I ORIJINAL ARASTIRMA

Ozdemir OZDEMIR,?
Ozgill ALTINTAS
Levent ALTINTAS,
Demir Kirsat YILDIZ,
Ender SENER,®
Nursen YUKSEL®

3Gz Hastaliklar Poliklinidi,

Zekai Tahir Burak Kadin Sagligi Egitim ve
Aragtirma Hastanesi,

Ankara

Gz Hastaliklari AD,

Tibbi Patoloji AD,

Kocaeli Universitesi Tip Fakilltesi,
ig Saghgi ve Givenligi Balimd,
Kocaeli Universitesi

izmit Meslek Yiksekokulu,
Kocaeli

Gz Hastaliklar Poliklinigi,
Tokat Devlet Hastanesi, Tokat

Gelis Tarihi/Received: 10.05.2012
Kabul Tarihi/Accepted: 20.08.2012

Yazisma Adresi/ Correspondence:
(Ozdemir OZDEMIR

Zekai Tahir Burak Kadin Sagligi Egitim ve
Arastirma Hastanesi,

Goz Hastaliklar Poliklinigi, Ankara,
TURKIYE/TURKEY

ozdemirozdemir @yahoo.com

Copyright © 2012 by Tirkiye Klinikleri

Turkiye Klinikleri ] Ophthalmol 2012;21(4)

ORIGINAL RESEARCH I

Deneysel Korneal Neovaskiilarizasyon
Modelinde Topikal Bevasizumab, Etanercept ve
Her Iki Ilacin Kombinasyonunun Etkinliginin
Karsilagtirilmasi

The Comparison of Efficacy of
Topical Bevacizumab, Etanercept and
the Combination of Both Drugs on
Experimental Corneal Neovascularization

OZET Amag: Ratlarda olusturulan deneysel korneal neovaskiilarizasyon modelinde topikal uygu-
lanan bevasizumab, etanercept ve her iki ilacin kombinasyonunun etkinliginin karsilastirilmasidar.
Gereg ve Yontemler: Yirmi sekiz Wistar-Albino erkek rat ¢aligmaya alindi. Ratlarin sol kornealar:
gimis nitrat cubuk ile koterize edildi. Her grupta yedi denek olacak sekilde denekler rastgele dort
gruba ayrildi. Koterizasyondan hemen sonra Grup 1’e serum fizyolojik damla, Grup 2’ye 10 mg/mL
bevasizumab damla, Grup 3’e 10 mg/mL etanercept damla, Grup 4’e 10 mg/mL bevasizumab ve 10
mg/mL etanercept damla bir hafta boyunca giinde iki kez damlatildi. Ratlar sekizinci giinde sakri-
fiye edildi. Gézlerin eniikleasyonundan 6nce dijital fotograflar gekildi. Korneal neovaskiilarizas-
yon alani fotograflar iizerinden hesaplandi. Korneal kesitler histopatolojik olarak incelendi.
Bulgular: Yanik skoru tiim gézlerde +1 veya daha yiiksek bulundu. Tedavi gruplarinin neovaskiila-
rizasyon skorlar1 kontrol grubundan anlamh olarak daha disiik saptand: (p<0.05). Ortalama korneal
neovaskiilarizasyon alan1 Grup 1’de %77,4+6,8 (+SD), Grup 2’de %47,7+9,5 (+SD), Grup 3’te
9%58,0+£12,9 (+SD) ve Grup 4’'te %30,1+11,6 (+SD) bulundu. Topikal bevasizumab, topikal etanercept
ve topikal kombinasyon tedavisinin etkili oldugu goriildii (p<0,05). Histopatolojik incelemelerde
en az neovaskiilarizasyon yogunlugu, inflamasyon yogunlugu ve fibroblast aktivitesi Grup 4’te tes-
pit edildi (p<0,05). Sonug: Etanercept, bevasizumab gibi korneal neovaskiilarizasyonun tedavisinde
etkilidir. Bevasizumab ve etanercept kombinasyonu, korneal neovaskiilarizasyonu monote-
rapilere gore daha fazla engellemektedir.

Anahtar Kelimeler: Bevasizumab; tiimér nekroze edici faktérler; damar endoteli bitytime faktorleri;
korneal yenidamarlanma; TNFR-Fc fiizyon proteini

ABSTRACT Objective: To compare the effect of topically applied bevacizumab, etanercept and the
combination of both drugs on experimental corneal neovascularization in rats. Material and Meth-
ods: Twenty-eight Wistar-Albino male rats were used. The left corneas of rats was cauterized with
silver nitrate sticks. Seven subjects in each group were randomly selected and divided into four
groups. Immediately after the cauterization Group 1 received saline drops, Group 2 received 10
mg/mL bevacizumab drops, Group 3 received 10 mg/mL etanercept drops, Group 4 received com-
bination of 10 mg/mL bevacizumab and 10 mg/ml etanercept drops. The rats were euthanized on the
eighth day and digital photographs were obtained before the eyes enucleated. The area of corneal
neovascularization was calculated from digital photographs. Corneal sections were analyzed by
histopathologically. Results: The burn stimulus score was +1 or higher in all eyes. Neovasculariza-
tion scores in treatment groups were lower than the control group (p<0.05). The area of corneal neo-
vascularization was 77.4+6.8% (+SD) in Group 1, 47.7+9.5% (+SD) in Group 2, 58.0+12.9% (+SD) in
Group 3 and 30.1+11.6% (+SD) in Group 4. Bevacizumab drops, etanercept drops and combination
of bevacizumab and etanercept drops inhibited corneal neovascularization (p<0.05). In histopatho-
logical examination, Group 4 had less neovascularization, inflammation and fibroblast activity than
the others groups (p<0.05). Conclusion: This study has shown that etanercept is effective in the treat-
ment of corneal neovascularization such as bevacizumab. The combination of bevacizumab and
etanercept inhibits corneal neovascularization more than the monotherapies.

Key Words: Bevacizumab; tumor necrosis factors; vascular endothelial growth factors;

corneal neovascularization; TNFR-Fc fusion protein
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Ozdemir OZDEMIR ve ark.

Dis diinyadan aldigimiz bilgilerin %80’inden
fazlas1 goziimiiz yoluyla elde edilir. Gorsel bilgilerin
goze giris yeri ve insanin gérmesini saglayan goziin
optik penceresi korneadir.'? Kornea goziin avaskii-
ler dokusudur ve 15181 uygun sekilde kirmas: igin
saydam kalmas: gerekmektedir.?

Gozilin kimyasal yaralanmalar1 epitel yiize-
yinde, korneada ve 6n segmentte ciddi hasar olus-
turarak tek ya da cift tarafl kalic1 gérme kaybiyla
sonuglanabilir.* Kimyasal yaniklar (alkali yaniklar
gibi) kornea stromasinin en ciddi yaralanmalarin-
dan biridir. Kimyasal yaniklar persistan iilseras-
yona, opasifikasyona, skar olusumuna ve neovaskii-
larizasyona neden olarak kalic1 gérme kaybiyla so-
nuglanabilir. Korneada alkali yaniklara bagl komp-
likasyonlarin patogenezinde rol oynayan hiicre
popiilasyonunun ana bilesenleri mezenkimal hiic-
reler (aktive keratositler, miyofibroblastlar), mak-
rofajlar ve neovaskiilarizasyon faktorleridir.>”

Anjiyogenezis, var olan damarlardan yeni da-
marsal yapilarin gelismesi olarak tanimlanmistir.
Korneal neovaskiilarizasyon, anjiyogenik ve anti-
anjiyogenik faktorler arasindaki dengenin bozulup
anjiyogenik tarafa kaymasiyla ortaya ¢ikar.® Enfek-
siy0z, inflamatuar, dejeneratif ya da travmatik has-
taliklar korneal neovaskiilarizasyon olusturabilir.’
Korneal neovaskiilarizasyon skar olusumuna, lipid
depolanmasina, korneal greft reddine yol agtigin-
dan ciddi gérme kaybina neden olur.'® Vaskiiler
biliytime genelde inflamatuar hiicreler, miyofib-
roblastlar ve arka segmentte glial ya da aktif pig-
ment epitel hiicrelerini de igeren yara iyilesmesi
yanitinin bir parcasidir. insan ve hayvan modelle-
faktori
(VEGF)'niin korneal neovaskiilarizasyonda etkili

rinde vaskiiler endotelyal biiyiime
oldugu bulunmustur.’® Son yillarda yapilan ce-
sitli deneysel ve klinik ¢aligmalarda bevasizumabin
topikal ve subkonjonktival kullaniminin korneal
neovaskiilarizasyonun gelisimini engelledigi, diger
anti-VEGF ajanlarla karsilastirildiginda bevasizu-
mabin korneal neovaskiilarizasyon inhibisyonunda

daha etkili oldugu gosterilmigtir.'#18

Tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) inflama-
tuar, 0dematoz, neovaskiiler ve noérodejeneratif
okiiler ve ekstraokiiler hastaliklarin patogenezinde
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aktif rol oynamaktadir.'® Alkali yanikl kornealarda
artan sitokinlerden biri de major proinflamatuar bir
sitokin olan TNF-o’dir.?® Baz1 hayvanlarda TNF
blokajinin korneal allogreft yasam siiresini artirdi-
gindan korneal allogreft rejeksiyonu tedavisinde
dikkate alinmas: gerektigi rapor edilmistir.?! Inter-
16kin-4 (IL-4) ya da IL-13 ile TNF-a'nin birlikte
insan korneal fibroblastlarini stimiilasyonu hiicre
ylizeyinde vaskiiler hiicresel adezyon molekiilii-1
(VCAM-1) salimimi ile sonuclanmistir.”2 Anti-TNF
monoklonal antikorlardan infliksimab veya eta-
nercept uygulanarak yapilan antiinflamatuar teda-
vinin koroidal neovaskiilarizasyonu gerilettigi ve
yas tip yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD)
hastalarinda gorme keskinligi artis1 sagladig bildi-
rilmigtir.”*?¢ Etanerceptin ¢esitli iiveit tiplerinin te-
davisinde inflamasyonu baskilamada etkili oldugu

gosterilmigtir.?730

Bu caligmada, ratlarda deneysel olarak olugtu-
rulan korneal neovaskiilarizasyon modelinde topi-
kal uygulanan bevasizumab, etanercept ve her iki
ilacin kombinasyonunun etkinligini arastirmay1
amacladik.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu caligma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Biriminde,
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun
“HADYEK 1/4-2010” karar numarali izniyle ve
“Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals” prensipleri dogrultusunda hayvan haklar: ko-
runarak yapildi. Agirliklar1 250-350 g arasinda
degisen toplam 28 Wistar-Albino cinsi erkek rat ¢a-
lismaya alind1. Tiim ratlar ayr1 gruplar halinde, ayn
kafesler icerisinde, optimum nem ve sicaklikta,
uygun sartlarda ve standart kosullar altinda tu-
tuldu.

Ratlar her bir grupta yedi denek olacak sekilde
randomize dort gruba (kontrol, topikal bevasizu-
mab, topikal etanercept, topikal bevasizumab+ eta-
nercept) ayrildi. Anestezi ve analjezi uygulandiktan
sonra tiim ratlarin gozleri muayene edilerek her iki
gozii de saglam ve saglikli olan ratlarin sol gozleri-
nin kornea santraline %75 glimis nitrat ve %25 po-
tasyum nitrat ile kaplanmis ¢ubukla (HemoStop;
Hizmet Medikal, Istanbul) Mahoney ve Waterbury
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tarafindan tanimlandig1 gibi 8 saniye siiresince
koter yapilarak yaklagik 2 mm genislikte kimyasal
yanik olusturuldu (Resim 1 a,b).3! Koterizasyondan
sonra geride kalabilecek kimyasal partikiillerin or-
tamdan uzaklastirilmasi i¢in kornea ve forniksler
10 mL %0,9 sodyum kloriir izotonik ile yikanarak
temizlendi.

Kontrol grubundaki ratlara (Grup 1) %0,9
sodyum kloriir izotonik damla giinde iki kez dam-
latildi. Topikal bevasizumab grubundaki ratlara
(Grup 2) %0,9 sodyum kloriir izotonik ile seyrelti-
lerek 10 mg/mL dozunda hazirlanan bevasizumab
damla (Altuzan® Flakon 400 mg/16 mL konsantre
infiizyon ¢ozeltisi, F. Hoffmann-La Roche Ltd.,
Basel, 1svi<;re lisansi ile Genentech Inc., Giiney
SanFransisko, ABD) giinde iki kez damlatildi. To-
pikal etanercept grubundaki ratlara (Grup 3) en-
jeksiyonluk su ile sulandirilarak 10 mg/ml dozunda
hazirlanan etanercept damla (25 mg, Enbrel® Fla-
kon, Wyeth Laboratories, New Lane, Havant, In-
damlatildi. Topikal
bevasizumab+etanercept grubundaki ratlara ise

giltere) giinde iki kez

(Grup 4) 10 mg/mL bevasizumab ve 10 mg/mL eta-
nercept ile hazirlanan damlalar 10’ar dakika ara ile
giinde iki kez damlatildi. Damlalar deneklerin kor-
nealarinda kimyasal yanik olugturulduktan hemen
sonra damlatilmaya baslandi ve bir hafta boyunca
damlatildi. Hazirlanan damlalar buzdolabinda +4
°C’de saklandi. Kimyasal yanik olusturulmasi ve
damla damlatilmas: iglemleri ayni1 aragtirmaci ta-
rafindan yapildi.

Ozdemir OZDEMIR ve ark.

ANESTEZi TEKNIGi

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intraperitoneal
50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Eczacibasi,
Tirkiye) ile 5 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun®,
Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullamild. Islem én-
cesi deneklerin kornealarina %0,5lik proparakain
hidroklorid damla (Alcaine® %0,5 Steril Oftalmik
Soliisyon, Alcon-Couvreur n.v., Belgika) damlatild.
Deney siiresi tamamlanan ratlara 6nce izofluran ile
inhalasyon anestezisi uygulandi, genel anestezi son-
rast intrakardiyak yiiksek doz ketamin hidrokloriir
ve ksilazin hidrokloriir verilerek sakrifiye edildi ve
ratlarin sol gozlerine eniikleasyon uygulanda.

YANIK VE NEOVASKULARIZASYON ALANLARININ
DEGERLENDIRILMES

Ratlar sekizinci glinde sakrifiye edildikten sonra
korneadaki kimyasal yanik alanlar1 ve neovaskiila-
rizasyon alanlari, ameliyat mikroskobu altinda,
Mahoney ve Waterbury tarafindan tanimlandig:
sekilde derecelendirildi.’! Mahoney ve Waterbury,
yanik skorlarini olusan yanigin kabarikligina gore
0 (Kornea ylizeyinde kabarma yok), +1 (Kornea yii-
zeyinden hafif kabaran kii¢tik yanik), +2 (Kornea
ylizeyinden orta derecede kabarmis yanik), +3
(Kornea yiizeyinde biiyiik kabariklik) seklinde; neo-
vaskiilarizasyon skorlarini ise olugan neovaskiilari-
zasyonun kornea yanik alanina uzakligina gére: O
(Kornea yiizeyinde neovaskiilarizasyon yok), +1,5
(1/4 uzaklikta), +2 (1/3 uzaklikta), +3 (1/2 uzaklikta),
+4 (2/3 uzaklikta), +4,5 (3/4 uzaklikta), +6 (Yanik
alanina ulasmis) seklinde tanimlamiglardir.3!

RESIM 1: a) Giimis nitrat gubuklariyla kimyasal koterizasyon, b) Kimyasal koterizasyondan hemen sonra olusan yanigin gériintimu.

(Renkli hali i¢in Bkz. http:/oftalmoloji.turkiyeklinikleri.com/)
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Korneal neovaskiilarizasyon alani ise ameliyat
mikroskobunun okiilerinden ayni biyiitmede
fotograf makinesiyle (Canon Digital Ixus 70%, Ja-
ponya) kornealarin fotograflar1 cekilerek belir-
lendi. Fotograflar {izerinde neovaskiilarizasyon
alaninin tiim kornea alanina yiizdesi Kocaeli Uni-
versitesi Teknik Egitim Fakiiltesi Elektronik Bilgi-
sayar Egitimi Bolimii'niin katkilariyla MATLAB
R2007b version 7,5. (MathWorks, Natick, Massac-
husetts, ABD) programi kullanilarak hesaplandi.

HISTOPATOLOJIK INCELEME

Sakrifikasyon sonrasi eniikleasyon uygulanan goz-
ler %10’luk formaldehitle dolu kaplara kondu. Fik-
sasyon sonrasinda limbustan limbusa uzanan,
kornea santralinden gegen en az {i¢ kesit alindi. Do-
kular yikandi ve sirasiyla alkol, ksilen, parafin asa-
malarindan gegirildi. Daha sonra parafin bloklara
gomdiilerek 5 p kalinliginda kesitler hazirlandi. Ke-
sitler Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyand1 ve
151k mikroskobu ile caligma gruplarini bilmeyen
bir patolog tarafindan incelendi. Ornekler neo-
vaskiilarizasyon yogunlugu, inflamasyon yogun-
lugu, fibroblast aktivitesi acisindan degerlendirildi.
Orneklere +1’den +3’e kadar degerler verilerek bir
derecelendirilme olusturuldu (Resim 2).

RESIM 2: Bu 6mekte neovaskiilarizasyonun derin stromaya kadar indigi,
yogun ve yaygin damarlanma oldugu gériildii. Vaskiilarizasyon yogunlugu
+4, inflamasyon yogunlugu +3 ve fibroblast aktivitesi +2 olarak degerlendirildi.
Siyah kalin oklar damar yapilarinin kesitini ve igerisindeki boyanmis er-
itrositleri, beyaz kalin ok stromadaki fibroblastlari, siyah ince ok diger infla-
matuar hiicreleri géstermektedir (1s1tk mikroskopu, HE, x 400).

(Renkli hali iin Bkz. http:/oftalmoloji.turkiyeklinikleri.com/)

214

DENEYSEL KORNEAL NEOVASKULARIZASYON MODELINDE TOPIKAL BEVASIZUMAB, ETANERCEPT...

Neovaskiilarizasyon Yogunlugu: +1: Minimal
ya da negatife yakin damarlanma. +2: Subepitelyal,
6n stromal alanda sinirli veya fokal damarlanma.
+3: +2 ile +4 arasinda kalan durumlar. +4: Yogun ve
yaygin damarlanma.

Inflamasyon Yogunlugu: +1: Minimal ya da
negatife yakin inflamasyon. +2: Fokal, az sayida
mikst tip inflamatuar hiicre (lenfosit, notrofil 16-
kosit, eozinofil 16kosit). +3: +2 ile +4 arasinda kalan
durumlar. +4: Diffiiz, yogun mikst tip inflamatuar
hiicre.

Fibroblast Aktivitesi: +1: Minimal ya da nega-
tife yakin fibroblast aktivitesi. +2: Fokal fibroblast
aktivitesi. +3: +2 ile +4 arasinda kalan durumlar. +4:
Yogun ve yaygin fibroblast aktivitesi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Caligmanin istatistiksel analizi, Sosyal Bilimlerde
Istatistik Paketi Siiriim 16 (SPSS, Windows versi-
yon 16) paket programi ile yapildi. Korneal neovas-
kiilarizasyon alaninin hesaplanmasiyla elde edilen
sayisal veriler ortalama+standart sapma (SD) olarak;
yanik skoru, neovaskiilarizasyon skoru ve histopa-
tolojik inceleme sonuglariysa ortanca+aralik olarak
verildi. Gruplar aras: ¢oklu karsilagtirma icin Krus-
kal-Wallis Varyans Analizi kullamildi. Istatistiksel
acidan anlamh fark goriildiigiinde farkliligin hangi
grupla iligkili oldugunu belirlemek icin gruplar aras
ikili kargilagtirma Mann-Whitney U testi ile ya-
pildi. P degerinin 0,05’ten kii¢iik olmas: (p<0,05)
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Yanik skorlar tiim rat gozlerinde +1 ve tizerinde
idi. Grup I’de 2,0+1,0, Grup 2’de 2,0+0, Grup 3’te
2,0£1,0 ve Grup 4’te 2,0+1,0 idi. Gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlaml fark goriilmedi (p=
0,154).

Her bir ratin neovaskiilarizasyon skoru ve
gruplarin ortanca (+ aralik) degerleri Tablo 1’de ve-
rilmistir. Neovaskiilarizasyon skorlar1 incelendi-
ginde gruplar arasindaki fark istatiksel agidan
anlamliydi (p=0,001). Tedavi gruplarinin neovas-
kiilarizasyon skorlar1 kontrol grubundan anlamh
olarak daha diisiik saptand: (p<0,05). Tedavi edilen

Turkiye Klinikleri ] Ophthalmol 2012;21(4)
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TABLO 1: Her bir ratin neovaskilarizasyon skoru ve
gruplarin ortanca (+ aralik) degerleri.

Rat no Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
1 6,0 6,0 45 1,5
2 6,0 30 2,0 15
3 6,0 3,0 6.0 2,0
4 6,0 3,0 6,0 30
5 45 2,0 3,0 1,5
6 6,0 6,0 30 1,5
7 6,0 45 3.0 1,5
Ortanca 6,0£1,5 3,04,0 3,04,0 1,5¢1,5

gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda,
Grup 2 ile Grup 3’e uygulanan tedavi benzer
(p=1,000), Grup 4’e uygulanan tedavi ise daha et-
kili bulundu (p<0,05).

Ortalama korneal neovaskiilarizasyon alani
Grup 1’de %77,4+6,8, Grup 2’de %47,7+9,5, Grup
3’te %58,0£12,9 ve Grup 4'te %30,1+11,6 idi (Sekil
1). Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh

Ozdemir OZDEMIR ve ark.

idi (p=0,000). Gruplar aras1 ¢oklu kargilagtirmada, te-
davi gruplarinin ortalama korneal neovaskiilarizas-
yon alani kontrol grubundan anlaml olarak daha
diistik bulundu (p<0,05). En az neovaskiilarizasyon
alan1 Grup 4’te tespit edildi. Grup 4 ile Grup 2 ara-
sindaki fark (p=0,021) ve Grup 4 ile Grup 3 arasin-
daki fark (p=0,006) istatistiksel olarak anlaml idi.
Grup 2 ile Grup 3 arasindaki farksa istatistiksel ola-
rak anlaml degildi (p=0,142) (Resim 3 a,b,c).

50 +——

a0 -

30 +—— - =

10

10

0 - — =

grup 1 grup 2 Erup 3 Brup 4

SEKIL 1: Gruplarin komeal neovaskiilarizasyon alani ortalamalari.

RESIM 3: Sekizinci giinde rat komealarinda neovaskiilarizasyonlari gosteren fotograflar, a) Grup 1, b) Grup 2, ¢) Grup 3, d) Grup 4. Kalin ok kimyasal koteri-
zasyon sonras skar olusumunu gdsteriyor. ince ok limbustan baglayip yanik alanina dogru ilerleyen neovaskiilarizasyonlar gésteriyor.
(Renkli hali icin Bkz. http:/oftalmoloji.turkiyeklinikleri.com/)
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Histopatolojik preparatlarin incelenmesinde
neovaskiilarizasyon yogunlugu, inflamasyon yo-
gunlugu, fibroblast aktivitesi agisindan gruplar ara-
sindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05)
(Tablo 2).

Neovaskiilarizasyon Yogunlugu: Grup 2, Grup
3 ve Grup 4in neovaskiilarizasyon yogunlugu
Grup 1’e gore daha az bulundu, istatistiksel agidan
fark anlamli idi (p<0,05). Tedavi edilen gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda topikal kom-
binasyon tedavisinin digerlerinden tstiin oldugu
(p<0,05), topikal bevasizumab ve topikal etanercept
tedavisinin arasindaki farkin anlaml olmadig: go-
ruldi (p=0,430).

Inflamasyon Yogunlugu: Tedavi gruplari kont-
rol grubu ile karsilastirildiginda bulunan fark ista-
tistiksel agidan anlamli idi (p<0,05). Gruplar arasi
karsilagtirmada en az inflamasyon yogunlugu Grup
4'te gorildii (p<0,05). Grup 2 ile Grup 3 arasinda
fark yoktu (p=1,0).

Fibroblast Aktivitesi: Diger histopatolojik in-
celemelerden farkli olarak Grup 1, Grup 2 ve Grup
3 arasindaki fark istatistiksel acidan anlamli degildi
(p>0,05). Grup 4’te goriilen fibroblast aktivitesi ise
diger gruplardan daha azdi (p<0,05).

I TARTISMA

Saglikli insan korneasinda herhangi bir damar
yapist bulunmamaktadir. Ancak cesitli patolojiler
sonucunda korneada derin ya da yiizeysel vaskiila-
rizasyonlar olusabilmektedir. Bu damarlar gérme
seviyesini olumsuz yonde etkilemekte, inflamasyon
olusturmakta ve kornea nakli gibi ameliyatlarin
prognozu iizerinde olumsuz etki yapmaktadir. Kor-
neal neovaskiilarizasyonu tedavi etmek i¢in medi-
kal veya cerrahi yontemler uygulanmaktadir.
Topikal kortikostreoidler prolifere olan korneal da-
marlarin baskilanmasinda temel tedavidir.*'* Stre-
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oidlerin yani sira non-steroid antiinflamatuar ilag-
lar, rapamisin, siklosporin-A ve metotreksat da kli-
nikte kullanilmaktadir.®% Cerrahi
damarlar: tikamay1 hedefleyen argon lazer, elek-

tedaviler

tro-koagiilasyon, fotodinamik tedavi ile okiiler yii-
zeyi onaran konjonktival, limbal ve amniyon zar
transplantasyonunu igerir.’

Son yillarda VEGF inhibitorleri retina, koroid,
iris ve kornea neovaskiilarizasyonlarinin tedavi-
sinde yaygin sekilde kullanilmaya baslanmistir.
VEGF, ilk olarak 1983 yilinda yogun damarh tii-
morlerde tanimlanmig 46 kilodalton (kDa) agirhi-
ginda homodimerik bir glikoproteindir ve anjiyo-
genezin proliferasyon, migrasyon, proteolitik akti-
vite ve kapiller tiip olusumu gibi bir¢ok basamagini
ilerleten, hem patolojik hem de normal anjiyo-
geneziste rol alan potent bir anjiyogenik stimiila-
tordiir.** Insan VEGF’sine spesifik olarak bagla-
nan ve biyolojik aktivitesini noétralize eden,
rekombinant hiimanize monoklonal antikor olan
bevasizumab korneal neovaskiilarizasyonun teda-
visinde 6ne ¢ikmaktadir.'® Bevasizumab, gentami-
sin antibiyotigi iceren besi ortamindaki Chinese
Hamsterinin over memeli hiicresi ekspresyon sis-
teminde rekombinant DNA teknolojisi ile olustu-
rulur ve spesifik viral inaktivasyon ve ¢ikarilma
asamalarindan olusan bir siireg ile saflagtirilir. Be-
vasizumab 214 aminoasitten olugsmaktadir ve mo-
lekiil agirligy yaklasik 149 kDa’dur. Bevasizumab,
5-florourasil/folinik asit veya 5-florourasil/folinik
asit/irinotekan ile kombine olarak metastatik kolon
ve metastatik rektum kanserinin birinci basamak
kullanilir.®

mizde ve diger iilkelerde g6z hastaliklarinda endi-

tedavisinde Bevasizumab ilke-

kasyon dis1 kullanilmaktadar.

Manzano ve ark. ratlarla yaptiklar1 ¢aligmada,
giinde iki kez 4 mg/mL topikal bevasizumab damla
uygulamasinin kimyasal yanik sonras: olusturulan

TABLO 2: Histopatolojik inceleme sonuglarinda elde edilen gruplarin ortanca (+ aralik) degerleri.
Gruplar Neovaskiilarizasyon yogunlugu inflamasyon yogunlugu Fibroblast aktivitesi
Grup 1 4,0+0 4,00 4,0+1,0
Grup 2 3,0+3,0 3,0+1,0 3,0¢1,0
Grup 3 3,0+2,0 3,0+1,0 3,0£2,0
Grup 4 2,0£2,0 2,0£2,0 2,0£2,0
216 Turkiye Klinikleri ] Ophthalmol 2012;21(4)



DENEYSEL KORNEAL NEOVASKULARIZASYON MODELINDE TOPIKAL BEVASIZUMAB, ETANERCEPT...

korneal neovaskiilarizasyonu inhibe ettigini gos-
termiglerdir.'* Bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz
veriler Manzano’'nun ¢aligmasindaki verilerle kar-
silastirildiginda benzer sonugclar elde edildigi go-
rillmektedir. Koenig ve ark. cesitli okiiler
hastaliklara sekonder gelisen korneal neovaskiila-
rizasyon tedavisinde 5 mg/mL konsantrasyonunda
hazirlanan bevasizumab goz damlasini giinde bes
kez uygulamis ve neovaskiilarizasyonun inhibisyo-
nunda ve damar ¢apinin azalmasinda topikal be-
vasizumab uygulamasinin etkili oldugu ve iyi tolere
edildigi sonucuna ulagmiglardir.”® DeStafeno ve
Kim, iki hastaya alt1 ay boyunca giinde dort kez uy-
guladiklar: 10 mg/mL konsantrasyonundaki topi-
kal bevasizumab tedavisinin korneal neovaskiilari-
zasyonu geriletmede bagarili oldugunu ve herhangi
okiiler yan etkiye rastlanmadigini bildirmislerdir.*
Topikal bevasizumab tedavisinin pozolojisi konu-
sunda farkli goriisler mevcuttur. Cesitli hayvan ve
insan c¢aligmalarinda 4 mg/mL, 5 mg/mL, 10
mg/mL, 12,5 mg/mL ve 25 mg/mL gibi farkl kon-
santrasyonlarda topikal bevasizumab kullanilmis-
tir. Calismamizda 10 mg/mL dozunda hazirlanip,
giinde iki kez damlatilan topikal bevasizumab te-
davisi etkili ve yeterli bulunmustur. Elde ettigimiz
bulgular, topikal bevasizumab tedavisinin korneal
neovaskiilarizasyon gelisimini azaltmada etkin bir
tedavi oldugunu desteklemektedir.

Inflamatuar bir stokin olan TNF, inflamasyon
olusumu ve apoptozis disinda, anjiyogenik siirec-
lerde de 6nemli bir rol oynamaktadir. TNF-«, an-
jiyogenik faktorler olan VEGF, basic fibroblast
biiytime faktorii (bFGF) ve IL-8 ekspresyonunu ar-
tirmaktadir.*** Kumagai ve ark., insan korneal fib-
roblastlarinin, IL-4 ya da IL-13 ile TNF-a’nin
birlikte stimiilasyonuyla hiicre yiizeyinde VCAM-
1 ekspresyonuna neden oldugunu gostermislerdir.?
TNF-a inhibitorleri, TNF-a ya da reseptérlerini
engellemekte, VEGF miktarini diistirmekte ve im-
miinomodiilator ajanlarla sinerjistik caligmakta-
dir.®® Koroidal neovaskiiler membrandan elde
edilen makrofajlarin TNF-a sentezleyerek ve re-
tina pigment epitelinden VEGF iretimini tetikle-
yerek koroidal neovaskiilarizasyon olusumunda
katkida bulundugu bildirilmistir.** Korneal allog-
reft reddi tedavisinde anti-TNF kullanilmasinin
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kornea yara iyilesmesi ve inflamasyon siireglerini
etkileyerek greft yasam siiresini artirdigina dair ya-
yinlar mevcuttur.?* Lichtlen ve ark. ¢aligmala-
rinda, maymunlarda olusturulan deneysel koroid
neovaskiilarizasyonu tedavisinde anti-VEGF ajan-
lar ve TNF-a inhibitorlerini kargilagtirmiglar,
gruplardan birine bevasizumab, diger ikisine TNF-
o inhibitorleri olan adalimumab ve ESBA-105 in-
travitreal yolla uygulamis ve tiim tedavilerin etkili
oldugu gostermislerdir.* Shi ve ark., deneysel olus-
turulan YBMD modelinde, etanerceptin neovaskii-
larizasyon boyutunda ve lezyonda olusan kacakta
azalma sagladigini bildirmislerdir.”> Korneal neo-
vaskiilarizasyon tedavisinde etanerceptin etkisinin
arastirilmasi i¢in sistemik, subkonjonktival ve to-
pikal uygulanmalarn {izerine yapilacak daha ¢ok ¢a-
lismaya ihtiyac vardir.

Son yillarda korneal neovaskiilarizasyonun, be-
vasizumab ile deksametazon, triamsonolon aseto-
nid, verteporfinin gibi ¢esitli ilaglarin kombine
edilerek tedavi edilmesine dair ¢aligmalar yayim-
lanmigtir. Veritti ve ark., yayimladiklar: olgu sunu-
munda korneal greft yetmezligine bagli gelisen
korneal neovaskiilarizasyon bulunan bir hastaya
subkonjonktival bevasizumab, subkonjonktival tri-
amsonolon asetonid ve verteporfin kullanarak foto-
dinamik terapi uygulamis ve bu igli tedavinin
korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde timit verici
oldugunu belirtmiglerdir.*” Kang ve Chung, tavsan-
larda olusturduklar1 korneal neovaskiilarizasyon
modelinde birinci gruba bevasizumab, ikinci gruba
triamsonolon asetonid ve ii¢lincii gruba ise bu iki
ilac1 birlikte subkonjonktival enjekte ederek grup-
lar kargilastirmiglardir. Sonug olarak, kombinasyon
tedavisinin korneal neovaskiilarizasyonda dikkat
cekici bir gerileme sagladigini bildirmislerdir.®® Hof-
fart ve ark., rat kornealarinda kimyasal yanikla in-
diiklenen neovaskiilarizasyonu salin, bevasizuma-
bin farkli dozlar1 ve bevasizumab-deksametazon
kombinasyonu ile tedavi etmis, sonug olarak kom-
binasyon terapisinin monoterapi yaklagimlarindan
avantajli oldugunu gostermislerdir.*

Korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde anti-
anjiyogenik bir ajan ile antiinflamatuar bir ajanin
birlikte kullanilmasi monoterapilere gore daha et-
kili olabilir. Bevasizumab sadece VEGF’yi inhibe
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etmekte, korneal neovaskiilarizasyon patogene-
zinde yer alan diger faktor ve sitokinlere ise etki
etmemektedir. Etanercept ise inflamasyonu, 16ko-
sit gociinii, sitokinlerin indiikledigi interseliiler
adezyon molekiilii-1, VCAM-1 ve E-selektin gibi
vaskiiler adezyon molekiillerini azaltmaktadur.*”>°

[ SONUG

Aktif olarak bityiiyen ya da yerlesmis korneal neo-
vaskiilarizasyonda heniiz ideal antianjiyogenik
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tedavi bulunamamigtir ve aragtirmalar devam et-
mektedir. Anti-TNF ajanlardan etanercept korneal
neovaskiilarizasyon tedavisinde kullanilmaya aday
bir ilagtir. Cesitli inflamatuar, enfeksiy6z, travma-
tik ve korneal greft reddi ile iligkili korneal neo-
vaskiilarizasyon tedavisinde streoidler gibi konvan-
siyonel ajanlarin yetersiz kaldig: durumlarda anti-
VEGF ajanlar ya da kombine tedaviler kullanilabi-
lir. Anti-VEGF ajanlar ile anti-TNF ajanlarin
kombinasyonu direngli korneal neovaskiilarizasyo-
nun tedavisinde etkili bir yontem olabilir.
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