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OZET

Kornea Epitel Iyilesmesinde Topikal insan Serumu, Amnion Sivisi, Umblikal Kord

Serumu ve Anne Siitii Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

Bu calisma; antimikrobiyal Ozellikleri, igerdikleri pek ¢ok biiyiime faktorii ve sitokin
komponentleri ile dogal gbzyasina benzer 6zellikteki biyolojik sivilar olan insan periferik
kan serumu, umblikal kord serumu, amnion sivisi ve anne sltiniin kornea re-

epitelizasyonu iizerine etkilerini karsilagtirmak amaciyla yapildi.

Calismada Bal-b/C tiirii 36 adet disi fare kullanildi. Sedasyon altinda topikal anestezi
saglandiktan sonra 2 mm capinda, kornea santralinde epitel defekti olusturulan fareler
rastgele secilen 6 gruba ayrildi. Grup A’ya insan serumu, grup B’ye umblikal kord serumu,
grup C’ye amnion sivisi, grup D’ye anne siitli, grup E’ye prezervansiz suni gozyasi
uygulandi. Tiim topikal damlalar 3 giin boyunca es zamanli olarak giinde 4 kere damlatildi.
Grup F’ye damla damlatilmayarak kontrol grubu olarak ayrildi. On ikinci saat, 1.giin, 2.
giin ve 3. giin biyomikroskopik muayeneleri yapildi ve fotograflar1 ¢ekildi. Ugiincii giin
fareler sakrifiye edildi, histopatolojik inceleme yapildi.

Epitel defekti kapanma oranlari karsilastirildiginda sadece anne siitii damlatilan grupta
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak daha hizli bir kapanma goriildii (p<0,050).
Amnion sivisit kullanilan grupta 12. saatte defekt kapanma oranlar1 kiyaslandiginda kan
tirinlerine gore klinik uygulamada farklilik yaratabilecek daha hizli bir re-epitelizasyon
mevcuttu. Histopatolojik degerlendirmelere gére normal kornea yapisina en yakin olan ve

en 1y1 epitelize olan anne siitii damlatilan gruptu.

Okiiler yiizey hastaliklarinda dogal gbzyasi igerigine benzer ideal bir epitelizan veya suni
gbzyas1t bugiin i¢cin mevcut olmamakla beraber, konvansiyonel tedavilere alternatif

biyolojik sivilar igerisinde anne siitii iyi bir secenek olarak goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kornea epitel iyilesmesi, insan serumu, Amnion sivis1i, Umblikal kord

serumu, Anne siiti



ABSTRACT

Comparision of Topical Human Peripheral Blood Serum, Amniotic Fluid, Umbilical
Cord Serumu and Human Breast Milk Theraphy for Corneal Epithelial Wound
Healing

This study aims to compare the effects of human blood serum, umbilical cord serum,
amniotic fluid and human breast milk on corneal epithelial wound healing. These are all
biological agents similar to natural tears that have antimicrobial properties, include

numerous growth factors and cytokines.

Thirty-six female Bal-b/C mice were included in our study. After topical anesthesia was
provided under sedation, a central corneal epithelial defect was created using a 2 mm
trephine. Six groups were formed by a random pick-up. Topical human peripheral blood
serum 4 x 1 was applied to Group A, topical umbilical cord serum 4 x 1 to Group B,
topical amniotic fluid 4 x 1 to Group C, topical human breast milk 4 x 1 to Group D and
preservative-free artificial tears 4 x 1 to Group E. Group F was evaluated as control. Mice
corneas were evaluated by slit-lamp biomicroscopy and corneal photograhs were taken
with a digital camera on the twelfth hour and on days 1, 2, and 3. Mice were sacrificed on

the third day. Histopathological examinations were performed as well.

Re-epithelization of Group D was significantly faster than control (p<0,050). Comparison
of re-epithelization rate on the twelfth hour showed that, amniotic fluid provided faster
healing than blood-derived topical theraphy. However, no stastistically significant
differences in healing rates were observed between groups. Histopathological examination

revelead that Group D corneas were significantly similar to healthy, intact cornea.

There is no ideal therapeutic agent for ocular surface diseases that can act like natural tears.
The rich content of human breast milk makes it a good alternative to epithelial healers

among other biological agents.

Key Words: Epithelial wound healing, Human serum, Amniotic fluid, Umbilical cord

serum, Human breast milk
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KISALTMALAR

Ab > Antikor

Ag : Antijen
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1. GIRIS

Kornea epiteli, hava ve gozyasi ile bir ara yiizey olusturarak goziin refraktif
giiciinde etkin bir rol oynar. Korneanin dehidrate kalmasina yardimei olur ve bir yiizey
bariyeri olarak patojenlerin stromaya gegisini engeller [1]. Cesitli kimyasal, fiziksel
etkenler ve patolojik ajanlarla epitel defektleri olusarak bu bariyer yapi bozulabilir.
Defektin hizli ve dogru bir sekilde kapanmasi kornea saydamliginin ve gorme
keskinliginin korunmasinda onemlidir [2]. lyilesme siirecinde herhangi bir aksama
korliikle sonuglanabilecek kalici kornea defektlerine neden olabilir [3]. Bu nedenle kornea
reepitelizasyonunun hizlandirilmasi, desteklenmesi Onemlidir. Suni gozyaslari, otolog
serum, epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibronektin gibi doku yapistiricilari,
kortikosteroid gibi anti-inflamutuar ajanlar ve travmadan korunma re-epitelizasyonu
arttirmaktadir [4].

Korneal yara iyilesmesi hiicre migrasyonu, proliferasyonu, adhezyonu,
tabakalagmay1 ve farklilasmay1 iceren kompleks bir mekanizmadir. Yara yerinde epitel
integrasyonunun ve homeostasisinin yeniden saglanmasi biiytime faktorleri, sitokinler ve
ekstraseliiler matriks (ESM) iletisimi ile saglanir [2]. Gozyas1 tabakasi bilyiime faktorleri,
vitaminler, elektrolitler ve noropeptitler i¢cin kaynak olusturarak kornea epitel hiicrelerinin
integrasyonunda ve epitel iyilesmesinde biiyiik rol oynar [5, 6]. Konvansiyonel tedavi
seceneklerine ek olarak gozyasi icerigine benzer sekilde epitel farklilasmasini ve
cogalmasinin uyaran topikal tedavilerin kullanilmasi ilave fayda saglayabilmektedir.

Periferik kan serumu; EGF, transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-f), hepatosit
biytime faktérii (HGF), platelet kaynakli biiytime faktérii (PDGF), albumin, o2-
makroglobulin, instilin-benzeri biiylime faktorii (IGF), norotrofik faktorler, fibronektin,
vitamin A ve E, sitokinler, lizozim, immunglobulin G (IgG) ve komplemanlar gibi
bakteriyostatik komponentler icermesine ek olarak pH, osmolalite ve biyomekanik
ozellikler bakimindan gdzyasina ¢ok benzemesi nedeniyle okiiler yiizey hastaliklarinda
kullanilmaktadir. Suni goézyaslarinda bu komponentler bulunmazlar. Ayrica serumun
prezervan igermemesi 6nemli bir avantajidir [7]. Kord kan1 serumu periferik kan serumu
gibi gozyasma benzer icerikte olup birgok biiylime faktorii ve norotrofik faktdr icin
kaynaktir [8, 9].

Amniotik membranin igerigindeki antiinflamatuar ve antianjiogenik proteinlerle
korneal zedelenme sonrasi okiiler hasart azalttigi gosterilmistir [10]. Amnion

membranindaki birgok protein amnion sivisinda da bulunmaktadir [11]. Yapilan



caligmalarda farelerde alkali yanik sonrasinda korneal opasite ve skar olusumunun insan
amnion sivist kullanilarak azaldigi kanitlanmigtir [12]. Tavsanlarda fotorefraktif
keratektomi sonrasi insan amnion sivisi kullanilarak daha hizli korneal sinir rejenerasyonu
ve korneal sensitivitenin daha hizli geri kazanimi saglanmistir [13].

Serum ve gozyasina benzer bir sekilde anne siitli de kornea epitel hiicre dongiisii ve
yara liyilesmesinde etkinligi olan birgok komponent igerir. Farelerde epitel defekti
olusturularak yapilan ¢alismada anne siitii ile iyilesmenin suni gézyasina gore daha {istiin
oldugu gosterilmistir [14].

Kornea yara iyilesmesine etki eden en onemli gevresel faktdr olan gozyasinin
azaldig1 durumlarda ve kuru g6z sendromunda gecikmis yara iyilesmesi beklenmektedir.

Bu caligsmada; kornea epitel iyilesmesinde etkin rol oynayan biiylime faktorleri,
sitokinler, vitaminleri farkli oranlarda ve farkli cesitlilikte iceren insan serumu, insan
umblikal kord serumu, insan amnion sivisi, anne siitii ile kuru géz sendromunda yaygin
olarak kullanilan suni gozyasinin farelerde deneysel kornea epitel defekti modelinde

etkinliklerini karsilastirmak amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kornea

Kornea embriyolojik olarak incelendiginde ndroektoderm ve mezensim olmak
tizere iki dokudan koken almigtir. Lens vezikiiliiniin yiizey ektoderminden ayrilmasi ile
kornea olusumu baslar. Yiizeyel ektodermden kornea epiteli ve desme zar1 gelismektedir.
Gestasyonel 39. giinde 2 tabakali epitel, bazal lamina {izerinde uzanmakta olup, 2-3
tabakal1 endotelden dar aselliiler bosluk ile ayrilir. Noroektodermden endotel olugsmaktadir
Periferden gelen mezensimal hiicreler 7. haftada epitel ile endotel arasindaki bu bosluga
gd¢ eder. Mezensimal hiicreler gestasyonel siirecte keratosit hiicrelerini olusturur. Ugiincii
ayda epitel 2-3 kat hiicreden olusurken, stroma 25-30 kat keratositten olusur. Descemet
membrani ise en arkadaki keratositlerle tek tabakali endotel arasinda uzanir. Bu asamada
descemet membrani, stromaya komsu lamina densa ve endotele komsu lamina lusida
olarak 2 zondan olusur. On stromanin aseliiler olan bowman tabakasi ise dérdiincii ayin
sonuda olusur [15, 16].

Kornea goziin 6n yiizeyinde uzanip enfeksiyonlardan ve dis etkenlerden koruyan
avaskiiler, saydam, yapisal bir bariyerdir. Uzerindeki gbzyas1 film tabakasi ile bereber goze
refraktif bir 6n ylizey saglar. Kornea merkez kalinlig1 yaklasik olarak 0,5 mm olup perifere
gidildikge artar [17]. Eriskinde horizontal kornea ¢ap1 11,5-12,0 mm olup vertikal ¢ap1
horizontal ¢apindan 1,0 mm daha genistir [18]. On egrilik yarigap1 7,8 mm ve arka egrilik
yaricap1 6,5 mm olup On ylizey kirma giicii +48,6 dioptri (D), arka yiizeyinin kirma giicii —
6,8 D olmak fizere toplam kiricilik giicii +42 D’dir. [19-21]. Ortalama refraktif indeksi
1,3375°tir [1].

Yenidogan doneminde vertikal kornea ¢apt 10 mm, kiricilik giicii yaklagik 51 D
olup 1 yasinda erigkin seviyeye ulasir [22, 23].

2.1.1. Gozyas1 Film Tabakasi

Hava-gozyas: film tabakasi ara yiizeyi ve kornea goziin toplam refraktif giicliniin
2/3’tinl olusturur [17]. Gozyas1 kornea 6n yilizeyindeki mikro diizensizlikleri yok ederek
optik sistemde Onemli bir rol oynar [17]. Ayn1 zamanda &zellikle mikrobiyal invazyon
olmak {izere kimyasal, toksik ve yabanci cisim hasarina karst korneanin primer
koruyucusudur [24]. Ayrica epitel sagligi, proliferasyonu ve tamirinde etkin immiinolojik

faktorler ve biiyiime faktorleri igerir [24].



Gozyast filmi 3 tabakadan olusur:

1- Lipit tabaka: Gozyasinin en dig kisminda yer alir. En 6nemli gorevi; akoz tabakanin
buharlasmasina engel olmaktir. Antibakteriyel 6zelligi oldugu da diisiiniilmektedir [25,
26]. Kolesterol esterleri ve yag icerir, Zeis, Moll ve meibomian bezlerden iiretilir.

2- Akoz tabaka: Gozyasi film tabakasinin orta kisminda yer alir, gozyasi bezi ve Krause
ve Wolfring bezleri tarafindan salgilanir. Gézyasinin ti¢ komponentinden, kalinlig1 en
fazla olandir. Ak6z tabakada; elektrolitler, proteinler, biiyiime faktorleri, vitaminler,
antibakteryel molekiiller, sitokinler, immiinglobulinler ve hormonlar bulunmaktadir.
AkoOz tabakanin igerigi, okiiler yiizeyin beslenmesini ve korunmasini saglar [27].
Salgilanmasi; sempatik, parasempatik uyarilarla ve hormonal olarak diizenlenir.
Cevresel ve fizyolojik degisimler, igerigi olusturan bilesenlerin miktarin
etkilemektedir [28, 29].

3- Miisin tabaka: Kornea epiteli ile direkt temasi olan tabaka olup konjonktival goblet
hiicreleri tarafindan {iretilir. Kornea epiteli glikokaliks tabakasi ile hidrofilik bag
kurarak her géz kirpma hareketinde gozyasinin yayilmasini saglar. Bu glikokaliks
tabakanin korneal yaralanma ile hasarlanmasi sonucu gozyasi stabilitesi kaybolur ve

okiiler optik zincir kirilir [30].

Kornea, hiicresel (epitel, stroma, endotel) olan {i¢ ve iki tanesi de ara yiiz (Bowman

tabakasi, Dua tabakasi, Desme membrani) olmak {izere 6 tabakadan olusur (Sekil 2.1).

Corneal epithelium

Bowman's membrane

Stroma of cornea

Dua’s Layer

Descemet's membrane

Corneal endothelium

Sekil 2.1. Kornea tabakalari



2.1.2. Epitel Tabaka

Epitel tabaka yiizey ektoderminde gestasyonel 5.-6. haftada gelisir. Yaklagik 40-50
um kalinliginda, 4-6 sira ¢ok katli, keratinize olmayan yassi epitel hiicrelerinden olusur
(Sekil 2. 2) [31].

Epitel tabakanin en iistiinde 2-3 sira diiz, ¢ok kenarli yiizey hiicreleri bulunur. Bu
hiicreler glikokaliks ile ortiilmiis mikrovilli ve mikroplikalar igerir. Bdylece gdzyasi miisin
tabakasi ile temas ve adhezyon artmis olur ki bu yiizey artis1 diiz ve saydam optik yiizey
icin Onemlidir. Yiizey hiicreleri arasindaki ‘tight junction® enfeksiy0z ajanlarin ve
toksinlerin derin tabakalara ulasmasini engelleyen bir bariyer gorevi goriir [31].

Yiizey hiicrelerinin altinda yiizey hiicresi kadar yassi olmayan ancak benzer siki
interseliiler baglantilari olan 2-3 sira suprabazal ya da poligonal kanatsi hiicreler ad1 verilen
hiicreler yer alir [17].

Epitel tabakanin en derininde yaklasik 20 um kalinlikta olan tek sira dizilmis bazal
kolumnar hiicreler yer alir. Bu hiicrelerin mitotik aktivitesi olup ¢ogalip 6ne dogru
ilerleyerek kanats1 hiicreleri olustururlar. Kolumnar hiicrelerde aktin filamanlar ve
tonofilamanlar bulunur. Tonofilamanlar ile hiicrenin iskeleti korunur. Aktin filamanlar ise
yara iyilesmesi sirasinda hiicre gogiinde rol alir [32].

Bazal hiicreler hemidesmozomlarla altindaki bazal membrana, desmozomlarla da
yan komsu hiicrelere baglanirlar. Eger bazal membranla olan bu siki baglantida defekt
gelisirse klinik olarak iyilesmeyen epitel defektleri ve rekiirren korneal erozyon karsimiza
cikar. Bazal epitel hiicreleri 50 nm kalinlhiginda, tip IV kollajen, laminin ve diger
proteinlerden olusan epitelyal bazal membrani sentezler [17].

Epitel hiicreleri, korneada g¢evreden merkeze dogru ilerler. Bazal ve kanatsi
hiicreler, arkadan 6ne dogru ilerler ve dokiiliirler. Bu, X-Y-Z hipotezi olarak bilinmektedir
[32]. Limbal bazal epitelde yer alan epitel kok hiicreleri kornea epitel hiicrelerin ana
kaynagidir. Kornea santraline gé¢ ederken transient amplifying hiicrelere (sinirli boliinme
yetenegi olan hiicreler) ve bazal hiicrelere farklilagirlar. Bu hiicreler de ¢ogalip
farklilagarak yiizey epitel hiicrelerine doniisiir, yiizeyleri gozyasindaki miisinin daha iyi
yapismasint saglayan mikrovilluslarla Ortiiliir ve birka¢ glin sonra deskuamasyona

ugrayarak gozyasina dokiiliir. Bu dongii yaklasik 7-10 giin stirer [17, 33, 34].



Surface cells

Wing cells

Columnar cells

Hemidesmosomes
Basal lamina

Hemidesmosomes

* Bowman layer

Sekil 2.2. Epitel hiicre dizilimi

2.1.3. Bowman Tabakasi

Epitel bazal membranmin altinda yer alan gelisiglizel yerlesen kisa kollajen
fibrillerden olusan aseliiler tabakadir. Yaklasik 8-12 pm kalinlikta olup yasla beraber
kalinliginda azalma olur. Rejenere olmadigi i¢in hasarlanmasi durumunda skarla iyilesir

[17, 35]. Epiteldeki patolojilerin stromaya yayilmasint engelleyen bir bariyerdir.

2.1.4. Stroma

Kornea kalinligimmin yaklasik olarak %80-85’ini olusturan en kalin tabakasidir.
Embriyolojik olarak primitif endotel olusumundan sonra ikinci noral krest hiicre gogiiyle 7.
gestasyonel haftada gelisir [17].

Stroma diger kollajen yapilardan farkli olarak ekstraseliiller matriks ve liflerin
organizasyonu sonucu saydamlik kazanmaktadir [36, 37]. Tip I ve tip V kollajenden olusan
kollajen lifler birbirine paralel halde bir araya gelerek fibril demetlerini bu fibril demetleri
de lamelleri olusturur. Insan stromasinda yaklasik olarak 250-300 lamelden olusmaktadir
[37, 38]. Yiiksek bir organizasyon gosteren bu kollajen aglart 151k sagilmalarini azaltmakta,
korneaya saydamlik ve mekanik gii¢ kazandirmaktadir [17]. Lameller dizilim stroma
derinligine gore degismektedir. Stroma derinlerinde yiizeyel tabakalara gore daha siki bir
organizasyon vardir. Korneal cerrahi Kkesilerin stroma derinlerinde daha kolay olmasi bu
nedenledir [17]. Bu varyasyon ayrica korneal ddeme cevabi da farklilagtirmaktadir. Desme

kirigikliklart bu asimetrik kabarikligin bir sonucudur [39].



Kollajen kompleksleri keratan siilfat, kondroitin siilfat ve dermatan siilfat ile yan
zincirlerle baglanarak g¢evrelenmistir. Glikozaminoglikanlar stromaya yapisal destek olup
hidrasyonun diizenlenmesinde de yardimcidir [17].

Keratositler stromanin esas hiicreleri olup tabakanin integrasyonuna katkida
bulunmasimin yani sira kollajen, glikozaminoglikan ve stroma homeostazinda etkin rol
oynayan matrix metalloproteinazlari (MMPs) sentezler [17]. Keratositler ¢ogunlukla
anterior stromada bulunur ve %25-30 oraninda korneal kristalin denilen ¢6ziinebilir protein

igerir. Kristalin, keratositlerden 1s1k sagiliminin azalmasinda ve korneal saydamlikta

etkilidir [40].

2.1.5. Dua Tabakasi

Predesmetik stroma igerisinde yer alan aseliiler, iyi sinirlanmis ve esas olarak tip 1
kollajenden olusan 10,15 + 3,6 um kalinliginda bir tabakadir. Dua ve arkadaslar tarafindan
tanimlanmis olup kornea katlarin1 birbirinden ayirmak icin kiigiik hava kesecikleri enjekte

ettikten sonra elektron mikroskobuyla gozlemleyerek tespit etmistir [41].

2.1.6. Desme Membrani

Kornea endotelinin bazal membrant olup ¢ocuklarda 3 pm, eriskinlerde 10 pm
kalmhigindadir. Iki katmandan olusur. On bantli tabaka, fetal korneada gestasyonel 12.
haftada gortiliir, kollajen lameller ve proteoglikan icerir. Bantsiz arka katman ise endotel
hiicrelerinin hemen altinda uzanir, endotel hiicreleri tarafindan sekrete edilir ve yasla
kalinlasir [42].

Yapisindaki esas kollajen tip IV olup merdiven seklinde dizilim gdsteren tip VIII
kollajen desme membranina 6zgiidiir [42, 43].

Cerrahi miidahale, travma veya keratokonustaki gibi kendiliginden riiptiire olursa

stromaya dogru retraksiyon gosterir ve endotel tarafindan tamir edilir [44] .

2.1.7. Endotel

Desme membraninin arka ylizeyini Orten, mozaik paternde dizilmis poligonal
cogunlukla da hekzagonal sekilli tek sira hiicrelerden olusur. Hiicreler yaklasik olarak 5
um kalinliginda ve 20 pm genisligindedir [1]. Hiicrelerin lateral duvarlarinda yogun
sodyum-potasyum ATPaz pompasi bulunmaktadir [45]. Endotel hiicre aktivitesi ile stroma

dehidrate kalmakta ve korneanin saydamligi korunmaktadir [46]. Bu dehidrasyon



hipoosmolar olan stromadan hiperosmolar olan akoze pasif transportla pompa sizdirma
yoluyla sivi gegisiyle saglanir. Stroma ve akdz arasindaki osmotik gradient ise endotel
membranindaki sodyum-potasyum ATPaz pompasi ve intraseliiler karbonik anhidraz yolu
ile iyonlarin stromadan akéze aktif transport ile saglanir [47].

Endotel hiicrelerinin mitotik aktivitesi yoktur. Insanlar endotel rezervi ile dogarlar.
Dogumda yaklasik olarak 3500 hiicre/mm?® olan endotel yogunlugu yilda yaklasik olarak
%0.6 azalmaktadir [48]. Hiicre yogunlugu 500 hiicre/mm? altina diismesi korneal dem
i¢cin risk faktoriidiir. Endotel hiicre morfolojisi de pompa fonksiyonu ile baglantili olup
hiicre boyutunda artma (polimegatizm) ve sekil varyasyonlarinda artma (pleomorfizm)
sonucunda endotelin pompa fonksiyonu azalmaktadir [49]. Yas, travma, inflamasyon ve
bazi hastaliklarda (Fuchs endotelyal distrofi gibi) endotel sayisi1 azalmaktadir ancak kalan
hiicreler uzayip esneyerek bosluk alanlar1 doldurabilir. Bu siirecle beraber kalan endotel

hiicrelerinde de polimegatizm ve pleomorfizm gelismis olur [17].

2.2. Kornea Innervasyonu

Kornea insan viicudunda en yogun innervasyonu olan dokulardan biridir. Duyusal
sinir lifleri trigeminal sinirin oftalmik dalindan ayrilir. Uzun silier sinirler perilimbal sinir
halkasini olusturur. Sinir lifleri korneay1 derin periferal stroma tabakasindan radyal olarak
penetre eder ve anteriora dogru yonlenerek Bowman ve 6n stroma arasinda subepitelyal
sinir pleksusunu olusturur. Daha sonra bu sinir lifleri Bowman tabakasini delerek epitelyal
bazal hiicreleri innerve eden subbazal epitelyal sinir pleksusu adini alirlar [50]. Sinir lifleri
seffaf korneaya girer girmez miyelinlerini kaybeder. Endotel seviyesinde ise sinir lifi
yoktur [51]. Klinik olarak subepitelyal sinir pleksusunu agiga cikaran yiizeyel epitel

hiicrelerinin kaybi siddetli agr1 ile sonuglanir.

2.3. Kornea Vaskiilarizasyonu

Avaskiiler bir doku olan korneanin lenfatik drenaji yoktur. Limbal vaskiiler ag,
kornea On yiizey beslenmesine katki saglar. Oftalmik arterin dali olan 6n siliyer arter ile dis
karotis arterin fasyal dali anastomoz yapar. Dolayisiyla limbal vaskiiler ag hem i¢, hem de

dis karotid arterlerden beslenir [52].



2.4. Kornea Metabolizmasi

Avaskiiler olan korneanin beslenmesi ve metabolik artiklarin uzaklastirilmasi arka
ylizeyde humor akoz, 6n yiizeyde gozyasi film tabakasi ve limbal damarlar ile saglanir.
Glikoz; epitel hiicreleri, keratositler ve endotel i¢in esas metabolik maddedir. Stroma,
glikozu humor akoézden aktif transport ile alirken, epitel ise glikozu stromadan pasif
difiizyon ile alir. Endotelde yer alan sodyum-potasyum ATPaz ve karbonik anhidraz
enzimleri aktif transporttaki en 6nemli yolaklar olup stroma ile ak6z humér arasinda iyon
transportunda gorev alir. Kornea glikozunun yaklasik %10°u gozyas: tabakasi ve limbal
damarlar ile saglanir [53].

Glikoz, korneada ii¢ metabolik yolak ile metabolize edilir. Bunlar trikarboksilik asit
(TKA) siklusu, anaerobik glikoliz ve heksoz monofosfat (HMF) yoludur. Epitel ve
endotelde glikozun %35-65’i HMF yoluyla yikilirken, keratositlerde HMF yolunun 6nemli
bir enzimi olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz bulunmadigindan stromal keratositler bu
yolla ¢ok az miktarda glikozu metbolize edebilir. TKA siklusu epitele gére endotelde daha
etkindir. Glikolizin son iiriinii olan piriivik asit ya aerobik sartlarda karbondioksit ve suya
ya da anaerobik ortamda laktik aside cevrilir. Laktik asit, oksijen azligi durumunda artar.
Artmis laktik asit diizeyinin korneal 6dem veya endotel morfolojisini ve fonksiyonunu
degistiren stromal asidoz gibi zararli sonuglar1 vardir [53].

Insan korneasinda yiiksek oranda aldehid dehidrogenaz ve transketolaz vardir. Bu
iki enzim korneal stromal ¢dziinebilir proteinlerin %40-50’sini olusturur ve korneanin
optik 6zelligine katkida bulunur. Ayn1 zamanda her iki protein kornea hiicrelerini, serbest

radikallere ve oksidatif hasara kars1 ultraviyole B (UV-B) 1sinlarini emerek korur [51].

2.5. Korneal Epitel Yara lyilesmesi

Kornea epiteli limbusta yer alan ve hayat boyu epitel rejenerasyonu igin kaynak
saglayan kok hiicreler sayesinde kendi kendini yenileyebilen bir dokudur [54, 55]. Cesitli
kimyasal, fiziksel ve patolojik etkenlerle epitelde defekt olusabilir epitelin bariyer
fonksiyonu kesintiye ugrayabilir [2]. Boyle bir durumda epitel hiicreleri korliige kadar
gidebilecek firsat¢1 enfeksiyonlardan gozii korumak igin defektin hizlica etkin bir sekilde
kapatilmas1 igin sinyal yolagini baslatirlar [3]. Korneal integrasyonun saglanmasi,
korneanin saydam kalarak gérme keskinliginin korunmasi i¢in etkin ve dogru bir iyilesme
stireci gereklidir. Hiicre migrasyonu, proliferasyonu, adhezyonu, tabakalasmayi ve

farklilasmay1 igeren kompleks bir mekanizma olan epitel yara iyilesme siireci sessiz ilk faz



ve kapanma fazi olarak ikiye ayrilabilir [2]. ilk fazda hiicresel ve hiicre dist
mekanizmalarla yara yeri etrafindaki epitel hiicrelerin migrasyonu tetiklenir [56, 57].
Kapanma fazi ise hiicre gocii ile baslar ve hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu ile devam
edip ¢ok katli epitel olusumuna kadar devam eden siirectir [57]. Kornea epitelinde defekt
gelistigi zaman kenardaki hiicreler bazal hiicrelerle hemidesmozomlarini kaybedip hiicre
zarinda uzantilar olustururlar, mitokondriyel enerji iretimini arttirlar, migrasyon ve
yayilma ile defekt alanin kapatmaya baslarlar. Bu erken mitotik olmayan evrede epitel
kapanma hizi 60-80 um/saattir [58]. Hiicre gocilinde aktin zengin stress liflerinin etkin rolii
vardir [3]. Hiicre zarinin sitoplazmik tarafinda fokal yapisma plaklarinda bulunan 130kD
sitoplazmik protein olan vinkiilin, intrasitoplazmik aktin stres liflerinin hiicre zarina bu
fokal birlesme noktalarinda tutunmasinda etkili olabilir [59]. Vinkiilin aktin liflerini hiicre
zar1 proteinine baglar, diger tarafta talin bir major hiicre alt yapis1 yapisma proteini olan
integrin ile bagldir [59]. Bu yapisma protein kompleksleri en ¢ok gdcen hiicrelerin
ilerleyen kenarinda yogundur, bu hiicrelerin hemidesmozom yoklugunda bazal membrana
yapigsmasini saglar [59]. Yapilan c¢alismalarda go¢ eden epitel hiicrelerinin altindaki
substrata sik1 bagl oldugu gosterilmis ve bu da go¢ esnasinda lider hiicrelerin arkalarinda
kalan hiicreleri ¢ektigini disiindiirmiistiir [60]. Fibronektin hiicre-substrat adhezyonunda
ve hiicre migrasyonunda etkin rol oynar [17]. Yirmi dort—30 saat sonra mitoz ve hiicre
cogalmast baglar ve yogun olmayan bir hiicre toplulugu olusur. Genis epitel
yaralanmalarindan 96 saat sonra hiicre boliinmesinde belirgin artig goriiliir [61]. Sadece
bazal hiicreler, gegici ¢cogalan hiicreler ve limbal kok hiicreleri bu yeniden yapilandirict
mitoza katilirlar [62].

Reepitelizasyonu su faktorler artirir:

A. Suni gozyasi

B.Otolog serum

C. Rejenere olan epitelin travmadan uzak tutulmasi
D. inflamasyonun azaltilmas: (steroidler)

E. EGF

F. Doku yapistiricilar: (fibronektin gibi)

Reepitelizasyon sonrasinda bazal membran komplekslerinin yavas rejenerasyonu

nedeniyle epitel erozyonlari, kapanmayan defektler goriilebilir. Epitel iyilesmesi i¢in

adezyon molekiilleri ve gézyasindaki sitokinler biiyiik nem tasir [63].
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2.6. Kornea Fonksiyonlar1 Uzerine Etkili Biiyiime ve Iyilestirme Faktorleri

Epitel yara iyilesmesi sirasinda hiicrelerin biiylime, ¢ogalma, gog, farklilasma,
adhezyon fonksiyonlar1 ve ECM iiretimi, proteinaz regiilasyonunda biiylime faktorleri ve
sitokinler etkin rol oynar. Farkli hiicrelerin hiicre igi ve hiicreler arasi sinyalizasyonu
diizenlenir. Korneal hiicreler, epitel hiicreler iizerine farkli etkinlikleri olan bir¢ok sitokin
ve biiylime faktorii iiretir [2]. Gozyasi filmi de yine okiiler yiizeyde epitel hiicrelerinin
dongiisiinii regiile eden biliyiime faktorleri ve diger besin maddelerinin kaynagini olusturur
[64]. Epitel defekti sonrasi gbzyasindaki sitokin miktar1 artmaktadir. Kornea yara
iyilesmesine etki eden en onemli ¢evresel faktdr olan gézyasinin azaldigi durumlarda ve

kuru g6z sendromunda gecikmis yara iyilesmesi beklenmektedir.

2.6.1. Epidermal Biiyiime Faktorii

Epidermal biiylime faktorii epitelyal yara iyilesmesini uyaran, hiicrelerin gogiinii ve
¢ogalmasimi baglatan esas sinyal molekiiliidiir [63, 65, 66]. Yaklasitk 6 kDa molekiil
agirliga sahip bir polipeptit olup epitel hiicreleri i¢in giiglii bir mitojendir. Hiicreler
tarafindan eksprese edilen EGF reseptoriiniin (EGFR) diisiik afinite ve yiiksek afinite
bolgelerine baglanir. Lakrimal bezde ve kornea epitel hiicrelerinde iretilir. Gozyasinda
bulunur [67]. EGF, lakrimal bez ve gdzyasi filminde 0.7-9.7 ng/ml konsantrasyonda
bulunur [66, 68].

Kornea epitel (6zellikle limbal bolgede) ve endotel hiicrelerinde diisiik afiniteli ve
yiiksek afiniteli EGFR bulunurken stromal keratositlerde sadece az miktarda diisiik afiniteli
EGFR vardir. EGF; parakrin, otokrin ve jukstakrin yollarla kornea hiicrelerini uyarir.
Normal korneal epitelyal kalinliginin devamliliginda otokrin ve lakrimal bez tarafindan
tiretilen EGF 6nemli rol oynamaktadir [66].

EGF, EGFR’ye baglanarak intrinsik tirozin kinaz reseptor aktivasyonunu
saglamaktadir. Boylelikle DNA sentezi ve ESM molekiillerinin (fibronektin ve hyaliironik
asit) iiretimine yol acar. Hiicre proliferasyonu, hiicre membranlarinin birbirine temasi ile
ortaya ¢ikan yanit ile sinirlandirilir. Reseptor fosforilasyonu ayrica hiicre igi anti-apoptotik
proteinleri ve sitoskeleton proteinlerini aktifleyerek hiicre morfolojisini ve motilitesini
ayarlar. ESM molekiillerinin, 6zellikle de fibronektinin polarizasyonunun degismesi ile
migrasyonun dogru yonii belirlenir ve integrinler ile EGFR arasindaki baglant1 kolaylagir
[67, 69]. Ayrica EGFR’nin yine epitel hiicrelerinde hiicre gog¢ii ve proliferasyonu ile
sonuglanan niikleer faktor kappa B (NF-xB) yolagimi da uyardigi gosterilmistir [70-73].
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Son caligmalarda NF-kB p50 eksiligi yapilan farelerde korneal epitel iyilesmesinde dikkat
cekici bir gecikme goriilmistiir[74]. Bu da EGF ile uyarilan NF-kB yolaginin korneal
epitel hiicre yenilenmesi ve yara iyilesmesinde etkinligini kanitlamaktadir [2].

EGF’nin kornea vaskiilarizasyonu ile iliskili oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur
[75, 76]. EGF tarafindan uyarilan anjiyogenezisin, yara iyilesmesi sirasinda &zellikle
fibroblast biiylime faktorii olmak iizere diger biiyiime faktorleriyle olan kombine iligkisi ile
baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir [77]. EGF’nin korneal epitel hiicrelerinin terminal

diferansiasyonunu inhibe ettigi ve proliferasyonunu arttirdig1 gosterilmistir [73].

2.6.2. Hepatosit Biiyiime Faktorii

HGF, 90 kDa molekiil agirliginda ekstraseliiler matrikse baglanan glikoproteindir.
Esas iiretimi stromal fibroblastlar tarafindan olup hedef hiicreleri parakrin etki ile epitel
hiicreledir. Korneal epitel hiicreleri {izerindeki etkilerini c-Met trozin kinaz protoonkogen
HGF reseptoric (HGFR) ile gergeklestirir [78, 79]. HGF, kornea epitel hiicrelerinin
proliferasyonunu, migrasyonunu ve apoptozisini diizenler [80-84]. Epitel yara iyilesmesi
stirecinde keratosit ve epitel hiicrelerden salinim artar [82, 85, 86]. HGF bu siirecte epitel
hiicreleri tizerinde parakrin, otokrin, intrakrin etki gosterir [80, 85]. Hem santral hem de
periferdeki epitel hiicreleri tizerine etkilidir [3].

Lakrimal bez tarafindan {iretilir ve gozyasinda (200 pg/ml) bulunur. Korneal

epitelin sagliginin siirdiiriilmesine katkida bulunur [87].

2.6.3. Keratinosit Biiyiime Faktorii (KGF)

KGF; 28 kDa molekiil agirligina sahip bir polipeptiddir. Fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) ailesinden olup diger adi FGF-7’dir. Uyar yolagt EGF, FGF ve TGF-a ile aynidir
[88]. Limbal korneal stroma ve lakrimal bez tarfindan ftiretilir. Esas olarak limbal epitel
hiicreler iizerinde hiicre homeostazisi ve yara iyilesmesi siirecinde HGF benzeri parakrin
etkisi vardir [80, 89].

KGF, kornea epitel hiicrelerinin migrasyon ve diferansiasyonunu etkilemeden
selektif olarak proliferasyonu uyarir. Korneal hasarin olmadigi durumlarda da KGF’nin
bazal ekspresyonun devam etmesi korneal epitel biitiinliigiiniin siirdiiriilmesini

saglamaktadir[90].
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2.6.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii-f

TGF-f ailesi ii¢ izoformu bulunan, her biri yaklasik 25 kDa molekiiler agirliga
sahip polipeptidlerden olusur. Birgok hiicre tarafindan sentezlenen TGF-B; hiicre
boliinmesi, farklilasmasi, adezyonu, morfogenezi, ekstraseliiler matriks olusumu ve
programli hiicre oliimii gibi gesitli hiicresel siireglerin kontroliinii saglamaktadir [91].
Bircok farkli yollar ile etkileserek okiiler yilizeyin homeostazinda 6énemli rol oynamaktadir.
TGF-B genel olarak epitelyal, endotelyal ve 16kosit hiicre biiylimesini inhibe ederken,
fibroblastlarin proliferasyonunu stimiile etmektedir [92]. TGF-B reseptorleri; kornea
stromal hiicrelerinde, limbal ve santral korneal epitelyal hiicrelerde bulunmaktadir. Ug tipi
mevcuttur. Bunlar arasinda TGF-B2, kornea ve humor akdzde bulunan ana formdur.

TGF-B’nin EGF tarafindan uyarilan epitelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonu
tizerinde zayif, KGF ve HGF tarafindan uyarilan proliferasyon iizerinde ise giiglii bir
inhibisyon etkisi vardir. Hem TGF-B1 hem de TGF-B2 epitel hiicre proliferasyonunu
inhibe eder. Ancak inhibitor etki esas olarak TGF-B2 reseptorleri ile olusturulur [73].

TGF-f1  ve TGF-B2 epitel yara iyilesmesinde hiicre proliferasyonun
diizenlenmesinde negatif diizenleyiciler olarak 6nemli rol oynar [3]. Kornea ve humor akoz

igerisinde bulunan TGF-f ile bu bélgedeki anjiyogenezis kontrol altina alinir [93].

2.6.5. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii

PDGF; A, B,C, D olmak {izere 4 polipeptit zincirinin kombinasyonlarindan olusan,
PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD izoformlart olan bir
glikoproteindir [94]. Korneada ilk {i¢ izoform bulunur [95]. Biyolojik aktiviteleri temelde
benzerdir ve reseptore baglandiklarinda mitojenik etki gosterirler [91]. PDGF-BB
izoformu, kornea epitelinde iretilir ve bazal membrana baglanir. PDGF igin reseptor
korneal fibroblastlarda ve endotel hiicrelerinde bulunur. Fibronektin varliginda PDGF-AA
ve PDGF-BB kemotaksisi uyarir [96].

Ayrica TGF-f tarafindan uyarilan fibroblast proliferasyonuna aracilik eder. TGF-p,
keratinositlerde PDGF proteini ve reseptdr ekspresyonu iizerinden doku biiylimesini
diizenler. Diisiik TGF-B konsantrasyonunda PDGF {iretimi artarken, yliksek TGF-f

konsantrasyonunda PDGF reseptor ekspresyonu azalir [97].
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2.6.6. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF ailesi 20 farkli protein icerir ve yaklasik 18 kDa molekiil agirligina sahiptir.
Degradasyona ugramamak i¢in koruyucu glikoproteinlere (heparan siilfat) baglanir [98].
FGF, yiiksek afiniteli tirozin kinaz reseptoriine baglanir. Epitel, endotel ve stroma igin
mitojeniktir [99]. Proliferasyonu, migrasyonu, diferansiasyonu, ekstraseliiler matriks

yapisini ve anjiyogenezi diizenlemektedir [92].

2.6.7. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

NGF, norotropin ailesinin bir {iyesi olup sempatik ve duyusal sinirlerin biiyiimesi
ve devamliliginda kritik rol oynayan sinyal molekiiliidiir. Bir transmembran tirozin kinaz
olan NGF reseptorleri kornea ve konjonktivada bulunur [100,101]. NGF, kornea epitelinin
proliferasyonuna ve duyusal fonksiyonuna destek olur [100]. Kornea homeostazi ve yara
iyilesmesi i¢in 1s1, mekanik ve kimyasal uyaranlarla intakt korneal sinirlerden salinan
norotropinler 6nemlidir [102]. NGF, proliferasyonu ve diferansiyasyonu arttirir. Ancak
etkinligi EGF’ye gore ¢ok daha azdir [103]. Korneal iilseri olan hastalarda topikal NGF
kullaniminin korneal duyarlilig1 ve epitel iyilesmesini arttirdig1 calismalarda gosterilmistir
[104, 105]. Daha sonraki ¢alismalarda NGF’nin matriks metalloproteinaz-9’un (MMP-9)
ekspresyonuunu arttirarak ve integrin -4 ‘lin parcalanmasi ile migrasyonu arttirdigi ve

haze olusumunu azalttigi kanitlanmistir [106, 107].

2.6.8. Fibronektin

Fibronektin; plazma, serebrosipinal sivi, amniotik sivi, tlikriik, humér akéz ve
gbzyas1t gibi viicut sivilarinda bulunan yiiksek molekiil agirlikli (~440 kDa) bir
glikoproteindir. Hiicre adezyonunda, migrasyonunda ve farklilagmasinda rol oynar.
Lokosit ve makrofajlarin fagositik aktivitelerini arttirir.  Fibronektin, korneal yara
lyilesmesinde onemli rol oynar. Okiiler yiizey hasarlanmalarinda refleks lakrimasyon ve
konjonktival damarlarda dilatasyon olur. Okiiler yilizey hasarlanmalarinda plazma
fibronektini dilate konjonktiva damarlarindan gozyas: filmine sizar. Ek olarak korneal yara
lyilesmesi sirasinda korneal epitel hiicreleri ve keratositler tarafindan fibronektin iiretimi
olmaktadir [108]. Persistan korneal epitel defektlerinin tedavisinde fibronektin igeren g6z

damlalari ile basarili sonuglar bildirilmistir [109].
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2.6.9. Insiilin-Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF), Kemik Morfogenik Proteini, Opioid
Biiyiime Faktorii (OGF), P Maddesi (SP), Jelatinaz B, A Vitamini, E Vitamini

IGF kornea epitel hiicrelerinin biiylimesi, enerji metabolizmasi, hiicre goci,
diferansiasyonu, proliferasyonu ve hayatta kalmasinda onemlidir [110-112]. IGF ve
reseptorii keratosit ve epitel hiicrelerinde bulunur [113]. Farelerde yapilan calismada
IGF’nin limbal epitel hiicrelerinde proliferasyonu arttirmadan diferansiasyonu arttirdigi
goriilmiistiir [111]. SP, duyusal sinir liflerinden salinan bir néropeptitdir. Norotransmitter
ve noromodiilatdr olarak gorev yapmaktadir ve okiiler dokular iizerinde etkili oldugu
gosterilmistir. SP ile IGF-I ‘in ndrotrofik keratopati modeli olusturulan farelerde sinerjist
etki ile epitel kapanmasini hizlandirdigr gosterilmistir [114].

Kemik morfogenik proteini, TGF-B ailesindendir. Stromal Kkeratositlerin
proliferasyonunu ve kemotaksisini uyarir [99].

OGF, kendi reseptoriine (OGFR) baglanarak kornea epitel hiicreleri iizerinde
parakrin ve otokrin yollarla DNA sentezinin, hiicre gogiliniin ve doku organizasyonunun
diizenlenmesinde rol oynar [115, 116]. Epitel bazal ve suprabazal membraninda sentezlenir
ve proliferasyon iizerinde inhibe edici etkisi vardir [117]. Opioid antagonisti olan
naltreksonun sistemik enjeksiyonu ya da topikal kullanimi ile insanlarda epitel yara
iyilesmesini ve re-epitelizasyonu belirgin bir sekilde hizlandirdigr gosterilmistir [118].

MMP-9 (jelatinaz B) mekanik, termal ve lazer yaralanmalar1 sonrasinda korneal
epitel hiicreleri tarafindan iiretilir ve travma sonrasi epitel bazal membraninin ¢éziilmesine
yol agar [119, 120]. Insanlarda iyilesmeyen korneal iilser kenarlarindaki bazal korneal
epitel hiicrelerinde MMP-9 gosterilmistir [121]. Bu da artmig MMP-9 iiretiminin veya tam
karsilanmayan ndtralizasyonunun epitel iyilesmesinde olumsuz sonuglar dogurdugunu
diistindiirebilir [122]. Yapilan c¢alismalarda doksisiklin ve kortikosteroid tedavisi ile
antiinflamatuar etkiye ek olarak MMP-9 inhibisyonu ile inatg1 rekiirren korneal
erozyonlarda niiks 6nlenmistir [122].

A vitamini kornea ve konjonktivada hiicrelerin yassi epitele farklilagsmasi i¢in
gereklidir ve normalde de okiiler yiizeyde bulunur. Eksikliginde goblet hiicre sayis1 azalir
[123]. Ayrica eksikligi durumunda yassi epitel farklilasmasi tam olamayacagi i¢gin yiizey
keratinizasyonu, kuru goz, korneal iilserasyon gelisebilir [124]. E vitamini de benzer bir
sekilde hiicre farklilagmasinda etkindir ek olarak gii¢lii bir antioksidan olarak serbest
radikallaerin etkisini azaltir [125]. Insanlarda fotorefraktif keratektomi (PRK) sonrasi

topikal E vitamini uygulamasinin keratosit apoptozisini azalttig1 gosterilmistir [126].
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2.6.10. Sitokinler

Sitokinler; hiicre biiylimesi, farklilagmasi, bagisiklik, inflamasyon, yara iyilesmesi
ve apoptozis gibi birgok fonksiyonu olan diisiik molekiil agirlikli glikoproteinlerdir. Epitel
yara iyilesmesinde bircok yerde aktif rol oynarlar [3]. Ozellikle proinflamatuar interldkin
la (IL-1a) ve IL-6 defekt olusumundan sonra biiyiik miktarda ve hizlica artig gosterirler.
Seviyeleri zedelenmenin boyutuyla dogru orantilidir [127]. IL-6, fibronektin lizerinden
integrin salimimini arttirarak epitel migrasyonunu arttirir [128]. IL-1 ise epitel hiicre
migrasyonunu ve epitel kapanmasimi EGF ile sinerjist etki ederek diizenler [129]. IL-1
ayrica korneal fibroblastlardan KGF-1 ve HGF salinimini uyararak epitel hiicre
prolifrerasyonunu arttirir [130, 131]. Stromal erimeye neden olan MMP salinimi da IL-1
tarafindan baskilanir [132]. Hasarlanmis kornea epitelinden salinan IL-1 Keratosit

apoptozisini de diizenler [3].

2.7. Kan Uriinii Gézyas1 Takviyeleri

Gozyas1 film tabakasi, okiiler ylizey sagliginin temel dayanagidir. Kornea epitelini
mekanik etkenlerden korumasinin yanisira epitel hiicrelerinin biiyiime dongiisiinii ve
migrasyonunu i¢in gereken biiylime faktorleri, vitaminler, elektrolitler ve ndropeptitler i¢in
kaynaktir [5, 6]. Gozyasinin mekanik ve epitelyotrofik 6zelligi epitel integrasyonu ve yara
iyilesmesinde 6nemlidir [133].

Kan diriinleri igerdikleri bazi biliyiime faktorleri, sitokinler, vitaminler ve
bakteriyostatik komponentler bakimindan gbzyasina ¢ok benzemektedir. Bu nedenle klasik
tedavilere direngli okiiler yiizey hastaliklarinda egsiz bir tedavi segcenegi olarak giindeme
gelmistir [134]. Okiiler yiizey hastaliklarinda ilk kullanimi 1975 yilinda Ralph ve
arkadaslar tarafindan literatiire girmistir [135]. Kontaminasyon riski, hazirlaniginin hasta
icin zor olmast ve standart hazirlama protokollerinin olmamasi bu iriinlerin yaygin

kullanimini kisitlamaktadir [136].

2.7.1. Serum

Serum, kanin sekilli elemanlarindan ve pihtilasma faktorlerinden ayrilmis olan sivi
igerigidir. Serum i¢indeki EGF, TGF-B, HGF, PDGF, albumin, a2-makroglobulin, IGF,
norotrofik faktorler, fibronektin, vitamin A ve E, sitokinler, lizozim, 19G ve komplemanlar
gibi bakteriyostatik komponentler ile pH, osmolalite ve biyomekanik 6zellikler bakimindan

gozyasina cok benzemesi nedeniyle dogal gdzyasi kaynagi amaciyla okuler ylizey
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hastaliklarinda kullanilmaktadir. Prezervan icermeyen serumda bulunan bu komponentler
suni gozyaslarinda bulunmazlar [7]. Serumdaki bir¢ok yara iyilesmesini hizlandiran
faktoriin yam sira IL-17, interferon-y (IFN-y) ve TGF-B gibi epitel ¢cogalmasini azaltan ve
inflamasyonu arttiran faktorler de icerir [137, 138]. Serumun A vitamini, TGF-B, IGF-1,
NGF, fibronektin ve lizozim konsantrasyonlar1 gozyasindan fazla iken IgA, EGF ve C
vitamini konsantrasyonlar1 gézyasindaki diizeylerden diisiiktiir [139]. Fibronektin, hiicre
gociinde en etkin faktdrlerden biridir. EGF, epitel hiicrelerinin migrasyonunu arttirir ve
antiapopitotik etki gosterir. TGF-B, stroma ve epitel tamirinde gorev alir. Albuminin ise
antiapoptotik, a2 makroglobulinin antikollajenaz etkileri vardir. A vitamini eksikligi;
goblet hiicre kaybina, keratinizasyona, kornea ve konjonktiva epitel metaplazisine yol agar.
PDGF, korneal fibroblast proliferasyonunu diizenler ve yara iyilesmesinde migrasyonu
arttirir. HGF, kornea epitel hiicrelerinin proliferasyonu, motilitesi ve diferansiyasyonunda
onemlidir. FGF, hiicre proliferasyonunu aktive ederek yara iyilesmesini uyarir [64, 73,
140-143].

Otolog serum ilk olarak 1984 yilinda Fox ve arkadaglari tarafindan kuru goz
hastalarini tedavisinde kullanilmigtir [144]. 1999°da Tsubota ve arkadaslarinin Sjogren
sendromlu kuru goz hastalarinda ve persistan epitel defekti olan hastalarin tedavisinde
otolog serum kullandiklar1 ve basarili sonuglar aldiklar1 ¢alismalari ile otolog serumun
giivenlik ve etkinligi sistematik bir sekilde gosterilmistir [145, 146]. Bircok yayim 6zellikle
ciddi seyirli kuru géz olgularinda otolog serum kullaniminin etkili bir tedavi secenegi
oldugunu kanitlamistir [5, 147].

Otolog serum oftalmolojide kuru goz, persistan epitel defekti, rekiirren korneal
erozyon, siiperior limbik keratokonjonktivit, kimyasal korneal hasar, graft-versus-host
hastaligi (GVHD), limbal kok hiicre yetmezligi, norotrofik keratopati, Stevens-Johnson
Sendromu, okiiler sikatrisyel pemfigoid hastalarinda kullanilmaktadir [146, 148-151].
Okiiler yiizey hastaliklarinda klasik tedaviler ile otolog serumun karsilastirildig
caligmalarin sonucunda otolog serumun daha etkili ve giivenli oldugu gosterilmistir [147].

Otolog serum goéz damlas1 hazirlama protokolii c¢aligmalar arasinda farklilik
gostermektedir. Literatirde otolog serum g6z damlalarn icin farkli seyrelticiler tarif
edilmistir. Serum fizyolojik, dengeli tuz soliisyonu (BSS), gentamisin, kloramfenikol,
sodyum hyaliironat gibi maddeler otolog serum hazirlanmasinda kullanilmistir [145, 152-
155]. Liu ve arkadaslar1 epitel proliferasyonunu, migrasyonunu, diferansiasyonunu en iyi
uzun pthtilasma bekleme siiresi (>120 dk), 15 dk 3000 g santrifiij ve %12,5-25 aras1 BSS

ile diliisyonla en iyi desteklendigine karar vermislerdir [156]. Pihtilasma i¢in ayrilan
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stirenin uzamast ile bliylime faktorlerinin miktar: artarsa da klinik uygulamada yaygin olan
pihtilagsma i¢in 2 saatlik siirenin ayrilmasidir.

Farkli diliisyonlarda otolog serum hazirlamak miimkiindiir. Serumda (50 ng/ml)
gozyast (10 ng/ml) konsantrasyonunu yaklagik olarak 5 kati1 kadar TGF-B bulunmaktadir.
Bu nedenle bir¢ok oftalmolog tarafindan epitel hiicre proliferasyonunu azaltmamak adina
tercih edilen diliisyon oran1 %20 ‘dir [134, 157, 158]. Ancak serumun diliic edilmesi ile
diger epitelyotrofik faktorlerin konsantrasyonlar1 diismektedir. Ek olarak ylizey
hastaliklarinda kullaniminda %50-100 konsantrasyonlarda daha etkili sonuglar alinmistir
[147, 154, 159, 160]. Ayrica diliie edilmemis serum kullaniminda insan epitel hiicre
migrasyonunun muhtemelen daha yiiksek orandaki fibronektin nedeniyle daha hizli oldugu
gosterilmistir [156]. Tedavinin basarisini etkileyen diger 6nemli bir degisken doz sikligidir.
Takamura ve arkadaslari, otolog serum damla giinde sekiz defa kullanildiginda hastalarin
%94’iinde, giinde dort defa kullanildiginda hastalarin % 54’iinde subjektif yakinmalarin
diizeldigini bildirmislerdir [161]. Otolog serumun giinliikk dozlara boliinmiis olarak ¢ok
saylda ve bir defada hazirlanmasi, + 4°C’de 1 aya, -20°C’de 3 aya kadar saklanabilmesi
egilimi klinikte yaygimdir [145, 156].

En iyi etkinin saglandigi minimum konsantrasyon ve doz hastanin ihtiyacina gore,
hastalik bulgularinin siddetine gore ayarlanmalidir.

Yogun protein iceren otolog serum kontaminasyona olduk¢a agik bir preparattir.
Ancak protein igeriginin yani sira lizozim, kompleman ve bazi Ig’ler gibi bakteriostatik
maddeleri de igermektedir. Bu nedenle ayrica bakteriyostatik bir madde eklenmesi gerekli
gorilmemektedir. Otolog serumun hazirlanmasi, saklanmasi ve kullanilmasi sirasinda son
derece dikkatli olunmali ve sterilite sartlarina uyulmalidir. Bu sartlara gerektigi gibi
uyulmasi durumunda ciddi bir enfeksiyon ya da komplikasyon riski olduk¢a azdir [145,
147, 162].

Otolog serum g6z damlasi uygulamasi, allojenik serum géz damlast uygulamasina
tercth edilmelidir. Ancak infantlarda, anemik hastalarda, agir sistemik enfeksiyonu
olanlarda, akut oto-immiin hastaliklarda otolog serum yerine allojenik serum (tercihen 1.
derece yakinlardan alinan kan ile hazirlanan) kullanimi etkindir. Bu durumlarda kan
yoluyla taginan hastalik riski agisindan dikkatli olunmali, serolojik taramalar (HIV, HCV,
HBV) yapilmalidir [163, 164].
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2.7.2. Kord Kani Serumu

Kord kani serumu otolog serum gibi gdzyasina benzer igerikte olup bir¢ok biiylime
faktorli ve norotrofik faktor i¢in kaynaktir. Periferik kan serumu ile kiyaslandiginda daha
fazla konsatrasyonda EGF, TGF-B (yaklasik 2-3 kati1) igerir. A vitamini ise en fazla
periferik kan serumunda sonra kord kani serumunda en az da gézyasnda bulunur. NGF ve
SP yine kord kaninda daha fazla iken IGF-1 konsantrasyonu periferik kan serumundan
daha azdir [8, 9]. Literatiirde Sjogren sendrom olan ve olmayan kuru goz hastalarinda,
GVHD, persistan epitel defektlerinde, ndrotrofik keratopatilerde, rekiirren korneal
erozyonda, kimyasal okiiler yaralanmalarda ve keratorefraktif cerrahi sonrasinda
kullanimlari mevcuttur [8, 165-171]. Kord kani serumu 6zellikle otolog serum kullanimina
uygun olmayan genel durumu bozuk olan, kan diskrazisi ve hematolojik malignensi olan,
kaninda pro-inflamatuar sitokin iceren GVHD ve Sjogren sendromlu hastalarda iyi bir
secenektir [172, 173]. Yapilan galismalarda farkli okiiler yilizey hastaliklarinda otolog
seruma kiyasla daha etkin oldugu gosterilmistir [9, 166, 167, 174]. Persitan kornea epitel
defektlerinde otolog seruma gore daha hizli epitel kapanmasi saglamistir [9].

Gebeliginin 8. ve 38. haftasinda HIV, HCV ve HBV taramasi yapilan ve vajinal ya
da sezaryen dogum yapan donor gebeden fetiis geldikten sonra umblikal venden 60-80 ml
kan toplanir [172]. Geri kalan hazirlama basamaklari otolog serum gibidir. Oda 1sisinda 2
saat bekletildikten sonra 15 dk 3000 g santrifiij edilir [172]. BSS ile %20’lik
konsantrasyonda hazirlanir. Bes ml’lik steril siselere ultraviyole korumasinda yerlestirilir
[172]. Agilmamus siseler -20 °C 3 ile 6 ay saklanabilirken agilan siseler +4 °C de tutularak
1 hafta kullanilabilir [172]. Yaygin klinik kullanimi giinde 4 ya da 6 kere seklindedir [172].
Bir defada birgok hasta i¢in 6rnek hazirlanabilmektedir. Bu otolog seruma gére avantajidir
[133]. Ancak otolog serumla karsilastirildiginda allerji ve bulagici hastalik riski gibi
dezavantajlar1 vardir. HIV, HBV ve HCV gibi bulasici hastaliklar agisindan inceleme
yapilsa bile hastaliklarin pencere donemi akilda tutulmalidir [9, 163] .

2.7.3. Trombosit Bagimhi Plazma Uriinleri

Trombosit bagimli plazma {irlinleri igerdikleri yiiksek konsantrasyonlardaki
biiylime faktorleri nedeniyle farkli cerrahi branglarda yara iyilesmesinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir [175-177]. Trombositler trombin ile uyarilinca birgok biiylime faktorii
salar [7]. Trombosit membranlar1 santifiij ile uzaklastirildiginda bu trombosit kaynakli

bliylime faktorlerince zengin trombosit jeli (platelet releasate) elde edilir ve bu jel
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dondurularak aylarca saklanabilmektedir. Trombosit jelleri, taze donmus plazma (TDP) ve
seruma gore cok daha yiiksek konsantrasyonlarda biiylime faktorii igermektedir. Hiicre
kiltlirii ortaminda, hiicre proliferasyonunu en iyi trombosit jelinin destekledigi, bunu
serum ve TDP’nin izledigi, hiicre gocii ve farklilasmasini ise en iyi serumun destekledigi,
bunu trombosit jeli ve TDP’nin izledigi gosterilmistir [7]. Hiicre gogii iizerine serumun
daha dstiin olmasi, serumda fibronektinin trombosit jeline gore daha yiliksek

konsantrasyonda bulunmasiyla agiklanabilir.

2.8. insan Amnion Sivist

Insan amniotik membranmi oftalmolojide ilk olarak 1940 yilinda Rotth ve
arkadaglan tarafindan konjonktival defektlerde kullanilmigtir [178]. Daha sonra persitan
epitel defekti, norotrofik keratitler, kimyasal yaralanmalar, rekiirren korneal erozyonlar ve
sikatrisyel hastaliklar gibi genis bir kullanim alani olmustur [179-184]. Kornea epitelinde
re-epitelizasyon, inflamatuar cevap ve skar olusumu tizerine olumlu etkileri gosterilmistir
[185, 186]. Amniotik membranin korneal zedelenme sonrasi igerdigi antiinflamatuar ve
antianjiogenik proteinlerle okiiler hasari azalttigi kanitlanmistir [10].

Insan amnion s1vis1 amnion membrani ile cevrili amnion kesesini doldurmaktadir.
Amnion sivisindaki proteinlerin ana kaynagi anne serumu olup protinlerinin %5’ten azinin
kaynagi amnion membranidir [187, 188]. Anne serumu amnion sivisi igindeki bir¢ok
biiylime faktorii i¢in kaynaktir. Albumin, IgG, a-1 antitripsin, transferrin, IGF baglayici
protein 1, D vitamini baglayici protein, seruloplazmin amnion sivisindaki baslica
proteinlerdir [189-192]. Amnion membranindaki bir¢ok protein amnion sivisinda da
bulunmaktadir [11].

Embriyogenetik gelisim sirasinda fetiiste yara iyilegsmesinin diizenleyen amnion
stvist fetal okdiler yiizey ile temas halindedir. Bu durum amnion sivisi ile tedavinin hastalar
tarafindan kolay tolere edilebilirligini agiklayabilir [193].

Yapilan ¢alismalarda farelerde alkali yanik sonrasinda insan ammnion sivisinin
kullaniminin korneal opasite ve skar olusumunu azalttigi gosterilmistir [12]. Tavsanlarda
PRK sonrast insan amnion stvist kullanildiginda daha hizli korneal sinir rejenerasyonu ve
korneal sensitivitenin daha hizli geri kazanimi saglanmistir [13].

Standart bir amnion sivist damlasi hazirlama yontemi olusturulmamistir. Farkli
calismalarda farkli teknikler kullanilmistir. Bu yontemlerden biri su sekildedir: 16-21
haftalik gebelerden karyotip analizi i¢in yapilan amniosentez sonrasi analizden sonra

alinan amnion sivilart kullanilarak 10 dk 1800 g santrifiij edilmis ve siipernatant -70 °C ‘de
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saklanmigtir [194]. Diger bir yontemde ise term dogum sonrasi alinan amnion sivisi
ornekleri yine 10 dk 1800 g santriflij edilmis ve siipernatant -20 °C’de kullanim anina
kadar bekletilip kullanim esnasinda +4 °C de saklanmigtir [195]. Hazirlanan bu %100

amnion sivilar1 genelde giinde 4 kez uygulanmistir.

2.9. Anne Siitia

Anne siitli, infantlarin gelisimini saglayan ve immiin sistem matiiritesi
tamamlanana kadar onlar1 enfeksiyonlardan koruyan bircok antimikrobiyal ve
immiinmodulator komponent iceren kompleks biyolojik sividir. igerigi infantin yasina ve
diger ozelliklerine gore gerekli olan ihtiyacina gore degisir [196, 197].

EGF, A vitamini, laktoferrin, oligosakkaritler, omega 3 ve omega 6 yag asitleri
literatiirde okiiler yiizey ¢alismalarinda etkin bulunan anne siitii komponentlerdir [145,
198-201]. EGF, epitel hiicrelerinin proliferasyonu ve goblet hiicre sayisini arttirarak,
apoptozisi azaltarak korneal yara iyilesmesinde etkilidir [198]. A vitamini eksikligi kornea
epitelinde metaplaziye sebep olmaktadir [202, 203]. Gozyasinin anti-inflamatuar bir
komponenti olan laktoferrinin eksikligi ise inflamasyonu artirmaktadir [199, 204]. Omega
3 ise meibomian glandlar {izerine anti-inflamatuar etki gostererek gozyasi buharlasmasini
engeller. Oligosakkaritler de gozyasi film tabakasinin stabilizasyonunun korunmasini
saglar [200]. Boylece okiiler yiizeyde epitel hiicrelerinin dongiisiinii regiile eden ve yara
lyilesmesinde etkin olan gdzyas: film tabakasinin devamliligr saglanmis olur. NGF ve IGF
de yine anne siitiinde bulunan komponentlerdendir [205].

Anne siitii icerigindeki lizozimler, Ig A, Ig G, sitokinler, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-
B ve B-defensin-2, laktoperoksidaz ile antienfektif etki gosterir [206-209].

Anne siitiinde immiin hiicreler de bol miktarda bulunmaktadir. Kolostrumda daha
cok olup, bunlarin ¢ogu nétrofildir. Ikinci siklikta makrofajlar bulunmaktadir,
kolostrumdaki 16kositlerin %40’ 1n1 olusturmaktadir. Lenfositler anne siitiindeki 16kositlerin
%]10’unu olusturur, bunlarinda %?20’si antikor iireten B lenfositlerdir. Geri kalani ise
enfekte hiicreleri direkt dldiiren ya da immiin sistemin diger komponentlerinin gogiinii
saglayan kimyasal uyarilar1 gonderen T lenfositlerdir [210].

Anne siitiindeki bazi komponentler (6rnegin kortizol ve bazi proteinler drnegin
EGF, NGF, IGF ve somatomedin C) mukozal bir bariyer olusturarak mikroorganizmalarin
invazyonunu engeller [205].

Anne siitiindeki yaglarinin %98°1 trigliseritlerden olusur. Palmitik ve oleik asitler

trigliserit yapisinda en fazla bulunan yag asitleridir. Kolostrumda daha fazla olmak iizere
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anne siitiniin ¢oklu doymamis yag asitlerden zengin olmasi beyin gelisimi,
miyelinizasyon, retinal islevler ve hiicre proliferasyonunun normal olmasini saglar [211].

Anne siitiinde potasyum, sodyum ve kalsiyum serbest iyonlar olarak, diger
mineraller de kompleks bilesikler halinde bulunurlar. Anne siitiiniin demirin yogunlugu
diisiik (0,2-0,8mg/lt) ancak biyoyararlanimi yiiksektir. Anne siitiinde ¢inko genellikle
whey proteinlerine baglidir. Anne siitiindeki selenyum miktar1 inek siitiinden daha fazladir.
Selenyum, humoral ve hiicresel bagisiklik sisteminde gorevli olup toksik maddelerin
yikiminm1 katalize eden glutatyon peroksidazin yapisina girer. Anne siitiinde potasyum
iyonlar1 sodyum iyonlarindan daha fazladir. Bu 6zelligi ile anne siitii intraselliiler sivilarla
uyumluluk gosterir [212].

Anne siitli, serum ve gozyasina benzer bir sekilde kornea epitel hiicre dongiisii ve
yara iyilesmesinde etkinligi olan bircok komponent igerir. Buradan yola c¢ikilarak
klinigimizce farelerde epitel defekti olusturularak yapilan g¢alismada anne siitii ile

iyilesmenin suni gézyasina gore daha iistiin oldugu gosterilmistir [14].

2.10. Suni Gozyas

Topikal suni gozyaslar1 ve jelleri ile gozyas: replasmani kuru géz tedavisinde en sik
kulllanilan tedavi yontemidir. Gézyas1 tedavisi ile okiiler ylizey nemlenmesi saglanmakta,
gbzyas1 osmolalitesi azaltilmakta ve inflamatuar ajanlar diliie olmaktadir [213]. Suni
gozyaslar1 damla, pomad ve jel formunda olabilir. Damlalar polivinil alkol, seliiloz
deriveleri (hypromellose), mukomimetikler veya Na-hyaliironat igerir.

Dogal gozyas1 komponentleri olan su, tuz, hidrokarbon, proteinler, lipitler, biiylime
faktorleri suni gozyasinda bulunmaz. Suni gozyasi, dogal gézyasi film tabaka yapisi
gostermez. Ayrica suni gézyasi ile saglanan nemlilik kullanim siklig1 ile ilgili olup stirekli
salinan dogal gozyas1 gibi nemliliginin siirekliligini saglayamaz. Suni gozyasi ile saglanan
nemliligin siiresini arttirmak i¢in mukoadeziv 6zelligi olan, miisin tabakaya benzer olan
maddeler eklenmeye baslanmistir. Cogu vizkdz jel seklinde olan bu preparatlarin ile okiiler
yiizeyde kalis siiresinin artmasina ragmen iritasyon, kapaklarda yapisiklik ve agirlik hissi,
bulanik gérme gibi yan etkiler nedeniyle kullanimlar1 zordur [214]. Suni gdzyaslarinda
bakteriyel kontaminasyonu engellemek i¢in kullanilan koruyucu maddeler (prezervan) bu
driinlerin kullaniminmi kisitlayan en 6nemli faktordiir. En sik kullanilan koruyuculardan
olan benzalkonium klorid (BAK) konjonktiva ve kornea hiicrelerinde hiicre zari lipit
tabakasini emiilsifiye ederek hiicre zarmmi yikar. Suni gozyasini giinden dortten fazla

kullanmas1 gereken hastalara prezervansiz tek dozluk preparatlar 6nerilmelidir.
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Dogal gozyasinin pH’1 7,4 olup suni gozyaslarindaki bu alkali 6zellik bikarbonat
iyonu ile saglanir [214].

Kuru goz hastalarinda gozyast hiperosmolardir [214]. Hipotonik damlalarin
tedavide daha etkili oldugu bildirilmistir [215]. Okiiler yiizey epitel saglig1 i¢in kullanilan
gbzyaslarinin elektrolit igerigi onemlidir. Ozellikle kornea kalinhigini korumak ve
saydamligin1 saglamak icin potasyum, hasarli epitelin yenilenmesi ve miisin tabakanin
devamlilig1 i¢in bikarbonat gereklidir. Lubrikanlarin elektrolit oranlar1 gdzyasina benzer

sekildedir [216].
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan

onaylanmuistir. (Onay no: DA 17/13).

3.1. Topikal Damla Hazirlanisi

Anne siitii topikal damlas1 i¢in 6 aylik term bebegini emziren anneden alinan siit
kullanilmistir. Bes ml’lik damlaliklarda -18 C° de dondurularak maksimum 3 giin
saklanmis ve glinliik kullanimda +4 C° de korunmustur.

Insan serumu igin géniillii vericiden 20 ml periferik kan alinmistir. Alinan kan oda
sicakliginda 2 saat bekletilip 15 dk 3000 g santrifiij edilmis ve serum fizyolojik ile %20
dilie edilerek 5 ml ‘lik damlaliklara boliistiiriilmiis ve -20 C° de maksimum 3 giin
saklanmistir. Kullanim sirasinda +4 C° de korunmustur.

Umblikal kord serumu, 8. hafta ile 38. haftada serolojik testleri negatif olan 38.
gestasyonel haftada sezaryen ile dogum yapan gebeden dogum aninda bebegin gelisinden
sonra umblikal venden alinan 20 ml kanla insan serumu hazirlama basamaklar
kullanilarak hazirlamis olup -20 C° de maksimum 1 ay saklanmistir. Kullanim sirasinda +4
C° de korunmustur.

Amnion sivisi, 38 haftalik sezaryen dogum esnasinda 2 hastadan alinmis olup 10 dk
1800 g de santrifiij edilip -20 C° de dondurulmus ve kullanimdan 6nce +4 C° de
¢Oziilmiistiir. Yine kullanim sirasinda +4 C° de saklanmustir.

Suni gbzyas1 grubunda prezervansiz Na-hyaliironat damla kullanilmustir.

3.2. Hayvan Modeli

Calismada 36 adet, agirliklart 20-30 gr arasinda degisen, eriskin disi Balb/C fare
kullanildi. 40 mg/kg intraperitoneal Ketamin Hidroklorid + 4 mg/kg Xylazine ile
sedasyona ek olarak % 0,5 propakain hidroklorid ile topikal anestezi yapildi (Sekil 3.1).
Kornea epiteli santralde tek kullanimlik 2mm ¢apinda dermatolojik deri punch (Acu-
Punch, Acuderm, Ft. Lauderdale, FL) ile isaretleme sonrast mikroskop altinda 11 numara
bistiiri ile kazindi (Sekil 3.2, 3.7). Biitiin bu islemler aymi arastirmaci tarafindan
gergeklestirildi.

Epitel kazinmasi sonrasi fareler rastgele secilen 6 gruba ayrilds;
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Grup A (n=6) Insan serumu damla giinde 4 kez topikal

Grup B (n=6) Umblikal kord serum damla giinde 4 kez topikal
Grup C (n=6) Amnion sivisi giinde 4 kez topikal

Grup D (n=6) Anne siitii damla giinde 4 kez topikal

Grup E (n=6) Suni gozyast damla giinde 4 kez topikal

Grup F (n=6) Kontrol

o g~ w D F

Epitel kazinmasindan hemen sonra biitiin gruplara aymi giinde uygulamalara

basland1 ve 3 giin siireyle devam edildi.

Sekil 3.1. islem 6ncesi normal fare goziiniin goriiniimii

Sekil 3.2. Korneada 2 mm isaretleme i¢in kullanilan punch
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Sekil 3.3. 2mm’lik santral kornea kazima alaninin isaretlenme islemi

Sekil 3.4 Korneal isaretleme sonrasi goriiniim
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Sekil 3.5. Isaretlenen santral kornea alanin 11 numara bistiiri ile kazima islemi

Sekil 3.6. 2 mm ¢apinda santral kornea epitel defekti alani
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Sekil 3.7. 2mm santral kornea epitel defektinin floresein boyama sonrasi goriiniimii

3.3. Biyomikroskopik Degerlendirme

Biitlin farelerin 12. saat, 1. 2. ve 3. glin biyomikroskopik muayenesi yapildi. Epitel
defekti boyutu her muayenede floresein boyama yapilarak degerlendirildi ve Sony 5.1
mega pixels dijital fotograf makinesi ile x16 biiylitmede mikroskop altinda fotograflandi.
ImagelJ programu ile alan hesab1 yapilarak defekt kapanma yiizdesi hesaplandi.

3. giin muayene sonrast 50 mg/kg intramiiskiiler ketamin hidroklorid ile fareler

sakrifiye edildi ve eniikleasyon yapildi.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Herbir gruptaki 6 fare goziiniin rastgele 3‘li patolojik degerlendirme kalan 3’1 ise
histolojik degerlendirme i¢in hazirlandi.

Patolojik inceleme i¢in ayrilan grupta, eniikliiasyonun hemen ardindan fiske edici
stvinin tim globa girebilmesi igin 27 gauge igne kullanilarak, limbustan 1 mm mesafeden
globlar saat 3 ve 9 meridyenlerinden perfore edildi. Globlar %10 formaldehit icinde
muhafaza edildi. Yirmi dort saat sonra formaldehitten ¢ikarilarak dehidrate edildi ve
parafin igine gomiilerek hematoksilen ve eozinle boyanmak tizere 3 mikronluk kesitler
alindi. Standartizasyon amaciyla optik disk hizasindan gecen santral kornea alani

degerlendirildi. Bu kesitlerden x10, x20 ve x40’lik biiylitme altinda fotograf ¢ekildi.
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Histolojik inceleme i¢in eniikliie edilen globlar fosfat tamponlu % 2,5 gluteraldehit
icinde 2-3 saat fikse edildi. Sonra fosfat tamponlu % 1 osmium tetroksit ile postfiksasyon
ve dereceli alkol serisi (%25, %50, %75, %95, absolii alkol) ile dehidratasyon yapilmistir.
Propilen oksitten gegirildikten sonra, spesimenler Araldehit CY 212, DDSA (2-dodocenil
stiksinik anhidrit) BDMA (benzildimetil amin) ve dibiitilpitalat i¢ine gomiilmiistiir. 48 saat,
56°C inkiibatorde polimerize edilmistir. Yart ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile

boyanmis ve 151k mikroskopunda incelenmistir

3.5. istatistiksel Analiz

Arastirma verileri SPSS (20,00 Version) ile analiz edilmistir. Orneklem biiyiikliigii
6 oldugundan nonparametrik analizler kullanilmistir. Ikili karsilastirmalarda Mann
Whitney U analizi, ii¢ ve lizerindeki karsilastirmalarda Kruskal Wallis H analizi

kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyomikroskopik Bulgular

Biitiin farelerin santral 2 mm korneal epitel defekti floresein boya kullanilarak
kontrol edildi ve tiim fareler ¢alismaya alindi.
Onikinci, 24., 48. ve 72. saatteki muayeneler sirasinda ¢ekilen fotograflar tizerinden

(Sekil 4.1-4.6) Image] programi kullanilarak belirtilen saatlerdeki defekt kapanma

yiizdeleri hesaplandi.

(A) (B)

(€) (D)

Sekil 4.1. insan serumu damlatilan (Grup A) biyomikroskopik muayene fotograflar

A. Grup A biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 12. Saat goriilmektedir. B. Grup
A, 1. glin biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlart goriilmektedir. C. Grup A, 2. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir. D. Grup A, 3. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir.

30



(A) (B)

Q) (D)

Sekil 4.2. Umblikal kord serumu damlatilan (Grup B) biyomikroskopik muayene
fotograflari

A. Grup B biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 12. aaat gériilmektedir. B. Grup
B, 1. giin biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari gérilmektedir. C. Grup B, 2. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goérilmektedir. D. Grup B, 3. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir.
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(A) (B)

(€ (D)

Sekil 4.3. Amnion sivist damlatilan (Grup C) biyomikroskopik muayene fotograflar

A. Grup C biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 12. saat goriilmektedir. B. Grup
C, 1. giin biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir. C. Grup C, 2. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 goriilmektedir. D. Grup C, 3. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir.
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(A) (B)

(C)

Sekil 4.4. Anne siitii damlatilan (Grup D) biyomikroskopik muayene fotograflar

A. Grup D biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 12. saat gérilmektedir. B. Grup
D, 1. giin biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 goriilmektedir. C. Grup D, 2. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir.
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(A) (B)

(C) (D)

Sekil 4.5. Suni gozyas1 damlatilan (Grup E) biyomikroskopik muayene fotograflari

A. Grup E biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 12. saat goriilmektedir. B. Grup
E, 1. giin biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 gérilmektedir. C. Grup E, 2. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 goriilmektedir. D. Grup E, 3. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir.
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(A) (B)

(C) (D)

Sekil 4.6. Kontrol grubunun (Grup F), biyomikroskopik muayene fotograflari

A. Grup F biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlar1 12. saat goriilmektedir. B. Grup
F, 1. giin biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlart gériillmektedir. C. Grup F, 2. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir. D. Grup F, 3. giin
biyomikroskopik muayene ile korneal floresein boyanma alanlari goriilmektedir.
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Gruplar arasinda epitel kapanma yiizdeleri arasinda fark olup olmadigi Kruskal
Wallis testi ile analiz edilmis olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.1). Ancak 6rneklem sayisinin kii¢iik olmasi nedeniyle

ayrica ikili gruplar arasinda Mann Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar yapilmistir.

Tablo 4.1. Gruplar aras1 epitel kapanma yiizdesi karsilastirmasi

12.saat 24 saat 48.saat 72.saat

Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Insan Serumu 13,68+14,98 32,96+23,73 60,31+£38,98 64,98+39,20
Umblikal Kord Serumu 11,53+11,52 24.25+12,36 47,14+22,03 74,16£12,63
Amnion Sivisi 22,57+11,99 46,47+32,56 55,59+36,68 68,27+37,98
Anne Siitii 11,74£2,15 36,59+22,41 68,79+£21,75 84,55+18,23
Suni Gozyast 10,45+10,11 20,38+18,21 45,86+26,55 60,52+20,51
Kontrol 9,40£10,01 19,90+17,52 43,96+26,27 56,71£21,55
Kruskal Wallis 6,008 6,195 3,548 7,093
P 0,305 0,288 0,616 0,214

Insan serumu ve umblikal kord serumu kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (Tablo 4.2) (p>0,05).

Tablo 4.2. Insan serumu ile umblikal kord Serumu arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili

karsilagtirma
12.saat 24 .saat 48.saat 72.saat
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Insan Serumu 13,68+14,98 32,96+23,73 60,31+38,98 64,98+39,20
Umblikal Kord Serumu 11,53+11,52 24,25+12,36 47,144+22,03 74,16£12,63
Mann Whitney U 17,000 16,000 16,000 18,000
P 0,937 0,818 0,748 0,942

Insan serumu ve amnion sivisi kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. insan serumu ile amnion sivis1 arasinda epitel kapanma yiizdesi iKili

karsilastirma
12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort+SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS
Insan Serumu 13,68+14,98 32,96+23.73 60,31+38,98 64,98+39,20
Amnion Sivist 22,57+11,99 46,47+32,56 55,59+36,68 68,27+37,98
Mann Whitney U 10,000 15,000 16,000 17,500
P 0,240 0,699 0,818 0,937

Insan serumu ve anne siitii kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma yiizdesinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. insan serumu ile anne siitii arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili karsilastirma

12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS
Insan Serumu 13,68+14,98 | 32,96+23,73 60,31+£38,98 | 64,98+39,20
Anne Siitii 11,74+2,15 35,59+£22,41 68,79+£21,75 | 84,55+18,23
Mann Whitney U 16,000 15,000 15,000 13,500
P 0,818 0,728 0,629 0,442

Insan serumu ve suni gdzyas1 kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Insan serumu ile suni gdzyas1 arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili
karsilastirma

12.saat 24 .saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort+SS Ort£SS Ort£SS
Insan Serumu 13,68+14,98 | 32,96+23,73 60,31+38,98 | 64,98+39,20
Suni G6z Yas1 10,45+£10,11 | 20,38+18,21 45,86+26,55 | 60,52+20,51
Mann Whitney U 17,000 9,000 13,000 16,000
P 0,937 0,180 0,485 0,867

Insan serumu kullanilan grup ve kontrol arasinda epitel kapanma yiizdesinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Insan serumu ile kontrol grubu arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili

karsilastirma
12.saat 24 .saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Insan Serumu 13,68+14,98 | 32,96+23,73 60,31+38,98 | 64,98+39,20
Kontrol 9,40+10,01 19,90£17,52 43,96+26,27 | 56,71+21,55
Mann Whitney U 16,000 11,000 13,000 16,000
P 0,831 0,310 0,423 0,747

Umblikal kord serumu ve amnion sivisi kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Umblikal kord ile amnion sivis1 arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili

karsilastirma
12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS
Umblikal Kord Serumu | 11,53+11,52 | 24,25+12,36 47,14+£22,03 | 74,16£12,63
Amnion S1visi 22,57+11,99 | 46,47+32,56 55,59+36,68 | 68,27+37,98
Mann Whitney U 9,000 13,000 16,000 16,000
p 0,180 0,485 0,818 0,818

Umblikal kord serumu ve anne siitii kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Umblikal kord ile anne siitii arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili karsilastirma

12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort+£SS Ort+£SS Ort+£SS
Umblikal Kord Serumu 11,53+£11,52 24.25+12,.36 47,14422.03 74,16£12,63
Anne Siitii 11,744£2,15 35,59+22,41 68,79+21,75 84,55+18,23
Mann Whitney U 10,000 12,000 8,000 10,000
p 0,240 0,337 0,109 0,240

Umblikal kord serumu ve suni gézyasi kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Umblikal Kord ile suni gozyas1 arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili

karsilastirma
12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Umblikal Kord Serumu 11,53+11,52 24.25+12,36 47,14+22,03 74,16+12,63
Suni G6z Yas1 10,45+10,11 20,38+18,21 45,86+26,55 60,52+20,51
Mann Whitney U 17,000 13,000 17,000 11,000
P 0,937 0,485 0,937 0,310

Umblikal kord serumu kullanilan grup ve konrol arasinda epitel kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Umblikal Kord ile kontrol grubu arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili

karsilastirma
12.saat 24 .saat 48.saat 72.saat
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort£SS
Umblikal Kord Serumu 11,53+£11,52 24.25+12.36 47,14+22.03 74,16+£12,63
Kontrol 9,40+£10,01 19,90+17,52 43,96+26,27 56,71+21,55
Mann Whitney U 15,000 13,000 17,000 7,000
P 0,631 0,485 0,873 0,086

Amnion sivist ve anne siitii kullanilan gruplar arasinda epitel kapanma yiizdesinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Amnion sivist ile anne siitii arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili karsilastirma

12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS
Amnion Sivist 22,57£11,99 46,47£32,56 55,59+36,68 68,27+37,98
Anne Siitii 11,74+2,15 35,59+22,41 68,79+21,75 84,55+18,23
Mann Whitney U 9,000 17,000 14,000 14,500
P 0,180 0,937 0,589 0,598

Amnion sivist ve suni gozyasikullanilan gruplar arasinda epitel

kapanma

yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Amnion sivisi ile suni gozyasi arasinda epitel kapanma yiizdesi iKili

karsilastirma
12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort+SS
Amnion Sivist 22,57£11,99 46,47+32,56 55,59+36,68 68,27+37,98
Sunni G6z Yasi 10,45+10,11 20,38+18,21 45,86+26,55 60,52+20,51
Mann Whitney U 7,000 10,000 15,000 14,000
p 0,177 0,240 0,699 0,589

Amnion stvist kullanilan grup ve kontrol arasinda epitel kapanma yiizdesinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Amnion sivist ile kontrol grubu arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili

karsilastirma
12.saat 24.saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS
Amnion Sivisi 22,57+11,99 46,47+32,56 55,59+36,68 68,27+37,98
Kontrol 9,40+10,01 19,90£17,52 43,96+26,27 56,71+£21,55
Mann Whitney U 6,500 7,000 14,000 13,000
P 0,065 0,093 0,589 0,485

Anne siitli ve suni gézyast kullanilan gruplar arasinda 12. ve 48. saatte istatistiksel

olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05). Ancak 24. ve 72. saatte iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmiistiir (p<0,050) (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. Anne siitii ile suni gozyasi arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili karsilastirma

12 saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort+£SS Ort+£SS Ort+£SS Ort+SS
Anne Siitii 11,74+2,15 35,59422 41 68,79+21,75 84,55+18,23
Suni G6z Yast 10,45+10,11 20,38+18,21 45,86+26,55 60,52+20,51
Mann Whitney U 8,000 6,000 10,000 6,00
P 0,132 0,05 0,240 0,05

Anne siitii kullanilan grup ve kontrol arasinda 48. saatlerde istatistiksel olarak

anlaml bir fark belirlenmemistir (p>0,05). Ancak 12.; 24. ve72. saatte iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmiistiir (p<0,050) ( Tablo 4. 15).
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Tablo 4.15. Anne siitii ile kontrol grubu arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili karsilastirma

12.saat 24 .saat 48.saat 72.saat
Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS
Anne Siitii 11,7442,15 35,59+22,41 68,79+21,75 84,55+18,23
Kontrol 9,40+10,01 19,90+17,52 43,96+26,27 56,71+£21,55
Mann Whitney U 6,000 6,000 8,000 3,000
P 0,05 0,05 0,109 0,015

Suni gozyas1 kullanilan grup ve kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Suni gozyasi ile kontrol grubu arasinda epitel kapanma yiizdesi ikili

kargilastirma
12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Kontrol 9,40+10,01 19,90£17,52 | 43,96£26,27 | 56,71£21,55
Suni G6z Yasi 10,45+10,11 | 20,38+18,21 | 45,86+26,55 | 60,52+20,51
Mann Whitney U 15,000 16,000 17,000 14,000
P 0,699 0,818 0,937 0,589

4.2. Patolojik Bulgular

Tim preperatlar gruplar bilinmeden ayni patolog tarafindan hemotoksilen eozin
boyama ile incelendi (Sekil 4.7- 4.12). Biitiin gruplardaki farelerden elde edilen
histopatolojik inceleme sonucu limbal infilamasyon, stromal 16kosit infiltrasyonu, bazal
hiicre dizilimi, ylizeyel hiicre dizilimini gore siniflandirilarak gosterilmistir (Tablo 4.17).
Limbal inflamasyon ve stromal 16kosit infiltrasyonu i¢in skorlama 0= yok, 1=orta siddetde,
2=yogun, bazal hiicre dizilimi ve ylizeyel hiicre dizilimi i¢in skorlama 0=diizenli, 1=orta,

2=kétii olarak yapildi.
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A B

Sekil 4.7. Insan serumu damlatilan grup patolojik kesitler

C

A.Grup A hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x20 biiyiitme goriilmektedir. B. Grup A
hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x40 biiyiitme goriilmektedir C. Grup A limbal infiltrasyonu
hemotoksilen eozin boyanmasi X10 biiyiitme goriilmektedir.

A B C

Sekil 4.8. Umblikal kord serumu damlatilan grup patolojik kesitler

A.Grup B hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x20 biiyiitme goriilmektedir. B. Grup B
hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x40 biiyiitme goriilmektedir C. Grup B limbal infiltrasyonu
hemotoksilen eozin boyanmasi x10 biiyiitme goriilmektedir.

A B C

Sekil 4.9. Amnion sivist damlatilan grup patolojik kesitler

A.Grup C hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x20 biiyiitme goriilmektedir. B. Grup C
hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x40 biiyiitme goriilmektedir C. Grup C limbal infiltrasyonu
hemotoksilen eozin boyanmasi x10 biiyilitme goriilmektedir.
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A B C

Sekil 4.10. Anne siitii damlatilan grup patolojik kesitler

A.Grup D hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x20 biiylitme goriilmektedir. B. Grup D
hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x40 biiyiitme goriilmektedir C. Grup D limbal infiltrasyonu
hemotoksilen eozin boyanmasi x10 biiyiitme goriilmektedir.

B C

Sekil 4.11. Suni gézyas1 damlatilan grup patolojik kesitler

A.Grup E hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x20 biiyiitme goriilmektedir. B. Grup E
hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x40 biiyiitme goriilmektedir C. Grup E limbal infiltrasyonu
hemotoksilen eozin boyanmasi x10 biiyiitme gérilmektedir.

A B C

Sekil 4.12. Kontrol grubu patolojik kesitler

A.Grup F hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x20 biiyiitme goriilmektedir. B. Grup F
hemotoksilen eozin boyanma patolojik kesitleri x40 biiyiitme goriilmektedir C. Grup F limbal infiltrasyonu
hemotoksilen eozin boyanmasi x10 biiyiitme goriilmektedir.
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Tablo 4.17. Patolojik skorlar

Limbal Stromal infiltrat Bazal hiicre Yiizeyel hiicre
inflamasyon dizilimi dizilimi
Al 1 0 0 1
A3 1 1 1 1
A5 2 1 1 1
Bl 2 1 1 1
B3 1 0 1 1
B5 1 1 1 1
C1 1 2 1 1
C3 1 0 0 1
C5 1 0 0 1
D1 1 1 1 0
D3 1 0 0 0
D5 1 0 1 1
El 1 1 1 1
E3 2 2 1 1
E5 1 1 1 1
F1 1 1 1 2
F3 1 1 2 1
F5 2 2 1 2

Limbal inflamasyonda gruplardaki farelerin elde ettigi skorlar arasinda fark olup

olmadig1 Kruskal Wallis testi ile analiz edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak fark

belirlenmemistir (x%: 2,429; p>0,05). Orneklemin kiigiik olmast nedeniyle her grubun ikili

kargilagtirmalart Mann Whitney U testi ile analiz edilmis ve ikili karsilagtirmalarda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir (p>0,05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Limbal inflamasyon skorlarina gore gruplarin karsilagtirilmasi
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Stromal 16kosit infiltrasyonu agisindan gruplar arasinda fark olup olmadigi Kruskal
Wallis testi ile analiz edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak fark belirlenmemistir
(XZ: 5,163; p>0,05). Orneklemin kiigiik olmas1 nedeniyle her grubun ikili karsilastirmalari
Mann Whitney U testi ile analiz edilmis ve ikili karsilastirmalarda anne siitii ile suni
gbzyas1 ve anne siitii ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
belirlenmistir (U: 1,000; p<0,05). Diger ikili gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmamustir (p>0,05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Stromal 16kosit infiltrasyonu skorlarina gore gruplarin karsilagtirilmasi

Bazal hiicre dizilimi agisindan gruplar arasinda fark olup olmadigi Kruskal Wallis
testi ile analiz edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak fark belirlenmemistir (x*:
6,876; p>0,05). Orneklemin kiiciik olmas1 nedeniyle her grubun ikili karsilastirmalari
Mann Whitney U testi ile analiz edilmis ve ikili kargilastirmalarda sadece amnio sivisi ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel fark oldugu (U: 1,000; p<0,050), diger ikili gruplarda
ise anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bazal hiicre dizilimine gore gruplarin karsilagtirilmasi

Yiizey dizilimi agisindan gruplar arasinda fark olup olmadig1 Kruskal Wallis testi ile
analiz edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlenmistir
(X2: 11,333; p<0,05). Orneklemin kiiciik olmasi nedeniyle her grubun ikili karsilastirmalari
Mann Whitney U testi ile analiz edilmis ve ikili karsilastirmalarda sadece anne siitii ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel fark oldugu (U: 0,500; p<0,031), diger ikili gruplarda
ise anlamli bir fark olmadig goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Yiizeyel hiicre dizilimine gore gruplarin karsilastiriimasi

4.3. Histolojik Bulgular

Kornea hasar1 sonrasinda higbir islem uygulanmayan grupta 1sik mikroskop
kesitinde kiiciik biiyliltmede yiizey epitel hiicreleri arasinda siv1 birikimi sonucu agilmalar
ve bazi alanlarda epitel hiicre katmanlariin dokiildiigii izlendi. Bowman zarinin normal
yapisint koruyamadigi ve kesintiye ugradigi alanlar ayirt edildi. Stromanin hem
subepiteliyal hem de subendoteliyal alanda graniilasyon dokusuna benzer sekilde hiicreden
ve damardan zengin oldugu ve Odemli goriinim sergiledigi ayirt edildi. Stromanin
dokunun genelinde genis limenli damarlar icerdigi goriildii. Kornea epitelinin korundugu
alanlarda stroma da kollajen lifler ve fibroblastlarin arasinda nétrofil infilrasyonu izlendi.
Diger gruplardan farkli olarak kornea endotelinin hemen altinda endotel cekirdegi ve
liimeni belirgin kapillerler goriildii. Kornea endotelinde nétrofil adezyonu ayirt edildi
(Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Kontrol grubu 151k mikroskopi kesitleri

A.Kontrol grubu Toluidin Mavisi X400; =»: Cok katl1 yassi epitel, 3: Hiicreler aras1 bosluk, STR: Stroma,+
: Odem, —: Kollagen lif demeti, DSCM: Descement membran, —: Kornea endoteli, »: Kapiller
goriilmektedir. B. Kontrol grubu Toluidin Mavisi X1000; =»: Cok katli yass1 epitel, 3: Hiicreler arasi
bosluk, #: Bowman membraninda silinme, STR: Stroma,+ : Odem, —: Kollagen lif demeti, »: kapiller
goriilmektedir. C. Kontrol grubu Toluidin MavisiX1000; STR: Stroma, Fb: Fibroblast, —: Kollagen lif
demeti, »i: Notrofil gorilmektedir. D. Kontrol grubu Toluidin MavisiX1000; STR: Stroma, —: Kollagen lif
demeti, Mi: Notrofil, DSCM: Descement membran, -+ ; Kornea endotelinde nétrofil adezyonu

Deneysel olarak olusturulan kornea hasar1 sonrasinda suni gozyasi uygulanan
grupta korneanin tabakalarinin kontrol grubuna goére korunmus oldugu saptandi. Yiizey
epitel hiicrelerinin kontrol grubuna gore daha iyi bir yapisal dizilim gdsterdigi ve hiicreler
arasit boslugun daha az oldugu izlendi. Stromada kollagen lifler yer yer ondulasyon
gosterse de doku genelinde diizenli yerlesim gosterdikleri ve aralarinda yassi ¢ekirdekleri
ile fibroblastlarin varligi goriildii. Descement membran homojen goriiniimlii olarak ayirt

edildi. Bu grupta kornea endotelinde bazi bélgelerde notrofil adezyonu izlendi (sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Suni gézyas1 damlatilan grup 151k mikroskopi kesitleri

A. Suni g6zyast damlatilan grup Toluidin MavisiX400; =»: Cok katli yass1 epitel, STR: Stroma, —: Kollagen
lif demeti, DSCM: Descement membran, -+: Kornea endoteli gériilmektedir. B. Suni gozyas1 damlatilan grup
Toluidin MavisiX1000; =»: Cok katli yassi epitel, STR: Stroma, Fb: Fibroblast, —: Kollagen lif demeti
goriilmektedir. C. Suni gozyast damlatilan grup Toluidin MavisiX1000; STR: Stroma, Fb: Fibroblast, —:

Kollagen lif demeti, DSCM: Descement membran, -+ ; Kornea endotelinde nétrofil adezyonu goériilmektedir.

Kornea hasar1 sonrasinda insan serumunun tedavi edici etkisinin degerlendirildigi
deney grubunda kornea yiizey epiteli hasar1 olduk¢a belirgindi. Yiizey epiteli hasarinin
izlendigi bolgelerde stromada nétrofil infiltrasyonu ayirt edildi. Stromada ondulali
diizenlenim gosteren kollagen lifler arasinda birlikte yiizey epiteline yakin alanda ve

kornea endotelinde diger gruplarda oldugu gibi nétrofil adezyonu gorildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Insan serumu damlatilan grup 151k mikroskopi kesitleri

A. insan serumu damlatilan grup Toluidin MavisiX400; =»: Cok katli yassi epitel, STR: Stroma, —:
Kollagen lif demeti, — ; Kornea endoteli goriilmektedir. B. Insan serumu damlatilan grup Toluidin
MavisiX1000; =»: Cok kath yass1 epitel, +: 6dem, STR: Stroma, »M; Notrofil infilrasyonu, -~ ; Kornea

endotelinde notrofil adezyonu goriilmektedir.

Umblikal kord serumu uygulamasmin kornea hasar1 tizerindeki etkinliginin
denendigi grupta yiizey epitelin bazi alanlarda dokiildiigii ve bu bolgelerde stromada
notrofil infiltrasyonu oldugu goriildii. Kornea endotel hiicre c¢ekirdegi ayirt edilemezken
bunun yerine endotel sitoplazmasina tutunan nétrofil hiicreleri izlendi. Biiyiik biiyiiltmede
yer yer ¢ok katli yassi epitelin korundugu ancak yiizeye yakin hiicreler arasindaki agikligin
belirgin oldugu goriildii. Bu bolgede Bowman zarinin normal yapisini korudugu izlendi.
Kollagen lifler arasina dagilmis noétrofiller belirgindi. Descement membranin diger
gruplarda oldugu gibi homojen goriiniimiinii korudugu izlendi. Bu grupta da nétrofillerin
kornea endoteline adezyon gosterdigi goriildii (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Umblikal kord serumu damlatilan grup 151k mikroskopi kesitleri

A.Umblikal kord serumu damlatilan grup Toluidin MavisiX1000; STR: Stroma, M ; Nétrofil infilrasyonu, —:
Kollagen lif demeti, -» ; Kornea endotelinde nétrofil adezyonu gorillmektedir. B. Umblikal kord serumu
damlatilan grup Toluidin MavisiX1000; STR: Stroma, Fb: Fibroblast, mi: Nétrofil, —: Kollagen lif demeti,

DSCM: Descement membran, - ; Kornea endotelinde nétrofil adezyonu goriilmektedir.

Amnion sivisi uygulanan grupta diger gruplarda oldugu gibi kornea kesitlerinde
kiigiik biiylitmede kornea hasari olusturulan bolgede ¢ok katli yassi epitel ile stroma
baglantisinin biiylik oranda koptugu goriildii. Bu alanda stromada nétrofil infiltrasyonu
izlendi. Yiizey epitelinin ¢ok katli yapisint korudugu dar alanda epitel hiicrelerin arasinda
acilmalar goriildii. Stromada tek tek dagilim gosteren notrofiller ve 6dem izlendi.
Descement membranin homojen yapisini korudugu, kornea endotelinde nétrofil adezyonu

bu grupta da goriildii (Sekil 4.21)
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Sekil 4.21. Amnion s1vist damlatilan grup 151k mikroskopi kesitleri

A.Amnion sivist damlatilan grup Toluidin MavisiX1000; STR: Stroma, Fb: Fibroblast, —: Kollagen lif
demeti, »i: Notrofil goriilmektedir. B. Amnion sivist damlatilan grup Toluidin MavisiX1000; =»: Cok katli
yassi epitel, STR: Stroma, Fb: Fibroblast, —: Kollagen lif demeti, +: 6dem, DSCM: Descement membran, - ;
Kornea endotelinde nétrofil adezyonu goriilmektedir. C. Amnion sivisi damlatilan grup Toluidin Mavisi
X1000; =>»: Cok katli yass1 epitel, 3: Hiicreler arasi bosluk, STR: Stroma, Fb: Fibroblast, —: Kollagen lif

demeti, +: 6dem, M : Notrofil goriilmektedir.

Kornea hasar1 sonrasi anne siitli uygulanan deney grubunda kiiciik ve biiyiik
biiylitmelerde kornea katmanlarinin normal diizenlenim sergiledigi ayirt edildi. Cok katl
yasst epitel hiicreler arasinda hiicreler arasi bosluk goriilmedi. Bowman membrani
kesintisiz ve diizgiin yapisi ile ayirt edildi. Stromada kollagen lif demetleri arasinda yassi
cekirdekli fibroblastlar goriildii. Desecement membran ve kornea endoteli dogal yapilari ile

izlendi (sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Anne siitii damlatilan grup 151k mikroskopi kesitleri

A. Anne siiti damlatilan grup Toluidin MavisiX400; =»: Cok katli yassi epitel, 3: Hiicreler aras1 bosluk,
STR: Stroma, —: Kollagen lif demeti, Fb; Fibroblast, — ; Kornea endoteli  goriilmektedir. B. Anne siitii
damlatilan grup Toluidin MavisiX1000; =»: Cok kath yassi1 epitel, =3: Hiicreler aras1 bosluk, #: Bowman
membrani, STR: Stroma, —: Kollagen lif demeti, Fb; Fibroblast gériilmektedir. C. Anne siitii damlatilan grup
Toluidin MavisiX1000; STR: Stroma, —: Kollagen lif demeti, Fb; Fibroblast, -+ ; Kornea endoteli

goriilmektedir.

Sonu¢ olarak kornea hasar1 sonrasinda 1iyilestirici etkisi denenen gruplar
karsilastirildiginda anne siitiiniin korneanin yeniden yapilanma siirecinde daha etkili

oldugu izlendi.
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5. TARTISMA

Gozyas1 tabakasi bliytime faktorleri, vitaminler, elektrolitler ve noropeptitler icin
kaynak olusturarak kornea epitel hiicrelerinin integrasyonunda ve epitel iyilesmesinde
biiyiik rol oynar. EGF; kornea epitel, stroma ve endotel hiicrelerinden salinarak epitel
hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu arttirarak epitel iyilesmesinde 6nemli rol
oynar. PDGF, TGF-B, TNF-a, KGF, NGF, IGF, HGF yine gozyasinda bulunan ve yara
iyilesmesi sirasinda etkin rol oynayan biiylime faktorleridir [217]. Fibronektin, korneal
defekt olusumu ile yara yerinde goriilen ve iyilesme tamamlaninca kaybolan epitel hiicre
migrasyonunu, adhezyonunu ve diferansiasyonunu arttiran bir metabolik hormondur [108].

Epitel yara iyilesmesinde gozyasinin fonksiyonu g6z Oniine alindiginda
oftalmologlar benzer icerikteki biyolojik iirlinlerin epitel defektlerinin tedavisinde
kullanimina yonelmiglerdir. Biyolojik sivilar 1984 yilindan beri okiiler yiizey
hastaliklarinda kullanilmaktadir [144]. Bu iriinlerin baginda da anne siitii, kan {iriinleri ve
okiiler ylizey hastaliklarinda genis bir kullanim alanina sahip amnion membrani ile benzer
protein icerigine sahip amnion sivisi gelmektedir. Biyolojik olarak aktif molekiillerin
konsantrasyonu ve cesitliligi bu biyolojik sivilar arasinda farklilik gosterse de gozyast
temel bilesenlerinin ¢ogunu igerdiklerinden okiiler yiizey bakimi icin gozyasi yerine
kullanilmalar1 miimkiin gibi goriinmektedir.

Bu biyolojik ajanlar i¢inde en sik kullanilanlarin basinda otolog serum gelmektedir.
Otolog serum gz damlalar1 biyokimyasal (osmolalite, pH) 6zellikleri bakimindan dogal
gbzyasina benzerdir. Okiiler yilizey beslenmesi i¢in gerekli biliylime faktorlerini ve
vitaminleri, okiiler yiizeyin enfeksiyonlara kars1 savunmasinda rol oynayan lizozim, 1gG ve
komplemanlar gibi bakteriostatik bilesenleri igerir [5, 156]. Kisinin kendi kanindan
hazirlandig1 i¢in allerjik reaksiyon riski de azalmaktadir.

Otolog serum, oftalmolojide kuru goz, persistan epitel defekti, rekiirren korneal
erozyonu, superior limbik keratokonjonktivit, kimyasal korneal hasar, GVHD, limbal kok
hiicre yetmezligi, norotrofik keratopati, Stevens-Johnson Sendromu, okuler sikatrisyel
pemfigoid gibi bircok okiiler yiizey hastaliginda kullanilmaktadir.

Calismamizda, periferik insan serumu kullanilan grup ile diger gruplar arasinda
defekt kapanma hizinda ve histopatolojik bulgularda anlamli fark olmayip 72. saatte
kontrol grubuna gore daha iyi kapanma oranina sahip oldugu goriilmiistir. Bu durum
istastistiksel anlamli olmayip klinik olarak anlamlidir. Stromal 16kosit infiltrasyonu

degerlendirildiginde calismadaki diger bir kan iiriinii olan umblikal kord serumu kullanilan
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grup ile beraber suni gozyasi ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamli olmasa da
klinikte anlamli olabilecek skor diisiikligi mevcuttur. Diger {irlinlerde oldugu gibi
periferik kan serumunda da hazirlama, konsantrasyon ve kullanim sikliginda
standardizasyonun olmamasi ¢alismalar arasindaki uyumsuzluklari agiklayabilir.

Jirsova ve arkadaslar1 3 ay boyunca %20 otolog serum kullanan konvansiyonel
tedavilere yanitsiz 17 kuru goz hastasinda semptomlarda, Schirmer degereleri ve
impresyon sitolojisinde belirgin iyilesme saptamislardir [218]. Yapilan ¢alismada GVHD
bagli konvansiyonel tedavilere yanitsiz ciddi kuru goz olgularinda %20 diliie otolog serum
kullanimi ile subjektif ve objektif bulgularda belirgin diizelme gozlemlenmistir [150].

Tananuvat ve arkadaslar1 12 kuru goz hastasinda bir géze %20 diliie otolog serum,
diger goze ise suni gozyasi (konvansiyonel tedavi) tedavisi uygulamis ve otolog serum
kullanimi ile semptomlarda, gbzyasi kirllma zamaninda, fluoresein ve rose bengal
boyanmada, konjonktival impresyon sitolojisinde belirgin diizelme gérmiis ancak iki grup
arasinda bizim ¢alismamizda oldugu gibi istatistiksel fark saptamamistir [219].

Bir baska calismada kuru g6z hastalarinda konvansiyonel tedaviye (suni gbzyast)
gore 3 ay %50 diliie otolog serum kullanan hastalarda semptomlarda, gozyas1 kirilma
zamaninda, fluorescein ve rose bengal boyanmada, konjonktival impresyon sitolojisinde
belirgin bir diizelme goriilmistiir [147]. Yine kuru goz hastalarinda konvansiyonel tedavi
ile otolog serum tedavi etkinliklerinin karsilastirildigi 2005 yilinda yayinlanan ¢aligmada
otolog serum gozyast kirllma zamaninda, fluorescein ve rose bengal boyanmada ve
objektif semptomlarda belirgin bir iyilesme saglamistir [220].

2006 yilinda Noda ve arkadaglar1 27 hastada LASIK sonrast gelisen kuru goz
tedavisi i¢in otolog serum (%20 konsantrasyonda giinde 5 kere) ve suni gozyas: etkinligini
karsilagtirmiglardir. Otolog serum kullanan hastalarda rose bengal boyanma ve gozyasi
kirilma zamaninda suni gozyasi kullanan gruba kiyasla belirgin bir diizelme goriilmiis
ancak semptom skorlarinda iki grup arasinda fark saptanmamistir [221].

2012 yilinda Urzua ve arkadaslari, 2014 yilinda Celebi ve arkadaslar tarafindan
yapilan randomize prospektif iki ¢aligmada kuru géz hastalarinda standardizasyonu daha
iyi saglayabilmek i¢in Okuler Surface Disease Index (OSDI) skorlar1 kullanilmigtir [222,
223]. Urzua ve ark %20 diliie otolog serum ve konvansiyonel tedavi uygulanan 12 kuru
g0z hastasinda OSDI skorlarinda otolog serum kullaniminda anlamli diisiis oldugunu ancak
gozyast kirillma zamani ve fluorescein boyanmada anlamli fark olmadigini gostermislerdir

[222]. Yine Celebi ve ark 20 kuru goz hastasi ile yaptiklari randomize kontrollii ¢alismada
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%20 diltie otolog serum giinde 4 kere kullaniminda 1 ay sonunda OSDI skorlarinda
%55,18; koruyucusuz suni gozyasi kullaniminda ise %19,50 diisiis saptamiglardir [223].

Literatiirde persistan epitel defektlerinde otolog serum kullanimi ile basarili
sonuglar elde edildigini gdsteren bir¢ok yaym bulunmaktadir. Lekhanont ve arkadaslari
farkli g6z cerrahileri sonrasi olusan persistan epitel defekti olan ve konvansiyonel
tedavilere yanitsiz 181 hastada 2 saatte 1 siklikta %100 serum kullanilmis ve yaklasik
%93’linde 4 giin icerisinde herhangi bir komplikasyon olmadan defektte tam kapanma
gérmiistiir [137] .

Persistan epitel defekti olan 14 hastanin 17 goziiniin dahil edildigi bir prospektif
calismada hastalar %20 otolog serum kullanmustir. Alt1 gbzde 2 haftada, 8 gozde 2-4 hafta
arasinda defekt kapanmis olup 3 gozde ise 4 hafta sonunda tam kapanma olmamustir [224].

Bir bagka prospektif ¢aligmada farkli etyolojilere bagli persistan korneal epitel
defekti olan 15 hastanin 16 gbzlii dahil edilmis ve hastalar %20 otolog serum
kullanmiglardir. Yedi hastada 2 haftada, 3 hastada 4 haftada epitel kapanmasi gerceklesmis
ancak 6 hastada 4 hafta sonunda defekt kapanmamustir [145].

Poon ve arkadaslari galigmalarinda ortalama 48.2 giin siiresince konvansiyonel
tedaviyle yanit alinamayan norotrofik iilser, DM, postenfeksiydz keratopati, okiiler
skatrisyel keratopati ve romatoid artrit gibi farkli etyolojilere sahip persistan epitel defekti
olan 13 hastanin 15 goziine %50 ve %100 (6 goze %100 konsantrasyonda)
konsantrasyonlarda otolog serumu giinde 8 kere uygulamiglardir. Dokuz hastada ortalama
29 giinde tam kapanma gerceklesmis ancak 6 hastada tam kapanma saglanmamustir [154].

Jeng ve arkadaglar1 farkli etyolojilere bagl persistan epitel defekti olan 25 hastada
2 saatte bir %50 otolog serum kullanimi ile 23 vakada (%92) ortalama 22,4 giinde tam
kapanma oldugunu gérmiislerdir [160].

2010 yilinda Chen ve arkadaglar1 tarafindan yayinlanan prospektif randomize
olmayan genis c¢apli c¢alismada penetran Kkeratoplasti sonrasi 165 hastanin 83’
koruyucusuz suni gozyasi 82 ‘si %20 konsantrasyonda otolog serum kullanmistir. Otolog
serumun Ozellikle diyabetes mellitusu olan olgularda belirgin bir sekilde greft re-
epitelizasyonu destekledigi gosterilmistir [225].

Hondur ve arkadaslarinin ¢alismasinda lazer epitelyal keratektomi sonrasi epitel
tyilesmesi otolog serum kullanan hastalarda konvansiyonel tedavi uygulananlardan

yaklagik 1 glin 6nce tamamlanmistir [226].
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Ziakas ve arkadaslar1 konvansiyonel tedavilere yanit vermeyen 33 rekiirren korneal
erozyonu olan hastada otolog serum tedavisi ile korneal defektlerde tam kapanma saglamis
ek olarak %85¢inde 12 aylik takip siiresinde niiksle karsilasmamislardir [227].

Matsumoto ve arkadaslar1 norotrofik keratiti olan 11 hastanin 14 goziinde tam
iyilesme ve %64.2’sinde korneal duyarlilikta artis oldugunu gozlemlemislerdir [228].

Aniridisi ve limbal kok hiicre yetmezligi olan 13 hastada %20 konsantrasyonda
giinde 8 kere otolog serum kullanimi ile 2 ay sonunda semptomlarda azalma, korneal
epitelizasyon ve epitel hiicre metaplazisi gortilmustiir [229].

Goto ve arkadaslar1 2001 yilinda konvansiyonel tedavilerle (suni gozyasi, A
vitamini, topikal steroid) yanit alinamayan 11 siiperior limbik keratokonjoktivit hastasinda
%20 konsantrasyonda otolog serum kullanimi ile 9 hastada subjektif diizelme , tiim
hastalarda da fluorescein ve rose bengal boyanmada belirgin diizelme saptanmistir [148].

Shulze ve arkadaslar vitrektomi uygulanan diyabetik hastalarda korneal epitelyal
abrazyon tedavisinde otolog serum damlasi ile hyaluronik asiti karsilastirdiklar:
caligmalarinda %50 konsantrasyonda otolog serum damlasi ile daha hizli re-epitelizasyon
saglandigin1 gostermislerdir [230].

Otolog serum kullanimi ile allerjik reaksiyon ve kan yoluyla bulasan hastalik riski
azalsa da anemi, kan diskrazileri, genel durum bozuklugu, GVHD, Sjogren sendromu gibi
serumunda zengin pro-inflamatuar sitokinler bulunan hastalarda kullanimi uygun degildir.
Boyle durumlarda diger kan tiriinlerinin kullanimi daha etkin olabilmektedir [231].

Chiang ve arkadaslar1 2007 yilinda 2 GVHD hastasinda allojenik serum tedavisi ile
semptomlarda, gozyasi kirllma zamaninda, fluorescein ve rose bengal boyanmada,
konjonktival impresyon sitolojisinde belirgin iyilesme gormiislerdir [232]. Ayn1 grubun
2009 yilinda yayinlanan ¢aligmasinda keratoplasti, norotrofik keratit, okiiler GVHD ve
ekspojur keratopatiye sekonder persistan epitel defekti olan ve konvansiyonel tedavilere
yanit vermeyen 36 hastada akrabalarindan hazirlanan %100 konsantrasyonda allojenik
serum tedavisi uygulanmiglardir. Olgularin %41.7’sinde 2 hafta i¢inde %63.9’unda 4 hafta
icinde tam kapanma gormiislerdir [233].

2012 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada GVHD ye sekonder kuru gozii olan 16
hastaya %20 diliie allojenik serum tedavisi uygulanmis olup OSDI skorlarinda belirgin bir
diizelme goriilmistiir [234].

%20 diliie edilerek hazirlanan allojenik serum kullanan 20 kuru goz ve 14 persistan

epitel defekti olan hasta grubunda yapilan c¢alismada kuru goz hastalarinda belirgin
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semptom rahatlama ve bulgularda diizelme goriiliirken persitan epitel defekti olan hasta
grubunda objektif ve subjektif diizelme olmamugtir [235].

Yapilan g¢alismalarda allojenik serum kullanimi ile bildirilmis bir komplikasyon
yoktur.

Otolog serum tedavisi i¢in uygun olmayan genel durumu diisiik olan ve kan
diskrazileri, GVHD gibi kanda proinflamatuar sitokin agisindan zengin hastalarda bir
baska kan tiriinii tedavisi segcenegi umblikal kord serumudur [8, 166]. EGF, TGF-B, NGF
ve VEGF’1U daha yiiksek konsantrasyonlarda icermesi diger kan iirlinlerine gore
avantajidir. IGF-1, A vitaminin igerigi ise periferik kan serumundan daha az ancak dogal
gozyasindan daha fazladir [236, 237]. Umblikal kord serumunun bir bagka avantaji da
hazirlanirken bir kerede c¢ok sayida hasta icin iiriin temin edilebilmesidir. Ancak kan
yoluyla taginan enfeksiyonlar agisindan risk tasidigi unutulmamalidir. Ayrica mediko-legal
sorunlarla karsilasilabilinecegi de akilda kalmalidir.

Calismamizda kapanma hizi olarak umblikal kord serumu kullanilan grup ile diger
gruplar arasinda istatistiksel fark olmayip 72. saatte periferik insan serumuna gore ve tiim
saatlerde kontrol ve suni gdzyas1 grubuna gore klinik olarak anlamli olabilecek daha iyi bir
kapanma yiizdesi gostermektedir. P degerleri karsilastirildiginda ise anne siitii ve amnion
stvisinin ardindan 12. saatte kapanma yiizdesi olarak 3. sirada yer almaktadir. Bu da
ozellikle periferik insan serumuna kiyasla literatlirde birgok calismada gosterildigi gibi
daha hizli bir re-epitelizasyonun sagladigini destekleyebilir. Uglincii giin ise yine p
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamsiz olsa da anne siitiinden sonra 2. en
1yl kapanma ylizdesine sahip gruptur.

Sjogren olan ve olamayan ciddi kuru goz hastalarinda umblikal kord serumu ve
otolog serum kullanimi ile semptomlarda, keratoepitelyopati skorlarinda, impresyon
sitolojisi bulgularinda, gbzyasi kirilma zamani, rose bengal ve fluorescein boyanma
skorlarinda azalma gosterilmistir. Semptom ve keratoepitelyopati skorlarinda umblikal
kord serumu kullanim ile otolog seruma gore daha anlamli bir diisiis saglanmistir. Goblet
hiicre sayist artis1 da umblikal kord kullanan Sjégren hastalarinda otolog seruma gore daha
yiiksek bulunmustur. Otolog serum kullanan Sjogren hastalarinda bulgular non Sjégren
hastalara kiyasla daha siddetli olup umblikal kord serumu kullanan hastalarda non-Sjogren
ve Sjogren grubu arasinda fark yoktur [166]. Bu ¢alisma ile Sjogren gibi pro-inflamatuar
sitokinler agisindan zengin hasta grubunda otolog serum yerine diger kan iirlinlerinin daha

etkin olabilecegi desteklenmektedir.
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Ayn1 grubun ayni yil yayinlanan bir bagka calismasinda GVHD’e sekonder ciddi
kuru gozii olan olgularda umblikal kord serumu ile 2. ayda korneal boyanma, gozyasi
kirllma zamani, kornea sensitivitesi ve semptom skorlarinda etkin bir iyilesme
goOriilmiistiir. Bu iyilik hali 6. ayda da devam etmistir [238].

Sharma ve arkadaslar1 okiiler kimyasal yanigi olan 33 goziin tedavisinde 12’sine
umblikal kord serumu, 11’inde otolog serum, 10’una suni gozyast kullanmistir. Umblikal
kord serumu ile daha hizli re-epitelizasyon, daha az korneal vaskiilarizasyon, daha az
korneal haze olusumu ve limbal iskemi de daha iyi diisiis saglanmistir[174]. Bu sonug
calismamizda umblikal kord kani kullanilan grupta 12. saatte defekt alanindaki azalmanin
suni gozyasi, periferik insan serumu kullanilan gruplar ve kontrol grubuna kiyasla daha
fazla olarak gozlenmesi ile uyumludur.

2012 yilinda Oh ve arkadaglar farelerde okiiler kimyadal yanik modelinde %20
periferik kan serumu, %20 umblikal kord serumu ve suni gozyasi kullaniminin etkilerini
kargilastirmiglardir. Defekt kapanma hizi umblikal kord serumunda 1. ve 2. giinlerde
periferik kan serumundan ,1.-2.-3.-5. giinlerde ise suni gozyasindan daha yiiksektir.
Periferik kan serumunda ise suni gbzyasina kiyasla sadece 3. giin kapanma miktar1 daha
yiiksektir. Tam kapanma siirelerine bakilinca en erken umblikal kord serumu, ardindan
periferik kan serumu gelmektedir. Korneal haze skorlari ise umblikal kordda en disiiktiir.
Pro-inflamatuar sitokin olan IL-1p diizeyleri umblikal kord serumu kullanan farelerde
belirgin diisiik olup periferik kan serumu ve suni gozyasi kullananlarda belirgin fark
saptanmamugtir. Histolojik incelemede epitel integrasyonu umblikal kord serumu
kullanilan grupta belirgin daha iyi ve stromal infiltrasyon ve 6dem daha azdir[167].

Yoon ve arkadaslart umblikal kord serumunun suni gozyasina gore rekiirren
korneal erozyon tedavisinde daha etkin oldugunu ve rekiirrensi azalttigini gostermislerdir
[170].

Yapilan diger bir ¢alismada NGF, SP, IGF-1 gibi norotrofik faktorler igeren
umblikal kord serumunun nérotrofik keratitlerde de etkili oldugu gosterilmistir [8].

Lazer epitelyal keratomileusis sonrast konvansiyonel tedaviye ek olarak kulllanilan
umblikal kord serumu ile erken donem postoperative haze de azalma, okiiler ylizey
parametrelerinde iyilesme saptamiglardir [171].

Vajpayee ve arkadaslari, 2003 yilinda yaymlanan randomize prospektif kontrollii
calismalarinda, otolog serum ve umblikal kord serumu kullanilan medikal tedaviye direngli
persitan epitel defekti olan hastalarda umblikal kord serumu ile daha hizli reepitelizasyon

meydana geldigini géstermislerdir. Elli dokuz hastanin 60 gozii calismaya dahil edilmis ve
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31 gbze umblikal kord serumu, 29 gdze ise otolog serum (ikisi de %20 konsantrasyonda)
giinde 6 kere uygulanmistir. Yedinci, 14. ve 21. giinlerde umblikal kord ile daha iyi bir
kapanma hizi olup tam kapanma umblikal kord kullanimi ile 18 gozde, otolog serum
kullaniminda ise 11 gézde olmustur [9].

Yoon ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklar1 ¢calismada 14 persistan epitel defekti
olan hastada giinde 6 kere %20 konsantrasyonda umblikal kord serumu uygulanmasi ile 6
hastada 2 haftada, 6 hastada 2-4 hafta arsinda, 2 hastada ise 8 haftada kapandigini
gostermislerdir [168]. Benzer bir sekilde 2014 yilinda Erdem ve ark konvansiyonel
tedavilerle yanit alinamayan persistan epitel efekti olan 14 hastanin 16 goziinde %20
konsantrasyonda ilk iki hafta giinde 10 kere, takibinde ise glinde 5 kere umblikal kord
serumu tedavisi uygulamislardir. Umblikal kord serumu tedavisi ile 12 gozde (%75) tam
kapanma olmus ancak 4 gozde (%25) epitel kapanmasi gerceklesmemistir. Tam kapanma
hizi ilk 7 giinde %12,5; ikinci haftada %25, 3. haftada ise %75 ‘tir [239].

IL-6, IL-8, IL-1a, IL-1pB, IL-1 reseptdr antagonisti ve IL-10 hem amnion membrani
hem de amnion sivisinda bulunan sitokinlerdir [240, 241] .Ozellikle IL-1 reseptor
antagonistinin ve IL-10" unun belirgin antiinflamatuar etkisi bulunmaktadir [241, 242].
Amnion membranindaki birgok protein amnion sivisinda da bulunmaktadir [11]. Bu
nedenle korneal yara iyilesmesi tizerindeki etkilerinin de benzer olmasi beklenmektedir.

Fetal yara iyilesmesinde etkin olan amnion sivisinin ndrocerrahi iglemleri
sonrasinda sinir rejenerasyonunu arttirdigi ve el cerrahisi sonrast fibrozisi azalttigi
gosterilmistir [243, 244].

Calismamizda amnion sivisi kullanilan grup istatistiksel anlamli olmasa da her
saatte suni gdzyas1 ve kontrol grubuna gore daha iyi kapanma yiizdesine sahiptir. Ayni
sekilde umblikal kord serumundan ise 12.-24.-48. saatlerde daha iyi bir kapanma yiizdesine
sahiptir. Sonuglar degerlendirildiginde p degerlerine bakildiginda anlamli olarak
goriinmese de klinik olarak anlamli sayilabilecek sekilde, anne siitlinden sonra 12. ve 24.
saatte kapanma oram1 2. en iyi olan gruptur. Patolojik incelemede limbal inflamasyonu
anne siitli ile birlikte diger gruplara kiyasla gorece daha az gozlenmis olup bazal hiicre
dizilimi kontrol grubundan anlamli bir sekilde daha iyidir. Amnion sivisinin,
reepitelizasyon hizinda kan irlinlerine kiyasla klinik kullanimda anlamli farklilik
yaratabilecek bir artis yaptigi sonucuna ulasilmaktadir. Bu durum amnion sivisinin fetal
gelisim i¢in kritik olan biiylime faktorii iceriginin ve belirgin antiinflamatuar 6zelliginin bir

sonucu olarak goriilebilir.

60



Lee ve Kim yaptiklar1 ¢alismada tavsanlarda fotorefraktif keratektomi sonrasinda
korneal sinir rejenerasyonunun ve korneal duyarliligin geri kazaniminin topikal insan
amnion s1visi kullanimi ile daha hizli oldugunu gostermislerdir [13].

Herretes ve arkadaslar1 ¢alismalarinda farelerde korneal alkali yanik modelinde
topikal insan amnion s1vis1 kullanimu ile korneal opasite, skar olusumunun azaldigini ve re-
epitelizasyonun desteklendigini gézlemlemislerdir [12].

Castro-combs ve arkadaslar1 farelerde ex vivo organ kiltiiriinde korneal epitel
defekti modeli olusturmus ve epitel defekti lizerinde fetal inek serumu, insan amnion sivist,
at amnion sivisinin etkinliklerini karsilagtirmiglardir. Defekt kapanma hizinda kontrol
grubu ile fetal inek serumu arasinda fark yok iken, insan amnion sivisi ve at amnion s1visi
kullanilan gruplarda kontrol grubuna gére daha hizli bir re-epitelizasyon gériilmiistiir. iki
grubun re-epitelizasyonu fetal inek serumu grubuna gére de daha hizli olmakla beraber
istatistiksel olarak anlamli degildir [194]. Bu ¢alismada farkl: tiirlerden kaynakli biyolojik
stvilar karsilastirilsa da sonucunda bizim ¢alismamizla uyumlu olarak amnion sivisi daha
hizli bir re-epitelizasyon igin kan iiriiniine gére daha etkin bulunmustur.

Quinto ve arkadaslar1 farelerde kuru g6z modelinde %100 insan amnion sivisi,
%20 insan serumu ve suni gozyasi (kontrol) kullandiklar1 ¢alismalarinda insan serumu ve
amnion sivist kullanilan gruplarin kontrol grubuna goére gozyasi tiretimini belirgin bir
sekilde arttirdifi ancak birbirleri arasinda fark olmadigini gérmiislerdir. Goblet hiicre
sayisinda amnion sivist ve serum kullanilan grup kontrole gore daha yiiksek sonuglar verse
de iki grup arasinda fark saptanmamistir [195]. Bu ¢alismada amnion s1visi ile 2. haftadaki
belirgin boyanma azalamasi ¢aligmamizi destekleyerek klinik semptomlarin daha erken
rahatlayabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Kan iiriinlerinde oldugu gibi amnion s1vis1 hazirlanisi, konsantrasyonu ve kullanim
sikligr acisindan bir standardizasyon bulunmamaktadir. Ayni grubun bir bagka
calismasinda farelerde kuru goz modelinde insan amnion sivisinin farkli konsantrasyonlari
arasindaki etki farki arastirilmistir. Topikal %20-50-100 amnion sivisi ve serum fizyolojik
uygulanan kontrol grubu sonuglar1 karsilagtirilmistir. Gozyasi iretiminde, korneal
boyanmada ve goblet hiicre sayisinda amnion sivisi kullanan gruplar kontrol grubuna gore
daha {stiin olmakla beraber konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamistir. Ancak p degerleri kiyaslandiginda %20 lik konsantrasyonda %50 ve %100
liik konsantrasyon uygulana gruplara gére gozyasi iiretiminde ve korneal boyanmada daha
az iyilesme gozlemlenmistir [245]. Bu da hasta klinigine gore farkli konsantrasyonlarda

amnion s1visi kullanilabilecegini gostermektedir.
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Anne siitii, infantlarin biiylime ve gelisiminde gorevli, immiin sistem matiiritesi
tamamlanana kadar onlar1 enfeksiyonlardan koruyan birgok antimikrobiyal ve
immiinmodulator komponent igeren kompleks biyolojik bir sividir. Icerigindeki
fibronektin, IL-6, EGF, TNF-a, TGF-B, IGF-1, fibronektin, lipitler ve vitaminler ile
epitelyal ve stromal yara iyilesmesinde gorev almaktayken, laktoperoksidaz, laktoferrin, Ig
A, lizozim bakteriosidal etki gosterir. Bu yapist ile tipki serum gibi kornea epitel
cogalmasi, farklilasmasi ve migrasyonu i¢in gerekli biiyiime faktorleri ve sitokinleri i¢ceren
dogal gbzyasi ile benzer bir komponent sunmaktadir.

Farelerde olusturulan kuru géz modelinde topikal anne siitii uygulanmasi ile kornea
epitel kalinliginin korundugu gézlemlenmistir [246].

Laktoferrin anne siitiiniin 6nemli bir komponenti olup inflamasyonu azaltan,
immiin cevabi diizenleyen ve antibakteriyel etkisi olan bir glikoproteindir [247].
Rekombinant insan laktoferrin glikoproteini (talaktoferrin) ve yine insan laktoferrini ile
yiikksek homoloji gosteren inek laktoferrini ile ¢alismalar yapilmistir [248]. Yapilan bir
caligmada laktoferrin uygulamasinin kornea epitel hiicrelerini UV-B hasarindan korudugu
gosterilmistir [249]. Bir baska ¢alismada ise >2,5 mg/ml inek laktoferrini uygulanmasinin
in vitro insan korneal epitel iyilesmesini fibronektin varliginda IL-6 veya PDGF artist
yaparak hizlandirdigr gosterilmistir [250]. Yine ayn1 grubun farelerde korneal alkali yanik
modelinde inek laktoferrininin IL-1 baskilayarak yara iyilesmesini hizlandirdigi
gozlemlenmistir [251]. Anne siitii ayrica bakteri ¢ogalmasinin inhibe eden ve oksijen
varliginda nitritten giliclii bir bakterisidal olan peroksinitrit olusumunu katalize eden
ksantin oksidaz igerir [252]. Bu antimikrobiyal 6zelliklerinin bir sonucu olarak yenidogan
konjonktivitinde ve nazolakrimal kanal tikanikliklarina bagli enfeksiyonlarda geleneksel
tedavi yontemi olarak kullaniminda olumlu sonuglar elde edilmistir [253]. Verd S. 2007
yilinda yayimlanan ¢alismasinda 1999-2006 yillar1 arasinda infaltil epifora ile takip edilmis
65 hastanin bilgilerini retrospektif olarak incelemis ve enfekte oldugunda antibiyotik damla
damlatilan ve anne siitii damlatilan bebeklerdeki nazolakrimal kanal tikanikliginin agilma
zamanint Kkarsilastirildiginda 1.ay sonundaki kontrolde %15 ‘e karsilik %57, 3. ay
sonundaki kontrolde % 50‘ye karsilik %90, 6. ay kontroliinde ise %90 ‘a karsilik %100
acilma orami saptayarak , anne siiti damlatilan grubun obstriiksiyonunun daha erken
acildigini gostermistir [253].

Bizim de anne siitiiniin bu zengin iceriginden ve literatiirdeki verilerden yola
cikarak yaptigimiz ¢aligmamizda anne siitiiniin 12., 24. ve 72. saat kapanma yiizdesinin

kontrol grubundan istatistiksel anlamli daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Suni goézyasi
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kullanilan gruba gore 24. ve 72. saatte kapanma ylizdesinin daha iyi bulunmustur.
Calismamizda en hizli ve en fazla re-epitelizasyonun anne siitii kullanimi ile saglandigi
gorlilmistiir.. Patolojik skorlamada stromal 16kosit infiltrasyonu en az olan grup olup
kontrol grubu ve suni gozyasini kullanilan grupla aralarinda anlamli fark bulunmustur.
Limbal inflamasyon degerlendirmesinde anne siitii ile amnion sivisi kullanilan gruplar
arasinda fark goriilmemistir. Ancak diger gruplara gore daha az inflamasyon bulgusu olup
fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Histopatolojik incelemede kornea katmanlarinin
normal diizenlenim sergiledigi ve normal kornea yapisina en yakin grubun bu grup oldugu
gOrilmiistiir.

Kimyasal ve biyolojik agidan dogal gozyasina benzer igerikte olan bu biyolojik
stvilarin  hazirlanisi, saklanisi, konsantrasyonu ve dozlaminda ek olarak objektif ve
subjektif etkinlik degerlendirilmesinde bir standardizasyon olmamasi literatiirdeki
calismalar arasindaki uyusmazliklarin temel nedenidir. Bizim c¢alismamizda da aymi

nedenlere ek olarak gruplardaki denek sayisinin azligi kisitlayier faktordiir.
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6. SONUC

Sonug olarak, farelerde kornea epitel defekti modelinde insan periferik kan serumu,
umblikal kord serumu, amnion sivisi, anne siitii,suni gozyasimin defekt kapanma hizi ve
etkinliklerini karsilastirdigimiz  ¢alismamizda ikili karsilastirmalarda epitel defekti
kapanma orani sadece anne siitiinde kontrol grubuna goére 12., 24. ve 72. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (p<0,05). Yine anne siitii suni gdzyasina gore 24.
ve 72. saatte daha fazla kapanma saglamistir ~ (p<0,05). Istatistiksel anlamli olmamakla
beraber 12. saatte anne siitiinden sonra en hizli kapanma amnion sivisinda 72. saatte ise
umblikal kord serumunda olmustur.

Histopatolojik incelemede gruplar arasinda limbal inflamasyon agisindan anlamli
fark saptanamis iken, stromal 16kosit sayisi ikili karsilatirmalarda anne siitiinde kontrol
grubu ve suni gdzyasi grubuna gore anlamli olarak daha az saptanmistir. Yine ylizeyel
hiicre dizilimi anne siitinde kontrole gore daha iyi oldugu goriilmiistiir. Bazal hiicre
diziliminde ise amnion sivis1 kullanilan grup kontrole gore daha iistiindiir. ii¢ giin sonunda
normal kornea histolojisine en yakin goriiniim anne siitli kullanan grupta olmustur.

Anne siitiiniin farelerde kornea epitel yara iyilesmesinde diger biyolojik sivilara

gore daha etkin oldugu gorilmiistiir.
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