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1. AMAÇ VE KAPSAM

Dış dünyadan aldığımız bilgilerin %80’inden fazlası gözümüz yoluyla edinilir

(1). Görsel bilgilerin göze giriş yeri ve insanın görmesini sağlayan gözün optik

penceresi korneadır (1,2). Kornea gözün avasküler dokusudur ve ışığı uygun şekilde

kırması için saydam kalması gerekmektedir (3).

Gözün kimyasal yaralanmaları epitel yüzeyinde, korneada ve ön segmentte

ciddi hasar oluşturarak tek taraflı ya da çift taraflı kalıcı görme kaybıyla

sonuçlanabilir (4). Kimyasal yanıklar (alkali yanıklar gibi) kornea stromasının en

ciddi yaralanmalarından birisidir. Kimyasal yanıklar persistan ülserasyona,

opasifikasyona, skar oluşumuna ve neovaskülarizasyona neden olarak kalıcı görme

kaybıyla sonuçlanabilir. Korneada alkali yanıklara bağlı komplikasyonların

patogenezinde, artan hücre popülasyonunun ana bileşenleri mezenkimal hücreler

(aktive keratositler ya da myofibroblastlar), makrofajlar ve neovaskülarizasyon

faktörleridir (5-7).

Anjiyogenezis varolan damarlardan yeni damarsal yapıların gelişmesi olarak

tanımlanmıştır. Korneal neovakülarizasyon anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktörler

arasındaki dengenin bozulup anjiyogenik tarafa kaymasıyla ortaya çıkar (8).

Enfeksiyöz, inflamatuar, dejeneratif ya da travmatik hastalıklar korneal

neovaskülarizasyon oluşturabilir (9). Korneal neovaskülarizasyon skar oluşumuna,

lipid depolanmasına, korneal graft reddine yol açtığından ciddi görme kaybına neden

olur (10). Vasküler büyüme genelde inflamatuar hücreler, miyofibroblastlar ve arka

segmentte glial ya da aktif pigment epitel hücrelerini de içeren yara iyileşmesi

cevabının bir parçasıdır. Vasküler endotelyal büyüme faktörü’nün (VEGF) oküler

anjiyogenezin bütün formlarında, insanlarda ve hayvan modellerinde korneal

neovakülarizasyonda etkili bir faktör olduğu bulunmuştur (11-13). Streoidler, non-

streoid anti-inflamatuarlar, siklosporin-A, rapamisin, metotreksat gibi çeşitli ilaçlar

uygulanmasına rağmen korneal neovaskülarizasyonun etkili şekilde tedavi

edilememesi önemli bir sorun olarak durmaktadır (9). Günümüzde korneal

neovaskülarizasyonun tedavisi için yeni ajanlar, farklı kullanım yolları, etkin doz ve



doz aralıkları araştırılmaktadır. Son yıllarda yapılan çeşitli deneysel ve klinik

çalışmalar bevasizumabın topikal ve subkonjonktival kullanımının korneal

neovaskülarizasyon gelişimini engellediği, diğer anti-VEGF ajanlarla

karşılaştırıldığında bevasizumabın korneal neovaskülarizasyon inhibisyonunda daha

etkili olduğu gösterilmiştir (14-26).

Tümör Nekrozis Faktör-α (TNF-α) inflamatuar, ödematöz, neovasküler ve

nörodejeneratif oküler ve ekstraoküler hastalıkların patogenezinde aktif rol

oynamaktadır (27). Alkali yanıklı kornealarda artan sitokinlerden birisi de majör

proinflamatuar bir sitokin olan TNF-α’dır (28). Bazı hayvanlarda TNF blokajının

korneal allograft yaşam süresini artırdığından korneal allograft rejeksiyonu

tedavisinde dikkate alınması gerektiği rapor edilmiştir (29). İnterlökin-4 (IL-4) ya da

IL-13 ile TNF-α’nın birlikte insan korneal fibroblastlarını stimülasyonu hücre

yüzeyinde vasküler hücresel adezyon molekülü-1 (VCAM-1) salınımı ile

sonuçlanmıştır (30). Anti-TNF monoklonal antikorlardan infliximab veya etanercept

uygulanarak yapılan anti-inflamatuar tedavinin koroidal neovaskülarizasyonun

regresyonunda ve yaş tip yaşa bağlı makula dejenerasyonu (YBMD) hastalarında

görme keskinliği artışı sağladığı bildirilmiştir (31-34).  Etanerceptin çeşitli üveit

tiplerinin tedavisinde inflamasyonu baskılamada etkili olduğu gösterilmiştir (35-38).

Bu çalışmada, sıçanlarda deneysel olarak oluşturulan korneal

neovaskülarizasyonda bevasizumab, etanercept ve her ikisinin additif kullanılmasının

etkinliğini araştırmayı, subkonjonktival veya topikal yolla uygulanmasının etkinliğini

karşılaştırmayı  amaçladık.



2. GENEL BİLGİ

2.1 . Kornea Anatomisi

Kornea göz küresinin ön tarafında, limbusta sklera ile bütünleşen ortalama

11.8 mm çapında saydam bölümdür. Kendine özgü saat camı benzeri eğimi, +43

diyoptri kırma gücü ile ışığın kırılmasını sağlayan ana dokudur (39,40). Kornea

saydamken devamı olan sklera beyazdır. Kornea ile skleranın birleştiği yere ise

limbus denir (41).

Yüzeyel ektodermden köken alan kornea santralde ortalama 500 µm,

periferde 800 µm kalınlığa sahiptir (42). Korneanın beslenmesinde glukozun kaynağı

aköz humor, oksijenin kaynağı ağırlıklı olarak gözyaşı film tabakasıdır. Endotel

oksijen ihtiyacının bir kısmını aköz humorden, epitel de bir miktarını limbal

arterlerden sağlamaktaysa da gözyaşı film tabakası oksijenin temel kaynağıdır (1).

Kornea vücudun en yüksek yoğunlukta sinir ucu sonlanmasına sahiptir ve bu

konjonktivadakinin 100 katıdır. Sensoryel sinir lifleri uzun silyer sinirlerden gelir ve

subepitelyal pleksusu oluşturur. Korneada asetilkolin, katekolaminler, substans P ve

kalsitonin gen ilişkili peptidler gibi nörotransmitterler bulunur (43).

Kornea anatomik olarak aşağıdaki 5 tabakadan oluşmaktadır (44):

· Epitel ve bazal membran

· Bowman zarı

· Stroma

· Descemet membranı

· Endotel

2.1.1. Epitel ve Bazal Membran

Kornea epiteli 50 mikron kalınlığındadır. Beş-yedi sıra hücreden oluşmuştur.

Bu hücreler üç tabakaya ayrılır.



· Bazal hücre tabakası

· Kanatsı hücreler

· Yüzeyel hücreler

Bazal hücreler epitel bazal membranına hemidesmozomlarla bağlanmış, tek

katlı küboidal hücrelerdir (44,45). Bu hücrelerin mitotik aktivitesi vardır. Çoğalıp

öne doğru ilerleyerek kanatsı hücreleri oluştururlar. Bazal hücrelerde aktin filamanlar

ve tonofilamanlar bulunur. Tonofilamanlar ile hücrenin iskeleti korunur. Aktin

filamanlar ise yara iyileşmesi sırasında hücre göçünde rol alır. Hemidesmozomlar

epitel hücrelerini birbirlerine ve bazal laminaya bağlarlar. Gap-junction denilen sıkı

bağlantı noktaları ise sadece hücreler arasındaki küçük moleküllerin alışverişine izin

verir. Epitel hücreleri korneada çevreden merkeze doğru ilerlerler. Bazal ve kanatsı

hücreler arkadan öne doğru ilerler ve dökülürler. Bu X-Y-Z hipotezi olarak

bilinmektedir (46). Bazal hücreler kendileri tarafından sentezlenmiş ve yaklaşık 30

nm kalınlığındaki bir bazal membranın üzerine oturmuşlardır. Elektron mikroskopu

çalışmaları bu membranın biri gevşek ve şeffaf (lamina lucida) diğeri sıkı (lamina

densa) iki tabakadan oluştuğunu göstermiştir. Bazal membranın temel

yapıtaşlarından tip IV kollajen lamina densada, fibronektin ve laminin ise her iki

tabakada bulunur (47).

Kanat hücreleri ince kanatsı uzantılara sahiptir ve iki-üç kat halinde uzanırlar

(44). Bu hücreler hem birbirlerine hem de yüzeyel hücrelere desmozomlarla

bağlıdırlar. Kanat hücreleri arasında ayrıca yüksek düzeyde hücreler arası bağlantı ve

geçiş sağlayan çok sayıda gap-junction da vardır (47).

Yüzey hücreleri birbirine köprülenmelerle tutunmuş, iki kat halinde dizilmiş

durumda uzun ve ince bir yapı gösterirler. En dıştaki hücrelerden oluşan yüzey alanı,

müsin adsorbsiyonunu artıracak şekilde mikrovilluslar ve mikroplikalarla genişlemiş

durumdadır. Yüzeysel hücreler birkaç günlük ömürlerini tamamladıktan sonra

gözyaşı film tabakasına dökülürler. Olağanüstü rejenere olma kabiliyetine sahip

bulunduğundan epitelde nedbeleşme oluşmaz (44) .



2.1.2. Bowman Zarı

Hücre içermeyen bu tabaka, yalnızca insanlar ve bazı memelilerde epitel

bazal membranı ile stroma arasında bulunur ve ışık mikroskobu ile farkedilir (1).

Hasar gördüğünde rejenere olmaz (44). Ön yüzü çok düzenlidir, arka yüzündeki lifler

stroma ile devam eder. Bowman zarı limbusta sonlanır (40).

2.1.3. Stroma Tabakası

Kornea kalınlığının yaklaşık % 90’ını oluşturur. Korneanın fiziksel gücü,

şeklinin stabilitesi, saydamlığı ve birçok anatomik ve biyokimyasal özelliği

stromanın özelliklerine bağlıdır (1,44). Korneanın optik ve mekanik özellikleri

doğrudan stromal makromoleküler içerik ve bunların dokuda düzenlenmesinin

sonuçlarıdır (43).  Büyük ölçüde düzenli aralıklarla sıralanmış kollajen fibrillerinden

meydana gelmektedir. Fibriller arasındaki boşluk, stroma tabakaları arasında

serpiştirilmiş durumda bulunan modifiye fibroblastlar (keratositler) ile proteoglikan

yapısındaki esas madde tarafından doldurulur. Kollajen liflerin tek tip dizilimi, yavaş

ancak sürekli yıkım-üretim halinde oluşu saydamlığı için esastır. Kollajen fibriller ve

onları üreten keratositler yaklaşık olarak iki-üç yıllık bir yapım-yıkım döngüsüne

sahiptir. İğ biçimli olan keratositler aslında fibroblast olup stroma lamellerinin

arasına yerleşmişlerdir. Normal sağlıklı stromada dinlenme halinde olan keratositler

yara iyileşmesi sırasında son derece aktiftirler. Stromada lizis yapan matriks

metalloproteinazlar ve integrinleri salgılarlar (1,44).

2.1.4. Descemet Membranı

Kornea endotelinin bazal membranıdır (1). Endotel hücreleri tarafından

sentezlenir (47).  Gerçek bir bazal membran olduğundan, kaybolan doku fonksiyonel

endotel hücreleri tarafından yenilenir (2). Kafes tarzında dizilmiş ince kollajen

fibrillerden oluşmaktadır. İn utero oluşan öne yerleşmiş bir bantlı zon ile hayat

boyunca endotel tarafından depo edilen bir arkaya yerleşmiş bantsız zondan oluşur

(44).  Descemet membranı proteolitik enzimlere karşı direnci oldukça yüksek bir

yapıdır. Tüm stromanın hızla yıkıldığı ağır nekrotizan keratitlerde bile sağlam

kalabilir (47).



2.1.5. Endotel Tabakası

Tek sıra hegzagonal hücrelerden oluşmaktadır. Endotel hücrelerinin arasında

desmozom dışında üç bağlantı kompleksine de rastlanır (zonula okludens, makula

okludens, makula adherens). Korneanın herhangi bir şişmeye maruz kalmaksızın

mevcut yapısını sürdürebilmesinde önemli bir rol oynarlar fakat rejenere olamazlar.

İlerleyen yaşla beraber endotel hücrelerinin sayısı da giderek azalır. Böyle bir durum

karşısında komşu hücreler genişleyerek ortaya çıkan boşlukları doldururlar (1,44).

2.2. Kornea Yara İyileşmesi

2.2.1. Epitel Yara İyileşmesi

Kornea epiteli düzeyindeki yaralanmalar, kornea epitelinde genellikle tam kat

defekt yaratırlar. Zarar gören epitel hücreleri veya üzeri açılan bazal membranda,

komşu sağlıklı hücrelere, dolaşım ve gözyaşı filmi ile sinyaller yayılır (1,48,49).

Epitel hücreleri IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α, interferon-γ, transforming büyüme faktörü-

β (TGF-β), kompleman 5-a , lökotrien B4 gibi birçok eriyebilen sitokin veya

prostaglandin sentezleyip salgılayabilirler (50). Yaralanmadan hemen sonra bazal

tabakada mitoz durur, defekt kenarındaki hücreler büzülerek kalınlaşırlar ve bazal

membrana tutundukları yerlerden ayrılırlar. Daha sonra bu hücreler genişleyerek ve

ameboid hareketlerle ilerleyerek bazal tabakadaki defekti kapatmaya çalışırlar. Epitel

iyileşmesi sırasında hücrelerin göç etme hızı saatte 60-80 µm ye ulaşır (47). Hücre

göçünün yönü kemotaksis veya haptotaksis ile belirlenir. Haptotaksis epitel

hücresinin zemin ile yaptığı bağlantıların güçsüz olduğu yerden, daha güçlü olduğu

yere doğru hareketidir (1). Defekt tek sıra hücreyle örtüldükten sonra mitozla normal

epitel kalınlığı sağlanır (47).

2.2.2. Bazal Membran Yara İyileşmesi

Vücudun her yerinde olduğu gibi korneada da bazal membran, bazal epitel

hücreleri tarafından salgılanır. Kornea epitel hücreleri tarafından salınan tip IV

kollajen ve laminin temel içeriğidir. Epitelyal hücre göçü zemin olarak bazal

membran gerektirir. Ancak epitel debridmanı sonrası yeni bazal membran gelişimi

bir haftadan uzun zaman aldığından geçici matriks olarak fibronektin hücre göçüne



zemin oluşturur. Yani istirihat konumunun sürüdürülmesinde mutlak gerekliliği olan

tip IV kollajen bu nedenle akut yaralanma durumlarında yerini fibronektine bırakır.

Keratektomi sonrası fibronektin ile geçici matriks oluşurken lezyona komşu alanda

göçe hazırlanan epitellerin hemidesmozom ve bağlayıcı fibrilleri çözülür. Bazal

membranın gelişimini ve epitelizasyonun tamamlanmasını takiben hemidesmozom

ve bağlayıcı fibriller görülmeye başlanır (1,48,49). Yeni  hemidesmozomlar bazal

membranda daha önce var olan çapa fibrillerinin karşısına gelecek şekilde sentezlenir

ve adezyon kompleksleri kısa sürede bütünlüklerine kavuşur. Eğer yaralanma bazal

membranı da içeriyorsa, epitelin önce bazal membran sentezlemesi gerekir ki bu

durumda adezyon komplekslerinin sentezinin tamamlanması yaklaşık bir yıl sürer

(47).

2.2.3. Stroma Yara İyileşmesi

Stromal iyileşme yeni kollajen sentezi, birbirine bağlanması, proteoglikan

sentezi ve son olarak stromanın gerilme gücünün yeniden oluşmasını sağlayan yara

yeri şekillenmesi aşamalarından oluşur. Stromal bir yaralanmayı izleyen saatler

içinde önce polimorfonükleer lökositler (PMNL) sonra monositler yara yerine gelir

(47). Stroma yara alanındaki keratositlerin ölümü stromal yara yanıtının ilk

basamağıdır (1). İn vitro sonuçlar keratosit kemotaksisini çeşitli büyüme

faktörlerinin artırdığını göstermiştir (51). Epitel hasarı IL-1, TNF-α, TGF-β ve

trombosit kaynaklı büyüme faktörü gibi epitel hücrelerinden salınan sitokinlerde

artışa neden olur. Bu sitokinler keratositler üzerindeki reseptörlere bağlanarak gen

ekspresyonu ve sinyal transdüksiyonu yaparak keratosit fonksiyonlarında değişikliğe

ve  hücresel farklılaşmaya yol açar (52). Keratositler aktive olduklarında dokunun

tamiri için, yara yerine hemen göç ederek yeni kollajen ve glikoprotein sentezlerler.

Yeni kollajen sentezi keratositler ve transforme olmuş monositler tarafından yapılır

(53,54). Aktive keratositler f-aktin, myosin ve α-aktinin içeren kas lifi

demetlerindeki kas hücrelerine benzer hücrelere dönüşürler (55). Bu yeni hücreler

fibroblastların ve myofibroblastların yapısal ve fonksiyonel özelliklerini taşırlar

(47,55). Skar dokusunda başlangıçta oluşan ekstraselüler matriks ile nihai matriks

aynı değildir. Myofibroblastlar tekrar istirihat halindeki özelliklerine döner, ancak

tamamen doğal, hiç değişim göstermemiş keratositler haline gelemezler (1).



2.2.4. Endotel Yara İyileşmesi

İnsan endotel hücrelerinde doğumdan sonra neredeyse hiç mitoz görülmez.

Yaşlılıkta olduğu gibi endotel hücreleri yavaşca kaybolursa, komşu hücrelerin

genişlemesiyle boşluklar kapanır (47). Endotelin santralinde oluşan bir hasar sonrası

periferal ve santral hücre yoğunluğu ile hekzagonal hücre yüzdesi düşer, buna karşın

hücre boyutlarındaki çeşitlilik (polimegatizm) artar (56-58). Defekt bir kez

kapatıldıktan sonra, normal hekzagonal yapının oluşturulması için hücreler yeniden

düzenlenir. Birkaç hafta sonra zedelenme alanını kaplayan endotel yeni descemet

membranını salgılamaya başlar. Yaklaşık iki-üç ay içinde oldukça homojen,

hekzagonal bir yapı elde edilir. Kronik inflamasyon veya fiziksel travma durumunda

yeniden düzenlenme gecikir ve hücre kaybı devam eder (47).  Her yıl yaşla birlikte

sayıları azalan endotel hücreleri, sayıca % 80 oranında azalana dek korneal

dehidratasyonu sürdürebilmektedir (1).

2.3. Korneanın Alkali Yanıkları

Tüm hücrelerin hücre membranları fosfolipidlerden oluşmaktadır.

Fosfolipidlerse alkalin pH da çözünürler. Alkali yaralanmalar çok hasar vericidir

çünkü temas ettiği tüm hücre membranlarını eritirler. Yüzeydeki hücreler hasar

gördükten sonra alkali madde daha derinlerdeki dokulara geçer (59). Asit maddeler

ile karşılaştırıldığında alkali maddeler hücre membranlarındaki yağ asitlerinin

parçalanması ve sabunlaşmasıyla hücrelerin ölümüne yol açarak göze daha çok zarar

vermektedir (45,60). Yüzey epiteli bir kez hasarlandıktan sonra alkali maddeler

kolayca stromaya penetre olurlar, hızla proteoglikanları ve stromal matriksin kollajen

liflerini yıkarlar (61). Alkali maddelerin göze difüzyonu ilerleyicidir ve korneadan

başka trabeküler ağ, iris, siliyer cisim, lens, retina ve optik diske zarar verebilirler

(45). Hidroksil iyonları kollajen liflerde ödeme daha sonra kalınlaşmaya ve

kısalmaya neden olurlar. Stromada ülserasyon meydana gelebilir. Ülserasyon

oluşumunu etkileyen faktörler korneal epitel defekti, inflamasyon, proteolitik

enzimlerin serbestleşmesi, anestezi, göz yaşı eksikliği ve kollajen sentezinin

bozulmasıdır (62). Kimyasal yaralanmadan sonra ilk 12-24 saat içinde PMNL’ler ve

monositler epitel hücreleri ve alkali maddenin yıktığı stromadan kaynaklanan

kemotaktik ürünlerin etkisiyle yara yerine gelir. Persistan inflamasyon nedeniyle



epitel hücrelerinin hasarlı korneayı kaplaması geciktikçe degranüle olan PMNL’lerin

enzimatik etkisiyle ve monosit lökosit sitokinlerin keratosit kollejenazları stimüle

etmesiyle yaralanma sonrası 2. ve 3. haftalar boyunca stromada enzimatik sindirim

devam eder.

Klinik olarak, kimyasal yaralanmaların –alkali yanıklar gibi- gecikmiş

epitelizasyon, yüzeyel ve derin neovaskülarizasyonla birlikteliği iyi bilinmektedir

(4,63). Alkali hasardan sonra keratositlerin anormal kollajenolitik aktiviteleri ve

nötrofiller kornea dokusunu yıkmakta, geniş korneal ülserasyonlara neden

olmaktadır. Ülserasyonlar ancak korneanın yeniden epitelizasyonu ya da yoğun

neovaskülarizasyonla sonlanmaktadır (54). Alkali yanıklarda inflamasyona

konjonktivalizasyon ve yeni damar yapıları eşlik etmektedir (64). Yüzeyel korneanın

neovaskülarizasyonunda VEGF’nin rol oynadığı gösterilmiştir (65). Patofizyolojik

değişiklikler nihai görme prognozunu etkilediğinden düzenlenen tedavi 1) oküler

yüzey yaralanmasını, hasarını, farklılaşmayı 2) korneal stromal matriks hasarını,

ülserasyonu 3) korneal ve stromal inflamasyonu göz önünde bulundurmalıdır (4).

2.4. Korneal Neovaskülarizasyon

Neovaskülarizasyon daha önce avasküler olan alanlarda yeni damarsal

yapıların gelişmesidir. Neovaskülarizasyon süreci birbiriyle örtüşen muhtemel iki

mekanizma içermektedir: 1) Vaskülogenezis, esas olarak embriyogenezis sırasında,

kemik iliği kökenli anjioblastlardan yeni kan damarları oluşumudur. 2)

Anjiyogenezis, varolan damarsal yapılardan yeni kan damarları oluşumudur (66,67).

Gözün anatomik yapısında yoğun vaskülarize ve tamamen avasküler dokular bir

arada bulunmaktadır. Oküler vasküler büyüme normalde embriyojenik gelişim içinde

ortaya çıkmakta ve erişkin hayatta olmamaktadır (68). Neovaskülarizasyon ile

birlikte olan göz hastalıklarında bu denge bozulmaktadır (69). Anjiyogenez sık

körlük yapan diyabetik retinopati, prematüre retinopatisi ve YBMD gibi hastalıklarda

kritik rol oynar (70). Anjiyogenezin göz hastalıkları ve embriyonel retinal

vaskülarizasyonda önemi uzun zamandır bilinmektedir. Anjiyogenezis oluşurken

birçok olay basamaklar şeklinde birbirini izleyerek ortaya çıkmaktadır. İlk olarak

anjiyogenezise neden olan bir uyarının oluşması (hipoksi, iskemi), daha sonra bu

etkenden dolayı anjiyogenik bir faktörün salınması ve ilgili faktör ya da faktörlerin



de bazal membranı parçalaması (matriks metalloproteinaz enzimi aracılığıyla) söz

konusudur. Bunu sırasıyla endotel hücrelerinin aktivasyonu, adezyonu, migrasyonu,

proliferasyonu ve tüp oluşumu takip eder. Sonuçta yeni kan damarlarının var olandan

çoğalması gerçekleşir (71). Yeni tüp yapıda bazal membranın oluşması ve buna

perisitlerin de katılmasıyla fonksiyonel kapiller oluşum tamamlanmaktadır (72).

Anjiyogenezisi stimüle ve/veya inhibe eden, bir kısmı endojen ve sinerjistik olan

birçok faktör ya da hormon tespit edilmiştir (Tablo 2.1.) (71).

Tablo 2.1. Anjiyogenik faktörler ve anjiyogenezi önleyen faktörler.

Anjiyogenik faktörler Anjiyogenezi önleyen faktörler
VEGF
Plasental büyüme faktörü
Fibroblast büyüme faktörü
Transforming büyüme faktörü -α
TGF-β
Epidermal büyüme faktörü
IL-6 ve IL-8
Hepatosit büyüme faktörü
TNF-α
Trombosit kaynaklı büyüme faktörü
Granülosit koloni uyaran faktör
Anjiyopoetin-1
IL-8
Anjiyogenin
Doku faktörü

Trombospondin-1 ve 2
İnsan makrofaj metalloelastazı
Vazostatin
Endostatin
VEGF inhibitörü
Trombosit faktör-4 fragmanı
Restin
Angiyopoietin-2
Prolaktin derivesi
Anjiyostatin
İnterlökin-12
İnterferon-α ve β
Platelet faktör-4 fragmanı
Antitrombin-3 fragmanı
İnterferon ile indüklenebilen protein-10
TIMP-1 ve 2

Korneal neovaskülarizasyonun regülasyonu ve hücre adezyonu, kornea

inflamasyonunun patogenezinde kritik faktörlerdir. Enfeksiyon, travma, kimyasal

yanıklar, termal yanıklar ya da hipoksi neovaskülarizasyona neden olabilir (73).

Korneal neovaskülarizasyonla ilişkili çeşitli inflamatuar, enfeksiyöz, dejeneratif ve

travmatik hastalıklarda bu denge anjiyogenez yöne kayar ve yeni damarların

oluşumuyla sonuçlanır. Dolayısıyla  birçok hastalıkta anjiyogenik ve anti-

anjiyogenik faktörler arasındaki denge bozularak korneal neovaskülarizasyon

indüklenebilir (Tablo 2) (9).



Tablo 2.2. Korneal neovaskülarizasyonla ilişkili hastalıklar.

İnflamatuar hastalıklar
                Oküler pemfigoid
                Atopik konjonktivit
                Rozasea
                Graft reddi
                Lyell’s Sendromu
                Stevens-Johnson Sendromu
                Graft Versus Host Hastalığı
          Enfeksiyöz keratitler
                Viral
                     Herpes simpleks
                     Herpes zoster
                Bakteriyal
                     Pseudomonas
                   Chlamydia trachomatis

                     Sifiliz
                Fungal

                       Kandida
                     Fusarium
                     Aspergillus
                Parazitik
                     Onkoserkiyazis
          Dejeneratif-Konjenital hastalıklar
                Pterjium
                Terrien marjinal dejenerasyonu
                Aniridia
                Travmatik-İatrojenik hastalıklar
                Kontakt lensler
                Alkali yanıklar
                Ülserasyonlar
                İatrojenik hasar
                Limbal kök hücre yetmezliği

Korneal neovaskülarizasyon esas olarak  perikorneal pleksus venüllerinden ve

kapillerinden filizlenir (74,75). Korneal neovaskülarizasyonun şu iki klinik antitesi

birbirinden ayırdedilmelidir; birincil olarak stromal keratitler ile ilişkili olan stromal

neovaskülarizasyon ve asıl oküler yüzey hastalıkları ile ilişkili, kornea periferi

yüzeyinde bağ dokusu proliferasyonu ile oluşan vasküler pannus (76).



2.4.1. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü

VEGF ilk olarak 1983 yılında yoğun damarlı tümörlerde tanımlanmış 46

kilodalton (kDa) ağırlığında homodimerik bir glikoproteindir (77).   Dört VEGF

izoformu tanımlanmıştır (VEGF121, VEGF165, VEGF189 ve VEGF206). VEGF165

dokuların çoğunda bulunan, en sık rastlanan moleküler türüdür (78). Anjiyogenezin

proliferasyon, migrasyon, proteolitik aktivite ve kapiller tüp oluşumu gibi birçok

basamağını ilerleten, hem patolojik hem de normal anjiyogeneziste rol alan potent bir

anjiyogenik stimülatördür (79,80). VEGF aynı zamanda vasküler geçirgenliği

artırmasından dolayı vasküler permeabilite faktörü olarak da bilinmektedir

(77,79,81). Vasküler geçirgenliği histaminden 5000 kat daha fazla artırma potent

aktivitesine sahiptir (82). VEGF biyoaktivitesini, esas olarak endotel hücreleri ve

daha az olarak da monosit ve makrofajlarca eksprese edilen, bilinen iki reseptör

üzerinden gösterir. Vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü-1 ve vasküler

endotelyal büyüme faktörü reseptörü-2 (83,84). VEGF’nin bu reseptörlere

bağlanması vasküler geçirgenliği ve endotel hücre proliferasyonunu ve

migrasyonunu sağlayan sinyal transdüksiyon kaskadını başlatır (85).

Ekzojen VEGF düşük inflamatuar cevap ile ya da hiç inflamatuar cevap

olmadan deney hayvanlarında korneadaki anjiyogenezi güçlü bir şekilde

uyarmaktadır (86). Kontakt lens kullananlarda, kornea travması ve transplantasyonu

sonrası veya inflamatuar durumlar sonucu oluşan patolojik korneal

neovaskülarizasyonda bu faktörün rolü açık değildir. Son yıllarda VEGF’nin tavşan

kornealarının saklandığı kültürde üretildiği ve iki haftalık atmosferik hipoksi

sonrasında fare korneasında in vivo olarak artmış olduğu gösterilmiştir  (87). Normal

avasküler korneadan kaynaklanan epitel hücreleri VEGF üretmekte ancak vasküler

kornea veya konjonktivadaki epitel hücrelerinin ürettiğinden daha düşük seviyede

kalmaktadır. Bu bilgiler korneadaki anjiyogenezde VEGF’nin kısmen rolü olduğunu

ileri sürmektedir  (88,89).

Oküler anjiyogenezde kullanımı olan VEGF’ye yönelik monoklonal

antikorlar şunlardır:



Pegaptanib sodyum (Macugen®), YBMD’ye sekonder oküler

neovaskülarizasyon ve vasküler kaçak gelişiminde baskın rol oynayan VEGF165

izoformuna selektif olarak bağlanıp, hem kan damarlarındaki büyümeyi hem de

vasküler kaçağı inhibe eden sentetik bir oligonükleotiddir. Pegaptanib YBMD ile

ilişkili patolojik koroidal neovaskülarizasyonları tedavi etmek ve görme kaybını

önlemek için geliştirilmiştir (90,91).

Ranibizumab (rhuFabV2, Lucentis®), VEGF’nin tüm izoformlarına

bağlanmak, damar geçirgenliğini ve anjiyogenezisi bloke etmek üzere geliştirilmiş

monoklonal antikor fragmanıdır. Ranibizumab VEGF165, VEGF121, VEGF110 bağlanır

ve inhibe eder. Ranibizumabın muhtemelen molekül yapısının küçüklüğü sayesinde

retinanın tüm katlarını geçebildiği gösterilmiştir (92).

Bevasizumab (Altuzan®), VEGF-A’nın tüm izoformlarına bağlanıp nötralize

etme özelliğine sahip humanize monoklonal antikordur ve aşağıda daha ayrıntılı

bahsedilmiştir (93).

2.4.1.1. Bevasizumab

Bevasizumab, insan VEGF’sine spesifik olarak bağlanan ve biyolojik

aktivitesini nötralize eden bir rekombinant hümanize monoklonal antikordur.

Bevasizumab, hümanize mürin antikorunun komplementer-determinant bölgeleri

VEGF’ye bağlanan, insan antikoru temel bölgelerini içermektedir. Bevasizumab,

gentamisin antibiyotiği içeren besi ortamındaki Chinese Hamsterinin over memeli

hücresi ekspresyon sisteminde rekombinant DNA teknolojisi ile oluşturulur ve

spesifik viral inaktivasyon ve çıkarılma aşamalarından oluşan bir süreç ile

saflaştırılır. Bevasizumab 214 aminoasitten oluşmaktadır ve molekül ağırlığı yaklaşık

149 kDa’dur. Bevasizumab, 5-florourasil/folinik asit veya 5-florourasil/folinik

asit/irinotekan ile kombine olarak metastatik kolon ve metastatik rektum kanserinin

birinci basamak tedavisinde kullanılır (93-97). Bevasizumab ülkemizde ve diğer

ülkelerde göz hastalıklarında endikasyon dışı kullanılmaktadır.



2.4.2. Tümör Nekrozis Faktör-α

Tümör nekrozis faktör (TNF) ailesi, 19 multifonksiyonel sitokinden oluşan,

inflamasyon ve apoptoziste önemli rol oynayan bir gen ailesidir (98). TNF ailesinin

ilk tanımlanan alt tiplerinden TNF-α (kaşektin), esas olarak T lenfositler ve

makrofajlar tarafından sentezlenen ve sekretuvar formu 185 aminoasitten oluşan 17

kDa, membran formu ise 26 kDa olan bir proteindir. Diğer bir alt tipi TNF-β

(lenfotoksin) ise 171 aminoasitten oluşan 18 kDa homotrimer yapıda bir

glikoproteindir. TNF biyolojik aktivitesini iki reseptörü üzerinden gösterir: Tümör

nekrozis faktör reseptör tip I (TNFR-I) ya da p55 çoğu biyolojik etkinin

başlamasında rol alan, hücre tipli solübl tümör nekrozis faktör reseptörüdür

(sTNFR). Tümör nekrozis faktör reseptör tip II (TNFR-II) ya da p75 ise  hücre

membranı ilişkili reseptörüdür (98-106).

TNF-α’nın organizmadaki başlıca etkileri nötrofil ve T hücre aktivasyonu,

natural killer hücrelerinin aktivitesinin arttırılması, kemotaksisin uyarılması,

inflamasyonun akut faz cevabının uyarılması, endotel hücreleri üzerinde adezyon

moleküllerinin ekspresyonunun uyarılması, çeşitli hücrelerden sitokin üretiminin

uyarılması ve bazı hücre tiplerine güçlü sitotoksik etkidir. TNF-α bu etkilerinin yanı

sıra apopitozun uyarılması, B hücrelerinin proliferasyonu ve maturasyonunun

uyarılması, pirogenezis, septik şok, kemik rezorpsiyonu ve katabolizmanın

artırılması gibi etkilere de sahiptir (106-110).

Kimyasal yanık oluşmuş kornealarda hücre reseptörleri artan sitokinlerden

biri de TNF-α’dır. Buna rağmen TNF-α’nın hücresel cevapta oynadığı rol hala tam

olarak aydınlatılamamıştır (28). Anti-TNF-α tedavisinin artritleri ve bazı üveit

formlarını içeren immün aracılı hastalıklarda etkili olduğu gösterilmiştir (111-117).

Korneada alkali yanık oluşturulmuş hayvan modellerinde TNF-α’nın etkileri

araştırılmıştır (28,118). Farelerde lazerin indüklediği koroidal neovaskülarizasyonda

anti-TNF-α  tedavisinin  lezyonun boyutunu ve kaçağı azalttığı gösterilmiştir (33,34).

Anti-TNF-α monoklonal antikoru ajanlar İnfliximab, Etanercept,

Adalimumab ve Certolizumab Pegol’dür.



İnfliximab (Remicade®), anti-TNF-α monoklonal antikordur. % 25 fındık

faresi, % 75 insan immunoglobulin IgG1 antikorundan oluşturulmuş 149-kDa’luk

kimerik yapıdadır (119).

Adalimumab (Humira®), sTNFR’ye bağlanarak etki gösteren insan kaynaklı

rekombinan anti-TNF monoklonal antikorudur (120).

Certolizumab pegol (Cimzia®)  Chron’s  Hastalığı ve  romatoid  artrit  tedavisi

faz 3 klinik çalışmalarında olumlu sonuçlar vermiş, polietilen glikole kimyasal olarak

bağlı Fab fragmanı içeren, yüksek afiniteye sahip insan kaynaklı anti-TNF

monoklonal antikorudur (121,122).

Etanercept (Enbrel®), TNF-α ve TNF-β’ya bağlanarak reseptörlere erişmesini

engelleyen rekombinan TNF-α reseptör füzyon proteini olarak dimerik yapıda

üretilmiştir (123).

2.4.2.1. Etanercept

Etanercept rekombinan DNA teknolojisi ile üretilmiş, insan TNFR 2/p75 ve

insan IgG1-Fc proteininin birleştirilmesi ile elde edilen bir füzyon proteinidir. TNF,

romatoid artrite bağlı enflamasyonda dominant sitokin işlevini görür. Etanercept,

TNF’nin kompetitif inhibitörü olarak hücre yüzeyi reseptörlerine bağlanmasını

engeller ve biyolojik aktivitesini önler. TNF ve lenfotoksin iki ayrı hücre yüzeyi

reseptörlerine bağlanan pro-inflamatuar sitokinlerdir. İki TNFR’de doğal olarak

membrana bağlı ve çözünen formdadır. TNF ve lenfotoksinlerin biyolojik aktiviteleri

hücre yüzeyindeki TNFR’lere çapraz biçimde bağlanmaları esasına dayanır.

Etanercept gibi çözülen dimerik reseptörler, monomerik reseptörlere kıyasla TNF’ye

daha yüksek bir afinite gösterirler ve kendi hücre reseptörlerine bağlanan TNF’nin

çok daha güçlü kompetitif inhibitörleridir. Etanercept etkisini, TNF’nin hücre

yüzeyindeki TNFR’lere bağlanmasını kompetitif olarak inhibe ederek, biyolojik

aktivitelerini yok edip, TNF’ye bağlı gelişen hücresel yanıtlarını önleyerek

göstermektedir. Ayrıca etanercept, TNF’nin düzenlediği veya diğer moleküllerin

(örneğin, sitokinler, adezyon molekülleri veya proteinazlar) kontrol ettiği biyolojik

yanıtları da değiştirebilmektedir. Etanercept, romatoid artrit, poliartiküler tip juvenil

kronik artrit, psoriatik artrit, ankilozan spondilit, psoriazis vulgaris tedavisinde

kullanılır (33,94,124,125). Etanercept ülkemizde ve diğer ülkelerde göz

hastalıklarında endikasyon dışı kullanılmaktadır.



                  3.GEREÇ VE YÖNTEM

Bu çalışma Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Göz Hastalıkları A.D. ve

Patoloji A.D. katkılarıyla, Deneysel Tıp Araştırma ve Uygulama Birimi’nde

(DETAB) gerçekleştirildi. Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu’nun

HADYEK 1/4-2010 karar numaralı izni ile çalışma yapıldı. Ağırlıkları 250-350 gram

arasında değişen toplam 49 adet Wistar-Albino cinsi erkek sıçan çalışmaya alındı.

Çalışmayı tamamlayabilen 45 tanesi ile sonuçlar elde edildi. Tüm sıçanlar, Tarım ve

Köyişleri Bakanlığı Koruma ve Kontrol Genel Müdürlüğü tarafından

ruhsatlandırılmış olan DETAB’da, ayrı gruplar halinde, ayrı kafesler içerisinde,

optimum nem ve sıcaklıkta, uygun şartlarda ve standart koşullar altında tutuldu.

Sıçanlar her bir grupta 7 denek olacak şekilde randomize 7 gruba (kontrol,

subkonjonktival bevasizumab, subkonjonktival etanercept, subkonjonktival

bevasizumab+etanercept, topikal bevasizumab, topikal etanercept, topikal

bevasizumab+etanercept) ayrıldı. Bevasizumab ile etanerceptin additif etkisini

araştırmak için bu iki ilaç subkonjonktival bevasizumab+etanercept ile topikal

bevasizumab+etanercept grubunda birlikte uygulandı.

 Çalışmanın 1. gününde ölen subkonjonktival bevasizumab, subkonjonktival

etanercept, subkonjonktival bevasizumab+etanercept ile topikal etanercept

grubundan birer olmak üzere toplam 4 sıçan çalışma dışı bırakılıp, 45 sıçan ile

çalışma tamamlandı.

Kontrol grubundaki sıçanlarda dahil olmak üzere tüm sıçanların gözleri

muayene edilerek her iki gözüde sağlam ve sağlıklı olan sıçanların sağ gözlerinin

kornea santraline %75 gümüş nitrat ve %25 potasyum nitrat ile kaplanmış çubukla

(HemoStop, Hizmet Medikal, İstanbul) Mahoney ve Waterbury tarafından

tanımlandığı şekilde 8 saniye süresince koter yapılarak yaklaşık 2 mm genişlikte

kimyasal yanık oluşturuldu (126) (Şekil 3.1.). Kimyasal yanıklar anestezi ve analjezi

uygulandıktan sonra Topcon OMS-75 ameliyat mikroskobu altında yapıldı.

Koterizasyondan sonra geride kalabilecek kimyasal partiküllerin ortamdan



uzaklaştırılması için kornea ve forniksler 10 ml % 0.9 sodyum klorür izotonik ile

yıkanarak  temizlendi.

Şekil  3.1.  a)  Gümüş nitrat  çubuklarıyla  kimyasal  koterizasyon.  b)  Kimyasal

koterizasyondan hemen sonraki görünüm.

Kimyasal yanık oluşturulduktan hemen sonra sıçanlara subkonjonktival

enjeksiyonlar yapıldı ya da damlalar damlatılmaya başlandı. Subkonjonktival

enjeksiyonlar Topcon OMS-75 ameliyat mikroskobu altında limbusun 2 mm

gerisinden superior bulber konjonktiva altına 30 gauge ucu olan insülin enjektörü ile

yapıldı (Şekil 3.2.). Kontrol grubundaki sıçanlar tedavisiz bırakıldı. Subkonjonktival

bevasizumab grubundaki sıçanlara 0,05 ml (1,25 mg) bevasizumab ALTUZAN®

Flakon  400 mg/16 ml konsantre infüzyon çözeltisi (F. Hoffmann-La Roche Ltd.,

Basel, İsviçre lisansı ile Genentech Inc., Güney SanFransisko, ABD) enjekte edildi.

Subkonjonktival etanercept grubundaki sıçanlara 0,05 ml (1,25 mg) etanercept

ENBREL® Flakon (Wyeth Laboratories, New Lane, Havant, İngiltere) enjekte

edildi. Subkonjonktival bevasizumab+etanercept grubundaki sıçanlara 0,05 ml (1,25

mg) bevasizumab ve  subkonjonktival 0,05 ml (1,25 mg) etanercept konjonktivanın

farklı yerlerinden  uygulandı. Topikal yolla tedavi edilen gruptakilere kornealarında

kimyasal yanık oluşturulduktan hemen sonra hazırlanan damlalar 1 hafta boyunca

günde iki kez damlatıldı. Topikal bevasizumab grubundaki sıçanlara %0.9 sodyum

klorür izotonik ile seyreltilerek 10 mg/ml dozunda hazırlanan bevasizumab damla

damlatıldı. Topikal etanercept grubundaki sıçanlara enjeksiyonluk su ile

sulandırılarak 10 mg/ml dozunda hazırlanan etanercept damla damlatıldı. Topikal

bevasizumab+etanercept grubuna hazırlanan damlalar 10’ar dakika ara ile damlatıldı.

Hazırlanan damlalar buzdolabında +4 derecede saklandı.

a b



Şekil 3.2. Subkonjonktival enjeksiyonun yapılışı.

Tüm gruplarda kimyasal yanık oluşturulması, subkonjonktival enjeksiyon ve

damla damlatılması işlemleri aynı araştırmacı (Ö.Ö.) tarafından yapıldı. Deney süresi

tamamlanan sıçanlara önce izofluran ile inhalasyon anestezisi uygulandı, genel

anestezi sonrası intrakardiak yüksek doz  ketamin hidroklorür ve ksilazin hidroklorür

verilerek  sakrifiye edildi ve enükleasyon uygulandı.

3.1. Anestezi Tekniği

Anestezi ve analjezi uygulamasında intramusküler 50 mg/kg ketamin

hidroklorür (Ketalar, Eczacıbaşı, Türkiye) ile 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun,

Bayer, Türkiye) kombinasyonu kullanıldı. İşlem öncesi deneklerin kornealarına %

0.5’lik proparakain hidroklorid damla damlatıldı.

3.2. Kornea Yanık Alanlarının Değerlendirilmesi

Sıçanlar 8. günde sakrifiye edildikten sonra kornea kimyasal yanık alanları

Mahoney ve Waterbury tarafından tanımlandığı şekilde belirlendi (126). Yanık

dereceleri oluşan yanığın kabarıklığına göre 0 (kornea yüzeyinde kabarma yok), +1

(kornea yüzeyinden hafif kabaran küçük yanık), +2 (kornea yüzeyinden orta

derecede kabarmış yanık), +3 (kornea yüzeyinde büyük kabarıklık) şeklinde

derecelendirildi (Şekil 3.3.).



3.3. Korneal Neovaskülarizasyon Alanlarının Değerlendirilmesi

Deneyin 8. gününde tüm sıçan korneaları Topcon OMS-75 ameliyat

mikroskobu altında muayene edilerek korneal neovaskülarizasyon dereceleri

Mahoney ve Waterbury tarafından tanımlandığı şekilde belirlendi (126). Oluşan

neovaskülarizasyonun  kornea yanık alanına uzaklığına göre: 0 (kornea yüzeyinde

neovaskülarizasyon yok), +1.5 (1/4 uzaklıkta), +2 (1/3 uzaklıkta), +3 (1/2 uzaklıkta),

+4 (2/3 uzaklıkta), +4.5 (3/4 uzaklıkta), +6 (yanık alanına ulaşmış) şeklinde

derecelendirildi (Şekil 3.3.).

Kimyasal yanık

      derecesi

Neovaskülarizasyon

     derecesi

Derece 0

kornea yüzeyinde
kabarma yok

Derece 0

kornea yüzeyinde
neovaskülarizasyon yok

Derece 1

kornea yüzeyinden hafif
kabaran küçük yanık

Derece 3

1/2 uzaklıkta

Derece 2

kornea yüzeyinden orta
derecede kabarmış yanık

Derece 1.5

1/4 uzaklıkta

Derece 3

kornea yüzeyinde büyük
kabarıklık

Derece 4.5

3/4 uzaklıkta

Şekil 3.3. Mahoney ve Waterbury’nin tanımladığı yanık alanının ve korneal

neovaskülarizasyonun derecelendirilmesi (126).

Topcon OMS-75 ameliyat mikroskobunun okülerinden aynı büyütmede

Canon DIGITAL IXUS 70 fotoğraf makinesi ile fotoğraflar çekildi. Fotoğraflar



üzerinde neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına yüzdesi Kocaeli

Üniversitesi Teknik Eğitim Fakültesi Elektronik Bilgisayar Eğitimi Bölümü’nün

katkılarıyla MATLAB R2007b version 7.5. (MathWorks, Natick, Massachusetts,

ABD) programı kullanılarak hesaplandı (Şekil 3.4.).

Şekil 3.4. a) Dijital fotoğraf üzerinde b) MATLAB R2007b v7.5 programı

kullanılarak hesaplanan neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına yüzdesi.

a

b

http://tef.kocaeli.edu.tr/dosyalar/KOU_TEF_ilkeler_YOK2009.doc
http://tef.kocaeli.edu.tr/elektronikvebilgisayar/


3.4. Histopatolojik İnceleme

Sakrifikasyon sonrası enükleasyon uygulanan sıçanlardan elde edilen gözler

%10’luk  formaldehitle dolu kaplara kondu. Fiksasyon sonrasında limbustan limbusa

uzanan ve kornea santralinden geçen kesiler yapılarak örnekler alındı. Dokular

yıkandı ve sırasıyla alkol, ksilen, parafin aşamalarından geçirildi. Daha sonra parafin

bloklara gömüldü. 5 mikron kalınlığında kesitler hazırlandı. Kesitler hematoksilen-

Eosin (HE) ile boyandı ve ışık mikroskobu ile çalışma gruplarını bilmeyen bir

patolog (K.Y.) tarafından incelendi. Örnekler neovaskülarizasyon yoğunluğu,

inflamasyon yoğunluğu, fibroblast aktivitesi açısından değerlendirildi.

Örneklere +1 den +3’e kadar değerler verilerek bir derecelendirilme

oluşturuldu. Neovaskülarizasyon yoğunluğu, inflamasyon yoğunluğu ve fibroblast

aktivitesi bulunmayan örneklere – (negatif) değeri verildi.

Vaskülarizasyon Yoğunluğu:

+ : Minimal ya da negatife yakın damarlanma

++  : Subepitelyal, ön stromal  alanda sınırlı veya fokal damarlanma

+ ++ : ++ ile + + ++ arasında kalan durumlar

+ + ++ : Yoğun ve yaygın damarlanma

İnflamasyon Yoğunluğu:

+ : Minimal ya da negatife yakın inflamasyon

++  : Fokal, az sayıda mikst tip inflamatuar hücre (lenfosit, nötrofil

lökosit, eozinofil lökosit)

+ ++ : ++ ile + + ++ arasında kalan durumlar

+ + ++ : Diffüz, yoğun mikst tip inflamatuar hücre



Fibroblast Aktivitesi:

+ : Minimal ya da negatife yakın fibroblast aktivitesi

++  : Fokal fibroblast aktivitesi

+ ++ : ++ ile + + ++ arasında kalan durumlar

+ + ++ : Yoğun ve yaygın fibroblast aktivitesi

Şekil 3.5. Bu örnekte neovaskülarizasyonun derin stromaya kadar indiği,

yoğun ve yaygın damarlanma olduğu görüldü. Vaskülarizasyon yoğunluğu ++++

olarak değerlendirildi. Siyah kalın oklar damar yapılarının kesitini ve içerisindeki

boyanmış eritrositleri, beyaz kalın ok yanık skar alanında düzensiz ve kalınlaşmış re-

epitelizasyonu, siyah ince ok hasarsız descemet membranını göstermektedir (Işık

mikroskopu (IM), HE, x 400).



Şekil 3.6. Siyah kalın ok kimyasal yakın oluşturulurken stromayı boyayan

gümüş pigmentlerini göstermektedir. Vaskülarizasyon yoğunluğu +, inflamasyon

yoğunluğu ++ ve fibroblast aktivitesi ++ olarak değerlendirildi. (IM, HE, x 100)

Şekil 3.7. Beyaz kalın oklar stromada artmış fibroblastları, siyah kalın ok

kalın damar yapılarını, siyah ince oklar kapiller düzeyinde ince damar yapılarını

göstermektedir. Vaskülarizasyon yoğunluğu ++++, inflamasyon yoğunluğu +++ ve

fibroblast aktivitesi ++++ olarak değerlendirildi. ( IM, HE, x 200)



Şekil 3.8. Beyaz kalın oklar stromada artmış fibroblastları, siyah kalın oklar

lameller arasında artefakt boşlukları göstermektedir. İnflamasyon yoğunluğu ++ ve

fibroblast aktivitesi +++ olarak değerlendirildi. (IM, HE, x 200)

Şekil 3.9. Siyah kalın ok kimyasal yanık sonrası oluşan, üzeri re-epitelize

olan subepitelyal vezikülü göstermektedir. Siyah ince ok lezyonda çok sayıda

bulunan nötrofilleri işaret etmektedir. İnflamasyon yoğunluğu +++  değerlendirildi.

(IM, HE, x 100)



Şekil 3.10. Siyah kalın ok yeni damarları ve içerisindeki boyanmış

eritrositleri göstermektedir. Siyah ince ok descemet dekolmanına işaret etmektedir.

Vaskülarizasyon yoğunluğu ++++, inflamasyon yoğunluğu +++ ve fibroblast

aktivitesi +++ olarak değerlendirildi. (IM, HE, x 100)

Şekil 3.11. Siyah kalın ok yeni damarları ve içerisindeki boyanmış

eritrositleri, siyah ince ok bowman tabakasında çatlak artefaktını göstermektedir.

Vaskülarizasyon yoğunluğu ++++, inflamasyon yoğunluğu +++ ve fibroblast

aktivitesi ++++ olarak değerlendirildi. (IM, HE, x 200)



Şekil 3.12. Siyah kalın ok silyer cismi, beyaz kalın ok irisi, siyah ince oklar

ise sklera-korneal ve iris üzerinde genişlemiş ya da yeni oluşmuş damarları

göstermektedir. (IM, HE, x 100)

3.5. İstatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin ortalamaları ve standart sapmaları alındı. Çalışmanın

istatistiksel azalizi Sosyal Bilimlerde İstatistik Paketi Sürüm 16 (SPSS, Windows

versiyon 16) paket programı ile yapıldı. Fotoğraflar üzerinde incelenen

neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına yüzdesi analiz edilirken gruplar

arası çoklu karşılaştırma için Kruskal-Wallis Varyans Analizi kullanıldı. İstatistiksel

açıdan anlamlı fark görüldüğünde farklılığın hangi grupla ilişkili olduğunu

belirlemek için gruplar arası ikili karşılaştırma  Mann-Whitney U Testi ile yapıldı.

Belirli bir derece sınıflandırılması kullanılarak yapılan diğer değerlendirilmelerde ise

grupları birbirleri ile karşılaştırmak için Chi-Square Testi kullanıldı. P değerinin

0.05’den küçük olması (p<0.05) istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Kornea Yanık Alanlarının Karşılaştırılması

Kornealarda oluşan yanık alanları tüm sıçanlarda Mahoney ve Waterbury

tarafından tanımlandığı şekilde derecelendirildi. Elde edilen veriler tüm sıçanlar için

aşağıdaki gibidir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Gruplardaki sıçanların kornea yanık alanları dereceleri.

Gruplar\sıçan no 1 2 3 4 5 6 7
Kontrol 2 2 3 2 2 2 3
Subkonjonktival bevasizumab 1 2 3 1 2 2
Subkonjonktival etanercept 3 2 3 2 1 2
Subkonjonktival
bevasizumab+etanercept

1 2 2 1 2 2

Topikal bevasizumab 2 1 2 2 2 2 2
Topikal etanercept 2 2 2 3 2 2
Topikal bevasizumab+etanercept 2 2 2 2 1 2 2

Kornea yanık alanları dereceleri tüm sıçan gözlerinde +1 ve üzerindeydi.

Gruplar kontrol grubuyla ve gruplar kendi aralarında karşılaştırıldığında istatistiksel

açıdan anlamlı fark görülmedi, kornealarda oluşan yanık alanları açısından grupların

elde ettiği dereceler benzerdi (p>0.05) (Şekil 4.1.).



Şekil 4.1. Gruplardaki sıçanların kornea yanık alanları derecelerinin grafikte

gösterimi.

4.2. Korneal Neovaskülarizasyon Alanlarının Karşılaştırılması

Gruplardaki sıçanların korneal neovaskülarizasyon dereceleri Mahoney ve

Waterbury tarafından tanımlandığı şekilde derecelendirildi (Tablo 4.2.) (Şekil 4.2.).



Tablo 4.2. Gruplardaki sıçanların korneal neovaskülarizasyon dereceleri.

Gruplar\sıçan no 1 2 3 4 5 6 7
Kontrol 6 6 6 6 4.5 6 6
Subkonjonktival bevasizumab 1.5 4.5 4.5 1.5 2 1.5
Subkonjonktival etanercept 4.5 2 4.5 4.5 6 4
Subkonjonktival
bevasizumab+etanercept

3 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5

Topikal bevasizumab 6 4 6 3 1.5 6 4.5
Topikal etanercept 4.5 2 6 6 3 3
Topikal bevasizumab+etanercept 1.5 1.5 2 3 1.5 1.5 1.5

Şekil 4.2. Sıçanların korneal neovaskülarizasyon derecelerinin grafik

gösterimi.



Tedavi gruplarındaki sıçanların korneal neovaskülarizasyon dereceleri kontrol

grubunun dereceleri ile karşılaştırıldı. Tüm grupların elde ettiği dereceler kontrol

grubundan daha düşüktü. Fakat subkonjonktival bevasizumab, subkonjonktival

etanercept, subkonjonktival bevasizumab+etanercept ile topikal

bevasizumab+etanercept grubunda istatistiksel açıdan fark anlamlı düzeye ulaşıyordu

(p<0.05). Subkonjonktival additif grup ile subkonjonktival bevasizumab,

subkonjonktival etanercept ve topikal additif grup karşılaştırıldığında

subkonjonktival additif grubun subkonjonktival etanercept grubundan üstün

(p<0.05), subkonjonktival bevasizumab ve topikal additif grupla benzer olduğu

görüldü. Topikal additif grup ile topikal bevasizumab ve topikal etanercept grubu

karşılaştırıldığında aralarında fark olmadığı görüldü (p>0.05).

Gruplardaki sıçanların fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon

alanının tüm kornea alanına yüzdesi aşağıdaki tabloda belirtilmiştir (Tablo 4.3.)

(Şekil 4.3.).

Tablo 4.3. Gruplardaki sıçanların fotoğraflar üzerinde incelenen

neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına yüzdesi.

Gruplar\sıçan no 1 2 3 4 5 6 7 ortalama±
SD

Kontrol 76 81 94 78 76 85 87 82.42±6.65
Subkonjonktival bevasizumab 23 65 64 35 44 30  43.50±17.64
Subkonjonktival etanercept 60 40 58 66 54 51 54.83±8.90
Subkonjonktival
bevasizumab+etanercept

44 54 44 52 13 22  38.16±16.76

Topikal bevasizumab 70 43 65 67 67 71 58 63.00±9.78
Topikal etanercept 58 40 73 79 60 63  62.16±13.52
Topikal bevasizumab+etanercept 14 25 39 30 8 13 8 19.57±11.95
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Şekil 4.3. Tüm grupların fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon

alanının tüm kornea alanına yüzdesi.

Fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon alanının tüm kornea

alanına yüzdesi analiz edildiğinde, istatistiksel açıdan ileri derecede anlamlı fark

görüldü (p=0.00). Farklılığın hangi gruplarla ilişkili olduğunu belirlemek için gruplar

arası ikili karşılaştırma yapıldı (Tablo 4.4.).

Fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon alanının tüm kornea

alanına yüzdesi açısından tedavi grupları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında

istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunduğu, tüm tedavilerin etkili olduğu görüldü

(p<0.05).  Subkonjonktival uygulama ile topikal uygulama karşılaştırıldığında,

subkonjonktival  bevasizumab tedavisi ile topikal bevasizumab tedavisi arasında

istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunduğu (p<0.05), topikal additif tedavinin

subkonjonktival additif tedaviden üstün olduğu fakat aralarındaki istatistiki farkın

anlamlıya yakın olduğu (p=0.053), etanercept grupları arasında istatistiksel açıdan

anlamlı fark bulunmadığı görüldü (p>0.05). Bevasizumab grubu ile etanercept grubu

karşılaştırıldığında birbirlerine üstünlükleri olmadığı görüldü (p>0.05). Bevasizumab

grubu ile bevasizumab+etanercept grubu karşılaştırıldığında ise topikal additif

tedavinin topikal bevasizumab tedavisinden daha başarılı olduğu saptandı (p<0.05).

Subkonjonktival  bevasizumab ile subkonjonktival additif tedavi arasında istatistiksel

açıdan anlamlı fark görülmedi (p>0.05). Etanercept grubu ile

bevasizumab+etanercept grubu karşılaştırıldığında topikal additif tedavinin topikal



etanercept tedavisinden daha başarılı olduğu saptandı (p<0.05). Subkonjonktival

etanercept ile subkonjonktival additif tedavi arasında istatistiksel açıdan anlamlı fark

görülmedi  (p>0.05).

Tablo 4.4. Fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon alanının tüm

kornea alanına yüzdesi ve gruplar arasında karşılaştırılması.

Subkonjonktival
uygulama

(ortalama± SD)

Topikal
uygulama

(ortalama± SD)

p7

Kontrol 82.42±6.65 82.42±6.65

Bevasizumab 43.50±17.64 63.00±9.78 0.026*

Etanercept 54.83±8.90 62.16±13.52 0.227

Bevasizumab+etanercept 38.16±16.76 19.57±11.95 0.053

p1 0.003* 0.002*

p2 0.003* 0.010*

p3 0.003* 0.002*

p4 0.262 0.830

p5 0.629 0.002*

p6 0.650 0.003*

p1: kontrol grubu ile bevasizumab grubunun karşılaştırılması.

p2: kontrol grubu ile etanercept grubunun karşılaştırılması.

p3: kontrol grubu ile bevasizumab+etanercept grubunun karşılaştırılması.

p4: bevasizumab grubu ile etanercept grubunun karşılaştırılması.

p5: bevasizumab grubu ile bevasizumab+etanercept grubunun

karşılaştırılması.

p6: etanercept grubu ile bevasizumab+etanercept grubunun karşılaştırılması.

p7: subkonjonktival uygulama ile topikal uygulamanın karşılaştırılması.

*: p < 0.05



4.3. Histopatolojik İnceleme

Örneklerin neovaskülarizasyon yoğunluğu, inflamasyon yoğunluğu, fibroblast

aktivitesi açısından histopatolojik inceleme sonuçları aşağıdaki tabloda verilmiştir

(Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Histopatolojik inceleme sonuçları.

Gruplar Sıçan

no

Neovaskülarizasyon

yoğunluğu

İnflamasyon

yoğunluğu

Fibroblast

aktivitesi

Kontrol 1 ++++ ++++ +++

2 ++++ ++++ ++++

3 ++++ ++++ +++

4 ++++ ++++ +++

5 ++++ ++++ ++++

6 ++++ ++++ ++++

7 ++++ ++++ ++++

Subkonjonktival
bevasizumab

1 +++ ++ ++

2 ++++ ++ +++

3 ++ ++ ++

4 +++ +++ ++

5 ++++ ++++ ++++

6 +++ ++ ++

Subkonjonktival
etanercept

1 +++ ++++ ++++

2 ++++ +++ +++

3 +++ +++ +++

4 ++++ ++++ +++

5 +++ +++ +++

6 ++ +++ +++



Subkonjonktival
bevasizumab+etanercept

1 +++ +++ ++++

2 ++ ++ ++

3 ++++ +++ +++

4 ++ ++ ++

5 ++ ++ ++

6 ++ ++++ ++

Topikal bevasizumab 1 ++++ +++ ++++

2 + +++ +++

3 +++ +++ +++

4 ++++ ++++ ++++

5 ++++ ++++ +++

6 +++ +++ +++

7 +++ +++ +++

Topikal etanercept 1 +++ ++++ +++

2 ++ +++ ++

3 +++ +++ +++

4 ++++ ++++ ++++

5 +++ +++ +++

6 +++ +++ +++

Topikal
bevasizumab+etanercept

1 + ++ ++

2 + + +

3 + ++ ++

4 + + +

5 + ++ ++

6 +++ +++ +++

7 ++ +++ +++

Tedavi gruplarındaki sıçanların histopatolojik incelemelerde

neovaskülarizasyon yoğunluğu kontrol grubuyla karşılaştırıldı.  Subkonjonktival

bevasizumab, subkonjonktival etanercept, subkonjonktival bevasizumab+etanercept,

topikal etanercept, topikal bevasizumab+etanercept grubunda neovaskülarizasyon



yoğunluğu kontrol grubuna göre daha az bulundu, istatistiksel açıdan fark anlamlıydı

(p<0.05). Topikal bevasizumab grubu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında farkın

istatistiksel açıdan anlamlıya yakın olduğu görüldü (p=0.061). Diğer gruplar kendi

aralarında karşılaştırıldığında  farkın istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı saptandı

(p>0.05). Fakat topikal bevasizumab+etanercept grubu ile subkonjonktival

bevasizumab+etanercept, topikal bevasizumab, topikal etanercept grubu ile

karşılaştırıldığında farkın istatistiksel açıdan anlamlıya yakın olduğu, topikal additif

tedavinin daha iyi sonuçlar verdiği görüldü (p=0.051, p=0.053, p=0.051, sırasıyla )

(Şekil 4.4.).

Şekil 4.4. Gruplardaki sıçanların histopatolojik inceleme sonuçlarına göre

neovaskülarizasyon yoğunluğu.

Histopatolojik incelemeler sonucunda tüm gruplar inflamasyon yoğunluğu

açısından kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Tüm tedavi gruplarında inflamasyon

yoğunluğu kontrol grubundan daha düşük bulundu, istatistiksel açıdan fark



anlamlıydı (p<0.05). Subkonjonktival bevasizumab ile  subkonjonktival etanercept

ve topikal bevasizumab grupları karşılaştırıldığında farkın istatistiksel açıdan anlamlı

olduğu, subkonjonktival bevasizumab tedavisinin daha etkili olduğu görüldü

(p<0.05). Topikal additif tedavinin topikal bevasizumab tedavisinden daha başarılı

olduğu (p<0.05), topikal etanercept tedavisi ile arasındaki farkın anlamlıya yakın

olduğu bulundu ( p=0.054). Diğer gruplar kendi aralarında karşılaştırıldığında  farkın

istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı saptandı (p>0.05) (Şekil 4.5.).

Şekil 4.5. Gruplardaki sıçanların histopatolojik inceleme sonuçlarına göre

inflamasyon yoğunluğu.

Tedavi gruplarındaki fibroblast aktivitesi kontrol grubuyla

karşılaştırıldığındıysa subkonjonktival bevasizumab, subkonjonktival

bevasizumab+etanercept ve topikal bevasizumab+etanercept gruplarında fibroblast



aktivitesinin daha az olduğu görüldü (p<0.05). Subkonjonktival etanercept, topikal

bevasizumab ve topikal etanercept grupları kontrol grubuyla karşılaştırıldığında

istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunmadığı saptandı (p>0.05). Subkonjonktival

bevasizumab ile  topikal bevasizumab ve subkonjonktival etanercept grupları

karşılaştırıldığında farkın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu, subkonjonktival

bevasizumab tedavisinin daha etkili olduğu görüldü (p<0.05). Subkonjonktival

additif tedavinin subkonjonktival etanercept tedavisinden daha iyi olduğu(p<0.05)

fakat subkonjonktival bevasizumab tedavisi ile aynı sonuçları verdiği görüldü

(p=1.00). Topikal additif tedavinin topikal bevasizumab tedavisinden daha etkili

olduğu görüldü (p<0.05). Subkonjonktival additif tedaviyle topikal additif tedavi

arasında fark olmadığı bulundu (Şekil 4.6.).

Şekil 4.6. Gruplardaki sıçanların histopatolojik inceleme sonuçlarına göre

fibroblast aktivitesi.



5. TARTIŞMA

Sağlıklı insan korneasında herhangi bir damar yapısı bulunmamaktadır.

Ancak çeşitli patolojiler sonucunda korneada derin ya da yüzeysel vaskülarizasyonlar

oluşabilmektedir. Bu damarlar görme seviyesini olumsuz yönde etkilemekte,

inflamasyon oluşturmakta ve kornea nakli gibi ameliyatların prognozu üzerinde

olumsuz etki yapmaktadır (65,127-129). Korneal neovakülarizasyonu tedavi etmek

için klinisyenler medikal ya da cerrahi yöntemler uygulamaktadır. Topikal

kortikostreoidler prolifere olan korneal damarların baskılanmasında temel tedavidir

(126,130-132). Streoidlerin yanısıra non-steroid anti-inflamatuar ilaçlar, rapamisin,

siklosporin A ve metotreksat da klinikte kullanılmaktadır (133,134). Cerrahi

tedaviler damarları tıkamayı hedefleyen argon lazer, elektro-koagulasyon,

fotodinamik tedavi ile oküler yüzeyi onaran konjonktival, limbal ve amniyon zar

transplantasyonunu içerir (9).

VEGF’nin oküler anjiyogenezin bütün formlarında, insanlarda ve hayvan

modellerinde korneal neovakülarizasyonda etkili bir faktör olduğu bulunmuştur (11-

13). VEGF proteolitik aktivite, endotelyal hücre proliferasyonu, migrasyonu ve

kapiller tüp oluşumu olmak üzere anjiyogenezin birçok basamağında etkili

olmaktadır (9). Son yıllarda VEGF inhibitörleri retina, koroid, iris ve kornea

neovaskülarizasyonlarının tedavisinde yaygın şekilde kullanılmaya başlanmıştır.

İnsan VEGF’sine spesifik olarak bağlanan ve biyolojik aktivitesini nötralize eden,

rekombinant hümanize monoklonal antikor olan bevasizumab insanlarda korneal

neovaskülarizasyonun tedavisinde öne çıkmaktadır. Bevasizumab önceki

çalışmalarda topikal ve subkonjonktival uygulanarak çalışılmış fakat bu iki kullanım

yolunu karşılaştıran çalışma sayısı sınırlı kalmıştır (135,136).

Bizim çalışmamızda kontrol grubuna göre hem subkonjonktival bevasizumab

hem de topikal bevasizumab tedavisi etkili bulunmuştur. Elde ettiğimiz sonuçlar

hayvan modellerinde benzer yöntemler uygulanarak yapılan çalışmalarda ortaya

çıkan sonuçları desteklemektedir. Şener’in çalışmasında sıçan kornealarında

kimyasal yanıkla neovaskülarizasyon oluşturulmuş ve yanık oluşturulduktan hemen



sonra subkonjonktival 0,05 ml (1,25 mg) bevasizumab bir kez uygulanmıştır.

Deneyin birinci haftasında fotoğraflar üzerinde neovaskülarizasyon yüzdesi ve

histopatalojik örnekler incelenmiştir. Sonuç olarak subkonjonktival bevasizumab

uygulanan grupta korneal neovaskülarizasyon % 50’ye, kontrol grubunda % 80’e

yakın çıkmıştır. Korneal neovaskülarizasyonun tedavisinde subkonjonktival

bevasizumabın etkili bir tedavi olduğu bildirilmiştir  (22). Hürmeriç’in 2009 yılında

kobaylarda kimyasal koterizasyon yaptıktan hemen sonra bir kez 1 mg

subkonjonktival bevasizumab uygulayarak yaptığı çalışmanın 10. gününde korneal

neovaskülarizasyonun kapladığı yüzey alanı % 59, kontrol grubunda % 73

bulunmuştur (137). Hürmeriç’in 2008 yılında yine kobaylarla yaptığı bir başka

çalışmada gruplardan birine subkonjonktival bevasizumab kimyasal koterizasyon

yapıldıktan hemen sonra ve 3. günde, gruplardan diğerine 3. ve 5. günde yapılmıştır.

Deneyin 10. gününde birinci grupta korneal neovaskülarizasyonun kapladığı yüzey

alanı % 15, ikinci grupta % 19, kontrol grubundaysa % 23 bulunmuş, koterizasyonda

hemen sonra başlanan tedavinin daha etkili olduğunu bildirilmiştir. Bu veriler

çalışmamızda fotoğraflar üzerinde neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına

yüzdesinin incelenmesiyle elde ettiğimiz sonuçlarla benzerdir. Bu çalışmalarda

fotoğraflar üzerinde korneal neovaskülarizasyonun hesaplanmasında farklı bilgisayar

programları kullanılmaktadır. Şener’in çalışmasında dijital bilgisayar imaj analizi,

Hürmeriç’in çalışmalarında Adobe Photoshop programı kullanılmıştır. Bu bilgisayar

programları fotoğraflar üzerinde korneal neovaskülarizasyonu kantitatif ya da semi-

kantitatif yöntemlerle ölçmektedir.  Çalışmamızda kullandığımız Matlab Programı

neovaskülarizasyonun kornea üzerinde ulaştığı sınırların çalışmacı tarafından

belirlenmesine imkan vermesi nedeniyle tercih edilmiştir. İlk kullanılan korneal

neovaskülarizasyonu değerlendirme yöntemlerinden birisi de Mahoney ve Waterbury

tarafından tanımlanan yöntemdir (126). Sıçanlara uygulanan bu yöntemde kimyasal

koterizasyondan sonra ortaya çıkan  korneal neovaskülarizasyon ile  santraldaki

yanık alanı arasındaki mesafe derecelendirilmektedir. Hürmeriç’in bu yöntemi

kullanarak subkonjonktival bevasizumab ile pegaptanib sodyumu karşılaştırdığı

çalışmasında en az neovaskülarizasyon derecesi bevasizumab grubunda elde

edilmiştir (137).



Anjiyogenezde monosit, fibroblast gibi kollajen matriksin yıkımı sonrası

ortaya çıkabilen birçok ajan rol almaktadır (138). Şener’in çalışmasında

neovaskülarizasyon yoğunluğu, inflamasyon yoğunluğu, fibroblast aktivitesi

açısından subkonjonktival bevasizumab tedavisi kontrol grubuna göre daha başarılı

bulunmuştur (22). Oh % 100 alkolle kimyasal yanık oluşturulan sıçan kornealarına

uygulanan subkonjonktival bevasizumabın inflamatuar hücre infiltrasyonunu ve

sitokinleri azalttığını bildirmiştir (139). Çalışmamızda histopatolojik örneklerde

neovaskülarizasyon yoğunluğunun yanısıra neovaskülarizasyon patogenezinde rol

oynayan fibroblastlar, PMNL’ler, monositler, lenfositler, eozonofiller ve nötrofiller

de incelendi.

Subkonjonktival bevasizumab tedavisi çeşitli korneal hastalıklara bağlı

oluşan korneal neovaskülarizasyonların tedavisinde endikasyon dışı kullanılmaktadır.

Erdurmuş’un birisi kuru göz nedeniyle oluşan filamentöz keratite diğeri kornea graft

reddine bağlı gelişen korneal neovaskülarizasyon bulunan iki hastalı vaka serisinde

hastalar subkonjonktival 2,5 mg (0,01 ml) bevasizumab ile tedavi edilmiştir. Hastalar

yarıklı lamba ve kornea fotoğraflarıyla takip edilip, birinci hafta sonuçları

yayınlanmıştır. Korneal neovaskülarizasyonun ilk vakada anlamlı şekilde azaldığı,

ikinci vakada küçük damarlarda gerileme olduğu fakat büyük ana damarda değişiklik

olmadığı, sonuç olarak subkonjonktival bevasizumabın tedaviye eklenebileceğini

bildirilmiştir (140).

Korneal neovaskülarizasyon tedavisinde bevasizumabın diğer bir uygulama

şekli de topikal yolla uygulamadır. Manzano sıçanlarla yaptığı çalışmada günde iki

kez 4mg/ml topikal bevasizumab damla uygulamasının kimyasal yanık sonrası

oluşturulan korneal neovaskülarizasyonu inhibe ettiğini göstermiştir (21). Koenig

çeşitli oküler hastalıklara sekonder gelişen korneal neovaskülarizasyon tedavisinde

5mg/ml konsantrasyonunda hazırlanan bevasizumab göz damlasını günde beş kez

uygulamış ve korneal neovaskülarizasyonun inhibisyonunda ve damar çapının

azalmasında  topikal bevasizumab uygulamasının etkili olduğu ve iyi tolere edildiği

sonucuna ulaşmıştır (23).

Topikal bevasizumab tedavisinin pozolojisi konusunda farklı görüşler

mevcutur. Çeşitli hayvan ve insan çalışmalarında 4 mg⁄ml, 5 mg ⁄ml, 10 mg⁄ml, 12.5



mg⁄ml ve 25 mg⁄ml gibi farklı konsantrasyonlarda topikal bevasizumab kullanılmıştır

(14,15,21,25,26,141). Habot-Wilner kimyasal yanıkla korneal neovaskülarizasyon

oluşturulan ratlarda farklı konsantrasyonlarda kazırlanan (4 mg/ml, 2 mg/ml, 1

mg/ml) ve günde iki kez uygulanan topikal bevasizumab tedavilerini

karşılaştırmıştır. Sonuç olarak 4 mg/ml konsantrasyonunun yeterli olduğunu diğer

konsantrasyonların etkisiz kaldığını bildirmiştir (142). DeStafeno iki  hastaya 6 ay

boyunca günde 4 kez uyguladıkları 10 mg/ml konsantrasyonundaki topikal

bevasizumab tedavisinin korneal neovaskülarizasyonu geriletmede başarılı olduğunu

ve herhangi oküler yan etkiye rastlanmadığını bildirmiştir (141). Çalışmamızda 10

mg/ml dozunda hazırlayıp, günde iki kez damlatılan topikal bevasizumab tedavisi

etkili bulunmuştur.

Çalışmamızda fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon alanının

tüm kornea alanına yüzdesine bakıldığında subkonjonktival bevasizumab tedavisi

topikal bevasizumab tedavisinden daha iyi sonuçlar vermiştir. Literatürde

subkonjonktival ile topikal bevasizumab tedavisini karşılaştıran çalışmalar

mevcuttur. Abdulgani tavşanlarda oluşturulan deneysel korneal neovaskülarizasyon

modelinde tek doz yapılan 5 mg (0.2 ml) ve 10 mg (0.4 ml) subkonjonktival

bevasizumab ile günde 3 kez damlatılan 12.5 mg⁄ml topikal bevasizumab tedavisini

1. hafta sonunda karşılaştırmış ve her iki uygulamanın da başarılı olduğunu

bildirmiştir. Aköz humorde ölçülen VEGF düzeyinin subkonjonktival grupta topikal

gruba göre daha yüksek çıkması topikal  bevasizumabın gözyaşından çabuk

klerensine ve oküler yüzeye iyi geçememesine bağlanmıştır (135). Dastjerdi

farelerde oluşturulan vaskülarize yüksek riskli allogenik korneal transplantasyon

modelinde 3 hafta boyunca uygulanan 5 mg (0.2 ml) subkonjonktival bevasizumab

ile % 2.5’lik (2.5 mg/ml) topikal bevasizumab tedavisini karşılaştırmıştır. Sonuç

olarak subkonjonktival bevasizumab grubunda graft reddi daha az bulunmuştur

(136). Abdulgani’nin çalışmasında uygulanan subkonjonktival bevasizumab dozu (

1.25 mg/0.05 ml) çalışmamızda uyguladığımız dozlara göre yüksektir. Dastjerdi’nin

çalışmasında ise hazırlanan topikal damlanın konsantrasyonu çalışmamızda

hazırlanan topikal damlanın konsantrasyonundan düşüktür.

İnflamatuar bir stokin olan TNF, inflamasyon oluşumu ve apoptozis dışında,

anjiyogenik süreçlerde de önemli bir rol oynamaktadır. Koroidal neovasküler



membrandan elde edilen makrofajların TNF-α sentezleyerek ve retina pigment

epitelinden VEGF üretimini tetikleyerek koroidal neovaskülarizasyon oluşumunda

katkıda bulunduğu bildirilmiştir (143). Deneysel oluşturulan YBMD modelinde,

etanerceptin neovaskülarizasyon boyutunda ve lezyonda oluşan kaçakta  azalma

sağladığı gösterilmiştir (33). Kumagai ve ark IL-4 ya da IL-13 ile TNF- α’nın birlikte

insan korneal fibroblastlarını stimülasyonuyla hücre yüzeyinde VCAM-1

ekspresyonu ile sonuçlandığını göstermişlerdir (30). Korneal allograft reddi

tedavisinde anti-TNF kullanılmasının kornea yara iyileşmesi ve inflamasyon

süreçlerini etkileyerek graft yaşam süresini artırdığına dair yayınlar mevcuttur

(29,144). Karşı görüş olarak Fujita, TNF-α’nın  fibroblastlarda TGF-β1 ve VEGF

ekspresyonunu baskılayarak neovaskülarizasyon oluşumunu engellediğini

bildirmiştir (145). Zandbelt, Primer Sjögren’s Sendromu hastalarına 12 hafta

boyunca haftada 2 kez 25 mg/ml dozunda subkonjonktival etanercept uyguladığı

çalışmasında keratokonjonktivit sicca bulgularında bir azalma tespit edilememiştir

(146).

Literatürde korneal neovaskülarizasyon, TNF, etanercept anahtar kelimelerini

kullanarak tarayabildiğimiz kaynaklarda korneal neovaskülarizasyonda etanerceptin

etkisine dair bir çalışmaya rastlayamadık. Çalışmamızda dikkat çeken bulgulardan

birisi subkonjonktival etanercept ve topikal etanercept ile tedavi edilen gruplarda

fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına

yüzdesinin kontrol grubuna göre daha düşük çıkmasıdır. Subkonjonktival ve topikal

yolla uygulanan etanercept arasında fark olmaması ve her iki yolla da uygulamanın

etkili olması etanerceptin korneal neovaskülarizasyon tedavisinde kullanılabileceğine

dair ümit vermektedir.

  Korneal neovaskülarizasyonun Mahoney ve Waterbury tarafından

tanımlanan, fotoğraflar üzerinde korneal neovaskülarizasyonun incelenmesine göre

nispeten subjektif olan derecelendirilmesiyle elde edilen verilere göre

subkonjonktival etanercept tedavisi topikal etanercept tedavisinden daha iyi sonuçlar

vermiştir. Fakat histopatolojik örnekler incelendiğinde etanerceptin subkonjonktival

ve topikal uygulaması arasında fark olmadığı görülmüştür. Fotoğraflar üzerinde

incelenen neovaskülarizasyon alanının incelenmesiyle ortaya çıkan topikal etanercept

uygulamasıyla subkonjonktival uygulamanın benzer sonuçlar vermesi dikkate



alındığında her iki tedavinin de korneal neovaskülarizasyonun iyileştirilmesinde

kullanılabileceğini düşünüyoruz. Elde ettiğimiz verilerin karşılaştırılması için bu

konuda yapılacak çalışmalara ihtiyaç olduğu ortaya çıkmaktadır.

Etanerceptin yan etkilerine bakılacak olursa en çok bilinen yan etkisi

enjeksiyon yerindeki reaksiyondur. Daha az bilinen fakat daha ciddi yan etkileri

olarak sepsis, tüberküloz reaktivasyonu, multipl sklerozis, otoantikor üretimi,

pansitopeni,  lökositoklastik vaskülit, romatoid nodüller ve drug-induced lupusta

bildirilmiştir (125,147-149). Bazı vaka sunumlarında retrobulbar optik nöropati ve

optik nöritde rapor edilmiştir (125,147,150).

Çalışmamızda karşılaştırdığımız bevasizumab grubu ile etanercept grubunda

hem subkonjonktival hem de topikal uygulamaların birbirlerine üstünlükleri

olmadığı, her iki tedavi yönteminin de  korneal neovaskülarizasyon tedavisinde etkili

olduğu bulundu. Lichtlen’in yeni yayımlanan çalışmasında maymunlarda oluşturulan

deneysel koroid neovaskülarizasyonu tedavisinde anti-VEGF ve  TNF-α inhibitörleri

karşılaştırılmıştır. Gruplardan birine bevasizumab diğer ikisine TNF-α inhibitörleri

olan adalimumab ve ESBA-105 intravitreal yolla uygulanmış ve tüm tedavilerin

etkili olduğu gösterilmiştir (151).

Son yıllarda yapılan çalışmalar sık körlük yapan diyabetik retinopati,

prematüre retinopatisi, YBMD, korneal neovaskülarizasyon gibi hastalıklarda kritik

rol oynayan anjiyogenez, anjiyogenez patogenezinde rol oynayan faktörler ve bu

faktörlerin etkin doz ya da kombine uygulanması gibi alanlarda yoğunlaşmaktadır

(70,152,153). Colucciello yaş tip YBMD’si bulunan 27 hastanın 30 gözünde

intravitreal bevasizumab (1.25 mg/0.05 mL) ile aynı anda uygulanan intravitreal

triamsinolon asetonidi (2 mg/ 0.05 mL) kombine uygulamıştır. Çalışmanın sonunda

foveal ödemde ve subfoveal sıvıda azalma olduğu bildirilmiştir (154). Schaal yaş tip

YBMD’de üstüste yapılan intravitreal bevasizumabın biyoetkinliğinin azaldığını

fakat intravitreal bevasizumab ile intravitreal triamsinolon asetonid kombine

edildiğinde daha etkili sonuçların ortaya çıktığını göstermiştir (155).

 Daha önce korneal neovaskülarizasyonun tedavisinde bevasizumab ile diğer

bir ajanın  additif kullanımına dair çalışma yoktur. Fakat bazı çalışmalarda bu yönde



önerilerde bulunulmuştur. Güler ve Şener korneal neovaskülarizasyonla ilgili

trastuzumabın etkinliğini gösteren çalışmalarında anti-VEGF ile kombine farklı bir

anti-anjiyogenik ajanın kullanılmasının etkili bir tedavi olacağını önermişlerdir

(22,153). TNF-α inhibitörleri, TNF-α ya da reseptörlerini engellemekte, VEGF

miktarını düşürmekte ve immünomodülatör ajanlarla sinerjistik çalışmaktadır (156).

Bevasizumabın yanında additif tedavi olarak etanercepti eklememizin bir diğer

nedeni de VEGF ile TNF-α’nın birbirini etkilemesi ve TNF-α’nın anjiyogenik

faktörler olan VEGF, basic fibroblast büyüme faktörü (bFGF) ve IL-8 ekspresyonunu

artırmasıdır (157,158). Bevasizumab sadece VEGF’yi inhibe etmekte, korneal

neovaskülarizasyon patogenezinde yer alan diğer faktör ve sitokinlere ise etki

göstermemektedir (145). Etanercept ise inflamasyonu, lökosit göçünü, sitokinlerin

indüklediği interselüler adezyon molekülü-1, VCAM-1 ve E-selektin gibi vasküler

adezyon moleküllerini azaltmaktadır (112,15161). Etanercept önemli pro-inflamatuar

sitokinlerden olan TNF-α ve TNF-β’nın her ikisini de inhibe etmektedir (35).

Fotoğraflar üzerinde incelenen neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına

yüzdesine bakıldığında en etkili tedavinin additif  tedavi olduğu görülmektedir.

Çalışmamız bevasizumab ile etanerceptin additif kullanımının korneal

neovaskülarizasyon tedavisinde, bevasizumab ile etanerceptin tek başına kullanımına

göre daha etkili olduğunu göstermiştir.

Gruplardaki sıçanların korneal neovaskülarizasyon dereceleri Mahoney ve

Waterbury tarafından tanımlandığı şekilde derecelendirildiğinde en etkili tedavi

subkonjonktival ve topikal additif grupta ortaya çıkmıştır. Bu sonuç  fotoğraflar

üzerinde incelenen neovaskülarizasyon alanının tüm kornea alanına yüzdesine

bakıldığında en başarılı tedavinin additif tedavi olmasıyla benzerdir ve bu bulguyu

desteklemektedir.

Histopatolojik incelemelerde neovaskülarizasyon yoğunluğu, inflamasyon

yoğunluğu, fibroblast aktivitesi en az additif tedavi uygulanan gruplarda

bulunmuştur. Bu sonuç additif tedavinin tek başına uygulanan bevasizumab ve

etanercept tedavilerine göre üstünlüğünü gösteren önceki bulgularımızı

desteklemektedir.



Aktif olarak büyüyen ya da yerleşmiş korneal neovaskülarizasyonda henüz

ideal anti-anjiyogenik tedavi bulunamamıştır ve araştırmalar devam etmektedir.

Sonuç olarak elde ettiğimiz veriler korneal neovaskülarizasyon tedavisinde

bevasizumabın yanısıra etanercept ya da etanercept ile bevasizumab kombinasyonu

kullanılmasının yeni bir tedavi yöntemi olabileceğini göstermektedir.



6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER

Çeşitli inflamatuar, enfeksiyöz, travmatik ve korneal graft reddi ile ilişkili

korneal neovaskülarazisyon tedavisinde streoidler gibi konvansiyonel ajanların

yetersiz kaldığı durumlarda anti-VEGF ajanlar ya da kombine tedaviler kullanılabilir.

Anti-VEGF ajanlar  ile anti-TNF ajanların kombinasyonu dirençli korneal

neovaskülarazisyon tedavisinde etkili bir alternatif olacaktır.

Korneal neovaskülarizasyon tedavisinde anti-anjiyogenik özellik gösteren tek

bir molekül yerine farklı etki mekanizması gösteren iki ayrı molekülün

kullanılmasını öneriyoruz. Çalışmamızda additif tedavi tekli tedavilerden daha iyi

sonuçlar vermiştir. Tedavide anti-VEGF ajanların yanına  additif olarak eklenecek

anti-TNF ajanlar korneal neovaskülarizasyon tedavisinde etkili bulunmuştur.

Günümüzde anti-VEGF ajanlar endikasyon dışı olarak insanlarda korneal

neovaskülarizasyon tedavisinde kullanılmaktadır. Bizim bulgularımız da

subkonjonktival ve topikal bevasizumab tedavisinin korneal neovaskülarazisyon

gelişimini azaltmada etkin bir tedavi olduğunu desteklemektedir. Subkonjonktival ve

topikal bevasizumab tedavisini karşılaştırdığımızda ise subkonjonktival bevasizumab

tedavisinin daha etkili olduğu ortaya çıkmıştır.

Anti-TNF ajanlardan etanercept hem topikal hem de subkonjonktival yolla

korneal neovaskülarizasyon tedavisinde kullanılmaya aday bir ilaçtır. Kornea

dokusunda etanercept ile yapılacak daha çok çalışmaya ihtiyaç vardır. Korneal

neovaskülarizasyon tedavisinde etanerceptin sistemik, subkonjonktival ve topikal

yolla tedavisi üzerine yapılacak çalışmalar etanerceptin etkisini daha çok

aydınlatacaktır.

Korneal neovaskülarazisyonun patogenezinde rol oynayan transforming

büyüme faktörü, angiopoietin, plazminojen aktivatörü inhibitorü, epidermal büyüme

faktörü, matriks metalloproteinazlar gibi diğer anjiyogenik faktörler ve bu faktörlerin

inhibisyonu üzerine yapılacak çalışmalar ideal tedavilerin ortaya çıkmasına yardımcı

olabilir.



7. ÖZET

Amaç: Sıçanlarda deneysel olarak oluşturulan korneal neovaskülarizasyonda

bevasizumab, etanercept ve her ikisinin additif kullanılmasının etkinliğini araştırmak,

subkonjonktival veya topikal yolla uygulanmasının etkinliğini karşılaştırmak.

Gereç ve yöntem: Çalışmaya  alınan 49 adet Wistar-Albino cinsi erkek

sıçanın sağ gözleri kimyasal uygulamayla koterize edildi. Çalışmayı tamamlayabilen

45 tanesi ile sonuçlar elde edildi. Denekler  kontrol, subkonjonktival bevasizumab,

subkonjonktival etanercept, subkonjonktival bevasizumab+etanercept, topikal

bevasizumab, topikal etanercept, topikal bevasizumab+etanercept olmak üzere 7

gruba ayrıldı. Alkali yanık oluşturulduktan hemen sonra subkonjonktival gruplara

0,05 ml (1,25 mg) bevasizumab ya da etanercept enjeksiyonu yapıldı. Topikal

gruplara 10 mg/ml dozunda hazırlanan bevasizumab ya da etanercept damla günde

iki kez damlatıldı. Kontrol grubu tedavisiz bırakıldı. Deneyin 8. gününde gözler

enüklüe edilmeden önce dijital fotoğraflar çekildi. Histopatolojik örnekler alındı.

Bulgular: Kornealarda oluşan yanık alanları açısından grupların elde ettiği

dereceler benzerdi. Fotoğraflar üzerinde neovaskülarizasyon alanları incelenip tüm

gruplar kontrol grubuyla karşılaştırıldığında farkın istatiksel açıdan anlamlı olduğu

görüldü (p<0.05). Subkonjonktival uygulama ile topikal uygulama

karşılaştırıldığında, subkonjonktival  bevasizumab tedavisinin topikal bevasizumab

tedavisinden üstün olduğu bulundu (p<0.05). Bevasizumab grubu ile etanercept

grubu arasında istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunmadığı tespit edildi (p>0.05).

Subkonjonktival additif tedavi ile subkonjonktival bevasizumab ve subkonjonktival

etanercept tedavisi arasında fark olmadığı (p<0.05), topikal additif tedavinin topikal

bevasizumab ve topikal etanercept tedavisinden daha başarılı olduğu saptandı

(p<0.05). Korneal neovaskülarizasyon dereceleri kontrol grubunun dereceleri ile

karşılaştırıldığında subkonjonktival bevasizumab, subkonjonktival etanercept,

subkonjonktival bevasizumab+etanercept ile topikal bevasizumab+etanercept

gruplarında fark istatistiksel açıdan anlamlı düzeye ulaşıyordu (p<0.05).



Sonuç: Elde ettiğimiz veriler korneal neovaskülarizasyon tedavisinde

bevasizumabın yanısıra etanercept ya da etanercept ile bevasizumab kombinasyonun

kullanılmasının yeni bir tedavi yöntemi olabileceğini göstermektedir.

Anahtar kelimeler: Korneal neovaskülarizasyon, VEGF, TNF, bevacizumab,

etanercept.



8. ABSTRACT

Purpose: To compare the effect of subconjunctivally and topically

administered bevacizumab and etanercept and to investigate additive effect of

bevacizumab and etanercept  on experimental induced corneal neovascularization in

rats.

Methods: Right eyes of 49 Wistar-Albino rats were chemically cauterized.

The subjects were divided into 7 groups: control, subconjunctival bevasizumab,

subconjunctival etanercept, subconjunctival bevasizumab+etanercept, topical

bevasizumab, topical etanercept, topical bevasizumab+etanercept. 0,05 ml (1,25 mg)

bevacizumab or etanercept was injected in subconjunctival groups. Topical groups

were instilled with 10 mg/ml drops twice daily. Control group was not treated.

Digital photographs were obtained before the eyes enucleated. Corneal sections were

analyzed by histopathologically.

Results: The burn stimulus on the cornea were similar between groups. The

neovascularization scores in subconjunctival bevasizumab, subconjunctival

etanercept, subconjunctival additive, topical additive group were statistically smaller

than control group (p<0.05). The area of corneal neovascularization analyzed on the

photographs of all groups were smaller than control group (p<0.05). Subconjunctival

bevasizumab group has been found more effective compared with topical

bevasizumab group (p<0.05). There was no statistically significant differences

between subconjunctival etanercept and topical etanercept, and between

bevacizumab and etanercept treatment (p>0.05). The differences in subconjunctival

bevasizumab, subconjunctival etanercept and subconjunctival additive group was not

significant (p>0.05). Topical additive group has been found more effective compared

with topical bevasizumab and topical etanercept group (p<0.05).

Conclusion: Our study has shown that etanercept is effective in corneal

neovascularization treatment like bevacizumab. Combination of bevacizumab-

etanercept is more effective than monotherapy.



Key Words: corneal neovascularization, VEGF, TNF, bevacizumab,

etanercept.
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