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OZET

Bu caligma subkonjonktival bevaSizumab uygulamasmin rat modeli {izerinde
kornea neovaskiilarizasyonu inhibisyonunun etkinliginin arastirilmasi ve farkli dozlarinin
etkinliginin karsilastirilmasi amaciyla yapilmistir.

Bu deneysel calismada 30 adet eriskin Sprague- Dawley tiiri rat kullanildi. Rat
kornealarinin santrali kKimyasal olarak koterize edildi. Ratlar rastgele 3 gruba ayrildi. Grup
I’e (kontrol grubu) (n=10) 1. giinde 0,05 ml subkonjonktival %0,9 NaCl ¢ozeltisi
uygulandi. Grup 2’ye (n=10) 1. giinde 0,05 ml subkonjonktival bevacizumab (1,25 mg)
uygulandi. Grup 3’e (n= 10) 0,05 ml subkonjonktival bevacizumab (1,25 mg) 1., 3., 5. ve
7. glinde birer doz uygulanacak sekilde toplam dort doz uygulandi. Biitiin ratlarin 3. ve 9.
giinde biyomikroskopik muayenesi yapildi. Dijital fotograflar ¢ekilip bilgisayar programi
kullanilarak neovaskiilarizasyonun toplam kornea yiizeyindeki kapladigi alanlar yiizde
olarak hesaplandi. Denekler 10. giinde sakrifiye edildi. Korneadan alinan kesitlerde, kan
damar1 sayisi, enflamasyon durumu ve kollajen diizeni histopatolojik olarak
degerlendirildi.

Kornea 6demi ve opasitesi, grup 3’te, grup 2 ve grup 1’e gore anlamli sekilde diisiik
saptandi. Korneada ortalama neovaskiiler alanlar grup 2 ve grup 3’te, grup 1’e gore
istatistiksel olarak anlamli diistik saptandi, grup 3’te de grup 2’ye gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde diisiik izlendi. Histopatolojik calismada grup 1’e goére damar sayilar
karsilastirlldiginda, grup 2 ve grup 3’te damar sayisi istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulundu. Ayrica grup 3’te, grup 2’ye gére damar sayisinin istatistiksel olarak anlamli
diisiik oldugu gozlendi. Histopatolojik degerlendirmede, grup 3’te enflamasyon ve 6dem
skorunun grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik oldugu izlendi.

Kornea neovaskiilarizasyonu inhibisyonunda subkonjonktival bevasizumab
uygulanmasinin etkili oldugu goriilmiistiir. Tedavide ¢oklu doz uygulanan bevasizumabin

tek doz uygulanan bevasizumaba gére daha etkin oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kornea neovaskiilarizasyonu, Bevasizumab, Enflamasyon.



ABSTRACT

Evaluation and Comparison of the Inhibitory Effect of Subconjunctival Bevacizumab
Application Doses in an Experimental Model of Corneal Neovascularization

This study was carried out to evaluate and compare the inhibitory effects of
subconjunctival high dose and low dose bevacizumab on corneal neovascularization in a
rat model.

In this study, thirty adult Sprague- Dawley rats were used. The central corneas of
the rats were cauterized chemically. The rats were randomly enrolled into three groups. In
group 1 (control group) (n=10), on the first day 0.05 ml 0.9% NaCl solution was injected
subconjunctivally. In group 2 (n=10), 0.05 ml bevacizumab (1.25mg) was injected on the
first day subconjunctivally. In group 3 (n=10), four doses of 0.05 ml bevacizumab
(1.25mg) were injected subconjunctivally on the first, third, fifth and seventh day.
Biomicroscopic examination of all rats were performed at the third and ninth day. Digital
images of the corneas were taken and analyzed using an image analysis software to
calculate corneal neovascularization area. All rats were sacrificed on the tenth day. The
number of blood vessels, state of inflammation and collagen formation were evaluated
histopathologically in corneal sections.

In group 3, corneal edema and opacity scores were significantly lower than group 2
and 1. The mean percentage of neovascularized corneal area in group 1 was significantly
higher than group 2 and group 3. The mean percentage of neovascularized corneal area in
group 3 was significantly lower than group 2. In histopathological examination, group 2
and group 3 showed significantly less number of blood vessels than group 1. In addition,
group 3 showed significantly less number of blood vessels than group 2. In the
histopathological evaluation, inflammation and edema scores were observed significantly
lower in group 3 than group 1.

Subconjunctival bevacizumab injection treatment has been shown to be effective in
inhibition of corneal neovascularization. The multiple dose bevacizumab treatment was

more effective compared to single dose bevacizumab treatment.

Keywords: Corneal neovascularization, Bevacizumab, Inflammation.
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1. GIRIS ve AMAC

Saglikli insan korneas: seffaflik ve optimal vizyon saglanmasi i¢in, lenfatik ve kan
damarlarindan yoksun avaskiiler bir yapiya sahiptir (1). Retina iizerine keskin bir hayalin
olusmasi i¢in saydam ve kiricilik giicii uygun olan bir kornea varligi gereklidir (1,2).
Kornea hastaliklari, katarakttan sonra gérme kaybinin en onemli nedenlerindendir (3).
Kimyasal ve termal hasar, Stevens- Johnson sendromu, kontakt lens kullanimi, keratitler,
multipl endokrin bozukluk gibi inflamatuvar, enfeksiyoz ve travmatik patolojiler korneada
neovaskiilarizasyona ve skara neden olabilmektedir (4). Korneanin neovaskiilarizasyonu
ise kornea seffafliginin kaybolmasina ve gérme azligina yol agmaktadir (5).

Kornea neovaskiilarizasyonunun olusumunda anjiyojenik ve anti-anjiyojenik
faktorler arasinda bir denge mevcuttur ve neovaskiilarizasyon olusum siirecinde bu denge
anjiyojenik faktorler tarafina kaymaktadir (6). Vaskiiler endotel biiytime faktorii (VEGF)
kornea yapisinda, kornea neovaskiilarizasyonu ile siki iliskili oldugu gosterilen anjiyojenik
faktorler igerisindedir (7). VEGF proteolitik aktivite, endotel hiicre gogalmasi ve kapiller
tiip olusumu gibi anjiyojenez basamaklarinda gérev almaktadir (8). VEGF inhibitérlerinin
kornea neovaskiilarizasyonu olusum siirecinde damarlanmay1 yavaslattigi ve inhibe ettigi
izlenmistir (9). Korneada patolojik siirece bagli neovaskiilarizasyon gelisimini inhibe
etmek amaci ile fotodinamik tedavi, argon laser fotokoagulasyon kullanilsa da bu
tekniklerin etkinliginin kisitl oldugu bilinmektedir (10). Kornea neovaskiilarizasyonu
olusum siirecinde etkili mediatorler arasinda VEGF, fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
angiogenin, prostaglandin, interlokin 8 (IL-8) ve interlokin 2 (IL-2) sayilabilir (11). Bu
nedenle kornea neovaskiilarizasyonunun inhibisyonu amaciyla steroidler, indometazin,
siklosporin, metotreksat, rafamisin, talidomid gibi ¢ok sayida ajan kullanilmigtir (12-16).
Son yillarda ise farmakoklinik ¢alismalarda VEGF inhibit6rlerinin kullanildigi ¢alismalar
yogunlagmustir (17).

Bevasizumab tiim insan VEGF-A izoformlarina baglanarak biyolojik aktivitesini
inhibe eden monoklonal bir antikordur (18). Korneada neovaskiilarizasyon olusum
slirecinde bevasizumabin inhibisyon asamasinda etkili oldugu gosterilmistir (19).

Bu deneysel c¢aligmamizda, olusturdugumuz kornea neovaskiilarizasyonu
modelinde subkonjonktival bevasizumabin inhibitor etkisini aragtirmayi ve bu ajanin farkl

dozlarinda etkinliklerini karsilastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kornea
2.1.1. Kornea Embriyolojisi

GOz kiiresi embriyolojik olarak noroektoderm, yiizeyel ektoderm ve mezensim
olmak tizere ii¢ dokudan olusur (20). Kornea epitel katim1 yiizeyel ektoderm, kornea
stromasini mezensim doku olusturur (20). Kornea endoteli ise noroektoderm kokenli optik
canagin kristasindan gelen fibroblastlardan olusur (20,21).

Lens vezikiilii ylizeyel ektodermden 6’mnc1 haftada ayrilir, kornea epiteli olusur.
Sekizinci haftada kornea endoteli ve Descemet membrani olusur (20,22). Besinci ayda
kornea epitelinin altinda bulunan stroma yiizeyinin yogunlagsmasiyla Bowman tabakasi
meydana gelir, iiglincli ayda korneaya gelen sinir lifleri besinci ayda epitel katina ulagmis

olur (20,23).

2.1.2. Kornea Anatomisi

Kornea skleraya devam niteliginde globun 6n kisminda bulunmakta olan saydam ve
optik 6zelligi olan boliimdiir. Kornea kirma giicti 40-45 dioptri olan konveks yiizeye sahip
bir doku olmakla birlikte dis ortama karsit koruyuculuk goérevi de iistlenmistir. Normal
kalinlig1 merkezde yaklasik 540 mikrometre, periferde yaklasik 650 mikrometredir (um).
Eriskinde horizontal ¢ap1 12.6 milimetre (mm), vertikal cap1 11.7 mm, 6n egrilik yarigap1
7.8 mm, arka egrilik yarigapt 6.8 mm’dir. Yenidogan déneminde vertikal kornea ¢ap1 10
mm’dir. Kiricilik giici yaklasik +51 dioptridir. Bir yasinda eriskin seviyesine ulagir.
Kornea 6n yiizeyinin kirma giicii +48.8 dioptri, arka yiizeyinin kirma giicii -5.8 dioptri olup
toplam kirma giicii +43 dioptridir. Kornea géziin toplam kirma giiciiniin %70’ini olusturur.
Refraktif indeksi 1.376’dir. Kornea gelisimi 6 yasina kadar devam etmektedir (24,25).

Gozyast film tabakasi saglikl bir kornea epiteli i¢in gerekli bir yapidir. Yaklagik 7
um’dir ve goz kirpildiginda kalinlagir, ikinci kirpilmaya kadar incelir. Son yapilan
arastirmalarda gozyasinin temel {init bir form oldugu diisiiniilse de klasik olarak bilinen 3
katmandan olusmaktadir. En dista lipit tabakasi bulunmaktadir, 0,5 pm kalinligindadir.
Temel amaci g6z yasinin hemen buharlagsmasini 6nlemektedir. Lipit tabakasini Zeis, Moll
ve Meibomian bezleri salgilart olusturur. Ortadaki ve en kalin olan tabaka akoz tabakadir.
Lakrimal bez, Krause ve Wolfring bezlerinde salgilanir. Akoz tabaka igerisinde sodyum

kloriir, glukoz, degisik enzim ve proteinler, immunoglobulin, albumin ve c¢esitli



komplemanlar bulunur ve bu tabaka ¢ok fonksiyonludur. En igteki tabaka musin tabaka
olup en ince tabakadir, yaklasik kalinligt 0,2- 0,5 pm’dir. Goblet hiicrelerinden salinir ve
kornea epiteli ve gozyasi filmi tabakasi arasinda iliski ve ylizey gerilimini diizenler. Bu 3
tabaka arasinda keskin simirlar yoktur. Daha ¢ok gradyan goriinlimde bir orantisal
yogunluga bagli dizilim mevcuttur. Gozyas: film tabakasiin altinda kornea kendi i¢inde
diizenli katmanlardan olusmaktadir (24,25).

Kornea klasik olarak 5 tabakadan olusur. En distan baglayarak siralamasi asagida
belirtilmistir.

1. Epitel tabakas1

2. Bowman tabakasi

3. Stroma tabakasi

4. Descemet membrani

5

. Endotel tabakasi

2.1.2.1. Kornea Epitel Tabakasi

Korneanin en disindaki katman olup, yaklasik kalinlig1 50 pm’dir. Yaklasik 5-6 sira
hiicre igerir ve 3 hiicre tipi mevcuttur.

1. Yiizeyel hiicre

2. Poligonal kanats1 hiicre

3. Kolumnar hiicre

Yiizeyel hiicrelerde ¢ok sayida mikrovillis ve plika mevcuttur. Uzerleri
mikrokaliks ile ortiilmiis olup gbzyasi film tabakasi ile stabilizasyonu saglar. Hiicreler arasi
sik1 baglantilar mevcut olup bariyer fonksiyonu da saglarlar. Kolumnar hiicreler mitotik
aktivitesi olan tek sira halinde bazal membrana dizilmis hiicre tipleridir. Cogalip
ilerleyerek kanatsi hiicreleri olustururlar. Kolumnar hiicrelerde aktin filamanlar ve
tonofilamanlar mevcuttur. Hiicre gogii sirasinda aktin filamanlar hareketi saglama,
tonofilamanlar ise hiicre iskeleti olusturma gorevinde bulunurlar. Hemidesmosomlar
sayesinde kolumnar hiicreler bazal membrana tutunurlar ve ‘gap junction’ ismi verilen
baglantilar ile birbiri ile kisith da olsa madde aligverisini saglarlar. Kornea epiteli akoz
hiimér, gézyast ve limbal kapillerden beslenirler. Yenilenme kabiliyeti ¢ok yliksektir

glukoz ihtiyacini akdz hiimorden saglarlar (24-27).



2.1.2.2. Bowman Tabakasi

Bowman tabakasi epitel bazal membrani ve stroma arasinda yer alir. Yaklasik 8- 14
um kalinliginda olup tip I ve tip III kollajen fibrillerden olusur. Yenilenme yetenegi
yoktur, travma sonrasi ince tabaka olarak iyilesebilir ancak eski haline dénmez,

mikroorganizmalara kars1 direng gosteren bariyer gorevi listlenen tabakadir (24-27).

2.1.2.3. Stroma Tabakasi

Fibroblastlara benzeyen keratositler, kollajen fibriller ve eckstraseliiler matriks
tarafindan olusturulur. Agirhiginin yaklasik %78’1 sudur. Kuru agirliginin %80’ini kollajen,
%15’ini glikozaminoglikan (GAG), %5’ini keratossitler olusturur. Yaklasik 500 pm
kalinliginda olup kornea kalinliginin %90’1mn1 olusturur. Keratositler yassi ve uzun olup
korneada kollajen ve mukoprotein sentezinden sorumludurlar. Yaralanmalarda fibrositlere
dontigiirler. Sitoplazmalarindaki glikojen graniilleri kornea enerji deposunu olusturur.
Stromay1 olusturan kollajen lifleri gogunlugu tip 1 olmak iizere, tip 3,5 ve 6’dir. Kollajen
lifler fibriler stroma boyunca lameller tarzda uzanir. Bu lameller birbirlerine gevsek
baglarla baglanmis olup esit uzunluk ve kalinliktadir ve diizenli yerlesimlidir. Bu diizenli
yapilanma kornea saydamligi i¢in ¢ok onemlidir. Fibriller arasini1 glikozaminoglikanlardan
olusan matriks doldurur. Stromada bulunan glikozaminoglikanlar keratan siilfat, kondroitin
stilfat ve dematan siilfat’tir. Glikozaminoglikanlar katyon ve su baglanmasini saglarlar,

stroma 6deminde rol oynarlar ve kornea kalinlagsmasinda etkilidir (24-27).

2.1.2.4. Descemet Membrani

I¢ kistmdaki endotel tabakasmin bazal membranidir. Stroma ile endotel arasinda
bulunmaktadir. Tip 4 kollajen ve fibronektinden olusmaktadir. Bantli ve bantsiz olmak
tizere iki tabakadan meydana gelir. Yaklagitk 10 pm kalinhgindadir. Kalinligi yasla
artmaktadir. Korneanin endotel hastaliklarindan etkilenir. A¢iya 2 mm uzaklikta

sonlanarak Schwalbe ¢izgisini olusturur (24-27).

2.1.2.5. Endotel Tabakas1

Poligonal hiicrelerden olusan, yaklasik 4-5 pm kalinligindaki akéz humor ile
baglantili tabakadir. Dogumda yaklagik 10 um kalinligindadir. Endotel hiicreleri kornea en
i¢ tabakasinda ar1 kovani dizilimi (mozaik patern) ile kornea beslenmesini iistlenmistir.
Dogumda yaklasik 3500-4000 hiicre/mm® iken eriskinde 2500-3000 hiicre/mm? ftir.

Yaslandik¢a hiicre sayis1 ve yogunlugu azalmaktadir, bu da streslerde kornea 6demine



neden olabilmektedir. Endotelde aktif Na-K ATPaz pompa mekanizmasi vardir ve
regulasyonu pompa ile saglarlar. Descemet membranina bakan kisimlarda ise
hemidesmosomlar bulunur. Endotel tabakasi korneaya siv1 gecisine kars1 mekanik bariyer
olusturur ve stromada birikmis sivinin disar1 pompalanmasii saglar. Bu pompa ve

regulasyon mekanizmasi bozulursa korneada kronik 6dem gelisir (24-27) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Histopatolojik incelemede normal kornea kesiti

Normal kornea tabakalarini géstermek i¢in, ¢alismamizdaki bir ratin korneasinda
neovaskiilarizasyon olmayan alandan alinan kesittir (Hematoksilen Eozin, x400).

2.1.3. Korneanin Duyusal inervasyonu

Kornea oldukc¢a yogun ve hassas bir duyusal inervasyona sahiptir. Duyarlilig
deriden 300-600 kat fazladir. 0,1 mm?’sinde yaklagik 100 adet sinir sonlanmasi mevcuttur.
Besinci kraniyal sinir olan Nervus Trigemunus’un oftalmik dalindan gelen arka siliyer
sinirler, 6n ve arka dala ayrilarak korneaya gelirler. Korneadaki sinir lifleri myelinden
yoksundur. Sinirler epitel bazal membran1 ve bazal hiicrelerde bulunurlar. Endotelde ve
Descemet membraninda sinir lifi bulunmamaktadir. Santral korneada duyarlilik ve

hassasiyet periferden daha fazladir (24-27).

2.1.4. Kornea Vaskiiler Sistemi

Kornea damarsiz bir dokudur ve lenfatik drenaji yoktur. Limbusta epitel altinda
yiizeyel marjinal pleksus mevcuttur. Yiizeyel marjinal pleksus on siliyer damarlarin
episkleral dallarindan gelen damarlar tarafindan olusturulur. Limbus epiteli altinda lenfatik

ag bulunur (24-27).



2.1.5. Kornea Fizyolojisi ve Metabolizmasi

Korneanin %80’1 sudur ve bu oran kornea saydamligin1 saglamasinda 6nemlidir.
Kornea saydamligi ve dehidratasyonun idamesi i¢in enerjiye ihtiyact vardir. Kornea
glukozu akéz humorden saglamaktadir. Gézyast ve limbal kapiller yolu ile glukoz temini
daha azdir. Korneada glukoz Krebs siklusu ile enerjiye ¢evrilmektedir ve bu biyokimyasal
olay icin oksijen gereksinimi mevcuttur. Kornea endoteli gerekli oksijeni akéz humdrden,
epitel ve stroma tabakasi ise gozyast ve limbal kapillerden elde etmektedir. Epitel
diizeyinde glukoz glikojen olarak depolanabilmektedir. Epitel stromaya kiyasla daha ¢ok
adenozin trifosfat (ATP), enzim ve glikojen ihtiva etmektedir. Kornea Krebs siklusu
yaninda pentoz fosfat yolunu da kullanabilmektedir, bu yolla kornea epiteli lipit sentezi de
yapabilmektedir. Kornea yapisinda bol miktarda kollajen lifler, mukopolisakkaritler, laktik
asit, askorbik asit, glutatyon, albumin, globulin ihtiva etmektedir (24-27).

2.1.6. Kornea islevleri

Kornea yapisi itibariyle birgok onemli islevi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
kiriciligr ve saydamligidir. Korneanin saydamligi kollajen fibrillerin biribilerine paralel ve
diizgiin dizilmeleri ile saglanmaktadir. Fibrillerin birbirlerine uzakligi aynidir, eger bunda
bir degisiklik olursa kiricilikta farkliliklar gozlenir ve korneada bulanikliga sebep olur.
Korneanin seffafligina katkida bulunan diger faktorler ise korneada kan damar
bulunmamasi, korneada hiicreler aras1 materyalin ayni kiriciliga sahip olmasi ve korneanin
su iceri8i sayilabilir. Kornea gecirgenligi de islevleri arasindadir. Hem oksijen ve glukoz
gecirgenligi hem de ilag gecirgenligi korneanin katlarina baghdir. Kornea epiteli liyofilik
yapida olup ilag i¢in dnemli bir bariyer vazifesi de gérmektedir. Maddenin kimyasal yapisi
(hidrofilik-lipofilik ve diger), maddenin molekiil agirligi, konsantrasyonu, ph diizeyi,
osmolaritesi, ylizey gerilimi ve 1slanma acist da kornea gecirgenligini etkileyen

mekanizmalardandir (24-27).

2.2. Kornea Neovaskiilarizasyonu

Neovaskiilarizasyon O6nceden damarsiz olan bir bdlgede yeni damar yapilarinin
olusmasidir (28). Vaskiilojenez ve anjiyojenezden olusan iki mekanizmay1 igermektedir.
Vaskiilojenez embriyojenez sirasinda kemik iligi anjiyoblastlarindan yeni damarlanma
olusmasidir. Anjiyojenez var olan damar yapilarindan yeni damarlanma olusmasidir.
Timorlerde, kornea ve retina hastaliklarinda anjiyoenik ve anti-anjiyojenik faktorler

arasindaki denge anjiyojenik faktorler tarafina kaydiginda yeni damarlanma olusmaktadir



(29-31). Korneanin neovaskiiler hastaliklari onemli bir halk sagligi problemidir (3).

Kornea hasari sonrast yara iyilesmesi genelde neovaskiilarizasyon olmadan

gerceklesmektedir fakat c¢esitli enflamatuvar, enfeksiyoz, dejeneratif ve travmatik

hastaliklar kornea neovaskiilarizasyonuna sebep olabilmektedir (Tablo 2.1) (5,6,22,28,32).

Tablo 2.1. Kornea neovaskiilarizasyonu ile iligkili hastaliklar

Dejeneratif- Travmatik-
Inflamatuvar hastahklar | Enfeksiyoz keratitler Konjenital Iyatrojenik
Hastalhiklar Hastalhiklar
Okiiler pemfigoid Viral: Herpes simpleks,
Atopik konjonktivit herpes zoster Pterijiyum Kontakt lensler
Korneal doku reddi Bakteriyel: Psodomonas, | Terrien’in Alkali yanik
Lyell sendromu klamidya, sifiliz marjinal Kornea tilserasyonu
Stevens- Johnson Fungal: Kandida, dejenerasyonu | Limbal kok hiicre
sendromu fuzariyum, aspergillus Aniridi yetmezligi
Graft versus host hastaligi | Parazitik: Onkoserkiyazis

Onemli bir okiiler komplikasyon olan kornea neovaskiilarizasyonu korneada 6dem,
lipid birikimi, skar ve enflamasyona sebep olabilmekte ve gérme keskinligi azaltmaktadir
(22). Neovaskiilarizasyon meydana gelen korneada; damarlarda dolasan kan hiicrelerinin
meydana getirdigi opasite, damar duvar yapisindan dolayi 151k sapmalar1 olmasi, damarlar
arasindaki kollajen yapinin ve stabilitenin bozulmasi, gecirgen damarlar etrafinda sivi ve
lipid birikimi, kornea diizensizligi gibi nedenlerden dolayr gérme keskinligi diismektedir
(6,11,33).

Genel populasyon i¢in neovaskiilarizasyon ile en sik iligkili durum kontakt lens
(34).

immiinolojik hastaliklarinda anjiyojenik faktorler salinimi arttigindan miitevellit korneada

kullanimidir Etiyolojisinde hipoksi varligi bilinmektedir (3,34). Korneanin

neovaskiilarizasyon olusmaktadir (5,11,35).

Kornea neovaskiilarizasyonu tii¢ sekilde meydana gelmektedir (11). Birincisi
yiizeyel neovaskiilarizasyon, ikincisi vaskiiler pannus, {i¢iinciisii derin neovaskiilarizasyon
seklinde olusmaktadir (6,11,36). Yiizeyel neovaskiilarizasyon korneada travma, hafif
kimyasal yanik, enflamasyon ve enfeksiyonlarda goriiliir, damarlar ylizeyel marjinal
arkuattan koken alir. Vaskiiler pannusta limbustan periferik korneaya kollajen ve damarlar
uzanmaktadir, kontakt lens kullannminda goriilebilmektedir. Ciddi 6n segment
hastaliklarinda derin neovaskiilarizasyon goriilebilmektedir. Neovaskiilarizasyon Bowman
kadar bir

tabakasindan Descemet izlenebilmektedir

(6,11,33,37,38).

zarina herhangi seviyede



2.3. Kornea Neovaskiilarizasyonunun Molekiiler Temelleri

Korneanin damarsiz yapisinin saglanmasinda anjiyojenik faktdr seviyelerinin
diisiik, anti-anjiyojenik faktor seviyelerinin yiiksek olmasi temeldir. Bu denge anjiyojenik
faktorler tarafina kaydiginda neovaskiilarizasyon meydana gelmektedir (Tablo 2.2)
(6,11,22,31,36).

Tablo 2.2. Anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorler

Anjiyojenik Faktorler Anti-anjiyojenik Faktorler

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) Endostatin

Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) Anjiyostatin

Plasental biiytime faktorii (PGF) Prolaktin

Transforme biiylime faktorii-o (TGF-a. ) Matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri
Transforme biiyiime faktorii- (TGF- B) (TIMP)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) Trombospondin

Leptin Arresten

Integrinler Kanstatin

Platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) Tumstatin

Matriks metalloproteinazlar (MMPs) Pigment epiteli kaynakli faktor (PEDF)
Anjiyojenin Interlokin-4 (1L-4)

Hepatosit biiyiime faktorii (HGSF) Interlokin-13 (1L-13)

Timor nekroz faktorii-a (TNF- o)

Bag doku biiyiime faktorii (CTGF

Interldkin-8 (1L-8)

Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)

VEGEF ozellikle endotel hiicrelere spesifik etkilere sahip olan ¢ok fonksiyonlu bir
biiylime faktorii ailesidir (39). Endotel hiicresinde proliferasyon, migrasyon ve
diferensiasyona neden olmaktadir (40). VEGF ekspresyonu embriyonik, fizyolojik ve
patolojik damar olusumu ile paralellik gostermektedir (41). VEGF ailesinde VEGF-A
(Human VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F VE PIGF (Plasental
biiyiime faktorii) bulunmaktadir (42—44). VEGF-A ayn1 zamanda insan VEGF i olarak
bilinmektedir (45). VEGF-A bilinen alti farkli izoformdan olusan bir peptid ailesidir
(VEGF*#, VEGF'®, VEGF*®®, VEGF'® VEGF*®, VEGF?*) (46-49). VEGF-A, Vaskiiler
Endotel Biiyiime Faktorii Reseptorii (VEGF-R) 1 ve 2’ye baglanarak anjiyojeneziste
onemli rol alir (50). VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D lenfanjiyojenez ve anjiyojenezi farkli



reseptorlere baglanarak regule eder (51,52). Enflamasyon ve hipoksi durumlarinda
VEGF’niin yiikseldigi bilinmektedir. VEGF iiretimi ¢ogunlukla makrofajlar, T hiicreleri,
retina pigment epitel hiicreleri, astrositler ve diiz kas hiicreleri tarafindan
gerceklesmektedir. VEGF anjiyojenezisin proteolitik aktivitelerinde, orijinal damarlarin
membranlarmin eritilmesinde, endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonunda,
kapiller tiip olusumunda oldugu gibi bir¢ok basamagini aktive etmektedir. VEGF’iin

korneada neovaskiilarizasyon siirecinde anjiyojenezisi indiikledigi bilinmektedir (53,54).

2.4. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Tedavi
Kornea neovaskiilarizasyonu gorme keskinligini ve baglantili olarak hastanin hayat
kalitesini diisiirmektedir. Medikal ve cerrahi tedavi segcenekleri ile tedavi edilmesi gereken

klinik bir durumdur. Tablo 2.3’te uygulanan ve calisilmakta olan tedavi secenekleri

belirtilmistir (6,13,14,28,55-71).

Tablo 2.3. Kornea neovaskiilarizasyonunda medikal ve cerrahi tedavi secenekleri

Medikal Tedavi Cerrahi Tedavi

Steroidler Argon lazer fotokoagulasyon
Non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAIi ) | Elektrokoagiilasyon

1-25(0H) D3 Fotodinamik tedavi

Platelet aktive edici faktor (PAF) Limbal transplantasyon

Siklosporin A Amniyotik membran transplantasyonu
FK 506 Konjonktival transplantasyon
Talidomid

Prolaktin

Curcumin

Ras farnesil transferaz inhibitorleri
Metotreksat
Anti- VEGF ajanlar

IL-1 reseptor antagonistleri

2.4.1. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Cerrahi Tedavi
Kornea neovaskiilarizasyonunun gerilemesinde cerrahi tedavi iki ana gruba
ayrilmaktadir. Birincisi korneada damarlar1 tikamak amaciyla yapilan argon laser,

elektrokoagiilasyon ve fotodinamik tedavi gibi segene8i bulunduran grup, ikincisi



konjonktival limbal greft ve amniyotik membran transplantasyonu, konjonktival
transplantasyon gibi okiiler yiizeyi diizeltmeyi amaglayan gruptur. Ikinci grupta amag kok

hiicre hasarimi tedavi ederek kronik anjiyojenik uyariy1 azaltmaktir (10,28,60,68,72—80).

2.4.2. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Medikal Tedavi

Topikal kortikosteroidler kornea neovaskiilarizasyonunda kullanilmakta olan tedavi
secenckleri arasindadir.  Steroidlerin  anti-anjiyojenik etkilerinin  anti-inflamatuvar
etkilerinin  sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Inflamatuvar hiicre kemotaksisi ve
proinflamatuvar sitokin sentezi steroidler tarafindan baskilanmaktadir. Steroidlerin direk
olarak damar endotel hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu da inhibe ettigi
bilinmektedir (62,81-84).

Kornea yara iyilesmesi ve anjiyojenez sirasinda prostoglandinler aktif olarak
tiretilmektedir. Bunlarin sentezini inhibe eden siklooksijenaz ve fosfolipaz A2 inhibitorleri
(Non steroid anti inflamatuvarlar veya steroidler) anjiyojenezisi onemli oOlgiide
azaltmaktadir (62,82,85,86).

IL-1 reseptdr antagonisti, oktreotid, siklosporin A, FK 506, plazminojen
fragmanlari, spirinolakton, talidomid, amilorid, curcumin, PAF antagonisti gibi bir ¢ok
molekiilin kornea neovaskiilarizasyonunda anti anjiyojenik tedavide etkinligi oldugu
bilinmektedir. Ancak medikal tedavide genel olarak tedavi aktif anjiyojeneziste etkili
oldugu i¢in cerrahi tedavi secenegi arastirmalar1 da devam etmektedir. Arastirmalarda
amaglardan biri de penetran keratoplastiye gidisi engellemek degil, ayni zamanda
keratoplastinin basari oranini artirmak ve Omriinii uzatmaktir (35,57,60,63-65,71,78,87—
91).

Anti VEGF stratejiler yeni damar olusumunu yavaslatmakta ve anjiyojeneziSi
®
durdurmakta etkili goriinmektedir. Ranibizumab (Lucentis , Genentech) ve Pegaptanib
®
sodyum (Macugen , Eyetech Pharmaceuticals) g6z hastaliklar1 igin onaylanmis ve

kullanimda olan anti-VEGF ilag¢lardir. Bevasizumab (Altuzan®, Roche, San Fransisko,
ABD) ise ilerlemis kolorektal kanserlerin tedavisi i¢in intravendéz kullamimi1 FDA (Food
and Drug Administration) tarafindan onaylanmis bir anti-anjiyojenik ilagtir. Ranibizumab
yiiksek affiniteli bir antikor fragmamdir. Pegaptanib sodyum VEGF*®i spesifik olarak
inhibe eden bir aptamerdir. Aptamerler spesifik bir sekle giren, bir antikor gibi davranarak
hiicre dis1 hedeflere yiiksek afinite ile baglanan kimyasal olarak sentezlenmis

oligoniikleotidlerdir. Her iki bilesim de gilivenli ve iyi tolere edilebilir goriinmektedir.
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Bevasizumab, insan VEGF-A izoformuna spesifik olarak baglanan ve biyolojik aktivitesini
notralize eden bir rekombinant insan monoklonal IgG1 antikorudur. Bevasizumab, VEGF-
A’nin biitiin izoformlarina baglanir. Bevasizumab, VEGF niin damar endotel hiicrelerinin
yiizeyindeki VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerine baglanmasini inhibe ederek damar
olusumunu baskilar. Bevasizumabin ‘onay dis1’ (off label) kullanimlarda ve calismalarda,
yasa bagl eksudatif makiila dejenerasyonu, santral retinal ven tikanikligina baglh makiiler
0dem, diyabetik retinopati, neovaskiilarizasyonla seyreden retina ve koroid hastaliklari,
tiveite baglh gelisen makiila 6deminde etkili oldugu bildirilmektedir. Bu ii¢ anti-VEGF
ajanin  okiiller wuygulamalarda neovaskiilarizasyon gerilemesinde etkili oldugu
bilinmektedir. Bevasizumabin kornea neovaskiilarizasyonundaki etkinligi ise son yillarda
arastirilmakta olup, bu amagla yapilan klinik c¢alisma ve hayvan modellerinde
subkonjonktival ve topikal kullanim ile kornea neovaskiilarizasyonunun inhibe edildigi
gosterilmistir (92—-104).

Calismamizda ratlarda olusturulan deneysel kornea neovaskiilarizasyonunda farkl
dozlarda uygulanan subkonjonktival bevasizumabin inhibisyon etkisini karsilasturmay1 ve

degerlendirmeyi amagladik.

11



3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Baskent Universitesi Deneysel Calisma Etik Kurulu onayyla,

Deneysel Calisma Labaratuvari’nda gerceklestirilmistir. (Onay no: DA 15/11)

3.1. Hayvan Modeli

Calismamizda agirliklar1 350-450 gram arasinda degisen eriskin 30 adet erkek
Sprague- Dawley cinsi rat kullanildi. Tim denekler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
ortamda normal oda sicakliginda (22°C) tutuldular. Tiim denekler standart palet rat yemi
ile beslendi, sebeke suyu kullandi ve diizenli olarak deneklerin kafes bakimlari yapildi.

Islemler topikal anestezi olarak %0.5 proparakaine (Alcaine®, Alcon, Puurs, Belgika) ek
olarak 50mg/kg intramusuler ketamin hidroklorid ile sedasyon altinda yapildi. Her
hayvanin sag korneasinin santrali korneal neovaskiilarizasyon modeli olusturmak ic¢in %75
giimiis nitrat ve %25 potasyum nitrat ile kaplanmis ¢ubuk (HemoStop; Hizmet Medikal,
Istanbul) ile mikroskop altinda 10 saniye kimyasal olarak koterize edildi (Sekil 3.1). Daha
sonra konjonktiva ve forniksler 10 ml dengeli tuz solusyonu ile yikanarak fazla kimyasal
koterizasyon materyali uzaklastirildi. Biitiin islemler ayni arastirmaci tarafindan (BU)

uygulandi ve takip edildi.

Sekil 3.1. Deney hayvaninin sag goziinde kimyasal koterizasyon uygulanimi
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Koterizasyon sonrasi ratlar rasgele 3 gruba ayrildi;

Grup 1 (kontrol grubu) (n=10): 0,05 ml subkonjonktival %0,9 NaCl ¢ozeltisi 1.
giinde bir doz uygulandi.

Grup 2 (tek doz tedavi grubu) (n=10): 0,05 ml subkonjonktival bevacizumab (1,25

®
mg) (Altuzan , Roche, San Fransisko, ABD) 1. giinde bir doz uygulandi.
Grup 3 (¢oklu doz tedavi grubu) (n= 10): 0,05 ml subkonjonktival bevacizumab

®
(1,25 mg) (Altuzan , Roche, San Fransisko, ABD) 1., 3., 5. ve 7. giinde birer doz
uygulanacak sekilde toplam dort doz uyguland (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Deney hayvanina subkonjonktival bevasizumab enjeksiyonu uygulanim

Uygulamalara biitiin gruplarda koterizasyondan hemen sonraki ayni giin (1. giin)

baslandi.

3.2. Biyomikroskopik Degerlendirme
Kimyasal koterizasyon sonrasi ratlarin sedasyon altinda 3. ve 9. giinde
biyomikroskopik muayeneleri yapildi. Dokuzuncu giin muayenesinde ek olarak dijital
fotograf makinesi ile kornealarin fotograflar ¢ekildi.
Ugiincii giin kornea yanik evrelemesi su sekilde degerlendirildi:
Evre 0: Kornea yiizeyinden kabarik biil yok
Evre 1: Yiizeyden hafif kabarik kiiciik biil mevcut
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Evre 2: Yiizeyden orta derece kabarik orta biiyiikliikte biil olusumu
Evre 3: Biiyiik biil olusumu
Biyomikroskopik muayeneler sirasinda 9. giin ek olarak korneada opasite ve kornea
6demi siiflandirmasi yapilip degerlendirildi.
Kornea opasitesi su sekilde evrelendi:
Evre 0: Kornea tamamen seffaf
Evre 1: Az puslu, iris ve pupil kolayca goriilebiliyor
Evre 2: Az opak, iris ve pupil degerlendirilebiliyor
Evre 3: Opak, iris ve pupil zorla secilebiliyor
Evre 4: Tamamiyle opak, pupil se¢ilemiyor
Kornea 6demi evrelemesi su sekilde yapildi:
Evre 0: Odem yok
Evre 1: Odem var ama az
Evre 2: Cok 6demli
Onuncu giin ¢ekilen fotograflarda damarlarla kapli kornea alaninin tiim korneaya olan
orant hesaplandi. Bu hesaplamalar dijital bilgisayar imaj analizi programi kullanilarak
(Topcon Image Net 2000, Itabashiku, Tokyo, Japonya) neovaskularize alanin (piksel?),
toplam korneal alana boliinmesiyle elde edildi. Tiim ratlar 10. giinde sakrifiye edildi.

3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Onuncu giin sonunda 50mg/kg intramuskuler ketamin enjeksiyonu sonrasi ratlar
sakrifiye edildi, eniikleasyon yapildi. Eniikleasyon sonrasi fiksasyon yapict sivinin tiim
globa girebilmesi i¢in limbusun 1 mm gerisinden saat 3 ve 9 yoniinde 27 gauge igne ile
globlar perfore edildi. Globlar %10 formaldehid icerisinde 24 saat muhafaza edildi. 24 saat
sonra ¢ikarilarak pargalara ayrildi. Daha sonra parafin i¢ine gomiilerek Hematoksilen
Eozin ve Masson Trikrom ile boyanmak iizere her bir korneadan 5 mikronluk 10 kesit
alindi. En 1y1 kesitlerden mikroskop altinda 400 kat biiytitiilmiis sekilde limbustan santrale
dogru ardisik 5 kadran incelendi. Mikroskopik goriintiilerin fotografi c¢ekildi. Bu
fotograflar vasitasi ile ayn1 kornea alanina denk gelen esit kornea alanindaki i¢inde eritrosit
goriilen kan damar sayisi, inflamasyon karsilastirmasi, kollajen diizeni karsilastirmasi
yapildi. Inflamasyon yogunlugunu ve kollajen diizenini degerlendirmek igin 0’dan 2’ye

kadar skala olusturuldu.
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Inflamasyon Yogunlugu:
Evre 0: Inflamasyon yok
Evre 1: Hafif-orta siddette inflamasyon
Evre 2: Siddetli inflamasyon
Kollajen Diizeni:
Evre 0: Diizenli
Evre 1: Hafif ayrilmalar, minimal bozulma

Evre 2: Siddetli Bozulma

3.4. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, SPSS
17.0 for Windows) programi ile yapildi. Kategorik 6lgiimler say1 ve yiizde olarak, siirekli
Ol¢iimlerse ortalama ve standart sapma (SS) (gerekli yerlerde ortanca ve minimum -
maksimum) olarak &zetlendi. Kategorik degiskenlerin (Kornea yanik evrelemesi, kornea
opasitesi, kornea ddemi, kornea enflamasyonu, kollajen diizeni) karsilastirilmasinda Ki
Kare testi ya da Fisher testi kullanildi. Gruplar arasinda siirekli Olgiimlerin (Kornea
neovaskiilarizasyonu yiizdesi, damar sayisi) karsilastiriimasinda Kruskal Wallis ve Mann

Whitney U testi kullanildi. Tim testlerde istatistiksel anlam diizeyi 0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

4.1. Biyomikroskopik Bulgular

Kornea yanik degerlendirilmesine bakildiginda biitiin ratlarin Evre 3 ve Evre 4
oldugu gozlendi ve biitiin denekler degerlendirmeye alindi. Gruplar arasinda ortalama
kornea yanik evre derecesi agisindan anlamli bir fark izlenmedi. (p>0.05).

Deneklerin dokuzuncu giinde yapilan muayenesinde belirlenen kornea 6demi
evrelemeleri sekil 4.1°de gosterilmistir. Kornea 6demi skoru g¢oklu doz bevasizumab
uygulanan grupta (Grup 3), kontrol grubu (Grup 1) ve tek doz bevasizumab uygulanan
gruba (Grup 2) gore anlamli sekilde diisiik saptandi1 (p=0,002, p=0,035, sirasiyla grup 1 ve
grup 2 ile grup 3’lin karsilastirilmasi). Tek doz bevasizumab uygulanan grup (Grup 2) ile
kontrol grubu (Grup 1) karsilastirildiginda kornea 6demi evrelemesi tek doz bevasizumab
uygulanan grupta daha diisiik izlenmesine ragmen, istatistiksel agidan anlamli fark

izlenmedi (p=0,218).

Korneal Odem Skoru

B Grade 0
E Grade 1
O Grade 2

5

w B
1 1

Rat Go6zii Sayisi

N
1

0—
Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 4.1. Dokuzuncu giindeki biyomikroskopik muayenede kornea 6demi skorlamasi
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Yapilan kornea opasitesi evrelemesinde degerlendirmeler sekil 4.2°de
gosterilmistir. Coklu doz bevasizumab uygulanan grupta (Grup 3) kornea opasitesi skor
degerlendirmesi, kontrol grubu (Grup 1) ve tek doz bevasizumab uygulanan gruba (Grup
2) gore istatistiksel olarak anlamli olarak diisiikk saptandi (p<0,05). Tek doz bevasizumab
uygulanan grupta kornea opasite degerlendirmesinde skorlar kontrol grubuna gore diisiik

izlendi, ancak istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p=0,218).

Korneal Opasite Skoru

B Grade 0
E Grade 1
O Grade 2
M Grade 3
5 [ Grade 4

IS
1
|

Rat Gozii Sayisi
9
|

N
1

1-

T T T
Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 4.2. Kornea opasitesi skorlamasi

Kornea neovaskiilarizasyon alaninin tiim kornea alanina orani yiizdeleri sekil 4.3’te
gosterilmistir. Ortalama neovaskiilarizasyon gelisen kornea alani kontrol grubunda (Grup
1) % 68,1+£5,3 (Ortalama+SS), tek doz bevasizumab uygulanan grupta (Grup 2) %
59,8+7,3, ¢oklu doz bevasizumab uygulanan grupta (Grup 3) % 47,2+10,2 olarak bulundu.
Ortalama kornea neovaskiilarizasyon alani karsilastirildiginda tek doz ve c¢oklu doz
bevasizumab uygulanan gruplar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik
saptandi (p=0,004, p=0,0001, sirastyla grup 2 ve grup 3’tin grup 1 ile karsilagtirilmasi).

Bevasizumab uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde ¢oklu doz bevasizumab
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uygulanan grupta (Grup 3) korneadaki necovaskiilerize alan, tek doz bevasizumab
uygulanan gruba (Grup 2) gore istatistiksel olarak anlamli diisiik izlendi (p=0,005).

80,007
70,007 %
60,00
50,007

40,00

Neovaskiilarizasyon yuzdesi

30,007

20,007

| | |
Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 4.3. Korneada neovaskiilarizasyon goriilen alanlarin oranlari

Deneklerin ameliyat mikroskobu altinda c¢ekilen fotograflari Sekil 4.4-4.6’da

gorilmektedir.
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Sekil 4.4. Grup 1’de (kontrol grubu) dokuzuncu giin cekilen fotografta korneadaki
neovaskiilarizasyon

Sekil 4.5. Grup 2’de (1,25 mg/0,05cc subkonjonktival bevasizumab uygulanan grup)
dokuzuncu giinde ¢ekilen fotografta korneadaki neovaskiilarizasyon
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Sekil 4.6. Grup 3’te (4 doz 1,25 mg/0,5 cc subkonjonktival bevasizumab uygulanan
grup) dokuzuncu giinde ¢ekilen fotografta korneadaki neovaskiilarizasyon

4.2. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik  kesitlerde gruplarda iginde eritrosit goriilen damar sayisi
degerlendirmesi sekil 4.7°de gosterilmistir. Yapilan degerlendirmede eritrosit goriilen
damar sayisi, kontrol grubunda (Grup 1) 145,1+£55,0 (Ortalama+SS), tek doz bevasizumab
uygulanan grupta (Grup 2) 69,5+20,6, ¢coklu doz bevasizumab uygulanan grupta (Grup 3)
43,7+22.6 olarak saptandi. Kontrol grubuna gore damar sayilar karsilastirildiginda, tek ve
coklu doz bevasizumab uygulanan gruplarda damar sayisi istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulundu (p=0,005; p=0,0001, sirasiyla grup 2 ve 3’iin grup 1 ile karsilastirilmasi). Tedavi
gruplar1 kendi i¢inde karsilastirildiginda goklu doz bevasizumab uygulanan grupta (Grup
3), tek doz bevasizumab uygulanan gruba (Grup 2) gore damar sayisi istatistiksel olarak

anlamli diisiik saptand1 (p=0,019).
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Sekil 4.7. Damar sayilari

Deney hayvanlarinin goziinden 10. giinde aliman korneanin limbusla santral
korneaya esit mesafede olan bir alanin Hematoksilen Eozin ile boyanmis Kesitinin

histopatolojik incelenmesi Sekil 4.8- 4.10°da goriilmektedir.

Sekil 4.8. Grup 1 (Kontrol grubu) 10. giinde kornea kesiti histopatolojik goriintiisii
(Hematoksilen Eozin x200)
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Sekil 4.9. Grup 2 (Tek doz bevasizumab uygulanan grup) 10. giinde kornea kesitinin
histopatolojik goriintiisii (Hematoksilen Eozin x200)

Sekil 4.10. Grup 3 (Coklu doz bevasizumab uygulanan grup) 10. giinde kornea
Kkesitinin histopatolojik goriintiisii (Hematoksilen Eozin x200)
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Masson Trikrom ile boyamada yapilan kollajen diizeni degerlendirmesinde kontrol
grubunda, epitel altindaki bolgede, hematoksilen eozin boyama ile uyumlu olarak, kollajen
liflerin diizeninin bozuldugu ve bu alanlarda 6dem oldugu goézlendi. Subkonjonktival
bevasizumab uygulanan gruplarda ise kollajen liflerin daha diizenli oldugu gériildii, ancak
yapilan skorlamada istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0.05). Deney
hayvanlarinin kornea kesitlerinin Masson Trikrom ile boyamada yapilan kollajen diizeni

degerlendirilmesi sekil 4.11-4.13te gosterilmistir.

Sekil 4.11. Grup 1’de (Kontrol grubu) 10. giinde kornea histopatolojik kesitinde
kollajen diizeni degerlendirilmesi (Masson Trikrom x200).
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Sekil 4.12. Grup 2’de (Tek doz bevasizumab uygulanan grup) 10. giinde kornea
histopatolojik kesitinde kollajen diizeni degerlendirilmesi (Masson
Trikrom x200).

Sekil 4.13. Grup 3’te (Coklu doz bevasizumab uygulanan grup) 10. giinde kornea
histopatolojik kesitinde kollajen diizeni degerlendirilmesi (Masson
Trikrom x200).

Histopatolojik ¢alismada enflamasyon ve 6dem degerlendirmesi sekil 4.14’de
gosterilmistir. Tek doz bevasizumab uygulanan grubun (Grup 2) enflamasyon skoru
kontrol grubuna (Grup 1) gore diisiik izlenmis olmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak
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anlamli bulunmamistir (p=0,072). Coklu doz bevasizumab uygulanan grup (Grup 3)
kontrol grubuyla (Grup 1) enflamasyon skoru agisindan karsilastirildiginda, ¢oklu doz
bevasizumab uygulanan grupta enflamasyon skorunun istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiik oldugu izlenmistir (p=0,001). Tedavi gruplari karsilastirildiginda ¢oklu doz tedavi
grubunda (Grup 3) enflamasyon skorunun tek doz tedavi grubuna (Grup 2) gore diisiik

izlendigi, ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p=0,130).
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Sekil 4.14. Enflamasyon ve 6dem degerlendirmesi
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5. TARTISMA

Korneada ¢esitli hastaliklar veya travma sebebi ile gelisen enflamasyon, zaman
icerisinde 6dem, korneada bulaniklik ve skarlasma beraberinde neovaskiilarizasyon
gelisimine, seffafligin  azalmasina ve gormede azalmaya yol acabilir. Kornea
neovaskiilarizasyonu sonucunda olusan gérme keskinliginde azalma 6nemli bir halk saglig
problemidir. Kornea neovaskiilarizasyonu etiyolojisinde bir¢ok enfeksiy6z, enflamatuvar,
dejeneratif hastalik, travma ve hipoksi goriilebilir, bu gibi sebeplerin sonucunda normalde
seffaf ve damarsiz olan korneada neovaskiilarizasyon gelisebilir. Olusan bu yeni damarlar
opasiteye neden olarak géorme keskinliginde azalmaya yol acabilirler. Bu durumda gérme
kaybini azaltmak amaciyla olusan yeni damarlanmalar1 6nlemek, durdurmak ve geriletmek

amaciyla tedavi yontemlerine ihtiyag¢ vardir (1,3-6,24,28,38,105).

Giniimiizde  birgok  tedavi  yontemi  kornea  neovaskiilarizasyonunda
uygulanmaktadir. Kortikosteroid, non steroid anti-inflamatuvarlar, IL-1 reseptor
antagonisti, oktreotid, siklosporin A, FK 506, plazminojen fragmanlari, spirinolakton,
talidomid, amilorid, curcumin gibi ajanlar medikal tedavide kullanilmaktadir (28,35,55,62—
65,71,82,85-89,106). Medikal tedavinin yaninda lazer fotokoagulasyon, fotodinamik
tedavi, konjonktival limbal transplatasyon, amnion zari transplantasyonu gibi cerrahi
yontemler de kornea neovaskiilarizasyonunda tedavi segenekleri arasinda goriilmektedir
(10,28,68-70,72,73,78,80). Yoon ve arkadaslar1 tarafindan yapilan deneysel ¢alismada
tavsanlarda olusturulan korneal neovaskiilarizasyon modelinde verteporfin kullanilarak
yapilan fotodinamik tedavi ile anti-anjiyojenik etkinlik arastirilmigtir. Tavsanlarda sutur ile
indiiklenen kornea neovaskiilarizasyon modelinde tedavi grubuna verteporfin ile
fotodinamik tedavi uygulanmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tedavi grubunda
korneadaki neovaskiilarizasyon alaninda anlamli derecede azalma izlenmistir (79). Ancak,

bu tedavi pahali oldugu ve ekipman gerektirdigi i¢in her klinikte uygulanamamaktadir.

Kortikosteroidler de kornea neovaskiilarizasyonu tedavisinde kullanilmakta olup,
etkinlik mekanizmasina bakildiginda membran fosfolipidlerinden arasidonik asit olusumu
inhibisyonu ile prostoglandin ve 16kotrien gibi enflamatuvar mediatorlerin baskilanmasina
yol agmaktadir. Boylece kapiller gecirgenlik ve lokosit gogiinii engelleyerek korneadaki
novaskiilarizasyonun baskilandigi bilinmektedir. Kortikosteroidler kornea
neovaskiilarizasyonunda topikal, subkonjonktival ve sistemik olarak kullanilabilmektedir

(81-83,107-109). Murata ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada tavsan kornealarina bFGF
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salgilayan graniil yerlestirilmis, tedavi grubu 4 tavsana subkonjonktival 2 mg triamsinolon
asetonid uygulanmig, kontrol grubu 4 tavsana da subkononjonktival distile su
uygulanmistir. Yapilan degerlendirmede triamsinolon uygulanan grubun kontrol grubuna
gore kornea neovaskiilarizasyon alaninin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az oldugu
izlenmigtir (85). Kortikosteroidler kornea neovaskiilarizasyonunda tedavi segenekleri
arasinda tercih edilmelerine ragmen neovaskiilarizasyon tedavisinde etkinligi ve yan
etkileri agisindan kullanimlar1 kisitli olmaktadir. Bu nedenle calismamizda tedavide

steroidler yerine bir anti-VEGF ajani tercih ettik.

Kornea neovaskiilarizasyonunda biiylime faktorleri de dnemli rol oynamaktadirlar.
Neovaskiilarizasyon siirecinde anjiyojenik faktorlerin arttigi, anti-anjiyojenik faktorlerin
ise azaldig1 goriilmektedir. VEGF hipoksi gibi gevresel faktorlerin uyarisi ile makrofajlar,
T hiicreleri, retina pigment epitel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve tiimor hiicrelerinden
salgilanabilir (8,11,110-112). Kornea neovaskiilarizasyonunda hem VEGF diizeyi hem de
VEGF reseptor sayilart artmis olarak izlenmistir (7). Bevasizumab, insan VEGF-A‘sina
spesifik baglanan ve biyolojik aktivitesini ndtralize eden bir rekombinant insan
monoklonal 1gG1 antikorudur. Bevasizumab, VEGF-A’nin biitiin izoformlarina baglanarak
neovaskiilarizasyonu inhibe etmektedir. Bevasizumab, kornea neovaskiilarizasyonunda
topikal, subkonjonktival ve sistemik olarak degisik konsantrasyonlarda kullanilmistir
(18,113-116). Manzano ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmada ratlarda olusturulan
kornea yanik modeli sonrasi kornea neovaskiilarizasyonu baskilanmasinda topikal %4’liik
bevasizumabin etkinliginin topikal %0,9’luk NaCl ¢o6zeltisine gore daha baskin oldugu
izlenmistir (117). Hosseini ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, tavsanlarda kornea yanigi
sonrast ¢alisma grubuna tek doz 2,5mg/0,1cc bevasizumab uygulanmis, kontrol grubuna
ise subkonjonktival distile su uygulanmistir. Sonuglar karsilastirildiginda bevasizumab
uygulanan grubun neovaskiilarizasyon orani kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik izlenmistir (118). Barros ve arkadaslarinin ratlarda uyguladiklari
kornea neovaskiilarizasyon modelinde bevasizumab etkinligi ve tedavi zamanlamasi
degerlendirilmistir. Calismalarinda ratlar kontrol grubu ile birlikte 4 farkli gruba ayrilmas,
farkli zamanda ayni dozda (0,02 ml) bevasizumab uygulanmistir. Birinci gruba yanik
olustuktan hemen sonra, ikinci gruba yanik olustuktan sonra {igiincii giinde, ii¢lincii gruba
yanik olustuktan sonra besinci glinde subkonjonktival bevasizumab uygulanmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde neovaskiilarizasyon inhibisyonu agisindan ii¢ grubun da

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha etkili oldugu ve tedavi gruplarmin
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etkinliginin istatistiksel agidan birbirleri arasinda anlamli farklarinin  goriilmedigi
gozlemlenmistir (119). Papathanassiou ve arkadaslarmin yaptigi deneysel calismada
tavsanlarda korneada yanik olusturulup neovaskiilarizasyon modeli tizerinde ¢alisilmistir.
Yapilan uygulama ile deney gruplar1 {lizerinde bir gruba yanik olusturulduktan hemen
sonra, diger bir gruba yanik olusturulduktan 14 giin sonra 3,75 mg subkonjonktival
bevasizumab uygulanmis ve sonuglar karsilastirilmistir. Tedavi gruplarmin  kontrol
grubuna gore neovaskiilarizasyonu baskilamada daha etkin oldugu, 6zellikle erken tedavi
grubunda daha basarili sonuglar alindigr goriilmiistiir (96). Hiirmeri¢ ve arkadaslar
tarafindan yapilmis olan ¢alismada, kobaylarda deneysel kornea yanik modelinde erken ve
gec olarak subkonjonktival tedavinin etkinligi arastinnlmistir. Erken ve ge¢ tedavi
grubunda, kontrol grubuna gore kornea neovaskiilarizasyonu istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha az izlenmistir. Erken tedavi grubunun korneadaki neovaskiilarizasyonu
inhibisyon etkinligi, ge¢ tedavi verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
basarili izlenmistir (19). Biz de bu nedenle galismamizda tiim tedavi gruplarinda yanik

olustugu anda tedaviye basladik.

Yoeruek ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada tavsanlarda alkali yanik modeli
olusturularak topikal bevasizumab uygulanmistir. Gruplardan birisine yanik olustuktan
hemen sonra digerine 7 giin sonra tedavi baslanmig olup, yanik olusumunda erken tedavi
alan grupta neovaskiilarizasyonun daha c¢ok baskilandig1 izlenmistir. Calismada aymi
zamanda Odem ve opasite degerlendirmesi yapilmigtir. Kornea  opasitesi
degerlendirmesinde erken tedavi grubunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diisiik skoru oldugu bildirilmistir. Kornea 6demi agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak bir fark izlenmedigi saptanmistir (120). Dursun ve arkadaglarinin ratlarda kimyasal
koterizasyonla  olusturduklart  neovaskiilarizasyon =~ modelindeki  c¢alismalarinda
bevasizumab ile tedavi edilen gruplarda korneada 6dem ve opasite skorlarinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bildirilmistir (121). Bizim
calismamizda da subkonjonktival bevasizumab tedavisi uygulanan iki ayr1 doz grubunda
da kontrol grubu ile karsilastirildiginda kornea 6demi ve opasitesi skoru agisindan

istatistiksel olarak anlamli diigiik oldugu saptanmustir.

Edelman ve arkadaslar1 ratlarda yaptigi calismada kornealarda kimyasal yanik
olusturulduktan 48 saat sonra VEGF mRNA ve proteinlerinin en yiiksek seviyelerine
ulasabildigini, 7. giin azalarak kontrol seviyesine diistiiglinii saptamiglardir (122). Kim ve

arkadaglarinin subkonjonktival uygulanan bevasizumab yar1 Omiirleri ile ilgili ratlarda

28



yaptiklar1 ¢aligmada, enjeksiyon sonrasi bevasizumabin akdz hiimorde ilk tespit edilmeye
baslandig1 zamanin 12. saat oldugu ve yaklasik yart dmriiniin 27 saat oldugu izlenmistir
(123). Biz de ¢alismamizda c¢oklu doz bevasizumab uygulanan grubun dozunu tek bir
seferde ilk anda vermek yerine dozlarim esit dozlarda ikiser giin arayla uygulamay1 uygun
gordiikk. Bu sayede miikerrer uygulamada anti-VEGF ajaninin dokuda kalis siiresini

arttirmay1 amagcladik.

Kim ve arkadaslar tarafindan yapilan klinik vaka serisinde 7 hastanin 10 gozi
korneada neovaskiilarizasyon nedeniyle topikal %1,25’lik topikal bevasizumab tedavisi ile
izlenmistir. Topikal bevasizumab tedavisinde ilk 1 ay etkin oldugu ancak tedavinin devam
ettigi 2. ayda 10 goziin 6’sinda korneada epitelyopati (epitel defekti, epitel erozyonu)
izlenmis oldugu goriilmiis olup, 1 gbzde de korneada incelme izlenmistir (9). Erdurmus ve
arkadaglarimin iki hastanin iki goziinii kornea neovaskiilarizasyonu nedeniyle inceledikleri
klinik calismada 2,5 mg/0,1 cc subkonjonktival bevasizumab uygulanmis, hastalarda tedavi
sonrast 1. haftada neovaskiilarizasyonda dramatik iyilesme izlenmis, 3 aylik takipte
regresyon ve herhangi bir yan etki saptanmadigi bildirilmistir (124). Topikal tedavide
izlenen bu yan etkiler diistiniildiigiinde ¢alismamizda topikal tedavi yerine subkonjonktival

bevasizumab segenegi ile tedavinin etkinligini incelemeyi tercih ettik.

Bahar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan klinik bir arastirmada korneada
neovaskiilarizasyon  gelismis hastalarda  subkonjonktival bevasizumab etkinligi
arastirilmistir. Yapilan geriye doniik calismada toplam 10 hasta ¢alismaya dahil edilmis ve
7’sinde iyilesme ve neovaskiilarizasyonda gerileme izlenmistir (125). Biz de ¢alismamizda
korneada neovaskiilarizasyonun baskilanmasinda subkonjonktival bevasizumab uygulanan
her iki grubun kontrol grubuna gore kornea Odemi, kornea opasitesi, kornea
neovaskiilarizasyonu alani, damar sayisi, enflamasyon durumu yonlerinden daha basarili
oldugunu gozlemledik. Subkonjonktival bevasizumab tedavi gruplart dozlara gore
kiyaslandiginda dort doz uygulanan grubun istatistiksel olarak anlamli sekilde tek doz
uygulanan gruba gore kornea neovaskiilarizasyonunu baskilamada, kornea 6demi, kornea
opasitesi, kornea neovaskiilarizasyonu alani, damar sayis1 bakimindan daha etkili oldugunu

gozlemledik.

Bevasizumab kolorektal kanserlerde tedavi secenegi olarak kullanilmaya baglanmis
olup daha sonra diger klinik kullanimlara agilmistir. Kolorektal kanserlerde sistemik olarak
kullanilip yan etki profili sikliginin az oldugu goézlenmistir. Tariflenen yan etkiler arasinda

diyare, gastrointestinal sistem kanamalari, arteriyel tromboemboli, burun kanamasi,
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proteiniiri, 10kosit sayisinda azalma, kardiyak patolojiler ve inme sayilabilir (92,126).
Okiiler kullanimda ilag sistemik dolasima az gectigi icin nadiren hipertansiyon veya
tromboemboli gibi yan etkiler bildirilmistir (127). Bevasizumab yaklasik 10 yildir gozde
cesitli neovaskiiler hastaliklarda kullanilmaya baslanmistir. Yapilan ¢alismalarda diyabetik
retinopati, retinal ven tikanikligi, yasa bagli makula dejenerasyonu, iiveite bagli makula
0demi, psodofakik makula 6deminde bevasizumabin tedavide etkinligi gézlenmistir (128—
132). Kornea neovaskiilarizasyonunda, anjiyoyenik uyarilma faktorleri ile yeni
damarlanma baslamakta olup, bevasizumab ile damar permeabilitesi, ddem ve anjiyojenez
baskilanarak kornea seffafliginin idamesinde rol oynamaktadir (66,96,124). Korneada
neovaskiilarizasyon olusurken olustugu etyolojiye bagli olarak beraberinde inflamasyon
izlenmektedir (133). Inflamasyon mikrobik enfeksiyon, travma, kimyasal hasar sonrasi
dokularda goriilen fizyolojik cevaptir. Inflamasyonda proinflamatuvar ve anti-inflamatuvar
molekiiller ile birlikte kontrolli bir sekilde hiicre kemotaksisi, migrasyonu ve
proliferasyonu izlenmektedir (134). inflamasyon ve anjiyojenez bir ¢ok noktada paralel
seyretmektedir. Anjiyojenez, inflamasyon bolgesindeki hiicreler i¢in gerekli olan besin ve
oksijen destegini saglayarak inflamasyon idamesini saglar. inflamasyonun baslangic
basamaklarinda iiretilen nitrik oksit damar gegirgenligini ve dilatasyonunu saglayarak
bagisiklik hiicrelerinin damar disina gecisini saglar. Bagisiklik hiicrelerince sentezlenen
mediatdrler fibroblastlar1 ve damar endotel hiicrelerini hedef alarak anjiyojenik faktorleri
salgilatir. Inflamatuvar hiicrelerin kendileri de VEGF, FGF, HGF, PDGF, TGF beta, TNF
alfa gibi anjiyojenik faktorleri salgilatir. Bu nedenle anjiyojenezin inflamasyonla iliskili
oldugu gosterilmistir (133,135). Amano ve arkadaslarinin ¢alismasinda rat kornealarinda
yaptiklar1 ¢alismada, travmayla birlikte inflamasyonun ve VEGF’iin arttig1, inflamatuvar
neovaskiilarizasyonun VEGEF ile iligkili oldugu goriilmiistiir (53). Bock ve arkadaslarinin
yaptiklar1  klinik  calismada, farelerde siitiirle indiiksiyonu yapilmis kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde, uygulanan bevasizumab ile inflamasyonla indiiklenen
anjiyojenez ve lenfanjiyojenezde baskilanma goriilmiistiir (116). Oh ve arkadaslarinin
ratlarda kimyasal yanikla olusturduklart kornea neovaskiilarizasyon modelinde
subkonjonktival bevasizumab uygulanmis, bevasizumabun inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunu ve IL-2, IFN gama ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinleri azalttig
gosterilmistir (133). Bizim ¢alismamizda da bevasizumabin inflamasyona karsi etkinligi
histopatolojik olarak degerlendirildiginde yapilan c¢aligmalar ile uyumlu olarak
bevasizumab uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde

inflamasyon yogunlugunda azalma oldugu izlendi.
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Sonug olarak, ¢calismamizda deneysel kornea neovaskiilarizasyonu baskilanmasinda
ve kontroliinde subkonjonktival bevasizumab uygulamasinin etkili oldugunu gézlemledik.
Subkonjonktival bevasizumab uygulanimini kolay ve giivenilir olarak degerlendirdik.
Sonuglarimiza bakarak yan etkilerinin de minimal seviyede gozlemlenmesi nedeniyle
uygulanabilir bir tedavi sekli oldugu diislincesindeyiz. Uygulama siiresi olarak yanik
olustugu andan itibaren uygulanabilecek en kisa siirede uygulanmasiyla ve ¢oklu doz
seklinde yiiksek doz uygulama ile tek seferde diisiik doz uygulamaya goére daha basarili
sonuglar elde edebildigimizi gdzlemledik. Ideal uygulama dozu ve zamani agisindan genis
orneklem grubu ile birlikte ileri ve prospektif calismalarin ilacin etkinliginin ve doz

ayarlamasinin degerlendirilmesinde faydali olacagi diisiincesindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada cesitli géz hastaliklarinda aktif kullanimda olan anti-VEGF lerinin,
deneysel kornea neovaskiilarizasyonu modelinde subkonjonktival bevasizumab
enjeksiyonu sonrasi klinik ve histopatolojik olarak etkinligi degerlendirildi. Korneada
neovaskiilarizasyonun baskilanmasinda subkonjonktival bevasizumab uygulanmasinin
kontrol grubuna gore daha etkili oldugu gozlemlendi. Bevasizumab uygulama dozlari
arasinda toplamda 5 mg/0,2 ml uygulanan ¢oklu doz grubunda neovaskiilarizasyon
baskilanmasinin, 1,25 mg/0,05 ml uygulanan tek doz grubuna goére daha etkin oldugu
saptandi. Kornea neovaskiilarizasyonu tedavisinde  subkonjonktival uygulanan
bevasizumabin etkili ve iyi bir se¢enek oldugunu diisiinmekteyiz. Bevasizumabin uzun yan
etki profilini gozlemlemek ve doz etkinligini degerlendirmek amaciyla prospektif ileri

calismalara ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.
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