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OZET

Amag: Deneysel kornea neovaskularizasyonu geligtirilen ratlarda
bevacizumab, ranibizumab ve afliberceptin etkinliginin kontrol grubuyla
karsilastiriimasi amaclanmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismamizda 24 adet 250-300 gr agirhdindaki Wistar-
Albino turu erkek ratlar kullanildi. Caligmadaki 24 rat 4 farkli gruba ayrildi.
Her grup ayni sartlar altinda ayni miktarda besin ile, ayni ortam isisi ve 1$1g1
altinda takip edildi. Gruplardaki ratlar 1 - 6 arasi kulak numarasiyla
numaralandirildi. Kornea merkezinde yanik olusturmak igin gumus nitrat
uygulandi, neovaskularizasyonun gelismesi igin 10 gun beklendi. Ratlarda
spontan olusturulan gruplara bevacizumab, ranibizumab ve aflibercept
subkonjonktival uygulandi. Duzenli araliklarla takip edilerek 21 giin sonunda
tum gruplardaki kornealar alindi ve patolojik olarak incelendi.

Bulgular: Kontrol grubunda, vaskuler endotelyal growth faktor (VEGF) yuzde
ortalamasi, Tunel boyama (sayi/1hpf), enjeksiyon sonrasi knv/tim alan orani
ve ana damar sayisi bakimindan diger 3 gruptan da anlamli duzeyde yuksek
bldlundu ancak gruplar arasinda anlamli farka rastlaniimadi. Eozinofil sayisi
kontrol ve ranibizumab grubunda bevacizumab ve aflibercept grubundan
anlamli dizeyde yluksek bulundu.

Sonug: Calismamizda sik gordigumiz kornea neovaskilarizasyonu
tedavisinde henlz ruhsati olmayan anti-VEGF molekullerinin etkili olduguna
dair sonuglar elde ettik. Bu sonuglarin daha blyuk gruplarda, yeni
yaklasimlarin gelistiriimesi ile ilerde bu tur hastalarin tedavisi igin alternatif bir
yontem olacagini diusunmekteyiz .

Anahtar Sozciikler: Deneysel kornea neovaskularizasyonu, bevacizumab,
ranibizumab, aflibercept, tinel boyama



INGILiZCE OZET(ABSTRACT)

COMPARISON OF BEVACIZUMAB, RANIBiZUMAB AND
AFLIBERCEPTIN IN EXPERIMENTAL CORNEA NEOVASCULARIZATION
IN THE RATS

Purpose: This study was aimed to compare the efficacy of bevacizumab,
ranibizumab and afliberceptin in rats with corneal neovascularization
compared with the control group

Materials and Methods: In our study, 24 male Wistar-Albino species and
250-300 gr male rats were used. The 24 rats in the study were divided into 4
groups as 6 rats in each group. Each group was followed under the same
conditions with the same amount of food, under the same ambient
temperature and light. The rats in each group were numbered 1 to 6 and ear
numbered. Corneal neovascularization was expected to develop by creating
corneal burns in the corneal center in each group. Bovacizumab,
ranibizumab and aflibercept were applied to the spontaneously formed
groups in the rats and the corneas were taken at 21 days after being checked
at regular intervals.

Results: Average of VEGF%, Tunnel dye ( count/1hpf), after injektion
KNV/all area, and after injektion count of main vessels were found
significiantly high three groups compared to the control group but between
the three groups weren’t find significiant differences. Count of eosinophil;
control and ranibizumab group were found significiantly high compared
bevacizumab and aflibercept group.

Conclusion:

In our study, we found that anti-VEGF molecules, which are not yet licensed,
are effective in the treatment of corneal neovascularization, which we have
seen frequently. We believe that these results will be an alternative method
for the treatment of such patients in the future with the development of new
approaches in larger groups

Key Words: Experimental corneal neovascularization, bevacizumab,
ranibizumab, aflibercept, tunnel coloring



KISALTMALAR

VEGF Vaskiuler endotelial growth faktor
FGF: Fibroblast growth faktor

GIB: G6z igi basinci

HSV-1: Herpes simpleks virus tip--1

KA: Karbonik anhidraz

KNV: Kornea neovaskularizasyonu

NK: Natural killer

NO: Nitrit oksit

NSAIi :Non-steroid antiinflamatuvar ilaglar
S: Steroidler

TNF-a : Tumor nekroz faktor
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1. GIRIiS

Kornea damarlanmasi olmayan bir dokudur. Kornea neovaskularizayonu
ise kornenin tabakalarina dogru damarlanmanin olusmasidir. Bu durum tim
dinyada var olan kalici korluk nedenlerinden birisidir. Kornea
neovaskularizasyonuna neden olan cgesitli sebepler mevcuttur. Buna
infeksiyonlar, travmatik olaylar, kimyasal yaniklar, kornea transplantasyonu
ve kontakt lens takilmasi ornek olarak verilebilir. Bu olaylarin tamaminda
temel mekanizma korneada VEGF (Vaskuler endotelyal growth faktor)
duzeyinin artmasidir. Kornea neovaskularizasyon tedavisinde steroidler,
curcumin, infliximab, metotreksat, suramin, bevacizumab, ranibizumab,
epigallocatechin gibi birgok madde denenmistir. Fakat klinik uygulamada
kornea neovaskularizasyonunun kesin tedavisi buUlunamamigtir. Bunun
yaninda vyayinlanan son makalelerde; kornea neovaskuilarizasyonu
tedavisinde verilen anti-VEGF’lerin kornea neovaskularizasyonunu azalttigi
gOrulmustir. Son yillarda yapilan butin cgalismalar anti-VEGF'ler Uzerine
odaklanmistir (1,2,3).

Bunlardan birisi olan ranibizumab intravitreal enjeksiyon ile senil
makula dejenerasyonu, retinal ven dal tikanikligi ve diyabetik retinopati gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Bunun yaninda; ranibizumabin klinik
uygulamda kullanilmasada kornea neovaskularizasyonu tedavisinde de
yapilmis deneysel ¢alismalari mevcuttur(4).

Diger bir anti-VEGF ise bevacizimab'tir. Bevacizumab, VEGF-A ve
onun tim izoformlarina baglanabilen monoklonal bir antikordur. Kanser ve
okuler neovaskularizasyon tedavisinde kullanilan ve faydasi yapilan
calismalarla gosterilmis bir molekuldir. Son yillarda bevacizumabin topikal
ve subkonjonktival uygulamalarinin kornea neovaskularizasyonunu gerilettigi
veya neovaskularizasyonun ilerlemesini durduguna dair cesitli ¢alismalar
mevcuttur (1).

Uglincii ve en son gikan molekiil aflibercepttir. Aflibercept VEGF-A'nin

tim izoformlarina baglanmasinin yaninda VEGF-B ve plasental growth faktor



1-2’ye de yuksek afinite ile baglanmaktadir. Aflibercept molekuld,
oftalmolojide senil makila dejenerasyonu, diyabetik retinopati v.b.
hastaliklarin yanisira metastatik kolorektal kanserlerin tedavisinde de
kullaniimaktadir. Bunun yaninda ranibizumab ve bevacizumab gibi son
yillarda deneysel kornea neovaskularizasyonunda da etkili oldugu
gOrulmustar(b).

Yapmay planladigimiz bu galismanin; son yillarda tUzerinde durulan,
oftalmolojide cok édnemli bir sorun olan ve kesin ¢6zimuU hala bidlunamamis
olan kornea neovaskularizasyonu tedavisine 1gik tutacagina inaniyoruz.
2.GENEL BILGILER
2.1 Kornea Anatomisi

Kornea embroyojenik olarak gelisimi anne karninda hayatin 8.
haftasinda baslar. ik olarak ylizeyel ektodermden kornea epiteli ve desme
zarl gelismektedir. Korneanin koken aldigi iki doku, noéroektoderm ve
mezensim kokenlidir. Mezensim htcrelerinin 2.trimesterda goclyle kornea
stromasi ve Bowman kati olusmaktadir(6,7).

Kornea, skleranin 1/3’lik 6n kisminda saat cami seklinde yerlesmis
durumdadir ve ortalama +43 diyoptrilik (D) kirma gucune sahip, saydam,
optik 6zelligi olan vaskiilarize olmayan bir dokudur. On kisimdan gozii
sarmasi nedeniyle globu koruyuculuk gorevi de vardir. Korneanin sekli elipse
benzemektedir dolayisiyla horizontal ve vertikal caplari farklilik
gOstermektedir. Erigkinde horizontal ¢ap ortalama 12.5 mm, vertikal ¢ap
ortalama 11.5 mm kadardir. Kornea dokusunun kalinhgi ise merkezde
ortalama 540 pym, periferde 650 pm’dir. Korneanin 6n ve arka egrilik caplari
da seklinden dolayi farklihk géstermektedir. On egrilik yaricap! 7.8 mm, arka
egrilik capi 6.8 mm’dir. Korneanin 6n yuzey kirma gucu ortalama +48 D, arka
yuzeyinin kirma gucu ortalama -5 D olmak Uzere toplam kiricilik glicu +43
D’dir(7-10).

Yenidoganlarda ise kornea ¢ap! ve buna bagl olarak kiricilik gucu
farkhlik gosterir. Kiricilik glict ortalama +50 D iken vertikal gap 10’mm dir.

Korneanin gelisimi 6 yasina kadar devam etmektedir(11-13).



insan vucudunda innervasyonu en yogun olan bir doku da korneadir.
Korneanin duyarlihd@r konjonktivadan 100 kat daha fazladir. Korneanin
innervasyonu N. trigeminus’un oftalmik dalindan ¢ikan uzun siliyer sinirler ile
olur. Bu uzun siliyer sinirler duyusal sinirlerdir. Korneaya dogru uzanan
sinirler; skleral, episkleral ve konjonktival seviyelerden korneaya penetre olur
ve sonra dallanirlar. Sinirler korneaya girince miyelin kiliflarini kaybederler ve
ag olustururlar; bu ag stroma, Bowman ve epitel tabakalar seviyesindedir.
Bu sinirler duyusal sinir oldugu igin genis bir alana yayilarak sonlanirlar.
Korneanin agriya cok duyarli olmasinin sebebi budur. Korneadaki
norotransmitterler ise; asetilkolin, katekolamin, substans P, kalsitonin gen
bagimli peptit, néropeptit Y, intestinal peptit, galanin ve metyanin-
enkefalin’dir(7,14, 15).

Korneanin hem lenfatik sistemi yoktur hem de avaskulerdir. Kornea
damarsiz oldugundan ihtiyaglarini gbdzyasindan, limbusta bulunan
damarlardan, hUmor akézden almaktadir. Lenfatik akis, limbus epiteli altinda
bldlunan lenfatik ag ile olmaktadir. Korneanin oksijen ihtiyaci ise kapaklar
kapali iken konjonktivaki arter ve venlerden, kapaklar agikken gdzyasi

yoluyla havadan ve glukoz ihtiyaci 6n kamara sivisindan saglanir(14-16).

2.1.1 KORNEA TABAKALARI

2.1.1.A. EPITEL TABAKASI
2.1.1.B. BOWMAN TABAKASI
2.1.1.C. STROMA TABAKASI
2.1.1.D. DESCEMENT TABAKASI
2.1.1.E. ENDOTEL TABAKASI

2.1.1.A. EPITEL TABAKASI

Kornea epiteli; yaklasik olarak 50 ym kalinhginda olup, ¢ok katl non
keratinize hucrelerden meydana gelir. Embriyolojik hayatta ektodermden
koken alir. Kornea epitel tabakasi, U¢ tabakadan olusmaktadir. En altta bazal

hicre tabakasi, onun Ustunde kanat hucreleri, en Ustte de cok kath yassi



hicrelerden olusur. En altta bulunan bazal hucreler tek katli prizmatik
hidcrelerden olusur ve altindaki bazal membrana hemidesmozomlar ile
baglidir. Onun Ustlinde bllunan kanat hicreleri 2-3 kat kibik poligonal hiicre
tabasindan olusur. En Ustte bldlunan yassi hicreler ise 7-8 kat hicreden
olusur. Hucrelerde mikrovillus ve villus gibi ¢ikintilar mevcuttur ve bu
cikintilar Ust tabakalara dogru c¢ikildik¢a yassilasir ve ¢ikintilarini kaybeder.
Dolayisiyla bu da en ustte bulunan epitelin ¢cabuk dokiimesine neden
olabilmektedir. Fakat, bu bariyer goérevi yapan g6z vyasl tabakasi
stabilizasyonu sayesinde onlenmektedir. Korneal kok hucreler limbusun
bazal hucre tabakasinda lokalizedir. Yenilenme kapasitesi cok yuksek olan
bu hiicreler ortalama 7 giinde rejenere olur. Ust kisimda bllunan hiicreler
dokulerek goz yasina karigir. Perilimbal bazal epitel hucrelerinin devamli
¢ogalmasiyla ve sonrasinda yluzeyel hicrelere farklilasarak diger tabakalar
olusur. Epitel hucreleri birbirine ¢ok sayida tight junction ve zonula
okludensler araciligiyla tutunmuslardir. Bu sayede epitel tabakasinin diger bir
onemli gorevi olan mikroorganizmalara karsi bariyer goérevi yapar. Epitel
tabakasinda ayrica tip 4 kollajen, laminin, heparin, lenfositler, langerhans
hicreleri, maktofajlar bulunmaktadir (7,15, 17-18).

2.1.1.B.BOWMAN TABAKASI

Bowman tabakasi epitelin bazal membranina ve stromaya sikica
yapisiktir. Bowman tabakasinin travmalara karsi direcli olmasinin sebebi Tip
1 ve tip 3 kollajen fibrillerinden zengin olmasidir (6,14,16).

Bu tabakada hucre yoktur. Bu nedenle hasarlaninca yenilenemez.
Korneada bulunan duyu sinirleri Bowman tabakasinda seyrederek epitel
hicreleri arasina kadar gelir ve buralarda sonlanir. Bunlarin hasarinda
rejenere olmadidi i¢in skar dokusu gelisgir. Ortala kalinhigi 8-10 mikrondur. Ve
bu kalinhlk yasam boyu degismez. Bowman tabakasinin diger bir dnemli
gOrevi de bariyer gorevidir yani epitel tabakasi ile stroma arasinda bariyerdir
(7,17, 19).



2.1.1.C.STROMA TABAKASI

Kornea kaliniginin %90’in1 olusturan ve ortalama kalinhdi 500 pym olan
tabaka stroma tabakasidir. Stromanin, tim vicitta oldugu gibi ortalama
%75’i sudur. Stromanin saydamhigini veren bu su oranidir. Bu oranin artisi
saydamligin bozulmasina ve kornea 6demine neden olur. Stromanin su
disinda agirhginin %80’ kollajenden, %15’i ara maddeden ve %5’
hicrelerden olusur. Tip 1 ve 5 kollajenler birbirine paralel olarak uzanarak
dizenli lameller tabaka olusturur. Birbirine tutunmus bu lifler ortalama 220
tanedir ve 2-3 uym kalinlik olusturur. Kollajen lifler skleradaki lifler ile devam
eder. Ayrica korneayi butinlemesine kat ederek bir ucundan digerine uzanir.
Bununla birlikte proteoglikanlarin oranlari ve konsantrasyonlari arkadan éne
dogru cesitlilik gosterir. Ayrica on stroma tabakasi arka stroma tabakasina
gbre daha az su oranina sahiptir. Lens kristallerinin benzeri olan diger
molekuller korneanin optik 6zeliklerinin kontrol edilmesinde rol oynar. Bu
proteinler keratositler tarafindan salgilanir ve epitel hicrelerinin arasinda
bllunur. On stromada bllunun lameller kisa, aralarinda daha genis bosluklar
yer alir ve dardir. Arka stromanin uzun, genis ve kalin olan lamelleri limbusun
bir ucundan bir ucuna uzanir. Aralarindaki inter lameller sayesinde baglanti
saglanir. Korneanin elastisitesi cok degildir. Ornek vermek gerekirse normal
g6z tansiyonunda kornea dortte biri kadar esner stromada bulunan kollajen
fibrillerin 6zel dizilimi sayesinde korneanin saydamhli§i olusur. Bu dizilim
sayesinde korneaya gelen isigin sagilmasi azalir. Yani korneaya daginik
olarak 1slk demetlerinin duzeltimesinde rol oynar. Sacgilim o6nde daha
fazladir. Refraktif index epitelde 1.401, stromada 1.380 ve arkasinda 1.373
dir. Dolayisiyla refraktif index onde duslik ama sacilim daha fazla ama
arkaya dogru refraktif index artar ve sacilim azalir. Isigin dalga boyutundan
kliguk olan kafes seklinde dizilimdeki kollajen liflerden dolayl kornea
saydamlihgini  suardurdr. Glikozaminoglikan osmotik etkileri ve negatif
yuklerinden dolay! birbirlerini iterek storamanin bilinen yapisini olusturur.
Glikozaminoglikanlar arasinda az sayida ve yassi sekilde keratositlerden
olugur. Kollajen ve mukoprotein sentezleyen ve yaralanmadan sonra

fibrositlere donusen keratositler stroma igin vazgecilmezdir. Ayrica stromanin



yuzde 78 su igermesi nedeniyle kornea saydamliligini devam ettirir. Saglam
bir epitel, saglam endotelyal bariyerler ve endotelin pompa fonksiyonu
sayesinde korneanin hidrasyonu belli oranda kalir. Endotelde bulunan isiya
bagimh Na*, K’- ATPaz enzimi sayesinde iyonlarin hareketi dengede kalir.
Ayrica negatif yukli glikozaminoglikanlarin birbilerini itme prensibi sayesinde
sisme basinci olustururlar. Goz i¢i basincindan dolayr da disari dogru bir
basing olusur. Boylece itme basinci ile goz igin basinci birbirini dengeler bu
iki basin¢ birbirine egit olur. Korneanin hidrasyonu kornea tabakalarinda
farkhlik goOsterir yani 6onden arkaya dogru korneanin hidrasyonu artar

endotele yaklastik¢a hidrasyon artar (7,15).

Stroma tabakasi bazi farklari olsada yapi olarak skleraya benzer.
Farklari ise daha cok ara madde, daha az su icermesi ve fibril dizilimi
sklera’ya gore cok daha duzenlidir. Bu sayede kornea saydam kalir. Keratan
sulfat ve kondriotin stlfat gibi glikozaminoglikanlar stromanin ortasindaki ara
maddesini olusturur. Bundan bagka kollajen tip1,5,6, lumikan, dekorin gibi
proteoglikanlar vardir. Stromadaki keratositler sekil ve buyuklik agisindan
cesitleri mevcuttur, fakat keratositler 3 boyutlu spiral seklinde bir ag
olusturarak stroma tabakasini olusturur. Keratositler stromadaki kollajen lifler
arasinda yassi fibroblast seklinde yer alirlar. Bu fibroblastlar stromada
budlunan maddeleri hem Uretirler hem sindirmekle gorevlidirler. Keratositlerin
sayisi yillar iginde ayni endotel hicreleri gibi azalir fakat bu azalma endotel
hidcrelerinden daha azdir. Bununla birlikte gecirilmis cerahi islemler yine
keratositlerin azalmasina neden olur. Bundan baska stromada az da olsa

makrofajlar, lenfositler ve schwann hicreleri bulunur(6,7,16,20).

2.1.1.D. DESCEMENT TABAKASI
Descement membrani, stroma ile endoteli ayiran, endotelin bazal
membrani olup 10 mikron kalinhginda gercek bir membran yapisina sahiptir.
Direnci yuksek bir yapida oldugu igin keratitlerde bile proteolitik
enzimlere karsl saglam kalir. Descement membrani 2 kisimdan olusur. Bu
membran anne karnindaki donemde birikerek olusan anterior bantli bir bolge

ve yasam boyunca endotel tarafindan olusturulan posterior bantsiz bir



bolgeden olugmaktadir. Descement mebraninda yer alan ekstraselluler
matrix elemanlari laminin, fibronektin ve tip 4 kollajen’dir. Bu yapilar
sayesinde perforasyon, keratit ve travmalara en gugcllu bariyer goérevi kornea
katmanidir. Descement zarinin én kismi stromaya g6z i¢i basincinin etkisiyle
yapisik durur. Cerahi sirasinda veya herhangi bir travma sirasinda kolaylikla
kolaylikla ayrilabilir. Bunun onarimi ise yine endotel tarafindan yapiimaktadir.
Descement membrani; agi elemani olan schwalbe c¢izgisini olusturarak
sonlanir(7,14,16,22-24).

2.1.1.E. ENDOTEL

Tek sirali poligonal hucrelerden olugsan endotel tabakasi yasam
boyunca stromada bulunan fazla siviyl disari pompalamaktadir. Hekzogonal
yapida olan hucreler siki parmaksi uzantilar sayesinde mozaik paternde
dizilimi ile endotel olusur. Hucreler arasinda bulunan makula okludens,
zonula okludensler ve makula adherensler siki baglantilar sayesinde humor
akdzlin gegisi onlenir. Endotel hiicre sayisi ortalama 500 hicre/mm2 nin
altina indiginde kornea saydamligi bozulur ve kornea 6demi gelisir.
Endotelde bulunan hicrelerin bariyer ve aktif pompa fonksiyonu sayesinde
kornea saydamhgi sadlanir. Fakat kornea avaskuler oldugu igin glikoz,
oksijen, aminoasit gibi temel ihtiyaclari icin fizyolojik sinirlarda akéz hémorin
gegisine izin verilir. Endotel hiicreleri yenidogan bir kiside ortalama 3000-
4000 hucre/mmz2, hucreler kibik ve 10 mikron kalinhdinda iken erigkin
yaslara gelince ortalama 2500 hiicre/mm? poligonal ve 5 mikron
kalinigindadir. Hicre sayisi yilda %0.6 dusis gosterir ve komsu hicreler
azalan hucrelerin olusturdugu boslugu kapatmak amaciyla genigler. Endotel
hdcrelerinin sayisi endotel ylzeyi boyunca degisiklik gosterir fakat en fazla
say! periferdedir. Hucrelerin rejenerasyon kapasitesi yoktur. Endotelde hasar
gelistiginde o bolgeye endotel hucreleri go¢ edebililer ya da gerek
hacimlerini artirarak gerekse de hucrelerin uzamasi ve genislemesi ile hasarl
bdlgeyi kapatabilirler. Sonrasinda yeniden hucreler arasi baglantilar
saglanmakta ve bariyer gorevine kaldigi yerden devam etmektedir. Endotel

hicreleri, metabolik olarak aktiftirler bundan dolayr hiicre igi organelleri



(6zellikle mitokondri, endoplazmik retikulum ve nukleuslari iridir) geligsmigtir.
Endotel hiicreleri néral krest kaynaklidir. Insan endotel hiicreleri invivo olarak
cogalmazlar fakat hicre kultirinde bolundrler. Son yapilan ¢alismalarda
periferik korneada endotelyal kok hicrelerin varligi gosterilse de endotel kdk
hdcreleri yillar icinde azalmaktadir. Endotel, bir yandan akdéz humorun
stromaya gegcisini engellerken bir yandandan storamada bulunan suyun
disari tagsinmasini saglar. Cesitli calismalarda endotelin akéz humore 6-
7ml/saat su tasidigini gosterilmistir. Na-K ATPaz pompasi korneanin
saydamligini saglayan endotel hicrelerinde (ortalama her hicrede 1,5 milyon
adet mevcut ve hucrelerin alt ve yan kisimlarinda cok sayidadir) bulunan en
onemli iyon transport mekanizmasidir. Bundan baska Na-H pompasi da
bulunmaktadir. Bu pompa ise adindan da anlagilaca gibi Na hucre igine,
hidrojeni hicre disina atmaktadir.  Diger bir mekanizma ise karbonik
anhidraz (KA) enzim sistemidir. Diger pompalar gibi KA sisteminin de

inhibisyonu korneal 6deme neden olmaktadir (6,14-16 24-27).

2.1.2 KORNEA BiYOMEKANIGI

Siki ve duzenli bir yaplya sahip olan kornea, kollajen fibrillerden
olusur. Lamellere sarili olan ve birbirine paralel olarak dizilen bu kollajen
fibriller limbusun bir ucundan digerine kadar uzanir. Korneanin belirli kivamda
bir sertligi vardir. Bu rijidite géz ici basincini (GIB) élgmek istedigimizde
sonucu etkilemektedir. Hava kuvvetinden faydalinalarak yapilan o6lgumler
kornea uzerinde baski olusturur bdylece korneal histerezis dedigimiz
korneanin sertlik derecesini dlgebiliriz.

Korneadaki su azaldiginda korneadaki stres arka tabakalara dogru
uniform bir sekilde yayilir. Fakat kornea ddemli oldugunda stres 6n lamelde
kalir.  Ekstraseliler matrikste  bldlunan bu lamellerin  etrafinda
glikozaminoglikanlar vardir. Bu tabakalar arasinda kaymaya karsi olusan
diren¢ az oldugu icin kolayca hareket edebilir. Stroma ise bundan biraz
farkhdir. Stroma esnek olmayan izotropik olmayan bir yapiya sahiptir.
Bundan dolayi korneanin hidrasyonuna bagl olarak stres kuvveti degismekte

gerilim kuvveti kornea boyunca duzensiz sekilde dagiimaktadir.



Bu tip Oolgumler sayesinde kornea biyomekanigi; biyoelastisite,
hidrasyon, bolgesel ve santral fakometre, vizkosite gibi faktorleri icermektedir
(15).

2.1.3 KONJONKTIVA

Kornea neovaskularizasonunda (KNV), konjontiva ve sklera da
etkilidir.

Konjonktiva, géz kapaklarinin globa bakan yutzeyini ve limbusa kadar
olan gbz yuzeyini kaplayan mukoz yaplya sahip yari gecirgen bir zardir.
Konjonktiva on siliyer arter ve palpebral arterleden beslenir. Lenf sistemi ise
g0z kapakalarina benzer olup preaurikiler ve submandibular lenf bezlerine
drene olur. Konjonktiva immunite acisindan cok 6nemli goreve sahiptir.
Konjonktiva; fornix, bulber konjonktiva, palpebral konjonktiva ve semilunar
kivrimlardan olusur. Ust fornix, levator kasinin diiz kas lifleri tarafindan
olusur. Gozdeki rektus kaslarinin devam eden lifleri goézin temporal
kismindaki konjonktivaya ve plikaya uzanirlar. Fornix bu sayede olusur.
Tarsta bllanan konjonktiva tarsa tutunur fakat bllber konjonktiva bundan
farkli olarak tenona gevsek tutunmustur. Fakat limbus bdlgesinde tenon ile
konjonktiva birlesir.

Palpebral konjonktiva; arkasindaki tarsal plak ile kapak kenarindaki
mukokutandz bileske arasinda yer alir. Bulber konjonktiva ise limbusa kadar
devam ederek limbusta Vogt palizadlari denilen kabariklari olusturmaktadir.
Karunkul denilen kil folikulleri, lakrimal bezler, ter bezleri ve sebase bezler
iceren kutan6z doku gbézun medial kisminda yer almaktadir. Konjonktivanin
innervasyonu ise 5. kranial sinirin oftalmik dalinin dallari ile olmaktadir.

Konjonktiva histolojisini inceledigimizde epitel tabakasi non keratinize
yapida oldugu bunun yaninda globda skuamoz epitel, tars Gzerinde kubik
epitel, fornixte silindirik epitel oldugu goralur.

Konjonktivadaki goblet hlcreleri ise en fazla géz kapag tarafindaki
tarsal konjonktivada yer alir. Konjonktivadaki immunitede en 6nemli yapi ise
konjonktiva ile iligkili lenfoid doku (CALT)dir. Bu yapida, lenfatikler ve
bunlarla ilgili arter ve venler, lenfositler ve plazma hucrelerinin toplu halde

oldugu yapilar mevcuttur (15,28).



2.1.4. SKLERA

Sklera yapisinda tip 1 kollajen, fibronektin, elastin, proteoglikanlari
icerir. Fakat bunlar korneadaki dizilim kadar duzenli degildir. Skeleranin i¢
kismi, Uveal dokularin suprakoroidal ve suprasiliyer kisimlariyla kaynagsmigtir.
Dis kisminda ise episklera vardir. Episklera damarsal yapilardan zengin bir
aga sahiptir. Dis kisminda tenon bulunmaktadir. En Ustte konjonktival damar
mevcuttur. Onun altinda ylzeyel episkleral a§ mevcuttur. En altta ise derin
damarsal ag mevcuttur. En derindeki tabaka skleranin yuzeyel bolumunu
besler.

Skleranin innervasyonunu ise uzun arka siliyer sinir saglar. Bu sinirler
yuzeyel sklerada yer alir. Fakat bazen bu sinirin dallari skleranin iginde halka
olusturarak Axenfield halkasi denilen ciliyer cismin &éninde bir nodul
olugsmasina neden olur.

Sklera normalde beyaz bir yapiya sahiptir fakat sklera inceldiginde

veya su orani arttiyinda saydamligi artabilir(15,29).

2.2 KORNEA NEOVASKULARIZASYONU

Kornea, sadece refraktif ylzey olusturmamakta ayrica glob icinde
mekanik bir engel olusturmaktadir. Saat cami seklinde olan kornea hem
saydamdir hem de avaskulerdir. Fakat bu avaskuler yapida 6n segmentte
meydana gelen keratit gibi inflamasyon durumlarinda, korneanin hipoksisine
bagli iskemisinde ve her gesit kornea hasarinda vaskularizasyon olusabilir.
Yukarida bahsedildigi gibi kornea etrafinda bulunan damarsal agdan koken
alan damarlar kornea Uzerine dogru ilerler ve kornea Uzerinde 6deme,
inflamasyon sonucunda skar gelisebilir. Bu da gérmede azalmaya neden
olmaktadir. Korneada anijiojenik faktorler, anti-anjiojenik faktorler ve
sitokinler mevcuttur. Fakat bunlar arasinda belirli bir denge mevcuttur. Bu
dengenin anjiojenik faktorler tarafina kaymasi KNV’na neden olmaktadir.

KNV’nin en sik sebepleri arasinda; korneada meydana gelen enfeksiyonlar,
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kimyasal yaniklar, travma, inflamasyona neden her turli olay ve kornea
transplantasyonu sonrasinda cevap olarak olusan vaskullarizasyon yer
almaktadir (7,30-34).

Korneanin damarsal yapisi diger organlardan farkhidir. Kornea
avaskuler yapida oldugu icin beslenmesi g¢evresindeki limbal bdlgedeki
pleksuslardan olmaktadir. Bu pleksus ofalmik arterin dali olan siliyer arter
tarafindan olusturulmaktadir. Dolayisiyla KNV limbal bélgede yer alan bu
pleksustan olusmaktadir (35).

‘Cogan’ (36) KNV’nin ylzeyel, interstisyel ve derin olmak lUzere 3
kisimda gelismektedir. YlUzeyel KNV pannus olarak bilinmektedir. Yuzeyel
KNV’de damarlar ve inflamasyon epitelin altindaki Bowman tabakasinda
olusur. Gozu tutan trahom korneanin daha cok Ust kisimlarini tutarken,
exposure keratopati ve bulloz keratopati korneanin descement membranina
yakin yerlerini tutmaktadir. Pannusta damarlar daha cok kuguk arteriollerden
ve buylk venulden veya cok sayida kuguk kapiller yataktan olusur. Bunun
yaninda buradaki damarlar genelde keskin bir acilanma gostermezler.
Fasikuler keratitte ise durum biraz daha farkhdir. Bu durumda damarlar
sadece yuzeyel damarlarin yaninda istersistyel tabakaylr da tutmaktadir.
Tekrarlayan Herpetik enfeksiyonlarda tutulum ylzeyel korneada olusur ve
damarlanmada yuzeyel korneada meydana gelir ve flictekller keratitle
genelde beraber seyreder. Bu durumlardan farkl olarak radyasyona veya
hardal gazina maruz kalanlarda korneada ylzeyel KNV’nin gelistigi
gOrulmustar.

intersisyel keratitde yiizeyel KNV'den farkli olarak damarlar genelde
dizdur ve dallanma firga benzeridir. Fakat meydana gelen isterstisyel
damarlanmada genelde damar yuzeyle iligkilidir ve olusan hasar diger
tabakalari da etkilemektedir.

intersistyel KNV’nin gesitli klinik formlari vardir. Konjenital sifiliz,
Meniere like sendromundaki keratopati, sklerokeratit, rozasea gibi kollajen
doku hastaliklarinda gorulen marjinal keratit bunlara 6rnek verilebilir.

Derin KNV ise 0zellikle korneanin descement membrani gibi alt

tabakalarini tutar. Derin stromada meydana gelen interstisyel Kkeratit
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sonucunda derin KNV olusabilmektedir. Bunun haricinde bilinen derin KNV
ye neden olan bagka hastalik yoktur (36).

KNV’de kornea tabakalarina gére olusan neovaskularizasyon klinikte
farkli formlarda karsimiza ¢ikar. Ornegin herpese bagll keratitte stromanin alt
tabakalarinda neovaskularizasyon gelisirken, korneanin yuzeyinde gelisen
periferik kornea hastaliklarinda pannus geligir (35).

2.2.1 Kornea Neovaskiilarizasyonu Epidomiyolojisi

Bjoern O. Bachmann ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada USA’da
kornea neovaskularizasyonu kimyasal yanik, iskemi, infeksiyon ve
inflamasyon nedeniyle olugsmaktadir ve toplam korliklerin  %4.14
olusturmakta bu da yaklasik 1.4 milyon insani etkilemektedir (9). Bu konuda
litaratlr tarandiginda Turkiye'de yapilmis bir calismaya rastlanmamistir.
Fakat bu sayinin fazla olmasi kornea neovaskularizasyonunun ne kadar
onemli bir saglik problemi oldugunu dustndurmektedir.

Bunun yaninda KNV’li hastalar genel popllasyona gére daha fazla
saylda muayene olmaya gelmektedirler. Bu problemin toplum iginde
kesinlikle daha fazla mercek altina alinip incelenmesi gerekmektedir.
Maalesef KNV, kornea hastaliklari iginde cok onemli bir yer tutmakta ve
sonunda gérme kaybina neden olmaktadir (34,37).

2.2.2 Kornea Neovakiilariazsyonun Nedenleri

Travma, inflamasyon, infeksiyon ve dejeneratif hastaliklar korneada
yeni damar olusumuna neden olmaktadir. Bunun sonucunda olusan yeni
damarlar; lipid birikimine, korneal skara, 1sida gecirgen tabakanin
bozulmasina ve sonugta gérmede azalmaya neden olmaktadir (38).

Travmatik nedenler arasinda kimyasal yaralanmalar onemli bir yer
tutmaktadir. Kimyasal yaralanmalar tim okdiler travmalarin %7.7 ile %18
arasinda yer tutar (1).

Bundan baska sert kontakt lens kullanimi ile yluzeyel pannus nadiren
gorulurken yumusak kontakt lenslerle sik gorulmektedir. Derin stromal KNV
ise uzun sure kontakt lens kullanimiyla iligkilidir (39).

Bundan baska trikiyazis ve geciriimis 6n segment cerrahileri de sik
KNV nedenlerindendir (4,37-39).
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Enfeksiyona bagh gelisen KNV ise streptokokal ve klamidyal

keratokonjonktivitlerde sik rastlanmaktadir.
Bundan baska tuberkulozis ve sifilizde KNV nedenleri arasindadir. Chlamydia
trachomatis’in neden oldugu Trahom hastaligi ise temelde konjonktivanin
hastaligidir fakat ileri donemde meydana gelen iskemi ve pannus neticesinde
korlige neden olmaktadir. Dinya saglik orgutu, 1970’li yillarda Asya’'da 6
milyon korluk oldugunu bildirmigtir.

Onchocerca volvulus’'un neden oldugu Onchocerciazis, 6zellikle Afrika
ve Guney Amerika’da sik gorulmektedir. 50 milyon kisinin bu hastaliga
yakalandigini, 1milyon kisinin ise bu sebepten dolay! koér oldugu bildirilmistir
(37).

Enfeksiyon etkenlerinden en énemlilerinden birisi Herpes simpleks virls
tipL(HSV-1)'dir. HSV-1, okuler morbiditenin en énemli nedenlerinden birisidir.
Korneay! innerve eden gangliyonda reaktivasyon - iyilesme rekurrenslerinin
olugmasi sonucu KNV  gelismektedir. Erken evrede  birgok
olayinflamatuvarcevaba neden olarak, viral replikasyon, spesifik sitokinlerin
uretilmesi ve korneal neovaskularizasyon gibi bir sonraki patalojiye neden
olmaktadir. Korneal anjiogenezis ise kalici korneal hasara neden olmaktadir.
Viral replikasyonun sonunda kornea stromasinainflamatuvarhtcreler gelir.
HSV-1’e bagh KNV'de yer alan hicreler ise CD4 T hucreleri, makrofajlar ve
noétrofillerdir. Bunlardan salinan VEGF ve birgok mediatér ise anjiogenezde
yer almaktadir (40-42).

inflamatuar hastaliklardan Steven Jahnson sendromu oncelikle epiteli
tutar ardindan stromaya dogru ilerler sonunda KNV’ye neden olur. Géz
kapagi inflamasyonuna sekonder olusan KNV’de bir inflamatuvar durumdur.
Greft rejeksiyonu dainflamatuvarsureg ile baslayip sonugta KNV’ye neden
olan baska bir patalojidir (37).

Dejeneratif hastaliklardan Terrien marjinal dejenerasyon ve pterjium
KNV sebepleri arasindadir (37).
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Tablo: Kornea Neovaskiilarizayonu nedenleri

(1,4,37-42)

Dejeneratif nedenler

Pterjium

Terrien Marjinal dejenerasyonu

Inflamatuvar nedenler

Steven - Jahnson sendromu
Gretft rejeksiyonu

G6z kapag! inflamasyonu

Enfektif nedenler

Streptokokal

Clamidyal
Tlberklilozis

Sifiliz

Chlamydia trachomatis
Onchocerca volvulus

Herpes simpleks viriis tip1(HSV-1)

Travmatik nedenler

Kimyasal yaralanmalar

Sert ve yumusak kontakt lens
kullanimi

Trikiyazis

Gegcirilmis 6n segment cerrahileri
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2.2.3. Korneal neovaskularizasyonun molekiler zemini

KNV, vaskiulogenezis ve anjiogenezis olmak uUzere iki kisimda
meydana gelir. Embriyogeneziste; kemik iliginden kdken alan angioblastlar
rol alir. Bu hicreler olugsmus damarsal yapilara dogru go¢ ederek yeni damar
olusumuna neden olur. Anjiogenezis, mevcut damarlardan yeni damar
olusumudur ve KNV’nin patofizyolojisinden sorumludur. Bunun yaninda
korneada anjiojenik faktorler ( fibroblast growth faktor, VEGF) ile anti-
anjiojenik faktorler (anjiostatin, endostatin, pigment epitel kaynaklh growth
faktor) bir denge halindedir. Bunlardan anjiojenik faktorlerin artmasi veya anti
anjiojenik faktorlerin azalmasi durumunda KNV sureci baslamaktadir(43- 46).

Anjiogenezis mevcut kapillerlerden yeni damar olusumunu ifade eden
bir terim olmakla birlikte gelisme c¢agi ve vyara iyilesmesi disinda
gorilmemektedir. Anjiogenez igin pozitif ve negatif faktorlerin kendi
arasindaki dengesi sayesinde dengede kalmaktadir. Fakat kanser buna ters
bir durumdur ¢unki kanserde bu denge bozulmaktadir ve yeni damarlar
olugsmaktadir. Bu konuda ‘Judah Folkman’ ilk kez timoérlerin metastaz
yapmasi ve buyumesinde yeni damar olusumu mekanizmasinda onculik
eden isim olmustur. Anjiogenezis daha énce var olan damarlarin ve kapiller
agin blyimesi ve yeniden bicimlenmesidir. Kanser, iskemik kalp damar
hastalidi, yara iyilesmesinde, retinopatilerde ve enflamasyonda mevcut kan
damarlarindan yeni damalar meydana gelir. Anjlogenezis hem primitif
hicrelerden yeni damar olusumunu hem de kemik iliginden gelisen prekursor
hicrelerin yeni damar olusumunu tarifler. Mevcut sistemde var olan
damarlarin tomurcuklanmasi sonucu anjiogenez meydana gelir. Anjiogenezis
ilk basamagi damarlarin dilatasyonu ve damarsal gegirgenligin artigidir.
Bdylece plazmada bulunan proteinler veinflamatuvarfaktorler ekstraselller
alana gecisi artar. Burada biriken bu maddeler daha sonra gelecek olan
endotel hucreleri icin zemin olusturmaktadir. Ekstraseliler matrix alan
¢ikaninflamatuvarsitokinler ise buradaki enzimleri aktive etmekte bu da

damar duvarinin yikimina neden olarak hem endotel hucrelerinin gogunu
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arttirmakta hem de anjiojenik buyume faktorlerinin salinimini arttirmaktadir.

Boylece anjiogenezis temeli olugsmaktadir.

Anjlogenezisde vazodilatasyon nitrik oksit salinimi ile baslar. VEGF
bagli olarak vaskuler gecirgenlik artar ve damar iginde bulunan proteinler
ekstraseluler matrikse geger. Bu proteinler endotel hucreleri igin bir temel
olusturur. Trombosit - endotelyal hiicre adezyon molekuli ve vaskuler
endotelyal cadherin, araciligiyla damarsal gecis artar. Bunun tam tersi
mekanizmayla anjiopoietin damar cidarini sikilastirarak gegirgenligi azaltir.
Endotel hicrelerinin damar digina ¢gikmasi i¢in endotel hucreleri arasindaki
badlantilari zayiflamasi gerekmektedir. Anjiopoietin-2 ise damar etrafinda
bulunan duz kas hucrelerinin yapismasini ve damar digI yapilarin
gevsemesinde gorev almaktadir. Bunun yaninda endostatinin ise anjiogenezi

inhibe etmesi plazmin duzeyini arttirarak olmaktadir.

Vaskulogenezis ise vaskller endotel prekirsér hicre olan
anjioblastlarin ¢ogalmasidir. Bu anjioblastlar endotelyal ve hematopoietik
hicreleri  olusturmaktadir. Anjioblastlar ise yolk salktan gelismektedir.
Anjioblastlar VEGF, VEGF-2, FGF tarafindan farklilagsmaya ugramaktadir.
Bunun yaninda VEGFR-1 bunlarin tam tersi etki yapmaktadir yani
anjioblastlarin farklilagsmasini inhibe etmektedir.

Anjiopoietin, endotel hucrelerinin alana gecisini ve damarlarin
tomurcuklanmasini arttirir. Ayrica VEGF molekulinu aktive eder. Fakat
VEGF molekult ile farki vardir. VEGF molekuli endotel hicre agi
organizasyonunu baslatabilirken anjiopoietin baslatamaz. Sadece VEGF
molekulinun baslattigi aglari saglamlastirir. Benzer sekilde anjiopoietin-2’de
VEGF molekullu varliginda anjiojeniktir.

Dolayisiyla tomurcuklanma; pozitif ve negatif faktérler arasindaki
denge ile kontrol edilmektedir. Anjiostatin, endostatin, antitrombosit-3,
interferon-B ve trombosit faktor anjiogenezisi inhibe eder.

Damarlarin lumen olusumu ise endotel hicreleri birlesmesi sonucu ile

olur. Damarlarin uzamasi ise endotel hucrelerinin incelmesi ve eski
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damarlarla birlesmesi sonucu olur. Limen ¢api ise anjiostatin ve VEGF ile
artmaktadir. Trombospondin ise limen olusumunu azaltmaktadir.

Endotel hicreleri, olusan damara geldikten sonra émur boyunca
bulundugu vyerde kalir. Fakat endotel hicrelerinde de apoptozis
gorilebilmektedir. Ornek vermek gerekirse retinada ve overlerde damarlar
fizyolojik olarak gerilemektedir. Damar Ilumeninin daralmasi ve trombus
sonucu da patolojik olarak endotel hucrelerinin apoptozisi gorulmektedir.
Bundan bagka erken dogan cocuklarda prematureye bagli olarak verilen
fazla oksijen VEGF duzeyinin azalmasina neden bu da retinal damalarin
azalmasina neden olarak prematur retinopatisine neden olmaktadir. Tum
bunlardan farkli olarak anjiostatin, interferon alfa, vaskiler endotelyal
blylime inhibitdérli, reaktif oksijen molekilleri endotel apoptozisisini
arttirmaktadir.

Endotel hicreleri bulundugu dokunun lokal fizyolojik ihtiyaglarina goére
belirli 6zelliklere sahip olurlar. Bdylece bllundugu dokunun kendine has
ihtiyacglarini karsilamig olurlar.

Embriyolojik hayatta retinada bulunan santral arter ve venin primitif
yapilarinin vaskulogenezis ile olustugu fakat damarsal yogunlugun ve ug¢
dallarinin olusumunun anjiogenezis yoluyla zamanla olustugu goérulmustar.
Bunun yaninda diyabetik retinopati, yasa bagli makula dejenerasyonu,
iskemik retina hastaliklari temel olusum mekanizmasi anjiogenezistir. Sonug
olarak okuler neovaskularizasyonunda temel olay anjiogenezistir.

Patalojik neovaskularizasonda VEGF-A miktarinin artmasi sonucu
endotel hlcrelerinin artmasi ve anjioblastlarin aktive olmasiyla anjiogenezis
meydana gelmektedir.

Hem anjlogenezis hem vaskulogenezis arasinda birgok fark olmasina
ragmen temel olarak ikisinde de VEGF-2 reseptorinin aktivasyonunda
fazlalik gibi ortak yodnleri vardir. Dolayisiyla hem anjiogenezis hem de
vaskulogenezis neovaskularizasyonda etkilidir.

Vaskuler olgunlasmanin  gergeklemesi periendotelyal hicreler
sayesinde olmaktadir. Bu hucreler endotel hicrelerinin proliferasyonu ve

migrasyonun engellenmesi ve matriksin uretiminin arttinimasi damarlarin
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olgunlasmasini saglar. Boylece damarlarin saglamlasmasi olur ve daha
dayanikh hale gelir.

Kan damarlar etrafina diz kas geldiginde damar stabilizasyonu
saglanmis olur fakat diyabetik hastalar perisit hlcreleri azaldigi igin
damarlarin saglamhgi azalir bu da anevrizma ve riptur ihtimalini kolaylastirir.
Dolayisiyla normal insanlarda duz kas ile kaplanmasi hem damarlarin
esneme yetenegini arttirir hem de vazo motor 6zellik sahibi olurlar (47).

Takayuki Asahara’, vaskulogenezisin temelini olusturur. Cesitli kan

hidcrelerinin buyumesi ve birlesmesi sonucu vaskulogenezis meydana gelir.
Bunun devami ise dolagsimdaki kan hucrelerinin farklilasmasi sonucu
arteriovendz damar sistemi olusur (48,49).

Temelde damar olusumunda endotelial hticreler rol oynar. Bu hlcreler
ise hematopoietik kok hucrelerden koken alir. Bu kdk hicreler olan endotelial
progenitor hicreler veya anjioblastlar kan adaciklarinin periferinde yer
almaktadirlar. Bu hicreler endotelial progenitér hucreler CD34 antijeni
icermektedir (50).

Bu hlcreler endotelial hlcrelere donusmektedir.
Neovaskularizasyonun oldugu hayvan deneylerinde homolog, heterolog ve
otolog endotelial progenitor hucrelerin oldugu goéruldi. Bu hicreler kemik iligi
kaynakli hucrelerdir ve neovaskularizasyonun temelini olusturmaktadir.
Korneal-limbal kaynakli neovaskularizasyonda kemik iliginden gelisen
hicrelerin korneada oldugu tespit edilmistir. Limbusta iskemiye, kornea
zedelenmesine ve tumorlere bagll neovaskularizasyonda kemik iliginden
gelen endotelial progenitdér hicreler patagonezinde vyer almaktadir.
Vaskulogeneziste periferik kandan, dalaktan ve kemik iliginden gelen
progenitor hicreler ile pluripotent kdk hicreler yer almaktadir.

Vaskulogenez ve endotel hicre proliferasyonu yetigkinlerde
durmustur. Bunun yaninda anjiogenez yetigkinlerde fizyolojik durumlarda
devam edebilmektedir. Ornek vermek gerekirse; yara iyilesmesi, ovulasyon
ve plesantanin olgunlagsmasidir. Fakat bazi patalojik durumlarda da
anjiogenez devam edebilmektedir. Retinopatiler, iskemi ve tumoér gelisimi
bunlar arasindadir (51,52).
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Korneal hasar sonucu VEGF artisi meydana gelir fakat bundan sonra
salgilanan anti-VEGF ile kornea vaskularizasyonu inhibe olur (53).

Bunun yaninda bu hicrelerin baglandigi hedef dokularda Tie-2
reseptorlerinin oldugu gorulmustir. Bu; damar geligsimi ve olgunlagmasi igin
gereklidir (54).

ANJIOJENIK FAKTOERLER: Vascular endotelyal growth faktér (VEGF),
fibroblast growth faktdér-1,2 (FGF-1, FGF-2), and hepatosit growth faktor
(HGF) (55).

Vucutta bdlunan anjiojenik faktorler ve anti-anjiojenik faktorler
arasinda belli bir denge vardir. Anjiojenik faktorlerin artmasi ve/veya anti-
anjiojenik faktorlerin azalmasi neovaskularizasyona neden olur. Antijenik ve

anti-anjiojenik faktorler tablada verilmistir.

Anjiojenik faktérler Vascular Endothelial Growth Faktér (VEGF),
Tiimoér Nekroz Faktér (TNF-a)

Fibroblast Bliyiime Faktéri (FGF-1), FGF-2)
Hepatocyte Growth Faktér (HGF)
Anjiyopoetin-1

Tgf-B

II-6 Ve 1I-8

Plasental Blyime Faktori

Transforming Blytlime Faktéri -a

Epidermal Bliyiime Faktérii

Trombosit Kaynakl Bliyliime Faktérii
Grandilosit Koloni Uyaran Faktér

Anjiojenin

Folistatin
Midkine
Proliferin

Leptin
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Anti-anjiojenik faktorler

Anjioyostatin

Endostatin

Anti-anjiojenik antitrombin-3
Kartilaj kaynakli inhibitor
Fibronektin fragmani

Blytme ile reglile olan onkogen
Heparinazlar

IL-12

Kringle 5

2 metoksiestradiol

Plasental ribonukleaz inhibitéri
Plazminojen aktivator inhibitorii
Trombosit faktor-4

Retinoidler

Tetrahidrokortizol-S
Vaskiilostatin

Vazostatin

Trombospondin-1 ve 2

VEGF inhibitérii

Insan makrofaj metalloelastazi
Angiyopoietin-2

Prolaktin derivesi

interferon-a ve 8

Tablo 2.2.3
(47,55-57).
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2.2.4 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF molekulll; fibroblast, keratosit, T hdcreleri, retina pigment
hicreleri, perisitler ve duz kas hicrelerinden salgilanmaktadir (57).

VEGF molekulu ilk 20 ylzyil sonlarinda timor hicrelerinde damarsal
gegirgenligi arttiran faktor olarak izole edildi. VEGF molekdli hem
embriyolojik  vaskulogenezde hem de patolojik anjiogenezde rol
oynamaktadir. VEGF molekllinin insan vicudunda 5 farkh izotipi vardir
bunlar VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ‘ dir. Vicudun
herhangi bir bolgesinde meydana gelen oksijensiz ortam hipoksi bu VEGF
dizeyinin artmasina neden olmakta sonugta anjiogenez meydana
gelmektedir. VEGF-A’'nin cok cesitli farkli izoformlari vardir. Goézde ise
VEGF-165 ve VEGF-121 izoformlari tespit edilmistir. Ikisinin farkl
fonksiyonlari mevcuttur. VEGF-165 patolojik damarlanmadan sorumlu ilen
VEGF-121 fizyolojik géz damalarinin gelisiminde gorevlidir. Bunun disinda
VEGF-115, 189 ve 206’da vardir (58).

VEGF molekulinan baglandigi en cok bilinen 3 reseptori vardir.
Bunlar VEGFR-1-3'dur. VEGFR-1-2 kan damarlarinda bulunurken VEGFR-3
hem kan damarlarinda hem lenf damarlarinda bulunmaktadir. Bu reseptorler
hidcrelerin  gogunden sorumludur. VEGF molekulid bu reseptorlere
baglandiktan sonra anjiogenez aktive olur ve VEGF-A vaskuler endotel
hacrelerini etkilemekte vaskller gecirgenlik artmakta ve endotel hucreleri
arasindaki baglari zayiflatmakta ve bu da endotel hicrelerinin gégunu aktive
etmektedir. Fakat bunun patolojik etkisi ise artan gecirgenlik nedeniyle kan
damarlarindan gegcen damar igindeki sivinin retinada 6édem olusturmasidir
(47,59,60,61).

VEGF ve VEGF reseptorl; embriyojenik, patalojik ve neonatal
anjiogeneziste rol oynamaktadir. Bunun yaninda VEGF bircok alt dal
olmakla birlikte hepsinin farkli fonksiyonu bulunabilmektedir. Ornegin VEGF-

120 anjiogenezi baslatabilmesine ragmen bitirememektedir.
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VEGFR-3 hem fetal hayatta hem de patolojik anjiogeneziste etkili iken
VEGF-C erigkinde patolojik anjiogeneziste etkilidir.

Bununla birlikte VEGF salinimini arttiran ve azaltan faktorler
mevcuttur. Arttiran faktérler FGF, PDGF, TNF, nitrit oksit(NO), IL-1 ve IL-6
dir. VEGF salinimi inhibe edenler ise IL-10 ve IL13 dur (62).

Proinflamatuar sitokin diye bilinen IL-1, IL-6, IL-8, TNF alfa anjiogenezi
aktive etmektedir. Bunun mekanizmasi ise bu sitokinler VEGF'i aktive eder
bu da neovaskilarizasyona neden olmaktadir. VEGF’in belirli goérevleri
bulunmaktadir. Tabiki en cok bilinen gorevi anjiogenezi uyarmasidir. Bundan
baska damarlarda gegirgenligi arttirmak ve damarda delik agilmasi, iskemi ve
hipoksi durumlarinda néron 6limuni azaltmak ve proinflamatuar etki gibi
gorevleri vardir.

VEGF molekult; kandaki anjioblast hucreleri icin kemotaktik etki
yapmakta, dolayisiyla kemik iliginden baslayip farklilagsmasina kadar olan
sureci aktive etmekte ve sonugta anjiogenezi arttirarak neovaskularizasyona
neden olmaktadir. Bunlar, VEGF’in direk etkileri olup indirek olarak da
neovaskularizasyona neden olmaktadir. VEGF molekulld artinca, dokuda
balunan matriks metalloproteinazlari aktive etmektedir. Sonugta bu durum
damar c¢eperinde yikima neden olmakta ve endotel hicrelerinin gogu ile
anjiogenezis aktive olmaktadir. Bundan baska, diger bir indirek etki de nitrik
oksit sentataz enzimini attirmakta bu da endotel hucrelerinin gogalmasina
neden olmaktadir.

VEGEF ile yapilmis cgesitli galismalarda; VEGF kornea, iris, retina ve
koroid neovaskularizasyonunda etkili oldugu gérulmustir. Yas tip yasa bagli
makdula dejenerasyonu, koroid neovaskularizasyonunda VEGF-A dizeylerinin
artmis oldugu goéruldi. Bundan baska retinal ven dal tikanikhdi, iris
neovaskularizasyonu, retina dekolmani ve prematur retinapatisi gibi
hastaliklarda VEGF-A dlzeyinin artmis oldugu tespit edildi. Korneadaki
durum biraz farkhidir. Kornea tabakalarindan epitel, stroma ve endotel
tarafindan VEGF salinmaktadir. Ayrica limbustaki damarlardan, stromada

olusan damarlardan ve bir miktarda keratositlerden VEGF salinmaktadir.
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Korneada herhangi bir gsekilde gelisen skar veya inflamasyon
sonucunda da makrofaj gibi hicrelerden VEGF salinmakta ve dolayisiyla
neovaskullarizasyon meydana gelmektedir. Bu olusan yeni damarlardan
VEGF-1 ve VEGF-2 reseptorleri aktive olmaktadir.

Bununla birlikte VEGF damar duvarinin pargalanmasi, endotel
hdcrelerinin gogu ve proliferasyonu, yeni kapiller olusumu gibi anjiogenezis
temel basamaklarini aktive etmektedir. Ek olarak bir endotel hucresi 100 adet
tumor hicresini inhibe edebilir (47,63,64).

2.2.5 Tumor nekroz faktor(TNF-a)

Mast hucreleri ve naturel kiler hicreleri tarafindan salinan TNF-a bir
proinflamatuar sitokindir. Salgilandiktan sonra mononukleer hicreleri aktive
etmektedir. BOylece daha fazla TNF-a salgilanmasina neden olacak ve
inflamasyon aktivasyonu artacak. TNF-a; IL-1, IL-6, IL-8 ile benzer etkili
proinflamatuar bir sitokindir. Yani tim bu etkileri ile immun sistemin 6nemli
bir duzenleyicisidir. Bunun yaninda kuru g6z ve kornea greft reddi
gibiinflamatuvardurumlarda TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler artar. Tum bunlarin
yaninda anjiogenezis aktive ederek kornea neovaskularizasyonu
indiklemektedir (36,65).

2.2.6 Fibroblast growth faktor( FGF)

Fibroblast growth faktér; mezodermal ve noéroektodermal kokenli
hicrelerin farklilasmasinda gorevli olan ve karaciger kaynakh bir proteindir.
FGF’nin fizyolojik ve patalojik anjiogenezisi aktive ettigi en onemli rolleri
arasindadir. Bunun yaninda kan damarlarindaki endotel hicrelerinin
cogalmasinda da FGF’nin rolu vardir. Fibroblast buyime faktoranun bilinen 4
farkli reseptori vardir. Korneada bulunan reseptort FGF reseptor-1'dir.
Bunun yaninda FGF korneanin Bowman ve Descement membranina
baglanmaktadir (66- 69).
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2.2.7 Anjiostatin

Anjiostatin  plazminojenin pargalanmasi sonucu olusan ve ATP
sentetaz araciligiyla endotel hucrelerinin  gogalmasini saglayan bir
molekuldur.

Anjiostatin, interferon-a, vaskuler endotelyal buylime inhibitora, reaktif
oksijen molekulleri, endotel apoptozisisini arttirmaktadir. Benzer sekilde
limen capi ise anjiostatin ve VEGF ile artmaktadir. Anjiostatin, antitrombosit-
3, interferon-B ve trombosit faktor anjiogenezisi inhibe eder (15, 70).

2.2.8 Endostatin

Endostatin tip-8 kollajenin yani heparan sulfatin yikilmasi sonucu
olugsan bir molekuldur. Endostatin ise anjiogenezi inhibe etmesi plazmin
dizeyini arttirarak olmaktadir. Endostatin de antitrombosit 3, interferon-g ve
trombosit faktor gibi anjiogenezisi inhibe eder. Endostatin; kornea, lens
kapsulu ve retinada bulunmaktadir (15,71).

2.2.9. KNV’de Tedavi

Kornea neovaskularizasyonu, limbusdaki damarsal yapilarin kornea
tabakalari arasina yurimesi ve yeni damarlarin olugsmasi sonucu meydana
gelir. Korneanin gesitli tabakalarinda vaskularizasyon gelismesi gesitli klinik
durumlarin olusmasina yol agmaktadir. Nerovaskullarizasyon gelismis bir
korneada kan damarlari yok olmaz sadece gerileyerek hayalet damarlara
donusur. Dolayisiyla gormenin korunmasi icin neovaskularizasyon geligimi ve
ilerlemesi Onlenmelidir. Bunun i¢in medikal ve cerrahi tedavi olarak iki
segenegimiz mevcuttur.

KNV’de hayvan deneylerinde kullanilan medikal tedaviler; streoidler,
non-steroid antiinflamatuar tedaviler, siklosporin-A, metotreksat, talidomid,
prolaktin, trombosit aktive edici faktor, arasidonik asit inhibitorleri, curcumin
iken cerrahi tedaviler; elektrokoagulasyon, fotodinamik tedavi, limbal
transplantasyon, amniyon membran transplantasyonu ve konjonktiva
transplantasyonudur (33,34,36,72).
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2.2.9.1. Medikal Tedavi

Kornea neovaskularizasyonu uzun vyillardir gesitli tedaviler denenen bir
hastaliktir. Daha Onceki vyillarda aragidonik asit inhibitorleri; kornea
neovaskularizasyonu tedavisinde kullaniliyordu.

Korneada neovaskularizasyonu ve korneada yara iyilesmesi sirasinda
prostaglandinler Uretiimektedir. Dolayisiyla bu yolagin inhibe edilmesi
arasidonik asit olusumunu engelleyecek dolayisiyla kornea
neovaskularizasyonu engellenmis olacak (75).

Bunun yaninda benzer etki ile non-steroid antiinflamatuvar ilaglarda
(NSAII) kullaniimaktadir. NSAll hem COX-1 hem de COX-2 yolagini inhibe
etmekedir. Dolayisiyla anjiogenezis inhibe olmaktadir. Sadece COX-1
sadece COX-2 veya her ikisini de inhibe eden ilaglar mevcuttur. Fakat
bunlarin hepsi tamamen neovaskularizasyonu engellememekte kismi etki
gostermektedir (76,77).

Kornea neovaskularizasyonu tedavisinde vazgecilmez tedavilerden
birisi de topikal steroidlerdir. Steroidlerin hem anti-inflamatuvar hem de anti-
anjiojenik etkileri mevcuttur. Bu sayede hem inflamatuvar sitokinler inhibe
olur hem de anti-inflamatuar etki ile inflamatuvar hicrelerin gogalmasi ve olay
yerine gelmesi inhibe olmaktadir. Bunun yaninda steroid kullanimina bagli
Ozellikle yuksek intraokuler basing ve arka subkapsuler katarakt
gelisebilmektedir (33,72).

Diger bir medikal tedavi yontemi de siklosporin-A’dir. Siklosporin-A,
CD-8 T lenfositlerin ve natural killer (NK) hucrelerin fonksiyonunu bozmadan
sadece CD4+ T hicrelerini engelleyen, yarilanma omri ortalama 6 saat
kadar olan ve karacigerde metabolize olup safra ile atilan, 11 aminoasitlik bir
molekuldir. Bu molekul 6zellikle IL-2, IL-3 ve IL-4 reseptorinl inhibe eder.
Sonugta B lenfositlerin ve T lenfositlerin ¢alismasini bozarak antikor
olusumunu azaltir. immiin sistemin baskilanmasina neden olur. Siklosporin-
A; VEGF’Un calismasini inhibe ettigi icin anjiogenezi inhibe etmekte ve

neovaskularizasyonu azaltmaktadir (75,78- 82).
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Ayrica sesamol, curcumin, plazminojen fragmanlari, spironolakton,
talidomid’in kornea neovaskularizasyonda damarsal gerilemeye neden
oldugu birgok hayvan deneyinde gosterilmistir.

Ek olarak, medikal tedavinin kornea neovaskularizasyonunda ki etkisi
cerrahi tedaviye gidisati azaltmak veya cerrahi tedavinin basarisini
artirmaktir (74,83-89).

2.2.8.2 Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi ydontemlerinden birisi lazer fotokoagulasyondur. Hem
hayvan Uzerinde yapilan deneylerde hem de keratoplasti oncesi ve
sonrasinda insan c¢alismalarinda olumlu etkileri goralmustar. Fakat
gunumuzde etkinlik ve guvenilirlik agisindan tercih edilmemektedir.

Diger bir tedavi yontemi ise fotodinamik tedavidir. Bu tedavide
intravendz verilen verteporfirin  maddesi 1sikla aktive olmaktadir ve
neovaskuler dokulara etki ederek anjiogenezisi inhibe etmektedir. Bu
tedavinin en buyuk Ustunlugu saglikli dokularin korunmasidir. Fakat yapiimis
hayvan deneylerinde olumlu sonuglar olsa da sonuglart tam
kestirilememektedir (90,91).

Bunlardan bagka, amniyotik membran transplantasyonu ve oto
ve/veya allogreft konjonktiva transplantasyonu da KNV'de etkili oldugu
gorulmustir. Bu etkiyi hem anjiogenezisi engelleyerek hem de endotel

hicrelerini inhibe ederek gdstermektedirler (92-94).

2.2.10. Anti-VEGF Tedaviler

VEGF, korneanin stroma, epitel ve endotel tabakalarindan salgilanir.
Limbusdaki damarlardan ve stromada yeni olusan damarlardan VEGF salinir.
Olusan VEGF molekulinin korneada neovaskularizasyonu igin yeterli oldugu
bildirilmistir. Dolayisiyla anti-VEGF molekulleri neovaskularizasyonu inhibe
etmektedir.

Bevasizumab, VEGF’nin tim izoformlarini taniyan ve insanlastirimis
monoklonal antikordur. Bevasizumab ilk olarak ABD Gida ve Ilac Dairesi
(FDA) tarafindan metastatik kolon kanserinin tedavisi i¢cin onaylanmis anti-

anjiojenik bir ilagtir (95).
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Bunun yaninda g6z hastaliklarinda da faydasi gorulmus ve
kullaniimaya baslanmistir (96). Ayrica yapilan gesitli hayvan deneylerinde
gb6ze uygulanan bevacizumabin kornea neovaskullarizasyonunu azalttigdi
gOrulmustar (97).

Bevasizumab sadece VEGF-A’ya karsi bir antikor olup diyabetik
retinopatide gorulen retina neovaskularizasyonunda tedavisinde, santral
retinal ven tikanikligina bagh makula 6demi tedavisinde ve glokoma bagl
neovaskularizasyon tedavisinde kullanilabilmektedir (98).

Ik olarak bevacizumab hayvan deneylerinde topikal olarak kullaniimis
ve korneadan gectigi fakat bu gecisin yeterli olmadigi goérulmagstir.
Subkonjonktival uygulanan tedavi ile kornea neovaskularizasyonunda da
gerileme oldugu tespit edilmigtir.

Topikal kullanimin sonucunda neovaskularizasyonda azalma oldugu
fakat yeteri oranda ve tum VEGF'lere baglanamadigi igin
neovaskularizasyonu tamamen kaybetmedigi gorulmustir. Erken yapilan
subkonjontival bevacizumabin kornea neovaskilarizasyonunu engelledigi,
ge¢ vyapildiginda ise neovaskularizasyonu azalttigi fakat tamamen
kaybolmadigi goriimustur. Kornea transplantasyonu sonucu greft reddini
engellemek igin topikal veya subkonjonktival bevacizumab uygulamasinin
neovaskularizasyonu azalttigi bildirilmistir. .

Herpetik keratite bagl anjiojenik veya anti-anjiojenik faktorlerin
dengesinde bozulma sonucu KNV gelismektedir. Buna bagli bevacizumab
uygulmasi ardindan neovaskularizasyonun kayboldugu goérulmuastur.
Kimyasal yaniklara bagli korneada olusan skar ve inflamasyon sonucu
neovaskularizasyon gelismektedir. Bu tir KNV’lerde de uygulanan
bevacizumabin etkili oldugu goralmugtir.

Bevacizumabin  bundan baska intrakamaral ve intravitreal
uygulamasinin da kornea neovaskularizasyonunu engelledigi gorulmustur
(99).

Bevacizumab’in topikal, subkonjonktival, intravitreal uygulamalarinin
sistemik yan etkileri gorulmustiur. Daha Oonceleri sistemik uygulanan

bevacizumab  myokard infarktiisi, serebrovaskuler hastallk  gibi
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komplikasyonlara neden olabilmekteydi fakat sonraki okuler uygulamalar ile
bu durum azaldi. Bunun yaninda bevacizumabin sistemik dolagsima gegmesi
nedeniyle diger gdézde de etkilerinin olabildigi ile ilgili ¢calismalar mevcuttur
(100,101).

Bevacizumabin  okiler yan etkillerinin  cesitliligi  fazladir.
Subkonjonktival hemorajiden, vitreus hemorajisine kadar gidebilen lens
hasari, ani gérme kaybi, korneal abrazyon ve keratit hatta endoftamliye kadar
uzanabilen cgesitliliktedir. Fakat kullanim alani da cok genis oldugu icin ve
komplikasyonlar sik gorulemedigi igin bevacizumab sik kullanilan bir
ilactir(102,103).

Bevacizumabin anti-anjioyenik etkisi sayesinde diyabetik retinopatili
hastalarda vitrektomi 6ncesi veya sonrasinda bevacizumab enjeksiyonu
yapiimasi kanama riski azaltarak gérme sonucunu arttirmaktadir (104).

Bevacizumabin su an itibariyle goz hastaliklarinda kullanim izni yoktur.
Fakat diyabetik retinopati, yasa bagh makila dejenerasyonu, prematur
retinopatisi, neovaskuller glokom ve kornea neovaskilarizasyonunda
kullanilabilmektedir (105).

Ayrica retinal damarlarda meydana gelen okluzyona bagh makila
0demi tedavisinde kullanilabilmektedir (106).

Kornea neovaskilarizasyonunda da yine topikal, subkonjonktival ve
intravitreal yolla yapilan bevacizumabin neovaskilarizasyonu engelledigi
gorulmastur (107).

Neovaskuler glokom ve prematur retinopatisinde de anti-anjiojenik
etkileri sayesinde neovaskilarizasyonun tedavisinde kullaniimaktadir (108).

Ranibizumab, bevacizumaba goére VEGF-A'ya daha ylUksek afinite ile
baglanir (109).

Ranibizumab rekombinant DNA teknolojisi ile uUretilmistir ve buatun
VEGF izoformlarini inhibe eder. Ranibizumab humanize edilmis bir fare
antikorudur (110).

Ranibizumab VEGF-A'nin tim izoformlarina baglanir. Bunun yaninda
sadece g6z hastaliklari igin spesifik olarak olusturulmus bir antikor pargasidir.

Bu parcacik tam antikordan Fc pargasinin gikariimasi ile olusur. Bu parga
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sayesinde hem retinanin tum katmanlarina gecebilmekte, hem huicreye bagli
sitotoksisite riski azalmakta hemde sistemik dolasima gectiginde yarilanma

omru kisalmakta ve yikilimi kolaylagsmaktadir.

Ranibizumabin anti-anjiojenik ozelligini olusturan temel
mekanizmalardan biri de endotel proliferasyonunu engellemesidir. Bunu da
VEGF-A165, VEGF-A 121’e baglanarak endotel ¢ogalmasini inhibe ederek
yapmaktadir. Bunun yaninda VEGF’in neden oldugu damar gegcirgenligi
artisina inhibe etmektedir (111).

Diger bir molekul de aflibercept’tir. Ranibizumab gibi VEGF-A’nin tim
izoformlarina baglanmaktadir. VEGFR-1 ile VEGFR-2'nin Fc pargasinin
birlestirilmesi sonucu olusan bir molekuldur (5,112).

Aflibercept 115 kDA agirhginda rekombinant bir flizyon proteini olup
VEGF dimerlerini kapan gibi yakalar ve VEGF reseptére ulasamadan etkisi
inhibe edilmis olur. Ayrica plesantal growth faktoriinde reseptoriine
baglanmasini inhibe ederek anjiojenik etkiyi engellemis olur. Afliberceptin
bazi gorulen yan etkileri ise subkonjoktival hemoraji, hiperemi, agri, g6z igi
basincinin artmasi olup sistemik yan etkileri ise bulanti, hipertansiyon ve kalp
yetmezligidir (113,114).

Afliberceptin kolon kanserleri igin Uretilmis formunun yaninda okuler
formu da vardir.

Aflibercept daha uzun etki slresi sayesinde hem bevacizumab hemde
ranibizumaba goére daha potent oldugu icin tercih edilen bir molekul oldugu
bulunmustur (5,115).
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3. GEREG VE YONTEM

Deneysel hayvan calismamiz Dizce Universitesi Tip Fakiiltesi Goz
Hastaliklari ve Biyoistatistik Anabilim Dallari ile Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakdiltesi Pataloji Anabilim Dali katkilaryla yapildi.
Calismamizda 24 adet 250-300 gr agirhgindaki Wistar-Albino turd erkek
ratlar kullanildi. Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan temin edilen hayvanlar tzerinde
gerceklestirildi. Olusturulan tim gruplar ideal sicaklik ve nem ortaminda, ayri
kafesler igerisinde tutuldu. Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'nun 10.06.2016 tarihli 2016/ 49 sayi numarall
izni ile gergeklestirildi.

Calismadaki 24 rat her grupta 6 rat olacak sekilde 4 farkh gruba
ayrildi. Her grup ayni sartlar altinda ayni miktarda besin ile, ayni ortam isisi
ve 151g1 altinda takip edildi. Calisma sirasinda 2 adet rat ¢alismay! bitiremedi.
Ayrica 2 adet ratin korneal yanik olusturulduktan sonra gézu perfore oldugu
icin toplam 4 rat calisma disinda tutuldu. Her gruptaki ratlar 1’den 5’e kadar
kulak numarasiyla numaralandirildi.

Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.
1.grup (kontrol grubu)

2.grup (bevacizumab grubu)

3.grup (ranibizumab grubu)

4.grup (aflibercept grubu)

Secilen ratlar oftalmolojik muayeneden gecirildi. Saglam ve saglikli
olan ratlara ketamin+ xylasin verilerek genel anestezisi saglandi. Daha sonra
irritasyonu engellemek icin Alcain® (propakain, Alcon) damla damlatildi.
Ameliyat mikroskobu altinda gerekli anestezi ve analjezi saglandiktan sonra
sag g0z kornea santraline gumus nitrat emdirilmis 2 mm c¢apinda daire
seklinde kesilmis filtre kagidi ile kimyasal yanik olusturuldu. Yanik igin 10
saniye bekletildi.

Yanik olustugu goéruldiukten sonra g6z etrafindan kalabilecek kimyasal

partikullerin ortamdan uzaklastirilmasi igin konjonktiva ve kornea 15 ml % 0.9
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sodyum klorur izotonik ile yikanarak temizlendi . Yanik sonrasi ratlar rastgele

4 gruba ayrildi. Korneal yanigin olusturuldugu gin 1. gun olarak kabul edildi.

Her gruptaki ratlar neovaskularizasyon olugsmasi igin 10 glin takip
edildi. Bu sirada ratlarin duzenli araliklarla oftalmolojik muayeneleri ve kilo
takipleri yapildi. Tum ratlarda 10 gin sonra kornea neovaskularizasyonu
oldugu gérulda. Tum ratlara yeniden genel ve topikal anestezi uygulandiktan
sonra 1. gruba ( kontrol) subkonjonktival salin soliisyonu verildi. ikinci
gruptaki ratlara subkonjonktival bevacizumab enjeksiyonu 0,05 ml (25
mg/ml), (Altuzan® flakon 100 mg/4 ml konsantre inflzyon c¢ozeltisi, F.
Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, isvicre lisansi ile Genentech Inc., Giiney
SanFransisko, ABD) enjekte edildi. Ugtincli gruptaki ratlara subkonjonktival
ranibizumab enjeksiyonu 0,05 ml 10 mg/mL ( Ranibizumab, (Lucentis®
,Novartis Saglik, Gida ve Tarim Uriinleri San. Tic. A.S., her Flakon 0,23 ml'si
2,3 mg ranibizumab igerir) enjekte edildi. Son gruptaki ratlara
subkonjonktival aflibercept enjeksiyonu 0,05 ml 25 mg/mL aflibercept
(Eylea®) (Bayer Turk Kimya San. Tic. Ltd. Sti.) (Her bir flakon, 2 mg
aflibersept iceren 50 mikrolitre) enjekte edildi. Subkonjonktival uygulamalar
deneyde bir defaya mahsus uygulandi.

Subkonjonktival enjeksiyonlar 30 gauge enjektér ile mikroskop altinda
limbusun 2 mm gerisinden superior bulber konjonktiva altina yapildi.
(Sekil3.1)

Yirmibirinci gunun sonunda ratlarin sag gozleri entkleasyon yapildi.
(Resim 3.2) Cerrahi olarak alinan tium g6z kireleri %10’luk formaldehite
koyuldu. Ratlarin kanlari da alindiktan sonra intraperitonel Xylazine verilerek

solunum arresti ile sakrifiye edildi.
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Sekil 3.1 Subkonjonktival enjeksiyonun yapiligi

Resim 3.2 Gozlerin eniiklee edilmesi
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3.1 ANESTEZi OLUSUMU

Ratlara hem genel anestezi hem de topikal anestezi uygulandi. Genel
anestezi ve analjezi igin intramuskiler 50 miligram/kilogram ketamin
hidroklorir (Ketalar®, Eczacibasi, Turkiye) ile 5 miligram/kilogram ksilazin
hidroklorid (Rompun®, Bayer, Turkiye) kombinasyonu kullanildi. Topikal
anestezi icin rat kornealarina birkag damla % 0.5’lik proparakain
hidroklorid(Alcain®, Alcon, Fort Worth, Texas, ABD ) damla damlatildi.

3.2 KORNEADA OLUSAN YANIK VE NEOVASKULARIZASYON

ALANLARININ DEGERLENDIRILMESi

Batdn ratlarin 3. ve 10. glnlerde mikroskopik muayenesi yukarida
tanimlanan anestezi islemi sonrasinda yapildi.

Onuncu gunde Nikon dijital fotograf makinesi ile x25 buyutmede
kornea fotograflari ¢ekildi. Onuncu gunde buatun ratlarin korneal yanik

evrelemesi benzer galismalara gore yapildi (116).

Evre 0: Korneal yuzeyden kabarik bul olusumu yok
Evre 1: YUzeyden hafif kabarik, kiguk bdl olugsumu
Evre 2: Yuzeyden orta derece kabarik, orta buyuklukte bl olugsumu

Evre 3: Buyuk bul olugsumu

-

Resim 3.2.1 Korneal yanik sonucu neovaskularizasyon
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Kornea yanik evrelemesinde evre 2 ve Uzeri olanlar galismaya dahil
edildi. Fotograflar degerlendirildi ve damarlarla kapli kornea alaninin tum
kornea alanina orani hesaplandi. Bu hesaplamalar ‘Pixcavator Image
Analyzer Intelligent Perception, WV, USA’ ve ‘Adobe Photoshop
Adobe Systems complex, San Jose, California, U.S.” programi kullanilarak
yapildi. ki programda ¢ikan vyiizdelerin ortalamasi alinarak kornea
neovaskuarizasyonlu alanin tim alana orani piksel cinsinden tespit edildi.
Neovaskularizasyonun oldugu alan piksel birimiyle hesaplandi, tim alan
orani ise yuzde (%) olarak hesaplandi. Fotograflar tek kisi tarafindan ve
hangi ratin hangi grupta olugunu bilinmeden cekildi. Korneal yanik
evrelemesi ve neovaskularizasyon ylzdesi hesaplandiktan sonra butun ratlar

21. gunde sakrifiye edildi.

3.2.2. Digital fotograf makinesiyle digital inceleme

Neovaskularizasyon olugan kornealarin Uzerinde olusan ana damar
sayilari Nikon dijital fotograf makinesi ile x25 ile gekildikten sonra sayildi.
Yirmibirinci gtnde fotogralan cekilerek ana damar sayilari incelendi. Ana
damar sayilarinin gruplar arasindaki farkinin anlamlhilik dizeyi istatistiksel

olarak incelendi.
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3.3.Histopatolojik inceleme

Enukle g6z materyallerinin histolojik analizleri icin %10’luk tamponlu formole

alindi. Dokular 48 saat bu solusyonda tespit edildikten sonra;

e (Cesme suyunda yikama (12 saat)

e %70’lik alkol (1 saat)

e %80’lik alkol (1 saat)

o %96’lik alkol (1 saat)

e Absol alkol | (1 saat)

e Absol alkol Il (1 saat)

e Ksilol'| (1 saat)

e Kasilol Il (1 saat)

e %50 Ksilol + %50 Parafin (15 dakika

e Vakumlu etivde 58-60 derecedeki sivi parafin icerisinde 8 saat
bekletildikten sonra bloklandi. Hazirlanan bu bloklardan lizinli lamlara
5-6 um kalinhginda 4’er adet kesit alindi. Kesitlerden biri hematoksilen
eozinle boyandi. Diger 3 kesite manuel immunohistokimya yontemi ile
CD31, VEGF ve TUNNEL uygulandi. Lamlar entellan yardimiyla
lamelle kaplanip i1sik mikroskobu altinda cift kor olarak degerlendirildi.

o Histopatolojik incelemelerde Olympos marka mikroskop kullanildi.

Hematoksilen eozin kesitlerinde;

1-Neovaskularize damar sayisi 3 adet X40 buyutme alaninda CD31
yardimi ile adet olarak sayildi (Resim3.3.1).

2. immunhistokimyasal VEGF boyasi boyanma yogunluguna gére
degerlendirildi (Resim 3.3.2).

0: boyanma yok
1: hafif yogunlukta
2: orta yogunlukta

3: siddetli yogunlukta
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3-TUNNEL boyamasinda boyanan hucrelerin 3 adet X40 buyutme
alanindaki sayisi verildi. Sonuglar tablo haline getirilip istatistiksel olarak
degerlendirildi (Resim 3.3.3).

4-Korneal stromal 6dem uluslararasi skorlama kriterlerine gore 0-3 arasi
yogunluga gore skorlandi (117,118), (Resim3.3.4).

0: 6dem yok
1: hafif dem
2: orta 6dem
3: siddetli 6dem

5-Etkilenme alaninda iltihap hiicre ¢esidi ve ylizde olarak yogunluklari
belirlendi (Resim3.3.5).

6-Etkilenme alaninda kornea stromasinda stromal fuziform hicre
selularitesi uluslararasi skorlama kriterlerine goére 0-3 arasi yogunluga gore
skorlandi (127,128), (Resim 3.3.6).

0: normal
1: hafif selularite artigi
2: orta selularite artigi

3: siddetli selularite artisi

7-Etkilenme alaninda iltihap hiicre sayisi 1 adet x40 buylutme alaninda

sayildi adet olarak verildi.

8-Etkilenen kornea yiizey alaninin (damar 6dem ve selUlaritenin arttigi

alan) tum korneal alana orani yuzde olarak verildi.
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Resim3.3.1: CD31 a)X200, b)X100; CD31 ile stoplazmik pozitiflik gosteren, kornea

stromasinda gozlenen neovaskiilarize damarlar

Resim 3.3.2: VEGF, X200; Damarlarda VEGF pozitifligi: a) negatif-skor 0, b) hafif

pozitif-skorl, c) orta derecede pozitif-skor2, d) siddetli pozitiflik-skor3
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Resim 3.3.3: TUNNEL a) X200, epitel ve stromada 7-8 adet niikleer TUNNEL
pozitif hiicre, b) X200, epitel ve stromada 3-4 adet niikkleer TUNNEL pozitif hiicre,

€)X100; TUNNEL negatif

Resim3.3.4: H&E, X100 a) Korneal 6dem ,iltihap, damar yok, b) hafif 6dem (siyah

oK), az sayida damar (kirmiz1 ok) ve seyrek iltihap hiicreleri (sar1 0k), C) orta siddette
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6dem(siyah ok), damarlar (kirmizi ok) ve sayica artmis iltihap hiicreleri (sar1 ok), d)
siddetli 6dem (Siyah ok), damarlar (kirmiz1 ok) ve sayica artmis iltihap hiicreleri (sar1

0k).

Resim3.3.5: H&E a) X400, iltihap hiicreleri makrofajlar (kirmizi), plazmositler

(sar1), eozinofiller (yesil), b) X600, Eozinofiller

39



Resim 3.3.6: H&E, X100; Kornea stromasinda keratosit selularitesi a) seliilarite yok,

b) belirgin selularite

3.4 istatiksel analiz

Elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS 15.0 (SPSS, Inc., Chicago,
lllinois, USA) istatistik programi ile degerlendirilmigtir. Arastirmanin tim
verileri igin dncelikle tanimlayici istatistikler uygulanmigtir. Gruplarin
karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi ve farkh gruplar Dunn testi

ile belirlendi. Elde edilen 0.05’ten kiguk p degerleri anlaml kabul edilmigtir.
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4 BULGULAR
4.1.Kornea Yanik Derecelerinin Karsilagtiriimasi

Kornealarda olusan yanik dereceleri tim gruplarda Mahoney ve
Waterbury tarafindan tanimlandigi sekilde derecelendirildi (116). Elde edilen
veriler tum gruplar igin asagidaki gibidir (Tablo 4.1.)

Grup- Rat No 1 2 3

Kontrol grubu 2 3

Subkonjonktival 3 2 2 2 3
Bevacizumab

Subkonjonktival 3 3 3 2 2
Ranibizumab

Subkonjonktival 2 2 3 2 3
Aflibercept

Tablo 4.1 Korneal yaniklarin gruplara gére derecelenmesi

4.2. Biyomikroskopik Bulgular
Batun ratlarin oftalmoljik muayeneleri yapildi ve tim korneal yaniklarin Evre

2 ve Evre 3 oldugu gozlendi ve ratlarin tumu degerlendirmeye alindi.

Resim 4.2.1-1 Kontrol grubu
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Resim 4.2.1-2 Bevacizumab grubu

Resim 4.2.1-3 Ranibizumab grubu

s

Resim 4.2.1-4Aflibercept grubu
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4.3. iISTATISTIKSEL ANALIZ

Yapilan karsilastirmalar sonucunda elde edilen bulgular Tablo 4.3’ de topluca

verildi.

Olgtilen Ozellikler Mean |P
Grup N|Mean |SD Median | Rank
DAMAR  SAYISI Bevacizumab |5 [19,20 |11,03 |20,0 [8,10 |0.339
Adet/4hpf) Ranibizumab |5 |27,40 12,80 (25,0 [13,10
Aflibercept |5(19,60 3,91 [20,0 |8,10
Kontrol 5(25,40 13,50 (25,0 (12,70
Vegf % Bevacizumab |5 |62,00% |13,04 (60,0 [11,00%|0.015
Ranibizumab |5 |31,40* |33,16 20,0 |6,10?
Aflibercept |5 [45,00% 21,79 |40,0 |7,70%
Kontrol 5/83,00° 8,37 |85,0 [17,20°
VEGF Yogunlugu |Bevacizumab |5 2,00 |,00 2,0 11,50 |0.374
Ranibizumab |5 1,60 |,55 2,0 7,90
Aflibercept |5/1,80 |,45 2,0 9,70
Kontrol 5(2,20 |,84 2,0 12,90
Tunel (Say/1hpf) |Bevacizumab|5 |5,00® (1,58 |[5,0 10,20%|0.019
Ranibizumab |5 |3,60% [2,41 |[3,0 6,702
Aflibercept |5 4,20 |,84 4,0 7,802
Kontrol 5(7,60° (1,14 |8,0 17,30°
Odem Bevacizumab|5|,40 |55 |,0 6,80 |0.395
Yogunluk/1hpf Ranibizumab |5|1,20 |,45 1,0 12,20
Aflibercept |5(1,20 [1,10 [2,0 11,80
Kontrol 5(1,20 (1,30 (1,0 11,20
Stromal  SelUlerite| Bevacizumab |5 |1,60 (1,52 |2,0 10,00 |0.854
Yogunluk/1hpf Ranibizumab |5 2,20 |,45 2,0 12,40
Aflibercept |5/1,80 |,84 2,0 9,80
Kontrol 5(1,80 |,84 2,0 9,80
iItihap/1hpf Bevacizumab|5 | 70,00 [75,83 |50,0 |9,80 |0.872
Ranibizumab |5 |84,00 |69,95 |45,0 12,10
Aflibercept |5 (69,00 |75,86 |50,0 10,90
Kontrol 5(69,20 [102,73/30,0 |9,20
lItihap Hicre| Bevacizumab |5 |60,00 |54,77 |100,0 [8,30 |0.583
Yogunlugu(%) Ranibizumab |5 | 100,00 |,00 100,0 |12,50
Aflibercept |5 (98,00 |4,47 [100,0 |10,80
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Toplam Kontrol
5|80,20 |45,33 [100,0 |10,40
Pnl Bevacizumab |5 [20,60 39,01 (3,0 8,10 |0.160
Ranibizumab |5 |19,00 (20,66 |10,0 |9,50
Aflibercept |5]51,00 [24,08 |60,0 |15,60
Kontrol 521,00 |23,02 |15,0 [8,80
Eozinofil Bevacizumab |5 | 0? ,00 0 5,50* [0.014
Ranibizumab |5 |32,40° |37,27 (10,0 |15,40°
Aflibercept |5 (5,00 [11,18 |,0 7,70°
Kontrol 5(24,80° 32,14 |10,0 [13,40°
Lenfosit Bevacizumab |5 | 7,60 10,55 [3,0 5,50 |0.109
Ranibizumab |5 |22,00 |21,97 |15,0 |10,10
Aflibercept |5 (40,00 20,31 |[30,0 14,20
Kontrol 529,20 |21,92 |31,0 [12,20
Plazmosit Bevacizumab |5 (2,80 |4,09 ,0 7,40 |0.291
Ranibizumab |5 |24,00 |27,70 [10,0 14,10
Aflibercept |5|540 [4,56 |5,0 11,20
Kontrol 54,00 |4,18 |5,0 9,30
Makrofaj Bevacizumab |5 [29,00 40,68 |,0 11,70 [0.642
Ranibizumab |5 (2,60 [3,29 [2,0 12,10
Aflibercept 50,60 (1,34 |0 8,30
Kontrol 5|1,20 |2,17 |0 9,90
Korneal Ylzey| Bevacizumab |5 (34,40 |35,30 [30,0 9,80 |0.263
Etkilenme Miktari %| Ranibizumab |5 |46,00 |17,82 [50,0 |13,00
Aflibercept |5(17,20 |19,02 |10,0 |6,50
Kontrol 548,00 |27,97 |45,0 [12,70
Yanik Derecesi Bevacizumab|5 2,60 |0,55 |3,0 11,50 |0.859
Ranibizumab |5 [2,60 |0,55 (3,0 11,50
Aflibercept |5(2,40 |0,55 [2,0 9,50
Kontrol 5|2,40 |0,55 |2,0 9,50
Enjensiyon Oncesi Bevacizumab |5 |72,24 2,46 |72,0 |12,40 |0.423
Knv/Tum Alan Ranibizumab |5 |70,63 |6,67 |[73,5 [10,80
Aflibercept |5(67,62 |4,17 |66,5 |6,80
Kontrol 571,22 |6,91 |74,2 |12,00
Enjeksiyon Oncesi Bevacizumab |5 19,80 [2,17 |21,0 |12,40 |0.629
Anadamar Sayis!  |Ranibizumab |5 19,40 |1,95 [20,0 |10,90
Aflibercept |5(18,00 |2,92 [17,0 7,70
Kontrol 519,60 |2,07 [19,0 |11,00%
Enjeksiyon Sonrasi Bevacizumab|5 |32,66% |7,83 [34,2 |10,80%|0.006
Ranibizumab |5 |21,71% |11,66 (21,2 7,002

44



Knv/Tum Alan Aflibercept |5 (19,55° |13,44 |21,1 [6,20
Kontrol 5(63.68° 10,76 |70,1 |18,00°
Enjeksiyon Sonrasi Bevacizumab|5 |9,80° [4,87 |9,0 8,60% [0.037
Anadamar SayisI  |Ranibizumab |5 |8,40% 2,51 |8,0 6,402
Aflibercept |5(11,80* |6,53 |10,0 |10,30%
Kontrol 5(18,40° 3,58 [19,0 |16,70°

Tablo 4.3: istatistiksel analiz tablosu

Ortalama korneal yanik evre derecesi agisindan gruplar arasinda
anlamh bir fark saptanmadi (p=0,859).

VEGF % ortalamasi kontrol grubunda diger 3 gruptan (subkonjonktival
bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) da anlamli dizeyde ylksek bulundu,
ancak 3 grup arasinda (subkonjonktival bevacizumab, ranibizumab,
aflibercept) anlamli farka rastlanmadi (p:0,015. p<0.05).

Tdnel boyamada tunel(sayi/1hpf) ortalamasi kontrol grubunda diger 3
gruptan da(subkonjonktival bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) anlamli
dlizeyde ylksek bulundu ancak 3 grup arasinda (subkonjonktival
bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) anlaml farka rastlanmadi (p=0.019,
p<0.05).

Eozinofil ortalamasi kontrol ve ranibizumab grubunda diger 2 gruptan
da anlamli dizeyde ylksek bulundu ancak diger 2 grup arasinda anlaml
farka rastlanmadi (p:0,014, p<0.05).

Enjeksiyon sonrasi knv/tum alan ortalamasi kontrol grubunda diger 3
gruptan (subkonjonktival bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) anlaml
dizeyde ylUksek bulundu ancak 3 grup arasinda (subkonjonktival
bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) anlamh farka rastlanmadi (p:0,006.
p<0.05).

Enjeksiyon sonrasi anadamar sayisi ortalamasi kontrol grubunda diger
3 gruptan (subkonjonktival bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) anlaml
dizeyde yuksek bulundu ancak 3 grup arasinda (subkonjonktival
bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) anlaml farka rastlanmadi
(p:0,037,p<0.05).

Enjeksiyon Oncesi anadamar sayisi ve knv/tim alan iligkisi arasinda

dort grup arasinda anlamli bir iligkiye rastlanmadi ( p=0.423, p=0.629).
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Bu sayillan olgimlerin disinda 4 grup arasinda anlamh farka
rastlanmadi (Tablo 4.3).

5. TARTISMA

KNV, tedavisiz kaldiginda korlige neden olabilen en 0dnemli
oftalmolojik sorunlardan birisidir. Bu nedenle etkin bir tedavinin verilmesi
oldukga énemlidir (119).

KNV’nin gérmeyi etkileyen gesitli mekanizmalari vardir. Bunlar; damar
gecirgenliginin artmasi ile damar digina ¢ikan kan hucrelerinin korneada
olusturdugu beyazlik, kornea yuzeyinde damarlarin ilerlemesiyle olusan
kornea yuzeyinin bozulmasi, olusan damarlardan disari ¢ikan lipit ve diger
maddelerin korneada opasite olusturmasi ve duzenli kollajen sisteminin
bozulmasidir. KNV tedavisinde ilk basamak buna neden olan durumun
ortadan kaldiriimasidir. Bunlar arasinda varsa keratit tedavisinin verilmesi,
korneada bulunan suturlerin  alinmasi, kontakt lens kullaniminin
durdurulmasi, korneay: irrite eden veya korneal travmaya neden olan etkenin
ortadan kaldirilmasi, allerjenlerin ortamdan uzaklastiriimasi yer alir.

Buglne kadar KNV tedavisinde en cok kullanilan yontem topikal
steroidler olmustur. Topikal uygulama kolayli§i ve maliyetinin uygun olmasi
sebebiyle steroid ilaglar ¢ok tercih edilmesine ragmen katarakt, glokom,
enfeksiyona yatkinlik gibi bilinen c¢esitli yan etkileri de mevcuttur. Bu yan
etkilerinden dolayi steroidlerden baska yeni molekuller de denenmisgtir.

KNV tedavisinde yukarida bahsedildigi gibi NSAIi, siklosporin,
metotreksat, argon laser fotokoagulasyon, elektrokoagulasyon, fotodinamik
tedavi, limbal ve amniyon membran transplantasyonu gibi tedaviler
denenmigtir. Fakat uygulamada ve sonucunda gelisen yan etkiler nedeniyle
yeni tedavi olanaklarini aramaya itmistir. Ginimuzin guncel tedavi yaklagimi
anti-VEGF’ler olmustur (71-89,120).

Bevacizumab VEGF-A ve onun tum izoformlarina baglanarak etki
gOsteren rekombinant bir monoklonal antikordur. Ranibizumab ise VEGF-A’

nin tum izoformlarina baglanip vaskiler permabiliteyi azaltan monoklonal
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antikordur. Hem bevacizumab hem de ranibizumab senil makula
dejenerasyonunda kullaniimaktadir. Daha oOnce yapilmis cesitli hayvan
deneylerinde bevacizumabin farkli dozlarda, topikal veya subkonjonktival
uygulamalarinin KNV’yi azalttigi gosterilmistir. Ranibizumab ve bevacizumab
ile yapilmis birgcok hayvan deneyi galismasinda alkali yaniga bagli olusan
KNV’de etkinliklerinin oldugu goérilmustar (120).

Hosseini ve arkadaslarinin  (121) yaptigi deneysel calismada alkali
yanik olusturduklari rat kornealarini iki gruba ayirmiglardir. Bir gruba
subkonjonktival bevacizumab diger gruba ise subkonjonktival salin solisyonu
verilmigtir. Hayvanlar 3 hafta takip edilmis ve bevacizumab verilen grupta
daha az neovaskularizasyon gelistigi, vaskllarizasyonda %32 azalma oldugu
ve olusan damarlarin daha kisa oldugunu bulmuslardir. Calismamizda da
benzer sekilde bevacizumab, ranibizumab ve afliberceptli gruplarinda kontrol
grubuna gore damarlanminin daha az oldugu ve olusan damarlarin da daha
kisa oldugu goruldu.

Anjiogenezin ilk basamagi olan NO salinmasi damar dilatasyonuna yol
agarak damar igindeki hucrelerin damar disina gikmasina neden olmaktadir.
Dolayisiyla inflamatuvar hicreler de damar disina ¢ikmaktadir ve o bolgede
inflamasyon olusumu baglamaktadir. Hucreler tarafindan salinan mediatorler
endotel hucrelerini ve fibroblastlari aktive ederek VEGF, PDGF gibi
mediatorlerin  ¢gogalmasina neden olmaktadir. inflamasyon sadece
anjiogenezis sirasinda olmamaktadir. Travma, enfeksiyon gibi durumlar
sonucunda da ortaya c¢ikan dogal bir savunma durumudur. Dolayisiyla
inflamasyon durumunda inflamatuar huicrelerin ¢ogalmasi da anjiogenezis
icin bir belirtectir. Neovaskularizasyon olan bdlgede fibroblast, monosit,
lenfosit, notrofil gibi hicrelerin gorilmesi de bize anjiogenezis hakkinda bilgi
vermektedir (1,2,4,5, 122-125). Calismamizda histopatalojik incelemelerde
literatirle uyumlu olarak fibroblast, monosit, lenfosit, nétrofil incelemeleri
yapildi.

Hasheimen ve ark. (2) 50 rat Gzerinde yaptiklari deneysel ¢alismada
5 grup olusturmuslar ve ilk 4 gruba subkonjonktival sirasiyla salin, 1, 5, 25

mg/ml bevacizumab ve son gruba topikal bevacizumab verilmis ve salin
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verilen grubu kontrol grubu olarak almiglardir. Digital fotograflama ile yapilan
neovaskularizasyon alan hesaplamasinda 2. ve 4. (1 ve 25 mg/ml)
bevacizumab verilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli olan daha az KNV
g6raldiguna bildirmiglerdir. Bevacizumab verilen gruplarda kontrol grubuna
gore histopatalojik degerlendirmede de inflamasyon ve
neovaskularizasyonun daha az oldugunu belirtmislerdir. Calisma sonucunda
KNV’yi engellemenin doz bagimli oldugunu fakat etkinligin doz arttikga dogru

orantili olarak artmadigini ifade etmiglerdir.

Akar ve ark. (124) yaptigi calismada ise subkonjonktival bevacizumab,
ranibizumab ve pegabtinibin etkinligini karsilastiriimistir. Deneyde 16 sigcan
korneasi rastgele olarak 4 gruba ayrilmis ve bevacizumab grubuna 0,05
ml/1,25 mg subkonjonktival bevacizumab, ranibizumab grubuna 0,05 ml/0,5
mg subkonjonktival ranibizumab, pegaptanib grubuna 0,05 ml/0,15 mg
subkonjonktival pegaptanib sodyum ve kontrol grubuna 0,05 ml salin
verilmistir. iki hafta sonunda yapilan kontrollerde anti-VEGF tedavisi alan
(bevacizumab, ranibizumab ve pegabtinib) U¢ grupta da korneal
vaskularizasyonda kontrol grubuna gore anlaml azalma oldugu bulunmustur.
Ranibizumab ve pegabtinib sodyum tedavisi uygulanan gruplarda
neovaskularizasyon azalma orani arasinda anlamli bir farklilik gértlmemistir.
Subkonjontival bevasizumab uygulanan grupta ise diger anti-VEGF
gruplarina goére anlamli olarak korneal neovaskularizasyonda azalma oldugu
gOrulmustir. Histolojik incelemelerde de tedavi verilen her U¢ grupta da
kontrol grubuna goére istatistiksel dlzeyde anlamli olarak daha az
damarlanma oldugu goérulmustir. Bevacizumab verilen grupta ranibizumab
ve pegaptanib verilen gruplardan daha az damarlanmanin oldugu ve
bununda istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtmiglerdir. Fakar
ranibizumab ile aflibercept gruplari arasinda anlamh farklihk olmadigini

soylemiglerdir.

48



Hurmeri¢ ve ark (125) yaptigi deneysel galisma da ise bevacizumab,

Pegaptanip sodyum ve kontrol grubu ile karsilastiriimigtir.
Enjeksiyonun 10. guninde kornealar histolojik olarak incelenmis ve sonugcta
bevacizumabin pegaptanibe goére daha etkin oldugu sonucuna variimistir.
Korneal neovaskularizasyon alanlari kontrol grubunda % (736.67),
bevacizumab verilen grupta % (59.84+6.85), pegaptanip verilen grupta ise %
(82.69+5.59) olarak bulunmustur. En az vaskularizasyon alani bevacizumab
grubunda oldugu ve bu azalmanin diger iki gruba gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu bildirilmigtir. Benzer sekilde histolojik incelemede de en az
damarlanma bevacizumab grubunda iken en fazla damarlanmanin kontrol
grubunda bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da benzer sonuglar elde edildi.

Bevacizumab ilk bulunan anti-VEGF molekdllerinden biri oldugu icin
bununla ilgili yapilmis birgok klinik calisma mevcuttur. Bevacizumab’in
degisik dozlarda, degisik verilme yollari ve sureleri ile farkh c¢alismalar
yapiimigtir. Bu c¢alismalarin hemen hepsinde elde edilen sonuglar kontrol
grubuna goére anlamh derecede az damarlanma ve daha az fibroblast
aktivitesi ve hicresel aktivite olmustur (2,3,5,43,99,123). Bizim ¢alismamizda
da buna benzer sonuglar elde edilmigtir.

KNV’'de c¢esitli anti-VEGF tedavi prokolleri denenmektedir.
Bevacizumab; VEGF-A reseptorine baglanarak etki gdsteren, kolorektal
kanserlerde sistemik olarak kullanilan, baylk molekil yapisina sahip off-label
ilactir. Daha kuguk molekul olan Ranibizumab ise ven tikanikhgi ve diyabete
bagh makula 6demi ve neovaskularizasyon tedavisinde kullanilan VEGF-A
molekulliine baglanan bir ilactir. Bevacizumaba gore en énemli dezavantaji
pahali bir tedavi yontemi olmasidir (30).

Oner ve ark. (126) ratlarla yaptigi deneysel calismada birinci gruba
0.05 ml/1.25 mg bevacizumab subkonjonktival yol ile 1.,4., ve 7. gunlerde,
ikinci gruba ise gunde 2 defa topikal 12.5 mg/ml topikal damla
uygulamiglardir. Sonugta her iki grupta da verilen bevacizumabin
neovaskularizasyonu azalttigini bildirmislerdir.

VEGF molekull: VEGF-A,B,C,D,E ve plasental buyume faktora gibi alt

formlari icermektedir. Anjiogenezisin en Onemli mediatéri VEGF-A’drr.
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Dolayisiyla calismalarda VEGF-A'yi baglayan anti-VEGF’ler
neovaskularizasyonu engelleyecegi dusunulmektedir. En guncel ve en efekitif
tedavi de bundan dolayl anti-VEGF ajanlardir. Ozdemir ve ark. yaptigi
hayvan deneyi calismasinda bir gruba topikal bevacizumab, bir gruba
subkonjonktival bevacizumab uygulanirken kotrol grubuna subkonjonktival
salin verilmigtir.  Neovaskuler alan orani kontrol grubunda 82.5+22.1,
subkonjonktival grupta 42.7+15.0, topikal grupta 55.8+ 18.2 olarak
bulunmustur. Bevacizumab alan grubun orani kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli dizeyde dusuk bulunmustur. Bunun yaninda
bevacizumab alan grupta neovaskularizasyonun, inflamasyonun ve fibroblast
aktivetesinin daha az oldugunu bununda istatistiksel olarak anlamli oldugunu
bildirmiglerdir.  Fakat topikal ile subkonjonktival gruplar arasinda hem
neovaskuler alan hem de histopatalojik degerlendirme bakimindan
istatistiksel olarak anlamli olmadigini ifade etmislerdir (1).

Dastjerdi ve ark.(127) hayvan deneylerinden farkh olarak kornea
transplantasyonu yapilan hastalarda topikal ve  subkonjonktival
bevacizumabin etkinligini degerlendirilmiglerdir. Sonugta subkonjonktival
bevacizumab verilen grupta digerlerine gore KNV’'de daha fazla gerileme
oldugunu gostermiglerdir.

Ahmed ve ark.(43) yaptigi benzer deneysel ¢alismada gruplari; ginde
3 defa verilen topikal bevacizumab (grupl), subkonjonktival 5 mg/ml
bevacizumab (grup 2), subkonjonktival 10 mg/ml bevacizumab (grup3) ve
son olarak subkonjonktival salin verilen kontrol grubu olarak
olusturmuslardir. Bir haftanin sonunda grup 1'de (topikal damlali grup)
neovaskiiler indeksin kontrol grubundan daha disiik oldugu bulundu. ikinci
gln sonunda 2. ve 3. gruplarda (subkonjonktival bevacizumab) kontrol
grubuna goére neovaskuler indeksin istatistiksel olarak anlamli olmak Uzere
daha dusuk oldugunu bildirmislerdir. Histopatalojik degerlendirmede ise
tedavi verilen her 3 grupta da kontrol grubuna gore anlamli dizeyde daha az
damar oldugunu bulmuslardir. Bunun yaninda subkonjonktival tedavi verilen
2 grupta ise topikal gruba gore anlamli derecede daha az damarlanmanin

oldugunu gérmuslerdir. Fakat 5mg/ml ve 10mg/ml verilen grup arasinda ise
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istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini belirtmiglerdir. Calismamizda ise
tedavilerin hepsi subkonjontival verildigi igin U¢ grupta da kontrol grubuna
gore anlamli derecede az damarlanma oldugu goraldu.

Tarkgl ve ark. (4) 30 rat Uzerinde yaptigi c¢alismalarinda ranibizumab
kullanmiglardir. Ik grup kontrol grubu olarak alinarak sadece gbz yasl
damlasi verilmis, ikinci gruba gunde 2 defa topikal ranibizumab, ug¢uncui
gruba glinde 4 defa ranibizumab, 4. ve 5. gruba 1.,3, ve 7. gliinde sirayla
subkonjonktival 0.5 mg / 0.05 ml ve 1mg / 0.1 ml ranibizumab vermislerdir.
Digital fotograflarla degerlendiriimesi sonucu neovaskularizasyon alaninin
tedavi gurubunun hepsinde kontrol grubuna gore daha az oldugunu
belirtmiglerdir. Fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farka
rastlanmamistir.  Histopatalojik  incelemelerde  hematoksilen  eozin,
immunhistokimyasal CD34 ve von-Willebrand faktor bakilmistir. Tedavi
gruplarinda kontrol grubuna gore daha az inflamasyon hucreleri, daha az
damar ve fibroblast aktivitesi oldugunu goéstermislerdir.

Ruti ve ark (5) yaptigi hayvan deneyi calismasinda topikal olarak
bevacizumab, aflibercept ve kontrol grubu olmak Uzere 3 grup
olusturmusglardir ve bu gruplarin hepsine gunde iki defa topikal damla
damlatmiglardir. Yedinci ve 10.glnlerde aflibercept damlatilan grupta diger
iki  gruba gobre neovaskularizasyon alaninin daha az oldugunu
gOstermiglerdir. Bunun yaninda immun histokimyasal c¢aligmalarda
hematoksilen eozin ile boyamada aflibercept uygulanan grupta boyanma
%29, bevacizumab uygulanan grupta %92 ve kontrol grubunda %86 olarak
bulmuslardir ve bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica, CD31 ile yapilan immunflouresans boyamada ise
bevacizumab ve kontrol grubunda endotelyal ¢ogalma oldugu goérulmesine
ragmen aflibercept grubunda goérulmedigini bildirmiglerdir.  Anti VEGF
ilaglarin subkonjonktival olarak verildigi c¢alismamizda gruplar arasinda
istatistiksel anlaml fark tespit edilmedi.

Avisar ve ark.(99) yaptigi calismada kornea neovaskularizasyonu
yapildiktan sonra subkonjonktival, 6n kamara ve intravitreal bevacizumab

uygulanan gruplar ile kontrol grubu olmak Uzere 4 grup olusturulmustur.
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Vaskularizasyon alani (%), immunhistokimyasal incelemeler ve serumda
VEGF duzeyi incelenmistir. Vaskularizasyon alaninin yuzdesi bevacizumab
verilen grup ile kontrol grubu arasinda c¢alismamiza benzer sekilde
istatistiksel olarak dustk bulunmustur. Onuncu gun sonunda vaskularizasyon
alaninin ylUzdesini kontrol grubunda %51+24.7, subkonjonktival grupta
%39.7+14.5, 6n kamara verilen grupta %19.8+ 1.2 ve intravitreal verilen
grupta %24.2+ 14.9 olarak bulmusglardir. Vaskuler endotel hucreleri igin
kullanilan CD31 ile immunhistokimyasal boyama sonuglari bakimindan tedavi
alan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml ve daha az
oldugunu sdéylemislerdir. Yani bevacizumab alan grupta kontrol grubuna gore
daha az damar endoteli gérulmustar.

Dursun ve ark. (119) 50 rat ile yaptiklari calismalarinda kimyasal
olarak koterize ettikleri sican kornealarini rastgele 3 gruba ayirmiglardir. ilk
gruba 0.1 ml salin solisyonu (Kontrol), ikinci gruba subkonjonktival 2,5 mg
bevasizumab ve Uclncl gruba ise subkonjonktival 1 mg ranibizumab
uygulamiglardir. Ug hafta sonra digital fotograf analizinde bevasizumab ve
ranibizumab gruplarinda kontrol grubuna gore; korneal neovaskularizasyon
alani ve damar uzunlugu bakimindan istatistiksel olarak anlamli ve daha
dusuk oldugunu bulmuslardir. Ayni zamanda bevacizumabin ranibizumaba
gbre neovaskdilarizasyon alani ve damar boylarina gore istatistiksel olarak
daha anlamh ve daha az oldugunu bulmuslardir. Sonuglar agisindan yakin
bulgular elde ettik. Fakat farkhh olarak c¢alismamizda gruplar arasinda
istatistiksel anlamlihk bulunmadi.

Storobinsky ve ark (123) 119 fare Uzerinde yaptigi calismada bir grup
bevacizumab diger grup kontrol grubu (tedavi verilmedi) olarak alindi.
Sekizinci gin sonunda neovaskularizasyon alani tedavi verilen grupta diger
gruba goére daha az oldugu bununda istatistiksel olarak anlamli oldugu ifade
edilmistir. intravitreal ve én kameraya verilen bevacizumabin subkonjonktival
verilen gruba goOre neovaskularizasyon alani ve histokimyasal
incelemelerdeki bulgularin daha az oldugunu bununda istatistiksel acisindan

anlamli oldugunu bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda 6n kamara ve intravitreal
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uygulamalar yapllmamasina ragmen c¢alismamizda subkonjonktival
uygulamadan yuksek etki elde edildi.

Park ve ark. (3)12 tavsanin 24 gbézinde yapmis olduklari ¢calismada 4
farkli grup olusturulmustur. iki gruba afliberceptin 2 farkli dozu ( 2mg/0.5ml
(grup 1), 2mg/5mi(grup 2)), topikal bevacizumab 2.5mg/ml (grup 3) ve
dengeli tuz solusyonu verilen grup (grup 4) olmak Uzere 4 farkli grubun
kornealarindan sutur gecirilerek deney yapmiglardir. Neovaskularizasyon
alani agisindan galismamiza benzer olarak tedavi alan 3 grupta da kontrol

grubuna goére anlamli derecede azalma oldugunu gostermiglerdir.

Yukarida inceledigimiz ¢alismalarin birgogunda bizim ¢alismamizda
da oldugu gibi neovaskillarizasyon alaninin incelenmesinde digital
goruntilemeyle elde edilen fotograflar kullaniimistir. Neovaskularizasyon
alaninin tim kornea alanina piksel cinsinden incelenmesiyle elde edilen
sonuglar degerlendirilmistir. Hemen her makalede farkli bilgisayar programi
kullaniimistir.  Bu programlar kantitatif ve semi kantitaiif yontemlerle
Olcllmektedir. Dolayisiyla makaleler arasinda farkliliklarin olugsmasina neden
olabilmektedir. Bunun icin g¢alismamizda Pixcavatér ve Photoshop
programlari gibi 2 farkli program kullanildi.

Aflibercept, 115 kDA agirliginda rekombinant bir flizyon proteini olup
VEGF dimerlerini kapan gibi yakalar ve VEGF reseptore ulasamadan etkisini
inhibe eder. Ayrica plesantal growth faktorin de reseptdrine baglanmasini
inhibe ederek anjiojenik etkiyi engellemis olur. Afliberceptin bazi goérulen
topikal yan etkileri subkonjoktival hemoraji, hiperemi, agri, goz i¢i basincinin
artmasi olup sistemik yan etkileri ise bulanti, hipertansiyon ve kalp

yetmezligidir (113).

Afliberceptin kolon kanserleri igin Uretilmis formunun yaninda okiler
formu da (Eylea® ( Bayer) vardir.

Aflibercept daha uzun etki sUresi sayesinde hem bevacizumab hemde
ranibizumaba goére daha potent oldugu igin tercih edilen bir molekul oldugu
bulunmustur (5, 128).
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6.SONUG

Kornea neovaskilarizasyonu tim dinyada ve Ulkemizde cok fazla
goérulen ve korluge neden onemli bir hastaliktir. KNV tedavisinde yukarida
bahsediligi gibi cok cesitli tedaviler denenmistir ve denenmektedir. Bunlar
icinde en guncel olani suphesiz Anti-VEGF lerdir.

Su an icgin Ulkemizde 3 adet Anti-VEGF bulunmaktadir. Bunlar;
bevacizumab, ranibizumab ve aflibercept’tir. Bu anti-VEGF molekullerin KNV’
de faydali olduguna dair gerek deneysel ¢calismalarda gerek klinik galismalar
mevcuttur. KNV'de kullanim ruhsati olmayan bu molekuller endikasyon digi
olarak kullaniimaktadir.

Calismamiz sonucunda 3 molekillinde kontrol grubuna goére etkin
oldugu fakat gruplar arasinda anlaml farkhilik olmadigi bulunmustur. Daha
genis serilerde deneylerin yapilmasi bu molekuller arasinda ki farkliliklar
ortaya c¢ikarabilecegi kanaatindeyiz.

Anti-VEGF molekiillerinin en énemli dezavantajlarindan birisi fiyatidir.
Su an icin KNV'de endikasyon disi kullanim ile bu ilaglarin uygulanmasi
tedavi icin ilacin kullanimi kisitlamaktadir.

Sonug olarak Anti-VEGF molekuller KNV tedavisinde etkildir. Daha
blylk calisma gruplarinda daha farkli uygulamalar ile bu énemli halk saghgi

problemine karsi dogru bir yontemin bulunacagini duginmekteyiz.
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