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1. GIRIS

Kornea goziin en dis kismini ve gérme sisteminin en 6nemli refraktif yapisini
olusturmaktadir. Korneanin saydamligi ve optimum gérme islevi i¢in avaskiiler bir
yapida olmasi gerekmektedir. Kan damarlari, kikirdak ve kornea stromasi hari¢ tiim
mezenkimal dokularda mevcuttur. Avaskiiler bir stromanin olusturulmasi ve

stirdiiriilmesi, kornea gelisimi ve fizyolojisinin 6nemli bir noktasidir (1).

Normal sartlar altinda, korneanin avaskiiler yapisi proanjiyogenik ve
antianjiyogenik faktorlerin dengesi ile korunmaktadir. Proanjiyogenik ve
antianjiyogenik uyaranlar arasindaki dengenin bozulmasina yol agan durumlarda
kornea vaskiilerize hale gelebilmektedir (2). Kornea neovaskiilarizasyonu (KNV)
olarak adlandirilan bu siire¢, 6nceden var olmayan kan damarlarinin (hemanjiyogenez)
ve lenf damarlarinin (lenfanjiyogenez) korneal stromada anormal ¢ogalmasini ifade
etmektedir (3). KNV’ye yol agan durumlar cogunlukla hipoksi, enfeksiyon,
inflamasyon ve zayif limbal bariyer fonksiyonu ile iliskilidir. Buna gore, kornea nakli,
enfeksiyoz keratiti, okiiler kimyasal veya travmatik yaralanmasi, otoimmiin
hastaliklar1 ve kronik kontakt lens kullanimi olan hastalar KNV gelisme riski altindadir
4.

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), patolojik KNV ile iligkili 6nemli
bir proanjiyogenik faktordiir. VEGF proteolitik aktivite, migrasyon, endotel hiicre
cogalmasi ve kapiller tiip olusumu gibi anjiyogenezin bircok basamaginda gorev
almaktadir (5). Insan korneasindaki VEGF'nin ana kaynaklar1 epitelyal, stromal ve
endotelyal hiicrelerin yan1 sira makrofajlar, inflamatuar hiicreler ve perisitlerdir (6).
VEGF’nin KNV’de 6nemli bir rol oynadigini gésteren bircok ¢alisma bulunmaktadir.
Okiiler hastaliklar i¢in anti-VEGF tedavisi esas olarak retinal vaskiiler kosullara
yonelik olsa da, KNV tedavisinde kullanildiginda da etkili oldugu yaygin olarak kabul
edilmektedir (7).

Tedavide KNV'ye neden olan etiyoloji ve patofizyolojiye odaklanilmaktadir.
Inflamasyon, KNV patofizyolojisinde énemli bir faktdr oldugundan, kortikosteroidler
ve diger antiinflamatuar ilaglar tedavinin temel dayanagi olmaya devam etmektedir
(8). Korneada olusan bu yeni damar olusumunu engellemek amaciyla amniyotik

membran transplantasyonu, lazer fotokoagiilasyon, fotodinamik terapi, koter ve ince



igne diyatermisi de diger kullanilan tedavi yaklagimlarindandir (9). Ancak bagsta
kortikosteroidler olmak iizere mevcut olan tim bu tedavi yontemlerinin etkinligi
siirlidir ve ¢ok sayida istenmeyen yan etkileri bulunmaktadir. Bu kisitlamalar KNV

izerinde etkili yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasia neden olmaktadir.

Bevacizumab, VEGF'nin tiim izoformlarin1 taniyan 149-kDa molekiiler
agirliga sahip bir monoklonal antikordur. Bevacizumab, ¢esitli kanserlerin tedavisinde
intravendz uygulama i¢in FDA onaylidir. Cesitli retinal patolojilerin tedavisinde ise
off-label olarak kullanilmaktadir. Ayrica bazi calismalar bevacizumabin topikal,
subkonjonktival ve intraokiiler yollarla uygulanmasinin KNV’yi kismen azalttigin1 ve
bazal membranin rejenerasyonunu hizlandirarak korneal alkali yanik hasarini takiben

korneal seffafligi iyilestirdigini gdstermistir (1).

Dexpanthenol, B kompleks vitaminlerinin bir {iyesi olan pantotenik asidin
alkollii bir analogudur. Dexpanthenol enzimatik olarak pantotenik aside oksitlenir ve
esas olarak koenzim A yapisinda dokulara dagitilmaktadir (10). Pantotenik asit rediikte
glutatyon (GSH), koenzim A (CoA) ve adenozin trifosfat (ATP) yapimini arttirarak
hiicresel savunmada antioksidan o6zellik gostermektedir (11,12). Ayrica re-
epitelizasyon ve graniilasyon olusumunu uyararak yara iyilesmesinde de rol
almaktadir (13). Dexpanthenoliin antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik etkileri
de deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (14,15). Dexpanthenol, antioksidan etkinligi
ile serbest radikalleri azaltarak ve doku hasarimi en aza indirerek dokularin

korunmasini saglamaktadir (16).

Dexpanthenoliin bilinen bu etkilerinin yaninda anjiyogenez iizerine etkileri tam
olarak bilinmemektedir. Ayrica dexpanthenol ve bevacizumab kombinasyonunun
tedavi basarisinda giiclii bir potansiyel olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
calismada deneysel olarak olusturulan KNV modelinde, subkonjonktival
dexpanthenol ve bevacizumab monoterapileriyle, dexpanthenol ve bevacizumab

kombine tedavisinin KNV {tizerindeki etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Kornea Anatomisi

2.1.1. Makroskopik Anatomi

Kornea, 6n kamara, iris ve goz bebeginin hemen Oniinde yer alan, goziin en
distaki saydam tabakasidir. Insan goziine giren 15131n kirilmasinda rol alan en dnemli
refraktif yiizeyi olusturur (17). On kornea yiizeyi, korneay dehidratasyondan koruyan
ve epitel yiizeyinin korunmasina yardimci olan gdzyasi sivist ile kaphdir (18).
Gozyas1, goz kirpma iglemi sirasinda goz yiizeyine yanal olarak yayilir. Lipid, akdz ve
miisin bilesenleri ile gézyasi, korneay1 nemli ve temiz tuttugundan kornea sagliginin

korunmasi i¢in 6nemlidir (19).

Kornea oval sekillidir. Yatay olarak 11-12 mm ve dikey olarak 9-11 mm
Olciilerindedir. Ortalama kornea ¢ap1 erkeklerde 11.77 mm civarinda iken, kadinlarda
11.64 mm civarindadir (20). Kornea konveks ve asferik yapidadir. On egrilik yarigap1
7,8 mm ve arka egrilik yaricapi ise yaklasik 6,5 mm'dir. Kornea, kirma giiciine
yaklasik 40-44 dioptri (D) katkida bulunur ve toplam refraksiyonun yaklasik %70'ini
olusturur. Korneanin kirilma indisi 1.376'dir. Korneanin merkezinden periferine dogru
gidildikge kalinlikta bir artis meydana gelmektedir (21). Doku kalinligindaki
degisiklik, periferik stromada bulunan kollajen  miktarinin  artigindan
kaynaklanmaktadir. Cesitli degerlendirme yOntemleri ile normal gozlerde santral
kornea kalinliginin 551 ila 565 um arasinda, periferik kornea kalinliginin ise 612 ila
640 pm arasinda oldugu tespit edilmistir (22). Korneanin zaman igerisinde artan yagla

birlikte kalinliginin azaldig bildirilmistir (23).

2.1.2. Prekorneal Gozyas1 Film Tabakasi

Kornea yiizeyinde bulunan gézyasi film tabakasi; kalinligr 3 pm ve hacmi 7-
10 pL, avaskiiler korneaya oksijen ve besin destegi saglayan, gz i¢in uygun bir 6n
kirilma ortami saglayarak korneanin kiigiik ylizey diizensizliklerini 6rten yapidir (24).
Prekorneal gozyasi filmi, bakteriyel yapismayr Onleyen ve ayni zamanda

organizmalar1 oldiiren salgisal IgA ve IgG, kompleman bilesenleri, laktoferrinler,



lizozim, B lizinler ve seruloplazmin icerir. Ayrica bu tabaka okiiler yiizeyin hidrofobik

ozelligini azaltarak kayganlik saglamaktadir (25,26).
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Sekil 1: Gozyas1 film tabakasinin tabakalari1 (27).
Gozyas: filmi li¢ tabakadan meydana gelmektedir. Bu tabakalar;

1. On lipid tabaka: Bu tabaka meibomian bezlerin lipid salgilarindan
olusmaktadir. Meibomian bezleri, sulu tabakanin buharlasmasini azaltan ve
hava/yirtilma yiizeyini elastik olarak stabilize edebilen yiizey lipid tabakasini
uretmektedir.

2. Akdz tabaka: Onde bulunan lipit tabakanin hemen altinda yer almaktadir.
Lakrimal bezler besin, uygun osmolarite ve antimikrobiyal proteinler saglayan
orta kayganlastirici sulu tabakay1 tiretmektedir.

3. Miisin tabaka: Konjonktivada yer alan goblet hiicreleri, okiiler yiizey
kaplamasindan sorumlu yiiksek molekiil agirlikli glikoproteinler iceren ve
epitel hiicre hidrofobisitesini azaltan i¢ mukus tabakasini iiretmektedir (26,27).
Katmanlarin iist iiste binmesi goz dniine alindiginda, her {i¢ katmanin da okiiler

yiizeyde yar1 viskoz bir jel seklinde oldugu sdylenebilir (26).

2.1.3. Mikroskopik Anatomi

Kornea, hiicresel ve aseliiler bilesenlerden olusmaktadir. Korneanin hiicresel
bilegenleri; epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve keratositlerden olusmaktadir. Aseliiler
bilegeni ise kollajen ve glikozaminoglikanlardan olugmaktadir. Hiicresel bileseni

olusturan keratositler ve endotel hiicreleri noral krestten tiiremistir. Epitel hiicreleri ise



yiizey ektoderminden tiiremistir. Kornea kabaca 5 tabakadan olugmaktaydi. Ancak
2013 yilinda posterior stromamn derinliklerinde, aseliiler bir yogunlasmadan olusan

dua tabakas1 tanimlanmistir (28,29).

Korneanin tabakalar1 digtan ige dogru su sekilde siralanmaktadir;

Descemet membram

1. Epitel

2. Bowman tabakasi
3. Stroma

4. Dua tabakasi

5.

6.

Endotel

Bowman's membrane

Stroma

; Descemet’s membrane
Endothelium [ ] e e]e|e[e]e]e]e]e]

Sekil 2: Kornea tabakalar1 (30).

2.1.3.1. Epitel ve Bazal Membran

Kornea epitel tabakasi, gebeligin 5 ila 6. haftalar1 arasinda yiizey
ektoderminden tiiretilmistir ve yaklagik olarak 50 pm kalinliginda keratinize olmayan,
tabakali sknamoz epitel hiicrelerinden olusur. Kornea epitel hiicreleri gozyasi filmi ile
yakin bir iligki igindedir. Gozyas1 filminin miisin tabakasi, korneanin ylizeyindeki
epitel hiicreleriden {retilen glikokaliks tabaka ile dogrudan temas halindedir.
Glikokaliks tabaka her goz kirpildiginda gozyasi filminin hidrofilik bir sekilde
yayilmasini saglar. Epitel, {i¢ tip hiicreden olusan 5-6 katmanli bir yapidir: yiizeysel



hiicreler, kanat hiicreleri ve bazal hiicreler. Yiizeysel hiicreler, 2-3 katmanli yassi
poligonal hiicrelerden olusur. Apikal yerlesimli mikrovilluslar ylizey alanini
arttirmaktadir (28). Kanat hiicreleri 2-3 katmanhdir ve sekilleri itibariyle bu adi
almiglardir. 64-kDa keratinleri eksprese ederler. Epitel tabakasinin en derininde yer
alan bazal hiicreler tek katli kuboidal veya kolumnar hiicrelerden olusur. Bol miktarda

organelleri vardir ve mitotik olarak aktiftirler (28).

Hiicrelerarasi siki baglantilar yiizeysel hiicrelerin yan duvarlarinda bulunur ve
bariyer fonksiyonu gorerek korneanin dehidratasyonunu korumaya yardimci olmanin
yani sira patojenlerin stromaya girisini de engeller (31). Desmozomlar ise tiim epitel
hiicrelerinin lateral membranlar1 boyunca bulunur. Bazal hiicreler altta yatan bazal
membrana hemidesmozomal bir sistemle baglanir. Bu baglantinin bozulmasi, korneal
erozyonlara ve iyilesmeyen epitel defektlerine yol agabilir. Gap kavsaklari, tiim epitel
hiicrelerinin yan taraflarinda bulunan ve kiigiik molekiillerin diflizyonuna izin veren
gecirgen kanallardir. (23,28). Kornea epitel hiicreleri diizenli olarak apoptoz ve
deskuamasyona ugrar ve limbustaki kok hiicrelerden boliinerek yenilenir ve epitel
hiicrelerinin apikal yonde net bir hareketine katkida bulunur. Epitel hiicrelerinin dmrii

ortalama 7-10 giindiir (31).

Epitel hiicrelerinin bazal membrani1 yaklasik 40-60 nm kalinligindadir ve
yapisinda tip IV kollajen ve laminin bulunmaktadir. Bazal epitel hiicrelerinden gelen
ankraj fibrilleri, bazal membranin i¢inden geger ve ankraj plaklar1 haline gelir. Bu
ankraj fibrilleri tip VII kollajen igerirken, ankraj plaklari tip I kollajenden olusur. Eger
bazal membran zarar goriirse, fibronektin seviyeleri artar ve iyilesme siireci 6 haftaya
kadar uzayabilir. Santral ve periferik kornea epitelinde bazi farkliliklar bulunur.
Santral korneada epitel yaklasik 5-7 katmandan olusur ve bazal hiicreler kolumnar
sekildedir. Bu bolgede melanositler veya Langerhans hiicreleri bulunmaz. Ayrica,
piiriizsiiz bir bazal hiicre tabakasi keratan siilfat igerir ve lenfatik damarlar yoktur.
Periferik korneada ise epitel yaklagik 7-10 katmandan olusur ve bazal hiicreler
kiiboidal yapidadir. Bu bolgede melanositler ve Langerhans hiicreleri bulunabilir.
Ayrica, bazal tabakanin dalgali uzantilar1 vardir, ancak keratan siilfat icermez ve

lenfatik damarlar bulunmaz (28,32).
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Sekil 3: Kornea epiteli ve bazal membrani (33).

2.1.3.2. Bowman Tabakasi

Bowman tabakas1 epitelyal bazal membran (EBM) ile stroma arasinda yer
almaktadir. Yetiskin bir insanda Bowman tabakasi 8 ila 12 pum kalinligindadir ve
aseliiler olup randomize dagilmis kollajen fibrillerinden olusmaktadir (34). Yasla
birlikte kalinliginin azaldig1 bildirilmistir. Bowman tabakasinin arka ylizeyi stromanin
yiiksek oranda organize olmus kollajen lamelleri ile birlesmektedir (35). Bowman
tabakasi, tip I ve tip V kollajen ile proteoglikanlardan olusan bir yapidir ve korneanin
seklini korumada 6nemli bir rol oynar. Bowman tabakasi zarar gordiigiinde, kendini

yenileyemez ve genellikle bir yara izi olusur (28).

2.1.3.3. Stroma

Stroma, korneanin ana yapisal destegini saglar ve yaklasik %90’ 1 olusturur.
Bu tabaka hiicre dis1 matriks ile kollajen liflerin demetler (lameller) halinde
diizenlenmesinden olusur ve yaklasik 500 um kalinligindadir. Stromanin 1/3 anterior
kisminda kollajenler oblik yerlesirken, 2/3 posterior kisminda dik konumda yerlesirler
(36,37). Stromal kollajen, tip I ve tip V kollajenin dar ¢apli heterodimerik
kompleksinden olusur. Lumikan ve keratokan, stromadaki baslica keratan siilfat
proteoglikanlaridir. Bunlar yapisal destege katkida bulunmak i¢in iki islevli bir rol
sergiler; protein kisimlar1 c¢aplarin1 modiile etmek i¢in kollajen fibrillerine
baglanirken, glikozaminoglikan zincirleri yiiksek oranda yiikliidiir ve fibriller arasi

boslugu destekler (38). Lumikan stromanin bakteriyel enfeksiyonlari sirasinda nétrofil



gociinii diizenler. Dekorin, dermatan siilfat ile iliskili 6nemli bir proteoglikandir ve

benzer sekilde kollajen fibrillerini ¢evreler (28,39).

Kornea stromasinin  ana  hiicreleri olan  keratositler, kollajeni,
glikozaminoglikanlar1 ve matriks metalloproteinazlar1 {ireterek bu tabakamn
biitiinliigiinii korur (23). Yaklagik 2.4 milyon keratosit hiicre bulunur ve stromanin

%35 ’1ni olusturur (40).

Stromanin, 15181n sagilmayi onleyecek sekilde gecisini kolaylagtirarak hem
korneaya yapisal destek hem de seffaflik sagladigi bilinmektedir. Bu lamel
modelindeki bozulmalar, ister hidrasyon ister anormal birikimler yoluyla olsun,
saydamlig1 bozar ve gorme kaybina neden olur. Seffafligi kolaylagtirmak i¢in kornea
stromasinin avaskiilaritesi de gereklidir ve antianjiyogenik faktdrlerin tretimi,
proanjiyogenik faktorlerle dengeyi korumaya yardimcei olur (31,41). Stromal berraklik
ayni zamanda uygun keratosit hiicre farklilasmasina da baglidir. Doniistiiriicii biiyiime
faktorii-beta (TGF-B) ve platelet kaynakli biiyime faktoriine (PDGF) maruz
kalindiginda ortaya ¢ikabilen keratosit kaynakli miyofibroblast olusumu, korneal
bulaniklik gelisimi ve diizensiz ekstraseliiler matriks Uretimi ile iligkilidir (42).
Epitelin yanisira stroma da kornea immiinitesinde Onemli bir rol oynamaktadir.
Merkezi kornea olgunlagsmamig ve Oncii tip dendritik hiicreler icerirken, periferik

kornea kemik iligi kaynakli yerlesik dendritik hiicreler igerir (43).

2.1.3.4. Dua Tabakasi

Dua tabakasi, Descemet membraninin hemen 6niinde hiicre igcermeyen giiclii
bir tabaka olarak bilinir. ilk kez 2013 yilinda Dua ve ark. tarafindan tamimlanan bu
tabaka, stroma ile Descemet tabakasi arasinda bulunur. Dua ve ark.'m galigmalarina
gore, bu tabakanin kalinlig1 yaklasik olarak 10.15 + 3.6 pm civarindadir ve transvers,
longitudinal ve oblik yOnlerde diizenlenmis agirlikli olarak tip 1 kollajen
demetlerinden olusan 5 ila 8 lamelden meydana gelir. Dua ve ark. bu ¢aligmalar1
ortalama yasi 77.7 olan hastalar lizerinde ger¢eklestirdiginden, bu tabakanin
cocuklarda 6zelliklerini tanimlamak i¢cin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulabilecegini

de belirtmislerdir (29).



2.1.3.5. Descemet Membrani

Descemet membrani, kornea endotel tabakasinin bazal membramdir. Bu
membran, dogumda yaklagik 3 um kalinligina sahipken, yetiskinlerde zamanla 10
um’ye kadar kalinlagir. Bu membran iki tabakadan olugsmakta olup; fetal donemde
tespit edilebilen, kalinligi degismeyen 6n bantli tabaka ve endotel hiicreleri tarafindan
dosenen, yillar iginde kalinlagan arka bantsiz tabaka seklindedir. Descemet membrani,
kornea dehidratasyonunun siirdiiriilmesine yardimci olur. Bu nedenle &zellikle
Descemet membran yirtiklarinin meydana gelebildigi kornea ektazilerinde fokal akut
kornea 6demi ataklar ile karakterize kornea hidropsu olusabilir. Iyatrojenik Descemet
membran yirtig1 veya goz ici cerrahisi sonrast dekolman da kornea 6demine neden olur
(31,44). Descemet membrami yapisal olarak tip IV ve VIII kollajen fibrilleri
icermektedir. Viicuttaki diger bazal membranlarda tip IV kollajen yayginken, tip VIII
nispeten Descemet membranina dzgiidiir ve elektron mikroskobu altinda goriilebilen
merdiven benzeri yapilar olusturmaktadir. On banth tabakada, kollajen fibrilleri 110
nm araliklarla periyodik bantlanma ile kafes benzeri bir konfigiirasyon gdstermektedir
(31,45). Arka bantsiz tabaka homojenize ince graniiler bir goriiniime sahiptir ve
zamanla kalinlig1 artar. Stromaya benzer sekilde, keratan siilfat, heparan siilfat ve

dermatan siilfatin yani sira laminin ve fibronektin de mevcuttur (31).

2.1.3.6. Endotel Tabakasi

Kornea endoteli, korneanin arka yiizeyini kaplayan tek katli hekzogonal hiicre
tabakasindan olugmaktadir. Yaklasik 5 um derinliginde ve 20 um capindadir. Aktin
filamentleri hiicre gociine aracilik eder, hiicre seklini korur ve apikalde yogun periferal
bantlar halinde bulunur (28,31,46). Kadherin apikal hiicre baglantilarinda ince bir
periselliller bant olusturur ve bazolateral hiicre sinirlar1 boyunca uzanir. Endotel
hiicrelerinin yan duvarlarinda o6zellikle apikal yiizeye yakin alanda siki baglantilar
bulunur. Lateral duvarda yer alan bir diger hiicrelerarasi baglanti ise gap kavsaklaridir

ve endotel hiicrelerinin elektriksel baglantisina katki saglar (31,47,48).

Kornea endotel hiicreleri, stromal tabakanin hidrasyon miktarin1 korumada
onemli bir rol oynar ve bu dengenin siirdiiriilmesi, endotel hiicreleri arasindaki siki

baglantilara, Na/K-ATPaz pompasina ve bikarbonat bagimli Mg-ATPaz ile ilgili



pompalarin iglevine baghdir. Bu sekilde, korneadan gegen 15181 optik berrakligini en
iist diizeye ¢ikarmaya yardimci olurlar. Endotel hiicre yogunlugu dogumda yaklasik
3000-4000 hiicre/mm? iken gec yetiskinlikte 2500 hiicre/mm? diizeylerine diiser.
Konfokal mikroskopi ile endotel hiicre kaybinin yasam boyu yilda 10,92 hiicre/mm?
oraninda oldugunu tespit edilmistir. GOz i¢i cerrahisi veya travmalara bagh kornea
endotel hiicre yogunlugu mm? basma birka¢ yiiz hiicreye diisebilir ve bunun

sonucunda kornea 6demi gelisebilir (31,49).

Sekil 4: Konfokal mikroskopide kornea endotel yapisi (31).

2.1.4. Limbus

Limbus, kornea ile sklera arasindaki gecis bolgesidir. Onde Bowman ve
Descemet membranlarinin periferleri arasindaki kavramsal ¢izgi ile arkada skleral
cikintidan ¢izilen teget bir ¢izginin gectigi alan1 kapsamaktadir (50). Histolojik olarak
limbus, diizenli kornea lamellerinden diizensiz sklera kollajen demetlerine kademeli
bir ge¢is olan kornea ve skleral doku arasindaki birlesme yeridir. Limbal bant ortalama
1,5 ila 2 mm genisligindedir. Kiigiik bir alan olmasina ragmen limbus, goziin
diizenleyici islevlerini kontrol eden bir¢ok 6nemli yap1 igerir. Trabekiiler ag, Schlemm
kanali ve burada bulunan akodz toplayici kanallar, akéz c¢ikiginin geleneksel yolunu
olusturarak goz i¢i basincini diizenler (51). Limbal kok hiicreler, limbustaki epitelin
bazal tabakasindadir. Bu kok hiicreler siirekli yenilenen kornea epitelinin olusmasini
saglar. Limbal kok hiicreler ayn1 zamanda korneaya konjonktival proliferasyonun
engellenmesinde de Onemli bir bariyer rolii oynar (52). Limbusun vaskiilaritesi
oftalmik arterin bir dali olan anterior siliyer arterlerden koken alir. Limbusta yiizeysel
ve derin sirkiiler pleksusu besler. Yiizeyel perilimbal pleksus, sirkiiler limbal arter ve

perilimbal vendz pleksus tarafindan olusturulur. Arteriyoller anteriora dogru
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seyretmeye devam eder ve Bowman membraninin kenarinda sonlanan marjinal
korneal arkuslar1 olusturur. Derin intraskleral pleksus akdz toplayici kanallardan,
Schlemm kanalindan ve trabekiiler agdan sivi toplar. Derin ve yiizeysel pleksusu
birbirine baglayan akdz venler vardir ve bunlarin tiimii orbital vendz sisteme drene

olur (53,54).

2.1.5. Korneanmin Duyusal innervasyonu

Kornea, viicudun en yogun innervasyona sahip dokusudur (55). Kitano, 957
yilinda kornea epitelinin sinir lifi baglantisinin, gebeligin 5. ayinda meydana geldigini
belirtmistir. Korneanin duyusal sinirleri trigeminal sinirin oftalmik dalindan kdken
alan nazosiliyer sinir ve onun siliyer dallariyla ilerler ve korneaya penetre olur. Bu
dallar, bazal epitel ve Bowman tabakasi arasinda korneanin yiizeyine paralel olarak
seyreder ve tistteki kornea epitelini innerve eden subbazal sinir pleksusunu olusturur.
Merkezi kornea sinir yogunlugu mm? bagma yaklasik 7.000 nosiseptdrden olusur.

Boylece kornea deriden 300 ila 600 kat daha hassastir (56).

Su_perfi_cial >£

epithelium
Sensory nerve »

terminals

Basal
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Sekil 5: Korneanin duyusal innervasyonunun sematik gosterimi (57).

2.1.6. Korneanin Vaskiiler Sistemi

Kornea viicuttaki az sayidaki avaskiiler dokudan biridir. Normalde kornea kan
damarlar1  igermemesine ragmen, kandan elde edilen faktorler kornea
metabolizmasinda ve yara iyilesmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Oftalmik arterden
koken alan anterior siliyer arter, limbal bolgede eksternal karotid arterin fasiyal

dalindan koken alan damarlarla anastomoz gdstererek vaskiiler bir yap1 olusturur.
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Boylece kornea hem internal hem de eksternal karotid arterler tarafindan kan
bilegenleri ile beslenir. Bazi patolojik durumlarda, yeni damarlar limbustan kornea

stromasina girer ve kornea seffafliginin kaybina neden olabilir. (58).

2.2. Kornea Embriyolojisi

Kornea, noral ektodermden kdken alan ti¢ hiicresel katmandan olugur. Tabakali
bir epitel (ektodermin dogrudan soyundan gelen) korneanin en dis yilizeyini kaplar ve
yiizey ektoderminden koken alir. Korneal stroma ve endotel ise ndral krest
hiicrelerinden koken alir. Tiim bu hiicresel katmanlar baslangigta 6n g6z bolgesinde
birleserek farklilagmamis halleriyle varsayimsal korneay: olusturur. Daha sonra iyi
diizenlenmis hiicresel etkilesimler ve molekiiler sinyalizasyon olaylari,
farklilasmalarii ve seffaf korneanin es zamanli olusumunu indiikler (59). Noronal
optik cukurun tizerindeki yiizey ektodermi invajine olarak kristalin lensi gelistirirken,
bu ilkel lens yuvarlaklagir ve iistteki ektodermin kornea epiteline doniismesine neden
olur. Bu siire¢ insanlarda gebeligin yaklasik 33. giinlinde gercgeklesir ve gebeligin 5.

haftasinda iki katmanli bir epitel mevcuttur (60).

Noral krest hiicreleri, embriyonun gesitli bolgelerine go¢ ederek ¢ok sayida
yapmin ortaya c¢ikmasini saglayan multipotent, kok hiicre benzeri bir hiicre
popiilasyonudur. Kornea endoteli ve stromal keratositlerin noral krest hiicre
progenitorleri, embriyonun orta hat bolgesinde yer alan noral tiipten koken alir. Noral
tip ve komsu ektodermden gelen sinyaller noral krest hiicre indiiksiyonu igin
gereklidir (59). Insanlarda gebeligin yaklasik 7. haftasinda, kapanmakta olan néral tiip
ile ektodermin birlestigi yerde ortaya ¢ikan ve periokiiler alan1 dolduran noral krest
hiicrelerinin bir alt popiilasyonu mezenkimal hiicreleri gelistirir ve lens ile ilkel kornea
epiteli arasindaki bosluga go¢ ederek stroma, endotel, iris ve trabekiiler aga doniisiir
(61). Descemet membraninin kollajeni kornea endotel hiicreleri tarafindan salgilanir
ve gebeligin 12. haftasindan itibaren tespit edilebilmektedir (44). Noral krestten koken
alan kornea endoteli olusumu, stromanin gelisimi ile birlikte gerceklesir ve stroma

gelisimini bozan faktorler siklikla her iki tabakayi da etkiler (59).
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2.3. Kornea Fizyolojisi ve Metabolizmasi

Insan korneasi, essiz bir doku olup iki hayati islevi yerine getirir. Bir taraftan
on kismi olusturarak gozii dis etkenlerden korur. Diger yandan, gbziin en giicli
refraktif ylizeyi olarak toplam kirma giiciniin %70'ine katkida bulunur (62).
Korneanin normal gérmeyi saglama fonksiyonu kismen kornea epitelinin siirekli
yenilenme yetenegine baghidir. Epitel yenilenmesi esastir ¢iinkii boylece hem zararl
cevresel ajanlara kars1 bir bariyer gorevi goriir hem de epitel ylizeyinin piiriizsiiz optik
ozellikleri bu yenilenme siireci sayesinde siirdiiriiliir. Yenilenme hizi, kornea epitelinin

cogalmasi, farklilagsmasi ve hiicre 6limii stirecleri arasindaki dengeye baglidir (63).

Kornea, goz kiiresinin yiizeyinde bir hava-sivi arayiizii olarak hareket eder.
Akoz hiimoriin basincina ve ekstraokiiler kas gerilimine dayaniklidir. Kornea
stromasindaki yiiksek oranda organize olmus kollajen fibrilleri tiim kornea yapisinin
ana bilesenidir. Boylece korneanin biyomekanik oOzellikleri olan viskozite (stres
gevsemesi, slirtiinme ve anizotropi), yapisal giic, elastikiyet, biitiinliik, stabilite vb.
oncelikle kornea stromasi tarafindan belirlenir (64). Kornea endoteli, akdz hiimdrden
aldig1 glikoz ile enerji ihtiyacim1 karsilayarak seffaligin ve dehidratasyonun
devamliligin1 saglamaktadir. Epitel ve stroma ise bir miktar glikozu da limbal
kapillerden ve gozyasindan alir. Oksijen kullanimi ile krebs sikliisii siirecine giren
glikozdan nihayetinde enerji iiretilmektedir. Korneanin epitel tabakasinda glikoz
glikojen olarak saklanabilmektedir. Glikojen, ATP ve enzimlerin en fazla miktarda
bulundugu tabaka epitel tabakasidir. Enerji {iretimi i¢in ayrica pentoz fosfat yolu da
kullanilmaktadir. Kornea da yukarida bahsettigimiz bu maddelere ek olarak kollajen
lifler, mukopolisakkaritler, albiimin ve globiilinin de bulundugu bildirilmistir (23).

2.4. Korneal Yara Iyilesmesi

Kornea, goziin dis diinyaya agik olan boliimiidiir ve bu nedenle cesitli tehditlere
kars1 en savunmasiz olan kismidir. Korneal yaralanmalarin iyilesmesi, dnemli bir
klinik sorun teskil etmektedir. Bunun nedeni, korneanin sik sik travmatik hasara
ugramasi ve refraktif ameliyatlarin sayisinin stirekli artmasidir. Yara iyilesmesi,
kornea hiicreleri i¢in bir dizi iligkili olaydan olusmaktadir. Epitel, stromal ve endotel

hiicrelerin iyilesmesinde hiicre gogii, biiylime faktorlerine bagimlilik ve ekstraseliiler
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matriksin (ECM) yeniden sekillenmesi ile ilgili kesin benzerlikler vardir. Hatta epitel
ve stromal hiicrelerin iyilesmesi arasinda iyi belgelenmis bir karsilikli etkilesim de s6z
konusudur. Ote yandan, farkli kornea hiicrelerinin iyilesme mekanizmalarinda dnemli
farkliliklar da bulunur. Epitel, limbal kok hiicrelerinin migrasyonu ve farklilasmasiyla
iyilesir, ancak farkli hiicre tiplerine doniisemez. Bunun aksine stroma, keratositlerin
fibroblastlara ve miyofibroblastlara doniigiimii ve dolasimdaki bagigiklik sistemi

hiicrelerinin katilimi ile iyilesir (65).

Korneal yara iyilesmesi, yara bolgesinde apoptoz, hiicresel go¢, proliferasyon,
farklilasma ve hiicre dig1 matris etkilesimlerini igeren ¢ok asamali karmagik bir
stirectir. Korneal yara iyilesmesi ile iligkili birbiriyle ortiigen dort agama vardir: latent
veya gecikme asamasi, ardindan yaranin kapanmasina yol agan gi¢ asamasi,
proliferasyon asamasi ve baglanma/adhezyon asamalaridir. Ilk latent evre, yara
bolgesine gogli saglamak i¢cin hemidesmozomal ayrilma ve subseliiller aktin
polimerizasyonu gibi hiicresel yeniden yapilanmayi icerir. Hiicreler hareketli hale
geldiginde, artan hiicresel gogiin bir sonucu olarak yaranin kapatilmasi baglatilir
(65,66). Hiicrelerin ¢ogalmasi, tabakalasma yoluyla kornea kalinliginin
restorasyonuna izin verir. Daha sonra dokuyu bazal membrana tutturmaya yardimci
olmak i¢in hemidesmozom firetimi artar (67). Bagisiklik hiicreleri latent fazin
sonlarindan itibaren korneaya sizar ve sonugta ortaya ¢ikan inflamatuar yanit, kismen
Thl bagisiklik yanitinin uyarilmasiyla hasarl hiicreleri ve bakterileri temizleyerek
yara iyilesme siirecine daha fazla katkida bulunan fibrositler ile dogustan gelen

bagisiklik islevlerine yol agar (68).

2.4.1. Korneal Epitelyal Yara Iyilesmesi

Epitel hiicresinin herhangi bir kism1 bozuldugunda, genellikle hiicrenin tamam1
kaybolur ve epitel tabakasinda bir hasar meydana gelir. Epiteldeki en yaygin
yaralanma sekli mekanik yaralanmadir, ancak termal ve kimyasal yaralanmalar da
miimkiindiir. Mekanik bir gii¢ epitel bariyerinde bir hasar yarattiginda, hasarin
kenarindaki hiicreler, hiicre gogli ve hiicre yayilmasinin bir kombinasyonu ile
dakikalar i¢cinde defekti kapatmaya baglar. Bu siiregten 6nce, hiicre zar1 uzantilarinin
olusturulmasi, bazal hiicrelerden hemidesmozom adezyonlarinin kaybolmasi ve

mitokondriyal enerji iiretiminde artig dahil olmak iizere anatomik, fizyolojik ve
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biyokimyasal nitelikte neredeyse aninda hazirlayici hiicresel degisiklikler meydana
gelir (69). ECM proteini fibronektinin, hiicre-substrat yapismasi ve hiicre goci
ortaminda kilit bir faktor oldugu diistiniilmektedir. Yaralanmadan 24 ila 30 saat sonra
mitoz boliinme epitel hiicre popiilasyonunu yeniden olusturmaya baglar. Sadece bazal
hiicreler, gegici ¢ogaltici hiicreler ve limbal kok hiicreler bu yeniden olusturulan

mitoza katilir (70).

2.4.2. Korneal Stromal Yara Iyilesmesi

Stromal yara iyilesmesi 3 asamadan olusur; onarim, rejenerasyon ve yeniden
sekillenmedir (71). Cilt yaralarindaki yara iyilesme siirecine benzer sekilde, stromal
yara iyilesmesinin sitokinlerin, biiyiime faktorlerinin ve kemokinlerin karmagik bir
etkilesimini igerdigi gosterilmistir; ancak onemli bir fark, iyilesmede vaskiiler bir
unsurun bulunmayisidir (72). Stromal keratositlerin aktivasyonu ve gogii, stromal bir
hasara verilen ilk tepkilerdir ve saatler i¢inde ortaya ¢ikabilir. Bu hiicreler aktiflestikce
fibroblasta benzer bir goriinim ve davranig sergilerler. Yaralanma alanindaki
keratositler apoptozise ugrar ve ilk hakaretten 4 saat sonra zirveye ulasirlar.
Apoptozisin, komsu keratositlerin aktivasyonunu etkileyerek yara iyilesmesi cevabini
yonlendirdigi diisiiniilmektedir. Ilk hakaretten sonraki 1-2 hafta i¢inde, kontraktil
ozelliklere sahip miyofibroblastlar yara bdlgesine girer ve stromal yeniden
sekillenmeye dahil olur. Bu hiicreler, ECM'nin yeniden sekillenmesinden, hiicre-
matriks etkilesiminden, inflamatuar hiicre alimindan ve sitokin aktivasyonundan
sorumlu bir proteolitik enzim ailesi olan matriks metalloproteinazlarin (MMP) artan
ekspresyonunu kullanir (23,73). Korneadaki MMP'lerin stromal yarada bulunan
kollajenin yeniden diizenlenmesinde ¢ok Onemli oldugu disiiniilmektedir. Bu
MMP'lerin asir1 ekspresyonunun, aktive olmus inflamatuar sitokinlerle birlikte,
epitelyal bazal membrandaki spesifik tip IV kollajen izoformlarinin kaybindan
sorumlu olabilecegi ve bunun da skarlasma veya bulaniklifa yol acabilecegi one
stiriilmiigtiir. Bu sitokinler, MMP'ler ve diger aracilar arasindaki etkilesim, bu
proteinlerin yalnizca varligi veya yoklugundan ziyade, korneal yara iyilesmesi
sirasindaki karmagik yeniden sekillenme siirecinin diizenlenmesinde genellikle

belirleyici bir rol oynar (74). Bu siirecin tamamlanmasi aylar hatta yillar alabilir;
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sonugta bazen birincil yara iyilesmesi gergeklestikten cok sonra kornea berrakligi

azalir (23).

2.4.3. Korneal Endotelyal Yara Iyilesmesi

Korneanin 6n bolgesinin dogrudan endoteli icermeyen delici olmayan
yaralanmalari, hiicre tabakasinin hizli fokal bozulmasindan kaynaklanan endotelde
konsantrik lezyonlara neden olabilir. Endotel tabakasinin zedelenmesi korneanin agiri
biikiillmesinden veya katarakt ameliyati sirasinda lens pargalarinin endotele
carpmasindan kaynaklanabilir ve bazen klinik olarak endotel iizerinde kivrimli, grimsi
cizgiler seklinde goriilen salyangoz izi lezyonlarina neden olabilir. Hasarli hiicreler,
cevredeki hiicrelerin genislemesi ve hasarli bolgeye dogru goc etmesiyle hizla yer
degistirir. Daha siddetli travmalarda Descemet membram yirtilabilir veya kopabilir.
Boyle durumlarda, yirtilan Descemet membram stromaya dogru kivrilir, ¢evredeki
endotel hiicreleri kayarak defekti kapatir ve yeni Descemet membranini {iretir (75).
Endotelin in vivo olarak ¢ogalmadigi goriilse de, son kanitlar endotel hiicrelerinin

yetigkinlikte bile sinirli mitotik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (76).

2.4.4. Kornea Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Korneada yara iyilesmesini etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bu faktorler

Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Kornea yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Etkileyen Faktorler Sebepleri

Yas Artan yas yara iyilesmesini olumsuz olarak etkilemektedir (77).

Beslenme Kotii beslenme yara iyilesmesini belirgin bir sekilde olumsuz
etkilemektedir (77).

Travma Travmanin korneada ne sekilde olustugu énemlidir (77).

Yara Apozisyonu Yara kenarlarinin iyi bir sekilde apozisyonu iyilesmeyi olumlu
etkiler (77).

inflamasyon Farkl inflamatuar yanitlar iyilesmeyi geciktirebilir (78).
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Enfeksiyon Mikroorganizmalar inflamatuar yanit1 arttirarak yara

iyilesmesini geciktirebilmektedir (77).

Duyusal innervasyon Hiicre gogii ve adezyon duyusal innervasyonun olmamast

durumunda azalmaktadir (79).

Intraokiiler Basimng Yiiksek basing degerleri skar dokusunun kontraksiyonunu
bozmaktadir (79).

Gozyasimin Etkisi Gozyasinin kalitesi epitelin biitiinliigiiniin saglanmasi i¢in
oldukg¢a donemlidir (77).

Vaskiilarizasyon Cesitli mediyatorler ve travma vaskiilarizasyona neden
olabilmektedir (80).

ilaclar Kortikostreoidlerin, bazi antibiyotiklerin, lokal anesteziklerin,

asetilkolinin ve antiviral ilaglarin epitelyal yara iyilesmesini
geciktirdigi, fibronektinin, interlokin-6"nin ve retinoik asitin

iyilesmeyi olumlu etkiledigi bildirilmistir (81-86).

Biiyiime Faktorleri Biiyiime faktorleri hiicrelerin cogalmasi ve gogii lizerinde

onemli rol oynamaktadir (87).

Sitokinler Epitelde meydana gelen hasar sonucu bir¢ok sitokinin iyilesme

stirecinde rol aldig1 bilinmektedir (88).

2.5. Kornea Neovaskiilarizasyonu

KNV, kornea iizerinde 6nceden bulunmayan yeni damarlarin olustugu bir
stirectir. Bu, heniiz tam olarak a¢ikliga kavugmamig bir mekanizmadir ve mevcut
damar agmin genislemesine yol agan farkli hiicre tiirlerini igermektedir. Timor
gelisiminin anjiyogeneze bagli oldugu hipotezi, 1971 yilinda Judah Folkman
tarafindan Onerilmigtir. Bu kesif, anjiyogenezin molekiiler yollarmi engellemeye
dayali yeni bir anti-timdr tedavi sinifinin baslangici olmustur. ilk antianjiyogenik
tedaviler 1990'1 yillarda ortaya ¢ikmistir. O'Reilly, 1997'de endostatinlerle tedavi

edilen timorlerin tamamen kiictildigi ilk vakalari tanimlamistir. 1999 yilinda,
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VEGF'yi hedefleyen ilk monoklonal antikor olan bevacizumab gelistirilmis ve 2004

yilinda kolorektal kanser tedavisi i¢in piyasaya siiriilmiistiir (89).

Neovaskiilarizasyon (NV), daha 6nce avaskiiler olan bolgelerde yeni vaskiiler
yapilarin olusmasidir. Neovaskiilarizasyon siireglerinde muhtemelen birbiriyle ortiisen
iki mekanizma s6z konusudur. Vaskiilogenez, 6zellikle embriyogenez sirasinda kemik
iliginden gelen anjiyoblastlar tarafindan yeni kan damarlarinin olusturulmasidir.
Anjiyogenez ise Onceden mevcut vaskiiler yapilardan yeni damarlarin olusumunu
icerir. Proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler arasindaki denge, proanjiyogenik
faktorlere dogru kaydiginda anjiyogenez meydana gelir. Korneanin kanlanmasi,
oftalmik arterin dallar1 olan ve limbus bolgesinde perikorneal pleksusta ikiye
boliinerek sonlanan on siliyer arterlerden kaynaklanir. KNV, esasen perikorneal
pleksusun kapillerlerinden ve veniillerinden yeni damarlarin filizlenmesini icerir (90).
KNV'in {i¢ klinik gériinimii vardir. Bunlardan ilki olan vaskiiler pannus, okiiler
yiizey hastaligindan kaynaklanir. Ikincisi stromal keratit veya alkalin hasarindan
kaynaklanan stromal NV'dir. Ucgiinciisii ise herpes veya interstisyel keratitte
goriilebilen Descemet membranini 6rten derin NV'dir. Klinik olarak siklikla karigik
goriiniimler gézlenmektedir (4). Cogu dokuda, oksijen ve besin saglamak, hiicre dis1
stviyl bosaltmak ve patojenlere kars1 korunmak i¢in kan ve lenfatik damarlara ihtiyac
vardir. Ancak, kornea damarlanmanin olmadig1 essiz bir dokudur. Ak6éz hiimoérden
difiize olan glikoz ve goézyasi filminden difiize olan oksijen korneanin metabolit
ihtiyacin1 karsilar, bu nedenle saglikli bir kornea avaskiiler kalabilmektedir. Bazi
hastalikli durumlarda, patolojik korneal hemanjiyogenez veya lenfanjiyogenez
meydana gelir ve bu da kornea saydamligini azaltir. Korneal anjiyogeneze yol agan
durumlar ¢ogunlukla hipoksi, enfeksiyon, inflamasyon ve zayif limbal bariyer
fonksiyonu ile iligkilidir. Buna gore; kornea nakli, enfeksiy0z keratit, okiiler kimyasal
veya travmatik yaralanma, otoimmiin hastaliklar ve kronik kontakt lens kullanimi

KNV geligme riskini artirir (91,92).

2.5.1. Epidemiyoloji

Korneanin ve goziin diger bolgelerinin neovaskiiler ve enfeksiyoz hastaliklari,
halk sagligr i¢in onemli bir sorun teskil etmektedir. ABD'de KNV riski tasiyan
yaklagtk 1.4 milyon hasta bulundugu, ABD niifusunun %4'linde kornea
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neovaskiilarizasyonu oldugu ve kornea nakli sirasinda alinan kornea 6rneklerinin
%20'sinin  histopatolojik olarak vaskiilarizasyon belirtileri gosterdigi tahmin
edilmektedir (93). KNV ayrica kontakt lens kullaniminda, 6zellikle de yumusak
hidrojel lenslerin uzun siireli kullaniminda goriilebilmektedir ve 9 milyon kisinin
120.000'inde (%1,3) KNV oldugu tahmin edilmektedir (94). Anjiyogenez, kornea
nakline yol acan hastaliklarin yaygimn bir histopatolojik 6zelligidir ve 1 caligmada

eksize edilen insan kornealarinin %19,9'unda bulunmustur (95).

2.5.2. Etiyoloji
KNV’yi tetikleyen temel risk faktorleri Tablo 2'de 6zetlenmistir (4,96).

Tablo 2: KNV nin etiyolojisi

KNV’nin Etiyolojisi
Enfeksiyon Inflamatuar
o Viral o Korneal greft reddi
o Herpes simpleks keratiti o  Graft-versus-host hastaligi
o Herpes zoster keratiti o Stevens-Johnson sendromu
* Bakteriyel o Atopik konjonktivit
o Bakteriyel keratit o Okiiler rozesea
o Sifilitik stromal keratit o Pemfigoid
o Trahoma bagl
keratokonjonktivit
o  Fungal
o Candida
o Aspergillus
o Fusarium
e  Parazitik
o Okiiler onkoserkiyazis
o Acanthamoeba keratiti
Dejenerasyon/Limbal bariyerin kaybi Hipoksi
o Konjenital o Kontakt lens kullanimi
o Aniridia o Alkali yaralanma
o Konjenital epidermal displazi
o Turner sendromu
o Kimyasal yaralanma (ozellikle alkali)
o Termal yaralanma
e Birincil limbal kék hiicre eksikligi
e  Pterjium
Travma Neoplazi
o Mekanik travma e Intraepitelyal neoplazi
o Kimyasal/termal yaralanma o Skuaméz hiicreli karsinom
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o  Kontakt lens kullanimina bagh mekanik o Von Hippel Lindau hastalig
yaralanma

e Enfeksiyoz olmayan korneal iilser
Korneal yabanci cisim

2.5.3. Patofizyoloji

Hem vaskiilogenez hem de anjiyogenez, vaskiiler aglarin olusumu icin gerekli
olan siireclerdir. Vaskiilogenez, mezoderm kdkenli progenitor hiicrelerinden tiireyen
endotel hiicreleri tarafindan gergeklestirilen kan damari gelisimi siirecini ifade eder
(97). Anjiyogenez, anjiyogenik faktorlere tepki olarak yeni damarlarin olusumunu
ifade eder; bu yeni damarlar, 6nceden mevcut damarlar i¢indeki endotel hiicrelerinin
tomurcuklanmasi yoluyla meydana gelir (98). Anjiyogenez, embriyogenez sirasinda
belirgin bir sekilde ortaya ¢ikar, ancak yetiskin dokularda yara iyilesmesi ve timor
gelisimi gibi belirli kosullar altinda da gergeklesebilir (99). Hem vaskiilogenez hem de
anjiyogenez neovaskiilarizasyonda rol oynar (100). Olgun kan damarlar1 genellikle
sakin kalir ve anjiyogenez fizyolojik kosullar altinda gergeklesmez. Bununla birlikte,
cesitli uyaranlar neovaskiilarizasyonu tetikleyebilir ve genellikle patogeneze yol
acabilir. Ornegin, kronik hipoksi insan dokularinda anjiyogenik faktorlerin {iretimini
indiikleyerek onceden var olan damarlardan vaskiiler biiyiimeyi tesvik eder (101).
Anjiyogenez birka¢ adimda gerceklesir. Anjiyogenik faktorler endotel hiicre
filizlenmesini tetikler, bunu ¢ogalma, gé¢ ve damar uzamasi izler. Aktive olmus
endotel hiicrelerinin bir alt kiimesi ¢ok sayida filopodia uzatan ug hiicreler haline gelir;
uc hiicreler damar filizini VEGF ve delta benzeri ligand 4 (DLL4) gibi anjiyo genik
faktorlere dogru yonlendirir (102). Notch sinyali iizerine, ug¢ hiicrelere bitisik endotel
hiicreleri, liimen olusumunu tesvik eden sap hiicrelerine doniisiir. Yeni damarlar,
perisitler ve vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan bazal membran olusumundan sonra

olgunlagir (103).

Kornea hasar gordiigiinde, genellikle limbal epitel tarafindan epitel defektleri
iyilestirilir. Limbal epitel, normal kornea epiteline farklilagabilen kok hiicreler
bakimindan zengindir. Ancak, bu hiicrelerin apoptozise ugramasi ile konjonktival
epitel anormal sekilde onarima katilabilir ve kusurlar ortaya ¢ikabilir (104). Sorun,

konjonktival epitelin goblet hiicreleri bakimindan zengin ve yogun damarlanmis
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olmasindan kaynaklanmaktadir. Sonug¢ olarak, olusan fenotip optik agidan daha
diistiktlir ve gérme problemlerine yol acar. Ayrica, bu siire¢ diizensiz bir optik yiizey,

azalmig gerilme dayaniklilig1 ve yetersiz bariyer fonksiyonuna da sebep olabilir (105).

Kornea dokusunda hasarlandiginda VEGF gibi bir dizi proanjiyogenik sitokin,
kornea epitel ve endotel hiicreleri, stromal keratositler, immiin hiicreler (6rnegin T
hiicreleri ve makrofajlar), vaskiiler endotel hiicreleri (VEC) ve perisitler dahil olmak
tizere bircok hiicre tipi tarafindan salgilanir (6). Proanjiyogenik faktdrlerin bu yukari
regiilasyonuna, normal fizyolojide KNV'yi yapisal olarak inhibe eden antianjiogenik
faktorlerin asagi regiilasyonu eslik eder. Bu durum, perilimbal VEC'lerin aktivasyonu
ile baslayan diizenli bir siirecte yeni kan damari olusumunu tesvik eder. Boylece
VEC'ler vaskiiler bazal membrani ve ¢evreleyen korneal ekstraseliiler matriksi bozan
proteolitik enzimler salgilayarak korneal stroma iginde go¢ edebilir (106). VEC'ler
kemotaksis yoluyla inflamasyon bolgesine (yani proanjiyogenik faktorlerin
kaynagina) dogru hareket ederken ¢ogalir, yeni bir vaskiiler limen ve iligkili dallar
filizlenir. Kornea anjiyogenezinde en iyi ¢alisilan sinyal etkilesimleri hiicre yiizeyi-
reseptor aracili olsa da, hiicre ici igeriklerin hiicreler arasinda aktarilmasina aracilik
eden eksozom olarak bilinen nanovezikiiller yoluyla parakrin sinyallemenin 6nemine

dair artan kanitlarda bulunmaktadir (107).
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Sekil 6: KNV’yi etkileyen proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler (9).
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2.5.4. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Proanjiyogenik Faktorler

Anjiyogenezi uyarict  faktorleri inceledigimizde; VEGF, matriks
metalloproteinaz (MMP), bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF), PDGF'ler ve
interlokin-1 (IL-1) gibi bilesenlerin yer aldigin1 gozlemlemekteyiz (108). VEGEF,
retinal vaskiiler hastaliklarda ve yasa bagli makiiler dejenerasyonunda 6nemli roli
nedeniyle yogun bir sekilde incelenmistir.  VEGF ekspresyonu hem hayvan
modellerinde hem de inflamatuar KNV'li insan kornealarinda artmistir ve VEGF ¢oklu
hiicre tipleri tarafindan salgilanmaktadir. Gergekte, VEGF tek bir proteinden ziyade,
VEGF-A, B, C, D ve PGF dahil olmak iizere bes farkli fiyenin reseptoriinii baglayan
bir protein ailesidir. Retina ve korneada, patolojik neovaskiilarizasyonu yonlendiren
baskin VEGF iiyesi, ¢esitli ilaclarin hedefi olan VEGF-A'dir. VEGF-A reseptorleri,
VEGFR1 ve VEGFR2, VEC’ler tarafindan yiiksek oranda eksprese edilir ve
inflamasyon varliginda ekspresyonlar1 artar. VEGF-A'nin etkinlestirilmesi, vaskiiler
sizintiyl, VEC'lerin damarlardan serbest kalmasini, VEC proteolizini, gog¢iinii ve
mitozunu tegvik eder. Bu nedenle VEGF-A, KNV olusumunda bir dizi kritik adimin
temel itici giicii olarak gorev yapar. VEGF-A ayn1 zamanda makrofajlar i¢in bir
kemoatraktandir ve kendileri de VEGF-A salgilar, bu da yine inflamasyon ve KNV
olusumunun patolojik pozitif geri bildirim potansiyelini gostermektedir (96). VEGF
gibi, bFGF veya FGF-2’de hiicre yiizeyindeki tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak
VEC aktivasyonunda rol oynayan bir grup proteinden biridir (105). VEC'lerin stroma
i¢cindeki hareketi, VEC bazal membraninin ve ¢evresindeki ECM'nin proteolitik olarak
pargalanmasini zorunlu kilar. Bu islevi kolaylastiran 6nemli bir enzim grubu, yara
iyilesmesi ve anjiyogenezde rol oynayan ¢inko iceren biiylik bir endopeptidaz grubu
olan MMP'lerdir. MMP-2 ve MMP-9'un proanjiyogenik etkileri en iyi ¢alisilmis
olanlardir. Her ikisi de bazal membranlarin 6nemli bir bileseni olan kollajen tip IV'i
pargalayabilmektedir (109). PDGF, yeni olusan damarlarda VEC'ler tarafindan salinan
bir biiyiime faktoriidiir. VEGF ile yapisal benzerlik gosterir ve VEGF gibi etkilerini
bir tirozin kinaz reseptori olan PDGFRf'ye baglanarak gosterir. PDGF, mural
hiicrelerin toplanmasi yoluyla, yeni olusan kan damarlar1 izerinde dengeleyici bir etki

gosterir (110).
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2.5.5. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Antianjiyogenik Faktorler

Antianjiyogenik faktorlere bakildiginda; endostatin analoglari, anjiyostatin ve
coziinir VEGF  reseptorlerinin = bulundugu  goriilmektedir.  Anjiyostatin,
plazminojenden ayrilan endojen bir anjiyogenez inhibitoriidiir. Anjiyostatin,
VEC’lerde bir¢ok yiizey proteinine baglanabilir, bunlarin migrasyonunu ve ayrica
tiiblil olusumunu inhibe edebilir (111). Fare modellerinde kornea epitelinin yapisal
olarak ¢oziiniir VEGFR1 salgiladig1 gosterilmistir. Coziinir VEGFR1 biiyiik olasilikla
MMP-14'in etkisiyle hiicre yiizeyinden salinmaktadir (112). Bu ¢oziiniir reseptor,
VEGF-A dahil VEGF izoformlarin1 baglayarak ve bdylece endotel hiicreleri ile
makrofajlarin aktivasyonunu 6nleyerek endojen bir VEGF "tuzag1" olarak islev gortir.
Yapilan bir fare deneyinde, ¢oziiniir VEGFR1'i nétralize eden antikorlarin enjeksiyonu
KNV ile sonuclanmaktadir. Ayrrica ¢oziinir VEGFRI'den yoksun fare PAX6
genlerinde de KNV’nin kendiliginden gelistigi bulunmustur. Bu durumun, PAX6
mutasyonlar1 olan aniridik hastalarda bulunan spontan KNV ile benzer oldugu
gorilmiistiir (41). Trombospondinler (TSP), yara iyilesmesinin diizenlenmesi ve
anjiyogenezin inhibisyonu gibi bir¢ok farkli islevi olan, evrimsel olarak korunmus bir
ECM glikoprotein ailesidir. Korneada, TSP-1 ve TSP-2'nin 6zel bir 6neme sahip
oldugu diistinilmektedir. TSP'lerin antianjiyogenik ozellikleri i¢in birkag olast
mekanizma bulunmaktadir. Ornegin, TSP-1'in VEC'ler {izerinde CD36'ya
baglandiginda apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Ayrica, TSP-1 ve 2, anjiyogenezi

tamamen farkli bir mekanizma olan MMP'lerin inhibisyonu yoluyla azaltabilir (113).

2.5.6. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Tedavi Secenekleri

KNV tedavisi genellikle zor ve karmagik bir siire¢ olabilir. KNV'nin kontrol
altina alinmasi i¢in bir¢ok tibbi ve cerrahi segenek bulunmaktadir ve bu segenekler
farkli diizeylerde basar elde etmistir. KNV'ye terapdtik yaklasim ya antianjiyogenez
ya da anjiyoregresyon saglamayi amaglamaktadir. Antianjiyogenik tedavi, anjiyogenik
olarak uyarilmis bir korneada neoanjiyogenezi durdurmayr amaglar ve KNV seyrinin
erken donemlerinde uygulandiginda en etkili sonuglar elde edilmektedir. Regresif
tedavi ise olusan olgunlagmamis veya eski yerlesik damarlarin regresyonunu
indiiklemeyi amaglamaktadir. Tedavi yontemleri genellikle medikal veya cerrahi

olarak kategorize edilir (94).
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Sekil 7: G6z anatomisi ve korneal iletim i¢in ilag uygulama yollar (3).

2.5.6.1. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Medikal Tedavi

2.5.6.1.1. Kortikosteroidler

Inflamasyon, ¢ogu patolojik durumda korneal anjiyogenez siirecinde dnemli
bir rol oynamaktadir (105). Yarali korneaya infiltre olan inflamatuar hiicreler IL-1,
TNF-a ve VEGF gibi giiclii anjiyogenik mediatdrlerin ana kaynagidir (114). Ayrica,
prostaglandinler gibi inflamatuar reaksiyon iiriinleri de anjiyogenik 6zelliklere sahiptir
(115). Ik kez 1950 yilinda topikal kortikosteroidlerin antianjiyogenik etkisi
gosterilmistir. Daha sonra bir¢ok ¢aligmada; kortizon, deksametazon, hidrokortizon,
metilprednizolon, prednizolon, medroksiprogesteron, triamsinolon ve tikabeson
propiyonat dahil kortikosteroidlerin KN'V’yi inhibe etme etkisini incelenmistir (94).
Kortikosteroidler giiglii inflamasyon inhibitdrleridir ve KNV'de antiinflamatuar ve
antianjiyogenik Ozellikleri nedeniyle kullanilmaktadir. Kortikosteroidlerin yan
etkilerine ragmen, inflamasyonu ve dolayistyla KNV’yi kontrol altina almak adina
klinikte mevcut en giiclii ilaglardan biri oldugu kabul edilir. Bu nedenle, 6zellikle
inflamasyonun varliginda KNV i¢in birincil tedavi secenegi olarak diistiniilebilirler
(116). Klintworth, anjiyogenezin baskilanmasinda kortikosteroid kullanimina iligkin

derlemesinde, kortikosteroidlerin kornea hasarindan Once veya hemen sonra
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uygulandiginda en etkili olduguna isaret etmektedir. 24 saat sonra uygulanmasi,
korneanin NV ve I0kositler tarafindan bir dereceye kadar infiltrasyonu ile
sonuglanmistir, ancak bu yanit kontrollere gore daha az belirgin izlenmistir (117).
Kortikosteroidlerin antianjiyogenik etkisinin, hiicre kemotaksisinin inhibisyonu, yeni
damarlarin  olusumundan once gelen VEC’lerin proteolitik aktivitelerinin
modiilasyonu, proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1 ve IL-6) inhibisyonu,
plazminojen aktivatoriiniin inhibisyonu ve prostaglandin sentezini azaltmasini iceren
coklu antiinflamatuar Ozelliklerden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Kortizonun
antianjiyogenik etkisinin heparin ve siklodekstrinlerle arttirdigi gosterilmistir.
Heparinle uygulanan kortizonun antianjiyogenik oldugunun gozlemlenmesi,
"anjiyostatik steroidler" olarak adlandirilan yeni bir bilesik sinifinin kesfedilmesine
yol agmistir. Kortikosteroidler KNV'nin tam olarak bastirilmasini saglamamaktadir.
Yeni damarlarla iliskili inflamasyonu azaltirlar ancak anjiyoregresif degillerdir. Bu
durum ve bilinen yan etkileri (glokom, katarakt, stiperenfeksiyon ve herpes simpleks

niiksii gibi) nedeniyle, daha etkili tedaviler hala aranmaya devam etmektedir (94).

2.5.6.1.2. Non-Steroidal Anti Inflamatuar flaclar (NSAIT)

NSAIl'ler ayn1 zamanda antianjiyogenez Ozellikleri bilinen antiinflamatuar
ajanlardir. Siklooksijenaz-1 (COX-1) ve COX-2, her ikisi de korneada bulunur ve
anjiyogenezde gorev alirlar. Indometazin ve ketoprofen gibi secici olmayan COX-1 ve
COX-2 inhibitorlerinin, fare korneasinda bFGF ve VEGF tarafindan tetiklenen
anjiyogenezi Onemli Olclide bastirdigi belirlenmistir. Kortikosteroidlere benzer
sekilde, topikal NSAIl'lerin uzun siireli kullanimi, yakin takip gerektiren potansiyel
korneal yan etkilerle smirlidir (118). COX-2'nin segici inhibisyonu, bazal
prostaglandin E2’nin (PGE2) sentezinde %20'lik bir inhibisyon oranina sahiptir ve bu
inhibisyon orani yaralanmadan sonra %@80'e yiikselir. Bunun yami sira, COX-2
inhibisyonu, indometazin gibi COX-1 ve 2 inhibitdrleriyle benzer bir antianjiyo genik
etki gostererek KNV’yi 6nemli 6lgiide engeller (119). Flurbiprofen gibi NSAII’ler
kortikosteroidlerin bir¢ok yan etkisinden kagimmaktadir, ancak sinirl antianjiyo genik

etkilere ve korneal yilizey toksisitesine sahip olma dezavantajina sahiptir (9,94).

25



2.5.6.1.3. Siklosporin A

Siklosporin A, organ nakillerinin reddini kontrol etmek ve ¢esitli otoimmiin ve
inflamatuar durumlar1 tedavi etmek icin kullanilan T hiicresine 0zgii bir
immiinosupresif ilactir. Okiiler hastaliklarin tedavisinde siklosporin A; klinik
uygulamada genellikle %0,05 ile %2,5 arasindaki konsantrasyonlarda gz damlasi
veya merhem seklinde kullanilmistir (120). Topikal olarak uygulanan siklosporin
A’nm immiin aracili KNV’yi etkili bir sekilde baskilayarak MMP-9, indiiklenebilir
nitrik oksit sentetaz, VEGF ve aktif kaspaz-3 ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir
(121). Bir deneysel tavsan ¢aligmasinda, topikal %0,05 siklosporin A'nin etkinligi
bevacizumabdan daha iyi, ancak immiin aracilt KNV tedavisinde deksametazondan
daha az olmustur (122). Ancak, ikinci bir ¢alismada, yiiksek dozda subkonjonktival
siklosporin A implantinin insan kornea nakillerinde KNV iizerinde 6nemli bir etkisi

olmamustir (123).

2.5.6.1.4. Anti-VEGF Ajanlar

Bevacizumab gibi birka¢ anti-VEGF ajan, antianjiyogenik &zellikleri
nedeniyle ¢oklu kanserlerde kullanim i¢in onaylanmigtir ve KNV dahil olmak tizere
okiiler anjiyogenez tedavisi i¢in off-label kullanilmaktadir. Ranibizumab ise, 6zellikle
yasa bagl makula dejenerasyonu tedavisi i¢in 2006 yilinda FDA onayr almistir. Bu
ajanlar en c¢ok aktif olarak biiyliyen damarlarin tedavisinde etkilidir ve iyi
yapilandirilmis KNV'de smirli etkinlige sahiptir (2,124). Topikal bevacizumab,
hayvan ¢aligmalarinda ve klinik gézlemlerde geleneksel antiinflamatuar ilaglara yanit
vermeyen vakalarda KNV'nin azaltilmasi icin basariyla kullanilmistir. Topikal
bevacizumab etkilenen vaskiilarizasyon alanini azaltarak faydali bir etki gostermistir
(125). Epitel saglam oldugunda topikal bevacizumabin korneaya penetrasyonu zayif
olsa da, vaskiilerize bir korneaya iyi niifuz eder. Ayni c¢alisma, subkonjonktival
bevacizumabin saglam bir epitelde bile stromaya niifuz ettigini gdstermistir (126,127).
Bununla birlikte, sicanlarda kimyasal hasar1 takiben, topikal bevacizumab
subkonjonktival bevacizumabdan daha uzun siireli antianjiyo genik etkiler gdstermistir
(128). VEGF-A'ya kars1 ranibizumab da KNV'yi azaltmak icin kullanilmistir. Bir
hayvan modelinde, ranibizumabin erken subkonjonktival uygulamasi KNV’yi inhibe

etmigtir. Sadece kornea ve bulber konjonktivada degil, ayn1 zamanda akdz hiimor ve
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iriste de VEGF seviyelerini onemli dl¢tide azaltmistir (129). Aflibercept giiclii anti-
VEGEF aktivitesine sahiptir ve VEGFR-1 ile 2 i¢in baglanma alanlarina sahip ¢oziiniir
bir flizyon proteinidir. Diyabetik makiiler 6dem tedavisinde intravitreal enjeksiyon
icin 2011 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (130). Tavsanlarda siitiirle indiiklenen
KNV iizerinde yapilan bir c¢alismada afliberceptin  %0,1 ve %0,01
konsantrasyonlarmin topikal kullanimi, KNV ve VEGF ekspresyonunda ciddi bir

azalma ile iligkilendirilmigtir (131).

Anti-VEGF ajanlarm  etkinligini  arastiran  ¢aligmalar ~ kornea
neovaskiilarizasyonunda yalnizca kismi gerileme saglamistir (2). Bu durum, anti-
VEGF tedavisinin yalnizca daha yeni, aktif olarak biiyiiyen kan damarlarina kars1 etkili
olmasina baglanabilir. Bu yeni damarlar, VEC sagkalimmnin VEGF gibi
proanjiyogenik faktdrlerin varligina bagl oldugu bir donemden gegmektedir. iki hafta
sonra, bu damarlarin ¢cogu perisitler tarafindan kaplanir, bu da endotel hiicreleri igin
proanjiyogenik faktorlerin bagimlilik doneminin sonunu gosterir ve bu olgun

damarlar1 anti- VEGF ajanlariyla tedavi etmek genellikle yetersiz kalmaktadir (132).

2.5.6.1.5. MMP inhibitorleri

Doksisiklinin antiinflamatuar ve MMP inhibisyon o6zellikleri bilinir.
Hayvanlarda ve sinirli insan c¢aligmalarinda topikal uygulama ile KNV’nin
gerilemesine neden oldugu gosterilmistir. Doksisiklinin ayrica MMP'ler iizerindeki
etkilerinden bagimsiz olarak anjiyogenezi inhibe ettigi goriilmektedir. MMP-9
ekspresyonunu inhibe eden dogal {iriinlerden biri olan kurkumin farelerde KNV'yi
onlemektedir, ancak zayif biyoyararlanimlar1 su anda pratik klinik kullanimlarini
sinirlamaktadir ve daha fazla aragtirma gerektirmektedir (96). Minosiklin,
antikollajenaz ve antianjiyogenik ozelliklere sahip yar1 sentetik bir tetrasiklindir.
Alkali okiiler hasar olusturulan bir hayvan modelinde, sistemik minosiklin epitelyal

iyilesmeyi hizlandirmada ve KNV'yi azaltmada etkili olmustur (133).
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2.5.6.2. Kornea Neovaskiilarizasyonunda Cerrahi Tedavi

2.5.6.2.1. Lazer Tedavisi

Argon lazer fotokoagiilasyon, retinal neovaskiilarizasyonun tedavisi i¢in genel
olarak kabul edilmis bir yaklagimdir. Hemoglobin argon enerjisini yiiksek oranda emer
ve lazer tedavisi hemoglobin dolu korneal damarlar1 koagiile edebilir. Sar1 lazer ve
Nd:YAG lazer, KNV tedavisi i¢in Onerilmistir, ancak her ikisi de genellikle rutin
olarak klinik uygulamada kullanilmamaktadir. Lipid keratopatinin argon lazer tedavisi
ile basarili sonuglarina ragmen, ¢esitli nedenler argon lazerin KNV i¢in kullanimini
kisitlamaktadir. Ozellikle, kornea damarlarinin goriintiilenmesi zor oldugundan ve
hizl1 pulsatil bir akisa sahip oldugundan prosediiriin uygulanmasi teknik olarak zordur.
Tikayicr etkinin gegici oldugu gosterilmistir. Damarlarda lazer kaynakli termal hasar,
cevredeki stromada inflamatuar mediatorlerin ve VEGF'nin yukar1 regiilasyonuna yol
acabilir, bu da paradoksal olarak daha fazla NV’a neden olabilir. Ayrica, yliksek lazer
enerjisi iris atrofisi, kornea incelmesi, pupiller ektazi, periferik kornea kanamasi ve
nekrotizan sklerit gibi komplikasyonlara zemin hazirlamaktadir. Bu teknik zorluklar
ve ilgili yan etkiler nedeniyle, KNV’ nin lazerle ablasyonu yaygin kabul gérmemistir
(134). Yapilan bir ¢calismada, duragan KNV'li 40 gozii tedavi etmek i¢in frekansi iki
katina cikarilmis Nd:YAG lazer (532 nm) kullanilmistir. 3 ay sonra, damarlarin
%53'linde tam okliizyon gozlenirken, damarlarim %37'si yine kanallagmistir.
Komplikasyonlar arasinda korneal hemoraji, korneal incelme, vaskiilarizasyon

alevlenmesi ve damar liimeninin yeniden agilmasi yer almaktadir (135).

2.5.6.2.2. Fotodinamik Terapi (FDT)

FDT, verteporfin gibi bir 1518a duyarlastirici ajanin uygulandigi ve neovaskiiler
yapilarda spesifik olarak emilip tutuldugu bir tedavi seklidir. Bu ajan daha sonra belirli
bir 151k dalga boyu ile aktive edilirse, sitotoksik serbest radikaller tiretilir, bu da endotel
hiicre hasar1 ve damar tikaniklig1 ile sonuglanir. FDT, goziin arka segmentindeki gesitli
neovaskiiler hastaliklarin tedavisinde klinik olarak gelistirilmistir ve KNV tedavisi i¢in
de kullanilmistir (136,137). Yapilan bir caligmada, verteporfin kullanarak FDT'nin
KNV’yi gerilettigini ve kornea nakil oncesi FDT'nin fare modelinde sonraki greft

sagkalimin1i Onemli Olglide iyilestirdigini deneysel olarak gostermistir (138).
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Caligmalar, FDT yanit mekanizmasi icinde hem apoptoz hem de nekrozun yer
alabilecegini diigiindiirmektedir. Genel olarak, hidrofilik 1513a duyarlastiricilar kan
damarlarina zarar verirken, hidrofobik 1s18a duyarlastiricilar dogrudan timor
hiicrelerine saldirir (139,140). Kiigiik hasta serileri, bu yaklagimin klinikte de basaril
olabilecegini ve kornea nakli sonrasi greft reddini azaltabilecegini gostermektedir
(136). Ancak, muhtemelen FDT'nin fototoksisite gibi sistemik yan etkilerle iligkisi ve
nispeten yiiksek maliyetleri nedeniyle daha biiyiik caligmalar yapilamamistir.
KNV’nin geriletilmesinde FDT'yi diger modalitelerle karsilastiran raporlar da simdiye

kadar yayinlanmamustir.

2.5.6.2.3. Diyatermi ve Koter

KNV’nin ince igne diyatermi (1iD) ile okliizyonu, paslanmaz gelikten 3/8 daire
seklinde yandan kesici, tek kollu bir ignenin okliizyon yapilacak kan damari
seviyesinde limbusa veya damar biiyiikse dogrudan damar liimenine yerlestirilmesini
iceren bir tekniktir. Koagiilasyon moduna ayarlanmis bir unipolar diyatermi {initesi
daha sonra okliizyon siirecini baslatmak i¢in korneadaki igneye baglanir (141). [iD'nin
etkili ve gerceklestirilmesi nispeten kolay bir prosediir oldugu bildirilmistir (141,142).
Ancak diyatermi yalnizca afferent damarlara uygulanmalidir ve i1ID'nin potansiyel yan
etkileri dikkate alinmalidir (142,143,143). Kollajen biizigmesi ve diyatermi bolgesinin
komsu stromasmda hasar olabilir. Korneaya uygulanan 1s1 kornea egriligini de
degistirir (144). IID, VEGF'leri yukari regiile ettiginden, rekiirrens oranlarmi azaltmak
icin topikal anti-VEGF'lerle kombine edilmesi onerilmistir (125). IID'nin korneaya
uzun vadeli etkileri heniiz net degildir. Dahasi, IID'nin kendisi proanjiyogenik
faktorlerin ikincil salinimini tetikleyerek daha fazla KNV’yi uyarabilir. Afferent
damarlar1 hedeflemek igin anjiyografik rehberle birlikte IiD, KNV alanini azaltmada

umut verici bir prosediirdiir (142,145).

2.5.6.2 4. Yiizeysel Keratektomi

Qian ve arkadaslari tarafindan 2 hastada bevacizumab kullanimi ile yiizeysel
keratektomi tanimlanmistir (146). Yiizeysel KNV’si olan 2 hastanin kornea epiteli ve
yiizeysel damarlar1 bir bigakla kazinarak bowman tabakasi saglam birakilmistir.

Sonrasinda, patolojik kan damarlarinin bitisigindeki subkonjonktivaya bevacizumab

29



enjeksiyonu uygulanmustir. Ug aylik takipte herhangi bir niiks belirtisi goriilmemistir.

Yazarlar bu teknigin yiizeysel damarlarla sinirli oldugunu kabul etmektedir (147).

2.5.6.2.5. Amniyotik Membran Transplantasyonu

Amniyotik membran transplantasyonunun okiiler yaralanmalar1 takiben
inflamasyon ve anjiyogenezi Onlemede etkili oldugu gosterilmistir. Akut kimyasal
yaralanmalarda insan amniyotik membramnin gegici veya kalici transplantasyonu
yeniden epitelizasyonu arttirip inflamasyon ve vaskiilarizasyonu azaltmaktadir (148).
Kondrosit kaynakli ekstraseliiler matriks (CDECM), giiclii antifibrotik ve
antianjiyogenik etkileri nedeniyle okiiler ylizey rekonstriikksiyonunda amniyotik
membrana alternatif olarak sunulmustur. Korneanin alkali hasarinin akut fazinda
CDECM nakli, bir tavsan modelinde KNV ve opasitenin 6nemli 6l¢iide azalmasiyla

sonuglanmigtir (149).

2.5.6.2.6. Limbal Kok Hiicre Transplantasyonu

Limbal epitelyal kok hiicreler (LEKH), epitelyal hiicrelerin yenilenmesi ve
yara defektlerinin iyilesmesi i¢in kritik bir rol oynar. Korneadaki epitel hiicrelerinin
omrii 7 ila 10 giin arasindadir (150). Kornea bariyerinde bir defekt varsa, defektin
sinirinda bulunan saglikli hiicrelerin gocii ve hiicre yayilimi ile mitotik olmayan bir
yara iyilesmesi goriilir ve ardindan doku homeostazini yeniden olusturmak igin
mitotik hiicre yenilenmesi gergeklesir (65). Kok hiicre bolgelerinin hasart ile
LEKH'in islevsiz hale gelmesi veya tiilkenmesi, doku denge durumunu ciddi sekilde
etkileyen bir limbal kok hiicre eksikligine yol agabilir. Limbal kok hiicre eksikligine
yol agan durumlar konjenital nedenler veya termal yaniklar, inflamatuar g6z hastaligi,
kontakt lensle iligkili hipoksi gibi edinsel olabilmektedir (151). Limbal kok hiicre
eksikliginde, LEKH'lerin dogrudan titkenmesinin, yoklugunun veya proanjiyogenik ve
antianjiyogenik faktorler arasindaki dengesizligin neden oldugu kalici bir doku
iltihabina bagli doku homeostazinda degisiklikler olugur ve kornea yiizeyinin yapisal
biitiinligii bozulur. Boylece, kornea seffafligi ve gérme fonksiyonu artik korunamaz
ve sonug olarak, tekrarlayan epitel defektleri ile KNV, kornea skarlagsmasi, kornea

konjonktivalizasyonu ve fibrovaskiiler pannus olusumu meydana gelir. Limbal kok
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hiicre eksikligi tanis1t muayenede goriilen tipik klinik bulgulara dayanir ve semptomlari

genellikle gorme bozuklugu, rahatsizlik, kizariklik ve fotofobiyi icermektedir (152).

LEKH'erin kornea epitelini yeniden olusturdugunun kesfedilmesinin
ardindan, Kenyon ve arkadaslar1 limbal kok hiicre eksikligi tedavisi igin ilk bagarili
limbal greft transplantasyonunu gergeklestirmistir. ilk vakalarda otolog bir greft
kullanilmis ve daha sonraki arastirmalarda hem allojenik kadavra hem de donor
greftleri  kullamilarak  ¢esitli  derecelerde  basar1  gosterilmistir.  Allojenik
transplantasyon limbal alanda LEKH'leri basarili bir sekilde yeniden olusturabilse de,
allojenik bir greftin uzun vadeli basarisi terapotik bir immiinosiipresif rejim

gerektirmektedir (153).

2.6. Dexpanthenol

Dexpanthenol, Roger J. Williams tarafindan tanitilan pantetonik asidin alkol
analogudur. Bu suda ¢oziinen vitamin, asidik formuna kiyasla daha iyi biyolojik
aktivite ve stabilite gdstermistir. Pantotenik asidin veya tuzlarindan herhangi birinin
oral veya parenteral uygulamasini takiben toksik etki olduguna dair bir rapor
bulunmamaktadir. Dexpanthenol, yenileyici ve antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle
cesiti multivitaminlerde, cilt ve sa¢ bakim preparatlarinda ve kozmetik

formiilasyonlarda kullanilmaktadir (154).

Bu maddeye 1933 yilinda Williams ve Saunders tarafindan verilen pantotenik
asit ad1, dogada yaygin olarak bulundugunu gostermektedir. 1934 yilinda pantotenik
asidin maya hiicre ¢ogalmasi iizerinde giiglii bir uyarici etkisi oldugu gosterilmistir ve
bu, ilk topikal dexpanthenol preparatinin (Bepanthen) gelistirilmesine yol agmustir.
Pantotenik asidin aksine, deri yoluyla iyi emilir. Bepanthen ilk olarak yaklagik 1944
yilinda merhem olarak piyasaya siiriilmiistiir. Topikal olarak kullanildiginda,
dexpanthenol hizlica emilir ve hizla pantotenik aside doniigen koenzim A'nin bir
bileseni haline gelir. Su anda, pediatrik kullanimdan yetiskin kullanimina kadar farkli
bireysel ihtiyaclara uygun cesitli topikal dexpanthenol iiriinleri bulunmaktadir. Bu
iiriinler krem, nemlendirici, damla, jel, losyon, yag, merhem, ¢cdzelti ve sprey seklinde
sunulmaktadir  (155). Topikal kullaniminin  haricinde  sistemik  olarak

uygulanabilmektedir (13).
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Sekil 8: Dexpanthenoliin kimyasal yapis1 (154).

Dexpanthenol igeren topikal formiilasyonlarin yanik ve deri nakli sonrasi yara
izlerinin giinliikk bakiminda faydali etkileri bildirilmistir. Farkli deri lezyonlarindan
sonra yara izi kalitesinde iyilesme i¢cin dexpanthenol igceren formiilasyonlarin topikal
olarak uzun siireli uygulanmasiyla yapilan klinik calismalar da bulunmaktadir (13).
Kuru gozlerin dexpanthenol (30 mg/ml) ile tedavisinden sonra ve kornea
erozyonlarmin %5 pantenol gdz merhemi veya pantenol oftalmik jel ile tedavisinden
sonra olumlu klinik deneyimler bildirilmistir (156,157). Lazer ile kornea yiizeyi
ablasyonu uygulanan hastalar arasinda %2 dexpanthenol, yapay gdzyasi damlalarina
kiyasla 7 glin sonra Onemli Olcliide daha iyi gorme ile sonuglanmistir (158).
Dexpanthenol, lameller lipid hareketliligini artirir ve yara iyilesmesinin ii¢ agamasi
boyunca cildin lipid ¢ift katmanlarindaki akiskanlig1 artirir, bu da taze bir yara izinin
hidrasyonuna katkida bulunabilmektedir (155). Domuz derisi kesilerek yapilan
deneysel bir ¢alismada dexpanthenol uygulamasinin stratum korneum lipidlerinin ve
protein segmentlerinin bir kisminin molekiiler hareketliligini arttirdigi ve stratum

korneumun susuz kosullarda bile hidrate bir cildin 6zelliklerini kazanmasini sagladigi

bildirilmistir (159).

Viicudun enfeksiyonlarla savasan serbest radikalleri tolere etmesi ve ayni
zamanda kendisini bunlarin zararli etkilerinden korumasi gerekir. Dexpanthenol,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) liretimini azaltarak ve doku hasarin1 minimize ederek bu
stirece katkida bulunabilir. Bir in vitro deney, hem pantenol hem de pantotenik asidin
insan deri fibroblastlarinda ROS iiretimini inhibe ettigini bulmustur (16). Pantenoliin
iki enantiyomeri vardwr, bunlar D ve L formundadir. Sadece D-pantenol
(dexpanthenol) biyolojik olarak aktiftir. Pantenol veya pantotenik asit tedavisi ile

sitoprotektif ve antiinflamatuar etkilerin oldugu, ayn1 zamanda ROS olusumunda da
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bir azalma oldugu gosterilmistir (160). Dexpanthenol, yara iyilesmesi ve yeniden
epitelizasyonda yer alan hiicrelerin gogalmasini baglatarak viicudun yaralanmaya kargi

dogal tepkisini destekler (155).

Inflamasyonun yara iyilesme siireci boyunca dikkatli bir sekilde diizenlenmesi
gerektiginden, viicudun kendi modiilator siireglerini destekleyen bilesikler yara
iyilesme preparatlarinda degerlidir. Dexpanthenol hem proinflamatuar hem de
antiinflamatuar genlerin ifadesini degistirebilmektedir, boylece yaralanma sonrasi
inflamasyonu diizenlerken viicudun dogal tepkisini destekleyebilir. Hem in vivo hem
de in vitro ¢aligmalardan elde edilen gen ifadesi verileri, dexpanthenol veya kalsiyum
pantotenat ile tedavinin, proinflamatuar sitokinlerden IL-6, IL-10 ve HO-1 dahil olmak
lizere yara iyilesmesinin {i¢ asamasinda islev goren genlerin ifadesini arttirdigini
gostermektedir (16,161,162). Dexpanthenol bu nedenle yara iyilesmesinin inflamatuar

fazinin modiilasyonuna katkida bulunabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligmaya, Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligi’ndan 26.01.2023 tarihinde 01 sayili toplanti, 113 sayili karar ile

etik kurul onay1 alindiktan sonra baslanda.

3.1. Deney Hayvanlan

Calismamiz Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve
Deneysel Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Bu deneysel ¢aligma igin 250-
300 gram agirhiginda, ortalama 3 aylik 40 adet disi wistar albino cinsi rat kullanildi.
Bu ratlarin tiimii Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve
Deneysel Aragtirma Laboratuvari’'ndan temin edildi. Calisma Oncesinde,
calismamizda kullanilacak olan ratlarin tamaminin kornealarinda herhangi bir hasar
ve neovaskiilarizasyon olmadig kontrol edildi. Ratlar, her bir kafeste 8 adet olacak
sekilde toplamda 5 adet konvansiyonel kafese yerlestirilerek, deneysel ¢aligmaya
baslamadan 6nce 1 hafta bulunduklar1 ortama aligmalar1 beklendi. Caligmamiz, 22 + 2
°C sicaklikta ve %55 bagil nem seviyesinde, giinde 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik
bir ortamda gerceklestirildi. Caligma siiresince, her giin ayn1 miktarda standart yem ve

su serbest¢e sunuldu.

3.2. Calisma Gruplar

Caligmamizda toplam 40 adet disi wistar albino cinsi rat kullanildi. Anestezi
ve analjezi saglandiktan sonra caligma Oncesi tiim ratlarin 6n segment muayenesi
yapilarak kornealarinda herhangi bir hasar ve neovaskiilarizasyon olmadig1 teyit
edildi. Ardindan KNV modeli ratlarin sag gozlerine uygulandi ve sol gozlerine
herhangi bir islem yapilmadi. 7. giin biitiin gozlerde belirgin miktarda KNV olustugu
fotograflanarak konfirme edildikten sonra ratlar randomize olarak her grup 8 adet rat
icerecek sekilde 5 gruba ayrildi. Ratlarin herhangi bir islem yapilmayan sol gozleri
kontrol grubu olarak degerlendirildi. Tiim ratlarin gézlerine, limbuslarindan 1 mm
uzaklikta 30 gauge igne kullanilarak subkonjonktival enjeksiyon yapildi. Tiim
enjeksiyonlar tek doz insiilin enjektorleri kullanilarak gerceklestirildi. Oftalmolojik

klinik islemlerde serum fizyolojik yerine dengeli tuz soliisyonu (BSS) kullanildigindan
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calismamizda da BSS tercih edildi. Enfeksiyon olusumunu 6nlemek i¢in 0-7. giinler
arast topikal moksifloksasin (Vigamox, Alcon, Teksas) giinde 1 kez damlatild1.
14.glinde tim gruplardaki ratlara sakrifikasyon uygulandi. Tiim gruplardaki ratlarin

sag ve sol gozlerinin korneal dokular entiklee edildi.

Tablo 3: Deney gruplari

GRUPLAR 0. Giin 0-7 7. Giin 14. Giin
Giin
Kontrol Grubu - - - SAKRIFIKASYON
(Sol goz)
KNV Grubu Giimiis nitrat = Lokal - SAKRIFIKASYON
(n=8) ile KNV ab
modeli
KNV+BSS Grubu = Giimiis nitrat Lokal SCO0,1 ml SAKRIFIKASYON
(n=8) ile KNV ab BSS
modeli
KNV+BEVA Giimiis nitrat Lokal SCO0,1 ml SAKRIFIKASYON
Grubu ile KNV ab BEVA
(n=8) modeli
KNV+DEX Grubu @ Gilimis nitrat Lokal SC 0,1 ml
(n=8) ile KNV ab DEX SAKRIFIKASYON
modeli
SC 0,1 ml
KNV+BEVA+DEX = Gilimiig nitrat Lokal =~ BEVA
Grubu ile KNV ab + SAKRIFIKASYON
(n=8) modeli SC 0,1 ml
DEX

KNV: Kornea neovaskiilarizasyonu,

BSS: Dengeli tuzlu soliisyon,

SC: Subkonjonktival,
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BEVA: Bevacizumab,

DEX: Dexpanthenol,

ab: Topikal moksifloksasin antibiyotik damla.

>

Kontrol Grubu : Ratlarin herhangi bir islem yapilmayan sol gozleri kontrol
grubu olarak kullanild1.

KNV Grubu (n=8): KNV grubundaki ratlarin sag gozlerine 0. giinde KNV
modeli olusturuldu. 7. glin herhangi bir enjeksiyon yapilmadi.

KNV+BSS Grubu (n=8): BSS grubundaki ratlarin sag gozlerine 0. giinde
KNV modeli olusturuldu. 7. giin sag gozlere limbusun 1 mm gerisinden tek
doz subkonjonktival 0,1 ml dengeli tuz soliisyonu (BSS, Alcon, Teksas)
enjeksiyonu uygulandi.

KNV+BEVA Grubu (n=8): Bevacizumab grubundaki ratlarin sag gozlerine
0. giinde KNV modeli olusturuldu. 7. giin sag gozlere limbusun 1 mm
gerisinden tek doz subkonjonktival 2,5mg/0,1 ml bevacizumab (Altuzan;
Roche, San Francisco, ABD) enjeksiyonu uygulandu.

KNV+DEX Grubu (n=8): Dexpanthenol grubundaki ratlarin sag gozlerine 0.
giinde KNV modeli olusturuldu. 7. giin sag gozlere limbusun 1 mm gerisinden
tek doz subkonjonktival 0,1 ml dexpanthenol (Bepanthene amp 500mg/2 ml,
Roche, Berlin, Germany) enjeksiyonu uygulandi.

KNV+BEVA+DEX Grubu (n=8): Bevacizumab + dexpanthenol grubundaki
ratlarin sag gozlerine 0. giinde KNV modeli olusturuldu. 7. giin sag gozlere
limbusun 1 mm gerisinden tek doz subkonjonktival 2,5mg/0,1 ml bevacizumab

+ 0,1 ml dexpanthenol enjeksiyonu uygulandi.
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Deney baslangici Subkonjonktival Deneyin
GUmuinitrat ile kimyasal enjeksiyon Sonlandirilmasi
oterizasyon

Sekil 9: Deney siirecinde uygulanan iglemler semasi

3.3. Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasi sirasinda, Xylazine HCl (Rompun, Bayer,
Almanya) adli ilacin 10 mg/kg dozu ile Ketamin HCI (Ketasol, Richter Pharma,
Avusturya) adli ilacin 90 mg/kg dozu kombinasyonuyla genel anestezi saglandi. Genel
anestezi sonrasinda goz hareketlerini minimize etmek amaciyla %0,5'lik proparakain
hidroklorid damlasi (Alcaine® %0,5 Steril Oftalmik Soliisyon, Alcon-Couvreur n.v.
Belgika) ek olarak uygulandi.

Resim 1: Anestezi i¢in kullanilan anestezik ¢ozeltiler

3.4. Ilaclarin Hazirlanmasi

Ratlarda deneysel olarak olusturulan KNV modelinde tedavi amaciyla

kullanilan ilaglar;
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» BSS 0,1 ml subkonjonktival olarak uygulandi.

» Bevacizumab (100 mg/4 ml) 2,5 mg/0,1 ml dozajinda hazirlanarak
subkonjonktival olarak uygulandu.

» Dexpanthenol (Bepanthene amp 500 mg/2 ml) 25mg/0,1 ml dozajinda

hazirlanarak subkonjonktival olarak uyguland:.

B [

Resim 3: 7. giinde KNV olusturulan ratlarin gézlerine subkonjonktival enjeksiyon
uygulamasi

3.5. Kornea Neovaskiilarizasyon Modelinin Olusturulmasi

Bu ¢alismada, KNV modelini olusturmak i¢in uygulanan deney protokoliinde,

anestezi ve analjezi saglandiktan sonra tiim ratlarin gozleri muayene edildi ve her iki
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g0zl de saglam ve saglikli olan ratlarin sag gozlerine KNV olusturmak amaciyla
Mahoney ve Waterbury tarafindan tanimlandigi gibi, %75 glimiis nitrat ve %25
potasyum nitrat ile kaplanmis cubukla (HemoStop; Hizmet Medikal, Istanbul,
Tiirkiye) 10 saniye boyunca koter yapilarak yaklasik 2 mm genisliginde kimyasal
yanik olusturuldu (163). Kimyasal koterizasyon islemi sonrasinda olusabilecek
kimyasal partikiillerin temizlenmesi i¢in kornea ve forniksler, 10 mL BSS ile

yikanarak armdirildi.

Resim 4: %75 glimiis nitrat ve %25 potasyum nitrat ile kaplanmig ¢ubuk

Resim 5: KNV modeli olusturulmasi igin giimiis nitrat gubugun kornea santraline
uygulanmasi
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Resim 6: KNV modeli olusturulmasi igin giimiis nitrat gubugun kornea santraline
uygulandiktan sonra makroskopik goriiniimii

Resim 7: Korneanin ameliyat mikroskobu altindaki goriiniimleri A) Kimyasal
koterizasyon 6ncesi goriiniim, B) Kimyasal koterizasyondan hemen sonraki
gorunumu

3.6. Kornea Neovaskiilarizasyon Alanlarinin Degerlendirilmesi

KNV alanlar, 7. ve 14. giinlerde, bir ameliyat mikroskobu olan LEICA M655
(Wild Heerbrugg) ve bu mikroskoba entegre edilmis bir kayit sistemi kullanilarak x16
biiylitmeyle standart goriintiiler alinarak kaydedildi. Korneadaki neovaskiiler bolgeler,
Image] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, Wayne Rasband at Research
Services Branch) programi kullanilarak degerlendirildi. Fotograflardaki KNV alanlari,
program iizerinde 8-bit renk skalasina doniistiiriildiikten sonra threshold ozelligi

kullanilarak otomatik olarak belirlendi ve standardizasyon amacl toplam kornea
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alanina orani yiizdesel olarak hesaplandi. Enjeksiyonlardan sonra 14. giinde kalan
neovaskiilarizasyon alanlar1 tekrar ylizdesel olarak hesaplandi. 7. ve 14. giinde elde

edilen neovaskiilarizasyon yiizdeleri kaydedildi.

3.7. Enzim Bagh immiinosorbent Test (ELISA) Yontemi ile VEGF-A ve
TNF-a Diizeyi Analizleri

3.7.1. VEGF-A Diizeyinin Analizleri

VEGF-A diizeyleri Sandwich-ELISA ydntemi kullanilarak &l¢iildii. Ornekler,
VEGF-A'ya 6zgii biyotinlenmis saptama antikorlar1 ile kaplanmis mikro ELISA
plaklarinin kuyucuklarina eklendi. VEGF-A ve 06zgiil biyotinlenmis saptama
antikorlar1 birlestirildikten sonra her kuyucuga sirasiyla Avidin-Horseradish
Peroxidase (HRP) konjugat1 eklendi ve inkiibe edildi. Serbest bilesenler yikandiktan
sonra VEGF-A, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugat1 igeren
kuyucuklar 6nce mavi renk aldi, ardindan enzim-substrat reaksiyonu reaksiyon
durdurma ¢ozeltisi eklenince maviden sartya dondii. Optik yogunluk, 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak Olgiildii. Elde edilen deger, VEGF-A
konsantrasyonu ile dogru orantili saptandi. Numunelerin optik yogunlugu standart egri

ile karsilastirilarak VEGF-A konsantrasyonu pg/ml cinsinden hesaplandi (164).

3.7.2. Tiimor Nekrozis Faktorii-alfa (TNF-a) Diizeyinin Analizleri

TNF-a 6l¢timii, ELISA kit uygulama protokollerine uygun olarak yapildi.
Numunelerdeki sitokinlerin absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda ¢oklu kuyucuk
okuyucu (Infinite pro200) kullanilarak 6lgiildii. Sitokin diizeyleri pg/ml cinsinden
ifade edildi.

3.8. Total Oksidan Seviye (TOS), Malondialdehit (MDA), Apoptozis ve
Indirgenmis Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Analizleri

3.8.1. Total Oksidan Seviye (TOS) Analizleri

TOS diizeyi, otomatik bir Sl¢iim yontemi kullanilarak belirlendi (165).

Sonuglar mmol H>O» esdegeri olarak ifade edildi.
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3.8.2. Malondialdehit (MDA) Diizeyi Analizleri

Lipid peroksidasyon seviyelerini gosteren malondialdehit diizeyi,
tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu kullanilarak spektrofotometre cihazinda
olgtiildic (166). Tum oOrnekler, 1/9 oraninda (2,25 ml) TBARS soliisyonu ile
sulandirildi. Kor bir 6rnekle karsilastirma yapmak icin ise 0,25 ml fosfat tamponu ile
1/9 oraninda TBARS karisimi kullanildi. Ornekler ve kor numune, 100°C'lik bir su
banyosunda 20 dakika boyunca isitildiktan sonra gesme suyu altinda sogutuldu. Daha
sonra, 2500 devirde 5 dakika siireyle santrifiij edilip iistteki pembe bolge otomatik bir
pipetle alinarak, 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede kér numuneye karsi
Olgiim yapildi. Standart olarak ise ayni oranlarda hazirlanan 1,1,3,3-tetracthoxy

propane soliisyonu kullanildi. Sonuglar nmol/gr cinsinden verildi.

3.8.3. Apoptozis Analizleri

Ultrasonik homojenizator ile islenmis doku, 1 ml 1xPBS ile seyreltildi.
Seyreltilmis hiicre homojenatindan 150 ul'si apoptoz testi icin ayrildi ve her bir
ependorf tiipiinde 50 pl olacak sekilde 3 parcaya boliindii. Daha sonra her birine 950
ul 1x PBS eklenip pipetle karigtirildiktan sonra, 3-5 pl apoptoz boyasi
(APOPercentage, Biocolor, Kuzey irlanda) ilave edildi. Ependorf igerisindeki
hiicreler, boyanmaya birakilmak {izere 30 dakika siireyle ¢alkalama yapan bir su
banyosuna yerlestirildi, ardindan 3500 RPM hizinda 5 dakika siireyle santrifiij edilip
stipernatant atildi. Pelet, 1x PBS ile yikand1 ve 200 ul APOPercentage Dye Release
ilave edildikten sonra tekrar santrifiij edildi. Son olarak siipernatant atildiktan sonra
kalan ¢okelti kuyucuklara aktarilarak ve 550 nm dalga boyunda Plate Reader cihazi
(Infinite pro200) kullanilarak 6l¢iim yapildi. Elde edilen degerler kontrol degerleri ile
karsilastirilarak hesaplandi (167).

3.8.4. indirgenmis Glutatyon (GSH) Analizleri

GSH diizeyleri literatiire uygun olarak spektrofotometre cihazi ile 6lgiildii
(168). GSH diizeyini belirlemek ic¢in kullanilan %10 triklorikasetik asit (TCA)
soliisyonu olan tris tamponu (0,4 M pH:8,9); 1 litrede 48,46 gram tris-hydroxymethil-
aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH 8,9 olacak sekilde ¢oziilmesi ile elde
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edildi. 0,4 ml TCA soliisyonu ile 0,1 ml kan homejenati karistirildi. 20 sn karistiricida
vortekslendikten sonra 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi ve 0,1 ml siipernatant temiz
bir tiip i¢ine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml tris tamponu ve 0,1 ml DTNB
soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya kars1 spektrofotometrede 412 nm

dalga boyunda okundu. Sonuglar pmol/gr cinsinden ifade edildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Tim veriler, ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasinda
incelenen parametrelerin aritmetik ortalama degerleri arasindaki farklar, lisansli Prism
8 bilgisayar yazilimi1 (GraphPad Software, CA, ABD) kullanilarak istatistiksel olarak
karsilastirildi. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik tek yonli ANOVA ve Tukey
coklu kargilagtirma testi ile degerlendirildi. Tiim istatistiksel karsilagtirmalarda

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligmamizda glimiis nitrat ile olusturulan KNV modeli ve tedavi amagh
uygulanan subkonjonktival enjeksiyonlar sonrast higbir gbézde enfeksiyon,

perforasyon gibi herhangi bir komplikasyon veya ilaca bagl yan etki izlenmedi.

4.1. Kornea Neovaskiilarizasyon Alanlarimin Karsilastirilmasi

KNV alanlarinin diizeyleri sekil 10’da sunulmustur. Calisgmamizda KNV
modeli 7. glin olusturulmus ve KNV alan hesaplamasi (ImagelJ) yapilmistir. Tiim
gruplarda 14. giin KNV alanlar1 tekrar hesaplanarak elde edilen veriler 7. Giin

degerlerine boliinlip KNV alan degisim oram hesaplanmistir.

KNV alan1 degisim oranlar1 bakimindan, KNV (1,28) ve KNV+BSS (1,32)
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamamstir.
KNV+BEVA (0,89) ve KNV+DEX (0,86) gruplarinin, hem KNV hem de KNV+BSS
gruplariyla kiyaslandiginda KNV alan1 degisim oranlarini istatistiksel olarak yiiksek
diizeyde anlamli (*p<0,0001)bir sekilde azalttigi goriilmistiir. KNV+BEVA ve
KNV+DEX gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir degisiklik

bulunamamugtir.

KNV+BEVA+DEX (0,67) grubunun, diger tiim gruplarla kiyaslandiginda ise
KNV alan1 degisim oranini istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli (*p<0,0001 ve
®p<0,0001) bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir.

Tablo 4: Kornea Neovaskiilarizasyon Alanlar1 Analizinin Bulgular1

Gruplar Ortalama Standart
sapma
KNV 1,28 0,06
Kornea
Neovaskiilarizasyon KNV+BSS 1,32 0,06
Alanlarn KNV+BEVA 0,89 0,05
KNV+DEX 0,86 0,06
KNV+BEVA+DEX 0,67 0,03

44



1.5=

-
o
1

Degisim Orani
o
(4]
]

0.0-

Sekil 10: Kornea neovaskiilarizasyon alaninin gruplar arasinda istatistiksel olarak
kargilastirilmasi

*KNV Alan1 Degisim Orani (14. Giin / 7. Giin)
2p<0,0001 KNV ve KNV+BSS gruplarmna kiyasla
°p<0,0001 KNV+BEVA ve KNV+DEX gruplarina kiyasla

ns; No significance — Gruplar arasinda anlamli farklilik gdzlenmemistir.
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7. Gln Fotografi

7. Gun KNV Alani

GRUPLAR

KNV KNV+BSS KNV+BEVA KNV-+DEX KNV+BEVA+DEX

Resim 8: Deneyin 7. giiniinde gruplardan elde edilen fotograflar ve KNV alaninin ImageJ programu ile alan analizi goriintiileri
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14. GUn Fotografi

14. Gin KNV Alani

GRUPLAR

KNV KNV+BSS KNV+BEVA KNV+DEX KNV+BEVA+DEX

Resim 9: Deneyin 14. giiniinde gruplardan elde edilen fotograflar ve KNV alaninin imageJ programa ile alan analizi goriintiileri
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4.2. ELISA Yontemi ile VEGF-A ve TNF-o Diizeyi Analizlerinin Bulgular

4.2.1. VEGF-A Diizeyi Analizinin Bulgular:

VEGF-A diizeyleri sekil 11°de sunulmustur. Gruplardaki VEGF-A pg/ml
olarak verilmistir. Kontrol grubuna (KNV olusturulmamis)(19,83+3,00) kiyasla, KNV
(61,61£5,88), KNV+BSS(60,19+4,56), KNV+BEVA(38,82+4,10), KNV+DEX
(39,27£2,90) ve KNV+BEVA+DEX (31,07+1,84) gruplarinda VEGF-A diizeyleri
istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde (*p<0,0001) artmigtir. KNV ve KNV+BSS gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goézlenmemistir. KNV+BEVA,
KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX gruplarindaki VEGF-A diizeyleri KNV ve
KNV+BSS gruplar ile kiyaslandiginda ise istatiksel olarak anlamli bir azalma
(°p<0,0001) oldugu belirlenmistir. VEGF-A diizeyleri bakimmdan KNV+BEVA ve
KNV+DEX gruplar1 arasinda anlamli bir farlilik saptanmamistir. KNV+BEVA+DEX
grubu; KNV+BEVA ve KNV+DEX gruplariyla kiyaslandiginda ise VEGF-A
diizeylerinde istatistiki agidan onemli derecede anlamli (°p<<0,0001) bir azalma oldugu

bulunmustur.

Tablo 5: VEGF-A Diizeyi Analizinin Bulgular1

Gruplar Ortalama Standart sapma
Kontrol 19,83 3,00
KNV 61,61 5,88
VEGF-A KNV+BSS 60,19 4,56
KNV+BEVA 38,82 4,10
KNV+DEX 39,27 2,90
KNV+BEVA+DEX 31,07 1,84
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Sekil 11: VEGF-A diizeyinin gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmast
p<0,0001 Kontrol grubuna kiyasla

®p<0,0001 KNV ve KNV+BSS gruplarma kiyasla

°p<0,01 KNV+BEVA ve KNV+DEX gruplarma kiyasla

4.2.2. TNF-a Diizeyi Analizinin Bulgulari

TNF-a diizeyleri sekil 12°de sunulmustur. Gruplardaki TNF-a diizeyleri pg/ml
olarak verilmistir. Kontrol grubuna (KNV olusturulmamis) (20,58+1,85) kiyasla,
KNV  (64,90+4,21), KNV+BSS (62,26+4,84), KNV+BEVA (37,5742,34),
KNV+DEX (39,37£1,27) ve KNV+BEVA+DEX (32,07£2,52) gruplarinda TNF-a
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde (*p<0,0001) artmistir. KNV ve
KNV+BSS gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
KNV+BEVA, KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX gruplarindaki TNF-o diizeyleri
KNV ve KNV+BSS gruplar ile kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir
azalma (°p<0,0001) oldugu belirlenmistir. KNV+BEVA ve KNV+DEX gruplari
karsilastirildiginda TNF-a diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir farklilik saptanamamistir. KNV+BEVA+DEX grubundaki TNF-a diizeyi,
KNV+BEVA ve KNV+DEX gruplariyla kiyaslandiginda her iki grupla da istatistiki
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acidan 6nemli derecede anlamli diizeyde (“p<0,05 KNV+BEVA grubuna kiyasla ve
4p<0,001 KNV+DEX grubuna kiyasla) bir azalma oldugu goriilmiistiir.

Tablo 6: TNF-a Diizeyi Analizinin Bulgular1

Gruplar Ortalama Standart sapma
Kontrol 20,58 1,85
KNV 64,90 4,21
TNF-a KNV+BSS 62,26 4,84
KNV+BEVA 37,57 2,34
KNV+DEX 39,37 1,27
KNV+BEVA+DEX 32,07 2,52
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Sekil 12: TNF-a diizeyinin gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmasi
p<0,0001 Kontrol grubuna kiyasla

®p<0,0001 KNV ve KNV+BSS gruplarma kiyasla

‘p<0,05 KNV+BEVA grubuna kiyasla

4p<0,001 KNV+DEX grubuna kiyasla
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4.3. Total Oksidan Seviye (TOS) Analizinin Bulgulan

TOS sonuglart sekil 13°de sunulmustur. Gruplardaki TOS sonuglart H>O»
Eg/ml olarak verilmistir. Kontrol grubuna (KNV olusturulmamas) (3,41+0,48) kiyasla,
KNV  (15,53£2,07), KNV+BSS (15,81£1,06), KNV+BEVA (11,78+1,54),
KNV+DEX (7,63+1,54) ve KNV+BEVA+DEX (7,67+1,05) gruplarinda TOS
istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde (*p<0,0001) artmistir. KNV ve KNV+BSS gruplar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamigtir. KNV+BEVA,
KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX gruplarindaki TOS diizeylerinin KNV ve
KNV+BSS gruplarina kiyasla énemli diizeyde (°p<0,0001) azaldig: tespit edilmistir.
KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunamamigtir ancak KNV+BEVA grubu ile TOS diizeyi bakimindan
kiyaslandiginda her iki grupta da istatistiksel olarak dnemli derecede (°p<0,0001) bir

azalmanin oldugu saptanmuistir.

Tablo 7: Total Oksidan Seviye Analizinin Bulgulari

Gruplar Ortalama Standart sapma
Kontrol 3,41 0,48
KNV 15,53 2,07
Total Oksidan KNV+BSS 15,81 1,06
Seviye
KNV+BEVA 11,78 1,54
KNV+DEX 7,63 1,54
KNV+BEVA+DEX 7,67 1,05
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Sekil 13: TOS’un gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmasi
p<0,0001 Kontrol grubuna kiyasla

®p<0,0001 KNV ve KNV+BSS gruplarina kiyasla

‘p<0,0001 KNV+BEVA grubuna kiyasla

4.4. Malondialdehit (MDA) Diizeyi Analizinin Bulgulan

MDA diizeyi sonuglar1 sekil 14’de sunulmustur. Deney gruplarindaki MDA
diizeyleri nmol/gram protein olarak verilmistir. MDA diizeyinin, kontrol grubuna
(51,06£10,30) kiyasla swrasiyla KNV (86,06+7,14), KNV+BSS (88,20+5,22)
gruplarinda (*p<0,0001) ve KNV+BEVA (71,15+14,96) grubunda (°p<0,01) dnemli
diizeyde arttig1 bulunmustur. KNV+DEX (67,41£10,45) ve KNV+BEVA+DEX
(67,78+11,51) gruplarindaki MDA diizeyleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda 6nemli
diizeyde (°p<0,05) arttig1 ancak bu iki grup KNV grubu ile kiyaslandiklarinda ise
MDA diizeylerinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (°p<0,05) azaldig1 gortilmustiir.
KNV+BEVA grubundaki MDA diizeyinin KNV+BSS grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide
(Up<0,05) azaldig: tespit edilmistir. Ayrica, KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX
gruplarindaki MDA diizeylerinin KNV+BSS grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlaml diizeyde (°p<0,01) azaldig1 gorilmiistiir.
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Tablo 8: Malondialdehit Diizeyi Analizinin Bulgular1

Gruplar Ortalama Standart sapma
Kontrol 51,06 10,30
KNV 86,06 7,14
Malondialdehit KNV+BSS 88,20 5,22
KNV+BEVA 71,15 14,96
KNV+DEX 67,41 10,45
KNV+BEVA+DEX 67,78 11,51
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Sekil 14: Malondialdehit diizeyinin gruplar arasinda istatistiksel olarak
kargilastirilmasi

*p<0,0001 Kontrol grubuna kiyasla

°p<0,01 Kontrol grubuna kiyasla

‘p<0,05 Kontrol ve KNV gruplarina kiyasla
4p<0,05 KNV+BSS grubuna kiyasla
°p<0,01 KNV+BSS grubuna kiyasla
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4.5. Apoptozis Analizinin Bulgular

Apoptozis sonuglar1 sekil 15’de sunulmustur. Kontrol grubundaki (KNV
uygulanmayan) apoptozis diizeyi % 100 (1) kabul edilerek diger gruplardaki apoptozis
diizeyi kontrol grubuna kiyasla nispi degisim (kat artma veya azalma) olarak hesap ve
ifade edilmistir. Apoptozis diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda KNV (2,16+0,11),
KNV+BSS (2,1340,13), KNV+BEVA (1,40+0,04) ve KNV+DEX (1,32+0,10)
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde (*p<0,0001) artis oldugu gozlenmistir.
KNV+BEVA, KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX gruplari KNV ve KNV+BSS
gruplariyla karsilagtirildiginda apoptozis seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde (°p<0,0001) azaldig1 godriilmiistir. KNV+BEVA+DEX (1,11+0,01)
grubundaki apoptozis diizeyinin KNV+BEVA (°p<0,0001) ve KNV+DEX (Yp<0,001)
gruplariyla kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli diizeyde azaldigi, kontrol
grubuyla kiyaslandiginda ise istatistiksel anlamda 6nemli bir farkliligin olmadigi tespit
edilmistir. Sonug olarak; KNV grubuna kiyasla KNV+BSS grubunda ve KNV+BEVA
grubuna kiyasla KNV+DEX grubunda apoptozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gozlenmemistir. KNV+BEVA+DEX grubu disindaki tim
gruplarda kontrol grubuna kiyasla apoptozis seviyesinde artis gozlemlenirken,
KNV+BEVA+DEX grubunda apotozis seviyesi her ne kadar kontrol grubuna gore
yiiksek olsa da iki grup ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamustir.

Tablo 9: Apoptozis Analizinin Bulgular1

Gruplar Ortalama Standart sapma
Kontrol 1 0
KNV 2,16 0,11
Apoptozis KNV+BSS 2,13 0,13
KNV+BEVA 1,40 0,04
KNV+DEX 1,32 0,10
KNV+BEVA+DEX I,11 0,01

54



) a a

'

-] 2-

°

5 a,b ab

X —

E b,c.d

o

)91_

o

®

N4

0- T T T
Y Q o XY 4 4
O
& « & & o &

¢ R T
X & & &
)
+¢

Sekil 15: Apoptozisin gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmasi
p<0,0001Kontrol grubuna kiyasla

®p<0,0001 KNV ve KNV+BSS gruplarma kiyasla

‘p<0,0001 KNV+BEVA grubuna kiyasla

4p<0,001 KNV+DEX grubuna kiyasla

4.6. Indirgenmis Glutatyon (GSH) Diizeyi Analizinin Bulgular

GSH diizeyi sonuglar1 sekil 16’da sunulmustur. Deney gruplarindaki GSH
seviyeleri umol/gram protein olarak verilmistir. KNV (61,15+2,06), KNV+BSS
(61,02+7,76) ve KNV+BEVA (61,26+4,87) gruplarindaki GSH diizeyi kontrol grubu
(KNV olusturulmamis)(70,43+4,89) ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
(*p<0,0001) bir azalma gozlemlenirken, KNV+DEX (72,3943,19) ve
KNV+BEVA+DEX (71,48+2,71) gruplari, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise
onemli bir istatistiki farklilik olmadig1 belirlenmistir. Dexpanthenol uygulanan gruplar
(KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX), dexpanthenol uygulanmayan gruplarla (KNV,
KNV+BSS, KNV+BEVA) karsilastirildiginda GSH  diizeyinin  dexpanthenol
uygulanan gruplarda belirgin bir sekilde ve istatistiksel olarak oldukga yiiksek bir
anlamlilik (°p<0,0001) diizeyinde arttig1 tespit edilmistir. GSH diizeyleri bakimindan
KNV, KNV+BSS ve KNV+BEVA gruplart arasinda anlamli bir farklilik

bulunamamustir.
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Tablo 10: indirgenmis Glutatyon Diizeyi Analizinin Bulgular

Gruplar Ortalama Standart sapma
Kontrol 70,43 4,89
KNV 61,15 2,06
Indirgenmis KNV+BSS 61,02 7,76
Glutatyon
KNV+BEVA 61,26 4,87
KNV+DEX 72,39 3,19
KNV+BEVA+DEX 71,48 2,71
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Sekil 16: GSH diizeyinin gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastiriimasi
p<0,0001 Kontrol grubuna kiyasla
®p<0,0001 KNV, KNV+BSS ve KNV+BEVA gruplarina kiyasla
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5. TARTISMA

Saglikli bir kornea, iris ve pupil 6niinde bulunan saydam ve damarsiz bir
dokudur. Optimum gdérmeyi siirdiirmek, gozii enfeksiyonlardan ve yapisal zararlardan
korumak i¢in bu seffaflik ve damarsizlik korunmalidir. Anormal yeni damarlar,
genellikle korneanin seffafligini koruyan normalde dengede tutulan anjiyogenik ve
antianjiyogenik faktdrlerin dengesinin bozulmasinin bir sonucu olarak, énceden var
olan perikorneal yapilardan korneanin stromasina girebilir ve boylece KNV’ye yol
acabilir (169). Enfeksiyon, inflamasyon, iskemi, travma ve limbal kok hiicre
bariyerinin kaybi1 gibi durumlar, korneanin saydamliginin kaybolmasina ve gérmenin
bozulmasina yol agmaktadir. Lipid keratopati, kornea {ilserleri, herpes simpleks
stromal keratiti, kimyasal yaniklar ve kontakt lens kullanimi gibi patolojiler sonucunda

KNV geligebilmektedir (170).

Kornea, proanjiyogenik uyarilarin antianjiyogenik faktorlerle dengelendigi ve
bdylece damarsizligin korundugu bir homeostaz saglar. Bu denge, insan gbzyasinda
bulunan cesitli proanjiyogenik maddelerin varlig1 ile belirginlestirilmistir. KNV, bu
dengede  proanjiyogenik  uyaranlarin  daha  baskin  hale  gelmesinden
kaynaklanmaktadir. KNV’yi uyaran proanjiyogenik faktorler; VEGF, bFGEF,
MMP’ler, sitokinler, kemokinler ve PDGF’yi icermektedir. Bu faktorler arasinda
VEGF, en 6nemli proanjiyogenik faktdr olarak kabul edilir ve VEGF-A, diger
izoformlarina kiyasla goz ici anjiyogenezde en biiyiik roli iistlenmektedir. KNV yi
inhibe eden antianjiyogenik faktorler; endojen VEGF tuzaklari, vaskiiler endotel hiicre
inhibitorleri, trombospondinler ve metalloproteinazlarin doku inhibitorlerini

icermektedir (96,171).

KNV’nin olusumunu baskilamak ve korneanin saydamligint korumak
onemlidir. KNV’nin prognozu, tedavi ydntemlerine baglhidir. KNV’nin tedavisi
amaciyla birgcok tedavi modalitesi denenmesine karsin literatiirde kabul gormiis etkili
ve kesin bir tedavi segenegi yoktur. KNV’nin tedavisi amaciyla topikal steroidler,
NSAii’ler, MMP inhibitorleri ve anti-VEGF ajanlar medikal tedavi olarak
uygulanmigtir. Ayrica argon lazer fotokoagiilasyonu, fotodinamik terapi, koter ve
kornea nakli gibi invaziv tedavi segenekleri de KNV’ nin tedavisinde kullanilmistir

(172). Ancak mevcut tiim bu tedavi girisimlerinin yiiksek maliyeti, diisiik etkinlik
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gostermesi ve ciddi yan etkilere yol agmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu
dezavantajlardan dolayi, gérmeyi 6nemli 6l¢iide etkileyen KNV’ nin tedavisinde yeni
ve alternatif bir tedaviye ihtiya¢c duyulmaktadir. Bizde caliimamizda KNV’nin

tedavisinde etkili bir tedavi secenegi bulmayr amacladik.

Ilag etkinligini degerlendiren KNV modelli deneysel calismalarda; alkali
yanik, kornea siitiirasyonu veya stroma igine proanjiyogenik madde enjeksiyonu gibi
teknikler kullanilarak KNV modeli olusturulmaya ¢alisilmistir. Cogan ve ark. ilk kez
kornea yiizeyinde alkali yanik olusturarak KNV’yi olusturmay1 bagsarmislardir (173).
KNV modeli ayrica literatiirde kornea yiizeyine siitiir yerlestirilerek de elde edilmistir.
Her iki modelde basarili bir sekilde ilag etkinliginin degerlendirildigi ¢aligmalarda
kullanilmaktadir. Jia ve ark.’min siitiir ve alkali yanik ile olusturulan KNV
modellerinde gen ekspresyonlarini karsilastirdiklar1 galigmada, siitlirlerin yalnizca
lokalize bir epitel kaybma neden oldugu, siitiir alani ile limbus arasinda simirli bir
inflamasyon olustugu, KNV’nin sadece bu alanda gelistigi ve korneanin diger
alanlarinda ise herhangi bir etkilenme olmadigr gozlenmistir. Alkali yanik ile
olusturulan modelde ise merkezi korneada tiim epitelin tahrip oldugu ve korneanin
tamamina yayilan yogun bir inflamasyon gelistigi belirtilmistir. iki durum arasindaki
belirgin reaksiyon farkina ragmen her iki KNV modelini olusturma tekniginin
deneysel olarak ayni etkinligi saglayacagi, sadece KNV goriiniimii ve ilerleme
hizlarinin muhtemelen yogun inflamasyona bagli maskelenebileceginden alkali
yanikta biraz daha yavas olacagi ( en hizli ilerleme siitiir ile 5. giin, alkali yanik ile 6.
giin) belirtilmistir (174). Alkali yaniklarda gézlenen ve temelde endotel harabiyetinin
nedeni, iskemiden kaynaklanan biiyiime faktorlerinin inflamatuar sitokinleri asiri
arttirarak nitrik oksit seviyelerini degistirip damar iltihaplanmasina yol agmasidir.
Ayrica, neovaskiilarizasyon sirasinda anjiyogenik faktorler artarken, antianjiyogenik
faktorler azalir (90). Hipoksik ortamda yogun bir sekilde salgilanan VEGF, yalnizca
bir proanjiyogenik faktor olarak degil, ayrica endotel ve bazal membranlar1 uyararak
hasar gérmiis veya normal hiicre fonksiyonlarinin da yenilenmesini tesvik etmektedir
(175). Aym1 zamanda alkali yanik sonrast humor akdzde VEGF diizeyinin arttigi
gosterilmistir (176). Bizde ¢alismamizda dexpanthenoliin etkinligini degerlendirmek

icin VEGF diizeyinin yilikselmesini daha ¢ok saglayan KNV modeli olusturmak
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amactyla Mahoney ve Waterbury tarafindan tarif edilen giimiis nitrat aracili alkali

yanik ile KNV modelini olusturmayi tercih ettik (163).

VEGF; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasental biiyiime
faktoriinii iceren gen ailesine ait bir biiylime faktoriidiir. VEGF-A, anjiyogenezin ana
diizenleyicisi olarak kabul edilir, ayrica VEGF-C ve VEGF-D lenfanjiyogenezin
onemli diizenleyicilerindendir. Timor hiicre ¢ogalmasinda VEGF-A’nin agir tiretimi,
KNV olusumuna benzer bir sekilde gozlenmistir. VEGF-A, proteolitik aktivite,
vaskiiler endotel hiicre cogalmasi, go¢ ve kapiller limen olusumu dahil olmak iizere
anjiyogenezin ¢esitli agamalarini destekler. VEGF-A'nin korneal anjiyogenezdeki
onemi, anti-VEGF-A antikoru uygulamasiyla neovaskiilarizasyonun hayvan
modellerinde deneysel olarak inhibe edilmesi yoluyla gosterilmistir (177).
Bevacizumab, VEGF-A'nin biyolojik olarak aktif tiim izoformlarina baglanarak onlar1
engelleyen bir rekombinant humanize monoklonal antikordur. Bu antikor, anormal kan
damar1 yapisinin olusmasini ve damar gegirgenliginin azalmasini 6nleyerek VEGF'yi
etkisiz hale getirir. Bevacizumab, ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag
Idaresi (FDA) tarafindan metastatik kolon kanseri tedavisi i¢in onaylandi.
Bevacizumab'm gozle ilgili kullanim alanlar1 heniiz FDA tarafindan onaylanmamis
olmasina ragmen, eksiidatif yasa bagli makiiler dejenerasyon, proliferatif diyabetik
retinopati ve iris rubeosisinin tedavisinde off-label kullanim1 umut verici kisa vadeli
sonuglar gdstermistir. Bu umut verici sonuglardan yola ¢ikarak ¢ok sayida arastirmaci,
bevacizumabin deneysel modellerde ve insan klinik vakalarinda KNV nin inhibisyonu
veya gerilemesi i¢in kullanimuyla ilgili veriler sunmaktadir (178). Bevacizumabin off-
label olarak birgok ¢aligmada gozde; topikal, subkonjonktival ve intravitreal olarak
literatiirde kullanildig bildirilmektedir (179). Metastatik kolon kanseri tedavisi igin
FDA onay1 olan bevacizumab’in; hipertansiyon, lenfopeni, trombositopeni,
tromboembolik olay, mide bulantis1 ve kusma, hipokalemi ve konviilsiyon gibi yan
etkileride bildirilmistir. Ancak g6z de kullanim1 sonrasinda bu yan etkilerle sik olarak

karsilagilmadigi da bildirilmistir (180).

Manzano ve ark. ratlarda olusturduklart KNV modelinde topikal bevacizumab
(4 mg/ml) uygulamasinin KNV’yi sinirladigim gostermistir (181). You ve ark. kornea
skarlagsmasi, greft reddi, lipid ve biilloz keratopatiye bagli KNV’si olan hastalarin 29

goziine, farkli dozlarda tek bir subkonjonktival bevacizumab enjeksiyonu (1,25

59



mg/0,05 ml, 2,5 mg/0,1 ml ve 5,0 mg/0,2 ml) ile tedavi uygulamis ve 1,25 mg
bevacizumab enjekte edilen géz bolgelerinde anlamli bir degisiklik saptanmadigini,
25 ve 5 mg bevacizumab ile tedavi edilen gozlerde ise kornea
neovaskiilarizasyonunda kismi bir azalma gozlendigini bildirmislerdir (182). Doctor
ve ark. KNV’si olan hastalarin 8 goziinii iceren bir vaka serisinde, hastalara 1-3 kez
2,5 mg/0,1 ml subkonjonktival bevacizumab enjeksiyonu yapmislar ve 8 goziin
tamaminda subkonjontival bevacizumab’in korneada yan etki olusturmaksizin
KNV’yi belirgin bir sekilde azalttigini bildirmislerdir (183). KNV modeli tizerinde
bevacizumab tedavisinin etkili oldugu literatiirde yapilan bir¢ok ¢alisma ile ortaya
konmustur. Biz de calismamizda dexpanthenoliin etkinligini degerlendirmek amaciyla

bevacizumabi sectik.

Dastjerdi ve ark. kornea nakli sonras1 sagkalimda topikal ve subkonjonktival
bevacizumabin etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, bir tedavi grubuna topikal
bevacizumab %2,5 (25 mg/ml) 3 hafta boyunca giinde 3 kez; diger bir gruba ise
subkonjonktival 0,02 ml bevacizumab %2,5 (0,5 mg) 0, 4, 8 ve 15. giinlerde
uygulamigtir. KNV alaninindaki ortalama azalma yilizdesi 8. haftaya gore,
subkonjonktival bevacizumab ile tedavi edilen grupta %55 iken topikal bevacizumab
ile tedavi edilen grupta %33 olarak 6l¢iilmiistiir. Ayrica hem kontrol hemde topikal
bevacizumab uygulanan gruplardaki tiim kornea nakilleri 4 hafta sonra reddedilmistir.
Ancak subkonjonktival bevacizumab uygulanan gruptaki kornea nakillerinin %33’
sagkalmistir. Bu sonuglara gore subkonjonktival uygulamanin topikal uygulamaya
kiyasla daha etkili oldugu sonucuna varilmigtir (184). Topikal olarak kullanilan
bevacizumab, damar baskilamasinin yani sira epitel biitiinliigiiniin kendiliginden
bozulmasina ve stromal incelmenin ilerlemesine neden olabilmektedir. Topikal
bevacizumabin kornea epitel kusurlarini tetikleyebilme potansiyeli bulunmaktadir.
VEGF fonksiyonunun engellenmesi ayni zamanda yara iyilesmesini olumsuz
etkileyerek iskemiye yol acabilir ve genel doku hasarmi artirabilir. Topikal
bevacizumab tedavisinin farkli nedenlere sahip KNV tizerindeki etkisi arastirilmig ve
ilk ayda KNV’yi azaltmada etkili oldugu sonucuna varilmis ancak ikinci aydan
itibaren olumsuz etki riski artmaya baglamigtir (185). Zaki ve ark. farkli okiiler yiizey
bozukluklarinin neden oldugu KNV’li 10 gozii inceledikleri ¢aligmada,
subkonjonktival bevacizumab (2,5 mg/0,1 ml) enjeksiyonunun 3 aya kadar KNV’ nin
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toplam alan1 ve yayginliginda 6nemli bir sekilde azalma sagladigini bildirmiglerdir
(186). Rocher ve ark. anti-VEGF antikorunun ratlarda etkinligini degerlendirdikleri
caligmada subkonjonktival uygulamanin topikal uygulamaya kiyasla daha etkili
sonuglar verdigini bildirmistir (187). Literatiirdeki yapilan ¢alismalar incelendiginde
topikal bevacizumab uygulamasinin kornea epitel kusurlarimi tetikleyebilme
potansiyeli ve subkonjonktival uygulamanin topikal uygulamaya kiyasla daha etkili

olmasi nedeniyle ¢alismamizda ilaglar1 subkonjonktival yolla uygulamay tercih ettik.

Awadein ve ark. keratoplasti sonrast KNV gelisen 3 hastada, tek doz
subkonjonktival bevacizumab (2,5 mg/0,1 ml) enjeksiyonunun erken donemde kornea
damarlanmasinda ve bulanikliginda ani gerileme sagladigini bildirmislerdir (188).
Hosseini ve ark. 20 yeni Zelenda tavsaninin goziinde olusturduklart KNV modeli
iizerinde yaptiklart calismada, subkonjonktival bevacizumab (2,5 mg/0,1 ml)
enjeksiyonunun toplam KNV alanin1 anlamli bir sekilde azalttigini gostermislerdir
(189). Acar ve ark. farkli dozlarda bevacizumab uygulamasinin KNV {izerine etkisini
degerlendirdikleri ¢calismada, gruplardan birine subkonjonktival olarak bevacizumab
2,5 mg/0,1 ml uygulanirken diger gruba ise 5 mg/0,2 ml dozda uygulanmistir. 6 ay
takip ettikleri hastalarda herhangi bir okiiler veya sistemik bir yan etki ile
karsilagsmadiklarin1 ve 6. ayin sonunda 2,5 mg/0,1 ml bevacizumab alan grupta
KNV’nin %32.0+3.0 oraninda geriledigini, 5 mg/0,2 ml bevacizumab alan grupta ise
KNV’nin %31.0£2.3 oraninda geriledigini bildirmislerdir. Bu sonuglar her iki
bevacizumab dozunun birbirlerine kargi istatistiksel olarak anlamli farklilik
saglamadigini ancak KNV’yi etkili bir sekilde azalttigim gostermektedir (190). Bizde
caligmamizda kimyasal yanik sonrasi 7. gliinde KNV icin bevacizumabi tek doz

subkonjonktival olarak ve 2,5 mg/0,1 ml dozda olacak sekilde uygulamay1 tercih ettik.

Pantotenik asit, B kompleks vitaminlerinin bir parcasi olup, Roger J. Williams
tarafindan 1931 yilinda mikrobiyal biiyime faktorleri iizerine yapilan arastirmalar
sirasinda kesfedildi. 1934 yilinda pantotenik asidin mayadaki hiicre ¢ogalmasini
onemli 6l¢tide tesvik ettigi gosterildi ve bu durum nihayetinde ilk topikal dexpanthenol
preparati (Bepanthen™) gelistirilmesine yol acti. Dexpanthenol, pantotenik asidin
kararli bir alkolik tiirevidir ve pantotenik asidin aksine cilt tarafindan iyi emilir.
Bepanthen™ ilk kez yaklasik 80 y1l 6nce (1944'te) merhem olarak piyasaya siiriildii.
Glinlimiizde pediatrik kullanimdan yetiskin kullanimina kadar kisisel ihtiyaclara
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uygun cesitli dexpanthenol preparatlart bulunmaktadir (krem, losyon, damla, jel, yag,
merhem, ampul ve sprey). CoA, stratum korneumun lipit tabakalar1 i¢in 6nemli olan
yag asitleri ve sfingolipidlerin sentezini hizlandirir, bu nedenle pantotenik asit, epitel
fonksiyonlarimn siirdiiriilmesi i¢in gereklidir (155). Ayn1 zamanda, hiicre biiyiimesi,
enerji liretimi ve norotransmitter sentezi gibi metabolizmanin farkli yonlerinde de
bircok biyokimyasal etkiye sahiptir (191). Indirgenmis glutatyonu ve antioksidan
enzimlerini artirarak, hiicresel savunma sistemini oksidatif strese ve inflamatuar
saldirilara kars1 destekler (192). Bilgic ve ark. ¢alismalarinda dexpanthenoliin sisplatin
kaynakli hepatotoksisiteye karsi sitoprotektif, antioksidan ve antiinflamatuar etkinlik
gosterdigini bildirmislerdir (193). Amikasin ve bleomisin enjeksiyonlarindan bir saat
once baslayarak ve deneyin 14. giinii sonuna kadar uygulanan dexpanthenoliin, bobrek
ve akciger dokularindaki oksidatif hasara karsi koruyucu oldugu bulunmustur
(194,195). Yara iyilesme siireci genellikle {i¢ asamada gergeklesir: inflamasyon, hiicre
cogalmasi ve ekstraseliiler matriks birikimi. Dokunun yeniden sekillenmesi igin
hiicrelerin artan yenilenmesi, pantotenik asite olan ihtiyaci artirir. Dexpanthenoliin
yara iyilesmesine yonelik rapor edilen faydali etkisinin, artan fibroblast ¢ogalmasi ve
hizlanmig epitellesmenin bir sonucu oldugu 6ne siiriilmiistiir (196,197). Mencucci ve
ark. i¢inde dexpanthenol bulunan oftalmik antiseptik soliisyonun, korneal hiicre yara
iyilesmesini destekleyerek hiicre canliligini arttirdigini bildirmistir (198). Sabur ve
ark. keratokonusu bulunan hastalarda korneal epitelyal iyilesmeyi degerlendirdikleri
caligmada, dexpanthenol %2 géz damlasinin kornea 6demini azalttigin1 ve daha hizli
korneal epitelizasyon gergeklestirdigini bildirmislerdir (199). Toplu ve ark. yaptiklar1
caligmada, ratlara sisplatin ile ayn1 anda enjekte edilen ve 5 giin boyunca uygulanan
dexpanthenoliin, sisplatin kaynakli ototoksisiteyi Onleyici etkisinin oldugunu
bildirmiglerdir (200). Dexpanthenoliin literatiirdeki yapilan ¢aligmalarda antioksidan,
antiinflamatuar, re-epitelizan ve yara iyilesmesini indiikleyen etkileri bilinmektedir.
Ancak anjiyogenez mekanizmalar iizerine etkisi pek bilinmemektedir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonuglar dexpanthenoliin KNV iizerine etkilerini ilk kez ortaya koymustur.
Bu sebeple literatiire saglayacagi katkidan dolay1 6zgilin degerinin yiiksek bir ¢aligma
olacagimi diisiindiik. Dexpanthenoliin KNV iizerindeki etkilerini bevacizumab ile

karsilastirmali olarak incelerken, bevacizumab ile ayn1 hacimde ve ayni uygulama
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protokolii ile 25 mg/0,1 ml dozda dexpanthenolii subkonjonktival olarak uygulamaya

karar verdik.

Celenk ve ark. deneysel KNV modeli iizerinde topikal motesanibin etkisini
degerlendirdikleri caligmada, KNV alan1 KNV grubunda en yiiksek seviyede izlenmis
olup, bevacizumab ve motesanib uygulanan tedavi gruplarinda anlaml bir sekilde
azaldigini ancak tedavi gruplari arasinda anlamli farklilik olmadigini bildirmislerdir
(201). Claros-Chacaltana ve ark. ratlarda olusturulan KNV modelinde metronidazol
oftalmik soliisyonun etkisinin arastirdiklar1 ¢alismada, %0,1 ve %0,5 metronidazol
alan gruplarda sirasiyla %60,9 ve %3891 oraninda KNV’nin azaldigini, tedavi
gormeyen KNV grubunda ise %87,04 oraninda KNV’nin arttigini bildirmislerdir
(202). Mehrjardi ve ark. ratlarda KNV’nin 6nlenmesi amaciyla bevacizumaba
yardime1 olarak triamsinolon asetonidin etkisini arastirmiglardir. Caligmada KNV
alan1 degerlendirmesi i¢in 7. ve 14. giinlerde kornea fotograflari elde edilerek ImageJ
programu iizerinde yiizdeleri hesaplanmigtir. KNV alani hi¢bir tedavi uygulanmayan
grupta artig gosterirken, bevacizumab ve triamsinolon asetonid uygulanan gruplarda
azalma gostermistir. Ancak en ¢ok azalma triamsinolon asetonid uygulanan gruplarda
kaydedilmistir (203). Sener ve ark. subkonjonktival olarak enjekte ettikleri EGF ve
VEGF inhibitorlerinin (trastuzumab, ranibizumab, bevacizumab, pegaptanib)
deneysel KNV modeli iizerine etkisini arastirmiglardir. Deney sonunda KNV alanlar1
analiz edildiginde, tedavi gruplarinda kontrol grubuna kiyasla KNV yiizdesi anlaml1
bir gekilde azalmistir. Elde edilen sonuglar bevacizumabin KNV olusumunu diger
ilaglara kiyasla daha fazla inhibe ettigini gostermistir (204). Calismamizda ise, KNV
ve KNV+BSS gruplarinda en yiiksek KNV alan1 kaydedilmistir. KNV+BEVA ve
KNV+DEX gruplart hem KNV hem de KNV+BSS gruplariyla kiyaslandiginda ise
KNV alanlarinda istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde azalma izlenmistir. Bevacizumab
ve dexpanthenol uygulanan gruplar arasinda farklilik bulunamamaistir. Calismamizda
literatiire benzer sekilde bevacizumab uygulanan grupta KNV alani azalmistir. Ancak
burada dikkat ¢eken sonu¢ dexpanthenol uygulanan grupta elde edilmistir.
Dexpanthenol enjeksiyonu bevacizumaba yakin diizeyde KNV alanin1 azaltmigtir.
Ayrica caligmamizda diger gruplara kiyasla en yiiksek KNV alani gerilemesi
KNV+BEVA+DEX grubunda izlenmistir. Bu sonu¢ bevacizumab ile dexpanthenoliin
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kombine uygulanmasmin, tek baslarina uygulanmalarindan KNV alaninin

azaltilmasinda daha etkili sonuglar doguracagini diigiinmemizi saglamigtir.

Eski ve ark. subkonjonktival bevacizumab, ranibizumab ve afliberceptin KNV
iizerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada, immunohistokimyasal VEGF
boyama ile sadece salin uygulanan grupta en yiiksek boyanmanin elde edildigi ancak
ranibizumab, aflibercept ve bevacizumabin boyanmayr kontrol grubuna kiyasla
anlaml1 bir sekilde azalttig1 bildirilmistir (205). Yildirim ve ark. deneysel KNV modeli
iizerinde nilotinib ve bevacizumabin etkilerini karsilastirdiklar1 ¢aligmada, ELISA
yontemiyle gruplar arasindaki VEGF diizeylerini degerlendirmiglerdir. Caligmada
tedavi uygulanmayan KNV grubunda saglikli gozlere oranla VEGF diizeyinin anlaml1
bir sekilde arttigini, tedavi uygulanmayan KNV grubuna kiyasla bevacizumab
uygulanan grupta ise VEGF diizeylerinin anlamli derecede azaldigi bildirilmistir.
Nilotinibin 20 ve 40 uM uygulanan dozu bevacizumaba esdeger etki gdstermistir
(206). Sar1 ve ark. subkonjonktival tocilizumabin deneysel KNV modelindeki
etkilerini degerlendikleri calismada, gruplardan birisine tocilizumab digerine ise salin
uygulamiglardir. ELISA  yontemiyle gruplar arasindaki VEGF diizeylerini
kargilastirmiglar ve tocilizumabin VEGF diizeyini anlamli bir sekilde azalttigini
bildirmislerdir (207). Kadar ve ark. tavsanlarda yaptiklari ¢alismada KNV modeli
iizerinde topikal ve subkonjonktival bevacizumabin etkinligini degerlendirmiglerdir.
ELISA yontemiyle tespit ettikleri VEGF diizeylerinin, subkonjonktival uygulanan
grupta anlamli bir sekilde azaldigini bildirmislerdir. Ayrica hem topikal hem de
subkonjonktival bevacizumab uygulamasi KNV iizerine etkili bulunmustur (208). Kim
ve ark.’nin tavsanlarda olusturulan KNV modeli iizerinde bevacizumabin etkinligini
degerlendirdikleri ¢alismada, topikal ve subkonjonktival bevacizumabin etkinligi
kontrol grubuyla kiyaslanmistir. Korneadaki VEGF diizeyleri ELISA yOntemiyle
degerlendirilmis olup kontrol grubuna kiyasla hem topikal hem de subkonjonktival
bevacizumab uygulamast VEGF diizeyini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaltmistir (209). Calismamizda KNV ve KNV+BSS gruplarinda VEGF-A diizeyi
saglikli gozlerin oldugu kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiikselmis olup
bevacizumab ve dexpanthenol uygulanan gruplar durumu tersine ¢evirerek VEGF-A
diizeyini azaltmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalarla benzer sekilde bevacizumab

uygulamast VEGF-A diizeyini azaltmistir. Ancak bu sonuglarin dikkat ¢eken noktasi
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subkonjonktival dexpanthenoliin VEGF-A diizeyini subkonjonktival bevacizumaba
benzer oranda azaltmasidir. Bu sonu¢ anjiogenez iizerine etkisi bilinmeyen
dexpanthenoliin aslinda antianjiogenetik bir ajan olabilecegini gostermektedir. Ayrica
caligmamizda kombine bevacizumab ve dexpanthenol uygulamasinin diger tiim
gruplara kiyasla VEGF-A diizeyini anlamli bir sekilde azaltarak kombine tedavinin

daha etkili sonuglar verebilecegini gostermistir.

Zhao ve ark. deneysel fare modeli ile sepsis kaynakli bobrek ve karaciger
hasarinda dexpanthenoliin roliinii arastirdiklar1 bir ¢alismada, dexpanthenoliin fare
serumunda TNF-a, IL-1p ve IL-6 ekspresyonlarini azalttigini ve bobrek dokusundaki
fonksiyonel bozuklugu, patolojik hasari, inflamasyonu ve hiicre apoptozunu
hafiflettigini belirtmiglerdir (15). Wang ve ark. farelerdeki KNV modeli {izerinde
kanstatinin etkinliginin degerlendirdikleri ¢alismada, gruplar arasindaki TNF-a
diizeylerinin KNV grubuna kiyasla kanstatin ile anlamli diizeyde azaldigini
bildirmistir (210). Canacankatan ve ark. axitinibin deneysel KNV modelinde
inflamasyona etkisini arastirdiklar1 calismada, ELISA yontemiyle TNF-a diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. TNF-a diizeyleri KNV grubunda en yiiksek diizeyde izlenmis olup %0,08
axitinib uygulamasi durumu tersine cevirerek KNV grubuna kiyasla anlamli bir
sekilde TNF-a diizeyini azaltmistir (211). Wen ve Yang ratlarda KNV modeli iizerinde
hidrojenli goz damlasinin etkinligini degerlendirdikleri calismada, ELISA yontemiyle
TNF-a diizeylerini gruplar arasinda karsilastirmiglardir. Hidrojen igeren gbz damlasi
ile tedavi edilen grubun TNF-a diizeyi kontrol grubuna kiyasla anlaml1 derecede daha
diisik bulunmustur (212). Cho ve ark.’nin albendezoliin kornea iizerindeki
antianjiyogenez etkisini bevacizumab ile karsilastrmali olarak inceledikleri
calismalarinda, TNF-a diizeyleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile
degerlendirilmis, albendazol uygulanan gruplar salin uygulanan gruplara kiyasla TNF-
a diizeyini anlamli bir sekilde azaltmistir (213). Periferik bagisiklik hiicreleri, TNF-a
ve interlokin-1f gibi inflamatuar mediyatorleri salgilarlar, bu da yara iyilesme siirecini
olumsuz etkileyebilir. G6z travmasi sonrast TNF-o inhibisyonunun, korneal re-
epitelizasyonu artirdig1, korneal skar1 azalttig1, endotel hiicrelerinin hayatta kalmasini
destekledigi ve periferik On sinesiyi engelledigi gosterilmistir (214). Calismamizda
KNV ve KNV+BSS gruplarinda en yiiksek TNF-a diizeyi izlenmis olup bevacizumab

ve dexpanthenol uygulamasi literatiirdeki ¢alismalarla benzer olarak TNF-a diizeyini

65



anlamli bir sekilde azaltmigtir. Bevacizumab ve dexpanthenoliin tek baglarina
uygulandiklar1 gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamistir ve farkliligin
bulunmamas1 dexpanthenoliin TNF-a ekspresyonunu geriletmede bevacizumab kadar
etkili oldugunu diisiindiirmiistiir. Kombine bevacizumab ve dexpanthenol uygulanan
grupta, diger KNV olusturulan gruplara kiyasla daha diigiik TNF-a diizeyi izlenmistir.
Boylece ¢alismamiz dexpanthenol uygulamasinin TNF-a diizeyini azaltarak, korneal

re-epitelizasyon ve stromal yara iyilesmesine katki saglayacagini diisiindiirmiistiir.

Ozden ve ark. lipopolisakkarit kaynakli akut bobrek hasarma kars
dexpanthenoliin koruyucu etkisini degerlendirdikleri ¢alismada, bobrek dokularindaki
oksidatif stresi belirlemek icin total oksidan ve antioksidan seviye diizeylerini
hesaplamislardir. Lipopolisakkarit uygulamasinin TOS diizeylerini arttirdigini ancak
dexpanthenol uygulamasmin anlamli bir sekilde TOS diizeylerini azalttigini
gostermislerdir. Calismalarinda dexpanthenol tedavisinin oksidatif strese ve apoptoza
kars1 iyilestirici bir etki gosterdigini bildirmislerdir (215). Tutun ve ark. diyabetik
nefropati ve renal oksidatif stres lizerinde dexpanthenoliin etkinligini
degerlendirdikleri ¢aligmada, dexpanthenoliin anlamli bir sekilde TOS diizeyini
azalttigini gostermislerdir. Caligma sonuglarina gére dexpanthenoliin oksidatif strese
kars1 antioksidan enzimleri arttirdigini ve serbest radikal temizleyicisi olarak gorev
yaptigini bildirmislerdir (216). Kalkan ve ark. ratlarda izoproterenol kaynakli kalp
hasarinda  dexpanthenoliin  koruyucu etkisini degerlendirdikleri ¢aligmada,
dexpanthenoliin TOS diizeylerini azaltarak antioksidan etkinlik gosterdigini ve kalp
dokusu iizerinde izoproterenoliin toksik etkisine kars1 kardiyoprotektif etki
gosterdigini bildirmiglerdir (217). Ding ve ark. kafeik asit fenetil ester ve
bevacizumabin insan retina pigment epitelinde hidrojen peroksitin neden oldugu
oksidatif strese kars1 koruyucu etkisini degerlendirdikleri hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda,
bevacizumab uygulamasi TOS diizeylerini diisiirerek hidrojen peroksitin neden oldugu
oksidatif stresi azaltmistir (218). Calismamizda da KNV ve KNV+BSS gruplarinda
TOS diizeyleri kontrole kiyasla artis gostermistir. BSS uygulamasinin TOS
diizeylerini geriletmemesi deneyin beklenen bir sonucudur. Bevacizumab uygulamasi
TOS diizeylerini KNV ve KNV+BSS gruplarina kiyasla anlamli bir sekilde
geriletsede, dexpanthenol uygulamasi bevacizumab uygulamasma kiyasla TOS

diizeylerini anlamli bir sekilde daha fazla azaltmistir. Dexpanthenol uygulanan
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KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX gruplarinda diger gruplara kiyasla en diisik TOS
diizeyleri izlenmistir. Bu sonuclar dexpanthenol uygulamasinin KNV modelinde
oksidatif strese karsi koruyucu etkilerini gostermistir. Ayrica literatiirdeki yapilan
calismalara benzer olacak sekilde hem bevacizumab hem de dexpanthenol TOS
diizeylerini anlamli bir sekilde azaltsada, oksidatif stresin engellenmesi iizerine
dexpanthenol uygulamasi bevacizumab uygulamasina goére daha etkili sonuglar

vermistir.

Tutun ve ark. dexpanthenoliin ratladaki diyabetik nefropati ve renal oksidatif
stres tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada, MDA diizeyi diyabet grubunda
kontrole kiyasla yiikselmis ve dexpanthenol uygulanan diyabet grubunda MDA diizeyi
azalmistir (216). Giirler ve ark. metotreksatin neden oldugu karaciger oksidatif
hasarina kars1 dexpanthenoliin etkinligini degerlendirdikleri ¢aligmada, dexpanthenol
uygulamast MDA diizeylerini anlamli bir sekilde azaltarak, metotreksatin neden
oldugu oksidatif stresi 6nemli 6lgiide engellemistir (219). Lipid oksidasyonunun bir
iiriinii olan MDA, oksidatif stresin yaygin olarak kullanilan bir indeksidir. Yiiksek
diizeyde hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin birikimi, hiicre apoptozuna neden
olabilecek hiicresel organellerin islev bozukluguna neden olabilmektedir (220).
Calismamizin sonuglar1 bevacizumab ve dexpanthenol uygulamasinin MDA diizeyini
azalttigini gostermistir. Ancak dexpanthenol uygulamasi bevacizumaba kiyasla daha
etkili bir sekilde MDA diizeylerini azaltmistir. Boylece dexpanthenol uygulamasinin
kornea hiicrelerinin homeostazini  korudugunu gostermistir. Bu KNV’nin,
inflamasyonun ve kornea seffafliginin dexpanthenol uygulamasi ile iyilestirilmesine

baglanabilir.

Apoptozis diizeyi KNV ve KNV+BSS gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
anlamli diizeyde artmig olarak bulunmustur. Bu sonuglara goére KNV modeli
korneadaki hiicrelerin oksidatif strese ve hiicrelerin apoptozise ugradigini gostermistir.
Ancak bevacizumab ve dexpanthenol uygulanan gruplarda apoptozisin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaldigi, bevacizumab ve dexpanthenoliin kombine olarak
uygulandig1 grupta en diisiik apoptozis diizeyinin izlenmesi ise bevacizumab ile
dexpanthenoliin hiicreleri oksidatif strese karsi korudugunu gostermistir. Ayrica
kombine ila¢ tedavisinin hiicrelerin canliliklarini ve islevlerini diizgiin bir sekilde

stirdlirebilmesi i¢in daha etkili olacagim diistindiirmiigtiir.
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GSH, hidrojen peroksit (H202) ve lipid peroksidlerin giderilmesine katilan
onemli bir antioksidandir. Glutatyon, NADPH kullanan glutatyon rediiktaz tarafindan
indirgenmis glutatyon formunda tutulur. Giirler ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢aligmada,
GSH diizeylerinin metotreksat ile azaldigini ancak dexpanthenol ile anlamli bir sekilde
arttiginm bildirmiglerdir (219). Koése ve ark. dexpanthenol tedavisinin septik bir
durumda kalp dokusunda GSH’1 arttirdigimi  bildirmistir (221). Dexpanthenol
dokularda pantotenik aside okside edilir. Pantotenik asit ve onun tiirevleri, hiicre iginde
GSH seviyelerini, 6zellikle mitokondriyal CoA ve ATP sentezini arttirir (11,12).
Pantotenik asit ve tiirevleri, hiicresel savunmaya, oksidatif strese karsi onarim
sistemlerine ve inflamatuar yanita katilirlar (222). Pantotenik asit metabolik
yolaklardaki rolii nedeniyle normal epitel fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (223). ROS’un
neden oldugu hiicre hasarina karsi koruyucu etkisi baska caligmalarda da rapor
edilmigtir (194). Calismamizda KNV, KNV+BSS ve KNV+BEVA gruplarinda GSH
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde azalmistir. Sadece bevacizumab
uygulamasi yapilmasi hiicresel antioksidan savunma mekanizmasina olumlu yonde
katki saglayabilecek bir seviyede glutatyon diizeyinde artisa Onciiliik edemeyecegi
sonucuna varmamizi saglamistir. Calismamizda da literatiirdeki ¢alismalara benzer
sekilde dexpanthenol wuygulamasi GSH diizeylerinin artmasini saglamistir.
Dexpanthenol uygulanan gruplarda GSH diizeylerinin yiiksek ¢ikmasi, GSH {iretimi
icin dexpantenoliin Onciil olarak gorev yaptigim desteklemektedir. Bu iki grupta
(KNV+DEX ve KNV+BEVA+DEX) GSH diizeyinin yiiksek olmasi hiicrelerin
antioksidan savunma sistemini destekleyerek apoptozis diizeylerinin azalmasina yol

ac1p hiicre canlilig1 iizerine olumlu etkiler sagladigini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamiz literatiirdeki arastirmalarimiz sonucunda bildigimiz kadaryla,
antioksidan, antiinflamatuar ve re-epitelizan etkileri bilinmekte olan dexpanthenoliin,

KNV iizerindeki etkinliginin degerlendirildigi ilk deneysel ¢caligmadir.

2. KNV alani degisimi lizerine dexpanthenol ve bevacizumabin tek basina uygulandigi
gruplarda benzer sekilde etkili oldugu ancak birlikte uygulandiklarinda KNV’nin

azaltilmasinda daha giiclii bir potansiyele sahip olduklar1 goriilmiistiir.

3. Bevacizumabin anti-VEGF etkinligi literatiirde bilinmektedir. Ancak ¢alismamiz
etkinligi bevacizumab ile karsilastirmali olarak incelenen dexpanthenoliin, VEGF-A
diizeylerini bevacizumaba yakin diizeyde azalttigim1 gostermistir. Bu sonuglar,
dexpanthenoliin yeni damar olusumunu azaltarak KNV’yi gerilettigini ve

bevacizumab’a esdeger etki gosterdigini diisiinmemizi saglamistir.

4. Inflamasyonun 6nemli bir belirteci olan TNF-a diizeylerini bevacizumab ve
dexpanthenoliin tek basina uygulandigi gruplarda benzer sekilde azaltarak
antiinflamatuar etkinlik gostermislerdir. Ancak birlikte uygulandiklarinda daha giiclii
bir etki ortaya ¢ikmigtir. Bu sonuglar bevacizumab ve dexpanthenoliin korneadaki
inflamatuar siireglerin hafiflemesini, re-epitelizasyonu ve endotel hiicrelerinin hayatta

kalmasini destekledigini diisiinmemizi saglamistir.

5. Dexpanthenoliin antioksidan etkinligi literatiirde yapilmis g¢alismalarca otaya
konmustur. Calismamizda literatiire benzer sekilde dexpanthenoliin uygulandigi
gruplarda belirgin antioksidan etkinlik gozlenmistir. KNV’nin yol actig1 oksidatif

stresi azaltmada dexpanthenol, bevacizumaba iistiinliik saglamigtir.

6. Bevacizumab ve dexpanthenol uygulamalar1 apoptozis diizeyinde azalma saglasada,
en etkili azalma birlikte uygulandiklar1 grupta izlenmistir. Bu sonuglar, bevacizumab
ve dexpanthenol kombinasyonunun KN'V’ye bagli apoptozisi azaltacagini, hiicrelerin
saglikli bir sekilde faaliyet goOstermesini destekleme konusunda daha etkili

olabilecegine dair bir kanit sunmustur.

7. Calismamiz dexpanthenoliin KN'V’ye bagli GSH diizeylerini artirabilecegini ve bu

nedenle antioksidan savunma mekanizmalarimi iyilestirebilecegini gostermektedir. Bu
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bulgular, dexpantenoliin bevacizumaba anlamli derecede tistiinliik gostererek oksidatif

stresin azaltilmasinda potansiyel bir rolii oldugunu vurgulamaktadir.

8. Caligmamizin sonuglarina gore dexpanthenol, KNV’ nin gelecekteki tedavisinde
onemli bir rol oynayabilir. Bu sonuca, KNV’yi etkili bir sekilde azaltmasi ve TNF-a
ile VEGF diizeylerini bevacizumab kadar diisliirmesi nedeniyle ulagtik. Ancak KNV
patofizyolojisi gdz Oniine alindiginda dexpanthenoliin etkilerini daha iyi anlayabilmek
i¢in daha fazla caligmaya ihtiyag vardir. KNV’li hastalarin tedavisinde yeni bir tedavi
secenegi olarak dexpanthenoliin kullanim1 6nerilebilir. Ancak dexpanthenoliin klinik
uygulamalardaki etkinligini ve giivenilirligini daha net anlayabilmek i¢in, daha fazla
denekle caligilan, farkli dozajlar, uygulama teknikleri ve siireleri iceren ileri diizeyde

in vitro ve in vivo aragtirmalara ihtiyag¢ vardir.
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OZET

Deneysel Kornea Neovaskiilarizasyonunda Dexpanthenol’iin Etkinliginin
Degerlendirilmesi

Kornea goziin optik giiciiniin biiyiik bir kismidan sorumlu bir dokudur. Bu
optik gii¢, saglikli bireylerde korneanin seffaf ve kan damari icermeyen bir yapiya
sahip olmasina dayanir. Ancak kornea ¢esitli nedenlerle zarar gordiigiinde, korneal
neovaskiilarizasyon (KNV) ad1 verilen ciddi bir patoloji gelisebilir ve gérme yetisini
tehlikeye sokabilir. Ne yazik ki, KNV'nin etkili ve giivenli bir tedavi yontemi heniiz
bulunmamaktadir. Pantotenik asidin alkol analogu olan dexpanthenoliin
antiinflamatuvar, antioksidan, antiapoptotik ve re-epitelizan etkileri deneysel
caligmalarda gosterilmistir, ancak anjiyogenez {lizerine etkisi bilinmemektedir.
Caligmamizin ~ amaci;  deneysel kornea  neovaskiilarizasyonu  modelinde
dexpanthenoliin etkinligini bevacizumab ile karsilastirmali olarak degerlendirmektir.

Bu ¢alismada 40 adet Wistar-Albino cinsi disi rat kullanildi. Calisma 6ncesinde
on segment muayenesi yapilarak ratlarin kornealarinda herhangi bir hasar ve
neovaskiilarizasyon olmadigi teyit edildi. Ardindan ratlarin sag gozlerine giimiis
nitratli gubuklarla koterizasyon uygulanarak KNV modeli olusturuldu. 7. giin biitiin
gozlerde belirgin miktarda KNV olustugu fotograflanarak konfirme edildikten sonra
ratlar randomize olarak her grup 8 adet rat igerecek sekilde 5 gruba ayrildi. Ratlarin
herhangi bir igslem yapilmayan sol gbzleri kontrol grubu olarak degerlendirildi. KNV
grubuna koterizasyon sonrasi herhangi bir tedavi uygulanmadi. BSS grubuna 0,1 ml
dengeli tuz soliisyonu (BSS), BEVA grubuna 2,5mg/0,1 ml bevacizumab, DEX
grubuna 25mg/0,1 ml dexpanthenol, BEVA+DEX grubuna ise 2,5mg/0,1 ml
bevacizumab + 25mg/0,1 ml dexpanthenol tek doz subkonjonktival enjeksiyon olarak
uygulandi. 14.giinde tekrar kornea fotograflar1 ¢ekildikten sonra sakrifikasyon
uygulandi. Tiim ratlarin her iki géziine eniikleasyon uygulanarak korneal dokular izole
edildi. 7. ve 14. giinde elde edilen fotograflardaki KNV alaninin tiim kornea alanina
oram1 Imagel] programi yardimiyla hesaplandi. Ayrica korneal dokulardaki timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a), vaskiiler endotelyal biiyiime faktori-A (VEGF-A),
malondialdehit (MDA), apoptozis, indirgenmis glutatyon (GSH) ve total oksidan
seviye (TOS) diizeyleri 6lciildii.

KNV alanlarinin tiim korneaya yiizdesi incelendiginde, KNV+BEVA ve
KNV+DEX gruplarinda KNV alaninin, KNV ve KNV+BSS gruplarina gore anlamli
bir sekilde geriledigi goriilmiistiir. Ancak en fazla gerileme KNV+BEVA+DEX
grubunda gozlemlenmistir. VEGF-A diizeyleri incelendiginde, bevacizumab ve
dexpanthenol uygulanan gruplarda, KNV ve KNV+BSS gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. VEGF-A diizeyinde en fazla azalma
KNV+BEVA+DEX uygulanan grupta gozlendi. TNF-a diizeyleri incelendiginde,
bevacizumab ve dexpanthenol uygulanan gruplarda KNV ve KNV+BSS gruplarma
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu bulundu. En fazla azalma
bevacizumab ve dexpanthenoliin birlikte uygulandig: grupta gozlendi. TOS diizeyleri
degerlendirildiginde, istatistiksel olarak en fazla azalma KNV+DEX ve
KNV+BEVA+DEX gruplarinda gozlendi. Bevacizumab uygulamasi tek bagina TOS
diizeyini azaltsa da en fazla azalma dexpanthenol uygulanan grupta izlendi. MDA
diizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak en fazla azalma KNV+DEX ve

71



KNV+BEVA+DEX gruplarinda izlendi. Apoptozis diizeyleri incelendiginde,
bevacizumab ve dexpanthenol uygulanan gruplarda KNV ve KNV+BSS gruplarma
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu bulundu. Ancak en fazla azalma
bevacizumab ve dexpanthenoliin kombine olarak uygulandigi grupta izlendi. GSH
diizeyleri incelendiginde, dexpanthenol uygulanan gruplar dexpanthenol
uygulanmayan gruplara gore GSH diizeyini istatistiksel olarak anlaml bir gekilde
arttirmistur.

Sonuglar, KNV modeli olusturulan ratlarda, dexpanthenol ve bevacizumab’in
KNV’yi belirgin bir sekilde azalttigin1 gostermektedir. En etkili azalma bevacizumab
ve dexpanthenoliin kombine kullanildig1 grupta elde edilmistir. Bu anlamli sonuglar
kornea neovaskiilarizasyonu tedavisinde dexpanthenoliin yeni bir potansiyel ajan
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Dexpanthenolin KNV {izerindeki
etkinligini ve gilivenilirligini degerlendirmek icin farkli dozlar, uygulama
zamanlamalar1 ve yontemleri kullanarak daha ileri preklinik ve klinik ¢aligmalara
ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Bevacizumab, Dexpanthenol, Korneal

Neovaskiilarizasyon, VEGF
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ABSTRACT

Evaluation of the Efficacy of Dexpanthenol in Experimental Corneal

Neovascularization

The cornea is responsible for a significant portion of the eye's optical power.
This optical power relies on the cornea having a transparent and avascular structure in
healthy individuals. However, when the cornea is damaged for various reasons, it can
lead to a serious pathology known as corneal neovascularization (CNV), which can
jeopardize visual acuity. Unfortunately, an effective and safe treatment method for
CNV has not been found yet. Dexpanthenol, an alcohol analogue of pantothenic acid,
has been shown to have anti-inflammatory, antioxidant, anti-apoptotic, and re-
epithelialization effects in experimental studies, but its impact on angiogenesis is not
known. The purpose of our study is to evaluate the efficacy of dexpanthenol in an
experimental corneal neovascularization model in comparison to bevacizumab.

In this study, 40 female Wistar-Albino rats were utilized. Prior to the study,
anterior segment examinations were conducted to confirm the absence of any damage
or neovascularization in the corneas of the rats. Subsequently, corneal
neovascularization (CNV) models were established by applying cauterization with
silver nitrate sticks to the right eyes of the rats. On the 7th day, after confirming the
presence of a significant amount of CNV in all eyes through photography, the rats were
randomly divided into five groups, each containing 8 rats. The left eyes of the rats,
where no procedures were performed, served as the control group. In the CNV group,
no treatment was administered following cauterization. In the BSS group, 0.1 ml of
balanced salt solution (BSS) was applied. The BEVA group received 2.5mg/0.1 ml
bevacizumab, the DEX group received 25mg/0.1 ml dexpanthenol, and the
BEVA+DEX group received a single-dose subconjunctival injection of 2.5mg/0.1 ml
bevacizumab + 25mg/0.1 ml dexpanthenol. Sacrifice was performed after taking
corneal photographs on the 14th day. Enucleation was applied to isolate corneal tissues
from both eyes of all rats. The ratio of the CNV area in the photographs obtained on
the 7th and 14th days to the total corneal area was calculated using the Imagel
program. Additionally, levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), vascular
endothelial growth factor-A (VEGF-A), malondialdehyde (MDA), apoptosis, reduced
glutathione (GSH), and total oxidant status (TOS) were measured in corneal tissues.

When the percentage of CNV areas relative to the entire cornea was examined,
it was observed that the CNV area in the CNV+BEVA and CNV+DEX groups
regressed significantly compared to the CNV and CNV+BSS groups. However, the
most significant regression was observed in the CNV+BEVA+DEX group. In terms
of VEGF-A levels, a statistically significant decrease was noted in groups where
bevacizumab and dexpanthenol were applied, compared to the CNV and CNV+BSS
groups. The most notable reduction in VEGF-A levels was observed in the
CNV+BEVA+DEX group. When TNF-a levels were examined, a statistically
significant decrease was found in groups where bevacizumab and dexpanthenol were
applied, compared to the CNV and CNV+BSS groups. The most significant decrease
was observed when bevacizumab and dexpanthenol were combined. When evaluating
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the levels of TOS, the most significant decrease was observed in the CNV+DEX and
CNV+BEVA+DEX groups. While bevacizumab application alone reduced TOS
levels, the most substantial reduction was seen in the group where dexpanthenol was
applied. MDA levels were examined, and the most significant decrease was found in
the CNV+DEX and CNV+BEVA+DEX groups. In terms of apoptosis levels, a
statistically significant reduction was observed in groups where bevacizumab and
dexpanthenol were applied, compared to the CNV and CNV+BSS groups. However,
the most pronounced decrease was observed when bevacizumab and dexpanthenol
were administered in combination. When GSH levels were examined, the groups
where dexpanthenol was applied showed a statistically significant increase in GSH
levels compared to the groups without dexpanthenol application.

The results indicate that in rats with the CNV model, dexpanthenol and
bevacizumab significantly reduce CNV. The most effective reduction was achieved
when bevacizumab and dexpanthenol were used in combination. These significant
findings suggest that dexpanthenol may be a potential new agent in the treatment of
corneal neovascularization. Further preclinical and clinical studies are needed to
evaluate the efficacy and safety of dexpanthenol on CNV, using different doses,
application timings, and methods.

Key words: Bevacizumab, Corneal Neovascularization, Dexpanthenol, VEGF
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