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1.GIRIS ve AMAC

Kornea neovaskiilarizasyonu (KNV) ilk olarak 1787 yilinda tanimlanmustir.! Kontakt
lens kullanimi, kapak inflamasyonu, gegirilmis cerrahi, 6n segment neovaskiilarizasyonu,
travma, trikiyazis ve herpes simpleks infeksiyonu gibi bir ¢ok nedenin Kkornea
neovaskiilarizasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Korneada ortaya ¢ikan kronik
inflamasyon, persistan epitelyal hasar, stromal skar ve neovaskiilarizasyon goérme
keskinliginde azalmaya ve yasam standartlarinda diismeye neden olmaktadir.? ileri diizeyde
neovaskiilarizasyonu  olan  hastalara  keratoplasti =~ uygulanmasi  gerekmektedir.

Neovaskiilarizasyon gelismis kornealara uygulanan keratoplastinin prognozu katiidiir.

Neovaskiilarizasyonu azaltmak i¢in oOncelikle neovaskiilarizasyon mekanizmalari
aragtirllmis ve neovaskiilarizasyonlu kornealarda Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
(Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)) ve reseptorlerinin normal kornealardan daha
yiiksek konsantrasyonda meveut oldugunu goriilmiistiir.> Bevacizumab (Altuzan) VEGF
molekiiliine karsi sentezlenmis uzun etkili bir antikordur ve metastik kolorektal kanserde
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nin (Food and Drug Admisnistration (FDA)) onayr almistir.
Deneysel kornea neovaskiilarizasyon modelinde yapilan ¢aligmalarda bevacizumab tedavisi
ile neovaskiilarizasyonda ve okiiler doku VEGF diizeylerinde ciddi bir azalma oldugu

gosterilmistir.*®

Dovitinib, ¢ok hedefli tirozin kinaz inbitoriidiir ve Vaskiiler Endotelyal Biiylime
Faktorii Reseptorlerinin  Reseptorlerinin  (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
(VEGFR)) yani sira anjiyogenezde rol oynayan fibroblast biiylime faktorii reseptorleri
(Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR)) ve trombosit kaynakli biiylime faktorii
reseptorlerini (Platelet Derived Growth Factor Receptor (PDGFR)) de inhibe etmektedir.®*°
Son yillarda yapilan c¢aligmalarda deneysel kornea neovaskiilarizasyon modellerinde
kullanilan tirozin kinaz inhibitorlerinin, neovaskiilarizasyonu anlamli bir sekilde azalttig1 ve
bazilarmim bu etkilerinin bevacizumaba gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.”™ Bu
caligmalarda kullanilan tirozin kinaz inhibitorleri VEGFR ve PDGFR’yi inhibe etmektedirler.
Dovitinib ise bunlara ek olarak anjiyogenezde rol oynayan diger bir biiyiime faktorii olan

FGFR’yi de inhibe etmektedir. Bu etkisi dolayisiyla anjiyogenezi etkili bir bi¢imde inhibe

edecegi distiniilebilir.



Yapilan literatiir taramasinda dovitinib maddesinin kornea neovaskiilarizasyonu
iizerindeki neovaskiilarizasyon azaltict etkisini bevacizumab ile karsilastirmali olarak
arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismamizda, kornea neovaskiilarizasyonunda
dovitinib ve bevacizumab kullaniminin farkli sonuglari olabilecegini hipotez ettik. Bu nedenle

her iki ilacin kornea neovaskiilarizasyonundaki etkisini karsilastirmali olarak ortaya koymayi
hedefledik.
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2.GENEL BILGILER
2.1.KORNEA
2.1.1. KORNEA ANATOMISIi VE HISTOLOJIiSi

2.1.1.1.Korneamn Yapisi ve Tabakalari

Kornea ortalama 12.6 mm horizontal ve 11.7 mm vertikal ¢apta saydam ve damar
icermeyen bir dokudur. Korneanin kiricilik giicii 43,25 Diyoptridir ve bu kirma giiciiniin ¢cogu
gbzyasi-hava yiizeyinden kaynaklanir. Kornea kalinligi korneanin hidrasyonu ile yakindan
iligkilidir. Saglikli bir korneanin kalinligi midperiferde ortalama 560 + 80 mikron iken;
santralde 500-520 mikrona kadar diiser.™

Korneanin sensoryel sinirleri, uzun siliyer sinirlerden kaynaklanir ve subepitelyal
tabakada sinir pleksusunu olusturur.”® Kornea, akéz hiimorden glukoz ve gzyasindan oksijen

almaktadir. Ayni zamanda limbal bolgedeki dolasimdan da oksijen almaktadir.

Kornea 6nden arkaya dogru 5 katmandan olusmaktadir. Bunlar sirastyla kornea epiteli,

Bowman tabakasi, kornea stromasi, Descemet membrani ve kornea endotelidir.

2.1.1.1.1.Kornea Epiteli

Kornea epiteli dis gevreye karsi bariyer gorevi géormektedir ve non-keratinize ¢ok katli

1617 Hiicreler, aralarinda hi¢ bosluk olmayacak sekilde dizilmislerdir

yassi epitel yapisindadir.
ve zonula okludensler adi verilen baglantilar siki bir sekilde birbirlerine tutunarak su
gecirgenligine karsi bariyer gorevi gormektedir. Bu baglantilar, gbzyast sivisinin stromaya

penetrasyonunu engeller.®

Epitel hiicreleri yap1 yoniinden 3 gruba ayrilir. Yiizeyel hiicreler, degisik sekil ve
biiyiikliikte poligonal hiicrelerden olusmaktadir. Yiizeyel tabakanin 2-3 sira altinda kanat

19,20

hiicreler yer almaktadir. Epitelin en derin tabakasinda ise bazal tabaka bulunmaktadir ve

silindirik hiicreler (bazal hiicreler) bu tabakada yer almaktadir.?*

Epitel hiicreleri siirekli yenilenmektedir ve limbusta epitelin yenilenmesine yardimci
olan hiicreler yer almaktadir. Bunlar Vogt palizadlar1 adi1 verilen katlantilar i¢inde ylizeyel

olarak yerlesmis kok hiicrelerdir.
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2.1.1.1.2.Bowman Tabakasi

Rastgele yayilmis kollajen liflerden olusan 8-14 mikron kalinliginda aseliiler bir
tabakadir.”! Arka smirinda stroma bulunmaktadir. Descemet membranindan farkli olarak bu

tabaka yenilenemez ve hasarlandiginda skar dokusu olusur.*®
2.1.1.1.3.Kornea Stromasi

Saydam bir kornea icin epitel hiicrelerinin birbirine sikica baglanmasi gereklidir.
Bunun yan1 sira, stroma hiicrelerinin ve makromolekiillerin diizgiin bir sekilde dizilmis olmasi1

bu saydamlig1 saglar.

Kornea kalinliginin %90’1n1 stroma olusturmaktadlr.21 Stroma keratosit, ara madde ve
kollajen lamellerden olusmaktadir. Keratositler yassi fibroblastlardir ve kollajen lamelleri
arasinda bulunurlar. Kollajen fibriller, korneanin 6n 1/3’liik kisminda oblik ve arka 2/3’lik
kisminda ise paralel olarak dizilmistir. Ara madde mukoprotein ve glikoproteinden olusur ve

bosluklar1 doldururlar.

Endotel, besinlerin stromaya ge¢isini saglar ve artik maddeleri stromadan uzaklastirir.

Gozyas1 tabakasi, stromanin uygun hidrasyonu i¢in bariyer gorevi yapmaktadir.
2.1.1.1.4.Descemet Membram

Endotelden koken alan, arka stroma ile endotel arasinda yer alan bir membrandir.
Kornea endotelinin bazal membranidir. Yasam boyunca kalinlig artar. Dogumda 3-4 mikron
iken, yetiskinde kalmhg 10-12 mikrona ulagir.'’® Uterin hayatta gelismeye baslayan “on
cizgili zon” ve yasam boyu olusan “arka ¢izgisiz zon” olmak iizere iki zondan olugmaktadir.
Kornea periferindeki Descemet membran1 c¢ikintilarina Hassal-Henle  cisimcikleri

denilmektedir.*®
2.1.1.1.5. Kornea Endoteli

Hekzagonal sekilli parmaksi uzantilara sahip hiicrelerin, tek sira mozaik paternde
dizilmesi ile olusur. Gen¢ endotel hiicreleri biiyiik niikleus ve belirgin mitokondriye
sahiptirler. Bu organeller, stromanin gecirgenliginin korunmasinda onemlidir. Hiicreler
arasindaki siki baglantilar (tight junction) ve aralikli baglantilar (gap junction) bariyer

fonksiyonunda rol oynamaktadir."® Endotelde aktif Na-K ATPaz pompa mekanizmast vardir.
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Bu pompa sayesinde diisiik ozmotik basinca sahip stromadan, hiperozmotik akdz hiimore

< 22
dogru s1v1 akist mevcuttur.

Spekiiler mikroskopi ile saglikli bir korneada 6l¢iim yapildiginda, her milimetrekarede
ortalama 2.500 hiicre bulunmaktadir.*® Endotel hiicrelerinde sayis1 yas ile beraber giderek
azalir. Ozellikle travma ve cerrahiye bagli olarak gelisen hiicre kaybi ile komsu hiicreler

olusan bosluklar1 kapatmak i¢in genisler ve bu bolgelere gog ederler. %%

2.1.1.2 Kornea vaskiilarizasyonu

Kornea, avaskiiler bir dokudur ve lenfatik drenaji da yoktur. Kornea, oftalmik arterin
dallart olan siliyer arterlerin olusturdugu, limbal bdlgede yer alan perikorneal vaskiiler

pleksustan beslenir. KNV, bu bolgede yer alan kapiller ve veniillerden kaynaklanir.

Perikorneal vaskiiler pleksus, opak sklera ve konjonktiva ile damarsiz transparan
kornea arasinda gegis zonudur.”®> Limbusun 1-5 mm arkasinda yer alan damar agindan kéken
almaktadir.? Arteriyoller limbustan baslar, Vogt palisadlarin1 caprazlar ve damarlar igin
dogal bir bariyer olan Bowman tabakasinin altinda ilerler.?” Limbal bolgedeki kan akimini
diizenlemek i¢in afferent arteriyollerin posterior kisimlarinda valv  olabilecegi
distiniilmektedir. Bunun yani sira perisit ve endotel hiicreleri kontrakte olabilmektedir. Bu

sekilde kan1 akimi diizenlenebilmektedir.?®°

2.1.2. KORNEA EMBRIiYOLOJiSi

Noroektoderm, yiizey ektodermi ve mezenkim g6z kiiresinin olusumunda gorev alan 3

tabakadir. Endoderm goz kiiresi olusumuna katkida bulunmaz.*

Korneanin olusumu gestasyonel 5-6. haftalarda baslamaktadir.?* Gestasyonel 5.
haftada yiizey ektodermi lens vezikiiliinden ayrilir ve primitif kornea epitelini olusturur.?
Gestasyonel 7. haftada periokiiler mezensim hiicrelerinin gé¢ii esnasinda kornea stromasinda
farklilasma baslar. Bu esnada lensin varligi onemlidir. Lensin sadece kornea gelisiminden
degil kornea varligin1 saglamasindan da sorumlu oldugu iddia edilmistir. Gestasyonel 8.
haftada kornea endoteli ¢ift sirali kiibik ve yass1 hiicrelerden olusur. Descemet membrani bu
evrede olugmaya bagslar. Kornea epiteli ¢ok katli skuaméz gelisim gostermektedir ve bazal

membran bulunmaktadir. Ayrica bu haftada alt ve iist goz kapaklari1 birbirine ulasir ve 6. aya
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kadar goz kapaklar1 kapaliligint devam ettirir. Gestasyonel 4. ayda kornea epiteli kiibik sekilli
bazal tabaka ve yass1 ylizeyel tabaka olmak tizere iki farkli hiicre tabakasindan olusur. Yine
bu dénemde Descemet membrani endotel hiicreleri tarafindan olusturulur.? Gestasyonel 6.
aya ulasildiginda epitel 3-4 tabakalidir ve Bowman tabakasi iyice olgunlagsmistir. Descemet
tabakas1 gelisimine devam etmektedir. Endotel hiicreleri iyice gelismistir ve aralarinda siki
baglantilar bulunmaktadir.*® Gestasyonel 7. ayda epitelde bazal hiicreler, kanatsi hiicreler ve
yasst hiicreler izlenmektedir. Gestasyonel 9. ayda kornea epiteli olgunlasma siirecini

tamamlamustir.

Dogumda kornea 10 mm ¢apta ve ortalama 55,67 Diyoptri keratometrik giice sahiptir.
Dogum sonrasi ilk hafta i¢inde kalinhig1 581 +47 mikrondur.*

2.2. KORNEA NEOVASKULARIZASYONU
2.2.1. Kornea Neovaskiilarizasyonu (KNV) Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Kornea saydam bir dokudur ve normal kosullarda damar icermez. Patolojik
durumlarda neovaskiilarizasyon goriilebilmektedir. KNV’nin ger¢ek insidans ve prevalansi
bilinememekle birlikte ABD’de yapilan bir g¢alismada, Massachusetts Go6z ve Kulak
Hastanesi’ne bagvuran hastalar icerisinde prevalanst %4,14 olarak bildirilmistir.** Bu
hastalarda kornea neovaskiilarizasyonuna neden olan etyolojik nedenler arasinda kontakt lens
kullanimi, kapak inflamasyonu, gecirilmis cerrahi, iskemi 6n segment neovaskiilarizasyonu,

travma, trikiyazis ve herpes simpleks infeksiyonu yer almaktadir.

Kornea enfeksiyonlari kornea neovaskiilarizasyonunun en 6nemli nedenlerindendir.
Amerika’da toplumdaki iilseratif keratit oran1 11/100.000 olarak bildirilrnis‘[ir.32 Trahom,
onlenebilir korliik nedenleri arasindadir ve diinya ¢apinda 84 milyon hastada bulunmaktadir.

Esas olarak Afrika ve Asya’da olmak iizere 55 iilkede endemiktir.®
Kontakt lens kullanimi ile iligskili KNV, kontakt lens kullanicilar1 arasinda %11-23

olarak bildirilmistir.>* KNV, ozellikle yumusak hidrojel lenslerin uzun siireli kullanimi ile
iligkilidir.
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Keratoplasti oncesi alic1 yatagi avaskiiler olan hastalarin %50’sinde keratoplasti
sonrasi kornea anjiyogenezi goriilmiistiir.>* Yine kornea transplantasyonu hastalarinda yapilan

histopatolojik incelemelerde hastalarin % 20’sinde neovaskiilarizasyon tespit edilmistir.

Travma KNV’nin diger bir nedenidir. Kimyasal yaniklar okiiler travmalarin %7,7 -
18’ini olusturmaktadir.® Ozellikle alkali yaniklar dokuya penetre olarak ciddi hasarlar
birakmaktadir. KNV, bu hastalarda oldukg¢a ciddi boyutlardadir.

Kornea neovaskiilarizasyonun gercek insidans ve prevalansi i¢in popiilasyon tabanli

caligmalara ihtiyag¢ vardir.

2.2.2. Kornea Neovaskiilarizasyonu Mekanizmasi

Korneanin ¢ok 6zel bir anatomisi vardir. Siirekli dehidrate kalabilmesi, Kollajen
lamellerinin siki olmasmi1 ve lameller boyunca keratositler arasi bagin siki olmasini
saglamaktadir. Stromal 6dem varliginda bu siki kollajen lameller diizen bozulur; kornea
saydamligini yitirir ve inflamatuvar sitokinler artar. Bunun sonucunda lameller arasinda yeni
damarlar olusabilir.***" Korneada 6dem, vaskiilarizasyon olmadan da olabilir fakat yeni

damar olusumu genellikle 6dem ile iliskilidir.

Korneada neovaskiilarizasyon onleyici mekanizmalar bulunmaktadir.®® Kornea epitel
ve stroma hiicrelerinin, damar olusumunu engelleyici etkileri vardir. Kornea epitel bazal
membraninda bulunan endostatin, trombospondin, doku inhibitér meltalloproteinaz-3 gibi
sitokinler neovaskiilarizasyon engelleyici etkiler gostermektedir.***° Bunlara ek olarak kornea
epitelinde ad1 verilen solubl vaskiiler endotelyal biiylime faktorii A reseptorii bulunmaktadir.
VEGF i¢in bir tuzak reseptoriidir ve membrana bagli VEGF-A reseptérii 1 ve 2’nin
heterodimerizasyonunu inaktive eder.** Ayrica limbal epitel hiicreleri de bariyer gérevi
gormektedir. Limbusta normal korneal epitele doniisen kok hiicreler bulunmaktadir. Limbus-
kornea sinirda bir hasar olustugunda olusan defekt, kornea epiteli ve komsu limbal epitel
tarafindan kapatilmaktadir. Limbal kok hiicre yikim1 meydana geldiginde ise olusan hasarlar
konjonktiva epitel ile onarilmaktadir. Konjonktiva epiteli, kornea epitelinin aksine
vaskiilarizedir. Yara iyilesmesi bu vaskiilarize epitel ile saglandiginda saydam olmas1 gereken
kornea tabakasinin optik kalitesi bozulur, gérme keskinligini diisiiriir ve korneanin bariyer

fonksiyonu bozulur.
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2.2.3.Kornea Neovaskiilarizasyonu Yerlesimi

Korneada olusan yeni damarlar genellikle stromada yer alir. Bazi hastaliklar ise bir¢ok
kornea tabakasini da tutabilir. Yapilan bir ¢alismada en ¢ok 6n ve orta 1/3 kornea tabakasinin

tutuldugu gosterilmistir.
KNV ’nin 3 klinik formu bulunmaktadir.*> 8

Derin_ KNV: KNV, Descemet membranin iizerinde uzanir. Herpetik ve sifilitik stromal

keratitlerde olusan KNV ornek verilebilir.

Stromal KNV: Neovaskiilarizasyon stromada yer alir. Stromal keratitlerin ¢ogunda veya

alkali hasara bagl olusan neovaskiilarizasyon bu tiptedir.

Vaskiiler pannus: Okiiler yiizey hastaliklarinda, kornea periferindeki yiizeyel bag dokusunun

proliferasyonudur.

Damarlar, korneada neovaskiilarizasyonun yerlesim yerine gore farkli ozellikler
gostermektedir (Tablo 1).*°

Yiizeyel vaskiilarizasyon Derin vaskiilarizasyon
e Konjonktival damarlardan e Anterior siliyer damarlardan
kaynaklanir kaynaklanir
e Limbusu ¢aprazlar e Limbusta kaybolur
e Yiizeyel stromal tabakada ilerler e Derin stromal tabakada ilerler
e Parlak kirmizi renktedir ¢ Koyu kirmiz1 renktedir
e Dallara ayrilir e Paralel ve radyal uzanim gosterir
e Epiteli yukar kaldirabilir e Epiteli yukar1 kaldirmaz

Tablo 1: Korneadaki damarlarin yerlesim yerine gore degisen 6zellikleri anlatilmaktadir.
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2.2.4. Kornea Neovaskiilarizasyonu Nedenleri

Kornea neovaskiilarizasyonu, konjenital hastaliklardan daha ziyade kazanilmis
hastaliklarda goriilmektedir. Kornea neovaskiilarizasyonun ¢ok sayida nedeni vardir; bunlar
korneanin inflamatuar, enfeksiyoz, dejeneratif, iyatrojenik hastaliklari ve travma olarak

gruplandirilabilir (Sekil 1).%

KNV’ nin Klinik Nedenleri

v

Konjenital

- Aniridi

v

Kazanilmis

v

v

v

v

v

inflamatuar Enfeksiyon Dejeneratif iyatrojenik Travma
- Greft reddi - Pterjiyum - Kontakt lens -Travma
- Greft versus host hastaligi - Terrien - Alkali yanik
- Atopik konjonktivit marjinal - Limbal kok
- Akne rozasea dejenerasyonu hiicre
- Okliler pemfigoid yetmezligi
- Lyell sendromu
- Steven Johnson sendromu
v v v v
Bakterivel Viral Fungal Parazitik
- Klamidya ’ s - Candida - Onkoserka
- Sifiliz ~HELPEs Simp ex - Aspergillus volvulus
- Psodomonas - Herpes zoster - Fusarium

Kornea neovaskiilarizasyonuna neden olabilen hastaliklar anlatilmaktadir.

Sekil 1:

Abdelfettah ve arkadaslarinin® ¢alismasindan modifiye edilmistir.
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2.3.ANJiYOGENEZ

Insanlarda damar olusumunda vaskiilogenez ve anjiyogenez adi verilen iki
mekanizma rol oynamaktadir. Vaskiilogenez, damarlarin embriyonik dénemde endotel hiicre
onclilerinden koken alarak olugmasidir. Bu gelisimde vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii
(VEGF) ana rol oynamaktadir ve O6nemi fare g¢alismalarinda gosterilmistir. Calismalarda
VEGF allellerinden birisi eksik olan fareler, kardiyovaskiiler sistemde olusan gelisim defekti
nedeniyle intrauterin dénemde Slmiistiir.”® Anjiogenez ise daha 6nce olusmus damarlardan
yeni damarlarin gelisimidir. Yara iyilesmesi, kil bliylimesi, tireme gibi fizyolojik durumlarda
anjiogenezis etkilidir.”" iskemi, inflamasyon, tiimérlerin progresyonu, metastazi ve invazyonu

gibi patolojik durumlarda da anjiogenezis 6nemli rol oynamaktadir.

Viicutta proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasinda denge vardir. Bu dengenin
proanjiyogenik faktorler lehine bozulmasi sonucu anjiyogenez gergeklesmektedir. ilk olarak
faktorlerin etkisi ile matriks metalloproteinaz enzimi aktive olur ve bazal membran parcalanir.
Daha sonra endotel hiicreleri aktive olur ve adezyon, migrasyon, proliferasyon ile tiip
olusumu gerceklesir.>? Bazal membranin olusmasi ve perisitlerin eklenmesi ile anjiyogenezis
tamamlanir. Son yillarda tizerinde en ¢ok durulan proanjiyogenik faktéor VEGF tir. Fibroblast

bityiime faktorii (Fibroblast Growth Factor (FGF)) ise diger énemli anjiyojenik sitokindir.>* >

2.3.1. ANJIYOGENIK FAKTORLER

Bugiine kadar anjiyogenezde rol oynadigi bilinen ve halen etkileri arastirilan bir ¢ok
madde bulunmaktadir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) anjiyogenezde gorev
aldigi bilinen en 6nemli sitokindir. FGF ve PDGF ise anjiyogenezde rol oynayan diger 6nemli

sitokinler arasinda yer almaktadir.
2.3.1.1.Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorleri, heparin baglayict anjiyogenik biiyilime
faktorleridir ve glukoprotein yapidadirlar. Tlk olarak Senger ve arkadaslar1 1983 yilinda timér
vaskiiler permeabilite faktorii (Vascular Permeability Factor, VPF)) olarak tanimlamislardir.*®
Daha sonra Ferrara ve Henzel, 1989 yilinda endotel hiicrelerde mitojen etki yaptigini tespit
ettikleri bir sitokine VEGF adim vermislerdir.”” Daha sonra yapilan c¢aligmalarda bu iki

sitokinin de ayn1 oldugu tespit edilmistir ve VEGF adi kullanilmaya devam edilmistir.>®
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Biiyiik bir VEGF ailesi vardir. Bu ailenin iiyeleri VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ile
VEGF-D, VEGF-E’dir. Ayrica PIGF ve PDGF de VEGF-A ile homoloji gostermektedir.

Plasental biiyiime faktérii (PIGF, PGF): Ilk olarak insan plasentasinda kesfedildigi

icin bu ismi almistir. VEGF-A ile benzer sekilde reseptorlere baglanmaktadlr.sg’eo

2.3.1.1.1.VEGF Tipleri

VEGE-A: Anjiyogenezde de en etkili olan VEGF-A’dir. 34-42 kilodalton (kDa)
agirhigindadir.®®® Insanlarda 6p21. kromozomda kodlanmaktadir.®* Hipoksi ile aktive olup
etkisini vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii-1 (VEGFR-1) ve VEGFR-2’ye

baglanarak gostermektedir.

VEGF-A’'nin VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165Db,
VEGF183, VEGF189, VEGF206 olmak iizere 9 izoformu vardir. izoformlar sahip olduklar1
aminoasit sayilarina gore adlandirilmaktadir.®? VEGF165, VEGF165b,VEGF183, VEGF189
ve VEGF206 reseptor baglayict ve heparin baglayici bolge igerirler. Diger izoformlar
difiizyona ugrayabilirler, reseptér baglayici bolge igerirler ve heparine baglanmazlar.58
Anjiyogenezde en 6nemli rolii VEGF165 oynamaktadir. VEGF165b, endojen inhibitor 6zellik
gosteren tek izoformdur ve etkisini VEGFR2 araciligiyla gosterir.®® VEGF110 ise endotel
hiicre biiylimesinde etkilidir ve damar gegirgenligini arttirir. Mitojenik —aktivitesi
VEGF165’den daha azdir.

VEGF-B: insanlarda en fazla kalp, iskelet kas1 ve pankreasta bulunmaktadir. VEGF-
B167 izoformu 21 kDa; VEGF-B186 izoformu ise 32 kDa agirligindadir. insanda 11.
kromozomda kodlanir. VEGFR-1’ye baglanarak etki gostermekte; hiicre digi matriks

degradasyonu, hiicre adezyonu ve gd¢iinde rol oynamaktadlr.64

VEGF -C: Erigskinde yogun olarak kalp, ince barsak, plasenta ve over dokusunda
bulunur. Insanda 4. kromozomda kodlanir. Lenfanjiyojenezde ve yara iyilesmesinde

etkilidir.% Etkisini VEGFR-1 ve VEGFR-2’ye baglanarak gésterir.

VEGEF-D: insanda X kromozomunda kodlanir. Eriskinde akciger, kalp, iskelet kas1,
kolon ve ince bagirsakta sentezlenir. Lenfanjiyogenezde gorev almaktadir ve etkisini VEGFR-

1 ve VEGFR-2’ye baglanarak gosterir
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VEGF-E (Trombosit kaynakh biiyviime faktori C, PDGF-C): Insanda 4.

kromozomda kodlanir. VEGF-A ile homoloji gdsteren viral bir homologtur.®*%

2.3.1.1.2.VEGF Reseptorleri (VEGFR)

VEGF’lerin hiicre yiizeyinde baglandig1 tirozin kinaz reseptorleridir (TKR).®"% Ug tip

VEGFR vardir; bunlar VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3’tiir. Ekstraseliiler kisminda 7
immiinglobulin benzeri yap1 vardir ve sitokinler bu bélgeye baglanirlar. Ayrica Norofilin-1 ve

norofilin-2 adi verilen transmembran koreseptorleri bulunmaktadir (Sekil 2).

MAMAMAMAM
0 ¢

VEGFR1 NRP-1 VEGFR2 VEGFR3 NRP-2
(Fit-1) (Flk-1/KDR) (Flit-4)
| ]
Vaskiilogenez Lenfanjiyogenez

Anjiyogenez

Sekil 2: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptdrlerinin yapisi anlatilmaktadir.

VEGFR-1: VEGFR olarak ilk tanimlanan TKR’dir.5® VEGF-A, VEGF-B ve PIGF bu
reseptore yiiksek afinite ile baglanmaktadir. Vaskiiler endotel hiicrelerinde, perisitlerde,
damar diiz kas hiicrelerinde, osteoblastlarda, makrofajlarda, monositlerde, plasental
trofoblastlarda, renal mezengial hiicrelerde ve hematopoetik kok hiicrelerde sentezlendigi
gosterilmistir.** VEGFR-1 ekspresyonu, hipoksi ortaminda hipoksiyle indiiklenen faktor -1

(HIF-1) aracili mekanizma ile aktif olur.”
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VEGFR-2: VEGF-A’ya yiiksek afinite gosterir. VEGF nin mitojenik, anjiyogenik ve
permeabilite artis1 etkilerinden sorumlu olan reseptordiir. VEGF-E, VEGF-C ve VEGF-D de
baglanabilir. Endotel hiicresi, osteoblast, ndoron, megakaryosit ve hematopoetik kok hiicreler

tarafindan sentezlenir.’”"*

VEGFR-3: VEGF-C ve VEGF-D’ye vyiiksek afinite gosterir. Lenfanjiyogenezde

gorev almaktadir.”®

2.3.1.1.3.VEGF Salgilanmasi

VEGF saliimi inflamasyon nétrofiller, makrofajlar, T ve B lenfositler tarafindan
kontrol edilmektedir. Ozellikle makrofajlar timér nekroz faktorii-o. (Tumor Necrosis Factor -
o, TNF-0)), VEGF gibi neovaskiilarizasyonu artiran sitokinler salgilanmaktadir.”*"
Makrofajlar VEGF-A, VEGF-C ve VEGF-D iiretimini artirirlar’™” ve VEGFR araciligiyla

korneada hemanjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi uyarirlar (Sekil 3).”

&0

om0 87
1% VEGFR,

| Makrofaj takviyesi |

1

VEGFR;  VEGFR,

Hemanijiyogenez

S e AT el
iy
VEGFR,  VEGF Ry

Lenfanjiyogenez

| immiin giiglendirme |

Sekil 3: Hemanjiyogenez ve lenfanjiyogenezde makrofajlarin ve vaskiiler endotelyal biiylime
faktoriiniin rolii anlatilmaktadir. Cursifien ve arkadaslatrlmn74 caligmasindan modifiye

edilmistir.

21



Makrofajlarin yani sira korneadaki fibroblastlar ve kornea epitel hiicreleri de VEGF-A
icin 6nemli kaynaklardir. Kornea yaralanmasindan sonra bu hiicreler yiiksek miktarda VEGF-

A salgllarlar.74’77’78

Hipoksi ya da iskemi, anjiogenezis olusmasima neden olan faktorleridir.”® HIF-1,
VEGF-A gen ekspresyonununu saglar.®%®! Biiyiime faktorleri (epidermal biiyiime faktori,
transforme edici biiytime faktorii o ve B (Transforming Growth Factor (TGF- a ve B),
keratinosit biiytime faktori, insiilin benzeri biiytime faktorii, FGF, PDGF), hipofiz hormonlari
(tiroid stimiile edici hormon, adrenokortikotropik hormon), nitrik oksit, inflamatuar sitokinler
(interlokin-1a. (IL-1 @), IL-1p, IL-6, IL-8), serbest oksidaller ve onkojenik mutasyonlar da

VEGF ekspresyonunu diizenler.?> "%

2.3.1.1.4 VEGF Fonksiyonlari
VEGF-A’ni bir¢ok fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlar;

1. Vaskiilogenez, anjiogenez ve lenfanjiyogenezi diizenler.®*® VEGF; endotel hiicreler
icin in vivo ve in vitro yasamsal faktordiir.

2. Endotel hiicrelerinin biiyiime ve farklilagmasi i¢in gereklidir. Ayrica monositler igin
kemotaktiktir.>*

3. Endotel hiicrelerinde apoptozu engelleyerek hiicrelerin devamliligini saglalr.83

4. Damar gecirgenliginde artiga ve retinal 16kostaza neden olur.®

5. Noron koruyucu etkileri vardir.®* VEGF’nin inaktive edildigi farelerde,
norodejeneratif hastalik gelismesi, hipoksi ile indiiklenen VEGF nin néron koruyucu
etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.*® Retina gangliyon hiicrelerinde aksotomi
yapilan farelerde, VEGF’nin retina gangliyon hiicre Olimiinii yavaslattig
saptanm1st1r.87

6. Pro-inflamatuar etkilidir. VEGF lokositlere baglanabilir.

2.3.1.2.Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF’nin anjiyogenezdeki etkisi 1980’lerde kesfedilmistir. Yirmi iki FGF ailesi
tiyesinin 6zellikle de FGF-1, FGF-2, FGF-4, FGF-5FGF-8’in anjiyogenezde rol oynadig:

bilinmektedir.%8°
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Temel fibroblast biiylime faktorii (Basic Fibroblast Growth Factor, bFGF)), 23 yapisal
iliskili heparin baglayic1 peptidlerden olusur. Hiicre farklilagmasinda, anjiyogenezde,
mitogenezde ve yara iyilesmesinde rol oynar. Etkisini tirozin kinaz reseptor 6zelligi gosteren
FGFR’ler ile gostermektedir. Dort adet FGFR bulunmaktadir; bunlar FGFR-1, FGFR-2,
FGFR-3 ve FGFR-4 reseptorleridir.”

FGF baglanma seviyesine bagli olarak yeni damarlarin maturasyonun seviyesi
degismektedir. Hasarlanan kornea stroma hiicreleri ve inflamatuar hiicreler, direkt olarak FGF
salgilamaktadirlar. Salgilanan FGF endotel hiicreleri etkileyerek anjiyogenezi stimiile
etmektedir.”* Birgok hayvan calismasinda bu etki gosterilmistir. Chung ve arkadaslariin
yaptig1 caligmada bu etkinin yani sira VEGF ve FGF arasindaki iligki de ortaya koyulmustur.
Tiim farelere bFGF verilmis ve fareler anti-VGFR-2 veya anti-VEGFR-3 ile tedavi edilmistir.
Anti-VEGFR-2 ile tedavi edilenlerde anjiyogenezde azalma gozlenirken, anti-VEGFR-3 ile
tedavi edilenlerde agirlikli olarak anjiyogenik cevap goriilmiistiir. Bu model ile bFGF ile

VEGF salinimi arasinda bir bag oldugunu gosterilmistir. %%

2.3.1.3. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii ailesinde PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C ve PDGF-
D olmak iizere 4 adet ligand bulunmaktadir. Trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptorleri
(PDGFR) PDGFR-a ve PDGFR-’dur.

PDGF miyofibroblast, makrofaj ve tiimor hiicrelerinde rol oynamaktadir. Mitojendir,
makrofaj ve miyofibroblastlar i¢in kemoatraktandir. Ortamda VEGF varliginda PDGF,
PDGFR’leri aktive eder. PDGF’nin etkisi azaltildiginda damarlanmanin da azaldigi
goriilmistlir. Ayrica bir bagka ¢aligmada okiiler neovaskiilarizasyonun VEGF-A ve PDGF-B
birlikte inhibe edildigi grupta, VEGF-A ve PDGF-B’nin ayri ayri inhibe edildikleri gruplara

gore cok daha fazla azaldigi goriilmiistiir.>*

2.4 KORNEA NEOVASKULARIZASYONU TEDAVISi
2.41.MEDIKAL TEDAVI
Steroidler
Steroidler, kornea neovaskiilarizasyon tedavisinde en yaygin kullanilan ajandir.

Topikal steroidlerin antianjiyogenik etkisi ilk olarak 1950 yilinda gosterilmistir.”
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Steroidlerin antiinflamatuar etkileri vaskiilarizasyonu azaltir; vaskiiler endotel hiicrelerin

proliferasyonunu ve migrasyonunu, sitokin sentezini ve kemotaksisi inhibe ederler. %1%

Nonsteroid antiinflamatuar ilaclar

Prostaglandinler, korneada yara iyilesmesi ve anjiyogenezde rol oynarlar. Hayvan
modellerinde sentezleri, Fosfofolipaz —A2 veya COX inhibitorleri ile baskilandiginda
korneada damarlanmanin azaldig1 tespit edilmistir.® % Korneada COX-1 ve COX-2 iki tip
COX enzimi bulunmaktadir. COX-2 enziminin VEGF ligand ve reseptorlerinin
ekspresyonunu  diizenledigi’® insanda ve deneysel olarak kanserlerde énemli bir pro-

anjiyojenik protein oldugu gésterilrnistir.107‘108

Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar ozelliklerine gére COX-1 ve COX-2’yi inhibe
etmektedirler. Selektif COX-2 inhibitorleri, kornea bazal prostoglandin E2 sentezini %20
azaltabilmektedir, yaralanmadan sonra bu oran %80’lere ulasabilmektedir.’®® Selektif COX-2
inhibitorlerinin, indometazin gibi selektif olmayan COX-1 ve COX-2 inhibitérlerine benzer
sekilde neovaskiilarizasyonu kismi olarak azaltabildikleri gé’)sterilmistir.llo

Bunlarin yani sira 1L-1 antagonistleri, trombosit aktive edici faktor antagonistlerilll,
TNF-a inhibitérleri**?, siklosporin'®*****° metotreksat**®*’, talidomid'*®**®, oktreotid'®,

121

angiostatin™~ gibi bircok molekiillin kornea neovaskiilarizasyonunu inhibe edici etkisi

arastirilmaktadir.
2.4.2.LAZER TEDAVISi

Korneal damarlar1 titkamak amaciyla argon lazer ve fotodinamik tedavi gibi farkli
teknikler kullanarak yapilan c¢alismalar mevcuttur. Lazer fotokoagiilasyonda kornea
damarlarina etki edebilen 577 nm sar1 151k uygulanmaktadir. Bu teknik hayvan ¢alismalarinda
nispeten  giivenli  goriilmektedir."”*'?®  Medikal tedaviye direngli olgularda korneal
neovaskiilarizasyonun rekiirensini Onlemek igin keratoplasti Oncesi ve korneal
neovaskiilarizasyonu tedavi etmek i¢in keratoplasti sonrasinda denenmistir. Penetran
keratoplasti sonrasinda neovaskiilarizasyon miktarinda biraz azalma goriilmesine ragmen,
keratoplasti oncesinde yiiksek riskli hastalardaki etkinligi net degildir. Ayrica yaygin kornea

neovaskiilarizasyonu olgularinda ¢ok kullanislt bir yontem olarak gérinmemektedir.
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Fotodinamik tedavide fotosensitize edici bir ajan sistemik dolasima verilir. Bu
fotosensitize edici ajan yeni damarlarda birikir ve daha sonrasinda bir lazer 1sigiyla segici
olarak bu damarlar oklude edilir. Bu yontem koroidal neovaskiilarizasyonda klinik olarak
kullanilmaktadir ve kornea neovaskiilarizasyonundaki etkisi hayvan modellerinde
denenmektedir. Tavsanlarda yapilan galigmalarda timit verici sonuglar elde edilmis ve tedavi
edilmis kornealarin histopatolojik incelemelerinde tromboze olmus ve endoteli ileri derecede
hasarli korneal damarlar goriilmistiir. Ancak etkinligin iyi belirlenmesi igin daha genis

caligmalara ihtiyag vardir, 12412

2.4.3.CERRAHI TEDAVi

Okiiler yiizeyi konjonktival, limbal greft ve amniyotik membran transplantasyonu ile
diizelterek korneadaki anjiyogenik uyariy1 azaltmayr amaglayan ¢alismalar mevcuttur. Okiiler
yiizey hastaliklarinda oto ve allogreft limbal konjonktival transplantasyonun korneal
neovaskiilarizasyonu azalttigi gdsterilmistir.'*® Amniyotik membran transplantasyonun da
antianjiyogenik etki gosterdigi tespit edilmistir.?’ Amniyotik membranin bu etkisini
yapisinda bulunan antianjiyogenik molekiiller ve oncii maddeler (trombospondin-1 ve

kollajen 18 vh.) aracilig1 ile gergeklestirdigi diisiiniilmiistiir. 2%

2.4.3.ANTi-VEGF STRATEJILER
Giiniimiizde VEGF fizerinde etkili bircok ajan bulunmakta ve yeni ajanlar
gelistirilmektedir. Kornea neovaskiilarizasyonunda en ¢ok kullanilan VEGF iizerinde etkili

ajan ise bevacizumabtir.

Bevacizumab

Bevacizumab VEGF-A’ya kars1 gelistirilmis bir rekombinan humanize monoklonal
antikordur. VEGF i¢in iki baglant1 yeri olan, tam uzunlukta bir antikordur ve VEGF’nin
biyolojik olarak aktif tiim izoformlarini bloke eder. Metastatik kolon kanserinde sistemik
kullanimi i¢cin FDA onayr vardir. Giiniimiizde neovaskiiler tip yasa bagli makula
dejenerasyonu, diyabetik makula 6demi, neovaskiiler glokom, kornea neovaskiilarizasyonu,
santral retinal ven okliizyonu, prematiire retinopatisi ve benzeri neovaskiiler hastaliklarda
topikal veya intravitreal enjeksiyon yontemiyle kullamlmaktadir.***** Sicanlarda ve

tavsanlarda kornea neovaskiilarizasyon modelinde yapilan deneysel c¢aligmalarda
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bevacizumab tedavisi sonrasi neovaskiilarizasyonda ve okiiler doku VEGF diizeylerinde ciddi

bir azalma oldugunu gostermistir.*®

Dovitinib
Dovitinib yeni gelistirilen (faz 4 asamasinda) ¢ok hedefli-tirozin kinaz inbitoriidiir ve
VEGFR 1, VEGFR-2, VEGFR-3, VEGFR-4, FGFR-1, FGFR-3, PDGFR tirozin kinazlarini

inhibe etmektedir.®*°

Literatiire bakildiginda tirozin kinaz inhibitorlerinin  kornea
neovaskularizasyonunu azaltici etkisi iizerine bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Literatiirde iki ayr1
calismada deneysel kornea neovaskiilarizasyonu modelinde tirozin kinaz inhibitérii olan
sunitinib ve bevacizumab etkilerini karsilastirilmis ve bu g¢aligmalarda sunitinibin kornea
neovaskiilarizasyonu azaltici etkisinin bevacizumaba gore daha fazla oldugu anlamli bir

bi¢imde gésterilmistir.lk13

Yine baska bir tirozin kinaz inhibitorii olan regorafenibin kornea
neovaskiilarizasyonu {izerindeki etkisinin degerlendirildigi bir g¢alismada regorafenibin
anlamli etki gosterdigi tespit edilmistir.*® Yukarida bahsedilen calismalarda kullamilan tirozin
kinaz inhibitorleri VEGFR ve PDGFR’yi inhibe etmektedirler. Dovitinib ise bunlara ek olarak
anjiyogenezde rol oynayan diger bir biiylime faktorii olan FGFR’yi de inhibe etmektedir. Bu

etkisi dolayisiyla anjiyogenezi etkili bir bicimde inhibe edecegi diisiiniilebilir.

Bu ¢alismada, kornea neovaskiilarizasyonunda dovitinibin bevacizumabtan daha farkli
bir sekilde kornea neovaskiilarizasyonunu azaltacagini hipotez ettik. Bu etkiyi arastirmak
amaciyla her iki ilacin kornea neovaskiilarizasyonundaki etkisini karsilastirmali olarak ortaya

koymay1 hedefledik.
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3.GEREC ve YONTEM

Bu calisma Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun (YUDHEK)
onayr ile Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
(YUDETAM) gergeklestirilmistir. Deney siireci, hayvanlarm bakimlar1 ve barmma kosullari
YUDHEK tarafindan denetlendi.

3.1.DENEY HAYVANLARI

Agirliklar 180-250 gram arasinda degisen 39 adet eriskin disi Sprague-Dawley
sicanlar denek olarak kullanildi. Tiim deney boyunca sicanlarin bulundugu odanin sicakligi
(22+£2°C) ve nemi ayni seviyede tutuldu. Tiim siganlarin beslenme ve su ihtiyaglari ad-libitum
sartlarda saglandi1 ve sicanlar plastik kafeslerde barindirildi. Giinliik biyolojik ritimleriyle ile
ilgili aydinlik karanlik siirecin devamliligi amaciyla 12 saatlik aydinlik ve 12 saat karanlik

151k siklusu olusturuldu.

3.2 KORNEA NEOVASKULARIZASYONU MODELININ VE DENEY
GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Biitin deneklere ketamin hidroklorid (Ketalar, Eczacibasi, Tirkiye) ve ksilazin
hidroklorid (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ile genel anestezi uygulandi. Lokal anestezi i¢in
proparakain hidroklorid (Alcaine® oftalmik soliisyon, Alcon Laborataries, inc, TX, USA)
kornea iizerine damlatildi. Kornea neovaskiilarizasyonu olusturmak amaciyla glimiis nitrat
(AgNOs) cubugu, sag goz kornea santralinde, ortalama 2-2,5 mm capinda bir alanda, 10 sn
bekletildi ve korneanin kimyasal koterizasyonu saglandi (Resim 1 ve 2). Ardindan 10 ml
dengeli tuz soliisyonu (BSS® - Balanced Salt Solution, Alcon Laborataries, inc, TX, USA) ile

kornea ve forniksler yikandi.
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Resim 1: Korneada neovaskiilarizasyonu modeli olusturulmast esnasinda kornea santraline

giimiis nitrat gubugu uygulamasi goriiniimii

Resim 2: Kornea neovaskiilarizasyonu modeli olusturulmasi esnasinda giimiis nitrat gubugu

korneada 10 sn bekletildikten hemen sonraki goriiniim
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Koterizasyon sonrasi siganlar randomize olarak 5 gruba ayrildi. Birinci gruba giimiis
nitrat ile koterizasyon sonrasi hi¢bir kimyasal madde uygulanmadi ve 14 giin beklenildi.
Ikinci gruba kornea koterizasyonu yapildiktan sonra 25 mikrolitre Dimetilsiilfoksit (DMSO,
Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, ABD) damlatildi. DMSO polar ¢6ziicii bir maddedir.
Calismamizda toz halindeki dovitinib maddesini damla formuna doniistiirmek i¢in kullanilmis
ve gruplar arast farka neden olmamasi i¢in tiim gruplarda ¢oziicii olarak tercih edilmistir.
Uciincii gruba kornea koterizasyonu yapildiktan sonra DMSO igerisinde ¢ozdiigiimiiz 5
mg/ml bevacizumab (Altuzan; Roche, Genentech Inc., San Francisco, ABD) soliisyonu
oftalmik damla formuna getirilerek uygulandi. Dordiincli gruba kornea koterizasyonu
yapildiktan sonra DMSO igerisinde ¢ozdiiglimiiz 5 mg/ml dovitinib (TKI-258, CHIR-258,
Selleckchem.com) soliisyonu oftalmik damla formuna getirilerek uygulandi. Besinci gruba
gruplara gerektigi dozlarda oftalmik damla formunda hazirlandi. Bevacizumab (5 mg/ml) ve
dovitinib (5 mg/ml) DMSO’da ¢oziilerek oftalmik damla formunda uygulandi. Tim
uygulamalar deneklerin sag goziine yapildi, higcbir uygulama yapilmayan sol gozler ise
kontrol olarak kullanildi. ilag tedavileri ilk olarak kimyasal koterizasyon isleminden 12 saat
sonra uygulanmaya baglandi. Daha sonra giinde 2 defa olmak tizere, 14 giin boyunca kimyasal

maddeler damlatildi. Téim gruplar Tablo 2°de verilmistir.

Ilac
Gruplar n Yapilan islem uygulama Tedavi
siiresi (giin)
1. Grup 7 | AgNOsile Koterizasyon 14 -
) ) Dimetilsiilfoksit
2. Grup 8 | AgNOsile Koterizasyon 14
(DMSO)
3. Grup 8 | AgNOsile Koterizasyon 14 Bevacizumab (5mg/ml)
4. Grup 8 | AgNOsile Koterizasyon 14 Dovitinib (5 mg/ml)
) i Bevacizumab (5 mg/ml)
5. Grup 8 | AgNOsile Koterizasyon 14 I
+ Dovitinib (5 mg/ml)

Tablo 2: Deney gruplarina uygulanan islemler, tedaviler ve uygulama siireleri 6zetlenmistir.
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3.3 KORNEA NEOVASKULARIZASYONUNUN DEGERLENDIRILMES]
3.3.1. On Segment Muayenesi ve Neovaskiilarizasyon Alam Yiizdesinin Hesaplanmasi

El biyomikroskopi cihazi ile 7. ve 14. giinlerde tiim deneklerin 6n segmentleri
muayeneleri, ketamin hidroklorid ve ksilazin hidroklorid ile genel anestezi altinda yapildi.
Neovaskiilarizasyon alanlari ve olusabilecek yan etkiler degerlendirildi. On segment
fotograflar1 14. giinde World Precision Instruments marka mikroskop ile ¢ekildi. Image J
dijital bilgisayar goriintii analizi programi kullanilarak fotograftaki neovaskiilarizasyon alani
piksel yontemiyle hesaplandi ve tiim kornea alanma boliinmesiyle neovaskiilarizasyon

alaninin ytizdesi (%) tespit edildi.

Neovaskiilarizasyon alani yiizdesi: Neovaskiilarizasyon alani X 100
Toplam kornea alani

Gumis nitrat On segment

On segment

ST . muayenesi ve
ile kimyasal muayenesi Y

fotograf cekimi

koterizasyon

12. saat 7. Giin 14. giin

| J Deneyin

|

sonlandirilmasi

[ Giinde 2 defa topikal uygulama (kontrol grubu harig) ]

Sekil 4: Deney siirecince uygulanan iglemler sematize edilmistir.

3.3.2. Doku Takibi ve Kesitlerin Boyanmasi

Tiim denekler 14. giinde dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edildi. G6z eniikleasyonu

sonrast alman dokular morfolojik degerlendirme yapmak iizere %10’luk formalinde oda
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is1sinda 8 saat fikse edildi. Fiksasyonun ardindan dokular sirasiyla %70, 80, 90 ve 100°lik
alkol serilerinden gecirildi. Ardindan dokular ksilol igerisinde bekletilerek seffaflastirma
yapildi. Seffaflagtirmanim ardindan dokular 56 °C’ deki etiivde bulunan sivi haldeki parafin
icerisinde 3 saat inkiibe edildi. Son olarak da temiz parafin icerisine gdmiilerek parafin blok

haline getirildi.

Parafin bloklardan mikrotomda 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, parafini
uzaklagtirmak amaciyla ksilolde bekletildi. Daha sonra %70, 80, 90 ve 100’liik alkol
serilerinden gecirildi ve ¢esme suyunda yikama yapildi. Hematoksilen ile boyanan kesitler
cesme suyunda iyice yikandiktan sonra, eozin ile boyandi. Ardindan %100, 90, 80 ve 70’lik
alkol serilerinden gecirildi ve ksilolde bekletildi. Kapatma soliisyonu ve lamel ile kapatilan
kesitlerden Zeiss mikroskopta fotograflar alinarak tiim gruplarda neovaskiilarizasyon alanlari

incelendi.

3.4ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler igin NCSS 2007 (Number Cruncher Statistical System, Kaysville,
Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel
metodlarin (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, minimum, maksimum) yani sira nicel
verilerin karsilagtirilmasinda ve normal dagilim gdstermeyen iic ve flizeri gruplarin
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde Mann

Whitney U test kullanildi. Anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.

31



4 BULGULAR
4.1. KORNEA NEOVASKULARIZASYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

Tim deneklerin gozlerinde basarili bir sekilde kornea neovaskiilarizasyonu modeli
olusturuldu ve tiim denekler ¢alismaya dahil edildi. On dordiincii giinde biyomikroskopik
muayeneleri yapildi ve on segment fotograflart degerlendirildi. Deneklerin higbirinde
kullanilan kimyasal maddelere kars1 gelismis toksik yan etki tespit edilmedi. Tim denekler
icin kornea neovaskiilarizasyonu yiizdesi hesaplandi ve sonuglar istatistiksel olarak

karsilastirildi.

Tim deneklerin kornea neovaskiilarizasyonu yiizdeleri Tablo 3’te gosterilmistir.
Kornea neovaskiilarizasyonu yiizdesi en az grup 3’te tespit edilmistir ve bunu sirastyla grup 5,
grup 4, grup 2 ve grup 1 takip etmistir. (Sekil 5). Grup 3, grup 4 ve grup 5’teki kornea
neovaskiilarizasyonu yiizdeleri, sadece koterizasyon yapilan grup 1’e gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiikk saptanmistir (p1,23=0.004) (Tablo 3). Yine grup 3, grup 4 ve grup
5’teki kornea neovaskiilarizasyonu yiizdeleri, DMSO uygulanmis olan grup 2’ye gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p; 3=0.004; p,=0.016) (Tablo 3).

Grup 3, Grup 4 ve Grup 5’in kornea neovaskiilarizasyonu yiizdeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.003). Gruplar kendi iglerinde
karsilastirildiginda grup 4’tin kornea neovaskiilarizasyonu yiizdesi, Grup 3 ve Grup 5’ gore
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p1=0.004; p,=0.006). Grup 3 ile Grup 5’in arasinda ise

kornea neovaskiilarizasyonu yiizdeleri agisindan anlamli bir fark saptanmamustir (p=0.228).
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Kornea Neovaskiilarizasyonu Yiizdeleri (%)

Gruplar n Minimum Maksimum Ortalama Standart
sapma
Grup 1 Kontrol 7 511 91.2 71.80 17.58 - -
Grup 2 DMSO 8 323 LT 56.47 19.95 - -
Grup 3  Bevacizumab 8 2.4 %l 4.05 1.93 0.004 0.004
Grup 4 Dovitinib 8 258 35.6 30.67 3.68 0.004 0.016
Grup 5 Bevacizumab+ 8 1:2 27.8 13.70 11.08 0.004 0.004
Dovitinib

p1: Grup 3.4 ve 5 ile Grup 1 arasindaki istatistiksel iliskiyi gostermektedir.
p2: Grup 3.4 ve 5 ile Grup 2 arasindaki istatistiksel iliskiyi gostermektedir.

Tablo 3: Tiim gruplardaki kornea neovaskiilarizasyonu yiizdeleri ve istatistiksel degerler
gosterilmistir.

100

80 -+
70 -+
60 -
50 -~
40
30 -+
20 -+
10

OrttSs

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

B Korneadakineovaskiilarizasyon alaninin tiim kornea alanina orani (%)

Sekil 5: Sadece koterizasyon yapilan (Grup 1), DMSO uygulanan (Grup 2), bevacizumab (5
mg/ml) uygulanan (Grup 3), dovitinib uygulanan (Grup 4) ve bevacizumab (5 mg/ml) +
dovitinib (5 mg/ml) uygulanan gozlerde 14. giinde ¢ekilen fotograflardaki kornea

neovaskiilarizasyonu yiizdeleri (%).
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Resim 3: Higbir islem uygulanmamis sol gézden 14. giinde ¢ekilen fotografta damarsiz

kornea goriintimii
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Resim 4: Kontrol grubunda (sadece kimyasal koterizasyon yapilan grup) bulunan bir siganin

sag goziinden 14. glinde ¢ekilen fotografta goriilen kornea neovaskiilarizasyonu
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Resim 5: DMSO grubunda bulunan bir siganin sag goziinden 14. giinde ¢ekilen fotografta

goriilen kornea neovaskiilarizasyonu
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Resim 6: Bevacizumab grubunda bulunan bir sicanin sag goziinden 14. giinde ¢ekilen

fotografta goriilen kornea neovaskiilarizasyonu

37



Resim_7: Dovitinib grubunda bulunan bir si¢anin sag goziinden 14. giinde ¢ekilen

fotografta goriilen kornea neovaskiilarizasyonu
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Resim 8: Bevacizumab + dovitinib grubunda bulunan bir siganin sag goziinden 14.

giinde ¢ekilen fotografta goriilen kornea neovaskiilarizasyonu
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4.2. HISTOLOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Biitin  deneklerin  islem yapilan sag kornealart histopatolojik  olarak
degerlendirilmistir. Buna ek olarak hicbir islem yapilmayan sol kornealar1 da kontrol olarak

kullantlmistir.

Ylzey epitel

Bowman membrani

Korneal stroma

Desement membran
Kornea endoteli

Resim 9: Herhangi bir islem yapilmadan alinan goziin (kiigiik resim) ve goziin

korneasinin tabakalar1 goriilmektedir. Beyaz ok basi: Fibroblast. Biiyiitme 40X.

Higbir islem yapilmayan si¢an goziinden alinan kesitte, korneanin 5 histolojik tabakasi
izlenmektedir. Yiizeye bakan tabaka ylizey epiteli tabakasi olup 5-6 sira epitel hiicrelerinden
olusmaktadir. Yiizey epiteli tipik olarak cok katli yassi epiteldir. Epitelin altinda korneaya
dayaniklik saglayan ve agik bir bant seklinde izlenen Bowman membrani (6n sinirlayici
membran) bulunmaktadir. Korneal stroma korneanin en genis tabakasi olarak izlenmektedir.
Kalin kollajen lifler birbirine paralel olarak diizenlenmistir ve kollajen liflerin arasinda
yerlesen uzamis sekilli ve koyu mor renkteki ¢ekirdekleri ile ayirt ettigimiz fibroblast
hiicreleri goriilmektedir (beyaz ok baslar1). Fibroblast hiicreleri korneal stroma tabakasina
homojen bir sekilde dagilmistir. Korneal stromanin en énemli 6zelligi damar icermemesidir.
Descemet membran diger bir deyisle arka sinirlayict membran, ince kollajen liflerden olusan
homojen bir yap1 olarak goriilmektedir ve stroma ile altindaki endotel hiicreleri arasinda bir

sinir olusturdugu izlenmektedir (Resim 9).
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Grup 1: Giimiis Nitrat ile Kimyasal Koterizasyon Yapilan Grup

membrani

Korneal stroma

= Desement
membran

s> Kornea endoteli

Resim 10: Glimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin beklenilen

grupta total goz (kiiglik resim) ve korneanin tabakalari izlenmektedir. Siyah ok: Damar,

Beyaz ok basi: Fibroblast. Biiyilitme 40X.

Glimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin beklenilen 1. grupta

yiizey epitelinde keratinizasyon olustugu izlendi. Bowman membraninda herhangi bir

degisiklik gdzlenmezken, korneal stromada fibroblastlarin sayica arttig1 (beyaz ok baglari) ve

stromal alan boyunca heterojen bir dagilim sergiledikleri gozlendi. Yass1 ¢ekirdeklerin yani

sira oval c¢ekirdege sahip hiicreler de belirlendi. Yine kornea stromasinda yogun bir

damarlanma (siyah oklar) oldugu izlendi. Descemet membran ve kornea endotelinde, kontrol

grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir farklilik belirlenmedi (Resim 10).
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Grup 2: Dimetilsiilfoksit (DMSQO) Verilen Grup

Ylizey epiteli

Bowman
membrani

Korneal stroma

Desement
membran

Kornea endoteli

Resim 11: Giimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca
DMSO verilen grupta total goz (kiiglik resim) ve korneanin tabakalar1 izlenmektedir. Siyah

ok: Damar, Beyaz ok basi: Fibroblast. Biiyiitme 40X.

Glmdis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca DMSO
verilen 2. grupta korneanin yiizey epitelinde keratinizasyon belirlendi. Epitelin altinda yer
alan Bowman membraninda herhangi bir degisiklik izlenmezken, korneal stromada
damarlanma (siyah oklar) oldugu gozlendi. Stromal alanda izlenen fibroblast hiicrelerinin
(beyaz okbaslar1) yogunlugunda azalma gozlenirken bu hiicrelerin genel olarak Bowman
membrani altindaki alanda yogunlasarak heterojen bir goriiniin olusturduklari belirlendi. 2.
grupta Descemet membran ve kornea endotelinin, kontrol grubu ile aymi ozelliklere sahip

oldugu izlendi (Resim 11).
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Grup 3: Bevacizumab (5mg/ml) Verilen Grup

Ylzey epiteli

Bowman
membrani

Korneal stroma

L . Desement
~ r g
L membran
AR « = Kornea endoteli

‘}':‘f‘._)

iris

Resim 12: Giimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca
bevacizumab (5 mg/ml) verilen grupta total goz (kiiglik resim) ve korneanin tabakalari

izlenmektedir. Siyah ok: Damar, Beyaz ok basi: Fibroblast. Biiyiitme 40X.

Glimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca
bevacizumab (5mg/ml) verilen 3. grupta yiizey epitelinde keratinizasyon belirlendi. Epitelin
altinda yer alan ve korneaya dayaniklilik saglayan Bowman membrani hiicresiz, kalin ve agik
renkli homojen bir bant seklinde izlendi. Korneal stromada fibroblastlarin stromal alan
boyunca homojen bir sekilde dagilim gosterdigi (beyaz ok baglari) gozlendi. 14 giin boyunca
5mg/ml bevacizumab verilen grupta korneal stromada hemen hemen hi¢ damar belirlenmedi.
Kollajen liflerden olusan Descemet membran pembe homojen bir hat seklinde izlenirken,
gerek Descemet membranin gerekse kornea endoteli tabakasimnin kontrol grubu ile ayni

ozelliklere sahip oldugu gozlendi (Resim 12).
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Grup 4: Dovitinib (5 mg/ml) Verilen Grup

Ylzey epiteli

Bowman
membrani

Korneal stroma

\} ™ Desement membran
o5 % - . Kornea endoteli

Resim 13: Giimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca
dovitinib (5 mg/ml) verilen grupta total goz (kiigiik resim) ve korneanin tabakalari

izlenmektedir. Siyah ok: Damar, Beyaz ok basi: Fibroblast. Biiyiitme 40X.

Giimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca dovitinib (5
mg/ml) verilen 4. grupta yiizey epitelinde keratinizasyon belirlendi. Epitelin altindaki
Bowman membrani hiicresiz, homojen ve agik bir bant seklinde izlenirken, korneal stromada
damarlanmalarin oldugu gozlendi. Stromal alanda bulunan fibroblastlarin heterojen bir
dagilim gosterdikleri ve yuvarlak cekirdekli hiicrelerin de stromal alanda yer yer bulundugu
belirlendi. Descemet membran pembe homojen bir hat seklinde izlenirken, Descemet
membran ve endotel hiicre tabakasinin kontrol grubu ile aymi ozelliklere sahip oldugu

gozlendi (Resim 13).
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Grup 5: Bevacizumab (5mg/ml) ve Dovitinib (5 mg/ml) Birlikte Verilen Grup

Korneal stroma

Desement membran

Kornea endoteli

Resim 14: Giimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca
bevacizumab (5 mg/ml) ve dovitinib (5 mg/ml) birlikte verilen grupta total géz (kiigiik resim)
ve korneanin tabakalari izlenmektedir. Siyah ok: Damar, Beyaz ok basi: Fibroblast. Biiyiitme
40X.

Glimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca
bevacizumab (5mg/ml) ve dovitinib (5mg/ml) birlikte verilen 5. grupta, ylizey epitelinde
keratinizasyon izlendi. Epitelin altinda bulunan Bowman membrani kollajen liflerden dolay1
pembe bir hat seklinde izlenirken korneal stromada damarlanmanin yok denecek kadar az
oldugu belirlendi. Korneal stromal alandaki fibroblastlarin genel olarak homojen bir dagilim
gosterdigi (beyaz ok baslari) ancak g¢ekirdeklerinin yassidan ovale dogru degisim gosterdigi
gozlendi. Ince kollajen liflerden olusan Descemet membran homojen pembe bir hat seklinde
izlenirken, altindaki endotel tabakasmin da kontrol grubu ile ayni 6zelliklere sahip oldugu

belirlendi (Resim 14).
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Resim 15: Tiim gruplarin kornea tabakalarinin karsilastirmali olarak gosterilmesi. A,
Higbir islem yapilmayan Kontrol grubu; B, Giimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon
yapildiktan sonra 14 giin beklenilen 1. Grup (GR 1); C, DMSO verilen 2. Grup (GR 2); D,
Bevacizumab (5 mg/ml) verilen 3. Grup (GR 3); E, Dovitinib (5 mg/ml) verilen 4. Grup (GR
4); F, Bevacizumab (5mg/ml) ve dovitinib (5 mg/ml) birlikte verilen 5. Grup (GR 5).
Biiytitme 40X.
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Tez c¢alismamizin histolojik kisminin tamamlanmasi ve elde edilen fotograflar
sonucunda, giimiis nitrat ile kimyasal koterizasyon yapildiktan sonra 14 giin boyunca 5 mg/ml
bevacizumab verilen grupta damarlanmanin yok denilecek kadar az oldugu, korneal stromal
alanda homojen dagilmis fibroblastlarin ve yogun kollajen liflerin oldugu gozlendi. Bu
ozellikleri ile bevacizumab ile tedavi edilen grup, kontrol grubuna en yakin morfolojiyi

gosteren grup olmustur.
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5. TARTISMA

Kornea neovaskiilarizasyonu kimyasal yanik, iskemi, enfeksiyon, travma ve
inflamasyona bagli gelisebilen ve gormeyi ileri derecede azaltabilen bir durumdur. Bazi
kornea neovaskiilarizasyonu hastalarina keratoplasti gerekebilmektedir ve bu hastalarin

cerrahi sonrasi prognozu, neovaskiilarizasyon nedeniyle daha kotiidiir.

Kornea neovaskiilarizasyonu i¢in mevcut tedaviler topikal kortikosteroid ve nonsteroid
antiinflamatuvar  ilaglar, lazer, fotodinamik tedavi, konjonktival ve limbal
transplantasyondur.*>***13* By tedavilerin hepsi simirh klinik etkinlige sahiptir. Giiniimiizde
korneal neovaskiilarizasyonun tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglar kortikosteroidlerdir.
Kortikosteroidlerin korneal neovaskiilarizasyondaki etki mekanizmalar1 tam bilinememekle
birlikte membran fosfolipidlerinden arasidonik asit salinimini baskilayarak, prostaglandin ve
l6kotrien gibi enflamatuar mediatorlerin olusumunu azalttiklar1 ve bu yolla kapiller
gecirgenligi ve 16kosit gociinii engelleyerek anjiyogenezi inhibe ettikleri diisiiniilmektedir.*®
Bununla birlikte giliniimiizde Kkortikosteroidler, istenmeyen yan etkilere, ozellikle goz igi

basing artisina, ve arka subkapsiiler katarakta yol agabilmektedirler.*>*3

Neovaskiilarizasyonu azaltacak baska tedaviler iizerinde bugiine kadar birgok
aragtirma yapilmig ve farkli kimyasal maddelerin etkileri degerlendirilmistir. Anti-VEGF
ajanlar neovaskiiler yasa bagli makiila dejenerasyonu, diyabetik retinopati ve neovaskiiler
glokom gibi okiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.*® Bevacizumab, VEGF-A’ya
kars1 gelistirilmis bir monoklonal antikordur ve etkisini VEGF-A’nin tiim izoformlarini bloke
ederek gostermektedir. Literatiirde bevacizumabin kornea neovaskiilarizasyonu tizerindeki
etkisi degerlendirilmis ve basarili sonuglar alinmistir.

Hosseini ve arkadaslari™’

tavsanlarda NaOH c¢ubuklar1 ile olusturulan kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde subkonjonktival bevacizumabin etkinligini degerlendirmek
icin iki grup olusturmus; birinci gruba alkali yamigi takiben hemen 2.5 mg tek doz
subkonjonktival bevacizumab, ikinci gruba ise 2.5 mg tek doz subkonjonktival dengeli tuz
soliisyonu uygulamistir. Ug haftalik deney siiresinin sonunda muayene ve fotograf analizi
yontemleriyle kornealar degerlendirilmistir. Bevacizumab grubunda kontrol grubuna gore

kornea neovaskiilarizasyonunda %32 azalma saptanmis ve toplam neovaskiilarizasyon orant

istatistiksel olarak anlamli diizeyde bevacizumab grubunda diisik bulunmustur.
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Bevacizumabin kornea neovaskiilarizasyonunu azaltmada anlamli bir etkisi oldugu

gosterilmistir.

Ulkemizden Dursun ve arkadaslar™® 24 adet sicanda kimyasal yanik modeliyle
kornealarinda neovaskiilarizasyon olusturmuslardir. Dort gruba ayirdiklart siganlara sirayla
suni gozyast damlasi (sodyum karboksimetilseliiloz), topikal florometalon asetat (%0.1),
subkonjonktival bevacizumab (2.5 mg, 0.1 ml) ve topikal bevacizumab (5 mg/ml)
uygulanmistir. Damlalar giinde 2 defa 21 giin boyunca yapilmis, subkonjonktival enjeksiyon
ise bir doz uygulanmistir. Kornea neovaskiilarizasyonun toplam kornea alanina orant,
bevacizumab uygulanan 3. ve 4. gruplarda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diisiikk bulunmustur. Yine 3. ve 4. gruplardaki kornea neovaskiilarizasyonu alani florometalon
asetat grubuna gore istatistiksel olarak anlamli daha az tespit edilmistir. Bevacizumabin
topikal uygulandigi grupta neovaskiilarizasyon alani orani, subkonjonktival uygulandig1 gruba
gore daha diisiik bulunmus fakat aradaki fark istatistiksel a¢idan anlamli bulunmamaistir.
Bevacizumabin kornea neovaskiilarizasyonunu anlamli bir sekilde azalttigi ve bu etkisinin
florometalon grubu steroidlere gore daha fazla oldugu gosterilmistir. Bevacizumabin topikal

veya subkonjonktival uygulanmas arasinda fark saptanmamastir.

Yoeruek ve arkadaglar®

NaOH ile alkali yamigina bagl gelistirdikleri kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde bevacizumab tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu bulmuslardir. Korneal opasite
acisindan gruplar degerlendirildiginde erken tedavi grubunda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel agidan anlaml diisiis saptamiglardir. Bevacizumabin kornea tizerinde herhangi bir
toksik etkisi gortilmemistir. Bu sonuglara gore bevacizumabin kornea neovaskiilarizasyonu

iizerinde azaltici etkisi oldugu ve erken tedavi ile sonuglarin daha iyi olacagi diisiintilmiistiir.

Topikal ve subkonjonktival bevacizumabin etkinligini aragtirmak icin iilkemizden
Ahmed ve arkadaslarmin™® yaptigi bir ¢alismada birinci gruba giinde ii¢ kez bevacizumab
12.5 mg/ml damla, ikinci gruba subkonjonktival 5 mg bevacizumab iki giin arayla, tiglincii
gruba subkonjonktival 10 mg bevacizumab iki giin arayla ve dordiincii gruba ise
subkonjonktival 0.2 ml salin enjeksiyonu olarak uygulanmistir. Neovaskiilarizasyona ek
olarak gbzyas1 ve akoz hiimordeki VEGF seviyeleri degerlendirilmistir. Bir hafta sonunda
topikal bevacizumab tedavi gruplarinda kornea neovaskiilarizasyonu kontrol grubuna goére

anlamli derecede daha diisiikk oldugu bulunmustur. Subkonjonktival enjeksiyondan iki giin
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sonra kornea neovaskiilarizasyonu bevacizumab gruplarinda kontrol grubuna goére anlaml
daha az tespit edilmistir. Akdz hiimér VEGF seviyeleri 7. giin ile 14. giin arasinda kontrol
grubunda %66 oraninda artis géstermis iken; 1. tedavi grubunda %50, 2. tedavi grubunda
%70 ve 3. tedavi grubunda %76 oraninda azalma tespit edilmistir. Gézyasindaki VEGF
seviyeleri Olgtildiigiinde 7. giin ile 14. giin arasinda, kontrol grubunda %35 artis; sirastyla
grup 1’de %57, grup 2°de %35 ve grup 3’te %68 azalma tespit edilmistir. Fakat aradaki fark
sadece grup 1 ve grup 3 icin istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Subkonjonktival 5
mg/ml bevacizumab enjeksiyonun kornea neovaskiilarizasyonunu azaltmada etkin bir tedavi

oldugu diistiniilmiistiir.

Bevacizumabin kornea neovaskiilarizasyonu tizerinde anlamli bir azaltic1 etkisi oldugu

1371490 Bizim ¢alismamizda bevacizumab ise 5 mg/ml dozunda

bir¢ok calismada gosterilmistir.
14 giin boyunca gilinde 2 defa topikal olarak wuygulanmis ve tedaviye kornea
neovaskiilarizasyonu modeli olusturulduktan 12 saat sonra yani erken déonemde baglanmuistir.
On dort giin sonunda deney sonlandirilmig ve an az kornea neovaskiilarizasyonu 5 mg/ml
bevacizumab tedavisi uygulanan grupta tespit edilmistir. Ikinci en az kornea
neovaskiilarizasyonu ise 5 mg/ml bevacizumab ve 5 mg/ml dovitinibin birlikte uygulandigi
grup olmustur. Fakat bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir (p=0.228).

Bevacizumabin yanisira benzer sekilde anti-VEGF etki gosteren bagka maddelerin
etkisi de deneysel modeller iizerinde arastirilmustir. Hiirmeri¢ ve arkadaslar™* 21 kobayda
olusturduklar1 deneysel kornea neovaskiilarizasyonu modelinde subkonjonktival bevacizumab
ve pegaptanip sodyumun etkinligini degerlendirmislerdir. Birinci gruba subkonjonktival
dengeli tuz soliisyonu, ikinci gruba subkonjonktival 1 mg bevacizumab, iigiincii gruba
subkonjonktival 0.15 mg pegaptanib sodyum enjeksiyonu yapilmistir ve 10 giin sonra deney
sonlandirilmistir. Kornea neovaskiilarizasyonun yiizey alani, kontrol grubunda %74,
bevacizumab grubunda %60, pegaptanib grubunda %83 olarak tespit edilmistir. Histolojik
degerlendirmede kornea vaskiilarizasyonu derecesi kontrol grubunda 13.1, bevacizumab
grubunda 8.9, pegaptanib grubunda 12.7 olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak kornea
neovaskiilarizasyonunun azaltilmasinda bevacizumab, pegaptanibe gore daha etkili

bulunmustur.
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Ranibizumab, bevacizumab olusturmak i¢in kullanilan ayn1 antikorun Fab kismidir ve
VEGF-A’ya daha yiiksek bir afinite ile baglanir. Neovaskiiler yasa bagli makiila
dejenerasyonu tedavisinde her ikisinin benzer etkinlik gosterdigini bildiren ¢alismalar
yapllmlstlr.137’142 Dursun ve arkadaslarl143 calismalarinda NaOH cubuklar1 ile kornealarini
koterize ettikleri 15 sigan1 3 gruba aymrmiglar ve sirastyla subkonjonktival salin, 2.5 mg
bevacizumab ve 1 mg ranibizumab uygulamislardir. Ug hafta sonra biyomikroskopik
bulgular1 ve kornea fotograflarin1 degerlendirdiklerinde bevacizumab ve ranibizumabin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak neovaskiilarizasyonu azalttiklarini tespit
etmislerdir. Ayrica bevacizumab grubunda kornea neovaskiilarizasyon alani, en uzun damar
boyu ve korneal opaste skoru ranibizumab grubuna gore daha diisiik bulunmus fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bevacizumab gibi ranibizumabin da kornea
neovaskiilarizasyonunu anlamli bir sekilde azalttig1 gosterilmis fakat iki ila¢ arasinda anlamli

bir fark saptanmamuistir.

Kanser tedavisinde kullanilan anjiyogenez inhibitorlerinin kornea
neovaskiilarizasyonu iizerinde de etkili olacag: diisiiniilmiistiir ve bu etki ilk olarak 1971
yilinda bir hayvan c¢alismasi incelenmistir.™** Bevacizumab, metastatik kolon kanserinde
kullanilan ve bu endikasyonla 2004 yilinda FDA onay1 almis bir ilagtir. Benzer sekilde kanser
tedavisinde kullanilan diger anjiyogenez inhibitorlerinin de kornea neovaskiilarizasyonu
iizerinde etkili olabilecegi diigiiniilmiistiir. Tirozin kinaz inhibitdrleri, tirozin kinaz reseptorleri
tizerinden etki gosteren ve baglandiklari reseptoriin islevine gore anjiyogenezi inhibe edebilen

molekullerdir.

Sorafenib hepatoseliiler kanser ve ileri renal hiicreli kanser tedavisinde kullanilan bir
tirozin kinaz inhibitoriidiir. Etkisini neovaskiilarizasyonda rol oynayan VEGFR-2, VEGFR-3,

15144 Se0 ve arkadaslarmin™ sicanlarda yaptiklar: deneysel

PDGEFR iizerinden gdstermektedir.
calismada, kornea santraline glimiis nitrat ¢ubuklar1 kimyasal koterizasyon uygulayarak
kornea neovaskiilarizasyonu modeli olusturulmustur. Daha sonra siganlari kontrol, diisiik doz
sistemik sorafenib (30 mg/kg/giin), yliksek doz sistemik sorafenib (60 mg/kg/giin) olmak
iizere 3 gruba ayirmislardir. Kornea neovaskiilarizasyonu, kornea goriintii analizi, fosforile
ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz (Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK)) ve
VEGFR-2 mRNA ekspresyonu olgiilerek degerlendirilmistir. Gorlintii analizinde Kkornea

neovaskiilarizasyonundaki azalma, kontrol grubuna gore diisiikk doz sorafenib grubunda %44
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ve yiiksek doz sorafenib grubunda %66 bulunmustur. Sorafenib tedavisi uygulanan gruplarda,
kontrol grubuna gore fosforile ERK ekspresyonu artmisken ve VEGFR-2 mMRNA ekspresyonu
daha az bulunmustur. Bu ¢alismada c¢ok hedefli tirozin kinaz inhibitorii olan ve VEGFR-2,
VEGFR-3 ve PDGFR’yi inhibe eden sorafenib oral uygulama ile kullanilmistir. Sorafenibin

kornea neovaskiilarizasyonunu anlamli sekilde azalttigi gosterilmistir.

Sunitinib, VEGFR-2 ve PDGFR-B’y1 inhibe eden bir tirozin kinaz inhibitoriidiir,
neovaskiilarizasyon tizerindeki etkisi birgok deneysel ¢alismada arastirilmistir. Perez-Santonja
ve arkadaslarn™ deneysel kornea neovaskiilarizasyonu modelinde tavsanlar iizerinde yaptiklar
caligmalarinda topikal bevacizumab (5 mg/ml) ve sunitinibin (0.5 mg/ml) etkilerini
degerlendirmislerdir. Bu calismada korneaya 5 adet siitiir konularak neovaskiilarizasyon
olusturulmus ve 14 giin boyunca giinde 3 defa tedavi amaclh topikal uygulama yapilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda korneada neovaskiilarizasyonlu alan bevacizumab
tarafindan %29 ve sunitinib tarafindan %82 inhibe edilmistir. Korneada neovaskiilarizasyonlu
bolge yiizdesi sunitinib uygulanan grupta bevacizumab grubuna gore daha azdir. Bu
caligmada topikal uygulama ile sunitibin neovaskiilarizasyon inhibisyonunda bevacizumaba

gore 3 kat daha etkili oldugu gosterilmistir.

Ko ve arkadaslari*? tavsanlarda korneaya siitlir atilmasi yontemiyle olusturduklari
kornea neovaskiilarizasyonu modelinde, subkonjonktival ve topikal bevacizumab ve
sunitinibin etkilerini aragtirmiglardir. Subkonjonktival enjeksiyon gruplarinda; birinci gruba
0.1 ml salin, ikinci gruba 2.5 mg/0,1 ml bevacizumab ve {giincii gruba 0.25 mg/0.1 ml
sunitinib enjeksiyonunu 1 hafta ara ile toplamda 2 defa uygulamislardir. Topikal tedavi
gruplarinda; dordiincii gruba salin, besinci gruba 5 mg/ml bevacizumab ve altinci gruba 0.5
mg/ml sunitinib damlayr 2 hafta boyunca giinde 2 defa uygulamislardir. Korneada
neovaskiilarizasyonlu alan yiizdesi sunitinib uygulanan gozlerde bevacizumab ve kontrol
grubuna gore hem subkonjonktival hem de topikal uygulama i¢in anlamli sekilde daha az
bulunmustur. Ayrica sunitinib tedavisinde topikal uygulamanin subkonjonktival uygulamaya
gore daha etkin oldugu gosterilmistir. Caligmamizda tiim tedavi gruplarina 14 giin boyunca
giinde 2 defa topikal uygulama yapilmistir ve topikal uygulama ile tiim tedavi gruplarinda
(bevacizumab, dovitinib ve bevacizumab + dovitinib gruplarinda)  kornea

neovaskiilarizasyonu etkin bir sekilde azaltilmistir (p; 2,3=0.004).
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Tirozin kinaz inhibitorleri ailesinden olan regorafenib, VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3 ve PDGFR-B’y1 inhibe etmektedir. Ulkemizden Onder ve arkadaslan™ siganlarda
NaOH kullanarak olusturduklar1 kornea neovaskiilarizasyonu modelinde topikal regorafanib
(1 mg/ml), bevacizumab (5 mg/ml) ve deksametazon fosfatin (%0.1) etkilerini
karsilastirmiglardir. En az kornea neovaskiilarizasyonlu alan deksametazon grubunda
olmasina ragmen bevacizumab ve regorafenib gruplarina gore anlamli bir fark
bulunamamustir. Aktif caspase-3 hiicre sayis1 regorafenib grubunda ve deksametazon
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli daha az bulunmustur. Bu ¢alismada
regorafenibin kornea neovaskiilarizasyonu tedavisinde parsiyel etkin bir tedavi oldugu

sonucuna varilmistir.

Pazopanib VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR ve FGFR’yi inhibe eden bir
tirozin kinaz inhibitoriidir. Amparo ve arkadasalari**® prospektif ¢alismalarinda, stabil
KNV’si olan 20 hastaya topikal pazopanib tedavisi uygulamuslardir. Ug hafta boyunca %0.5
topikal pazopanib damlatilmis olan hastalar, 12 hafta takip edilmislerdir. Ugiincii haftada
baglangica gére neovaskiiler alanda ve vaskiiler uzunlukta istatiksel olarak anlamli azalma
tespit etmiglerdir. On ikinci haftada neovaskiiler alanda, invazyon alaninda ve vaskiiler
uzunlukta yine anlamli azalma bulmuslardir. Bu c¢alismada topikal pazopanibin kornea
neovaskiilarizasyonunu anlamli bir bigimde azalttigi ve tedavi boyunca hastalarda herhangi
bir yan etki goriilmedigi bildirilmistir.

Anti-VEGF ajanlarin stabil olmus eski neovaskiilarizasyondan daha ¢ok aktif, yeni
olusmus neovaskiilarizasyonda etkin oldugu bir ¢ok calismada bahsedilmistir.45’146’147
Korneada yeni olusan damarlardaki endotel hiicreleri zaman igerisinde perisitlerle ve diiz kas
hiicreleriyle kaplanirlar.”>****° Cursiefen ve arkadaslari’® 2 hafta igerisinde endotel
hiicrelerini peristlerle %80 oraninda kaplanmis oldugunu bildirmislerdir. Yakin zamanda
yayinlanan tavsanlarda yapilmig bir ¢alismada Kkornea neovaskiilarizasyonunun
engellenmesinde erken ya da gec¢ uygulanan subkonjonktival enjeksiyonun etkisi incelenmis

ve altta yatan mekanizmalar tartigilmistir.>

Calismada  tavsanlarda  kornea
neovaskiilarizasyonu modeli olusturulmustur. Erken tedavi grubuna hemen, ge¢ tedavi
grubuna ise 1 ay sonra haftalik 5 mg bevacizumab subkonjonktival enjeksiyon uygulanmistir.
Immiin boyama ydntemiyle bevaCizumabin intrakorneal difiizyonu ve neovaskiilarizasyon
cevresindeki perisitler ve diiz kas hiicreleri incelenmistir. Bununla birlikte anti-makrofaj

antikoru, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2 ve vaskiiler endotel hiicrelerindeki apoptozis de
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degerlendirilmistir. intrakorneal bevacizumab difiizyonu incelendiginde gruplar arasinda
farkli olmadig goriilmiistiir. Bevacizumabin erken tedavi grubunda makrofaj infiltrasyonunu
ve VEGF-1 ve VEGF-2 ekspresyonunu engelledigi, ge¢ tedavi grubunda ise engellemedigi
gbzlenmistir. Kornea neovaskiilarizasyonun erken tedavi grubunda ge¢ tedaviye gore onemli
oranda daha az oldugu tespit edilmistir. Korneada neovaskiilarizasyonu azaltmak anti-VEGF
tedavinin erken donemde baslanmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda da
tim tedavi edici ajanlar (bevacizumab, dovitinib, bevacizumab+dovitinib) erken donemde
(Kornea neovaskiilarizasyonu modeli olusturduktan 12 saat sonra) topikal olarak uygulanmaya
baslanmistir. Tedavi sonrasi bevacizumab, dovitinib ve bevacizumab + dovitinib
gruplarindaki kornea neovaskiilarizasyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma tespit

edilmistir (p1.23= 0,004).

Kornea neovaskiilarizasyonunda VEGF’in yam1 sira PDGF ve FGF’nin de rol
oynadigini bilinmektedir. Bevacizumab sadece VEGF-A’y1 inhibe ederken; dovitinib
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, VEGFR-4, FGFR-1, FGFR-3, PDGFR tirozin kinazlarini

inhibe eden cok hedefli tirozin kinaz inhibitoriidiir.>*

Calismamiz, neovaskiilarizasyon
mekanizmasinda daha ¢ok molekiil inhibe edilerek kornea neovaskiilarizasyonun daha basaril
bir sekilde azaltilabilecegi diisiiniilerek tasarlanmistir. Deney sonunda yapilan incelemelerde
dovitinibin etkin bir sekilde kornea neovaskiilarizasyonunu azalttigi gosterilmistir. Kornea
neovaskiilarizasyonu kontrol grubunda %71.80+17.58 bulunmusken dovitinib grubunda
%30,67+3,68 bulunmustur (p=0,004). Deneklerde herhangi toksik bir etkinin gériilmemesi
dovitinibin bu amagla kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte bevacizumab bu
amacla klinikte kullanilan bir ilagtir ve hem literatirde hem de calismamizda kornea
neovaskiilarizasyonunu etkin bir sekilde azalttigi gosterilmistir. Calismamizda kontrol
grubundaki kornea neovaskiilarizasyonu %71.80+17.58 bulunmusken bevacizumab grubunda
%4.05+1.93, bevacizumab + dovitinib grubunda %13.70+£11.08 bulunmustur (p;2=0.004).
Bevacizumab ve bevacizumab + dovitinib gruplarinda kornea neovaskiilarizasyonu yiizdesi,
dovitinib grubuna gore anlamli bir sekilde daha az tespit edilmistir (p;=0.004 ve p,= 0.006).
Bevacizumab ile bevacizumab + dovitinib gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
fark  bulunamamistir  (p=0.228). Tim  sonuglar  degerlendirildiginde  kornea

neovaskiilarizasyonunu en etkin sekilde bevacizumabin inhibe ettigi tespit edilmistir.
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Literatiirde de g¢alismamizla uyumlu olarak bevacizumabin 5 mg/ml dozda topikal
uygulama ile basaril bir sekilde kornea neovaskiilarizasyonunu azalttig1 bildirilmistir.** 3%
Fakat dovitinib kornea neovaskiilarizasyonunu azaltmak amaciyla ilk defa bizim
caligmamizda kullanilmis ve tedavi dozu olarak 5 mg/ml tercih edilmistir. Calismamizda
dovitinibin etkin bir sekilde kornea neovaskiilarizasyonunu azalttigi gosterilmistir (p=0,004).
Bununla Dbirlikte dovitinib  farkli dozlarda farkli etki gosterebilir ve kornea
neovaskiilarizasyonunu azaltmada bevacizamabtan istatistiksel olarak daha az etkili

bulunmasinin sebebi doz yetersizligi olabilir. Bunun i¢in dovitinibin farkli dozlardaki

etkilerinin arastiralacagi deneysel ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda takip siiresi 2 hafta idi ve benzer sekilde literatiirdeki ¢alismalarda da
takip siiresi kisa oldugundan sonuglar kisa donem igin gegerlidir. Ayrica korneaya uygulanan
kimyasal maddelerin oftalmik ve sistemik yan etki profilleri hem kisa donem hem de uzun
donem i¢in ayrintili bir sekilde arastirilmalidir. Kornea neovaskiilarizasyonun 6nlenmesinde
oftalmik ve sistemik etki ve yan etkilerin anlasilabilmesi i¢in daha uzun takip siireli deneysel

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Ama¢: Kornea neovaskiilarizasyonu tedavisinde bevacizumab ve  dovitinibin

neovaskiilarizasyon azaltici etkilerinin karsilagtiriimasi

Gerec ve Yontem: Agirhigr 180-250 gram arasinda degisen 39 adet eriskin disi Sprague-

Dawley sicanlar denek olarak kullanildi. Tiim siganlarin sag gozlerine glimiis nitrat ile
kimyasal koterizasyon uygulanarak kornea neovaskiilarizasyonu modeli olusturuldu.
Kimyasal koterizasyon sonrasi tiim siganlar randomize olarak 5 gruba ayrildi. Grup 1’°e higbir
kimyasal madde uygulanmadi. Grup 2’ye dimetilsiilfoksit, Grup 3’e 5 mg/ml bevacizumab,
Grup 4’e¢ 5 mg/ml dovitinib, Grup 5’e¢ mg/ml bevacizumab+ 5 mg/ml dovitinib giinde 2 defa
14 giin boyunca topikal olarak uygulandi. On dordiincii giinde, biyomikroskopik muayeneleri
yapildi ve 6n segment fotograflar1 ¢ekildi. Bilgisayar goriintii analizi programi ile 6n segment
fotograflarindaki neovaskiilarizasyonlu kornea alani, kornea total alaninin yiizdesel degeri
olarak hesaplandi. Histopatolojik incelemeler igin kornea Kesitleri hematoksilen eozin ile

boyandi.

Bulgular: Kornea neovaskiilarizasyonu yiizdesi tiim tedavi gruplarinda (Grup 3, Grup 4 ve
Grup 5) kontrol grubuna (Grup 1) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az bulundu
(p<0,01). Grup 3, Grup 4 ve Grup 5’in kornea neovaskiilarizasyonu yiizdeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p=0.003). Grup 4’in kornea
neovaskiilarizasyonu yiizdesi, Grup 3 ve Grup 5’e¢ gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p1=0.004; p,=0.006). Grup 3 ile Grup 5’in arasinda ise kornea neovaskiilarizasyonu yiizdeleri
agisindan anlaml bir fark saptanmadi (p=0.228). Sonuglar histopatolojik bulgular ile uyumlu

bulundu.

Sonug¢: Dovitinib yeni gelistirilen (faz 4) ¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitoridiir. Topikal
dovitinibin (5 mg/ml) kornea neovaskiilarizasyonunu etkin bir sekilde inhibe ettigi fakat bu

etkisinin topikal bevacizumaba (5 mg/ml) gore daha az etkili oldugu sonucuna varildi.
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ABSTRACT

Objective: To compare the inhibitory effects of dovitinib and bevacizumab for treatment of

corneal neovascularization.

Material and Methods: Thirty nine adult female Sprague -Dawley rats weighing 180-250 g

were used. Corneal neovascularization was induced by silver nitrate in the right eyes of each
rat. After chemical burn, the animals were randomized into five groups. Group 1 did not
recevie any chemical substance. Group 2 received dimethyl sulfoxide, Group 3 received
bevacizumab 5 mg/ml, Group 4 received dovitinib 5 mg/ml, Group 5 received bevacizumab 5
mg/ml + dovitinib 5 mg/ml topically administered twice in a day for 14 days. On the 14th
day, slit-lamp examination was performed and anterior segment photographs were taken. The
corneal neovascular area was measured on photographs as the percentage of the cornea's total
area using computer-imaging analysis. Corneal sections were stained with hematoxylin and

eosin for histopathological examination.

Results: A statistically significant decrease in the percentage of corneal neovascularization
was found in all treatment groups (Group 3, Group 4 and Group 5) to comparing with control
group (Group 1) (p <0.01). A statistically significant difference in the percentage of corneal
neovascularization was found among Group 3, Group 4 and Group 5 (p=0,003). Percentage of
corneal neovascularization of Group 4 was significantly higher than Group 3 and Group 5
(p1=0.004; p,=0.006). There was no statistically significant difference in percentage of

corneal neovascularization between Group 3 and Group 5 (p=0,228).
Conclusion: Dovitinib is an newly developed (phase 4) multi targeted tyrosine kinase

inhibitor. Topical administration of dovitinib effectively inhibited corneal neovascularization

but this effect of dovitinib were found more less than topical bevacizumab.
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