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OZET

Neovaskiilarizasyon normal biiyiime fizyolojisi ve homeostatik mekanizmalar
icin gerekli olan, ancak saydam korneada gérmeyi tehdit eden bir durumdur. Bu
calismanin amaci deneysel kornea neovaskiilarizasyonunda Trastuzumab ve
Lapatinib’in etkisini karsilastirmaktir.

Her biri yedi Wistar albino rat iceren bes grup olusturuldu. Ratlarin sag
kornea santraline giimiis nitrat ile koterizasyon yapilarak yanik olusturuldu. Grup
I’(kontrol) deki kornealara koterizasyon ve tedavi uygulanmadi. Grup II’(sham) deki
ratlara sistemik salin, grup III’(Lapatinib) tekilere 50mg/kg Lapatinib oral lavaj ile
verildi. Grup IV’(Trastuzumab) deki ratlara ise 4mg/kg Trastuzumab intraperitoneal
verildi. Grup V’(Lapatinib+Trastuzumab) dekilere ise 50mg/kg Lapatinib oral olarak
lavaj ile ve 4mg/kg Trastuzumab intraperitoneal olarak beraber verildi. Tiim ratlar
yedi giin tedavi edildi. Sekizinci giinde korneal fotograflar ¢ekilip, yeni damarlar ile
kapli kornea ylizeyinin tiim kornea alanma yilizdesi Olgiildii ve ratlar dekapite
edilerek kornealar1 4mm’lik pan¢ yardimiyla alindi. Tiim kornealar esit iki parcaya
boliindii ve parcalardan birisinde, Vaskiiler Endotelyal Growth Faktér (VEGF)
immiin boyanmas1 korneanin epitel ve stroma tabakalarinda semikantitatif olarak
degerlendirildi. Diger yarisinda ise korneal VEGF diizeyleri ELISA ydntemi ile
degerlendirildi.

Neovaskiilarizasyon alanlarmin tiim korneaya yiizdesi, tedavi gruplarinda,
sham grubundan (p<0.05) anlamh olarak daha diisiik saptandi. Grup III ve Grup V
benzer oranlara sahipken Grup IV’den daha disiik tespit edildi. Tim tedavi
gruplarinda ortalama VEGF immiin boyanma yogunluklar1 ve VEGF ELISA
diizeyleri sham grubundan daha az olmasina karsin kontrol grubu ile benzer diizeyde
tespit edildi. Korneal VEGF ELISA diizeyleri ve immiin boyanma oranlar1 Grup 111
ve V’de benzer iken Grup IV’den diisiik olarak tespit edildi.

Sonu¢ olarak, sistemik Lapatinib ve Trastuzumab uygulanmasi korneal
neovaskiilarizasyonu engellemede etkilidir. Sistemik Lapatinib ve Trastuzumab
uygulanmasi ayni zamanda neovaskiilarizasyonun 6nemli ajanlarindan olan VEGF
diizeylerini de azaltmaktadir. Lapatinib, Trastuzumab’dan daha etkili olmasma
ragmen Lapatinib ile Trastuzumab’in beraber kullanimi tek basmna Lapatinib ile
benzer etki giiciine sahiptir.

Anahtar kelimeler: Kornea neovaskiilarizasyonu, Lapatinib, Trastuzumab, VEGF
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF LAPATINIB AND TRASTUZUMAB IN
EXPERIMENTAL CORNEAL NEOVASCULARIZATION

Neovascularization is a part of normal growth physiology and homeostatic
mechanisms, but in the transparent cornea it may result in a sight-threatening
condition. The aim of this study is to compare the effects of Trastuzumab and
Lapatinib in experimental corneal neovascularization.

Five groups which contained seven Wistar albino rats were formed. A silver
nitrat pencil was applied on the right cornea of the rats and cauterized for corneal
neovascularization. Corneas in group I (control) were not cauterized and not given
any treatment. Rats in group II (sham) were received systemic saline and in group 111
(Lapatinib) were received 50 mg/kg Lapatinib orally by gavage. Rats in group IV
(Trastuzumab) were administered 4 mg/kg Trastuzumab intraperitoneally. In group
V (Lapatinib+Trastuzumab) rats were also received 50 mg/kg Lapatinib orally by
gavage and 4 mg/kg Trastuzumab intraperitoneally together. All the rats were treated
for seven days. Corneal photographs were taken on the 8th day and the corneal
surface covered with neovascular vessels was measured on the photographs as the
percentage of the total area of the cornea. All the animals were sacrificed on the 8th
day and corneas were excised by using 4 mm punch. All corneas were divided into
two equal parts, one which of was evaluated Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) immunostaining in epithelial and stromal layers of corneas and staining
intensivity was determined semicantitatively. The other part of the corneas’ VEGF
leves were assayed via ELISA.

The percentage of neovascularization area to the total corneal surface in all
treated groups were smaller than sham group (p<0.05). Group III and group V were
similar to each other but they were smaller than group IV. The mean VEGF
immunostaining intensity and VEGF ELISA leves of corneas in treatment groups
were lesser than sham group but similar to conrol group. The corneal VEGF ELISA
levels and the corneal mean VEGF immunostaining intensity in group III and V were

similar to each other but they were smaller than group I'V.



In conclusion, systemic administration of Lapatinib and Trastuzumab is
effective in prevention of corneal neovascularization. Systemic administration of
Lapatinib and Trastuzumab also decreases the leves of VEGF which is the potential
target for neovascularization. Lapatinib is more effective than Trastuzumab but the

effect of Lapatinib plus Trastuzumab is similar to Lapatinib alone.

Key words: Corneal neovascularization, Lapatinib, Trastuzumab, VEGF
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Kornea; goz kiiresinin santral 6n kisminda yer alan 5 tabaka, 2 membran ve 3
tip hiicreden olusan seffaf, elastik ve kubbe seklinde dokudur. G6ziin en 6nemli
refraktif kismini olusturan korneanm, géze gelen 15181n iletimi i¢in saydam olmasi
gereklidir. Korneanin saydamligini, kollajen lamellerinin diizenli dizilimi, kismi
dehidratasyon ve damarsiz yapisi saglamaktadir (1).

Yeni damarlar, anjiyogenez veya vaskiilogenez olmak iizere farkli iki yolla
olusur. Yeni damarlarin de novo olarak erken embriyogenezde vaskiiler endotelyal
onciil hiicreler tarafindan olusturulmasi vaskiilogenez olarak adlandirilirken, mevcut
damarlardan yenilerinin gelisimi anjiyogenez olarak adlandirilir (2). Fizyolojik
anjiyogenez doku gelisimi, menstriiel dongii ve yara iyilesmesi gibi olaylarda 6nemli
rol oynar. Gozde anjiyogenez, gormeyi tehdit eden patolojik bir siire¢ olarak,
diabetik retinopati, prematiire retinopatisi, eksudatif yasa baghh makiila
dejenerasyonu, neovaskiiler glokom ve c¢esitli kornea hastaliklarinda karsimiza
cikabilmektedir (3).

Kimyasal yanik, enfeksiyon, travma, kontakt lens kullanimi, immiinolojik ve
dejeneratif hastaliklar nedeniyle korneada yeni damarlanma olabilmektedir. Kornea
neovaskiilarizasyonunda rol oynayan bir¢cok faktor tespit edilmistir. Korneada
anjiojenik biliyiime faktorlerinin salinmasi; inflamatuvar sitokinlerin ortaya ¢ikmasi
ve hipoksi ile indiiklenir. Bu faktorlerin bir kismi kornea epitel, stroma ve endoteli
tarafindan iretilir (4, 5). G6zyas1 ve akoz hiimor de anjiogenik faktorler icin kaynak
olabilmektedir. Baz1 faktorler ise lokal ve sistemik dolagimdan korneaya gelerek
neovaskiilarizasyona neden olmaktadir (6).

Vaskiiler endotelyal growth faktor proteolitik aktivite, migrasyon, endotel
hiicre ¢ogalmasi ve kapiller tiip olusumu gibi anjiyogenezin bircok basamaginda
gorev alir (7-9). VEGF korneada epitel hiicrelerden, keratositlerden, korneal ve
vaskiiler endotel hiicrelerinden salinmaktadir. VEGF’in VEGF1 ve VEGF2 olmak
iizere iki adet tirozin kinaz reseptorii vardir (7). Kornea neovaskiilarizasyonunda
VEGF’in 6nemli rol oynadigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (10-13). Son
zamanlarda enflame ve vaskiilarize insan ve hayvan kornealarinda VEGF’in artmis

oldugu da gosterilmistir (7, 14, 15).



Kornea neovaskiilarizasyonunun tedavisi i¢in bir¢ok tedavi sekli denenmistir.
Argon ve Nd:YAG lazer kullanilarak yeni olusan damarlarda oklizyon ile
vaskiilarizasyonu geriletme hedeflenmistir (16, 17). Diger bir lazer uygulamasi da
pahali ekipmanlar gerektirdigi i¢in her klinikte uygulanamayan, verteporfin ile
fotodinamik tedavidir. Uygulanan diod lazer enerjisi ile sitotoksik serbest oksijen
radikalleri tretilir. Bu radikaller endotel hiicrelerinde hasara ve trombus olusumu ile
damar okliizyonuna neden olmaktadir (18).

Medikal tedavi yontemlerinin basinda kortikosteroidler gelmekte, ancak
kortikosteroidlerin etkinliklerinin yetersiz olmasi ve yan etkilerinin ¢oklugu
kullanimlarint sinwrlamaktadir. Uzamis topikal ve sistemik steroid kullanimi
mikrobiyal keratitlere, duyarli bireylerde ac¢ik acili glokoma ve katarakt olusumuna
da neden olabilmektedir (19). Bu yiizden neovaskiilarizasyonun geriletilmesi icin
siklosporin-A, somatostatin, somatostatin anologu oktreotid, anti-tiimér nekroz
faktor-a, anti-interseliiler adezyon molekiilii, suleparoid (heparan sulfat), talidomid,
suramin, genistein, rapamisin, anjiostatin, metotreksat, bevasizumab gibi dogal ve
sentetik bircok madde denenmistir (20-31). Ancak biitiin bu ¢abalara ragmen kornea
neovaskiilarizasyonunun Onlenmesi halen 6nemli bir problem olarak karsimizda
durmaktadir.

Trastuzumab; insan epidermal growth faktorii reseptor 2 (HER-2/ErbB2)
proteinine kars1 gelistirilmis bir antikordur (32). Trastuzumab meme kanserine karsi
kullanilmaktadir. Bu reseptorlerin aktivasyonu artmis hiicre proliferasyonu,
invazyonu, anjiyogenez ve apopitozisin inhibisyonu ile iligkilidir (33). EGF
anjiojenik olarak bilinir ve gii¢lii anjiojenik molekiiller olan VEGF ve IL-8 salinimini
uyarmaktadir. Bu etkilerin hepst EGF reseptor antagonistleri tarafindan
engellenebilmektedir (34). Trastuzumab’in kornea neovaskiilarizasyonunu 6nlemede
etkili oldugu da gosterilmistir (35).

Lapatinip metastatik meme kanserine karsi tek basma veya trastuzumab ile
birlikte kullanilmaktadir. Lapatinib insan epidermal growth faktor reseptor 1
(EGFR/HERI) ve insan epidermal growth faktor reseptor 2 (HER2/ErbB2) tirozin
kinazin1 (TK) inhibe ederek sinyal iletimini onleyen cift etkili selektif inhibitérdiir
(36). EGFR aktivasyonu ile VEGF gibi anjiyogenik molekiillerin salinimin1 artararak
anjiyogenezin hizlandig1 bilinmektedir (37). EGFR inhibitorleri sayesinde



anjiyogenezin engellenebilecegi gosterilmistir (38). Trastuzumab’a ilave olarak
Lapatinib’in baz1 kanser tiirlerinde daha etkin oldugu gosterilmistir. HER1 ve HER2
ayrt ayri inhibisyonunun kornea neovaskiilarizasyonunu engelledigi daha onceki
yayinlarda gosterilmistir  (35). Lapatinib’in  kornea neovaskiilarizasyonunu
engelledigine dair herhangi bir ¢aligma yoktur.

Calismamizin  amaci; deneysel kornea yanigi sonucu ortaya c¢ikan
neovaskiilarizasyonun Onlenmesidir. Bu amagla anjiyogenezde oOnemli gorevleri
oldugu bilinen insan epidermal growth faktor reseptor ailesinden HER1 ve HER2
reseptor inhibitdrleri kullandik. HER2 reseptor antikoru Trastuzumab ile HER2 ve
HERT1 reseptor tirozin kinazin dual inhibitorii Lapatinib’i karsilastirdik. Etkinligin
daha net degerlendirilmesi i¢in denek kornealarin1 neovaskiilarizasyon agisindan
biomikroskopik olarak degerlendirdik. Denek kornealarindaki VEGF diizeylerini ise
hem immiinhistokimyasal hem de ELISA ile karsilastirdik. Deney sonuglarimiz
olumlu oldugu takdirde ¢alismamiz, 6nemli gérme kayb1 sebeplerinden olan korneal
yanik ve neovaskiilarizasyonunun tedavisinde klasik ve smirli etkiye sahip
yontemlere alternatif olabilecek yeni secenekleri sunacaktir. Bu yeni yontemlerin

etki mekanizmasi hakkinda bilgiler verecektir.

1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Kornea Anatomisi

1.2.1.1. Makroskopik Anatomi

Kornea saydam ve damarsiz yapida olup periferde kalinlasarak sklera ile
devamlilik gosterir. Sferik yapida olmakla birlikte, perifer kismi skleraya gomiili
oldugu i¢cin 6ne dogru hafif eliptik 6zellik gosterir. Kornea, iizerini orten gozyasi
film tabakasiyla birlikte diizglin kirici bir ortam olusturur, gozii enfeksiyon ve
yapisal hasara kars1 korur. G6zilin en 6nemli refraktif kismini olusturur. Refraktif gii¢
onde +48.8 Dioptri (D), arka yiizde ise -5.8 D olup toplam kirma giicii +43 D’dir. Bu
da go6ziin toplam refraktif giicliniin % 70’ini olusturmaktadir (39). Kornea, vertikal
10.5 (9-11) milimetre, horizontal 11.5 (11-12) milimetre capinda olup, santral 4
milimetrelik alanda hemen hemen sferiktir, 6n-arka yiizler birbirine paraleldir ve
kalinlig1 0.52 milimetre kadardir. Periferde ise arka yiizeyin egrilik artigina paralel
olarak 1.0 milimetre kalinliga ulasir. Kornea kurvatiirii yenidoganlarda ve cocuklarda

eriskine oranla daha biyiikdir. Dogum sonrasi1 ilk aylarda diizlesme



gergeklesmektedir. Yaklagik 6 yas civarinda korneal gelisim tamamlanir. Korneanin
on egrilik cap1 (konveks) 7.8 milimetre, arka egrilik ¢ap1 (konkav) ise 6.2 milimetre
kadardir (40).

1.2.1.2. Prekorneal Gozyasi Film Tabakasi

Kornea yiizeyi, li¢ tabakadan olusan 7 um kalinliginda, optik olarak dnemli
gbzyas film tabakasi ile kaplidir. Bu tabakalar;

a. Meibomian, Zeis (sebase yapida) ve Moll (ter bezi yapisinda) bezlerince
salgilanan hidrofobik 6n lipid tabaka.

b. Aksesuar lakrimal bezler (Krause, Wolfring ve Manz bezleri) ve ana
lakrimal bez tarafindan salgilanan hidrofilik akdz tabaka.

c. Baslica Goblet hiicrelerince ve Manz bezlerince salgilanan miisin tabaka.

1.2.1.3. Mikroskopik Anatomi

Kornea epitel, Bowman zari, stroma, Descement membrani ve endotelden

olusan 5 katli bir yapiya sahiptir, normal sartlarda kan ve lenf damarlar1 igermez (40)

(Sekil 1).
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Sekil 1. Korneanin mikroskobik anatomisi

(Lang. Ophthalmology. Stuttgart - New York: Thieme, 2000: 118)



1.2.1.3.1. Epitel ve bazal membran

Kornea epiteli, ¢cok katli non-keratinize yapida olup ylizey ektoderminden
koken almaktadir. Yiizeyi 123 milimetrekare ve kalinlig1 ortalama 50-80 mikrometre
olup ti¢ tabakadan meydana gelmektedir. Bunlar tek katli bazal epitelyal, iki-ii¢ kath
kanat ve iki kath ylizeyel yass1 hiicre seklinde siralanmigslardir (40). Santralde 5-6 kat
hiicre varken hiicre sayis1 perifere dogru 8-10 kata kadar artar. Bazalde tek katl
silindirik hiicre tabakas1 altindaki bazal membrana hemidesmozomlarla tutunmustur.
Bazal membran ger¢ek bir membran yapisindadir ve PAS (+) boyanir. Yapisinda tip
IV kollajen, laminin, fibronektin ve fibrin bulunur. Lamina lucida denen gevsek 6n
ve Lamina densa olarak adlandirilan daha siki arka iki zondan olusmustur.
Rejenerasyon yetenegi olmayan bazal membran epitel i¢in yapisal destek gorevi
goriir ve epitel hiicrelerini stromadan ayirir. Yoklugunda epitel hiicreleri stromaya
invaze olur. Normalde korneanin yiizeyel epitel hiicreleri devamli dokiilmekte ve
dokiilen bu hiicrelerin yerine bazal epitel hiicrelerinden mitozisle ¢ogalan hiicrelerin
gelmektedir. Go¢ ayn1 zamanda periferden kornea merkezine dogru olmaktadir.
Bazal hiicreler basit dizilimli olup oval niikleusludurlar ve mitotik aktiviteleri vardir.
Mitoz gosteren bazal hiicreler yiizeye dogru ilerlerken yavas yavas farklilagir,
cekirdekleri kiiciiliir, organellerini yitirir ve nihayet dejenere olup kornea yiizeyinden
dokiiliirler. Bu siire¢ her 7 giinde tiim epitelin yenilenmesiyle sonuglanir (40, 41).
Yasla birlikte epitelde herhangi bir degisiklik gozlenmez. Bazal kolumnar epitelden
sonra 2-3 kat poligonal hiicrelere rastlanir. Yanlara dogru kanatsi uzantilar1 olan bu
hiicreler kanat hiicreleri olarak da anilir. Yiizeye yaklastik¢a hiicreler incelip
yassilagarak uzantilarin1 kaybeder ve yiizeyel yassi hiicrelere doniisiir. GOzyasiyla
temasta olan bu hiicrelerin apikal yiizleri, mikrovili ve mikroplikalar ile girintili
cikintili bir ylizey olusturur. Bu ¢ikintilara gdzyas1 miisin tabakasinin glikokaliksleri
tutunur. Bunun sonucunda diizglin dengeli bir optik ylizey ve bakteriyel olaylara
kars1 bir bariyer olusur. Yiizey epitel hiicreleri arasinda zonula okludens, ylizey epitel
hiicreleri ile kanat hiicreleri arasinda makula okludens, bazal epitel hiicreler ile bazal
membran arasinda ise hemidesmozom baglantilar1 bulunmaktadir. Zonula
okludenslerin yiizey hiicrelerinin etrafin1 tamamen cevrelemesi sayesinde kornea
ylizeyi suya ve elektrolitlere gegirgenligi cok az olan yar1 gegirgen bir membran gibi

davranir (41). Epitel tabakasmin periferik kisimlarinda histiyositler, makrofajlar,



lenfositler, melanositler ve immiinolojik 06zelligi olan Langerhans hiicreleri
bulunabilmektedir. Epitelde bulunan miyelinsiz sinir lifi ag1 genelde bazal hiicreler
arasinda yer alir ve kanat hiicreleri arasinda seyrek olarak bulunur (40).

Epitel adezyon kompleksi bazal hiicrelerde baslayip yilizeyel stromada
sonlanan bir yapidir. Bu kompleksi bazal hiicreler, ¢apa fibrilleri, bazal membran ve
ylizeyel stromadaki capa plaklari olusturur. Hemidesmozomlara komsu hiicre
zarindan baglayan tip VII kollajen yapisindaki ¢apa fibrilleri, bazal membrani ve
Bowman tabakasmi ge¢ip stroma iginde yaklasik 2 mikrometre kadar ilerledikten
sonra, Tip VII kollajenin globiiler formu ile lamininden olugsmus ¢apa plaklarinda
sonlanirlar. Temel fonksiyonu bazal membrani Bowman zarma baglamak olan
adezyon komplekslerinin korneadaki dagilimi homojen degildir. G6z kapaklarinin
ayirici kuvvetlerine ve dis travmaya daha ¢ok maruz kalan santral korneada adezyon
kompleksleri daha sik olarak yerlesmistir (42).

1.2.1.3.2. Bowman zarn

Hiicre icermeyen, elastik ve kollajen fibrillerin yogunlagsmasiyla olusan bu
tabaka 8-14 mikrometre kalinligindadir. Kornea stromasinin 6n bolimii oldugu kabul
edilir ve Tip I ve V kollajen ile bunlarm arasin1 dolduran Tip VI kollajen filamanlari
ve proteoglikanlardan olugsmustur. Epitele uzanan miyelinsiz sinir lifleri i¢in kanallar
icerir. Descement membraninin aksine travmatize oldugunda rejenere olmaz ve skar
dokusu ile iyilesir. Epitel ile stroma arasinda 6nemli bir bariyer olusturmaktadir.
Bowman tabakasinin yapis1 ve kalinlig1 yasam boyu degismez (40).

1.2.1.3.3. Stroma tabakasi

Kornea kalinliginin %90°1n1 olusturur ve yaklasik 500um kalinliga sahiptir.
Biiyiikk oranda kollajen fibriller, stromal hiicreler ve matriks yapisindan olusur.
Stroma yaklasik %76 oraninda su igermektedir. Kuru agrliginm %80’1 kollajen
fibrillerden, %15°1 matriksten, %5°1 hiicresel elementlerden olusmaktadir (43).

Kollajen lifler biiyiik oranda Tip I ve az miktarda Tip III, IV, V kollajenden
olusur. Kollajen lifler uniform yapida olup 300 angstrom c¢apindadir ve lameller
olusturmus halde stromanm her tarafinda bulunur. Glikozaminoglikan ve
proteoglikan yapida olan ara madde %60 oranda keratan-siilfat ve %40 oranda
kondroitin-siilfattan olusmustur. Kollajen lameller arasinda bulunan matriks, fibriller

aras1 mesafeyi koruyarak diizenli bir yapinin devamini ve korneanin saydamligini



saglar. Korneanin fonksiyonel biitiinliigii, kalinligi, seffafligi stromal elemanlarin
yapimi ve yikimi arasindaki dengenin korunmasina baglhdir. Ekstraselliiler matriks
(ECM) yikimi temel olarak matriks metalloproteinazlar (MMP) ile olur. Endotelin
disfonksiyonu nedeniyle stromaya su gecmesi durumunda glikozaminoglikanlarin su
cekip sismesi ile kornea kalinlig1 artar ve kollajen fibrillerinin dizilimi diizensiz hal
alarak stromal opaklasma ortaya ¢ikar. Embriyonik olarak noral krestten koken alan
stroma hiicreleri  keratositlerdir. ~ Keratositler kollajen lameller arasinda
yerlesmislerdir. Sitoplazmalarinda mikroorganeller, mikrotiibiiller, lizozomlar, lipit
partikiilleri ve degisik inkliizyon cisimcikleri bulunur. Normal kosullarda yavas ama
siirekli bir sentetik aktivite ile ECM’nin idamesini saglayan bu hiicreler, akut 6dem
veya yaralanma sonrasinda fibroblast haline gelebilirler. Stromada ayrica az sayida
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), plazma hiicreleri ve makrofajlarda
bulunmaktadir. Yenidogan ve cocuklarda stroma eriskinden daha fazla keratosit
icerir. Periferik stromada yasla birlikte kolesterol ve fosfolipid birikimi
gerceklesebilir (arcus senilis) (43).

1.2.1.3.4. Descement membrani

Endotel bazal membranmi ger¢cek membran yapisindadir. Dogumda 3-4
mikrometre kalmliktadir ve erigskinde 10-12 mikrometre kalinliga ulasir. Intrauterin
gelisen anterior ¢izgili zon ve yasam boyu endotel tarafindan desteklenen posterior
¢izgisiz zon olmak {izere iki kisimdir. Cizgisiz zon baslica bazal membran bilesenleri
olan tip IV kollajenden olusmustur ve periferde Schwalbe ¢izgisi ile sonlanir.
Descement membrani proteolitik enzimlere kars1t olduk¢a direnglidir ve agir
keratitlerde bile saglam kalabilir. Ancak stromaya gevsek olarak tutundugu ve goz ici
basincinin yardimiyla stromaya yapisik kaldigi gosterilmistir. Travma nedeniyle bu
membran stromadan kolaylikla siyrilabilir ve zedelenme durumunda endotel
tarafindan salgilanarak onarilmaktadir (43).

1.2.1.3.5. Endotel tabakasi

Descement membraninin arkasinda tek sira halinde dizilmis 400.000-500.000
hekzagonal hiicreden olusmustur. Noroektodermal kokenli, mikrovili igeren
hiicrelerden kurulu haldedir, tipik olarak daha geng hiicrelerde biiytik bir niikleusa ve
cok sayida mitokondriye rastlanir. Bu organeller aktif transportta ve stromanin su

kapsaminda onemli rol oynarlar. Yan yiizlerde bol miktarda bulunan sik1 baglantilar



ise hiicresel iletimde temel rol oynarlar. Endotel hiicre sayis1 yasla birlikte azalir,
mitoza nadiren rastlanir. Fonksiyonlarini yitirmeleri durumunda, stromal hidrasyon
artarak, O0dem, kalinlik artis1 ve opasifikasyon gelismektedir. Dogumda 5000
hiicre/mm? iken erigkinde bu say1 2500 hiicre/mm? civarinda olup, 800 hiicre/mm?
altina indiginde korneal fonksiyonlar bozulmaya baslar. Stres altinda veya stabil
olmayan kornea endotel hiicrelerinde biiylime ve sekil degisikligi olan polimegatizm
gozlenmektedir (44).

1.2.1.4. Limbus

Limbus, kornea ile sklera arasindaki ge¢is zonudur. Limbustaki yapilar
konjonktiva, tenon kapsiilii, episklera, korneoskleral stroma ve akdéz disa akim
aparat1 olarak sayilabilir. Anatomik olarak Bowman ve Descement tabakalarmin
sonlandig1 yerlerden gecen diizlem ile arkada Schlemm kanali ile sinirlanan 1-1.5
milimetrelik alan1 kapsar ve korneoskleral bileske olarak adlandirilir. Limbusta epitel
10-12 kathdir ve burada melanosit, Langerhans hiicreleri, kan damarlar1 bulunur.
Bazal epitel hiicreleri kok hiicrelerinin ¢ok yavas boliinmesiyle olusur. Kornea epiteli
kok hiicrelerinin, limbal epitel hiicrelerin bazal tabakasinda bulundugu
bildirilmektedir. = Kok  hiicrelerinin  aktif = metabolizmalarmin  oldugunu
diistiniilmektedir. Konjonktivanin aksine goblet hiicresine rastlanmaz. Limbal kok
hiicreler 6nemli miktarda hasarlanirsa kornea epitelinin yerini hizla konjonktiva ve
kan damarlari alir (45).

1.2.2. Kornea Embriyolojisi

Intrauterin dénemin besinci haftasinda; epitel ve endotel hiicreleri ndral krest
orjinli olup yilizey ektoderminden gelisirken Descement membrani yassilasmis
endotel hiicrelerinden gelisir. Mezodermden gelisen stroma, intrauterin altinci
haftanin sonunda olusmaya baslar ve dordiincii ayda epitel altinda yogunlasarak
Bowman tabakasini olusturur (46).

Kornea ve on kamara 6. hafta sonunda gelismeye baglar. 6. haftaya kadar
ylizey epiteli ile lens 6n yiizii arasindaki bosluk iyi organize olmamis mezenkimal
doku ile doludur. 6. hafta sonunda mezoderm i¢inde dar bir serit halinde beliren
bosluk genislemeye baslar ve mezodermi, korneal stromayi olusturacak olan 6n
tabaka ve iris stromasimi olusturacak olan arka tabaka olmak iizere ikiye ayirir.

Aradaki bosluk ise 6n kamaray1 olusturur (46).



1.2.3. Kornea Fizyolojisi ve Vaskiiler Sistem

1.2.3.1. Gozyas1 Fizyolojisi

Gozyast korneal fonksiyonlar i¢in yasamsal onem tagir. Normal salinim 0.9-
2.2 pl /dak kadardir. Lipid tabaka; hidrofobik yapisiyla buharlagsmayi onler, lubrikan

ozellik tasir, gdzyast meniskiisiiniin kapak digina tagimini onler. Akdz orta tabakanin

. +
%98 ’ini su olusturur, %2’si ise solid kisimdir. Igerdigi Na ve HCO3 miktart serum

+ _

ile ayn;, K ve Cl ise daha yiiksektir. Salgisal IgA, IgG ve IgE ile beraber

icerigindeki muramidaz etkisi gosteren lizozimler ile lizis etkisi yaratan laktoferrin
++

(Fe  baglar) sayesinde FG:JFJr bagimli mikroorganizmalar i¢in bakteriostatik etki

gosterir. Akoz tabaka avaskiiler korneanm oksijen ve besin gereksiniminden
sorumludur. Miisindz tabaka ise ylizey gerilimini diislirerek akdz tabakanm kornea
ve konjonktiva iizerinde iiniform yayilimimi saglar (47).

1.2.3.2. Epitel Fizyolojisi

Kornea epitel hiicreleri lipid gecirgen 6zelliktedir. Epitel ve endotel hiicreleri
gerek mekanik bariyer, gerekse sivi ve iyon dengesinin saglanmasiyla, korneanin
korunmasinda onemli gorevlere sahiptirler. Korneada keratosit, endotel ve epitel
hiicreleri metabolik olarak aktif olup, canliliklarin1 devam ettirmek icin enerjiye ve
oksijene ihtiya¢ duyarlar. Epitel tabakasma oksijen, gozyas: yoluyla diffiizyonla
saglanirken, g6z kapali durumda iken limbal ve tarsal konjonktiva damarlar1 araciligi
ile saglanir (48). Aminoasit ve vitamin destegi, akoz hiimorden saglanir. Epitel
hiicrelerinde, glikoz ve glikojen baglica enerji kaynagini olustururlar. Glikoz
cogunlukla akdéz hiimorden elde edilmekle beraber, % 10 veya daha azi limbal
damarlar veya gozyasindan da saglanabilir (49).

1.2.3.3. Endotel Fizyolojisi

Endotel hiicrelerinin ana enerji kaynagi akdzden saglanan glikoz olup
anaerobik ve aerobik yollar1 kullanirlar. Endotel hiicrelerinin en 6nemli gorevi,
korneanin seffaf ve saydam kalmasini saglamaktir. Bunu yaparken hem aktif bir
pompa gibi calisir, hem de mekanik bir bariyer teskil ederler. Endotel hiicreleri
normal pompa fonksiyonu icin gerekli oksijeni akdz hiimorden saglarlar. Endotel
tabakas1 metabolik aktivitesini stromadan ak6z hiimdre su pompalamak iizere

gerceklestirir (49, 50).



Net su akimi i¢in Na', K veya H' konsantrasyon gradiyentinin gerceklesmesi
gereklidir. Bu pompalarla gerekli gradient saglanir. Endotel hiicrelerin dig
kenarlarina lokalize olan sodyum-potasyum-adenozintrifosfataz pompa sistemi ile su
ve elektrolitler dengelenerek, ayni seviyede tutulur. Bu pompa, enerji harcayarak
sodyumun hiicre digina ¢ikmasmi saglar, bunu suyun hiicreyi terk etmesi izler.
Boylece kornea stromasindan 6n kamaraya dogru devamli sivi gecisi olurken,
korneanin seffafligi korunur. Korneadan 6n kamaraya gecen sivinin geri donmesi,
endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile Onlenmektedir. Korneanin
seffafliginin  korunmasi, endotel hiicrelerinin etkin fonksiyonlarmm yani sira,
korneada damarsal yapilarin bulunmamasma, sinir liflerinin miyelinsiz olmasimna ve
stroma tabakasindaki kollajen lamellerin diizenli dizilimine de baghdir (50).

1.2.3.4. Vaskiiler Sistem

Kornea avaskiiler yapida olup periferinde, internal karotid arterin ilk dali olan
oftalmik arterden gelen On siliyer arterlerin olusturdugu limbal damar arki
bulunmaktadir. Bu damar arki eksternal karotid arterin fasiyal dallariyla anastomoz
yapar. Boylece kornea periferi internal ve eksternal karotid arter tarafindan
beslenmektedir (51).

1.2.4. Kornea Yara lyilesmesi

Kornea goziin en dnemli refraktif kismi oldugu i¢in mekanik, kimyasal,
enflamatuar cevap korneanm optik ortamini etkileyecektir. Korneada farkl
tabakalarda farkli mekanizmalarla yara iyilesmesi gerceklesir.

1.2.4.1. Epitel Yara Iyilesmesi

Hiicreler aras1 ve hiicre-matriks etkilesimi kornea epitel yapisinin devaminda
onemli rol oynar. Kornea epitel yara iyilesmesi li¢c faza boliinebilir. Birinci fazda
hemidesmozomlar kaybolur ve “fokal temas” denen gegici yapiskanlik kompleksi
gerceklestirilir. Bu faz sliresince epitel hiicreleri diizlesir ve yara kenarini koruyan bir
kalkan halini alir. Ikinci fazda proliferasyon ve farklilasma s6z konusudur. Ugiincii
fazda hemidesmozomlar olusturulur ve ECM sentezi ve yeniden yapilanmasi
gerceklestirilir (52). Bu basamaklar1 lag fazini takip eder.

1.2.4.1.1. Lag faz

Yaralanmanin ardindan hiicre go¢iiniin baslamasina kadar gecen stiredir. Bu

faz biiylik Olciide hiicresel organizasyon ve protein sentezi ile iliskilidir. Bu
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proteinler yara iyilesmesi tamamlandiktan sonra baslayan hemidesmozomlarin
yeniden sentezine dek, epitelin bazal membrana tutunmasin saglar (53).

1.2.4.1.2. Hiicre gocii

Lag fazi ardindan yilizeyin yeniden tesisi i¢in komsu hiicreler goce baslar.
Yaralanmadan yaklasik 5 saat sonra hiicreler farkli yonlerden yara merkezine
ulasmak {izere saatte 70 mikrometre hizla gbé¢ eder. Defekt tek hiicre katiyla
ortiildiikten sonra mitozla normal epitel kalinligi1 saglanwr. Biiyiik defektlerde
onarima konjonktiva epiteli de katilabilir. Kornea epiteli, abrazyonu 1-4 giin i¢inde
orterken, konjonktiva epiteliyle iyilesme 1-2 hafta veya daha uzun zaman gerektirir
(54).

1.2.4.1.3. Hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi

Hiicrelerin gociinden sonra hiicre ¢ogalmasi gerceklesir. Santral epitel defekti
sirasinda, periferik limbal hiicreler santrale dogru go¢ ederek, kornea epitelinin
devamliligini saglar. Bunlar en yiiksek mitoz hizina sahip hiicrelerdir. Epitel
lyilesmesi smrasinda bazal hiicrelerle limbal kok hiicreler arasinda bir denge
bulunmaktadir. Kornea epitel debritmani hiicre ¢ogalmasini limbal hiicrelerde 4.5,
korneanin periferik hiicrelerinde ise 3.2 kat arttirir (55).

1.2.4.2. Bazal Membran Yara lyilesmesi

Kornea yaralanmasi sonrasi agiga ¢ikan bazal membrana enflamatuar
hiicrelerin baglanmasi, bazal membram sindirebilen proteazlarin salnmasina neden
olur. Yaralanma sonra proteaz iceren gozyasinin ve epitel hiicrelerinden salinan
metalloproteinazlarda bu stirece katki saglar (56).

Bazal membran epitel morfolojisi, farklilagmasi ve devaminda dinamik bir
role sahiptir. Fotoablasyondan 24 saat sonra laminin-1 epitel hiicrelerince sentez
edilir. Laminin-1 adezyon, proliferasyon, farklilasma gibi birgok hiicresel olaylar1 ve
hiicre gociinii diizenler. Laminin ve benzer etkili desmoglein 1 ve 2 yardimiyla
bazal hiicrelerle bazal membran arasinda gecici adezyonlar olusur. Bunlar,
hemidesmozomlarin sentezine kadar, epitelin bazal membrana tutunmasini saglar.
Eger yaralanma bazal membranmi da igeriyorsa, Once bazal membranin epitel

tarafindan sentezlemesi gerekir ki bu durumda yaklasik bir yil siirer (54).
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1.2.4.3. Epitel ve Yiizeyel Stromal Defekt

Epitel iyilesmesi ile siire acisindan farklilik gosterir ve daha uzundur (en az 6
hafta). Stroma, yara iyilesmesi i¢in ideal degildir ve stroma rejenere olmayacagindan
defektin yerini kollajendz skar dokusu alabilir veya defekt hiperplastik bir epitelle
doldurulabilir (57).

1.2.4.4. Stroma Yara lyilesmesi

Yeni kollajen sentezi, bunlarin birbirine baglanmasi, proteoglikan sentezi ve
stromanin gerilme giiclinlin yeniden olugmasmi saglayan yara yeri sekillenmesi
asamalarindan olusur. Hasar goren epitel tabakasinin altindaki keratositlerde
apopitozis gozlenir. lyilesme kaskadi hasarli epitel ve apopitozise ugrayan
keratositlerden sitokinlerin salinmasiyla baslamaktadir. Epitel yaralanmasmin
altindaki keratositler dejenere olur ve ¢evreden yeni keratositler yerlesir. Stromal
iyilesme swrasinda  keratositler, aktif fibroblastlar olan miyofibroblastlara
doniismektedir. Kontraktil 6zellikte olan bu hiicreler kollajenleri ve diger matriks
proteinlerini tiretmektedir. Normal stroma tip I kollajenden olusurken korneal skar
dokusunda ise tip III kollajen bulunur. Skar dokusunun yeniden diizenlenmesi
sonrasinda tip III kollajen ile tip I kollajen yer degistirir. Stromal iyilesmenin tam
olarak gerceklesmesi haftalar almaktadir (54).

1.2.4.5. Endotel Yara Iyilesmesi

Dogumdan sonra endotel hiicrelerinde mitoz goriilmez eger endotel hiicre
kaybi olursa, komsu hiicrelerin genislemesiyle bosluklar kapanir. Daha biiyiik ve ¢cok
sayidaki hiicreyi ilgilendiren defekte ise 250 mikrometre uzaktaki hiicreler bile yara
yerini kapatmak {izere ilerler. Yayilma ve go¢me sirasinda hiicreler birbirinden
kopmazlar. Tek kathh tabakanin olusumu tamamlandiginda bariyer ve pompa
fonksiyonlar1 tekrar devreye girer ve kornea 6demi yavas yavas geriler. Defekt
kapatildiktan sonra, normal hekzagonal yapinin olusturulmasi i¢in hiicreler yeniden
diizenlenmeye baslar. Birka¢ hafta sonra zedelenme alanini kaplayan endotel yeni
Descement membranini salgilamaya baglar. Kronik enflamasyon veya fiziksel travma
durumunda yeniden diizenlenme gecikir ve hiicre kayb1 devam eder (42).

1.2.5. Kornea Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

1.2.5.1. Yas

Geng populasyonda iyilesme daha hizlidir (58).
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1.2.5.2. Beslenme

Malnutrisyon iyilesmeyi belirgin sekilde geriletir. Vitamin A eksikliginde
korneal {ilserasyon siktir (58).

1.2.5.3. Travma

1.2.5.4. Yara Apozisyonu

Kotii apozisyon yara iyilesmesini geciktirir (58).

1.2.5.5. infeksiyon

Mikroorganizmalar inflamasyonu artirp asir1 kollajen yikimi ve hiicre
Olimiiyle indirekt olarak ve salgiladiklar1 enzimlerle ile direk olarak yara
lyilesmesini geciktirir veya engellerler (58).

1.2.5.6. Enflamasyon

Degisik travma tipleri degisik inflamatuar yanit dogurur. Yaralanma sonrasi
korneaya inflamatuar hiicre akimi dokuyu onarmma hazirlar ancak iyilesmeyi
bozabilecek etkiye de sahiptir (59).

1.2.5.7. Duyusal innervasyon

Duyusal innervasyon yoklugunda hiicre go¢ii ve adhezyonu ¢esitli
mekanizmayla biiyiik 6lclide azaldig1 gosterilmistir (60).

1.2.5.8. Intraokiiler Basing

Yiikselmesi durumunda stromal yara iyilesmesinde engeller (60).

1.2.5.9. Gozyasimin Etkisi

Gozyasinin niceligi epitelin saglikli olusu ve biitiinligi i¢in kritik 6nem tasir.
Akoz tabaka eksikliginde yiizeyel kuruluk, punktat epitelyal boyanma, mukus plak,
iyilesmeyen epitel defektleri gbozlenir. Lipid tabaka eksikliginde ise okiiler yiizey
keratinizasyonu, yiizey mikroplika kaybi, epitel defekti, korneal iilserasyon,
keratomalazi gozlenir (47).

1.2.5.10. flaclar

1.2.5.10.1. Antibiyotikler

Yiiksek doza bagl olarak basitrasin (10.000 u/ml), genta-sulfat (10 mg /ml)
ve neomisin (8 mg/ml) epitelizasyonu belirgin bicimde inhibe ederler (61).

1.2.5.10.2. Kortikosteroidler

Korneal epitel, stroma ve endotel yara iyilesmesini inhibe ederler (62).
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1.2.5.10.3. Lokal Anestezikler

Kronik topikal tedavi persistan epitel defektine neden olabilir (63).

1.2.5.10.4. Asetilkolin

Endotel hiicre hasarmi arttirdigi saptanmistir (63).

1.2.5.10.5. Epinefrin

1/1000°1ik  konsantrasyonu irreversible kornea 0Odemine neden oldugundan
1/5000’lik konsantrasyonu onerilmektedir (63).

1.2.5.10.6. Antiviral Ilaglar

Epitel 1yilesmesini inhibe ederler (63).

1.2.5.11. Fibronektin ( Fn)

Yapilan bir ¢caligmasinda epitel migrasyonunun ortama eklenen Fn ile belirgin
olarak arttig1, etkinin Fn miktar1 ile dogru orantili oldugu, ortama anti-lg G Fn
antikoru eklendiginde ise anlamli migrasyon inhibisyonu oldugu gosterilmistir (64).

1.2.5.12. interlkin - 6

Tavsan korneasida epitel hiicre migrasyonunu stimule ettigi gosterilmistir
(65).

1.2.5.13. Retinoik Asit

Yapilan g¢aligmalar all-trans-retinoik asitin cerrahi sonrasinda iyilesmeyi
hizlandirici etkisi oldugu gostermektedir (66).

1.2.6. Kornea Yara lyilesmesinde Etkili Medyatorler

1.2.6.1. Biiyiime Faktorleri

Biiytime faktorleri, hiicre ¢ogalmasini, gogiinii ve hayatinin devamini uyaran
veya engelleyen, birgok hiicre tarafindan salgilanan peptidlerdir. Hareketlerini
otokrin, jukstakrin veya en yaygin bicimde parakrin mekanizmalarla gerceklestirirler.
Karsiliklarina gelen hiicre yiizey reseptorleri tirozin kinaz veya G proteiniyle eslesen
transmembran glikoproteinleridir. Ilgili reseptorlere baglanan biiyiime faktorleri
deoksi riboniikleik asit (DNA) sentezinin sentez fazini uyarir ve ardindan hiicre
cogalmas1 gerceklesir (67). Goze etki eden c¢ok sayida biiylime faktori
bulunmaktadir: Epidermal growth faktér (EGF), Insulin-like growth faktdér (IGF),
Platelet-derived growth faktér (PDGF), Fibroblast growth faktéor (FGF),
Transforming growth faktor-a (TGF- a) ve Transforming growth faktor-B (TGF- )
(68).
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1.2.6.1.1. Epidermal Growth Faktor

Epidermal growth faktor epitel hiicreleri icin potent bir mitojen olan, 6
kiloDalton agirhiginda kompakt bir polipeptitti. EGF normal kornea epitel
kalinligmin devam ettirilmesinde de Onemlidir. EGF fibroblastlarda mitoz ve
migrasyonu aktive eder. Topikal EGF epitel iyilesmesini uyarmakta, 6zellikle limbal
ve periferal kornea epitel rejenerasyonunda maksimum etki gostermektedir (69).

1.2.6.1.2. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktor ailesi ortalama 18 kiloDalton (kD) agirliginda olan,
20 kadar heparin baglayan, bircok dokuda ¢ogalma, farklilasma, go¢, ECM
depolanmast ve anjiyogenez gibi olaylar1 diizenleyen protein grubudur.
Parcalanmadan korunmak icin diisiik afiniteli heparan siilfat proteoglikanlaria
tutunurlar ve hiicre ylizeyindeki yiiksek afiniteli tirozin kinaz reseptorlerine
baglanirlar. Asidik FGF, Bowman zar1 ve Descement membranlarinda, endotel
hiicrelerinde, daha az oranda ise epitelde tespit edilmistir. Lakrimal bez tarafindan da
salman bu faktoriin, epitel hiicrelerinde hem parakrin hem de otokrin etkileri vardir.
Asidik ve bazik FGF epitel, endotel ve stroma hiicrelerinde mitojeniktir (70). Bazik
FGF, kornea fibroblastlarinda DNA sentezini, yara gerginligine direncini ve endotel
hiicrelerinde mitotik hiz1 arttirir (68).

1.2.6.1.3. Transforming Growth Faktor Alfa ve Beta

Fare embriyosunda TGF-a sentezi engellenerek yapilan deneylerde gozkapagi
gelisim bozuklugu, mikroftalmi, ylizeyel opasiteler, goz kapagi ve On segment
disgenezisi, korneal enflamasyon ve skar olusumu, lense ve retinaya ait defektler
gozlenmistir. Transforming growth faktor-a, EGF gibi gdzyasinda bulunur ve olas1
kaynak yine lakrimal bezlerdir. Ek olarak kornea epitel hiicreleri TGF-a, TGFa
mRNA’s1 ve proteinini i¢erirler. Bu durum EGF ve TGF-a iireten epitel hiicrelerinin
otokrin mekanizmayla normal epitel sikluslarmi devam  ettirdiklerini
diistindiirmektedir. Endotel hasarinda akdéz hiimdérde TGF-a konsantrasyonunun
arttig1 belirlenmistir (71, 72).

Transforming growth faktor-B ailest TGF-B1, TGFB2 ve TGF-83’den olusan
yaklagik 25 kiloDalton agirliginda ve birgok doku tarafindan iretilen
polipeptidlerdir. TGF-B dimerik, inaktif bicimde salgilanir ve latent growth faktor

havuzu olusturmak tlizere ECM’ye bagOlanir, ekstraseliiler veya membrana bagli
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enzimlerle aktif hale getirilir (70). Transforming growth faktor-f8 aktivasyonu ECM
iiretimi, hiicre biiyiime ve farklilagmasi gibi cevaplara neden olur (71). Transforming
growth faktor-B’nin genel olarak epitel, endotel hiicreleri, 16kositlerin biiylimesini
engelledigi ve fibroblast iiretimini uyardigi kabul edilmektedir (72). Transforming
growth faktoriin epitelden stromaya salgilanmasi ve gdzyasinda {iretimi stromal
hiicrelerde ¢ogalma ve goce neden olur. TGF-’nin enflamasyon odagina fibroblast,
monosit ve makrofajlar1 ¢ekme 06zelligi de vardwr (73). Tavsanlarda korneal
insizyonlarda gerilmeye karsi yara direncini arttirici etki gdosterir. Bu etkisini
insizyon yerinde kemotaksis ile fibroblast sayisini arttirarak gergeklestirir (68).
1.2.6.1.4. Keratinosit Growth Faktor

Keratinosit growth faktor, FGF ailesinin {iyelerinden biri olup, yaklagik 28
kiloDalton agirliginda tek zincirli bir polipeptiddir ve keratinositler ile epitel
hiicreleri i¢in mitojeniktir. Keratinosit growth faktoriin EGF, TGF-a, FGF ile ayni
sinyal yolagini paylastig1 diistiniilmektedir (74).

Keratinosit growth faktor stromada tretilir ve epitel hiicrelerinde parakrin bir
mekanizma ile etkili oldugu gosterilmistir (75). Keratinosit growth faktor reseptorii
limbal fibroblastlarda ve epitel hiicrelerinde, santral korneaya gore daha fazla
bulunmaktadir. Bu durum KGF’nin tercihen kok hiicrelerin fonksiyonunu
diizenledigini distindiirmektedir. Keratinosit growth faktoriin siirekli olarak diisiik
miktarda salinmasmin saglikli korneal epitel biitlinliigiiniin saglanmasinda roliiniin
oldugu diisiiniilmektedir (76).

1.2.6.1.5. Hepatosit Growth Faktor

Hepatosit growth faktor (HGF) yaklasik 90 kiloDalton agirhiginda bir
glikoproteindir. Mezensimal orjinli hiicrelerden salgilanir, travma, enflamatuar
uyarilar ve koagiilasyon kaskadindaki proteazlarla aktif hale gelir. Hepatosit growth
faktor reseptorii tirozin kinaz oOzelligi taswr. HGF klasik parakrin etki ile
fibroblastlardan iiretilerek epitel hiicrelerine etki eder (77). HGF {iretimi ve reseptorii
kornea santralinde daha yogundur. Hepatosit growth faktor hiicre gociinii uyarrr,
stroma fibroblastlarina etkisi minimaldir (78). Hepatosit growth faktor gézyasinda da
bulunur ve kornea epitel katmin biitiinliigiiniin siirdiiriilmesinde katkisinin oldugu

diistiniilmektedir. Ak6z hiimdrde bulunan HGF’nin endotel hiicrelerine baglanarak,
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bu hiicrelerin biitiinliiklerinin devaminda otokrin mekanizma ile rol oynadigi
sanilmaktadir (79).

1.2.6.1.6. Platelet Derived Growth Faktor

Platelet derived growth faktér (PDGF) sistein baglh, 35 kiloDalton
agirhiginda, A ve B zincirlerinden olugsmus dimer yapisindadir. Platelet derived
growth faktor’iin reseptoriine baglanmasi mitojenik etkileri indiikler (63). Platelet
derived growth faktor reseptorleri kornea fibroblastlarinda ve endotel hiicrelerinde
bulunur. Endotel hiicrelerinin ve fibroblastlarin goc¢ti PDGF ile uyarilir. Fibronektin
varlifinda PDGF epitel hiicrelerinin kemotaksisini uyarmaktadir (78). Platelet
derived growth faktor akoz hiimorde eser miktarda bulunur (80).

1.2.6.1.7. Diger Biiyiime Faktorleri

Sinir biiyiime faktorii (SBF), norotropin-3 ve 4, glial hiicre kaynakli
norotrofik faktor gibi norotrofik faktorler ile reseptdrlerinin korneada bulundugunu
ve bunlarin epitel hiicre ¢ogalmasini uyardigini gostermektedir (81). Kornea epitel
biitlinliigiinde kornea sinirlerin 6nemli roliiniin oldugu diistiniilmekte ve salinan
norotrofik faktorlerin doku homeostazinda rolu bulunmaktadir (82).

1.2.7. Kornea yara iyilesmesinde enflamatuvar sitokinlerin rolii

Kornea epiteline olan travma sonrasinda epiteldeki cesitli sitokinlerin seviyesi
artar. Bunlarm en 6nemlileri IL-1, IL-6 ve TNF-a’dir (73). interlkin-6 integrinleri
diizenleyerek kornea epitelinde gocii uyarir (83). Interlokin-1, EGF ile sinerjik
bigimde in vitro epitel yara kapanmasini arttirir. Interlokin-1 ve TNF-a kollajenin
yeniden sekillendirilmesinde onemli rol oynar. Ancak bu sitokinlerin etkileri her
zaman yararli degildir. IL-1, IL-6 ve IL-8 kornea stromasinda erimeyi uyarabilir

(84).

1.3. Kornea Neovaskiilarizasyonu

Damarlar 1ki mekanizma ile gelisir: vaskiilogenez ve anjiyogenez.
Anjiyogenezde kapillerler onceden varolan damarlardan gelisirken vaskiilogenezde
kan damarlar1 diferansiye endotel hiicrelerinden de novo olarak gelisir (80).

Yetiskinlerde sadece anjiyogenez goriiliir ve yara iyilesmesi, ovulasyon ve
plasental maturasyon gibi fizyolojik fonksiyonlardan sorumludur. Endotel hiicreleri
anormal boliinerek tiimor gelismesi ve anjiyogenez yoluyla bazi okiiler hastaliklar

gibi patolojik durumlara ortaya ¢ikar (86).
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1.3.1. Epidemioloji

Amerika Birlesik Devleti'nde bir yil i¢cinde 1.4 milyon hasta kornea
neovaskiilarizasyonu gelistirmektedir. Yapilan ¢alismalarda toplumun %4’tinde
kornea neovaskiilarizasyonu bulunmakta ve kornea nakli sirasinda elde edilen kornea
orneklerin %20’si histopatolojik olarak neovaskiilarizasyon gdstermektedir (87)

(Tablo 1). Tirkiye’de heniiz bu konuda yapilmis bir caliyma yoktur.

Tablo 1. Kornea Neovaskiilarizasyonuna Neden Olan Hastaliklar

Enfeksiyoz keratitler
Bakteriyel
Ps6domonas
Klamidya trakomatis
Sifiliz
Viral
Herpes simpleks
Herpes zoster
Fungal
Kandida
Fusarium
Asperjillus
Parazitik
Onkoserkiazis
Enflamatuar hastaliklar
Greft rejeksiyonu
Okiiler pemfigoid
Atopik keratokonjonktivit
Rozasea Lyell’s sendromu
Stevens-Johnson sendromu
Graft versus host hastalig
Dejeneratif-konjenital bozukluklar
Pterjiyum
Aniridi
Terrien’in marjinal dejenerasyonu
Travmatik-iatrojenik bozukluklar ve digerleri
Korneal iilser
Kontakt lens
Alkali yam@1

Kok hiicre yetmezIligi
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Neovaskiilarizasyon ortamda var olan damarlardan bir takim faktorlerin
aktivasyonu ile yeni damar olusumudur. Organizmada bu durum anjiogenik ve
antianjiogenik faktorlerin dengesi saglanarak siki bir sekilde kontrol edilir (Tablo 2
ve Tablo 3). Neovaskiilarizasyon i¢in sadece anjiogenik faktorlerin yiikselmesi degil

ayn1 zamanda anti-anjiogenik faktorlerin azalmasi da gerekmektedir (88).

Tablo 2. Anjiogenik Faktorler

Tiimor nekrozis faktor-a

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor
Vaskiiler endotelyal growth faktor
Asidik and basik fibroblast growth faktor
Plasenta growth faktor

Platelet-derived epidermal growth faktor
Platelet-activating faktor
Platelet-derived growth faktor
Anjiogenin

Anjiyopoetin-1

Granulosit-makrofaj koloni-stimulan faktor
Granulosit koloni-stimulan faktor
Transforming growth faktor

Epidermal growth faktor

Hepatosit growth faktor

Insulin-like growth faktor
Interlokin-1,2,6,8

Prostaglandin E1, E2

Vascular integrin avf3

Matriks metalloproteinazlar

Histamin
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Tablo 3. Antianjiogenik Faktorler

Interferon-a,B,y

Interlokin-12

Anjiostatin

Matriks metalloproteinaz inhibitorleri
Platelet faktor 4

Trombospondin

Fibronektin

Endostatin

Retinoik asit

1.3.2. Kornea Neovaskiilarizasyon Fazlan

1.3.2.1. Erken Prevaskiiler Faz

Enflamasyona bagli hasar ile damarlarda dilatasyon, gecirgenlik artisi ve
O0dem olusur. Yaklagik 2-3 saat sonra Polimorfoniikleer l6kositler (PMNL) damar
disina c¢ikar ve 24-48 saat sonra PMNL infiltrasyonu pik yapar. PMNL’ler
kemotaksisi baslatarak bazi sitokinlerin salinimima neden olur ve salman proteolitik
enzimler ile damarlarin bazal membrani pargalanir. Damar gecirgenliginde artis ve
O0dem normalde siki bir dizilim gosteren kollajen fibrillerin birbirinden ayrilmasma
neden olur. Odemle beraber ekstravaskiiler dokuya gegen fibrinojen pihtilasarak
vaskiilarizasyonda énemli rol oynar (89, 90).

1.3.2.2. Vaskiiler Tomurcuklanma Faz

Bazal membran devamlili§inin bozulmasindan sonra endotel hiicreleri
psodopotlart ile hasarli bolgeden goc eder. Takiben endotel hiicrelerinde mitoz ve
yeni damar tomurcugu olusumu gozlenir. Matriks metalloproteinazlar ekstraseliiler
matriks bilesenlerini bozarak, go¢ eden endotel hiicreleri i¢in gerekli yolu acar (91).
Go¢ olay1 tek bagina neovaskiilarizasyon i¢in yeterli olmakta, hiicresel proliferasyon
olmasa bile endotel hiicrelerinin yayilimi, gb¢ii ve yeniden dagilimi ile yeni damar
olusumu  gerceklesebilmektedir. Bu nedenle endotel hiicre  gdg¢iiniin

vaskiilarizasyondaki en 6nemli basamak oldugu sdylenebilir (92).
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1.3.2.3. Vaskiiler Matiirasyon Faz1

Ortamda ¢ogalan endotel hiicreleri zamanla limen olusturacak sekilde yan
yana gelir ve primitif damar seklini alir. Bu sirada endotel hiicrelerinden ECM
proteinleri ortaya ¢ikar. Ekstraselliiler matriks proteinleri damar ¢eperinin diizenli
olmasini saglar. Yeni olusan damarlarin bazal membranlar1 devamli hal alir ve
perisitlerin endotel hiicrelerini ¢evrelemesi ile ana damar olusumu izlenir. Primitif
damarlar zamanla birbirleriyle iliskiye gecer ve kan akimi baglar. Anjiogenik
uyarinin yetersiz kaldigi durumlarda ise vaskiiler yapilarda daha fazla uzama
gerceklesmez ve regresyon gozlenebilir (90).

1.3.3. Kornea Neovaskiilarizasyonunu Uyaran Faktorler

1.3.3.1. Tiimor Nekrozis Faktor-o

T hiicreleri, aktive Natiirel Killer (NK) hiicreleri ve aktive mast hiicreleri bu
proteini salgilarlar. ki ¢esit TNF vardir. Bunlar genellikle aktif makrofajlardan
salman TNF-o (kasektin de denir) ile aktif T hiicrelerinden saliman TNF-3
(lenfotoksin)'dir. TNF-o; adezyon molekiilleri ekspresyonunun up-regiilasyonu,
notrofil aktivasyonu, kemokin sekresyonunun indiiksiyonu ve NF-kB sinyal iletim
yolunun aktivasyonu gibi bir¢ok proinflamatuvar ve immiin modulator
fonksiyonlarin medyatoridiir (87).

Tiumor Nekrozis Faktor' in baslica biyolojik etkileri; anjiyogenez, ates yapici
etkinlik, hepatositleri etkileyerek akut faz reaktanlarmin sentezini uyarmak,
noronlarin ¢ogalmasi ve fonksiyonlarinin regiilasyonu, T hiicre aktivasyonii ve B
hiicre proliferasyonunun indiiksiyonudur. Deney hayvanlarina uzun siire verildiginde
kasektik metabolik degisikliklere neden olur. TNF-a, NO sentezinde rol alarak
anjiyogenezin erken donemlerinde vazodilatasyona yol agar (93).

Alkali kimyasal yanik, korneal stromada ciddi hasar sonucu persistan
iilserasyon, opasifikasyon ve neovaskiilarizasyon olusturarak kalici gérme kaybi
nedeni olabilir. Alkali yanik olusturulan korneada aciga ¢ikan faktorlerden biri
proinflamatuvar pleotropik sitokin olan TNF-a’dir (94). TNF-a ayrica VEGF, FGF

ve TGF {iretimini arttirarak neovaskiilarizasyonu arttirir (95).
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1.3.3.2. Makrofaj Migrasyon Inhibitor Faktor

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor (MIF), makrofajlarin kapillerlerin disina
migrasyonunu Onledigi kesfedilen ilk lenfokindir. T lenfosit ve makrofajlardan
salinan ve inflamasyonda anahtar rolii olan potent pro-inflamatuvar sitokindir (96).

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor okiiler inflamasyonun patofizyolojisinde
onemli role sahiptir. Fare korneasinda MIF mRNA’sinin hasar veya enfeksiyon
sonrast erken donemde artmis oldugu bulunmustur (96). MIF, neovaskiilarize
korneadan bol miktarda eksprese edilir. Inflamatuvar korneal neovaskiilarizasyonda
anjiojenik rolii vardir (97).

1.3.3.3. Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor

Homodimerik yapida, 46 kilodalton agirliginda olan Vaskiiler endotelyal
growth faktor (VEGF) ilk defa 1983 yilinda Senger ve arkadaglari tarafindan yiiksek
diizeyde vaskiilarize bir tiimorde tanimlandi (98). VEGF vaskiilotropin olarak da
bilinen, ¢ok fonksiyonlu potent bir sitokindir ve esas olarak endotel hiicrelerinden
salmmaktadir. VEGF endotel hiicreleri i¢in spesifik bir mitojen ve anjiojenik
faktordiir. Anjiojenik molekiiller i¢inde en Onemlisi ve {lizerinde en ¢ok durulan
VEGF tir (99).

Vaskiiler endotelyal growth faktor spesifik bir gen tarafindan kodlanir ve
yapilarindaki aminoasit sayisina gore belirlenmis alti farkli izoformu vardir:
VEGF21, VEGF 45, VEGF s, VEGF g3, VEGF 39, VEGF06. Insanlarda en fazla
VEGF 65 bulunur ve biiyiik oranda heparine baglanarak salinmaktadir (3).

Vaskiiler endotelyal growth faktor biyolojik aktivitesini, VEGF reseptor-1
(VEGFR-1, flt-1), VEGFR-2 (VEGFR-2, flk-1/KDR), VEGFR-3 (flt-4), ¢6ziinebilir
VEGFR-1 (sVEGF-1) ve c¢oziinebilir VEGFR-2 (sVEGFR-2) reseptorleri ile
gerceklestirir. VEGF biyolojik aktivitesini temel olarak endotel hiicreleri lizerinde
tirozin kinaz yapili, VEGFR-1 ve VEGFR-2 ile lenf damarlar1 {izerinde ise VEGFR-
3 ile gergeklestirir. VEGFR-1 ve VEGFR-2 biiyiik 06lciide damar endotel
hiicrelerinden salimir ve anjiojenez ile damar geg¢irgenliginden sorumludur. VEGFR-
3’lin lenfanjiyogenezin kontrolii ile sorumlu oldugu sanilmaktadir (100).

Vaskiiler endotelyal growth faktor’in bir¢ok yararli etkilerinin yaninda,
artmis VEGF ekspresyonu neovaskiilarizasyonla karekterize okiiler hastaliklar,

romatoid artrit, psOriazis ve kontakt dermatit gibi hastaliklarmn progresyonuna yol
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acar. Ayrica tiimor biiylimesi, metastazi ve lenfédem gibi patolojik olaylarda da rol
aldigr bildirilmistir. VEGFR’nin aktivasyonu fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz,
guanozin trifosfataz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim
proteinlerini fosforile eder ve DNA transkripsiyonu baslatilr (101). VEGF diizeyi
basta Ras ve HER-2 onkojenleri olmak iizere, p53 gen mutasyonu, iL-1, IL-6, IL-10,
IL-13, FGF, PDGF, TGF-B, iIGF-1, TNF-a ve nitrik oksit (NO) gibi bircok endojen
ajan ile diizenlenmektedir (99, 101, 102). Diisiik glikoz seviyesi, oksidatif stres ve
ozellikle hipoksik ortamda diizeyi hizla artan, hipoksi ile indiiklenebilen faktor
(HIF)-1 de VEGF saliniminda etkili rol oynamaktadir. Vaskiiler endotelyal growth
faktoriin saliniminda en 6nemli iki faktor hipoksi ve inflamasyondur (100).

Vaskiiler endotelyal growth faktor endotel hiicrelerinde fenestrasyon, ve
transseliiler gap olusumuyla permeabiliteyi artirir. Permabilite artisi kemotaksisin ve
inflamasyonun devaminda 6nemlidir. VEGF hiicre dis1 matriks yikimindan sorumlu
olan MMP’ler, tirokinaz, doku tipi plazminojen aktivatorlerinin salinimini uyararak
invazyon ve metastazi kolaylastirir. Anjiojenez sirasinda dokular igine ilerleyen
kapillerin penetrasyonunu saglayan kollajenaz ve plazminojen akivatorlerinin
ekspresyonuna yardimci olur (103). VEGF’iin etkisi ile endotel hiicreleri prolifere
olur ve bu biiylime faktoriine dogru go¢ edip dizilerek yeni damarlar i¢in 6ncii olan
tiip formasyonu olusmasini saglar. VEGF endotel hiicrelerini apoptozise karsi da
korumaktadir. VEGF’iin kemotaktik olaylarda onemli bir rolii vardir (104).
Inflamasyonun ge¢ donemlerinde etkili olan monositler icin gii¢lii kemotaktik
ozelligi vardir. VEGF’iin endotel hiicrelerinde ICAM-1, VCAM-1 ve P-selektin gibi
adezyon molekiillerini artirdigi gosterilmistir. Bu molekiiller sayesinde nétrofil,
monosit ve dogal Oldiirticii hiicreler damar disina ¢ikmak i¢in endotel hiicresine
yapismaktadir (105). VEGF kornea neovaskiilarizasyonunda ¢ok Onemli bir
medyatordiir ve keratositlerde tespit edilmistir. Deneysel hayvan modellerinde
VEGF’in tek basina korneal anjiojenezi giiclii bir bigcimde uyardigi bildirilmistir
(106). Ayrica neovaskiilarizasyonlu inflame kornealarda yiiksek miktarda VEGF
tespit edilmis ve bu faktoriin inhibisyonunun kornea neovaskiilarizasyonunu giiclii
bicimde azalttig1 rapor edilmistir. Neovaskiilarizasyonun oldugu kornealarda VEGF
damar endotel hiicrelerinde, infiltre Iokositlerde, kornea epitel ve endotel

hiicrelerinde  bulunmaktadir (10-15). Bu c¢alismalar VEGF’in  korneadaki
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anjiojenezde merkezi bir rol oynadigini kuvvetle belirtmektedir (107). Neovaskiiler
okiiler hastaliklarda olusan yeni damarlarin sebebinin artmis VEGF oldugu
gosterilmistir (104). Bu hastaliklarin tedavisinde anti-VEGF ajanlar kullanilmaktadir.

1.3.3.4. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktér neovaskiilarizasyonun oldugu kornealarda vaskiiler
bazal membrana baglanmaktadir (108).

1.3.3.5. Insiilin Like Growth Faktér

Hayvan modellerinde korneada insiilin like growth faktdér-1’in anjiogenik
etkilerde bulundugu bildirilmistir (109).

1.3.3.6. Anjiopoetin

Bir caligmada anjiyopoetin (Ang)-1 ve -2’nin sistemik Tie-2 ile inhibisyonu
kornea neovaskiilarizasyonunda gerilemeye neden olmustur. Ratlarda Ang-2’nin
inhibisyonunun kornea neovaskiilarizasyonunu engelledigi bildirilmistir (110).

1.3.3.7. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Kornea neovaskiilarizasyonunda MMP-2’nin {iretiminin  arttig1 tespit
edilmistir (111).

1.3.4. Kornea Neovaskiilarizasyonunu Engelleyen Faktorler

1.3.4.1. Anjiostatin

Anjiostatin 38 kiloDalton agirliginda, plazminojenin proteolitik parcalanma
iirtinlerinden olup gii¢lii bir antianjiogenik faktordiir (112). Anjiostatin ve benzeri
fragmanlarin korneada FGF ve anjiogeninin uyardigi neovaskiilarizasyonu
engellemektedir (113).

1.3.4.2. Endostatin

Endostatin 20 kiloDalton agrrhiginda, kollajen XVIII'lin proteolitik
parcalanma {iriiniidiir ve esas olarak damar epitel bazal membraninda bulunur.
Endostatin, implante edildigi kornealarda bFGF’nin uyardigi neovaskiilarizasyonu
engellemektedir (123).

1.3.4.3. Pigment Epiteli Derived Faktor

Pigment epiteli derive faktor (PEDF) giiclii bir antianjiogenik ve norotrofik
faktordiir. Gozde retina, iris ve korneada bulunmustur (115). Pigment epiteli derived

faktorii bloke eden antikorlarin vaskiilarizasyonu uyarildigi tespit edilmistir (116).
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1.3.4.4. Trombospondin-1

Trombospondin (Tsp)-1 kornea, sklera, iris ve retinada tretilir (117).
Korneada epitel bazal tabakasinda tiretilmektedir (118). Trombospondin-1 geninin
deneysel olarak hasara ugratildigi farelerde, korneada enflamasyonun indiikledigi

anjiyogenezin olustugu gozlenmistir (119).

1.4. Trastuzumab

Trastuzumab (Herceptin®) insan epidermal biiylime faktorii reseptor 2
(HER2/ErbB2) proteininin ekstraselliiler bolgesini secici olarak hedefleyen
rekombinant DNA kdkenli IgG yapisinda bir insan monoklonal antikordur (Sekil 2).
Trastuzumab ilk kez 1998’de metastatik meme kanseri tedavisinde kullanilmak tizere
FDA onayi1 almistir (120). EGF reseptorii, VEGF reseptoriine benzer sekilde tirozin
kinaz reseptor ailesi karekteristigini tasir. HER2, EGFR’niin 19 altgruplarindan
biridir (121). HER2 onkoproteini 3 bolimden olusur: 1) 632 aa’ten olusan
ekstraselliiler alan, burada ligand-baglayici bdlge bulunur ve biiyiime faktorleri
buraya baglanwr. 2) 22 aa’ten olusan transmembran alani, 3) 580 aa’ten olusan
intraselliiler alan, bu kisim tirozin kinaz aktivitesi gosterir ve sinyal
transduksiyonundan sorumludur. HER2 reseptdrii normal hiicrelerin proliferasyon ve
differansiasyonunda kritik rol oynar (122). Bu reseptorlerin aktivasyonu artmis hiicre
proliferasyonu, invazyon, artmig tiimor hiicre motilitesi, anjiojenez ve apopitozisin
inhibisyonu ile iligkilidir (123).

Epidermal growth faktor ve TGF alfa, EGF reseptorlerine baglanarak endotel
hiicreleri i¢cin mitojenik etki gosterirler ve anjiojenezi uyarirlar (124). HER2’nin
aktivasyonu EGF’iin reseptore baglanmasimi indiikler, fosfatidilinositol 3 kinaz, ve
mitojen aktive protein kinaz kaskadini iceren multipl hiicresel sinyal yolu aktive olur.
HER2’ye kars1 gelistirilmis bir antikor olan trastuzumab HER2’nin internalizasyonu
ve dejenerasyonu ile bu sinyal yolunu inhibe eder. Hem yiliksek hem de diisiik
afiniteli EGF reseptorleri Ozellikle limbal bolgede, kornea epitel ve endotel
hiicrelerinde bulunmaktadir. Diisiik afiniteli reseptorler stroma keratositlerinde yer
almaktadir (125). EGF anjiojenik faktor olarak bilinir. Giiglii ve etkin anjiojenik
faktorler olan VEGF ve IL-8 gibi faktorlerin ekspresyonunu artirrr. EGFR
aktivasyonu siklikla anjiojenezle iliskilidir ve ek olarak invazyon ve metastazla da

iligkilidir, biitiin bu siirecler EGFR antagonisti tarafindan etkilenebilir ve 6nlenebilir
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(126). Trastuzumab’in korneal neovaskiilarizasyonun dnlenmesinde etkili oldugunu
gosteren bir ¢alisma vardir (35). Kornea neovaskiilarizasyonunu 6nlenmesinde ¢ok
hedefli terapotik yaklasimin bir pargasi olabilir. Trastuzumab’m g6z hastaliklarinda

icin kullanim ruhsat1 yoktur.

1.5. Lapatinib

Lapatinib (Tykerb®) insan epidermal growth faktor reseptor 1 (EGFR/HER1)
ve insan epidermal growth faktor reseptdr 2 (HER2/ErbB2) tirozin kinazmi (TK)
inhibe ederek sinyal iletimini 6nleyen c¢ift etkili selektif inhibitérdiir (36). Lapatinib
etkisini intraseliller olarak TK’m ATP baglayan kismimna baglanarak etki
gostermektedir. TK’1n fosforilizasyon ve aktivasyonuna engel olmaktadir. Bu sayede
sinyal iletimi en bastan bloke edilerek, ekstraseliiler sinyal bagimli kinazl (ERK1) ve
fosfotidilinozitol-3’kinaz  (PI3K) gibi bir¢ok yolagin aktivasyonuna engel
olunmaktadir (Sekil 2) (127-130).

Insan epidermal growth faktdr reseptdr-1, VEGF reseptoriine benzer sekilde
tirozin kinaz reseptor ailesi karakteristigini tagir. HER1, EGFR’niin 19 alt grubundan
birisidir (121). HER1’in uyarilmas1 TK aktivasyonu sonucunda protein kinaz ve
fosfotidil inozitol-3-OH kinaz yolunu aktive etmektedir (131). Preklinik ¢aligmalar
sonucunda HERI1 aktivasyonunun ve neovaskiilarizasyona neden oldugu
gosterilmistir (132). EGFR aktivasyonu ile VEGF gibi anjiyogenik molekiillerin
salmimini artararak anjiyogenezin hizlandig: bilinmektedir (37). EGFR inhibitorleri
sayesinde anjiyogenezin engellenebilecegi gosterilmistir (38).

Insan epidermal growth faktdr reseptor-2, Lapatinibin etkili oldugu ikinci
reseptordiir ve anjiyogenezde Oonemli rolii vardir. HER2’nin aktivasyonu EGF’iin
reseptore baglanmasimi indiikler. Fosfatidilinositol 3 kinaz ve mitojen aktive protein
kinaz kaskadimi igeren multipl hiicresel sinyal yolu aktive olur. HER2 reseptorii
normal hiicrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunda kritik rol oynar (122). Bu
reseptorlerin aktivasyonu artmis hiicre proliferasyonu, invazyon, artmig timor hiicre
motilitesi, anjiojenez ve apopitozisin inhibisyonu ile iliskilidir (123).

Invitro gahigmalarda da Lapatinib’in HER1 ve HER2 reseptorlerinin ikisini
birden inhibe ettigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda Lapatinib’in HER1 ve HER2
reseptor blokorii olarak, tek basina HER1 reseptor blokorlerinden daha etkin oldugu

gosterilmistir (130). Trastuzumab’a ilave olarak Lapatinib’in bazi kanser tiirlerinde
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daha etkin oldugu gosterilmistir. HER1 ve HER2 ayr1 ayr1 inhibisyonunun kornea
neovaskiilarizasyonunu engelledigi daha 6nceki yaymlarda gosterilmistir (35, 133).
Lapatinib sayesinde kornea neovaskiilarizasyonunu Onledigi bilinen 2 reseptoriin
birden inhibisyonu ile daha etkili tedavi yontemleri hedeflenmektedir. Lapatinib
kornea neovaskiilarizasyonunu onlenmesinde ¢ok hedefli terapotik yaklagimin diger

bir parcas1 olabilir. Lapatinib’in g6z hastaliklarinda i¢in kullanim ruhsat1 yoktur.

....

Lapatinib r;:
Lapatinib

|
Migrasyon, proliferasyon, adezyon, anjiyogenez ve apopitozisin onlenmesi.

Lapatmlb

Sekil 2. ErbB1, IGFR, ErbB2, Lapatinib ve Trastuzumab’in etkilesimi

(Charles V, Chan A,Gril B. Management of ErbB2-positive Breast Cancer. Jpn J Clin Oncol
2010)
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun izni ile Goz
Hastaliklar1 ve Patoloji Anabilim Dali’nin katkilar1 ile gergeklestirildi. Agirhiklart
ortalama 250-300 gram olan 35 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat ¢alismaya alindi.
Calisma siiresince denekler Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM)’nde uygun beslenme sartlarinda ve dzel kafeslerde tutuldu.

Ratlar her bir grupta 7 denek olacak sekilde randomize bes gruba ayrildi.
Ratlarin beslenmelerini stirdiirebilmeleri i¢in sadece sag kornealarinda kimyasal
yanik olusturuldu. Topikal tedaviye yanik isleminden 60 dakika sonra basland1 ve 7
giin devam edildi.

Gruplar:

1. grup (Kontrol): Yanik yapilmayan ve herhangi bir tedavi verilmeyen grup

2. grup (Sham): Yanik yapilan denekler 8. giinde dekapite edilerek
kornealar1 alind.

3. grup (Lp): Yanik yapilan deneklere 50 mg/kg Lapatinib soliisyonu her giin
oral olarak lavaj yardimiyla verildi ve 8. giinde dekapite edilerek kornealar1 alindi .

4. grup (Trs): Yanik yapilan deneklere 4 mg/kg Trastuzumab intraperitoneal
olarak her giin uygulandi ve 8. glinde dekapite edilerek kornealar1 alindi.

5. grup (Lp+Trs): Yanik yapilan deneklere giinliik 50 mg/kg Lapatinib
soliisyonu oral olarak lavaj yardimiyla ve 4 mg/kg Trastuzumab intraperitoneal

olarak uygulandi. Denekler 8. giinde dekapite edilerek kornealar1 alindi.

2.1. Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramuskiiler 5 mg/kg ksilazin
hidroklorid (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ile 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar,
Eczacibasi, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. Islem &ncesi deneklerin kornealarma

% 0,5’lik proparakain hidroklorid (Alcaine, Alcon, Texas, ABD) damlatild.

2.2. Cerrahi Teknik
Korneal yanik ve neovaskiilarizasyon olusturmak i¢in Mahoney ve Waterbury (134)
tarafindan tarif edilen giimiis nitrat ile koterizasyon teknigi uygulandi. Anestezi ve
analjezi uygulanan kontrol grubunun disindaki deneklerin sag kornea santraline % 75

glimiis nitrat ve % 25 potasyum nitrat iceren (Nitrate D’argent; Botafarma, Ankara,
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Tirkiye) kalemle 10 saniye siiresince koter yapilarak 2 milimetre genislikte kimyasal
yanik olusturuldu. Yanik sonrasi denek kornea ve forniksleri 5 cc SF ile yikanarak
artik kimyasallar uzaklastirildi

Yanik skorlari; olusan yanigin kabarikligina gore O (kornea ylizeyinde
kabarma yok), +1 (kornea yiizeyinden hafif kabaran kiiclik yanik), +2 (kornea
yiizeyinden orta derecede kabarmis yanik), +3 (kornea yiizeyinde biiyiik kabariklik)
seklinde derecelendirildi. +2 ve iistli yanik skoru olusan ratlar deneye dahil edildi.
Deney siiresi tamamlanan ratlara anestezi altinda dekapitasyon ve eniikleasyon
uygulandi. Eniikle edilen gozlerden kornealar 4 mm’lik pang yardimiyla standart
biiyiikliikte ¢ikartildi. Esit iki parcaya boliinerek yarisinda ELISA yontemiyle diger

yarisinda da immiinohistokimyasal yontemle VEGF diizeylerine bakild1.

2.3. Korneal Neovaskiilarizasyon Alanlarinin Degerlendirilmesi

Rat kornealar1 X40 biiyiitmede yarikli lamba mikroskobuna monte edilmis
Sony dijital kamera (CCD- IRIS model DXC 107 AP) kullanilarak fotograflandu.
Neovaskiilarizasyon alaninin tiim kornea alanina yiizdesi (neovaskiilarizasyon alani
X 100 / toplam kornea alani) dijital bilgisayar imaj analizi kullanilarak hesaplandi
(Topcon Image Net 2000, Itabashiku, Tokyo, Japonya) ve istatistiksel olarak
karsilastirild (135).

2.4. Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor ELISA ile Degerlendirilmesi

ELISA ile VEGF diizeylerini degerlendirmek icin esit biiyiikliikte ve
miktarda korneal drnekler alindi. Ornekleri alirken esit biiyiikliikte olmalar1 igin 4
mm ¢apli pang kullanildi. Bu &rnekler, Rat VEGF doku ve hiicre lizat1 ELISA kiti
(RayBio®, RayBiotech, Inc. ABD) i¢inde bulunan soliisyonlar ile lizat haline
getirildi. Elde edilen 100 mikrolitrelik 6rnekler Ependorf tiiplerinden alinarak ELISA
platelerine konuldu. inkiibasyon buffer standard diliisyon buffer eklendi. Kromojen
ve streptovidin eklenerek renk reaksiyonun gergeklesmesi saglandi ve stop
soliisyonuyla durdurulan reaksiyon 450 nanometrede ELISA cihazinda ‘endpoint’

olarak okundu. VEGF diizeyi pg/kornea biriminde elde edildi (136).
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2.5. Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor immiinohistokimyasal
boyanmasi

Immiinohistokimyasal boyama i¢in kornea santralinden gecen, limbustan
limbusa uzanan, yanik alanini iceren, bes mikron kalinhiginda kesitler hazirlandi.
Kesitler VEGF kiti (Rat anti-VEGF, Santa Cruz Biothecnology, USA) kullanilarak
otomatik immunohistokimyasal boyama cihazi (Ventana, Benchmark XT)
yardimiyla boyandi.

Preparatlar Olympus marka 151k mikroskopu ile randomize olarak incelendi.
Ayni mikroskobun fotograf atagmani ile dokularin 40x biiyiitmede dijital fotograflar1
cekildi. Immiinohistokimyasal boyamada VEGF antikoru ile boyanan kornea epitel,
stroma ve endotel hiicrelerinin boyanma yayginlik ve siddetleri semikantitatif olarak

degerlendirildi (7, 137).

2.6. Semikantitatif Degerlendirme (Skorlama)
Her degerlendirme x40 biiyiitmede ve ii¢ ayr1 kesit alaninda yapildi.
0. derece: Epitel ve stroma tabakalarinda hi¢c boyanma olmamasi

1. derece: Epitel ve stromanin hem kalmligimin hem de genisliginin

yarisindan azinda olan aralikli boyanma.

Aralikli boyanma

Sekil 3. Epitel ve stromada 1. derece boyanmanin sematize edilmesi

2. derece: Epitel ve stromanmn hem kalmligmin hem de genisliginin

yarisindan fazlasini tutan ancak, tam kat olmayan aralikli boyanma.
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v

Aralikli boyanma

Sekil 4. Epitel ve stromada 2. derece boyanmanin sematize edilmesi

3. derece: Epitel ve stromanin tiim kalmligin1 ve tiim genisligini kapsayan

siirekli boyanma.

v

Stirekli boyanma

Sekil 5. Epitel ve stromada 3. derece boyanmanin sematize edilmesi

Tek sira hiicre tabakasindan olusmasi nedeniyle semikantitatif degerlendirme
yapmanin zorlugu ve saglikli kornea endotelinde de VEGF boyanmasinin olmasi

nedeniyle endotel tabakasi degerlendirmeye alinmamastir.
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2.7. Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 alindi. Calismanin
istatistiksel analizi, Sosyal Bilimlerde Istatistik Paketi Siiriim 13 (SPSS for Windows
versiyon 13) paket programu ile yapildi. Coklu karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis
varyans analizi ve gruplararas1 ikili karsilastirma i¢in Mann-Whitney U testi
kullanildi. P degerinin 0.05’den kiigiik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Neovaskiilarizasyon Alanlarimin Karsilastirilmasi

Kontrol hari¢ tiim gruplarda neovaskiilarizasyonun 6n stromanin {iist ve orta

kisminda tesbit edildi. Gruplar arasinda neovaskiilarizasyon alanlarinin yiizdeleri

karsilastirildiginda anlamli fark oldugu goriildii (p<0.01) (Tablo 4, Sekil 6).

Tablo 4. Gruplardaki neovaskiilarizasyon alanlarmin tiim kornea alanina

yiizdelerinin ortalama ve standart sapma degerleri

Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V
Kontrol (N=7) | Sham (N=7) Lpt (N=7) | Trst (N=7) | Lpt+Trst (N=7)
Neovasklarizasyon

Alam (%) 0.00+0.00 | 6371607 | 1628+359 | 22.85+7.15 | 14.71+221
(Ort.+ SD)

<

3 60,00™

40,00™ P<0.01
—
P=0.038
' 20,00™
E; P=0.318
0,00™

KONTROL

SHAM

LAPATINIB

TRASTUZUMAB

TRASTUZUMAB
+LAPATINIB

Sekil 6. Gruplardaki neovaskiilarizasyon alanlarinin tiim kornea alanina olan

yiizdeleri
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Kontrol grubundaki neovaskiilarizasyon alaninin, sham ve tedavi gruplarina
gore anlamli diisiik oldugu goriiliirken (p<0.01), tedavi gruplarinin tiimiinde sham
grubundan anlamli Olglide daha diisiik oldugu tesbit edildi (p<0.01). Tedavi
gruplarindan olan grup III ile grup V arasinda anlamli farkin olmadig: tespit edildi
(p=0.31). Grup III ve grup V’in tek basma grup IV’e gore anlamli derecede diisiik
oldugu tespit edildi (p=0.03, p=0.01) (Tablo 4, Sekil 6).

Gruplardaki kornea neovaskiilarizasyonlar1 asagidaki sekillerde gosterilmistir

(Sekil 7, 8, 9, 10, 11),

——w

Sekil 7. Kontrol grubundaki bir rat korneasi. Kalin oklar albino ratin iris damarlarini

ve ¢ift tarafli ¢izgili ok ise iris kenarlarin1 gostermektedir.
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Sekil 9. Lapatinib grubunda olan bir denekteki santral korneal skar ve kismi kornea
neovaskiilarizasyon. Ince oklar neovaskiilarizasyonlari, kalm oklar albino ratin iris

damarlarini ve ¢ift tarafli ¢izgili ok iris kenarlarmi gostermektedir.
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Sekil 10. Trastuzumab grubunda olan bir denekteki santral korneal skar ve kismi
kornea neovaskiilarizasyon. Ince oklar neovaskiilarizasyonlari, kaln oklar albino

ratin iris damarlarmi ve ¢ift tarafli ¢izgili ok iris kenarlarini gostermektedir.

Sekil 11. Lapatinib+Trastuzumab grubunda olan bir denekteki santral korneal skar ve
kismi kornea neovaskiilarizasyonu. Ince oklar neovaskiilarizasyonlari, kalm oklar

albino ratin iris damarlarini ve ¢ift tarafli ¢izgili ok iris kenarlarini géstermektedir.
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3.2. Epitel VEGF Immiinhistokimyasal Boyanmasi

Vaskiiler endotelyal growth faktor immiinhistokimyasal boyanmasi epitel

katinda ozellikle hiicrelerin sitoplazmasinda yogun olarak tespit edildi (Tablo 5,

Sekil 12).

Tablo 5. Gruplardaki epitel VEGF immiinhistokimyasal boyanma skorlarinin

ortalama ve standart sapma degerleri.

Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V
Kontrol (N=7) | Sham (N=7) | Lpt (N=7) | Trst (N=7) Lpt+Trst
(N=7)
Epitelyum
VEGF 1.285+0.75 | 2-.857+0.37 1.000+0.81 | 2.000+0.57 | 1.000+0.81
Boyanma Skoru
(Ort.+ SD)
3,00 = I
< P=0.017

L P<0.01

— pos535 ———>|

|

P=0.038 ] I
P=0.038 1

KONTROL

SHAM

LAPATINIB

TRASTUZUMAB

TRASTUZUMAB
+LAPATINIB

Sekil 12. Gruplardaki epite]l VEGF immiinhistokimyasal boyanma skorlar1.

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda kontrol grubundaki kornealarin

epitel VEGF immiinhistokimyasal boyanmasmin sham grubundan anlamli dlgiide

daha diisiik oldugu goriildi (p=0.01). Grup III’teki epitel VEGF boyanma diizeyi,
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Grup II’den anlamli 6lgiide daha diisilk bulunurken (p<0.01), grup I ile farklilik
saptanmadi (p=0.53). Grup IV’te sham grubundan anlamli 6l¢iide diisiik epitel VEGF
boyanma diizeyi tespit edilirken (p=0.01), grup I ile farklilik saptanmadi (p=0.12).
Yine grup IV’deki epitel VEGF boyanma diizeyi, grup III ve V’in boyanma
diizeyinden anlamli 6lgiide yiiksek tesbit edildi (p=0.03 ve p=0.02). Grup V’te grup
II’den anlamli 6l¢iide daha diisiik epitel VEGF boyanma diizeyi oldugu goriildi

(p=0.02). Grup I, grup V ve grup III arasinda anlamli fark olmadig1 goriildi (p=0.53,
p=0.63 ve p=0.98).

Gruplardaki kornea epitel VEGF immiinhistokimyasal boyanma siddetleri
asagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 13, 14, 15, 16, 17).

Sekil 13. Kontrol grubundaki rat korneasinin VEGF immiinhistokimyasal
boyanmasi. Boyanma epitelin bazal tabakalarinda, stromanin ise tiim katlarinda

yogunlagmustir. Skorlar; epitel: 1, stroma: 0.
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Sekil 14. Sham grubunda yanik yapilan rat korneasinin VEGF immiinhistokimyasal
boyanmasi. Epitel hiicrelerinin dizilimlerinin bozuldugu goriilmektedir. Stromada

kalinlagma ve diizenli yapida bozulma mevcuttur. Skorlar; epitel: 3, stroma: 3

Sekil 15. Trastuzumab grubundaki bir rat korneasinin VEGF immiinhistokimyasal
boyanmasi. Boyanma epitelin bazal tabakalarinda yogunlasmistir. Skorlar; epitel: 2,

stroma: 1
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Sekil 16. Lapatinib tedavisi verilen bir rat korneasindaki VEGF immiinhistokimyasal
boyanmasinin goriiniimii. Epitel ve stromanin diizenli yapisinin korundugu izleniyor.

Skorlar; epitel: 1, stroma: 1

Sekil 17. Lapatinib+Trastuzumab tedavisi verilen bir rat korneasindaki VEGF
immiinhistokimyasal boyanmasinin goriinimii. Epitel ve stromanin diizenli yapisinin

korundugu izleniyor. Skorlar; epitel: 1, stroma: 1
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3.3. Stromal VEGF Immiinhistokimyasal Boyanmasi

Vaskiiler endotelyal growth faktér immiinhistokimyasal boyanmasi 6zellikle
ist stromada yogun olarak saptandi. Tim gruplardaki stromal VEGF
immiinhistokimyasal boyanma yogunluklar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda

anlaml fark oldugu goriildii (p<0.01) (Tablo 6, Sekil 18).

Tablo 6. Gruplardaki stromal VEGF immiinhistokimyasal boyanma skorlarinin

ortalama ve standart sapma degerleri

Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V
Kontrol Sham Lpt Trst Lpt+Trst
(N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7)

Stromal VEGF

Boyanma Skoru | 714 0 4g | 2.571+0.53 05714053 | 1.428+053 | 0.571+053
(Ort.+ SD)

3,00 =
P=0.038
2,007
P<0.001 1
A v
1,00
0,00
| | | | | | | | | |
KONTROL SHAM LAPATINIB TRASTUZUMAB TRASTUZUMAB

+LAPATINIB

Sekil 18. Gruplardaki stromal VEGF immiinhistokimyasal boyanma skorlar1.
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Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda kontrol grubundaki kornealarin
stromal VEGF immiinhistokimyasal boyanmasimin sham grubundan anlamli dlgiide
daha diisiik oldugu goriildii (p<0.01). Grup III'teki stromal VEGF boyanma diizeyi,
sham grubundan anlaml 6l¢iide daha diisiik bulunurken (p<0.01), kontrol grubu ile
farklilik saptanmadi (p=0.71). Grup IV’te grup II’den anlaml 6l¢iide diisiik stromal
VEGF boyanma diizeyi tespit edilirken (p<0.01), grup I ile arasinda farklilik
saptanmadi (p=0.73). Yine grup IV’deki stromal VEGF boyanma diizeyi, grup III ve
V’in boyanma diizeyinden anlamli 6l¢giide yiiksek tespit edildi (p=0.03 ve p=0.03).
Grup V’te grup II’den anlamli 6l¢iide daha diisiik stromal VEGF boyanma diizeyi
oldugu goriildii (p<0.01). Grup I, grup V ve grup III arasinda anlaml fark olmadig:
goriildi (p=0.71, p=0.71 ve p=0.92).

Gruplardaki kornea stromal VEGF immiinhistokimyasal boyanma siddetleri

sekillerde gosterilmistir (Sekil 13, 14, 15, 16, 17).

3.4. Korneal VEGF ELISA Diizeyleri

Sabit biiyiikliikteki kornealarda ELISA yontemi ile 6lgiilen VEGF diizeyleri
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli fark oldugu gorildi (p<0.01) (Tablo 7,
Sekil 19).

Tablo 7. Gruplardaki korneal VEGF ELISA diizeyleri ve standart sapma degerleri

Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V
Kontrol Sham Lpt Trst Lpt+Trst
(N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7)
VEGF ELIiSA
Dizeyleri 15.428+2.50 | 70-571+489 | 157144£208 | 16.142+2.19 | 12.857 +1.34
Pg/kornea
(Ort.+ SD)
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VEGF ELISA DUZEYI

80,00

- «— -
60,00 P=0.983

40,00

P<0.001

P08 — — 04

I 4—— P=0.073 I +— I L - T
1,00 zov L 300 4.00 5,0
_l_ P=0.902 —

KONTROL SHAM LAPATINIB TRASTUZUMAB TRASTUZUMAB
+LAPATINIB

Sekil 19. Gruplardaki korneal VEGF ELISA diizeyleri.

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda grup I’deki kornealarm VEGF
ELISA diizeyleri grup II’den anlamli dlgiide daha diisiik oldugu goriildii (p<0.01).
Grup III'teki VEGF ELISA diizeyleri, sham grubundan anlamli 6lciide daha diisiik
bulunurken (p<0.01), kontrol grubu ile farklilik saptanmadi (p=0.07). Grup IV’te
grup 1I’den anlamli lgiide diisiik VEGF ELISA diizeyi tespit edilirken (p<0.01),
grub I ile farklilik saptanmadi (p=0.71). Yine grup 1V’deki VEGF ELISA diizeyleri,
grup III ve V’in VEGF ELISA diizeylerinden anlamli lciide yiiksek tesbit edildi
(p=0.03 ve p<0.01). Grup V’te grup II’den anlaml Sl¢iide daha diisiik VEGF ELISA
diizeyi oldugu goriildii (p<0.01). Grub I, grup V ve grup III arasinda anlaml fark
olmadig1 goriildii (p=0.07, p=0.06 ve p=0.92).
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4. TARTISMA

Korneanin neovaskiiler hastaliklar: dnemli bir halk sagligi problemidir (138).
Saydam ve avaskiiler yapida olan kornea, bir¢ok etken karsisinda bu 6zelligini yitirir
ve opak hale donerek 151k gecisine engel olur. Kimyasal yanik, travma, kontakt lens
kullanimi1 gibi nedenlerle olusan hipoksi ve enfeksiyon gibi nedenler, korneada yeni
damarlanma ile sonug¢lanmaktadir. Korneadaki neovaskiilarizasyon goérmeyi tehdit
etmekle kalmayip, yapilacak keratoplastinin prognozunu da olumsuz olarak
etkilemektedir (139, 140).

Deneysel ve klinik korneal neovaskiilarizasyon inhibisyonunda tanimlanan
bircok tedavi yontemi icinde, klinik pratikte korneal greft reddi ve korneal
neovaskiilarizasyonun tedavisinde esas olarak steroidler kullanilmaktadir. Fakat
steroid kullanimi bazi durumlarda yeterince etkili degildir. Bununla birlikte
enfeksiyon, glokom, katarakt olusumu gibi cesitli komplikasyonlarla iliskilidir.
Gorme kaybmin bagslica nedenlerinden birisi olan neovaskiilarizasyonu dnleyecek,
durduracak veya geciktirecek yeni tedavi yontemlerine gereksinim vardir.

Calismamizda  Trastuzumab  ve Lapatinib’i  deneysel  kornea
neovaskiilarizasyonda tek basina ve beraber kullandik. Etkinliklerini karsilagtirmak
amaciyla neovaskiilarizasyon oranlarmi  ve korneal VEGF diizeylerini
degerlendirdik.

Lapatinib (Tykerb®) insan epidermal growth faktor reseptor 1 (EGFR/HER1)
ve insan epidermal growth faktor reseptor 2 (HER2/ErbB2) tirozin kinazmi (TK)
inhibe ederek sinyal iletimini 6nleyen ¢ift etkili selektif inhibitordiir (36). Lapatinib
etkisini intraseliller olarak TK’mm ATP baglayan kismma baglanarak etki
gostermektedir. TK’1n fosforilizasyon ve aktivasyonuna engel olmaktadir. Bu sayede
sinyal iletimi en bastan bloke edilerek, ekstraseliiler sinyal bagiml kinaz-1 (ERK1)
ve fosfotidilinozitol-3 kinaz (PI3K) gibi bircok yolagin aktivasyonuna da engel
olunmaktadir (127-130).

Insan epidermal growth faktdr reseptor-1, VEGF reseptoriine benzer sekilde
tirozin kinaz reseptor ailesi karekteristigini tasr. HERI1, EGFR’niin 19
altgruplarindan birisidir (121). Bu ailenin aktivasyonu, hiicre proliferasyonu,
aktivasyonu ve devamlilig1i acisindan 6nemlidir. HER1 birgok molekiil ile aktive

olmaktadir. Bunlar arasinda, EGF ve TGF-a yer almaktadir. EGFR’nin ligand ile
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birlesimi dimerizasyonuna neden olur. EGFR reseptor ailesi aktivasyonunda
dimerizasyon ile homodimerler ve heterodimerler olugsmaktadir. HER1’in uyarilmasi
TK aktivasyonu sonucunda protein kinaz ve fosfotidilinozitol-3-OH kinaz yolunu
aktive etmektedir (131). Yapilan ¢alismalar sonucunda HER1 aktivasyonunun hiicre
migrasyonunu, proliferasyonunu, adhezyonunu, apopitozisinin 6nlenmesinde etkili
oldugu ve neovaskiilarizasyona neden oldugu gosterilmistir (132). EGFR
aktivasyonu ile VEGF gibi anjiyogenik molekiillerin salmimini artararak
anjiyogenezin hizlandig1 bilinmektedir (37). EGFR inhibitorleri sayesinde
anjiyogenezin engellenebilecegi gosterilmistir (38).

Insan epidermal growth faktdr reseptdr-2, Lapatinibin etkili oldugu ikinci
reseptordiir ve anjiyogenezde onemli rolii vardir. HER2 ayni1 zamanda calismamizda
kullandigimiz Trastuzumab’in etki ettigi reseptordiir ve HER1’e oranla anjiojenez
iizerine etkisi daha cok arastirilmistir. HER2’nin aktivasyonu EGF’lin reseptore
baglanmasini indiikler, fosfatidilinositol 3-OH kinaz, ve mitojen aktive protein kinaz
kaskadini iceren multipl hiicresel sinyal yolu aktive olur. HER2 reseptorii normal
hiicrelerin proliferasyon ve differansiasyonunda kritik rol oynar (122). Bu
reseptorlerin aktivasyonu artmis hiicre proliferasyonu, invazyon, artmig timor hiicre
motilitesi, anjiojenez ve apopitozisin inhibisyonu ile iliskilidir (123). Invitro
calismalarda da Lapatinib’in HER1 ve HER2 reseptorlerinin ikisini birden inhibe
ettigi gosterilmistir. Yapilan ¢aligsmalarda Lapatinib’in HER1 ve HER2 reseptor
blokorii olarak, tek basma HERI1 reseptor blokorlerinden daha etkin oldugu
gosterilmistir (130).

Yapilan bir ¢alismada A549 hiicre serisi verilerek farelerde akciger kanseri
olusturulmustur. Tiimoér dokusundaki anjiyogenez yogunlugu ise CD31 ile timor
kesitleri boyanarak degerlendirilmis ve Lapatinip’in, kontrol grubuna ve radyoterapi
alan gruba gore anjiyogenezi anlamli derecede gerilettigi tespit edilmistir. Ayni
calismada anjiyogenezde Onemli yere sahip, dolasimdaki endotelyal progenitor
hiicrelerin (CEPs) yogunluklar1 da flow sitometrik Olgiimlerle periferik kanda
degerlendirilmistir. Lapatinib tedavisi alan grubun istatistiksel olarak anlamli olmasa
da CEPs miktar1 kontrole gore diisiik tespit edilmistir. Tek basma radyoterapi alan
grubun kontrole oranla CEPs diizeyi yiiksek ¢ikmasina ragmen, radyoterapi ile

beraber Lapatinib alan grubun kontrole gére CEPs diizeyi daha diisiik ¢ikmistir
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(141). Calismanin sonunda Lapatinib’in anjiyogenezi kontrol grubuna gore yaklasik
%80 oraninda gerilettigi tespit edilmistir. Lapatinib bu etkisini EGFR reseptor sinyal
iletimini bloke ederek anjiyogenik faktorlerin (VEGF ve IL-8) salmimini azaltarak
gostermektedir. Bunun yaninda Olaussen ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada
Lapatinib’in A549 hiicre serilerinde VEGFRI1 fosforilizasyonunu %70 oraninda
engelledigini  gostermislerdir. Bu inhibisyon henliz endotel hiicrelerinde
gosterilemese dahi direk anjiyogenezi inhibe eden bir yolak olarak biiylik 6neme
sahiptir (141-143).

Trastuzumab’a ilave olarak Lapatinib’in bazi kanser tiirlerinde daha etkin
oldugu gosterilmisti. HER1 ve HER2 ayr1 ayr1 inhibisyonunun kornea
neovaskiilarizasyonunu engelledigi daha 6nceki yaymlarda gosterilmistir (35, 133).
Lapatinib aracilig1 ile kornea neovaskiilarizasyonunu ayr1 ayri 6nledigi bilinen iki
reseptoriin  birden ayni anda inhibisyonu ile daha etkili tedavi yOntemi
hedeflenmektedir.

Trastuzumab (Herceptin®) insan epidermal biiyiime faktorii reseptor 2
proteininin (HER2/ErbB2) ekstraselliller bdlgesini segici olarak hedefleyen
rekombinant DNA kokenli IgG yapisinda bir insan monoklonal antikordur (120).
HER2, EGFR’niin 19 altgruplarindan biridir (121). HER2 onkoproteini 3 boliimden
olusur:

1) 632 aminoasit’ten olusan ekstraselliiler alan, burada ligand-baglayici bolge
bulunur ve biiyiime faktorleri buraya baglanir.

2) 22 aminoasit’ten olugan transmembran alan.

3) 580 aminoasit’ten olusan intraselliiler alan, bu kisim tirozin kinaz aktivitesi
gosterir ve sinyal transduksiyonundan sorumludur.

Insan epidermal growth faktdr reseptdr-2 normal hiicrelerin proliferasyon ve
differansiasyonunda kritik rol oynar ve bu reseptorlerin aktivasyonu artmis hiicre
proliferasyonu, invazyon, artmis tiimdr hiicre motilitesi, anjiyogenez ve apopitozisin
inhibisyonu ile iliskilidir (122, 123).

Epidermal growth faktér’iin kornea epitel ve endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu stimiile ettigi ve insan godzyasi bilesenleri arasinda bulundugu
gosterilmistir (144). HER2 ve VEGF sinyal yolu molekiiler seviyede birbirine

baghdwr. HER2 ve VEGF, hiicre proliferasyonu, tiimdr invazyonu ve anjiyogenez
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gibi etkinliklerini indirekt ve direkt yollarla isbirligi i¢inde gergeklestirmektedir.
HER?2 sinyal yolagmin VEGF ekspresyonunun kontroliinde 6nemli bir yere sahip
oldugu bilinmektedir (145). VEGF endotel hiicreleri iizerindeki reseptorleri ile
endotel hiicrelerinde proliferasyona ve migrasyona neden olarak yeni damar
olusumunu desteklemektedir. HER2 nin hipoksik durumlarda VEGF artismma yol
actig1 yapilan onceki caligmalarda gosterilmesine ragmen yapilan son ¢aligmalarada
bu yolak i¢in hipoksinin sart olmadig1 gdsterilmistir (146).

Bunun disinda bir¢ok farkli yolagin iginde bulundugu farkli mekanizmalarla
Ewing hiicreli sarkomada invivo ve invitro olarak Trastuzumab ile tedavinin VEGF
ekspresyonunu azalttigia dair ¢calismalar vardir (147, 148). HER2 ekspresyonunun
fazla oldugu meme kanserlerinde yapilan bir ¢alismada, Trastuzumab ile tedavi
sonrasinda tiimor boyutlarinin azaldigi tespit edilmistir. Ayni c¢alismanin invitro
kisminda damar yogunlugunun azaldig: tespit edilirken invivo kisminda ise endotel
hiicre migrasyonunun azaldigi izlenmistir (149). Trastuzumab ile tedavi edilen
timorlerde kontrol grubuna gore anti-anjiyogenik faktorler daha fazla eksprese
olurken, bir¢cok pro-anjiyogenik faktoriin ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (147,
150). Yapilan bir ¢caligmada Trastuzumab ile tedavi edilen tiimdrde anti-anjiyogenik
faktorlerden Trombospondin-1 ekspresyonun arttigir tespit edilmistir. Yine ayni
calismada pro-anjiojenik faktorlerden TGF-alfa, Anjiopoetin-1, Plazminojen
aktivator inhibitorii-1(PAI-1) ve VGEF ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi
gosterilmistir (151).

Epidermal growth faktdr reseptdr’ii EGF ile aktive edildiginde Interlokin-8
(IL-8), MMP, VEGF ve plazminojen aktivatorleri (PA) gibi anjiyogenik faktorlerin
salinimiyla anjiyogenez indiiklenir (152). Uretiminde daha ¢ok hipoksinin sorumlu
oldugu IL-8 ise ozellikle endotel hiicreleri iizerinde gostermis oldugu etki ile
anjiyogenezi uyarmaktadir. IL-8 bu etkisini mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden
sizinttya neden olarak gostermektedir (153). Interlokin-8 reseptorlerinin endotel
hiicrelerinde aktive edilmesi hiicre c¢ogalmasim1 ve takiben anjiyogenezi
indiiklemektedir (152). TGF-alfa ise IL-8 ile benzer bir etkiye sahip olup endotel
hiicreleri i¢in mitojenik etkisinin yaninda, anjiyogenezi de uyarmaktadir (154).
Anjiyopoetin-1 ise 1L-8 ve TGF-alfa’dan farkli bir yol ile daha ¢ok yeni olusan

damarlarda etki gostermektedir. Kapiller damarlar1 giliclendirmekte, perisitleri
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stabilize etmekte ve endotel hiicre yasam siiresini artirarak yeni olusan vaskiiler
yap1iy1 kormaktadir (155).

Insan meme kanser hiicrelerinde EGFR aktivitesinin Anjiyopoetin-2 (Ang-2)
ekspresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir ve Trastuzumab ile Ang-2 bloklanabilir
(156). Anjiyopoetin-1 (Ang-1) ve Anjiyopoetin-2 (Ang-2) EGF’lin yeni bir grup
ailesine ait iiyeleri olup endotelyal reseptor spesifik tirozin kinaz (Tie-2) ile
baglanarak etkisini gostermektedir. Anjiyopoetin ve Tie-2 birlikteligi vaskiiler
yapinin biitlinliigiiniin saglanmasinda ©6nemli role sahiptir. Bu goérevi endotel
hiicreleri ile perisitler arasindaki iliskinin kurulup devamliligini saglamanin yaninda
VEGF aktivitesinin diizenlenmesi de yer almaktadir (157). Ang-1 ile retinada, VEGF
indiikledigi vaskiiler permabilite geriletilmis ve retinal neovaskiilarizasyon
engellenebilmistir. Bu bulgular Ang-1’in retinal neovaskiilarizasyonun ve makiiler
odemin tedavisi i¢in etkili olabilecegini gostermektedir. Ang-2 ise Ang-1’in endojen
antagonisti olarak bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda Ang-2’nin hem patolojik hem
de fizyolojik anjiyogenezde Onemli rol oynadigini gostermistir. Bu etkisini
gosterirken VEGF tizerinden de bir¢ok yolagi aktive ettigi bildirilmektedir (158, 159).

Sonug olarak Ang-2, Ang-1’e zit olarak aslinda anjiyogenik bir faktordiir ve
damarlar1 destabilize eder, yogun olarak yeni damar yapimi bodlgelerinde seviyesi
artmig olarak bulunur. Ang-2 nin damarlar iizerindeki destabilizator etkisi vaskiiler
yapiy1 timor dokusunda VEGF gibi mutajen ajanlara karsi daha duyarh kilabilir
(160). Dolayistyla Trastuzumab ile Ang-2’nin bloklanmasi tiimor anjiyogenezi ve
metastazinin onlenmesinde ek bir mekanizma olabilir (156).

Literatiirde  kornea neovaskiilarizasyonun EGFR  inhibisyonu ile
engellendigini gosteren iki ¢aligmada da benzer sonuglar elde edilmistir. Ono ve
arkadaslar1 fare korneasinda EGF’le indiiklenen anjiyogenezin EGFR tirozin kinaz
inhibitorii olan Gefitinib tarafindan inhibe edildigini gostermislerdir (140, 152).
Giiler ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise Trastuzumab kullanmislardir. Ayni
calismada calismamiza benzer sekilde rat korneasinda kimyasal yanikla
neovaskiilarizasyon indiiklenmis ve sonra randomize olarak kontrol ve tedavi grubu
olusturulmustur. Tedavi grubunda Trastuzumab intraperitoneal yolla sistemik olarak
verilmistir. Deney sonunda Trastuzumab grubunda kontrol grubuna gore

neovaskiilarizasyon alaninin daha kii¢clik oldugu bulunmustur. Ayrica hazirlanan
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korneal doku preparatlar1 immiin boyalarla VEGF boyanma yogunlu acisindan
karsilagtirilmistir. Trastuzumab ile tedavi edilen grupta, kontrol grubuna gore kornea
VEGF boyanma yogunlugunun anlamli derecede daha az oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak, sistemik Trastuzumab uygulamasinin korneal neovaskiilarizasyon
inhibisyonunda etkili oldugunu ve VEGF diizeylerini anlamli oranda azalttigin1 tespit
etmiglerdir (35). Calismamizda sistemik olarak Lapatinib ve Trastuzumab uyguladik
ve neovaskiilarizasyon inhibisyonunda etkili olduklarmi saptadik. Yine benzer
sekilde immiin boyamalarda VEGF diizeyinin tedavi grubunda anlamli oranda
azaldigin1 gordiik. Calismamizda ek olarak korneal VEGF diizeylerini ELISA
yontemi ile degerlendirdik ve kantitatif olarak VEGF degerlerinin azalma
miktarlarini tespit ettik.

Daha 6nceden de yapilan ¢aligmalarla benzer sekilde HER1 reseptoriine etkili
Trastuzumab’m, HER1 ve HER2 reseptorlerine etkili Lapatinib’e gore anjiyogenez
iizerine daha sinirh etkiye sahip oldugunu gordiik. Lapatinib’in Tarastuzumab’a gore
daha etkili olmasinda Tarstuzumab’dan farkli olarak HER?2 {izerinde inhibisyonunun
yaninda HER1 {izerinde de inhibisyon yaparak ¢ift yonlii etki géstermesi olabilir.
VEGFR ailesi uyarilip dimer yapis1 kazandiktan sonra etkinlik gosteren bir yapiya
sahiptir. Bu dimer yapisin1 ya heterodimer (HERI/HER2) veya homodimer
(HER2/HER?2) olarak gerg¢eklestirir. HER1 ve HER2’nin homodimer ve heterodimer
olarak anjiyogenezi uyarici etkileri bilinmektedir (152). Bunun yaninda HER3 ise
HER1 ve HER2’den farkli olarak tek basina aktivite gosteremeyen tirozin kinaz
inaktif 6zellige sahiptir. HER3, HER1 ve HER2 gibi anjiyogenezi uyarici etkisinin
oldugu gosterilmistir (161). Fakat etkisini ancak HER1 veya HER2 ile heterodimer
olarak gosterirken bu etkisinin digerlerinden daha giiclii oldugu tespit edilmistir.
HER3 ayn1 zamanda diger EGFR’den farkli olarak tek bagmna PI3K/Akt yolagini
aktive ederek etki gosterebilmektedir. Bu ise HER2 inhibisyonuna direngli kanser
olgularinin nedeni olabilir (162). HER4 ise normal hiicre siklusunda birgok gorev
istlenmesine ragmen kanser sistematigindeki yeri heniiz tam olarak
tanimlanamamustir (163).

Lapatinib ile ilgili yapilan calismalarda CEPs miktarmi azaltici etkisi,
VEGFIR fosforilizasyonunu %70 oraninda engellemesi ve VEGF ile IL-8

diizeylerini ciddi oranda diisliriicti etkisi Trastuzumab’a gore daha etkin olmasmnin
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nedenleri arasinda sayilabilir. Bunlara ek olarak HER1 ve HER2’nin ayni anda
Lapatinib ile inhibisyonu, tek basina HER2’nin Trastuzumab ile inhibisyonundan
farkl1 olarak, belkide HER3’iin heterodimer olusturup aktive olmasmi da
engellemistir. Bu durum Lapatinib’in Trastuzumab’dan daha etkili olmasinin diger
bir nedeni de olabilir. Ayn1 zamanda bu etki Trastuzumab’a kars1 gelisen direncin bir
nedeni olarak gosterilmektedir (161).

Calismamizdaki  korneal immiinohistokimyasal boyanma  sonuglari
incelendiginde kontrol rat kornealarinda da VEGF boyanmasinin oldugu gorildii.
Daha once yapilan insan kornea c¢alismalarinda da enflamasyon olmaksizin VEGF
boyanmas1 izlenmistir. Normal korneal epitel hiicrelerinden kaynaklanan VEGF’in
fonksiyonu tam olarak belirlenememistir. Limbal kornea damarlarmin fizyolojisi i¢in
fizyolojik konsantrasyonda VEGF gerekli olabilir. VEGF varligma karsin mevcut
potent antianjiogenik faktorlerin normal kornealarda vaskiilarizasyonu engelledigi
disiiniilmektedir (7).

Vaskiiler endotelyal growth faktdr immiinhistokimyasal boyanmasi epitel
katinin bazal hiicrelerinde daha yogundu. Yiizey epitel hiicrelerinin ise sitoplazmik
organellerini veya aktivitelerini kaybetmelerine bagl olarak VEGF sekresyonu bazal
hiicrelere kiyasla daha az olabilmektedir. Stromadaki VEGF immiinhistokimyasal
boyanmasiin st yarida daha yogun oldugu tespit edildi. Yapilan caligmalarda
stromanin anterior bolgesinde VEGF boyanmasinin yogunlastig: tespit edilmektedir
(7). Kornealar neovaskiilarizasyon yoniinden incelendiklerinde bir¢ok tabakada
vaskiilarizasyona rastlanabilmektedir. Fakat yapilan ¢aligmalarin biiylik kisminda
neovaskiilarizasyonun esas yerlesiminin anterior stroma oldugu gosterilmistir (164).
Yaptigimiz ¢aligmada elde ettigimiz sonuclar daha 6nceki ¢aligmalarla uyumludur.
Anterior stromanin VEGF uyarisina ve neovaskiilarizasyon gelisimine stromanin
diger katlarindan daha duyarl oldugu séylenebilir.

Sham grubundaki kornealarda VEGF immiinhistokimyasal boyanmasi ve
histolojik 6zellikleri kontrol grubundakilerden farklilik gdstermektedir. Sham
grubunda epitel tabakasindaki hiicre sayisinin arttigi ve diizenli hiicre yapisinin
bozuldugu goriildii. Stromada ise boyanmanin 6n stromada daha yogun olup, tiim
katlarda boyanmanin oldugu tespit edildi. Sham grubundaki kornea stromasinda

kalinlasma ve diizenli yapisinda bozulma mevcuttu. Daha Onceden yapilan
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calismalarda oldugu gibi korneada olusturulan kimyasal yanik, enflamasyonu uyaric1
bir etkiye sahip oldugundan bu boyanma 6zellikleri beklenilen degisiklikler olarak
degerlendirilmektedir (165, 166). Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda
kontrol grubundaki kornealarm hem epitelyal hem de stromal VEGF
immiinhistokimyasal boyanmasmin sham grubundan anlamli 6l¢lide daha diisiik
oldugu goriildi (p=0.01). Bu bulgular bize kullanilan modelin neovaskiilarizasyonun
giiclii uyaranlarindan biri olan VEGF diizeylerini anlamli oranda artirdigint ve bu
sekilde kornea neovaskiilarizasyonuna neden oldugunu gostermistir. Tedavi
gruplarmin hem epitel hem de stromal VEGF immiinhistokimyasal boyanmasi
karsilastirildiginda Lapatinib’in tek basima Trastuzumab’dan daha etkili oldugu tespit
edildi. Bunun yaninda Lapatinib ile kombine Trastuzumab kullaniminin ise tek
basma Trastuzumab’a gore daha etkili olmasina ragmen, tek basina Lapatinib’den
daha etkili olmadigi tespit edildi.

Yapilan ¢alismalarda Trastuzumab’a direng gelisen vakalarda Lapatinib’in
tedaviye eklenmesinin daha basarili sonuglar alinmasina neden oldugu gosterilmistir.
Trastuzumab’a kars1 gelisen diren¢ mekanizmalarindan birisi HER2 inhibisyonu
sonucu ortaya ¢ikan insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptoriiniin upregiilasyonudur.
Bu upregiilasyon sonucu aktiflesen yolaklar Lapatinib ile inhibe edilmistir.
Trastuzumab’a kars1 gelisen diren¢ sonrasi sentezi artan p95 HER2 varyantinin
Lapatinib tarafindan inhibisyonu da ¢aligmalarda gosterilmistir (167). Calismamizda
Lapatinib ile tedavi edilen gruplarda Trastuzumab ile tedavi edilen gruplara oranla
neovaskiilarizasyonu anlamh sekilde gerilettik. Fakat kombine tedavinin tek basina
Lapatinib tedavisinden hem neovaskiilarizasyon hem de VEGF bakimindan anlamli
bir farki olmadigmm1 gordiik. Bu bize ileride neovaskiilarizasyona yonelik
tedavilerimizde kombine tedavinin yerine tek basmna Lapatinib tedavisinin yeterli
olabilecegini gostermektedir.

(Calismamizda ayni zamanda gruplarin hepsinden esit biiytlikliikte alman
kornealarda ELISA yontemiyle VEGF diizeylerini degerlendirdik. Bu sekilde
kullandigimiz ilaglarin VEGF diizeyleri iizerine olan etkilerini kantitatif olarak
degerlendirme ve kiyaslama olanagmi yakalamis olduk. ELISA sonuglarimiz
degerlendirildiginde neovaskiilarizasyon gozlenmeyen kontrol grubunda VEGF

diizeyinin sham grubundan anlamli diisiik olarak tespit ettik. Bu sonuglar

51



immiinhistokimyasal olarak yapilan Ol¢iimlerle paralellik gostermektedir. Biz
yaptigimiz calisma ile bazal korneal VEGF diizeyini ve kimyasal yanik sonrasinda
goriilen yiikselme miktarlarmi belirledik. Tedavi gruplarma bakildiginda ise
Lapatinib grubunun VEGF diizeyi Trastuzumab grubunun VEGF diizeyinden
istatistiksel olarak anlamli diisiik ¢ikmistir. Bunun yaninda Lapatinib+Trastuzumab
grubunu ise tek basina Lapatinib grubu ile anlamsiz Trastuzumab’dan ise anlamli
diisiik olarak tespit edilmistir. Kornea neovaskiilarizasyonuna doniik yapilan
calismada VEGF diizeyleri arasinda benzer sonuglar elde edilmistir (168).

Bu bulgular bize kullandigimiz korneal neovaskiilarizasyon modelinin VEGF
diizeyini anlamli derecede yiikselttigini ve neovaskiilarizasyonun olusmasinda
VEGF’in 6nemli bir yere sahip oldugunu tekrar gosterdi. Bunun yaninda
kullandigimiz Lapatinib ve Trastuzumab’in her ikisinin de VEGF diizeylerini anlamli
oranda  disiirdiigiini  tespit ettik. Lapatinib ve Trastuzumab korneal
neovaskiilarizasyonun dnlemesinde farkl bir¢ok yolla etki gostermektedir.

Bu yolaklar;

1) Anjiyogenik faktorler olan EGF ve TGF’iin bloke edilmesi (154, 169).

2) Pro-anjiyogenik faktorlerin ekspresyonu azalirken, anti-anjiyogenik
faktorlerin ekspresyonunun artmasi (147, 148, 150, 152).

3) HER1, HER2, p95 HER2 reseptorlerinin inhibisyonu sonucu hiicre
siklusunun durmasi (151).

4) DNA tamirinin inhibisyonu ve DNA hasar1 olusturulmasi (150).

5) Antikor bagimli hiicresel sitotoksisitenin aktivasyonu ve proliferasyonun
inhibisyonuyla sitotoksik 6zellik gostermesi (170).

6) Apoptozisi indiiklemesi (171).

7) CEPs miktarinin diistiriilmesi (141, 142, 143)

8) VEGFRI fosforilizasyonunu %70 oraninda engellenmesi (141).

9) VEGF ekspresyonun azaltilmasidir (122, 147, 148).

Yaptigimiz c¢alisma sonuglarima baktigimizda bu yolaklar arasinda en
onemlisinin VEGF diizeylerindeki azalma olarak tespit ettik. Bu etkinin korneal
neovaskiilarizasyonu  engellemeye  yonelik  kullandigimiz ~ Lapatinib  ve
Trastuzumab’in neovaskiilarizasyonu onlemeye yonelik bircok etki mekanizmasi

icinde en onemlisi oldugu sdylenebilir.
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Lapatinib ve Trastuzumab tedavisi ile VEGF diizeylerinde kontrol grubuna
yakin diisis saglanmasina ragmen kornea neovaskiilarizasyonunda parsiyel
inhibisyonu ise VEGF’iin tiim izoformlarinin tamamen bloke edilememis olmasina
ve neovaskiilarizasyonda gorev alan fakat tam olarak tanimlanamayan yolaklarin
etkinligine baglayabiliriz. Ayrica Trastuzumab ve Lapatinib’in  sistemik
uygulamasiyla ilgili farmakokinetik 6zelliklerinin bilinmemesi nedeniyle, korneal
neovaskiilarizasyonun inhibisyonunda optimum fayda saglayacak dozaj ve ilag
uygulama siklig1 en etkin bigimde yapilamamais olabilir.

Bu c¢alismada Trastuzumab ve Lapatinib’in kornea neovaskiilarizasyonu
olusumunda gorevli baslica faktor olan VEGF seviyelerine ve neovaskiilarizasyon
iizerine etkileri arastirildi. Neovaskiilarizasyon siirecinde VEGF sekresyonunun
inhibisyonu disinda bir¢ok mekanizmanin da etkili oldugu bilinmektedir. Bu ayrimi
daha net yapabilmek icin neovaskiilarizasyonda gorevli yolaklarmm daha ayrintili
incelenmesi gerekmektedir.

Lapatinib ve Trastuzumab, karmasik bir olay olan anjiyogenezde gorev alan
faktor ve sitokinlerin ¢cogunun salmimini inhibe ederek ve sorumlu reseptorleri
inhibe ederek anjiyogenezin dnlenmesine katkida bulunabilir. En 6nemli anjiyogenik
faktorlerden bir1 olan VEGF’in inhibisyonu tiim patolojik neovaskiilarizasyon
durumlari i¢in esas amagtir. Calismamiz sonucunda Lapatinib’in Trastuzumab’a gore
daha etkili oldugu tespit edilmis ve bu durum Lapatinib’in VEGF diizeylerini
Trastuzumab’dan daha etkin sekilde azaltmasiyla da paralellik gostermistir. Kornea
neovaskiilarizasyonunu engellemeye yonelik Lapatinib’in topikal uygulamasi ve

optimal dozunun tespiti amaciyla daha ileri ¢aligmalara gerek duyulmaktadir.
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