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ARASTIRMA

Sigir Amniyotik Sivisinin Tavsanlardaki Deneysel Kornea
Defektlerinin lyilegsmesi Uzerine Etkilerinin Histopatolojik
Degerlendirmesi "

Bu calismada korneada deneysel olarak olusturulan defektlerin iyilesmesi Gzerine sidir amniyotik
sivisinin etkinligini belilemek amaglandi. Calismada 14 adet Yeni Zelanda irki tavsan kullanildi.
Kornealarinda 3 mm ¢apinda tam kat epitel defekti olusturulan tavsanlar rastgele iki gruba ayrildi.
Amniyon grubuna (AS), glinde 3 kez 3 damla amniyon sivisi uygulanirken; kontrol grubundaki (KG)
tavsanlara ginde 3 kez 3 damla serum fizyolojik uygulandi. Calisma sonunda dekapite edilerek
Otenazi edilen tavsanlarin defekt olusturulan sol gozleri ve sadlam sag gozleri uygun kosullarda
alinarak histopatolojik olarak incelendi. Calismada AS grubundaki tavsanlarda neovaskdlarizasyon
ve yangisal infiltrasyon hucrelerinin varligi agisinda KG grubuna gore istatistiksel ydonden anlamli
farkliliklar elde edildi. Sonug olarak sidir amniyotik sivisinin korneal defektlerin sadaltiminda
uygulanabilir bir tedavi segenegdi oldugu kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Kornea, defekt, neovaskiilarizasyon, histopatoloji, yangi

Histopathological Evaluation of the Effects of Bovine Amniotic Fluid on the
Healing of Experimental Corneal Defects in Rabbits

In this study, it was aimed to determine the efficacy of bovine amniotic fluid on healing of
experimentally created defects in the cornea. 14 New Zealand rabbits were used in the study. The
rabbits with 3mm diameter full thickness epithelial defects in their cornea were randomly divided
into two groups. While 3 drops of amniotic fluid was applied to the amnion group (AS) 3 times a
day, 3 drops of saline solution was applied to the rabbits in the control group (KG) 3 times a day. At
the end of the study, defected left eyes and intact right eyes of rabbits that were decapitated and
euthanized were taken under appropriate conditions and examined histopathologically. In the
study, significant differences were found in the rabbits in the AS group in terms of
neovascularization and the presence of inflammatory infiltration cells compared to the KG group.
As a result, it was concluded that the bovine amniotic fluid is a viable treatment option in the
treatment of corneal defects.

Key Words: Cornea, defect, neovascularization, histopathology, inflammation

Girig

Kornea, tunika fibroza bulbinin en 6nemli dokusudur. Korneanin en énemli gorevi,
g6ze gelen 1s1g1 kirarak goérintl olugsmasi sirasinda yeterli miktarda kaliteli 1s1gin géze
girmesini saglamaktir. Korneanin diger bir iglevi ise, olumsuz ¢evresel kosullara kargi
goziin etkilenmesini engellemektir. Yapisinda kan ve lenf damarlari bulunmayan kornea
dokusu duyu sinirleri ve agr reseptorleri bakimindan olduk¢a zengindir. Bu yapisi
korneanin saydamliginin korunmasina yardimci olmaktadir (1-3).

Kornea eliptik yapiya sahip bir doku olup, ¢cogunlukla yatay ¢api dikey ¢apina gére
daha buyuktir. Kedi, kdpek ve tavsanlarda bu iki ¢gapin birbirine yakin olmasi korneanin
bu turlerde yuvarlaga daha yakin olmasina neden olmaktadir (3, 4). Korneanin kalinlig
ise turlere gore farkhlik géstermekle beraber 1 mm daha azdir. Ortalama 0.5-0.8 mm
arasinda degisen kornea kalinligi tavsanlarda 0.37 mm civarindadir (2, 5-8).

Korneanin etrafini gevreleyen ve sklera ile birlestigi yerdeki gukur yapiya limbus
ad verilir. Yapisinda kan damarlari bulunmayan kornea dis tarafta gézyasi tabakasi, i¢
tarafta 6n kamaradaki humor aqueous ve periferde limbus korneadaki kan
damarlarindan difflizyon ile beslenir. Korneanin yapisinda damar olmamasina ragmen
korneadaki yangisal durumlarda limbusta bulunan kan damarlari korneaya invaze
olurlar. Buna korneal vaskilarizasyon adi verilir (5, 8-10).

Kornea, distan ice dogru epitel katmani, lamina limitans anterior, stroma katmani,
lamina limitans posterior ve endotel katmani olarak bes histolojik katmandan olusur (2,
3, 6, 11). Korneadaki defektler ise lezyonlarin derinligine gore; epitelyal defekt, on
stromal defekt, derin stromal defekt ve endotelle beraber tim katlarin defekti olmak
Uzere doérde ayrilir (12, 13). Korneada olusan epitelyal defektlerde lezyonlu bdélgenin
etrafindaki saglam epitel huicrelerinin migrasyonu ile lezyon kapatilmaya ¢alisilir.

* Bu calisma, Firat Universitesi Rektorliigii, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince
(FUBAP) desteklenmistir (Proje No: VF.18.03).
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Migrasyon ile beraber epitel dokuda mitozisde
sekillenerek ¢ok katli epitelium tamamlanir (8, 9, 12, 14).
lyilesen defektli kornea epiteli normal korneal epitelden
daha incedir. Ancak gerceklesen mitotik hicre
bélinmesiyle bu ince epitel normal kalinhga ulagir.
Kornea epitelinin yerine gelen konjunktival epithelium,
birkag hafta ile birka¢ ay icinde normal korneal
epitheliumun morfolojik yapisini kazanir (9).

Amniyotik sivi temel olarak su ve elektrolitierden
olusmakla birlikte %1-2’lik kismi da organik maddeler,
inorganik tuzlar ve fetustan dokiilen epitel hiicrelerden
olugur. Organik bilesiklerin yarisi protein diger yarisi da
karbonhidrat, yag, enzim, hormon ve pigmentlerden
ibarettir (15-18). AS baskin blyime faktorleri olan,
epidermal growth faktér (EGF), fibroblast growth
faktérler (FGF), insiilin like growth faktérler (IGF) igerir
(29).

ilk defa 1940 yilinda Rotth ve arkadaslari amniyotik
membrani konjunktival defektlerde kullanmigtir. Daha
sonraki yillarda korneal epitel lizerinde reepitelizasyon,
inflamatuar cevap ve skar olusumu Uzerine olumlu etkiler
goOsterdigi anlagilan amniyotik membran ve sivinin
korneal lezyonlarda kullanimi populer hale gelmistir (20,
21). Ayrica amniyotik membran ve sivi icermis olduklar
sitokinler, antiinflamatuar ve antianjiogenik proteinlerle
okiler hasari sinirlamada etkili bilesenlerdir (22).

Yapilan bu calismada da deneysel olarak korneal
defekt olusturulan tavsanlarda amniyon sivisinin
terapotik etkisi KG grubu ve saglikh korneal dokudaki
histopatolojik parametrelerle karsilastirilarak
degerlendirilmigtir.

Gereg ve Yontem

Hayvan Materyali: Bu deneysel galismada Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden temin
edilen, 4-5 aylik 14 adet, Yeni Zelanda tavsani kullanildi.
Calismaya baglamadan 6nce Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 03.05.2017 tarih ve
199767 sayili onay! alindi. Calisma siresince tavsanlar
6zel laboratuvar kosullarinda (24+3 ° C %40-60 nem, 12
saat karanlik 12 saat aydinlik) ve 06zel bdlmeler
icerisinde tutuldular. Beslenmesi standart palet yem
kullanilarak yapildi.

Amniyon Sivisinin Elde Edilmesi: Saglikli gebe
ineklerde sezaryen operasyonu esnasinda steril
sartlarda  toplanan amniyon  sivisl kullanildi.
Bakteriyolojik muayeneleri yapilan amniyon sivilari 2000
devirde 15 dakika siireyle santrifiij edildi. Ustte kalan ve
supernatant kismi alindi ve steril tiiplere konularak -20
® C'de muhafaza edildi. Kullanima baglamadan 1 gun
once +4 ° C'de bekletilen amniyon sivisi uygulamada
kullanildi (16, 17, 23, 24).

Anestezi protokolii: Anestezi icin 4 mg/kg
dozunda ksilazin hidroklorir (Rompun 23.32 mg/mL,
Bayer) kas ici enjekte edildikten 10 dakika sonra 50
mg/kg dozunda ketamin hidrokloriir (Ketalar 50 mg/ml,
Parke-Davis) kas i¢i yolla uygulandi.
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Kornea Defekt Modelinin  Olusturulmasi:
Tavsanlar anesteziye alindiktan sonra, defekt
olusturulacak sol go6zde asepsi-antisepsi saglandi.
Korneada defekt olusturulmadan 10 dk 6nce %0.5'lik
proparakain  (Alcain) damlatilarak lokal anestezi

saglandi. Standart korneal epitel defektin sinirlari 3 mm
capindaki pun¢ trepan ile belirlendi (Sekil 1). Epitel
tabaka bu sinirdan tam kat olarak kazinarak diizglin
kenarli yuvarlak epitel defekt olusturuldu (Sekil 2).

Sekil 1. Kornea defekt alaninin pung trepan ile
olusturulmasi

i . ]

Sekil 2. Kornea tam kat epitel defektin olusturulmasi

Gruplarin Olusturulmasi: Epitel defekt
olusturulduktan sonra tavsanlar rastgele her grupta 7
tavsan olacak sekilde 2 esit gruba ayrildi ve
uygulamalara ayni giin baslandi. I. gruptaki tavsanlar AS
grubu olarak belirlendi. Bu gruptaki tavsanlara (n=7)
glinde 3 kez 3’er damla olacak sekilde amniyon sivisi
damlatildi. 1l. gruptaki tavsanlar ise KG grubu olarak
secildiler. Bu gruptaki tavsanlara (n=7) ise giinde 3 kez
3’er damla serum fizyolojik damlatildi. Her iki gruptaki
uygulamaya da 20 giin boyunca devam edildi.

Postoperatif = Bakim: Tavsanlar, gruplarin
olusturulmasindan sonra Ugerli ve dérderli olmak Uzere
Ozel bélmelere konularak, gunlik olarak palet yem ve su
verilmeye devam edildi. Her iki gruptaki hayvanlara da
postoperatif antibiyotik uygulamasi yapilmadi.
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Mikroskopik Degerlendirme: Histopatolojik
degerlendirmelerin yapilmasi amaciyla tavsanlar 20.
glinde anestezi altinda dekapite edildi. Defekt
olugturulan sol godzlerin ve saghkli olan sag goézlerin
kornealari alind1.

Histopatolojik Yontem: Alinan kornea ornekleri
%10’ luk noétral formalinde tespit edildi. Yikama
isleminden sonra rutin alkol-ksilol serilerinden gegirilen
dokular parafin bloklara gomuldi. Bloklardan 5
kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen-Eosin ile

boyandi. Degerlendirmede, her  6rnegin 1sik
mikroskobunda x20’lik blylUtmedeki rastgele (g
alanindaki olusumlar incelendi. Mikroskobik

degerlendirmede yeni damar olusumu, yangisal hucre
infiltrasyonu ve 6dem olusumu Tablo 1'de belirtildigi gibi
degerlendirildi.

Tablo 1. Histopatolojik bulgularin skorlamasi

Sigir Amniyotik Sivisinin Tavsanlardaki Deneysel Kornea ...

Skor Hiicre infiltrasyonu ve Neovaskiilarizasyon
Odem

0 Yok Yok

il Hafif 0-3 damar

2 Orta 3-8 damar

3 Siddetli 8 > damar

istatistiksel Analiz: statistiksel degerlendirme igin
SPSS (22.0 versiyonu) kullanildi. Gruplar arasindaki
ortalama farkhliklar karsilastirmak igin Kruskal-Wallis
testi, iki grup arasindaki farkhklari karsilastirmak igin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Veriler ortalama =+
standart hata olarak sunuldu. Istatistiksel 6nemlilik
P<0.05 oldugunda kabul edildi (25).

Bulgular

Klinik Bulgular: Korneal defektin
olusturuimasindan hemen sonra hem AS grubundaki
tavsanlarda hem de KG grubundaki tavsanlarda epifora,
blefarospazm ve fotofobi ile birlikte siddetli derecede
konjunktivit, skleral damarlagsma ve Uglnci g6z kapagi
lzerinde damarlagsmalar tespit edildi. Calismanin
ilerleyen dénemlerinde bu klinik bulgular AS grubundaki
tavsanlarda hizla diizelirken, KG grubundaki tavsanlarda
cesitli derecelerdeki siddetlerde tim klinik bulgularin
devam ettigi gordldi. Calismanin  sonunda AS
grubundaki tavsanlarin sadece (¢ tanesinde hafif skleral
damarlagsma tespit edilmesine ragmen; KG grubundaki
tavsanlar blefarospazm, konjunktivitis, skleral
damarlagma ve Uglinci g6z kapagindaki
damarlagmalarin devam ettigi géruldu.

Histopatolojik Bulgular: Neovaskularizasyon ve
yangisal hicre infiltrasyonu agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (Tablo 2).
Yangisal hucre tiplerine bakildiginda, AS grubundaki
tavsanlarda yangisal hiicrelerin lenfoplazmositer agirlikh
oldugu, KG grubundaki yangisal hiicrelerin ise notrofil
agirlikh oldugu ve erozyonun devam ettigi belirlendi
(Sekil 3, 4, 5). KG ve AS grubunda édem acisinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark tespit edilemedi (Tablo
2).

Subat 2021

Sekil 3. Saglikli korneanin (sag g6z) histolojik gérinimi
(H-E)

(okbasi) ve orta dizeyde lenfoplazmositer agirlkli
yangisal hucre infiltrasyonu (*) (H-E)

Sekil 5. Kontrol grubunda orta diizeyde yeni damar
olusumu (okbast), siddetli dizeyde notrofil

lenfoplazmositer agirlikli yangisal hicre infiltrasyonu (*)
ve erozyon (ok) (H-E)
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Tablo 2. Histopatolojik 6lgim degerlerinin istatistiksel
analizi

Sigir Amniyotik Sivisinin Tavsanlardaki Deneysel Kornea ...

Grup Yeni damar  Yangisal hiicre Odem
olusumu infiltrasyonu

Saglikl kornea  0.28+0.18° 0.14+0.14°¢ 0.00+0.00°

Amniyon 1.57+0.29° 2.71+0.18?2 2.00+0.212

Kontrol 2.57+0.292 2.00+0.21° 2.14+0.142

a boc Ayni sltundaki farkli harfler gruplar arasi farklihg
gbstermektedir (P<0.05)

Tartisma

Korneanin ylzeyinden defektlere sebep olan
hastaliklar kornea dokusunun saydam, pigmentsiz,
damar ve hucreden yoksun olan yapisini bozarak
gbrusin kismen ya da tamamen kaybolmasina sebep
olabilmektedir. Korneada bulanikliga sebep olan bu
durumlarda korneanin saydamhgini saglamak icin cesitli
cerrahi teknikler kullaniimaktadir. Tam kat korneal
defektlerin sagaltiminda penetran kornea
transplantasyonlar tercih edilir. Korneal Ulser, korneal
neoplazma, korneal dermoid gibi tam kat olmayan
korneal defektlerin sagaltiminda ise kornea konjunktival
transpozisyonu, kornea skleral transpozisyonu, tguncu
g6z kapagi grefti, amniyotik membran uygulamalari,
korneal doku yapistiricilari ve limbal kdék hicre
transplantasyonlarinin tercih edildigi bilinmektedir (9, 10,
26, 27). Yapillan bu arastirmada ise, tavsanlarda
deneysel olarak olusturulan kornea epitel defekt
amniyon sivisi ile sagaltiminin histopatolojik sonuglari
degerlendirildi. Bu amagla AS grubundaki hayvanlara
gunde 3 kez ucer damla olmak Uzere amniyon sivisi
damlatildi.

Kornea epitelindeki  defektlerin iyilesmesinde
g6zyasinin etkisinin  6nemli olmasi oftalmologlarin
benzer igerikli biyolojik Uriinleri kornea defektlerinde
kullanmaya yoénlendirmistir. Anne sutl, kan Urtnleri
(serum gibi), amniyotik membran ve amniyon sivisi gibi
gbzyasi temel bilesenlerinin gogunu igeren bu urlnler
aktif molekiillerin konsantrasyonu ve cesitliligi agisindan
farkhhklar gostermektedirler (28-33). Fareler (izerinde
yapilan bir galismada (34), organ kdiltiriinde olusturulan
korneal epitel defektleri (zerinde fetal inek serumu,
insan amniyon sivisi ve at amniyon sivisinin etkinliklerini
arastirmislardir. Korneal defektlerin kapanma hiz
agisindan fetal inek serumu kullanilan grup ile KG grubu
arasinda bir farklilik olmamasina ragmen, insan amniyon
sivisi ve at amniyon sivisi kullanilan gruplarin KG
grubuna goére epitelizasyon hizlarinin daha fazla
oldugunu tespit ettiklerini bildirmiglerdir. Yine farelerde

Kaynaklar

1. Taner D. Fonksiyonel Néroanatomi. Il. Baski, Ankara:
Metu Press, 1999.

2. Gelatt KN. Essentials of Veterinary Ophthalmology. Third
Edition, London: Wiley Blackwell, 2014.

3.  Samuelson DA. Veterinary Ophthalmology. Ophthalmic
Anatomy. Oxford, UK: Blackwell Publishing Ltd, 1991.
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olusturulan kuru g6z sendromu Uzerine farkh
konsantrasyonlardaki (%20-50-100) amniyon sivisinin
topikal uygulamalarinin  etkinliginin arastirildigr  bir
calismada (35), gbzyas! Uretimi, korneal boyanma ve
goblet hiicre sayisinin  amniyon sivisi  kullanilan
gruplarda KG grubuna gdére daha ustiin oldugunu tespit
ettiklerini  bildirmislerdir. Yine farkli konsantrasyonlar
arasinda istatistiksel olarak bir farkhhk tespit
edememelerine ragmen; %50 ve %100
konsantrasyonlardaki gruplarda gb6zyag! Uretimi ve
korneal boyanma acgisindan %20 konsantrasyondaki
gruba gore Ustlin olduklarini tespit etmiglerdir. Yapilan
bu g¢alismada ise, gebe ineklerden sezeryan operasyonu
sirasinda steril sartlarda toplanan saglikli amniyon sivisi
sulandiriimadan kullanildi. Yapilan klinik muayenelerde
calismanin ilk gind iki gruptaki tim tavsanlarda
blefarospazm ile birlikte fotofobi ve cesitli siddetlerde
konjunktivitis, skleral damarlasma ile birlikte Gglinci géz
kapaginda damarlagmalar tespit edildi. Tedavinin son
gininde AS grubundaki tavsanlarda klinik bulgular
ortadan kalkerken sadece Ug¢ tavsanda hafif dizeyde
skleral damarlasma oldugu tespit edildi. KG grubundaki
tavsanlarda ise cgesitli siddetlerde konjunktivitis, skleral
damarlagma ve Uguincu g6z kapagdindaki damarlagsmalar
ile blefarospazm ve fotofobi bulgularinin devam ettigi
tespit edildi. Yapilan histopatolojik incelemelerde ise,
gruplar arasinda yeni damar olusumu ve yangisal hiicre
infiltrasyon acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilk tespit edildi. Yangisal hiicre tiplerine
bakildiginda, AS grubundaki tavsanlarda yangisal
hicrelerin  lenfoplazmositer  agirhkh  oldugu, KG
grubundaki yangisal hucrelerin ise noétrofil agirlikli
oldugu ve erozyonun devam ettidi belirlendi. KG ve AS
grubunda 6dem agisinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilemedi.

Sonug olarak; deneklerin 20 gunlik klinik gézlem
ve histopatolojik bulgulari g6z 6nine alindiginda,
korneal defektlerin tedavisinde kullanilan amniyon
sivisinin  KG grubuna goére gerek klinik bulgular
yoniinden gerekse histopatolojik bulgular yodninden
olumlu yoénde etkili oldugu tespit edildi. Ayni zamanda
daha hizli bir iyilesme yaninda gorisu engellemeyecek
daha saydam bir korneal iyilesme saglandigi
belirlenmistir. Butlin bu veriler 1s1§ginda yapilan calisma
amniyon sivisinin korneal defektlerde uygulanabilir bir
tedavi segenegi oldugu kanisina varildi. Ancak yapilacak
daha kapsamli ve uzun sureli g¢alismalar amniyon
sivisinin  kullanim konstrasyonu, dozu, sliresi veya
beraber kullanilacak ilaglarin belirlenmesi agisindan
6nem arz etmektedir.

4. Delmonte DW, Kim T. Anatomy and physiology of the
cornea. J Cataract Refract Surg 2011; 37: 588-598.

5. Maggs DJ, Miller P, Ofri R. Slatter's Fundamentals of
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