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1 GIRIS

Saglikli kornea avaskiiler yapidadir ve bu ozellik net gdrebilmek i¢in
bliylik 6nem tasimaktadir (1). Limbustaki normalde var olan damar yapilarindan
olusan yeni damarlarin, saydam korneanin gesitli katmanlarini invaze etmesine
kornea neovaskiilarizasyonu (KNV) denmektedir. KNV diinya genelinde
milyonlarca insanin goérmesini tehdit eden Onemli bir saglik problemidir.
Enfeksiyon, inflamasyon, iskemi, dejenerasyon, travma ve limbal hiicre
yetmezlikleri bu problemin olugsmasinin temel sebepleridir (2).

Giincel farmakolojik tedavide sik¢a kullanilan kortikosteroidler ve non
steroid antienflamatuar ilaclarin glokom, katarakt ve kornea incelmesi gibi 6nemli
yan etkileri bulunmaktadir (3).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (Vascular Endothelial Growth
Factor-VEGF) KNV gelisiminde major roli bulunmaktadir (4). VEGF
inhibisyonunun KNV’yi azalttig1 gosterilmistir (5, 6).

Bevacizumab (Altuzan, Roche, Isvicre) VEGF reseptorlerine karsi
gelistirilmis, KNV’yi azaltmada etkisi gosterilmis bir rekombinant humanize
monoklonal antikordur (7, 8). Bu ila¢ Amerika ila¢ ve Gida Dairesi (US Food
Drug Administration-FDA) tarafindan metastatik kolon kanseri, kii¢iik hiicreli dis1
akciger kanseri, meme kanseri, glioblastoma multiforme, renal hiicreli karsinom
ve serviks kanseri tedavisi i¢in onay almis olsa da, off-label olarak yaygin bir

bicimde, yasa bagli makiila dejenerasyonu (YBMD), retinal ven tikanikligi,



proliferatif diyabetik retinopati (PDR) ve neovaskiiler glokom hastalarinda
kullanilmaktadir (7, 9-14). Bevacizumab’in patent siiresi ABD’de 2019,
Avrupa’da 2022 yilinda sona ermektedir. Bevacizumab’in 2015 yilindaki
satiglarinin  yaklasik 7 milyar dolara ulagsmasi onu biyobenzer ilag iireticileri igin
poptiler bir hedef haline getirmektedir. Su anda diinya ¢apinda tahmini olarak 15
farkli biyobenzer bevacizumab gelistirme ¢alismasi yiiriitiilmektedir (15).

Bevacizumab’in oftalmik kullanim i¢in hazir bir formunun ve dozajinin
olmamasi, kullanimini ve yayginlagsmasini kisitlayan 6nemli bir engeldir. Ayrica
bevacizumabin goz ici tedavileri icin hazirlanma asamasinda kontaminasyon
olabilmekte, bu durum agir géz enfeksiyonlarina sebep olabilmektedir (16, 17).

Anti-Human VEGF GUO01, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immunoloji
Laboratuvarinda hibridoma yontemi kullanilarak iiretilen, HiTrap Protein G HP
klonu kullanilarak Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) cihazinda
saflagtirilmis, bevacizumabla potansiyel biyobenzer olan, fare kokenli monoklonal
immunoglobulin G (IgG) antikorudur.

Bu c¢alismada tavsan gdzlerinde siitiir ile indiikklenmis KNV’de ,
subkonjonktival bevacizumab ile subkonjonktival Anti-Human VEGF GUO1

tedavilerinin etkinliklerinin karsilastirilmasi amaglanmastir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 KORNEA’NIN AVASKULARITESI VE
NEOVASKULARIZASYONU

Kornea’nin beslenmesi, oftalmik arterden dallanan siliyer arterlerin
olusturdugu limbal perikorneal pleksus tarafindan saglanir. Neovaskiilarizsyon
(NV) bu pleksustan filizlenen yeni kapiller ve veniillerin avaskiiler korneaya
invaze olmasiyla olusur (18, 19). NV ¢ogunlukla damarlarin stromaya girmesiyle
gelisse de, %10 gibi bir oranda epitel ve bowman tabakasi arasinda da
gelisebilmektedir (20). Esasen NV, hasarlanan veya enfeksiyona maruz kalmis
korneay: iyilestirmek amaciyla olusan dogal bir savunma mekanizmasidir. Ancak
bu durum genellikle korneanin saydamliginin azalmasina ve sonug olarak gérme
keskinliginin diismesine neden olmaktadir. Ayrica NV, kornea nakli
cerrahilerinde rejeksiyon riskini de biiyiik oranda arttirmaktadir (21).

Kornea’nin  avaskiilaritesi  anjiyojenik-antianjiyojenik  denge ile
saglanmaktadir. NV bu dengenin anjiyojenik tarafa kaymasiyla meydana
gelmektedir. Kornea’nin antianjiyojenik mekanizmalar1 7 maddede 6zetlenebilir:

1 Stki kollajen yapisinin olusturdugu mekanik savunma

2 Kornea epitelinin anjiyostatik ozelligi

3 On kamarada gelisen gecikmis tip hipersensivite reaksiyonu

4 Yayen kornea innervasyonu

5 Anjivojenik faktorlerin diisiikliigii

6 Limbus hiicrelerinin bariyer fonksiyonu




7 Potent antianjiyojenik faktorlerin aktif tiretimi (22-24).

Bu koruyucu mekanizmalar asagidaki siralanan durumlarda yeterli
olamamakta ve denge anjiyojenik tarafa kaymaktadir. Bu durumlar 5 maddede
Ozetlenebilir:

1 Travma

2 fnf[amasyon
3 Enfeksiyon

4 Hipoksi

5 Limbal kok hiicre vetmezligi (22-24).

2.2 EPIDEMIYOLOJI

KNV diinyada milyonlarca insanin gormesini tehdit eden ve korliige neden
olabilen 6nemli bir halk sagligi problemidir. Genel popiilasyonda KNV’nin
prevelans ve insidans calismalar1 yoktur. 1996 yilinda Massachusetts Goz ve
Kulak Hastanesi’nin g6z servisine basvuran hasta popiilasyonun % 4,14’iinde
KNV tespit edilmistir. ABD’de her yil yaklasik 1,4 milyon insanda KNV
gelismektedir. Kornea nakli sonrasi elde edilen kornea drneklerinin % 20’sinde
KNV oldugu goriilmiistiir (25, 26).

KNV farkli durumlar sonucu olusan ortak bir sekeldir. Bu durumlardan
biri olan klamidya enfeksiyonlari, yaklasik 6 milyon insanin, onkoserkiyazis
yaklagik 1 milyon insanin korliigiine sebep olmaktadir. KNV ile sik birlikteligi

olan herpes simpleks enfeksiyonu sadece ABD’de 500 000 insan1 etkilemektedir.



Yine yumusak lens kullanimi ABD’de 125 000 ile 470 000 insanda KNV’ye
neden olmaktadir (2, 25, 27).

Tiirkiye’de KNV ile bir prevelans c¢alismasi olmamakla beraber Askeri
hastanelere basvuran 1 777 500 geng erkekte yapilan, gorme problemlerinden
otiirli askeri maluliyet oranlarinin incelendigi bir ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismada
kornea ve lens problemleri birlikte degerlendirilmis ve kornea ve lens
hastaliklarindan dolay1 gorme keskinligi snellen eseline gore 0,1°den az olan, bu
sebeple askerlikten muaf sayilan hasta prevelanst %0,101 olarak bulunmustur
(28).

fran’da KNV’nin de degerlendirildigi 5190 40-64 yas arasi yetiskinde

yapilan bir prevelans ¢alismasinda KNV orant %3,65 olarak bulunmustur (29).

2.3 RISK FAKTORLERI VE ETiYOLOJI
KNV’de en sik izlenen ve oOncelikli olan  durumlar enflamatuar,
enfeksiydz, dejeneratif ve travmatik bozukluklardir. Bu durumlar tablo 1’de

Ozetlenmis olup sonraki kisimlarda detaylandirilacaktir.



Tablo 1 KNV ETIYOLOJISI

1 Enflamatuar Bozukluklar
(26, 30)

o Okiiler pemfigoid

o Atopik konjonktivit

e Rozasea

o Greft reddi

o Lyell’s sendromu

e  Stevens-Johnson sendromu
e Graft versus host hastaligt

2 Enfeksiyoz Keratitler
(26,31, 32)

Viral

o Herpes simpleks viriisii (HSV)
e  Herpes zoster

Bakteriyel

e Psdodomonas
e Klamidya Trachomatis
o Sfiliz

Fungal

e Candida
o  Fusarium
o Aspergillus

Parazitik

®  Onkoserkiyazis

3 Dejeneratif-Konjenital Bozukluklar
(20,33, 34)

e  Pterjium
o Terrien marjinal dejenerasyon
o Aniridi

4 Travmatik — Iyatrojenik - Diger
Bozukluklar (2)

o Kontakt lens

o Alkali yaniklar

o Ulserasyon

o Iyatrojenik

o Kok hiicre yetmezligi




2.3.1 HERPES SIMPLEKS ENFEKSIYONU

Gelismis iilkelerde herpetik okiiler yiizey hastaliklar1 yillik insidansi ve
prevalansi sirastyla 100 000°de 5,9-20,7 ve 100 000°de 149°dur (35).

HSV ile enfekte epitel hiiclerinin KNV’ye sebep olan VEGF-A
sentezledigi gosterilmistir (36). Herpes simpleks keratiti fare modelinde VEGF-
A’nin, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii 1 ve 2’ye (VEGFRI1 ve
VEGFR2) baglanmasinin 6nlenmesi NV’yi azaltmaktadir (37).

VEGF disindaki bazi molekiiller de ekstraseliiler matriksi (ECM) bozup
NV’nin biiylimesini kolaylastirmaktadir. Bu molekiillerden biri olan matriks
metalloproteinaz-9’un  (MMP-9) HSV enfeksiyonu sonrasi korneada arttig
gosterilmistir. Bu MMP’ler enfeksiyonun erken asamasinda nétrofiller tarafindan
sentezlenmektedir. MMP-9’un, metallopeptidaz 1 doku inhibitérii ile (TIMP-1) ile

inhibisyonu, HSV ile uyarilan NV’yi inhibe etmektedir (38).

2.3.2 KONTAKT LENS KULLANIMI

Genel popiilasyonda KNV’nin en sik karsilasilan sebebi kontakt lens
kullanimidir. KNV hastalarinda yapilan bir ¢alismada kontakt lens etiyolojisi
%10-30 olarak bulunmustur. Sert gaz gecirgen lensler (Rigid Gas Permeable-
RGP) yumusak lenslere gore KNV’den daha az sorumludur. Buradaki esas sebep
hipoksidir (39). Uzun siire lens kullananlarda korneada meydana gelen hipoksinin
erken bulgusu limbusta izlenen hiperemidir (40). Kontakt lensle uyumak

hipoksiyi ve korneadaki anjiyojenik faktorleri arttiran 6nemli bir durumdur (41).



Son zamanlarda yumusak kontakt lenslerde ¢cok daha yiiksek oksijen gegisi
saglayan silikon hidrojel materyallerin kullanilmasiyla, KNV gelisiminde biiyiik
oranda azalma izlenmistir (42).

KNV en sik olarak uzun siire kullanilan afakik kontakt lenslerin kullanimi
sonrasi ortaya ¢ikmaktadir (43).

Yumusak kontakt lense bagli gelisen hipoksi proenflamatuar ve
anjiyojenik etkileri olan aragidonik asit metabolizmasini stimiile etmektedir.
Asemptomatik kontakt lens kullanicilarinda bile interlokin 6 (IL-6), IL-8 gibi

proenflamatuar ve anjiyojenik sitokinlerin arttig1 gosterilmistir (44).

2.3.3 KORNEA YANIKLARI

KNV ve KNV’ye sekonder gelisen korneal opasifikasyon, alkali yanik
sonrast korliglin en sik sebebidir (2). Tedavide rutin olarak topikal steroid
kullanilmaktadir. Ancak tedaviye ragmen NV, o6dem, lipid birikimi ve skar
gelisimi izlenebilmektedir. Steroidler epitel iyilesmesini geciktirdigi igin akut
donemde verilmesini kisitlamaktadir. Deneysel c¢alismalarda VEGF’in, alkali
yaniktan 6 saat sonra anlamli olarak arttig1, 12-48 saatte de maksimum seviyeye
ulastigr gosterilmistir (45, 46). VEGF ikinci pikini 4-8. giinler arasinda
yapmaktadir (45). VEGF alkali yaniklarda goblet hiicrelerinin korneay1 invaze
etmesinde, dolayisiyla NV ve konjonktivalizasyonda 6nemli rol almaktadir (47).
Bevacizumab’in rat kornealarinda, kimyasal yanik modelinde, enflamatuar hiicre

infiltrasyonunu ve sitokin diizeyini azalttigi gosterilmistir (48). Deneysel



caligmalarda ilk 24 saatte baslanilan tedavinin, sonrasinda baslanilan tedaviye
gore kornea seffafligini korumada daha basar1 oldugu gosterilmistir. Tedaviye

sadece 3 giin sonra baglanmasi bile klinik sonuglar1 degistirebilmektedir (49, 50).

2.3.4 KORNEA NAKLI

Kornea nakli diinyada en sik yapilan ve en yiiksek basari oranlarina sahip
solid organ transplantasyonudur (51). Vaskiilarize olmayan kornealarda 5 yillik
cerrahi basart oran1 %81°dir (52). Cerrahi inflame veya vaskiilarize bir alict
yatakta gergeklestirildiginde bu oran %?20-40’lara diismektedir (53). NV bu
cerrahideki basarisizliklarin en biiylik sebeblerinden biridir. Rejeksiyon olasilig
vaskiilarize kadran miktari ile korele olmaktadir. 702 kornea greftinin incelendigi
bir calismada 1 veya 2 kadranda (1-15 damar) izlenen KNV ’nin greft yetmezligi
icin yiiksek risk, 3 veya 4 kadranda (16 ve daha fazla damar) izlenen KNV nin
greft yetmezligi icin ¢ok yiiksek risk tasidigir belirtilmistir (21). Yiksek riski
keratoplastilere Steven Johnson sendromu, kornea filseri, kornea yanigi,
vaskiilarize 16kom ve onceden geg¢irilmis greft rejeksiyonu olmasi, yiiksek riskli
keratoplastilere 6rnek gosterilebilir (54).

Diisiik riskli keratoplastilerde bile postoperatif 1 yil igerisinde yaklagik
%150 hastada 1liml1 miktarda yeni damarlarin grefte dogru ilerledigi, yaklasik %10
hastada da bu damarlarin donér korneaya ulagtigi goriilmistiir. NV siklikla resim
1 de goriildiigii gibi, siitliriin dis donme hizasindan baslayip siitiir trasesi boyunca

ilerlemektedir (55, 56).



Kornea grefti rejeksiyonu patogenezinde lenfanjiyogenezin onemli rolil
oldugu caligmalarca gosterilmistir (57-59). Anti VEGF tedavi hem
lenfanjiyogenezi hem de hemanjiyogenezi inhibe ederek greft Omriinii
arttirmaktadir . Hemanjiyogenez ve lenfanjiyogenezin inhibisyonu, normal riskli

kornea nakillerinde bile greft mriinii uzatabilmektedir (60).

Resim 1: Keratoplasti sonrasi KNV gériintimii
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Penetran keratoplasti (PK) sonrasi KNV gelisimi i¢in risk faktorleri 5
madde de 6zetlenebilir:

1 Cerrahi oncesi var olan KNV

2 Persistan epitel defekti

3 Stitiir diigtimiiniin alici yatakta birakilmasi

4 Aktif blefarit varligi

5 Genis alici yatak kullanilmasi (26).

24 PATOGENEZ

Vaskiilogenez intrauterin donemde izlenen, de novo olarak endotelyal
progenitdr hiicrelerden yeni damarlarin olusmasidir. Anjiyogenez ise mevcut
damarlardan yeni damarlarin filizlenmesi olayidir. KNV bir anjiyogenezdir (61).

Anjiyogenez proanjiyojenik ve antianjiyojenik sinyallerin, vaskiiler
endotelyal hiicrelerin, perisitlerin ve ¢evredeki ECM’nin rol aldigi kompleks bir
siirectir (62).

Kornea anjiyogenezi asagidaki sira ile gerceklesir (Sekil 1):

1 Herpes simplex enfeksiyonu ya da alkali yanik gibi baslatici bir stimulus

2 Latent periyod

3 Limbal damarlarin dilatasyonu

4 Veniil ve kapiller damarlarin enzimatik yikimi

5 Endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve stimulusa dogru migrasyonu

11



6 Endotel hiicrelerinin uzayarak yeni damar filizlerini olusturmasi, liimen

ve vaskiiler loop formasyonu olusumu, kan akiminin baslamasi

7 Damarlarin arteriol ve veniillere matiirasyonu (63-65).

4 EC aktivasyon

5 Bazal membran
bozunmasy
TEC

2 Anjiojsuik faktir - ® ¢
proliferasyon

salinim . 3 EC reseptar
baglanmasi

~ 8 Kak hiicre

6 ECM yeniden proliferasyany

yapilanmasi

1 Anjiojenik faktir
liretimi

9 Labi)
formasyonu

10 Lup formasyonu

’ 11 Perisit toplanmasi ve damar

stabilizasyonu

Sekil 1: Kornea anjiyogenezi olusumu

Doku hasarina yanit olarak korneadaki stromal keratositler, epitel hiicreleri
ve enflamatuar hiicrelerden, endotel hiicrelerinin reseptorlerine baglanan VEGF
gibi proanjiyojenik maddeler salinir. Aktive endotel hiicreleri migrasyon ve
proliferasyon gosterir. Normal kosullarda kornea, antianjiyojenik kuvvetleriyle
anjiyojenik mekanizmalar1 bloke eder ve avaskiilaritesini korumaya calisir. Ancak
patolojik kosullarda bu yeterli olmayabilir ve NV meydana gelir (66).
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Normal matiir damarlarin saglamligini saglayan bir ¢ok faktor vardir.
Normal damarlarda ECM ile kuvvetli bir bag ve destek saglayan Tip 4 kollajen
bazal membran1 ve kavsak adezyon molekiilii (Junctional adhesion molecule-
JAM-1) ile sik1 baglanti alanlar1 bulunmaktadir. Bu 6zellikler damar igeriginin
disart sizmasini engellemekte, damar stabilitesini korumaktadir. Ancak patolojik
durumlarda bu destekler gecici olarak kaybolur. Damarlarda proliferasyon ve
migrasyon gergeklesir, yeni damar tiibiilleri olugur. Bir siire sonra perisitlerin
damarlar1 ¢evrelemeye baglamasiyla, bu yeni damarlar da olgunlasir ve normal
damar o6zelliklerini tasir (67).

ECM’nin, endotel hiiclerinin kendi aralarinda ve cevre dokuyla olan
iligkilerinde ve damarlarin kollabe olmasini 6nlemede, etkin rolii vardir. Ancak
yeni damarlarin filizlenmesi sirasinda ECM’deki proteolitikler aktive olur ve
ECM c¢oziinmeye ugrar. Bu ¢oziinmeyle olusan yeni gecici matriksteki fibrin ve
fibronektin gibi maddeler, endotel hiiclerinin yeni hedeflerine tutulmasinit ve
iskelet yapisin1 kazanmasini saglar (61).

ECM c¢oziinmesinde MMP’ler, plazminojen aktivatorleri, heparinazlar,
kinazlar, triptazlar ve katepsinler gibi proteinazlar rol alir. Bu proteinazlarin
aktivitesi, matrikste bagli bulunan ve yeni damarlarin olusmasini saglayan VEGF,
fibroblast biiytime faktorii (Fibrobast growth factor-FGF) ve transforme edici
bliylime faktorii (Trasforming growth factor-TGF) gibi proanjiyojenik

aktivatorlerin serbestlesmesini saglar (61, 68-70).
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Saglam olgun damar formasyonlari i¢in endotel hiicrelerinin perisitlerle ve
diiz kas hiicreleriyle etkilesim i¢inde olmasi gerekmektedir. Eger bu hiicrelerde
eksiklik olursa damar permeabilitilesi ve frajilitesi artar, kanama meydana gelir.
Bu durum patolojik anjiyogenezde de karsimiza ¢ikmaktadir (71).

KNV’ye neden olan durumlar ve patomekanizmalari tablo 2 de

ozetlenmistir (20, 72):
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Tablo 2 PATOMEKANIZMA

HASTALIKLAR/DURUMLAR

1Kornea
inflamasyonu/enfeksivonu

2 Kornea hipoksisi

3 Limbal antianjivojenik
bariyer defekti

4 Sekonder/iyatrojenik

Keratitler (en sik HSV)
Greft reddi

Otoimmun hastaliklar

Uzun siireli  diisilk dk
indeksli  kontakt lens
kullanimi

Herediter (Aniridi)
Kazanilmis (kimyasal
hasar)

Keratoplasti sonrasi
Kornea yara iyilesmesi

sonrasi

15



Gelisen NV’nin en Onemli sonucu, gérme keskinliginin ve gorme
kalitesinin diismesidir.
Bunun birka¢ nedeni mevcuttur:

1 Kan hiicrelerinin olusturdugu opasite

2 Diizensiz damar duvarimin neden oldugu sapmalar

3 Damarlarin arasindaki kollajenin yerlesiminin bozulmasi

4 Damarlarin komsulugunda ddem, hemoraji ve lipid birikiminin olmasi

5 Pannusun olusturdugu kornea diizensizlikleri (23).

2.5 SINIFLANDIRMA
KNV Kklinikte ti¢ farkli goriintimle karsimiza ¢ikar.

1 Vaskiiler pannus: Kornea periferinde bag doku proliferasyonu ile birlikte

olan yiizeyel NV goriiniimiidiir. Daha ¢ok trahom, atopik keratokonjonktivit,
stafilokokal blefarit ,vernal konjonktivit ve kontakt lens kullanimi gibi okiiler
ylizey problemleri ile iligkilidir.

2 Stromal NV: En sik karsilagilagilan goriiniim olup stromal keratitlerle

iligkilidir.
3 Derin NV: Herpetik ve sfilitik stromal keratitlerde izlenen Desme
membrani lizerindeki NV’lerdir (25, 73).

Yiizeyel ve derin NV’nin ayirt edici 6zellikleri tablo 3 de gosterilmistir

(33).
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Tablo 3 ORIJIN KARAKTER

Yiizeyel NV Konjonktiva Limbusta devam eden, stiperfisyal stromal yiizeye yayilan,

damarlar parlak kirmizi, keskin suurl, dallanan, irregiiler epitel
proliferasyonuna neden olan damarlar

Derin NV Anterior siliyer Limbusta kaybolan, derin stromal tabakalara yayilan,

damarlar koyu kirmizi, belirsiz, paralel ve radyal uzanan, epitelde

proliferasyona neden olmayan damarlar

2.6 KNV’DE PROANJIYOJENIK ~ VE  ANTIANJIYOJENIK
FAKTORLER

Kornea’nin avaskiilaritesi i¢in, antianjiyojenik faktorlerin yiiksek,
proanjiyojenik faktdrlerin diigiik oldugu bir ortama ihtiyag vardir. Proanjiyojenik
faktorlerin dengeyi bozdugu durumlar NV ile sonuc¢lanmaktadir (74).

Yalmz bu siireg tamamen aydmlatilabilmis degildir. Ornegin siddetli
inflamasyonla karakterize Akantomoeba keratitinde, diger keratitlerden daha az
KNV gelismektedir. Bu durum korneada kompleks bir anjiyojenik ve
antianjiyojenik dengenin soz konusu oldugunu ve hala aydinlatilmasi gereken

noktalar oldugunu diisiindiirmektedir (32).

2.6.1 ANJIYOJENIK AJANLAR

Korneadaki anjiyojenik ajanlar tablo 4’te 6zetlemistir (2, 75):
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Tablo 4 ANJIYOJENIK FAKTORLER

e VEGF

e Hipoksiyle Indiiklenen Faktér-1

e PGF

e FGF

o Transforme Edici Biiyiime Faktorii-o ve B (TGF a) (TGF B)
o [nsiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

e  MMP’ler

e Leptin

o Integrinler

o JL-]
o IL-6
o JL-8

o  Tiimor Nekrozu Faktorii-a ve B(TNF a) (TNF B)
e Anjiyopoetin-1

e Hepatosit biiyiime faktorii (HGF)

o Epidermal Biiyiime Faktorii

e Bag Doku Biiyiime Faktérii (CTGF)

o  Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktérii (PDGF)

e  Graniilosit Koloni Uyaran Faktor

e Anjiyogenin

o Doku Faktorii

®  Monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1)
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2.6.1.1 VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU

1948 yilinda Michaelson normal ve patolojik NV’nin bilinmeyen bir
madde tarafindan uyarildigini diistinmiis ve bu maddeye X faktorii ismini
vermistir (76). 1983 yilinda Senger ve arkadaslari, damar gecirgenligini arttigini
diisiindiikleri vaskiiler gecirgenlik faktorii (Vascular permeability factor-VPF)
ismini verdikleri bir maddeyi tanimlamislardir (77). 1989 yilinda Ferrara ve
arkadaslari, hipofiz hiicrelerinde endotelyal proliferasyonu uyardigini iddia
ettikleri “ VEGF ” isminde bir faktor tanimlamislardir (78).

VEGF, hem anjiyogenezde hem vaskiilogenezde 6nemli rolii olan 48-
kDa’luk bir homodimerik glikoprotein ailesidir. VEGF inhibisyonu kanser,
YBMD ve diyabetik retinopati tedavilerinde uzun yillardir etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Son yillarda bu inhibisyonun KNV tedavisinde de etkili oldugu
gosterilmistir (79, 80). VEGF-A bu ailenin kesfedilen en dnemli iiyesidir. VEGF-
A geninde aminoasit sayisina géore VEGF-121, VEGF-165, VEGF-189 ve VEGF-
206 isimli 5 farkli izoform ftretilmektedir. VEGF-165 dominant izoformdur (81).
PGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D bilenen diger VEGF’lerdir. VEGF-E ve
VEGF-F ise viriisler tarafindan kodlanan bazi yilanlarin zehirinde tespit edilmis
VEGEF iligkili proteinlerdir. VEGF-A etkisini primer olarak vaskiiler endotel
hiicrelerinde gosterse de; monosit, makrofaj, ndronlar, kanser hiicreleri ve bobrek
epitel hiiclerine de etkileri bulunmaktadir (82). VEGF-A, normal ve patolojik
anjiyogenezin bir ¢ok asamasinda etkili olan, ek olarak vaskiiler permeabiliteyi

arttirict ve vazodilatator 6zellikleri olan potent bir anjiyojenik stimiilatordiir (83-
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85). VEGF’in damar permeabilitesini arttirict 6zelligi histaminden 50 000 kat
kuvvetli bulunmustur (86).
VEGF-A anjiyogenezi arttiric1 6zelliklerini

1 Endotel hiicre proliferasyonu

2 Endotel migrasyonu

3 Proteolitiklerin aktivasyonu

4 Kapiller tiip formasyonu olusturarak gostermektedir (62).

VEGF-B ve VEGF-C embriyojenik anjiyogenez ve lenfanjiyogenezle
ilgilidir. VEGF-D ise akciger bronsiollerinde lenfatik damarlanmada gorevlidir.
PGF ise iskemi, inflamasyon, yara iyilesmesi ve kanser hiicrelerinde
vaskiilogenez ve anjiyogenezde gorevlidir (87).

VEGEF etkisini genel olarak endotel hiiclerinden daha az oranda monosit ve
makrofajlardan eksprese edilen, tirozin kinaz (VEGFRs) reseptorlerine baglanarak
gosterir (88, 89). VEGF-A VEGFRI1 ve VEGFR2’ye baglanir. VEGF’in bilinen
etkilerini olusturan esas reseptor VEGFR2’dir. VEGFR1 az bilinen ve VEGFR2
sinyalini ayarlamada gorevi oldugu diisliniilen reseptoérdiir. VEGF-B ve PGF
VEGFR1’e baglanmaktadir. VEGF-E VEGFR2’ye baglanmaktadir. VEGF-C ve
VEGF-D, VEGFR3 e baglanir ve lenfanjiyogenezden sorumludur (90, 91).

VEGF’ler ve reseptorleri sekil 2°de 6zetlenmistir:
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VEGF-A,,
VEGF-A, ,
VEGF-A .
VEGF-A,,,
VEGF-A,,

VEGFR-1 NRP-1 VEGFR-2 VEGFR-3  NRP-2
(Flt-1) (FIk-1/KDR) (Flt-4)

| |

Vasculogenesis Lymphangiogenesis

Angiogenesis

Sekil 2: VEGF reseptorleri

2.6.1.2 FIBROBLAST BUYUME FAKTORU

Temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), anjiyogenez modellerinde sik
kullanilan bir ajandir (2, 92). bFGF, FGF ailesinin bir iiyesidir. Bu aile dokularda
hiicresel farklilasma, anjiyogenez, mitogenez ve yara iyilesmesinde sirasinda
yliksek oranda salinan, 23 adet heparin baglayici peptidi kapsamaktadir. FGF
anjiyojenik ozelliklerini FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 ve FGFR-4 adl tirozin kinaz
reseptorlerine baglanarak gostermektedir (93). FGF ailesinden FGF-1 saglikli
kornea epiteli ve endotelinde diisiik oranda bulunmaktadir (94). FGF-2’nin ise
keratosit-endotel ortak kiiltiiriinde hasar sonrasi iiretildigi gosterilmistir (95).
Normalde kornea epitelinden salgilanan ancak bowman tabakasina baglanamayan
bFGF, epitel hasar1 sonrast bowman tabakasina baglanabilmektedir (96).

bFGF’nin VEGF-A, VEGF-C ve VEGF-D iiretimine aracilik ettigi gosterilmistir
21



(66). Anti-bFGF ajanlarinin invitro olarak endotel tiibiil formasyonunu, invivo

olarak da KNV’yi inhibe edebilmektedir (97).

2.6.1.3 MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR

MMP’ler anjiyogenezin diger bir anahtar mediatoriidir. MMP’ler,
anjiyogenez sirasinda ECM’nin ve vaskiiler bazal membranin tahrip edilip
yeniden yapilanmasini saglayarak NV ve lenfanjiyogeneze neden olan ¢inko
baglayan proteolitik enzimlerdir. MMP’ler substrat olarak ECM’deki kollajen,
fibronektin, laminin ve hiicre yiizey molekiillerini kullanirlar. MMP ailesi
jelatinazlar, kollajenazlar, stromelizinler, membran tip MMP’ler ve digerleri
olarak 5 gruba ayrilirlar. Bu grupta bulunan 25 enzimin 15 tanesi korneada tespit
edilmigtir. Bunlar kollajenaz 1 ve 3 (MMP-1 ve 13), jelatinaz A ve B (MMP-2 ve
9), stromelizin (MMP-3), matrilizin (MMP-7) ve membran tipi MMP’dir (MMP-
14) (98, 99). MMP’lerin anjiyogenez sirasinda korneadan salinimi artar (100,
101). Fakat anjiyogenezdeki kesin rolii heniiz netlesmemistir. Cilinkii MMP’ler
ECM’yi ¢oziindiirdiikten sonra endotel hiicrelerinin dokuya invaze olmasini
saglar. Bu durum, antianjiyojenik prekiirsorlerin de serbestlesmesini saglayarak
aynt anda hem proanjiyojenik hem antianjiyojenik oOzellikler gostermesini
saglamaktadir (99, 102, 103).

MMP-2, proanjiyojenik 6zelliklerini ECM c¢oziinmesini ve matrikse bagh
bliylime faktorlerinin (VEGF gibi) ve sitokinlerin salinmasini saglayarak

gostermektedir (99, 104, 105).
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MMP-7, katalitik aktivitesiyle birlikte anjiyogenezi regiile eden VEGFRI1,
plazminojen ve kollojen 18’1 serbestlestirir (106). MMP-7,  kollajen 18
serbestlesmesi ile endostatin miktarim arttirdigindan, ayni zamanda potent bir
antianjiyojenik etki de gosterebilmektedir (102).

Membran Tip-1 MMP(M1MMP) anjiyogenez icin en onemli MMP’dir.
Bunun sebebi, farelerde eksikliginin 3-4 hafta icinde 6liime neden oldugunun
gosterilmesidir (99). MIMMP yara iyilesmesi sirasinda kornea endotel hiicreleri
ve stromal keratositlerde artmaktadir. M1MMP’nin inhibisyonu vaskiiler gelisimi

yavaglatmaktadir (107).

2.6.2 ANTIANJIYOJENIK AJANLAR
Korneada etkili olan antianjiyojenik ajanlar tablo 5’te dzetlenmistir (2,

75):
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Tablo 5 ANTIANJIYOJENIK FAKTORLER

e Anjiyostatin

e  Endostatin

e  Prolaktin

e MMP’ler

o MMP doku inhibitérii
e Insan makrofaj Metalloesterazi
o Trombospondin 1- 2
o Trombosit faktor-4

e Anjiyopoetin 2

e  Antitrombin-3

o  Arresten

e Kanstatin

o Tumstatin

e  Pigment Epiteli Kaynakli Faktor (Pigment epithelium derived factor-PEDF)

e TNF
o [L-4
o [L-12

o [L-]3




2.6.2.1 ENDOSTATIN

Endostatin  etkisini, VEGF aracili endotel migrasyonunu ve
proliferasyonunu inhibe ederek gosterir (108). Endostatin bFGF ile olusturulan
KNV’yi anlaml sekilde azaltmaktadir (109). Endostatin antianjiyojenik etkisini,
VEGF reseptorlerini inhibe ederek ve kaspaz 3 aktivitesini arttirip endotel
apoptozisini arttirarak gosterir (110, 111). Endostatinin ayrica lenfanjiyogenezi de

inhibe etme 6zelligi mevcuttur (112).

2.6.2.2 ANJIYOSTATIN

Ik olarak Lewis akciger kanser hiicrelerinden izole edilen, plazminojenin
proteolitik bir fragmani olan anjiyostatin, gili¢lii bir antianjiyojenik faktordiir.
Anjiyostatin  etkilerini endotel proliferasyonunu, migrasyonunu ve tiibiil
formasyonunu inhibe ederek gosterir (113-115). Anjiyostatinin ayrica vaskiiler
endotel hiicrelerinde apoptozisi indiikleme 6zelligi de mevcuttur (116). bFGF ve
anjiyogenin ile indiiklenen KNV’de, anjiyostatinin inhibe edici 06zellikleri

gosterilmistir (113, 114).

2.6.2.3 PIGMENT EPITELI KAYNAKLI FAKTOR

PEDF ilk olarak retinoblastom hiicrelerinde, sonrasinda retina pigment
epiteli, iris ve korneada tespit edilen potent bir antianjiyojenik ve norotrofik bir
faktordiir (117). Korneada PEDF blokaji sonrast KNV gelisimi kolaylagmaktadir.

Ayrica rekombinant PEDF, bFGF tarafindan olusturulmus KNV’yi inhibe
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etmektedir (118). PEDF vitreusu ve retinay1 invaze etmeye calisan damarlarin
uzaklagtirilmasindan sorumlu olan major bir neovaskiilarizasyon inhibitoriidiir

(119).

2.7 KNV’NIN KORLUK YAPAN HASTALIKLARDA ROLU

Kornea hastaliklar1 diinyada, g¢ogunlukla gelismekte olan {ilkelerde,
yaklagik 10 milyon insanin iinilateral veya bilateral korliiglinden sorumludur
(120).

Gelismis iilkelerde, kontakt lense ve blefarite bagl olarak gelisen degisken
derecelerdeki yiizeyel NV =zararsiz kabul edilmektedir (121). Buna karsilik
stromal vaskiilarizasyonla giden HSV enfeksiyonu ve diger enfeksiyonlar korliige
ve kornea nakli cerrahilerinin basarisizligina neden olmaktadir (25). Kontakt lense
bagli gelisen bakteriyel kornea {ilserasyonlart da, vaskiilarize kornea skarina
neden olabilmektedir (122).

Gelismekte olan flilkelerde KNV ve skarla seyreden kornea hastaliklari
cocuklarda ve yetiskinlerde korliigiin major etkenidir (120). Afrika’da kornea
hastaliklarina bagl olarak korliikler, ¢ocuklarda daha ¢ok vitamin A eksikligi ve
kizamik hastalifina bagh gelismektedir. 16 yas alti siddetli gérme kaybi olan
cocuklarda yapilan bir ¢aligmada vitamin A eksikligi ve kizamik hastaligina bagh
gelisen korneal korliik oran1 %35 olarak bulunmustur (123). Zimbabve’de benzer

popiilasyonda yapilan bir ¢alismada korneal korliik oran1 %75 bulunmustur (124).
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2.8 TEDAVI

KNV tedavisi zor ve problemli bir siiregtir (125). Tedavide ¢esitli cerrahi
ve medikal yontemler olup bunlar degisken derecelerde basari saglamaktadir.
Tedavide ama¢ hem yeni damarlarin olusmasini Onlemek hem de mevcut

damarlarda gerileme saglamaktir (126).

2.8.1 TEDAVI TARIHCESI

KNV’yi tedavi edebilmek icin gecmiste bir ¢ok invaziv (pannus
eksizyonu, cerrahi/diatermik peritomi, bariyer olarak skar dokusu olusturmak,
koter, kriyoterapi, lameller cerrahi) ve non invaziv (iyonize radyasyon) teknik
denenmistir (127).

1964 yilinda Lavergne ve Colmant pannus dokusunun cerrahi olarak
cikarilmasindan, diatermik peritomiden ve koterizasyondan bahsetmistir (128).
1968 yilinda Ey ve arkadaglari, bu yontemlerin detaylarin1 ve karsilagtirmali
analizlerini ortaya koymustur (129).

Ey ve arkadaslari, ayn1 zamanda skar dokusunu neovaskiilarizasyon icin
bir bariyer olarak kullanmay1 diislinmiistiir. Ancak klinik uygulamalarda
damarlarin skar dokusunun etrafindan ve arasindan ilerledigini izlenmislerdir.
Aynt literatiirde yer alan bir bagka tedavi olan 1s1 ile koterizasyonla ilgili detaylar
bulunmamaktadir (129).

Konjonktiva 360 derece kesilip 4 mm posteriora siitiire edilerek, KNV

onlenmek istenmistir. Ancak yontemin denendigi tiim vakalarda basarisiz
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olunmustur (130). Korneadaki damarlara kriyoterapi uygulanmis. Ancak
rekanaliasyon, ara yliz hemorajileri, derin iilserasyon ve perforasyon gibi
komplikasyonlar gelismistir (129, 130).

Leigh’nin sirasiyla santral lameller, periferik aniiler ve santral penetran
keratoplastiden olusan karmasik teknigi 2-3 hastada basarili olmustur (131).

Beta radyasyon da KNV tedavisinde kullanilmigtir. Ancak baslangig
zamanlardaki cosku ve heyecan, ge¢ donemdeki agir komplikasyonlarin

yaymlanmasiyla son bulmustur (132-136).
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2.8.2 MEDIKAL TEDAVI
KNV’nin medikal tedavisinde gilinlimiize kadar calisilmis ilaglar tablo

6’da 6zetlenmistir:

Tablo 6 KNV MEDIKAL TEDAVISINDE CALISILMIS ILACLAR

Steroidler (137)

NSAI'ler (138)

Anti-VEGF ’ler (139)

Siklosporin (140)

SiRNA (141)

Nodinhibit-1 (142)

Oligoniikleotid  (Aganirsen) (143,
144)

Doksisiklin (145)

Anjiyogenin (146)

Tigesiklin (147)

Yesilcay (Epigallocatechin Gallate)
(148)

Antianj.peptidnanofiberler (149, 150)
T-PA peptid (151)

C vitamini (152)

Itrakonazol (153)

Curcumin (154)

Klaritromisin (155)

Moksifloksasin (155)

Endostatin (156)

TNP-470 (Fumagillin analogu) (157)
Polisiilfat heparin (158)
Pazopanib (159)
Talidomid (160)

Suramin (161)
Infliksimab (162)
Everolimus (163)
Sunitinib (163)
Transtuzumab (164)
Altin Partikiilleri (165)
Hiperbarik oksijen (166)
Somatostatin (167)
Oktreotid (168)
Rapamisin (169)
Metotreksat (170)

D3 vitamini (171)
Resveratrol (172)
P-PEDF-SAINT-18 (173)
Setuksimab (174)
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2.8.2.1 STEROIDLER

Steroidlerin antianjiyojenik etkileri ilk olarak Jones tarafindan 1950
yilinda ortaya koyulmustur (137). Sonrasinda kortizon, deksametazon,
hidrokortizon, prednizolon, metilpredzinolon, medroksiprogesteron, triamsinolon
ve anekortav asetatin KNV’yi inhibe edici etkisi lizerine bir ¢ok c¢aligma
yaptlmistir (128, 137, 175-178). Steroidler antianjiyojenik etkilerini hiicre
kemotaksisini inhibe ederek, proenflamatuar sitokinleri inhibe ederek,
plazminojen aktivatoriinii inhibe ederek ve prostaglandin sentezini inhibe ederek
gostermektedir (179-181).

Klinik c¢alismalar keratoplasti oncesi ve sonrasi steroid kullaniminin
KNV’ye bagh rejeksiyon oranini azalttigini gdstermistir (56). Bununla birlikte
steroidler her c¢alismada etkili olmamistir (128, 182, 183). Ayrica steroid
kullaniminin glokom, kornea incelmesi, kornea perforasyonu, katarakt ve herpes

viriis keratiti gibi ciddi yan etkileri mevcuttur (184, 185).

2.8.2.2 ANTI VEGF AJANLAR

Anti VEGF ajanlarin KNV’yi azaltmadaki etkisi hem hayvan, hem de
insan c¢alismalartyla gosterilmistir. Pegaptanib Sodyum (Macugen, Eyetech
Pharmaceuticals), bevacizumab (Altuzan, Roche, Isvicre), ranibizumab (Lucentis,
Novartis, Basel, Isvicre; Genentech, Roche) ve aflibercept (Eylea, Regeneron
Pharmaceuticals, Tarrytown, New York, Bayer, Basel, Switzerland) baslica anti-

VEGF’lerdir.
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Pegaptanib sodyum patolojik okiiler neovaskiilarizasyonun ve damar
permeabilite artisinin primer sorumlusu olan VEGF165’1 spesifik olarak inhibe
eden bir RNA aptameridir (186). Aptamerler spesifik bir sekile giren, bir antikor
gibi davranarak hiicre dig1 hedeflere yiiksek afinite ile baglanan kimyasal olarak
sentezlenmis oligoniikleotidlerdir (187). Bu ilacin insanlarda kullanilan ilk
aptamer olmasi ve YBMD’ye bagli koroidal neovaskiilarizasyonda FDA onayl
kulllanilan ilk anti VEGF ajan olmasi dolayisiyla tarihi 6nemi vardir (188).
Pegaptanib sodyum’un KNV’de kullanimiyla ilgili ¢ok fazla calisma yoktur.
Pegaptanib sodyum diger anti VEGF’ler kadar olmasa da KNV tedavisinde etkili
bulunmustur (189, 190).

Bevacizumab VEGF-A’nin biitiin izoformlarim1 (VEGF-115, VEGF-121,
VEGF-165, VEGF-189, VEGF-206) inhibe eden, 149 kilo dalton (kda)
agirhginda, rekombinant, humanize, monoklonal IgG1 antikorudur. Yapisal
olarak insan kaynakli bir ana iskelet ve ona bagl fare kaynakli bir belirleyici
bolgeden olusmaktadir (%93 insan, %7 fare). Bu antikor VEGF-A’ya yiiksek
ozgillikle baglanarak VEGF’i inhibe etmekte, bu da anormal damar
formasyonunu inhibe etmekte ve kapiller permeabiliteyi azaltmaktadir (191).
Bevacizumab FDA tarafindan metastatik kolon kanseri i¢in onaylanmig olup, off
label olarak eksudatif YBMB, PDR ve rubeozis iridis hastalig1 gibi neovaskiiler
oftalmolojik hastaliklarda sik¢a kullanilmaktadir (9, 11, 192, 193). Kornea
alaninda ilk olarak 1998 yilinda Yatoh ve arkadaslari, 2004 yilinda Cursiefen ve

arkadaglari, VEGF inhibisyonunun farelerde greft Omriinii uzattigmi tespit
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etmislerdir (60, 139). Deneysel calismalarin c¢ogunlugunda bevacizumabin

KNV’yi gerilettigi goriilmiistiir. Bu ¢aligmalarda etkinin olgunlagmig damarlardan

ziyade yeni gelisen damarlar iizerine oldugu goriilmiistiir. Calismalarda anlaml

yan etki izlenmemistir (60, 80, 194, 195). Bevacizumab’in KNV tedavisinde

etkisi insan ¢aligmalarinda da gosterilmistir (80, 196, 197). Klinik uygulamalarda

bevacizumabin kullanildigi durumlar tablo 7°da listelenmistir (49, 79, 80, 198-

203).

Tablo 7 BEVACIZUMAB’IN KORNEA PATOLOJILERINDE KLINIK

KULLANIMI

e Herpetik keratit

e Biilloz keratopati

e Kornea skar

e Kornea iilseri

e  Keratoplasti éncesi

e  Keratoplasti sonrasi

o Greft reddi

o  Graft Versus Host

e Limbal hiicre yetmezligi
e Pterjium

o Steven-Johnson Sendromu

e Familyal Disotonomi

Periferal iilseratif keratit
Romatoid keratit
Interstisyel keratit

Okiiler Skatrisyel Pemfigoid

Terrien Marjinal Dejenerasyon

Post travma

Mutipl  cerrahilere  bagh
incelmesi

Kimyasal hasar

Kuru goz

Rozasea keratiti

Post lazer in situ keratomileusis

kornea

Ranibizumab, VEGF-A’nin tiim izoformlarimi inhibe eden, 48 kda

agirhiginda, rekombinant, humanize, monoklonal antikorun Fab fragmanidir.
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Ranibizumab, bevacizumab i¢in Tiretilmis olan antikorun, Fc parcasinin
kopartilmasiyla elde edilmis ve VEGF-A ya olan afinitesi kuvvetlendirilmis bir
ajandir. Ranibizumab YBMD, diyabetik retinopati ve retinal ven okliizyonlarinda
FDA onayli olup bu hastaliklarin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(204-206). Ranibizumab’in KNV tedavisinde kullanildigr smirli sayidaki
calismada KNV’yi azalttig1 goriilmiistiir (3, 207-209).

Aflibercept, insan IgGl’inin Fc parcasiyla, VEGFR-1’in ikinci ve
VEGFR- 2’nin {gilincli baglanma bdlgelerinin birlestirilmesiyle olusturulan
tamamen humanize bir rekombinant proteindir (210, 211). Aflibercept’in VEGF’e
olan afinitesi, VEGF’in VEGFR1 ve VEGFR2’ye olan afinitesinden daha
yiiksektir. Aflibercept’in VEGF-A izoformlar1 yaninda VEGF-B, PIGFI1, ve
PIGF-2 inhibisyonu da yapmasi ekstra bir avantaj gibi goziikmektedir.
Aflibercept’in  VEGF-A165’e¢  baglanma kapasitesi ranibizumabdan 94,
bevacizumabdan 120 kat daha fazladir (212). Aflibercept, FDA’dan YBMD,
retinal ven tikanikligi, diyabetik retinopati hastaliklarinda onaylhidir ve bu
hastaliklarda yaygin olarak kullanilmaktadir. KNV tedavisinde afliberceptin
kullanildig1 sinirhi  sayidaki calismalarda, afliberceptin  KNV’yi gerilettigi
goriilmiistiir (213, 214).

2.8.3 CERRAHI TEDAVI

KNV nin cerrahi tedavisinde kullanilan yontemler tablo 8’de gdsterilmistir

(215-220). KNV’de uygulanmis cerrahi yontemler, okliide edici ve okiiler ylizeyi

diizeltici yontemler olarak iki grupta degerlendirilebilir.
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Tablo 8 KNV TEDAVISINDE KULLANILAN CERRAHI YONTEMLER

1 Okliide Edici Yontemler

e Argon lazer

o Sari lazer

e Yaglazer

e Fotodinamik terapi
e  Yiizeyel keratektomi
o Ince igne diatermi

2 OKkiiler Yiizeyi Diizeltici Yontemler

e Limbal kok hiicre transplantasyonu
e Amniyotik membran transplantasyonu

e Konjonktival transplantasyon

Hemoglobinin argor lazeri absorbsiyon kapasitesi ¢cok yliksek oldugu i¢in,
argon lazer hemoglobinle dolu damarlar1 koagiile edebilmektedir (221). Argon
lazer klinikte daha cok lipid keratopati ve penetran keratoplastili hastalarda
denenmistir (222). Ancak kornea incelmesi, kornea ektazisi ve intrakorneal
hemoraji gibi komplikasyonlarindan dolay1 yayginlagmamigtir (223).

Sar1 lazer medikal tedaviye yanit vermeyen greft reddine bagli olusan
KNV hastalarinda ve keratoplasti dncesi KNV bulunan hastalarda denenmistir.
Nirankari sar1 lazerin oksihemoglobin ve indirgenmis hemoglobin tarafindan
absorbe edildigi i¢cin daha az enerji gerektirdigini belirtmistir. Bu agidan sar1 lazer

argon lazerden daha avantajl goziikkmektedir (223).
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2001 yilinda Sharma 30 gézde KNV’yi tedavi etmek i¢in Yag lazer
kullanmis ve olumlu sonuglar raporlamistir (224). Yine 2016 yilinda yapilan bir
hayvan ¢alismasinda Yag lazer etkili ve glivenli bulunmustur (225).

2007 yilinda Yoon 18 hastanin 18 goziinde KNV’yi geriletmek icin
vertaporfinle fotodinamik tedavi kullanmig ve 1 yillik takip sonunda 9 gozde total
okliizyon saglanmig, ancak bu yontemin yiiksek maliyetli olusu vurgulanmistir
(226). Ayrica 2016 yilinda yapilan bir ¢calismada, subkonjonktival bevacizumab
tedavisinin FDT ile kombinasyonun daha etkili oldugu belirtilmistir (227).

Ince igne diatermi ilk olarak Pillai, Dua ve arkadaslari, tarafindan 2000
yilinda tanimlanan bir baska okliizyon yontemidir (216). Bu ydntemin uzun
donem sonuglarinin degerlendirildigi bir ¢calismada herpes enfeksiyonuna bagh
gelisen KN'V’de ince igne diatermi tedavisi anlamli gérme artis1 saglamistir (228).

Okiiler  ylizeyi  diizeltici  yontemlerden  amniyotik  membran
transplantasyonunun amniyotik membranin iizerindeki antianjiyojenik maddeler
sayesinde KNV’yi geriletmede etkili olabilmektedir (229, 230). Diger ylizey
diizeltici yontemlerden limbal konjonktival kok hiicre transplantasyonun veya ex
vivo limbal kok hiicre transplantasyonunun KNV’yi azalttig1r gosterilmistir (218,

231).

35



3 GEREC ve YONTEM

Calismaya Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onayr alindiktan sonra baslanmistir (Onay kodu G.U.ET-15.025,

17.04.2015). Calisma randomize ve ¢ift kor kontrollii olarak yiiriitiilmiistiir.

3.1 DENEY HAYVANLARI

Calismada Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen 2,5-3 kg agirliginda, 15 adet, saglikli, erigkin, erkek,
Albino, Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Calisma Oncesinde tavsanlarin
kornealarinda herhangi bir hasar ve NV olmadigi konfirme edildi. Calismada
kullanilan hayvanlar, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (GUDAM) uygun nem ve oda sicakliginda,
12 saat karanlik-aydinlik dongiisii olan, iyi havalandirilmis kafeslerde ayri ayr
tutuldu. Giinliik standart yem ve su, ad lubitum olarak verildi. Hayvanlara
islemler intramuskiiler olarak 50 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine ile genel

anestezi uygulamasi sonrasi uygulandi.

3.2 KORNEA NEOVASKULARIZASYONU OLUSTURULMASI

Calisma GUDAM laboratuvarlarinda yapildi. Genel anestezi sonrasi goz
hareketlerini minimize etmek icin ek olarak topikal %0,5’lik proparakain
hidroklorid (Alcaine; Alcon, Teksas) uygulandi. KNV modeli olusturulmasi igin

ilk olarak 1985 yilinda Williams tarafindan tanimlanmig siitiir modelinin
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modifikasyonu uygulandi. Ameliyat mikroskobu (Moller-Wedel FS 3000, Haag
Streit) altinda, 15 tavsanin sag gdziine, siiperior limbus mesafesinden 1-1,5 mm
uzaklikta ve 3 mm genislikte bir adet 7-0 siyah ipek siitiir (FSSB, Almanya), orta
stromaya yerlestirildi. Biitiin siitlirler ayn1 arastirmaci tarafindan yerlestirildi
(MCO). Bu sirada perforasyon olusturulmamasina dikkat edildi. Enfeksiyonun
onlenmesi i¢in moksifloksasin damla (Vigamox, Alcon, Teksas) 1 hafta boyunca,
giinde iki kez, topikal olarak uygulandi. Yedinci giinde genel ve topikal anestezi
sonrasi biitiin siitiirler kaldirildi. Siitiir alinmadan 6nce, biitiin gozlerde belirgin

miktarda NV olustugu fotograflanarak konfirme edildi.

3.3 BEVACIZUMAB VE ANTi-HUMAN VEGF GU01 TEDAVILERI

Yedinci giinde, siitiir materyali alindiktan hemen sonra, 15 tavsan
randomize olarak 3 gruba ayrildi. 1. gruptaki 5 goze (kontrol grubu) 0,1’er ml
(mililitre) dengeli tuz soliisyonu (BSS, Alcon, Teksas), 2. gruptaki 5 goze
(bevacizumab grubu) 0,1 ml/2,5mg (miligram) Altuzan, 3. gruptaki 5 goze
(biyobenzer grubu) 0,1 ml/2,5mg Anti-Human VEGF GUOI enjeksiyonlart,
neovaskiilarizasyonun gelistigi bolge hizasindan, limbustan 1 mm uzakliktan, 30
Gauge igne ile, subkonjonktival olarak yapildi. Biitiin enjeksiyonlar insiilin
enjektorleriyle, tek doz olarak, ayn1 aragtirmact tarafindan yapildi (MCO).

Anti Human GUOI, hibridoma yontemiyle, HiTrap Protein G HP klonu

kullanilarak FPLC cihazinda saflastirilip iiretildi.
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Tablo 9 GRUPLAR TEDAVI

1 Kontrol grubu (N=5) e (01 mlBSS

2 Bevacizumab grubu (N=5) e 0,/ ml/2,5 mg Bevacizumab

3 Biyobenzer grubu (N=5) o (0,1 ml/2,5 mg Anti-Human VEGF GUO1

3.4 KORNEA NEOVASKULARIZASYONU ALANI ANALIZI

KNV alanin1 belirlemek i¢in, siitiir uygulamas1 sonrasi yedinci ve on
dordiincii giinlerde, ameliyat mikroskobu (Moller-Wedel FS 3000, Haag Streit)
ve ameliyat mikroskobuna monte edilmis kayit sistemi yardimiyla (Avermedia),
X16’lik biiyiitmede standart goriintiiler kaydedildi. Korneadaki neovaskiiler alan
Image] (Wayne Rasband at Research Services Branch, National Institutes of
Health, Bethesda, MD)  programi yardimiyla, milimetre kare cinsinden
hesaplandi. Standardizasyon i¢in X16’lik biiyiitmede cekilen bir cetvel fotografi
kullanildi. Alan hesaplamasi 6ncesinde cetvel tizerinden 1 mm’lik bir ¢izgi ¢izildi
ve bu 6l¢iim alan hesabinin milimetrik ve standardize olarak yapilabilmesi i¢in
kaydedildi. Mouse yardimiyla limbustan siitiir hattina uzanan neovaskiiler bolge
cevrelendi (6rnek resim 2). Enjeksiyonlar oncesi hesaplanan alan %100 olarak
kabul edildi. Enjeksiyonlar sonrast 1. haftada kalan neovaskiilarizasyon yiizde
olarak hesaplandi. Sonrasinda neovaskiilarizasyon gerileme ylizdeleri kaydedildi.
Bu olgiimler gruplara uygulanan tedaviye kor iki arastirmaci tarafindan yapildi

(AY-MOCQ).
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Resim 2: ImageJ programi ile KNV alani cevrelemesi
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3.5 HISTOPATOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL
DEGERLENDIRME

Siitiirasyonlarin 14, enjeksiyonlarin 7. giinlinde, biitiin hayvanlar sakrifiye

edildi. Sag gozlere eniikleasyon uygulandi. Neovaskiiler alanin oldugu kornea

bolgeleri limbus saglam birakilacak sekilde ¢ikarildi. Bu dokular 24 saat

formaldehit i¢cinde muhafaza edildi ve sonrasinda parafin icine gomiildi.

Hematoksilen-eozin ve CD31 ile boyanmak iizere 4’er mikronluk kesitler alindu.

Hazirlanan 6rnekler X100’liik biiyiitmede degerlendirilip fotograflandi.

3.6 ISTATIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS Ver 22 programi ile yapildi. Tedavi
oncesi gelisen KNV alanlar1 Mann-Whitney U testi ve Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi. Tedavi sonrasi ikili olarak KNV alan1 gerileme yiizdeleri Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildi. P degerleri <0,05 oldugunda, sonuglar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4 SONUCLAR

4.1 KNV ALAN ANALIZI

Siitiirasyon sonrasi yedinci glinde biitlin gozlerde yeterli diizeyde KNV
izlendi. Hicbir gézde enfeksiyon, perforasyon ya da baska bir komplikasyon
izlenmedi. Siitiirler alindiktan sonra kontrol, bevacizumab ve biyobenzer

bevacizumab gruplarinda hesaplanan neovaskiilarizasyon alanlar1 sirasiyla 2,59 +
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0,34, 2,37 + 0,40, 2,36 + 0,44 idi ve bu degerler arasinda anlamli bir fark yoktu ( p
> 0,05). (sekil 3 - resim 2)

Bevacizumab ve biyobenzer bevacizumab gruplarinda, kontrol grubuna
gore neovaskiilarizasyon alanlar1 daha fazla azalma gdsterdi (Kontrol grubu:
%24,6 + 0,03, bevacizumab grubu: %82,2 + 0,03, biyobenzer grubu: %83,4 +
0,03 (p < 0,05). Bevacizumab ve biyobenzer bevacizumab gruplarinda, KNV
azalma oranlar1 arasinda istatiksel olarak bir fark izlenmedi (p > 0,05). (sekil 4 —
resim 2) Higbir gozde epitel defekti, enfeksiyon ya da herhangi bir komplikasyon

1zlenmedi.
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TEDAVI ONCESI KNV ALAN OLCUMLERI VE P DEGERLERI

2,65 p=0,251
2,6 | p=0,465
2,55
2,5
2,45
2,4

2,35
2,3
2,25

Kontrol 2,59 Bevacizumab 2,37 Biyobenzer 2,36

p=0,917 |

B KNV ALANI

Sekil 3: Siitiirasyon sonrast yedinci giinde gelisen KNV alan dlgiimleri ve Mann-Whitney U testi
ile p degerleri: gruplar arasinda anlamli fark izlenmemekte

TEDAVI SONRASI KNV GERILEME YUZDELERI VE P DEGERLERI

: p=0,009
08 p=10,009 || p=0,347 l
0,6
04
02 I
0
Kontrol %24,6 Bevacizumab %82,2 Biyobenzer %83,6

® KNV GERILEME YUZDESI

Sekil 4: Enjeksiyonlar sonrasi yedinci giinde KNV azalma yiizdeleri ve Mann Whitney U testi ile
p degerleri: Bevacizumab ve Anti-Human VEGF GUOI, KNV'yi kontrol grubuna gére anlamli
oranda azaltmakta. Bevacizumab ve Anti-Human VEGF GUOI tedavilerinin etkinligi arasinda
anlaml bir fark izlenmemektedir.
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Resim 3: Kontrol (A,B), bevacizumab (C,D) ve biyobenzer (D,E) gruplarindaki ameliyat
mikroskobu goriintiileri: Ilk olarak siitiirasyon sonrasi 1. Haftada siitiir alinir alinmaz alinan KNV
goriintiileri (A,C,E). Subkonjonktival enjeksiyonlardan 1 hafta alinan kornea goriintiilerinde
bevacizumab ve biyobenzer gruplarinda kontrol grubuna gore KNV'de anlamli miktarda azalma
izlenmekte (B,D,F). Bevacizumab ve Anti-Human VEGF GUOI tedavileri karsilastirildiginda
anlaml bir fark izlenmemektedir.
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4.2 HISTOLOPATOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL
DEGERLENDIRME
Hematoksilen eozin boyamasinda kontrol grubunda c¢ok sayida damar
yapilar1 ve ig¢inde eritrosit kiimeleri izlenirken, bevacizumab ve biyobenzer
bevacizumab gruplarinda ¢ok az damar olusumlar1 ve eritrositler izlenmektedir
(resim 3). CD31 ile Iimmunhistokimyasal degerlendirmede kontrol grubu da dahil
olmak {iizere, boyanma diizeyleri yeterli olmadigindan gruplar arasinda

boyanma farkliligini degerlendirebilecek veri elde edilememistir .
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Resim 4: Kontrol (4), bevacizumab (B) ve biyobenzer (C) gruplarindaki, siitiir hizasinda olusan
skar goriiniimii ve limbal vaskiiler ag. Kontrol grubunda ¢ok sayida damar yapilari ve iginde

eritrosit kiimeleri izlenirken, bevacizumab ve biyobenzer bevacizumab gruplarinda ¢ok az damar
olusumlari ve eritrositler izlenmektedir.
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5 TARTISMA

Biyobenzer terimi biyolojik ajanlara yiliksek oranda benzeyen ancak etki
giicli, glivenirligi ve saflig1 6zdes olmayan maddeler i¢in kullanilmaktadir (232-
234). Biyobenzer ilaglar diinya ¢apinda hastalarin ilaca ulagimini kolaylastirmakta
ve bu sayede hastaliklarla miicadelede daha basar1 sonuglar elde edilebilmektedir.
Kiigiik molekiillii ilaglarin kopyalanmasi tam olarak yapilabilmektedir. Ancak
biyobenzer ilaclarin {iretimi daha kompleks bir siirectir. Uretim asamasindaki
kiigtik bir yapisal farklilik ilacin etkisi ve giivenirliginde anlamli degisikliklere
neden olabilmektedir (233, 234).

Iki somatik hiicre sitoplazma ve ¢ekirdeklerinin tamamen birbirine
kaynagmasi anlamina gelen, monoklonal antikor iiretiminde 6nemli bir doniim
noktasi olan hibridoma yontemi, 1975 yilinda Georges Kohler ve Cesar Milstein
tarafindan tanimlanmistir. Bu yOntem, koyun alyuvarlart ile immiinize edilen
dalak hiicreleri ile antikor sentezleyemeyen fare myeloma hiicrelerinin viriis
aracilifiyla birlestirilmeleri sonucunda, sadece alyuvarlara karsi antikor
sentezledikleri ve devamli tireyebildikleri gdzlemlenmesiyle ile ortaya ¢ikmustir.
Sonraki c¢alismalarda virlis calismalarindaki verimsizlik nedeniyle kanser
(myeloma) hiicrelerinden yararlanilmistir. Bu yontemde immiinize fare dalak B
lenfosit hiicresiyle, myeloma hiicreleri birlestirilerek sonsuz sayida ¢ogalan ve
sonsuz sayida, antijene spesifik monoklonal antikor fiireten hibrid hiicreler
olusturulmaktadir. Hibridoma teknigi, monoklonal antikor iiretiminde bu giine

kadar kullanilan en etkili yontemlerden biridir. Bu yontem aragtirmaya yonelik ve
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tanisal materyaller olarak kullanilan monoklonal antikorlarin gelistirilmesinde
bircok ticari firma tarafindan rutin olarak kullanilmaktadir (235, 236). Biz de bu
calisgmamizda {iniversitemizin immiinoloji laboratuvarinda hibridoma yontemiyle
iiretilen, potansiyel biyobenzer bevacizumab Anti-Human VEGF GUOI ile
bevacizumabin, deneysel KNV modelinde etkisini karsilastirdik.

Bevacizumab, ticari olarak 4 ml’lik prezenvansiz tek sise olarak
bulunmakta, okiiler kullanimlar i¢in bu siselerden insiilin enjektorlerine kiigiik
dozlar hazirlanmaktadir. Bu hazirlama asamasindaki aksakliklar diinyada farkli
bolgelerde mikrobiyal kontaminasyona, endoftalmi salginlarina ve agir gérme
kayiplarina yol agmistir (16, 237-240). Ancak farkli olarak okiiler kullanim igin
hazirlanan bevacizumabin enfeksiyon riskini arttirmadigini gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur (241, 242). Bu konuda hala goriis birligi saglanamamistir. Biz
bevacizumabin hazirlanma asamasinda iilkeler arasinda bir standardizasyon
olmadig: icin, kontaminasyon ve enfeksiyon riskinin oldugunu, bu sebeple de
oftalmik kullanimlar i¢in bevacizumabin hazir ticari formlarinin olusturulmast
gerektigini diislinmekteyiz.

Amerika’da tek doz bevacizumabin oftalmik kullanimlar ag¢isindan
hastalara maliyeti yaklasik 50 dolarken, diger anti-VEGF’lerin maliyeti 2000
dolar1 bulmaktadir. Bu a¢idan bakildiginda bevacizumab kullaniminin
yayginlagmasinin, bu ila¢g grubundaki harcamalar1 6nemli oranda azaltma

potansiyeli bulunmaktadir (243).
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Biz de ¢aligmamizda, iiniversitemizde hibridoma ydntemiyle kullanilarak
iiretilen, HiTrap Protein G HP klonu kullanilarak FPLC cihazinda saflagtirilmis,
bevacizumabla potansiyel biyobenzer olan, fare kokenli monoklonal igG antikoru
olan Anti-Human VEGF GUO1’in KNV tiizerine olan etkisini, bevacizumabla
karsilastirdik. Bevacizumab (%82,2) ve biyobenzer gruplarinda (%83,6), kontrol
grubuna gore (%?24,6) anlamli azalma izledik. Bu sonuglar1 histopatolojik
bulgularla destekledik. Calismamizda bevacizumab ile Anti-Human VEGF
GUO1’in KNV geriletici etkilerini benzer bulduk (p = 0,347). Bu calisma, Anti-
Human VEGF GUO1’in biyobenzer bevacizumab olarak gelistirilmesi
caligmalarini desteklemesi agisindan 6nem tagimaktadir.

KNV tedavisiyle ilgili bir ¢ok deneysel ve klinik ¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalarda en ¢ok bevacizumabin tlizerinde durulmustur.

[Ik olarak 1998 yilinda Yatoh ve arkadaslari, VEGF inhibisyonunun
farelerde greft Omriinii uzattifini tespit etmislerdir (139). Daha sonra
bevacizumabin KNV’yi azaltict etkinligi, bir ¢ok hayvan caligmasiyla
gosterilmistir. Bu ¢alismalarda en ¢ok kimyasal yanik ve siitir modelleri
kullanilmustir. Ik olarak Cogan 1949 yilinda kimyasal yanik olusturarak KNV
modelleri olusturmustur (244). 1985 yilinda Williams ve arkadaslari, tavsanlarda
KNV siitiir modelini tanimlamiglardir (245). Ayrica korneal mikrocep ve
intrastromal proanjiyojenik faktdr enjeksiyonu modelleri de mevcuttur. Siitiir
modelinin diger yontemlerden avantaji gercege en yakin model olmasidir (246).

Biz de bu sebeple ¢alismamizda siitiir ile indiiklenmis KNV modelini kullandik.
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KNV tedavisi se¢iminde damarlarin matiirasyon derecesi Onemli
olmaktadir. Matiir damarlarin gelistigi durumlarda, ilk olarak Pillai ve
arkadaglarinin raporladigi, ince igne koterizasyon yoOntemi gibi cerrahi
yontemlerin daha etkili olustugu diistiniilmektedir (216, 247). Farmakolojik tedavi
aktif damar olusumu sirasinda daha etkili olmaktadir. Cursiefen ve arkadaslari,
klinik olarak KNV gelisiminden iki hafta sonra damarlarin %80’inin perisitlerle
cevrildigini gostermistir. Perisitlerle ¢evrili damarlarin farmakolojik ajanlara
duyarliligr azalmaktadir (126). Lin ve arkadaslari, tavsanlarda cerrahi olarak
limbal yetmezlik olusturduklart ¢alismalarinda subkonjonktival 2,5 mg
bevacizumab tedavisine cerrahiden hemen sonra, bir hafta sonra ve bir ay sonra
baglamis ve tedaviyi haftada iki kez olacak sekilde bir ay boyunca
tekrarlamiglardir. Bu calismalarinda tedaviye hemen ve 1 hafta sonra baslandigi
gruplarda bevacizumubin etkili oldugunu, tedaviye 1 ay sonra baslanan grupta
bevacizumabin etkisiz oldugunu gostermislerdir (247). Bu bilgiler 1s18inda,
calisgmamizda tedavi etkinligi, KNV olusumundan sonraki erken donemde,
karsilastirilmast planlandi. Birinci haftada, siitiir alindiktan hemen sonra,
bevacizumab ve Anti-Human VEGF GUO1 enjeksiyonlar1 yapildi ve ikinci hafta
sonunda %80’in lizerinde KNV alaninda gerileme izlendi.

Bevacizumab KNV tedavisinde subkonjonktival, topikal veya
intrastromal yolla uygulanabilmektedir. Papathanassiou ve arkadaslarinin
yaptiklar1 meta analiz calismasinda, hem subkonjonktival hem de topikal

tadavinin KNV’yi anlamli miktarda gerilettigini gosterilmistir (248). Ozdemir ve

49



arkadaglari, ratlarda subkonktival ve topikal bevacizumabin etkinligini
karsilagtirmis ve iki yontemde de KNV’de anlamli ve benzer azalma
gozlemlemiglerdir (249). Dastjerdi ve arkadaslar, farelerde topikal ve
subkonjonktival bevacizumabin etkinliklerini karsilagtirmistir. Bu ¢alismada
topikal yontemin etkisinin subkonjonktival yonteme gore daha yiizeyel oldugu
bulunmustur (250). Ancak Kim ve arkadaslarinin ratlarda yaptiklar1 benzer bir
caligmada, topikal yontem subkonjonktival yontemden daha iistiin bulunmustur
(251). Hashemian bevacizumabi bir olguda intrastromal olarak kullanmis ve
KNV’de dramatik bir gerileme izlemistir (252). Mackenzee bir olguda
bevacizumab ile 1slatilmis korneal shield kullanmig ve 11 haftalik tedavisi sonrasi
bu yontemin KNV’yi geriletmedigini raporlamistir (253). Topikal yontemde
saglikli kornea epitelinin siki baglantilar1 149 kda’lik bevacizumab gibi biiyiik
molekiillerin gegisine engel olabilmektedir (254). Fakat neovaskiilarizasyon epitel
baglantilarin1 bozmakta, bu durum ila¢ penetrasyonunu kolaylastirabilmektedir
(255). Nomoto ve arkadaslari, yaptiklari bir ¢alismada, tavsanlarda
subkonjonktival 1,25 mg bevacizumab enjeksiyonunun iris ve siliyer cisimdeki
yart Omrinii 1,8-2,8 hafta arast bulmuslar. Aynmi calismada subkonjonktival,
topikal ve intravitreal bevacizumabin farmakokinetik 6zellikleri karsilagtirilmigtir.
(Calisma sonucunda topikal uygulamanin emiliminin ¢ok diisiik oldugu gosterilmis
ve okiiler neovaskiiler hastaliklarda topikal tedavinin etkisiz olabilecegi
yorumlanmistir (256). Ancak bu ¢aligma tavsanlarin saglikli gozlerinde yapilmis

oldugu icin topikal uygulamanin ila¢ penetrasyonunun diisiikk oldugunu
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diistinmekteyiz. KNV de epitel biitiinliigii bozuldugu icin topikal uygulamada da
ilag etkinliginin olabilecegini diisiinmekteyiz. Biz caligmalarda daha yaygin
kullanimi olmasi sebebiyle subkonjonktival tedavi yontemini kullandik. Ancak
KNV’de Anti-Human VEGF GUO1’in, intrastromal ve topikal olarak da,
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Bu konuyla ilgili calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

KNV’de subkonjonktival bevacizumabin dozaji ve kullanim siklig1 ile
heniiz bir gorlis birligi saglanamamistir. Acar ve arkadaglari, yaptiklari bir
calisgmada 24 KNV’li hastada tek doz 2,5 mg ve 5 mg subkonjonktival
bevacizumab kullanmus. iki dozda da KNV’de anlamli ve benzer bir gerileme
saptamistir (257). Hashemian ve arkadaglari, 100 tane rat {izerinde yaptiklar1 bir
calismada, 1 mg, 5 mg ve 25 mg subkonjonktival bevacizumab tedavisinin
KNV’yi geriletici etkisini benzer bulmuslardir (258). Biz calismamizda tedavi
dozumuzu 2,5 mg olarak belirledik. Bu dozla hem bevacizumabla, hem Anti-
Human VEGF GUO1’le, KNV de etkin ve benzer bir azalma izledik.

KNV’de bevacizumabin etkisini degerlendiren insan ¢aligmalarinin
sayilar1 artmaktadir. Bu alanda yapilan ilk c¢aligmalardan biri Tiirkiye’de
yapilmistir. Erdurmus ve arkadaslari, 2007 yilinda 2 hastada subkonjonktival 2,5
mg tek doz bevacizumabin etkisini incelemis ve 1 hastada dramatik iyilesme
izlemislerdir (259).

Petsoglou ve arkadaglari, bu konuyla ilgili ilk randomize, plasebo

kontrollii, ¢ift kor calismayr gergeklestirmislerdir. Bevacizumab’in etkisi,
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limbustan en az 2 mm korneaya dogru ilerlemis, yeni gelismis 30 KNV’li hastada
degerlendirilmistir . Alt1 aydan uzun siiredir var olan KNV’li hastalar ¢alisma dis1
birakilmistir. Hastalara aylik olarak, 3 doz, 2,5 mg, subkonjonktival bevacizumab
veya saline enjeksiyonu uygulanmistir. Ug¢ aym sonunda KNV alam
karsilagtirilmistir. Calisma sonunda bevacizumab alan 15 hastada KNV alan
ortalama %36 azalirken, salin alan 15 hastada KNV alan1 ortalama %90 oraninda
artmig bulunmustur (p = 0,007). Subkonjonktival bevacizumab alan gruptaki 10
hastada, KNV alaninda, ortalama %92 oraninda azalma izlenmistir. Ancak gérme
keskinliklerinde iki grup arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (260).

Belghmaidi ve arkadaglari, 112 kornea nakli planlanan KNV’li hastada
prospektif olarak KNV alanlarini takip etmistir. Hastalarin hepsine topikal steroid
verilmistir. Hastalarin  %29’una  subkonjonktival bevacizumab, %22’sine
intrastromal bevacizumab enjeksiyonlar1 uygulanmistir. KNV alaninin  total
kornea alanina orani 120. giinde ortalama %45’ten (minimum %]16- maksimum
%82) %28’e¢ (minimum O-maksimum %069) gerilemistir. Ancak goérme
keskinliginde anlamli bir gelisme izlenmemistir (261).

KNV tedavilerinin gorme keskinligi T{izerine olan etkisi tartigma
konusudur. Bachmann ve arkadaglarinin 11 adet makaleyi derledikleri
caligmalarinda, 131 hastanin 142 goziinde, KNV tedavisinin gérme keskinligi
iizerine olan etkisi degerlendirilmistir. Bu c¢alismalarin 10’unda bevacizumab,
birinde aganirsen kullanilmistir. Hastalar ortalama 2,8 ile 8,3 ay arasinda takip

edilmigtir. Hastalarin yas ortalamalar1 36 ile 58 arasinda bulunmustur. Bu
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caligmalarin on tanesinde, KNV’de anlamli azalma izlenmesine karsin, sadece 4
tanesinde gdrme keskinliginde anlamli artis izlenmistir (262).

Kornea transplantasyonu, % 90’lik basari oraniyla tiim organ nakilleri
icerisinde en basarili olan yontemdir (263). Cerrahi, inflame veya vaskiilarize bir
alic1 yatakta gerceklestirildiginde, basar1 oranlar1 %20-40’a kadar diisebilmektedir
(53). Fasciani ve arkadaslari, 27 yiiksek riskli KNV’li hastanin 27 goziinde,
yalnizca subkonjonktival ve intrastromal + subkonjonktival bevacizumab
enjeksiyonlarinin greft dmrii iizerine olan etkisi incelemistir. Kornea yiizeyinin en
az 2/3 Unii kapsayan KNV’li hastalar calismaya dahil edilmistir. Hastalar
randomize olarak iki gruba ayrilmistir (olgu grubu: 8 post herpetik 16kdm 6 greft
rejeksiyonu, kontrol grubu: 6 post herpetik 16kom+ 7 greft rejeksiyonu). Olgu
grubundaki hastalara, cerrahiden once, aylik olarak toplam 3 doz 5 mg
bevacizumab uygulanmistir. Son enjeksiyondan ortalama 6,3 ay sonra, 9 hastaya
penetran, 5 hastaya lameller cerrahi uygulanmigtir. Cerrahi sonunda hastalara 5
mg subkonjonktival bevacizumab uygulanmistir. Kontrol grubunda 7 hastaya
penetran, 6 hastaya lameller cerrahi uygulanmistir. Cerrahi sonrasi hastalara, 1 ay
topikal 3x1 ve oral 25 mg deksametazon verilmistir. Hastalar cerrahiden sonra
ortalama 26 ay takip edilmistir. Bu siire sonunda olgu grubunda hicbir hastada
rejeksiyon bulgusu goriilmezken, kontrol grubundaki 6 hastada, ortalama 3,8 ay
sonra steroid tedavisine yanit vermeyen greft rejeksiyonu goriilmiistiir (264).
Dekaris ve arkadaglari, yliksek riskli gozlerde, penetran keratoplasti sonrasi,

subkonjonktival ve topikal bevacizumabin greft Omriine olan etkisini
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degerlendirmisler. Elli hastanin elli goziine (2 SJS, 5 kimyasal yanik, 7 post
travmatik vaskiilarize 16kom, 19 greft rejeksiyonu, 11 post enfeksiydz vaskiilarize
1okom, 6 kornea {ilseri) penetran keratoplasti uygulanmistir. 10 hastaya ek olarak
otolog kok hiicre nakli veya amniyontik membran transplantasyonu
uygulanmistir. Biitiin  hastalara cerrahi sonrast 25 mg subkonjonktival
bevacizumab uygulanmustir. iki kadrandan fazla NV bulunan gozlerde, 12 haftaya
kadar, topikal bevacizumab 25 mg/ml 12 haftaya kadar kullanilmistir. Ug yillik
takip sonunda, hastalarin %70’inde greft saydamligi korunmustur. Sadece 1
hastada iyilesmeyen epitel defekti izlenmistir (265). Bu c¢alismalar 1s18inda
yiiksek riskli hastalarda bevacizumab kullaniminin yayginlagmasinin, kornea
transplantasyonunda basar1 oranlarini arttirabilecegini diisiinmekteyiz. Faz
caligmalar1 tamamlandiginda, kendi ¢alisjmamizda KNV’yi geriletici etkisi
bevacizumabla benzer bulunan Anti-Human VEGF GUOI’in, {iretimi ve
yayginlagmasi, ila¢ teminini ve kullanimim1 kolaylastirabilecek ve yiiksek riskli
penetran keratoplastilerde cerrahi basar1 oranlarini arttirabilecektir.

VEGF reseptorlerinin kornea endotel hiicrelerinden de eksprese edildigi
gosterilmistir (266). Bu sebeple KNV tedavisinde kullanilan bevacizumabin
kornea endoteline sitotoksik olabilecegi ile ilgili kaygilar bulunmaktadir.
Lichtinger ve arkadaslari, 10 hastada, 1,25 mg subkonjonktival ve intrastromal
kombine bevacizumab enjeksiyonlarinin, kornea endoteline olan etkilerini
incelemistir. Hastalara 4-6 hafta arayla toplam iicer enjeksiyon uygulanmis.

Birinci, iliglincii ve altinci ayda, konfokal mikroskopla endotel sayilari ve
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morfolojileri degerlendirilmistir. Sonug olarak, biitlin takiplerde endotel sayist ve
endotel morfolojisinde anlamli bir degisiklik saptanmamistir (267).

Topikal bevacizumab uygulamasinin kornea epiteline olan etkisi tartigma
konusudur. Kim ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢caligmada, 7 hastanin 10 goziine, 1 ay
boyunca 12,5 mg(%12,5) topikal bevacizumab 2x1 uygulamiglardir . Bir ayin
sonunda 6 gozde epitelyopati izlenmistir (8). Koenig ve arkadaslari, 27 hastanin
30 goziine, topikal 5 mg/ml bevacizumab 5x1’i 1 yil boyunca uygulamiglardir.
Bu calismada sadece 2 hastanin iki gdziinde persistan epitel defekti izlenmistir.
Bir hastada spontan kornea perforasyonu ger¢eklesmistir (268). VEGF’in
norotrofik  etkilerinin  gosterilmesinden sonra okiiler ylizeyde VEGF
notrolizasyonunun norotrofik keratite sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir (269).
Ancak topikal bevacizumabla yapilan genis sayili insan caligmalarinda topikal
uygulamanin giivenilir oldugu goriilmektedir (264, 265). Bu konuyla ilgili doz
karsilagtirmali klinik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Biz ¢alismamizda Anti-
Human VEGF GUO1’i subkonjonktival olarak uyguladik ve higbir gozde epitel
defekti izlemedik.

Bevacizumab’in KNV’yi geriletici etkisinin, diger anti-VEGF ilaglarla
veya farkli ilaglarla karsilagtirildigi bir ¢ok deneysel ¢alisma vardir. Sella ve
arkadaglari, ratlarda kimyasal yanik modelinde 25mg/ml, 2x1, 1 haftalik topikal
bevacizumab ve 25mg/ml, 2x1, 1 haftalik topikal aflibercept tedavisinin
etkinliklerini karsilastirmistir. Calismada topikal aflibercept, bevacizumabdan

etkili bulunmus (p < 0,001) (214). Gal-or ve arkadaslari, ratlarda kimyasal yanik
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modelinde subkonjonktival 25mg/ml 0,08 ml aflibercept ile subkonjonktival
25mg/ml 0,05 ml bevacizumabi karsilastirmistir. Calismada subkonjonktival
aflibercept bevacizumabdan etkili bulunmustur (p < 0,05) (213). Kim ve
arkadaslari, tavsanlarda korneal siitiir modelinde 0,05 ml/0,5 mg Ranibizumab ile
0,05 ml/5 mg bevacizumabi karsilastirmistir. Caligmada iki ilacin etkisi benzer
bulunmustur (p = 0,012) (207). Park ve arkadaslari, tavsanlarda korneal siitiir
modelinde, subkonjonktival 0,05ml/5 mg bevacizumab ile subkonjonktival
0,05ml/0,25 mg takrolimusu ve topikal Smg/5ml 4x1 takrolimusu karsilastirmistir.
Calismada topikal ve subkonjonktival takrolimusun etkisi bevacizumab ile benzer
bulunmustur (270). Akar ve arkadaslari, ratlarda kimyasal yanik modelinde
subkonjonktival 0,05 ml/1,25 mg bevacizumab ile subkonjonktival 0,05 ml/0,5
mg ranibizumabi ve 0,05 ml/0,15 mg pegaptanib sodyumu karsilastirmislardir.
Calismada 3 ilacin etkisi de benzer bulunmustur (p < 0,05) (190). Yoo ve
arkadaslari, tavsanlarda korneal siitiir modelinde subkonjonktival 0,1 ml/2,5 mg
bevacizumab ile subkonjonktival 0,1 ml/0,25 mg ve 0,1 ml/2,5 mg tocilizumab1
karsilagtirmiglardir. Calismada 2,5 mg tocilizumab ile bevacizumabin etkisi
benzer bulunmustur (p < 0,05) (271). Ko ve arkadaglari, tavsanlarda korneal siitiir
modelinde subkonjonktival 0,1ml/2,5 mg ve topikal Smg/ml, 2x1, bevacizumab
ile subkonjonktival 0,1ml/0,25 mg ve topikal 0,5mg/ml, 2x1, sunitibi
karsilastirmiglar. Calismada sunitinibin hem topikal hem subkonjonktival formu
bevacizumabdan etkili bulunmustur (272). Bu karsilastirmalarla ilgili uzun stireli

takipli klinik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bevacizumab KNV tedavisinde farkli yontemlerle kombine olarak da
kullanilmistir. Elbaz ve arkadaslari, pediatrik hasta grubunda ince igne diatermi
ve adjuvan bevacizumab tedavilerinin etkinliklerini degerlendirmistir. 9 hastanin
9 goziine Pillai’nin tanimladigi teknige uygun olarak ince igne diatermi
uygulandiktan sonra, 25 mg/ml bevacizumab (damarlarin oldugu her kadrana
yaklasik 0,1 ml intrastromal ve subkonjonktival olarak) uygulanmigtir. Hastalarin
ortalama yasi 8,4 (minimum S5-maksimumum 15), ortalama takip siiresi 18,7 ay
(minimum 5-maksimum 35) olarak belirtilmistir. Hastalarin iiclinde herpes
simpleks  keratiti, Tlg¢iinde komplet kornea anestezisi ve  birinde
blefarokeratokonjonktivit oldugu izlenmistir. Iki hastaya da HSV Kkeratiti ve
dermoid tiimorden dolay1 kornea nakli yapilmistir. Sonu¢ olarak KNV’de 9
hastanin 8’inde komplet, birinde parsiyel regresyon izlenmis. Tedavi dncesi (0,66
logMAR) ve tedavis sonrast (0,50 logMAR) gorme keskinliklerinde anlamli fark
izlenmis (p < 0,05) (273). You ve arkadaslari, konvansiyonel tedaviye yanit
vermemis 12 hastanin 12 goziinde, fotodinamik tedavi ile 0,1 ml /2,5 mg
subkonjonktival bevacizumab kombinasyonunun etkinligini degerlendirmistir.
Hastalarin ortalama yas1 60 (minimum 20-maksimum84) ortalama takip siiresi 15
ay (minimum 12- maksimum 19 ay) olarak belirtilmistir. KNV etiyolojisinde
hastalarin besinde HSV keratiti, dordiinde kornea iilser, birinde kornea
perforasyonu, birinde biilloz keratopati, birinde korneada yabanci cisim oldugu,
KNV’lerin 8’inin eski, 4’liniin yeni oldugu belirtilmistir. Sonucta 8 hastada (%66)

komplet, 3 hastada (%25) parsiyel okliizyon izlenmistir. Bir hastada (%8) total
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revaskiilarizasyon olugmustiir. Bir hastada hafif stromal bulaniklik disinda baska
bir okiiler komplikasyon izlenmemistir (274). KNV’de kombinasyon tedavilerinin

poplilaritesi her gecen giin artmaktadir.

6 SONUC

Giliniimiize kadar KNV tedavisi i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu
aragtirmalarda en ¢ok bevacizumab {izerinde durulmustur. Biz calismamizda
iiniversitemizde iiretilen potansiyel biyobenzer bevacizumab olan Anti-Human
VEGF GUOI’in, KNV geriletici etkisini bevacizumabla karsilastirdik. Her iki ilag
grubunda, kontrol grubuna gore KNV’de anlamli gerileme izledik. Calismamizda
bevacizumab ile Anti-Human VEGF GUO1’in, KNV geriletici etkilerini benzer
bulduk. Bu calisma Anti-Human VEGF GUOI’in KNV geriletici etkisinin
gosterildigi ilk deneysel calismadir. Bu veriler, Anti-Human VEGF GUOI’in
biyobenzer bevacizumab olarak iiretilmesi ¢aligmalarinin devam etmesini

desteklemektedir. Ileri preklinik ve klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadur.
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8 OZET

Kornea Neovaskiilarizasyonunda Yeni Bir Biyobenzer
Bevacizumab’in Etkinliginin Degerlendirilmesi

Bu randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii calisma, tavsan gozlerinde siitiir
ile indiiklenmis kornea neovaskiilarizasyonunda subkonjonktival bevacizumab ile
potansiyel biyobenzer bevacizumab olan Anti-Human VEGF GUO1’in,
tedavilerinin etkinliklerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilmistir. On bes tane
Yeni Zelanda tavsaninin sag goéziine, KNV olusturmak amaciyla 7-0 siyah ipek
siitlir atildi. Birinci haftada, yeterli KNV olustugu izlendikten sonra, biitiin
stitiirler alindi. Ameliyat mikroskobu ile kornealarin goriintiileri alindi. KNV
Imagel] programi yardimiyla hesaplandi. Tavsanlar randomize olarak ii¢ gruba
ayrildi. Kontrol grubuna 0,1 ml dengeli tuz soliisyonu (n=5), bevacizumab
grubuna 0,1 ml/2,5 mg bevacizumab (n=5), biyobenzer grubuna 0,1/2,5 mg Anti-
Human VEGF GUO1 (n=5) subkonjonktival olarak uygulandi. 1 hafta sonra alinan
goriintiilerdeki KNV alan degisimi yiizde olarak hesaplandi. Sakrifasyon sonrasi
histolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmeler, hematoksilen-eozin ve
CD31 boyalariyla yapildi. On dordiincii giinde, KNV alanindaki gerileme oranlari
bevacizumab (%82,2) ve biyobenzer (%83,6) grubunda, kontrol grubuna gore

(%24.6) daha yiiksek bulundu (p = 0,009). Bevacizumab ve biyobenzer
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gruplarindaki KNV gerileme oranlar1 arasinda bir fark izlenmedi (p = 0,347).
Histolojik degerlendirmede bevacizumab ve biyobenzer gruplarinda, kontrol
grubuna gore daha az damar yapilar izlendi. Sonug olarak ¢alismamizda, tavsan
gozlerinde, siitlir ile indiiklenmis kornea neovaskiilarizasyonunda, bevacizumab
ile Anti-Human VEGF GUO1 etkili bulundu. Bu veriler, Anti-Human VEGF
GUO1’in biyobenzer bevacizumab olarak gelistirme c¢aligmalarinin devam
etmesini  desteklemektedir. 1Ileri preklinik ve klinik ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Bevacizumab, Biyobenzer, Anti-Human VEGF

GUO1, kornea neovaskiilarizasyonu.
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9 SUMMARY

The Effect Of A New Biosimilar Bevacizumab On Corneal
Neovascularization

This study is aimed to compare the effect of subconjuntival bevacizumab
and Anti-Human VEGF GUOI (potential biosimilar) on suture induced corneal
neovascularization (CNV) in rabbit eyes. CNV was induced by sutures (7-0 silk)
in the right eyes of 15 rabbits. On seventh day, corneal sutures were removed after
sufficient neovascularization was confirmed. Photographs were taken a surgical
microscope (Moller-Wedel) . CNV area is calculated with Image] program.
Rabbits randomly were divided into three groups and were treated with
sunconjuctival 0,1ml balanced salt solution (control group, n=5), 0,1 ml/2,5 mg
bevacizumab (bevacizumab group, n=5) and 0,1 ml/2,5 mg Anti-Human VEGF
GUO1 (biosimilar group, n=5). One week after suturation, CNV area changes
were calculated as a percentage. After sacrification, histological and
immunohistochemical staining were made by using hematoxlin and eosin and anti
CD31. On day 14, the mean percentages of regression areas of CNV in
bevacizumab (%82,2) and biosimilar (%83,6) groups were higher compared
control group (%24,6) (p = 0,009). There were no difference between
bevacizumab and biosimilar groups (p = 0,347). Histopathology showed that

bevacizumab and biosimilar groups presented less neovascularization than the
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control group. These results suggest that bevacizumab and Anti-Human VEGF
GUO1 have same effect fort he inhibition of CNV. These data support the
development process of Anti-Human VEGF GUOI1 as a potential biosimilar to
bevacizumab. Further preclinic and clinic studies are needed.

Key worlds: Bevacizumab, biosimilar, Anti-Human VEGF GUOI,

Corneal neovascularization.
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