku EGF
diizeyleri sandwich enzyme immunassay (ELISA) teknigi ile EGF kiti (Biosource
International, Camarillo, CA PHGO0063) kullanilarak kit igerigine uygun olarak
calisildi. Tespit edilen EGF, EGFR’ ye baglanan hicre ici sentezlenmis serbest EGF’

yi yansitmaktadir.

4.9. istatistiksel Analiz:

Elde edilen verilerin ortalamalari ve standart sapmalari (x SD) alindi.
Galismanin istatistiki analizi SPSS for Windows ( v er 10,0) paket programi ile her
grubun kendi iginde birbirleriyle karsilastiriimalarinda Mann -Whitney U testi
kullanildi. Yapilan calismanin, her bir grup i¢in anlamli olup olmadigi Kruskal
Wallis testi ile analiz edildi. istatistiksel degerlendirmede p<0. 05 degeri anlamli
olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Biyokimyasal Degerlendirme
Biyokimyasal degerlendirme sonucunda AE igerisindeki EGF diizeyinin OS
icerisindeki EGF diizeyinden daha yiiksek oldugu g6zlendi (Tablo -2).

Tablo-2. Amniyon membran ekstresi ile serumdaki EGF (pg/ml) degerleri

Alinan 6rnek EGF dizeyi
Ekstre 82.44
Serum 11.93

Gruplardaki kornea lizat EGF duzeyleri her grup igin ayr ayri
degerlendirilerek ortalama ve standart deviasyon (SD) degerleri tespit edildi (Tablo -
3). ED’i olusturulmus gruplardaki EGF miktarlari  kendi aralarinda
karsilastirildiginda EGF konsantrasyonunun en yiksek Grup 4’te, en disik ise Grup
1’de oldugu ve birinci gruptaki bu degerin diger gruplara gore istatistiksel olarak
distik oldugu izlendi (p<0.05). ED olusturulan gruplardaki EGF dizeyleri ayni
tedavi uygulanan fakat ED olusturulmayan gruplardaki EGF dizeyleri ile
karsilastirildiginda sadece Grup 4’ teki duzeyin Grup 8’deki diizeye gore anlamh
olarak ylksek oldugu gozlendi (p<0.05) (Sekil-6). ED’i olusturulmasi ve AMT gibi
okuler yuzeyde cerrahiye bagli hasar olusturulan gruplardaki EGF dizeylerinin,
herhangi bir cerrahi islem uygulanmamis saglam okiler yizeye sahip olan

gruplardaki EGF dlizeylerine gore anlamli olarak fazla oldugu tespit edildi.
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Tablo-3. Gruplardaki kornea lizat EGF diizeylerinin (pg/ml) ortalama, standa rt

sapma, minimum ve maksimum degerleri.

Gruplar n Minimum Maksimum Ortalama = SD
Grup 1 6 18.56 36.48 1769+ 7.6
Grup 2 6 16.50 19.19 2584+1.1
Grup 3 6 20.00 58.00 3947+ 17.7
Grup 4 6 17.20 75.19 40.38 +26.3
Grup 5 6 18.95 37.92 2850+ 7.7
Grup 6 6 27.29 43.70 35.72+6.4
Grup 7 6 16.72 52.63 39.09 £14.9
Grup 8 6 14.25 38.96 24.94 £10.2
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Sekil-6. Gruplardaki EGF miktarlarinin karsilastiriimasi
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5.2. Histopatolojik Degerlendirme:

H-E boyamada korneada olusan neovaskdlarizasyon lar sayilarak ortalama ve
SD degerleri tespit edildi (Tablo-4). ED olusturulduktan sonra tedavi verilen
gruplardaki ( Grup 1,2,3,4) ortalama damar sayilari, ED olusturulmadan tedavi
verilen gruplardaki (Grup 5,6,7,8) damar sayilarina gore anlamli yiksek oldugu
(p<0.05) bulunmustur, buda bi ze olusturdugumuz alkali yanigin korneada yeni damar
olusumuna neden oldugunu gostermektedir. ED olusturulan gruplar icinde Grup
1’deki damar sayisinin anlamli olarak en yiiksek, Grup 3’teki ise anlamli olarak en
disuk oldugu izlenmektedir (Sekil 7,8). Grup 4’teki ortalama damar sayisi Grup
2’deki damar sayisina goére anlamli olarak yiksek tespit edildi (p<0.05) (Sekil-9). Bu
sonuglar bize alkali yanik sonrasi olusan korneal damarlanmayi 6nlemede, AMT’nin
calismamizda uyguladigimiz diger tedavi yontemlerine gore daha etkili oldugunu

gostermektedir.

Tablo-4. Neovaskilarizasyon skor ortalamasi, standart sapma, minimum ve

maksimum degerleri

Gruplar n Minimum Maksimum Ortalama + SD
Grup 1 6 12.0 31.00 24.16+7.3
Grup 2 6 5.00 10.00 7.33+16
Grup 3 6 2.00 6.00 450+15
Grup 4 6 8.00 13.00 1050+ 2.0
Grup 5 6 0.0 2.00 0.66 £ 0.8
Grup 6 6 0.0 3.00 166+1.0
Grup 7 6 0.0 2.00 0.66 £0.8
Grup 8 6 0.0 1.00 0.16 £0.4
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Sekil-9. Neovaskdlarizasyon sayilar (adet) ve gruplar arasi karsilastir ilmasi

H-E boyamada korneada olusan PMNL sayilarak ortalama ve SD degerleri
tespit edildi (Tablo-5). ED olusturulduktan sonra tedavi verilen gruplarin hepsindeki
(Grup 1,2,3,4) PMNL sayisinin, ED olusturulmadan tedavi verilen gruplardaki
(Grup 5,6,7,8) PMNL sayisina gore anlaml ylksek oldugu (p<0.05) bulunmustur.
Bu da bize alkali yanik olusturulmasinin gruplarda belirgin bir enflamasyona neden
oldugunu gdstermektedir. ED olusturulan grup icerisinde PMNL yogunlugunu n en
fazla Grup 4’te en disik ise Grup 3’te oldugu izlendi (Sekil 8,10). ilk dért grup
icerisinde Grup 3’teki PMNL sayisi digerlerine gére anlamh olarak disuk izlenirken,
Grup 1, 2 ve 4 birbirleriyle karsilastirildiklarinda PMNL sayisi agisindan aralarind a
anlamh bir fark bulunamadi (p>0.005) (Sekil-11). Bu sonuglar bize alkali yanik
sonrasi olusan enflamasyonu baskilamada, AMT’nin calismamizda uyguladigimiz

diger tedavi yontemlerine gore daha etkili oldugunu gostermektedir.
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Tablo-5. PMNL skor ortalamasi, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri

Gruplar n Minimum Maksimum Ortalama + SD
Grup 1 6 5.00 22.00 12.16 +5.7
Grup 2 6 4.00 15.00 9.50+4.6
Grup 3 6 1.00 8.00 450+25
Grup 4 6 9.00 23.00 15.00+5.2
Grup 5 6 0.0 1.00 0.66 £ 0.5
Grup 6 6 0.0 2.00 1.33+0.8
Grup 7 6 0.0 1.00 0.66 + 0.5
Grup 8 6 0.0 1.00 0.16+0.4
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Sekil-11. PMNL sayilar (adet) ve gruplar arasi karsilastiriimasi
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H-E boyamada santral korneal epitelyal kalinlik (um) &lctlerek ortalama
ve SD degerleri tespit edildi (Tablo-6). ED olusturulan gruplar igerisinde, Grup 3
disindaki diger gruplarda ED olusturulmayan gruplara gore kornea kalinhginin daha
distk oldugu gozlendi. ED olusturulduktan sonra tedavi verilen gruplarin ( Grup
1,2,3,4) santral korneal epitel kalinhklari kendi aralarinda karsilastirildiginda en
yuksek ortalama degerin Grup 3’te, en dusik degerin ise Grup 2’de oldugu gozlendi
(p<0.05) (Sekil-12). Grup 3’teki korneal kalinhgin Grup 1’e goére, Grup 1’deki
korneal kalinhgin ise Grup 4’e gore ylksek oldugu fakat bu farklarin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi tespit edildi (p=0.07). ED olusturulmadan tedavi edilen son
dort grup arasinda ortalama kornea kalinhgi agisindan anlamh fark bulunamadi
(p>0.05). Verilen tedavilerin ayni olmasi baz alinarak ED olusturulan ilk dort grupla,
olusturulmayan son dért gruptaki kornea kalinlik degerleri karsilastirildiginda Grup
1,2 ve 4’te Grup 5, 6 ve 8’e gore ortalama kornea kalinh@inin disik oldugu
izlenirken bu fark Grup 2-6 ve Grup 4-8 arasinda anlamli olarak bulundu (p<0.05)
(Sekil-13). Sonug olarak alkali yanik olusturulan gruplarda, defekt olusturulmasi
sonrasi santal epitel kalinhginin Gglinct grup disinda defekt olusturulmamis gruplara
gore daha ince oldugu bulunmustur. Buda bize incelen kornea kalinlijinda artisa
neden olan tedavi seceneklerinden AMT uygulanmasinin diger tedavi yontemlerine

gore daha etkili oldugunu géstermektedir.

Tablo-6. Santral korneal epitelyal kalinlik degerleri, standart sapma, minimum ve

maksimum degerler

Gruplar n Minimum Maksimum Ortalama = SD
Grup 1 6 10.00 25.00 20.41+55
Grup 2 6 10.00 20.00 1458 + 3.3
Grup 3 6 20.00 27.00 23.31+31
Grup 4 6 15.00 20.00 1791+24
Grup 5 6 20.00 30.00 2416+ 3.4
Grup 6 6 20.00 27.50 2291+29
Grup 7 6 17.50 25.00 21.66 £3.0
Grup 8 6 20.00 27.50 2291+33
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Sekil 13. Santral korneal epitel kalinliklari ve gruplar arasi karsilastir iimasi

Grup 1, 2 ve 4’te defekt alanlari 2,6 ve 8. giinler 6l ¢lilerek ortalama ve SD
degerleri tespit edildi (Tablo-7). Bu gruplarda tedavi ile 8. glindeki ortalama alan
degerlerinin 2. glindeki degerlere gore dusiik oldugu ve hepsinde reepitelizasyon
olustugu izlendi. Grup 1’de sadece 8. gundeki ortalama alan degerleri , 2. giindeki
degerlere gore anlamli olarak daha kii¢lik oldugu izlendi. Grup 2’de reepitelizasyon
hizi acisindan glnler arasinda anlamh fark bulunmazken Grup 4’te ise
reepitelizasyonun ginler arasinda anlamli olarak hizli oldugu ve sekizinci ginde
ED’nin tamamen kapandi@i izlendi. 8. giin dlcllen degerler karsilastirildiginda Grup
3’teki defekt capinin Grup 2 ve Grup 1’e gore anlamh olarak daha biylk oldugu
gozlendi (p<0.05) (Sekil-14). Grup 2 ve Grup 1 arasinda farkl ginlerde 6lgllen
ortalama defekt alanlari karsilastirildiginda iyilesme hizlari arasinda anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05). Bu sonugclar bize herhangi bir tedavi uygulanmamis dordinci
grupta defektteki iyilesmenin, tedavi uygulanmis gruplara gore daha hizli oldugunu
ve tedavi uygulanan gruplar igerisinde ise epitelizasyonun tekrar saglanmasinda
AMT’nin ¢ahsmamizda uyguladigimiz diger tedavi yontemlerine gore daha etkisiz

oldugunu gostermektedir.
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Tablo-7. Gruplarda epitelyal defekt ortalama alan degerlerinin 2, 6 ve 8. glinlerdeki

degerleri
Gruplar 2. gln ortalama 6 .glin ortalama 8. glin ortalama
alan + SD alan = SD alan + SD
1 0.54 +0,2 0.08 £0,0 0.02 £0,0
2 0.39 +0.1 0.08 £0.0 0.05+0.0
3 - - 0.12+0.0
4 0.39+0.2 0.02+0.0 0.0x£0.0
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Sekil 14. iki, alti ve sekizinci giinlerde Grup 1, 2 ve 4’teki ortalama alan degerleri

(mm?)

CGalismamizda kullanilan medikal tedaviler ile uygulanan cerrahi islemlere
bagli olarak hicbir grupta deney suresince herhangi bir topikal veya sistemik yan etki

olusmamistir.
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Sekil-7. Birinci gruba ait korneada, ¢cok sayida olusan damarlanma (kalin ok)
gorilmektedir (HEX200).

Sekil-8. Uglincli gruba ait korneada az sayida olusan damarlanma ve P MNL
infiltrasyonu gortlmektedir (HEX200) .
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Sekil-10. Doérduncu gruba ait korneada yogun PMNL infiltrasyonu (kalin ok)
(HEX400).

Sekil-12. ikinci gruptaki santral kornea gorintiisi. Epitelin tam olarak rejenere

olmadigi ve ince oldugu goriulmektedir (HEX200).
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6. TARTISMA

Kornea yalniz gucli bir mekanik bariyer olmakla kalmaz ayni zamanda optik
bir sistem olan gdzin en 6nemli refraktif kismini olusturur. Kornea bu &ze Iligini
epitelin dizenli dizilimine, dizglin go6zyasi tabakasina, icinden gecen 1sIJIn
dagilmasina izin vermeyen stroma yapisina ve stromanin bu 6zelligini korumasinda
en blyuk yardimci olan endotel hiicrelerine borcludur. Korneanin transparan ve
avaskuler formunu ve bariyer etkisini sdrdlrebilmesi icin hicre c¢ogalmasi,
farklilasma, motilite ve apopitozis arasinda bir denge olmahdir. Bu koruyucu
fonksiyon komsu epitel hiicreler arasindaki siki baglanti noktalarinin yiiksek direnci
ile olusur (130). Siki baglantilarin butunligu epitelyal bariyer fonksiyonu ve kornea
seffafhg icin gereklidir (131). Kornea epitel kok hiicreleri kornea ve konjonktiva
birlesim yeri olan limbusda yer alir (132). Limbal kok hiicre harabiyeti meydana
geldiginde rekiirren veya kalici epitel defekti olusur (60). Limbal kok hiicre eksikligi
ile korneaya olan konjonktival epitelyal hiicre invazyonu, yuzeyel yeniden
damarlanma, korneal bazal membran harabiyeti ve kronik inflamatuar hicre
infiltrasyonu olusur. Limbal kok hiicre harabiyeti 2 katego ride degerlendirilebilir.
Birinci kategorideki durumlar limbal kok hicrelerinin tamamen kaybi ile
karakterizedir. Bunlar; kimyasal ve termal yaralanmalar, Steven -Johnson sendromu,
limbal bolgeye uygulanan ¢ok sayida cerrahi miidahale veya kriyoterapi, konta k lens
kullanimi ve siddetli mikrobik infeksiyonlar nedeni ile meydana gelen kok hiicre
kayiplaridir. MMP’ lar ile epitel ve notrofillerden salgilanan proteazlarla
perforasyona kadar gidebilen defektler gozlenir. Bu kategorideki hasta grubunun
kornea yuzeyinin tekrar kazanilmasi icin limbal otogreft veya allogreft uygulanmasi
gerekir. ikinci kategoride ise direkt olarak kok hiicre harabiyeti yoktur ancak kok
hlcrelerini destekleyen stroma harabiyeti vardir. Bu grupta yer alan hastaliklar;
aniridi, multiplendokrin bozukluk, limbitis, periferal Glseratif ve inflamatuar keratit,
norotropik ve iskemik keratit, pterijyum ve psddopterjiyumdur. Limbal kok hiicre
harabiyeti ile seyreden korneal hastaliklar bircok klinik problemlere neden olur.
Hastalar ¢ok siddetli fotofobiden sikayetgidirler ve gérmeleri azalmistir.

Alkali yaniklar ile olan yaralanmalara gunliik yasamda sik rastlaniimaktadir
ve yaralanmadan yaklasik 30 dakika sonra sahaya gd¢ eden nétrofillerin asir

salgiladiklar birtakim enzim ve kemotaktik maddel er olusacak hasardan sorumludur.
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Alkali yanik sonrasi konjonktivada skarlasma ve sembleferon olusumu
engellenmelidir.

Alkali yanik tedavisinde ilk yapilmasi gereken okiler yiizeyin bol su ile
yikanmasi ile partikillerin mekanik olarak ortamdan uzaklastiril masidir. Daha sonra
uygulanmasi gereken tedavi yaklasik 2-3 haftalik sire icinde ortaya cikabilecek
komplikasyonlari 6nlemeye yoneliktir. Bu klasik tedaviler sdyle siralanabilir.

1. Epitelyal diizelmeyi saglamak

a. Suni goz yaslari

b. Kontak lensler

2. Ulser olusumunu minimalize etmek icin keratosit kollajen uretimini
desteklemek

a. Kollajenaz inhibitorleri

b. Vitamin C ve sitrat

3. Enflamasyonun kontrolu

a. Topikal steroidler

b. Progestasyonel steroidler

c. Non steroid antienflamatuvar ilaglar

Korneal alkali yanik tedavisinde kullanilan birgok teda vi modalitesi, farkl
oranda GF konsantrasyonlari icermekte oldugundan dolayi her birinin icerdigi EGF
konsantrasyonuda farkhdir. Alkali yaniklardan sonra iyilesme fazlarinda GF’ lerin
roli buytktur. GF’ ler bircok hiicre tarafindan sentezlenen hiicre ¢ogalmasi, goci ve
sagkalimini aktive ve inhibe edebilen ¢6zlnebilen yapida peptidlerdir (133).
Etkilerini, otokrin, jukstakrin ve blyuk c¢ogunlukla parakrin mekanizmalarla
gosterirler (134). Akdz himordeki mevcut birtakim GF’ lerde 6n kamara ve
korneanin hemoastazini saglar (135). GF’ ler spesifik reseptorlerine baglandiktan
sonra reseptor dimerize olur ve tirozin reziduleri otofosforile olur. Fosforilize tirozin
reziduleri sitoplazmik sinyal proteinleri icin hedef bolgedir. Fosfolipaz C,
fosfotidilinositol 3-kinaz (Pl 3-kinaz), GTP-az’1 igeren sinyal proteinleri hedef
hlcrelere ¢cogalma ve degisim icin bilgi aktarir (136). Epitelyal iyilesme esnasinda
yaralanma bdlgesinde bariyer fonksiyonun dizenlenmesi hasarda n saatler sonra
salgilanan GF’ ler tarafindan saglanir. Yaralanmadan dakikalar sonra, interlokin 1
(IL-1) ve TNF-a gibi sitokinlerin hasarli epitelden sekresyonuna ilk cevap olarak

stromal hiicre apopitozu gergeklesir. IL -1 yara iyilesmesinde anahtar rol oynayarak
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epitel ve stromadan GF artmis salinimini tetikler (137). Yaralanmadan 7 giin sonraya
kadar keratositlerden KGF ve HGF salinimi devam eder. Epitel bazal membranindan
ayni zamanda PDGF salinimi fibroblastlarda kemotaksis etkisi yapar ve KGF ve
HGF salinimini upregiile eder (138) (Tablo-8).

Tablo-8 Epitelyal hasar sonrasi olusan iyilesme kaskadi

Epitelyal hasar

Sitokin salimimi (IL-1, PDGF)

Keratosit apopitozisi ve nekrozu

Lakrimal bez/ blyime faktor cevabi, erken epitelyal iyilesme

Keratosit cogalmasi ve goci

o gk~ w0 DN P

Miyofibroblast/ keratosit sitokin Gretimi

(HGF, KGF, TGF-p)

7. Miyofibroblast ekstraseluler matriks Gretimi

8. Enflamatuvar hicre infiltrasyonu, monositlerin fibroblastlara doniisimi
9. Stromal remodeling (Kollojenaz, metalloproteinaz)

10. Epitelyal yuzey kapanmasi, hiperplazi

11. Miyofibroblast apopitozisi ve nekrozu

12. Enflamatuvar hiicre apopitozisi ve nekrozu

13. Keratositlerin normal durumuna dénmesi

EGF’ nin reseptoriine olan afinitesi, reseptoriin lokalizasyonuna gore
degismektedir. Yuksek-disuk afiniteli reseptorler ozellikle limbal bolge korneal
epitel hcrelerinde ve endotel hicrelerinde bulunurken, (139) dusik afiniteli
reseptorler stromal keratositlerde mevcuttur.  Antikor kullanilarak yapilan
calismalarda epitelyal hucreler ve epitelin ylzeyel tabakalarinda te rminal farklilasma
olustukca, EGFR seviyesinin azaldi§i bulunmustur. Rat korneasinda EGFR’ nin
limbal kok hicrelerinde yogun olarak bulundugu ve kok hicrelerin terminal
diferansiyasyonu ile EGFR miktarinin azaldigi goérulmistir. EGFR intakt limbal
epitelin bazal tabakasinda ve membrantz lokalizasyondadir. EGFR ile yapilmis

calismalarda EGFR’ nin migrasyon fazinda aktive oldugu, yaralanmadan 1 saat sonra
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EGFR’ nin membranéz lokalizasyonunu kaybettigi ve internalize olarak hasarli epitel
hicrelerinin tim katlarinda lokalize oldugu izlenmistir. EGFR kok hicrelerde yogun
lokalizasyonu ile bu hiicrelerin cogalmasi ve go¢ asamasinda aktif rol oynar (140) ve
yaralanmadan saatler sonra bile yiiksek yogunlukta bulunur (141). Saglam kornea
epitelinde cok disuk miktarlarda fosforilize EGFR duzeyleri bulunur. Bir ¢alismada
korneal epitel defekti olusturulduktan 30 dk sonra EGFR dizeylerinin defekt
olusturulmamis gruba goére 4 kat daha fazla oldugu ve ekzojen EGF ilavesi
yapilanlarda bu oranin 10 kat fazla oldugu izlenmistir . Bu da EGFR’ nin endojen
GF’ lerle aktive edildigini ve yaralanmadan 30 dk- 2 saat sonraki zamanda
fosforolize EGFR nin pik yaptigi gosterilmistir. Calismalarda EGF mRNA’nin tlim
korneal tabakalarinda bulundugu (139), lakrimal bezden 0-7-9-7 ng/ ml fizyolojik
dozda sentezlenen EGF konsantrasyonunun korneal epitel yapilanmasi igin gerekli
oldugu bulunmustur (116). EGF yaralanma bdlgesinde bazal ve suprabazal
hiicrelerin ylizeyinde iken, yara kenarinin uzaginda bazal hiicrelere baglanmaktadir.
GoOzyasinin bir komponenti olan EGF, korneal epitel ve endotel hicrelerinde
cogalmaya neden olur (142). Bir calismada 4 aylik tavsan kornea epitel, keratosit ve
endotel hicrelerinde invitro olarak EGF nin cogaltici etkisine bakilmis. Epitel
hlcrelerinde bu etkinin 3. ginde 1 ng/mililitre dozda % 199, 4. giinde 10 ng/ml
dozda % 211 oraninda ve endotel hiicrelerinde ise 4. giunde % 193 oldugu
bulunmustur (53). Bir calismada hasarli korneaya topikal EGF uygulanmasindan 5
dk sonra EGF’ nin membrandz lokalizasyonda oldugu, 15. dakika da ise reseptorler
ile agrege olduktan sonra, 30. dk icinde internalize oldugu gozlenmis. Baska bir
calismada tavsanlarda 7.5 mm capinda anterior keratektomi uygulanmasindan énce
ile uygulandiktan hemen sonra mikropipet ile alinan gézyaslarinda ELISA yoénte mi
ile EGF konsantrasyonlari 6l¢tilmus. Bazal EGF konsantrasyonu 600 pg/ml olarak
olculirken, islemden hemen sonra Olgllen EGF konsantrasyonunun 1600 pg/ml
oldugu tespit edilmis (129). Tavsanlarda 9 mm capinda ED olusturulan bir ¢calismada
h-EGF’nin 1-100 mg/l arasinda degisen dozlari ile SF damlatilan gruplar daki
reepitelizasyon dizeyleri Kkarsilastiriimis. Tedaviden 9 gin sonra EGF ile tedavi
edilen gozlerde ki defektte tam kat iyilesme olurken kontrol grubunda ise defektte
diizelme izlenmemis. 10 mg/ saat konsantrasyonlarda uygulanan h-EGF defekt
iyilesmesinde optimal doz iken, 100 mg/ saatte konsantrasyonlarda uygulanan dozun

ise etkisiz oldugu tespit edilmis (143).
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Cahismalarda EGF ile tedavi edilmis k orneal yaralanmalarda, EGF dozu ile Pl
3-kinaz aktivitesinin korele oldugu gorulmastir (144). EGF ile Pl 3-kinaz aktivitesi
arasindaki korelasyonu tespit etmek amaciyla yapiimis bir ¢alismada tavsanlarin her
iki goziinde alkali yanik olusturularak, bir g6z 2 pg EGF ile tedavi edilirken tedavi
verilmeyen diger g6z kontrol grubu olarak alinmis. Kontrol grubu olan kornealardaki
epitel defektin % 75’ inin 48. saatte, tamaminin ise 72. saatte kapandigi izlenmisken,
EGF ile tedavi edilen gozlerde defektin tamaminin 48. saatte kapanmis oldugu
izlenmis. Kontrol gbzlerde ise minimal bir Pl 3-kinaz aktivitesi oldugu gozlenirken
tedavi grubunda PI 3-kinaz aktivitesin 12. saatte de arttigi, 36. saatte pik yaptigi ve
48. saatte deQerlerinde azalma oldugu izlenmis. Kontrol grubundaki minimal PI 3-
kinaz aktivitesinin ise korneal yaralanma sonrasi lakrimal bez kaynakli endojen EGF
etkisi ile oldugu ve fazla oranda PI 3-kinaz aktivitesini stimile etmek i¢in ekzojen
EGF’ ye ihtiya¢ oldugu spekile edilmistir (145). Yapilmis bir calismada EGF’ nin
killtiire korneal epitel hiicrelerindeki mitojenik etkisinin epitelyal hiicrelere Ca*?
girisini artirarak sagladigr ve EGF’ nin 5 ng/ml konsantrasyondaki dozunun
maksimum giris sagladigi tespit edilmisken (146) bir baska calismada in vivo olarak
10 ve 20 pg/ml~* konsantrasyonlardaki EGF’ nin korneal yaralanmalarda iyilesme

oranini artirdigi izlenmistir (46).

50 mikrometre derinlikte, 3 mm genigslikte excimer lazer uygulanmis rat
kornealari ile yapilmis bir ¢alismada bazal EGF miktarinin 62 copies/ hiicre, lazerden
1,5 glin sonra 79 copies/ hiicre, 2 1. ginde 73 copies/ hiicre oldugu, islemden ancak 3
ay sonra bazal EGF duzeylerine ulasildi§i tespit edilmistir. EGFR duzeylerinde ise
bazal EGFR miktarinin 9 copies/ hiicre, 7. glinde 571 copies/ hiicre, 21. glinde 20
copies/ hticre oldugu, 3. ayda ise bazal EG FR’ nin 6 kati kadar oldugu ve EGFR’ nin
bazal, suprabazal seviyelerde yogunlasmis oldugu gézlenmis. Bu ¢alismada EGFR’
ye baglanan EGF dizeyleri 6l¢lilmis oldugundan EGFR diizeylerindeki artisa paralel
olarak ol¢tilen EGF duizeyleride artmis oldugu ve ligand -reseptor diizeyi arasinda bir

korelasyon oldugu sonucuna varilmis (147).

Bir calismada; pterjiyum cerrahisinden sonra AMT uygulanan 36 hastanin 40
g0z iki gruba ayrilarak bir gruba topikal olarak m -EGF, diger gruba ise topikal BSS
uygulanarak kornea ve konjonktivadaki epitelin iyilesme hizlari karsilastiriimis. m -

EGF ile tedavi edilen grupta kornea ve konjonktivadaki epitel iyilesme hizlarinin
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kontrol grubuna gore anlamli daha hizli oldugu tespit edilmis. Calisma sonucu m -
EGF’ nin okuiler ylzey epitelinde iyilesmeyi artirici etkisi oldugu yorumuna
variimistir (148).

Cahismamizda, AE, EGF konsantrasyonu (82,44 pg/ml) serum EGF
konsantrasyonundan (11,93 pg/ml ) daha yuksek olarak bulunmustur. Farkh
calismalarda AM ve OS icerisindeki EGF miktarlarida farkh bul unmustur. Bir
calismada AM’ de epiteli soyulmadan ve soyulduktan sonra icerisindeki GF miktari
ELISA yoéntemi ile élculmis. Her 2 gruptada yilksek oranda EGF, KGF, HGF, B
FGF icerdigi fakat bu oranin epitel soyulmamis grupta soyulmus gruba gore
istatistiksel olarak daha yuksek oldugu dolayisiyla GF’ lerin kaynaginin AM epitel
hiicreleri oldugu tespit edilmistir (149).

Cesitli calismalarda hazirlanan serum konsantrasyonlart farkhdir ve
icerisindeki EGF miktari da buna bagh olarak degismektedir. Poon kloromfenikol ile
kombine edilmis % 50 oraninda (121), Tsubota ve ark ise % 20’lik OS’yi tedavide
kullanmiglardir. Bu calismada, Sjogren's sendromuna ikincil kuru g6zl olan
hastalarda OS’ nin etkinligi arastirmak lzere tim hastalarda 4 haftalik tedavi sonrasi
break up time zamani, Schirmer testi ve impresyon sitoloji deger leri incelenmis ve
tim degerlerde bazal degerlere gore iyilesme oldugu tespit edilmis. Bu calismada
ayni zamanda 1 ay boyunca derin dondurucuda -20 C° de ve buzdolabinda + 4 C°
de muhafaza edilen OS igerisindeki EGF, vitamin A, and TGF -RB degerleri tedaviden
once ve 1 ay sonra oOlcilmus. Esansiyel olan bu maddelerin 1 ayhk saklama
kosullarinda bile konsantrasyonlarinin degismedigi ve stabil kaldigi tespit edilmis.
EGF konsantrasyonu bu calismada 0.51 ng/ml olarak bulunmustur (115).

Farkli dozlardaki EGF konsantrasyonlarinin epitelizan etkilerinin farkli
oldugu ve herzaman korneal epitel defektinin, EGF ve reseptdr dlizeylerinde belirgin
artisa neden olmadigini gésteren calismalar da bulunmaktadir. Bir ¢calismada excimer
laser uygulanmasi sonrasi tavsan kornealarinda EGFR mRNA diizeylerinin ilk hafta
yikselmeye baslayarak, 3 ay sonuna kadar yuksek kalmaya devam ettigi fakat EGF
mRNA duzeylerinde deney suresince yeterince yiikselme olmadidi izlenmistir (141).
Fare kornealarina mekanik olarak epitelyal debridman uygulanmasindan sonra EGF
ve EGFR dizeylerinin insitu hibridizasyon yontemi ile olcilerek saglam kornea

dizeyleri ile karsilastirildigi bir calismada EGF mRNA diizeylerinde yaralanmadan
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30 dakika sonra baslayan ve 48.saate kadar stiren bir artis oldugu fakat bu degerlerin
saglam kornea EGF mRNA duzeylerinden anlamh olarak yiiksek olmadigi
bulunmustur. Yaralanmadan 7 gin sonra ise EGF mRNA dizeylerinin bazal
degerlere indigi tespit edilmis. Benzer sekilde EGFR mRNA dizeylerinde de
yaralanmadan 4 saat sonra baslayan ve ED kapanana kadar olan bir artis oldugu fakat
bu degerlerin saglam kornea EGFR degerlerine gore anlaml olarak yiksek olmadigi
bulunmustur. EGF ve EGFR’ nin ED sonrasi epitelizan etkileri nden daha ziyade
saglam korneada sagkalim saglayan fonksiyonlarinin daha énemli oldugu Uzerinde
durulmustur (150).

EGF etkisinin dozdan badimsiz oldugunu ve yiksek doz uygulamalarin
reseptdr down-regulasyon mekanizmasiyla terapotik etkiyi ortadan kaldirdi gini
dolayisiyla reseptorleri uyaracak olan optimal dozdan sasmamak gerektigini savunan
calismalar da bulunmaktadir. Bununla ilgili yapilmis bir ¢calismada yiiksek doz EGF
ile stromal keratositlerde timidin uptake ’inin azaldigi, yara kenarinda fibroblast
sayisinin dustigu, dusik ve ylksek doz EGF ile normalde iyilesen yarada erken
dénemde varolan ancak sonradan kaybolan fibrinin diren¢ gosterdigi gorilmustir
(151). in vitro yapilmis bir calismada 0.1 ng ml™ iizerindeki EGF dozlarinin korneal
epitel hiicrelerde cogalmay! artirdii (152), baska bir calismada ise 10 ng ml™
konsantrasyonu asan dozlarin hiicre ¢ogalmasi ve sayisini azalttigi gosterilmistir
(53). Bir calismada tavsan korneasinda alkali yanik olusturulmasi sonrasi h -EGF’ nin
10 -500 pg/ml dozlarinin gunde 4 kez uygulanmasi ile yara iyilesmesinde kontrol
grubuna gore % 45 oraninda artis oldugu gozlenmis. Ayni calismada 500
mikrogram/ml Gzeri ve 10 mikrogram/ml altindaki EGF dozlarinin ise bu modelde
etkili olmadigi dolayisiyla h-EGF’ nin optimal dozunun mevcut hastalikla beraber
degisebilecegi yorumu yapilmis (45).

EGF tedavisinde inflamasyon, neovaskilarizasyon, epitelyal kist, limbusu
asan epitel ve endotel proliferasyonu gibi potansiyel problemler olabilecegi ve bu
problemlerinin  Ustesinden  steroidlerle gelinebilecegi  bildirilmektedir. ED
uygulanmis at kornealarina topikal olarak uygulanmis farkl dozlardaki EGF’ nin
defekt iyilestirici etkisini arastirmak icin yapilmis bir calismada bir grup 5 pg/mi
EGF ile diger grup ise 50 pg/ml EGF ile ve kontrol grubu ise PBS ile tedavi edilmis.
Tum gruplardaki defektte hasardan 5-7 giin sonra iyilesme oldugu go6zlenirken,

reepitelizasyon hizinda gruplar arasinda anlamli fark olmadigi izlenmis. Fakat 50
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pug/ml EGF ile tedavi edilen grupta ki kornea vaskilarizasyon, enflamasyon ve
skarlasma miktari diger gruplardan anlamh olarak fazla bulunmus ve yiiksek doz
EGF’ nin enflamatuvar bir cevap olusturarak korneal damarlanma ve skar olusumunu
tetikledigi sonucuna varilmis (153).

Calismamizda herhangi bir islem uygulanmayan 8. gruptaki EGF dizeyleri
bazal degerler olarak kabul edildiginde, ED olusturulan fakat tedavi verilmeyen 4.
gruptaki EGF duzeylerinin bazal dizeylere gore anlamli olarak yiiksek oldugu
bulundu, bunun EGFR duzeylerinin cerrahi travma ile upregile olmasi s onucu
reseptdre baglanmis EGF dlzeylerine bagl oldugu distndldi. ED olusturulmadan
AMT uygulanan gruptaki EGF diizeylerinin de bazal degerlere gore anlamli olarak
yiksek oldugu bulundu, bu durum cerrahi travma ile artmis EGFR sonucu reseptore
bagl olan yiksek EGF diizeylerine baglandi.

Defekt olusturulmadan topikal tedavi verilmis gruplardaki (Grup 5 -6) EGF
degerlerinin bazal degerlere gore anlamli olarak yiliksek olmadigi gozlendi.

Defekt olusturulmus gruplardaki EGF duzeyleri kendi aralarinda
karsilastirnildiginda AE grubundaki kornea EGF dizeylerinin en disuk oldugu
izlenmistir. Bu grupta cerrahi stimilasyon ile g6z yasindan kaynaklanan ve korneada
Uretilen EGF’ye ilaveten, ekstre igerisinde yiksek oranda bulunan EGF’nin de
ekzojen ilavesi EGFR’ de degradasyona (154) ve down regilasyona (51) yol acarak
reseptore bagh olarak Olgllen total EGF duzeylerinin disik olarak o6lgilmesine
neden olmustur.

Yapilan bircok calismada kimyasal ve termal yaniklar, pterjiyum, farkh
sebeblere bagl olusan kalici kornea U Iserleri, semptomatik biill6z keratopati, timor,
skar veya yapisikliklarin gikarilmasi, okdler sikatrisyel pemfigoid, Steven -Johnson
sendromu ve limbal kok hicre harabiyetine neden olan diger durumlarda AMT’ nin
faydal oldugu gorilmustur (68). AMT’ nin tek basina kismi LKHK ile bereber olan
alkali yaniklarda yeterli bir tedavi yontemi olmakta ve akut donemde enflamasyon ve
ilerleyici doku erimesini azaltici etkisinin yani sira epitelizasyonu da
kolaylastirmaktadir (155). Tseng, AMT uyguladigi LKHK olan 15 hastanin 17
gozinde, 15-30 glnde epiltelizasyonun tamamlandigini gérmustir. Calismalarda
akut enflamasyon esnasinda yapilan AMT sonuglarinin daha iyi oldugu ve skatrisyel
zemini olan konjonktiva hastaliklarinda yapilan AMT prognozunun, saglikh
konjonktiva Uzerine uygulanilanlara gore daha kotl oldugu gosterilmistir (95).

Anderson ve arkadaslari, parsiyel LKHK olan 17 géze AMT uygulamis ve ortalama
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olarak 22.8 giinde epitelizasyonun saglandigini, 14 gézde % 92.9 oraninda gérme
diizeyinde artis oldugunu ve olgulardan % 86’sinda agri ve fotofobi sikayetlerinin
azaldigini tespit etmisler ve AMT’ nin etkili bir tedavi yontemi oldugu ve parsiyel
kok hucre yetersizliinde limbal oto veya allogreftlere alternatif bir tedavi
olabilecegi sonucuna varmislardir (156). Koizumi ve arkadaslari, tavsanlarda
yaptiklari bir calismada bir gozde lamellar keratektomi ile okiler ylizey hasari
olusturmuslar. Diger goz limbusundan aldiklari kok hicreleri invitro olarak aseliler
AM J(zerinde coQaltarak hasarli bélgeye transplante etmisle r ve cerrahiden 5 gin
sonra epitelizasyonun saglandigini  tespit etmislerdir  (157). Cesitli  okiler
hastaliklarda AMT etkinligini arastirmak igin yapilmis bir calismada 1998 - 2000
yillari arasinda 16 PED, 11 bill6z keratopati, toplam 27 goze AMT uygulanmis.
PED olan grupta % 75 oraninda ortalama 23,1 giinde epitelizasyon olusurken bu
oranin, bulloz keratopatili grupta % 72 oraninda ortalama 19.6 gin oldugu tespit
edilmis ve AMT’ nin okiler ylzey hastaliklarin tedavisinde basarili bir prosedir
olabilecedi sdylenmistir (158). Bir calismada, Steven-Johnson sendromu, yanik,
herpetik keratit, bllloz keratopati, PED, dellen, bant keratopati gibi okiler ylzey
hastaliklari olan 78 hastanin 84 godzine AMT uygulanmis ve % 83.3 hastada
enflamasyonun azaldigi, epitelyal iyilesme ile irritasyonda azalma oldugu
gozlenmistir (159). Bir baska ¢alismada ciddi kornea ve sklera ulserasyonlu 11 gozde
cok kath AMT uygulanmis Ulser boslugu AM stromasi ile doldurulduktan sonra,
cevresi deepitelize edilerek (zeri tekrar AM ile Ortilmis, 8 gbzde 16.5 gunde
epitelizasyon saglanirken, 3 gozde PED devam etmistir. 42 haftalik takipte ise tekrar
ED olusmamistir (105). Akut alkali yaniklarda AMT’ nin etkinligini arastirmak icin
yapilmis bir ¢alismada grade 2-4 arasi okiiler yanik olan 44 g6z calismaya dahil
edilmis ve AMT ve medikal tedavi verilen grup ile sadece medikal tedavi verilen
kontrol grup karsilastiriimis, 2 grup arasindaki okdler subjektif rahatlama, korneal
epitelyal defektteki iyilesme, gérme keskinligi, korneal vaskilarizasyon ve g 6zyasl
fonksiyon testleri arasindaki farklar degerlendirilmis. Sadece orta siddetteki yaniklar
icin AMT uygulanan grupta; okuler semptomlarda rahatlama ve epitelyal iyilesme
hizinda, kontrol grubuna gdre anlamli olarak artis tespit edilirken bu artis sidde tli
yanik olan hastalarda izlenmemistir (160). Yapilmis bir calismada 0Onceden
konvansiyonel tedaviye cevap vermemis 13 kimyasal yanik olan goze AMT
uygulanmis, 8 gozde epitel lste 5 gdzde ise stroma Uste gelecek sekilde ortalmis,
hepsinde 2-5 hafta icerisinde epitelizasyonda artis oldugu ve 6 gézde GK’ de 6
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siradan fazla artis oldugu tespit edilmistir (155). Davise gore Vit C, sistemik sitrat ve
topikal steroid tedavisine ragmen bazi Grade 2 alkali yaniklarda PED ve opasite
olusmakta ve bunlarda sembleferon olusmasini engellemekte AMT basarili bir
yontem olmaktadir (161). Pires ve arkadaslari, glokom nedeniyle 5 -FU
kullanilmasina bagh parsiyal limbal kok hicre yetersizligi olan gozlere AMT
uygulamigslar. 15 aylhk takipleri sonucunda yeterli gérme artisi elde ederek, korneal
ylzeyin diizgun ve avaskuler kaldigini rapor etmislerdir (162 ).

invitro olarak AM epitel hiicrelerinin birtakim imminoregiilatuvar ve
biiyime faktorleri sentezledigi gosterilmistir. Uretilen bu faktorler stromada
birikerek okdler yiizey rekonstriiksiyonu igin antienflamatuvar ve immiinsupresif etki
gosterirken, HLA eksprese etmezler, bu nedenle kornea transplant igin uygun hale
gelir. Tedaviye direncli PED olan hastalarda AM epitel hiicrelerin etkisini arastirmak
icin yapilmis bir ¢calismada tasiyici bir kollajen parga tzerindeki amniyon epitel
hiicreleri hastalara transplante edilmis ve tim hastalarda PED’ de 7 -12 hafta
icerisinde duzelme olmus. Calismada donmus AM’ de sentezlenmeyen GF’ lerin
invitro olarak amniyon epiteli tarafindan sentezlendigi ve bunlarin korneal
patolojilerde faydali oldugu bulunmustur (163).

Okuler yuzey hastaliklarinin tedavisinde AMT etkili bir yontem olsa da
islemin invaziv olmasi ve bir sire sonra korneadan dekole olarak ayrilabilmesi
islemin dezavantajlaridir. Calismamizin bir amaci da; AMT’ nin tedavi edici etkisi
degistirilmeden, AMT ile ortaya ¢ikan bu dezavantajlari azaltmak icin bu gine dek
doku transplantasyonu olarak kullanilan AM’ nin ekstre olarak kullanilabilirligini
arastirmaya calistik, eger bu kullanimin AMT kadar etkili oldugu saptanirsa hastalari
cerrahi mudahaleye gerek kalmadan poliklinik sartlarinda tedavi etmenin mimkin
olacabilecegini disundik. AE’ nin topikal olarak uygulanmasinin bir diger
avantajinin da uygulama dozu bize bagl oldugu i¢i n damlatiima sikhiginda yapilan
degisiklikler ile tedavi edici konsantrasyonlara daha kolay ulasilabilinecegini ve bu
sayede AE’ ye bagh olusmasi muhtemel asiri duyarlihk ve infeksiyéz hastaliklarin
gecisini azaltmak icin laboratuvar sartlarinda tretim i le toplumun biyuk bir kismini
etkileyen korneal (Ulser, PED ve kuru g6z gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegini dusinduk.

Alkali yaniklarda topikal damla formunda AE’ nin etkisini arastirmak icin
yapilmis bir calismada, 16 tavsan kornealari, 1IN NaOH emdirilmis yuvarlak

kagitlarin 30 sn bekletilmesi neticesi alkali yanik olusturularak 4 gruba ayrilmis.
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Birinci grup AE, 2.grup Healon(R), 3. grup metil sellloz ile tedavi edilen ve ve 4.
grup ise tedavi verilmeyen kontrol grubu olarak belirlenmis. H er bir tedavi, gruplara
1 hafta uygulanarak gruplar arasi ED ve opasite degerleri karsilastiriimis. AE ile
tedavi edilen gruptaki kornealarda epitelyal iyilesmenin daha hizli ve opasiteninde
daha az oldugu boylece AE’nin yara iyilestirici etkisinin yiksek oldugu ve alkali
yanik tedavisinde kullanilabilecegi seklinde yorum yapilmistir (164).

PED, SLKK ve kuru g6z gibi, okiler ylizey hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bir diger secenek ise OS tedavisidir. icerisinde EGF, TGF, HGF,
fibronektin ve Vit A ile epitelizasyonda etkin rol oynar. OS igerisindeki 1gG, lizozim
ve kompleman gibi ajanlardan dolayr bakteriostatik etkisi bulunmakta ve
kontaminasyon izlenmemektedir. Bu 06zelligi prezervan eklenmesini gereksiz
kildigindan dolayr prezervan maddelere bagh olusan bir takim yan etkilerin
g6zlenmemesi OS’ nin bir avantajidir.

Tedaviye direngli rekirren kornea erozyonu bulunan hastalarda OS’ nin
etkinligini arastirmak icin yapiimis bir ¢alismada 11 hasta OS tedavi ile 3 ay takip
edilmis. Calisma sonunda tedaviden ¢ nce ortalama aylik 2.2 olan rekirrensin,
tedaviden sonra ortalama aylik 0.028’ e dustligi ve tedavi boyunca hastalarda

herhangi bir lokal veya sistemik yan etki gézlenmedigi gosterilmistir (112).

Kuru géz ve PED hastalarinda OS ve metilseliiloz tedavilerinin etkilerini
arastirmak icin yapiimis baska bir calismada hasta kornealarinda, tedavi boyunca
Schirmer testi, rose bengal ve floresein boya tutulumu takip edilmis. Ayni zamanda
in vitro kornea epitel hucreleri Gzerinde OS ve metilselilozun toksik etkileri
degerlendirilmis. OS tedavi grubunda metil seliiloz ile tedavi edilmis gruba gore tim
parametreler agisindan Ustlin oldugu ve invitro calismada OS’ nin metilseliiloza gore
daha az toksik oldugu bu nedenle, okuler yizey bozukluklarinda OS nin etkili ve

glivenilir bir tedavi segenegi oldugu 6ne surtlmistir (121).

Tsubota 16 PED’ i olan hastanin OS ile tedavisi ile % 62’sinde ortalama 28
glinde basari saglamis (126). Poon ve ark ise 48 giinliik tedaviye ragmen diizelmeyen
PED olan hastalarda OS tedavisi ile % 60’inda 2 9 gunde basari elde etmistir (121).
PPV yapilan hastalara operasyon esnasinda 8 mm ¢apinda epitel abrazyon uygulanan
bir calismada postoperatif donemde hastalar iki gruba ayrilarak bir gruba OS

tedavisi, diger gruba ise topikal hyaluronik asit tedavisi uyg ulanarak defektin
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kapanma streleri takip edilmis. Ortalama epitelizasyon zamaninin OS grubunda 4.3
glin, hyaluronik asit uygulanan grupta ise 7.1 giin oldugu ve bu farkin anlamlh oldugu
bulunmustur (165).

OS tedavisi norotrofik keratit tedavisinde igerisind e barindirdigi NGF, IGF-1
ve norotrofin sayesinde etkilidir. Klasik tedaviye cevap vermeyen norotrofik
keratopati tedavisinde OS tedavisinin etkisini gostermek icin yapiimis bir calismada
11 hastanin 14 go0ziine gunde 5-10 kez % 20’ lik OS damlatilarak sonug lar
degerlendirilmis ve tedavi ile korneal patolojilerde damarlanma olusmadan 6 -32 gin
icerisinde iyilesme oldugu ve tim hastalarda korneal sensitivitede artis oldugu tespit
edilmis. Eksik olan norotrofik faktorlerin OS tedavisi ile yerine konularak etki e ttigi

yorumu yapilmistir (110).

PED tedavisinde saat basi damlatilan topikal OS’ nin etkinligini ve
glvenirligini belirlemek Uzere yapilmis bir calismada standart tedaviye cevap
vermeyen PED olan 67 hastanin 70 gbzu calismaya dahil edilmis. Calismada
defektin iyilesme siresi ile rekirrens takip edilmis. % 81 hastada epitel defektinde
ortalama 4-45 gunlik tedavi sonrasi tamamen kapanma oldugu ve % 84 hastada
herhangi bir rekirrens olmadigi gézlenerek rekirren epitelyal defekti olan hastalarda
OS tedavisinin etkili ve pratik bir tedavi segenegi olabilecegdi belirtilmistir (166).
Onceki tedavilere cevapsiz 5 PED olan hastanin hidrojel kontak lens takildiktan
sonra topikal OS ile tedavi edildigi baska bir ¢calismada ise ortalama 14.2+8.9 glinde
PED’ lerde diizelme oldugu tespit edilmistir (167) .

Calismamizda herhangi bir tedavi uygulanmayan dordinci gruptaki
epitelizasyonun, diger gruplara gore daha iyi olmasi beklemedigimiz bir sonugtu.
Topikal olarak uygulanan tedavilerin aslinda heterolog bir uygulama olmasi
nedeniyle icerdikleri protein yapisindaki bazi maddelerin epitelde antijen etkisi
gostererek epitelin ylrtmesini engelleyerek epitelizasyonda gecikmeye yol acmis
olabilecedi kanaatindeyiz. Bir ¢alismada rat korneasinda deneysel olarak reaksiyon
olusturmak amaciyla heterelog serum basarili bir sekilde kullanilmis ve bu etkinin
serum icerisinde bulunan yabanci antijenler vasitasiyla olustugu belirtilmistir (168).
Calismamizda tedavide kullandi§imiz serum insan kanindan hazirlanarak tavsan
korneasina uygulanmis ve aslinda heterelog bir uygulama yapilmistir. Bir ¢alismada

kuru g0z hastalarinda OS ve umblikal kord serumunun (heterelog) etkileri
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karsilastiriimis. Epitelyal defekt ¢api ve yogunlugu gi bi keratoepitelyopatik skorlar
Uzerinde OS tedavisinin, heterelog serum tedavisinden daha etkili oldugu
gosterilmistir (169). Ayni mekanizma ile tavsan gézune uygulanan heterolog insan
AM ve ekstresinin icerdigi yabanci proteinler alerjen gibi davranarak epitelizasyonu
tedavi verilmeyen gruba goére geciktirmis olabilir. Bir calismada excimer laser
ablasyon uygulanmis tavsan kornealari iki gruba ayrilarak bir gruba intrauterin
aspirasyon yontemi ile elde edilen ve igerik olarak AE’ ye benzeyen insan amniyon
sivisi  diger gruba ise topikal BSS tedavisi uygulanarak iki grup arasinda
epitelizasyon ve korneal haze olusumlari karsilastiriimis tir. Epitelizasyon agisindan 2
grup arasinda fark bulunamazken, amniyon sivisi ile tedavi edilen gruptaki korneal

haze’ in anlaml olarak daha az ol ustugu goézlenmistir (170).

Alkali yaralanmalarda artmis proteinaz ve asit glukosidazlar lseratif
olaylardan sorumludur. Bu enzimler PMNL’ ler ile hasarh epitelyal ve stromal
keratositler tarafindan salgilanir (171). PMNL infiltrasyonu ile sonuglanan proteinaz
salinimi stromal destriiksiyona katkid a bulunur. Asetilsistein,
asetilendiamintetraasetikasit ( EDTA), sentetik metalloproteinaz inhibitor ( SIMP)
gibi ajanlar alkali yanik sonrasi korneal Ulserasyon ve perforasyonu engellemek icin
kullanthr. Yapilmis bir ¢alismada alkali yanik olusturulmus ve olusturulmamis
tavsan kornealarinda limbal bolge I6kosit sayisi karsilastirilmis. Hasara ugramamis
korneal limbusta bulunan lékosit sayisinin (<5/1 alan), hasara ugramis limbal
korneadaki l6kosit sayisindan (15-25/alan) daha az oldugu bulunmustur. Yaral anma
bolgesinde ortalama I6kosit sayisi 35 (15-25/alan) olarak tespit edilirken
yaralanmadan 35 saat sonra limbustan yaralanma bdélgesine yogun I6kosit ( PMNL
ve makrofaj) gocii oldugu gozlenmistir. imminofloresans teknikler ile yara
ylzeyindeki lokositlerin kaynaginin konjonktival damarlar ve lakrimal bez oldugu
tespit edilmistir. Ayni ¢calismada fusodin kullanilarak 16kosit blokaji yapilan gruptaki
epitelyal iyilesmenin Iokosit blokaji yapilmamis gruba gore daha hizli ve olusan
epitelin daha ince oldugu ve |0&kositlerin epitel c¢ogalmasi Uzerinde roli

bulunabilecedi yorumuna variimistir (172).

AMT’ nin alkali yaniklarda olan teropatik etkilerinden bir tanesi de AM’ nin
korneal proteinazlar Uzerindeki inhibitor etkisidir. AM’ de cesitli proteinaz

inhibitorleri bulunur. Bunlar; al- antitripsin, 02 -makroglobulin, inter a- tripsin
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inhibitdr, o2-plazmin inhibitor, a2- antikimotripsindir. Alkali yaniklardan sonra
enflamasyon 2 dalga seklinde ortaya ¢ikar, bunlardan birisi ilk 24 saat icinde digeri
ise 7. gunde ortaya ¢ikan lokosit infiltrasyonu sonucu olusur ve ilk dalganin olusmasi
ikinci dalganin olusumunu tetiklemektedir. Bu nedenle alkali yaniklardan sonra
AMT uygulanma zamani da basarili bir sonug icin énemlidir. Calismalarda ilk 5 gin
icerisinde uygulanan AMT’de daha iyi sonuglar elde edildigi gosterilmistir (173).

PMNL aktivitesi tzerinde AM etkisini de@erlendirmek icin invitro olarak
yapilmis bir calismada kilture edilmis taze AM’ nin, donmus AM’ den daha fazla
olmak lizere PMNL hiicrelerini apopitozise ugratti §i tespit edilmistir. Bunun nedeni
olarak PMNL apopitozisine neden olan faktorlerin taze AM’ de daha yiiksek oranda
bulunmasindan kaynaklandigi vurgulanmistir (174). Calismalarda AM igerisindeki
EGF, TGF-B, KGF, HGF, bFGF ve IL-10 gibi faktorlerin PMNL apop itozisini
hizlandirdigi spekile edilmistir (89). Park’ in yaptigi bir ¢alismada PRK yapilan
tavsanlarda travmatize bolgenin patolojik incelenmesinde AMT uygulanan
orneklerde, AMT uygulanmayan kontrol grubuna gére PMNL hicrelerde belirgin
azalma oldugu tespit edilmistir. AM’ nin, g6zyasindan olan PMNL gbcuni ve
yaralanma cevresinde olan PMNL infiltrasyonunu engelleyerek ilk enflamatuvar
hasari 6nledigi tespit edilmistir. Ayni zamanda AMT uygulanan gozlerde ED’ deki
iyilesmenin kontrol grubundaki gozlere gore daha hizli oldugu, bununda PMNL
blokaji neticesinde oldugu yorumuna varilmis. Alkali yaniktan 3 hafta sonra sadece
kontrol grubunda ortaya c¢ikan ikinci bir epitelyal defekt olustugu bununda
fibroblastlarin kollajenaz tretmesine bagl oldugu ve ED ile ‘PM NL infiltrasyonunun
latent fibroblastlari aktive etmesi buna neden olarak gosterilmistir. AMT grubunda
3. haftada rekdrrens gozlenmemesi AMT’ nin ED ve PMNL infiltrasyonunun inhibe
etmesine baglamistir. Sonug olarak calismada akut alkali korneal yaralanma lardan
sonra AMT’ nin PMNL inhinbisyonu ile kornea yara iyilesmesi hizlandirdigi tespit
edilmistir (175).

Literatirde OS ve AE’ nin entienflamatuvar etkileri ile ilgili de yapilmis
calismalar bulunmaktadir. Tavsan kornealarina LASIK uygulanmasi sonrasi olu san
epitel defektlerinin tedavisinde OS’ nin antienflamatuvar etkisini arastirmak igin 7
mm capinda epitel defekti olusturulan bir ¢alismada, tavsanlarin bir gézu OS ile
diger gozl ise suni gozyas! ile tedavi edilerek 1 hafta sonra drnekler histopatolojik
doku takibine alinmis. OS ile tedavi edilen kornealarda suni gozyas! ile tedavi edilen

gruba gore, minimal hicre infiltrasyonu oldugu tespit edilmis bunun ise Kkeratosit
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apopitozisi ve enflamatuvar hicrelerin gocunde azalma sonucu olan sitokin
saliniminda azalma neticesinde olabilecegini spekiile etmislerdir (176). invitro olarak
UVB ile aktive edilmis keratositler Uzerinde AE’ nin antienflamatuvar etkinligini
tespit etmek icin yapilmis bir calismada bir grup AE ile tedavi edilirken tedavi
edilmeyen bir baska grup ise kontrol grubu olarak belirlenerek her 2 grupta
enflamasyonun indirek bir gostergesi olan nitrik oksit sentaz (NOS) degerleri
incelenmis. Calisma sonunda tedavi edilen gruptaki NOS degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamh olarak dusiik oldugu tesp it edilmistir (177).

Calismamizda gruplardaki ortalama PMNL dizeyleri incelendiginde PMNL
sayisinin en az dolayisiyla enflamasyonun en fazla baskilandigi grubun AMT
uygulanan grup oldugu goézlendi. AE ve serum tedavi gruplarindaki enflamasyonun
herhangi bir tedavi uygulanmayan dordunci gruptaki enflamasyondan anlamli olarak
disuk olmadigi dolayisiyla bu 2 gruptaki tedavilerin literatlr bilgilerinden farkli
olarak antienflamatuvar etkilerinin dusik oldugu izlenmis ve bu sonug ise heriki
tedavinin heterolog olarak kullaniimasina baglanmistir. Heterolog olarak uygulanan
bu 3 tedavi arasindaki enflamasyonu en fazla baskilayan AMT grubunda, yavas
salinimli proteinaz inhibitorlerinin etkisi ile enflamasyonun strekli ve uzun donemde
kontrolGinin yani sira EGF ‘nin de yavas salinimi neticesi korneayi enflamasyon
yapicl dozlardan korumasi bu sonucun ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilecegi
kanaatindeyiz.

Calismalarda termal yaniklarin OS ile tedavisinde basarisiz olundugu
gorilmektedir. OS Dbu hastalardaki ilerlemis kdk hicre kaybini  yerine
koyamamaktadir. Bunlarda subepitelyal defekt kenarinda olusan fibrozis ile beraber
stromal enflamasyon epitelyal iyilesmeyi engellemektedir (178). Ayni zamanda
yiksek dozdaki EGF ‘nin enflamasyonu artirmasi nedeniyle, yogun enflamasyon ile
giden alkali yanik tedavisinde AE ve OS’nin dikkatlice kullanilmasi, miimkinse
tedavide antienflamatuvar etkinligi daha fazla olan AMT’nin tercih edilmesi
gerekti§i kanaatindeyiz.

Normal korneada vaskularizasyon olmamasi, korneanin antianjiojenik
faktorler Uretmesine baglanmistir (179). Ozellikle limbal epitel hiicrelerinin
antianjiojenik oldugu disuntlmektedir (180). Yogun enflamasyonla seyreden
yaniklarda, akut fazda kornea vaskilarizasyonu baslamaktadir. Bu hastaliklardaki
vaskularizasyon surecinde PMNL, monosit ve makrofaj hucreleri tarafindan ortama

salinan sitokinler ve cesitli bilytime faktorleri rol oynamaktadirlar. inflamasyon
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VEGF’ in salinimindaki en 6nemli faktorlerdendir ve kornea neovaskilarizasyon
gelismeden Once, kornea stromasinda l6kosit infiltrasyonu oldugu bildirilmistir
(181). Lokal olarak doku tarafindan dretilen VEGF’ in son yapilan ¢alismalarda
I6kositler tarafinda da salgilanabildigi rapor edilmistir. Enflamasyonla doku hasari
sonucu olusan fosfolipitlerden siklooksijenaz yolu ile PG’ler olusur. Bunlardan PGE 1
olan prostasiklin, vaskilarizasyonunda 6nemli bir faktordir. Kornea tarafindan
uretilen ve salinan IL-8’in de vaskilarizasyonda roli oldugu dustnilmektedir.
Limbusta olusan kiciuk damarlar kornea santraline dogru ilerleyerek bi rlesme
egilimindedirler. Korneal vaskularizasyonun derecesi, inflamatuar olaylarin siddeti
ve siresi ile yakindan ilgilidir (182).

Calismamizda PMNL yogunlugunun en fazla olarak izlendigi Grup 1 ve 4’ te,
vaskularizasyonun da en fazla oldugu gozlendi ve v askiilarizasyonun enflamasyonun
indirekt etkisi neticesi olusmus olabilecegi disundldi.

Literatlr bilgilerine gore topikal EGF ile tedavi edilen kornea
yaralanmalarindan sonra kornea epitel kalinligin, epitelyal ve subepitelyal
iyilesmenin etkisiyle paralel olarak yiksek oldugu yoénindedir. Bununla ilgili
yapilmis bir calismada deneysel alkali yanik olusturulmus tavsan kornealarinda uzun
stire salinimi saglamak icin 50 w/ml konsantrasyonda EGF iceren Carbocol jel ve
EGF icermeyen jel tedavisi olarak iki grup o lusturularak kornealar histolojik olarak
incelenmis. Tedavi grubunda iyilesmenin daha erken ve kornea epitelinin daha kalin
oldugu tespit edilmistir (183). EGFR’ nin korneal epitelyal yara iyilesmesindeki
rolind incelemek igin yapilmis bir ¢alismada ratlar da 6 mm boyutlarinda kornea
alkali yanik olusturularak 40, 80 mg dozlarda EGFR tirozin kinaz inhibitor (ZD1839)
tedavi grubu, ilag verilmeyen kontrol gruplari ile karsilastirilmis ve epitel yara
iyilesmesinin EGFR inhibitéri kullanilan gruplarda doza bagi mli olarak geciktigi
gozlenmistir. Yaralanmadan 24 saat sonra tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda
limbal kornea epitelyal hiicre sayisi agisindan anlamh fark oldugu gézlenmistir. Yine
tedavi grubunda yaralanmadan 48 saat sonra 6l¢tlen epitel kalinlik k ontrol grubuna
gore belirgin olarak ince olgilmastir (139).

Cahismalarda epitel hasar sonrasi tedavide uygulanan AE, OS ve AMT’ nin
kornea epitel kalinligi Uzerine olan etkileri ile ilgili ¢esitli calismalar bulunmaktadir.
Korneal hasar sonrasi kalinlik 6l¢imleri, hasarin siddetine ve bicimine gore

degismekle beraber enflamasyon kontrollintn indirekt bir gostergesidir.
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Bununla ilgili yapilmis bir calismada deneysel olarak tavsanlarda alkali yanik
olusturulmasi sonrasi bir grup AE ile dider bir grup ise metil seliloz ile tedavi
edilerek iki grup arasindaki korneal epitel kalinhk degerleri karsilastiriimis. AE ile
tedavi edilen gruptaki santral korneal epitelyal kalinligin diger gruba gore daha ince
oldugu tespit edilmistir (164).

Tavsan kornealarinda LASIK sonrasi olusan epitel defektlerin tedavisinde
OS’ nin etkinligini arastirimak icin yapilmis bir calismada, tavsanlarda 7 mm
capinda defekt olusturulduktan sonra bir g6z OS ile diger goz ise suni goz yasi ile
tedavi edilmis ve gruplar arasi korneal epitelyal kalinhk degerleri histopatolojik
olarak degerlendirilmis. OS ile tedavi edilen kornealardaki epitelin suni goz yasi ile
tedavi edilen gruba gore daha kalin oldugu izlenmistir (176).

Bir calismada PRK uygulanan tavsanlarda AMT uygulandiktan 1 hafta sonra
yapilan patolojik incelemede kontrol grubuna gére santral korneal epitelyal kalinligin
anlamli olarak fazla oldugu fakat 4. hafta sonunda kontrol grubu ile ayni diizeylere
indigi tespit edilmistir. Erken donem olan kalinlik artisinin AMT’ nin vyara
bolgesinden olan evoporasyonu inhibe etmesine 4. haftada ise yara iyilesmesindeki
artis ve endotelyal hiicre fonksiyonununda diizelme sonucu kornea kalinligin normal
seviyelere indigi sonucuna varilmistir (175).

Tavsanlarda santral 6mm boyutlarinda alkali yanik olust urarak yapilmis bir
calismada AMT uygulanan ve herhangi bir tedavi verilmeyen kornealar arasindaki
ED, korneal epitelyal kalinlik, opasite ve yara bolgesindeki PMNL infiltrasyonu
karsilastiriimis. AMT grubunda kontrol grubuna gore epitelyal iyilesmenin dah a
hizli, epitelin daha kalin ve PMNL infiltrasyonunun daha az oldugu tespit edilmistir
(184).

Calismamizda ilk dort grup icerisinde PMNL yogunlugunun en az oldugu ve
korneal epitelyal kalinhgin en fazla olarak 6l¢lldigu grup AMT ile tedavi edilen
gruptur. Enflamasyonun en fazla baskilandigi bu grupta beraberinde kollajenazlarin
da baskilanmasi epitelyal ve stromal erimeyi azaltici etki yaratacaktir. Calismamiz
sonunda AM’ nin enflamasyonu, evoporasyonu ve korneanin oksijenasyonunu
azaltici etkilerinin yani sira yavas ve optimal dozda EGF salinimi icin ideal bir ortam
olmasi sonucu korneal epitelyal kalinhigi artirdigi kanaatindeyiz (175).

Sonug olarak biz bu galisma ile deneysel alkali yanik modelinde AMT, serum
ve AE tedavilerinin korneal enflamasyon, neov askilarizasyon, korneal kalinlik ve

reepitelizasyon  Gzerine olan etkilerini  karsilastirdik.  Enflamasyon ile
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neovaskularizasyonu baskilamada ve kornea kalinlik artisinda AMT’nun diger tedavi
yontemlerine gore daha etkili oldugunu fakat her 3 tedavinin tavsa n goziine heterolog
bir uygulama olmasindan kaynaklanan antijenik yapilari nedeniyle, epitelizasyonun
en hizl olarak herhangi bir tedavi uygulanmayan grupta oldugu izlendi. Bu nedenle
prognozu kotu olan alkali yanik gibi yogun enflamasyon ile giden hastali klarin
tedavisinde AMT segcilirse enflamasyon ve korneal neovaskularizasyon kontroliniin

daha basarili olacagi kanaatindeyiz.
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