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OZET

Rat kornealarimin kornea saklama soliisyonunda zaman icerisindeki
degisiminin RAMAN spektrofotometrisi ile degerlendirilmesi

Dr. Burak Akbay

Kornea hastaliklarinin sebep oldugu goérme kayiplarinin tedavisinde kornea
nakli 6nemli bir tedavi yontemidir. Donérden alinan kornea dokularini saklamak
amaciyla gilinlimiize kadar bir¢ok yontem kullanilmistir. Giinlimiizde alinan kornea
dokusunu saklamak i¢in en yaygin kullanilan soliisyon Optisol’diir. Dondrden alinan
kornea dokular1 saklama soliisyonlar1 iginde 14 giine kadar ve 6zellikle ilk 7 giin
oldukga korunabilmektedir. Raman spektroskopisi lazer tabanli bir analiz teknigidir ve
Raman spektroskopisinde, biyolojik dokularin kimyasal ve biyofiziksel 6zellikleri
dokunun igine girilmeden belirlenmektedir. Raman spektroskopisi ornekler igin
herhangi bir hazirhiga ihtiyag olmaksizin, dokunun biyolojik igeriklerini ¢ok hizli bir
sekilde belirlemektedir ve her bilesen igin belli spektrumlar vermektedir. Non-invaziv
olarak canli hayvanlarda kullanilabilir. Raman spektroskopisinin son yillarda tipta
kullanimiyla ilgili calismalar yayginlasmaktadir. Calismamizda rat kornealarinin
kornea saklama soliisyonu Optisol i¢inde zaman igerisindeki degisiminin Raman
spektroskopisi ile incelenmesi amaglanmistir. Calismamizda 18 adet agirliklar: 200-
250 gr. arasinda degisen, li¢ aylik Rattus norvegicus tiirli Wistar cinsi yetiskin disi
sicanin 36 adet korneasi kullamilmstir. 1,2,3,7,8,9,12,13,14. giinlerde her giin 2 adet
sigan korneasi sterilizasyon alinda alinmistir. Alinan tiim kornealar, her soliisyon
kabinda 1 adet olacak sekilde konulup tiim soliisyonlar alindig1 giin, grup ve goziin
yoniine gore gruplandirilmistir, ayrica 12,13,14.giin alinanlar erken donem, 7,8,9.giin
alanlar orta donem, 12,13,14.giin alinanlar ge¢ donem olarak isimlendirilmistir.
Alinan kornealar +4°C’de Ol¢lim anina dek saklanmistir. 14.giin son korneanin
alimindan sonra alman kornealarin analizi Konya Necmettin Erbakan Universitesi
Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan Renishaw inVia
raman microscope cihazi ile yapilmistir. Tiim kornealardan oOl¢iimler alinmus,
birbirleriyle karsilagtirilmig, anlamli sonuglar goriilmesi iizerine, kollajen ve
proteoglikanlara denk gelen spektrum bolgeleri tizerine yogunlasilmis ve 1670/1640,
1275/1247, 938/925, 858/877, 1033/1450, 1248/1043 oranlar1 karsilastirilmustir.
Kollajen Olc¢limlerini gosteren 1670/1640, 938/925, 858/877 bdlgelerinde geg
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donemlerde erken donemlere gore istatistiksel anlamli sonuglara ulasilmigtir
(p<0.001). Ancak 938/925, 858/877 bolgelerinde erken ve orta donem arasi
istatistiksel anlamli fark goriilmemistir (p>0.05). 1670/1640 bolgesinde orta donemde
erken doneme gore kollajen yapisinda istatistiksel olarak anlamli bozulma goriilmiistiir
(p<0.001). Proteoglikan dl¢iimlerini gdsteren 1248/1043 bolgelerinde ge¢ donemde
erken ve orta doneme gore proteoglikan yapisinda istatistiksel anlamli bozulma
gorilmistir (p<0.05). Ancak bu oOl¢iimde orta donem proteoglikan yapisi erken
doneme gore daha olumlu sonu¢ vermistir (p<0.05). Yapilan son yayinlarda
1033/1450 oraninin matrikste bulunan kollajen oranini gosterdigi sdylenmektedir. Bu
oranin artmasi kollajen yapisindaki bozulmalara isarettir. Calismamizda 2.glin ve
sonraki 6l¢iimlerde bu oranda anlamli artiglar goriilmiistiir (p<<0.05). Sonug olarak
dondrden alman kornea dokulari saklama soliisyonlarinda zaman i¢inde degisime
ugramaktadir, kornea dokular1 14 giline kadar ve oOzellikle ilk 7 giin oldukca
korunabilmektedir. Raman spektroskobunun tibbi alanlardaki kullanimi arttik¢a canli
ve cansiz dokulardaki biyokimyasal yapilarin analizlerinin daha iyi olmasi umut
edilmektedir. lleride yapilacak calismalarda denek sayisinin arttirilmasi, Slgiim
sayilarinin arttirilmasi, sadece sollisyonun ve soliisyona konulmadan 6nce korneanin

Ol¢iimlerinin alinmasi1 daha faydali sonuglar verebilir.

Anahtar kelimeler: Kornea, Keratoplasti, Optisol, Raman, Kollajen
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SUMMARY

Evaluation of the change of rat corneas in corneal storage solution over time by
RAMAN spectrophotometry

Dr. Burak Akbay

Corneal transplantation is an important treatment method in the treatment of
vision loss caused by corneal diseases. Many methods have been used to preserve the
corneal tissues taken from the donor. Today, the most widely used solution to preserve
corneal tissue is Optisol. Corneal tissues taken from the donor can be preserved in
storage solutions for up to 14 days and especially for the first 7 days. Raman
spectroscopy is a laser-based analysis technique, and in Raman spectroscopy, the
chemical and biophysical properties of biological tissues are determined without
penetrating the tissue. Raman spectroscopy determines the biological contents of the
tissue very quickly without the need for any preparation for the samples and gives
specific spectra for each component. It can be used in live animals non-invasively.
Studies on the use of Raman spectroscopy in medicine have become widespread in
recent years. In our study, it was aimed to examine the change of rat corneas over time
in the corneal storage solution Optisol by Raman spectroscopy. In our study, 18 pieces
of weight were 200-250 gr. 36 corneas of a three-month-old Rattus norvegicus species
Wistar adult female rat were used. On days 1, 2, 3, 7, 8, 9, 12, 13, 14 each day 2 rat
corneas were taken daily under sterilization. All the collected corneas were placed as
1 in each solution container and all the solutions were grouped according to the day,
group and eye direction. Also, those taken on the 12th, 13th, 14th days are named the
early period, those taken on the 7th, 8th, 9th days are named the mid-term, 12, 13, 14.
days taken are named as late period. The collected corneas were stored at +4°C until
the measurement. The analysis of the corneas taken after the last cornea removal on
the 14th day was made with the Renishaw inVia raman microscope device in Konya
Necmettin Erbakan University Science and Technology Research and Application
Center. Measurements were taken from all corneas, compared with each other, and
when significant results were seen, the spectrum regions corresponding to collagen
and proteoglycans were concentrated and the ratios of 1670/1640, 1275/1247,
938/925, 858/877, 1033/1450, 1248/1043 were compared. Statistically significant
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results were obtained in the late periods compared to the early periods in regions
1670/1640, 938/925, 858/877 showing collagen measurements (p<0.001). However,
there was no statistically significant difference between the early and mid-terms in the
938/925, 858/877 regions (p>0.05). In the 1670/1640 region, a statistically significant
deterioration was observed in the collagen structure in the mid-term compared to the
early period (p<0.001). Statistically significant deterioration was observed in the
proteoglycan structure in the late period compared to the early and mid-term in
1248/1043 regions showing proteoglycan measurements (p<0.05). But, in this
measurement, the mid-term proteoglycan structure gave a more positive result than the
early period (p<0.05). In recent publications, it is said that the ratio of 1033/1450
indicates the ratio of collagen in the matrix. An increase in this rate indicates
deterioration in the collagen structure. In our study, significant increases were
observed in this rate in the 2nd day and subsequent measurements (p<0.05). As a
result, corneal tissues taken from the donor undergo changes over time in storage
solutions, corneal tissues can be preserved for up to 14 days and especially for the first
7 days. It is hoped that the analysis of biochemical structures in living and non-living
tissues will be better as the use of Raman spectroscope in medical fields increases. In
future studies, increasing the number of subjects, increasing the number of
measurements, measuring only the solution and the cornea before it is put into the
solution may give more useful results.

Keywords: Cornea, Keratoplasty, Optisol, Raman, Collagen
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GIRIS

Hasarlanmis ve seffafligini yitirmis korneanin saglikli seffaf kornea ile
degistirilmesi islemine kornea transplantasyonu ya da keratoplasti denmektedir.
Penetran keratoplasti (PKP), seffafligin1 yitirmis olan kornea dokusunun tam kat
olarak ¢ikarilip yerine tam kat saglikli kornea dokusunun nakledilmesi operasyonudur.
Kornea nakli doku transplantasyonlarinin iginde en eskilerden ve en basarili
olanlardan biridir. Zirm tarafindan 1905 yilinda ilk basarili penetran keratoplasti

gerceklestirilmistir (1).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 2021 yili iginde 79.641 kornea nakli
gerceklestirilmistir. Bu say1 2020’ de 66.278, 2019’da 85.601°dir (2). PKP uzun
yillardir en sik kullanilan kornea nakli yontemi olmasina ragmen gelismis tilkelerde
son 15 yil i¢inde lameller cerrahilerin sayist PKP cerrahisi ile yarigir hale gelmistir
(3,4,5). Giintimiizde iilkemizde 49 adet kornea bankasi ve 613 adet kornea nakil
merkezi bulunmaktadir. 2021 yilinda iilkemizde 2812 kornea nakli gergeklestir ve bu
say1 pandemi oncesi donemlerde 2019°da 3789, 2018°de 4141°dir (6). Ulkemizde
uygulanan ana kornea nakli yontemi PKP’ dir.

Kornea dokusunun eksize edilip 6zel soliisyonlar i¢inde bekletilmesine 1970’11
yillarda baglanilmistir (7,8). Yillar i¢inde farkli yontemler ve soliisyonlar bu amag igin
kullanilmistir. Giintimiizde ¢ogunlukla dekstran ve kondroitin siilfat iceren optisol

kullanilmaktadir ve korneanin 14 giine kadar saklanmasina olanak verir (9,10).

Raman spektroskopisinde, biyolojik dokularmn kimyasal ve biyofiziksel
ozellikleri dokunun igine girilmeden belirlenmektedir ve Raman spektroskopisi lazer
tabanli bir analiz teknigidir (11). Lazer etkilesimi ile sagilmis olan fotonlar bir
dedektorde toplanmaktadir. Dedektorler de molekiillerin 6zgiin titresimlerine gore,
sacilan 151k dalga boylarini belirten spektrumlar gosterir. Bu spektrumlarda dokunun
icerigine bagl bantlar ve tepe (pik) noktalar1 bulunmaktadir. Her bir tepe noktasi
dokunun kendine has bilesenlerini gostermektedir. Raman spektroskopisi 6rnekler i¢in
herhangi bir hazirliga ihtiya¢ olmaksizin, dokunun biyolojik igeriklerini ¢ok hizli bir
sekilde belirlemektedir (12).



Raman spektroskopisinin baslica kullanim alanlart jeolojide silikat cam ve
eriyiklerin analizi, adli tipta uyusturucu ve patlayici maddelerin tanimlanmasi, tarihi
yapilarin tizerindeki boya ve pigmentlerin analizidir. Taze olmasi veya dokularin fikse
olmasi fark etmeksizin non-invaziv olarak doku ve organlarda kullanilabilir. Raman

spektroskopisinin son yillarda tipta kullanimiyla ilgili ¢alismalar yayginlagsmaktadir
(13).

Calismamizda Raman spektroskopisi yardimiyla sican kornealarinin kornea

saklama soliisyonunda zaman i¢indeki degisimlerini incelenmesi amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

KORNEA
Gozilin dis yapilar1 viicudun diinyaya acilan 6nemli bir kismini olusturur.
Saglikli bir goz, olumsuz ¢evre kosullarindan korunmaya yonelik yap1 ve fonksiyona
sahip bir denge igerisindedir. Gozlin hem embriyogenez hem de biiyiime donemlerinde
belirleyici olan unsurlar genetik ve beslenmedir (14). Saglam vaskiiler sistem

metabolizmanin diizenini saglarken, denetimini immdiin sistem saglar.

Anatomi

Giris

Korneanin koruyucu iglevinin yaninda goziin optik giliciiniin ¢ogunluguna
sahiptir. Saglikli bir kornaeda kan damar1 bulunmaz. Beslenme ve metabolik tiriinlerin
uzaklastirllmasi1 gozyast ve arka kisimda ise akdz hiimor yolu ile saglanmaktadir.
Kornea yogun innervasyona sahiptir. Subepitelyal ve daha derin stromal sinir pleksusu
trigeminal sinirin birinci boliimii tarafindan innerve edilir. Bu yiizden korneada
olusabilecek siyriklar veya biilloz keratopati gibi durumlarda siddetli agri, refleks
lakrimasyon ve fotofobi gelisir (14,15).

Gelisimi

G0z gestasyonun 4.haftasinda noroektodermden gelismeye baslar. 5.haftada
yiizey ektoderminden kornea, konjonktiva epiteli lens plagi ve kapak epidermisi
meydana gelir. 5-6. Haftalarda yiizey ektoderminin noral krest hiicrelerinden ilk
mezenkimal hiicreler kornea endotelini olusturmak tizere epitel altina limbustan
itibaren yayilir. Sonraki noral yarik kokenli mezenkimal hiicreler 7.haftada kornea
stromast ve skleray1 olusturmaya baslarlar. Gestasyonun 2.ayindan sonra okiiler yiizey
epiteli farklilasir ve 3.ayda korneanin tiim katlari bowman tabakasi hari¢ ortaya ¢ikar.
Bowman tabakasi, skleral mahmuzla birlikte 4.ayda ortaya ¢ikis olur. Yeni dogan bir

bebegin gozii ,eriskin gozii boyutunun yaklasik %80 boyutundadir (16-18).



Boyutlar

Korneanin ¢ap1 yatay olarak 12mm, vertikal olarak 11.5 mm’dir. Santral
kornea kalinlig1 kisiler arasinda degisiklik gosterse de ortalama 540 pm’dir. Cevreye
dogru kalinlik artis gosterir (14,19).

Genel Bilgiler

Kornea saydam, avaskiiler, asferik bir yapidadir. Korneanin kiricilik giicii
goziin toplam kiricilik giicii olan 58 diyoptrinin 43 diyoptirisini icermektedir. Ayrica
astigmatizmanin da temel kaynagi korneadir. Korneanin beslenmesi gézyasi yoluyla
difiizyona ugrayan oksijen ve hiimor akdzden difiizyona ugrayan glikoza baglhidir.
Limbus dolagimindan saglanan oksijenle de kornea periferi beslenir. Kornea viicutta
en cok sinir sonlanmasina sahip dokulardandir ve duyarlilig1 konjonktivadan yaklasik
100 kat fazladir.Katekolaminler, asetilkolin, substans P, néropeptit Y, kalsitonin gen
bagimli peptit, galanin, intestinal peptit ve metyonin-enkefalin korneadaki baslica

norotransmitterlerdir (14).

Epitel

Kornea epiteli toplam kalinhiginin %5°1dir(0,05mm) ve ¢ok katli skuamoz
epitelden olusur. Yiizey epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilar gozyasinin
stromaya geg¢isini engeller. Limbus ¢evresi bazal epitel hiicreleri devamli ¢ogalarak,
yiizeysel hiicrelere farklilasacak olan diger tabakalari olusturur. Bu hiicreler
olgunlaginca en dista mikrovillus ile kaplanir, sonrasinda gézyasia dokiiliirler. Bu
farklilagma 7-14 giinde tamamlanir. Bazal epitel hiicreleri siirekli olarak tip 4 kollajen,

laminin ve diger proteinlerden olusan bazal membran sekresyonunu olusturur (14,20).

Bowman Tabakas

Bowman tabakasi 8-14 pum kalinliginda, kollajenler ve proteoglikanlarin
rastgele diizenlenmesiyle olusan, epitel ile stroma arasinda uzanan bir tabakadir (21).
Bu tabakada bulunan temel kollajenler tip 1 ve tip 3 kollajenlerdir ve hiicre icermez.

Fibrilleri stromadaki kollajenden daha kiigiiktiir. Mikroorganizmalar ve timor



hiicrelerinin korneaya invazyonuna karsi korur. Mitotik aktivitesi yoktur, hasar1 skar

ile sonuglanir (14,22).

Stroma

Ideal bir kornea i¢in, kornea yiizeyi diizenli, epitel ve gdzyas1 film tabakasinin
saglikli olmasi gerekir. Saydam bir korneada, esit derecede refraktif indeks,
beraberinde en az seviyede 151k sagilimi olacak sekilde epitel hiicrelerinin birbirleriyle
sikica baglanmasi gerekir. Ayrica makromolekiiller ve stroma hiicrelerinin de diizenli
bir halde dizilmesi gerekir. Stromada bulunan keratosit sayis1 ve boyutu c¢esitlilik
gosterir ve keratositler korneada spiral seklinde 3 boyutlu ag yap1 olusturur. Kollajen
lamelleri arasinda yass1 fibroblastlar halinde keratositler bulunurlar. Bu fibroblastlar
stromal molekiilleri devamli olarak tiretip sindirirler. Keratositlerin sayisi zamanla
giderek azalir ancak bu azalma endotel hiicrelerindeki diisiisten daha az olmaktadir.
Korneayla ilgili olan cerrahilerde de keratosit sayisinda azalma olur ve keratosit sayisi

cerrahi 6ncesine bir daha erigemez (23).

Aseliiler Bowman tabakas1 altindaki kornea stromasinda proteoglikanlar ve
kollajenlerin olusturdugu ekstraselliiler matriks bulunur. Tip 6 kollajen flamanlart, tip
1 ve tip 5 kollajen fibrillerini sarmalamis halde bulunur. Lumikan (keratan siilfatla
iligkili) ve dekorin (dermatan siilfatla iliskili) korneanin ana proteoglikanlaridir (24).
Proteoglikanlarin birbirine oranlar1 ve konsantrasyonlar1 6nden arkaya dogru
degisiklik gosterir. Korneanin arka stromasi 6n stromasina gore daha ¢ok su icerir
(3.85mg vs 3.04mg) (25). Lens kristallerinin esdegeri olan suda ¢6ziinen diger
proteinler kornea optiginin kontroliinde rol oynar. Keratositler tarafindan
salgilanabilen bu proteinler epitel hiicrelerinin icinde bulunur. On stroma lamelleri
kisa ve dardir, aralarinda genis bosluk bulunmaktadir. Arka stroma lamelleri genis,
uzun ve kalindir. Bu lameller limbusda bir ugtan diger uca uzanir, aralarinda
interlameller baglantilar1 bulunur. Insan korneasinda elastikiyet oldukga azdir, normal

GIB’de %0,25 oraninda esneyebilir (26,27).

Ekstraseliiler matrikste gomiilii bulunan kollajen fibrillerinin kafes sekli
dizilimi korneanin saydamligindan kismi olarak sorumludur. Bu dizilimleri, yikici

interferans sonucunda olusan 151k saciliminda azalmaya yol acar ve bu dizilimleri bir



tiir sagilim diizeltici olarak gorev yapar. Epitelde 1.401 olup arkaya dogru azalan
yiiksek refraktif indeks, sagilimin 6nde daha fazla olmasindan kaynaklanir. Bu indeks
stromada 1.380 ve daha arkada 1.373’tiir. Kafes seklindeki fibrillerin boyutlar
gorilebilen 151k dalga boyundan kiiclik oldugu i¢in kornea saydamdir. Bu saydamlik
ayni zamanda stromada %78 oranda su bulunmasina da baghdir. Kornea
hidrasyonunun biiyilk kismi saglam epitel, saglam endotelyel bariyer ve saglam
endotel pompa fonksiyonunca kontrol edilir. Endotelde bulunan pompa fonksiyonu
1stya duyarli Na-K-ATPaz enzimleriyle kontrol edilmekte olan iyon transport
sistemlerince  saglanir. Bunun yaninda stromada bulunan eksi yiiklii
glikozaminoglikanlar da birbirlerini itme egilimleriyle sisme basinci (swelling
pressure) (SP) meydana getirirler. GiB tarafinda da korneaya basing uygulandig1 icin
kornea stromasindaki imbibisyon (emme) basmci GIB-SP’ye esittir. Toplam
transendotelyal osmotik kuvvet, endotelyal transport kanallari tarafindan olusturulan
cesitli elektrolit gradyantlari ile imbibisyon basincin toplamidir. Onden arkaya kornea
hidrasyonu degimektedir ve endotele dogru yaklastik¢a hidrasyon artar. Stromadaysa

suyun yana hareketlerine direng artar (14).

Descemet Membrani

Stroma ve endotelin arasinda, endotel kokenli olan Ozellesmis bir bazal
membrandir. ki tabakasi vardir. On desme 3 pum olup farkli proteoglikan dizilimleri
sayesinde arka desmeye oranla daha kompakttir. Descemet membran kalinligi yeni
doganda yaklasik 3 pm’dir. Endotel varligi devam ettigi siirece bu kalinlik yasla
birlikte artar, yetiskinlerde 10-12 pm olur. On descemet &miir boyu sabit kalirken arka
descemet yasla birlikte kalinlasir (28). Dua tabakasi 2013 yilinda Dua ve ark. (29)
tarafindan pre-desme membran olarak tanimlanmistir. Korneanin 6. tabakasi olarak
kabul gormiistiir. Descemet membrani ve stroma arasinda bulunup, kalinligi 15 um

kadardir. Stromanin diger bolgelerine gore daha giiclii ve hava gecirmez yapidadir.

Endotel
Yenidogan doneminde kiibik ve yiiksek hiicrelerden olusurken yetiskinde

cogunlugu altigen sekilde, parmaksi siki uzantilar1 olan hiicrelerin mozaik patern



gostererek dizilmesiyle meydana gelir. insanda endotel hiicreler in vivo olarak
cogalamaz ancak hiicre kiiltiiriinde boliinebilirler. Son ¢alismalar periferik korneada
endotelyal kok hiicre varligin1 her ne kadar gosterse de endotel hiicrelerin miktari
zamanla giderek azalir (30). Ozellikle travma ve cerrahiye sekonder gelisen hiicre
kaybi, komsuluklarindaki hiicrelerin hasarli bdlgeyi Ortmek i¢in genislemesine,
hiicrelerin bu alana dogru go¢ etmesine neden olur. Endotel hiicre sayisi, yiizey

boyunca degiskenlik gosterir, normalde say1 periferde en ¢oktur (14).

Korneanin Damarlanmasi ve innervasyonu

Kornea damarsiz bir dokudur ve lenfatik drenaj1 yoktur. Limbusta epitel altinda
yiizeyel marjinal pleksus bulunur. Yiizeyel marjinal pleksus on siliyer damarlarin
episkleral dallarindan gelen damarlar tarafindan olusturulur. Limbus epiteli altinda
lenfatik ag bulunur. Kornea innervasyonu duyusal sinirlerle olur ve olduk¢a zengindir.
Duyarlilig1 deriden 300-600 kat daha fazla olup 0.1 mm’sinde yaklasik 100 adet sinir
sonlanmast bulunur (31,32). Trigeminal sinirin oftalmik dalindan gelen, limbus
cevresinde sinir halkasi olusturan uzun siliyer sinir, periferik stromaya derinden ve
radyal olarak girer, girdikten kisa bir siire sonra miyelinsiz bir hal alir, incelerek devam
ettirdigi radyal uzanimi bir siire sonra 6ne dogru yon degistirir. Bowman tabakasini
deldikten sonra pleksus olusturur ve kornea epitelinin kanat hiicreleri seviyesinde
sonlanir. Endotel ve Descemet membrani sinir lifi bulundurmamaktadir. Santralde
duyarlilik periferden daha fazladir. Kornea erozyonlari, biilloz keratopati gibi kornea
hastaliklarinda sinir uglarmin agikta kalmasi, agr1, goz yasarmasi ve fotofobiye neden

olur (14).

Kornea Embriyolojisi

Korneanin olusumu gestasyonun 5-6. haftalarinda baslar. Lens vezikiiliiniin
yiizey ektoderminden olusur ve ektodermden ayrilir. Gelisen korneanin tlizerindeki
ektodermal tabaka epiteli olusturur. Baglangigta kornea, stroma epitelle lens 6n yiizeyi
arasinda kalan kollajen fibrillerden olusur. Altinci haftada yiizey ektodermi ile lens
vezikiilii arasia giren noral krest kaynakli mezensim hiicreleri endoteli olusturur.

Kirkinc1 glinden sonra yine noral krest hiicrelerinden kaynaklanan korneal



fibroblastlar stromaya migrasyon gosterirler. Dordiincii ayda endotel hiicreleri
Descemet membranini olusturur. Bowman tabakasi ise primer aselliiler stromanin

kalintisidir. Sinirler tigiincii ayin sonunda kornea stromasina, besinci ayda ise epitele

ulasirlar (33,34).

Kornea Biyomekanigi

Kornea kollajen fibrillerinden olusan kompleks bir materyaldir. Kollajen
fibriller, birbirlerine paralel bir bigimde dizili lamellere sarilmis halde limbusta bir
uctan Obiir uca uzanir. Bu lamellerse glikozaminoglikanlardan olusmus olan
ekstraselliiler matrikse gomiilii bulunur. Bu katmanlar birbiri izerinde kayabilir, ancak
stroma esnek olmayan yapida ve anizotropiktir, gerilim stresini kornea hidrasyonuna

gore, kalinlig1 boyunca diizenli olmayan sekilde dagitir.

Kornea dehidrate kaldiginda, stres dncelikle arka tabakalara yayilir ya da tiim
tabakalar boyunca sabit sekilde yayilir. Saglikli ya da 6demli oldugundaysa stresi 6n

lamelde hapseder.

Kornea rijiditesi GIB dl¢iimleri de etkilenir. Hava kuvvetiyle yapilan dlgiimler
korneanin iizerinde basing olusturur, bdylece kornea rijiditesi Slgiilebilir (korneal
histerezis). Bu gesit 6l¢iimler kornea biyomekaniginde sadece santral fakometre degil
beraberinde bolgesel fakometre, biyoelastisite, hidrasyon, viskosite ve muhtemel diger

faktorlerin de oldugunu gosterir (14,35).

KERATOPLASTI
Hasarlanmis ve seffafligimi yitirmis korneanin saglikli seffaf kornea ile
degistirilmesi islemine kornea transplantasyonu ya da keratoplasti denmektedir.

Korneanin tam kat degistirilmesi islemine penetran keratoplasti denmektedir (1).

Tarihge
Kornea cerrahisinin ilk kavramlar1 Galen‘e dayanmaktadir. Gergek bilimsel ve

cerrahi deneyler ise 19.yiizyilda baslamistir. Deneysel olarak hayvanlarda kornea



naklini baglatan Franz Reisinger 1818 yilinda bu isleme keratoplasti ismini vermistir
(36).

Insanda basarili olan ilk kornea nakli Eduart Zirm tarafindan 1905 senesinde
gerceklestirilmistir. Verici sklera travmasi nedeni ile gozii eniikle edilen bir ¢ocuk,
alict ise kimyasal yanik nedeni ile korneas1 opaklasmus bir eriskindi. ilk basarili nakli
takip eden 30 yil boyunca yasayan vericilerin eniikle edilmis gozlerinden alinan

kornealar keratoplasti girisimlerinde kullanildi (36,37).

Dondr kornea olarak kadavra gozlerinin kullanilabilecegini 1923- 1955 yillar
arasinda Filatof géstermistir (38). Dondriin 6liimiinden sonraki birka¢ saat i¢inde
aldig1 dokular1 20-56 saat + 4- 6 C°’de saklayarak kullanmustir. Ik géz bankasim
1945°te Paton kurmustur (36,37).

McCarey’nin 1974’te donoér dokusunu orta siireli saklanmay1 Kaufman teknigi

ile gergeklestirmesi, kornea bankaciliginda bir devrim olmustur (39,40).

Tiirkiye’de ilk keratoplasti 1937’de Prof. Dr. Joseph Igersheimer tarafindan
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi’nde uygulanmustir (41).

IIk basarili penetran keratoplastinin yapilmas: sonrasinda PKP ozellikle
2.Diinya Savasi’ndan sonra topikal antibiyotik ve steroidlerin yaygin kullanimina
baslanilmas1 ve 1950’lerde kullanilmaya baglanan ince siitiirler sayesinde yaklagik bir

asir boyunca temel kornea nakli teknigi olmustur (42).

Uzun yillar boyunca PKP popiilerligini devam ettirse de son 15 yildir 6n
lameller keratoplasti ve endotelyal keratoplasti uygun endikasyonlarda penetran

keratoplastiye alternatif haline gelmistir (43,44).

Modern lamellar keratoplasti Melles ve arkadaglar tarafindan 2000 yillarin
basinda posterior lameller keratoplasti olarak tarif edilmistir. Melles descemet
membrani ve endotelini Descemetorhexis teknigi ile soyma fikrini ortaya atmistir. Bu
yeni teknik descemet soyucu endotelyal keratoplasti (DSEK) olarak yeniden
adlandirilmigtir. Daha sonra descemet soyma otomatik endotelyal keratoplasti

(DSAEK) tanimlanmustir (45,46).



Melles 2006 yilinda descement membraninin ve endotel greftinin nakline izin
veren descement membran endoteliyel keratoplasti (DMEK) olarak bilinen ve
endotelyal yetmezligi olan olgularda hastalikli dokunun tam anatomik olarak
degistirilmesini saglayan bir teknigi tanimladi. Tekniklerin kullanim siklig1 iilkelerin
cografi konum ve gelismislik diizeylerine gore degisebilmekle birlikte diinyada halen

en sik kullanilan teknik PKP’dir (45,46).

Keratoplasti Teknikleri
Yiizeyel Lameller Keratoplasti
Kornea epiteli ve stromanin parsiyel kalinlikta eksizyonunu igerir; endotel ve

derin stroma degismez (47).

Derin Anterior Lameller Keratoplasti (DALK)

DALK’ta Descemet membrani tabakasina kadar tim opak kornea dokusu
uzaklastirtlir. DALK karar1 verilebilmesi igin Descemet membraninda yirtik ya da skar
olmamalidir. Avantajlari;; endotel red riski yoktur. Penetran keratoplasti ile
karsilastirildiginda daha az astigmatizma ve yapisal olarak daha direngli glob

biitiinligii mevcuttur. Ancak cerrahi zor ve zaman alicidir (47).

Descement Soymali Endotelyal Keratoplasti (DSEK)

DSEK kornea-skleral veya korneal insizyondan yaklagik 9 mm c¢apinda
Descemet membran ve endotel kompleksinin ¢ikarilip, saglikli dondr doku ile yer
degistirilmesi teknigidir. Bu prosediiriin bagka bir versiyonu da Descemet soymali
otomatize endotelyal keratoplasti (DSAEK)’dir. DSAEK’de dondériin hazirlanmasi
otomatik mikrokeratomla yapilmaktadir (47).

Descemet Membran Endotelyal Keratoplasti (DMEK)
Alicinin Descemet membrani ve endotel tabakasi ¢ikarildiktan sonra, yalnizca
Descement membran: ve endotel igeren dondr grefti implante edilir. DSAEK

yonteminden farkli olarak donor greftte arka stromal doku yoktur (47).
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Bowman Zar1 Transplantasyonu

Ileri keratokonus hastalarinda ektazi progresyonunu durdurabilecegi diisiiniilen
yeni bir tekniktir. Nispeten daha az invaziv bir yontemle hastalarda kontakt lens ile
daha stabil gorme elde edilir (47).

Penetran Keratoplasti

Son zamanlarda kornea greftinin tabaka komponentlerinin kullanimi artmakla
birlikte tam kalinliktaki korneanin kullanildigi keratoplasti hala en sik uygulanan
yontem olma tinvanina sahiptir ve korneanin tiim tabakalarini tutan hastaliklari i¢in

uygundur (47).

Keratoplasti Endikasyonlar:
Endikasyonlar optik, tektonik, terapdtik ve kozmetik amacli olmak tizere dort

ana baslikta incelenebilir.

Optik Keratoplasti

Keratoplastide asil amag¢ gorme keskinligini arttirilmasidir. En sik keratoplasti
endikasyonlari optik amagli olanlardir. En sik optik keratoplasti nedenleri bakildiginda
farkli cografyalarda farkli sebepler géze ¢arpsa da ¢ogunlukla biilloz keratopatiler,
enfeksiydz ve non enfeksiydz skarlar, greft yetmezligi, korneal distrofiler, korneal

dejenerasyonlar ve konjenital korneal opasitelerdir (48).

Tektonik Keratoplasti
Gorme artist beklentisi ikinci plandadir. Korneanin bozulmus anatomik
yapisinin diizeltilmesi asil amactir. Korneal perforasyon, doku kaybi, korneal erime ve

korneal incelme vb. durumlarda tercih edilir (49).
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Terapotik Keratoplasti

Genellikle antibiyotik tedaviye yeterli yanit vermeyen, keratitli, enfeksiyoz
yiikiin fazla oldugu durumlarda tercih edilir. En sik tedaviye yanitsiz fungal keratitler
ve akanthamoeba Kkeratitlerinde uygulanir. Aktif hastalikli kornea dokusu tedavi

amagli ¢ikarilir. Gorme artisi ikincil plandadir (50).

Kozmetik Keratoplasti
Korneanin normal kozmetik gériinlimiinii tekrar kazandirmak amaciyla, gorme

potansiyeli olmayan ya da ¢ok az olan gozlerde yapilan keratoplastidir (51).

Preoperatif Hasta Degerlendirme

Donére Ait Ozellikler

Yas: Endotel hiicre yogunlugu yasla birlikte azalmaktadir (52). Kornea doku
aliminda alt yas sinir1 net olmamakla birlikte iki yasin altindaki kornea dokusunun
kullanilmast teknik olarak zordur. Donériin 18 ay altinda olmasi miyopi ve ektazi
riskini arttirabilir. Yasla birlikte kornea greft basarisinin diisebilecegi dngoriilmektedir
fakat ¢cogu ¢alismada ¢ok ileri yaslara ragmen greft sagkalimi {izerinde anlamli etki

bulunamamistir (47).

Oliim Sebebi: Donér segimiyle ilgili kriterler, 1980 yilinda Amerikan Goz

Bankas1 Komisyonunda belirlenmis ve 2016°da giincellenmistir.

Bu kilavuzda PKP i¢in baslica kontrendikasyonlar:

1) Sebebi bilinmeyen dliimler

2) Tanis1 konulamamis norolojik hastaliklara bagli 6liimler
3) Creuzfeldt-Jacob hastalig1

4) Progresif multifokal 16koensefalit

5) Subakut sklerozan panensefalit

6) Konjenital rubella
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7) Reyes sendromu
8) Aktif viral ensefalit, nedeni bilinmeyen ensefalit veya progresif ensefalitler
9) Aktif septisemiler (bakteriyemi, fungemi, viremi)
10) Aktif bakteriyel veya fungal endokardit
11) Aktif viral hepatit
12) Kuduz
13) Goz i¢i hastaliklar
a. Retinoblastom

b. On segmentdeki malign tiimérler veya gézde primer/metastatik
adenokarsinom

c. Aktif okiiler inflamasyonlar ( konjonktivit, sklerit, iritis, {iveit, vitritis,
koroidit, retinit)

d. Yapilacak girisim sonucunu olumsuz etkileyebilecek dogumsal veya
edinsel bozukluklar, santral korneada skar, keratokonus, keratoglobus

e. Pterjium veya diger konjonktival yiizey bozukluklari
f. Kornea optik alan yiizeyini ilgilendiren bozukluklar
14) On segmente cerrahi gegirilmis olmasi
15) Losemi
16) HIV seropozitif vericiler
17) Hepatit B ylizey antijeni pozitif olan donorler
18) Hepatit C seropozitif olan dondrler
19) HTLV-I veya HTLV-II enfeksiyonu
20) Aktif yaygin lenfoma
a. Hodgkin hastalig

b. Malign lenfoma
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c. Burkitt lenfoma
d. Multipl myelom
e. Mikozis fungoides
f. Makroglobulinemi

g. Agir zincir hastaliklar

21) 1963-1985 yillar1 arasinda insan kaynakli pitiuter bitylime hormonu kullananlar
(53,54)

Donor kornea greftin alinmasi
Tasinabilir yarik lamba mikroskobu ya da 151k kaynagi ile goz muayene edilir,
epitel defekti, kornea 6demi, arkus senilis, 6n segment bozukluklari ve gegirilmis 6n

segment cerrahisinin bulgulart a¢isindan kornea degerlendirilir.

Asepsi-antisepsi kurallarina uyarak ve dokulara zarar vermeden kornea dokusu
cikarilir (47).

Greftin Saklanmasi
Kornea dokusunun endotel fonksiyonunun korunarak saklanmasi greft basarisi
icin cok dnemlidir. Kornea saklama yontemlerindeki gelismeler sayesinde giiniimiizde

kornea bankalar1 kurulmus ve yayginlagmistir.

Dokuyu salin ile nemlendirilmis saklama kabinda +4 derecede tutmak en basit
ve ucuz metottur. 1974 yilinda ¢ikarilan McCarey-Kaufman (MK) saklama soliisyonu

korneanin +4 °C’de 4 giin saklanmasina olanak saglamistir (39).

Ulkemizde genellikle kisa—orta siireli saklama soliisyonlar1 kullanilmaktadir.
Optisol soliisyonu ile 14 giine kadar saklama yapilabilmektedir. Dexol ve K-sol’iin
hibrid sekli olup dextran ve %2 kondroitin siilfat igerir. 14 giine kadar greft basarisi

tizerinde olumsuz etkisinin olmadigi bazi ¢aligmalarca gosterilmistir (9,10).

Kornea dokusunu uzun siireli saklamak i¢in organ kiiltiiriine ihtiya¢ vardir.

Organ kiiltiirleri sayesinde dort haftaya kadar saklama yapilmaktadir (40). Daha uzun
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stireli saklama kriyoprezervasyon ile saglanabilir; ancak bu yontem digerlerine gore

daha pahalidir.

Donor korneasinin ameliyat 6ncesinde degerlendirilmesi

Kornea endotelinin yapisinin bozulup bozulmadigi ve korneal 6demin kabul
edilebilir seviyede oldugu mikroskop ile degerlendirilmelidir. Optisol, pH indikatorii
icermektedir. Pembe renkte olmasi ortam pH’inin uygun sinirlar iginde olduguna, sar1
veya koyu kirmizi renkte olmasi ortam pH nin uygun olmadigina ve kornea dokusunun

nakil i¢in kullanmaya uygun olmadigina isaret eder.

Donér korneasmin endotel tabakasi spekiiler mikroskopi ile kantitatif ve
kalitatif olarak Gl¢iilebilir. Ayni zamanda hiicre morfolojisiyle iliskili ayrintili bilgiler

sunabilir ve mm’de bulunan endotel hiicre yogunlugu 6l¢iilebilir (47).

Endotel sayist nakil sonrasinda yillar i¢inde hem fizolojik olarak hem de
patolojik sebeplerle azalmaktadir. Preoparatif endotel sayisindaki yiikseklik greft
basarisini arttiran bir faktor olabilmektedir (55).

Penetran keratoplasti cerrahisi

Cerrahi Hazirlik

Miimkiinse hastalar preoperatif muayene edilmeli, goz i¢i basinglara
bakilmalidir. Genel yaklagim olarak intraoperatif lens protriizyonunun engellenmesi

ve vitre kaybini azaltmak amaciyla preoperatif mannitol verilmektedir (56).

Anestezi tercihi hasta ve cerraha gore degisiklik gosterebilir ve en ¢ok segilen
yontem operasyonun genel anestezi altinda yapilmasidir. Anestezik ilag segiminde goz
ici basinct artirmayacak etkenler oncelikle secilmelidir. G6z kapaklart ve cerrahi

alanlarin temizligi %10’luk povidon iyodin ile saglanir ve {izeri steril ortii ile Ortiiliir.

Takilan kapak spekulumunun globa basi yapmamasi 6nemlidir, spekulum
gozde distorsiyona ve goz i¢i basing ylikselmesine neden olmamalidir. Flieringa
halkas1 episkleraya siitiire edilir, skleral destek halkasidir ve operasyon sirasinda

skleral dokunun kollapsin1 engellemektedir (47).
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Donor Korneanin Trepanizasyonu
Donor kornea farkli trepan ¢esitleriyle kesilebilir. Alic1 yatak hazirlanmasindan
once dondr korneanin kesilmesi daha uygundur. Son zamanlarda femtosaniye lazer

kesimler de tariflenmistir.

Alict Korneanin Hazirlanmasi
Kornea siitiir yerleri ve kornea santralinin isaretlenmesi postoperatif
astigmatizmay1 azaltmak, a¢i hasarin1 ve doku reddi riskini arttiran desantralize

grefonu engellemek i¢in dnemlidir.

Alic1 korneayr ayirmak igin basit manuel trepan, vakum trepan veya motorize
trepan kullanilabilir. Oncelikle trepanla epitelde bir iz olusturulur. Olusturulan iz
isaretlenen noktanin santralindeyse saga-sola hareketlerle korneanin %85-90
derinligine ulasacak kadar kesilir. Elmas bigak yardimi ile olusturulan yara yerinden
On kamaraya girilip manuel olarak makas ile hasarli kornea dokusu ¢ikarilir. Genel
olarak kullanimda olan trepanlarin ¢aplar1 7,25-8,5 mm arasinda degismektedir. 6,5
mm’den kiiciik olan grefonlarin postoperatif basaris1 diisiikken, 8,5 mm {izeri olan
grefonlarda glokom, vaskiilarizasyon ve periferik 6n sinesi gelisebilmektedir. Alict
yatak genellikle 0,25-0,50 mm daha kiigiik kesilmektedir ve bu uygulama 6n kamara

derinligi ve normal korneal kurvatiiriin olugmasi i¢in 6nemlidir (57).

Cerrahi

Ik olarak dondr kornea isaretlenip kesildikten sonra, kesiflesmis olan alici
korneasmin santrali ve siitiir yerleri isaretlenir. Trepanla alici kornea dokusu yeterli
kalinlikta kesildikten sonra, kalan kisim elmas bigak ve makas yardimiyla manuel
olarak kesilip ¢ikarilir. Viskoelastik madde iris lens diyaframimin 6niine konulur.
Pupil daraltict (miyotik) ilaglar (asetilkolin, karbakol), iris lens diyaframi 6ne itilir ise
lensin Oniine mekanik bir bariyer olusturarak lens ve vitrenin protriide olmasini
engeller. Globa basi olusturulabilecek ve glob basicini arttirabilecek durumlar ekarte

edilmelidir. Dondr kornea dokusu alici yataga yerlestirilip 10/0 naylon siitur ile
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birbirine dik dort kardinal siitlir konulur. Sonrasinda 6nce alici korneadan gegilerek ve
kornea %85-90 kalinligina ulasarak tek tek ya da siiregen 10/0 naylon siitiirle
stitiirasyona devam edilir. Korneadan tam kat gegilir ve 6n kamara sizintis1 olursa bu

bolgeler bakteri gecisi i¢in risk olusturur.

Siiregen siitiirlerin atilmasi, operasyonun siiresini kisaltir. Tek tek siitiirler
atildiginda ise diigiim yerleri iyi gémiilmelidir, aksi takdirde agikta kalmis olan
digiimler sekresyonlar1 biriktirerek enfeksiyonlar ve korneal vaskiilarizasyon
acisindan risk olustururlar. Siitiirler genel olarak yaklasik 12 ay sonrasinda alinir (58).
Operasyonun sonunda 6n kamarada kalan viskoelastik maddeler dengeli tuz ¢ozeltileri
(BSS gibi) yardimiyla uzaklastiriip 6n kamara sivi ile olusturulmalidir. Islem
sirasinda periferik iridektomi, pupilloplasti, 6n vitrektomi, ve sinesiyotomi vaka

durumuna gore yapilabilir.

Penetran Keratoplasti Komplikasyonlari
Intraoperatif Komplikasyonlar
. Dlizensiz trepanizasyon
. Yetersiz vitrektomi
. Lens veya iriste trepan, makas ya da diger cerrahi aletlerin hasari
. Alic1 yatakta yetersiz grefon santralizasyonu
. Vaskiilarize korneanin yara yerinde olusan asir1 kanama
. Yara yerinde iris prolapsusu
. Suprakoroidal hemoraji (59)
. Yara yeri kacagi

© 00 N o o B~ W DN B

. Donér endoteline hasar

10. On kamara kollapsi

11. Siitiirlerin kopmasi

12. Goz igi lens (GIL) drop

13. Niikleus drop

14. Greftin ters yliziiniin yerlestirilmesi (60)
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Postoperatif Komplikasyonlar
. S1g 6n kamara
. Persistan epitel defekti
. Glokom
. Kornea 6demi
. Yara yeri s1zintis1 ve ayrilmasi
. Primer hastaligin niiksii (61)
. Siitiire bagli problemler

. Endoftalmi

© 00 N o O b~ W N e

. Iris prolapsusu
10. Periferik anterior sinesi olusumu
11. Yiiksek astigmatizma

12. Retrokorneal fibr6z membran (62)

Cerrahi Sonras1 Bakim

Operasyonun sonrasinda topikal antibiyotik tedavisi mutlaka verilmektedir.
Ozellikle postoperatif ilk ayda yara yerlerinin tamamen kapanmasina kadar antibiyotik
tedavisi uygulanmaktadir. Topikal tedavi olarak genel kullanim sekli moksifloksasin
iceren damlanin giinde 6 kez bir damla pozoloji ile uygulanmasidir. Hasta enfeksiyoz
sebeplerden dolayr opere olduysa etkenlere yonelik topikal tedaviler verilir.
Perforasyon sonrasinda ya da enfeksiyon sonrasinda yapilmis olan tektonik
keratoplastilerde topikal tedaviye ek olarak sistemik tedavi de tercih edilir. Herpes
viriis nedeniyle nakil yapilmis hastalarda postoperatif oral asiklovir profilaktik olarak
tedaviye eklenir.

Kortikosteroid tedavi %1 topikal prednizolon asetat ya da %1 deksametazon
fosfat olarak 6x1 ya da 4x1 pozoloji ile baslanir. Red riski yiiksek olanlarda
medikasyon sikligi arttirilabilir. Sistemik steroid, topikal steroid ile kontrol
edilemeyen ya da topikal steroid kullanim1 uygun olmayan hastalarda kullanilabilir.

Sikloplejik ve midriyatik ajanlar siliyer spazma bagli agriy1 azaltmada ve
enflamasyona sekonder olan posterior sinesinin gelisimini engellemede etkilidir.

Epitel fonksiyonu diizgiin olmayan ve kuru gozii olan hastalarda suni

gozyaslar1 6x1 ya da 4x1 pozoloji ile kullanilabilir.
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Red riski yiiksek olarak ongoriilen hastalarda topikal 90,05 siklosporin
tedavisi 4x1 ya da 2x1 pozoloji ile kullanilabilir (63).

Prognoz ve Grefon Reddi
Gilinimiizde greft reddi yeni gelistirilmis olan siitiir gesitleri ve siitlirasyon
teknikleri, topikal ve sistemik steroid tedavileri, topikal ve sistemik immiin siipresif

tedavilere ragmen tamamiyle 6nlenememektedir (64,65).

Erken Greft Yetmezligi
Cerrahi sonrasi 1. giinden itibaren baslayan greft bulaniklig1 goriiliir. Kusurlu
olan donér korneanin epitelinden ya da cerrahi travmayla ortaya g¢ikan endotel

fonksiyonunun bozuklugundan kaynaklanir (66).

Geg Greft Yetmezligi

Greft yetmezliginin baslica nedeni alict dokuda donér kornea dokusuna karsi
gelisen immiinolojik bir reaksiyondur. Nakil sonrasinda 10-14 giin saydamligini
korumus olan korneanin daha sonrasinda saydamliginin azalmasi ve kesiflesmesiyle
greft reddinin tanis1 konulabilir.

Greft reddinin tipleri greftin tutulan tabakasina gore farkli adlandirilir. Bu
tipler; endotelyal, stromal ve epitelyal tiplerdir. Greft reddi tek ¢esit olarak da ortaya
cikabildigi gibi ¢cogunlukla birkag tabakanin beraber tutuldugu kombine tip olarak
goriilmektedir (67).

Epitelyal Greft Reddi

Reaksiyon alic1 ve dondr korneanin birlestigi yerden baslar ve santrale dogru
ilerler. Genellikle ilk 3 ay iginde goriiliir. Subepitelyal red, daha da geg ortaya ¢ikan
tipidir ve Bowman tabakasina dogru da infiltrasyon olusturmaktadir. Endotel reddine
kadar ilerleyebilir (68).

Stromal Greft Reddi

Genellikle epitelyal ya da endotelyal redle birliktelik bulunur. Stromada
infiltrasyon bulunmaktadir ve greft bulaniklasir (68).
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Endotelyal Greft Reddi

Donor korneanin endoteline karsi gelismis olan immun reaksiyon sonucunda
meydana gelmektedir. Iritis ve beraberinde keratik presipitatlar (Khodadoust hatt1)
mevcuttur. Ivedilikle tedavi baslanmalidir, ge¢ kalindig1 durumda geri déndiiriilemez

greft yetmezligi gelisir (69,70).

Greft Reddinin Tedavisi

Reddin tanis1 konuldugu gibi hastaya zaman kaybetmeden yiiksek doz topikal
steroid tedavisi kontrendikasyon yok ise verilmelidir. Eger topikal steroid kullanim1
i¢in engel olusturan bir durum mevcutsa sistemik steroid tedavisi verilmelidir. Topikal
tedaviler 6zellikle epitelyal redde etkilidir. Stromal veya endotelyal red oldugunda ise

tedaviye sistemik yiiksek doz steroidler eklenebilir (71).

RAMAN SPEKTROSKOPISi

Genel Bilgiler

Insan da dahil olmak iizere daha gelismis tiirlerin gdzleri, ortam 1518101 retina
dokusunun 1s1k algilayict hiicrelerine getirmek icin optik saydam yapilardan
yapilmistir. Retina hiicreleri, 15181 bir elektrik sinyaline doniistiiriir ve bu sinyal optik
sinir yoluyla beyin dokusuna taginir. Gézde bulunan her yap1 yaslanma, lokal veya
sistemik hastaliklar ve travma gibi olaylar nedeniyle degisen durumlarin gelismesinde
rol oynar. On segmentten baslayarak iyi bilinen birka¢ drnek: kalitsal veya dahili
hastaliklar, travma ve yiiksek g6z tansiyonu nedeniyle kornea opasiteleri olugmast,
akdz hiimoriin biyokimyasal yapisinin diyabet gibi hastaliklar nedeniyle degismesi,
tiveitte Tyndall etkisi (protein birikimi) gdstermesi; lenste yaslanma, farmakolojik
maddeler (6rn. kortikosteroidler) ve travma nedeniyle katarakt gelismesi; vitreusun
diyabet gibi sistemik hastaliklar nedeniyle degismesi ve son olarak retina dokusunun
yasa bagli (yasa bagli makula dejenerasyonu), diyabet veya hipertansiyon gibi sistemik
hastaliklar (diyabetik veya hipertansiyon retinopatisi) ve travma nedeniyle
degisiklikler gostermesidir . Vitreus, ozellikle yirtik veya dekolman cerrahisinden

sonra, proliferatif vitreoretinopati gelistirebilir. Yukarida bahsedilen gbz dokularinin
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tiimiinde, bakteri veya viriislerin neden oldugu bir enfeksiyon, ilgili dokunun temel
bilesimini degistirebilir (73).

Kornea hiicre katmanlarini incelemek i¢in spekiiler mikroskopi ve konfokal
mikroskopi, korneanin egriligini 6lgmek i¢in kornea topografisi ve retinal kan akigini
incelemek ve sivi dinamigindeki degisiklikleri saptamak igin floresein anjiyografi
dahil olmak iizere 151k kullanan ¢esitli tan1 teknikleri mevcuttur. Lazer flare metre, 6n
kamaradaki toplam protein miktar1 hakkinda bilgi verir, optik koherens tomografi,
farkli g6z yapilarmin goriintiilenmesini ve Olglilmesini saglar, lazer taramali
oftalmoskop, retinal kan akis1 veya optik sinir degisiklikleri hakkinda bilgi saglar. Tani
amagcli olarak kullanilabilecek diger goriintiileme yontemleri, gozle sinirli olmamakla
birlikte, ultrason, manyetik rezonans goriintiileme ve bilgisayarli tomografiyi igerir.
Bunlarla birlikte, doku bilesimi veya igerdigi kimyasallar hakkinda nicel bilgi, ancak
biyopsi veya igne aspirasyonu yoluyla materyal toplama ve 6rneklerin in vitro olarak
incelenmesi gibi invaziv tekniklerle elde edilebilir. Bu bilgilerin invaziv olmayan bir
sekilde elde edilmesi, bulasici hastaliklarin yayilma riskini sinirlamak, incelenen goze
enfeksiyon (endoftalmi) girmesini dnlemek ve yerinde hizli bilgi almak gibi cesitli
avantajlara sahiptir. Spektroskopi veya 1518 herhangi bir maddeyle etkilesimi, bu
amaca ulagmak i¢in olanaklar sunar. Spektroskopik teknikler daha 6nce bir¢ok dokuda
kullanilmistir. Madde ile etkilesime giren 151k emilebilir, yayilabilir veya sagcilabilir.
Gilinlimiizde absorpsiyon, floresan ve sacilma spektroskopileri en yaygin olarak
kullanilmaktadir. Isinlarin sagilmasina bagl bir teknik olan Raman spektroskopisi,
suyun zayif kizilotesi gegirgenligi nedeniyle absorpsiyon spektroskopisinin daha az
kullanislt oldugu sulu ortamlarda molekiillerin aragtirtlmasina izin verir. Giiglii bir
monokromatik 151k kaynagina ihtiyag duyan Raman spektroskopisi, 1960' da lazerin
piyasaya slriilmesinden ve 1970'lerde daha hassas foton dedektorlerinin
gelistirilmesinden sonra ortaya cikmistir. Her yil Raman spektroskopisi ile ilgili
onemli miktarda literatiir yaymlanir ve Raman spektroskopisinin tibbi, biyolojik,

teknik ve gevresel disiplinlerde sayisiz uygulamasi vardir (73).
Tarihcgesi

1928 yilinda Hintli fizik¢i C.V. Raman, belirli molekiillerce sagilan 1s1nin ufak

bir kesrinin goriiniir alandaki dalga boyunun, gelen 151¢in dalga boyundan farklh
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oldugunu buldu. Ayrica dalga boylarindaki kaymalarin, sag¢ilmadan sorumlu
molekiillerin kimyasal yapisina bagl oldugunu da kesfetti. Bu bulusundan ve olguyu

sistematik incelemesinden dolay1 1931 yilinda Nobel Fizik Odiilii’nii ald1 (74).

Raman Spektroskopisi Genel Prensipleri

Raman Spektroskopisi bir numunenin monokromatik i1sindan olusan giiglii bir
lazer kaynagiyla 1s1nlanmasiyla sagilan 1smin belirli bir agidan 6l¢iimiine dayanir. Ilk
caligmalarda bir civa arki kullanilmistir. Giintimiizde yiiksek siddetli gaz veya kati
lazer kaynaklar1 kullanilmaktadir. Isinlandirma siiresince sagilan 1smnin spektrumu
uygun bir goriiniir bolge spektrofotometre yardimiyla, ¢ogunlukla 90° agida Slgiiliir.
Raman hatlarimin siddetleri ¢ogu zaman kaynagm %0.01't kadardir. Bu durum
algilama ve 6l¢melerde bazi deneysel sorunlarla karsilagilmasina neden olur (75,76).

Molekiillerin siddetli bir monokromatik 1sin demeti ile etkilesmesi esnasinda
151k absorpsiyonu olay1 gerceklesmiyorsa 1sik sagilmasi olay1 meydana gelir (77).

Isik sagilmasi sirasinda sagilan 15181n biiylik bir kisminin enerjisi madde ile
etkilesen 151810 enerjisine esit olur ve bu tiir elastik sagilma olayina Rayleigh sagiimasi
denir (Ayansiyan = Alazer). Elastik sacilma olayinin yani sira sagilan 15181 ¢ok az bir kismi
elastik olmayan sagilma ise bu da Raman sa¢ilmast adini alir (Ayansiyan > Alazer). Raman
spektroskopisi yonteminde molekiil ile etkilesen 1s181n dalga boyuna gore sagilan
1518in dalga boyunda olusan farklar Olgiiliir. Bu farklar Raman kaymas: olarak
adlandirilir. Molekiiller ile etkilestirilen 15181n kaynag: olarak ozellikle son yillarda
genellikle lazer tirii kaynaklar kullanildigindan bu yonteme Lazer Raman
Spektroskopisi adi da verilir (78-80).

Ramana gore 151n, gegirgen bir ortamdan gecerken, ortamdaki tiirler, gelen 151
demetinin bir kismini ¢esitli yonlere dogru sagarlar. Raman sagilmasinin diger sacilma
tiirlerinden farki, sagilan 1gmnin bir boliimiiniin frekans degisimlerine ugramasidir. Bu

degisimler, molekiillerdeki titresim ve enerji gegisleriyle meydana gelir.
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Gonderilen 15m 1 4 #

Rayleigh Sagimasi (Gonderilen 1gmla aym
¥ dalga boyunda )

#  Raman Sagimas: (Yeni Dalga boyu)

Sekil 1. Raman ve Rayleigh Sagilmasinin Sematik Gosterimi

Ramanda yayinlanan 1sin g tiptir:

1- Stokes sagilimi1

2- Anti-Stokes sagilimi

3- Rayleigh sacilimi: Dalga boyu, uyarici kaynagin dalga boyuyla tamamen ayni
olup bu sacilim diger iki tipten belirgin bir sekilde daha siddetlidir.

Dalga boyu, uyarict kaynagin dalga boyuyla tamamen ayni olup diger iki tipten
daha belirgin bir sekilde siddetli olan sa¢ilmalar Rayleigh sagilmalaridir.
Etkilesmeden sonra molekiiliin titresim enerjisi artiyorsa bu tiir sacilan

1simalara Stokes hatlar1 denir. Tersi olusuyorsa Anti Stokes hatlar1 denir (78-80).

RAYLEIGH SACILMASI

STOKES ANTI-STOKES
H HATLARI HATLARI

Siddet

i " 1 ! 1 n 1 L
—400 —200 50 200 400
AD (cm™)

Sekil 2. 488 nm lazer ile uyarilan CCl4‘lin Raman spektrumu

23



Raman spektrofotometre 3 ana bilesenden olusur. Bir (1s1n) lazer kaynagi, bir
numune aydinlatma sistemi ve uygun bir spektrometre. Raman sagilma sinyali

Rayleigh sag¢ilma sinyalinden zayif oldugundan spektrometrenin iyi olmas1 gerekir.

Raman avantajlari:

e Maddenin ii¢ hali i¢in de uygulanabilir.

e Higbir numune hazirlama islemine gerek duyulmaz.

e Her bir maddeden elde edilen spektrum benzersiz oldugu i¢in maddelerin
taninmasi i¢in kullanilabilir.

e Molekiillerin tizerinde bozucu bir etkisi yoktur.

e Vakum ortaminda ¢alismay1 gerektirmez.

e Kisa zaman araliklarinda Raman spektrumlar1 kaydedilebilir.

e Sulu ortamlarda spektrumlar kolayca kaydedilebilir. IR de bu 6zellik yoktur.

e Cam kaplar kullanilabilir (Normal Raman)

e Fiber optik kablolar kullanilarak spektrum alinabilir.

e Hizli analiz saglar.

Raman dezavantajlari:

e Metaller ve alasimlar i¢in kullanilamaz.

e Raman etkisi ¢ok zayiftir. Bu yiizden diisiik duyarliga sahiptir, bu durumda diisiik
konsantrasyondaki numune spektrumu aliminda zorluk yasanir.

e Bazi maddelerin floresans 6zelligi spektrum almay1 engelleyebilir.

e Renkli numuneler Lazer 15181n1 absorplar ve yanar.

e Pahalidir.

Kullanim Alanlar

Raman spektroskopisi genel olarak inorganik, organik ve biyolojik sistemlerin
kalitatif ve kantitatif analizinde uygulanir. Silikat cam ve eriyiklerin yapisal
incelemesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hem kizilotesi hem de Raman
Spektroskopileri Aliiminyum silikat eriyikleri ve camlarda H2O, CO2 ve H» gibi
ucucularin erime mekanizmalarini incelemek igin kullanilir. Daha farkli uygulamalar
adli tip uzmanlan tarafindan uyusturucu ve patlayicilarin tanimlanmasi ve hassas
sekilde restore edilmelerini saglamak amaci ile tarihi sanat yapilarinin tizerindeki boya

ve pigmentlerin analizlerini kapsamaktadir (13).
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Raman Spektroskopisi ve Kornea

Kornea, insan gdziiniin kirma giicliniin yaklasik %70'ini olusturur ve bu
nedenle optimal goriisiin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Kornea, su igeriginin
disinda ¢ogunlukla bir alifatik amino asit olan glisin ve tek siklik amino asit olan
prolinden olusan yaklastk %15 oraninda Kkollajen proteini icerir. Raman
spektroskopisinin katkida bulunabilecegi alanlar arasinda korneada bulunan kollajen
proteinlerinin, kornea hidrasyon durumunun ve topikal olarak uygulanan okiiler

ilaglarinin farmakokinetiginin arastirilmasi yer alir (13).

Konvansiyonel Raman spektroskopisi ile kornea kollajen proteinlerinin
yiiksek kaliteli Raman spektrumlarini elde etmek, dahili otofloresan tepkilerinden
gelen giiclii interferanslar ve asir1 yiiksek lazer uyarma seviyeleri nedeniyle zordu.
Ancak Fourier tabanli IR ve Raman spektroskopi tekniklerinin gelistirilmesinden
sonra bu alanda bazi ilerlemeler meydana geldi. Bu teknikler, floresansin spektrum
tizerindeki etkisinden kagmir ve ayrica daha yiiksek hassasiyete sahiptir. Hayvan
Raman spektrumlarin1 saf tip 1 kollajen ve proteoglikanlar, hyaluronik asitler,
kondroitin siilfatlar ve keratin siilfatlar gibi diger bag dokusu bilesenlerininkilerle
karsilastirarak, hayvan spektrumlarinin gézlemlenen amid I ve 11l tepkilerini atamak
miimkiin oldu. Ayrica kornea kollajeninin nispeten biiylik miktarda fenilalanin amino
asit igerigine sahip oldugu bulundu. Bauer ve ark. ve Erckens ve ark. canli tavsan
korneasinin hidrasyon durumunu ve ilaca bagli degisikliklerini aragtirmak igin
konfokal Raman spektroskopisini kullandi. Farmakokinetik uygulamalar sayesinde,
gelecekte ilaglarin kornea epiteline yapigsmasi, farkli kornea katmanlarina niifuz etme
yetenekleri ve bu katmanlarin hidrasyon durumu gibi sorular1 incelemek miimkiin
olabilir. Yontemin gerektirdigi asir1 lazer eksitasyon 151k seviyeleri nedeniyle saglikli
canlt insan goziinde Raman bazli kornea hidrasyon Olc¢limleri henliz miimkiin
olmamakla birlikte, yasal olarak kor hastalarda kornea hidrasyon durumu basariyla

Olgtilmistiir (13).

Raman spektrumunda 500-1700 cm-1 bolgesinde ¢ok sayida farkli protein
bileseninin Olgiilebildigi bolgeler bulunmaktadir (81). Aromatik amino asitlerden
fenilalaninin (Phe) 1004 cm-1'de, triptofanin (Try) 760 cm-1'de ve 600-900 cm-1'de
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birkag¢ ¢esidi olan tirozinin (Tyr) iyi olgiilebilen bolgeleri vardir (11). 959 cm-1’de
fosfat bandi, karbon igeren bilesenler hakkinda bilgi verir. Kollajen i¢in en sik
kullanilmakta olan bant Amide I bandidir (82,83). Bu bandda bulunan en 6nemli
degerler 1660 cm-1 ve 1690 cm-1 dir (84). Amide I’in tepe degerleri olan 11670/1640
ve 11670/ 1690 oranlar1 kollajen hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir 85,86).
[1670/1640 degeri kollajenin helikal sekli ile ilgili, dolayisiyla kollajenin kalitesi ile
ilgili bilgi verir (87,88).

Genel olarak dokularda, fosfat bandinin 959 ¢m-1’da bulunan degeri, mineral
iceriklerini ifade etmektedir.1660 cm-1’deki Amide I degeri, 1450 cm-1’deki CH2
degeri, 858 cm-1 deki Prolin ve 877 cm-1 deki Hidroksiprolin degerleri Raman
spektroskopisinde siklikla kullanilir (81,88). 1800 ve 2500 cm-1 arasindaki spektral
bolge, kayda deger bir Raman tepkisi géstermez (81,89).

Tablo 1. Raman Spektrumundaki Pik Seviyeleri

Dalga boyu (cm™) Deneysel karsilig

954 a-heliks, prolin,valin

1005 fenilalanin

1115 D-mannoz

1186 tirozin

1311 nikleik asit bazlari

1449 fosfolipidler

1580 fenilalanin, asetoasetat, riboflavin
1657 a-heliks, kollajen
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Sekil 3. Eksize edilmis tavsan korneasinin raman spektrumlar (90)
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GEREC VE YONTEM

Kullanilan Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Deney Gruplarinin
Olusturulmasi

Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Hayvan Etik Kurulunun 06.04.2021 tarih
ve 04 sayili onayr ile gerceklestirilmistir. Deney hayvanlarinin temini, bakim ve
beslenmeleri Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvari tarafindan saglanmistir. Deneyde 18 adet agirliklar1 200-250 gr. arasinda
degisen, ii¢ aylik Rattus norvegicus tiiri Wistar cinsi yetiskin disi siganlar
kullanilmistir. Tiim siganlar calisma siiresince standart sican yemi ve su ile
beslenmistir. Ilk giin tiim siganlar randomize sekilde 1,2,3,7,8,9,12,13,14.giinlerde
kornealar1 ¢ikarilacak sekilde ve her giin i¢in 2 sican olmak iizere gruplandirilmistir,
18 adet sigandan toplam 36 adet kornea alinmistir. Ayrica 12,13,14. Giinler alinan
kornealar soliisyon ig¢inde bekleme siirelerine gore erken donem, 7,8,9.giinlerde
almanlar orta donem, 1,2,3.giinlerde alinan kornealar ge¢ donem olarak

adlandirilmistir.

Kornea Orneklerinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Etik kurul bagvuru ve kararinda belirtildigi gibi 1,2,3,7,8,9,12,13,14. giinlerde
her giin 2 adet sigana dncelikle Ketamin HCL 87mg/kg I.M ve Ksilazin HCL 13mg/kg
LM verilerek anestezi altinda kalpten kan almma(kansizlastirma) yontemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra gerekli sterilizasyonun ardindan nol0 bistiiri ucu ile
korneal giris a¢ilmig, vannas makas ile kornea dokusu uzaklastirilmistir. Alinan doku,
kornea saklama soliisyonu optisol i¢ine konulmus ve diger goz i¢in de ayni islem
gerceklestirilmistir. Alinan tiim kornealar, her soliisyon kabinda 1 adet olacak sekilde
konulup kornealar soliisyonda bekleme siiresi, grup ve goziin yoOniine gore
gruplandirilmigtir. Islemler sirasinda kornea dokusunun zedelenmemesine ve
sterilizasyonun bozulmamasina ozellikle dikkat edilmistir, kornea ¢ikarimi sirasinda
herhangi bir komplikasyon yasanmamaistir. Alinan kornealar +4°C’de 6l¢lim anina dek

saklanmustir.
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Sekil 4. Kornea ¢ikarimi dncesi rat

Kornea érneklerinin Raman Spektroskopisinde Analizi ve Verilerin
Hesaplanmasi

14.glin son korneanin alimindan sonra alinan kornealarin analizi Konya
Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde bulunan Renishaw inVia raman microscope cihazi ile yapilmistir. Raman
spektroskopisinin kullanimindan once kalibrasyonu yapilmistir. Spektrumlarin elde
edilmesi siirecinde de 6zellikle heterojen bir ortamda giiriiltii filtrelemesi, diizlestirme,
normallestirme ve floresans arka plan kaldirma gibi islemler uygulanmistir.
Soliisyondan ¢ikarilan kornealar dl¢iim sirasinda parlamayr dnceleyecek metal bir
levha tlizerine alinarak katlanmis ve mikroskobun altina yerlestirilmistir. Raman
spektroskopisinde bulunan mikroskop ile kornea {izerine odaklanilmis ve goriintii net
olarak alindiktan sonra Olgiimler yapilmistir. Numunelerin incelenmesi siiresince
785nm dalga boyuna sahip olan lazer kullanilmis ve istenen spektrumlar elde
edilmistir. Ol¢iim sirasinda objektif 20x, ekspojur siiresi 5sn ve lazer giicii 10mW
olarak kullanilmistir. Olgiimler sirasinda oda sicakligi 21,9°C ve nem seviyesi %33
olarak Ol¢iildii. Tim numuneler 0-1800 cm ' spektrum araliginda tarandi. Her

korneadan 3 adet 6l¢iim alinmustr.
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RENISHAWY:

inVia Raman Microscope

Sekil 6. Raman mikroskobu ve metal levha iizerindeki kornea
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Sekil 7. Olgiimler sirasinda oda sicaklig1 ve nem seviyesi

Alman tiim olgtimler NGSLabSpec uygulamasinda degerlendirilmis, 877
nm’de Hidroksiprolin, 858 nm’de Prolin, 959 nm’deki v1PO4, 1072 nm’deki CO3,
1275 nm’deki Amide III, 1450 nm’deki CH2, 1660’ deki Amid I ile 1635 ve 1690
bantlarindaki degerler ol¢iilmiistiir. Zaman i¢inde korneadaki bozulma oranlarim
gosterebilmek igin Ozellikle kollajen ve proteoglikanlart gosteren 1670/1640,
1275/1247, 938/925, 858/877, 1033/1450, 1248/1043 oranlar1 hesaplanmistir
(81,82,87). Ayrica her goz i¢in yapilan 3 6l¢iimiin ortalamasi, giin giin tiim kornealarin

ortalamalar1 ve erken-orta-ge¢ donemlerin ortalamalar1 alinmastir.

Istatistiksel Analiz

Raman spektroskopisinde elde edilen 6lgiim ve oranlarin istatistiksel analizi
icin ANOVA testi kullanilmistir. ANOVA testi yardimiyla gruplar arasindaki farkin
anlamliligina bakilmistir, normal dagilima uymayan verilerde ise Kruskal Wallis testi
yapilmistir ayrica gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu durumlarda farki yaratan
grubun saptanmasi i¢in Post-hoc analizi yapilmistir. Sonuglarin istatistiksel analizleri

icin p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calismada sigan kornealarnin  kornea saklama soliisyonunda zaman

igerisindeki degisimi raman spektrofotometrisi ile incelenmistir.

Deneyde 18 adet agirliklart 200-250 gr. arasinda degisen, {i¢ aylik Rattus
norvegicus tiirii Wistar cinsi yetiskin disi sicanin 36 adet korneasi kullanilmistir.
1,2,3,7,8,9,12,13,14.glinlerde her giin 2 adet siganin sag ve sol kornealar1 alinmistir.
Her korneadan 3 adet Ol¢lim alinmistir. Alinan 3 Ol¢limiin ortalamasi alinmis,
kornealar birbiriyle karsilagtirilmistir. Ayrica kornealar giin giin ortalamalarina gore

ve erken-orta-ge¢ doneme gore karsilastirilmistir.
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Sekil 12. Soliisyonda 7 giin beklemis kornealarin ortalama 6lgtimii
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Sekil 14. Soliisyonda 12 giin beklemis kornealarin ortalama dl¢timii
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Sekil 15. Soliisyonda 13 giin beklemis
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Sekil 16. Soliisyonda 14 giin beklemis kornealarin ortalama dl¢timii

Raman spektroskobunda elde edilen spektrumlar birbirleriyle karsilastirilmig

ve kollajen ve proteoglikan piklerine karsilik gelen bolgelerde anlamli farklar

izlenmistir.

36



— 14.glin
........ 8.glin

Mean normalized intensity (a.u.)

1

800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Wavenumber (cm™)

Sekil 17. Soliisyonda 8 ve 14.giin aras1 degerler normalize edildiginde anlamli fark
olan bolgeler mavi alan ile gosterilmistir.
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Sekil 18. Soliisyonda 7 ve 14.giin aras1 degerler normalize edildiginde anlamli fark
olan bolgeler mavi alan ile gosterilmistir.
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Sekil 19. Soliisyonda 6 ve 14.giin aras1 degerler normalize edildiginde anlaml1 fark
olan bolgeler mavi alan ile gosterilmistir.
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Sekil 20. Soliisyonda 3. ve 14.giin aras1 degerler normalize edildiginde anlamli fark
olan bolgeler mavi alan ile gosterilmistir.

40



— 14.gun
........ 140

35

185F

Mean normalized intensity (a.u.)
n

05}

1 1

L

I 1

O ' 1 A !
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Wavenumber (cm™)

Sekil 21. Soliisyonda 2. ve 14.giin aras1 degerler normalize edildiginde anlamli fark
olan bolgeler mavi alan ile gosterilmistir.
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Sekil 22. Soliisyonda 1. ve 14. giin aras1 degerler normalize edildiginde anlamli fark
olan bolgeler mavi alan ile gosterilmistir.

Bu dl¢limler sonucu spektrumda kollajen ve proteoglikanlara denk gelen
bolgeler iizerine yogunlasilmis ve 1670/1640, 1275/1247, 938/925, 858/877,
1033/1450, 1248/1043 oranlar1 karsilastirilmistir (91-95).

42



1.7

e .

\(P, 1.5+ o & i B

o «? Lo, Ny

S 1.4+ c®

?3 1.3+ s

© - i ba

— 1.2- N
1-1 ' L] ) LI : ) | AT A L) — 1) . ) B - L]

.-0 O'Q -‘o -'Q -'o t'o -‘(‘ .'Q -'o
238000 P\ P, ¢

Sekil 23. Soliisyonda kalma siirelerine gore 1670/1640 oranlar1

Sekil 23 kornealarin soliisyonda kalis siirelerine gore diizenlenmistir ve
1670/1640 oraninin artmasi yapisal kollajenlerde bozulmay1 gostermektedir. 1,2,3 giin
soliisyonda bekleyen kornea dl¢iimlerinin kendi i¢cinde oranda artis egilimi olmasina
ragmen istatistiksel anlamli fark gériilmemistir (p>0,05). 6,7,8 giin soliisyonda kalan
ve 12,13,14 giin sollisyonda kalan kornealarda kendi i¢lerindeki artig egilimi devam
etmektedir. 12,13,14 soliisyonda beklemis kornea 6lgtimlerinin 6,7,8 giin beklemis
kornea Ol¢timlerine gore daha olumlu olmasi kornealar arasi varyasyon olabilecegine

ve Ol¢lim alinan bolgeler arasi farklar olabilecegine baglanmstir.
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Sekil 24. 1670/1640 oraninin erken, orta ve ge¢c donem karsilastirilmasi

1670/1640 oraninin artmasi yapisal kollajenlerde bozulmayi gostermektedir.
Orta ve ge¢ donemde erken doneme gore istatistiksel olarak anlamli artig

goriilmektedir (p<0.001). Orta ve ge¢ donem arasinda anlaml fark goriilmemistir
(p>0,05).
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Sekil 25. Soliisyonda kalma siirelerine gore 938/925 oranlarinin karsilastirilmast

Sekil 25 kornealarin soliisyonda kalis siirelerine gore diizenlenmistir ve
938/925 oraninin azalmasi kollajenin aminoasit yapisindaki yapisinda bozulmayi
gostermektedir. Sollisyonda kalma siirelerine gore 1,2,3. giinlerdeki Slgiimlerde ve
6,7,8.glin Olglimlerinde kendi aralarinda istatistiksel anlamli azalma goriilmiistiir
(p<0.05). Olgiimlerde 8.giin sonrasindaki istatistiksel anlamli azalmalar dikkat
¢cekmektedir (p<0.001).
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Sekil 26. 938/925 oraninin erken, orta ve ge¢c donem karsilastirilmasi

938/925 oraninin azalmasi Kollajenin aminoasit yapisindaki yapisinda
bozulmayi gostermektedir. Ge¢ donemde orta ve erken doneme gore istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmiistiir (p<0.001). Erken ve orta donem arasinda anlamli fark

goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 27. Soliisyonda kalma siirelerine gore 858/877 oranlarinin karsilastirilmasi

Sekil 27 kornealarin soliisyonda kalis siirelerine gore diizenlenmistir ve
858/877 oraninin artmasi kollajen yapisinda bozulmayr gostermektedir. 2.glinden

itibaren bir artis egilimi goriilmektedir.
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Sekil 28. 858/877 oraninin erken, orta ve ge¢ donem karsilastirilmasi

858/877 oraninin artmasi kollajen yapisinda bozulmay1 gostermektedir. Geg
donemde erken ve orta doneme gore istatistiksel olarak anlamli artis gorilmistiir

(p<0.001). Erken ve orta donem arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0.05).
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Sekil 29. Soliisyonda kalma siirelerine gore 1248/1043 oranlarinin karsilastirilmasi

Sekil 29 kornealarin soliisyonda kalis siirelerine gore diizenlenmistir ve
1248/1043 oraninda azalma proteoglikanlarin yapisinda bozulmayr gostermektedir.

6.giin ve sonrasindaki 6l¢iimlerde azalma egilimi dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 30. 1248/1043 oraninin erken, orta ve ge¢c donem karsilastirilmasi

1248/1043 oraninda azalma proteoglikanlarin  yapisinda bozulmayi
gostermektedir. Ge¢ donemde erken ve orta doneme gore istatistiksel olarak anlaml
azalma goriilmiistiir (p<0.05). Orta donemde de erken doneme gore istatistiksel olarak

anlamli artig goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 31. Soliisyonda kalma siirelerine gore 1275/1247 oranlarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 32. 1275/1247 oraninin erken, orta ve ge¢ donem karsilastirilmasi

1275/1247 oran1 kollajen yapisinda bozulmay1 gostermektedir ve bu bolgede
stilfatla ilgili pikler bulunmaktadir. Erken, orta ve ge¢ donem arasinda beklenen
oranlar saptanmamistir. Bu durum kornea saklama soliisyonu iginde bulunan

kondroitin siilfata ve 6l¢iim oncesi kornea dokusunun yikanmamasina baglanmaistir.

1033/1450
0.5-
T_ 0.4-
5 .L I
O 0.34 sy *
< 0.2 o)
7. |
= 014 | | |
|
0.0 1 1 1 L} L) L) L

Sekil 33. Soliisyonda kalma siirelerine gore 1033/1450 oranlarinin karsilastirilmasi

1033/1450 oraninin yapilan son yayinlarda matrikste bulunan kollajen oranini
gosterdigi soylenmektedir (96). 1033/1450 oraninda artma olmasi kollajen igeriginde

azalmaya isaret eder. 3.giin ve sonrasinda oranlarda artis egilimi goriilmiistiir (p<<0.05).

52



TARTISMA

Kornea nakli doku transplantasyonlarinin iginde en eskilerden ve en basarili
olanlardan biridir. Zirm tarafindan 1905 yilinda ilk basarili penetran keratoplasti

gerceklestirilmistir (1).

Kornea dokusunun eksize edilip 6zel soliisyonlar i¢cinde bekletilmesine 1970’11
yillarda baslanilmistir. Daha 6nceki donemlerde kornea dokusu yerine géz alinmakta
ve eniikleasyon yapilmis olan gozler nemli bir ortamda +4°C’de bekletilmekteydi
(7,8). Nemli bir ortamda bekletme metodu, {iveal dokularin ve 6n segmentte bulunan
diger yapilarin beslenememesi sebebiyle olusan ve hiimor akodzde biriken yikim
tiriinlerinin endotel iizerine toksik etkileri sebebiyle 48 saatten daha kisa saklama
siiresine sahipti (36,37). Bu kisa saklama siiresi HIV ve hepatit viriislerine yonelik
tarama yapilmasi i¢in de yetersizdi (97,98). 1974 yilinda McCarey-Kaufman (M-K)
ortami gelistirilmistir ve bu yontemde kornea, skleral kenar1 2-3mm igerecek sekilde
eksize edilerek kornea endotelinin yikim iiriinlerinden maruziyetinin azaltilmasi
amaclanmistir. M-K ortami ilk kornea saklama soliisyonudur ve igeriginde dekstran,
doku kiiltiir ortami-199 (tissue culture medium-199), bikarbonat ve gentamisin
bulundurmaktadir (39,40). Bu yontem korneanin +4°C’de 4 giin boyunca
saklanmasma izin vermekteydi. 1960’l1 yillarda kondroitin siilfatin saklama
ortamlarindaki 6nemi anlasilinca 1985°te Kaufman ve ark. tarafinca K-sol adiyla
cikarildi ve kornea dokusunun 14 giine kadar saklanmasina olanak tanidi. K-sol de M-
K ortami gibi antibiyotik olarak gentamisin igermekteydi. 1988 artik kenar
(korneoskleral rim) dokularinin propionibacterium acnes ile kontamine oldugu
gosterildi ve ilk ticari saklama soliisyonu olan K-sol piyasadan toplatildi (7). Doku
kiiltiir ortami-199’un yerine, minimum esansiyel ortamin temel olarak tercih edilmesi
ve bazi aminoasitlerin de eklenmesiyle 1985°te kondroitin siilfat ortam1, 1988 yilinda
ise bunlara antioksidan ilavesiyle deksol ortami olusturulmustur. Deksol ortamina
askorbik asit gibi antioksidan maddelerin, vitamin B12’nin, adenosine triphosphate
(ATP) ve gentamisinin yanina streptomisinin de eklenmesiyle 1992 yilinda Optisol GS
tiretilmistir. Gliniimiizde de gentamisin disinda streptomisin igeren tek soliisyon

Optisol GS’dir ve {lilkemizde c¢ogunlukla kullanilan kornea saklama soliisyonu
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dekstran ve kondroitin siilfat igeren optisoldiir (7). Optisol korneanin 14 giine kadar

saklanmasina izin vermektedir (9,10).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 2021 yili ig¢inde 79.641 kornea nakli
gerceklestirilmistir. Bu say1 2020° de 66.278, 2019°da 85.601°dir (2). PKP uzun
yillardir en sik kullanilan kornea nakli yontemi olmasina ragmen gelismis iilkelerde
son 15 yil icinde lameller cerrahilerin sayis1 PKP cerrahisi ile yarisir hale gelmistir.
Giiniimiizde lilkemizde 49 adet kornea bankasi ve 613 adet kornea nakil merkezi
bulunmaktadir. 2021 yilinda iilkemizde 2812 kornea nakli gerceklestir ve bu sayi
pandemi oOncesi donemlerde 2019°da 3789, 2018’de 4141°dir (6). Ulkemizde

uygulanan ana kornea nakli yontemi PKP’ dir.

Raman spektroskopisinde, biyolojik dokularin kimyasal ve biyofiziksel
ozellikleri dokunun igine girilmeden belirlenmektedir ve Raman spektroskopisi lazer
tabanli bir analiz teknigidir. Lazer etkilesimi ile sa¢ilmis olan fotonlar bir dedektorde
toplanmaktadir (99). Dedektorler de molekiillerin 6zgiin titresimlerine gore, sagilan
151k dalga boylarini belirten spektrumlar gosterir. Bu spektrumlarda dokunun igerigine
bagli bantlar ve tepe (pik) noktalari bulunmaktadir. Her bir tepe noktasi dokunun
kendine has bilesenlerini gostermektedir. Raman spektroskopisi 6rnekler i¢in herhangi
bir hazirliga ihtiyag olmaksizin, dokunun biyolojik iceriklerini ¢ok hizli bir sekilde
belirlemektedir (100,101).

Taze olmasi veya dokularin fikse olmasi fark etmeksizin non-invaziv olarak
canlt hayvanlarda kullanilabilir. Raman spektroskopisinin son yillarda tipta

kullanimiyla ilgili caligmalar yayginlagmaktadir (102).

Sican kornealarinin  kornea saklama soliisyonunda zaman igindeki
degisikliklerini arastirdigimiz ¢alismamizda 18 adet agirliklar1 200-250 gr. arasinda
degisen, ii¢ aylik Rattus norvegicus tiirii Wistar cinsi yetiskin disi sicanin 36 gozii
kullanilmistir ve Raman spektroskopisinde, kornea saklama soliisyonundaki korneanin
degisimlerini  inceleyen literatiirdeki ilk ¢aligmadir. Literatirde raman

spektroskopisinin gézde kullanimiyla ilgili heniiz ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur.

Ermakov ve ark. okiiler dokularin ramanda incelenmesiyle ilgili yaptigi

calismada kornea, lens, sklera, retina ve vitreus iizerinde dl¢limler yapmis, bu bolgeler
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tizerine spektrumlar gostermistir (103). Calismamizda elde ettigimiz kollajen
spektrumlari, kollajen yapisindaki aminoasitleri gosteren spektrumlar ve proteoglikan

spektrumlar: diger ¢alismalarla korelasyon gostermektedir (103,104).

Hu ve ark. 2016’da yaptig1 ¢calismasinda da sigan korneasinda keratomikoz ve
saglikli kornealarla ilgili degerlendirmeler yapmis ve saglikli kornealarda kollajen ve

proteoglikan yapisinda ¢alismamiza benzer spektrumlar ve pikler elde etmistir (104).

Means ve ark. yaptgi calismada optisol icindeki korneanin bozulmasini
incelemis ve epitel hasarinin 7.giin sonrast bagladigi, 12.giinden itibaren ciddi epitel
hasar1 oldugunu gostermistir (105,106). Calismamizda da 7 ve 8.giinlerden itibaren
kollajen ve proteoglikan yapilarinda bozulmayr gosteren 1670/1640, 938/925,
858/877, 1033/1450, 1248/1043 bolgelerinde anlamli degisiklikler goriilmiis, 6zellikle
de 12.glin ve sonrasinda Raman spektrumundaki kollajen ve proteoglikan
Olgtimlerinde daha ciddi bozulmalar elde edilmistir. Kornea epiteli yapisinda da
kollajen ve proteoglikan bulunmaktadir ve 7.giin sonrasi epitel yapisinda bozulmalar ,
calismamizdaki kollajen ve proteoglikan dl¢ltimlerindeki negatif degisikliklerle uyum

gostermektedir.

Kurpakus ve ark. yaptiklar1 ¢alisgmada korneanin kollajen ve proteoglikan
yapist hakkinda bilgiler elde etmislerdir (110). Kornea ylizey epitelinde lipid,
glikoprotein, kollajen yapisi, Stromanin 6zellikle tip 1 kollajen icerdigi, kondroidin
stilfat ve keratan siilfattan zengin oldugu gosterilmistir (110). Farkli ¢aligmalarda da
bowman tabakasinin tipl kollajen liflerinden olustugu, epitel tabakasini alttaki bag
dokusuna bagladigi (111), Stromanin kalinligin %9011 olusturdugu tip1 kollajenin
yaninda tip 5 de icerdigi ve bu kollajen liflerinin travma ve deformasyona kars1 direg
sagladigr (111,112), desme membraninin endotel tarafindan olusturuldugu, tip 8

kollajenden zengin oldugu gosterilmistir (112).

Raman spektroskopisiyle ilgili diger calismalarda 1670/1640, 1275/1247,
938/925, 858/877, 1033/1450, 1248/1043 bdlgeleri ve oranlarinin yapilarin kollajen
ve proteoglikan igerikleri hakkinda bilgi verdigi gosterilmistir (81,82,87).

Calismamizda 1275/1247 bolgesinde anlamli sonug ¢ikmamasi o bolgenin

kondroitin siilfata ilgili pikler veren bdlge olup (107,108), soliisyondan gikarilan
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kornealarin yikanmadan Ol¢lim yapilmasina ve soliisyonun kondroitin siilfat
icermesine baglanmustir. Ileriki ¢alismalarda drnek sayismnin arttirilast ve bu bdlgeye
denk gelen Glgiimler icin dncesinde kornealarin yikanmasi daha anlamli sonuglar i¢in

yardimci olabilir.

Kollajen 6l¢iimlerini gosteren 1670/1640, 938/925, 858/877 bolgelerinde geg
donemlerde erken donemlere gore istatistiksel anlamli sonuglara ulasilmistir
(p<0.001). Ancak 938/925, 858/877 bdlgelerinde erken ve orta donem arasi
istatistiksel anlamli fark goriilmemistir. 1670/1640 bolgesinde orta donemde erken

doneme gore kollajen yapisinda istatistiksel olarak anlamli bozulma gorilmiistiir

(p<0.001).

1670/1640 oraninin artmasi yapisal kollajenlerde bozulmay1 gostermektedir.
1,2,3 giin soliisyonda bekleyen kornea dl¢timlerinin kendi i¢inde oranda artig egilimi
olmasina ragmen istatistiksel anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). 6,7,8 giin
soliisyonda kalan ve 12,13,14 giin soliisyonda kalan kornealarda kendi i¢lerindeki artig
egilimi devam etmektedir. 12,13,14 soliisyonda beklemis kornea dl¢iimlerinin 6,7,8
giin beklemis kornea 6l¢iimlerine gére daha olumlu olmasi kornealar arasi varyasyon
olabilecegini ve 6l¢lim alinan bolgeler arasi farklar olabilecegini diistindiirmektedir.

Ermakov ve ark. ¢alismasinda 938/925 boélgelerindeki piklerin kollajenin
aminoasit yapisini gosterdigini ve 938/925 oraninin azalmasi kollajenin aminoasit
yapisindaki bozulmaya isaret oldugunu gostermistir (103). Calismamizda soliisyonda
kalma siirelerine gore 1,2,3. giinlerdeki dl¢iimlerde ve 6,7,8.giin dl¢limlerinde kendi
aralarinda istatistiksel anlamli azalma goriilmiistiir (p<0.05). Olgiimlerde 7.giin
sonrasindaki istatistiksel anlamli azalmalar dikkat ¢ekmektedir (p<<0.001).

Mandair ve ark. c¢aligmasinda 858/877 bolgelerindeki piklerin kollajen
yapisindaki prolin-hidroksiprolin ile ilgili oldugunu ve 858/877 oraninin artmasiyla
kollajen yapisinin bozuldugunu gostermistir (11). 1.giinden itibaren bu bolgelerde bir
artis egilimi goriilmektedir (p<0.001).

Hiicre matriksini olusturan baslica iki ana ekstraselliiler protein bulunmaktadir.
Bunlar fibroz proteinler ve proteoglikanlardir. Proteoglikanlar, kovalent bagla
baglanmis glikozaminoglikanlar i¢eren peptid zincirleridir. Yapilarinda %95 oraninda
karbonhidrat ve %35 oraninda protein igerirler. Hyallironik asit, kondroitin siilfat,

keratan siilfat I ve II, heparin, heparan siilfat ve dermatan siilfat olmak iizere yedi ¢esit
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glikozaminoglikan (GAG) bulunmaktadir. GAG zincirleri ekstraseliiler bosluklarin
biiyiikk kismin1 doldurur ve dokuya mekanik destek vermesinin yaninda bag dokusu
stabilizasyonu, kollajen organizasyonu, sitokinlerle etkilesim, enflamasyonun
Onlenmesi, bagisiklik diizenlenmesini saglar, suda c¢oziinebilen molekiillerin
diflizyonunu hizlandirir ve ayrica hiicrelerin gocii ve fagositozunu saglar (113,114).
Mandair ve ark. calismasinda 1248/1043 bolgesinin proteoglikan piklerine karsilik
geldigini ve 1248/1043 oraninda azalmanin proteoglikanlarin yapisinda bozulmaya
isaret oldugunu gostermistir (11). 6.giin ve sonrasindaki 6l¢iimlerde azalma egilimi
dikkat cekmektedir. Bu azalma egilimi 6.glin sonrasinda soliisyon i¢inde proteoglikan
gorevlerinde aksamalar olabilecegini diistindliirmektedir.

Proteoglikan 6lgtimlerini gosteren 1248/1043 bolgelerinde ge¢ donemde erken
ve orta doneme gore proteoglikan yapisinda istatistiksel anlamli bozulma goriilmiistiir
(p<0.05). Ancak bu 6lgiimde orta donem proteoglikan yapisi erken doneme gore daha
olumlu sonu¢ vermistir (p<0.05). Ileride yapilacak ¢alismalarda denek sayisinin
arttirllmasi, kornealarda yapilan o6lgiimlerin sayisinin arttirilmast sapmalarin
giderilmesi ve bu bolgede daha anlamli sonuglar i¢in faydali olabilir.

Yapilan son yayinlarda 1033/1450 oraninin matrikste bulunan kollajen oranini
gosterdigi soylenmektedir (109). Bu oranin artmasi kollajen yapisindaki bozulmalara
isarettir. Calismamizda 3.glin ve sonraki Ol¢iimlerde bu oranda anlamli artiglar
gorlilmiistir (p<0.05). Bu sonug, soliisyonda zaman iginde matrikste bulunan
kollajenin azalmasma bagl olarak kollajenlerin gorevi olan hiicre adezyonunun
diizenlenmesi ve doku gelisiminin yOnetiminde sorunlar olabilecegini
diisiindiirmektedir. 1 ve 2.giin 6l¢timlerinde alinan yiiksek pikler olas1 bir varyasyon
ya da Ol¢lim alinan bolgeyle ilgili bir sorun olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha
fazla denek sayis1 ve dl¢lim sayisinin arttirilmasi sonraki ¢aligmalar igin yol gosterici

olabilir.

Optisol giiniimiizde en yaygin kullanilan kornea saklama soltisyonudur (115).
Farkli ¢aligmalarda 21 giline kadar kornea dokusunun saklanabildigi sdylenmektedir
(116,117). Orta doneme kadar koruyucu soliisyonlar {izerine yapilan bir ¢alismada
etkisi Sinasol ile karsilagtirilmis ve optisol igeren soliisyonda stromal 6dem ve desme
foldunun 7.giinde daha az oldugu gosterilmistir (118). Eusol-C ile optisol

karsilastirildigi bir calisgmada kornealarin spekiiler mikroskopi ile incelenmesi
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yapilmis ve optisol endotel hiicre dansitelerinde yine daha olumlu sonuglar vermistir
(119). Calismamizda kollajen ve proteoglikan gosteren bolgelerde 6zellikle ilk 7 giin
sonrasinda goriilen bozulma dikkat ¢ekicidir. Litaratiirdeki diger caligmalar da optisol

icinde kornea dokularinin 7-14 giin i¢inde kullanilmasi gerektigini gdstermektedir
(9,10).

Calismamiz sonucunda genel olarak literatiir ile uyumlu veriler elde edildi.
Ancak calismadaki bazi simirlamalar bulunmaktadir. Bunlar; denek sayisinda
yetersizlik, denekler arasi olasi varyasyonlar, Ol¢lilen dokunun saydam ve kiiglik
olmasi, bazi 6lgtimlerde lazer 15181nin kornea santrali yerine perifer kornea ve limbus

komsulugundan olmasi olabilir.

Kornea hastaliklarinin sebep oldugu gérme kayiplarinin tedavisinde kornea
nakli 6nemli bir tedavi yontemidir. Dondrden alinan kornea dokular1 saklama
sollisyonlar1 i¢inde 14 giine kadar ve ozellikle ilk 7 giin oldukca korunabilmektedir.
Raman spektroskobunun tibbi alanlardaki kullanimi arttikca canli ve cansiz
dokulardaki biyokimyasal yapilarin analizlerinin daha iyi olmast umut edilmektedir.
Denek sayisinin artmasi ve dl¢lim sayilarinin arttirilmasi, sadece soliisyondan yapilan
Olcimler ve soliisyona konmadan once kornealardan Raman spektroskobuyla

yapilacak dl¢limler alinmasi sonraki ¢alismalar i¢in daha anlamli sonuglar verebilir.
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SONUC VE ONERILER

1.Calismamizda 18 adet Rattus norvegicus tiirii Wistar cinsi yetiskin disi sigan
kullanilmistir. Tlk giin tiim sicanlar randomize olarak 1,2,3,7,8,9,12,13,14.giinlerde
kornealar1 ¢ikarilacak sekilde ve her giin icin 2 si¢an olmak iizere gruplandirilmistir.
Alman tiim kornealar kornea saklama soliisyonu optisol i¢inde bekletilmistir. 18 adet
sicandan toplam 36 adet kornea alinmistir. Ayrica 12,13,14. Giinler alinan kornealar
soliisyon i¢inde bekleme siirelerine gore erken donem, 7,8,9.giinlerde alinanlar orta
donem, 1,2,3.giinlerde alinan kornealar ge¢ donem olarak adlandirilmistir. Alinan tiim
kornealar 14.glin sonunda Raman spektroskopisiyle degerlendirilmis ve spektrumlar
elde edilmistir. Alinan dl¢timlerde kollajen ve proteoglikan piklerine karsilik gelen

bolgelerde anlamli sonuglar bulundu.

2. 1670/1640 oraninin artmasi yapisal kollajenlerde bozulmay1 gostermektedir.
1,2,3 giin soliisyonda bekleyen kornea dlgiimlerinin kendi i¢inde oranda artig egilimi
olmasina ragmen istatistiksel anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). 6,7,8 giin
soliisyonda kalan ve 12,13,14 giin soliisyonda kalan kornealarda kendi i¢lerindeki artis
egilimi devam etmektedir. Orta ve ge¢ donemde erken doneme gore istatistiksel olarak
anlamli artis gorilmektedir (p<0.001). Orta ve ge¢ donem arasinda anlamli fark
goriilmemistir (p>0,05).

3. 938/925 oranmin azalmasi kollajenin aminoasit yapisindaki yapisinda
bozulmay1 gostermektedir. Soliisyonda kalma siirelerine gore 1,2,3. giinlerdeki
Olctimlerde ve 6,7,8.glin dlglimlerinde kendi aralarinda istatistiksel anlamli azalma
goriilmiistiir (p<0.05). Olgiimlerde 7.giin sonrasindaki istatistiksel anlamli azalmalar
dikkat ¢ekmektedir (p<<0.001). Ge¢ donemde orta ve erken doneme gore istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmiistiir (p<0.001). Erken ve orta donem arasinda anlamli fark
gorilmemistir (p>0,05).

4. 858/877 oraninin artmast kollajen yapisinda bozulmayi gostermektedir. Geg
donemde erken ve orta doneme gore istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir
(p<0.001). Erken ve orta donem arasinda anlamli fark gériilmemistir (p>0.05).

5. 1248/1043 oraninda azalma proteoglikanlarin yapisinda bozulmay:
gostermektedir. 6.glin ve sonrasindaki 6lgtimlerde azalma egilimi dikkat cekmektedir.

Ge¢ donemde erken ve orta doneme gore istatistiksel olarak anlamli azalma
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goriilmistiir (p<0.05). Orta donemde de erken doneme gore istatistiksel olarak anlamli
artis goriilmistiir (p<0.05).

6. 1275/1247 orani kollajen yapisinda bozulmay1 gostermektedir ve bu bolgede
siilfatla ilgili pikler bulunmaktadir. Erken, orta ve ge¢ donem arasinda beklenen
oranlar saptanmamistir. Bu durum kornea saklama soliisyonu iginde bulunan
kondroitin siilfata ve 6l¢iim 6ncesi kornea dokusunun yikanmamasina baglanmaistir.

7. 1033/1450 oraninin yapilan son yayinlarda matrikste bulunan kollajen
oranin1 gosterdigi sdylenmektedir (96). 1033/1450 oraninda artma olmas1 kollajen

iceriginde azalmaya isaret eder. 3.giin ve sonranda oranlarda artis egilimi goriilmiistiir

(p<0.05).
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