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1.GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Kornea yamigi gibi goz hastaliklarinda ve diger organ patolojilerinde vaskiiler
gecirgenligin artmasina ve neovaskiilirizasyonun gelismesine neden olan en 6nemli
anjiyogenik faktoriin, hiicreler tarafindan salgilanan ve yeni damar olusumunda bir
protein olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) oldugu bildirilmektedir.
Ayni zamanda, vaskiiler endotelin proliferasyonunu inhibe edici maddelerin bir
denge halinde bulundugu da ifade edilmektedir. Ancak bu dengenin kornea
dejenerasyonuna neden olan neovaskiilirizasyon prolife edici faktorlerin lehine

bozuldugu da bir gergektir (18).

VEGF, endotel hiicre mitozunu ve damar gegirgenligini arttiran bir faktordiir. Retina
pigment hiicreleri, perisitler, endotel hiicreleri, miiller hiicreleri ve astrositler gibi
birgok retina hiicresi VEGF sentezler. Hipoksi varliginda VEGF’ nin m- RNA
sentezini 30 katina cikardigi bilinmektedir (68,83). Hipoksiye bagli sitiimiilasyon
sonucunda ortaya ¢ikan VEGF ve diger biiyime faktorleri, artmis damar
gecirgenligine ve neovaskiilirizasyona neden olurlar (111). Korneal dejenerasyonlara
neden olan neovaskiilirizasyonlarda endotelin- I’ e bagli retina kan akim1 azalmasi ve
oksidatif strese neden olan diger ajanlar (VEGF medyatorleri), VEGF duyarlilig
bulundugundan, VEGF etkisi ile nonproliferatif damarsal anormalliklerde ortaya
cikarlar. Bununla birlikte, Anti VEGF ajanlari, VEGF adi verilen yeni kan

damarlarinin olusumunu tetikleyen kimyasal sinyali tanir ve bloke ederler (54).

Retina metabolik aktivitesi en yiiksek dokulardan biri olarak oksijen radikallerinin
olusumu icin uygun bir ortam tegkil eder. Retinada oksidatif stresten korunmak icin
enzimatik (Glutatyon peroksidaz, Katalaz, Siiperoksit dismutaz gibi...), non
enzimatik (E vitamini, C vitamini, karotenoidler...) antioksidan savunma
mekanizmalart mevcuttur (129). Tim bu bilgilerden yola ¢ikarak yaptigimiz literatiir
aragtirmalarinda Anti-VEGF ajanlar hakkinda edinilen bilgi ve deneyim arttig
zaman istenmeyen yeni damar olusumuna neden olan oksidatif stres ve sekonder tiim
hastaliklarin  engellenebilecegi ve bununla birlikle yine yapilan literatiir

taramalarinda Bevacizumab’in korneal vaskiiliirizasyona etkisi ile ilgili ¢aligmalarin



olduke¢a sinirlt oldugu ve bu ajanlarin korneadaki oksidan ve antioksidan diizeyleri
lizerine etkisini arastiran herhangi bir calismanin yapilmadigi dikkat ¢ekmistir. Bu
nedenle c¢alismada deneysel neovaskiiliirizasyon olusturularak tedavi amaciyla
kullanilan Anti-VEGF ajanlarinin korneadaki oksidan ve antioksiadan dengeyi nasil

etkiledigini saptamak amaglanmistir.



1.1.KORNEA
1.1.1.KORNEA ANATOMISI

Embriyolojik olarak kornea, néroektoderm ve mezensim olmak iizere iki dokudan
koken almaktadir. ilk olarak kornea epiteli ve desme zari intrauterin hayatmn 8.
haftasinda  yiizeysel ektoderm tabakasindan gelismekte daha sonra da
noroektodermden endotel tabaka olusmaktadir. 5. ayda mezensim dokunun
kaybolmasiyla kornea stromasi ve ylizey tabakada bu hiicrelerin yogunlagsmasiyla da

Bowman kat1 gelismektedir (16,123).

Makroskopik olarak bakildiginda skleranin devami ve 1/3 6n kisimda yer alan
saydam ve optik 6zellige sahip olan kisim Korneadir(3). Skleraya adeta saat cami
gibi yerlesen ve 40-45 Dioptri (D) kirma giicline sahip olan Korneanin konveks bir
yiizeyi vardir. Kornea optik gorevi disinda dis ortama karsi koruyuculuk gorevini de

tistlenmistir (3,123).

Normal kalinlig1 merkezde 520 pm, periferde 650 um’dir. Eriskinde horizontal ¢ap1
12.6 mm, vertical ¢ap1 11.7 mm, 6n egrilik yarigap1 7.8 mm ve arka egrilik yaricap1
6.8 mm’ dir (3,135). Yeni dogan déneminde vertikal kornea ¢ap1 10mm’dir.Kiricilik
giicli yaklasik 51 D’dir. Bir yasinda erigkin seviyeye ulasir (93,127)

Kisaca kornea 5 anatomik tabakadan olusur:

1- Epitel tabakasi

2- Bowman tabakasi

3- Stroma

4- Descement membrani
5- Endotel tabakas1

1.1.1.1.Epitel Tabaka :

40-50 mikron kalinligina sahip olan kornea epiteli, korneanin 1/10’luk kismini

olusturur. 5 ile 7 tabaka arasinda olusan bu kisimda ii¢ tip hiicre vardir:



1-Yiizeysel hiicre

2-Poligonal kanatsi hiicre

3-Kolumnar bazal hiicre

Yiizeysel hiicrelerin, elektron mikroskopik incelemede ¢ok sayida mikrovillus ve
plika icerdigi gézlenmistir. Ayrica bu hiicrelerin yilizeyi mikrokaliks ile ortiiliidiir. Bu
yapilart sayesinde epitel tabakanin gozyast filmine yapismasina yardimci olurlar.
Hiicreler arasindaki bu siki baglantilar sayesinde hiicreler arasinda anatomik bariyer

olusturulmustur (93).

Tek sira halinde bazal membran iizerinde dizili duran Kolumnar hiicreler mitotik
aktiviteye sahiptirler. Cogalip 6ne dogru ilerleyerek kanatsi hiicreleri olustururlar.
Kolumnar hiicrelerde aktin filamanlar ve tonofilamanlar bulunur. Tonofilamanlar ile
hiicrenin iskeleti korunur. Aktin filamanlar ise yara iyilesmesi sirasinda hiicre
gogiinde rol alir (93).Yenilenme kabiliyeti ¢cok yiiksek olan kornea epiteli, gozyasi,
akoz hiimdr ve limbal kapillarlardan beslenir. Oksijen ihtiyacin1 atmosfer konjonktiva
ve kapak damarlar ile akdzden temin eder. Glukozu ise akézden saglar. Laktik asit
birikimi, epitel hiicre membranini harap ederek bazal hiicreyi bazal membrana
yapistirip kornea Odemine sebep olur. Bu da kistik degisiklikler, erozyon ve
neovaskiilarizasyonu olusturur. Odem olusumu gérme bozukluklarima, 151k yansimast
ve diizensiz astigmatizmaya yol agar. Keza, epitel tabakasi olmadiginda stromal

tyilesme gecikir (127,132).
1.1.1.2. Bowman Tabakas :

Bowman tabakasi, kisa kollojen fibrillerden olusan, 8 -14 um kalinlikta, travmalara
kars1 olduk¢a direngli bir tabakadir. Mikroorganizma ve tiimor hiicrelerine karsi
bariyer olusturarak bunlarin korneaya invazyonlarini engeller. Yenilenme yetenekleri
olmadigindan dolayr travmalardan sonra ince bir tabaka halinde iyilesir ancak eski

haline geri donemezler (74).



1.1.1.3. Stroma :

Kornea kalinliginin %90’m1 olusturan stromanin %78’ sudur ve 500 pm
kalinligindadir. Mukopolisakkaritlerle lameller tarzda ayrilan kollajen lif demetleri
birbirlerine parallel olarak uzanirlar. Bu da lameller greftte alt tabakalarin kolayca
ayrilmasini saglar. Fibril dizilislerinde olusan herhangi bir patoloji seffafligi olumsuz
etkiler. Travma, enfeksiyon ve distrofi gibi anomaliler stromada 6dem ve skar

dokusunun olusumuna neden olur (74).
1.1.1.4. Desme membrani :

Stromanin arka kisminda 10 um kalinliginda bir tabakadir. Elastik 6zellige sahip
olmakla birlikte, kalinlig1 yasin ilerlemesiyle artar. Bazal membrani i¢ kisimdaki
endotelyumdur. Bu nedenledir ki korneanin endotelyal hastaliklari bu membranin
yapisinda karakteristik degisikliklere yol agar. Ac¢iya 2 mm uzaklikta sonlanarak
Schwalbe ¢izgisini olusturur (74).

1.1.1.5. Endotel tabakasi :

2 iken

Endotel hiicreleri, dogumdan sonra yaklasik 3500 — 4000 hiicre / mm
eriskinlerde 2500-3000 hiicre / mm ? diizeyindedir. Bu tabakada yaklagik 350 — 400
bin hiicre bulunmaktadir (4). Bu hiicreler, 4-5 mm kalinliginda, 18-20 mm
genigliginde poligonal hiicrelerdir. Akozle direkt temas halinde olan bu tabaka,
korneayr besler. Endotel tabakasinda 1siyla degisebilen aktif pompa mekanizmasi
mevcuttur. Cocukluk doneminde mevcut olan Endotelyal hiicre boliinmesi yasin
ilerlemesi ile birlikte kaybolur. Yasin ilerlemesiyle hiicre sayisinda azalma,
biiyilikliigiinde ise artis olur. Bu yilizden kornea nakillerinde gen¢ dondrlerin
kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Hiicre sayis1 300-400 mm?’ nin altina diistiiglinde
0dem sekillenir. Asir1 stres ve travma, endotel hiicrelerini fibroblast benzeri

hiicrelere dontistiirebilmektedir. Korneada endotel kaybi oldugunda kendilerini

yenileyemeyen bu hiicreler genisleyerek kayip olan yerleri doldururlar (79,133)



1.1.2. KORNEA FiZYOLOJiSi
1.1.2.1. Epitel fizyolojisi

Korneanin lipit gegirgen Ozellige sahip olan epitel ve endotel hiicreleri gerek
mekanik bariyer, gerekse sivi ve iyon dengesinin saglanmasiyla korneanin
korunmasinda onemli gorevlere sahiptirler. Korneada metabolik olarak aktif olan
keratosit, endotel ve epitel hiicreleri canliliklarin1 devam ettirebilmek i¢in enerjiye ve
oksijene ihtiya¢ duyarlar. Oksijen, kornea epitel tabakasina difiizyonla gbzyasi
araciligiyla saglanirken, goz kapali iken ise limbal damarlar araciligi ile saglanir
(41). Akoz humor araciligiyla aminoasit ve vitaminler temin edilir. Epitel
hiicrelerinin baslica enerji kaynagi glikoz ve glikojen depolaridir. Cogunlukla humor
akozden elde edilen glikozun % 10’u ya da daha azi limbal damarlar veya
gozyasindan da saglanabilmektedir. Glikojen depolama 6zelligine sahip olan epitel
hiicreleri, hipoksi ve travma gibi durumlarda bu depolar1 kullanabilmektedirler.
Kornea hiicreleri glikozu % 65 siklikta aerobik ve anaerobik glikoliz yoluyla, geri
kalanin1 da pentoz-fosfat sant1 ve 6zellikle epitel tabakada trikarboksilik asit siklusu
ile metabolize ederler. Epitel hiicreleri, aralarinda bulunan siki baglantilar nedeniyle,
iyon gecirgenligine en fazla direng gosteren hiicrelerdir. Bu 6zellikleriyle, stromanin

su dengesine katkida bulunurlar (12).
1.1.2.2. Endotel fizyolojisi

Endotel hiicrelerinin ana enerji kaynagi akdz humdrden saglanan glikozdur.
Aktiviteleri i¢in anaerobik, daha az olarak da aerobik yollar1 kullanirlar. Endotel
hiicrelerinin en 6nemli gorevi, korneanin seffaf ve saydam kalmasini saglamaktir.
Bunu yaparken hem aktif bir pompa gibi calisir, hem de mekanik bir bariyer
olustururlar. Endotel hiicreleri normal pompa fonksiyonu icin gerekli oksijeni akoz
humoérden saglarlar. Kornea endoteli dehidratasyon gorevini yaptigi siirece,
stromanin su igerigi % 78 ve kalinlig1 530 p civarinda kalarak normal fonksiyonlarini
stirdiiriir. Endotel hiicreler arasindaki siki baglantilar (tight junction ve gap junction)
bariyer gorevi goriirler. Endotel hiicrelerin dis kenarlarina lokalize olan sodyum-
potasyum-adenozintrifosfataz (Na-K-ATP’az) pompa sistemi ile su ve elektrolitler

dengelenerek, ayni seviyede tutulur. Bu pompa, enerji harcayarak sodyumun hiicre



disina c¢ikmasint saglar, bunu suyun hiicreyi terk etmesi izler. Bdylece kornea
stromasindan 6n kamaraya dogru devamli sivi gegisi olurken, korneanin seffafligi
korunur. Korneadan 6n kameraya gecen sivinin geri donmesi endotel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar ile 6nlenmektedir. Hekzagonal yapida olan endotel
hiicreleri, sivi regiilasyonu i¢in ideal dizilimi olusturmaktadir. Bu geometrik diizen
maksimum sayida hiicre ve maksimum sayida pompa yogunlugunu temin etmektedir.
Korneanin seffafliginin korunmasi, endotel hiicrelerinin etkin fonksiyonlarinin yani
sira, korneada damarsal yapilarin bulunmamasina, sinir liflerinin miyelinsiz olmasina

ve stroma takasindaki kollajen lamellerin diizenli dizilimine de baghdir (21,128).

Korneanin duyusal innervasyonu trigeminal sinirin Oftalmik dali ve uzun siliyer
sinirler aracilii ile saglanir. Sinir lifleri limbusta miyeline sahip iken, korneada
miyelinlerini kaybederler. Ozellikle 6n stromada ve Bowman tabakasi altinda
yogunlasan sinir lifleri, epitel tabakada uzantilar gosterirler. Descemet membrani ve
endotel tabaka sinirsel uyarima sahip degildirler. Agriya ¢ok duyarli olan korneada

agr1 ve soguk reseptorleri daha fazla bulunmaktadir (92).
1.1.3. Korneanin Islevleri

Kornea, kiricilik, saydamlik, dehidratasyon ve ila¢ gecirgenligi gibi Onemli
ozelliklere sahip; skleranin devami ve 6n kismin iigte birlik bdliimiinde yer alan

saydam ve optik 6zelligi olan bolimdiir (17).
1.1.4. Kornea Saydamhg

Korneanin saydamligi i¢in gerekli ilk sart, kollajen demetlerinin birbirlerine paralel
ve diizgiin dizilimidir. Fibriller birbirleri ile ayni uzakliktadir. Ancak kornea
saydamliginin devami sadece kollajen liflerin diizgiin ve simetrik dizilimine bagl
degil; ayn1 zamanda kollajen demetlerin uzaklig1 151k dalga boyundan kisa oldugu
stirece devam eder. G6z i¢i basincinin ani artis1 glikozaminoglikan yap1 iginde
diizgiin dizilmis kollajen demetlerinin dagilimini degistirdiginden kornea saydamligi
degisebilir. Ayrica korneanin saydamliginin korunabilmesinde bir baska Onemli
sartta onu cevreleyen sivilarin osmotik basinglarinin en az intersitisyel sivi basinct

diizeyinde olmasidir (17,132).



1.1.5.Kornea Dehidratasyonu;
Toplam agirligiin %75 — 80’1 su olankorneanin su igerigi 5 faktore baglidir:

1. Gerek mekanik gerekse kimyasal faktorlerin bozulmasina bagli olarak korneanin
endotel ve epitel tabakalarinin anatomik biitiinliigliniin bozulmas: korneada su
tutulumunu kagmilmaz yapar. Keza, epitel hiicreleri goézyasma karsi, endotel
hiicreleri ise akdz hiimore karsi bariyer olusturmak suretiyle endotel hiicreleri aktif

bir pompa gibi ¢alistirarak dehidratasyona neden olurlar.

2. Kornea stromasinda bulunan glikozaminoglikanlar buraya hidrofilik bir 6zellik

kazandirir. Bu nedenle de stromaya dogru siirekli bir su akimi vardir (132).

3. Kornea metabolizmasinin bozulmasi, endotel hiicrelerin aktif pompa fonksiyonunu

bozarak suyun korneada tutulumuna yol agar (101).

4. Goz ylizeyindeki buharlagma siviyr azaltmak suretiyle gdzyasinin osmolaritesini

arttirarak kornea dehidratasyonuna neden olur.

5. GOz i¢i basmncinin agir1 derecede ylikselmesi hem korneadaki endotel hiicre
fonksiyonlarin1 bozarak, hem de stromaya karsi akoz hidrostatik basinci arttirarak

kornea 6demine yol agar (132).
1.1.6.Kornea Gegirgenligi;

Lipit yapida olan kornea epiteli 6zellikle ilaglar i¢in 6dnemli bir bariyer olusturmakla
birlikte, oksijen, glikoz ve ilag gibi maddelerin gegirgenligi korneanin katlarryla
iliskilidir. Kornea epiteli kaldirildiginda suda eriyen maddelerin penetrasyonu
logaritmik olarak artar. Hidrofilik yapiya sahip olan stroma ise suda eriyen

maddelere kars1 gegirgenken, lipofilik maddelere kars1 gegirgen degildir.
Kornea gecirgenligini etkileyen diger mekanizmalar ise sunlardir;

1. Maddenin kimyasal yapisi ( hidrofilik — lipofilik)

2. Maddenin molekiil agirlig1 ve konsantrasyonu

3. Maddelerin pH diizeyi ve osmolaritesi



4. Yiizey gerilimi ve 1slanma agis1 (132)
1.1.7. Korneanin innervasyonu;

Sinir yoniinden ¢ok zengin olan korneadaki sinirlerin tiimii duyu sinirleridir. N.
Trigeminus’un oftalmik dalindan (V1) gelen uzun arka siliyer sinirler 6n ve arka dala
ayrilarak korneaya ulastiklari noktada miyelin kiliflarii kaybederler. On kisma
giden sinirler epitel bazal membranda sonlanirken, endotel tabakasinda sinir lifi
mevcut degildir. Korneada fonksiyonu tam bilinmemekle beraber sempatik sinir

lifleri de tespit edilmistir (3).
1.1.8. Korneanin Metabolizmasi:

Korneanin saydamligint ve dehidratasyonunu devam ettirebilmek igin enerji
gereksinimi sarttir. Kornea enerji i¢in gerekli olan glikozunu ak6éz hiimorden alir.
Gozyas1 ve limbal kapillarlar yolu ile korneaya glikoz kazanci diisiik seviyelerdedir.
Glikoz korneada ‘‘Krebs siklusu ’’ ile enerjiye doniistiiriiliir. Krebs siklusu igin ise
oksijene ihtiya¢c vardir. Kornea endoteli enerji icin gerekli olan oksijeni akdz
hiimorden, epitel ve stroma ile limbal damarlardan ve gézyasinda ¢ozlinmiis sekilde
karsilar. Glikoz glikojen olarak epitel tabakada depolanir. Epitel tabaka stromaya
gore cok daha yiiksek diizeylerde ATP, glikojen ve oksidatif enzim igerir. Korneanin
endotel tabakasinin enerji ihtiyacit Kreps siklusunun yani sira pentoz fosfat santi ile
de karsilanabilir. Bu sayede kornea epiteli lipit sentezini gergeklestirebilir. Elektrolit
bakimindan korneanmn stromast Na®, epiteli ise K* iyonu bakimindan oldukga
zengindir. Korneanin Krebs siklusu (glikoz) iodoasetat gibi metabolik zehirlerle
bloke edildiginde korneada su tutumu ve ddem gergeklesir. Keza, ATP yoklugunda
epitel ve endotel metabolizmasi bozularak Na*-K* ATP az pompasi ¢alismaz,

dolayisiyla da korneada elektrolit ve su tutumu goriiliir (122).
1.1.3. KORNEAL YARA i YILESMESI

Korneadaki hasarin biiyiikliigii ve etyolojisine gore farkli sekillerde yara iyilesmesi
gozlenmektedir. Biiylime faktori, sitokin ve ekstraselliiler matriks proteinleri yara

iyilesmesinde olduk¢a 6nemli rollere sahiptirler.
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1.1.3.1. Epitel yara iyilesmesi

Kornea yara iyilesmesinde ilk basamak olarak gozlenen epitel iyilesmesi 3 fazda

gerceklesir (16):
1. Latent faz (ilk saatlerde goriiliir)
2. Epitel migrasyon ve proliferasyon fazi
3. Kalict hiicre adezyon fazi

Epitel bazal hiicreler mitoz bolinmeyle her yedi giinde bir yenilenirken
yaralanmalarda bu siire daha da kisalir. Yaralanmadan sonra bazal hiicrelerde, DNA
sentezinde ve mitozda duraklama go6zlenirken, hemen ardindan komsu epitel
hiicrelerin birbirinden ayrilmasi ve fibrin ile sarilmasi olusur. Yaralanmadan bir saat
sonra polimorf niiveli lokositler yara yerine gelerek bazi enzimlerin salinimina ve
kemotaksise neden olurlar. Daha sonraki 12-24 saat igerisinde lenfositlerin ve
makrofaj hiicrelerinin gocii baslar. Epitel hasar1 derinlestiginde 10-15 saatlik stire
icerisinde bazal hiicreler de olaya katilir ve hasarli bolgeye dogru goc ederler. Latent
fazda, hasarli alan epitel hiicreleri tarafindan kapanmadan 6nce bir glikoprotein olan
fibronektin ile kaplanir. Fibronektin; Kornea hasarlarinda, komsu epitel hiicre gogii
icin gerekli ekstraselliiler matriks gorevini gérmenin yani sira hiicre adezyonu ve
migrasyonundan sorumludur. Epitel hasar1 sirasinda salgilanan fibronektin, iyilesme
sonrasinda ortamdan uzaklasir. Bazal membran hasar1 s6z konusu oldugunda epitel

tyilesmesi 4-6 haftalik siirede gerceklesir(110,137).

Yiiksek mitoz hizina sahip limbal kok hiicreleri korneal epitel 1yilesmesinde onemli
bir role sahiptir. Santral epitel defekti esnasinda, periferdeki limbal hiicreler merkeze
dogru gog ederek, kornea epitelinin devamliligin1 saglarlar. Limbal hiicreler hasara
ugradiginda, periferden santrale olan go¢ gerceklesir ancak, normal limbal iyilesme
tamamlanmadigr i¢in merkezdeki lezyon kapanmaz bu da kornea epitel

tyilesmesinde limbal kok hiicrelerinin oldukc¢a dnemli oldugunu gostermektedir(39).
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1.1.3.2. Stromal yara iyilesmesi

Stromal yara iyilesmesi epitel iyilesmeye benzemekle birlikte iyilesme daha uzun
stirer ve genellikle kollajen skar dokusu gelisimi ile sonuglanir. Doku hasarindan
sonraki iki saat icerisinde polimorf niiveli lokositler yara dokusuna ulagarak
kemotaksisi baglatir ve 72 saat sonra geri ¢ekilirler. Mononiikler hiicreler ise 12-24
saat igerisinde yara yerine gelir ve fagositoza yardimci olurlar. Hasarli epitel
tabakasinin alt tarafinda apoptozise ugrayan keratositlerden sitokinlerin salinmasiyla,
lyilesme tamamen baslar. Daha sonra stromal keratositler aktif fibroblastlardan
miyofibroblastlara doniisiirler (63). (sekil-1). Kontraktil 6zelliklere sahip olan bu
hiicreler kollajen, glikozaminoglikan ve diger matriks proteinlerini iiretirler. Bir skar
protein olan Tip III kollojen, yara kontraksiyonundan sorumlu ekstraselliiler matriks
tarafindan tretilmektedir. Yeterli seviyede kollajen sentezledikten sonra bu sentez
gerek doku gerek enflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen kollajenaz enzimleri ile
dengede tutulur. Skar olustuktan sonra tip III kollajen, stromanin normal yapisinda
bulunan tip I kollajen ile yer degistirir. Hiyaluronik asit iiretimi stromada ilk hafta
icerisinde gOriiliir ve zamanla hiyaluronik asit iiretimi durur ve bunun yerine
glikozaminoglikanlardan, kondroitin siilfat ve keratin siilfat {iretilmeye baslar.
Glikozaminoglikanlarin, yara iyilesmesinde hiicre biiyiimesi ve hiicre hareketi i¢in

gerekli olan hidrate ortamini sagladiklar: ifade edilmektedir (63).

Hasarin ikinci haftast Kontraktil faz baglar. Tipkir kas hiicrelerindeki gibi,

miyofibroblastlarda da aktin ve myozin kontraktil iiniti olusmaya baslar (71).

Keratosit »  Fibroblast »  Skar keratosit

|

Myofibroblast

Sekil 1 Stromal yara iyilesmesinde keratosit hiicre doniisimdi.
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1.1.3.3. Endotel yara iyilesmesi

Epitel hiicrelerinin ve keratositlerin aksine, endotel hiicrelerde mitotik aktivite
yoktur. Korneanin endotel hasar1 gerceklestiginde buradaki sivi transport
mekanizmasi bozularak kornea 6demi olusur. Olii endotel hiicrelerinin yerlerini
doldurmak igin, komsu endotel hiicreleri genisler ve hasar yerine dogru go¢ ederler.
Endotel gogii en fazla cerrahi travma gibi dekompanzasyonun oldugu durumlarda

olur (14,92).

Kornea endotel iyilesmesinde, endotel biiyiime faktorii ile platelet derived biiyiime
faktorii reseptorlerinin olduk¢a 6nemli rollere sahip oldugu gosterilmistir (57,67).
Kornea yaralanmalarinda lakrimal bezden elde edilen endotel biiyiime faktoriiniin
topikal uygulanmasinin, endotel yara iyilesmesini hizlandirdig: bildirilmistir (67).
Platelet derived biiyiime faktorii, endotel hiicre dansitesini ve DNA sentezini

artirirken, endotel yara kapanma siiresini ise kisalmaktadir (67).
1.1.4. KORNEAL NEOVASKULARIZASYON

Neovaskiilarizasyon, dnceden damarsiz olan bir bdlgede yeni damar yapilarinin

olugmasidir. Bu iki mekanizma ile gerceklesir.
1.Vaskiilojenez
2.Anjiyojenez

Vaskiilojenez, 6zellikle embriyojenez sirasinda, kemik iligi anjiyoblastlarindan yeni
damarlarin olugsmasidir. Anjiyojenez ise yeni damarlarin 6nceden var olan damar
yapilarindan olusmasidir. Anjiyojenez tlimorler, korneal ve retinal hastaliklarda
anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorler arasindaki denge anjiyogenik faktorler

tarafina kaydiginda meydana gelmektedir (13,52,69).

Korneal hasar sonrasinda yara iyilesmesi genellikle neovaskiilarizasyon olmadan
gerceklesir. Ancak ¢esitli inflamatuvar, infeksiyoz, dejeneratif ve travmatik

hastaliklara bagl yara iyilesmesi korneal neovaskiilarizasyona yol agabilmektedir.
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Tablo-1: Korneal neovaskiilarizasyon ile iliskili hastaliklar
Inflamatuvar hastaliklar
Okuler pemfigoid
Atopik konjonktivit
Rozasea,
Korneal doku reddi
Lyell sendromu
Stevens- Johnson sendromu
Graft versus host hastaligi
Infeksiyoz keratitler
Viral: Herpes simpleks, herpes zoster
Bakteriyel: Psodomonas, klamidya, sifiliz,
Fungal: Kandida, fuzariyum, aspergillus
Parazitik: Onkoserkiyazis
Dejeneratif-Konjenital Hastaliklar
Pterijiyum
Terrien’in marjinal dejenerasyonu
Aniridi
Travmatik-lyatrojenik Hastaliklar
Kontakt lensler
Alkali yanik

Korneal iilserasyon
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Iyatrojenik
Limbal kdk hiicre yetmezligi

Korneal neovaskiilarizasyonun etyolojisi tam olarak anlasilmamakla birlikte korneal
hasar limbal sinirda olustugunda epitelyal defekt korneal epitel ve komsu limbal
epitelyum tarafindan kapatilir. Limbal epitelde normal korneal epitele doniise bilen
kok hiicreler bulunmaktadir. Limbal kok hiicre yikimina yol acan hasarlar
konjonktival epitel ile onarilir. Konjonktiva epitelinde goblet hiicreleri vardir ve

bunlar vaskiilarize bir yapiya sahiptirler. Bu gorme keskinligini azaltir (64,131)

Onemli bir okiiler komplikasyon olan korneal neovaskiilarizasyon; korneal skar,
Odem, lipid birikimi ve inflamasyona neden olarak gérme keskinligini azaltmaktadir
(33).

Neovaskiiler korneanin optik kalitesi birka¢ nedenden dolay1 azalir (38):

1. Damarlarda dolagan kan hiicrelerinin olusturdugu opasitede,

2. Damar duvarlariin diizensiz, yapisinin beklenenden fazla sapmalara

Sebeb olmasi durumunda,

3. Damarlar arasindaki kollajen yerlesiminin bozuldugu durumlarda,

4. Gegirgen damarlarin etrafindaki dokularda 6dem, siv1 ve lipid birikimi esnasinda,
5. Korneal ylizey diizensizligi durumlarinda.

Korneal neovaskiilarizasyon alkali kimyasal maddelere bagli olusan genis hasarin
onariminin bir parcasit olarak kabul edilir. Ancak siddetli hasarin onariminda
neovaskiilarizasyon ge¢ fazda patolojik olarak kabul edilmektedir. Bu fazda
epitelizasyon tam olarak sekillenmekle birlikte korneay: limbal kok hiicre hasarina

bagl olarak korneayi fibrovaskiiler pannus kaplayabilmektedir (15,82).

Kornea, oftalmik arterin dallar1 olan siliyer arterlerin olusturdugu, limbal bolgede yer

alan perikorneal pleksustan beslenir. Korneal neovaskiilarizasyon 6zellikle
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perikorneal pleksustaki kapilla ve ventillerden kdken alan yeni damarlar tarafindan

olusturulur ve farkl sekillerde goriilebilir. Genellikle ii¢ klinik formda incelenir (79):
1. Yiizeysel neovaskiilarizasyon,
2. Vaskuler pannus,
3. Derin neovaskiilarizasyon.

Yiizeysel neovaskiilarizasyonda, damarlar yiizeysel marjinal arkuattan koken alir ve
epitel boyunca uzanirlar. Bu durum, korneal travma, hafif kimyasal yanik,
inflamasyon ve infeksiyonlarda goriilmektedir. Vaskiiler pannusta, limbustan
periferik korneaya kollajen ve damarlar uzanir. Derin neovaskiilarizasyon, Bowman
tabakasindan Descemet zarina kadar gelisebilmekte ve genellikle ciddi 6n segment

hasarlarinda goriilmektedir (4,42,61).

1.1.4.1. Korneal Neovaskiilarizasyonun Molekiiler Temellerinde Anjiyojenik

Faktorler

Korneanin damarsiz yapisinin koruyabilmesi i¢in bazal durumlarda anjiyojenik
faktorlerin seviyelerinin diisiik, anti-anjiyojenik faktorlerin seviyelerinin ise yiiksek
olmas1  gerekir. Bu denge anjiyojenik faktorler tarafina kaydiginda
neovaskiilarizasyon meydana gelir (38). Biitiin infeksiyoz keratitler korneal
neovaskiilarizasyona sebep olabilmesine karsin, Akantamoeba keratitlerinin ¢ok
siddetli ve uzun siireli olanlarinda bile neovaskiilarizasyon olugmadigi durumlar

bildirilmistir (53,80).
Korneada calisilmis olan anjiyojenik faktorler Tablo-2’de gosterilmistir.
Tablo-2: Anjiyojenik faktorler

Fibroblast growth factor (FGF)

Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Placenta growth factor (PGF)

Transforming growth factor-o (TGF-a )
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Transforming growth factor-p (TGF- B)
Insulin-like growth factor (IGF)

Leptin

Integrinler

Platelet-derived growth factor (PDGF)
Matrix metalloproteinases (MMPS)
Angiogenin

Hepatocyte growth factor-scatter factor (HGSF)
Tumor necrosis factor-a. (TNF- o)
Connective tissue growth factor (CTGF)
Interleukin-8 (IL-8)

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)

1.2. VEGF

Tiimor Vaskiiler Permeabilite Faktorii VPF (112) olarak isimlendirilen VEGF’in asil
tanimlanmas1 1989 yilinda ger¢eklesmisti (50).1983 yilinda VEGF ailesine ait dort
adet izoformu tespit edilmekle birlikte en aktif iiyesi VEGF-A oldugu bildirilmistir.
Diger izoformlardan VEGF-B’nin fonksiyonlar1 heniiz tam olarak bilinmemekte
ancak VEGF-C ve VEGF-D’ nin lenfanjiyogenez isinde rol aldigi belirtilmektedir
(121). Anjiyogenez ve endotel hiicrelerinin gelisiminde en etkili olan faktor ise
VEGF- A’ dir (49).

VEGF-A geni, insan- VEGF olarak bilinir. VEGF-A’ nin su ana kadar bilinen
VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGFlgg ve VEGF205 olarak 151m1end1r11m15
altt adet izoformu vardir. Bu izoformlardaki sayilar sayilar igerdikleri amino asit

sayilarin1 gostermektedir.  VEGFi21 izoformu hari¢ hepsi heparine baglanir.

VEGFi21, VEGF145 ve VEGF65 salgilandiginda kolaylikla diffiize olabilen ve erimis
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formlar1 sivilarda saptanabilen izoformlardir. VEGFi139 ve VEGFy ise
salgilandiginda hiicre aracili olarak kaldiklarindan testlerle kolayca saptanamazlar.
VEGF’ {in orijinal karakteristik formu VEGFps’dir. VEGFi65 izoformu, hiicre
yilizeyindeki veya ekstraselliiler matriksteki proteoglikanlara ve heparine baglanma
ozelligi olan ve en yiiksek biyolojik olarak en yiiksek aktiviteye sahip olan dominant

bir subtiptir. VEGF1g9 heparin ve heparan siilfat proteoglikanina baglanmayi arttirir
(23,120).

Sekil 2: VEGF nin reseptor etkilesimi araciligiyla olusan etkileri.

VEGF ’—ﬁ
(O]

Vaskiiler endotel hiicresi
plazma membram

Vaskiiler Akt/PKB - MEK
gecirgenlik 4« | : q] E]@ |

artisi

Endotel _
hiicrelerinin p38MAPK’ ]

hayatta ) .
kalmasinda artis l Endotel hiicresi

. . proliferasyonu
Endotel hiicresi

migrasyonu

VEGF’nin ¢esitli yolaklar iizerinden gerceklestirdigi uyarilar ile, anjiyogenez i¢in
gerekli olan endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu ile birlikte yasam oraninda

artis meydana gelir. (PI3K: Fosfoinozitid 3-kinaz; Akt/PKB: Protein kinaz B;
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p38MAPK: p38 mitojen ile aktive olan protein kinaz; MEK: mitojen ve ekstraseliiler

kinaz; Erk: Ekstraseliiler diizenlenen kinaz)

Sekil 3: VEGF izoformlari

Vaskuler Endotelyal Buyume Faktort (VEGF) Geni

— 4l _IF M

g"“: Kesme ve alternatif ekleme
VEGF121 l
VEGF 145 I I
VEGF165 l .
VEGF1g3 l l .
VEGF1g9 . I .
VEGF206 l . .

VEGF-A ,VEGFR-1 ve VEGFR-2"ye baglanma ozelligi gosterirken VEGFR-3“e
baglanmaz. Diisiik fizyolojik VEGF-A miktarlar vasodilatasyon, antitromboz ve diiz
kas hiicre proliferasyonunun baskilanmasi esnasinda iretilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda angiogenik ve vaskiilogenik etkiler i¢in ise daha fazla gereklidir.
Atherogenez esnasinda VEGF-A miktarinin siirekli artmasinin biiyliyen lezyonlarda

hipoksi ve inflamasyona sekonder bir cevap olarak olustugu ileri siiriilmistiir
(28,140).
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186 aminoasitli bir protein olarak olusan VEGF-B, vaskiiler endotel biiylime faktorii
reseptori-1 (VEGFR-1)'e baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilagsmalarinda

rol oynar (108).

VEGF-benzeri protein olarak da bilinen VEGF-C 388 aminoasitten olusmustur.
Lenfatik damarlarin olusmasinda (lenfanjiogenez) rol oynar. Ayni zamanda VEGFR-
2 ve VEGFR-3'e baglanarak vaskiiler ve lenfatik endoteliyal hiicrelerde mitojenik
etki de yapar (120).

334 aminoasitten olusan VEGF A, VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C
‘ye benzer fonksiyonlar yapar (108,120). Gii¢lii bir mitojen ve permeabilite arttiric

faktor olan VEGF- E ise VEGFR-2'ye baglanarak etkisini gosterir (95,120).
1. VGFR-1 : Flt-1 (fms-like tyrosine kinase-1)

2. VEGFR-2 : KDR/FIk-1 (kinase domain region/fetal liver kinase-1)

3. VEGFR-3 : Flt-4 (fms-like tyrosine kinase-4)

Sekil 4: VEGF Reseptorleri

VEGF-A VEGF-C
VEGF B
EGF E VEGF D

VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (FIk-1/KDR) (Flt-4)
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1.2.1. Géz Hastaliklarinin VEGF 1ile iliskisi

VEGF’ nin normal retinada fonksiyonel bir roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir.
Ancak VEGF-A’nin retinadaki patolojik durumlarda yer almasi literatiirde daha
belirgin bir durumdur. Artmis VEGF-A NPDR’de bir permeabilite faktori
seklinde etki etmektedir. Insan retinalarinda ve deneysel NPDR’de VEGF-A ve
ekstravaze olmus alblimin birlikte lokalize (co-lokalize) olmaktadir. Siganlarda ve
maymunlarda yliksek dozlarda tekrarlanan VEGF-A enjeksiyonlar1 florosein
boyasinin retinal damarlarin sizinti yapmasina neden olmakta ve NPDR’de
goriilen degisikliklere benzer retinal degisiklikler olusturmaktadir (vaskuler
tortusite = kivrimlanma ve mikroanevrizmalar gibi). VEGF, endotel proliferasyonu
indiiklemenin disinda ayrica, endotel hiicreleri i¢in ve muhtemelen retinadaki diger
hiicre tiirleri icin bir siirvey/sagkalim faktorii olarak da etki etmektedir. In vitro
kosullarda VEGF, serum aglig1 (yoklugu) ile indiiklenen apoptosisi dnlemektedir.
VEGF bagimliligi, onceden gelismis damarlardan ¢ok yeni olugmakta olan
damarlarin endotel hiicreleri i¢in daha Onemli gibi goériinmektedir. Endotelin
perisitler tarafindan kaplanmasinin, VEGF bagimliligmin kaybi ile sonuglanan
anahtar olay oldugu One siiriilmiistir. VEGF endotel hiicre migrasyonu,
proliferasyonu ve artmig vaskiiler permeabilite agisindan 6nemlidir. En son veriler
VEGF-A’nin retinal vaskiiler permeabilite iizerindeki etkilerini, artmis vezikiiler
transport ve/veya occludin gibi tight-junction proteinlerinin igerigindeki azalma
ile sergiledigini diisiindiirmektedir. In vivo olarak, insanlardaki NPDR’de ve
deneysel NPDR modellerinde artmis VEGF-A ekspresyonu tanimlanmaktadir.
VEGFR-1’in iskemik retinalarda hipoksi ile indiiklenmis upregiilasyonunun,
VEGF-A duyarliligmmi arttirabilecek bir mekanizma teskil ettigi One
siriilmektedir.  Ancak  VEGFR-1’in  ayn1  zamanda normal retina
mikrodamarlarinda da eksprese edilebildigini gosterilmigstir.(54). Bu reseptoriin
boyanma paterni, perisitlerde lokalize oldugu yoniinde giiclii bir izlenim
vermistir. Bu durum, in vitro ve in vivo sartlarda perisitlerdeki VEGFR-1
ekspresyonu ile uyumludur. Dolayisiyla perisitlerdeki VEGFR-1 sinyallemesi,
artmis VEGF-A diizeylerinin baglangictaki (ilk) etkilerinden sorumlu olabilir (1).



21

1.2.2. Anti-VEGF Tedavisi

Tiimdriin biiyiiyebilmesi i¢in, tiimor hiicrelerine ve neovaskiiler dokuya besinleri ve
oksijeni tasiyacak damarlarin gelisimi sarttir. Mevcut kan damarlarindan yeni
damarlarin gelismesi anlamina gelen anjiyogenez siireci, ¢esitli hastaliklarda hayati
bir éneme sahiptir, bu da anjiyogenezi diizenleyen faktorlerin yogun bir sekilde
aragtirtlmas1 ve anjiyogenezi etkileyen cesitli molekiillerin tanimlanmasina yol
acmistir. Enflamatuar hastaliklarda, cesitli kanserlerde ve g6z hastaliklarinda
(proliferatif diabetik retinopati, yasa bagli makiila dejenerasyonu, retina ven
tikanikliklar1) anjiyogenez patolojik olarak ortaya g¢ikmaktadir. Anjiyogenezin en
onemli merkezi mediatorii olarak tanimlanan VEGF anjiyogenezde anahtar bir rol

oynar (49,124).

VEGF, muhtemel temel anjiyojenik faktor olma 6zelligi yani sira; VEGF’ye maruz
kalan damarlarda, endotel hiicreleri arasinda fenestrasyon, vesikiiler organeller ve

transseliiler gap olusumuna neden olarak vaskiiler gegirgenligi de arttirir (9).

VEGF, Kkan-retina bariyerinin bozulmasina, damar gegirgenligi arttirarak retina
O6demine, endotel hiicre proliferasyonuna ve neovaskiilarizasyon olusumuna yol agar.
VEGF, endotel hiicre mitozunu ve damar gegirgenligini arttirir. Retina pigment
hiicreleri, perisitler, endotel hiicreleri, Miiller hiicreleri ve astrositler gibi bir¢ok
retina hiicresi VEGF sentezler. Hipoksi varliginda VEGF’nin m-RNA sentezi 30
katina ¢ikar. Deneysel ¢aligmalar, hipoksiye bagl retinal iskeminin VEGF sentezini
arttirdigin1 géstermistir. Hipoksiye bagli stimiilasyon sonucunda ortaya ¢ikan VEGF
ve diger biiyime faktorleri, artmis damar gegirgenli§ine ve neovaskiilarizasyona
neden olur. Bu bilgilere dayanarak kan-retina bariyerinin yikildigi, vaskiiler
gecirgenligin arttig1 ve gozi¢i neovaskiilarizasyonun goriildiigli géz hastaliklari icin
farmokolojik olarak VEGF inhibisyonu yeni bir tedavi stratejisi olmustur

(68,83,88,98,111)

VEGF’in endotel hiicreleri {iizerinde bulunan transmembran tirozin kinaz
reseptOrlerine baglanmasi ile tetiklenen sinyal yolu birgok seviyede farkli agilardan

inhibe edilerek VEGF’nin etkinligi Onlenebilmektedir. Bu mekanizmalarin



22

baslicalar1 VEGF ile uyumlu spesifik ardisik oligoniikleotidler (aptamer), VEGF alt
grubuna etkili monoklonal antikorlar, VEGF reseptor blokorleridir (73).

1.2.3. Bevacizumab

Bevacizumab, insan VEGF-A’nin tiim izoformlarini nétralize etmek igin tasarlanmis
ve fare epitoplarinin insanlara uygulanmasi ile fareden VEGF’ye kars1 elde edilmis
monoklonal antikordur. ki antijen baglanma bélgesinden (Fab ve Fc) olusmaktadir.
VEGF’nin endotelyal hiicreleri yiizeyindeki flt-1 ve KDR reseptorlerine
baglanmasmin inhibe eder. Bevacizumab Amerikan ila¢ Komitesi tarafindan

metastatik kolorektal kanserli olgularda kullanima onay verilen ilk anti-anjiojenik

ajandir (51,66)

Son yillarda bevacizumab ilk olarak Yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD)
olgularinda koroidal neovaskiilarizasyonu geriletmek amaciyla kullanilmaya
baslanmig ve basarili sonuglar elde edilmistir (103,113). Sistemik bevacizumab
uygulanan YBMD’li olgularda 12 haftalik takip siiresince gormede artis ve makula
kalinliginda azalma saptanmistir (87). Bevacizumab’in molekiil agirligi 150 kDa
oldugundan i¢ limitan membrandan retinaya, retina alt1 bosluga ve retina pigment
epiteline gegmesinde sorun olacagi diisiinlilmiis ancak yas tip YBMD’li bir olgunun
intravitreal bevacizumab kullanimina cevap vermesinden sonra intravitreal kullanimi
artmistir (128). Intravitreal bevacizumab’in retinal toksisitesinin arastirildig1 bir
calismada ise tavsan gozlerine 2.5mg/0.1 mL bevacizumab uygulanmistir (107).
Yapilan elektrofizyolojik testlerde bevacizumab’in tavsan gozlerinde retinaya toksik
olmadig1 gosterilmistir. Diger bir caligmada(85), YBMD’li 9 olguya intravitreal
bevacizumab injeksiyonu sonrast yapilan elektrofizyolojik tesler sonucunda makiila
fonksiyonunda iyilesme ve kisa donemde fotoreseptdr toksisitesi gozlenmemistir. Bu
caligmalar 15181 altinda eksudatif YBMD, proliferatif diyabetik retinopati, diyabetik
makiila 6demi, ven tikanikliklarina bagli makiila 6demi, psddofakik kistoid makiila
O0demi, neovaskiiler glokom gibi patogenezinde neovaskiilarizasyon’nun sorumlu
oldugu hastaliklarin tedavisinde intravitreal bevacizumab etkinligi arastirilmaya

baslanmistir.
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Literatiirde bevacizumab okiiler yan etkileri konusunda yeterli bir ¢calisma yoktur.
Uveitik reaksiyon, endoftalmi riski, kollateral gelisiminin engellenmesi, makiiler
iskeminin artmasi sozii edilen yan etkilerden birkagidir. Retina dekolmani, kataraktin
ilerlemesi, endoftalmi, vitre i¢i hemoraji gibi okiiler problemlerin ilacin kendi

farmakolojisinden degil uygulama yeri ve islemi ile ilgili oldugu belirlenmistir.

1.3.0KSIiDAN ve ANTIOKSIDAN SiSTEMLER

Atomlarda elektronlar orbital adi1 verilen uzaysal bolgede belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler halinde bulunurlar (132). Serbest radikaller; radikal
olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasi veya ilavesi sonucu elektron
ciftinin dengesinin bozulmasiyla olusan, dis yoriingesinde eslesmemis elektron
tasiyan, organik ve inorganik molekiiller ile reaksiyona girebilme yetenegine sahip,
yiiksek oranda reaktif kisa dmiirlii bilesiklerdir (113). Normal metabolizma sirasinda
ya da patolojik intra ve ekstraselliiler olaylarla ortaya c¢ikan serbest radikallerin
etkileri oksidatif stres olarak adlandirilir. Bu radikaller ortamdan uzaklastiriimadig:
taktirde, enzim ve proteinleri inaktive ederek (kovalent baglanma teorisi) veya
serbest radikalin kendisi primer olarak (serbest radikal teorisi) hiicre hasarina veya
6liimiine neden olabilirler (113). Sonucta serbest radikaller erken yaslanma, kanser,
otoimmun hastaliklar, enflamatuar hastaliklar gibi  bircok  hastaliklarin

etyopatogenezinde suclanmaktadirlar (9,124).
1.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijenden zengin atmosferde yasariz ve oksijen bircok metabolik aktivite icin
gereklidir. Aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati 6neme
sahip oksijen, yer aldig1 biyokimyasal tepkimelerde gerceklesen enzim inhibisyonlari
ve olusan oksijen radikalleriyle toksik etki de yapabilmektedir (9,98132). Oksijen
radikalleri, biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerin en énemlisidir.
Serbest oksijen radikalleri, normal hiicre metabolizmasinda oksijen igeren bircok
biyokimyasal indirgenme reaksiyonlar1 (mitokondrilerdeki oksijenli solunum gibi)

sonucunda olusabilmektedir (9,68 (Tablo 3).
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Tablo 3 : Reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklar1 (111,132).
| - Normal biyolojik islemler

1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik islemler

Il - Oksidatif stres yapict durumlar

1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon

2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aligkanlik yapan maddeler
¢c-) laglar

3 - Oksidan enzimler

a-) Ksantin oksidaz
b-) indolamin dioksigenaz
c-) Triptofan dioksigenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz

4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5 -Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma

makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)

6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

(notrofil,

monosit,
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7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1g1n1, sigara
Il - Yaslanma stireci

Viicutta iretilen radikaller her zaman zararli olarak goriilmemelidir. Oksijenin
biyokimyasal tepkimelerde kullanilmast i¢in reaktif formlarina ¢evrilmesi
zorunludur. Ornegin, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, steroid yapidaki ¢ok
sayidaki bilesiklerin ve eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ¢cok
sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimleri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin

fonksiyonlart i¢in radikal yapimi elzem bir kosuldur (68).

En Onemli Serbest Oksijen Radikalleri; O, (Siiperoksit) Radikali, H,O, (Hidrojen
Peroksit), HO™ (Hidroksil Radikali) ve Singlet Oksijen’dir (O2 1|)” Bunlarin diginda;
HOCI (Hipoklorid), ROO" (Peroksil radikali), RCOO" (Organik peroksit radikali),
HO2" (Perhidroksil radikali), RO. (Alkoksil radikali) gibi reaktif oksijen tiirevleri

sayilabilir.
1.3.1.1. Siiperoksit Radikali

Molekiiler oksijenin (Oz) bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yap1 olan
O, radikali olusur (O, + €— O3 ). H,O, kaynagi olup canlilarda olustugu ilk
gosterilen serbestradikal tiirevidir. Hiicre dis1 ortamda endotel hiicreleri, lenfositler,
trombositler, fibroblastlar ve diger hiicreler tarafindan normal hiicresel reaksiyonlar
sonrast ortaya ¢ikan zayif bir oksidan olan Oj-‘nin kendi basina 6nemli hiicre
hasarlarina yol agmas1 miimkiin goriilmemektedir (132). Ancak siiperoksit radikalleri
oksitleyici ve metal iyonlar rediikleyici etkisi ile oksidatif strese yol agabilen bir dizi
reaksiyonlar1 baglatabilir. Aktive edilen fagositik 10kositlerden bol miktarda
siiperoksit iiretilerek, fagozom icine ve bulunduklari ortama verilebilir.
Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin
olusumunu da baglatabilmektedir [9,68,73,88).

1.3.1.2. Hidrojen Peroksit

O,’e bir elektron eklenirse (siiperoksit dismutasyonu) veya oksijenin direkt olarak
indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Dismutasyon spontan olarak veya

Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla katalizle olabilir (2 O;” + 2 H'— O;
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+ Hy0; ). Metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikallerinin olusumuna neden
olmasindan dolayr radikal olmamakla birlikte reaktif oksijen kategorisine sokulur

(87,113).

Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri sitoplazmaya gore daha asidiktir ve
stiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksid radikalini

olusturabilmektedir.

Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gegip hiicreler {izerinde baz1 fizyolojik
rollere sahip olabilir. Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir
formlarini olusturmaktadir. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip
olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri

baslatabilmektedir (68,88,113).

Notrofiller  tarafindan  kullanilan  antibakteriyal = savunma  mekanizmasi
myeloperoksidaz enzimidir. Hidrojen peroksit myeloperoksidaz enzimi araciligiyla
reaksiyona girerek giiclii bir antibakteriyal ajan olan hipoklorik asidi olusturur.
Infeksiydz ajanlarla savas igin gerekli olan radikaller kan hiicreleri tarafindan asiri

salgilanacak olurlarsa bu kez yarar yerine zararli olmaya baglarlar (132).
1.3.1.3. Hidroksil Radikali

En tehlikeli reaktif oksijen radikalidir. Normal biyolojik fonksiyonlarda da
kullanilmaktadir. Fagositoz ve c¢esitli enzimatik katalizlerde tiretilmektedir

(68,88,107). Ana olusum yollart;

a) Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit Fe*? ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn,
Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek HO™ radikali olusur (Fe+2 + H,0, — Fe™ +
HO + OH").

b) Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girerek hidroksil

radikalini olusturur (reaksiyon bakir ve demir tarafindan katalizlenir) (O, + H,O,+

H*— Op+ H,0+ HO).
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c¢) Dokular gamma radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢indeki su
tarafindan absorbe edilmekte ve radyasyon, oksijen ile hidrojen arasinda kovalent

baga neden olmaktadir (H,O (X veya y 1sin1) — H + HO).

d) H,O2’nin UV 1s18ina maruz kalmasi ile de hidroksil radikali olusabilmektedir
(H,0,— 2 HO.) (68).

Hidroksil radikali biyolojik makromolekiilerin biitiin tiirlerine atak yaparak,
DNA’nin pilirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesebilmekte, DNA sarmalinda
kirilmalara, enzim inaktivasyonuna neden olabilmektedir (85,113). Lipid
peroksidasyonu, hidroksil radikali ile olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasardir

(68,88).
1.3.1.4.Singlet Oksijen

Oksijenin uyarilmis sekli “singlet oksijen” olarak adlandirilir. Normal oksijenden
cok daha hizli bir biyolojik molekiildiir. Reaktivitesi ¢ok yiiksek bir oksijen tiiriidiir.
Singlet Oy, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi
doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi
olusabilecegi gibi siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin
hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir. Doymamis yag asitleri ile
dogrudan tepkimeye girerek peroksil radikalini olusturmakta ve hidroksil radikali

kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu olusturabilmektedir (68).
1.3.1.5. Total Oksidatif Stres

Aktif oksijen iriinlerinin, tampon mekanizmasi olan antioksidanlar1 ve antioksidan
enzimleri asmas1 Oksidatif strese neden olmaktadir. Bu fenomen; asir1 reaktif oksijen
riinlerinin iiretimi veya antioksidan mekanizmanin eksikligi sonucu olusur. Bu
reaktif oksijen tirlinleri toksiktir ve hiicrenin protein, lipid yapilari ve DNA’sina zarar

verir. Damar endoteli de kismen bu durumdan etkilenmektedir (44).
1.3.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicrelere Olan Zararh Etkileri

Serbest radikaller; hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini

bozarlar. Hiicre ic¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler. DNA'yr tahrip ederler.
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Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar. Elastaz, proteaz, fosfolipaz,
lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz, indolamin dioksigenaz, triptofan
dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler. Hiicrenin potasyum
kaybmni arttirirlar.  Trombosit agregasyonunu arttirirlar.  Dokulara  fagosit
toplanmasini1  kolaylastirirlar. Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini,

savunma enzimlerini ve transmitterleri yikarlar (35).
1.3.2.1. Membranlarin Lipid Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikallerin en Onemli etkileri lipidler tizerine olup, lipidlerin
oksidatif modifikasyonunu katalizlerler. Biyomembranlar, mitokondri ve
endoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i organellerin membran fosfolipidlerindeki
poliansatiire yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilmekte, dolayisi ile hiicre ve organel

zarlarinda oksidatif hasarlara neden olabilmektedir (10).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin doymamis yag asitlerinin metilen
grubundan bir hidrojen atomunu ¢ikarmak i¢in yaptiklar1 atakla baslamakta ve zincir
reaksiyonu seklinde ilerlemektedir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer
ve lipid peroksi radikalini olusturur. Peroksiradikal, elektronlar1 ve diger duyarli yag
asitlerini alarak lipid radikal ve lipid hidroperoksitleri olusturur. Lipit peroksitleri
hiicre zarlarinin 6nemli bir komponentidir ve Fe, Cu gibi ge¢is metallerinin
varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe veya Cu tuzlan
lipit peroksidasyonunu hizlandirir (35). Sonucgta hiicre zarinin akiskanligini ve
permabilitesini azaltarak geri doniisiimsiiz olarak zar biitiinliigiiniin bozulmasina yol

agarlar.

Permeabilite ozelliklerinin degismesi anormal Ca*? girisine yol acarak hiicre
fonksiyonlarmin bozulmasina ve oksidasyonla fosforilasyonun ayrilmasina yol
acabilmektedir. Lizozomal membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve
intraselliiler sindirime neden olur. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki
gostermenin yanisira duyarli aminoasit kalintilarin1 okside eder veya polimeraz zincir

reaksiyonlartyla enzimleri inaktive edebilirler (24,36).
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Peroksiradikali, poliansatiire yag asidi molekiillerini okside edebilmekte, radikallerin
ve aldehidlerin olugsmasina neden olan hidroperoksitlerin meydana gelmesini
saglayabilmektedir. Bu maddelerin yikilmasi sirasinda olusan aldehidler uzun omiirli
olduklarindan hiicre hasarinin yayilmasmma neden olabilmektedirler. Aldehidler
arasinda en iyi bilinen sitotoksik iirlin ii¢ veya daha fazla c¢ift bag igeren yag
asitlerinin peroksidasyonu ile olusan malondialdehitdir (MDA) (2). MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori degildir, ancak lipid
peroksidasyonunun derecesi ile korelasyon gosteren son iiriindiir. Peroksidasyonla
olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz  baglanmasina  ve
polimerizasyonuna sebep olmaktadir. Bunun sonucunda da deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik

membran 6zellikleri degismektedir (2,86).
1.3.2.2. Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu:

Proteinler, serbest radikal hasarina duyarli molekiillerdir. Proteinlerin, siilthidril veya
amino gruplariyla serbest radikallerin etkilesmesi sonucu protein molekiillerinin
yapist degigsmekte amino asitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu,
agregasyonu veya capraz baglanmalar1 gibi hasarlar meydana gelebilmektedir
(36,99). Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve
proteolize hassasiyete yol agabilir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona
girebilirler. Enzim, ndrotransmitter ve reseptdr proteinlerinin fonksiyonlarinin
bozulmasia neden olabilirler (36,100). Hem proteinleri de serbest radikallerden
Oonemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin O, veya H,0, ile

reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olur (2,36,86).
1.3.2.3. Karbonhidratlara Etkileri:

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu ile viicudumuzda H,0,, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelmektedir (2). Serbest radikallerin goziin vitrdz sivisinda
bol miktarda bulunan hyaliironik aside oksidatif hasar1 katarakta zemin hazirlarken;
eklem sinovial sivisina gegen notrofillerden extraselliiler siviya salinan H,O, ve Oy,
bu bolgedeki hyaliironik asidi pargalayarak enflamatuar eklem hastaliklar

olusumuna katkida bulunmaktadir (2,22).
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1.3.3. Oksidatif Stres ve DNA Lezyonlari:

Proteinler, lipidler ve karbonhidratlar gibi DNA’da kimyasal-oksidatif hasara
ugrayabilmektedir. insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin ginde 10° kez

oksidatif hasara maruz kaldig1 6ne stiriilmiistiir (90).

DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, ¢ok diisiik diizeylerde hasar
saglikli bireylerde de saptanmaktadir. Antioksidan enzim diizeylerindeki azalma,
DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina
yol a¢maktadir. DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari, kontrolsiiz baz dizilimi, baz
modifikasyonlari, DNA-protein arasinda ¢apraz baglanma oksidatif hasarlarla
olabilir (31,46,90). Bu oksidatif DNA hasarlar1 mutasyonlara, kanserogenezise ve

yaslanmaya yol acabilir (125).

Serbest radikaller, DNA’da mutasyonlara ve hiicre Oliimlerine yol acabilirler.
DNA’da oksidatif hasar olusturan radikaller OH ve O, radikalleridir. OH radikali,
DNA ‘daki dort bazin herhangi birine saldir1 yapabilirken, O, dal kirigindan ziyade,
guanine spesifik baglanarak hasar olusturur (26,90).

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplar1 iceren ve ¢esitli katyonlar1 baglama
yetenegine sahip biiylik bir anyondur. Fe2+/3+ ve Cul+/2+ iyonlart; negatif yiiklii
DNA’ya siirekli bagl olduklar1 gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan
proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler. Metal iyonlarinin
baglanmalart DNA molekiilinii H;O0,’in hedefi haline getirmektedir (59,90).
Dogrudan DNA’da hasar yapamayan H,O,, membrani kolayca gecerek, nukleusta
Fe-Cu 1iyonlarn ile reaksiyonlasarak (Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari)
reaktivitesi ¢ok yiiksek olan OH’lerini olusturarak DNA’da hasara neden olur.
Dolayisiyla OH ‘inin hiicre i¢inde diffiiz olarak niikleusa, DNA’ya ge¢cme olasiliklar
az oldugu halde reaksiyonlarla hasara neden olabilmektedir. Olusan OH, radikal
temizleyicileri tarafindan uzaklastirllamamaktadir. Yine OH temizleyicilerinin

olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir (89,90).

Doku kiiltiir ortaminin Fe*® ve Cu*? iyon konsantrasyonunun arttirilmas ile oksidatif
DNA baz hasarmin arttig1 ve H,O,’e maruz birakilan hiicrelerde bakir ve/veya demir

selatorlerinin kullaniminin DNA’daki oksidatif hasar1 6nledigi belirtilmistir (143).
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Yine oksidatif stres hiicrede, sitozolik Ca*? iyon konsantrasyonunda biiyiik bir artisa
neden olarak nukleustaki Ca*® bagimli endonukleazlari aktive etmekte ve DNA’nin
fragmantasyonuna neden olmaktadir (niikleaz aktivasyonu hipotezi). Ca'*?
selatorlerinin kullanimi ile DNA hasarinin engellenebildigini gosteren arastirmalar

bulunmaktadir (58).

DNA’da oksidatif hasar ile baslangigta dal kiriklar1 olusur. Tek dal kiriklarinda, karsi
daldaki bilgi dogru okunarak “hasarli dal onarici enzimlerle” onarilabilir. Bu ylizden

cift dal kiriklar1 daha 6nemlidir (46).

Organizmada normal sartlarda olusan diisiik diizeylerde oksidatif DNA hasari, DNA
onarim enzimleri sayesinde minimal hata riski ile etkin bir sekilde
onarilabilmektedir. Ancak DNA onarim enzimleri ve DNA polimeraz’in oksidatif
stres altinda hasarlanmalar1 dogru replikasyon ve transkripsiyon olasiligini
azaltmaktadir. Onarim tamamlanincaya kadar, hiicreler boliinmelerini genellikle

durdurarak kendilerini korumaktadirlar (59,90).

DNA'daki oksidatif hasar yiiksek diizeylere wulastifinda hiicre o6limi
gerceklesmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar
gostergesi olarak siklikla baz hasarlar1 analizlenmistir. Bakir iyonlart DNA’da
Guanin-Sitozin’den zengin bolgelerde yiiksek oranda bulundugundan oksidatif
hasara en fazla maruz kalan baz “Guanin” dir. Bu nedenle en yaygin olarak 6l¢iilen
baz hasar1 8-hidroksideoksiguanozin’dir. 8-hidroksideoksiguanozin, oksidatif DNA

baz hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (31,46,60,90)

1.3.4.Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Mekanizmalar:
1.3.4.1. Antioksidan Sistemler

Viicutta reaktif oksijen tilrlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlar1 engellemek icin bir ¢ok savunma mekanizmalari
bulunmaktadir (105,139). Bu savunma mekanizmalar1 arasinda oksidanlarin
organizmadaki diizeylerini arttirict etkenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi ve
bunlardan uzak durulmasi, radikallerle tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar1 kirmak,

olusan mediyatorlerle aktive olan inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu
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ve orada asir1 birikimini Onlemek sayilabilir. Oksidan molekiillerle miicadelede
tizerinde durulacak esas girisim ise belirli diizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki
edip onlart inaktif hale getiren antioksidanlardir (35). Canli hiicrelerde bulunan
protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu 6nlemek veya geciktirebilmek amaciyla serbest radikalleri metabolize
eden, serbest radikal olusumunu Onleyen veya serbest radikallerin temizlenmesini
arttiran bu maddelere “antioksidanlar” ve bu olaya antioksidan savunma denir. Bu

antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak ikiye ayrilir (2,32,105,140).

Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapan ve enzim olmayan antioksidanlar
olarak iki grupta incelenmektedir. Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre
icinde, enzimatik olmayan antioksidanlar ise hiicre diginda daha fazla etkilidir (GSH
hari¢). Enzim olan antioksidanlar; stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), katalaz (CAT), glutatyon transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve
mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar ise, bilirubin, albumin, iirik asit,
a-tokoferol, askorbik asit, seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi
maddelerdir. Bunlar oksijen radikallerine kars1 ilk savunma sistemini
olusturmaktadirlar (2,90,105). Eksojen antioksidan olarak da allopurinol, folik asit,
B, C ve E vitamini, flavinoidler, asetilsistein, mannitol, adenozin, kalsiyum kanal
blokerleri, non-steroid antienflamatuar ilaglar ve demir selatorleri sayilabilir
(2,90,105).

SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimler, aktif oksijen tiirlerini direkt olarak
etkileyen ilk savunma hatti olarak goérev yaparlar. Bu savunma sistemleri yetersiz
kalirsa ve lipid peroksidasyonu artarsa ikinci sira savunma sistemleri devreye girer.
Antioksidan bir enzim olan fosfolipid hidroperoksid, glutatyon peroksidaz,
peroksidleri alkollerle indirgeyerek peroksidize edilmis membran komponentlerini
uzaklastirma gorevi yapar. Antioksidan olarak E ve C vitaminleri birlikte zincir
reaksiyonlarin1 sonlandirarak peroksitlerin daha fazla birikmesini 6nlerler. Tiim bu
savunma yetersiz kaldiginda veya tiikendiginde hiicre membrani o kadar ¢ok hasara

ugrar ki, sonunda hiicre 6liir.
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Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler:

1) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
1. Baglatici reaktif tiirevleri uzaklastirict etki,
2. Oksijeni uzaklastiric1 veya konsantrasyonunu azaltici etki,
3. Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.

2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a) Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini tutma ya da ¢ok daha zayif
yeni bir molekiile c¢evirme islemine “toplayict etki” denilmektedir.

Bilirubin, antioksidan enzimler bu tip bir etki gostermektedirler (2,91).

b) Bastirict etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir proton
aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif bigime doniistiiren etkidir

(or;Vit'ler, flavinoidler, bilirubin) (2).

C) Zincir karici : Serbest oksijen radikallerine baglanarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarini engelleyerek serbest radikalleri uzaklastirmaktadirlar (6r;

Bilirubin, Hb, seruloplazmin, mineraller ) (2,115,116).

d) Onarici etki: Serbest radikaller tarafindan hasar géren biyomolekiilleri
onarirlar. Hasar gormiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler bu gruba

ornek olarak verilebilir (2,37).
1.3.4.2. Enzimatik Antioksidanlar
1.3.4.2.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD):

Substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve siiperoksiti hidrojen
perokside ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalize eden, yapisinda bakair,
¢inko ve manganezin oldugu bir metalloenzimdir (2 Oy + 2 H* (SOD)— H,0, + O,
). Olusan reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilmaktadir.
Ciinki, stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baslaticisidir. Bu

sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeyleri kontrol altinda
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tutulur. Aym1 zamanda SOD, lipit peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD
aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan dokularda fazladir. SOD’in ekstraselliiler
aktivitesi ¢ok diistiktiir (2).

1.3.4.2.2.Katalaz (CAT):

Peroksizomlarda bulunan, yapisinda hem grubu i¢erdiginden bir hemoprotein olarak
kabul edilen bir enzimdir. Hidrojen peroksidi su ve oksijene ayristirmaktadir (2H,0,
(CAT) — 2 H,0 + Oy). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikz membranda
yiiksek miktarda bulunmaktadir (90,105).

1.3.4.2.3.Glutatyon Peroksidaz (GPx):

GPx, hiicrelerin sitozollerinde yerlesmis ve yapisinda selenyum bulunan bir
metalloenzimdir. Sitozol ve mitokondrilerde SOD tarafindan olusturulan H,O, ve
lipid hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir. Yalniz kapasitesi sinirhi olup diisiik
hidrojen peroksit konsantrasyonunda calismaktadir. Hidrojen peroksit ve organik
peroksitlerin indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ve
baslica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek
reaksiyonlarin devamini saglar (2). Eritrositlerde GPx oksidan strese karst en etkili
antioksidandir. GPx aktivitesindeki azalma, H,0O,’in artmasina ve siddetli hiicre

hasarina neden olur (2).
1.3.4.2.4.Glutatyon Rediiktaz (GR):

Glutatyon peroksidaz tarafindan H202 ve diger lipit peroksitlerin ylikseltgenmesi
sirasinda glutatyon, okside glutatyona donlismektedir. Organizmanin glutatyon
deposu simirl oldugundan oksidasyona ugramis bu yapiyi ileride yeniden kullanmak

icin rediikte glutatyona doniistiiren enzim glutatyon rediiktazdir (2).
1.3.4.2.5.Glutatyon-S-Transferazlar (GST):

Organizmaya giren ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda o6nemli gorev
almaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipit
hidroperoksidlere kars1 GST’ler selenyum bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi

gostermektedirler. Antioksidan aktivitelerine ek olarak c¢ok O©nemli bagka
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biyokimyasal fonksiyonlara da sahip olup bilirubin, hem ve bazi kortikosteroidler
gibi endojen maddelere geri donilisimlii olarak baglanarak bunlarin hiicre igi

transportunda da gorev almaktadirlar (2,36).
1.3.4.3.Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri
1.3.4.3.1. Glutatyon (GSH):

Onemli bir intraselliiler antioksidandir ve ekstraselliler mesafede ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. GSH’a antioksidan 06zelligini sisteinin tiyol grubu
kazandirir. Glutatyon, HO* ve O,1] gibi reaktif oksijen tiirevlerinin temizleyicisidir.
Serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korur. Demirin Fe+2 (ferr6z) halde tutulmasini saglar. Boylece, protein ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller, hatta rejenere olmalarini saglar. N-asetil sistein hiicre

membranini gegip hiicre i¢cinde sisteine donerek GSH tiretimini artirir.
1.3.4.3.2. Vitamin C (Askorbik Asit):

Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan C vit’i, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile
kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler, antiproteazlarin oksidan maddeler ile
inaktive olmasii engeller. C vit’in antioksidan etkisinin yaninda pro-oksidan etkisi
de s6z konusudur. Ciinkii, vitamin C, Fe***ii Fe"®’ye indirgeyen siiperoksit disindaki
tek hiicresel ajandir. Bu yolla askorbik asit proteine bagl ferrik demiri uzaklastirarak
ya da dogrudan indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H2O2 ile etkilesmeye uygun
olan ferr6z demire doniistiiriir. Bu prooksidan etki sadece diisiik konsantrasyonlarda
goriildiigii daha yiiksek konsantrasyonlarda ise gii¢lii bir antioksidan olarak etki
gosterdigi belirtilmistir (24, 36).

1.3.4.3.3.Vitamin E (Tokoferol):

a-tokoferol, yagda ¢dziinen ve lipid peroksidasyon zincirini kiran bir antioksidandir.
Mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi membrandan zengin hiicre kisimlarinda
vitamin E konsantrasyonu artmistir. Cok giiclii bir antioksidan olan a-tokoferol hiicre
membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal
ataklarina kars1 korur, olusan radikalleri temizler, lipid peroksidasyonunu inhibe

eder. Askorbik asit E vitamininin etkisini arttirir. E vitamini ve GPx serbest radikal
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etkisine kars1 birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. E vitamini sentezlerini engeller

iken GPx olusmus peroksitleri ortadan kaldirir.
1.3.4.3.4. Vitamin A (p-Karoten):

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan ve yagda ¢oziinen bir antioksidan olan B-
karoten son derece giiglii singlet O, temizleyicisidir. Serbest radikaller biyolojik
hedeflerle interaksiyonuna girmeden once direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve aym
zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri

olusumunu engeller (24,36).
1.3.4.3.5. Seruloplazmin:

Plazma antioksidan aktivitesinin énemli bir kismi, bakir iceren ve tasiyan akut faz
proteini seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin oksijen radikal ara iiriinleri
salinmaksizin ferro-oksidaz aktivitesi gostererek Fe'?i Fe"®¢ okside eder. Boylece
Fenton reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve bakir

bagimli lipid peroksidasyonunu onleyici etki gosterir (35).

1.3.4.3.6.Ferritin:

Dokulardaki demiri baglar, serbest radikal reaksiyonlarinda yer almasini engeller.
1.3.4.3.7. Transferrin ve Laktoferrin:

Transferrin dolagimdaki, laktoferrin lokositlerdeki serbest demiri baglar, serbest

radikal olusumunu 6nler.
1.3.4.3.8.Haptoglobin ve Hemopeksin:

Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir vererek gerekse dogrudan
peroksitlerle  etkileserek lipid peroksidasyonunu uyarabilir. Haptoglobin
hemoglobini, hemopeksin “hem”i baglayarak bu demir bilesiklerinin lipid

peroksidasyonunu uyarmasini engeller.

1.3.4.3.9.Desferrioksamin (DFO):
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DFO, ferrik demirin gii¢lii bir baglayicisidir ve olusan bu kompleksteki demirin
indirgenmesi son derece zordur. Bu sayede DFO, demir iyonuna bagimli lipid
peroksidasyonunu 6nler. DFO, transferrin veya laktoferrine bagli demir iyonlarini

uzaklastirmada zay1f bir etkinlige sahiptir.
1.3.5. Total Antioksidan Kapasite

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks
bir antioksidan defans sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara karsi
redoks ayarini siirdiirebilmesinde kan ¢ok onemlidir. Ciinkii kan antioksidanlarin
viicudun tiim boliimlerine taginmasini ve dagitimini gerceklestirmektedir (90). Total
antioksidan kapasiteye en biiyilk katki plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada bilirubin, serbest demiri toplayan transferin ve seruloplazmin,
tirik asit, E vit’i, C vit’i yaninda serbest radikalleri tutan zincir kiric1 antioksidanlarda

bulunmaktadir (32,90).

Albumin, {irik asit, askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasitenin
%85’inden fazlasini olusturmaktadir. Bunun nedeni, kanda bilirubin, glutatyon,
flavinoidler, alfa tokoferol ve beta karoten gibi antioksidan sistemin komponentlerine

nazaran albumin, {irik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasidir (9,114).

Plazmada antioksidanlar bir etkilesim icinde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler
sinerjist olarak calismaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina
yaptiklari etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek
glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferoliin yeniden aktiflesmesini saglamasi
gosterilebilir. Ayrica bir antioksidandaki azalma digerindeki artis ile kompanse
edilebilmektedir. Or; yenidoganda postnatal donemde fizyolojik sartlarda plazmada
tirik asit, C vitamini, ve stlfidril gruplart azalirken, bilirubin ve E vit’i diizeyleri
artmaktadir. Total antioksidan kapasitenin o6l¢iimii, antioksidanlarin tek tek
Olctimiinden daha degerli bilgiler vermektedir. Bu ylizden kanin antioksidan
durumunu saptamada, bireysel antioksidanlardan ¢ok bunlarin toplam antioksidan

degerini veren toplam antioksidan kapasite 6l¢iimii yayginlasmaktadir (90,102).
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1.3.6.Serbest Oksijen Radikallerinin Gézle iliskisi

Son yillarda neovaskiiler gdz hastaliklarini patogenezinde oksidatif stresin dnemli rol
oynadigi bildirilmektedir. Retina oksidatif strese hassastir. G6z i¢in giines 1s18ina
maruz kalma en Onemli oksijen radikali olugsma nedenidir. Retina viicuttaki
metabolik aktivitesi en yiiksek dokulardan biridir ve 6nemli bir oksijen radikali
olusum yeridir. Reaktif oksijen medyatorleri (ROM), hiicresel metabolizmanin veya
fotokimyasal reaksiyonlarin sonucunda meydana gelebilir. Bu anlamda retina reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu igin uygun bir ortam teskil eder. Oncelikle, retinadaki
oksijen tiiketimi diger biitiin dokulardan daha fazladir. Ikinci olarak retina yiiksek
oranda 1sinlanmaya ugrayan bir dokudur. Ucgiincii olarak fotoreseptdr dis segment
zarlar1 kolaylikla okside olup hiicreye =zararli zincir reaksiyonu meydana
getirebilecek sekilde poliansatiire yag asitlerinden zengin bir yapiya sahiptir.
Dordiincii olarak norosensoriyel retina ve retina pigment epiteli (RPE), yiiksek
miktarda 1s18a duyarli maddeler igermektedir. Ayrica bunlara ilave olarak RPE’deki
fagositozun kendisi de ROM olusumu ile sonuglanabilen oksidatif bir olaydir.
Yaslanma icin en yaygin hipotez, serbest radikallere bagl hiicrelerde oksidatif hasar
gelismesidir. Bu hipoteze gore, serbest radikalleri parcalayan enzimler (siiperoksitler
ve peroksitler gibi) yasa bagli hasardan hiicreleri korurlar. Zamanla oksidatif stresin
birikimiyle geriye donilisiimsiiz doku hasar1 olusur ve yashiligin fenotipik
degisiklikleri goriiliir. Genetik veya cevresel faktorler gibi risk faktorleri varliginda
oksidatif stres patolojik degisikliklerle sonuglanir. Retinada oksidasyondan
korunmak i¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 mevcuttur. Serbest radikalleri ve
peroksitleri parcalayan retina pigment epitelinin, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi
enzimleri ayrica antioksidan vitamin olarak askorbik asit (vitamin C), a-tokoferol

(vitamin E) ve karotenoidleri (lutein ve zeoksantin) icerdigi bilinmektedir (129).
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2. MATERYAL VE METOT

Deneysel olarak olusturulan korneal neovaskularizasyonda tedavi amaciyla
kullanilan Anti VEGF ajanlarindan Avastin’in korneadaki Total Antioksidan ve
Oksidan Denge Uzerine Etkisini arastirmak iizere 18 adet Yeni Zellanda Albino
tavsant lzerinde yapilan ¢alismada: kullanilan materyal, deneklerin seg¢imi,
calismaya hazirlanmasi ve testlerin yapilisi ile elde edilen verilerde kullanilan

istatistik degerlendirmeler bulunmaktadir.
2.1. MATERYAL
2.1.1. Cahismada Kullanilan Aletler
e Spektrofotometre (PowerWave XS, BioTek, Instruments, USA)
e Etiiv (Labart, DHG-9140A, South Korea)
o Vorteks (IKA, Works Inc, USA)
e Sogutmali santrifiij (Helius, Germany )
e Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland)
e Derin dondurucu( Argelik, 2560, Turkey)
e Buzdolabi ( Argelik, Turkey)

e Avyarlanabilir otomatik pipetler (0,5-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul, Ependorf,
Varipette, Germany)

e Homojenizator

2.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzeme
e Bevacizumab (Avastin),
e Gilimiis nitrat Stickleri

e % 0.5 propocaine hydroclorid
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e Serum Fizyolojik

e Tavsan kafesi

e Siyah igne ucu

e Tavsan yemi

e Vakumlu ve EDATLI kan alma tiipleri (MN -2138M )
e 1.5 mI’lik ependorf mikro santrifiij tiipleri

e Otomatik pipet uglar1

e 10 ml’lik cam ve polyetilen santrifiij tiipleri

e TAS (Total Antioksidan Status) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Clinical
Chemistry Solutions, Gaziantep, Tiirkiye)

e TOS (Total Oksidan Status) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Clinical Chemistry

Solutions, Gaziantep, Tiirkiye)
2.2. METOT

Uygulanan metotlarin rutin hale getirilmesi i¢in arastirmaya baslamadan once gerekli
on hazirliklar yapildi. Aragtirmadan daha iyi sonuglarin alinmasi amaciyla en uygun

metotlar se¢ilmeye calisildi.
2.2.1. Deneklerin Secimi

Calismamizda, KAU Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi (KAUSAM)
tarafindan temin edilen 6 aylik, 3.0-3.5 kg agirliginda tavsan kullanildi. Hayvanlar
deney siiresi boyunca normal oda 1sisinda (20-25 °C), 12/12 saat gece/giindiiz
periyodunda bulunduruldu, su ve yem ad libitum olarak verildi. Calisma igin izin

Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alind1 (Karar Say1

N0:2011-08 ).

Bu calismada, korneal yaniktan sonra subkonjektival uygulanan Avastin’in total

antioksidan ve oksidan denge iizerine etkisini arastirmak planlandi.
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Calismada denekler 3 gruba ayrildi:

1.GRUP (n=6): Kontrol grubundaki deneklere herhangi bir uygulama yapilmadi.

2.GRUP (n=6): Biitiin deneklerin bir gézii AgNO3-KOH ile yakilarak olusturulan
deneysel enflamasyon ve neovaskiilarizasyonun 3.gilinlinde subkonjonktival serum

fizyolojik verildi.

3.GRUP (n=6): Tiim deneklerin bir gézii AgNO3;-KOH ile yakilarak olusturulan
deneysel enflamasyon ve neovaskiilarizasyonun 3.giinlinde subkonjonktival

bevazimuzab 1.25 mg/0.1 mL (Avastin, 100 mg/4 mL) verildi.
2.2.2. Korneada alkali yanig1 olusturulmasi

Caligmanin 1. giinlinde ilk iki gruptaki tavsanlarin gozlerine % 0.5 propocaine
hydroclorid ile topikal anestezi uygulandiktan 1 dakika sonra glimiis nitrat Stickleri
(%75 giimis nitrat, %25 Potasyum nitrat) goziin korneasi tizerinde 2 dakika
bekletilerek alkali yanigi olusturuldu. Bu uygulamadan sonra tavsanlar topikal olarak

antimikrobiyal pomat ve damla ajanlar ile tedavi edildi.
2.2.3 Tlaclar

Calismanin 3. giliniinde 3. grubtaki tavsanlarin tek gozlerine subkonjuktival olarak
anti VEGF ajanlarindan Bevacizumab 1.25 mg/0.1 mL (Avastin, 100 mg/4 mL) tek
doz olarak uygulandi. Kontrol grubundaki (1.grup) tavsanlarin gdzlerine deneme

gruplariyla esitligi saglamak amaciyla subkonjuktival olarak serum fizyolojik verildi.
2.2.4 Kornealarin ve kan érneklerinin alinmasi

Kan ornekleri ¢alismanin 21. giiniinde hayvanlarin kulaklarindan yeterli miktarda
alindiktan sonra kan drnekleri ise +4 °C 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde
edilen plazmalar1 polietilen tiiplerde -20 %C’de analizler yapilincaya kadar
saklandi.deneklere inhalasyon anestezi altinda % 2,5 (1,5 MAC) maske indiiksiyonu
ile sevofluran uygulanip kornealar1 360 derece insiizyonla alindi. Kornealar

alindiktan sonra sklera ve konjuktiva 6/0 vikril siitiir ile kapatilmak suretiyle



42

antimikrobiyal pomat uygulanarak ameliyata son verildi.. Kornealar ringerli laktat
sollisyonu ile yikanip yine ringerli laktat soliisyonu i¢inde; alinan Dokular da
metotlarda belirtildigi sekilde homojenize edilerek total antioksidan (TAS) ve total
oksidan (TOS) diizeylerine ticari kit kullanilarak bakildi.

2.2.5 Kornea dokusunun homojenizasyonu

Alinan kornealar 6nce hassas terazide tartildiktan sonra cam tiiplere alimip 1’¢ 9
oraninda PBS tamponu eklendikten sonra Wiggen Hauser marka homojenizator ile
tiipler buzlarin iizerine yerlestirilip homojenize edildikten sonra +4 °C 3000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilip siipernatant kism1 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinip ¢alisma

zamanina kadar  -20 °C’de saklandi.
2.3 TAS ve TOS Degerlerinin Kit ile Belirlenmesi
2.3.1 Plazma ve Doku Antioksidan ve Oksidan diizeylerinin Belirlenmesi

Plazma ve dokulardaki antioksidan ve oksidan miktar1 Total Antioksidant Status
(TAS) Assay Kit veTotal Oksidant Status (TOS) Assay Kit (Rel Assay Diagnostics,
Clinical Chemistry Solutions, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ol¢tildii.

2.4. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontem olup, gii¢lii serbest

radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6l¢gen bir metoddur (45).

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45
umol (NH4)2 Fe(SO4)2-6H20 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7,5 mM hidrojen peroksit 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) igerisinde

karigtirilarak hazirlanir.

Prensip: Fe2+-o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgenerek diisiik
pH’da renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi
dianisidyl radikallerini olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon

reaksiyonlarma katilarak renk olusumunu arttirmaktadir. Ancak oOrneklerdeki
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antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarin1 bastirarak renk olusumunu

durdurmaktadirlar.
2.5. Total Oksidant Seviye (TOS)
Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir (44).

Reaktif 1: 140 mM’lik NaCI ¢ozeltisi igerisine 25 mM H2SO4 ¢oziilerek ana
soliisyon hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha sonra

total voliimde 250 uM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde 6nce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride

¢oziiliip sonra 5 mM amonyom ferrdz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢
katina c¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin

siddeti spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir.



3. BULGULAR

44

Tablo 4: Plazma, Eritrosit ve Kornea Gruplarinin Total Antioksidan Diizeyleri

TOTAL ANTIOKSIDAN
GRUPLAR PLAZMA ERITROSIT KORNEA
X+STD X+STD X+STD
YANIK 1.90+0.57 1.60:£0.40 0.26+0.07
BEVACIiZUMAB 1.82+0.12 1.13+019 0.40+0.04
KONTROL 1.50+0.13 2.49+0.10 0.04+0.00

3.1. Plazma Total Antioksidan Diizeylerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi;

Gruplarin Plazma TAS seviyeleri Grafik 1’ de gosterilmistir. Buna gore ortalama
TAS diizeyleri en yiiksek kornea yanigi grubunda iken, Bevacizumab grubunda daha
diisiik, kontrol grubunda ise en diisiik oranda bulundu. Ortalama TAS diizeyi
Bevacizumab uygulanan grupta 1.82+0.12 pmol Trolox Eqv./L, alkali yanigi
grubunda 1.90+0.57 pmol Trolox Eqv./L, kontrol grubunda ise 1.50+0.13 umol
Trolox Eqv./L olarak bulundu (Tablo 1). Gruplardan ortalama TAS degeri alkali
yanig1 grubunda, Bevacizumab grubu ve kontrol grubuna gore daha yliksek

bulunmakla birlikte tiim gruplarin plazma TAS diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Grafik 1: Kornea yanig1 grubu, kontrol ve bevacizumab uygulanan gruplarin plazma

TAS diizeyleri (umol Trolox Eqv./L).
p>0.05 Gruplar aras1 fark 6nemli degildi.
3.2. Eritrosit Total Antioksidan Diizeylerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Gruplarin Eritrosit TAS seviyeleri Grafik 2' de gosterilmistir. Buna gore ortalama
TAS diizeyleri en yiiksek bulundugu grup kontrol grubu olup, korneada yanik
olusturulan grubun eritrosit TAS diizeyi daha diisiik seviyede, Bevacizumab
uygulanan grup ise en disik seviyede bulunmustur. Ortalama TAS diizeyi
Bevacizumab uygulanan grupta 1.13+019 pumol Trolox Eqv./L, alkali yamgi
grubunda 1.60+0.40 pumol Trolox Eqv./L, kontrol grubunda ise 2.49+0.10 pumol
Trolox Eqv./L olarak bulundu (Tablo 1). Tiim gruplarin eritrosit TAS diizeyleri

arasinda ise istatistiksel olarak olduk¢a dnemli bir fark bulundu (p<0.001).
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Grafik 2: Kornea yanig1 grubu, kontrol ve bevacizumab uygulanan gruplarin

eritrosit TAS diizeyleri (umol Trolox Eqv./L).
abe . Farkli harf tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
3.3. Kornea Total Antioksidan Diizeylerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi;

Gruplarin Kornea TAS degerleri Grafik 3° de gosterilmistir. Buna gore ortalama
TAS diizeyleri en yiiksek Bevacizumab uygulanan grupta, yanik grubunda
Bevacizumab grubuna gore daha diisiik, kontrol grubunda ise en diisiikk diizeyde
bulundu. Ortalama TAS diizeyi Bevacizumab uygulanan grupta 0.40+0.04 pumol
Trolox Eqv./L, alkali yamig grubunda 0.26+0.07 pmol Trolox Eqv./L, kontrol
grubunda ise 0440.00 umol Trolox Eqv./L olarak bulundu. Tiim gruplarin kornea
TAS diizeyleri arasinda da istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bir fark bulundu

(p<0.001).
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Grafik 3: Kornea yanigi1 grubu, kontrol ve bevacizumab uygulanan gruplarin kornea
TAS diizeyleri (umol Trolox Eqv./L).
abe . Farkl harf tastyan degerler arasindaki fark dnemlidir (p<<0.001).

3.4. Plazma Total Oksidan Diizeylerinin Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi;

Tablo 5: Plazma, Eritrosit ve Kornea Gruplarinin Total Oksidan Diizeyleri

TOTAL OKSIDAN
GRUPLAR PLAZMA ERITROSIT KORNEA
X+STD X+STD X+STD
YANIK 86.42+3.82 3.67+0.77 8.08+0.49
BEVACIZUMAB 69.95+2.98 1.64+0.23 8.19+1.21
KONTROL 58.22+3.51 3.60+0.47 2.53+0.30

Gruplarin ortalama plazma TOS diizeyleri Grafik 4° de gosterildi. Bevacizumab
uygulanan grubun ortalama TOS degeri 69.95+2.98 umol H,O, Eqv. / L iken yanik
grubunun 86.42+3.82 umol H,0, Eqv. / L, kontrol grubunda ise 58.22+3.51umol
H.0, Eqv. /L olarak tespit edildi (Tablo 2). Gruplardan kornea yanmigi olusturulan

grubun ortalama TOS degeri Bevacizumab uygulanan grup ile kontrol grubuna gore
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belirgin olarak yiiksek bulundu (p<0.01). Bevacizumab uygulanan grup ile kontrol
grubunun plazma TOS diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamadi (p>0.05).

Plazma

100,00 a

80,00

60,00 T H Yanik

M Bevacizumab

40,00
H Kontrol

20,00

TOS (umol H,0, Equiv./L)

0,00

Yanik Bevacizumab Kontrol

Grafik 4: Korneada alkali yanigi olusturulan grup, kontrol ve bevacizumab

uygulanan gruplarin plazma TOS diizeyleri (umol Trolox Eqv./L).
b Farkli harf tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.01).
3.5. Eritrosit Total Oksidan Diizeylerinin Gruplara Aras1 Karsilastirmasi

Gruplarin Eritrosit TOS seviyeleri Grafik 5° de gosterilmistir. Buna gore ortalama
TOS diizeyi kontrol ve kornea yanig1 olusturulan gruplarda oldukga yakin degerlerde
olup, Bevacizumab grubunda ise en diisiik seviyelerde bulunmustur. Ortalama TOS
diizeyi Bevacizumab uygulanan grupta 1.6440.23pumol Trolox Eqv./L, alkali yanig:
grubunda 3.67+0.77umol Trolox Eqv./L, kontrol grubunda ise 3.60+0.47umol
Trolox Eqv./L olarak bulundu. Tiim gruplarin kornea TOS diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak ¢ok anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001).
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Grafik 5: Korneada alkali yanigi olusturulan grup, kontrol ve bevacizumab

uygulanan gruplarin eritrosit TOS diizeyleri (umol Trolox Eqv./L).
abe . Farkli harf tastyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
3.6. Korneadaki Total Oksidan Diizeylerinin Gruplara Arasi Karsilastirmasi

Gruplarin Kornea TOS seviyeleri Grafik 6’ da gdsterilmistir. Buna gore ortalama
TOS diizeyleri en yiiksek Bevacizumab uygulanan grupta tespit edilirken, kornea
yanig1 grubunun TOS diizeyleri Bevacizumab grubuna oldukc¢a yakin degerlerde
olmakla birlikte kontrol grubunda ise en diisiik oranlarda belirlenmistir. Ortalama
TOS diizeyi Bevacizumab uygulanan grupta 8.19+1.21 pumol Trolox Eqv./L, alkali
yanigr grubunda 8.08+0.49umol Trolox Eqv./L, kontrol grubunda ise 2.53+0.30
pumol Trolox Eqv./L olarak bulundu. Tiim gruplarin kornea TOS diizeyleri arasinda

da istatistiksel olarak oldukg¢a anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001).
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Grafik 6: Korneada alkali yanig1 olusturulan grup, kontrol ve bevacizumab

uygulanan gruplarin kornea TOS diizeyleri (umol Trolox Eqv./L).

abe - Farkli harf tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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4.TARTISMA VE SONUC

Avaskiiler ve tamamen saydam bir yapiya sahip olan kornea, bazen dis etkenler
karsisinda bu ozelligini kaybederek 1sik gecisini engelleyen opak bir hal alir.
Kimyasal yanik, travma ve kontakt lens kullanimi gibi hipoksiye neden olan
etkenlerin korneada vaskiilarizasyon olusturdugu bilinmektedir (82 ). Ayn1 zamanda,
gorme kaybimin baslica nedenlerinden olan neovaskiilarizasyonun, korneanin
iyilesme siireci tamamlandiktan sonra istenmeyen bir durum oldugu da ifade
edilmektedir. Keza, Korneal hasara neden olan neovaskiilarizasyonlarda, endotelin- |
ve nitrik okside (NO) bagh retinal kan akiminin azalmasi hipoksiye neden olur.
Hipoksi, endotel hiicresinin salgiladigi hiicresel medyator dengesindeki patolojik
degisikliklerin yol actigi oksidatif stresi tetikliyerek endotel hiicrelerinden fazla
sayida VEGF salgilanmasina neden olur. Bununla birlikte hipoksi, VEGF’iin m-RNA
sentezini de arttirir (54,68,83). Bu durum da neovaskiilarizasyonu Onleyecek,

durduracak veya geciktirecek tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulur.

Hipoksik ortamda, endotel hiicrelerinden olduk¢a fazla diizeyde salgilanan VEGF,
sadece pro-anjiogenik faktor olarak degil ayn1 zamanda gii¢lii bir trofik faktor, yani
damar endotel ve bazal membranlarini uyararak hasarli ve/veya saglikli konumdaki
normal hiicre fonksiyonlarinin yenilenmesini de saglar (126). Baz1 aragtirmacilar (8),
alkali yaniklarinda humor akdzde VEGF diizeylerinde artis bulmuslardir. Alkali
yaniklarinda goriilen ve altta yatan endotelyal harabiyetin asil nedeninin, iskemiden
kaynaklanan biiyiime faktoriinlin enflamatuvar sitokinleri asir1 arttirarak NO
diizeyini degistirip damarsal enflamasyona yol agmasi olarak ifade edilmistir. Keza,
neovaskiilarizasyon esnasinda anjiogenik faktolerde artig anti anjiogenik faktorlerde
ise azalig goriiliir (27). VEGF’ in salinnminda en giiglii uyaranlar enflamasyon ve
hipoksidir. VEGF, tavsanlarda Kornea neovaskiilarizasyonunu tetikleyen énemli bir
etken olarak tespit edilmistir (55). Deneysel hayvan c¢alismalarinda VEGF
antagonislerinin hem kornea neovaskiilarizasyonunda azalmaya hem de kornea greft

Omriinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (34,77).
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Anti VEGF maddeler, yeni damarlarin biiyiimesinde yavaslama ve inhibisyon
saglarlar. Bevacizumab (Avastin®) rekombinant humanize murine monoklonal
antikordur. Biitin VEGF A izoformlarina baglanarak onlari inhibe eder. Avastin®
sistemik olarak korolektal karsinomlu hastalarda kullanilmis ve diisiik oranda yan
etki gozlenmistir (48). Bu nedenle diisiik doz topikal ve subkonjonktival
bevacizumab kullanimimin 6nemli bir yan etki yapmasi beklenmemektedir. 3.5 ay
boyunca goze damlatilan topikal bevacizumabin okiiler yiizey toksisitesi ve
epitelyum defekti yapmadigi gozlenmistir (20). Bu ilag YBMD, diyabetik retinopati
kolorit ve iris neovaskiilarizasyonunda intra vitreal olarak insanlarda hi¢ yan etki
olusturulmadan kullanilmistir (5,47,87). Yine yapilan bir calisma (47), farelerde
deneysel olarak olusturulan neovaskiilarizasyonda topikal bevacizumab (4mg/ ml) ile
etkili bir kontrol saglanmustir. Benzer sekilde iki olguda intrastromal Avastin® 0.05
ml enjeksiyonunun yeni damar olusumunu yeniletmeyi hizlandirdig1 gosterilmistir
(62).

Kornea yaniklari, anjiogenezine neden olan sitokinlerin ve enflamatuar sitokinlerin
tiretimini arttirarak oksidatif strese neden olur. Bu durum da VEGF mediyatorlerinin
olugmasina neden olur ¢iinkii metabolik aktivitesi en yiiksek dokulardan olan retina
reaktif oksijen tiirlerine karst olduk¢a duyarlidir. Oksidatif stresten korunmak igin
retinada diger dokularda oldugu gibi enzimatik ve non enzimatik savunma sistemleri
mevcuttur. Keza, retina bol oksijene ve doymamis lipitlere sahiptir. Bu nedenle
retina, lipit peroksidasyonu ve oksijen radikallerinin {iretimi i¢in secilmis yer olarak

bilinir (56).

Serbest radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin nukleustaki pozitif yiiklii proton
sayist ile esit olmadigi molekiillerdir. Organizmada meydana gelen serbest radikalleri
yok eden siirekli cesitli antioksidan enzimler bulunmaktadir (25). Normal fizyolojik
kosullar altinda, serbest radikal {iretimi ve antioksidan savunma sistemleri arasinda
bir denge bulunmaktadir. Artmis oksidatif stres, radikal tiretiminin artmasi ya da
antioksidan savunma sistemlerinin azalmasi sonucu meydana gelebilir ve retinopatik
hastalarda bu her iki olay icinde delil mevcuttur. Deneysel olarak alkali yanig
olusturulan tavsanlarin humor akoz ve serumlariin lipit peroksidasyon diizeylerinde

Oonemli artiglar bildirilmistir (8).
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Bilgihan ve ark. (19) tavsanlarda refraktif korneal cerrahi ameliyatlarindan sonra
kornea antioksidan diizeylerini arastirmak amaciyla yaptiklart bir ¢alismada,
korneada deneysel olarak olusturduklar1 apoptosis sonrasinda korneadaki GPx ve
SOD enzim aktivitelerini 6lgmiisler ve apoptosisli korneanin antioksidan enzim
aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak dnemli bir azalis oldugunu
bildirmislerdir. Biz de ¢alismamizda, alkali yanigi ile korneal neovaskiilirizasyon

olusturulan grubun TAS diizeylerini kontrol grubuna oranla daha diisiik diizeylerde
belirledik.

Rubowitz ve ark. (104) yaptiklar1 bagka bir ¢calismada, tavsanlarda deneysel katarakt
sertligi olusturulduktan sonra korneada endotel hiicre sayisinda olduk¢a Onemli
diisiisler izlemiglerdir. Bunun sonucu katarakt gibi hiicre hasarma neden olan
intraselliiler yirtilmalarda olusan hiicresel hasarin serbest radikaller tarafindan
olusturulmus olabilecegi seklinde ifade edilmistir. Biz de c¢alismamizda alkali
yanigin olusturdugu korneal hasarin yanik grubunda TOS diizeyinin kontrollere
kiyasla oldukga yiiksek diizeylerde oldugunu belirledik. Bu da korneal yanigin
olusturdugu hiicresel hasarin serbest radikaller tarafindan olusturulmus olabilecegi

fikrini akla getirmektedir.

Yokoi ve ark. (142) retinopatili diyabetik hastalarin gbézyaslarinda VEGF
diizeylerinde ©Onemli bir artiy, TOS diizeylerinde ise O©nemli bir azalig
gozlemlemislerdir. Bunun da VEGF’ne bagli olusabilen diyabetik retinopatinin
patogenezinde azalan TOS’ un 6nemli bir rol oynayabilecegi sonucu c¢ikarilmistir.
Ciinkii, ROS tiirlerinin olusumu, anjiogenik olarak VEGF asir1 olusumuna karsi
O6nemli bir rol oynar. Colavittin ve ark (30) VEGF olusumunun 6nemli bir medyatorii

olarak bildirilmistir.

Ushio ve ark. ROS’ un anjiogenik etkisinin endotel hiicrelerinde azalan rediikte
glutasyonun metobolik habercisi olan N asetil sistein tarafindan azaldigini ifade
etmislerdir(130). Sun ve ark (117) yaptiklar1 bir invitro c¢alismada, diyabetik
retinopatiye bagl artan VEGF iin vaskiiler permeabiliteyi arttirmasi ile birlikte hiicre
kiltiirii diizeyinde reaktif oksijen tiirlerinde asir1 bir artis kaydetmislerdir. Oksidatif
stresin retinopatilerinde artan VEGF ekspirasyonu ile siki bir iligkisi vardir. Birgok

calismada (43,55) retinal vaskiiler haraplanmalar VEGF diizeyindeki artis ile
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iligskilendirilmistir. VEGF”’ deki artis retinopatilerde retinal vaskiiler harabiyete neden
olan oksidatif stresi belirlemek icin yaygin bir sekilde kullanilmigtir. Oksidatif stres

retinopatide mikrovaskiilarizasyona neden olan olusumu indiikler.

Zhang ve ark.(144) yaptiklar1 bir ¢alismada, kanda siiperoksit gibi oksijen
radikallerinin asir1 diizeyde artmasiin protein kagagi ve vaskiiler gegirgenligi
arttirarak retinal anjiogenik ve endotelyal VEGF artisina neden oldugunu

gostermislerdir.

Bashkaran ve ark.(8) tavsanlarda sodyum hidroksit ile deneysel olarak olusturduklari
alkali kornea yaniginin 7. giintinde TOS ve lipit peroksidasyonunun son {irtinlerinden

MDA diizeyinde istatistiksel olarak dnemli bir fark gézlemislerdir.

Balc1 ve ark. (6), kimyasal ve radyasyon gibi cevresel faktorlere siirekli maruz kalan
okiiler dokularda olusan oksidatif stresin katarakt, glokom, yasa bagli makula
dejenerasyonu gibi hastaliklarda 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. Bu tiir radyasyona
maruz kalan ratlarin kornea ve lenslerinde MDA diizeyinde artig antioksidan enzim
diizeyinde ise azalis izlenmistir. Lee ve ark.(81) iskemik retinopati arastirmalarinda
oksidatif stresin artan VEGF ekspirasyonu ile siki bir iliskisi oldugunu
bildirmislerdir. Talitha ve ark. (119) yaptiklari bir ¢alismada, vaskiiler
permeabilitenin retinal anjiogenezinde diyabetik mikrovaskiilarizasyonun anahtar rol
oynadiginmi bildirmislerdir. Zhu ve ark. (146) deneysel olarak diyabet olusturulan
ratlarda retinal kanda VEGF diizeyinde artis izlemislerdir. Kowluru ve ark. (78)
retinada doymamis yag asitleri diger dokulara gore daha zengin oldugundan oksidatif

strese daha duyarlidir.

Bevacizumabin korneal neovaskiilirizasyon tizerine olan etkisi ilk olarak Manzano
(84) tarafindan incelenmigtir. Bu c¢aligmada farelerde topikal uygulanan
bevacizumabin kimyasal koterizasyon ile olusturulan korneal neovaskiilirizasyon
tizerinde etkili oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde fare, tavsan ve kobaylar
kullanilarak  yapilan farkli modellerde bevacizumabin  6zellikle korneal
neovaskiilirizasyon olugsmadan Once uygulanmasi durumunda neovaskularizasyon

gelisimini azaltan belirgin etkisi oldugu bilinmektedir. Ancak neovaskularizasyonlar



55

olustuktan sonra bevacizumab uygulamasi yapildiginda goriilen etki azalmaktadir
(65).

Kornea neovaskiilarizasyon patofizyolojisinde VEGF’in belirgin rolii deneysel
kornea neovaskiilarizasyon modellerinde (40,96), deneysel Herpes simpleks keratit
(145) ve insan kornea c¢alismalarinda gosterilmistir (97). VEGF’in neovaskiiler
glokomda oynadig1 rol arastirilmis ve neovaskiiler glokomlu hastalarda elde edilen
akoz hiimoérde, VEGF’in ortalama konsantrasyonunun anlamli olarak arttig
gorilmistir. Hipoksi altindaki retinadan sekrete edilen VEGF’in, neovaskiiler

glokom sirasinda siliyer epitelden de sekrete edilebilecegi belirtilmistir (126).

Wei- Li Chen ve ark (134) yaptiklart bir ¢aligmada alkali yanigi ile korneal
neovaskiilarizasyon  olusturulan  tavsanlarda  subkonjonktival  bevacizumab
enjeksiyonunun korneal neovaskiilarizasyonda ciddi iyilesmeler olustugunu
bildirmiglerdir. Wung- Jae Kim ve ark (136) deneysel olarak korneal
neovaskiilarizasyon olusturulan tavsanlara uygulanmadan 1 hafta sonra
subkonjonktival olarak 1.25 mg/ml bevacizumab uygulamasinin 2 hafta sonra

korneal dokudaki VEGF diizeylerini 6nemli bir sekilde diisiirdiigii tespit edilmistir.

Manzano ve ark.’nin (84) yaptig1 ¢alismada, deneysel korneal neovaskularizasyon
modelinde topikal bevacizumab (Avastin)’in anti-anjiyojenik etkisi arastirilmistir. 16
sican kullanilarak yapilan ¢aligmada biitiin siganlarin birer gozlerinin santral korneasi
giimiis nitrat kalemiyle koterize edildikten sonra 7 giin sureyle bir gruba 4 mg/ml
topikal bevacizumab (Avastin), kontrol grubuna ise topikal tuzlu su uygulanmistir.
Djjital fotograf makinesi ile ¢ekilen fotograflarda neovaskularizasyonun kapladig
korneal alanlar hesaplanmis ve 4 mg/ml topikal bevacizumab (Avastin)’in korneal

neovaskularizasyonu % 40 oraninda azalttig1 gosterilmistir.

Barros ve ark’nin (7) yaptigt deneysel c¢aligmada subkonjuctival bevacizumab
(Avastin) uygulamasinin korneal neovaskularizasyon modelindeki anti-anjiyojenik
etkisi arastirllmistir.  Yirmi sigan kullanilarak yapilan c¢alismada korneal
neovaskularizasyon giimiis nitrat koterizasyon ile indiiklenmistir. 4 gruba ayrilan
sicanlarda 1. gruba (GO) koterizasyondan hemen sonra, 2. gruba (G3) 3. giinde, 3.
gruba (G5) 5. giinde 0.02 ml subkonjonktival bevacizumab (Avastin) uygulamasi
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yapilmis, kontrol grubuna ise subkonjonktival tuzlu su enjekte edilmistir. 7. Giiniin
sonunda  ¢ekilen  fotograflarda  ve  bilgisayar  programi  kullanilarak
neovaskularizasyonun kapladigi kornea alanlar1 hesaplanmistir. Kontrol grubunda %
53.56, GO grubunda %35.57, G3 grubunda % 30.60 ve G5 grubunda % 35.86
oraninda korneal neovaskularizasyon oldugu gosterilmistir. Farelerde deneysel
olarak olusturulan neovaskiilarizasyonlarda, topikal Bevacizumab (4mg/ml) ile etkili
kontrol saglanmustir (84). Iki olguda intrastromal Avastin® 0.05ml enjeksiyonu yeni

olusan damarlarin gerilemesini hizlandirmistir (62).

Sonugta calismamizda, tavsanlarda deneysel olarak olusturulan kornea yanigi
modelinde TOS diizeylerinde artis, TAS degerlerinde ise azalis tespit etmekle
birlikte, subkonjiktival bevacizumab enjeksiyonunun kornea yaniginda artan TOS
diizeylerini azaltmada, TAS diizeylerini ise arttirmada etkili oldugunu gézlemledik.
Keza, artan TOS diizeyleri ile neovaskiilirizasyon arasinda pozitif bir korelasyon,
azalan TAS diizeyleri arasinda ise negatif korelasyon bulunmasi bu parametreler ile
korneal yaniklar arasinda 6nemli bir iligki oldugunu gostermektedir. Kolay, basit ve
minimal komplikasyon riski olan subkonjiktival bevacizumab enjeksiyonunun
korneal noevaskiilirizasyonuna da neden olan kornea yaniklarinin tedavisinde
kullanabilmek i¢in daha uzun siireli randomize ¢algmalara ihtiya¢ duyuldugu

kanaatindeyiz.
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5.0ZET

Calismada tavsanlarda deneysel olarak olusturulan korneal neovaskiilarizasyon
tedavisinde subkonjuktival olarak uygulanan Bevacizumab (1.25 mg /0.1 ml) gibi
anti VEGF ajaninin korneadaki total antioksidan ve oksidan diizeylerini nasil

etkiledigini aragtirmak amaglanmustir.

Calisma, agirliklart 3-3,5 kg arasinda degisen 6 aylik toplam 18 adet Yeni Zellanda
Tavsani tizerinde yiiriitiildii. Bu amag i¢in, kontrol grubu (n=6), Bevacizumab grubu
(n=6) ve kornea yanigi grubu (n=6) olmak iizere toplam 18 adet tavsandan olusan 3

ayr1 grup olusturuldu.

I. Kornea Yanik Grubu: Biitiin deneklerin bir gozii AgNO3-KOH ile
yakilarak deneysel enflamasyon ve neovaskiilarizasyon olusturulup 3.giinde

subkonjonktival serum fizyolojik verilen grup.

Il. Bevacizumab Grubu: Biitiin deneklerin bir gozii AgNO3-KOH ile
yakilarak deneysel enflamasyon ve neovaskiilarizasyon olusturulup 3.giinde

subkonjonktival bevacizumabverildi.

III. Kontrol Grubu: Hayvanlarin tiimii g¢alisma boyunca herhangi bir
uygulama yapilmayip ad libitum olarak beslenildi.

Calisma siiresince biitiin gruplar ad-libitum olarak beslenildi. Calismanin 21.
giinlinde kan ve doku 6rnekleri alinip Total Oksidan ve Total Antioksidan seviyeleri

Spektrofotometre ile dlgiilerek belirlendi.

Bevacizumab grubunun plazma Total Antioksidan diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan Onemli olmayan bir yiikseklik gosterdi (p>0.05). En yiiksek
eritrosit TAS diizeyleri kontrol grubunda tespit edildi. Kornea yamigi olusturulan
grubun eritrosit TAS diizeyi kontrollere gore daha diisiik seviyede olmakla birlikte
Bevacizumab uygulanan grupta en diisiik seviyede bulundu. Bu diisiis istatistiksel
acidan oldukg¢a oOnemliydi (p<0.001). Kornea TAS diizeyleri ise en yiiksek
Bevacizumab uygulanan grupta, en diisiik kontrol grubunda belirlenmekle birlikte bu

diisiis istatistiksel agidan 6nemliydi. (p<0.001).
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Kornea yanigi olusturulan grubun plazma Total oksidan diizeyleri hem Bevacizumab
uygulanan gruba hem de kontrol grubuna gore belirgin bir yiikselis gosterdi
(p<0.01). Aym1 zamanda, Bevacizumab uygulanan grubun eritrosit TOS diizeyleri
kontrol ve kornea yanigi olusturulan gruplara kiyasla istatistiksel olarak énemli bir
diisiis gosterdi. En yiikksek kornea TOS diizeyleri Bevacizumab grubunda tespit
edilirken, bu yiikselis kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemliydi (p<0.01).

Sonugta c¢aligmamizda, tavsanlarda deneysel olarak olusturulan kornea yanigi
modelinde TOS diizeylerinde artis, TAS degerlerinde ise azalis tespit etmekle
birlikte, subkonjiktival bevacizumab enjeksiyonunun kornea yamiginda artan TOS
diizeylerini azaltmada, TAS diizeylerini ise arttirmada etkili oldugunu gézlemledik.
Kolay, basit ve minimal komplikasyon riski olan subkonjiktival bevacizumab
enjeksiyonunun korneal noevaskiilirizasyon tedavisinde kullanabilmek i¢in daha

uzun siireli randomize ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu kanaatindeyiz.
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6.ABSTRACT

The aim of the study is to observe the effects of an anti VEGF agent such as
Bevacizumab (1.25 mg /0.1 ml) that is subconjunctivally injected to rabbits during

the corneal neovascularization treatment on the total antioxidant and oxidant levels.

The study is made on 6-month old 18 New Zelland rabbits that weigh 3-3.5 kg. Three
groups have been formed: control group (n=6), Bevacizumab group (n=6) and

corneal burn.

I. Corneal burn Group: One eye of all subjects are burnt with AGNO3-KOH.
The inflammation and neovascularization that were formed experimentally are

treated with subconjunctival physiological saline solution in 3 days.

Il. Bevacizumab Group: One eye of all subjects are burnt with AgNO3-
KOH. The inflammation and neovascularization that were formed experimentally are

treated with subconjunctival Bevacizumab in 3 days.

I11. Control Group: During the study all subjects are fed ad-libitum without

any treatment

During the study, all groups are fed ad-libitum. On the 21st day of the study, the total

antioxidant and oxidant levels of blood and tissue samples are examined.

Total antioxidant levels of the Bevacizumab Group plasma samples showed an
insignificant surge (p>0.05) with respect to the Control Group. The highest
erythrocyte TAS levels were observed in the control group. The erythrocyte TAS
levels of the corneal burn group were low with respect to the Control Group while
the erythrocyte TAS were at lowest levels in the Bevacizumab Group. This decline
was very important in statistical terms (p<0.001). Meanwhile, corneal TAS levels
were highest in the Bevacizumab Group and lowest in the control group, still this

decline was at utmost importance in terms of statistical data. (p<0.001).

Total oxidant levels of the corneal burn group’s plasma samples showed a significant

surge with respect to both Bevacizumab Group and Control Group (p<0.01). In
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addition, the erythrocyte TOS levels of the Bevacizumab Group significantly
declined in statistical terms with respect to the Control Group and Corneal burn
Group. The highest corneal TOS levels were examined in the Bevacizumab Group.

This upsurge was important compared to the control group (p<0.01).

At the end of the study, it is observed that the TOS levels increased and TAS levels
decreased in the corneal burn model and that the subconjunctival injection of
Bevacizumab is effective on decreasing the TOS levels and increasing TAS levels in
corneal burns. Long-term randomized studies are necessary in order to usethe
subconjunctival injection of Bevacizumab; an easy and simple procedure with

minimal complication, in the treatment of corneal neovascularization.
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