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OZET

Kornea seffaf ve avaskiiler yapisi ile uygun bir 6n kirilma yiizeyi saglamak
icin gereklidir. Kornea avaskiileritesini korumak, kornea fizyolojisinin hayati bir
ozelligidir. Fiziksel, kimyasal ya da patolojik travmalar sonucu ortaya ¢ikabilen
korneal neovaskiilarizasyon; diizensiz optik ylizeye, =zayiflamis gerilme
mukavemetine ve yetersiz bariyer islevi ile fonksiyonel olarak ciddi gorme kaybina
yol agabilir. Calismamizin amaci; deneysel korneal neovaskiilarizasyon modelinde
topikal Bevacizumab ve topikal Motesanib’in etkinliklerinin, Kantitatif Real-Time
PCR (qRT-PCR) yontemi ile VEGF-A mRNA, VEGFR-2 mRNA ve biyobelirte¢
olarak kullanilabilecegi ongdriilen mikro RNA ifade diizeyleri ile karsilastiriimasi

ve topikal Motesanib’in en etkin dozunun tespit edilmesidir.

42 adet Wistor Albino cinsi ratlar rastgele olarak her grupta esit sayida rat
olacak sekilde alt1 gruba ayrildi. Kontrol grubu disinda biitiin gruplara korneal
koterizasyon uygulandi. Grup I (kontrol)’e herhangi bir tedavi uygulanmadi. Grup
II (sham)’e DMSO giinde 3 defa uygulandi. Grup III’ e 5 mg/ml topikal
Bevacizumab damla giinde 3 defa uygulandi. Grup IV’e 2.5 mg/ml, grup V’e 5
mg/ml, grupVI’ya 7.5 mg/ml topikal Motesanib damla giinde 3 defa uygulandi.
Yedi giinliik tedavi siliresinin ardindan, genel anestezi altinda tiim ratlarin korneal
fotograflar1 ¢ekildi. Neovaskiilarizasyon alanlarinin tiim korneal ylizeye oram
belirlendi. Kornealar ameliyathane mikroskopu altinda 4 mm’lik pang yardimu ile
eksize edildi, ardindan ratlar dekapite edildi. Alinan kornealarda qRT-PCR yontemi
ile VEGF-A mRNA, VEGFR-2 mRNA, miRNA-21, miRNA-27a, miRNA-31,
miRNA-126, miRNA-184 ve miRNA-204 parametreleri degerlendirildi.

Korneal neovaskiilarizasyon alanlariin tiim korneaya yiizdesi, tedavi
gruplarinda DMSO grubuna oranla daha diisik saptandi. VEGF-A mRNA
diizeyleri tiim tedavi gruplarinda; kontrol grubuna ve DMSO grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli oranda azalidig1 saptandi (p<0.05). Tedavi gruplari
arasinda anlamli fark izlenmedi (p>0.05). VEGFR-2 mRNA ifade diizeyleri
acisindan tiim tedavi gruplarinda; kontrol grubuna ve DMSO grubuna oranla
azaldig1 izlendi. Tedavi gruplar1 arasinda, Motesanib 7,5 mg/ml grubunun diger

tedavi gruplarina (Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib 2,5 mg/ml, Motesanib 5
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mg/ml) oranla istatistiksel olarak anlamli oranda VEGFR-2 mRNA ifade diizeyinde
azalma saptandi (sirastyla; p=0.016, p=0.046 ve p=0.015) Ayrica, caligmada
degerlendirilen miRNA’lar igerisinden sadece miRNA-126’nin ifade diizeylerinde
istatistiksel acidan anlamlhi diizeyde degisiklikler tespit edildi. Tedavi gruplari

arasinda anlaml degisim izlenmedi.

Sonug olarak korneal neovaskiilarizasyon belirteci VEGF-A mRNA ve
VEGFR-2 mRNA diizeylerinde azalma saglamasi ile Motesanib; korneal
neovaskiilarizasyon tedavisinde yeni bir ajan olarak kullanilabilir. Motesanib 7.5
mg/ml’'nin diger tedavi dozlarina ve Bevacizumab 5 mg/ml oranla istatistiksel
acidan anlamli diizeyde VEGFR-2 mRNA diizeyini baskilamis olmasi,
Bevacizumab’dan daha etkili olabilecegini ve doz bagiml etkinliginin
artabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica c¢alismada degerlendirilen miRNA’lar
icerisinden anlamli degisimi tespit edilen miRNA-126’nin proanjiogenik bir
genetik marker olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz. Motesanib’in kornea
neovaskiilarizasyonu iizerine etkinligi ve giivenilirliginin degerlendirilmesi i¢in

daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Korneal neovaskiilarizasyon, Bevacizumab,

Motesanib



ABSTRACT

The cornea with its transparent and avascular structure is necessary to
provide a suitable anterior refractive surface. Maintaining corneal avascularity is a
vital feature of corneal physiology. Corneal neovascularization, which may occur
as a result of physical, chemical or pathological traumas, can lead to functionally
severe vision loss with irreguler optical surface, weakened tensile strength and
inadequate barrier function. The aim of our study; comparison of the efficacy of
topical Bevacizumab and topical Motesanib in experimental corneal
neovascularization model through quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)
method, VEGF-A mRNA, VEGFR-2 mRNA and microRNA expression levels that
are predicted to be used as biomarkers and determining the most effective dose of

topical Motesanib.

42 Wistor Albino rats were randomly divided into six groups with an equal
number of rats in each group. Corneal cauterization was applied to all groups except
the control group. Group I (control) did not receive any treatment. Group II (sham)
were applied DMSO 3 times a day. Group III were applied 5 mg/ml topical
Bevacizumab drops to 3 times a day. Topical Motesanib drops of 2.5 mg/ml were
applied to group IV, 5 mg/ml to group V, and 7.5 mg/ml to group VI, 3 times a day.
After seven days of treatment, corneal photographs of all rats were taken under
general anesthesia. The ratio of neovascularization areas to the entire corneal
surface was determined. The corneas were excised with a 4 mm punch under the
operating microscope, then the rats were decapitated. VEGF-A mRNA, VEGFR-2
mRNA, miRNA-21, miRNA-27a, miRNA-31, miRNA-126, miRNA-184 and
miRNA-204 parameters were evaluated by qRT-PCR method in the removed

corneas.

The percentage of corneal neovascularization areas to the entire cornea was
lower in the treatment groups compared to the DMSO group. VEGF-A mRNA
levels in all treatment groups; It was found to be statistically significantly decreased
compared to the control group and the DMSO group (p<0.05). There was no
significant difference between the treatment groups (p>0.05). VEGFR-2 mRNA

expression levels in all treatment groups; It was observed that it decreased
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compared to the control group and DMSO group. Among the treatment groups,
there was a statistically significant decrease in VEGFR-2 mRNA expression level
in the Motesanib 7.5 mg/ml group compared to the other treatment groups
(Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib 2.5 mg/ml, Motesanib 5 mg/ml) (respectively;
p=0.016, p=0.046 and p=0.015) In addition, statistically significant changes were
detected in the expression levels of only miRNA-126 among the miRNAs evaluated

in the study. No significant change was observed between the treatment groups.

In conclusion, motesanib can be used as a new agent in the treatment of
corneal neovascularization because it reduces the levels of VEGF-A mRNA and
VEGFR-2 mRNA, which are corneal neovascularization markers. The fact that
Motesanib 7.5 mg/ml suppressed VEGFR-2 mRNA level at a statistically
significant level compared to other treatment doses and Bevacizumab 5 mg/ml
suggests that it may be more effective than Bevacizumab and its dose-dependent
effectiveness may increase. In addition, we think that miRNA-126, whose
significant changes were detected among the miRNAs evaluated in the study, can
be used as a proangiogenic genetic marker. Further studies are needed to evaluate

the efficacy and safety of motesanib on corneal neovascularization.

Keywords: Corneal neovascularization, Bevacizumab, Motesanib
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1. GIRIS

Kornea ve sklera, goz kiiresinin dis yiizeyini olusturur. Bu yiizeyin temel
amaci1 g0z icindeki yapilari korumaktir. Kornea, yapisal bariyer gorevi goren ve
gozii enfeksiyonlara karsi koruyan seffaf avaskiiler bir dokudur. Gozyas1 filmi ile
birlikte 15181 kirilmasi i¢in uygun yiizeyi saglar (1). Hiicresel ve aselliiler
bilesenlerden olusur. Hiicresel bilesenler arasinda epitel hiicreleri, keratositler ve
endotelyal hiicreler bulunur. Aseliiler bilesenler, kollajen ve
glikozaminoglikanlardir (GAG). Epitel hiicreleri epidermal ektodermden; keratosit
ve endotel hiicreleri, noral krestten kok almaktadir. Kornea tabakalar1 arasinda
epitel, bowman tabakasi, stroma, descemet membran, dua ve endotel bulunur (2).
Korneanin saydamligi, kollajen lamellerinin diizenli dizilimi, kismi dehidratasyon
ve damarsiz yapisi sayesinde korunmaktadir (3-5).

Korneadaki anormal, yeni gelisen kan damarlari, 6nceden var olan
perikorneal vaskiiler yapilardan filizlenir. Etiyolojik nedene spesifik olmayan bir
yanit olan korneal neovaskiilarizasyon; konjenital hastaliklar, kontakt lensle iliskili
hipoksi, inflamatuvar bozukluklar, kimyasal yaniklar, limbal kok hiicre eksikligi,
dejenerasyon, alerji, travma, enfeksiyon gibi ¢ok cesitli kornea patolojilerinde
ortaya cikar. Bu patolojiler, proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasinda,
vaskiiler endotel hiicrelerinin proliferasyonuna ve kornea stromasina gog¢iine neden
olabilecek bir dengesizlige yol acar (6). Sonug olarak, ortaya ¢ikan yapi optik
acidan yetersizdir ve gérmenin bozulmasina neden olur. Ayrica bu durum;
zayiflamis gerilme mukavemetine ve yetersiz bariyer islevine yol agar.

Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor (VEGF) proteolitik aktivite, migrasyon,
endotel hiicre cogalmasi1 ve kapiller tiip olusumu gibi anjiogenezin bir¢ok
basamaginda gorev alir (7, 8). VEGF korneada epitel hiicrelerinden,
keratositlerden, korneal ve vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan salinmaktadir.
VEGF’in, VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 olmak iizere ii¢ adet tirozin kinaz
reseptoriic mevcuttur (7). Korneal neovaskiilarizasyonda VEGF’in 6nemli rol
oynadigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (9-11).

Mikro Riboniikleik Asit (miRNA) ilk kez 1993 yilinda kesfedilen, ancak

isimlendirilmesi 2001 yilinda gergeklesen tek sirali niikleotid dizisinden olusan



molekiillere verilen isimdir (12). Yapisal olarak, 20-25 niikleotid uzunlukta tek
sarmal RNA molekiilleridir. Cogu miRNA, Deoksiriboniikleik Asit (DNA)’ten
transkribe edilen genler tarafindan (intron bdlgesi) kodlanir, ekzonlar veya
intergenik bolgeler tarafindan da kodlanabilirler. Proteine translasyon (son {iriin)
olmaz ve bu yiizden “non-coding RNA” parcacigi (protein iirline doniismeyen
RNA) olarak bilinirler. Genlerin protein iiriinlere doniismesini diizenlerler (13).

Motesanib; VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR, c-KIT inhibe eden
multiple tirozin kinaz inhibitoriidiir (14). Onceki klinik ve deneysel kamitlar,
Motesanib'in giiclii antianjiogenik etkilere sahip oldugunu ve tiimor anjiogenezini
baskiladigin1 géstermistir. Esas olarak endotel hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
canlilig1 ile iliskili VEGF sinyal yolunu bloke ederek islev goriir (15, 16). Bir
calismada Motesanib’in oral uygulamasi rat kornea modelinde VEGF ile
indiiklenen anjiogenezi giiclii bir sekilde inhibe ettigi, iyi tolere edildigi ve viicut
agirlig1 veya hayvanlarin genel sagligi lizerinde 6nemli bir toksik etkisi olmadigi
tespit edilmistir (17). Baska bir calismada topikal Motesanib’in, deneysel fare
modelinde laser kaynakli koroidal neovaskiilarizasyonu onemli Olclide azalttigi
tespit edilmistir (18).

Korneal neovaskiilarizasyonda onemli rol oynayan VEGF’in inhibe
edilmesi neovaskiilarizasyonun durdurulmasi hatta geriletilmesinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bu  c¢alismada  deneysel  olarak  olusturulan  korneal
neovaskiilarizasyonunda topikal uygulamada Motesanib’in etkinliginin ve etkin
olan dozunun bulunmasi, topikal Bevacizumab ile karsilastirilmast ve miRNA

subtipleri ve VEGF {izerindeki etkisinin belirlenmesi amaglandi.

1.1.Genel Bilgiler

1.1.1. Kornea

Kornea ve sklera, goz kiiresinin dis yilizeyini olusturur (1). Bu yiizeyin temel
amaci goz i¢indeki yapilari korumaktir. Kornea, yapisal bir bariyer gorevi goren
ve goOzii enfeksiyonlara karsi koruyan seffaf avaskiiler bir dokudur (19, 20).
Gozyast filmi ile birlikte 15181n kirilmasi i¢in uygun yiizeyi saglar. Kornea, goziin

kirma giiciiniin tigte ikisini olusturmaktadir (1).



1.1.1.1. Korneanin makroskopik anatomisi

Kornea, avaskiiler ve saydam karakterdedir. Digbiikey ve asferik bir yapiya
sahiptir, yatay olarak 11-12 mm ve dikey olarak 9—11 mm'dir (20). On egrilik ¢ap1
(konveks) 7,8 mm ve arka egrilik ¢ap1 (konkav) yaklasik 6,5 mm'dir. Kornea
yaklasik 40-44 D kirilma giicline katkida bulunur ve toplam kirilmanin yaklagik
%70'ini olusturur. Korneanin kirilma indeksi 1.376'dir (1, 21). Merkezi korneadan
cevreye dogru kalinlikta kademeli bir artig vardir. Doku kalinligindaki degisiklik,
periferik stromadaki kollajen miktarindaki artistan kaynaklanmaktadir. Farkli
degerlendirme yontemleriyle, normal gézlerde merkezi kornea kalinliginin 551 p
ila 565 p arasinda ve periferik kornea kalinliginin 612 p ila 640 p arasinda oldugu
tespit  edilmistir  (22). Kornea kalmhigmin yagla birlikte azaldig
bulunmustur. Kornea egriliginin korunmasinda ©6n korneal stromal sertligin

ozellikle 6nemli oldugu goriilmektedir (19).

1.1.1.2. Korneanin mikroskobik anatomisi

Goziin 6n kismimi kaplayan seffaf doku olan kornea, viicutta en yogun
sekilde innerve edilen dokudur. Alt1 katmandan olusur: Epitel, Bowman, Stroma,

Descemet zari, Dua ve Endotel (2, 23).

1.1.1.3. Korneamn optik ozellikleri

Korneanin santral kismi sferik yapiya yakindir. Normal bir gézde yaklasik
4 mm capindadir. Bu santral bolgeden uzaklasildik¢a kornea egimi azalir, kiriciligt
diiser. Goziin toplam kiriciliginin %701 korneadan kaynaklanmakta olup, ortalama
kiricilig1 4044 diyoptri arasindadir (1). Korneanin optik 6zelliklerini; saydamligi,
yiizey diizglinliigii, egimi ve refraktif indeksi belirler. Kollajenin saydamlig1 en ¢ok
stromadaki kollajen liflerin diizenli diziligsine atfedilmistir. Kollajen lifler
arasindaki mesafenin azaldig1 (6rn. fibrozis) veya mesafenin arttigi (6rn. 6dem)
durumlarinda korneal saydamlik kaybolmaktadir. Korneanin egiminin ve
anatomisinin bozuldugu keratokonus, skar gelisimi, refraktif cerrahi girisimleri

veya yaralanma gibi durumlarda optik kalite ve korneal saydamlik bozulur (24).



1.1.1.4. Korneanin innervasyonu

1957'de Kitano, kornea epitelinin innervasyonunun ilk olarak gebeligin 5.
ayinda gerceklestigini gosterdi (25). Korneal duyu, trigeminal sinirin oftalmik dali
tarafindan alinarak merkezi sinir sistemine iletilir. Oftalmik sinirin nazosiliyer dali,
daha ince sinir dallarina ayrilarak korneaya niifuz eder. Bu dallar, bazal epitel ile
bowman tabakas1 arasinda dallanip korneal yilizeye paralel uzanarak, iistteki kornea
epitelini innerve eden subbasal sinir pleksusunu (SBNP) olusturur (26, 27). Kornea
sinir liflerinin agir1 dallanmasi, her duyusal akson i¢in genis innervasyon alanlari
olusturur. Milimetrekare basina yaklagik 7.000 nosiseptorliik merkezi sinir

yogunluguna sahip olmasiyla kornea ciltten 300 ila 600 kat daha hassastir (28).

Superficial
epithelium
Sensory nerve »
terminals

Basal
epithelium —>

Bowman'’s layer
Subbasal plexus >

Stroma >

Sekil 1: Korneal sinirlerin sematik gdsterimi (27)

Korneal sinirler, kornea epitel biitiinliiglinii, epitel proliferasyonunu ve yara
iyilesmesini diizenlemek i¢in ¢ok Onemli olan néropeptidler, ndrotrofinler ve

biliylime faktorleri gibi ¢cok sayida trofik madde salgilar (29, 30).



Korneanin innervasyonu, okiiler yiizeyin yapisal ve fonksiyonel biitiinligi
icin kritik dneme sahiptir. Gozdeki cerrahi prosediirler, travma ve hastaliklarin
tiimili potansiyel olarak kornea sinirlerine zarar verebilir ve hissi azaltarak gegici
veya uzun siireli okiiler komplikasyonlara neden olabilir (23).

Korneanin innervasyon duyarliligi yasla birlikte azalma egilimindedir.
Bununla birlikte, mevcut arastirmalar, biiyiik olasilikla goriintiileme teknikleri ve
analizlerdeki farkliliklar nedeniyle, yaslanmanin SBNP yogunlugundaki
degisikliklerle korelasyonuna iliskin ¢eliskili sonuglar vermektedir.

Tandem tarayici1 konfokal mikroskopiden elde edilen veriler, SBNP
yogunlugunun yastan bagimsiz bir sekilde korundugunu one siirerken, laser
taramali konfokal mikroskopi yasla birlikte korneal epitel sinir terminallerinde
belirgin bir kayip oldugunu ve SBNP yogunlugunun azaldigini ortaya koymaktadir
(31, 32). Parissi ve ark, SBNP yogunlugunda yillik yiizde 0,25 ila yiizde 0,9'luk bir
diisiis olustugunu tespit etmistir (33). Sonug olarak korneal sinirler, gbz saglig1 ve

gérmeyi korumada 6nemli bir rol oynar (23).

1.1.1.5. Korneann gozyasi film tabakasi

Kornea gozyas1 film tabakasi ile epitel ylizeyindeki diizensizliklerinden arinir.
Is1gin temas ettigi korneanin ilk tabakasi gozyasi film tabakasidir. Bu tabaka okiiler
yiizeye kayganlik ve hidrasyon saglar. Ayn1 zamanda oksijen, immiinoglobulinler,

lizozimler, laktoferrin ve a- ile B-defensin kaynagidir (34, 35).
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Sekil 2: Gozyas1 filminin tabakalar1 (36)



Gozyast filmi ti¢ farkli katmandan olusur. En yiizeyel katman, meibomian
bezlerinin lipid salgilarindan olugur. Lipid salg1 sudan daha az yogun oldugu i¢in,
sekresyonlar piiriizsiiz bir kirilma yiizeyi olusturmak i¢in gézyasi filminin listiini
kaplar. Bu lipid tabaka ayrica gézyasi filminin buharlasmasina kars1 énemli bir
bariyer olusturur. Gozyasi filminin akdz orta tabakasi, lipid tabakanin hemen
altinda yer alir. Ust temporal bdlgede bulunan gézyasi bezi tarafindan iiretilir. Akoz
salg1, superior forniksteki kanallardan okiiler yiizey {izerine salgilanir. Ayrica bu
akoz tabakaya katkida bulunan konjonktiva stromasi i¢inde gomiilii ¢ok sayida
daginik aksesuar gozyasi bezi vardir. En igteki miisin tabakasi esas olarak
konjonktival goblet hiicreleri tarafindan tiretilir, ancak korneanin epitel hiicreleri ve
konjonktiva da katkida bulunur. Su anki anlayis, iic tabakanin hepsinin okiiler
yiizey lizerinde bir jel seklinde oldugudur. Konjonktival goblet hiicreleri, korneal
birikintilerin giderilmesi ve immiin mekanizma islevlerini yerine getirmede dnemli

goriinmektedir (35).

Cormea

Sekil 3: Gozyasi liretiminin sinirsel komponenti. Cevresel faktorler korneoskleral limbusta
bir pleksus olusturan ve korneaya niifuz eden nosiseptorleri uyarir. Bu uyar trigeminal
(kraniyal sinir V; CNV) sinir ile beyin sapina iletilir. Parasempatik refleks dongiisii
sonucunda, fasyal sinir (CNVII) lakrimal bez, meibomian gland, konjonktival goblet

hiicrelerinden akoz, lipid ve miisin igerigi salgilatir (37).



1.1.1.6. Korneanin tabakalari

1.1.1.6.1. Epitel ve bazal membran

Korneal epiteli, oldukca homojen bir sekilde 5-7 hiicre katmanindan
olusur. Yaklasik 50 p kalinligindadir. Epitel, diizgiin bir yiizey saglamak i¢in tek
tiptir ve nonkeratinize skuamdéz epitelden olusur. Epitel, gebeligin 5 ila 6. haftalar
arasinda yiizey ektoderminden kaynaklanmaktadir. Epitel ve {izerini 6rten gézyast
film tabakas1 simbiyotik iliskiye sahiptir. Kornea epiteliyle dogrudan temas halinde
olan gdzyasi filminin misin tabakasi, konjonktival goblet hiicreleri tarafindan
uretilir. Miisin tabakasi kornea epitel hiicrelerinin glikokaliksiyle yakindan
etkilesime girerek, goz kapagi kapanip acgildiginda gozyast filminin hidrofilik bir
sekilde yayilmasina izin verir (38).

Kornea epitel hiicrelerinin yasam siiresi 7 ila 10 giindiir; involiisyon,
apoptoz ve deskuamasyon gegirir. Epitel, {i¢ tip hiicre iceren 5-6 katmanli bir
yaptya sahiptir: skuamdz ylizey hiicreler, kanat hiicreler ve kolumnar bazal
hiicreler. Skuamdéz yiizey hiicreleri; diiz poligonal hiicrelerden olusan 2-3
katmandir. Yaklastk 2—6 p kalinliginda 40-60 p ¢apa sahiptirler. Yiizeydeki
mikrovilluslar yiizey alanmni arttirir. Desmozomlar, skuaméz yiizey hiicreler
arasindaki siki baglantiyr olusturur. Kanat hiicreleri 2-3 kathidir ve kanat benzeri
bir yapiya sahip olduklari i¢in bu sekilde adlandirilmislardir. 64 kDa keratin
igerirler. Kolumnar bazal hiicreler; epitelin kiibik veya kolumnar seklinde olan tek
katli tabakasidir. Bol miktarda organelleri vardir ve mitotik olarak aktiftirler (39).

Kok hiicreler ve gecici amplifiye hiicrelerin yani sira, bazal hiicreler mitoz
yapabilen tek kornea epitel hiicreleridir. Kanat ve ylizey hiicrelerinin kaynagidirlar.
Epitel hiicrelerini birbirine yapisik tutmak i¢in tiim epitel hiicrelerinin yan zarlar
boyunca desmozomlar bulunur. Bazal hiicreler, hemidesmozomal bir sistem
tarafindan alttaki bazal membrana baglanir. Gliglii baglanma, epitelin alttaki
katmanlardan ayrilmasin1 Onler. Bu baglanmanin anormal olmasi, kornea
erozyonlarina ve iyilesmeyen epitel kusurlarina neden olur (21).

Epitel hiicrelerinin bazal membrant 40-60 nm kalinligindadir ve bazal

hiicreler tarafindan salgilanan Tip IV kollajen ve lamininden olusur. Taban zar1



lamina lucida ve lamina densadan olusur. Bazal epitel hiicrelerinden, ankraj
fibrilleri, bazal membrandan geger ve ankraj plaklari olarak son bulur. Ankraj
fibrilleri Tip VII kollajenden olusur ve ankraj plakast Tip I kollajenden yapilir.
Bazal membran hasar goriirse fibronektin seviyeleri yiikselir ve iyilesme siireci 6
haftaya kadar siirebilir (40).

Santral ve periferik kornea epitelleri arasinda farkliliklar vardir. Merkezi
korneada epitel 5-7 kathidir. Bazal hiicreler kolumnar seklindedir. Melanosit veya
langerhans hiicresi yoktur. Keratan siilfat iceren diiz bir bazal hiicre tabakas1 vardir
ve lenfatik sistem yoktur. Periferik korneada epitel 7-10 tabakalidir. Bazal hiicreler
kiibiktir. Melanositler ve langerhans hiicreleri vardir. Taban katmanimin dalgal

uzantilar1 vardir. Keratan siilfat ve lenfatik sitem yoktur (41).

1.1.1.6.1.1. Bowman tabakasi

Bowman tabakasi, kollajen ve proteoglikanlarin yogunlasmasindan
olusmaktadir. 12 p'luk bir yapidir, Tip I ve V kollajen ile proteoglikanlardan
olusur. Rejenerasyon yetenegi yoktur. Bowman tabakasi, stromanin hemen 6niinde
yer alir ve gercek bir zar degildir. Stromanin en ©6n kisminin aseliiler
yogunlagsmasidir. Bu piiriizsiiz tabaka, korneanin seklini korumasina yardimei

olur. Yaralandiginda, bu katman yenilenmez ve skar ile sonuglanabilir (42).

1.1.1.6.1.2. Stroma tabakasi

Stromal tabaka; su, inorganik tuzlar, proteoglikanlar ve glikoproteinlerden
olusan hiicre dis1 bir matriks (ECM, ekstraseliiler matrix) ile kollajen liflerinden
olusur (43). Stroma, korneanin yapisal c¢ergevesinin ¢oguna katkida
bulunur, insanlarda yaklasik 500 um 6l¢iiliir ve kornea 6n-arka ekseninin yaklasik
%90'in1 temsil eder (44).

Stroma karakteristik olarak seffaftir, stromal liflerin ve ECM’in hassas
organizasyonu sonucunda meydana gelir. Korneal fibrillerdeki kollajen agirlikli
olarak Tip I'dir. Tip VI kollajen ve Tip XII kollajen de stromada bulunur (40).
Kollajen lifleri, fibril adi verilen paralel demetler halinde diizenlenmistir. Bu

fibriller, tabakalar veya lameller halinde paketlenmistir. Kornea stromasi, her biri


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/extracellular-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/collagen-fiber

bitisik lameldeki liflere gore dik agilarda diizenlenmis 200-250 farkli kollajen
lamel igerir. Stromadaki kollajen lamellerin i¢ine yerlestirilir. Bu yapilar insanlarda
0,2 mm genislige ve 2 pm kalinliga kadar degisken kalinliktadir. Insan korneasimin
merkezinde yaklasik 200 kollajen lameli kalinlig: vardir. On stromadaki lamellerde
tampon yogunlugu arka stromada oldugundan daha yiiksektir. Bu 6n lameller
olduk¢a i¢ ice gecmis durumdadir, ¢ogu Bowman katmanina giriyor gibi
gorinmektedir (45).

ECM; kollajenlerden (Tip I, III, V, VI) ve GAG’lardan olusur. GAG’lar;
keratan siilfat, kondroitin siilfat ve dermatan siilfattan olusur. GAG’lar agirlikli
olarak keratan siilfat i¢erir. Daha az olarak dermatan siilfat ve kondroitin siilfat
bulunmaktadir. Hyaliironik asit bebeklik doneminde goriilmektedir (46, 47).

Keratositler, stromanin ana hiicre tipidir. ECM ortaminin korunmasina katki1
saglarlar. Matriks metaloproteinazlari (MMP) olustururken, stromal homeostazin
korunmasinda  6nemli  olan, kollajen = molekiillerini ve GAG’larn
sentezleyebilirler. Keratositlerin ¢cogu 6n stromada bulunur (41).

Korneal stroma, insan viicudundaki en yiiksek diizeyde innerve edilmis
dokulardan birini temsil eder. Trigeminal sinirin oftalmik boliimiiniin nazosiliyer
dalindan gelen duyu sinirleri, radyal olarak 6n stroma yoluyla merkezi korneaya
dogru seyreder. Bowman tabakas1 ile On stroma arasinda, bu sinirler
subepitelyal sinir pleksusunu olusturur ve ardindan Bowman tabakasindan gecerek
subbasal epitel sinir pleksusu haline gelir ve bazal epitel tabakasini innerve eder

(44).

1.1.1.6.1.3. Dua tabakasi

Dua tabakasi; pre-descement tabakasi olarak da bilinen, 1yi tanimlanmas,
hiicre igermeyen, mekanik olarak gii¢lii bir tabakadir. Bu tabakanin kalinlig: 6 ila
15 p arasinda degisir. Kollajen liflerden olusan 5-8 lamel oldugu bulunmustur. Bu
katmanda keratosit yoktur ve hava gecirimsizdir. 0.5-2 bar basinca

dayaniklidir. Cocuklarda da bulunur (2).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/trigeminal-nerve
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1.1.1.6.1.4. Descement membrani

Descemet membrant 7 p'luk bir yapidir. Tip IV kollajen ve lamininden
olusur. Endotel hiicreleri siirekli olarak Descemet membranini salgilar. Dogumdan
Once salgilanan 6n 3 p yapi, belirgin bantli bir goriinlime sahiptir. Descemet
membraninin dogumdan sonra iiretilen zar1 bantsizdir ve amorf bir ultrastriiktiirel
dokuya sahiptir. Descemet membrant yagla birlikte 10 p kalinhiga kadar
cikabilir. Descemet membrani elastik bir yapiya sahiptir ve koparken kivrilir (48).

Descemet membrani, trabekiiler aga periferik kaynasmasi ile siirekli ve
tekdlize hale gelir. Schwalbe hatt1 olarak bilinen flizyon bolgesi, Descemet
membraninin sonunu ve trabekiiler ag Orgiisiiniin baslangicini tanimlayan

gonyoskopik bir doniim noktasidir (41).

1.1.1.6.1.5. Endotel tabakasi

Endotel tek katmanli, 5 p kalinhiginda bir yapidir. Hiicreleri altigen
seklindedir ve metabolik olarak aktiftir. Su igerigini diizenleyen bir endotel
pompast vardir. Endotel, arkadan bakildiginda petek benzeri mozaik olarak
goriinen tek tabakal1 bir yapiya sahiptir. Erken embriyogenezde, arka yiizey, noral
krestten koken alan diizenli olarak siralanmis kiibik hiicrelerden olusan tek bir
tabaka ile kaplidir. Bireysel hiicreler zamanla diizlesmeye devam eder ve
yetiskinlikte yaklagik 4 p kalinlikta stabilize olur. Lateral membran, yiiksek
yogunluklu Na*/ K* ATPaz pompa bolgelerini igerir. En 6nemli iki iyon tagima
sistemi; membrana bagli Na*/ K* ATPaz yolag1 ve hiicre i¢i karbonik anhidraz
yoludur. Her iki yoldaki aktivite, stromadan akdz hiimére net iyon akisini
saglar. Endotelin bazal ylizeyi, Descemet membranina adezyonu saglayan c¢ok

sayida hemidesmozom igerir (41,49).
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Sekil 4: Korneal tabakalar (50)

/

1.1.2. Kornea Embriyolojisi

Intrauterin donemin besinci haftasinda, epitel ve endotel hiicreleri noral
krest orjinli olup yiizey ektoderminden gelisirken; on tiglincii haftasinda,
Descement membrani yassilagmis endotel hiicrelerinden gelisir. Mezodermden
gelisen stroma, intrauterin altinci haftanin sonunda olusmaya baslar ve dordiincii
ayda epitel altinda yogunlasarak Bowman tabakasini olusturur (51).

Kornea ve 6n kamara altinci hafta sonunda (embriyo yaklasik 17-18 mm
iken) gelismeye baslar. Altinci haftaya kadar yiizey epiteli ile lens on yiizii
arasindaki bosluk 1yi organize olmamis mezenkimal doku ile doludur. Altinc1 hafta
sonunda mezoderm i¢inde dar bir serit halinde beliren bosluk genislemeye baslar
ve mezodermi, korneal stromay1 olusturacak olan 6n tabaka ve iris stromasini
olusturacak olan arka tabaka olmak {iizere ikiye ayirir. Aradaki bosluk ise on
kamaray1 olusturur. Descement membrani, 6n kamara belirdikten hemen sonra
sekillenmeye baslar. Korneoskleral agidan itibaren i¢ yiizey boyunca gelisen
noroektodermal kokenli hiicreler, arka yiizeyi Orten yassi endotel hiicrelerine

doniistirler ve endotel 6n yliziine hyalen membran salgilarlar (51).
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Sekil 5: Goziin 6-8. haftalar aras1 embriyolojik gelisimi (52)

1.1.3. Kornea Fizyolojisi

Insan korneas, iki kritik islevi olan benzersiz bir dokudur. Kornea bir
yandan goziin dis kilifinin 6n kismini olusturur ve goziin i¢ kismini dig ortamdan
korur. Ote yandan, goziin tek ve en giiglii odaklanma unsurudur. Goziin yaklasik
%80 oraninda kirilma giiciinii saglar ve lensin kabaca iki kat1 kadar giigliidiir. Bu
fonksiyonlar nedeniyle kornea hem mekanik olarak giiclii hem de seffaf yapiya
sahiptir (53).

Kornea epitelinin iki onemli gorevi vardir. Birincisi normal gérme

fonksiyonunun devam edebilmesi icin gozyasi ile birlikte diizgiin bir yiizey
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olusturmak, ikincisi ise siki baglantilar (tight junctions) ile koruyucu bir bariyer
olusturarak stromaya sivi ve patojen mikroorganizmalarin girisini engellemektir
(54).

Kornea epitel hiicreleri metabolik olarak en aktif hiicrelerdir. Epitel
tabakasina oksijen gozyasi yoluyla diffuzyonla saglanirken, goz kapali durumda
iken limbal ve tarsal konjonktiva damarlarinin da katkist vardir (55).

Korneaya aminoasit ve vitamin destegi, akoz humdrden saglanir. Glikoz ve
glikojen epitel hiicrelerinin baglica enerji kaynagini olustururlar. Glikoz ¢ogunlukla
akdz humorden elde edilmekle beraber, %10 veya daha azi1 limbal damarlar veya
gozyasindan da saglanabilir. Epitel hiicreleri glikojeni depolayabilirler, boylelikle
hipoksi ve travma gibi durumlarda bu kaynagi kullanabilmektedirler. Endotel
hiicreleri hem aktif bir pompa gibi ¢alisip, hem de mekanik bir bariyer teskil ederek,
korneanin seffaf ve saydam kalmasini saglarlar. Akoz humorden saglanan glikoz
ve oksijen endotel hiicrelerinin ana enerji kaynagidir. Aktiviteleri i¢in anaerobik,
daha az olarak da aerobik yollar1 kullanirlar. Kornea endoteli dehidratasyon
gorevini yaptig1 siirece, stromanin su igerigi %78 ve kalinligt 500 um civarinda
kalarak, korneal saydamligt korur ve korneanin normal fonksiyonlarini
stirdiirmesini saglar. Endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar bariyer goérevi
goriirler. Endotel tabakasi metabolik aktivitesini stromadan akéz humoére su
pompalamak tizere gerceklestirir. Net su akimi i¢in Nat+, K+ ve H+ iyon
konsantrasyon gradientinin gerceklesmesi gereklidir. Endotel hiicre yiizeyindeki
iyon pompalar1 ile gerekli gradient saglanir. Endotel hiicrelerin dis kenarlarina
lokalize olan Na+ /K+ ATPaz pompa sistemi enerji harcayarak sodyumun hiicre
disina ¢ikmasini saglar, bunu suyun hiicreyi terk etmesi izler. Boylece kornea
stromasindan 6n kamaraya dogru devamli s1v1 gecisi olurken, korneanin seffaflig
korunur. Korneadan 6n kamaraya gecen sivinin geri donmesi, endotel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar ile 6nlenmektedir (56).

Hekzagonal yapida olan endotel hiicreleri, sivi regiilasyonu icin ideal
dizilimi olusturmaktadir. Bu geometrik diizen maksimum sayida hiicre ve
maksimum sayida pompa yogunlugunu temin etmektedir. Korneanin seffafliginin

korunmast, endotel hiicrelerinin etkin fonksiyonlarinin yani sira, korneada damarsal
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yapilarin  bulunmamasina, sinir liflerinin myelinsiz olmasina ve stroma

tabakasindaki kollajen lamellerin diizenli dizilimine baghdir (57).

1.1.4.Kornea Yara Iyilesmesi

Kornea yara iyilesmesi, diger yara iyilesmelerinde oldugu gibi dort asamaya
ayrilmis karmasik ve dinamik bir siirectir. Bu dort asama; hemostaz, inflamasyon,
hiicre ¢cogalmasi ve remodeling asamalaridir. Yara iyilesmesi, ¢esitli farklt hiicre
tiplerinin etkilesimini, eksik doku veya hiicresel yapilarin yeniden yerine konmasi
ile sonuc¢lanan planlanmis bir dizi hiicresel olay1 kapsar (53). Bu siireg, epitelyal
hiicre proliferasyonu ve gogiinii, stromal hiicre Oliimiinii, keratosit
proliferasyonunu, miyofibroblast olusumunu, kollajen birikimini ve enflamatuar
hiicre infiltrasyonunu igerir. Yara iyilesmesinde keratositlerin miyofibroblastlara
dontismesi icin korneal epitel ile stroma arasindaki etkilesimin 6nemli oldugu
bilinmektedir (58). Epitel ve stromal hiicreler arasindaki bu hiicreler arasi sinyal
sitokinler, ndropeptitler, biiylime faktorleri, kemokinler ve MMP’lar araciligiyla
gerceklesir. Bu faktorler araciligiyla kornea epitel hiicreleri, kornea yara
bolgelerinde keratosit ¢gogalmasini uyarir (59). Kornea epitel, stroma ve endotel
hiicrelerinin iyilesme siireclerinde ve hiicreye 6zgii farkliliklarin yani sira bir¢ok
benzerlikler de gozlenmektedir. Kornea epitelinin iyilesmesi biiyiik 6l¢tide limbal
kok hiicrelere ve bazal membranin yeniden sekillenmesine baglidir. Stromal
iyilesme sirasinda, keratositler miyofibroblastlara doniisiir. Endotel hiicreleri
cogunlukla go¢ ve yayilma yoluyla iyilesir ve hiicre proliferasyonu ikincil bir rol
oynar (60).

Kornea, yara iyilesmesi i¢in bir tedavi stratejisi belirlerken dikkate alinmasi
gereken karakteristik Ozelliklere sahiptir. Korneanin en belirgin  6zellikleri
arasinda; limbus zonunu igermesi, avaskiiler bir doku olmasi ve immiin

ayricaligiin olmasi sayilabilir (53).

1.1.4.1. Korneal Epitelyal Yara Iyilesmesi

Korneal epitel onarimini ve yenilenmesini destekleyen kok hiicrelerin

bulundugu limbus zonunu igermesi ile kornea epiteli kendi kendini rejenerasyon
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saglayabilen bir dokudur (61, 62). Cesitli fiziksel, kimyasal ve patolojik hasarlar
kornea epiteline zarar vererek epitel biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olabilir. Kornea seffafliginin devamai i¢in kornea epitel ylizeyinin biitiinliigliniin ve
fonksiyonelliginin korunmasi gereklidir (60).

Korneal epitelyal yara iyilesmesi; hiicre gocii, proliferasyon, adezyon ve
diferansiyasyon dahil olmak iizere bir dizi mekanizmay1 igerir. Epitelyal
onariminin saglanmasi i¢in biiylime faktdrleri/sitokinler ve ECM sinyali yara kenar1
ile etkilesime gecer. Epitelyal yara iyilesmesi iki farkli faz igerir: Baslangig latent
faz ve kapanma fazi. Baglangic fazi, epitel hiicrelerinin yara kenarina gociinii
tetiklemek i¢in hiicresel reorganizasyonu igerir (63, 64). Kapatma fazi, hiicre
mitozundan bagimsiz hiicre gogii ile baslayan ardindan hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasi ile devam eden, nihayetinde orjinal ¢ok hiicreli epitel tabakasini
olusturan birkag sirali olayi igerir (64).

Biiytime faktorleri ve sitokinler; yara iyilesmesinde rol oynayan hiicrelerin
biiylimesini, cogalmasini, gé¢linii, farklilagsmasini, adezyonunu, ECM birikimini ve
proteinaz diizenlemesini uyaran Onemli diizenleyicilerdir. Korneal hiicreler,
biliylime faktorleri ve sitokinleri eksprese ederler. Bunlar igerisinde; epidermal
biiylime faktorii ailesi (EGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF), keratinosit biiyiime
faktorii (KGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), transforming biiylime faktorii
(TGF-B), tiimor nekroz faktdrii (TNF)-a, trombosit kaynakli biliylime faktorii
(PDGF), timozin-f 4 (TP 4 ), interlokinler (IL-6 ve -10), sinir biliylime faktorii
(NGF), opioid biiyiime faktorii (OGF) ve metiyonin-enkefalin yer alir (54, 60, 65).

1.1.4.2. Korneal Stromal Yara lyilesmesi

Korneal stromal yaralar, refraktif cerrahi ve travmalardan kaynakli olarak
diger kornea tabakalarinin yaralanmalarina nispeten daha sik goriiliir. Bunun yani
sira, korneal epitelin fiziksel veya kimyasal yaralanmasi ile de stromal hiicreler
zarar gorebilir (60).

Stromal yara iyilesmesi karmagik bir siirectir. Yara bolgesindeki ilk yanat,
kornea epitelinin altindaki keratositlerin ani apoptozu veya nekroza ugramasidir
(66). Yaraya bitisik olan keratositler proliferasyon ve migrasyonun ardindan,

aktifleserek fibroblastlara doniisiir. Fibroblastlar da miyofibroblastlara doniisiir
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(67). Fibroblastlar ve miyofibroblastlar gecici bir matriks iskeleti olusturur
(68). Epitelyal ve stromal hiicreler tarafindan iiretilen proinflamatuar kemokinler,
inflamasyonu tetikler. Bu inflamasyon, apoptotik ve nekrotik kalintilarin
temizlenmesine yardimci olur. Stromal yaralar; epitel hiicreleri, fibroblastlar,
miyofibroblastlar ve inflamatuar hiicreler tarafindan salinan cesitli MMP’ler
tarafindan onarilir ve yeniden yapilandirilir (69). Stromal iyilesme siireci sonunda
tam stromal seffaflik saglanamayabilir (70).

Bir¢ok dokuda yara iyilesmesi sonucu olusan fibrotik skar, doku
fonksiyonunu 6nemli 6l¢iide etkilemezken, korneal yara iyilesmesi ile olusan skar
dokusu kornea seffafligini azaltabilir ve goriisii bozabilir. Korneal
avaskiilarizasyon ve seffaflik icin yara iyilesmesinde, kornea stromal kollajen

lameller diizgiin bir sekilde dizilmelidir (71).

1.1.4.3. Kornea Endotelyal Yara Iyilesmesi

Endotel hasari; tam kat penetran yaralanmalarin yani sira hiicresel tabakanin
hizli fokal distorsiyonuna bagli da olusabilir. Endotel hiicrelerindeki bu hasar,
ekstrakapsiiler katarakt cerrahisi gibi biiyiikk kesili ameliyatlarda asir1 kornea
biikiilmesine bagli ve/veya yiiksek s1v1 tirbiilansinin neden oldugu katarakt cerrahisi
sonrast ortaya ¢ikabilir (19).

Endotel defektleri komsu saglikli endotel hiicrelerinin incelip fibronektin
matriks lizerinde yayilmasi ile kapatilir. Endotel tabakasindaki hasarin kapatilmasi
lic asamada gergeklesir. Birinci asama; komsu endotel hiicrelerin hasarli alanm
kapatmak igin go¢ etmesidir. Ikinci asama; endotelin bariyer ve pompa
fonksiyonlarinin normal seviyeye ulasmasidir. Ugiincii asama; endotel hiicrelerinin
altigen formunu olusturmak {izere bigcimlenmesidir. Bu siire¢ diger asamalara gore
daha uzun siirer (72).

Kornea endoteli sahip oldugu pompalama fonksiyonu ile kornea stromasi
icindeki su miktarin1 diizenleyerek kornea saydamligini korur. Kornea endotel
hiicrelerinin rejenerasyon kapasiteleri zayiftir (73). Kornea endoteli hasarlandigi
zaman, kalan endotel hiicreleri yara alanin1 kapatacak sekilde gé¢ eder ve yayilir.
Dolayisiyla milimetre kare basina diisen endotel hiicre sayisi azalir. Normal

korneada endotel hiicre yogunlugu 2000-2500 hiicre / mm  dir. Bu yogunlugun
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500-1000 hiicre / mm >’den daha alt seviyelere diismesi korneal dekompansasyon

olusturarak korneanin seffafligin1 kaybetmesi acisinda risk olusturur (74).

1.1.5. Korneal Neovaskiilarizasyon

1.1.5.1. Tarihce

Korneal neovaskiilarizasyon, limbusta 6nceden var olan vaskiiler yapilardan
gelisen yeni damarlarin, baslangigta vaskiilarize olmayan korneayi istila etmesi
olarak tanimlanir. ingiliz cerrah John Hunter, yeni gelisen damarlar1 tanimlamak
icin ilk kez 1787 yilinda anjiogenez terimini kullanmistir. Bu, mevcut olan vaskiiler
yapiin genislemesiyle sonuglanan ¢oklu hiicre tiplerini (endotelyal hiicreler,
perisitler, dolasimdaki hiicreler, parankimal hiicreler) igeren, heniiz tam olarak
anlagilmamig bir mekanizmaydi. Henry Brem'in yardimiyla kikirdaktan izole edilen
ilk anjiogenez inhibitorii ileriki yillarda tanimlanmigtir. 1980'lerde ilk
proanjiogenik molekiiller kesfedildi, 1983'te Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii
(VEGF), 1989'da Vaskiiler Gegirgenlik Faktorii (VPF) kesfedildi. 1984 yilinda
Harvard Universitesi'nde Yuen Shing tarafindan saflastirilarak Fibroblast Biiyiime
Faktorii (bFGF) bulundu. Ilk antianjiogenik tedaviler 19901arda ortaya
cikti. O'Reilly 1997'de endostatin ile tedavi edilen tiimorlerin tam gerileme
gosterdigi vakalar1 tanimladi. Son olarak, 1999'da FDA, anjiogenezi hedefleyen bir
molekiil aracilifiyla yasa bagli makiiler dejenerasyon (YBMD) i¢in ilk tedavi
molekiiliinii onayladi. Ayn1 yi1l, VEGF'i hedefleyen ilk monoklonal antikor olan
Bevacizumab gelistirildi. 2004 yilinda kolorektal kanser tedavisi i¢in ilag olarak

kullanima sunuldu. (75)

1.1.5.2. Prevalansi

Neovaskiilarizasyon, kornea  enfeksiyonunun sik  goriilen  bir
komplikasyonudur ve enfeksiyoz keratitin prevalansi, diinya capinda meydana
gelen korneal neovaskiilarizasyonun genel bir tablosunu yansitir. Diinyada gérme
kaybmnin yaklasitk %151 (6 milyon kisi) klamidya enfeksiyonlarindan

kaynaklanmaktadir ve 146 milyon vakada aktif enfeksiyon vardir. Onkoserkiyaz
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enfeksiyonu, korneal neovaskiilarizasyona neden olan bir baska 6nemli korliik
nedenidir ve diinya ¢apinda risk altinda 120 milyon kisi ile yaklasik 270.000 kiside
gorme kaybina neden oldugu bildirilmistir (76). ABD'de herpetik keratitin 500.000
kisiyi etkiledigi tahmin edilmektedir. Korneal neovaskiilarizasyon ayni zamanda
kontakt lensle ilgili hipoksi sonucunda da olabilir. 9 milyon kontakt lens
kullanicisinin %]1,3'tinde neovaskiilarizasyon gelistigi tahmin
edilmektedir. Neovaskiilarizasyon, ayni  zamanda  korneadaki  kimyasal
hasarlanmaya verilen cevabin da bir parcasidir. Kimyasal maddelerin (vernik
cikaricilar, boyalar, asitler ve alkali) neden oldugu neovaskiilarizasyon prevalansi

ABD'de yaklasik 37.000 kisiyi etkilemektedir (77).

1.1.5.3. Patofizyolojisi

Vaskiilogenez ve anjiyogenez, embriyonik gelisimde Onemli bir rol
oynamaktadirlar. Okiiler dokulardaki patolojik neovaskiilarizasyon; proliferatif
diyabetik retinopati, retinal ven tikaniklig1, prematiire retinopatisi, koroidal
neovaskiilarizasyon ve korneal neovaskiilarizasyon dahil olmak iizere gérmeyi
tehdit eden vaskiiler hastaliklara yol acabilir. Neovaskiilarizasyon, ¢esitli hiicresel
stirecleri ve sinyal yollarini igerir, VEGF ve hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF)
gibi anjiogenik faktorlerle diizenlenir (78).

Hem vaskiilogenez hem de anjiogenez, vaskiiler aglarin olusumu ig¢in
gereklidir. Vaskiilogenez, mezoderm kaynakli progenitor hiicrelerden kaynaklanan
endotel hiicreleri tarafindan kan damari gelisimi siirecidir (79). Anjiogenez,
anjiogenik faktorlere yanit olarak yeni damarlarin olugmasidir. Yeni damarlar,
onceden var olan damarlardan endotel hiicrelerinin filizlenmesiyle olusur
(80). Anjiogenez, embriyonik gelisim sirasinda yaygin olarak goriilmektedir, ancak
ayn1 zamanda yara iyilesmesi ve tlimor gelisimi gibi belirli kosullar altinda matiir
dokularda da yeniden ortaya ¢ikmaktadir. Neovaskiilarizasyonda hem
vaskiilogenez hem de anjiogenez rol oynar (81).

Anjiogenez birka¢ adimda gergeklesir. Anjiogenik faktorler endotelyal
hiicre filizlenmesini tetikler (82), ardindan endotelyal hiicre proliferasyonu, yer
degistirmesi ve sonrasinda da bunu damar biiylimesi izler (83). Aktive edilmis

endotelyal hiicrelerin bir alt kiimesi, ¢cok sayida filopodia uzantis1 iceren ‘tip’
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hiicreler haline gelir; tip hiicreler damarin filizlenmesini VEGF ve delta benzeri
ligand 4 (DLL4) gibi anjiogenik faktorlere dogru yonlendirir (84). Notch sinyalinin
(kok ve oncii hiicre katmanlarini kontrol eden, iki yonlii hiicre akibeti kararlarinin
regiilasyonunu saglayan yolaktir (85) ) ardindan, tip hiicrelere bitisik olan endotel
hiicreleri, liimen olusumunu tesvik eden ‘stalk’ hiicrelerine doniisiir (86). Perisitler
ve vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan bazal membranin olusturulmasinin
ardindan yeni damarlar olgunlasmais olur (87).

Olgun kan damarlar1 genellikle stabil haldedir ve fizyolojik kosullar altinda
anjiogenez meydana gelmez. Bununla birlikte, bir¢ok uyaranin
neovaskiilarizasyonu tetiklemesi sonucu patolojik neovaskiilarizasyon ortaya
cikabilir (78).

Kornea avaskiilaritesi, mevcut proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler
arasindaki dengeyle korunur. Anjiogenik durum, aktif bir siirectir. Korneal
neovaskiilarizasyon siireglerinde hakim olan merkezi molekiiler yollar,
proanjiogenik ve antianjiogenik ajanlar arasinda bir dengesizlige sebep olan asir
proanjiogenik uyaranlardan kaynaklanir (6).

Kornea hasar gordiigiinde, epitel defektleri normalde kornea ve limbal epitel
tarafindan iyilesir. Korneal limbus, korneoskleral bileskede bulunur. Limbal epitel,
normal kornea epitelinden farklilasma kapasitesi ile kok hiicreler agisindan
zengindir. Bununla birlikte, bu hiicrelerin apoptoz gecirmesine ve konjonktival
epitel tarafindan anormal sekilde onarilmasina yol acgabilir (88). Korneal
neovaskiilarizasyon; konjonktiva epitelinin goblet hiicreleri bakimindan zengin
olmasi ve yliksek oranda vaskiilarize olmasi nedeniyle ortaya ¢ikar. Sonug olarak,
ortaya cikan yapr optik acgidan yetersizdir ve gormenin bozulmasina neden
olur. Ayrica bu durum; diizensiz optik ylizeye, zayiflamis gerilme mukavemetine
ve yetersiz bariyer islevine yol acar (89).

Klinik olarak korneal neovaskiilarizasyon; anjiogenik invazyon modeline
gore 3 gruba ayrilir: 1) Yiizeysel neovaskiilarizasyon; kornea epitelinin hemen
altindan stromaya giren yeni damarlar, bu genellikle stromal keratitte goriiliir, 2)
Vaskiiler pannus; hem damarlarin hem de fibr6z dokularin periferal kornea {izerine

uzamasint igerir ve esas olarak okiiler ylizey bozukluklarinda goriiliir, 3)
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Interstisyel ve derin neovaskiilarizasyon; stromadaki yeni damarlarin laminasindan

olusur, herpetik ve interstisyel keratitte goriiliir (90).

\\!//

Endofhelmm

Endestatin
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Canstatin
Tumstatin

&Anti-angiogenicfactors)

Sekil 6: Korneal neovaskiilarizasyonu etkileyen proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler

oD

1.1.5.4. Etiyolojisi

Korneadaki anormal, yeni gelisen kan damarlari, dnceden var olan
perikorneal vaskiiler yapilardan filizlenir. Etiyolojik nedene spesifik olmayan bir
yanit olan korneal neovaskiilarizasyon; konjenital hastaliklar, kontakt lensle iligkili
hipoksi, inflamatuar bozukluklar, kimyasal yaniklar, limbal kok hiicre eksikligi,
dejenerasyon, alerji, travma, enfeksiyoz gibi ¢ok cesitli kornea patolojilerinde
ortaya cikar (92). Bu patolojiler, proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasinda,
vaskiiler endotel hiicrelerinin proliferasyonuna ve kornea stromasina gogiine neden

olabilecek bir dengesizlige yol acar (93, 94).

20


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/interstitial-keratitis

1.1.5.5. Korneal Neovaskiilarizasyonunu Uyaran  Faktorler

(Proanjiogenik Faktorler)

Korneal neovaskiilarizasyonu uyaran anjiogenik faktorler; VEGF, MMP,
bFGF, PDGF'ler ve IL-1’1 igerir (95, 96).

VEGF ailesi; memelilerde VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve
plasental biiylime faktoriinii igerir (97). VEGF-A, VEGF ailesinin en 6nemli
tiyesidir ve makrofajlar, T hiicreleri, fibroblastlar, perisitler, astrositler, retina
pigment epitel hiicreleri ve korneal hiicreler (epitel, keratositler ve endotel hiicreler
gibi ¢ok ¢esitli heterojen hiicreler) tarafindan salgilanir. Inflamasyon veya
yaralanma ile uyarilan makrofajlar, kornea stromasinda da VEGF-C ve VEGF-D
salgilayabilir. VEGF-A, tirozin kinaz reseptdrleri olan VEGFR-1 ve VEGFR-2 ile
etkilesime girerek etkisini olusturur. VEGFR-1; bir transmembran reseptor tirozin
kinaz iken VEGFR-2, vaskiiler endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve gociinii
tetikleyen VEGF i¢in 6nemli bir sinyal reseptoriidiir. Lenfanjiyogenez, VEGFR-3
ile etkilesim yoluyla VEGF-C ve VEGF-D tarafindan uyarilabilir (91).

Korneal neovaskiilarizasyon ile iligkili diger faktorler; doku yeniden
sekillenmesi, hiicre biiyiimesi, boliinmesi ve anjiogenez ile ilgili olan PDGF
'dir. PDGF-A ve PDGF-B gibi ligandlarin reseptorleri PDGFR-a ve PDGFR-b ile
etkilesimlerinin korneal neovaskiilarizasyon ile iliskili oldugu gosterilmistir
(98). bFGF; VEGF-A, VEGF-C ve VEGF-D iiretimi tizerindeki etkileriyle korneal
anjiogenezi destekler (96, 99). MMPI14; VEGFR-1 ile etkilesime girer ve
enzimatik aktivitesi, VEGF-A ile indiiklenen anjiogenez i¢in gereklidir (96). IL-1;
fibroblastlar, makrofajlar ve ndtrofiller gibi farkli hiicreler tarafindan iiretilen
proinflamatuar bir molekiildiir ve neovaskiilarizasyona yol acan adezyon

molekiilleri, kemokin ve biiylime faktorlerinin ekspresyonunu indiikler (100).

1.1.5.6. Korneal Neovaskiilarizasyonunu inhibe Eden Faktorler

( Antianjiogenik Faktorler)

Korneal neovaskiilarizasyonu inhibe eden antianjiogenik faktorler;

endostatin / endostatin analoglar1 (endostatin, neostatin, arresten, canstatin ve
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tumstatin), plazminojen / serin proteaz inhibitdrleri (anjiyostatin ve pigment
epitelden tiiretilmis faktor [PEDF]) ve ¢oziinlir VEGF reseptorleri olarak kategorize
edilebilir (91, 101).

Anjiyostatin; plazminojenden ayrilan endojen bir antianjiogenik
faktordiir. Bu faktor ayni1 zamanda korneada da firetilir ve vaskiiler endotelyal
hiicrelerde ¢esitli ylizey proteinlerine baglanabilir, bunlarin gociinii ve tiibiil
olusumunu engelleyebilir (102, 103).

Coziiniir VEGF reseptorleri, VEGF'i yakalar, VEGF’in hiicre membranina
bagli VEGF reseptorlerine baglanmasini 6nleyerek VEGF ligandinin etkisini bloke
edebilir. VEGFR-1'in ¢oziiniir kesik formu olan sVEGFR-1 (soluble VEGFR-1),
VEGF-A'ya yiiksek afiniteye sahiptir ve gelisim sirasinda korneal avaskiilaritenin
stirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Benzer sekilde sVEGFR-2, VEGFR-2'nin ¢6ziiniir
formudur. sVEGFR-2'nin artan ekspresyonu, lenfanjiogenezi inhibe edebilir ve
stiturla indiiklenen bir modelde VEGF-C'yi bloke ederek korneal greft sagkalimini
artirabilir. Bu gozlemler, ¢oziinebilir VEGF reseptorlerinin asir1 ekspresyonunun
lenfanjiogenez ve hemanjiogenezi inhibe etmek icin kullanilabilecegini

distindiirmektedir (104).

1.1.5.7. Korneal Vaskiilarizasyonun Degerlendirilmesi

Korneal neovaskiilarizasyonu degerlendirmek icin ¢ok sayida ydntem
kullanilmistir. Tarihsel olarak en yaygin yontem, yarik lamba biyomikroskopi
ile alinan kornealarin fotografik goriintiilerinin incelenmesidir, ancak ilerleyen
yillar ile daha gelismis goriintiileme teknikleri gelistirilmistir (90).

Korneal neovaskiilarizasyonun tedavisi i¢in yeni miidahale yontemleri
ortaya ¢iktikca, kornea damarlarinin kapsamli bir klinik degerlendirilmesi, korneal
vaskiilarizasyon seviyesi ve damar aktivitesinin durumu, tedavi planlamasi ve
tedaviye cevabi izlemek i¢in c¢ok Onemlidir. Floresein ve indosiyanin yesili
kullanan korneal anjiografi, neovaskiiler komplekslerin ayrintilarini gosterir ve
bdylece korneal damar anatomisi ve aktivitesinin dogru degerlendirilmesini saglar

(105).
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Sekil 7: Farkli goriintiileme yontemleri altinda korneal neovaskiilarizasyon .

A: Biyomikroskopik fotograf; B: indosiyanin yesili anjiyografi ; C: floresein
anjiyografi (90)

Floresein anjiografi; damar sizint1 aktivitesi ve damar matiirasyonunu
belirlerken, indosiyanin yesili anjiografi; Ozellikle korneal skar varliginda
kapillerlerin ve daha derin damarlarin daha iyi gésterilmesini saglar. Indosiyanin
yesili anjiyografi, kornea damarlarinin kokenlerini ve yaygmhigini basarili bir
sekilde tespit etmeye yardimei olur. Bununla birlikte, korneal anjiografi zaman
alicidir, invazivdir ve yaygin olmayan ancak ciddi yan etki riskleri tasir. Buna
karsin, anjiografi, kornea patoloji ile iliskili neovaskiiler komplekslerin derinligini
belirleyemez (105, 106).

Optik koherens tomografi (OCT) anjiografi, non-invaziv tamamlayici
yaklasim sunar. OCT sistemleri, koronal boéliimleri yeniden yapilandirmak i¢in ti¢
boyutlu bir hacim iizerinden yiiksek ¢oziiniirliiklii taramalar1 hizli bir sekilde elde
edebilir ve taranan alanin "en face" goOriinlimiinl iretebilir. Ek olarak, cesitli
kosullarda patolojik kornea damarlarimi tanimlar ve iligkili kornea patolojisine gore
istila eden damarlarin derinliginin degerlendirilmesine olanak tanir. Bu ozellikler,
anterior lameller keratoplasti veya diyatermi gibi cerrahi miidahaleler planlanirken
degerlidir. Ancak bu goriintiileme sisteminin bazi siirlamalar1 vardir. Birincisi,
afferent ve efferent damarlari ayirt edemez. ikincisi, mevcut OCT anjiografi
yontemlerinin ¢6ziiniirliigii sirasiyla yaklagik 5 mm ve 20 mm'lik eksenel ve yanal
¢Oziiniirliikle sinirhidir, boylece kapiller halkalar gibi kii¢iik damarlarin bilesenleri
fark edilemeyebilir. Ek olarak, OCT kirmiz1 kan hiicresi hareketine dayanir ve bu

nedenle aselliiler akisa, 6zellikle sizintiya duyarli degildir (107, 108).
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1.1.5.8. Korneal Neovaskiilarizasyon Fazlari

Korneal neovaskiilarizasyon ii¢ fazdan olusmaktadir: Latent prevaskiiler
faz, aktif neovaskiilarizasyon fazi ve maturasyon fazi (109).

Yaralanma veya hipoksi gibi bir uyarana maruz kalindiginda, kornea epiteli,
l16kositler, perikorneal vaskiiler yapilar ve ECM tarafindan anjiogenik biiyiime
faktorleri serbest birakilir. Bu anjiogenik biiylime faktorleri, perikorneal vaskiiler
endotelyal hiicrelerin {izerindeki reseptorlere baglanir (110). Perikorneal vaskiiler
yapilar dilate olur ve gecirgenlikleri artar. Damar disina c¢ikan lokositler
cevredeki kornea stromasina gé¢ ederek inflamatuar 6dem ve opasifikasyona
neden olur (111). Daha sonra, perikorneal vaskiiler endotelyal hiicreler aktive
olarak, hiicreler arasi baglantilar azalir ve endotelyal lamina biitiinliigli bozulur.
Endotelyal hiicreler tarafindan salgilanan MMP’lar ve go¢ eden 16kositler, ECM’i
bozarak vaskiiler endotelyal hiicrelerin proliferasyonuna ve invazyonuna neden
olur (112). Bunu, anjiogenik uyaran kaynagina dogru endotelyal hiicre gocii izler.
Integrinler ve selektinler gibi adeziv proteinlerin ekspresyonu ve hiicre iskeletinin
reorganizasyonu ile ana vaskiiler yapilardan endotel gogii ve proliferasyonu
kolaylastirilir (113). Son olarak, perisitlerin toplanmasi ile vaskiiler liimen

ve anastomozlar olusur (90).
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Sekil 8: Neovaskiilarizasyona yol agan anjiyojenik siireg.

A:Stabil durumda mevcut kan damarlari anjiogenik stabilizasyon korunur.
Hipoksik hasar veya inflamasyona maruz kaldiktan sonra endotel hiicreleri , VEGF
ve DbFGF gibi proanjiogenik faktorlerle aktive edilir; B: ECM ve bazal
membran MMP'ler tarafindan yikilir. C: Endotel hiicreleri, endotel filizlerini
cevreleyecek sekilde “tip” hiicrelere doniisiir. D: Endotel hiicreleri, tip hiicrelerini
takiben migrasyon, proliferasyon ve vaskiiler tiip olusturmaya devam eder. E: Yeni
olusan damarlar, bu yeni damarlarin olgunlagmasini isaret eden perisit ile stabilize
edilir . * VEGF inhibitorleri: sFIt, heparan siilfat proteoglikan , plasental biiylime

faktorli , decorin ve kannabinoid reseptor tipi-1 (90)
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1.1.6. Mikro RNA

1.1.6.1. Mikro RNA

MikroRNA’lar veya kisaca miRNA’lar kodlanmayan RNA’larin bir alt
kiimesidir. Hedef mRNA'lar1 post-transkripsiyonel olarak diizenledigi veya sadece
translasyonunu baskiladig1 diisiiniilen ~ 22-niikleotid uzunlugunda, endojen olarak
dretilen kisa RNA molekiilleridir. MiRNA'larin; memeliler, nematodlar ve
sineklerdeki tiim genlerin yaklasik % 1’ini olusturdugu tahmin edilmektedir (114,
115).

Arastirmalar, miRNA'larin; hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilagsmasi, apoptozu,
immiin yanit ve anjiyogenez de dahil olmak iizere sayisiz biyolojik siirecte kritik

roller oynadigini gostermistir (116-118).

1.1.6.2. Mikro RNA Biyogenezi

MiRNA'lar, post-transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu diizenleyen
endojen ncRNA (non-coding RNA, kodlanmayan RNA) 'lardir. MiRNA'lar pri-
miRNA'lardan koken alir. Pri-miRNA’lar memeli hiicre cekirdeginde; RNA
polimeraz 1I (Pol II) enzimi araciligiyla, DNA transkripsiyon {nitesi veya
intronlardan sentezlenir (119, 120). Daha sonra pri-miRNA'lar, Drosha ve onun
kofaktorii olan “DiGeorge sendromu kritik bolge protein 8 (DGCRS)” ile birlikte
olusan “mikro islemci kompleksi” tarafindan 70-100 niikleotid uzunlugundaki pre-
miRNA yapilarina doniistiiriiliir (121). Pre-miRNA’lar niikleer tasima reseptorii
araciligiyla sitoplazmaya aktarilir (122). Burada bir endoniikleaz Dicer enzimi
tarafindan boliiniir ve miRNA-miRNA dubleksi olusur. Dubleksin parcalarindan
biri olan olgun miRNA, RNA kaynakli susturma kompleksinin (RNA-induced
silencing complex, RISC) olusumunda rol oynar (123). MiRNA-RISC komplexi;
hedef mRNA'larin 3'-terciime edilmemis bolgesine (3'-UTR) baglanir. Bu sekilde

hedef transkriptlerin translasyon inhibisyonuna ve / veya yikimina sebep olur (124).
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Sekil 9: Memeli hiicrelerinde miRNA biyosentezi ve islevleri (125)

1.1.6.3. Mikro RNA’lar ve Korneal Neovaskiilarizasyon Iliskisi

Neovaskiiler goz hastaligi olan hastalarda miRNA'larin dolagimdaki ve
okiiler diizeylerindeki degisiklikler, bu ncRNA'larin okiiler neovaskiilarizasyonla

klinik iligkisini ortaya koymaktadir (125).

1.1.6.3.1. MiRNA-21

Yapilan caligmalar, miRNA-21'in proanjiogenik aktivitesini
belgelemistir. Zhu ve arkadaslari, tiimor baskilayici tropomiyosin 1'i (TPM1)
miRNA-21 i¢in bir hedef olarak tamimladilar. MiRNA-21'in, TPM1'in down
reglilasyonu ile anjiiogenezi arttirdigin1 gosterdiler (126). Zhang ve arkadaslari

deneysel korneal neovaskiilarizasyon modelinde, subkonjonktival antagomir-21
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enjeksiyonu uygulamislardir. Antagomir-21 enjeksiyonunun; miRNA-21'i etkisiz
hale getirdigini, VEGF-A ve HIF-la'nin ekspresyonunu inhibe ederek

neovaskiilarizasyon ilerlemesini azalttigini gostermislerdir (127).

1.1.6.3.2. MiRNA-27

miRNA-27, endotel hiicrelerinde eksprese edilir. miRNA-27a ve miRNA-
27b'nin asirt ekspresyonu endotelyal hiicre proliferasyonunu artirir. Urbich ve
arkadaslari, in vivo ve in vitro olarak miRNA-27’nin semoforin (membran proteini)
tizerinden VEGF ekspresyonunu artirdigt ve anjiogenezi indikledigini

gostermislerdir (128).

1.1.6.3.3. MiRNA-31

MiRNA-31, sirastyla wvaskiiler perisitlerde ve endotel hiicrelerinde
proanjiogenik faktorler olarak islev géoren PDGF-3 ve HIF-1a'y1 hedefler. Shen ve
arkadaslar1 iskemiye bagli retinal neovaskiilarizasyon modelinde yaptigi calismada,
intraokiiler pre-miRNA-31, pre-miRNA-150, pre-miRNA-184 enjeksiyonunun
retinal neovaskiilarizasyonu 6nemli 6lglide azalttigini géstermistir (129). Normal
sartlar altinda korneal avaskiileritenin saglanmasi icin HIF-la yikilir (130).
Hipoksik kosullarda ise HIF-1a, prolyl hidroksilazin (PHD) inaktivasyonu ve HIF-
la’yr inhibe eden faktor (FIH-1) tarafindan stabilize edilerek yikimi engellenir
(131, 132). Chen ve arkadaslari, kontakt lens ile indiiklenmis korneal
neovaskiilarizasyon fare modelinde, shRNA (Short hairpin RNA) tarafindan HIF-
lo’nin hedeflenmesinin, VEGF ekspresyonunu ve korneal neovaskiilarizasyonunu
inhibe ettigini gostermislerdir (133). Bu ¢alismalarin 1s18inda, miRNA-31in retinal
neovaskiilarizasyon iizerinde antianjiogenik, korneal neovaskiilarizasyonda ise

proanjiogenik oldugu gosterilmistir.
1.1.6.3.4. MiRNA-126
MiRNA-126, anjiogenik yolun negatif diizenleyicilerini hedefleyerek

anjiogenezi destekler. miRNA-126 hiicre gociinii, hiicre iskeletinin yeniden

diizenlenmesini, kapiller stabilitesini ve in vitro hiicre sagkalimini etkiler. Ayni
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zamanda gelisimsel anjiogenez ve vaskiiler biitiinliigli de degistirir (134). Wang ve
arkadaslar tarafindan yapilan laserle indiiklenen koroidal
neovaskiilarizasyon c¢alismasinda, miRNA-126 ‘nin, VEGF-A, KDR ( Kinase
insert domain receptor ) ve SPRED-1 (Sprouty-related EVH1 domain-containing
protein 1) ekspresyonunu azaltarak anjiogenezi negatif yonde etkiledigi tespit
edilmistir  (135). Kunhert ve arkadaslarmin c¢alismasinda ise, korneal
neovaskiilarizasyon tlizerinde miRNA-126’nin proanjiogenik etkisinin oldugu

gosterilmistir (136).

1.1.6.3.5. MiRNA-184 ve MiRNA-204

MiRNA-184 ve miRNA-204, normal kosullar altinda kornea endotelinde en
cok eksprese edilen 2 miRNA subtipidir (125). An ve arkadaslarinin yaptigi
calismada; 6 farenin korneal yara iyilesme siireci izlenmistir. Yara iyilesmesi
sirasinda miRNA profil degisikliklerini izlemek i¢in korneal epitel kazima
yapilarak 29 subtip miRNA {izerinde c¢alisilmistir. Korneal yara iyilesme
stirecinde 29 miRNA’dan 15 miRNA’da diisgme gozlenmis, bu 15 miRNA’dan en
cok diisiis gosterenler ise miRNA-204 ve miRNA-184 olarak tespit edilmistir. Buna
karsilik, diger 14 miRNA’nin korneal yara iyilesmesi siirecinde yiikseldigi
gbzlenmistir (137).

Zong ve arkadaslarinin korneal siitur iligkili yara iyilesmesinde miRNA-
184’lin rollinii saptamak i¢in yaptig1 c¢alismada; miRNA-184 ekspresyon
seviyesinin, korneal siiturasyon yapilmis ratlarda kontrol grubuna gore %75

oraninda azaldig1 gosterilmistir (138).

1.1.7. Korneal Neovaskiilarizasyon Tedavisi

Korneal neovaskiilarizasyonunun tedavisi heniliz net degildir. Bununla
birlikte, topikal tedaviler, enjeksiyonlar ve laser / fototerapi gibi etkisi olan ¢esitli
tedavi prosediirleri vardir. Bu tedavilerin terapotik amaci, antianjiogenezi
baslatmak ve neoanjiogenezi erken agamalarda durdurmaktir. Diger bir tedavi
yontemi, olgunlasmamis damarlarin tersine ¢evrilmesini indiikleyerek anjio-

regresyonu saglamay1 amaclamaktadir. (139).
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1.1.7.1. Steroid

Steroidler ve anti-VEGF ajanlar1 su anda korneal neovaskiilarizasyon igin
temel baslangi¢c tedavisidir (140). Kortizon, deksametazon ve prednizolon gibi
topikal steroidlerin hepsinin antianjiogenik etkiye sahip oldugu ve bu nedenle
korneal neovaskiilarizasyonunu engelledigi gosterilmistir (141). Klintworth,
steroid kullaniminin, kornea hasarindan hemen sonra veya hemen Once
uygulandiginda anjiogenezi baskilamada en etkili tedavi oldugunu ve ge¢ donemde
uygulandiginda ise korneal vaskiilarizasyon gelisimi {izerinde higbir etkisinin
olmadigin1 gdstermistir (110). Steroidlerin hiicre kemotaksisini inhibe ederek ve
IL-1 ile IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri inhibe ederek etki olusturdugu
diisiiniilmektedir. Ayrica lenfositlerin 6ldiiriilmesine ve vaskiiler genislemenin
inhibe edilmesine neden olurlar ki bunlarin tiimii antianjiogenik etkilerine karsilik
gelir (142). Steroidlerin, heparin ve siklodekstrinlerle birlikte kullanilmasi daha
biiyiik bir antianjiogenik etkiye neden olur ve bu, kan damarlarinin temel zarini
tamamen pargalayabilen kollajen metabolizmasint modiile ettigi diisiiniilen
‘anjiostatik steroidlerin' gelismesine yol agar (143).

Bununla birlikte, steroidler, bagisiklik baskilayici etkileri nedeniyle artmis

enfeksiyon duyarlilig1 ve glokom gibi 6nemli bir yan etki profiline sahiptirler (91).

1.1.7.2. Non-Steroid Anti inflamatuar ilaclar

Flurbiprofen, indometasin, ketorolak, diklofenak ve nepafenak dahil olmak
lizere birkag non-steroid anti-inflamatuar ilacin (NSAII) deneysel ¢aligmalarda
korneal neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi bildirilmistir. NSAil'ler, arasidonik asidi
prostaglandinlere (E2) doniistiiren siklooksijenaz enzimini (COX-2 izoformu)
inhibe eder. COX-2 tarafindan tretilen eikosanoidler, diger faktorlerin yan sira,
inflamasyon iliskili anjiogenezde VEGF ekspresyonuna aracilik eder. COX-2
enzimi NSAII’ler tarafindan inhibe edilince inflamasyon iliskili anjiogenezdeki
VEGF ekspresyonu da baskilanmis olur (144, 145). Bununla birlikte, uzun siireli
NSAIl kullanimiyla iliskili degisken etkililik ve korneal perforasyon riski,
NSAIl'lerin korneal neovaskiilarizsyon tedavisi i¢in klinik kullanimini kisitlar. Bu

nedenle bu ajanlar birinci basamak ajanlar olarak kabul edilmez (146).
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1.1.7.3.Siklosporin A

Siklosporin A; ¢esitli T hiicre fonksiyonlar1 iizerinde inhibe edici etkileri
olan bir immiinomodiilatdr ajandir. in vitro ¢alismalarda ve hayvan modellerinde,
primer endotelyal hiicrelerdeki VEGF’i aktive eden IL-2 ve COX-2 enziminin
fonksiyonlarin1 inhibe ederek korneal neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (147, 148). Bununla birlikte, insan kornealarinda korneal
neovaskiilarizasyon tedavisinde Siklosporin A'nin rolii, 6zellikle kornea greft reddi
baglaminda, sistemik ve topikal Siklosporin A’nin etkinligi konusunda celiskili
sonuglar ortaya ¢iktigindan dolay1 Siklosporin A’nin korneal neovaskiilarizasyonda
kullanimi halen tartismalidir (149, 150).

Bock ve arkadaslari, yliksek riskli penetran keratoplastiden sonra yiiksek doz
subkonjonktival Siklosporin A wuygulamasinin korneal neovaskiilarizasyon
tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigini bildirmis ve topikal Siklosporin A’nin en
azindan transplant ortaminda insan korneasinda minimal antianjiogenik etkiye
sahip oldugu sonucuna varmistir (151). Ayrica Gottsch ve Akpek, steril santral
kornea {ilseri olan bir hasta serisinde topikal Siklosporin A’nin korneal

neovaskiilarizasyon iizerinde uyarici bir etkisi oldugunu bildirmistir (152).

1.1.7.4. Anti-VEGF Ajanlar

VEGF, gii¢lii bir endotelyal hiicreye 6zgii mitojendir. VEGF'in diisiik
ekspresyon seviyelerinin, yetiskinlerde fare embriyolarinin hayatta kalma oraninin
zayif olmasi ve vaskiiler anormallik ile sonuclandigi bildirilmistir; tersine, hipoksik
kosullar altinda VEGF yiiksek ekspresyon seviyeleri, anjiogenezi uyardigi
gozlenmistir (153, 154). Okiiller VEGF, normal damar gelisimi ve hastaliin
ilerlemesi ile yakindan iligkilidir (155). Retinadaki periferik avaskiiler alan,
vaskiiler gelisimi uyarmak ic¢in daha fazla VEGF salgilar; ROP (Prematiir
Retinopatisi), PDR (Proliferatif Diyabetik Retinopati) ve Santral Retinal Ven
Tikaniklig1 gibi patolojik kosullar altinda anormal derecede yiiksek VEGF
seviyeleri neovaskiilarizasyona neden olur (156). Bu nedenle, okiiler
neovaskiilarizasyonu tedavi etmek icin anti-VEGF ajanlar kullanilmis ve belirli bir

etkinlik elde edilmistir. Bununla birlikte, 6nemli sayida hasta anti-VEGF'lere yanit
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vermez. Anti-VEGF ajanlarin; subretinal fibroz, endoftalmi, intraokiiler kanama,
hipertansiyon ve fel¢ gibi lokal ve sistemik advers olaylart meydana gelebilir (157,
158).

Anti-VEGF  ajanlar, korneal neovaskiilarizasyonu tedavi  etmek icin
endikasyon dis1 kullanilmistir, ancak yalnizca kismi etkinlikte oldugu saptanmistir
ve uzun siireli kullanimlari toksik olabilir (159). Bevaci
zumab, Ranibizumab , Pegaptanib ve Aflibercept gibi anti- VEGF ajanlar bu
konsept etrafinda tasarlanmistir (160-162).

1.1.7.5. Kornea Nakli

Kornea nakli, diinya ¢apinda en eski, en yaygin ve en basarili doku nakli
bicimidir. Giliniimiizde yaygin prosediirler, 360 derecelik tam kalinlikta kornea
kesisi gerektiren bir teknik olan penetran keratoplastiden, korneanin sadece
hastalikli tabakasinin yerini alan lamelli keratoplasti tekniklerine kadar
uzanmaktadir. Penetran keratoplastiden sonra, kesilmis SBNP demetlerinin
rejenerasyonu, katarakt cerrahisi ve refraktif cerrahiye oranla ¢ok daha yavas bir
hizda gergeklesir. SBNP’deki sinir lifi yogunlugu ve dallanma, penetran
keratoplastiden 40 yil sonra hala anormal olabilir (163).

24.000 kornea grefti ile yapilan bir meta analiz calismasi, korneal
neovaskiilarizasyonlu hastalarda nakledilen kornealarin reddinin daha yiiksek
oranda oldugunu ortaya koymustur. Analiz, “ameliyattan Once korneal
neovaskiilarizasyon varliginin, naklin basarisiz olma olasiligin1 % 30 arttirdigin1 ve
greft reddi riskini de iki katindan fazla arttirdigini”, baska bir deyisle,
neovaskiilarizasyon ne kadar biiyiik olursa, reddedilme riskinin o kadar yiliksek
oldugunu bildirmistir (164). Korneal neovaskiiarizasyon olusumu, antijenlerin ve
antijen sunan hiicrelerin bolgesel lenf diiglimlerine ¢ikisin1 saglayan korneal
lenfanjiogenez ile de iliskilidir. Hafif vaskiilarize kornealara oranla, agir
vaskiilarize  kornealarda lenfatik damarlarin  bulunma ihtimali daha
yiiksektir. Nakledilen dokuya komsu vaskiilarize alict kornea yataklarinda bulunan
kornea lenfatikleri, greft kaynakli antijenin bolgesel lenf diiglimlerine ge¢isini
artirarak greft reddi ihtimalini arttirabilir (165). Korneal

neovaskiilarizasyon, 6nceden =~ var  olan  korneal = anjiogenez  olmasa
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bile penetran keratoplastiden sonra gozlerin % 41'inde de gelismektedir. Korneal

neovaskiilarizasyon bu nedenle greft yetmezligi igin bir risk faktoriidiir (90).

1.1.7.6. Laser/ Fototerapi

Argon laser; seffaf korneadan direk gecer, ancak korneal damar i¢indeki
hemoglobin molekiillerinin argon enerjisini absorbe etmesi damar iginde pihti
olugmasina neden olur. Argon laser ve 577 nm sar1 boya laser greft reddinde ve
lipid keratopatide korneal vaskiilarizasyon tedavisinde etkin bir sekilde
kullanilmistir  (166). Yapilan caligmalar, korneal neovaskiilarizasyonun
gerilemesinde etkinligini gostermistir (139).

Fotodinamik terapi; fotosensitif bir bilesik olan vertoporfinin intravendz
verilmesini takiben diisiik gligte, uzun siireli kizilotesi laser tedavisinin
uygulanmasini igerir. Bilesik, neovaskiiler doku tarafindan absorbe edilir ve laser
tedavisi ile aktif hale gelerek sitotoksik serbest radikaller iiretir. Serbest radikaller
¢evredeki neovaskiiler dokuda, intravaskiiler tromboza neden olur ve korneal
neovaskiilarizasyonu tersine cevirir. Fotodinamik terapinin giivenli oldugu ve
insanlarda yiiksek bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir; ancak, ¢ok maliyetli ve
zaman alic1 bir tedavi yontemi olarak goriilmektedir (167). Buna karsin stromal
dokularin kollateral hasari, reperfiizyon ve anjiogenez riskini artiran bir inflamatuar
reaksiyonu siddetlendirebilecegini sdyleyen yayinlar da mevcuttur (168).

Hem laser hem de fototerapi, diger terapotik stratejilerle karsilagtirildiginda
etkinliklerini belirlemek i¢cin daha fazla calismaya ihtiya¢ duyar. Su anda, laser
tedavisi ile iligkili glivenlik endiseleri ve fototerapinin maliyeti ve siiresi, bu
yenilik¢i tedavilerin olumsuz yonlerini olusturmaktadir ve bu da klinik olarak bu
tedavi yontemlerinin nispeten daha az kullanilmasina neden olmaktadir.

Bununla birlikte, Gerten, Bevacizumabin argon laser tedavisi ile
kombinasyon tedavisinin korneal neovaskiilarizasyonda belirgin bir azalmaya
neden oldugunu gostermistir. Bunun nedeni argon laserin indiikledigi pithtilasmanin
olgun patolojik kan damarlarimi kapatirken bevacizumabin yeni anjiogenezi

Oonlemesidir (169).
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1.1.7.7. Enjeksiyon Tedavileri

Laser tedavisine alternatif olarak kullanilabilen ince igne diyatermi (FND),
korneal neovaskiilarizasyonun ydnetimi i¢in ucuz ve kullanigh bir prosediirdiir. Bu
basit prosediir, topikal anestezi altinda gergeklestirilebilir ve farkli kornea
derinliklerinde afferent ve efferent damarlar1 esit derecede kapatir. Ancak istenen
sonucu elde etmek i¢in yeniden tedavi gerekebilir. Olasi ciddi bir yan etki, 6zellikle
ince damarlanmis kornealarda ignenin gecisi sirasinda ortaya ¢ikabilen korneal
mikro perforasyondur. Diger potansiyel advers olaylar arasinda korneal kanamalar,
korneanin gecici opaklagmasi ve stria olusumu yer alir. Bu komplikasyonlar geri
dondirilebilir. En yaygin komplikasyon olan intrakorneal hemoraji, ameliyat
sirasinda veya hemen postoperatif donemde ortaya ¢ikar ve bazi durumlarda geride
kristalin birikintiler birakarak birka¢ hafta icinde diizelir. Korneanin gegici
opaklasmasi, igneye komsu stromada meydana gelir ve 24 ila 48 saat sonra
tamamen diizelir (170).

Ince igne diyaterminin limbal epitelyal kok hiicre fonksiyonu ve lokal
endotel hiicre sagkalimi iizerindeki uzun vadeli sonuglari heniiz tam olarak
anlasilamamustir. Bu teknik, derin periferik korneal stroma dahil olmak {lizere tiim
kornea yapilaria kapsamli termal enerji uygulamasiyla iliskilendirilebilir, bu da
tedavi edilen bdlgenin altindaki kornea endoteline ve korneoskleral limbusa
potansiyel olarak zarar verir (105). Ek olarak ince igne diyatermi, proanjiogenik
faktorlerin sekonder salmimi yoluyla daha fazla vaskiilarizasyonu uyarabilir
(171). Bu nedenle, diyaterminin korneaya uygulanmasinin minimalize edilmesi
oOnerilir. Son zamanlarda, afferent damarlart tedavi etmek i¢in anjiografi
kilavuzlugunda ince igne diyatermi kullanimistir (172). Bu yaklasim, korneaya
uygulanan minimum termal enerji ve azaltilmis stromal hemoraji riskiyle besleyici

damarlar1 secici olarak tedavi edebilir (173).

1.1.8. Bevacizumab
Bevacizumab, bilinen tim VEGF-A izoformlarina baglanan rekombinant

insanlastirilmis bir monoklonal antikordur. 149 KDa'lik uzunlukta, iki degerlikli

monoklonal antikor yapisindadir (174).
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VEGF-A ile VEGFR-1 (flt-1) ve VEGFR-2 (KDR/flk-1) arasindaki
etkilesimi endotel hiicrelerinin yiizeyinde bloke eder. Protein diziliminde %93
insan ve %7 murindir. VEGF-A'nin VEGFR-1 ve VEGFR-2'ye baglanmasi,
endotelyal hiicre proliferasyonuna ve hayatta kalma yollarinin aktivasyonunun yant
sira yeni vaskiilogenez ve anjiogenezin olusumuna yol acgar. Bevacizumab
uygulamasi bu nedenle mikrovaskiiler biiylimeyi ve anjiogenezi inhibe eder, bu
amacla kanser tedavisi diizeninde habis hiicre biiyiimesini ve kan damari
olusumunu inhibe etmek i¢in kullanilir (175).

Bevacizumab, FDA onayli olarak; serviks kanseri, metastatik kolorektal
kanser, glioblastoma, skuamoz olmayan kiiclik hiicreli akciger kanseri, over
kanseri, primer periton kanseri, metastatik renal hiicreli karsinom tedavilerinde
kullanilmaktadir. Endikasyon dis1 olarak; metastatik meme kanseri, endometriyal
kanser, anjiyosarkom, gliomalar, malign plevral mezotelyoma, medulloblastom
(pediatrik), hemanjioperisitom ve malign soliter fibroz tiimor, diyabetik makula
6demi, YBMD tedavilerinde kullanilmaktadir (175).

Bevacizumab’in heniiz okiiler hastaliklarin tedavisinde kullanim ruhsati
olmamasma ragmen VEGF’in anjiogenezdeki merkezi rolii, onu cesitli okiiler
neovaskiiler hastaliklarda; diyabetik makula 6demi, YBMD, anjioid streak, yiiksek
miyopiye sekonder gelisen koroidal neovaskiiler membran, retinal ven okliizyonu,
korneal neovaskiilarizasyon, neovaskiiler glokom ve prematiir retinopatisinde olast
bir tedavi segenegi olarak hedef ajan haline getirmistir (176).

Diyabetik makula ©6demi, popiilasyona dayali calismalarda tip 1
diyabetlilerde %4-14 arasinda ve tip 2 diyabetlilerde %1-13 arasinda degisen
prevalans oranlar1 ile gérme bozuklugunun énemli bir nedenidir. ik gérme
keskinligi kayb1 hafif oldugunda, diyabetik makula o6demi tedavisi i¢in
Bevacizumab ve diger anti-vegf ajanlar (Ranibizumab, Aflibercept) arasinda
ortalama olarak belirgin bir fark bulunmamistir. Gorme keskinligi kaybi orta veya
daha koétii oldugunda ise; Bevacizumab’in Aflibercept'e gore gdorme keskinligini
tyilestirme olasilig1 daha diisiik olarak bulunmustur (177).

YBMD, 60 yas iistii hastalarda goérme bozuklugunun onde gelen
nedenidir. Hastaligin en yaygin ileri formu olan “kuru” (atrofik) form, retina

pigment epitelinin yavas, ilerleyici disfonksiyonu, fotoreseptor kaybi ve retinal
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dejenerasyon ile karakterize edilir. Aksine, “yas” (neovaskiiler) form daha az
siklikta goriiliir, ancak YBMD’ye bagl akut korliigiin %90'1ndan sorumludur. Anti-
VEGTF ajanlar, neovaskiiler YBMD tedavisinin bir diregi haline gelmis ve iki yillik
tedaviden sonra %90'n iizerinde goérme keskinliginde artis veya gorme keskinligini
stabilize etme sans1 saglamistir (178).

Korneal neovaskiilarizasyon; fiziksel, kimyasal ve patolojik travmalar
sonucu olusabilen, gormeyi tehdit eden ciddi bir komplikasyon olarak karsimiza
cikmaktadir. Tedavi edilmesi giic ve gerekli bir durumdur. Diger anjiogenez
mekanizmalarina sahip hastaliklarda oldugu gibi, korneal neovaskiilarizasyonda da
VEGF diizeyinin artmis oldugu gosterilmistir. Insan ve hayvan modellerinde
vaskiilarize ve enfekte kornealarda Onemli bir anjiogenik faktor olarak
gosterilmistir (179).

Korneal neovaskiilarizasyon tedavisi i¢in kullanilan anti-VEGF tedavisi,
birgok ©nin vivo hayvan deneyinde basarili sonuglar elde etmistir. Sigan
modellerinde, 1 hafta boyunca giinde iki kez uygulanan topikal Bevacizumab (4
mg/ml), kimyasal olarak indiiklenen korneal neovaskiilarizasyonu zayiflatmistir
(180). Yildirim ve ark; glimiis nitrat ile indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyonu
olan 42 Wistar Albino rat modeli {izerindeki g¢alismasinda, Bevacizumab ve
Sorefenib (multipl tirozin kinaz inhibitdrii) topikal damla formunda uygulamistir.
VEGF ELISA diizeyleri ve immiinhistokimyasal olarak bakilmuis, her iki damla
formunun da etkin oldugu saptanmigtir (181).

Baradaran-rafii ve ark; siitur ile indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyonu
olan 30 tavsan goziinde, 2 haftalik Adinopektin ve Bevacizumab topikal damla
uygulamigtir. Her iki topikal formda da neovaskiilarizasyonun azaldigini,
Adinopektin’in daha etkin oldugunu bulmustur (182). Sahan ve ark; giimiis nitrat
ile indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyonu olan 39 Spragule Dawley rat
modelinde, Dovatinib (multipl tirozin kinaz inhibitorii) ve Bevacizumab topikal
damla formunda uygulamistir. On segment fotograf ve hematoksilen eozin ile
yapilan inceleme sonunda, Dovatinib’in Bevacizumab’tan daha az etkin olmak
tizere, her iki ilacin da neovaskiilarizasyonu gerilettigini bulmustur (183). Yoon ve
ark; fare korneal neovaskiilarizasyon modelinde, topikal Rivoceranib (tirozin kinaz

inhibitorii) (%0.1 ve %0.5) ve Bevacizumab (%0.5) damla formunda uygulamaistir.
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CD31 (cluster of differantiation) ve LYVEI (Lymphatic vessel endothelial
hyaluronan recetor 1 ) diizeylerine immiinofloresan ile bakilmistir. Korneal
neovaskiilarizasyonda azalma goriilmiis, %0.5 Rivoceranib ve %0.5 Bevacizumab
gruplar1 arasinda belirgin fark izlenmedigi saptanmistir (184).

Korneal neovaskiilarizasyonun bir sonucu olarak, sonraki penetran
keratoplastinin prognozunu kétiilestiren ve goérme keskinligini 6nemli 6lgiide
degistiren lipid birikimi, inflamasyon, kornea skarlasmasi ve 6dem meydana
gelmesi muhtemeldir. Bu nedenle korneal neovaskiilarizasyonu inhibe etmek ve
goziin yaralanma ve hastaliktan kaynaklanan inflamatuar yanitim1 Onlemek
onemlidir (179). Gupta ve ark; keratoplasti sonras1 yiiksek greft reddi tasiyan,
kronik derin korneal vaskiilarizasyonu olan 14 hastanin 14 gdziine nakil dncesi,
intrastromal Bevacizumab (0.05-0.1 mL 2.5 mg/ 0.1 mL ) enjeksiyonu
uygulamistir. Uygulamay1 4-8 haftada tekrar etmis, ortalama 1-3 seans seklinde
uygulama  yapilmistir.  Uygulamayi takiben, %14.2°’sinde var olan
neovaskiilarizasyon tamamen gerilemis, keratoplasti ihtiyacinin da tamamen
ortadan kalkmis oldugu tespit edilmistir. Geride kalan goézlerde ise greft sag

kalimini artirdigi bulunmustur (185).

1.1.9. Motesanib

Motesanib (AMG 706); tim VEGFR'leri (VEGFR-1, -2 ve -3), PDGF
reseptoriinii (PDGFR) ve kok hiicre faktor reseptorii / CD117'yi inhibe eden yeni
bir nikotinamid, kii¢iik molekiillii multipl tirozin kinaz inhibitoriidiir (TKI -KIT).
Kimyasal yap1 N - (2,3-dihidro-3,3-dimetil-1 H -indol-6-il) -2 - [(4-piridinilmetil)
amino] -3-piridinkarboksamid’dir (186).
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Sekil 10: VEGF, PDGF, KIT inhibitorii olan Motesanib molekiiliiniin sematik goriiniimii
(186)

Tirozin kinaz, ATP’deki fosforun hedef proteine transferini saglayarak,
protein fosforilasyonunu katalizleyen bir enzimdir (187). Hiicrelerin boliinmesinde,
hiicreler arasi sinyal iletiminde, hiicresel proliferasyonda ve farklilagmada,
hiicrenin canliligi ve hiicre hareketi gibi 6nemli iglevlerde rol alir (188, 189).
Tirozin kinazlar; reseptor protein kinazlar (membran yerlesimli protein kinazlar) ve
non-reseptdr protein kinazlar (sitoplazmik protein kinazlar) olarak 2 sinifa ayrilir
(189). Resepor tirozin kinazlar (RTK); hiicre-hiicre iletisimine yardim eden sinyal
tasima yollarinin temel bilesenidir (190). RTK sinifinda 58 transmembran protein
bulunmaktadir. Bu reseptdrler; insiilin reseptorii, efrin reseptorleri (EphA, EphB)
ve biiyiime faktorleri (EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii), VEGF, PDGF, FGF,
NGF) reseptorleridir (189). Non-reseptor (sitoplazmik) protein kinazlar, ATP’deki
fosfat grubunu tirozin amino asitine transfer eden fosfotransferaz enzimidir. Bu
enzim smifinda Src, ABL, fokal adezyonkinaz (FAK) ve januskinaz (JAK)
proteinleri bulunmaktadir (191). Sitoplazmik tirozin kinazlarin devamli
aktivasyonu ve karsinojenik sinyal iletimi, transformasyon, tiimor biiylimesi,
anjiogenez gibi malign fenotipe yonelik hiicresel olaylar1 aktive eder (192).

Etkinligi gosterilmis ilk tirozin kinaz inhibitorii Imatinib Mesilat tir.
Zamanla yeni etken maddeler kesfedilmistir. Bunlar arasinda; Gefitinib, Erlotinib,

Sorefenib, Dasatinib, Lapatinib, Nilotinib, Pazotinib, Vandetanib, Vemurafenib,
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Ruksolitinib, Krizotinib, Aksitinib, Bosutinib, Kabozantinib, Ponatinib,
Regorafenib, Tofacitinib, Afatinib, Ceritinib, Dabrafenib, ibrutinib, Cetuximab,
Nintedanib, Lenvatinib, Alectinib, Osimertinib, Brigatinib, Palbociclib,
Temsirolimus, Everolimus, Sirolimus ve Motesanib bulunmaktadir (193).

Onceki klinik ve deneysel kanitlar, Motesanib’in giiclii antianjiogenik
etkilere sahip oldugunu ve timdr anjiogenezini baskiladigini ileri
stirmiistiir. Motesanib; VEGF'in neden oldugu hiicresel proliferasyonu ve vaskiiler
gecirgenligi inhibe ettigi, timdr hiicrelerinde neovaskiilarizasyonu segici olarak
hedefleyerek in vivo tiimdr gerilemesini indiikledigi tespit edilmistir (17, 18).

Motesanib’in, VEGF protein ekspresyonu indiiklendiginde, hiicre disi
sinyalle diizenlenen kinaz (ERK1 / 2) protein seviyelerinin fosforilasyonunun
arttirdig1 gosterilmistir. Baska bir ¢aligmada ise, ERK1 / 2 ve NOS'un VEGF'nin
neden oldugu asir1 gecirgenlikte farkli sinyal yollarinin elemanlari oldugunu
bildirmistir. Laser hasarinin neden oldugu artmis VEGF ve Motesanib
seviyelerinin, ERK1 / 2 proteininin sonraki fosforilasyonunu azaltmak i¢in
VEGFR' inhibe ettigi diisiiniilmiistiir (18).

Motesanib; metastatik meme kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri,
kolorektal kanser, gastrointestinal stromal tiimorler, tiroid kanseri gibi bir¢ok
kanser tedavisinde deneme asamasindadir. Ho ve ark; Motesanib’in, Sisplatine
direncli mesane kanserinde kullanilabilecegini 6nermislerdir (194). Coxon ve ark;
mediiller tiroid kanseri olusturulan fare modelinde, Motesanib kullanimi ile
tiimoriin boyutlarinda ve damar gelisimde azalma saptamislardir. Bu durum,
Motesanibin anti-tiimor ve antianjiogenik aktivitesini destekler niteliktedir (195).

Bunun yani sira, okiiler neovaskiilarizasyonda etkinligi konusunda da
caligmalar yapilmistir. Rho ve ark; 46 adet erkek rat laser fotokoagiilasyon ile
indiiklenmis koroidal neovaskiilarizasyon modelinde topikal Motesanib ve topikal
dimetilsiilfatoksidaz (DMSO) damla uygulamistir. Fundus floresein anjiografi ve
immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda, topikal Motesanib damlanin topikal
DMSO’ya oranla koroidal neovaskiilarizasyonu o©nemli Olclide azalttigini
saptamistir (18). Polverine ve ark; korneal neovaskiilarizasyon modelinde oral
gavaj yolu ile uyguladiklar1t Motesanib’in doz bagimli olarak neovaskiilarizasyonu

gerilettigini bulmustur (17).
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Topikal ila¢ uygulamasi, glokom tedavilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu  yol, intravitreal  enjeksiyonla  karsilagtirildiginda
noninvazivdir ve oral uygulamaya oranla daha diisiik sistemik yan etki oranlart ile
iliskilidir  (18). Korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde, tedaviye bagl
komplikasyonlar1 azaltmak ve alternatif bir terapotik modaliteyi belirlemek igin
yeni bir ilag ve uygulama sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla;

calismamizda non-invaziv olan topikal damla formu ile Motesanib kullanilmistir.

=
Iz

Molecular Formula C,Hy;Ns0

Molecular Weight 373.5
clLog P 3.56

Sekil 11: Motesanib molekiiliiniin kimyasal yapis1 (186)
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2. GEREC VE YONTEM

Necmettin Erbakan Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan etik
kurul onay1 alindi. Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 laboratuvarinda yapildi. Firat Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda laboratuvar incelemeleri tamamlandi.

Calismamizda kullanilacak siganlar 22-25°C oda 1s1sinda 12 saat 151k (7:00—
19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulacak sekilde 6zel olarak yaptirilan
kafeslerde beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda (normal ¢esme
suyu) verildi. Tiim gruba ayn1 standart sican yemi verilerek add-libitum su, yiyecek
alimlar1 saglandi ve hayvanlarin giinliikk olarak altlar1 temizlenerek bakimlari
yapildi. Agirliklar1 225-300 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 42 adet Wistar Albino

cinsi erkek 7’serli sicanlar 6 gruba ayrildi.

2.1. Gruplar

» Grup I (Kontrol): Herhangi bir miidahalede bulunulmayan, saglikli
kontrol olarak ayrildi.

» Grup II (Sham): Gilimiis nitrat ile olusturulan korneal
neovaskiilarizasyondan sonra 7 giin boyunca topikal DMSO 3 defa birer
damla uygulandi.

»  Grup III (Bevacizumab 5mg/ml): Giimiis nitrat ile olusturulan korneal
neovaskiilarizasyondan sonra 7 gilin boyunca topikal Bevacizumab damla 5
mg/ml 3 defa birer damla uygulandi.

» Grup IV (Motesanib 2.5 mg/ml): Giimiis nitrat ile olusturulan korneal
neovaskiilarizasyondan sonra 7 giin boyunca topikal Motesanib damla 2.5
mg/ml 3 defa birer damla uygulandi.

» Grup V (Motesanib 5 mg/ml): Giimiis nitrat ile olusturulan korneal
neovaskiilarizasyondan sonra 7 giin boyunca topikal Motesanib damla 5
mg/ml 3 defa birer damla uygulandi.

» Grup VI (Motesanib 7.5 mg/ml): Glimiis nitrat ile olusturulan korneal
neovaskiilarizasyondan sonra 7 giin boyunca topikal Motesanib damla 7.5

mg/ml 3 defa birer damla uygulandi.
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2.2. Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramuskiiler 50 miligram/kilogram
ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ile 5 miligram/kilogram ksilazin
hidroklorid (Rompun, Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. islem &ncesi
deneklerin kornealarima % 0.5’lik proparakain hidroklorid (Alcaine, Alcon, Fort

Worth, Texas, ABD) damlatildu.

2.3. Korneaya Kimyasal Koterizasyon Yapilmasi

Korneal yanik ve neovaskiilarizasyon olusturmak i¢in Mahoney ve
Waterbury tarafindan tarif edilen giimiis nitrat ile koterizasyon teknigi uygulandi
(196). Tiim deneklerin sag gozlerinin korneas1 %75 glimiis nitrat ve %25 potasyum
nitrat (Sekil 12) ile kaplanmis ¢ubuk 10 saniye siiresince saat 12 hizasinda,
limbustan 3 mm uzaktaki parasantral korneaya temas ettirilerek kimyasal
koterizasyon uyguland: (Sekil 13). Korneada 2-2,5 mm c¢apinda alkali yanik
olusturuldu. Hemen ardindan kiiciik bir spang ile geride kalan giimiis nitrat ve

potasyum nitrat partikiilleri uzaklastirildi, 10 ml serum fizyolojikle kornea ve

forniks yikanarak temizlendi.

Sekil 12: %75 glimiis nitrat ve %25 potasyum nitrat ile kaplanmis aplikatér gubuk
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Sekil 13: Giimiis nitrat aplikator ¢ubuk ile korneal kimyasal yanik olusturma

2.4. Tlaclar

Ratlarda deneysel olarak olusturulan kornea neovaskiilarizasyon
tedavisinde Bevacizumab (Altuzan 100mg/ml ampul, Bristol Myers Squibb Co,
Princeton, NJ, ABD) DMSO (Emagrup, Elaz1g, TR) ¢6zeltisi ile 5 mg/ml dozajinda
hazirlanarak ve Motesanib (Genbiotek Biosistem, Istanbul, TR) molekiiliinden
DMSO ¢ozeltisi ile 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 7.5 mg/ml dozajlarinda ilaglar hazirlanarak
kullanild1. Saglikli kontrol grubu disindaki gruplara, kendi ilaglar1 giinde 3 kere
birer damla olacak sekilde 7 giin boyunca tedavi uygulandi.

2.5. Muayene ve Eniikleasyon

Ratlara ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, TR) (90 mg/kg) ve
ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, TR) (10 mg/kg) uygulanarak genel anestezi

altinda sag gozleri eniikle edildi.

2.6. Korneal Neovaskiilarizasyon Alanlarinin Degerlendirilmesi

Rat kornealar1 Zeiss S100/OPMI® Pico ameliyathane mikroskopu (Carl

Zeiss Meditec AG, Jena, Germany) kullanilarak fotograflandi. Fotograf {izerinde
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neovaskiilarizasyon alanmin tiim kornea alanina ylizdesi MATLAB R2015a

(MathWorks, Natick, Massachusetts, ABD) programi kullanilarak hesaplandi.

2.7. Kantitatif Real-Time PCR ile inceleme

Rat kornealarinda kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR) yontemi ile VEGF-
A ve VEGFR-2 genlerinin mRNA diizeylerindeki ifade farkliliklar1 ile miRNA-21,
miRNA-27a, miRNA-31, miRNA-126, miRNA-184 ve miRNA-204 parametreleri
degerlendirildi.

2.7.1. Total RNA izolasyonu

-80 °C’de muhafaza edilen rat kornea drneklerinden total RNA izolasyonu
icin Hibrizol (Hibrigen, Tiirkiye) kullamildi. Uretici firma tarafindan onerilen
protokole uyularak RNA izolasyonu yapildi. RNA miktarlari, nanodrop cihazinda
(Nano-400A, ALLSHENG, CIN) él¢iildii. Her gruba ait RNA ornekleri, esit
diizeyde total RNA igerecek sekilde, kendilerine ait havuzlarda toplandi.

2.7.2. Komplementer DNA Sentezi

2.7.2.1. mRNA Analizi icin Komplementer DNA Sentezi

flgili genlere ait mRNA diizeyindeki ifade farkliliklarinin tespitinde
kullanilacak komplementer DNA (cDNA)’lar i¢in havuz yapilan RNA 6rnekleri
kullanildi. Toplam 20 pl’lik hacimde gerceklestirilen cDNA sentezi i¢in 10 pl RNA
ornegi, 2 pl 10xRT random primer, 2 ul 10xRT buffer, 0.8 pul 25%dNTP mix, 4.2 ul
niikleaz icermeyen su ve en son olarak 1 pl MultiScribe™ Reverse Transcriptase
enzimi kullanildi. Ornekler termal dongii cihazina yerlestirilerek 25 °C’de 10
dakika, 37 °C’de 120 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve en son sicaklik 4 °C olacak
sekilde cihazda bekletildi. Olusan cDNA 6rnekleri -20 °C’de saklandi.
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2.7.2.2. miRNA Analizi icin Komplementer DNA Sentezi

MiRNA’dan cDNA olusturma islemi; 6n asama ve ana asama olmak iizere
iki agamal1 olarak gerceklestirildi. mRNA i¢in olusturulan cDNA’da kullanilan
“I0xXRT random primer” yerine, ilgili miRNA’lara spesifik RT primerleri

kullanildi.

On asamada kullanilmak iizere 10 mikromolar (uM)’lik RT Primer’lerinden
10’ar ul alinarak yeni bir tiipe konuldu ve 1000 pl’ye tamamlamak i¢in niikleaz
icermeyen su ilave edildi. Boylece 1 uM’lik RT Primer havuzu olusturuldu. Bir
ornek icin 10 pM’lik ANTP’den 0.5 pl; 1 pM’lik RT Primer havuzundan 5 pl ve
100 ng/ul’lik miRNA’dan 8 pl alinip niikleaz i¢ermeyen steril bir tiip igerisinde
kanistirildi. 65 °C’de 5 dakika ve sonrasinda buz igerisinde 2 dakika bekletilerek
pre-cDNA olusturuldu.

Ana asamada; cDNA sentez kiti (Applied Biosystems) kullanilarak bir
ornek i¢cin 10xRT buffer’dan 1 pl, MultiScribe™ Reverse Transcriptase’dan 0.5 pl,
niikleaz igermeyen sudan 3.5 pl ve pre-cDNA’dan 5 pl alinip niikleaz icermeyen
steril bir tiip i¢erisinde karigtirildi. cDNA sentez kitine gore termal dongii cihazinda
25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve en son sicaklik 4
°C olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan cDNA oOrnekleri -20 °C’de saklandi.

2.7.3. Kantitatif Real Time PCR ile Komplementer DNA

Amplifikasyonu

Elde edilen cDNA’lar, bir dizi spesifik primerler varliinda qRT-PCR
araciligiyla amplifiye edildi. Sigan kornea orneklerindeki mRNA ifade diizeyleri
incelenirken Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) referans gen
olarak kullanildi (Tablo 1). Ayrica yine ayni Orneklerde Tablo 2’de verilen
miRNA’lar i¢in de ekspresyon diizeyleri belirlenirken RNU48 referans gen olarak
kullanildi (Tablo 2). gqRT-PCR analizi, 96 kuyucuklu platelerde, toplamda 10 pl
hacimde (1 pl cDNA ve 9 ul karisim) {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Bu analiz,
BrightGreen 2X qPCR Master Mix (MasterMix-S, abm, Kanada) kullanilarak
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Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sisteminde {iretici firmanin belirttigi
protokole uygun sekilde gergeklestirildi.

Tablo 1: Calismada kullanilan qRT-PCR mRNA primerleri

PRIMER ADI  PRIMER DiZiSi (5>-3°)

FORWARD AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
GAPDH

REVERSE TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

FORWARD GCAGCGACAAGGCAGACTAT
VEGFA

REVERSE GCAACCTCTCCAAACCGTTG

FORWARD TCCACATGGGCGAATCACTC
VEGFR-2

REVERSE ACGGTGCCATTCAGTTTCCA

46



Tablo 2: Calismada kullanilan qRT-PCR miRNA primerleri

g%iIMER PRIMER DIiZiSi (5°-3°)
RT GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACGGTCAG
RNU48 FORWARD TCTGAGTGTCTTCGCTGACG
_ RT GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCGACAGCCC
miR-21 FORWARD CAACAGCAGTCGATGGGCTGTC
) RT GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCGCGGAACT
miR-27a FORWARD TTCACAGTGGCTAAGTTCCGC
RT GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCGATGGCAA
miR-31 FORWARD TGCTATGCCAACATATTGCCATC
) RT GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCCGCATTAT
miR-126 FORWARD TCGTACCGTGAGTAATAATGCG
) RT GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCACCCTTAT
miR-184 FORWARD TGGACGGAGAACTGATAAGGGT
_ RT GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCAACGTCCC
mik-204 FORWARD GCTGGGAAGGCAAAGGGACGTT
Universal REVERS CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
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2.8. istatistiksel Analiz

gRT-PCR verilerinin istatistiksel analizi i¢in ¢evrimici “qiagen gene globe
PCR data analyze” yontemi kullanildi. Analizler sonucunda gruplar arasindaki
mRNA ve miRNA ifadelerindeki farkliliklarin hesaplanmasinda 22T metodu

kullanildi.

48



3. BULGULAR

3.1. Korneal Neovaskiilarizasyon Alanlarimin Karsilastirilmasi

Grup 1 saglikli kontrol grubunda neovaskiilarizasyon izlenmemistir. Grup
2 DMSO grubunda korneal neovaskiilarizasyon miktart %43.52’ye yiikselmistir.
Tedavi alan diger gruplarda ise; topikal Bevacizumab Smg/ml alan Grup 3’te
%18.11, topikal Motesanib 2.5 mg/ml tedavi alan grup 4’ te %17.52, topikal
Motesanib 5 mg/ml tedavi alan grup 5’te %17.46, topikal Motesanib 7.5 mg/ml
tedavi alan grup 6’da %14.90 oraninda korneal neovaskiilarizasyon alani tespit
edilmistir. Tedavi gruplarindaki neovaskiilarizasyon alanlarinin, DMSO grubundan
daha diisiik oldugu gozlenmistir. Tedavi gruplari arasinda belirgin fark

izlenmemistir.

Sekil 14: Grup 1, saglikli kontrol grubu sag kornea ve negatif goriiniitiileri
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Sekil 15: Grup 2, DMSO grubu sag kornea ve negatif goriintiileri

3.2. Kantitatif RT-PCR Bulgulan

gRT-PCR verilerinin analizi neticesinde; VEGF-A mRNA diizeylerinin
kontrol grubuna oranla DMSO grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artt1g1
(p=0.005) bununla birlikte Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib 2,5 mg/ml,
Motesanib 5 mg/ml ve Motesanib 7,5 mg/ml gruplarinda ise azaldigi (sirasiyla;
p=0.008, p=0.007, p=0.007 ve p=0.006) belirlendi. DMSO grubuna oranla ise,
Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib 2,5 mg/ml, Motesanib 5 mg/ml ve Motesanib
7,5 mg/ml gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma (sirasiyla; p=0.003,
p=0.003, p=0.003 ve p=0.003) goriildii. Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib 2,5
mg/ml, Motesanib 5 mg/ml ve Motesanib 7,5 mg/ml gruplan ile ayr1 ayri
karsilagtirildiginda gruplar arasinda VEGF-A mRNA ifade diizeyleri agisindan
istatistiksel agidan anlamli bir degisim goriilmedi (p>0.05). Ote yandan, VEGFR-2
mRNA diizeylerinin ise, kontrol grubuna oranla DMSO grubunda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde arttigi (p=0.048) ve Motesanib 7,5 mg/ml grubunda
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istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde azaldig1 (p=0.022) tespit edildi. DMSO grubuna
oranla ise, Motesanib 2,5 mg/ml ve Motesanib 7,5 mg/ml gruplarinda istatistiksel
acidan anlamhi diizeyde azaldigi belirlendi (sirasiyla; p=0.019 ve p=0.007).
Motesanib 7.5 mg/ml tedavi alan grup diger tedavi alan gruplar (Bevacizumab 5
mg/ml, Motesanib 2,5 mg/ml, Motesanib 5 mg/ml) ile oranlandiginda anlamli
diizeyde VEGFR-2 mRNA diizeylerinde azalma tespit edildi (sirastyla; p=0.016,
p=0.046 ve p=0.015).

(Tablo 3).

Ayrica, ¢alismada degerlendirilen miRNA’lar igerisinden sadece miRNA-
126’nin ifade diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli diizeyde degisiklikler tespit
edildi. Kontrol grubuna oranla sadece DMSO grubunda anlamli diizeyde artig
belirlendi (p=0.01). DMSO grubuna oranla ise, Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib
2,5 mg/ml, Motesanib 5 mg/ml ve Motesanib 7,5 mg/ml gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma (sirasiyla; p=0.008, p=0.011, p=0.011 ve p=0.015)
goriildii. Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib 2,5 mg/ml, Motesanib 5 mg/ml ve
Motesanib 7,5 mg/ml gruplar ile ayr1 ayri karsilastirildiginda gruplar arasinda
miRNA-126 ifade diizeyleri a¢isindan istatistiksel agidan anlamli bir degisim
goriilmedi (p>0.05). Diger miRNA’larin ifade diizeyleri gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir degisim gdstermedi (p>0.05) (Tablo 4).
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Tablo 3: Farkli uygulamalarin qRT-PCR ile VEGFA ve VEGFR-2’nin mRNA ifadeleri iizerine etkileri

mRNA kat degisimi

| .

a,b

Kontrol

DMSO

Bevacizumab

a,b

Motesanib 2,5

52

VEGFA

B VEGFR-2

ab . ab a,b,c,d,e

Motesanib 5 Motesanib 7,5



*Tablo, kontrol grubuna oranla diger gruplardaki mRNA kat degisimlerine gore

hazirlanmistir.

* Kontrol grubuna oranla mRNA kat degisiminde anlamli degisim (p<0.05)

meydana geldigini ifade etmektedir.

® DMSO grubuna oranla mRNA kat degisiminde anlamli degisim (p<0.05)

meydana geldigini ifade etmektedir.

¢ Bevacizumab grubuna oranla mRNA kat degisiminde anlamli degisim (p<0.05)

meydana geldigini ifade etmektedir.

4 Motesanib 2,5 grubuna oranla mRNA kat degisiminde anlamli degisim (p<0.05)
meydana geldigini ifade etmektedir.

¢ Motesanib 5 grubuna oranla mRNA kat degisiminde anlamli degisim (p<0.05)
meydana geldigini ifade etmektedir
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Tablo 4: qRT-PCR ile miRNA ifadeleri tizerindeki kat degisimleri

45

35

25

1,5

mikroRNA kat degisimi

0,5

*Tablo, kontrol grubuna oranla diger gruplardaki mRNA kat degisimlerine gore hazirlanmistir.
a Kontrol grubuna oranla mRNA kat degisiminde anlamli degisim (p<0.05) meydana geldigini ifade etmektedir.

b DMSO grubuna oranla mRNA kat degisiminde anlaml1 degisim (p<0.05) meydana geldigini ifade etmektedir.

Kontrol

DMSO

Bevacizumab
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Motesanib 2,5

Motesanib 5

Motesanib 7,5

HmiR-21
B miR-27a
= miR-31
" miR-126
miR-184
miR-204



4. TARTISMA

Vaskiiler sistem; besinleri organlara ve dokulara iletir, katabolik {riinleri
uzaklagtirir. Bu islevleri nedeniyle anjiogenez; hem fizyolojik gelisimde hem de
homeostazda ¢ok dnemli roller oynar (197, 198). Vaskiiler biiylime diizensizliginin
bir¢cok kardiyovaskiiler hastalik, kanser, norodejeneratif bozukluk ve vaskiiler goz
hastaliklar1 ile iliskili oldugu bilinmektedir (199).

Korneal neovaskiilarizasyon gelisimi diinya ¢apinda milyonlarca insani
etkileyen oldukca ciddi bir durumdur. Neovaskiilarizasyon gelisimi sonucunda,
korneanin optik agidan yetersizligi, zayiflamig gerilme kuvveti ve yetersiz bariyer
islevi s6z konusu olur. Tiim bu durumlar gdérme kalitesi iizerinde ciddi fonksiyonel
kayba neden olur (89).

Korneal neovaskiilarizasyon; onceden var olan perikorneal vaskiiler
yapilardan yeni damarlarin filizlenmesidir. Etiyolojik nedene spesifik olmayan bir
yanit olarak gelisen korneal neovaskiilarizasyon; konjenital hastaliklar, kontakt lens
ile iligkili hipoksi, inflamatuar bozukluklar, kimyasal yaniklar, limbal kok hiicre
eksikligi, dejenerasyon, alerji, travma, enfeksiyon gibi c¢ok c¢esitli kornea
patolojilerinde ortaya ¢ikabilir (91).

Korneal neovaskiilarizasyon; proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler
arasindaki dengesizlik sonucu vaskiiler endotelyal hiicrelerin proliferasyonu ve
kornea stromasina gocii ile olusur. Korneal neovaskiilarizasyonu uyaran
proanjiogenik faktorler; VEGF, MMP, bFGF, PDGF'ler ve IL-11 igerir. Bunlarin
icerisinde VEGF en 6nemli proanjiogenik ajan olarak goriilmektedir ve VEGF-A
diger izoformlara oranla okiiler anjiogenezde en 6nemli rolii oynamaktadir. VEGF-
A etkisini VEGFR-2 reseptorii ile sergilemektedir (200). Korneal
neovaskiilarizasyonu inhibe eden antianjiogenik faktorler; endostatin / endostatin
analoglar1 (endostatin, neostatin, arresten, canstatin ve tumstatin), plazminojen /
serin proteaz inhibitdrleri (anjiostatin ve pigment epitelden tiiretilmis faktor
[PEDF]) ve ¢oziiniir VEGF reseptorleri olarak kategorize edilebilir (91). Bu
faktorlerin disinda anjiogenez siirecine gen ekspresyonu ve endotelyal fonksiyonlar

tizerindeki etkisi ile miRNA'lar da dahil olmaktadir. Bircok miRNA vaskiiler
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endotel hiicrelerinde eksprese edilir. Anjiogenez ile VEGF sinyali lizerinden, farkli
mekanizmalar ile etki gosterir.

[k olarak 1993'te tanimlanan miRNAlar, biiyiikliikleri 19 ila 25 niikleotid
arasinda degisen, dogal olarak olusan kiiclik ncRNA'larin bir sinifidir. Bunlarin ana
islevi, transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu diizenlemektir. Simdiye
kadar yapilan okiiler konulu ¢aligmalarda miRNA’larin 6zellikle retina iizerindeki
rolleri arastirilmistir. Diyabetik retinopati, YBMD ve prematiirite retinopatisi gibi
neovaskiiler goz hastaliklarinda yapilan calismalarda; miRNA'larin ve miRNA
biyogenez  mekanizmalarimin  degistirilebilecegi  ve  diizenlenebilecegi
gosterilmistir, bu durumlar miRNA'larin kullanim potansiyelini ortaya koymaktadir
(199).

[Ik miRNA ’nin tanimlanmasinin ardindan bugiine kadar hayvanlar, bitkiler,
protistler ve viriislerde de miRNA’lar bulunmustur (201). MiRNA verileri
miRBase, MiRDB, miR2Disease, HMDD ve PhenomiR dahil olmak {izere bir dizi
veri tabaninda saklanir. MiRDB veritabaninda su anda kayitl1 2656 insan miRNA’s1
ve 764 rat miRNA’st tamimlanmistir. Yapilan c¢alismalarda, okiiler
neovaskiilarizasyon ile iliskisine en ¢ok atifta bulunulmus olan miRNA’lardan
asagida siralanmig olan alti miRNA subtipi ¢alismamiza dahil edildi (159).

MiRNA-21; anjiogenez, tiimor biiylimesi ve metastazin diizenlenmesinde
ayrica kardiyak hipertrofide dnemli bir rol oynar (199). Zhu ve arkadaslari, timor
baskilayict TPM1°1 miRNA-21 i¢in bir hedef olarak tanimladilar. MiRNA-21"in,
TPM1'in down regiilasyonu ile anjiiogenezi arttirdigini gosterdiler (126). Zhang ve
arkadaslar1 deneysel korneal neovaskiilarizasyon modelinde, subkonjonktival
antagomir-21  enjeksiyonu uygulamiglardir. Antagomir-21 enjeksiyonunun;
miRNA-21'i etkisiz hale getirdigini, VEGF-A ve HIF-1a’nin ekspresyonunu inhibe
ederek neovaskiilarizasyona ilerlemesini azalttigini gostermislerdir (127).

MiRNA-27a; endotel hiicrelerinde eksprese edilir. miRNA-27a ve miRNA-
27b'nin asirt ekspresyonu endotelyal hiicre proliferasyonunu artirir. Urbich ve
arkadaslari, in vivo ve in vitro olarak miRNA 27’nin semoforin (membran proteini)
tizerinden VEGF ekspresyonunu artirdigt  ve anjiogenezi indiikledigini

gostermislerdir (128).
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MiRNA-126; vaskiiler biiylime i¢in VEGF ve FGF dahil olmak {iizere
anjiogenik faktorlerin diizenlenmesinde rol oynar. Embriyonik anjiogenez ve
kardiyak anjiogenezi diizenler. Wang ve ark c¢alismasinda, laserle indiiklenen
koroidal neovaskiilarizasyonda miRNA-126’nin; VEGF-A, KDR ve SPRED-1
ekspresyonunu azaltarak anjiogenezi baskiladigini bulmustur (135). Bai ve ark;
miRNA-126’nin  iskemi kaynakli retinal neovaskiilarizasyon modelinde,
neovaskiilarizasyonu azalttigini tespit etmislerdir (202). Aksine; Kunhert ve
arkadaslarinin ¢alismasinda; korneal neovaskiilarizasyon tizerinde miRNA-126’nin
proanjiogenik etkisi oldugu gosterilmistir. (136)

MiRNA-31, sirastyla vaskiiler perisitlerde ve endotel hiicrelerinde
proanjiogenik faktorler olarak islev géren PDGF-3 ve HIF-1a'y1 hedefler. Shen ve
arkadaslar1 iskemiye bagli retinal neovaskiilarizasyon modelinde yaptigi calismada,
intraokiiler pre-miRNA-31, pre-miRNA -150, pre-miRNA -184 enjeksiyonunun
retinal neovaskiilarizasyonu 6nemli 6lglide azalttigint géstermistir (129). Normal
sartlar altinda korneal avaskiileritenin saglanmasi icin HIF-la yikilir. (130)
Hipoksik kosullarda ise HIF-10, PHD nin inaktivasyonu ve HIF-1a’y1 inhibe eden
faktor FIH-1 tarafindan stabilize edilerek yikimi engellenir (131, 132). Chen ve
arkadaglari, kontakt lens ile indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyon fare
modelinde, shRNA tarafindan HIF-10’nin hedeflenmesinin, VEGF ekspresyonunu
ve korneal neovaskiilarizasyonunu inhibe ettigini gostermiglerdir (133). Bu
calismalarin  15183inda, miRNA-31’in retinal neovaskiilarizasyon {izerinde
antianjiogenik, korneal neovaskiilarizasyonda ise proanjiogenik oldugu
sOylenebilir.

MiRNA-184 ve miRNA-204, normal kosullar altinda kornea endotelinde en
cok eksprese edilen 2 miRNA'dir (125). An ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada; 6
farenin korneal yara iyilesme siireci izlenmistir. Yara iyilesmesi sirasinda miRNA
profil degisikliklerini izlemek i¢in korneal epitel kazima yapilarak 29 subtip
miRNA iizerinde ¢alisilmistir. Korneal yara iyilesme siirecinde 29 miRNA’dan 15
miRNA’da diisme gozlenmis, bu 15 miRNA’dan en ¢ok diislis gosterenler ise
miRNA-184 ve miRNA-204 olarak tespit edilmistir. Buna karsilik, diger 14
miRNA’nin korneal yara iyilesmesi siirecinde yiikseldigi gozlenmistir (137).

Zhong ve arkadaslarinin korneal siitur iligkili yara iyilesmesinde miRNA-184’iin
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roliinii saptamak icin yaptif1 caligmada; miRNA-184 ekspresyon seviyesinin,
korneal siiturasyon yapilmis ratlarda kontrol grubuna gore %75 oraninda azaldig1
gosterilmistir (138).

Ele aldigimiz okiiler anjiogenez disinda, patolojik anjiogeneze sahip birgok
hastalikta da oldukg¢a sik kullanimda olan tirozin kinaz inhibitorlerinin son
donemde bilimsel agidan popiilariteleri artmaktadir. Tirozin kinaz inhibitorlerinin
etki mekanizmasi kisaca su sekilde 6zetlenebilir: Tirozin kinaz, ATP’deki fosforun
hedef proteine transferini saglayarak, protein fosforilasyonunu katalizleyen bir
enzimdir (187). Hiicrelerin boliinmesinde, hiicreler arasi sinyal iletiminde, hiicresel
proliferasyonda ve farklilagsmada, hiicrenin canlilig1 ve hiicre hareketi gibi 6nemli
islevlerde rol alir (188, 189). Tirozin kinaz inhibitorleri ile bu islevlerin
baskilanmasi sonucunda antianjiogenik ve anti tiimor aktivitesi beklenmektedir.
Tirozin kinaz inhibitorleri 6zellikle hematolojik hastaliklarda kullanilmakta olup,
etki mekanizmasi nedeni ile hematoloji dis1 birgok hastalikta da etkili oldugu
gosterilmistir. Bunlar arasinda; nérofibromatozis, biilloz pemfigoid, romatoid artrit,
bir¢ok kanser tiirii ve YBMD yer almaktadir (203). Oftalmoloji alaninda su anda,
VEGF ve PDGF inhibisyonu yapan oral tirozin kinaz inhibitorii X-82'nin YBMD'li
hastalarda oral uygulama i¢in glivenli oldugu sonucuna varan yayinlanmis bir Faz
1 calismasi bulunmaktadir. YBMD i¢in intravitreal monoterapi veya anti-VEGF
adjuvanlar olarak bu ilaglarin etkinligini degerlendirmek i¢in Faz II denemeleri
heniiz baslamamistir (204). Axitinib bu kategoride neovaskiiler YBMD tedavisi
i¢in arastirilan bagka bir tirozin kinaz inhibitoriidiir (205). Literatiirde, diger okiiler
neovaskiilarizasyon patolojilerinde de deneme calismalar1 devam etmektedir.

Etkinligi gosterilmis ilk tirozin kinaz inhibitorii Imatinib Mesilat’tir.
Zamanla yeni etken maddeler kesfedilmistir. Bunlar arasinda; Gefitinib, Erlotinib,
Sorefenib, Dasatinib, Lapatinib, Nilotinib, Pazotinib, Vandetanib, Vemurafenib,
Ruksolitinib, Krizotinib, Aksitinib, Bosutinib, Kabozantinib, Ponatinib,
Regorafenib, Tofacitinib, Afatinib, Ceritinib, Dabrafenib, ibrutinib, Cetuximab,
Nintedanib, Lenvatinib, Alectinib, Osimertinib, Brigatinib, Palbociclib,
Temsirolimus, Everolimus, Sirolimus ve Motesanib bulunmaktadir (193).

Ren ve ark; laserle indiiklenen koroidal neovaskiilarizasyon rat modelinde,

tirozin kinaz inhibitérii olan Vorolanib (CMO082)’i oral yolla uygulamistir.
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Degerlendirme fundus floresein anjiografi ile yapilmistir. Vorolanib ile tedavi
edilen (10 mg/kg/giin veya 30 mg/kg/giin) ratlarin kontrol grubuna goére onemli
Olclide daha az neovaskiilarizasyon sergiledigini gostermistir (206). Keskin ve ark;
glimiis nitrat ile indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyonu olan 20 fare modelinde,
7 giin boyunca intraperitoneal olarak tirozin kinaz inhibitorii olan Semaxanib
(SU5416) (25/mg/kg) uygulamistir. Kontrol grubuna 7 giin boyunca intraperitoneal
DMSO uygulanmistir. Korneal neovaskiilarizasyon fundus floresein anjiografi ile
alman fotograflar iizerinde degerlendirilmistir. Tirozin kinaz inhibitérii olan
Semaxanib’in korneal neovaskiilarizasyonda belirgin inhibitor etkisi oldugu tespit
edilmigtir (207). Lled6 Riquelme ve ark; siiturla indiiklenen korneal
neovaskiilarizasyonlu Yeni Zelenda tavsan modelinde, tirozin kinaz inhibit6rii olan
Aksatinib’i topikal form da uygulamistir. Aksatinib’in, VEGF ve PDGF yollarini
bloke ederek korneal neovaskiilarizasyonun inhibisyonunu indiikledigini bulmustur
(208).

Yildirim ve ark; giimiis nitrat ile indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyonu
olan 42 Wistor Albino rat modeli iizerindeki ¢alismasinda, Bevacizumab ve
Sorafenib (multipl tirozin kinaz inhibitorii) topikal damla formunda uygulamistir.
VEGF ELISA diizeyleri ve immiinhistokimyasal olarak bakilmis, her iki damla
formunun da etkin oldugu saptanmistir (181). Sahan ve ark; glimiis nitrat ile
indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyonu olan 39 Spragule Dawley rat modelinde,
Dovatinib (multipl tirozin kinaz inhibitorii) ve Bevacizumab topikal damla
formunda uygulamistir. On segment fotograf ve hematoksilen eozin ile yapilan
inceleme sonunda, Dovatinib’in Bevacizumab’tan daha az etkin olmak {izere, her
iki ilacin da neovaskiilarizasyonu gerilettigini bulmustur (183).

Korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde simdiye kadar bir¢cok medikal ve
cerrahi metod denenmistir. Medikal tedavi se¢enekleri igerisinde; kortikosteroidler,
nonsteroid antiinflamatuarlar, siklosporin A, somatostatin anologlari, askorbik asit,
anti-VEGF ajan (Ranibizumab, Bevacizumab vb.) uygulamalar1 yer almaktadir.
Cerrahi tedavi segenekleri igerisinde ise; keratoplasti, laser, fototerapi ve
enjeksiyon uygulamalari mevcuttur. Bu tedavilerin terapotik amaci, antianjiogenezi
baslatmak ve neoanjiogenezi erken asamalarda durdurmaktir (139). Ancak tedavi

protokolii heniiz netlik kazanmamustir.
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VEGF-A blokaji, kanser ve okiiler patolojilerde neovaskiilarizasyon
inhibisyonu i¢in etkili bir strateji olarak kullanilmaktadir. Ancak; bazi ¢aligmalar
anti-VEGF tedavisinin neovaskiilarizasyon regresyonunda yeterince etkili
olmadigimi gostermistir. Bu durum neovaskiilarizasyonun VEGF-A’ya daha az
bagimli oldugu gerekgesine dayandirilmaktadir. Damarlarin VEGF-A bagimliligi,
vaskiiler duvar1 olusturan perisitler ve diiz kas hiicrelerinin varhig: ile iligkili
olabilir. Vaskiiler duvar yapisinin gelisimi; PDGF-B sinyali ile diizenlenir. Bu
yolaga miidahale, endotel hiicresi ile duvar hiicresi arasindaki etkilesimlerin
bozulmasma ve duvar hiicrelerinin kaybina neden olur. Jo ve ark. yaptiklar
calismada, VEGF-A ve PDGFR-f yolaklarin1 ortak sekilde inhibe eden ajanlar
kullanarak anjiogenezin VEGF-A’ya bagimliligin1 arastirmistir. Calismalarinda,
fare modelinde koroidal ve korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde, intraperitoneal
girisim ile anti-VEGF aptamer (25 mg/kg'da), anti-PDGFR-f antikor (5 mg/kg'da)
ve reaktif kombinasyonu (bir anti-VEGF aptamer ve bir anti-PDGFR-f antikoru)
giinde iki kez intraperitoneal enjeksiyon yoluyla uygulanmistir. Yeni olusan
damarlarin  zamanla VEGF-A  yoksunluguna direngli hale geldigini
gostermislerdir. Ayrica, birden fazla neovaskiiler biiyiime modelinde, VEGF-A ve
PDGF-B sinyalinin inhibisyonunun, sadece VEGF-A inhibisyonuna oranla daha
etkili oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular 1s181inda, anjiogenez tedavisinde
kombine tedavi stratejisinin daha iistiin oldugunu savunmaktadirlar (209).

Biz c¢aligmamizda; glimiis nitrat ile koterizasyon islemi ile indiiklenen
korneal neovaskiilarizasyon modelini ele aldik. Olusturulan model iizerinde daha
onceki literatiir bilgileri 1s18inda korneal neovaskiilarizasyonda etkin oldugu
kanitlanmis olan Bevacizumab ve etkin olmasini bekledigimiz tirozin kinaz
inhibitdrii olan Motesanib uyguladik.

Bevacizumab; tim VEGF-A izoformlarini secici olarak antagonize eden
VEGF'e kars1 humanize edilmis bir monoklonal antikor (mAb) immiinoglobulin G1
(IgG1) 'dir. Bevacizumab, solid tiimdrlerin vaskiiler olarak beslemesini 6nleyerek
sistemik olarak anjiogenezi inhibe etmek i¢in tasarlanmis, 149 KDa'likk uzunlukta,
iki degerlikli bir monoklonal antikordur (179). Literatiirde Bevacizumab’in olduk¢a
yaygin alanda ve farkli kullanim sekilleri ile kullanildigina rastlamaktayiz. FDA

onayli olarak; serviks kanseri, metastatik kolorektal kanser, glioblastoma, skuamoz
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olmayan kii¢iik hiicreli akciger kanseri, over kanseri, primer periton kanseri,
metastatik renal hiicreli karsinom tedavilerinde kullanilmaktadir. Endikasyon dis1
olarak ise; metastatik meme kanseri, endometriyal kanser, anjiyosarkom, gliomalar,
malign plevral mezotelyoma, medulloblastom (pediatrik), hemanjioperisitom ve
malign soliter fibroz tiimor, diyabetik makula 6demi, YBMD ve korneal
neovaskiilarizasyon tedavilerinde de kullanilmaktadir (175).

Gupta ve ark; keratoplasti sonras1 greft reddi riski yiiksek olan, kronik derin
korneal vaskiilarizasyonu olan 14 hastanin 14 goéziine nakil oncesi, intrastromal
Bevacizumab (0.05-0.1 mL 2.5 mg/ 0.1 mL) enjeksiyonu uygulamigtir. Uygulamay1
4-8 haftada tekrar etmis, ortalama 1-3 seans seklinde uygulama yapilmistir.
Uygulamayi takiben, %14.2’sinde var olan neovaskiilarizasyon tamamen gerilemis,
keratoplasti ihtiyacinin da tamamen ortadan kalmis oldugu tespit edilmistir. Geride
kalan gozlerde ise greft sag kalimini artirdigi bulunmustur (185).

Baradaran-rafii ve ark; siitur ile indiiklenmis korneal neovaskiilarizasyonu
olan 30 tavsan goziinde, 2 haftalik Adinopektin ve Bevacizumab topikal damla
uygulamistir. Her iki topikal formda da neovaskiilarizasyonun azaldigini,
Adinopektin’in daha etkin oldugunu bulmustur (182). Yoon ve ark; fare korneal
neovaskiilarizasyon modelinde, topikal Rivoceranib (Apatinib, tirozin kinaz
inhibitori) (%0.1 ve %0.5) ve Bevacizumab (%0.5) damla formunda uygulamistir.
CD31 (cluster of differantiation) ve LYVEIl (Lymphatic vessel endothelial
hyaluronan recetor 1) diizeylerine immiinofloresan ile bakilmistir. Korneal
neovaskiilarizasyonda azalma goriilmiis, %0.5 Rivoceranib ve 9%0.5 Bevacizumab
gruplar1 arasinda belirgin fark izlenmedigi saptanmistir (184).

Motesanib; tim VEGFR'leri (VEGFR-1, -2 ve -3), PDGF reseptoriinii
(PDGFR) ve kok hiicre faktor reseptoriinii/CD117'yi inhibe eden, kiiciik molekiillii,
multipl tirozin kinaz inhibitdriidiir (TKI-KIT). Onceki klinik ve deneysel kanitlar,
Motesanib'in gii¢lii antianjiogenik etkilere sahip oldugunu ve tiimor anjiogenezini
baskiladigini  One  siirmiistiir. Motesanib  esas olarak endotelyal hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve hayatta kalmasi ile iliskili olan VEGF sinyal yolunu
bloke ederek islev goriir (18).

Motesanib; metastatik meme kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri,

kolorektal kanser, gastrointestinal stromal tiimorler, tiroid kanseri gibi birgok
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kanser tedavisinde deneme asamasindadir (17, 195, 210, 211). Bunun yani sira,
okiiler neovaskiilarizasyonda etkinligi konusunda da ¢aligmalar yapilmistir.

Ho ve ark; Motesanib’in, Sisplatine direngli mesane kanserinde
kullanilabilecegini 6nermislerdir (194). Coxon ve ark; mediiller tiroid kanseri
olusturulan fare modelinde, Motesanib kullanimi ile tiimoériin boyutlarinda ve
damar gelisimde azalma saptamislardir. Bu durum, Motesanib’in antitimor ve
antianjiogenik aktivitesini destekler niteliktedir (195).

Rho ve ark; 46 adet erkek rat laser fotokoagiilasyon ile indiiklenmis koroidal
neovaskiilarizasyon modelinde topikal Motesanib ve topikal DMSO damla
uygulanmistir. Fundus floresein anjiografi ve immiinohistokimyasal incelemeler
sonucunda, topikal Motesanib damlanin topikal DMSO’ya oranla koroidal
neovaskiilarizasyonu 6nemli dl¢lide azalttigi saptanmistir (18). Polverine ve ark;
korneal neovaskiilarizasyon modelinde oral gavaj yolu ile uyguladiklar
Motesanib’in doz bagimli olarak neovaskiilarizasyonu gerilettigini bulmustur. Bu
calismada Motesanib’in iyi tolere edildigi, viicut agirlig1 veya hayvanlarin genel
sagligi lizerinde 6nemli bir toksik etkisi olmadig: tespit edilmistir (17).

Yapilan ¢aligmalarda, korneal neovaskiilarizasyon inhibisyonu i¢in oral,
intraperitoneal, subkonjonktival, topikal damla formu gibi farkli tedavi modaliteleri
denenmistir. Biz de ¢calismamizda, daha 6nce deneysel korneal neovaskiilarizasyon
modelinde topikal formu kullanilmayan Motesanib’i kullanmay tercih ettik.

Calismamizda; ilag etkinliklerini degerlendirmek icin ameliyathane
mikroskopu ile 6n segment fotografi ¢ekildi. Fotograf tizerinde neovaskiiler alan
yiizdest MATLAB R2015a programu ile degerlendirildi. Kornealar 4 mm’lik pang
yardim1 ameliyathane mikroskopu goriintiisii esliginde eksize edildi, ardindan ratlar
dekapite edildi. Almman kornealarda qRT-PCR yontemi ile VEGF-A mRNA,
VEGFR-2 mRNA, miRNA-21, miRNA-27a, miRNA-31, miRNA-126, miRNA-
184 ve miRNA-204 parametreleri degerlendirildi.

Calismamizda, saglikli kontrol grubu disinda tiim gruplarda korneal
neovaskiilarizasyon goriildii. DMSO grubunda, tedavi alan gruplara gore daha fazla
korneal neovaskiilarizasyon alani izlendi. DMSO grubunda %43.52 oraninda
korneal neovaskiilarizasyon alan1 saptanmistir. Topikal Bevacizumab 5 mg/ml alan

grupta % 18,11 oraninda, topikal Motesanib 2.5 mg/ml tedavi grubunda %17,52
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oraninda, topikal Motesanib 5 mg/ml tedavi grubunda % 17.46 oraninda, topikal
Motesanib 7.5 mg/ml tedavi grubunda % 14,90 oraninda korneal
neovaskiilarizasyon alani saptandi.

Calismamizda; qRT-PCR verilerinin analizi neticesinde, VEGF-A mRNA
diizeyleri kontrol grubuna oranla DMSO grubunda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde arttig1 (p=0.005), tedavi alan diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaldigimi (sirasiyla; p=0.008, p=0.007, p=0.007 ve p=0.006) bulduk.
DMSO grubuna oranla tedavi alan gruplarda VEGF-A mRNA diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli bir azalma (sirasiyla; p=0.003, p=0.003, p=0.003 ve p=0.003)
goriildii. Tedavi alan gruplar kendi igerisinde oranlandiginda VEGF-A mRNA ifade
diizeyleri acgisindan istatistiksel agidan anlamli bir degisim izlenmedi (p>0.05).

Ote yandan, VEGFR-2 mRNA diizeylerinin kontrol grubuna oranla DMSO
grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 (p=0.048) ve tedavi
gruplarindan ise Motesanib 7.5 mg/ml tedavi alan grupta istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azaldig1 (p=0.022) tespit edildi. DMSO grubuna oranla ise, Motesanib 2,5
mg/ml ve Motesanib 7,5 mg/ml gruplarinda istatistiksel agidan anlaml diizeyde
azaldig1 belirlendi (sirastyla; p=0.019 ve p=0.007). Motesanib 7.5 mg/ml tedavi
alan grup diger tedavi alan gruplar (Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib 2,5 mg/ml,
Motesanib 5 mg/ml) ile oranlandiginda anlamli diizeyde VEGFR-2 mRNA’da
azalma tespit edildi (sirastyla; p=0.016, p=0.046 ve p=0.015).

Ayrica, calismada degerlendirilen miRNA’lar icerisinden sadece miRNA-
126’ nin ifade diizeylerinde istatistiksel agidan anlaml1 diizeyde degisiklikler tespit
edildi. Kontrol grubuna oranla sadece DMSO grubunda anlamli diizeyde artig
belirlendi (p=0.01). DMSO grubuna oranla ise, Bevacizumab 5 mg/ml, Motesanib
2,5 mg/ml, Motesanib 5 mg/ml ve Motesanib 7,5 mg/ml gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma (sirasiyla; p=0.008, p=0.011, p=0.011 ve p=0.015)
gorildii. Tedavi alan gruplarda kendi igerisinde karsilastirildiginda gruplar arasinda
miRNA-126’nin ifade diizeyleri acisindan istatistiksel agidan anlamli bir degisim
goriilmedi (p>0.05). Diger miRNA’larin ifade diizeyleri gruplar arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir degisim gostermedi.

Sonug olarak; Motesanib Bevacizumab gibi korneal neovaskiilarizasyonun

regresyonunda etkilidir. VEGFR-2 mRNA diizeylerini baskilamasi gz Oniine
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alindiginda  Motesanib 7.5 mg/mlI’nin  korneal neovaskiilarizasyonun
regresyonunda Bevacizumab’tan daha etkin oldugu ve Motesanib’in etkinliginin
doz bagimli oldugu oOngoriilebilir. VEGF-A ve PDGF-B sinyal yolaklarinin
kombine inhibisyonunun, sadece VEGF-A inhibisyonundan daha iistiin olduguna
dair kanitlar bulunmus olmakla beraber (209), VEGFR blokaj1 yaninda PDGFR
blokaji da yapabilen Motesanib’in, korneal neovaskiilarizasyon regresyonunda
PDGFR inhibisyonunu degerlendirmek ic¢in taranamamis olmasi c¢alismamizin
kisitliliklarindandir. qRT-PCR  sonuglarinin  immiinohistokimyasal olarak da
desteklenmesine ihtiya¢ vardir.

Calismamiza dahil edilen miRNA’lar i¢erisinde, miRNA-126 nin VEGF-A
ve VEGFR-2 gibi biyobelirtegler ile benzer sonuglar vermesi bakimindan miRNA-
126 genetik marker olarak kullanilabilir. Diger miRNA’lar i¢in 6rneklem sayisinin
artirlmasi ile daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Calismamizda kullanilan
ilaclarin sistemik yan etkileri degerlendirilememistir, daha uzun siireli tedavi
siiresince farkli dozlarda yan etki profilleri ile degerlendirilebilecegi ileri

calismalara ihtiya¢ vardir.
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