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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

Ang: Anjiyopoetin

CD: Hiicre yiizey reseptorleri

COX: Siklooksijenaz

EGF: Epidermal biliyiime faktorii

FGF: Fibroblast biiyiime faktorii

GCSF: Graniilosit koloni uyaran faktor
HGF: Hepatosit biiytime faktorii

HE: Hematoksilen eozin

IGF: Insiilin benzeri bilyiime faktorii

IL: interldkin

kD: Kilo Dalton

mm: Milimetre

mm?: Milimetrekare

MMP: Matriks Metalloproteinaz

nm: Nanometre

NFAT: Aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii
PDGF: Trombosit kaynakli biiylime faktorii
PEDF: Pigment epitel kokenli faktor

PIGF: Plasental biiyiime faktorii
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TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling
TSP: Trombospondin

VEGEF: Vaskiiler endotel biiylime faktorii
VEGFR: Vaskiiler endotel biiyiime faktorii reseptorii

pum: Mikrometre
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OZET

AMAC: Bu calismada; topikal % 0,05 siklosporin A’nin immiin aracili deneysel kornea
neovaskiilarizasyonu iizerine olan inhibitor etkilerini saptamak ve siklosporin A ile topikal %
0,1 deksametazon ve topikal % 0,5 bevacizumabin etkinliginin karsilastirilmasi
amagclanmustir.

METOD: Sigir serum albliimini kullanilarak 36 tavsanda immiin aracili kornea
neovaskiilarizasyonu olusturuldu. Daha sonra, tavsanlar topikal tedaviye gore randomize
olarak dort gruba ayrildi. Grup I; % 0,05 siklosporin A, Grup I1; 0,1 deksametazon, Grup IlI;
% 0,5 bevacizumab ve Grup 1V; izotonik tuz ¢ozeltisi tedavilerini 14 giin boyunca aldi.
Vaskiilarizasyonla kaplanmig kornea yiizeyinin total kornea alanimma orani fotograflar
tizerinden Olgiildii. Tavsanlar sakrifiye edildikten sonra kornealar1 eksize edildi. Parafine
gomiilen kesitler, hematoksilen-eozin ve terminal deoksiniikleotid transferaz aracili dUTP-
biotin u¢ etiketleme yontemi (TUNEL) ile boyandi. Kornea dokusunda vaskiiler endotel
bliyime faktorii (VEGF) ve CD31 immunohistokimyasal boyamalarinin yogunlugu
semikantitatif bir ydntemle hesaplandi. Inflamatuar yamit, inflamatuar hiicre infiltrasyon
miktarina gore; yok (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak siniflandirildi.

SONUC: Grup I, II, III ve IV’te ortalama kornea neovaskiilarizasyonu alani yiizdeleri
strastyla % 24,4, % 5,9, % 37,1 ve % 44,1 idi. Topikal % 0,05 siklosporin A’nin inhibitor
etkileri, topikal % 0,5 bevacizumab ve kontrol grubuna gére daha iistiin bulundu (sirasiyla,
p=0,03 and p=0,02). Topikal % 0,05 siklosporin A’nin kornea neovakiilarizasyonunu inhibe
edici etkisi, topikal % 0,1 deksametazona gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001).
Apoptotik hiicre yogunlugu grup III (22,7 hiicre/mm®) ve grup IV’de (21,7 hiicre/mm®),
grup | (10,6 hiicre/mm?) ve grup II’ ye (11 hiicre/mm®) gore daha yiiksek bulundu.
Apoptotik hiicre yogunlugu acisindan grup I ve grup II arasinda anlamh fark saptanmadi
(p=0,7). Inflamasyon skoru, grup I ve grup III arasinda anlamli fark gdstermemekteydi
(p=0,13). En diisiik inflamasyon skoru grup II’de idi.

TARTISMA: Bu tavsan modelinde, topikal % 0,05 siklosporin A’nin immiin aracili kornea
neovaskiilarizasyonu iizerine inhibitér etkileri oldugu gosterilmistir. Topikal % 0,05
siklopsorin A ile apoptoz inhibisyonu, topikal % 0,1 deksametazon ile karsilastirilabilir
diizeyde bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Arthus reaksiyonu, kornea neovaskiilarizasyonu, siklosporin A.



ABSTRACT

PURPOSE: We aimed to study the inhibitory effects of topical 0.05 % cyclosporine A on
immune-mediated experimental corneal neovascularization and to compare its efficacy with
those of topical 0.1 % dexamethasone and 0.5 % bevacizumab.

METHODS: Immune-mediated corneal neovascularization was created by bovine serum
albumin in 36 rabbits. The rabbits were then randomized into four groups according to
topical treatment. Group | received 0.05 % cyclosporine A, Group Il received 0.1 %
dexamethasone, Group Ill received 0.5 % bevacizumab and Group IV received isotonic
saline for 14 days. The corneal surface covered with neovascular vessels was measured on
the photographs as the percentage of the total area of the cornea. The rabbits were then
sacrificed and the corneas excised. Paraffin-embedded sections were stained with
hematoxylin-eosin (HE) and terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin
nick end labeling assay (TUNEL). The intensity of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and CD31 immunostainings in corneal tissue was performed in a semiquantitative
fashion. Inflammatory response was classified as none (0), mild (1), moderate (2) or severe
(3) according to the amount of inflammatory cell infiltration.

RESULTS: The means of percent area of corneal neovascularization in Group I, II, 11l and
IV were 24.4 %, 5.9 %, 37.1 %, and 44.1 %, respectively. The inhibitory effects of 0.05 %
cyclosporine A was found to be better than 0.5 % bevacizumab and control groups (p=0.03
and p=0.02, respectively). Topical 0.05% cyclosporine A was found to be significantly lesser
inhibitory effects on corneal neovascularization than the topical 0.1 % dexamethasone
(p<0.001). Apoptotic cell density was higher in group 111 (22.7 cells/fmm?) and group IV
(21.7 cellssmm?) than group | (10.6 cellss/mm?) and group 11 (11 cells/mm?). There was no
difference between the group I and group Il in terms of apoptotic cell density (p=0.7).
Inflammation score was not significantly different between the group | and the group Il
(p=0.13). The lowest inflammation score was in the group II.

CONCLUSION: Topical % 0,05 cyclosporine A was shown to have an inhibitory

effects on immune-mediated corneal neovascularization in this rabbit model. Inhibition of
apoptosis with topical 0.05 % cyclosporine A was comparable to that of topical 0.1 %
dexamethasone.

KEYWORDS: Arthus reaction, corneal neovascularization, cyclosporine A.



1. GIRIS

Kornea, goz kiiresinin 6n kisminda yer alan avaskiiler ve saydam bir dokudur.
Goze gelen 151k 1smlarmin kirilmasi, iletilmesi ve goziin dis etkenlerden korunmasi
gibi fonksiyonlar1 olan 6zellesmis bir dokudur. Kornea neovaskiilarizasyonu, kornea
saydamliginin bozulmasina yol agabilen istenmeyen yeni damar olusumlaridir ve
ciddi gorme kayiplarina neden olabilmektedir. Normal sartlarda korneada
anjiyogenik faktorler (fibroblast biiyiime faktorii, vaskiiler endotel bliylime faktori
vb.) ve antianjiyogenik faktorler (anjiyostatin, endostatin, pigment epitel kaynakl
faktor vb.) arasinda bir denge s6z konusudur. Bu dengeyi anjiyogenez lehine
degistiren pekcok inflamatuar, enfeksiyoz ve dejeneratif hastalik, saydam ve

avaskiiler korneada neovaskiilarizasyon gelisimine neden olabilmektedir [1].

2. GENEL BILGILER

2.1 Kornea
2.1.1 Kornea Epiteli

Okiiler yiizeyde konjonktiva epiteli kornea epiteli ile devamlilik gosterir.
Kornea epiteli, keratinize olmayan ¢ok katli yass1 epitel hiicrelerinden olusmaktadir.
Epitel tabakasinin kalinligi yaklagik 50 mikrometre (um) olup, korneanin toplam
kalinliginin %10’unu olusturur. Limbus pluripotent kok hiicrelerinden koken alan ve
kornea merkezine dogru ilerleyen hiicreler, bazal epitel katin1 olustururlar. Bu bazal

hiicrelerin farklilasmasi sonucu kornea epiteli;

= vyiizeyel yassi hiicre,
= poligonal kanats1 hiicre ve

=  bazal hiicre

olmak iizere 3 farkli hiicre tiiriine ayrilir. Kornea epitel hiicrelerinin hayat siklusu 7-
10 giin igerisinde tamamlanmaktadir [2]. En {listte yer alan yassi sekilli yiizey
hiicreleri, 40-50 pm ¢apinda ve 2-6 um kalinhgmdadir [3, 4]. Yass1 yiizey hiicreleri,

apikal mikrovillus ve mikroplikalar sayesinde gozyasi ile temas alanini artirirlar.



Hiicreler arasinda yer alan lateral siki bag kompleksleri (zonula okludens) ile
gbzyasinin hiicreler arast alana gecisi engellenir. Bu bariyer fonksiyonu, dis hiicre
membrani1 ve paraseliiler sik1 baglantt komplekslerinn yliksek elektrik direncinden
kaynaklanmaktadir [5].

Yiizey epitel hiicrelerinin altinda kanat hiicreleri yer alir. Bu kat, ylizey
hiicrelerine gore daha az yassi olan 2-3 sira hiicreden olusur. Kanat hiicrelerinin
altinda, kornea epitelinin en alt hiicre tabakasi olan bazal hiicreler yer alir. Bazal
hiicre tabakasi, tek sirali 20 pm yiiksekliginde silindir sekilli hiicrelerden olusur.
Mitoz yetenegi yalnizca bazal hiicrelerde vardir [6]. Bazal membran, bazal hiicreler
tarafindan salgilanan ekstraseliiler bir matriksten olusur. Bazal hiicreler bazal
membrana, hemidesmozom ve sikica tutunmay1 saglayan tip VII kollajen fibrillerle
baglidir. Bu kollajen fibriller, bazal membrani gecerek stromaya da penetre olur ve
stromanin tip I kollajeni ile plaklar olusturarak epitelin stromayla olan baglantisini

gliclendirirler [7].

2.1.2 Bazal Membran

Bazal membran, bazal epitel hiicreleri tarafindan salgilanir. Gevsek ve seffaf
olan lamina lucidia ve siki olan lamina densa adli iki tabakadan olusan bazal
membran yaklasik 30 nanometre (nm) kalinhigindadir [3]. Bazal membranin
yapitaglarindan tip IV kollajen lamina densada, fibronektin ise her iki tabakada
bulunur. Epitel hiicre gocili, zemin olarak bazal membrana ihtiya¢ gosterir. Ancak,
epitel debridmani sonrasi yeni membran gelisimi 1 haftadan uzun zaman aldigindan

gecici matriks olarak fibronektin hiicre go¢iline zemin olur.

2.1.3 Bowman Tabakasi

Epitel bazal membrani ile stroma arasinda yer almaktadir. Rastgele dizilmis
kollajen fibrillerden olusan bu tabaka 12 um kalimligindadir ve aseliilerdir [8]. Tip |
ve tip III kollajen liflerinin arasini dolduran tip IV kollajen ve proteoglikanlardan
olusur. Kollajen fibrilleri, stroma keratositleri tarafindan sentezlenir ve salgilanir.

Bowman membrani, hasarlandiginda rejenere olamaz ve skar dokusu ile iyilesir.



2.1.4 Stroma

Kornea kalinligimmin % 90’m1 olusturur. Stroma kollajen liflerinin tek tip
dizilimi, yavas ancak siirekli yilkim ve iiretim halinde olusu kornea saydamligini
saglayan etmenlerdendir. Hiicresel komponenti tim yapmin % 2-3’lini olusturur.
Stromanin yas agirligmin % 78’ini su ve kuru agirliginin % 70’ini kollajen lifler
olusturur. Stromada tip I kollajenin yanisira tip III, V ve VI kollajen bulunmaktadir.
Stromada yaklagik 300 kollajen fibril lameli diizgiin bir sekilde siralanmistir. Lifler
arasindaki mesafe son derece diizenli olup 41,4 nm kadardir. Tim stroma
glikozaminoglikanlarinin yaridan fazlasini keratan siilfat, geri kalanini ise kondritin

stilfat ve dermatan siilfat olusturur [3].
2.1.5 Descemet Membram

Kornea endotel hiicrelerinin iizerine yerlesmis oldugu bir bazal membrandir.
Dogumda 3-4 um kalinliginda olan bu membran, eriskinde yaklagik 10-12 pm
kalinliga ulasir. Agirlikli olarak tip IV kollajen, laminin ve fibronektinden olusur.
Fibrinonektinin endotel hiicrelerini descemet tabakasina bagladig diisiiniilmektedir.
Descemet membrani proteolitik enzimlere karsi direnci oldukga yiiksek bir yapidir ve

stromanin hizla degrade oldugu agir nekrotizan keratitlerde bile saglam kalabilir.
2.1.6 Endotel Tabakasi

Embriyogenezin erken doneminde korneanin arkasi noral krista kokenli,
diizenli yerlesimli ve kiip seklinde hiicrelerden olusur [9]. Yaklasik 5 pm kalinlikta,
20 um genislikte olan bu hiicreler genelde hekzagonal bi¢imlidir. Geng erigkinde
kornea endotelinde milimetrekare’de (mmz) ortalama 3500 hiicre bulunur. Hayat
boyunca endotel hiicre yogunlugu ve morfolojisi degisir. ikinci dekatta 3000-4000
hiicre/mm? olan endotel hiicre yogunlugu, sekizinci dekatta 2600 hiicre/mm?’ye
diismektedir. Benzer sekilde, altigen hiicrelerin orant % 75’den % 60’a diiser [10].

Insan kornea endotel hiicreleri ¢ogalma yetenegine sahip degildir. Normal sartlarda



kornea merkezinde yilda ortalama % 0,6 endotel hiicre kayb1 olur [11]. Endotel hiicre
membraninda bulunan Na—-K ATPaz pompasi sayesinde kornea stromasinin su igerigi

% 78 seviyesinde tutulur [12].

2.1.7 Limbus

Limbus, periferik kornea ve 6n sklera arasindaki gecis bolgesidir. Limbus
icerisindeki anatomik yapilar konjonktiva ve limbal palisadlar, tenon kapsiili,
episklera, korneoskleral stroma ve akdz disa akim elemanlaridir [13]. Opak skleradan
saydam korneaya ge¢is asamali olarak 1-1,5 mm alan1 kapsar. Limbusta epitel 10-12
kathdir. Kornea epitelinin devamliligini saglayan kok hiicreler, limbusta bulunurlar.
Limbus hasar1 durumunda kornea epitelinin yerini hizla konjonktiva ve kan

damarlari alir [14].

2.1.8 Korneanin inervasyonu

Kornea, duyusal inervasyonunu trigeminal sinirin oftalmik dalindan gelen
uzun siliyer sinirlerden alir [3]. Insan viicudunda duyusal inervasyonu yogun olan
dokulardandir. Limbusta bir halka olusturan silier sinirler miyelin kilifin1 kaybederek
korneaya girerler. Stromanin 6n ve orta lamelleri arasinda radyal bi¢imde yayilirlar.
Korneanin endotel tabakasinda sinir inervasyonu yoktur [15]. Korneanin sempatik

otonom sistem inervasyonu oldugu da bilinmektedir.

2.1.9 Gozyas1 Film Tabakas:

Kornea yiizeyi, li¢ tabakadan olusan gozyasi film tabakasi ile kaplidir.
Gozyast filmi; 6nden arkaya dogru lipit, ak6z ve miisin tabakalarindan olusur.

Lipit tabakasi, meibomian ve Zeiss bezlerinden salgilanir [16]. Sadece 0,1 um
kalinligindadir. Lipid tabakasi, buharlagsmayi geciktirerek ve yiizey gerilimini
artirarak gozyasi filmini stabilize eder.

Akoz tabakasi, ana lakrimal bez ve yardimer lakrimal bezlerden (Krause ve

Wolfring bezleri) salgilanir. Akdz tabakasmin kalinhigr 7 pm’dir. Akdéz gozyasi



tabakasinin % 98’ini su olusturmaktadir. Bunun yani sira elektrolitler (Na, K ve CI),
biiyiime faktorleri, immunglobulinler, laktoferin, sitokin ve lizozim de akdz gozyast
igerigine katki saglar [17, 18].

Miisin tabakasi, goblet hiicrelerinden salgilanir ve kalinlig1 0.02-0.05 pum’dir.
Hidrofobik olan epitel hiicre ylizeyi, miisin tabakasi sayesinde hidrofilik hale

dontistir.

2.1.10 Kornea Embriyolojisi

Kornea ve 6n kamara 6. hafta sonunda gelismeye baglar. Altinci haftaya kadar
yiizey epiteli ile lens 6n ylizii arasindaki bosluk iyi organize olmamis mezenkim
dokusu ile doludur. Yiizeyel ektoderm lens vezikiiliinden ayrilinca iki katli epitele
doniisiir. Bazal laminanin kalintis1 olan bu yap1 primitif korneadir. Yedinci haftada
noral krista kaynakli mezenkimal hiicreler, lens vezikiilii ¢evresinden 6ne dogru li¢
dalga halinde hareket ederler. Yiizey ektodermi ile lens arasindan go¢ eden birinci
dalga hiicreler kornea ve trabekiilum endotelini olusturur [19]. Kornea epiteli ile
endoteli arasindan gdo¢ eden ikinci dalga hiicreler stromay1 yaparlar [20]. Kornea
endoteli ile lens arasinda goc eden tigiincii dalga hiicreler, iris stromasin1i meydana
getirirler. Sekizinci haftada endotel hiicreleri Descemet membranini yaparlar [21].

Dérdiincii ayda Bowman tabakasi belirginlesir.

2.2 Kornea Yara lyilesmesi

Mekanizma ve bilesenlerin farklilifi nedeniyle kornea yara iyilesmesini
epitel, stroma ve endotel yara iyilesmesi olmak iizere 3 ayr1 baslikta ele almak
gerekir.

2.2.1 Epitel Yara Iyilesmesi

Epitel yara iyilesmesinde bir¢cok hiicresel yapmin ve sinyal molekiillerinin

karsilikli etkilesimi s6z konusudur. Epitel yara iyilesmesinde komsu hiicrelerin



iskelet yapis1 ve hiicreler arasi bileskelerinde degisimlerin meydana geldigi bir latent
donem yasanir [22].

Latent donem, yaralanmanin ardindan hiicre migrasyonuna kadar olan ilk
birkag saatlik evredir. Daha genis hasarlarda 4-5 saate kadar uzayabilen latent donem
goriilebilir. Bu evrede, hiicreler iyi diferansiye hallerinden daha az diferansiye hale
doniistirler. Bu degisim hiicresel reorganizasyon ve protein sentezi ile iliskilidir.
Hiicre zarinda, fokal yapisma plaklar1 i¢in gerekli olan proteinler; vinkulin, aktin,
talin ve integrin ile hiicre yiizey reseptorleri (CD44) gibi proteinler sentezlenir [23].
Intrasitoplazmik aktin lifleri hiicre zarma vinkulin ile baglanirken, talin bazal
membrana yapigsmayi saglayan integrin ile baglanir. Glikoprotein yapisinda olan
fibronektin, hasarli kornea yiizeyinde komsu epitel hiicre gocii icin gerekli
ekstraseliiler matriks gorevini yapar ve biiyiime faktorii olarak da islev goriir [24].

Latent donemden sonra yiizey epitelinin tamiri i¢in hasarli bdlgeye komsu
hiicreler goge baslar. Hiicreler saatte 60-80 um hizla go¢ ederler [25]. Biitiin hasarli
alan tek katli epitel tarafindan ortiildiikten sonra proliferasyon donemi baglar.

Gegici dig faktorler hiicre gogii sirasinda yonlendirilmis hiicre hareketinde yer
alirlar. Bunlar arasinda kontakt inhibisyon, kemotaksis ve haptotaksis sayilabilir.
Hasarlanmadan 3 saat sonra rejenere olan epitelin u¢ bolgelerinde polimorfoniikleer
l16kositler goriilmeye baslar ve 36 saat kadar ortamda kalirlar. Polimorfoniikleer
l6kositler, baz1 enzimlerin salinmasina ve kemotaksise neden olurlar.

Hiicrelerin go¢iinden sonra hiicre proliferasyonu gerceklesir. Hiicre katlarinin
normal sayiya ulagsmasi ve epitel tabaka kalinliginin normale dénmesi siireci baslar.
Orta boyutta epitel yaralanmalarinda 24-30 saat sonra hiicrelerde mitoz goriiliir.
Genis yaralanmalarda ise bu siire 96 saate kadar ¢ikmaktadir. Sadece bazal hiicreler,
gecici ¢ogalan hiicreler ve limbus kok hiicreleri bu yeniden yapilandirici mitoza
katilir [6]. Epitel tabakasi normal kalinligina ulastiktan sonra, diferansiyasyonun ileri

safhalar1 baglar.

2.2.2 Stroma Yara lyilesmesi

Epitel tabakasina gore cok daha az hiicre bulunmakla birlikte; stroma hasari

alanindaki keratositlerin 6liimii yara yanitinin ilk basamagidir. Hasar goren epitel



tabakasinin alt tarafinda bulunan stroma keratositlerinde apoptoz gozlenir. Keratosit
olimii ne kadar az ise keratosit yanitt da o kadar az olur [3]. Bir stroma
yaralanmasin1 izleyen saatler iginde Once polimorfoniikleer 16kositler, sonra
mononiikleer hiicreler yara yerine gelir ve fagositoza yardim ederler. Apoptoza
ugrayan keratositleri, komsu alandaki stroma keratositlerinin aktive olmasi takip
eder. Stroma keratositlerinin hasar bolgesine gocii ve ¢ogalmasinin diizenlenmesinde
epidermal biiylime faktorii, bazik fibroblast biiylime faktorii ve fibroblast biliylime
faktorii gibi aracilarin rolii vardir. Ayrica, keratosit biiylime faktorii ve hepatosit
biiyiime faktorii gibi biiytime faktorleri de keratositlerden salinmaktadir [26]. Hasar
alanindaki yikim tirtinleri temizlendikten sonra, keratositler kollajen sentezine baslar.
Normal stroma tip I kollajenden olusurken, kornea skar dokusu biiyiik oranda tip III
kollajenden olusur. Skar dokusunun yeniden diizenlenmesi sonrasinda tip III
kollajen, stromanin normal yapisinda olan tip I kollajen ile yer degistirir. Stroma
keratositleri yara iyilesmesinde ikinci kez sekil degistirirler. Sitoplazmalarinin iginde
a-diiz kas aktini gelisir ve aktif fibroblastlar olan miyofibroblastlara doniisiirler [8].
Bu hiicreler kontraksiyon yetenekleri ile yaranin kontraksiyonuna ve diizensiz
astigmatizmaya neden olurlar. Stroma iyilesmesinin tam olarak gerceklesmesi
haftalar alabilir [27]. Yara iyilesmesi sonrasi ulagilabilen maksimum doku

dayanikliliginin, normal dokununkinin % 70’1 kadar oldugu tahmin edilmektedir.

2.2.3 Endotelyal Yara lyilesmesi

Noral krista kokenli bu tek hiicreli tabaka, iyon pompasit yardimiyla
stirdiirdiigli stroma dehidratasyonu agisindan Onemlidir. Kornea endotel hasari
sonrasinda, sivi alisveris mekanizmasi bozularak kornea 6demi olusmaktadir [28].
Hasarl1 endotel bolgesindeki gecgici matriks olan fibronektin {izerine, komsu
bolgedeki saglikli endotel hiicreleri go¢ eder. Yayilan bu hiicreler daha ince bir
tabaka olusturur ve tabakanin biitlinligi saglandiktan sonra yeni Descemet
membrant sentezlenmeye baglar. Yara yerine komsu hiicreler, hasarin merkezine
dogru uzar ve 80-100 pm giin hizla yara yerini kapatmak tizere ilerlerler. Bu hiicre
go¢ii sirasinda hiicreler birbirleriyle temaslarini siirdiirmektedirler [29]. Bir kez hasar

bolgesi kapatildiktan sonra, normal hekzagonal paternin olusturulmasi icin hiicreler



yeniden diizenlenmeye baslar. insan endotel hiicreleri, in vitro ortamda uygun
kosullarda mitoz yapabilmektedir. Endotel hiicrelerinde endotel biiylime faktorii ve
trombosit kaynakli biliylime faktorii reseptorlerinin varhigi gosterilmistir. Trombosit
kaynakl1 biiyiime faktorii, endotel hiicrelerinde DNA sentezini artirirken, endotel

yara kapanma siiresini kisaltmaktadir [30].

2.3 Kornea Neovaskiilarizasyonu

Neovaskiilarizasyon, normal sartlarda avaskiiler olan alanlarda yeni vaskiiler
yapilarin  olugmasidir. Neovaskiilarizasyon silireci muhtemel iki mekanizma
icermektedir [31];

=  Vaskiilogenez: Embriyogenez sirasinda kemik iligi kaynakli anjiyoblastlardan
yeni kan damari olusumu

* Anjiyogenez: Onceden mevcut olan vaskiiler yapilardan yeni kan damari
olusumudur.

Vaskiilogenez gelisimin sonunda durur ve endotel hiicre proliferasyonu
hemen daima yetiskinlerde sonlanmistir [32]. Korneada anjiyogenik ve
antianjiyogenik faktorler arasinda denge bulunmaktadir. Anjiyogenez, bu dengenin
degisik nedenlerle anjiyogenik faktorler lehine dogru bozulmasi nedeniyle
olugsmaktadir [33, 34].

Anjiyogenezin fizyolojik ve patolojik olmak iizere iki tiirii vardir. Fizyolojik
anjiyogenez gelismekte olan fetiisde baglar ve dogum sonrasinda, erigkin
dokulardaki normal kan damarlarin1 olusturacak bigimde devam eder. Normal kan
damarlari, diizenli ve birbirinden yakin bosluklarla ayrilmis bir bi¢imde dagilim
gosterirler. Elastik ve muskiiler arterler, arterioller, kapillerler, postkapiller veniiller
ve venler seklinde hiyerarsik bir diizenlenmeye sahiptirler. Patolojik anjiyogenezde
ise indiiklenen yeni kan damarlarinin yapist ve fonksiyonlar1 anormaldir [35].
Patolojik anjiyogenez tarafindan indiiklenen damarlar, dagnik bir bigimde
yayilirlar, diizensiz dallanirlar, arteriovendz santlar olustururlar ve hiyerarsik bir
paterne uymazlar. Ayrica yapisal ve fonksiyonel ag¢idan heterojendirler. Degisken
ve farkli bigimde fenestrasyon gosterirler. Plazma proteinlerine karsi genellikle

gecirgendirler. Yiizeylerinde pek ¢ok biliylime faktorii reseptorleri tasirlar.



Oftalmik arterin dali olan uzun siliyer arterler, limbus bolgesinde perikornea
pleksusunu olusturarak sonlanir. Kornea neovaskiilarizasyonu, perikornea
pleksusunun veniillerinden ve kapillerinden kaynaklanan yeni damar olusumlaridir
[36, 37]. Kornea neovaskiilarizasyonu, stroma neovaskiilarizasyonu ve vaskiiler
pannus olmak iizere iki klinik antite olarak goriilebilir [38]. Son ¢alismalar, kornea
vaskiilarizasyonunun stromanin iist ve orta {igte birini tuttugunu gostermektedir [39].

Kornea neovaskiilarizasyonunun gelisimi sirasiyla su evreleri igermektedir;

= Anjiyogenik uyari (alkali kornea yanigi ve kornea hipoksisi vb.)

= Latent donem

* Limbus damarlariin dilatasyonu

* Veniil ve kapillerlerin bazal membranlarinin enzimatik yikimi

» Endotel hiicre proliferasyonu ve uyar1 alanina go¢ti

» Endotel hiicrelerinde tomurcuk ve liimen olusumu

» Vaskiiler tiip olusumu

= Periendotelyal hiicrelerin vaskiiler tiipleri desteklemek i¢in toplanmasi

* Olusan damarlarin matiirasyonu.

2.3.1 Epidemiyoloji

Kornea ve goziin diger boliimlerinin neovaskiiler ve infeksiydz hastaliklar
onemli bir halk saglig1 problemidir. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) her yil
ortalama 1,4 milyon hastada kornea neovaskiilarizasyonu gelistigi tahmin
edilmektedir. ABD niifusunun % 4’iinlin kornea neovaskiilarizasyonu bulunmakta ve
kornea nakli sirasinda elde edilen kornea orneklerinin % 20’sinde histopatolojik

olarak kornea neovaskiilarizasyonu goriilmektedir [40].
2.3.2 Kornea Neovaskiilarizasyonu I¢in Risk Faktorleri
Kornea neovaskiilarizasyonuna inflamatuar, enfeksiyoz, dejeneratif ve

travmatik bozuklular neden olabilir. Tablo 1’de kornea neovaskiilarizasyonuna neden

olan hastaliklar yer almaktadir [41].
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2.4 Anjiyogenezi Etkileyen Faktorler

Tablo 2’de anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler yer almaktadir.

2.4.1 Anjiyogenik Faktorler

2.4.1.1. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF)

Genel olarak, VEGF ailesine mensup olan proteinlerin damar gelisimi
tizerinde en 6nemli ajanlar olduguna inanilmaktadir. Vaskiilogenezde, fizyolojik ve
patolojik anjiyogenezde ve lenfanjiyogenezde 6nemli rol oynarlar [42]. VEGF ailesi,
endotel hiicreleri icin 6zgiil etkilere sahip olan ¢ok fonksiyonlu bir biiyiime faktorii
grubudur [43].

VEGEF ailesinin i¢ginde VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-F ve
plasental biiylime faktorii (PIGF) yer almaktadir. VEGF-A’nin su ana kadar bilinen
alti adet izoformu tamimlanmistir. Bunlar VEGF,,,, VEGF,,;, VEGF 4., VEGF g,
VEGF 4, ve VEGF, olarak isimlendirilmektedir ve beraberindeki sayilar i¢erdikleri
aminoasit sayisin1 gostermektedir [44, 45]. VEGF izoformlari, alternatif mRNA
birlesimleri yoluyla 6 ve 7 nolu ekzonlar tarafindan kodlanan sekanslarin varligina ya
da yokluguna gore birbirlerinden ayrilmaktadir. VEGF12; ekson 6 ve 7 tarafindan
kodlanan aminoasitlerden yoksun olup zayif asidik bir proteindir ve heparini zayif
baglamaktadir. VEGFi1g9 ve VEGFps ek olarak, 6 ve 7 nolu ekzon tarafindan
kodlanan ve heparini giiclii bir sekilde baglayan bir sekans daha icerirler. Ozellikle

VEGF21 ve VEGFi65 izoformlar vaskiiler endotel hiicreleri i¢in mitojeniktir.

2.4.1.2 VEGF Sentezi

VEGEF iiretimi bir¢cok faktor tarafindan diizenlenir. Bunlar; siklik AMP (cAMP),
steroid hormonlar, protein kinaz C agonistleri, polipeptit biiylime faktorleri, sitokinler,
oksijen, serbest radikaller, glikoz, kobalt ve demirdir [46]. Hipoksi, VEGF ve

reseptOrlerinin yapimini uyararak anjiyogenezi baslatan en Onemli etkenlerden
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biridir. Bu durum &zellikle, tiimorlerin nekrotik alanlari etrafinda daha belirgin bir

sekilde goriilmektedir.

Tablo 1. Kornea neovaskiilarizasyonuna neden olan hastahklar

Inflamatuar hastaliklar Dejeneratif-konjenital bozukluklar
Okiiler skatrisyel pemfigoid Pterjium
Atopik keratokonjonktivit Terrien marjinal dejenerasyon
Okiiler rozasea Aniridi
Greft rejeksiyonu Travma
Lyell’s sendromu Diger
Stevens-Johnson sendromu Kontakt lens
Graft versus host hastaligi Alkali yanig1
Enfeksiydz keratitler Ulser
Viral Iatrojenik
Herpes simpleks Kok hiicre yetmezligi

Herpes zoster
Bakteriyel
Ps6domonas
Klamidya trakomatis
Sifiliz
Fungal
Kandida
Fusarium
Asperjillus
Parazitik

Onkoserkiazis
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Tablo 2. Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler

Anjiyogenik Faktorler

Antianjiyogenik Faktorler

Vaskiiler endotel biiylime faktorii
Plasental biiyiime faktorii
Fibroblast biiyiime faktorii
Fibroblast biiytime faktorii-3
Fibroblast biiyiime faktorii-4
Transforme edici biiyiime faktori-o
Transforme edici biiylime faktori-§
Epidermal biiyiime faktorii
Hepatosit biiylime faktorii

Tiimdr nekroz faktor-a

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii
Grantilosit koloni uyaran faktor
Interlokin-8

Anjiyogenin

Doku faktorii

Interlokin-6

Anjiyopoetin-1

Trombospondin-1

Trombospondin-2

Anjiyostatin

Metalloelastaz

Endostatin

Vazostatin

Trombosit faktor-4 fragmani (anjiyostatin)
Prolaktin derivesi (anjiyostatin)

Restin

Anjiyopoetin-2

Interlokin-12

Interferon-a, p

Platelet faktor-4 fragmani
Antitrombin-3 fragmani

Interferon ile indiiklenebilen protein-10
Vazostatin

Antitrombin III fragmani

2.4.1.3 VEGF Reseptorii (VEGFR)

VEGF, endotel hiicrelerine reseptorler araciligi ile baglanir. Tirozin kinaz

ailesine ait li¢ ¢esit VEGF reseptorii bulunmaktadir. Bu reseptorler VEGFR-1,
VEGFR-2 ve VEGFR-3‘diir [47]. VEGF, biyolojik aktivitesini temel olarak endotel

hiicreleri {izerinde tirozin kinaz yapili VEGFR-1 ile VEGFR-2 ve lenf damarlar
tizerinde VEGFR-3 ile gerceklestirir. VEGFR-1 ve VEGFR-2 biiyiik ol¢iide damar

endotel hiicrelerinden salinir ve anjiyogenez ile damar gegirgenliginde gorev alir.
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VEGFR-3’iin lenfanjiyogenezin molekiiler regiilasyonundan sorumlu oldugu

sanilmaktadir [47].

2.4.1.4 Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Anjiyogenik baska bir faktor olan bazik FGF, kornea anjiyogenez
modellerinde kullanilmistir. FGF ailesi, ortalama 18 kiloDalton (kD) agirhiginda ve
23 ayr1 heparin bagli peptitlerden olusur. FGF; hiicre differansiasyonu, anjiyogenez,
mitogenez ve yara iyilesmesi sirasinda viicudun her dokusunda eksprese olabilir.
FGF, kendi reseptorlerine baglanarak (FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 ve FGFR-4) etki
yapar. FGF de VEGF gibi tirozin kinazi aktive ederek etki gosterir. FGFR-1 normal
kornea epitelinde bulunurken, FGFR-2 ise travma sonrasinda artmaktadir [48].
Vaskiilarizasyonda, FGF-1, FGF-2 ve FGF-4 artisiyla birlikte endotel hiicrelerinden
lokalize iirokinaz plazminojen aktivatorii ve matriks metaloproteinaz salinmaktadir

[49].

2.4.1.5 Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinaz (MMP) enzim ailesi, neovaskiiler siireclerde
ekstraseliiler matriksin yeniden sekillendirilmesi ile iligkilidir. MMP’lar ¢inko
baglayan proteolitik enzim grubudur. Yaklasik 25 degisik MMP tipi bulunmaktadir.
MMP'lerden birkaginin anjiyogenezde onemli olduguna diisliniilmektedir. Bunlar
MMP-2 ve MMP-9’dur (sirasiyla jelatinaz A ve B) [50, 51]. Yasa baglh makiila
dejenerasyonuna bagli koroid neovaskiiler membranlarinda, yara iyilesmesinde ve
solid timorlerde MMP-2 eksprese edilmektedir [52]. Kvanta ve ark. inflamasyon
ile iliskili deneysel kornea neovaskiilarizayonu modelinde MMP-2 ekspresyonunun

arttigini gostermislerdir [53].

2.4.1.6 Anjiyopoetin (Ang)

Ang ailesine ait molekiiller, endotel hiicreleri icin hemen hemen 6zel bir

spesifisiteye sahiptir. Angl, periendotel destek hiicrelerinin endotel hiicreleri
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etrafina toplanmalarini saglar. Ayrica, endotel hiicrelerinin ekstraseliiler matriks ve
mezenkimle iligki kurmasini indiikleyerek vaskiiler biitiinliigii artirir. Vaskiiler
gelisimde vazgecilmez bir role sahiptir ve yoklugu embriyonik donemde oliimciil
olarak sonuglanmaktadir [54]. Angl’in normal insan damarlarinda eksprese
edilmesi, bu faktoriin erigkin damarlariminin devamliliginda da onemli bir roli

oldugu anlamina gelmektedir.

2.4.1.7 interlokin-8 (1L-8)

IL-8, anjiyogenik ve 16kosit kemotaksis aktivasyonuna sahip ¢ok fonksiyonlu
bir sitokindir. IL-8 direkt olarak vaskiiler endotel hiicrelerinin kemotaksis ve

proliferasyonunu indiikleyerek neovaskiilarizasyonu tetikler.

2.4.1.8 Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

IGF-1’in hayvan modellerinde korneada anjiyogenik etkilerde bulundugu

bildirilmistir [55].

2.4.1.9 Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF)

TGF-a, epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi gézyasinda bulunur. TGF-q,
EGF ile yapisal benzerlige sahip olmakla birlikte anjiyogenezi uyarma potensiyeli
EGF’nden daha giicliidiir. TGF- aktivasyonu; ekstraseliiler matriks iiretimi, hiicre

biiylime ve farklilagmasi gibi cevaplara neden olur [56].

2.4.1.10 Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGF, trombositlerden izole edilen bir faktordiir. Reseptore baglanmasi
mitojenik etkileri indiikler [57]. PDGF reseptorleri kornea fibroblastlarinda ve

endotel hiicrelerinde bulunur.
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2.4.1.11 integrin

Integrinler, ekstraseliiler matrikse ya da bazi durumlarda komsu hiicrelere
adezyona aracilik eden hiicre yiizeyi reseptorleridir [58]. Su ana kadar toplam olarak
18 o ve 8 P alt birim tespit edilmistir. Integrinler, ekstraseliiler ligandlar ile hiicre

iskeleti arasindaki iletiyi saglamaktadir [59].

2.4.2 Antianjiyogenik Faktorler

2.4.2.1 Anjiyostatin

Anjiyostatin, 38 kD agirhiginda, plazminojenin proteolitik pargalanma
tirtinlerinden olup giiclii bir antianjiyogenik faktordiir [60]. Anjiyostatin; endotel
hiicrelerinin proliferasyonu, go¢ii ve tiibiil olusumunu engeller [61, 62]. Hayvan
calismalarinda, spesifik antikorlar kullanilarak kornea i¢i anjiyostatin molekiillerinin
tilketilmesinin neovaskiilarizasyon riskini artirdigi gosterilmistir [63]. Anjiyostatin
uygulanmasi, korneada bazik FGF ve anjiyogeninin uyardigi neovaskiilarizasyonu

inhibe etmektedir.

2.4.2.2 Endostatin

Endostatin 20 kD agirhiginda, kollajen XVIII’in proteolitik pargalanma
triiniidiir. Endostatin, ilk kez Dr. Folkman’in laboratuvarinda endotelyoma
hiicrelerinde  kesfedilmistir  [64]. Endostatinin  antianjiyogenik etkisi farkli
mekanizmalarla olugmaktadir. Bunlar; endostatinin jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9)
ve MMP-13 aktivitesini [65] ve VEGF molekiiliiniin reseptorlere baglanmasini
inhibe etmesi, hiicre siklusunun G1 asamasinda endotel hiicresine baglanan
endostatinin siklusu durdurmasi [66], endostatinin caspase 3’ii aktif hale getirerek
endotel hiicrelerinde apoptozu indiiklemesi [67] ve endotel hiicre tiibiil olusumunu
engellemesi [68] seklindedir. Hayvan ¢alismalarinda endostatinin, kornealarda bazik

FGF’nin uyardig1 neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi gosterilmistir [69].
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2.4.2.3 Pigment Epiteli Kokenli Faktor (PEDF)

Elli kD agirhiginda olan PEDF, giiclii bir antianjiyogenik ve norotrofik
faktordiir [70]. PEDF, retina pigment epiteli, iris ve korneada tesbit edilmistir [71].
Hipoksi durumunda VEGF indiiklenmekte ve PEDF baskilanmaktadir [72]. Spesifik
antikorlar uygulanarak PEDF’iin nétralize edilmesiyle neovaskiilarizasyon

gelismektedir [71, 72].

2.4.2.4 Trombospondin-1

Trombospondin (TSP) c¢ok fonksiyonlu protein gibi davranan glikoprotein
yapisindadir. TSP-1 ve 2 giiclii antianjigojenik ozellikler gostermektedir. TSP-1,
anjiyogenez icin kritik olan endotel hiicre proliferasyonu, hayatta kalimi ve
migrasyonunu inhibe etmektedir [73]. TSP-1 endotel hiicre yiizeyindeki CD36‘ya
baglanarak apoptozu indiikler [74]. Ayrica yapilan ¢alismalarda TSP-1’in VEGF
salmimini inhibe ettigi ve MMP diizenlenmesini sagladig1 gosterilmistir [75]. TSP-1,
normal korneada Bowman katmaninda, endotel hiicrelerinde ve Descemet
membraninda bulunmaktadir. TSP-1 gozde kornea haricinde iris, sklera ve retinada

da tiretilmektedir [76].

2.5 Kornea Immiinolojisi

Okiiler yiizey siirekli olarak travmaya, patojen mikroorganizmalara ve
cevresel antijenlere maruz kalmaktadir. Savunma hattinda ilk bariyeri olusturan
kornea epiteli yabanci antijen ile karsilastiginda aktive olmakta ve ¢esitli sitokinleri
salgilamaktadirlar. Sitokinler; hiicresel aktivasyon, farklilasma, inflamasyon, yara
lyilesmesi ve apoptoz gibi bir¢ok fonksiyonu olan proteinlerdir. Bu sitokinler
arasinda IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve interferon-y sayilabilir [77]. Inflamasyonlu
korneada,  makrofaj infiltrasyonunun  anjiyogenezden  sorumlu  oldugu
diistiniilmektedir [78]. Avaskiiler korneada normalde immiinglobulin {ireten plazma
hiicreleri yoktur. Normal korneada antijen sunan Langerhans hiicreleri siklikla

limbus ve periferik korneada yerlesim gostermektedir [79].
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2.5.1 Kornea Neovaskiilarizasyonunda Sitokinlerin Rolii

Inflamasyon, hemen hemen her zaman kornea neovaskiilarizasyonuna eslik
eder. In vitro kosullarda kornea epitel hiicresi IL-1; kornea epitel, stroma ve endotel
hiicreleri IL-6 ve kornea epitel ve stroma hiicreleri IL-8 iretir. Kornea epitel
hiicreleri tarafindan tiretilen IL-1’in ana inflamatuar sitokin oldugu bildirilmistir. IL-
1, fibroblastlar i¢in kemotaktiktir ve inflamatuar hiicre ve fibroblast proliferasyonu
uyarir. Timor nekrozis faktér (TNF) ailesi, 19 ¢ok fonksiyonlu sitokinden olusan ve
inflamasyon ve apoptozda dnemli rol oynayan bir gen ailesidir [80]. TNF-a, esas
olarak T lenfositler ve makrofajlar tarafindan sentezlenen bir proteindir. TNF
aktivitesini iki reseptéor (TNFa-R1 and TNF-aR2) iizerinden gosterir. Birgok
anjiyogenik molekiil endotel hiicresindeki TNF-a reseptoriinii artirir [81]. TNF-a
kornea neovaskiilarizasyonunda énemli proinflamatuar bir sitokindir. Inflamasyon
durumunda sentezlenen TNF-o nedeniyle; IL-8, VEGF ve bazik FGF iiretimi
indiiklenmektedir [82]. TNF-a bu etkilerinin yani sira apoptozun uyarilmasi, B
hiicrelerinin proliferasyonu ve matiirasyonunun uyarilmasi, pirogenez, septik sok,
kemik rezorpsiyonu ve katabolizmanin artirilmasi gibi etkilere de sahiptir.
Inflamasyon durumunda kornea hiicreleri de TNF-a salgilayabilmektedir [83].
Kornea epiteline olan travma sonrasinda epiteldeki IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi

sitokinlerin seviyesi artar [84].

2.5.2 Arthus Reaksiyonu

Arthus reaksiyonu, lokal tip Ill hipersensitivite reaksiyonudur. Tip Il
hipersensitivite reaksiyonlari, immiin kompleks aracilidir ve antijen/antikor
kompleksinin vaskiiler duvar, seroza (plevra ve perikard vb.) ve glomeriil gibi
dokularda birikimini igerir. Ilk kez Nicolas Maurice Arthus tarafindan 1903 yilinda
[85] tanimlanmustir. Arthus, at serumunu tekrarlayan subkutan enjeksiyonlar seklinde
tavsanlara enjekte ettiginde ddem ve gangren olusumunu gozlemistir.

Arthus reaksiyonunda, pasif immiinitede oldugu gibi bir antijenin intradermal
enjeksiyonu sonrasi in situ antijen/antikor kompleksleri olusumu gozlenir. Eger

hayvan/hasta daha oOnce sensitize olmus. Bu yolla kompleman aktivasyonu
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¢oziilebilir anafilatoksin C5a ve C3a’nin pargalanmasi, polimorfoniikleer 16kosit
kemotaksisi ve mast hiicre degraniilasyonu ile sonuglanir. immiin komplekslerin
daha fazla birikimi lokal fibrinoid nekroz ile iskeminin indiikledigi tromboza neden

olabilir.

2.6 Tedavi

Kornea neovaskiilarizasyonun tedavisinde kullanilan medikal ve cerrahi

yontemler Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Kornea neovaskiilarizasyonunda tedavi yontemleri

Medikal tedavi yontemleri Cerrahi tedavi yontemleri
Steroidler Lazer fotokoagiilasyon
Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar Fotodinamik tedavi
Siklosporin A Elektrokoagiilasyon
Anti VEGF (bevacizumab) Limbus ototransplantasyonu
Diger Amniyon zar1 transplantasyonu

Genistein Konjonktiva transplantasyonu

Somatostatin
Octreotide
Methotrexate
Rapamycin
Suramin
Tacrolimus
Suleparoide
Vethalidomide

Timokinon
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2.6.1 Deksametazon

Kortikosteroidler, inflamasyon ve anjiyogenezi inhibe eden ilaglardir.
Kortikosteroidler, korneada inflamasyon ve neovaskiilarizasyon tedavisinde standart
ila¢ olarak kabul edilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, kortikosteroidlerin antiinflamatur
Ozelligi yaninda antianjiyogenik etkisini de gostermektedir [86, 87]. Bu durum,
anjiyogenez ve inflamasyonun ¢esitli sinyal yolaklarmin ortak olmasiyla
aciklanmaktadir. Hasarli korneada inflamatuar hiicre infiltrasyonunun ana kaynagi,
VEGF gibi anjiyogenik molekiillerdir. Buna ilave olarak, bu hiicreler giicli
anjiyogenik molekiil olan IL-1 ve TNF-a gibi birgok sitokin iiretmektedir [88].
Steroidler, prostaglandin sentezini inhibe ederek antianjiyogenik ajanlar gibi
davranmaktadir [89]. Steroidler ayrica bir¢ok inflamatuar ve anjiyogenik sitokinin
(IL-1, IL-3, IL-6 ve [IL-8) transkripyonunu da inhibe etmektedir [90].
Kortikosteroidler anjiyogenezde endotel hiicre proliferasyonu ve tiibiil formasyonunu
engellemektedir [91]. Nauck ve ark., kortikosteroidlerin VEGF ekspresyonunu
azaltarak antianjiyogenik etki gosterdigini bildirmislerdir [92]. Deksametazon, bir
sentetik kortikosteroid analogudur ve gii¢lii bir antiiflamatuar ilactir. inflamatuar,
immiinolojik ve travma kokenli pekcok okiiler hastaligin tedavisinde

kullanilmaktadir.

2.6.2 Bevacizumab

Bevacizumab, bir rekombinant insan monoklonal antikorudur. VEGF
molekiiliine baglanarak onun biyolojik aktivitesini notralize eder [93]. Bevacizumab
214 aminoasitten olusmaktadir ve molekiill agirhigr yaklasik 140 kDa’dur.
Bevacizumab, VEGF-A’nin biitiin izoformlarina baglanir [94]. Metastatik kolorektal
kanserlerin tedavisinde kullanilmak iizere Amerikan Ila¢ Idaresi tarafindan
onaylanmistir [95]. Bevacizumab, VEGF’nin damar endotel hiicrelerinin yilizeyindeki
reseptOrlerine baglanmasini inhibe ederek yeni damar olusumunu engeller. Goz ici
uygulama icin gelistirimis bir ajan olmamasina karsin degisik nedenlerle olusan
koroid neovaskiiler membranlarinin tedavisinde de kullanilmaktadir. Alkali kornea

yanigl olusturulan deneysel modelde tek doz subkonjoktival bevacizumab
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uygulamasinin kornea neovaskiilarizasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [96].
Erdurmus ve Totan’in kornea neovaskiilarizasyonlu iki olguya uyguladiklari
subkonjonktival bevacizumab enjeksiyonu, bevacizumabin bu alanda kullaniminin

baslangici olmustur [97].

2.6.3 Siklosporin A

Tolypocladium inflatum adli mantardan elde edilen 11 aminoasildisiklik bir
polipeptiddir [98]. Siklosporin A’nin etkisini gosterebilmesi igin sitoplazmik
reseptOrii olan siklofilin A ve D’ye baglanmasi gerekir. Siklofilin A’ya baglanan
siklosporin A, T lenfosit aktivasyonunu inhibe eder [99, 100]. Siklosporin-siklofilin
A kompleksi kalsindrine baglanarak kalsindrinin serin/treonin fosfataz aktivitesini
bloke eder [99, 101]. T hiicre reseptdrii antijen ile uyarilinca hiicre igi sinyal iletimi
olur ve hiicre iginde kalsiyum miktar1 artar. Artan kalsiyum kalsinrini uyarir ve
aktive eder. Kalsindrin bir fosfataz enzimi olup aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii
(NFAT) adli ve inaktif durumda sitoplazmada bulunan faktérden fosfat gruplarini
kopararak aktif hale getirir. NFAT, c¢ekirdekte IL-2 geninin diizenleyici bolgesindeki
baglanma yerine baglanarak gen transkripsiyonunu ve bdylece IL-2 iiretimini artirir.
Bu sekilde T hiicre aktivasyonu saglanir [100]. Sekil 1°de siklosporin A’nin etki

mekanizmasi sematize edilmistir.

\ / Hucre zar

—* Casalmmi _4 Siklosporin A +
Kalsinorin Siklofilin A

T hiicre
reseptor

PO4

}«—» NFAT-PO4
NFAT

Nikleus

NFAT —F— > 1L.2 mRNA

Sekil 1: Siklosporin—A’nin etki mekanizmasi
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Siklosporin = A, IL-2 araciligi ile T lenfositlerin aktivasyonunu ve
proliferasyonunu onler. Siklosporin A, CD4 tipi T hiicrelerinin hiicre siklusunun
istirahat doneminde kalmasina neden olur. IL-2 ise; IL-2 reseptorii, IL-3, IL-4, TNF-
a ve interferon-y gibi immiin sistemin bir¢ok diizenleyici proteininin yapimini azaltir.

Siklosporin-siklofilin D kompleksi de programli hiicre 6liimii olan apoptozu
engeller [102]. Bu kompleks hiicresel stres ve hasar aninda mitokondri gegirgenlik
porlarinin agilmasini engeller. Bu porlar agildigi zaman membranlar arasi araliktan
apoptozda gorev yapan proteazlar ve niiklezlar aktive olur.

Siklosporin—A’nin immiinosupresif etkisinin ti¢ 6nemli 6zelligi vardir:

= supressor T lenfositlerin (CD8+) fonksiyonunu bozmaz,
= Dbenzer diger immiinsupresiflerin aksine miyelosiipresyon yapmaz ve
= dogal dldiiriicii lenfositleri (natural killer) inhibe etmez.

Son yillarda penetran keratoplasti ve kimyasal yanik sonrasi olusan kornea
neovaskiialrizasyonunun tedavisinde siklosporin A kullaniminin artis gosterdigi
bilinmektedir [103,104]. Immiin k&kenli bir deneysel kornea damarlanmasi
modelinde ise siklosporin A denenmemistir. Buna ilaveten, siklosporin A’nin % 0,05
konsantrasyondaki preparatinin kornea neovaskiilarizasyonunda kullanimina iliskin
bilgiler ¢cok siirlhidir. Bu nedenlerle bu ¢alismada immiin mekanizma ile olusturulan
deneysel kornea damarlanmasi modelinde % 0,05 siklosporin A’nin etkinliginin

degerlendirilmesi amaglanmaistir.

3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma icin Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu’nun 2010/28 sayili onayr alindi. Agirligi 2000-2500 gr
arasinda degisen 6 aylik 36 adet albino erkek tavsan calismaya alindi. Calisma
siiresince denekler Abant Izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde uygun beslenme sartlarinda ve ozel kafeslerde tutuldu.
Deneklerin sadece sag gozleri ¢aligmaya alindi. Tiim deneklere bir hafta arayla 2 kez
5 mg/ml olacak sekilde subkutan sigir serum albumini (Albumin from bovine serum,
A7030, Sigma-Aldrich, St Louis) uygulandi. Ilk subkutan enjeksiyondan 14 giin

sonra tavsanlara ketamin (Ketalar®, Pfizer, Kirklareli, Tiirkiye) 10 mg/kg dozunda ve
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ksilazin (Basilazin®, Bavet, Bosensel, Almanya) 5 mgkg dozunda kas ici
enjeksiyonu ile derin anestezi saglandi. Daha sonra biitiin tavsanlarin sag gozlerine
topikal anestezik olarak % 0,5 proparakain hidrokloriir (Alcaine®, Alcon, Puurs,
Belcika) damlatildi. Derin anestezi altindaki tavsanlarin sag goézlerinin kornea
santraline mikroskop altinda (Olympus SZ61, Tokyo, Japan) 30 gauge igne
yardimiyla intrastromal 1 mg/ml dozunda sigir serum albumini 50 pl olacak sekilde
enjekte edildi.

Intrastromal s1g1r serum albumini enjeksiyonundan sonra denekler randomize
olarak 4 esit gruba ayrildi. Birinci gruba (Grup 1, n=9) topikal % 0,05 siklosporin A
(Restasis®; Allergan Inc., Irvine, CA, ABD), ikinci gruba (Grup 2, n=9) topikal %
0,1 deksametazon (Dexa-sine SE®, Alcon, Frieburg, Almanya), liglincii gruba (Grup
3, n=9) topikal 0,5 % bevacizumab (Altuzan®, Roche, Sanfransisko, ABD) ve
kontrol grubuna (Grup 4, n=9) topikal % 0,9 NaCl ¢ozeltisi tedavisi uygulandi.
Biitiin ilaglar giinde iki kez bir damla seklinde 15 giin boyunca damlatildi.

Tavsan gozlerinde kornea neovaskiilarizasyonunun maksimum diizeye
ulastigi 15. giinde deneklerin sag goz fotograflari Nikon D90 dijital fotograf
makinasi ile alindi. Daha sonra biitiin deneklere ketamin 10 mg/kg ve ksilazin 5
mg/kg intramuskiiler olarak verilerek genel anestezi saglandi. Histopatolojik
incelemeler i¢in sakrifiye edilen tavsanlarin sag goz kornealari limbusun 1 mm
gerisinden bistliri ve makas yardimiyla eksize edildi.

Dijital fotograflar iizerinden kornea neovaskiilarizasyonu alani yiizdesi

hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil kullanildi [106].
% kornea neovaskiilarizasyonu = C/12 x m x [r>-(r-L)*]

Bu formiilde C; saat kadrani olarak kornea neovaskiilarizasyonunu, r; tavsan
korneas1 yaricapin1 ve L; limbustan baglayarak kornea santraline dogru uzanan en
uzun damar ya da en uzun damar grubunun uzunlugunu ifade etmektedir.

Eksize edilen kornealar % 10’luk formaldehit soliisyonuna konuldu. Doku
ornekleri, 151k mikroskobu incelemesi i¢in % 10’luk formaldehit ¢ozeltisinde 24 saat
siireyle tespit edildikten sonra, rutin doku takip islemlerinden gegirilen kornealar

parafine gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan limbus bolgesinden baslayarak 5
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um kalimhiginda seri kesitler alindi. Farkli bolgelerden alinan kesitlerin bir kismi
hematoksilen eozin (HE) ile boyandi. Bu alanlarda anjiyogenez ve inflamasyon
degerlendirildi.

Apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi ve sayilmasi i¢in polilizinli lam tizerine 4-
5 um kalinliginda kesitler alinip terminal deoksiniikleotid transferaz aracili dUTP-
biotin ug etiketleme (TUNEL) yontemi uygulanarak immiinohistokimyasal boyama
(In Situ Death Detection Kit, POD®, Roche, Mannheim, Almanya) yapildi. Apoptoz
degerlendirmesi her denege ait kornea kesitlerinde X40 objektif biiylitme ile farkli 5
alandaki pozitif boyanan apoptotik hiicreler sayilarak yapildi.

Damar endotelinin boyanmasi i¢in VEGF ve CD31 immiinohistokimyasal
boyamalar1 yapildi. BH2 Olympus fotomikroskobunda (Olympus Optical Company,
Japonya) incelenerek fotograflandirildi. Inflamasyon degerlendirmesi igin 0 ile 3
arasinda degisen skala kullanild: (0: inflamasyon yok, 1: Minimal inflamasyon, 2:
Orta inflamasyon, 3: Siddetli inflamasyon) [107]. Inflamasyon degerlendirilmesi her
denege ait kornea kesitlerinden X40 objektif biiyiitme ile farkli 5 alan taranarak
yapildi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS for Windows 11.5 paket programiyla
yapildi. Siirekli degiskenlerin dagiliminin normale yakin olup olmadigi Shapiro Wilk
testi ile arastirildi. Tanimlayict istatistikler siirekli ve siralanabilir degiskenler i¢in
ortanca (minimum — maksimum) olarak gosterildi. Gruplar arasinda ortanca degerler
yoniinden farkin 6nemliligi Kruskal Wallis testiyle arastirildi. Kruskal Wallis test
istatistiginin anlamli bulunmasi1 halinde Conover’in parametrik olmayan c¢oklu
karsilagtirma testi kullamlarak farka neden olan durumlar belirlendi. Istatistiksel

anlamlilik p degerinin 0,05’in altinda olmasi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Makroskopik Bulgular

Deneklerin makroskopik fotograflar1 Sekil 2°de goriilmektedir. Topikal %
0,05 siklosporin A ve topikal % 0,1 deksametazon gruplarinda kornea
neovaskiilarizasyonunun belirgin olarak daha az oldugu goriilmektedir. Topikal %
0,5 bevacizumab ve topikal % 0,9 NaCl gruplarinda belirgin kornea
neovaskiilarizasyonu izlenmektedir.

Kornea neovaskiilarizasyonu alani yiizdesi hesaplamalarina ait sonuglar Tablo
4’de gosterilmistir. Topikal % 0,05 siklosporin A tedavisi, % 0,9 NaCl ve % 0,5
bevacizumab tedavisine gore kornea neovaskiilarizasyonunu daha fazla inhibe etmistir
(p=0,02 ve p=0,03). Topikal % 0,1 deksametazon tedavisi, topikal % 0,05 siklosporin
A tedavisine gore kornea neovaskiilarizasyonunu daha fazla azaltmistir (p<0.001).
Sekil 3, kornea neovaskiilarizasyonu alani yiizdelerinin gruplara gore dagiliminm

gostermektedir.

4.2 Isik Mikroskopi Bulgular:

Hematoksilen Eozin Boyama

Topikal % 0,05 siklosporin A grupunda, topikal % 0,5 bevacizumab grubuna
gore daha az anjiyogenez, fibroblast ve inflamatuar hiicre artist goriilmektedir.
Ancak topikal % 0,1 deksametazon grubuna gore, topikal % 0,05 siklosporin A
grubunda kornea stromasinda anjiyogenez ve inflamatuar hiicreler daha fazla
izlenmektedir (Sekil 4). Topikal % 0,1 deksametazon grubunda kornea stromasinda
anjiyogenez ve inflamatuar hiicreler izlenmemekte idi. Limbus bélgesinde hiicresel
infiltrasyon goriilmemekte idi (Sekil 5). Topikal % 0,5 bevacizumab grubunda
kontrol grubuna gore kornea stromasinda daha az anjiyogenez, fibroblast ve
inflamatuar hiicre artis1 goriilmektedir. Limbus bolgesinde anjiyogenezin goriildigi

alanlarda fibroblast ve inflamatuar hiicre artis1 dikkati cekmekte idi (Sekil 6).
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Sekil 2: Makroskopik kornea neovaskiilarizasyon fotograflari. (A) Topikal % 0,05
siklosporin A grubu, (B) Topikal % 0,1 deksametazon grubu, (C) Topikal % 0,5

bevacizumab grubu ve (D) Topikal % 0,9 NaCl grubu.

Tablo 4. Gruplara ait ortalama kornea neovaskiilarizasyonu alan1 yiizdeleri

Gruplar

Grup1
(Siklosporin A)
Grup 2
(Deksametazon)
Grup 3
(Bevacizumab)
Grup 4
(Nacl)

% neovaskiilarize alan

+ standart sapma

244+ 154

6+3,5

37,1+£20,4

44,1 +£25.8

Ortanca

(minumum-maksimum)

22,4 (5,7 - 50,5)

59 (2,1 - 13,6)

33,8 (8,0 - 56,4)

34,9 (13,7 - 86,3)
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Sekil 3: Kornea neovaskiilarizasyon alanlarinin gruplara gore dagilimi

Sekil 4: Topikal % 0,05 siklosporin A grubuna ait 151k mikroskopi goriintiileri. (A)
Kornea stromasinda kan damari ve hiicre sayis1 bevacizumab uygulanan gruba gore
daha az oldugu dikkati ¢ekmektedir. (B) Limbus bdlgesinden gegen kesitte hiicresel

infiltrasyon izlenmemektedir. (bar = 100 pum)
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Sekil 5: Topikal % 0,1 deksametazon grubuna ait 151k mikroskopi goriintiileri. (A)
Kornea stromasinda neovaskiilarizasyon ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu
izlenmemektedir. (B) Limbus bolgesinden gecen kesitte hiicresel infiltrasyon

goriilmemektedir. (bar = 100 um)

Sekil 6: Topikal % 0,5 bevacizumab grubuna ait 151k mikroskopi goriintiileri. (A)

Kornea stromasinda ¢ok sayida yeni damar olusumu ve hiicresel infiltrasyon
goriilmektedir. (B) Limbus bolgesinde kan damarlari ve hiicresel infiltrasyon kontrol

grubuna benzemektedir. (bar = 100 um)
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Topikal % 0,9 NaCl ¢ozeltisi damlatilan kontrol grubuna ait kornea histolojik
kesitinde stromada anjiyogenez ve inflamatuar hiicre artis1 goriillmektedir (Sekil 7 A,
B). Limbus bolgesinde anjiyogenezin goriildiigii alanlarda fibroblast ve inflamatuar

hiicre artis1 dikkati cekmektedir (Sekil 7 C).

Sekil 7. Kontrol grubuna ait 151k mikroskopi goériintiileri. (A, B) Stromada kan
damarlar1 ve hiicresel infiltrasyon artisi goriilmektedir. (C) Limbus bdlgesinden

gecen kesitte yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve neovaskiilarizasyon

goriilmektedir. (bar = 100 um)

Inflamasyon skoru agisindan topikal % 0,05 siklosporin A grubu ve topikal %
0,5 bevacizumab grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,13).
Inflamasyon skoru topikal % 0,1 deksametazon grubunda en diisiik olarak saptandu.

Tablo 5°de gruplara ait ortalama ve ortanca inflamasyon skorlar1 gosterilmektedir.
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Tablo 5. Gruplara gore inflamasyon skorlari

Gruplar Ortalama inflamasyon Ortanca
+ standart sapma (minumum — maksimum)

Grup 1 1,8+ 0,4 2(1-2)
(Siklosporin A)

Grup 2 02+04 0(0-1)
(Deksametazon)

Grup 3 22+04 2(2-3)
(Bevacizumab)

Grup 4 2,8+0,4 3(2-3)

(NaCl)

4.3 Apoptoz Degerlendirilmesi

Tablo 6’da gruplara ait apoptotik hiicre sayilar1 gosterilmistir. Apoptotik
hiicre yogunlugu agisindan topikal % 0,05 siklosporin A grubu ile topikal % 0,1
deksametazon grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,7).
Apoptotik hiicre yogunlugu agisindan topikal % 0,5 bevacizumab grubu ile kontrol
grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,7). Apoptotik hiicre
yogunlugu; topikal % 0,05 siklosporin A ve topikal % 0,1 deksametazon gruplarinda,
topikal % 0,5 bevacizumab ve kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde daha az idi (p>0,05). Sekil 8°de gruplara ait TUNEL (+) apoptotik hiicrelere

ait histolojik kesitler goriilmektedir.
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Tablo 6. Gruplara gore ortalama TUNEL (+) apoptotik hiicre yogunlugu (hiicre/mm?)

Grup 1 10,7+ 1,7 10 (9-14)
(Siklosporin A)

Grup 3 22,7465 23 (13 - 33)

(Bevacizumab)

Sekil 8: TUNEL (+) boyanan apoptotik hiicrelere ait histolojik kesitler. (A) Topikal
% 0,05 siklosporin A grubu, (B) Topikal % 0,1 deksametazon grubu, (C) Topikal %
0,5 bevacizumab grubu ve (D) kontrol grubu. Topikal % 0,05 siklosporin A ve
Topikal % 0,1 deksametazon gruplarinda apoptotik hiicrelerin diger gruplara gore
belirgin olarak az oldugu dikkati cekmektedir. (bar = 100 um)
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4.4 CD31 ve VEGF Immiinohistokimya Boyama

Tim gruplarda CD31 pozitif boyanan endotel hiicreleri saptandi (Sekil 9).
Anjiyogenezin fazla oldugu kontrol ve topikal % 0,5 bevacizumab gruplarinda CD31
ile boyanan endotel hiicrelerinin daha fazla oldugu, topikal % 0,1 deksametazon ve
topikal % 0,05 siklosporin A uygulanan gruplarda ise daha az CD31 boyanan endotel
hiicresi oldugu goriildi. VEGF imminohistokimyasal boyamasmnmn CD31

boyamasina benzer sonuglar verdigi gozlendi (Sekil 10) .

Sekil 9: CD31 immiinohistokimyasal boyamasina ait histolojik kesitler. (A) Topikal
% 0,05 siklosporin A grubu, (B) Topikal % 0,1 deksametazon grubu, (C) Topikal %
0,5 bevacizumab grubu ve (D) Kontrol grubu. A ve B’de goriilen kesitlerde C ve

D’deki kesitlere gore daha az CD31 ile boyanan endotel hiicreleri goriilmektedir.

(bar =100 pm)
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Sekil 10: VEGF immiinohistokimyasal boyamasina ait histolojik kesitler. (A)
Topikal % 0,05 siklosporin A grubu, (B) Topikal % 0,1 deksametazon grubu, (C)
Topikal % 0,5 bevacizumab grubu ve (D) Kontrol grubu. A ve B’de goriilen
kesitlerde C ve D’deki kesitlere gore daha az VEGF ile boyanan endotel hiicreleri
goriilmektedir. (bar = 100 pum)
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, Arthus reaksiyonu mekanizmasi ile olusturulan deneysel
kornea neovaskiilarizasyonu modelinde topikal % 0,05 siklosporin A’nin kornea
damarlanmasini azalttig1 gosterilmistir. Bu etki topikal % 0,1 deksametazondan daha
az idi. Bununla birlikte, topikal % 0,05 siklosporin A’nin kornea
neovaskiilarizasyonunu azaltic1 etkisi topikal % 0,5 bevacizumabdan daha iistiin
bulunmustur. TUNEL metoduyla saptanan apoptotik hiicre sayis1 yogunlugu topikal
% 0,05 siklosporin A ve topikal % 0,1 deksametazon gruplarinda belirgin olarak
azalmistt. Benzer sekilde CD31 ve VEGF ile boyanan endotel hiicre sayilari da
topikal % 0,05 siklosporin A ve topikal % 0,1 deksametazon gruplarinda diger
gruplara gore daha az saptanmistir. Sonu¢ olarak, bu c¢aligmada topikal % 0,05
siklosporin  A’nin immiinolojik kornea neovaskiilarizasyonunu tedavi etmede
makroskopik ve histolojik olarak etkili oldugu goriilmiistiir.

Kornea  neovaskiilarizasyonu;  insanlarda  inflamatuar, infeksiydz,
immiinolojik, dejeneratif veya travmatik bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan ve gérme
keskinligini azaltarak ciddi morbiditeye neden olan bir klinik durumdur [71, 108,
109]. Bu nedenle, kornea neovaskiilarizasyonunu azaltmaya yonelik deneysel ve
klinik ¢aligmalar son yillarda hiz kazanmistir. Aragidonik asit metabolitlerinin kornea
neovaskiilarizasyonu  patogenezinde  aktif rol  oynadigrt  bilinmektedir.
Prostaglandinler, siklooksijenaz yolunun fliriinleridir ve E serisi neovaskiiler yanitin
giiclii uyaricilaridir. Lipooksijenaz yolunun iirlinii olan l6kotrienler de lokositlerin
kemotaksisine neden olarak kornea neovaskiilarizasyonu olusumunda gorev alirlar.
Aragidonik asit metabolizmasinin inhibitorleri olan kortikosteroidler ve nonsteroidal
antiinflamatuar ilaglarin, kornea neovaskiilarizasyonunu ve inflamasyonu azaltmada
etkili oldugu iyi bilinmektedir. Literatiirde; heparin, selektif siklooksijenaz-2 (COX-
2) inhibitorii, plasminojen kringle, triamsinolon, doksisiklin, timokinon ve
vertoporfin ile fotodinamik tedavinin kornea neovaskiilarizasyonunu inhibe etme
kapasitesi oldugu gosterilmistir [110]. Son yillarda ise VEGF inhibitorlerinin
kullanimi popiilarite kazanmistir.

Kornea neovaskiilarizasyonun supresyonunda topikal steroidler 6nemli bir yer

tutmaktadir. Topikal kortikosteroidlerin antianjiyogenik etkisi ilk defa 1950°de rapor
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edilmigtir [111]. Bugiine kadar kortizon, deksametazon, hidroksikortizon,
metilprednizolon, prednizolon, triamsinolon ve tikabezone propiyonat gibi
steroidlerin kornea neovaskiilarizasyonunu azalttig gosterilmistir.
Kortikosteroidlerin ~ kornea  neovaskiilarizasyonundaki  etki  mekanizmalari;
kemotaksisin inhibisyonu, proinflamatuar sitokinler (TNF-o, IL-1 ve IL-6) ve
plazminojen aktivatoriin inhibisyonu, membran fosfolipidlerinden arasidonik asit
salimimminin baskilanarak prostaglandin ve lokotrien gibi inflamatuar mediatorlerin
olusumunun azaltilmasi gibi degisik yollarla olmaktadir. Topikal steroidlerin kornea
neovaskiilarizasyonundaki etkinligi ile birlikte uzamis kullanimlari; mikrobiyal
keratitler, stromal incelme ve duyarli bireylerde acik acili glokom ve katarakt
olusumuna neden olabilmektedir [112]. Florometolon gibi zayif etkili steroidlerin bu
yan etkileri daha az olmaktadir. Dursun ve ark., alkali yanik ile olusturulan kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde topikal ve subkonjonktival bevacizumab ile topikal
florometolonu karsilastirmislardir [113]. Bu g¢alismada topikal ve subkonjonktival
bevacizumab, topikal florometolondan daha etkili bir sekilde damarlanmayi
azaltmigtir. Diger bir alkali yanik modelinde ise topikal ve sistemik deksametazonun,
kornea neovaskiilarizasyonunu geriletmede doksisiklinden daha etkili oldugu
gosterilmistir [114]. Calismamizda ise topikal % 0,1 deksametazon, topikal % 0,5
bevacizumaba gore kornea neovaskiilerizasyonunu azaltmada daha etkili
bulunmustur. Bu durumun iki farkli hipotezle agiklanmasi miimkiindiir. Birincisi,
topikal % 0,1 deksametason, florometolondan daha potent bir kortikosteroid oldugu
i¢in kornea damarlanmasini daha fazla azaltmis olabilir. ikincisi ve daha énemli ise;
caligmamizda kullanilan deneysel modelin immiin tabanli bir mekanizmaya
dayaniyor olmast nedeniyle VEGF’den baska ara mediatorlerin etkin olmasi,
bevacizumabin daha az etki gostermesine neden olmus olabilir.

Kortikosteroidlerin bir¢cok inflamatuvar ve neovaskiiler hastaligin tedavisinde
basarili bir sekilde kullanilmalarina ragmen yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle
kullanimlaruni azaltacak alternatif tedavi yontemleri arastirilmistir. Siklosporin A,
topikal kullanimda yan etki profilinin gilivenli olmasi nedeniyle kortikosteroidlere
alternatif bir ajan olmustur. Topikal siklosporin A; keratokonjoktivitis sikka, korneal
greft reddi, vernal keratokonjonktivit ve adenoviral keratokonjonktivite bagl

subepitelyal infiltrasyonlar1 tedavi etmede kullanilmaktadir. Siklosporin A, etkisini
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ozellikle T lenfosit aktivasyounu inhibe ederek gosteren bir immiinomodiilator
ajandir. Siklosporin-siklofilin D kompleksi de programli hiicre 6liimii olan apoptozu
engeller [102].

Deneysel kornea damarlanma modelleri degisik mekanizmalarla
olusturulabilmektedir. Bunlar arasinda en ¢ok bilinenleri alkali yanik, bazik FGF ve
VEGF pelletler, kornea siitiirasyonu ve Arthus reaksiyonudur. Lipman ve ark,.
interlokin-2 ile uyarilmig deneysel kornea neovaskiilarizasyonu modelinde
siklosporin A’nin etkisini degerlendirmislerdir [115]. Bu ¢alismada zeytinyagi i¢inde
25 mg/kg siklosporin A’nin kornea damarlanmasini kontrol grubuna goére belirgin
olarak azalttig1 gosterilmistir. Siklosporin A’nin anjiyogenezi inhibe edici etkisi; IL-
2 ve reseptoriiniin ekspresyonunun azaltilmas: ile iligkili olabilecegi gibi TNF-a gibi
kornea neovaskiilarizasyonunda goérevli proinflamatuar sitokinleri azaltarak da
gosterebilir.  Siklosporin A’nin romatoid artritli hastalarda antianjiyojenik etkisini
belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, siklosporin A’nin aktivator protein-1 aracili
VEGF cekspresyonunu inhibe ederek etki gosterdigi saptanmustir [116].
Calismamizda topikal % 0,05 siklosporin A’nin kornea neovaskiilarizasyonunu
inhibe etmede topikal % 0,5 bevacizumabdan daha etkin oldugu goriilmiistiir. Bu
bulgular g6z oOniine alindiginda, siklosporin A’nin kornea neovaskiilarizasyonunu
inhibe etmede VEGF ekspresyonunun azaltilmasinin bir rolii olabilecegini
diistinmekteyiz. Ancak muhtemelen siklosporin A, VEGF inibisyonundan farkli bir
takim mekanizmalarla da anjiyogenezi azaltmaktadir.

Yiiksel ve ark., termal koterizasyon ile olusturduklar1 deneysel kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde subkonjonktival siklosporin A’nin etkinligini
degerlendirmisler ve siklosporin A’nin inhibitor etkisinin 0,5 mg/0,01 ml dozunda en
belirgin oldugunu gostermislerdir [117]. Calismamizda, topikal % 0,05 siklosporin A
dozunun 2x1 pozolojide uygulamanmasinin da kornea damarlanmasini azalttigini
gozlemledik. Ancak her iki ¢alismada kullanilan neovaskiilarizasyon modeli farkli
oldugundan dozlarin birebir karsilagtirmasi yaniltici olabilir.

Literatiirde 4 ile 25 mg/ml arasindaki dozlarda topikal bevacizumabin kornea
neovaskiilarizasyonunu azalttig1 gosterilmis [118, 119, 120]. Habot-Wilner ve ark.,
topikal bevacizumabi farkli dozlarda uygulayarak kornea neovaskiilarizasyonu

azaltmadaki etkinliklerini incelemislerdir [121]. Bu ¢alismada, 4 mg/ml altindaki
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konsantrasyonlarda bevacizumabin neovaskiilarizasyonu geriletmede etkinliginin az
oldugu gosterilmistir. Manzano ve ark.’nin deneysel calismalarinda ise, topikal 4
mg/ml bevacizumabin giinde iki kez uygulamasinin kontrol grubuna gore % 40
oraninda kornea damarlanmasini azalttig1 gosterilmistir [118].

Peebo ve ark., 10/0 naylon siitiir ile olusturduklari inflamatuar kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde subkonjonktival bevacizumabin triamsinolondan
daha az etkin oldugunu saptamuslardir [122]. Yazarlar inflamatuar kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde bevacizumabin etkinliginin diisiik oldugu sonucuna
varmiglardir. Bagka bir deneysel calismada ise FGF ile indiikklenen kornea
neovaskiilarizasyonunda bevacizumabin etkin olmadigi bildirilmistir [123]. Dastjerdi
ve ark., topikal ve subkonjonktival bevacizumab uygulamasi ile yaptiklar1 bir
penetrasyon calismasinda, epitel biitiinligiiniin korundugu korneada subkonjonktival
uygulamanin daha yiiksek ila¢ konsantrasyonu sagladigini gostermisleridir [124].
Calismamizda iki hafta boyunca giinde 2 kez 5 mg/ml bevacizumab damla
uygulandi. Bu  dozda  topikal = bevacizumab  uygulamasmin  kornea
neovaskiilarizasyonunu azaltmada kontrol grubundan iistiin oldugunu saptadik.
Ancak topikal % 0,5 bevacizumabin etkinligi, topikal % 0,05 siklosporin A ve
topikal % 0,1 deksametazonun etkinliklerinden anlamli olarak diisiik olarak saptandi.
Calismamizda topikal bevacizumabin etkinliginin diisiik bulunmasi; saglam kornea
epitelinden ilacin penetrasyonunun az olmasina, uygulanan bevacizumab
konsantrasyonunun diisiik olmasina veya immiinolojik kokenli kornea damarlanmasi
modelinde VEGF’den bagka sitokinlerin rol oynamasma bagli olabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda immiinojenik mekanizmayla olusturulan kornea
neovaskiilarizasyonu modelinde topikal % 0,05 siklosporin A’nin kornea
neovaskiilarizasyonu iizerine olan inhibe edici etkisi topikal % 0,5 bevacizumabdan
daha dstiin bulunmustur. Ancak topikal % 0,05 siklosporin A, kornea
damarlanmasini topikal % 0,1 deksametazondan daha az azaltmistir. Topikal % 0,05
siklosporin A’nin insanlarda kornea neovaskiilarizasyonunu inhibe edici etkinliginin
gosterilmesi i¢in yeni calismalara ihtiyag vardir. Yan etki profilinin az olmasi

siklosporin A’y1 kortikosteroidlere iyi bir alternatif yapabilir.
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