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YAYINLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin / raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili

(kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve agagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari disindaki tim fikri mulkiyet
haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bélimiinin gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans
ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal calismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi
oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak
kullaniimasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhit ederim.

Yilksekdgretim Kurulu tarafindan yayinlanan “ Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim agagida belirtilen kosullar haricinde
YOK Ulusal Tez Merkezi / H. U. Kutiiphaneleri Agik Erisim Sisteminde erisime acilir.

o Enstiti / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. @

0 Enstiti / Fakilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agiimasi
mezuniyet tarihimden itibaren .... Ay ertelenmigtir. ?

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir.
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“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansustu tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma sirecinin devam etmesi durumunda, tez
danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gorisu Uzerine enstitii veya fakilte yonetim kurulu iki yil sure ile
tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi ybntemlerle
korunmamis ve internetten paylasilmasi durumunda 3. Sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi
ve bulgular igeren tezler hakkinda tez danismaninin dnerisi ve enstitd anabilim dalinin uygun gériisii Uzerine enstiti ve
fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayl asmamak Uzere tezin erisime agiimasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal gikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saghk vb. konulara iliskin
lisansiisti tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir*. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi
protokolii gercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun 6nerisi ile enstitil
veya fakiiltenin uygun goriisii (izerine (niversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler
Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7. 2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari gergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gorisi Gzerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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Sunulan tez ¢alismasinin amaci, sklera doku hasarlarinin onariminda zenojenik, allojenik ve
otojenik greft materyallerinin skleral iyilesme lizerine etkilerini karsilastirmaktir. Bu amagla,
tavsan skleralarinda 1/2 derinlikte ve 8x5 mm c¢apinda sklera doku hasar1 modeli olusturulmus
ve 5 farkli galisma grubu belirlenmistir. A grubu (n:9): defekt modeli olusturulmadan takip
(pozitif kontrol), B grubu (n:9): defekt modeli olusturulduktan sonra greftleme yapilmadan
takip (negatif kontrol), C grubu (n:9): insan amniyotik membrani (IAM) ile greftleme, D grubu
(n:9): tavsan sklera dokusu ile greftleme, E grubu (n:9): trombositten zengin fibrin (TZF)
materyali ile greftleme olarak belirlenmigtir. TZF, tavsanlardan alinan 5 mL kan 6rneginin
2,700 devirde 12 dk santrifiijlenmesi ile elde edilmistir. Greftleme sonrast 2 ay siiresince
tavsanlar biyomikroskopik muayeneler ile takip edilmistir. Ayrica, 1. hafta, 1. ay ve 2. ay
sonunda her gruptan esit sayida tavsana dtenazi uygulanarak hasar olusturulmus sklera dokusu
eksize edilmistir. Sklera 6rnekleri immiinhistokimyasal boyamalar, Kii¢iik ve Genis A¢1 X-151n1
Sagilimi (Small and Wide Angle X-ray Scattering, SWAXS) analizi ve hidroksiprolin tayini ile
incelenmistir.

Biyomikroskopik muayenelerde goz kapaklarinda 6dem ve sekreyon, konjonktival ve skleral
vaskiilarizasyon ile sklera hasar modelinin olusturuldugu alanda greftlerin ve cevre sklera
dokusunun durumu incelenmistir. Muayeneler sonucunda, otojenik greftleme yapilan E
grubunda, A grubundaki saglikli sklera dokusuna benzer muayene bulgular tespit edilmistir.
Bunun haricinde, birincil iyilesmeye birakilan B grubunda goz yiizeyi enflamasyon derecesinin
en ist seviyede oldugu, C ve D gruplarinda ise B grubuna yakin oranda enflamasyon ve
damarlanma artisinin tespit edildigi goriilmiistir. E grubunda hazirlanan otolog TZF’nin,
tavsanlarin 2 aylik takip siirelerinde viicutlarinda herhangi bir bolgeye zarar vermemelerinden
oturii giivenle kullanilabilir bir biyomateryal olarak disiiniilmesine olanak tanmustir. Bu




diistiniilmesine olanak tanimistir. Bu sonuglar ile klinik agidan B, C ve D gruplarindaki
iyilesme modelinin, A ve E gruplarina gore geri planda kaldig1 distintilmustiir.

Hematoksilen&Eozin, Mallory Trikrom ve Verhoeff Asit Fuksin boyamalarda, onarilan
sklera dokusundaki kollajen ve elastik fibrillerin durumu, hiicresel infiltrasyon ve yeni
damarlarin olusumu incelenmistir. A grubunda sagikli sklera dokusuna benzer bulgular
tespit edilirken, B ve C gruplarinda orta-agir seviyede enflamasyon ile kalibrasyonu genis
ve sayica artmis damar olusumlar1 gézlemlenmistir. D grubunda hafif-orta seviyede hiicresel
infiltrasyon ile damarlanma artis1 tespit edilmistir. E grubunda ilk hafta hafif-orta seviyede
enflamasyon dikkat ¢ekerken, ilerleyen donemlerde enflamasyon tablosu sakinlesmis ve
saglikli sklera dokusuna olduk¢a benzer morfolojik goriiniim kazanilmistir.

TGFBR1, BMP2, FGF, MMP2, Kollajenl ve Agrekan i¢in yapilan immiinhistokimyasal
boyamalarda, B grubunda MMP2 haricindeki tiim belirtegler i¢in saglikli dokuya ve diger
gruplara gore en diislik ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. MMP2 ise en yiiksek oranda
B grubunda eksprese edilmistir. Tiim degerlendirmelerde E grubu, A grubuna en yakin
degerleri gostermistir.

SAXS analizlerinde, pozitif kontrol grubuna ait 6érneklerin sagici elektron yogunluklarmin
en yliksek oldugu ve otolog TZF uygulanan 6rneklerde buna en yakin sa¢ilim degerlerinin
elde edildigi bulunmustur. Otolog TZF 6rneklerine karsilik gelen ideal nano olusumlarin
uzaklik dagilimlari incelendiginde tiim 6rnekler i¢in homojen nano olusum dagilimlar elde
edilmistir. Ayrica, nano 6l¢ekli olusumlarin morfolojileri incelendiginde elde edilen en olas1
yap1 modelleri, pozitif kontrol ve otolog TZF uygulanan grupta daha kompakt ve diizgiin
morfolojilerin elde edildigini gostermistir.

Hidroksiprolin tayininde, 1. haftada gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.
Ancak, 1. ve 2. aylarda C ve E gruplarinda hidroksiprolin miktar1 anlamli oranda artis
gostermistir.

Sklera onariminda otojenik greftler glintimiizde altin standart olarak kullanilmasina ragmen,
otojenik kaynaklarin kisitli olmasi ve kisinin kendi doku ve organlarina verilen zarar
nedenleriyle kullanimlar1 kisitlanmaktadir. TZF biyomateryali ise viicuda zarar vermeyecek,
az miktarda kan Ornegi ile basit bir protokol kullanilarak hazirlanabilen bir greft
malzemesidir. Sunulan tez ¢alismasinda, otolog olarak kullanilan TZF’nin sklerada yara
iyilesme basamaklarina olumlu yonde destek sagladigi ve takip siiresinin sonunda
morfolojik ve fizyolojik agidan saglikli sklera dokusuna benzer rejenerasyona sebep oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar ile otojenik TZF materyalinin, sklera onariminda allojenik sklera
ve IAM’a kiyasla iistiin oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: sklera, trombositten zengin fibrin membran, insan kaynakli amniyotik
membran, yara iyilesmesi, immiinhistokimya, kii¢iik ve genis ac1 X-1s1n1 sac¢ilimai.
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The purpose of the presented thesis was to compare the effects of xenogenic, allogenic and
autogenic graft materials on scleral healing in the repair of scleral tissue damage. For this
purpose, scleral tissue damage model with 1/2 depth and 8x5 mm in diameter was formed in
rabbit sclera and 5 different study groups were determined. Group A (n: 9): follow-up without
defect model (negative control), group B (n: 9): follow-up without graft after formation of
defect pattern (positive control), group C (n: 9): grafting with human amniotic membrane
(HAM), Group D (n: 9): grafting with rabbit scleral tissue, group E (n: 9): grafting with platelet-
rich fibrin (PRF) material. Platelet-rich fibrin was obtained by centrifugation of 5 mL blood
samples from rabbits for 12 min at 2,700 rpm. Rabbits were followed for biomicroscopic
examinations for 2 months after grafting. In addition, at the end of week 1, month 1, and month
2, an equal number of rabbit euthanasia was applied from each group, and the damaged scleral
tissue was excised. Sclera samples were examined by immunohistochemical staining, Small
and Wide-Angle X-ray Scattering (SWAXS) analysis and hydroxyproline assay.

In biomicroscopic examinations, edema and secretion in eyelids, conjunctival and scleral
vascularization and scleral damage model were investigated. As a result of the examinations,
in the group E with autogenous grafting, findings similar to those of healthy scleral tissue in
group A were determined. Additionally, it was observed that the degree of inflammation of the
ocular surface was at the highest level in group B, which was left to the primary healing,
whereas the increase of inflammation and vascularization in the groups C and D was found near
the group B. Autografts prepared in group E allow to be considered as safe biomaterials,
because they do not damage any parts of rabbits’ body during the 2-month follow-up period.
With these results, it was thought that the clinical recovery model of groups B, C and D was
backwarded compared to groups A and E.
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The status of collagen and elastic fibrils in the repaired sclera, cellular infiltration and
formation of new vessels were examined by Hematoxylin & Eosin, Mallory Tricrom, and
Verhoeff Acid Fuksin stains. In group A, findings similar to that of healthy sclera were
detected, while in groups B and C, moderate to severe inflammation and large-calibrated and
increased number of vessel formation were observed. Group D showed increased vascularity
with mild to moderate cellular infiltration. In Group E, mild-to-moderate inflammation was
noted in the first week, but later on the inflammation table became calm and a morphological
appearance similar to that of healthy sclera was obtained.

Immunohistochemical staining for TGFBR1, BMP2, FGF, MMP2, Collagenl, and Aggrecan
showed the lowest expression levels for all markers except MMP2 in group B when
compared to healthy group and other study groups. MMP2 was exposed in group B at the
highest level. For all ratings, group E showed the closest values to group A.

In the SAXS analyzes, it was found that the scattering electron densities of the samples of
the negative control group were the highest, and that the closest scatter values were obtained
in the samples subjected to autografting. When the distance distributions of ideal nano-
formations corresponding to autograft samples were examined, homogeneous nano-
formation distributions were obtained for all samples. Furthermore, the most probable
structure models obtained when examining the morphology of nano-scale formations
showed that more compact and smooth morphologies were obtained in the negative control
and autograft groups.

In the hydroxyproline assay, no significant difference was found between the groups at week
1. However, the amount of hydroxyproline increased significantly in groups C and E during
the first and second months.

Although autogenous grafts are currently used as the gold standard in the repair of sclera,
their use is restricted due to the limited autogenous sources and damage to individual's own
tissues and organs. Whereas, the PRF biomaterial is a graft material that can be prepared
using a simple protocol with a small sample of blood, which will not harm the body. In the
presented thesis study, it has been shown that PRF, used as autograft, provides favorable
support to wound healing steps in sclera and causes regeneration similar to morphologically
and physiologically healthy sclera tissue at the end of follow-up period. These results suggest
that autogenous PRF material is superior to allogenic sclera and HAM in scleral repair.

Keywords: sclera, platelet rich fibrin membrane, amniotic membrane, wound healing,
immunohistochemistry, small and wide-angle X-ray scattering.

v



TESEKKUR

Beni arastirma grubuna ictenlikle ve sevgiyle kabul eden, tez calismalarimin
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hocam Prof. Dr. Nurullah Cagil’a

Tez ¢alismam boyunca beni hi¢ yalniz birakmayan, bilimsel desteginin yaninda sevgi ve
anlayist ile varligmmi her zaman hissettiren, hayat boyu kaybetmek istemedigim canim
arkadasim Ozge Ekin Akdere’ye,

Bilimsel calismalarim sirasinda tanisma firsat1 buldugum, tez ¢alismamda ciddi bir 6zveri
ile destek olan ve her sorumu anlayis ile yanitlayan arkadaslarim Giilben Akcan’a ve Damla
Karaarslan’a,

Birlikte ¢alismaktan mutluluk duydugum Hacettepe Universitesi Hiicre ve Doku
Miihendisligi Arastirma Grubundaki degerli arkadaglarim’a,

Tez calismalarima mali destek saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu’na,

Bugiine kadar destegini ve emegini hi¢c esirgemeyen canim annem’e, babam’a ve
kardesim’e,

Sonsuz sevgisi ve anlayist ile her zaman elimi tutan, sosyal ve akademik hayatta destegini
hic esirgemeyen esim Mehmet Erol Can’a,

Bu hayatta sahip oldugum en degerli varliklarim ve aslinda basarilarimin ardindaki gergek

kahramanlarim Aymiram’a ve Cihangirim’e,

En icten sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIiS

Sklera dokusu, g6z yuvarlagina seklini veren ve onu dis etmenlerden koruyan goziin en sert
tabakasidir. Goze disaridan bakildiginda opak beyaz renkte goriinen ve goziin 6n kismindaki
saydam kornea tabakasi ile devamlilik gosteren sklera dokusu birbiri ile serbestce
caprazlasan kollajen lifleri ve hiicreler aras1 matriksten olusur [1, 2]. Sklera dokusunun dig
ortama olan komsulugu nedeniyle travmalara maruz kalma olasilif1 yiiksektir [3]. Ayrica
birtakim goz rahatsizliklar1 ve sistemik hastaliklar da skleranin incelmesi, erimesi ve hatta
delinmesine sebep olabilir. Sklera dokusu hasarlandiginda goz ici yapilar dis ortama acgik
hale geleceginden acilen tedavisi gerekir [4].

Gilintimiizde sklera hasarlarmin tedavisinde, antibiyotikli ve steroidli ila¢ tedavilerinin
yaninda sklera hasarinin boyutuna bagli olarak cesitli greft destekleri ile cerrahi miidahaleler
de yapilmaktadir [5]. Kisinin kendi gozii veya herhangi bir viicut bolgesinden elde edilen
greft malzemeleri otojenik olmalar1 sebebiyle en ¢ok arzulanan secenekler arasinda yer
almasina ragmen, otojenik greftlerin elde edilmesi sirasinda kisinin viicuduna verilen
anatomik ve fonksiyonel zarar, uygulayicilar1 kisitlamaktadir. Sklera hasarlarinin
onariminda kullanilan otojenik greftlere 6rnek olarak ayni goziin baska bolgesinden alinmis
veya saglikli olan diger gézden alinmis lamellar sklera greftleri, lamellar kornea greftleri,
tenon-konjonktiva greftleri ve fasya lata verilebilir [6-8]. Ayrica hayvansal kaynakli tirtinler
zenojenik greft olarak veya sentetik malzemeler de sklera doku hasarlarinin onariminda
halen kullanilmakta olan segenekler arasindadir. Zenojenik greftlerden en siklikla
kullanilanlar domuz veya sigirdan liyofilizasyon yontemi ile elde edilmis dura mater ve
perikarddir [5]. Sentetik malzemelerden ise genisletilmis politetrafluoroetilen (Gore-Tex™
Soft Tissue Patch), polimetilakrilat-ko-hidroksietilakrilat (Miragel™) ve polietilen
terafitalat (Dacron™) 6rnek olarak verilebilir [9-11]. Giiniimiizde sentetik materyallerde
karsilagilan biyouyumluluk ve biyodegradasyon problemleri ve zenojenik materyallerde
karsilagilan immiinojenik, enflamatuvar ve patojen aktarimi ile ilgili endiseler nedeniyle
allojenik ve miimkiinse otojenik materyaller ile rekonstriiksiyon tizerinde yogunlagilmistir.
Allojenik olarak kadavradan elde edilmis sklera, kornea lameller greft, kornea-skleral
limbus, dura mater, dermal greft veya dogum yapmis bayan hastalardan elde edilen insan
amniotik membran (IAM) greftleri taze olarak veya birtakim islemlerden gegirilerek
kullanilmaktadir [12-16]. Allojenik yaklasimlarda donér bulma gii¢liigii, ekonomik kaygilar,
detayli ve karmasik hazirlama islemleri, immiinojenik red, enflamatuvar reaksiyon gelisimi

ve patojen aktarimi gibi problemler kullanimlarini sinirlandirir. Siralanan tim bu



dezavantajlardan dolay1 tedavide basariy: arttiracak yeni greft seceneklerinin arastirilmasi
ve gelistirilmesi gerekli olmustur.

Tip tarihi incelenecek olur ise insan kan iirtinlerinin saglik alaninda kullaniminin ¢ok eski
yillara dayanmakta oldugu goriilecektir [17]. Kan hiicrelerinden biri olan trombositler uzun
yillar boyunca kan akimini durdurmak ve yapistirict amaclar i¢in kullanilmiglardir [18].
Oysa trombositlerin igerigindeki alfa graniiller cok farkli ve yogun oranda biiytime faktorleri
ve sitokinleri igermektedir. Bu biiylime faktorleri doku hasarinin tamirinde hiicrelere
mitojenik ve kemotaktik yararlar saglamasindan dolay1 6nemlidir [19]. Trombositlerin bu
etkileri yara iyilesmesi ve dolayisiyla rejeneratif tip ve doku miihendisligi alanlarinda in
vitro ve in vivo uygulamalarda tercih edilirligini arttirmistir. Bu alanlara 6rnek verilecek olur
ise ortopedi, ¢ene cerrahisi, spor hekimligi, doku miihendisligi, plastik ve rekonstruktif
cerrahi, dental implant cerrahisi siralanabilir [20-23]. Trombositlerin goz hastaliklarinda
kullanimlari ise kuru goz, iyilesmeyen kornea epitel defekti, kornea iilseri ve perforasyonlari
sonrast goz ylizeyi rekonstritkksiyonunda ve makiiler delik onariminda tedavi amach
denenmistir [24, 25]. Arastirmacilar tarafindan ilk olarak “birinci jenerasyon trombosit
iiriinii” olarak “trombositten zengin plazma (TZP)” kullanima sunulmustur [26].
TZP’nin hazirlama protokoliinde zaman, kullanilan kimyasallar ve maliyeti iyilestirmek i¢in
bazi1 aragtirmacilar tarafindan “ikinci jenerasyon trombosit iiriinii” olarak “trombositten
zengin fibrin (TZF)” kullanima sunulmustur [27]. TZF, kisinin kendisinden alinan 8-10
mL kan 6rneginden basit ve maliyeti diistik bir santrifiij prosediirii ile eritrosit ve 16kositlerin
uzaklastirilmasi sonucu trombositlerin daha konsantre ve saf bir sekilde 3 boyutlu bir fibrin
iskelenin i¢ine hapsolmasi sonucu elde edilebilmektedir. Santrifiij isleminin sonucunda elde
edilen TZF, diiz bir yilizeyde baskilama islemine tabi tutulduktan sonra artik rekonstriiksiyon
islemlerinde dikis malzemeleri ile sabitlenebilir bir membran 6zelligi kazanir ve elde edilen
biyomalzemeye “trombositten zengin fibrin membran (TZFM)” denilebilir [28]. Bu
yaklagim, kisinin viicudundan alinan yaklagik 8-10 mL kan 6rnegi herhangi bir anatomik
ve/veya fonksiyonel eksiklige sebep olmayacagindan giivenle kullanilabilir bir otojenik
biyomalzeme hazirlama yontemi olarak degerlendirilebilir.

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, sklera doku hasarlarinin onariminda yeni, dogal, otolog
kaynakli, eldesi kolay ve maliyeti diisiik, kiside anatomik ve fonksiyonel bir eksiklige sebep
olmayan, hiicresel fonksiyonlara destek olarak yara iyilesmesi asamalarini diizenleyen,
alternatif bir greft materyalinin gelistirilmesidir. Bu ama¢ dogrultusunda tavsan gozlerinde
sklera doku hasari olusturularak farkli gruplarda tavsan i¢in otojenik greft olarak kabul

edilen TZF, allojenik greft olarak kabul edilen ve baska bir tavsandan elde edilmis tavsan



sklerasi ve zenojenik greft olarak kabul edilen IAM ile greftleme yapilmistir. Ayrica hig
defekt olusturulmadan takip edilen saglikli tavsanlar pozitif kontrol grubunu olustururken,
defekt olusumunun akabinde herhangi bir greftleme yapmadan sekonder yara iyilesme
siirecine birakilan tavsanlar ise negatif kontrol grubunu olusturmustur. Cerrahi
miidahalelerin akabinde tavsanlar iki ay siiresince klinik iyilesme agisindan takip edilmis ve
takip stiresinin sonunda tavsanlara Otenazi uygulanarak elde edilen skleral dokularda
immiinhistokimyasal boyamalar, kollajen tayini ve Kiiciik ve Genis A¢1 X-1s1n1 Sagilimi
(SWAXS) analizi ile morfolojik analizler ger¢eklestirilmistir. Analizlerin sonucunda
gruplarda yeni kollajen ve matriks sentezi kalitatif ve kantitatif olarak karsilastirilmis ve
tavsan igin otojenik TZF, allojenik sklera ve zenojenik IAM’m sklera doku onarmmindaki
etkinligi karsilastirilmistir. Sonug olarak sklera doku hasarinin onariminda yeni bir otojenik

biyomalzeme arastirilmis ve geleneksel tedavi yontemlerine tistiinliigli vurgulanmastir.



2. GENEL BILGILER
Bu boliimde, sunulan tez ¢alismasinin igerigini olusturan temel konular ile ilgili bilgiler
literatiir 1s181nda sunulmustur. Oncelikli olarak goz ve goz cevresi yapilar ile ilgili anatomik
bilgiler verilmis ve sklera dokusunun anatomi, histoloji ve biyomekanigi ayrintili olarak
aciklanmistir. Daha sonra klinikte hangi tiir hastaliklarin sklera dokusunda hasar veya
fonksiyon bozukluguna sebep olabilecegi anlatilmistir. Hastaliklar ve muhtemel
mekanizmalarin  sonucunda olusan sklera doku hasarmin onariminda hangi tedavi
yontemlerinin  kullanildigr ag¢iklanmistir. Giincel tedavi yontemlerinin avantaj ve
dezavantajlar1 anlatildiktan sonra hasta ve klinisyen acisindan bunun énemi vurgulanarak
tedavi stirecinde uygulanabilecek yeni yaklagimlarin gerekliliginden bahsedilmistir. Sunulan
tez ¢alismasinin hipotezini olusturan kan iirtinlerinin rejeneratif tipta kullanimi agiklandiktan
sonra goz hastaliklarinda ge¢misten bugiine hangi hastaliklarda kullanildig1 anlatilmistir.
Son olarak, sklera yapisinin incelenmesinde kullanilmaya baslayan ve diger bir¢ok alanda

kullanim1 yayginlasan SWAXS yontemi hakkinda genel bilgiler verilmistir.

2.1. Goz Anatomisi
G0z, orbita boslugu adi verilen ve 7 adet yiiz kemiginin birlesmesi ile olusan kemik yapinin
icinde yer alan gorme organimizdir. Disaridan bakildiginda en 6nde saydam goriiniimde ve
goze gelen giines 151gm1n ilk kirildigi boliim olan kornea ve kenarlarda onunla devamlilik
gosteren, opak beyaz goriiniimde olan sklera bulunmaktadir. Sklera, goz yiizeyinin 4/5’ini
saracak sekilde disaridan bakildiginda goziin goriinmeyen arka kismina kadar devam eder.
Korneanin arka komsulugunda 6n kamara boslugu ve hemen arkasinda da g6ziin renkli kismi1
olarak bilinen iris dokusu yer almaktadir. Iris dokusu, goze gelen 1sinlarin girisine acilip
kapanarak miisaade eden pupilla denilen bir ag¢iklik olusturur. On kamara ile pupil agiklig
yoluyla baglantili olan arka kamara ise iris dokusunun arkasinda yer almaktadir. Goziin
renkli kism1 olan iris, skleranin alt komsulugunda siliyer cisim ve koroid dokusu olarak
devam eder. Siliyer cisim, g6z i¢i s1visi olarak bilinen akéz humoriin sentezinin gergeklestigi
kisimdir. Goz i¢i sivist {retildikten sonra, sirasiyla once arka kamara ve 6n kamarayi
dolagarak trabekiiler ag bolgesinden sklera lizerine ve oradan da toplayici kan damarlarina
drene olur. Bu sivinin {iretimi ve ozellikle drenaji ile ilgili problemlerde gz tansiyonu
hastalig1 (glokom) olusabilir. Siliyer bolgeden baslayan lens asic1 baglari, arka kamaranin
arkasinda go6ziin nodal noktasina yakin konumda yer alan g6z i¢i lensine uzanarak lensi
kaplayan ve tasiyan lens kapsiiliine tutunurlar. Lens arka kismini ise goze yuvarlak seklini
veren vitreus jeli doldurur. Vitreus jeli, goziin en i¢ katmani olan ve gérme néronlarinin

bulundugu retina tabakasina siki yapisik kisimlar gosterir. Orbita boslugu igcerisinde yer alan



g0z organi sklerada sonlanma gosteren gz disi kaslar ile hareket ettirilir. Goz dis1 kaslar
skleraya goziin ekvatorunun hemen 6n kisminda giris gosterir. Goz organi bunun haricinde
temel olarak yag yastik¢iklari, asici baglar ve goz kapaklari ile desteklenmektedir [29]. Goz

anatomisi Sekil 2.1°de sunulmustur.

Siliyer cisim Sklera
iris Koroid
Retina
Lens
Kornea Vitreus Optik sinir
On kamara )

Lens asici baglar

Arka kamara

Sekil 2.1. Goz anatomisi.

2.2. Sklera Dokusunun Anatomisi ve Histolojisi
Sklera, goziin “tunica fibroza bulbi” olarak tanimlanan en dis katmaninin %80’inden fazla
bolimiinii olusturan, beyaz goriiniimli, géze seklini veren, ana yiik tasiyict dokusudur.
Skleranin sertligi ve yiik tasiyict mekanik giice sahip olmasi yogun kollajen igeriginden
kaynaklanir. Temel olarak, tip 1 kollajen (%90), tip 3 kollajen (%1,5) lif demetleri, elastik
lifler ve glikozaminoglikan (GAG) molekiillerinden olugmaktadir. Kollajen lifleri, hidrate
olmus GAG molekiilleri ve elastik lifler arasinda skleral diizlemde {ist tiste konan 50 pum
kalinhiginda lameller olusturmak i¢in birbirleri ile serbestce ¢aprazlasirlar. Kollajen lif
demetlerinin ve her bir lamella arasindaki boslugun degisken boyutlarda olmas1 goze gelen
isinlarin sklera dokusunda diizensiz bir sekilde sagilimina sebep olarak skleranin opak beyaz

renkte goriinmesine neden olur. Oysa ki, korneada kollajen lif demetlerinin sabit boyutta ve



sabit araliklarla birbirlerine paralel uzanimlart goze gelen 1sinlarin sa¢ilimina engel olarak
saydam goriinmesine sebep olur [30, 31].

Sklera dokusu, yiiksek yogunluk ve sertlige sahip olmasindan 6tiirii gozii olumsuz birgok dis
etmenden korur. Arkada optik siniri olusturan retina sinir lifleri, retina arter ve veninin gegis
yaptig1 lamina kribroza denilen en zayif noktasindan dura mater ile devamlilik gosterirken
onde tunica fibroza bulbinin diger pargas1 olan kornea ile devamlilik gosterir. On ve arkada
yerlesmis bu 2 biiylik agikligin haricinde sklera 6n ve arka silier damarlar, sinirler ve ayrica
vorteks toplayicit damarlarinin gecis noktalarinda agikliklar bulundurur. Géziin hareketine
olanak taniyan goz dis1 kaslar ise skleraya goz yuvarlaginin ekvatorunun hemen 6n kisminda
degisik lokalizasyonlarda yapisma gosterirler. Insanda sklera kalmligi nde korneoskleral
limbusa yakin bolgede 0,8 mm iken arka polde optik sinir ¢evresinde 1 mm, goz dis1 kas
sonlanmalarinin oldugu kisimda ise 0,3 mm civarindadir [32].

Sklera dokusu i¢ komsulugunda tunika vaskiiloza bulbiye ait damarsal bir tabaka olan koroid
mevcutken dis kisminda episklera ve konjonktiva bulunmaktadir. Sklera avaskiiler bir
yapiya sahip oldugundan beslenmesi, komsulugundaki vaskiiler yapilarin destegi ile
gerceklesmektedir [33]. Histolojik olarak sklera 3 tabakadan olusur [4]:

» Episklera: Skleranin en distaki tabakasidir. Orta seviyede sertlige ve ince kan
damarlarina sahiptir. Konjonktiva ile skleranin arasinda yastik gorevi goéren tenon
dokusuna gevsek olarak baghidir.

» Stroma: Hidrate olmus GAG yapisi igerisinde elastik lifler ile birlikte uzanim
gosteren 10-20 um genisliginde ve 30-150 pum uzunlugunda genis aralikta boyutlara
sahip kollajen liflerinin serbestce diziliminden olusan en yogun tabakasidir. Kollajen
demetleri sklera dokusunun dis kisminda dairesel bir dizilim sergilerken, i¢
katmanlara dogru meridyonel dizilim sergilemeye baglarlar. Goz dis1 kaslarinin
sklera dokusuna giris yaptiklart bolgede kollajen demetleri kesintiye ugrarlar.
Kollajen lifler, elastik lifler ve GAG matriks arasinda o6zellesmis fibrosblastik
hiicreler olarak sklerositler ve goziin uveal dokusuna ait melanositler yer alir.

» Lamina fuska: Sklera dokusunun en i¢ katmanidir. Goziin uveal tabakasina

komsudur. Bu sebeple yogun bir sekilde uveal melanositleri barindirir.

2.3. Sklera Dokusunun Biyomekanigi
Insan sklerasinin yapisal organizasyonu mikroskobik olarak ilk kez kollajen lamellerin tercih
edilen yonelimlerini tayin etmek i¢in histolojik skleral kesitler iizerinde incelenmistir. O
zamandan bu yana, farkli uzunluk 6l¢eklerinde kollajen yapisina kalitatif bir bakis agis1 elde

etmek icin skleral dokuya farkli mikroskopi teknikleri uygulanmistir. Tek kollajen lif



periyodunu (~67 nm) ve egim agisint (~5 derece) karakterize edebilmek i¢in taramali

elektron mikroskobu (Scanning Electrone Microscopy, SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu
(Atomic Force Microscopy, AFM) kullanilmistir. Kollajen lameller igindeki fibrillerin
toplanmasi ise gegirimli elektron mikroskobu (Transmission Electrone Microscopy, TEM)
ile goriintiilenmistir. Tim bu calismalar, skleral lamellerin c¢esitli ¢aplardaki kollajen
fibrillerinden olustugunu ve kollajen fibrilleri arasindaki mesafenin diizensiz oldugunu
gostermistir [34, 35]. Winkler ve ark., ikinci harmonik iiretim multifoton mikroskobu
kullanarak optik sinir basi i¢inde ve ¢evresinde skleral kollajen lamellerin oryantasyonlarini
Olemiislerdir [36]. Daha yakin zamanlarda, kii¢lik a¢1 X-1s1n1 sagilimi (Small Angle X-Ray
Scattering, SAXS) ve genis a¢g1 X-1s11 sacilimi (Wide Angle X-Ray Scattering, WAXS)
dahil olmak iizere skleral kollajen lif oryantasyonu ve dagiliminin kantitatif 6l¢timlerini elde
etmek icin teknikler gelistirilmistir [37].

Skleral dokunun belirli bir noktadaki mekanik davranisi, kollajen lamellerin yonelimi ve
mekanik davranisi ile belirlenir. Tek bir kollajen lamelin mekanik davranisi kuvvetli olarak
anizotropiktir. Bu 6zellik kollajen liflerin yiiksek gerilme sertligi ve fibriller aras1 matriksin
nispeten diistik sertligi ile karakterize edilir [38]. Skleranin stromal katmaninin bilesenleri
arasinda kollajen lifler, elastik lifler, proteoglikanlar, hiicreler ve fibriler olmayan kollajen
yer almaktadir. Kollajen lameller ve elastik liflerin diisiik yiikte matrikste dalgali olarak
sekillendigi diistiniilmektedir. Disaridan skleraya herhangi bir yik uygulandiginda ise
giderek diizlesirler. Bu durum lamellerin stres-zorlanma tepkisinin dogrusal olmayan,
gerilme-sertlestirme davranisina benzemesine neden olur [39]. Bir kollajen fiberin sertligi,
fiber ¢ap1 ve fibriller arasi ¢apraz baglarin yogunlugu dahil olmak {izere ¢esitli faktorler
tarafindan kontrol edilir. Matriks GAG’lar1 ¢cekirdek proteinleri araciligiyla kollajen liflerine
baglanirlar. Glikozaminoglikan yan zincirlerinin, bitisik kollajen lifleri arasinda koprii
olusturduklart gosterilmistir. Sklerada temel olarak bulunan matriks bilesenlerine biiyiik
proteoglikan agrekan ile birlikte dermatan siilfat, kondroitin siilfat, dekorin ve biglikan 6rnek
olarak verilebilir. Yiiksek oranda negatif yliklii olan GAG'lar, suyu muhafaza eder ve skleral
dokunun sikistirilamazligina katkida bulunurlar [40, 41]. Yaslanmaya bagl, gozde veya
viicutta olusan cesitli hastaliklarin dogal bir sonucu olarak sklerada hiicreler aras1 bilesimde
veya kollajen lamel dagiliminda meydana gelen degisiklikler mekanik o6zelliklerde

etkilenmelere neden olabilirler [42, 43].



2.4. Sklera Yapisinda Degisikliklere Sebep Olan Hastaliklar
Sklera yapisinda degisikliklere sebep olan hastaliklar Cizelge 2.1°de sunulmustur [4, 44-50].

Asagida bu hastaliklardan siklikla goriilen bazilar1 agiklanmastir:

Cizelge 2.1. Sklera dokusunda degisikliklere sebep olan hastaliklar

ENFLAMATUVAR Episklerit
Sklerit
GENETIK/YAPISAL Osteogenez imperfekta

Marfan Sendromu

Ehlers-Danlos Sendromu

Ps6doksantoma Elastikum

Nanoftalmus

Miyopi
Glokom

Buftalmus

SISTEMIK Diyabetes Mellitus

Hiperkolesterolemi

Romatolojik Hastaliklar

» Romatoid Artrit
» Sjogren

» Wegener Graniilamatozii

Stevens Johnson Sendromu

Toksik Epidermal Nekroliz

TRAVMA Penetran

Kiint

Iyatrojenik

» Pterjium cerrahisi
» Sasilik cerrahisi

> Glokom cerrahisi




24.1. Yas
Sklera mikro yapisinda degisikliklere neden olan durumlarin basinda fizyolojik bir siire¢
olan yaslanma gelmektedir. Skleral stromada matriks yapisinda 40 yasindan sonra dekorin
ve biglikan iceriginde azalma oldugu gosterilmistir. Ayrica ikinci dekaddan itibaren elastik
liflerin sayisinda azalma oldugu gosterilmistir. Kollajen liflerin ise geometrisi ve diziliminde
ilerleyen yasla birlikte degisikliklerin olustugu goriilmistiir [42]. Malik ve ark., ilerleyen
yaslarda sklera dokusunun glikasyonunda artis oldugunu ve buna bagl olarak kollajen
molekiillerinin kesitsel alaninda bir artig olabilecegini savunmuglardir [51]. Viicutta bir¢ok
bolgede yaslanma ile iliskili olarak enzimatik ve kimyasal ¢apraz baglanmalar ve buna bagl
birikimler goriilmektedir. Bu birikimler genellikle dokunun sertlesmesi ile sonuglanir.
Sklera dokusunda da ilerleyen yasla birlikte artan serbest oksijen radikalleri, glines 15181n1n
etkisi ve ¢evresel toksin ve zararli etmenlerin sonucunda ¢apraz baglanmalar ve birikimler
goriilebilmektedir [52]. Insan, maymun ve fare sklera dokularinda yaslanma ile sonuglanan
birikimlerin artmis mekanik sertlik dl¢gtimlerine neden oldugu gosterilmistir [53]. Ayrica
yakin zamanda yaslanmanin kollajen fibrillerinin anizotropisi ve hizalanma derecesi {izerine
etkisini 6l¢en ¢alismalar yayimlanmaya baslamistir. Yan ve ark., insan kadavrasi gozlerinde
farkli yas gruplarinda (<30, 30-60, >60 yil) ekvatoryal ve meridyonel hizalanmis skleral
kollajen fibrillerin yiizdesini karsilastirmak i¢in 151k sagcilimini kullanmislar ancak yaptiklari
analizlerde yasin kollajen oryantasyonuna istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadigi

kanaatine varmislardir [54].

2.4.2. Hiperkolesterolemi

Kan lipid seviyelerinde yiikselme ile karakterize hiperkolesterolemi, kandaki farkli
kolesterol bilesenlerinin hiicre i¢ine veya metabolik yolaklara dahil edilmesindeki
problemlerden kaynaklanir. Metabolize edilemeyen kolesterol bilesenleri kanda serbest
olarak dolasarak istenmeyen bolgelerde birikimlere sebep olabilir. Istenmeyen birikimlerin
basinda damar duvari ve kalp yer almakta ve sonucta hayati tehlike olusturan akut miyokard
enfarktiisi ve inmeler ile sonuglanabilmektedir [55].

Deneysel c¢alismalarda kolesterolden zengin beslenme diyetinin gozde sklera ve koroid
tabakasinda kemotaktik molekiil konsantrasyonu, adezyon molekiilleri ve sonug¢ olarak
makrofaj akiimiilasyonunda artis ile sonuglandig1 gosterilmistir. Bu birikimlerin nitrik oksit
sentaz 2 enziminde aktivite artisina sebep oldugu ve sonug olarak bolgesel enflamasyon ve

iskemide artis oldugu savunulmustur. Sklerada artan enflamasyon ve iskemi ise kollajen ve



matriks yapisinda beslenme ve metabolizma bozukluklarina sebep olarak incelmelere neden
olabilmektedir. Kan kolesterol seviyesini diistiren ilaglarin ise monosit kemoatraktan protein
1 seviyelerinde diismeye ve buna bagl olarak sklera ve koroidde olusan makrofaj

akiimiilasyonunda azalmaya sebep olabilecegi savunulmaktadir [56].

2.4.3. Diyabetes Mellitus
Gilintimiizde heniiz diyabetes mellitusun insan sklera dokusunda nasil bir degisiklige sebep
oldugu net olarak anlasilamamistir. Ancak kan sekeri yiiksekliginin ikincil olarak sebep
olabilecegi durumlarin skleral kollajen dizilimi ile nasil bir baginin oldugu baz1 ¢aligmalara
arastirma konusu olmustur. Coudrillier ve ark., diyabetes mellitusu olan hastalarda kan
sekeri yiiksekliginin skleral kollajen lif dizilimi ve skleral sertlik tizerine etkisini
arastirdiklar1 calismada, 5 diyabetik ve 7 diyabetik olmayan donorden elde ettikleri skleral
kabuklara inflasyon testi ile 30 mmHg basing uygulamislardir. Bu sekilde bir glokom (g6z
ici basmcinin yiikselerek gorme sinirine mekanik ve iskemik hasar olusturmasi ile
karakterize bir goz hastaligi) tablosu olusturulmus ve glokomatéz gozlerde yas ve kan sekeri
yiiksekliginin skleral kollajen dizilimi {izerine etkisi arastirilmistir. Inflasyon testi sirasinda
dijital goriintii korelasyon yontemi ile sklerada 3 boyutlu yiizey yer degistirme miktari
hesaplanmistir. Daha sonra WAXS olgiimlerine tabi tutulan skleralarin geometrik
Olctimlerinden spesifik sonlu eleman modelleri olusturulmustur. Skleral kollajen liflerin ve
matriksin sertligini dijital korelasyon yontemi ile 6lcen ve sonlu eleman tahmini yer
degistirme alanlarini eslestirerek belirlemek icin bir ters sonlu eleman analizi gelistirilmistir.
Yas ve diyabetes mellitusun, fiberin hizalanma, matriks ve kollajen lif sertligi derecesi ve
mekanik anizotropi tizerine etkileri, uzamsal otokorelasyonu hesaba katan karisik etki
modelleri kullanilarak tahmin edilmistir. Calismanin sonucunda artan yas ve kan sekeri
yiiksekliginin kollajen lif hizalanmalarini azalttig1 ve matriks sertligini istatistiksel olarak

anlaml1 derecede arttirdig1 tespit edilmistir [57].

2.4.4. Romatoid Artrit
Gozde siklikla semptom ve bulgu veren romatolojik hastaliklarin basinda Romatoid Artrit
gelmektedir. Romatoid Artrit 6ncelikli olarak kas-iskelet sistemi ve ozellikle de kiigiik
eklemleri etkileyen sistemik otoimmiin bir hastaliktir. Otoimmiin karakteri nedeniyle eklem
bilesenlerine (kollajen ve GAG) kars1 tiretilen oto antikorlarin viicudumuzda eklem
bilesenlerine benzer diger bolgelerdeki yapilara da zarar vermesi ile sonuglanir. Goz
dokularindan 6zellikle kornea ve sklerada bol miktarda bulunan kollajen ve proteoglikanlar

eklem bilesenlerine benzerlikleri nedeniyle bu bolgelerin basinda gelmektedir. Romatoid
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Artriti olan hastalarin yaklasik olarak '4’tinde keratokonjonktivitis sikka (kuru goz), korneal
iilserler, keratit, fokal ve diffiiz episklerit-sklerit goriilebilir. Ozellikle yeterli miktarda
immiin baskilayici tedavi almayan hastalarda, enflamasyonun asiri miktarda siddetlenmesi,
damarsal yapilarda gelisen vaskiilariteye bagli olarak nekroz tablosunun eslik ettigi sklera
tilserleri, erimeleri ve delinmelerine neden olabilir. Bu durum, anatomik olarak goz
biitiinliiglinii korumak adma acil tedavi gerektirmesinin yani sira gorme fonksiyonunu

azaltarak hastalarin yasam kalitesini 6nemli oranda dusurebilir [45].

2.4.5. Tla¢c Kullanim ve Enfeksiyonlara Ikincil Gelisen Hadiseler
Ozellikle antibiyotik grubu ila¢ kullanimi, enfeksiyonlar, baz1 maligniteler ve kollajen doku
hastaliklarina ikincil olarak akut olarak baslayan, kendini sinirlayan, viicutta deri ve
mukozalarda yaralar ile karakterize hastaliga, Stevens Johnson Sendromu denilmektedir.
Viicutta sinirli veya genis alanlara yayilan deri ve mukoza yaralari ciddi agrilar ve fonksiyon
kisitlanmalarina sebep olarak hastaya yogun bakim ihtiyaci doguracak 6lctide zarar verebilir.
Mukozalarin tutulumu ile beslenme ve solunum problemleri gelisen hastalar immiinitenin
baskilanmasina sebep olan steroidler ve immiinite diizenleyici ilaclar ile tedavi edilmeye
caligilir. Spesifik bir tedavisi olmamakla birlikte genellikle hastaligin kendini siirlayan
ozelliginden dolayr semptomatik tedavi ile rehabilitasyon gergeklestirilir. Gozde
konjonktiva, kornea, sklera ve géz kapaklariin i¢ yiizeyinde yogun enflamasyon nedeniyle
ciddi oranda hasar verebilir ve kronik donemde sekel birakabilir. Uzun vadede skleralarinda
erime gelisen Stevens Johnson Sendromu hastalarina goz kliniklerinde yakin takiplerle
sklera mekanigini giiclendirecek ve g6z i¢i yapilar1 koruyacak tedavi rejimleri uygulanir
[58].
2.4.6. Miyopi

Net goriis i¢in goze gelen 1sinlarin kornea ve lens tabakalarinda kirildiktan sonra gérme
sinirlerinin bulundugu retina tabakas tizerinde odaklanmasi gerekmektedir. Ancak kornea
ve lens tabakalariin kiriciliginin arttifn veya goziin on-arka aksinin uzadigr durumlarda
1isinlar retina tabakasinin 6niinde odaklanir. Bu durum, kiside uzaktaki cisimleri gormekte
zorlanma ile karakterize miyopi kusurunun gelisimine sebep olur. Normalde goziin 6n-arka
uzunlugu 22-26 mm’dir. Goziin normal sinirlarin 6tesinde uzamasina ikincil olarak sklera
ve retina tabakasinda gerilmelere bagli birtakim degisiklikler olugsmaya baslar. Retina
tabakasinda meydana gelen degisiklikler dejeneratif miyopi teriminin temelini olusturan ve
kiside gormeyi azaltarak hayat boyu kontrol altinda tutulmasina sebep olan ve bazi

durumlarda cerrahi tedavi gerektiren bir tabloya neden olur. Goziin asir1 derecede uzamasi
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(28-32 mm ve tizeri) ile karakterize dejeneratif veya malign miyopi durumlarinda skleral
kollajen ve elastik liflerdeki gerilim bir noktanin tizerinde kirilmalara ve klinikte stafilom
denilen goziin arka poliinde skleranin inceldigi ve goz ici koroid ve retina tabakasinin
incelmis sklera bolgesine dogru fitiklastigi bir tabloya neden olur. Bu tip hastalarda
kendiliginden veya kii¢iik bir travma ile retina, koroid ve sklera dokusunda yirtilmalar ve
ciddi komplikasyonlar olusabilir [1].

2.4.7. Glokom
En 6nemli risk faktoriiniin goz ici basinci artist olan ve retina sinir lifi tabakasi ve gorme
sinirini etkileyerek atrofiye sebep olan bir hastaliktir. Ozellikle heniiz anne karninda gelisim
asamasinda baslayan goz i¢i stvisinin disa akim yolaklarindaki anomalilerden kaynaklanan
dogumsal glokom tipinde artmis g6z ici basinci, yeni dogan déneminde elastikiyeti yiiksek
kornea ve sklera dokusunun ileri derecede gerilerek genislemesine ve buftalmus dedigimiz
okliz gozii manzarasinin olusumuna sebep olur. Basincin ileri derecede arttigi durumlarda,
skleral kollajen liflerin stres-geriliminde tist noktaya ulasildiktan sonra kollajen liflerin
incelmesi ve kollajen lameller arasi bosluklarin olusmasi ile skleranin i¢ komsulugundaki
tiveal dokunun goriintirliigii artar ve sklera mavimsi bir renk alabilir. Ayni1 sekilde korneanin
katmanlarinda olusan asir1 stres, catlaklara sebep olabilir [59]. Boyle hastalarda skleranin
biyomekanik 6zellikleri normal skleralara gore olduk¢a azalmistir [60]. Bu hastalar, gorsel
rehabilitasyonun Gtesinde eriskin yasa geldiklerinde kozmetik agidan da cerrahi
miidahalelere gereksinim duyabilirler.

2.4.8. Travmalar
Klinikte sklera doku hasari ile en siklikla karsilasilan hasta grubu travma hastalaridir.

> Penetran sklera yaralanmalarinda, delici bir cisim ile travma sonucu cisim skleray1
delerek sklera i¢cine gomiilmiistiir.

» Perforan sklera yaralanmalarinda, delici bir cisim ile travma sonucu cisim skleray1
delerek goz i¢ine gecmistir.

» Kiint sklera yaralanmalarinda, delici olmayan bir cismin goz yiizeyine ¢arpmasi
sonucu hasar gelismistir.

» Kimyasal sklera yaralanmalarinda, asit veya alkali kimyasallarin goz yiizeyine
dogrudan temasi sonucu nekroz veya saponifikasyonun o6n planda oldugu
enflamasyon gelismistir.

> lyatrojenik sklera yaralanmalarinda, pterjiyum, sasilik, glokom cerrahileri sirasinda

ikincil ve 6n goriilemeyen sklera hasar1 gelismistir.
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Sklera dokusunda herhangi bir nedenle travma gelisen ve doku hasari olusan hastalarda
hasarin biiyiikligiine gore ilag tedavilerinin yani sira cerrahi miidahaleler de gerekmektedir.
Birmingham G6z Travma Terminolojisi (Birmingham Eye Trauma Terminology)’ne gore
travmalarin akabinde once goziin anatomik biitlinliigli korunmaya calisilmali ve akabinde
gorsel rehabilitasyon gergeklestirilmelidir. Bu amagla cerrahi miidahale gerekiyor ise hasta
en kisa siirede ameliyathaneye alinmali ve uygun cerrahi teknik ile rekonstriiksiyon
yapilmalidir [3, 61].
2.5. Sklera Hasarlarinda Uygulanan Tedavi Yontemleri

Birmingham Go6z Travma Terminolojisinde, kornea ve sklera hasarlari, gz duvarmin
yaralanmalar1 olarak kabul edilmistir (Sekil 2.2). Her ne kadar g6z duvar1 temel olarak
retina, tiveal doku ve sklera-korneadan olusan 3 katmanli bir yap1 olsa da klinik ve pratik
acidan akut agsamada en distaki tabakalarin, yani kornea ve skleranin tamiri 6ncelik arz eder

[61].

Kemik orbita boglugu

GoOrme
siniri

Kornea

Sklera

Sekil 2.2. Kornea ve sklera goz duvarinin en dis katmani olarak goze disaridan gelen

travmalar ile ilk karsilagsan bolgelerdir.
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Skleral defekt alaninin biiyiikliigii ve derinligine gore sklera hasarlarinda uygulanan cerrahi
teknik ve greft malzemeleri degiskenlik gosterir. Skleraya delici bir yabanci cisim ile
penetran veya perforan bir yaralanma gerceklestiginde, eger yara dudaklar bir greft
malzemesi kullanmadan birlestirilebiliyor ise direkt olarak uygun dikis malzemeleri ile
birlestirilir. Eger yara dudaklart birlestirilemiyor ise veya sklera kalmliginin biiyiik bir
oraninda kaybi s6z konusu ise mutlaka greft malzemesi kullanmak gerekir. Episklerit,
sklerit, iyatrojenik travma veya sistemik hastaliklara ikincil gelisen skleral erimelerde ise
g0z i¢1 yapilarin dis ortam ile temasin1 6nlemek ve delinmeyi engellemek i¢in miimkiin olan
en kisa zamanda defektif bolgenin kapatilmas: gerekir [33, 62]. Farkl: tipte gelisen sklera

hasarlar1 Sekil 2.3’te sunulmustur.

a) b) c) d)
Sekil 2.3. Sklera defekt modelleri: a) delici yabanci cisim yaralanmasina bagli, kiigiik,
birincil dikis yontemi ile kapatilabilen skleral defekt, b) delici yabanci cisim yaralanmasina
bagli, biiyiik ve diizensiz, tek basina birincil dikis yontemi ile kapatilamayan, ancak greft

malzeme yardimi ile kapatilabilecek skleral defekt, c) skleranin yiizeysel <1/3 doku kaybina

neden olan sklera defekti, d) skleranin >1/3 doku kaybina neden olan sklera defekti.
Skleroplastilerde kullanilan greft malzemeleri elde edildikleri kaynaklara gore degiskenlik

gostermektedir. Cizelge 2.2°de elde edildikleri kaynaklara gore farkli greft malzemeleri

sunulmus ve daha sonra bunlardan klinikte siklikla kullanilanlar anlatilmistir.
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Cizelge 2.2. Skleroplastilerde kullanilan ¢esitli greft malzemeleri
SENTETIK  Politetrafluoroetilen (Gore-Tex™ Yumusak Doku Grefti)

Polimetilakrilat-ko-hidroksietilakrilat (Miragel ™)

Polietilen tereftalat (Dacron™)
ZENOJENIK Dura mater

Perikard
ALLOJENIK Sklera

Kornea

Amniyotik membran

Fasya lata
Kikirdak

Periost

Aortik doku

Dura mater (Tutoplast™)

OTOJENIK  Sklera

Ag1z mukozast

Fasya lata
Kikirdak

Deri

2.5.1. Sentetik Greftler
> Genisletilmis Politetrafloroetilen (Gore-Tex™ Soft Tissue Patch, W.L. Gore &
Associates, Inc., Arizona, ABD)
Yumusak doku onarimlarinda kullanilmak {izere tasarlanmis 6zel bir biyomateryaldir.
Konak doku katilimina izin veren ve daha fazla siitiir tutma giicti sunan mikro gézenekli
politetrafloroetilenden yapilmistir. Yabanci cisim tepkisini en aza indirgemek i¢in kati
dokuma ve genisletilmis politetrafloroetilenin ince fibrillerini igerir. Onceden
yapilandirilmig greftler implantasyondan 6nce ¢ok az diizeltme gerektirir ve asinmadan
kolayca kesilip sekillendirilebilirler [63].
Gore-Tex™ yumusak doku grefti, laparoskopik herni onarimi, inguinal hernirafi ve fasyal
defektlerin gecici olarak kopriilenmesi gibi karmasik yumusak doku prosediirlerinde ve
skleral explant olarak tercih edilmektedir [64]. Bu tirtin, kardiyovaskiiler, ortopedik ve pasif

biyolojik membran (dura mater, perikard, periton) defektlerinin rekonstriiksiyonu i¢in uygun
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degildir. Farkli boyutlarda kullanim1 i¢in 1-2 mm kalinliginda, 5-26 cm genisliginde ve 10-
34 cm uzunlugunda alt tipler mevcuttur. Malzeme steril olarak rafa girmesine ragmen cerrahi
miidahaleler sirasinda mikroorganizmalar ile kontamine olabilir. Ozellikle bakteriler adezif
baz1 ylizey proteinleri ile sentetik malzeme yiizeylerine kolaylikla yapisarak ¢ogalabilirler.
Bu sebeple sentetik malzemeler ile gerceklestirilen rekonstriiktif cerrahilerden sonra
enfeksiyon gelismesi durumunda derhal sentetik malzemenin ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir. Sentetik malzemelerde cevre doku ile biitiinlesme dogal greft malzemelerine gore
daha zayif oldugundan eriyebilen dikis malzemeleri kullanilmamalidir. Erimeyen ve
kuvvetli dikis malzemeleri ile sabitlenmis sentetik malzemeler daha uzun siire bolgede
kalabilir. Ancak her siitiir malzemesinin bir émrii mevcuttur. Ozellikle sklera bolgesinde
erimeyen dikis malzemeleri ile sabitlenmis Gore-Tex™ yumusak doku greftinin belirli bir
stireden sonra siitiir erozyonuna bagli kaymasi veya dis ortama agik hale gelmesi olasiliklar
arasindadir [65]. Uretici firmanin Gore-Tex™ yumusak doku greftinin daha uzun siire
varligini islevsel olarak stirdiirebilmesi i¢in kullanim kilavuzunda bir takim onerileri
bulunmaktadir. Bunlar; eriyebilen dikis malzemesi kullanilmamasi, dikis ignesinin kesici
ozellikte olmamasi, malzemeye sekil verirken asir1 giic uygulanmasindan kaginilmasi ve
malzemenin ¢ok kiiciik parcalara bolinmemesidir. Sekil 2.4’°te sklera doku defektinde Gore-

tex™ kullanimi1 sematize edilmistir.

Gore-tex!™ yama

/

Sklera doku defekti

Sekil 2.4. Gore-Tex™ yumusak doku grefti ile sklera dokusunda meydana gelen bir hasarin

onarimi.
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> Polietilen Tereftalat (Dacron™)
Polietilen tereftalat, poli kondenzasyon yontemi ile {iretilen termoplastik bir malzemedir.
Oldukga hafif, sert ve darbelere karsi dayanikli bir malzemedir. Polimeri olusturan
monomerlerin diiz olarak dizilmesi ve ag olusturmamast 80°C sicaklikta dahi formunu
korumasini ve kirilmaya kars1 dayanikli olmasini saglar. Isil islenmesine bagli olarak amorf
yapida {retildiginde seffaf olarak gortiniir. Giiniimiizde gida endiistrisinde mesrubat
ambalajlarinda, tekstil endiistrisinde hali ve battaniye yapiminda, ayrica fotograf filmleri ve
manyetik kayit filmlerinin yapiminda kullanilmaktadir [66]. Saglik alaninda ise yiiksek
kirilma ve diugiim mukavemeti, diisitk doku reaksiyonu, 1518a ve hidrolize kars1 yiiksek
direng gostermesi nedeniyle Ozellikle dikis malzemesi olarak kullanilmistir. Goz
hastaliklarinda Dacron™ &zellikle g6z i¢i lenslerinin sabitlenmesinde kullanilmaktadir [67].
> Polimetilakrilat-ko-hidroksietilakrilat (Miragel™)

Yiiksek hidrasyon kapasitesi ve yumusakligi ile cerrahiler sirasinda esnekligini biiylik
oranda muhafaza eden polimetilakrilat-ko-hidroksietilakrilat kopolimeri retina dekolmani
cerrahilerinde skleranin c¢okertilmesinde kullanilmaktadir [68]. Whitmore ve ark.,
yayinladiklar1 c¢alismalarinda tavsanlarda skleral defektlerin onariminda genisletilmis
politetrafluoroetilen  (Gore-Tex™  Yumusak Doku Yamasi), polimetilakrilat-ko-
hidroksietilakrilat ~(Miragel™) ve polietilen tereftalat (Dacron™) malzemeleri
karsilastirmiglardir. Gore-Tex ve Miragel’ in goz yiizeyinde manipiilasyonlar1 kolay
olmasina ragmen fibrovaskiiler invazyona direngli olmalar1 greftin sklera ile entegrasyonunu
sinirlamaktadir. Dakron ise goz ylizeyine yerlestirilmesi daha zor olmasina ragmen
fibrovaskiiler invazyona izin vermesinden dolayr Gore-Tex ve Miragel’ e istiinliik
saglamaktadir. Bu sebeple arastirmacilar insanlarda skleral giliclendirme cerrahilerinde
Dacron’ un diger iki materyale tistiinliik saglayabilecegini savunmaktadirlar [69].

Sentetik malzemeler dogal olmamalari, biyouyumluluklarinin halen arastiriliyor olmasi,
uzun vadede dayanikliliklar1 ve yikim tirtinlerinin akibetinin net olarak bilinmiyor olmasi ve

maliyetleri dolayisiyla genellikle skleroplastilerde son secenek olarak degerlendirilirler.

2.5.2. Allojenik Greftler
» Liyofilize Dura Mater ve Perikard (Tutoplast™, Tutogen Medikal, ABD)
Dura mater, beyin ve omuriligi saran zarlardan en kalin ve gii¢lii olan, en dis katmanidir.
Uzerinde kemik periostium, i¢c komsulugunda ise araknoid mater ile devamlilik gosterir.
Beyne giren kan damarlar i¢in tizerinde biiyiik acikliklar barindirir [70]. Perikard ise kalbi
saran ve iki katmanli bir yapidan olusan zardir. Kalbe giren biiyiik damarlar1 kalbe yakin

noktada sarar. Cevre baglar ile gogiis kafesine baglantilar yapar [71]. Dura mater ve perikard
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dokusu kadavralardan 6n kontroller yapildiktan sonra farkli konsantrasyonlarda salin ile
muamele edilerek hiicrelerin osmotik yikima ugramasi saglanir. Daha sonra hidrojen
peroksit ve sodyum hidroksitin spesifik konsantrasyonlarda kullanima ile viral inaktivasyon
gergeklestirilir. Bu sekilde insan immiin yetmezlik virtisii (Human Immun Deficiency Virus,
HIV) ve Creutzfeldt-Jakob hastaligina sebep olan prion gibi ajanlardan temizlenmis olur.
Aseton ile dokudan su tamamen uzaklastirilarak muhafaza edilir. Son olarak gama
irradyasyonu ile sterilizasyon gergeklestirilir. Asamali deselliilarizasyon ve sterilizasyon
basamaklarindan geg¢irilen {iriin artik yama malzemesi olarak kullanilmak i¢in hazirdir [72].
Raspanti ve ark., SEM ile yapmis olduklar1 incelemelerinde dura mater ve sklera arasinda
kollajen, elastik lif ve ekstraselliiler matriks organizasyonu acisindan oldukca biiyiik
benzerlikler oldugunu gostermislerdir [73]. Ayrica Custer ve ark., yaymladiklari
derlemelerinde insanlarda evisserasyon sonrasi perikard ve poliglaktin greft ile kaplanarak
implante edilen pordz implantlarin, vaskiilarize konjonktiva ile kaplanarak implante
edilenlere gore daha sik aciga ¢ikma (expojur) ile sonuglandigint vurgulamiglardir [74]. Bu
durum insan i¢in allojenik bir materyal olan perikardin sklera ve ¢evre konjonktiva ile iy1
entegre olamadigmi gostermektedir. Dura mater ve perikard dokusu ayrica hayvansal
kaynaklardan da elde edilebilir [75].

> Insan Amniyotik Membran
Insan amniyotik membran (IAM), anne karnindaki bebegin ektoderm tabakasindan koken
alan ve hamileligin ilk haftalarinda olusmaya baslayip fetiisii amniyotik kavite i¢inde
koruyan 0,02-0,5 mm kalinhiginda bir zardir. Amniyotik zarin i¢inde amniyon sivisi ve
icersinde de plasentaya 3 ana damar yolu ile bagli fetiis bulunmaktadir. Amniyotik membran
dis komsulugunda koryon tabakas1 yer almaktadir [76]. Anne karninda ilk giinden itibaren
gelismeye baglayan fetiis, plasenta ve fetiis ¢evresi amniyotik siviya ev sahipligi yapan
amniyotik membran, tahmin edilecegi tizere iist seviyede esneklik ve gerilme mukavemetine
sahiptir. Dogum eyleminin baslamasi ile birlikte salinan uyaranlar ve mekanik kuvvetin
etkisi ile amniyotik zar acilir ve amniyotik s1v1 bosalarak bebegin anne karnindan diinyaya
gelebilmesine yardim eder. Amniyotik zarin esneklik kabiliyetinde herhangi bir nedenle
olusan degisiklikler zarin erken agilmasina ve erken dogum eylemine sebep olabilir [77].
IAM temel olarak amniyotik epitel hiicre tabakasi, bazal membran tabakasi ve stroma olmak
tizere 3 histolojik boliimden olusur. Stroma ise kendi i¢inde kompakt tabaka, mezenkimal
hiicre tabakas1 ve siingerimsi tabaka olmak {izere 3 boliimden olusur (Sekil 2.5) [78]:

» Epitel hiicre tabakasi: Tek sirali kiiboidal epitel hiicrelerinden olusur. Apikal

yiizeylerinde yerlesmis olan mikrovilluslar sayesinde amniyotik siv1 ile yogun bir
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etkilesim halindedir. Bu etkilesim hem fetiis i¢in gerekli olan faktorlerin gegisine
izin verir, hem de amniyotik sivida olusan metabolik artiklarin uzaklastirilmasina
olanak saglar. Amniyotik epitel hiicreleri yiizeylerinde puliripotent kok hiicre
belirteci olarak bilinen bircok antijeni eksprese ederler. Bu ozellikleri sebebiyle
amniyotik membran bir kok hiicre rezervi olarak diistiniilebilir. Epitel hiicre tabakasi,
epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforme edici biiytime faktorii-beta (TGF-),
vaskiiler endotel biiytime faktorii (VEGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1)
gibi bircok biiylime faktoriinii salgiladigindan amniyotik membran in vivo
rekonstriiktif cerrahilerde vazgecilemez bir fizyolojik yara ortli materyali haline
gelmistir.

» Bazal membran tabakasi: Amniyotik epitel hiicre tabakasinin hemidesmozomlar
aracihig1 ile sikica yapisik halde bulundugu tabakadir. Uzerindeki epitel hiicre
tabakas1 kaldirildiginda bazal membran tabakasi hem in vivo hem in vitro ortamda
cevresel hiicrelerin iizerine kolayca yiirliyebilecegi ve c¢ogalabilecegi bir zemin
olusturur.

» Kompakt tabaka: Temel olarak tip 1, 3 ve 5 kollajenden olusan, aselliiler,
membrana esneklik ve dayaniklilik 6zelliklerini saglayan temel tabakadir.

» Mezenkimal hiicre tabakasi: Kompakt tabakaya ait kollajenin sentezinden sorumlu
tek sira fibroblast benzeri amniyotik mezenkimal stromal hiicrelerden olusan ve
embriyonik mezoderm tabakasindan koken alan tabakadir. Mezenkimal hiicrelerin
sentezledigi interlokin-1 (IL-1), IL-6 ve monosit kemoatraktanlar1 sayesinde
enfeksiyonlara kars1 direng olusturdugu diistiniilmektedir.

» Siingerimsi tabaka: Amniyotik membranin koryon ile komsulukta olan en dis

tabakasidir.

F Tan 1 & i y Epitel hiicre tabakasi .
. . . . . . . . . . . . . . . . Bazal membrantabakasi @ Epitel hiicresi
—— I ] & Mezenkimal
Kompakt tabaka = __ ;t;)l:jzll-'hijcre

i g Fibronektin

M: kimal
J hiieczreentalg‘aakam ?ng S Protsoglikan

Siingerimsi tabaka

>( Laminin

Nidojen

Sekil 2.5. Amniyotik membranin histolojik goriiniimii, [78]’den degistirilerek.

Seroloji kontrolleri yapilmis hamile bayanlardan sezeryan dogum sirasinda steril sartlar

altinda elde edilen plasenta ve koryona yapigik halde bulunan IAM, kiint diseksiyon ile
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yapisik halde bulundugu yapilardan ayrilir. Daha sonra antibiyotik ve antimikotik iceren
salin icinde 30 dk bekletilerek yikanir. Son olarak IAM’ye yapisik olarak kalmis koryon
parcalar1 el yardimi ile uzaklastirilir. Bu prosediiriin sonucunda IAM farkli sekillerde
muhafaza edilebilir veya dogrudan taze olarak onarim yapilacak bolgeye aktarilabilir.
Muhafaza yontemleri arasinda en popiiler olan dondurarak saklama yontemidir. Bu
yontemde IAM, Dulbecco’nun modifiye ettigi besi ortammin (DMEM) 1:1 oraninda gliserin
ile karistiritlmasi ile hazirlanan bir soliisyon i¢inde nitroselliiloz kagitlarin {izerine
sabitlenerek -80°C’de saklanir [79]. Ayrica, IAM dondurarak kurutma yéntemi ile liyofilize
edilebilir. Bu yontemde IAM yapisindaki tim suyu kaybettiginden parsémen kagidina
benzer bir goriiniime kavusur ve bu haliyle oda 1s1sinda muhafaza edilebilir [80].
Hazirlanan {AM doku hasarinin boyutu ve derinligine bagl olarak “dolgu teknigi” veya
“kaplama teknigi” ile cerrahi sahaya sabitlenir. Dolgu tekniginde, IAM epitel yiizeyi
yukar1 bakacak sekilde defekti doldurmak amaci ile kullanilir. Bu asamada doku hasarinin
boyutuna bagl olarak birden fazla katmandan olusan IAM kullanilabilir. Kaplama
tekniginde, IAM doku hasarinin alanim asacak sekilde ¢evre dokuya sabitlenir. Bu teknikte
genellikle IAM’nin epitel tabakas1 doku hasarina dogru bakacak sekilde, yani ters olarak
sabitlenir. Skleroplastilerde genellikle dolgu teknigi ve kaplama teknigi kombine edilerek
kullanilir. Bu sekilde alttaki dolgu malzemesi de dis etmenlerden korunmus olur [81]. Baz1
arastirmacilar {AM’nin en iist katmani olan epitel hiicre tabakasmi cesitli enzimatik
yontemler kullanarak kaldirirlar. Bu yontem ile in vivo doku rejenerasyonunda komsu
hiicrelerin bazal membran {izerine daha kolay yonelebilecegi ve cogalabilecegi
savunulmaktadir. [n vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda da ozellikle epitel hiicrelerinin
migrasyon ve proliferasyon hizini arttirmak igin epitel hiicre tabakasi kaldirilmis IAM
kullanilabilmektedir [82].

IAM, kendi iizerine katlamp dis yiizeyinin tamamen epitel hiicrelerinden olusmasi
saglanarak da kullanilabilir. Ayrica cesitli polimerik malzemeler ile birlestirilerek veya
farkl: tipte hiicreler iizerine ekilerek doku iskelesi olarak kullanilabilir [78]. IAM nin farkli
kullanim yontemleri Sekil 2.6’da 6zetlenmistir. Arastirmacilar, in vivo ve/veya in vitro
uygulamalarinda amaglarina uygun olarak bu yontemlerden herhangi biri ile hazirlanmis

IAM’leri kullanabilirler.
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Katlanmig Cok tabakal Polimer ile birlestirilmig Hiicre ekilmig

Sekil 2.6. Amniyotik membranin farkli kullanim sekilleri: A) standart, B) epitel tabakasi
kaldirilmis, C) epitel ylizeyi doku defektine bakan ters konum, D) katlanmus, E) ¢ok tabakali,
F) polimer ile birlestirilmis, G) hiicre ekilmis, [78] den degistirilerek.

IAM, ozellikle goz yiizeyi rekonstriiksiyonlarinda siklikla tercih edilen bir allogreft
olmasinin yaninda birtakim dezavantajlara sahiptir. Oncelikli olarak IAM nin elde edildigi
vericinin enfeksiyon ajanlari agisindan serolojik olarak taranmasi gerekir. Bu asamada
gerceklesecek bir eksiklik veya problem bulasici hastaliklarin aliciya aktarilmasina sebep
olabilir. IAM alicidan elde edildikten sonra ¢ok basamakli bir hazirlik prosediirii uygulanir.
Daha once bahsedildigi tizere farkli antibiyotikler ve kimyasallar ile muamele edilir.
Dondurarak saklama yontemi en sik tercih edilen muhafaza yontemidir. /n vitro calismalarin
yapildig1 laboratuvarlarda ve g6z hekimlerinin ¢alistigi her hastanede -80°C dondurucu
bulunamayabilir. Dondurucudan ¢ikarilan IAM hizla eritilmeli ve bolca steril distile su ile
yikanarak gliserinden arindirilmalidir. Alictya aktarilmadan 6nce 1AM iizerinde kalan az
miktarda gliserin dahi alicinin goéziinde siddetli bir yanma ve agriya sebep olacak ve goz
yiizeyi epitel hiicrelerine toksik etki yaratacaktir. Liyofilize halde IAM muhafazas: ise
bircok klinik i¢in neredeyse miimkiin degildir. Ciinkii dondurarak kurutma cihaz
hastanelerde genellikle kullanilmayan bir cihazdir. Ancak hazir ticari olarak liyofilize halde
IAM kullanilabilir. IAM anti-enflamatuvar ve anti-immiinojenik 6zellikleri ile bilinmesine
ragmen hala bir¢ok arastirmaci i¢in baska bir kisiden elde edilen bir biyomalzeme
olmasindan dolay1 endise arz etmektedir.
> Sklera

Kadavradan elde edilmis sklera veya korneo-skleral greftler genellikle tiipli glokom
cerrahilerinde tiiplin etrafin1 sarmak ve destek olusturmak amaciyla tercih edilirler. Ayrica
iyatrojenik olarak pterjium, sasilik veya glokom cerrahilerinin akabinde olusan sklera doku
hasarinda destek malzeme olarak tercih edilirler [83, 84]. Siklikla kornea nakli

gerceklestiren goz kliniklerinde korneanin santral 7,5-8,5 cm’lik boliimii nakil edildikten
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sonra geriye kalan korneo-skleral halka uygun 6l¢iilerde kesilerek baska bir hastada sklera
hasar1 olan bolgeye kullanilabilir. Ayrica sklerada renk degisikligine sebep olan Ota Neviis
hastaliginda kozmetik amagl renk degisikligini ortadan kaldirmak i¢in allojenik sklera grefti
kullanilabilir [85]. Lang ve ark., yaptiklar1 tavsan ¢alismasinda allojenik skleranin
immiinitesini test etmisler ve skleray1 zayif immiinojen olarak bulmuslardir. Klinik agidan
gozlemlenen bu immiin yanitsizligl, skleranin immiin sistemde bazi baskilayict yolaklar
aktive etmesine baglamiglardir [86]. Gozde kornea ve sklera avaskiiler yapilar olduklarindan
genellikle immiin agidan korunmus bolgeler olarak kabul edilirler. Kornea ve sklerada
immiin baskilayict bazi sinyal molekiillerinin bol miktarda bulunmasi da immiin yanitsizliga
katkida bulunur. Ancak, az miktarda da olsa hala immiin cevap olusma ihtimali mevcuttur.
Ayrica, IAM transplantasyonunda oldugu gibi sklera nakli sirasinda da patojen aktarimi
dikkat edilmesi gereken bir diger husustur. Sklera greftleri diger allojenik materyaller ile
karsilagtirildiginda 6zellikle dura matere gore biyomekanik agidan daha zayif olarak
goriilmektedir. Dura mater ile yapilan greftlemelerde greft basarisizliginin sklera ile yapilan
greftlemelere gore daha sonra gergeklestigi goriilmiistiir. Zalta ve ark., allojenik sklera ve
dura mater ile greftleme yapilan tiiplii glokom cerrahilerinde 4 yil sonra greft yetersizliginin
hastalarin %6’sinda goriildiigiinii, allojenik sklera ile yapilan greftlemelerde allojenik dura
mater ile yapilan greftlemelere gore istatistiksel agidan daha anlamli olarak erken gelistigini

vurgulamiglardir [87].

2.5.3. Otojenik Greftler
Otojenik greftler rejeneratif tibbin her alaninda oldugu gibi skleroplastilerde de en ¢ok
arzulanan gruptur. Otojenik olarak kisinin sklerasi ile mekanik ve anatomik a¢idan uyum
saglayacak herhangi bir bolgesinden doku parg¢asi alinabilir. Bunlara 6rnek olarak lamellar
deri grefti, kulak bolgesinden elde edilmis kikirdak-deri grefti, tibial kemik periostu, fasya
lata, temporal kas fasyasi sayilabilir [8§8-90]. Ayrica kisinin sklera doku hasar1 bulunan ayni
goziintin bir baska bolgesinden veya saglikli olan diger goziinden lamellar sklera greftleri
veya konjonktiva-tenon greftleri alinabilir [6]. Ancak, otojenik greftlerde akla gelen en
onemli sorun kisinin saglam olan bir bolgesine doku hasari veriliyor olmasidir. Bu, 6zellikle
birebir uyumlu olmasi icin otojenik sklera grefti kullanilmak istenen hastalarda ciddi bir
endise yaratir. Kisinin bundan sonraki donemde de ek g6z cerrahilerine gereksinim
duyabilecegi goz oOniinde bulundurularak saglikli olan kornea, konjonktiva ve sklera
dokusuna miimkiin olabildigince az miidahale uygulanmalidir. Viicudun diger bolgelerinden
elde edilen fasya, kas ve kikirdak greftleri ise hem anatomik agidan hem de mekanik agidan

birebir sklera ile benzerlik gostermezler. Bu durumda, greftlemenin ardindan ilerleyen
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donemde kozmetik problemler ve doku dayaniminin yetersizligi ile sonug¢lanan greft

yetmezlikleri gelisebilir.

2.6. Trombosit Uriinlerinin Rejeneratif Tipta Kullanim

Kan, serum ve hiicrelerden olusan viicudumuzdaki temel hayat sivisidir. Plazma igerisinde
temel yap1 taglarimizdan protein, karbonhidrat, yag, vitamin ve hormonlar bulunmaktadir.
Kan hiicreleri ise temel olarak eritrosit, I6kosit ve trombositlerdir. Trombositler kii¢iik, disk
seklinde, cekirdek ihtiva etmeyen bir yapiya sahiptir. Sitoplazmalarinda bulunan alfa
graniilleri i¢erisinde oldukea farkli tipte ve yogun olarak biiytime faktorleri igerirler. Bunlara
ornek verilecek olur ise, EGF, TGF-B, VEGF, IGF-1, trombosit kaynakli biiytime faktorii
(PDGF), kemik morfogenetik protein (BMP), ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
siralanabilir. Ayrica trombositler sitoplazmalarinda vitronektin, fibronektin, tromboplastin
gibi matriks proteinlerini de barmdirirlar. Viicudumuzda bir yaralanma nedeniyle kan
damarinin  bitiinligi bozuldugunda ilk dakikalarda trombositlerden ag¢iga ¢ikan
tromboplastin aktif hale gecerek karacigerde {iretilen protrombini kalsiyum iyonlariin
yardimi ile trombine cevirir. Trombin ise plazmada bulunan fibrinojeni fibrin agmna
dontisttrtir. Gergek hayatta viicudumuzun herhangi bir bolgesinde yaralanma sonucu
meydana gelen kanama, olusan bu fibrin tika¢ sayesinde durdurulmus olur. Yara iyilesme
basamaklarindan ilkini olusturan hemostatik tika¢ olusumunun akabinde bolgede fibrin aga
hapsolmus yogun miktarda trombosit ve 16kositlerin salgiladig1 kemotaktik faktorlerin bas
rolii tistlendigi proliferasyon basamagi baslar. Bu asamada yara bolgesinin komsulugundaki
hiicrelerin migrasyon ve proliferasyonunu kolaylastiracak mekanik destek olarak fibrin ag
ve kimyasal destek olarak fibrin agin igerdigi biiytime faktorleri yara iyilesmesini siirdiirtir.
Bu tablo, in vitro hiicre kiltlirii calismalarinda taklit etmeye calisilan doku iskelesi ve
biiyiime faktorleri ile desteklenmis besi ortamlar1 gibi diisiiniilebilir. Daha sonra yara
iyilesmesinin son basamagi olarak yeniden sekillenme evresi baglar ve bu evre uzun yillar
devam edebilir [91, 92].

Trombositlerin ihtiva ettigi yogun miktarda biiyime faktoriiniin hiicre biiylimesi ve
boliinmesi iizerine 6nemli etkilerinin oldugu 1970’ li yillarda gosterilmis olmasina ragmen,
trombosit konsantrasyonlart uzun yillar boyunca hemostatik ve yapistirict amag ile
kullanilmiglardir [93]. Ancak, son donemlerde trombositlerin bu iistiin 6zelliklerinin daha
cok on plana ¢ikmasi ile yara iyilesmesi ve dolayisiyla rejeneratif tip ve doku miihendisligi
alanlarinda hem in vitro calismalarda hem de in vivo uygulamalarda tercih edilirligini
artirmistir. Bu amagla, ilk olarak “birinci jenerasyon trombosit iiriinii” olarak

trombositten zengin plazma (TZP) kullanima sunulmustur. TZP, almman kan
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orneklerinden, antikoagiilan iceren kan tiipleri i¢inde 2 basamakli bir santrifiij protokolii
ile elde edilir. Antikoagiilanli kan tiipleri kullanildigindan dogal koagiilasyon engellenmistir.
Trombositlerin aktiflesmesi ve yogun bir sekilde elde edilebilmesi i¢in santrifiij basamaklar1
arasinda si1gir trombini ve kalsiyum klortir ilavesi ile polimerizasyon saglanir [26]. Ancak
dogal polimerizasyon yonteminin aksine bu yontem ile elde edilen fibrin agin yogunlugu
diistik ve elde edilen fibrin miktar1 azdir. Ayrica basamakli protokol, tirliniin hazirlanmasi
icin gerekli siireyl uzatir. Hayvansal kaynakli kimyasal malzemelerin kullanilmasi ve 6zel
kit gereksinimi maliyeti arttirmaktadir. TZP, ortopedi, ¢cene cerrahisi, spor hekimligi, doku
mithendisligi, plastik ve rekonstruktif cerrahi ve dental implant cerrahisi dahil bir ¢ok alanda
kullanim bulmustur [94]. G6z hastaliklarinda kullanimi ise “Eye-Platelet Rich Plasma (E-
PRP)” tanimlamasi ile kuru goz, iyilesmeyen kornea epitel defektleri, kornea iilseri ve
kornea perforasyonlari sonrasi1 goz ylizey rekonstriiksiyonunda tedavi amacli denenmistir.
Alio ve ark., otolog fibrin membran (¢esitli kimyasallar, laminar akis saglayan cihazlar ve
1,5-3 saat hazirlama stiresi gerektiren kompleks bir prosediire sahip) ve E-PRP
kombinasyonu ile tedavi ettikleri korneal perforasyonlarda basarili sonuglar bildirmislerdir
[95].

Fransiz aragtirmact Joseph Choukron ve ark. tarafindan 2001 yilinda “ikinci jenerasyon
trombosit iiriinii” olarak trombeositten zengin fibrin (TZF) tanimlanmis ve Dohan
Ehrenfest tarafindan 2006 yilinda literatiire kazandirilmistir [27]. Antikoagiilan icermeyen
biyokimya tiiptine alinan kan 6rnekleri 2.700 devirde 12 dk santrifiij edilir. Antikoagiilan
olmadigindan tiip duvarlar1 ile temas halinde olan kanda trombositlerin birka¢ dakika
icerisinde aktivasyonu sonucu dogal pihtilasma meydana gelecektir. Dolasimdaki trombin,
fibrinojeni fibrine doniistiiriir. Ustte trombositten fakir plazma ve altta kirmizi kan
hiicrelerinin arasinda, tiip ortasinda fibrin piht1 elde edilir (Sekil 2.7). Dikkat edilecek olur
ise, siire¢, yaralanmalarin ardindan viicudumuzda kan damarinin biitiinligiiniin bozulmast
ve trombositlerin aktive olmast ile baslayan pihtilasma siireci ile benzerlik gosterir. Islemin
basaris1 kan 6rneginin alinma ve santrifiijleme hizina baghdir. Bu asamada olduk¢a hizli
olmak gerekir. Kan duvari igerisindeki dogal siireci taklit edebilmek adina kan damardan dis
ortama, yani tiip icine alindiktan sonra hizlica santrifiije aktarilmalidir. /n vivo fibrin
polimerizasyonunu taklit etmesi sebebiyle TZF, kan damari tikacina benzer sekilde 3
boyutlu fibrin agin i¢ine hapsolmus bol miktarda trombosit ve 16kosit igerir. Bu yap1 TZP’ye
gore daha yogun miktarda fibrin igermektedir ve bu durum degradasyona karsi direncini
arttirir [96]. Hazirlama protokoliinde 6zel bir kimyasal, kit veya tibbi alete ihtiya¢ yoktur.

Her laboratuvar ve ameliyathane sartinda kolayca hazirlanabilecek tek basamakli bir
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protokol mevcuttur. Yaklasik 15 dk icerisinde sonug {iriin elde edilir ve istenilen amag i¢in
kullanima hazirdir. Daha yogun yapisi nedeniyle daha uzun siirede degrade olur. Yapilan
calismalarda 28 giin boyunca biiytime faktorii salimia devam ettigi, mekanik ve kimyasal
olarak cogalmakta olan hiicrelere besleyici tabaka 6zelligi ile destek oldugu gosterilmistir
[97]. Viicudumuzda bircok bolgede gelisen yaralarin tamiri siirecinde 28 giinliikk destek
yeterli olarak kabul edilir.

Fibrin bazli dogal bir biyomateryal olarak TZF, defektlerin kapatilmasinda, rejenerasyonu
destekleyici bir doku iskelesi olarak ortopedi, plastik ve rekonstriiktif cerrahi, dis hekimligi

ve goz hastaliklarinda kullanilmaktadir [98-100].

Trombositten fakir plazma

Trombositten zengin fibrin

Kirmizi kan hicreleri

Sekil 2.7. Kan orneklerinin antikoagiilan igermeyen tiiplere alindiktan sonra sanrifiijii ve

sonugcta tlipiin orta kisminda yogunlagsmis halde elde edilen trombositten zengin fibrin (TZF).

2.7. Kiiciik ve Genis A¢1 X-151n1 Sacilim Analizi
X-1s1n1 kiiciik ag¢1 sagilma (Small Angle X-Ray Scattering, SAXS) ve genis a¢1 sacilma
(Wide Angle X-Ray Scattering, WAXS) yontemleri, nano boyutta pargaciklar igceren
sistemlerin yapilarini incelemede kullanilan bir yontemdir. Bu yontemi diger yontemlerden
ayiran en onemli ozellik, genis ag1 bolgesinde angstromdan (A), kiigiik ag1 bolgesinde
nanometreye (nm) kadar degisen biiyiikliklerde morfolojik analizler yapilabilmesidir.
SWAXS sistemi ile hem nano boyutta, hem de molekiiler boyutta yapisal bilgilere ulasma
imkanimiz olmaktadir. SAXS analizleri ile nano olusumlar, WAXS analizleri ile
kristalografik/molekiiler olusumlar ve diizenler hakkinda bilgi edinilebilir. Siddet, konum,
simetri bilgileri ve sa¢ilma vektoriiniin biiytikliigi gibi deneysel veriler ile elde edilen
kirmim ve sagilma desenleri kullanilarak gergeklestirilen Fourier analizleri sonucunda

yapinin i¢erdigi elektron yogunluklari ve bu elektron yogunluklarinin dagilimlart hakkinda
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bilgi edinilebilir. Sekil 2.8’de X-151n1 sagilma deneyler ile ilgili sematik agiklama agiklama

yer almaktadir [101].
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Sekil 2.8. SAXS ve WAXS deneylerinin tipik profilleri ve 6l¢iim araliklari, [101]’den
degistirilerek.

SWAXS yontemi ile nano olusumlar igeren pek ¢ok 6rnek tizerinde ¢alisma yapilabilir.
Yontemin en 6nemli getirileri;

v Atomik, molekiiler, nano ve mikro boyuta kadar geciste malzemenin yapis1 hakkinda

stirekli bir yap1 bilgisine ulasma imkani1

Incelenecek malzemenin kati, s1v1, jel, yogun gaz gibi farkli formlarda olabilmesi

\

Biyolojik orneklerle ¢alisma imkant

Dis fiziksel etkileri degistirerek, yapida olusabilecek degisimlerin belirlenebilmesi
seklinde siralanabilir.

Nano boyutlu birimler i¢eren dogal ve sentetik malzemelerin yapisal karakteristikleri ve dis
etkilerle yapida olusturulmaya ¢alisilan degisiklikler daha ¢ok yiizeysel ve kisitli boyutlarda
yapisal bilgilerin edinilebilecegi SEM, TEM ve AFM gibi goriintiileme yontemlerinden
yararlanilarak gosterilmektedir. Bu yontemlere ek bir yontem olarak, girisimi yiiksek X-
1isinlar1 kullanimi ile incelenecek 6rnegin tamamina ait yapi analizi ve dis etkilerle yapida

olusacak degisiklikler SWAXS yontemi ile incelenebilmektedir.
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Asagida SWAXS analizleri ile ulagilan yapisal parametreler hakkinda bilgi verilmektedir
[102-104]:

Esitlik 1.1° de verilen Guinier yaklasimi olarak tanimlanan sag¢ilma bagintisi ile ifade edilen
Rg degeri jirasyon yarigaplarini ifade etmekte ve nano olusumlarin “etkin biytiklikleri”
hakkinda bilgi vermektedir. “Etkin biiytiklik” kavrami olusumlarin yonelim ve
sekillenimlerinin ¢ok diizgiin olmamasindan kaynaklanir. Daha sonra bu 6n yapisal bilgi
kullanilarak olusturulacak model ile ayrintili yap1 analizleri yapilabilmektedir. Esitlik
1.1°de, q sagilma vektoriiniin biiyiikliigi, I ise sagilma siddetidir.

(Esitlik 1.1)

4R’
1(q) =1(0)6Xp{— 3 g}

Esitlik 1.2 yardimi ile q degerinin sonsuza gittigi limit durumunda Porod yaklasimi ile nano-
gozeneklerin ara yiizey alanlar1 ve sekillenimleri incelenebilmektedir.

(Esitlik 1.2)
3 3im,(1(9)-")

RP ©
(- 1,)[1(9)¢*dg

Porod yarigap1 (Rp) bagintidan goriildiigii gibi birden daha ¢ok farkli fazdan olusmus
sistemler i¢in hacim (V) - yiizey alan1 (S) oram1 hakkinda bilgi almada kullanilir. iki farkli
fazin ara ylizey alanlari, porozite gosteren yapilarda, gozenek biiyiikliikleri ve sekilleri
(gergin/girintili ¢cikintilt) hakkinda ve fraktal boyutlar hakkinda bilgiler igerir.
Nano olusumlarin (gézenek veya pargaciklardan olusan yapilarin) seklini belirlemede her
bir farkli 6rnek i¢in yapt modeli kurmada farklt matematiksel bagntilar, farkli form
faktorleri tanimlanir. Deneysel sagilma verileri ile kuramsal gelistirilen bu modellerin
uyumuna bakilarak yapisal ayrintilar elektron yogunlugu diizeyinde belirlenebilir. Ornegin,
yarigapli homojen bir kiire i¢in form faktorii F(g),

(Esitlik 1.3)

sin gR —gRcos (]R)}2

Fig) = |4 = Vzp{3 ( o

seklinde verilir. Form faktorii yardimi ile sagilan dalganin genligi A(q) olarak gosterilir ve

en basit durumda, Esitlik 1.4’ deki hali ile ifade edilebilir.
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(Esitlik 1.4)

1(q)=¢ P(q)

Burada ¢ , birim hacimde bulunan parcacik sayisidir, P(q) ise par¢acik form faktortidiir.
Ayrica gozenek boyut dagilimlari da bu yontemle tiim Ornegi kapsayacak sekilde
verilebilmektedir. Bunun yaninda olusturulan model yardimu ile iki fazli yapida gozenek
duvar kalinliklar1 da ayrintisi ile belirlenebilmektedir [105].

Protein, enzim gibi makromolekiiler ve karmasik yapilarin membranlarla etkilesimi, sivi
fazda protein katlanmalar1 ve aktif kenarlarin sekillenimi gibi bilgilere de kolayca ulasilabilir
[106].

Incelenen orneklerde kristalin bolgeler varsa bu bolgelerin yapilar1 da WAXS analizleri ile
X-151n1 sagilimi yontemine benzer bir ¢alisma ile incelenebilmektedir [103].

Sklera dokusu birbiriyle serbest¢e caprazlasan degisken boyutlara sahip tip 1 kollajen lif
demetlerinden olusmaktadir. Literatiirde SAXS ve WAXS yontemleri ile géziin kornea ve
sklera tabakasinda kollajen organizasyonunun incelendigi calismalar yakin ge¢miste
poplilarite kazanmaya baglamistir [57, 107-111]. Sekil 2.9°da tanimlandig1 tizere WAXS ile
kollajen molekiilleri aras1 mesafeler hakkinda bilgi elde edilirken, SAXS analizi ile kollajen
fibrillerin buiytikliikleri ve birbirlerine olan mesafeleri hakkinda bilgi edinilir [108, 110]. Bu
yontemler ile ayrica yapinin sertligi, kollajen yapilar arasindaki ekstraselliiler matriks

yapinin organizasyonu ve dolayli olarak yapinin mekanik ozellikleri ile ilgili bilgi

edinilebilir.
SAXS WAXS
Kollajen fibril
capi
=Yo| ==
\\ Fibriller arasi
mesafe

Kollajen
molekulleri

arasi mesafeler

-

=
—

Kollajen fibriller

Sekil 2.9. SWAXS ile elde edilebilen yapisal parametreler
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Coudrillier ve ark., yas ve diabetes mellitus hastaliginin skleral sertlik {izerine etkilerini
inceledikleri calismalarinda kadavralardan elde edilen arka sklera dokularinit WAXS analizi
ile degerlendirmis ve yasa bagli skleral sertlik artisinin diabetes mellitus hastalig1 olan
kisilerde daha da arttigin1 ve bunun olas1 glokom hastalig1 i¢in 6nemli etkileri olabilecegini
savunmuglardir [57]. Yine Coudrillier ve ark., glokomu olan kadavra gozlerinden elde
edilmis skleralarda mikro mimari yap1 ve mekanik 6zellikleri inceledikleri ¢aligmalarinda
meridyonel gerilim degerlerinin glokomlu skleralarda kontrol grubu skleralarina gére daha
yiiksek oldugunu bulmuglar ve bunun glokom patogenezinde goriilen doku yeniden

sekilleniminin bir sonucu olabilecegi yorumunu yapmislardir [111].
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3. DENEYSEL CALISMALAR
Bu boliimde tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel calismalar aciklanmistir. Tez
kapsaminda oncelikle calisma gruplar1 belirlenerek tavsan gozlerinde sklera doku hasari
modeli olusturulmus ve 2 aylik klinik takibin sonucunda tavsanlar 6tenazi edilerek hasarli
bolgeler uygun ortamda laboratuvara nakledilmistir. Hasar olusturulan sklera bolgeleri
imminhistokimyasal ¢aligmalar, SWAXS analizleri ve hisroksiprolin tayini i¢in uygun
sekilde pargalara ayrilmistir. Her grupta bahsedilen analizler tamamlandiktan sonra gruplar

arasinda sayisal veriler i¢in istatistiksel analizler yapilmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Biyolojik Maddeler
Deneysel ¢alismalar sirasinda kullanilan kimyasallar ve biyolojik maddeler Cizelge 3.1°de

sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Kimyasal ve biyolojik madde listesi

Malzeme Kod Firma Ulke
Agrekan (Anti-Aggrecan ARGxx ab3773 Abcam Ingiltere
antibody)

Asetik asit 1.00056 Merck Almanya
Asit fuksin F8129 Sigma-Aldrich ~ Almanya
Demir Kloriir 451649 Sigma-Aldrich ~ Almanya
Enrlich ¢ozeltisi 156477 Sigma-Aldrich ~ Almanya
Entellan HX378130 Merck Almanya
Eosin Y HX61092539 Merck Almanya
Etil alkol 1.50318E+11 Teksoll Tirkiye
Fibroblast biiytime faktorii (FGF21 ~ PA5-44325 Invitrogen ABD
Polyclonal Antibody)

Hematoksilen HX84908574 Merck Almanya
Hidrojen peroksit K44176709 304  Merck Almanya
Kemik morfogenetik protein 2 ab6285 Abcam Ingiltere
(Anti-BMP2 antibody)

Kloramin T 402869 Sigma-Aldrich ~ Almanya
Kollajen tip 1 (Anti-Collagen, Type (2456 Sigma-Aldrich ~ Almanya
I antibody)

Ksilen 16446 Sigma-Aldrich ~ Almanya
Mallory Trikrom (Karbolfuksin 04-020802 Bio-optica Italya
soliisyonu, asit diferansiyasyon

tamponu, fosfomolibdik asit

soltisyonu, polikrom soliisyonu)

Matriks metalloproteinaz 2 (Anti- ab2462 Abcam Ingiltere
MMP?2 antibody, 4D3)

Monopotasyum fosfat AM1089973 732  Merck Almanya
Parafin 76242 Sigma-Aldrich Almanya
Paraformaldehid 1.04002 Merck Almanya
Potasyum iyodiir 204102 Sigma-Aldrich ~ Almanya
SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab 14896 ScyTek Lab ABD
Pack

SigmaFast 3,3'-Diamino-benzidine ~ D4168-50SET Sigma-Aldrich ~ Almanya
(DAB)

Sitrik asit K93661307 633  Merck Almanya
Sodyum Hidroksit (NaOH) 106462 Merck Almanya
Sodyum Klortiir (NaCl) K49469804 806  Merck Almanya
Sodyum tiyosiilfat 72049 Sigma-Aldrich ~ Almanya
Trans-4-hidroksi-L-prolin H54409 Sigma-Aldrich Almanya
Transforme edici biiytime faktorii ab31013 Abcam Ingiltere

reseptor 1 (Anti-TGFBR1 antibody)

Malzemeler alfabetik siraya gore verilmistir.

3.2. Etik Kurul Onay1 ve Mali Destek

“Sklera Hasarlarmin Rekonstriiksiyonunda Dogal Otojenik, Allojenik ve Zenojenik

Greftlerin Kargilastirilmasi: Yeni Bir Otolog Yaklasim “Trombositten Zengin Fibrin
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9999

Membran™” baslikli ve G.U.ET-16.026 kod numarali tez ¢alismasinin Gazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesindeki ilkelere uygun oldugu saptanarak
03.03.2016 tarih ve E.7959 sayil1 karar1 ile onaylanmasina oy birligi ile karar verilmistir.
Tez calismasinin mali destegi, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
Bagkanliginin 02.06.2017 tarihli ve B.14.2.TBT.0.06.03.02-161-109545 sayili karar1 ile

Hizli Destek Programi-216S384 numarali proje kapsaminda saglanmustir.

3.3. Hayvan Deney Modeli ve Calisma Gruplar
Tez ¢aligmasi1 kapsaminda 45 adet, 10-12 haftalik, 2500-3000 g agirliginda disi Yeni Zelanda
tavsani kullanilmigtir. Tavsanlarin genel anestezisinde intramuskiiler Ketamin (Alfamine
%10, Ege Vet, Tiirkiye) 50 mg/kg ve Ksilazin (Alfazyne %2, Ege Vet, Tiirkiye) 5 mg/kg
kullanilmistir. Gerekli asepsi-antisepsi prosediirlerine uygun olarak cerrahi alan steril ortii
ile ortiilmiis, goz kapaklar1 ve ¢evresi batikon ile temizlenmistir. Goz kapaklar1 blefarosta
kullanilarak retrakte edilmis, topikal anestezi amaciyla bir damla Proparakain HCI (Alcaine,
Alcon Inc., ABD) g6z damlasi damlatilmis ve superotemporal kadranin agiga cikarilmasi
icin glob traksiyonu saglanmistir. Tiim tavsanlarin sag gézlerinde superotemporal kadranda
forniks tabanli olarak konjonktiva flebi olusturulduktan sonra aciga ¢ikan sklera alaninda,
limbus komsulugunda 8x5 mm ¢apinda, 1/2 sklera kalinliginda sklerektomi yapilarak cerrahi
tedavi gereksinimi olan sklera defekt modeli olusturulmustur (Sekil 3.1). Bu esnada
meydana gelen hemoraji koter kullanilmaksizin Lidokain HCL+adrenalin bitartarat (Jetosel

2 mL, Osel, Tiirkiye) ile hazirlanmis siinger manipiilatorler ile kontrol altina alinmigtr.

Sekil 3.1. Sklera defekt modelinin olusturulmasi: a) Superotemporal bolgede forniks tabanl

olarak konjonktiva diseksiyonu yapildiktan sonra agiga cikan sklera, limbustan yaklasik 2
mm geriden, 8x5 mm capinda olacak sekilde, 45 derece agili bicak yardimiyla
isaretlenmistir, b) Isaretlenen alandan acili bigak ve yarim ay bigaklar yardimiyla skleranin

Y derinliginde olacak sekilde sklerektomi yapilmistir.
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Calisma i¢in kullanilan 45 adet tavsan randomize olarak esit 5 gruba ayrilmistir (Cizelge
3.2).

Cizelge 3.2. Calismada belirlenen 5 grubun cerrahi islem ve takipleri.

C GRUBU: Defekt olusturulup insan amniyotik membrani greftlenerek takip (ZENOGREFT)

Grup A (n=9) herhangi bir sklera defekti olusturulmadan normal anatomi/morfoloji, histoloji
ve mekanigi gostermesi acisindan diger gruplar i¢in pozitif kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Grup B’de (n=9) sklerektomi bolgesi, herhangi bir greft materyali
kullanilmaksizin disseke edilen konjonktivanin limbusa 8/0 poliglaktin siitiir (Vieryl,
Ethicon, ABD) ile siitiirasyonu ile kapatilmistir (negatif kontrol grubu). Skleral defektler
Grup C’ de (n=9) daha once steril sartlarda hazirlanmis ve -80°C’ de saklanmis, oda
sicakhiginda ¢oziindiikten sonra defektin gapma uygun olarak hazirlanmis 1AM ile 8/0

poliglaktin siitiir kullanilarak kapatilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. C grubunda olusturulan skleral defektin [AM kullanilarak kapatiimas.
D grubunda (n=9) her tavsanin sklerektomisinin ardindan ¢ikarilan her bir sklera materyali

diger tavsana 8/0 poliglaktin siitiir kullanilarak aktarilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. D grubunda olusturulan skleral defektin allolog sklera grefti kullanilarak

kapatilmasi.

Skleral defektler E grubunda (n=9) defektin ¢apina uygun olarak hazirlanmis TZF ile
greftlenmistir. TZF hazirlanmasinda tavsanlarin femoral venlerinden alinan 5 mL kan 6rnegi
(Sekil 3.4) 2.700 devirde 12 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiipiin orta kisminda
yogunlagan fbrin piht1 penset yardimiyla ¢ikarilarak daha 6nceden steril edilmis baskilama
kutusunda baskilanarak yass1 bir membran halini almistir (Sekil 3.5a). TZFM daha sonra 8/0
poliglaktin siitiir kullanilarak defekti kapatacak sekilde sabitlenmistir (Sekil 3.5b).
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Sekil 3.4. Tavsanlarin femoral veninden trombositten zengin fibrin membran hazirlanmasi

i¢in kan alinmasi.

Sekil 3.5. E grubunda olusturulan skleral defektin otolog TZFM ile kapatilmasi: a) TZFM,

b) defektin kapatilmasi.

B, C, D ve E gruplarinda hasar olusturulmasi ve greft yerlestirmenin ardindan konjonktiva
flebi 8/0 poliglaktin siitiir kullanilarak kapatilmistir. Bu sekilde hasarli bolgelerin ve
greftlerin dis ortam ile temasi kesilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Greftlemelerin ardindan konjonktivanin kapatilmasi.
3.4. Cerrahi Sonras1 Medikal Tedavi
Cerrahi prosediiriin ardindan tavsanlar uygun kafes ortamma nakledilmis ve analjezik
amagla Ketoprofen (Profenid 100 mg ampul, Sanofi Aventis, Tiirkiye) 3mg/kg/24 saatte
intramuskiiler olarak uygulanmistir. Cerrahi tedaviye ek olarak tiim gruplarda tavsanlara
topikal olarak %0,3 Netilmisin antibiyotikli géz damlasi (Netira, Teka, italya) ve
Florometalon+Tetrahidrozoilin HCL steroid g6z damlast (Efemoline, Thea Pharma,
Novartis) giinde 4 defa 1 hafta siire ile medikal tedavi olarak uygulanmistir.
3.5. Cerrahi Sonrasi Takip ve Otenazi
Cerrahi 6ncesinde ve cerrahi islem sonrasi 3. giin, 7. giin, 1. ay ve 2. ayda tavsanlarin
biyomikroskopik muayeneleri yapilmis, tonopen ile goz i¢i basinglart 6l¢iilmiis, bulgular
fotograflanarak dokiimente edilmistir. Biyomikroskopik olarak bakilan muayene bulgulari;
e GOz kapaklarinda 6dem ve sekresyon, sekresyonun tipi (mukoid, piiriilan,
mukopiiriilan)
e Konjontiva hiperemisi
e Konjonktiva forniksinin degerlendirilmesi
e Episkleral ve skleral damar yogunlugu
e Sklera defekt bolgesinin degerlendirilmesi (defekt sinirlart goriilebiliyor mu?, alt
komsuluktaki koroid reflesi se¢ilebiliyor mu?)
e Greftleme yapilan tavsanlarda greftlerin durumu (yer degistirme, erime)

e Kornea saydamligi, kornea epitel defekti
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olarak siralanmustir.

Muayeneler sirasinda tavsanlar genel anestezik maddeler ile uyutulmustur. Her gruptan 3’
er adet olmak tizere toplam 15 adet tavsan 7. giin’ de, her gruptan 3’ er adet olmak {izere
toplam 15 adet tavsan 1. ayda, geriye kalan 15 adet tavsan ise 2. ayda 6tenazi edilerek sag
gozlerinde ¢evre saglam dokuyu da igerecek sekilde cerrahi onarim yapilan saha eksize
edilmistir.

3.6. Ornek Hazirlanmasi ve incelemeler
Cikarilan kesitlerden elde edilen tavsan skleralar1 3 esit parcaya ayrilmig ve bir parga
histolojik incelemeler (Hematoksilen&Eozin, Masson Trikrom, Verhoeff Von Gizon) ve
immiinhistokimyasal incelemeler (Kollajen tip 1, TGFB1, FGF, BMP2, Agrekan, MMP2)
icin %4 (v/v) paraformaldehid icerisinde nakledilmistir. Diger 6rnek fosfat tampon ¢6zeltisi
(PBS, pH 7.4) igerisinde hidroksiprolin tayini i¢in nakledilmistir. Ugiincii grup 6rnek ise
SWAXS incelemeleri i¢in nakledilmistir.

3.6.1. Sklera Orneklerinin Boyamalar icin Hazirlanmasi, Parafinleme ve

Kesitlerin Alinmasi
Laboratuvarda %4 (v/v) paraformaldehid igerisinde fikse edilmis doku 6rnekleri 1 gece akar
su altinda yikanmistir. Susuzlastirma islemi i¢in 6rnekler sirasiyla %60, %70, %80, %90
(v/v) etil alkol serilerinde 30’ar dk, %96 ve %100 (v/v) alkol serilerinde 60’ar dk
tutulmustur. Seffaflastirma islemi, doku 6rnekleri 1:1 oraninda alkol:ksilen karisiminda 30
dk, ksilende 2 degisim 60’ar dk tutularak yapilmustir. Infiltrasyon islemi, doku ornekleri
60°C etiivde (EN 055, Niive, Tirkiye) 1:1 oraninda ksilen:parafin karistminda 30 dk,
parafinde 2 degisim 60’ar dk tutularak yapilmistir. Parafinleme islemi i¢in, +4°C’de
sogutulmus blok kaplar1 alinarak doku 6rnekleri etiivden alinmis ve bohgalar makas ile
kesilerek a¢ilmistir. Doku 6rneginin bloklanacagi boliime 1 mL erimis parafin dokiilmiis ve
ornek pens yardimiyla kesit yiizeyi alt kisima gelecek sekilde yerlestirilmistir. Ornegin iizeri
tamamen kaplanacak sekilde erimis parafin ile doldurulmus ve kursun kalemle kimlik
bilgileri yazilmis kagit, parafin icine yerlestirilmistir. Oda sicakliginda tiim bloklar
sertlesene kadar bekletilmistir. Yeterli sertlige ulasan bloklar, blok kabindan ¢ikartilarak
+4°C’de saklanmistir. Kesitlerin alinmasi i¢in, 37°C su banyosu acgilarak 1sinmasi
saglanmistir. Parafin blogun kenar1, mikrotom bicagina (MX35 Premier, Thermo Scientific,
ABD) paralel ve kesit alinacak yiiz mikrotom bigcagina bakacak sekilde blok tutucuya
yerlestirilmistir. Parafinin fazlas1 doku 6rnegi gelinceye kadar tiraglanarak uzaklastirilmistir.

Sklera doku o6rneginden 4-6 pum kalinlhiginda kesitler alinmistir. Kesitler ince bir firga
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yardimiyla su banyosuna alinarak agilmalar1 saglanmistir. Poli-L-lizin kaplanmis lamlar
(Orlab, Tirkiye) tizerine grup adi ve tavsanin kodu yazildiktan sonra 45°’lik ac1 ile su
banyosuna daldirilarak agilan kesitler lam tizerine alinmistir. Daha sonra lamlar dik olarak
konularak kurumalar1 saglanmistir. Kesitler boyamalar i¢in kullanilincaya kadar oda

sicakliginda saklanmaistir.

3.6.2. Hematoksilen&Eozin Boyama
Is1l deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler lam asansoriine yerlestirilerek 60°C’lik etiivde 1
gece bekletilmistir. Kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler 30’ar dk 2 degisim
ksilende tutulmustur. Rehidratasyon iglemi icin, sirasiyla %95, %80, %70, %60 (v/v) etil
alkol serilerinde 2’ser dk tutulmustur. Daha sonra kesitler 5 dk akan su altinda yikanmaistir.
Yikamadan sonra kesitler 5 dk hematoksilen boya soliisyonunda tutulmustur. Boyadan ¢ikan
kesitler tekrar 5 dk akan suda yikanmistir. Kesitler 2-3 dk eosin boya soliisyonunda
tutulmustur. Bir kez daha akan suda 5 dk yikanan kesitler %80 alkol i¢ine aktarilmis ve 1 dk
bekletilmistir. Akabinde 1 dk %95 (v/v) alkol i¢inde tutulan kesitler son olarak 1 saat
ksilende bekletilmistir. Dijital kamera (DP26 5 megapixel digital camera, Olympus, ABD)
ile 151k mikroskobu (BX43 Upright, Olympus, ABD) altinda incelemeler icin kesitler tizerine
entellan damlatilarak lamel (Patolab, Tirkiye) ile kapatilmis ve penset yardimiyla hava
kabarciklar1 ¢ikartilmistir. Hematoksilen&Eozin boyama sonucunda hiicre ¢ekirdegi mor,
sitoplazma ve kollajen lif demetleri ise pembe boyanmistir. Degerlendirmelerde 40X
biiylitmede alanda hi¢ kan damar1 veya enflamatuvar hiicre goriilemiyorsa inflamasyon ve
vaskiilarizasyonun olmadigina, <50 enflamatuvar hiicre ve <5 kan damar goriiliiyorsa +
vaskiilarizasyon ve enflamasyon olduguna, >50 enflamatuvar hiicre ve >5 kan damari

goriiliiyorsa ++ vaskiilarizasyon ve enflamasyon olduguna karar verilmistir.

3.6.3. Mallory Trikrom Boyama
Is1l deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler lam asansoriine yerlestirilerek 60°C’lik ettivde 1
gece bekletilmistir. Kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler 30’ar dk 2 degisim
ksilende tutulmustur. Daha sonra kesitler 5 dk distile su ile yikanmistir. Akabinde kesitler
tizerine karbolfuksin soltisyonundan 10’ar damla damlatilarak 10 dk bekletilmistir. Kesitler
distile su ile yikandiktan sonra asit diferansiyasyon tamponunda 2 dk inkiibe edilmistir.
Yikama yapilmadan polikrom soliisyonundan 10’ar damla eklenerek 1 dk daha inkiibe
edilmistir. Daha sonra distile su ile 2-3 dk yikanan kesitler 1 dk %80 (v/v) alkol i¢inde, 1 dk
%095 (v/v) alkol i¢inde tutulmustur. Son olarak kesitler 1 sa ksilende tutulmustur. Mikroskop

altinda incelemeler i¢in kesitler tizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilmis ve penset
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yardimiyla hava kabarciklart cikartilmistir. Mallory trikrom boyama sonucunda hiicre

cekirdegi kirmizi pembe, kollajen lif mavi, elastik lif soluk pembe olarak boyanmistir.

3.6.4. Verhoeff Asit Fuksin Boyama
Isil deparafinizasyon islemi igin, kesitler lam asansoriine yerlestirilerek 60°C’lik etiivde 1
gece bekletilmistir. Kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler 30’ar dk 2 degisim
ksilende tutulmustur. Distile su ile yikanan kesitler Verhoeff soliisyonunda 1 sa
bekletilmistir. Akan suda 2-3 kez yikandiktan sonra %2 (v/v) demir kloriir soliisyonunda 1-
2 dk diferansiye edilmistir. Tekrar akar suda yikanarak diferansiyasyon durdurulmus ve
mikroskop altinda elastik liflerin boyanmas1 kontrol edilmistir. Daha sonra %5 sodyum
tiyostilfat ile 1 dk muamele edilmistir. Akan suda yikandiktan sonra asit fuksin soliisyonunda
3-5 dk muamele edilmistir. Daha sonra dehidratasyon amaciyla sirasiyla %95 (v/v), 2
degisim %100 (v/v) alkol ve 2 degisim ksilen i¢ginde 3 dk tutulmustur. Son olarak, entellan
ile lamel kapatilmis ve penset yardimi ile hava kabarciklar ¢ikartilmistir. Verhoeff asit
fuksin boyama sonucunda hiicre ¢ekirdegi ve elastik lif mavi-siyah, kollajen lif kirmizi-fusya

olarak boyanmustir.

3.6.5. iImmiinhistokimyasal Boyamalar
Is1l deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler lam asansoriine yerlestirilerek 60°C’lik etiivde 1
gece bekletilmistir. Kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler 30’ar dk 2 degisim
ksilende tutulmustur. Rehidratasyon iglemi icin, sirasiyla %95, %80, %70, %60 (v/v) etil
alkol serilerinde 2’ser dk tutulmustur. Daha sonra kesitler 5 dk akan su altinda yikanmustir.
Antijen geri kazanimi i¢in kesitler 0.1M sitrik asit soliisyonu (pH: 6) ig¢erisinde 2 defa 5’er
dk mikrodalga firinda kaynatilmistir. Kaynatma sonras1 dokularin etrafi hidrofobik pap pen
(Japonya) ile cizilerek soliisyonlarin spesifik olarak dokularin bulundugu béliimlerde
kalmalar1 saglanmistir. Daha sonra, PBS ile 3 defa 5’er dk yikama yapilarak dokudaki
endojen hidrojen peroksidaz aktivitesini énlemek i¢in %3 (v/v) hidrojen peroksit ile 20 dk
inkiibe edilmistir. Kesitler 3 defa 5’er dk PBS ile yikandiktan sonra protein yapilari
bloklamak icin oda sicakliinda 20 dk Sensitek HRP Anti—Polyvalent immiinohistokimya
kiti icerisinde yer alan bloklayici ile muamele edilmistir. Bloklama sonucunda kesitler
TGFBRI1 (1:50), FGF (1:50), MMP2 (1:50), BMP2 (1:50), Agrekan (1:50), Kollajen 1 (1:50)
birincil antikor soliisyonlar1 i¢inde 1 gece inkiibe edilmistir. Birincil antikorlar ile inkiibe
edilen kesitler tekrarlanan PBS yikamasi sonrast Sensitek HRP Anti—Polyvalent
imminohistokimya kiti i¢erisinde yer alan biyotinlenmis ikincil antikor kullanilarak 30 dk

inkiibe edilmistir. Biyotinlenmis ikincil antikor {izerine kit i¢erigindeki HRP (Horseradish
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peroxidase) enzimi konularak nemli ortamda +4 ‘C’de ikincil antikora tutunmasi i¢in 20 dk
inkiibe edilmistir. Son olarak kesitler PBS ile yikanarak DAB ile reaksiyonun goriiniir hale
gelmesi saglanmistir. DAB ile gortintir hale getirilen reaksiyon PBS igerisine alinarak
gelismesi durdurulmustur. Kesitler PBS’den alinmis, hematoksilen ile boyanmis, %70 ve
%96’lik alkol serilerinden gecirilip, ksilene alinmigtir. Mikroskop altinda incelemeler i¢in
kesitler tizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatilmis ve penset yardimiyla hava
kabarciklar1 c¢ikartilmistir. Herbir kesit i¢in 1s1k mikroskobu altinda 40X biiylitmede
birbirinden habersiz iki arastirmaci tarafindan rastgele bes alan secilmis ve bu alanlar i¢ginde
hiicrelerin boyanma yogunluguna goére; 0 (boyanma yok), +1 (zayif, fakat tespit edilebilir
boyanma), +2 (orta siddetli boyanma) ve +3 (yogun boyanma), hiicre sayimi yapilmistir.
Hesaplama i¢in H Skor formulii kullanilmistir (3_Pi(i+ 1): 1 boyanma yogunlugu skorunu, Pi
boyanan hiicrelerin yiizdesini gosterir). Iki gozlemcinin hesapladig: skorlarm ortalamasi

alinmis ve H Skor degerleri grafikle gosterilmistir.

3.6.6. Kiiciik ve Genis A¢1 X-Isim1 Sa¢ilmasi (Small and Wide Angle X-Ray

Scattering) (SWAXS) Analizi
Laboratuvar ortamina aktarilan ve sklera hasari igeren doku Ornekleri Hacettepe
Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi, Fizik Miihendisligi Bolimi, X-1s1n1 laboratuvarinda
bulunan laboratuvar tipi SWAXS cihazi (HECUS System3, S&L Innovations, Avusturya)
kullanilarak analiz edilmistir.
Olgiimlerin yapildig1 sistemde X 1s1n1 kaynagi olarak CuKa (A=1,54 A) kullamlmustir.
Olgiimler 1 mbar gaz basinci ile olusturulmus vakum ortaminda 40 mA ve 50 kV tiip calisma
sartlarinda gerceklestirilmistir. SWAXS deney sistemi Kratky tipi kolimatore (cizgi
kolimasyon) ve 1024 kanalli, kanallar aras1 mesafenin 54 pm oldugu, konuma duyarli SAXS
ve WAXS olmak tizere iki lineer dedektore sahiptir. Bu 0zellik sayesinde SAXS ve WAXS
olgimleri es zamanli olarak yapilabilmektedir. Sistemde nikel ve tungsten filtreler
mevcuttur. Her bir drnek i¢in 1smlama siiresi 400 sn olarak belirlenmistir. Olciimler oda
sicaklhiginda gerceklestirilmistir. Sklera doku ornekleri 6rnek tutuculara yerlestirilerek
hazneye aktarilmistir. Tim olgimler ASA3 (Amplitude Spectrum Analyzer, Techwin, Cin)
sistem yazilim programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sagilma desenleri her bir bolge
icin lineer dedektor kanal numaralarina gore okunan sagilma siddet degerlerini icermektedir.
Daha sonra bu veri dosyasi, kalibrasyon orneklerinin verdigi belirli q degerlerine gore
kalibre edilen 1(q)-q grafigi sekline donustiriilmustiir. Sonug¢ olarak toplanan veriler q

sacilma vektori buyikligine gore sacilma siddet degerlerini icerir. ASA3 programi ara
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yizuyle veriler “.P00” formatinda alinmistir. Alman veriler “EasySWAXS” programu ile
“.dat uzantil1” verilere ¢evrilmistir.

Her ornek i¢in jirasyon yaricapini ve en olasi olusum morfolojilerinin 1, 2 ve 3 boyutlu
bilgilerini elde etmek amaciyla kuciik q bolgesini iceren Guinier grafikleri ¢izilmistir. Bu
grafikler 1, 2 ve 3 boyutlu nano olusum biiytklikleri, morfolojilerine gore belirlenen I(q)—
q esitlikleri kullanilarak kiiciik q bolgesindeki veriler ile belirlenir (Esitlik 1.1).

Ornekler icerigindeki nano olusumlarin jirasyon yarigaplari biiyiikliikleri tanimlamada
kullanilir. EasySWAXS programi kullanilarak jirasyon yaricapi (kat1 fazda etkin buyuklik)
bilgisine ulasilir. Sagilma desenlerinden yola ¢ikarak uygun form faktorleri olusturulup I(q)-
q grafiginin tamamina fit yapilmistir. Her bir parametre tizerine aritim islemi tekrarlanarak
guvenilirlik paramatresi en iyi olan sonuca ulasilir. Aritim parametrelerinin (yarigap ve
uzaklik) yaninda belirlenen yapimin giivenilirligini veren y? degeri 7°den kiiciik olmalidir.
Uzaklik dagilim fonksiyon grafikleri ve modellemeler IGOR Pro 6.0 (WaveMetrics, Inc.,
ABD) programi kullanilarak elde edilmistir. 3D-ab-initio goruntileri uzaklik dagilim grafik
ve verilerinden yola c¢ikarak DAMMIN (European Molecular Biology Laboratory,
Hamburg, Almanya) programi yardimiyla elde edilmistir. DAMMIN programi kullanilirken
baslangigta, kiiguk taneciklerden olusan buytik bir yap1 sekli model olarak onerilir. Sonra
kiiguk taneciklerin konumu ve sayisi degistirilerek ol¢iillen SAXS desenine en yakin desen
veren yapt modeli tespit edilmeye calisilmisti. WAXS verileri ASA3 programiyla

incelenmis q, d ve 0 bilgileri verilere kaydedilmistir.

3.6.7. Hidroksiprolin Tayini ile Kollajen Iceriginin Belirlenmesi
Calismanin belirlenen zamanlarinda cerrahi olarak tavsanlardan elde edilen sklera doku
ornekleri ilk olarak PBS (pH 7.4) ile yikanmistir. Bir gece vakum etiiviinde (Niive EV 810,
Tirkiye) kurutulan 6rneklerin agirliklar: 6l¢tilmustiir. Ependorflara alinan sklera 6rneklerine
parg¢alanmasi i¢in 100’er pL. 2M NaOH ilave edilmistir. Ayn1 zamanda 1mg/mL trans-4-
hidroksi-L-prolin stok ¢ozeltisi ultra saf su kullanilarak taze olacak sekilde hazirlanmistir.
Bu stok kullanilarak ikinci bir 400 ng/puL hidroksiprolin ¢ozeltisi stogu elde edilmistir. 2M
NaOH ve ikinci hidroksiprolin stogu kullanilarak 0-20 pg arast hidroksiprolin standartlari
elde edilmistir. Doku ornekleri ve standartlar1 iceren Ependorflar 6zel kapaklar takilarak
121°C’de 15 dk stireyle otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan oOrnekler hafifce
vortekslenmistir. Orneklerden 50’ser pL alinarak yeni tiiplere aktarilmis ve standartlar da
dahil biitin tiiplere 450 pL Chloramin T ¢ozeltisi (0.059M) eklenmistir. Oda sicakliginda
25 dk bekletilmistir. Ardindan ttiplere 500 pL Enrlich ¢6zeltisi (4-dimetilaminobenzaldehit)
(1M) eklenmis ve 65°C’de 20 dk inkiibe edilmistir. Her bir 6rnekten 3’er paralel olacak
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sekilde 200’er uL 96 gozli kiiltiir kaplara alinmistir. UV-visible spektrofotometre (ASYS,
Hitech UVM 340 plate reader, Avusturya) ile 550 nm dalga boyunda optik absorbans
degerleri elde edilmistir [112, 113]. Standartlardan elde edilen optik absorbans degerlerine
karsilik gelen hidroksiprolin miktari ile olusturulan kalibrasyon grafigi Ekte sunulmustur.
Hidroksiprolin igerigi bilinmeyen dokularin hesaplamalar1 bu kalibrasyon grafigi

kullanilarak elde edilmistir.

3.7. istatistiksel Analiz
(Calismada kantitatif analiz sonug¢lar1 immiinhistokimyasal analizler i¢in SigmaPlot versiyon
14 (Jandel Scientific Corp., San Rafael, CA) kullanilarak yapilmis ve anlamlilik p<0,05
olarak degerlendirilmistir. Diger sayisal veriler SPSS (Statistical Package for Social
Sciences Inc., Chicago, IL, ABD) 21,0 versiyonu kullanilarak istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Gruplar arasi fark tek yonlit ANOVA testi ile degerlendirilmis ve p<0,05
oldugu durumlar istatistiksel ag¢idan anlamli kabul edilmistir. Grafiklerde istatistiksel

anlamhiliklar *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 olarak gosterilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR
Bu boliimde tez caligmasi kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarin sonuglari sunulmus ve
sonuglar bilimsel literatiir 1s181nda tartisilmustir. Oncelikli olarak, klinik izlemlerde 1. hafta,
1. ay ve 2. ayda muayene edilen tiim tavsanlarin bulgular1 agiklanmis, tablolar ve fotograflar
ile sunulmustur. Daha sonra, immiinhistokimyasal boyama sonugclar1 istatistiksel olarak ve
goriintiiler ile sunulmustur. SWAXS sonuglari, analiz programlar1 yardimi ile elde edilen
grafikler ile agiklanmistir. Son olarak, hidroksiprolin tayini sonucu elde edilen veriler grafik

yardimi ile gosterilmistir.

4.1. Klinik Izlem
Birinci hafta tiim tavsanlar biyomikroskopik olarak muayene edilmistir. A grubunda tiim
tavsanlarda saglikli sklera goriiniimii tespit edilmistir (Sekil 4.1).
B grubunda, B2 ve B7 kodlu tavsanlar haricinde tiim tavsanlarda piiriilan karakter agirlikta
olmak tizere sekresyon oldugu ve sekresyonun +/++ yogunlugunda oldugu dikkat ¢ekmistir.
Ayrica, B grubunda tiim tavsanlarda sklera doku hasar1 olusturulan bélgede konjonktiva ve
ylizeysel episkleral bolgede hiperemi ve vaskiilarizasyon oldugu gozlemlenmistir.
Hiperemik konjonktiva altinda sklera hasar bolgesinde tiim tavsanlarda koroid reflesinin
belirgin olarak mevcut oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Skleral nekroz higbir tavsanda
tespit edilmemistir. Santral kornea epitelinde defekt 3 tavsanda tespit edilmistir. Tim
bulgular degerlendirildiginde, B grubunda orta-agir seviyede bir gz ylizeyi enflamasyonu
oldugu distintilmiistiir (Cizelge 4.1).
C grubunda, piiriilan karakter agirlikta olmak tizere 8 tavsanda + yogunlukta sekresyon tespit
edilmistir. Ayrica tavsanlarda ++/+++ yogunlukta konjonktival ve yiizeysel episkleral
vaskiilarizasyon dikkat ¢ekmistir. IAM greftinin 3 tavsanda yer degistirerek defekt alaninin
disina dogru kaydigi tespit edilmistir. Bu tavsanlarda IAM desteginin yara bolgesinden
uzaklagsmasina bagli olarak sklera defekt bolgesinin altinda koroid reflesinin gortildiigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.3). Diger tavsanlarda IAM’nin erimedigi ve yara yerinde
mevcudiyetini korudugu tespit edilmistir. Skleral nekroz higbir tavsanda goézlenmezken,
santral kornea epitel defekti 3 tavsanda gozlemlenmistir. Tiim bulgular degerlendirildiginde,
C grubunda orta-agir seviyede bir goz yiizeyi enflamasyonu oldugu diistintilmiistiir (Cizelge
4.2).
D grubunda, D1 ve D4 kodlu tavsanlarda +++ yogunlukta enflamasyon oldugu ve greftin
avaskiiler goriindigt tespit edilmistir (Sekil 4.4). D grubunda diger tavsanlarda yara
dudaklar1 ve greftleme yapilan bélge normal iyilesme basamaklarina uygun izlenmistir. D9

kodlu tavsanin g¢alismanin sonunda hamile oldugu tespit edildiginden calisma dist
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birakilmigtir. Tiim bulgular degerlendirildiginde, D grubunda orta seviyede bir goz yiizeyi
enflamasyonu oldugu diistiniilmustiir (Cizelge 4.3).

E grubunda, E3 kodlu tavsanda konjonktival siitiiriin agilmasina bagli olarak greftin altindaki
koroid reflesi gorliniir hale gelmistir. Ancak bu tavsanda yara biitiinliigiinin korunmus
oldugu ve koroid herniasyonunun gelismedigi dikkat ¢cekmistir. E grubunda, 3 tavsanda
mukopliriilan karakterde, + yogunlukta sekresyon ve yiizeysel enflamasyon oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.5). Tim bulgular degerlendirildiginde, E grubunda hafif-orta
seviyede bir gz yiizeyi enflamasyonu oldugu diistintilmiistiir (Cizelge 4.4).

Bu sonuglar ile akut donemde yara yerinin herhangi bir greftleme yapilmadan birincil
iyilesmeye birakildigi B grubunda tiim tavsanlarda alttaki koroid tabakasinin goriiniir hale
gelmesi, akut donemde yara bolgesi dayaniminin yetersiz olduguna isaret etmistir. Mekanik
dayanimin yetersizligi, sklera defekt bolgesine kapatilan konjonktivada damarlanma artisi
ve bolgenin kuvvetlendirilebilmesi i¢in biiytime faktorii ve sitokin salimini uyarmistir. Artan
vaskiilarizasyon ile bolgede artan enflamasyonun temel amaci yara bolgesinde hiicreler arasi
matriks ve kollajen yapimini uyarmaktir. Ancak yara bolgesinde enflamasyon belirli bir
seviyenin lizerine c¢iktiginda kemotaktik olaylar ve sitokin salimi normal yara iyilesme
basamaklarini olumsuz yonde etkiler. Yara iyilesme basamaklarindan ilki olan enflamasyon
ve proliferasyon evresinde yapim ve yikimin orantili olarak ilerlemesi, damarlanma ve
damarlarla birlikte gelen hiicresel goc¢iin belirli bir oran1 asmamasi gerekmektedir. Bu sinir
asildiginda yikim, yapimi gecerek istenmeyen sonuglar ile karsilagilir [114]. Bu sebeple
viicidumuzda her bolgede oldugu gibi sklera bolgesinde de doku dayanimini azaltacak ve
yara bolgesini acikta birakacak sekilde bir hasar olustugunda greft malzemeleri ile bolgeyi
desteklemek gerekir. Bu sekilde yara bolgesi hem mekanik agidan desteklenmis olur hem de
kimyasal acidan bolgede dengeyi koruyacak bir kaynak yerlestirilmis olur [115]. Sunulan
tezin arastirdig1 temel konu, sklera hasarlarinda yara bolgesini kimyasal ve mekanik agidan
saglikli sklera dokusuna en benzer sekilde koruyan greft malzemesinin arastirilmasidir.
Klinik gozlem, gz hekimlerinin kliniklerde herhangi bir analiz yontemine basvurmadan
basit bir biyomikroskopik muayene ile tan1 koyabilecekleri, maliyeti diisiik ve hastaya
herhangi bir zarar1 olmayan inceleme yontemidir. Sunulan tez ¢alismasinda, laboratuvar
analizleri 6ncesinde tavsanlar basit ve kullanisl bir yontem olarak biyomikroskopik agidan
muayene edilmis ve aslinda doku bolgesinde hiicresel boyutta verilen yanitlarin klinikteki
yansimasi olan muayene bulgulari ile tan1 konulmasi amag¢lanmistir. Yontem kisminda
belirtildigi lizere, tavsanlarin sklera doku hasar1 bolgesindeki ve ona komsuluktaki goz

yiizeyi alanlar1 damarlanma, sekresyon, epitel defekti ve greftin konumu ac¢isindan
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degerlendirilmistir. Burada amaclanan, bolgeye damarlar araciligi ile gelen hiicresel yanitin
normal iyilesme basamaklarina uyumunu degerlendirmektir. Birinci hafta tiim tavsanlarin
muayeneleri gerceklestirilmis ve 6zellikle B ve C gruplarinda orta-agir seviyede hiicresel
yanitin var oldugu gozlemlenmistir. B grubunda greft kullanilmadan birincil iyilesmenin
akut donemde yetersiz oldugu kanaatine varilmistir. Bu, klinik agidan beklenen bir yanittir.
Ancak, IAM ile greftleme yapilan C grubunda akut dénemde tespit edilen artmus hiicresel
yanit klinikte IAM kullanim1 ve IAM nin enflamasyon &nleyici etkisine ¢ok uygun olmayan
bir durumdur. Tavsanlarda IAM kullanildiginda zenojenik bir greftleme yapilmis olur.
Klinikte ise insan goz yiizeyinde bir iyilesme problemi oldugunda IAM ile greftleme
yapilmakta ve bu allogreft olarak kabul edilmektedir. Tavsan ve insan dokular1 arasindaki
bu uyumsuzluk IAM i¢in beklenmeyen, artmis hiicresel yanit ve enflamasyonu agiklayabilir.
Bu durum ger¢ek hayatta insan sklera doku hasarinda kullanilan zenojenik greftlere
benzetilirse, artmis enflamatuvar yanit ve arzu edilen klinik iyilesmenin ger¢eklesememesini
aciklayabilir. D grubunda, allogreft olarak bagka bir tavsandan alinan sklera grefti
kullanilmistir. Klinik muaeyene bulgularinda orta seviyede enflamasyon tespit edilmesi,
zenojenik greftlemeye gore daha kabul edilebilir sonuglarin olmasi, allojenik grefti bir tist
noktaya tasimistir. Ancak, hala avaskiiler greftin tespit edilmesi ve orta seviyede yiizeysel
vaskiilarizasyonun goriilmesi bolgede normal yara iyilesmesi basamaklaria uygun olmayan
bir stirecin var oldugunu gostermektedir. Gergek hayatta, insan sklera doku hasarlarinda
ozellikle kadavradan elde edilmis sklera greftleri uygulandiginda bu beklenmeyen etkileri
onleyebilmek adina steroid igeren ve/veya immiin diizenleyici medikal tedavi
uygulanmaktadir [33]. Ancak bu tedavilerin hem goz hem de sistemik olarak istenmeyen
bircok yan etkisi bulunmaktadir. Ilag yan etkileri, mekanik dayanimin yetersizligi,
enflamasyon Otesinde patojen aktarimi riskleri nedeniyle klinikte allojenik ve zenojenik
greftlemeler kisith kullanim alani1 bulmaktadir. Otojenik greftler ise her zaman i¢in altin
standart olarak bas sirada yer almaya devam etmektedir. Otojenik olarak sklerada bir¢cok
greft kullanilabilmekle birlikte, hastanin viicuduna en az zarar1 veren greft alim yontemi
halen arastirlmaya devam etmektedir. Insan viicudundan 8-10 mL kan alinarak basit bir
yontem ile hazirlanan TZF biyomateryali ile sklera hasar bolgesinin onarilmasi sadece
otojenik greft kaynagi olarak disiintildiiginde bile diger tiim greftlere istiinliik arz
etmektedir. Bunun 6tesinde, sunulan tez calismasinin akut donem yara iyilesmesi tizerine
etkisi incelendiginde, normal yara iyilesme basamaklarinda ilk evrede goriilen 1liml
enflamasyon ve proliferasyon evresine uyumlu olarak hafif seviyede enflamasyonu devam

ettirdigi klinik agidan gozlemlenmistir. Bu durum, ilerleyen kisimlarda bahsedilecek olan
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hiicresel boyuttaki yanitlarin klinikteki yansimasi olarak bizlere klinikte tercih edilebilecek

bir otolog yaklasim olabilecegini gostermektedir.

Sekil 4.1. A grubunda 1. hafta saglikli skleranin goriintimii: a) skleranin kornea ¢evresinde

opak beyaz goriinlimii, b) tist rektus kas1 bolgesindeki skleranin gériiniimii.




Sekil 4.2. B grubunda 1. hafta koroid herniasyonu, yogun vaskiilarizasyon ve sekresyonun

gosterilmesi: a) konjonktivanin altinda koyu renkli koroid tabakas: iistteki konjonktivada

tiimsek olusturacak sekilde belirginlesmis, b) konjonktivada belirgin vaskiilarizasyon ve {ist

kapak kenarinda piiriilan sekresyon izlenmekte.




Sekil 4.3. C grubunda 1. hafta yogun vaskiilarizasyon ve IAM nin defekt disina uzanimmin

gosterilmesi: a) IAM konjonktivanin kenarindan defekt disina dogru c¢ikmis, b) yogun

episkleral vaskiilarizasyon.




Sekil 4.4. D grubunda 1. hafta avaskiiler greft ve yogun episkleral vaskiilarizasyonun

gosterimi: a) avaskiiler greft, b) yogun episkleral vaskiilarizasyon.
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Sekil 4.5. E grubunda 1. hafta yiizeysel vaskiilarizasyon ve altta yara yerinin gériintimii: a)

orta seviyede konjonktival ve episkleral vaskiilarizasyon, b) normal vaskiilarizasyon.
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Birinci hafta sonunda her gruptan 1, 2, 3 numarali tavsanlara 6tenazi uygulanarak hasarl
sklera bolgeleri cevre saglikli doku ile birlikte laboratuvar ortamina aktarilmis ve deneysel
analizler i¢in kullanilmistir. Her grupta 4-9 numaralar arasindaki 6’sar tavsan 3 hafta
boyunca takip edilmis ve ilk cerrahi miidahalenin ardindan 1. ay sonunda klinik muayeneleri
tekrarlanmistir. A grubunda tiim tavsanlarda saglikli sklera gortiintimii tespit edilmistir (Sekil
4.6).

B grubunda, 1. ayda mukopiiriilan-piiriilan karakterde ve + yogunlukta sekresyonun devam
ettigi dikkat c¢ekmistir. Konjonktiva ve yiizeysel episkleral bolgede, + siddette
vaskiilarizasyon tespit edilmistir. Konjonktiva altinda, 1. haftada gortuldugu gibi koroid
reflesinin goriilmeye davam ettigi tespit edilmistir. Bir tavsanda sklera hasar bolgesi ile tist
kapak konjonktivasi arasinda artmis enflamasyona bagli yapisiklik ve sonug¢ olarak
semblefaron gelistigi gézlemlenmistir (Sekil 4.7). Ayni tavsanda pupilla araligindan alinan
retina reflesinin bulanik oldugu ve vitreus hemorajisi gelistigi tespit edilmistir. Skleral
nekroz ve kornea epitel defekti higbir tavsanda tespit edilmemistir (Cizelge 4.5). Tim
bulgular degerlendirildiginde B grubunda 1. ayda hafif seviyede enflamasyonun devam
ettigi dustintilmustiir.

C grubunda, 1. ayda mukoid-mukopiiriilan karakterde ve + yogunlukta sekresyonun devam
ettigi gozlemlenmistir. Konjonktiva ve yiizeysel episkleral bolgede + siddette
vaskiilarizasyon tespit edilmistir. Ayrica, IAM’nin erimeden mevcudiyetini korudugu ancak
yara bolgesinden cikarak uzaklastigi dikkat cekmistir. [AM’nin eridigi ve erimedigi tiim
tavsanlarda alttaki koroid reflesinin belirgin oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.8). Skleral
nekroz ve kornea epitel defekti higbir tavsanda tespit edilmemistir (Cizelge 4.6). Tiim
bulgular degerlendirildiginde, C grubunda 1. ayda hafif seviyede enflamasyonun devam
ettigi dustintilmustiir.

D grubunda, 1. ayda mukoid-mukopiiriilan karakterde ve + yogunlukta sekresyonun devam
ettigi gozlemlenmistir. Konjonktiva ve yiizeysel episkleral bolgede + siddette
vaskiilarizasyon tespit edilmistir. Ayrica, D grubunda tiim tavsanlarda konjonktiva altinda
skleral greftlerin sinirlarinin goriildiigii ve skleral greftlerin ¢cevre saglikli doku ile entegre
olamadig1 dikkat cekmistir (Sekil 4.9). Skleral nekroz ve kornea epitel defekti higbir
tavsanda tespit edilmemistir (Cizelge 4.7). Tiim bulgular degerlendirildiginde, C grubunda
1. ayda hafif seviyede enflamasyonun devam ettigi ve ¢evre saglikli doku ile hasarl sklera
bolgesi arasinda uyumsuzlugun oldugu kanaatine varilmistir.

E grubunda, 1. ayda sekresyon ve yiizeysel artmis enflamasyon veya vaskiilarizasyon tespit

edilmemigtir. Skleral nekroz ve kornea epitel defekti higbir tavsanda tespit edilmemistir
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(Cizelge 4.8). Sklera hasar bolgesi hafif olarak secilebilmesine ragmen biyomikroskopik
acidan saglikli sklera goriinlimiine olduk¢a yakin bir goriintt elde edilmistir (Sekil 4.10).
Tiim bulgular degerlendirildiginde, E grubunda 1. ayda enflamasyonun tamamen sonlandig1
ve yara lyilesme basamaklarindan artik yeniden sekillenme asamasina ge¢ildigi kanaatine
varilmistir.

Bu sonuglar ile sklera doku hasari olusturulan tavsanlarda yara iyilesmesinin 1. ayinda B, C
ve D gruplarinda + seviyede enflamasyon ve sekresyonun devam etmesi, birincil iyilesme
teknigi, zenojenik IAM ve allojenik tavsan sklerasimin yara iyilesme basamaklarini normal
sekilde yoneten ve sonuglandiran teknikler olmadigi sonucunu ortaya koymustur. Birincil
iyilesmeye birakmak, hali hazirda ¢ok sik kullanilan bir teknik olmamakla birlikte,
gelismekte olan iilkelerde ve imkanlar kisith olan kliniklerde kullanilmaya devam edilen
bir yontemdir. Sunulan tez ¢calismasinda, negatif kontrol grubu olarak kabul edilen sekonder
iyilesmeye birakma yontemi ile C ve D gruplarinda kullanilan greftlemeler
karsilagtirildiginda klinik agidan birincil iyilesme yontemine ¢ok iistiin olmayan sonuglar
elde edilmistir. Cerrahi miidahalelerin ardindan 1 ay ge¢mis olmasina ragmen hafif seviyeli
enflamasyonun devam etmesi C ve D gruplarinda kullanilan zenojenik ve allojenik
biyomateryallere karst dokunun dogal bir yaniti olabilir. Devam eden hafif seviyede
enflamasyon ile birlikte 6zellikle D grubunda kullanilan allojenik sklera greftinin ¢evre doku
ile hi¢ biitlinlesememis olmasi bolgede mekanik acidan yetersiz bir doku catisinin
kurulduguna isaret etmistir. E grubunda ise sekresyon ve normalin 6tesinde bir
vaskiilarizasyon tespit edilmemistir. Saglikli A grubu tavsan skleralarina ¢ok benzer bir
sklera ve konjonktiva goriintiisti elde edilmistir. Bu sonuglar, E grubunda doku ve hiicresel
boyutta yliriiyen yara iyilesme basamaklarinin dogal seyrini devam ettirdiklerini
dogrulamistir. E grubunda kullanilan TZF biyomateryali, icerigindeki zengin biiylime
faktorii ve matriks proteinleri ile yara iyilesme basamaklarini desteklemis, asir1 enflamasyon
gelisimini 6nlemis, mekanik ve kimyasal agidan orjinaline benzer bir sklera doku olusumuna
aracilik etmistir.

TZF biyomateryali ile greftleme yapilan viicuttaki diger bolgelerde de 1. ayda iyilesme
durumu gozlendiginde sunulan tez ¢alismasi sonuglarina benzer sekilde normal iyilesme
basamaklarina uyumlu sonuglarin elde edildigi goriilecektir [116]. TZF biyomateryali,
viicutta bircok bolgede oldugu gibi sklera bolgesinde de yeni kollajen yapimini uyararak
hasar bolgesinin onarimina ve mekanik agidan dogalina yakin bir giicin elde edilmesine

olanak tanimustir [117].
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Sklera dokusunda yara iyilesmesi goziin biitiinliigiintin saglanmasinda son derece 6nemlidir.
Skleranin eski mekanik giictinii elde edebilmesi, goz yuvarlaginin i¢ basincinin dis ortam ile
dengelenmesinde 6nemli bir rol oynar. Normal g6z i¢i basincinin 16+2 mmHg oldugu
distintliirse, bu basinca kars1 koyabilecek bir doku biitiinliigiiniin saglanmasi ana hedef
haline gelecektir. Ayrica, klinikte normal goz i¢i basincindan daha yiiksek seviyede goz igi
basincina sahip hastalar ile siklikla karsilasilmaktadir. Glokom olarak adlandirilan goz
tansiyonu hastaliginda artmis g6z i¢i basincinin kapali bir ortam olan goz yuvarlaginin arka
kisminda yerlesen gdérme sinirine basing uygulayarak sinir hiicrelerini mekanik hasara
ugratmasi soz konusudur. Glokom hastalarinda artmis goz i¢i basincini1 dengeye alabilmek
icin sklerayi i¢eren cerrahiler yapilmaktadir. G6z ici ile dis ortam arasinda yeni bir akim
yolag1 olusturulmasi hedeflenen glokom cerrahilerinde skleranin anatomik ve fizyolojik
olarak normal olmasi ¢ok biiyiik 6nem arz eder. Ciinkii ameliyat 6ncesi ve sonrasinda basing
dengelemesini yapacak en onemli anatomik yap1 skleradir. Glokom cerrahilerinden sonra
olusabilecek artmis enflamasyon ve 6zellikle fibroblastik hiicre aktivitesinin fazla olmasi
sonucunda, ag¢ilan yeni yolakta tikanmalar veya asir1 aktiviteye bagli goz i¢i basincinin fazla
diismesi ile karsilagilabilir. Bu gibi durumlarin 6niine gegebilmek i¢in fibroblastik hiicre
aktivitesini baskilayan mitomisin C gibi antimetabolit ilaclar kullanilmaktadir. Glokom
cerrahilerini takip eden artmis enflamasyon, cerahinin basarisin1 olumsuz yonde etkiledigi
gibi hasta konforunu da olumsuz yonde etkiler. Literatiirde, glokom cerrahisi ge¢irmis ve
akim yolaginda olusan olumsuzluklara bagl goz i¢i basincit dengelenememis hastalar ile
yapilan birgok calisma mevcuttur. Ozellikle goz i¢i ile dis ortam arasinda yeni yolak
olusturulan filtran cerrahilerde sklera blebinin yetersizligi veya erimesine bagl goz igi
yapilarin tehlike altina girdigi durumlarda otojenik, allojenik veya zenojenik greftler ile
kapama yapilmaya calisilan calismalar mevcuttur. Otojenik olarak kisinin saglikli
konjonktivasi veya komsu sklera bolgesinden flep kaydirilir. Ancak zaten bir kez cerrahi
gecirmis bir gozde saglikli ve esnek flep yapist bulabilmek biraz zordur ve genellikle basari
ile sonu¢lanmaz. Bu sebeple zenojenik dura mater veya perikard dokular1 da
kullanilabilmektedir. Ancak bu greftlerin bulunmasinin giic olmasi, ekonomik yonden
hastay1 zor durumda birakabilmeleri ve hala tartisilmakta olan patojen aktarimi ve immiin
reaksiyon uyarma potansiyelleri nedeniyle allogreftlere yonelim olmustur. Allojenik olarak
kadavradan elde edilen krnea ve kornea-skleral greftler bleb bolgesinin kapatilmasinda
kullanilabilmektedir. Ancak, acil sartlarda klinige bagvuran sklera defekti veya erimesi olan,
komplikasyonlu glokom cerrahisi ge¢irmis hastalarda allogerftlerin ivedilikle bulunmasi pek

miimkiin olmamaktadir. Bu tip durumlarda elimizin altinda kolayca erisilebilecek, ucuz ve
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giivenli bir greft materyalinin bulunmasi1 6nem arz etmektedir. TZF, sahip oldugu 6zellikler
nedeniyle bu gereklilikleri karsilayan 6nemli bir greft materyali olarak diistiniilebilir.

Sunulan tez calismasinda olusturulan sklera defekt modeli, aslinda glokom cerrahisinin
belirli bir noktaya kadar olan basamaklarini i¢eren bir modeldir. Sklerektomi yapilan
bolgede skleranin orijinal esnekligi ve mekanik giiclinii saglayabilecek bir materyal ile
greftleme yapilmasi giivenli g6z i¢i basinct degerlerinin saglanabilmesinde 6nemlidir. Bu
sebeple sunulan tez calismasinda tartisilan TZF nin etkinligi, sedece sklerada yaralanma ile
gelen hastalarda degil glokom cerrahisi gecirmis hastalarda da g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica, skleray1 iceren bircok goz cerrahisinde ilk ameliyat sirasinda
bolgeyi kuvvetlendirmek i¢in veya komplikasyonlara bagl skleral giiclendirmelerde de TZF
avantaj saglayacak bir yardimci olarak diisiiniilebilir. Ornegin, son donemde popiilarite
kazanan intraokiiler lenlerin siitiirsiiz olarak skleraya implantasyonlarinda, lenslerin haptik
kisimlar1 skleraya gomiildiikten sonra skleranin ve tizerindeki konjonktivanin lokalize olarak

erode olmasini 6nlemek i¢in haptiklerin tist kismima TZF ile kuvvetlendirme yapilabilir.
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Sekil 4.6. A grubunda 1. ay saglikli skleranin goriniimii: a) st rektus kasi bolgesinde

saglikli skleranin goriiniimti, b) list rektus kasi bolgesinde saglikli skleranin goriiniimii.




Sekil 4.7. B grubunda 1. ay koroid herniasyonu, yogun vaskiilarizasyon, sekresyon ve

sembleferonun gosterilmesi: a) kornea tizerinde mukopiiriilan 6zellikte sekresyon ve yogun

konjonktival hiperemi, list goz kapagi ile sklera hasar bolgesi iizerindeki konjonktiva

arasinda semblefaron gelisimi, b) skleral incelme ve koroid dokusunun belirginlesmesi.




Sekil 4.8. C grubunda 1. ay vaskiilarizasyon ve IAM’nin defekt disma uzanimmin

gosterilmesi: a) 1AM konjonktivanin kenarindan defekt disma dogru ¢ikmis ve heniiz

erimemis, b) yogun episkleral vaskiilarizasyon, skleral incelme ve koroid dokusunun

belirginlesmesi.




Sekil 4.9. D grubunda 1. ay skleral greftlerin yara yeri ile biitiinliikk olusturmamasi ve yogun
episkleral vaskiilarizasyonun gosterimi: a) skleral greft yara yerine entegre olamamis,
smirlar1 halen segilebilmekte, b) yogun episkleral vaskiilarizasyon ve altta skleral greftin

sinirlar1 segilebilmekte.
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Sekil 4.10. E grubunda 1. ay yara yerinin goriiniimii: a) normal konjonktiva ve sklera

goriiniimii, b) normal vaskiilarizasyonla birlikte hafif koroidal belirginlesme.
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Birinci ay sonunda her gruptan 4, 5, 6 numarali tavsanlara 6tenazi uygulanarak hasarli sklera
bolgeleri c¢evre saglikli doku ile birlikte laboratuvar ortamina aktarilmis ve deneysel
analizler i¢in kullanilmistir. Her grupta 7-9 numaralar arasindaki 3’er tavsan 1 ay daha takip
edilmis ve ilk cerrahi miidahalenin ardindan 2. ay sonunda klinik muayeneleri
tekrarlanmigtir. A grubunda tiim tavsanlarda saglikli sklera gortintimii tespit edilmistir (Sekil
4.11).

B grubunda, konjonktival ve episkleral vaskiilarizasyonun + yogunlukta devam ettigi
gozlemlenmistir. Sklera doku hasar1 olusturulan bolgede konjonktiva altinda koroid
tabakasinin belirgin olarak secilebildigi dikkat cekmistir. Ayrica bir tavsanda sklera doku
hasar1 olusturulan bolgenin iizerindeki konjonktiva ile iist kapak altindaki konjonktiva
arasinda semblefaron gelismistir (Sekil 4.12). Skleral nekroz ve kornea problemi higbir
tavsanda tespit edilmemistir (Cizelge 4.9). Tiim bulgular degerlendirildiginde, B grubunda
2. ayda yara yeri sekillenmesinin orjinal sklera dokusuna benzemedigi, skleranin
hasarlanmis bolgede incelmis oldugu ve yiizeysel damarlanma artisinin devam ettigi
dustinilmiistir.

C grubunda, konjonktival ve episkleral vaskiilarizasyonun +/++ yogunlukta devam ettigi
gozlemlenmistir. Sklera doku hasart olusturulan bolgede konjonktiva altinda koroid
tabakasinin belirgin olarak secilebildigi dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.13). Skleral nekroz ve
kornea problemi hi¢bir tavsanda tespit edilmemistir (Cizelge 4.10). Tim bulgular
degerlendirildiginde, C grubunda 2. ayda yara yeri sekillenmesinin orjinal sklera dokusuna
benzemedigi, skleranin hasarlanmis bolgede incelmis oldugu ve ylizeysel damarlanma
artisinin belirgin olarak devam ettigi diisiintilmustiir.

D grubunda, konjonktival ve episkleral vaskiilarizasyonun + yogunlukta devam ettigi
gozlemlenmistir. Sklera doku hasar1 olusturulan boélgede konjonktiva altinda koroid
tabakasinin belirgin olarak secilebildigi dikkat ¢gekmistir. Ayrica bir tavsanda sklera doku
hasart olusturulan bolgenin tizerindeki konjonktiva ile iist kapak altindaki konjonktiva
arasinda semblefaron gelismistir (Sekil 4.14). D9 kodlu tavsan hamilelik tespiti nedeniyle
calisma dis1 birakilmistir. Skleral nekroz ve kornea problemi higbir tavsanda tespit
edilmemistir (Cizelge 4.11). Tiim bulgular degerlendirildiginde, D grubunda 2. ayda yara
yeri sekillenmesinin orjinal sklera dokusuna benzemedigi, skleranin hasarlanmis bolgede
daha ince oldugu ve yiizeysel damarlanma artiginin devam ettigi diistintilmiistiir.

E grubunda, konjonktival ve episkleral vaskiilarizasyonun yok/+ yogunlukta mevcut oldugu
gozlemlenmistir. Sklera doku hasar1 olusturulan bélgede konjonktiva altinda orijinal dokuya

benzer sekilde beyaz sklera dokusunun olustugu tespit edilmistir. Sklera alt komsulugundaki
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koroid tabakasinin koyu renkli goriiniimiine rastlanmamistir (Sekil 4.15). Skleral nekroz ve
kornea problemi hi¢cbir tavsanda tespit edilmemistir (Cizelge 4.12). Tim bulgular
degerlendirildiginde E grubunda 2. ayda yara yeri sekillenmesinin saglikli sklera dokusuna
benzer goriinimde oldugu, skleranin hasarlanmis bolgede kalinlastigi ve yiizeysel
damarlanmanin normal seviyede oldugu diistintilmiistir.

Sklera doku hasarinin iyilesmesinde 2. ay, artik proliferasyon ve enflamasyon evresinin sona
erdigi, kollajen ve hiicreler aras1 matriks sentezi ile rejenerasyonun hakim oldugu ve doku
yeniden sekillenmesinin basladigi bir donemdir. Bu evrede, sklera hasar bolgesini onaracak
ve konulan greft ile entegrasyona girecek sekilde yeni kollajen molekiilleri ile hiicreler arasi
matriksin ana bilesenleri olan agrekan ve biglikan sentezi maksimum seviyeye ¢ikar. Ancak
herhangi bir sebeple bolgede enflamasyonun artmis veya uzamis sekilde bulunmasi
rejenerasyona imkan saglayan yeni doku sentezini ve yeniden sekillenmeyi baskilar.
Sunulan tez calismasinda, B grubunda sklera doku hasari olusturulan bolge greftleme
yapilmadan birincil yara iyilesmesine birakilmis ve 2. ay sonunda yapilan klinik
muayenelerde defekt bolgesinin ¢evre saglikli sklera dokusundan algakta kalmasi ve alttaki
koroid tabakasinin koyu renginin goriiniir hale gelmesi sebebiyle yara bolgesinde ¢evre
saglikli sklera dokusuna benzer mukavemet ve kalinlikta yeni doku sentezinin
gerceklesemedigi diisiiniilmustiir. Klinik agidan bunun insan dokusu i¢in karsiligi, sklera
doku hasarmin biiytikliigiine bagh olarak goz i¢i basincina dayanikliligi zayif ve goz igi
yapilar1 dis etmenlere kars1 korumakta yetersiz bir sklera dokusu ile anlatilabilir. Sunulan
tez calismasmin C grubunda, sklera doku hasar1 bolgesi tek katmanli IAM ile onarilmis ve
2. ay sonunda B grubuna benzer sekilde ¢evre saglikli sklera dokusuna gore daha ince ve
alttaki koroid tabakasinin goriiniirliigiinii arttiracak ince bir sklera dokusu ile karsilasilmistir.
C grubunda, 2. ay sonunda yiizeysel vaskiilarizasyonun diger gruplara oranla daha yiiksek
seviyede tespit edilmesi ise zenojenik bir greft olarak alicida immiin sistemi ve enflamatuvar
kaskadi belirgin oranda uyarmasina baglanabilir. D grubunda ise, allojenik olarak nakledilen
sklera greftlerinin alic1 yatak ile tam olarak entegre olamamasi dikkat ¢cekmistir. C ve D
gruplarinda nakledilen zenojenik ve allojenik greftler i¢in tavsanlara 1 haftalik steroid
tedavisinin 6tesinde immiin diizenleyici baska bir medikasyon uygulanmamistir. Aslinda
gercek hayatta arzulanan bu tip transplantasyonlardan sonra miimkiin olan en az ve en kisa
stireli ilag tedavileri ile hastalar1 rehabilite edebilmektir. Ancak maalesef zenojenik ve
allojenik greftler icin bu pek mumkiin gorinmemektedir. Sklera her ne kadar
vaskiilarizasyonu az/avaskiiler bir doku olarak bilinse de, kornea nakillerinde oldugu gibi

cerrahi sonras1 donemde immiiniteyi baskilayan bir takim ilag tedavilerine gereksinim duyar.
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Ancak bu ilaglarin g6z ve diger organ sistemleri i¢in bir¢ok yan etkisi bulunmaktadir. Bu
sebeple otojenik greft yaklagimlart 6n plana ge¢mistir. Sunulan tez ¢alismasinda, otojenik
greft olarak TZF materyali ile greftleme yapilmistir. E grubunda, 2. ay iyilesme izlendiginde
tiim tavsanlarda yiizeysel vaskiilarizasyonun 1limli seviyede oldugu, konjonktiva altindaki
sklera doku hasar1 olusturulan bolgede ¢evre sklera dokusuna benzer ve ayni kalinlikta yeni
doku sentezinin olustugu gézlemlenmistir. Alt komsuluktaki koroid reflesinin goriilememesi
ve hasar bolgesinin ¢evre doku ile esit yiikseklikte olmas1 yeni kollajen molekiilii ve hiicreler
arast matriks sentezinin makul 6l¢iide gerceklestigine isaret etmistir.

Sonug olarak, tavsanlarin 1. hafta, 1. ay, ve 2. ay yapilan biyomikroskopik muayeneleri
otojenik greftleme yapilan E grubunda, A grubundaki saglikli sklera dokusuna en benzer
muayene bulgularinin tespit edildigini gostermistir. Bunun haricinde, birincil iyilesmeye
birakilan B grubunda goz yiizeyi enflasmasyon derecesinin en {ist seviyede oldugu, C ve D
gruplarinda ise B grubuna yakin oranda enflamasyon ve damarlanma artisinin tespit edildigi
goriilmiistiir. E grubunda hazirlanan otolog TZF nin tavsanlarin 2 aylik takip siirelerinde
viicutlarinda herhangi bir bolgeye zarar vermemelerinden 6tiirii giivenle kullanilabilir bir
biyomateryal olarak diistiniilmesine olanak tanimistir. Bu sonuglar ile klinik a¢idan B, C ve
D gruplarindaki iyilesme modelinin, A ve E gruplarina goére geri planda kaldigi

distntilmustir.
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Sekil 4.11. A grubunda 2. ay saglikli skleranin goriiniimii: a) iist rektus kasi bolgesinde

saglikli skleranin goriiniimti, b) list rektus kasi bolgesinde saglikli skleranin goriiniimii.
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Sekil 4.12. B grubunda 2. ay koroid herniasyonu, yogun vaskiilarizasyon ve sembleferonun
gosterilmesi: a) yogun konjonktival hiperemi, skleral incelme ve koroid dokusunun
belirginlesmesi, b) yogun konjonktival ve episkleral hiperemi, tist g6z kapag ile sklera hasar

bolgesi lizerindeki konjonktiva arasinda semblefaron gelisimi.
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Sekil 4.13. C grubunda 2. ay vaskiilarizasyon ve koroid dokusunun belirginlesmesinin

gosterilmesi: a) skleral incelme ve koroid dokusunun belirginlesmesi, b) hafif episkleral

vaskiilarizasyon, skleral incelme ve koroid dokusunun belirginlesmesi.




Sekil 4.14. D grubunda 2. ay semblefaron ve koroid dokusunun belirginlesmesinin

gosterilmesi: a) tist goz kapagi ile sklera hasar bolgesi lizerindeki konjonktiva arasinda

semblefaron gelisimi, b) skleral incelme ve koroid dokusunun belirginlesmesi.




Sekil 4.15. E grubunda 2. ay yara yerinin gorlinlimii: a) normal konjonktiva ve sklera

gortinimil, b) normal vaskiilarizasyonla birlikte hafif koroidal belirginlesme (korneanin

tizeri kurudugu i¢in bulanik goriilmektedir).
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4.2. Histolojik Boyamalar

4.2.1. Hematoksilen&Eozin Boyama

Tim gruplarda 1. hafta, 1. ay ve 2. ayda Hematoksilen&Eozin boyamalari
gerceklestirilmistir. A grubunda, saglikli sklera dokusuna benzer sekilde stromal kollajen
dizilimi pembe renk ile, kollajen lifleri arasinda elastik liflerin dagilimi ve skleraya 6zgii
fibroblastik hiicrelerin varlig1 ise mor ¢ekirdek boyanmasi ile tespit edilmistir. Skleral
stroma ist komsulugunda episklera ve alt komsulugunda lamina fuska tabakalari
gozlemlenmistir.

B grubunda, 1. haftada defekt olusturulan sklera bolgesinde kollajen organizasyonunun
tamamen bozuldugu, elastik liflerin azaldig1 ve lif demetleri arasinda yogun hiicresel ve
vaskiiler infiltrasyonun gerceklestigi tespit edilmistir. Saglikli sklera dokusunda stroma
bolgesinde kan damar1 bulunmazken, B grubunda 1. hafta 6tenazi edilerek hasarli sklera
bolgeleri incelenen tavsanlarda sklera stroma bolgesinde genis kalibrasyonlu ve sayica
artmis kan damarlan tespit edilmistir (++). Ayrica akut ve kronik donem hiicresel
bilesenlerin karmasik olarak stroma bolgesinde yerlestigi gortilmiistiir. B grubunda, 1. ayda
karisik tipte enflamatuvar hiicre sayisinin azaldigi (+), ancak kollajen organizasyonunun
saglikli sklera dokusuna benzemeyen sekilde katlanmalar gosterdigi goézlemlenmistir.
Kollajen lif demetleri arasinda elastik liflerin sayica azaldig1 ve gerginligini kaybettigi tespit
edilmistir. B grubunda, 2. ayda episklera bolgesinde hala az miktarda enflamatuvar
hiicrelerin mevcut oldugu (+) ve kollajen liflerin katlanmalar gostererek iist iiste bindigi
gozlemlenmistir.

C grubunda, 1. haftada tiim gruplardan daha fazla enflamatuvar hiicre infiltrasyonu tespit
edilmistir (++). Lokosit ve lenfositlerden olusan akut ve kronik donem enflamatuvar
hiicrelerin ¢ok yogun olarak stromadaki genis kan damarlarinin etrafini ¢evreledigi tespit
edilmistir. Saglikli sklera dokusunda olmasi beklenmeyen genis kan damarlarinin bolgede
salgilanan yogun kemotaktik sinyal uyarimina cevap olarak yara yerine yogun bir sekilde
enflamatuvar hiicreleri tagidigi distiniilmiistiir. Yogun hiicresel infiltrasyonun arasinda
kollajen lamel organizasyonu tamamen bozulmus ve elastik lifler tespit edilemeyecek oranda
azalmistir. C grubunda, 1. ayda enflamatuvar hiicresel yogunlugun azalmakla birlikte hala
yogun bir sekilde devam ettigi dikkat ¢cekmistir (+). C grubunda, 1. hafta ve 1. ayda tespit
edilen artmis enflamasyon 2. ayda azalmis ve yerini saglikli sklera dokusuna benzer kollajen

organizasyonuna birakmustir.
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D grubunda, 1. haftada C grubuna benzer sekilde yogun enflamatuvar hiicre infiltrasyonu
gozlemlenmistir (++). Damarlanma artis1 ve enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun 1. ayda
devam ettigi tespit edilmistir. 2. ayda enflamatuvar yogunlukta azalma olmakla birlikte
skleral stroma dokusunda kan damarlarinin saglikli sklera dokusuna gore daha yiiksek
oranda tespit edildigi goriilmustiir (+).

E grubunda, B, C ve D gruplarina gore 1. hafta ve 1. ayda enflamatuvar hiicre gogii ve
damarlanma artig1 daha az miktarda tespit edilmistir (+). Hafif-orta seviyedeki enflamatuvar
hiicre yogunlugunun arasinda kollajen fibrilleri ve elastik lifler mevcudiyetini korumustur.
2. ayda ise hiicresel infiltrasyon tamamen c¢ekilmis ve skleral kollajen lameller
organizasyonu saglikli sklera dokusuna benzerlik kazanmistir.

Hematoksilen&Eozin boyama sonuglar1 bir biitiin olarak degerlendirildiginde B, C ve D
gruplarinda 6zellikle ilk 1 aylik donemde enflamasyon ve vaskiilarizasyonun yogun oldugu
kanaatine varilmistir. Bu bulgu klinik muayeneler ile benzerlik gostermistir. B, C ve D
grubundaki tavsanlarin biyomikroskopik muayenelerinde tespit edilen artmis sekresyon ve
yiizeysel vaskiilarizasyon artisi doku kesitlerinde Hematoksilen&Eozin boyama ile
dogrulanmistir. E grubunda ise ilk 1 haftalik donemde artmis hiicresel infiltrasyon 1. aydan
itibaren sakinlesmis ve yerini skleral kollajen lamellerine birakmistir. E grubunda, doku
kesitinde gosterilen enflamasyonun yogunlugu biyomikroskopik muayenelerde tespit edilen
sekresyon ve yiizeysel vaskiilarizasyon yogunlugu ile korelasyon gostermektedir.

Sekil 4.16°da 1. hafta, 1. ay ve 2. ayda tiim gruplarda yapilan Hematoksilen&Eozin boyama

gorilintiileri sunulmustur.

A

1. AY 1. HAFTA

2. AY

Sekil 4.16. Calisma gruplarinda Hematoksilen&Eozin boyama goriintiileri (bar 100 um).
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4.2.2. Mallory Trikrom Boyama
Ttim gruplarda 1. hafta, 1. ay ve 2. ayda Mallory Trikrom boyamalar1 gergeklestirilmistir. A
grubunda, saglikli sklera dokusuna benzer sekilde stromal kollajen dizilimi mavi renk ile,
kollajen lifleri arasinda elastik liflerin dagilimi soluk pembe boyanma ile, skleraya 6zgii
fibroblastik hiicrelerin varligi kirmizi-pembe cekirdek boyanmasi ile tespit edilmistir.
Skleral stroma iist komsulugunda episklera ve alt komsulugunda lamina fuska tabakalari
gozlemlenmistir.
B grubunda, 1. hafta defekt olusturulan sklera doku hasari1 bolgesinde mavi renk ile
boyanmis kollajen lif demetlerinin organizasyonunun tamamen bozuldugu, kollajen
liflerinde kirilmalarin oldugu gozlemlenmistir. Kollajen lif demetleri arasindaki ince elastik
lifler ise parcalanmis olarak tespit edilmistir. B grubunda, 1. ay ve 2. ayda kollajen
organizasyonunun saglikli dokuya benzer sekilde olusamadig1 gozlemlenmistir. Ozellikle 2.
ay boyamalarda B grubunda derin ve genis kalibrasyonlu damarlarin varlig1 dikkat ¢cekmistir.
C grubunda, 1. hafta ve 1. ay boyamalarda yogun hiicresel infiltrasyonun kollajen ve elastik
lif ¢atisin1 bozdugu tespit edilmistir. 2. ay boyamada ise hiicresel infiltrasyon azalmakla
birlikte kollajen liflerin parcalanmis ve elastik liflerin de gézlenemeyecek sekilde dagilmis
oldugu gozlemlenmistir.
D grubunda, B ve C gruplarina oranla ilk haftadan itibaren hiicresel infiltrasyon daha az
tespit edilmistir. Ancak, 6zellikle 1. hafta ve 1. ayda kollajen dizilimi olduk¢a bozulmus
olarak gozlemlenmistir. ikinci ay boyamalarda ise kollajen dizilimi saglikli sklera dokusuna
benzemeye baslamistir.
E grubunda, 1. hafta boyamada orta seviyede enflamatuvar hiicre infiltrasyonu goriilmesine
ragmen, kollajen organizayonunun ¢ok bozulmadig: dikkat ¢ekmistir. E grubunda, 1. aydan
itibaren kollajen dizilimi saglikli dokuya benzemeye baslamis ve 2. ayda saglikli sklera
dokusuna oldukg¢a benzer bir morfoloji kazanmustir.
Mallory Trikrom boyama sonugclar1 bir biitiin olarak degerlendirildiginde, B ve C gruplarinda
yogun enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, damarlanma artis1 ve buna ikincil kollajen yapinin
saglikli sklera doku goriiniimiinden oldukga farklilastig1 sonucuna varilmistir. Bu sonuglar
B ve C gruplari i¢cin Hematoksilen&Eozin boyama sonuglari ile korelasyon gostermistir. D
ve E gruplarinda ise akut donemde enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kollajen yapida
bozulma daha az oranda tespit edilmistir. Klinik muayene derecelendirmesi,
Hematoksilen&Eozin boyama ve Mallory Trikrom boyama sonuglari karsilastirildiginda

mikroskobik ve makroskopik boyutta bulgularin birbirleri ile uyumlu oldugu gériilmiistir.
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Sekil 4.17°de 1. hafta, 1. ay ve 2. ayda tiim gruplarda yapilan Mallory Trikrom boyama

gorlintiileri sunulmustur.

<
ER
<P
I}

4.2.3. Verhoeff Asit Fuksin Boyama
Kollajen organizasyonu icinde elastik liflerin daha gilizel goriintiilenebilmesi i¢in tim
gruplarda 1. hafta, 1. ay ve 2. ayda Verhoeff Asit Fuksin boyamalar1 gerceklestirilmistir. A
grubunda, saglikli sklera dokusuna benzer sekilde stromal kollajen dizilimi kirmizi-fusya
renk ile, kollajen lifleri arasinda elastik liflerin dagilimi ise koyu mavi-siyah renk ile
boyanmustir. Skleral stroma tist komsulugunda episklera ve alt komsulugunda lamina fuska
tabakalar1 gozlemlenmistir. Sekil 4.18’de ince elastik liflerin daha net goriilebilmesi igin A
grubundan saglikli sklera dokusuna ait bir Verhoeff Asit Fuksin boyama goriintiisii

sunulmustur.
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Sekil 4.18. A grubu saglikli sklera Verhoeff Asit Fuksin boyama goriintiisii (bar 100 pum).

B grubunda, 1. hafta defekt olusturulan sklera doku hasar1 bolgesinde kirmizi-fusya renk ile
boyanmis kollajen lif demetlerinin organizasyonunun tamamen bozuldugu, kollajen
liflerinde kirilmalarin oldugu gozlemlenmistir. Kollajen lif demetleri arasindaki ince elastik
lifler ise pargalanmis olarak tespit edilmistir. B grubunda, 1. ay ve 2. ayda kollajen
organizasyonunun saglikli dokuya benzer sekilde olusamadigi gozlemlenmistir. Ozellikle 2.
ay boyamalarda, B grubunda saglikli sklera dokusu ile hasarlanmig bolge arasinda genis bir
araligin bulundugu ve yeni kollajen sentezi ile defektin tam olarak doldurulamadigr dikkat
cekmistir. Sekil 4.19°da ince elastik liflerin pargcalanmis goriintiilerinin daha net
goriilebilmesi i¢in B grubundan sklera dokusuna ait bir Verhoeff Asit Fuksin boyama

goriintiisti sunulmustur.
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Sekil 4.19. B grubu sklera Verhoeff Asit Fuksin boyama goriintiisii (bar 100 pum).

C grubunda, 1. hafta ve 1. ay Verhoeff Asit Fuksin boyama sonucunda ozellikle episkleral
bolgede yogun enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile birlikte kollajen ve elastin
organizasyonunun bozulmus oldugu dikkat ¢ekmistir. C grubu, 2. ay boyamalarda ise
episkleral bolgedeki hiicresel infiltrasyonun azalmis, ancak hala devam etmekte oldugu
goriilmiistiir. Episkleral bolgenin alt komsulugundaki stromada, yeni kollajen sentezi ile
birlikte kollajen organizasyonunun devam etmekte oldugu ve saglikli sklera goriiniimiine
kavusmaya baglamis oldugu tespit edilmistir.

D grubu, 1. hafta Mallory Trikrom boyamalarda B ve C gruplarina oranla daha az siddette
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu gézlemlenmistir. Orta seviyeli enflamasyonun 1. ay ve 2.
ay boyama goriintiilerinde daha da baskilandig: dikkat ¢ekmistir. Ancak tiim boyamalarda
elastik lif miktar1 saglikli sklera dokusu ile kiyaslandiginda olduk¢a diisiik miktarda tespit
edilmistir. Kollajen lif yogunlugu da elastik lif yogunlugundaki azalmaya benzer sekilde
azalmis olarak tespit edilmistir.

E grubunda, 1. hafta boyamada orta seviyede enflamatuvar hiicre infiltrasyonu goriilmesine

ragmen kollajen ve elastik lif organizasyonunun ¢ok bozulmadig:r dikkat ¢ekmistir. E
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grubunda, 1. aydan itibaren kollajen ve elastik lif dizilimi saglikli dokuya benzemeye
baglamis ve 2. ayda saglikli sklera dokusuna olduk¢a benzer bir morfoloji kazanmustir. Sekil
4.20°de E grubuna ait ve saglikli sklera stromasina benzer sekilde dizilim gosteren kollajen

ve elastik liflerin daha net goriilebilmesi i¢in Verhoeff Asit Fuksin boyama goriintiisti

sunulmustur.

il N , L 7 /,. '*/
grubu sklera Verhoeff Asit Fuksin boyama goriintiisii (bar 100 pm).

Verhoeff Asit Fuksin goriintiileri bir biitiin olarak degerlendirildiginde, B ve C gruplarinda
hasarli sklera bolgesi ile saglikli sklera dokusu arasinda doku defektinin doldurulamadig:
goriilmiistiir. Bu bolge yeni kollajen sentezi ve elastik liflerin desteginden yoksun kalmaistir.
Ayrica hasarli bolgenin alt kisminda yer alan sklera stromasinda da kollajen organizasyonu
ve elastik lif diziliminin bozuldugu dikkat ¢ekmistir. D grubunda, saglikli sklera dokusuna
daha benzer bir morfolojik yap1 gozlenmistir. Ancak, D grubunda kollajen ve elastik lif
yogunlugunda saglikli dokuya oranla azalma saptanmistir. Bu durum yeni kollajen ve elastik
lif sentezinin yetersiz oldugunu disiindiirmiistiir. E grubunda ise ilk hafta yogunlasan

hiicresel infiltrasyonun sakinlesmesinin ardindan kollajen ve elastik lif ¢atisinin saglikli
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sklera stroma dokusuna benzer yogunlukta oldugu gozlemlenmistir. Sekil 4.21°de 1. hafta,
1. ay ve 2. ayda tim gruplarda yapilan Verhoeff Asit Fuksin boyama goriintiileri
sunulmustur. Bu bulgular ile birincil iyilesmeye birakilan B grubunda ve IAM ile greftleme
yapilan C grubunda siddetli enflamasyon ve morfolojik yapida yeni kollajen, elastik lif ve
hiicreler aras1 matriks sentezindeki yetersizlige bagli bozulma oldugu kanaatine varilmistir.
D ve E gruplarinda ise hasarli sklera bolgesi ile greftleme yapilan alan arasinda doku
biitiinlesmesinin gergeklesmesi, enflamasyonun daha hafif seviyede olmasi ve kollajen-
elastin organizasyonunun saglikli sklera dokusuna benzemesi sebebiyle sklera doku

rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledikleri diistintilm{istiir.
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Sekil 4.21. Calisma éplalnda erhoeff Asit uksm b‘oyama goriintiileri (bar 100 um).
4.3. immiinhistokimyasal Boyamalar

Tim gruplarda doku kesitlerinde 1. hafta, 1. ay ve 2. ayda belirlenen belirteclerin ifade
bulma seviyesini belirlemek i¢in immiinhistokimyasal boyamalar yapilmistir. Bu amacla,
TGFBR1, BMP2, Agrekan, Kollajenl, FGF ve MMP2 i¢in boyama ger¢eklestirilmistir. Yara
iyilesmesinin tiim evrelerinde biiytime faktorleri ve sitokinlerin 6nemli gorevleri
bulunmaktadir. Biiylime faktorleri ¢ok az miktarlariyla bile hiicresel ¢ogalma, go¢ ve
farklilagma ile birlikte anjiogenezi uyararak yara iyilesme basamaklarini diizenlerler [118].
TGFBR1, yara iyilesme basamaklarindan 6zellikle yeniden sekillenme evresinde baskin olan
bir biiyime faktorii olan TGFB’ya ait bir reseptordiir. Doku seviyesinde TGFf biiytime
faktoriiniin boyanmasindan ziyade reseptoriiniin boyanmasi daha spesifik sonuclar elde
etmemize yardimci olmaktadir. TGFp, trombositler, makrofajlar, notrofiller ve konak

dokuya ait bir¢ok hiicreden salgilanabilen bir biiytime faktoriidiir. Temel olarak enflamasyon
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evresinden itibaren hasar bolgesinde belirmeye baslar ve yeniden sekillenme evresinde en
ist seviyeye c¢ikar. Bag doku rejenerasyonu ve kollajen sentezini uyararak doku mekanik
gliciiniin yeniden kazanilmasinda 6nemli bir rol tstlenir. Yara iyilesme basamaklarinin
erken evresinde normalden fazla salgilanmasi veya ilerleyen evrelerde salgilanma oraninin
azalmasi yara iyilesme basamaklarinda istenmeyen sonuclar doguracaktir [119]. FGF;
keratinosit, fibroblast, makrofaj ve endotel hiicreler tarafindan salgilanan, 6zellikle endotel
proliferasyonu ile anjiogenez ve neovaskiilarizasyon iizerine 6nemli etkileri olan bir biiyiime
faktortdiir [92]. BMP2, TGF biiytime faktorii ailesinin bir alt tiyesi olarak bilinen ve hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve hiicreler aras1 matriks sentezinde gorevli bir bitytime faktoriidiir.
Skleral fibroblastlardan BMP2 sekresyonunun, skleral gelisim ve goziin 6n-arka capindaki
uzama tizerinde onemli etkilerinin oldugu bilinmektedir. TGFB ve FGF ile birlikte
BMP2’nin skleral fibroblast proliferasyonu ve hiicreler aras1 matriks sekillenmesinde ortak
hareket ettikleri distiniilmektedir. Go6ziin 6n-arka aksinin normalden fazla uzamasi ile
karakterize miyopi rahatsizliginda TGFB, FGF ve BMP2 seviyelerindeki degisimin
arastirilldign caligmalar literatiirde yer almaktadir. BMP2’nin gozde sklera dokusunun
haricinde, kornea, konjonktiva, retina, trabekiiler ag ve optik sinir basinda embriyonik ve
eriskin donemde bulundugu gosterilmistir. Bu sebeple, BMP2’nin g6z organinin gelisiminde
ve hastaliklarinda 6nemli bir patofizyolojik gorevi bulunmaktadir [120]. BMP2 6zellikle
stromal hammadde sentezinde onemli bir gorev iistlendiginden bu hammaddeyi yikan
MMP2 ile yakin bir iligki halindedir. MMP2, nétral proteinazlar ailesinden oldugu bilinen
ve kollajen ve hiicreler arast matriks yikiminda gorevli bir enzimdir. Sklera dokusunda temel
olarak fibroblastlardan sekrete edilir. Notral proteinazlarin bir¢ok alt tipi bulunmakla
birlikte, MMP?2, jelatinaz A olarak bilinen ve en sik calisilan alt tipidir [121]. Sklera, kuru
agirhigmin %50’ sini kollajenin olusturdugu bir yapidir. Skleral kollajenin %95’ini tip 1
kollajen olusturmaktadir. Tip 1 kollajen haricinde sklerada tip 3 4, 5, 6, 8, 12, ve 13 kollajen
de bulunmaktadir. Kollajen fibrilogenezi, kollajen fibrillerine siki baglar ile tutunan ve
hiicreler aras1 matriksi olusturan ara madde ile desteklenmistir. Sklerada ara maddenin temel
bilesenleri ise agrekan, dekorin ve biglikandir [122].

Sunulan tez calismasinda, sklera doku iyilesmesinde 6nemi vurgulanan yukaridaki biiyiime
faktorleri ve stromal maddelerin immiinhistokimyasal olarak boyanarak gosterilmesi
amaglanmistir. Yontem kisminda da belirtildigi tizere incelemelerin sonunda 6zel bir formiil

kullanilarak H Skor Analizi ile semi-kantitatif olarak boyanma yogunluklari belirlenmistir.
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Cizelge 4.13’te calisma gruplar1 arasinda belirlenen belirtegler bakimindan H Skor
degerlerinin istatistiksel olarak karsilagtirildigr grafik sunulmustur. TGFBR1 i¢in yapilan
degerlendirmede, B grubunda saglikli A grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml seviyede ekspresyonun azaldigi tespit edilmistir (p<0,01). B grubu, E grubu ile
kiyaslandiginda ise A grubuna benzer sekilde istatistiksel ag¢idan anlamli oranda
ekspresyonun diisiik oldugu gozlemlenmistir (p<0,05). Bu karsilastirmada herhangi bir
zaman dilimine ait doku yerine tiim dokularin sonuglarinin ortalamalart kullanilmistir. Diger
gruplar arasinda yapilan kiyaslamalarda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmamasina
ragmen, TGFBR1 ekspresyonunun en diisiik B grubunda oldugu tespit edilmistir. FGF i¢in
yapilan analizlerde, TGFBR1 ekspresyonuna benzer sekilde en diisiik degerler B grubunda
tespit edilmistir. A ve B gruplar1 arasinda ve B ve E gruplar arasinda istatistiksel ag¢idan
anlaml oranda fark oldugu goriilmiistiir (p<0,05). TGFBR1 ve FGF i¢in saglikli sklera
dokusuna en yakin ekspresyon degeri E grubunda tespit edilmistir. B grubunda tespit edilen
diisiik ekspresyon oranlari yara iyilesme basamaklarini yeterli oranda desteklemeyen
biiytime faktorii salim1 ve sonucta gézlemlenen artmis enflamasyon ve iyilesmede gecikme
ile agiklanabilir. BMP2 ekspresyonu ise en diisiik B grubunda tespit edilmekle birlikte, diger
gruplarda birbirlerine yakin degerler oldugu goézlemlenmistir. Doku rejenerasyonu ve
yeniden sekillenmesinde 6nemli olan Kollajenl sentezi B grubunda en diisiik oranda tespit
edilmis olup, bu oran A (p<0,001) ve E (p<0,01) gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel
acidan anlaml bir fark yaratmistir. Hiicreler aras1 matriksin ana bileseni olarak kabul edilen
Agrekan ekspresyonu ise yine en diisiik miktarda B grubunda tespit edilmistir. Bu oran A ve
E gruplar ile kiyaslandiginda yiiksek oranda istatistiksel anlamlilik arz etmistir (»p<0,001).
Agrekan sentezi ayni zamanda B ve D gruplar1 arasinda da istatistiksel acidan anlamli 6l¢tide
farkli bulunmustur (p<0,05). Sklera doku yikiminda gorevli olan MMP2 ekspresyonu ise
istatistiksel agidan onemli bir fark ile B grubunda en yiiksek miktarda tespit edilmistir

(p<0,001).
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Sekil 4.22. Calisma gruplarinda belirlenen belirteclerin H skor degerlerinin karsilagtiriimasi.

(Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir).

&9



Calisma gruplar1 kendi i¢lerinde belirlenen belirteclerin ekspresyon miktarlarindaki degisim
acisindan incelendiginde A grubunda TGFBR1 haricinde hicbir belirtecte istatistiksel agidan
anlamli bir fark tespit edilmemistir. B grubunda, MMP2 hari¢ tim belirteclerde saglikli
sklera dokusuna goére daha diisiik miktarlarda ekspresyon oldugu goriilmiistiir. Kollajenl ve
Agrekan sentezi 1. haftada en yiiksek seviyedeyken, 1. ay ve 2. ay incelemelerinde
ekspresyon miktarmin anlamli oranda azaldigi tespit edilmistir (sirasiyla p<0,01 ve
p<0,001). FGF ekspresyonu, Kollajenl ve Agrekan ekspresyonuna benzer sekilde 2. ayda
belirgin oranda azalmistir (p<0,01). BMP2 ekspresyonu ise 1. ayda hafif bir yiikselme
gostermekle birlikte 2. ayda anlamli oranda azalmistir (p<0,01). MMP2 ekspresyonu
incelendiginde, 1. haftada saglikli sklera dokusuna gore daha yiiksek oranda ekspresyon
gosterdigi ve bu degerin 1. ay ve 2. ayda anlamli miktarda artig gosterdigi tespit edilmistir
(p<0,01).

C grubunda, MMP2 hari¢ diger belirtecler agisindan 1. hafta ve 1. ayda saglikli sklera
dokusuna gore daha diisiik ekspresyon degerleri ile karsilasilmistir. MMP2 hari¢ tiim
belirtecler 2. ayda saglikli sklera dokusuna benzer oranlara yaklasarak artis gostermistir.
TGFBR1, BMP2, Agrekan, Kollajenl ve FGF ekspresyonu 1. haftadan itibaren artis
gostermis ve istatistiksel a¢idan onemli oranda bir fark yaratacak kadar ylikselmistir
(TGFBRI i¢in p<0,05, diger belirtegler i¢cin p<0,01). MMP2 ekspresyonu ise 1. haftada
saglikli sklera dokusuna gore daha yiiksek tespit edilmis ve bu oran 2. aya dogru saglikli
sklera dokusundaki ekspresyon oranina benzeyecek sekilde azalmistir (p<0,01).

D grubunda, MMP2 hari¢ diger belirtegler agisindan 1. hafta ve 1. ayda saglikli sklera
dokusuna gore daha diisiik ekspresyon degerleri tespit edilmistir. TGFR1, BMP2, Agrekan,
Kollajenl ve FGF ekspresyonu 1. haftadan itibaren istatistiksel agidan anlamli 6l¢iide artis
gostermis ve 2. ayda saglikli sklera dokusuna benzer oranlara yaklasmistir (»<0,01). MMP2
ekspresyonu ise 1. haftada saglikli sklera dokusuna gore daha yiiksek tespit edilmis ve bu
oran 2. aya dogru saglikli sklera dokusundaki ekspresyon oranina benzeyecek sekilde
azalmistir (p<0,01).

E grubunda, MMP2 hari¢ tiim belirtecler agisindan saglikli sklera dokusuna en yakin
ekspresyon oranlari tespit edilmistir. TGFBR1, BMP2, Agrekan ve FGF ekspresyonu 1.
haftadan itibaren istatistiksel acidan anlamli 6l¢ilide artig gostermis ve 2. ayda saglikli sklera
dokusuna benzer oranlara yaklagsmistir (sirasiyla p<0,01; p<0,05; p<0,01; p<0,05). Kollajen
1 ekspresyonu ise istatistiksel agidan anlamlilik yaratmamakla birlikte artis gostermistir.

MMP2 ekspresyonu 1. haftada saglikli sklera dokusuna oranla daha yiiksek miktarda
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ekspresyon gostermis ve bu oran 2. aya dogru istatistiksel bir anlamlilik yaratmayacak
olciide azalmistir.

Calisma gruplar1 kendi i¢lerinde degerlendirildiginde, MMP2 ekspresyonunun sadece B
grubunda 1. haftadan 2. aya dogru artis gosterdigi, diger gruplarda ise anlamli oranda
azaldig1 goriilecektir. Bu sonug, yara iyilesme basamaklarinda kronik doneme dogru artmast
gereken yeni doku yapiminin B grubunda engellendigini ve hatta yikim yoniinde ilerledigini
desteklemektedir. Histolojik boyamalar ve klinik izlemlerde elde edilen sonug¢lar ile uyumlu
olarak B grubunda 2. ay yara iyilesmesinin saglikli sklera dokusuna benzemedigi
gosterilmistir. C, D ve E gruplarinda ise B grubuna zit olarak MMP2 ekspresyon orani 2.
aya dogru azalma gostermistir. Ancak, C ve D gruplar1 1. hafta MMP2 ekspresyon
miktarlarinin saglikli sklera dokusuna oranla ¢ok yliksek olmasi ile E grubundan
ayrilmiglardir. Sonug olarak 1. hafta-2. ay arasinda MMP2 ekspresyonu agisindan A grubuna
en benzer profili E grubu sergilemistir. Sekil 4.23’te tiim ¢alisma gruplarina ait grafikler

sunulmustur.
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Sekil 4.23. Calisma gruplarimin kendi i¢lerinde belirlenen belirtegcler bakimindan
immiinhistokimyasal boyama sonuclarinin karsilastirilmasi: a) A grubu, b) B grubu, ¢) C
grubu, d) D grubu, e) E grubu. (1-3 kodlu tavsanlar 1. hafta, 4-6 kodlu tavsanlar 1. ay, 7-9
kodlu tavsanlar 2. ay Otenazi edilmistir). (Degerler ortalamatstandart hata olarak

verilmistir).
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Belirlenen zaman araliklarinda incelenen dokular gruplar arasinda karsilagtirilirken ayni
donemde otenazi edilen farkli gruplara ait tavsanlarin dokularindaki ekspresyon oranlari
birbirleri ile karsilastirilmistir.

TGFBR1 i¢in 1. haftada A ve C gruplar arasinda (p<0,05), 2. ayda A ve B gruplar1 arasinda
(»<0,01) istatistiksel acidan anlamli farklilik tespit edilmistir. Birinci ve 2. ayda saglikli
sklera dokusuna en yakin ekspresyon oranlar1 E grubunda tespit edilmistir (Sekil 4.24).

TGFBR1
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Sekil 4.24. TGFPR1 ekspresyonunun belirlenen zaman dilimlerinde g¢alisma gruplari

arasinda karsilagtirilmasi, (Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir).

BMP2 i¢in 1. haftada A ve D gruplar arasinda (p<0,05), 1. ayda A ve B gruplar1 arasinda
(p<0,05), istatistiksel acidan anlamli farklilik tespit edilmistir. Ikinci ayda en diisiik deger B
grubunda tespit edilmistir (»<0,001). Birinci hafta, 1. ay ve 2. ayda saglikli sklera dokusuna
en yakin ekspresyon oranlar1 E grubunda tespit edilmistir (Sekil 4.25).

BMP2

-
¢
=)

H SKOR DEGERI (%)
" 5
o o

o

A1-A3 B1-B3 C1-c3 D1-D3 E1-E3 A4-A6 B4-B6 C4-Ce D4-D6 E4-E6 A7-A9 B7-B9 C7-C9 D7-D9 E7-E9

1. HAFTA 1. AY 2. AY

Sekil 4.25. BMP2 ekspresyonunun belirlenen zaman dilimlerinde ¢alisma gruplar1 arasinda

karsilastirilmasi, (Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir).

Agrekan icin 2. ayda B ve E gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamli farklilik tespit
edilmistir (p<0,01). Ikinci ayda en diisiik deger B grubunda tespit edilmistir. Birinci hafta ve
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1. ayda saglikli sklera dokusuna en yakin ekspresyon oranlar1 E grubunda tespit edilmistir
(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Agrekan ekspresyonunun belirlenen zaman dilimlerinde calisma gruplari

arasinda karsilastirilmasi, (Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir).

Kollajenl1 i¢in 2. ayda B grubu en diisiik ekspresyon oranina sahip bulunmustur (p<0,001).
Birinci ayda saglikli sklera dokusuna en yakin ekspresyon oranlart E grubunda tespit

edilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Kollajenl ekspresyonunun belirlenen zaman dilimlerinde ¢alisma gruplari

arasinda karsilagtirilmasi, (Degerler ortalamaztstandart hata olarak verilmistir).

FGF i¢in 1. ayda A ve B gruplan arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik tespit
edilmistir (p<0,05). Ikinci ayda en diisiik deger B grubunda tespit edilmistir (p<0,01) (Sekil
4.28).
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Sekil 4.28. FGF ekspresyonunun belirlenen zaman dilimlerinde ¢alisma gruplari arasinda

karsilastirilmasi, (Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir).

MMP2 i¢in 1. haftada ikili karsilastirmalarda B (p<0,05), C (p<0,001), D (p<0,01) ve E
(p<0,05) gruplart ile A grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli farklilik oldugu
goriilmistiir. Birinci haftada A grubuna en yakin degerler E grubunda tespit edilmistir.
Birinci ayda en yiiksek ekspresyon degerleri B grubunda tespit edilmistir. A (p<0,001), C
(p<0,01), D (p<0,01) ve E (p<0,01) gruplart B grubu ile kiyaslandiginda aralarinda
istatistiksel agidan onemli bir fark oldugu goriilmiistiir. Ikinci ayda en yiiksek ekspresyon
degerleri B grubunda tespit edilmistir. B ve D gruplar1 arasinda istatistiksel agidan énemli

bir fark oldugu gézlemlenmistir (»p<0,05) (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. MMP2 ekspresyonunun belirlenen zaman dilimlerinde ¢aligsma gruplari arasinda

karsilagtirilmasi, (Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir).
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Sekil 4 31 Cahsma gruplarmda BMPZ immiin boyama goriintiileri (bar 100 um)
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Sekil 4.34. Cahsma gruplarmda FGF immiin boyama goruntulerl (bar 100 pum).
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C

1. AY 1. HAFTA
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Sekil 4.35. Calisma gruplarinda MMP2 immiin boyama goriintiileri (bar 100 pum).

4.4. SWAXS Analizleri
Laboratuvar ortamina aktarilan sklera ornekleri SAXS ve WAXS yontemleri ile
incelenmistir. SAXS analizleri sonucunda, sagilma siddeti grafikleri, nano olusumlarin
yarigap ve uzaklik dagilim tablolar1 ve nano olusumlarin 3 boyutlu profil geometrileri elde
edilmistir. WAXS analizleri sonucunda, sklera yapisindaki kristalin olusumlar hakkinda
bilgiler elde edilmistir. Sekil 4.36’da X-1sinlar1 laboratuvarina analiz i¢in nakledilen bir

sklera 6rnegi goriilmektedir.
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Sekil 4.36. X-1s1nlar1 laboratuvarina analiz i¢in nakledilen bir sklera 6rnegi.

4.4.1. Sacilma Siddeti Bulgular

Sac¢ilma siddeti bulgulari, q sagilma vektorii biiyiikliigiine gore elde edilen I sagilma siddeti
degerleri ile ¢izilen grafiklerden elde edilmistir. Sagilma siddeti verileri, sklera nano
olusumlarindaki elektron yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir.

Sekil 4.37°de sunulan 5 ¢alisma grubuna ait 1. hafta sonunda elde edilen sagilma siddeti
grafiginde her grup farkli renk ile gosterilmistir. A grubu saglikli sklera 6rneklerinin sagilma
siddeti diger gruplara gore daha diisiik bulunmustur. Akut yara iyilesmesi doneminde, A
grubu sklera 6rneklerine ait sacilma siddetinin diger gruplara gore daha diisiik olmasi, A
grubu sklera orneklerinin sagict elektron yogunluklarinin daha diisiik olmasina isaret
etmistir. B, C, D ve E gruplari incelendiginde, 1. haftada sagilma siddetlerinin fazla oldugu
goriilecektir. Bu durumun olusturulan yara defekti modeli ve yapilan greftlemelere bagh
olarak yap1 igerigi ve ylizeyindeki diizensizlikten kaynaklamis oldugu diistintilmustiir. Akut
donemde tespit edilen elektron sagilim yiiksekligi saglikli sklera yapisina gore hasarlanmis

dokudaki diizensizlikten kaynaklanmistir.
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Sekil 4.37. Gruplarda birinci hafta sagilma grafigi.

Sekil 4.38’de sunulan 5 calisma grubuna ait 2. ay sonunda elde edilen sagilma siddeti
grafiginde her grup farkli renk ile gosterilmistir. A grubu saglikli sklera 6rneklerinin sa¢ilma
siddeti diger gruplara gore daha yiliksek bulunmustur. A grubu sklera drneklerine ait sagilma
siddetinin daha yiiksek olmasi, A grubu sklera 6rneklerinin sacgici elektron yogunluklarinin
daha biiyiik olmasina isaret etmektedir. Saglikli yap1 i¢indeki nano olusumlarin boyutlari
birbirlerinden ¢ok farkli degil ise, bu sonu¢ A grubundaki yiginlarin daha biiyiik oldugunu
ve yigin sayilarinin ¢ok daha fazla oldugunu gostermistir. B, C, D ve E gruplar
incelendiginde, A grubuna en yakin sacilma siddeti degeri E grubunda tespit edilmistir.
Ozellikle E grubu ortalama degerlerine bakildiginda g=0,06-0,15 A araliginda gézlemlenen
kollajen organizasyonunu karakterize eden d=8,37 nm ve 5,23 nm degerleri 6l¢tilmistiir. Bu
degerlere karsilik gelen kristalin yap1 E grubu 2.ay 6rnekleri i¢in digerlerine nazaran daha
yiiksek kristaliniteyi isaret eden pikler olusturmus ve A grubuna yaklagmistir. Bu durumda
kristalinitenin kollajen organizasyonu ile arttigi ve TZF uygulanan E grubunda sklera
dokusunun saglikli sklera dokusuna benzer oranda sagilmaya sebep oldugu sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.38. Gruplarda ikinci ay sagilma grafigi.
4.4.2. Sklera Nano Olusumlarin Jirasyon Yaricap ve Uzaklk Bilgileri

Tiim ¢alisma guruplarina ait SAXS analizleri ile elde edilen sklera nano olusumlarinin en
olas1 yaricap ve uzaklik bilgileri Cizelge 4.13’de sunulmustur.

A grubu sklera nano olusumlarinin en olasi yaricaplarinin minimum ve maksimum degerleri
3342 A-480,8 A arasinda ve median degeri 440,0 A olarak bulunmustur. A grubu sklera
nano olusumlarmin en olast uzakliklarimin minimum ve maksimum degerleri 1018,7 A-
14354 A arasinda ve median degeri 1364,4 A olarak bulunmustur. B grubu sklera nano
olusumlarinin en olas1 yarigaplarinin minimum ve maksimum degerleri 351,2 A-480,3 A
arasinda ve median degeri 416,9 A olarak bulunmustur. B grubu sklera nano olusumlarinin
en olasi uzakliklariin minimum ve maksimum degerleri 1071,3 A-1478,8 A arasinda ve
median degeri 1272,6 A olarak bulunmustur. C grubu sklera nano olusumlarimin en olasi
yarigaplarmin minimum ve maksimum degerleri 362,1 A-441,3 A arasinda ve median degeri
403,7 A olarak bulunmustur. C grubu sklera nano olusumlarinin en olasi uzakliklarmimn
minimum ve maksimum degerleri 1117,3 A-1360,2 A arasinda ve median degeri 1252,6 A
olarak bulunmustur. D grubu sklera nano olusumlarinin en olas1 yaricaplarinin minimum ve
maksimum degerleri 365,3 A-430,9 A arasinda ve median degeri 407,0 A olarak
bulunmustur. D grubu sklera nano olusumlarinin en olas1 uzakliklarinin minimum ve
maksimum degerleri 1120,9 A—1319,4 A arasinda ve median degeri 1261,0 A olarak
bulunmustur. E grubu sklera nano olusumlarinin en olas1 yarigaplarinin minimum ve
maksimum degerleri 358,6 A-459,8 A arasinda ve median degeri 418,8 A olarak

bulunmustur. E grubu sklera nano olusumlarinin en olasi uzakliklarinin minimum ve
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maksimum degerleri 1099,2 A-1380,5 A arasinda ve median degeri 1293,4 A olarak
bulunmustur.

A grubu, haftalara gére nano ol¢ekte yapisal degisiklik gostermemekle birlikte B grubu
defekt olusturulmasi ile 1. haftadan 2. aya dogru artan siire ile birlikte jirasyon yari¢apinda
artis gostermistir. B grubundaki ornekler, olusan defektlerin zamana bagli olarak dogal
yollarla kendiliginden onarildigin1 gostermektedir. C, D ve E grubunda sirasi ile kullanilan
zeno, allo ve oto greftler kendi iclerinde incelendiginde tedavi siirecinde biitiin greftler
onarict etki gostermistir. Bununla birlikte en hizli onarici etki 1. ayda allogreft
uygulamasinda goriiliirken, uzun siirede zaman skalasi incelendiginde 1. hafta, 1.ay ve 2.ay
zaman gecisi sliresince doku onarimi otolog teknikte diger greftlerdeki onarimlara kiyasla
daha dogrusal olmustur (Sekil 4.39). E grubu orneklerine karsilik gelen ideal nano
olusumlarin uzaklik dagilimlar1 incelendiginde tiim Ornekler i¢in homojen nano olusum

dagilimlar elde edilmistir.
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Cizelge 4.13. Tiim calisma guruplarina ait SAXS analizleri ile elde edilen sklera nano

olusumlarinin en olasi1 yarigap ve uzaklik bilgileri.

Ornek Isimleri Uzakhk (A) Jirasyon yaricapi (A)
Al 1264,5 410,7
A2 1435.4 478,5
A3 1298.9 4199
A4 1364,4 4337
A5 1405,7 440,7
A6 1430,1 4479
A7 1285,1 440,0
A8 1018,7 3342
A9 1405,3 480,8
B1 1272,6 394,3
B2 1071,3 351,2
B3 1208.4 377,1
B4 1390,4 4579
B5 1317,9 417,5
B6 1314,8 416,9
B7 1184,8 396,1
B8 1478.8 480,3
B9 1250,5 418,6
Cl 1252,6 394,1
C2 1283,2 407,9
C3 1217,3 389,1
C4 1283,3 403,7
C5 1290,6 4129
Co6 1117,3 362,1
C7 1360,2 4413
C8 1248.7 421,8
C9 1135,3 385,06
D1 1267,4 367,6
D2 1232,7 393,6
D3 1150.4 3653
D4 1287,1 410,9
D5 1319.4 426.4
D6 1254,7 4282
D7 1120,9 403,2
D8 1296,8 430,9
El 1099,2 359,9
E2 1101,0 362,3
E3 1116,8 358,6
E4 13134 420,3
E5 1293.4 418,8
E6 1111,9 369,3
E7 1299,0 433.6
E8 1380,5 459.8
E9 1340,3 457.6
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GRUPLARA GORE JIRASYON YARIGAPI DEGISIMLERI
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Sekil 4.39. Gruplarda sklera nano olusumlarinin yarigap ve uzakliklarinin belirlenen zaman
dilimlerindeki degisimi.

4.4.3. Sklera Nano Orneklerinin U¢ Boyutlu Profil Geometrileri
Sklera orneklerinin elektron topluluklarindan olusan nano olusumlarin profil geometrileri
caligsma gruplarinda uygun PDDF ve fit degerlerinin bulunmasiyla elde edilmistir. A, B, C,
D ve E gruplarina ait nano 6l¢ekli olusumlarin morfolojileri incelendiginde elde edilen en
olast DAMMIN ab-initio yapt modelleri sirasiyla Sekil 4.40, 4.41, 4.42, 4.43 ve 4.44’te
sunulmustur.
Uc boyutlu profil geometrileri ile nano olgekteki en olast morfoloji gosterilmis olur.
Gortintiilerdeki rezidii topguklar ne kadar kiiciik boyuta ulasirsa gergek yapiya o denli
yaklagmis olur. Topguklarin belli yonelimlerde diizgiin mesafeler ile bir araya gelmesi
atomik yiginlarin kristalin olusumlar ile bir araya geldiginin gostergesidir.
Gruplarda 3 boyutlu morfolojiler incelendiginde, A grubunda kompakt ve siki yerlesimli,
diizgtin morfolojiye sahip gortintimler elde edilmistir. B grubunda, 6zellikle B2, B5, B7 ve
B9 kodlu tavsanlarda diizensizlikler ve bosluklu yap1 dikkat ¢ekmistir. Bu sonug, olusturulan
sklera defektinin onariminda saglikli sklera dokusuna benzemeyecek sekilde globiiler ve
kompakt yapidan uzak, diizensiz bir yapinin olustugunu distindiirmiistiir. C grubunda,
ozellikle C8 ve C9 kodlu tavsanlarda en basarisiz nano olusumlarin oldugu dikkat ¢ekmistir.
D grubunda, D8 morfolojisi fiber yap1 olusumuna daha uygun olmakla birlikte biiylime
dogrultusu iki farkli ¢ikint1 boyunca olabilecegi i¢in dokuda sorun olusturabilir. Ayrica, D1,
D3 ve D7 kodlu tavsanlarda diizensiz ve gevsek nano olusumlar goriilmiistiir. E grubunda,
¢ok daha kompakt ve diizgiin nano morfolojiler tespit edilmistir. Ozellikle E6 6rnegi ¢ok

basarili bir iyilesme siirecine isaret etmektedir. ES, E6, E8 ve E9 6rnekleri en ideal nano
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olusumlari igermektedir. Genel sonug olarak otolog uygulamanin dokuda basarili iyilesmeye

neden oldugu rahatlikla sylenebilir.

( ABRUBU ]

Sekil 4.40. A grubu sklera nano 6rneklerinin ti¢ boyutlu profil geometrisi.
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|: B&GRUBU }

Sekil 4.41. B grubu sklera nano 6rneklerinin ti¢ boyutlu profil geometrisi.
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( CEHRUBU ]

Sekil 4.42. C grubu sklera nano 6rneklerinin ti¢ boyutlu profil geometrisi.
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|: DE&GRUBU

ORNEKEALINMADI

D9

Sekil 4.43. D grubu sklera nano 6rneklerinin ti¢ boyutlu profil geometrisi.
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|: EEGRUBU }

Sekil 4.44. E grubu sklera nano 6rneklerinin {i¢ boyutlu profil geometrisi.

4.4.4. WAXS Analizi
WAXS analizi, X-1sinlarinin molekiiler yapilarin i¢ine girmesi sonucunda kristalin yapilar
hakkinda bilgi almamiza yardime1 olan bir analizdir. Sunulan tez ¢aligmasinda, A grubunda
2 ornekte, B grubunda ve C grubunda 1’er ornekte kristaliniteye isaret eden pikler elde
edilebilmistir. Kristalin bolgeler atomik 6lgekte, sirast ile d=2,55, 2,74, 3,95 A diizlemler
arast mesafeye sahip kristalografik pikler icermektedir. Sunulan tez ¢alismasinda, WAXS
profilleri tizerinden yara iyilesmesi agisindan gruplar arasinda yorumlanabilecek bir sonuca
ulagilamamistir. Sekil 4.45°ta tiim 6rneklere ait WAXS profilleri sunulmus ve kristalin pikler

iceren ornekler kirmizi ile isaretlenmistir.
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Calisma gruplarinda 1. hafta, 1. ay ve 2. ayda hidroksiprolin tayini ile kollajen miktar

dolayli yoldan analiz edilmistir. Birinci hafta ortalama hidroksiprolin miktar1 A grubunda
7,3940,3 ng/mg kuru doku, B grubunda 7,34+0,9 pg/mg kuru doku, C grubunda 7,18+0,5

ng/mg kuru doku, D grubunda 7,33+1,6 ug/mg kuru doku, E grubunda 6,75+1,3 pg/mg kuru

doku olarak bulunmustur. Bu degerler arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir. Ortalama hidroksiprolin miktar1 1. ayda A grubunda 7,78+1,5 ug/mg kuru
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doku, B grubunda 7,24+0,6 pg/mg kuru doku, C grubunda 6,10+£0,9 pg/mg kuru doku, D
grubunda 10,74+0,3 pg/mg kuru doku, E grubunda 10,78+1,1 pg/mg kuru doku olarak
bulunmustur. Birinci ayda en yliksek hidroksiprolin miktar1t D ve E gruplarinda tespit
edilmistir. A, B ve C gruplarinda 1. hafta ile kiyaslandiginda hidroksiprolin miktarinda bir
degisiklik olmazken, D ve E gruplarinda artis gériilmiistiir. ikinci ay ortalama hidroksiprolin
miktar1 A grubunda 5,984+2,6 ng/mg kuru doku, B grubunda 9,59+1,4 ng/mg kuru doku, C
grubunda 14,99+4,3 png/mg kuru doku, D grubunda 12,09+1,8 ng/mg kuru doku, E grubunda
26,33+5,8 ng/mg kuru doku olarak bulunmustur. Saglikli A grubu ile kiyaslandiginda B, C,
D ve E gruplarinda 2. ay hisroksiprolin miktarinda artis oldugu tespit edilmistir. ikinci ay,
hidroksiprolin miktarinda en belirgin artis E grubunda gézlemlenmistir. Bu sonuglar, 2. ayda
cerrahi defekt modeli olusturulan tiim tavsanlarda kollajen sentezinin uyarildiginm
desteklemektedir. Ancak C ve E gruplarinda hidroksiprolin miktarindaki artig diger gruplara
gore daha fazladir. Ikinci ay, E grubu, A (p<0,001), B (p<0,01) ve C (p<0,05) gruplari ile
kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli 6l¢tide daha fazla hidroksiprolin miktarina sahip
oldugu goriilmistiir.
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Sekil 4.46. Calisma gruplarinda hidroksiprolin miktari.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismas1 kapsaminda tavsan skleralarinda mekanik hasar modeli

olusturulmustur. Defekt olusturulmayan tavsan grubu pozitif kontrol, defekt olusturularak

sekonder iyilesmeye birakilan tavsan grubu negatif kontrol grubunu olusturmustur. Kontrol

gruplariin yaninda sklera hasar bolgesine zenojenik, allojenik ve otojenik greftleme yapilan

ti¢ calisma grubu eklenmistir. Calisma gruplarinda iyilesme, klinik, immiinhistokimyasal ve

morfolojik agidan takip edilmistir. Bu calismalar sonucunda elde edilen 6nemli bilgiler

asagida ozetlenmistir:

Calisma gruplarinda, 1. hafta, 1. ay ve 2. ay sonunda biyomikroskopik muayeneler
yapilmis ve g6z yiizeyi enflamasyon derecesi ¢esitli muayene bulgular1 sonucunda
degerlendirilmistir.

Klinik agidan akut donemde negatif kontrol, zenogreft, allogreft ve otolog TZF
uygulanan calisma gruplarinda enflamasyon tespit edilmistir. Enflamasyon
derecesinin negatif kontrol ve zenogreft grubunda orta-agir seviyede, allogreft ve
otolog TZF gruplarinda orta seviyede oldugu gézlemlenmistir.

Klinik agidan kronik donemde negatif kontrol ve zenogreft grubunda enflamasyon
orta seviyede, allogreft grubunda hafif-orta seviyede ve otolog TZF grubunda hafif
seviyede tespit edilmistir.

Negatif kontrol, zenogreft ve allogreft gruplarinda tespit edilen orta-agir seviyedeki
enflamasyon, yara iyilesme basamaklarini olumsuz yonde etkilemistir.

Negatif kontrol, zenogreft ve allogreft gruplarinda, seblefaron gelisimi, yara
bolgesinde artmis vaskiilarizasyon, koroid herniasyonu ve belirginlesmesi, vitreus
hemorajisi gibi komplikasyonlar goriilmiistiir.

Otolog TZF grubunda yara iyilesme basamaklarini olumsuz yonde etkileyecek bir
komplikasyon veya artmis enflamasyon tespit edilmemistir.

Negatif kontrol, zenogreft ve allogreft gruplarinda, akut ve kronik dénemde greft yer
degistirmesi ve mekanik acidan yetersiz kalmasina bagli olarak yara yeri ile
entegrasyon saglanamamaistir.

Otolog TZF grubunda akut donemden itibaren siki greft entegrasyonu yara bolgesini
korumustur.

Hematoksilen&Eozin boyamada, negatif kontrol, zenogreft ve allogreft gruplarinda
akut donemde artmis hiicresel infiltrasyon ve vaskiilarizasyon tespit edilmistir. Bu

infiltrasyona ikincil olarak kollajen ve elastik lif dizilimi bozulmustur. Kronik
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donemde enflamasyon bulgulari azalmis olarak tespit edilmistir. Otolog TZF
grubunda, akut donemde enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve vaskiilarizasyonun
diger gruplara gore daha diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir. Ikinci ay
muayenelerinde enflamasyon bulgusuna rastlanmayip kesitlerin morfolojik agidan
negatif kontrol grubuna benzedigi tespit edilmistir.

Mallory Trikrom boyamada, Hematoksilen&Eozin boyama sonuglari ile uyumlu
olarak negatif kontrol, zenogreft ve allogreft gruplarinda artmis enflamasyon,
hiicresel ve vaskiiler infiltrasyon nedeniyle kollajen ¢atinin defekt sklera bolgesinde
oldukc¢a bozuldugu tespit edilmistir. Otolog TZF grubunda saglikli sklera dokusuna
benzer sekilde 2. ayda kollajen lif diziliminin gerceklestigi goriilmiistiir.

Verhoeff Asit Fuksin boyamada, negatif kontrol, zenogreft ve allogreft gruplarinda
defektli sklera ile rejenerasyon gerceklesen bolge arasinda bosluk oldugu ve greft
uygulanan bolgelerde entegrasyonun gerceklesmedigi dikkat cekmistir. Elastik
liflerin 6zellikle negatif kontrol grubunda yogun olarak kirilmalar ve katlanmalar
gosterdigi tespit edilmistir. Otolog TZF grubunda ise 6zellikle 2. ayda saglikli sklera
dokusuna benzer sekilde kollajen dizilimi ve kollajen lifler arasinda elastik lif
diziliminin gergeklestigi goriilmiistiir.

Immiinhistokimyasal boyamalarda, TGFBR1, FGF, BMP2, Kollajenl ve Agrekan
icin en diisiik ekspresyon seviyeleri negatif kontrol grubunda tespit edilmistir. A ve
E gruplar en yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip bulunmustur. Bu sonuglar ile
negatif kontrol grubunda yara iyilesme basamaklarini desteklemeyecek olgiide
bliyiime hormonu salimi oldugu yorumlanmistir. Saglikli dokuya en yakin
ekspresyon seviyelerinin otolog TZF grubunda tespit edilmesinin, otolog olarak
uygulanan TZF’nin sahip oldugu biiylime faktorii yogunlugundan kaynaklandig:
distniilmustiir.

SAXS incelemelerinde, pozitif kontrol grubuna ait Orneklerin sagici elektron
yogunluklarimin en yliksek oldugu ve otolog TZF uygulanan 6rneklerde buna en
yakin sacilim degerlerinin elde edildigi bulunmustur. Otolog TZF orneklerinin
uzaklik dagilimlari incelendiginde homojen nano olusum dagilimlar: elde edilmistir.
Ayrica, morfolojik analizlerde en olasi yap1 modelleri, pozitif kontrol ve otolog TZF
uygulanan grupta daha kompakt ve diizgiin morfolojilerin elde edildigini

gostermistir.
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e WAXS incelemelerinde, gruplar arasinda anlamli bir fark doguracak kristalografik
sonuclar elde edilememistir.

e Hidroksiprolin tayininde, 6zellikle 2. ayda saglikli sklera dokusuna oranla tiim
gruplarda artmis kollajen sentezinin oldugu tespit edilmistir. Zenogreft ve otolog
TZF gruplarinda anlamli derecede kollajen miktarmin artmis oldugu gortilmustiir.
Diger gruplar ile kiyaslandiginda, otolog TZF grubunda iyilesme siiresince kollajen
miktarinda orantili bir artis oldugu tespit edilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen tiim bu bilgiler 15181nda, sklera hasarlarinda otolog olarak

uygulanan TZFM materyalinin akut donemde ilimli enflamasyon ve biiyiime faktorii

salimi ile yara i1yilesme basamaklarini olumlu yonde destekledigi diistiniilmiistiir. Otolog

TZF grubunda, klinik, histokimyasal ve morfolojik agidan saglikli sklera dokusuna

benzer bulgularin tespit edilmesi ve TZFM’nin hazirlamasi kolay ve maliyetinin diisiik

bir biyomateryal olmasi sebebiyle sklera hasarlarinda gitivenle kullanilabilecegi

degerlendirilmistir.
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