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Calismada tavsanlarda sodyum hidroksitle (NaOH) deneysel olarak olusturulan kornea alkali yaniklarin
sagaltiminda medikal ozonun farkl uygulama sekillerinin korneal iyilesme iizerine olan etkinliginin klinik ve
histopatolojik olarak incelenmesi amaglandi. Bu amagla 32 adet Yeni Zelanda 1irki tavsanlarin sadece sag
gozlerinin sentral korneasina 1 normal (N) NaOH emdirilmis 6 mm capli filtre kagidi1 1 dk stire ile uygulandi.
Tavsanlar rastgele dort gruba ayrildi. Sagaltim tger (3) giin araliklarla 21 giin boyunca devam etti. Birinci
grup (K) kontrol grubu olarak birakildi. Yanik sonrasi bu gruba herhangi tedavi uygulanmadu. ikinci gruba
(M) subkonjuktival ozonlanmis kan uygulandi. Ugiincii gruba (S) subkonjunktival medikal ozon uygulamasi
yapildi. Dordiincii gruba (O) major otohemoterapi uygulandi. Klinik ve histopatolojik degerlendirmeler
neticesinde, kornea dokularinda en yiiksek derecede rejenerasyon ve iyilesme bulgularinin M grubunda
oldugunu bunu sirasiyla O grubu ve S grubu takip etti. En ytliksek korneal doku hasar1 K grubuna ait olgularda
gozlendi. Normal stromal kalinliga en yakin olgular M grubunda olup, K grubunun en ytiiksek stromal kalinliga
ve normalden en uzak degere sahip oldugu dikkati cekti. Elde edilen Klinik, istatistiksel ve histopatolojik
bulgular 15181nda; korneal alkali yaniginda medikal ozon sagaltiminin farklh uygulama tekniklerinin, kontrol
grubuna kiyasla olusan komplikasyonlar1 biytik oranda giderdigi ve korneal reepitelizasyonu hizlandirdig:
gorildi.

Anahtar Kelimeler: Kornea, Ozon, Tavsan, Yanik.

ABSTRACT

Different Application Techniques of Medical Ozone in the Treatment of Corneal
Alkali Burns: Experimental Rabbit Model

The aim of this study is to clinically and histopathologically evaluate the efficiency of different applications of
medical ozone on corneal healing in the treatment of experimentally induced corneal alkali burns with
sodium hydroxide (NaOH) in rabbits. For this purpose, 6 mm diameter filter paper impregnated with 1 N
NaOH was applied to the central cornea of only the right eyes of 32 New Zealand rabbits for 1 min. The
rabbits were randomly divided into four groups. The treatment continued for 21 days at three-day intervals.
The first group was left as the control group (K) and was not applied medical ozone. The control group
received no treatment. Subconjunctival ozonated blood was applied to the second group (M). Subconjunctival
medical ozone was applied to the third group (S). Major autohemotherapy was applied to the fourth group
(0). As a result of clinical and histopathological evaluations, highest degree of regeneration and healing
findings in corneal tissues were in the M group. This was followed by O and S groups, respectively. The
highest corneal tissue damage was observed in the cases belonging to group K. The cases closest to normal
stromal thickness belonged to group M. It was noted that the K group had the highest stromal thickness and
the farthest value from normal. In the light of the clinical, statistical and histopathological findings, different
application techniques of medical ozone treatment in corneal alkali burn were found to significantly reduce
complications compared to the control group and accelerate corneal reepithelization.
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GiRiS

Saglikh bir okiiler ytizey iyi ve tam bir goriisiin saglanmasi
icin gereklidir (Saroglu ve Arikan 2002). Kornea, bulbus
oculi'nin en 6zellikli dokusu olup saydamlhig1 devam ettigi
siirece 15181 gecirerek goriintlinlin retina lizerinde
olusumunu saglar (Wilkie ve Whittaker 1997; Akin ve
Samsar 2001). Kimyasal bir hasar1 takiben korneanin
biitiinligilinii tehdit eden epifora, blefarospazm, fotofobi,
vaskularizasyon ve opasite artisi gibi klinik belirtileri
onlemeye yonelik bircok sagaltim teknigi kullanilmis ve
farkli sonuclar elde edilmistir. Sagaltimda ilk amag,
etkilenen bolgeden alkali maddeyi hizlica uzaklastirmak ve
yiizey pH’sin1 dengelemektir. ilk miidahalenin ardindan
inflamasyonu baskilayici ve re-epitelizasyonu destekleyici
sagaltima baslanilmalidir (Christmas 1991; Meller ve ark.
2000).

Kimyasal maddeler; temizlik malzemeleri, kozmetikler,
tarim ilaglar1 ve insaat gibi farkli endiistriyel alanlarda
mevcut olup gilinlik hayatta kullanimlar1 artmaktadir. Bu
durum insan ve hayvanlarin kimyasal maddelere
ulasabilirligini ve temasini da artirmaktadir (Singh ve ark.
2013; Eslani ve ark. 2014). G6z hassas yapisi nedeniyle
kimyasal kazalardan en ¢ok etkilenen organlardan biridir.
Kimyasal maddeler arasinda 6nemli bir yer tutan alkali
maddelerin olusturdugu yaniklar, gézde hizl ve ilerleyici
tahribata yol acarak keskin goriisiin azalmasi veya kaybi
gibi kalic1 okiiler hasara neden olabilirler (Burns ve ark.
1989; Saroglu ve Arikan 2002). Kimyasal kazalarda alkali
maddelerin asit maddelere kiyasla dokuya hizli penetre
olmasindan dolayr prognozunun daha kéti oldugu
bildirilmektedir ~ (Eslani ve ark. 2014). Olusan
komplikasyonlarin siddeti, kimyasal maddenin
konsantrasyonuna, temas siliresine, miktarina ve
ozelliklerine gore degisiklik gosterir. Alkali yanig1 takiben
korneal iilserle sonuglanabilen ¢ok sayida yikimlanma
islemleri olur (Tuft ve Shortt 2009; Fish ve Davidson
2010).

Ozon, birgok hastaliin sagaltiminda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar ozon sagaltiminin
antienflamatuar ve yara iyilestirici etkiye sahip oldugunu
gostermistir  (Kaya ve ark. 2016). Dokularda
oksijenizasyonu artirarak ve lokal yanglyr azaltarak
metabolizmay1 stimule eder (Bocci 1999). Ozonun,
keratokonjunktivitis, kornea {ilserleri, glokom, retinal
dejenerasyonlar, retinitis pigmentosa gibi bir¢ok goz
hastaliginin sagaltiminda kullanildigina dair ¢alismalar
mevcuttur (Ogata ve Nagahata 2000; Vigna ve Menendez-
Cepero 2007). Ancak farkll uygulama tekniklerinin,
korneal alkali yaniklarinda tedavi edici etkisi iizerine
arastirmalar mevcut degildir.

Calismamizda korneal alkali yanik sonrasi olusan epitel
defekt ve korneal opasite’de medikal ozonun farkl
uygulama  tekniklerinin  sagalim  sonrasi  Klinik,
histopatolojik ve gbzyasi miktarinda olusturdugu
degisimlerin gézlenmesi planlandu.

MATERYAL VE METOT

Calismanin  baglamas1 ve yiritilebilmesi i¢in; Van
Yiiziincii Y1 Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan verilen 02.03.2017 tarih ve 2017/02
saylll karar ile onay alindi. Calismada, klinik muayeneler
sonucu saghkll viicut ve goz yapisina sahip oldugu
saptanan, yaslar1 5 ay ile 7 ay arasinda degisen 32 adet
erkek Yeni Zelanda 1rki (2000-2500 gr) tavsani kullanildi.
Tavsanlar bireysel kafeslerinde sicakligl (21+2 °C) ve nem
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orani (%40-60) kontrollii odalarda standart tavsan pelet
yemi ve su ile ad libitum beslendi.

Gruptaki tavsanlarin tamaminin ¢alisma yapilacak olan sag
gozlerine anestezi ve goze alkali ajan uygulamadan dnce
schirmer gozyasi testleri uygulandi. Takiben c¢alismada
tavsanlarin genel anestezisi; %2’lik xylazine hydrochlorure
(5mg/kg, Rompun®, BAYER) ve %10’luk ketamin
hydrochloride (50 mg/kg, Ketasol®, INTERHAS) ile
gerceklestirildi. Sirurjikal anestezi sonrasi alkali yanik
olusturulacak gozde korneal analjezi saglamak amaciyla
topikal %0.5’lik proparacaine hydrochloride (Alcaine®
oftalmik soliisyon, ALCON) uygulandi.

Sag gozleri tste gelecek sekilde yan yatirildiktan sonra
kornea yiizeyinde saptanan fazla goézyasi ince pamuk
tampon ile giderildi. Topikal anestezi uygulandiktan 60
saniye  sonra  standart kornea  alkali = yamg
olusturulmasinda 25 pl 1 N NaOH soliisyonu emdirilmis 6
mm c¢apli Whatman #3 filtre kagidi diskleri, pupilla
ortalanarak kornea merkezine yerlestirildi ve 1 dakika
stireyle tutuldu. Sonrasinda filtre kagidi yerinden
uzaklastirildi ve kornea yiizeyi 60 saniye siiresince 20 ml
%0.9’luk NaCl soliisyonu ile yikandi. Uygulama sonrasi
korneada ortalama 6.05 mm c¢apinda lezyon olusturuldu.
Tavsanlarin sag gozlerinde korneada sinirl;, alkali ajanla
lezyon olusturulan giin 0. giin olarak kabul edildi. Korneal
yluzeyi yilkama isleminden hemen sonra sag gozlerde
floresein boyama yapild1 (Sekil 1).

mﬂ‘mm:;wﬂ
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Sekil 1. Kornea’da alkali yanigin olusturulmasi. A.
Whatman filtre kagidinin yerlestirilmesi B. Filtre kagidi
uzaklastirildiktan sonra korneada sekillenen yanigin
goriiniimii. C. Floresein boyama gerceklestirildikten sonra
lezyonun goriinimdi.

Figure 1. Creation of alkaline burn in the cornea. A.
Insertion of Whatman filter paper. B. The appearance of
the burn formed on the cornea after the filter paper was
removed. C. The appearance of the lesion after fluorescein
staining.

Gruplarin Olusturulmasi ve Sagaltim Protokolii

Deneme gruplari, her bir grupta 8 tavsan olacak sekilde
rastgele 4 gruba ayrild1. Biitiin gruplarda yapilan islemler
sadece sag gozde gerceklestirildi. Sagaltima alkali yanik
olusturulduktan hemen sonra baslandi ve 3’er giin
araliklarla toplam 7 uygulamay1 iceren 21 giinliik bir
sagaltim siireci gercgeklestirildi. Tedavide kullanilan
medikal ozon ozon jeneratdriinden elde edildi. Birinci grup
(K): herhangi bir sagaltim girisimi yapilmadi, kontrol
grubu olarak birakildi (Saroglu ve Arikan 2002). ikinci
grup (M): Tavsanlarin kulak venasindan alinan 0,4 ml kan
esit hacimdeki medikal ozon ile karistirildi. Karisim ilgili
géze subkonjuktival uygulandi. Uciincii grup (S): 0.4 ml
medikal ozon, ilgili goze subkonjuktival uygulandi.
Dordiincii grup (0): Major otohemoterapi uygulandi.
Tavsanlarin kulak venasindan alinan 5 ml kan, ozona
dayanikli antikoagiilanli steril tiiplere (Vacusera®)
aktarildi. Kan esit hacimde (5 ml) medikal ozon ile
karistirildi ve ayni hayvanin kulak venasindan enjekte
edildi.
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Klinik Degerlendirme

Schirmer gozyasi testi (ERC®) (Tip I) tiim gruplarda 0, 3, 7,
14 ve 21. giinlerde giiniin sabah saatlerinde uygulanarak
gozyast miktarlart (mm/dk) o6lgiildii. Korneal opasite
(bulaniklik) degerlendirmesi ve korneal lezyonun
derinligine iliskin degisimlerin degerlendirilmesi amaciyla
ilgili goziin fotograflari ¢ekildi. Sagaltim sirasinda saptanan
okiiler Kklinik bulgular el tipi slit-lamp biomikroskop ile
muayene edilerek sonuglar degerlendirildi. Fluoroscein ile
boyanan hasarli kornea bdlgesi, erozyonun sekillendigi
alan olarak kabul edildi. Epitelyal iyilesme floressein
boyanma sonrasi klinik muayene goriintiilerinin Imagej
programi ile boyali alanin (mm?2) hesaplanmasiyla
gerceklestirildi (Griffith ve ark. 2018). Korneal opasite,
opasite alanmin direkt inspeksiyondaki goriiniimiiniin
olctilerek mm?2 olarak hesaplanmasiyla gergeklestirildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Tim gruptaki hayvanlar 21. giin sonunda sakrifiye
edilerek ilgili goziin bulbus oculi ekstirpasyonu
gerceklestiridi. Gruplar arasinda kornea dokusunda
sekillenen degisiklikler epitel hasar, dejenerasyon ve
nekroz, yangisal hiicre infiltrasyonu, stromal o6dem,
neovaskiilarizasyon ve fibroblastik aktivite yo6niinden
degerlendirildi. Her bir olgunun incelenen kornea
dokusuna ait stromal kalinligi mikroskop altinda 20x
biiytitmede 5 farkl alanda olgiilerek kaydedildi. Bunun
icin, Leica Qwin histomorfometrik analiz yazilimi
kullanildi.

istatistiki Degerlendirme

Arastirmada elde  edilen verilerin  istatistiksel
degerlendirilmesi SPSS 21.0 (IBM Electronics, ABD)
istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Veriler
ortalama+SH olarak ifade edildi. Schirmer goézyas: test
sonuglarinin ve korneal lezyon derinligi derecelerinin grup
ici ve gruplar arasinda istatistiksel anlam derecelerini
belirtmek amaciyla tek yonlii varyans analizi ANOVA
testinden faydalanildi ve ¢oklu karsilastirmalarda Duncan
Testi kullanildi. Sonuglar p<0.05'te istatistiksel olarak
anlamly, p>0.05'te istatistiksel olarak anlamsiz kabul edildi.

BULGULAR

Kinik Bulgular

Her bir grupta 0. giinde olusan epitel defektin biiytikligi
benzer olup ortalama ¢ap1 6.05 mm olarak tespit edildi.
Biitlin gruplara ait olgularin santral Kkorneasinda
olusturulan defekt sirkiiler sekilde olup, biiyiikligi ve
goriiniimii uniform bir yapiya sahipti. Deneklerin hepsinde
sadece yanigin olusturuldugu alanda epitelyal kayip ve
bulaniklik gozlendi. Diger okiiler yapilar alkali ajandan
etkilenmedi. Korneal lezyonun biiyiikliigii ve korneal
bulaniklik alkali yanik olusturulduktan hemen sonra en
yiiksek seviyede belirlendi. Korneal erozyon fluoroscein
boyama sonucuna goére 0. giinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark yoktu. Biitiin gruplarin 0.
giinde ortalama gozyasi miktar1 6.22+0.40 mm/dk olarak
hesaplandu.

Tim gruptaki deneklerin, 21 giin igerisinde Schirmer
gbzyast testi sonuglar1 degerlendirildiginde; gruplari
olusturan tiim deneklerde 3. giinde istatiksel olarak anlam
tasiyan yiikselme tespit edildi (p<0.05). Bu yiikselmenin
tlim gruptaki deneklerin 7. ve 21. giinlerde de devam ettigi
goriildi. Ancak deneklerin gdzyas: testi sonuglarinin 14.
giinde istatistiksel olarak anlam tasimayan degerlere
ciktig1 gozlemlendi (p>0.05).

Tedavinin igilincii ve yedinci giiniinde M grubunda diger
gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha
az korneal erozyon alanina sahip oldugu belirlenirken
diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadig:
gozlendi. Yanik sonrasi 1. haftada en hizli epitelyal
iyilesme M grubunda gozlendi. Tedavinin 14. ve 21.
gilinlerinde yapilan 6l¢iimlerde M grubuna ait olgularin
diger gruplardaki olgulara kiyasla istatistiksel olarak
anlaml derecede daha az korneal erozyon alanina sahip
oldugu belirlenirken, bu azalmay1 sirasiyla O grubu, S
grubu ve K grubunun takip ettigi belirlendi. Gruplar
arasinda 21. gin degerlendirildiginde en iyi epitelyal
iyilesmeyi gosteren grup M grubu olarak kaydedildi.
Gruplara ait tedavinin 3, 7, 14 ve 21. giin makroskobik
gorintiileri sekil 2, 3, 4 ve 5'de gosterilmistir.

Opasite degerlendirilmesinde, 0. giin ve diger giinlerde
gruplar arasinda yapilan biitiin klinik kontrollerde ve
olctimlerde istatistiksel agidan anlamli fark goézlenmedi.
Korneal opasite, biitiin gruplarda en son yapilan klinik
muayenede baslangica gore azaldi, ancak M grubunda bu
azalma daha ¢ok belirgindi. Deney gruplarina ait 0, 3, 7, 14
ve 21. giinlerdeki Schirmer gozyasi miktarlari, korneal
erozyon alani ve korneal opasite Olgiimiine ait istatistik
verileri Tablo 1'de gosterilmistir.
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Sekil 2. Tedavinin 3. giin makroskopik goriintiileri. A. K
grubu B. M grubu C. S grubu D. O grubu.

Figure 2. Macroscopic images of the 3rd day of treatment.
A. Group K B. Group M C. Group S D. Group O.

Sekil 3. Tedavinin 7. giin makroskopik goriintiileri. A. K
grubu B. M grubu C. S grubu D. O grubu.

Figure 3. Macroscopic images of the 7th day of treatment.
A. Group K B. Group M C. Group S D. Group O.
N Dy 59
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Sekil 4. Tedavinin 14. giin makroskopik goriintiileri. A. K
grubu B. M grubu C. S grubu D. O grubu.

Figure4. Macroscopic images of the 14th day of treatment.
A. Group K B. Group M C. Group S D. Group O.

Y

Sekil 5. Tedavinin 21. giin makroskopik goriintiileri. A. K
grubu B. M grubu C. S grubu D. O grubu.

Figure 5. Macroscopic images of the 21st day of treatment.
A. Group K B. Group M C. Group S D. Group O.
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Tablo 1. Deney gruplarindaki klinik sonuglar (ortalama # SH).

Table 1. Clinical results of the experimental groups (mean + SEM).

Klinik bulgular Giinler Gruplar
K M S 0
Schirmer goz yasi miktarlar1 0 5.5+0.42¢ 5.88+0.79* 6.63+1.22* 6.88+0.64b
(mm/dk) 3 8+0.93ab 8.13+0.64* 6.25+0.80* 11.25+0.902
7 8.63+£0.91 6.88+0.83* 5.13+0.44* 10+1.062
14 7.38+0.93ab 6.88+0.55* 5.88+0.48* 8.75+1.162b
21 5.63£0.84¢ 6.88+1.16* 5.88+0.48* 9.5+0.94ab
Korneal erozyon (mm?2 0 28+0.0* 28+0.0* 28+0.0* 28+0.0*
3 26.25+0.252 24.25+0.25P 26.25+0.252 25.75+0.162
7 25.13+0.352 19.88+0.64b 24.25+x0.41a 23.88+0.482
14 23.75+£0.492 16.88+0.794 22+0.46b 20.38+0.42¢
21 22+0.572 10.75+0.964 19.63+0.68P 16.88+0.85¢
Korneal opasite (mm?2) 0 28+0.0* 28+0.0* 28+0.0* 28+0.0*
3 28+0.0* 26+0.0* 27+0.0* 26+0.0*
7 27+0.19* 23+0.0* 26+0.0* 25+0.0*
14 25+0.0* 19+0.0* 24+0.0* 22+0.0*
21 23+0.0* 16+0.0* 21+0.0* 20+£0.0*

Farkli iist simgelerle (a,b,c,d) belirtilen degerler gruplar arast istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
(*) Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). K: Kontrol, M: Ozon+kan, S: Ozon, O: Otohemoterapi.

Histopatolojik Bulgular

Saglikli hayvanlara ait kornea dokusunun histopatolojik
incelemesinde, 3-4 sirali epitel yap1 altinda longitudinal
dizilim gosteren kollagen demetlerinden olusan normal
kornea histolojisi izlendi. Degerlendirilen 4 grup arasinda
kornea dokularindaki en siddetli bulgular, K grubuna ait
olgularda gozlendi. Siddetli lezyon tespit edilen K
grubunda, kornea dis ylizeyinde yer alan epitel katinin
tamamen yok oldugu ve tlizerinde fibrin, yangi hiicreleri ve
nekrotik hiicre kalintilarindan olusan bir katmanin yer
aldig1 gozlendi. Bunun yani sira tam olmayan yiizey epitel
rejenarasyonu ile smirli da olsa iyilesme faaliyetlerinin
devam ettigini gosteren neovaskiilarizasyon, stromal 6dem
ve kanama yaygin olarak goézlenen bulgular arasindaydi
(Sekil 7).

S grubu kornea dokularinin histopatolojik
degerlendirilmesinde; 2 olguda kornea epitel yiizeyinin
nekrozu ve stromaya kadar ilerleyen nekrotik doku,
hiperemik yeni sekillenmis kapillalar ve i¢i bos
neovaskiilarizasyon alanlar1 bulunmaktaydi. Genel olarak
bu gruba ait olgularin kornea dokularinin epitel yilizeyinde
tam rejenerasyon saglanamadigl ve yiizeyi kapamak iizere
prolifere olan epitel hiicrelerinin ylizeyinde nekrotik
hiicrelere ait kalintilara rastlandi. Kornea stromasi, yaygin
olarak i¢ci bos ve regrese olduklar1 yo6niinde
degerlendirilen Kkapillalar icermekteydi. Benzer sekilde
stromada hiperselliilarite ve kollagen 6demi dikkati ¢ekti
(Sekil 8). O grubu kornea dokularinin histopatolojik
degerlendirilmesinde; bir olguda kornea epitelinin
nekrotik oldugu ve stromanin epitel katmana yakin
bolgelerinde ¢ogunlugu makrofaj hiicrelerinden olusan
yangisal  hiicre infiltrasyonu  gozlendi. = Kornea
neovaskiilarizasyonun ortadan kalkmak tizere oldugu ve
kollagen doku igerisinde ince yariklanmalar olusturacak
sekilde dizilim  gosterdikleri, fibroblastik  hiicre
niikleuslarinin kollagen doku boyunca uyum saglayacak
sekilde ig seklinde ondiile goriiniimii kazandiklar1 tespit
edildi. Kornealarda orta derecede selliilarite ve stromal
6dem gozlendi (Sekil 9).

M grubunun epitel katinda rejenere alanlarin ¢ogunlukta
oldugu, yer yer hiperplastik epitel proliferasyonlarinin
bulundugu tespit edildi. Bununla birlikte, yalniz bir olguda
ici bos ince yariklanmalar seklinde kapillar benzeri alanlar
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dikkati cekti. Genel olarak kornea stromasinin birbirine
paralel dizilimli kollagen demetlerinden olustugu, stromal
6dem ve fibroblastik hiicrelere ait yapilarin olduk¢a hafif
seviyede oldugu gozlendi (Sekil 9).

Her bir grubun stromal kalinlik verileri istatiksel olarak
degerlendirildiginde, gruplarin ortalama  degerleri
arasindaki fark anlamhi bulundu. Calismada normal
stromal kalinlik 285.74 pum olarak 6lciildii. Stromal kornea
kalinligr yoniinden gerceklestirilen ortalama o6l¢ciimlere
bakildiginda, K grubunun 550.68 * 18.24 um, M grubunun
259.47 # 19.43 pm, S grubunun 438.06 * 33.74 pm ve O
grubunun 331.50 + 21.41 pm oldugu gozlendi. Calismada
gruplar arasinda stromal kornea kalinligr yoéniinden
gerceklestirilen analiz sonuglar1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Sekil 6. K grubuna ait kornea dokusunun mikrograflari.
H&E. A. Kornea yiizeyinde yaygin ve siddetli koagiilasyon
nekrozu (oklar). 240x. B. Kornea dis yiizeyinde, i¢ detay
gostermeyen nekrotik doku sinir1 (oklar arasi).120x. C.
Nekroz ve yangisal hiicre infiltrasyonu yani sira, yeni
sekillenen kapillar damarlar (ok). 120x. D. iridokorneal ag1
hizasinda, epitel ylizde nekroz ve genis kapillar damarlar
ile etraflarinda yangi hiicreleri izlenmekte. 120x.

Figure 6. Micrographs of corneal tissue belonging to group
K. H&E. A. Common and severe coagulation necrosis
(arrows) on the corneal surface. 240x. B. Necrotic tissue
border (between the arrows) on the outer surface of the
cornea. 120x. C. Newly formed capillaries (arrow) as well
as necrosis and inflammatory cell infiltration. 120x. D. At
the iridocorneal angle line, necrosis and large capillaries
and surrounding inflammatory cells are observed in the
epithelial face. 120x.
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Tablo 2. Deney gruplarindaki histopatolojik bulgular (ortalama + SH).

Table 2. Histopathological findings of the experimental groups (mean + SEM).

Histopatolojik bulgular

Gruplar

K

S 0

Stromal kalinlik (um) 550.68+18.242

259.47+19.434

438.06+33.74b 331.50£21.41¢

Farkli iist simgelerle (a,b,c,d) belirtilen degerler istatistiksel olarak anlamhdir ( p<0.05). K: Kontrol, M: Ozon+Kkan, S: Ozon, O: Otohemoterapi.

Sekil 7. S grubuna ait kornea dokusunun mikrograflari.
H&E. A. Neovaskiilarizasyon ve yangl hiicreleri ile
kalinlasmis kornea dokusu. 120x. B. Korneanin derin
katlarina kadar ilerleyen siddetli nekroz. 120x. C. Kornea
ylizeyinden ayrilmis halde nekrotik doku. 240x. D. Epitel
kat iizerinde sekillenen nekroz ile epitel katin saglam
dokudan demarkasyonu dikkati cekmekte. 120x. E. Kornea
dis yiizeyinde dejeneratif ve nekrotik hiicre kalintilari ile
neovaskiilarizasyon. 240x.

Figure 7. Micrographs of corneal tissue belonging to group
S. H&E. A Thickened corneal tissue with
neovascularization and inflammatory cells 120x. B. Severe
necrosis extending into the deep layers of the cornea.
120x. C. Necrotic tissue detached from the corneal surface.
240x. D. Necrosis formed on the epithelial layer and
demarcation of the epithelial layer from the intact tissue
draws attention. 120x. E. Neovascularization with
degenerative and necrotic cell remnants on the outer
surface of the cornea. 240x.

Sekil 8. O grubuna ait kornea dokusunun mikrograflari.
H&E. A. Epitel ve endotel katlarinin saglam olarak yer
aldigr kornea dokusunda, bag doku fibrillerinde ondiila
tarsi dizilim (biiyiik oklar) ve bir adet kapillar (kii¢iik ok).
120x. B. Doku hasar1 sonrasi sekillenen tamir faaliyetlerini
gosteren genis neovaskiilarizasyon odaklari. 240x. C. Epitel
katmaninda orta derecede dejeneratif degisikliklerin yani
sira yaygin yangisal hiicre infiltrasyonu ve hiperemik
kapillalar. 120x. D. Kornea epitel yiizeyinde multifokal
nekrotik degisiklikler ile bir alanda siddetli yangisal
reaksiyon. 120x.

Figure 8. Micrographs of corneal tissue belonging to group
0. H&E. A. In the cornea tissue where the epithelial and
endothelial layers are intact, ondula tarsi arrangement (big

arrows) and one capillary (small arrow) in connective
tissue fibrils. 120x. B. Large neovascularization foci
showing repair activities after tissue damage. 240x. C.
Moderate degenerative changes in the epithelial layer as
well as diffuse inflammatory cell infiltration and
hyperemic capillaries. 120x. D. Severe inflammatory
reaction in one area with multifocal necrotic changes on
the corneal epithelial surface. 120x.

Sekil 9. M grubuna ait kornea dokusunun mikrograflari.
H&E. A. Histolojik olarak normal goériiniimde kornea
yapisina ragmen, belirgin fibroblastik aktivite (oklar).
240x. B. Normal kornea histolojisi yan1 sira, ¢ok kath
rejeneratif epitel goriilmekte (ok). 120x. C. Epitel
katmaninda yer yer nekroz ve bagdoku fibrillerini
birbirinden ayiran o6dem. 120x. D. Hiperplastik ve
rejeneratif epitel dokusu (oklar), kornea dokusunda tamir
faaliyetleri dikkati ¢ekmekte. 120x. E. Kornea epitel
ylizeyinde multifokal ve hafif siddette dejeneratif
degisiklikler. 120x.

Figure 9. Micrographs of corneal tissue belonging to group
M. H&E. A. Significant fibroblastic activity (arrows)
despite the histologically normal appearance of the cornea.
240x. B. In addition to normal corneal histology, stratified
regenerative epithelium is seen (arrow). 120x. C. Partly
necrosis in the epithelial layer and edema separating
connective tissue fibers from each other. 120x. D.
Hyperplastic and regenerative epithelial tissue (arrows),
repair activities in corneal tissue draw attention. 120x. E.
Multifocal and mild degenerative changes on the corneal
epithelial surface. 120x.

TARTISMA VE SONUC

Korneal alkali yaniklar okiiler travmalarin énemli bir
boliimiinii olusturur. Alkali ajanlar lipofilik 6zellikte olup
asidik maddelere kiyasla intraokiiler yapilara daha hizl bir
sekilde penetre olurlar (Singh ve ark. 2013; Eslani ve ark.
2014). Kimyasal orijinli maddeler, sadizm/kaza sonucu
gorme kaybi ya da goriis keskinliginde azalmaya neden
olan yikic1 ve kalici okiiler hasara sebep olabilirler (Burns
ve ark. 1989). Kimyasal maddenin konsantrasyonu,
miktar1 ve temas sliresi korneada meydana gelen hasarin
biiytikliigiini ve siddetini etkilemektedir (Burns ve ark.
1990; Schrage ve ark. 2000; Gerard ve ark. 2002).
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Medikal ozonun uygulama yontemlerinin olduk¢a basit
olmasi, diisiik maliyeti, hastalarca iyi tolere edilmesi, yan
etkisinin olmamasi ve canll organizmasinda kalinti
birakmamasi ozon sagaltimini uygun, pratik, giivenli ve
etkili kilmaktadir (Vigna ve Menendez-Cepero 2007).
Biyolojik sivilarda hizlica reaksiyona giren medikal ozonun
viicutta meydana getirdigi etkiler birden ¢ok
mekanizmayla gerceklesir. ik etkilerinden  birisi
eritrositlerdeki 2,3 difosfagliserat diizeyini arttirarak
hemoglobin-oksijen ayrisma egrisini saga kaydirmak ve
oksijenin hemoglobinden ayrilmasini saglamaktir. Bu
sayede dokularin oksijenizasyonu artmaktadir (Valacchi ve
Boccci 1999; Ozler ve ark. 2009).

Konjunktivitis, keratokonjunktivitis sikka ve Kkorneal
iilserler gibi antienflamatuvar sagaltim gerektiren yangisal
on segment hastaliklar1 hayvanlarda en sik goriilen goz
rahatsizliklaridir (Hendrix 2007). Biyolojik dokularca ¢ok
iyi tolere edilen medikal ozon sahip oldugu 6zelliklerinden
dolay1 yangisal o6n segment gbéz hastaliklarinin
sagaltiminda kullanilmaktadir. Medikal ozon, hidrojen
peroksit ve lipoperoksit tarafindan aracihik edilen
dogrudan oksidasyon ile patojenleri yok eder (Sechi ve
ark. 2001). Oksijeni, platelet kaynakli biiytime faktoriini
(PDGF) ve transforming growth faktor $ (TGF-f3)’y1 serbest
birakir. Boylece fibroblastlarin proliferasyonunu aktive
ederek yara iyilesmesini hizlandirir (Marchegiani ve
Spaterna 2017). Marchegiani ve Spaterna (2017), yapmis
oldugu bir ¢alismada, korneal erozyon/iilserasyon, keratit,
korneal pigmentasyon ve korneal neovaskiilerizasyon
durumlarinda ozonlu g6z damlalar1 kullanmis ve korneal
iyilesmeyi hizlandirdigini  bildirmistir. Calismamizda
sagaltim gruplarina ait olgularin kornealarindaki defektli
alanin, kontrol grubuna kiyasla daha kiiciik olmasi,
medikal ozonun reepitelizasyonu hizlandirdigin1 géstermis
olup, literatiir bilgilerle uyum saglamistir. Bazi oftalmoglar
ozonun Uveitis sagaltiminda etkili olabilecegini ifade
etmislerdir. Onischenko ve arkadaslari, ozonlanmis kan ve
plazmaferez uyguladiklar1 179 adet iveitisli hastalarla
yaptiklar1 calismada olumlu sonuglara ulagsmislardir. Kaya
ve ark. (2016), deneysel olusturduklari {iveitis modelinde
ozonun antienflamatuar etkisini degerlendirmisler, ozon
sagaltiminin klinik ve histopatolojik olarak yangiy1 6nemli
Olciide azalttigini  sdylemislerdir. Ozon sagaltiminin
endoftalmitiste etkili oldugunu gosteren calismalar da
vardir. Iuzhakov ve ark. (2000), endoftalmitisli hastalarda
vitreusu ozonla islenmis saline soliisyonu ile yikamuis,
takiben vitrektomi yaparak basarili sonuglar almistir.
Gundarov ve ark’min (1996), deneysel olarak
olusturduklari endoftalmitiste, ozonlu saline
soliisyonunun intravitral enjeksiyonunda total veya kismi
bir iyilesme gézlemlemislerdir. Vigna ve Menendez (2007),
yaptiklar1 bir calismada, keratokonjunktivitis ve kornea
tilseri bulunan toplam 59 kediye sagaltim amaciyla lokal
olarak ozon ve susam yagl karisimini uygulamislar ve
basarili sonuclar elde etmislerdir. Ancak literatiirlerde
korneal alkali yaniklarin sagaltiminda ozonun farkl
uygulama tekniklerini iceren bir calisma
bulunmamaktadir.

Calismalar kimyasal ajanin gbézde olusturacagi hasarin
ilerlemesini 6nlemek amaciyla yapilan yikama isleminin
onemli bir girisim oldugunu gostermektedir (Altan ve
Ogurtan 2017). Hatipoglu ve ark’min (2008) yapmis
oldugu bir ¢alismada, goéz yaniklarini takiben 14 giin
boyunca gilinde iki kez 500 ml izotonik salin soliisyonu ile
yikamanin 14. glniin sonunda kornea da progresif bir
iyilesmenin oldugunu bildirmislerdir. Calismada etik
kurallar cergevesinde 25 pl 1 N sodyum hidroksit (NaOH)
soliisyonu emdirilmis 6 mm ¢apli Whatman filtre kagidi
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diski, deneklerin (n=32) yalnizca sag kornealarinin
sentraline yerlestirildi ve 1 dakika siireyle burada tutuldu.
Calismamizda, alkali yamik olusan goéziin sagaltiminda,
kimyasal ajanin bolgeden miimkiin oldugunca hizla
uzaklastirilmasi amaci geregi (Singh ve ark. 2013) yanik
olusturulduktan hemen sonra korneal yiizey 1 dakika
siireyle %0.9 NaCl soliisyonu ile yikandu.

Yikama isleminden hemen sonra kornea merkezinde
inspeksiyonla gozlenebilen ortalama 6.05 mm c¢apinda,
floresein boyama (+) olan, simirlh ve her bir denekte
uniform olarak sekillenen korneal bulaniklik elde edildi.
Yanik sonrasi tim gruplarda korneal bulaniklik ve
epiteliyal kaybinin hemen gelismesi arastiricilarin
verileriyle benzerlik gostermektedir (Sancak 2009; Subasi
ve ark. 2017). Arastirmacilar korneada sekillenen ani
bulanikligin  nedenini, alkali maddelerin hidroksil
grubunun, hiicre membranlarinin yag asidi bdliimiinde
sabunlagma yaparak hiicre 6liimiine yol agmasi ve katyon
grubunun stromal kollajen ve glikozaminoglikanlarin
karboksil molekiilleriyle tepkimeye girerek bu yapilarda
hidrasyon sekillenmesine baglamislardir (Arffa 1997;
Wagoner 1997; Kaufman ve ark. 1998).

Kimyasal orjinli maddelerle ortaya ¢ikan yaralanmalarda;
okiiler yiizeyde, korneal opasite, epitelyal defekt, siddetli
agry, epifora ve blefarospazm gibi klinik bulgular
gozlenmektedir (Singh ve ark. 2013; Eslani ve ark. 2014).
Calismamizda birinci giinden sonra klinik muayenede ilk
dikkat ceken bulgular; korneal opasite, epitelyal defekt,
fotofobi, blefarospazm ve epifora olup literatiir bilgilerle
uyum saglamistir.

Literatiir bilgilerde korneal vaskiilarizasyonu ve kayiplarin
belirlenmesi amaciyla floresein boyasinin kullanimini
onermektedir (Wagoner 1997; Arican ve ark. 1998).
Calismamizda alkali yanik sonrasi gorme kaybinin dnemli
sebeplerinden biri olan korneal vaskiilarizasyon gruplar
arasinda Kklinik olarak gozlenmemistir.
Neovaskiilerizasyonun klinik olarak gdzlenmemesine
sebep kimyasal ajanin konsantrasyon ve miktarinin
diisiikliigiic ve korneal yiizeyde tutulan siiresinin az
olmasindan kaynakl oldugu diistinilmiistiir.

Ozon/oksijen karisiminin viicuda verilis yontemi gesitlilik
gostermektedir. Medikal ozonun uygulanis yontemleri
sistemik ve topikal olarak iki kisimda incelenebilir.
Sistemik uygulama yontemleri arasinda bulunan majoér
otohemoterapi, medikal ozonun en yaygin kullanilan
uygulama teknigidir (Diragoglu 2016). Ozonun verilis
siiresi haftada 2 kez olacak sekilde 8-12 kez yapilabilir
(Bocci 2006; Bocci 2007). Calismamizda medikal ozon,
sistemik uygulama yontemleri arasinda yer alan major
otohemoterapi ve lokal uygulama yontemleri arasinda
degerlendirilebilen subkonjunktival olarak uygulanmistir.
Sagaltim stiresi 3’er giin araliklarla toplamda 7 uygulama
seklinde gerceklestirilmistir. Kanda ¢6zdiiriilmiis ozon
oksijen  karisiminin  subkonjunktival uygulamasinin
korneal iyilesmede daha etkin oldugu belirlenmistir.

Lakrimal salgi, okiiler yiizeyin kurumasini engeller ve
gozdeki yabanci maddelerin disar1 atilmasini saglar.
Schirmer gozyasi testi kornea ve konjunktival
bozukluklarin tanisinda kritik 6neme sahiptir. Goézyasi
salgis1 6zel kagit seritler kullanarak dl¢iilmektedir (isler ve
ark. 2013). Calismamizda birinci giin saghkl géz yapisina
sahip 32 adet Yeni Zelanda tavsaninin sadece sag
gozlerinde yapilan Schirmer gozyas1 testi sonuglari
degerlendirildiginde, elde ettigimiz ortalama gozyasi
miktar1 (STT-1) 6.224+0.40 mm/dk olarak 6l¢iildii. Kog ve
ark. (2005), yapmis oldugu bir ¢alismada Yeni Zelanda
beyaz tavsanlarinda ortalama STT-1 degerleri 7.91+£3.56
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mm/dk, Abrams ve ark. (1990), yapmis oldugu baska bir
calismada normal goézyast miktar1 4.97+2.40 mm/dk
olarak bildirilmistir. Tim gruptaki deneklerin, 21 giin
icerisinde Schirmer gozyasl testi sonuglari
degerlendirildiginde; gruplari olusturan tiim deneklerde 3.
giinde istatiksel olarak anlam tasiyan yiikselme tespit
edildi (p<0.05). Bu ytikselmenin tiim gruptaki deneklerin
7. ve 21. gilinlerde de devam ettigi gorildi. Ancak
deneklerin gozyasi testi sonuglarimin  14. giinde
istatistiksel olarak anlam tasimayan degerlere c¢iktig1
gozlemlendi (p>0.05). Prekorneal gozyasi filminin en icteki
misin tabakasi konjunktival goblet hiicreleri ve korneal
epitelyal hiicreler tarafindan tretilir (Alkan ve ark. 2004).
Korneal epitelyal hiicrelerinin hasar gérmesine ragmen,
Schirmer gozyasi testi sonuglarinin 21 giin icerisinde belli
bir kurala bagl olmaksizin normal sinirlarin iizerine ¢ikip,
o siirin altina diisebilecegi goriildii. Baz1 yayinlar alkali
hasarin goblet hiicre sayisinda artis oldugunu
gostermektedir (Wagoner 1997). Korneal alkali yaniklarda
gbzyas1 miktarinda, uygulanan sagaltim ya da giinlere gore
bir genellemenin yapilamayacag1 diisiiniildii. Saroglu ve
Arikan (2002), yaptig1 deneysel bir calismada da korneada
olusturulan alkali hasar sonrasi okiiler yilizeyde goézyasi
tiretimindeki diizensizliklerin azalma ya da artma seklinde
olabilecegi belirtilmistir.

Epitel defektlerine bakildiginda 0. giin gruplar arasinda
istatistiksel agcidan anlaml farklilik yoktu. Ancak 3, 7, 14 ve
21. giinlerde ise istatistiksel a¢idan anlamh farklilik
gozlendi (p<0.05). Calismanin 21 giinliik stiresi boyunca
tlim gruplardaki hayvanlarda korneal erozyon alaninda
azalma oldugu gozlendi. Herhangi bir sagaltim
uygulanmayan kontrol grubunda korneal erozyon alani
sagaltim gruplarina kiyasla énemli oranda daha biiytik bir
ylzey alanina sahipti. Sagaltim gruplar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise istatistiksel ag¢idan anlamh farklhlik
gozlendi (p<0.05). Sagaltimin 3. ve 7. glinlerinde defekt
alaninda azalmanin en fazla M grubunda oldugu ve bu
durumun istatistiksel a¢idan anlamli oldugu belirlendi.
Diger gruplarin birbirleri arasindaki farklihgin istatistiksel
olarak anlam tasimadif1 gozlendi (p>0.05). Sagaltimin 14.
ve 21. giinlerinde kontrol ve sagaltim gruplar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamliydi. Sagaltim sonucunda
en hizli epitelyal iyilesme gozlenen grup M grubu idi.
fyilesmeyi sirasiyla O, S ve K grubunun takip ettigi
belirlendi.

Calismamizda sagaltim gruplar ile kontrol grubu arasinda
opasite acgisindan istatistiksel olarak anlaml fark yoktu.
21. giiniin sonunda M grubunun korneal opasite diger
gruplara gore bir miktar daha kiigiiktii. Subasi ve ark.
(2017), yaptiklar1 bir ¢alismada, korneada alkali yanik
olusturmus ve 18 giinliikk sagaltim sonrasinda Kkollejen
capraz baglama (CXL) ve kontrol grubu arasinda korneal
opasite acisindan anlaml bir fark saptamamigslardir.
Colombo-Barboza ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada,
alkali yanigin 15. giiniinde CXL ve kontrol grubu arasinda
korneal opasite yoniinden anlamli bir fark olmadigini
belirlemislerdir. Ancak ayni ¢alismanin 30. gliniinde CXL
grubunda, kontrol grubuna kiyasla korneal opasite anlaml
bir sekilde azaldigin1 géstermislerdir. Alkali yanik sonrasi
sekillenen korneal opasitenin sagaltiminda, ¢alismamiz ve
yapilan diger calismalar gostermektedir ki uzun dénem
sagaltim sonuglarina ihtiyag¢ vardir.

Kollajen lamellerin diizenli bir sekilde birbirine paralel
seyretmesi kornea saydamliginin devami i¢in gereklidir.
Stromal kalinlik artisi kollajen lamellerin yapisinin
bozulmasina ve korneal saydamligin kaybina neden olur
(He ve Bazan 2006; Maggs 2008; Altan ve Ogurtan 2017).
Calismada 21 giinliik sagaltim sonrasi, normal stromal

kalinliga en yakin olgular M grubunda olup, bu durumu
sirastyla O grubu ve S grubu takip etti. Diger gruplarla
kiyaslandiginda K grubunun en yiiksek stromal kalinliga ve
normalden en uzak degere sahip oldugu dikkati cekti.
Korneal opasitenin klinik ve istatistiksel sonugclari, korneal
stromal kalinhigin sonuglariyla paralellik gosterdi.

Histopatolojik incelemeler, alkali yanik olusturulduktan
sonra medikal ozonun farkli uygulama ydntemleriyle
sagaltimi uygulanan kornea dokularinda en yiiksek
derecede rejenerasyon ve iyilesme bulgularinin, M
grubuna ait olgularda gozlendigini gosterdi. Bu durumu O
grubuna ait olgularin kornea dokulari izledi. S grubuna ait
olgularin kornea dokularinda rejenerasyon ve reparasyon
faaliyetleri daha zayifti. Ancak en yiiksek derecede korneal
doku hasari K grubuna ait olgularda gézlendi.

Sonug olarak, calismamizda korneada sinirhi alkali yanik
olusturulduktan sonra yapilan klinik muayeneler ve
bunlarin istatistiksel sonuglari, histopatolojik bulgularla
uyum  gostermistir. Ozonun kanda ¢oziindirilip
subkonjunktival uygulamasi sonucu reepitelizasyonun en
yiksek ve opasifikasyonun alaninin diger tedavi
gruplarina gore daha kii¢iik ¢ikmasi, ozonun biyolojik
swvilarda kolayca ¢6ziiniir olmasi ve lokal uygulamalarinin
daha hizli bir iyilesme sagladigin1 gostermistir. Medikal
ozonun farkli yontemlerle uygulanan sagaltim teknikleri,
kornea alkali yamiga bagl olarak sekillenen Kklinik
bulgularin giderilmesinde etkili bir sagaltim yontemi olup
medikal ozonun elde edilmesi ve kullanimimin kolay
olmasi, mevcut noninvaziv sagalim secenekleri arasinda
yer almasi gerektigi kanisina varilmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu ¢alisma icin herhangi bir ¢ikar catismasi
olmadigini beyan ederler.
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