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ARASTIRMA

Kuru Goz Fare Modelinde Sigir Amniyotik Sivisinin Terapotik
Etkisinin Bazi Klinik ve Histopatolojik Parametreler
Yoniinden Degerlendirilmesi

Bu calismada, kuru g6z (KG) fare modelinde sigir amniyotik sivisinin (SAS) 4 farkh
konsantrasyonunun terapétik etkisinin bazi klinik ve histopatolojik parametreler yoninden
arastinimasi amaglandi. Calismanin materyalini rastgele ve esit sayida 6 gruba ayrilan 60 adet
BALB/c irki disi fare olusturdu. Kontrol grubu hari¢ diger 5 grubu olusturan deneklerin her iki
gozine KG modeli olusturmak amaciyla 14 giin siireyle giinde 2 defa %0.2’lik BEK (benzalkonyum
klorid)’den 5 pL damlatildi. 15 ile 30. glnler arasinda ise Il. gruba (KG grubu) %0.9'luk izotonik
serum fizyolojik, 1ll. gruba %20 SAS, IV. gruba %35 SAS, V. gruba %50 SAS, VI. gruba ise
%100’lik SAS’tan glinde 3 defa 5 pL damlatildi. Tim gruplar, ¢calisma boyunca géz kirpma sayisi
ve konjunktival goblet hiicre sayisi; ¢calisma sonunda ise histopatolojik olarak korneal epitelyal
kalinlik, korneal damarlasma ve yangisal hiicre sayisi parametreleri yoninden degerlendirildi.
Calisma sonunda en etkili sonuglar, géz kirpma sayisi igin %35, %50 ve %100 SAS, konjunktival
goblet hiicre sayisi igin %35 SAS gruplarinda alindi. KG grubu deneklerin korneal epitelyal
tabakalarinin kontrol grubuna gére belirgin sekilde inceldigi, korneal damarlasma ve yangisal hiicre
sayillarinin ise arttigi saptandi. Bu parametrelere goére en etkili sonuglar %35 ve %50 SAS
gruplarinda alindi. Bu sonuglar, SAS’In orta ve yiiksek konsantrasyonlarinin KG’nin klinik ve
hucresel belirtileri Gzerine faydal etkileri oldugunu goéstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kuru géz, tedavi, sigir amniyotik sivisi, fare

Evaluation of the Therapeutic Effect of Bovine Amniotic Fluid in Dry Eye Mouse
Model in Terms of Some Clinical and Histopathological Parameters

In this study, we aimed to investigate the therapeutic effect of 4 different concentrations of bovine
amniotic fluid (BAF) in a dry eye (DE) mouse model in terms of some clinical and histological
parameters. The material of the study consisted of 60 BALB/c female mice that were randomly
divided into 6 groups with equal numbers. In both eyes of the other 5 groups except the control
were instilled 5 yL 0.2% BAC BAC (benzalkonium chloride),, twice a day for 14 days in order to
form a DE model. Between 15th and 30th days, group 2 (DE group) received 5 uL 0.9% isotonic
saline, group 3 20% BAF, group 4 35% BAF, group 5 50% BAF and group 6 100% BAF, three
times a day. All groups were evaluated regarding blink rate and conjunctival goblet cell count
during the study. Corneal epithelial thickness, corneal vascularization and inflammatory cells count
were assessed by histopathological examination in all groups at the end of study. At the end of the
study, the most effective results were obtained in 35%, 50% and 100% BAF for the blink rate; and
in 35% BAF groups for conjunctival goblet cell count. It was determined that the corneal epithelial
layers of the DE group subjects were significantly thinner and corneal vascularization and
inflammatory cell count were increased. According to these parameters, the most effective results
were obtained in 35% and 50% BAF groups. These results suggest that moderate and high
concentrations of BAF have beneficial effects on clinical and cellular symptoms of DE.

Key Words: Dry eye, treatment, bovine amniotic fluid, mice

Girig

Lakrimal bezler, kornea, konjunktiva, g6z kapaklari, meibomian bezleri, okiler
sinirler ve goblet hicreleriyle birlikte lakrimal fonksiyonel Unitenin temel yapi taslarindan
biri olan prekorneal gbzyas:! filmi (PGF), icte musin, ortada akéz, dista ise lipid
tabakadan olusmaktadir (1, 2). Bu tabakalarda meydana gelen kalitatif veya kantitatif
yetersizliklerin, gézyasi osmolaritesini arttirarak, okuler ylizeyde hasar olusturabilecegi,
bu durumun da yangisal sureci tetikleyerek kuru goz (KG) adi verilen kronik seyirli ve
multifaktoriyel bir hastaliga neden olabilecegi belirtimektedir (3, 4). KG'nin glincel tedavi
stratejileri, hastaligin klinik belirtilerini elemine etmekten ziyade bu belirtilerin
olusmasina zemin hazirlayan ve hastaligin patogenezisinde anahtar rol oynayan
g6zyasi hiperosmolaritesi ve yangi gibi faktorleri ortadan kaldirmaya ve bu sayede
PGF’nin stabilizasyonunu yeniden saglamaya ydneliktir (5, 6). Son dénemlerde yapilan
klinik ve deneysel calismalarda, piyasadaki antiinflamatuar ajanlara alternatif olmasi
amaciyla igerik bakimindan dogal gdzyasina benzer karakterde olan, herhangi bir

" Bu calisma Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 1160927
proje numarasi ile TUBITAK 3001 Baslangi¢ Ar-Ge Projesi olarak desteklenmistir.
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kimyasal ve katki maddesi icermeyen otolog ve umblikal
kord serum ile insan amniyotik sivisi gibi biyolojik
sivilarin KG'deki terapétik etkileri arastinimaktadir (7, 8,
9). Bunlardan otolog ve umblikal kord serumun progresif
KG vakalarinda sitolojik ve Kklinik belirtiler yoninden
iyilestirici etkiler gosterdigi rapor edilmesine ragmen (2,
8, 10), elde edilis sekilleri ile saklanma kosullarindaki
zorluklarin kullanim alanini kisitladigr da bildirilmistir (9).
Bir diger biyolojik sivi olan insan amniyon sivisinin,
korneal epitelyumun korunmasinda, PGF’nin
stabilizasyonunda (11) ve yangisal sitokin Uretiminin
baskilanmasinda (12, 13) pozitif etkileri olan birgok
blyume faktoru ile antiinflamatuar 6zellikteki hyaluronik
asit (HA) bakimindan zengin (14, 15) bir icerige sahip
oldugu belirtiimektedir. Bir KG modeli ¢alismasinda (7),
insan amniyon sivisinin yapay gdzyas! preparatlarina ve
insan serumuna gore korneal fluorescein boyanma ve
goblet hicre dansitesi yonunden daha iyi sonuglar
verdigi rapor edilmistir. Benzer modelin kullanildidi bir
baska galismada (9) ise insan amniyon sivisinin orta ve
yuksek konsantrasyonlarinin 2 hafta iginde korneal
fluorescein boyanma skorunu azalttigi ve gozyasi Uretim
miktarini arttirdidi, 4 haftanin sonunda ise goblet hiicre
dansitesinde  énemli artislar meydana  getirdigi
saptanmistir.  Belirtilen  biyolojik  sivilarla  icerik
bakimindan benzer karakterde olan ve onlara gére daha
ucuz olup, kolay temin edilebilen sigir amniyotik sivinin
(SAS), akut korneal alkali yaniklarin tedavisinde
denendigi ve oftalmoloji alaninda alternatif bir terapétik
ajan olabilecegi belirtimesine (16) ragmen KG'deki
terapotik etkisinin arastinldigi bir calisma
bulunmamaktadir.

Mevcut galismanin amaci, farelerde benzalkonyum
klorid (BEK) kullanilarak olusturulan kuru g6z modelinde,
SAS’In 4 farkli konsantrasyonunun terapotik etkilerini
klinik olarak g6z kirpma ve konjunktival goblet hicre
sayisl, histopatolojik olarak ise korneal epitelyal kalinlik,
korneal damarlasma ve yangisal hiicre sayisi gibi
parametreler yoniinden arastirmaktir.

Gereg ve Yontem

Calismada materyal olarak yaslan 6-8 hafta
arasinda degisen, ortalama agirliklari 18-20 g olan 60
adet BALB/c irki disi fare kullanimistir. Calisma
suresince denekler, ortam sicakhigi 24°C+1°C, relatif
nemi %60+%10, aydinlk-karanlk siklusu 12 saat
aydinlik — 12 saat karanlhk seklinde olan, ses ve diger
cevresel faktorlerden izole edilmis odada tutulmustur.
Deneklerin yem ve su alimlarinda herhangi bir
kisitlamaya gidilmemistir. Bu calisma, Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (Toplanti sayisi:
2016/4, Karar No: 34) onayl alindiktan sonra Firat
Universitesi Deneysel  Arastirmalar  Merkezinde
gerceklestirilmigtir.

Klinik ve oftalmolojik muayenelerden gegcirilen ve
saghkli olduklari belilenen 60 denek, rasgele ve esit
sayida 6 gruba ayrnilmistir (n=10x6 grup). . grup,
herhangi bir ajan uygulamasinin yapilmadigi kontrol
grubunu olusturmustur. Geri kalan 5 grubu olusturan tim
deneklerin  her iki gézine KG modeli olusturmak
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amaciyla 14 gun sureyle %0.2’lik benzalkonyum klorid
(BEK) soliisyonundan giinde 2 kez (sabah 09:00 ve
aksam 21:00) 5 pL damlatilmistir. Bu gruplardan ilkine
(KG grubu, Il. grup) ikinci 15 gunlik sureyi kapsayan
terapétik ajan uygulamasi asamasinda ginde 3 kez
(sabah 09:00, 6gleden sonra 15:00, aksam 21:00)
sadece %0.9'luk izotonik serum fizyolojik (SF), kalan 4
grubu olusturan deneklere 15 gln sureyle ginde 3 kez
ve ayni zaman diliminde, lll. gruba %20’lik SAS, IV.
gruba %35’lik SAS, V. gruba %50’lik SAS ve VI. gruba
%100’10k SAS’tan 5 uL damlatiimistir.

SAS, gebe olan saglkli bir inekten sezaryen
operasyonu esnasinda steril kosullarda temin edilmistir.
Sivi 15 dakika boyunca 3000 rpmde santriflij edildikten
sonra galismaya baslayana kadar —20°C’de saklanmigtir.
Calisma silresince bakteriyel kontaminasyon riskine
karsi 4°C'de muhafaza edilmistir (16, 17). SAS'In %20,
%35 ve %50'lik dilisyonlari izotonik serum fizyolojik ile
yapimigtir.

Klinik ~ Parametrik  Testler: Tim  gruplar,
¢alismanin basinda (0. giin) ve KG olusumundan sonra
15., 18., 22., 25., 28. ve 30. ginlerde birer defa olmak
Uzere toplamda 7 kez ve ayni zaman diliminde (saat
13:00-15:00 arasinda) sirasiyla géz kirpma sayisi ve
impresyon sitolojisi (konjunktival goblet hiicre sayisi)
testleri yénunden degerlendiriimistir. Ayrica calisma
boyunca deneklerde muhtemel okiller degisiklikler
(fotofobi, gbzyasi akintisi, konjunktival kizariklik,
konjunktivitis, keratitis) ve diger anormal durumlar
dlzenli olarak kaydedilmistir.

Go6z Kirpma Sayisinin Olgiimii: Iki arastirmaci
tarafindan es zamanh olarak deneklerin her iki
g6zindeki kirpma sayilari 30 saniye sureyle sayilmistir.
Bu slre sonunda iki arastirmacinin verilerinin ortalamasi
alinarak kaydedilmistir (7, 9, 18). Go6z kirpmanin
izlenmesi esnasinda arastirmacilarin ani hareketlerden
kacinmalarina, ortamda deneklerin dikkatini cekecek ve
g6z kirpma sayilarini etkileyebilecek herhangi bir
uygulama yapiilmamasina dikkat edilmistir.

impresyon Sitolojisi Testi (Konjunktival Goblet
Hiicre Sayisi Testi): Bu teknikte doku o&rnekleri,
deneklerin  her iki g6zinin inferior konjunktival
fornikslerine yerlestirilen 0.45 pym por c¢apina sahip
nitroselliloz filtre kagitlariyla (Nitrocellulose/Filter Paper
Sandwich, invitrogen, USA) alindi. Filtre kagitlari uygun
boyutlarda kesildikten sonra 2-3 saniye boyunca
belirtilen bodlgeye hafif bir sekilde bastirihp ylzey
epitelyumuna tamamen yapistiktan sonra kaldinidi.
Alinan ornekler, iginde %95’lik etanolden 1 mL olan 1.5
mL’lik ependorf tlplerine konuldu ve en az 10 dakika
boyunca bu solisyonda bekletildi. Filtre kagitlari 5
dakika sureyle distile su banyosunda, buradan 3-5
dakika boyunca %0.5’lik periyodik asit solisyonunda,
sonra S’er dakika surelerle sirasiyla distile su, Schiff,
musluk suyu banyolarinda bekletildi. Hematoksilen
solisyonunda 1 dakika sureyle bekletilen kagitlar, akar
vaziyetteki musluk suyunda durulandi. Asid alkol
solisyonuna 1 kez hizli bir sekilde daldirilan érnekler
birka¢ kez musluk suyu banyosundan gegirilip 1 dakika
sureyle %95'lik etanol, absolut etanol ve ksilol



Cilt : 33, Sayi: 1

solusyonlarina daldinidi. Son olarak 6rnekler entallen
yapistiricisi kullanilarak lam ile lamel arasina tespit
edildi. Hazirlanan preparatlardan 20x objektif altinda
rastgele segilen 4 alandan goblet hiicreleri sayildi ve iki
gbézden elde edilen verilerin ortalamasi alinarak
kaydedildi (18).

Histopatolojik incelemeler: Calismanin sonunda
tim denekler 6tenazi edilerek gozler, konjunktivalar ve
lakrimal bezler diseke edildikten sonra %10’luk tamponlu
formaldehitte tespit edilerek dorso-ventral pozisyonda
optik sinire yakin olarak kesildi. Rutin islemlerden
gegcirilerek parafin bloklar hazirlandi. Bloklardan 3-5 p
kalinliginda hazirlanan kesitler, hematoksilen-eosin ve
Periodik Asit Shift (PAS) yontemiyle boyanarak isik
mikroskobunda incelendi. Histopatolojik
degerlendirmede, 40x objektifte morfometrik olarak
korneal epiteli kalinhdi, her bir korneadaki damar sayisi
ve herbir korneadaki yangisal hiicrelerin sayisi saptandi.

istatistiksel Analiz: Calismada érmeklem sayisi,
etki buyukligu 0.50 ile alfa hata 0.05 ve %80 gugcte
G*Power paket programi (Versiyon 3.1.9.2) yardimi ile
toplamda 60 sican (n=10; 6 grup) olacak sekilde
belirlendi (19, 20). Verilerin degerlendiriimesinde SPSS
istatistik paket programi (IBM SPSS Versiyon 22.0)
kullanilmigtir (21). Veriler icin parametrik testlerin 6n
sartlarindan varyanslarin homojenligi “Levene” testi ile
kontrol edilirken, normallik varsayimina ise “Shapiro-
Wilk” testi ile bakildi. Gruplar arasi farkhliklar belirlemek
icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve gruplarin ikili
karsilastirmalarinda post-hoc analizi olarak “Tukey” testi
kullanildi. Gruplarin élgim zamanina goére degisimlerinin
incelenmesinde Genel Lineer Model (GLM)
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prosediriinde tekrarli oOlgiimler “Repeated Measures”
yontemi kullanildi. Olgiim zamanina goére degisimin
belilenmesinde Mauchly’'nin kuresellik testi “Mauchly’s
Test of Sphericity” yontemi kullanildi. Kuresellik
varsayiminin ~ saglanmadigi  durumlar igin  ise
Greenhouse-Geisser, Huynh-Feldt ve Lower Bound
testleri dikkate alindi. Grup igi 6lgiim zamanlarinin ikili
karsilastinimalarinda Bagimli Ornek t-testi “Paired
Samples—t” kullanildi. Veriler, gruplar igin ortalama ve
standart hata olarak sunuldu. Istatistiksel anlamlilik
dizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

KG Modelinin Degerlendirilmesi: G6z kirpma
sayisi ve impresyon sitolojisi testlerine goére; KG
grubunun baglangi¢c délcimu ortalamalarinin 14 gunlik
BEK uygulanmasindan sonraki ilk 6lgim zamaninda (15.
glin) belirgin bir sekilde azaldigi (P<0.05, Sekil 1) ve bu
Olcim zamanindan galisma sonuna kadar anlamli bir
degisiklik géstermedigi (P>0.05) saptandi (Tablo 1, 2).
Kontrol grubu deneklerin  belirtilen  parametreler
acisindan tim Olgim zamanlarinda anlamh degisiklikler
gOstermedigi (P>0.05), kontrol grubu hari¢ diger tim
gruplarin baglangi¢ 6lcimua ortalamalari ile 15. ginde
elde edilen ortalamalari arasindaki farkin istatistiki
acgidan anlamli oldugu belirlendi (P<0.05, Tablo 1, 2).
Histopatolojik incelemede KG grubu deneklerin korneal
epitelyal kalinhiginin kontrol grubu ile karsilagtiriidiginda
belirgin sekilde inceldigi (Tablo 3, Sekil 2), korneal
damarlagsma ile yangisal hiicre sayisinin ise arttigi
saptandi (P<0.05, Tablo 3, Sekil 3).

Tablo 1. G6z kirpma sayisi test verilerinin grup ve 6lgim zamanlarina gore istatistiki analizi

Olgiim Zamanlan

Gruplar Baslangig*  15. giin 18. giin 22. giin 25. giin 28. giin 30. giin ---P---
(30 saniye) (30 saniye) (30saniye) (30 saniye) (30 saniye) (30 saniye) (30 saniye)

Kontrol 5.44+0.53 5.94+0.58° 5.89+0.65°  5.28+0.62°  5.78+0.44% 5.89+0.78° 5.28+0.44*  0.065
KG 5.55+0.37% 2.45+0.37%° 2.20+0.54%° 2.10+0.52°  2.30+0.48%"  2.20+0.48% 2.05+0.55°  0.0001
%20 SAS 5.95+0.55" 2.30+0.35°%° 2.35+0.53°°° 2.30+0.35°°" 2.20+0.48°° = 2.65+0.34%  2.40+0.21°% 0.0001
%35 SAS 5.65+0.53" 2.25+0.63®" 3.30+0.54™ 3.75+0.35%°  4.10+0.52%°  4.55+0.28"°  4.55+0.28°™  0.001
%50 SAS 5.55+0.50" 2.10+0.39%" 2.70+0.54™ 3.25+0.63"° 3.80+0.67°  4.15+0.47°™  4.90+0.57°®  0.0001
%100 SAS  5.70+0.75" 2.10+0.46™ 2.60+0.57°° 2.75+0.49%" 3.35+0.47™  3.80+0.54%°  4.20+0.35°°  0.001
P 0.430 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

a-e: Ayni sutunda farkl harfleri iceren gruplar arasinda fark vardir (P<0.05), ANOVA- Posthoc, Tukey testi uygulanmistir. A-E: Ayni

satirda farkli harfleri iceren gruplar arasinda fark vardir (P<0.05).

Gruplar igin zamana gore deg@isim Mauchly’nin kiresellik analizi (Mauchly’s Test of Sphericity) yontemiyle belirlenmistir. Kiresellik
varsayiminin saglanamadigi durumlarda Greenhouse-Geisser, Huynh-Feldt ve Lower Bound testleri kullaniimistir. Grup i¢i zamanlar
arasl degisimlerin karsilastirimasinda bagimli 6rnek t—testi (Paired Samples—t) uygulanmistir (P<0.05). *Calismanin baslangi¢ 6lgim
degerleri (baseline). Veriler gruplar igin ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur.
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Tablo 2. impresyon sitolojisi test verilerinin grup ve élgiim zamanlarina gére istatistiki analizi

Olgiim Zamanlan

Gruplar P
Basglangi¢*® 15. Giin 18. Giin 22. Giin 25. Giin 28. Giin 30. Giin

Kontrol 27.00£3.06 25.67+1.66°  25.78+2.98%  26.72+2.75%°  26.11£1.52°  26.72+1.97%  26.44+2.08% 0.845
KG 27.45£1.95"  11.15+1.90°°°  11.10£1.54°°  11.60+2.075%° 11.50+1.67%°¢ 12.45+1.305°¢ 12.90+1.41%¢ 0.0001
%20 SAS  24.90+1.70"  12.50+1.655  14.85+1.27°°  17.504+1.39°°  19.90+1.07%°  19.85:0.88%° 19.90+1.07°° 0.0001
%35SAS  27.55+1.74%  12.45:1.80™  16.50+1.39%°  22.85+1.89%°  23.05+1.38%°  23.25+1.16%° 23.50+1.29°° 0.0001
%50 SAS  28.00£2.01%  11.55£1.62%°  15.75+1.38™° 20.75£1.485°™° 20.70+0.86°  20.25:0.82°° 21.40+0.84%° 0.0001
%100 SAS  27.00£2.69"  12.50+2.09™  15.80+1.53°®  19.80£1.40°  19.75+0.68°%°  20.20£1.36%° 20.30x0.92°° 0.0001
P 0.051 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

a-e: Ayni sutunda farkl harfleri igeren gruplar arasinda fark vardir (P<0.05), ANOVA- Posthoc, Tukey testi uygulanmigtir.
A-E: Ayni satirda farkh harfleri igeren gruplar arasinda fark vardir (P<0.05).

Gruplar igin zamana goére degisim Mauchly’nin kuresellik analizi (Mauchly’s Test of Sphericity) yontemiyle belirlenmistir. Kuresellik
varsayiminin saglanamadigi durumlarda Greenhouse-Geisser, Huynh-Feldt ve Lower Bound testleri kullaniimistir.

Grup i¢i zamanlar arasi degisimlerin karsilastirimasinda bagimli érnek t—testi (Paired Samples—t) uygulanmistir (P<0.05). *Calismanin
baslangig 6lgim degerleri (baseline). Veriler gruplar igin ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur.

Tablo 3. Tum gruplarin korneal epitelyal kalinlik, korneal damarlasma ve yangisal hiicre sayilarinin istatistiksel
degerlendirmesi

Gruplar Korneal epitelyal kalinlik (p) Korneal damarlagma sayisi Yangisal hiicre sayisi
Kontrol grubu 39.96%1.40° 0.00£0.00° 0.67+0.67%

KG grubu 24.77+2.42" 21.20+2.93° 17.56+3.69°
%20 SAS 21.06+1.71° 13.50+2.38%" 15.00£5.43°

%35 SAS 33.76+13.62% 2.50+1.82° 3.600.96"

%50 SAS 31.33£3.62%° 3.30+1.25° 7.40+2.21°
%100 SAS 25.68+3,14" 5.80+£1.67™ 10.22+1.06°
-P-- 0.001 0.0001 0.0001

a-c: Ayni sltunda farkli harfleri iceren gruplar arasinda fark vardir (P<0.05), ANOVA- Posthoc, Tukey testi uygulanmistir. Veriler
gruplar igin ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur.

%20 SAS

%35 SAS %50 SAé

%100 SAS

Sekil 2. Calisma sonunda tim gruplardan rasgele
secilen bir denedin korneal epitelyal kalinliklarinin
histopatolojik kesit fotograflari (Oklar: Kalinlk araliklari).
KG grubu denegin korneal epitelyal kalinliginin diger
gruplara gore belirgin sekilde inceldigi gorulmektedir
(P<0.05).

Sekil 1. KG grubundaki bir denegin impresyon sitolojik
kesit gorintist (Oklar: Konjunktival goblet hicreleri, 50

pum).

40



Cilt : 33, Sayi: 1

Go6z Kirpma Sayisinin Olgiimii: Bu teste gére
galismanin  baslangic  Olgiimlerinde tim  gruplar
arasindaki farkin istatistiksel agidan 6énemsiz (Tablo 1);
diger 6lcim zamanlarinda ise 6énemli oldugu (P<0.001,
Tablo 1) belirlendi. 14 ginlik BEK uygulamasindan
sonraki ilk dlgim zamani olan 15. glinde kontrol grubu
ile diger tim gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan
onemli (P<0.05, Tablo 1), dider gruplarin kendi
aralarindaki 6lgim ortalamalari arasindaki farkin ise
6nemsiz oldugu kaydedildi (Tablo 1). Calismanin son
6lgim zamani olan 30. glinde tedavi gruplari iginde g6z
kirpma sayisi ortalamasinin en ylksek oldugu grup %50
SAS’tir. Bu grubu sirasiyla %35 SAS, %100 SAS ve
%20 SAS gruplari takip etmektedir. %50 SAS grubu,
%35 SAS harig (P>0.05, Tablo 1) diger tim gruplardan
istatistiki acidan anlaml farklar gosterdi (P<0.05, Tablo
1). Tedavi gruplarn icinde en dusik ortalamanin
olclldigu %20 SAS grubu ile tim tedavi gruplar
arasindaki farklar ise énemli bulundu (P<0.05, Tablo 1).

impresyon Sitolojisi Testi (Konjunktival Goblet
Hiicre Sayisi Testi): Bu parametreye gore galismanin
baslangic Olgiminde tim gruplarin ortalamalari
arasindaki fark istatistiki agidan énemsiz (Tablo 2), diger
O6lgim zamanlarinda ise o6nemli (P<0.001, Tablo 2)
olarak kaydedildi. BEK uygulandiktan sonraki ilk élgim
zamani olan 15. ginde kontrol grubu ile diger tum
gruplarin ortalamalari arasindaki fark anlamli (P<0.05,
Tablo 2), diger gruplarin kendi aralarindaki farklar ise
anlamsiz bulundu (P>0.05, Tablo 2). Calismanin son
6lcim zamani olan 30. gunde tedavi gruplari i¢cinde en
yuksek konjunktival goblet hiicre sayisi ortalamasi diger
tim gruplardan farkh olarak % 35 SAS grubunda 6lguldi
(Sekil 4). Bu grubu, aralarinda istatistiki agidan fark
bulunmayan %20, %50 ve %100 SAS gruplari takip etti.

Histopatolojik Parametreler: Calisma sonunda
tim gruplar korneal epitelyal kalinhk parametresine gére
degerlendirildiginde, kontrol grubu deneklerin kalinlik
ortalamasinin %35 SAS ve %50 SAS hari¢ diger tim
gruplardan anlamli sekilde farkli oldugu (P<0.05) g6ze
carpmaktadir. %20 SAS, %100 SAS ve KG gruplarinin
korneal epitelyal kalinhk ortalamalarinin kontrol, %35
SAS ve %50 SAS gruplarina gore belirgin sekilde
inceldigi saptandi (Tablo 3, Sekil 2).

Korneal damarlasma sayisi parametresine gore,
kontrol grubu denekler ile %35 SAS, %50 SAS ve %100
SAS gruplarinin  damarlasma sayisi ortalamalari
arasindaki farkin istatistiki ac¢idan anlamli olmadigi
belirlendi (P>0.05, Tablo 3). En fazla damarlasmanin KG
ile %20 SAS gruplarinda tespit edildigi ve aralarindaki
farkin bu agidan anlamli olmadigi saptandi (Tablo 3,
Sekil 3).

Yangisal hiicre sayisi parametresine gore, kontrol
grubu ortalamasinin diger tim gruplardan belirgin
sekilde az ve istatistiki agcidan anlamli oldugu bulundu
(P<0.05, Tablo 3). %35 SAS ve %50 SAS gruplarinin
istatistiki olarak anlamh bir fark goéstermedigi (P>0.05,
Tablo 3) ve kontrol grubundan sonra en az yangisal
hlicre sayisina sahip olan gruplar oldugu belirlendi. En
dislk yangisal hiicre sayisina sahip olan KG, %100
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SAS ve %20 SAS gruplar arasindaki farklarin da yine
anlamli olmadigi belirlendi (P>0.05, Tablo 3).
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Sekil 3. Calisma sonunda KG grubu bir denegin korneal
damarlagma alanlarini gésteren bir kesit gorintt (Oklar:
Damarlagmalar, 20 ym).

<=

Sekil 4. %35 SAS grubundaki bir denegin impresyon
sitolojik kesit goriintist (Oklar: Konjunktival goblet
hacreleri, 50 pm)

Tartisma

Gegmisten glinimiize KG’nin patogenezisinde rol
oynayan birgok faktoriin ve farkli sagaltim segeneklerinin
arastinimasi amaciyla lakrimal sekrasyonun mekaniksel
(22, 23), hormonal (24), sinirsel (25, 26) ve evaporatif
(18, 27, 28) olarak inhibe edildigi ¢cok sayida hayvan
modeli arastirmalari yapilmistir. Xiong ve ark. (29) ile Lin
ve ark. (30); bu modellerin KG ile ilgili aydinlatici veriler
saglamasina ragmen, her birinin kendine 06zgi
ozelliklerinin ve sinirlamalarinin oldugunu, dolayisiyla
KG’nin etiyopatogenezisindeki karmasikligi ve hastaligin
kronik formunu tam olarak yansitamadiklarini ileri
surmuslerdir. Bu géristen yola ¢ikan ayni arastirmacilar,
oftalmik preparatlarin bilesimine katilan BEK gibi
kuvarterner amonyum prezervatiflerinin  uzun sureli
kullanildiklarinda PGF’nin  lipid fazini  degistirerek
epitelyal hicre hasarina neden oldugunu ve bu sayede
PGF stabilitesinin hizl  ve progresif bir sekilde
bozuldugunu belirterek, KG modellerinde BEK’i
kullanmiglardir. Tavsanlarda %0.1lik BEK'i 14 gln
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sureyle ginde 2 kez topikal olarak uygulayan Xiong ve
ark. (29), bu sure sonunda deneklerde klinik olarak
KG’ye benzer belirtiler olustugunu saptamiglardir. Lin ve
ark. (30), BEK'in bu defa %0.2’lik sollisyonunu farelerde
7 gun sureyle glinde 2 kez topikal olarak uygulamiglar ve
Xiong ve ark. (29)nin elde ettidi klinik belirtilere ek
olarak deneklerin gbzyasi kinlma zamanlarinin
kisaldigini, okiler  dokularda  yangisal hicre
infiltrasyonunun arttigini ve konjunktival fornikslerinde
goblet hicre sayisinin azaldidini saptamislardir. BEK’in
okuler yuzeyde olusturdugu bu olumsuz etkilerden yola
¢ikan birgcok arastirmaci, son yillarda farkli hayvan
turlerini kullandiklari KG modeli ¢alismalarinda BEK’e
yonelmislerdir (31-33). Mevcut calismada KG modeli
olusturmak amaciyla deneklere topikal olarak 14 gin
streyle %0.2’lik BEK'den 5 pL uygulanmistir. Bu sure
sonunda yapilan klinik parametrik dlgimlerde (15. giin),
BEK uygulanmayan kontrol grubu hari¢ diger tim grup
deneklerin baslangi¢ dlgimlerine gdre gbéz kirpma ile
konjunktival goblet hiicre sayisi ortalamalarinin belirgin
bir sekilde azaldigi belirlenmis ve bu ortalamalarin KG
grubunda c¢alisma sonuna kadar belli bir seviyede
devam etti§i g6zlenmistir. Histopatolojik  verilere
bakildiginda, diger tim gruplardan farkli olarak KG
grubunun korneal epitelyal tabakasinin inceldigi, korneal
damarlagma ile yangisal hiicre sayisinin anlamli sekilde
yuksek oldudu gérilmektedir. Tim bu parametreler
birlikte degerlendirildiginde, BEK’in deneklerde birgok
arastirmacinin da belirttigi gibi (29-32) hem klinik hem de
hicresel dizeyde KG'ye benzer bir etki olusturdugu
sonucu gikmaktadir.

Prekorneal gézyasi filminin okiler ylzeye diizgln
bir sekilde yayllmasinda, lipid tabakanin yeterli dizeyde
salgilanmasinda ve yabanci cisimlerin temizlenmesinde
glcli ve hizh g6z kirpma refleksinin énemine dikkat
cekilmistir (34, 35). PGF’nin lipid katmanindaki
incelmelerin gbzyasinin asir buharlasmasina neden
olarak osmolaritesini arttirdi§i ve go6zyasi kiriima
zamanini kisalttigi belirtiimektedir. Okuler yizeydeki bu
degisikliklerin  KG’nin  patogenezisinde anahtar rol
oynadidi bilinmektedir (36). Mevcut calismada, BEK
uygulamasini takip eden ilk d6lcim zamani olan 15.
ginde kontrol grubu hari¢ diger tum gruplarin gbz
kirpma sayisi ortalamalarinin baglangi¢c dlgimiine gére
belirgin  bir gsekilde azaldi§i saptanmigtir. BEK
uygulanmayan kontrol grubu deneklerde ise baslangi¢
Olciminde 5.44+0.53 /dk. olarak kaydedilen g6z kirpma
sayisi ortalamasinin galisma boyunca tim Olgiim
zamanlarinda anlamh bir degisiklik gdstermedigi
g6rulmektedir. Bu veriler, g6z kirpma sayisi
parametresine gére BEK uygulanan tim gruplarda KG
modelinin amacina ulastiyini géstermektedir. Calisma
sonunda tedavi gruplarinin genel bir degerlendirilmesi
yapildiginda, en yiksek gbéz kirpma sayi ortalamasinin
%50 SAS grubunda Olguldigl, belirtilen parametre
yoniinden bu grup ile sadece %35 SAS grubu arasinda
istatistiki acidan  énemli  bir farkhhk olmadigi
belirlenmistir. ikinci en vyilkksek géz kirpma sayl
ortalamasina sahip olan %35 SAS grubunun ise %100
SAS grubu hari¢ diger tim gruplarin ortalamalarindan
belirgin sekilde farkh oldugu bulunmustur. Farelerde
Botulinum-B  toksini  kullanilarak  olusturulan KG
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modelinde farkli dozlardaki insan amniyon sivisinin
terapdtik etkileri karsilagtirilmis ve gruplar arasinda g6z
kiroma sayisi parametresine goére Onemli bir farklilik
saptanmamistir (9). Ayni modelin kullanildigi ve farkh
antiinflamatuar ajanlarin etkilerinin arastirildig diger iki
calismada da kontrol ve deney gruplari arasinda goz
kiroma  sayillari  yéninden anlamh  degisimler
saptanmamistir (37, 38). Bu sonuglar, BEK ile
olusturdugumuz KG modeli ile Botulinum-B toksini
kullanilarak olusturulan diger deneysel calismalar
arasinda belirtlen parametre yoninden farkhliklar
oldugunu gostermektedir. Xiong ve ark. (29), BEK'in
PGF’nin direkt olarak lipid ve musin tabakalarinda
bozulmaya yol actigini ve bdylelikle PGF’nin
stabilitesinin hizli ve progresif bir sekilde bozuldugunu
belirtirken, ana lakrimal beze enjekte edilen Botulinum-B
toksininin ise ak6z gbzyasi Uretim miktarinin azalmasina
neden olarak PGF’nin akdz katmanini bozdugu ve bu
sayede KG'nin akdz yetersizlik formunu yansittig
bildirilmistir (38). Bilindigi Uzere, bazi KG olgularinda
hastalia isaret eden klinik belirtiler bulunmasina
ragmen akbéz gbzyasi Uretim miktarlari  normal
cikabilmektedir  (39). Dolayisiyla KG olusturmak
amaciyla kullanilan modeller arasindaki farkhliklar,
hastaligin farkh formlarini yansitarak, calismanin klinik
parametrelerinde farkli sonuglarin alinmasina neden
olabilir. Mevcut calismada BEK uygulanan deney
gruplarinda gbéz kirpma sayisi ortalamasinin model
olustuktan sonraki ilk 6lgim zamani olan 15. ginde
belirgin bir sekilde dismesi, BEK'in gbzyasinin asiri
evaporasyonuna neden olup, PGF stabilitesini
bozmasina baglanabilir. %35, %50 ve %100 SAS grubu
deneklerin g6z kirpma sayilarinda calisma sonunda
g6zlenen belirgin artislar, SAS’'In orta ve yiksek
yogunluklarinin PGF’nin lipid katmani Gzerine pozitif etki
olusturabilecegdine isaret etmektedir. Nitekim g6z kirpma
sayisindaki artiglarin okuler yizeyde kurumaya bagh
gelisen korneal hasara karsi koruyucu bir etki
olusturdugu ve bu durumun PGF’nin stabilitesinin
devaminda 6nemli rol oynadigi belirtilimistir (40).

Prekorneal gb6zyasi filminin en i¢ katmani olan
musin tabaka, konjunktival goblet hicreleri tarafindan
uretiimektedir. insan ve hayvanlarda goblet hiicre
yogunlugundaki azalmalarin misin tabakanin yapisini ve
kalinligini  bozarak, okiler ylizey butinligine zarar
verdigi  bilinmektedir (26, 41). Goblet hicre
yogunlugundaki degisiklikler, PGF’nin stabilitesini direkt
olarak etkilediginden, gerek klinik gerekse deneysel KG
calismalarinda bu parametrenin ortaya konulmasi
hastaliyin ve seyrinin belirlenmesi agisindan &énemli
bulunmaktadir (42). BEK'in, lipid tabakayi bozup, musin
Uretiminde azalmalara yola acarak, PGF’nin
instabilitesine ve gdzyasinin asir buharlamasina neden
oldugu bildiriimistir (29, 43). Xiong ve ark. (29),
tavsanlarda KG olusturmak amaciyla %0.1’lik BEK’i
topikal olarak 14 gun sureyle kullanmiglar ve BEK'in
olgularda konjunktival goblet hiicre sayisini azalttigini
saptamislardir. Lin ve ark. (30) ise farelerde BEK’in bu
kez %0.2'lik dozunu 7 gin sureyle kullanmiglar ve bu
sure sonunda deneklerin konjunktival goblet hucre
sayisinda benzer  sekilde belirgin azalmalar
saptamiglardir. Ayni bulgular, Yang ve ark. (43)nin
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BALB/c ve C57BL/6 irki farelerde BEK ile olusturulan
karsilastirmali KG modeli galismasinda da alinmistir.
Mevcut calismada 14 gunlik BEK uygulamasindan
sonraki ilk 6lcim zamaninda kontrol grubu hari¢ diger
tim gruplarda impresyon sitolojisi parametresine gére
goblet hicre sayisinda istatistiki acidan Onemli
azalmalar belirlenmistir. Bu azalmalarin KG grubunda
¢alisma sonuna kadar anlamli bir degisiklik gdstermedidi
izlenmistir. BEK uygulamasi yapilmayan kontrol
grubunda ise baslangi¢ ile ¢calisma sonunda kaydedilen
ortalamalar arasindaki fark anlamsiz bulunmustur. Bu
veriler, %0.2’lik BEK’in 14 gin sureyle ginde 2 kez
topikal olarak uygulanmasinin deneklerde KG'nin klinik
belirtilerinden biri olan konjunktival goblet hucre
sayisinda belirgin azalmalara neden oldugunu
gOstermektedir. Model olustuktan sonraki asamada,
goblet hicre sayisinin tum tedavi gruplarinda arttidi,
galisma sonundaki en ylksek artisin ise %35 SAS
grubunda oldugu, %20, %50 ve %100 SAS gruplarindaki
artiglarin  ise istatistiki agidan anlamh  bir fark
g6stermedigi saptanmistir. Quinto ve ark. (7), Botulinum-
B toksini kullanarak olusturduklari KG modelinde, insan
amniyon sivisinin  deneklerin inferior ve superior
konjunktivalarindaki goblet hucrelerinin  yodunlugunda
artislara neden oldudunu kaydetmiglerdir. Model
galismalarinda %0.1’lik BEK’i 10 guin sureyle giinde 2
kez topikal olarak uygulayan ve konjunktival goblet hiicre
sayisini galisma sonunda yapmis olduklari PAS boyama
ile belirleyen Xiao ve ark. (31), amniyotik membran
ekstraktl ile tedavi edilen gruplarda, BEK uygulamasi
sonunda azalan goblet hiuicre sayisinda artis oldugunu
saptamiglardir. 3 farkli  konsantrasyondaki insan
amniyon sivisinin terapétik etkilerinin karsilastirildigi bir
baska KG modelinde de, deneklerin inferior ve superior
bulbar konjunktival dokularindaki goblet hiicre sayilarinin
tim tedavi gruplarinda arttigi  belirlenmistir  (9).
Arastirmacilar, insan amniyon sivisinin goblet hicre
sayisinda meydana getirdigi bu artiglarin, goblet
hlcrelerinin okuler ylzeyi koruyan ve yaglayan musin
tabakanin ana kaynagi olmasindan 6tirt  dnemli
oldugunu vurgulamiglardir. Calismamizda sigir amniyon
sivisinin tim konsantrasyonlarinin goblet hiicre sayisini
arttirmasi, SAS'In PGF stabilitesinin ve okuler yizey
saghginin korunmasina  pozitif  etki  yaptigini
gOstermektedir.

Lakrimal fonksiyonel Uniteyi olusturan yapilardan
biri olan kornea, okuler yuzey sagliginin devaminda
6nemli bir parcadir (1, 2). Korneal saydamlik ve optimal
g6rme fonksiyonu icin avaskdler bir korneanin énemine
dikkat cekilmistir (44). Korneal enfeksiyonlar, kimyasal
yaralanmalar, limbal kék hucre eksiklikleri gibi durumlar
ile yangisal kokenli hastaliklarin korneal damarlasma
sayisini arttirdigi belirtiimektedir (45). Mevcut ¢galismada
korneal damarlasma ve yangisal hiicre sayisi en disik
kontrol, en yiksek ise KG grubunda olgllmustir. Bu
sonuglar, 14 gunlik BEK uygulamasinin hem yangisal
hicre sayisini hem de buna bagl olarak korneal
damarlagmayi arttigini géstermektedir. Tedavi gruplari
icinde en dusuk korneal damarlasmanin ve yangisal
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hiicre sayisinin %35 ve %50 SAS gruplarinda 6lgiimesi
ise SAS’In orta yogunluklarinin yangisal slreci ve
korneal vaskilariteyi baskiladigina isaret etmektedir.
Korneadaki epitelyal hasar, bu katmanin morfolojik
acidan bozulmasina ve incelmesine neden olmaktadir
(46). Dolayisiyla korneal kalinhgin korunmasi, saglam bir
bariyer fonksiyonu ile saglkh bir endotele baglidir (47).
Korneal epitelyal kalinigin degerlendiriimesi, korneanin
durumu ve fizyolojisi hakkinda aydinlatici bilgiler
verdiginden gecmisten beri birgok KG g¢alismasinda
teshis metodlarindan biri olarak tercih edilmektedir (48-
51). Bu galismalarin bazilarinda KG'li hastalarin korneal
epitelyumlarinda belirgin bir degdisiklik olmadigi (48, 49)
bazilarinda ise saglikh bireylerle karsilastirildiginda
incelme saptandigi rapor edilmistir (50, 51). KG ile
korneal epitelyal kalinhk arasindaki iligki henidz tam
olarak aydinlatlamasa da gb6zyasi osmolaritesindeki
artis ve PGF evaporasyonunun korneal epitelyumda
incelmeye yol agabilecegi hakim bir goéris olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (47). Mevcut galismada korneal
epitelyal tabakanin en ince oldugu grup KG'dir. Bu
sonug, BEK'in okuler yuzeyin epitelyal hicre
membranina zarar verdigi gorislerini desteklemektedir
(29). Nitekim Lin ve ark. (30) de %0.2’lik BEK’in farelerin
korneal epitelyumunda incelmelere yol agtigini rapor
etmiglerdir. Tedavi gruplari icinde korneal epitelyal
tabakanin en kalin oldugu grubun %35 SAS oldugu
saptanmistir.  Galismanin diger parametrelerine de
bakildijinda %35 SAS grubunun en etkili sonuglar
veren gruplarin  baginda geldigi  gérilmektedir.
Multifaktériyel bir hastalik olarak tanimlanan KG'nin
tedavisinde bir ajana etkili diyebilmek igin bu faktorlerin
o6nemli bir kismini elemine etmesi ve patogenezisteki
kisir dénguyu kirmasi beklenmektedir. Bu acidan
degerlendirildiginde SAS’In %35’lik konsantrasyonunun
korneal epitelyal kalinhk dahil birgok yonden guglu etki
gOsterdigi gorilmektedir.

Calisma boyunca vyapilan klinik parametrik
Olcimlere goére 14 gunlik BEK uygulamasinin tiim
gruplarda gbéz kirpma ve konjunktival goblet hucre
sayisini azalttigi, calisma sonunda yapilan histopatolojik
degerlendirmede ise korneal epitelyal tabakay: incelttigi,
korneal damarlasma ve yangisal hicre sayilarini ise
belirgin sekilde arttirdigi saptanmigtir. Tedavi gruplar
icinde en etkili terapotik sonuglar, géz kirpma sayisina
gore %35, %50 ve %100 SAS; konjunktival goblet hiicre
sayisina gore %35 SAS; korneal damarlasma, yangisal
hiicre sayisi ve korneal epitelyal kalinlik parametrelerine
gbre ise %35 ve %50 SAS gruplarinda alinmigtir. Bu
verilerden hareketle BEK'in deneklerde KG’'deki klinik ve
hicresel belirtilere benzer etkiler olusturdugu, SAS’In
orta ve yiksek yogunluklarinin ise bu belirtiler tGzerine
pozitif etkiler gosterdigi sonucuna varilmigtir.
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