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OZET
Amagc: Bu galismada, trombositten zengin fibrin (TZF) membran implantasyonu
uygulamasinin, deneysel alkali yaniklarda ortaya ¢ikacak inflamasyon, yeni damar
olusumu, korneal iilser ve opasite olusumu Uzerine etkisinin, morfolojik, histolojik ve
immunohistokimyasal olarak incelenmesi, ayrica medikal tedavi ve amniyotik
membran transplantasyonu (AMT) tedavilerinin etkinligi ile karsilastiriimasi
amagclanmustir.
Gereg ve Yontem: Calismaya dahil edilen 24 adet Yeni Zelanda 1rki tavsanin 24 sag
gozi, biri kontrol grubu olmak tizere (1. Grup, n=6) 4 esit gruba ayrildi. ilk giin
deneklerin kornealarinda topikal anestezi (Alcaine % 0,5 damla; Alcon) altinda 1
normal (N) NaOH ile alkali yanik olusturuldu. Tedavi olarak 2. Gruba (n=6) topikal
antibiyotik ve steroid, 3. Gruba (n=6) topikal tedaviyle birlikte AMT, 4. Gruba (n=6)
topikal tedaviyle birlikte TZF membran implantasyonu yapilmasi planlandi. Birinci,
7, 14 ve 21. gunlerde klinik muayeneleri yapildi. Yirmibirinci giinde denekler sakrifiye
edilerek kornealar1 limbus sinirindan ¢ikarilarak, dokular histopatolojik incelemeye
gonderildi.
Bulgular: Alkali yanik sonrasi ilk vizitte gruplar arasinda epitel defekti, kornea
kalinlig1 ve opasite acisindan fark yoktu (p>0,05). Santral kornea kalinliginda vizitler
ve gruplar arasinda herhangi bir faklilik izlenmedi (p>0,05). Epitel defektin
biiyiikliigiinde, TZF membran ve AMT grubunda, tedavi sonrast ilk vizite gére anlaml
iyilesme goriildi (p<0,05). Kornea opasitesi, son vizitte fibrin membran grubunda
diger gruplara gore anlamli olarak daha disik izlendi (p<0,05). Korneal
neovaskularizasyon, son vizitte, ilag grubunda anlamli sekilde daha fazla olustu
(p<0,05).
Sonug: AMT, alkali yaniklarin cerrahi tedavisinde kullanilan baslica yontemlerin
biridir. Calismamizda, morfolojik ve histolojik bulgular 1s18inda, TZF membran
implantasyonunun alkali yanik tedavisinde 21 giin sonunda en az AMT kadar etkin
oldugu gosterilmistir. TZF membran, otolog olmasi, ulasilabilirliginin kolay olmast,
bulas riskinin olmamasi gibi Ustlinlikleri nedeniyle, alkali yanik cerrahi tedavisinde

oncelikli olarak tercih edilebilir.



SUMMARY

Purpose: In this study, we aimed to investigate the effect of platelet-rich fibrin (PRF)
membrane implantation on inflammation, new vessel formation, corneal ulcer and
opacity formation in experimental alkaline burns, morphological, histological and
immunohistochemical examination, as well as medical treatment and amniotic

membrane transplantation (AMT) therapies.

Materials and Methods: Twenty-four right eyes of 24 New Zealand rabbits included
in the study were divided into four equal groups, one as the control group (Group 1, n
= 6). On the first day, alkaline burns were created with 1 normal (N) NaOH under
topical anesthesia (Alcaine 0.5% drops; Alcon) in the corneas of the subjects. Topical
antibiotics and steroids were applied to Group 2 (n=6), AMT with topical treatment to
Group 3 (n=6), and TZF membrane implantation with topical treatment to Group 4
(n=6). Clinical examinations were performed on days 1, 7, 14, 21. On day 21, subjects
were sacrificed and their corneas were removed from the limbus and then tissues were

sent for histological examination.

Results: There was no difference between groups in terms of epithelial defect, corneal
thickness and opacity at the first visit after alkaline burn (p> 0.05). No difference was
observed in central corneal thickness between visits and groups (p> 0.05). The
significant improve-ment was observed in the epithelial defect in the PRF membrane
and AMT group after treatment compared to the first visit (p <0.05). Corneal opacity
was significantly lower in the PRF membrane group at the last visit than in the other
groups (p <0.05). Corneal neovascularization was significantly higher in the me-dical

treatment alone group at the last visit (p <0.05).

Conclusion: AMT is one of the main methods used in the surgical treatment of alkali
burns. TZF membrane implantation has been shown to be as effective as AMT in the
treatment of alkali burns in the light of morphological and histological findings after
21 days of experimental study. TZF membrane may be preferred as a primary option
in the clinical treatment of alkali burns because of its advantages such as autologous,

easy accessibility and no risk of transmission.






1. GIRIS VE AMAC

Alkali yaralanmalar en sik korneal yaralanmalardan biridir. Alkali
yaralanmalart da igeren kimyasal yaniklar tim korneal travmalarin %12’ sini
olusturmaktadir (Tuft & Shortt 2009). Alkali yaralanmalarin biiyliik ¢ogunlugu is
kazas1 seklinde gerceklesmekte olup ciddi is giicii ve maddi kayiplara sebebiyet

vermektedir.

Bu yaralanmalar 6n segment yapilarinin ciddi tahribatina neden olabilmektedir.
Bu yaralanmalarin belirtileri maruz kalinan ajanin tipine, siddetine yani pH’ina ve
maruziyet siiresine gore degisir. Semptomlar ise hafif bir kizariklik ve rahatsizlik
hissinden total gorme kaybina kadar degismektedir. Alkali yanik olan korneanin erken
iyilesme déneminde Interlokin-1 (IL-1), IL-6, 1L-10 ve tiimor nekrozis faktor alfa
(TNF-a) gibi ¢esitli inflamatuar sitokinlerin artan ekspresyonu, kornea hasari ile
iligkilidir (Sotozono ve ark. 1997). Bu hasarlar ise limbal iskemi, limbal kdk hiicre
kaybi, korneal neovaskiilarizasyon, korneal skarlasma ve erime hatta korneal

perforasyon seklinde olabilir.

Alkali yaralanmalarda tedavi olay aninda baslamasi gerekirken, tedavi skalasi
medikal ve topikal tedaviden cerrahi tedaviye kadar degismektedir. Tedavide ilk
olarak ajanin hizla gozden uzaklastirilmasi ve ylizey pH’1n olabildigince notr degerlere
yaklastirilmasi i¢in ¢abalanmasi gerekmektedir. Acil miidahalenin ardindan olusmus
inflamasyonu baskilayic1 ajanlar, goz yilizeyini yikayan ve nemlendiren gdzyasi

damlalar1 ve enfeksiyonu 6nlemek i¢in antibiyotik tedavi baglanmasi gerekmektedir.

Medikal tedavinin yetmedigi noktada cerrahi tedavilere gegis yapilir. Bunlar
amniotik membran transplantasyonu (AMT) (Shimazaki ve ark. 1997), konjonktival
limbal otogreft (Ronk ve ark. 1994), penetran keratoplasti gibi islemleri igerir. Bu
teknikler invaziv olup uygulanirken ameliyathane sartlarina ve mikroskopa ihtiyag

olacaktir.

Amniotik membran transplantasyonu (AMT); Okdler ylizey rekonstriiksiyonu
icin bir greft olarak amniyotik membranin (AM) kullanimi 1995 yilinda Kim ve Tseng
tarafindan bildirilmistir (Kim & Tseng 1995). Daha sonralari okdiler ylizey



problemlerinde kullanimi giderek artmistir. AM'nin gecici veya kalici bir greft olarak
transplantasyonunun, epitelyal yara iyilesmesini hizlandirdigi ve okiler yizey
uzerinde gicli antienflamatuar ve skar olusumunu engelleyici etkileri gosterdigi tespit
edilmistir (Tseng ve ark. 2004). Ayrica, AM'nin degerli etkilerine ragmen, AM
transplantasyonunun  klinik uygulamasi, su anda ¢esitli siitiirle iliskili
komplikasyonlara neden olabilen invaziv bir cerrahi prosediir gerektirme egiliminde
oldugundan, ciddi okiiler yiizey hastaliklar1 vakalar1 ile sinirlidir (Park & Tseng 2000).
AM’nin okuler yiizey iizerine bir¢ok etkisi vardir. Epitelizasyonu desteklemesi,
fibrozisi inhibe etmesi, anjiogenezisi ve inflamasyonu azaltmasi baslica faydali
etkileridir. Kimyasal yaniklar sonrasi da okiiler yiizey rekonstriikkisyonu igin
kullanilmaktadir. Bazi olgularda gosterildigi tizere kullanildiklarinda korneal ve
konjonktival hasarlari iyilestirmekte ve sembleferon gelismesini engellemektedir
(Kheirkhah ve ark. 2008).

Doku onarimimin her fazinin, hiicre fonksiyonunu modiile eden genis bir
blyume faktori ailesi ve sitokinler araciligiyla kontrol edildigi iyi bilinmektedir.
Epitel biylme faktorti (EGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve sinir
biylime faktorii (NGF) gibi okiler yiizey rejenerasyonunda rol oynayan birkag
blytme faktord, trombosit alfa graniillerinden salgilanir (Blair & Flaumenhaft 2009).
Trombositten zengin fibrin (TZF) membrani ilk olarak Dohan ve ark. tarafindan (2006)
tarif edilmigtir. Bu membran konsantre trombositlerin, buyime faktorlerinin,
sitokinlerin, dolasimda gezen kok hiicrelerin ve yara iyilesmesinde bir miktar
kemotaktik roli olan birka¢ adet lokositin de dahil edilmesiyle 3 boyutlu (3-B)
polimerize otolog fibrin matriksten olusmustur (Dohan ve ark. 2006, Oncii &
Alaaddinoglu 2015). Bu zar gecici bir iskele gibi bir yapiya sahiptir ve hiicrelerin
kolayca icinden gecmesine imkan verir (Dohan ve ark. 2006). TZF membrani hali
hazirda agiz, ortopedik ve plastik cerrahi gibi alanlarda kullanilmaktadir. Alio ve ark.
(2013) otolog TZF membran grefti iceren korneal perforasyonlarin cerrahi tedavisi
icin yeni bir alternatif teknigi ilk olarak tanimladilar. TZF membran fibriller ve
aseliiler bir yapiya sahip olup iilser tedavisi ve doku miihendisliginde kullanilan,
cerrahi yaralarin kapatilmasinda ve yumusak dokularin tam epitellesmesini

destekleyen yogun, hemostatik fibrin bir yap1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



Alkali yanik tedavilerinde kullanilan ve fayda saglanilan AMT tedavisine ek
olarak TZF membran implantasyonu tedavisinin de alkali yaniklarda ortaya ¢ikan
epitel defekti, neovaskiilarizasyon ve diger komplikasyonlar {izerine etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu g¢alismamizda tavsan gozlerinde olusturulan deneysel alkali
yaniklarda TZF membran implantasyonu etkinligini aragtirmayr ve medikal tedavi,

AMT gibi diger yontemlerin etkinligi ile karsilagtirmay1 amagladik.

2. GENEL BILGILER
2.1 Kornea

Kornea, goz kiiresinin en 6n boliimiinde yer alan ve yaklasik olarak 1/6” sini1
olusturan saydam damardan yoksun bir tabakadir. Kornea 360 derece posteriorda 1s1ga
gecirgen olmayan sklera ile devam eder ve yar1 saydam damardan zengin konjonktiva
ise skleray1 orterek kornea ile komsuluk yapar. Korneanin 0n yizeyini gzyasi film
tabakasi1 kaplarken, g6z icinde ise akdz hiimor ile siirekli temas halindedir (Egrilmez

2007).
2.1.1 Kornea Embriyolojisi

Kornea dogum sonrasi ilk zamanlarda goziin diger boliimlerine gore daha
biiyiiktiir. Intrauterin olarak 5-6. Haftalarda kornea olusmaya baslar. Kornea
embriyolojik olarak noroektoderm ve mezensim olmak iizere iki tabakadan
gelismektedir. Lens vezikiili ylizey ektoderminde gelismektedir ve o da ektodermden
ayrilmaktadir. Lens vezikiiliinden ayrilan yiizeyel ektoderm primitif korneay:
olusturur. Kornea yizeyindeki bu ektoderm ise ilerleyen zaman icinde epiteli
olusturur. Lens on yiizeyi ve korneal epitel arasindaki kollajen fibriller kornea
stromasini olusturmaktadir. Altinct haftada noral krista kokenli mezensim hiicreleri
lens ve epitel arasina go¢ ederek endoteli olustururlar. Kirkiner giinden sonra tekrar
noral krista kokenli fibroblastlarin stromaya gocii ile stroma sekillenmeye baglar.
Endoteli olusturan hiicreler kiiboidal yapiya sahiptir. Bu hiicreler dordinci ayda
descemet membranini olustururlar (Murphy ve ark. 1984, Wulle 1972). Bowman

tabakasini epitelin bazal laminasindan uzanan fibiller olusturur. Korneaya ait sinirler



3. ayda stromaya 5. ayda ise epitele ulasirlar. Daha sonra korneada baslayan
dehidratasyon ile kornea saydam halinin almaya baslar.

2.1.2 Kornea Anatomisi

Eriskinlerde korneanin ortalama o6l¢iilen yatay c¢ap1 12,6 mm olup ortalama
dikey cap1 ise 11,7 mm dir. On yiizeyin ortalama egrilik yaricapi 7,8 mm' dir.
Yenidoganlarda ise kornea ¢api yaklasik 10 mm olup 6 yasina dogru kornea erigkin
boyutlarina erismektedir (Mishima 1968). Kornea 6n ylizeyinin kiriciligi 48 dioptridir.
Arka yuzeyinin kiriciligr ise -5,8 dioptri, net kirma giicii ise 43 dioptridir. Kornea
kalinligi merkezde en ince ve yaklasik 0,52 mm olup perifere gidildikg¢e kalinlasarak
yaklasik 0,65 mm’ye ulasir. Kornea anatomik olarak 5 tabakadan olusur: Epitel,

bowman tabakasi, stroma, descemet membrani ve endotel (Aydin P & Aydin Y 2010).
2.1.2.1 Epitel Tabakasi

Epitel bircok fonksiyona sahip olup korneanin en ylizeyindeki tabakasidir.
Bariyer olusturmak, saydam ve diizgiin bir optik yiizey olusturmak bu fonksiyonlardan
bazilaridir. Non-keratinize 5-6 kat hiicre tabakasindan olusmaktadir. Epitel korneanin

kalinliginin yaklasik %10 unu olusturmaktadir ve 3 tip hiicre igermektedir.

1- Yizeyel hiicre
2- Poligonal kanat hucre

3- Bazal kolumnar hiicre

Yizeyel hicreler mikrovillus ve plikalara sahip hicrelerdir. Yizeylerinde
mikrokaliks tabaka igerirler ve bu tabakanin gorevi de gozyasi tabakasinin kornea
ylzeyine tutunmasini saglamaktir. Yiizeyel hiicreler aralarindaki siki baglantilar
sayesinde epitel tabakasinin bariyer fonsiyonunu iistlenirler. Yuzeyel hiicreler birkag

giin iginde gorevlerini tamamladiklarinda gézyasinin igine dokulirler.

Kolumnar bazal hiicreler tek sira seklinde bazal membran izerinde yer alirlar.
Bu hucreler mitotik aktiviteye sahiptir. Cogalirlar ve kornea iginde 6ne dogru ilerleyip
kanats1 hicreleri olustururlar. Kolumnar htcreler aktin filamanlar ve tonofilamanlara
sahiptir. Tonofilamanlarin gorevi hiicre iskeletini korumaktir. Aktin filamanlarin

gorevi ise yara iyilesmesi sirasinda hiicre gogiinde rol alir (Yanoff & Duker 2011).



Kolumnar bazal hiicreler epitel tabakasinin tek ¢ogalma yetenegine sahip
hicreleridir. Bazal hiicreler yanlarindaki siki baglantilarla birbirleriyle bagl iken alt
taraflarindaki hemidesmozomlar ile de bazal membrana sikica tutunurlar. Bazal
hiicrelerin mitoz boliinerek ¢ogalmasiyla olusan yeni hiicreler 6nce kanat daha sonra
da yuzeyel hicrelere transforme olurlar. Bu hicre turnoveri yaklagik 7-14 giin surer.
Epitel hiicrelerinin altinda bazal membran yer alir. Epitel hiicrelerinin hasar
durumunda korneada kalict iz olusmaz, bu da yenilenme yeteneklerinin cok fazla

olmasina baglidir.

Saglikli bir kornea ytizeyi igin gerekli olan epitelyal kok hiicreler, alt ve st
limbusta daha ¢ok yer almaktadir. Bu hiicreler biiyiik olasilikla Vogt pallisadlarinin
icinde yer almaktadirlar. Bu kok hiicreler ayn1 zamanda bir bariyer fonksiyonu ile
konjonktiva dokusunun kornea Uzerine ilerlemesine engel olmaktadirlar (Kanski &
Bowling 2011).

2.1.2.2 Bowman Tabakasi

Kollajen igerigi olarak tip I ve tip Il kollajen fibrillerini i¢inde barindirir. Bu
tip fibriller, stromanin 6n kisminda yer alan Keratositler tarafindan Uretilir. Travmaya
kars1 direnglidirler. Mikroorganizma ve tumor hicrelerinin korneaya invazyonuna
engel olup bariyer fonksiyonu Ustlenir. Kornea hasari gelistiginde bowman tabakasinin
yenilenme yeteneginin olmamasina bagli olarak fibrozis ile skar olusturarak iyilesir

(Krashmer ve ark. 2005).
2.1.2.3 Stroma Tabakasi

Kornea kalinligimin yaklasik %90’ 11 olusturur ve ortlama kalinligi 500
pm’dir. Kollajen fibrillerden olusmaktadir ve birbirine parelel dizilen bu fibriller
mukopolisakkaritler ile lameller tarzda birbirinden ayrilirlar. Parelel dizilislerindeki
bozukluklar korneanin saydamligini etkilerler. Stromanin %78’ini su olustururken
kuru agirligimin %70’ini ise kollajenler olusturmaktadir. Diizenli ve paralel dizilim
gosteren bu kollajen fibrillerinin ¢ogunlugunu tip 1 kollajen olusturmaktadir. Geri
kalanin1 ise tip 3, 5, 6 kollajenler olusturmaktadir. Kollajen fibrillerinin arasini
glikozaminoglikanlar doldurmaktadir. Bu glikozaminoglikanlarin biiyiik ¢cogunlugu

keratan siilfattan olusmakla birlikte geri kalanin1 kondroitin siilfat ve dermatan silfat



olusturur. Stroma da bowman tabakasi gibi hasar sonras1 yenilenme kabiliyetine sahip

degildir (Krashmer ve ark. 2005).
2.1.2.4 Descemet Membrani

Yetiskinlerde ortalama 10u kalinhiginda olup yeni doganda ise 3p
kalinligindadir. Stroma ile endoteli birbirinden ayirir ve endotel i¢in bazal membran
gbrevi istlenir. Limbusta sonlanarak Schwalbe hattin1 olusturur. iki kisimdan
olusmaktadir, 6n taraf intrauterin birikerek gelismistir ve kollajenlerden olusur.
Endotele komsu olan taraf ise elastik yapidadir ve endotel tarafindan
sentezlenmektedir. Yaralanma durumunda endotel tarafindan sentezlenerek rejenere
olur. Bazi hastaliklarda metal depolanabilir, 6rnegin arjiroziste giimiis, Wilson

hastaliginda bakir birikir (Krashmer ve ark. 1997).
2.1.2.5 Endotel Tabakasi

Tek sirali hekzagonal sekilli hiicrelerden olugmaktadir. Korneanin
beslenmesinde ve saydamliginin korunmasinda ¢ok onemli goreve sahiptir. Aktif
pompa aktivitesine sahip olup stroma igindeki fazla siviy1 disart pompalar. Hucreler
yaklagik 5 p kalinliginda, 20 p genisligindedirler. Cogalma kabiliyeti olmayip yasla
birlikte azalmaktadir. Dogumda yaklasik 3500 hiicre / mm? olup eriskinlerde ise 2500
hiicre / mm? seviyelerine geriler. Rejenerasyon kabiliyeti olmadigi igin 6len hiicrelerin
yerini komsu hiicreler genisleyerek doldurur. Endotel hiicre sayis1 500 hiicre / mm?
altina diistigii zaman kornea 6demi gelisip saydamligi bozulur ( Krashmer ve ark.
1997).

2.1.3 Korneanm innervasyonu

Kornea ¢ok yogun duysal innervasyona sahiptir. Ciltten bile yaklasik 300 kat
fazladir. Duysal innervasyonu 5. Kranial sinirin (trigeminal sinir) 1. Dali (oftalmik
dal1) ile alinir. Limbus etrafinda uzun silyer sinir sinir halkasini olusturduktan sonra
periferik stromaya miyelinli olarak giris yapar. Bir siire sonra miyelinini kaybederek
one dogru ilerleyip Bowman tabakasini gegerek epitel icinde kanat hicreleri

seviyesinde serbest sinir sonlanmalar1 olarak sonlanir (Krashmer ve ark. 2005).



2.1.4 Korneanin Beslenmesi

Korneanin metabolik olarak en aktif tabakalar1 endotal ve epitel hiicreleridir.
Bu iki yap1 korneanin beslenmesi ve dehidratasyonu icin yliksek metabolizmaya
sahiptirler. Enerji olarak glukozu kullanirlar. Oksijen bagimli glikoliz i¢in gerekli
oksijeni gozyasi araciligiyla alirken glukozu ise ak6z hiimdrden saglamaktadir.
Kornea beslenmesi i¢in gerekli glukoz, aminoasit, vitamin ve besin ihtiyag¢larini
limbus kaynakli damarlar ve endotelden aktif transport veya difiizyon ile
saglamaktadir. Metabolik son firiinler ve karbondioksit de benzer yollar ile atilir

(Egrilmez 2007, Krashmer ve ark. 2005).
2.1.5 Korneal Yara Iyilesmesi, Neovaskiilarizasyon ve Fibrozis

Kornea disardan siirekli fiziksel ve kimyasal olarak travmaya maruz
kalmaktadir. Travmalarin siddeti de yara iyilesmesi ve sonucunu etkilemektedir. Yara
iyilesmesi sirasinda biiylime faktorleri, sitokinler ve ekstraseliiler matriks elemanlari
birbiriyle etkileserek iyilesmeyi diizenlerler. Fibrozis ve vaskiilarizasyon normal yara
iyilesmesinin bir parcasidir ve genellikle inflamasyonu takiben olusmaktdir. Kornea
yapisal olarak damar ve lenf yapisindan yoksun olup saydamdir (Freddo & Waring
1998). Patolojik bir durum karsisinda korneada vaskiilarizasyon ve fibrozis
gelisebilmeltedir. Bu fibrozis ve vaskiilarizasyon karsisinda korneanin saydamligi ve

optik 6zelligi kaybolabilir.

Kornea epiteli bag dokusundan fakir bir yapidadir. Yiizeyel epitel hasarinda
fibrozis gelismemektedir. Kornea yaralanmasi derin ve ¢ok genis bir yapida oldugunda
ise fibrozis ve vaskiilarizasyon gelisebilir. Bu fibrozis ve vaskiilarizasyonun kaynagi
ise On stromal fibroblastlar ve komsu konjonktivadaki farklilasan hiicrelerdir.
Hasarlanan bolgenin iyilesmesi sirasinda aktif fibroblastlar ve komsu vaskiiler
endotelyal hiicreler tarafindan ekstraseliiler matriks sentezlenmektedir. Korneanin
uzun siire hipoksik kaldigi baz1 durumlarda yiizeyel konjonktivadan kornea tizerine
vaskiilarizasyon ve fibrovaskiiler yap1 ilerleyebilir. Korneanin agir yaralanmalarindan
biri olan alkali yaniklarda olusan bu fibrovaskiiler yapilar korneayr tamamen

kaplayacak kadar biytk olabilir.(Freddo & Waring 1998, Cogan 1948)

Korneanin gorevini yerine getirebilmesi icin surekli dehidrate kalmasi gerekir.

Fiziksel, kimyasal travmalar yiiziinden olusacak stromal 6dem bu saydam, diizenlli ve



lameller yapmin bozulmasina sebep olacaktir. Her zaman olmasa da gogunlukla
inflamatuar sitokinleri beraberinde getirecektir (Cogan 1948). Olusan bu inflamasyon
da stromal yeni damar olusumlarina sebep olacaktir. Korneada neovaskdlarizasyonu

engelleyici mekanizmalar mevcuttur (Levene ve ark. 1963).

Kornea epitel ve stroma hiicreleri damar olusumunu engellemek icin bazi
etkilere sahiptir. Kornea epitel bazal membraninda bulunan endostatin,
trombospondin,  doku inhibitor ~ metalloproteinaz-3  gibi  sitokinlerin
neovaskilarizasyon engelleyici etkileri vardir (Lin ve ark. 2001, Armstrong &
Bornstein 2003).

Ayrica kornea epitelinde solubl vaskiiler endotelyal buyume faktori (SVEGF)
ad1 verilen vaskuler endotelyal buyume faktori A (VEGF-A) reseptori vardir. VEGF
icin bir tuzak reseptoriidiir ve membrana bagli VEGF-A reseptorii 1 ve 2’nin
heterodimerizasyonunu engeller (Ambati ve ark. (2006,2007), Chen ve ark. 2000).
Limbal epitel hucreleri de bariyer gérevi gormektedir. Limbusta kok hiicreler vardir.
Limbal kok hiicre kaybi oldugunda kornea epitelinde olusan hasarlar konjonktiva
epiteli ile onarilmaya c¢aligilir. Konjonktiva epiteli, kornea epitelinin tersine
vaskilarize bir yapiya sahiptir. Yara iyilesmesi konjonktiva epiteli ile yapildiginda
saydam olarak is yapan korneanin optik kalitesi azalir, gérme keskinligi diiser ve

korneanin diger gorevlerinden biri olan bariyer fonksiyonu bozulmaya baglar.

Korneal neovaskilarizasyonlar (KNV) genellikle stroma iginde yer alirlar.
Bazi hastaliklara bagli olarak farkli tabakalarda ve birden fazla tabakada birlikte yer
alabilirler. Neovaskilarizasyon stroma iginde derin ve stromal olarak bulunabilir.
Derin KNV descemet membraninin iistiinde yer alip stromal herpetik veya sifilitik
enfeksiyonlara bagl olarak olusabilir. Stromal yerlesimli KNV ler ise daha ¢ok tim
stromal keratitler ve alkali yaniklara bagl olarak meydana gelip derin KNV’a gore
daha yuzeyeldir (Chang ve ark. 2001).

2.1.6 Anjiogenez

Insanlarda damarlarin  gelisimini saglayan iki siirec vardir. Bunlar
vaskilogenez ve anjiogenezdir ve biribirinden farkli siire¢lerdir. Vaskiilogenez
embriyolojik donemde damarlarin endotellerin 6ncii hiicrelerinden ¢ogalip damar

haline gelmesi olayidir. Bu olayda VEGF gercek rolii oynamaktadir. Anjiogenezis ise



daha once gelismis olan damarlardan yeni damarlarin gelismesidir. Bazi1 fizyolojik ve
patolojik durumlarda anjiogenezis 6nemli role sahiptir. Bu patolojik durumlardan

baslicalar1 iskemi, inflamasyon ve timaor progresyon evreleridir.

Anjiogenez gerceklesmesi i¢in antianjiogenik ve proanjiogenik faktorlerin
dengesinin bozulmas1 gerekir. Proanjiogenik faktorlerin lehine denge bozulursa bu
faktorlerin etkisiyle apoptotik yolagin elamani olan matriks metalproteinazlar (MMP)
ile vaskiiler yapidaki bazal membranda yikim meydana gelir. Daha sonra endotel hiicre
aktivasyonu sonrasi proliferasyon, migrasyon gibi asamalardan gegerek tiip olusumu
gerceklesir (Distler ve ark. 2002). Bazal membranin tekrar olugsmasi ve olusan bu tip

yapisinin etrafina perisitlerin de eklenmesiyle damar olusumu tamamlanur.

Proanjiogenik faktorlerin en onemlisi ve popiileri VEGEF’tir. Fibroblast
biiytime faktorii (FGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF), epidermal
biyime faktori (EGF), anjiopoetin 1-2, tiimor nekrozis faktor o (TNF-a) diger baslica
proanjiogenik faktorlerdir.

Antianjiogenik faktorlerin baglicalar1 ise trombospondin 1-2, arrestin,
endostatin, anjiostatin, interlokinler (IL-4-12-18) dir (Klagsbrun & D’Amore 1996,
Fayette ve ark. 2005).

2.1.6.1 Anjiogenik Faktorler

Bilinen anjiogenik faktdrlerden en 6nemlisi ve en popiileri VEGF’tir. FGF,

PDGF, EGF gibi sitokinler de diger 6nemli anjiogenik faktorlerdir.

VEGF 1980’ 1i yillarda kesfedilmis olup endotele 6zgii oldugu ve glikoprotein
yapida oldugu bulunmustur. 45 KD biiyiikliigiinde olup VEGF ait gen kromozom
6p21.3 iizerinde yer almaktadir (Vincenti ve ark. 1996). VEGF damar olusumunda
onemli goreve sahiptir. Endotele ait fizyolojik veya fizyopatolojik bircok olayda da

Onemli gorevlere sahiptir.

VEGF biiyiik bir grup seklinde gérev almaktadir. Bu grubun iiyeleri VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve VEGF-F’ dir. PDGF ve plasental biyime
faktori (PIGF) ise VEGF-A ile benzer sekilde etki ederler (Yazir ve ark. 2004, Ferrara
ve ark. 2003).



10

PIGF insan plasentasinda kesfedilmis olup VEGF-A ile benzer reseptorler
Uzerinden etki ederler (Leung ve ark. 1989).

VEGF-A anjiogenezde en etkili olan faktordlr ve etkisini VEGF reseptori-1
ve 2 (VEGFR-1,2) tizerinden gosterir. Aym1 zamanda insan-VEGEF’i olarak bilinir
(Yazir ve ark. 2004). VEGF-A’ nin bilinen 9 adet izoformu vardir (Shams & lanchulev
2006). Goz patolojileri Gzerinde en etkili olan ise VEGF-Auss © dir (Ferrara & Davis-
Smyth 1997).

VEGF-B en fazla iskelet kasi, kalp ve pankreasta bulunmaktadir. VEGFR-1’ ¢

baglanir ve hiicre adezyonunda gorev alir.

VEGF-C en fazla kalp, ince barsak, plasenta ve overde bulunmaktadir. VEGF-
C ve VEGF-D lenfatik endotelyal hiicrelerin mitozundan ve yara iyilesmesinden
sorumludurlar. Lenfatik damarlarin hiperplazisinden sorumludurlar. VEGFR-3’iin
spesifik aktivatoridiirler. Ayrica VEGFR-1 ve 2’ yi aktive ederek etki gosterirler
(Byrne 2005).

VEGFR-1 ve VEGFR-2 daha cok vaskilogenezis ve anjiogenezisten

sorumluyken VEGFR-3 lenfanjiogenezisten sorumludur (Kaiser 2006).

VEGF salinnmindan nétrofiller, makrofajlar, T ve B lenfositler sorumludur.
Ayrica retina pigment hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinin de katkis1 vardir. TNF, PDGF,
FGF, IL-6 gibi sitokinler VEGF uretimini artirirken, IL-10 ve IL-13 VEGF salinimin
azaltirlar. Nitrik oksit (NO) de VEGF’in salinimini artirken, NO’nun salinimin1 VEGF
artirir. VEGF iretiminin ana faktorl iskemi ve hipoglisemidir (Clauss 2000).
Makrofajlarla birlikte korneada fibroblastlar ve kornea epitel hiicreleri
VEGF-A salinmmi i¢in Onemli hicrelerdir. Korneanin fiziksel ve kimyasal

travmalarindan sonra bu hiicreler VEGF-A salgilarlar (Sivak ve ark. 2011).
VEGF’ in insan viicudunda bir¢ok fonksiyonu vardir. Bunlardan baslicalari;
- Anjiogenez, vaskilogenez ve lenfanjiogenezi dizenler (Kaiser 2006).

- Endotel hiicreler i¢in yasamsal faktordiir ve apoptozisi engelleyerek

yasamlarinin devamliligini saglar (Ferrara 2004).

- Lokositlere baglanarak proinflamatuar etki gosterir.
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- NO araciligiyla ve kendi primer olarak vaskiiler gegirgenligi artirir.

- Yapilan bazi ¢aligmalarda retinal gangliyon hiicrelere karsi koruyu etki

yaptig1 gosterilmistir (Kilic ve ark. 2006).
2.1.7 Matriks Metalloproteinaz-9

Matriks metaloproteinazlar (MMP), gozdeki birgok fizyolojik ve patolojik
strecte temel bir rol oynayan endopeptidazlardir. MMP-9, kornea ylzeyinin
yaralanmasindan sonra hiicre dis1 matriksin yeniden bigimlenmesine katilir ve steril
korneal yuzey Ulseri, okiler alerji, fungal keratit, yaniklar, diizensiz yiizeyli ilerlemis
keratokonus, aktif pterjium, yanik, konjonktivasalazis, blefarit ve kuru géz gibi
hastaliklarda da seviyesi artar (Di Girolamo ve ark. 2000, Corrales ve ark. 2006, Acera
ve ark. 2008,2013, Chotikavanich ve ark. 2009). MMP-9 (jelatinaz B) kornea epiteli,
fibroblastlar, s1zan Idkositler ve lakrimal bezden fiiretilir (Acera ve ark. 2008). IL-1,
TNF ave TGF b1 gibi proinflamatuar sitokinler, MMP iiretiminin gii¢lii uyaricilaridir
(Stern ve Pflugfelder 2004). MMP-9, korneal hiicre dis1 matriks bozulmasini ve epitel
hiicre kaybini arttirir (Corrales ve ark. 2006).

2.2 Korneal Kimyasal Yaralanmalar

Kimyasal maddeler hayattimizin birgok yerinde kullandigimiz ve
yararlandigimiz tirtinlerdir. Temizlik maddeleri, kozmetik Grtnleri, ilaclar, gibreler,
tarimsal ilaglar gibi bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Bu tiriinlerle az ya da ¢ok her insanin

temasi1 bulunmaktadir.

Kimyasal maddelerin gozle temas: hafif bir sulanma ve blefaropspazmdan
gdziin kaybina kadar giden genis siddet skalasinda bir tabloya sebep olabilir. Giiniimiiz
sanayi toplumunda sik goriilen problemlerden biridir. Bu etkilenmenin siddeti temas
edilen kimyasal {iriiniin pH’s1, yogunlugu, temas siiresi, ¢esidi gibi bircok faktore
baghdir. Kimyasal yaralanmalar zirai ilaglarla ve giibrelerle, sanayi ortaminda cesitli
kimyasal ilaclar ve yaglarla, yasam alanlarinda ise camasir suyu veya tiirlii temizlik
urtnleriyle meydana gelebilir. Bu tiir yaralanmalar endiistriyel kimya labaratuarinda
calisan 20-30 yas aras1 erkek bireylerde meydana gelmektedir (Singh ve ark. 2013).
Yaralanma durumunda saglik kurumuna basvuru aninda sorgulamamiz gereken seyler
ise temas eden maddenin ¢esidi, siliresi ve yapilan herhangi bir miidahale olup

olmadigidir.
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2.2.1 Asit Yaralanmalari

Asitler normal hiicre pH olan 7,4’ten daha diisiik pH’da olan maddelerdir. Asit
maddeler ile olan okiiler yiizey yaralanmalar1 bazik olan maddelerle olan
yaralanmalara gore daha az ciddi olurlar. Bunun sebebi ise asitler okuler ylizeyde
proteinin koagulasyonuna neden olur, bu da goziin daha derin katmanlarina daha fazla
niifuz etmeyi siirlayan bir bariyer olusturur. (hidroflorik asit, hiicre zarlarindan hizla
gecebildigi igin asit tlrleri arasinda bir istisnadir) (McCulley 1990, Schrage ve ark.
2000, Kirkpatric ve ark. 1995). Asidik maddeler ne kadar bazik maddeler kadar hizli
nlfuz etmeseler de okiler yuzeye ciddi zarar verecek potansiyele sahiplerdir.

Asitler kollajenlerle reaksiyona girer, boylarin1 kisaltir bu da sklera ve

korneada kisalmaya sebep olarak ani goz ici basinci (GIB) artisina sebep olur.
2.2.2 Alkali Yaralanmalari

Alkali ajanlar pH’1 7,4°ten daha yiiksek olan maddelerdir. Bazik maddeler daha
lipofilik olup asit maruziyetlerine gére daha derine ve hizli nifuz ederler. Bazik
maddelerle yaralanma sonrasi trabekiiler ag, lens ve siliyer cisme zarar verecek sekilde
Oon kamaraya da girebilirler. Bu siirecin hizli olmasindan dolay1 5-15 dk iginde
hastalarda geri doniisii olmayan gtz ici hasarlar olusabilir (Fish & Davidson 2010).
Okiler yizeyin etkilenmesiyle birlikte kornea ve sklerada bukilmeyle birlikte
biiziilme meydana gelir. Buna bagli olarak ani goz i¢i basing artis1 meydana gelir.
Uzun donem g6z i¢i basinct artisi ise tabekiiler agin fibrotik hasarina ve inflamatuar

maddelerin trabekiilumda birikmesiyle meydana gelir.

Okiiler yiizeyin hasarlanmasi, goblet hiicrelerin kaybiyla gozde kuruluk ve
fornikslerde kontraktiir gelisir (Schrage ve ark. 2000, Spector & Fernandes 2008).
Alkali yanikla birlikte konjonktivada goblet hiicrelerinde artis oldugunu gosteren
caligmalar da mevcuttur (Wagoner 1997). Limbustaki yogun hasar, normal korneal
epitel iyilesmesinin  basarisiz  olmasi, korneada neovaskilarizasyon ve
konjonktivalizasyona yol acabilecek limbal kok hiicre eksikligine (LSCD) yol agabilir.
Gelisebilecek olan lagoftalmus ayni zamanda yeniden epitelizasyonu da
engelleyebilir. Lagoftalmus kapaklardaki mekanik degisikliklere, ddemlere veya skara

sekonder olabilir. Yogun konjonktival yaniklar, ilerdeki durumu daha fazla karmasik
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hale getirerek sembleferon, skatrisyel entropiyon, ektropiyon ve trikiyazis gibi uzun
vadeli sonuclara yol agabilir (Cauchi ve ark. 2008, Liang ve ark. 2009, Fish &
Davidson 2010, Liu ve ark. 2010, Shekhar ve ark. 2013).

2.2.2.1 Patogenez

Olaylarin tipik patofizyolojik seyri doku pH’inda ani bir degisiklik ve pH
bagimli kimyasal degisiklerle baglar. Yakin zamana kadar maruz kalinan maddenin
pH’1 doku yaralanmasinin tipi ve ciddiyetinde en 6nemli unsur olarak kabul edilmistir.
Bununla birlikte, sicaklik, miktar, darbe kuvveti, konsantrasyon, ¢6ziinme katsayisi
(6rnegin, ozmolarite), redoks potensi ve okuler dokularla spesifik reaktivite (pK
degerleri) gibi diger faktorler, dokunun kimyasal hasarinin patofizyolojik kaskadini

biiyiik ol¢tide etkileyebilecegi gosterilmistir (Wagoner 1997).

Sicak soliisyonlar soguk olanlara gore daha fazla zarar verirler bunun sebebi
ise enzimatik yollarin sicaklikla hizinin artmasidir. Kati maddeler goz kirpma yoluyla
gbzden uzaklastiritlamaz. Kire¢ veya beton gibi asindirict maddeler konjonktival kese
icinde daha fazla konsantrasyonda kalabilir ve doku tahrip etme sans1 daha yiiksektir.
Kire¢ parcaciklart derin fornikste kalip zarar vermeye devam edebilir. Koroziv
maddelerin darbe kuvveti de dikkate degerdir (Schrage ve ark. 2000). Diisiik
konsantrasyonda olan maddeler ytiksek kuvvette goze carptiginda ciddi hasara neden
olabilir. Sonug olarak olusan epitel hasar1 nedeniyle koroziv madde ile stroma direk
temas eder (Frazer ve ark. 1986, Bullock ve ark. 1997). Koroziv maddelerin osmotik
gradienti kimyasal yaniklarin yaptigi doku hasarinda ve bu hasarin ilerlemesinde

onemli etkiye sahiptir (Schrage ve ark. 2000).

Alkali ajanlar asit maddelere gore daha derine niifuz ederler. Bazik maddelerin
sahip oldugu hidroksil (OH") iyonu hiicre membraninda bulunan yag asitleriyle
sabunlagma reaksiyonuna girer ve bu sebeple hiicrede dagilmaya sebep olur. Katyonlar
karboksil gruplartyla (COOH) stromal kollajen ve glikozaminoglikanlarla (GAG)
reaksiyona girerler. GAG’lar bu reaksiyonla hidrasyona ugrarlar ve bu hidrasyon
stromanin berrakligini yitirmesiyle sonuglanir. Amonyak (NHs3) maruziyetinde 6n
kamaraya gecisi nerdeyse hemen olur, sodyum hidroksit (NAOH) ile maruziyette ise
yaklasik 5 dakika sonra 6n kamaraya gecis olur (Paterson ve ark. 1975). Epitel hasar
goriip tehlikeye girdiginde alkali madde alttaki dokulara niifuz edip proteoglikan
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madde ve kollajen matriksi tahrip eder. Gugclu alkalin maddeler hizlica 6n kamaraya
gecerler ve trabekiiler agda olusturduklar1 skar dokusu 6n kamara sivisinin disa
akimini engelleyerek sekonder glokoma sebebiyet verir. On kamaraya ulasmis bu
madde iris, siliyer cisim hatta lenste siddetli inflamasyona neden olur (Eslani ve ark.
2014). Hiicre zarlarinin erimesi, prostaglandinler, 16kotrienler ve interlokinler gibi
kemotaksis ve iltihaplanma maddelerinin hizli immiinolojik tepkiye yol agmasini
saglar (Pfister ve ark. 1987,1993).

Alkali yanigina neden olan en sik kimyasal maddeler; genellikle amonyum
hidroksit (NHsOH), sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit (KOH),
magnezyum hidroksit [Mg(OH)] ve kalsiyum hidroksittir [Ca(OH)2].

2.2.2.2 Klinik Muayene

Kimyasal maruziyetten sonra tam bir géz muayenesi yapilmalidir. Gziin
fornikslerine kadar herhangi bir yabanci cisim olmadigindan emin olana kadar
muayene devam etmelidir. Yaralanmanin periokiiler erken belirtilerinden bazilari,
periorbital 6dem eritem ve ciltte epitel kaybi, kaslarda ve kirpiklerde kayiptir. Erken
okiiler belirtileri arasinda ise korneal ve konjonktival epitel kaybi, kemozis, limbal
iskemi, korneal bulaniklagsma, 6dem, steril iilserasyon ve bazen perforasyon yer alir
(Lin ve ark. 2011). Gorsel sonuglar igin en 6nemli prognostik faktor limbal iskemi
miktarma bagl okiiler yiizey hasarinin derecesidir (Spector & Fernandez 2008, Lin ve

ark. 2011) Limbal iskemiye bagli geligsen limbal kok hiicre kaybi prognozu kétiilestirir.
2.2.2.3 Klinik Sureg

Okiiler kimyasal yaniklarin klinik siireci acil, akut, erken onarim (8-20 giin) ve

gec onarim fazlari seklinde ayirilabilir (McCulley 1987).

Kimyasal ajanin goézle temasi1 aninda acil fazi baslamistir. Korneal ve
konjonktival epitel defekti alani, limbal iskeminin saat kadrani seklinde derecesi, goz
ici basing artigi, kornea opaklasmasi miktari, lens seffaflifinda bozulma gibi
durumlarin belirlenmesi prognoz ve yaralanmanin ciddiyetini belirlemede 6nemlidir

(Roper-Hall 1965, McCulley 1987).

Kimyasal yaralanmadan itibaren ilk 7 giin akut faz olarak siniflandirilir. Bu

siire zarfinda, dokular kornea epitelinin yiizeysel koruyucu tabakasini yeniden tesis
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ederken kendilerini kirletici maddelerden temizler. Onemli inflamatuar mekanizmalar
okuler ylzeyde ve 6n kamarada gelismeye baslar (McCulley 1987, Singh ve ark.
2013).

Erken onarim fazi yaralanmadan itibaren 8-20. Giinleri igeren siire zarfidir. Bu
donemde stromal skar ve tamiratin oldugu okiiler iyilesme gecis donemidir. Yine bu
donemde persistant epitel defekti korneal ilserasyona doniisebilir. Iyilesen epitel,
dokular ve Iokositlerden salgilanan kollajenaz, matriks matalloproteinaz ve diger
proteolitik enzimlerin etkisiyle korneal tilserasyonun olustugu gosterilmistir (Pfister
ve ark. 1981, Golub ve ark. 1983, Perry ve ark. 1986, Seedor ve ark. 1987, Ralph 2000,
Eslani ve ark. 2014).

Kimyasal yaralanmadan 3 hafta sonra devam eden iyilesme siirecine geg
onarim fazi1 denmektedir. Bu evre 1yi gorsel prognoz ve sinirli gérsel prognoza neden
olacak bazi komplikasyonlarin eslik edebilecegi iyilesme siireci ile karakterizedir.
Kronik, ciddi bir inflamatuar reaksiyonun sebebi kimyasal hasar nedeniyle yikilmis
iriinlerin antijen gibi davranmasi ile 16kosit ve makrofajlarin invaze olmasidir. Baz1
ciddi olgularda bu kronik olaya retina ve vitreus da eslik eder. Tedaviye direncli
sekonder glokom cerrahi mudahale ve uzun sire antiglokamattéz medikasyon
gerekebilen sik bir komplikasyondur (Kuckelkorn ve ark. 1994). Kronik inflamasyon
bircok ge¢ komplikasyona sebep olabilir. Bunlar; katarakt, Uveit, korneal skar,

kseroftalmi, skatrisyel entropiyon, ektropiyon ve trikiazistir.
2.2.3 Kimyasal Yaniklarin Siniflandirilmasi

Kimyasal yanigin evresinin belirlenmesi sonuglarin tahmini agisindan faydal
olabilir. En 6nemli prognostik faktériin hayatta kalan limbal kok hiicrelerin miktari

oldugu gosterilmistir (Spector & Fernandez 2008, Lin ve ark. 2011).

Birka¢ smiflama oOnerilmistir (Roper-Hall 1965, Pfister 1983, Dua ve ark.
20001): Roper-Hall siniflamast ilk defa 1960’ larda Ballen (1964) tarafindan
gelistirilmistir ve Roper-Hall (1965) tarafindan modifiye edilmistir. Bu siniflamanin
temeli buyuk olctide korneal haze derecesi ve limbal iskemi miktarina dayanmaktadir.
(Tablo 1)
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Tablo 1: Okiiler yiizey yaniklarinin siddetini belirleyen Roper-Hall siniflamasi.

Grade Klinik Bulgular Prognoz
Kornea Konjonktiva/Limbus

I Korneal epitel hasari Limbal iskemi yok Iyi

I Korneal haze, iris <1/3 Limbal iskemi Iyi
detaylar1 goriiniir

Il | Total epitel kaybi 1/3-1/2 Limbal iskemi | Siirda
Stromal haze
Iris detaylar1 gdriinmez

IV | Kornea opak >1/2 Limbal iskemi Kotu
Iris ve pupil goriinmez

Pfister daha sonra yaralanmayi korneal haze ve perilimbal iskemiyi gésteren
fotograflara dayanarak hafif, orta-hafif, orta, orta-agir, agir ve ¢ok agir seklinde

siiflandiran yeni bir siniflandirma sistemi sunmustur (Pfister 1983).

Dua (2001), saat kadrami olarak limbal tutulum miktarina ve bulbar

konjonktival tutulum yiizdesine dayanan bir siniflandirma semasi 6nerdi.(Tablo 2)

Tablo 2: Okiiler yiizey yaniklari yeni siniflandirmasi(Dua)

Grade | Prognoz Klinik Bulgular Konjonktival katilim | Oran*

I Cok iyi Limbal katilim yok 0% 0/0%

] Iyi < 3 saat kadrani <30% 0,1-3/1-29,9%
limbal katilim

Il Iyi >3-6 kadran limbal >30-50% 3,1-6/31-50%
katilim

v Sinirh 1yi >6-9 kadran limbal >50-75% 6,1-9/51-75%
katilim

V Sinirh kotii | >9-<12 kadran limbal >75-<100% | 9-12/75,1-
katilim 99,9%

VI Cok kotu Tum limbus katilim1 | Tim konjonktiva 12/100%

katilimi

*Saat kadran1 seklinde limbal katilim/ katilan konjonktiva yiizdesi
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2.2.4 Kimyasal Yaniklarin Tedavi Planlamasi

Okiiler kimyasal yaniklarin tedavisi yaralanmanin mekanizmasi ve sonradan

gelisecek olan inflamatuar olaylar hesaplanarak planlanir.
2.2.4.1 Acil Mudahale

Kimyasal yanik durumunda yapilacak tedavinin aciliyeti tedavinin sonucunu
olumlu yonde etkiler ve bu nedenle dikkatli bir sekilde muayene yapilirken miidahale
geciktirilmemelidir. Akut bir kimyasal yanmadan sonra, rahatsiz edici kimyasallari
yikamak i¢in acil ve kapsamli bir yikama gereklidir ( Paterson ve ark. 1975, Wagoner
1997, Salzman & O’Malley 2007, Spector & Fernandez 2008, Rodrigues 2009).

Yikama i¢in serum fizyolojik veya ringer laktat gibi soliisyonlar kullanilip 1V
infuzyon seti takilarak en az 10 dakika yikamaya devam edilmelidir. Okdler ylizey
pH’1 normallesinceye kadar yani 7 olana kadar yikamaya devam edilir. Okiiler yiizey
pH’1 idrar pH seridi kullanilarak olgiilebilir. Eger serit mevcut degilse fazla fazla

yikamakta fayda vardir (Schrage ve ark. 2000).

Yikama sona erdirildiginde okiiler yiizey ve forniksler kontrol edilir. Ust ve alt
kapaginda altinda kalmis olabilecek partikiiller yumsak ug¢lu bir aplikator ile
temizlenir. Yikama ile pH’in normale getirildiginden ve okuler yiizeyin kimyasal
maddeden temizlendiginden emin olundugunda temiz bir forseps veya pamuk gubuk

ile nekroze olmus, 6lmiis epiteller debride edilip temizlenir.

Okiiler kimyasal yaniklarda ilk miidahale yapacak oftalmolog olmayan
kisilerin bu konuda egitilmeleri ve bilgi sahibi edilmeleri hastalarin prognozu igin

onemlidir (Kuckelkorn ve ark. 1995).
2.2.4.2 Akut Faz Tedavisi

Tedavi plani biiyiik 6l¢iide muayene bulgularina baglidir. Akut faz tedavisinin
temel amaglari, yeniden epitelizasyonu saglamak, inflamasyonu azaltmak,
enfeksiyonu 6nlemek, daha fazla epitel ve stromal bozulmay1 6nlemek ve sekeli en aza
indirmektir (Eslani ve ark. 2014).
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2.2.4.2.1 Epitelizasyonu Saglamak

Koruyucu madde icermeyen g0zyasi preparatlari ve lubrikant merhemler
persistant epitelyopatiyi diizeltebilir, tekrarlayan erozyon riskini azaltirken gorsel
iyilesmeyi hizlandirabilir (Singh ve ark. 2013). Okiiler yiizey yanigina sahip hastalar
sistemik C vitamini tedavisinden fayda gorirler ¢linki C vitamini kollajen sentezini
ve yara iyilesmesini destekler (Pfister & Paterson 1980, Pfister ve ark. 1981,1988).
Iceriginde iyilesmeyi artiran birgok faktor olan otolog serum gdzyaslar epitelizasyonu
artirmak i¢in kullanilabilir (Tsubota ve ark. 1999, Imanishi ve ark. 2000, Goto ve ark.
2001, Tananuvat ve ark. 2001, Poon ve ark. 2001, Vajpayee ve ark. 2003, Panda ve
ark. 2012). Epitel iyilesmesi geciken hastalarin epitel iyilesmesini hizlandirmak igin
kontakt lensler bandaj amaciyla kullanilabilir. Bandaj kontakt lensler ayn1 zamanda
korneanin kurumasini, goz kapagimnin agilip kapanirken agri hissi olmasini ve epitele

hasar vermesini onleyebilir (Burns & Chylack Jr. 1979).

2.2.4.2.2 inflamasyon Onleyici Tedavi

Topikal kortikosteroidler, kimyasal yaralanmalarin tedavisinde akut
inflamasyonun kontroliinde kilit bir role sahiptir. inflamasyonda rol alan hticrelerin
yara yerine infiltrasyon yetenegini azaltirlar ve nétrofillerin iginde inflamatuar
sitokinleri tasidig: sitoplazmik ve lizozomal zarlarini stablize ederek salgilanmalarin
Onlerler. Okuler yuzeydeki ve 6n kamaradaki inflamasyonun Gzerinde geriletici etkiye
de sahiptir. Dezavantaji ayn1 zamanda reepitelizasyon ve kollajen sentezini de inhibe

etmesidir(Saud ve ark. 2012).

Kortikosteroidlerle alakali genel olarak inanilan diisiince 10-14 giinden fazla
kullanilmamasi gerektigi yoniindedir. Bunun sebebi ise kollajen sentezini azaltmasi,
korneal incelmeyi kotiilestirmesi ve olas1 bir perforasyona sebep olabilecegi i¢indir
(Beams ve ark. 1968, Donshik ve ark. 1978). Steroidler hakkinda korkulan diger bir

yon ise persistant epitel defektine sebep olabilecekleridir. Korneal epitel defekti
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kapanmigsa topikal kortikosteroidler 7-10 glnden fazla giivenli bir sekilde
kullanilabilir.(Phillips K ve ark. 1983).

Sitrat, polimorfonikleer I6kositlerin yanmis dokuya goc¢iinii engellemek igin
basartyla kullanilmigtir, bdylece serbest radikallerin ve proteolitik enzimlerin
saliimini azaltmaktadir (Pfister & Paterson 1980, Pfister ve ark. 1981,1988). Serbest
radikaller hidroksil iyonlar tarafindan olusturulur. C vitamini ve tokoferoller ile bu
serbest radikaller temizlenebilir (Schrage ve ark. 2000). Korneal yaniklardan sonra
olusan iris ve silier cisimde spazm meydana gelir. Bu spazm hastalarda kint agri,
blefarospazm ve fotofobi olusturur. Sikloplentolat %1, atropin %1, hematropin %5,
skopolamin 90,25 gibi sikloplejik ajanlar kullanilarak siliyer spazm azaltilip

hastalarin agrisinda azalma saglanabilir (Wagoner 1997).

Korneal alkali yanik steril bir inflamasyona neden olur, fakat okiler ylzeyde
meydana gelen hasar ve inflamasyon nedeniyle sekonder enfeksiyonlar a¢isindan riskli
durumdadir. Her ne kadar antimikrobiyal tedavi gerekmese de proflaksi igin topikal

antimikrobiyal tedavi verilmelidir.
2.2.4.2.3 Yiiksek Goz ici Basme1 Tedavisi

Alkali yaralanmalarda alkali ajan kolayca trabekdler aga ulasabilir ve goz i¢i
basincinda yiikselmeye sebep olacak hasara neden olabilir. Bu ylizden goz i¢i basinci
mutlaka takip edilmelive yiiksekligi gozden kagirilmamalidir. Mevcut olan epitel
defekti de goz Oniline alinarak epitel toksisitesini Onlemek icin topikal
antiglokomatozler yerine oral veya i.v tedavi tercih edilmelidir. (Mannitol %20 1-
2gr/kg, Asetazolamid 5-10 mg/kg giinde 4 kere) Okiiler ylizey yaniklarin kronik
doneminde sekonder direngli glokom gelisebilir ve bunun tedavisi i¢in de cerrahi

miudahale gerekebilir (Tsai ve ark. 2006).
2.2.4.2.4 Sekel Olusumunu Onleme Tedavisi

Semblefaron olusumu i¢in okiiler yiizey giinliik olarak kontrol edilmelidir.
Sembleferon olusumunu etkili bir sekilde 6nlemek i¢in, fornikslere semblefaron
halkas1 yerlestirilebilir. (Lin ve ark. 2011). Bu halkalar palpebral ve bulbar
konjonktivay1 birbirinden ayirarak akut donemde semblefaron olugsumunu onlerler
fakat ileriki ddnemde adezyon ve yapisikliklara sebebiyet verebilecek kronik skatrizan
degisiklikleri dnleyemeyebilir (Gregory 2008).
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Korneada erime ve lilserasyon en agir korneal kimyasal yaniklarda ortaya
cikmaktadir. Korneal incelme kollajenazlar ve matriks metalloproteinazlar tarafindan

meydana gelir.

Proteinaz inhibitorlerinden aprotinin gibi ve sistein, asetilsistein, sodyum
etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), kalsiyum EDTA, penisilamin, sitrat ve dzellikle
tetrasiklinler gibi kollajenaz inhibitorlerinin kimyasal olarak yanan kornealarda
incelmeyi onledigi bildirilmistir (Reim ve ark. 1993, Wagoner 1997, Ralph 2000,
Singh ve ark. 2013, Ling ve ark. 2013).

2.2.4.3 Cerrahi Tedavi

Okiiler kimyasal bir yanik durumunda cerrahi tedavinin 6ncelikli amact glob
biitiinltiiglinii korumak ve epitel iyilesmesini hizlandirmak olacaktir. Erken cerrahi
tedavi eger gerekliyse nekrotik materyali debride etmekten baslayip, amniyotik
membran transplantasyonuyla devam edip, tektonik greftlemeye kadar gidebilen

cergevede yapilabilir.

Geg cerrahi girisimler ise normal gérme fonksiyonunu ve normal okuler yiizey
anatomisini restore etmek i¢in yapilir. Bunlar arasinda g6z kapagi anormalliklerinin
diizeltilmesi, glokom cerrahisi, limbal kék hucre nakli ve en sonunda keratoplasti

bulunur.
2.2.4.3.1 Tenon llerletilmesi

Grade IV ve ciddi korneal yaniklarda limbal vaskiilarite kayb1 6n segment
nekrozuna sebep olabilir. Ek olarak kornea konjonktivalizasyonuna ve reepitelizasyon
yokluguna neden olabilir. Limbal kan dolasimini yeniden saglamak icin erken

mudahale, potansiyel ge¢ komplikasyonlar1 dnleyebilir.

Tenonplasti, nekrotik doku debridmanini ve iskemi alaninin altindaki komsu
sklera ve limbusun Uzerine canli vaskiiler Tenon tabakasini ilerletmeyi igerir. Bu

isleme amniyotik membran transplantasyonu da eklenebilir (Kuckelkorn ve ark. 1995).
2.2.4.3.2 Limbal Kok Hicre Transplantasyonu

Limbal kok hiicre eksikligi agir kimyasal yaniklarin gorsel olarak en énemli
uzun dénem sekellerinden biridir. Korneal neovaskilarizasyon ve persistant epitel

defektin klinik belirtilerinden biri olan kronik irritasyondan muzdarip olan hastalar
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icin limbal kok hiicre transplantasyonu disiiniilebilir (Tseng ve ark. 1998, Fernandes
ve ark. 2004, Bakhtiari & Djalilian 2010)

Genel olarak, limbal kok hiicre transplantasyonunu (yaralanma zamanindan
itibaren) mimkiin oldugunca geciktirmek en iyisidir, ¢iinkii okiiler yiizey
inflamasyonu ne kadar fazla kontrol edilirse sonuglari o kadar iyi olur. Ayni1 sekilde,
limbal kok hiicre nakli diigiiniilmeden 6nce tiim goz kapagi anormalliklerinin (6rnegin,

trikiazis ve sembleferon) tedavi edilmesi 6nerilir (Bakhtiari & Djalilian 2010).

Limbal kok hiicre hastanin kendisinden alinabildigi gibi kiiltiirde iiretilmis
limbal epitelyal hiicre transplante edilebilir (Eslani ve ark. 2011,2012). Ayrica
kadavradan veya ebeveynleri, kardesleri ve ¢ocuklarini igeren yakin ailesinden de
alinabilir. Otolog limbal kok hiicre transplantasyonu sadece tek tarakli okiiler ylizey
yaniklarinda uygulabilir. Limbal kok hiicre transplantasyonu igin bir¢ok cerrahi teknik
tanimlanmistir (Solomon ve ark. 2002, Kim ve ark. 2003, Espana ve ark. 2004, Javadi
& Baradaran-Rafii 2009).

2.2.4.3.3 Korneal Transplantasyon

Yanik hastalarinda son care olarak cerrahi miidahale olan tektonik penetran
keratoplasti (PKP), ciddi incelme, blyuk desmatosel ve perfore olmak uzere veya
kornea perforasyonu olan olgularda kaginilmaz olabilir. Yaygin stromal skarl
hastalarin gorsel rehabilitasyonu igin konvansiyonel lameller keratoplasti (LKP) veya
derin anterior lamel keratoplasti (DALK) uygulanabilir (Alio ve ark. 2002, Baradaran-
Rafii ve ark. 2013).

2.3 Amniyotik Membran
2.3.1 Tarihge

Amniyotik membran (AM) ilk olarak Davis (1910) tarafindan cilt
transplantasyonu igin terapotik amacla kullanildi. Oftalmolojideki insan fetal
membranlarmin ilk uygulamasi, semblefaronlu hastalarda okdler yiizeyin yeniden
yapilandirilmasi amaciyla de Rotth (1940) tarafindan tanimlanmistir. Daha sonralar1
amniyotik membranin iyilesmeyen iilserlerin tedavisinde ve fizyolojik yara

iyilesmesinde yardimci olarak kullanildigina dair bir¢cok vaka raporlanmistir (Dua ve
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ark. 2004). Bununla birlikte, AM'in modern oftalmik kullanimi, Kim ve Tseng’in

(1995) galigmalar1 sonucunda gelisti.

Seffaf yapisi, immiinojenik yapida olmamasi, korneal ve konjonktival epitelyal
hiicrelerin biiyilimesi, gé¢li ve yapismasi i¢in bir substrat olarak miikemmel potansiyeli
nedeniyle, AM, limbal kok hiicre eksikligi ile iligkili kornea bozukluklar1 da dahil
olmak Uzere konjonktival rekontriiksiyon ameliyatlari, glokom ameliyatlari, skleral
erimeler ve perforasyonlar1 da igeren cesitli okiiler patolojilerde okiiler yiizey
rekonstriiksiyonu igin giderek daha fazla kullanilmaktadir (Baradaran-Rafii ve ark.
2007, Rahman ve ark. 2009, Malhotra & Jain 2014).

2.3.2 Yapu ve Islev

AM, fetiisle bitisik bulunan plasentadaki en igteki katmandir. Yar1 saydam
yapida olup 0,02-0,05 mm kalinliktadir. AM ne kan damarina sahiptir, ne de direk
kanla temas1 vardir. Ug farkli tabakadan meydana gelir; epitelyum, bazal membran ve
stroma. Epitel, cok sayida mikroviliye sahip, metabolik olarak aktif tek katli kiiboidal
hiicrelerden olusur. Bazal mambran &zellikle tip IV ve VII kolojen, fibronektin,
laminin ve hyaluronik asit igerir. Avaskiiler stroma kendi iginde {i¢ tabakaya ayrilir; i¢
sik1 tabaka, gevsek fibroblast baglantilara sahip orta fibroblast tabaka ve en distaki
nerdeyse hiicresiz siingerimsi tabaka. Stroma daha cok kollajen tip I, 11, I1I, V ve
VI’dan olusur (Champliaud ve ark. 1996, Fukuda ve ark. 1999, Cunningham ve ark.
2001). (Resim 1)

Resim 1: Insan amniyotik membran a) Nitroseliiloz filtre kagidina temas eden stromal tabaka ve epitel

tarafi yukar1 bakacak sekilde dondurulmus doku b) Taze amniyotik membran-epitel dokusu c) Taze

amniyotik membran--  mezenkimal hticrelerle birlikte stroma
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Ek olarak, AM, su ve ¢oziiniir bilesiklerin taginmasina izin verme, epitel
biylme faktori (EGF), bazik fibroblast biyiume faktort (bFGF), hepatosit buyume
faktori (HGF) ve reseptoru, keratinosit biyume faktori (KGF) ve reseptori ve timoér
blylUme faktorii (TGF a, TGF b-1, b-2 ve b-3 izoformlar1) gibi biyume faktorlerinin
uretilmesi kabiliyetinden dolay1 6nemlidir (Koizumi ve ark. 2000). Ayrica, sitokinler
(baskin olarak IL 6 ve 8 ve amniyotik interferon-y (IFN-y)) ve vazoaktif peptitler AM

tarafindan salgilanir (Cunningham ve ark. 2001).

2.3.3 Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi

AM, epitelizasyonu tesvik eder ve antifibrotik, antienflamatuar,
antianjiyogenik ve antimikrobiyal 6zellikler gosterir. immiinojenik olmayis1, greft
olarak kullanilmasi ile ilgili olarak AM'nin 6nemli bir 6zelligidir. Seffaf yapisi
nedeniyle AM'nin epitel hiicrelerin biiyiimesi, go¢ii ve yapismasi i¢in milkemmel bir
substrat gorevi gordiigiinden okdler yuzeye uygun bir sekilde uygulanabilir. Ek olarak,
AM fizyolojik nemli mikro gevreyi muhafaza edebilir, su kaybin1 azaltir ve yara

iyilesmesini destekler (Baradaran-Rafii ve ark. 2007).
2.3.3.1 Mekanik Ozellikleri

AM'nin bazal membrani, 6zellikle kollajen bilesimi olarak konjonktiva ve
korneaninkine ¢ok benzer (Fukuda ve ark. 1999). Bu 6zelligine bagh olarak okiiler

yuzey epitelinin blyimesi i¢in iyi bir substrat gérevi gorar.

AM epitelin buyumesini ve diferansiasyonunu stimile eder. Bazal epitelyal
hiicrelerin yapismasini giiglendirir ve epitelyal hicrelerdeki apoptozisi o6nler.
Epitelizasyon, EGF, HGF ve KGF iiretimi ile kolaylastirilmistir (Keene ve ark.
1987,Guo & Grinnell 1989, Meller ve ark. 2002).

2.3.3.2 Antifibrotik ve Antiinflamatuar Etki

AM'nin antifibrotik etkisi, TGF b-1, b-2 ve b-3 izoformlarmin ve TGF-beta
reseptérinun ekspresyonunun azaltmasi ile birlikte TGFb sinyalinin baskilanmasiyla
saglanir. Bu, korneal, limbal ve konjonktival fibroblastlarin ¢ogalmasini ve ayni

zamanda fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasini 6nler (Tseng ve ark. 1999,

Lee ve ark. 2000).
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AM'nin antienflamatuar etkisi, interlokin IL-1a, IL-2, IL-8, IL10, IFN-y,
bFGF, TNF-p ve PDGF gibi hasarli okiiler yiizeyden iiretilen proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunun azaltilmasi ile saglanir (Solomon ve ark. 2001). AM'nin
bazi antienflamatuar ve antifibrotik etkilerinin, ¢zellikle epitel ve stromal hicreler
tizerinde eksprese edilen Fas reseptorii aracilifiyla apoptozis araciligindan dolay1

olduguna inanilmaktadir (Kubo ve ark. 2001).
2.3.3.3 Antimikrobiyal Etki

AM ve amniyotik s1vinin antimikrobiyal etkisi, amniyon sivisinda baktrisidin,
beta-lisin,  lizozim, transferrin ve 7-S  immiinoglobulinlerin  varligiyla
iliskilendirilebilir. Ayrica AM, yara ylizeyine yapismasit nedeniyle goziin ic
kisimlarina olas1 enfeksiyon girisine karsi etkili bir fiziksel bariyer gorevi goriir

(Galask & Snyder 1970, Kjaergaard ve ark. 1999).
2.3.3.4 immiinomodiilator Etki

Baglangigta, AM hticrelerinin yiizeyinin major insan lokosit antijenleri (HLA)
antijenleri HLA-A, B veya DR i¢ermedigine inaniliyordu, ancak sonraki ¢aligmalar,
AM epitel ve mezenkimal hiicreleri tarafindan sinirli bir HLA sinifi la (HLA-A, B, C,
DR) ve smif Ib (HLA-E, G) antijenlerinin ekspresyonunu gostermistir. AM
transplantasyonu uygulanan higbir hastada akut red reaksiyonu gosterilmemistir. Bu
ozelliklerinden dolayr AM transplantasyonundan sonra herhangi bir immunstpresif

kullanmaya gerek yoktur (Houlihan ve ark. 1995).
2.3.4 Donoér Taramasi

Donorun maligniteler, genetik veya bulasict hastaliklar i¢in tibbi ge¢gmisinin
kapsamli bir dogum Oncesi taramasi yapilir. Ek olarak, dondriin sosyal ge¢misinin
(yliksek riskli cinsel davranis dykiisi, intravenoz ilag veya alkol kotiiye kullanimi, kan
transfuzyonu vb.) dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi yapilir ve 6zel bir dikkatle
dovme izlerine de dikkat edilerek ayrintili bir fizik muayene yapilir. AM
transplantasyonunun ne kadar risksiz oldugu bilinse de komplikasyonlar olabilir.
Ozellikle, eger AM donérleri bulasici hastaliklar igin uygun bir sekilde taranmadig1
takdirde, membran steril bir ¢alisma ortaminda aseptik teknikler kullanilarak tedarik
edilmemis ve islenmemisse veya saklama kosullar1 uygun degilse alicilara bakteri,

viral veya mantar enfeksiyonlarini iletme riski miimkiindiir (Malhotra & Jain 2014).
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Dondr kani 6rneklemesi bagis sirasinda veya dogumdan kisa bir stire sonra
almmalidir. HIV-1/2, hepatit B ve C ve sifiliz taramasi1 zorunludur. HTLV-I / 1I,
toksoplazmoz, CMV vb. gibi diger seroloji testleri, ulusal yasalara veya kilavuzlara

uygun olarak gerceklestirilir (Keitel 2015).
2.3.5 Amniyotik Membranin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Plasenta taranmis bir dondrden elektif bir sezaryen sonrasi egitilmis bir saglik
personeli tarafindan aseptik sartlara uyularak alinmalidir. AM tedavi amach
kullanmak i¢in alindiginda tiim dondrlerden bilgilendirilmis onam alinmalidir. Alinan

plasenta steril bir kaba alinmalidir ve AM hazirlanmasi agsamasina gegilmelidir.

Amniyon zar1 taze ve donmus olarak iki farkli sekilde kullanilabilir. Donmusg
AM hazirlanirken uygun sekilde taranmis dondrden steril sartlarda alinmis plasenta
gram pozitif, gram negatif ve funguslara etkili antibiyotik ve antimikotik karisimi bir
soliisyonla iginde bekletilmelidir. Bu antibiyotik karisimi daha Once yapilan
calismalara dayanilarak 50 pg/mL penisilin, 50ug/mL streptomisin, 100 pg/mL
neomisin ve 2,5 pg/mL amfoterisin B icermelidir (Kim ve ark. 2001, Malhotra & Jain
2014). Alternatif olarak sterilizasyon icin gama radyasyon uygulanabilir (Gajiwala
2014).

AM hazirligi, gobek kordonuna yakin yapilan bir kesim ile baglar, sonra
amniyonu koryondan ayirmak igin kiint diseksiyon kullanilir. Amniyon koryondan
ayrilir ve koryon atilir. Biiyiik AM pargalar1 alinir ve kandan temizlenir. Epitel tarafi
yukarda kalacak sekilde steril nitroseliiloz filtre kagidinin iistiine yapistirilir (Kim ve
ark. 2001). Filtre kagidi Uzerindeki AM duzenli boyutlarda (2x2, 3x3, 4x4 vs.)
kesilerek gerft seklinde hazirlanir. Bu preparatlar islem yapilana kadar saklama
soliisyonu igeren kiiglik siselerde saklanir. Saklama soliisyonu 1:1 oraninda
Dulbecco’nun modifiye Eagle sollisyonu ile gliserol(%86) icerir (Kim & Tseng 1995,
Lee & Tseng 1997). Bu preparatlar bu sekilde -80 derecede muhafaza edilir ve

kullanilacag1 zaman oda sicakliginda eritilir ve 24 saat i¢inde kullanilir.

Taze amnion zar1 alinmasi planlanan gebe dondriin Hepatit B, C, sifiliz ve HIV
acisindan arastirilip dogumdan 6nceki 6 ay ve dogumda seronegatif olmasi gerekir.
Elektif komplikasyonsuz sezeryandan steril sartlarda ¢ikarilan plasenta steril bir kaba

aliir. Kordona yakin yerden kesi yapilip kiint hareketlerle amniyon koryondan ayrilir.
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Amniyonu ayirdiktan sonra 50 pg/mL gentamisin igeren steril serum fizyolojik ile
yikanir ve 30 dakika bu antibiyotikli sollisyonda bekletilip kullanilabilir (Gris ve ark.
2002).

Taze ve dondurulmus AM'nin okiiler ylizeye nakledildiginde esit derecede
etkili oldugu bulunmustur. Yukarida belirtilen 6zelliklerin timi her iki tip igin gecerli
degildir (Adds ve ark. 2001). Taze amnion zarinin kullanimindaki en 6nemli sakinca,
kanda rutin testlerde tespit edilemeyen yani pencere déneminde olan hepatit gibi viral
hastaliklarin iletilmesine sebep olabilmesidir. Tedavi edici etkinligi a¢isindan
bakildiginda, taze ve dondurulmus amnion zari arasinda herhangi bir fark

bulunmamistir (Baum 2002).

2.3.6 Amniyotik Membranin Oftalmolojide Kullanimi

AM'in oftalmik kullaniminda birkag¢ temel amag vardir: epitelizasyonu tesvik
etmek, agriy1 azaltmak, okuler yiizeyin inflamasyonunu en aza indirmek ve cerrahi
adezyonlar1 6nlemek (Dua ve ark. 2004). AM’nin diger 6nemli 6zelligi alic1 dokuya
entegre olabilme o6zelligidir. Hemidesmosomlarin ve dezmozomlarin olusumu ile
iliskili bu entegrasyon, yenilenecek epitel icin destek ve stabilite saglar (Resch ve ark.

2006). AM, asagidaki endikasyonlar i¢in oftalmolojide kullanilir;

o Persistant epitelyal defektler

. Iyilesmeyen korneal iilserler
o Korneal perforasyonlar ve desmatoseller
o Semptomatik billéz keratopati

o Kornea hastaliklar1 ve iliskili limbal kok hiicre eksikligi

o Pterygium ve konjonktiva rekonstruksiyonu (okuler ytzeydeki
skuamoz neoplaziler)

. Travma, yanik vs. sebebi ile meydana gelen kornea erimesi

o Glokom filtrasyon cerrahisinde skar olusumunu engellemek i¢in
(Rahman ve ark. 2009, Malhotra & Jain 2014).

2.3.7 Okuler Yamklarda AM Transplantasyonu

Kimyasal ve termal yaniklarda okdler yiizeyde ¢ok siddetli inflamasyon gelisir.
AM transplantasyonu yaralanmanin erken doneminde yapilirsa inflamasyonu azaltir,

epitelizasyonu hizlandirir, semblefaron olusumunu o6nler ve limbal kok hiicreler
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uzerine koruyucu etki yapar (Meller ve ark. 2000, Sangwan ve ark. 2006). AM
transplantasyonu kimyasal ve termal yaniklarda kronik fazda yapilarak travmatik
ylizeyin yeniden yapilanmasinda, Sembleferon olusmasini engellemede kullanilir.

Akut kimyasal yanik nedeniyle iyilesmeyen epitel defekte sahip 5 goze ve yine
kimyasal yanik nedeniyle limbal kok hiicre yetmezligi olan 4 hastaya taze hazirlanmis
AM kullanilarak AM transplantasyonu yapilmis. AM transplantasyonunun epitel
hasar1 olan olgularda epitel iyilesmesini hizlandirdigi, semptomlari, enflamasyonu,
vaskilarizasyonu azalttigi, yeniden epitel hasar1 olusumunu ve aberran fibrozis
olusumunu 6nledigi gosterilmistir. Limbal kok hiicre yetmezligi olan hastalarda ise
limbal kok hiicre nakli ile birlikte veya tek basina okdler ylzey rekostriksiyonunu
sagladigi bildirilmistir (Ucakhan ve ark. 2001).

AM cogunlukla, kornea veya konjonktival epitel hiicrelerinin biiylimesini
kolaylastiran bir substrat olarak kullanilir. Bu durumlarda AM epitelyal tarafi yukari
gelecek sekilde yerlestirilir. Az sayidaki durumlarda, 6zellikle akut inflamasyonu
onlemek icin AM kullanildiginda, AM epitelyal tarafi asag1 dogru yerlestirilir.

Belirli patolojilere bagl olarak {i¢ ana cerrahi teknik vardir; greft(inlay)
teknigi, yama(overlay) teknigi, kombine(inlay ve overlay) teknik.
2.3.7.1 Greft (Inlay) Teknigi

AM'nin epitelyal hicrelerin buyumesi icin bir substrat veya iskele gorevi
goérmesi amaglanmistir, bu nedenle AM epitelyal tarafi yukari yerlestirilir. Bu teknik
daha c¢ok bazal membran hasarlanan durumlarda kullanilir. AM bu durumda bazal
membran gorevi goriir ve epitel greftin listlinden biiyliyebilir. AM epitelin altinda bir
stire kalabilir ve gérme bir siire bozulacaktir.

Yara yerinden bir miktar biiyiik yerlestirilmelidir ve tespit i¢in 10/0 nylon siitiir
kullanilmaldar.

2.3.7.2 Yama (Overlay) Teknigi

AM, hasarli bolgeden daha biiyiik bir yama kullanilarak okiiler yiizeye dikilir,
bdylece konakei epiteli zarin altinda bulunur. AM, biyolojik bir bandaj veya kontakt
lens gorevi gorlir ve epitelin zarin altinda biiylimesi beklendiginden, epitelyal taraf
yukar1 veya stromal taraf yukari kullanilabilir. AM’ nin stromal tarafi pamuk uglu bir
aplikator ile yiikseltilen vitre benzeri telleri gorerek anlasilabilir. AM konjonktiva ve

episkleraya 8/0 vcryle sutur ile dikilebilir.
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2.3.7.3 Kombine (inlay ve Overlay) Teknigi

Iki veya daha fazla AM katmani kullanilir, i¢ kiiciik katman bir greft gorevi
goriir ve dis bliyiik AM bir yama gorevi goriir. Epitelin bu iki katman arasinda
blylUmesi beklenmektedir (Dua ve ark. 2004, Baradaran-Rafii ve ark. 2007, Malhotra
& Jain 2014).

2.3.8 Oftalmaloji Dis1 Kullanimi

Oftalmolojinin yani sira AM, dermatolojide yaygin olarak kullanilmistir, venoz
bacak ulserleri, cilt Glserleri ve yanik sonrasi gegici cilt kapamasi icin alternatif bir
tedavi islevi gormiustiir (Koller & Orsag 2006, Tauzin ve ark. 2014). Ek olarak AM,
vajinal rekonstriiksiyonda, cerrahi adezyonlarin Onlenmesinde, oral ve g¢ene-yiz
cerrahisinde veya bas boyun ameliyatlarinda kullanilmistir (Dua ve ark. 2004, Kesting
ve ark. 2014).

AM hiicre yetistirmek icin bir substrat ve iskele gorevi gorur. AM kdltir
limbal epitelyal hiicrelerin biiylimesi i¢in greft olarak kullanilmistir.

AM'in hiicrelerin genislemesi, c¢ogalmasi ve hiicrelerin okiiler yiizey
tizerindeki klinik uygulamalar1 i¢in bir tasiyici olarak basarili kullanimi tekrar tekrar
gosterilmistir (Tseng ve ark. 2010).

AM'nin hem epitel hem de mezenkimal olmak Gzere iki tip pluripotent hiicre
icermesi nedeniyle cesitli hiicre greflemesi i¢in potansiyel olarak cazip bir hiicre
kaynagi oldugu disiiniilmektedir. AM hucreleri, oktamer baglayici transkripsiyon
faktori (OCT-4), nestin, nanog ve hepatosit niikleer faktori-3b (HNF-3 b) dahil olmak
tizere cesitli kok hiicre markerlerini eksprese eder (Toda ve ark. 2007).

2.4 Oftalmolojide Otolog Kan Uriinleri

G0z hastaliklarinda kan Urtnleri uzun sirelerdir ve daha ¢ok okiler yiizey
bozukluklarinda kullanilmaktadir. Kan iirlinlerinin kullanimi dokunun kendini
tyilestirici Ozelliklerine dayanir. Okiiler ylizeyin beslenmesi, devamliligi ve
antimikrobiyositesi i¢cin gdzyas1 onemli goreve sahiptir. Okiiler yilizey bozukluklarinda
gbzyast preparatlari, bandaj lensler, amniyotik membran transplantasyonu gibi

tedaviler kullanilir.
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2.4.1 Otolog Serum

Serum kanin pihtilagip ¢okmesiyle iistte kalan sivi yapiya serum denir.
Pihtilsama gergeklestigi i¢in trombositlerden birgok biliyiime faktorii salgilanir. Serum
ve gOzyasi yapisinin igerigi birbirine ¢ok benzemektedir. Bu sebeple okiiler yiizey
bozukluklarinda otolog serum kullanilarak lubrikasyon ve antimikrobiyal etkisinden
yararlanilmak istenmistir (Geerling ve ark. 2004). Serumun bilesimi gbzyasina benzer;
serumun gozyasindan daha fazla A vitamini, lizozim, doniistliriicli biiytime faktorii-p
(TGF-B) ve fibronektin ve daha az immunoglobdlin A (IgA), epitel blyime faktori
(EGF) ve C vitamini icermesi disinda esdegerdir (Bradley ve ark. 2008). Ilk olarak
Ralph ve arkadaslar1 (1975) kuru goz i¢in otolog serum g6z damlasi uyguladiklarini
bildirmistir. O zamandan beri, otolog serum, 6zellikle kuru géz hastaligi olan gézlerde

ve ylizey hastaliklarinda giderek daha populer hale geldi.
2.4.2 Trombositten Zengin Plazma (TZP)

Plazma kanin antikoagulan igeren bir ortamda pihtilagmasi durdurulup,
hicrelerin ¢okmesiyle (stte kalan saydam sivi boliimiidiir. Pihtilasma olmaz ve
kandaki fibrinle birlikte diger pihtilasma faktorlerinin hepsini igerir. Serumla
karsilastirilirsa fibrin ve diger pihtilagsma faktorler agisindan serumdan daha zengin;
fakat pihtilasma meydana gelirken trombositler tarafindan salinan biiylme faktorleri

acisindan fakirdir (Herminghaus ve ark. 2004).

TZP pihtilagmasi engellenmis kandan elde edilen biiylime faktorlerinden ve
trombositten zengin kan Grinaddr. Normal kan icindeki trombosit konsantrasyonuna
gore 3 kat daha fazla trombosit icerir. Trombositler kemik iliginden kdken alan
cekirdeksiz hiicrelerdir. Trombositler, pthtilasma durumunda tikag olustururlar ayrica
yara iyilesmesinde, enflamasyonda, yumusak doku olgunlagsmasinda ve damar
olusumunda ve daha birgok fizyolojik kaskadda gorev yaparlar (Anitua ve ark. 2004,

Laurens ve ark. 2006). Trombositler ti¢ farkli grantil igerirler.

Alfa Granller: En buyik ve major grandllerdir. PDGF, TGF-B, EGF, FGF,
VEGF, trombosit faktor-4, fibrinojen, trombospondin, fibronektin, von willebrand
faktor (vWF), faktor V ve VII gibi pihtilasma proteinleri, albiimin ve
immunoglobulinleri igerirler (Anitua ve ark. 2004, Laurens ve ark. 2006).
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Delta Grandller: Yogun cisimcikler olarak adlandirilirlar. Kalsiyum, pirofosfat,
ADP, ATP, histamin, epinefrin ve serotonin igerirler (Rendu & Brohard-Bohn 2001).

Lambda Graniller: En kugluk grandllerdir. Sadece lizozom enzimlerini
icerirler, bu enzimlerle bakterisid ve fibrinolitik etki yaparlar (Rendu & Brohard-Bohn
2001).

Trombositler fibrin tika¢ olusumu, anjiogenez ve inflamasyonda rol alirlar.

TZP birinci nesil trombosit konsantresidir. Elde edilirken alinan kanin
pihtilasmasini engellemek icin EDTA ve sitrik asit kullanilir. Ilk santrifiijle birlikte
eritrositler coker ve prhtilasma faktorlerinden zengin sar1 renkli plazma iistte kalir. Ust
kisimdan bir miktar alinir ve ikinci santrifiije gegilir. Bu santrifiij yapilirken ise yapay
pihtilasma saglamak igin trombin veya CaCl, katilir. Pihtilagmanin baglamasiyla
trombositlerden bir¢ok biiyiime faktorii salgilanir. Bu elde edilen plazmaya da

trombositten zengin plazma ismi verilir (Borzini ve ark. 2012).

TZP uzun suredir ortopedi, maxillofacial cerrahi, dermatoloji gibi farkli
kliniklerde kullanilmaya devam edilmektedir. Trombositler yara iyilesmesinde gorev
alirlar. Trombositler hasarli endotele yapisir ve bircok sitokin ve blyume faktor
salgilar. Yara iyilesmesini hizlandirirlar. Fibrin olusturmasi ile yara iyilesmesi igin
olusturdugu fibrin yapisal destek gorevi gorir (Alio ve ark. 2007). Okdler ylzey
yaralanmalarmin iyilesmesi siirecinde korkulan sonug skar gelisimidir. TZP’nin skar
formasyonunu artirabilecegi konusunda in vitro yapilmis hiicre kultlrii ¢aligmasinda

skar olusumunu artirmadig1 gosterilmistir (Anitua ve ark. 2011).
2.4.3 Buyume Faktorunden Zengin Plazma (PRGF)

Buylme faktorunden zengin plazma (PRGF), kemik ve yumusak doku
rejenerasyonuna yardimci olabilecek proteinlerden ve dolasimdaki biiyiime
faktorlerinden zenginlestirilmis bir plazma tiiriidir. PRGF, yaralanma bolgesine
yerlestirilebilecek jelatinli bir formda yiiksek oranda konsantre olan bir¢ok farkli hiicre
ve hicre tipi icerir: bu hiicreler kan pihtilar1 olusturarak ve biiytime faktorlerini yaranin
icine birakarak iyilesme siirecini hizlandirir. PRGF, pihtilasma i¢in sigir veya insan
trombinine ihtiya¢ duymaz; PRGF, plazma proteinlerini ve pihtilastirict faktorleri

icerir ve daha sonra TZP ile karsilastirildiginda daha avantajlidir.
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PRGF hazirlanirken genis bir kaniille bazilik venden kan alinir. Alinan kan
antikoagulanla (10 ml kan icin 1 m1% 3,8 sodyum sitrat) birlestirilir ve 8 dakika iginde
460 G'de santriftijlenir: santrifujlemeden sonra, PRGF tiipiin tabanindan alinir. Daha
sonra PRGF'ye (ml basina 0.05 ml) Kalsiyum Klor(r ilave edilir: bu hareket genellikle
en fazla 10 dakika icinde elde edilen pihtilasmay: arttirir. Islem sonunda cerrahi
bolgeye hemen yerlestirilecek bir jelatinli PRGF elde edilir. Yine icindeki sitokinlerle

ve buyume faktorleriyle yara iyilesmesini saglarlar (Giannini ve ark. 2015).
2.4.4 Trombositten Zengin Fibrin(TZF) Membran

Trombositten zengin fibrin (TZF) membrani1 ilk olarak Choukroun ve
ark.(2006) tarafindan tarif edilmistir. Bu membran yogunlastirilmig trombositlerin,
blyume faktorlerinin, sitokinlerin, dolasimda gezen kok hiicrelerin ve yara
iyilesmesinde bir miktar kemotaktik rolii olan birkag adet 1okositin de dahil
edilmesiyle 3 boyutlu (3-B) polimerize otolog fibrin matriksten olusmustur
(Choukroun ve ark. 2006, Oncii & Alaaddinoglu 2015). Bu zar gegici bir iskele gibi
bir yapiya sahiptir ve hiicrelerin kolayca i¢inden ge¢cmesine imkan verir (Choukroun
ve ark. 2006). TZF membran1 hali hazirda agiz, ortopedik ve plastik cerrahi gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Alio ve ark.(2013) ilk olarak otolog TZF membran grefti
iceren korneal perforasyonlarin cerrahi tedavisi i¢in yeni bir alternatif teknik
tanimladilar. TZF membran fibriller ve aseliiler bir yapiya sahip olup tlser tedavisi ve
doku miihendisliginde kullanilan, cerrahi yaralarin kapatilmasinda ve yumusak
dokularin tam epitellesmesini destekleyen yogun, hemostatik fibrin bir yap1 olarak
karsimiza cikmaktadir. Igerisinde bulunan trombositler ve 16kositlerden salinan
sitokinler ve biiyiime faktorleri yara iyilesmesinde, anjiogeneziste ve enfeksiyonun

onlenmesinde rol alirlar.

TZF membran hazirlanirken hastadan vendz kan antikoagiilan icermeyen kuru
cam tlipe alinir ve hi¢ bekletilmeden santrifiij cihazina alinir 2700/rpm devirde 12
dakika boyunca santrifiij yapilir. Santrifiij sirasinda antikoagiilan olmadigi icin tiip
duvariyla temas eden trombositler koagiilasyon kaskadini baglatir. Trombin fibrinojeni
fibrine gevirir ve fibrin pihtis1 alttaki kirmizi kan hiicreleri ve tstteki aseliiler plazma
arasinda tiiplin ortasinda birikir. Fibrin pihtisi bir kafes olusturur ve trombositler bu

fibrin icinde tutulur. Steril ortamda ¢ikarilan fibrin membran metal bir kit veya steril
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spang arasinda dehidrate edilerek siitiirasyona hazir hale gelir. TZF membran
olusturmak gayet basit ve ekonomik bir teknige sahiptir.(Tablo 3) Bu teknigin basarisi
kan alma hizi ve bekletilmeden santriflj yapilmasina baghdir, eger bu islem

geciktirilirse fibrin santrifilj baslamadan polimerize olmaya baslar ve tiipiin iginde

daginik bir halde yer almasina neden olur.

Tablo 3: Ug 6nemli kan triiniiniin karsilastirilmasi (Giannini ve ark. 2015)

Trombositten zengin trin | TZF TZP PZBF (PRGF)
(plazma zengin bilyiime faktorii)

Protokol Kolay Zor Cok zor

Hiz Hizh Yavas Cok yavas

Antikoagiilan kullanimi Hayir Evet Evet

Maliyet Diisiik Orta Yuksek

Fibrin miktar Yiksek Diusiik Diisiik

Fibrin olusma hizi Fizyolojik | Yiksek | Yiksek

Lokosit miktart 65% 0-50% 0%

Immiinmodiilator dzellik Evet Zayif Yok

Neoanjiogenez potansiyeli | +++ + ++

Kok hiicre varligi Var Var Var

TZF membran iginde adheziv proteinler vardir, bunlar fibronektin ve

vitronektin gibi proteinlerdir.

Anjiogenez, immiinite ve epitelyal Ortme, yara iyilesmesi ve yumsak doku
olgunlagsmasinin 3 anahtar olayidir (Feng ve ark. 1999). TZF membran bu (i¢ fenomeni

birlikte destekleyebilir. Yara iyilesmesi ve hiicre migrasyonunda gorev alirlar.

Fibrin matriksin yara iyilesmesinde ve tiimorlerde anjiogeneze sebep oldugu
acikca gosterilmistir (Dvorak ve ark. 1987). TZF membranin anjiogenez dzelligi 3
boyutlu yapis1 ve bu aga hapsolmus trombositlerden salgilanan sitokin ve faktorlere
bagli oldugu gosterilmistir. TZF membran icinde FGFb, VEGF, PDGF, IGF, TGF-3
anjiopoetin gibi faktorler bulunur ve hepsi yara iyilesmesinin agsamalarinda gorev
yapar. Bu faktorlerin 7 glin boyunca dlizenli salinim yaptig1 gosterilmistir (Wang ve
ark. 2016).



33

PRF membran i¢indeki trombosit kaynakli biiylime faktorleri disinda 16kosit
kaynakl1 sitokinler vardir ve inflamasyonun regiilasyonunda rol alirlar (Dohan ve ark.

2006). Bu sitokinler;

IL-1B: Makrofaj, endotel, nétrofil ve langerhans hiicreleri gibi hiicrelerden

salgilanir ve T helper hiicrelerin aktivasyonu saglar.

TNF-a: Bakterilere karsi ilk sentezlenir. Notrofil, makrofaj ve T lenfositlerden

salgilanir.

IL-6: Kendi salgilanmasin artirip azaltabilir. B lenfositlerin diferansiasyonu

ve T lenfositlerin aktivasyonunu saglar. Antikor salinimini baslatabilir.

IL-4: B lenfositlerin ¢ogalmasmi ve diferansiasyonu saglar. Inflamasyonu
baskilayip yara iyilesmesini destekler. Matriks metalloproteinazlarin uyarilmasini

onler. Kollajen sentezini atirma 6zelligi vardir.

TZF membran icinde yer alan nadir kok hiicreler vardir ve mezenkimal
kokenlidir. Bu hiicreler yara yerine ulastiginda farklilasarak bagka hiicrelere
donisebilir. Baz1 ¢alismalarda TZF membrandan kemik dokusuna benzer dokunun

olustugu gosterilmistir (Wang ve ark. 2016).
2.4.4.1 TZF Membranin Oftalmolojide Kullanim

TZF membranin g6z hastaliklarinda kullanimi yeni yayginlagsmaya baslarken
otolog kan friinleri uzun siiredir kullanilmaktadir. Membranin gozde kullanildig:

durumlar;

e Pterjium ve konjonktivoplastide greft olarak kullanilmis olup daha az
postoperatif inflamasyon ve daha kisa iyilesme siiresi gosterilmistir (Cakmak
ve ark. 2017).

e Kornea erimesiyle birlikte desmatoseli olan bir hastaya acil olarak yara yerine
Ortiilmiis olup yara iyilesmesini hizlandirmis olup perforasyonu onlemistir
(Can ve ark. 2016).

e Perfore korneal llserlerde de kullanilmig ve faydasi gosterilmistir (Alio ve ark.
2013).

TZF membran otolog kan {irlinlerinin kullanildig1 durumlarda ve bir¢ok okiiler

ylizey bozukluklarinda yapilan tedavilere alternatif olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calismada; dencklere alkali yanik olusturulmasi, amniyon
membran transplantasyonu, deneklerden kan alinmasi, TZF membran olusturulmasi
ve implantasyonu, sakrifikasyon ve alinan korneal dokularin hazirlanmasi islemleri
Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastrma Merkezi’ nde
(KAUDEHUAM) , doku 6rneklerinden kesitler hazirlanmasi, kesitlerin boyanmast,
histopatolojik degerlendirmeler, goriintiileme islemleri ve immiinohistokimyasal
boyama islemleri Kafkas Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda  gercgeklestirilmistir.  Calisma, Helsinki  Bildirgesi’nde  deneysel
arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak yiiriitiilmiistiir. KAU-HADYEK
25.10.2018 karar tarihli 2018-087 sayili etik kurul onayi ile ¢alisma yUriitilmiistiir.

3.1 Denekler

Calismamizda toplam 24 adet, saglikli Avustralya-Yeni Zelanda Irki (2000-
2500 gr) albino disi tavsan kullanilmistir. Deney hayvanlari, Ankara Saki Yenilli
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilerek,
DEHUAM’da denekler igin 6zel iiretilmis olan tavsan kafeslerinde, tek ya da ikili
gruplar halinde, istedikleri kadar yem ve su alarak, sicakligi (21+£2°C) ve nem orani
kontrollii odalarda barmndirildi. Odanin aydinlatmasi beyaz floresan 1sik ile saglandi

ve her 12 saatte bir (06.00-18.00) a¢ip kapama dongiisii gergeklestirildi.
3.2 Alkali Yamik Modelinin Olusturulmasi

Denekler DEHUAM’da 2 haftalik karantina surelerini saglikli olarak
gecirdikten sonra calismaya baslandi. Deneyin ilk gunii kontrol grubu hari¢ tim

deneklerin sag goziinde alkali yanik modeli olusturuldu.

Denekler her grupta 6 adet denek olacak sekilde dorde ayrildi, ilk grup kontrol
grubu olarak belirlendi ve diger ii¢ grup alkali yanik modeline dahil edildi. Alkali
yanik olusturmak i¢cin 1N NaOH ve 8 mm ¢apli daire seklinde Whatman filtre kagitlar
kullanildi. Caplart 8 mm olarak ayarlanmus filtre kagitlar1 1 dakika boyunca 1N NaOH

icerisinde bekletildi, bu sirada Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0,5; Alcon) ile
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uygulama yapilacak gozlerine topikal anestezi uygulanmig ve kapak spekulumu
takilmis deneklerin sag santral kornealarina bu filtre kagitlar1 uygulandi ve 60 sn
bekletildi. Daha sonra bu kagitlar hemen uzaklastirildi ve 2 dakika boyunca %0,9
Sodyum Klorir (NaCl) ile deneklerin gdzleri yikandi ve nekroze olan dokular pamuklu

cubuk yardimiyla uzaklastirildi.
3.3 Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Alkali yanik olusturulmasinin ardindan deneklerin hepsinin 6n segment optik
koherans tomografleri (OKT) ve 6n segment kornea fotograflari ¢ekildi. On segment
fotograflariyla epitel defekti miktari belirlendi ve yanik siniflamasi yapildi. Optik
koherans tomografileri ile de kornea kalinligi mikrometre cinsinden olguldi. Yanik
yapilan tiim deneklerin 4. Derece (Roper Hall siniflamas1) korneal yaniga sahip oldugu

gosterildi.

Denekler her grupta 6 denek olacak sekilde dort esit gruba ayrildi ve asagidaki
gibi siniflandi:

1. Grup: Saglam grup (Hicbir miidahalede bulunulmayan saglam kornealar

bulunmaktadir.)

2. Grup: ilag grubu (Alkali yanik olusturulan ve 21 giin boyu medikal tedavi

alan gruptur.)

3. Grup: AMT grubu ( Alkali yanik olusturulan ve 1. Giin AMT uygulanip 21

gun medikal tedavi alan gruptur.)

4. Grup: TZF membran grubu (Alkali yanik olusturulan ve 1. Giin TZF

membran implantasyonu yapilip 21 giin medikal tedavi alan gruptur.)

Medikal tedavi olarak ilk 7 gin moksifloksasin ve deksametazon fosfat
5mg/lmg iceren (Moxidexa®,Abdi Ibrahim) tedavi giinde U¢ kere, takip eden
gunlerde ise sadece moksifloksasin (Moxai®,Abdi ibrahim) giinde ii¢ kere verildi. Bu

medikal tedavi saglam grup hari¢ tim gruplara 21 giin boyunca uygulandi.
3.4 Muayenelerin Yapilmasi

Muayeneler alkali yanik modelinin olusturulduktan sonra 1.gln, 7. gin, 14.

Gun ve 21. gunlerde toplam 4 vizit seklinde yapildi. Deneklerin gdziine Proparacain
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Hydrochloride (Alcaine % 0,5; Alcon) damlatilarak topikal anestezi altinda denekler
tespit edilip kapak spekulumu takilarak muayeneleri yapildi. Amniyon grubundan bir

denek 2. Vizit sonrasi kafesinde 6lii bulunup ¢alismadan ¢ikarildi.

Muayenelerde 6ncelikle 6n segment OKT, sonrasinda on segment fotografi
cekildi. Daha sonra kornealar floresein ile boyanarak kobalt mavisi altinda 6n segment
fotograflari ¢ekildi. Muayene sonrasi deneklerin kornealart %0,9 NaCl ile yikanarak

floresein boya korneadan uzaklastirildi. Bu islemler her vizitte tekrarlandi.

Her vizitte 6n segment OKT leri ile santral kornea kalinliklar1 61¢iildii. Korneal
opasitenin ve neovaskularizasyonun takibi ve 6lgilmesinde 6n segment fotograflar
kullanildi. Floresein boyali mavi 1s1k altindaki 6n segment fotograflar1 ile de epitel

defektinin miktar1 6l¢iildii ve iyilesmesi takip edildi.

Degerlendirilen tiim parametreler alinmis fotograflar {izerinde Adobe
Photoshop CC programi ile piksel olarak hesaplanip tiim Kornea alanina gére oranlandi

ve buna gore sonug alind.

Apoptotik yolaklarin en aktif oldugu, ge¢ onarim fazinin ve korneal erimenin
bagladigi 21. giin deneyin sonlandirihip deneklerin sakrifiye edilme ginu olarak
secildi. Denekler 0,4ml Ksilazin Hidroklorir (Rompun % 2, 5 mg/kg) + 3,0ml
Ketamine Hidroklorur (Ketasol %10, 25 mg/kg) ardindan eter kullanilarak sakrifiye
edildi. Deneklerin kornealar limbus hizasindan makas ile cerrahi olarak eksize edildi.
Doku ornekleri tamponlamis formalin ile fikse edilip histoloji labaratuvarina

gonderildi.
3.5 AM Elde Edilmesi ve Transplantasyonu

Uciincli gruba alkali yamik yapildiktan 24 saat sonra AMT uygulamasi
planland:. Islemden yaklasik 3 saat &nce serolojik olarak negatif olan elektif sezeryan
yapilan ve gerekli onamlari alinan hastanin plasentasi alindi. Alinan plasentadan kunt
diseksiyon ile amniyon zar1 eksize edildi ve 50 pug/mL gentamisin iceren steril serum
fizyolojik soliisyon ile yikanip ayni antibiyotikli soliisyonda cerrahi isleme kadar
bekletildi.

Uciincli grup yani AMT grup deneklerinde, alkali yanik yapildiktan 24 saat
sonra 0,2 mL Ksilazin Hidroklorir (Rompun %2, 5 mg/kg) ve 1 mL Ketamin
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Hidrokloriur (Ketasol %10, 25 mg/kg) intramuskiiler olarak yapilarak genel anestezi
saglandi. Aym1 zamanda Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0,5; Alcon)
damlatilarak topikal anestezi saglandi. Steril sartlar saglandiktan sonra kapak
spekulumu takildi. Hazirlanmis olan amniyon membran denegin gézinin boyutuna

gore kesildi ve 10/0 nylon ile korneoskleral alana kontinu olarak stttire edildi.

Suture edilen amniyonlar 7 giin goz tizerinde kald1 ve bu siire zarfinda topikal
medikal tedavileri devam etti. Amniyon membran 7. Gin vizitinden dnce sitdrlerle
birlikte eksplante edildi.

3.6 TZF Membran Olusturulmasi ve implantasyonu

TZF membran grubuna alkali yanik yapildiktan 24 saat sonra TZF membran

olusturulmasi ve implantasyonu yapilmasi planlandi.

Deneklere 0,2 mL Ksilazin Hidroklorir (Rompun %2, 5 mg/kg) ve 1 mL
Ketamin Hidrokloriir (Ketasol %10, 25 mg/kg) intramuskiiler olarak yapilarak genel
anestezi saglandiktan sonra kulak venlerinden yaklagik olarak 4 cc vendz kan
antikoagulan icermeyen kuru cam tiipe alindi. Zaman kaybedilmeden tiip santrifiij

cihazina koyuldu ve 2.700 rpm devirde 12 dk boyunca santrifuj edildi.

Denekler devam eden genel anestezi altinda steril sartlarda hazirlanarak kapak
spekulumu takildi. Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0,5, Alcon) damlatilarak
topikal anestezi de saglandi. Santrifiij sonrasi olusan TZF membran tiipiin i¢inden
steril span¢ i¢ine alindi. Kan artiklarindan temizlenip span¢ i¢inde sikistirilarak
dehidrate edildi. i¢cine bulunan sivi serumdan arindirilan TZF membrana son hali
verildi. TZF membran deneklerin gézune korneoskleral alana 10/0 nylon sitir ile
separe suttre edildi.(Resim 2)

Resim 2: Deneklerden kan alinmasi, TZF membran olusturulmas ve siitirasyonu
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TZF membran deneklerin goziinde 7 giin kald1 ve bu siire zarfinda topikal
medikal tedavileri devam etti. 7. giin vizitinden once korneal stturlerle birilikte TZF

membran da eksplante edildi.
3.7 Histoloji ve Immunohistokimya

Histolojik inceleme i¢in alinan kornealar %10’luk formaldehitte tespit edildi.
Tespit isleminden sonra bir gece akarsuda yikanan dokular rutin histolojik takip
islemlerinden gecirildi. Rutin histolojik takip islemlerinden sonra dokular parafinde
bloklandi. Daha sonra hem histolojik hem de immunohistokimyasal incelemeler i¢in
parafinde bloklanan dokulardan mikrotom kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Histolojik incelemeler i¢in kesitlere Hemotoksilen-Eosin (H&E), Periyodik
Asit Shiff (PAS) teknikleri uygulandi. Boyama islemlerinin sonunda lam tizerindeki
dokular Entellan ve lamel ile kapatildi, 151k mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan)

incelenerek fotograflandi.

Immunohistokimyasal inceleme igin kesitler etiivde bir gece bekletildikten
sonra 3 ksilol serisinde 5’er dk tutuldu. Parafinden arindirilan doku kesitleri azalan
alkol serilerinden gegirildikten sonra 5 dk distile suda yikandi. Daha sonra fosfat buffer
salin (PBS: 0,1 M, 7,2 pH) ile yikanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak i¢in %3’liik H202’de 10 dakika tutuldu. Kesitler, tekrar PBS ile
yikandiktan sonra proteinlerin antijen ylizeylerini aciga ¢ikarma islemi icin sitrat
buffer soliisyonu i¢inde 10 dk mikrodalga firinda 600 watt 1s1yya maruz birakildi. PBS
ile yikama igleminden sonra spesifik olmayan baglanmalar1 onlemek i¢in sekonder
antikora uygun UV serumda 10 dk inkube edilen kesitler tekrar PBS ile yikandiktan
sonra primer antikor (anti-MMP-9 (abcam: ab58803), anti-VEGF-A (abcam: [VG-1]
ab1316) (1: 500 diliisyon oraninda)) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildu.
Daha sonra PBS ile yikanan dokulara Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC)
teknigi uygulandi. Bu amagla kesitler sekonder antikor ile 30 dk oda sicakliginda
inkibe edildikten sonra tekrar PBS ile yikandi ve daha sonra streptavidin peroksidaz
ile oda sicakliginda 30 dk daha inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra
kesitlere kromojen uygulamasi i¢in Diaminobenzidin (DAB) teknigi uygulandi.
Hazirlanan dokulara zemin boya olarak hemotoksilen uygulandi. Entallen damlatilarak

lamelle kapatilarak hazirlanmis olan preparatlar 151k mikroskopta incelenerek
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fotograflandi. Immunohistokimyasal reasiyonlar 0 (reaksiyon yok), +1 (az yogun), +2

(orta derecede yogun), +3 (¢cok yogun) olarak derecelendirildi.

Dokulardaki immunoreaktivitenin spesifik olup olmadigini test etmek igin
negatif kontrol kesitlerine primer antikor asamasi atlatilarak diger islemler aynen

uygulandi.
3.8 istatistiksel Analizler

[statistiksel analizlerde SPSS 16.0 programi kullanildi. Gruplar arasindaki
karsilastirmalar icin One-Way ANOVA kullanildi. Varyanslar esit oldugunda Post-
Hoc testlerinden Bonferroni, varyanslar esit olmadiginda Post-Hoc testlerinden

Tamhane secildi. Istatistiksel farklilik icin p<0.05 veya p=0.05 degerleri baz alind1.

4. KORNEAL BULGULAR

Deneklere alkali yanik yapildiktan sonra ilki ayni giin yani tedaviden dnce
olmak (zere 7, 14 ve 21. gunlerde toplam 4 kere klinik muayene yapildi. Her
muayenede 6n segment OKT leri cekildi. On segment fotograflari, epitel defektini
gostermek amaci ile 6nce kornea boyanmadan, sonra fluoresein boya ile boyanarak ve
kobalt mavisi 15181 kullanilarak ¢ekildi. Bu ¢ekilen fotograflarda korneada olusan
opasiteler, yeni damar olusumlar1 ve epitel defektlerinin degerlendirilmesi yapildi.
Elde edilen bu fotograflar iistiinde Adobe Photoshop CC programu ile bulgular piksel

cinsinde tim korneaya orani seklinde degerlendirildi ve veriler elde edildi.
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Histogram

Kanal: = Renkler

el

Ortalama: 65,22 D

Standart Sapma: 64,56 5
Yiiz

Pikseller: 126133

Resim 3: Tlim korneanin piksel cinsinden 6l¢timii

Histogram

Kanal: Renkler

Resim 4: Epitel defektinin piksel cinsinden 6l¢iimii

Alkali yanik sonrasi ilk muayenede tim deneklerin Roper-Hall siniflamasina
gore Grade 4 alkali yaniga sahip oldugu gorilmistiir. Yanik ¢aplart ve kornea
kalinliklar1 arasinda da fark olmadig: goriildii ve istatiksel olarak gosterildi.(p>0,05)
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Kontrol grubunda da olgiilen normal tavsan kornealarmin santral kalinliklarinin

ortalamasi 344,6 u olarak bulundu.

Alkali yanik sonrasi yapilan ilk vizitte santral kornea kalinliklari (SKK)
ortalamasi 646,70 um olarak bulundu. Yanik sonrasi her grubun vizitlerde 6lcilen

SKK degerlerinin ortalamalari asagidaki Tablo 4 ve 5’ te gosterilmistir.

Tablo 4: Vizitler arasinda santral kornea kalinliklarinin gruplara gore karsilagtirilmast.

Gruplar Vizitler | N | Santral Kornea Kalinligi (um) F
+SD

Amniyon V1 5 647,00£53,82
V2 S5 735,80+78,44 1,097

V3 5 737,80+135,70

V4 5 742,80+105,36

Fibrin V1 6 643,83+63,17
V2 6 658,16+139,42 0421

V3 6 673,00+138,40

\Z! 6 735,33+223,51

Ilag Vi 6 649,33+46,45
V2 6 695,67+60,60 0,521

V3 6 720,00+109,33

V4 6 736,17+219,50

p<0,05

Tum oOlgiimler karsilastirildiginda gruplarin vizitler arasindaki ve vizitlerde
gruplar arasindaki SKK 6l¢timleri arasinda anlamli fark goriillmemistir. Son vizitteki
Olglimlere gore sonu¢ SKK ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
bulunmamaistir. Gruplarin her hafta yapilan vizitlerdeki SKK ortalamalarin1 gosteren

degerler Tablo 4’ te gosterilmistir.
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Tablo 5: Gruplar arasinda santral kornea kalinliklarinin vizitlere gore karsilagtirilmasi

Vizitler Gruplar N | Santral Kornea Kalinligi (um) | F
+SD

Birinci Vizit Amniyon |5 | 647,00£53,82
Fibrin |6 | 643,8363,17 0,015
Ilag 6 | 649,33+46,45

Ikinci Vizit Amniyon |5 | 735,80+78,44
Fibrin | 6 | 658,16+130,42 0,822
Ilag 6 | 695,67+60,60

Uclincli Vizit | Amniyon |5 | 737,80+135,70
Fibrin |6 | 673,00+138,40 0,386
Ilag 6 | 720,00+109,33

Dordincu Vizit | Amniyon |5 | 742,80+£105,36
Fibrin 6 | 735,33£223,51 0,002
flag 6 | 736,17+219,50

*p<0,05

Deneklerin olusan epitel defektlerinin izlenmesi Resim 5°de gosterildigi gibi
fluoresein boyama ve ardindan kobalt mavisi 15181 altinda yapilan 6n segment
fotograflama sayesinde yapilmistir. Her vizitte tekrarlanan bu test sayesinde epitel
defektinin tiim korneaya oram seklinde degerlendirmeler yapilmistir. On segment
fotograflari ve epitel defektinin gortintlilenmesi Resim 5’ te gosterilmistir. Resim 3 ve
4’ te gosterildigi gibi Adobe Photoshop CC programinda epitel defekti dl¢imleri
piksel cinsinden yapilmistir. Tiim korneanin epitel defektine oranina gore degerler elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 6 ve 7’de yuzdelik (%) degerler seklinde
gosterilmistir. 1k vizitte elde edilen verilere gore olusan epitel defekti tiim gruplarda
birbirine ¢ok yakin olup farkli olmadig: istatiksel olarak gésterilmistir. Birinci vizitteki
yapilan Olgiimlerde epitel defekti ortalama %35.66 (min. 35,87+£5,67, max.
35,46+8,57) oraninda bulunmustur ve gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir
(Tablo 7). Takip eden vizitlerde yapilan dlgiimlerde amniyon ve fibrin grubunda
istatistiksel olarak anlamli iyilesme gosterilmistir. Dordiincti vizitteki ortalama epitel

defekti oranlar1 amniyon ve fibrin gruplarinda sirasiyla %15,98+6,67 ve %7,08+3,64
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olarak bulunmustur. Sonug epitel defekti fibrin grubunda daha diisiik bulunmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Tlag grubunda ise epitel defektinde
anlamli iyilesme izlenmemistir. Gruplarin tim vizitlerdeki epitel defekti 6lgtimlerinin

ortalamalar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

1. Vizit 2 Viait 3 Viait 4 Vizit

Amniyon

Fibrin

flag

Resim 5: Vizitlerdeki epitel defekti takibi ve géruntilenmesi

Tablo 6: Vizitler arasinda epitel defekti oranlarinin gruplara gére karsilagtirilmasi

Gruplar Vizitler | N | Epitel Defekti Orani(%) =SD F
Amniyon V1 6 35,64+8,99?
V2 6 17,07+11,45" 6.238%
V3 5 18,64+7,12° ’
V4 5 15,98+6,67°
Fibrin V1 6 35,87+5,672
V2 6 12,595 40P 40,695**
V3 6 11,69+4,89°
V4 6 7,08+3,64°
Ilag V1 6 35,46+8,572
V2 6 21,09+8,27°
- 4,723*
V3 6 25.60+3,99°
V4 6 23,9446, 34%

*p<0,05, **p<0,01, Farkl iist karakterler vizitler icinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugunu ifade ediyor.
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Tablo 7: Gruplar arasinda epitel defekti oranlarinin vizitlere gore karsilagtirilmasi

Vizitler Gruplar | N | Epitel Defekti Orani (%) £SD F

Birinci Vizit Amniyon | 6 35,64+8,99
Fibrin | 6 35,87+5,67 0,004
Ilag 6 35,46%8,57

Ikinci Vizit | Amniyon | 6 17,07+11,45
Fibrin | 6 12,59+5,40 1,417
flag 6 21,09+8,27

Uciincil Vizit | Amniyon | 5 18,64+7,12%
Fibrin | 6 11,69+4,89° 10,084*
flac 6 25,60+3,99°

Dérdiincii Vizit | Amniyon | 5 15,98+6,67%
Fibrin 6 7,08+3,642 13,402%*
flac 6 23,94+6,34°

*p<0,05, **p<0,01, Farkl1 st karakterler vizitler i¢inde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugunu ifade ediyor.

Vizitlerde c¢ekilen on segment fotograflarinda degerlendirilen diger bir
parametre de kornea opasitesiydi. Kornea opasitesi diger veriler gibi opasite alaninin
tim korneaya oranlanarak degerlendirilmesiyle elde edilmistir. Gruplarin her vizitteki
opasite oranlar1 Tablo 9’ da gosterilmistir. Opasite oraninda fibrin grubunda takip eden
vizitlerde istatiksel olarak anlamli azalma izlenirken diger gruplarda anlamli azalma
izlenmemistir (Tablo 9). Birinci vizitte tim gruplarin opasite orani ortalama
%34,03+2,63 olup gruplar arasinda istatiksel olarak fark gosterilmemistir. Sonug yani
dordiincii vizitteki opasite orani ise amniyon, fibrin ve ilag gruplarinda sirasiyla
%29,80+3,05, %24,88+3,97, %31,87£2,66 bulunmustur. Yanik sonrasi olusan
opasitenin fibrin ve amniyon grubunda azaldigi gorilmiistiir fakat sadece fibrin
grubunda istatiksel olarak anlamli azalma oldugu gosterilmistir. Gruplarin vizitlerdeki

ortalama opasite oranlar1 Tablo 8 ve 9° da gosterilmistir.



45

Tablo 8: Gruplar arasinda opasite oranlarinin vizitlere gore karsilastirilmasi

Vizitler Gruplar | N Opasite Oranlari (%) =SD F

Birinci Vizit Amniyon | 6 33,65+3,10
Fibrin 6 34,36+3,19 0,099

flac 6 34,07+1,87

ikinci Vizit | Amniyon | 6 33,71+2,82

Fibrin 6 29,45+3,74 2,87

flac 6 33,35+3,60

Uclincii Vizit | Amniyon | 5 30,75+3,33
Fibrin 6 27,86+4,23 2,335

flag 6 32,59+3,71

Dordunct Vizit | Amniyon | 5 29,80+3,05%
Fibrin 6 24,88+3,97° 7,097*

Tlag 6 31,87+2,66°

*p<0,05, Farkl iist karakterler vizitler i¢inde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark oldugunu ifade ediyor.

Tablo 9: Vizitler arasinda opasite oranlarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Gruplar Vizitler | N Opasite Oranlar1 (%) =SD F

Amniyon V1 6 33,65+3,10
T w—
V4 5 29,80+3,05

Fibrin V1 6 34,36+3,192
V2 6 29,45+3,74% 6 5gx
V3 6 27,864,23° =0
V4 6 24,88+3,97"

Ilag V1 6 34,07+1,87
T 2500571
V4 6 31,87+2,66

**p<0,01, Farkli iist karakterler vizitler iginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu ifade ediyor.

Alkali yanik modeli olusturulduktan sonra yapilan tedaviye ragmen tim grup
kornealarinda neovaskilarizasyon olusumu beklenmistir. Neovaskilarizasyon

olusumu yine diger bulgularda oldugu gibi tiim vizitlerde tekrarlanan 6n segment
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fotograflartyla izlenmistir. Olgiilen neovaskiilarizasyon alani tiim kornea alanina
oranlanarak veriler elde edilmistir. Tim gruplarin vizitlerdeki ortalama
neovaskiilarizasyon oranlar1 Tablo 10 ve 11°de gdsterilmistir. Ilk vizitte gruplarin hig
birinde neovaskdlarizasyon izlenmemistir. Sonug yani dordiincii vizit KNV oranlari
amniyon, fibrin ve ilag gruplarinda sirasiyla %8,04+1,67, %9,73+2,54, %17,65+1,54
olarak bulunmustur. ilag grubunda KNV orani diger gruplara gore cok daha fazla
Olclilmiistiir ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Amniyon ve fibrin
gruplarinda da KNV meydana gelmistir. ki grup arasindan amniyon grubunda daha
az KNV olustugu gosterilse de iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark
izlenmemistir. Amniyon grubunda ikinci ve dordiincii vizitler arasinda KNV oran
acisindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Fibrin grubunda ise ikinci ve

dorduncu vizitler arasinda istatiksel olarak fark izlenmemistir.

Tablo 10: Gruplar arasinda korneal neovaskiilarizasyon(KNV) oranlarinin vizitlere gore

karsilastirilmasi
Vizitler Gruplar N KNV Orani (%) £SD F

Ikinci Vizit Amniyon | 6 3,86+0,65°
Fibrin 6 6,16+2,74% 7,848**

flag 6 8,50+1,62°

Uclincl Vizit | Amniyon | 5 5,90+0,842
Fibrin 6 8,60+2,45% 15,807**

flag 6 11,43+0,91°

Dordunct Vizit | Amniyon | 5 8,04+1,672
Fibrin | 6 0,73+2,50° 38,0987

Ilag 6 17,65+1,54°

**p<0,01, Farkli iist karakterler vizitler iginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu ifade ediyor.
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Tablo 11: Vizitler arasinda korneal neovaskiilarizasyon(KNV) oranlarinin gruplara gore

karsgilagtiritlmasi

Gruplar Vizitler N KNV Orani(%) £SD F
Amniyon V2 6 3,86+0,652
V3 5 5,90+0,84° 16,714**
V4 S5 8,04+1,67°
Fibrin V2 6 6,16+2,74
V3 6 8,60+2,45 2,988
V4 6 9,73+2,53
lag V2 6 8,50+1,622
V3 6 11,43+0,91° 67,170%
V4 6 17,65+1,54°

*#p<0,01, Farkli iist karakterler vizitler icinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu ifade ediyor.

5. HISTOLOJIK BULGULAR

Histolojik acidan incelenen tiim gruplara ait kornealarda; epitel, Bowman
membrani, korneal stroma, descement membrani ve edotel katmanlar1 goriildii.
Gruplar histolojik goriiniim bakimindan karsilastirildiginda ilagli gruba ait bazi
kornealarin stromasinda diger gruplara gore bag dokuyu olusturan lameller arasinda

daha fazla agilmalar ve daha fazla yangisal hiicrelerin oldugu goriildii (Sekil 1,2,3).
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Sekil 1. Ilaglh grup korneasi stromasinda lameller arasinda acikliklar (uzun oklar) ve yangisal

hiicrelerin (kisa oklar) varlig1. HE, 10X,

Sekil 2. Amniyon grubu korneasinin histolojik olarak tiim katmanlarinin gériiniimii. HE, 20X.
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Sekil 3. Fibrin grubu korneasinin histolojik goriiniimii. HE, 20X.

Yapilan PAS boyamasinda tiim gruplarin korneasinda Descement membrani
oldukga belirginken epitel altinda yer alan Bowman membrani ince bir ¢izgi seklinde
gozlendi (Sekil 4,5).
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R f

Sekil 4. Tlagli grup korneasinda Descement membranin (uzun ok) belirgin gériiniimii, epitel
(kisa ok), epitel altinda yer alan Bowman membrani ve korneal stroma gevsek bag doku lamelleri
arasinda acilmalar (yildizlar). PAS, 20X.

Sekil 5. Fibrin grubunda epitel altinda uzanan ince Bowman membraninin (ok) goriiniimi.

PAS, 40X.
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Immunohistokimyasal incelemede korneada 6zellikle stromada belirgin bir
MMP-9 immunoreaktivitesi goriildii. Fibrin ve Amniyon gruplari stromasinda ve ilag
grubu stromanin anterior ve posterior stromasinda orta derecede MMP-9
immunoreaktivitesi gozlenirken ilag grubunda stromanin merkezinde anterior ve
posterior stromaya gore daha az yogun MMP-9 immunoreaktivitesi gézlendi. Tim
gruplarin Descement membraninda MMP-9 immunoreaktivitesi gdzlenmedi (Sekil

6,7,8).

Sekil 6. Fibrin grubu korneasinda MMP-9 immunoreaktivitesi. 10X.
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Sekil 7. flagh grubu korneasinda MMP-9 immunoreaksiyonu 10X.

Sekil 8. Amniyon grubu korneasinda MMP-9 immunoreaktivitesi. 10X.
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Tiim gruplarin korneasinda VEGF immunoreaktivesi 6zellikle stromada orta
derecede yogunlukta goriildii. Tim gruplarin Descement membraninda VEGF
immunoreaktivitesi goriilmedi. Tiim gruplarda stroma i¢inde yeni olusan
neovaskiilarizasyon odaklar1 oldugu diisiiniilen kiiciik bosluklar etrafinda yogun
VEGF immunoreaktivitesi goriildii. Bu bosluklar ve etrafindaki VEGF

immunoreaktivitesi ilagh grupta diger gruplara gore daha yaygin olarak gézlendi.

Sekil 9. Amniyon grubu korneasinda VEGF immunoreaktivitesi. 10X.
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Sekil 10. Fibrin grubu korneasinda VEGF immunoreaktivitesi. 10X.

Sekil 11. flag grubu korneasinda VEGF immunoreaktivitesi. 10X
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6. TARTISMA VE SONUC

Sanayi ve teknolojideki gelismeler nedeniyle, ¢esitli kimyasal maddelerin
kullanim alanlarinin artmasi, kimyasal yaralanmalarin da artmasi ile sonuglanmustir.
Kornanin kimyasal yaralanmalar1 tiim kornea travmalarimin %12’sini olusturur.
Korneal alkali yaniklar, persistant epitel defekti, korneal neovaskiilarizasyon, korneal
ulser, opasite olusumu, korneal erime ve perforasyon gibi komplikasyonlari nedeniyle

ciddi morbidite ve gérme kaybina sebep olmaktadir. (Tuft & Shortt 2009).

Korneal alkali yanigin tedavisinde birincil amag, komplikasyonlarin 6nlenmesi
ve yara iyilesmesinin hizli, sekelsiz bir sekilde gergeklesmesinin saglanmasidir.
Yaralanmanin siddeti, tedavi se¢imi ve planlanmasinda en 6nemli faktérlerden biridir.
Guniimuzde korneal alkali yaniklarin tedavisinde, ¢ok sayida medikal ajan ve cerrahi

teknikleri kapsayan segcenekler mevcuttur.

AMT, ilk kez 1995’te Kim ve Tseng tarafindan tarif edildikten sonra okiiler
yiizey patolojilerinde kullanimi1 hizla artan oldukg¢a populer ve etkili bir tekniktir. Ca-
lismamizda da AMT uygulamasinin alkali yanik tedavisindeki yararli etkileri, morfo-
lojik ve histolojik olarak gosterilmistir. Onceki klinik ve deneysel ¢alismalar, alkali
yanikta AMT'nun epitel rejenerasyonunu destekledigini ve inflamasyonla birlikte
neovaskiilarizasyonu azalttigin1 gostermistir. (Kim ve ark. 2000, Choi ve ark. 2011,
Yin ve ark. 2011) Ancak, bazi ¢alismalar AMT'nin ileri bir asamada (Evre 4) akut
alkali yaniklar icin etkisiz bir tedavi oldugunu ortaya koymustur (Joseph ve ark.
2001). AMT, yara iyilesmesini kolaylastirmanin bir yoludur, ancak invaziv bir
islemdir ve o&zel imkénlara ihtiya¢ duyar. Bu prosedur, orta dereceli alkali
yaralanmalarinda kullanildiginda agriyr azaltmada ve erken epitelizasyonun
saglamada etkilidir. Ancak, agir yaralanmalarda o kadar da etkili degildir (Tamhane
ve ark. 2005).

Calismamiz, TZF membran implantasyonunun korneal alkali yanik tedavisin-
deki etkinligini morfolojik ve histolojik verilerle ortaya koyan ilk ¢alismadir. Bu ¢a-
lismada TZF membran uygulamasinin, alkali yanik iyilesme siirecinde, epitel defekti,
kornea kalinlig1, opasite olusumu ve KNV olusumu gibi bir ¢ok kriter iizerinde etkili

oldugu bulunmustur. Literatiirde, TZF membran implantasyonunun korneal patolji-
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lerde kullanimim1 hakkinda yapilan sinrl sayida klinik ¢aligmada, bu yontemin kor-

neal yara iyilesmesi lizerine etkilerinden bahsedilmektedir.

Korneal alkali yamigin cerrahi tedavisi olarak AMT ve TZF membran
implantasyonunu karsilastirdigimiz ¢alismamizda TZF membranin epitel defekti ve
opasite iizerine AM’dan daha etkili oldugu gosterilmistir. TZF membranin santral
kornea kalinligr {zerine etkisinin AM’dan farkli olmadigi ve korneal

neovaskiilarizasyonu iizerine ise en az AM kadar etkili oldugu gosterilmistir.

Calismamizdaki veriler degerlendirildiginde epitel defektindeki iyilesme TZF
membran tedavisi ile daha fazla oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte AM tedavisi
ile de iyilesme goriilmiistiir. Tablo 7° de de goriildiigii tizere son vizitteki epitel defekti
Olclimleri fibrin grubunda diger gruplara gére daha azdir. Alkali yaniklarda TZF
membranla yapilmig bir ¢alisma olmamakla birlikte, Can ve arkadaslarinin (2016)
desmatoseli olan hastalarda yaptigi ¢alismada kullandiklar1 TZF membran greftinin
kornea yiizeyinin epitelizasyonunu tesvik etmek i¢in kornea epitel hiicre gocun

kolaylastirdigini géstermislerdir.

Santral kornea kalinlig1 i¢in elde ettigimiz verilerimizi degerlendirdigimizde
gruplarin arasinda fark izlenmemistir. Ilag ve fibrin grubunda ortalamanin altinda
santral kornea kalinligina sahip birer denek vardir fakat bu deneklerin korneasinda
iilserasyon gelismemistir. Fibrin grubundaki denegin korneasindaki TZF membran
membranin diger deneklere gore ii¢ giin Once erimesine baglayabiliriz. Alio ve
arkadaglarinin (2013) korneal perforasyonlarda yaptigi ¢alismada fibrin membranin
g6z biitiinligli korudugu ve defekti kapattigini ispatlamislardir. TZF membrandaki
trombositlerden salgilanan PDGF, TGF-beta, FGF, IGF-1 ve 2, VEGF ve EGF gibi
biiylime faktorlerinin siirekli salinimi hiicresel etkilesimleri diizenler ve yumusak ve
sert dokularin rahat iyilesmesini saglamak i¢in matriks sentezini hizlandirir (Dohan ve
ark. 2009). Bu mekanizmaya dayanilarak TZF membranin kornea yaralanmalarinda

da iyilesmeyi hizlandirdig1 sylenebilir.

Korneal alkali yaniklarin diger bir ciddi morbidite sebebi de korneal opasite
olusumudur. Caligmamiz sonucunda elde ettigimiz verilerde korneal opasite
oranlarinda amniyon ve ila¢ grubunda vizitler arasinda ve gruplar arasinda fark

izlenmemistir. Fibrin grubunda ise son vizitte ilk vizite gére anlamli olarak diizelme
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ve opasite oraninda azalma izlenmistir. Ayni sekilde son vizitteki opasite oranlari
karsilastirdiginda fibrin grubunda anlamli olarak daha az opasite olgiilmiistiir. TZF
membran icinde nadir kok hiicreler yer alir ve mezenkimal kdkenlidir. Bu hicreler
yara yerine ulastifinda farklilagarak baska hiicrelere doniisebilir. Baz1 caligmalarda
TZF membrandan kemik dokusuna benzer dokunun olustugu gosterilmistir (Wang ve
ark. 2016). Bu c¢alismada da gosterildigi gibi TZF membran iginde bulunan az
miktardaki kok hucrelerin igine koyuldugu dokuya doniiserek deforme olmus
hiicrelerin yerine gegebilecegi soylenebilir. Bu mekanizmayla kornea opasitesini

azalttig1 diistiniilebilir.

Limbal kok hiicre eksikligi agir kimyasal yaniklarin gorsel olarak en énemli
uzun dénem sekellerinden biridir. Alkali yanikta neovaskilarizasyon genellikle limbal
kok hiicre kaybi nedeniyle meydana gelirler. En ciddi morbidite sebeplerinden biridir.
Calismamizin verileri degerlendirildiginde KNV oranlar1 son vizitte ila¢ grubunda
anlamli olarak yiiksek bulundu. Yine son vizitte amniyon grubunda KNV oran1 %
8,04+1,67, fibrin grubunda ise % 9,73+2,54 oraninda bulunmustur. Iki grup arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Amniyon zar1i endostatin, doku
metalloproteinaz inhibitord 1, 2, 3, 4 (TIMP 1, 2, 3, 4) ve trombospondin-1
icermektedir. Trombospondin-1 ve TIMP-1, 2, 3, 4 anjiogenezi inhibe ederken,
endostatin ise epitelyal blytme faktori inhibitoradir (Hao ve ark. 2000, Dua ve ark.
2004). Yara iyilesmesi sirasinda olusan ve timorlerde meydana gelen fibrin matriksin
anjiogeneze neden oldugu gosterilmistir (Dvorak ve ark. 1987). TZF membranin
iceriginde bulunan VEGF, FGF gibi anjiogeneze neden olabilecek faktorler nedeniyle
KNV olusumunun daha fazla olabilecegi diisiiniilirken sonu¢larimizda AM’ la

karsilastirildiginda anlamli fark izlenmemistir.

Histolojik boyamalarda da gosterildigi gibi amniyon ve fibrin grubunda
inflamatuar hiicrelerin daha az oldugu gosterilmistir. Iki tedavi de inflamasyonun
azaltilmasinda oldukga etkilidir. Choukroun ve arkadaslari (2006), PRF membraninin,
enflamatuar retrokontrol 6zelligi nedeniyle ameliyatlarda antiinflamatuar bir adjuvan
olarak davrandiginmi gosterdi. Postoperatif diisiik iltihap oranlarinin bu inflamasyon

kontrol 6zelligine bagli olabilecegini savundular.
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TZF membraninin 3-B fibrin mimarisi, konsantre otolog trombositlerden
olusur; trombospondin-1, fibronektin ve vitronektin gibi matris proteinleri; ve kiguk
bir miktar 16kosit, onu iskele olarak doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun kilar
(Dohan ve ark. 2006). Otolog 3-B fibrin mimarisinin yani sira, doku rejenerasyonu
icin 6nemli olan buytime faktorlerinin uzun siireli salinimi, ¢evredeki saglikli kornea
ile birlesme ve yeni kolajen lamellerinin sentezinin uyarilmast PRF membraninin ana

avantajlaridir (Can ve ark. 2016).

TZF membran tedavisinin goz Tlzerinde kullanimi yavas yavas
yayginlasmaktadir. Daha onceki ¢aligmalarda gosterildigi gibi pterjium eksizyonu,
desmatosel, korneal perforasyon gibi durumlarda kullanilmistir. Calismamizda ise
alkali yaniklarda kullanilabilecegi ve komplikasyonlar {izerine etkili oldugu
gosterilmistir. TZF membran persistant epitel defektleri, korneal iilserasyona sebep
olabilecek okiiler yiizey bozukluklarinda, periferik korneal dejenerasyonlarinin son
evrelerinde, skleromalazi gibi skleral perforasyon, incelme ve kayip durumlarinda

kullanilabilir.

AMT, alkali yaniklarda ve diger kornea patolojilerinde son derece etkili bir
yontem olmakla birlikte, dondr gerektirmesi, hazirlanmasindaki zorluklar, zaman alici
olmasi, bazi mikroorganizmalarin bulas riski, erken degredasyon ve suture bagh
komplikasyonlar gelisebilmesi gibi dezavantajlari mevcuttur. TZF membran
uygulanmasinda ise, otolog olmasi, bulas riskinin olmamasi, elde edilmesinin kolay
ve ucuz olmasi, acil durumlarda giivenle kullanilabilmesi gibi cok énemli avantajlar

s6z konusudur.

Sonug olarak, TZF membran implantasyonu, kornal alkali yaniklarda, iyiles-
menin hizlanmas1 ve komplikasyonlarin 6nlenmesi bakimindan oldukga etkili bir
yontemdir. AMT gibi, bilinen mevcut diger yontemlerle kiyaslandiginda, uygulama
kolaylig1 ve giivenililirligi acisindan bir¢cok avantaji da beraberinde getirmektedir.
Ayrica, elde edilen veriler 1s183inda TZF membran implantasyonunun AMT ile
kombine uygulamasinin da etkinligi artirabilecegini diisiinmekteyiz. Deneysel olarak
etkinligini gosterdigimiz TZF membran implantasyonu konusunda, gelecekte
yapilacak olan, hem izole hem de kombine uygulamalar1 igeren klinik ¢alismalar

sayesinde, teorik ve pratik bilgilerimiz artacaktir.
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