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OZET

Tavsanlarda Deneysel Alkali Kornea Yamklarinda Myrtus communis (Mersin
Agaci; Yaprak ve Govde) Ekstresi, E-PRP (Eye Platelet Rich Plasma) ve
Gentamisin Siilfat Ajanlarinin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkilerinin
Karsilastirilmasi

Bu caligmada, tavsanlarda deneysel alkali kornea yaniklarinda Gentamisin siilfat
(Kimyasal ajan), Eye platelet rich plasma (E-PRP) ve Oftalmik murt agaci
ekstresinin (OMAE) yara iyilesmesi lizerine etkilerini ortaya koymak amaglandi.
Calismanin hayvan materyalini 42 adet erkek Yeni Zelanda tavsani olusturdu. Alkali
yanik olusturulduktan sonra tavsanlar kontrol (Grup I, n=7), Gentamisin (Grup II,
n=7), E-PRP (Grup IlI, n=7), OMAE (Grup IV, n=7), E-PRP + Gentamisin (Grup V,
n=7), OMAE + Gentamisin (Grup VI, n=7), olmak {izere alt1 gruba ayrildi. Yanik
olusturulan sag gozlere giinde dort kez 60 pl damla calisma siiresi boyunca
uygulandi. Yapilan klinik muayenelerde prulent akint1 bulgusuna Grup I, Grup 111 ve
Grup IV’te rastlandi. Gentamisin uygulanan gruplarda prulent gézlenmedi. G6z igi
basinci tiim gruplarda ¢alisma boyunca dalgalanma gdsterdi fakat normal degerlere
en yakin 6l¢timler grup IV’de elde edildi. Schirmer gozyasi testi-1 agisindan gruplar
arast anlamli farkliliklar saptanmadi (p>0,05). Korneadaki lezyon boyutu tiim
gruplarda azaldi fakat gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gériilmedi
(p>0,05). Hematoloji ve serum biyokimyasi Olgimlerinin tim gruplarda referans
degerler icinde oldugu goézlendi. Humor akdziin total antioksidan seviyesi (TAS)
degerlendirildiginde gruplar aras1 fark olmadigi fakat Grup IV’te 0. giin ve 42.
giindeki Ol¢timler arasinda anlamli farkliliklar oldugu saptandi (p<0,05), bu farkin
42. giindeki TAS diizeyinin daha yiiksek olmasindan kaynaklandigi belirlendi.
Humor akdzdeki total oksidan statii degerleri i¢in gruplar aras1 fark gozlenmedi
(p>0,05). Histopatolojik incelemelerde kornea kalinligi agisindan gruplar arasi
anlamli fark gézlenmezken, saglikli kornea kalinligina en yakin degerler Grup IV’te
elde edildi. Immunohistokimyasal boyamalarda vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) skorlamasinda gruplar arasi anlamli farkliliklara rastlanmadi (p>0,05),
sayisal olarak en diigiikk skorlar Grup IV’te goézlendi. Matriks metalloproteinaz-9
(MMP-9) degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel fark goriilmedi, saglikli
korneaya en yakin degerler Grup IV’te elde edildi. Sonu¢ olarak OMAE
preparasyonunun korneal yanik yarasi deney modelinde epitelizasyon, anti-
enflamatuar ve antioksidan etkilerinin 6n plana ¢iktigi korneal yara iyilesmesine
olumlu katki sagladigi gozlendi ve alkali kornea defektlerinde alternatif bir {iriin
olarak degerlendirilebilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Alkali yanik, E-PRP, Gentamisin, Kornea, Murt agaci ekstresi



SUMMARY

Comparison of The Effects of Myrtus communis (Myrtle Tree; Leaf and Trunk)
Extract, E-PRP (Eye Platelet Rich Plasma) and Gentamycine Sulfate Agents on
Wound Healing in Experimental Alkaline Corneal Burns in Rabbits

The purpose of this study was to evaluate the effects of Gentamicin sulfate (chemical
agent), eye platelet rich plasma (E-PRP), and ophthalmic myrtle tree extract (OMTE)
on wound healing in rabbits with experimentally induced alkaline cornea burn. The
animal material of this study consisted of 42 male New Zealand rabbits. After
inducing alkaline burn, rabbits were segregated into six groups such as control
(Group 1, n=7), Gentamicin (Group Il, n=7), E-PRP (Group Ill, n=7), OMTE (Group
IV, n=7), E-PRP + Gentamicin (Group V, n=7), OMTE + Gentamicin (Group VI).
Drops were administered four times a day, with a volume of 60 puL on the cornea
burn-induced right eyes of the animals during the study period. According to the
clinical examinations, prulent discharge were detected in Group I, Group Ill, and
Group 1V, however in gentamycin administered groups, no prulent discharge were
detected. Intra-ocular pressure fluctuated among all groups, nevertheless, Group IV
was measured close to the normal values. There were no statistically significant
results among groups in terms of Schirmer tear test | (p>0.05). Corneal lesions were
detected to be regressed in all groups, however, there were no significant differences
among groups (p>0.05). Hematological and biochemical parameters of all groups
were in reference values. When the Total antioxidant status (TAS) of humor aqueous
was evaluated, there were no differences among groups. However in Group 1V,
significant differences were detected on the 0™ and 42™ days, and the reason for this
difference was determined to be the elevation in TAS levels on the 42" day. There
was no significant difference among groups with regards to total oxidant status in
humor aqueous. According to the histopathological examinations, no significant
differences were detected among groups, and the obtained results were closest to the
healthy corneal thickness in Group IV. There were not any significant differences in
vascular endothelial growth factor (VEGF) scoring (p>0.05) according to the
immunochemical staining, and the lowest scores were obtained in Group IV. When
evaluating matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), no statistically significant
differences were determined among groups, and in Group IV, the obtained results
were the closest to the values of a healthy cornea. As a result, in the experimental
model of OMTE preparation on the corneal wound induced by alkaline burn;
epithelization, anti-inflammatory, and antioxidant effects were remarkable, and it is
concluded that myrtle tree extract can be used as an alternative product in alkaline
cornea defects.

Keywords: Alkali burn, Cornea, E-PRP, Gentamycine, Myrtle tree extract
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1. GIRIS

Goz, gorme gorevini yiikklenmis 6nemli bir organdir ve diger duyu organlar1 arasinda
dis etkenlere ve hastaliklara kars1 en dayaniksiz olanidir. Gorme organi gz kiiresi de
denilen bulbus oculi’dir ve orbitada yer alir. Biri 6nde, kii¢iik (bulbus oculi’nin 1/6
kismint olusturur), ayn1 zamanda saydam kornea; digeri arkada, biiyiik (bulbus
oculi’nin 5/6 kismini olusturur) ve saydam olmayan skleradan olusur (Dursun, 2001,
Evans ve De Lahunta, 2013).

Bulbus oculi birbiri iizerine yaslanmis ii¢ kattan olusur. Distan ice dogru bu
katmanlar tunica fibrosa bulbi, tunica vasculosa bulbi, tunica interna (nervosa)
bulbi’dir (Resim 1.1). Tunica fibrosa bulbi, kornea ve sklera olmak tizere iki
kisimdan olusur. Tunica vasculosa bulbi, choroidea, corpus ciliare ve iris’ten olusur.
Tunica interna bulbi retina ve discus opticus’tan olusur (Dursun, 2001; Akin ve
Samsar, 2005; Gelatt ve Plummer, 2017).

Tavsanlarin gozleri biiyiik, belirgin ve basin yan tarafinda konumlanmistir. Gozlerin
bu sekildeki lokalizasyonu tavsanlara yaklasik 360 derecelik bir goriis alan1 saglar
(Maini ve Hartley, 2019). Ancak, goriis acilarimin genis olmasina ragmen
akomodasyon yetenekleri zayiftir (Varga, 2014).

Konjunktiva, palpebral ve bulbar konjunktiva olarak ikiye ayrilir ve nispeten incedir
(10-40 pum). Yetiskin bir tavsanin korneasinin 15181 kirma giicii 40-43 diyoptridir.
Lens biiyiik ve kiireseldir ve siliyer cisimleri zayiftir. Retina meranjiotiktir. Dig
oftalmik arter, bulbus oculi de dahil olmak fiizere orbital yapilarin ana arteriyel
kaynagidir. Venoz siniis, kas konisini tamamen ¢evreler ve Harder bezini kaplar.
Tavsanlar saatte yaklasik 10-12 kere goz kirpar ve gozyasi filmleri ¢ok stabil oldugu
icin uzun silire goz kirpmamaya karsi dayamiklilik saglar (Varga, 2014). Tavsan



gozyasinin elektrolit konsantrasyonu plazmaya benzerlik gosterir. Gozyasi, ortalama
pH's1t 7,5 olan berrak ve hafif alkali bir ¢ozeltidir. Tavsanda her goz i¢in tek bir
nazolakrimal punktum vardir (Jekl, 2012).
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Resim 1.1: Goziin anatomik yapilar1 (Maggs, 2008).

1.1. Kornea Anatomisi

Goziin en dis katmani olan tunica fibrosa bulbi anteriorda seffaf kornea ile
posteriorda opak yapidaki skleradan olusur (Lim, 2015). Skleranin anterioru yari
saydam Ozellikteki bulbar konjunktiva ile Ortiiliidiir. Kornea, sklera ve bulbar

konjunktivanin birlestigi noktaya limbus adi verilir (Gonzales—Adrades vd., 2019;



Moore, 2019). Evcil hayvanlarda korneanin horizontal ¢ap1 vertikal ¢apindan daha
biiyiiktiir. Korneanin kalinlig1 tiirler arasinda degiskenlik gosterse de genellikle 0,5
ile 0,8 mm arasindadir (Maggs, 2008). Tavsanlarda kornea bulbus oculi’nin yaklasik
%30’unu olusturur, goz kiiresinin horizontal uzunlugu 15 mm vertikal uzunlugu ise
14 mm’dir. Yapilan ¢alismalarda kornea kalinliginin kedi ve kopeklere kiyasla daha

az ve yaklagik 407420 pm oldugu bildirilmistir (Andrew, 2002).

Korneayr prekorneal gozyasi filmi tabakasi orter ve bu tabaka iic ana bilesenden
olusur (Alkan vd., 2004).

1. Lipid katman: Meibomian bezleri tarafindan tiretilir.

- Prekorneal gézyas1 filminin erken buharlagsmasini engeller.

2. Akéz katman: Ugiincii gz kapagi gdzyasi bezi ile orbital lakrimal bez tarafindan

salgilanir.
- Goziin ylizeyini nemlendirir.
- G0z kapaklarinin okiiler yiizeydeki hareketini kolaylastirir.

- Immunolojik fonksiyonu vardir (antimikrobiyal ajanlarin ¢dziinmesini

saglar).
- Korneanin beslenmesinde gorev alir.

- Kornea ylizeyinden atik maddeleri uzaklagtirir.

3. Miisin katman: Konjunktivadaki goblet hiicreleri ve kornea epitel hiicreleri

tarafindan turetilir.

- Gozyasini korneaya baglar.



- Kornea ylizeyindeki bozukluklari diizenler.
- Yiizeydeki yabanci cisimleri uzaklastirir.

- Buharlasmay1 6nlemek i¢in gozyasi filmini dengede tutar.

Gozyast filminin eksikligi veya islevini yerine getirememesi durumunda kornea
kurur, géz kapaklari ve kornea arasinda siirtiinme sekillenir. Bu sebeple, gozyasi
filminin eksikligi veya fonksiyon bozuklugu durumunda diger okiiler yiizey

yangilarinda gozlenen klinik belirtiler sekillenir. Bunlar;
- Blefarospazm

- Konjunktival hiperemi

- Stiperfisial korneal vaskiilarizasyon

- Korneal 6dem

- Korneal fibrozis

- Korneal melanozis

- Kornea ylizeyinde kuruma ve diizensizlesme

- Mukoid veya mukoprulent gézyast akintisidir (Andrew, 2002; Akin ve
Samsar, 2005; Lim, 2015).

- Korneanin gorevleri

Kornea seffaftir ve goz ile ¢evre arasinda sert, fiziksel ve gegirimsiz bir bariyer
saglarken 6nemli bir 151k kirma fonksiyonuna sahiptir. Korneanin saydamlig, 15181n
kirilmasinda ve retinada goriintiiniin olusmasi i¢in goze yeterli miktar ve kalitede
15181 girmesinde 6nemli rol oynar. Retinada goriintii olusmasi i¢in korneani dis

yiizeyinin piirlizsiiz olmas1 gerekir. Bu kismen yiizey epitelinin siirekli degistirilmesi



ve saglikli bir prekorneal gozyasi filminin devamliligi ile saglanir (Ledbetter ve

Gilger, 2013).

- Korneal dehidratasyon

Hipertonik 6zellikteki prekorneal gdzyast filmi, sivilart korneanin disina dogru ¢eker.
Hidrofobik kornea epiteli korneaya sivi girisini engelleyen bir bariyer olarak gorev
yapar. Kornea endotelindeki pompa kornea stromasindaki siviyr aktif olarak humor

akoze aktarir (Lim, 2015).

1.2. Kornea Histolojisi

Kornea bes katmandan olusmaktir. Bunlar distan i¢e dogru sirasiyla;
- Epithelium anterioris cornea

- Lamina limitans anterior (Epitel katin bazal membrani)

- Substansia propria cornea (Kollajen stroma)

- Lamina limitans posterior (Descemet membrani)

- Endotelium camera anterioris’dir (Akin ve Samsar, 2005; Anderson vd.,
2014; Moore, 2019). Ayrica Dua vd. (2013) tarafindan Descemet ile stroma arasinda
daha 6nce tanimlanmamis, aseliiler, hava gec¢irmez, ince ve giiclii bir katman (Dua

Tabakas1) daha oldugunu bildirilmistir.

Tavsan korneasindaki en distaki epitel, 30 ila 40 um kalinliginda non-keratinize bir
katmandir (Andrew, 2002). Kornea epiteli ¢cok katli (5-11), yasst ve hidrofobik
ozelliktedir (Lim, 2015; Moore, 2019). I¢ten disa dogru bazal membran, bazal epitel
hiicreleri, kanat hiicreleri ve yassi yiizey epitel hiicrelerinden olusmaktadir

(Saghizadeh vd., 2017; Gonzales—Adrades vd., 2019). Bazal hiicreler



hemidezmozomlar araciligiyla bazal membrana baglanmaktadir. Bazal hiicreler
boliinmeye ugradiklarinda yeni olusan hiicreler yiizeye dogru itilir, bu hiicreler
diizlesir ve kanat hiicrelerine doniisiir ve bliylik bir kismi organellerini kaybeder.
Bazal hiicreler limbustaki kok hiicrelerin mitoz gecirip merkeze dogru gog¢ etmesi ile
yerine konulmaktadir. Yiizeydeki yassi epitel hiicreleri prekorneal filmin miisin
katmanina baglanmaya ve stabil tutmaya yarayan ¢ok sayida glikokalisklerle kapl

mikrovillus ve mikroplikalara sahiptir (Maggs, 2008; Moore, 2019).

Stromada keratositler, kollajen ve ekstraseliiler matriks bulunmaktadir ve hidrofiliktir
(Maggs, 2008; Lim, 2015; Gonzales—Adrades vd., 2019). Kornea kalinliginin %90
kismini olusturmakta ve bulbus oculi’nin rijiditesine katki saglamaktadir. Kollajen
fibriller birbirlerine paralel uzanmaktadir ve bu fibriller arasinda keratositler
(fibroblastlardan koken alirlar), lenfositler, makrofajlar ve nétrofiller dagilmis
haldedir (Maggs, 2008; Moore, 2019). Kollajen fibriller birbirlerine paraleldir fakat
aynit dogrultuda seyretmezler. En diizenli veya paralel olduklari yer stromanin
posteriorudur. Anteriordaki epitel altindaki kollajen fibriller daha obliktir. Bu diizen
anterior stromanin daha kirici olmasini saglar (Moore, 2019). Sinirler stroma iginde
bulunur; liflerin yogunlugu stroma'nin ylizeysel iicte birinde en yiiksektir (Lim,
2015). Stroma esas olarak tip I kollajenden olusur fakat yapisinda tip V ve tip VI
kollajen de bulunmaktadir. Stromada kan ve lenf damarlar1 olmadigi i¢in
immiinolojik bakimdan ayricaliklidir. Bu 6zellik optimal seffafligin saglanmasinda

onemlidir (Gonzales—Adrades vd., 2019; Moore, 2019).

Kollajen  fibriller  arasindaki  boslugu  dolduran  ekstraseliiler =~ madde
glikozaminoglikanlardan (GAG) olan keratin siilfat ve proteoglikanlardan olusur.
Dermatan siilfat da stromadaki 6nemli bir diger GAG’dir. GAG’lar anyon gibi
davranarak suyu tutarlar. Keratin stilfat cogunlukla posterior korneada bulunurken,
dermatan siilfat anterior korneada daha yogundur. GAG’lar korneal hidrasyonun
korunmasini ve korneanin seffafligi icin gerekli olan kollajen fibriller arasindaki

boslugun diizenli olmasini saglar (Moore, 2019).



Descemet membrani stromanin arkasi ile endotel katman arasinda bulunur ve endotel
katin bazal membranidir. Descemet zar1 7 ila 8 um kalinhigindadir, dmiir boyu
kalinlasir ve yash tavsanlarda kalinligi 15 pum'ye kadar ulasir (Andrew, 2002).
Endotel hiicrelerden émiir boyu salgilandig i¢in yaslanma ile birlikte kalinlig1 artar.
Oldukga elastik bir yapida olmasina ragmen penetran yaralanmalar, rupture ilserler,
ilerlemis glokomla iligkili buftalmus gibi durumlarda yapisi bozulabilmekte ya da
yirtilabilmektedir. Bu membran stromanin tamamiyle kaybolmasi ile aciga
cikmaktadir (Desematosel). Hidrofobiktir, fluorescein boyama ile boya almaz, siyah

ve saydam goriintir (Maggs, 2008; Lim, 2015).

En icteki endotel, korneay1 saydam tutmada ¢ok 6nemli rolii olan sodyum-ATPaz
pompasinin bulundugu tek katli hegzagonal hiicrelerin bulundugu bir tabakadir
(Moore, 2019). Descemet membraninin arkasinda on kamaranin Oniinde yer
almaktadir. Endotel hiicreleri, iyonlarin stromadan humor akoéze aktif tagima ile
aktarilmasinda pompa gorevi gérmektedir (Gonzales—Adrades vd., 2019). Iyonlarin
hareketini suyun ¢ikisi izler ve bu kornea stromasinin kismen dehidre kalmasini
saglar. Bu fonksiyon korneanin seffafliginin siirdiiriilmesine biiylik oranda katki
saglamaktadir. Erigkin hayvanlarda endotel hiicrelerinin sayilar1 sabittir ve ¢ogu
tirde bu hiicrelerin replikasyon kapasitesi smirlidir. Yaslanma ile birlikte endotel
hiicre sayisinda azalma sekillenir. Korneanin endotel hiicre yogunlugu bir¢ok memeli
hayvanda 2800 hiicre/mm?’dir. Bu yogunluk 500-800 hiicre/mmz’ye diistiigiinde
korneal dekompenzasyon ve suyun uzaklastirilmasi sekteye ugrar. Alti haftalik
tavsanlarda endotel hiicre yogunlugu 4100 hiicre/mm?dir ve 2 yasina kadar 2000
hijcre/mmz'ye diiser (Andrew, 2002). Endotel tabakasi metabolik olarak aktiftir fakat
mitotik aktivitesi anterior epitelden ¢ok daha diisiiktiir (Moore, 2019). Endotel
hiicreler, genetik yatkinlik (endotelyal distrofi), travma (eksojen nedenler ve lensin
anteriora luksasyonu), intraokiiler cerrahi, kornea cerrahisi, intraokiiler yangi
(tiveitis) ve glokom gibi hastaliklar sonucu zarar gorebilir ve sayica azalabilir. Bu da
bolgedeki hiicrelerin kompenzasyon mekanizmasinin bozulmasina, kornea 6demine

ve opasitenin kalict hale gelmesine neden olur (Maggs, 2008; Moore, 2019).



Yetigkin hayvanlarda iyilesme mitoz yerine hiicrelerin biiyliimesi ve goci ile
gerceklesir. Tavsanlarda korneanin endotel tabakasinda rejenerasyon sekillenir.
Diger tiirlerde (6rnegin kediler, primatlar) endotel hiicreleri bosluklar1 doldurmak
i¢cin genislerken tavsanlarda bu hiicreler yara kenarinda boliiniir. Yaslh tavsanlarda (1
yasl1), endotel katin iyilesmesi daha geng tavsanlara gore (yas, 6-8 hafta) yaklasik
%350 oraninda daha yavas gerceklesir (Andrew, 2002; Cejka vd., 2016).

Goziin kiriciligr en yiiksek bileseni korneanin yiizeyidir. Kiriciligin yiliksek olmasi;
kornea ylizeyinin diizgiin ve seffaf olmasi sayesindedir. Korneanin seffafligi ¢ok

sayida anatomik ve fizyolojik 6zellikler sayesinde korunmakta ve siirdiiriilmektedir.

Bunlar;

- Kan damarlarinin olmamasi

- Hiicre yogunlugunun goreceli olarak diisiik olmas1

- Melanin veya diger pigmentlerden yoksun olmasi

- Kismen dehidre durumda olmasi

- Optik ylizeyin diizgiin olmasi1 (Prekorneal film tabakasi tarafindan saglanir)
- Stromadaki kollajen fibrillerin olduk¢a nizami siralanmast

- Keratinizasyonun olmamasi (Maggs, 2008; Lim, 2015; Moore, 2019).

Korneal 6dem, korneada skar dokusunun olugmasi, epitel hiicre kaybi, prekorneal
gbzyasi film tabasindaki degisimler, goz i¢i basincin (GIB) artmasi, endotel hiicre
hasari, GAG igeriginin degismesi, melanozis, korneal vaskiilarizasyon ve l16kositlerin
stromaya infiltre olmas1 gibi durumlar bu faktorleri degistirerek kollajen orgiisii ve
kollajen fibrillerin arasindaki boslugu, optik yiizeyi veya kollajen tipini degistirerek
korneanin seffafligini bozar (Maggs, 2008).



1.3. Kornea Embriyolojisi

Posteriordaki sklera anterioa dogru devam ederek lens ve irisi Orten korneayi
sekillendirir. Optik kadeh ve lens vezikiilii yiizey ektodermin kornea epiteline
doniismesini saglar. Kisa zamanda bazal tabakadaki epitel hiicrelerin i¢indeki salgi
organelleri gelistigi icin hiicrelerin boyu uzar. Bu hiicrelerde golgi aygiti, primer
stroma olarak bilinen ekstraseliiler matriksi salgilamak i¢in bazal yiizeye dogru gog
eder. Kornea gelisimindeki bundan sonraki en Oonemli asama korneal endotel
hiicrelerinin hiicresel olmayan primer stromanin igine gogiidiir. Bu korneal endotel
hiicreleri optik kadehin gbéz kapagi c¢evresindeki kan damarlar1 ile birlesen
mezodermal mezensiminden kdken alir. Endotel hiicreler goc¢ ettigi zaman sekilleri
kiibik iken yassi hale gelir ve korneanin i¢ yiiziinii tamamen sararlar, bu siirede en
distaki epitel olusur. Bu epitelin altinda Bowman membraninin, kornea epitelinin
altinda ise Descemet membraninin olusumunu tamamlanir (Zik, 2007; Gonzales—

Adrades vd., 2019).

1.4. Korneal Metabolizma ve Innervasyon

Kornea, damardan yoksun oldugu igin ihtiyaci olan besinleri almak ve metabolik
atiklar1 uzaklastirmak i¢in alternatif yollar kullanmaktadir. Bu yollar humor akoz,
prekorneal gozyasi filmi ve atmosfer, komsu skleradaki kapillar yatak, bulbar ve
palpebral konjunktivalardan olusmaktadir. Stromanin arka kismi ve endotel katmani
besin ihtiyacinin biiyiik kismini humor akézden karsilamaktadir. Glukoz hekzos
monofosfat santt ve anaerobik glikoliz yolu ile metabolize edilir. Stromal
metabolizma oldukca yavastir (Moore, 2019). Anterior kornea ise bu ihtiyaglar i¢in

cogunlukla gbzyast filmi ve atmosferi kullanmaktir (Maggs, 2008).



Korneaya gelen oksijenin (O,) biiyiik kismini epitel ve endotel katlar1 kullanir ve bu

oksijenin en biiylik kaynag1 atmosferdir.

O2’nin kaynaklar1

Humor ak6z (Endotel i¢in biiylik 6neme sahiptir)
- Limbal kapillar damarlar
- Go6z kapaklar1 kapali durumda iken, tarsustaki kapillar damarlar

- Gozyas1 film tabakasindaki ¢oziinmiis oksijendir (En 6nemli kaynak).

Kornea viicuttaki diger dokulara gore sinir yoniinden ¢ok zengindir. Kornea sinirleri
trigeminal gangliondan ¢ikar ve limbusun yakinindan kornea stromasina girer.
Korneanin innervasyonu besinci kraniyal sinir olan trigeminal sinirin ramus
ophthalmicus dali ile saglanir (Stepp vd., 2017; Asena vd., 2018; Moore, 2019).
Kornea epiteli viicuttaki en yogun innerve edilen epitel dokudur. Korneaya
kopeklerde ortalama 12 sinir govdesi kedilerde ise 19 sinir gdvdesi girer. Bu sinir
sonlar1 agri, basing ve sicakliga kars1 duyarlidir. Epiteldeki sinir uclar1 yogun oldugu
icin siiperfisiyal epitel kayiplarinda agri ciddi boyuttadir. Fakat derin ilserlesme
olgularinda ayni siddette agr1 ortaya ¢ikmamaktadir. Korneanin duyarliligi Cochet-
Bonnet esteziyometre ile Olcililmiis ve kopek, kedi, at, sigir, koyun ve kecilerde
benzer sonuglar alinmistir. Duyarliliktaki farkliliklar, korneadaki bolgeye, kafatasi
bi¢cimine, hayvanin yasina, saglik durumuna ve gézdeki patolojinin durumuna baglh
ortaya cikmaktadir. Kopeklerde korneanin merkezi periferinden daha duyarlidir.
Brahiosefalik irklarin dolikosefalik ve mesatisefalik irklara gore daha az duyarli
oldugu bildirilmistir. Ayrica brachiosefalik kedi irklarinin evcil kisa tiyli irklara
nazaran kornealarinin merkezinin perifere gére daha duyarli oldugu bilinmektedir

(Andrew, 2002; Moore, 2019).
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Duyusal innervasyonun kornea epiteli listlinde pozitif trofik etisi vardir. Korneanin
periferinde veya limbusta olusturulan korneal ensizyon, laserasyon veya komsu
sklerada meydana gelen herhangi bir yaralanma korneada kismi denervasyona ve
norotrofik etkinin kaybolmasina neden olarak epitel dokunun yavas iyilesmesi neden

olur (Moore, 2019).

Korneal innervasyon sadece kornenanin duyarliliginda degil ayn1 zamanda korneal
rejenerasyon ve yara iyilesmesinde esansiyel trofik faktorlerin salgilanmasinda da
gbrev yapar. Intraepitelyal sinir uglari korneanin tiim katlarini innerve eder

(Gonzales—Adrades vd., 2019).

1.5. Kornea Hastaliklarinda Korneada Gelisen Reaksiyonlar

1.5.1. Korneal Skar Olusumu (Fibrozis)

Korneal epitel skar dokusu olusmaksizin da iyilesebilir. Fakat stroma hasar gérdiigi
zaman fibroplazi ile birlikte stromanin diizensizlesmesi sonucu belli derecelerde
rezidiiel skar dokusu olusur. Klinik olarak skar dokulari genellikle biiyiikliikk ve

yogunluklarina gore isimlendirilir.

- Nebula: Kiiciik, belirsiz skar veya opasite
- Makula: Kii¢iik fakat belirgin beyaz bir opasite
- Lokoma: Biiyiik, yogun beyaz opasite

- Yapisik 1okoma: Yogun beyaz skar ile altindaki iris dokusuna adezyon olarak

tanimlanmaktadir (Maggs, 2008; Moore, 2019).
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1.5.2. Korneal Vaskiilarizasyon

Okiiler vaskiiler homeostazis; neovaskiilarizasyon inhibitorleri ile stimiilatorleri
arasindaki denge olarak bilinmektedir. Cok sayida mediyatdr bu siirecin ¢esitli
asamalarinda gorev alir. Korneal neovaskiilarizasyon; keratitler (iilseratif veya non-
iilseratif) ve/veya intraokiiler hastaliklar (liveitis ve/veya glokom) varliginda
sekillenir. Stperfisiyal neovaskiilarizasyonda korneal damarlar uzun ve dallidir
(iilseratif/non-iilseratif keratitlerde). Derin neovaskiilarizasyonda korneal damarlar
diizdiir, dallanma yoktur (derin/komplike keratitlerde). Limbus etrafinda 360°
korneal damarlarin varlig1 iiveitis ve/veya glokomu isaret eder (Ormerod vd., 1989;

Moore, 2019).

Cok sayida anjiyogenez inhibitorleri (Anjiyostatin, endostatin, trombostatin, platelet
faktor-4, fibronektin, prolaktin vs.) bulunmaktadir. Fakat bu ajanlarin etkinlikleri
karmagsiktir ve tam olarak anlagilamamistir. Matriks metalloproteinazlar (MMP)
ekstraseliiler matriksi yikima ugratan enzimlerdir. Endotel hiicre gociinii uyaran
notrofiller de korneada neovaskiilarizasyon olusumuna neden olurlar. Lokopenik
hayvanlarda da neovaskiilarizyon olusur fakat notrofiller siireci daha da siddetlendirir

(Moore, 2019; Per¢in ve Saritas, 2020).

1.5.3. Korneal Odem/Siskinlik

Normal sartlar altinda korneanin kalinlig1 sabittir. G6z kapaklar1 kapali oldugunda
gbézyasinin buharlasamamasindan dolay1 hafif bir kalinlik artisi sekillenmektedir.
Korneanin %75-80 kismi sudan olusmaktadir. Fakat yine de daha fazla suya karsi
affinitesi vardir. Bir par¢a kornea suyun icine konuldugunda, korneanin sismeye

basladigr goriilmistiir. Bu sisme genellikle anterior-posterior yonde sekillenir.
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Tegetsel uzunluk bir miktar kisalir. Korneada meydana gelen 6dem her zaman
seffafligin  kaybedilmesi ile birlikte seyreder. Suyun immibisyonu stromal
ekstraseliiler matriks ve GAG’lardan dolayr meydana gelir. Saglikli kornea kismen
dehidredir. Herhangi bir hasar veya epitel kaybi, epitel rejenerasyonunun hizh
gerceklesmesinden dolay1 gecici ve lokalize bir 6deme neden olur. Endotel hasari
meydana geldiginde bu katin rejenerasyon kapasitesi diisiik oldugundan kalic1 bir
opasite sekillenir. Korneanin dehidre kalmasini endotel ve epitelin bir bariyer ve
metabolik pompa olarak goérev yapmasi saglar. Bu bariyerler hiicreler arasi su
sizdiran baglantilardan olusur. Bunlar aktif bir pompa ile suyu disar1 atar. Eger bu
bariyer herhangi bir nedenle zarar goriirse stromal 6dem meydana gelir. Korneadaki
suyun humor akdéze pompalanma mekanizmast henliz tam anlamiyla
bilinmemektedir. Mevcut teorilerde suyun bikarbonat ve sodyum iyonunu takip
ederek sekonder olarak humor akdze gectigini bildirmektedir. Na/K* ATPaz
metabolik pompa lateraldeki endotel hiicre zarlarnda bulunur ve Na® iyonlarm
humor akdze pompalar. Bu durum bir ozmotik degisim meydana getirir ve suyu
stromadan humor akéze dogru ceker. Bikarbonat da karbonik anhidraz ve/veya
bikarbonat ATPaz pompasi ile humor akdze pompalanir. Sasirtici bir sekilde topikal
veya sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri (KAI) bazi ender durumlar harig
korneal dekompenzasyona neden olmaz (Akin ve Samsar, 2005; Gelatt ve Plummer,
2017; Moore, 2019).

Odemli kornea mavi-gri renkte goriiliir. Siiperfisiyal korneal 6dem fokal 6zelliktedir,
tipik olarak kornea epiteli kayb1 ve/veya korneal neovaskiilarizayon ile iligkilidir.
Derin korneal 6dem generalize karakter gosterir ve kaldirim tas1 gériintimiindedir. Bu
O0demler endotel katin fonksiyon bozuklugu (dejenerasyon, iiveitis, glokom veya
travma) nedeniyle sekillenir (Ormerod vd., 1989; Akin ve Samsar, 2005; Gelatt ve
Plummer, 2017; Moore, 2019).
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1.5.4. Korneal Melanozis (Pigmentasyon)

Kornea melanozu, her biri farkli tedavi ve prognoza sahip bir¢ok nedenden
kaynaklanabilen kronik kornea iritasyonu sonucu meydana gelir. Melanin, kornea
epitelinde ve bazen 6n stromada birikir ve korneadaki yangi sirasinda normal limbal
melanositlerin ¢ogalmas1 ve yer degistirmesinden kaynaklanir. Limbus ne kadar
yogun melanotikse, kornea melanozu o kadar olasi ve yogundur. Kornea melanozu,
lagoftalmi, fasiyal sinir disfonksiyonu, makropalpebral fissiir, friksiyonel iritasyon
(distikiazis, entropion, burun derisi kivrimlari vb.), gbézyasi filmi anormallikleri
[0zellikle keratokonjonktivit sicca (KCS) veya pannus (kronik siiperfisiyal
keratokonjunktivit)] gibi kronik immiinolojik stimiilasyon ile goriilen kronik kornea
hasarina bagli gelisen ve spesifik olmayan bir yanittir. Bu hastaliklarda, etkenin
ortadan kaldirilmas: genellikle melanozun ilerlemesini engeller veya yavaslatir,
ancak gerilemesine katki saglamayabilir. Siddetli ve/veya kronik irritasyon
sekillendiginde melanozise kornea epitelinde kalinlasma, metaplazi, vaskiilarizasyon
ve keratinizasyon gibi degisiklikler eslik eder. Korneal melanozise kdpeklerin asiri
derecede duyarli, kuslarin asir1 direncli, atlarin ve kedilerin orta derecede direngli
oldugu bildirilmistir. Kornea melanozu (pigmenter keratit) bir hastalik degil, kronik
kornea hasarinin 6nemli bir semptomudur (Akin ve Samsar, 2005; Maggs, 2008;

Gelatt ve Plummer, 2017).

1.5.5. Stromal Lékosit Infiltrasyonu

Kornea stromasinin inflamatuar hiicre infiltrasyonu sarimsi-yesil renk degisikligi
olarak goriiniir. Genellikle enfeksiyon veya korneadaki yabanci cisimlere yanit
olarak ortaya cikar. Ayrica korneanin septik olmayan yangilarinda da hiicre
infiltrasyonu meydana gelebilir. Bu bulgu genellikle atlarin ve kopeklerin

korneasinda ve nispeten de seyrek olarak kedilerde goriiliir. Enflamatuar hiicreler
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gbzyast filminden, limbustan veya uveadan (humor akoz yoluyla) koken alir ve
kornea stromasi iginde giiclii kemotaksi nedeniyle ¢ok hizli birikir. Kiiltiir ve
duyarhilik testleri ile birlikte kornea sitolojisi yapilmasi ve genis spektrumlu
antibiyotik tedavisine acilen baglanmasi onerilir. Kornea muayeneleri sik araliklarla

tekrarlanmalidir (Ormerod vd., 1989; Maggs, 2008; Gelatt ve Plummer, 2017).

1.5.6. Korneada Anormal Madde Birikimi

Lipid ve/veya mineral birikimi, korneada 1s1ltil1, kristalimsi veya parlak beyaz alanlar
olarak goriiniir. Bu birikimler siklikla g¢esitli kombinasyonlarda kolesterol ve/veya
kalsiyum igerir. Tim kornea katmanlar1 tutulabilir, ancak lipid/mineral birikintileri
genellikle subepitelyaldir, bu nedenle kornea florescein boyasini tutmaz. Korneal
lipid dejenerasyonu, genellikle tek taraflidir ve siklikla enflamasyonla (keratit, sklerit
veya tveit) iliskilidir. Lipid birikimiyle birlikte kornea 6demi, vaskiilarizasyon,
fibrozis ve melanozis de yaygin olarak goriiliir. Korneal lipid birikimi bazen uzun
stireli kortikosteroid kullanimiyla iligkili olarak ortaya cikabilir (Maggs, 2008; Gelatt
ve Plummer, 2017).

1.5.7. Stromal Malasi (Erime)

Stromal malasi veya "erime", ozellikle kornea stromasindaki notrofil gibi yangi
hiicreleri, mikroorganizmalar, kornea epitel hiicreleri veya keratositlerden
kaynaklanan kolajenazin serbest kalmasina bagli olarak kolajen yikiminin sonucu
olarak ortaya cikar. Kornea kollajeninin sertliginin ve yapisinin bozulmasi sonucu
stromanin ventral kornea veya goz kapagi lizerinde "sarkmasi" veya "sizmasi" ve
ardindan derin ilser veya desematosel gelisimiyle birlikte stromada kayip sekillenir
(Maggs, 2008; Samuelson ve Brooks, 2011).
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1.6. Korneal Yara Iyilesmesi

Korneanin her bir bileseni degisik derecelerde, degisik oranda ve tamamiyle farkli
mekanizmalarla iyilesmektedir. Bu fakliliklarin bilinmesi; anormal bir iyilesmenin
olup olmadiginin farkedilmesi, klinik iyilesmenin gecikmesinin veya kotiilesmesinin
engellenmesi i¢in dogru adimlarin atilmasi ve kornea yaralanmasi veya hastaligindan

sonra prognozun daha dogru belirlenmesinde 6nem arz etmektedir (Maggs, 2008).

1.6.1. Epitelyal Iyilesme

Hiicre go¢ii (migrasyon), proliferasyon ve adezyon olmak iizere {i¢ hiicresel evreden

olugmaktadir (Huang vd., 2001; Moore, 2019).

Hiicre gocii: 11k olarak yaranin kenarindaki epitel hiicreleri geri ¢ekilir ve bu hiicreler
travmay1 takip eden ilk bir saat i¢inde kalinlasir. Epitelyal defektte fibrindz madde ve
1-3 saat i¢inde gozyast filminden gelen notrofiller goriiliir. Hemidezmozomal
baglantilar yaranin kenarlarinda ¢6ziiliir, stiperfisiyal hiicreler dokiiliir ve bolgede tek
katli hiicre tabakas1 kalir. Ug-alt1 saatlik latent fazdan sonra kayma veya hiicre gogii
meydana gelir. Hiicreler diizleserek ve su ile hacmini artirarak yiizey alanlarii
genisletir. Kiigiik defektler tek kat hiicre ile ortiiliir ve hiicrelerin prolifere olmasi ile

kalinlasir (Maggs, 2008; Moore, 2019).

Hiicre proliferasyonu: Mitoz, epitel katin yeniden kalinlastirilmasi amaciyla

yaralanmadan 24 saat sonra gerceklesir. Kornea epiteline farklilasacak kok hiicreler
limbusta bulunur. Limbal kdk hiicreler mitoz gegiren, hiicre replasman1 ve doku
lyilesmesinden sorumlu uzun Omiirlii hiicrelerdir. Bunlar limbustan merkeze dogru

hareket ederler. Iyilesme hiicre katlar1 tarafindan tamamlanmamissa, gd¢ eden hiicre
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gruplar1 sarmal veya girdap deseni olusturur. Kok hiicreler tarafindan iiretilen gegici
dogurucu hiicreler hizlica bdliiniir ve nihai hiicreye farklilasir. Kornea epitelinin
dogurucu hiicreleri bazal hiicrelerdir. Siiperfisiyal hiicreler ise postmitotik ve
tamamen farklilasmis hiicrelerdir. Tim epitel katin veya limbal epitelyumun
cikarilmasi, korneaya konjunktival epitel hiicrelerinin gd¢ etmesine neden olur,
iyilesme bu sekilde saglanir. Korneanin merkezinde olusan lezyonlar bile
konjunktival epitel hiicrelerinin mitoz oraninda artisa sebep olur. Ayrica bu epitel
hiicreleri korneadaki goblet hiicrelerini iiretir. Goblet hiicreleri 6 hafta veya daha
uzun siire kornea epitel hiicresine transdiferansiyon gecirir. Kornea vaskiilarizasyonu
sekillenirse, konjuntival epitel 6zellikleri korunur ve transdiferansiyon geciktirilir.
Topikal retinoidler bu transdiferansiyonu inhibe eder ve inhibisyondan sorumlu kan-
kaynakli1 faktor olarak diisiiniilmektedir (Maggs, 2008; Moore, 2019).

Hiicre adezyonu: Epitel yenilenmesinin ¢ok hizli olmasina ragmen, defekt kapatilana

kadar tiim baglantilar olugsmaz. Bazal lamina saglam ise hemidezmozomlar 1 hafta
icinde sekillenir. Eger saglam degilse bu siire¢ ¢ok daha yavas (6-7 hafta)
tamamlanir. Sonu¢ olarak bazal lamina kaybinda, epitel katman uzun bir siire
boyunca yeniden yaralanmaya yatkin hale gelir. Clinkii epitelin bazal laminaya
baglanmas1 stromal yapismanin saglanmasi ic¢in gereklidir (Maggs, 2008; Moore,
2019).

Kisaca kornea epitel hiicreleri onemli 6l¢iide rejenerasyon kapasitesine sahiptir.
Lezyon olustuktan dakikalar sonra epitel hiicreleri defektin etrafini sarar ve kayarak
etkilenen alanin iizerini orter. Bu kayma sirasinda limbustan gelen melanositler seffaf
bolgelerde melanozise neden olabilir. Korneanin tamami 4-7 giin iginde yeniden
epitel ile ortiliir. Fakat epitelin tam kalinhigimi kazanmasi ve maturasyonu
tamamlamas1 daha uzun siirer. Epitel hiicreler lezyonlu boélgeyi ortmek icin
kaydiklarinda mitoz bdliinme gecirirler boylece ¢ok katli epitel ylizeyi yeniden
sekillendirilir. Epitel hiicrelerin bazal membrana sikica baglanmalar1 igin

hemidezmosomlar tekrar olusturulur (Maggs, 2008; Saghizadeh vd., 2017).
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1.6.2. Stromal Tyilesme

Stromal kollajen, limbustan koken alan fibrovaskiiler yapi tarafindan (vaskiiler
iyilesme), keratositlerin aktivasyonu ve aktif fibroblastlara doniismesiyle (avaskiiler
iyilesme) veya bu iki mekanizmanin kombinasyonu ile yeniden olusturulur.
Komplike olmayan veya basit stromal yaralar avaskiiler iyilesme ile diizelmeye
meyillidir. Fakat enfekte veya destriiktif lezyonlar viicudun diger yerlerinde oldugu
gibi vaskiiler iyilesmeye ihtiya¢ duyar. Lezyon sekillendikten sonra stromadaki
keratositler, kollajen, GAG ve mukoproteinleri sentezler. Keratositler transparan
ozelligi olmayan kollajenleri iireten fibroblastlara doniisiir. Stromal kollajenin
yeniden yapilanma orani ve tamiri tiirler arasinda degiskenlik gosterir ve yillarca
stirebilir. Epitel katmanin stromadan daha hizli iyilesmesinin sebebi, stromal
defeklerin kollajen ile doldurulmasindan once epitel kat olusturulmasi ve stromal
rejenerasyon bu yeni epitel katin altinda sekillenmesidir (Maggs, 2008; Saghizadeh
vd., 2017).

- Stromada avaskiiler iyilesme

1. Notrofiller kemotaktik maddeler araciligiyla lezyonlu bolgeye gelir ve etrafini
cevreler. Bu hiicreler gozyast film tabakasindan, humor akdézden ve limbal

damarlardan salindiktan sonra korneal stromaya dogru go¢ ederek lezyona ulasirlar.

2. Lezyon yakiindaki keratositler 6liir. Etraftaki keratositler fibroblastlara doniisiir
kollajen ve ekstraseliiler matriks sentezlemek i¢in hasarli alana go¢ ederler. Kollajen
fibriller stromal iyilesme sirasinda diizensiz siralanirlar ve korneanin seffaf yapisini

bozarlar.
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3. Yaklasik 48 saat sonra makrofajlar lezyonu istila eder ve hiicre debrisini ortadan

kaldirir.

4. Takip eden haftalarda skar dokusunun yogunlugu azalir ama tamamen kaybolmaz.

Skar dokusunun yogunlugu (tiir, yas ve bireysel) degiskendir (Maggs, 2008).

- Stromada vaskiiler iyilesme

Destriiktif lezyonlarda hiicresel infiltrasyon ¢ok daha fazladir. Lezyona ulasan
damarlar limbustan kdken alir. Graniilasyon dokusu olusur ve avaskiiler iyilesmeye
gore daha yogun bir skar sekillenir. Nihayetinde damarlar kollabe olur fakat
kaybolmazlar. Bunlar “hayalet damar” olarak kalirlar ve yarik lamba mikroskobu ile
yapilan muayenelerde goriiliirler. Bu bdlgede daha sonra sekillenecek yangilarda
klinik bulgular daha siddetli olacaktir. Korneadaki sinir hasarlari kademeli olarak

diizelir ve duyarlilik yavasca geri doner (Maggs, 2008).

Iyilesme bolgeye birka¢ saat iginde gdzyasi filminden veya limbustan gelen
16kositlerin invazyonu ile baslar. Ilk 1 saat iginde yara kenarindaki keratositlerde
dejenerasyonlar meydana gelir. Fakat yara hattinin kenarindaki keratositler aktive
olurlar. Yaralanmadan 2-3 giin sonra yara ceperi fibroblast ve keratositlerle
doldurulur. Fibroblastlarin hepsinin keratositlere doniistiigli veya keratosit ve
monosit karisimi olup olmadigi tartigmalidir. 3-6 giin sonra fibroblastlar yaradaki
fibrin pihtiy1 istila eder. Skar dokusunda ilk olusan madde dermatan siilfattir. Ancak
travmay1 takip eden 15.-30. giinlerde fibroblastlarin keratositlere doniistiigiinii isaret
eden keratin stlfat varligr tespit edilmistir. Keratin siilfatin normal seviyesine
ulagsmas1 gereken siire yaklasik olarak 3 aydir. Stromal iyilesmenin oldugu alan
diizensiz ve genis kollajen fibrillerinden olustugu igin transparan degildir. Yaranin
gerilim kuvvetindeki gelisme yavas bir sekilde gergeklesir. Kornea merkezinde

olusan yaralar ilk 100 giinde gerilim kuvvetlerinin sadece %350 kadarmi geri
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kazanmus olur. lyilesmekte olan stromanin iistiinde epitel katin olmamas1 yaradaki

gerilim kuvvetinin azalmasina neden olur (Moore, 2019).

1.6.3. Endotel ve Descemet Katin Tyilesmesi

Desment membrani elastik yapida oldugundan dolayr hasar aldiginda geri ¢ekilir ve
on kamaraya dogru kivrilir. Komsu endotel hiicreleri bolgeye kayarak lezyonu orter
ve yeni Descemet membrani olusturulur. Siddetli lezyonlarda endotel bolgeyi
ortemeyebilir bunun sonucunda stroma siser ve bolgedeki ddem kalict hale gelir.
Endotelin rejenerasyon yetenegi tiire ve yasa gore degiskenlik gosterir. Kedilerde
minimum yavru kopeklerde ise iyidir. Yetiskin evcil hayvanlarda genellikle bu

yetenek ¢ok azdir (Maggs, 2008; Moore, 2019).

1.7. Korneanin Kimyasal Yaralanmalar:

Korneanin kimyasal yaralanmalar1 oftalmolojik yonden acil miidahale gerektirir ve
korliik olusturma riski oldukga yiiksektir. Yaralanmayi takiben korneanin iyilesmesi
ve seffafliginin korunmasi i¢in acil olarak degerlendirilmesi ve tedavisinin yapilmasi
gerekmektedir. Ayrica enflamasyon, anjiyogenez ve konjunktivalizasyondan dolay1
limbusun yani1 sira merkezde de epitel kayb1 olusur (Yao vd., 2012; Almaliotis vd.,

2015).

Kimyasal yaniklara alkali veya asidik ajanlar neden olabilir. Yaygin alkali maddeler
arasinda gilibre tretiminde kullanilan amonyum hidroksit, drenaj ve borularin
temizlenmesi i¢in kullanilan sodyum hidroksit (kostik soda) ve kireg, siva ve
cimentoda bulunan kalsiyum hidroksit bulunur (Dua vd., 2001; Kim ve Khosla-
Gupta, 2002).
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Okiiler yaralanmanin siddeti kimyasal ajanin giicli, konsantrasyonu, soliisyonun
hacmi ve maruziyet siiresine gore degisir (Kim ve Khosla-Gupta, 2002; Kuckelkorn
vd., 2002).

Hem asit hem de alkali hasarlarindaki tedavi yonetimi benzerdir, ancak uzun vadede
prognozlart farklidir. Tedavinin ortak hedefleri arasinda kimyasal ajanin
uzaklastirilmasi, agri, g6z i¢i basinci ve yanginin kontrolii, enfeksiyonun 6nlenmesi

ve epitel katin iyilesmesinin tesvik edilmesi bulunur (Senel ve Ergin, 2014).

1.7.1. Alkali Yaniklar

Alkali yaniklar gézde meydana gelen kimyasal yaniklarinin en ciddi ve olusma
siklig1 da tiim kornea yaniklari igerisinde en yiiksek (%50-80) olamidir (Hirst vd.,
2004; Kompa vd., 2005). Kornea asitlere kiyasla alkali maddelere karsi daha
dayaniksizdir (Kompa vd., 2005). Asitlerin hidrofilik olmas1 bu maddelerin lipofilik

membranlara penetre olmasini engellemektedir (Beiran vd., 1997).

Korneal alkali yaniklar epitel yapida bozulma, stromal hiicrelerde 6liim ve yangi
olustururak siddetli hasara yol agar ve kalici gérme kaybiyla sonuglanir. Olusan
hasarlar alkali maddenin konsantrasyonu ve temas siiresi ile dogru orantilidir
(Kompa vd., 2005). Bu yaniklarin en ¢ok karsilasilan komplikasyonlar1 tekrarlayan
epitelyal erozyonlar, korneal iilserasyon, korneal opaklasma, yogun skar dokusu
olusumu, konjunktival hipertrofi, glokom, stromal enflamasyon, stromal 6dem ve

neovaskiilarizasyondur (Kompa vd., 2005; Ye vd., 2006; Lee vd., 2014).
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Alkali maddeler asitlerden daha hizli penetre olur. Hidroksil iyonu (OH’) hiicre
yikimi ve 6liimii ile birlikte hiicre zarinin yag asitli bilesenlerini saponifikasyona
ugratirken, katyon ise ilgili alkalilerin penetrasyon islemlerinden sorumludur. OH"
iyonu ayrica kollajen liflerinin kalinlasmasi, kisalmasi ve 6demlesmesine neden olur.
Alkali yaralanmalartyla iligkili lipid sabunlasmasi, ¢ogu asidik bilesigin aksine, alkali
maddenin dokuya hizli bir sekilde niifuz etmesine izin verir. Penetrasyon orani,
sirasiyla kalsiyum hidroksitten (CaOH;) (en yavas), potasyum hidroksit (KOH)
(hizl1), sodyum hidroksit (NaOH) (daha hizl1), amonyum hidroksite (NH4OH) (en
hizl1) dogru artmaktadir. Amonyum birkag¢ dakika, sodyum hidroksit amonyak kadar
olmasa da 6n kamaraya hizli niifuz eder ve ii¢ dakikada 6n kamaraya ulasabilir (Kim

ve Khosla-Gupta, 2002; Kuckelkorn vd., 2002).

Penetrasyon derecesine gore kornea ve konjunktiva epiteli, stromal keratositler ve
endotel hiicreleri 6liir. GAG’larin hidrasyonu stromanin seffaligini kaybetmesi ile
sonuclanir. Konjunktival ve episkleral damarlarin endoteli yikimlandiginda
episkleral damarlarda tromboz sekillenir. Iris, siliyer cisim ve trabekiiler ag gibi goz
ici bilesenler de alkali maddenin penetrasyon derecesine ve humor akoziin pH'sina
bagl olarak etkilenebilir. Irrigasyona ragmen humor akoziin pH’s1 otuz dakikadan iig
saate kadar yiiksek kalabilir. Alkali maddenin kuvveti arttik¢a penetrasyon yetenegi
de artar. pH 11,5’in {istiine ¢iktiginda olusan hasarlar geri dondiiriilemez (Dua vd.,

2001; Kim ve Khosla-Gupta, 2002; Kuckelkorn vd., 2002).

Alkali maddeler inflamatuar sitokin stirecini baslatir ve ¢ok sayida yangi hiicresini
lezyonlu bolgeye ceker. Bu hiicreler etkilenen bodlgeye ulastiktan sonra vaskiiler
endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF), temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve
MMP gibi pre-anjiyojenik faktorlerin salinmasina neden olur (Lee vd., 2014; Senel
ve Ergin, 2014).
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Korneada olusan skar dokusu gdérme kalitesinin diismesine neden olur ve On
kamaradaki humor akéz drenajinin saglandigi agiya hasar vererek sekonder glokom
sekillenmesine neden olur. Orta siddetli vakalarda dahi iridosklitis olusur ve yara
lyilesmesi tamamlanana kadar devam eder. Kornea stroma o6demi ve kollajen

denatiirasyonundan dolay1 opak beyaz bir goriiniim kazanir (Chew vd., 1994).

Alkali yaniklarda askorbat seviyelerinin diismesi, siliyer cismin aktif tasima
mekanizmasininin bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Kim ve Khosla-Gupta, 2002;
Hamill vd., 2013). Stromal kornea iilseri de meydana gelebilir. Ulserasyonu
etkileyen faktorler arasinda kornea epitelindeki bozukluklar, enflamasyon, proteolitik
enzimlerin salinmasi, anestezi, gozyasi eksikligi ve kollajen sentezindeki bozulmalar
bulunur. Tip I kollajenaz, kornea iilserasyonunda énemli bir rol oynar ve bu enzim
keratositler ve polimorfoniikleer 16kositler (PMNL'ler) tarafindan salinir. Yapilan
calismalarda Tip I kollajenazin, yaralanmadan dokuz saat sonra tespit edildigi ve 14-

21 giin sonra zirve yaptig1 bildirilmistir (Brown ve Weller, 1970; Berman vd., 1971).

Tip | kollajenaz normalde epitelyal sitokinler tarafindan inhibe edilir, bu da saglam
bir epitelin iilserin 6nlenmesindeki dnemini ortaya koyar. Epitel kaynagi ne olursa
olsun, kimyasal yaralanmada yeniden epitelizasyon siireci enflamasyon ve bazal

membran hasari1 nedeniyle normalden daha yavas olabilir (Gartaganis vd., 1987).

Enflamasyon ayrica alkali yaniklarin patogenezinde oOnemli bir rol oynar.
PMNL'lerin ve mononiikleer 16kositlerin infiltrasyonu, alkali ajanin maruziyetinden
12 ila 24 saat sonra meydana gelir. Bu hiicreler, nekrotik dokudan salinan hiicresel ve
hiicre dis1 proteinler ve hasar gérmiis kan damarlar1 tarafindan kemotaktik etkinlige

maruz kalirlar (Brown ve Weller, 1970; Burnett vd., 1990).
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MMP’ler bazi hastaliklarda ve normal durumlarda ekstraseliiler matriksin
yikimlanmasindan sorumlu ¢inko bagimli 6nemli bir enzim grubudur. Kollajenaz (bir
metalloproteinaz) alkali maddeler gibi kimyasal yaralanmalardan sonra kornea
tarafindan salgilanmaktadir. Notrofiller tarafindan salinan tip I kollajenaza ek olarak,
stiperoksit serbest radikalleri, bu ndtrofillerin oksidatif solunum patlamalari
tarafindan olusturulur ve daha fazla doku hasarina neden olur. Korneadaki stromal
hasar1 onaran fibroblastlar olgunlasmamis kollajenler tiretir (Brown vd., 1970). Bu
kollajenler normal kollajen gibi tiglii sarmal yapiya sahip degildir ve diizensizdir. Ek
olarak, bu yeni kollajen enzimatik parcalanmaya karsi savunmasizdir (Pfister ve

Pfister, 1997).

Kollajenazlar mononiikleer hiicreler (MNH) ve fibroblastlar tarafindan stromada
tiretilir. Kornea yeni hiicrelerin iretildigi periferde saglamdir. Bu da yeni gelen
fibroblast hiicreleri tarafindan kollajen iiretilmesi ve stromada iiretilen kollajenaz
enzimi arasindaki denge ile iliskilidir. Fakat iyilesme hattinda epitel ile fibroblastlar
arasindaki etkilesim daha biiyiilk miktarda enzim salgilanmasini stimiile eder (Brown
vd., 1970; Huang vd., 2001). MMP-9, MNH tarafindn tiretilen Tip IV kollajenazdir
(Arican ve Calim, 2004). MMP'lerin MNH tarafindan iretimi, enflamasyon
bolgesindeki diger enflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen kemokinler ve sitokinler
tarafindan tetiklenir. MMP-9, ekstraseliiler matriksin bozulmasina yol acar. Korneal
stroma, kornea kimyasal yaniklarinda MMP-9 yukari regiilasyonu ile asamali olarak
inceltilebilir. MMP-9'un baskilanmasi, korneanin incelmesini dnlemek i¢in 6nemlidir
(Kim vd., 2015). MMP-2 ve MMP-9, tekrarlayan kornea erozyonlar1 olan hastalarda
yukar1 regiile edilir ve korneal stromal kollajenin yeniden sekillenmesi ve

bozulmasinda rol oynar (Sakimoto vd., 2007).

Akut fazda enflamasyonun kontrol altina alinmasi hayati 6nem tagimaktadir. Daha
sonraki asamada korneal opasite ve neovaskiilarizasyon (NV) olusumu kalic1 gérme
kaybmmin esas nedenidir. Korneal NV sirasinda anjiyojenik faktorler ile

antianjiyojenik faktorler arasindaki denge anjiyojenik faktorler lehine kayar
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(Hosseini vd., 2007). Korneal NV, kornea hipoksisine neden olur ve organizma,
VEGEF aktivitesini artirarak kornea dokusuna gerekli besinleri ve oksijeni saglamaya
calisir ve bu da yeni damar olusumunu tetikler (Dohlman vd., 2011; Abdelkawi ve
Hassan, 2012). Bu nedenle, enflamatuar sitokinlerin baskilanmasi, kornea
enflamasyonunu ve anjiyogenezi azaltabilir (Kim vd., 2015). Korneanin kimyasal
yaniklarindaki VEGF nin rolii 6nceki ¢aligmalarda arastirilmistir (Kwon vd., 2005;
Sakimoto vd., 2012). NV travmadan hemen sonra baslatilir. Vaskiiler endotel
proliferasyonu yanginin indiiklenmesinden sonra 24 saat i¢inde baslar. Yeni damarlar
kapillar ve prekorneal pleksustan gelen veniillerden kdken alir. MNH invazyonu
daha siddetli yangi olusturur. Sadece 10kositler degil ayn1 zamanda kornea epiteli,
stroma ve endotel hiicreleri de VEGF’nin 6nemli kaynaklaridir. Korneanin damardan
yoksun halde kalmasi VEGF reseptor 3’lin salgilanmasina baghdir. Bu sebeple
korneal NV nin engellenmesi i¢in VEGF inhibitdrleri kullanilir (Yoeruek vd., 2008).

Kornea en az iki hafta saglam ve aseliiler kalir. Fakat epitel hiicreleri ve fibroblast ve
MNH iligkili stromal NV yavas seyirli sentral progresyon gosterir (Brown vd., 1970).
Topikal steroidlerin kullanilmasina ragmen olusan yangisal yanit 6dem, lipit

birikmesi ve korneada skar dokusu formasyonuna neden olur (Yoeruek vd., 2008).

Genellikle kimyasal yaniklar immediyat, akut, erken onarim ve ge¢ onarim evresi
olmak tizere dort evreye ayrilir. Akut faz sirasinda yapilan tedavi girisimleri kritik
oneme sahiptir. Akut evrede ortaya cikan en yaygin komplikasyonlar yavas
epitelizasyon, inatg1 ilserasyon, korneal perforasyon ve anjiyogenezistir. Bu
komplikasyonlar kimyasal yaralanma sonrasi korneanin yara iyilesmesinde esansiyel
bir evre olan yangisal siirecle yakindan iligkilidir. Dolayisiyla akut evrede anti-
enflamatuarlar, antianjiyogenezikler ve epitel iyilesmesini hizlandiran ajanlar biiyiik
onem tasir. Bircok tedavi plani bulunmasmna ragmen ideal tedavi heniiz

tanimlanamamistir (Chew vd., 1994; Yao vd., 2012).
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Tedavinin ilk basamag1 goziin bol su veya steril serum ile yikanmasidir. pH normal
degerlere diistiikten sonra tedavi protokolii baslatilir (Sekundo vd., 2002; Hamill vd.,
2013). Alkali yaniklar kornea iilserasyonu ve perforasyonuna neden olacak sekilde
ilerleyici bir karakter gosterir, yanik sonrasi iilserasyon ve perforasyonun énlenmesi

amaciyla yapilan tedaviler 5 kategoriye ayrilmaktadir.

1. PMNL hiicrelerin gogiinii ve yikim iriinlerini inhibe eden ajanlar: Sodyum sitrat

gibi.

2. Reepitelizasyon ve PMNL hiicrelerin korneaya infiltre olmasini engelleyen
ajanlar: Siyanoakrilat doku yapistiricilari, fibronektin, retinoik asit, sodyum
hyaluronat, epidermal biiyiime faktorii, steroidler, askorbat, sitrat, MMP inhibitorleri,
yumusak kontakt lensler kullanilmakya ve konjunktival transplantasyon, limbal,
mezengimal kok hiicre implantasyonu, amniyotik memban transplantasyonu ve

keratoplasti uygulanmaktadir (He vd., 2006).

Amniyotik membran, epitelizasyonu tesvik eder ve kornea epitelinin farklilasmasini
saglar. Ozellikle epidermal biiyiime faktorii ve keratosit bilyiime faktorii olmak iizere
biliyiime faktorleri bakimindan zengindir. Doniistiiriicii biiyiime faktorii-f sinyal
regililasyonu ve proenflamatuar sitokin liretimini inhibe ederek yangisal yanit1 ve skar
dokusu olusumunu azaltir. Hayvan ¢alismalart amniyotik membranin daha hizli yara
tyilesmesi sagladigini ve korneal opasite ile neovaskiilarizasyonu azalttigini

gostermistir (Shahriari vd., 2008; Gu vd., 2011).

Mezensimal kok hiicreler multipotent hiicre 6zelligi tasir. Kemik iliginden izole
edildigi gibi yag doku, kalp dokusu, kordon kani ve agiz dokularindan da elde
edilebilir. Bu hiicrelerin doku tamiri/rejenerasyonu, anti-enflamatuar ve

immunmodiilator fonksiyonlar1 bulunur. Bu sebeple tedavide kullanilir (Yao vd.,
2012).
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3. Kollajenaz inhibitorleri: asetilsistein, terasiklinler (doksisiklin; en etkili ajan),
Na;EDTA, penisilamin, tetrasiklinler, -merkaptometil, tiyol bilesikleri, kan serumu

gibi.

Kollajenaz ve diger MMP’ler normal yap1 ve fonksiyonlarini siirdiirebilmek i¢in
kalsiyum, ¢inko, magnezyum gibi katyonlara ihtiya¢ duyarlar. Tetrasiklinler bu metal
iyonlarin1 baglayarak selat olusturur. Boyle kollajenaz enzimlerin aktivitesi
azaltilmis olur. Ayrica tetrasiklinler lokositlerdeki askorbat seviyesini diistlirerek

kemotaksis ve fagositozu azaltirlar (Seedor vd., 1987; Arican ve Calim, 2004).

4. Anti-enflamatuar ajanlar (medroksiprogesteron, steroidler gibi): Steroidler;
prednisolon asetat 6n kamaraya penetrasyon yetenegi en fazla olan ajandir. Alkali
yaniklarm akut fazindan (ilk 7 giin) sonra topikal veya subkonjunktival steroid
uygulanmasi, yara iyilesmesini engellemesi ve kollajen iiretiminde degisikliklere

neden olmasi sebebiyle iilserasyon ve perforasyon riskini artirmaktadir.

5. Kollajen iiretimini artiran ajanlar: Askorbik asit, sitrat gibi. (Levinson vd., 1976;
Seedor vd., 1987; Burns vd., 1990; Huang vd., 2001; Hamill vd., 2013, Senel ve
Ergin 2014).

Askorbik asit kollajen iiretiminde dnemlidir. Prolin hidroksilasyonunda kofaktordiir
ve mononiikleer hiicrelerden fibroblastlarin tiretilmesi i¢in gereklidir. Ayrica saglikli
hayvanlarin humor akoziindeki askorbik asit konsantrasyonu c¢ok yiiksektir
(plazmadaki oranin 20 kat1). Alkali yanik sonrasi askorbik asit yogunlugu 1/3
oraninda azalir. Yapilan hayvan ¢alismalarinda askorbik asitin hem topikal hem oral
yolla kullaniminin (siddetli yaniklarda 6zellikle topikal kullanim) perforasyon ve

iilserasyon oranini diisiirdiigii bildirilmistir (Levinson vd., 1976; Pfister vd., 1980;
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Sekundo vd., 2002). Sitrat benzer sekilde nétrofillerin yangisal cevabini inhibe
ederek yara iyilesmesinde rol oynar. Yapilan caligsmalar sitratin goze topikal yolla
uygulamasimin iyilesmeyi artirdigi ve askorbik asit ile additif etki gosterdigini

bildirmistir (Sekundo vd., 2002; Hamill vd., 2013).

Anti-VEGF ajanlar1 yeni damar olusumunun engellenmesi ve yavaslatilmasinda

etkilidir (Hosseini vd., 2007).

1.7.2. Asit Yaniklar1

Silfiirik asit (H,SOy), silfurdoz asit (H,SOs) ve hidroklorik asit (HCI) asit

yaniklarinin olusmasinda en ¢ok rol oynayan ajanlardir (Kuckelkorn vd., 2002).

Alkali bilesiklerde oldugu gibi hasarin siddeti, asidin giicii, konsantrasyonu, ¢ozelti
hacmi ve maruz kalma siiresine bagldir. Okiiler yaralanmanin boyutu ayrica asidik
bilesigin dokuya yapisma ve niifuz etme kabiliyetine de baghdir. Asidin dokuya
niifuz etme yetenegi, lipid ¢Oziniirliigli ile yakindan iligkilidir. Asit kaynakh
kimyasal yaniklarin en yaygin nedeni siilfiirik asitti. Hem hidrofobik hem de
hidrofilik maddelerdeki ¢oziiniirligii iyidir ve bu nedenle niifuz etme kapasitesi de
yiiksektir. Siilfiir6z asit dokuya hidroklorik, siilfiirik veya fosforik asitten daha hizl
niifuz eder. Hidroflorik asit de dokuya kolayca niifuz eder. Zayif bir asit olmasina
ragmen, florlir anyonu hiicre zarlarimi eritebilir. Ayrica, kiigiik molekiiler boyutu ve

agirligi da dokuya girisi kolaylastirir (Kim ve Khosla-Gupta, 2002).

Asitler, ¢ozelti iginde hidrojen iyonlarina ayrigir. Bu serbest hidrojen iyonlari
hiicresel nekroza asit anyonu ise protein denatiirasyonuna ve ¢okelmesine neden olur.

Bu proteinler ¢okeldikce, daha fazla asit penetrasyonunu 6nlemek i¢in bir bariyer
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olusturur, boylece géz korunmus olur. Bu ¢okelme, gézde “buzlu cam” goriinimii
olusturur. Bu bariyer zayif asitlere karst koruma saglayabilir, ancak giiclii asitler

derinlemesine niifuz etmeye devam eder (Dua vd., 2001; Kuckelkorn vd., 2002).

Korneanin kendisi asitlere karsi kismi tampon gorevi gorebilir. Kornea pH's1 on bes
dakika i¢inde nétiirlesmeye baslar ve bir saat i¢ginde normale donebilir. Hidroflorik
asit zayif bir asit olmasina ragmen, anyonu oldukca reaktiftir ve bir alkali gérevi
goriir. Cok toksiktir ve dokuya kolayca niifuz eder. Kornea stromasina asit
penetrasyonundan sonra hiicre disi GAG’lar ¢okelir, epitel hiicreleri pihtilagarak
kornea opasifikasyonuna neden olur ve kollajen fibrillerinde hidrasyon ve kisalma
meydana gelir. Trabekiiler agdaki kollajen biiziilmesi ve distorsiyonu nedeniyle goz
i¢i basinci yiikselir. GOz i¢i basincindaki artig prostaglandin salinimi ile en az 3 saat

devam eder (Chinag vd., 1971; Paterson vd., 1979).

Askorbat seviyeleri, alkali yaralanmalarinda oldugu gibi asit yaralanmalarinda da
azalir. Disiikk askorbat seviyeleri, muhtemelen askorbatin aktif taginmasinin
azalmasina ve kan-akoz bariyerin bozulmasina neden olan siliyer cisimdeki hasar

mekanizmasindan kaynaklanmaktadir (Kim ve Khosla-Gupta, 2002).

1.7.3. Kornea Yaniklarinda Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma

Mekanizmalar

Kimyasal yaniklar, gozde oksidatif stres olusturan nedenlerden biridir. Alkali
yaniklarda serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikmaktadir. Oksijen kokenli serbest
radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinmektedir. Siiperoksit anyon (O3"),
hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH"), peroksil radikali (RO;") ve tekli

oksijen (*O2) ROS 6rnekleridir. Bunlar baslica 16kositler ve mitokondriyal solunum
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zinciri tarafindan olusturulur (Conners vd., 1997; Sekundo vd., 2002; Bashkaran vd.,

2011).

Oksidatif stres, “oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
potansiyel hasara yol acacak sekilde bozulmasi” olarak tanimlanir (Erejuva vd.,
2012). Oksidatif stres birgok patofizyolojik olayda rol oynamaktadir. Pro-oksidan ve
antioksidan dengesinin bozulmasi, siddetli hasara yol agar. ROS, yalnizca ¢esitli
patolojilerde zararli faktorler olarak kabul edilmez, ayn1 zamanda sinyal iletimi gibi
cok ¢esitli fizyolojik olaylarda gorev alir. Diisiik ROS konsantrasyonlarinin, ikinci
bir haberci olarak hiicresel ¢ogalmayi uyarabildigi bildirilmistir. ROS, hiicre igi
seviyelerine bagli olarak birkag hiicresel islemin diizenlenmesinde rol oynar. Yiiksek
ROS seviyelerinin hiicreler i¢in toksik olmasina ragmen, diisiik ROS seviyeleri,
uygun sinyal iletimi, kinaz aktivasyonu ve reseptor sinyallemesi ile iliskili biyolojik
yamtlar icin gesitli fizyolojik rollere sahiptir. ilaveten ROS'un enflamasyonu modiile
ettigi ve enflamatuar sitokinleri tesvik ettigi ortaya konmustur. Bu nedenle,
antioksidanlar yangiy1 baskilama potansiyeline sahip olabilir. ROS'un enflamasyonu
indiikleyebildigi bildirildikten sonra, antioksidanlarin enflamasyon iizerindeki
etkisini ortaya koymak i¢in bir¢ok ¢aligsma yapilmistir (Erejuva vd., 2012; Cejka ve
Cejkova, 2015; Kim vd., 2015).

Total oksidan statiisii (TOS) tiim oksidan molekiillerin seviyesini temsil eder. Sadece
bir veya daha fazla oksidan molekiiliin ayr1 ayr1 6l¢iilmesinin hastanin total oksidan
seviyesini dogru olarak vermeyece8i rapor edilmistir. Oksidan molekiiller
birbirleriyle sinerjik etkilesim halinde oldugundan bir maddenin toplam oksidatif
kapasitesi oksidan molekiillerin ayr1 ayr1 toplamindan yiiksek olabilir. Bu bilgiler
1s1¢inda TOS’ un 6l¢limii hem daha kolay hem de daha giivenilirdir (Erel, 2005).

Kimyasal yaniklar korneada siddetli oksidatif strese yol agar (Gakhramanov vd.,

2006). Alkali yaniklarda serbest radikallerin iiretimi s6z konusudur. Alkali ajanlarin
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kornea i¢in bagimsiz olarak toksik olmalar1 haricinde canli hiicrelere zarar vermeleri

de biiyiik ol¢iide ROS olusumuna aracilik etmektedir. ROS'un neden oldugu hasarla

basa ¢ikmak i¢in korneanin biitiinlesmis enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

sistemleri vardir (Cizelge 1.1) (Gunay vd., 2015).

Cizelge 1.1: Prekorneal gozyasi filmi, humor ak6z ve korneanin antioksidan savunmalari

Antioksidanlar

Kompartman
Enzimatik

Enzimatik olmayan

Gozyas: filmi tabakasi Stiperoksit dismutaz (SOD)

Urik asit
Askorbik asit
Glutatyon
L-tirozin

L-sistein

Stiperoksit dismutaz

Glutatyon peroksidaz (GPX)

Askorbik asit

Glutatyon
Glutatyon rediiktaz NADPH

Kornea Katalaz (CAT) a-tokoferol
GIUKQZ_& Retinol

Fosfatdehidrogenaz
Aldehit dehidrogenaz 3A1 Ferritin
Aldehit dehidrogenaz 1A1 Albumin
Ascorbik Asit

L-tirozin
Humor akoz Siiperoksit dismutaz Urik asit
L-sistein

Glutatyon

Antioksidan savunma enzimleri, ROS ve serbest radikal zincir reaksiyonlarinin

hiicresel iiriinleri ile reaksiyona girerek onlar1 toksik olmayan iiriinlere doniistiiriir.
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ROS, nekrotik dokunun yanmis hiicrelerinden ve alkali yaniktan sonra hasarl
bolgedeki infiltre polimorfoniikleer hiicreler tarafindan {retilebilir (Salman vd.,
2011). Diisiik konsantrasyonlu alkaliler korneada oksidatif stresi meydana getirmek
suretiyle gorme kaybi olusturur, yiiksek konsantrasyonlu alkaliler ise korneanin tiim
katmanlarinda siddetli tahribata yol agar ve daha dramatik sonuglar dogurur (Kubota

vd., 2011).

Endojen ve gida kaynakli antioksidanlar sistemdeki total antioksidan statiiyii (TAS)
temsil eder (Bashkaran vd., 2011). Mancino vd. (2011) tim antioksidan
parametrelerin ayr1 ayr1 Ol¢lilmesinin zor olacagini ve her bir antioksidan molekiil
seviyesinin farkli hastalarda hastalik derecesi ve kimyasalin miktarma gore
degiskenlik gosterebilecegini belirtmis ve bu ylizden biitiin antioksidanlarin toplami
anlamina gelen TAS’in Ol¢iimiiniin  yapilmasinin daha giivenilir olacaginm

bildirmislerdir.

Alkali yaniklar ve UVB radyasyon gibi c¢esitli toksik ajanlarin temasindan sonra
kornea epitelinde antioksidan enzimler azalirken, prooksidan enzimler fizyolojik
seviyelerde kalir ve hatta artis gosterir. Bu, korneada antioksidan/prooksidan
dengesizligine ve oksidatif strese yol agar. Oksidatif stres, pro-inflamatuar
sitokinlerin, metaloproteinazlarin, serin proteazlarin ve nitrik oksit sentazlarinin
indiiksiyonu ile iligkilidir. Stiperoksit ve nitrik oksit arasinda bir reaksiyon {riinii
olan peroksinitrit ortaya ¢ikar. Malondialdehit, korneadaki lipid peroksidasyonunun
gostergesidir ve siddetli kornea yangist ve NV sekillenmesine (Cizelge 1.2) yol agar
(Cejkova ve Cejka, 2015).
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Cizelge 1.2: Korneanin toksik ajanlara maruz kalmasi sonucu oksidatif stres sekillenmesi

KORNEA

Toksik ajan maruziyeti sonras (UVB radyasyon, alkali yanik)

!

Antioksidan/Prooksidan dengesizligi

!

Oksidatif Stres

!

Metalloproteinaz Pro-enflamatuar sitokin Nitrik Oksit Sentez
Serin Proteaz indiiksiyonu indiiksiyonu Indiiksiyonu
Proksinitrit formasyonu Malondialdehit formasyonu

\ 4

Korneal enflamasyon

!

Korneal neovaskiilarizyon

Halliwell ve Gutteridge (2007) tarafindan antioksidan; "hedef molekiildeki oksidatif

hasar1 geciktiren, onleyen veya ortadan kaldiran herhangi bir madde" olarak

tanimlanmistir (Erejuva vd., 2012). Normal kornea epitelinde toplam SOD

seviyesinin, GPX'inkinden daha yiiksek olan CAT aktivitesinden ¢ok daha yliksek

oldugu bildirilmektedir. Ek olarak, korneada bol miktarda eksprese edilen aldehit

dehidrojenaz (ALDH) ailesinin belirli {iyelerinin antioksidan goérevi gordiigii kabul
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edilmektedir. Siliyer cisim tarafindan salgilanan humor akdz, kornea ile lens
arasindaki boslugu dolduran berrak ve hafif alkali bir sividir. Kornea endoteli ve
lensin 6n kapsiil epitelinin beslenmesinde ve korunmasinda ¢ok 6énemli bir rol oynar.
Ayrica kornea ve lensin iirettigi metabolik atiklar1 ve biyokimyasal iiriinleri de
ortadan kaldirir. Bu nedenle ROS, humor akézde H,O, O, 102, ve RO; seklinde
stirekli olarak ftiretilebilir. Humor akdziin antioksidan profili, gozyasi filmininkine
benzer. Diurnal tiirlerin humor akozlerindeki yiiksek askorbik asit konsantrasyonu,
muhtemelen  bu  molekiilin  daha  yiikksek  seviyede  sekresyonundan
kaynaklanmaktadir (Shoham vd., 2008; Chen vd., 2009).

Akut kornea yangisinda doku hasarinin boyutu, iiretilen serbest radikaller ile yerel
antioksidasyon savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasinin bir sonucu olarak
ortaya c¢ikar. Yaygin oksijen kaynakli serbest radikal toksisitesine karsi organik
koruma, esas olarak, askorbat ve E vitamini gibi bazi organik serbest radikal
temizleyicilerle birlikte SOD, katalaz ve peroksidazlar gibi endojen antioksidan
enzim sistemleri tarafindan desteklenmektedir. Kornea epitelinde ve endotelyumda
SOD konsantrasyonu nispeten yliksektir, ancak stromada bulunmamaktadir.
Enflamasyon sirasinda oksidasyona bagli kornea hasarinin nihai boyutu, bu endojen
antioksidanlar tarafindan simirlandirilir. Antioksidan savunma mekanizmalarini agan
cok sayidaki serbest radikallerin varligi, korneanin oksidatif strese maruz kalmasina
ve muhtemelen daha fazla yangilanmasina yol acar (Alio vd., 1995; Chen vd., 2009;
Kim vd., 2015).

Gakhramanov vd. (2006) yaptig1 bir ¢aligmada gozde meydana getirilen kimyasal
yaniklarin gbzyast ve kan plazmasinin antioksidan potansiyelini azalttigini
bildirmistir. Kornea yaniklarmin tedavisinde ise antioksidanlarin yararl etkileri

belirtilmistir (Erejuva vd., 2012).

1.8. Myrtus communis
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Myrtus communis L., iliman, tropikal ve subtropikal bolgelerde yetisen yaklagik 145
cins ve 5500 tiirli igeren Myrtaceae familyasina ait kiiglik bir cinstir. M. communis,
Avrupa'ya mahsus tek Myrtaceae tiiriidiir. Akdeniz bolgesine 6zgii bu endemik bitki
bolgede yaygindir ve yabani olarak yetisir (Amensour vd., 2009; Ozkan ve Giiray,
2009; Mimica-Dukic vd., 2010; Tuberoso vd., 2010; Snow vd., 2011; Aleksic ve
Knezevic, 2014).

Tiirkiye'de kayalik yamaglarda, kizilgam ormanlarinda, makilerde, sahil kumullar
bolgelerinde, deniz seviyesinin hemen {izerinde 550 m'ye kadar yerlesim gosterir

2 (13

(6zellikle Bat1 ve Giiney'de). Myrtus communis iilkemizde “mersin”, “murt”, “murt

purii”, “hambeles”, “bahar”, “elduran” ve “sazak™ olarak bilinir (Goniillii, 1994;

Ozkan ve Giiray, 2009; Karademir ve Avunduk, 2015).

Yiiksekligi yaklasik 1-5 m’ye kadar ulasan yaz kis yesil kalan bir ¢calidir. Yapraklari,
2-5 cm uzunlugunda dokiilmeyen kalin oval-mizrak seklinde, sert, piiriizsiiz, noktali
glandiiler yapidadir. Ezildiklerinde hos aromatik bir koku ortaya ¢ikar. Cigeklerinde
bes tag, bes c¢anak yapragi ve bir yigin tepeli organi bulunan beyaz, yildiz
seklindedir. Haziran ile Eyliil aylar1 arasinda goriiliir. Yazdan sonra, olgunlagsma
sirasinda mavimsi-siyah (veya nadiren sarimsi-beyaz) olan elipsoid meyveler Kasim
ay1 boyunca mevcudiyetini korur (Mendes vd., 2001; Ozkan ve Giiray, 2009; Nassar
vd., 2010; Zomorodian vd., 2013; Aleksic ve Knezevic, 2014).

Ask ve Oliimsiizligiin sembolii olarak bilinen Mersin bitkisi, Dioscorides (M.S. 40-
90) zamanindan beri sifa kaynagi olarak kullanilmaktadir (Aleksic ve Knezevic,
2014; Tumen vd., 2017). Eski Misir tibb1 metinlerinde mersin bitkisi, idrar yolu
yangist, mide agrisi, eksimesi ve sigsmesinde, kas sertligi, oksiiriikk tedavisinde ve
mukolitik olarak kullanildig: ifade edilmistir. Antik Misir hekimliginde, mersin
esansiyel yagi, taze sedef yagi ile birlikte deri hastaliklarinin tedavisinde de

kullanilmistir (Ozkan ve Giiray, 2009).
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Tiirk halk (folklorik) tibbinda, M. communis'in yapraklari, meyveleri ve ugucu yagi
cesitli amaglar i¢in kullanilmigtir. Yapraklar aromatik, balzamik, hemostatik ve tonik
ozelliklere sahiptir. Ekstrakti anti-enflamatuar, antikarsinojen, hipokolesterolemik,
hepatoprotektif,  hipoglisemik, antihistaminik, antiandrojenik,  antiartritik,
antihipotansif, antioksidan, antiseptik, dezenfektan, analjezik, antigenotoksik,
antibakteriyel, antimikrobik oOzelliklere sahiptir. Hemoroid, soguk alginligi, kalp,
bobrek ve iiretra hastaliklari, ishal, romatizmal agri, ekstremitelerde 6dem, istah
uyarici, yara tedavisi, epistaksis, konjunktivit, kanama durdurucu, egzama ve
dermatit gibi c¢esitli dermatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Amensour vd., 2009; Ozkan ve Giiray, 2009; Nassar vd., 2010; Akaydin vd., 2013;
Karademir ve Avunduk, 2015; Aksay, 2016; Meriem, 2016; Qader vd., 2017).

Meyvelerinin astrenjan etkileri yiliksektir ve diyare, hemoroid, agiz ve goz
hastaliklar1 tedavisinde kullanilmaktadir (Nassar vd., 2010; Hennia vd., 2018;
Raeiszadeh vd., 2018; Ozcan vd., 2019). M. communis'ten elde edilen sulu ve
metanolik ekstraktlarin antitrombotik ve kardiyoprotektif oldugu kanitlanmistir
(Amensour vd., 2009; Sumbul vd., 2011; Lim, 2012; Zomorodian vd., 2013; Qader
vd., 2017; Ozcan vd., 2019).

Yapraklar1 geleneksel olarak dezenfektan, hipoglisemik ve antiseptik olarak
kullanilir. Mersin bitkisi, giines yanig1, akut yaralar gibi farkli deri hastaliklarinda ve
derinin iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in daha ¢ok cilt losyonlarinda kullanilan
dogal bitkisel triinler arasinda yer almaktadir. Myrtus ekstresi kizariklik, alerji, yara
lyilesmesi, sivilce gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan saf, dogal, toksik ve
steroidal olmayan ve yaygin olarak bulunan bir bitki 6ziidiir (Mimica-Dukic vd.,

2010; Giiltepe vd., 2020).
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M. communis’in esas metabolitleri polifenoller ve ugucu yaglardir (Nassar vd.,
2010). Yapraklar tanenler, kuersetin, katesin ve mirisetin tiirevleri gibi flavonoidler
ve ucucu yaglar icerir. Bitkinin meyveleri ¢ogunlukla ucucu yaglar, tanenler,
sekerler, flavonoidler ve sitrik ve malik asitler gibi organik asitlerden olusur.
Tiirkiye'de yetisen M. communis L.nmin yapraklarinda major bilesenler olarak 1,8-
sineol, linalool, mirtenil asetat ve mirenol bulunur (Kanoun vd., 2014; Keven-
Karademir ve Avunduk, 2015). Kurutulmus yapraklar1 1,8-sineyol (%13,5-19,6),
linalol (%7,7-15,8), linalil asetat (%2,5-6), terpineol, terpinolen, tanenler ve
flavonoid bilesiklerini icerir. Meyveler tanenler, antosiyaninler (%0,2-54), yag ve
organik asitlerden (%9-52) olusur ve bu igeriklerin oranlar1 kullanilan ekstraksiyon
¢oziiciisiine ve/veya olgunlasma siiresine bagli olarak degisiklik gosterir. Genellikle
mersin yapragl, govdesi ve g¢igeklerinde bulunan en yaygin bilesikler a-pinen

(~%10-60) ve 1,8-sineyoldiir (~%12-34) (Nassar vd., 2010).

M. communis bitkisinin esansiyel yag bilesikleri, terpenler (monoterpen
hidrokarbonlar ve seskiterpen hidrokarbonlar), terpenoidler (oksijenli monoterpenler
ve oksijenli seskiterpenler) ve fenilpropanoidler ii¢ ana kategoriye ayrilabilir; fakat
aynt zamanda hidrokarbonlar ve oksijenli bilesikler olarak da siniflandirilabilir

(Nassar vd., 2010; Serce vd., 2010).

Bununla birlikte, mersin sap1 tanenler bakimindan zayif ve flavonoidler acisindan
orta derecede zengindir. Son zamanlarda, fenolikler veya polifenoller, antioksidan,
antimutajenik ve antitimor aktiviteleri de dahil olmak iizere fizyolojik islevleri
nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Mersin yapraginda en ¢ok bulunan polifenolik
smif hidrolize edilebilir tanenlerdir. Tanenlerin anti-kanser, antiviral ve lipid

peroksidasyonunun inhibisyonu gibi biyolojik aktiviteleri vardir (Wannes vd., 2010).

Oksidatif stres, bircok hastalifin patogenezinde rol oynar ve serbest radikaller

tarafindan olusturulur. Bununla birlikte, terapotik olarak optimal bir dogal
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antioksidan bulunamamistir, bu nedenle halk hekimliginde anti enflamatuar ilag
olarak kullanilan bir bitki olan mersin yapraklarinin polifenol igerikleri iizerine
calismalar yapilmistir (Romani vd., 2004; Nassar vd., 2010; Baharvand- Ahmadi vd.,
2015).

Yapraklar tanenler, kuersetin, katesin myrtucommulone (MC) ve mirisetin tiirevleri
ve ugucu yaglar gibi flavonoidler igerir. Mersin meyveleri ¢cogunlukla ugucu yaglar,
tanenler, karbonhidratlar, flavonoidler, sitrik asit ve malik asit gibi organik asitlerden
olusur. Son zamanlarda ¢esitli alanlarda mersin bitkisi ile ilgili oldukc¢a fazla ¢aligma
yapilmaktadir. Ucgucu yaglarmin yani sira fenolik bilesikler (fenolik asitler,
polifenoller ve flavonoidler), gida {riinlerinde ve hastaliklarin tedavisinde
antioksidan aktiviteleri nedeniyle ilgi gérmektedir (Amensour vd., 2009; Amessis-
Ouchemoukh vd., 2014; Aksay, 2016; Tumen vd., 2017).

Temel esansiyel yag asidi (linolenik asit metil ester), membranlar1 hasarlara karsi
koruyabilen bir antioksidandir (Qader vd., 2017). Mersin bitkisinin anitoksidan
etkinligi alkaloidler, tanenler, fenol, flavonoidler (kuersetin, katesin ve mirisetin
tiirevleri), sekerler, organik asitler (sitrik ve malik asitler), saponin, antrakinonlar,
ucucu yaglar, hidrokarbonlar, alkoller, antosiyanin pigmentleri, esterler ve yag
asitleri gibi kimyasal bilesenlerinden ileri gelmektedir (Qader vd., 2017; Kaveh vd.,
2019).

Antioksidan, “oksitlenebilir bir madde ile karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonda
bile, o substratin oksidasyonunu 6nemli dl¢iide geciktiren veya onleyen herhangi bir
madde” olarak tanimlanir (Asgarpanah ve Ariamanesh, 2015). Antioksidanlar,
serbest radikallerle reaksiyona giren, onlar1 nétralize eden ve bdylece canli
viicudundaki zararli etkilerini Onleyen veya azaltan bilesiklerdir. Giinlimiizde
arastirmacilar, sentetik katki maddelerinin yerini alabilecek yeni dogal antioksidanlar

elde etmek i¢in sifali bitkiler izerinde ¢alismaktadir (Kanoun vd., 2014).

38



Birgok caligsma, mersin yapraklarindan elde edilen farkli ekstraktlarin ve bilesiklerin
antioksidan aktivitelerini rapor etmistir. Flavonoidler, tanenler ve a-tokoferol gibi
cesitli bilinen antioksidanlar mersin bitkisinden izole edilmistir (Nassar vd., 2010;

Baharvand- Ahmadi vd., 2015).

Bitkilerin antioksidan kapasitesi ile toplam fenol igerigi arasinda yiiksek bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (Amensour vd., 2009). Aromatik ve tibbi bitkiler,
polifenoller ve ucucu yaglar gibi sekonder metabolitleri sayesinde dogal
antioksidanlarin kaynagidir. Fenolik bilesikler, fenilpropanoidler adi verilen fenolik
grubunu {ireten, sikimik asit metabolik yoluyla biyokimyasal olarak sentezlenir.
Siddetli reaktif radikallere hidrojen vererek antioksidan olarak etkinlik gosterirler,

boylece daha fazla radikal olusumunu oOnlerler (Wannes vd., 2010; Amessis-

Ouchemoukh vd., 2014; Aksay, 2016; Ozcan vd., 2019).

Mansouri vd. (2001) M. communis bitkisinin 8-sineyol, linalol, §jenol, a-terpineol ve
y-terpinen gibi esansiyel yag bilesenleri, 6 Gram pozitif ve 4 Gram negatif bakteri de
dahil olmak tizere 10 mikroorganizmaya kars1 giiclii antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu bildirmistir (Nassar vd., 2010; Snoussi vd., 2011; Zomorodian vd., 2013).
Konuyla ilgili yayinlanan ¢ok sayida makaleye gore, mersin esansiyel yaglarimin
giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi onu kozmetik, ila¢ ve gida endiistrileri

icin degerli bir hammadde haline getirmistir (Maxia vd., 2011).

MC ve semimyrtucommulone (S-MC), mersin yapraklarindan elde edilen dogal
prenile edilmemis asilfloroglusinoliin in vitro ve in vivo olarak siklooksijenaz-1 ve 5-
lipoksijenaz1 dogrudan inhibe ederek eikosanoidlerin biyosentezini gii¢lii bir sekilde
baskiladigi gosterilmistir (Feisst vd., 2005). MC ve S-MC'nin, sirasiyla 0,55 ve 4,5 m
karsilastirilabilir konsantrasyonlarda MIC50 degerlerinde G protein sinyal yollarinin

aracilik ettigi polimorfoniikleer 15kositlerde Ca?* mobilizasyonunu onledigini ve
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reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve elastaz salinimini baskiladigini gosterdiler.
MC'nin, siklooksijenaz (COX) 1 ve 2 enziminin 6énemli bir inhibisyonu olmaksizin
PGE-2 olusumunu etkili bir sekilde baskilayan mikrozomal prostaglandin E2 sentaz
(mPGES) -1'i inhibe ettigi bulunmustur (Lim, 2012). Hem S-MC hem de MC,
linoleik asidi serbest radikal saldirisina karst koruyan ve otoksidasyonunu ve FeCls
ve EDTA aracili oksidasyonunu engelleyen giiclii antioksidan 6zellikler gostermistir.
S-MC’nin MC’ye gore daha giiclii oldugu bildirilmistir (Asgarpanah ve Ariamanesh,
2015).

Meriem (2016), yaptig1 calismada o-pinen, mirtenil asetat ve 1,8 sineyol’un daha
once anti-enflamatuar aktivitelere sahip oldugunu ortaya koymus ve bu g¢alisma
sonuctunda, MAE’nin yangisal deri hastaliklarinda anti-enflamatuar ajan olarak

kullanilabilecegini rapor etmistir.

Yapilan ¢aligmalarda, MAE’nin normal hiicrelerde mitoz boliinmeyi hizlandirdigi ve
anormal veya defektli hiicrelerde mitozu yavaglattigini bildirilmistir. Ayrica
MAE’nin korneadaki epitelizasyonunu artirdigi, kornea 6demini azalttigi, géz yasi
tretimini  kalitatif ve Kkantitatif olarak artirdigi, anti-enflamatuar (Quercetin,
Rosmarinik asit), anti-fibrotik, kollajen iretimini diizenleyici rolii oldugunu, anti-
oksidan (Quercetin, Catechin, Rosmarinik asit) ve anti-karsinojenik ozellikler
tasidig1 savunulmustur. /n vitro bir ¢alismada MAE kornea skarlasmasinda TGF-B
ekspresyonunu kontrol ederek basarili bir terapotik ajan olabilecegi rapor edilmis
ancak bunun in vivo calismalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmigtir
(Tretiakova vd., 2008; Abengozar-Vela vd., 2015; Jabri vd., 2016; Mckay ve
Karamichos, 2017; Rafalyuk ve Gaydamaka, 2018). Ayrica yapilan Santez projesi
caligmalarinda goz iritasyon ve sensitizasyon testi sonucunda kullanilan MAE’nin
iritasyona ve sensitizasyona neden olmadigi ortaya konmustur. Ayni1 Santez
projesinde yapilan akut sistemik toksisite ¢alismasinda murt agaci ekstresinin dalak,
karaciger, akciger, bobrek, kalp ve pankreastan alinan doku ornekleri incelenmis ve

her bir doku orneginden 3 doku kesiti alinarak skorlama yapilmistir. Neticede
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herhangi bir toksikasyon bulgusuna rastlanilmamistir (Proje kodu: 0352.STZ.2013-2,
Say1: 78507420 — 205.99E.3046, 2016).

1.9. Eye Platelet Rich Plasma (E-PRP)

Okiiler ylizey hastaliklarinin tedavisinde kandan elde edilen goz damlalarinin
kullanim1 son yillarda giderek daha popiiler hale gelmistir. Etki mekanizmasi, okiiler
yiizeyde aktif bir biiylime faktorleri ve sitokin karisimi saglayarak hiicresel ¢ogalma
ve gogiin uyarilmasidir, boylece dogal gozyasinin fonksiyonu yerine getirilir. Kandan
elde edilen goéz damlalari, son yillarda basta kuru géz hastaligi olmak iizere, kalict
kornea epitel defekti, kornea {ilseri, kornea yaniklari, tekrarlayan kornea erozyonu ve
limbal kok hiicre eksikligi gibi ¢esitli okiiler yiizey hastaliklarinin tedavisinde

kullanilmistir (Giannaccare vd., 2017).

Otolog serum, trombositten zengin plazma, biiylime faktorleri ve trombosit agisindan
zengin plazma gibi hastanin kendi periferik kan serumundan (otolog kaynak) veya
allojenik periferik kan serumu gibi dondrlerden (homolog kaynak) ve gobek kordon

kani1 serumundan hazirlanan g6z damlalar1 kullanilmaktadir (Giannaccare vd., 2017).

Trombositler, yara iyilesme siirecinde 6nemli rol oynayan ¢esitli sitokinlerin ve
biiyiime faktorlerinin kaynagidir (Ziaei vd., 2018). Trombosit bakimindan zengin
plazma (PRP), bazal seviyenin {izerinde trombosit konsantrasyonuna sahip otolog
kanin plazma fraksiyonunun bir pargast olarak tanimlanmistir (Marx, 2001). PRP
yiiksek diizeyde biiylime faktorleri igerir ve in vitro ¢alismalarda kornea epitel hiicre
proliferasyonunu serumdan daha etkili bir sekilde destekledigi gosterilmistir (Ziaei

vd., 2018).
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Acosta vd. (2014), topikal PRP uygulanan tavsanlarda kornea epitel iyilesme hizini
artirdigini  bildirmistir. Hassan vd. (2021) 1 N NaOH ile kornealarina yanik
olusturulan hayvanlara bir gruba intrastromal PRP enjeksiyonu diger gruba topikal
PRP damla uygulamislar ve tek subkonjunktival enjeksiyonla tedavi edilen
kornealarda epitel iyilesme oraninin PRP damlalariyla tedavi edilenlerden daha

yiiksek oldugunu bildirilmistir.

Oftalmolojide kullanilan E-PRP (gbzde kullanilan trombosit bakimindan zengin
plazma), trombositler acisindan zengin fakat Marx (2001), tarafindan tanimlanan
PRP'den farkli olan otolog bir plazma preparatidir. E-PRP’de antikoagiilan olarak
sodyum sitrat kullanir ve gerektiginde E-PRP aktivasyonu igin CaCl, kullanilir. E-
PRP’nin elde edilmesi, tek asamali bir santrifiijleme islemi kullanilarak
gerceklestirilir ve trombosit konsantrasyonunun nihai miktari; goéz damlasi (aktif
olmayan) veya piht1 (aktif) olarak kullanilip kullanilmayacagina baglidir. E-PRP’nin
elde edilmesi i¢in spesifik cihazlar gerekli degildir. E-PRP’deki trombosit miktar
tam kanda bulunan trombosit miktarmin 1,6-2,5 katidir. Topikal géz damlasi
seklindeki otolog E-PRP kornea yiizeyindeki lezyonlara uygulanir. Okiiler
rekonstriiksiyon ic¢in yapilan cerrahi islemler sonrasi ise pihtt formundaki E-PRP
kullanilir (Alio vd., 2012). E-PRP hazirlarken, kan antikoagiilan olarak %3,2 sodyum
sitrat i¢eren tliplere alinir santrifiij edilir (1600 rpm'de 10 dakika), boylece ii¢ katman
elde edilir. Ustte trombositten zayif plazma (PPP), altta PRP ve Idkositler
eritrositlerin istiinde bulunur. PRP aspire edilir ve 3-4 ml'lik alikotlar, g6z damlasi
aplikatorliic 10 ml'lik yeni sterilize edilmis amber renkli cam siselere aktarilir.
Kullanilan sise buzdolabinda +4 "C'de 1 hafta, geri kalan siseler ise -20 "C'de derin

dondurucuda saklanmalidir (Giannaccare vd., 2017).

Go6z damlast seklindeki otolog E-PRP ise okiiler yiizeyin ¢esitli patolojik
durumlarinin topikal tedavisinde kullanilmaktadir. E-PRP'nin iceriginde yiiksek
konsantrasyonda biiyiime faktorii (EGF, PDGF-BB) ve fibronektin bulunmaktadir.

E-PRP’nin, korneanin rejeneratif tedavisinde gerekli olan biiyiime faktorleri ve
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adezyon proteinlerini i¢erdigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Rodriguez ve Del
Barrio, 2019). Trombosit kaynakli biliylime faktorii (PDGF) reseptorii, kornea
fibroblastlarinda ve endotel hiicrelerinde bulunabilir. PDGF-BB, bazal membranin
epitele katildig1 yerde iiretilir. PDGF-BB, 15 ng/ml iizerindeki konsantrasyonlarda
endotel hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir, buna karsin migrasyon daha diisiik
konsantrasyonlarda gerceklesir. PDGF-BB'nin doza bagli bir sekilde fibroblast
gociinii uyardigi ve hem PDGF-AA hem de PDGF-BB'nin fibronektin varliginda
epitel hiicreleri lizerinde kemotaktik bir etki sergiledigi gézlemlenmistir (Riestra vd.,
2016). E-PRP’nin antibakteriyel etkisinin oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir
(Drago vd., 2013).

1.10. Gentamisin

Tiim kornea {ilserlerinde topikal antibiyotik kullanimi gereklidir (Maggs, 2008).
Stiperfisiyal iilserlerde, sekonder bakteriyel enfeksiyonu onlemek igin giinde iki ila
dort kez %0,5 kloramfenikol veya neomisin-polimiksin B gibi genis spektrumlu
oftalmik antibiyotikler topikal yolla kullanilir (Kern, 1997; Andrew, 2002).
Gentamisin oftalmik soliisyonu tavsanlar i¢in mevcut olan baska bir lisansh

preparattir (Varga, 2014).

Gentamisin alkali kornea yaniklarinda yaygin olarak kullanilan bakterisit 6zellik
tasiyan bir antibakteriyel ajandir (Christmas, 1991; Maggs vd., 2013). Gentamisin
genel olarak gram negatif bakterilere (Pseudomonas spp., E. coli, Aerobacter,
Klebisella ve Proteus spp.) ve S. aureus (gram pozitif) karsi etkilidir. Gentamisin
epiteliotoksiktir. Buna ragmen goz yiizeyinde topikal olarak bakteriyel profilaksi
amaciyla ¢ok yaygin kullanilmaktadir. Direngli organizmalara karst etkinligi

diisiiktiir (Maggs vd., 2013).
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Bu c¢aligmanin amact; tavsan korneasinda 1 N NaOH ile olusturulan alkali yaniklarin
oftalmik mersin agaci ekstresi (OMAE) ile tedavi etkinliginin incelenmesi ve bunun
yani sira OMAE’nin (bitkisel ajan) tedavi etkinliginin E-PRP (biyolojik ajan) ve

gentamisin siilfat (kimyasal ajan) ile karsilastirilmasidir.
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2. MATERYAL VE METOT

Calisma Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu (No: 63-
19 ve 24.02.2020 tarihli protokol izni) kapsaminda gerceklestirilmistir.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismada Abdeham Deneysel Hayvan Uretim ve Tedarik Merkezi’nde (Bursa)
tiretilen ve yetistirilen 2,5-3,5 kg agirligi arasinda degisen 6 aylik, 42 adet erkek Yeni
Zelanda Albino tavsan kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongiisii olan, standart sicaklik (15-21°C) ve nem (%40-50) kosullarinda celik tel
kafeslerde bireysel olarak (Resim 2.1) AKU Deney Hayvanlari Uygulama ve

Arastirma Merkezi’'nde barindirildi. Giinliik standart pelet yem ve su ad-libitum

olarak verildi.
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Resim 2.1: Tavsanlarin bireysel olarak barindirildig: tel kafes
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Deney ve kontrol gruplarinin olusturulmasi siirecinde her bir denege bir numara
verilerek ve sistematik tesadiifi 6rnekleme yontemiyle denekler objektif bir sekilde
secildi. Her grupta yedi hayvan olacak sekilde deneklerin gruplara atamasi yapildi.
Bu ¢ergevede ¢alisma, 1 kontrol ve 5 ¢alisma (deney) grubu olmak {iizere toplam 6

gruptan olustu.

2.2. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada asagida listesi verilen alet ve cihazlar kullanilmigtir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1: Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Cihazin Ad1

Marka, Model ve Mensei

Kan Sayim Cihazi
Otoanalizor

ELISA Cihazi
ELISA Cihazi

Santrifiij Cihazi
Santrifiij Cihazi
Buzdolabi1

Derin Dondurucu -20 °C
Derin Dondurucu -80 °C
Oftalmoskop

Tonometre

Yarik Lamba Biyomikroskopisi

Isik Mikroskobu
Fotograf Makinesi,
Restrainer Aparati
Biyogiivenlik Kabini
Shaker Cihazi

HumaCount 80TS, Vet Mode, Germany
Roche Cobas Integra 400 plus

ChemWell 2910, Awareness Technology, USA

Thermo Scientific, Multiskan Go
Spectrophotometer w/cuvette, USA

NF 200, Niive, Tiirkiye

NF 800R, Niive, Tirkiye

Argelik

UCF 410 SSL, Ugur, Tirkiye
Panasonic, MDF-U700V X, Japan
plusMED, 6040-40-51/097, Pakistan
RBT, Icare VET, Helsinki, Finland
Shin-Nippon XL-1, Japan

Ziess Lab.Al- AxioCam ICc 5, Zen 3.1,
Germany

Nikon, D90 Japan

Polycarbonate Rabbit Restrainer, PY2 52-6673,
Harvard Apparatus, US

Teknomar, Chemocell LRCX-UV  TPN,
Tiirkiye

Shaker-Rocker MR-12, BioSan, UK

Diger laboratuvar ve muayene malzemeleri (EDTA’ll tiipler, %3,2 Sodyum sitrath tiipler,
Antikoagulansiz tiipler, Intraket, Whatman filtre kagidi (3 Numara), Schirmer gozyasi testi strip,
Fluorescein sodyum strip, %70 Etil Alkol, Punch biyopsi aleti, Tek kullanimlik enjektorler vs.)
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2.3. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve kitler asagida listelenmistir (Cizelge

2.2).

Cizelge 2.2: Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

Kimyasal/Kit Ad1

Kit/Katalog No, Marka ve Mensei

1 N NAOH Cozeltisi 100 Ml

Ksilazin HCL Enjeksiyonluk Cozelti

Ketamin HCL Enjeksiyonluk Cozelti

PBS

Proparakain Hidrokloriir G6z Damlas1 Cozelti

Anti-VEGF Kit

Anti-MMP-9 Kit

Biotinli Anti-Fare Antikoru

Rabbit PDGF-BB ELISA Kit

Total Oksidan Statiisii ELISA Kiti

Total Antioksidan Statiisii ELISA Kiti

(Kat. No. 129447.0100), Advanced
Diagnostics & Research Group, Tiirkiye

Rompun %2 Enjeksiyonluk Cozelti,
Bayer, ABD

Ketasol %10 Enejksiyonluk Cozelti,
Interhas, Ankara

DPBS, PAN BIOTECH, Germany
Alcaine %0,5 15 ml, Alcon, Belgium
sc-152, Santa Cruz Biotechnology, US
ab58803, Abcam, Cambridge, GB, UK

Vectorlab, BA-2000, US

(Kat.  No.  EO0024Rb),
Technology Laboratory, China

(Kit LOT: KM201240), Rel Assay
Diagnostics Total Oxidant Status Mega
Tip, Gaziantep, Tiirkiye

(Kit LOT: KM20112A), Rel Assay
Diagnostics Total Antioxidant Status
Mega Tip, Gaziantep, Tiirkiye

Bioassay
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2.4. Oftalmik Mersin Agaci1 Ekstresi (OMAE) Hazirlanmasi

Myrtus communis bitkisinin 2 g govde ve 2 g yaprak kismi 6nce mekanik
pargalayicida kiigiiltiildiikkten sonra pH’s1 4,5 olan distile su igerisinde 98 °C’de 22
dakika bekletildi. Bu sekilde hazirlanan ¢6zelti sogumaya birakildiktan sonra tampon

¢ozelti olarak NayHPO,4 (Disodyum fosfat) kullanilarak asitligi dengelendi.

Hazirlanan ¢ozelti orta hizla akish kiil icerigi <%0,01, 0,2 mm kalinlikta filtreden
gecirilip (Aksay, 2016), ardindan soliisyona yiizeyde olusturdugu 6zellikler nedeni
ile kornea temas siiresini uzatmak ve goz i¢i ilag seviyelerini artirmak amaciyla
oftalmik formiilasyonlarda viskozite artirici bir madde olarak kullanilan %0,4’liik
Hidroksietil selilloz (HEC) eklendi ve %0,4 formulasyonu elde edildi (Durand-
Cavagna vd., 1989). Bu hali ile soliisyon siselendi ve kullanilana kadar buzdolabinda
sakland1 (Oftalmik MAE Ars Arthro Biyoteknoloji ANKARA firmasindan temin
edildi).

2.5. Eye Platelet Rich Plasma (E-PRP) Damla Hazirlanmasi

Yanik olusturmadan 7 giin once hayvanlarin v. auriculus marjinalis‘inden steril
kosullar altinda 10 ml kan 2 ml ‘lik %3,2 sodyum sitrat (pihtilasmay1 6nlemek i¢in)
iceren tiiplere (2 ml, Vacuetta, Austria) (Resim 2.2). Tiipler 1s13a maruz kalmamasi
icin aliminyum folyaya sarildi ve santiriij edilmeden Once trombositlerin
kiimelesmesini en aza indirgemek icin 30 dakika karistiriciya (Shaker-Rocker MR-
12, BioSan, UK) konuldu (Resim 2.3).
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E-PRP hazirlanmasi esnasinda tiim islemler steril kosullar altinda gergeklestirildi.
Sodyum sitrath tiiplerdeki kan dakikada 23 °C, 300 G’de 10 dakika santrifiij (NF
800R, Niive, Tiirkiye) edildi (Donatti vd., 2013) (Resim 2.4). Santrifiij sonrasi
plazmanin %90 kismi son {iriin olarak toplandi ve kullanildi (Resim 2.5, 2.6).
Trombosit miktarlar1 klinigimizde bulunan tam otomatik kan sayim cihazinda

(HumaCount 80TS, Vet Mode, Germany) dl¢tldii.

Resim 2.2: E-PRP i¢in kan toplanmasi. Vena auricularis marginalis punksiyonu
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Resim 2.4: Santrifiij cihazi
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Resim 2.5: E-PRP’lerin hazirlanmasi, siselenmesi

Resim 2.6: Santrifiij sonrasi plazmanin fraksiyonlari

(1. Trombositten fakir plazma, 2. Trombositten zengin plazma, 3. Alyuvar hiicreleri)
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Toplanan E-PRP ornekleri -20 °C'de muhafaza edildi. Uygulamada kullanilmak
tizere 3-4 ml E-PRP, g6z damlasi aplikatorlerine sahip yeni, sterilize edilmis 10

ml’lik amber cam siselere konuldu ve +4 °C'de 7 giin saklandi ve bu siire dolduktan

sonra atild1 (Alio vd., 2012).

E-PRP de PDGF seviyesinin ELISA ile 6l¢timii: E-PRP'de PDGF seviyeleri Rabbit
PDGF-BB ELISA Kit (Kat. No. E0024Rb, Bioassay Technology Laboratory, China)
kullanild1 ve firmanin katalogundaki talimatlara gére ELISA okuyucuda (Thermo

Scientific, Multiskan Go Spectrophotometer w/ cuvette, USA) 6l¢iim yapildi.

E-PRP’lerin -80, -20, +4 ve 0 °C’deki PDGF-BB diizeyleri standart degerlere
dordiincii dereceden polinom fit standart egrisine gore Olgiildii. Standart egrisi ve

numune dl¢timleri CurveExpert 1.3 yazilimi kullanilarak yapilda.

2.6. Deneysel Alkali Kornea Yanik Modeli

Tavsanlarin ortama aligmalar1 i¢in 1 hafta beklendi (Yoeruek vd., 2008) ve deney
Oncesi tiim tavsanlarin gdz muayeneleri taginabilir yarik lamba biyomikroskopisi

(Shin-Nippon XL-1, Japan) ile yapilarak kornealarinin saglikli oldugu belirlendi.

Hayvanlarin anestezisi; intramuskiiler yoldan verilen 5 mg/kg dozunda Ksilazin HCI
(Rompun %2 Enjeksiyonluk Cozelti, Bayer, ABD) ve 35 mg/kg dozundaki Ketamin
HCl (Ketasol %10 Enejksiyonluk Cozelti, Interhas, Ankara) ile saglandi.
Hayvanlarin sag gozlerine 2 damla lokal anestezik Proparakain HCl (Alcaine %0,5,
Alcon, Belgika) (Kompa vd., 2005) damlatildi. Tavsanlarda anestezi derinliginin
belirlenmesinde genellikle palpebral, korneal, pedal ve pinna refleksinin
varligi/yoklugu degerlendirilir. Pinna refleksinin (sikistirma kuvvetine yanit olarak

kulagin hareket etmesi) anestezi derinliginin en dogru Ol¢iisii oldugu ve bunu
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sirasiyla pedal reflkes, kornea ve palpebral reflekslerin izledigi yaygin olarak kabul
edilmektedir (Borkowski vd., 1990; Lipman vd., 1997). Hayvanlarin anestezi
derinligi pinna, pedal, korneal ve palpebral refleks kontrol edilerek degerlendirildi
(Wenger, 2012) ve agri duyumunun olmadigi tespit edilince kornealarda yanik

olusturma iglemine baslandi (Anderson vd., 2014).

Ug numara Whatman filtre kAgidindan 6 mm capli punch biyopsi aleti kullanilarak 6
mm capl diskler elde edildi. Bu diskler 1 N NaOH (pH:13,6) i¢inde 30 saniye
bekletilerek 1 N NaOH emdirildi (Resim 2.7). Otuz saniye sonunda diskteki fazla
stvi kuru filtre kagidina siiriilerek fazlalik uzaklastirildi. Tel goéz spekulumu
kullanilarak sag goz kapaklar1 agilarak kornea yanik olusturmak i¢in hazir hale
getirildi. NaOH emdirilmis diskler steril penset kullanilarak kornea merkezine 60
saniye boyunca birakildi (Ormerod vd., 1989; Yang vd., 2010) (Resim 2.8). Siire
sonunda NaOH emdirilmis disk kaldirildi ve yanik olusturulduktan hemen sonra
gozler 20 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (Kompa vd., 2005) ile 1 dakika
boyunca yikandi. Korneada yanik olusturulduktan ve 20 ml PBS ile irrigasyon
yapildiktan sonra kornea pH’s1 lateral inferior fornikse yerlestirilen Litmus kagidi ile

olgtildii (Resim 2.9) (Hamill vd., 2013).

Resim 2.7: NaOH emdirilmis disklerin gérintimii
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Resim 2.8: NaOH emdirilmis diskin kornea merkezine yerlestirilmesi

Resim 2.9: Litmus kagidi ile pH 6l¢iimii
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2.7. Ajanlarin Uygulanmasi

Hayvanlarin sag gozlerine ilaglar 6 hafta boyunca; 08.00 ile 21.00 saatleri arasi
(Pfister vd., 1978) 4 kez wuygulandi. Hayvanlar tavsan tespit aparatina
yerlestirildikten sonra (Polycarbonate Rabbit Restrainer, PY2 52-6673, Harvard
Apparatus, US), Grup II’deki hayvanlara gentamisin goz damlas1 (Genta %0,3,
Menarini, italya) Grup I1I’teki hayvanlara E-PRP damla, Grup IV’teki hayvanlara
OMAE damla, Grup V’teki hayvanlara E-PRP ve gentamisin goz damlasi, Grup
VI’daki hayvanlara OMAE ve gentamisin géz damlast ve grup I’deki hayvanlara
hicbir ila¢ uygulamasi yapilmayarak yanik olusturulmayan sol goézleri normal goz
dokusu ve normal humor akéz yoniinden negatif kontrol grubu olarak degerlendirildi.
Ayni gbze uygulanacak farkli damlalar; uygulanan ilk damlanin yeterince emilmesi
ve diliisyon faktoriinii azaltmak i¢cin Grup V ve VI’daki hayvanlara 6nce gentamisin
stilfat g6z damlas1 ve takiben yaklagik 30 dakika sonra Grup V’teki hayvanlara E-
PRP ve Grup VI’daki hayvanlara OMAE damla uygulandi (Resim 2.10) (Bohigian
ve Foster, 1977). Gruplara iliskin bilgiler Cizelge 2.3’te belirtilmistir.

Genta
%0.3 Gz/Kulak
Damlasi, ¢6zelti

Resim 2.10: Tavsanlarin tespit aparatina yerlestirilmesi ve ajanlarin uygulanmasi
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Cizelge 2.3: Deney gruplari, gruplara uygulanan ajanlar ve yapilan islemler

#
Uygulanan Uyg. Muayene Kan Humor
Grup Bt " | akoz
No n Ajan Slkllg_l/ alinma alnma’
(60 ul) Saati 1 pafta 2 6. hafta Zamanlar zamanlar:
° 3 Iki Ug 0. giin .
23 7 : ' Ginde  Ginde  3.hafta S0
v O Bir Bir 6. hafta” '
Gentamisin (jfu;edze Iki Ue 0. giin 0. giin
I 7 damla (08:00- Gléril:ie Gléril;le 2 I;:E: 6. hafta
21:00) '
Giinde . -
- ) Tki Ug 0. glin ..
E w7 EPRP S Ginde  Ginde  3.hafa S
= amla (08:00- : X 6. hafta
= Bir Bir 6. hafta
Giinde - ..
= Iki Ug 0. glin ..
= v 7 ONEP 4 Ifez Giinde Giinde 3. hafta 0. giin
° damla (08:00- : X 6. hafta
=] 4 Bir Bir 6. hafta
e 21:00)
g E-PRP + (j“éledze iki Ue 0. giin 0. win
] \Y, 7  Gentamisin _ Giinde Giinde 3. hafta -8u
d damla (@S500- Bir Bir 6. hafta 6. hafta
21:00) '
OMAE + augze iki Ue 0. giin o in
VI 7 Gentamisin . Giinde Giinde 3. hafta -8
(08:00- . . 6. hafta
damla 21:00) Bir Bir 6. hafta

* 1 Grup-I: Bu grupta yer alan hayvanlarin kornealarinda yanik olusturuldu ve herhangi bir ajan
uygulanmadi. Bu gruptaki hayvanlarin sol gozleri saglikli kontrol grubu olarak kullanildi (Saggoz
vd., 2018).

*: Yarik Lamba Biyomikroskopisi Direkt Oftalmoskopi, Tonometri, Schirmer-I testi, Fluorescein
boyama.

' © Tim muayeneler arastirmaci tarafindan yapildi. Kan ve humor akdéz numuneleri de aymi
arastirmaci tarafindan alindi.

*: Calismanin sonlandirildig: giin.

™. Ajanlarin uygulamas: giinde 4 kez olmak iizere; 1. uygulama Saat 08.00’de, 2. uygulama Saat
12.20’de, 3. uygulama Saat 16.40°da, 4. uygulama saat 21.00°da yapildi.

2.8. Klinik Muayene ve Degerlendirme

Klinik muayene bulgulart muayene formuna kaydedildi (Resim 2.11). Makroskopik

muayene giinde 1 kez her giin yapildi (He vd., 2006).
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Tavsan Goz Muavene Formm =~ Tk ;;‘ﬂ

- Agarhk: T
Urp. Sauti: 0800 1220 ) 1640 ) 2100 ()

Saf Gz S0l Gae

FLR III:. _:,L\__ n: -'."I:I-. I -"|1 "
st 1S ' W 4
Paipabral %‘«..—:5”'{; T ;__,—_’;
Corneal
ICHE: (mrwniHig) \\‘I J"(
ST fmmidk] L pf B & e —
Flucrescein F, I'\‘ LY
Farklamba
BB
M

Gz igi basing dkgimis, Direkt oftaimockop, Yank lamba byomsikrockepisi ik T gin 2 ginde bir soncaki haftalards 3 ginde bir kes
me. Flouressein boyama e Schirmer- testi dk T giin 2 giinde bir sonrhi bafiabrds 3 giinds bir kez yapiacakar.

Komeaal opasite Dameariagma Komaal Gdem

@ Tamamen ned, buanicksma pok. @ Yo 1] Yok
1 i 1  Mlkroshkop aftinds goiriilar 1 Az
¢  Haif bulanik, Iris ve puplls hals aywt ediebiir 2 Mikroskop aftinds kolay gordidr 2 Cdd
3 Opak pupila zonukls fark sdebdr. a Mikrcskop cimmosdan pondidr,

4  Tamam k e puplls ginliemer.

Makroskopk mudyens (Herpdm) 18200

Komea Epfiedindie Diefizki

Disermsyon

Periorsyon

Vashlarmsyon

L]

Kan Muayensdan 0. GOn () 3. Hafta &. Hafta )

Hurnor AkSz Muayensien 0. Gdn ) & Hafa [

Resim 2.11: Muayene formu
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Tiim gozler, kornea epitelinde defekt, iilserasyon, perforasyon, vaskiilarizasyon ve
akintt yoniinden kontrol edildi. Korneadaki yanik yarast capt ve biiyiikligi
fluorescein boyama, direkt oftalmoskopi ve yarik lamba biyomikroskopisi ile
Olciildii. GOz i¢i basing Ol¢limii (Tonovet) (RBT, Icare VET, Helsinki, Finland),
Direkt oftalmoskopi (plusMED, 6040-40-51/097, Pakistan), yarik lamba
biyomikroskopisi (Shin-Nippon XL-1, Japan) (Resim 2.12) ilk 7 giin 2 giinde bir;
sonraki haftalarda 3 giinde bir kez yapildi (He vd., 2006).

Resim 2.12: Calismada kullanilan Direkt oftalmoskopi (plusMED, 6040-40-51/097,
Pakistan), Rebound tonometre (Tonovet) (RBT, Icare VET, Helsinki, Finland), Yarik lamba
biyomikroskopisi (Shin-Nippon XL-1, Japan)

58



Fluorescein (ERC, Tiirkiye) boyama ve Schirmer-I testi (ERC, Tiirkiye) (Resim
2.13, Resim 2.14) ilk 7 giin 2 giinde bir; sonraki haftalarda 3 giinde bir kez yapildi.
Yanik yaralarinin fotograflar1 dijital kamera (Nikon, D90 Japan) ile ¢ekildi. Yara
boyutu olgimii imageJ (Imagej, Scion Corp., Frederick, MD, USA) programi ile
gerceklestirildi (Yang vd., 2010).

Resim 2.14: A: Fluorescein boya uygulamasi, B: Schirmer-1 testinin uygulanmasi
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Korneal Opasite 0-4 (Cizelge 2.4), Damarlasma 0-3 (Cizelge 2.5) ve Odem 0-2
(Cizelge 2.6) degerleri arasinda skorlandi (Yoeruek vd., 2008).

Cizelge 2.4: Korneal opasite skorlama skalas1

Puan Goriiniim

0 Tamamen net, bulaniklagsma yok

1 Hafif bulanik, iris ve pupilla kolaylikla goriilebilir
2 Hafif bulanik, iris ve pupilla hala ayirt edilebilir

3 Opak, pupilla zorlukla fark edilebilir

4 Tamamuyla opak ve pupilla goriilemez

Cizelge 2.5: Damarlagma skalasi

Puan Goriiniim

0 Damar yok

1 Damarlar mikroskop altinda goriilebilir

2 Damarlar mikroskop altinda kolaylikla goriilebilir
3 Damarlar mikroskop olmadan goriiliir

Cizelge 2.6: Odem diizeyi

Puan Goriiniim

0 Yok
1 Az miktarda ddem var
2 Ciddi derecede 6dem var
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2.9. Hematolojik ve Biyokimyasal incelemeler

Calismadaki tiim hayvanlarin kornealarinda yanik olusturulan giin 0. giin kabul
edildi; 0. glinde, 21. giin ve ¢alisma sonlandirildiginda (42. giin) tavsanlarin kulak
venasindan (v. auricularis marginalis) kan alinarak antikoagiilanli (EDTA) tiipe
konularak hemogram (tam kan sayimi; WBC, LYM, GRA, RBC, Hb, HCT, PIt)
Olctimii (HumaCount 80TS, Vet Mode, Germany) yapildi.

Ayni sekilde alinan kanlar herhangi bir antikoagulan madde igermeyen tiiplere
konularak santrifiij edildikten sonra alinan serum Ornekleri ticer adet 200 pl olacak
sekilde alikotlara konulup topikal uygulanacak olan ajanlarin (gentamisin siilfat, E-
PRP ve ozellikle OMAE) karaciger ve bobrek enzimleri iizerine herhangi bir
toksikasyona sebep olup olmayacagini ortaya koymak amaciyla rutin serum
biyokimyasi testleri (BUN, Kreatinin, AST, ALT, GGT, yapilmak iizere -80 °C’de
(Panasonic, MDF-U700VX, Japan) saklandi.

Saglikli tavsanlarin sag ve sol gozlerinin humor akoz bilesenleri ayn1 oldugundan
(Kinsey, 1951), yanik olusturulmadan hemen 6nce tavsanlarin sol gozlerinden (sag
gozde yanik olusturulacagindan iyilesme etkilenmemesi i¢in) ve ¢alisma
sonlandirildig1 giin tavsanlarin yanik olusturulan sag gdzlerinin limbal bolgesinden
27 G igne takilmis insiilin enjektorii ile parasentez yapilarak yaklasik 150-200 pl
humor akéz 6rnekleri toplandi (Resim 2.15). Alinan humor akéz 6rnekleri iki adet
mikrosantrifiij tiipiine aktarildiktan sonra etiketlenerek -80 °C’de saklandi. Humor
akoz oOrneklerinde TAS ve TOS o6lctimleri ELISA kit prosediiriine uygun sekilde
gerceklestirildi (Bashkaran vd., 2011).
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Resim 2.15: Humar ak6z 6rneklerinin toplanmasi

e Humor akoz TAS diizeylerinin ol¢iimii

Humor akézde TAS 6l¢timii Rel Assay Diagnostics marka Total Antioxidant Status
Assay Kiti ile yapildi (Mega Tip San ve Tic Ltd Sti, Sahinbey/Gaziantep/TURKEY).
Absorbans okumasi ChemWell 2910 marka elisa okuyucu cihazinda gergeklestirildi
(Awareness Technology, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA). Sonuglar mmol Trolox
Equiv./L prt olarak verildi (Resim 2.16).

e  Humor akoz TOS diizeylerinin 6l¢iimii

Humor akézde TOS oOlgiimii Rel Assay Diagnostics marka Total Oxidant Status
Assay Kiti ile (Mega Tip San ve Tic Ltd Sti, Sahinbey/Gaziantep/TURKEY),
absorbans okumasi ChemWell 2910 marka elisa okuyucu cihazinda yapildi.
(Awareness Technology, Inc. Martin Hwy. Palm City, USA). Sonuglar umol H,0;
Equiv./L prt olarak verildi (Resim 2.16).
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Resim 2.16: Humor ak6z orneklerinin bulundugu 96 kuyucuklu plate.

2.10. Patolojik incelemeler

Altinc1 haftanin sonunda hayvanlar yiiksek doz anestezik (pentobarbital sodyum 125
mg/kg, intravendz) madde kullanilarak sakrifiye edildi (Bashkaran vd., 2011).
Hayvanlarin gozlerine eniikleasyon wuygulandi (Resim 2.17) ve kornealart

histopatolojik incelemeler igin alind1 (Resim 2.18) (Kompa vd., 2005).

63



Resim 2.17: Eniikleasyon uygulanmis g6z

Resim 2.18: Kornea dokusunun histopatolojik muayeneler i¢in kiigiiltiilmesi
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2.10.1. Histopatolojik Yontem

Alinan doku 6rnekleri %10’luk tamponlu nétral formaldehit soliisyonuna konuldu.
Kirk sekiz saat tamponlu nétral %10’luk formalin soliisyonunda tespitinden sonra
doku takip islemi gerceklestirildi. Dokular parafin bloklara alinarak 4-5 pm
kalimliginda normal ve adhesivli lamlara kesitler alindi. Normal lamlar
Hematoksilen-Eozin (HE) yontemiyle boyanarak 1sik mikroskobunda genel olarak

incelendi.

2.10.2. immunohistokimyasal Yontem

Alinan dokular nétral tamponlu formalin soliisyonunda 48 saat siire ile tespit edildi.
Rutin doku takibi yapilarak parafinde bloklandi. Yapistirict ile kaplanmis lamlara
kesitler alindi. Bu kesitler 2 saat siireyle 59 °C’de etlivlenerek immunohistokimyasal
teknik ile boyanmaya hazir hale getirildi. Bu amacgla avidin biotin kompleks-
peroksidaz (ABC) yontemi kullanildi. Ksilen serilerinden gegirilerek lamlar
deparafinize edildi. Pesi sira biiylik dereceli alkolden baslayip kiiciik dereceli alkole
dogru, alkol serilerinden gegirilerek rehidrasyon yapildi. Endojen perkoksidaz
aktivitesini ortadan kaldirmak igin, 15 dakika boyunca, metanol iginde %3’liik
hidrojen peroksite maruz birakildi. Distile sudan gegirildi. 30 dakika boyunca pH 6,0
Sitrat bufferda mikrodalga kullanilarak kaynatildu.

Lamlara primer antikor damlatilmadan Once, nonspesifik baglantilar1 ortadan
kaldirmak amaciyla serum damlatildi. Daha sonra serum dokiildii ve yikanmadan
primer antikorlar; fare anti-VEGF (sc-152, Santa Cruz Biotechnology, US) ve fare
anti-MMP-9 (ab58803, Abcam, Cambridge, GB) damlatilarak kesitler 3 saat boyunca

25 °C oda 1sisinda inkubasyona birakildi. Bunun ardindan biotinli anti-fare antikoru
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(Vectorlab, BA-2000) kesitlere damlatilip oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda yeniden kesitler PBS soliisyonu ile 3 dakika 2 kez yikandu.

Kesitler nemli kamarada tutulmaya devam edilerken bu kez avidinli peroksidaz
iceren  solisyon  (TA-125-UDX, UltraVision  Polyvalent HRP  Kit,
LabVision/ThermoScientific-US) damlatilip, tavsan antikoru ile birlesen biotine
avidinin baglanmas1 saglandi. Oda 1sisinda bir saat inkiibe edilip tekrar PBS
sollisyonu ile ii¢ dakika iki kez yikandi. Kontrol amaci ile ekstra alinan kesitlere
primer ve sekonder antikorlarin yerine keci ve tavsan serumu damlatildi. Peroksidaz
enzimini de renkli bir peroksidaz substrati olan AEC kromojeni (TA-125-HA,
Thermo-Scientific) ile renklendirmek amaci ile damlatilip 20 dakika tiim enzim
uclar1 kapatilincaya kadar inkiibe edildi. Lamlar distile su ile yikandi. Bunun
arkasindan zemini boyamak amaci ile alkol icermeyen Gill's (III) hematoksilini
hazirlanip lamlar bu soliisyonda 60 saniye boyandi. 20 dakika akan ¢esme suyunda
yikandi. Distile suya alindi. AEC alkolde ¢6ziiniir oldugundan su bazli yapistiric

damlatilarak lamel ile kapatildi.

Elde edilen boyanmis lamlar kurumasi i¢in oda 1sisinda bir giin karanlikta bekletilip
akabinde incelemeye alindi. Isik mikroskobunda ve goriintiileme sisteminde (Ziess

Lab.Al- AxioCam ICc 5, Zen 3.1) incelendi.

2.11. istatistiksel analizler

Calismadan elde edilen veriler SPSS 18.0 for Windows paket programinda analiz
edildi. Enfeksiyon verileri frekans ylizde dagilimi ile sunuldu. Ayrica gruplara gore
One Way ANOVA varyans analizi zamanlara gore karsilastirilmasi ise tekrarlt
Ol¢iimler i¢in varyans analizi uygunlandi. Varyans analizi sonucunda gruplar ya da
Olctimler arasindaki farkliliklarin kaynagini ortaya koymak i¢in ¢oklu karsilastirma
testlerinden Duncan testi uygulandi. Ayrica ¢alismada PDGF-BB agisindan tiim

gruplar Shapiro-wilk testi ile normalite agisindan degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Yapilan bu c¢alismada Yeni Zelanda tavsanlarinda deneysel alkali yanik
olusturulduktan sonra goze topikal olarak damlatilan Gentamisin siilfat (kimyasal),
E-PRP (biyolojik) ve OMAE (bitkisel) ajanlarinin kornea yanigi iyilesmesi {izerine
etkileri klinik, hematolojik ve biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal

muayeneler yapilarak degerlendirilmis ve elde edilen bulgular sunulmustur.

3.1. Klinik Muayene Bulgular:

Tavsanlarin kornealarina yanik olusturulan giin 0. giin olarak belirlendi. Tiim gézler
0. giin fluorescein boya ile boyandi ve fotograflar1 ¢ekildi yara boyutlarinin tiim
gruplarda benzer oldugu goriildi (Resim 3.1). Yanik olusturuldugunda tiim
deneklerde, epifora, blefarospazm, fotofobi ve NaOH emdirilmis disk kaldirildiktan
sonra merkezde kenarlar1 belirgin bir opaklik sekillendi. PBS ile yapilan irrigasyon
sonras1 0dem miktarinda artis oldugu goriildii. Grup V’teki 5. hayvan caligmanin 14.
giinlinde sebebi bilinmeyen bir sekilde ex oldu. Calismanin 18. giiniinde oftalmoskop
ve yarik lamba biyomikroskopu ile yapilan muayanede Grup IV’teki 7 numaral
denekte anterior iiveitis, hipopion ve blefaritis saptandi. ki giin sonra adi gegen
denegin bu bulgular1 ortadan kalkti. Tim gruplarda tekrarlayan erozyonlar
karsilagilma siklig1 ¢coktan aza dogru sirasiyla Grup Il, Grup I, Grup V, Grup IlI,
Grup IV ve Grup VI'da sekillendi. Biitiin gruplarda c¢aligmanin ilk 4 giiniinde
opasitelerin merkezinde berraklagsma sekillendi. Bu seffafligin birka¢ giin sonra

tamamen opaklastig1 gozlendi.
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Resim 3.1: Gruplarin fluorescein boyama goriintiileri

Gruplardaki prulent akinti bulgusunun karsilasilma yiizdesi Cizelge 3.1 ve Sekil
3.1°de verildi. Calisma siiresi boyunca yapilan makroskopik muayenelerde purulent
akmti bulgusuna Grup | (Kontrol), Grup Il (E-PRP) ve Grup IV’te (OMAE)

rastlandi. Diger gruplarda purulent akinti1 bulgusuna rastlanmadi.
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Cizelge 3.1: Gruplardaki prulent akint1 bulgusunun karsilagilma ytizdesi

Gruplar n %
Grup | (Normal) 0 -
Grup | 2 28,57
Grup Il 0 -
Grup 111 1 14,28
Grup IV 1 14,28
Grup V 0 -
Grup VI 0 -

n:hayvan sayisi, %: Yiizde

Prulent Akint1 Bulgusunun Karsilasilma Yiizdesi
2,5

15

0,5

Grup | Grupl  Grupll  Gruplll GruplV GrupV Grup VI
(Normal)

Sekil 3.1:  Gruplardaki  prulent akinti  bulgusunun  karsilagilima
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Goz ici basmcimin (GIB) grup ve zamana gore karsilastirmasma yonelik varyans
analizi sonuglar1 Cizelge 3.2 ve Sekil 3.2°de verildi. GIB degeri i¢in 24. 36. ve 42.
giinde anlamli farkliliklar goriiliirken (p<0,05), 0. ve 12. giinde gruplar arasinda
anlaml farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup i¢in 0. 12. 24. 36. ve 42.
giindeki Ol¢limler arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Normal) hari¢ biitiin
gruplarda Olgiimler arasinda anlamli farkliliklara rastlandi (p<0,05). Calisma stiresi

boyunca GIB degerlerinin degisim grafigi Sekil 3.3 te sunuldu.

Cizelge 3.2: GIB 6l¢iim degerlerinin gruplar ve dlgiimler arasi karsilastiriimas: (mmHg)

GiB, GiBy, GiB,, GiB3; GiB,;
Gruplar p
X£SS X£SS X+SS XSS XSS
Grup | B c c B
(Normal) 11,00£1,15%  10,14£1,06  9,29+1,38 10,14+1,67°  11,43+2,87® 0,209
Grup | 15,57£5,82%  9,71+1,38° 12,863,575 18,43+522™ 15,29+6,62"° 0,004*
Grup Il 11,14+1,345%°  843+2,93°  11,29+2,05%° 13,29+3.30°° 16,00+2,00" 0,000*
Grup Il 14,14+1,34°  10,29+1,89° 15,71+1,70""  20,57+2,87"% 18,43+4,15"* 0,000*
Grup IV 12,00+3,05°  8,71£2,13°  13,71+2,43" 15,57+4,75%% 13,86+2,41% 0,003*
Grup V 15,1443,76"  9.86£1,46°  15,50+1,22"*  16,50+2,07%*  16,00+3,89"*  0,002*
Grup VI 14,71£2,43%  943+3,15°  14,71+1,89" 15,863,435 17,57+3,59"  0,000*
P 0,060 0,604 0,000* 0,000* 0,039*

GIB: Géz i¢i basmct
*p<0,05 A, B, C: farkl biiyiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlamli farkliliklar vardir.
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren dlglimler (zamanlar) arasinda anlaml bir fark vardir.
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GIB Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Ol¢iimler Arasi
Karsilagtirilmasi

Grupl Grupl Grupll Gruplll Grup IV GrupV Grup VI
(Normal)

25
20
1

(&)

1

o o1 O

mGiB0 mGiB12 mGiB24 mGIiB36 mGiB42

Sekil 3.2: GIB 6l¢iim degerlerinin gruplar ve dlgiimler arasi karsilastiriimasi grafigi

GIB Degerlerinin Degisimi
25
20
15
10

0. 2. 4. 6. 9. 12. 15. 18. 21. 24. 27. 30. 33. 36. 39. 42.
gin gin gilin giin giin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin

Grup | (Normal) ===Grup | e Grup |1
e Grup 11 e Grup IV e Grup V
= Grup VI

Sekil 3.3: Calisma siiresi boyunca GIB degerlerinin degisim grafigi
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Schirmer gozyast testi (STT) sonuclarinin grup ve zamana gore karsilagtirmasina
yonelik varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.3 ve Sekil 3.4’te verildi. STT degeri igin
0. giinde anlamli farkliliklar goriiliirken (p<0,05), 12. 24. 36. ve 42. giinde gruplar
arasinda anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup i¢in 0. 12. 24. 36.
ve 42. giindeki Ol¢limler arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Normal) harig
biitiin gruplarda oOlgiimler arasinda anlamli farkliliklara rastlandi (p<0,05). STT
degerlerindeki calisma boyunca yapilan muayenelerdeki degisim grafigi Sekil 3.5°te

verildi.

Cizelge 3.3: STT o6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6lglimler arasi karsilastirilmas: (mm/dk)

STT, STTy, STTy STTy STT.
Gruplar p

X£SS X+SS X£SS XSS X+SS
Grup | B

6,14+0,90 6,43£2,93  7,0043,73  7,57+237  6,71+2,36 0,806

(Normal)
Grup | 14,29+2,05%  6,71£1,97°  7,86+3,89°  829+1,60°  7,71£2,56° 0,000
Grup Il 16,00+1,82%  6,14+1,46"  7,71£2,81°  9,29+335"  6,71+2,56°  0,000"
Grup Il 14,71£1,79%  11,29+621  9,00+£3,05°  6,71+2,49°  6,86+1,77° 0,002

Grup IV 14,86+3,07"*  7,71+3,03°  8,86+2,47"  8,14+2,73"  8,43+4,03°  0,000"
Grup V 14,71+2,05%  7,43+325°  9,17+2,13°  833+2,50°  8,00+3,40° 0,000
Grup VI 14,86+1,95"  829+2.56"  7,14+2,19°  743+1,81°  543+1,98° 0,000

P 0,000* 0,108 0,725 0,601 0,489

STT: Schirmer tear test (Schirmer gozyas1 testi)
*p<0,05 A, B, C: farkli biiyiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.
*p<0,05 a, b, c: farklh kiigiik harfleri gosteren Ol¢limler (zamanlar) arasinda anlamli bir fark vardir.

72



STT Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Arasi
Karsilastirilmasi

Grupl  Grupl Grupll Gruplll Grup IV GrupV Grup VI
(Normal)

18
16
1
1
1

o N b

O N B O

ESTTO mSTT12 mSTT24 mSTT 36 mSTT 42

Sekil 3.4: STT ol¢iim degerlerinin gruplar ve 6l¢iimler arasi karsilastirilmasi grafigi

STT Degerlerinin Degisimi
20

15
10
5 —___ —

0. 2. 4. 6. 9. 12. 15 18. 21. 24. 27. 30. 33. 36. 39. 42
gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gin gln

e Grup | (Normal) ====Grup | e Grup 11
e Grup 111 e Grup 1V === Grup V
e Grup VI

Sekil 3.5: Calisma siiresi boyunca STT degerlerinin degisim grafigi
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Korneal damarlagsmanin makroskopik olarak skorlanmasina iliskin grup ve zamana
gore karsilastirllmasina yonelik varyans analizi sonuglari Cizelge 3.4°te verildi.
Damarlasma degeri i¢in 0. 12. 24. 36. ve 42. giinde anlamli farkliliklar goriildi
(p<0,05). Her bir grup i¢in 0. 12. 24. 36. ve 42. giindeki dl¢iimler arasindaki farklar
incelendiginde Grup V (E-PRP+Gentamisin) harig biitiin gruplarda lglimler arasinda
anlamli farkliliklara rastlandi (p<0,05).

Cizelge 3.4: Korneal damarlagma skorlarinin gruplar ve dlciimler arasi karsilagtirilmasi

DAM, DAM;, DAM,, DAMy, DAM,,

Gruplar - - - - - P
X+SS XSS X+SS X+SS X+SS

Grup | 0,00£0,00  1,00+0,00°  2,29+0,48""  3,00+0,00**  3,00+0,00** 0,000

Grup I 0,00+0,00°  0,00£0,00® 1,14+0,69"°  1,71+0,95®®  2,14+0,90**  0,000"

Grup 111 0,00£0,00°  0,57+0,78°° 1,71+1,60°®®  1,71+1,60*®®  1,71+1,60®®  0,001"

Grup IV 0,00£0,00°  2,71+0,75"® 3,00£0,00"  3,00£0,00"  3,00£0,00" 0,000
Grup V 0,00£0,00  0,29+0,48°  1,00+£1,54®  1,00£1,54®  1,00£1,54® 0,075
Grup VI 0,00£0,00°  2,86+0,37"*  3,00+£0,00"  3,00+0,00"  3,00+0,00" 0,000

P 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*

DAM: Damarlasma
*p<0,05 A, B, C: farkli bityiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren Olglimler (zamanlar) arasinda anlamli bir fark vardir.
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Kornea yanik yarasinin Image J programi ile dlciilmesine iliskin grup ve zamana
gore karsilagtirllmasima yonelik varyans analizi sonuglari Cizelge 3.5°te verildi.
Yanik yarasinin boyutu i¢in 1. 15. 30. ve 42. gilinde gruplar arasinda anlaml
farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup i¢in 1. 15. 30. ve 42. giindeki
Ol¢iimler arasindaki farklar incelendiginde biitiin gruplarda 6l¢iimler arasinda anlamli
farkliliklara rastlandi (p<0,05). Yanik yarasi boyutunun degisimine iliskin grafik

Sekil 3.6’da verildi.

Cizelge 3.5: Korneal yanik yarasi boyutunun gruplar ve Olglimler arasi karsilastirilmasi

(mm?)

Yara Yara Yara Yara
Gruplar boyutu, boyutu,s boyutuz, boyutu,, P
X+SS X+SS X+SS X+SS
Grup | 25,71+3,10°  21,57+2,59°  19,99+2,80°  18,73+2,65° 0,000
Grup I 25,73+3,10° 19,27+4,47°  17,44+438°  15,79+4,49° 0,026"
Grup I 29,32+4,00°  23,47+2,12%  20,09+1,87°  17,17+2,24° 0,000
Grup IV 29,30+2,22%  21,17+2,12°  18,10+2,16°  16,36+1,45° 0,000
Grup V 26,67+3,21° 21,72+3,16° 18,65+3,17° 15,19+1,94° 0,000
Grup VI 26,27+2,51° 20,37+1,68° 17,92+1,79° 16,54+2.39° 0,000
P 0,097 0,154 0,393 0,259

*p<0,05 a, b, ¢, d: farkl: kiigiik harfleri gosteren 6l¢iimler (zamanlar) arasinda anlaml bir fark vardir.

75



Korneal Yanik Yarasi Boyutunun Gruplar ve Olciimler Arasi
Karsilagtirilmasi

Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V Grup VI

35
30
25
2

o

1

(&)

1

o o1 O

=1.Glin =15 Gin ®m30.Gin ®=42. Giin

Sekil 3.6: Korneal yanik yarasi boyutunun gruplar ve dlgiimler arasi karsilastirilmasi grafigi
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3.2. Hematolojik ve Biyokimyasal Bulgular

Akyuvar hiicre sayisinin (WBC) grup ve zamana gore karsilastirllmasina yonelik
varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.6 ve Sekil 3.7’de verildi. WBC degeri i¢in 0. 21.
ve 42. giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir
grup i¢in 0. 21. ve 42. giindeki Ol¢timler arasindaki farklar incelendiginde Grup I
(Kontrol), Grup Il (E-PRP) ve Grup IV’te (OMAE) 6l¢iimler arasinda anlamli fark
varken (p<0,05) diger gruplarda Sl¢iimler arasinda anlamli farkliliklar gézlenmedi
(p>0,05). Tiim grup ve dlglimlerin WBC degerleri normal referans araliginda oldugu

belirlendi (Zimmerman vd., 2010; Moore vd., 2015).

Cizelge 3.6: WBC 6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6l¢iimler arasi karsilastiriimas: (10°/1)

Whe, WBC,, WBC,,
Gruplar ¥ _ _ P
X+SS X+SS X+SS
Grup | 7,99+1,51° 10,24+1,11° 10,60+1,06 0,000*
Grup Il 8,96+3,30 9,04+2,92 10,2642,69 0,146
Grup 111 8,26+1,06" 11,02+1,81° 10,45+1,74% 0,020*
Grup IV 8,93+1,09" 11,531,273 12,08+1,40°% 0,000*
Grup V 8,92+2,67 9,64+1,79 11,86+1,56 0,060
Grup VI 8,65+2,16 9,10+1,56 10,63%1,62 0,080
P 0,922 0,092 0,295

WBC: Akyuvar (Lokosit)
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren dlgiimler (zamanlar) arasinda anlaml farkliliklar vardir.
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WBC Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Aras
Karsilastirnimasi

Grup | Grup Il Grup 1 Grup IV Grup V Grup VI

14

12

1

o

[0}

(o))

N

N

o

EWBCO ®=mWBC21 mWBC42

Sekil 3.7: WBC o0lgiim degerlerinin gruplar ve Olglimler arasi karsilagtirilmasi grafigi
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Lenfosit sayisinin (LYM) grup ve zamana gore karsilastirilmasina yonelik varyans
analizi sonuglar1 Cizelge 3.7 ve Sekil 3.8’de verildi. LYM degeri icin 0. 21. ve 42.
giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup igin
0. 21. ve 42. giindeki ol¢iimler arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Kontrol),
Grup IV (OMAE), Grup V (E-PRP+Gentamisin) ve Grup VI’da
(OMAE+Gentamisin) ol¢timler arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger
gruplarda olgiimler arasinda anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05). Tim grup ve

Olctimlerin LYM degerleri normal referans araligindadir (Kroliczewska vd., 2018).

Cizelge 3.7: LYM 6l¢iim degerlerinin gruplar ve lgiimler arasi karsilastiriimasi (10%/1)

LYM, LYM,, LYM,,

Gruplar _ y y P
X+SS X+SS X+SS

Grup | 5,05+1,39° 6,110,85° 6,87+0,86% 0,000

Grup Il 4,144+2.01 5,60+2,34 6,32+2,07 0,158

Grup 111 5,31+0,72 6,48+1,20 6,28+1,35 0,098

Grup IV 5,74+1,40° 6,77+1,75 7,78+1,33 0,008"

Grup V 5,37+1,53° 6,06+1,55° 6,38+1,25 0,024"

Grup VI 5,18+0,98° 5,46+1,10° 7,02+1,39% 0,008"

P 0,529 0,671 0,405

LYM: Lenfosit hiicreleri
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren olgiimler (zamanlar) arasinda anlamli farkliliklar vardir.
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LYM Olciim Degerlerinin Gruplar ve Ol¢iimler Arasi
Karsilastirilmasi

Grup | Grupll  Gruplll  GruplV  GrupV  Grup VI

O L N WS Ol ON OO

ELYMO mLYM21 mLYM42

Sekil 3.8: LYM o6l¢iim degerlerinin gruplar ve dlglimler arasi karsilastirilmasi grafigi

80



Graniilosit sayisinin (GRA) grup ve zamana gore karsilastirilmasina yonelik varyans
analizi sonuglart Cizelge 3.8 ve Sekil 3.9°da verildi. GRA degeri i¢in 0. 21. ve 42.
giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup icin
0. 21. ve 42. giindeki 6l¢iimler arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Kontrol),
Grup Il (E-PRP), Grup IV (OMAE) ve Grup V’te (E-PRP+Gentamisin) olgiimler
arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplarda Ol¢iimler arasinda anlamli
farkliliklar gozlenmedi (p>0,05). Tiim grup ve olgtimlerin GRA degerleri normal

referans araliginda oldugu gozlendi (Kréoliczewska vd., 2018).

Cizelge 3.8: GRA 6l¢iim degerlerinin gruplar ve Slgiimler arasi karsilastiriimasi (10%/1)

GRA, GRA,, GRA,,
Gruplar _ _ _ P
X+SS X+SS X+SS
Grup | 1,96+0,58° 3,09+1,24° 2,630,807 0,013"
Grup Il 3,09+1,08 2,71+0,64 2,96+1,13 0,626
Grup 111 2,340,561 3,63+0,61° 3,22+0,68° 0,000
Grup IV 2,20+0,55" 3,54+0,91° 3,12+0,41° 0,000
Grup V 2,73+1,43° 2,60+0,64° 421£1,79° 0,034
Grup VI 2,54+1,05 2,72+0,95 2,59+2.24 0,953
P 0,207 0,276 0,292

GRA: Graniilosit
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren 6lgiimler (zamanlar) arasinda anlamli farkliliklar vardir.
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GRA Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Arasi
Karsilastirilmasi

Grup | GrupIll  Gruplll  GruplV  GrupV  Grup VI
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Sekil 3.9: GRA 6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6lgtimler arasi karsilagtirilmasi grafigi
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Alyuvar hiicre sayisinin (RBC) grup ve zamana goére karsilastirmasina yonelik
varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.9 ve Sekil 3.10°da verildi. RBC degeri igin 0. 21.
ve 42. glinde gruplar arasinda anlaml farkliliklar goriildii (p>0,05). Her bir grup i¢in
0. 21. ve 42. giindeki Olgiimler arasindaki farklar incelendiginde Grup VI
(OMAE+Gentamisin) haricindeki tiim Olglimler arasinda anlamli farka rastlandi
(p<0,05). Tiim grup ve dl¢iimlerin RBC degerleri normal referans araliginda oldugu

izlendi (Zimmerman vd., 2010; Alam vd., 2018).

Cizelge 3.9: RBC 6l¢iim degerlerinin gruplar ve l¢iimler arasi karsilastiriimasi (10'/1)

RBC, RBCy RBC,,

Gruplar =}
X+SS X+SS X+SS

Grup | 4,90+0,515° 5,54+0,18% 5,49+0,31% 0,016
Grup Il 5,66+0,30"" 5,98+0,35" 6,04+0,47° 0,046
Grup I 5,68+0,24 5,93+0,22"° 6,71+0,56" 0,000
Grup IV 5,14+0,57%° 5,56+0,33" 5,900,362 0,015
Grup V 5,7140,26" 5,65+0,33" 6,52+0,84" 0,020
Grup VI 5,16+0,728 5,59+0,43° 5,80+0,56° 0,136
P 0,003* 0,025* 0,000*

RBC: Alyuvar hiicreleri (Eritrosit)
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren olgiimler (zamanlar) arasinda anlamli farkliliklar vardir.

83



RBC Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olciimler Arasi
Karsilagtirilmasi
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Sekil 3.10: RBC o6l¢iim degerlerinin gruplar ve ol¢iimler arasi karsilastirilmasi grafigi
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Hemoglobinin (Hb) grup ve zamana gore karsilastirilmasina yonelik varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 3.10 ve Sekil 3.11’de verildi. Hb degeri i¢in 0. ve 21. giinde
gruplar arasinda anlamli farkliliklar goézlenirken (p<0,05), 42. gilinde anlamh
farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup ic¢in 0. 21. ve 42. giindeki dlgiimler
arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Kontrol) ve Grup II’de (Gentamisin)
Olgtimler arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplarda Sl¢iimler arasinda
anlaml farkliliklar gozlenmedi (p>0,05). Tiim grup ve Olgiimlerin Hb degerleri

normal referans araligindadir (Olayemi ve Nottidge, 2007).

Cizelge 3.10: Hb 6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6lgiimler arasi karsilagtirilmasi (g/dl)

H bo H bZl Hb42
Gruplar P
XSS X+SS X+SS
Grup | 11,50+1,20% 13,040,322 12,58+0,62° 0,005
Grup I 12,68+0,71°° 13,74+0,77" 13,84+1,20% 0,004"
Grup 111 12,97+0,58"° 12,50+1,385 13,48+0,61° 0,099
Grup IV 12,17+1,12 13,02+0,67% 13,38+0,79 0,053
Grup V 13,10+0,42" 12,00+0,50° 12,78+1,49 0,088
Grup VI 11,88+1,68° 12,72+0,54° 12,78+0,80 0,258
P 0,028* 0,006* 0,079

Hb: Hemoglobin

*p<0,05 A, B, C: farkli bityiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.

*p<0,05 a b, c: farkh kigik harfleri gosteren Olglimler (zamanlar) arasinda anlamli  bir fark vardr.
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Hb Olciim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Arasi
Karsilastirilmasi

Grup | Grup Il Gruplll  GruplV  GrupV  Grup VI
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Sekil 3.11: Hb oOl¢iim degerlerinin gruplar ve Olgiimler arasi karsilastirilmasi grafigi
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Hematokrit (HCT) degerinin grup ve zamana gore karsilastirilmasina yonelik
varyans analizi sonuglart Cizelge 3.11 ve Sekil 3.12°de verildi. HCT degeri igin 21.
giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklar gozlenirken (p<0,05), 0. ve 42. giinde
anlaml farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup igin 0. 21. ve 42. giindeki
Olgtimler arasindaki farklar incelendiginde Grup II (Gentamisin) ve Grup III’te (E-
PRP) olglimler arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplarda olgiimler
arasinda anlamli farkliliklar gozlenmedi (p>0,05). Tim grup ve oSlgiimlerin HCT

degerleri normal referans araliginda oldugu tespit edildi (Olayemi ve Nottidge,

2007).

Cizelge 3.11: HCT o6l¢tim degerlerinin gruplar ve dlgiimler arasi karsilastirilmasi (%)

HCT, HCT,, HCT,,
Gruplar p
X+SS X+SS X+SS
Grup | 31,85+3,40 33,194+0,96° 32,84+1,90° 0,499
Grup I 32,79+1,45" 35,50+1,88" 35,80+2,96" 0,004"
Grup I 34,51+1,30° 33,30+3,11°° 36,37+1,65™ 0,027
Grup IV 33,73+3,09 33,38+1,918 35,30+1,81 0,280
Grup V 34,624+0,95° 31,30+1,28%° 33,89+4,35 0,071
Grup VI 33,14+4,48 32,79+1,418 33,91+1,98 0,750
P 0,371 0,014* 0,054

HCT: Hematokrit

*p<0,05 A, B, C: farkli biiytik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.

*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren dl¢iimler (zamanlar) arasinda anlamli bir fark vardir.
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HCT Olciim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Aras
Karsilastirilmasi
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Sekil 3.12: HCT 6l¢iim degerlerinin gruplar ve dl¢limler arasi karsilastirilmasi grafigi
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Trombosit (PIt) sayisinin grup ve zamana gore karsilastirilmasina yonelik varyans
analizi sonuglar Cizelge 3.12 ve Sekil 3.13’te verildi. Plt degeri i¢in 0. giinde gruplar
arasinda anlamh farkliliklar goézlenirken (p<0,05), 21. ve 42. giinde anlamh
farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup icin 0. 21. ve 42. giindeki dl¢iimler
arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Kontrol) ile Grup III (E-PRP) arasinda
anlaml fark varken (p<0,05) diger gruplar arasinda anlamli farkliliklar gézlenmedi
(p>0,05). Tiim grup ve olglimlerin Plt degerleri normal referans araliginda oldugu

goriildi (Hewitt vd., 1989; Zimmerman vd., 2010).

Cizelge 3.12: Plt 5l¢iim degerlerinin gruplar ve dl¢iimler arasi karsilastiriimast (10%/1)

Plto P|t21 P|t42

Gruplar - - -

X+SS X+SS X+SS
Grup | 189,71+38,38%*  150,14+17,81° 140,42+30,42" 0,004
Grup Il 157,00+54,74°8 183,14+44,94 159,28+33,46 0,172
Grup 111 184,28+25,625%  203,57+43,40° 158,00+18,16° 0,009
Grup IV 175,71+£34,588 173,14+45,61 161,14+34,35 0,568
Grup V 145,42+33,438 181,66+39,00 157,83+78,49 0,390
Grup VI 259,14£119,72%  170,71+27,28 170,00+£52,06 0,077
P 0,022* 0,090 0,829

Plt: Trombosit

*p<0,05 A, B, C: farkli bityiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.

*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren dl¢iimler (zamanlar) arasinda anlaml bir fark vardir.

89



Pt Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olciimler Arasi
Karsilagtirilmasi
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Sekil 3.13: Pt 6l¢iim degerlerinin gruplar ve dlgiimler arasi karsilagtirilmasi grafigi
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Kan iire azotu (BUN) degerinin grup ve zamana gore karsilastirmasma yonelik
varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.13 ve Sekil 3.14’te verildi. BUN degeri i¢in 0.
21. ve 42. giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir
grup i¢in 0. 21. ve 42. giindeki Ol¢timler arasindaki farklar incelendiginde Grup |
(Kontrol) ile Grup IV (OMAE) arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplar
arasinda anlamli farkliliklar gozlenmedi (p>0,05). Tim grup ve BUN degerleri

normal referans araligindadir (Hewitt vd., 1989).

Cizelge 3.13: BUN o6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6l¢timler arasi karsilastiriimasi (mg/dl)

BUN, BUN,; BUNy,
Gruplar _ _ _ P
X+SS X+£SS X+SS
Grup | 14,57+14,57" 18,14+2,54° 18,14+2,79° 0,004
Grup Il 17,57+17,57 18,14+2,34 16,71+£2,05 0,641
Grup I 16,28+16,28 17,57+1,90 18,14+1,21 0,065
Grup IV 14,85+14,85° 18,14+1,57 19,85+3,712 0,009
Grup V 17,85+17,85 17,66+1,03 17,66+2,87 0,973
Grup VI 17,00+17,00 17,14+1,57 19,28+1,88 0,284
P 0,062 0,947 0,375

BUN: Kan iire azotu
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren olgiimler (zamanlar) arasinda anlamli farkliliklar vardir.
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BUN Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olciimler Arasi
Karsilagtirilmasi
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Sekil 3.14: BUN 6l¢iim degerlerinin gruplar ve ol¢timler arasi karsilastirilmasi grafigi
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Kreatinin degerinin grup ve zamana gore karsilastirmasina yonelik varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 3.14 ve Sekil 3.15’te verildi. Kreatinin degeri igin 0. 21. ve 42.
giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup igin
0. 21. ve 42. giindeki dlglimler arasindaki farklar incelendiginde Grup I’de (Kontrol)
Ol¢iimler arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplarda olgilimler arasinda
anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05). Tiim grup ve 6l¢iimlerin Kreatinin degerleri

normal referans araligindadir (Melillo, 2007).

Cizelge 3.14. Kreatininin 6l¢iim degerlerinin gruplar ve dl¢limler arasi karsilastirilmast

(mg/dI)

Creay Creay Creay,
Gruplar _ _ _ P
X+SS X+SS X+SS
Grup | 0,78+0,08° 0,89+0,12° 0,900,112 0,007"
Grup 11 0,77+0,10 0,74+0,07 0,77+0,06 0,846
Grup 111 0,87+0,07 0,86+0,11 0,84+0,08 0,817
Grup IV 0,81+0,14 0,92+0,11 0,89+0,13 0,238
GrupV 0,87+0,07 0,84+0,20 0,85+0,13 0,826
Grup VI 0,85+0,18 0,83+0,14 0,86+0,10 0,890
P 0,440 0,270 0,326

Crea: Kreatinin
*p<0,05 a, b, c: farkli kiigiik harfleri gosteren 6lgiimler (zamanlar) arasinda anlamli farkliliklar vardir.
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Kreatininin Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olciimler Arasi
Karsilastirilmasi
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Sekil 3.15: Kreatininin 6l¢tim degerlerinin gruplar ve dlgiimler arasi karsilastirilmasi grafigi
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Aspartat aminotransferaz (AST) enziminin grup ve zamana gore karsilagtirmasina

yonelik varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.15 ve Sekil 3.16’da verildi. AST degeri

icin 0. giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklar gézlenirken (p<0,05), 21. ve 42.

giinde anlaml farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup igin 0. 21. ve 42.

giindeki Ol¢limler arasindaki farklar incelendiginde Grup II’de (Gentamisin)

Ol¢iimler arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplarda olgilimler arasinda

anlaml farkliliklar gézlenmedi (p>0,05). Tim grup ve Olgiimlerin AST degerleri

normal referans araligindadir (Melillo, 2007).

Cizelge 3.15: AST ol¢iim degerlerinin gruplar ve 6lgiimler arasi karsilastiriimasi (U/I)

ASTO AST21 AST42
Gruplar P
XSS X+SS X+SS
Grup | 22,71+5,828 41,71+£33,36 24.85+13,04 0,142
Grup I 56,14+23,45% 24,00+9,46" 2428+11,47° 0,000
Grup 11 27,85+12,28" 21,00+9,46 17,00+5,22 0,080
Grup IV 47,00+30,90* 29,42+16,40 33,57+35,11 0,429
Grup V 41,00+14,11 54,00+60,73 42,66+55,95 0,845
Grup VI 33,71+18,35° 24,14+16,01 68,00+114,88 0,501
P 0,006* 0,366 0,573

AST: Aspartat aminotransferaz
*p<0,05 A, B, C: farkli bityiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.

*p<0,05 a,

b,

C:

farkl

kiigiik  harfleri

gosteren
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AST Olciim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Arasi
Karsilastirilmasi
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Sekil 3.16: AST Olglim degerlerinin gruplar ve oOlglimler arasi karsilagtirilmasi grafigi
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Alanin aminotransferaz (ALT) enziminin grup ve zamana gore karsilagtirmasina
yonelik varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.16 ve Sekil 3.17°de verildi. ALT degeri
icin 0. giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklar gézlenirken (p<0,05), 21. ve 42.
giinde anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup icin 0. 21. ve 42.
giindeki dl¢iimler arasindaki farklar incelendiginde Grup II’de (Gentamisin) 0. 21. ve
42. ginler arasinda anlamh fark gozlenirken (p<0,05) diger gruplarda gozlenmedi
(p>0,05). Tim grup ve Olglimlerin ALT degerleri normal referans araligindadir
(Melillo, 2007).

Cizelge 3.16: ALT 6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6lgtimler arasi karsilastirilmasi (U/I)

ALT, ALT ALTy
Gruplar P

X+SS X+SS X+SS
Grup | 29,71+11,36° 34,57+10,50 29,28+6,52 0,185
Grup I 61,00+37,14" 36,57+18,21° 32,71+16,80° 0,002"
Grup I 37,718,598 38,28+11,49 39,14+17,71 0,948
Grup IV 30,71+9,348 29,14+11,63 36,85+28,69 0,573
Grup V 42,42+11,028 47,33424,95 46,33+28,14 0,957
Grup VI 33,14+12,08"8 29,85+12,49 73,71£111,56 0,421

P 0,015* 0,389 0,576

ALT: Alanin amino transferaz
*p<0,05 A, B, C: farkli biiyiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.

*p<0,05 a,

b,

C:

farkl

kiigiik  harfleri

gosteren

Olgtimler
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(zamanlar)

arasinda

anlamli

bir fark vardir.
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ALT Olgiim Degerlerinin Gruplar ve Olciimler Arasi
Karsilagtirilmasi
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Sekil 3.17: ALT o6l¢iim degerlerinin gruplar ve dlgiimler arasi karsilastirilmasi grafigi
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Gama glutamil transferaz (GGT) enziminin grup ve zamana gore karsilastirmasina
yonelik varyans analizi sonuglart Cizelge 3.17 ve Sekil 3.18’de verildi. GGT degeri
icin 0. ve 21. giinde gruplar arasinda anlamli farkliliklar gézlenirken (p<0,05), 42.
giinde anlamli farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup i¢in 0. 21. ve 42.
giindeki o6l¢iimler arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Kontrol) ve Grup II’de
(Gentamisin) Ol¢timler arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplarda

Olctimler arasinda anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05). Tiim grup ve dlgiimlerin

GGT degerleri normal referans araligindadir (Hewitt vd., 1989).

Cizelge 3.17: GGT o6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6l¢timler arasi karsilagtirilmasi (U/1)

GGT, GGTy GGTy,

Gruplar P
X£SS X+SS X+SS

Grup | 13,57+5,44" 11,85+5,58" 8,42+4,11° 0,004"

Grup 11 18,42+7,13"2 11,14+2,47%° 7,42+1,27° 0,000

Grup 111 7,1443,13° 6,42+3,958 6,00+3,65 0,063

Grup IV 17,00£9,41* 11,1443,434 12,14+6,56 0,100

Grup V 8,00+4,08° 7,33+3,38° 7,00+2,75 0,278

Grup VI 11,57+4,50° 6,28+2,49° 10,14+7,77 0,241

P 0,006* 0,020* 0,292

GGT: Gama glutamil transferaz

*p<0,05 A, B, C: farkli bityiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.

*p<0,05 a,

b,

C:

farkl

kiigiik  harfleri

gosteren

Olgtimler
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arasinda

anlamli
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GGT Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olciimler Arasi
Karsilastirilmasi
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Sekil 3.18: GGT o6l¢iim degerlerinin gruplar ve dlglimler arasi karsilagtirilmasi grafigi
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Tavsanlarin 0. ve 42. giinlerde 6n kamaradan alinan humor akéz orneklerinden

Olciilen Total antioksidan statiisiiniin (TAS) grup ve zamana gore karsilastirmasina

yonelik varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.18 ve Sekil 3.19°da verildi. TAS degeri

icin 0. glinde gruplar arasinda anlamh farkliliklar gézlenirken (p<0,05), 42. giinde

anlaml farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup i¢in 0. ve 42. gilindeki

Ol¢iimler arasindaki farklar incelendiginde Grup I (Normal, Kontrol) ve Grup IV’te

(OMAE) olgiimler arasinda anlamli fark varken (p<0,05) diger gruplarda olgiimler

arasinda anlamh farkliliklar gézlenmedi (p>0,05).

Cizelge 3.18: TAS o6l¢iim degerlerinin gruplar ve olgtimler arasi karsilastirilmasi (pmol

Trolox eg/l)
TAS, TAS,,
Gruplar p
X+SS X+SS
Grup I (Normal) 0,95+0,295° 1,97+0,46° 0,008"
Grup | 0,95+0,295° 1,52+0,39° 0,006"
Grup Il 1,58+0,36" 1,58+0,35 0,993
Grup 1 1,7740,51% 2,12+0,51 0,256
Grup IV 1,10+0,21%° 1,60+0,53° 0,026"
Grup V 1,73+0,74* 2,00+0,56 0,339
Grup VI 1,37+0,42 1,57+0,73 0,463
P 0,002* 0,196

TAS: Total antioksidan statii
*p<0,05 A, B, C: farkli bityiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.

*p<0,05 a,

b,

C:

farkl

kiigiik  harfleri  gosteren

Olgtimler
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(zamanlar)

arasinda

anlamli

bir fark vardir.



TAS Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Aras
Karsilastirilmasi
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Sekil 3.19: TAS 6l¢iim degerlerinin gruplar ve 6lgtimler arasi karsilastirilmasi grafigi
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Tavsanlarin 0.ve 42. giinlerde 6n kamaradan alinan humor akdéz orneklerinden
Olclilen Total oksidan statiisiiniin (TOS) grup ve zamana gore karsilastirmasina
yonelik varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.19 ve Sekil 3.20°de verildi. TOS degeri
icin 0. glinde gruplar arasinda anlamh farkliliklar gézlenirken (p<0,05), 42. giinde
anlaml farkliliklara rastlanilmadi (p>0,05). Her bir grup i¢in 0. ve 42. gilindeki
Olgtimler arasindaki farklar incelendiginde Grup II (Gentamisin), Grup III’te (E-PRP)
ve Grup V’te (E-PRP+Gentamisin) 6l¢iimler arasinda anlamli fark varken (p<0,05)

diger gruplarda 6l¢iimler arasinda anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05).

Cizelge 3.19: TOS 6lgtim degerlerinin gruplar ve 6lgtimler arasi karsilastirilmasi (umol H,0,

eg/l)

TOS, TOS,,
Gruplar p
X+SS X+SS
Grup | (Normal) 11,74+3,03* 8,14+4,40 0,094
Grup | 11,74+3,03% 10,44+3,51 0,094
Grup I 4,12+1,93%° 9,21+1,98° 0,005"
Grup 111 10,512,802 6,27+4,80" 0,047"
Grup IV 10,82+2,224 12,23+2,06 0,296
Grup V 13,50+2,47" 9,48+4,38" 0,026"
Grup VI 13,10+3,75% 8,83+5,29 0,171
P 0,000% 0,193

TOS: Total oksidan statii
*p<0,05 A, B: farkl biiyiik harfleri gosteren gruplar arasinda anlaml farkliliklar vardir.
*p<0,05 a, b: farkl kiigiik harfleri gosteren 6l¢iimler (zamanlar) arasinda anlamli bir fark vardir.
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TOS Ol¢iim Degerlerinin Gruplar ve Olgiimler Arasi
Karsilastirilmasi
16
14
12

Grupl  Grupl Grupll Gruplll GruplV GrupV Grup VI
(Normal)

OoON b OO

HTOSO mTOS42

Sekil 3.20: TOS o6lgiim degerlerinin gruplar ve olglimler arasi karsilastirilmast grafigi
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E-PRP’lerin -80, -20, +4 ve 0 °C’deki PDGF-BB diizeyleri standart degerlere
dordiincti  dereceden polinom fit standart egrisine (Sekil 3.21) gore olgiildi

(R=0,98676281). Standart egrisi ve numune Ol¢iimleri CurveExpert 1.3 yazilimi

kullanilarak yapild.

§ =64 5093062
r= 099576281

Y Axis (units)

0.0 0.4 0.9 1.3 1.8 22 2.6

X Axis (units)

Sekil 3.21: Dordiincii dereceden polinom fit standart egrisi

Hazirlanan E-PRP’lerin PDFG-BB gruplar arasi karsilagtirmasina yonelik varyans

analizi sonuclar1 Cizelge 3.20°de verildi. Sonuglar arasinda anlamli bir fark

gozlenmedi (p<0,05).
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Cizelge 3.20: PDGF-BB diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmasi (pg/ml)

Gruplar Ortalama fark Anlamhihk P
-80 °C vs. -20 °C 14,05 ns 0,47
-80°Cvs. 4°C -8,191 ns 0,91
-80 °C vs. CaCl, -5,844 ns 0,96
-80°Cvs. 0°C -1,517 ns 0,99
-20°Cvs. 4°C -22,24 ns 0,12
-20 °C vs. CaCl, -19,89 ns 0,10
-20°Cvs.0°C -15,56 ns 0,50
4 °C vs. CaCl, 2,348 ns 0,99
4°Cvs.0°C 6,674 ns 0,97
CaCl,vs.0°C 4,327 ns 0,99
ns: Fark yok

Gruplar arast PDGF-BB bakimindan +4, 0, -20, -80 °C ve CaCl, arasinda bir fark
gozlenmedigi i¢in literatliir bilgiye dayanarak E-PRP’ler -20 de depolandi ve
kullanilirken +4 °C’de bir hafta sakland.
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3.3. Histopatolojik Bulgular

Alman oOrneklerin HE teknigi ile boyanan kesitlerinde ¢esitli lezyonlara rastlandi.
Genelde dokularin ¢ogunda fibréz degisiklikler 6n plandaydi. Ayrica, korneal
epitelizasyonda degisiklikler, hafif damarlagsma ve hafif yangisal hiicre infiltrasyonu
ile karakterize lezyonlara rastlandi. Tiim 6rneklerde Descemet membran biitiinliigiinii
korudugu gozlendi. Epitelizasyon durumu, yok (0), var (1) olmak iizere skorlandi.
Epitelizasyon durumunun gruplar arasi karsilastirmasma yonelik varyans analizi
sonuglart Cizelge 3.21°de verildi ve istatistiksel agidan anlamli oldugu goézlendi

(p<0,05).

Cizelge 3.21: Gruplardaki epitelizasyon skorlarmin gruplar arasi karsilastirilmasi

Epitelizasyon Skoru

Gruplar .

XSS
Grup | (Normal) 1,00+0,00"
Grup | 1,00+0,00*
Grup Il 0,42+0,53°
Grup I 0,42+0,53°
Grup IV 0,85+0,37%
Grup V 0,71+0,48
Grup VI 1,00+0,00"
P 0,007

*p<0,05 A, B, C: farkli biiyiik harfleri gosteren 6l¢iimler (zamanlar) arasinda anlamli bir fark vardir.
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Kornea dokularina hakim fibroz reaksiyon nedeni ile tiim 6rneklerde kornea kalinlig
mikroskobik olarak korneanin en kubbeli kismindan 6lciildi. Kornea kalinliginin
gruplar arasi karsilastirmasina yonelik varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.22, Sekil
3.22 ve Resim 3.2°de verildi ve istatistiksel agidan anlamli oldugu gozlendi (p<0,05).
Gruplar arasindaki bu anlam normal kornea kalinliginin diger gruplardan az

olmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 3.22: Kornea kalimliginin gruplar arasi karsilagtirmasi (um)

Kornea Kalinhg:

Gruplar -

X+SS
Grup | (Normal) 423,02+49,66°
Grup | 1208,27+314,88"
Grup Il 1222,85+359,90*
Grup 11 1220,88+323,85"
Grup IV 954,87+233,83"
Grup V 1219,21+176,06*
Grup VI 1165,71+298,724
P 0,000

*p<0,05 A, B, C: farkli bityiik harfleri gosteren 6l¢iimler (zamanlar) arasinda anlaml bir fark vardir.
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Kornea Kalinhiginin Gruplar Arasi Karsilastirmasi
1400

1200
1000
80
60
40
20 I

Grupl  Grup!l Grupll Gruplll GruplV GrupV Grup VI
(Normal)

o

o

o

o

o

Sekil 3.22: Kornea kalmliginin gruplar arasi karsilastirmasi grafigi
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A: Epithelium anterioris cornea

B: Lamina limitans anterior

A B
o l i \ 5 C: Substansia propria cornea
p— C D: Lamina limitans posterior
| I E: Endotelium camera anterioris
ED
NEGATIF KONTROL
KONTROL GENTA
E-PRP OMAE
250um E-PRP+GENTA OMAE + GENTA
—

Resim 3.2: Kornea dokusunun 1gik mikroskopundaki goriiniimii
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3.4. Immunohistokimyasal Bulgular

- Immunohistokimyasal ~Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoérii (VEGF)

degerlendirilmesi

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii boyamasi genelde yangisal iyilesmeye iliskin
neovaskiilarizasyon sahalarinda mevcuttu. Bu sahalarin yogunluguna gore; pozitiflik
yok (0), hafif pozitiflik (1), orta seviyede pozitiflik (2) ve siddetli pozitiflik (3) olmak
tizere skorlandi. VEGF degerlerinin gruplar arasi karsilastirmasina yonelik varyans
analizi sonuglar1 Cizelge 3.23, Sekil 3.23 ve Resim 3.3’te verildi ve istatistiksel
bakimdan anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). Gruplar arasindaki farkin anlamh
olmast normal kornea dokusundaki VEGF degerlerinin diger gruplardan diisiik

olmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 3.23: VEGF skorlamasinin gruplar arasi karsilagtirmasi

VEGF skoru

Gruplar -

X+SS
Grup | (Normal) 0,00£0,00*
Grup | 1,71+1,118
Grup Il 2,28+0,95°
Grup 1 2,00+0,81 8
Grup IV 1,42+0,53 8
Grup V 2,00+0,69 ®
Grup VI 2,14+0,69 8
P 0,000

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
*p<0,05 A, B, C: farkli biiyiik harfleri gosteren 6lgiimler (zamanlar) arasinda anlaml bir fark vardir
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VEGTF Skorlamasinin Gruplar Arasi1 Karsilastirmasi

Grupl  Grupl Grupll Gruplll GruplV GrupV Grup VI
(Normal)

2,5

N

1,

o

[5=Y

0,

(8}

o

Sekil 3.23: VEGF skorlamasinin gruplar arasi karsilastirmasi grafigi
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v 4 - ' il & i . : A: Epithelium anterioris cornea

B: Lamina Limitans anterior

C C: Substansia propria cornca

h Ok: Neovaskiilarizasyon

NEGATiF KONTROL nlari
5
‘ TR -
- ’ ' «”
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- 1 . - _\‘ ’
. » \
A\ \ &
KONTROL g ’ GENTA
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A . -
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. 3 - : ~ -
e e T —
- > - L ——
- . o o . -
- e ,:_-—~-.,: & 4 -
—~ T -
50 ym E-PRP+GENTA = - OMAE + GENTA

Resim 3.3: VEGF boyamasi yapilan kornea dokularinin 11k mikroskopundaki gériintimii
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- Immunohistokimyasal Matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9)

degerlendirilmesi

Matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) enzimi pozitifligi genelde fibroz iyilesme
sahalarinda, epitel dokuda ve makrofajlarda rastlandi. Caligmada goriilen
degisiklikler genelde fibroz degisiklikler oldugunda dolayr korneadaki fibroz
iyilesme alanlar1 incelendi. ImageJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA) programi ile renk yogunlugu tespit edildi. MMP-9 degerlerinin
gruplar arasi karsilagtirmasina yonelik varyans analizi sonuglar Cizelge 3.24, Sekil
3.24 ve Resim 3.4’te verildi ve istatistiksel acidan anlamli bir faklilik gézlenmedi
(p<0,05)

Cizelge 3.24: MMP-9 degerlerinin gruplar arasi karsilagtirmasi

MMP-9
Gruplar _

X+SS
Grup I (Normal) 6,19+£2.30
Grup 16,86+ 10,71
Grup I 15,22+11,37
Grup 111 14,83+10,69
Grup IV 14,05+4,82
GrupV 16,39+6,89
Grup VI 17,70+12,02
P 0,296

MMP-9: Matriks metalloproteinaz-9
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MMP-9 Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirmasi

20
18

16
1
1
1

Grup | Grupl  Grupll  Gruplll Grup IV GrupV Grup VI
(Normal)

o N b

O N b OO

Sekil 3.24: MMP-9 degerlerinin gruplar arasi karsilastirmasi
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l | A: Epithelium anterioris cornea

B: Lamina limitans anterior

C: Substansia propria cornea

C D: Lamina limitans posterior

L: Endotelium camera anterioris

. NEGATiF KONTROL

2 ——

Yianal iy, A .\.(-' W il o e
KONTROL GENTA

E-PRP OMAE
e
|
100 um

—— L E-PRP+GENTA OMAE + GENTA

Resim 3.4: MMP-9 boyamasi yapilan kornea dokularinin 11k mikroskopundaki goriiniimii
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4. TARTISMA

Calismada yapilan makroskopik muayenede Grup I (2 numarali denekte 10 giin, 6
numarali denekte 5 gilin), Grup III (4 numarali denekte 6 giin) ve Grup IV’te (3
numarali denekte 10 giin) prulent akint1 gézlendi. He vd. (2006) tarafindan yapilan
bir ¢calismanin sonuglarina benzer olarak alkali yanik olusturulan tavsan kornealarina,
%0,3’1iik gentamisin uygulanmasindan sonra higbir denekte prulent akint1 bulgusuna
rastlanmamustir. Birgok ¢alismada MAE (M. communis bitkisinin 6 Gram pozitif ve 4
Gram negatif bakteri de dahil olmak iizere 10 mikroorganizmaya kars1 giiglii
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu) ve E-PRP’nin antibakteriyel etkinligi
oldugu bildirilmistir (Mansouri vd. 2001; Snoussi vd., 2011; Drago vd., 2013;
Zomorodian vd., 2013). Grup III ve Grup IV’te birer denekte prulent akinti
goriilmesine ragmen diger deneklerde bu bulgunun goriilmemesi MAE ve E-PRP’nin

yine de antibakteriyel etkinliginin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Fluorescein suda c¢oziinebilen bir boyadir korneanin hidrofobik kisimlar1 boya
almazken hidrofilik katmanlarinin hepsi boya alir. Kornea iilserlerinde normalde
hidrofobik olan epitel kat yikimlandigindan hidrofilik yapidaki stroma boyanir.
Soliisyon seklindeki fluorescein bakteriyel kontaminasyon riski tasidigindan
fluorescein emdirilmis test stripleri daha c¢ok tercih edilir (Maggs,2008). Tim
gruplarda kornea merkezinde 1 N NaOH ile yanik olusturulduktan sonra iilserasyonu
belirlemek icin fluorescein boyama yapildi ve stromal iilser sekillendigi belirlendi.

Bashkaran vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada epitel katin iyilesmesinin 7. giinde
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sekillendigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada Bashkaran vd. (2011) benzer

sekilde tiim gruplarda 7. glinde epitel katin boya almadig1 gozlendi.

Alkali yaniklardan sonra morfolojik tablo iki fazda incelenebilir. Ilk asamada,
hiicrelerin 6liimii ile birlikte korneaya PMN 16kositlerin infiltrasyonu sekillenir. Bu
asamada epitel hiicreleri yenilenmeye baslar ve yedinci giinde epitelizasyonun
tamamlanmas1 beklenir (Pahlitzsch ve Sinha, 1985). Ikinci asamada, siddetli
yaralanmalarda 7. giinde baglayan ve 14. ve 21. giinler arasinda zirveye ulasan ikinci
bir inflamatuar hiicre infiltrasyonu dalgasi olusur. Nétrofillerden kollajenaz enzimi
salgilanir ve solunum patlamalar1 serbest radikalleri olusturur ve daha fazla doku
hasarina neden olur (Oztiirk vd., 2000; Kim ve Khosla-Gupta, 2002).
Reepitelizasyon agisindan degerlendirildiginde 7. giinde reepitelize olan kornealarda
14. ve 21. glinde yeniden kornea erozyonlarinin goriildiigli Saroglu ve Arikan (2002)
tarafindan bildirilmistir. Calismamizda 7. giinde tiim kornealar iyilesmis fakat
tekrarlayan erozyonlar gézlenmistir. Tekrarlayan erozyonlara, alkali yanik olusmus
kornea dokusundan iyilesme sirasinda proteolitik enzimlerin salgilanmas1 ve kronik

enflamasyonun etkili oldugu diistiniilmektedir.

Ormerod vd. (1989) yaptiklar1 calismada, vaskiiler proliferasyonun NaOH’in 0,2 N
ve 0,5 N konsantrasyonlarinda genellikle superior limbusta goriiliirken, 1 N
konsantrasyonda ise anjiyojenik yanitin, inferior limbus’ta superior limbus’tan gok

daha fazla sekillendigini bildirmistir. Sunulan bu ¢alismada, yanik olusturulduktan
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sonra limbal bolgedeki damarlarda belirginlesme sekillendi. Damarlasmanin

cogunlukla superior limbus’ta merkezdeki defekte dogru oldugu goriildii.

Calismada, NaOH emdirilmis disk kaldirildiktan sonra merkezde kenarlar1 belirgin
bir opaklik sekillendi. Yanik olusturulduktan sonra PBS ile yapilan irrigasyon sonrasi
epitel katin ortadan kalkmasi sonucu stromanin kismen dehidre durumunun idame
edilememesi nedeniyle 6dem miktarinda artis goriildii. Bu bulgular literatiir verilerle
uyumludur (Ormerod vd., 1989). Kornea stromasi o6dem ve kollajen
denatiirasyonundan dolayr opak beyaz bir goriinim kazandi (Chew vd., 1994).
Korneal 6dem ilk giinlerde tiim korneada hafif belirgin iken c¢alisma boyunca

merkezi opasite halinde devam etmistir.

Goz ici basmcm (GIB) degerlendirilmesinde siklikla rebound veya aplanasyon
tonometreleri kullanilmaktadir. Rebound tonometre ile dl¢iim yapilirken aplanasyon
tonometresinin aksine lokal anestezi gerekli degildir, iyi tolere edilir ve rahatsizliga
neden olmaz (Maini ve Hartley, 2019). Aillegas vd. (2019) yaptiklar1 bir ¢calismada
12 tane tavsanin normal g6z i¢i basinglarinin 11,394+0,92 mmHg, Ma vd. (2016)
11,06+1,16 mmHg, Oria vd. (2014) 12,89+2,80 mmHg oldugunu bildirmislerdir.
Pereira vd. (2011) yaptiklar ¢calismada 38 adet Yeni Zelanda tavsani kullanmis ve
380 ol¢iim yapmustir. Tonovet ile saat 06:00, 09:00, 12:00, 15:00 ve 18:00°de goz i¢i
basinglarmi 6lgmiis 9,51+ 2,62 mmHg olarak rapor etmislerdir. Sunulan bu

calismada kontrol grubundaki 7 hayvanin saglikli gdzlerinin GiB’i 112 kere Tonovet
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ile ol¢iildii ve 10,4+1,62 mmHg olarak bulundu. Bu degerler daha 6nce yapilan

calismalarla benzerlik gostermektedir.

Kimyasal yaniklarin géz ici basinci {izerine etkileri karmasiktir. Kimyasal maddeler
kollajen fibrillerin biliziigmesine, kornea ve skleranin kontraksiyonuna ve uveal kan
dolasimininin  bozulmasina sebep olarak GIiB’de akut ve kronik yiikselme
sekillenmektedir. GIB’deki bu yiikselmeyi, normallesme veya silier cismin zarar
gérmesi nedeniyle hipotoni daha sonra tekrar yiikselme izleyebilir (Almaliotis vd.,
2015). Alkali maddeler 15 saniye i¢inde 6n kamaraya ulasir ve trabekiiler ag, lens ve
silier cisimde yikimlanmalara sebep olur. Alkali maddeye ilk maruz kalindiktan
sonra penetrasyon uzun siire daha devam eder. Sonug olarak trabekiiler agin kalic
olarak hasar gdrmesi ve yangisal debrisin akiimiilasyonu GIB degerlerinin yiiksek
seyretmesine neden olabilir (Almaliotis vd., 2015). Yapilan bu ¢alismada 12. giinde
GIB agisindan gruplar arast anlamli bir fark gériilmezken (p > 0,05) 24., 36. ve 42.
giinde gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur (p <0,05). Saglikli gbzlerin GIB
degerlerinde 6l¢iimler aras1 fark bulunmamis fakat deney gruplarinin dl¢limler arasi
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu belirlenmistir (p < 0,05). Tiim
gruplarda 12. giinde 0. giine gore diisiis, 24. ve 36. glinde artis sekillendigi 42. glinde
ise II. ve VL. grupta degerlerin arttif1 diger gruplarda ise azaldigi kaydedildi. 42.
Giinde GIB diizeyinin referans degerlere en yakin olan grubun Grup IV oldugu

goriildil.

120



Tavsanlarda gozyast sekresyonunun degerlendirilmesinde ¢ogunlukla Schirmer
gozyasi testi (STT) kullanilmaktadir (Alkan vd., 2004; Alkan vd., 2005; Maini ve
Hartley, 2019). STT-I hem bazal hem de reflektorik gbzyas1 miktarini ifade eder.
Test stribi alt goz kapagmin orta ya da lateral 1/3 {ine yerlestirilir (Maggs, 2008).
Kimyasal yaralanmalar, lakrimal bez, konjunktival ve g6z kapagi bezlerinin hasar
gormesi nedeniyle gozyasi liretiminin bozulmasiyla siklikla komplike hale gelir ve
kornea kurulugu gelismesine neden olabilir (Arora vd., 2005). Bu nedenle korneanin
alkali yaralanmalarinda STT degerleri genellikle normalin disgindadir (Almaliotis vd.,
2015). Yapilan calismalarda Yeni Zelanda tavsanlarinin normal STT-I degerlerinin
7,27£2,51 mm/dk (Oria vd., 2014), 5,30+2,96 mm/dk (Abrams vd., 1990), 2-11
mm/dk (Giirkan ve Hayat, 2005), 5,3£2,9 mm/dk (Williams, 2007) oldugu
bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada kontrol grubundaki 7 hayvanda 112 kere STT-I
testi yapildi ve normal STT-I degerleri 6,77+2,45 mm/dk olarak bulundu. Bulunan
degerler literatiir verilerle uyumludur. Bu ¢aligmada da yanik olusturulan giinde (0.
giin) yangiya bagl olarak STT-I in referans degerlerin iistiinde oldugu gozlendi ve
literatiir bilgilerle benzer oldugu bulundu (Saroglu ve Arikan, 2002). Kwon vd.
(2003) yaptiklar1 ¢alismada alkali yaniklarda gézyast miktarinin azaldigr ve STT-I
degerlerinin normalin altinda oldugu, Almaliotis vd. (2015) ise STT-I seviyelerinin
referans degerler arasinda oldugunu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigin
belirtmislerdir. Bu ¢alismada da Kwon vd. (2003) aksine ve Almaliotis vd. (2015)
benzer sekilde 0. giin harig istatistiksel agidan anlam ifade eden bir fark goriilmedi
(p>0,05). Gruplardaki gbézyas1 miktarinin referans aralikta olmasi; alkali ajanin

kornea merkezine filtre kagidiyla sinirlar1 belli bir sekilde uygulanmasi, filtre
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kagidinin uzaklastirilmasinin ardindan PBS ile yikanmasiyla birlikte lakrimal

bezlerin yeterince hasar gormemesinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kornea merkezindeki skar dokusu ImageJ programi kullanilarak olgiildii. Yara
boyutunun Grup IV’te birim olarak daha fazla kiigtildigi belirlendi fakat gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihik bulunmadi (p>0,05) (Yang vd.,

2010).

Naji vd. (2019) tavsanlarda yaptiklar bir ¢alismada saf MAE’nin 0,1 ml/kg dozunda
2 ay boyunca oral olarak kullanilmasiin viicut agirligina ve baz1 kan parametreleri
(RBC, WBC, Hb, PCV, Plt) iizerine yan etkisinin olmadigini bildirmistir. Bizim
calismamizda ajanlar lokal olarak kullanildi, hemogram ve biyokimya
parametrelerinin (BUN, Crea, AST, ALT, GGT) referans degerler araliginda oldugu

bulundu.

Kimyasal yaniklar kornealarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iretimini uyarir
(Conners vd., 1997; Bashkaran vd., 2011). ROS iiretimi diisiik veya orta diizeyde
oldugunda, oksidatif stres, SOD, katalaz, glutatyon peroksidazlar ve
peroksiredoksinler gibi hiicre i¢i antioksidan sistemler tarafindan engellenir. Bununla
birlikte, ROS {iretimi hiicresel antioksidan kapasitesini asarsa, yliksek diizeyde
oksidatif stres, mitokondriyal permeabilitenin bozulmasina neden olur ve elektron

transferini bozarak hiicrenin apoptozuna veya nekroza yol acar (Saika vd., 2005).
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Endojen ve ekzojen antioksidanlar sistemdeki TAS diizeyini temsil eder (Bashkaran
vd., 2011). Bashkaran vd., (2011) yaptiklar1 bir calismada 2 N NaOH ¢o6zeltisini 60
saniye siire ile tavsan korneasina uygulamis ve humor akdzde TAS diizeyini
degerlendirmislerdir. Geleneksel tedavi grubu (1,74+0,68 mM) ile bal uygulanan
grup (3,19£1,82 mM) Kkarsilastirildiginda, bal ile tedavi edilen grupta TAS
seviyesinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Oral antioksidanlar ve topikal
antienflamatuar 1ilaclar ile tedavi edilen gruplarda humor akdzdeki toplam
antioksidan aktivitenin, sadece topikal antienflamatuar ilaglarin verildigi kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu kaydedilmis ve oral takviyenin tavsanlarin goz
dokularindaki antioksidan kapasiteyi artirabilecegi bildirilmistir (Gakhramanov,
2005). Bu ¢alismada, herhangi bir ajan uygulanmadan ve 42. giinde alinan humor
akoz orneklerinde TAS diizeyi 6lciildii tiim gruplarda 0. giin ile kiyaslandiginda 42.
giinde artis oldugu, fakat yalmizca Grup IV’te Ol¢limler arasi fark oldugu goriildii.
Kirk ikinci giinde yapilan ol¢limler arasinda istatistiksel bir fark bulunmad1 (p>0,05).
Tim gruplardaki TAS degerlerindeki artis, devam eden enflamasyon ve oksidatif

strese yanit olarak sekillenmis olabilir.

TOS organizmadaki tiim oksidan molekiillerin seviyesini temsil eder (Erel, 2005).
Yilmaz vd. (2020) yaptiklari bir calismada TOS’un diyabetik kataraktlarda, glokom
gibi g6z hastaliklarinda arttigmi  bildirmistir.  Sunulan bu c¢alismada, yanik
olusturulan tiim gruplar karsilagtirildiginda Bashkaran vd. (2011) belirttigi gibi TOS

seviyesi istatistik olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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Kornea epitelinin kaybi, stroma tarafindan su alinmasi nedeniyle kornea kalinliginda
hizli bir artisa neden olur. Bunu, epitel bariyeri yeniden kurulurken korneanin
kademeli olarak normal kalinliga doniisii takip eder (John vd., 1982). Korneanin
histopatolojik muayenesinde epitel katin iyilestigi (Grup 1I’de dort, Grup III’te dort,
Grup IV’te bir, Grup V’te ise iki denek hari¢) ve Descemet membraninin tiim
gruplarda saglam oldugu belirlendi. Kollajen liflerin diizensiz, daginik oldugu

goriildii. Bu bulgular literatiir verileri ile uyumludur (Ahmed vd., 2015).

Calismamizda normal kornea kalinlig1 423,02+49,66 pm olarak olg¢iildii ve literatiir
verilerle benzer oldugu gozlendi (Vidan vd., 2002). Alkali yaniklarin stromada
kollajen liflerin denatiirasyonuna ve 6deme neden olarak kornea kalinligini artirdig
bilinmektedir (Cejka vd., 2016). Bizim ¢alismamizda da kontrol grubuna kiyasla tiim
gruplarda kornea kalinhiginin arttigi goriildii. Kornea kalinligindaki azalma en ¢ok
Grup IV’te ve Grup VI'da tespit edildi. Fakat gruplar arasinda istatistiksel agidan

anlaml bir fark gozlenmedi (p>0,05).

Alkali maddeler inflamatuar sitokin firtinasini baglatir ve ¢ok sayida yangi hiicresini
lezyonlu bolgeye ceker. Bu hiicreler etkilenen bolgeye ulastiktan sonra VEGF ve
MMP gibi pre-anjiyojenik faktorlerin salinmasina neden olur (Lee vd., 2014).
Kornea yaralanmasindan sonra yara iyilesmesi siirecinde, aktive edilmis keratositler
matriks metalloproteinazlar1 salgilarlar. Cejka vd. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada
saglikli kornealarda MMP-9 ekspresyonunun ¢ok diisiik oldugunu, yanik

olusturulmus ve tedavi edilmemis kornealarda yiiksek oldugunu bildirmistir.
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Takahashi vd. (2007) yaptiklar1 bir c¢alismada, alkali yaniklardan sonra MMP-9
ekspresyonunun belirgin sekilde arttigini belirtmislerdir. Sunulan bu calismada
normal kornea dokusundaki MMP-9 seviyesi 6,19+2.30 olarak bulundu. MMP'lerin
ekspresyonu iyilesme siirecindeki miyofibroblastik farklilasma ile yakindan iliskili
oldugundan, tiim deney gruplarinda MMP-9 seviyeleri normal kornea dokusuna gore
artis gosterdi. Bu artis en az Grup IV’te sekillendi. Fakat gruplar arasi istatistiksel

acidan anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05).

Cejka vd. (2016) saglikli kontrol kornealarinda VEGF ekspresyonu ¢ok diisiik
oldugu, yaralanmadan sonraki 15. giinde, tedavi edilmemis kornealarda VEGF
ekspresyonu yiiksek oldugu rapor edilmistir. Chung vd. (2009) yaptiklar ¢alismada,
kornea epitelinde meydana gelen travmalar korneadaki VEGF degerlerinde artisa
neden oldugunu ortaya koymustur. Bizim ¢aligmamizda saglikli kornealarda VEGF
ekspresyonunun olmadigi gézlendi ve kontrol grubuna kiyasla VEGF skoru en ¢ok
Grup IV’te azaldi. Diger gruplarda VEGF skoru sayisal olarak kontrole gore yiiksek
bulundu. Fakat istatistik agisindan anlamli bir fark gortilmedi (p>0,05). E-PRP’nin
VEGF gibi biiylime faktorleri agisindan zengin olmasi kontrol grubuna gore daha
yiiksek skorlamaya sahip olmasini agiklayabilir. Gentamisin uygulanan gruplarda
VEGF skorunun yiiksek olmasinin, gentamisinin epiteliyotoksik etkisinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada elde edilen veriler 1s18inda asagidaki sonu¢ ve oOneriler 6n plana

¢ikmaktadir.

- Enfeksiyon bulgusunun gentamisin uygulanmayan gruplarda ortaya ¢ikmasi,
gentamisinin antibakteriyel etkinligini ortaya koymaktadir. Bu noktada
enfeksiyon her zaman goriilmese de alkali yanik tedavisinde antibakteriyel

ajanlara yer verilmesi faydali olacaktir.

- E-PRP gibi biyolojik ajanlarin kornea hastaliklarinin tedavisinde kullanimi
yaygindir. Fakat tavsan gibi kiiclik hayvanlarda kan almak zor ve hayvanlari
strese sokan bir durum oldugundan uzun siireli uygulamalarda problem

olusabilecegi dikkate alinmalidir.

- Myrtus communis Akdeniz bolgesine 6zgii endemik bir bitkidir. Elde
edilmesi kolay ve wucuzdur. Yapilan c¢aligmalarda anti-enflamatuar,
antibakteriyel, antioksidan, antiseptik vb. oOzellikleri ortaya konulmustur.
Caligmamizda OMAE’nin korneadaki yanik yarasi deney modelinde
epitelizasyon, anti-enflamatuar ve antioksidan etkilerinin 6n plana ¢iktig
korneal yara iyilesmesine olumlu katki sagladigi gozlendi. OMAE’nin
tavsanlar tarafindan iyi tolere edilmesi ve herhangi bir komplikasyonla

karsilasilmamis olmasi {iriiniin giivenle kullabilabilecegini gostermektedir.

- Tlerde yapilacak ¢alismalarda antioksidan etkinliginin lokal ve sistemik olarak
karsilagtirilmast i¢in OMAE preparasyonunun peroral etkinliginin ayrica

arastirilmasi diisiiniilmektedir.

- Klinik olgularda OMAE’nin etkinliginin degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
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- OMAE’nin MMP-9 tizerine muhtemel TIMP etkisinin hem in-vitro hem de

In-vivo arastirilmasi 6nerilmektedir.

- OMAE’nin yerli iirtin olma kapasitesinin oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, OMAE’nin korneanin alkali yaniklar1 lizerine; diger ajanlara gore g6z
ici basmncinin daha stabil olmasi, epitel ve stomana iyilesmesinin daha diizenli,
kornea kalinliginin normale daha ¢ok yaklastigi, VEGF ve MMP-9 ekspresyonunun
daha az oldugu goriildii. Bu calisma OMAE’nin alkali yaniklarin iyiesmesindeki

etkinligini_ilk defa ortaya konmustur.
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