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1.0ZET
Ratlarda deneysel olarak olusturulan kornea alkali yaniklarinin

tedavisinde amniyon sivisinin etkinliginin arastirilmasi

Korneanin epitel biitiinliginii bozan direkt veya endirekt sebeplerden
kaynaklanan bir yikimlanma oldugu zaman, mikroorganizmalarin goziin epitelden
gecisine izin vererek korneada iilserasyon baslatabilir. Kornea alkali yaniklar1 da
korneanin biitiinliigiinii bozarak iilser hatta perforasyona yol agabilirler. Kornea
alkali yaniklarinda sagaltim uygulanirken su hususlara dikkat edilir. Kimyasal
ajan ortamdan uzaklastirilir ve reepitelizasyon yeniden olusmasi saglanir. Bunun
i¢in ¢ok sayida medikal tedavi segenegi mevcuttur. Bunlardan biride amniyon zari
ve amniyon sivist uygulamalaridir. Amniyon zari barindirdigi ¢ok sayidaki
biiyiime faktorii sayesinde epitelizasyonu hizlandirir, fibroblastik aktiviteyi artirir
ve boylece kollajen sentezine katkida bulunarak agri ve enflamasyonu azaltici etki
gosterir. Bu calisma korneada deneysel olarak olusturulan alkali yaniklar iizerine
amniyon stvisinin etkinligini aragtimak amaciyla yapilmistir.

Calismada toplam 30 adet disi albino rat kullanildi. Ratlar rastgele 3 esit
gruba ayrildi. I. ve II. gruplarda anestezi altinda sag gozlerde alkali yanik
olusturuldu. Bu amagla 3 mm’lik filtre kagidina emdirilen 2 N NaOH soliisyonu
40 saniye siireyle kornea iizerinde bekletildi. III. Grupta ise herhangi bir islem
yapilmadi. Yirmi giin siireyle I. ve Ill. gruptaki ratlara sigir amniyon sivisi, IL
gruptaki ratlara ise serum fizyolojik giinde 3 kez ikiser damla damlatildi. Bu siire
igerisinde okiiler bulgular endirekt oftalmoskop ile korneadaki klinik iyilesme

fluroscein ve rose bengal boyama kullanilarak degerlendirildi. Yirminci giiniin
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sonunda tiim gruplardaki ratlara Otenazi uygulandi. Korneadaki epitel iyilesme
histopatolojik ve biyokimyasal olarak da incelendi.

Klinik muayeneler sonunda gozyasi sekresyonu, gézyasi kirilma zamani
(GYKZ), fluroscein ve rose bengal boyama sonucu ile elde edilen bulgular
amniyon sivist uygulanan I. grupta daha tatmin ediciydi, kontrol grubundaki
ratlarda elde edilen sonuglar birinci gruba goére daha kotiydi. Yapilan
biyokimyasal degerlendirmelerde ise I. gruptaki ratlarda korneadaki GSH-Px,
MDA ve GSH diizeylerindeki artis biyokimyasal olarak ortaya konulmustur.
Histopatolojik muayenelerde ise Il. gruptaki ratlarin kornealarinda I. gruba gore
O6dem ve vaskiilarizasyon olduk¢a yaygin bir durumdaydi.

Sonug¢ olarak amniyon sivisinin kornea alkali yaniklarinda etkili oldugu,
medikal ya da operatif tedaviye ek olarak kullanilmasinin yararli olacagi kanisina
varilmstir.

Anahtar Kelimeler: kornea, alkali yanik, amniyon



2. ABSTRACT

Investigation of the efficacy of amniotic fluid in the treatment of

experimental alkaline burns generated experimentally in rats

It can initiate ulceration in the cornea by allowing epithelial passage
through the eye of microorganisms when it is caused by direct or indirect causes
of corneal epithelial integrity. Corneal alkaline burns may also cause perforation
of the ulcer by disturbing the integrity of the cornea. When treating corneal
alkaline burns, pay attention to the following points. The chemical agent is
removed from the medium and the re-epithelialization is regenerated. There are
many medical treatment options available for this. Some of them are amniotic
membrane and amniotic fluid applications. Due to the numerous growth factors
that amnion possesses, the epithelium accelerates, fibroblastic activitiy increases
and thus it contributes to the collagen synthesis and has a pain and inflammation
reducing effect. This study was conducted to investigate the efficacy of amniotic
fluid on experimental burned alkaline burns in the cornea.

A total of 30 female albina rats were used in the study. The rats were
randomly divided into 3 equal groups. In the first and second groups under
anesthesia, alkaline burns were formed, waiting of the 2NOH solution, which was
saturated on 3 mm fitler paper, for 40 seconds on the cornea in the right eyes. No
action was taken in the third group. 3 times a day for 20 days, two drops of the
cow’s amniotic fluid was dripped in the first group of rats, when two drops of
saline was dripped in the second and third group of rats. During this time ocular
findings were evaluated by using indirect ophthalmoscope and, clinical
improvement in corneal was also evaluated by using fluroscein and rose bengal
painting. At the end of the 20th day, rats in all groups were euthanized. The
epithelial healing in cornea was also studied histopathologically and
biochemically.

At the end of the clinical examinations, tear secretion, break time of tear
(TBUT) and findings obtained from the result of fluroscein and rose bengal

painting, were more satisfying in the second group where amniotic fluid applied,



the results obtained in the rats in the control group were worse than the first
group. In the histopathological and biochemical evaluations, epithelial healing in
cornea of the first group of rats was revealed histopathologically, while the
increase in levels of GSH-Px, MDA and GSH in the cornea was revealed
biochemically.

As a result, it has been concluded that amniotic fluid was effective in the
corneal alkaline burns and therefore it would be useful to use it in addition to the

medical or operative treatment.

Key words: cornea, alkaline burn, amnion.
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3. GIRIS

3.1. Goziin Anatomisi

3.1.1. Goz Kiiresinin anatomik yapisi ve ozellikleri

Orbita i¢inde bulunan goz, kemik duvarlar ile korunmaktadir. G6ziin sadece
on boliimii dis ortam ile temas halindedir. G6z yuvarlaginin 6ndeki en ¢ikintili
noktas1 korneanin merkezi kismini olusturur. Bu kisma polus anterior denir. G6z
yuvarlaginin arkasindaki en ¢ikintili noktasi ise polus posterior olarak adlandirilir.
Bulbus oculi ii¢ katmandan olusur. Bunlar sirasiyla Tunica fibrosa bulbi, Tunica
vasculosa bulbi, Tunica interna bulbi’dir. Bulbus oculinin i¢inde ise corpus

vitreum, lens ve humor aquoeus yer alir (1-4).

Konjunktiva

optik
sinir

Pupil
Vitreus
% ‘ \ AKGZ s1vi
N,

Sklera

Retina

Kornea —

Sekil 1. Bulbus oculi’nin anatomik yapist

Kornea; humor akoz, lens ve korpus vitreum ile beraber bulunan ve goziin

kirict ortamlarint olusturan bir yapidir. Kornea, avaskiiler yani damarsiz ve



saydam yapidadir, 43.25 diyoptri kiriciliga sahip olup dis yliziiniin vertikal ve
horizontal ¢ap1 hayvan tiirlerine gore farklilik gosterir. Korneanin merkezi daha

yuvarlak, periferik kisimlar1 daha diizdiir (1-5).

Kornea, tunica fibrosa bulbinin saydam ve damarsiz bir dokusu olup
oldukga biliylik bir yapiya sahiptir ve tunica fibrosa bulbinin 6n bolimiinde
bulunmaktadir. Sclera ile birlesme yerinde limbus adi verilen ve onu cevreleyen
bir ¢ukur vardir (3-8).

Korneanin katmanlari 6nden arkaya dogru epitheliim anterius cornea,
bowman membran1 (lamina limitans anterior), stroma (substantia propria cornea),
descement zari (lamina limitans posterior), endotelium epitelyum (epitheliim
posterior cornea)’ dir (1-4).

Korneal epitelyum Keratinsiz ve 8-10 tabakasi bulunan, ayrica 3-6 hiicre
tabakasindan olusmus bir yapidir. Desmozomlar araciligi ile hiicreler birbirine
baglanirlar. Siirekli olarak cogalan epitel hiicreleri asinma ve yirtilmaya karsi
kendini yeniler. Nervus trigenimus’un ophthalmic kollarinda fazla sayida duyusal
sinir ag1 bulundurmasindan dolayr dokunma ve agriya duyarlidir. Ayrica
kornea’nin kiricilik ve koruyuculuk gibi gorevleri de vardir. Retinaya giden 151k
demetleri buradan yani kornedan gecerler. Epitel, kornea enfenksiyonlarina kars1
giivenilir bir engeldir. Bir enfenksiyon ajaniin stromaya yerlesmesinden once
genellikle epitelin travmaya ugramasi gerekir. Epitel mikroorganizmalarin kornea
icine girmelerine kars1 giivenilir bir engeldir. Fakat epitel yaralandiginda damarsiz
stroma ve bowman zari, ¢esitli organizmalar i¢in ve Ozellikle Pseudomonas
aeuriginosa ic¢in uygun bir ortam hazirlar. Descemet zari, mantarlar harig

bakterilerin ¢oguna kars1 koyar (3-5).



Korneanin katmanlarindan olan Bowman zar1 saydam ve hiicresiz bir
tabaka olup stromanin ylizeysel katlarmin degisikligi sonucu olusmustur.
Bowman membrani kalinlig1 yaklasik olarak 8-15 pum dir. Bowman tabakasi
seffaftir ve rejenarasyon ozelligi yoktur. Bowman tabakasi gozii travma ve
bakteriyel invazyonlardan koruyan tabakalardan biridir, ayrica epitel tabakasini,
alttaki bag dokusuna baglanmasin1 saglar. Altta bulunan bag dokusunun dis
tabakasinin pargasi olup gergek bir membran degildir (1-5).

Korneanin stromas: kornea kalinligmin % 90 ‘nint olusturur ve
lamellerden olusmustur. Stroma lamelleri kornea ylizeyine paraleldir ve
birbirilerine 6rgli gibi sarilmiglardir. Primer olarak keratin siilfat ve kondritin
stilffat yapisinda mukopolisakkarit bir ara madde igerisinde bulunmaktadir.
Yapisinda daha c¢ok Tip I, az miktarda Tip III ve Tip V kollajen ve ¢ok az
keratosit ve kollajen igerir. Keratositler, kollajen lifleri ve ara maddeyi sentezler
ve fagositoz ve onarim olaylarinda da gorev alirlar. Kollajen liflerin diizenli
dizilimi, kan damari bulunmamasi ve keratositler disinda hiicre bulunmamasi
korneanin saydamligini saglayan ana faktorlerdir (7-11).

Korneanin kan gereksinimi limbus damarlariyla saglanir. Besleyici
maddeler damarsiz kornea iginde limbustan gecerler bir miktar oksijende
atmosferden alinir. Korneada kan ve lenf damarlar1 bulunmaz. Beslenmesi
lamellalar arasindaki araliklarda bulunan doku sivis1 araciligl ile yani difiizyon ile
olur. Kornea su yoniinden fakirdir. Endotel hiicrelerinin tahribi kornea’nin belirli
bir sekilde sismesine ve saydamliginin kaybetmesine yol agar. Epiteldeki madde

kaybi1 kornea stroma yapisinda hafif ve gegici yerel bir sisimeye neden olur. Epitel



hiicrelerinin hizla yenilenmesinden sonrada kornea stromasi saydamlastirir (11-
13).

3.2. Kornea Ulkusu ve Sebepleri

Kendiliginden iyilesmeyen kornea epitelyumu ve stroma ile birlikte
bulunan, doku kayiplari ile karakterize yangisal olgulara keratitis iilseravita veya
ulkus kornea denir. Kornea ulkusu kronik karakterlidir ve iyilesme olaylar1 ¢ok
yavas gOzlenir. Ancak kiiglik ¢apli ulkus kornea olgularinda iyilesme daha
hizlidir. Ulkus kornea’nin nedenleri eksojen ve endojen olmak {izere iki guruba
ayrimaktadir. Genelde goz travmalarinin evcil hayvanlarda ulkus kornea
olusumunda baglica sebep oldugu kabul edilmekte olup bazen endojen
nedenlerinde birlikte oldugu gozlenir. Eksojen sebepler olarak gbézde travma
olusturan ve goziin epitel tabakasina kadar defekt olusturabilen yabanci cisimler,
ot basaklari, tirmik yaralar1 gibi énemli etiyolojik sebepleri sayilabilir. Ayrica
kornea ulkus’u olusumunda enfeksiyonlarin, viral hastaliklarin, mantarlarin ve

immunite bozukluklarinin da etkileri oldukg¢a fazla gézlenmektedir (14-18).

Veteriner oftalmolojide, gézde travmaya yol acan mekanizmanin etkili
olmasinda goziin anatomik yapisinin biiylik 6l¢iide 6nemi vardir. Brachiocephal
kafa yapisina sahip bazi irklarda buftalmik gozlerin kornea iilserine yakalanma
riski oldukga fazladir. Kornea ulkus’undan sorumlu tutulan diger bir durum ise
g6z kurumalaridir. G6z kurumalar1 direkt ya da endirekt olarak epitelilum
yikiminda rol aldig diisiiniilmektedir. Ayrica gézyas: filminin yetersizligi kornea
defektlerinin olusmasinda etkili oldugu ve precorneal tear fim (PTF)
kompozisyonundaki eksiklige bagli olarakta ulkus olustugu bilinmektedir.

Bakteriler kornea enfeksiyonlarinda ender olarak primer bir etki ile kornea



tilserlerine neden olurlar. Entropiyon, ektropiyon, distisiasis, keratokonjunktivitis
sikka, yabanci cisimlerin korneaya batmasi veya membrana niktitans’in altina
yerlesmesi konjunktival litiasis, goz kapagi tiimorleri, kimyasal yaniklar, ektopik
siliya, kopek genglik hastaligi, mikotik etkenler, immun sistem bozukluklar1 ve
daha bir¢ok bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar ulkus korneaya neden
olabilirler. Yapilan arastirmalara gore; bakteriyel enfeksiyonlarin en c¢ok
streptokok ve stafilokoklardan ileri geldigi kaydedilmistir. Pseudomonase’lar ise,
proteolitik enzimlerin serbest hale gelmesi ile kornea epitelinde bir yikimlanma
olusumundan sorumlu olduklar1 bilinmektedir (19-21).

Yapay olarakta korneada kimyasal alkali yanik yani ulcus kornea yarasi
olusturmak miimkiindiir. Korneada alkali yanik olusturan bazi kimyasal maddeler;
sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit (KOH), amonyum hidroksit
(NH,OH), magnezyum hidroksit (MgOH,), kalsiyum hidroksittir (CaOH,) ve
cinko kloriir’diir. Bunlardan magnezyum hidroksit havai fiseklerin, digerleri
temizlik malzemelerinin yapisinda bulunmaktadir. Bu kimyasal maddeleri
kullanarak korneanin epitel tabakasi lizerinde cesitli yontemlerle alkali yanik
olusturulmasi miimkiindiir (8-10, 15, 22, 23).

3.2.1. Ulkus Kornea’nmin Medikal ve Operatif Sagaltim

Goziin travmaya ugramadigi ve korneanin biitiinliigliniin bozulmadigi
durumlarda kornea epitelyumu, enfeksiyonlara karsi oldukc¢a direng gosterir.
Epitelyumun biitlinliigiinii bozan direk veya endirek sebeplerden kaynaklanan bir
yikimlanma oldugu zaman, mikroorganizmalarin kornea epiteline gegisini
kolaylasir ve sonugta korneda iilserasyonla yol acabilir. Korneal hastaliklarda

siklikla karsilagilan ve dort asamada degerlendirilen lezyonlar ortaya g¢ikar. Bu



lezyonlar1 derinligine gore siniflandiracak olursak; epiteliyal defekt, epiteliyal ve
on stromal defekt, derin stromal defekt ve endotelle birlikte tiim katlarin defekti
olarak siniflandirabilir. Korneal defektler erken miidahale edilmediginde ya da
uygun bir sagaltim yapilmadiginda ¢ok kisa bir siire icerisinde ulkus kornea
gelisebilir ve korneanin derin katlarina kadar inerek korneal damarlasma, uveitis,
panoftalmi hatta perforasyon gibi 6nemli komplikasyonlara yol agabilir. Normal
olarak kornea epitelinin bazal hiicre tabakas1 mitoz béliinme ile 7-10 giinliik bir
siirede diizenli olarak yenilenir ve tekrar eski haline geri donebilir. Yiizeydeki
epitel hiicreleri prekorneal gozyas: filmine dokiiliir. Bazal tabakadaki hiicreler ise
siirekli olarak ¢ogalip kendilerini yenilerler ve bu hiicrelerin yerine gecerler.
Korneada yara iyilesmesi g¢evredeki saglikli epitel hiicrelerinin defektli alani
kapatip epitel hiicrelerinin bu alana go¢ ederek defektli alan1 kapatmaya yonelik
rejenerasyonu ve stromal yara iyilesmesi olmak iizere ii¢ ayri agsamadan gegerek

iyilesmeyi saglarlar (7-10, 17, 18, 24, 25).

Sagaltimdaki temel prensip mevcut agriyr hafifletmek hatta agriy1
tamamen ortadan kaldirarak, perforasyon olugsmasina engel olmak, olusmus olan
enfeksiyon varsa bunu ortadan kaldirmak, sikatrizasyonu hizlandirmak ve
sikatrize dokunun birakacagi goriiniis ve kalict hasarlar1 en alt seviyeye
indirmektir. Sagaltim, medikal ya da operatif olarak yapilabilir. Agriy1 azaltmak
ve enfeksiyonu ortadan kaldirmak igin lokal ilag uygulamalari, antikolajenazik
ilaglar (asetilsistein, sistein, sodyum EDTA, Kkalsium EDTA, progesteron,
medroksipro-gesteron, sodyum askorbat, sodyum sitrat, penisillamin, tetrasiklinl,
tiol peptitler, aprotinin ve polisiilfat glikozaminoglikan, heparin, kan serumu,) ile

vitamin (A, B2, B12, C) uygulamalar kisa siirede etkili olabilen birer medikal



tedavi sekilleridir. Kronik olgularin tedavisinde yapilacak olan ilk sey, altta yatan
nedeni yok etmek veya belirli bir seviyeye kadar sinirlamaktir. Kronik kornea
defekti bulunan gozde, goz kapaklarinda bir anomali varsa ve 6zellikle géz kapagi
konjunktivas1 hasara ugramigsa bu durumlarda korneadaki epitelizayon kaybi
daha da artar. Yapilan tedavi yontemlerinde, kornea epitelinde gegeklesen kornea
epitel hiicre hasar1 kiigiik ise hiicre hasarmi takiben hiicre gocii ile en kisa
zamanda hasar kapatilmaya calisilir. Epitel gogli, hiicre hasarindan hemen sonra
baslar ve bu islem dakikalar igerisinde olusur. Daha biiyiikk kornea epitelyum
hasarlarinda saatler siiren iyilesme gecikmeleri olabilir. Iyilesme bazal tabakadaki
hiicreler filopodia, lamellopodia ve tirtikli kenarlar gibi uzantilarla hareket
yetenegi kazanarak bazal lamina iizerinden defektif alana dogru gog¢ ederler.
Defekt tamamen kapanip ortadan kalkincaya kadar hareket siirer ve iyilesme
gergeklesir (8-10, 13, 14, 17, 20, 26, 27).

Kimyasal kazadan sonra goziin epitel yapisinda bir hasar sekillenir. Gozde
kimyasal hasarin siddeti; temasin oldugu yiizey alanina, temasin etkime siiresine,
etkileyen kimyasal ajana ve penetrasyonun derecesine baglidir. Kimyasal kazadan
veya yapay olarak olusturulan kornea epitel yikimlanmasina bagli olarak gézde
siddetli bir agri, blefarospazm, gozyas1 akintisi, 16kosit infiltrasyonu nedeni ile
korneanin bulaniklagsmasi ve degisik derecelerde korneada damarlasma gibi klinik
belirtiler ortaya ¢ikabilir. Kimyasal kazalarin medikal olarak sagaltiminda
genellikle 4 ana kriter mevcuttur. Bu kriterler; kimyasal ajanin ortamdan
uzaklastirilmasi, reepitelizasyonun yani epitel dokunun yeniden olusumunun
saglanmasi, buda keratositler araciligiyla kollajen dokunun yeniden olusturulmasi

ile olur (15, 20, 22).



Operatif tedavi ise; ¢izgi veya nokta keratotomi, penetran veya lamellar
keratoplasti, konjunktival flap uygulamalari, Koterizasyon ve yumusak kontakt
lens seklinde siralanabilir (9, 12).

3.2.2. Kornea Ulkusunun Sagaltimda Amniyon Zar1 Ve Amniyon
Sivist’nin Kullanimi

Amiyon zari’nin oftalmolojide kullanim1 yaygindir. Tipta ilk olarak 1910
da Davis tarafindan deri transplantayonunda kullanilmistir. Oftalmolojide
kullanimi ise De Rotth tarafindan 1940 yilinda yeni alinmis bir korion tabakasi ile
diger konjuktiva epitelyum defektlerinin tedavisinde kullanilmis ama pek fazla
basar1 elde edilememistir. Amniyon sivisi ve amniyon membraninin baslica
kullanildigi  yerler, konjuktiva da pitergium cerrahisi, kimyasal yaniklar,
periokuler yiizey neoplazileri, bleb sizintisi, filtran cerrahi, simblefaron tedavisi,
konjonktival selazyon, entropiyon, sikatrizan kojunktivit gibi olgularda
kullanilmistir. Kornea’da yaygin epitel bozukluklari, iyilesmeyen kornea {ilseri,
tam ya da kismi limbal kok hiicre yetmezligi, biilloz keratopati, sklera erimesi
gibi olgularda da kullanildig1 bilinmektedir. Ayrica persistan epitel defektlerinde
amniyon zar transplantasyonu, desmatosel olusumu ve kornea perforasyonunda da
amniyon zar transplantasyonu kullanilmaktadir (23-32).

Amniyon zar1 plasentanin en i¢ kisminda bulunan tabakasidir ve 0.02- 0.05
mm kalinligindadir. Amniyon zar1 3 tabakadan olusmakta olup bunlar; tek katl
epitel tabakasi, kalin bir bazal membran tabakasi ve avaskiiler yapidaki
hiposelliiler stromal matriksden olusmaktadir. Bazal membran ile epitel tabakasi
arasinda siki bir iliski bulunmaktadir. Stroma kompakt, fibroblast ve siingerimsi

olmak tizere 3 tabakadan olusur. Kompakt tabaka hiicrelerden yoksun retikuler



aglardan olusan siki bir tabakadir. Fibroblast tabaka en kalin tabakadir ve stroma
igine gomiilmiis fibroblast hiicrelerinden olusur. En distaki slingerimsi tabaka ise

amniyon ile koryon arasindaki tabaka olup musin iginde retikulum kollar1 igerir

(33-36).

Amniyon sivisi; amniyon zarindaki hiicrelerden, desidual hiicrelerden,
desidual olusumlardan ve fetusun deri, sindirim sistemi, solunum sistemi ve
bosaltim sisteminden dokiilen hiicrelerin oldugu bir sividir. %99 su, inorganik ve
organik maddelerden, tuzlardan ve fetustan dokiilen epitel hiicrelerden olusur.
Organik bilesiklerin yaris1 protein diger yarisi da karbonhidrat, yag, enzim,

hormon ve pigmentlerden ibarettir (32-36).

Amniyotik membran ve amniyon sivisi, hiicre epitelizasyonunu
hizlandirarak yara yiizeyinde protein ve sivi kaybini onlerler boylece adhezyon
olusumunun azalmasim1 saglarlar, bununla birlikte antibakteriyel ve non-
immiinolojik bir giice sahip olmakla beraber fibroblastik aktiviteyi artirirlar.
Boylece kollajen sentezine katkida bulunarak anjiyogenezis sayesinde agri ve
enflamasyonu azaltic1 etki gosterirler. Ayrica kolay ve ¢abuk elde edilebilen ve

degeri giderek artan biyolojik bir tiriindiir (37-47).

Amniyon zar1 stromasinda tip I, III, IV ve VII kollajenler, laminin,
fibronektin ve hyaluronik asit bulundurur. Amniyon zari stromasi hyaluronik
asitten  zengindir, stromasinda biiylime faktorleri, antianjiogenik ve
antienflamasyon proteinleri ve degisik proteazlain inhibitorleri vardir bunlar
enflamasyonu baskilar, nedbelesmeyi Onler, istenmeyen keratosit apoptozisini

azaltir ve sentezlenen hiicre disi matriksi azaltir. Amniyon zarinin stromasi



damarsiz oldugundan dolay1 yeni damar olusumunu 6nledigi diisiiniilmekte olup
ayrica amniyon membran hiicrelerinin vaskiiler endotel hiicrelerinde biiylime ve
migrasyonu inhibe etmelerinden dolay1 yeni damar olusumunu baskiladig: ifade
edilmistir. Amniyon bazal membraninin, epitel hiicrelerinin go¢iinii hizlandirmak,
epitelin farklilasmasin1 desteklemek, hiicreleri apoptozisten korumak gibi
mekanizmas1 tam acgiklanamayan biyokimyasal oOzellikleri vardir. Amniyon
zarinin  stromasinda epidermal biiytime faktorleri, keratinosit, hepatosit ve
fibroblast bulunmaktadir. Amniyotik membran, mat, piiriizli, ve yapiskan bir
ozellige sahip oldugu icin uygulandig1 bolgeye iyi uyum saglarken, yapismayan
dis ylizeyi sayesinde dokular arasinda biyolojik bir bariyer gibi gorev yaparak

adezyon olusumunu engelledigi bildirmektedir (37-47).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gruplarin Olusturulmasi

Materyal olarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden temin
edilen toplam 30 adet disi, erskin, 250-300 gram agirhiginda Wistar Albino rat
kullanildi. Calismaya Firat Universitesi Hayvan Deneyleri ve Etik Kurulu resmi
onay1 alindiktan sonra baslandi. Ratlar 6zel kafesler icerisinde tutuldu ve 6zel
labaratuar kosullart uygulandi (24+£3°C %40-60 nem, 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik). Beslenmesi standart pelet yem kullanilarak yapildi. Ratlar rastgele 3 esit
gruba ayrildi. |. grup uygulama grubu olarak secildi bu gruptaki ratlarin sag
gozlerinde alkali yanik olusturuldu ve 20 giin silireyle sigir amniyon sivisi
uygulandi. II. Grup pozitif kontrol grubu olarak secildi bu gruptaki ratlarin sag
gozlerinde alkali yanik olusturuldu ve 20 giin siireyle serum fizyolojik uygulanda.
I1l. Gruptaki ratlar negatif kontrol grubu olarak segildi ve bu gruptaki ratlara da

herhangi bir islem yapilmadan 20 giin siireyle s1gir amniyon sivist uygulandi.
4.2. Anestezi Protokolii

Korneada alkali yanik olusturulmasi i¢in, ratlat genel anesteziye alindi. Bu
amagla intramuskiiler 4 mg/kg xylazine hidrokloriir (Rompun®; 23.32mg/mL,
Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ve yine intramuskiiler 50 mg/kg ketamin hidrokloriir

(Ketalar®; 50 mg/mL, Eczacibast, Istanbul, Tiirkiye) uyguland.
4.3. Korneada alakali yanik olusturma

Anestezi ve asepsi-antisepsi kurallarina uyularak ratlar anesteziye alindiktan
sonra korneda alkali yanik olusturulmadan once % 0.5 lik proparakain

(ALCAINE %0.5 Alcaine ophtalmic solusyon 0.5%, Alcon Laboratories, Istanbul,
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Turkey) ile lokal anestezi olusturuldu. Kornea alkali yanik I. ve Il. gruptaki ratlar
icin uygulandi. Bunun i¢in 3 mm c¢apinda bir filtre kagidina 2 N NaOH
emdirilerek 40 sn kornea tizerinde bekletilerek olusturuldu. Alkali yanik her iki
grupta da yalmzca sag gozlerde olusturuldu. Alkali ajana maruz birakildiktan

sonra gozler serum fizyolojik ile 2 dk boyunca yikandi.

4.4. Amniyon sivisinin hazirlamsi

Saglikli gebe ineklerin yapilan sezeryan operasyonundan sonra elde edilen
amnion sivisi kullanildi. Operasyondan hemen sonra steril sartlarda toplanan
amniyon sivisinin labaratuarda bakteriyolojik muayeneleri yapildiktan sonra
saglikli olduklari anlagilan amnion sivilar1 2000 devirde 15 dakika siireyle
santriifiij edilerek, santriifiij sonunda iistte kalan ve supernatant diye ifade edilen
kisim alinarak steril tiiplere yerlestirildi ve -20 °C sicaklikta bekletildi. Kullanima
baslamadan 1 giin once +4 °C de bekletilen amnion sivis1 goze damlatma seklinde

kullanild: (37).

4.5. Amniyon sivisinin kullanimi ve klinik verilerin elde edilmesi

I. ve III. gruptaki ratlara sigir amniyon sivisi (giinde 3 kez 2 damla 20 giin
stireyle), I1. grubundakilere ise yalnizca serum fizyolojik (giinde 3 kez 2 damla 20
gilin siireyle) uygulandi. Klinik muayeneler giinliik olarak yapildi ve korneadaki
iyilesmeler makroskopik olarak tespit edildi. Bu amagla sehirmer gozyas: testi,
gozyasi kiritlma zaman1 (GYKZ), rose bengal boyama, fluorescein boyama ve goz

i¢i basing dlglimleri yapilda.
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4.6. Klinik bulgularin tespiti

Tim gruplarda 1, 5, 10, 15 ve 20. giinlerde (schymer testi, rose bengal

boyama, fluroscein boyama ve gozyasi kirilma zamani tayini yapildi.

Bunun disinda caligma siiresince ratlarda goriilmesi muhtemel fotofobi,
gbzyas1 akintisi, kizariklik, konjiktivit, korneal 6dem, korneal vaskiilarizasyon
gibi  okiiller  degisiklikler =~ “"HEINE  OMEGA®500  INDIREKTES
BINOKULARES OPHTHALMOSKOP GERMANY’ marka bir oftalmoskop ile

kaydedi.

4.6.1. Sehirmer testi

Bu amagla ZONE-QUICK (SHOMA YAKUHIN KAKO CO. LTD.
TOKYO/JAPAN) marka bir gdzyas1 6l¢iim ipligi kullanildi. Bunun i¢in herbir rat
uzman kisilerce dikkatli bir sekilde tutularak iplikcik sag alt goz kapaginin
konjiktival bosluguna yerlestirildi. Bir dakika sonra alnarak gézyasi miktar1 kendi

6lctim ¢ubugunda degerlendirildi.

4.6.2. Rose bengal boyama testi

Bu testte ratlarin sag gozlerine bir mikro enjektor ile (901 N, Hamilton,
A.B.D.) ile % 1 Rose bengal (Institut Pourquier, Monpellier France) boyasindan 1
ul damlatildi. Uygulamadan 5 dakika sonra boyanmis olan kornealar endirekt
oftalmoskop ile ve 20 dioptrilik bir lup kullanilarak beyaz 1sik altinda muayene
edildi. Bu parametre ile korneada saptanan degisimler su sekilde derecelendirildi

(5, 26).
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0: hi¢ boyama yok
1: hafif boyama
2;orta derceli boyama
3; yaygin boyama
4.6.3. Fluroscein boyama testi

Bu testte ratlarin sag gozlerine bir mikro enjektdr ile (901 N, Hamilton,
AB.D.) ile % 1 lik sodyum fluroscein’den (Bercket Kimya Lab. Istanbul,
Tiirkiye) boyasindan 1 pl damlatildi. Uygulamadan 5 dakika sonra boyanmis olan
kornealar endirekt oftalmoskop ile ve 20 dioptrilik bir lup kullanilarak kobalt
mavisi filtresi altinda muayene edildi. Bu parametre ile korneada saptanan

degisimler su sekilde derecelendirildi (5-26).
0: tiim korneal yiizeyin hi¢ boyanmamis olmasi
1: tiim korneal yiizeyin 1/8 ya da daha az bir kisminin boyanmasi
2: tim: tiim korneal ylizeyin % ya da daha az bir kisminin boyanmasi
3: tlim korneal yiizeyin 2 ya da daha az bir kisminin boyanmasi
4: tiim korneal yiizeyin boyanmasi
4.6.4. Gozyasi kirilma zamani (GYKZ)

Ratlarin sag gozlerine %! lik sodyum floruscein’den 1 pl damladiltiktan
sonra tam bir goz kirpma gergeklesmesi bekletildi. Daha sonra endirekt

oftalmoskop ve 20 dioptrilik bir lup kullanilarak beyaz 1sik altinda dikkatli bir
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sekilde incelenerek ikinci bir gdz kirpmasina miisaade edilmeksizin korneadaki
kirilmanin ilk gostergesi olan ilk siyah kuru nokta goriilmesine kadar gegen siire

kaydedildi (5, 26).
4.6.5. Goz ici basincinin dlciimii

Ratlar anestezi edilmeden bir yardimciya tutturularak REICHERT
TECHNOLOGIES TONO-PEN marka bir tonopenle tiim gruplarda 1, 5, 10, 15,

20. Giinlerde 6lgiimler yapildi.
4.7. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizlerde SPSS Ms Windows Release 21.0 programi
kullanilmistir. Veriler ortalama = SD olarak ifade edilmistir. Grup ortalamalari
arasindaki farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak tahmin
edilmis ve ¢oklu karsilagtirmalar Duncan testi kullanilmistir. Sonuglar P<0.05'de

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
4.8. Otenazi

Histopatolojik ve biyokimyasal verilerin elde edilmesi igin 20. giiniin
sonunda hayvanlar kapali kutu i¢inde karbondioksit inhalasyonu ile 6tenazi edildi
(Resim 2). Otenazi edilen hayvanlarmn kornealar1 almarak (GSH-Px, MDA, GSH )
diizeyleri saptandi. Ayrica alman kornea orneklerinin yarisi % 5 lik formol
igerisine konulduktan sonra hemotoksilen eosin boyasi ile boyanarak korneanin

epitel iyilesmesi ve damarlagsmalar histopatolojik olarak degerlendirildi.
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Sekil 2: Karbondioksit inhalasyonu ile 6tenazi
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4.9 Orneklerin Toplanmasi ve Biyokimyasal Analizler

Analizler 6ncesinde kornea dokular1 serum fizyolojik ile yikandiktan sonra
distile su ile 1/10 oranda sulandirilarak homojenizatorde homojenize edildi.
Homojenat sogutmali santrifiijde (NUVE NF 800R) malondialdehit (MDA) ve
rediikte glutatyon (GSH) analizleri i¢in 3.500 rpm’de 15 dk, glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) analizi i¢in ise 14.000 rpm’de 55 dk santrifiij edilerek ve siipernatantlar

alinmustir.
4.9.1. Kornea Dokusunda MDA Diizeyinin Tayini

MDA tayini Placer ve ark. (48) tarafindan modifiye edilen yonteme goére
yapilmistir. Bu yontem lipidperoksidasyonu (LPO)’nun aldehit {iriinlerinden biri
olan MDA ile tiobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyonu temeline dayanmaktadir.
Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu ¢ozeltinin
absorbansi 532 nanometre (nm)’de spektrofotometrik olarak odlgiilerek LPO’nun

derecesi saptanmistir.
4.9.2. Kornea Dokusunda GSH Diizeyinin Tayini

GSH tayini Ellman ve ark. (49) tarafindan bildirilen metotla yapilmistir.
5.5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) ve glutatyon rediiktaz (GR) varliginda enzimatik dongii prosediirii ile
Olciilmektedir. Bu metot DTNB eklendiginde siilfidril gruplarinin oldukga stabil

sar1 renk olugturmasi temeline dayanan spektrofotometrik bir yontemdir.
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4.9.3. Kornea Dokusunda GSH-Px Aktivitesinin Tayini

Kornea dokusu GSH-Px aktivite Ol¢iimii i¢in Beutler (50) metodu
kullanilmistir. GSH-Px, GSH’un okside glutatyon (GSSG)’a oksidasyonunu
hidrojen peroksit (H,O;) kullanarak katalizler. GSSG’nin olusum hizi GR
reaksiyonu vasitasiyla ol¢iiliir.

Reaksiyon ortamindaki t-butilhidroperoksidin  (t-BOOH) her bir
molekiiliiniin rediiksiyonu i¢in 1 mol GSSG olusur. GSSG’nin GSH’a
rediiksiyonu ise GR enziminin katalizledigi reaksiyonla olusur. Bu reaksiyonda
GSSG’nin her bir moliiniin rediiksiyonu i¢in 1 mol NADPH okside olur. GSH-PxX
aktivitesi NADPH oksidasyonunu takiben spektrofotometrik olarak 340 nm’deki
sistemin optik dansite (OD)’sindeki diisiisten hesaplanir.

4.9.4. Biyolojik Sivilarda Protein Tayini

Homojenatlardaki protein miktart modifiye Lowry (51) yontemine gore
Ol¢iilmiistiir. Alkali bakir tartarat ayiract peptit baglar ile kompleks yapar. Her 7
veya 8 amino asit artig1 1 atom Cu baglar. Fenol ayiraci, Cu ile muamele edilmis
karigima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu renk siddeti 650 nm dalga
boyunda okunmustur. Protein konsantrasyonu ile olusan renk arasinda yiliksek
konsantrasyonlar icin lineer bir iliski olmadigindan 6rnekler sulandirilarak

Olctimler yapilmistir.

4.10. Patolojik Verilerin Elde Edilmesi

Alman doku o6rnekleri %10’ luk nétral tamponlu formalinde tespit edildi.
Rutin alkol ksilol serilerinden gegirilen Ornekler parafin bloklara alindi.

Bloklardan 5 p kalinliginda alinan kesitler Hematoksilen-Eozin ile boyanarak 151k
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mikroskobunda incelendi. Histopatolojik incelemede 6dem, neovaskiilarizasyon
ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 yoniinden yok (0), hafif (1), orta (2) ve

siddetli (3) olarak degerlendirildi (52).
4.10.1. Istatiksel Analiz

Istatistiksel ~ degerlendirmede  SPSS  16.0  programi  kullanild.
Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak elde edilen verilerin gruplar arasi
farklilig1 Kruskal Wallis testi, farklilig1 olusturan gruplarin tespiti Mann Whitney
U testi ile belirlendi. P<0.05 degeri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul

edilmistir.
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Sekil 3: Korneada alkali yanik olusturulmasi

Sekil 4: Sehirmer testinin yapilist
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Sekil 5: Go6z i¢i basing dlglimii

Sekil 6: Rose bengal boyama testinin yapilist
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Sekil 7: Fluroscein boyama testinin uygulanisi

Sekil 8: Endirekt oftalmoskop
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Sekil 9: Fluroscein boyama ve mavi kobalt 11k uygulanmasi

Sekil 10: Kontrol grubunda serum fizyolojik uygulanmasi
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Sekil 11: Deney grubunda amniyon sivisinin uygulanmasi
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4. BULGULAR

5.1. Klinik Gézlem

Korneada alkali yanik olusturulduktan 24 saat sonra I. ve Il. gruptaki tiim
hayvanlarda korneal 6dem, derin korneal opasite, gbzlerde kuruma ve gok agir bir
konjunktivit tablosu hakimdi. Ill. grupta ise herhangi bir olumsuz durum s6z

konusu degildi.

Besinci giinde yapilan kontrollerde; I. ve Il. gruptaki tiim hayvanlarda
fotofobi, blefarospazm ve korneal opasite bulunmaktaydi. II. gruptaki 6 ratta
korneal {ilser, korneal 6dem, goézlerde kuruma ve agir bir konjunktivit tablosu
hakimdi. I. grupta ise yalnizca 2 ratta korneal iilser olusmustu. III. grupta ise

herhangi bir olumsuz durum s6z konusu degildi.

Onuncu giinde yapilan kontrollerde; I. gruptaki 3 ratta fotofobi, korneal
opasite, lilserasyon ve konjiktivit mevcutken 7 tanesinde korneal opasitede azalma
fotofobi ve ¢ok hafif bir konjiktivit ile birlikte iyilesme belirtileri gosterdigi tespit
edildi. 1l. grupta ise 6 ratta korneal iilserasyon, yaygm konjiktivit, ve
blefarospazm goriiliirken 1 ratta ise korneal perforasyon tespit edildi. Bir ratta ise
derin korneal opasite, yaygin konjunktivit, ve fotofobi mevcuttu. Bir ratta ise
opasitede azalma ile birlikte genel durumda diizelme belirtileri gbézlendi. Bu
donemde yapilan endirekt oftalmoskopide korneada derin damarlagmalarin oldugu

goriildi. II1. grupta ise herhangi bir olumsuz durum s6z konusu degildi.

Onbesinci giinde yapilan kontrollerde; 1. gruptaki 2 ratta korneal

ilserasyon, fotofobi, gézlerde kuruma ve konjiktivit gozlenirken 7 ratta ¢ok hafif
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1 ratta ise orta diizeyde korneal opasite, konjktivit ve fotofobi mevcuttu. I1. grupta
ise 2 ratta korneal perforasyon, 8 ratta ise korneal iilserasyon, korneal 6dem,
fotofobi ve yaygin bir konjiktivit mevcuttu, 1 ratta ise orta diizeyde korneal
opasite ve gozlerde orta diizeyde bir kizariklikla beraber iyilesme belirtisi
gozlendi. Bu dénemde yapilan endirekt oftalmoskopide Il. gruptaki ratlarda orta
ya da derin diizeyde goriilen korneal damarlagsmalar mevcuttu. III. grupta ise

herhangi bir olumsuz durum s6z konusu degildi.

Yirminci giinde yapilan kontrollerde; I. grupta 1 ratta korneal iilserasyon,
fotofobi, korneal 6dem ve konjiktivit devam ederken 1 ratta orta diizeyde korneal
opasite, fotofobi ve orta diizeyde bir konjiktivit mevcuttu. 8 ratta ise klinik olarak
tatmin edici bir iyilesme belirtisi gozlendi. Korneadaki bulaniklagsma tam
anlamiyla ortadan kalkmis ancak bununla birlikte ¢ok azda olsa bir fotofobi ve
konjiktivit devam etmekteydi. Il. grupta ise onceki giinlerde korneal perforasyon
olusan 2 rat disinda 6 ratta ileri diizeyde korneal iilserasyon, korneal 6dem,
fotofobi ve ileri diizeyde goriilen konjunktivit mevcuttu. 1 ratta ise yaygin korneal
opasite, fotofobi, gozlerde kuruma ve konjunktivit mevcuttu. Bir ratta ise orta
diizeyde bir iyilesme belirtisi goriildii zira bu ratta korneal opasite orta diizeyde
idi. Bu donemde yapilan endirekt oftalmoskopide Il. gruptaki ratlarin biyiik
cogunda derin korneal damarlagmlar mevcuttu. Ill. grupta ise herhangi bir

olumsuz durum s6z konusu degildi.

Calisma siiresince Sehirmer gozyasi testi, Rose bengal boyama testi,

fluroscein boyama testi gozyas kirilma zamani ve goz i¢i basing 6l¢iimleri 1 giin 5
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giin 10 gilin 15 giin ve 20 giinlerde yapilmis ve elde edilen 6lgiim degerleri ve bu

degerlere yonelik istatistiksel analizler tablo 1, 2, 3, 4 ve 5 de gosterilmistir.

Tablo 1: Schymer test degerlerininin istatistiksel analizi

Zaman
Gruplar 1. Giin 5. Giin 10. Giin 15. Giin 20.giin
Grup | 16.240.48Ca  12.9+0.67Ba 11.741.06ABa  9.5+1.17Aa 9.9+0.69Aa
Grup Il 17.940.54Db  13.7+1.22Cab  9.3+£0.74ABb 11.5£1.38BCa  7.2+0.66Ab
Grup Il 17.1+£0.64ab  16+0.59b 16.8+0.51c 17.4+0.56b 17.24+0.53¢
P’ <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

D¢ Ayni siitundaki farkli harfler gruplar arasi farkliligi gdstermektedir (p<0.001).
ABCD Ayni satirda farkl: harfler gruplar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.001).

Tablo 2: Rose bengal 6l¢iim degerlerininin istatistiksel analizi

Zaman
Gruplar 1. Giin 5. Giin 10. Giin 15. Giin 20.giin
Grup | 0A 4+0Da 2.8+0.29Ca 1.9+0.28Ba 1.5+0.22Ba
Grup Il 0A 4+0Ba 3.7+0.15Bb 3.6+0.22Bb 3.7+0.21Bb
Grup M1 0 Ob Oc Oc Oc
P? >0.05 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

5¢ Aym siitundaki farkli harfler gruplar arasi farklilig gostermektedir (p<0.001).
ABCD Ayni satirda farkli harfler gruplar aras1 farkliligi géstermektedir (p<0.001).

Tablo 3: Fluroscein 6lgiim degerlerininin istatistiksel analizi

Zaman
Gruplar 1. Giin 5. Giin 10. Giin 15. Giin 20.giin
Grup | 0A 3.9+0.1Bb 2.9+0.28Cc 2.1+0.31Dc¢ 1.1+0.28Ec
Grup Il 0A 4+0DDb 3.820.2CDb  3.5£0.17BCb  3.3+0.21Bb
Grup 1 0 Oa Oa Oa Oa
P? >0.05 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

5¢ Aym siitundaki farkli harfler gruplar arasi farklilig: gostermektedir (p<0.001).
ABCD Ayni satirda farkli harfler gruplar aras1 farklilig1 géstermektedir (p<0.001).
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Tablo 4: Go6zyas1 kirilma zamanm (GYKZ) o6lgiim degerlerininin istatistiksel

analizi

Zaman
Gruplar 1. Giin 5. Giin 10. Giin 15. Giin 20.giin
Grup | 15.4+£0.8A 5.7+0.66Bb 7.8+0.74Cb 9.9+0.62Db 9.9+0.62Da
Grup Il 14.4+0.87A  5.7+0.63Ba 4.2+0.55Ba 4.5+0.56Ba 4.7+0.43Bb
Grup 1 15.5+0.85 14.7+£1.21b 15.6+0.96¢ 15.9+0.73¢ 16.2+0.91¢
p? <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

D¢ Ayn1 siitundaki farkli harfler gruplar aras: farkliligi gostermektedir (p<0.001).
ABCD Ayni satirda farkli harfler gruplar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.001).

Tablo 5: Goz i¢i basing 6l¢tim degerlerininin istatistiksel analizi

Zaman
Gruplar 1, Giin 5. Giin 10. Giin 15. Giin 20.giin
Grup | 28.1+2.28CDb  30.2+1.37Db 25.4+1.48BCb 23.4+0.89Bc  18.7+0.97Aab
Grup Il  26.1£0.96Bb  32.0+2.02Cb 31.2+0.73Cc  32.6+0.1.18Cb 22.0+1.84Ab
Grup Il 20.4+1.19a 24.5+1.6a 19.0+1.01a 19.7+0.92a 17.6+0.49a
p? <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

¢ Ayn1 siitundaki farkli harfler gruplar aras: farkliligi gostermektedir (p<0.001).
ABCD Ayni satirda farkli harfler gruplar aras1 farklilig1 géstermektedir (p<0.001).

5.2. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 6: Biyokimyasal 6l¢giim degerlerininin istatistiksel analizi

GOZ-KORNEA Kontrol Amniyon Alkali Yamk  Alkali P
Yanik+Amniyon

MDA 0,51+0,02° 0,52+0,01% 0,71+0,01° 0,54+0,01% 0,001

(nmol/g doku)

GSH 4,62+0,12 4,34+0,12 3,24+0,14° 4,39+0,24° 0,001

(mikromol/ml)

GSH-Px 0,30+0,01° 0,28+0,01° 0,54+0,03" 0,29+0,02° 0,001

(U/mg protein)

5¢ Aym1 satirdaki farkli harfler gruplar arasi farkliligr gstermektedir (p<0.001).
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Kornea dokusunda MDA diizeyi, kontrol grubuna goére alkali yanik
uygulanan grupta daha yiiksek olarak belirlenmis ve aradaki fark istatistiksel
olarak o6nemli bulunmustur (p<0.001). Yalmiz amniyon sivisi ve alkali
yanik+amniyon sivisi uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Kornea dokusu MDA
diizeylerinde, alkali yanik+amniyon sivisi uygulanan grupta, yalniz alkali yanik
uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
belirlenmis olup ve degerler kontrol grubuna yaklasmistir (p<0.001).

Kornea dokusunda GSH diizeyi, kontrol grubuna gore Alkali Yanik
uygulanan grupta daha diisiik olarak belirlenmis ve aradaki fark istatistiksel olarak
o6nemli bulunmustur (p<<0.001). Yalniz Amniyon Sivist ve Alkali Yanik+Amniyon
Sivist uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark tespit edilmemistir. Kornea dokusu GSH diizeylerinde, Alkali
Yanik+Amniyon Sivist uygulanan grupta, yalniz Alkali Yanik uygulanan grup ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmis olup ve

degerler kontrol grubuna yaklagmistir (p<0.001).

Kornea dokusunda GSH-Px aktivitesi, kontrol grubuna gére Alkali Yanik
uygulanan grupta daha diisiik olarak belirlenmis ve aradaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.001). Yalniz Amniyon Sivisi ve Alkali Yanik+Amniyon
Sivist uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilmemistir. Kornea dokusu GSH-Px aktivitelerinde,
Alkali Yanik+Amniyon Sivist uygulanan grupta, yalniz Alkali Yanik uygulanan
grup ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig belirlenmis olup ve

degerler kontrol grubuna yaklagmistir (p<0.001).
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5.3. Patolojik Bulgular

Histopatolojik olarak 6dem, neovaskiilarizasyon ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonuna 3. grupta (negatif kontrol) rastlanmadi. Odem ve
neovaskiilarizasyon agisindan 2. grup (pozitif kontrol) ve 1. gruplar (uygulama

grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edildi (p<0.05).

Odem ve neovaskiilarizasyon 2. grupta orta diizeyde goriiliirken, 1.

grupta daha hafif diizeyde oldugu goriildii (Sekil 1, Tablo 1, p<0.05).

Mononiikleer hiicre infiltrasyonlari ise 2. grup ve 1. gruplarda esit diizeyde

tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (Tablo

11).

Tablo 7: Histopatolojik 6l¢iim degerlerininin istatistiksel analizi

Gruplar Odem Neovaskiilarizasyon Mononiikleer hiicre
infiltrasyonu

1.grup 1.40+0.24* 0.40+0.24° 1.20+0.20°

2.grup 2.20+0.20° 1.80+0.20° 0.80+0.20°

3.grup 0.00+0.00° 0.00+0.00° 0.00+0.00"

D¢ Ayn1 siitundaki farkli harfler gruplar arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 12: Birinci grup 5. giin (derin kornea {ilsetri)

Sekil 13: Birinci grup 5. giin (fluurosein boyama ve mavi kobalt 151k)
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Sekil 14: Ikinci grup 5. giin (derin kornea iilseri)

Sekil 15: Ikinci grup 5. giin (derin kornea iilseri)

32



Sekil 16: Ugiincii grup 5. Giin (negatif kontrol grubu)

Sekil 17: Ugiincii grup 5. Giin (negatif kontrol grubu)
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Sekil 18: Birinci grup 10. Giin (orta diizeyde kornea iilseri)

Sekil 19: Birinci grup 10. Giin (yesil 1sikkta korneanin gortintimii)
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Sekil 21: Ikinci grup 10. Giin (yesil 151k, derin kornea iilseri)
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Sekil 23: Ugiincii grup 10. Giin (negatif kontrol grubu)
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Sekil 24: Birinci grup 15. Giin (hafif diizeyde kornea iilseri ve neovaskiilarizasyon

Sekil 25: Birinci grup 15. Giin (beyaz 151k ve rose bengal boyama)
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Sekil 26: Ikinci grup 15. Giin (korneal perforasyon)

Sekil 27: Ikinci grup 15. Giin (flurosein boyama, korneada yaygin boyanan bélge)
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Sekil 28: Uciincii grup 15. Giin (negatif kontrol grubu)

Sekil 29: Uciincii grup 15. Giin (negatif kontrol grubu)
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Sekil 30: Birinci grup 20. Giin (korneada epitel biitiinliigiin saglanmast)

Sekil 31: Birinci grup 20. Giin (yesil 1sikta korneanin goriiniimii)
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Sekil 33: Ikinci grup 20. Giin (yaygin ve derin kornea iilseri)
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Sekil 34: Ugiincii grup 20. Giin (negatif kontrol grubu)

Sekil 35: Ugiincii grup 20. Giin (negatif kontrol grubu)
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Sekil 36: Daha hafif diizeyde 6dem (*). H&E (1.grup)

Sekil 37: Orta diizeyde 6dem (*) ve neovaskiilarizasyon (okbas1). H&E (2. grup).
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Sekil 38: Normal histolojik goriiniim. H&E (3. grup).
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6. TARTISMA

Korneada alkali yaniklar sonrasinda sekillenen ve konjunktiva ile kornea
epitelinde meydana gelen hasar ve enflamasyon bir miiddet sonra kalic1 defektlere
yol agabilir. Amniyon zar transplantasyonu ve amniyon sivisi hasarin olustugu
erken donemde uygulandiginda enflamasyon ve hasar1 azaltir, epitelizasyonu
hizlandirir, semblefaron gelisimini onler, limbal kok hiicre hasarin1 ve
damarlasmay1 azaltir, miyofibroblastlarin fibroblasta doniisiimiinii azaltarak nedbe
dokusu olusumuna engel olur (19, 22, 24, 27, 32, 34, 38, 46). Amniyon zar1 ve
stvist bu etkisini i¢inde bulundurdugu ¢ok sayidaki biiylime faktorleri sayesinde

gerceklestirir (29, 32, 33, 40, 47).

Kornea iilseri gorme sorunlarina yol ag¢an en Onemli oftalmik
hastaliklardan biridir ve tedavi edilmesi olduk¢a zor ve uzun sirer. Ulkus
korneadaki polimorfniikleer 16kositler, hasara ugrayan kornea epitel hiicreleri,
keratositlerden salinan proteaz enzimi, kisa stirede korneanin derin katlarina dogru
ilerlemesine ve ulkusun daha derin dokulara ilerlemesine neden olur (3, 4, 9, 11,
14). Amniyon s1visindaki proteaz inhibitdr etki yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(7, 11-13, 15). Bu calismada amniyon sivisinin korneal epitel defektlerin
dolmasini saglayarak kornea {iilserine bagl olarak gelisen basta agr1 ve fotofobi
olmak tlizere gozyast miktarinin artigina, kirilma zamanin uzamasna ve boyama
testlerinde (furoscein ve rose bengal) tatmin edici sonuglar elde edilmesini
saglamigtir. Ayrica amniyon sivisi uygulanan grupta 1 rat hari¢ diger ratlarin
tiimilinde okiiler biitiinliigiin saglandig1 hstopatolojik olarak ta tespit edilmistir.

Kim ve ark (32) yaptiklar1 ¢aligmada 21 enfektiv kornea iilseri bulunan hastalara
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amniyon zar1 uygulamis ve tiim hastalarda da basaril1 bir epitelizasyon sagladigini

bildirmistir. Bu yoniiyle de ¢calismamizi destekler nitelikte goriilmiistiir.

Amniyon zarmin genis konjiktiva defekti bulunan hastalarda kullanimini
igeren ¢alismalar da mevcuttur (7, 9, 44). Bu gibi durumlarda konjiktival otogreft
ve oral mukoza transplantasyonlar1 6nemli tedavi segenekleri arasindadir. Ancak
bu uygulamalarin komplikasyonlara neden oldugu belirtilmistir. Greftin
uygulandig1 yerde nedbe olusumu bunlardan bir tanesidir. Bu ¢alismada amniyon
stvist uyguladigimiz grupta 10. Giinden itibaren hiperemik olan konjiktivalar
normale dondiigii halde kontrol grubunda caligma sonuna kadar hiperemik

durumunu korudugu ve herhangi bir iyilesme belirtisi gostermedi gortilmiistir.

Kornea alkali yaniklar1 gérme kaybina kadar giden ve ciddi sorunlara
sebep olan patolojilere neden olurlar. Kimyasal yaniklarin konjiktivalarda
sikatrizasyon, limbal kok hiicre yetmezligi, kornea biitiinliigliniin bozulmasi, hatta
korneal iilserasyon ve perforasyona neden oldugu ifade edilmektedir (15, 19, 20,
23, 24, 27, 28). Bu ¢alismada amniyon sivisi uygulanan ratlarda amniyon sivisinin
epitelizasyonu hizlandirdigi, inflamasyonu, sikatrizasyonu ve
neovaskiilarizasyonu baskiladig1 histopatolojik bulgularla da ortaya konulmustur.
Bu 06zellik amniyotik zarin antiproteaz etkisi ile enflamasyonu baskilamsina
miyofibroblastlarin ~ fibroblasta ~ doniisiimiinii  azaltarak skar olusumunu
azaltmasina ve epitelyal hiicrelerin yasam stirelerini artirmasi ile gergeklestirdigi

ifade edimistir (19, 29, 32, 33, 36, 38, 40).

Antioksidanlar hiicre biitiinliigiinii  koruyabilmek amaciyla serbest

radikallere kars1 direng gosterirler. Serbest radikallere karsi verilen bu savasta
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basarisiz olurlarsa dokularda hasar olusur. Oksidan ve antioksidan denge
acisindan bakildiginda travmaya ugramis hiicrelerde hiicre memebraninin
biitiinliigliniin bozulmas: sonucunda ortama ¢ok sayida siiperoksit hidrojen
peroksit gibi oksidan maddelerin salinimina bagli olarak yarali dokuda oksidadif
stres tablosunun olustugu goriiliir (53-63). Oksidatif stres serbest oksijen radikali
(SOR) miktarindaki artigla seyreden bir durumdur. Bu artis membranlarda lipid
peroksidasyonuna neden olur. Lipid peroksidasyonu organizmada molekiiler
hasarlara sebep olarak onemli hiicresel yapilar1 ve fonksiyonlar: etkiler. SOR’leri
ile lipid peroksidasyonu sonucunda olusan son iiriin MDA’dir. Dolayisiyla bir
dokuda MDA diizeyinin artmasi SOR’lerinin arttigin1 gosterir (56-58). Bu
calismada da alkali yanik olusturdugumuz gruplarda oksidadif stresin arttgi

biyokimyasal verilerle tespit edilmistir.

Hasarli doku hiicrelerindeki tahribatin giderilmesinde temel destegi
antioksidanlar saglar. Arastirmacilar (56, 57, 61, 62) oksidan maddelerin agiga
cikardigr olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak ya da hastaliin prognozunu
diizeltmek amaciyla yeni farmakolojik antioksidanlar {izerinde dururken bazi
arastirmacilar ise (55, 58, 62) endojen kaynakli antioksidan maddeler tiikriik,
otojen serum gibi maddelerin etkinligini incelemislerdir. Oner ve ark (53) lokal
yanik olusturulan yaralarda antioksidan diizeylerinin 6nemli Olgiide azaldigini
ancak bu yaralarda lokal antioksidan uygulamalarinin doku hasarini ortadan
kaldirdigin1 belirtmislerdir. Bu ¢alismada dis kaynakli sigir amniyon sivisinin
kornea alkali yaniklarindaki etkili oldugu ve amniyon sivist kullanilan grupta
MDA diizeyleri ve GSH-Px aktivitelerinde diisiis, GSH diizeylerinde ise anlamli

bir artis oldugu tespit edilmistir.
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Hiicre i¢i antoksidanlardan olan Glutatyon (GSH) doku hasarina karsi
hasas oldugu ve bu 6zelligi sayesinde yara iyilesmesinin 6zellikle ilk devrelerinde
regiilator bir gorev aldig ileri stirilmektedir. Otto ve arkadaslar1 (63) yaptiklart
caligmada yarali bolge epitel hiicrelerini GSH ile besleyerek hiicre i¢i GSH
miktarin1 artirmis ve sonugta bu uygulamanin gergeklestrildigi grupta yara
iyilesmesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu ifade etmislerdir (56, 57, 59,
60, 61). Steling ve ark (54) yaptiklar1 ¢alismada yara iyilesmesi sirasinda yara
dokusunda oksidadif stresle birlikte GSH-Px aktivitesini arttigin1 gostermistir. Bu
calismada da yanik grupta korneada GSH-Px aktivitesinin bu grupta daha yiiksek
oldugu goriilmistiir. Yanik+amniyon sivist uygulanan grupta korneada epitel

lyilesmeye bagli olarak GSH-Px aktivitesi kontrol grubuna yaklagmistir.

Alkali yanik lipid peroksidasyonunda ve endojen antioksidan bir bilesik
olan GSH diizeyinde 6nemli artisa neden olmustur. GSH’un okside glutatyon
(GSSG)’a doniisiimiinii  katalizleyen, antioksidan bir enzim olan GSH-PX
aktivitesindeki artma GSH’un GSSG’a doniisiimiinii hizlandirmis olabilir. GSH,
sayisiz elektrofilik ve oksitleyici bilesiklerle etkilesim kurarak, hem niikleofil hem
de etkili indirgeyici gorevi goren baslica hiicresel -SH bilesigidir. -SH grubunun
SOR ile dogrudan etkilesimi ile nonenzimatik bir antioksidan gorevi yapabilir
veya bir koenzim olarak SOR i¢in enzimatik detoksifikasyon reaksiyonunda yer

alabilir.

Aragtirmacilar (8-10, 14, 15, 20, 22, 26) kornea alkali yaniklarinin ya da
eksojen nedenlerle olusan kornea iilserlerinin 3 haftadan uzun siireyle tibbi tedavi
saglanamadigi taktirde kornea nakli yada konjiktivoplasti gibi cerrahi tekniklerin

uygulanabilecegini ifade etmislerdir. Ancak greftin reddi yada konjiktivoplastinin
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birtakim komplikasyonlar1 (enfeksiyon, simblefaron, tedavi sonrasi konjiktival
dokunun korneada kalmasi) gozden kagirmamak gerekir. Ancak amniyon sivisi
uygulamalarinin g6z ylizeyi enfeksiyonlarini azalttigi, limbal kok hiicrelerin
korunmasina ve yayilmasina yardimeci oldugu ve bu sayede iyilesme siirecini
kisalttig1 (1-4 hafa ) arastirmacilar tarafindan ortaya konulmustur. Duschense (55)
kornea hasarmin biiyilk oldugu hatta perforasyon sekillenen bir olguda insan
fibrin yapistirict ile birlikte amniyon zar kullanarak iki haftadan daha uzun bir
slirede kornea biitiinligiiniin saglandigini ifade etmistir. Sridhar ve ark (23) akut
donemdeki kimyasal yaniklarda 2 haftalik bir uygulamadan sonra okiiler hasarin
ortada kalktigin1 ancak tam bir iyilesmenin saglanmasi i¢in dort aylik bir siirenin
geemesi gerektigini ifade etmislerdir. Bu calismada da 20 giinliikk bir tedavinin
ardindan okiiler bulgularin (gézyas1 miktarinda azalma, kizariklik, agri, fotofobi)
biiylik oranda ortadan kalktig1 ve kornea biitiinliigiiniin saglandig1 gerek boyama
testleri ve gerekse histopatolojik bulgularla ortaya konmustur. Bu yoniiyle
aragtirmacilarin ifade ettigi sagaltim siireci i¢inde tatmin edici bir iyilesme

saglandig1 goriilmiistiir.

Adds ve ark. (39) amniyon zar1 kullaniminda mutlaka taze hazirlanmig
olmasia dikkat edilmesi gerektigini ifade etmislerdir. Zira dondurma ve ¢oziilme
islemi ile amniyon zarindaki epitel hiicrelerin 6ldiigiinii, ancak sitokinlerin aktif
olarak kaldigini, bununla birlikte asil yararli etkilerinde bir miktar azalma
goriilebilecegini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada kullanilan amniyon sivisi
dondurup ¢ozdiirme olmadan taze olarak hazirlanmakta ve buzdolabi isisinda
bekletilerek kullanilmistir. Arastirmacilar (38, 45, 46) amniyon sivisinin

antimikrobiyal etkisinin bulundugunu ve mikroorganizmalarin iiremesini
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engelleyici bir etkiye sahip oldugunu ifade etmislerdir. Marangon ve ark (47)
yaptiklar1 ¢alismada amniyotik membran tansplantasyon sonrasi 326 olgunun 11’
inde enfeksiyon gelistigini ifade etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada amniyon s1visi
uygulanan grupta enfeksiyon gelismedigi ve zamanla okiiler bulgularda da tatmin
edici bir dlizelme sagladig1 goriilmiistiir. Ayrica amniyotik membran gibi stirekli

g0z lizerinde kalmamas1 6nemli bir avantaj olarak kabul edilebilir.

Amniyon zar1 transplantasyonu ve amniyon sivisi ile yapilan tedavilerde
komplikasyonlar ¢ok nadir goriilmektedir. Arastirmacilar (18, 36, 39, 41, 43)
amniyon zar transplantasyonu sonrast goriilmesi muhtemel komplikasyonlar
arasinda enfeksiyon olusumu, hemoraji olusumu, amniyon zarmin erken
ayrilmasi, zarin immunolojik veya toksik etkisine bagli olarak gelisen hipopiyon
olarak bildirmislerdir. Bazi1 arastirmacilar ise (15, 18, 36, 39, 41) amniyotik
stvimin - mezenkimal — kok  hiicreler icerdigini  ve kolay elde edilip
cogaltilabilecegini, tiimor olustrumadigini, diisiik immuniteye sahip oldugunu ve
bu nedenle allogreft olarak kullanilabilecegi, kullanildigi bolgede morbidite
sorunu yaratmadigi ve dondurularak saklanabilme kolaylig1 saglandigindan dolay1
gerek oftalmolojide gerekse diger alanlarda kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
Yapilan bu g¢aligma ile aragtirmacilarin ifade ettigi bu yararl etikileri; klinik,

biyokimyasal ve histopatolojik bulgularla bir kez daha teyit edilmistir.

Korneada alkali yanik olusturulurken korneanin tamaminin hasara
ugramamasi icin 3 mm lik bir filtre kagidi kullanilmistir. Ozellikle kornea dis
kenarinda bulunan limbal kok hiicrelerin bulundugu sahaninn korunmasina 6zen
gosterilmistir. Arastirmacilar (12, 25, 28-32) limbus ve daha genis bir alana

yayilan yaniklarda korneal hasarin daha siddetli oldugunu belirtmislerdir. Brown
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ve ark (30) yaptiklar1 ¢calismada bir grupta alkali yanig1 kornea ile limbus arasinda
olusturulurken diger grupta tiim kornea katlar1 limbusuda icine alacak sekilde
alkali yaniga maruz birakmislardir. Sonugta perforasyon goriilme orani I. grupta
%28 iken 1l. grupta bu oran %90 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada da limbal
bolge korunmus sadece 3 mm lik bir alanda yanik olusturuldu. Kontrol grubunda
zamanla limbal bolgeye kadar ilerleyen derin bir ilserin gelistigi ve 2 ratta da
perforasyon olustugu goriildii. Amniyon sivist uygulanan grupta higbir ratta
korneal perforasyon goriilmedi. Ayrica alkali ajana maruz kalan korneada olusan
hasarin bliytikliigii etkiyen kimyasal ajanin konsatrasyonu ve etkime siiresi ile

ilgili oldugunu arastrimacilar tarafindan ifade edilmistir.

Aragtirmacilar (3, 4, 8, 10, 22, 26) kornea alkali yaniklarinda géz 6niinde
bulundurulmasi gereken temel hedefin yangisel bulgularin (konjiktivit, gozyasi
sekresyonunun azalmasi, blefarospasmus, fotofobi) ortadan kaldirilmasi, limbak
yetmezligin  belirlenmesi,  korneal saydamligin  saglanmasi,  korneal
damarlagmanin 6nlenmesi olarak belirlemislerdir. Alkali yaniktan hemen sonra
kimyasal ajanin acil olarak boélgeden uzaklastirilmasi ve bunu takiben sekunder
kontaminasyonun Oniine ge¢ilmesi amaciyla antibakteriyel ajanlarin kullanilmasi,
agriy1 azaltmak i¢in sikloplejiklerin verilmesini, kolojen liretimini diizene sokmak
amaciyla antikologenazlarin ve korneal damarlagmanin Oniline ge¢mek icinde
kortikosteroidlerin kullanmasi gerektigi ifade edilmistir (10, 13). Bu ¢alismada
uygulama grubuna 20 giin siireyle giinde 3 kez 2 damla amniyon sivisi, kontrol
grubuna ise ayni oranda serum fizyolojik kullanilmig, bunun disinda herhangi bir

destek tedavi uygulanmamistir. Buna ragmen 20. giiniin sonunda 6tenazi edilen
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ratlarin yapilan histopatolojik ve biyokimyasal sonuglarina dayanarak amniyon

stvisi uygulanan grubun daha etili oldugu goriilmiistir.

Sonug olarak; kornea alkali yanik ve yaniga bagl olarak gelisen korneal
opasite, llser, vaskiilarizasyon ve yangisel bulgularin giderilmesi i¢in birgok
tedavi segenegi mevcuttur. Bu tedavi segenekleri arasinda konjiktival gref, limbal
kok hiicre transplantasyonu ve kornea tarnsplantasyonu gibi bir¢ok cerrahi teknik
mevcut oldugu gibi medikal tedaviye alternatif daha ¢ok sayida tedavi yontemleri
de tamimlanmigtir. Mevcut ¢alismada amniyon sivisinin kontrol grubuna gore
korneadaki olusan komplikasyonlar1 biiyiik oranda giderdigi klinik, histopatolojik
ve biyokimyasal bulgularla desteklenmistir. Ayrica kulanilan amniyon sivisinin
elde edilmesi, kullanmasi ve saklanmasinin kolay olmasi yoniyled e
arastrimacilarin ifade ettigi tedavi yontemlerinden daha avantajli bir hale

getirildigi kanisina varilmastir.
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8. OZGECMIS

11 Agustos 1989 Tarihinde Sanlrfa’da dogdum. Ilk, orta ve lise egitim
hayatimi 1996-2006 yillar1 arasinda Sanliurfa’da tamamladim. 2008 yilinda Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesine basladim ve 2014 yilinda Veteriner Hekim
invan1 ile mezun oldum, ardindan 2015 yilinda Firat Universitesi Veteriner
Fakiiltesine Cerrahi Anabilim Dalinda Yiiksek Lisansa basladim. Egitimime
devam ederken is hayatimda farkli alanlarda c¢aligma firsat1 buldum, 2014 yilinda
kisa siireli suni tohumlama {izerine 6zel sektorde ¢alistim ardindan yine aynm yil
kendi klinigimi agtim ve 2018 yilina kadar Klinisyen olarak ¢alistim. 2018 yilinda
klinigimi baska bir meslektasimiza devrederek kamuya gectim ve halen kamuda

calismaya devam etmekteyim.
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