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OZET

KORNEA YARALARINDA ROSMARINIK ASITIN IYILESME UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

Bayir B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veterinerlik

Cerrabhisi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2026.

Amag: Geleneksel tedavi yaklagimlari 6ncelikle yeniden epitelizasyonu desteklemeyi ve ikincil
enfeksiyonlar1 6nlemeyi amaglar; ancak etkinlikleri genellikle inflamasyonun yetersiz kontrolii
ve okiiler yiizeyde optimal olmayan tutunma siiresi ile sinirlidir. Bu nedenle, sadece epitel
onarimini hizlandirmakla kalmayip ayni zamanda inflamatuar yanitt modiile eden ve ilag
biyoyararlanimini artiran yeni lokal ajanlar gelistirmeye yonelik artan bir ilgi vardir. Bu nedenle
sunulan tez ¢alismasinda, rosmarinik asitin kornea yara iyilesmesindeki etkisinin arastirilmasi

amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, toplamda 51 adet olmak iizere, eriskin disi Sprague-Dawley
rka rat kullanilmistir. Kontrol, kitosan ile rosmarinik asit+kitosan olmak iizere ii¢ grupta toplam
51 gozde korneal hasar olusturulmustur. Deneme modelindeki ratlarin sol goziinde 3 mm
capinda korneal yara olusturma islemi gergeklestirilmistir. Ratlarda korneal hasar
olusturulduktan sonra 0,12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84. saatlerde floresein boyama yapilarak kobalt
mavisi 151k altinda fotograf ¢ekilmistir. Kornea yaralarinin fotograflar cetvel, slit lamp ve
kamera yardimiyla goriintiilenmistir ve bilgisayar ortamina aktarilmistir. Image J programi
kullanilarak lezyonun g¢eperi poligon yontemi ile isaretlenerek um? cinsinden olgiiliip
kaydedilmistir. 36. ve 84. saatlerde Otenazi yapilip histopatolojik inceleme icin Grnekler

alinmustir.

Bulgular: Yapilan ¢alismada, es boyutta olusturulan lezyonlarda 12., 24., 36., 48., 60., 72. ve
84. saatlerde rosmarinik asittkitosanin daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Ayrica,
gerceklestirilen histopatolojik incelemeler sonucunda da rosmarinik asit+kitosan karigiminin

istiin bagar1 gosterdigi belirlenmistir.



Sonuglar: Bu ¢alismanin bulgulari, rosmarinik asittkitosanin lokal uygulamasinin deneysel
kornea epitel yara iyilesmesinde dnemli bir terapotik avantaj sagladigini agik¢a gostermektedir.
Hem kontrol hem de yalnizca kitosan uygulanan gruplarla karsilagtirildiginda, kombine
formiilasyonun daha hizli yara kapanmasina, degerlendirilen tiim zaman noktalarinda lezyon
boyutunda belirgin azalmaya ve klinik iyilesme sonuglarinda iyilesmeye yol agtifi
belirlenmistir. Bu sonuglar, uygun bir tasiyici sistem araciligiyla uygulanan rosmarinik asidin

epitel rejenerasyonunu hizlandirmada kritik bir rol oynadigin1 dogrulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kornea, hidroksibenzoatlar, kitin, goz yaralanmasi, doku rejenerasyonu
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ROSMARINIC ACiD ON HEALING IN
CORNEAL WOUNDS

Bayir B. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Veterinary

Surgery, Master Thesis, Aydin, 2026.

Objective: Conventional treatment approaches primarily aim to support re-epithelialization and
prevent secondary infections; however, their effectiveness is often limited by inadequate control
of inflammation and suboptimal retention time on the ocular surface. Therefore, there is
increasing interest in developing novel topical agents that not only accelerate epithelial repair
but also modulate the inflammatory response and enhance drug bioavailability. In this thesis

study, it was aimed to investigate the effects of rosmarinic acid on corneal wound healing.

Materials and Methods: In this study, a total of 51 adult female Sprague-Dawley rats were
used. Corneal injury was induced in 51 eyes divided into three groups: control, chitosan, and
rosmarinic acid+chitosan groups. A 3 mm diameter corneal wound was created in the left eye
of each rat. Following corneal injury induction, fluorescein staining was performed at 0, 12, 24,
36, 48, 60, 72, and 84 hours, and photographs were taken under cobalt blue light. Corneal
wound images were obtained using a ruler, slit lamp, and camera and transferred to a computer
environment. Using the Image] software, the lesion margins were marked with the polygon
method, measured in pm?, and recorded. At the 36th and 84th hours, euthanasia was performed

and samples were collected for histopathological examination.

Results: In the present study, the rosmarinic acid+chitosan was observed to be more effective
in lesions of equal size at the 12th, 24th, 36th, 48th, 60th, 72nd, and 84th hours. Furthermore,
histopathological examinations also demonstrated superior outcomes in the rosmarinic

acid+chitosan group.

Conclusions: The findings of this study clearly demonstrate that local application of rosmarinic
acid+chitosan provides a significant therapeutic advantage in experimental corneal epithelial

wound healing. Compared with both the control and chitosan-only groups, the combined

xii



formulation resulted in faster wound closure, significant reduction in lesion size at all evaluated
time points, and improved clinical healing outcomes. These results confirm that rosmarinic
acid, when administered through an appropriate carrier system, plays a critical role in

accelerating epithelial regeneration.

Keywords: Cornea, Hydroxybenzoates, Chitin, Eye Injuries, Tissue Regeneration
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1. GIRIS

Gozler 15181 yakalayabilir, ayarlayabilir ve yalnizca beynin ¢ozebilecegi bir kimyasal koda
dontistiirebilir. Goziin dis kismini olusturan tabaka korneadir. Kornea, diizgiin ve saydam olup,
konveks dis yiizeye ve konkav i¢ yiizeye sahip damar i¢cermeyen bir dokudur. Bu tabakanin
temel amaci, goz igindeki yapilart korumak ve 15181 retina {izerine iletmek ve odaklamaktir.
Kornea, ayn1 zamanda yapisal bir bariyer gérevi goren, gozleri enfeksiyonlara ve diger zararl
partikiillere kars1 koruyan, goz i¢in uygun bir 6n kirici ylizey saglayan ve goziin kirma giiciiniin

ticte ikisine katkida bulunan bir bag dokudur (Balyen, 2022; Zhu ve digerleri, 2012).

Kornea tizerindeki cesitli etkiler; fiziksel yaralanmalar, kimyasal yaniklar, inflamasyon ve
hastaliklar doku hasarina yol acar (Chandran ve digerleri, 2024). Korneanin doku biitiinliigliniin
bozulmasiyla kornea yaralari olusur. Geleneksel tedavi yaklagimlari Oncelikle yeniden
epitelizasyonu desteklemeyi ve ikincil enfeksiyonlart dnlemeyi amaglar; ancak etkinlikleri
genellikle inflamasyonun yetersiz kontrolii ve okiiler yiizeyde optimal olmayan tutunma siiresi
ile smirlidir. Bu nedenle, sadece epitel onarimin1 hizlandirmakla kalmayip ayni zamanda
inflamatuar yanit1 modiile eden ve ilag biyoyararlanimini artiran yeni lokal ajanlar gelistirmeye

yonelik artan bir ilgi vardir.

Rosmarinik asit (RA), Lamiaceae alt familyasina ait tiirlerde bulunan ve ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip, dogal olarak olusan bir polifenoldiir. Rosmarinik asidin pek cok biyolojik
aktivitesi tanimlanmistir, bunlar arasinda antioksidan, anti-inflamatuar, antibakteriyel ve
antiviral etkiler yer almaktadir (Ferreira ve digerleri, 2015; Vieira ve digerleri, 2020).
Antioksidan bilesikleri igin en iyi tastyict kitosandir. lyilesme siirecini hizlandirdigina, tedavi
frekansini ve agriy1 azalttigina, yara yiizeyini koruduguna dair ¢caligmalar vardir (da Silva ve
digerleri, 2016; Ishihara ve digerleri, 2002; Okamoto ve digerleri, 1995; Wang ve digerleri,
2008).

Yapilan literatiir taramalarinda kornea yaralarinda lokal ajan olarak kullanilmamasi ve
yiiksek biyoyararlanimli bir ajan olmasi sebebiyle bu ¢alismanin gerekli oldugu 6ngériilmiistiir.
Bu amagla bu tez ¢alismasinda rosmarinik asit+kitosan karisiminin kornea yaralarinda etkisi

arastirilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kornea Anatomisi

Kornea, goz kiiresinin fibroz tabakasinin 6n segmentini olusturan, saydam bir yapidir
ve 15181n retina iizerine odaklanmasinda onemli bir rol oynar. Lensle beraber goziin kirma

giicline etki eder (Asbell ve Brocks, 2010; Gelatt, 2021). (Y1l sirasina gore)

Kornea damarsiz yapida olup beslenmesini akéz hiimor ve prekorneal gozyasi filmi
aracilifryla saglar. Dis ortamdan korunmasi ise goz kapaklar1 ve tligiincli goz kapag gorev alir.
Kornea, sklera ve bulbar konjonktivanin birlestigi noktaya limbus denir. Evcil tiirlerde
korneanin yatay capi dikey c¢apindan daha biiyiiktir. Bu fark o6zellikle biiyiik otobur
hayvanlarda belirgindir. Kornea, eliptik bir sekle sahip olup yatay ¢ap1 dikey captan daha
uzundur. Képek ve kedilerde bu ¢aplar arasindaki fark oldukga kiiciiktiir ve bu nedenle kornea

neredeyse dairesel bir goriiniim saglar (Gelatt ve Plummer, 2022; Gould ve McLellan, 2014).

Bowman

Tabakasi
Stroma

Dessement
Membran
Endotel

Sekil 1. Kornea anatomisi (Esson ve Calvarese, 2022)



2.2. Kornea Katmanlari

Kornea, epitel tabakasi (epithelium anterius), on sinirlayict lamina veya Bowman
tabakas1 (lamina limitans anterior), Substantia propria veya stroma tabakasi, arka smirlayici
lamina veya Dessement membrani (lamina limitans posterior) ve endotel tabakasi (epithelium
camerae anterioris) olarak bes tabakadan olusur. Kornea katmanlarimin her biri, kornea
fonksiyonunu ve homeostazini saglar. Yaralanmaya verdigi tepkiyi etkileyen kendine 6zgii

fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptir (Asbell ve Brocks, 2010; Konig ve Liebich, 2020).

2.3. Epitelium Anterioris Kornea (Kornea Epiteli)

Yiizey ektodermi, goz kapagi ve konjonktiva epiteli ile ortak bir embriyolojik kdkene
sahip olan kornea epitelini olusturur. Piirlizsiiz, berrak ylizeyi olusturmaya yardimci olan,
tizerindeki gozyas: filmiyle birlikte bu diizen igerisindeki bu hiicrelerdir. Epitel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar, mikroplarin ve s1vinin kornea stromasina girisini onlemeye yardimci
olur. Epitel hiicreleri, bazal limbal kok hiicreler tarafindan siirekli olarak olusturulur (Asbell ve

Brocks, 2010; DelMonte ve Kim, 2011; Haradhan Chowdhury ve digerleri, 2021).

Kornea epiteli, kornea kalinliginin yaklagik dokuzda birini olusturur. Kornea epitel,
evcil etoburlarda yaklagik 2540 pm kalinligindadir ve ruminantlarda iki ila dort kat daha
kalindir (Gelatt ve Plummer, 2022; Gould ve McLellan, 2014).

U¢ katmandan olusur; skuaméz hiicre katmani, kanat hiicre katmani, bazal hiicre
katmani. Bazal hiicreler, diiz bir tabana ve kubbe bicimli bir apekse sahip, uzun, silindirik
hiicrelerdir. Hiicreler sikisik bir sekilde dizilmis olup, bu nedenle apikal boélgede bulunan
cekirdekler genellikle iki veya alternatif katmanlar seklinde bulunurlar. Mitoz bdoliinme,
yalnizca bazal hiicrelerde veya bazal hiicrelerin hemen istiindeki hiicrelerde vardir. Komsu
hiicre yiizeylerinde ¢ok sayida desmozomal baglantiya sahip kiiciik girinti ve cikintilar

bulunmaktadir (Hogan ve digerleri, 1971; Shively ve Epling, 1970).

Kanat hiicreleri, bazal hiicrelerin yiizeyinde yer alan poligonal sekilli hiicrelerdir. Kanat
hiicreleri, tiire ve korneadaki konuma baglh olarak, kalinlikta iki veya ii¢ katmandan birkag

katmana kadar degisir. Bu katmanlar, kolumnar bazal hiicreler ile daha ylizeyel skuamoz



hiicreler arasinda bir gecis bolgesi olusturur. Birkag katman yassilasmis yiizeyel skuamoz hiicre

vardir (Gelatt, 2021).

2.4. Lamina Limitans Anterior (Bowman Tabakasi)

On stroma ile siirekli olan rastgele dizilmis kollajen liflerinden olusur. Bu tabaka
agirlikli olarak tip I ve III kolajeni igerir. Bowman tabakasi, korneanin seklini korumaya
yardimci olur ve travmalara kars1 da direnglidir. Bowman katmani genellikle hiperboliktir ve
bu durum goziin optik performansini etkileyebilme potansiyeline sahiptir. Epitelin aksine, yok
edildikten sonra yeniden olusma 6zelligine sahip degildir ve yaralanma sonrasinda fibrotik bir

skar doku olusturabilir (Ehlers ve Hjortdal, 2005; Gandhi ve Jain, 2015).

2.5. Substantia Propria Kornea (Stroma)

Kornea stromasi, kornea endoteli, 6n kamara, 6n iris stromast, siliyer kas ve iridokorneal
acinin ¢cogu ile ortak bir embriyolojik kdkeni paylasan mezenkimal noral krest hiicrelerinden
kaynaklanir. Kornea stromasi, korneanin yapisal cercevesinin biiyilk kismini saglar ve

kalinligiin kabaca %80 ila %85'ini olusturur (DelMonte ve Kim, 2011).

Stromal yapi, kollajen dokudan olusan saydam lamellalardan meydana gelir ve bu
lamellalar tabakalar halinde uzanarak kolaylikla planlara ayrilabilir. Lamellalar arasinda sabit
hiicreler ve seyrek olarak goriilen dolasan hiicreler bulunur. Sabit hiicreler, keratosit olarak
adlandirilan fibro sitelerdir ve uzantilari stromal lamellalarin olusumu ve devamliligina katkida
bulunur. Keratositler ince c¢ekirdeklere, belirgin olmayan sinirlara ve hassas hiicre
membranlarina sahiptir. Lens liflerine benzer sekilde bu hiicreler, doku saydamligini
kolaylastirdigr disiiniilen kristalinler igerir. Derin korneal hasar meydana geldiginde
keratositler myofibroblastlara doniisebilir ve saydam olmayan skar dokusu olusturabilir.
Korneal epitelyumun iyilesmesi goreceli olarak hizlidir, buna karsin genis stromal defektlerin
yenilenmesi haftalar hatta aylar siirebilir (Gelatt ve Plummer, 2022; Jhanji ve digerleri, 2021;

Spreull, 1966).



2.6. Lamina Limitans Posterior (Dessement Membran)

Dessement membrani, endotelin hiyalin bir bazal membranidir. Tip IV ve VIII
kollajenden olusur. Bir hayvanin yagsami boyunca stirekli olarak tiretilir ve bu nedenle kalinligi
yasla birlikte artar. Klinik olarak Dessement membrani elastik 6zellikler gosterse de gercekte
kollajen fibrillerinden olusur. Dessement membraninda lineer yirtiklar gelisebilir ve bunlar
klinikte Haab ¢izgileri olarak goriilebilir (Bergmanson, 2019; Gandhi ve Jain, 2015; Haradhan
Chowdhury ve digerleri, 2021; Lim, 2023).

Dessement membrani, stromal kaybin tamamen oldugu ¢ok derin kornea iilserlerinde
aci8a cikar (dessemetosel). Floresein tutmadigi ve 6dem oldugu, kan damarlar1 veya beyaz kan
hiicreleri ile infiltre olmadig1 i¢in (¢evresindeki kornea stromasi gibi), derin bir kornea iilserinin
koyu, seffaf ve bazen disa dogru kabaran tabani olarak goriiniir (Gelatt ve digerleri, 2022;
Maggs ve digerleri, 2018).

2.7. Endotelium Kamera Anterioris (Kornea Endoteli)

Endotelyum, tek bir hiicre tabakasindan olugur. Her hiicre altigen seklindedir. Yas
ilerledik¢e hiicre say1s1 azalir. Bir kez zarar goren bu hiicreler yeniden olusmaz. Endotelin temel
gorevi, korneadaki fazla siviyr 6n kamaraya pompalamak ve ¢oziinen maddeler ile besinlerin
korneanin ylizeyel tabakalarina gecisini saglamaktir; bdylece korneanin hidrasyonunu ve
beslenmesini diizenler. Bu durum, korneanin hafif dehidrate halde tutulmasi ve optik
saydamligin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan “pompa-kacak hipotezi” olarak adlandirilir (Gandhi

ve Jain, 2015; Gould ve McLellan, 2014; Mitchell ve Oliver, 2015).

2.8. Kornea Kalinhg:

Kornea ¢ap1 degerleri hayvan tiirlerine gore degisir. Ornegin, kopeklerde kornea gap1
12.5 x 17 mm’dir; kornea kalinligi merkezde 0.73-0.95 mm ve g¢evrede 0.6—0.8 mm'dir.
Kopeklerde, kornea epitel tabakasi 0.08 mm ve stroma 0.5-0.6 mm kalinligindadir; bu da tiim

kornea kalinliginin %90'n1 olusturur (Akin ve Samsar, 2005).



Kornea kalinligy; tiirler, irklar, bireyler ve konum (yani merkezi karsilik ¢cevresel kornea)
arasinda degisir. Cogu evcil hayvanda 1 mm'den az kalindir. Kornea kalinlig1 ayrica yastan ve
giiniin saatinden de etkilenir. Kornea kalinlig1 kopek, kedi ve atta yasla birlikte anlaml1 6l¢iide

artar (Gelatt ve Plummer, 2022).

2.9. Gozyas:1 Film Tabakasi

Gozyast filmi, okiiler ylizeyi orter ve ¢evresel etkenlere karst koruma saglamak, okiiler
yiizeyi nemli tutmak, 15181n kirtlabilmesi i¢in diizgiin bir optik ylizey olusturmak ve konjonktiva
ile avaskiiler korneanin sagligini stirdiirmek agisindan hayati dneme sahiptir. Gézyasinin pH’1
ortalama 7,45’tir. Gozyas1 filmi kavramsal olarak {i¢ ana tabakadan olusur: i¢te miisin, ortada
akdz, dista ise lipid tabakasi (Chang ve Boonkit, 2023; Davidson ve Kuonen, 2004; Dubielzig
ve digerleri, 2010).

Miisin tabaka, ozellikle alt konjunktival kesede yogunlasan, konjunktivada bulunan
goblet hiicreleri tarafindan salgilanir. Bu tabakanin, gézyasi film tabakasinin korneal yilizeye
yapigsmasint sagladigi diistiniilmektedir. Mukuslar membrana bagli olarak smiflandirilir.
Membrana bagli mukuslar, yiizey epitel hiicrelerinin mikropililerinin kenarlarinda bulunur ve
epitel-gozyas1 filmi arayliziinde yogun bir glikokaliks olusturur. Bu yapi, patojen
penetrasyonunu engeller ve akoz tabakanin biitiinliigiinii gliglendirir. Sekretuar mukuslar ise
debris uzaklastirilmasina, sivinin yerinde tutulmasina ve savunma molekiillerinin baglanmasina

yardimci olur (Gould ve McLellan, 2014).

Akoz tabaka, lakrimal ve tliclincli gbz kapagina ait bezler tarafindan iiretilir ve gézyasi
film tabakasinin biiyiik kismini olusturur. Su, elektrolitler, glukoz, tire, yilizey aktif polimerler,
glikoproteinler ve gozyasi proteinlerinden meydana gelir. Gozyasi proteinleri arasinda
sekretuvar immiinoglobulin (Ig)A, IgG, IgM, albiimin, lizozim, laktoferrin, lipokalin,
epidermal biliylime faktorii, doniisiimleyici biiyiime faktorleri ve interlokinler bulunur

(Davidson ve Kuonen, 2004; Doughty, 2002; Gould ve McLellan, 2014).

Lipid tabakasi (meibum), gézyas: filmini stabilize ettigi ve evaporatif kayb1 azalttig1
diisiiniilen katmandir ve meibomian bezleri tarafindan {iretilir. Meibumun lipid bilesenleri
arasinda monoesterler, sterol esterlert, trigliseritler, serbest steroller, serbest yag asitleri ve polar

lipidler yer alir. Lipid tabaka, diizglin bir optik ylizey gorevi goriir, gdzyas1 filminin yiizey



gerilimini azaltir, buharlasmay1 yavaslatir (Gould ve McLellan, 2014; Pflugfelder ve Stern,
2020).

2.10. Kornea Fizyolojisi

Kornea, hiicresel ve hiicresel olmayan bilesenlerden olusur. Hiicresel bilesenler epitel
hiicreleri, keratositler ve endotel hiicrelerini igerir. Hiicresel olmayan bilesenler arasinda
kolajen ve glikozaminoglikanlar bulunur. Normal kornea, fizyolojik olarak kilcal damarsiz ve
optik olarak seffaf bir doku olup optimal gérme fonksiyonunu destekler. Normal korneada kan
damarlar1 bulunmaz; bu o6zellik, korneanin anatomisindeki bazi diger yapisal faktorlerle
birlestiginde, bu dokunun seffaf olmasindan sorumludur. Saglikli bir kornea 15181 iletir ve 151k
1sinlarin1 mercek aracilifiyla retinaya odaklamak icin kirict bir ortam gorevi gorerek goziin

kirilma giicliniin tigte ikisini saglar (Mohan ve digerleri, 2022; Sridhar, 2018).

2.11. Kornea Reaksiyonlari

2.11.1. Kornea Odemi

Kornea ddemi, kornea boyunca sivi tasiniminin bozulmasina bagli olarak gelisen asiri
korneal hidrasyon durumudur. Epitel 6deminde s1v1 6nce bazal hiicreler i¢inde, ardindan epitel
hiicreleri arasinda birikerek mikrobulalarin olusmasina neden olur; sonunda siv1 bazal hiicre
tabakasinin altinda birikir ve kornea yiizeyini yukari dogru kaldirarak bullalarin olusumuna yol
acar. Endotelyal disfonksiyon, korneal hipoksi ve artmis goz i¢i basinci, kornea 6deminin en
yaygin nedenleridir. Stromal infiltrasyon ve inflamasyon da kornea 6demine sebep olabilir

(Moore, 2003; Potter ve digerleri, 2008).

Epitelde meydana gelen herhangi bir hasar veya epitel kaybi, lokalize 6deme yol acar;
ancak bu 6dem genellikle gegcicidir ¢linkii epitel hizla yeniden olusur. Buna karsilik, endotel
hasar1 ¢cok daha ciddi sonuglara neden olur; endotel hiicrelerinin siirli rejeneratif kapasitesi
nedeniyle belirgin ve ¢cogu zaman kalic1 saydamlik kaybi ortaya cikar (Agrawal ve digerleri,

2003; Martin ve digerleri, 2019).



2.11.2. Kornea Vaskiilarizasyonu

Kornea normalde kan damari igcermez; ancak ¢esitli kronik patolojik siireglere yanit
olarak ve ozellikle damarlanmis stromal iyilesme sirasinda damarlar korneal stromaya invaze
olur. Kornea stromal vaskiilarizasyonu, kornea yaralanmasi veya iltihabina karsi spesifik
olmayan bir tepkidir (Maggs ve digerleri, 2018).

Korneal vaskiilarizasyon yiizeysel, derin veya her ikisi birden olabilir. Yiizeysel
damarlar stromanin 6n tigliisiinde bulunur ve “aga¢ benzeri” goriiniirler; yani limbus iizerinde
tek bir damar olarak baslar ve kornea igerisinde genis bigimde dallanirlar. Cok yiizeysel
damarlar, konjonktival dolasimla devamli olduklarindan limbusu caprazlarken goriilebilirler.
Derin intrastromal damarlar ise daha ¢ok “¢it benzeri” goriiniir; yani daha kisa ve daha diiz olup
daha az dallanirlar ve boya fircast darbelerine benzerler. Limbusun altindan ¢ikiyormus gibi
goriiniirler ¢linkii siliyer dolasimla devamlidirlar (Agrawal ve digerleri, 2003; Kamil ve Mohan,

2021).

2.11.3. Korneada Graniilasyon Dokusu (Skar)

Kornea iizerindeki cesitli etkiler; fiziksel yaralanmalar, kimyasal yaniklar, inflamasyon
ve hastaliklar, doku hasarina yol acarak dokuyu daha fazla zarardan korumak ve doku
biitiinliigii ile fonksiyonlarini yeniden saglamak amaciyla karmasik bir inflamatuvar ve fibrotik
doku yanit1 ile doku yeniden yapilanmasi ve iyilesme siireclerini tetikler. Doku yeniden
yapilanmasi esas olarak, yara bolgesini kapatmak ve alttaki dokuyu enfeksiyon ile ek hasardan
korumak icin yeni bir ekstraseliiler matriksin (ESM) iiretilmesini icerir. ESM bilesenlerinin
asirt birikimi ve matris yeniden sekillenmesi, korneal opasitelere yol acarak sonugta 1s1k
gecisini engelleyen ve gérme bozukluguna neden olan skarli bir kornea ile sonuglanir. Yiizeysel
ve hafif skarlar birkac¢ ay i¢inde iyilesebilir ve gorme geri kazanilabilir; ancak derin veya ciddi

skarlar genellikle kotiilesir ve korneal korliikle sonuglanir (Chandran ve digerleri, 2024).



2.11.4. Kornea Pigmentasyonu (Melanosis)

Kornea melanozisi, siklikla klinik bir taniymis gibi pigmenter keratit olarak adlandirilsa
da ger¢ekte kornea melanozisi yalnizca kronik korneal irritasyonun her biri farkl tedavi ve
prognoza sahip ¢ok cesitli nedenlerden kaynaklanabilen bir bulgusudur. Melanin tipik olarak
korneal epitelde ve bazen de anterior stromada birikir ve normalde limbusla sinirli olan
melanositlerin proliferasyonu ve santrifugal migrasyonu sonucunda ortaya ¢ikar. Klinik olarak
koyu kahverengi-siyah rengi ve olduke¢a belirgin sinirlari ile kolayca tanimlanabilir. Limbus ne
kadar yogun pigmentli ise, korneal melanosisin gelisme olasiligi ve siddeti de o kadar artar.
Kornea pigmentasyonu, keratokonjunktivitis sikka gibi mekanik, bagisiklik aracili ve gézyasi
filmi bozukluklar1 da dahil olmak {izere ¢esitli tahris edici uyaranlara bagli olarak korneada

olusan biyolojik bir yanittir (Anoop ve digerleri, 2015; Maggs ve digerleri, 2018).

2.11.5. Hiicresel Infiltrasyon

Kornea yaralanmasindan yaklasik 12-24 saat sonra, korneal stromaya inflamatuar
hiicrelerin girisi baglar. Bu inflamatuar hiicrelerin stromaya, limbal kan damarlarindan ve

muhtemelen gozyasi filminden gecer (Wilson ve digerleri, 2001).

Korneal stromanin inflamatuar hiicre infiltrasyonu, viicudun diger bolgelerinde beyaz
kan hiicrelerinin birikimine benzer sekilde goriiniir; yani nétrofiller baskin oldugunda irin
benzeri sarimsi-yesil bir renk degisikligi seklinde ya da siipiirasyonun daha az oldugu

durumlarda gri-beyaz bir bolge olarak izlenir (Maggs ve digerleri, 2018).

2.11.6. Korneal Yara Iyilesmesi

Kornea yara iyilesmesi karmasik bir siirectir; mekanizmalari ve altinda yatan genetik
kontrol tam olarak anlasgilamamuistir. Bu siireg, epitel hiicreleri, stromal keratositler, inflamatuar
hiicreler ve lakrimal bez hiicreleri tarafindan {iretilen ¢ok sayida biiyiime faktori, sitokin ve
proteazin entegre eylemlerini igerir. Herhangi bir yarayr onarmanin ilk asamasi, hasarl
dokunun uzaklastirilmasidir. Bunu, dokunun dogasina ve ugranilan hasarin derecesine bagl

olarak ya onarim ya da yenilenme takip eder. Son olarak, yara iyilesme siirecini durdurma



gerekliligi vardir, aksi takdirde her yaralanma kontrolsiiz biiyiimeye ve c¢ogalmaya yol

acacaktir. Bu siireclerin etkilesimi dokuya bagimlidir (Maycock ve Marshall, 2014).

Keratosit Apoptozu ve Nekro

Keratosit Proliferasyonu ve Migrasyé’hé@
O

Miyofibroblast Farklilasmasi ve Migrasyonu ﬁ

Enflamatuar Hiicre infiltrasyonu @/“)

Stromal Yeniden Sekillenéyi%

Epitelyal Yizey Kapanmasi

Miyofibroblast ve Enflamatuar Hiicre Apoptozu... %;g

Keratositin Normal Duruma Dénlisi. " e 4

Tablo 1. Kornea Yaras: lyilesme Siireci (Eraslan ve digerleri, 2009)

2.11.7. Epitel Katmanin Iyilesmesi

Kornea epiteli biiyiik bir rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Bir yaralanmanin ardindan,
lezyonun kenarindaki epitel hiicreleri dakikalar i¢inde kayarak hasarli bolgeyi 6rtmeye baglar
(migrasyon). Epitel hiicreleri defekti kapladiktan sonra mitoz gerceklesir (proliferasyon) ve ¢ok

katli epitel yiizeyi kademeli olarak yeniden olusturulur. Son asamada, hemidesmozomlar
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araciligiyla bazal membrana siki tutunma yeniden saglanir (adhezyon)(Maggs ve digerleri,

2018; Wilson, 2020).

Gecikme fazi, yara kenarindaki epitel hiicrelerinin gogii icin hiicrelerin ve okiiler
ylizeyin yeniden organize oldugu ilk hazirlik fazidir. Hasarli hiicreler apoptoza ugrar ve gozyasi
filmine dokiiliir. Fibronektin, hiicrelerin bu ¢iplaklagmis yiizey iizerinde kolayca kayabilecegi
gecici bir matris saglayarak go¢ asamasina yardimci olur. Yarali alandaki bazal hiicreler,
hemidesmozomlardan ayrilir; bu durum, ¢evrede zayif bir hiicre-substrat baglantisi olusturan
a6B4 integrininin dagilmasina neden olur. a6PB4integrini, tipik olarak sitoskeletal elementleri
alttaki Bazal membrana baglama islevi goriir. Adherens baglantilar1 ve gap baglantilar1 da
ayrisir. Gecikme fazi sirasinda, kademeli olarak hiicreler arasi baglantilar sokiiliir, hiicre-
substrat baglantilar1 zayiflar ve hiicre go¢ii igin gegici bir matris biriktirilir (Ghafar ve digerleri,

2021).

Migrasyon fazi, hasar gérmemis bolgeye komsu epitelyal hiicrelerin yassilasarak,
biitiinliiglinii koruyan tek bir tabaka halinde yaralanma alanimi o6rtmek iizere goc¢ etmesiyle
baslar. Oncii hiicreler, gegici matriks iizerinde ilerlerken epitelyal tabakay siiriikleyerek hareket
ettirir. Hiicreler, filopodiler olusturarak gbd¢ ederken, sitoskeletal kontraktil mekanizmalar
santripedal hiicre hareketini destekler. Hiicreler saatte 0,05 - 0,06 mm’lik sabit bir hizla go¢

eder ve bu siirecte mitotik aktivite gostermezler (Ghafar ve digerleri, 2021).

Hiicre proliferasyon fazi hiicresel proliferasyon, yara alaninin yeniden hiicrelerle
doldurulmas1 amaciyla daha sonra gerceklesir. Epitel yaralanmasimi takiben, dogal
deskuamasyon siirecinde bir duraklama meydana gelir; yara kenarina yakin hiicreler yaklasik
bir giine kadar boliinmeyi durdururken, yaradan belirli bir mesafedeki hiicrelerde hiicre
boliinme hizi artar. Mitotik bir dalga periferden yara alanina dogru ilerler ve yara iyilesip
epitelin normal kalinlig1 yeniden saglanana kadar devam eder (Dua ve digerleri, 1994; Lu ve

digerleri, 2001; Martin ve digerleri, 2019).

Bazal korneal epitel hiicreleri, ekstraselliiler matriksin ¢esitli bilesenlerine, membrana
bagli integrin reseptorleri aracilifiyla tutunur. Bunlar adezyon plaklar1 olarak adlandirilir ve
hiicrenin sitoskeletonunu, laminin ve tip I'V kollajen gibi korneal bazal membran proteinlerine
baglar. Hiicre i¢i aktin, vinculin, talin, a-aktin, fimbrin ve ge¢ faz aktivasyonu (GFA) integrin
ailesi gibi hiicre ylizey adezyon molekiilleri araciligiyla baglantilar olusturabilir (Maycock ve

Marshall, 2014).
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Hemidesmozomlarin yoklugunda, hiicre i¢i aktin, vinkulin, talin, a-aktin, fimbrin ve ¢ok
gec aktivasyon integrinleri ailesi gibi ¢esitli hiicre yiizeyi adezyon molekiilleri araciligiyla bu
tir baglantilar1 medyator olarak saglayabilir. Bu molekiiller, fibronektin, laminin ve bazal

membranin diger bilesenleri i¢in reseptor gorevi goriir (Dua ve digerleri, 1994).

Fokal baglantilar ilk olarak lamellipodlar ve filopodlar araciligiyla olusturulur. Bunlar,
hiicre i¢i kontraktil mekanizmalar art¢1 hiicreleri 6ne dogru ¢ekerken gegici bir tutunma saglar.
Fibrin ve fibronektin, epitel hiicrelerini plazminojen aktivatorii salmaya uyarir. Bu enzim,
plazminojeni plazmine doniistiirlir; plazmin ise hiicre-substrat adezyonlarini lizise ugratarak
hiicrelerin ilerlemesine ve yeni adezyonlar olusturmasina olanak tanir. Bu dongii, yara kapanip
hiicre gocii sonlanana kadar tekrarlanir. Bazal lamina saglam ise, hemidesmozomlar yaklasik
bir hafta i¢inde olusur. Bazal lamina uzaklastirilmigsa, hemidesmozomlarin yeniden olusumu
¢cok daha yavastir. Bu nedenle, bazal laminanin kaybedildigi durumlarda epitel uzun siire
yeniden hasara agik halde kalir; ¢iinkii epitelin bazal laminaya tutunmasi, stromaya adezyon
icin kritik dneme sahiptir (Dua ve digerleri, 1994; Dua ve Forrester, 1987; Martin ve digerleri,

2019).

2.11.8. Stromal Katmanin lyilesmesi

Stromal onarim, epitelin onarimina gore daha yavas gergeklesir ve ¢ofu zaman
tamamlanmas1 aylar siirebilir. Stromal onarim, vaskiiler biiyiime, pigment migrasyonu ve
diizensiz bir sekilde kolajen rejenerasyonu ile eslik edebilir. Stromal kollajen, iki
mekanizmadan biri (veya her ikisi) araciligiyla degistirilebilir. Basit (ylizeysel, non-enfeksiyoz
ve akut) stromal yaralar, genellikle avaskiiler iyilesme gecirir; bu siiregte “dinlenme halinde”
olan stromal keratositler aktive olarak fibroblastlara doniisiir ve ¢evresindeki ekstraseliiler
matriks ile birlikte kollajen sentezleyebilirler. Buna karsilik, komplike (derin, enfekte veya
kronik) korneal stromal lezyonlar genellikle vaskiilarize olmus iyilesme gerektirir (Jhanji ve

digerleri, 2021; Maggs ve digerleri, 2018; Wilkie ve Whittaker, 1997).
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2.11.9. Endotelyum Iyilesmesi

Kornea endoteli, korneanin en i¢ tabakasidir ve basit kiiboidal hiicrelerin tek bir
katmanindan olusur. Stromay1 goreceli bir dehidrasyon durumunda tutarak stromal seffaflig
korur. Yaralandiginda, kornea endoteli mevcut hiicrelerin gocii ve biiyiimesi yoluyla iyilesir.
Stromada keratositlerin 6liimiine neden olan IL-1, endotelyal iyilesme sirasinda hiicre gociinii

artirir. Yaralanan endotel, arka stromada keratosit apoptozuna yol agar (Kamil ve Mohan, 2021).

2.12. Kornea Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

2.12.1. Yas ve Beslenme

Yaslanma ile korneada iyilesmenin arasinda dogru orant1 vardir. Yaglanma iyilesmeyi
geciktirir. C vitamini ve A vitamininin iyilesmeye etkisi gozlenmistir (Dua ve Forrester, 1987;

Jhanji ve digerleri, 2021).

2.12.2. Travma

Travmalarin etkisi, ylizeysel korneal abrazyonlardan daha siddetli laserasyonlara veya
perforasyonlara kadar degisebilir. Travmanin derecesi, artan sitokin salinimi ve onarim
sistemini baglatan bagisiklik hiicresi infiltrasyonu ile birlikte enflamatuar yaniti belirler

(Chandran ve digerleri, 2024).

2.12.3. Enfeksiyon

Enfeksiydz nedenler arasinda bakteriyel, viral, fungal ve protozoal ajanlar yer alir.
Enfeksiyoz etiyolojilerden kaynaklanan kornea {ilserleri, ilerleyici stromal hasara yol agabilir.
Patojenler tarafindan tetiklenen enflamatuar yanitlar, doku hasarimi siddetlendirerek yara
tyilesme siirecine karmasiklik katmanlar ekleyebilir. Enfeksiyonu durdurmak ve kornea

seffaflign {izerindeki etkiyi en aza indirmek i¢in zamaninda teshis ve hedefe yonelik
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antimikrobiyal miidahaleler hayati 6nem tasir. Siddetine bagli olarak, enfeksiyona bagli kornea
skarlagmasi, {ilserin tamamen iyilesmesinden sonra bile kalic1 olabilir. Enfeksiyonun neden
oldugu kornea vaskiilarizasyonu (damarlanmasi), kornea nakli sonrasi greft reddi riskini

artirabilir (Chandran ve digerleri, 2024; Dubielzig ve digerleri, 2010).

2.12.4. Yang

Inflamasyon; 6zgiin uyaranin siirmesi, belirgin ve uzun siireli doku yikimi, yabanci
cisim varlig1 veya bozulmus kanlanma ile kronik hale gelir. Kronik inflamasyon siklikla
ekstidatif ve proliferatiftir, haftalar i¢cinde gelisir ve onarim siireciyle i¢ i¢e gecer. Lenfosit ve
plazma hiicresi infiltrasyonu, kronik hastaligin ayirt edici 6zelligidir ve immiin aracili bir siireci
diisiindiiriir. Kalic1 yabanci cisim varliginda bolgede dev hiicreler ve anormal skar dokusu
gozlenir. Yangiyr bastirmak amacli kullanilan lokal steroidler onemli diizeyde iyilesmenin
gecikmesine neden olur. Korneadaki laserasyondan sonra bolgeye hiicum eden yangi
hiicrelerinin yaranin onarimi yani sira iyilesme {izerine olumsuz etkileri de olabilmektedir

(Gelatt, 2021; Maggs ve digerleri, 2018).

2.12.5. Vaskiilarizasyon

Korneanin damar igermeyen yapisinin korunmasimin, pro-anjiyojenik ve anti-
anjiyojenik faktorlerin aktiviteleri arasindaki bir dengeyi igeren aktif bir siire¢ vardir. Cesitli
inflamatuar, enfeksiydz, dejeneratif veya travmatik bozukluklar neovaskiilarizasyona yol

acabilir (Maycock ve Marshall, 2014; Roy ve digerleri, 2008).

2.12.6. Fibronektin

Fibronektin, hiicre dis1 matrisin diizenlenmesine ve homeostazinin korunmasina
yardimc1 olan bir glikoproteindir. Fibronektin, hiicrelerin bolgede kolayca kayabilecegi ciplak
yiizey tizerinde gegici bir matris saglayarak go¢ fazina yardimci olur (Ghafar ve digerleri, 2021;

Mayer ve digerleri, 2013).
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2.12.7. Gozyasimn Etkisi

Gozyasi filmi, gz yiizeyini kaplar ve gozii ¢cevresel etkenlerden korumak, goz yiizeyini
nemlendirmek, 151k kirilmasi i¢in piiriizsiiz bir ylizey saglamak ve konjonktiva ile damarsiz
korneanin sagligin1 korumak i¢in gereklidir. Korneadaki yiizeyel hiicrelerin gozyasi filmine
dokiilerek uzaklastirilmasinin senkronize bir sekilde gerceklesmesi, korneal homeostazin ve
yara iyilesmesinin dinamik dengesine katkida bulunur (Chang ve Boonkit, 2023; Ghafar ve

digerleri, 2021).

2.12.8. ila¢ uygulamalari

Lokal antibiyotikler, korneal yaralanmalarin yonetiminde temel bir tedavi yaklagimidir.
Florokinolonlar gibi ajanlar; hizli etki baslangiglar1 ve bakterilere karsi genis spektrumlu
etkinlikleri nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Lokal uygulama avantaji ve minimal sistemik
yan etkiler, bu ajanlari erisilebilir ve kullanimi1 kolay hale getirmektedir. Bununla birlikte, asir
kullanimlar1  antibiyotik direncine yol agabilmektedir. Ayrica stromal tabakalara
penetrasyonlarinin sinirl olabilmesi nedeniyle, sekonder enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve okiiler
mikrobiyomun hassas dengesinin korunmasi acgisindan dikkatli klinik izlem gereklidir
(Chandran ve digerleri, 2024b; Dang ve digerleri, 2022; Qazi ve digerleri, 2010; Tafti ve
digerleri, 2025).

Lokal NSAII kullanimina bagli olarak gecikmis yara iyilesmesi ve artmis korneal erime
riski bildirilmistir. (Barba ve digerleri, 2000; Chandran ve digerleri, 2024b; Hersh ve digerleri,
1990)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

Materyali, 10-12 haftalik 200-250 gram agirliginda Spraque Dawley 1rki 51 disi rat
olusturmustur. Bu calismay1 gerceklestirmek i¢in kullanilan ratlar Aydin Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi tarafindan

saglanmustir.

Deney siiresinden birkag¢ hafta 6nce kendilerine ait bireysel kafeslerde deney siiresince
ise 3-4’1i gruplar halinde optimal sicaklik ve nem kosullarinda (22 °C, %50-60, 12 saat aydinlik
/ karanlik dongiisii) barindirilarak ve diizenli olarak kontrolleri saglanarak yem ve suya

ulagimlari saglanmistir. Giinliik temizlikleri diizenli olarak gerceklestirilmistir.

Caligma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
(HADYEK) 06.08.2024 tarih ve 64583101/2024/55.say1l1 olurlart ile yiiriitiildii.

Hayvan sayis1 gii¢ analizi testi ile belirlenmistir. Gii¢ analizi testi %95 giiven (1-a), %95
test giicli (1-pB) ve d=0.45 etki biiylikliigli tekrarlanan Sl¢iimler ANOVA analizine gére her bir
grupta alinmas1 gereken ornek sayisi 51 olarak belirlenmistir, calismada ise kontrol ve kitosan
grubunda 17 ser rosmarinik asittkitosan grubunda ise 17 rat olacak sekilde 51 hayvan

calismaya alinmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Giig analizi testi verileri

Actual power

F tests - ANOVA: Repeated measures, between
factors
Analysis: A priori: Compute required sample size
Input:Effect size f =0.45
o err prob =0.05
Power (1-3 err prob) =0.95
Number of groups =3
Number of measurements =4
Corr among rep measures =0.5
Output: Noncentrality parameter A =16.5240000
Critical F =3.1907273
Numerator df =2.0000000
Denominator df =48.0000000
Total sample size =51
=0.9508089

3.1.2. Rosmarinik Asit

Deneysel calismada kitosan ile birlestirilerek kullanilmistir. HPLC formunda

rosmarinik asit kullanilmistir. Rosmarinik asit %10 oraninda ve kitosan (%0,01) %90 oraninda

kullanilarak karisim olusturulmustur.

3.1.3. Kitosan

Deneysel c¢alisma boyunca rosmarinik asitin kitosan ile birlestirilerek elde edilen

karisim kullanilmustr.
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3.2.Yontem

3.2.1. Deneysel Calisma ve Gruplarinin Belirlenmesi

Kontrol, kitosan ile rosmarinik asit+kitosan olmak lizere ii¢ grupta toplam 51 gozde
korneal hasar olusturulmustur. Deneme modelindeki travmatik lezyonun, tek gézde olmasi, tiim
gbzli kaplamamasi1 ve hayvanlarin fizyolojik ihtiyaclarini karsilamalarina engel olmayacak
biiytikliikkte olmasi nedeni ile ratlarin sol gdziinde 3 mm capinda korneal yara olusturma islemi
gerceklestirilmistir. Lezyonlar olusturulduktan sonra gruplar randomize olarak olusturulmustur.

Boylece deneme 51 ratin 51 gozii izerinde ytriitiilmiistiir.
Denemede ratlar asagidaki sekilde 3 gruba ayrilmistir;

Birinci grup (Kontrol grubu): Bu gruptaki kornea yarasi olusturulan 17 ratin 17 goziine

hicbir uygulama yapilmamustir.

Ikinci grup (Kitosan): Bu grupta kornea lezyonu olusturulan 17 ratin 17 goziine 3 giin

boyunca giinde 2 kez kitosan uygulanmistir.

Ucgiincii grup (rosmarinik asit + kitosan): Bu grupta yer alan 17 ratin 17 gdziine giinde

iki kez rosmarinik asit ve kitosan ile olusturulan karisim uygulanmistir (Resim 1).

Resim 1. Deney grubundaki denege RA+C uygulanisi
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3.2.2. Hayvanlarin Anestezisi ve Korneal Yara Olusturma

Ratlara anestezi protokolii olarak intraperitoneal yolla 10 mg/kg Xylazine hydrochloride
(Rompun®, 10 mg/kg, %2, Bayer, istanbul, Tiirkiye) ve 70 mg/kg Ketamin hydrochloride
(Ketasol®, 70 mg/kg, %10 Interhas, Ankara, Tiirkiye) uygulanarak genel anesteziye alinmgtir.
Yatar pozisyondaki ratlar cerrahi prosediire uygun, asepsi antisepsi kurallar1 gergevesinde

hazirlanmstir.

Cerrahi prosediirde, genel anestezi altindaki ratlar sag lateral pozisyona alindiktan sonra
sol gozlerinde operasyon mikroskobu ve punch biyopsi aleti kullanilarak kornea lezyonu
olusturulmustur. 3 mm c¢apindaki punch biyopsi aleti (KAI, tek kullanimlik) kullanilarak
korneal defektin sinirlart belirlendi ve Alger brush ile keratektomi islemi gergeklestirilmistir

(Resim 2).

Resim 2. Alger brush ve kornea bigagi kullanilarak korneal lezyon olusturulmasi.

3.2.3. Floresein Boyama

Korneadaki lezyonlarinin tespit edilmesi amaciyla, 1 damla floresein boya (Floresein,
HSA Grup Veteriner Malzemeleri San. ve Tic. A.S., Izmir, Tiirkiye) uygulanmustir.

Uygulamanin ardindan goz, floresenin temizlenmesi i¢in %0,9 NaCl i¢eren fizyolojik tuzlu su
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(500 ml soliisyon, Turkfleks) ile yikanmistir. Lezyonlarin degerlendirilmesi, slit lamp cihazi
kullanilarak kobalt mavisi 151k kullanilarak gerceklestirilmistir (Resim 3). Calismaya herhangi
bir lezyon igermeyen ratlar dahil edilmistir. Ratlarda korneal hasar olusturulduktan sonra 0, 12,
24,36, 48, 60, 72 ve 84. saatlerde floresein boyama yapilarak kobalt mavisi 151k altinda fotograf
¢ekilmistir.

Resim 3. Deney hayvanmin korneadaki lezyon hattinin tespiti i¢in yapilan boyama uygulamasi

3.2.4. Yara Boyutunun Ol¢iilmesi

Kornea yaralarimin fotograflari cetvel, slit lamp ve kamera yardimiyla goriintiilenmistir
(Resim 4) ve bilgisayar ortamina aktarilmistir. Image J 1.54j (National Institutes of Health and
the Laboratory for Optical and Computational Instrumentation, University of Wisconsin)
goriintili isleme yazilim programi kullanilarak lezyonun ¢eperi poligon yontemi ile isaretlenerek

um?2 cinsinden 6l¢iiliip kaydedilmistir (Resim 5).
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Resim 5. Bilgisayar ortamina aktarilan floresein boya tutulum alaninin Image J 1.54j programinda 6lglilmesi.

3.2.5. Histopatolojik Muayene

Goz dokulart %10’luk tamponlanmig formaldehit soliisyonunda 24-48 saat siireyle
tespit edildikten sonra standart doku takip protokolii dogrultusunda isleme alindi. Bu siiregte
dokular alkol serilerinden gecirilerek dehidre edildi, ksilenle seffaflandirildi ve parafine

gomiilerek bloklandi. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda kesitler hazirlanarak
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Hematoksilen—Eozin boyama yontemi ile boyandi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda

(Olympus BX51) incelendi ve mikroskobik dijital fotograflar1 (Olympus SC180) ¢ekildi.

3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizi MedCalc Statistical Software version 20.0 (MedCalc Software
Ltd., Ostend, Belgium) kullanilarak gerceklestirildi. Stirekli degiskenlerin dagilimi Shapiro—
Wilk testi ile degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler ortalama + standart sapma (Mean + SD)
olarak sunuldu. RA ve kitosan karisimi1 uygulanan grup RAC, yalnizca kitosan uygulanan grup
C ve uygulama yapilmayan koontrol olarak belirlenen grup K ile gdsterildi. Gruplar arasindaki
farklar ve zaman igerisindeki degisimlerin degerlendirilmesi amaciyla grup (RA, C ve K),
zaman (0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84 saat) ve grup x zaman etkilesimini i¢ceren dogrusal karma
etkili model (linear mixed-effects model) kullanildi. Modelde bireyler rastgele etki (random
effect) olarak tanimlandi. Anlamli farklilik saptanan durumlarda coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli post-hoc analiz ile degerlendirildi. Tiim istatistiksel testlerde p < 0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Istatiksel Degerlendirme

Calismaya RA grubunda 15, C grubunda 16 ve K grubunda 17 birey dahil edildi.
Baslangi¢ 6l¢iimlerinde (0. saat) gruplar arasinda 6lgiilen parametre agisindan anlamli bir fark
bulunmadi (p = 0.817). Ortalama degerler RA grubunda 9.55 + 1.22, C grubunda 9.36 + 0.77
ve K grubunda 9.37 &+ 0.73 olarak kaydedildi.

12. saat dlclimlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p =
0.009). Bu zaman noktasinda RA grubunda ortalama deger 2.91 + 2.03 olarak belirlenirken, C
ve K gruplarinda sirastyla 4.78 = 2.61 ve 5.08 £ 2.40 olarak 6l¢iildii. RA grubundaki degerlerin
diger iki gruba gore daha diisiik oldugu gortldii. 24. saat 6lgiimlerinde gruplar arasindaki farkin
devam ettigi gozlendi (p < 0.001). RA grubunda ortalama deger 2.60 + 1.86 iken, C grubunda
5.61 £ 3.35, K grubunda ise 5.34 + 2.77 olarak kaydedildi. 36. saat 6l¢limlerinde gruplar
arasinda anlamli farklilik saptandi (p < 0.001). RA grubunda ortalama deger 3.02 & 2.09 olarak
belirlenirken, C grubunda 5.73 + 3.49 ve K grubunda 5.20 + 2.71 olarak dl¢tildii. 48. saat
Olclimlerinde gruplar arasindaki farkin stirdiigli goriildii (p < 0.001). RA grubunda ortalama
deger 2.01 + 1.89 olarak olg¢iiliirken, C ve K gruplarinda sirasiyla 5.69 + 3.54 ve 5.02 + 2.59
degerleri elde edildi. 60. saat 6l¢iimlerinde gruplar arasinda anlamli fark devam etti (p <0.001).
RA grubunda ortalama deger 1.77 + 1.70 olarak belirlenirken, C grubunda 5.63 + 3.47 ve K
grubunda 4.88 +2.60 olarak o6l¢iildii. 72. saat dl¢limlerinde gruplar arasindaki fark daha belirgin
hale geldi (p < 0.001). RA grubunda ortalama deger 0.98 + 0.57 olarak kaydedilirken, C ve K
gruplarinda sirasiyla 5.50 £ 2.63 ve 4.79 + 2.56 degerleri olgiildii. 84. saat 6lclimlerinde de
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0.001). Bu zaman noktasinda
RA grubunda ortalama deger 0.10 + 0.22 olarak olgiiliirken, C grubunda 5.12 + 4.48 ve K
grubunda 4.82 + 3.00 degerleri kaydedildi (Tablo 1, Sekil 1).

23



Tablo 3. RA, C ve K gruplarinda 6lgiilen parametrenin 0-84 saat arasindaki zaman noktalaria

gore ortalama + standart sapma (Mean + SD) degerleri.

Grup Osaat 12saat 24saat 36saat 48saat 60saat 72saat 84 saat

RAC (n=15) 9.55+1.22 2.91+2.03 2.60+1.86 3.02+2.09 2.01+1.89 1.77+1.70 0.98+0.57 0.10+0.22

C (n=16) 9.36+0.77 478261 5.61+3.35 573+3.49 569+3.54 563347 550+2.63 5.12+448

K (n=17) 9.37+0.73 5.08+240 534277 520+2.71 5.02+2.59 4.88=2.60 4.79+2.56 4.82+3.00

C: Kitosan ; K: Kontrol ; RA: Rosmarinik asit + Kitosan

10

Ortalama deger

0 20 40 60 80
Zaman (saat)

Sekil 2. RAC, C ve K gruplarinda 6lgiilen parametrenin 0—84 saat arasindaki zaman noktalarina gore ortalama
degerlerindeki degisim. Yildiz isareti (*) ilgili zaman noktasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulundugunu gostermektedir (p < 0,05).
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36 saat

48 saat N 84 saat

Resim 6. RAC grubuna ait 2 numarali ratin 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84. Saatlerde iyilesme diizeyinin
goriintiilenmesi

! 24 saat 36 saat

P

48 saat 60 saat i 72 saat ¥ ‘ 84 saat

Resim 7. C grubuna ait 2 numarali ratin 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84. Saatlerde iyilesme diizeyinin
goriintiilenmesi

<

ey . 2
0O'saat ,w 12 saat g 24saat Y 36 saat

84 saat

Resim 8. K grubuna ait 5 numarali ratin 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84. Saatlerde iyilesme diizeyinin
goriintiilenmesi
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4.2. Histopatolojik Inceleme

36. saatte 6tenazi yapilmistir ve bu drnekler histopatolojik incelemeye alinmistir. Kontrol
grubunda lezyonun merkezinde korneal epitelin yikimlanarak iilser sekillendigi dikkati ¢ekti.
Subepitelyal alanda derin stromal katmana kadar uzanan yogun nétrofil 16kosit infiltrasyonlari
gbdze carptl. Ayrica, lezyonun kenarlarinda epitel hiicrelerinde sayica artis goriildii. On
kamarada ise hafif diizeyde notrofil 16kosit infiltrasyonlar1 belirlendi. Bununla birlikte,

ilserlesmis alanin yakinindaki korneada stromal 6dem goriildii.

Resim 9. 36. Saatte alinan kontrol grubu kornea 6rnegi

Kitosan grubunda lezyonun merkezinde korneal epitelin tamamen goézden silindigi ve
stromanin yikimlanarak belirgin sekilde inceldigi dikkati ¢ekti. Ulserlesmis alanin kenarlarinda
ve On kamarada orta-yogun diizeyde nétrofil 16kosit infiltrasyonu goriildi. Ayrica lezyon
kenarlarinda epitel hiperplazisi géze carpti. Bununla birlikte iilser alanimin yakinindaki

korneada stromal 6dem belirlendi.
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Resim 10. 36. Saatte alinan kitosan grubu kornea 6rnegi

Rosmarik asit + kitosan grubunda lezyonun merkezinde korneal epitelin tamamen
gozden silindigi dikkati ¢ekti. Stromada 6dem ile birlikte hafif-orta siddette notrofil 16kosit
infiltrasyonu saptandi. Lezyonun kenarlarinda epitel hiicrelerinde belirgin hiperplazi goze

carptr. On kamarada ise hafif diizeyde notrofil 16kosit varligr goriildii.

Resim 11. 36. Saatte alinan RA+kitosan grubu kornea drnegi
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84. saatte yapilan Otenazide alinan 6rnekler alindi. Kontrol grubunda korneal epitelin
tamamen gozden silindigi goriildii. Stromada derin katmanlarina kadar uzanan nekroz ile
birlikte yogun notrofil 16kosit infiltrasyonlar1 belirlendi. Ayrica 6n kamerada 6dem, yogun

ndtrofil 16kosit infiltrasyonlar1 ve kanama goriildii.

Resim 12. 84. Saatte alinan kontrol grubu kornea 6rnegi
Kitosan grubunda korneal stromada derin katmanlara kadar nekroz dikkati ¢ekti. Bu
alanin komsulugunda orta diizeyde notrofil 16kosit infiltrasyonlar1 belirlendi. Ayrica, korneal

yiizeyin birkag sirali yassi epitel hiicreleriyle ortiildiigii géze ¢arpti.

Resim 13. 84. Saatte alinan kitosan grubu kornea 6rnegi
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Rosmarik asit grubunda korneada hafif-orta diizeyde stromal 6dem diginda herhangi bir
histopatolojik degisiklige rastlanmadi.

Resim 14. 84. Saatte alinan RA+ kitosan grubu kornea 6rnegi
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5. TARTISMA

Bu calismada deneysel hayvan modeli olarak rat se¢ilmistir; bunun nedeni, kornea yara
yilesmesi arastirmalar1 i¢in anatomik, fizyolojik, etik ve metodolojik uygunlugunun iyi
belgelenmis olmasidir. Rat korneasi, epitel, stroma ve endotelden olusan katmanl bir yapiya
sahiptir ve yaralanma sonrasi epitel rejenerasyonu, stromal iyilesme, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve neovaskiilarizasyon dahil olmak iizere 6ngoriilebilir iyilesme yanitlar1 gdsterir.
Bu iyilesme siirecleri hem klinik hem de histopatolojik olarak giivenilir bir sekilde
degerlendirilebilir, bu da rat1 kornea arastirmalari i¢in biyolojik olarak ilgili bir model haline
getirir (Er, 1999; Nuhoglu ve digerleri., 2013; Per¢in ve Saritag, 2020). Rat modeli, deneysel
kornea yara iyilesmesi ¢aligmalarinda yaygin olarak kabul gormistir ve siklikla
kullanilmaktadir. Onceki arastirmalar, epitel defektleri, kismi kalinlikta keratektomiler ve tam
kalinlikta kornea hasarlar1 da dahil olmak tizere farkli kornea hasar1 tiirlerini degerlendirmek
icin ratlar1 kullanmistir. Cok sayida caligmada ratlarin tutarli bir sekilde kullanilmasi, bu
modelin oftalmoloji aragtirmalarinda gegerli ve standartlastirilmis bir model olarak kabul
edildigini dogrulamaktadir (Bulut ve digerleri., 2023; Chen ve digerleri., 2025; Nuhoglu ve
digerleri., 2013).

Korneada yara iyilesmesi ¢alismalarinda rat modelinin en biiyilik avantajlarindan biri,
yara biiyiikliigli ve derinligi lizerinde hassas kontrol ile standartlagtirilmis, tekrarlanabilir
kornea yaralar1 olusturabilme yetenegidir. Cesitli calismalar, biyopsi aletleri, mikrocerrahi
bigaklar veya trepanlar kullanarak tek tip kornea defektleri olusturmay1 basarmis ve deneysel
gruplar arasinda gilivenilir karsilagtirmaya olanak saglamistir. Bu tekrarlanabilirlik, terapotik
ajanlarin yara iyilesme dinamikleri tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in gereklidir (Bulut

ve digerleri., 2023; Nuhoglu ve digerleri., 2013; Per¢in ve Saritas, 2020).

Ratlar hizli ve olgiilebilir kornea yara iyilesmesi sergilemektedir; bu da terapotik
sonuglarin kisa vadeli ve zamana bagli degerlendirilmesini saglamaktadir. Kornea epitelinin
kapanmasi ve doku onarimi, yaralanmayr takip eden saatler ila gilinler icinde
gbzlemlenmektedir; bu da pratik bir deneysel zaman dilimi i¢inde klinik degerlendirmeleri ve
histopatolojik incelemeleri kolaylastirmaktadir. Bu 6zellik, rat modelini 6zellikle kornea yara
iyilesmesinin erken ve orta asamalarina odaklanan c¢aligsmalar i¢in uygun hale getirmektedir

(Bulut ve digerleri., 2023; Chen ve digerleri., 2025).
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Ayrica, rat gozii, oftalmolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan klinik ve kantitatif
degerlendirme teknikleri i¢in de olduk¢a uygundur. Floresein boyama, yarik lamba
biyomikroskopisi, dijital fotograf¢ilik ve gorlintii analiz yazilimlari, ratlarda kornea yara
boyutunu ve iyilesme ilerlemesini degerlendirmek i¢in basariyla uygulanmistir. Bu yontemler,
objektif, tekrarlanabilir Ol¢iimler saglar ve deneysel bulgularin giivenilirligini

giiclendirmektedir (Bulut ve digerleri., 2023; Nuhoglu ve digerleri., 2013).

Rat kornealarinin histopatolojik incelemesi, epitel rejenerasyonu, stromal organizasyon,
inflamatuar yanit ve neovaskiilarizasyon hakkinda ayrintili bilgi saglamaktadir. Calismalar, rat
kornea dokusunun rutin hematoksilen-eozin boyamasi ve daha gelismis histolojik ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in yeterli oldugunu gostermistir. Bu durum, deneysel
tedavilere yanit olarak doku diizeyindeki iyilesme siireglerinin kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesini saglamaktadir (Chen ve digerleri., 2025; Nuhoglu ve digerleri., 2013;
Pergin ve Saritas, 2020).

Etik ve pratik agidan, ratlar daha biiyiik veya daha {ist diizey hayvan modellerine gore
Oonemli avantajlar sunmaktadir. Primat gbzleri anatomik olarak insan gozlerine en yakin kabul
edilse de onceki ¢alismalar primat modellerinin kullaniminin her zaman etik veya bilimsel
olarak hakli olmadigin1 vurgulamistir. Ratlar, biyolojik uygunlugu etik kabul edilebilirlik,
kullanim kolayligi, maliyet etkinligi ve barindirma uygunlugu ile dengeleyen bilimsel olarak

gegerli bir alternatif sunmaktadir (Nuhoglu ve digerleri., 2013).

Rat modeli, lokal oftalmik formiilasyonlarin, dogal bilesiklerin ve biyomateryal bazli
tedavilerin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Doku yapistiricilari,
hidrojeller, antioksidanlar ve bitki kaynakli bilesikleri inceleyen ¢aligmalar, ratlarin kornea yara
tyilesmesinde lokal olarak uygulanan terapotik ajanlarin hem giivenligini hem de etkinligini
degerlendirmek icin uygun oldugunu gostermistir. Bu, rosmarinik asit ve kitosan bazl
formiilasyonlar gibi yeni tedavi yaklagimlarini arastirmak i¢in rat modelinin Gnemini
desteklemektedir (Bulut ve digerleri., 2023; Bulut ve digerleri., 2024; Chen ve digerleri.,
2025b; Nuhoglu ve digerleri., 2013; Per¢in ve Saritas, 2020).

Bu bulgular birlikte ele alindiginda, ratin kornea yara iyilesmesi caligmalar i¢in
giivenilir, tekrarlanabilir, etik olarak kabul edilebilir ve bilimsel olarak saglam bir deneysel

model oldugunu ve bu nedenle mevcut arastirmada secilmesinin hakli oldugunu géstermektedir.

Bu calismada, rat modeli deneysel islemler, tedavi uygulamas: ve takip prosediirleri

acisindan son derece pratik ve uygun oldugu kanitlanmistir. Hayvanlar, deney siiresi boyunca
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kolayca kontrol edilebilmistir ve lokal oftalmik tedavilerin uygulanmasi teknik zorluk
olmaksizin gerceklestirilmistir. Kitosan ve RA karisiminin lokal uygulamasi kolayca

standardize edilmis ve tiim deney gruplarinda tutarli dozlama saglanmistir.

Punch biyopsi ve keratektomi teknigi kullanilarak olusturulan kornea yaralari, boyut ve
konum bakimindan homojen olup, yiiksek derecede deneysel standardizasyon saglamistir
(gruplar arasi 0. Saat p = 0.817, p degeri). Bu homojenlik, gruplar arasinda giivenilir
karsilagtirmay1 kolaylastirmis ve yara olusumuyla ilgili degiskenligi en aza indirmistir. Ek
olarak, tek goz yaralanma modelinin kullanilmasi, ¢alisma siliresi boyunca hayvanlarin
fizyolojik ihtiyaclariin tehlikeye atilmamasini saglamistir. Kornea yara iyilesmesinin takibi
basit ve tekrarlanabilir olmustur. Rat gozii, kornea yiizeyinin net bir sekilde gortintiilenmesine
olanak tantyarak, yarik lamba biyomikroskopisi kullanilarak diizenli klinik muayeneler
yapilmasini saglamistir. Floresein boyama, dnceden belirlenmis zaman noktalarinda kolayca
uygulanmistir ve yara kenarlarimin belirgin bir sekilde tanimlanmasi, yara alaninin dogru
fotografik dokiimantasyonuna ve nicel analizine olanak saglamistir. Bu faktorler, deney siiresi
boyunca kornea iyilesme dinamiklerinin etkin takibine ve objektif degerlendirilmesine katkida

bulunmustur.

Literatiirde, epitel rejenerasyonu, stromal yeniden sekillenme, fibrozis veya
neovaskiilarizasyon gibi ¢caligmanin birincil amacina bagl olarak ¢esitli deneysel kornea defekt
modelleri tantmlanmistir. Bu modeller, yiizeysel epitel debridmanindan mekanik veya kimyasal
yontemlerle olusturulan kismi veya tam kalinlikta kornea yaralanmalarina kadar uzanmaktadir
(Chan ve Werb, 2015; Cintron ve digerleri., 1973; Pan ve Chan, 2021; Sarchahi ve digerleri.,
2007). Ozellikle mekanik epitel defekt modelleri, birincil amag epitel yara iyilesmesini ve lokal
olarak uygulanan terapotik ajanlarin etkilerini degerlendirmek oldugunda yaygin olarak tercih
edilmektedir, ¢linkii bunlar asir1 inflamasyonu en aza indirirken yaralanma boyutu ve derinligi

tizerinde daha fazla kontrol saglamaktadir (Bu ve digerleri., 2019; Chan ve Werb, 2015).

Bu ¢alismada, yara sinirlarini belirlemek i¢in bir punch biyopsisi kullanilarak mekanik
olarak indiiklenmis bir kornea epitel defekti olusturulmustur, ardindan kornea bigagi ile epitel
katman ¢ikarilmistir ve Alger brush ile yiizey diizeltilmistir. Bu yaklasim, sabit bir ¢apa sahip
standartlastirilmis kornea defektlerinin olusturulmasina olanak taniyarak, gruplar arasi
giivenilir karsilagtirmayi kolaylastirmistir. Benzer mekanik epitel debridman teknikleri, kornea

yara iyilesme dinamiklerini ve lokal tedavi etkinligini incelemek i¢in rat ve fare modellerinde
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basartyla kullanilmistir (Bulut ve digerleri., 2023; Chan ve Werb, 2015; Karabay Kiligarslan ve
digerleri., 2025).

Pratik acidan bakildiginda, mevcut teknik deneysel donem boyunca uygulanabilir ve
yonetilebilir olmustur. Kornea defektinin olusturulmasi ve ardindan lokal ilag uygulamalari
bliylik teknik zorluk olmaksizin gergeklestirilmis ve yarik lamba biyomikroskopisi ve floresein
boyama kullanilarak postoperatif takip kolay olmustur. Kornea bicagi, 6nceden tanimlanmis
alan i¢indeki epitelin kontrollii bir sekilde ¢ikarilmasini saglarken, alger brush kullanimi1 daha
plriizsiiz bir kornea yiizeyiyle sonuglanmistir; bu teknik iyilesme siirecinde tutarli epitel gogii

i¢cin avantajli kabul edilmektedir (Chan ve Werb, 2015).

Ancak, defekt smirlarmi belirlemek i¢in kullanilan punch biyopsi, derinlik kontrolii
acisindan Ozel dikkat gerektirmektedir. Kornea yilizeyinin daha diizgiin ve derinlik sinirlt
isaretlenmesini saglayan trepanlarin aksine, punch biyopsi aletleri penetrasyon derinliginin
manuel kontroliinii gerektirmektedir. Bu calismada, punch uygulamasinin derinligi operator
tarafindan manuel olarak belirlendi ve istenmeyen stromal hasar1 dnlemek i¢in dikkatli
kullanim gerektirmedir. Bu ag¢idan, bir punch biyopsi yerine trepan kullanilmasi, cesitli
deneysel kornea yara modellerinde bildirildigi gibi (Chen ve digerleri., 2025; Guo ve digerleri.,
2011; Pan ve Chan, 2021) daha kolay ve daha standartlastirilmis derinlik kontroli
saglayabilmektedir.

Bu smirlamaya ragmen, punch biyopsi isaretlemesi, kornea bicagi ve Alger brush ile
debridman kombinasyonu, altta yatan stromal biitlinliigii korurken kornea epitelinin etkili bir
sekilde c¢ikarilmasma olanak saglamaktadir. Bu, yaralanmanin epitel tabakasiyla sinirl
kalmasimi saglayarak, stromal fibroz veya skarlagsmadan ziyade epitel yara iyilesmesinin
degerlendirilmesi birincil amacina uygunluk gostermektedir. Buna karsilik, Cintron ve digerleri
(1973), Sarchahi ve digerleri (2007) ve Nuhoglu ve digerleri (2013) tarafindan tanimlananlar
gibi daha derin veya tam kalinlikta yaralanma modelleri, stromal onarim ve skarlasma
yanitlarin1 arastirmak i¢in daha uygundur, ancak erken epitel rejenerasyonu ve lokal tedavi

etkilerine odaklanan ¢aligmalar i¢in uygun degildir.

Genel olarak, bu ¢aligmada kullanilan kornea defekt modeli, epitel yara iyilesmesini ve
lokal tedavi etkinligini degerlendirmek icin kontrollii, tekrarlanabilir ve klinik olarak ilgili bir
platform saglamistir. Trepan kullaniminin derinlik standardizasyonu agisindan pratik avantajlar
sunabilecegi diislinlilse de uygulanan teknik, diizgiin yara yiizeylerine sahip homojen epitel

defektleri elde etmeyi basarmis ve giivenilir klinik ve kantitatif takip olanagi saglamistir. Bu
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nedenle, secilen modelin mevcut ¢alismanin amaglari i¢in uygun oldugu ve literatiirde bildirilen
yaygin olarak kabul edilen mekanik epitel debridman modelleriyle karsilastirilabilir oldugu

diisiiniilmektedir (Bu ve digerleri., 2019; Chan ve Werb, 2015; Pan ve Chan, 2021).

Bu deneysel ¢alismada, Sprague Dawley ratlarinda standartlastirilmis 3 mm'lik mekanik
epitel hasar1 modelinde kornea epitel defektinin boyutunu degerlendirmek ve zaman iginde
yeniden epitelizasyonu izlemek icin floresein boyama kullanilmistir. Floresein, epitel yara
iyilesme dinamiklerini degerlendirmek i¢in pratik, tekrarlanabilir ve niceliksel olarak gilivenilir

bir yontem oldugunu kanitlamistir.

Floresein boyama, kornea epitel bariyerinin bozulmasinin hassas bir gostergesi olarak
yaygin olarak kabul edilmektedir. Saglam kornea epiteli floreseinin niifuz etmesini engelledigi
icin, boyama esas olarak epitel siireksizliginin oldugu alanlarda meydana gelmektedir. Bu
ozellik, floreseini 6zellikle mekanik debridman modellerini takiben yeniden epitelizasyonu
degerlendirmek i¢in uygun hale getirmektedir (Chan ve Werb, 2015; Pan ve Chan, 2021).
Benzer rat kornea epitel defekt modellerinde, defekt smirlarini gorsellestirmek ve epitel
kapanmasini seri zaman noktalarinda izlemek icin floresein boyama basariyla kullanilmistir

(Bulut ve digerleri., 2023; Guo ve digerleri., 2011).

Floresein boyamanin en onemli avantajlarindan biri, ayn1 deney hayvaninda seri,
invaziv olmayan degerlendirme i¢in uygun olmasidir. Mevcut ¢aligmada, epitel iyilesmesinin
dinamik olarak degerlendirilmesine olanak saglamak icin floresein 0., 12., 24., 36., 48., 60., 72.
ve 84. saatlerde uygulanmistir. Bu yaklasim, epitel yara alanlarinin floresein kullanilarak birden
fazla zaman araliginda izlendigi 6nceki deneysel modellerle tutarlidir (Chen ve digerleri., 2025;
Sarchahi ve digerleri., 2007). Bu tiir seri degerlendirme, yalnizca u¢ nokta histolojik bilgi
sunmak yerine, yara iyilesmesinin zamansal kinetigine iligkin kritik bir i1yilesme plan

saglamaktadir.

Image] kullanilarak yapilan dijital gorlinti analizi ile floresein boyamanin
entegrasyonu, epitel defekt alanlarinin objektif ve nicel olarak degerlendirilmesini saglamistir.
Onceki galigmalar, kornea yara alanlarmi mm? veya piksel kalibreli birimlerde hesaplamak igin
ImagelJ tabanli 6l¢iim sistemlerinin kullanimini dogrulamistir (Bulut ve digerleri., 2023; Chen
ve digerleri., 2025; Karabay Kiligarslan ve digerleri., 2025). Bu dijital nicellestirme, gdzlemci
yanliligin1 azaltmaktadir ve tekrarlanabilirligi artirmaktadir. Alan hesaplamasi i¢in benzer
matematiksel veya yazilim tabanli yaklasimlar, cap tabanli hesaplamalar kullanan 6nceki

modellerde de tanimlanmistir (Guo ve digerleri., 2011). Bu nedenle, mevcut calismada
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kullanilan metodolojik yaklasim, deneysel kornea arastirmalarinda yerlesik nicel standartlarla

uyumludur.

Hiicresel diizeyde, floresein boyama sadece epitel siireksizligiyle degil, ayn1 zamanda
apoptoz ve membran gecirgenligi degisiklikleri gibi hiicresel degisikliklerle de
iliskilendirilmistir (Bandamwar ve digerleri., 2014). Bununla birlikte, floresein boyama
desenlerinin dikkatli bir sekilde yorumlanmasi gerektiginin farkinda olmak 6nemlidir. Yiizeysel
noktasal boyama her zaman agik epitel hiicre Oliimiinii gostermez ve fizyolojik epitel
yenilenmesini veya gegici bariyer degisikliklerini de yansitabilmektedir (Kikkawa, 1972; Ward,
2008). Bu calismada, standartlastirilmis mekanik defekt modeli, yara kenarlarinin net bir
sekilde belirlenmesine olanak taniyarak yorumlama belirsizligini en aza indirdi ve boyamanin

gercek epitel defektlerine karsilik gelmesini saglamustir.

Floresein, epitel biitlinliigiiniin, ylizey patolojisinin ve yara iyilesme yanitlarinin
degerlendirilmesi de dahil olmak iizere c¢esitli deneysel ve klinik baglamlarda da faydali
oldugunu gostermistir (Sarchahi ve digerleri., 2007; Srinivas ve Rao, 2023). Hizli doku
kontrast1 6zelligi, gbz yapilarinin ve patolojik degisikliklerin gorsellestirilmesi i¢in oftalmik
patolojide bile uygulanmistir (Das ve digerleri., 2020). Bu genis uygulanabilirlik, kornea yiizeyi

degerlendirme araci olarak giivenilirligini desteklemektedir.

Genel olarak, bu caligmada floresein boyama sadece pratik degil, ayn1 zamanda
metodolojik olarak da saglamdir. Epitel defekt sinirlarinin net bir sekilde gorsellestirilmesine,
seri invaziv olmayan takibe, kantitatif alan Ol¢iimiine, tedavi gruplar arasinda istatistiksel
karsilagtirmaya ve histopatolojik bulgularla korelasyona olanak saglamistir. Bu avantajlar1 ve
deneysel literatlirdeki giiclii destegi goz Oniine alindiginda, floresein boyama bu c¢aligmada

kornea epitel yara iyilesmesinin degerlendirilmesi i¢in uygun ve etkili bir yontemdir.

Bu caligmada, rosmarinik asit+kitosanin birlikte uygulanmasinin, deneysel kornea epitel
hasart modelinde agik ve dnemli bir terap6tik avantaj sagladigr gosterilmistir. Rosmarinik asit-
kitosan kombinasyonu ile tedavi edilen grup en hizli epitel iyilesmesini gosterirken, kitosan tek
basina kontrol grubuna kiyasla orta diizeyde bir 1yilesme gdstermistir. Buna karsilik, tek basina
kitosan kullanimi karsilastirilabilir bir terapotik basart diizeyine yol agmamistir. Bu bulgular,
rosmarinik asidin kornea yara iyilesmesindeki etkinliginin formiilasyonuna ve uygulama

sistemine bliyiik dl¢iide bagl oldugunu gostermektedir.

Kornea yara iyilesmesi, epitel gocii, hiicresel proliferasyon, inflamasyon kontrolii ve

oksidatif stres diizenlemesini igceren ¢ok faktorlii bir siiregtir. Rosmarinik asit, reaktif oksijen
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tiirlerinin (ROT) baskilanmasi ve NF-kB gibi pro-inflamatuar yollarin inhibisyonu da dahil
olmak tiizere giiclii antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri ile 1yi bilinmektedir (Shen ve Xu,
2025; Zhou ve digerleri., 2024). Ancak, bu gii¢lii biyolojik etkilere ragmen, rosmarinik asidin
tek basina kullanildiginda terapdtik basarisi, goz yilizeyinin igsel bariyerleri nedeniyle sinirl
olabilmektedir. Lokal olarak uygulanan ilaglar, gbzyas1 dongiisii, goz kirpma ve nazal lakrimal
drenaj nedeniyle gdzden hizla atilmaktadir ve uygulanan dozun %5'inden az1 kornea dokusuna
ulagsmaktadir (Felt ve digerleri., 1999). Bu nedenle, tek kullanimlik veya optimize edilmemis
formiilasyonlar, hedef bolgede yeterli terapétik konsantrasyona ulagamayabilmektedir. Bu
baglamda, ila¢g dagitim sistemi olarak kitosanin dahil edilmesi kritik bir rol oynamaktadir.
Kitosan, gii¢lii mukoadhezif 6zelliklere sahip katyonik bir biyopolimerdir ve géz ylizeyindeki
negatif yiiklii miisinlerle elektrostatik olarak etkilesime girmesini saglamaktadir. Bu etkilesim,
kornea ylizeyinde kalis siiresini 6nemli dl¢lide uzatir ve ilag tutulumunu artirmaktadir (Felt ve
digerleri., 1999). Ayrica, kitosanin siki baglantilar1 gecici olarak agarak epitel gecirgenligini
artirdigi ve boylece ilacin kornea dokularina niifuzunu kolaylastirdigi gosterilmistir. Bu
ozellikler, geleneksel okiiler ilag dagitim sistemlerinin sinirlamalarini dogrudan ele almakta ve

kombine formiilasyonun neden iistiin terapotik etkinlik gosterdigini agiklamaktadir.

Tastyici roliiniin 6tesinde, kitosan dogrudan yara iyilesme siirecine de katkida bulunur.
Kitosan bazli biyomalzemelerin, kismen ERK gibi hiicre i¢i sinyal yollarmin aktivasyonu
yoluyla epitel hiicre gogiinii ve proliferasyonunu destekledigi bildirilmistir (Cui ve digerleri.,
2017). Ek olarak, kitosan hidrojelleri, yara yiizeyinde koruyucu, hidrate bir tabaka olusturarak
epitel rejenerasyonu icin destekleyici bir mikro ortam saglamaktadir (Tsai ve digerleri., 2015).
Bu iskele benzeri etki, sadece yara bolgesini stabilize etmekle kalmaz, ayn1 zamanda kornea

tyilesmesini bozdugu bilinen mekanik tahrisi ve kurumay1 da azaltmaktadir.

Tek ajan kullaninminda gozlemlenen Onemli iyilesmenin olmamasi, yetersiz ilag
biyoyararlanimi ve goz yiizeyinden hizli eliminasyon ile a¢iklanabilir. Uygun bir tasiyici sistem
olmadan, rosmarinik asit gibi biyolojik olarak aktif molekiiller bile kornea dokusunda etkili
konsantrasyonlara ulasamamaktadir. Buna karsilik, rosmarinik asit ve kitosanin birlikte
kullanim1 hem farmakolojik hem de fizikogimik avantajlar saglar: rosmarinik asit antioksidan
ve antiinflamatuar etkiler gosterirken, kitosan ilag iletimini artirir, tutunmayi uzatir ve doku
rejenerasyonunu desteklemektedir. Bu nedenle calismada rosmarinik asittkitosan birlikte

kullanilmustir.
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Kornea yara iyilesmesi, epitel gocli, proliferasyon, inflamasyon kontrolii, oksidatif stres
modiilasyonu ve stromal yeniden yapilanmay1 i¢ceren karmasik ve siki bir sekilde diizenlenen
bir siirectir. Asir1 oksidatif stres ve inflamasyonun epitel gogilinii geciktirdigi ve doku
organizasyonunu bozdugu bilinmektedir. Rosmarinik asit, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
baskilanmasi ve NF-kB gibi inflamatuar sinyal yollarinin modiilasyonu da dahil olmak iizere
giiclii antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri ile yaygin olarak bilinmektedir (Shen ve Xu,
2025; Zhou ve digerleri., 2024). Ozellikle Nrf2/HMOX1 sinyallemesi olmak iizere endojen
antioksidan yollarin aktivasyonu, okiiler yiizey modellerinde de gosterilmistir (Zhou ve
digerleri., 2024). Bu mekanizmalar, mevcut ¢alismada gozlemlenen hizlandirilmis epitel

kapanmasi i¢in biyolojik olarak makul bir agiklama saglamaktadir.

Rosmarinik asit ile tedavi edilen hayvanlarda kasinti davranisindaki azalma, anti-
inflamatuar etkinligini daha da desteklemektedir. Epitel hasarin1 takiben g6z rahatsizlig: biiyiik
Olcide TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinler tarafindan aracilik edilmektedir.
Rosmarinik asidin, kornea epitel hiicre modellerinde bu sitokinlerin ekspresyonunu 6nemli
Olciide azalttig1 gosterilmistir (Shen ve Xu, 2025). Enflamatuvar medyatorlerin baskilanmasi,
nosiseptif uyarimi ve ylizey tahrisini azaltarak, kasint1 davranisini azaltmis ve daha istikrarl bir

iyilesme ortamina katkida bulunmustur.

Kornea yara iyilesmesinde bir diger kritik faktdr, matriks yeniden sekillendirme
enzimlerinin diizenlenmesidir. MMP-9'un asir1 ekspresyonu, gecikmis epitel iyilesmesi ve
stromal bozulma ile iligkilidir. Rosmarinik asidin, MMP-9 ekspresyonunu azalttig1 ve asiri
hiicre dis1 matriks yikimini inhibe ettigi bildirilmistir (Zhou ve digerleri., 2024). Bu modiilator
etki, rosmarinik asit grubunda histopatolojik olarak go6zlemlenen iyilestirilmis stromal

organizasyona katkida bulundugu diistiniilmektedir.

Neovaskiilarizasyon, seffafligi ve gorme fonksiyonunu tehlikeye atabilen kornea
yaralanmasinin bir diger istenmeyen sonucudur. Rosmarinik asit, VEBF ekspresyonunun ve
endotel hiicre proliferasyonunun inhibisyonu da dahil olmak iizere onemli anti-anjiyojenik
ozellikler gostermistir (Ferreira ve digerleri., 2015; Kim ve digerleri, 2009). Retinal
neovaskiilarizasyon modellerinde, rosmarinik asit, okiiler toksisiteye neden olmadan vaskiiler
liimen olusumunu 6nemli 6l¢lide azaltmistir (Kim ve digerleri, 2009). Bu bulgular, rosmarinik
asidin abartili onarim yanitlarindan ziyade kontrollii ve fizyolojik olarak uygun iyilesmeyi

destekledigini gostermektedir.
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Mevcut ¢alismada, rosmarinik asit+kitosan uygulanan grupta korneal iyilesme siireci
boyunca neovaskiilarizasyon gelisiminin gozlenmemesi, rosmarinik asidin anti-anjiyojenik
etkilerini destekler nitelikte degerlendirilmistir. Ayrica tedavi siiresince kagima davraniginin
belirgin sekilde azalmasi, inflamasyonun baskilandigint ve okiiler yiizey irritasyonunun
hafifledigini diisiindiirmektedir. Klinik degerlendirmelerde korneal opasite kalintis1 veya
konjunktivit bulgularina rastlanmamasi, iyilesmenin yalmizca hizli degil ayn1 zamanda
fizyolojik kornea saydamligin1 koruyacak sekilde gerceklestigini gostermektedir. Bu bulgular
birlikte degerlendirildiginde, rosmarinik asit+kitosanin kornea yara iyilesmesini desteklerken
aynt zamanda inflamasyon, vaskiilarizasyon ve yiizey irritasyonu gibi sekonder

komplikasyonlar1 da siirlayabildigi diistintilmektedir.

Onemli olarak, bu ¢alismada toksik reaksiyonlarin olmamasi, rosmarinik asidin okiiler
uygulamalardaki daha 6nce bildirilen giivenlik profilleriyle uyumludur. Hem in vitro hem de in
vivo modeller, terapotik konsantrasyonlarda diisiik sitotoksisite ve tahrisin yoklugunu
gostermistir (da Silva ve digerleri, 2016; Kim ve digerleri, 2009). Bu, bu c¢alismada
gozlemlenen hizlandirilmig iyilesmenin reaktif veya tahris edici bir etkiden degil, gercek

biyolojik modiilasyondan kaynaklandigini dogrulamaktadir.

Rosmarinik asit-kitosan kombinasyonunun, tek basina kitosana kiyasla {istiin
performansi, sinerjik etkilerle agiklanabilir. Kitosan, mukoadhezyon ve okiiler yiizeyde uzun
stireli tutunma saglarken (da Silva ve digerleri, 2016), rosmarinik asit antioksidan, anti-
inflamatuar ve anti-anjiyojenik mekanizmalar yoluyla biyolojik aktivite gosterir. Bu 6zellikler
birlikte, hizl1 ve organize epitel rejenerasyonunu destekleyen optimize edilmis bir mikro ortam

olusturmaktadir.

Seri floresein boyamanin histopatolojik degerlendirme ile entegrasyonu, bu bulgularin
gecerliligini daha da giliclendirmektedir. Kombine ylizey ve doku diizeyinde degerlendirme,
deneysel kornea yara modellerinde uzun zamandir temel olarak kabul edilmektedir (Cintron ve
digerleri, 1973; Suzuki ve digerleri, 2023). Bu caligmada hem klinik hem de histolojik
parametreler, rosmarinik asit ile tedavi edilen grupta iyilesmenin arttigini tutarl bir sekilde

gostermistir.

Genel olarak, bu ¢aligmanin bulgulari, rosmarinik asidin kornea epitel yara iyilegsmesini
onemli dl¢iide hizlandirdigini, tahrisle ilgili davraniglar azalttigini ve organize doku onarimini
destekledigini  gostermektedir. Bu etkiler, antioksidan aktivasyonu, inflamasyonun

baskilanmasi, hiicre disi matris yeniden sekillenmesinin modiilasyonu ve anjiyojenik
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sinyallemenin kontrolii ile mekanistik olarak desteklenmektedir. Bu nedenle, rosmarinik asit,
deneysel kornea yara yonetiminde biyolojik olarak mantikli ve terapdtik olarak etkili bir ajan

olarak degerlendirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismanin bulgulari, rosmarinik asit-kitosanin lokal uygulamasinin deneysel kornea
epitel yara iyilesmesinde onemli bir terapotik avantaj sagladigini acikca gostermektedir. Hem
kontrol hem de sadece kitosan gruplarina kiyasla, kombine formiilasyon, belirgin sekilde daha
hizli yara kapanmasina, degerlendirilen tim zaman noktalarinda lezyon boyutunun azalmasina
ve klinik iyilesme sonuclarinin iyilesmesine yol agmistir. Bu sonuclar, rosmarinik asidin uygun
bir tasiyici sistem araciligryla verildiginde epitel rejenerasyonunu hizlandirmada kritik bir rol

oynadigini dogrulamaktadir.

Histopatolojik degerlendirme de bu klinik bulgular1 desteklemistir. Rosmarinik asit-
kitosan grubu, diger gruplara kiyasla daha az inflamatuar hiicre infiltrasyonu, minimal stromal
hasar ve daha organize doku mimarisi sergilemistir. Buna karsilik, kontrol ve kitosan gruplari
kalic1 epitel kaybi, daha derin stromal nekroz ve belirgin notrofil infiltrasyonu gostermistir. Bu
bulgular, kombine tedavinin sadece iyilesme hizini artirmakla kalmayip, inflamasyonu modiile
ederek ve daha kontrollii bir iyilesme yanitini tesvik ederek doku onariminin kalitesini de

tyilestirdigini gostermektedir.

Biyolojik etkinliginin yani sira, rosmarinik asit+kitosan onemli pratik avantajlar da
gostermistir. Anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellikleri, goz tahrisinin azalmasina ve konforun
artmasina katkida bulunmus olabilir; bunlar oftalmolojik tedavi protokollerinde klinik olarak

onemli faktorlerdir.

Bu bulgulara dayanarak, rosmarinik asit+kitosan kornea epitel yaralanmalar1 i¢in umut
vadeden, etkili ve giivenli bir lokal tedavi segenegi oldugu sonucuna varilabilir. Gelecekteki
caligmalar, dozaj ve formiilasyonun optimize edilmesine, uzun vadeli sonuclarin
degerlendirilmesine ve farkli hayvan tiirlerinde ve klinik kosullarda etkinliginin arastirilmasina
odaklanmalidir. Ayrica, altta yatan etki mekanizmalarin1 daha ayrintili olarak agiklamak i¢in
gelismis molekiiler ve immiinohistokimyasal analizler Onerilmektedir. Sonu¢ olarak, bu
formiilasyonun klinik veteriner oftalmoloji pratigine aktarilmasi icin gii¢lii bir potansiyeli

vardir.
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EKLER

Ek 1. Etik Kurul Formu

T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
(ADU-HADYEK)

Aydin 06/08/2024

Oturum : Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 2024 Yili VL Oturum
Sayi : 64583101/2024/55
Proje Bagh{n : Kornea yaralarinda rosmarinik asidin iyilesme iizerine etkisinin aragtiriimasi.
Proje Yiiriitiiciisii @ Biigra Kibar KURT
Proje Ekibi : Bilal BAYIR

Bu galigmanin higbir bélimiinde

Insan embriyosu ve fotusu kullanilmas

insan embriyosu ve ftusu dokularinin kullaniimas

Diger insan doku ve hiicrelerinin kullantlmasi
Hayvan Caliymasi insanlarda arastirma

Insan olmayan primatlarin kullamilmasi

Transgenik hayvanlarin kullanilmas:

Hayvanlarda genetik modifikasyon 6ngdrillmemigtir.

Bu ¢ahymanmn yapilmasinda etik agidan bir sakinca bulunmamaktadir,
Prof.Dr. Turhan §ST
Bagkan
{
Dog.Dr. Cengiz UNSAL Prof.Dr. Mehmet Dinger ILGIN Prof.Dr.Y0oel BGSIMOGLU KOCA
B Yaddymgist Uye S
(yillik izinli)

Dog.Dr. Mechmet GULER A g s sude Gillce
Oye Dr.Ogr. Uyesi Hiiseyin SEKER ORYASIN

(yrlhik izinli) Oye Uye

om;“‘“‘ Vet. Hekim Birgtl ONAL Filiz CE'[“]';E'OGLU
Uye (K;_/,(,Jiw (Mazeretli)
]

*Bu rapor, sadece Adnan Menderes Universitesi'nde yapilacak galismalar igin gegerlidir,

Ogr.Gor.

49



T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Kornea Yaralarinda Rosmarinik Asitin Iyilesme Uzerine Etkisinin Arastirilmas1” baslikli
Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde
ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii
ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya

¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Bilal BAYIR
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