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OZET
Deneysel Korneal Anjiyogenezde Cetuximab ve Bevacizumabin Rolii

Giris ve Amac¢: Anjiyogenez daha once var olan bir damardan yeni damar olusumu olarak
tanimlanmaktadir. Anjiyogenezin molekiiler yapisini tam olarak ortaya koyabilme adina pek
cok calisma deneysel anjiyogenez modelleri lizerinde yapilmaktadir. Biz de ¢alismamizda rat
korneal alkali yanik modelinde, anjiyogenezin inhibisyonunda anti-EGF bir ajan olan
cetuximab ve anti-VEGF monoklonal bir antikor olan bevacizumabin roliinii arastirdik.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismada toplam 28 adet Spraque-Dawley erkek rat kullanildi. Biitiin
ratlarin sag gozleri giimilis nitrat ¢cubuklar ile 8 sn siire ile koterize edildi. Alkali yanik
korneal anjiyogenez modeli olusturulduktan sonra ratlar 4 esit gruba ayrildi. Biitlin ratlarin
sag gozlerine 1, 4 ve 7.glinler olmak {izere subkonjunktival yolla toplam 3 doz enjeksiyon
yapildi. Her dozda kontrol grubuna subkonjunktival olarak 0.15ml serum fizyolojik verilirken
bevacizumab grubuna 0.1ml bevacizumab, cetuximab grubuna 0.05ml cetuximab ve son
olarak bevacizumab+cetuximab grubunda yer alan ratlara ise 0.15ml (0.1ml bevacizumab
+0.05ml cetuximab) verildi. Sekizinci gilinde, sakrifiye edilmeden hemen once kornealar
biomikroskobik olarak incelenip korneal anjiyogenez degerlendirildikten sonra, kornealarin
resimleri ¢ekildi. Yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edilen ratlarin eniikleasyonu yapildiktan
sonra kornealar1 dissekte edilip rutin parafin doku takibi islemine alindi. Bu islemin ardindan
histokimyasal ve immunohistokimyasal incelemeler i¢in kesitler alinip hazirlandi. Elde edilen
korneal kesitler histopatolojik acidan degerlendirildikten sonra mikrograflari ¢ekildi.
Bulgular: Bu ¢alismadan elde edilen biomikroskobik,histopatolojik ve immunohistokimyasal
bulgulara gore; hem bevacizumab hem de cetuximab grubunda anjiyogenez miktarinin
belirgin olarak diistiigli izlenmistir. Bevacizumab ve cetuximab kombinasyonun verildigi
grupta az diizeyde bir inhibisyon izlendi.

Sonug¢: Sonug olarak pek ¢ok calisma da etkinligi ortaya koyulmus olan bevacizumabin
calismamizda da anjiyogenezin inhibisyonunda etkin sonuglar verdigini, daha 6nce korneal
anjiyogenezin inhibisyonunda kullanilmamis bir ajan olan cetuximabin, bevacizumab kadar
etkin oldugu, her iki ilacin kombine olarak subkonjunktival yolla uygulanmasinin
anjiyogenezin inhibisyonunda etkin olmadig1 kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Anjiyogenez, kornea, cetuximab, bevacizumab
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ABSTRACT
The role of Cetuximab and Bevacizumab in Experimental Corneal Angiogenesis

Introduction and Aim: Angiogenesis is defined as the formation of new blood vessel
derived as extensions from existing vasculature. In order to accurately establish the molecular
structure of angiogenesis, many studies are carried out on experimental angiogenesis models.
In our study, we also investigated the role of cetuximab, which is an anti-EGF agent, and of
bevacizumab, which is an anti-VEGF monoclonal antibody, on the inhibition of rat alkali
burn model.

Mateials and Methods: In the study, a total of 28 Spraque-Dawley rats were used. Right
eyes of all the rats cauterized by silver nitrate stick for 8 seconds. After the formation of alkali
burn corneal angiogenesis model, the rats were divided into four equal groups: In right eyes af
all the rats,three doses of injection were given subconjunctivally on days 1,4 and 7. At each
dose, while 0.15ml saline was given subconjunctivally to the control group, 0.1ml
bevacizumab was given to bevacizumab group, and lastly 0.15ml(0.1ml bevacizumab+0.05ml
cetuximab) was administered to bevacizumab+cetuximab group. On day 8, before they were
sacrificed, cornea were biomicroscopically examined, and corneal angiogenesis was assessed,
and then the photographs of cornea were taken. Following enucleation of rats sacrificed with
high dose of anaesthesia, the cornea were dissected and embedded in parafin as a routine
follow-up procedure. Then, for histochemical and immunuhistochemical analyses, the
sections were taken and prepared. After the corneal sections obtained were assessed
histopathologically, images were taken.

Results: According to the biomicroscopical, histopathological and immunohistochemical
findings obtained from the present study, the amount of angiogenesis was determined to have
decreased considerably in both bevacizumab and cetuximab groups. In group
bevacizumab+cetuximab, relatively less inhibiton was observed.

Conclusion: As a result, we concluded, in our study, that bevacizumab, the efficiacy of which
has been established in many earlier studies, produced effective results on the inhibition of
angiogenesis. Cetuximab, which has not been previously used for the inhibition of corneal
angiogenesis was also determined to be as effective as bevacizumab. However, we are of the
opinion that the combined administration of both drugs subconjunctivally is not effective for
the inhibition of angiogenesis.

Key words: Angiogenesis, cornea, cetuximab, bevacizumab
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1.GIRIS ve AMAC

Daha oOnce var olan bir damardan yeni bir damar olusumu olarak tanimlanan
anjiyogenez, normal doku gelisimi (fizyolojik anjiyogenez) i¢in oldugu kadar, timor
bliylimesi ve gelisimi (timor anjiyogenezi, patolojik anjiyogenez) i¢in de hayati dneme
sahiptir. Anjiyogenez siireci, proliferasyon, migrasyon, yeni liimen olusumu ve endotel
hiicrelerinin maturasyonu gibi asamalardan olusur(1). Bu asamalar meydana gelirken pek ¢ok
molekiil (faktor) gorev almaktadir. Bu faktorlerden bazilar1 anjiyogenezi indiiklerken
(anjiyojenik faktdr), diger bir kisim ise anjiyogenezin olusumunu baskilamaktadir
(antianjiyojenik faktdr). Anjiyogenezin meydana gelmesinde en temel etken, proanjiyojenik
faktorlerin  upregililasyonu, antianjiyojenik faktorlerin ise downregiilasyonu oldugu
soylenmektedir. Anjiyogenezin potansiyel biyolojik diizenleyicilerinin en basinda Vaskiiler
Endotelyal Growth Faktor (VEGF) gelmektedir(2).

VEGF, endotel hiicreleri lizerinde yer alan kendisine ait reseptore baglandiktan sonra,
bu hiicrelerin proliferasyonuna, migrasyonuna ve yeni damarlarin filizlenmesine neden
olur(2). Human Epidermal Growth Faktor Reseptor-2 (HER2)’nin ise hipoksik durumlarda,
Hypoxia Inducible Faktor-la(HIF-1a) araciligiyla, VEGF’in upregiilasyonuna karigtig
bildirilmekte, ancak son zamanlardaki calismalarda hipoksik kosul olmadan da bu islevin
gergeklestigi one siiriilmektedir(3).

Anjiyogenez ile ilgili yapilan c¢ogu ¢alisma, anjiyogenez modelleri iizerinde
yapilmaktadir. Deneysel anjiyogenez modelleri igerisinde ise in vivo olarak en iyi monitorize
edilebilen ve bu sayede en sik kullanilan korneal anjiyogenez hayvan modelleri olarak tavsan,
fare ve rat deneysel modelleri karsimiza ¢ikmaktadir(4).

Korneal anjiyogenez, korneal enfeksiyonlar, hatali kontakt lens kullanimi, kimyasal
yaniklar ve inflamasyon gibi pek c¢ok nedenden dolayr meydana gelebilmekte ve gormeyi
olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Bununla birlikte, korneal anjiyogenez meydana gelmis
gozlerdeki korneal transplantasyonlar da, korneal greftlerin sag kaliminin belirgin bir sekilde
azaldig bildirilmektedir(5). Simdiye kadar korneal anjiyogenez icin spesifik ve etkin bir
tedavi yontemi henliz bulunamamistir(6). Korneal anjiyogenezin Onlenmesinde ve
baskilanmasinda anjiyostatik steroidler ile kombine heparin, stlfatli polisakkaritler,
plazminojen fragmanlari(7), fumagilin analoglari, talidomid, ve siklosporin A(8)
kullanilmaktadir. Steroidlerin kullanimi1 her zaman i¢in etkili olmayip, uzun siireli
kullanimlarda glokomlara neden oldugu kadar, enfeksiyon presipitasyonu ve katarakta da

neden olabilmektedir(9). Son yillarda anjiyogenez konusunda yapilan molekiiler diizeydeki



calismalar neticesinde, bir takim spesifik antianjiyojenik ilaglarin onkolojide, retina ve
koroidin neovaskiiler hastaliklarina karst kullanildigi rapor edilmistir(10).

VEGF inhibisyonu ile korneal anjiyogenezin azaldigimi gosteren pek cok calisma
vardir(9). Bevacizumab, VEGF’e karsi iiretilmis, humanize monoklonal 1gG1 tipte bir
antikordur. Spesifik olarak, insan VEGF-A’nin biitiin izoformlarin1 tanir ve inhibe eder.
Metastazik kolorektal kanserde, diyabetik retinopatide, patolojik miyopide olusan koroidal
anjiyogenezde,eksudatif yasa bagli makular dejenerasyonun tedavisinde 6nerilmektedir(12).

Cetuximab (IMC-C225, Erbitux ImClone Systems Inc, New York) kimerik EGFR’nin
ekstraselliiler kismina baglanan IgG1 monoklonal bir antikordur(13).

Anjiyojenik biiyiime faktorlerindeki azalma, insan tiimor ksenograftlarindaki
mikrodamar yogunlugundaki belirgin diisiis ile birlikte apoptotik endotel hiicrelerindeki artisi
igeren biitlin bu bulgular cetuximabin antianjiyojenik etkisini ilk olarak tanimlamaktadir(14).

Bu calismanin amaci; bevacizumab ve cetuximabin rat deneysel korneal anjiyogenez
modelinde, subkonjunktival olarak, ayri ayr1 ve kombine kullanimlarinin anjiyogenezin

Oonlenmesindeki roliinii karsilastirmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kornea Histolojisi

Goz kiiresi histolojik olarak {i¢ tabakada incelenir. En igte tunika nervoza tabakasi
olarak adlandirilan retina, ortada koroid, iris ve korpus siliyareyi i¢eren tunika vaskuloza
tabakasi, en dista ise gdzlin beyaz kismi olan sklera ve saydam goriinimdeki korneanin
birlikteligi, tunika fibroza, yer alir. Goziin en dis tabakasi olan tunika fibroza iki kisimda
incelenir. 5/6’lik kisim sklerayi, konveks disa dogru bombelesmis olan 1/6’lik kisim ise
korneayr meydana getirir. Kornea, yaklasik olarak merkezde 0,5mm periferde ise 1mm
kalinliginda olabilmektedir. Hem orijin hem de goriiniim acisindan farkli olan ii¢ hiicresel
tabaka icermektedir. Bu hiicresel tabakalar iki membrandz tabaka tarafindan birbirinden
ayrilmaktadir. Bu nedenle, histolojik enine bir kesitte 5 ayr1 tabaka izlenir (Sekil.1). Bunlar;
distan ige dogru kornea epiteli, Bowman membrani, korneal stroma, Descemet membrani ve

kornea endoteli olarak siralanir(15).

2.1.1.Kornea Epiteli

Kornea epiteli 5-6 sirali ¢cok katli nonkeratinize yasst epitelden meydana gelmistir.
Ortalama olarak 50um kalinligindadir. Komsu skleray1 orten konjunktival epitel ile devam
eder(15,16). Organizmanin herhangi bir yerinde yer alan ¢ok kath epitelde oldugu gibi, en
altta kalan bazal hiicrelerin mitotik aktiviteleri ile siirekli olarak yilizeydeki hiicrelerin
yenilenmesi saglanir(17). Baglanti komplekslerinden desmozomlar oldukca iyi gelismis
olup(15), yiizeydeki hiicrelerin apikallerinde mikrovilluslara ve zonula okludens tipinde siki
baglantilara rastlanir(16). Epitelin yenilenmesi ortalama 7 giinde tamamlanir. Kornea ile
sklera arasindaki limbus igerisinde yer alan kok hiicreler epitel i¢in rezervuar gorev alirlar.
Korneada meydana gelen minimal diizeydeki korneal hasarlar migrasyonla alttaki hiicreler
tarafindan orta siddetteki hasarlar ise bu bolgedeki(limbus) kok hiicrelerin proliferasyonu ile

kapatilir. Kornea epiteli icerisinde ¢ok sayida serbest sinir sonlanmasi yer alir(15,16).

2.1.2.Bowman membrani

Bowman membrani, kornea epitelinin hemen altinda yer alan homojen goriiniimdeki
yapt olup, yaklasik olarak 8-10pm kalinligindadir(15,16). Mukopolisakkarit matriks
igerisinde yer alan diizgiin siralanmis 18nm ¢apinda kollajen liflerden meydana gelir(15,17).
Tip-I kollajen liflerden meydana gelmis olan Bowman membrani aslinda hem {istiindeki epitel

hem de altindaki stromadan sentezlendigine inanilmaktadir. Sensorik sinir lifleri bu tabakay1



delip gecerek epitel icerisinde sonlanir(16). Bu membran sayesinde enfeksiyonun yayilimi
gecikir, rejenerasyon yetenegi bulunmayan Bowman membrani, korneoskleral limbus

bolgesinde kesintiye ugrar(15).

2.1.3.Kornea Stromasi

Substansiya propria olarak da adlandirilir. Kornea stromasi, korneanin en kalin
tabakasi1 olup, yaklasik olarak total kornea kalinliginin %90’1na karsilik gelir. Kollajenéz bag
doku yapisinda olan stroma, yaklasik olarak 60 adet ince lamelden meydana gelmistir. Bu
lameller birbirine paralel olarak dizilmis kollajen liflerden olusur. Lamellar yap1 sistemi
icerisinde yer yer fibroblast hiicrelerine rastlanmaktadir. Kollajen liflerin ve lamellerin bu
sekildeki diziliminin yani sira lamellerin ortogonal dizilimi kornea saydamliginin fizyolojik
temelini olusturur. Stromanin ana bileseni olan Tip-I ve Tip-V kollajen liflerinin kalinlig1
23nm civarinda iken uzunluk lem dolaylarinda olabilmektedir. Korneal proteoglikanlardan
keratan siilfat (lumikan) ve kondroitin siilfat proteinine kovalent sekilde baglanarak,

ekstraselliiler matriksin temelini olusturur(16).

2.1.4.Descemet membrani

Ik olarak Fransiz bilim adami Jean Descemet tarafindan (1732-1810) ortaya
konulmustur(18). Dogumda Sum(16) olan bu yap1 eriskinde 10um kalinliginda
olabilmektedir(15). Bowman membraninin aksine rejenerasyon yetenegi bulunmakta ve
limbusta kesintiye ugramamaktadir. Stirekli olarak sentezlenir. Korneal endoteli stromadan

ayiran bu membran PAS (+) olarak boyanir(15).

2.1.5.Kornea Endoteli:

Tek siralt yassi epitel hiicrelerinden meydana gelmistir. Endotel, kornea ile humor
aquoz arasinda metabolik degisimi saglar. Zonula adherens tipi baglantilar iyi gelismis iken az
gelismis zonula okludens ve desmozomlara sahiptirler. Buradaki endotel hiicreleri mitokondri
ve vezikiiller yoniinden olduk¢a zengindir. Graniillii endoplazmik retikulum ve Golgi
aparatindan zengin olmasi yogun pinositotik aktivitenin varligina isaret etmektedir. Bu
hiicrelerin lateral plazma membranlarmin {izerinde Na'/K' aktive ATPaz yer almasi aktif

taginimin bu bolgelerden yapildigini gostermektedir(15).



2.1.6.Limbus

Kornea ile sklera arasinda kalan gecis bolgesi olarak tanimlanmaktadir. Bu gegis
bolgesinde Bowman membrani kesintiye ugrar. Epitel 5-6 siradan 10-12 siraya dogru
yiikselirken, biri korneal epitelyum hiicresi, digeri konjunktival hiicreler olmak {izere iki tip
hiicre dikkatleri ¢cekmektedir. Diger taraftan stromada yer alan lameller daha az diizenlidirler
ve avaskiiler yapi, yerini vaskiiler skleral yapiyla yer degistirir. Limbusta ozellikle de
iridokorneal bileskede aquoz humorun disa akimini saglayan aparat yer almaktadir. Stromal
tabakada ise endotel ile doseli olan trabekiiler ag(Fontana araliklar1) yer alir. Trabekiiler ag
birleserek Schlemm kanalini olusturur. Schlemm kanal1 sklerada aqudz venlere agilip, humor
aquozii tasir (15). Kornea epiteli i¢in rezervuar gorevi iistlenen kok hiicrelerin, bu bolgede yer
aldig1 bilinmektedir. Biiyiik ¢ekirdeklere, ¢cok sayida desmozom ve hemidesmozomal yapilara

sahiptirler. Ote yandan konjunktivanin aksine goblet hiicresine rastlanmaz(19).
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Sekil.1: Normal korneal yapimin biitiin tabakalarinin izlendigi total goriiniim(a), kornea
epiteli, Bowman membrani, korneal stroma, Descemet membrani ve kornea endotelinin
daha biiytik biiyiitmedeki histolojik(b,c) yapisinin goriiniimii(15).



2.2.Korneanin Embriyolojik Gelisimi:

Gelisimin 4.haftasinda, gastrulasyondan hemen sonra, noral plagin 6éne dogru olan
kivrilmas1 sonucu, noroepitel igerisinde orta ¢izginin her iki yaninda birer optik ¢ukurcuk
belirir. Optik ¢cukurcuklar, zamanla kraniyal noral tiip kapandikca, genisleyerek prosensefalon
tizerinde optik vezikiil halini alirlar. Bu vezikiiller, laterale, ilizerinde yer alan ylizey
ektodermine dogru genisler. Optik vezikiiliin, ylizey ektodermiyle temas kurmasinin hemen
ardindan, noroepitel invagine olarak iki laminali optik kesenin olusumuna yol agar. Optik
vezikiiliin proksimal noroepitelinden optik keseyi diensefalona baglayan optik sap gelisir.
Optik kesede meydana gelen bu degisikliklerle birlikte, yiizey ektodermi de kalinlagarak lens
plagin1 yapar. Ardindan lens plagi yiizey ektoderminden ayrilarak invagine olur ve primitif
lens vezikiiliinii olusturur(20,21). Biitiin bu olaylar meydana gelirken kornea ve irisin
olusmasi, noral krista/mezensim hiicreleri ile optik kese noroepiteli ile yiizey ektoderm
hiicreleri arasindaki etkilesimden sonra meydana gelmektedir. Lens vezikiiliinii 6rten ylizey
ektoderminden kornea epitel tabakasi olusur. Yiizey ektoderminden sentezlenen ektraselliiler
matriks noral krista/mezensim hiicrelerinin migrasyonunu kolaylastirmaktadir. Noral
krista/mezensim hiicreleri kornea endotel hiicrelerini ve stromal hiicreler olan keratositleri
olusturur. Yedinci haftada gelisen korneanin lensten ayrilmasiyla ici sivi ile dolu olan 6n

kamarada olusmus olur(21).

2.3.Anjiyogenez
2.3.1.Tarih¢ce ve Tanim

Anjiyogenez terimi ilk olarak 1787 yilinda Ingiliz cerrah John Hunter tarafindan
kullanilmis olsa da, 1935 yilinda Hertig tarafindan plasentadaki kan damarlarinin gelisimini
tanimlamak ic¢in One siirlilmiistiir(22). Kan damarlari, vaskulogenez ve anjiyogenez olmak
iizere iki farkli mekanizma araciligiyla olusmaktadir. Ilk mekanizma (vaskulogenez), immatiir
mezengimal hiicrelerden kan damarlarinin gelismesine baglidir ve embriyonun erken
donemleriyle sinirli oldugu bilinmektedir. Anjiyogenez ise, daha o6nce var olan kan
damarlarindan yeni damarlarin filizlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu olay kadin iireme
siklusu esnasinda fizyolojik olarak meydana gelebilirken, tiimor gelisimi, diyabetik retinopati
ve kronik inflamasyonda patolojik olarak meydana gelmektedir. Anjiyogenez bazen olumlu
bazen de olumsuz bir olay olabilmektedir, O0rnegin yara iyilesmesi esnasinda yararl

olabilirken, timor gelisimi esnasinda ise olumsuz etkiye sahiptir(23).



2.3.2.Anjiyogenez Mekanizmalari

Daha once var olan bir damardan yeni damar olusumu olarak adlandirilan anjiyogenez,
endotel hiicrelerinin filizlenmesi ve kapiller damarlarin ige gegmesi olmak {izere iki ayri
siirecte gerceklesmektedir. Ektoderm-mezodermden koken alan beyin gibi organlarin
damarsal yapisinin olugumu anjiyogenez araciligiyla olmaktadir. Anjiyogenez meydana
gelirken bir takim hiicresel olaylar ile birlikte molekiiler organizasyon paralel

seyretmektedir(24).

2.3.2.1.Anjiyogenezin Hiicresel Organizasyonu

Daha once var olan vaskiiler agdan, anjiyojenik kaskadin baslamasi i¢in, farklilasan
kapillerlerden koken alip, 6zel yapiya sahip olan endotel hiicrelerine gereksinim duyulur.
Elbette ki bu siirecin isleyebilmesi, endotel hiicresinin yer aldigi damardan ayrilip
kurtulabilmesi, yeni bir damara onciiliikk edebilmesi ve etrafinda yer alan stroma icinde
hareket edebilmesi gerekmektedir. Bunun igin uygun sinyallere ihtiyag vardir. Iki biiyiik
sinyal yolagi bu asamada devreye girmektedir. Bunlar, endotel hiicrelerinin hangisinin liderlik
Ornegi gosterecegini, yani u¢ hiicre(dncii hiicre), hangisinin takipg¢i (izleyen) hiicre olacagini
belirleyen, VEGF ve Notch sinyal yolaklaridir(26,27). Ug hiicreleri uzun filopodlara
sahiptirler ve kendilerini izleyen hiicrelerle (takip¢i hiicreler) ile baglant1 halindedirler(24).

Endotel hiicreleri vaskiiler sistemin en basit ve daimi bilesenidir. Anjiyojenik yaniti
baslatmas1 ve gelecekte vaskiiler kapiller pleksusu tesis edecek olmasi onemli bir diger
ozelligidir. Vaskiiler sistem, embriyoda olusan ilk sistemlerden biridir ve sagkalimin devami
icin hayati Oneme sahiptir. Mezensimal hiicrelerin dogrudan endotel hiicrelerine
farklanmasiyla olusan primer vaskiiler pleksus olusur. Bu pleksusun genislemesi ve takip
eden olaylar anjiyogenez yoluyla olmaktadir. Yani endotel hiicreleri bulunduklar1 vaskiiler
yataktan ayrilip, bundan sonra avaskiiler stroma i¢inde ilerlerler(25).

Anjiyogenez temelde iki farkli sekilde meydana gelmektedir. Ya damar endotelinden

tomurcuklanma ile ya da ice gegme mekanizmasi ile yeni damar gelisimi sekillenmektedir.

2.3.2.1.1.Tomurcuklanma Mekanizmasi

Tomurcuklanma anjiyogenezi, Ausprunk ve Folkman’in(28) yani sira diger
arastirmacilar tarafindan tanimlanmig(29), birbirini takip eden birkag basamaktan
olusmaktadir. Vaskiiler tomurcuklanmay1 baslatan temel etken Vaskiiler endotelyal growth
faktor (VEGF) ve vaskiiler endotelyal growth faktor reseptorleri-1 (VEGFR1) olarak

Ozetlenebilir. Bu basamaklar sirasiyla;



1.0lusacak olan yeni kapillerler kiigiikk veniillerden ya da diger kapillerlerden meydana
gelirler. Anjiyojenik kaskadin devamini saglayan endotel hiicresi adi gecen damarlardan
ayrilarak sekillenir.

2.Anjiyojenik uyarana en yakin olan veniil bazal membran bdlgesinde yikimlanma sekillenir.
Bu yikimlanmada kollajenaz, plazminojen aktivatorleri gorev alir.

3.Anjiyojenik uyarana dogru endotel hiicrelerinin gogii baslar. Bu go¢ esnasinda ug hiicreleri
migrasyonla ilerlerken, takip¢i hiicreler ise prolifere olurlar(30).

4.Prolifere olan endotel hiicreleri iki sira halinde dizilim gosterirler.

5.Liimen olusumu sekillenir(ya hiicre i¢i vakuollerin birlesmesiyle ya da interselliiler olarak.
Endotel hiicrelerinde mitoz tomurcuklanmanin en u¢ kismindan devam eder.

6.Her bir tomurcuklanma birbirleriyle birleserek bir ag yapisi olusturur.

(Bu tomurcuklanmalarin birbirlerini nasil bulduklar1 heniiz aydinlatilamamaistir.)

7. S6z konusu bu ag yapist sekillendikten sonra kan akimi baslar.

8. Perisit hiicreleri ya da diiz kas hiicreleri kapiller endotelinin disinda dizilirler(damar duvari
olgunlagmasi)

9. Son olarak yeni bazal membran olusur ve damar olusumu sekillenmis olur.
2.3.2.1.2.ice Gecme Mekanizmasi

Short ve arkadaslari(31) akcigerlerdeki kapillerlerin, damar liimenini bolen, doku
mangetleri olarakda tanimladiklar, intersisyel doku siitunlarindan meydana gelebilecegini 6ne
siirmiiglerdir. Bu hipotez, Caduff ve arkadaslar1 (32) tarafindan da gelisen rat akcigerinde
gosterilmis ve invaginasyonla gelisen mikrovaskiiler yapi olarak ice ge¢gme mikrovaskiiler
biiylime olarak tanimlamislardir. Bu ¢alismalarin 1s18inda pek ¢ok organ ve dokuda bu sekilde
gerceklesen anjiyogenez varligl gosterilmistir(33).

Buna ilave olarak, tavuk embriyo koriyoallantoik membran anjiyogenez modelinde
yapilan in vivo videomikroskobik incelemelerde bu tip anjiyogeneze karisan bir takim
hiicresel mekanizmalarin varligi ortaya ¢ikarilmistir. Biitiin bu mekanizmalar 151k ve elektron
mikroskobik(34) incelemelerde seri kesitler alinarak belirlenmistir. Bu alanda yapilmis su ana
kadar ki biitliin caligmalar, asagidaki sirayla izlenen adimlari igeren veriler iizerinde hemfikir
olmuslardir (33,34). Bu adimlar;
1.Gelisme, cogunlukla, herhangi bir venéz damardan ve kapiller sirkulasyondan meydana

gelir.



2.Endotelyal doku, damar duvarinda bulunan intersisyel doku manseti organize bir birimi
civarinda arka arkaya(sirasiyla) geri ¢ekilir. Bu da, bu birimin etrafindaki damar liimeninin
evaginasyonuna neden olur. En kiigiik intersisyel doku manseti, bir demet fibrili orten
endotelyal wuzantilarla olusur. Siklikla, peri-endotelyal hiicrelerin ekstensiyonlari, bu
endotelyal uzantilarla kollajen fibriller arasinda, bulunur. Bu isleme bagli olarak, damar
liimeniyle birlikte intersisyel ya da intervaskiiler doku yapilarinin(IDY) ve doku mansetlerinin
icine dogru ¢ikint1 olusturan doku katmanlar1 olusur. Katlanma ayni zamanda damar liimenine
dogru da yonelebilir. Her iki sekilde de intra-luminal katmanlar olusur. Bu islem, endotelyal
tabakanin organize hareketine imkan saglayacak olan bazal membran veya matriksinin
bozulmasina isaret eder.

3.Doku katmanindan mansetin ayrilmasi, bir IDY’nin boliinmesi ya da lateral damar
duvarindan dogrudan ayrilmasi, birbirine kars1 her iki hiicre membraninin kaynasincaya kadar
endotel hiicrelerinin incelmesi gibi kritik bir adima baglidir. Bu olay hiicreler aras1 bir deligin
olusmasina neden olur. Endotel hiicresinin halka gibi bir yapiya doniismesini ve damar
liimeninin bu delik arasindan yayilmasini saglar. Bu islem damar spirallerinin in situ
olusumuyla beraber, serbest intraluminal IDY’lerin ya da doku mansetlerinin olusumuna yol
acar. Hem {istte hem de altta, IDY ya da manset, damar duvarina bagl kalir. IDY’ler ve doku
mansetleri daha sonra, daha kiigiik yapilara doniismek suretiyle boliinebilirler. Ayrica doku
katmanlarinin karsidaki damar duvarina uzamasiyla damar béliinmesi meydana gelebilir. Bu
durumda her iki karsit endotel hiicresindeki hiicre membran flizyonu iki hiicreler arasi delik
olusturur. Bu delikler katman ile karst damar duvar arasinda siki bir baglant1 olusturmak
lizere ekstraselliiler matriks elementleri ile doldurulacaklardir(34).

4. Kollajen liflerin sentezi IDY veya manseti 6ziinli olusturmak i¢in ve onu stabilize kilmak
icin mecburi bir adimdir (33-34). Hangi tip kollajenlerin varligi heniiz bilinmemektedir.
Tiumorlerde pek cok anjiyojenik damarlarin etrafinda Tip-1 kollajen belirlenmistir. Ayrica
kollajen olugumundan hangi hiicre tipinin sorumlu oldugunun belirlenmesi gerekir.
Koriyoallantoik membranda (CAM) daki endotel benzeri hiicreler olarak peri-endotelyal
hiicreler muhtemel adaylardir.

5.Endotel hiicrelerin profilere olmas1 gerekmektedir.

6.Biitlin bu olaylar meydana gelirken kan akminin devami s6z konusudur.

7.Genellikle endotel hiicrelerle pek ¢ok benzerlik tasiyan peri-endotelyal hiicreler embriyoda
gelisen damarlar barindirmaktadir. Bunlar IDY ve manset 6zlerinin olusumunda mevcutturlar
(33).

8.En sonunda, bazal membran olusur.



Ice gecme ve tomurcuklanma mekanizmalarinin arasindaki en onemli fark, limen
genislemesinden sonra ekstraselliiler matriksin olusumuna dogru liimen genislemesini
vurgulayan bakis acisidir. Filizlenme anjiyogenezi esnasinda damar liimeninin genislemesi
yeni bir tlip olusumuna yol acar. Buna karsin i¢ce ge¢gme anjiyogenezi esnasinda organize,

ekstra selliiler birimler bunlari ¢evreleyen liimenin genislemesini belirler(35).

2.3.3.2.Anjiyogenezin Molekiiler Mekanizmasi

Genel anlamda, anjiyogenezin molekiiler diizenlenimi s6z konusu oldugunda, esasinda
tanimlanmak istenen anjiyogenezin farkli basamaklarinin degisik molekiiler ajanlar tarafindan
diizenlenmesi anlagilmalidir. Bu nedenle anjiyojenik bir molekiil endotel hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve tlip olusumunu uyarirken, inhibisyona neden olan bir molekiil
ise bunlarin ya tam tersini yapar ya da bu olaylarin meydana gelmesini engeller. Bugiine
kadar ¢ok sayida anjiyojenik biiylime faktoriiniin etkisi tanimlanmistir. Bunlardan en
onemlileri, VEGF (VEGF-A,VEGF-B,VEGF-C) ,Fibroblast Growth Faktor-1 (FGF-1), FGF-
2,Platelet Derived Growth Faktor (PDGF), Hepatosit Growth Faktor (HGF) Transforming
Growth Faktor-a (TGF-a), Epidermal Growth Faktor (EGF), integrinler ve Interlokin-8 (IL-8)
olarak siralanabilir. Ayrica anjiyogenezin molekiiler organizasyonunda Tie/Anjiopoietin ve
Eph-B/Ephrin-B tirozin kinaz reseptorlerinin ve ligandlarinin énemli rollerinin oldugu da

bilinmektedir (36).

2.3.3.2.1.Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor(VEGF)

Senger ve arkadaslar1 1983 yilinda, damar gecirgenlik aktivitesi oldukca yiiksek olan
bir protein izole edip, bu proteini Vaskiiler Permeability Faktor (VPF) olarak
tanimlamislardir(37). Bundan birka¢ yil sonra, Ferrara ve Henzel damar endotel hiicreleri
tizerinde biiyiime saglayici aktivitesi olan bir proteini elde edip, bu proteini Vaskiiler
Endotelyal Growth Faktér (VEGF) olarak adlandirmiglardir. Siirpriz bir sekilde her iki
proteinin molekiiler klonlama yontemleri sonucu ayni yapida oldugu ve tek bir gen tarafindan
tanimlandig1 ortaya ¢ikarilmis, VEGF(veya VEGF-A) olarak adlandirilmistir(38).

VEGEF ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF ve svVEGFs.
olmak {izere toplam yedi iiyesi bulunmaktadir. Bunlardan VEGF-E ve svVEGF disinda
kalanlar memeli genomu tarafindan kodlanip, anjiyogenez ve lenfanjiyogenezde rol
almaktadir.

VEGF ailesi iizerinde yapilan daha ileri ¢aligmalarda, molekiillerin embriyolojik

donemde progenitor hiicrelerden kan damarlarinin olusumu olarak bilinen vaskulogenez ve
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ayni zamanda anjiyogenezin meydana gelmesinde ¢ok Onemli gorevler iistlendigi ortaya
konulmustur(2). Ayrica VEGF-A’nin timor anjiyogenezinde anahtar role sahip olabilecegi
bildirilmis ve anti-human VEGF-A noétralize edici antikorun, kemoterapotikler ile
kombinasyonun kolorektal ve non-skuamoz akciger kanserinde kullaninmi FDA tarafindan
onaylanmastir.

VEGF-B sadece Plasental growth faktor (PIGF) gibi, Vaskiiler Endotelial Growth
Faktor Reseptor-1’e (VEGFR1) baglanir ve bu reseptorii aktive eder. Pek cok dokuda
eksprese olan VEGF-B ozellikle kalp ve iskelet kaslarindaki ekspresyonlar1 belirgindir.
VEGF-B nakavt farelerin embriyonal donemlerinde hicbir anormalite gozlenmedigi ancak,
dogumdan sonraki donemde kii¢iik bir kalp yapisina sahip olduklar1 izlenmistir(39).

PIGF, VEGF ailesi iiyesi olup, plasentada asir1 bir sekilde eksprese olan, sadece
VEGFR1’e baglanarak etkinligini géstermektedir. VEGFR1’in diisiik derecedeki tirozin kinaz
aktivitesinden dolayi, PIGF’nin anjiyogenez esnasinda endotel hiicrelerindeki proliferasyon
disinda herhangi bir etkisi bulunmamaktadir(40).

VEGF-C c¢ogunlukla VEGFR3’¢ baglanmakta ve bu sistem ilk olarak
lenfanjiyogenezin diizenlenmesinde dikkatleri ¢ekmistir(41). VEGF-C/ VEGFR3’iin gii¢lii bir
sekilde baskilanmasinin ardindan, lipid emiliminin zayif kalmasi1 ve lenfodeme neden olan
lenfatik sistemin disfonksiyonu ve kaybi sekillenmektedir(2). VEGF-C ya da VEGF-D
eksprese eden tiimoOr hiicreleri, ¢ogunlukla lenf nodlarina metastaz yapma potansiyelinde
olurlar ve bu mekanizma kanser hastalarinda, lenf nodu metastazinin 6nlenmesi agisindan
arastirmacilar icin temel bir hedef haline gelmistir(41,43).

VEGF ve reseptorleri vertebralilarda, anjiyogenez/lenfanjiyogenez’in temel
diizenleyicileri olmalarinin yani1 sira ayni zamanda vaskiiler permeabilite ile yakin
iliskidedirler. Bu biyolojik aktivitelerinden dolay1 viriisleri de igeren cesitli organizmalarda
VEGEF ile iliskili gelisen molekiiller tespit edilmis ve bunlarin ¢esitli amaglarla pratik
kullanim1 saglanmistir. VEGF-E ailesi Orf viral genomu tarafindan kodlanmakta(44) ve
yapisal olarak VEGF-A’ya benzemektedir. Ancak, VEGF-E sadece VEGFR2’yi aktive
etmekte ve viriis ile enfekte deri dokusunda anjiyogenezi etkili bir sekilde uyarmaktadir(45).
Son 20 y1l boyunca, VEGF, FGF, Anjiyopoietin, HGF (hepatosit growth faktér) ve EGF gibi
pek cok anjiyojenik faktdr tanimlanmistir(46). Organizmada olusan yeni kan damarlarinin
molekiiler temelini anlayabilmek i¢in, 6zellikle yukarda saydigimiz, molekiillerin tek basina
ve anjiyogenezde anahtar bir role sahip olan VEGF molekiilii ile ayr1 ayr iliskisini ortaya

koymak olduk¢a 6nemlidir.
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VEGF-A, embriyonal dénemin erken donemlerinde endotel prekiirsor hiicrelerinin
farklanmas1 ve damar endotel hiicrelerinin biiylimesi, yasami, tiip olusumu ve migrasyonu
i¢cin uyarici ve tesvik edici etkilere sahiptir(2). VEGF-A, yiiksek spesifik aktiviteyle, giiclii
damar gecirgenlik faktoriidiir. Endotel hiicrelerinden, bu hiicreleri kusatan diiz kas veya
hepatosit gibi hiicrelere dogru olacak sekilde, biiyiime faktorlerinin sentezinden de sorumlu
tutulmaktadir. Bazi calismalarada VEGFR2’nin lenfatik endotel hiicrelerinde eksprese olmasi,
VEGF-A’nin lenfanjiyogenezde de rol alabilecegini gostermektedir (41,47).

VEGF-A, 6zellikle embriyogenezis esnasinda olusan yeni kan damarlar1 i¢in hayati
Ooneme sahip olan endotele 6zgii-tesvik edici bir bliylime faktorii olarakta tanimlanmaktadir.
Iki ayr1 arastirma grubu, heterozigotik VEGF-A nakavt farelerde bile, embriyonal dliimlerin
meydana geldigini bildirmislerdir. Diger taraftan bu farelerdeki anjiyogenezin ¢ok sayida
defekt ile seyrettigini, aorta-kalp biitiinliiglinde ayrilmalar ve zayif bir dorsal aorta yapisinin
egemen oldugu da izlenmistir. Bu bulgular VEGF’in, doku diizeyindeki miktarinin normal
gelisim i¢in, embriyoda ise vaskiiler yapilarin gelisimi i¢in elzem oldugunu normalin yarist
diizeyinde VEGF-A’nin yetersiz, tamamlanmamis vaskiiler yapilarin meydana gelmesine
neden oldugunu gdstermektedir. Insan VEGF-A geni 121°den 206’ya kadar degisen sayida 9
farkli izoformun kodlanmasindan sorumludur.Bu izoformlar igerisinde ii¢ tane major, izoform
121, 165 ve 189 en iyi sekilde tanimlanmistir. Bunlar igerisinde en fazla bulunan 165
aminoasite sahip olan formdur ve pek ¢ok viicut dokusunda eksprese oldugu ortaya
konulmustur (48).

VEGF ailesinin, yiiksek derecede affinite duydugu, tirozin kinaz ailesine mensup
VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (insanda; KDR ve farede, Flk-1), ve VEGFR3 (FIt-4) olmak {izere
3 tane reseptor bulunmaktadir. Bu reseptorler ayn1 zamanda Platelet Derived Growth Faktor
Reseptorlerine benzer yapidadirlar. Bu yilizden her ikisi reseptor ailesi ayni reseptor sliper
ailesi altinda yer alirlar(49).

Anjiyogenezde anahtar bir rol {dstlenen VEGF-A, hem VEGFRI1’e hem de
VEGFR2’ye baglanarak etkinligini gosterir. VEGFR1’e baglanma afinitesi VEGFR2’ye
baglanma afinitesinden 10 kat daha fazladir. Embriyonal donemde, kan damarlarinin olugmasi
icin VEGFR1’in kodlanmas1 gerekmekte, 6zellikle bu gen tarafindan mutasyona ugramis
farelerde, kan damarlarinda organizasyon bozuklugu ve asir1 biiyiime sonucu dliimlerin
oldugu dikkatlerden kagmamistir. VEGFRI1 yetiskinlerde sadece endotel hiicrelerinden
eksprese olmaz, ayni zamanda kanser, romatoid artrit ve aterosklerozis gibi hastaliklarda
onemli roller iistlenen monosit-makrofaj seri hiicrelerinde de eksprese olur. Diger taraftan

VEGFR1’in suda eriyen formunun asiri ekspresyonu normal korneada izlenmis, aniridik
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hastalarin korneal epitel hiicrelerindeki miktarinin azalmig oldugu ve korneal avaskularitenin
stirdliriilmesinin VEGFR1 tarafindan oldugu 6ne siiriilmiistiir(50).

VEGFR2’nin kiigiikk mutasyonlarinda bile vaskulogenezin olusmamasi sonucu
embriyonal donem oliimleri meydana gelmektedir. Bu bulgu 1s18inda, VEGF-A/VEGFR2’nin
hemanjiyoblastlardan, endotel hiicrelerinin olugmasinin yaninda endotel hiicrelerinin
proliferasyonunda hayati 6neme sahip oldugu anlagilmaktadir. VEGFR2, ayn1 zamanda pek
cok patolojik anjiyogenez mekanizmasinda gorev almakta, bu yiizden kanser tedavisi iizerine
yapilan farmakolojik ¢alismalarda anti-VEGF-A ajanlarin yaninda, anti-VEGFR2 ajanlarin da
denendigi, 6zellikle renal karsinomlarinda kullanilan bir anti-VEGFR2 inhibitoriiniin FDA
tarafindan onaylandig: rapor edilmistir(51).

Yukarida da belirtildigi iizere, VEGFR3/VEGFC-VEGF-D sisteminin temelde
lenfanjiyogenezde rol aldigi bildirilmektedir(41). Bu sistemde meydana gelen yetersizlik,
anjiyogenez ve lenfanjiyogenezin sekillenmesinde ciddi problemlere ve gebeligin ortalarinda
embriyo oliimlerine neden olmaktadir. Ote yandan, fizyolojik eriskin lenfanjiyogenezinde
anjiyopoietin-Tie2 sistemiyle koordineli olarak ¢alisir(52).

Ko-reseptorler olarak tanimlanan Neuropilin-1 ve 2, hem vaskiiler hem de lenfatik
endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilen membran proteinleridir. VEGF ailesi i¢in ko-
reseptdr olarak gorev yaparlar. Ozellikle de VEGF-A 45 neuropilin-1’e baglanarak VEGF-
A’m VEGFR2’ye baglanma affinitesini belirgin sekilde artirip anjiyogenezi uyardigi
bildirilmektedir. VEGF-A65’in NRP-1 ile olan etkilesimi, VEGF-A¢s’in tek bagina yoklugu
ya da NRP-1’in yoklugunda embriyonal dénem &liimlerinin meydana geldigi, dorsal aortanin
zayif bir sekilde olustugunu, aortikopulmoner traktusun yetersiz oldugunu ve vitellus kesesi
anjiyogenezin remodellinginin olmamasi gibi durumlardan dolay1 hayati oneme sahiptir.
NRP-2 de VEGF-C/D ile iliskide olup lenfanjiyogenezin sinyalizasyonun saglanmasinda

gorev aldig1 6ne siirtilmiistiir(53).

2.3.3.2.2.Angiopoietinler ve Tie Reseptorleri

Angiopoietin-1, 2 ve 4, Tie-2 reseptOoriine baglanan, hem Tie-1 hemde Tie-2
aktivasyonuna katilan, angiopoietin biiylime faktorii ailesinin tyeleridirler(54). Biitiin
angiopoietinlerin; bir terminal N ucu, kivrilmis bir pargasi, baglayici bolgesi ve karboksil ucu
bulunmaktadir. Angl kivrilan kismi sayesinde dimer, trimer ve tetramer bir yapi olusturur.
Daha ileri multimer yapisit i¢in N terminal uc¢larimi kullanirlar(55). Angiopoietinlerin bu
multimerik yapilari, agregasyonlarinda ve zayif suda ¢oziinme yapisi gostermelerine neden

olup, izole edilip, rekombinant tiretilmelerinde giigliiklere neden olabilmekte yine de daha iyi
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suda eriyen ve modifiye anjiyopoietin varyantlarinin iiretilmelerine engel teskil etmemektedir.
Uretilen bu agjiopoietin rekombinant proteinleri, angiopoietinin etkilerini ortaya koymada,
calismalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Angl fare miyokardiumunun erken dénem
gelisiminde eksprese olur ve endokardiuma parakrin olarak etkidigi muhtemeldir.

Gelisimin ilerleyen donemlerinde daha yaygin olarak eksprese olan Angl, gelisen
damar endotel hiicrelerinin etrafin1 kugatan mezensimal doku i¢inde en yliksek ekspresyona
ulasir. Angl ayni1 zamanda eriskin vaskiiler aginda yer alan periendotelial hiicrelerden (perisit
ve diiz kas hiicrelerinden) eksprese olur ve buradaki ekspresyonun yapisal anlamda erigkin
vaskiiler aginin devamliliginin saglanmasinda goérev aldigina inanilir. Angl in parakrin
ozelliklerinin aksine, Ang2 endotel hiicrelerinden otokrin 6zellikte eksprese olur. Ang2 cogu
eriskin dokusunda az diizeyde eksprese olurken, ovarian folikiil maturasyonunda ve timor
anjiyogenezi gibi yeniden damar olusmasinda daha yiiksek diizeyde eksprese olur. In vitro
olarak hipoksi, VEGF, bFGF, anjiyotensin-II, Tiimor Nekrozing Faktor(TNF-a) gibi pek cok
faktoriin endotel hiicrelerinde, Ang2 mRNA ekspresyonunu upregule ettigi bilinmektedir.
Hipoksi ayn1 zamanda in vivo, Ang2 ekspresyonun upregiilasyonunda da gérev alir. Ornegin
rat dorsal flap yasayabilirliginde, iskemik alanda ve beyinde hipoksik durumlarda
upregulasyon ortaya konulmustur(56). Ang2, endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir ve
uygun uyaran karsisinda hemen salindigi Weibel-Palade cisimcikleri igerisinde bulunur.
Bunun ozelliklede inflamatuar yanitta rol alabilecegi, Ang2’nin lokositlerin endotel
hiicrelerine adhezyonu i¢in sinyal iiretebilecegi oOne siirlilmektedir(57). Ang4’iin nasil
eksprese oldugu, net olarak bilinmemesine ragmen akcigerlerde kuvvetli bir sekilde eksprese
olduklart bildirilmektedir. Ang4 endotel hiicrelerinde hipoksi ve VEGF tarafindan upregule
edilir(58). Ang2’den ziyade Angl, baglayici parca ile ekstraselliiler matrikse baglanirken,
Ang3 ise hiicre ylizeyine heparan siilfat proteoglikani ile baglanir(59). Angiopoietinlerin bu
farkli hiicresel lokalizasyonlar1 nedeniyle degisik fonksiyonel aktivitelerde etken olduklar
oOne siiriilmektedir.

Tiel ve Tie2, hemen hemen sadece endotele 6zgii, transmembran protein tirozin kinaz
reseptorleridir. Tiel gen ekspresyonu, endotelyal hiicreleri ile bazi hematopoietik hiicre
dizilerinde sinirlidir. Bununla birlikte Tiel ekspresyonu, yara iyilesmesinde, ovarian
folikiillerin maturasyonunda timor anjiyogenezinde de upregiile olur.

Tie2 daha ¢ok endokardiumda, leptomeninkslerde ve endotel hiicrelerinin gelisiminin
erken donemlerinde belirgin olarak eksprese olur. Dikkat cekici bir sekilde, Tie2 Von
Willebrand faktorden once eksprese olur ve bu da olgun endotel hiicrelerinin embriyonik

onciillerinin belirlenmesinde bir gosterge olabilir. Buna ek olarak, Tie2 ayn1 zamanda bazi
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hematopoietik hiicre dizilerinin alt gruplarinda eksprese olmakta ve bu hiicrelerin kemik iligi
icindeki kaderinin belirlenmesinde de rol oynamaktadir(60).

Tiel ve Tie2 arasinda ¢ok yakin bir benzesim olmasma karsin, Tiel belirgin bir
sekilde anjiyopoietinlere baglanamaz. Ancak, endotel hiicrelerinin anjiyopoietinler tarafindan
uyarilmasi Tiel tirozin fosforilasyonunun indiiklenmesi sonucu olusur(61).

Gen hedefli ¢alismalarda, damar gelisiminin baslamasindan sonraki siirecte, damar
yapisinin yeniden yapilandirilmasinda ve stabilizasyonunda VEGF kadar, Tiel, Tie2, Angl
ve Ang2 nin de gerekli oldugu gosterilmistir. Tie2 gen hedefli embriyolarin, 9,5.giinde
oldiikleri 12,5.giinde ise kardiyak fonksiyonlarin, damar rupturlarinin ve kanama odaklarinin
sekillendigi zlenmistir. Baz1 embriyolarda kalbin meydana geldigi gozlense de, miyokardial
trabekiiler uzantilarin Tie2 eksikligi olan embriyolarda gozlenmedigi ve endokardial
hiicrelerin miyokardiuma zayif bir sekilde baglandigi izlenmistir. Bazi embriyolarda damar
agmin olusumu tamamlanamamakta, embriyo boyunca izlenen kan damarlari, anjiyogenezin
baslani¢ agamasindan sonra, normal yapilarin1 koruyamadiklari ortaya konulmustur(62).

Calismalardan elde edilen veriler, Tie2’nin damar stabilitesinin saglanmasinda ve
endotel hiicrelerinin sagkaliminin artirilmasinda 6nemli bir faktor oldugu anlasilmaktadir.
Tiel gen defektli farelerde, 13,5.giinde Oliimlerin izlendigi, ciddi 6dem tablosunun,
kanamalarin ve hasarli mikrovaskiiler yapilarin oldugu goriilmiistiir. Tiel homozigot defektli
farelerin, endokardial defektleri olan kiiciik bir kalbe sahip olduklari, ancak biiyiik kan
damarlarinin ise normal yapisini korudugu izlenmistir. Hem Tiel, hem de Tie2’den yoksun
olan fare embriyo fenotipleri, Tie2’den yoksun embriyolara benzemektedir, ancak anomalite
yoniinden daha siddetlidir(63).

Yanlis anlamli mutasyonlar sonucu, Tie2 kinaz kismindaki tek bir aminoasitteki yer
degisimi (R849W ve Y897S) bazi kalitsal mukokutane6z venéz malformasyonlardan sorumlu
olabilecegi One siiriilmiistiir. Bu mutasyonlar Tie2 bazal aktivitesini arttirir ve biiyiik, ince
duvarli, vendéz benzeri anormal kanallarin olusumuna neden olurlar. Etkilenen damarlar,
normal venlerle karsilastirildiginda, diiz kas hiicrelerinde disorganizasyon odaklarinin oldugu
izlenmistir(64).

Ang?2 gen hedefli caligmalarda, farelerin normal bir sekilde dogdugu, ancak lenfatik
damarlarda defektlerin olustugu, batinda sil6z asit ve 6demin yani sira retinal damarlarin
yeniden sekillenmesinde bozukluk oldugu bildirilmistir. Farelerden biiyiik bir kisminin da
postnatal 14.glinde 6ldiigii kaydedilmistir. Bununla birlikte intestinal villuslardaki lakteallarin
kayboldugu, lenfatiklerle iliskili olan diiz kas hiicrelerinin kesintiye ugradigi da rapor

edilmistir. Endotel hiicrelerindeki Ang2’nin asir1 ekspresyonu fare embriyolarmin 9,5-10,5.
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giinler arasinda 6lmesine neden olmaktadir. Her ne kadar bu farelerin fenotipik 6zellikleri
Tie2” ve Angl”™ farelere benzese de daha siddetli bozukluklarimin seyrettigi ifade
edilmektedir(65).

2.3.3.2.3.Integrinler

Hiicre adhezyon mekanizmalari, ekstraselliiler matriks boyunca endotel hiicrelerinin
ilermesini saglar ve bu olay yeni kan damarlarinin olusumu igin kritik diizeyde bir 6neme
sahiptir. Gergekte, anjiyogenez siirecinde hem endotel hem de stromal hiicrelerinin sagkalim,
bliyime ve farklilasma gibi fonksiyonlari adhezyon molekiillerini eksprese etmelerine
baglidir(66).

Integrinler, ekstraselliiler matriks igerisinde, bir a ve bir B alt biriminden olusan,
glikoprotein yapisinda, primer hiicre yiizey reseptorleridir(67). Toplam 18a ve 8B alt
birimleri arasinda meydana gelen kovalent baglantilar sonucunda, en az 24 farkl: hiicre yiizey
reseptorliniin olustugu, olusan bu reseptorlerin her birinin hiicre yiizeyi ilizerinde ya da
ekstraselliiler matriks i¢inde yer alan ligandlara baglanabilme kapasitesinde olduklari
bilinmektedir.

Tek bir ekstraselliiler matriks ligandi, birden fazla integrine baglanabilirken (6rnegin,
laminin, alB1l, a2p1, a3B1, a6fl, a7p1’e baglanmas1) tek bir integrin hiicreyi birden fazla
ekstraselliiler matriks proteinine (6rnegin, avB3’iin vitronektin, fibrinojen, Von Willebrand
Faktor ve laminini baglamasi gibi) baglayabilmektedir. Ekstraselliiler matriks proteinlerine
ilaveten, integrinler, matriks metalloproteinazlarin(MMP) ve Vaskiiler Cell Adhezyon
Molekiiller(VCAM) ve Interselliiler Cell Adhezyon Molekiilleri(ICAM) gibi immunoglobulin
tipteki hiicre yiizey adhezyon molekiillerinin baglanmalarini kolaylastirir.

Hem gelisimsel hem de patolojik anjiyogenez mekanizmasinda endotel hiicrelerinin
integrin aracili migrasyonu ve invazyonu onemli bir diizenleyici olarak hizmet gérmektedir.

Bazal membran ve ekstraselliller matriks; hiicresel adhezyonu, proliferasyon,
migrasyon- invazyon, gen ekspresyonu, hiicre sag kalimi ve anjiyogenez ve lenfanjiyogenez
mekanizmalarinda hiicresel yanit i¢cin gerekli olan biiyiime faktorlerinin sinyal iletiminde
gereklidir(67).

Tiimor, yara ya da inflamatuar dokudan koken alan bir anjiyojenik biiylime faktorii,
Ozellikle fibronektin, fibrinojen, vitronektin ve osteopontin gibi esktraselliiler matriks
proteinlerine baglanan alfl, o2B1, a5p1l ve oavp3 gibi integrinlerin hiicre ylizeyinde

upregiilasyonu meydana gelir(68). Anjiyojenik siirecte, genetik ablasyonlarla olumsuz etkileri
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olan ve alB1,a2B1, a4p1 ve a6p4 gibi integrinleri iceren az 9 farkli integrin tanimlanmistir.
a5 integrinde meydana gelen gen hedefli yikimlanma sonucu embriyonik damar yapisinda ve
vitellus kesesinde meydana gelen bir takim defektler embriyonal Gliimlere kadar giden
sonuglar meydana getirmektedir(69). a5B1 veya fibronektinin, antikorlar veya blokaj
peptidleri tarafindan inhibisyonu, anjiyogenezi indiikleyen biiyiime faktorlerini bloke ettigi
gosterilmistir.

Gen hedefli a5 sinifi integrinlerin anjiyogenezi etkiledigi, fakat bunun endotel hiicre
invazyonu ve vaskiler gelisimdeki roliiniin ise daha kompleks oldugu bildirilmektedir.
Yapilan calismalarda avB3’iin proanjiyojenik sinyalleri baski altinda tuttugu iddia edilmistir.
Bu etkilesim ya dogrudan biiylime faktorleri reseptorleri tarafindan ya da hiicre sag kalimi
diizenlenmesi ile gerceklesir. Integrin aracili sinyal mekanizmasina ek olarak, ekstraselliiler
matriks iceriginin de tiimor anjiyogenez mekanizmasinda Onemli rol oynadigi One
stiriilmektedir(70).

Endotelyal ve immiin hiicrelerin yaninda stromal ve tiimor hiicrelerinde yeni
ekstraselliiler matriks proteinleri ve MMP-2, MMP-9 gibi anjiyogenez siiresince yikilmanmis
olan ekstraselliiler matriks proteinlerinin temizlenmesinde ve yeniden olusmasinda gorev alan
matriks metalloproteinazlar iiretilmektedir(71). MMP-2’nin otoproteolitik hemopeksin
fragmanlar1 gibi, matriks metalloproteinazlarin inhibitorleri, anjiyogenez esnasinda birikir ve
hiicrelerin migrasyonunu azaltan asir1 ekstraselliiller matriksin agir1 yikimlanmasia engel
olur. Tiimor ekstraselliiler matriks komponentlerinin matriks metalloproteinazlar tarafindan
yikimlanmasi ve yariklanmasi sadece VEGF ve bFGF gibi anjiyojenik biiyiime faktorlerinin
salimina neden olmaz, ayn1 zamanda anjiyogenez ger¢eklesirken meydana gelen hiicresel
migrasyon ve hiicre sag kalimi i¢in gerekli olan yeni integrin adhezyon bdlgelerinin agiga
cikmasmada olanak saglar. Ornek olarak, fibriller kollajenin, fibronektinin ve laminin
parcalanmasi ile avpB3 ve a3fB1 integrinleri tarafindan tanimlanan kriptik bolgelerin agiga
cikmast sOylenebilir. Bu olay, anjiyogenezde endotelyal hiicre biiyiimesi, farklilasma ve tiip
olusumu icin kritik bir dneme sahiptir(72). avB3 integrini iizerinde en ¢ok yogunlasilan ve
anjiyojenik kan damarlariin da bir belirteci olarak ilk defa tanimlanmis olan integrindir.
Dinlenme halindeki endotel hiicre yiizeyinde avB3 ekspresyonu ya yoktur ya da cok az
diizeydedir. Ancak endotel hiicrelerinin bazi biiylime faktorleri tarafindan uyarilmasi ile yeni
olusan kan damarlarinda asir1 miktarda avf3 ekspresyonu izlenebilmektedir. Bu olay, endotel
hiicrelerinin bu integrini eksprese etmesine olanak saglar ve fibrin, vitronektin, fibronektin,
osteopontin ve diger ekstraselliiler matriks bilesenlerinin endotele yapismasini imkan

tanir(73).
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2.3.3.2.4.Fibroblast Growth Faktor-2(FGF-2,bFGF)

FGF ailesi i¢inde yer alan FGF-2, 18.8 kD agirliginda olup, invitro olarak kapiller
endotel hiicrelerinde proliferasyonu invivo olarakda anjiyogenez iuyardigi bildirilmektedir.
Kiiltiir ortamindaki endotel hiicrelerinde, proanjiyojenik bir karakter sergiledigi, bu hiicrelerde
proliferasyonu uyarip, kapiller benzeri yapilara neden oldugu gosterilmistir. FGF-2 aymi
zamanda ekstraselliiler matriks bilesenleri olan ve kan damarlarinin matiirasyonunda rol
oynayan kadherin ve integrinlerin diizenlenimine de katkida bulunur(74).

Fibroblast Growth Faktor Reseptor-1(FGFR1), FGFR2, FGFR3 ve FGFR4 olmak
tizere 4 adet FGF reseptor kinaz tanimlanmis olup, FGF-2‘nin bu reseptorlerin hepsine
baglanabilme kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir(75). Diger taraftan FGFR1 daha az
sikliklada FGFR2(76) endotel hiicrelerinden eksprese olurken FGFR3 ve FGFR4’iin
ekspresyonunu gosteren bir ¢alisma heniiz bildirilmemistir(76).

FGF-2 temelde, in vitro sartlarda, ekstraselliiler matriks i¢inde yer alirken, in vivo
olarak damar endotelinin altinda yer alan bazal membranda eksprese olur. Pek ¢ok
farmakolojik ve genetik ¢alisma, VEGF’iin hem fizyolojik hem de patolojik anjiyogenezde
anahtar rol oynadigini gostermekte, FGF’in de, VEGF ile ¢ok yakin iliskide oldugunu
bildirmektedir. Ornegin murin embriyo eksplantlarinda VEGF ile tetiklenen tiip olusumunun
endojen FGF etkinligi altinda da meydana geldigi one siiriilmektedir(77). Diger taraftan,
kiltir ortamindaki endotel hiicrelerinde meydana gelen transkripsiyonal degisiklikleri
inceleyen c¢alismalarin  VEGF ve FGF-2’nin  bu transkripsiyonel degisikliklerin
diizenlenmesinde gorev aldigim1 ortaya koymaktadir. Gergekte, FGF ve VEGF’in c¢esitli
anjiyogenez modelleri {izerindeki etkileri sinerjik olabilmektedir(78). Cesitli deneysel
caligmalardan elde edilen bulgular, FGF-2’nin anjiyogenezi indirekt olarak VEGF/
VEGFR’leri araciligiyla etkiledigini gostermektedir. VEGFR2 antagonsitleri sadece VEGF i
degil, ayn1 zamanda FGF-2 ile uyarilan anjiyogenezi de inhibe eder(79). Dominant negatif
FGFR1 yada FGFR2 ‘nin glioma hiicrelerindeki ekspresyonu, VEGF downregiilasyonuna
paralel olarak buradaki anjiyogenezi azaltir. Endojen ve eksojen FGF2 endotel hiicrelerinde
VEGF ekspresyonunu diizenler. Fare kornealarinda, dinlenme halindeki limbus damar
endotelinde VEGF ekspresyonu sadece FGF2 ve sistemik anti-VEGF tedavisi verildikten
sonra FGF2 ile indiiklenen anjiyogenezde tedricen bir azalma oldugu gosterilmistir(80).

Pek c¢ok patolojik durumda, inflamasyon FGF2 bagimli anjiyogenezi uyarabilmektedir.
Mast hiicreleri mononiiklear fagositler, CD4" ve CD8" T lenfositleri gibi inflamatuar hiicreler

FGF2 ekspresyonu yaparlar(74). inflamatauar mediatérler endotel hiicrelerini aktive edip, bu
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hiicrelerin FGF2 iiretip aktive etmesini saglayabilir, otokrin olarak da anjiyogenez uyarilmis
olunur. inflamatuar yanit cogu zaman hipoksi ve hiicre hasarina neden olmaktadir. Hipoksi
FGF2 iiretimini, endotel ve perisit hiicrelerinde upregiile eder(81). FGF2 korneanin hiicreden
yoksun tabakalarinda yer alan reseptorlerine baglanir. Diger taraftan yeni olusan kan

damarlarinin bazal membranlarinda da degisen derecelerde tutulum izlenir(82).

2.3.3.2.5.Platelet Derived Growth Factor(PDGF)

Platelet derived growth faktor(PDGF) 1970 1i yillarin son donemlerinde, platelerden
mezengimal kok hiicrelerini uyaran bir faktor olarak saflagtirilmistir. Bundan sonraki 10-15
yil igerisinde, yapilan calismalarda PDGF’in 2 tane(A ve B) geni oldugu, bu iki gen
kombinasyonu ile ¢ tip (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-AB) PDGF varlig1 6ne siiriilmiistiir(83).
Iki bin y1linda, ii¢ ayr1 ¢alisma tarafindan bu ailenin bir iiyesinin(PDGF-C) daha varlig1 ortaya
konulmus olup(84), izleyen yil i¢inde yapilan bir calismada da, PDGF-D besinci iiye olarak
ailedeki son yerini almistir(86). Bu aile iiyelerinden, PDGF-B’nin X-ray yapisal analizinde,
VEGF’e olan benzerligi dikkat ¢ekicidir(85). Su ana kadar PDGF aile tiyelerinin baglandigi,
toplam 3 adet PDGF reseptorii tanimlanmustir. Iki tane gen tarafindan kodlanan PDGF
reseptorleri, PDGFRa, PDGFRPB ve PDGFRaf olarak tanimlanmislardir. PDGF-B, her fi¢ tip
reseptore de yiiksek afinite gdstermekte iken ¢ogu calisma, PDGF-D’nin sadece PDGFRf’ye
baglandigini 6ne siirmektedir. Benzer sekilde PDGF-A, PDGFRa’ya 6zgii iken, PDGF-C ve
PDGF-AB’nin ayn1 6zellige sahip oldugu, PDGFRa ve PDGFRofB’y1 aktive ettigi
bildirilmistir(86).

Son c¢aligmalar PDGEF’lerin, anjiyogeneze katkida bulunan kemik iligi kdkenli
hiicrelerin gelisimi i¢in énemli bir faktor oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle PDGF-C nin
basta tiimor anjiyogenezi lizerinde etkilerinin oldugunu 6ne siiren ¢calismalar mevcuttur(87).

PDGF-C, ovaryum, plasenta ve embriyonal dokular gibi anjiyojenik kapasitesi yiiksek
olan dokularda, asir1 bir sekilde tiretilmektedir(80). Ger¢ekte, PDGF-C’nin pek ¢ok organ ve
dokuda anjiyojenik etkisi izlenmektedir. Buna ilaveten PDGF-C’nin anjiyojenik etkisi aortik
cember, koryoallantoik membran ve korneal anjiyogenez modellerinde VEGF ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu biiylime faktoriiniin anjiyojenik etkisinin 6zellikle
endotel prekiirsor hiicreleri, kemik iligi hiicreleri ve olgun vaskiiler hiicrelerin iizerinde
proliferatif, migratif ve differensiyatif diizeyde oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda, koroid,
retina, ve korneal anjiyogenezde cesitli hiicreler lizerine etki ederek, oldukca kritik roller

iistlenir(89).
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PDGF-C’nin tiimdr anjiyogenezindeki rollinli arastiran ¢aligsmalarda, pek ¢ok tlimor
tipinde VEGF inhibisyonu saglansa bile PDGF-C ekspresyonundaki artigin yeni damar
gelisimi ile paralel seyrettigi ortaya konulmustur(90). Bu bulgular, PDGF-C’nin, VEGF
aktivitesine bagimsiz bir anjiyojenik etkisinin oldugunu gdstermektedir. Hem anti-PDGF-
C’nin hem de anti-VEGF antikorunun kombine kullanilmasi, tek basina kullanilan anti-VEGF
antikoruna nazaran timor anjiyogenezinin inhibisyonunda daha etkili oldugu bildirilmektedir
(87). Bununla birlikte VEGF ile uyarilan damar gecirgenliginin artmasinin aksine PDGF-C’yi
asir1 eksprese eden tiimdrlerin vaskiiler permeabilitesinin azalmasi her iki growth faktoriin
anjiyogenez mekanizmasi sirasinda, birbirinden bagimsiz olarak etkidigi sonucunu doguran

kayda deger onemli bir bulgu olarak literatiire ge¢cmistir(91).

2.3.3.2.6.Epidermal Growth Faktor(EGF)

Amino asit dizilim analizleri EGF’nin 53 aminoasit ve 6 sistein rezidiisiine sahip
kiiciik bir peptid oldugunu gostermektedir. Sistein rezidiileri, EGF igerisinde 3 adet
intramolekiiler disiilfit bag1 olusturur ve bu baglar EGF’nin biyolojik aktivitesi i¢in oldukga
onemlidir(92).

Bugiine kadar yaklasik 11 farkli EGF benzeri polipeptid tanimlanmistir, EGF ile
birlikte bunlar EGF biiytime faktorleri ailesini olustururlar. Bu faktorlerden her birinin en az
bir disiilfit bagi EGF’deki yapiya benzerdir. EGF ailesi TGF-3, amfiregulin(AR), Heparin
bagli EGF(HB-EGF), Epiregulin(EPR), Betasellulin(BTC), Nororegulin-1,2,3,4., ve
teratokarsinoma kokenli biiyime faktorii (Cripto-1) gibi biiyiime faktorlerinden olusmustur.
EGF baslangigta fare tiikriik bezlerinden elde edilmis, korneada yara iyilesmesini hizlandirici
bir etken olarak tanimlanmis, ancak daha sonraki c¢alismalarda bu faktoriin pekgok hiicre
tizerinde farkli etkilerinin oldugu saptanmistir(93).

Epidermal Growth Faktor Reseptorleri(EGFR) ayni zamanda ErB1 ya da Human
Epidermal Growth Faktor Reseptorleri (HER) olarak da adlandirilan , transmembran reseptor
tirozin kinaz yapisindadir. Bu reseptor ailesi birbiriyle iligskili olan EGFR
(ErbB1/EGFR/HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) olmak iizere 4
tip reseptor icermektedir. Bu resepetorler, bir ekstraselliiler ligand baglanan bolgeye, bir
transmembran bolgeye, diizenleyici karboksil terminal segmentin yer aldigi intraselliiler
tirozin kinaz bolgelerinden olusmus transmembran glikoprotein gibi yapilardan meydana
gelmistir. EGFR’nin ekstraselliiler kismindaki N ucuna EGF, TGF-a ve amfiregulin gibi
farkl ligandlar baglanabilir.Bu baglanma sonucunda, hem reseptorde

dimerizasyon(homodimerizasyon), hem de diger EGFR’ler de (heterodimerizasyon) oldugu
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goriiliir(94). Dimerizasyon ile EGFR’nin intraselliiler tirozin kinaz reseptorleri aktive edilerek
intraselliiler otofosforilasyon ve hiicre i¢i olaylarin baslamasi saglanir. Bu olaylarin etkisiyle
ve adaptor reseptorlerin devreye girmesiyle, cesitli intraselliiler substratlarin, fosforilasyonu
ve smirlanmasi gergeklesir. S6z konusu bu hiicre i¢i olaylar igerisinde, Ras—Raf~-MAPK
Oonemli bir sinyal yolag1 olarak gorev alir. Ras sisteminin indiiksiyonu, MAPK, ERKI1 ve
ERK2’nin kompleks fosforilasyon kaskadini aktive eder. ERK1 ve ERK2 hiicre sag kalima,
proliferasyonu, migrasyonu ve mutasyonun diizenlenmesinde gerekli olan transkripsiyon
molekiiliiniin sentezinden sorumludur. Diger bir hedef PI3K ve serin/treonin kinaz Akt
molekiillerinin biliylime ve proliferasyonu, gen aktivasyonunu ve apoptozis gibi farkli
biyolojik olaylarin kontroliinde gérev almasidir. Bir diger hedef, protein kinaz C ve Jak/Stat’1
iceren stres ile aktiflenen protein kinaz yolagidir. Bu sistemlerin aktivasyonu ile hiicre
boliinmesi, motilite, invazyon, adhezyon, hiicresel onarim ve hiicre sag kalimi gibi cesitli
hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde gorev alan ¢esitli transkripsiyon programlarinin devreye
girmesi gerceklesir(95). Sinyal gecisinden sonra hiicre ylizeyinde reseptorler ya internalize
olurlar ya da rejenere edilirler. EGFR normal ve malign epitelyal hiicrelerde eksprese edilir ve
tiimor biolojisinde 6nemli rol oynar. Gergekte, proliferasyonu, metastazi, anjiyogenezi ve

apoptozis inhibisyonununda gorev almaktadir(96).

2.3.3.2.7.Matriks Metalloproteinazlar

Tiimor ile iligkili anjiyogenez mekanizmasinda temelde, daha 6nce var olan damardan
ayrilan bir endotel hiicresinin uyarilmasi ve timor dokusuna dogru migrasyonu soz
konusudur. Ancak, bazi timor tiplerinde, siklikla kemik iligi kokenli ve dolasimdaki endotel
hiicre prekiirsorlerinin timoér damar gelisimine katkida bulunabilecegi One siiriilmiistiir.
Endotel hiicrelerinin bazal membrana invazyonu ve ekstraselliiler matrikse adhezyonu, timér
hiicrelerinin invazyon ve adhezyon mekanizmalarina biiyiik benzerlik gostermektedir(97).

Bu degisiklikler meydana gelirken ekstraselliiler matriks icinde bir takim
yikimlanmalar olusur ve bu yikimlanmalardan biiylik 6lglide sorumlu tutulan proteazlarin
basinda matriks metalloproteinazlar (MMP) gelmektedir. MMP ailesi iiyeleri hiicre yiizey
reseptorleri ve adhezyon molekiilleri dahil ekstraselliiler matriks komponentlerini yikma
kapasitesine sahiptir(98).

MMP ailesinin ¢ogu liyesi ve birkag istisna disinda MT-MMP’lar inaktif pro-enzimler
olarak sentezlenip salgilanirlar. Salgilanan bu pro-MMP’ler ekstraselliiler olarak, serin veya

metalloproteinaz aracili yariklanma ile pro kisimlarindan ayrilirlar(99).
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MMP ailesinin tiimdr c¢evresindeki proteolitik aktivitesi i¢in en az 2 adet endojen
inhibitore ihtiyag duyulur. Bunlar igerisinde 6zellikleri ortaya konlup daha fazla bilgi sahibi
olunan Tissue Inhibtory Matriks Metalloproteinazlar(TIMP) lardir. TIMP ailesi kiiciik
molekiiler agirliga sahip olan 4 {iye icermektedir(98).

MMP inhibitorlerinden ikinci olarak anjiyojenik yaniti diizenleyen membran ile iligkili
MMP inhibitérii RECK adiyla bilinir. RECK, MMP-2, MMP-9 ve MT1-MMP gibi MMP
ailesi liyelerinin etkilerini inhibe eder. RECK-mutasyonu olan farelerin 10,5.giinde vaskiiler
defektlerden dolay1 6ldiikleri saptanmistir(100,101).

Anjiyojenik faktorler tarafindan endotel hiicrelerinin uyarilmasi ve 0&zellikle bu
hiicrelerde MMP-2ve MT1-MMP’lerdeki ekspresyon artis1 dikkat ¢ekmektedir. Ancak tiimor
anjiyogenezinde MMP’lerin rollinii arastiran genetik caligmalarda, endotel hiicrelerinin
dogrudan MMP iiretmedigi sonucuna varilmistir. Ornegin, MMP-9 ekspresyonunda,
MMP’nin anjiyojenik baslangi¢ i¢in kritik 6neme sahip oldugu ortaya konulmustur. Bu
mekanizmanin 6zellikle MMP-9’un matrikse bagli olan VEGF-A’y1 anjiyojenik alana dogru
mobilize etmesinden kaynaklandigi vurgulanmaktadir. Diger taraftan MMP-9 perisit
hiicrelerinin endotel etrafinda dizilimi i¢in stromadan da sentezlenmektedir (102). Timor ile
iligkili anjiyogenezin baslangi¢ donemlerinde, damar gecirgenliginde bir artis meydana
gelmekte, bu da temelde trombinden olusan matriks birikimine ve subendotel bazal
membranin yikimlanmasina neden olmaktadir(103). Bu nedenle tiimor mikrogevresindeki
endotel hiicreleri tiimor anjiyogenezi gergeklesirken pek cok tipte ECM ile karsilasmaktadir
(104). Yapilan invivo ve invitro ¢alismalarda, fibrinolizisin sadece fibrinolitik/plazminojen
aktivator sistemden degil aym1 zamanda endotelyal MMP’ler araciligiyla da oldugu
bildirilmistir. Ayrica, MT1-MMP’nin kollajenaz aktivitesi, endotel hiicresinin kollajenden
zengin matriks i¢indeki hareketinden dolay1 anjiyogenezde dnemli bir yere sahiptir(105).
MT-1-MMP, TIMP2 varliginda MMP-2’yi aktive ederek, timdr mikrogevresinde Tip-1
kollajeni ve diger kollajenleri dogrudan parcalar. MT1-MMP ve MMP-2 ve MMP-9’un
proteolitik aktivitesi hep birlikte erken donem tiimor anjiyogenezindeki olaylar meydana
gelirken diimen vazifesi gorerek anahtar rol oynar(104). Bu nedenle, pek ¢ok calisma tiimor
anjiyogenezinde, MMP-9’un VEGF’i mobilize etmesi ve MT1-MMP’nin endotel hiicrelerinin
invazyonunda rol almasindan 6tiiri MMP’lerin 6nemini vurgulamaktadir. Bu konu ile ilgili
yapilan c¢ogu calisma, MMP’lerin endotel hiicrelerinin invazyonunda, bazal membran
yikimlanmasinda, gorev aldig1 vurgulamaktadir(106). MMP’lerin aktivasyonu, bunlarin ECM
proteinlerini yikimlayip, metabolize ederek, anjiyostatin ve endostatin gibi antianjiyojenik

proteinlerin agiga ¢ikmasina olanak saglayarak antianjiyojenik etki de gosterebilmektedirler.
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Bunlar, prekiirsorleri olan, plasminojen ve tip XVIII kollajenden iiretilirler. Ornegin MMP-9,
tip IV kollajenden farklanan antianjiyojenik bir peptid olan tumstatinin olugsmasinda gorev
alir. Tumstatin hem tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu hem de anjiyogenezi inhibe eder.
Yine dikkatlerin ¢ekilmesi gereken bir diger nokta da tumstatinin yapisinda yer alan a3p1
baglanma bolgesi, thrombospondin gibi ilk dogal olusan anjiyogenez inhibitoriinde de yer

almasidir(107).

2.4.Korneal Anjiyogenez
2.4.1. Giris

Korneal avaskularite, korneal saydamlik agisindan ne kadar 6nemli ise, korneal
saydamlikta 1yi goriis agisindan 6nemlidir. Bu yiizden yiiksek organizasyonlu organizmalarda
kornea hem vaskiiler hem de lenfatik damarlardan yoksundur(108).

Bununla birlikte ¢esitli hastaliklarda ve cerrahi girisimlerde, limbusta yer alan kan
damarlarinin  korneanin  sentraline dogru biiylimesi sekillenebilmektedir. Korneal
damarlanmasi, gorme keskinligini ciddi bir sekilde azaltabilir ve korliige neden olabilir.
Gergekte, korneal anjiyogenez, korneal korliigiin (trahom) nedeniyle iliskiliyken, infeksiyoz
korligiin bat1 iilkelerinde (herpetik keratit) ile iligkilidir. Yillardir invivo olarak anjiyogenez
mekanizmasinin profilini ortaya koyma adina yapilan model ¢alismalarin aksine, son yillarda
insan korneasinin normal avaskiiler yapisini nasil koruduguna yonelik caligmalar iizerinde son

donemlerde ¢aligmalar yapilmaktadir(110).

2.4.2.Korneal Avaskiilarite Mekanizmasi

Anatomik pozisyonundan dolayi siirekli olarak ¢ok sayida mindr inflamatuar etkene
dolayisiyla anjiyojenik uyarana maruz kalmasma ragmen kornea, avaskiiler yapisini
koruyabilmektedir. Refraktif cerrahi gibi ciddi travmalardan sonra bile, diger dokularin aksine
kornea dogrudan anjiyojenik olarak yanit vermez. Korneal avaskiilaritenin bu sekilde
korunmas1 korneal anjiyojenik ayricalik olarak tanimlanmaktadir(110). Korneal anjiyojenik
ayricalik sadece gorme keskinliginin saglanmasinda degil, ayni zamanda keratoplasti
sonrasinda immun reddin olusmasina da engel olur(109). Genel olarak, anjiyogenez veya
anjiyogenez inhibisyonu, proanjiyojenik ve antianjiyojenik faktorler (Tablo-1) arasindaki
dengeye baghdir. Eger denge proanjiyojenikler yoniinde ilerlerse anjiyogenez baslar.
Korneada, normalde, denge antianjiyojenik yoniinde oldugundan dolayir avaskiiler yap1
korunmaktadir.  Gergekte, pigment epitelium derived biiyiime faktorii(PEDF),

thrombospondin 1 ve 2, antianjiojenik matriks yariklanma iirlinleri olan anjiostatin ve
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endostatin gibi ¢esitli antianjiyojenik faktorler, korneada tanimlanmistir. Bu antianjiyojenik
faktorlerin stratejik olarak daha ¢ok Descemet ve Bowman membranlarinda lokalize oldugu

bildirilmektedir(108).

2.4.3.Korneal Aniyogenez Mekanizmasi

Folkman’a gore herhangi bir dokuda ya da durumda anjiyogenezin olup olmayacagini,
anjiyojenik ve antianjiyojenik faktorler arasindaki denge belirlemektedir. Eger denge
anjiyojenik biiylime faktorleri lehine kayarsa o zaman damar gelisimi sekillenir, aksi yonde
olursa anjiyogenez baslamaz. Son yillarda basta VEGF ailesi olmak iizere pek ¢ok anjiyojenik
biiyiime faktoriiniin yaninda PEDF, trombospondin, anjiyostatin, endostatin gibi anjiyogenez
inhibitorleri son yillarda tanimlanmistir. Patolojik anjiyogenez ve lenfanjiogenez ¢ogunlukla
inflamasyona bagl sekillenen hipoksi ya da limbal bariyer defektinin bozulmasi sonucu
sekillenir(108,110). Korneal anjiyogenez ile iligkili klinik tablolarin basinda, keratitler
(herpetik, bakteriyel), kontakt lens kullanimi, kalitsal ya da sonradan sekillenen limbal
yetmezlik (cogunlukla kimyasal yaniklarda) gelmektedir. VEGF ailesi biiyiime faktorlerinin
hem korneal anjiyogenezde hem de lenfanjiyogenezde anahtar rol oynadiklar1 One
stiriilmiistiir(108). Anjiyojenik biiylime faktorlerinin salinimi, genelde inflamasyona ve
inflamatuara sitokinlere bagli olarak (keratitis) veya hipoksiye (kontakt lens kullanimina)
bagli olarak meydana gelir. Filizlenme anjiyogenezinin genel mekanizmasi burada da gegerli
olmaktadir. Once olarak vazodilatasyon sekillenir, daha sonra ekstraselliller matriks
yikimlanir, endotel hiicrelerinde mitotik aktivite artar, ve anjiyojenik uyarana dogru go¢

baslar ve yeni damar olusumu sekillenmis olur.
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Anjiyojenik Faktorler

Antianjiyojenik Faktorler

Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor Anjiyostatin
Fibroblast Growth Faktorii-2 Endostatin
Transforming Growth Faktor-a Thrombospondin

Transforming Growth Faktor-3

MMP-doku inhibitdrii

Insiilin like Growth Faktorii Arresten
Integrinler Canstatin
Matriks Metalloproteinazlar Tumstatin

Platelet Derived Growth Faktor

Tumor Necrosis Faktor-o

Leptin

Anjiyojenin

Interlokin-4
Interlokin-13
Prolaktin

Tablo.1: Anjiyojenik ve antianjiyojenik molekiiller(111).

2.4.4. Korneal Anjiyogenezin Yaygin Nedenleri

Korneal anjiyogeneze neden olan durumlar, altinda yatan mekanizmaya gore, ii¢

kategoride toplanabilir(112).

1.Ciddi inflamasyona neden olan hastaliklar

2.Hipoksiye neden olan hastaliklar, kontakt lens kullanimi1

3.Kalitsal veya sonradan antianjiyojenik bariyerin hasara ugramasi.

Buna ilaveten, sekonder olarak da korneal anjiyogenezin meydana geldigi durumlar
vardir. Ozellikle korneal cerrahilerde, korneal suturlarin alinmasinda (keratoplastiden, korneal

yaralarin onarilmasindan ve blok eksizyondan sonra) esnasinda sekonder korneal anjiyogenez

sekillenebilir(113).

2.4.5.Korneal Anjiyogenezde Klinik Bulgular

Korneal anjiyogenez, avaskiiler bir yapida olan korneada sadece damarlarin fiziksel
varhigiyla degil, ayn1 zamanda bu damarlar olusurken meydana gelen sizintilarla birlikte
gorme keskinligini azalmaktadir. Su sizmasindan dolayr korneal 6dem sekillenir,lipid
sizmasindan dolayr da lipid keratopatolojisi sekillenir, ayrica intrastromal veya subepitelyal

hemoraji de izlenmektedir(114).
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2.4.6.Korneal Anjiyogenezde Antianjiyojenik Tedavi

Korneada antianjiyojenik tedaviyi li¢ kisimda kategorize etmek miimkiindiir(115)
1. Anjiyostatik/Antianjiyojenik tedavi (yeni kan damarlarinin olusumunu engellemeye
yonelik olan klasik antianjiyojenik yaklagimdir.)
2. Anjioregressif tedavi (olusmus olan patolojik damarlarin regresyonuna yonelik yapilan
tedavidir)
3. Anjiyooklusiv tedavi (0zellikle kornea cerrahisinden once gecici olarak fonksiyonel
okluzyon yapilan bir tedavi yontemidir)

Simdiye kadar spesifik bir antianjiyojenik tedavi yontemi ortaya konulamamaistir. Cok
sayida spesifik antianjiyojenik ila¢ faz-1I ve faz-1II klinik deneme asamasindadir(114).

Korneal anjiyogenezi Onlemeye yonelik olarak kullanilan ilaglar sadece indirekt
antianjiyojenik etkilere sahiptirler. Topikal steroidler ve siklosporin A, anjiyogenezi
indiikleyen inflamatuar etkileri baskilar. Gli¢lii ve dogrudan bir antianjiyojenik mekanizmaya
sahip olmadiklart i¢in, kullanimlar1 sinirlidir(113). Simdiye kadar alternatifleri olmadig1 igin
hala topikal antianjiyojenik tedavide kullanilmaktadir. Amniyotik membran transplantasyonu
ve amniyotik membran supernatantinin bile antianjiyojenik etkisinin oldugu gosterilmistir.
Bunun antilenfanjiyogenetik etkisinin olup olmadigi ise bilinmemektedir. Korneal
anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi inhibe etmedeki yogun wugrasilar direkt olarak
antianjiyojenik ajanlar ve mekanizmalar lizerinde olmustur. Bugiine kadar FDA tarafindan

onay almis tek antianjiyojenik ilag bevacizumabtir(114).

2.5.Bevacizumab

2.5.1.Genel Ozellikleri

VEGF’e karsi ilk olarak 1993 yilinda fareden elde edilen monoklonal antikorlarin
cesitli in vivo kanser hiicre serilerindeki umut verici diizeydeki noétralize etkileri
bevacizumabin gelismesine neden olmustur. Daha sonra, bevacizumab’in kemoterapdtiklerle
olan kombinasyonun ¢esitli kanser tiplerindeki klinik aktivitesi ortaya konulmustur. 2004
yilinda FDA tarafindan da onaylanmigtir.

Bevacizumab, VEGF’e kars1 iiretilmis, humanize monoklonal IgG1l tipte bir
antikordur. Spesifik olarak, insan VEGF-A’nin biitiin major izoformlarini tanir ve inhibe

eder(116).
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2.5.2.Etki Mekanizmasi

Pek c¢ok c¢alisma, c¢esitli timor tiplerinde tiimoriin ilerlemesi, biiylimesi ve
metastazinda anjiyogenezin olduk¢a belirgin bir rol oynadigini bildirmektedir(117).
Bevacizumab’in VEGF yolagini inhibe ettigi pek c¢ok invivo ve invitro modellerde
gosterilmistir(118). Ilacin etkileri damar endotel hiicrelerinde ve mevcut tiimdrlerdeki
damarlarin regresyonunda, yeni damar olusumunun engellenmesinde ve tiimdr damarsal
yapisinin normalizasyonunda goriilmektedir (119). Tiimoriin damar yapisinin normallesmesi,
tiimor hiicrelerinin damar duvarindan gegisini azaltabilecegi, dolayisiyla metastaz riskinde
azalmaya neden olabilecegi bildirilmektedir. Anormal timor mikrodamarsal yapist her birinin
kani tiimoriin diger kisimlarina tasidigr yiiksek damar yogunlugunun heterojen dagilim
gosterdigi alanlara, genis c¢apli damarlara ve zayif damarlara neden olabilir. Timor
icerisindeki kan akiminin normalizasyonu, bevacizumab verilmesinin ardindan azalan
intratumoral basing ya da intersisyel sivi basincindan kaynakli olarak meydana gelmesi,
bevacizumabin sitotoksik ilaclarla birlikte verilmesinde etkinligi artirir. Bevacizumab kan
akiminin artmasina neden olur ve ayni zamanda radyasyon (tiimor mikrogevresindeki oksijeni
artirarak), kiicliik molekiil hedefli terapi ve immunterapi (immun hiicrelerin fonksiyonlarini
yerine getirmesi i¢in gerekli olan daha fazla oksijen ve besin) gibi diger terapdtik

uygulamalarin etkinligini artirir(118).

2.6.Cetuximab
2.6.1.Genel Ozellikleri

Cetuximab (IMC-C225, Erbitux ImClone Systems Inc.,.New York kimerik, insan-
murin  kokenli EGFR’nin ekstraselliiler kismina baglanan IgGl monoklonal bir
antikordur(120). Her bir ¢ift zincir, sirasiyla 449 ve 214 aminoasitten olusan iki agir ve iki
hafif zincir olmak iizere toplam 152-kDa agirliginda olup, birbirlerine kovalent ve non-
kovalent baglarla baglanirlar. Cetuximabin EGFR’ye baglanma afinitesi, endojen ligandlardan
yani EGF ve Transforming Growth Faktor-a(TGF-a) dan daha yiiksektir. Bu baglanma ile
birlikte reseptor tirozin kinaz ve bununla iligkili olan MAPK, PI3K/Akt ve Jak/Stat yolagini
inhibe eder(121).
2.6.2.Etki Mekanizmasi

Cetuximabin antitumoral aktivite mekanizmalarinin ¢cok sayida oldugu one siirtilmekle
birlikte bu mekanizmlarin nasil gelistigi henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
mekanizmalar icerisinde, EGFR tirozin kinaz aktivitesinin dogrudan inhibisyonu, hiicre

siklusunun inhibisyonu, anjiyogenez, invazyon ve metastaz, pro-apoptotik molekiillerin
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aktivasyonu sayilabilir(122). Bununla birlikte, cetuximab antikor bagimli hiicre aracili
sitotoksisiteyi (ABHS) indiikleyebilir. Farkli caligmalar cetuximabin farkli timor hiicre
serilerinde, hiicre siklusunun durmasina ve bir takim hiicrelerin apoptozise dogru gitmelerine
neden oldugunu one slirmektedir. Yapilan bir caligmada biiyiime faktorleri uygunlugu ve
CDK aktivasyonu arasindaki iliski gdzden gecirilmis, insan DiFi kolon adenokarsinom
hiicrelerinde cetuximab aracilit EGFR blokajinin hiicre siklusunun G1 fazinda durmasina
neden oldugu one siirulmiistiir(123). Pek ¢cok ¢alisma paralel bir sekilde cetuximabin tiimor
hiicrelerinde  VEGF, bFGF ve IL-8 gibi anjiyojenik faktorlerin iiretimini azalttigini
bildirmektedir. Anjiyojenik biiylime faktorlerindeki azalma, insan tiimor ksenograftlarindaki
mikrodamar yogunlugundaki belirgin diisiis ile birlikte apoptotik endotel hiicrelerindeki artis
gibi bulgular cetuximabin antianjiyojenik etkisini ilk olarak ortaya koymustur(14). Biitiin bu
sonuglar, diger timor hiicre serilerinde yapilan ¢alismalar tarafindan da desteklenmistir. Bu
calismalardan birinde, idrar kesesinden elde edilen 253J B-V insan transisyonel karsinom
hiicreleri {lizerine in vitro cetuximabin etkileri izlenmistir. S6z konusu ¢aligmada, transisyonel
karsinom hiicreleri tarafindan VEGF protein ve mRNA ekpresyonunun yaninda bFGF ve IL-8
bliylime faktorlerinin {iretiminin inhibe oldugu 6ne siirlilmiistiir(124). Bir diger calismada
hem in vivo hem de in vitro insan BBSHK hiicreleri kullanilarak cetuximabin etkileri rapor
edilmistir. Anjiyogenez ile iligkili olarak in vitro cetuximab uygulamasi sonucu, human
umblikal ven endotel hiicrelerinde(HUVEC) hiicre-hiicre etkilesiminde azalma ve tiip
olusumunda kesintiler oldugu gdzlenmistir. In vivo tiimoér ksenograft anjiyogenez modeli
kullanilarak, sistemik verilen cetuximabin hem kapiller damar sayisini azaltarak tiimor
gelisimini azaltarak, hem de tiimoér icine dogru damar gelisimini inhibe ettigini
bildirmislerdir. Bu sonuglar birlikte ele alindiginda, cetuximabin tiimor hiicre serilerinde
anjiyogenezi baskilayan ciddi bir faktor oldugu gézlenmektedir. Pek¢ok tlimdr dokusu iginde
yer alan endotel hiicrelerinin EGFR ekspresyonu gosterdigi bildirilmektedir. Endotel hiicreleri
tizerindeki EGFR aktivasyonu, hiicrenin proliferasyonunu uyarmaktadir. Bununla birlikte,
EGFR inhibisyonun endotel hiicrelerinin apoptozise gitmelerini ve anjiyogenezisi gerilettigi
One siirtilmiistiir(125). Bu sonuglar 1s1ginda, tiip olusumunun kesintiye ugramasinda
cetuximabin dogrudan endotel hiicrelerini etkileyebilecegini one siirmektedir. VEGF ve IL-8
immatur endotel hiicreleri i¢in yasamsal faktorler olarak gorev alirlar ve endotel hiicrelerini
apoptozisten koruyup, bevacizumab ile indiiklenen azalmis VEGF iiretimi, endotel
hiicrelerinin apoptozisini artirip, anjiyogenezi diistirebilir. EGFR sinyal yolaginin VEGF, IL-8
ve bFGF sentezini nasil diizenlendigine iligskin bilgiler heniiz tam olarak anlasilamamissa da,

EGFR’nin, EGF veya TGF tarafindan regiile edildigi acgik¢a bilinmektedir. VEGF
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transkripsiyonu, AP-1 baglanma bolgesinin dort bolgesi ve bunun tesvik edici kismi
tarafindan artirilir. AP-1 bolgesi ayn1 zamanda bFGF ve IL-8’in tesvik edici bdlgelerinde yer
alir. EGFR aktivasyon sinyalinden hemen sonra, Ras ve Raf aktive edilir, bunun sonucunda
cfos ve c-jun fosforilasyonu sekillenip, AP-1 aktivitesinin artmasimna neden olur. AP-1

aktivitesindeki bu artis VEGF ve IL-8 iiretiminde artisa neden olur(126).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Calismaya, Dicle Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu(DEHEK) tarafindan
onay alindiktan hemen sonra baglanmistir(18.06.2009/17). Calismamizda kullanilan biitiin
deney hayvanlart Dicle Universitesi Saghk Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkez
(DUSAM)’inden temin edildi. Ratlarin gruplandirilmas1 Tablo.2’de gbosterildigi sekilde
yapildi. 28 adet 250-300 gr. agirliginda Spraque-Dawley erkek rat kullanilarak, 4 esit gruba
ayrildi(n:7). Sag gozlere Tablo.2’de gosterilen miktar ve siklikta ilaglar(Sekil.2) uygulandi.

Ratlarin sol gozleri ise sham grubu olarak kullanildi.

Gruplar Hayvan Sayisi Verilen ila¢ Dozu Verilis Sekli Verilis S1ikhig1
ve Zamani
Kontrol Grubu 7 Serum 0.15ml Subkonjuktival 1,4 ve
Fizyolojik 7.giinlerde
Bevacizumab 7 Bevacizumab 0.05ml/1.25 mg  Subkonjuktival 1,4 ve
Grubu 7.gilinlerde
Cetuximab 7 Cetuximab 0.1ml/ Smg/kg  Subkonjuktival 1,4 ve
Grubu 7.giinlerde
Bevacizumab 7 Bevacizumab 0.1ml Subkonjuktival 1,4 ve
+Cetuximab + Cetuximab Cetuximab+ 7.giinlerde
Grubu 0.05ml
Bevacizumab

Tablo.2: Calismada yer alan deney hayvanlarinin gruplandirilmasi, verilen ilaglarin siklig1 ve
dozu.

3.2. Alkali Yamik Modelinin Olusturulmasi ve Deney Prosediirii

Deneyde kullanilan ratlarin sag gozleri uygulama kapsamina dahil edilip, sol gozler
sham grubu olarak kullanildi. Genel anestezi Ketamine HCl (60mg/kg) ve Xylazine HCl
(5mg/kg) kombinasyonun intramuskuler uygulanmasiyla saglandi(129). Sag gozlere, lokal
anestezi saglamak amaciyla Proparacaine HCI (%0.5, Alcon, Belgium) iki damla damlatildi.
Kurutma kagidi ile lokal anestezi saglanan gozlere 8sn siire ile glimiis nitrat(%75 glimiis
nitrat,%25 potasyum nitrat) ¢ubugu kullanilarak kornealar sentralden yakilip, alkali yanik
modeli(128) olusturuldu(Sekil.3). Ardindan 30 ml serum fizyolojik ile irrigasyon yapilip,

gozlerin yikanmasi saglandi.
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Sekil.2: Deneysel korneal alkali yanik modelinde kullanilan ilaglar

ve glimiis nitrat ¢gubuklari.

Sekil.3: Deneysel korneal alkali yanik modelinin olusturulmasi.

Daha sonra her grupta 7 rat olacak sekilde 4 ayr1 grup olusturuldu (Tablo.2). Birinci grupta
yer alan ratlara alkali yanik olusturulduktan sonra 1,4 ve 7.giinlerde subkonjunktival(127)
olarak 0.15ml serum fizyolojik verildi. ikinci grupta yer alan ratlara 1,4 ve 7. giinlerde

subkonjunktival olarak 0.05ml Bevacizumab (16ml1/400mg, Avastin®,Basel) verildi. Ugiincii
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grupta yer alan ratlara 0.Iml Cetuximab (100mg/20ml,Erbitux® ImClone Systems, Merck,
Deutschland) verildi. Son olarak dordiincii grupta yer alan ratlara 1.4. ve 7. giinlerde
Bevacizumab (0.05ml) ve Cetuximab 0.1ml) kombinasyonu subkonjunktival olarak enjekte

edildi.

3.3.Anjiyogenez Yogunlugunun ve Inhibisyonun Saptanmasi

7.glniin sonunda, ratlar sakrifiye edilmeden hemen once genel anestezi uygulandi.
Ardindan lokal anesteziye alinan her sag goz Fundus Flurocein Anjiyografi (FF450PlLlS IR,
Carl Zeiss Meditec AG,07740 Jena, Germany) goriintileme cihazi ile, Mahoney ve
Waterbury (128)’nin izledigi yontem esas alinarak korneal anjiyogenez skorlanip (Tablo.3),
inhibisyon yiizdesi belirlendi(Sekil.4). Degerlendirilen kornealarin, ayni cihazin dijital
kamerast1  yardimiyla  fotograflar1  ¢ekildi. Ayrica Von  Willebrand  Faktor
immunohistokimyasal boyama ile de VWF pozitif endotel hiicrelerinin yer aldig:
mikrovaskiiler damarlar da sayilarak anjiyogenez yogunlugu tespit edildi. Bu islemde
immunohistokimyasal boyama yapildiktan sonra, her korneal kesitte, anjiyogenezin yogun

oldugu 3 ayr1 yer sayilip ortalamalar elde edildikten sonra istatistiksel olarak degerlendirildi.

Skor Olusan Damarin Yogunlugu

0 Anjiyogenez yok

1,5 Yanik alanina olan uzaklik orani 1/4
2 Yanik alanina olan uzaklik oran1 3/4
3 Yanik alanina olan uzaklik orani 1/2
4 Yanik alanina olan uzaklik oran1 2/3

4.5 Yanik alanina olan uzaklik oran1 3/4
6 Yanik alanina ulastiginda

Tablo.3: Deneysel korneal anjiyogenez modeli olusturulduktan sonra, anjiyogenez

skorlanmasi.
B A:% Anjivogenez Inhibisyonu
A:l- — X100 B:llac Grubu Anjivogenez Ort.Skorn
C C:Kontrol Grobu Anjivogenez Ort.Skoru

Sekil.4: Anjiyogenez inhibisyonun hesaplanmasini gosteren formiil(128).
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3.4.Dokularin Alinmasi ve Parafine Gomme Islemi icin Doku Takibi

7.glniin sonunda, yiliksek doz ketalar anestezisi yardimiyla sakrifikasyon islemi
gerceklestirildi. Deney kapsaminda olan sag gozlerin eniikleasyonu yapildiktan sonra
tamponlanmis notral formalin tespit solliisyonuna atilip 12 saat kadar beklendi. Kornea
disseksiyonu yapildiktan sonra ek olarak 4 saat kadar tespit edilen kornealar, yikama islemi
icin 12 saat gece boyunca ¢esme suyu altinda bekletildi. Ardindan sirasiyla, %30, %50, %70,
%80, %90 ve %96’lik alkollerde 8 saat bekletilen dokular absolut alkol igerisinde 2X30
dakika bekletilerek dehidratasyon iglemi tamamlandi. Saydamlastirma ve alkolii dokudan
uzaklastirmak icin 2X15 dakika ksilol kullanildi. Infiltrasyon igin 58C° de ayarlanmus etiivde
2x1 saat parafin i¢inde bekletilen dokular daha sonra parafine gomiiliip, bloklandi(130). Her
bir parafin bloktan, tam otomatik, rotary mikrotom(Leica RM 2265,Germany) yardimiyla
4-6pm kalinhiginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlere Hematoksilen-Eosin (H-E) ve
VEGF,VWF immun boyamalar uygulandi.

3.5.Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

1.Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden gegcirilip distile
suya kadar getirildi.

2.Filtre edilmis Harri’s hematoksilen soliisyonunda yaklasik olarak 8dk kadar bekletildi,
3.Kesitler 5 dakika akarsuda bekletilerek, Hematoksilen artiklarindan arindirildi.
4.Differensiyasyonu saglamak icin % 1 lik asit-alkol solusyonuna 1 kez batirilip ¢ikarilan
dokular tekrar cesme suyundan gegirilerek yikanmalar1 saglandi.

5.Amonyakli suda ¢ekirdekler parlak mavi oluncaya kadar bekletildi.

6.10 dk. cesme suyunda yikandi ve %80’lik etil alkolde 1-2 dk. bekletildi.

7.Z1t boyama i¢in eozin-floksin solusyonunda 2 dk. bekletildi.

8.Dehidratasyon ve parlatma icin yiikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden

gecirilerek, entelan ile kapatildi.
Histopatolojik incelemede, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, fibroblast aktivitesi, epitel

ve kornea kalinligina bakildi(Tablo.3). Total kornea kalinlig1 ve epitel kalinlig1 Leica Q Win

Image programi kullanilarak 6l¢tldii.
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Skor inflamatuar Hiicre Yogunlugu Fibroblast Aktivitesi
0 Hiicre yok Yok
1 Az Az
2 Orta Orta
3 Yiiksek Yiiksek

Tablo.4: inflamatuar hiicre yogunlugu ve fibroblast aktivitesinin skorlanmast.

0:Herhangi bir inflamatuar hiicre varligina rastlanmayan kesitler
1:Diisiik diizeyde inflamatuar hiicre varligina rastlanan kesitler
2: Bir ve ii¢ arasindaki durumlar

3:Yiiksek diizeyde inflamatuar hiicre infiltrasyonuna rastlanan kesitler.

3.6. immunohistokimyasal Yontem
3.6.1.VEGF Immun Boyamasi

4-6um kalinhiginda kesitler alindiktan sonra, bir gece 37C° etiivde bekletilen dokular,
58C° ye ayarlanmus etiive alinip bir saat kadar bekletildi. Ardindan 2X15 dakika ksilolden
gecirildi. 10’ar dakika sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol serilerinden gecirildi. 2X5
dakika distile sudan gegirildikten sonra, antijen retrevial islemi i¢in Onerilen EDTA
sollisyonuna alindi. Mikrodalga i¢ine alinan kesitler 3X5 dakika isinlandi. Mikrodalga
firndan ¢ikarilan kesitler, dogrudan oda sicakliginda sogumalar1 i¢in 20 dakika kadar
bekletildi. 2X5 dakika distile sudan gegirildikten sonra, kurulanip, dokunun oldugu yer silikon
kalem vasitastyla cevrelenip, siirlandi. Immunohistokimya barina dizilen, kesitlerin {izerine
3X3dakika Phosphate Buffer Saline(PBS) damlatildi. Bu sirada immunohistokimya barina
nemliligi saglamak i¢in daha 6nceden hazirlanan sicak su konuldu. Kesitlerin {izerindeki PBS
aliip tizerine Hidrojen peroksit blokaj soliisyonu(1ml %30 H,O, + 9ml metanol) damlatilip
10 dakika inkiibe edildi. Ultra V Block (keg¢i, non-immun serum) soliisyonunda 10 dakikalik
bekletmenin ardindan yikanmaksizin, VEGF primer antikoru (1:50, JH121 clone; Abcam)
damlatilip bir gece +4C° de inkiibe edildi. Sonraki giin PBS soliisyonunda 3X3 yikanan
kesitler, sekonder antikorla 10 dakika inkiibe edildi, streptavidin-peroxidase damlatilip 10
dakika beklendikten sonra PBS ile yikandi. Daha sonra kesitlerin iizerine DAB damlatilip 8-
10 dakika kadar beklendi. PBS ile reaksiyon durdurulup Mayer hematoksilen ile zit boyama
yapildiktan sonra kesitler entelan ile kapatildi. Nikon DS-2MV djjital kamera ile fotograflar
cekildi. VEGF ekspresyonun degerlendirilmesi Tablo.5’te gosterildigi gibi yapildi.
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VEGF Kornea Endoteli  Vaskiiler Endotel Kornea Epiteli
Ekspresyonu
ar Zayif Ekspresyon Zayif Ekspresyon Zayif Ekspresyon
++ Zayif-Kuvvetli Aras1  Zayif-Kuvvetli Arasi Zayif-Kuvvetli Arasi
S Kuvvetli Ekspresyon Kuvvetli Ekspresyon Kuvvetli Ekspresyon

Tablo.5: VEGF ekspresyonunun skorlanmasi

3.6.2. Von Willebrand Faktor(vWF) immun Boyamasi

4-6um kalinhiginda seri kesitler elde edildikten sonra, bir gece 37C° etiivde bekletilen
dokular, sonraki giin ¢ikarilip, 58C° ye ayarlanmus etiive yerlestirilip bir saat kadar bekletildi.
Ardindan 2X15 dakika ksilolde tutuldu. 10’ar dakika sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol
serilerinden geg¢irildi. 2X5 dakika distile sudan gecirildikten sonra, antijen retrevial islemi i¢in
onerilen Sitrat Buffer (pH:6.0) soliisyonuna alindi. Bu soliisyon i¢inde mikrodalga firin igine
aliman kesitler 7+5 dakika 1sinlandi. Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler, dogrudan oda
sicakliginda sogumalart icin 20 dakika kadar bekletildi. 2X5 dakika distile sudan gegirilen
dokular, kurulanip, dokunun oldugu yer silikon kalem(hidrofob) ile ¢evrelenip, sinirlandi.
Immunohistokimya barina dizilen, kesitlerin iizerine 3X2 dakika PBS damlatildi. Bu sirada
immunohistokimya barina nemliligi saglamak i¢in daha 6nceden hazirlanan sicak su dokiildii.
Kesitlerin {izerindeki PBS alinip {izerine hidrojen peroksit blokaj soliisyonu(1ml %30 H,O, +
9ml metanol) damlatilip 10 dakika inkiibe edildi. 3X2 dakika PBS soliisyonunun ardindan
Ultra V Block (ke¢i, non-immun serum) soliisyonunda 10 dakikalik bekletmenin ardindan
yikanmaksizin, primer antikor (tavsan anti-VWF, 1/800, ab6994, Abcam, USA) damlatilip bir
gece inkubasyon saglandi. Daha sonra PBS soliisyonunda 3X3 dakika yikanan kesitler,
sekonder antikorla 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan streptavidin-peroxidaz damlatilip 10
dakika beklendikten sonra PBS ile yikandi. Kesitlerin lizerine DAB damlatilip 10-12 dakika
kadar reaksiyon izlendi. PBS ile reaksiyon durdurulup Mayer Hematoksilen ile zit boyama
yapildiktan sonra kesitler entelan ile kapatilip, degerlendirildi. Nikon DS-2MV dijital kamera
ile fotograflar ¢ekildi.

Stromada VWF immunreaktivitesi gosteren hiicreler, mikrovaskiiler yapilar olarak
degerlendirildi. Mikrovaskiiler yogunluk agisindan en yogun ii¢ bolge alinip, bu bolgedeki

kan damarlar1 sayildi.
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3.7.istatistiksel Analiz

Calismamizda elde ettigimiz veriler SPSS 15.0 paket programi yardimi ile
degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki ¢oklu karsilastirmada oncelikli olarak Kruskall-Wallis
testinden faydalanildi. Anlamlilik bulunduktan sonra ikili kargilastirmalarda, Mann-Whitney
U testinden faydalanildi. Kategorik verilerde bagimlilik testi olarak Pearson Ki-Kare testi
kullanildi. P<0,05 olmasi durumunda anlamli farkliligin oldugu, P>0,05 olmas: durumunda

ise anlamli farkliligin olmadigr belirtilmistir.
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4.BULGULAR

4.1.Biomikroskobik Bulgular

Genel anestezi altinda, sakrifikasyon isleminin hemen Oncesinde, her ratin koterize
edilen sag gozii, Fundus Flurocein Anjiyografi (FF450""™ IR, Carl Zeiss Meditec AG,07740
Jena, Germany) cihazi ile incelendi. Mahoney ve Waterbury’ nin(128) izledigi skorlama
yontemi(Tablo.3) esas alinarak, anjiyogenez yogunlugu ve inhibisyonu degerlendirildi. Elde
edilen gorilintiilerin ayni cihazin dijital kameras1 yardimiyla forograflari ¢ekildi.

Kontrol grubundan elde edilen goriintiilerde, limbustan kornea sentraline dogru ¢ok
sayida kalin ve ince kan damarlarinin varligi dikkatleri ¢cekmekteydi(Sekil.5-6).

Bevacizumab verilen grubun anjiyogenez inhibisyonu agisindan kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda 6nemli bir diislisiin oldugu izlendi. Anjiyogenezdeki bu inhibisyon %50.8
civarinda iken(Sekil.7-8) Cetuximab verilen grubun kontrol grubu ile karsilastiriimasinda
anjiyogenezdeki inhibisyon %.54.3 olarak saptandi (Sekil.9-10). Bevacizumab+Cetuximab
verilen grubun kontrol grubu ile karsilastirilmasinda ise %15.8°lik disiik diizeyde

inhibisyonun varlig1 gézlendi (Sekil.11-12).

Sekil.5:Kontrol grubu; Ilimbustan baslaylp kornea merkezine dogru
ilerleyen ve yeni filizlenen ¢ok sayida biiylikk ve kiicik kan damar
izlenmektedir (Orijinal biiylitme X40).
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Sekil.6:Kontrol grubu, limbustan baslayip kornea merkezine dogru
ilerleyen yeni filizlenen c¢ok sayida kan damari izlenmektedir (Orijinal
biiylitme X40).

Sekil.7: Bevacizumab grubu, limbustan baslayip kornea merkezine dogru
ilerleyen az sayida yeni filizlenen damarlar izlenmektedir (Orijinal biiyiitme
X40).
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Sekil.8: Bevacizumab grubu, limbustan baslayip kornea merkezine dogru
ilerleyen yeni filizlenen damarlar izlenmektedir (Orijinal biiylitme X40).

Sekil.9: Cetuximab grubu; limbustan baslayip kornea merkezine dogru
ilerleyen az sayida yeni filizlenen kan damarlar izlenmektedir (Orijinal
bliyiitme X40)
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Sekil.10: Cetuximab grubu, limbustan baslayip kornea merkezine dogru
ilerleyen yeni filizlenen az sayida kiiglik kan damarlar1 izlenmektedir
(Orijinal biiyiitme X40)

Sekil.11:Bevacizumab+Cetuximab grubu, Limbustan baslaylp kornea
merkezine dogru ilerleyen yeni filizlenen biiylik kan damarlar1 izlenmektedir
(Orijinal biiyiitme X40)
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Sekil.12:Bevacizumab+Cetuximab grubu, Limbustan baglayip kornea
merkezine (yanik merkezine) dogru ilerleyen yeni filizlenen ¢ok sayida biiylik
ve kii¢lik kan damarlar1 izlenmektedir (Orijinal biiyiitme X40)

4.2.Histopatolojik Bulgular
4.2.1.Morfometrik Bulgular

8.giinlin sonunda, ratlar yiiksek doz ketalar anestezisi ile sakrifiye edildikten hemen
sonra, deney kapsaminda olan sag gozlerin eniikleasyonu yapildi. Ardindan kornealar
cikarilip, rutin parafin doku takibine alindi. 4-6pum’lik kesitler alindiktan sonra H-E boyama
yontemi kullanilarak preparatlar hazirlandi. Kornea kalinligi, epitel kalinligi, fibroblast
aktivitesi ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu yoniinden incelenip, degerlendirildikten sonra

goriintiilendi.
a) inflamatuar Hiicre Infiltrasyonu

Inflamatuar hiicre infiltrasyonu agisindan degerlendirildiginde, cetuximab grubunda,

diger gruplara gore daha az inflamatuar hiicre varligina rastlanmistir (y2: 14.072, p:0.029).
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Inflamatuar Hiicre Az Orta Cok K p
Yogunlugu n (%) n: (%) n (%)

Kontrol 0 0 4 57 3 42 14,073 0,029
Bevacizumab 2 28 4 57 1 14

Cetuximab 5 71 2 28 0 0
Bevacizumab+Cetuximab | 0 0 3 50 3 50

Tablo.6: Gruplar arasi inflamatuar hiicre infiltrasyon oraninin karsilagtirilmasi.

b) Fibroblast Aktivitesi
Fibroblast aktivitesi yoniinden gruplar aras1 karsilagtirilma yapildiginda, bevacizumab

ve cetuximab grubunda fibroblast aktivitesi diisiik bulunmustur. (32: 21,523, p:0.011).

Fibroblast Yok Az Orta Cok K p
Aktivitesi n % n (%) n: (%) n: (%)

Kontrol 0 0 0 0 4 57 3 42 14,073 0,029
Bevacizumab | 2 333 2 28 4 57 1 14

Cetuximab 4 66.7 5 71 2 28 0 0

Bevacizumab | 0 0 0o 3 50 3 50

+Cetuximab

Tablo.7: Gruplar arasi fibroblast aktivitesinin karsilastirilmasi.

c)Kornea Epitel Kalinhig:

Kornea epitelinin toplam kalinliginin her gruptaki ortalamasi Tablo.8’te gosterilmistir.
Korneal epitel kalinliginin gruplararast karsilastirmasinda, sham grubuna gore biitiin
gruplarda kornea kalinhig: azalmistir. Ozellikle cetuximab verilen grubun kornea kalinligi

sham grubuna en yakin degerde bulunmustur.

Kornea Sham Kontrol Bevacizumab Cetuximab Bevacizumab
Epitel + Cetuximab

Kalinhg | 26,16(£29,02) 21,70(+4,84) 19,97(£5,16)  26,72(£5,15) 16,70(£2.63)
(um)
Tablo.8 Gruplarin kornea epitel kalinliklarinin ortalama degeri.

Kornea Epitel | Bevacizumab Cetuximab Bevacizumab+  Sham
Kalinhg: Cetuximab

Kontrol 0,423 0,15 0,037 0,055
Bevacizumab 0,037 0,337 0,037
Cetuximab 0,01 0,522
Bevacizumab 0,004
+Cetuximab

Tablo.9.Kornea epitel kalinlig1 agisindan gruplar arasi karsilastirma ve p degerleri.
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d)Kornea Total Kalinhg

Kornea kalinligi i¢in yapilan Olglimler sonunda her gruba ait ortalama kalinlik
degerleri Tablo.10’da gosterilmistir. Total kornea kalinliginin gruplar arasi karsilastirmasinda
sham grubuna gore biitiin gruplarda artis s6z konusuydu. Ozellikle higbir ila¢ uygulanmayan
kontrol grubu ortalamasi diger gruplardan daha yiiksek bulundu. Gruplar arasi karsilastirmada
p degerleri Tablo.11°de gosterilmistir.

Kornea Sham Kontrol Bevacizumab Cetuximab Bevacizumab
Kalinhg + Cetuximab

(pm) | 139,94(27,02) 282,07(x61,47) 231,06(55,68) 272,83(+48,89) 277,06(x29.97)
Tablo.10:Gruplarin total korneal kalinlik ortalama degerleri

Kornea Bevacizumab Cetuximab Bevacizumab + Cetuximab Sham
Kalinhg

Kontrol 0,078 0,423 0,631 0,004
Bevacizumab 0,037 0,055 0,004
Cetuximab 0,631 0,004
Bevacizumab 0,004
+Cetuximab

Tablo.11: Kornea kalinlig1 agisindan gruplar arasi karsilastirma ve p degerleri.

4.2.1.2.Mikroskobik Bulgular

Sham grubu olarak degerlendirilen sol gézlerden elde edilen korneal doku kesitlerinin
histopatolojik incelenmesinde, bu dokuya ait normal histolojik yap1 disinda herhangi bir
bulguya rastlanmadi. Limbus kornea, kornea epiteli, korneal stroma, keratositler ve korneal

endotel normal yapida izlendi. Kisacasi korneal avaskiiler yapinin mevcut o6zellikleri

korunugu gozlendi(Sekil.13-14)
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Sekil.14:Sham grubuna ait limbus bdlgesinin normal histolojik goriiniimiinde;
konjunktival epitel (Kep) ve stroma(Str) izlenmektedir. H-E, Bar: 100um
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Kontrol grubu kesitleri incelendiginde, stromada c¢ok sayida olusmus kan

damarinin varlig1 dikkat cekmekteydi(Sekil.15-17)

500 yirm

Sekil.15: Kontrol grubunun sentral kornea kesitinde, ¢ok sayida kan damari(ok)
ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu(*) izlenmektedir. H-E Bar: 500pum

100 e

Sekil.16: Kontrol grubuna ait stromanin biiyiik biiyiitme ile sentral kisimlarinda
daha fazla olmak tizere izlenen ¢ok sayida kan damarinin varligi(ok) dikkati
cekmektedir. H-E. Bar: 100um
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Sekil.17: Kontrol Grubu, bir diger kesitinde limbus igerisinden baslayip stromanin
icine dogru penetre olan ¢ok sayida kan damari(ok),fibroblast hiicreleri(f) ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonu(*) izlenmektedir, H-E. Bar: 100um

Bevacizumab grubunun korneal kesitleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
stromadaki kan damarlarinda dolayisiyla da anjiyogenez inhibisyosundaki diisiis
anlamliydi(p:0.018). VEGF ekspresyonu agisindan kontrol grubu ile karsilastirilmasinda,
korneal endotelde, stromada ve vaskiiler endotel hiicrelerinde bir azalma séz konusuydu
(Tablo.12). Korneal anjiyogenezin inhibisyonu agisindan bevacizumab grubunun, cetuximab
grubu ile karsilagtirilmasinda (Sekil.18-19), istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p:0.701)

Cetuximab grubu, kontrol grubu ile karsilastirilmasinda, anjiyogenezdeki diisiis
anlamli olarak izlendi(p:0.018).

Bevacizumab+cetuximab grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasinda (Tablo.12)

anjiyogenezdeki inhibisyonun diislik olmasi istatistiksel olarak anlamli degildi(p:0.314).
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kisimlarinda kan damarlari(ok) ve fibroblast hiicreleri(f) izlenmektedir.
H-E Bar: 100pm

stromanin daha c¢ok yiizeyel kisimlarinda olmak iizere kan damarlari (ok) ve
fibroblast hiicreleri(f) izlenmektedir, H-E,Bar: 100pm
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Sekil.20:Bevacizumab grubuna ait bir diger kornea kesitinde, daha biiyiik
biliylitmede, stromanin daha ¢ok yiizeyel kisimlarinda olmak iizere kan damarlari
(ok), fibroblast hiicreleri(f) ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu (*) izlenmektedir. H-
E Bar: 50pum

Sekil.21:Cetuximab grubu; Kornea sentralinde birka¢ tane kan damari(ok),
fibroblast hiicreleri(f) ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu(*) izlenmektedir,
H-E. Bar: 100um
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Sekil.22:Cetuximab grubuna ait kornea kesitinde, kornea sentralinde biiyiik
biiylitmede az sayida igi eritrositlerle dolu kan damari(ok), fibroblast hiicreleri(f)
ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu(*) izlenmektedir, H-E Bar: 100pm

Sekil.23:Bevacizumab+Cetuximab grubuna ait bir kesitte korneal stroma
sentralinde ve ylizeyel alaninda ¢ok sayida igi eritrositlerle dolu kan damari (ok),
fibroblast hiicreleri(f) ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu(*) izlenmektedir. H-E
Bar: 100pm
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Sekil.24:Bevacizumab+Cetuximab grubuna ait limbus bdlgesinden alinan bir
kesitte limbal bolgeden, korneal stroma i¢ine dogru gecen yeni olusan kan
damarlari(ok), izlenmektedir. H-E Bar: 100pum

4.3.Immunohistokimyasal Degerlendirme VEGF ve VWF ekspresyonu

Immunhistokimyasal degerlendirme i¢in VEGF ve VWF immunohistokimyasal

boyama yontemleri kullanildi. Elde edilen preparat Ornekleri, damar olusumu (VWF

immunpozitif endotel hiicrelerinin sayim1) VEGF ekspresyonunun korneal endotelde, korneal

stroma ve vaskiiler endotel hiicrelerindeki ekspresyonlari degerlendirilmistir(Tablo12,13).

(Sekil.25-36)

Mikrovaskiiler Bevacizumab Cetuximab Bevacizumab +
yogunluk Cetuximab
Kontrol 0,018 0,018 0,314
Bevacizumab 0,701 0,008
Cetuximab 0,015

Tablo.12: Korneal anjiyogenez(mikrovaskiiler) yogunlugun gruplararasi karsilastirilmasi

ve p degerleri.
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Tablo.13:VEGF ekspresyon diizeyi.

+ Hafif ekspresyon,++ Orta siddette ekspresyon, +++ Kuvvetli ekspresyon




Sekil.25: Kontrol grubuna ait VEGF immun boyamas: i¢in negatif kontrol kesiti.
Bar: 100pm

= A B 4 b T A T ,1‘ ‘. '
Sekil.26: Kontrol grubuna ait kornea kesitinde, VEGF ile (+) boyanan, VEGF(+)
keratositler, stroma ve vaskiiler endotel hiicreleri(ok basi) izlenmektedir. Indirekt
immunoperoksidaz. Bar: 50um
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Sekil.28:Bevacizumab grubuna ait VEGF negatif kontrol kesiti. Bar: 50pum
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Sekil.29: Bevacizumab grubuna ait kornea kesitinde VEGF ile (+) boyanan
vaskiiler endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, fibroblast hiicreleri (ok bas1)
izlenmektedir. Indirekt immunoperoksidaz. Bar: 50um

Sekil.30: Bevacizumab grubuna ait kornea kesitinde, VWF ile (+) boyanan
vaskiiler endotel hiicreleri (ok bas1) izlenmektedir. Indirekt immunoperoksidaz.
Bar: 100pum

54



Sekil.31: Cetuximab grubuna ait VEGF immun boyama yapilmis negatif kontrol
kesiti. Bar: 100pm

Sekil.32: Cetuximab grubuna ait kornea kesitinde VEGF ile (+) boyanan keratositler,
korneal stroma ve vaskiiler endotel hiicreleri(ok bas1) izlenmektedir. Indirekt
immunoperoksidaz. Bar: 50um
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Sekil.33: Cetuximab grubu kornea kesitinde, VWF ile (+) boyanan vaskiiler endotel
hiicreleri(ok bas1) izlenmektedir. Indirekt immunoperoksidaz. Bar: 100um

Sekil.34:Bevacizumab+Cetuximab grubuna ait kornea negatif kontrol kesiti;
Bar: 100pm
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Sekil.35: Bevacizumab+Cetuximab grubuna ait kornea kesitinde VEGF immun
isaretlenmesi, daha ¢ok vaskiiler endotel hiicrelerinde ve keratositlerde izlenen
immunpozitivite (ok basi) izlenmektedir. Indirekt immunoperoksidaz. Bar: 50pum

Sekil.36: Bevacizumab+Cetuximab grubuna ait kornea kesitinde, VWF immun
isaretlenmesi, vaskiiler endotel hiicrelerinde immunpozitivite(ok basi) izlenmektedir.
Indirekt immunoperoksidaz. Bar: 50um
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5.TARTISMA

Daha Once var olan bir damardan yeni damar olusumu anjiyogenez olarak
tanimlanmaktadir(131). Vaskiiler yapilarin sekillenmesi, sadece embriyolojik dénemde
organlarin gelisimi ve farklanmasi i¢in degil, ayn1 zamanda yetiskinde iireme fonksiyonlar1 ve
yara iyilesmesi i¢in de hayati dneme sahiptir(132). Ayrica anjiyogenez, proliferatif retinopati,
yasa bagli makuler dejenerasyon, tiimorler, romatoid artrit ve psoriazis gibi pek ¢ok hastaligin
histopatolojik mekanizmasinda yer almaktadir(132-133).

Normal, saglikli kornea, hem kan hem de lenfatik damarlardan yoksundur (134-136),
ancak kimyasal yanik, travma veya infeksiyon gibi inflamatuar durumlarda anjiyogenez
sekillenebilir(5,137-138). Korneada yeni kan damarlarinin gelismesi neovaskularizasyon
olarak tanimlanmakta ve bu durumun tedavisi ¢ogu zaman direnc¢li olabilmekte, gdrmeyi
olumsuz sekilde etkilemektedir(139).

Korneal anjiyogenez(neovaskularizasyon), cesitli korneal hastaliklarin ¢ogu zaman
sekonder bir semptomu olarak ortaya c¢ikar. Gorme kaybinin yaninda 6zellikle korneanin
immiin dokunulmazligini yitirmesi nedeniyle korneal transplantasyon i¢in yiiksek derecede
doku reddine neden oldugu bildirilmektedir(136). Korneal anjiyogenez icin en Onemli
tetikleyici faktoriin kronik inflamasyon oldugu o©ne siiriilmiistiir(140). Anjiyogenezin
meydana gelmesinde temel etken proanjiyojenik ve antianjiyojenik biiyiime faktorleri
arasindaki dengenin proanjiyojenik yoniinde kaymasi oldugu hususunda bir goriis birligi
vardir(141). Bu siiregte, VEGF’in endotel hiicreleri iizerinde proliferasyon ve vaskiiler
permeabilite yoniinden oldukca dnemli etkilerinin oldugu bilinmektedir(142-143).

Anjiyogenez mekanizmasinda gorev alan bir molekiile ya da reseptore miidahalede
bulunma, ¢esitli kanser tipleri ve oftalmolojik hastaliklarda, anjiyogenezin 6nlenmesinde yada
geriletilmesinde bir hedef haline gelmistir(144-145).

Baslangicta sadece kolorektal kanserde kullanilan bevacizumab VEGF’e karsi
olusturulmus ve FDA onay1 almis bir antikor olup, su an i¢in diyabetik retinopati ve yasa
bagli makiiler dejenerasyon gibi sonradan olusan kan damart olusumun istenmedigi
durumlarda siklikla kullanilmaktadir (146-147). Daha oOnce yapilan calismalarda
bevacizumab’in korneal anjiyogenez modellerinde ve birka¢ vaka takdiminde, tek basina
ve/veya bir takim ajanlarla kombine etkisi aragtirllmistir. S6z konusu c¢alismalardan elde
edilen sonuglar 1s1¢inda bevacizumabin korneal anjiyogenezi gerilettigi ya da baskiladigi
konusunda tam bir goriis birligi s6z konusu degildir.

Calismamizda, bevacizumab, cetuximab ve her iki ilacin kombinasyonunun rat

korneal anjiyogenez modelindeki etkinligini aragtirdik.
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Bevacizumab ile ilgili yapilan deneysel ¢alismalardan, Felix Bock ve arkadaslari(136)
farelerde dikis ile uyarilmis korneal anjiyogenez modelinde, sistemik verilen bevacuzimabin
yeni damar olusumu {izerine olan etkilerini inceledikleri bir ¢alismada, Smg/kg bevacizumab
(1.ve 3.giin) verdikleri grubun, kontrol grubu ile kiyaslanmasinda anlamli bir sekilde CD31(+)
endotel hiicrelerinin temsil ettigi mikrovaskiiler yogunlugun dolayisiyla da yeni kan
damarlarinin olusumunun azaldigini gostermislerdir. Ayni ¢alismada, uzun siireli (2 hafta
sireyle 5 kez 5Smg/kg/ip, bevacizumab) kullanilan sistemik bevacizumabin da yeni damar
olusumunu stabile edici 6zelligi oldugu vurgulanmistir. Manzano ve ark(9). Mahoney ve
Waterbury’nin(128) yontemiyle elde ettikleri rat korneal anjiyogenez modelinde, giinde iki
kez uyguladiklar1 4mg bevacizumabin topikal olarak uygulanmasiyla anjiyogenezin anlamli
bir sekilde inhibe oldugunu bildirmislerdir. Hamid Hosseini ve arkadaslari(149) daha once
yapilan yontemin(148) modifiye edilmis uygulamasi ile tavsanlarda elde ettikleri korneal
anjiyogenez modelinde, 2.5mg bevacizumabin subkonjunktival etkinligini ortaya koymaya
calismiglardir. Calismada kontrol(serum fizyolojik verilen) grubunda ortalama anjiyogenez
miktar1 %59 iken, bevacizumab verilen grupta ise %40 civarinda bulunmustur. Wei-Li Chen
ve arkadaglari(150) tavsanlarda yaptiklar1 degisik korneal anjiyogenez modellerinde(VEGF ve
bFGF pelet iceren mikrocep), korneal alkali yanik ve limbal hasar ile olusturulmus
anjiyogenez modeli) bevacizumabin etkinligini incelemislerdir. Bu calismada 2-8 hafta
siiresince haftada 2 kez, 0,25-2,5mg arasi dozlarda bevacizumabin, korneal anjiyogenez
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Yapilan c¢alismalar icerisinde (¢alismamizda dahil), en
yiiksek doz bevacizumab verilen bu ¢alismanin korneal alkali modelinde, bevacizumab ile
tedavi edilen biitiin doz gruplarinda 6-14.giinler arasinda yeni damar olusumu izlenmemis,
tam olmasa bile belirgin bir sekilde inhibisyon izlenmistir. Olga Dravitman-Storobinsky ve
arkadaslari(151), fare alkali yanik korneal anjiyogenez modelinde subkonjunktival ve
intraokuler bevacizumab enjeksiyonunun, korneal anjiyogenez inhibisyonundaki roliinii
arastirdiklar ¢aligmalarinda anjiyogenez modeli, Mahoney ve Watebury(128) yontemine gore
yapilmistir. Koterizasyonun hemen ardindan sag gozlere, ila¢g uygulamasi 63 farenin 22’sine
2.5mg/ 0.1ml subkonjunktival, 20 tanesine 0.75mg/0.03ml intravitreal, 21 tanesine ise
0.5mg/0.02ml intrakameral olarak verilmistir. 2, 4, 6, 8, 10 ve 14. giinlerde (koterizasyondan
sonraki) kornealarin dijital resimleri ¢ekilmistir. Korneal anjiyogenez alanlari, total korneal
alana olan oranm1 yapilmistir. Bevacizumab verilen gruplarin, korneal anjiyogenez alanlarinin
kontrol grubu ile karsilastirilmasinda, daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ozellikle bu
farkliligin 8,10 ve 14. giinlerde daha belirgin oldugu vurgulanmistir. Young Sang Han ve

arkadaslari(152) tarafindan, invitro ve invivo, bevacizumabin HUVEC(invivo) ve
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subkonjunktival etkisinin degerlendirildigi bir calisma yapilmistir. Bu c¢alismada uygun
laboratuar kosullarinda izole edilip, pasajlanmis olan HUVEC hiicrelerinin VEGF ile
uyarilmasinin ardindan degisen siirelerde (2,4,6 ve 24 saat) ve dozlarda bevacizumaba maruz
birakilmasi saglanmis, ardindan proliferasyon, migrasyon ve tiip olusumu agisindan ¢esitli
degerlendirmeler yapilmustir. invitro olarak, 10 tavsan iizerinde 10 saniye siire ile Whatmann
filtre kagid1 ile uygulanan NaNO3 ile anjiyogenez modeli olusturulmus sonrasinda tavsanlar
iki esit gruba (n:5) ayrilmistir. Birinci grup kontrol grubu, ikinci grup ise deney grubu olarak
(2,5mg/ml bevacizumab subkonjunktival) kullanilmistir. Daha sonraki asamalarda
degerlendirmeler, biomikroskobik, flouresan anjiyografik, 151k mikroskobik diizeyde
yapilmistir. Calismadan elde edilen bulgulara gére VEGF ile uyarilan HUVEC’lerin doza
bagl olarak yanmit verdigi ancak, degisik konsantrasyon gruplarinin 24 saatlik olanlarinda,
inhibisyon doz bagimsiz olarak sekillendigi izlenmistir. Invivo bulgular agisindan
incelendiginde c¢alismada, 3 ve 8.glinlerde degerlendirilen korneal anjiyogenez,
biomikroskobik, FA ve 151k mikroskobik diizeyde incelemede sadece SF grubuna goére daha
disiik  bulunmustur. Bevacizumabin hem invivo hem de invitro sonuglari
degerlendirildiginde, anjiyogenezin inhibisyonunda, kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna
varilmstir.

Calismamizda, 1.4 ve 7.giinlerde olmak {izere toplam 3 doz subkonjunktival olarak
1.25mg/0.1ml bevacizumab verildi. 8.gliniin sonunda sakrifiye edilmeden hemen Once
kornealar1 inceledik. Mahoney ve Waterbury’e(128) gore skorlama ve degerlendirme yaptik.
Calismamizda bu bulgularla uyumlu olarak bizde, bevacizumab grubunda %50.8 iyilesmenin
(anjiyogenez inhibisyonunun) oldugunu gézlemledik. Her ne kadar ila¢ uygulama doz, sikligi,
verilis sekli ve anjiyogenez hayvan modeli farkli olsa bile ¢alismamizda bevacizumabin, séz
konusu caligmalarla paralellik gdsterdigi ve anjiyogenezi inhibe ettigi sonucu goriilmiistiir.

Kim ve arkadaglari(154) toplam 20 adet tavsan {izerinde, Schmidt ve arkadaslarinin
(153) kullandig1 yontemi modifiye ederek, korneal dikis yontemini kullanip elde ettikleri
anjiyogenez modelinde deneylerin hemen ardindan ve bir hafta sonra uyguladiklart iki doz
Smg/ 0.2ml bevacizumabin korneal anjiyogenezin inhibisyonundaki roliinii incelemisler.
Calismada immunohistokimyasal olarak korneal dokunun VEGF ekspresyonunu ve CD31
immunpozitif vaskiiller endotel hiicrelerini degerlendirmiglerdir. Kontrol grubu ile
bevacizumab grubunun karsilagtirllmasinda, bevacizumab uygulanan grubun anjiyogenezi
inhibe ettigi, ayrica VEGF ekspresyon diizeyinin diistiigii kaydedilmistir. Abdulgani Ahmed
ve arkadaslari(155) yapmis oldugu bir c¢alismada, alkali yanik modeli Ormerod ve

Abelson(176)’un modifikasyonu ile elde edilmis olan tavsan anjiyogenez modelinde
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bevacuzimabin subkonjunktival etkisini arastirmislardir. Koterizasyonun ardindan, tavsanlar 4
esit gruba ayrilmistir. Korneal anjiyogenezin degerlendirilmesi igin, iki giinde bir olmak {izere
korneal goriintiiler degerlendirilmistir. Deneyin 14.glinlinde sakrifiye edilen tavsanlarin
kornealar1 rutin doku takibinden sonra kesitler alinip incelenmistir. Immunhistokimyasal
olarak CD31 ile boyanan kesitlerde damar sayimi yapilmistir. Alkali yamik modeli
olusturulduktan sonra 3.giinde korneal neovaskularizasyon klinik muayenede saptanmis olup,
9.glinlin sonunda birinci grupta anjiyogenez indeksi, kontrol grubuna gore diisiik bulunmusg
ancak istatistiksel olarak anlamlilk 14.giinde izlenmistir. Ikinci ve fiiglincii grupta,
anjiyogenez indeksi hem 9 hem de I4.giinlerde kontrol grubuna nazaran daha diisiik
bulunmustur. Birinci gruptaki anjiyogenez indeksi 9.ve 14.giinlerde 2.gruptaki anjiyogenez
indeksinden daha diisiik ¢ikmistir. Benzer sekilde tigiincii gruptaki anjiyogenez indeksi 9. ve
14.giinlerde birinci gruptan daha diisiik bulunmustur. Ikinci ve {igiincii grup arasindaki
anjiyogenez indeksindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Birinci, ikinci ve
ticiincli gruplardan elde edilmis olan kesitlerin histopatolojik incelenmesinde, damar sayisi
acisindan kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha diisiik ve anlamli bulunmustur.

Bizde ¢alismamizda, immunohistokimyasal olarak mikrovaskiiler yogunlugu gosterme
adina, bir endotel hiicre markeri olan VWF ekspresyonu inceledik, bevacizumab grubu ile
kontrol grubunu karsilastirdigimizda, VWF(+) pozitif kan damarlarinin yogunlugunun
azaldigini gozlemledik.

Bevacizumab ile 1ilgili yapilan bir klinik calismada, Yanyan Koenig ve
arkadaslari(156) in vivo ve in vitro, uzun ve kisa siireli bevacizumab’in korneal
anjiyogenezdeki kullanimimin etkinligini ve giivenilirligini degerlendirmislerdir. Caligma
insanlar tizerinde 6zellikle, konvansiyonel tedavilere yanit vermemis olan agresif korneal
anjiyogeneze sahip hastalar(n:27) iizerinde gerceklestirilmistir. S6z konusu ¢alismada 0.5-12
aya kadar (giinde 5 kez,5mg/ml) bevacizumab topikal olarak kullanilmistir. Toplamda 14
gbozde, gorme keskinliginde diizelmeler, iyilesmeler olmus ve stabil bir hale gelmis iken,
sadece bir gozde goriis daha da kotilesmistir. Genel olarak bevacizumabin epitelyal
defektlere neden olmadig bildirilmekte, ancak 5 hastanin topikal bevacizumab
uygulanmasiin ardindan, yeni epitel defektlerinin gelistigi ortaya konulmustur. Toplam 21
gozden(19 hasta) elde edilen korneal fotograflarda, tedavi sonrasi siirecte, ortalama
vaskiilarize alanlarin diisiisii %61 olarak bulunmustur. Ahmed A.Zaki ve Samar F.Farid’in
yapmis oldugu calismada(157), ¢esitli okiiler ylizey hastaliklar1 ile bagvuran 10 hasta
iizerinde, tek doz 2.5mg(0.1ml) bevacizumabin subkonjunktival etkisi incelenmistir. Imaj

analiz programui ile korneal anjiyogenez alaninin total korneal alana olan orani hesaplanmistir.
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Subkonjunktival enjeksiyondan iki hafta sonra, hastalardan elde edilen bulgular
kiyaslandiginda, olusan kan damarlarindan 6zellikle kii¢iik olanlarinda belirgin bir diisiis
izlendigi bildirilmistir. Biiylik damarlarda(sonradan olusan) meydana gelen gerileme 3.aya
kadar etmis, 6.aya dogru stabil hale gelmistir. Felix ve ark(158), cesitli klinik tanilarla
hastaneye yatirilmig, 5 hasta iizerinde yapmis olduklari bir ¢alismada, Smg/ml bevacizumab
g6z damlasinin topikal olarak kullanmiglardir. Bu ¢aligmada 15.giinden 6.aya kadar siiren bir
tedavi stiresi izlenmistir. Bevacizumab, g6z damlasi, en azindan kismi regresyon sagladiktan
sonra ve de spesifik olarak anjiyojenik aktivitesinin isaretlerinin ortadan kalkmasiyla
kesilmistir. Tedavi siiresince, biitlin hastalarda, vaskiilarize korneal alanlarda bir azalma soz
konusu olmugtur. Bu bulgularin tatmin edici bir diizeyde olmasi en azindan yeni damar
olusumunun engellenmesi ile giiclendirilebilir yoniinde goriis bildirilmistir. Bu calismalar
dikkate alindiginda bevacizumabin uygun dozu ile ilgili kesin bir bilgiye ulagilamadigini, bu
konuda yapilmasi gereken yeni c¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu ortadadir.

Luiz F.M.Barros ve arkadaslari(159), toplam 20 adet erkek-wistar albino rat {izerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada, her ratin her iki korneasi limbustan yaklasik olarak 2mm uzaklikta
sentralden koterize edilerek, rat alkali yanik anjiyogenez modeli olusturulmustur.
Koterizasyonun hemen ardindan, ratlari, 4 gruba ayirmislardir. Birinci grupta yer alan
gdzlere(n:10) subkonjunktival olarak 0.02ml, SF enjekte edilmistir. Ikinci grupta yer alan
gozlere(n:10), 0.02ml bevacizumab lezyondan hemen sonra, 3.grupta yer alan gdzlere(n:10)
0.02ml bevacizumab lezyon olusturulduktan 3 giin sonra, dordiincli grupta yer alan
gozlere(n:10) 0.02ml bevacizumab lezyon olusturulduktan 5 giin sonra verilmistir. Calismada
bevacizumab verilen gozlerdeki mikrovaskiiler yogunlugun enjeksiyon gilinlinden
(zamanindan) bagimmsiz bir sekilde kontrol grubuna nazaran daha diisik c¢iktig
bildirilmektedir. Sadece bevacizumab verilen gruplar arasi karsilastirma yapildiginda
mikrovaskiiler yogunluk ac¢isindan herhangi bir anlamlilik olmadigi da one siirtilmiistiir.
Miltiadis Papathanassiou ve arkadaslari(160) tarafindan tavsan alkali korneal anjiyogenez
modeli iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, bevacizumabin doza baglh etkinligi aragtirilmistir.
Calismada alkali yanik modeli 12 tavsan iizerinde her birinin tek gozii kullanilarak elde
edilmistir. 10pl %5°lik NaOH’in damla seklinde uygulanmasi ile elde edilen anjiyogenez
modeli olusturulduktan sonra, tavsanlar 4 esit gruba ayrilmistir. Birinci grupta yer alan
tavsanlara herhangi bir uygulama yapilmamustir. ikinci grupta yer alan tavsanlarda sadece
anjiyogenez modeli olusturulmus ve SF verilmistir. Uciincii grupta yer alan tavsanlara
14.giinde 3.75mg bevacizumab subkonjunktival olarak verilmistir. Dordiincii grupta yer alan

tavsanlar ise tek doz bevacizumabi(3.75mg) 1.giinde almislardir. Caligmadan elde edilen
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bulgular g6z Oniine alindiginda, 28.giinde, 2,3 ve 4.gruplar arasindaki farklilik anlamli
bulunmustur. 3.gruptaki anjiyogenez alani yaklasik %42 oraninda tespit edilirken, dordiincii
grupta ise neredeyse tamamen ortadan kalktigi bildirilmistir. Bizim bulgularimizin aksine
neredeyse tamamen anjiyogenezin inhibe oldugu ve ortadan kalktig1 6ne siirilmektedir. Luiz
M.Barros ve ark(159) uygulama zamanindan bagimsiz olarak etkinligini savunduklari
bevacizumabin, Miltiadis Papathanassiou ve ark(160) tarafindan erken verilmesinin daha
etkili oldugunu bildirmeleri, VEGF’in 6nceden olusmus damarlar lizerinde degil de, daha
sonradan olusan damarlar {izerinde etkin oldugu g6z oniine alindiginda erken donemde verilen
bevacizumabin daha etkin olmas1 gerektigi sonucunu giiglendirmektedir.

Bizde c¢alismamizda erken donemde (1.glin) verilmeye baglanan bevacizumabin
korneal anjiyogenezin inhibisyonunda etkili oldugu gozlemledik.

EGFR tipik, reseptor kinaz ailesi liyesidir. EGFR’nin alt iiyesi i¢inde yer alan HER2
geni, EGFR ile iligkili tirozin kinazi kodlar(161). HER2 onkoproteinleri, sinyal iletiminden
sorumlu olan bir internal tirozin kinaz kismina, kisa bir transmembran pargasina ve son olarak
bir ekstraselliiler par¢a olmak tizere ii¢ kisimdan meydana gelmistir. Ekstraselliiler kisma
bliylime faktorleri baglanmaktadir. Bu reseptorler normal hiicrelerin proliferasyonunun ve
differensiyasyonun meydana gelmesinde araci rol almakta ve bunlarin aktivasyonu, hiicre
proliferasyonu, timor hiicre motilitesi ve invazyonunda, anjiyogenez ve apoptozisin
inhibisyonunda gorev alirlar(162).

Cesitli neoplazm tiirlerindeki endotel hiicrelerinde, EGFR ekspresyonun oldugu
gosterilmistir(163). EGFR aktive olduktan sonra, endotel hiicresinin kendisinin prolifere
olduguda one siiriilmiistiir(164). Buna ilave olarak, EGFR blokajinin endotel hiicrelerinin
apoptozise gitmesine ve neovaskularizasyonun azalmasina neden oldugu da gosterilmistir
(125).Diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar i¢in mitojenik ve kematotaktik bir faktér oldugu
bilinen EGF anjiogenezde rol alan 6nemli biiyiime bir faktorii olup otokrin olarak VEGF
tiretimini arttirdig1 bilidirilmektedir(167).

Biitlin bu ¢aligmalarin sonucunda, tiip olusumu esnasinda meydana gelen kesintilerin
temel nedeninin, cetuximabin dogrudan endotel hiicreleri tlizerinde gostermis oldugu etkiden
kaynaklanabilecegi vurgulanmaktadir. VEGF ve IL-8 immatiir endotel hiicreleri iizerinde
yasamsal destek saglayip(168), endotel hiicrelerini apoptozisden koruyabilir dolayisiyla
cetuximab ile uyarilan VEGF iiretimindeki azalma sayesinde endotel hiicrelerinin apoptozise
gitmelerine ve neovaskularizasyonun azalmasina neden oldugu vurgulanmaktadir(165).

Cetuximab, Epidermal Growth Faktor Reseptoriine, Epidermal Growth Faktore ve

diger ligandlara kars1 yarigmali inhibisyon ile baglanan IgG1 monoklonal bir antikordur(169).
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Cetuximabin antianjiyojenik etkisi ilk olarak Petit ve arkadaslarinin bir ¢alismasiyla
ortaya c¢cikmistir. Bu calismada, cetuximaba maruz birakilan insan A431 SCC timor
ksenograftlarinda tiimor hiicrelerinden salinan anjiyojenik biiylime faktorlerinin miktarinin
diistiigii one striilmiistiir(14). Perrotte ve arkadaslari(166) in vitro olarak insan transisyonel
hiicre karsinomlarin1 maruz biraktiklar1 cetuximabin, bu hiicrelerde VEGF, bFGF ve IL-8’in
mRNA ve protein iiretimlerini inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Hem invitro hem de invivo
insan bas ve boyun skuamoz hiicre karsinom(BBSHK) model sistemlerinde cetuximabin
etkisi degerlendirilmistir. Anjiyogenez ile iliskili olarak, cetuximaba maruz birakilmig
HUVEC hiicrelerinde hiicre-hiicre etkilesimlerinin azaldigi, dolayisiyla tiip olusumun
kesintiye ugradigi gosterilmistir. Invivo tiimor ksenograft anjiyogenez modellerinde, sistemik
cetuximab tedavisinin sadece tiimor gelisimini ve kan damarlarin1 azaltmadigi, ayn1 zamanda
yeni olusan kan damarlarinin timére dogru olan ydneliminin inhibe oldugu
gosterilmistir(170).

Mete Giiler ve arkadaslari(171) yaptiklar1 bir ¢alismada, kimyasal yanik modeli ile
olusturduklar1 rat anjiyogenez modelinde toplam 16 rat iizerinde trastuzumabin etkinligini
degerlendirdikleri bir caligma yapmigslardir. Kimyasal anjiyogenez modeli Mahoney ve
Waterbury’nin modifiye uygulamasi ile elde edilmistir. Anjiyogenez modeli olusturulduktan
sonra, ratlar iki gruba ayrilmistir. Birinci grupta yer alan ratlara(n:8) intraperitoneal olarak
4mg/kg trastuzumab tek doz verilmigken, ikinci gruba ise 1ml serum fizyolojik verilip,kontrol
grubu(n:8) olarak kullanilmistir. Deneyin sonunda 8.gilinde sakrifiye edilen ratlarin kornealari
alinip, rutin histopatolojik inceleme i¢in Smp’lik kesitler alinmistir. VEGF ve CD31 immun
boyamalarin yaninda rutin histopatolojik boyamalarda yapilmis ayn1 zamanda biomikroskop
ile kornealarin goriintiiler elde edilmistir.Calismada elde edilen bulgular agisindan
incelendiginde yanik uyarani, agisindan her iki grup arasinda bir fark izlenmedigi trastuzumab
ile tedavi edilen grubun kontrol grubu ile karsilastirilmasinda korneal anjiyogenez miktarinin
ve ortalama anjiyogenez alanin daha diisiik oldugu ortaya konulmustur. Trastuzumab
grubundaki kornea epiteli ve endotel hiicrelerindeki VEGF ekspresyonunun kontrol
grubundaki ekspresyona nazaran anlamli derecede daha diisiik oldugu aynmi zamanda
stromadaki ekspresyonunda diisiik oldugu fakat anlamli olmadigi 6ne siiriilmiistiir. Christiane
J Bruns ve arkadaslari(172) invivo ve invitro yaptiklari bir ¢alismada, Cetuximab ve
Cetuximab+ Gemcitabine ile muamele edilen insan pankreatik karsinom modelinde tiimor
neovaskiilaritesinde azalma oldugu ve mikrovaskiiler yogunlugun azaldigini bildirmislerdir.

Calismamizda, deneyin 1.4 ve 7.giinlerde olmak {izere toplam 3 doz subkonjunktival

5mg/0.05ml cetuximab verildi. 8.giliniin sonunda sakrifiye edilmeden hemen 6nce kornealari
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incelendi. Mahoney ve Waterbury’e gore skorlama ve degerlendirme yapildi. Bu bulgularla
uyumlu olarak bizde, bir diger EGFR inhibitorii olan cetuximabin, kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda %54.3 iyilesmenin (anjiyogenez inhibisyonunun) oldugunu gézlemledik.
Her ne kadar uygulanan ila¢ etken madde olarak farkli olsada bir EGFR inhibitorii olan
cetuximabin, s6z konusu caligmalarla paralel olarak anjiyogenezi inhibe ettigini gézlemledik.

Literatiirlerde VEGF ve EGF’nin dogrudan ya da dolayli olarak timor
bliylimesinde,metastaz/invazyonunda ve tiimor anjiyogenezi iizerinde biyolojik etkilerinin
oldugu gosterilmistir. VEGF ve HER2 sinyal yolaklar1 birbirlerine molekiiler diizeyde ara
baglantilarla baglidir ve her ikisi kombine olarak hiicre proliferasyonunu tesvik eder. Ayrica
HER?2 sinyalinin VEGF ekspresyonunu kontrol ettigi bilinmektedir. VEGF dogrudan endotel
hiicresi iizerindeki reseptoriine baglanarak, bu hiicrelerde, proliferasyonun, migrasyonun ve
yeni kan damarlarinin filizlenmesini saglamaktadir. HER2, hipoksik durumlarda VEGF’in
upresgiilasyonuna katilir, ancak son zamanlarda hipoksik olmayan durumlarda da gérev aldigi
bildirilmektedir(173). VEGF ve EGF tarafindan olusturulan biyolojik etkiler, kendilerine ait
olan downstream sinyal yolaklarinin devreye girmesi vasitasiyla gergeklesir.

Her iki faktorde(VEGF ve EGF) ortak downstream sinyal yolagini kullanir. Bu
yiizden terapotik etkinligi arttirma adina EGF/EGFR hedefli veya EGF/EGFR ile birlikte
VEGEF/VEGF reseptorlerinin hedef alindigi kombine ilaglar kullanilmaktadir(174).

Louis Hoffart ve arkadaslari(175), giimiis nitrat koterizasyon teknigi ile(128) elde
ettikleri rat korneal anjiyogenez modelinde, bevacizumabin farkli dozlarda ve degisik
farmakolojik ajanlarla kombine uygulamalarini incelemislerdir. Bu calismada tek basina
bevacizumabin anjiyogenez ve inflamasyonu azaltmada deksametazon ile kombine
uygulamasindan daha basarisiz oldugu sonucuna ulasmislardir.

Calismamizda deneyin 1,4 ve 7.glinlerde olmak {izere toplam 3 doz subkonjunktival
5mg/0.1ml cetuximab ve 1.25mg/0.05ml bevacizumab verildi. 8.giiniin sonunda sakrifiye
edilmeden hemen Once kornealar incelendi. Mahoney ve Waterbury’e(128) gore skorlama ve
degerlendirme yapildi. Bevacizumab+cetuximab kombinasyonunun, kontrol grubu ile
karsilastirilmasinda %15.8 iyilesmenin (anjiyogenez inhibisyonunun) oldugunu gézlemledik.
Diger ilag uyguladigimiz gruplarla karsilastirma yaptigimizda, kombine ilag uyguladigimiz bu
grubun, cetuximab ve bevacizumab gruplar ile ayr1 ayr karsilastirilmalarinda anjiyogenez
inhibisyonunda etkinliginin az oldugunu izledik.

Calismamizda, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ag¢isindan gruplar arasi karsilastirma
yaptigimizda, cetuximab grubunda, kontrol ve diger ila¢ uygulanan gruplara nazaran daha az

inflamatuar hiicre varligina rastlandi.
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Fibroblast aktivitesi yOniinden gruplar aras1 karsilastirilma yapildiginda,
bevacizumab+cetuximab ve kontrol gruplarinin bevacizumab ve cetuximab gruplar ile
karsilastirilmasinda, bevacizumab ve cetuximab grubunda fibroblast aktivitesi diisiik
cikmuistir.

Axer Siegel ve arkadaslari(177) gelismekte olan tavsan gozleri iizerinde yaptiklari bir
calismada, 1.25mg/0.05ml intravitreal bevacizumab enjeksiyonundan sonra, sentral korneal
kalinliklarin deney grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadigi
bildirilmistir.

Calismamizda, tim gruplarda kornea kalinliklar1 Olgiildii ve ortalama degerleri
saptandiktan sonra gruplararasi karsilastirma yapildi. Total kornea kalinliginin gruplar arasi
karsilastirilmasinda, sham grubuna gore biitiin gruplarda artis s6z konusuydu. Kontrol grubu
total korneal kalinlig1 ortalamasi, diger gruplardan daha yiiksek bulundu. Bu durum,
uygulanan ilaglarin korneal 6demi 6nledigi sonucunu dogurmaktadir.

Kornea epitel kalinligiin her gruptaki ortalama degerleri saptandiktan sonra, gruplar
arasi karsilagtirma yapildi. Korneal epitel kalinliginin gruplararasi karsilastirilmasinda, sham
grubuna en yakin degerin cetuximab grubunda oldugu izlendi. EGF’iin topikal uygulanmasi
hem hiicre bdliinmesi hem de hiicre migrasyonu araciligiyla reepitelizasyonu tesvik ettigi
bildirilmektedir(178). Calismamizda subkonjunktival uyguladigimiz anti-EGF kimerik bir
antikor olan cetuximabin korneal epitelde kalinlasmaya neden olmasi, uygulama sekli olan

subkonjunktival verilmesinden kaynakli olabilir.
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6.SONUC

Calismamizda, deneysel korneal anjiyogenez modeli kullanilarak, anjiyogenezin
inhibisyonunda bevacizumab ve cetuximabin ayr1 ayr1 ve tek baslarina olan etkileri
aciklanmaya calisildi. Elde ettigimiz bulgulara gore;

1.Tek basma bevacizumab verilen grubun, kontrol grubu ile kiyaslanmasinda
anjiyogenez inhibisyonunun kismi olarak saglandig,

2.Korneal anjiyogenezin inhibisyonunda ilk defa kullanilan bir ajan olan cetuximabin
korneal anjiyogenezi inhibe etmede bevacizumab ile neredeyse ayni etkide oldugu, 6zellikle
de anti-inflamatuar etkisinin izlendigi,

3.Her iki ilacin kombine kullanildig1 grupta az diizeyde bir anjiyogenez inhibisyonun
varlig1 gdzlendi. Istatistiksel olarak anlamli olmayan bu diizeydeki bir inhibisyon, spontan
iyilesmeye bagl olarak meydana gelmis olabilecegi sonucuna varilabilinir. Subkonjunktival
verilen her iki ilacin birbirlerinin etkilerini baskilamis olabilecegi ihtimalinin gii¢lii oldugu,
daha ileri ¢calismalarda ilaglarin farkli uygulama yollarindan kombine verilmesinin etkilerinin,

anjiyogenez inhibisyonunda daha etkili sonuglar verebilir.
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