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1. AMAC VE KAPSAM

Saydam ve avaskiiler yapisiyla kornea, goze gelen 151k 1sinlarinin gérme merkezine
iletilmesini saglamaktadir. Kornea, goziin dis katmani olmasi sebebiyle disaridan gelebilecek
cesitli travmalara aciktir ve travma sonrasi korneal yara iyilesmesi onemli bir klinik
sorundur.!

Gozdeki kimyasal yaralanmalar, okiiler travmalarin %11,5-%22,1'ini olusturur.?
Bu yaralanmalar, gézlin 6n segmentinde goriis kaybiyla sonuglanan tek tarafli ya da bilateral
kalic1 hasar olusturmaktadir. Kimyasal bir travma olan alkali yanigina neden olan amonyum
hidroksit, sodyum hidroksit, potasyum hidroksit gibi maddeler, temizlik malzemelerinin,
havai figeklerin, kire¢ ve ¢imento gibi ingaat malzemelerinin yapisinda bulunmaktadir. Bu
maddelerin  kornea yiizeyi ile temasi gozde alkali yanik olusturabilmektedir.?

Alkali yaralanmalar ev kazalar1 ve is kazalari sonrasi olusan bir yaralanma ¢esidi olup
genellikle ¢aligma hayatindaki geng yas grubunu etkilemektedir. Yaralanmanin dogas1 geregi
kalic1 hasar birakmakta, uzun tedavi siireci gerekmekte ve bu tedavi siireci boyunca hem is
giicli kaybina hem de maddi kayba sebep olmaktadir. Genellikle ¢aligma hayatindaki erkek
hastalar1 etkilemekte ve bu hastalar genellikle geng eriskinler oldugu icin beklenen yasam
omriiniin uzun olmast nedeniyle rehabilite etmek gerekmektedir. Yaralanma kornea
dokusunun iyilesme kabiliyetini bozmakta ve opasite ve vaskiilarite ile istenmeyen bir
iyilesme siirecine sebep olmaktadir.

Kimyasal kazalarin medikal sagaltiminda, 4 temel amag vardir. Bunlar; kimyasal ajanin
hizla uzaklastirilmasi, reepitelizasyonun saglanmasi, keratositler araciligiyla kollajen
dokunun yeniden olusturulmasint saglayarak, matriksmetalloproteinaz enzimlerinin
baskilanmasi ve yanginin kontroliidiir.*

Tibbi tedavinin yetersiz kaldig1 durumlarda cerrahi yontemlere bagvurulur (limbal kdk
hiicre transplantasyonu, amniyon zar transplantasyonu, keratoplasti, tarsorafi vb.).
Hiicre proliferasyonu ve canlilifi korneada iyilesme cevabinda onemli faktorlerdendir.
Korneal yenilenme ekstraselliiler matriks proteinleri ve biiylime faktorlerini igeren bir dizi
komponent igermektedir.’

Keratinosit bityiime faktorii-2 (KGF-2) korneal yara iyilesmesini diizenlemek iizere hasara
cevap olarak stroma ve lakrimal glanddan salinmaktadir.®’ Derideki epidermal onarimin kilit

aracilari olarak da tanimlanan ¢oklu biiyiime faktorleri, EGF, doniistiiriicli biiylime faktorii f3,



hepatosit biliylime faktdrii ve keratinosit biiyiime faktorii dahil olmak iizere epitel
iyilesmesinde rol oynar.

Korneal skar gelisimi alkali yanik sonrasi kalict korliikkle sonuglanan major bir yan
etkidir. Korneal yara iyilesmesi silirecinde, epitel hiicreleri ve keratositler arasindaki
etkilesimler skar olusumuna aracilik eder. Bu nedenle, keratosit aktivasyonu ve
farklilagsmasinin diizenlenmesi stromal skar olusumunun azaltilmasinda c¢ok Onemlidir.
Keratosit fenotipi skar benzeri doku olusumunu Onlemek i¢in biiylime faktorleriyle
diizenlenir. Bu anlamda rekombinant insan KGF-2 (RhKGF)’nin alkali yanik sonrasi skar
olusumunun Onlenmesinde ve yara iyilesmesini hizlandirmada etkinliginin olabilecegi
diisiiniilmektedir.®

Epitel rejenerasyonu ayrica géz kirpma refleksini diizenleyen ve bu sayede kornea epitel
hiicrelerinin turnovermi diizenleyen kornea sinirleri ile desteklenir.’ Ayrica, kornea
sinirlerinin P maddesi, kalsitonin geni ile iligkili peptid ve sinir biiylime faktorii gibi
epitelotropik faktdrler sagladigi gosterilmistir.” Ornegin; herpetik hastalik veya diyabetik
polindropati gibi sistemik hastaliklar nedeniyle kornea sinirlerinin dejenerasyonundan
muzdarip hastalar (ndrotrofik keratopati olarak adlandirilir), genellikle gecikmis epitelyal
yara iyilesmesi gosterir ve kalici ve potansiyel olarak gdrme tehlikesi tasiyan epitelyal
yaralara maruz kalabilir.! Norotrofik ve immiinmodiilator bir medyatér olan sinir biiyiime
faktoriiniin (NGF) duyusal noéronlarin biiylimesi, farklilagmasi ve hayatta kalmasi ve yara
iyilesmesinin hizlanmasi i¢in sorumlu olduguna dair artan kanitlar vardir. Rekombinant insan
NGF (RhNGF) ile topikal tedavinin epitel iyilesmesini destekledigi gosterilmistir ve su anda
okiiler yiizeydeki ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in, kuru g6z hastalig1 ve nérotrofik keratit gibi
ve ayrica korneal sinir rejenerasyonunun tesviki i¢in klinik deneylerde bulunmaktadir.!!
NGFnin yani1 sira birgok bagka biiyiime faktérii umut verici sonuglar dogurdu.

Calismamizda KGF-2 ve NGF isimli iki biiylime faktoriinii alkali yanik modeli
olusturdugumuz tavsan kornealar1 {lizerinde kullanarak iyilesme siirecindeki etkileri
gozlemlemek ve birbirleriyle karsilastirarak tedavi sonrasi klinik ve histopatolojik degisimleri

ortaya koymay1 hedefledik.
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2.GENEL BiLGILER
2.1.Goziin Anatomisi

Goz, gozkiiresi (bulbus oculi) ve bunun koruyucu kisimlart olan goz kapaklar1 (palpebra) ve
gozyasi bezlerinden olusur. Bulbus okulinin duvari distan i¢e dogru 3 katmandan meydana gelir.!2
Bunlar;
1-Tunica externa bulbi (Tunika fibroza bulbi): Kornea-Sklera
2-Tunica media bulbi (Tunika vaskuloza bulbi): Uvea-Koroidea-Korpus silyare-Iris

3-Tunica interna bulbi (Tunika nevroza bulbi): Retina'?

2.2.Kornea Anatomisi
Kornea, goz kiiresinin 6n kisminda yer alan, pupili, 6n kamaray1 ve irisi orten transparan
kism1 olup tiim kiirenin 1/6 sin1 olusturmaktadir. Saydam ve avaskiiler yapida olan kornea,

enfeksiyonlara karsi gozii koruyan yapisal bir bariyer olarak gorev alir.'*

Horizontal uzunlugu 11-12 mm, vertikal uzunlugu 9-11mmdir. Kornea goze gelen
1isikisinlarinin gérme merkezine iletilmesini saglamaktadir ve 43 diyoptrilik kirma giicliyle goziin

optik giicliniin ortalama olarak dortte ligiinden sorumludur.'

Santralden perifere dogru gidildikge kornea kalinligi kademeli olarak artar.'® Normal kalilhig
merkezde yaklasik 540 mikrometre, periferde yaklasik 650 mikrometredir(um). Insan korneasiin

sklerayla sinirin1 olugturan yapi korneal limbustur.!’

Saglikli kornea kan damarlarindan yoksun olup, 6n yiizde gozyas1 film tabakasi, arka ylizde

ise akozhlimor sayesinde beslenmesini saglayip metabolik tiriinleri uzaklagtirir.'®

2.3.Korneanmn Histolojik Yapis1

Kornea klasik olarak 5 tabakadan olusur. En distan baslayarak siralamasi asagida
belirtilmistir.

1. Epitel tabakasi

2. Bowman tabakasi

3. Stroma tabakasi

4. Descemetmembrant

5. Endotel tabakasi
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Bu tabakalara ek olarak Dua tarafindan kornea stromasi ile descementmembrani arasinda

2013 yilinda tanimlanan Dua tabakasi mevcuttur.'”

2.3.1.Epitel Tabakasi

Kornea epiteli ¢ok katl yass1 keratinlesmemis epiteldir. Tiim kornea kalinliginin %10’unu
olusturur ve ilaglara, yabanci cisimlere, mikroorganizmalara kars1 bir bariyer gorevi goriir. Bazal
kolumnar hiicreleri, kanat hiicreleri ve yiizeyel hiicreler olmak {izere 3 tip epitel hiicresi igerir.
Yiizeyel hiicrelerin yenilenme kapasitesi sayesinde epitel hasari sonrasi korneada skar olugmaz.?°
Korneal kok hiicreler korneal skleral limbusta yer alirlar ve bu hiicrelerin hasarlanmasi korneada
kronik epitelyal defektler ve konjonktivalizasyon (vaskiilarizasyon, goblet hiicre varligi) ile
sonuglanabilir.'®

Sonug olarak, limbustaki kok hiicreler sadece korneal epitelyal yenilenmede hiicre kaynagi
olarak gorev almayip, ayn1 zamanda gdziin ¢esitli boliimleriyle kornea arasinda bir ayirim ve

bariyer gorevi gormektedir.” Epitel bazal hiicrelerinin altinda epitelyal bazal membran bulunur.

2.3.2.Bowman Tabakasi

Stromanin kollajen liflerinden olusan, hiicreden yoksun yiizeyel tabakasidir. Hasara

ugradiginda yenilenme 6zelligi yoktur.

2.3.3.Stroma Tabakasi

Yaklasik 500 mem kalinligi ile kornea kalinliginin %90’ 1n1 olugturmaktadir ve yenilenme
yetenegi yoktur. Diizgiin dizilim gosteren kollajen lifi tabakalarindan ve onlari iireten keratosit
hiicreleri olarak adlandirilan fibroblastlardan olusur. Kollagenin diizgiin bir sira halinde dizilimi
korneanin saydamliliginin saglanmasinda 6nem arz eder.
Kornea stromasinin %78 oraninda su i¢cermesi saydamligin devaminda 6nemlidir. Epitel tabakasinin

saglam yapis1 ve endotelyal pompa fonksiyonu korneal hidrasyonun kontroliinden sorumludur.

2.3.4.Descement Membrani
Descemet membrani kornea endotelinin bazal membranidir. Stromal kollagenden ayr1 olarak
kafes seklinde dizilim gdsteren ayr1 bir kollagen tabakasindan olusur. Travma sonrasi rejenere

olabilir.
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2.3.5.Endotel Tabakasi

Tek siral1 poligonal hiicrelerden olusanve kornea saydamliginin korunmasinda oldukga énemli
bir tabaka olan endotel tabakasi, stromadaki siviy1 disar1 pompalayarak optik saydamlig: saglar.
Saglikl1 yetiskinlerde ortalama hiicre sayis1 2500 hiicre/milimetrekaredir. Tiim kornea katmanlari
icinde, endotel en diisiik mitotik aktiviteye sahip olan katmandir. Kiiciik endotel riiptiirlerini
kapatmak i¢in bitisikteki diger endotelyal hiicreler genisleyerek bolgeye go¢ ederler. Endotelyal
hiicrelerin hasar1 onarilirken hiicreler bariyer ve tagima fonksiyonlarini yeniden kurar ve kornea
saydamliginin onarimini saglar.?! Hiicre sayis1 milimetrekarede 500iin altina diiserse kornea 6demi
gelisir ve saydamlik bozulur.

Stroma ve Descement membrani arasinda Dua tabakasi olarak 6. bir korneal tabaka
tanimlanmis olsada kimi yazarlar bu tabakanin daha 6nce tarif edilen posterior stroma ile ayni

tabaka oldugunu diisiinmektedirler.

2.4 KORNEANIN INERVASYONU

Kornea trigeminal sinirin birinci dali ile beslenen subepitelyal ve daha derinde yer alan stromal
sinir aglar1 ile viicuttaki en yogun innervasyona sahip dokudur. Duyu sinirlerinden ve agri
reseptOrlerinden oldukg¢a zengin olan korneanin bu reseptdr zenginligi onu dis etmenlerden
korumaktave hasar aldig1 durumlarda refleks sulanma fotofobi ve belirgin agr1 gibi semptomlarla

bireyi uyarmaktadir.
2.5.KORNEA FiZYOLOJiSi

Korneanin en 6énemli 6zellikleri kiriciligi, saydamligi, dehidratasyonu ve ilag gecirgenligidir.
Kornea saydam yapisiyla 1518in retinaya ulagsmasint saglar. Korneanin saydamligi, avaskuler
olusundan, stromal glikozaminoglikan yapinin ozmotik giiciiniin biiyiik rol aldigi, sabit tutulan su
icerigi diizeyininden ve uniform yapidaki, birbirlerine paralel ve diizgiin dizilimli stromal kollajen
yapisindan kaynaklanir. Endoteldeki aktif bikarbonat pompasi, endotel ve epitelin bariyer fonksiyonu
relatif dehidratasyona katki saglar. Intakt epitelden yagda eriyen molekiiller gegebilirken, stromadan

suda eriyebilenler geger.

Saydam dogasi1 ve korneanin tanimlanmig egriligi, 15181n lens boyunca ve retinaya sagilmadan
odaklanmasini ve iletilmesini saglar. Bu nedenle, korneanin doku biitiinliigli net goriis i¢in 6zellikle
onemlidir.  Fiziksel veya kimyasal travma veya ciddi enfeksiyonlar gibi gbz yaralanmalari,
opaklagsma ve gorme keskinligi kaybina neden olan kalici kornea hasarina neden olabilir. Bu nedenle,

yaralanma sonrasi kornea biitiinliigiiniin hizli bir sekilde restorasyonu, kalic1 gorme kaybina veya
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hatta goziin kendisinin bile kaybina neden olabilecek g6z i¢i enflamasyonunun onlenmesi igin

anahtardir.’

3.KORNEAL KIMYASAL YARALANMALAR

Alkali veya asidik ajanlardan kaynaklanabilen kimyasal yaralanmalar oftalmolojik acillerden
biridir.?? Kimyasal madde hizla kornea katmanlarina penetre olarak agir gorme kaybia sebebiyet
verebilmektedir. Dolayisiyla okiiler yiizeyin kimyasal yaralanmalar1 acil ve yogun bir degerlendirme
ve tedavi gerektirir. Temas eden kimyasal ajanin hizlica tanimlanmasi, agir gérme kaybi potansiyeli

olusturan bu durum i¢in miimkiin olan en iyi sonucu saglamada Onem arz etmektedir.

3.1.Epidemiyoloji

Ev, is yeri ve okul gibi ¢esitli yerlerde meydana gelebilen okiiler kimyasal hasar tiim okdiler
travmalarin %11,5 ile %22,1 ini olusturmaktadir.?® Korneal alkali yaniklar ¢ogunlukla is kazalari
seklinde goriilmekte ve ozellikle 20 ila 40 yas arasi ¢alisan geng erkek popiilasyonu etkilemektedir.
Okiiler kimyasal yaralanmalar ile ilgili yapilan retrospektif bir ¢alismada 1 y1l boyunca bagvuran 171
okiiler kimyasal yaralanma vakalarinin %61°1 is yeri kazasi, %37’si evde, geri kalaninin ise

bilinmeyen bir sebepten 6tiirii gergeklestigi goriilmiis.?*

Alkali maddeler temizlik malzemelerinde ve ingaat malzemelerinde daha sik bulunmakta olup

asit yaralanmalarindan daha sik goriilmektedir.?®

Alkali yanigina neden olan en sik kimyasal maddeler; genellikle amonyum hidroksit (NH4OH),
sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit (KOH), magnezyum hidroksit (MgOH2) ve kalsiyum

hidroksittir (CaOH2) , kire¢,cimento , amonyum, aerosoldur.

Amonyum hidroksit giibre iiretiminde, ev emizlik soliisyonlarinda, sodyum hidroksit (kostik
soda) giderlerin ve borularin temizlenmesinde, endiistriyel temizleme soliisyonlarinda, kalsiyum

hidroksit kireg, siva ve ¢cimentoda bulunur.

Yaygin asidik ajanlar arasinda siilfirikasid araba akiilerinde ve hidroklorik asit ylizme

havuzlarinda kullanilmaktadir.
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3.2.Patogenez
3.2.1.Asit Yaniklar: ve Patogenez

Asitler normal insan gdziiniin pH degerinden (7.4) daha diistik pH degerlerine sahiptir. Temas
ettikleri dokularda proteinleri denatiire edip ¢okelterek hasara neden olurlar. Pihtilagmis proteinler,
daha fazla penetrasyonu Onlemek i¢in bir bariyer gorevi goriir. Bu nedenle asit yaniklar1 alkali
yaniklara gore daha az ciddi olma egilimindedir.?*” Bunun bir istisnasi hizla hiicre membranlarindan

gegebilen ve 6n kamaraya girebilen hidroflorik asittir.?
3.2.2.Alkali yaniklar ve Patogenez

Alkali yaniklar, pH degisikligi, iilserasyon, proteoliz ve kollajen sentezinde hasar olusturarak

kornea hasarma neden olur.

Okiiler hasarin siddetinde penetrasyon miktari, temas hizi, alkali maddenin temas ettigi toplam
yiizey alani, 1sis1, konsantrasyon, ozmolaritesi, redoks potansiyeli, okiiler dokularla spesifik

reaktivitesi etkili rol oynar.?

Alkali ajanlar lipofiliktir ve bu nedenle dokulara asitlerden daha hizli niifuz ederler. Art1 yiikli
bir katyon ve hidroksil gruplarinin birlesiminden olusan alkali maddeler hiicre zarinin yag asitlerini
sabunlastirir, kornea stromasina niifuz ederler ve proteoglikan maddeyi ve kollajen demetlerini yok
ederler.?®

Pek cok alkali kimyasalda ortak olan hidroksil iyonlari, korneanin kolajen matrisini denatiire
eder ve daha fazla kimyasal penetrasyonu kolaylastirir. Olusan tablo likefaksiyon nekrozudur. Epitel
hasarindan sonra derin katmanlara penetre olan alkali maddenin katyon grubu, kollajen matriksin
hasarindan sonra stromadaki kollajen ve glikozaminoglikanlarin karboksil (COOH) gruplariyla
tepkimeye girer. Glikozaminoglikanlar hidrasyona ugrar ve bu durum stromada bulanikliga yol
agar.?

Kollajen fibrillerin hidrasyonu, trabekiiler aglar1 deforme eden kalinlasma ve kisalma ile
sonuclanir. Trabekiiluma ulasan ajan skarlagsmaya neden olarak disa akimi bozar ve iriste ve siliyer
cisimde inflamasyona sebep olur. Hiicre membranlarinda olusturdugu lizis ile prostaglandin
salimimina yol acar. Prostaglandinler alkali yaralanmalardan sonra akut olarak goriilebilen goz ici

basincinin artisindan sorumludur.?!-3%33

On iiveadaki damarsal ve epitelyal dokularda hasar sonras inflamatuar nekroz olusabilir ve bu

durum sonrasinda kalic1 anterior liveite sebebiyet verebilir.>*
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Hasar gormiis dokular daha sonra proteolitik enzimler salgilar ve bu da daha fazla zarara yol
acar. Alkali maddeler 6n kamaraya niifuz ederek katarakt, siliyer cisim ve trabekiiler ag hasaria

neden olabilir.

Penetrasyon, ilk maruziyet gergeklestikten ¢ok sonra da devam  edebilir.*>
Konjonktivaya olan direkt kimyasal hasar, skarlasmaya, perilimbal iskemiye ve forniks kontraktiiriine
ve skatrisyel entropion ve ektropiona yol acan semblefaron olusumu nedeniyle kapak
malpozisyonuna neden olabilir. Goblet hiicre kaybi ve konjonktival inflamasyon okiiler yiizeyi

kuruluga egilimli hale getirir.?%37

Alkali hasarin goblet hiicrelerinde kayip olusturmadigimni sdyleyen g¢aligmalarda mevcuttur.
Limbal kok hiicrelerde olusan ciddi yaniklar limbal kok hiicre eksikligine neden olabilir, bu da
korneal epitelyal progenitor hiicrelerin kaybina bagli olarak korneanin opaklasmasina ve nihayetinde
neovaskiilarizasyonuna neden olabilir. Uzun dénemde gézici basinci (GIB) yiikselmesi inflamatuar
materyalin trabekiiler agda birikmesinden ve trabekiiler ag hasarindan kaynaklanabilir.?%37
On kamaraya penetrasyon, amonyak (NHs) ile maruziyetten sonra ¢ok hizli (neredeyse hemen),
sodyum  hidroksit (NaOH) ile maruziyetten sonra 3-5 dakikada  gergeklesir.’
Ortam pH’1 normal diizeye dondiiriiliirse eger akdz pH seviyeleri 30 dk-3 saat arasinda normale

doner.3!** Ak6z pH seviyesinin uzun siire 11.5 ve tizerinde seyretmesi kronik hipotoni ve fitizis bulbi

ile sonuglanabilir.*®

Siliyer cisim epitelindeki hasar askorbat sekresyonunun ve 6n kamaradaki konsantrasyonunun
azalmasina sebep olur. Bu durum korneal keratositlerin kollajen sentezini bozar ve stromanin yara

iyilesmesinde aksakliga sebep olur.*

Kornea epiteli limbustaki epitelyal kok hiicrelerinden elde edilir ve bu kok hiicreler epitelyal yara
iyilesmesinde 6nem arz ederler.?? Limbus, konjonktiva ve kornea epiteli arasindaki sinir1 olusturur.
Goblet hiicreleri ve kan damarlar1 kornea yiizeyinden uzak tutulur. Limbal kok hiicre kaybi olan
bolgelerde bu sinir islevi bozulur ve korneal yiizey epitelinin dogru farklilagma derecesine sahip
olmayan hiicreler ile kaplanmasi, korneanmn konjonktivalizasyonuna neden olur. Bu durum
vaskiilarizasyon, korneada goblet hiicre varligi, zayif epitelyal baglantilar ile tekrarlayan erozyonlar

ve travmanin siddetine gore inflamasyon ile sonuglanir. 4°
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3.3.Klinik Siire¢
McCulley’in olusturdugu derecelendirme sistemine gore kimyasal yanik olaylar acil faz, akut

faz (0-7 gilin), erken onarim fazi (7-21 giin) ve ge¢ onarim fazi (21 giin sonrasi) olmak iizere klinik
ve patofizyolojik olarak dort ayri donem gegirmektedir.*!

3.3.1.Acil Faz

Acil faz kimyasal ajanin okiiler ylizeyle temas ettigi ilk andan itibaren baglar. Kimyasal yanigi
takiben olusan klinik bulgular etkilenme alani, penetrasyon derinligi ve maddenin toksisitesine bagli
olarak degismektedir. En yaygin semptomlar siddetli agri, epifora, fotofobi, kemozis, blefarospazm

ve azalmig gorme keskinligidir.*?
Prognozun ve okiiler hasarin belirlenmesindeki ana unsurlar sunlardir:
-Korneadaki epitel defektinin toplam alani
-Konjonktival epitel defektin biiyiikliigii
-Limbal iskeminin orani
-Korneadaki opasifikasyon alaninin yogunlugu
-G0z i¢i basincini yiiksekligi

-Lensin seffafliginin kaybolmasi

3.3.2.Akut Faz

Kimyasal ajanla olan goz yaralanmasindan sonraki ilk 7 giin, iyilesmenin akut evresini olusturur.
Kornea ve konjunktiva epiteli, goblet hiicreleri, keratositler, trabekiiler ag, korpus siliare ve lens
epiteli ciddi hasara ugrayabilir. Stromal rejenerasyonda 6nemli rol oynayan kornea epitelinin bu
donemde yeniden kurulmasi ve etkenden temizlenmesi onemlidir. Alkali travmadan sonraki ilk
birkag giin i¢inde epitelyum genellikle hasarin periferinden merkezine dogru onarilmaya baslanilir.

GOz i¢i basinci akut fazda bimodal yiikselme egilimi gosterir.*
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3.3.3.Erken Onarim Fazi

Kornea epitelinin onariminin ve stromal tamirin ve skarlasmanin oldugu, kornea epiteli ile
keratositlerin fonksiyonel ve yapisal olarak normal okiiler yiizeyi saglamaya ¢alistig1, korneal yara
iyilesmesinin  oldugu ge¢is donemidir. Bu donemde korneal iilser gelisebilmektedir.
Stromaliilserasyon ilk 7-10 giinden sonra herhangi bir donemde sekillenebilmektedir ve yenilenen
kornea epiteli ve polimorfoniikleer 16kositlerden (PMNL) salinan kollajenaz, metalloproteinaz ve

diger proteazlar gibi sindirim enzimlerinin aktivitesi sonucu gelisir.

3.3.4.Ge¢ Onarim Faz1

Kimyasal hasardan 3 hafta ve daha sonrasini tanimlar. Bu asamada Grade 1 ve 2 yaniklar iyi bir gorsel
prognozla iyilesirken, grade 3 ve 4 yaniklar sinirli gérme keskinligi ile iyilesirler ve bu hastalarda
komplikasyonlar sekillenir. Korneal kimyasal hasarin ge¢ komplikasyonlar1 arasinda; azalmis gérme
keskinligi, korneal skar olusumu, kseroftalmi, kuru goz, semblefaron, ankiloblefaron, glokom, iiveit,

katarakt, lagoftalmi, ektropion, entropion, trikiazis vb. sayilabilir.?®

3.4.Kimyasal Yaralanmalarin Simiflandirilmasi

Kimyasal yaralanmanin hemen ardindan, limbal kok hiicre hasarinin ciddiyetini (limbal,
konjonktival ve skleral iskemi ve nekroz derecesini degerlendirerek) ve zararli ajanin goz ici
penetrasyonunu (korneanin netligini ve 6n segment anomaliliklerini degerlendirerek) tahmin etmek

ve klinik olarak derecelendirmek 6nemlidir.?

Korneal kimyasal yaralanmalarla ilgili stniflama ilk kez 1964 yilinda Ballen tarafindan yapildiktan
1 yil sonra Roper-Hall korneal haze ve perilimbal iskemiyi temel alarak bu siniflamayr modifiye

etmistir (Tablo-1).4344

Dua ve arkadaslar1 saat kadrani olarak limbal tutulum ve bulbar konjonktivanin yiizdesel

tutulumunu temel alan yeni bir siniflama ileri siirmiislerdir (Tablo-2).??

Akut yaniklarin randomize, kontrollii ¢alismasinda Dua siniflamasi, agir yaniklarda sonucu tahmin

etmede Roper-Hall siiflamasina gore tistiin bulunmugtur.*’
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Tablo-1: Roper-Hall (Ballen) siniflamasi

Evre Korneal Bulgular Konjonktival Prognoz
Bulgular
Evre 1 Korneal epitelyal hasar Limbal iskemi yok Iyi
Evre 2 Korneal haze <1/3 limbal iskemi Iyi
Iris detaylar1 gériiniiyor
Evre 3 Total epitelyal kayip 1/3-1/2 limbaliskemi Sinirh
Stromal haze
Iris detaylar1 goriinmiiyor
Evre 4 Kornea opak >1/2 limbaliskemi Kotii
Iris ve pupil goriinmiiyor
Tablo-2: Okiiler yiizey yaniklarinin yeni siiflandirmasi (Dua ve ark.)
Evre Prognoz Limbal Tutulum Konjonktival Tutulum (%) Analog Olgek (%)
(Saat Kadranr)
1 Cok iyi 0 0 0/0
2 Iyi <3 <30 0.1-3/1-29.9
3 Iyi 3-6 >30-50 3.1-6/31-50
4 Belirsiz 6-9 >50-75 6.1-9/51-75
5 Ktii 9-12 >75, <100 9.1-11.9/75.1-99.9
6 Cok kotii 12 100 12/100
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3.5.0kiiler Kimyasal Yaniklara Yaklasim

Kimyasal yaralanmalarin yonetimi, yaralanmaya sebep olan ajanin irrigasyon yoluyla okiiler
yapilara penetrasyonunu ortadan kaldirmayi1 ya da siirlamay1 ve tibbi ve cerrahi miidahale yoluyla

okiiler yiizeyin iyilesmesini saglamay1 igerir.
3.5.1.Acil Tedavi

Alkali yaralanma sonrasi tedavinin miimkiin olan en erken siirede baglamasiokiiler bulgularin nihai
sonuclart acisindan 6nem arz etmektedir. Temas eden kimyasal madde belirlenmeli, ancak bu
tedaviyi geciktirmemelidir. Yapilacak olan ilk islem kimyasal ajanin okiiler yiizeyden

uzaklastirilmasi amaciyla okiiler lavaj uygulamasidir.*47

Su veya izotonik ile irrigasyon kimyasal yaralanmalarda olumlu prognoz ve sonug agisindan en
etkili yerlesik miidahale olmaya devam etmektedir, #8495

Su neredeyse her yerde bol miktarda mevcut olmasi sebebiyle genellikle tavsiye edilen bir
irrigasyon sivisidir ve seyreltici etkisi vardir ancak suyunkornealstroma ve goz i¢i ortamina gore
hipotonik olma 6zelligi vardir. Su ile irrigasyon bu sebeple ortamda kalan partikiillerin kendisiyle
beraber korneanin derin katmanlarina gegisini kolaylastirabilmekte, kornea Odemine neden
olabilmektedir. Bu amacla daha yiiksek ozmalaritedeki sivilarin kornea yiizeyine irrigasyon amacl
kullanilmas1 koroziv maddenin uzaklastirilmasi ve kornea igine girisini dnlemek agisindan etkili
olacaktir.

Normal izotonik soliisyonlar da ayrica gézyas: sivisindan daha diislik bir ozmolariteye sahiptirler
ve kimyasal yaralanmalarda irrigasyon ajami olarak suya nazaran daha az etkilidirler.*3-!->2
Dengeli tuz ¢ozeltisi, ringer laktat gibi soliisyonlar normal saline gore daha efektifdirler ¢linkii

48,53

akozhlimorle ayni ozmalariteye sahiptirler. Dengeli salin soliisyonunun kornea Odemini

onleyerek endoteli koruma etkisi vardir.>*

Diphoterine® hipertonik bir soliisyondur ve alkali ve asitlerin her ikisine de baglanabilmektedir.
Hipotonik 6n kamaradan hipertonik korneanin yiizeyine su hareketi sagladigi i¢in normal salin

soliisyonundan daha iyi sonuglara sahip oldugu gosterilmigtir,*$->>6

Eger bu sivilara ulagilamazsa bagka bir toksik ve kirli olmayan soliisyon 6rnegin karbonath

icecekler tedavinin baglanmasina ge¢ kalmamak icin kullanilabilir.
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Bazi acil yikama soliisyonlar1 fosfat tamponlar1 icerir ancak bunlarin kullanimi stromal
kalsifikasyon ile iliskilendirilmis olup ilk se¢enek olarak onerilmemektedir.Ekzojen verilen fosfat,
hasara ugramis hiicrelerden agiga c¢ikan endojen kalsiyum ile kalsiyum-fosfat kompleksi
olusturabilmektedir.**4°

Etkilenen goz en az 1.0-1.5 litre su veya izotonik ile 15 dakikadan az olmamak iizere
yikanmalidir.>’

Yikama islemi , intravendz (IV) damar seti ,irrige edici spekulum veya [V sete bagli 6zel bir skleral
kontak lens olan Morgan lens® kullanilarak da yapilabilir ancak bu durumda kimyasalin konjunktiva
ile Morgan lens® arasinda tutulumu gibi teorik bir risk vardir ve bu da yanig1 siddetlendirir. Eger
Morgan lens® kullaniliyorsa, salin uygulamalar1 arasinda lensin degistirilmesini Onerilmektedir.

Irrigasyon kimyasal etki olasilig1 ortadan kalkana kadar devam edilmelidir. Agriy1 azaltmak ve

yikamay1 kolaylastirmak icin topikalanestezik damlalar kullanilabilinir.

[rrigasyon sonrasi indikatér kagitlar ile ph degerinin 7.0-7.2 diizeyine doniip dénmedigi kontrol
edilebilir. Eger bu miimkiin degilse pH’nin normale dondiigiine kanaat getirene kadar yikamaya

uzun siire devam edip fazladan tedavi uygulamak daha iyidir.

Partikiiller bazen fornikste veya kapak altinda hapsolur. Bu nedenle, kapak altina bakilmasi ve
nemli bir pamuklu ¢ubukla veya uygun bir forseps yardimiyla kalan partikiillerin alinmasi
onemlidir.*8

Goz kimyasal ajandan arindirildiktan sonra canliligini kaybetmis kornea ve konjonktivaepiteli

cerrahi span¢ veya dakron pamuklu ¢ubugu ile debride edilir.

Silier spazmi ¢ozlip agriy1 azaltmak, damar permeabilitesini ve inflamasyonu azaltmak amaciyla
sikloplejik ajanlar kullanilabilir. (atropin %1, skopolamin %0.25 giinde 2 defa veya homatropin %5
giinde 3 defa).

Oftalmologlar disindaki acil kimyasal yaralanmalara miidahale edecek kisilerin egitilmesi iyi bir
prognoz i¢in ¢ok Onemlidir. Yaralanmanin hemen ardindan yogun irrigasyon ile ilk yardim
uygulamasi bu tiir yaralanmalarda goziin klinik seyri ve prognozu iizerinde belirleyici bir etkiye

sahiptir.>
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3.5.2.Akut Tedavi

Tedavi plan1 biiyiilk oranda muayene bulgularina baglidir. Yeterli mekanik temizligi takiben
medikal tedavide amag¢ inflamasyonu baskilamak, iilserasyonu minimuma indirmek ve intraokiiler
basinct kontrol altinda tutmaktir. Akut tedavinin ana hedefleri; re-epitelizasyonu saglamak,
enfeksiyondan korunmak, daha fazla epitel ve stroma hasari olusumunu 6nlemek ve sekeli minimuma

indirmektir.
3.5.2.1.Re-epitelizasyonun Saglanmasi ve iilserasyonun onlenmesi

Prezervan igermeyen suni gozyaslari ve jeller persistanepitelyopatinin iyilesmesinde, rekiirren
erozyonlarin  Onlenmesinde ve viziiel rehabilitasyonun  hizlandirilmasinda  etkilidir.?>-3¢
Fibronektin bag dokusunun temel bilesenlerindendir. Epitelyal biiylime faktorii epitelyal ve keratosit
proliferasyonunu saglayan bir biiyiime faktoriidiir. Fibronektinin ve epidermal biiyltime faktoriiniin
hayvanlarda olusturulan deneysel alkali yanik modellerinde epitelyal yara iyilesmesine katkida

bulundugunu gdsteren galismalar mevcuttur,>%-60-61.62

Vitamin A (Retinoikasid) normal epitel biiytimesi ve farklilasmasi i¢in gerekli olup retinoik asidin
anormal terminal epitelyal farklilasmay1 6nledigi, goblet hiicrelerinde geri kazanimi sagladigi ve yara

iyilesmesini hizlandirdigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur, %64

Otolog serum cesitli biiytime faktorleri, sitokinler ve vitaminler agisindan zengin bir kaynak olup
epitelizasyonunu  desteklemek ve limbal hasar1  azaltmak igin  kullanilabilir,63-66:67

Siliyer epitelyal transport siirecinde veya siliyer cisim vaskiilatiiriinde alkali hasar olugsmasi1 sonrasi
korneada ve humor akdzde kollajen sentezi i¢in bir kofaktdr olan askorbik asitin eksikligi meydana
gelebilmekte vebu durum fibroblastlarin onarim igin yeterli kollejen iiretememesine ve nihayetinde
korneal tilserayon gelisimine sebebiyet verebilmektedir.®® Vitamin C nin topikal ve ya oral olarak
takviyesinin kollajen sentezini iyilestirecegi diisiiniilmektedir.Kimyasal yanik sonrasi askorbik asit

topikal damla ve ya oral olarak kullanilabilmektedir.

Tetrasiklin, cesitli hayvan deneylerinde bakterisidal etkisinin yaninda matriks metalloproteinaz
inhibisyonu yaparak korneal stromada enzimatik proteolizi dnlemede hem sistemik ve hem de topikal

olarak uygulandiginda etkili bulunmusgtur.®

N-asetil-sistein debir matriksmetallaproteinaz inhibitorii olup ayn1 zamanda yara alanina nétrofil

gogtinii inhibe eder.”
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Terapatik bandaj kontakt lensler kalic1 epitelyaldefekti olan hastalarin tedavi siirecinde tercih
edilebilir. Korneanin kurumasin1 6nlemek ve goz kapaklarinin siirtiinerek korneaya zarar vermesini
onlemek icin etkili olan genis capli, gaz gecirgen skleralkontakt lensler (Boston skleral lens)

kullanilabilinir.”!

3.5.2.2.Antiinflamatuar Tedavi

Inflamasyonun onarim mekanizmalarmi harekete gecirmek igin kaynak saglama ve bu
mekanizmalarin kontrolsiiz ilerlemesi sonucu olan hasar1 dah da kétiilestirmek gibi 2 yonii vardir.
Dolayistyla bu iki taraf arasinda olumlu yonde bir denge kurmak iyilesme siirecinde onemlidir.
Topikal kortikosteroidler, kimyasal yaralanmalardan sonra akut inflamasyonun kontroliinde kritik bir
rol oynamaktadir. Goblet hiicre sayisindaki azalmay1 6nlemede, inflamatuar hiicre infiltrasyonunu
azaltmada ve notrofillerin sitoplazmik ve lizozomal zarlarin stabilize etmede etkilidirler.”>”3 Ancak
uzun siireli kortikosteroit kullanimi1 korneal ve skleral iilserlerle ve melting olusumuna sebep
vermekte ve bu sebeple alkali hasar sonrasi kortikosteroit kullaniminda genel kani, kollajen
sentezinin inhibisyonu, korneanin incelmesi ve perforasyon riskleri nedeniyle bu ilaclarin 10-14
giinden fazla kullanilmamalaridir.”*"> Eger epitel defekti kapanmigsa kortikosteroidler 7-10 giinden

fazla da kullanilabilir.?®

Sodyum sitrat, giiclii bir kollajenaz inhibitorii olmakla beraber l6kosit gogiinii engellemede
etkilidir. Kimyasal yaniklarin akut agsamasinda topikal %10 sitrat uygulamasi onerilmektedir.”®77-78
Silier spazmi ¢6ziip agriy1 azaltmak, damar permeabilitesini ve inflamasyonu azaltmak amactyla
sikloplejik ajanlar kullanilabilir (atropin %1, skopolamin %0.25 giinde 2 defa veya homatropin %5
giinde 3 defa). Sikloplejik damlalar ayrica iris-siliyer cisim spazmindan kaynaklanan agrinin

azaltilmasini da saglarlar.!

Adrenerjik ajanlardan vazokonstriksiyona neden olarak limbaliskemiyi siddetlendirebilmeleri

sebebiyle ka¢iilmalidir.
3.5.2.3.Antimikrobiyal Tedavi

Steril bir {ilserasyon tablosu olusturan alkali yanik, agik kornea epiteli ve erimeye baslayan stromal
ylizey nedeniyle sekonder enfeksiyon riski tasimaktadir. Eritromisin merhem gibi topikal
antibiyotikler giinde dort kez uygulamayla siiperenfeksiyonu dnlemek amaciyla kullanilabilinir.

Siddetli yaralanmalarda topikal florokinolon gibi daha gii¢lii antibiyotikler kullanilir.
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3.5.2.4.Yiiksek GiB Tedavisi

Yiiksek goz i¢i basincinin atlanma riski 6zellikle goz ici basincint degerlendirmenin tek yonteminin
palpasyon oldugu durumlarda akilda bulundurulmalidir. Topikal ajanlarin yan etkilerinden
kacinabilmek amaciyla oral veya IV tedaviler tercih edilebilir (Mannitol %20 1-2g/kg 1-2 saat i¢cinde
IV, Asetazolamid 5-10mg/kg IV 6-8 saat arayla).

3.5.3 Kronik Tedavi
3.5.3.1.Sekelden Korunma

Goz ylizeyi, semblefaron olusumu agisindan her giin kontrol edilmelidir. Semblefaron olusumunu
etkin bir sekilde engellemek i¢in fornikslere halka yerlestirilebilir.” Bunlar akut fazda semblefaron
olusumunu basarili bir sekilde engellemelerine ragmen, skarlagsma ve yapisiklik olusumuna neden
olan kronik sikatrisyel degisiklikleri engelleyemezler. Amniotik membran veya oral mukoz membran

grefti simblefaron onarimi ve forniks rekonstriksiiyonu amaciyla yapilabilir.

G0z i¢i basinci kontroliinde ayni prensipler gercevesinde takip ve tedaviye devam edilmelidir.

Kornea epiteli normal olarak iyilesiyorsa topikal antiglokomat6z de kullanilabilir.
3.5.3.2.Kuru Goz Tedavisi

Suni gézyaglarinin sik sik damlatilmasi, punktalokluzyon, kapak malpozisyonunun diizeltilmesi,

oral mukus membran greftleri ve tiikriik bezi transplanti tedavi segenekleri arasindadir.®

3.5.3.3.Kalic1 Epitelyum Defekti Tedavisi

Ozellikle korneal duyarliligin azaldigi durumlarda tekrarlayan ve enfeksiyona zemin olusturan
kalici epitelyum defektleri sorun teskil edebilmektedir. Matrix rejenerasyon ajant (RGTA),

koenzimQ10 epitel iyilesmesini destekler.®!

Limbal kok hiicre yetersizliginde limbal kok  hiicre nakli  uygulanabilinir.
Anti mikrobiyal tedavi; kullanimina giinde dort kez olarak yiizey epiteli iyilesinceye kadar devam

edilmelidir
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3.5.3.4.Korneal Skar ve Melting Y 6netimi

Anterior stromal skarda anterior lamellar greft veya derin anterior lamellar keratoplasti
uygulanabilir seceneklerdir. Endotel disfonksiyonu veya incelme ya da delinmeyle giden santral

nekrotik stroma varliginda penetran keratoplasti prosediirii segilir.

4. SINIR BUYUME FAKTORU (NGF)
4.1. Yapis1

NGF ilk bagta alfa, beta ve gama olmak iizere 3 proteinden olugsan 130-kDa luk bir protein
kompleksidir. Bu formuna proNGF (NGF 06nciisii) de denilmektedir. Fonksiyonel NGF, yani sinyal
molekiilleri olarak islev goren hali 26-kDa boyutundaki beta alt birimidir ki sinir bliytime faktorii

terimi genellikle bu formu i¢in kullanilir.

4.2.Fonksiyonu

Norotrofinler (NT) yetiskin bir sinir sisteminde sinaptik fonksiyonlarin kontrolii, plastisite, néronal
yasam morfolojisi ve farklilagmasini siirdiirmek icin gereklidir. Sinir bliylime faktorii, norotrofin
ailesinin 6nemli bir tiyesidir ve hedef ndronlarin biiyiimesinde, korunmasinda, proliferasyonunda ve
hayatta kalmasinin diizenlenmesinde rol oynayan bir noropeptittir. NGF yoklugunda néronlarda

apoptoz meydana gelir.

NGF; noroblast cogalmasi, dorsal kok gangliyonu olgunlagsmasi, akson biiyiimesi; periferal
uyarima kars1 reaksiyon gosteren doku ile bu dokuyu uyaran sinirler arasinda mesaj alici rolii olan

trofik (biiyiime) bir protein olarak tanimlanmustir.®3

1950-1960 yillar1 arasinda StanleyCohen ve R. Levi- Monthalcini isimli iki bilim insani farenin
submandibulartiikriik bezini incelemis ve bulduklar1 bir faktorii saflastirarak 44,000 dalton
agirhginda bir protein oldugunu belirtmisler ve Sinir Biiyiime Faktorii olarak adlandirmislardir.3483
R. Levi-Monthalcini 13 Ekim 1986 yilinda bu bagarili ¢alismasi ile Nobel 6diil konseyi tarafindan

odiillendirilmistir. %
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4.3. Etki Mekanizmasi

Tirozinkinazlar (Trk) transmembran proteinleridir ve norotrofinler tarafindan aktive
edilmektedirler. Insanda gebeligin 15-16. haftalarinda neokortekste, 23-28. haftalarinda
hipokampusta eksprese edilmekte olan NGF viicutta Trk-A reseptoriine baglanarak etki eder.®’
NGF, beta4 integrin ve matriks metalloproteinaz-9 araciligi ile kornea epitelyum iyilesmesini

kolaylagtirir.®®

4.4. Klinik 6nemi

Okiiler yiizey, gozyasi filmi, kornea, konjonktiva, lakrimal bez ve bunlarla ilgili innervasyondan
olusan fonksiyonel bir birim olup bu yapilar sitokinler, biiylime faktorleri ve noropeptitler dahil
olmak tizere medyatorlerin salinmasi yoluyla, biitiinliigi siirdiirmek ve gozii korumak i¢in ortak bir

amag ile karsilikl1 etkilesime girer.3%-70%1

Kornea insan viicudunda en yogun sekilde innerve edilen dokudur ve otonom sinirler ve
trigeminalsininrinoftalmikdali tarafindan innerve edilir. Kornea sinir lifleri, korneada yara
lyilesmesini uyaran, anatomik biitiinliigii koruyan ve fizyolojik yenilenmeyi saglayan, substance P,
kalsitonin gen iligkili peptit, asetilkolin, kolesistokinin, ndradrenalin, serotonin, ndropeptit Y,
vazointestinalpeptit, ~ vazopressin, norotensin  gibi  ¢esitli  ndromedyatorler  {iretir.”>%3
Kornea epiteli ve keratositler de sinir liflerinin yasamasinda, farklilasmasinda ve maturasyonunda
etkili olan ndrotrofin, ndropeptit ve i¢lerinde sinir bilyiime faktoriiniinde bulundugu ¢esitli biiyiime
faktorlerini serbest birakirlar.®’** Bu medyatérler normal korneal yara iyilesmesi igin kornea epiteli
ve korneal sinirler arasinda etkilesim saglayarak karsilikli olarak ndromedyator ve biliylime faktorii
salimmi ile sitokin, noropeptit ve noromedyatdr tretimi igin birbirlerini aktive ederler.**
Kornea epiteli sinir trofizmini ve iyilesmesini saglamak i¢in norotrofik faktorler iiretir ve salar ve
korneal sinirlerde kornea epitelinin iyilesmesi igin néromedyatorler iiretir.”>** Bu denge kornea
iyilesmesinde hayati 6nem tasir ve sinir hasar1 durumunda norotrofikkeratopati olarak bilinen korneal
his kayb1 ve sonucunda epitelyal hasar vezor yara iyilesmesi ile sonuglanan tabloya yol acar.
Kornea sinir hasarmin en yaygin nedenleri arasinda kimyasal yaniklar bulunmaktadir.®
Bu sebeple, korneal duyu sinir hasar1 yapan her lokal ve sistemik durum bu etkilesimi hasara ugratir
ve kornea epitelinin yenilenme ve lyilesme hizin1 bozar.”*

Son yillarda iglerinde sinir biiylime faktoriiniinde bulundugu birkag¢ biiylime faktoriiniin korneal

yenilenme iizerine olumlu etkisinin oldugu gosterilmistir. NGF nintopikal tedavi olarak
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uygulanmasinin trigeminal sinir fonksiyonunda kalic1 bir iyilesme saglamak konusunda umut verici
oldugu goriilmiistiir. NGF innerve dokular ve sinir hiicreleri arasinda mesa;j alici rolii tistlenmektedir.
NGF, norotrofin ailesinin ilk tanimlanan ve en iyi bilinen iiyesidir ve periferik ve santral sinir
sisteminin, endokrin sistem, immiin sistem ve gorme sisteminin islevlerinin diizenlenmesinde

oldukg¢a 6nemli bir rol iistlenmektedir.”®

NGF’nin gorevini yerine getirebilmesi i¢in belirli bir konsantrasyona ulagsmasi gerekir. Eksojen
kaynakli NGF’nin yeterli konsantrsayona ulastiginda ndronlarin yasamsal faaliyetlerini artirdigi
nakledilmistir. NGF sinirlere 6zel biiyiime faktorii olarak belirtilmesine ragmen daha sonra yapilan
caligmalar sinir sistemi disinda da gorevlerinin oldugunu goOstermistir.®3

NGF’iin 1950’lerdeki kesfinden bu yana NGF’nin kornea ve konjonktivanin iyilesmesinde,
duyarhliginda ve trofizminde 6nemli bir faktor oldugunu gosteren klinik kanitlar artmaktadir.%-97-%8

Bir c¢aligmada, diger medikal tedavilere direngli olan norotrofikkeratitli 45 goz tizerinde 2 giin
boyunca200mcg/ml yiikleme dozunda mNGF her iki saatte 1 uygulanmis ve iilser iyilesene kadar
6x1 pozolojiyle devam edilmis ve iilser iyilesmesini izleyen 2 hafta boyunca 100 mcg/ml idame
dozunda 4x1 pozolojide tedaviye devam edilmistir. Epitel defekti, korneal duyarlilik, en iyi
diizeltilmis gorme keskinligi, takip eden zamanda hastaligin niiks etmesi ve yan etki agisindan
incelenmislerdir. 6 haftalik tedavi sonrasi orta ve siddetli norotrofik keratitte NGF’nin kornea
duyarliligini gelistirdigi ve kornealepitelyal iyilesmeyi hizlandirdig1 ve bu tedavinin okiiler yiizey
biitiinliigiinde ve gorsel fonksiyonun restorasyonunda umut vaat ettigini gdstermislerdir.”

Lambiase ve arkadaslarinin, nérotrofikkeratiti olan 12 hastanin 14 gozii lizerinde uygulanan mNGF
g6z damlasiin 10 giin ile 6 hafta uygulama sonrasinda %100 iyilesme sagladigin1 gosteren bir bagka

calismalar1 da mevcuttur.!%

Trigeminal yetmezlige sekonder bilateral korneal anestezisi olup korneasinda norotrofik iilser
gelismis olan bir ¢cocuk hastaya cesitli topikal medikal tedavi ve tarsorafi uygulanmis olup iyilesme
kaydedilememesi lizerine baslanilan topikal NGF tedavisi sonucunda 1 hafta igerisinde epitelyal
iyilesme saglanilmis olup olgunun uzun yillar takibinde topikal NGF tedavisinin etkili ve giivenli bir

terapi oldugu sonucuna varilmigtir.!!

Orta-agir derecede kuru goz hastaligina sahip 40 hastanin prospektif olarak incelendigi bir
caligmada, 1 grup 20 mcg/ml dozunda, diger bir grup 4 mcg/ml dozunda olmak iizere her iki goze
2x1 pozolojide 28 giin boyunca rhNGF goz damlasi damlatilmis ve thNGF damlasinin her iki
dozunun da hastalarda semptomlar1 ve okiiler yiizey hasarini gerilettigi, her iki dozunda giivenli ve

etkili oldugu ortaya konulmustur. Yiiksek dozda rhNGF uygulamasinin gozyasi film tabakasi
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stabilitesinde iyilestirici etkisinin (BUT) ve konjonktivalhasar1 geriletici etkisinin daha fazla oldugu
gosterilerek  rhNGFninteropatik  etkisinin  doza bagimli oldugu ortaya konulmustur.!'%?

Katarakt ameliyati olan 30 hasta ameliyat sonras1 2 grub ayrilmis ve 1 gruptaki hastalara 20 mcg/ml
dozunda topikal NGF soliisyonu 2 saatte 1 1 damla olarak 2 hafta boyunca uygulanmis ve sonraki
hafta 4x1 pozolojiye diisiilmiistiir. 1., 7. ve 21. giinlerde optik kohorens topografi cihaz ile cerrahi
yara sahasinin korneal kalinlig1 dl¢lilmiis, endotel sayimi yapilmis ve stromadaki insizyon hatti
degerlendirilmistir. NGF tedavisi alan grupta, 21. Giinde tam yara iyilesmesi oldugu OCT ile ortaya
konulmus ve stromal kesinin goriinmedigi belirtilmistir. Caligmada katarakt ameliyati1 sonrasi topikal
NGF uygulanmasinin korneal yara iyilesmesini hizlandirmada etkili oldugu sonucuna varmiglardir.!%

Diyabet modeli olusturulan ve 3 gruba boéliinen toplam 18 rat ilizerinde yapilan bir bagka
calismadagaligma grubundaki ratlara 21 giin boyunca 3x1 pozolojide NGF-beta uygulanmis.
Interlokin 1beta (IL-1P), tiimdr nekroz faktor-alfa (TNF-a)ve baska bircok faktdr agisindan
incelenmis ve NGF- beta’nin, diyabette ortaya cikabilen kornea hiicrelerinde apoptozu ve
inflamasyonu azalttig1 ortaya konulmus ve diyabetik keratopatinin tedavisinde etkili olabilecegi

sonucuna varmiglardir.'*

Laser-Assisted in SituKeratomileusis (LASIK) tedavisi uygulanan 16 tavsana islem sonras1 topikal
NGF ve kontrol grubu olusturmak amagli dengeli tuz soliisyonu (BSS) damlatilmig ve kornea
duyarhiliklar1 esteziometre kullanilarak her hafta 2 o6l¢iim yapilip ortalamasit alinarak
degerlendirilmistir.Topikal NGF uygulamasinin LASIK tedavisi sonrasi kornea duyarliliginin

iyilesmesini hizlandirdig1 sonucuna vartlmistir.'%

Yine benzer bir ¢calismada LASIK uygulanan 12 tavsan 2 gruba boliinmiis ve bir gruba 100 mcg/ml
fareNGF (mNGF), diger gruba dengeli tuz soliisyonu 8 hafta boyunca 2x1 pozolojide uygulanmas.
Korneal sinir liflerini goriintiilemek i¢in konfokal mikroskopunun kullanildigi ¢alismada sonuglar
gostermis ki, LASIK sonras1 kornealflep alanindaki sinir lifi yogunlugu normal tavsanlarinkiyle
kiyaslaninca 6nemli 6l¢iide azalmis bulunmustur. mNGF’nin LASIK sonrasi subbazal sinir pleksusu
ve yiizeyel stroma iizerinde olumlu etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir.!%

Tavsanlarda uygulanan fotorefraktif keratektomi (PRK) modelinde doksaheksaenoik asit (DHA)
ile sinir biiytime faktoriinii kombinasyon halinde uygulamanin kornea sinir rejenerasyonu iizerindeki
etkisini arastirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada 21 tavsan DHA, NGF ve DHA+NGF gruplarinda 6 sar,
kontrol grubunda 3 tavsan olmak iizere 4 gruba ayrilir ve 8 hafta sonunda ortaya ¢ikan sonugta PRK

sonrast NGF+DHA kullanan grupta diger gruplara kiyasla artmis korneal sinir yiizey alani ve artmis
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epitelproliferasyonu izlenmis olup NGF ile tedavi edilen grupta rosebengal ile boyanmanin azaldigi,

kombine grupta ise hi¢ boyanma olmadigi gosterilmis. !

Oxervate markasi altinda satilan ve rekombinant insan sinir bilyiime faktorii (rhNGF) olarak da
bilinen Cenegermin, insan sinir biiyiime faktoriiniin (NGF) rekombinant bir seklidir. Temmuz
2017'de, Avrupa Birligi'nde yetigkinlerde orta veya siddetli norotrofikkeratit tedavisi igin bir goz
damlasi formiilasyonu olarak onaylandi.?>197-1% 20 mcg/ml NGF dozunda 6x1 pozolojide kullanilmak

lizere prezervansiz olarak iiretilmistir.

5.KERATINOSIT BUYUME FAKTORU-2 (KGF-2)
5.1.Yapis1

Keratosit biliylime faktorti, 1989 yilinda Rubin ve arkadagslari tarafindan insan embriyonik
fibroblast hiicre hattinin uygun ortamindan saflastirilip izole edilmistir. Akcigerden izole edilen bir
cDNA’min 208 aminoasitlik molekiiler kiitlesi 23.4 kD olan Insan KGF-2 faktérii olarak adlandirilacak

olan bir proteini kodladig1 goriilmiistiir.

Isiya dayaniksiz ve asit ozellikteki KGF tek bir polipeptit zincirinden olugmaktadir.!9%:110

KGF i¢in tamamlayicti DNA dizilerinin analizi onu fibroblast biiylime faktorii ailesinin bir iiyesi
olarak belirler ve FGF10, '"keratinosit bilyiime faktori 2" olarak da bilinir.!!!
Keratinosit biiyiime faktorii (KGF) ailesi, KGF-1 (FGF-7) ve KGF-2 (FGF-10) olmak iizere FGF

ailesinin 2 tiyesini igerir.!!>!13

5.2. Fonksiyonu

Fibroblast biiytime faktorii en az 19 {iyeden olusan ve hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda,
embriyolojik gelisimde, anjiyogenez ve yara iyilesmesinde ¢esitli aktivitelerden sorumlu bir faktor
ailesi olup, FGF -10 bu ailenin yeni bir iiyesidir ve biyolojik aktivitesi a¢iklanmaya devam
etmektedir. KGF-2 (FGF-10) tirozin kinaz keratinosit biliylime faktorii reseptoriine yiiksek afinite

gosterir ve insan keratinosit hiicrelerine potent bir mitojen olarak aktivite gosterir.!!*
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5.3. Etki Mekanizmasi

Rekombinant insan Keratinosit Biiyiime Faktérii-2 / FGF-10, FGF2 IlIb ve FGFRIIII-b
reseptorlerine baglanan, epitelyal hiicrelerin biiyiimesini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini destekleyen
ve  korneal yara  iyilesmesini  artirabilen  heparin  baglayict  bir  proteindir.

Keratinosit biiyiime faktorii-2 yaralanmaya cevap olarak stroma ve lakrimal bezden salinir ve

korneal yara iyilesmesini diizenler.!!®

Insan keratinosit bilyiime faktorii-2, epitel hiicreleri iizerinde proliferatif bir etki yapar ve

keratinosit go¢line aracilik eder.!!®

5.4. Klinik Onemi

Korneada karbondioksit lazer hasar1 olusturulan tavsan modelinde 25 mcg/ml dozunda topikal
uygulanan KGf-2 nin yara iyilesmesi iizerine etkileri incelenmis ve kontrol grubuna kiyasla KGF-2
uygulanan grupta inflamasyonun, stromal o6demin ve fibrozisin azaldigi ve korneal

neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi sonucuna varilmistir.!'?

Hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ve keratinosit bliytime faktoriiniin (KGF) kornea epitelinde ve
stromada yara iyilesmesi iizerine etkilerini arastirmak i¢in kornealkeratosit hiicre kiiltiiriine ve hasarli
kornea organ kiiltiiriine HGF ve KGF ile 5 giine kadar tedavi uygulanmis kiiltiirler proliferasyon,
migrasyon, miyofibroblasta farklilagma ve hasar sonrasi reepitelizasyon agisindan incelenmis. Sonug
olarak KGF’nin reepitelizasyonu hizlandirdigi, keratositproliferasyonunu arttirdigi, miyofibroblasta

doniigiimii indiiklemedigi ortaya konulmustur.!'!”

Insan kornea epitelyal hiicre kiiltiiriinde ekzojen olarak uygulanan KGF dahil pek ¢ok biiyiime
faktoriiniin epitelyal hiicre proliferasyonu, motilitesi ve farklilagmasi tizerine etkilerinin incelendigi
bir calismada KGF nin insan kornea epitel hiicre proliferasyonunu hiicre yogunlugundan bagimsiz
olarak uyardigi, motiliteyi 6nemli 6l¢iide etkilemedigi ve hiicre farklilasmasi iizerine etkisinin

olmadig1 sonucuna varilmigtir.!'®

Baska bir caligsmada, 16 adet tavsanin kornealarinda 10 mm ¢apinda epitelyum defekti olusturulmus
ve gruplardan birine 10 mcg/ml dozunda KGF 5x1 pozolojide uygulanirken, kontrol grubu olarak
belirlenen kornealara fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi uygulanmis ve korneal epitelyum defekti
her 12 saatte 1 fotograflanarak incelenmis ve S-fazi hiicrelerinin dagilimi gruplar arasinda

karsilagtirilmis. KGF uygulanan grupta epitelyum iyilesmesinin kontrol grubuna goére daha hizli
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oldugu ve yenilenen korneada S fazindaki hiicre sayisinin kontrol grubuna gore 2 kat daha yiiksek

oldugu ortaya konulmus.!!"”

Ratlarda tam kalinliktaki kesi yarasinda KGF-2’nin in vivo olarak yara iyilesme potansiyelini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢calismada KGF-2 nin yara iyilesmesinde giigii bir uyarici

oldugu sonucuna varilmigtir.!2°

1999 yilinda Xia ve meslektaslarinin yaptigi bir calismada tavsan kulaginda iskemik iilser modeli
olusturulmus ve KGF-2 kullaniminin iskemik yaralari iyilestirdigi sonucuna varmiglardir.!?!
KGF-2’nin vendzstaz iilserleri, kismi kalinlikta yanik yaralar1 ve deri greftleri gibi cesitli yara
tiplerinde ozellikle epitelizasyon yoluyla yara iyilesmesini hizlandirdigini ortaya koymuslardir.!??
24 adet tavsan KGF-2 (1, 50, 100 microg/ml) ve PBS soliisyonuyla tedavi edilen olamk iizere 4
gruba ayrilmis ve alkali yanik modeli olusturulduktan sonra korneal epitelyum defektleri 24 saatte 1
fotograflanmis ve 7., 14. ve 21. giin olmak iizere her gruptan 2’ser adet tavsan 151k mikroskobunda
inceleme agisindan sakrifiye edilmis. KGF-2’nin her 3 dozda da topikal uygulamasinin kontrol
grubuna gore epitelyal iyilesmeyi daha olumlu etkiledigi ortaya konulmustur.!?
Ratlar {izerinde yapilan bir alkali yanik modelinde 50 mcg/ml dozunda 3x1 pozolojide topikal
KGF-2 g6z damlasi, topikal FGF g6z damlasi ve kontrol olmak {izere 3 grup olusturulmus ve 2 hafta
boyunca incelenmistir. KGF-2’nin kornea hasarmi iyilestirmede yeni bir ilag olma potansiyeline
sahip oldugu belirtilmis ve bFGF ye gore reepitelizasyonda, migrasyonda ve skar olusumunun

azaltilmasinda daha iyi etkiler sergiledigi ortaya konulmustur.!2*

6.GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calismada; deneklere alkali yanik modeli uygulanmasi, NGF tedavisi, KGF tedavisi,
sakrifikasyon ve alinan korneal dokularin hazirlanmas: islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’nde (DETAB), doku 6rneklerinden kesitler hazirlanmasi, kesitlerin
boyanmast, histopatolojik degerlendirmeler, goriintiileme islemleri ve immiinohistokimyasal boyama
islemleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ~ Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir. Calisma, Helsinki Bildirgesi’nde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan

esaslara uygun olarak yiiriitiilmiistiir.
6.1. Denekler

Calismamizda toplam 24 adet, saglikli  Avustralya-Yeni Zelanda Irk1 (1500-2000 gr) albino

tavsan kullanilmigtir. Deney hayvanlari, Bursa Aykut Bolu Deney Hayvanlar1 Merkezi’nden

31



(ABDEHAM) temin edilerek, DETAB’da kendileri i¢in 6zel iiretilmis olan tavsan kafeslerinde, tek
ya da ikili gruplar halinde, istedikleri kadar yem ve su alarak, 1s1s1 (21£2°C) ve nem orani kontrollii
odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi floresan 151k ile saglandi ve her 12 saatte bir (06:00-18:00)
acip kapama dongiisii gerceklestirildi.

6.2.Model Olusturulmasi

Denekler DETAB’da 20 giinliik karantina siirelerinin ardindan hepsi saglikli olarak ¢aligmaya
baslandi. 1k giin tiim deneklere 1.1 ml KetamineHydrochloride (Ketalar 500mg; Pfizer, 35 mg/kg)
ve 0.4 ml XylazineHCI’in (Alfazyne %2,5 mg/kg) intraperitonel (IP) uygulanmast ile genel anestezi
saglanarak alkali yanik modeli olusturuldu. Model sonrasi her grupta 8 denek olacak sekilde denekler

3 gruba ayrildi.

IN (1 Normal) NaOH ve 8 mm c¢apl daire seklinde Watman filtre kagitlar1 kullanildi. Filtre
kagitlar1 60 sn boyunca 1IN NaOH igerisinde bekletildi, ardindan bu filtre kagitlar
ProparacainHydrochloride (Alcaine %0.5; Alcon) ile topikal anestezi uygulanarak, kapak spekulumu
takilan deneklerin sag santral kornealarina uygulandi ve 60 sn beklendi.'?® Sonrasinda alkali ajan
hemen uzaklastirilarak 2 dakika boyunca 500 cc %0.9 Sodyum kloriir (NaCl) ile okiiler yiizey yikand1

ve nekroze olan dokular uzaklastirildi.
6.3.Calisma Dizayni

[k giin model olusturulmasinin ardindan gruplar belirlenmeden tiim deneklerin 6n segment kornea
fotograflar1 (software version 3.13.1; TOPCON Slit Lamp Microscopy 703963 Tokyo, Japan) ve 6n
segment optik koherans tomografileri (software versiyon 6.0.11.0; Heidelberg Engineering,
Dossenheim, Germany) g¢ekilmistir. Optik koherans tomografi kesitlerinden mikrometrik olarak
yanik biiyiikliikleri 6l¢iilmiis ve gruplar homojen olarak her grupta 8 er denek bulunacak sekilde
olusturulmustur. Calismaya alinan tiim deneklerin yanik dereceleri RoperHall siniflamasina gore 4.
derece (total epiteldefekti ve pupilla ve iris gorliniimiinii engelleyen opak kornea) oldugu

gosterilmistir.*

Tim gruplara medikal tedavi ayni sekilde uygulanmigtir. Medikal tedavi olarak enfeksiyon
gelisimini dnlemek amaciyla yanik olusumundan itibaren deney sonlanincaya kadar moksifloksasin
%0,5 (Moxai®) topikal olarak giinde 3 kez; akut donemdeki siddetli inflamasyonu baskilamak
amaciyla rutin tedavide yeri olan gii¢lii bir steroidtopikal preparati olan prednizolon (Pred-forte®)

ilk 10 giin giinde 3 kez olarak uygulanmis ve kesilmistir.
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Gruplar agagidaki gibi belirlenmistir:
GRUP: Saglam (Higbir miidahalede bulunulmamais saglikli denek kornealarindan olusur.)
GRUP: Kontrol grubu (Alkali yanik modeli uygulanip, 14 giin sadece rutin medikal tedavi verilen grup.)

GRUP: KGF-2 grubu (Alkali yanik modeli uygulanip, rutin medikal tedavi yaninda 1. Giin KGF-2

tedavisi baglanan ve 14 giin 3x1 pozolojide uygulanan grup.)

GRUP: NGF grubu (Alkali yanik modeli uygulanip, rutin medikal tedavi yaninda 1. Giin NGF tedavisi

baglanan ve 14 giin 3x1 pozolojide uygulanan grup.)

6.4.Muayene Dizayni ve Deneyin Sonlandirilmasi

Her muayene 6ncesi deneklere genel anestezi uygulanistir. 1.1 ml KetamineHydrochloride (Ketalar
500mg; Pfizer, 35 mg/kg) ve 0.4 ml XylazineHCI’in (Alfazyne %2,5 mg/kg) intraperitonel (iP)
uygulanmasi ile genel anestezi saglanarak dnsegment fotograflar1 ve optik koherens tomografileri
(OCT) tekrar alinmistir. (KGF-2 ve NGF grubundan 2’ser adet denek uygulanan anestezi sonrasi
oldii.)

Muayeneler model olusturulmasinin ardindan ilk giin: 1. vizit, 7. giin: 2. vizit ve 14. giin: 3. vizit
olarak gerceklestirilmistir. Muayene sirasinda floressein gibi uygulanan ajanlarin uzaklagmasina
firsat vermek i¢in son muayeneler sonrasinda sakrifikasyon oncesi deneklerin kornelar1 500 cc %0,9

NaCl ile yikanmustir.

OCT’de her vizit sirasinda santral korneal kalinlik dl¢iilmiistiir. On segment fotograflari opasite
muayenesinde, vaskiilarizasyon takibinde ve floresein boyali mavi 151k altindaki fotograflar ise epitel
hasar1 tamiri seyrinin izlenmesinde kullanilmistir. Vaskiilarizasyon, opasite ve epitel defekti
biiyiikliikkleri alman fotograflarla AdobePhotoshop programi ile belirlenmis ve degerlendirilen

parametrelerin tiim kornea dokusuna oranlari seklinde bu program ile hesaplanmistir.

14. giin sakrifikasyon giinlii olarak belirlenmis ve denekler 0,4ml XylazineHydrochloride
(Alfazyne%?2,5 mg/kg) + 3,0ml KetamineHydrochloride (Ketalar 500mg; Pfizer, 35 mg/kg) ardindan
eter ile sakrifiye edilip kornealar limbus sinirindan kornea makastyla alinmistir. Limbus hizasindan
skleradan ayrilan korneal doku Ornekleri noétral tamponlanmis formaline konularak fikse edilip

histoloji laboratuarina génderilmistir.
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6.5.KGF-2 ve NGF damla uygulmasi

Rekombinant sinir biiyiime faktdrii (RhNGF; ABclonal Biotechnology®, Massachusetts, United States)
konsantirasyonu 20 mcg/ml olacak sekilde, rekombinant insan keratinosit biiylime faktorii-2 (RhKGF2;
ABclonal Biotechnology®, Massachusetts, United States) konsantirasyonu 50 mcg/ml olacak sekilde steril

distile su ile sulandirildi ve 4 derece sicaklikta tutuldu.

KGF-2 ve NGF damla gruplarindaki deneklere alkali yanik modeli uygulanmasinin ve muayenenin ardindan
24, Saatte ilk KGF-2 ve NGF damla uygulamasi yapildi. Her iki ¢caligma ilaci 14 giin boyunca giinde 3 sefer
olarak uygulandi. Yikama etkisini ortadan kaldirmak amaciyla, ¢alisma ilaglarinin uygulamasinin diger topikal

tedavilerle arasinda uygun siire olmasina dikkat edilmisgtir.

7. KLINIK BULGULAR

Alkali yanik modeli olusturulmasinin ardindan deneklerin klinik muayneleri 0. giin (model olugturulduktan
sonra, tedavi oncesi) 7. giin ve 14. giin olmak iizere 3 vizitte yapildi. Her vizitte deneklerin 6n segment
fotografi ¢ekildi, floresein boyama ile kobalt mavisi 1sikta epitel defektleri degerlendirildi ve 6n segment
OCT’leri gekildi (Figiir 1). On segment fotograflarinda deneklerin korneal opasitesi, vaskiilarizasyonu ve
epitel defektleri degerlendirildi. Bu degerlendirmede veriler, AdobePhotoshop CC programi ile
opasite/vaskiilarizasyon/epitel defekti alanlarmin isaretlenerek piksel olarak hesaplanmasinin ardindan tiim
kornealarmin isaretlenip piksel olarak hesaplanarak birbirine bolinmesiyle yiizdesel olarak elde edildi
(Fig.1A). Deneklerin n segment OCT’leri Heidelberg Spectralis Domain OCT cihazi ile gekildi. On segment
OCT’lerinde santral kornea kalinligi (SKK) degerlendirildi (Fig. 1C).

FiGUR 1. A. Epitel defektinin hesaplanmasi, epitel defekti

alaninin tiim kornea alanima orani ile hesaplanmistir. Sag iistte

beyaz isaretli alan epitel defektinin alanimi piksel cinsinden
vermektedir. B. Korneal vaskiilarizasyonun yarikli lamba
mikroskobu yardimiyla fotograflanmasi. C. On segment optik

kohorens goriintiileri CCT ve ortalama yanik boyutunun (D)

degerlendirilmesi i¢in kullanild1.

34



Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket programu ile
yapildi. Normal dagilima uygunluk Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren
degiskenler ortalama+tstandart sapma, normal dagilim gostermeyen degiskenler medyan (25.-75.
persentil) olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklar normal dagilima sahip olan niimerik
degiskenler i¢in tek yonlii varyans analizi (tek yonli ANOVA) ile, normal dagilima sahip olmayan
niimerik degiskenler i¢cin Kruskal-Wallis testi ile belirlendi. Coklu karsilastirmalar i¢in Tukey,
Dunnett ve Dunn testleri kullanildi. Degiskenler i¢indeki zamana bagli degisimler normal dagilim
varsayimi saglandiginda eslestirilmis t testi ve tekrarli Olcimler tek yonli ANOVA
(RepeatedMeasures ANOVA), normal dagilim varsayimi saglanmadiginda Wilcoxonisaretli siralar
testi ve Frieman iki yonlii varyans analizi ile incelendi. Iki yonlii hipotezlerin testinde p<0.05

istatistiksel onemlilik i¢in yeterli kabul edildi.

IIk giin tiim gruplarin ortalama yara biiyiikliiklerinin (horizontal ve vertikal uzunluklarinmn
ortalamasi) ve korneal kalinliklarinin arasinda fark olmadig istatistiksel olarak gosterildi (p>0,05).
Normalde ortalama 350 mikron olan saglam tavsan korneasinin alkali yanik sonrasi ortalama santral
korneal kalinligi 574,3£52 mikron (p) olarak bulunmustur. Ortalama yara biiyiikliikleri 8,1+0,37
milimetre (mm) olarak tespit edilmistir. Gruplarin yara biiyiikliikleri ve santral korneal kalinliklarinin

baslangi¢ 6l¢timleri Tablo-3’de gosterilmistir.

Tablo-3: Model sonrasi ortalama yara biiyiikliigii ve santral kornea kalinlig1 6l¢timleri

Ortalama yara biiytikligii (mm) Santral korneal kalinlik (p)
KGF-2 8,15+0,65 595,67+ 73
NGF 8,0£0,15 585,83 £39
KONTROL 8,25+ 0,43 543,5+45
P degeri 0,605 0,18

35



Santral Kornea Kalinh (n)

700
650
600 N prm—
550 P —
500 s L —
450 o S
400 o S
350 s S
o S
300 o S
250 s S
200 o e —
1. gln 7.gln

m Kontrol ~ KGF-2 = NGF

Grafik 2: Kontrol grubu, KGF-2 grubu ve NGF grubunun 1., 7. ve 14. giin santral kornea kalinlk élgiimleri

Tekrarlanan olgiimlerde gruplarm SKK degerleri arasinda istatistiksel anlamli bir degisim saptanmadi (P=0.18,
P=0.157 ve P=0.288) (Tablo 4). Bununla birlikte gruplarin 2. ve 3. hafta ortalama 6lgiimlerine bakildiginda kontrol
grubunun SKK ortalamasinin diger gruplardan fazla oldugu (656,50 + 127 ve 684,38, + 120), en diisilk SKK
ortalamasinin ise KGF-2 grubunda (497,17 + 177 ve 528,50 + 224) oldugu goriildii (Tablo-4). Kontrol ve NGF
gruplarmin SKK degerleri 2. ve 3. vizitlerde zamanla artig gosterirken, KGF-2 grubunda ilk vizite gore 2. ve 3. vizitte
SKK degerinde azalma oldugu goriildii (Grafik1). Gruplarin OCT ile SKK o6lgiim 6rnekleri figiir-1’de gosterilmistir.
Her bir grubun tekrarlayan vizitlerde santral korneal kalinliklar incelendiginde; tiim gruplarin vizitler arasindaki
SKK ortalama degerlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo-5).

Tablo-4: 1.,2. ve 3. vizit SKK 6l¢iimleri (p)

1.Vizit 2.Vizit 3.Vizit
KGF-2 595,67 +73 497,17+ 177 528,50 + 224
NGF 585,83 +39 591,83 + 131 652,00 + 203
KONTROL 543,50 + 45 656,50 + 127 684,38 + 120
P Degeri 0,18 0,157 0,288
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Tablo-5: Grupigi 1.,2. ve 3. vizit SKK o6l¢iimlerinin karsilastirilmasi ()

Grup Vizit Vizit P degeri
Kontrol 1 2 0,157
3 0,075
2 3 1,000
NGF 1 2 1,000
3 1,000
2 3 0,677
KGF 1 2 0,209
3 1,000
2 3 1,000

. _________________________________________________________________________________________________|
Her bir grubun tekrarlayan vizitlerde santral korneal kalinliklart incelendiginde, tiim gruplarin vizitler arasindaki

SKK ortalama degerlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamlr degildi.

Epitelyal iyilesme floresein boyanma sonrasi kobalt mavisi 1sikla yapilan biyomikroskopik
muayene goriintiilerinin AdobePhotoshop programiyla defektin, tiim kornea capina oranmi olarak
degerlendirildi (Fig.1A). Epitel defekti biiyiikliikk yiizdeleri agisindan gruplar arasinda ilk vizitte
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi gosterildi (P=0.662) (Tablo-6). Takiplerde grupigi
karsilagtirmada her 3 grupta da ilk vizite gore 2. ve 3. vizitte istatistiksel olarak anlamli azalma
mevcuttu (KGF-2; P=<0,001, NGF; P<0,001, Kontrol; P=0,002). Yapilan tiim vizitlerde KGF ve
NGF arasinda anlamli bir fark olmazken, her iki grubun kontrol grubu ile arasinda hem 2. hem de 3.
vizitte istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriildii. (Tablo-7, Grafik-1). Bu farkin sebebi

kontrol grubunun tedavi gruplarina gore epitelyal yara iyilesmesinin daha az olmasiyda.
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Tablo-6: 1., 2., ve 3. vizit epitel defekti dl¢ctimleri (%)

EPITEL DEFEKTI 1.vizit 2.vizit 3.vizit
Kontrol %45+ 2,2 %30+ 9,2 %26+ 9,8
NGF %43,5+ 1,1 %17,3+ 3,3 %13,5+ 6,2
KGF-2 %44,6 + 3,2 %13,4+ 8,6 %9,9+ 6,8
P Degeri 0,662 0,003 0,004

. ___________________________________________________________________________________________________________|
Alkali yanik sonrast alinan ilk él¢iimlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamly bir fark yok iken,
takiplerde gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark mevcuttu. Bu farki olusturan kontrol grubunun tedavi

gruplarina gore epitelyal yara iyilesmesinin daha az olmasiyd.

Epitel Defekti (%)
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%(5) Grafik 3: Kontrol grubu, KGF-2 grubu ve NGF grubunun
15 OGN — . . el e ] e o
12 e — — 1., 7. ve 14. giin epitel defekt bityiikliigii 6lgiimleri (%)

0 S — W
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KGF-2
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Figiir2: KGF-2, NGF ve kontrol gruplarinda sirayla 1., 2., 3. vizit epitel defekti biiyiikliigiiniin 6n segment fotograflariyla

takibi

Tablo-7: Gruplar arasi 2. ve 3. vizit epitel defekti 6l¢cltimlerinin karsilagtirilmasi

EPITEL DEFEKTI

2.vizit

3.vizit

Grup

KGF

NGF

KGF

NGF

Grup
NGF
Kontrol
Kontrol
NGF
Kontrol

Kontrol

P degeri

0,663

0,718

Tkinci ve iigiincii vizitte gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlaml oldugu gosterilen farkin sebebi kontrol

grubunun hem NGF grubuyla hem de KGF-2 grubuna gére daha az iyilesme gostermesiydi. NGF ve KGF-2

arasinda ise her 3 vizitte de epitel defekti biiyiikliik yiizdeleri arasinda anlamh bir fark yoktu.

39



Tablo-8: Gruplarin kendi iginde 1., 2. ve 3. vizit epitel defekti dlglimlerinin karsilastiriimasi

Grup Vizit Vizit P degeri
NGF 1 2 <0,001
3 <0.001
2 3 0,483
KGF 1 2 <0,001
3 <0.001
2 3 0,924

KGF-2 ve NGF nin epitel defekti alan yiizdeleri acisindan vizitler arasinda kendi i¢lerindeki
karsilastirmalarda 2. ve 3. vizitte 1. vizite oranla anlamli azalma mevcutken, 2. ve 3. vizitler arasinda her iki
grupta da defekt biiyiikliigii yiizdesinde azalma olsada bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig

goriildii.

Tablo 9: Kontrol grubu, grupici 1., 2. ve 3. vizit epitel defekti dlgiimlerinin karsilastirilmasi

Vizit P Degeri
VIZITLER ARASI 0.002
2.VIiZIT-1.ViziT 0,003
3.ViziT-1.viziT 0,018
3.ViziT-2.viziT 1,000

Kontrol grubunun epitel defekt biiyiikliigii agisindan vizitler arasinda kendi i¢lerindeki karsilagstirmalarda 2. ve 3. vizitte
1. vizite oranla anlamli azalma mevcutken, 2. ve 3. vizitler arasinda defekt biiyiikliigii yiizdesinde azalma olsada bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gériildii.
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Opasite degerlendirmesi yine AdobePhotoshop programi ile opasite alaninin dlgiilerek tim
kornea alanina boliinmesiyle yiizdelik olarak hesaplandi. Korneal opasite biiytikliiklerinin
degerlendirmesinde gruplar arasinda yanik modeli olusturuldaktan sonraki ilk vizitte istatistiksel
acidan anlamli fark olmadigi gosterildi (P=0,220), (Tablo10). 2. ve 3. vizitte opasite biiyiikligi
yiizdelerindeki azalmada tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildi
(P=0,02, P=0,019). Bu farki 2. vizitte, NGF grubunun kontrol grubuna gére (P=0,02), 3. vizitte ise
hem KGF-2 hem de NGF grubunun kontrol grubuna goére (P=0,031, P=0,028) opasite
biiyiikligiindeki iyilesmenin daha fazla olmasindan kaynaklandig: goriildii. KGF-2 ve NGF gruplari
arasinda tekrarlayan ol¢iimlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriildi (P>0,05).
Grupigi karsilastirmada kontrol grubunun opasite biiyiikliigiiniin tekrarlayan 6l¢iimlerde azaldig:
ancak Ol¢iimler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriildii. NGF grubunda 3. ve
1. vizit arsinda anlamli bir azalma varken (P=0,006), KGF-2 grubunda hem 2. hem de 3. vizitte 1.

vizite goOre istatistiksel olarak anlamli azalma olustugu goriildi (P=0,003, P=0,015).

Opasite Bityiikliigii (%)
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Grafik 4: Kontrol grubu, KGF-2 grubu ve NGF grubunun 1., 7. ve 14. giin opasite biiyiikliigi 6l¢iimleri (%)
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Tablo-10: 1.,2. ve 3. vizit korneal opasite 6l¢timleri (%)

OPASITE 1.vizit 2.vizit 3.vizit
Kontrol %42,6+ 2,3 %41,7+2,8 %41,2+ 3,2
NGF %40,8+0,6 %35,6+ 3,8 %34,1+3,1
KGF %43+ 3 %36,6+5,2 %34,2+7.4
P Degeri 0,220 0,020 0,019

Opasite biiyiikliigii karsiastirmasinda gruplar arasinda ilk vizitte anlaml fark yok iken, hem ikinci hem de

lictincii vizitte istatistiksel acidan anlaml fark oldugu goriildii.

Tablo-11: Gruplar aras1 2. ve 3. vizit opasite 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi

OPASITE BUYUKLUGU | Grup Grup P degeri
2.vizit KGF NGF 0,904
Kontrol 0,052
NGF Kontrol 0,020
3.vizit KGF NGF 0,998
Kontrol 0,031
NGF Kontrol 0,028

NGF grubunun kontrol grubuna gore daha fazla iyilesmesi 2. vizitte gruplar arasinda olusan istatistiksel
anlamli farkin sebebini olustururken, 3. vizitte bu farkin sebebi hem NGF grubunun hem de KGF-2 grubunun
kontrol grubuna gore daha fazla iyilesmesiydi. Opasite biiyiikliigii yiizdesi acisindan KGF-2 ve NGF gruplar

arasinda tiim vizitlerde istatistiksel anlaml bir fark mevcut degildi.
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Tablo 12: Gruplarin kendi i¢inde 1., 2. ve 3. vizit eopasite biiylikliigii 6l¢iimlerinin karsilastirilmasi

Grup Vizit Vizit P degeri
Kontrol 1 2 0,124
3 0,075
2 3 0,485
NGF 1 2 0,051
3 0.006
2 3 0,170
KGF 1 2 0,003
3 0.015
2 3 0,404

Tekrarlayan dlgiimler de opasite biiyiikliik yiizdesinde grupici karsilastirmalara bakildiginda kontrol grubunda opasite
biiyiikliigiindeki azalma vizitler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmazken, NGF grubunda 1. ve 3.

vizitler arasinda, KGF-2 grubunda ise hem 2., hem de 3. vizitlerle ilk vizit arasinda anlamlr azalma oldugu gériildii.

Vaskiilarizasyon biyiikligii de opasite ve epitelyal hasar gibi 6n segment fotograflarmin
AdobePhotoshop programiyla total korneaya oranlanmasi seklinde hesaplandi. 2. vizitte gruplar arasinda
anlamli bir fark yokken (P=0,147), 3. vizitte vaskiilarizasyon agisindan aralarinda istatistiksel agidan anlamh
bir fark mevcuttu (P=0,011) (Tablo 13). Bu farki olusturan sebep kontrol grubunun NGF grubundan daha fazla
vaskiilarize olmasiydi (P=0,017) (Tablo 14).
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Grafik 5: Kontrol grubu, KGF-2 grubu ve NGF grubunun 7.
ve 14. giin vaskdiilarite biiyiikligi élgiimleri (%)
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takibi
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Tablo-13: 2. ve 3.vizit vaskiilarizasyon biiyiikliigii 6l¢timleri (%)

Vaskiilarizasyon 2.vizit 3.vizit
Kontrol %5 (2.5-7.5) %13(5,3-42,4)
NGF %0,9(0,01-2,8) %1,4 (0,02-4,1)
KGF %0,5 (0,02-8) %0,8 (0,04-9,9)
P Degeri 0,147 0.011

Korneal vaskiilarizasyon degerlendirmesinde 3. vizitte gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark mevcuttu.

Tablo 14: 3. vizit sonunda gruplararasi vaskiilarizasyon biiyiikliigii karsilagtirmasi

Vaskiilarizasyon-3. VIZIT P DEGERI
NGF-Kontrol 0.017
KGF-Kontrol 0,07
KGF-NGF 1

3. vizitteki istatistiksel anlamli farki olusturan sebep, NGF grubunun kontrol grubuna gore daha az

vaskiilarize olmasuydi.
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8. HISTOLOJIiK BULGULAR

8.1.Materyal-Metod

Sakrifiye edilen tavsanlarin kornea dokular1 %10’luk nétral tamponlanmis formalin soliisyonu igerisine
alinarak fikse edildi. Ardindan yiikselen dereceli etanol serilerinde (sirasiyla %70, %90, %96 ve %100)
24’er saat tutularak dehidrate edildi. Daha sonra %100 etanolde 2 kez 30 dakika siireyle tutuldu ve toluen
icinde 15 dakika siireyle seffaflagtirma islemi yapildi. Bunu takiben 56°C’deki etiivde 1:1 oraninda toluen-
parafin karigiminda 30 dk bekletilen 6rnekler ardindan saf siv1 paraffin icerisine alind1 ve 1,5 saat inkiibe
edildi. Bloklanan korneal dokulardan 4 um kalinliginda seri kesitler alindi. Morfolojik degerlendirme igin
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasi yapildi.

8.1.1.Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyamasi

Deparafinize edilen kesitler, azalan alkol serisinden (100°, 96°, 90°, 70°) gegirildi ve saf suya alindu.
Ardindan Mayer Hematoksilen’de 5 dakika bekletilerek hiicre nukleuslar1 boyandi. Fazla boyanin
giderilmesi icin iki kere saf sudan gecirilen kesitler mavilestirme soliisyonunda 10-15 saniye bekletildi ve
tekrar saf suya alindi. Daha sonra %100 etanolden hizlica gegirilen kesitler sitoplazmik boyanma i¢in Eozin
Y soliisyonunda 2-3 dk tutuldu ve hizlica %100 etanole alind1. 3 kez %100 etanol serisinden gecen kesitler
toluende ikiser kez 15’er dakika bekletilerek seffaflastirildi ve entellan ile kapatildi. Tiim preparatlar Leica
DM 1000 model 151k mikroskobunda degerlendirildi fotograflari ¢gekildi.

8.1.2.Masson Trichrome (MT) Boyamasi

Distile suya indirgenen kesitler esit hacimde Weigert A ve Weigert B karisimindan olusan soliisyonun
icerisinde 5 dk inkiibe edildikten sonra ¢esme suyu ile yikanmustir. Distile sudan gecirilen kesitler asit fuksin
soliisyonunda 15 dk bekletildikten sonra distile su ile yikanmigtir. Ardindan kesitler fosfotungustik asit ile
15 dk diferensiye edilmis ve yikama islemi olmadan 5-10 dk siireyle Anilin blue soliisyonuna alinmustir.
Distile su ile yikamanin ardindan, asetik asit soliisyonunda 3 dk bekletilen kesitler hizlica iki kez %96
alkolden ve ardindan %100 alkolden gecirilerek toluen igerisine alinmistir. Son olarak Entellan ile kapama
islemi gerceklestirilmistir. Kollajen liflerin organizasyonu, vaskiilarizasyon, inflamasyon ve &dem
morfolojik olarak degerlendirilmistir.

8.1.3. TGF-B , MMP-2 ve MMP-9 immiinohistokimyasal Boyamasi

Parafin bloklardan polilizinli lamlar iizerine alinan 4 pm°‘lik kesitlerin 1 gece 56 °C‘lik etiivde tutularak
parafini giderildi ve toluende 3‘er kez 5 dk bekletilerek parafinden iyice arindirildi. Ardindan, sirasiyla
2x5 dk 100° alkolde, 1x5 dk 96° alkolde, 1x5 dk 90° alkolde, 1x5 dk 70° alkolde ve son olarak 2x5 dk
distile su icinde bekletildi. Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS)-Tx soliisyonu igerisinde 5 dakika
bekletilen kesitler antigen retrieval iglemi icin sitrik asit sollisyonuna alinarak mikrodalgada 10 dk
kaynatildi ve sogumasi i¢in 20 dk bekletildi. Hidrofobik bir havuz olusturmak amaciyla Pap-pen ile
cevrelenen kesitlere endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in H>O; soliisyonu (ab64264, Abcam))
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damlatilarak 10 dk bekletildi. Ardindan PBS‘de yikanan kesitlere, 6zgiil olmayan antikor baglanmalarini
bloklamak iizere protein blok soliisyonu (ab64264, Abcam) 10 dk siire ile uygulandi. Tekrar PBS ile
yikanan kesitlere ayr1 ayrt MMP-2 (ab2462, Abcam, 1:200 diliisyon oran1), TGF-f3 (ab190503, Abcam,
1:200) ve MMP-9 (ab58803), primer antikorlar1 damlatildi ve +4°C*de 1 gece/overnight bekletildi. PBS
ile yikanan doku kesitleri biyotinli goat antipolyvalent soliisyonu (ab64264, Abcam) ile 10 dakika inkiibe
edildikten sonra tekrar PBS ile yikand1 ve streptavidin peroksidaz soliisyonu (ab64264, Abcam) kesitler
tizerine eklendi. 10 dakikalik inkiibasyonun ardindan PBS ‘ten gegirilen kesitlere diaminobenzidin (DAB)
adi verilen kromojen damlatildi ve MMP-2, TGF-f ve MMP-9 ekspresyonunun oldugu bolgeler
kahverengi renkte gézlemlendi. Mayer hematoksilen (ab128990, Abcam) ile zit boyama yapilan dokular
dehidrasyon igleminin ardindan (artan alkol serilerinden gecirilerek) toluen igerisine alind1 ve Entellan
(Merck) ile lamel yardimiyla kapatildi. MMP-2, TGF-3 ve MMP-9 ekspresyonu semikantitatif olarak
skorlandi.'?” Buna gore;

Tablo 15: Immunboyama skorlamasi

Indeks Immiinboyama
0-0.5 Boyanma azlig1 : <%10
1 Mikroskobik alanin %10-%25 i
2 %25-%50
3 >%50
4 >%75
5 >%095
8.2 Bulgular

8.2.1 Hematoksilen&Eozin ve Masson Trichrome Boyamasi

H&E boyali kesitlerin morfolojik degerlendirmesinde epitelyal hasar, korneal hemoraji ve 6dem
parametreleri skorlanmigtir. Bu skorlamaya gore; Epitelyal kayip (0 = yok, 1 = minimal splitting, 2 = hafif
erozyon, 3 = orta erozyon, ve 4 = gii¢lii erozyon).!?® Korneal hemoroji : 0 = yok, 1 = subepitelyal, 2 =
subepitelyal ve 6n stromal doku, 3 = subepitelyal ve kismi stromal doku, ve 4 = toplam stromal doku olarak
smiflandirilmustir.!?® Stromal 6dem, 1 = yok, 2 = morta derecede 6dem, and 3 = siddetli 6dem olarak
smiflandirilmastir. '3

Alkali yanik modeli uygulanmamis olan saglam denek kornealarina ait H&E ve MT boyanmis korneal
doku kesitleri incelendiginde; korneal epitel (anterior epitel, cok katli yass1 epitel) ve endotelin (posterior
epitel) saglam ve devamlilik gosterdigi, avaskiiler saglikli bir stromaya sahip olduklar1 ve 6demin
goriilmedigi tespit edilmistir (Figiir 4-5-12).

Alkali yanik modeli uygulanmis olup ¢alisma ilaci kullanilmayan kontrol grubu degerlendirildiginde ise;
korneal epitelin biiylik hasar aldig1 (Figiir 6-13), siddetli 6demle birlikte korneanin diizgiin yapisinin
kayboldugu ve kalinlasarak onduleli/dalgali bir yap1 kazandigi (Figiir 7A-14), re-epitelizasyonun
geceklestigi  bolgelerde yer yer hiperplazik epitel hiicrelerine rastlandigi(Figlir 7B), stromanin
vaskiilarizasyonu ile birlikte 16kositik infiltrasyonun ve hemorajinin artti1 (Figiir 8-15), stromal 6demin
siddetli oldugu (Figiir 4-5) ve bu d6deme bagl olarak kollajen lifler arasindaki baglarin zayiflayarak
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ayrismalarin olustugu (Figlir 13B), fibroblast morfoloji ve dagilimmin bozuldugu (Figiir7B-15D)
gbzlemlenmistir.

KGF grubunda kontrol grubuna gore daha iyi bir korneal morfoloji gézlemlenmistir. Epitelyal onarimin
artt1g1, 6ddemin azaldig1, ancak bir miktar vaskiilarizasyonun subepitelyal olarak devam ettigi goriilmiistiir
(Figiir 9-16)

NGF grubunda da KGF grubuna benzer olarak tiim parametrelerde iyilesme gozlemlenmistir.
Epitelizasyon saglikli kornea ile benzer seviyeye gelmis, ddem hi¢ yok denecek kadar az goriilmiistiir.
Vaskiilarizasyonun olduk¢a azalmasiyla birlikte hem hemoraji hem de 10kositik infiltrasyon ortadan
kalkmistir (Figiir10-17).

Epitel kayb1 skorlamasinda saglam grup, KGF-2 ve NGF gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark yoktu (p>0,05). Kontrol grubunda, saglikli kornea grubuna gore epitel kayb1 skorlamasinda anlamli bir
artis gozlemlenmistir (p<0.001). NGF grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark ile epitelyal kaybin NGF grubunda daha az oldugu goriildii (p=0.01) (Tablo16,17).

Stromal 6dem skorlamasinda saglam grup, KGF-2 ve NGF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark yoktu (p>0,05). Kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark
mevcuttu (p<0,05) (Tablo 18).

Korneal hemoroji skorlamasinda saglam grup, KGF-2 ve NGF gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamhi fark yoktu (p>0,05). Kontrol grubunda, saglikli kornea grubuna gore korneal hemoroji
skorlamasinda anlamli bir artig gézlemlenmistir (p<0.001). NGF grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark ile korneal hemorojinin NGF grubunda daha az oldugu goriildii (p=0.03)
(Tablo 19).

Lokositik infiltrasyon skorlamasinda saglam grup, KGF-2 ve NGF gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu (p>0,05). Kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli
fark mevcuttu (p<0,05) (Tablo 20).
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Figiir 4. Alkali yanik modeli olusturulmamis gruba ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Figiir
1A’da korneal epitel (siyah okbasi) ve endotel (siyah ok) biitlinliik ve devamlilik géstermektedir. Korneal
stroma da avaskiiler saglikli bir morfoloji gostermektedir. H&E, A,200X; B,400X magnifikasyon.

Figiir 5. Alkali yanik modeli olusturulmamis gruba ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. H&E, A-
200X ve B-400X magnifikasyon.

Figiir 6. Kontrol grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Figiir3A’da siyah ve sar1 ¢ergeve
icerisine alinmis olan bdlgeler sirasiyla Figiir 3B ve Figiir 3C’de daha biiylik magnifikasyonda
gosterilmistir. Korneal epitelin devamlilik géstermedigi (siyah okbasi), endotelin dokiildiigi (siyah ok) ve
stromal 6demin varlig1 dikkat cekmektedir. Inflamatuvar hiicreler de stromaya yayilmis bir sekilde
goriilmektedir. H&E, A-100X ve B-200X ve C-400X magnifikasyon.
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Figiir 7. Kontrol grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Figiir4 A’da sar1 gergeve igerisine
alinmis alan Figiir 4B’de daha biiylik magnifikasyonda gosterilmistir. Figlir4 A’da korneal dokunun genel
morfolojisinin bozuldugu goriilmektedir. Figiir4B’de re-epitelizasyonun gerceklestigi bolgelerde
hiperplazik epitel hiicreleri (siyah ok) dikkat ¢ekmektedir. Stromada inflamatuvar hiicreler (siyah okbasg1)
ve diizensiz organize olmus fibroblastlar goriilmektedir. H&E, A-40X ve B-400X magnifikasyon.

Figiir 8. Kontrol grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Figiir5A’da siyah ¢ergeve igerisine
alinmis alan Figiir 5B’de daha biiylik magnifikasyonda gosterilmistir. Artan vaskiilarizasyon ve hemoraji
(siyah okbasi), 16kositik infiltrasyon ve kollajen lifler arasindaki ayrilma(yildiz) dikkat ¢ekmektedir.
H&E, A-200X ve B-400X magnifikasyon.
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Figiir 9. KGF-2 grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Figiir6A’da siyah ¢erceve igerisine
alinmis alan Figiir 6B’de daha biiyiik magnifikasyonda gosterilmistir. Stromal 6demin ve inflamasyonun
azaldig1 ve vaskiilarizasyonun hafif bir sekilde devam ettigi goriilmektedir. H&E, A-200X ve B-400X
magnifikasyon.

Figiir 10. NGF grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Korneal epitelin ve endotelin
yeniden olustugu, stromal 6demin ve vaskiilarizasyonun oldukga azaldig1 ve genel morfolojinin saglikli
korneaya yakin seviyelerde oldugu goriilmektedir. H&E, A-200X, B-400X magnifikasyon.
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Figiir 11. Saglikl, kontrol, KGF ve NGF grubuna ait korneal dokularin genel morfolojisini gosteren
fotomikrograf. A, Kontrol; B, Sham; C, KGF; D, NGF. 200X magnifikasyon.

Figiir 12. Saglam kornea grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. MT, 400X
magnifikasyon.
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gostermedigi (siyah okbasi), endotelin dokiildiigi, kollajen liflerin organizasyonunun bozuldugu ve
stromal 6demin varligi (yildiz) dikkat cekmektedir. MT, A-100X ve B-400X magnifikasyon.

Figiir 14. Kontrol grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Kornea morfolojisinin
bozularak 6damatdz ve onduleli bir yap1 aldig1 (siyah okbasi), epitelin devamlilik géstermedigi

dikkat cekmektedir. MT, 200X magnifikasyon (siyah g¢erceve icerisine alinan fotomikrograflar 100X
magnifikasyon).
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Figiir 15. Kontrol grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Artan vaskiilarizasyon ve
hemoraji (beyaz ok), I6kositik infiltrasyon (siyah ok), kollajen lifler arasindaki ayrilma (yildiz) ve
fibroblast morfolojisindeki degisim (D) dikkat cekmektedir. MT, A-400X ve B-D-200X

magnifikasyon.

Figiir 16. KGF grubuna ait kornea dokusunu gésteren fotomikrograf. Korneal histomorfolojinin
diizeldigi, stromal 6demin ve kollajen lifler arasindaki mesafenin azaldig1 goriilmektedir. MT, A-
200X ve B-400X magnifikasyon.




Figiir 17. NGF grubuna ait kornea dokusunu gosteren fotomikrograf. Korneal epitelin yeniden
olustugu, stromal 6demin, vaskiilarizasyonun ve inflamasyonun oldukg¢a azaldig ve genel
morfolojinin saglikli korneaya yakin sevilerde oldugu gérulmektedir. MT, A-200X, B-400X

magnifikasyon.

Tablo-16: Gruplarin epitel kaybi, stromal 6dem, korneal hemoroji ve korneal inflamasyon skorlari

ortalamalari
Epitelyal Stromal Korneal Korneal
Dejenerasyon Odem Hemoroji inflamasyon
Saglikli 0 0 0 0
Kontrol 3.00 (3.00-4.00) 2.50 (2.00-3.00) 2.50 (2.00-3.00)  3.00 (3.00-3.00)
KGF-2 1.00 (0.75-1.00) 1.00 (0.00-1.00) 1.00 (0.75-1.00)  1.00 (0.00-1.00)
NGF 0.00 (0.00-0.25) 1.00 (0.00-1.00) 0.00 (0.00-1.00)  0.50 (0.00-1.00)

Tablo-17: Gruplarin epitel kayb1 skorlari istatistiksel karsilastirilmasi

Sagliklt Kontrol KGF-2 NGF
Saglikli p<0.001 p=0.427 p=1
Kontrol p<0.001 | -----------m—-- p=0.173 p=0.001
KGF-2 p=0.427 p=0.173 | ——-mmmmmmm p=0.893
NGF p=1 p=0.001 p=0.893 | -—---mmmm-
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Tablo-18: Gruplarin stromal 6dem skorlar1 istatistiksel karsilastirilmast

Saglikli Kontrol KGF-2 NGF
Saglikli p<0.001 p=0.923 p=0.923
Kontrol p<0.001 | -----mmmmmmmme- p<0.031 p=0.031
KGF-2 p=0.923 P=0.031 | -----mmemmmee- p=1
NGF p=0.923 P=0.031 p=1 | -

Tablo-19: Gruplarin korneal hemoroji skorlart ist

atistiksel karsilastirilmast

Saglikli Kontrol KGF-2 NGF
Saglikli p<0,001 p=0.439 p=1
Kontrol p<0,001 | -----mmmmmmmme- p=0.129 p=0.003
KGF-2 p=0.439 p=0.129 | - p=1
NGF p=1 p=0.003 p=1 | -

Tablo-20: Gruplarin korneal inflamasyon skorlari istatistiksel karsilastirilmast

Saglikli Kontrol KGF-2 NGF
Saglikli p<0,001 p=0.904 p=1
Kontrol p<0,001 | --------------- p=0.043 P=0.013
KGF-2 p=0.904 p=0.043 | -----mmmm p=1
NGF p=1 p=0.013 p=1 | -

8.2.3 immiinhistokimyasal (THC) incelemeler

Immiinhistokimyasal olarak MMP-2, MMP-9 ve TGF-beta boyamalar1 yapild.

8.2.3.1.Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2)

Matriks metalloproteinaz-2 ekspresyonu kontrol grubunda saglikli kornea grubuna goére anlaml
artis gostermistir (p<0.001). Aym1 sekilde MMP-2 immiinreaktivitesi de daha cok iist stromal
(yaklasik 9%50-%70 iist kisim) tabakada tespit edilmistir (Fig.27,28). KGF-2 grubunda bu
immiinreaktivitenin siddeti azalmakla birlikte hem stromal hem de epitelyal olarak devam etmektedir
(Fig. 24). NGF grubunda ise KGF-2 grubuna oranla MMP-2 ekspresyonu azalmistir; daha ¢ok epitel
tabakasinin bazalinde goriilmektedir (Fig.23,26). MMP-2 ekspresyonu agisindan kontrol grubunda
NGF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig oldugu goriilmistiir (p=0.022).
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Tablo-21: Gruplarin MMP-2 boyanma skorlar1 ortalamasi

Gruplar Median Degerleri
Saglikli 0.25 (0.0-0.5)
Kontrol 4.0 (3.0-4.0)
KGF-2 1.0 (1.0-1.25)
NGF 0.75 (0.5-1.0)

Tablo-22: Gruplarin MMP-2 boyanma skorlar istatistiksel karsilastiriimasi

Saglikli Kontrol KGF-2 NGF
Saglikli p<0,001 p=0.070 P=0.88
Kontrol p<0,001 | ---mmmmommom p=0.404 P=0.022
KGF-2 p=0.070 p=0.404 | e p=1
NGF P=0.88 P=0.022 =Ll

8.2.3.2. Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9)

MMP-9 immiinreaktivitesi saglikli kornea grubunda da bir miktar epitelyal olarak
gozlemlenmistir. Gruplara ait MMP-9 immiinreaktivitesi incelendiginde, kontrol grubunda,
saglikli kornea grubuna gore anlaml bir artis gozlemlenmistir (p< 0.001), immiinreaktivite
stromanin yaklasik 2/3’1ik {ist kisminda stromal olarak tespit edilmistir (Fig.32). KGF-2 grubunda
MMP-9 ekspresyonu kontrol grubuna gore oldukca azalmistir ve daha c¢ok epitelyal ekspresyon
gozlemlenmektedir (Fig.31). NGF grubunda ise MMP-9 ekspresyonu saglikli kornea grubuna benzer
olarak az miktarda epitelyal olarak saptanmistir ve ekspresyonun NGF grubunda kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (p=0.009) (Fig.29).

Tablo-23: Gruplarin MMP-9 boyanma skorlar1 ortalamasi

Gruplar Median Degerleri
Saglikli 0.5 (0.375-0.625)
Kontrol 4.0 (3.0-4.25)
KGF-2 1.0 (1.0-1.25)
NGF 0.75 (0.5-1.0)
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Tablo-24: Gruplarin MMP-9 boyanma skorlar istatistiksel karsilastirilmasi

Saglikli Kontrol KGF-2 NGF
Saglikli p<0,001 p=0.223 p=1
Kontrol p<0,001 | -----mmmmmmmme- p=0.302 p=0.009
KGF-2 p=0.223 p=0.302 | -----mmmme- p=1
NGF p=1 p=0.009 p=1 | -

8.2.3.3. TGF-beta

Gruplara ait TGF-beta immiinreaktivitesi incelendiginde, kontrol grubunda, saglikli kornea
grubuna gore anlamh bir artis gozlemlenmistir (p<0.001). Tgf-beta ekspresyonunun daha ¢ok tist
stromal kisimda vaskiilar alanlarda oldugu tespit edilmistir (Fig.19,20). KGF ve NGF tedavi
gruplarinda kontrol grubuna goére TGF-beta ekspresyonunda bir azalis oldugu goriilmiistiir
(Fig.21,22), NGF ile kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.017). ki tedavi grubunda da TGF-beta ekspresyonunun daha ¢ok epitelyal oldugu goriilmiistiir.

Tablo-25: Gruplarin TGF-beta boyanma skorlar1 ortalamasi

Gruplar Median Degerleri
Saglikli 0. (0-0.5)
Kontrol 4.0 (3.0-4.0)
KGF-2 1.0 (0.875-1.0)
NGF 0.5 (0.5-0.625)

Tablo-26: Gruplarin TGF-beta boyanma skorlari istatistiksel karsilastirilmasi

Saglikli Kontrol KGF-2 NGF
Saglikli p<0,001 p=0.078 p=1
Kontrol p<0,001 | --------------- p=0.420 p=0.017
KGF-2 p=0.078 p=0.420 | -----mmmmmm- p=1
NGF p=1 p=0.017 p=1 | -
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Figur 18. Saglikh kornea grubuna ait TGF-beta ekspresyonunu gosteren fotomikrograf.

A,200X; B,400X magnifikasyon.

Figur 19. Kontrol grubuna ait TGF-beta ekspresyonunu gdsteren fotomikrograf. TGF-beta

ekpsresyonunun  oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile kahverenginde
gozlemlenmektedir. Buna gore immunreaktivite, vaskuler alanlarin gevresinde daha yogun
olmak Uzere yaklagik 2/3 Ust stromal bdlgede tespit edilmistir. A-100X ve B-400X

magnifikasyon.
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Figur 20. Kontrol grubuna ait TGF-beta ekspresyonunu gésteren fotomikrograf. A,200X;
B,400X magnifikasyon.

Figur 21. KGF grubuna ait TGF-beta ekspresyonunu goésteren fotomikrograf. TGF-beta
ekpsresyonunun  oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile kahverenginde
gozlemlenmektedir. Buna gore immunreaktivite, epitelyal alanda, hicrelerin bazal kisminda

tespit ediglmistir. A-200X ve B-400X magnifikasyon.
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Figur 22. NGF grubuna ait TGF-beta ekspresyonunu gdsteren fotomikrograf. TGF-beta
ekpsresyonunun  oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile kahverenginde
gOzlemlenmektedir. Buna gore immunreaktivitenin alkali yanik grubuna gore oldukca
azalmakla birlikte az miktarda epitelyal olarak devam ettigi tespit edilmistir. A-200X ve B-

400X magnifikasyon.

Figur 23. NGF grubuna ait MMP-2 ekspresyonunu gdsteren fotomikrograf. A-200X ve B-
400X magnifikasyon. MMP-2 ekpsresyonunun oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile
kahverenginde gdzlemlenmektedir. Buna goére, MMM-2 pozitif alanlar bazal epitel

hdcrelerinde gorulmektedir.
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Figur 24. KGF grubuna ait MMP-2 ekspresyonunu gdsteren fotomikrograf. A-200X ve B-

400X magnifikasyon. MMP-2 ekpsresyonunun oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile

kahverenginde go6zlemlenmektedir. Buna goére, MMM-2 pozitif alanlar siddeti azalmakla

birlikte tUm stromaya yayilmig gortulmektedir.
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Figur 25. Saglikh kornea grubuna ait MMP-2 ekspresyonunu gosteren fotomikrograf.

A,200X; B,400X magnifikasyon.
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Figur 26. NGF grubuna ait MMP-2 ekspresyonunu gosteren fotomikrograf. A-200X ve B-
400X magnifikasyon.

Figur 27. Kontrol grubuna ait MMP-2 ekspresyonunu gosteren fotomikrograf. MMP-2

ekpsresyonunun  oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile  kahverenginde
gozlemlenmektedir. Buna gore immunreaktivite, 2/3 Ust stromal bolgede yodun olarak tespit
edilmigtir. A-100X ve B-400X magnifikasyon.
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Figur 28. Kontrol grubuna ait MMP-2 ekspresyonunu goésteren fotomikrograf. A,200X;
B,400X magnifikasyon.

Figur 29. NGF grubuna ait MMP-9 ekspresyonunu gdsteren fotomikrograf. A-200X ve B-
400X magnifikasyon.
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Figur 30. Saglikh kornea grubuna ait MMP-9 ekspresyonunu gosteren fotomikrograf.

A,200X; B,400X magnifikasyon.

Figur 31. KGF grubuna ait MMP-9 ekspresyonunu gdsteren fotomikrograf. A-200X ve B-
400X magnifikasyon. MMP-9 ekpsresyonunun oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile
kahverenginde gdzlemlenmektedir. Buna goére, MMM-9 pozitif alanlar bazal epitel
hdcrelerinde gorulmektedir. A-200X ve B-400X magnifikasyon.
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Figur 32. Kontrol grubuna ait MMP-9 ekspresyonunu goésteren fotomikrograf. MMP-9

ekpsresyonunun  oldugu alanlar DAB (diaminobenzidin) ile  kahverenginde
g6zlemlenmektedir. Buna gdre immdinreaktivite, 2/3 Ust stromal bdlgede yogun olarak tespit
edilmistir. A-100X ve B-400X magnifikasyon.
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9. TARTISMA KLINIiK VE HISTOLOJiK BULGULAR

Kornea epiteli kimyasal, termal ve mekanik travmalara ¢ok duyarli olup okiiler travmalarin beste
birini kimyasal travmalar olusturmaktadir. Kimyasal travmalar icerisinde alkali maddelerin insaat
sanayinde ve temizlik maddelerinin igeriginde bulunmasi sebebiyle asidik madde ile yaralanmaya
oranla daha sik karsilasilmaktadir. Alkali yanik travmasinin, glinlimiizde gelistirilen tedavi
yontemlerine ragmen korneada yarattig1 yikici siire¢ sebebiyle tedavi yonetimi oftalmoloji hekimleri
icin zorlayici olmaya devam etmektedir. Korneal sinir rejenerasyonunu uyaran, epitel iyilesmesinin
hizlandiran molekiillerin gelistirilmesi, kesfedilmesi bu hastaligin klinik yonetimini ve sonuglarini

lyilestirecektir.

Bagaril yara iyilesmesi hiicre gogii, hiicre proliferasyonu ve doku sekillenmesi dahil olmak iizere
bir dizi komponent igerir.!>® Bu siirecin en kritik asamasi hasarli dokuya koordineli olarak salinan
biiytime faktdrlerinin ve sitokinlerin hiicre go¢ii ve proliferasyonunu yonlendirmesidir. Bu nedenle,

biiylime faktorii aracili iletisim, korneal yara iyilesmesi i¢in 6nemlidir.'?3

Kgf-2 hasar sonrasi yaralanmaya cevap olarak salinir ve epitelyal hiicrelerde biiylimeyi,

proliferasyonu ve farklilagmayi tetikler.!'*

Bir diger biiyiime faktori olan sinir bilylime faktorii TrkA reseptoriine baglanarak etki etmekte
olup korneada travma sonrasi TrkA sentezi olur'?® ve hasar sonrasi korneada NGF seviyesinde bir

artig olur.%’

Kornea epiteli korneanin fonksiyonunu yerine getirmesinde ve biitlinliglinii korunmasinda
onemli bir rol oynar ve kimysal, termal ve mekanik hasara oldukca hassastir. Yara iyilesmesini
desteklemede reepitelizasyonun hizlandirilmasi énemli bir adimdir.!?® Son ¢alismalarda, alkali yanik
sonrasi ilk haftada epitel hasarinin daha az oldugu gozlerde inflamasyon ve neovaskiilarizasyonun

daha az oldugu gosterilmistir.'*!

Calismamizda hem 7. giin hem de 14. giin yapilan muayenelerde epitel defekti biiytkligi
acisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu ve bu farki olusturan sebebin kontrol
grubuna gore hem KGF-2 grubunun hem de NGF grubunun epitelyal yara iyilesmesinin daha iyi
olmasi oldugu goriildii. Histolojik preperatlarda kontrol grubunda korneal epitelin biiyilik hasar aldig,
re-epitelizasyonun gercgeklestigi bolgelerde yer yer hiperplazik epitel hiicrelerine rastlandigi goriildi.
Takiplerdeki tiim vizitlerde epitel hasar1 acisindan KGF-2 ve NGF gruplari arasinda klinik bulgularda

istatistiksel anlaml1 bir fark yokken, histolojik preperatlara baktigimizda klinik sonuglara paralel
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olarak KGF grubunda kontrol grubuna gore epitelyal onarimin arttig1, morfolojik diizelmenin daha
fazla oldugu, NGF tedavisi alan grupta ise epitelizasyonun saglikli kornea ile benzer seviyeye geldigi
goriildi. Literatiirdeki caligmalara baktigimizda, ¢esitli yara modelleri tizerinde denenen KGF’nin
korneal epitelyal hiicre proliferasyonunu indiikledigini ve epitelyal hasarin iyilesme hizini arttirdigini
gosteren ¢aligmalar mevcuttur, '8 H9123.124131 Calismamizdaki bir diger tedavi ilacimiz olan
NGF'nin korneal norotrofik iilseri olan hastalarda topikal uygulamasinin herhangi bir lokal veya
sistemik yan etki olmaksizin kornea duyarliliginin restorasyonunu indiikledigi ve epitel iyilesmesini
destekledigi yakin zamanda gosterilmistir.!%%!32 Bu baglamda ¢alismamizin sonuglari da yapilan
diger ¢aligmalarla ayn1 dogrultuda olup hem KGF-2’nin hem de NGF’nin topikal uygulamasinin
reepitelizasyonu hizlandirmada ve travma sonrasi saglikli kornea morfolojisine yaklasmada etkili
oldugu goriilmiis olup klinik degerlendirme sonucunda aralarinda istatistiksel agidan fark olmasa da

histopatolojik olarak NGF grubunda bir miktar daha iyi bir iyilesme oldugu gézlemlenmistir.

Santral kornea kalinligi agisindan c¢alismamizda klinik verilerin sonuglarina gore tekrarlanan
ol¢timlerde gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir degisim saptanmadi ancak gruplarin 2. ve 3. hafta
ortalama Olclimlerine bakildiginda kontrol grubunun SKK ortalamasimin diger gruplardan fazla
oldugu en diigilk SKK ortalamasinin ise KGF-2 grubunda oldugu goriildii. Histolojik preperatlarda
da kontrol grubunda siddetli ddemle birlikte korneann kalinlasarak onduleli/dalgali bir yap1
kazandig1, KGF grubunda kontrol grubuna gore morfolojik diizelmenin daha fazla oldugu, NGF

tedavisi alan grupta ise 6demin hi¢ yok denecek kadar aza indigi goriildi.

Saglikli kornea avaskiiler yapidadir ve bu 6zellik net gorebilmek igin biiyiik 6nem tagimaktadir.!33
Kornea neovaskiilarizasyonu ve opaklasma siddetli alkali yanik travmasi sonrast korliiglin en sik
nedenidir. 3

Giincel farmakolojik tedavide sikga kullanilan kortikosteroidlerin!3>136

, glokom, katarakt ve kornea
incelmesi gibi 6nemli yan etkileri bulunmaktadir.!3” Steroidler ayn1 zamanda epitel iyilesmesini
geciktirdigi i¢in akut donemde verilmesini kisitlamaktadir. Tedaviye ragmen neovaskiilarizasyon,

odem, lipid birikimi ve skar gelisimi izlenebilmektedir.

Calismamizda korneal vaskiilarizasyonun 7. giin olusmaya basladigin1 ancak gruplar arasindaki
istatistiksel anlaml farkin 14. giin olustugu goriildi. NGF grubu ve KGF-2 gruplar arasinda tiim
vizitlerde korneal vaskiilarizasyon biiyiikliigii a¢isindan anlamli bir fark olmayip, 14. giin gruplar
arasindaki farki olusturan, kontrol grubunun NGF grubuna gore daha fazla korneal vaskiilarizasyon
gostermesiydi ve bu durum histolojik preperatlarda da gosterildi. KGF-2 grubu korneal

vaskiilarizasyon biiyiikliigii a¢isindan en diisiik yiizdeye sahip olsa da bu durum kontrol grubuyla
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arasinda istatistiSe anlamli olarak yansimadi. Histopatolojik preperatlarda kontrol grubunda
stromanin vaskiilarizasyonu ile birlikte 16kositik infiltrasyonunun ve hemorojinin arttig1, stromal
Odemin siddetli oldugu ve bu 6deme bagh olarak kollajen lifler arasindaki baglarin zayiflayarak
ayrismalarin olustugu, fibroblast morfoloji ve dagiliminin bozuldugu goézlemlenmistir. KGF-2
grubunda ise 6demin azaldig1, ancak bir miktar vaskiilarizasyonun subepitelyal olarak devam ettigi
goriilmiistiir. NGF grubunda vaskiilarizasyonun oldukg¢a azalmasiyla birlite hem hemoroji hem de

16kositik infiltrasyon ortadan kalkmuigtir.

Opasite biiyilikliik ylizdeleri degerlendirildiginde 2. ve 3. vizitte tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii. Bu fark: 2. vizitte, NGF grubunun kontrol grubuna
gore, 3. vizitte ise hem KGF-2 hem de NGF grubunun kontrol grubuna gore opasite biiytikliigiindeki
iyilesmenin daha fazla olmasindan kaynaklandigi goriildii. KGF-2 ve NGF gruplar arasinda
tekrarlayan Slgiimlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriildii. Grupigi karsilastirmada
kontrol grubunun opasite biiylikliiglinlin tekrarlayan 6l¢iimlerde azaldig1 ancak dl¢limler arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig: goriiliirken, NGF grubunda 14. giin ve 1.giin arasinda
anlamli bir azalma oldugu, KGF-2 grubunda hem 7. hem de 14. giin yapilan 6l¢timlerde 1. giine gore

istatistiksel olarak anlamli azalma olustugu goriildii.

Matriks metalloproteinazlar (MMP), laminin, fibronektin ve kollajen gibi hiicre dis1 matriks
proteinlerini bozan hiicre dig1 bir endoproteinaz ailesidir.'*® Insan korneasinda, epitel, stromal ve
notrofil  hiicrelerinden ~ MMP  sentezi  gergeklesmektedir.!**  MMP-2’nin  kornea
neovaskiilarizasyonunda tretiminin arttigi tespit edilmistir.!*® MMP-9 jelatinaz/tip-4 kollajenaz
grubunun bir liyesidir ve normalde de saglikli kornea epitelinden bir miktar salmabilmektedir.!*!
Matriks metalloproteinazlar kornea ylizeyinde epitelyal bazal membran bilesenleri ve siki baglanti
proteinlerinin parcalanmasinda merkezi bir Oneme sahiptirler.'¥*'* Caligmamizda gruplar
birbirleriyle karsilastirildiginda kontrol grubunun MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun saglikli
korneaya gore anlamli bir farkla fazla oldugu goriiliirken, KGF-2, NGF ve saglikli kornea gruplarinin
birbirleriyle aralarinda istatistiksel anlamli fark olmadigi goriildi. Calismamizda elde ettigimiz
sonuclar gosteriyor ki hem KGF-2 hem de NGF tedavisi korneadan MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunu anlamli 6lciide baskilamaktadir. NGF grubunun korneadan MMP-2 ve MMP-9

ekspresyonunu ¢ok daha basarili sekilde engelledigi goriilmiistiir.

Transforming growth faktor-B’nin genel olarak epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve 16kositlerin
biiylimesini engelledigi ve fibroblast tiretimini uyardigi kabul edilmektedir.!* Transforming growth

faktoriin epitelden stromaya salgilanmasi ve gézyasinda iiretimi stromal hiicrelerde cogalma ve goge
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neden olur. TGF-B’nin enflamasyon odagina fibroblast, monosit ve makrofajlar1 cekme 6zelligi de
vardir.'*¢ Gruplara ait TGF-beta immiinreaktivitesi incelendiginde, kontrol grubunda, saglikli kornea
grubuna gore anlamli bir artis gézlemlenirken, her iki tedavi grubu ve saglikli kornea grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

10. SONUCLAR

Korneal alkali yaralanmalar oftalmolojik acillerden olup, alkali madde, dokularda olusturdugu
sabunlagma etkisiyle korneadan daha derine penetre olabilmekte, tim on segment yapilarini
etkileyerek iris, pupil, lens anormallikleri, gézici basing sorunlar1 gibi pekg¢ok probleme yol agarak
yaralanmaya maruz kalan gézde ciddi hasara sebebiyet verebilmektedir. Bu hasari en aza indirgemek
ve nihai sonucu en olumlu yonde yonetmek adina uygulanan tedavinin hizi ve niteligi oldukga
onemlidir. Tedavi siireci, olusan inflamasyonun kontroliinii, iyilesmenin hizlandirilmasini ve sekel
ve komplikasyonlarin yonetimini igeren disiplinli ve kapsamli bir yaklagimi gerektirmektedir. Tiim
okiiler travmalarin yaklasik %20’sini olusturan okiiler kimyasal hasarlar azzimsanmayacak siklikta
olup, oftalmoloji hekimini zorlu bir tedavi yonetimiyle kars1 karsiya birakmaktadir. Ozellikle ¢alisma
hayatindaki gen¢ yas grubunun etkilendigi bu yaralanma tipinde bugiine kadar uygulanan, etkinligi
kanitlanmis tedavi modalitelerinin yaninda, alkali yaralanmanin gdézde biraktigi kalici hasarla
miicadele adina, yeni ilave tedavilere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu baglamda, giinlimiizde deneysel
olarak korneal alkali yanik modelleri olusturulmakta ve bu ¢aligmalarda korneal lezyonlarin iyilesme
stireleri, korneal saydamligin saglanmasi, vaskularizasyonun onlenmesi veya geriletilmesi lizerine
odaklanilmaktadir. Glintimiizde farkli tedaviler, alkali yaniklara bagli olusan komplikasyonlarin

sagaltiminda denenmektedir.

Calismamizdaki verilere gore, epitelyal hasarda iyilesme her iki tedavi grubunda kontrol grubuna
gore ilk haftadan itibaren daha hizli baglamis olup neovaskiilarizayon, opasite, stromal 6dem ve
inflamasyon yogunlugunun da yine NGF ve KGF-2 grubunda kontrol grubuna gére daha az oldugu

klinik verilerde ve histotoljik preperatlarla gosterilmistir.

Mevcut sonuglar birlikte ele alindiginda, digsaridan uygulanan sinir biiytime faktorii ve keratinosit
biiytime faktorii tedavisinin korneal epitelyal hiicre biiylimesine olan katkisi, korneal opaiste lizerine
geriletici etkisi ve travma ile indiiklenmis neovaskiilarizasyonu inhibe edici etkisi, bu iki biiylime

faktoriinii alkali yaralanmalarda terapdtik bir segenek haline getirebilir.
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11. OZET

Amag: Keratinosit biiyiime faktorii- 2 (KGF-2) ve sinir bilylime faktorii (NGF) isimli iki biiyiime

faktoriinlin korneal alkali yaniklarinda klinik ve histolojik etkilerini incelemek

Method: Alkali yanik modelinin olusturulmasinin ardindan 24 adet tavsan, kontrol grubu, KGF-2
grubu ve NGF grubu olmak {lizere 3 gruba boliindii. Epitelyal yara iyilesmesi, opasite ve
neovaskiilarizasyon gibi klinik parametreler, hasar sonrasi 1., 7. ve 14. giinlerde incelendi. Histolojik
parametreler olarak hematoksilen / eozin (H&E) ve Masson trichrome boyali korneal preperatlar
incelendi. Matriks mettalloproteinaz-2 (MMP-2), MMP-9 ve doniistiiriicii biiylime faktorii beta

(TGF-B) immiinohistokimyasal analiz yontemiyle incelendi.

Bulgular: Hasar sonrasi 14. giinde epitel defektinin, KGF-2 {9.9% [standart sapma (sd), + 6,8]} ve
NGF [13.5% (sd, = 6.2)] gruplarinda, kontrol [26% (sd, + 9.8)] grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir farkla daha az oldugu goriildii (p = 0.004). Gruplar arasinda santral korneal kalinliklar
acisindan istatistiksel anlamli farklilik goriilmedi (p = 0.288). Hasar sonrasi 14. gilinde opasite
bliytikliigii KGF-2 [34.2% (sd, = 7.4)] grubunda ve NGF [34.1% (sd,  3.1)] grubunda kontrol [41.2%
(sd, = 3.2)] grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farkla daha az oldugu goriildii (p=0,019). 14.
giindeki vaskiilarizasyon biiyiikligii degerlendirmesinde, NGF [1.4% (IQR, 0.02%—4.1%)]
grubunun, kontrol [13% (IQR, 5.3%—42.4%)] grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farkla daha
az vaskiilarize oldugu goriildii. Histolojik incelemede kontrol grubuyla tedavi gruplari arasinda
stromal 6dem ve inflamasyon agisindan istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (p<0.05). Epitel
defekti biiyiikliigiiniin ve vaskiilarizasyonun histolojik degerlendirmesinde kontrol grubu ve NGF
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0.05). MMP-2, MMP-9 ve TGF-B
immiinreaktivitesi incelendiginde, kontrol grubunda NGF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

bir artig oldugu goriildii (p<0.05).
Sonug¢: KGF-2 ve NGF tedavisi korneal alkali yaniklarda, reepitelizasyonu saglamada, inflamasyonu

ve neovaskiilarizasyonu azaltmada umut verici bir yardimcei tedavi yontemidir.

Anahtar kelimeler : korneal alkali yanik, tavsan, keratinosit biiytime faktorti, sinir biiytime faktorii
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12. ABSTRACT

Purpose: To investigate clinically and histologically examining the effects of keratinocyte growth

factor-2 (KGF-2) and nerve growth factor (NGF) treatments in corneal alkali burns.

Materials and Methods: After establishment of an alkali burn model, 24 rabbits were divided into
three groups: control group, KGF-2 group, and NGF group. Clinical parameters such as epithelial
healing, opacification and neovascularization were evaluated on the 1st, 7th and 14th days after
injury. Histological parameters were examined in hematoxylin / eosin and Masson trichrome stained
corneal sections. Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), MMP-9 and transforming growth factor-beta

(TGF-B) immunohistochemical analysis methods were examined.

Results: On the 14th day after the injury, epithelial defect of KGF-2 {9.9% [standard deviation (sd),
+ 6.8]} and NGF [13.5% (sd, + 6.2)] groups were significantly lower than the control [26% (sd, £+
9.8)] group (P =0.004). No significant difference was detected between the groups in terms of central
corneal thickness (P = 0.288). On the 14th day after the injury, opacity size of KGF-2 [34.2% (sd, +
7.4)] and NGF [34.1% (sd, £ 3.1)] groups were significantly lower than the control [41.2% (sd, +
3.2)] group. In the assessment of vascularization size on day 14, the NGF {1.4% [interquartile range
(IQR), 0.02% —4.1%)]} group was found to be less vascularized with a statistically significant
difference than the control [13% (IQR, 5.3% —42.4%)] group. In histological examination; There was
a statistically significant difference between control group and treatment groups for stromal edema
and inflammation (p<0.05). In histological examination, there was a statistically significant difference
between the control group and the treatment groups in terms of stromal edema and inflammation
(p<0.05). There was a statistically significant difference between the control group and NGF in the
histological evaluation of epithelial defect size and vascularization (p<0.05). When MMP-2, MMP-9
and TGF-p immunoreactivity was examined, a statistically significant increase was observed in the

control group compared to the NGF group (p<0.05).
Conclusion: KGF-2 and NGF therapy is a promising adjunct treatment method in corneal alkali burn,

providing reepithelization, reducing inflammation and neovascularization.

Keywords: corneal alkali burn, rabbit, keratinocyte growth factor, nerve growth factor
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