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1. AMAC VE KAPSAM

Korneal alkali yanik, avaskiiler seffaf kornea dokusuyla temas eden alkali bir ajanin
seffaf dokunun geri donislimsiiz opasifikasyon veya perforasyonu sonucu agir gérme
kayiplarina sebep olan bir tablodur. Bu tablo siklikla is kazalari seklinde gorilmekte ve
ozellikle ¢alisma yas grubundaki geng erkek populasyonu etkilemektedir. Geng yasta ciddi
gorsel kayba sebebiyet vererek manevi kayiplara sebep olmaktadir.Ayrica uzun tedavi siireci
gerektirmesi nedeniyle kalici is glici kaybiyla beraber yiksek maddi kayiplara neden

olmaktadir.

Kornea ve konjonktivanin alkali madde ile temasi sonucu kalici epiteliyal hasar,
gozyas! eksikligi, okiler yangi, proteolitik enzimlerin salgilanmasi, antioksidan eksikligi,
hipoestezi, kollajen sentezinin sekteye ugramasi gibi pek ¢ok durum gelisir. Bu tablonun
ortak etkisiyle alkali hasardan sonraki siure¢ steril stromal (Ulserasyon seklinde
seyretmektedir. Tim bu Ulserasyon, neovaskilarizasyon ve inflamasyon sireglerinin
sonucunda korneal dokuda incelme, opasifikasyon ve neovaskilarizasyon olusur. Gérme
keskinliginde azalma veya incelmenin ilerleyerek perforasyon olusturmasiyla organ kaybina

dogru giden bir sureg izlenir.

Tedavide ilk adim; alkali ajanin mimkin oldugunca hizla uzaklastirilmasi, ardindan
asirt inflamasyonu baskilayici ve doku iyilesmesini destekleyici tibbi tedavidir. Tibbi tedavinin
yetersiz kaldigi durumlarda, cerrahi yontemlere (tarsorafi, toropatik kontakt lensler,
konjonktiva O6rtmesi, amnion zar transplantasyonu, limbal kok hiicre transplantasyonu

Jlameller keratoplasti,penetran keratoplasti, keratoprotez) basvurulur.

Amniyon zari transplantasyonu (AZT) oftalmolojide ilk olarak DeRotth tarafindan
1940’da kullanilmistir. DeRotth(1) bu ilk deneysel calismada, semblefarona ikincil
konjonktiva epitel defektlerinin tedavisinde kismi basari saptamistir(2). Bugiine kadar AZT;
direngli kornea epitel defektleri, norotrofik kornea Ulseri (3), glokom cerrahisinden sonra
sizdiran filtran bleb(4), pterjium cerrahisi(5), konjonktiva vyizey tamiri(6), billoz
keratopati(7), kimyasal /termal yaniklar(8,9,10), ayrica limbal kdk hiicre nakli ile birlikte ya da
tek basina goz ylzeyi tamiri(11,12), okuler skatrisyel pemfigoid ve Stevens - Johnson

sendromu tedavisi icin kullaniimistir.



Korneal stromadaki kollajen liflerin arasindaki c¢apraz baglar glclendirdigi
gosterilen(13) kollajen crosslinking (CXL) isleminin korneal ektazilerde etkili ve glivenli bir
tedavi yontemi oldugu gosterilmistir(14,15). CXL isleminin korneal incelme sirecini
durdurdugu (16) ve domuz kornealarinda enzimatik erimeye karsi olan direnci arttirdig

gosterilmistir(17).

Calismamizda alkali yanik sonrasinda olusan epitelyal hasar, kornel kollajenazlara bagli
stromal erime ve inflamasyonun tetikledigi neovaskiilarizasyon siregleri Uzerine etkili
olabilecek yeni bir teknik olarak kollajen crosslinking isleminin etkinliginin kontrol ve erken
amnion zari implantasyonu teknigiyle karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmigtir. Ayni
zamanda, alkali yanigin hiicre ici mekanizmalarini protein analizi ile tanimlamak ve
uyguladigimiz tedavilerin bu mekanizmalara etkisini aydinlatmak amaciyla proteomiks analizi

yapilmistir.
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2. GENEL BiLGILER
2.1. KORNEAL KiMYASAL YARALANMALAR

Gozun dis tabakalarina olan kimyasal travma hafif bir iritasyondan okiler yilizey
epitelinin batlinuyle yikimina ,korneal opaklasmaya, gérme kaybina hatta goézin kaybina

kadar degisen siddette bir tabloya sebep olan, sik karsilasilan bir problemdir.

Kimyasal yaralanmalari evde ¢amasir suyu, kozmetikler, deterjanlar gibi evsel alkali
ajanlarla, glbre ve bocek oldirtculer gibi tarim yaralanmalari seklinde, kostik maddeler ve
¢Ozicilere bagh endustriyel kimyasal yaniklar seklinde gormekteyiz.Kimyasal hasarin siddeti
kimyasal ajanin pH 'si, miktari,temas siresi ve dogal toksisitesine bagli oldugu icin mimkin

oldugunca ¢abuk temas eden ajanin tanimlanmasi gereklidir.
2.1.1. Asit yaniklari

Asitler temas ettkileri dokudaki proteinlerin denatiirasyon ve ¢okelmesine yol agarlar.
Asidik sollisyonlar dokularin tamponlama kapasiteleri ve ¢okelen proteinlerin olusturdugu
bariyer nedeniyle alkalilere gore daha hafif doku hasari yapma egilimindedirler. Asitler
korneal matrikse hasar verecek proteazlarin Uretiminde ikincil dizenlemeye bagli olarak
siddetli enflamasyonu tetikleselerde korneadaki proteoglikan temel maddesinin kaybina

dogrudan neden olmazlar.
2.1.2. Alkali yaniklar

Kuvvetli alkaliler dokularin pH’sini  yikseltir ve hicre zarindaki yag asitlerini
sabunlastirarak hiicre yikimina sebep olur.Yiizey epiteli bir kere hasar gordigiinde alkali
sollisyonlar korneal stromaya dogru kolayca isleyerek stromal matriksteki kollajen liflerini ve
proteoglikan temel maddesini hizla tahrip eder,olusan tablo likefaksiyon nekrozudur.
Kuvvetli alkali maddeler ayrica 6n kamaraya da 5-15dk icerisinde sizarak yogun enflamasyon

ve ciddi doku hasarina sebep olabilir.
2.1.2.1. Patofizyolojik siireg:

Yaralanmadan itibaren gelisecek patolojik stire¢ temas sonrasi doku pH’sinin ani degisimi
ile baslar.(18-19) Temas edilen ajanin pH’sini da iceren diger kimyasal ozellikleri doku
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hasarinin tipini belirler. Bunun yaninda gidisati belirleyen diger faktorler : 1si, konsantrasyon,
temas hizi, ozmolaritesi, redoks potansiyeli, okiller dokularla spesifik reaktivitesidir. (20)

Ornegin ayni kimyasal ajanin sicak haliyle temasi soguk haliden daha fazla hasar vericidir.

Kimyasal kazadan sonra gozde sekillenen hasarin siddeti; temasin oldugu bdlgeye,
etkime siresine, etkileyen kimyasal ajana ve penetrasyonun derecesine baghdir . Alkaliler
art1 yaklu bir katyon ve hidroksil gruplarinin birlesiminden olusur. Hidroksil molekili (OH),
hiicre membranlarinin yag asitli bélimlerinde sabunlasma yaparak hicre yikimi ve hiicre

o6limiine neden olur (21,22,23,24).

Katyonlar alkalinin penetrasyonunda etkilidir. Once epitel hasarlanir ve sonra alkali ajan
hizlica derin dokulara penetre olur proteoglikan tabaka ve kollajen matrix hasarlanir sonra
katyonlar stromal kollajen ve glikozaminoglikanlarin karboksil gruplariyla (COOH) tepkimeye
girer. Glikozaminoglikanlarin hidrasyonu, stromada bulanikliga yol acar. Kollajen fibrillerin
hidrasyonu da, bu yapilarda kalinlasma ve kisalmaya neden olur (21,22,23,24). Ajan
trabekuluma ulasarak disa akimi bozar ve zamanla skarlasmaya ve iris ,silier cisim ve lenste
glicli bir inflamasyona sebep olur. Hiicre membranlarinda olusan bu lizis prostoglandin,
|okotrien ve interlokin gibi inflamatuar mediatérlerin salinimiyla acil inflamatuar bir yanit

olusturur.(18-25)

Alkali yanigina neden olan en sik kimyasal maddeler; genellikle amonyum hidroksit
(NH40H), sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit (KOH), magnezyum hidroksit

(MgOH2) ve kalsiyum hidroksittir (CaOH2) , kireg,cimento(Ca0) , amonyum, aerosoldur.

Penetrasyonun derecesine bagh olarak, kornea ve konjunktiva epiteliyumu, bazal
membran , stroma keratositleri, stromadaki sinir uclari, endoteliyum, lens epiteliyumu,
konjunktiva, episklera, iris, ve korpus siliare'nin vaskiler epiteliyumlari hasara ugrayabilir

(21,22,23,24).

Bulbar konjunktivanin nekrozu sonucu, l6kositlerin bdlgeye infiltre olmasi, okiler ylzey
yangisinin sirmesine neden olur. Limbusta vaskiler dokularin hasar gérmesinden
kaynaklanan isemik nekroz ve buna bagli olarak vaskiiler kollajenaz inhibitorlerinin azalmasi,
kornea Ulseri ve perforasyon olusumunda etkilidir (21,23). Alkali hasarin goblet hicre

popllasyonu Uzerine etkisi belirsizdir. Bazi calismalarda goblet hiicre poplilasyonunda
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azalma gozlenmisken, bazilarinda goblet hiicre popiilasyonunda beklenmedik sekilde artma

saptanmistir (24).

Semptomlar ; kizariklik, gozkapaklarinda sisme 6dem, agri, yanma, yabanci cisim hissi,
yasarma, iritis, derin agri, i1siga hassasiyet , asiri yasarma seklindedir. Goérsel prognoz
genellikle okiler ylzey hasarinin genisligi ,deri yaniginin varhgi ile derecesi ve gbdzkapagi
fonksiyonuna etkisi tarafindan belirlenir. En kotli gorsel prognoz ileri limbal epitelyal hasar ve

g0z i¢i kimyasal penetrasyonda goralir.

Limbus limbal epitelyal kok hiicrelerini icerir ve bu nedenle bu bolgeye olan hasar kornea
epitelinin normal c¢ogalmasinin bozulmasina yol acar .Korneal yilzey epitelinin dogru
farklilasma derecesine sahip olmayan hiicreler ile kaplanmasi,korneanin
konjonktivalizasyonuna neden olur, bu durum vaskilarizasyon ,korneada goblet hiicre
bulunmasi ,zayif epitelyal baglantilar ile tekrarlayan erozyonlar ve orjinal travmanin siddetine

gore enflamasyon ile sonuglanir.
2.1.2.2. Klinik siireg :

Temasin oldugu andan itibaren acil dénem baslar. ilk yedi giin akut fazi olusturur. Bu
sirada doku kendini komtamine ajandan temizler ve epitelyal tabakasini olusturmaya calisir
bu sirada anlamli bir inflamatuar sire¢ devam etmektedir. Erken onarim fazi 8. glinden
baslayip 20. gline kadar devam eder. Bu siirecte kronik inflamatuar dénem gelisir, stromal
onarim ve skarlasma asamalari gergeklesir. Bu donemde sebat eden epitelyal defekt stromal
Ulserasyon olusumuna zemin hazirlar.(26-27) Bu donemde olusan iyi bir epitelyal
rejenerasyon polimorfonikleer I6kositlerden ve hasarlanmis epitelden salinan kollajenaz,
matrix metalloproteinaz ve proteaz gibi sindirim enzimlerine karsi korneayi stromal

erimeden korur.(28-29)

Hasardan 3 hafta sonra geg¢ onarim fazi baslar . Bu evre iyi bir gérme ile sonuglanan
iyilesmenin tamamlandig veya gorme fonksiyonu korunmus komplikasyonlarla
karakterizedir. Lokosit ve makrofaj invazyonuna sebep vyeni antijen olarak davranan

hasarlanmis okiler doku yikim Grinleri kronik agir inflamatuar bir reaksiyonu tetikler .(25)
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Alkali hasardan sonra, genellikle stromada Ulser sekillenmektedir. Kalici epiteliyal
defektler, gozyasi eksikligi, okiiler yangi, proteolitik enzimlerin salgilanmasi, antioksidan
eksikligi, hipoestezi, kollajen sentezinin sekteye ugramasi gibi pek cok faktor, stromal Ulser

olusumunda etkilidir.

Proteolitik bir enzim olan kollajenazlarin bu hususta biyilk rol oynadigi bilinmektedir.
Epitel, fibroblastlar ve PMN'lOkositler, kollajenaz sentezleyebilir. Alkali yanik sonrasi ulserli
kornealarda kollajenaz aktivitesi saptanmistir.Yaniktan sonra 8 saat iginde gdzlenmeye

baslayan kollajenaz, 14-21.glinler arasinda maksimum diizeyde aktivite gosterir (24).

Kimyasal kazalarin medikal sagaltiminda, 4 temel amag¢ vardir ( 23, 24). Bunlar;
kimyasal ajanin uzaklastiriimasi, reepitelizasyonun saglanmasi, keratositler araciligiyla
kollajen dokunun yeniden olusturulmasini saglayarak, yikimlayici matriks metalloproteinaz
(MMP) enzimlerinin baskilanmasi ve yanginin kontroliidiir. MMP'lar korneanin kendi
hicreleri tarafindan salgilanabilecegi gibi, alkali hasar sonrasi korneaya yerlesen yangi
hiicreleri (makrofajlar ve PMN l6kositler) tarafindan da (Uretilebilir. MMP'larin etkisi;
askorbat, sitrat, tetrasiklinler, sentetik peptitler, Na-EDTA, asetilsistein gibi pekgok ilag

tarafindan degisik oranlarda inhibe edilir (24).
2.2. OKULER YUZEYIN KiMYASAL HASARDAN ETKILENiMi

ABD’de acil gbz travmalarinin  %7-10’u korneal yaniktir. Tiirkiye 'de ise prevelansi tam
belli degildir. %84 kimyasal, %16 termal yanik goralur, yiz yaniklarinda %15-20 gz yanigi
goralirken alkali yanik sikhgi asitlerin yaklasik 4 katidir. Kimyasal yaniklarin %80Q’i is kazasi
seklinde olusur bu yizden de erkeklerde daha siktir ve ortalama goriilme yasi 36dir. Olusan

yanigin ciddiyeti bazi skorlamalarla belirlenmistir.(Tablo 1 ve 2)
2.2.1. Hasar miktan :
® Kimyasalin ; karakterine,ph’sina ,konsantrasyonuna, miktarina, maruziyet siiresine
® Etkilenen okiiler alanin biylkligline
® Termal yanik benzeri eslik eden unsurlarin varligina

® Epitelyal hasarin ve limbal iskeminin derinligi ve derecesine
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Konjonktiva invazyonuna

Limbal koék hiicre kaybina baghdir.

Travmanin seyrini etkileyen lic 6nemli durum s6z konusudur.
1) Yanik alaninin genisligi:

Degerlendirmede kullanilacak en iyi yontem floresein ile boyamadir. Kornea ve
konjonktiva boyanmasi ayri ayri degerlendirilmelidir. Konjonktivadaki boyanma kok
hicre kaybinin derecesini gosteren bir 06zellik olabilir. Gegmeyen rahatsizlik
hissi,ylizeyel erozyonun ve ilintili belirtilerin devami varliginda fornikslerde artik

madde aranmalidir.
2)Dokuya gegis miktari:

Amonyak saniyeler iginde,sodyum hidroksit 3-5dk da dokuya penetre
olur.Trabekiiler agda 6dem ve kisalma sonucu gozici basinci artar.Gegis artarsa irisde
nekroz ,lensde bulaniklik,silier cisim yanar ve gézici basici diiser(prefitizis-fitizis).On

kamara asiditesi >11.5 ise donislimslz hasar olusacaktir.
3) Kok hiicre kaybi orani:

Epitel kaybi anatomik olarak li¢ lokalizasyonda olabilir.

Limbus harig¢ kornea iyilesme tamamlanir.
Limbus bolgesi konjonktivalizasyon
. Tum konjonktiva skar,semblefaron ,agir g6z kurulugu
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TABLO 1: Roper-Hall siniflamasi ( Okiler yiizey yanik ciddiyeti siniflamasi)

Korneal bulgular

Konjonktival bulgular | Prognoz

EVRE 1 Korneal epitelyal hasar Limal iskemi yok lyi

EVRE 2 Korneal haze <1/3 limbal iskemi lyi
iris detaylar gériiniiyor

EVRE 3 Total epitelyal kayip 1/3-1/2 limbal iskemi | sinrl
Stromal haze iris detaylari
gorulmuyor

EVRE 4 Kornea opak, >1/2 limbal iskemi kota

iris ve pupil gérilmiyor

Tablo 2 :Okdler ylizey yaniklarinda yeni siniflama (BrJ Ophthalmol 2001;85:1379-1383)

Evre Prognoz Limbus Konjonktiva Analog tablo

1 Cok iyi 0 0 0/0/%

2 lyi <3 SK <%30 0.1-3/1-29.9%

3 lyi 3-6 SK %30-50 3.1-6/31-50%

4 Belirsiz 6-9 SK > %50-75 6.1-9/51-75%

5 Kota 9-12 SK %75-100 9.1-11.9/75.1
99.9%

6 Cok kotu 12 SK %100 12/100%
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2.3. KiIMYASAL YANIKLARA YAKLASIM

Okuler kimyasal yaniklarin yoénetimi U¢ asamalidir. Maruziyet zamanina gore; acil
tedavi(ilk temas aninda yapilacaklar), akut tedavi ( ilk 1-2 haftalik sirecte yapilacaklar) ve

kronik tedavi( 3 hafta ve sonrasi igin yapilacaklar) seklinde planlanir.
2.3.1. ACILTEDAVI

Kimyasal yaralanmalarda tedavi yaralanmanin oldugu andan itibaren baslamalidir.
Kimyasal ajanla temas sonrasi yaralanmanin siddetine veya maruz kalinan ajanin kimyasal
yapisina bakilmaksizin yapilacak ilk islem ajanin mimkin oldugunca hizli bir sekilde gézden

uzaklastiriimasi olmalidir.

Yaralanmaya sebep olan ajana karsi devam eden maruziyetin en aza indirilmesi igin
gerekli adimlarin atilmasi haricinde kimyasal yaralanmalarin yonetiminde en uygun yontemle
ilgili genel bir fikir birligi mevcut degildir. insanlar izerinde birkag klinik calisma yiritilmis
olup, mevcut oOnerilerin cogu hayvan modellerindeki akut alkali yanik ©6rneklerine

dayanmaktadir.

Kimyasal yaralanmalarin yénetiminde en énemli adim okiler yiizeyin su veya dengeli
tuz sollisyonu ile hemen ve bolca yikanmasidir. Eger bu sivilara ulasilamazsa baska bir toksik
ve kirli olmayan solisyon 6rnegin karbonatli icecekler tedavinin baslanmasina ge¢ kalmamak

icin kullanilabilir.

Eger mimkiinse yikkama kimyasal hasarin oldugu yerde baslamali ve bir oftalmolog
hastayr degerlendirene kadar devam etmelidir. GOz kapagi bir retraktér veya kapak
spekulumu yardimi ile hareketsiz hale getiriimeli ve topikal anestezik damlatilmalidir.
Yikama islemi ,intravendz damar seti ,irige edici spekulum veya IV sete bagh 6zel bir skleral

kontak lens olan Morgan medi-FLOW Lens kullanilarak da yapilabilir.

Konjonktival kesenin pH’si normale gelene kadar yikama islemine devam edilmelidir.
Konjonktival pH Uriner pH stribi kullanilarak kontrol edilebilr. Eger bu mimkin degilse pH’
nin  normale dondiigiine kanaat getirene kadar yikamaya uzun siire devam edip fazladan

tedavi uygulamak daha iyidir.
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Toksik kimyasal salinimina devam edebileceklerinden dolayr eger varsa kimyasal
parcaciklarin pamuk uglu aplikator ve forcepsler yardimi ile okiler ylzeyden uzaklastiriimasi
gerekir.Ust gbz kapaginin cevrilerek ust fornikste artik kalip kalmadiginin arastirilmasi
yapilmalidir. G6z kimyasal ajandan arindirildiktan sonra canliigini kaybetmis kornea ve

konjonktiva epiteli cerrahi spang veya dakron pamuklu cubugu ile debride edilir.

Silier spazmi ¢ozilip agriyl azaltmak, damar permeabilitesini ve enflamasyonu azaltmak
amaciyla sikloplejik ajanlar kullanilabilir.( Atropin %1 ,skopolamin %0.25 giinde 2 defa veya

homatropin %5 gilinde 3 defa)

GOz i¢i basinc kontroli mutlaka yapilmalidir. Topikal ajanlarin yan etkilerinden
kaginabilmek amaciyla oral veya IV tedaviler tercih edilebilir.( mannitol %20 1-2g/kg 1-2

saat icinde IV ,Asetazolamid 5-10mg/kg IV 6-8 saat arayla )
2.3.2. AKUT TEDAVI
2.3.2.1. Antimikrobiyal tedavi:

Alkali yanik steril bir (ilserasyon tablosu olusturur ancak acik kornea epiteli ve erimeye
baslayan stromal yilizey nedeniyle sekonder enfeksiyon riski herzaman mevcuttur. Bu
sebeple tedavi antimikrobiyal ajanlari icermelidir.(Polimiksin /basitrasin merhem giinde 4 kez

veya dordinci kusak florokinolonlar glinde 4 kez kullanilir.)
2.3.2.2. Topikal nemlendirme:

Epitel toksisitesini arttirmamak i¢in koruyucu madde icermeyen goz yaslari 2saat arayla

veya yine koruyucu madde icermeyen merhemler kullanilabilir.
2.3.2.3. Anti enflamatuar tedavi:

Enflamasyonu baskilamak amaciyla antienflamatuar tedavi gereklidir. Bu amacgla potensi
ylksek olan topikal steroidler kullanilir. Prednizolon asetat %1 inflamasyonun siddetine gore
giinde 4 defa ile saat basi arasinda kullanilir. inflamasyonun ¢ok aktif oldugu ilk 7-10 giin
kullanilir, yara iyilesmesinin 6n plana ¢iktigr 10 giin sonrasinda steroidlerin yara iyilesmesini
geciktirici etkisi olmasi nedeniyle hizla azaltip kesilir ve 1 hafta sonrasinda daha distk dozda
uzun siire kullanilmak tizere tekrar baslanir.
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2.3.2.4. Matrix metalloproteinaz inhibitérleri:

MMP'lar korneanin kendi hiicreleri tarafindan salgilanabilecegi gibi, alkali hasar sonrasi
korneaya yerlesen yangi hiicreleri (makrofajlar ve PMN |6kositler) tarafindan da Uretilebilir.

Bu enzimler stromalizin, jelatinaz ve kollajenazdir.

MMP'larin etkisi; askorbat(500-1000mg glinde 2 kez) ,%10 sodyum sitrat(giinde 4 defa),
tetrasiklinler(doksisiklin 50-100mg gilinde 2kez), sentetik peptitler, Na-EDTA, asetilsistein gibi

pekcok ilag tarafindan degisik oranlarda inhibe edilir (30).

Tetrasiklinler, bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etki gosteren genis spektrumlu
antibiyotiklerdir. Son yillarda bazi arastirmacilar, tetrasiklinlerin, antibakteriyel etkileriyle
iliskili olmaksizin, antikollajenazik 6zellik gosterdigini bildirmislerdir (30). Kollajenaz ve diger
metalloproteinazlar,+2 yikli me tal iyonlarina (Ca, Zn, Mg) baglandiktan sonra aktif hale
gecerek, kollajen doku lizerinde yikimlayici etki gosterirler. Tetrasiklinlerin, kalsiyum koprisi
araciligi ile kollajenaza baglanmasi, enzim inhibitér kompleksi olusumuna yolagar. Bu etki,

doksisiklinde daha belirgindir. Tetrasiklinler, PMN aktivitesini de inhibe ederler (30, 31).

Polisiilfat glikozaminoglikan (PSGAG), sigir trakea kikirdagindan elde edilir (32). Bu
bilesim lizozom, hiyaluronidaz ve proteazlar (plazmin ve plazminojen) gibi katabolik enzim
miktarlarini azaltmaktadir. PSGAG'lar, prostaglandin E2 sentezini ve toksik stperoksidaz
radikallerini de azaltarak, vyangi giderici etkiye katilabilmektedir. Bunlar sinoviyal
membranlarda ve eklem kikirdaklarinda kollajen proteoglikanlari ve hiyaluronik asit sentezini
uyarirlar (32, 33). EDTA, invitro bircok divalant ve trivalant metallerin etkili baglayicisidir.
EDTA, kursun gibi pek cok agir metalleri baglayabildigi gibi kalsiyum ve benzeri divalant
katyonlari da etkili bicimde baglar (34) Crispin (35) ise EDTA'nin. alkali hasarlarindan ya da
Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarindan sonra ortaya cikan kollajenaz enziminin

inhibisyonunda kullanilabilecegini vurgulamistir.
2.3.2.5. GO0z ici basincinin kontrolii:

Alkali maddenin penetrasyon derecesine gore gbz ici basincinin seyri degisir. Karbonik
anhidraz inhibitori,topikal toksisiteyi 6nler. Kornea epiteli normal olarak iyilesiyorsa topikal

antiglokomat6z de kullanilabilir.
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2.3.2.6. Kalici epitelyal defektlerin yonetimi:

Terapatik bandaj kontakt lensler,gegici lateral tarsorafi, punktal tikaglar,genis ve kalici

defektler icin amniotik zar grefti kullanilir.
2.3.3. KRONIK TEDAViI :
Ge¢ Donem Tedavi Prensipleri: 1)Geg donem okiler ylizey yenilenmesi
2)Geg¢ donem stroma yikimi ve yenilenmesi
3)Ge¢ donemde inflamatuar cevap

Topikal nemlendirme; koruyucu icermeyen goz vyaslari ile yapilir. Anti enflamatuar
tedavi; ideal olan kortikosteroid kullanimi kesilmis veya azaltilmis olmalidir. Anti mikrobiyal
tedavi ; kullanimina giinde dort kez olarak ylizey epiteli iyilesinceye kadar devam
edilmelidir.Goz i¢i basinci kontrolii ; ayni prensipler ¢ergcevesinde takip ve tedaviye devam
edilmelidir. Matrix metalloproteinaz inhibitorleri; ylizey epiteli iyilesinceye kadar epiteli
destekleyen, stromal erimeyi azaltan bu ajanlara devam edilmelidir. Cerrahi tedavi; tenon
fasyasinin ilerletilmesi, enflamasyon kontrol edildiginde limbal kék hiicre transplantasyonu,

skleral nekroza yonelik rotasyonel tarsokonjnktival greft.
3. AMNION ZARI

insan amniyon zari, fetal zarlardan kéken alir. Amniyon zari plasentanin en i¢ katmanidir.
Histolojik olarak 0,02mm ile 0,5mm kalinhiginda baslica ¢ tabakadan olusur. Bunlar tek kath
kibik epitel, bazal membran ve stromadir. Makroskopik olarak zarin iki farkh yiiza vardir; biri
plrizsiz, parlak, saydam ve yapiskan olmayan epitel yizl, digeri mat ve yapiskan olan
stromal yizdir. Uggen siinger yardimiyla epitel ve stroma tarafi belirlenebilir. Siinger zara

dokunduruldugunda yapistigi taraf stroma diger taraf ise epiteldir.

Amniyon zarinin epitelinin amniyon sivisi ile temas eden ylizeyinde ¢ok sayida mikrovilli
bulunur, bu mikrovilliler hem yilizey alanini genisletirler, hem de amniyon sivisina besin,

mineral ve diizenleyici proteinlerin dengeli bir sekilde gecisini saglarlar. Epitel hiicreleri ¢ok
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sayida hormon ve inflamasyon mediyatori salgilayarak fetusun normal gelisimine onemli

katkida bulunur.

Stroma tabakasi kendi igcinde baslica (i¢ tabakadan olusur. Bunlar yogun bag tabakasi,
fibroblast ve slinger tabakalaridir. Yogun bag tabakasi siki retikiler liflerden meydana gelir
ve amniyon zarinin en glgli destek tabakasidir. Fibroblast tabakasi amniyon zarinin en kalin
tabakasidir, yogun fibroblast ag icerir. Siinger tabaka zarin en dis tabakasidir. insan
vicudunda en kalin bazal membran amniyon zarinda bulunur. Bu durum klinikte — 80° de
zarin dondurulup saklanmasina ve boylece epitel hiicrelerinin uzun stire dizenli bir sekilde

korunmasina ve canli kalmasina olanak saglar.

Amniyon zarinin bazal membrani (zerinde yapilan calismalarda histokimyasal olarak
konjonktivaya benzedigi gosterilmistir(36). Stroma ise damarsiz, disik hicre yogunluklu
matriksten olusmustur. Tip 3 ve tip 5 kollajenin yani sira, kornea epiteli bazal membranina
benzer sekilde tip 4 ve tip 7 kollajen, fibronektin, lamininl ve 5, fibroblast ve diger biylime

faktorlerini de igerir(37-38).

insan amniyon zarinin immiinojenik olmadig disiiniilmektedir. Antikor veya hiicresel
bagisiklik cevabinin olustugu gozlenmemistir. Dolayisiyla, AZT icin sistemik immunsupresyon
yapilmasi gerekmemektedir. Amniyon ylizey epitel hicrelerinde HLA A,B,C,DR veya B2-
mikroglobulin gortilmez(39-40.)

3.1.Amnion Zarninin Etkileri:
3.1.1. Epitelizasyon lizerine etkisi:

Amniyon zarinin g6z ylzeyi tamirindeki etkinligini aciklayabilecek c¢esitli etki
mekanizmalari vardir. Amniyon zarinin bazal membranindaki kollajen tiplV, konjonktivadaki
ile aynidir(37) ve lamininler 6zellikle kornea epitel ve kok hiicre adezyonunu kolaylastirmada
etkindir(36). Bazal membran epitel hicrelerinin migrasyonunu kolaylastirir, bazal epitel
hiicrelerinin adezyonunu kuvvetlendirir, epitel ayrimlasmasini destekler ve epitel
apoptozunu onler(41).Bu o6zellikleri onu okiler yizeyin epitelyal problemlerinde énemli

hale getirmektedir.
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3.1.2.Antifibrotik ve antiinflamatuar etkileri :

Vicuttaki pek ¢ok doku gibi, amniyon zarinda da gesitli mitojenik faktérler mevcuttur.
Bltln bu veriler amniyon zarinin, kiltirdeki insan konjonktiva (42,43) ve kornea (44,45)
epitel hicrelerinin normal epitel fenotipinin nasil korudugunu agiklayabilir. Amniyon zari
stromasinda biyiume faktorleri (46), antianjiyojenik ve antiinflamasyon proteinleri (43), ve
cesitli proteazlarin inhibitorleri vardir(47) ve limbus epitel hiicrelerinde inflamasyonu arttiran

IL-1 a ve IL-1B ekspresyonu baskilanir(48).

Antiinflamatuar etki, hasarli okiler yizeyden salinan proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonlarinin azalmasiyla olur. Bunlar:interleukin (IL)1a, IL-2, IL-8, interferon-y, tumor
necrosis factor-B, basic fibroblast growth factor and platelet derived growth factordiir.(48).
Kimyasal mediatorlerle olusturulan anti inflamatuar etkinin yaninda Shimmura ve
arkadaslarinin calismalarinda gosterdikleri amnion zarinin inflamatuar hicreleri okiler
ylzeyden toplaylp apoptozisini saglayarak olusturulan antiinflamatuar etkide
bulunmaktadir.(49)

Fetal hyaluronik asit amnion zarinin stromal matriksinin dnemli bir bilesenidir. Bu TGF
B1-2 ve 3 izoformlarinin ekspresyonunu ve TGF reseptor 2 ekspresyonunu azaltir. Boylece
korneal, limbal ve konjonktival fibroblastlarin proliferasyonu inhibe olur. Bu da

fibroblastlarin miyofibroblastlara diferansiyasyonunu inhibe eder.

AZT'nin akut ve kronik inflamasyonu azalttigi hayvan ve insan c¢alismalarinda
gosterilmistir(50,51 ). Amniyon stromasinda, bulunan inflamasyonu baskilayan mediyatorler
TGF-B sinyalini ve kultlirdeki insan kornea ve limbal fibroblastlarin (50) ve pterjium
fibroblastlarinin (51) ayrimlasmasini baskilar. istenmeyen keratosit apoptozunu azaltir(52)
ve sentezlenen hiicre digi matriksi azaltir(53). Dolasiyla, AZT nin inflamasyonu baskilayici

etkisinin yani sira dogrudan nedbelesmeyi 6nleyici etkisi de mevcuttur(54).

Yukaridaki Ug etki ile, amniyon zari in vitro kosullarda konjonktiva (51) ve kornea (55)
epiteli progenitor hiicrelerinin kiiltiri icin ideal substrattir. insanlarda da AZT, kismi kék
hiicre yetmezligi olan gozlerde epitel kdk hiicrelerinin yasam doénglsini ve klonojenitesini

arttinr  ve kornea vylzeyini tekrar olusturabilecegi duslnulir . Bu nedenle, insanlarda
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amniyon zari ile ex vivo genisletilen limbal epitel progenitor hiicreleri, tam ve kismi limbal

kok hicre yetmezligi olan kornea yiizeylerinin tamirinde kullanimi denenmektedir.

Amniyon zari, sitokinlerin ve blylme faktorlerinin dizeylerini ayarlar; ayrica agriyi
azaltma, fibrozisi baskilama, antibakteriyel ve yara koruyucu etkileri de gosterilmistir(56-57).

Amniyon zarinin limbal kdk hiicrelerinin cogalmasini artirip artirmadigi heniz agik degildir.

3.1.3.Antianjiojenik etki:

Thrombospondin -1, endostatin ve metalloproteinaz inhibitorleri (TIMP-1, 2, 3 and 4) gibi
bir cok dnemli antianjiojenik faktorin Gretimini saglar. Yeni damar proliferasyonuna engel
olan antiinflamatuar etkilerde antianjiojenik mekanizmalarin bir parcasidir.(58)

Amniyon zari, yara Uzerini kaplayarak steril bir ortam yaratilmasina ve ameliyat sonrasi
enfeksiyon riskinin azaltilmasina katkida bulunur. Ayrica, amniyon zarinin konjonktiva

yapismasini 6nleyici etkisi vardir.

3.1. OFTALMOLOJIDE AMNIYON ZARI'NIN KULLANILDIGI YERLER

Oftalmolojide amnion zarn ilk defa De Rotth tarafindan konjonktiva defektlerinin

kapatilmasi ve simblefaron onariminda kullaniimistir.Tablo 3

Tablo 3: Amnion zarinin kullanim alanlari

KONJONKTIVA TAMIRI KORNEA YUZEY TAMIRI
Pterjium cerrahisi Direngli epitel bozukluklari
Kimyasal yaniklar iyilesmeyen kornea iilseri
Periokuler ylizey neoplazileri Kismi limbal kok hiicre yetmezligi
Bleb sizintisi Tam limbal kok hiicre yetmezligi
Filtran cerrahi Biill6z keratopati

Semblefaron serbestlestirilmesi Sklera erimesi

Soket tamiri

Konjonktiva salazisi

Entropiyon dizeltilmesi

Skatrizan kojonktivit
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3.2. AMNIYON ZARININ KULLANIMI

Amniyon zari gbz bankalarindan dondurulmus olarak hazir temin edilebilir ya da taze
olarak kullanilabilir. Donmus amniyon zari HIV, Hepatit B,C ve Sifiliz agisindan seronegatif
gebelerden elektif sezeryan sirasinda steril sartlarda alinir ve laminar akim altinda, penisilin
50 pg/ml; streptomisin 50 pg/ml; neomisin 100 pg/ml; amfoterisin B 2,5 ug/ml iceren fosfat
tamponlu steril fizyolojik tuzlu su solusyonu ile kan pihtilarindan temizlenir. Amniyon,
koryonun geri kalan kismindan kiint diseksiyon ile ayrilir ve bir nitrésellloz kagit Gzerine,
epitel-bazal membran yiizeyi kagit ylzeyine gelmeyecek sekilde yayilir. Nitroseliiloz kagit ve
Uzerine yapisan amniyon zari, 3x4 cm boyutlarinda kesilir ve transplantasyon yapilana kadar
—80°C'de hacim olarak 1:1 oraninda Dulbecco-modifiye Eagle solusyonu ve gliserol iceren
siselerde muhafaza edilir. Ameliyat 6ncesi amniyon zari oda isisinda bekletilerek, 24 saat

icinde kullanilabilir.

Taze amniyon zari Hepatit B, C, sifiliz ve HIV agisindan seronegatif olan gebelerden
elektif sezeryan sirasinda steril sartlarda alinir ve kiint diseksiyonla koryon dokusundan
ayirdiktan sonra 50 pg/ml gentamisin iceren steril fizyolojik tuzlu su soltisyonu ile yikanmak

suretiyle hazirlanir, 30 dakika ayni sollsyon iginde bekletildikten sonra kullanilir(54,56,59).

Amniyon zarinin en 6nemli etkilerinden biri de ortamdaki inflamasyonu baskilamasidir,
bu da canli epitel hiicrelerinin Urettikleri inflamasyonu baskilayan mediyatorler sayesinde
olmaktadir. Epitel hiicrelerinin canlihgi hakkinda bilgi veren cesitli testler mevcuttur: Hicre
zarinin butinlGgund gosteren akridin orange ve propidyum iodid boyalari ve mitokondriyal
aktiviteyi goOsteren tetrazoliyum rediktaz enzimi. Daha o6nce vyapilan calismalarda
dondurulmus ve taze amniyon zarindaki canh epitel hiicreleri yogunluklari arasinda herhangi

bir fark bulunmamis(60).

Taze amniyon zarinin kullanimindaki en énemli sakinca, bulasici( Hepatit B, C, sifiliz ve
HIV) hastaliklarin gecisidir, fakat glinimizde gebelerin daha dizenli takip edilmesi ve bu
hastaliklar agisindan gebeligin erken donemlerinde testler yapilmasi ve diizenli takip edilen
bu gebelerin plasentasinin kullanilmasi, riski azaltmistir. Kolay elde edilmesi ve hazirlanmasi,
g0z bankalarina uzak olan merkezlerin bu sekilde amniyon zarini kullanabilmesi, bozulmus

amniyon zari kullanma ihtimalinin dondurulmus olana gore daha disiik olmasi ise
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Ustanlikleri  arasinda sayilabilir.Tedavi edici etkinligi acisindan bakildiginda, taze ve
dondurulmus amniyon zari arasinda herhangi bir fark bulunmamistir(60). Biz de

calismamizda taze amnion zari kullandik.
3.2.1. Amnion Zari implantasyonunda Cerrahi Teknik:
Amniotik membranin okiiler ylizeye transplantasyonunda 3 teknik kullanilabilmektedir:

1) Greft veya inlay teknik: Bu teknikte amnion zari epitelyal hiicre bliyiimesini saglayacak
bir substrat olarak kullaniimaktadir.Epitelyal kisim yukarda olacak sekilde epitelyal veya
stromal yaranin buyikliglu kadar bir membran korneaya 10/0 naylon ,konjonktivaya veya
skleraya 9/0 veya 10/0 vicyrl sutirlerle sttlre edilir. Korneal ylizeye denk gelen amnion
zarinin basement membrani epitelial progenitér hiicrelerin kolonizasyonunu saglar ve

apoptozunu onler.(61) bu teknikte tek katl veya ¢ok kath transplantasyon uygulanabilir.

2) Patch veya overlay teknik: bu teknikte amnion zari okiler yilizeyde hasardan daha
buyuk bir alani ortecek sekilde konjonktiva veya episkleraya 10/0 naylon veya 9/0 vicyrl ile
sttlre edilir. Frajil epitelyumu kapak hareketlerinin mikrotravmalarindan koruyan koruyucu
bir bandaj kontaktlens mekanizmasiyla géev yapmaktadir bu durumda epitelyal yliiz veya

stromal yliz yukari gelebilir.(Resim 1)

3) Kombine inlay ve overlay teknik(sandvi¢ teknigi): Bu teknikte iki veya daha fazla kat
amnion zari kullanilir. Altta kalan kiglk tabaka greft Ustteki blyilk tabaka patch gibi gérev

gorir. Bu sandvig teknigi olarak bilinir.

Cok kathh amnion zari implantasyonunun nontravmatik mikroperforasyonlar ve
desmatosellerin tedavisinde basari oranlari 72.7% ile 82.3% arasi oldugu persistan

epitelyum defektlerinde %64-%91 arasinda oldugu bildirilmistir.(62,63,64).

Sekil 1: inlay ve onlay teknik
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4. KOLLAJEN CROSSLINKING (CXL)

CXL tedavi, solid bir kaynaktan gelen Ultraviyole-A (UV-A) ve isiga duyarlilastirici
riboflavinin  (Vitamin B2) kombine etkisi ile korneada, stromal kollajen liflerde
fotopolimerizasyon olusturan bir tedavi yontemidir. Fotopolimerizasyon, korneanin sertligini
ve keratektaziye karsi direncini arttirmaktadir. CXL tedavi ile korneada adeta “donma etkisi”
ortaya cikmaktadir. Tedavinin amaci, keratektazisi olan hastalarda hastaligin ilerlemesini

durdurmak ve keratoplastiden kaginmaktir.(65)
4.1. Tarihge ;

Tarihsel olarak molekiiller arasi capraz baglanti, cok faydal bir uygulama olarak kabul
edilmistir. Ornegin, formaldehidin doku fiksasyon etkisi, lizin, arjinin, tirozin, asparajin,
histidin, glutamin ve serin gibi aminoasitlerle ¢capraz baglanma yetenegine dayanir.(66) Yine

yapay kalp kapaklari, gluteraldehit kullanilarak sertlestirilmektedir.

ilk kez 1968’de Christopher Foote, biyolojik sistemlerde isik duyarlastirici oksidasyonun
mekanizmalarini yayinlamistir.(67) 1988’de Fujimori, ticlincl bir mekanizma ile Ozon (03) ve
ya UV isik ile fotooksidasyon neticesinde tip 1 kollajen fibriller arasinda gapraz baglanmalarin

meydana geldigini gostermistir.(68)

1997’de Sporl ve ark. domuz kornealarinda yeni capraz baglanmalari gosterdikleri
calismalarinin sonuglarini yayinlamislardir.(69) Domuz kornealarinda epitel kaldirildiktan
sonra sirasiyla, 254 nanometre (nm) dalga boyunda UV isik, riboflavin ve UVA isik (365 nm),
riboflavin ve mavi 151k (436 nm), glines 15181, gluteraldehit (% 0.1, 10 dakika) ve Karnovsky
solisyonu (% 0.1, 10 dk) uygulanmis. Karnovsky sollisyonu, paraformaldehit, sodyum
hidroksit ve gluteraldehitten olusan bir fiksatiftir. Calismada, her gruba 10 g6z dahil edilmis
ve kontrollerle karsilastiriimis. Riboflavin ve UVA (365 nm), gluteraldehit ve Karnovsky
sollisyonu kullanilan gruplarda, kontrollere gére korneal sertligin arttig1 gosterilmistir. Bir
sonraki asamada, riboflavin-UVA (365 nm) ve gluteraldehit (% 0.075) potansiyel adaylar
olarak tavsanlarda in vivo olarak test edilmis. Sonucta, riboflavin-UVA (365 nm)
kombinasyonunun insan c¢alismalari icin umut vaadettigi gosterilmistir.(70) Riboflavin-UVA
(365 nm) kombinasyonu ile insanlar tizerindeki pilot calismalar, 1998’de Dresden’de baslamis

ve ilk sonuglar 2003’de yayinlanmistir.(65)
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4.2. Kollajen ¢apraz baglanmanin biyokimyasi ;

Kollajenin birincil gorevi genel olarak destek dokusu olarak bulunmaktir. Kollajen
monomerleri, glgli intermolekiler ¢apraz baglantilarla bir araya gelirler. Kollajen lifler
arasindaki capraz baglanmalar, doku olgunlasma siirecinin dogal bir parcasidir. Kollajen
fibriller salgilandiklari zaman, her iki ucunda kisa segmentlere sahip kollajen zincirler
(telopeptidler) halindedirler. Bu asamada Uclii helikal konformasyon heniiz olusmamistir.
Zincir sonlanma bolgelerindeki hidroksilizin rezidileri ¢apraz baglanma olusumuna katilirlar.
Capraz baglanmalar, kollajen telopeptitlerindeki lizin veya hidroksilizin aminoasitlerinin, lizil
oksidaz enzimi ile e-amino gruplarinin oksidatif deaminasyonu neticesinde meydana gelir.
Dogal siirecte kollajen telopeptitleri arasinda gergeklesen bu c¢apraz baglanmalar, kollajen

fibrillerin GglG helikal konfiglirasyonunu olusturur.

ikinci bir capraz baglanma yolagi yaslanma siirecinde olusur. (daha biiyiik 6l¢iide diabetes
mellitusta) Bu durum glikasyon olarak adlandirilir ve enzimatik olmayan bir reaksiyondur.
Monosakkaridlerin bu reaksiyona uzun slire maruziyeti, protein molekdllerin seker ve amino
gruplari arasinda spontan olusan baglarin azalmasi ile sonuglanir. Bu daha sonra daha kararh
ama reaktif Amadori Grlinlerine (6rnegin, HbAlc gibi) donisir. Sirecin devaminda, diger
protein molekdllerinin amino gruplari ile glukoz derive molekdiller (pentozidin gibi) arasinda
ilave yavas reaksiyonlar ile molekiiller arasi capraz baglanmalar meydana gelir. Bu glukoz
derive molekiller glikasyon son drlnleri olarak adlandirilirlar.(71) Bu durum, 1912’de
Maillard ve ya sari kahverengi renk degisimi nedeniyle esmerlesme reaksiyonu olarak

tanimlanmistir.(72)

Ayni yas grubundaki diyabetik kornealar ile kontrol grubunun karsilastirnildigi bir
calismada, pentozidin (kollajenin arjinin ve lizin rezidileri arasinda capraz baglantilar
olusturan glikasyon son Uriintidir) diizeylerinin diyabetik kornealarda daha yiiksek oldugu
bulunmustur.(73) Yaslanma ile birlikte korneal sertlikteki artis, gerinim-gerilme testleri ile
gosterilmistir.(74) Yiksek ve duslik acili X-ray kirlnim paternleri ile yas ile birlikte kollajen
molekili kesit alaninin, 3.04 nm2’den 3.46 nm2’e ulastigl gosterilmistir. Bu durum yas ile
iliskili korneal glikasyon artisina atfedilmistir.(75) Tip 2 diyabetli hastalarda, diyabetin

keratokonusun gelisimi ve progresyonu Uzerine koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Bunun
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olasi nedeni, molekiiller arasinda artmis capraz baglantilar nedeniyle meydana gelen korneal

sertlesmedir.(76,77)

Kollajen fibriller arasinda ¢apraz baglanmalarin olusumundaki Gglinci mekanizma ise
oksidasyondur. Bu mekanizma, daha ©nce anlatilan enzimatik ve glikasyon vyolu ile
olusturulan gapraz baglanmalardan farkhdir. Bu ¢apraz baglanmalar, oksidasyon sonucu (03
aracil) veya fotooksidasyon (UV aracili) sonucu meydana gelebilir.(67) Fotopolimerizasyon,
endustride UV 1sinlari gibi radyant enerji ile polimerlerin Gretiminde kullaniimaktadir.
Multifonksiyonel monomerlerin fotopolimerizasyonu, ¢ok sayida capraz baglanti iceren sert
materyallerin Uretimini saglamaktadir. Bu yontem endistride, epoksi kaplamalar, optik
lensler, optik fiber kaplamalar ve dis materyallerinin lretiminde vyaygin olarak
kullaniimaktadir. Monomerler, UV stk kaynagi ve isik duyarlastirici varliginda, capraz

baglantilar ile polimerlere déniismektedir.

CXL tedavi, endustride kullanilan UV aracili fotooksidasyonun biyolojik sistemlere
uyarlanmis seklidir. Riboflavin ve UVA etkilesime girdiklerinde korneal stromada ROS
olusumuna neden olurlar. ROS, intrahelikal, interhelikal ve intermikrofibriller seviyede
kollajen zincirlerinin aminoasitleri arasinda oksidatif deaminasyon ve hidrojen bag

formasyonu olusturur. (Sekil 2)

1. Kombine rihoflavin UVA uygulamasi . Ulitraviyole xsinlarm
e
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2. Oksijen radikallerinin iiretmi

.

3. Kollajen capraz baglanmalarinin olugumu l
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ollajen Hbril kollajen Hbril

Sekil 2 :Isik duyarlastirici riboflavin ve UVA reaksiyonu, ROS olusumu ile
sonuclanir . ROS, cesitli molekillerle ileri tepkimeye girerek, kollajen fibrillerin
amino gruplari arasinda yeni ¢apraz kovalent baglarin olusmasini saglar. (Tip Il

fotokimyasal reaksiyon)
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CXL tedavide kullanilan riboflavin, UVA'nin goz icine sinirli penetrasyonuna yardim eder.
(370 nm dalga boyundaki UVA'nin %95’ini absorbe eder) Boylece, endotel ve goz igi yapilarin
hasarina karsi koruma saglanir. Ayni mekanizmayla riboflavin, lensin ve retinanin dogal

yapisinda bulunarak UVA’nin hasar verici etkisinden korumaktadir.

Guvenlidir, kolayca elde edilebilir. Korneanin ve lensin seffafligini degistirmez. Gida
endustrisinde renklendirici olarak kullanilir. Non-toksiktir ve suda ¢6zilinebilir. Stromal
penetransi oldukga iyi bir molekildir. CXL tedavide, % 0.1 derisimde riboflavin sollisyonu (10
ml % 20 Dextran T500 ¢6zliclisiinde, 10 mg riboflavin-5-phosphate) kullanilir. Dextran T500,
operasyon esnasinda korneanin sismesini engelleyerek kontrolll bir ortam olusturur, ayrica

UVA’'nin maksimum penetransini saglayarak ¢apraz baglanan kollajen hacmini arttirmaktadir.
4.3. Teknik ;

Teknik, klinigimizde de mevcut olan, 365 nm dalga boyunda UVA isig1 lreten, “UV-X
[llumination System (Peschke Meditrade GmbH, Switzerland)”” LED UVA 1sik kaynagi
Uzerinden anlatilacaktir. Bu cihaz, genis (11.5 mm), orta (9.5 mm) ve kigik (7.5 mm) olmak
tzere 3 farkh biyuklikte homojen UVA spotu saglamaktadir. Isik enerjisi, uygulama
oncesinde 6zel UV dedektori ile kalibre edilir. Uygun UVA enerji araligl, 3.0+0.3 mW/cm?2

dizeyindedir.

Topikal anestezi sonrasi (proxymetacaine % 0.5) ultrasonik pakimetre ile korneal kalinhk
birka¢ noktadan 6lgulir. Tim noktalarda korneal kalinlik 400 um’nin lzerinde olmaldir.
Korneal epitel, santralde 7-8 mm capinda ucu kor bir spatiil veya % 20’lik alkol solusyonu ile
kaldirihr.(78) Bir baska yontem ise, yogun topikal anestezik uygulamasi ile intakt olan
epitelde gevseme saglamak ve ardindan riboflavin solusyonu uygulamaktir.(79) (C3-R) Ancak
bu yontem tartismalidir. Epitelin kaldirilmasinin ardindan, % 0.1’lik riboflavin sollisyonu (10

ml %20 Dextran T500 ¢ozliclistinde, 10 mg riboflavin-5-phosphate) kornea lizerine damlatilir.

Riboflavin uygulamasina, yarikli lamba muayenesinde kobalt filtresi ile 6n kamarada sari
flare tespit edildiginde son verilir. Zaten bu durum, riboflavin uygulamasindan ortalama 5 dk
sonra ortaya ¢ikmaktadir.(80) Bu asamada korneal kalinlik tekrar 6lctliir, tim noktalarda
kalinlik 400 um’nin Gizerinde olmalidir. Aksi takdirde, hipotonik % 0.1’lik riboflavin sollisyonu

(Medio-Cross hypotonic, Peschke Meditrade GmbH, Switzerland) her 10 saniye (sn)’de bir, 2
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damla damlatilarak stromanin sismesi ve korneal kalinhigin 400 pm’nin {zerine c¢ikmasi
saglanir. Bu uygulamayla genellikle 3 dk’da kornea kalinhigi 350 um’den 400 um’ye
ulasmaktadir. Bu asamadan sonra UV-X 1sik kaynagi, kornea ylizeyine 5 cm mesafede
homojen UVA spotu olusturacak sekilde yerlestirilir. Cihazin spot buylkligu, potansiyel
limbal tosisiteye neden olmayacak sekilde ayarlanir. (Genellikle orta spot capi tercih edilir)
UVA 15181, 3 mW/cm2 dozunda (5.4 Joul/cm2), 30 dk boyunca uygulanir. Bu arada her 5 dk’da
bir riboflavin sollisyonu damlatilmaya devam edilir. Bu protokoliin varyasyonlari, preoperatif
pilokarpin (% 1) damlatiimasi, 9 mm’lik ¢apta epitelin kaldiriimasi ve uygulama sonrasi
korneal bulanikligin 6nlenmesi amaciyla tedaviye steroidli damlalarin ilave edilmesidir. (Siena
protokolu)(81) Teknigin bir baska modifikasyonu ise, santral 9 mm’lik capta epitelin
kaldiriimasi ve her 3 dk’da bir damla olmak lizere 30 dk boyunca riboflavin solusyonunun
damlatilmasidir.(80)Cihaz, 30 dk boyunca devam eden uygulamanin ardindan otomatik
olarak isleme son verir. Tedavi, reepitelizasyonun kalitesini bozmayacak, oksijen gecirgenligi

iyi seviyede olan yumusak kontakt lens uygulamasi ile sonlandirilir.

Postoperatif yonetim Fotorefraktif Keratektomi (PRK)'ya benzer, agri kontroli ve
korneal epitelin iylesmesini tesvik etmek en 6nemli noktalardir. Agri, ilk 24-48 saatte daha
fazladir ve kademeli olarak azalir. Agrisiz gegcen 5-7 giin sonunda kontakt lens ¢ikarilir.
Topikal antibiyotik, enfeksiyon profilaksisi amaciyla verilir. Bunun icin, 4. kusak kinolonlar
kullanilabilir. On kamara penetransi diisiik steroidlerin (fluorometholone gibi) kullanimi

opsiyoneldir.
Tedavi Endikasyonlari
CXL tedavi su durumlarda endikedir;
- Korneada ilerleyici diklesmeye neden olan keratokonus ve diger ektazilerin tedavisinde

- Laser-Assisted in Situ Keratomileusis (LASIK) sonrasi gelisen, iyatrojenik keratektazinin

tedavisinde(82,83), intrakorneal ring etkinligini arttirmak amaciyla(82)
- Korneal melting ve ylzeyel korneal Ulserlerde incelmeyi durdurma amaciyla(84)

- Bulloz keratopatide agri kontrolli amaciyla,enfeksiydz keratitler(85,86)
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4.4. Sonuglar
4.4.1. Biyomekanik Etki ;

insan ve domuz kornealari {izerinde yapilan in vitro ¢alismalar, CXL tedavi sonrasi korneal
sertligin 6nemli miktarda arttigini gostermektedir. Bir ¢alismada, tedavi uygulanan domuz
kornealarinda, gerilim (mukavemet) artisi % 71.9, insan kornealarinda % 328.9 olarak
gerceklesmistir. Korneal sertligi ifade eden Young modilu (Elastiklik modiild) ise, domuz
kornealarinda 1.8, insan kornealarinda ise 4.5 olarak bulunmustur.(87) Sonraki ¢alismalarda,
sertlestirici etkinin uygulama derinligine bagiml oldugu ve esas olarak 6n stromada
gerceklestigi gosterilmistir.(88) Tavsan kornealarinda, tedavi etkinliginin en ylksek oldugu 6n
stromada, kollajen fibril ¢aplarinin % 12.2 (3.96 nm) oraninda arttigi gosterilmistir.(89)
Yapilan termomekanik testlerde, 6n stromada hidrotermal biiziilme etkisinin 75°C de, arka

stromada ise 70°C de gergeklestigi gbzlenmistir.(90)

Tedavi uygulanan domuz kornealarinda, pepsin, tripsin ve kollajenaz sindirim direncinin,
kontrol gozlere gore daha fazla oldugu, tedavi etkisinin maksimum oldugu 6n stromada,
sindirimin en son gergeklestigi gozlenmistir.(91) Tedavi uygulanan kornealarda, jel
elektroforezi ile molekill agirligi en az 1000 kiloDalton (kDa) olan yogun polimer bantlar
saptanmistir. Bu bantlarin, merkaptoetanol, pepsin ve isiya direngli oldugu bulunmustur.(92)
Bu durum, kollajen lifler arasindaki ¢apraz baglantilarla olusan yiksek molekil agirlikli

kollajen polimerlerin bir kanitidir.
4.4.2. Etkinlik;

Wollensak ve ark. 15 ilerleyici keratokonuslu hastanin 16 goéziinde yaptiklari ilk insan
calismasi sonuglarini, Ocak 2003’te yayinlamislardir.(93) Ayni yilin Mayis ayinda bir baska
¢alisma sonucu daha yayinlanmistir. Bu ¢alismada, 24 hastanin 22 gozi, tedavi sonrasi 3 ay
ile 4 senelik periyotta (ortalama 23.2 ay) takip edilmis ve tedavi géren tiim hastalarda bu
donem igerisinde hastaliktaki ilerlemenin durdugu bildirilmistir. 16 gézde (% 70) maksimum
keratometri (K) degerinde 2.01 D ve refraktif hatada 1.14 D azalma saptanmis, 5 hastada K
degeri degismemis ve 1 hastada hafif bir koétlilesme goérilmistir. Gorme keskinligi, 15

hastada (% 65) hafifce artmistir.(94)
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Literatirde vyayinlanmis klinik calismalarda, farkh etkinlik sonuglari bildirilmistir. Bu
¢alismalarin yontemlerine bakildiginda, calismaya dahil etme-dislama kriterleri, tedavi
parametreleri, sonuclarin 6lcimi ve analizleri arasinda farkhliklar bulunmaktadir. Tim
calismalarda, farkh derecelerde gérme keskinligi artisi, farkli derecelerde K degerlerinde
azalma ve farkh takip sireleri bildirilmistir. Calismalarda higbir ciddi komplikasyon ile
karsilagilmamistir. CXL tedavi, Amerikan Gida ve ila¢ idaresi (The Food and Drug

Administration-FDA) tarafindan onaylanmistir.
4.4.3. Giivenlik ;

Wollensak ve ark. yaptiklari pilot c¢alismada, CXL tedavi sonrasi kornea ve lens
seffafliginda, endotel hiicre sayisinda ve gozici basincinda (GiB) bir degisikligin olmadigini
bildirmislerdir. Mazotta ve ark.’nin 44 hasta ve 3 yil takipli ¢alismalarinda, in vivo konfokal
mikromorfolojik analiz sonuglarina gore, epitelyal rejenerasyonun 4 giinde tamamlandigi ve
limbal toksisitenin gelismedigi gosterilmistir.(95) Tedavi ile birlikte yok olan 6n midstromal ve
subepitelyal sinir lifleri, postoperatif birinci aydan itibaren, subepitelyal pleksustan rejenere
olmakta, iki ve Gg¢lincl ay itibariyle yeniden eski yapisina donmektedir. Bu siire¢ 6 ayda tam
olarak tamamlanmakta ve korneal duyarllik yeniden kazanilmaktadir. Postoperatif keratosit
kaybi (apoptozu) 340 um derinlige kadar gerceklesmektedir. insanlarda konfokal inceleme ile
postoperatif 2. ve 3. aylar arasinda keratosit repopulasyonun kademeli olarak basladigi ve 6.
ayda tamamlandigi gozlenmistir.(96) Endotel hasari riski nedeniyle, 400 um’dan ince
kornealarda CXL tedavi dnerilmemektedir.1 insan korneasinda, kizilétesi termal kamera ile
CXL tedavi esnasindaki 1si degisimi Olciilmiis ve isinin stabil olarak termal hasar esiginin

altinda kaldigi gosterilmistir.(97)
4.4.4. Komplikasyonlar ;

CXL tedavide literatlirde cesitli postoperatif komplikasyonlar bildirilmistir. Bir hastada
yavas gerileyen diffliz subepitelyal opasifikasyon(98), tedavi sonrasi tim hastalarda gelisen
ve tam iyilesmesi postoperatif 12. aya kadar uzayabilen degisen derecelerde stromal
bulaniklik(99), bakteriyel keratit(100), Acanthamoeba keratiti(101), Herpetik keratit 6ykisu
bulunmayan bir hastada tedavi sonrasi 5. giinde jeografik Ulser ve iritis75, post LASIK ektazi

nedeniyle CXL tedavi uygulanan bir hastada evre 3 diffiiz lameller keratit bildirilmistir.(102)
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4.4.5. Tedavinin bilinmeyenleri ve hedefler ;

Kisa takip siireli ¢calismalarda korneal sertlik artisi GiB 6lgtimlerini etkilememistir. CXL
tedavi korneada erken yaslanmaya neden olmakta, yaslanmayi hizlandirmaktadir. Clinka,
zaten yaslanma ile birlikte kollajen lifler arasinda capraz baglanmalar meydana gelmektedir.
Daha da kotlist bazi vakalarda ge¢ donemde gelisebilecek diyabet nedeniyle non-enzimatik
glikasyon da olaya dahil olacak ve tedavi etkisi daha da artacaktir. Yeterli takip stresi, stabil
etki slresi gibi sorulara cevap verecek kadar uzun takip sireli ¢alisma heniz

bulunmamaktadir. Tasarim ve yéntem kaygilari hala devam etmektedir.

UVA gorinir 1s18in emisyon spektrumu icinde kalmaktadir. Polimerizasyon, bir UVA 1sik
kaynagi kullanilmaksizin (UVA’nin zararh etkileri en aza indirilerek) gortnidr i1sik uygun
¢Oziciler kullanilarak gerceklestirilebilir.(103) Fruktoz gibi sekerler, capraz baglanmalari
(fruktuasyon) tesvik icin umut vaad etmektedirler. Bu sekerlerin insan dokularinda sorbitol
yolaginda rolleri bulunmaktadir.(104) Bu ajanlar, riboflavin-UVA yontemi sinirlamalarinin

Ustesinden gelebilirler.(105)
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5. PROTEOMIKS ANALIzi

Genomun tiim protein komplementlerini (proteom) ¢alisan bilim dal Proteomiks
olarak adlandirilmaktadir. Proteomiks ve proteom terimleri Marc Wilkins ve arkadaslarinca
1990’larda tiretilmistir. Bu kelimeler tim bir organizmadaki tim genlerin kolleksiyonlarini
ifade eden genomiks ve genom kelimelerinin yansimalaridir. Proteomiks, ¢cok genel anlami ile
RNA-protein iliskisini agiklamaya g¢alisan, hiicre ve dokulari olusturan proteinlerin ifade
bulmalari sirasindaki post-transkripsiyonal modifikasyon ve translasyon sirasinda olusan
degisiklikler ile ilgilenen bir bilim dahdir.(106) Hiicrede gerceklesen posttranslasyonel
modifikasyonlar normal ve patolojik dokulardaki farkliliklari belirler ve proteinde gortlen
post-modifikasyonlarin timiinin bilgisini protein kodlayan bdlgelerdeki genomik bilgi tek
basina veremez. Bu nedenlerle, genomik ¢alismalar her zaman nihai protein ekspresyonu
hakkinda dogru bilgiler saglayamaz iken yapilan proteom ¢alismalari, genomik analizlerle
belirlenemeyecek sekilde pek ¢ok farkli yoldan gerceklesen hastalik patolojisini ve fenotipini

ortaya koyabilmektedir.

Klinik proteomiks temel amaglari su sekilde 6zetlenebilecek timit verici, yeni bir
analitik disiplindir: hastaliklarin erken tanisi, risklerin veya tedavi yanitlarinin izlenebilmesi
icin biyobelirteglerin kesfi; klinik sonuglari diizeltebilecek yeni tedavilerin gelistirilebilmesi

icin protein hedeflerinin tespit edilebilmesi.
5.1. Biyobelirtegler

Hastaliklarin patofizyolojisinin zamanla anlasilmasi hastalarin basariyla tedavi
edilebilmesini etkileyen en temel faktérdir.(107)Glnlimizde biyolojik 6rneklerde molekiler
yontemler kullanilarak bir takim belirtegler yardimi ile tani konulmasi olagan bir
uygulamadir. Bu belirteglerin konsantrasyonlarindaki degisikliklerin tespit edilmesi hastaliklar
icin ylksek riskli bireylerin taranmasini, erken tani konulmasini, prognoz tahminini ve tedavi
yanitinin izlenmesini saglamaktadir. Klinik uygulamada kullanilan bu belirteclerin esas amaci
mortalite ve morbiditeyi azaltmaktir. Biyobelirtecler genellikle monoklonal antikor tabanl
metodlarla tespit edilen veya miktari dlgllen protein molekilleridir. Ancak glinlimizde
biyobelirte¢ olarak kullanilan veya belirte¢ potansiyeli olan bircok molekiil tek basina ideal

bir molekilin 6zelliklerini tasimamaktadir. Teorik olarak her hastalik 6zgiin bir biyobelirtecle
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ortaya cikarilabilir ve karakterize edilebilir ve bu belirtecler tek bir molekiil olabilir. Baska bir
alternatif ise hastaliga 6zgli bir protein olmak yerine hastalik durumunda posttranslasyonel

modifikasyonlarla degismis olan bir protein veya proteinler paneli olabilir.(108) Proteinlerin
tanisal arag olarak potansiyelinin bilinmesi ve proteomiks teknolojilerdeki ilerlemeler

biyobelirte¢ arastirmalarina ilginin artmasina neden olmustur.
5.2. Proteom Analizinde Kullanilan Genel Strateji

Proteomiks ile proteom ve onun komponentlerinin karakterizasyonu isi pratikte
yapilabilmektedir. Proteom analizi igin ilk adim 6rnek hazirligi yapiimahdir. Tim hiicre ve
doku ozitlerinde proteinlerin analizleri amaciyla 6rnek hazirlanmasindaki ana problem;
bunlarin farkli molekdler kiitle, ylik, izoelektrik nokta ve ¢oziiniirlige sahip
olmalaridir.(109)Ayrica bu asamada 6rnek karmasikliginin azaltilmasi da 6nemlidir. Proteom
analizinde ikinci adim analitik protein ayrim teknolojisidir. Analitik protein ayrim
teknolojisinde 6nce kompleks protein karisimlarimlari belli proteinlere ya da protein alt
gruplarina ayrilarak basitlestirir. Daha sonra 6rnekler arasinda karsilastirma yapilarak protein
dizeylerindeki farkhliklar belirlenir. Proteinlerin ayrimi arastiriciya analizi igin spesifik
proteinleri hedeflemesini saglar. Protein ayriminin yapilabilinmesi igin iki tip metodoloji
mevcuttur. Bunlardan ilki sivi fazda ayrimin yapildigi metoddur.(109-110) ikinci metod ise
proteomikste altin standart olup siklikla tercih edilen 2D (iki boyutlu) jel elektroforez
metodudur. Bununla birlikte diger protein ayirma teknikleri 1D jel elektroforezi, poliakrilamid
jel elektroforezi 1. SDS- PAGE ( denatire edici page) ve 2.ND-PAGE( non denatiire edici
page), HPLC (yuksek performans likit kromatografisi), kapiler elektroforez, izoelektrik
fokuslama ve kromatografik yontemlerdir.(109-110) Ayristirilmis 6rneklerin analizi, Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight (MALDI-ToF), ESI-MS (Elektrospray
lonizasyon Mass Spektrometri), PSDMALDIMS (Post Source Decay) ve SELDI-TOF (Surface
Enhanced Laser Desorption lonization) yontemleri ile yapilir. Kitle spektrumu ve
kromatogram verileri alinan érnekler igin veri tabaninda tarama yapilmakta ve belirli
olasiliklarla protein eslestirmeleri elde edilmektedir. MALDI-TOF ile protein bilgisine ulasilip
proteinin adi konulduktan sonra, ESI-MS icin kullanilan Q-TOF ile amino asit dizilimlerine
ulasilarak proteinlerin primer amino asit dizileri aydinlatilabilmektedir. Veri tabanlari

Uzerinden kimligi belirlenmis olan proteinler degerlendirilerek farkh tedavi dozlarina yanit,
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tedavi edilen ve edilmeyen bireylerdeki protein haritalari veya farkli hastaliklari tasiyan
vakalar ile kontrol gruplari arasinda fark dogrudan ve en giivenilir sekilde ortaya

koyulmaktadir.(109-110)
5.3.MALDI-TOF Kiitle Spektrometrisi Analizi

Kitle spektrometre aletleri iyonlastirilmis maddeleri gaz fazinda analiz ederler. Bu
nedenle bir kitle spektrometresi iyon kaynagi, kitle/ylk oranini belirleyebilen bir kitle
analiz cihazi ve bir detektorden olusur. Proteinlerin ve biyolojik molekillerin gaz fazina
tasinilabilmesi ESI (elektron-spray iyonizasyon) veya MALDI (matriks assisted laser
desorption/ionization) teknikleri ile yapilir. MALDI tekniginde analizi yapilacak maddeler kati
bir kristal matriks ortamindan lazerle iyonize edilir. Matriksin olmadigi ortamda biyomolekiil
parcalanacagi icin matriksin kullanilmasi sarttir. iyonlastiriimis biyomolekiiller elektrik alan
icerisinde hizlandirilarak bir tiip icerisine aktarilir. iyonlarin bu tiip icerisindeki hizlari her bir
iyonun kitle ve yiiki ile dogru orantilidir. Béylece her bir iyonun tipten ¢ikis ani sahip

oldugu kitle/yuk sinyal oranina bagh olarak degisir.

MALDI-TOF metodu kullanilarak proteinlerin ve diger biyomolekdillerin
karaterizasyonu ve tanimi miimkuindur. Bu metod oldukga duyarli olup molekiler agirliklari
400 ile 350,000 Da arasindaki polipeptidlerin 10-15 - 10-18 mol seviyesinde tanimlanmasini
saglar. 3.7 Elde edilen kutle/yuk degerlerinin analizi MALDI-TOF analizinden elde edilen
kitle/yuk degerleri Swiss-Prot data bankasinda Prospector adi verilen ve Ucretsiz
ulasilabilinen bir programda arastirilabilir (http://prospector.ucsf.edu/). Bu programin amaci
arastirilan proteinin kitle/yik degerlerini bugtine kadar bilinen tim kutle/yluk degerleri ile
karsilastirmak, veri tabanindaki degerlerle eslesip eslesmedigini arastirmak ve hangi proteine
ait oldugunu tespit etmeye calismaktir. Protein prospektor icerisinde birkac farkli programi

kullanmak mimkundur.
(Kaynak: Swiss-Prot data bankasi, http://prospector.ucsf.edu/)

Bu baglamda kullanabilecegimiz ikinci bir program da Peptident adi altinda sunulan
ve Expasy veri bankasi tarafindan Ucretsiz olarak kullanima agilan veri

(http://ca.expasy.org/tools/peptident.html). Oldukca kolay kullanilabilinen bir kullanici-
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ortamina (interface) sahip olan bu program elde edilen kitle/yik degerlerini direk olarak veri

bankasi igcerisinde arastirir.

Kisacasi proteomiks analizinde kullanilan genel strateji; (1) Ekstraksiyon,
sollbilizasyon, 6n-fraksiyonlama, DNA’nin uzaklastirilmasi, yaygin bulunan proteinlerin
uzaklastiriimasi gibi teknikleri iceren 6rnek hazirligi. (2) Protein ve/veya Peptitlerin

tanimlanmasi (identifikasyonu) ve elektroforeze dayali tekniklerin kullanimi.
5.4. Karsilastirmali Proteomiks Calismalarinin Amaci:

Klinik proteomiks ¢alismalarinda temel amag, farkli hastaliklara ait 6zgiin
biyobelirteclerin ortaya konmasi ve bunun tani testi olarak kullanilmasidir.Biyokimyasal
mekanizmalarin 60 karmasikligi nedeni ile, bir ¢cok hastalikta tek bir biyolojik belirtec ile
sonuca ulasilamamaktadir. Bu nedenle hastalik progresyonu sirasinda ortaya ¢ikan
molekdllerin galisiimasinda, ¢oklu belirteg panellerinin veya proteomiks panellerinin

calisiimasi giderek 6Gnem kazanmaktadir.(111-112)

Normal biyolojik stireglerin ve hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarin
tanimlanmasi, viicut sivilarinda, hiicrelerde veya doku biyopsilerinde diyagnostik ve
prognostik hastalik belirteclerinin tanimlanmasi, hastalik progresyonunun izlenmesi ve
subklasifikasyonu, yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesi, viicut sivi 6rneklerinin veya doku
biyopsilerinin orijinlerinin belirlenmesi, sivi, hiicre veya dokularda protein fenotiplerinin ve
post-translasyonal modlarin belirlenmesi, immiinoglobulin klonlarinin arastiriimasi genetik

otoimmiin, enfeksiyonel veya neoplastik hastaliklar olarak tanimlanabilir.
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6. GEREC YONTEM

Bu deneysel calismada; deneklere alkali yanik modeli uygulanmasi, amnion zari
transplantasyonu,kollajen crosslinking islemi,sakrifikasyon ve alinan korneal dokularin
hazirlanmasi islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’nde
(DETAB), doku orneklerinden kesitler hazirlanmasi, kesitlerin boyanmasi, histopatolojik
degerlendirmeler , gorintiileme islemleri ve immiinohistokimyasal boyama islemleri Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda, érneklerin bir kismindan
protein analizi ve MALDI TOF/TOF analizi Kocaeli Universitesi Klinik Arastirma Birimi'nde
gerceklestirilmistir. Calisma, Helsinki Bildirgesi’'nde deneysel arastirmalarda belirtiimis olan

esaslara uygun olarak yurtttlmastar.
6.1. Denekler:

Calismamizda toplam 32 adet, saghkli Avustralya-Yeni Zelanda Irki (1500-2000 gr)
albino erkek tavsan kullanilmistir. Deney hayvanlari, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden (DEHYUAM) temin edilerek,
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’nde (DETAB) kendileri igin
ozel Uretilmis olan tavsan kafeslerinde, tek ya da ikili gruplar halinde, istedikleri kadar yem
ve su alarak, isisi (21+£2°C) ve nem orani kontrolli odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi
floresan 1sik ile saglandi ve her 12 saatte bir (06:00-18:00) acip kapama dongusii
gerceklestirildi.

6.2. Model Olugturulmasi:

Denekler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi'nde (DETAB)
20 glnlik karantina slrelerinin ardindan hepsi saglikli olarak ¢alismaya baslandi. ilk giin
tiim deneklere alkali yanik modeli olusturuldu. Model sonrasi her grupta 8 denek olacak

sekilde denekler 4 gruba ayrildi.

1IN NaOH ve 8mm capl daire seklinde Watman filtre kagitlari kullanildi. Filtre kagitlar
60 sn boyunca 1N NaOH icerisinde bekletildi, ardindan bu filtre kagitlari 1.1 ml Ketamine
Hydrochloride (Ketalar 500mg; Pfizer, 35 mg/kg) ve 0.4 ml Xylazine Hydrochloride’in

(Alfazyne % 2; , 5 mg/kg) intramiskiiler (IM) uygulanmasi ile genel anestezi saglanmis
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ardindan Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0.5; Alcon) ile topikal anestezi uygulanarak,
kapak spekulumu takilan deneklerin sag santral kornealarina uygulandi ve 60 sn beklendi.
Sonrasinda alkali ajan hemen uzaklastirilarak 2 dakika boyunca %0.09 NaCl ile (yaklasik
500cc) okuler ylzey yikandi ve nekroze olan dokular uzaklastirildi. (113-114-115-116)

6.3. Calismanin Dizayni:

ilk gin model olusturulmasinin ardindan gruplar belirlenmeden tiim deneklerin 6n
segment kornea fotograflari (software version 3.13.1; TOPCON Slit Lamp Microscopy 703963
Tokyo,Japan) 06n segment kornea fotografi ile cekilmis ve 6n segment Optik koherans
tomografileri (software versiyon 6.0.11.0 ; Heidelberg Engineering, Dossenheim, Germany)
ile gekilmistir. Optik koherans tomografi kesitlerinden mikrometrik olarak yanik buyuklikleri
Olglilmis  ve gruplar homojen olarak her grupta 8 er denek bulunacak sekilde
olusturulmustur. Calismaya alinan tim deneklerin yanik dereceleri Roper Hall siniflamasina
gore 4. derece (total epitel defekti ve pupilla ve iris gorlinimini engelleyen opak kornea)
oldugu gosterilmistir. Kontrol grubu olarak belirlenen iki denegin yanik buyuklikleri ve
dereceleri calisma standartlarina uymayan dereceler oldugu icin denekler hesaplamalara
katilmamustir. istatistiksel hesaplamalara katilmayan bu deneklere ¢alisma standartlari ayni
sekilde uygulanmistir. Deneklerin doku o6rneklerinin deneyin gidisatini etkilemeyecegi
proteomiks laboratuarinca belirtilmesi lGzerine MALDI analizine katilmis muayene ve

histolojik degerlendirmelerde hesaplamalara katilmamigtir.

Tuim gruplara medikal tedavi ayni sekilde uygulanmistir. Medikal tedavi olarak
enfeksiyon gelisimini 6nlemek amaciyla yanik olusumundan itibaren deney sonlanincaya
kadar moksifloksasin %0.5 (vigamox) topikal olarak giinde 3 kez ; akut dénemdeki siddetli
enflamasyonu baskilamak amaciyla rutin tedavide yeri olan glgli bir steroid topikal
preparati olan prednisolone asetat %1.5 ( pred forte) ilk 14 giin glinde 3 kez olarak

uygulanmis ve kesilmistir.
1. GRUP: Saglam ( Hicbir midahalede bulunulmamis saglikli deneklerden olusur.)

2. GRUP : Alkali yanik kontrol grubu (Alkali yanik modeli uygulanip 21 giin sadece medikal

tedavi verilen grup)
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3. GRUP: Amnion implantasyon Grubu ( yanik ardindan 1-4 saat icinde 2 kat amnion zari
implantasyonu yapildi ve 7. gln amnion zari hala duran deneklerden amnion zari

cikarildi+21 giin medikal tedavi uygulandi. )

4. GRUP : Crosslinking Grubu ( yanik ardindan 1-4 saat igerisince CXL uygulandi+21 giin

medikal tedavi uygulandi.)

5. GRUP: Crosslinking+ Amnion implantasyon Grubu (yanik ardindan 1-4 saat igerisince CXL
uygulandi + ardindan 1-4 saat icinde 2 kat amnion zari implantasyonu yapildi ve 7. gln

amnion zari hala duran deneklerden amnion zari ¢ikarildi +21 glin medikal tedavi uygulandi.)

Amnion zarlari 3-7 gin arasinda ortalama 4 giin okiler ylizeyde kalmistir. Tim

gruplarda 21. glinde deney sonlandirilarak kornealari limbus hizasindan alinmstir.
6.4. Muayene dizayni ve deneyin sonlandirilmasi asamalari:

Her muayene oOncesi deneklere genel anestezi uygulanistir. 1.1 ml Ketamine
Hydrochloride (Ketalar 500mg; Pfizer, 35 mg/kg) ve 0.4 ml Xylazine Hydrochloride’in
(Alfazyne % 2; , 5 mg/kg) intramiskiler (IM) uygulanmasi ile genel anestezi saglanarak 6n
segment fotograflari ve OCT leri tekrar alinmistir. (3 . gruptan bir denek postop birinci glin
muayene oOncesi verilen genel anestezi sonrasi ex oldu, 4. gruptan bir denek ise postop 1.

glin kafesinde hasta olarak bulundu ve sakrifiye edildi.)

Muayeneler model olusturulmasinin ardindan ilk glin : 1. vizit, 7. glin: 2. vizit , 14. glin :3.
vizit ve 18. gin: 4. vizit olarak gerceklestirilmistir. Muayene sirasinda olusacak
mikrotravmalarin iyilesmesine ve floressein gibi uygulanan ajanlarin uzaklasmasina firsat

vermek icin son muayeneler sakrifikasyon isleminden 3 glin 6nce yani 18. giin yapilmistir.

Optik koherans tomografide her vizit sirasinda santral korneal kalinlik dl¢iilmistir. On
segment fotograflari opasite muayenesinde vaskiilarizasyon takibinde ve floressein boyali
mavi 1sik altindaki fotograflar ise epitel hasari tamiri seyrinin izlenmesinde kullaniimistir.
Vaskdlarizasyon,opasite ve epitel defekti bulyuklikleri alinan fotograflarla MATLAB
7.7.0(R2008b) programi ile belirlenmis ve degerlendirilen parametlerin tim kornea

dokusuna oranlari seklinde bu program ile hesaplanmistir.
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Matrix metalloproteinazlarin tekrar aktiflestigi ve enzimatik erimenin en fazla oldugu
21. gln sakrifikasyon glnl olarak belirlenmis (117) ve denekler 0,4ml Xylazine
Hydrochloride (Alfazyne % 2; , 5 mg/kg) + 3,0ml Ketamine Hydrochloride (Ketalar 500mg ;
Pfizer, 35 mg/kg) ardindan eter ile sakrifiye edilip kornealar limbus sinirindan kornea
makasiyla alinmistir. Limbus hizasindan skleradan ayrilan korneal doku 6rnekleri santralden
iki parcaya ayrilarak bir kismi nétral tamponlanmis formaline konularak fikse edilip histoloji
laboratuarina gonderilmis, diger yarisi ise PBS sollisyonuna konularak -80 derecede azot gazi

ile dondurulmus ve proteomiks calisiimasiigin ayrilmistir.
6.5. Crosslinking uygulamasi ;

CXL ve CXL+Amnion grubundaki deneklere alkali yanik modeli uygulanmasinin ve
muayenenin ardindan 1-4 saat icerisinde 1.1 ml mg/ Ketamine Hydrochloride (Ketalar
500mg ; Pfizer, 35 mg/kg) ve 0.5 ml Xylazine Hydrochloride (Alfazyne % 2; , 5 mg/kg)
intramiskiler (IM) uygulanmasi ile tekrar genel anestezi saglandi. Calisma gozlerine,
Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0.5; Alcon) ile topikal anestezi sonrasi, kapak
spekulumu takildi . Biz calismada epitelin kaldirilmasi veya baglarinin glgsiizlestirlmesi igin
bir asama uygulamadik ¢linki alkali yanik modeli sonrasi korneal epitel zaten zarar gorip

dikilmustl. Ortalama epitel kalktiktan sonraki korneal kalinliklarimiz ise 632+ 37 mikron idi.

CXL islemi su sekilde yapildi; % 0.1’lik riboflavin sollisyonu (10 ml % 20 Dextran T500
¢Ozicuslinde, 10 mg riboflavin-5-phosphate) 30 dakika boyunca her 3 dk da bir damlatilarak
kornea ylizeyinde bekletildi. UVA uygulama 6ncesi, cihazin spot enerjisi kalibre edildi. Kornea
yuzeyine 5 cm mesafeden 3 mw/cm2 dozunda (5.4 Joul/cm2) UVA 15181 30 dk boyunca
uygulandi. Bu esnada, her 3 dk da bir % 0.1’lik riboflavin soliisyonu damlatildi. (Sekil 3 ')

6.5.1. Crosslinking cihazinin 6zellikleri ;

Klinigimizde mevcut olan UV-X Illumination System (Peschke Meditrade GmbH,

Switzerland)” ile crosslinking islemi uygulanmistir. Cihazin 6zellikleri:
- 365 nm dalga boyunda, 7-9-11 mm capli homojen UVA spotu lretebilmektedir .

- 3 mW/cm2’lik spot enerjisi saglayabilmektedir. Calisma mesafesi 50 mm’dir , 32x5x5 cm

ebatlarindadir ve agirhg 6.5 kg'dir.
41



Sekil 3 : CXL isleminin uygulanmasi Sekil 4: Amnion zari implantasyonu

6.6. Amnion Zari implantasyonu:

Hepatit B, C, sifiliz ve HIV acisindan seronegatif gebelerden elektif sezeryan sirasinda
steril sartlarda alinidi. Plasentada kiint diseksiyonla koryon dokusundan ayirdiktan sonra
pthtilari 50 pg/ml gentamisin igeren steril fizyolojik tuzlu su solisyonu %0.09 NaCl ile
temizlenip gliserol iceren optisol kornea saklama soliisyonuna alindi . Alinan amnion zari + 4

derecede gliserol soliisyonunda muhafaza edildi ve 24 saat icerisinde kullanildi.

Limbustan yaklasik 1mm mesafede konjonktivaya 10/0 naylon sutirlerle bag doku kismi
kornea epiteline dogru olacak sekilde 2 kat sepere olarak siitlire edildi. Amnion zarinin
korneal ylizeyde stabilitesini saglamak icin Uzerinde balafilcon terapotik kontak lens

takildi.(Sekil 4)
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7. HiSTOLOJIK DEGERLENDIRME

7.1. Doku takibi:

Hayvanlardan alinan kornea'lar isik mikroskobi takibi uygulamak lzere fosfat tamponlu
%10’luk formalin sollisyonuna konularak 24 saat fikse edildi ve ardindan yiikselen dereceli
etanol serilerinde (sirasiyla %70, %90, %96 ve %100) tutularak dehydrate edildi. Daha sonra
%100 etanolde 2 kez 30 dakika slreyle tutuldu ve toluol iginde 15 dakika sireyle
seffaflastirma islemi yapildi. Bunu takiben 56°C’deki etiivde ilk olarak yumusak daha sonar
sert sivi paraffin icinde 45’er dakika bekletilen parcalar paraffin bloklara gomdildi. Bu

bloklardan mikrotom ile 4 um kalinhginda seri kesitler alindi.

Morfolojik degerlendirme icin Hematoksilen-Eozin(H&E) ve Masson Trichrome(MT)
boyamalari, apoptotic hiicrelerin varligini saptamak icin TUNEL isaretlemesi ve inflamasyon

belirteci olan CD68 immiin boyamasi yapildi.

7.2. Hematoksilen-Eozin ve Masson Trichrome Boyamasi

H&E boyama: Parafin kesitler 1 gece boyunca 56°C’lik etlivde bekletildi. Ertesi glin toluol
(30 dakika) yardimi ile kesitler Gzerindeki paraffin uzaklastirildi. Kesitler, azalan alkol
serisinden (100, 96, 90, 70) gegcirildi ve saf suya alindi. Ardindan Mayer Hematoksilen’de 5
dakika bekletilerek hiicre nukleuslari boyandi. Fazla boyanin giderilmesi igin iki kere saf
sudan gegirilen kesitler mavilestirme sollisyonunda 10-15 saniye bekletildi ve tekrar saf suya
alindi. Daha sonra %100 etanolden hizlica gegirilen kesitler sitoplazmik boyanma igin Eozin Y
sollisyonunda 2-3 dk tutuldu ve hizlica %100 etanole alindi. 3 kez %100 etanol serisinden
gecen kesitler toluende ikiser kez 15’er dakika bekletilerek seffaflastirildi ve entellan ile

kapatildi.

Parafin kesitler 1 gece boyunca 56°C’lik etlivde bekletildi. Ertesi giin toluol (30 dakika)
yardimi ile kesitler izerindeki paraffin uzaklastirildi. Kesitler, azalan alkol serisinden (100, 96,
90, 70'liik) gecirildi ve saf suya alindi. Kesitler, daha onceden benmaride 56-64°C’ye getirilen
Isitilmis Bouin sivisinda 60 dk bekletildi. Daha sonar doku tamamen temizlenene kadar
cesme suyunda yikandi. Saf sudan gecirilen kesitler, Weigert A veWeigert B

hematoksileninden esit hacimde alinarak hazirlanmis karisimda 5 dakika bekletildi. Cesme
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suyunda 2 dakika yikanan kesitler saf sudan gecirilerek Asit fuksin sollisyonunda 15 dakika
tutuldu ve ardindan saf sudan gecirildi. Daha sonar Fosfotungstikasit sollisyonunda kollajen
liflerdeki kirmizi renk giderilene kadar 10-15 dakika bekletilen kesitler yikama olmadan Anilin
mavisi sollisyonuna alindi ve bu soliisyonda 5 dakika bekletildi. Saf su ile ylkamanin ardindan
%1’lik asetik asit sollisyonunda 3-5 dakika bekletilen kesitler hizlica iki kez %95 alkolden

gecirilerek toluenle seffaflastirildi ve entellan ile kapatildi.

H&E boyamalarindan epitelyal dejenerasyon degerlendirildi. 0: kayip yok ,1: minimum
splitting, 2: hafif erozyon, 3: orta Ulserasyon, 4: ciddi Glserasyon olarak skorlandi. Hemoraji
degerlendirldi 1: subepitelyal kanama, 2: subepitelyal kanama + (st stromal kanama, 3:
subepitelyal kanama + parsiyel stromal kanama, 4: subepitelyal kanama + total stromal
kanama olarak siniflandirildi.(118) Korneal 6dem degerlendirmesi klinik muayene
skorlamalari modifiye edilerek uygulandi. 1: 6dem yok, 2: hafif 6dem, 3: ciddi 6dem olarak

tanimlandi. (119)
7.3. TUNEL immiin isaretleme

Parafin bloklardan alinan 4 um’lik kesitler 1 gece 56 °C’lik etiivde tutularak parafini
giderildi ve ardindan toluolde 3x10 dakika bekletilerek parafinden iyice arindirildiktan sonra
azalan alkol serilerinden (sirasiyla %100, %100, %96, %90, %70) gegirilip 5 dk PBS (fosfat
tamponlu salin)’de yikandi. Daha sonra antijen iyilestirme amaciyla 15 dakika oda isisinda
proteinaz K solliisyonu uygulandi ve distile su ile yikanan (2x2 dk) kesitler endojen peroksidazi
bloklamak icin metanol ile hazirlanan %3’lik H,0,'de 5 dakika karanlkta bekletildi. PBS (2x5
dk) ile ¢calkalandiktan sonra lam Gzerindeki kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢evrelenerek
havuz olusturuldu ve kesitlere 10 dakika oda isisinda dengeleme tampon uygulandi. Daha
sonra kesitler 37 °C’de terminal deoksinikleotidiltransferaz enziminde 1 saat bekletildikten
sonra durdurma tamponuyla 15 saniye ¢alkalandi ve oda isisinda 10 dakika bekletildi. PBS’de
yikanan (3x1 dk) kesitlere oda isisinda 30 dakika anti-digoksigenin-peroksidaz konjiigati
uygulandi ve yikama sonrasinda 7 dakika DAB(diaminobenzidin) kromojen sollisyonu
uygulamasi yapildi. Mayer hematoksilen ile zit boyama yapilmasinin ardindan kesitler
kapatma medyumu ile kapatildi.  Tum preparatlar 151k mikroskobunda (Leica DM 1000)

incelendi ve fotomikrograflar Leica DMC 2900 (Leica CH-9435 Heerburgg, Germany) ile
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cekildi. TUNEL pozitif hiicreler 400X bliylitme altinda epitel ve stromada ayri ayri ortalama 5
alanda sayildi.(120)

7.4. CD68 immiinboyamasi

Parafin bloklardan alinan 4 um’lik kesitler 1 gece 56 °C'lik etlivde tutularak parafini
giderildi ve ardindan toluolde 3x10 dakika bekletilerek parafinden iyice arindirildiktan sonra
azalan alkol serilerinden (sirasiyla %100, %100, %96, %90, %70) gecirilerek akarsuya alindi.
Daha sonra antijen iyilestirme amaciyla mikrodalgada (600W) sitrat buffer icerisinde 3-5 dk
bekletildi. PBS-Tx (2x5 dk) ‘ten gecirilen kesitler hidrofobik kalemle cevrelenerek havuz
olusturuldu ve non-spesifik boyanmayi énlemek icin bloklama serumuyla (Histostatin plus kit
broad spectrum, Invitrogen, CA, USA) 15 dk muamele edildi. Daha sonra kesitler primer
polyclonal anti-CD68 antikoru (abcam, ab955) ile bir gece +4°C’de inkilibe edildi. PBS’te (3x5
dk) yikanan kesitler endojen peroksidazi bloke etmek icin % 0,3’lik H,0,’de 15 dk bekletildi.
Ardindan kesitlere biyotinli sekonder antikor (Histostatin plus kit broad spectrum, Invitrogen,
CA, USA) 60 dk uygulandi. PBS’te (3x5 dk) yikanan kesitlere peroksidaz isaretli streptavidin
(Histostatin plus kit broad spectrum, Invitrogen, CA, USA) ile 15 dk muamele edildi.
Peroksidaz aktivitesi DAB (DAB kit 88-2014, Invitrogen, CA, USA) ile goriintiilendi. Mayer

hematoksilen ile zit boyama yapilmasinin ardindan kesitler kapatma medyumu ile kapatildi.

Tum preparatlar 1sik mikroskobunda (Leica DM 1000) incelendi ve fotomikrograflar Leica
DMC 2900 (Leica CH-9435 Heerburgg, Germany) ile ¢ekildi. Degerlendirmeler CD68 pozitif
boyanan hiicrelerin sayimi seklinde yapildi. 0: <% 5 pozitif hiicre, 1: %6-15 pozitif hiicre, 2:
%16-50 pozitif hiicre, 3: %51-80 pozitif hiicre ve 4: > %81 pozitif hiicre olarak
degerlendirildi.(121)
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8. PROTEOMIiKS DEGERLENDIRMESi
8.1. Orneklerden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Saklandiklari -80°C’den cikarilan érnekler buz icerinde tutularak (6rneklerin isinmasini
engellemek amaci ile) ¢ozulmuslerdir. Cozilen kornea érnekleri biiylkliklerine gore 2 ya da
3 pargaya ayrilarak %1 TBP ve %1 amfolit igeren 2D rehidrasyon tamponu igerisine
alinmistir. Ornekler (izerine protein yikimini engellemek icin proteaz inhibitér karisimi (Roch,
ABD) eklenmis ve protein eldesi icin kornea 0.2mm’lik ¢elik boncuklar yardimi ileBullet
Blender (Eppendorf, ABD) adi verilen bir cihaz yardimi ile +4C de pargalandi. Ornekler
icerisinde herhangi bir koloidal kalinti birakmamak icin 4°C’de 30000xg’de 30 dk santrifiij
edilerek temiz tiplere alindi. Daha sonra calisiilmak lizere snap-frozen yapilarak -80C ye

kaldirildi.
8.2. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonlari hazirlanan standartlar ve gerekli 6rnek diltisyonlari
kullanilarak Bradford Protein Konsatrasyon ol¢lim Metodu ile yapiimistir. (NanoDrop1000,
Thermo Scientific). Ol¢iim sirasinda kullanilan protein standardi Sekil 5’de verilmistir.
Yapilan ol¢cimiin ne derece dogru yapildigini kontrol etmek icin her bir protein havusundan

10 mikrogram protein alinarak SDS-PAGE analizine tabi tutulmustur (Sekil 5-B).
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Sekil 5: (A) Protein 6zutlerindeki protein konsantrasyonu 6élciimleri icin kullanilan standart
egri . (B) Protein konsantrasyonlarinin kalitesini onaylamak icin kullanilan protein 6ziitlerinin

SDS-PAGE analizi
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8.3. Protein orneklerinin odaklanmalari ve 2D jel elektroforezleri

Protein 6rneklerinin odaklanmasi deneyleri DEKART protein arastirmalari ve proteom
laboraturinda gercgeklestirilmistir. Protein ornekleri ilk asamada IPG stripler tarafindan
emilebilmek icin striplerle birlikte rehidrasyona tabi tutulmuslardir. izoelektrik odaklamada
240 ug protein 6rnegi kullanilarak 11cm’lik, IPG stripler ( pH 3-10NL, BioRad, ABD) ile
gerceklestirilmistir. Protein 6rnekleri 2D rehidrasyon tamponu (son miktar 7cm'lik stripler
icin 125ul,) ile kanistirilip igerisine stripin pH'sina uygun %1 Amphylote ve %1 TBP
eklenmistir. Bu asamadan sonra protein érnekleri fokuslama trayleri igerisine konulmus
PROTEAN IEF (BioRad) cihazi igerisinde pasif rehidrasyona tabi tutulmustur (20°C). Pasif
rehidrasyon sirasinda 1. saat sonunda 6rnegin buharlagmasini dnlemek igin IPG striplerin
Uzerilerine 1ml mineral yagi ilave edilmis ve yaklasik 16 saat rehidrasyon islemine devam

edilmistir.

Rehidrasyon isleminden sonra IPG striplerin izoelektrik odaklamasina gegilmistir.
Rehidrasyon sonunda IPG stripler alinarak izerlerinde fazla miktarda bulunan yag kurutma
kagidi ve su yardimi ile temizlenmis ardindan temiz bir fokuslama trayi icerisine konularak
Uzerlerine yeni mineral yag eklenmistir. Trayler daha sonra yine PROTEAN IEF (BioRad, ABD)
icerisine konularak adim adim akimi ylikselten ti¢c asamali bir program ile 20°C’ de
fokuslanmistir (7cm'lik IPG stripler igin S1:250V 20 dk, S2: maksimum voltaj artigi Rapid, S3:
4000volt/ IPG strip Lineer. 11cm'lik IPG stripler icin $S1:250V 20 dk, S2: maksimum voltaj artisi
Rapid, S3: 8000volt/ IPG strip Lineer). Fokuslama sirasinda proteinler ait olduklari izoelektrik

noktalarina goére IPG strip lzerinde ayrima tabi tutulmuslardir.

Fokuslama sonrasinda stripler tampon | (6M tire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve tampon Il (6M Ure, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS, 20%
gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) igerisinde 30 dk lik strelerle yikanmislardir. Stripler bu
asamadan sonra hazirlanan SDS poliakrilamid jellere (12% veya degisik konsantrasyonlarda)
yerlestirilerek elektroforez (35mA 30 dk, 48mA 5 saat, 16°C’de) ile molekdiler biytikliiklerine
(MW) gore ikinci boyutta (2D) ayirima tabii tutulmuslardir (Laemmli, 1970). ikinci boyutta
ayinm sirasinda kullanilacak jeller icin jelden jele farkhcaliklari ortadan kaldirmak amaciyla
DODECA (BioRad, ABD) ¢coklu 6rnek jel dokme, jel yiritme ve boyama sistemleri

kullaniimistir.
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Elektroforez sonrasinda jeller %40 metanol, %10 asetik asit icerisinde en az bir saat
fikse edilerek ardindan colloidal Coomassie mavisi G250 boyasi icerisinde gece boyu
boyanmislardir. Jellerin goriintiilenmesi VersaDoc sistemi (BioRad, ABD) ile yapildiktan sonra
jellerin analizleri PDQuest Advanced programi ile yapilmis istatistiki olarak anlamli olan

spotlarin kesimi Spot-cutter robotu (BioRad, ABD) ile gerceklestirilmistir.
8.4. MALDI TOF-TOF analizi

Jellerden elde edilen protein spotlari DEKART protein arastirmalari ve proteom
laboratuvarinda trypsin ile kesilmis daha sonra elde edilen peptitler Zip-tip ile temizlenerek
MALDI-TOF-TOF (ABSCiex, ABD) cihazinda okunmuslardir. MALDI-TOF-TOF bir kiitle
spektrometresi olup lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi peptitleri vakumlu bir tlip icereisinde
ayristirdiktan sonra kitle/yiik oranlarina ve peptitlerin amino asit dizilimlerine gére
isimlendirmeye yardimci olur. Cihazdan elde edilen verilerin Mascot data bankasinda hangi
proteine ait olduklari belirlendi.)

(http://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS,)

8.5. IPA (ingenuity pathway analysis)

IPA, proteomiks arastirmalari gibi bir cok deneysel arastirmada da basvurulan web tabanli
bir yazilimdir . Belirlenen protein spotlarinin spot intensitelerinin birbirine oranlari
kullanilarak arastirma yapilir. Spot intensite oranlarina gére metabolik yolaklar

degerlendirilip arastirilan tibbi durumun hangi hiicre ici yolaklari etkiledigi seklinde bir analiz

yapar.

(http://www.ingenuity.com/products/ipa)
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9 .BULGULAR
9.1. Muayene Bulgulan :

Alkali yanik olusturulmasinin ardindan ilk giin tim gruplarin ortalama vyara
blyikliklerinin (horizontal ve vertikal uzunluklarinin ortalamasi ) ve korneal kalinlklarinin
arasinda fark olmadigi istatistiksel olarak gosterildi (p>0.05). Normalde ortalama 350 mikron
olan saglam tavsan korneasinin alkali yanik sonrasi ortalama santral korneal kalinhgl 627+
59 mikron(u) olarak bulunmustur. Ortalama yara blyuklikleri 8.2 + 0.1milimetre(mm) olarak
tespit edilmistir.Gruplarin yara blyuklikleri ve santral korneal kalinliklarinin baslangic

Olglimleri Tablo 4 de gbsterilmistir.

Tablo 4: Model sonrasi ilk dlglimler

Ortalama yara buyiikliigii (mm) | Santral korneal kalinlik (p)
Kontrol 8.2+0.2 626 + 22
Amnion 8.1+0.2 637 +47
CXL 8.2+0.1 596 + 95
CXL+ Amnion 8.2+0.0 648 + 30
p degeri 0.440 0.515

Tekrarlanan olclimlerde gruplarin SKK degerleri arasinda istatistiksel anlamli bir degisim
saptanmadi. SKK ortalama degerlerine bakildiginda anlaml degisim olmamakla birlikte tim
Olgiimlerde medikal tedavi disinda CXL veya amnion zari gibi herhangi bir ek tedavi
uygulanan gruplarda kontrollerden fazlaydi.(Tablo 5) Gruplarin OCT ile SKK 6lciim 6rnekleri
sekil 6‘da gosterilmistir. Her bir grubun tekrarlayan vizitlerde degisen santral korneal kalinhk

degerleri Tablo 6’ da gosterilmistir.

200 ym ’ E}D um

Sekil 6 : CXL grubu korneal OCT goriintilerinin SKK dlgliminde kullanimi
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Tablo 5: 1.,2.,3., ve 4. vizit SKK Ol¢limleri (p)

Kontrol
Amnion

CXL

CXL + Amnion

p value

1.vizit
619 (609-652)
639 (593-675)
637 (580-652)
650 (625-662)
0.515

2.vizit
663+45
7641106
723+119
7561101
0.288

3.vizit
674 (629-677)
873 (689-923)
802 (554-902)
836 (606-939)
0.136

4.vizit
766 (602-806)
860 (813-911)
872 (769-914)
963 (642-970)
0.183

Tablo 6: Her bir grubun kendi icinde tekrarlayan ol¢limlerde SKK degerlerinin karsilastiriimasi

1.vizit 2.vizit 3.vizit 4.vizit p degeri
Kontrol 619 (609-652) 654 (624-705) 674 (629-677) 766 (602-806) 0.102
Amnion 637147 7641106 829+119 862+79 P<0.001
CXL 637 (580-652) 703 (617-834) 802 (554-902) 872(769-914) 0.018
CXL+Amnion 650 (625-662) 793 (647-833) 836 (606-939) 963 (642-970) 0.277

Muayene sirasinda korneal Ulserasyon degerlendirildi ve siniflandi.(123 )Superfisyel
ulserasyonda Ulser korneanin anterior 1/3 inde sinirliydi, orta derece ulserasyonda ulser
korneanin orta 1/3inde sinirhydi, derin Ulserasyonda Ulser korneanin posterior 1/3lne
uzanmisti.Ulserasyon &n segment OCT bulgulariyla degerlendirildi.(Sekil 7) Bu siniflamaya
gore gruplarda gelisen Ulserasyonun dagilimi Tablo 7 ‘da gosterimistir. CXL grubunda takip

edilen vizitlerde Ulserasyon gelismedigi goralda.

Epitelyal iyilesme floressein boyanma sonrasi kobalt mavisi 1sikla yapilan

biyomikroskopik muayene goruntilerinin MATLAB programiyla defektin tiim kornea capina

orani olarak degerlendirildi (Tablo 8 ) (Sekil 8)
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1.vizit

2.vizit

3.vizit

4 vizit

200 um

01.01.1987
18.09.2015, OD

IR&OCT 30° [HS] ART(3) Q: HEIDELBErG
ENGINEENNG

01.01.1987
22.09.2015, OD
IR&OCT 30° [HR] ART(4) Q: 29

Sekil 7: Amnion grubunda 15. Denegin 1.2.,3. ve 4. vizit gelisen (Ulserasyonun
degerlendirildigi OCT goruntileri(14. Glnde Ulserasyonun en aktif oldugu 18.glinde biraz

daha iyilesme gosterdigi goriilmektedir.)

Tablo 7: Her bir grubun son vizitteki Glserasyon skorlari

Ampnion (n:7) CXL+Amnion(n:7) CXL (n:8) Kontrol (n:6)
Ulserasyon yok 5 (%71.4) 4 (%57.1) 8 (%100) 3 (%50)
Superfisyel tlser 1 (%14.3) 2 (%28.6) 0 1(%16.7)
Orta ulser 0 0 0 1(%16.7)
Derin Ulser 1(%14.3) 1(%14.3) 0 1(%16.7)
Desmatosel 0 0 0 0
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1.vizit

2. vizit

3. vizit

4. vizit

{Oran 833514 - 1779490 = % 5316 ) (Oran 754128 - 1700271 = % 5329) (Oran 821596 © 1531691 =% 46.33)

(Oran B48191 - 1804789 = % 53.00)

(Oran 475956 1391958 = % 65.01) (Oran 54621 1812143 =% 5%6.99) (Oran 29434 © 1643638 = % 5821) (Oran 162589 - 1536616 = % 89.42)

(Oran 240752 - 1696721 = % 86.73 ) {00 211265 16881 =% 67.15) O TR RS X %) {Onn 122061 - 1197402 % 9321)

(Oran 236283 - 1723416 = % 86.17) {Oran 126509 - 1865560 = % 93.09) (Oran 5414 1807997 = % 99.70) (Oran 35299 : 1650994 = % 97.86 )

Sekil 8: Kontrol, Amnion, CXL, CXL+Amnion, grubuplarinda sirayla 1.,2.,3.,4. vizit epitelyum

hasar blyuklGginin takibi
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ilk hafta epitelyal rejenerasyon hizlari karsilastirildiginda anlamli farki yaratan CXL
grubuyla kontrol grubu arasindaki(p=0.014) ve CXL+Amnion grubu ile Kontrol grubu
arasindaki (p=0.012) anlamh degisimdi. iki grubunda ortak 6zelligi tedavide CXL nin
bulunmus olmasiydi. ikinci haftaki dlciimlerde anlamli farkliligi yaratan CXL+Amnion grubu ile
Kontrol grubu arasindaki (p=0.010) ve Amnion ve Kontrol grubu arasindaki (p= 0.042) anlamli
degisimdi. Burdaki farki yaratanin ise her iki grupta da kullanilan amnion zari oldugu
disiiniildi. Uglincli hafta yapilan 6lcimlerde ise farklilik sadece CXL ve kontrol grubu
arasindaki farktan kaynaklaniyordu (p=0.012). Gruplarin kendi i¢clerinde zamanla epitel hasari
iyilesme miktarlari karsilastirildiginda tim gruplarin 2. ve 3. haftaki o6lgimlerde baslangig

defekte gore farklilik yarattigi gériilmektedir.

Tablo 8: Epitelyal iyilesmenin degerlendirilmesi (%)

1.vizit 2.vizit 3.vizit 4.vizit
Kontrol 46.2(43.7-48.4) 34.9(17.4-38.0) 19.1(14.3-25.7)  15.5(9.1-28.0)
Amnion 45.5(44.7-46.7)  14.3(3.0-18.5) 4.3(0.8-10.8) 4.0(0.6-5.2)
CXL 46.7(42.2-47.0)  5.6(1.9-11.5) 4.7(1.8-14.8) 1.8(0.0-3.8)
CXL+Amnion 46.5(45.2-51.9) 6.4(4.0-10.5) 3.2(1.5-4.7) 3.4(0.0-4.3)
p degeri 0.656 0.007 0.009 0.013

Opasite degerlendirmesi de epitelyal hasar degerlendirmesi gibi 6n segment
fotograflarinin  MATLAB programiyla opasitenin tim korneaya oranlari seklinde

belirlendi.(Tablo 9,Sekil 9)

Gruplarin kendi iglerindeki tekrarlayan olgiimlerin karsilastirmalarinda tim gruplarda
opasitenin tekrarlayan olcimlerde anlamh olarak azaldigi bulundu.Bu farkhlik tedavi
uygulanan tiim gruplarda 3. ve 4. Olciimler ile baslangic degeri arasinda anlamli bulundu.
(p=0.000) Sadece kontrol grubunda opasitedeki anlamli azalma 4. Olciim ile baslangic degeri
arasinda ortaya cikti. (p=0.012)(Tablo 9)
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(Onan 757740 - 1620185 = % 5343) (Ovan $42362 * 1760550 = % 5245 (Oran 764296 - 1768776= % 56.79)

(Oran 674894 - 1586671 = % 57.48)

1.vizit
(Ocan T73054 - 1777665 = % 66.51) (Oran 763128 - 1639515 = % 56.51) (Oran T24564 - 1903061 = % 6206
2.vizit
(Oran 700225 - 1631829 = % 6161) (Oran 748770 - 1918642 = % 6097) (Oran 721512 - 1955687 = % 63.11) (Oran 667528 1785227 =% 6261)
3.vizit
4.vizit

Sekil 9: Kontrol, Amnion , CXL, CXL+Amnion grubundan korneal opasitenin 1.,2.,3., ve 4.vizit

degerlendirilmesi
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Tablo 9: Korneal hasarin (opasitenin) degerlendirilmesi (%)

Kontrol
Amnion
CXL
CXL+Amnion

p degeri

1.vizit

43.7(43.0-44.1)
45.2(42.9-46.5)
46.3(41.4-47.8)
45.5(42.5-50.1)

0.383

2.vizit

43.6(40.3-46.5)
39.1(37.6-42.8)
41.3(36.1-43.5)
43.1(41.7-44.2)

0.137

3.vizit

38.2(37.7-41.3)
36.5(32.3-39.3)
36.1(33.7-42.2)
41.5(37.3-43.7)

0.156

4.vizit

37.7(31.8-41.2)
35.3(33.4-36.5)
37.7(31.8-41.2)
37.9(36.1-42.2)

0.303

Vaskdlarizasyon da opasite ve epitelyal hasar gibi 6n segment fotograflarinin MATLAB

programiyla total korneaya oranlanmasi seklinde hesaplandi. (Sekil 10)7.glin vizitinde

vaskilarizasyonun gruplar arasindaki farkini yaratan CXL ve Amnion grubu arasinda

(p=0.005)ve CXL+Amnion ve CXL grubu (p=0.019 )arasindaki degisimdi. 14. Giundeki farki

yaratan ise CXL grubu ile CXL+Amnion grubu arasindaki farklilikti.(p=0.007) (Tablo 10)

Vaskdlarizasyon ylzdelerine bakildiginda

amnion

implantasyonu vyapilan gruplarda

vaskilarizasyonun 2.ve 3. vizitte kontrol grubundan bile fazla oldugu gorulmustir. Son vizitte

gruplar arasindaki vaskuilarizasyon oranlari agisindan istatistiksel anlamli fark olmadigi

gorildi.(p=0.053) Vaskilarizasyonun en az oldugu grup ise CXL grubuydu. (Sekil 10)

Tablo 10: Vaskiilarizasyonun degerlendirilmesi (%)

Kontrol
Amnion
CXL
CXL+Amnion

p degeri

2.vizit
4.6(2.9-7.5)
7.3(4.3-9.5)

2.2(0.4-3.1)

5.7(5.3-19.7)

0.004

3.vizit
21.4(9.9-24.5)
22.6(5.5-32.2)
6.8(1.9-13.5)

30.5(18.2-44.7)

0.013

4 vizit

22.8(16.4-28.5)
34.4(17.7-62.7)
16.1(8.3-21.2)

35.1(31.9-59.9)

0.053
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1.vizit

(Oran 106953 1653648 = % 93.54) {Oan 238575 1523098 = % 8760) Oran 4901 - TTOGE5H =% .06 (Oran 306732 : 154881 = % 8027

2. vizit
(Oan 487665 : 1677036 = % 102 (On 426263 - 1853062= % T1.38) (o 2157585 NG = 8 W5 ) (Oran B1639 - 1670226 = % 51.12)

3. vizit
(Oran 419100 - 1585615 = % 7357) (Oran 616517 - 1788545 = % 65.53) (Oran 338236 © 1825360 = % 8147 ) (Ocan 816820 - 1706548 = % 5214 )

4. vizit

Sekil 10: : Kontrol, Amnion , CXL, CXL+Amnion grubunda korneal vaskilarizasyonun 1.,2.,3.,

ve 4.vizit degerlendirilmesi
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10. HiSTOLOJIK BULGULAR

Saglikh grupta epitel ve stroma normal gorinimdeydi. Alkali yanik gruplarinda H&E
kesitlerinde epitel dejenerasyonu, yer yer tam epitelyal kayip, saglam epitel alanlarinda
epitelin cok katl yapisinda bozulma, yer yer epitelyal hiperplazi gelismisti ve varolan epitel
stromadan ayrilma (splitting) gostermekteydi. Yogun PMNL hakimiyetinde inflamatuar hiicre
infiltrasyonu mevcuttu , stromada yogun 6dem , kollajen lif diizeninde bozulma, lifler arasi
mesafede artis ve vaskiilarize alanlar olusmustu, yer yer bazi korneal katlarda hemorajiler

mevcuttu .

H&E bulgularina gére amnion implantasyonu grubunda epitelyal saglam alanlar daha
coktu. Fakat epitel stroma baglantilari kopuktu ve epitelyal splitting yogun olarak mevcuttu.
Lokositik infiltrasyon kontrol grubundan az olmakla birlikte mevcuttu. CXL grubunda da
epitelyal saglam alanlar ¢cogunluktaydi. Splitting amnion grubundan daha az olmakla birlikte
devam etmekteydi, l6kositik infiltrasyon kontrol ve amnion grubuna goére daha azd..
Keratositler ve kollajen lifler arasi baglantilarin daha glicli ve dizenli oldugu dikkat
cekmekteydi. Kollajen liflerin aralarindaki koépriler yer yer saglamdi. CXL+Amnion zari
implantasyonu yapilan grubun stromal bitlnlik agisindan CXL grubuna ek bir GstUnlGgu
saptanmadi. Epitelyal degisimler CXL grubuna benzerdi, inflamasyon CXL grubuna gore biraz

daha fazlaydi. Amnion grubununa daha yakin benzerlikteydi.(Sekil 11,12)

Stromal 6dem ve hemoraji skorlama sonuglari agisindan gruplar arasinda istatistiksel
anlamli fark saptanmamistir. Muayene bulgularimizda da stromal kalinlik ve vaskiilarizasyon
acgisindan son vizitte gruplar arasinda fark saptanmadi. Bu bulgular histolojik icelemelerle
desteklenmistir. Epitelyal iyilesme skorlamasinda gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark
mevcuttur.(p=0.040) Farki olusturan CXL grubu ve kontrol grubu arasi degisim (p=0.010)
oldugu goritlmustir. Bununla birlikte kontrol grubunda skorlarin en yiksek oldugu tedavi
gruplarinda skorlarin epitelyal iyilesmeyi destekler yonde iyilestigi gérilmdistir. Bu bulgular

klinik muayene bulgularimizla élgismektedir.(Tablo 11)
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Sekil 11: H&E ile boyanmis kesitler. Saglam, keratosit(ok)(A), Kontrol, kollajen liflerin
bozulmus dizilimi ve vakuoller(ok)(B), Amnion , PMNL hakimiyeti(ok)(C), CXL, kollajenler arasi
daha dizenli bir dizilim(ok)(D), CXL+Amnion, kollajenler arasi artan koépruler(ok)(E) 40X
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Tablo 11: Histolojik degerlendirme sonuglari

Epitelyal iyilesme Stromal 6dem Hemoraji
Kontrol 4.0(3.5-4.0) 2.0(2.0-3.00) 1.50(1.00-3.00)
Amnion 3.0(3.0-4.0) 3.00(2.0-3.0) 1.50(1.00-3.00)
CXL 2.0(1.5-2.0) 2.00(2.00-2.0) 1.00(0.00-1.50)
CXL+Amnion 1.5(1.0-4.0) 2.0(1.75-3.0) 1.50(0.75-2.25)
p degeri 0.040 0.293 0.188

Sekil 12: (A) Masson Tricrom boyamada epitelyal hiperplazi ve splitting (ok) ve inflamatuar

hiicreler dikkat cekmektedir.(B) H&E boyamada keratosit kaybi olan alanlar gériilmektedir.

Masson Tricrom bir bag doku boyasidir ve stromal katlarin daha iyi goriintilenebilmesi
icin uygulanmistir. Yanik gruplarinda kollajenin diizenli diziliminin bozuldugu , aralarindaki
interfibriller baglarda kopmalar oldugu ve vakuolizasyonlarin arttigi goruldi. Alkali yanik
kontrol grubunda stromal bulgular: yogun 6dem, kollajen diziliminde bozukluk, epitelyal
hiperplazi ve splitting ,I6kosit infiltrasyonu seklindedir. Masson Tricrom boyali preparatlar
incelendiginde yanik uygulanan gruplardaki yogun stromal édem, kollajenlerin ayrik yapisi,
aralarindaki koprilerin oldukca azalmis oldugu, stromal vakuolizasyonun siddetlendigi ,

Ozellikle 6n stromal katlarda keratosit kaybi oldugu dikkat gekmekteydi.(Sekil 12,13)(120)
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Sekil 13: M&T boyamada saglam(A),Kontrol(B), Amnion,tam olusmamis kollajen dizilimi(ok)

(C), CXL(D) ve CXL+Amnion, PMNL(ok), yeni olusan saglam ok kath epitel(yildiz)(E) 40X
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Stromal apoptozun gostergesi olan TUNEL pozitif hiicre sayisi agisindan gruplar arasinda

istatistiksel anlamli fark mevcuttu(p= 0.020), farki yaratan ise CXL grubu ile kontrol grubu

arasindaki degisimlerdi (p= 0.044). inflamasyon gostergesi olan makrofaj markeri CD68

immiinohistokimyasal incelemesinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark mevcuttu

(p= 0.001). Gruplar arasindaki istatistiksel farki olusturan CXL grubu ile kontrol grubu

arasinda (p= 0.001) ve CXL+Amnion ile kontrol grubu arasindaki farkti (p=0.039).Saglam

kornelarda apoptotik hicre

gorilmektedir.(Tablo12).(Sekil 14)

Sekil 14: Kornea’da kontrol grubunda TUNEL(+) boyanan hiicreler.Apoptotik hiice (ok). (B)

sayisl

Korneada CXL grubunda CD68 pozitif boyanan hiicreler okla gosterilmistir. 40X.

Tablo 12: TUNEL(Epitel), TUNEL (stroma), CD68 skorlarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

ve CD68 dizeylerinin oldukca dislk oldugu

TUNEL(Epitel)

TUNEL(stroma)

CD68

Kontrol 0.20 (0.00-2.50) 5.85 (4.90-8.73) 4.00 (3.00-4.00)
Amnion 0.14 (0.00-1.9) 3.66 (2.07-7.00) 3.00 (2.00-3.00)
CXL 0.00 (0.00-0.50) 0.80 (0.66-3.66) 2.00 (1.75-2.00)
CXL+Amnion 0.40 (0.00-0.95) 1.60 (0.96-3.12) 2.00 (2.00-3.00)

P value 0.799 0.020 0.001

SAGLAM 0.08 (0.00-0.35) 0.08 (0.00-0.21) 0.000(0.00-0.025)
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11. MALDI / TOF-TOF BULGULARI
11.1 Orneklerin Protein igerikleri

Bireysel varyasyonlarin elimine edilmesi amaciyla CXL, CXL+Amnion , Kontrol ,Saglam ve
Amnioin ¢alisma gruplarinin her birinden esit konsantrasyonda 6rnek alinarak karistirilmis ve
siraslyla G1, G2, G3, G4 ve G5 protein havuzlari olusturulmustur. (G1: Crosslinking grubu,
G2: Crosslinking+Amnion grubu , G3: Kontrol grubu, G4:saglam ,G5: Amnion). Bu
havuzlardan iki boyutlu jel elektroforezi yapabilmek icin 6rneklerin konsantre edilmesi ve
temizlenmesi gerekmekte idi. Clink(i 6n denemelerimiz bizlere 6rneklerin tuz
konsantrasyonlarinin fazla oldugunu ve odaklamaya uygun olmadiklarini gésterdi. Sonug
olarak 6rnekler 2D clean up kit (Biorad,ABD) ticari kiti yardimi ile aseton ¢oktiirmesine tabi

tutularak temizlendiler.
11.2 iki Boyutlu Jellerin Analizi

Olusturulan protein havuzlari 2D jellerde ayirima tabi tutulduktan sonra colloidal
Coomassie mavisi G250 ile boyanmis ve yliksek ¢ozinrlikli bir kameraya sahip VersaDoc.
MP400 gorintileme sistemi ile goriintiilenmiglerdir. Elde edilen goriintilerin analizi ise PD-

Quest advance yazilimi ile gerceklestirilmistir. (Sekil 15)

Jeller Gizerinde ortalama 400420 adet protein spotu eslestirilmistir. Bu spotlardan
bazilari jeller lizerinde yliksek miktarda bulunuyor iken bazilarinin diistik miktarda bulunan
spotlar oldugu gozlenmistir. Jellerde serum iceriginden gelen alblimin ve korneada yapisal
olarak bulunan kollajen goézlemlenmistir. Jellerin analizi icin kullanilan pH araligi ile protein
dagilimi arasindaki iliski incelendiginde proteinlerin 6zellikle pH 5-8 araliginda homojen
olmayan bir dagilim gosterdigi gériilmektedir. Genelde proteinlerin pl degerlerinin 5-8

arahginda oldugu dasundlirse boyle bir dagilimin goérilmesi gayet normaldir.

Olusturulan protein havuzlarinda 2D jeller agisindan bakildiginda karsimiza ¢ikan en
blyik sorunun miktari cok olan ve serumdan goz sivisina gegtigini distindigimiiz
proteinlerin miktari daha az olan proteinlerin tanimlanmasini engellemesidir. Miktari diisiik
ancak biyomarker olarak 6nemi biyiik olan bu az miktardaki proteinleri agiga ¢cikarmak icin

birtakim metotlar mevcuttur. Ornegin blue jel adi verilen materyal albumini baglayan bir
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materyaldir ve drnekleri bu materyal ile muamele etmek mimkindiir. Ancak yaptigimiz 6n
denemelerde bu tip bir uygulamanin az miktarda bulunan proteinleri de uzaklastirdigini

gostermistir. Dolayisi ile 6rnekler olduklari gibi iki boyutlu jel elektroforezine tabi tutuldu.

Jeller hakkinda séylenmesi gerekli olan baska bir nokta da bircok proteinin 60000 Da’nun
altinda olan bolgede yogunlastigi gercegidir. Bu orta ve kiguk biyiklikteki proteinlerin
serum kokenli olma ihtimallerini artirmaktadir, ¢linkii bu proteinler rahatlikla serumdan goz
icerisine penetre olabilmektedirler. Son olarak da jellerin analizi kisminda belirtmemiz

gerekli olan nokta aslinda jel profillerinin genel olarak birbirlerine ¢gok benzedigi gercegidir.

Hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki benzesme orani yazilim tarafindan %90’nin
Uzerinde yiksek bir confidance orani ile verilmistir. Bu durum aslinda yapilan analizin ne
derece glivenilir oldugunun da bir bakima gostergesidir. Eger jeller arasinda asiri derecede
farklihk gozlenecek olsa idi boyle bir sonuc¢ deneysel varyasyonun asiri derecede deney
sonuclarini etkiledigini gosterecekti. DEKART protein arastirmalari laboratuarinda yapilan
calismalarda deneysel varyasyonu minimuma indirgeyebilmek icin kullanilan pre-cast jeller

ve dodeca sistemleri galismamizda glivenilir sonuglarin elde edilmesinisaglamistir.
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Sekil 15 : (A) Calisma gruplarini yansitan proteinlerin 2D jel goriintiileri. Master jel; G1: CXL, G2:CXL+Amnion, G3: Kontrol, G4: Saglam, G5: Amnion. (B)

Master jel gérintilerindeki regiile spotlarin pozisyonu ve ilgili SSP numaralari



11.3 Proteinlerin Tanimlanmasi

Jeller tizerinde reglilasyon farkliliklari gériilen protein spotlari robotik bir sistem
araciligi ile jellerden kesilerek cikartildi ve jel ici triptik kesime tabi tutuldu. iki giin siiren bu
kesim islemi sonrasinda jellerden elde edilen peptitler uglarinda hidrofilik ylizeylerin
bulundugu igne uclu kolonlardan gecirilerek (Zip-Tipler) tutuldu ve matriks ¢ozeltisi ile
karistirilarak MALDI-TOF/TOF cihazinda tanimlandi. Protein tanimlanmasinin kolaylastirilmasi
amaciyla baslangi¢c miktarlarini yiksek tutmak icin farkh jellerde goriilen ayni protein
spotlari kesilerek birlestirilmistir. Toplamda 8 adet spot tanimlanan ¢alismamizda bu

spotlara ait MALDI-TOF/TOF verileri Tablo-13’de 6zetlenmistir.

Tanimlanan bu protein spotlari icerisinde bir kismi Keratin olarak belirlendi. Keratin
genellikle biyolojik 6rneklerde bir kontaminan protein olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir hiicre
iskelet proteini olan keratin disaridan kirpikler, sag kokleri, kil kokleri ve hatta havadaki
tozdan Ornege bulasabilecegi gibi biyolojik materyalin kendisinde de yliksek miktarda
bulunabilir. Bizim ¢alismamizda aldigimiz géz sivisinin yliksek miktarda keratin icerdigi ancak

bu keratinin gevresel mi oldugu yoksa sivinin i¢sel yapisinda mi bulundugu bilinmemektedir.

Proteinler arasindaki regiilasyon farkhliklarinin gérilebilmesi igin jellerin daha
yakindan analiz edilmeleri gerekmektedir. Bu amagla PDQuest advance yaziliminin 3D analiz
opsiyonu kullanilmistir. Tanimlanan her bir protein i¢in yapilan 3D analizleri Sekil-16’de
gosterilmektedir. Bazi protein spotlarinin hangi gruplarda net bir sekilde arttigi/azaldigini bu
analiz sonucunda ¢ok daha net bir sekilde ggrmek mimkiindiir. Orneklerin iki boyutlu jel
elektroforezleri her gruptan 3 tekrarli olarak ¢alisiimistir. Tablo13 de tanimlanan proteinlere

ait peptid sekanslari ve Mascot skorlari verilmistir.
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Tablo 13: Protein spotlarinin MALDO-TOF/ TOF analizleri ve tanimlanan proteinlere ait peptid

sekanslari ile Mascot skorlari verilmistir .

AC no

SSP

Protein

Mascot
scorlari

A3

Q99LH9

2210

SH3 domain-binding protein

151 VFVAEQGVMA DKNRLDPTWQ EMLNHATCKV NEAEEERLRG EREHQRVTRL

36

A4

Q6AY75

2908

PHF finger protein 23(plant homeodomain finger
protein 23)

40

A5

Q02788

4715

Collagen alpha-2(VI)

101 YLDQVALSWR YGGLHFSDQV EVFSPPGSDR ASFTKSLQGI RSFRRGTFTD
201 RLFAVAPNRN LNEQGLRDIA NSPHELYRNN YATMRPDSTE IDQDTINRII
651 NFVINVVNRL GAIAKDPKSE TGTRVGVVQY SHEGTFEAIR LDDERVNSLS

232

A7

P04104

5410

Keratin, tip |l sitoskeletal 1

251 DSLKSDQSRM DSELKNMQDL VEEYRTKYED EINKRTNAEN EFVTIKKDVD

102

A6

Q6B345

6210

Protein S100-A11

1 MPTETERCIE SLIAVFQKYS GKDGNSCHLS KTEFLSFMNT ELAAFTKNQK

51 DPGVLDRMMK KLDLNSDGQL DFQEFLNLIG GLAIACHESF LQTSQKRI

182

Al

Q3TTY5

6416

Keratin, tip Il sitoskeletal 2

251 QAYIGMLKKQ VDRLSAERTS QESELNNMQD LVEDFKKKYE DEINKRTSAE
401 VTAVKHGDSL KEIKMEISEL NRTIQRLQGE ISHVKKQCKG VQDSIADAEQ
451 RGEHAIKDAR GKLTDLEEAL QQCREDLARL LRDYQELMNT KLSLDVEIAT

90

A8

P40142

8511

Transketolaz

601 LLKMFGIDKD AIVQAVKGLV TKG

62

A2

P17244

9302

Gliseraldehide-3-fosfat dehidrogenaz
51 HGKFKGTVKA ENGKLVINGK AITIFQERDP ANIKWGDAGA EYVVESTGVF
201 AQNIIPASTG AAKAVGKVIP ELNGKLTGMA FRVPTPNVSV VDLTCRLEKP

301 LNDNFVKLIS WYDNEFGYSN RVVDLMAYMA SKE

116
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SSP 2210

SSP 2908

SSP 4715
SSP 5410

SSP 6210 |

»:?F\?:

-
SSP 6416 -
p—

SSP 8511

SSP 9302

Sekil 16 : Regiile spotlar ve 3D goriintileri, oklar regiile spotlari isaret etmektedir.
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11.4 Gruplarin ikili Karsilagtirmalari :

Kontrol grubuyla saglam kornealar karsilastirildiginda

proteinler arasindaki reglilasyon degisimleri Tablo 14 ‘te gosterilmistir.

Tablo14 : Alkali yanik (Kontrol) grubunun saglama gore degerlendirilmesi

ssp protein G4/G3 | G3/G4

2210 | SH3 0,09 11 up
2908 | PHF 125,7 0,01 down
4715 Kollajen 6 0,5 ? .
5410 Keratin2,1 0 673 .
6210 | ST100-AT1 02 : up
6416 Keratin2,2 0,2 5 .
8511 Transketolaz 3 0,2 -
9302 | GA3PD 5 0,2 down

SH3BRPSL

Sekil 17:Alkali yanik kontol ile saglam arasi IPA sonuglari 68



Yapilan yolak analizinde yanik grubu ile saglam grup karsilastirildiginda regulasyon orani
en ylksek bulunan proteinin keratin tip 2 sitoskletal 1 oldugu gézlemlenmistir.Bu durum
akali yanigin kornea epitel dokusunda ciddi hasar meydana getirdigini gostermektedir.Buna
ilaveten yapilan IPA yolak analizi, keratin yolagini regllasyonu degisen diger proteinlerle de
(GADPH harig) iliskilendirmistir. Bu iliski analizi alkali hasarin hiicre igi hangi yolaklari
etkiledigi hakkinda bilgi vermektedir. Analizdeki diger dikkat ¢ceken protein ise yanik

grubunda yuksek down regiilasyonu gorilen PHF finger proteindir. (Sekil 17)

Amnion zari implantasyon grubuyla saglam grup karsilastirildiginda da keratin tip2
sitoskeletal 1 dizeylerinde kontrolden az bir upregtilasyon ve PHF diizeylerinde kontrolden
az bir down regilasyon mevcuttu. Fakat kontrol grubu karsilastiriimasinda elde edilen
reglilasyon oranlariile IPA analizi yapildiginda keratin tip2 sitoskeletal 2 nin metabolik
yolaklarin merkezine konuldugu ve diizeylerinde down regtilasyon gorildugu
gozlemlenmistir.. Alkali maruziyetinin verdigi hasarin keratin tip2 sitoskeletal 1 miktarini
arttirdigi ve PHF finger protein diizeylerini azalttigi distintlirse amnion implantasyonu PHF
deki bu azalmayi yavaslatarak saglama yaklastirmis boylece yanik grubunda artan keratin
dizeylerini de degradasyonu arttirarark azaltmistir. PHF hiicre ici ubikitinasyonu diizenleyen
ve dolayisiyla protein degredasyonuna dogrudan etki eden bir proteindir. Bu sebeple keratin
tip 2 sitoskeletal2 miktarinin azalarak normale yaklagmasi PHF nin overekspresse olmasiyla
iliskilendirilebilir. Bunu test etmenin en ideal yolu PHF overekspresse edilen hiicre hatlarinda

keratin miktarindaki degisimin incelenmesidir.(Tablo15 ,Sekil 18)

Bu bulgular isiginda amnionun epitelyal keratin miktarini normale yaklastirdigi ve
iyilesme stirecine katkida bulundugu séylenebilir. Ayni zamanda amnion grubunda yanik
grubundaki transketolaz ve GAPDH dlizeylerindeki azalmanin kayboldugu ve saglam ile

aralarinda TKT veGADPH agisindan fark olmadigi gérilmdastar.

CXL grubundaki bulgular amnion grubuyla benzerlik gostermektedir. Farkli olarak keratin
tip 2 sitoskeletal 2 dlizeylerindeki disus iki kat daha fazladir. Transketolaz ve GADPH
diizeyleri amniondan daha fazla artarak normale ulagmistir.PHF diizeyleri amniondan az
olmakla birlikte kontrol grubuna gore 13 kat up regtilasyon gostermistir.(Tablo 16, Sekil 19)
CXL+Amnion grubundaki bulgular diger gruplarla benzerken PHF protein dizeyleri saglama

en yakin bu grupta saptanmistir.S100 protein diizeyleri en ¢ok bu grupta upregiile
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gorilmektedir. Bu gruptaki en belirgin degisim GADPH duzeylerindeki belirgin up
reglilasyondur.(Tablo 17, Sekil 20) Oysaki CXL+Amnion grubunu CXL grubuyla veya Amnion
grubuyla karsilastirirsak keratin metabolizmasindaki belirleyici rol ortadan kalkmakta ve
kollajen iliskili metabolik yolaklar sistemdeki degisimin merkezine oturmaktadir(Tablo 19-
18) (Sekil 21-22) Saptanan proteinlerin gruplara gore sikliklari Sekil 23 de gdsterilmistir. Tim
gruplardaki reglilasyon oranlari bir bitiin olarak incelendiginde IPA pentoz fosfat yolaginin

alkali hasarindan en ¢ok etkilenen yolak oldugunu gostermistir. (Sekil 24)
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Tablo 15: Amnion grubunun kontrole ve saglama gore degisimi

SSP | protein G3/G5 G5/G3 | G5/G4 | G4/G5
2210 | SH3 0,8 1,2 Buw |00
2908 | PHF 0,06 B 0,2 4,2down
4715 | Kollajen 6 | 0,7 1,2 B o
5410 | Keratin2,1 1,2 0,7 -up 0,0
6210 | S100-A11 [ 1,0 o9 |Buw |02
6416 | Keratin2,2 -down 0,0 0,0 .down
8511 | Transketolaz | 0,3 IUp 0,7 1,2
9302 | GA3PD 0,5 1,7 0,3 2,7down

SHgBPRsL o
i

g
GABARAPL2 AC!

&

Sekil 18: Amnion ile kontrol arasi IPA sonuglari
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Tablo 16: CXL grubunun kontrole gére degisimi

sSSP Protein G1/G3 | G3/G1 | G1/Ga | G4/G1
2210 SH3 0,7 1,3 8up 0,1
2908 PHF B oo 0,1 9,5
4715 Kollajen 6 | 1,1 0,8 Bl |04
5410 Keratin2,1 1,4 0,7 - 0,0
6210 S100-A11 BB o: B oo
6416 Keratin2,2 0,0 - 0,0 .
8511 Transketolaz - 0,2 1,1 0,8
9302 GA3PD 5up 0,2 1,0 0,9

@ CHCHD2
Kt

GABPL2

Sekil 19 : CXL ile kontrol arasi IPA sonuclari

PHE23
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Tablo 17: CXL+Amnion grubunun kontrol grubuna ve

saglam gruba gore degisimi

sSp | protein G2/G3 | G3/G2 | G2/G4 | G4/G2
2210 | SH3 (] 0,5 Bl | o004
2908 | PHF B oo 04 | 2idown
4715 | Kollajen 6 | 0,1 5,6 0,3 | 3down
5410 | Keratin2,1 1,4 0,6 - 0,00
6210 | S100-A11  |E | o1 BBB o003
6416 | Keratin2,2 0,0 - 0,05 -
8511 | Transketolaz . 0,6 0,4 -
9302 | GA3PD B8 |00 HBBEE | 0,006

sHiBpsL
P o

= Q)

Sekil 20: Amnion+ CXL ile kontrol arasi IPA sonuglari
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Tablo 18: CXL+Amnion grubunun amnion grubuna gore degisimi

SsP Protein G2/G5 | G5/G2 | G2vsG>
2210 SH3 1,5 0,6

2908 PHF 1,9 0,5

4715 Kollajen 6 0,1 . -
5410 Keratin2,1 1,8 0,5

6210 S100-A11 g 0,1 up
6416 Keratin2,2 1,3 0,7

8511 Transketolaz | 0,6 1,6

9302 | GA3PD 426 0,00 up

-
@
=

—

TFAP2C
AR
PHF23

Sekil 21: CXL+Amnion ile Amnion arasi IPA sonuglari
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Tablo 19 : CXL+Amnionun CXI grubuna gore degisimi

SSP protein G1/G2 | G2/G1 | G2vsG1
2210 | SH3 o3 | |
2908 | PHF 0,2 (] up
4715 Kollajen 6 . 0,1 -
5410 Keratin2,1 0,9 1,0

6210 S100-A11 0,5 1,6

6416 Keratin2,2 0,4 I .
8511 Transketolaz . 0,4 -
9302 | GA3PD o0 B8 |IB

Sekil 22: Amnion+ CXL ile CXL arasi IPA sonuglari

SHg{ngsL
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2500000 o
2000000 S
1500000 o ) = KONTROL
1000000 /” CXL+AMNION )
500000 /7 exL = AMNION
o - AMMNION
- CXL
MONTROL )
&3 } = CXL+AMNION
=)
,bQ

Sekil 23: Saptanan proteinlerin gruplara gére dagihmi

M positive z-score z-score =0 B negative z-score no activity pattern available - Ratio
F0.25
2,5 1
— 2.0 - 0.20
g
2 15 0.15 =
& 5
2 1,0 0.10
0.5 - 0.05
0.0 = 0.00

Pentose Phosphate Pathway
(Non-oxidative Branch)
Pentose Phosphate Pathway

Corticotropin Releasing Hormone
Signaling

Sekil 24 : IPA sonucunda ulasilan standart metabolik yolaklar

istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi ile
yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile degerlendirildi. Normal
dagilim gosteren numerik degiskenler ortalama +/- standart sapma, normal dagihm
gostermeyen numerik degiskenler medyan (25. persantil - 75. persantil), kategorik
degiskenler ise frekans (ylzdelikler) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklihk normal
dagilima sahip olan nimerik degiskenler icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile, normal
dagilima sahip olmayan niimerik degiskenler icin ise Kruskal Wallis Testi ile belirlendi. Coklu

karsilastirmalar icin Tukey ve Dunn testleri kullanildi. Tekrarlayan olcimler arasindaki
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farklilklar normal dagihim gosteren degiskenler icin Repeated Measure Anova ile, normal
dagilim gostermeyen degiskenler icin Friedman iki yonli varyans analizi ile incelendi. p<0.05

istatistiksel olarak 6nemlilik icin yeterli kabul edildi.
12 .TARTISMA KLiNiK VE HiSTOLOJiK BULGULAR

Amnion zari implantasyonunun alkali yanik sonrasi akut doénemde epitelyal
rejenerasyonu sagladigi(124-125), inflamasyonu azalttigi(126-127) ve buna sekonder
neovaskiilarizasyonu azalttigi, stromal incelmeyi engelledigini (125) gosteren bir ¢ok ¢alisma
vardir .( 128-129-130) Calismamizda da amnion zari implantasyonu epiteliyal rejenerasyonu
kontrol grubuna kiyasla belirgin arttirmistir fakat crosslinking grubundaki etki amniona
gorede fazla bulunmustur. Birlikte uygulanan grupta da ek bir kazanca sebep olmamistir.
Histolojik epitelyal rejenerasyon skorlama sonuglarina ve klinik muayene sonuglarina gore
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmis ve farki olusturanin CXL grubuyla kontrol
grubu arasindaki degisim oldugu goridlmdistr.

CXI tedavisinin inflamasyon ve matrix metalloproteinaz aktivitesini distrdigini
gosteren makaleler mevcuttur.(131-132) Biz de ¢calismamizda CXL grubunda (lserasyonun
gelismemesi sonucu, CXL tedavisinin inflamasyonu ve matriks metalloproteinaz aktivitesi
Uzerindeki etkisiyle gerceklesmis olabilecegini diisiindiik .Amnion ve CXL+ Amnion grubunda
farkl vizitlerde degisen derecelerde Ulserasyon gelistigi gériildii. Amnion implantasyonunun
akut alkali yanikta ileri evre (evre 4) yanigi olan hastalarda faydasiz oldugunu gosteren
calismalarda mevcuttur.(133-134) Amnion zarinin faydal olmasi igin ne zaman ve ne
derecede uygulanmasi gerektigini belirten bir ¢calisma da amnion zari implantasyonunu akut
evrede uygulamak yerine yanik ve cerrahi arasinda bir sire birakilmasi 6nerilmistir. Bu hem
cerraha elektif sartlarda daha iyi bir konjonktival cerrahi firsati taniyacak hem de
inflamasyonun kontrol altina alinmasina firsat verecektir denilmektedir.(135) Bizde
calismamizda multilayer(2 kat) onlay teknikle taze amnion zari implantasyonu ydntemini
akut evrede uyguladik. Galismamizin sonuglarina gére amnion zari implantasyonu yapilan
gruplarda neovaskiilarizasyonun kontrollere gore 2. ve 3. Vizitlerde fazla oldugunu ve
sadece CXL yapilan grupla arasinda istatistiksel anlamli bir fark oldugu gorildid. Akut
dénemde inflamasyon ¢ok aktifken ve dokuda temizlenemeyen alkali ajanlarin penetrasyonu

devam ederken amnion implantasyonu yapilmasinin ve siitlirasyonla da tetiklenecek ikinci
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bir travmanin olusturulmasinin enflamasyonun siddetini arttirarak asiri neovaskdilarizasyonu
tetikledigi duslintldi.Bu mekanizma kuru goz hastalarinda kontak lens kullaniminin
inflamatuar hiicreleri potansiyalize edip inflamasyonu siddetlendirmesi ve kurulugu
tetiklemesiyle benzer mekanizmalardir. Daha 0Once vyapilan c¢alismalarda sitirasyonun
inflamasyonu tetikledigi sitlirsiz fibrin glue gibi diger tekniklerle yapilan karsilastirmalarda
gosterilmistir.(136-137-138) inflamasyon, amnion grubunda siddetlenip neovaskiilarizasyonu
tetiklemis ve amniona ek olarak CXL uygulanan grupta CXL amnionun bu istenmeyen
etkilerini azaltir bir etki gostermistir. Bu bulgular cercevesinde inflamasyonunda bir
gostergesi olan vaskilarizasyonun CXL grubunda azalmasi CXL nin inflamasyonu azaltici
etkisini gostermektedir.(132) Bulgularimiz CXL ‘nin inflamasyonu baskiladigi buna sekonder
neovaskilarizasyonu azalttigi yonlindedir. Bulgularimiz CD68 pozitif hicrelerinin CXL
grubunda anlamli olarak distk bulunmasiyla desteklenmektedir. Bu sonuclar birlikte
degerlendirildiginde CXL nin erken donemde epitelizasyonu hizlandirmasinin,  matrix
metalloproteinaz aktivitesinin maksimuma ¢iktig1 3. haftalarda epitel saglamliginin devam
etmesine katki sagladigi ve llserasyon  tablosunda da gorildigi gibi Ulserasyon
mekanizmalarinin iki ayagini durdurarak (1:defektif reepitelizasyon 2: inflamasyon)

(123)llserasyonu da azalttig seklinde yorumlanmistir.

Muayene bulgularina gore vaskiilarizasyonun 7. gin vizitinde baslamis oldugu, bu
dénemde digerlerinden fazla vaskularizasyonu ilerlemis olan deneklerde takip eden glinler
icerisinde korneal incelme (melting) olustugu gorilmustir. Artmis vaskilarizasyon olusacak
meltingin habercisi olmustur. ilk hafta icinde epitel defekti kiigiilen deneklerde sonraki

haftalarda vaskilarizasyonun ve Ulserasyonun daha az oldugu gorilmustir.

Her bir grubun kendi icinde zamanla degisen SKK 6l¢iimleri OCT ile degerlendirildiginde
yaralanma sonrasi tim tekrarlayan muayenelerde kalinlik artisi s6z konusuydu. Bu degisim
alkali yanik patofizyolojisi geregi zarar goren epitel sonrasi alkali maddenin stromal
glikozaminoglikanlara ulasip onlarin hidrasyonuna sebep olmasindan kaynaklanmaktadir.
Gruplarin kendi iclerindeki degisimlerine bakildiginda ilk SKK degerleriyle diger tim o6l¢climler
arasinda anlamli bir farkla artis gésteren grup amnion grubuydu. CXL grubunda da sadece ilk
SKK ile 3. haftaki SKK degerleri arasinda anlamli fark mevcuttu. Diger gruplarda kendi

iclerindeki artis istatistiksel anlamh bir fark gostermiyordu. Amnion grubunun tim
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Olgcimlerde korneal kalinligi anlamli olarak arttirmasi Kim ve arkadaslarinin galismalariyla da
uyumludur.(126)

Marcello ve arkadaslari calismalarinda CXL ve kontrol gruplari arasinda opasite acisindan
30. giin farklihk oldugunu bulmuslar ve onlarda ilk 15 gilinlik degerlendirmelerinde anlamli
fark saptamamislardir. (139) Bizim calismamizda opasite acisindan fark bulunmamistir. Bu
bulgular bize tedavinin opasite lzerindeki etkisini daha ¢ok 3.haftadan sonra gostermeye

baslamis olabilecegini distndliirmektedir.

CXL LASIK sonrasi gelisen ektazilerde (140), LASIK Oncesi rutin proflaktik olarak (141),
korneal ektazilerde (142)ve bulléz korneal 6demde(143) kullanimina iliskin calismalar
mevcuttur. Capraz baglanmis kornealarin daha sert(144-145), kollejen liflerin ¢caplarinin daha
genis (146-147)ve doku gegcirgenliginin daha dusik (148)oldugu gosterilmistir. CXL'nin
korneal stromanin enzimatik erimeye olan direncini arttirdigi gésterilmistir.(149-150) Alkali
yanik sonrasi incelme ve inflamasyonu azalttigi da deneysel ¢alismalarda gosterilmistir.(151-
152) CXL'nin fibriller arasi ve ici baglar lzerindeki etkisi nedeniyle korneal sivi gegisini ve
stromal sismeyi azaltip dehidratasyonu sagladigi gosterilmis ve billéz korneal 6demde
kullanimi 6nerilmigstir.(153-154-155-156). Endotelyal yetmezlige bagh gelisen billéz korneal
0dem tablosunda azalmis stromal emme basinci ve bundan dolay azalmis transendotelyal
sivi gecisine bagh korneal kalinlikta azalma olabilecegi vurgulanmistir.(157)Calismamizda
repeepitelizasyonu en erken saglayan CXL grubu olmustur. Ulserasyon en az bu grupta
gorilmis ve inflamasyon ve ona sekonder gelisen neovaskilarizasyon yine en az CXL

grubunda saptanmistir.

Stromal hiicre (keratosit) apoptozu gostergesi olan TUNEL pozitifligi, CXL grubunda
anlamli olarak diislik saptanmustir. Alkali yanigin keratosit apoptozunu artirdigi
gosterilmistir.(118)CXL tedavisinin oksijen radikalleri araciligiyla keratosit apoptozunu
arttirdig1 yoninde yayinlar (158,159,160) vardir. CXL nin hiicre canhligina ve apoptoza
etkisine bakilan bir calismada ise CXL ‘nin apoptoza etkisi olmadigi da gosterilmistir.(161)
Bizim calismamizda yanik sonrasi uygulanan tedavi gruplari arasinda stromal hiicrelerdeki
apoptozun CXL grubunda en az oldugu gorilmistir. Bu bulgu stromal erimenin CXL

grubunda en az bulunmasiyla ortiismektedir.
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13. TARTISMA MALDI TOF/TOF ANALizi

Epitel dokusu; epidermiste, korneada oldugu gibi orttiikleri organizmalar ile dis cevre
arasinda bariyer etkisi gorir. Keratinler epitel dokularinin ana yapisal proteinleridir.(162)
Tim insan hicrelerinin sitoplazmalari 10nm intermediate ara flamanlari igerirler. Epitelyal
hiicrelerde bu sitoskeleton cok cesitli keratin varyasyonlarindan olusur. Arada olusan bu
sitoskleletal yapinin temel gorevlerinden biri travmalara karsi epitelyal bariyere iskelet
etkisiyle koruyuculuk etmektir. Bilinen 26 tip 1(asidik) 28 tip 2(no6tral ya da bazik) toplam 54
tanimlanmis memeli polipeptid keratini bulunmaktadir.(163) Mutasyonlar nedeniyle epitelin
iskeletini olusturan sitoskeletal dokuda zayiflama olursa epitel frajilitesi olusmaktadir.
Keratin bozukluklarinda oral anogenital, mukozal lezyonlar , korneal lezyonlar
tanimlanmistir. Ornegin ; Meesman korneal distrofisinde K3 mutasyonu gésterilmistir , bu
bir epitelyal distrofidir ve mikrokistik korneal epitelyal lezyonlarla karakterizedir. Farelerle
yapilan bir ¢alismada kulak, taban ve kuyruk derisinde bulunan bir tip 2 polipeptidi olan K2
nin eksikliginin artmis frajilite, yikselmis transepitelyal su kaybi ve lokal inflamasyonla iliskili
oldugu gosterilmistir.(164) Keloid skarlarinda artmis, psoriazis ve hiperkeratoziste azalmis K2
ekspresyonu gosterilmistir.(165) Keraokonus ve normal kornealar lizerinde yapilan
proteomiks analizinde , keratin type | sitoskeletal 14, tubulin beta chain, keratin tip |
sitoskeletal 16 and protein S100-A4 epitelyal proteinlerinde artis saptanirken ; transketolaz
ve piruvat kinazda ise azalma oldugu tespit edilmistir. (166) Konjonktiva salazis hastalarinin
g6z yasi 6rneklerinde protein analizinin MALDI TOF yéntemiyle yapildigi bir calismada 24
adet spot proteininin anlamli olarak yiikselmis oldugu gosterilmistir ( S100 ailesi,guanozin
trifosfat -binding protein 2 ,I-laktat dehidrogenaz , yag asidi binding protein
, keratin tip | sitoskeletal 10, glutatyon S-transferaz P, peroksiredoksin-1, peroksiredoksin-5
, gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz ). Cikan proteinlerden bazilari inflamasyon ve oksidatif

stres biyomarkerlaridir: (S100A4, S100A8, and peroxiredoxin-5,) (167)

Alkali hasarin korneal epitelyal tabakayi yok etmesi sonrasi olusan yeni epitelyal
hiicreler aralarindaki epitelyal baglantilari saglamak amaciyla keratin tip 2 sitoskletal 1
dizeylerini upregililasyona ugratmislardir. Keratin tip 2 sitoskeletal 1 diizeylerinin en fazla
artis gosterdigi grup sirasiyla Amnion+CXL, CXL, Kontrol ve Amnion grubudur. Keratin tip 2
sitoskeletal 2 dizeyleri ise bunun aksine tedavi gruplarinda en yiksek olarak sirasiyla

CXL,Amnion,CXL+Amnion gruplarida down regiile olmustur. Bu azalmanin PHF
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diizeylerindeki kontrol grubundaki downregiilasyonun tedaviyle gittikce azalmasina ve buna
sekonder artan PHF diizeylerinin protein degradasyonuna neden olarak keratin tip 2
sitoskeletal 2 dlzeylerini azaltmasina baglamaktayiz. Bu sebeple keratin tip 2 sitoskeletal 2
miktarinin azalarak normale yaklasmasi PHF’ nin overekspresse olmasiyla iliskilendirilebilir.
Bunu test etmenin en ideal yolu PHF overekspresse edilen hiicre hatlarinda keratin

miktarindaki degisimin incelenmesi olmahdir.

PHF finger protein otofajinin negatif diizenleyicisi olarak ¢ahsir. Ubikitinasyonu
diizenler beslenme yetersizligi veya bakteriyel enfeksiyona yanitta bir Gbikitin ligazi olan ve
otofajiyi saglayan E3 (in indirgenmesini saglar . Otofajiyi engeller ve bunu (bikitin Gretimini
arttirarak yapar gecmis calismalarda da tbikitinin transketolaz dizeylerini arttirdigi
gosterilmistir. (168)

Calismamizda alkali yanik uygulanip kontrol alinan grupla saglam kornealar alkali yanik
etkisini saptamak igin karsilastirildiginda PHF finger protein diizeyleri alkali yanik grubunda
azalmis olarak bulunmustur. Tedavi gruplarinin kontrolle karsilagtirmalarina gore ise PHF
finger protein dizeyleri sirasiyla en yiiksek CXL+Amnion grubu, Amnio grubu ve CXL
grubunda saptanmistir. PHF finger protein diizeylerinin yikselmesi ubiquitin araciligiyla
transketolaz diizeylerinin de ylikselmesine katki sagladigi ve korneal antioksidan
mekanizmalara etki ettigi soylenebilir.

Korneal hiicrelerin oksidatif mekanizmasi ve glikozu kullanim sekilleri birkag farkli
yolaktan gerceklesmektedir. Korneal epitel glikozunun biyik kismini stromadan alir ve glikoz
6 fosfata donistirir ve bununda %85 i glikolitik yolda pirtivata gevrilir. Privatin biyuk
cogunlugu laktik aside metabolize olurken bir kismi da ATP {iretim amaciyla sitrik asit
siklusuna girer. Epitel tarafindan glikozun geri kalan kismi da pentoz fosfat yolunda serbest
radikallerin kontroli icin dnemli bir kaynak olan NADPH Gretimi icin kullanilir. Bu glutatyon
ve askorbik asit gibi indirgeyici ajanlarin olusmasini saglayan ana metabolik yolaktir. Pentoz
fosfat yolaginda gorevli NADPH Uretimine katki saglayarak antioksidan yolaklarin islemesini
saglayan etkisi gosterilmis 6Gnemli enzimlerden biri ise transketolazdir. UV isinlarini emen,
oksidatif radikaller olusturan korneayi oksidatif hasara karsi korur. Korneanin isikla
maruziyeti sonrasi basalayan matirasyon siiresinde yiikseldigi ve korneada yogun bulunan

bir enzim oldugu gosterilmistir.( 169)
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Keratosit metabolizmasi stromal igerikler igin gerekli enerjiyi Gretmekle gorevlidir. Bu
hicreler yiksek metabolik aktiviteye sahip degildir ve yliksek stromal laktat tGretimi
gerceklesir ve endotele sivi transportuna katkida bulunur. Endotel ATP az bagimli enerji
mekanizmasini siirdirmek icin ylksek enerji Gretimine sahiptir ve epitelden 5 kat daha fazla
aktiftir. Endoteldeki major metabolik yolak anaerobik glikolizdir ve bu da sitrik sit siklusu ve
pentoz fosfat yoluyla olur. Kornea epitel hiicreleri yiliksek konsantrasyonda metabolik enzim
biriktirirler. Bunlarin %30-40"in1 aldehid dehidrogenaz olusturur bu hem metabolik hem
yapisal rol oynar. Diger tanimlanmis enzimler, kristalin proteinler enolaz,glutatyon s
transferaz ve peptidil prolil cis-trans-isomerazdir. insan ve fare korneasinda 65-68-kDa suda
¢ozuinen kimligi belirsiz bir protein tespit edilmistirDaha sonraki ¢alismalarda bunun

transketolaz oldugu bulunmustur.(170)

Transketolaz, korneal epitelde ekspresse olan bir kristalin proteindir, nonoksidatif
pentoz fosfat yolLunda bir enzim olarak gérev alir. Pentoz fosfat yolu, pentoz ve NADPH
formunda indirgeyiciler lretir. Transketolaz ketol gruplarini aldehid alici molekiline transfer
eder, optimal enzimatik aktivite icin Mg ve tiamin pirofosfat gerekmektedir. (171)Tiamin
durumunu belirlemede kullanilir. TKT nin kimyasal, fiziksel ve kinetik 6zelliklerindeki
degisimler Wernike-Korsakof Sendromu ,Alzheimer hastaligi , fibromiyalji , ileri maln{trisyon

ve alkolizm gibi birgok hastalikta vurgulanmistir.

Calismalarda korneal matiirasyon siirecinde goz kapaklarinin acik kaldigi 1s1ga
maruziyetin oldugu siirenin artmasinin transketolaz gen ekspresyonunun up regililasyonuna
neden oldugu gosterilmistir.(172) Seffaf korneal dokularda sklera veya skarl seffaf olmayan
kornea dokulariyla karsilastirildiginda suda ¢6ziinir iki protein olan transketolaz(TKT) ve
aldehid dehidrogenaz1(ALDH1) diizeylerinin yiksek oldugu gosterilmistir, bu sonuglarla
transketolazin korneal transparansta etkili bir kristalin protein oldugu vurgulanmistir.
Normal tavsan korneasindaki ALDH1 ve TKT diizeylerinin yiksek oldugu bununda keratosit
sitoplazmasinda homojenlikle birlikte refraktif indeksi minimalize ederek korneal
transparansi sagladigi distinllmustlr. Bunun seffaf lens kristalinleriyle ayni mekanizma ile
transparans olusturdugu bildirilmistir.(173,174,175) Sismeyle birlikte olusan korneal
opasifikasyon keratinositlerden i1sik sagciimasiyla iliskili bulunmustur. Yikselmis interfibriller

kollajenler ,kollajen lameller ve kerotositler arasi bosluklar ve formasyon degisimi bu
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sacilmanin sebebidir.(176) Yara iyilesmesi slirecinde goc¢ eden keratositler ve
miyofibroblastlar nedeniyle olan artmis isiktaki geri yansima kornea normal hidrasyon ve
kalinhgini kazandiginda bile persiste etmektedir. (177) . Clinkii gb¢ eden keratositlerin ALDH1
ve TKT dizeylerinin normale ulasmasi zaman alir. (173) Bir ¢calismada korneal opasiteden
sorumlu olan transketolazin korneal yaralanma sonrasi azaldig1 ve korneanin oksidatif
sterese daha agik hale gelmesi nedeniyle ubiquitin dlizeylerinin arttig1 gosterilmistir.
Transketolaz diizeylerinin ubiquitin ile dizenlendigi dusliniilmektedir.(178) Transketolaz
korneal epitelde lokalizasyonu ve yiiksek aktivitesi gdsterilmis bir proteindir. Pentoz fosfat
yolunda gorev alip antioksidan mekanizmalarda goérevli NADPH Uretimine katki sagladigi
korneal enerji metabolizmasinda, antioksidan mekanizmadaki gorevi sayesinde korneal
transparansa buyik etkisi oldugu gosterilmistir.(167)

Calismamizda yapilan IPA analizi Pentoz fosfat yolagini isaret etmektedir. Bu hiicre ici
indirgenme glcilniin kaynagi olan NADPH Uretimi amagl aktive edilen bir yolaktir. Bu yolak
sayesinde Uretilen NADPH anabolik reaksiyonlarda kullanilarak yeni molekiiller
sentezlenmesine neden olmaktadir. Alkali yanigin korneada olusturdugu hasarin tamiri igin
yeni yapitaslarinin anabolik reaksiyonlar araciligi ile sentezlenmesi gerekmekte dolayisiyla
pentoz fosfat yolaginin regililasyonu ortaya ¢cikmaktadir. Alkali yanik modeli uygulanmis
kornelarin saglam kornealarla karsilastiriimasinda transketolaz diizeylerinin alkali yanik
sonras! azaldigi tedavi gruplari karsilastirildiginda ise en ¢cok CXL grubunda artis gosterdigi,
daha sonra amnion grununda ylksek oldugu ve ikisinin birlikte kullanildigi grupta ise
kontrolden yiksek olsa da tek tek uygulanmalarina nazaran dizeylerin azaldigi gdsterilmistir.
CXL tedavisinin korneal transketolaz dlizeylerini arttirarak pentoz fosfat yolaginin sekteye
ugramis aktivitesini tekrar saglamasi korneanin oksidatif strese karsi direncini arttiracak ve
korneal transparansin tekrar olusmasina katkida bulunacagi diisiintilmektedir. Daha 6nceki
calismalarda da CXL nin alkali yanik sonrasi 30. glin korneal opasite dlizeylerini anlamli olarak
azalttig gosterilmistir.(152)

Doku ve organlarin ekstraselliiler matrixlerindeki kollajen fibriller tarafindan olusturulan
Uc¢ boyutlu yapilar interfibriller matrix komponentleriyle birlikte olan molekiler etkilesimlere
baglidir. interfibriler makromolekiiller fibril yiizeylerine baglanir ve fibrillerin yapisal
organizasyonuna spesifite kazandirirlar. Bu interfibriler komponentin ana bilesenlerinden biri

de kollajen 6 dir. Bunlar kollajenler arasi uygun bosluklari saglayarak korneal transparansi
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saglarlar. Normal korneal stromal gelisim ve yara iyilesmesi slirecinde ilk 2 hafta iginde bu
proteini kodlayan mRNA diizeylerinin arttig1 gosterilmistir.(179)

Galismamizda alkali yanik uygulanan kontrol grubunda saglam kornelara gore kollajenler
arasindaki dizenli dizilimin bozulmasindan 6tliri korneal transparans bozulmustur. Bunlara
da artan anormal interfibriler yapilarinda sebep oldugunu buna bagh olarak kollajen 6
diizeylerinin arttigini disinmekteyiz. Tedavi gruplarinda kollajen alfa 6 diizeyleri amnion ve
CXL grubunda up regtile iken birlikte uygulandiklari CXL+Amnion grubunda tiim gruplara gore
down regilile olduklari géralmistir.

Protein S100 Ca ile aktiflesen bir sinyal proteinidir ve diger proteinleri hiicre
migrasyonu,proliferasyon ve diferansiyasyon, stres cevabi, yara iyilesmesi,
inflamasyon,gecikmis immiinite , gibi biyolojik fonksiyonlari diizenlemek Uzere aktifler.(180-
181) Ailenin 13 Uyesi, kromozom 1g21 lizerinde bulunan epidermal farklilasma kompleksi
olarak kiimelenir. Bu bélge 6zel bir ilgi konusudur ¢linkii bu bélgeden kodlanan genler
involukrin, filagrin, repetin, trichohyalin gibi epidermal keratinositlerde ayrica da okiiler

ylzey lGzerinde eksprese olurlar. (182-183-184)

S100 proteinlerinin membran remodeling surecini kolaylastirdigi ve S100A11 ve
membran lipitleriyle etkileserek membranin farkh segmentlerine katildigi veya membran
ylzeyine kivrildigi bilinmektedir . Ayrica SI00A11 kornifiye kilifin capraz baglh bir
komponentidir ve bu yapi membranla iliskili komponentleri birlestirir.(185-186) inflamatuar
ve noninflamatuar bazi durumlarda okdiler ylizeyde bu proteinlerin bulundugu gdésterilmistir.
Ornegin S100 A2 ,A4 keratokonuslu epitellerde $100 A4,A6,A8,A9,A13 iin ise korneal
neovaskiilarizasyon modellerinde artmis oldugu gosterilmistir. (187-188) Pterjiumlu ve
normal kornealarin karsilastirildigi bir calismada S100A4, S100A6, S100A8, S100A9 ve
S100A11 arasinda fark bulunmamistir.(189) Olusturulan neovaskiilarizasyon modelinde
notrofil ve makrofajlarin sagladigi SI00A8 ve A9’ un anlamli olarak yiiksek bulundugu
gosterilmistir. (190-191) Rejenere olan kornealarda S100 beta ve A4 dizeylerinin arttigi
gosterilmistir. (192-193)

Calismamizda alkali yanik modelinin olusmasiyla S100A11 diizeylerinin arttigi saglam
grupla karsilastirilarak gosterilmis. Membran remodelingine katki saglayan bu proteinlerin
yanik olusumunu takiben epitelyal ve stromal iyilesmeyi saglamak amaciyla arttigi

dislintlmustir. CXL grubunda S100 A1l diizeylerinde up regiilasyon oldugu bunun
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CXL+Amnion grubunda da gozlendigi gérilmustir. Amnion grubunda kontrole kiyasla bu
artisa ek katki saglamadigi gorilmustir .

GAPDH glikolizin ilk basamagini katalizleyen anahtar bir enzimdir. Hicre iskeletinin
organizasyonunu modile eder. Membran iliskisini kolaylastirir. Membran flizyonunda
gorevli oldugu ve epitelyal hiicrelerin kollajene olan adherensini sagladigi bilinmektedir.
Ayrica transkripsiyon, RNA tasimaciligi, DNA replikasyonu ve apoptoz dahil nikleer
etkinliklerde yer almaktadir. GADPH in membran flizyonu agamalarinda gérev aldigi
gosterilmistir.(194) Klimatik keratopatilerde GADPH dizeylerinin arttig1 proteomiks
calismalarinda gosterilmistir.(195)

Calismamizda alkali yanik olusturulan kontrol grubunda saglam kornealara gore yanik
kornealarda GAPDH dizeylerinin downregiile oldugu amnion grubunda tekrar saglama
benzer dizeye geldigi, CXL grubunda ise daha belirgin bir upregiilasyon oldugu,

CXL+Amnion grubunda ise tlim guruplara nazaran ¢ok yliksek oranda bir upregtilasyon

oldugu gorilmdistir. Bu tablo histolojik olarak gosterilmis CXL+Amnion grubundaki dizenli

dizilimin ve epitelin stromaya saglam flizyonunun olustugu bulgularini desteklemektedir.
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14. SONUCLAR

Calismamiz  verileri, CXL tedavisinin akut alkali yanik tedavisinde epitelyal
rejenerasyonun saglanmasi, stromal erimenin azaltiip perforasyonun engellenmesi ve
inflamasyonun azaltilarak vaskiarizasyonun kontrol altinda tutulmasinda etkili oldugunu
gostermektedir. Akut donemde amnion tedavisine alternatif bir tedavi olabilecegi

disinilmektedir

Amnion implantasyonunun inflamasyonu siddetlendirmesinin ; alkali ajanla temastan
¢ok kisa bir slire sonra uygulanmis olmasina ve sttirasyonun olusturdugu ek travmaya bagh
tetiklenme olmasina bagh oldugunu dislinmekteyiz. Amnion zari implantasyonunun akut
dénemde uygulanmayip ilk 7 glinliik siirecteki akut inflamasyonun baskilanmasindan sonra
uygulanmasinin daha dogru olacagini , béylece kombine tedaviden alinacak yanitlarin daha
da iyi olacagini diustinmekteyiz. Bu kombinasyonun etkisini gdsterebilecek ileri ¢alismalara

ihtiyac olmakla birlikte bulgular faydal olabilecegini desteklemektedir.

Calismamizin MALDI/TOF-TOF analizi sonuglarina ve IPA analizine gore, alkali kornea
hasarinda korneal pentoz fosfat yolaginda bozulma oldugu gosterilmistir. MALDI/TOF-TOF
analizleri sonucuna gore alkali yanik kontrol grubunda diizeyleri azalan PHF ,Transketolaz ve
GAPDH proteinleri ve diizeyleri artan SH3 domain,S100A11 ve keratin tip 2 sitoskeletal 1 ve
kollajen 6 proteinlerinin tedavilerle regiilasyon oranlarinin degistigi gorildi. Amnion
implantasyonunun en belirgin bulgusu PHF ve transketolaz dlzeylerindeki yikselme ve
keratin tip2 sitoskeletal 2 dlizeylerindeki azalmaydi. CXL grubunda ise en 6nemli degisim PHF
ve Transkeolazdaki amniona benzer yiikselmeyle birlikte amniondan farkli olarak GAPDH ,
S100 A1l diizeylerindeki artisti. CXL+Amnion grubunda tedavilerin ayri ayri toplamlarina
yakin bulgular mevcuttu. PHF diizeyinde 53 katlik bir upregtilasyon dikkat cekiciydi. GAPDH ,
S100 A1l ve transketolaz diizeylerinde artis mevcutu. Bu kombine tedavinin optimum

sartlarda uygulanmasinin sonuglar lizerine daha iyi etki edebilecegi kanaatindeyiz.
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15. OZET

DENEYSEL ALKALI YANIK MODELINDE AMNION ZARI iMPLANTASYONU VE KOLLAJEN
CROSSLINKING ISLEMININ INFLAMASYON, NEOVASKULARIZASYON VE ULSERASYON
MEKANIZMALARI UZERINE ETKiSINiN KARSILASTIRILMASI

Amag ve Kapsam: Alkali yanik tedavisinde stromal erime, inflamasyon ve
neovaskilarizasyonu engellemek amaciyla akut dénemde uygulanabilecek yeni bir tedavi
Onerisi olarak CXL tedavisinin etkisinin amnion zari implantasyonuyla klinik ve histolojik
olarak karsilastirilmasi amaglanmistir. Ayni zamanda , alkali yanigin hiicre i¢i mekanizalarini
protein analizi ile tanimlamak ve uyguladigimiz tedavilerin bu mekanizmalara etkisini

aydinlatmak amaciyla proteomiks analizi yapilmistir.

Gereg ve Yontem : 32 adet Avustralya-Yeni Zelanda Irki erkek tavsanin sag g6z santral
kornelarina 1N NaOH emdirilmis 8mm ¢apli Watman filtre kagitlari uygulanarak alkali yanik
modeli olusturuldu. Model ardindan denekler Kontrol grubu, Amnion implantasyon grubu
,Crosslinking grubu ve Amnion +Crosslinking grubu olarak sekizerli dort gruba ayrildi. Tim
deneklerin 7. glin,14.glin ve 18. giin epitelyal iyilesme , opasifikasyon, llserasyon ve
neovaskiilarizasyon degerlendirilmesi amaciyla 6n segment optik koherans tomografi ve 6n
segment kornea fotograflari cekildi. 21. Glin denekler sakrifiye edilerek kornealari limbus
sinirindan alindi. Santralden iki parcaya bollnerek yarisi histolojik ve imminohistokimyasal
amagla incelenmek Uizere histoloji laboratuvarina ve diger yarisi proteomiks yapilmasi

amaciyla proteomiks laboratuvarina verildi.

Bulgular: Epitelyal iyilesme agisindan tedavi gruplarinda son vizitte en iyi sonug CXL
grubunda alinmistir.(p=0.013) Stromal 6dem ve neovaskilarizasyon acisindan gruplar
arasinda istatistiksel anlamli fark g6zlenmemistir.(p= 0.183,0.053)Opasite acisindan da
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark gériilmemistir. (p=0.303) Ulserasyon
degerlendirmesinde CXL grubunda hicbir denekte iilserasyon saptanmamistir. inflamasyon
acisindan makrofaj markeri olan CD68 immiinohistokimyasal degerlendirmesinde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu gérilmdstir. (p= 0.001). Gruplar arasindaki
istatistiksel farki olusturan CXL grubu ile kontrol grubu arasinda (p=0.001) ve CXL+Amnion ile

kontrol grubu arasindaki farktir.(p=0.039) Stromal apoptozun gostergesi olan TUNEL pozitif
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hiicre sayisi agisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamh fark mevcuttur(p= 0.020).Farki

yaratan ise CXL grubu ile kontrol grubu arasindaki degisimlerdir (p= 0.044).

Yapilan MALDI /TOF-TOF analizi sonuglarina ve IPA analizine gore alkali kornea hasarinda
korneal pentoz fosfat yolaginda bozulma oldugu gosterilmistir. Yanik sonrasi keratin tip 2
sitoskeletal 1 dizeylerinde ciddi bir up reglilasyon ve PHF finger protein dizeylerinde ciddi
bir down regtilasyon gorilmustlr. Amnion implantasyonunun en belirgin bulgusu PHF ve
transketolaz diizeylerindeki yiikselme ve keratin tip2 sitoskeletal 2 diizeylerindeki azalma
oldugu gorulmustir. CXL grubunda en 6nemli degisim ise PHF ve Transketolaz diizeylerindeki
amniona benzer yiikselmeyle birlikte amniondan farkli olarak GAPDH , S100 A11
dizeylerindeki artistir. CXL+Amnion grubunda tedavilerin ayri ayri toplamlarina yakin
bulgular mevcuttur. PHF diizeyinde 53 katlik bir upregiilasyon dikkat c¢ekicidir. GAPDH , S100

A11 ve transketolaz diizeylerinde de artis mevcuttur.

Sonug: CXI tedavisi alkali yanik tedavisinde akut dénemde kullanimi reepitelizasyon,
inflamasyonun azaltiimasi ve llserasyonun engellenmesi agisindan umut vadetmektedir.
Amnion zari implantasyonu tedavisinin ise akut dénem yerine inflamasyon baskilandiktan
sonra uygulanmasinin daha efektif etkili olacagi diistinGlmustir. Amnion implantasyonunun

optimum zamanlamasi konusunda ileri galismalara ihtiyag vardir.
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16.ABSTRACT

THE COMPARISON OF AMNIOTIC MEMBRAN IMPLANTATION AND COLLAGEN
CROSSLINKING TREATMENT’S EFFECT ON INFLAMMATION, NEOVASCULARIZATION AND
ULCERATION MECHANISMS WITH EXPERIMENTAL MODEL OF ALKALI BURN

PURPOSE: We aimed to show the effect of CXL treatment on inflammation,
neovascularization and ulceration mechanisms related the acute alkali burn and to
comparison with amniotic membran implantation. And also we aimed to show the effect of

alkali burn and treatments on intracellular mechanisms .

METHOD : The right corneas of twenty two New Zelland rabbits were burned using a 8mm
Wathman filter paper with 1N solution of NaOH and the animals were then divided into four
groups: Control group submitted to clinical treatment alone, an amnion implantation group
that was treated 1 h after injury with amniotic membran implantation, a crosslinking group
that was treated 1 h after injury with CXL and an amnion implantation +CXL group that was
treated 1 h after injury with CXL and amniotic membran implantation respectivelly. All
groups were followed by the same clinical treatment as administered to the controls. Clinical
parameters were evaluated post-injury at 1, 7, 14, and 18 days by two independent
observers. Following this evaluation, the corneas were excised in 21. days and examined

histologically and proteomic analyses.

RESULTS: The best results in terms of epithelial healing were in the CXL group.(p=0.013).
There were no statistically significant differences in stromal edema, opacity and
neovascularization, respectively (p=0.183,0.303,0.053). In evaluation of ulceration in the
CXL group there was no ulcerated cornea. In the evaluation of inflamation, a macrophage
marker (CD68) were used and were found to be statistically significant differences. (P =
0.001). Difference between CXL group and the control group (p = 0.001) and the difference
between the CXL + Amniotic with the control group (p = 0.039) were responsible from
statistical difference between groups.Terms of the number of stromal TUNEL-positive cells
which are indicators of apoptosis has a statistically significant difference (p = 0.020),
Difference between CXL group and the control group (p=0.044) was responsible from

statistically difference
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MALDI-TOF/TOF and IPA anlyses had shown degradation in corneal pentose phosphate
pathway. Up regulation of keratin type 2 cytoskeletal 1 and down regulation of
PHF finger protein were realized after injury. The most obvious contribution of amnion
implantation was increase of the levels of transketolase and PHF finger protein and
decrease of the levels of keratin type2 cytoskeletal 2 when it was compared with control
group. The most significant change in the CXL group were increase of the levels of
transketolase and PHF finger protein like amnion implantation group and decrease of the
levels of GAPDH , S100 A11 unlike amnion implantation grup when it was compared with
control group. Amnion+ CXL group had the highest increase in the level of
PHF and this group had increased levels of GAPDH , S100 11 and transketolase
when it was compared with control group.

CONCLUSION: CXL treatment seems useful for reepithelialization, reducing inflammation
and preventing ulceration in acute alkali burn treatment. The implantation of amniotic
membrane treatment is thought to be more effective implementation after supressing of
acute inflammation. There is need for further studies on the optimal timing of the

implantation of amniotic membrane.
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