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OZET

Amagc: Topikal aflibersept, sunitinib, bevacizumab-doksisiklin, sunitinib-
doksisiklin ve sunitinib-hesperitin kombinasyonlarinin korneal
neovaskularizasyon (KNV), apopitozis ve fibrozisi o&nleyici etkilerinin

arastiriimasi amaclandi.

Gereg ve Yontem: 48 ratin kornealari gimUs nitrat ile koterize edilerek
KNV baslatildi. Alti grup olusturularak suni gozyasi, aflibersept(20 mg/ml),
sunitinib (0.5 mg/ml), sunitinib-hesperitin (0.5mg/ml-0.2 mg/ml), sunitinib-
doksisiklin (0.5 mg/ml-20 mg/ml), bevacizumab-doksisiklin (5 mg/ml-20 mg/ml)
tedavileri topikal olarak gunde 2 kez uygulandi. 0, 3, 7 ve 15. gunlerde korneal
fotograflari cekildi. Korneal fotograflardaki vaskularize alanin tim korneal alana
orani bilgisayarda yuzde olarak hesaplandi. 15. ginde rat gozleri entklee edilip

immunohistokimyasal boyamalar yapildi..

Bulgular: KNV oranlari 7.glinde Sunitinib-Hesperitin (%1.1) ve Sunitinib
(%4.8) gruplarinda plaseboya (%33.9) goére daha dusikti (p=0,02, p=0.029).
15. glundeki KNV oranlari Sunitinib-Hesperitin (%20.8) grubunda, Plasebo
(%74.6) ve Bevacizumab-Doksisiklin (%80.6) gruplarindaki gére anlamli olarak
dusuktd (p=0.04, p=0.023). Diger gruplar arasinda anlamh fark yoktu. Tum
gruplarda plaseboya gére daha az CD31, VEGF, TUNEL ve a-SMA pozitifligi
bulundu. Kombinasyon gruplarinda monoterapi gruplarina gére daha az VEGF,
TUNEL ve a-SMA pozitifligi saptandi. Sunitinib-Hesperitin ve Bevacizumab-
Doksisiklin gruplarinda diger gruplara gore daha az VEGF pozitifligi bulunurken
iki grup arasinda istatistiksel olarak fark yoktu. TUNEL pozitifligi en az Sunitinib-
Hesperitin ve Sunitinib-Doksisiklin gruplarinda  bulundu; a-SMA pozitifligi
agisindan ise Sunitinib-Hesperitin ve Bevacizumab-Doksisiklin gruplarinda en

dusuk oran saptandi.

Sonug: Sunitinib ve Sunitinib-Hesperitin gruplarinda diger gruplara gore



daha az vaskularizasyon saptandi. Sunitinibin Hesperitin ile birlikte kullanimi

monoterapiye gore daha az apopitozis ve fibrozise yol agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Korneal neovaskiilarizasyon, aflibersept, sunitinib,

hesperitin, bevacizumab, doksisiklin

Vi



ABSTRACT

Aim: The aim was to research the preventive effects of topical aflibercept,
sunitinib,  bevacizumab-doxycycline,  sunitinib-doxycycline and  sunitinib-
hesperitin combinations on corneal neovascularization (CNV), apoptosis and

fibrosis.

Material and Method: The corneas of 48 rats were cauterized with

silver nitrate to initiate CNV. Six groups were treated with topical treatments
applied 2 times a day: artificial tears, aflibercept (20 mg/ml), sunitinib (0.5
mg/ml), sunitinib-hesperitin (0.5 mg/ml-0.2 mg/ml), sunitinib-doxycycline (0.5
mg/ml-20 mg/ml) and bevacizumab-doxycycline (5 mg/ml-20 mg/ml). Cornea
photographs were taken on days 0, 3, 7 and 15. The vascularized area on
corneal photographs was calculated as a percentage of the whole area with a
computer. On the 15th day rats’ eyes were enucleated and

immunohistochemical staining performed.

Results: On the 7th day the CNV rates in the sunitinib-hesperitin (1..1%)

and sunitinib (4.8%) groups were lower compared to placebo (33.9%) (p=0.02,
p=0.029). On the 15th day, the CNV rates in the sunitinib-hesperitin (20.8%)
group were significantly lower compared to the placebo (74.6%) and
bevacizumab-doxycycline (80.6%) groups (p=0.04, p=0.023). There was no
significant difference with the other groups. All groups had lower CD31, VEGF,
TUNEL and a-SMA positivity compared to placebo. In combination groups,
there was lower VEGF, TUNEL and a-SMA positivity identified compared to
monotherapy groups. While the sunitinib-hesperitin and bevacizumab-
doxycycline groups had lower VEGF positivity compared to other groups, there
was no statistical difference between the two groups. TUNEL positivity was
lowest in the sunitinib-hesperitin and sunitinib-doxycycline groups, while the
lowest values for a-SMA positivity were identified in the sunitinib-hesperitin and

bevacizumab-doxycycline groups.

Vil



Conclusion: Less vascularization was observed in the sunitinib and

sunitinib-hesperitin groups compared to the other groups. The use of sunitinib

with hesperitin caused less apoptosis and fibrosis compared to monotherapy.

Key words: Corneal neovascularisation, aflibercept, sunitinib,

bevacizumab, doxycycline, hesperitin
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1.GiRIS ve AMAC

Kornea dokusu avaskiler ve saydam yapiya sahip mekanik bir bariyer ve
ayni zamanda da goézin en Onemli refraktif ylzeyidir. Silyer arterin limbus
etrafinda sonlanan perikorneal pleksus dallari tarafindan ve akéz humodrden
difuzyon yoluyla beslenir. Go6zun optik fonksiyonu icin kornea dokusunun
saydam olmasi temel gerekliliktir ve kornea bu amagla 6zellesmis, immun 6zerk
bir yapidir. Saydamhgin kaybina neden olan en sik sebeplerden biri ise gesitli

nedenlerle ortaya ¢gikan korneal neovaskularizasyondur(1).

Normalde korneal hasarlanma yeni damar olusumu olmadan
gerceklesirken; kimyasal yaniklar, inflamasyon ve enfeksiyon gibi sebepler
limbustaki damarlardan korneal yilzey ve i¢c katmanlarina dogru yeni damar
olusumunu baslatabilmektedir. Korneada stromal 6dem, keratit, lipid depositleri,
skar gibi olusumlara yol acabilen bu yeni korneal vaskularizasyon dunyada
milyonlarca insanin gérmesini kaybetmesine sebep olmaktadir. Kornea nakli
sansi elde eden hastalarda ise korneal vaskularizasyon varhgi greft reddi riskini
artirmaktadir(2).

GuUnumuzde korneal yeni damar olusumlarini engellemek igin kullanilan
pek c¢ok yontem bulunmaktadir. Bunlar arasinda steroidler, nonsteroid
antiinflamatuar ajanlar, lazer fotokoagulasyon, fotodinamik tedavi, konjonktival
Jimbal veya amniyon =zariyla korneal yuzeyin rekonstriksiyonu yer
almaktadir(3). Kortikosteroidler en sik kullanilan antineovaskuler tedavi ajani
olmakla birlikte glokom, katarakt olusumu, enfeksiyona vyatkinlik, korneal
Ulserasyon ve hatta perforasyonla dahi sonuglanabilen ciddi yan etki profiline
sahiptirler (4).

Oldukga kompleks ve halen arastiriimakta olan korneal yeni damar olusum

mekanizmalari Uzerinde pek ¢ok mediyator gorev almaktadir. Bunlar arasinda



vaskuler endotelyal growth faktorler(VEGF), tumor nekrozis faktor(TNF),
prostoglandinler(PG) ve interlokinler(IL) yer almaktadir. Bu mediyatorlerden
VEGF, hem patolojik hem normal anjiyogenezde cgesitli basamaklari kontrol
eden Kkilit roldeki anjiyojenik stimalator faktordlr(5—7). Medikal tedavi igin
kullanimi incelenen ajanlar VEGF, VEGF reseptorleri ve tirozin kinaz

reseptorlerine (flt-1 ve flk-1/KDR) baglanarak onlari etkisiz hale getirmektedir.

Bevacizumab, VEGF-A'nin tim izoformlarina yuksek afinite ile baglanan,
monoklonal antikordur. Deneysel hayvan modellerinde olusturulan korneal
vaskularizasyonlarda topikal ve subkonjonktival bevacizumab kullaniminin
inhibitor etkisi gorulmustur(8). Ancak klinik uygulama surecinde korneal incelme
ve epitel yara iyilesmesinde gecikmeye neden olmasi ve ratlar tzerinde yapilan
bazi ¢alismalarda subepitelyal fibrozis olusumuna da yol actiginin gosterilmesi

bevacizumabin olumsuz 6zellikleridir(9).

Okuler hastaliklarda kullanilan bir diger anti VEGF ajan olan ranibizumab,
VEGF-A'nin tim izoformlarini inhibe ederek etki gdsteren rekombinant insan
monoklonal antikor fragmanidir(10). Bevacizumab ile yapilan karsilastirmali
calismalarda etkinlik agisindan birbirine benzer olduklari ve aralarinda belirgin

fark olmadigi gosterilmistir(11).

Aflibersept, VEGF A ve B’nin tum izoformlarini ve growth faktora(PIGF)'u
inhibe edici 0Ozelligi bulunan insan kaynakh rekombinant flizyon
proteinidir(12,13). Afliberseptin intravitreal uygulamalarda gdsterilen basaril
sonuglarini KNV hayvan modellerinde yapilan az sayidaki ¢alisma yeterince
desteklememigtir.  Afliberseptin  bevacizumaba Ustin oldugunu godsteren

calismalar oldugu gibi fark olmadigini goésteren galismalar da mevcuttur(14,15).

Sunitinib, antitimor ve antianjiojenik aktiviteye sahip kiiguk bir molekuldur.
Tirozin kinaz reseptor blokaji 6zelligine sahip olup VEGFR-1, VEGFR-2 ve



platelet derivatif growth faktor(PDGF)'U inhibe eder. PDGF vaskuler endotel
hicrelerden salinip perisitlerin devamhligini saglar ve yoklugunda vaskuler
yatak destedi bozuldugu icin spontan regresyonlar gorullr. Sunitinibin
bevacizumaba goére anjiyogenez Uzerinde 3 kata varan Onleyici etkisi oldugu
gOsterilmistir(16). Sunitinibin kornea epitel iyilesmesi Uzerine olan etkisi ve
uzun sureli olan uygulamalarda yan etkileri ise hentz g¢aligiimamis olmasina
karsin anti VEGF 06zelligi nedeniyle bevacizumab uygulamasinda gortlene

benzer olumsuzluklar beklenebilir.

Topikal veya subkonjonktival anti VEGF tedavisinin uzun dénemde kornea

dokusuna olan incelme ve epitel iyilesmesinde gecikme etkilerini azaltmak igin
yapilan kombine tedavi calismalarinda doksisiklin dne ¢ikmistir(17). Doksisiklin,

cesitli enfeksiyéz hastaliklarin tedavisinde kullanilan tetrasiklin grubu bir
antibiyotiktir. Kimyasal yaralanma, korneal ulser gibi korneal erimeye sebebiyet
veren Klinik durumlarda matriks metalloproteinaz(MMP) inhibisyonu ve
antiinflamatuar etki ile korneal incelme ve neovaskularizasyonlar Uzerinde
inhibitor etkileri gosterilmistir(18). Deneysel hayvan calismalarinda KNV

uzerinde inhibitor etkili oldugu gosterilmistir(19).

Korneal neovaskularizasyona neden olan bir gok okuler hastalikta iyilesme
sureci skar olusumu, fibrozis ile sonuclandigi icin uzun dénemde fibrozise
neden oldugu gosterilen anti VEGF tedavisin antifibrotik 6zelligi de olan bir
madde ile kombinasyonu korneal saydamligi korumak icin gerekli

gOrulmektedir.

Hesperitin isoflavonoidler ailesinin alt grubu olan flavononlar grubunun bir
dyesidir. Flavonoidler yapilarinda bulunan OH™ gruplari sayesinde serbest
oksijen radikallerine kargi antioksidan etki gosterirler. Hesperitin de yapisinda 3
hidroksil grubu bulunan glgli antioksidan potansiyeli olan bir bilesiktir(20).

Flavonoidlerin ayrica antitrombotik, antialerjik, antiviral, antitimor, antifibrotik,



antianjiyojenik gibi potent etkileri de bulunmaktadir(21-24).

Bu calismada rat KNV modelinde topikal aflibersept, sunitinib
monoterapileri ile bevacizumab-doksisiklin, sunitinib-doksisiklin ve sunitinib-
hesperitin kombine tedavilerinin antineovaskuler, antifibrotik ve antiapopitotik
etkilerini birlikte degerlendirerek KNV medikal tedavisini daha bagarili kilacak

ila¢ kombinasyonlari arastirilacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Korneal Neovaskiilarizasyon

2.1.1. Giris

Normal korneanin saydam ve avaskuler bir yapida olmasi, optik kalite ve
saglikh bir gorme icin 6nemlidir(25). Korneal yeni damar olusumlar perikorneal
limbal pleksusa ait kapiller ve vendz agdan cesitli patolojik slrecgler sonucu
gelisir. Olusan bu yeni patolojik damar yapilarin immatir dogasi ve yapisal
batinltgundn zayif olmasi nedeniyle artmis vaskuler gegirgenlik sonucu kronik
korneal 6deme, lipid eksudasyonuna, inflamasyona ve skar olusumuna yol agar.
Bdylece saydam kornea optik kalitesini yitirerek kisinin gérmesinin 6nemli

oranda azalmasina yol agmaktadir(26).

2.1.2.Epidemiyoloji

Neovaskuler ve infeksiydoz korneal hastaliklar gorme kalitesini duguren
hatta sonunda korlUkle sonuglanabilen buyuk bir halk sagligi sorunu olarak
onemini korumaktadir(27). Bu iki 6nemli sebebin yaninda korneal greft
rejeksiyonlari, kontakt lens iligkili hipoksi, alkali yaniklar norotrofik tGlserasyonlar,
aniridi ve limbal kok hicre defektleri de KNV’a yol acabilen dnemli Klinik

durumlar arasinda sayilmaktadir(28)(Tablo 2.1).

Yapilan tahminlere goére Amerika Birlesik Devletleri(ABD)'nde 1.4 milyon
korneal neovakularizsyonlu hasta bulunmaktadir. Korneal transplant sonrasi
alici kornea spesimenleri Uzerinde yapilan histopatolojik incelemelerde %40

oraninda korneal nevaskularizasyona ait ipuglarina rastlanmistir(29).



Cesitli inflamatuvar infeksiydoz ve travmatik korneal hastaliklarin ortak
sonucu KNV'dur. Bu olugsan neovaskularizasyonlar dokuda skarlasmayi, lipid
depozisyonlarini, stromal hemorajiyi ve korneal 6demi arttirarak kisinin gorme
duzeylerinin dugmesine Onemli katkida bulunmaktadir. Buna ek olarak
neovaskuler olusumlar korneanin immunite Ozelligini de degigtirerek penetran
keratoplasti sonrasi basari sansini da bu hastalarda oldukga dugturmektedir(30).
Korneal transplant gereken hastalarin ¢ogunlugunda (%40) KNV izlerine
rastlandigi dusundlirse, bu durumun halen ¢dézim bekleyen 6nemli bir halk

saghgi sorunu oldugu gorulmektedir.

2.1.3 Etiyoloji ve Patogenez

Vaskulogenezis, endoteliyal preklrsor hicreler ve endoteliyal progenitor
hicrelerden yeni de novo vaskuler yapi olusmasini tanimlar(31). Anjiyogenezis,
bayume, gelisme ve doku iyilesmesi suregleri igerisinde var olan damarlardan
yeni damar olusumunu temsil eder ve normal bir suregtir. Neovaskularizasyon
anormal yerlesimli patolojik surecteki anjiyogenezisi tanimlarken; KNV’lar ise
siklikla inflamatuvar, infeksiydz, travmatik, toksik, dejeneratif veya immunolojik

hastaliklar sonucu korneada olugan yeni damarlari temsil eder(11).

Diinya Saghk Orguti(DSO) nin verilerine gore dinya genelinde 285
milyon Kisi gorme engelli statistunde ve bunlarin yaklasik 39 milyon kadari yasal
korlik kategorisindedir(32). Bunlarin iginde katarakt 6nde gelen Kkorlik
sebeplerinin basinda gelse de gelismekte olan Ulkelerde alinan tum onlemlere
ragmen korneal hastaliklar halen gorme kayiplarinin en 6nemli sebebi
olmaktadir(33).

KNV olugsumu lokal pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorler arasindaki
dengeye baglidir(34)(Tablo 2.1-2). Bu faktorler arasindaki dogal denge korneal
saydamhgi da beraberinde getirmektedir. KNV’lar siklikla inflamatuvar ya da



hipoksik bir silrecin sonucunda anjiyojenik sitokinlerin artan salinimina

sekonder geligir(25).

Korneal yara iyilesmesi; bir takim hucresel degisiklikleri, hemen tum
korneal katmanlarindan salinabilen ¢ok cesitli sinyal molekillerini, lakrimal
gland ve inflamatuvar hucrelerin de dahil oldugu olduk¢a kompleks bir
surectir(35). Genellikle korneal yara iyilesmesi korneal saydamligi devam ettiren
mukemmel bir stre¢ olarak islemektedir. Ancak bazi inflamatuvar, infeksiyoz,
dejeneratif ve travmatik streclere sekonder KNV’lar olusarak korneal saydam

yap! yitiriimektedir(36).

inflamatuvar siirecler esnasinda basrolii oynayan makrofajlardan salinan
pro-anjiyojenik faktorlere (en dnemlisi VEGF’ler) sekonder endotel hicrelerinin
korneaya invazyonu vaskuler sirecin baslamasinda ana roli oynamaktadir. Bu
surece matriks metalloproteinazlari(MMP) tarafindan hdcre digi matriks ve
vaskuler bazal membran bozulmasinin da eklenmesiyle yeni vaskuler yapilar

filizienmeye baslamaktadir(37).

inflamasyona sekonder anjiyogenezis yaninda KNV’larin en énemli ikinci
mediatord  hipoksidir.  Hipoksi  varlhidinda  pro-anjiyojenik  faktorlerin
aktivasyonuna, anti-anjiyojenik faktorlerin de inhibisyonu eslik ederek bu sireci
desteklemektedir(38).



Tablo 2.1: Korneal neovaskularizasyon eslik eden hastaliklar

inflamatuvar hastaliklar
Pemfigoid
Atopik konjonktivit
Rozasea
Korneal doku reddi
Stevens- Johnson sendromu
Graft versus host hastaligi
Kuru g6z

infeksiyoz hastaliklar
Herpes simpleks, herpes zoster
Psodomonas, klamidya, sifilis
Kandida, fusarium, aspergillus
Onkoserkiyazis

Travma
Kontakt lensler
Alkali yanik
Korneal Ulserasyon
iyatrojenik

Dejeneratif
Terrien marjinal dejenerasyonu
Pterjiyum
Aniridi

Limbal kok hucre yetmezligi

Ornegin, pigment epitel derive faktdr(PEDF) normoksijenik kosullarda
endoteliyal hicrelerin anjiyojenik faktorlere dogru migrasyonuna engel olarak
KNV olusumunu engelleyen bir ajandir. Ancak hipoksi mevcudiyetinde PEDF
seviyeleri duger. Buna makrofajlardan salinan VEGF artisi da eslik ettiginde

KNV gelisir. Pek ¢ok kontakt lens kullanicisinda KNV gelisiminin temelinde



hipoksi vardir(39).

Kontakt lensler, son yillarda artan kullanimlari sebebiyle KNV’larin en
onemli sebebi haline gelmistir(29). Kontakt lens kullanicilarinin yaklasik
%20’sinde hipoksiye sekonder vaskularizasyon olustugu bildiriimektedir(40).
Kontakt lensin gaz gecirgenlik oranina bagli olarak kontakt lens kullanicilarinda
oksijen gegisi %8-14 arasinda azalmaktadir. Gun i¢inde uzun kullanim sureleri
ve gece kontakt lens takilmasina devam edilmesi hipoksi zeminini daha da
arttirmakta ve olaya kontakt lense bagh mindr travmalarin da eklenmesiyle

neovaskularizasyon daha guglu tetiklenmis olmaktadir(41).

KNV pek ¢ok bakteriyel, parazitik ve viral infeksiyonun potansiyel sonucu
olarak da karsimiza c¢ikabilmektedir. Trahom, dinya genelinde bu infeksiy6z
etkenlerin basinda gelmektedir. DSO’ niin verilerine gore dinya capinda 146
milyon trahom vakasi bulunmakla birlikte bunlarin 5.9 milyon kadari trahom
komplikasyonlarina sekonder korlukle karsi kargiya kalmaktadir. Rekurren
trahom enfeksiyonlari géz kapaklarinda skarlasmaya ve buna sekonder korneal

abrazyonlar, Glserasyonlar, KNV’a neden olabilmektedir(42) .

KNV’a yol acan diger en onemli korneal infeksiyon sebebi herpes
simplekse bagh viral keratitlerdir. Bu tip keratitlerin 6zellikle stromal
tutulumlarinda VEGF stimulasyonunun arttigi bilinmektedir. Ayni zamanda MMP

aktivasyonuna sekonder de bu hastalarda KNV riski artmaktadir(43).

KNV korneal transplantasyon endikasyonlari arasinda yer alir. Korneanin
avaskuler yapida olmasi immun acgidan ayricalikli bir konumda olmasini
saglamaktadir. Korneal antijenler immun sistem tarafindan taninmadigi igin
transplant sonrasi immun cevap disik olmasina bagl olarak greft red
reaksiyonu dusuktlr(44). Ancak vaskularize kornealarda vaskullarize alanin
blayukluguyle de dogru orantili olarak greft reddi riski de artmaktadir(45). Bu risk



yuzeysel vaskularizasyonlara gore stromal derin vaskularizasyonlarda daha da
yuksek oranda karsimiza c¢ikmaktadir(46). 24.944 insan korneal
transplantasyon sonuglarini inceleyen bir metaanaliz incelemesine gore KNV ile
greft reddi arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir. Yine
korneanin KNV ile kapl yuzdesiyle orantili olarak da bu riskin artmakta oldugu
tespit edilmigstir(47).

Dunya genelinde okuler travmadan etkilenen birey sayisi yaklasik 1.6
milyon civarindadir. Bunlarin iginde en ¢ok kimyasal korneal yaniklar KNV ile
sonuglanan sureci hazirlamaktadir. Bunun sebebi yaniga sekonder siddetli doku
inflamasyonu olmasi yaninda korneal limbal kOok hicre hasarinin da

gelisebilmesidir(48).

2.1.4 Korneal Neovaskiilarizasyon Gelisimi Molekiiler Mekanizmalari

KNV’un pro-anjiyojenik faktorlerle anti-anjiyojenik faktorler arasindaki
dengenin bozulmasiyla ortaya ciktigi bilinmektedir. KNV sebebi sadece pro-
anjiyojenik faktorlerin artmasi degil tek basina anti-anjiyojenik faktorlerin

azalmasinin da etkili olabilecegi bildirilmistir(49).
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2.1.5 Pro-anjiyojenik Molekiiller

Tablo 2.2: Pro-anjiyojenik Molekuller

Vaskuler endotelyal growth faktor (VEGF)
Fibroblast growth faktér (FGF)

Platelet derive growth faktor (PDGF)
Anjiyopoetinler

Anjiyojenin

Matriks Metalloproteinazlar (MMP)
Integrinler

Sitokinler/Kemokinler (IL-1,IL-8 vb.)
Hepatosit growth/scatter faktor (HGSF)
insiilin-like growth faktér (IGF)
Renin-Anjiyotensin sistemi

Plasental growth faktor (PGF)

Leptin

Trombin

Tumor nekrozis faktor (TNF- a)

2.1.5.1 Vaskiiler endotelyal Biluyume Faktoru (Vascular
Endothelial Growth Factor) (VEGF)

Pek cok doku icin vaskularizasyon hayati onem tasirken; viucuttaki bazi
dokularin iglevsel olabilmesi igin avaskularitesini korumasi gerekir. Bu dokular
arasinda basta kornea olmak Uzere vitreus, lens, kikirdak dokusu ve kalp

kapaklari gelmektedir(50).
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Pro-anjiyojenik faktorler arasinda en ¢ok Uzerine arastirma yapilan faktor
VEGEF ailesidir(51)(Sekil 2.1). VEGF, 48 kDa’luk homodimerik bir glikoproteindir.
Vaskulogenez ve anjiyogenez uzerinde etkili dnemli buylime faktorlerinin bir alt
grubudur. En 6nemli Uyesi ve ayni zamanda ilk kesfedilen faktér VEGF-
A(VEGFgs5)'dir. Diger uyeler plasental growth faktor (PIGF), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D’den olusur. VEGF-E ve VEGF-F ise virtsler tarafindan kodlanan ve
bazi yilan venomlarinda bulunan VEGF iliskili proteinleri olustururlar(52). VEGF-
A potent bir anjiyojenik stimulatordir ve hem patolojik hem normal
anjiyogenezde pek ¢ok basamagi kontrol etmektedir. Bu etkilerinin yaninda
vazodilatasyon ve artmis vaskuler permeabilite ve kapiller tip olusumu da yer
almaktadir(53). Vaskiler endotelyal hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve sag
kalimi Gzerinde de etkileri mevcuttur(54). VEGF-B ve C embriyonik anjiyogenez
ve lenfanjiyogenez Uzerinde etkiliyken; VEGF-D ise akciger bronsiollerindeki
lenfatik vaskuler sistem olusumunda gorevlidirler. PIGF de vaskulogenez
yaninda iskemi, inflamasyon, kanser ve doku iyilesmesi gibi durumlarda

anjiyogenezden sorumludur(55).

VEGF ailesi Oncelikle makrofajlardan, retina pigment epitelinden,
astrositlerden ve duz kas hucrelerinden salinmaktadir. Etkilerini yine aktive
makrofajlar, monositler ve endoteliyel hicreler Uzerindeki tirozin kinaz
reseptorlerine(VEGFR-1 ve VEGFR-2,diger adiyla Flt-1 ve KDR) baglanarak
gOstermektedirler(56).

Yapilan arastirmalarda korneal vyara iyilesmesi slrecinde pek ¢ok
anjiyojenik faktor rol almakla birlikte, inflame ve vaskularize kornealarda anti-
VEGF ajanlarin kullaniminin hem hayvan ¢alismalarinda hem de insan korneasi

neovaskularizasyonlari tzerinde inhibitor etkili oldugu bulunmustur(57).
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VEGF-A VEGF-C

VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (FIk-1/KDR) (Flt-4)
Sekil 2.1

VEGF reseptorleri(51)

2.1.5.2 Fibroblast Buylime faktoru (Fibroblast Growth Factor)(FGF)

FGF ailesi 23 tane heparin baglayan anjiyojenik proteinden olusmaktadir.
Cok cesitli hucrelerdeki reseptorleri Gzerinden tirozin kinaz aktivitesiyle etki
gOstermektedirler(58). Korneal endotel hicrelerindeki reseptoérlerine (FGF-1,-
2,-3) baglanarak VEGF up regulasyonu Uzerinden vaskularizasyonda etki
gosterdikleri duisunulmektedir(59). Ayrica gelismekte olan ve olgun dokularda
hicresel diferansiyasyon, anjiyogenez, mitogenez ve yara iyilesmesi Uzerinde
de rolleri bulunmaktadir. FGF-1 normal korneal endoteliyal hicreleri Gzerinde
eksprese olurken, FGF-2'nin korneal hasar sonrasi keratosit ve vaskuler

endotelyal hucrelerde eksprese oldugu gosterilmistir(60). Ayrica bowman
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epitelinin  FGF igin rezervuar hucreler oldugunu ve adeta anjiyogenez
kontroluinde FGF’nin bu hucrelerde sekestre halde bulunduklar da
gOsterilmistir(61). FGF ailesi proteinlerinin ayni zamanda VEGF ile etkilesimi
Uzerinden matriks metalloproteinaz reseptdrlerinin aktivasyonuyla da daha fazla
anjiyogenetik ozelliklerinin oldugu rat c¢aligmalarinda saptanmistir(62). Bu
etkinin tam tersi yonde bagka bir galismada ayni MMP-2 proteinin saliniminin
potent anjiyostatik faktorleri aktive edebilecedi de savunulmustur(63). Buradan
yola ¢ikarak MMP’larinin korneal vaskularizasyon tzerinde dual etkili olduklarini

sdylemek mumkundur.

2.1.5.3 Matriks Metalloproteinazlar

Anjiyogenez esnasinda ekstraselluler matriks ve bazal membran yapim ve
yikim asamasinda etkili cinko bagimli proteolitik enzim ailesidir(64). inaktif
zimojenler(proenzim) seklinde salinip ekstraselluler matrikste aktive olmalari
icin proteolitik aktiviteye ihtiya¢ duyarlar(65). Yara iyilesmesi, anjiyogenezis,
inflamasyon ve tiumor metastazi gibi pek cok fizyolojik ve patolojik sureclerde
rolleri oldugu gosterilmistir. Bugune kadar 20 ¢esit MMP proteini tanimlanmigtir.
Bunlar dogal fibriler kollajen 1,2 ve 3 tiplerini taniyan kollajenazlar(MMP-1,-13);
denature kollajenleri ve bazal membrani pargalayan Jelatinaz A ve B(MMP-2, -
9); pek c¢ok kollajen tipini taniyan ve bazi MMPlari aktive eden
Stromelizinler(MMP-7); ve son zamanlarda yeni kesfedilen hicre ylzey
antijenlerine baglanan membran tipi MMP’lar(MT-MMP/MMP-14) olmak Uzere
dort baslik altinda incelenmektedir(66). Pek cok MMP tipi invaziv kan damarlari
ve vaskuler endoteliyal hucre kuilturlerinde saptanmis ve anjiyogenez
asamasinda MMP ekspresyonu VEGF, FGF gibi diger buyume faktorleri
tarafindan etkilerinin dizenlendigi de goésterilmistir(67). Yapilan son galismalar
Isiginda gorulmastir ki MMP’lar anjiyogenez sureglerinde hem stimulator hem

de inhibitor etki gosterebilmektedirler(68).
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2.1.5.4 Trombosit Kaynakh Buyiime Faktorii (Platelet Derivating
Factor) (PDGF)

PDGEF ilk olarak trombosit hiicrelerin igindeki a-granullerde arteriyel duz
kas hucrelerinin ve fibroblastlarin blylimeleri Uzerinde etkili faktér olarak
kesfedilmis olmakla birlikte daha sonra pek ¢ok normal ve transforme huicre
tarafindan da salinabildigi gosterilmistir(69). Bu hucreler trombositler diginda
monositler, megakaryositler, vaskuler endotel, duz kas hucreleri de
bulunmaktadir. in vivo PDGF, inflamasyona sekonder bir takim hicrelerden
salinip proliferasyon, kemotaksis, matriks Uretimi ve doku onariminda gorev
alir(70). PDGF-AA, -AB, -BB, -CC, DD olmak uzere bes farkh dimeri
bulunmaktadir(71). PDGF-a ve B olmak Uzere iki adet hlicre ylzeyi reseptori
mevcuttur. insan korneasindaki epitelyal hiicreler, stromal fibroblastlar ve
endoteliyal hicrelerde daha ¢ok PDGF-B reseptorunt tasimaktadirlar(72).
Vaskuler yapilarin maturasyonu sirasinda perisitler Uzerinden etki gostererek,
vaskuler yapilari stabilize eder ve VEGF’Un etkisini de sinerjistik mekanizmayla
arttirarak yeni damar olusumunda gérev alir(73). PDGF’Un korneal
neovaskularizasyonlar Uzerindeki etkisi tam olarak anlagilamamis olmakla
birlikte, PDGF yoklugunda perisit kaybina sekonder korneal vaskuler yapilarin

dansitesinde azalma gozlenmistir(74).
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2.1.6 Anti-anjiyojenik Molekiiller

Tablo 2.3: Anti-anjiyojenik molekuller

Pigment epitelyum derive faktér (PEDF)
Endostatin

Anjiyopoetin

Anjiyostatin

Matriks metalloproteinazlari

Doku MMP inhibitorleri (TIMP)
Thrombospondin

Prolaktin

Plasental growth faktor

Anti-trombin

Plazminojen aktivator inhibitora (PAI)
Hucre 6lum sinyal proteinleri (Fas/FasL)

Sitokinler (IL-4, I1L-13)

2.1.6.1 Pigment Epitelinden Derive Edilen Faktor
Epithelium Derivating Factor) (PEDF)

(Pigment

50 kDa agirhginda olan ve ilk olarak retina pigment epitel hicrelerinden

salinimi gosterilen oldukga potent bir anti-anjiyogenetik, immunomodulator ve
norotrofik etkileri olan serin proteaz inhibitor ailesine ait bir molekuldir(75). Yeni
calismalar 1siginda korneal epitel ve endotelde de gdsterilmis ayni zamanda
akdz himor ve vitreusta da oldukga yogun konsantrasyonlarda bulundugu
bildirilmistir(38). Aktivitesini VEGF, FGF, IL-8/CXCLS8 iligkili vaskuler endoteliyal
hicre migrasyonu ve proliferasyonunu inhibe ederek ve ayni zamanda vaskuler

endoteliyal hucre apopitozisini Fas/FasL uzerinden indukleyerek gosterir(76,77).
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Deneysel olarak olusturulan kimyasal yanik modelli rat kornealarinda
topikal olarak PEDF-derive sentetik protein uygulamalarinda plasebo gruba
goére %31 oraninda korneal neovaskller yapillarda azalma oldugu
gOsterilmistir(78). Yine diyabetik retinopatili bireylerin vitreuslarinda saglikli

bireylere oranla dizeylerinde azalma saptanmistir(79).

2.1.6.2 Anjiyostatin

Guclu bir anti-anjiyojenik faktor olan anjiyostatin 38 kDa agirhginda
plazminojenin fragmantasyonu sonrasi olusur(63). FGF tarafindan aktive edilen
korneal neovaskularizasyonu inhibe ettigi bilinmektedir(80). Excimer lazer
keratektomi sonrasi intrakorneal anti-anjiyostatin antikorlari enjekte edilen

bireylerde korneal neovaskularizasyon gelistigi gosterilmistir(81).

2.1.6.3 Endostatin

Endostatin, kollajen 18’in proteolizis sonucu elde edilen anti-anjiyojenik
bir molekuldur. Kollajen 18 esas olarak perivaskller pozisyonlarda yerlesim
gOsteren, bazal membran ve gelismekte olan postnatal gozlerde de varhgi
gosterilmis nonfibriler kollajendir(82). Endostatin 6zellikle in vivo kosullarda FGF
ve in vitro kosullarda ise VEGF bagimh endoteliyal hicre proliferasyonu ve
migrasyonunu engelleyerek etki gosterir(83). Ayni zamanda VEGF’Un
reseptorine baglanmasini engeller(84). Buna ek olarak intrasellller proteinaz
ve kaspaz aktivasyonu Uzerinden vaskiler endoteliyel hicre apopitozisini

tetikleyerek neovaskiler suregte inhibitor rol tstlenir(85).

2.1.7 Korneal Neovaskiilarizasyonlarda Tedavi Segenekleri

KNV’larin tedavisinde altta yatan sebebin bulunup ona uygun olarak

tedavi yontemi secilmesi kilit roli oynar. Clnku tedavi segenekleri infeksiydz
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keratitlerde oldugu gibi antimikrobiyal olabilecegdi gibi, skatrisyel pemfigoidlerde
kullanilan sistemik immunsupresan ajanlar da olabilir. Yillar igerisinde KNV’larin
tedavisinde pek ¢ok medikal ve cerrahi yontem ve anti-anjiyojenik 6zelligi olan

molekuller denenmisgtir.

2.1.7.1 Medikal Tedavi

2.1.7.1.1 Anti-inflamatuvar ilaglar

Kortikosteroidler aktif olarak prolifere olan korneal
neovaskularizasyonlari engellemede standart medikal tedaviler arasinda basg
sirayi almaktadir. Ozellikle penetran keratoplasti ile iligkili
neovaskularizasyonlarda sikga kullanilagelmistir(86). Etkilerini inflamasyonla
iligkili neovaskularizasyonlari suprese ederek gosterirler ancak daha dnceden

olusmus stabil vaskuler yapilar tGzerine etkileri yoktur(87).

Steroidlerin anti-inflamatuvar ve anti-anjiyojenik etkileri ilk olarak 1950’li
yillarda fark edilmistir. Bunlar arasinda deksametazon, hidrokortizon,
prednizolon ve triamsinolon asetat gibi cesitli steroidler bulunmakta olup
anjiyostatik etkili olduklari gosterilmistir(88). Steroidlerin inflamasyon tzerindeki
inhibitor  etkisi  inflamatuvar hlcrelerden  sitokinler ve pro-anjiyojenik
mediatorlerin salinisini engellemesiyle gergeklesir(89). Buna ek olarak bazal
membran pargalanmasi ve edoteliyal hicre migrasyonunun engellenmesinde
de rolleri vardir(90). Saud ve arkadaslarinin kimyasal korneal yaralanma
sonrasi subkonjonktival triamsinolon enjeksiyonuyla KNV olusumunun anlamli
olarak azaldigini tavsan caligsmalariyla gostermiglerdir(91). Tum bu dnemli
Ozelliklerine ragmen katarakt olusumu, intraokuler basing artigi, korneal incelme
ve erime, herpetik keratit aktivasyonu, fungal keratit, bakteriyel enfeksiyonlar

gibi istenmeyen yan etkileri kullanimlarini sinirlandirmaktadir(92).
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KNV engelleyici diger bir antiinflamatuvar tedavi segenegdi nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglardir(NSAII). Anjiyogenezi stimiile eden prostoglandinlerin
yapimini COX enzimini inhibe ederek engellerler. COX enzimleri esas olarak
COX-1 ve 2'den olusmaktadir. COX-1 daha c¢ok normal kornealarda
bulunurken, COX-2 kimyasal korneal yanik modellerinde artmis olarak
gosterilmistir(93). COX-2'nin VEGF ve VEGF reseptorleri Gzerinde modulator
etkili oldugu bilinmektedir. Nonselektif olarak COX-1 ve COX-2 inhibisyonu
yapan indometazin, flurbiprofen, ketorolak, diklofenak ve nepafenak
maddelerinin KNV  Uzerinde inhibitor etkileri hayvan c¢alismalarinda
gosterilmigtir(11,87,94,95). Korneal Ulser ve perforasyon gibi istenmeyen yan
etkileri Ozellikle eglik eden okuler yuzey hastaliklarinda kullanimlarini
kisitlar(96).

Diger antiinflamatuvar etkisinden faydalanilan anti neovaskuler ilaglar

siklosporin A, heparin, metotreksat ve talidomiddir(97—-100).

2.1.7.1.2 Anti-VEGF llaglar

KNV’larin siddetli komplikasyonlari toplumdaki pek cok bireyi etkilemis
olmasi bu konuda yapilan arastirmalari da son donemlerde oldukga artirmigtir.
Farmakolojik tedavi yontemleri primer olarak KNV'’yi baslatan molekuller
uzerinde inhibitdr etkiye sahipken, cerrahi tedaviler daha ¢ok dnceden olusmus

damar yapilarinin tedavisinde etkili gibi goriunmektedir.

Mevcut farmakolojik ajanlarin KNV olusumunun ilk iki hafta gibi erken
safhalarinda kullanildiklarinda daha etkili olduklari gézlenmistir. CUnkl bu
ilaglar daha ¢ok KNV’u baglatan molekuler sinyaller Gzerinde etkili olduklari igin
iki haftadan sonra perisitler tarafindan tamamen sarilmis ve anti VEGF’lere
kargi duyarlihgr azalmis endoteliyal hicreler Uzerinde etkileri hig

gorulmemektedir. Bu asamada sadece cerrahi yontemler faydali olmaktadir.

19



Ancak mevcut olusmus vaskuler yap! Uzerinde degil de bu vaskiler agdan
gelisebilecek yeni filizlenmeler Uzerinde de bu bahsedilen anti VEGF ajanlarin

etkili olabilecegi yoninde bulgular mevcuttur(73).

Farmakolojik tedavide son yillarda anti-VEGF ilaglar kendine genis
kullanim alani bulmaktadir. Bu ilaglar arasinda FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onayli su an bir takim onkolojik ve vitreoretinal
hastaliklarda kullanim onay! bulunan ancak KNV’larda henlz onay disi(off-
label) kullanimda olan ilaglar bulunmaktadir(101). Bunlar arasinda
bevacizumab, ranibizumab, pegaptanib aflibersept, sunitinib gibi ajanlar yer

almaktadir.

Bevacizumab (Avastin; Genentech, CA, USA) VEGF A’nin tim
izoformlarina baglanan monoklonal bir antikordur. Molekul agirhdi 149 kDa’dur.
ilk kullanimi metastatik kolon kanserli hastalarda intravendz tedavi seklinde
olmustur(102). Retinal hastaliklar Uzerinde onay digi intravitreal enjeksiyon
seklinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bevacizumabin kornea Uzerine topikal
etkilerinin gosterildigi pek ¢ok g¢alisma bulunmaktadir. Steroid tedavisine yanit
alinamayan KNV’lu hastalar Uzerinde bile etkili oldugu gdsterilen c¢alismalar
mevcuttur(103).

Ranibizumab (Lucentis; Genentech), bevacizumabtan ¢ok daha dusuk
molekuler agirhkh(48 kDa) ancak ona benzer olarak VEGF-A’nin tim
izoformlarina yuksek afinite ile baglanabilen sadece Fab kismini iceren
rekombinant insan monoklonal antikor fragmanidir(104). Yasa bagli makula
dejenerasyonu olan hastalarda intravitreal aylik enjeksiyon olarak kullaniimakta
olup, bevacizumaba gore daha kuguk molekul olmasinin verdigi avantajla
subretinal alana daha iyi diffize olabildigi gésterilmistir(105). Topikal kullanimda
benzer etkinlikte oldugu gdsteriimis olmakla birlikte guvenilirligi ve doz
etkinliginin ~ belirlenmesi amaciyla daha genis c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir(106).
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Aflibersept (Eylea, Regeneron), yine tum VEGF izoformlarini
baglayabilen bir flzyon proteinidir. Molekul agirhgi 115 kDa'dur. YBMD’da yeni
kullanima girmis bir ajandir. VEGF-A'nin tim izoformlari igin tuzak reseptor
olarak gorev yapar ve onlari baglayarak inaktive eder. Bu etkisine ek olarak
VEGF-B, PIGF 1- ve2?yi de baglayarak antianjiyojenik etkisini kuvvetlendirir.
Buglne kadar calisiimis VEGF blokaji yapan ajanlar arasinda en yuksek
afiniteye sahip olanidir(13). Topikal kullanimda bevacizumaba benzer olarak

KNV’larda etkili olabilecegi Gzerinde ¢alismalar devam emektedir(15).

Sunitinib, tirozin kinaz inhibitér etkisine sahip, anti-timoér ve
antianjiyojenik etkili kiicUk bir reseptor proteindir. Molekuler agirhdr 0.4 kDa'dur.
Selektif olarak VEGFR1-3 ve PDGFR’U, stem cell factor reseptori(Kit), Flt-3 ve
colony stimulating factor 1 reseptérint inhibe eder(107,108). PDGF, vaskuler
endotelyal hlcrelerden salinip perisitlerin stabilitesinin  devamini saglarlar.
PDGF yoklugunda perisitler etkilerini kaybederek vaskuler yatak bozulur ve
spontan regresyon goérulir. Sunitinib hem anti VEGF etkili hem de PDGF
aktivitesini bloke ettigi icin neovaskularizasyonlar Uzerinde daha etkili bir
molekuldir. Buglne kadar bobrek maligniteleri, pankreatik noroendokrin
tumorler ve gastrointestinal stromal tumorlerde kullanimi FDA tarafindan
onaylanmistir(109). KNV tedavisinde bevacizumab ile yapilan karsilagtirmali
calismalarda, topikal kullanimda en az 3 kat daha fazla antineovaskdler etkiye

sahip oldugunu goésteren c¢alismalar mevcuttur(8).

2.1.7.1.3 Flavonoidler

Bioflavonoidler, bir grup bitki kaynakl antioksidan, antiinflamatuvar,
antianjiyojenik, antitumor etkisi bulunan ve ayni zamanda sivi retansiyonunu
azaltma ve Kkapiller duvar yapisinin guglendirme gibi 0Ozelligi bulunan
polifenollerdir(110). Meyve ve sebzelerde bulunan, onlara renk ve tat veren
maddelerdir. Bugune kadar yaklagsik 8000 cesit polifenolik bilesik

tanimlanmistir. Temelde flavonoidler, yapilarinda 15 karbon atomu igeren flavan
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nikleusundan olusan trisiklik bilesiklerdir. igerdikleri OH™ gruplari sayesinde
gugli antioksidan etki gosteren bu Dbilesikler molekuler yapilarindaki
degisikliklere bagli olarak flavon, flavanol, flavanon, flavanolol, isoflavon ve
antosiyaniden olusan alti alt gruba ayrilirlar(111). Flavononlar grubunda yer
alan Hesperitin 302 dalton agirhiginda, yapisinda Naringenin gibi 3 adet OH’
grubu bulunduran bir bilesiktir. Ozellikle limon ve portakalda yogun olarak
bulunan narenciye kaynakli bir citrus flavonoidi olup, hesperidinin aglikon
formudur. Potansiyel bir antioksidan(112), okuler kan akimini arttirici etkisiyle
retinal iskemiyi azalttigi gosterilen(113), vaskuler permeabilite Uzerinde de
azaltici etkisi bulunan(114) ayni zamanda noroproteksiyon(115), antitimor(116)
ve antiinflamatvuar &zellikleri mevcut olan bir ajandir. Flavonoidlerin
yapilarindaki OH™ bileseninin sayisi arttikca antioksidan &zelliklerinin de
kuvvetlendigi bilinmektedir(113). Hesperitin de yapisindaki 3 OH" grubu

sayesinde guclu antioksidan etkiye sahip bir bilesiktir.

Okduler hastalik etiyolojilerinde bildigimiz gibi serbest oksijen radikalleri,
oksidatif hasar, hipoksi, azalmis kan akimi, anjiyogenez, artmis Kkapiller
gecirgenlik gibi sebepler yer almaktadir. iskemik retinal hastallk modelinde
hesperitinin retinal gangliyon hucre 6lumunu engelledigi gosterilmistir(117). Yine
benzer bir calismada, diyabete sekonder olusan gliozisin ve vaskuler

permeabilite artisinin hesperitin kullanimiyla engellendigi bulunmustur(118).

Halihazirda hesperitinin KNV Gzerinde topikal uygulamasiyla ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamakla birlikte yine flavanoid ailesinden olan
Naringenin’in KNV Uzerinde inhibitor antioksidan ve antiinflamatuvar etkisinin
oldugu gosterilmistir(119). Retinal iskemi olugturulan hayvan modellerinde
intraperitoneal uygulanan hesperitin ve naringeninin benzer anti apopitotik

Ozellikler gosterdikleri saptanmistir(120).

22



2.1.7.2.Cerrahi Tedavi

Yukarida bahsedilen pek ¢ok medikal tedaviye alternatif olarak ya da

onlarla es zamanli kullanilabilecek cerrahi tedaviler de mevcuttur.

2.1.7.2.1 Argon Lazer Fotokoagiilasyon

Bu teknik genellikle sinirli KNV olan hastalarda penetran keratoplasti
Ooncesi uygulanmasi tercih edilmektedir. Normalde lazer 1s1§1 saydam
korneadan direk gecerken vaskilarize korneada damar igindeki hemoglobin
tarafindan absorbe edilir, buna sekonder damar koagtilasyonuna ve okllizyona
sebep olmaktadir(121). Boylece korneal vaskularizasyon gerilemis olmakla
birlikte, lazerin dokuda yaptigi hasar nedeniyle tetiklenen inflamasyona
sekonder proanjiyojenik faktorlerin(ézellikle VEGF) saliniminin artmasiyla
istenmeyen yeni damar olusumlari da izlenebilmektedir(122). Bu teknigin
medikal tedavilerle kombine kullaniimasi dusunulse de korneal hemoraji,
korneal incelme, iris atrofisi ve nekrotizan sklerit gibi énemli yan etkiler de
olusturabilecegi akilda tutulmaldir(123,124).

2.1.7.2.2 Fotodinamik Tedavi

KNV tedavisinde kullanilan bu yontemin uygulanabilmesi igin
fotosensitize edici vertoporfirin, fluoresein gibi ajanlar gereklidir(125,126).
Sistemik dolagima enjekte edilen ya da okuler yuzeye uygulanan bu ajanlardan
sonra Ozel bir dalga boyundaki lazerin etkisiyle ortaya ¢ikan reaktif oksijen
metabolitlerine bagll olarak vaskuler endotel hucrelerinin hasara ugramasina
ikincil tromboz olusumu esasiyla ¢alisir(127). Yine fotokoagulasyonda oldugu
gibi medikal tedavi ile kombine kullanimi etkisini arttirmaktadir. ilk olarak yasa
bagli eksudatif makila dejenerasyonunda etkisi gosterilmis olmakla birlikte
koroidal hemanjiyom, santral ser6z Kkoryoretinopati, polipoidal koroidal
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vaskulopati gibi koryoretinal hastaliklar Gzerinde de kullanim alani bulmustur.
Deneysel calismalarda ve klinik kullaniminda 6zellikle keratoplasti sonrasi greft
kalitesi agisindan umut vaat eden bir yontem olmakla birlikte yluksek maliyeti

kullanimini sinirlandirmaktadir(128).

2.1.7.2.3 Okiiler Yuizey Rekonstriiksiyonu

Limbal , konjonktival ve amniyotik membran transplantasyonunu igeren
bu tedavi secenegi genellikle diger yontemlerle basarisiz olundugunda son
secenek olarak kullaniimaktadir. Limbal hiicre defekti olan hastalarda limbal kdk
hicre nakli uygulanmasi efektif olmasina kargin cift géz hasari olan hastalarda
allogreft nakli ve ona bagl komplikasyonlar prognozu kotu etkilemektedir(129).
Amniyotik membranin inflamasyonu baskilayici ve yara iyilesmesini tetikleyici
ozelligi mevcuttur. Ayrica anti anjiyojenik 6zellige sahip oldugu da gosterilmigtir
ancak KNV tedavisindeki etkisinin  kanitlanmasi ve  kullaniminin

yayginlasabilmesi i¢in daha ¢ok klinik arastirmaya ihtiya¢ vardir(130,131).

2.1.7.2.4 ince igne Diyatermi

Bu yontemde koagule olmasini istedigimiz vaskuler yapilara paralel
olarak ya da damar lumeni igine yerlestirdigimiz ince igneye koagulasyon
modundaki  diatermi  probu tatbik edilmesiyle koterizasyon iglemi
geceklesmektedir(132). Kinik arastirmalarda bu yontemin glvenli ve efektif
oldugu gosterilmis olup; gegici korneal beyazlasma, intrastromal hemoraji gibi
komplikasyonlari da gorilebilen fotokoagllasyona alternatif olabilecek cerrahi
bir ydontemdir(133).
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2.1.7.2.5 Superfisiyal Keratektomi

Derin yerlesimli olmayan yuzeysel KNV’larda uygulanabilen bu cerrahi
teknik bowman tabakasina zarar verilmeden korneal epitel soyulmasi esasina
dayanmaktadir. Topikal Bevacizumab uygulanmasi planlanan hastalarda tedavi
Ooncesi uygulanmig ve bevacizumabin etkisini tek basina kullanimla
kargilastirildiginda arttirdigi tespit  edilmigtir. Tedavi  takiplerinde
vaskularizasyonda regresyon gorulmesi ve vyeni kollateral olusumu
izZlenmemesine ragmen sadece yuzeysel tip vaskularizasyonlarda

kullanilabilmesi kullanimini kisitlayici yonleridir(134).
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3.GEREGC ve YONTEM

Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi’'nde, 2014/09-03 karar numarali Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayiyla
TUBITAK proje destegi (proje no: 115S032) ile gergeklestiriimistir.

3.1 Hayvan Modeli

Agirliklari 250-300 gr olan Wistar Albino erkek rat calismaya dahil
edilmistir. 20 mg/kg ketamin hidroklorir(Ketalar, Eczacibagi Turkiye) + 4 mg/kg
Ksilazin(Alfazyne, EgeVet, Turkiye) ile anesteziye ek olarak % 0.5
proparakain(Alcaine, Alcon, Turkiye) ile topikal anestezi uygulandi. Butlin
deneklerin tek gozu cgalisma kapsamina alinmis olup, anestezi uygulandiktan
sonra gozlerin koterizasyon isleminde Mahoney(95) ve arkadaslarinin tarif ettigi
gibi gumus nitrat teknigi uygulandi. Bu teknikte once kornea gazli bezle
kurulanip her ratin sag kornea santraline 2-3 mm genisliginde % 75 gumus
nitrat %25 potasyum nitrat ile kapli ¢ubuk kullanilarak 10 saniye slreyle
koterizasyon yapildi. islem sonrasi géz 10 ml %0.09 salin ile yikandi. 2 giin
boyunca 2*1 topikal antibiyotik (netilmisin) tedavisi uygulandi. Koterizasyon
islemi oncesi ratlar rastgele secilerek 6 gruba ayrildi. Butun koterizasyon
islemlerinin ayni arastirmaci tarafindan yapilmasina Ozellikle dikkat edildi.
Koterizasyon islemi esnasinda her gruptan birer rata koterizasyon iglemi
tamamlandiktan sonra tekrar basa donme seklinde bir uygulama yontemi
izlenerek uygulayicinin muhtemel tecribe farkinin tum gruplara esit derecede
dagitiimasina 6zen gosterildi. 3. gunden itibaren tedavi icin planlanan ajanlar

topikal olarak uygulandi. Gruplar asagidaki sekildedir:
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Tablo 3.1: Calisma gruplari

Grup 1-Plasebo grup: Suni gézyasi (n=8)

Grup 2-Aflibersept (20 mg/ml) grubu (n=8)

Grup 3-Sunitinib (0,5 mg/ml) grubu (n=8)

Grup 4-Sunitinib (0,5 mg/ml) + Hesperitin (0,2 mg/ml) grubu (n=8)
Grup 5-Sunitinib (0,5 mg/ml) + Doksisiklin (20 mg/ml) grubu (n=8)

Grup 6-Bevacizumab (5mg/ml) + Doksisiklin(20 mg/ml) grubu (n=8)

3.2 ilaglarin Hazirlanmasi

Bevacizumab (Avastin; Genentech, CA, ABD) (100 mg/ml) flakon %0,9

serum fizyolojik ile sulandirilarak 5mg/ml hazirlandi ve +4°C’de sakland.

Sunitinib malate (Sigma-Aldrich, Almanya) toz hali %0.9 serum fizyolojik

icinde ¢oziilerek 0,5 mg/ml olarak hazirlandi ve +4°C’de sakland.

Doksisiklin  hidroklorid (Sigma-Aldrich, Almanya) toz formu dimetil
sulfoksit(DMSO) sollsyonu igerisinde ¢ozulerek 20 mg/ml konsantrasyonda

hazirlandi ve -20°C’de saklandi.

Hesperitin (Sigma-Aldrich, Almanya) toz formu DMSO igerisinde ¢dzullp

0,2 mg/ml konsantrasyonda hazirlandi ve +4°C ‘de saklandl.

Aflibersept (2 mg/ 0.05ml) (Eylea, Regeneron) flakon %0.9 serum fizyolojik
ile diliie edilip 20 mg/ml olarak hazirlandi ve +4°C ‘de sakland!.
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3.3 Biyomikroskobik Degerlendirme

Koterizasyon isleminin hemen sonrasinda ve 3, 7, 15. gunlerde kornea
fotograflari el biyomikroskobuna (Reichert, PSL model, ABD) ilisik fotograf
makinesiyle (Iphone 6) cekildi ve biyomikroskobik muayeneleri yapildi(Sekil
3.1). ik iki muayenede ayrica korneal epitel yara iyilesmesini degerlendirmek
amaciyla floresein ile boyandi. Tum ratlarin 3. gunde gumuds nitrat ile
olusturulan yanik evrelemesi yapilarak evre 2 ve Ustld calismaya dahil
edildi(Tablo 3.2).

Sekil 3.1

Deneklerin el biyomikroskobuna ilisik fotograf makinesiyle

fotograflanmasi
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Tablo 3.2:Korneal yanik evrelemesi(95)

Evre 0: Korneal ylzeyden kabarik bl olusumu yok

Evre 1: Ylzeyden hafif kabarik, kiigik bal olusumu

Evre 2: Yuzeyden orta derece kabarik, orta buyuklukte bil olusumu
Evre 3: Buyuk bul olugumu

El biyomikroskobuna ilisik fotograf makinesiyle ¢ekilmis 0, 3 ,7, 15’inci
gunlere ait korneal fotograflar bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra Image J
(Image J 1.46r, Wayne Rasband at the Research Services Branch, National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA) programi yardimiyla analiz
edildi. Goéruntlilerde piksel olarak dlgulen vaskuler alan sinirlar isaretlenerek
tim korneaya orani hesaplandi ve KNV orani elde edildi. Olgimler li¢ kere

tekrarlanip ortalamalari alinarak KNV degeri olarak kabul edildi(Sekil 3.2).

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
O | aia Al 2] |5 48]

x=1840, y=2072, value=190,94,98

Sekil 3.2
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Korneal fotografta vaskuler alanin Image J programiyla degerlendiriimesi

3.4 Histopatolojik Degerlendirme

15. glnin sonunda tim deneklere intraperitoneal 50 mg/kg thiopental
sodyum(Pentothal Sodium, Abbot, Turkiye) verilmesi ardindan ratlar sakrifiye
edildi. Her rattan alinan enukleasyon materyaline fikse edici maddenin daha iyi
nifuz edebilmesi icin sklera 27 gauge igne ile limbustan 1 mm mesafeden tek
noktadan perfore edildi. Enlkleasyon materyalleri ayri ayri %10 formaldehid
iceren numaralandiriimis kaplara konularak Trakya Universitesi Tip Fakiltesi
Histoloji-Embriyoloji ABD laboratuvarina gonderildi. 15. ginin sonunda alinan
g6z drnekleri total olarak %10’luk formaldehit fiksatifinde 48 saat sire ile tespit
edildiler. Rutin histolojik takip islemlerinden sonra 6rnekle parafinde
bloklandilar. Elde edilen 5 pm kahnhgindaki kesitler histopatolojik
degerlendirmeler icin Hematoksilen-Eozin boyamasi uygulandi ve oérnekler 11k
mikroskobunda incelenerek degerlendirmeleri yapildi ve fotograflanmasi BX31

Olympus (Japonya) mikroskobunda yapildi.

3.4.1 immiinohistokimya Protokolleri

Kornea doku orneklerinde; vascular endothelial growth factor (VEGF),
Alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA) ve cluster of differentiation 31 [(CD31)
veya Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1)] antikorlarinin
aktiviteleri immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. 56°C’de bir gece
bekletiimis 5um kalinligindaki parafin kesitler, deparafinizasyon isleminden
sonra azalan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edilmistir. Antijen geri
kazanimi igin sitrat tamponunda (10 mM; pH:6.0) kaynatilip, fosfat tamponu
(PBS) ile yikamanin ardindan, endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek igin
kesitler %3 H,O, (methanol ile hazirlanmig) icerisinde 15 dakika bekletilmistir.
Spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla, sekonder antikorun

uretildigi tire uygun bloklama solisyonunda (Invitrogen, Kaliforniya, ABD) 10
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dk. inkibe edilen kesitler, oda sicakliginda, antikor dilie etme sollUsyonuyla
(Invitrogen) hazirlanan tavsan monoklonal VEGF antikoru (1/200 dilusyonda,
Bioss 0279R), tavsan monoklonal a-SMA antikoru (1/100 dilusyonda, Orbyt
195993) ve tavsan CD31 antikoru (1/100 dilusyonda, Bioss 0195R) oda isisinda
90 dakika inkube edilmiglerdir. Negatif kontroller primer antikor yerine PBS ile
muamele edilmigtir. Primer antikorun uUretildigi tire kargi olan biyotinlenmis
sekonder antikorda (Invitrogen) 10 dk oda isisinda tutulmuslar ve son olarak
HRP-streptavidin (Invitrogen) ile 10 dk muamele edilmislerdir. 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC, Thermo HA31567) ile kromojenize edilen Kkesitlere,
hematoksilen ile zit boyama yapilmis ve su bazli kapatma medyumu ile
kapatilmiglardir. Hazirlanan preparatlar BX-31 Olympus marka arastirma

mikroskobunda incelenerek, fotograflari ¢ekilmigtir.

VEGF, CD31, ve a-SMA immunreaktiviteleri her bir kornea kesitinde 10
farkl alanda 1 mm? stromal alandaki immunpozitif hiicreler saylilip ortalamalari
alinarak degerlendirilmigtir. Damar yodunlugu analizleri de (Argenit Kameram
2.11.5.1, istanbul) software analiz programi kullanilarak mm? alanda sayilarak

analiz edilmigtir.

3.4.2 in Situ DNA Ug isaretleme Metodu- Terminal Deoksiniikleotidil
Transferaz dUTP Nick End Labeling (TUNEL) Analizi

Kornea doku oOrneklerinde apoptozis, TUNEL analizi araciligi ile 5 pm
kalinhgindaki parafin kesitler Uzerinde ApopTaqg Plus Peroksidaz In Situ
Apoptosis Detection Kit (S7101-KIT, Millipore) kullanilarak degerlendirilmistir.
Deparafinize edilmis doku kesitleri, proteinaz K (Millipore-20 pg/ml) ile inkibe
edilerek, kesitler endojen peroksidaz inhibisyonu igin %3’lik H,O, ile muamele
edildikten sonra oda isisinda 30 dakika dengeleme tamponunda bekletilmigtir.
Digoksigenin isaretli dUTP kuyrugunun baglanmasi i¢in 37°C’de 1 saat terminal
deoksinukleotidil transferaz enzim solusyonu ile muamele edilip, ardindan

kesitler oda i1sisinda 10 dakika durdurma/yikama tamponunda yikanmistir. Oda
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Isisinda 30 dakika antidigoksijenin peroksidaz antikor ile inkibe edilen kesitler
peroksidaz substrat igin 3,3-diaminobenzidine (DAB) kullanilarak isaretlendikten
sonra hematoksilen ile zit boyama yapilmis ve nukleusu koyu kahverengi

boyanmis kornea stromal hiicreleri TUNEL pozitif olarak degerlendirilmistir.

TUNEL teknigi uygulanan her bir kornea kesitinden 10 farkli alanda
TUNEL pozitif hiicre sayilarak ortalamalari alinarak mm? alandaki apopitotik

hicre sayisi elde edildi.

3.5 istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
(SPSS 22.0 SPSS, Inc, Chicago, lllinois,USA) istatistik paket programi
kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin
(Ortalama, Standart sapma, Medyan, IQR) yani sira normal dagilimin

incelenmesi i¢cin Kolmogorov - Smirnov dagilim testi kullanildi.

Gruplara goére olgumlerin bazilari normal dagihm gostermiyordu. Bu
yluzden parametrik olmayan yoéntemler tercih edildi. Niceliksel verilerin
karsilastiriimasinda ikiden fazla grup durumunda, parametrelerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Grup i¢i karsilastirmalarda

ise Wilcoxon isaret testi kullanildi.

Histolojik incelemede degerler ortalama + standart sapma olarak
alinmigtir. Tum deney gruplarina ait immunohistokimyasal ve TUNEL boyama
skorlari ile damarlanma alan yulzdesi degerleri arasindaki kargilastirmalar ise
Mann-Whitney U testi uygulanarak degerlendiriimigtir. Sonuglar %95 glven

araliginda p<0.05 degeri anlamlilik dizeyinde degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1 Biyomikroskobik Sonuglar

Batln ratlarda korneal yaniklarin evre 3 ve 4 oldugu izlendi. Grup 5ten
bir rat korneal perforasyon gelistigi icin degerlendirme digi birakildi. Tum

gruplarda korneal epitelizasyon ortalama 3 gunde tamamlandi.

KNV alan oranlarinin ortalamalari 7.gun vyapilan degerlendirmede
Sunitinib-Hesperitin ve Sunitinib gruplarinda plaseboya goére anlamli olarak
duguktu(Ortalama KNV alani sirasiyla %1, %4 ve %33; p=0,02, p=0.029).
Sunitinib  ve  Sunitinib-Hesperitin  gruplarinda KNV alan ortalamalari
Bevacizumab-Doksisiklin grubuna gére anlaml olarak disukti(Ortalama KNV
alani sirasiyla %4, %1 ve %36; p=0,007, p=0.001)(Sekil 4.3). Sunitinib—
Doksisiklin ve Aflibersept gruplarinda gézlenen KNV orani kontrol grubuna gore

daha dusuk bulunmasina ragmen istatistiksel agidan anlamli bulunmadi.

15. gine ait KNV olgumleri  de@erlendirildiginde  Sunitinib-
Hesperitin(%20.8) grubundaki olgularda 15. gun ortalama KNV alani
Plasebo(%74.6) ve Bevacizumab-Doksisiklin(%80.6) gruplarindaki oranlara
gore anlamli olarak dusukti(p=0.04, p=0.023). En az KNV alani Sunitinib-
Hesperitin(%20.8) grubunda saptandi. Diger gruplar arasinda anlamh fark
yoktu(Sekil 4.1)(Tablo 4.1-2).
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Sekil 4.1: 7. ve 15. Gunlerde tim gruplarin KNV alan oranlarinin karsilastiriimasi

*:Plaseboya gore(p=0.04) !:Sunitinib-Hesperitine goére(p=0.023) +:Sunitinib, Sunitinib-

Hesperitine gore(p=0.007) istatistiksel olarak anlamli

Calisma gruplarinin 7.gin ile 15.gun ortalama KNV alan oranlari

karsilastirildiginda sadece Sunitinib-hesperitin grubundaki artis istatistiksel

olarak anlamli degildi(p=0,109). Diger tium gruplarda KNV alanindaki artig

istatistiksel olarak anlamliydi(Grafik 2).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Sekil 4.2: Tim gruplarda 7. gun ve 15. Gin arasinda ortalama KNV alan degisimi

+: 7. Ve 15 gunler arasi artis istatistiksel olarak anlamli degil
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7.80n 15.gUn
f Ort Ss Ort Ss
Plasebo 8 33.9 0,121 74.6 0,323
Aflibersept 8 21 0,239 37.6 0,372
Sunitinib 8 48* 0,071 39.3 0,340
Sunitinib-
i 8 1.1* 0,031 20.8 * 0,368
hesperetin
Sunitinib-
. 7 19.9 0,024 49.5 0,060
doksisiklin
Bevacizumab-
T 8 36.4 + 0,060 80.6 ! 0,130
doksisiklin

Tablo 4.1 : 7. ve 15. giin tum gruplarin KNV yuzdeleri

*:Plaseboya gore(p=0.04) !:Sunitinib-Hesperitine gore(p=0.023) +:Sunitinib, Sunitinib-

Hesperitine gore(p=0.07) istatistiksel olarak anlaml
= o]
1,07 r O 15 gln
0,5 '

0,5
0,4 ‘
0,2 o +
i -
0,0 -
T T T

T T T
plasskbo aflibersept sunitinikz Sunitinils- Sunitinik- Bewvacizumalk-
hesperetin doksisiklin doksisiklin

Tablo 4.2 : 7. ve 15. Giinlerde KNV oranlarini gruplara gore gosteren boxplot grafigi
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Grup 5% Grup 6

Sekil 4.3: Tum gruplarin 15. gin ¢ekilen korneal fotograflarinda

vaskularizasyon
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4.2 Histopatolojik Sonuglar

4.2.1 Korneal vaskiiler yogunluk

Vaskuler yogunlugu degerlendirmeye yarayan endotelyal marker anti-
CD31 boyanma yuzdeleri incelendiginde Sunitinib grubunda diger tum gruplara
gore daha az oranda CD31 pozitifligi izlendi. Tedavi verilen tum gruplarda
plaseboya goére istatistiksel olarak anlamli oranda daha az CD31 pozitifligi
bulundu. Sunitinib grubunda Aflibersept grubuna gére daha az oranda CD31
ekspresyonu gorilmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p=0.04).
Sunitinib-Doksisiklin grubunda Sunitinib ve Sunitinib-Hesperitin grubuna goére
daha vyuksek oranda ve istatistiksel olarak anlamh CD31 pozitifligi
bulunmustur(p=0.032). Bevacizumab-Doksisiklin grubunda ise aflibersept,
Sunitinib grubuna kiyasla daha ylksek oranda CD31 pozitifligi saptanmis ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p=0.04, p=0.022) (Sekil 4.3-4).

CD31 pozitif damar sayisi / mm?2
140 -
120 -
100
*, +
80 - *
*%% @
60 - KKK A
*%
40 -
20 -
0 T IR DR T T B I (T P TR —
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

Sekil 4.4: Kornea dokusunda mm2 alandaki CD31 pozitif hiicre sayisi/mm2.

*: Grup 1’e gore(p=0.021); **: Grup 1 ve 2’ye gore(p=0.04); ***: Grup 1, 2 ve 3’e gore(p=0.022);
+: Grup 3 ve 4’e gore(p=0.032); @: Grup 5’e (p=0.015) gore istatistiksel olarak anlamli.
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Sekil 4.5: CD31 boyanma (X1000)

a: 1. grup b: 2. grup c: 3. grup d: 4. grup e:5.grup f: 6. Grup

VEGF pozitifliginin mm?deki yogunluklarina bakildiginda tedavi verilen
gruplarda plaseboya oranla daha az VEGF ekspresyonu oldugu
bulundu(p=0.034). Her U¢ kombinasyon grubunda da (Sunitinib-Hesperitin,
Sunitinib-Doksisiklin ve Bevacizumab-Doksisiklin) plasebo ve anti VEGF
monoterapi gruplarina (sunitinib, aflibersept) goére istatistiksel olarak anlamli
oranda daha az VEGF pozitifligi bulundu(p=0.042)(Sekil 4.5-6).
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VEGF pozitif hiicre sayisi / mm2
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Sekil 4.6: Kornea dokusunda VEGF pozitif hiicre sayisi/mm2.

*: Grup 1 ‘e gore(p=0.034); **: Grup 1, 2 ve 3’e gore(p=0.025); ***: Grup 1,
2, 3 ve 4’e gore(p=0.042) istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 4.7: VEGF boyanmasi (X400)
a: 1. grup b: 2. grup c: 3. grup d: 4. grup e:5.grup f: 6. Grup
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4.2.2 Korneal fibrozis

Fibrozis olusumu agisindan yapilan a-SMA boyamasinda tum tedavi
verilen gruplarda plaseboya oranla daha duguk oranda bulundu ve istatistiksel
olarak anlamliydi(p=0.021). Sunitinib-Hesperitin ve  Sunitinib-Doksisiklin
grubunda Aflibersept ve Sunitinib grubuna gére a-SMA pozitifligi daha dusik
oranda saptandi(p=0.02, p=0.041). Bevacizumab-Doksisiklin grubunda fibrozis
pozitifligi Grup 1, 2, 3 ve 5e gore daha az bulunurken(p=0.032) Grup 4 ile
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir(Grafik 5,6). Sunitinib-Hesperitin
grubunda a-SMA pozitifligi Sunitinib-Doksisiklin grubuna goére daha disuk
oranda saptandi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu(p=0.041)($ekil 4.7-8).

a-SMA pozitif hiicre sayisi/mm2
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Sekil 4.8: Kornea dokusunda a-SMA pozitif hiicre sayisi/mm2.
*: Grup 1’e gore(p00.0.21); **: Grup 1,2 ve 3’e gore(p=0.02); ***: Grup 1, 2, 3 ve

4’e gore(p=0.041); @: Grup 1, 2, 3 ve 5’e gore(p=0.032) istatistiksel olarak
anlamli.
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Sekil 4.9 : a-SMA boyanmasi (X400)

a: 1. grup b: 2. grup c: 3. grup d: 4. grup e:5.grup f: 6. Grup

4.2.3 Korneal apopitozis

Apopitozis degerlendirilmesi i¢in yapilan TUNEL boyamasinda tim tedavi
verilen gruplarda plaseboya oranla daha dusuk oran saptandi(p=0.04).
Bevacizumab-Doksisiklin grubunda ilk 3 gruba goére anlamli olarak daha fazla
oranda TUNEL pozitifligi bulunurken(p=0.03); Sunitinib-Doksisiklin grubu ile
arasinda belirgin fark gortlmedi. Sunitinib-Hesperitin ve Sunitinib-Doksisiklin
gruplar arasinda TUNEL pozitifligi agisindan anlamli fark bulunmadi($ekil 4.9-
10).
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TUNEL pozitif hiicre sayisi/mm?2
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Sekil 4.10: Kornea dokusunda TUNEL pozitif hiicre sayisi/mm2

*: grup 1’e gore(p=0.04); **: Grup 1, 2 ve 3’e gore(p=0.025); ***: Grup 1, 2, 3 ve 4’e

gOre(p=0.03) istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 4.11: TUNEL boyanmasi

a: 1. grup b: 2. grup c: 3. grup d: 4. grup e:5.grup f: 6. grup
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5.TARTISMA

Bu calismada deneysel olusturuimus korneal alkali yanik modelinde
topikal  Aflibersept, Bevacizumab-Doksisiklin,  Sunitinib  ve  Sunitinib
kombinasyonlar (doksisiklin ve hesperitin ile) antineovaskuler etkileri agisindan
karsilagtinldi. Literaturde yaptigimiz incelemeye gore ilk kez aflibersept,
sunitinib ve hesperitinin korneal apopitozis ve fibrozis Gzerine koruyucu etkileri
degerlendirildi ve yine ilk kez topikal Sunitinib-Hesperitin ve Sunitinib-Doksisiklin
kombinasyonlari kullanildi. Yakin zamanda topikal Sunitinib monoterapisi ile
elde edildigi gosterilen gucgli anti neovaskuler etkinin topikal hesperitin

kombinasyonu ile basari oranlarinin belirgin dizeyde artti1 gosterildi.

Korneal anjiyogenezde VEGF ailesinin 6nemli katkisi daha 6nce yapilan
bircok hayvan ve insan deneylerinde gosterilmistir(26,135-138). VEGF ile
VEGF reseptorlerinin aktivasyonu sonucu ekstraselliler matriks degradasyonu,
vaskuler endotelial hlicre mitozu, migrasyonu ve kapiller tip formasyonu
olusmasinin tetigi cekilmektedir(139). Bu nedenle VEGF antagonistleri
neovaskularizasyonun engellenmesinde etkili bir ilag grubu olarak
kullanilmaktadir. Okuler anjiyogenezin belirgin oldugu diyabetik retinopati,
koroidal neovaskdilarizasyon, retina ven okllzyonlari, prematire retinopatisi gibi
retinal hastaliklarin tedavisinde 6ncelikle uygulanan veya kombine edilen anti
VEGEF ilaglarlarin kullanim alanlari giderek artmaktadir(140). Bu hastaliklardaki
elde edilen terapoétik basarilar 1siginda korneal ylzey hastaliklarinda da bu
ajanlarin subkonjonktival ve topikal uygulamalarinin etkinlikleri arastiriimaya

baslanmigtir.

Bevacizumab, in vitro ve in vivo kosullarda VEGF-A'nin tum izoformlarina
baglanip onlari inhibe eden rekombinan, 149 kDa, insan monoklonal
antikorudur. Son doénemlerde vyapilan ¢alismalarda bevacizumabin KNV
uzerinde inhibe edici etkileri gosteriimis olsa da KNV’yi tamamen ortadan
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kaldirmada bu etki yetersizdir(141-143). Bevacizumabin etkisi daha ¢ok yeni
olusmaya baslayan neovaskuller yapilar Uzerine olmaktadir. Yani vaskuler
olusumu tamamlanmis perisitlerle c¢evrili vaskiler yapilara belirgin etkisi
gOsterilmemistir(144). Daha dnceki ¢alismalarda bevacizumab hem topikal hem
de subkonjonktival enjeksiyonlar seklinde uygulanmigtir. Ancak subkonjonktival
kullanimda daha etkili oldugunu savunan vyayinlar mevcuttur(145). Bunun
sebebini bevacizumab molekilinin buydkligine sekonder korneal epitelden
penetrasyonunun yetersiz kalmasina baglaniimaktadir. Hatta bariyer fonksiyonu
bozulmus defektif korneal epitelden bile gegisinin yetersiz olabilecegi yonunde

gorusgler mevcuttur(30).

Zaki ve ark(136) subkonjonktival bevacizumab(2,5 mg/ml)
enjeksiyonunun KNV oranlarini azalttigini bildirmesine ragmen subkonjonktival
uygulamanin topikal uygulamaya Ustunlugunin olmadigini bildirmistir. Kim ve
ark(146) subkonjonktival(1.25 mg/ml) ve topikal iki farkh doz(5mg/ml ve 10
mg/ml) bevacizumab uygulamasinin etkinliklerini karsilastirdiklari hayvan
calismalarinda topikal uygulamanin subkonjonktival uygulamaya gore anlamli
ustunluk sagladigini gostermiglerdir. Yine ayni karsilagtirmanin yapildidi diger
bir ¢alisma topikal bevacizumabin(12.5 mg/ml) subkonjonktival uygulamaya
gore ¢ok daha uzun etkili oldugunu bildirmigtir(147). KNV’nin hakim oldugu
hastalar cogunlukla kronik ve uzun sure tedavi almasi gereken hasta grubu
olmaktadir. Bu nedenle subkonjonktival uygulamanin bu tip hastalarda hem
uygulama zorlugu hem de tekrarlayan uygulamalarin subkonjonktival

hemorajiye yol agmasi kullanimini sinirlandirmaktadir.

Okuler hastaliklarda kullanilan bir diger anti VEGF ajan ranibizumabtir.
VEGF A’nin tim izoformlarini bloke eden 48 kDa agirliginda monoklonal antikor
fragmanidir. Bevacizumabin ortalama Uugc¢te biri buyukliginde oldugu icin
korneal penetrasyonunun daha iyi olabilecedi beklenmesine karsin
bevacizumab ile kargilastirimasi yapilan kisith sayida ¢alisma mevcuttur. Bu

calismalarin bir kisminda bevacizumaba ustunligu oldugu gosterilmis olsa da
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genis serilerle desteklenmemis olup tam tersi sonuglari olan yayinlar da
mevcuttur(11,148). Bununla birlikte oldukga pahali bir molekul olmasi su an igin

kullanimini sinirlandirmaktadir.

Bevacizumabin uzun slreli subkonjonktival veya topikal kullanimina
sekonder korneal incelme ve epitel yara iyilesmesinde gecikme yapmasi
yaninda bazi g¢aligmalarda subepitelyal fibrozis olusumuna da yol actigi
gOsterilmistir(9,30,149,150). Benzer sekilde bevacizumabin retina
hastaliklarindaki kullanimina sekonder retinal hicrelerde fibrozis gelisimi hatta
retinal hdcrelerde apopitozise neden oldugu gosterilmistir(151,152).
Epitelizasyon gecikmesinin bir sebebi de VEGF’Un ayni zamanda noéral fibrillerin
gelisiminde etkili olmasi ve blokaji durumunda korneal sinirlerin tamirinin
gecikmesiyle  noérotrofik  keratopati  olusumunun  kolaylasmasidir(153).
Bevacizumab ile tedavide karsilagilan olumsuz yan etkilerin gideriimesi veya
azaltilmasina yonelik kombinasyon tedavileri arastiriimaktadir. Bu konuda 6ne
cikan bir ilag olan Doksisiklin, genis spektrumlu tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir.
Korneal yara iyilesmesinde hizlandirici etkisi oldugu da bilinmektedir(154,155).
Kimyasal yaralanmalar ya da diger non infeksiyoz keratitterde MMP
inhibisyonuyla korneal erimeyi inhibe etmektedir(154). Ayrica doksisiklinin nitrik
oksit ve IL-1 sentezini engelleyerek inflamasyonu baskilamak suretiyle KNV
Uzerinde Onleyici etkisi olabilecegi de dusunulmektedir(156,157). Korneal hasar
olustugunda korneal epitel hiucreleri ve diger lokal hicrelerden nitrik oksit, IL-1,
MMP gibi pek cok lokal mediyator salinimi ile inflamatuvar hucreler hasarl
alana cekilir(158). Boylece 12-24 saat igerisinde hasarli alanda siddetli bir
inflamatuvar reaksiyon basglatilir. Olusan inflamasyon korneal hasara katkida
bulunur. Nitrik oksit sentezinin ve IL-1 uretiminin durdurulmasiyla da KNV
olusumunun azaltilabilecedini gosteren g¢alismalar mevcuttur(159,160). Su ve
ark(4) alkali yanik modeli olusturduklari 15 rat Gzerinde doksisiklin(%0.1) ve
bevacizumab(25 mg/ml) ajanlarini karsilastirdiklari galismalarinda kombinasyon
tedavisinin monoterapilere anlamli Ustunluk gosterdigini bildirmisler ve bu etkiyi

doksisiklinin yara iyilesmesi slrecini hizlandirmasina baglamislardir. Bizim
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calismamizda korneal fotograf incelemesinde 7. ve 15. gun KNV oranlari topikal
Bevacizumab-Doksisiklin grubu ile plasebo arasinda anlaml fark yoktu. Ancak
kornea Kkesitlerine ait immunohistokimyasal boyamalar incelendiginde
Bevacizumab-Doksisiklin grubunda CD31 pozitifligi saptanan hlcre yogunlugu
plasebo ve Aflibersept grubundan daha az ancak Sunitinib grubundan anlamli
oranda daha fazla bulunmustur. VEGF ekspresyonu agisindan bakildiginda ise
her U¢ kombinasyon(grup 4,5,6) grubunda da VEGF pozitif hlicre sayisinin
plasebo ve monoterapilere goére azaldigi goruldi. En dustk VEGF pozitifligi ise
Sunitinib-Hesperitin  kombinasyonunda saptandi. Bu durum, sunitinibin anti
VEGF etkisinin daha gugli ve hesperitinin de VEGF Uzerinde inhibitor etkisi

oldugunu savunan c¢alismalarla uyumludur.

Aflibersept VEGF A ve B’nin tim izoformlarini ve PIGF inhibisyonu da
yapan monoklonal insan antikor fragmanidir. Bevacizumaba goére daha kuguk
bir molekul olmasi(115 kDa) nedeniyle korneal anti neovaskuler etkisinin iyi
olmasi beklenebilir(161). Park ve ark(14) aflibersept (2 mg/0.5 ml ve 2mg/5 ml
olacak sekilde iki farklh doz), bevacizumab (2.5 mg/1 ml) ajanlarini
kargilastirdiklari hayvan modelinde aflibersept ve bevacizumab ajanlarinin
KNV'’yi azaltma etkilerinin benzer oldugunu gostermislerdir. Bir diger ¢calismada
daha yuksek doz topikal aflibersept (25 mg/ml) ve bevacizumab (25 mg/ml)
karsilastiriimis ve bevacizumabin kontrol grubuna Gstanligu olmadigini
afliberseptin ise her iki gruptan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde KNV
azaltici etkisi oldugunu bulmuslardir(15). Bizim ¢aligmamizda ise 7. ve 15.gun
KNV oranlari Aflibersept(20 mg/ml) grubunda Bevacizumab-Doksisiklin
grubuna kiyasla daha az olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli degildi.
Ancak VEGF ve CD31 pozitifligi Bevacizumab-Doksisiklin kombinasyonunda
daha istatistiksel olarak daha az bulunmustur. Bu sonuglar doksisiklin
kombinasyonunun bevacizumabin KNV Uzerindeki etkinligini arttirdigini

savunan calismalari desteklemektedir.

Sunitinib, 0.4 kDa’luk kiuigik molekulli tirozin kinaz inhibitéradir. VEGFR-
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1, VEGFR-2 inhibisyonu yaninda PDGFR-B’y1 da inhibe etmektedir. Yeni damar
olusumlari kendilerini gevreleyen perisitler sayesinde devam ettirebilirler ve
perisit yoklugunda bu hicrelerin stabilite kaybi ile vaskiler yatak direnci
bozulmakta ve spontan regresyon goértlmektedir. Vaskuiler endotel hicrelerden
salinan PDGF perisitlerin devamliligindan sorumludur(108). PDGF yoklugunda
perisit kaybina sekonder korneal vaskuler yapilarin dansitesinde azalma
g6zlenmistir(74). Ayni zamanda sunitinibin korneal lenfanjiyogenezi de inhibe
ettigi gosterilmis ve buna sekonder anti inflamatuvar etki potansiyeli oldugu
gOrulmustir(162). Literatirde sunitinibin KNV Uzerindeki etkilerinin arastiran az
sayida yayin bulunmaktadir. Juan ve ark(163)'nin topikal bevacizumab
(5mg/ml) ve sunitinib (0.5 mg/ml) ilaglarinin karsilastirdiklari hayvan modelinde
fotografik ve anjiyografik olarak sunitinibin bevacizumaba oranla 3 kat daha
etkili oldugunu gostermislerdir. Sunitinibin bu etkisinin VEGF yaninda PDGF
inhibisyonuyla olabilecegini savunmuglardir. Ko ve ark(16) vyine ayni
subkonjonktival ve topikal bevacizumab (2.5mg/0.1ml,5mg/ml) ve sunitinib
(0.25 mg/0.1 ml,0.5 mg/ml) uygulamalarinin KNV etkisini karsilastirmislar ve
sunitinib ajaninin bevacizumaba oranla ¢ok daha etkili oldugunu bildirmiglerdir.
lla¢ uygulama yollari kargilastirildiginda ise topikal sunitinibin subkonjonktival
uygulamaya gore istatistiksel olarak anlamli sonuglar verdigini gdstermislerdir.
Ayni sekilde bizim calismamizda da hem CD31 pozitifliginin hem de korneal
fotograf degerlendirimesinde KNV oranlarinin daha disuk oldugu saptandi.
Tedaviye hesperitin eklendiginde farkin daha belirgin hale geldigi goruldu.
Ayrica bu kombinasyonla VEGF pozitif hicre yogunlugu sunitinib

monoterapisine gore belirgin derecede azald.

Hesperitin isoflavonidler ailesinin alt grubu olan bir flavonondur.
Vaskuler permeabilite Uzerinde etkilerine sekonder diyabetik retinopati ve
makuler dejenerasyon gibi hastaliklarda etkileri arastirimaktadir(164). Daha
once hesperitinin korneal penetrasyonunun oldukga iyi oldugu gosterilmig ancak
KNV  Uzerindeki etkilerini inceleyen bir c¢alisma literatirde henuz
bulunmamaktadir(164). Joussen ve ark(21) genistein (0.5 mg/ml), luteolin (0.5
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mg/ml) ve fisetinden (1mg/ml) olugsan izoflavonoid ajanlarinin KNV Uzerindeki
etkilerini arastirmiglar ve bu u¢ ajanin kontrol grubuna Ustunluklerini
goOstermiglerdir. Ana ve ark(119)'nin topikal naringeninin KNV Uzerine inhibe
edici ayni zamanda anti inflamatuvar ve antioksidan etkilerini de gostermiglerdir.
Hesperitin, naringenin ile ayni grupta(flavonon) yer aldigindan KNV Gzerine

benzer olumlu etki potansiyeli oldugu dugunulebilir.

Calismamizda TUNEL boyama degerlendirmelerine goére tim
kombinasyon gruplarinda TUNEL pozitif hlicre sayisi plasebo ve
monoterapilerden anlamli olarak daha az bulundu. En diusik TUNEL pozitif
hdcre yogunlugu Sunitinibin hesperitin ve doksisiklinle olan kombinasyonlarinda
g6zlendi. Daha &nceki calismalarda iskemi-reperflizyon g6z modelinde
intraperitoneal hesperitin ve naringenin uygulamasinin retinal apopitozisi
azaltan etkisini goOstermiglerdir(113,120). Calismamizda hesperitin  ve

doksisiklinin antiapopitotik etkileri bu ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Korneal vaskularizasyonu baslatan okuler hastallk veya travmalar
genellikle korneal skarla birliktelik gdstermesine ragmen anti neovaskdiler tedavi
calismalarinda korneal fibrozis yeterince degerlendiriimemigtir. Elshazyl ve
ark.’nin dimetilnitrozamin ile karaciger fibrozisini tetikledikleri rat modelinde
hesperidin uygulamasinin dimetilnitrozaminin fibrotik aktivitesini engelledigini
gOstermiglerdir(24). Saravia ve ark.’nin herpetik stromal keratit hayvan modeli
Uzerinde vyaptiklari arastirmayla bevacizumabin anti neovaskiler etkisinin
yaninda antifibrotik 6zelliginin de oldugunu gostermiglerdir(165). Yine benzer
antifibrotik etki portal hipertansiyon ile ilgili arastirma modelinde sunitinib
uygulamasiyla elde edilmistir(166). Bunun yaninda intravitreal anti VEGF
uygulamalarinin  retinal fibrozisi tetikledigini gdsteren c¢alismalar da
mevcuttur(167-169). Calismamizda fibrozis i¢in yapilan immunohistokimyasal
boyamalarda tim gruplarda plaseboya gore istatistiksel olarak anlaml fibrozis
Onleyici etkili gorulmus olmakla birlikte kombinasyon tedavilerinin bu konuda
¢cok daha etkili oldugu saptanmistir. En dusik fibrotik etki Bevacizumab-
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Doksisiklin ve Sunitinib-Hesperitin kombinasyon gruplarinda elde edilmistir.
Sunitinib-Doksisiklin - grubunda Sunitinib-Hesperitine oranla daha yuksek
miktarda fibrozis gelismesi daha dnce yapilan ¢alismalardaki hesperitinin anti

fibrotik etkisini destekler niteliktedir.

Calismamizdaki denek sayisi kuguk bir grubu temsil ettiginden kullanilan
ilaglarin etkilerinin daha net anlasilabilmesi icin genis serilere ihtiya¢ vardir.
Tedavi slUresi 2 hafta ile sinirh oldugundan uzun sureli tedavide ortaya
cikabilecek yan etkilerin saptanmasi mimkin olmamistir. Tedavide hesperitinin
sadece tek konsantrasyonu uygulanmistir.  Afliberseptin  doksisiklinle

kombinasyonu denenmemigtir.

Bu calismamizla tedavi alan tim gruplarda antiapopitotik ve antifibrotik
etki elde edilmis olmakla birlikte, kombinasyon tedavileriyle bu etkinin daha da
arttigini gormekteyiz. Literatirde hesperitin, aflibersept ve sunitinibin kornea
Uzerinde antiapopitotik ve antifibrotik etkisini degerlendiren ve bu ilaglari
kiyaslayan benzer bir calisma bulunmamaktadir. Bu calismayla antifibrotik etkisi
bilinen bir ilacin mevcut antineovaskiler ajanla kombine edilmesiyle KNV
uzerindeki basariyi arttirabilecegi gosterilerek; keratoplasti, trabekutlektomi gibi
fibrozis olusumunun istenmedigi ameliyatlarda kullanimiyla postoperatif

donemde operasyon basarisini artirabilecek tedaviler denenmisgtir.

KNV en sik gruplardan biri de kimyasal korneal yaniklardir. Kornea ve
limbusun kimyasal madde maruziyetiyle hasari sonucu yanigin derecesine goére
artan oranlarda korneal epitel iyilesmesinden sorumlu limbal hicrelerde kayip

meydana gelmektedir.

Korneal epitelde kimyasal yanik gibi herhangi bir sebeple defekt
gelistiginde tamiri periferal yerlesimli bazal epitel hicreleri ve limbusta yer alan

kok hucrelerin migrasyonuyla olmaktadir. Ancak hasarin derecesine goére bu
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hicrelerdeki artan kayiplar nedeniyle normal iyilesme sureci bozulup korneada
konjonktivalizasyon, neovaskularizasyon, subepiteliyal fibrozis, senblefaron ve
skarlasma meydana gelmektedir(169-173). Calismamizda kullandigimiz
hesperitinin anti apopitotik etkisinden faydalanilarak bu tip durumlardaki limbal
hicre kayiplari azaltilabilirse korneal iyilesme surecindeki problemlerin ¢ézimu

icin dnemli bir adim atilmis olacaktir.
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6.SONUG VE ONERI

Bu calismayla topikal aflibersept, sunitinib, bevacizumab-doksisiklin,
sunitinib-doksisiklin ~ ve  sunitinib-hesperitin  kombinasyonlarinin  korneal

neovaskularizasyon ve fibrozisini dnleyici etkileri arastirildi.

Sunitinib monoterapisinin bilinen guglt anti neovaskuler etkisinin topikal

hesperitin kombinasyonu ile anlamli diizeyde arttigi gosterildi.

Tam gruplarda, Bevacizumab-Doksisiklin ve Sunitinib-hesperetin gruplari
arasinda anlamh fark olmamasina ragmen, plaseboya gore istatistiksel olarak
anlamli fibrozis onleyici etkili gorilmus ve bu etkinin kombinasyon tedavilerinde

belirgin oldugu saptanmigtir.

Sunitinib-Doksisiklin - grubunda Sunitinib-Hesperitin  gruplari arasinda
apopitozis agisindan anlamli fark yokken; fibrozis oranlarina bakildiginda
hesperitinle kombine edilen grupta daha az gelistigi ve farkin istatistiksel olarak

anlamh oldugu gorulmustdr.

Sunitinib-Hesperitin kombinasyon grubunda hem TUNEL hem de a-SMA
(Bevacizumab-Doksisiklin grubuyla a-SMA boyamalari benzer ve aralarinda
istatistiksel anlamli fark yok) boyanmasinin tim gruplardan istatistiksel olarak

anlaml bir sekilde dusuk bulunmustur.

Tedavi alan tim gruplarda anti apopitotik ve anti fibrotik etki elde edilmig
olup, kombinasyon tedavileriyle bu etki daha da arttirilmistir. Sunitinib ajaninin
tek bagina kullanildiginda Sunitinib-Hesperetin kombinasyonuna gore ¢ok daha
fazla apopitozis ve fibrozis gelistigi gosterilerek kombinasyon tedavilerinin

onemi vurgulanmistir.
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llaglarin kisa slre uygulanmis olmasi nedeniyle uzun dénemdeki yan
etkilerini arastirmak ve hesperitinin farkl dozlariyla denenmesi ve farkli ilaglarla
kombinasyonunun etkinligi konusunda daha fazla bilgi edinmemiz igin prospektif

caligsmalara ihtiyag vardir.
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