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S1vi Sicakliginin Kornea Endotel-Descemet Membrani
Rulo Formasyonu Uzerine Etkisi Var midir? In Vitro

Calisma

Does Fluid Temperature Affect Corneal Endothelium-Descemet
Membrane Scroll Formation? An In Vitro Study

® Yusuf Ko¢luk*, ® Emine Alyamag Sukgen*, ® Selim Cevher**

* Adana Numune EZitim ve Arastirma Hastanesi, G6z Hastaliklar1 Klinigi, Adana, Tiirkiye
#**Eregli Devlet Hastanesi, Goz Hastaliklar1 Klinigi, Konya, Tiirkiye

Oz

Amac: Descemet membran (DM) greft rulo formasyonunun agilma zamaninin gesitli s1vi sicakliklarinda degisim gosterip gostermedigini
aragtirmakeir.

Gereg ve Yontem: Calisma prospektif, ex vivo ve deneyseldir. Calisma Haziran 2014 - Haziran 2015 tarihleri arasinda Adana Numune
Egitim ve Aragtirma Hastanesi'nde kornea boliimiinde iigiincii basamakta yiiriitiilmiigtiir. DM’ler baslangicta aldig: rulo formasyonu
sikiliZina gore 4 kategoriye ayrilmig ve dort farkli BSS sicakligi (8, 16, 23 ve 36 °C) kullanilarak dort farkli grupta yiiriitiilmiigtiir.
Caligmada kullanilan 16 donér kornea hastanenin goz bankasindan elde edilmistir.

Bulgular: Hazirlanan DM rulo olugumlari, alinan verici korneanin durumuna gére degisebilir. Bazilari siki bir rulo olustururken
bazilari daha agik rulo olusturabilir. Tiim gruplarda, 5. ve 10. dakikalarda farkli dengelenmis tuz ¢ozeltisi (BSS) sicakliklarina konan
DM rulolarinda herhangi bir fark gézlenmemistir. Tiim gruplarda, DM rulo olusumlarinda sikilagma veya agilma gozlenmemistir.
Sonuc: Bu caligmada farkli BSS sicakliklarinin, agilma zaman: iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigt bulunmugtur.

Anahtar Kelimeler: Descemet membran endotelyal keratoplasti, Descemet membrani, dengeli tuz soliisyonu, Descemet membrani
agilma zamani, donér kornea

Abstract

Objectives: To investigate whether unfolding time of Descemet membrane (DM) graft rolls changes at various fluid temperatures.
Materials and Methods: The study was prospective, ex vivo, and experimental. The study was conducted at the tertiary center
for corneal disease in Adana Numune Training and Research Hospital between June 2014 and June 2015. DMs were divided into
4 categories according to baseline roll tightness and these were distributed among 4 different groups using 4 different balanced salt
solution (BSS) temperatures (8, 16, 23, and 36 °C). Sixteen donor corneas were obtained from the hospital eye bank.

Results: DM roll formations may vary according to the donor cornea received. Some form tighter rolls while others can form a more
open roll. No differences in roll tightness were observed in any of the DM rolls after 5 or 10 minutes in the different BBS temperatures.
In all groups, neither tightening nor opening was observed in DM roll formations.

Conclusion: Different BSS temperatures were found to have no effects on DM unfolding time in this study.

Keywords: Descemet membrane endothelial keratoplasty, Descemet membrane, balanced salt solution, Descemet membrane unfolding
time, donor cornea
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Giris

Descemet membran endotelyal keratoplasti (DMEK) ilk
olarak Melles ve ark.!” tarafindan hastalikli endotel ve descement
membraninin  (DM), bagli oldugu kornea stromasindan
uzaklagtirilarak izole edilen dondr endotel DM tabakas:
kullanilarak replasmant olarak tanimlanmistir. Descemet
soymalt otomatik endotelyal keratoplasti (DSAEK) prosediirii
iyi standardize ve tekrarlanabilir greft hazirlama ve a¢ma
yontemi olsa da DMEK halen zorluklar igermektedir. Grefti
posterior stromaya baglamak icin lamelin ac¢ildig1 prosediiriin
ana adimi zellikle zor olabilir. Greft manipiilasyonlarinin ¢ogu
bu basamakta yapilmaktadir.?

DMEK, DSAEK’ya gore daha hizli ve daha eksiksiz bir
gorme rehabilitasyonu saglar.*>® Ancak, greft hazirlanmasi
ve agilmasi adimlart daha az standartlasmigtir. DMEK'de
greft hazirlama fazi, DM'nin 6n kamaraya enjeksiyonu ve on
kamarada gerceklesen tiim agilma asamalari sivi bir ortamda
gerceklestirilir.  Stvi ortam  sicakliginin  greft agilmasini
etkilenebilecegini varsaydik.

Bazi hastalarin DMEK ameliyatlarint sirasinda agilmasi zor
olan siki DM rulolarinin spontan olarak acildigini gozlemledik
ve bunun mikroskop ig1gindan kaynaklanan isinmaya bagli
olabilecegini diigiinditk. DMEK ameliyat: uzarsa, mikroskop
ig1Zinin termal etkisi olabilir. DM’deki ana protein tip IV
kollajendir. Is: ile meydana gelen giiclii osilasyonlar molekiiller
arasindaki baglari kirarak kollajen yapisinda bozulmaya neden
olur ve bu da DM acgilma siiresini etkileyebilir.” Sicaklik
degisiminin DM rulo sikiliini etkileyebilecegini gosteren higbir
hayvan modeli veya ¢aligma bulunmadigindan, laboratuvar
kogullarinda normal viicut sicakligina kadar sicakliklarin DM
rulolar: tizerindeki etkisini aragtirdik.

Bu deneysel c¢alismada, pozitif seroloji nedeniyle
kullanilamayacak olan kornea DMEK greftlerin cesitli sivi
sicakliklarinda agilma siiresinin degisip degismedigi aragtirildi.

Gere¢ ve Yontem

Bu ¢aligma prospektif, ex vivo ve deneysel olarak planland:.
Etik onay caligmanin yapildifi Adana Numune Egitim ve
Aragtirma Hastanesi’'nden alindi. Caligma Haziran 2014 -
Haziran 2015 tarihleri arasinda kornea hastaliklart icin bir
tersiyer merkez olan Adana Numune Egitim ve Aragtirma
Hastanesi Goz Bankast’'ndan alinan 16 donér kornea kullanilarak
gerceklestirildi. Donérlerin yaglari kaydedildi. Dondr kornealar,
serolojik testler (HbsAg" veya antiHCV™) pozitif sonug verdigi
i¢in implantasyona uygun degildi.

Korneoskleral doku eksize edildi ve 14 giin siire ile 4 °C’'de
Eusol-C (AlchimiA, Viale Avusturya, Italya) iceren bir kornea
saklama kabinda saklandi. DM dokularinda biyomikroskobik
inceleme ile endotel patolojisi olmadig: goriildii (korneal
endotelyal distrofi ya da katlanti bulgusu ve intraokiiler
cerrahi 6ykiisii yoktu). Oliimden sonra doku soguk ortamda
korunmaya alinmadan 6nce gegen siire 12 saatten kisaydi ve
doku ¢ikartildiktan sonra 7 giin i¢inde kullanildi.
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Donor Hazirligt

Tim dokular ameliyathanede, daha ©nce tarif edilen
sekilde, degerlendirmeden hemen once daldirilmis kornea
teknigi kullanilarak tek bir cerrah (Y.K.) tarafindan hazirlandi.’
Korneoskleral doku, DM hazirlanmasi sirasinda kaymay1
onlemek i¢in Barron vakumlu pang (Katena Products, Inc., New
Jersey, ABD) lizerine yerlestirildi. Tiim DM greftlere, DMEK
cerrahisinde en ¢ok tercih edilen ¢aplardan biri olan 8,0 mm’lik
pang ile yiizeysel trefinasyon yapildi. DM kenarlart 90,06 tripan
mavisi soliisyonu ile boyand: ve donér rim 23 °C dengelenmis
tuz cozeltisi (BSS) ile dolduruldu. Soyma iglemi bu ortam
icinde, kenardan merkeze dogru, baglama pensi kullanilarak
gerceklestirildi ve DM ¢ikartildi. DM rulosu daha sonra 60
saniye boyunca tripan mavisi ile yeniden boyand: (Resim 1).

DM Rulolar1

DM greftleri rulonun ilk sikilik derecesine gore 4 kategoriye
ayrildi. Buna gore 1/4 DM rulo ¢ok sikiyd: (yaklagik 1-2 mm
geniglikte), 2/4 DM rulo yaklagik 3-4 mm genislikte, 3/4 DM
rulo yaklagik 5-6 mm genigliginde ve 4/4 DM rulo neredeyse
tamamen agikti (yaklagik 7-8 mm genigliginde).

Baglama forsepsi kullanilarak hazirlanan DM rulolari, farkls
sicakliklarda BSS iceren kapali cam kaplara yerlestirildi. DM
rulolarinin yap: ve boyutlarindaki degisiklikler, baglangicta,
5. ve 10. dakikada oftalmik cerrahi mikroskop ile gozlendi ve
fotografland:.

Ameliyathanenin ve odada bulunan sivilarin (goreceli
olarak) sicakligi, ameliyat sirasinda 22 ila 24 °C arasinda
degisebilir.” Mevcut ¢aligmanin yapildig1 ameliyathanede ortam
sicakli@i ~23 °C idi. Bir bagka ¢aligmada, 6n kamarada ortalama
sicakligin 23,6 °C oldugu saptanmugtir.'” Bu nedenle, 23 °C
DM grefti soyulurken kullanilacak BSS sicakligi i¢in mantikl
bir degerdir. Bu calisma igin 8 °C (4-8 °C arasinda donor
dokusunun saklanma sicakligidir) ile 36 °C (insan viicudu
sicakligt) arasindaki sicaklik aralifi dikkate alindiginda, DM
greftleri icin optimal BSS sicakligini belirlemek i¢in 8, 16, 23
ve 36 °Clik sicakliklari degerlendirdik.

Calisma dort farkli BSS sicakliginin kullanildig: dore farkls
grup ile gerceklestirildi. Buna gore 3 (%20,0) DM grefti
8 °C BSS (Grup 1), 4 greft (%26,7) 16 °C BSS (Grup 2),
4 greft (%26,7) 23 °C BSS (Grup 3) ve 4 greft ise 36 °C
BSS i¢ine (%26,7) (Grup 4) kondu. Tiim gruplardaki BSS
sicakliklari bir termometre ile kontrol edildi ve 10 dakikalik
gozlem siiresi boyunca sabit tutuldu. Farkls sicakliklardaki BSS
icinde DM greftlerinin katlanma sikiliklari 10 dakika boyunca
gozlendi. DMEK cerrahisinde endotel kaybinin azaltilmas:
ve iyi postoperatif prognoz saglanmasi icin DM grefti a¢ilma
zamaninin kisa olmasi istenmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada,
BSS sicaklifinin DM greftlerinin 10 dakika icince acilma
stiresine olan etkisi gozlendi ve kaydedildi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde SPSS siiriim 16.0 yazilimt (SPSS, Inc.,
Chicago, IL) kullanildi. Analizde parametrik olmayan testler
kullanildi. Tanimlayict istatistikler medyan ve aralik veya
ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi. Oranlarin
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dagilimi ki-kare dagilimi kullanilarak analiz edildi. P degerinin
0,05’in altinda olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Medyan donér yast (8 donériin 16 korneast) 69 yil (aralik,
65-71 yil) idi. Erkek/kadin orant 6 (%37,5)/10 (%62,5) idi.
Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan anlamli bir fark yoktu
(sirastyla, p=0,114, p=0,362).

Oliimden sonra kornea cikarilmasina kadar gegen medyan
stire 7 saat (aralik, 5-9 saat) iken, cerrahiye kadar gecen
medyan saklama stiresi 5,5 gtindii (aralik, 5-7 giin). Gruplar
arasinda oliimden kornea ¢ikarilmasina veya ameliyattan dnce
saklama siiresi agisindan istatistiksel anlamli fark yoktu (sirastyla
p=0,687, p=0,887).

Oliim nedeni 3 donérde serebrovaskiiler hastalik, 2 dondrde
miyokard enfarktiisii ve 3 donérde kronik bobrek hastaligiyd:.
Oliim nedeninin DM rulo olusumunu etkileyecegi diisiiniildii.
Ancak gruplar arasinda donérlerin 6liim nedenleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad: (p=0,238).

Tim dokular ameliyathanede soyuldu ve degerlendirmeden
hemen 6nce hazirlandi. Medyan DM soyma siiresi 7,0 dakika
(aralik, 5-20 dakika) idi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu (p=0,946). On alt1 korneadan sadece bir
tanesinde DM rulosu (Grup 1’de) elde edilemedi. Bu lasere DM
¢alismadan ¢ikarild.

Hazirlanan DM rulo formasyonlart dondr korneaya gore
degisiklik gosterebilmektedir. Bu calismada, bazi dokular daha
siki rulo olugtururken, digerleri daha gevsek bir rulo olusturdu.
Toplama aninda, 23 °C BSS'de (p=0,273) DM rulo sikilig:
agisindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark yoktu (Tablo
1). Farkli BSS sicakliklarinda 5 ve 10 dakika sonra DM
rulo olugumu ve doku genisliklerinde hicbir grupta bir fark
gozlenmedi. Sicakligi 23 °C olan BSS icinde hazirlanan DM
greft rulolar, BSS sicakliginin 10 dakika siire ile artirilmast
veya azaltilmasindan etkilenmedi. Gruplarin hicbirinde DM
rulo olusumlarinda sikilagma veya agilma gozlenmedi. Resim
2’de DM rulolarinin 0. ve 10. dakikadaki goriintiileri gruplar
seklinde gosterilmekeedir.

Tartisma

DMEK hazirligt bazi sistemik hastaliklardan etkilenebilir.
Caligmalar, diabetes mellitus hastast (6zellikle hastalik uzun
stireli ise) donorlerden ve hiperlipidemik veya obez hastalardan
alinan dokulardan hazirlanan DMEK preparatinin daha yiiksek
bagarisizlik oranlarina sahip olabilecegini gostermektedir.
Diabetes mellitus veya hiperlipidemik veya obez donérlerden
alinan dokularin elimine edilmesiyle basarisizlik oraninin
azaltlabilecegi bildirilmistir." Tlgili literatiir, genel basarisizlik
oraninin %5,2 oldugunu belirtmektedir.*'? Bizim ¢aligmamizda
sadece bir donor korneadan (%6,25) DM grefti elde edilemedi.

Resim 1. Descemet membrani (DM) rulolarinin elde edilmesi; (A) endotel tarafinda yiizeysel trefinasyon; (B) DM kenarlarinin tripan mavisi ile boyamasi; (C) Sinskey
kancasini ile DM kenarinin bulunmast; (D) baglama forsepsi kullanarak merkeze dogru soyma; (E) DM soyma isleminin tamamlanmast; (F) tripan mavisi ile DM rulosunun
tekrar boyamasi
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Stromal kohesif dogasindan kaynaklanan
laserasyonlar vardi. Bu donériin 6liim sebebi, diabetes mellitus
ve kronik bobrek hastalifiyd: ve bu literatiirdeki bilgilerle

uyumludur."

ylizeyin = siki

Donor yagt, sistemik hastaliklar ve 6liim sebebinin DM
greft hazirligi, doku eldesi sirasindaki komplikasyonlar ve
DM rulo olugumu iizerinde etkisi olabilir.>'""* Caligmamizda
preoperatif bulgular benzerdi ve gruplar arasi farklar istatistiksel
olarak anlamli degildi. Bu nedenle, bu calismada sadece farkli
BSS sicakliklarinin DM rulo formasyonu tizerindeki etkilerini
aragtirabildik.

Goreceli erken postoperatif endotelyal hiicre kayb: ve agilma
siiresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bildirilmistir.?
Agilma siiresi uzadik¢a endotel hiicre kayb1 artmaktadir. Bagka
bir ¢aligmada 49 yasindan biiyitk olan donérlerde, dondr
kornea ozellikleri ile greft lamelinin acgilma zorlugu derecesi
arasinda bir korelasyon olmadigi bulunmugtur. Ayn: ¢aligmada,
greft agilmasinin daha zor olmast ile greft dekolmani ve
endotel hiicre kayb: oranlart arasinda anlamls bir iligski oldugu
bildirilmistir." DMEK cerrahisinde greft oryantasyonunun canlt
intraoperatif optik koherens tomografi ile goriintiilenebilecegi ve
degerlendirilebilecegi bildirilmistir. Ayrica, ciddi kornea 6demi
varliginda daha az greft manipiilasyonu ile greftin daha hizli
yerlestirildigi bildirilmistir.”” Greft agilmasini kolaylagtirmak
icin farkls yontemler halen aranmaktadir.

DMEK greft kornea stromasindan ayrildiginda, igte DM ve
dista endotelin oldugu bir rulo olugturur. Bu olusum DM’de
bulunan tip 4 kollajen ve korneadan ayrildiktan sonra endotel
hiicrelerinin davransslari ile iligkilidir. Greft 6zelliklerinin greft
agilma siiresini nasil etkiledigini inceleyen daha fazla ¢alismaya
ihtiyag vardir. Sicaklik degisiminin DM rulo sikilig1 tizerine

etkisi olup olmadigini gosteren herhangi bir hayvan modeli veya
bagka ¢aligma bulamadik.

Postoperatif dénemde prognoz geri kalan endotel
hiicrelerinin sayisina bagli oldugu icin DMEK cerrahisi ve
DM agilma siireleri 6nemlidir. DM rulosu, 6n kamarada en az
endotel kaybi ile agilmali ve alict stromaya eklenmelidir. Yakin
zamanda, DMEK greftlerinin atravmatik olarak agilmasi i¢in
bazi manevralar tanimlanmigtir.'®'!*® Bir in vitro ¢aligmada,
endoteli icte olacak gekilde DMEK dokusunun iice katlanarak
aktarilmasinin, dondr hiicrelere cerrahi travmayi azalttigi ve
spontan a¢ilmay: kolaylagtirdig:r gosterilmistir.'”” Bununla
birlikte, manevralar gelistirilmesine ragmen, postoperatif
bagariy1 etkileyen standart bir greft agilma yontemi yoktur ve
bazi olgularda DM agilma siiresi uzayabilir. Ayrica, DM a¢ilma
stiresini etkileyen faktorler bilinmemektedir. DM agilmasi igin
kullanilan mevcut yontemler, grefte dogrudan veya dolayli
mekanik travma ile sonuglanmaktadir ve bu da endotel hasarina
neden olabilir. Bu nedenle, daha az travmatik yontemlerin
gelistirilmesi gerekmektedir.

DM agilmasinda zorluk yasadigimiz bazi durumlarda, greftin
zamanla spontan acildigini gozlemledik. Bunun mikroskop
15181 alunda 1sinma ile iligkili olabilecegini varsayarak, bu
caligmadan elde edilen DM rulolarini farkls sicakliktaki BSS’ler
icine koyduk ve bunlarin kendiliginden agilip agilmadigini
gozlemledik. Acilmay: etkileyecek tiim manevralardan kagindik
ve sadece sicakligin etkisini aragtirdik. Ancak, 8 °C, 16 °C, 23
°C (rutin olarak kullandigimiz BSS sicakligi) veya 36 °C BSS
sicakliklarinda DM rulolarinda 10 dakikalik siire i¢inde higbir
degisiklik gozlenmedi.

Calismamizda DM rulolarinda sikilagma veya agilma
meydana gelmedi. Normal fizyolojik viicut sist olan 36 °C'nin,

Tablo 1. Baslangicta gruplardaki Descemet membrani rulo olusumu dagilimlart
Gruplar Toplam
Grup 1 (8°C) | Grup 2 (16 °C) | Grup 3 (23 °C) | Grup 4 (36 °C)
Say1 2 0 2 2 6
1/4 rulo | Baglangic DM rulolarinin %’si | %33,3 %0 %33,3 %33,3 %100,0
Grup igi %'si 9%66,7 %0 %500 %50,0 9%40,0
Say1 1 2 1 2 6
2/4 rulo | Baslangic DM rulolarinin %'si | %16,7 %33,3 %16,7 %33,3 %100,0
Baslangicta DM Grup ii %si %33,3 %350,0 %25,0 %50,0 %400
rulolart Say1 0 2 0 0 2
3/4 rulo | Baglangic DM rulolarinin %’si | %0 %100,0 %0 %0 %100,0
Grup ici %’si %0 9%50,0 %0 %0 %13,3
Say1 0 0 1 0 1
4/4 rulo | Baslangic DM rulolarinin %'si | %0 %0 %100,0 %0 %100,0
Grup igi %'si %0 %0 9%25,0 %0 %6,7
Say1 3 4 4 4 15
Toplam Baglangic DM rulolarinin %’si | 9620,0 9%26,7 %26,7 %26,7 %100,0
Grup ici %'si %100,0 %100,0 %100,0 %100,0 %100,0
DM: Descemet membrani
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Resim 2. Baglangicta ve 10 dakika sonra farkls stvi sicakliklarina birakilan DM rulolarinin agilma durumlarinin gésterilmesi; (A) baglangigta 36 °C BSS sicakliginda DM
rulosu; (B) 36 °C BSS sicakliginda 10 dakika sonra DM rulosunun durumu; (C) baglangigta 23 °C BSS sicakliginda DM rulosu; (D) 23 °C BSS sicakliginda 10 dakika sonra
DM rulosu; (E) baglangigta 16 °C BSS sicakliginda DM rulosu; (F) 16 °C BSS sicakliginda 10 dakika sonra DM rulosu; (G) baglangicta 8 °C BSS sicakliginda DM rulosu;

(H) 8 °C BSS sicakliginda 10 dakika sonra DM rulosu

DM: Descemet membran, BSS: Dengeli tuz soliisyonu

DM rulolarinin agilmasini destekleyecegini diisiinmiistiik.
Ancak boyle bir etki gozlemlemedik. BSS sicakliginin DM
rulolar: tizerindeki etkisini molekiiler diizeyde gostermememize

ragmen, bu etkinin greftin a¢ilma siiresini degistirmedigi

gozlenmigtir. Domuz kornea endotel hiicrelerinin kullanidig:
buzdolabinda
¢Ozeltisinin, kornea endotel hiicrelerini, klimatizasyonu yapilan
odada saklanan BSS'den daha fazla is1 hasarindan korudugu

bir ¢alismada, saklanan g6z irrigasyon
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bulunmusgtur.’” Sonu¢ olarak, DM grefti icin daha diisiik
sicaklikta BSS tercih edilmesi avantajli ve rasyonel olabilir
¢linkii BSS sicakliginin daha yiiksek olmast DM grefti acilma
siiresi agisindan yarar saglamamaktadir.

Calismanin Kisitliliklar:

Bu calismanin bazi kisttliliklart bulunmaketadr. 1lk olarak,
endotelyal patolojiyi saptamak i¢in biyomikroskobik inceleme
yapildi ve endotelyal hiicreler sayilamadi. Spekiiler mikroskopi
yapma sansimiz olsaydi, endotelyal inceleme biyomikroskopik
incelemeden daha degerli olurdu. Ikincisi, 6n kamaraya doku
yerlestirilmesi simiile edilemedi.

Sonug

Sonug olarak, bu ¢aligmada farkli BSS sicakliklarinin DM
agilma siiresi tizerinde etkisi olmadigi bulunmugtur. Endotel
hiicre kaybini azaltmak i¢in daha az travmatik olan ve DM
agilmasint kolaylastiracak yontemler aragtirilmalidir.
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