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OZET

RATLARDA IL-1 ANTAGONISTININ KORNEAL VASKULARIZASYON
UZERINE INHIiBiTOR ETKIiSi

Amag: Calismanin amaci, deneysel korneal kimyasal yanik modellemesinde IL-1
reseptor antagonistinin korneal neovaskilarizasyon tzerine etkisini gostermektir. 1L-1alfa
reseptor antagonistinin (IL-1ra) etkisini kontrol grubu, plasebo grubu ve bevacizumab grubu

ile karsilagtirmaktir.

Gereg ve Yontem: Bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 laboratuvarinda 40 adet Wistar Albino cinsi disi 8’erli ratlar 5 gruba ayrildi.
Ratlarin her iki g0z kornealarma giimiis nitrat cubuk uygulanarak kimyasal yanik
modellemesi ile korneal neovaskularizasyonlar elde edildi. Grup | kontrol grubu olup tedavi
almadi. Anestezi altinda 1. ve 5. guin subkonjonktival olmak tzere Grup Il 0.1 ml serum
fizyolojik, Grup 111 0.25 mg/0.1ml IL-1a reseptor antagonisti, Grup 1V 2.5 mg/0.1 ml IL-
lareseptor antagonisti, Grup V 2.5 mg/0.1 ml bevacizumab uygulanmistir. Rat kornealar1
14. gunde eksize edilip sag gozleri patolojik incelemeye, sol gozleri biyokimyasal ELISA
incelemesine gonderilmistir. Patolojik incelemede hematoksilen & eozin, CD 34 ve IL-1 alfa
boyanmasi ile inflamatuar ve damarsal parametreler mikroskobik olarak incelenmistir.
Biyokimyasal ELISA testinde ise IL-1 alfa, Transforming Buyume Faktori (TGF-B), TUmor
Nekrozis Faktor (TNF-a), Vaskiler Endotelyal Blyime Faktori (VEGF), Malondialdehit

(MDA) duzeyleri 6lgiilmiistiir. Elde edilen veriler istatiksel olarak incelenmistir.

Bulgular: Calisma gruplari arasinda Grup | ratlarda IL-1a diizeyinin Grup 11, Grup
IV ve Grup V ratlara kiyasla daha yiuksek olmasindan kaynakli bir fark tespit edildi (p
degerleri sirasiyla; p=0,001; p=0,001; p=0,001). VEGF diizeylerinin dagiliminda Grup 1V
ratlarda Olgiilen VEGF duzeyinin Grup I, Grup Il ve Grup V ratlara kiyasla daha diisiik
olmasindan kaynakli anlamli bir fark izlendi (p degerleri sirasiyla; p=0,003; p=0,040;
p<0,001; p<0,001; p=0,005; p<0,001). Bu sonuglara gore en diisiikk ortalama VEGF degeri
101,08 olup Grup IV’te tespit edilmistir. Patolojik incelemede ise Grup IV ratlardaki
inflamatuar membran oram1 Grup Il ve Grup V ratlara gore istatistiksel olarak anlamli
dizeyde diisiik bulundu (p degerleri sirasiyla; p=0,041; p=0,005).Fibroblast proliferasyon
dizeyinde Grup Il ratlarda, Grup 11l ve Grup IV ratlara gore daha yiksek olmasmdan
kaynakli istatistiki bir fark bulundu (p degerleri sirasiyla; p=0,030; p=0,045). Damarsal



yapilasma degerlendirildiginde Grup | ratlardaki damarsal yapilasma diizeyinin Grup 1V ve
Grup V ratlara gore daha yiksek, Grup Il ratlarda Grup IV ratlara gore daha yiksek oldugu
goruldi (p degerleri sirasiyla; p=0,015; p=0,030; p=0,045). Damarsal yapilasma ortalama
skoru 1,5 degeri ile en diisiik Grup I'V’te izlendi. Grup

Sonug: Bu ¢aligmada korneal kimyasal yanik modellemesinde subkonjonktival IL-
la reseptor antagonistinin IL-1a ve VEGF dizeyini disiirdiigii ELISA ile gosterilmistir.
Kornealarin patolojik incelemesinde fibroblast proliferasyonunun, inflamatuar ve vaskuler
yapilarin azalmigs oldugu goriilmistir. Sonuglar karsilastirildiginda IL-1a  reseptor
antagonistinin antianjiogenik etkisi bevacizumab grubuna kiyasla daha yiiksek oranda
izlenmistir. IL-lo. reseptor antagonisti inflamasyona sekonder olusan korneal

neovaskularizasyonlar (izerinde inhibitor etkiye sahiptir.

Anahtar Kelimeler: IL-1 alfa reseptor antagonisti, Korneal vaskilarizasyon, Alkali korneal

yanik



ABSTRACT

INHIBITORY EFFECT of IL-1 ANTAGONIST ON CORNEAL
VASCULARIZATIONS IN RATS

Purpose: The aim of this study was to demonstrate the effect of interleukin-1
receptor antagonist (IL-1ra) on corneal neovascularization in an experimental corneal
chemical burn model. The effect of IL-1ra was compared with a control group, a placebo

group, and a bevacizumab group.

Materials and Methods: In this study, 40 female Wistar Albino rats were divided
into 5 groups and chemically induced corneal neovascularization by applying silver nitrate
sticks to both eyes. Group | served as the control group without any treatment. Group 11
received 0.1 ml physiological saline subconjunctivally on day 1 and day 5 under anesthesia.
Group Il received 0.25 mg/0.1 ml IL-1ra, Group IV received 2.5 mg/0.1 ml IL-1ra, and
Group V received 2.5 mg/0.1 ml bevacizumab via subconjunctival administration. After 14
days, rat corneas were excised for pathological examination of the right eyes and for
biochemical ELISA examination of the left eyes. Pathological examination involved
microscopic analysis of inflammatory and vascular parameters using hematoxylin & eosin,
CD34, and IL-1 alpha staining. Biochemical ELISA test measured IL-1 alpha, Transforming
Growth Factor-B (TGF-B), Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), and Malondialdehyde (MDA) levels.

Results: According to the ELISA test results among the study groups, there was a
statistically significant difference in the distribution of IL-1 alpha levels. This difference was
due to higher IL-1 alpha levels in Group | rats compared to Group 111, Group 1V, and Group
V rats (p values: p=0.001; p=0.001; p=0.001, respectively). In the distribution of VEGF
levels, significant differences were observed with the lowest mean VEGF value of 101.08 in
Group IV compared to Group I, Group 111, and Group V rats (p values: p=0.003; p=0.040;
p<0.001; p<0.001; p=0.005; p<0.001, respectively). In the pathological examination, Group
IV rats had a significantly lower inflammatory membrane ratio compared to Group Il and
Group V rats (p values: p=0.041; p=0.005). Fibroblast proliferation was higher in Group II
rats compared to Group 11 and Group IV rats (p values: p=0.030; p=0.045). When evaluating
vascular structuring, Group I rats showed higher vascular structuring compared to Group 1V

and Group V rats, and Group Il rats had higher vascular structuring than Group 1V rats (p

Vi



values: p=0.015; p=0.030; p=0.045). The lowest average vascular structuring score of 1.5
was observed in Group IV.

Conclusion: This study demonstrated that subconjunctival IL-1 alpha receptor
antagonist reduced IL-1a and VEGF levels in corneal chemical burn model as shown by
ELISA. Pathological examination of corneas revealed decreased fibroblast proliferation,
inflammatory, and vascular structures. As a result, the anti-angiogenic effect of IL-1a
receptor antagonist was observed to be higher compared to the bevacizumab group. IL-1
alpha receptor antagonist has an inhibitory effect on corneal neovascularization secondary
to inflammation.

Keywords: IL-1 alfa Receptor Antagonist, Corneal Vascularization, Alcali induced Corneal Burn
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1. GIRIS

Kornea g6ziin en 6n kisminda yer alan, goze gelen 1181 gegiren ve kiran saydam bir dokudur.
Saydam olmasi gorme fonksiyonunun gerceklesebilmesi igin gereklidir. Korneaya
saydamlik saglayan avaskuller yapida olmasidir. Ayrica kornea goze karsi gelen travma,
yabanci cisim penetrasyonu, kimyasal madde temasi gibi tim durumlarda ilk ve en ¢ok

etkilenen dokulardan biridir.

Korneanin yapisii olusturan tabakalar distan ice epitel tabaka, Bowman tabakasi,
Stroma, Desmecent membran ve endotel hiicre tabakasidir. Bu yapilarin ayr1 ayri gorevleri
sayesinde kornea islevini gerceklestirmektedir (1). Ayrica gbzyasi film tabakasi 1518in
kirllmasma yardim eder ve gorme fonksiyonuna katkida bulunur, icerdigi lizozomal
enzimlerle antimikrobiyal etki ve lipid tabaka ile ylzeyde uzun slre kalarak kornea
epitelinin yapisin1 korur (2). Korneal stroma tabakas1 ekstraseliiler matrix igerigi ve dizilimi
ile korneal avaskilarizasyonun saglandigi 6zel bir dokudur. Stromal kollajen fibriller
korneanmn seklini, mekanik dayanilikhigini, transparan yapisini ve avaskularitesini

olustururlar (3).

GOze gelen travmalarin igerisinde %9.9’unu kimyasal madde ile yaralanmalar
olusturur. Bu durumdan en ¢ok etkilenen en 6n kisimda yer alan korneadir (4). Korneal epitel
defekti, periorbital 6dem ve kizariklik, konjonktival édem ve iskemi, limbal iskemi,
sembleferon, kapak kenarlarinda skatrizasyon ve Kirpik kaybi gelisebilir. Bu durumlar
icerisinde en dnemlilerinden biri korneal skar ve vaskiilarizasyon gelisimidir (5). Kimyasal
yanik sonrasinda korneal skar ve vaskilarizasyon gelisimi goérme keskinligini diisiirmektedir
(6).

Korneal kimyasal yanik sonrasi inflamatuar bir siire¢ baglamaktadir. Kimyasal temas
sonras1 okdler yizeyde IL-1, interlokin-6 (IL-6), Tumor Nekrozis Faktér-a (TNF-a) gibi
proinflamatuar sitokinlerin arttig1 goriilmistiir. Limbal hicre hasar1 sonucu vaskuler
endotelyal buyume faktori (VEGF), Fibroblast buylime faktora (FGF), leptin,
prostaglandin, interlokin-2 (IL-2), interlokin-8 (IL-8), platelet buylime faktori (PDGF) gibi
anjiojenik molekiller salinarak korneal vaskiilarizasyon meydana gelir (7). G6z yas1 film
tabakasinda [IL-1 reseptorini baskilayan IL-1 reseptor antagonisti ve vitamin A
varyasyonlar1 oldugu gOsterilmistir. GO0z yas1 bu molekuller sayesinde inflamasyonu

azaltmaya c¢aligmaktadir (8).



Korneal anjiojenik ve antianjiojenik molekuller aras1 olusan dengesizlikten dolay1
korneada olmamas1 gereken yeni damarlar meydana gelir. Korneal vaskilarizasyon sonrasi
kalic1 gorme kaybi gelisir ve guniimiizde Kkesin bir tedavisi mevcut degildir. Guniimuizde
korneal neovaskiilarizasyonlarin yonetimi topikal damla ya da enjeksiyonlar, laser
fotokoaglasyon, korneal transplantasyon cerrahileri seklinde siralanbilmektedir. Topikal
damla tedavilerinde proinflamatuar sitokinleri baskilayan anti inflamatuar ajanlar ve steroid
turevi ilaclar lenfosit sayisini azaltir, antiangiogenik bir etki olustururlar. Anti- VEGF
molekiillerin topikal ya da enjeksiyon seklinde kullanimlar1 VEGF reseptdriint bloke ederek

yeni damar olusumunu engellemeye ¢alismaktadir (9).

Bu tez ¢alismasinda ise deneysel olarak rat kornealarinda korneal kimyasal yanik
modellemesi olusturulmustur. IL-1’in bu stirecte okiler yiizeyde inflamasyonu baslatan
faktorler arasinda oldugu ve vaskilarizasyonda rol oynadig1 diisiiniilmiistiir. Bu nedenle
kimyasal yanik sonrasi olusturulan korneal vaskilarizasyonlara IL-1 reseptdr antagonisti
(Anakinra) molekiili uygulanarak bu molekiilin inflamasyon ve vaskiilarizasyon (izerine
etkilerini géstermek amaglanmistir. Sonuglarin kontrol grubu, Serum fizyolojik (%0.9 NaCl)
grubu, Anti-VEGF (Bevacizumab) grubu ile karsilastirilak etkisinin degerlendirilmesi

planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kornea

2.1.1. Kornea Anatomisi

Erigkinlerde ortalama kornea horizontal ¢ap1 11.5 mm - 12 mm arasinda, vertikal ¢ap1 ise
9mm - 1.0 mm civarindadir. Yaklasik kalinligi ise santralde 0.5 mm’dir (10). Kornea sklera
ile beraber g6z kiresinin duvarmi olusturur ve goz ici yapilar1 korur. Periferde daha diiz,
santralde dik yapisi ile optik asferik bir yapidadir. Ayrica refraktif yapisi ile gorme
fonksiyonuna katkida bulunur. Goze gelen isinlari minimum sagilma ile retina tzerine

odaklamakla gorevli gozin en 6n kisminda yer alan yapidir (11).

2.1.2. Kornea Embriyolojisi

Kornea epiteli yuzey ektoderminden gelisir ancak zamanla kornea stromasini olusturan
mezenkimal doku ile birlesir ve saydamlasir (12). Kornea epiteli altindaki tabakalar
mezenkimal dokudan koken alir. Bowman membrani stromanin ylzeyel mezenkimal
hicrelerinden gelisir. Stroma mezenkimal hiicrelerden, Descement membran ise derim
stromal mezenkimal hiicrelerden kdken alir. Endotel hiicreleri posterior stromal mezenkimal
hicrelerden olusur 6nce kiibik sekilde olan hiicreler zamanla daha duz bir yap1 kazanirlar
(13).

2.1.3. Kornea Histolojisi

Kornea dokusu 5 adet tabkadan olusmaktadir. Bu tabakalar distan ige dogru su sekilde

srralanmaktadir:

Epitel tabakas1
Bowman tabakasi
Stroma tabakasi

Descement membran

o M 0D oPE

Endotel tabakas1



2.1.3.1. Epitel Tabakasi

Kornea epiteli oldukga duzgln bir sekilde swralanmig 5-7 hicre tabakasindan olusur.
Kalinlhig1 yaklagik 50um’dir. Epitel ylzeyi plrizsiiz, uniform sirali keratenize olmayan ¢ok
katli skuamoéz epitelden olusur. Epitel tabakasi gebeligin 5 ila 6. haftalar1 arasinda ylzey
ektoderminden gelisir. Epitel, tg¢ tip hlicre iceren 5-6 katmanli bir yapidir. Bu hiicre tipleri
yuzeyel hcreler, kanat hicreleri ve bazal hicrelerdir. Yizeyel hiicreler duz cokgen
yapidadadir, 2-3 sira olup gaplar1 40-60 um’dir. Sahip olduklar1 mikrovilluslarla ylzey
alanini artirirlar. Kanat hicreleri 2-3 tabakalidir, kanat sekline benzedikleri igin bu ismi
almiglardir. Bazal hucreler ise kuboidal ya da kolumnar hiicre yapisinda olan tek katl bir
epitel tabakasidir. Bu hticrelerden tip 1V kollajen yapisinda olan basal membran ve laminin
salgilanir. Bazal epitel hiicreleri basal membrani gegerek tip VII kollajen yapisindaki ¢apa
ve tip | kollajen yapisindaki plaklar sayesinde Bowman membranina uzanir (11). Kornea
epiteli hizli blylyen, rejenere olabilen multiseluler bir yapiya sahiptir. Ayrica g0z yasi film
tabakasi ile direk temas halinde olan katmandir (14).

2.1.3.2. Bowman Tabakasi

Bowman tabakasi kollajen ve proteoglikanlardan meydana gelir. Kalinligi 12 pm’dir. Tip |
ve V kollajen icereir. Rejenerasyon kapasitesi bulunmadigindan hasarlandiginda skar
birakarak iyilesir. Bowman membrani anterior stroma Uzerinde uzanir ancak gergek bir
membran degildir. Anterior stromanin aseluler bir pargasi olarak diisiiniiliir. Bu diizgiin

yapili tabaka korneanin seklini almasina yardim eder (11).

Sekil 1: Kornea epiteli ve Bowman membrani (11)



2.1.3.3. Stroma Tabakasi

Kornea stromasi, korneanin yapisal gergevesinin biyik kismini ve kalinligmm yaklagik
%80-85 ‘ini olusturur.Embriyolojik olarak primitif endotelyumun kurulmasindan sonra
gebeligin 7. haftasinda meydana gelen ikinci noral krest migrasyonu sonucu olusur. Stroma,
stromal liflerin hassas organizasyonunun bir sonucudur. Agirlikli olarak tip I kollajen olmak
uzere tip VI ve tip XII kollajen de stromada bulunur. Kornea stromasi keratositler ve
ekstraseltiler matriks (ECM)’den olusur. ECM tip I, Ill, V, VI Kkolajenlerden ve
glikozaminoglikan icerir. Glikozaminoglikanlar keratan sulfat, kondroitin sulfat ve dermatan
stilfattan olusur. Bunlar igerisinde en ¢ok bulunan keratan siilfattir, daha az olmak lzere
dermatan silfat ve kondroitin stilfat mevcuttur. Bebeklik doneminde ise hyaluronat vardir
(11). Kollajen lifleri paralel demetler halinde dizilerek fibril ad1 verilen yapilari olustururlar.
Bu fibrilller de lamellar halde paketlenir. Stroma tabakasi birbirine dik olarak dizilmis
yaklagik 200-250 farkli lamel igerir (15).

Cornea “ !

Descemet's membrane -
Stoma : >
Cuboidal basal cells

Stratified superficial « '
celllayers
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X
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Sekil 2: Kornea katmanlarinin histolojik gdsterimi (11)

2.1.3.4. Descement Membran

Descement membrani 7 p kalinligindadir. Tip IV kollajen ve lamininden olusur. Descement
membran1 gebeligin 8. haftasinda olusmaya baglar. Endotel hicreleri Descement
membranini salgilar. Dogumdan Once Descement membrani banthi bir yapiya sahipken
dogumdan sonra bantsiz hale gelir. Descement membrani yasla beraber 10 p kalinligma

ulagir. Descement membrani elastik bir yapiya sahiptir, koptuk¢a kivrilir (11). Kornea



endotelinin modifiye edilmis bazal membrani olarak islev goren, tip IV kolajenden yapilmis
hiicresiz bir tabakadir (16).

2.1.3.5. Endotel Tabakasi

Endotel 5 p kalinliginda tek katmanl bir yapidir. Petek benzeri mozaik gibi gérunen hicreler
altigendir ve metabolik olarak aktiftir. Bu hiicreler korneanin su igerigini diizenleyen bir
endotel pompasi olusturmak iizere yiiksek miktarda Na+ / K+ ATPaz pompasi ve hiicre igi
karbonik anhidraz yolu igerir. Bu iki yolak stromadan akdz humore iyon akis1 saglamaktadir.
Endotelin bazal yilizeyi Descement membrana yapismay: destekleyen c¢ok sayida
hemidesmozom igerir (11).

Dogumda endotel tabakasi yaklasik 10 p kalinligindadir. Descement membran
endotel tabakasinin hemen Onlndedir. Descement membran trabekiler ag ile birleserek
gonyoskopik bir belirte¢ olan Schwalbe hattin1 meydana getirir.

Endotel hlicre yogunlugu yasam boyu degismeye devam eder. Dogumda hiicre
yogunlugu 3500 hiicre / mm? ’dir. Ancak eriskin déonemde 3000-4000 hiicre/ mm?’den
2600 hiicre / mm? olur. Altigen hiicreler yaklasik %75’ten %60’a diiser. Endotel hiicre
yogunlugu eriskin yasam boyunca yilda ortalama %0.6 oraninda azalir ve polimegatizm ve
pleomorfizmde kademeli bir artig gorilir (17). Eriskinlerde endotel hiicreleri yenilenmez
(18).

Sekil 3: Endotel tabakasinimn spekiler mikroskopi gorinimi (11)



2.1.4. Kornea Innervasyonu

Kornea, viicuttaki en yogun innerve olan ve en hassas dokulardan biridir. Trigeminal sinirin
birinci bolumunin (oftalmik) nazosiliyer dalindan innerve edilir. Kalin ve diz stromal sinir
gOvdeleri, stroma iginde gesitli seviyelerde ilerleyici olarak ince sinir liflerinin pleksiform
diizenlemelerine yol agmak igin laterale ve anteriora dogru uzanir (19). Sinir lifleri Bowman
tabakasmi deler ve sonunda bazal epitel hiicre tabakasinin hemen altinda yogun bir sinir
pleksusu olusturur ve kivrimli, ince boncuklu sinir lifleri ¢ok sayida sinir elemani ile

birbirine baglanir. Kornea ayrica otonom sempatik sinir lifleri igerir.

2.2. Gozyas1 Film Tabakasi

Gozyast filmi, korneanin 15181n temas ettigi ilk tabakasidir. Okiiler yiizeye kayganlk ve
hidrasyon saglar. Ayni1 zamanda bir oksijen, immunoglobulinler, lizozimler, laktoferrin ve
a- ve B-defensinlerin kaynagidir. Gozyas:1 filminin geleneksel olarak (¢ farkli katmandan
olustugu kabul edilir. En yizeysel tabaka Meibomus bezlerinin yagl salgilarindan olusur.
Bu yagh tabaka ayrica gozyasi filminin buharlagsmasina karsi 6énemli bir bariyer saglar.
Gozyasi filminin aktz tabakasi, yagl tabakanin hemen altinda yer alir;gdz yasi bezlerince
salgilanir. En icteki misin tabakasi esas olarak konjonktival goblet hicreleri tarafindan
uretilir, ancak kornea ve konjonktivanin epitel hiicreleri de katkida bulunur (20). Gozyas1
film tabakasi IL-1 reseptorini baglayan ve IL-1 aktivitesini inhibe eden interlokin 1
reseptorl antagonisti, TGF-B ve A vitamini ve metabolitleri gibi iltihabi baskilayan faktorler
icerir (21).

2.3. Korneal Neovaskilarizasyon

Saglikl1 bir kornea, iris ve pupilin 6ninde yer alan seffaf, avaskiler bir dokudur. Seffaflig:
ve damarsizhigi korumak, g6zt enfeksiyonlara ve yapisal hasara karsi korumanin yani sira

optimum gérmeyi saglamak igin de gok dnemlidir.

Anormal yeni damarlar, normalde kornea seffafligin1 koruyan ve daha sonra korneal
neovaskilarizasyona yol acan anjiyojenik ve antianjiyojenik faktorlerin dengesindeki
bozulmanin bir sonucu olarak dnceden var olan perikorneal yapilardan kornea stromasini
istila edebilir (22).



2.3.1. Korneal Neovaskularizasyon Epidemiyolojisi

Korneal neovaskularizasyonlar enfeksiyon, inflamasyon, iskemi, dejenerasyon, travma ve
limbal kok htcre bariyerinin kaybi dahil olmak (izere gok cesitli okiler hasarlardan
kaynaklanir. Neovaskilarizasyona yol acabilen korneal patolojiler arasinda lipid keratopati,
kornea Ulserleri ve yara izleri, herpes virlsu, enfeksiyoz keratit, kimyasal yaniklar, greft
reddi ve kontakt lens kullanimindan kaynaklanan hipoksik hasarlar yer alir (23,24).

Korneal neovaskiilarizasyon, gérmeyi tehdit eden bir durumdur ve giderek artan bir
halk sagligi sorunudur. Bir ¢alisma, tahmini insidans oranini yilda 1.4 milyon kisi olarak
bildirmistir ve bunlarin %12'si gérme kaybi ile sonuglanmistir (25). Ayrica, keratoplasti
ameliyatlarinda aliman kornea orneklerinin %20'sinde korneal neovaskiilarizasyona ait

kanitlar bulunmustur (24).

2.3.2. Korneal Neovaskularizasyon Patolojisi

Saglikl1 bireylerde kornea avaskulerdir; ancak belirli patolojik kosullar altinda kornea iginde
yeni kilcal damarlar buydyebilir. Ciddiyetine gore U¢ neovaskiilarizasyon kategorisi vardir:
yuzeysel neovaskilarizasyon, vaskiler pannus ve derin stromal vaskularizasyon. Korneal
neovaskiilarizasyon mekanizmalari, hayvan modellerinde énemli 6lglide ayrmntili olarak
g6zlenir. Bu modellerden, korneal neovaskilarizasyonun herhangi bir yaralanma streci

sonucu basladig1 varsayilmistir (24).

Kornea hasar gordigiinde, epitel defektleri normal olarak kornea ve limbal epitel
tarafindan iyilestirilir. Korneal limbus, korneoskleral bileskede bulunur. Limbal epitel yapisi
farklilagsma kapasitesine sahip kok hucreler agisindan zengindir. Bununla birlikte, korneal
hlcrelerin apoptoza girmesine ve konjonktival epitel tarafindan anormal bir sekilde
onarilmasina Yol acan kusurlar meydana gelebilir (26). Konjonktiva epitelinin goblet
hlcrelerinden zengin olmas: ve oldukcga vaskiilarize olmasi nedeniyle asil problem ortaya
¢ikar. Sonug olarak, ortaya ¢ikan kornea yapisi optik anlamda etkilenir ve gdérmenin
bozulmasma yol acar (27). IL-8'in kornea neovaskilarizasyonunun ortaya ¢ikisina da

katkida bulunabilecegini diisiiniilmektedir(28).



Herpes keratiti korneal neovaskularizasyonun gelismesine yol agabilir. Herpes
enfeksiyonu, immun aracili bir hastalik olarak simiflandirilir ve gézun immdin ayricalikli
olmasi1 nedeniyle, Herpes i¢in hedef doku olarak kabul edilir. VEGF'nin Herpes enfeksiyonu
sonucu korneal neovaskilarizasyon gelisiminde 6énemli bir rolli olduguna inanilmaktadir.
Herpes varliginin VEGF reseptori (SVEGFR-1) sentezinin VEGF'ye gore daha yiksek
oranda inhibisyonuna yol agarak SVEGFR-1 ile VEGF arasinda oran dengesizligine yol
actig1 ve bu nedenle VEGF salimimnin sonu¢ olarak hizlandigi 6ne siiriilmiistiir, bu durum
anjiyogeneze neden olur (29). VEGF'nin bir baska kaynagi da, IL-6 ekspresyonunun bir
sonucu olarak VEGF retimini uyaran enfekte htcrelerdir (30). Hiicreleri VEGF salmast igin
uyaran interlokin-7 (IL-7) eksprese eden enfekte hiicrelere yanitta da benzer bir iligki
gozlemlenmistir (31). Asmr1 VEGF salinimi, korneada kirilgan yeni kan damarlarmin

gelismesine yol acar.

Korneal neovaskiilarizasyon siirecinde cesitli biytme faktorleri ve proteinazlar yer
aliyor gibi gorinmektedir. Kornea yaralanmasi sirasinda, anjiyojenik faktorler, makrofajlar
gibi infiltre olan immun hicrelerin yani sira korneal epitelyal ve stromal hiicrelerden salinir.
Aslinda, anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorler arasindaki denge, korneal
neovaskilarizasyonda anjiyojenik molekdillere dogru kaydirilir. Cok sayida arastirma,
VEGF’ in, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini, go¢lni ve tiibilogenezini indikleyerek korneal

neovaskilarizasyonda ¢cok dnemli bir rol oynadig: fikrini desteklemektedir (32).

2.3.3. Korneal Neovaskiilarizasyonda inflamasyonun Rolii

Inflamatuar kemokinler, sitokinler ve hiicre adezyonu molekiilleri, inflamatuar hiicrelerin
infiltrasyonunu kolaylastirir, anjiyogenezi kolaylastirmaya yardime olur. Interldkin-1 (IL-
1) multipotent bir sitokindir ve akut inflamatuar yanit, inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu,
adezyon molekullerinin duzenlenmesi ve kemotaksis olmak Uzere tim bu yolaklar ile
anjiyogeneze dogru ¢ahsir (33). inflamatuar stirecte 1L-1 artis1 goruildii ve bunun korneal
anjiyogenezde kritik bir ilk adim oldugu kabul edildi. Artan IL-1 seviyeleri yaralanmanin
erken doneminde tespit edildi; yaralanmadan iki saat sonra ortaya ¢iktigi ve eger bir reseptor
ile bloke edilirse anjiyojenik yanit1 6nemli dlglide azaltabilecegi gosterilmistir. Ancak daha
sonra uygulandiginda antagonistin daha az etkisi olmustur bunun nedeni olarak anjiogenezin
coktan bagladigi distiniilmiistiir (34). Korneal yaralanmadan sonra olusan inflamatuar
kaskad kornea anjiyogenezisi harekete gecirir. Salinan IL-1, VEGF-A ekspresyonunu

indlikleme yetenegini icerir ayrica kornea stromasindaki fibroblastlardan prostaglandinler,



nikleer faktor kb salinmasmi indukler (35). IL-6 ¢ok islevli bir glikoproteindir ve ¢esitli
sinyallesme yetenekleri ile anjiyogenez i¢in baska bir uyaricidir (36). IL-6 uyarim1 sonrasi
VEGF salmimi artirdigi bir yolak olarak disiiniilmiis, buna kanit olarak anti-VEGF
uygulanan hastalarda neovaskiler yanitin koreldigi goriilmistiir (37).

Ayrica diger kemokinler arasinda lokosit migrasyonunu ve aktivasyonunu uyaran
faktorler, hasarli hicrelerden salinan platelet aktivasyon faktoru (PAF) yer alir. IL-1 ile
kombinasyon halinde ve diger enflamatuar sitokinler ve faktorler, makrofajlarin bulundugu
inflamatuar bir ortam, kornea epiteli ve konjonktival epitelden VEGF salgilatir. Bu sonug

olarak vaskiiler endotel proliferasyonunu ve gogini uyarir (38).

Interlokin-1 (IL-1) gen ailesi, iki proinflamatuar form (IL-I alfa ve IL-1 Beta) ve
dogal olarak olusan bir anti-inflamatuar form, IL-1 resepttr antagonisti (IL-1ra) igerir. I1L-1,
makrofajlar, monositler, nétrofiller, lenfositler ve epitel hiicreleri dahil olmak Uzere gesitli
hiicre tipleri tarafindan Uretilir ve tip 1 IL-1-reseptoriine baglanarak viicudun hemen hemen
her hucre tipi Uzerinde etki gosterebilir (39). IL-1'in proinflamatuar formlari, okiler yuzey
immin ve inflamatuar yanitlarinda ve yara iyilesmesinde 6nemli rol oynar. IL-1 ve
reseptord, yapisal olarak kornea epiteli tarafindan eksprese edilir. Keratositler ayrica yapisal
olarak IL-1R'yi eksprese ederken, bu hicreler tarafindan IL-1 Gretimi, yaralanmadan sonra

bir otokrin dongu tarafindan uyarilir (40).

Korneal vaskilarizasyonda proanjiojenik faktorler arasinda en 6nemli olarak gérilen
faktorlerden biri de VEGF’tir. VEGF blylime faktori ailesi bes bilesenden olusur. VEGF-
A, VEGFR1'e veVEGFR2’¢ baglanir. Plasental buyime faktéri ve VEGF-B baglanmasi
sadece VEGFR1'edir. VEGF-C ve D, VEGFR2'ye ve VEGFR3’e baglanir (41,42,43).
Bircok calismaya gore VEGF-A bu ailenin dominant tyesi olmakla beraber digerleri de
onemli role sahiptir. VEGFR3 bloke edilmesinin anjiogenezi baskiladigimi diisiinen
calismalar mevcuttur. Ayrica, VEGF-A'nin ana reseptérii olan VEGFR2 engellenmesi
durumunda, VEGFR3 sinyallesmesinin  angiogenezi  harekete  gegirebilecegi

gosterilmistir(44).

Ayrica VEGFR-3 6zgul ligandlar iceren pelletlerin korneal stromaya implante
edilmesinin, VEGFR-3 eksprese eden kan damarlariyla karakterize neovaskilarizasyonu
indiikledigini gOstermistir. Bu pelletlerin implante edilmesi ayn1 zamanda VEGF-A
salgilayan makrofajlarin da toplanmasina yol agmistir. VEGFR-3 sinyallesmesinin olas1 bir

sekilde yeni olusan kan damarlarin1 indiikleyebilecegi ve bu olgunlasmamis damarlarn,

10



VEGF-A tarafindan Uretilen ve VEGFR-3 0zgll ligandlarina kemotaktik ¢ekim yoluyla
cekilen makrofajlar tarafindan VEGFR-2 sinyallesmesinin yardimiyla olgunlasabilecegi
diistiniilmektedir (45).

Bircok calisma, VEGF'lerin immun htcreler igin kemotaktik bir etki gosterdigini
kanitlamistir (45,46). Bu immin hucreler, 6zellikle makrofajlar, yaralanma bdlgesinde
bulunduklarinda, daha fazla VEGF-A salarak angiyojenik yanit1 artirabilirler (47). Bu yant,
sadece enflamatuar kaskadin basit bir bileseni degildir. Makrofajlarm bolgesel olarak
azalmasi, yaralanmadan sonra angiogenezi 6nemli 6l¢lide azalttig1 diisiiniilmektedir. Sekil

1, makrofajlarin VEGF ile ilgili roliintin 6nerilen bir 6zetini sunmaktadir.
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Sekil 4: Neovaskiilarizasyonda makrofajlarin rolii. VEGF-A ve makrofajlar arasindaki iligki
sematik olarak gosterilmistir (16)

Integrinler, bir alfa ve bir beta alt biriminden olusan, tip | transmembran hiicre ylizeyi
reseptorlerinin bir ailesidir. Ekstraselliiler matriks ligandlarina ve sitoskeletona baglanmada
onemli roller Ustlenirler. Baglandiklarinda, ekstraselliiler alanlarda konformasyonel
degisiklikler meydana gelir ve hicre sinyallesmesi ve aktivasyonunu tetikler. Tim bu
slirecler, anjiogenez sirasinda meydana gelir ve anjiyogenik ortamda integrinlerin arttigi
gosterilmistir. Dahasi, belirli integrinlerin yapay olarak bloke edilmesinin angjiogenezi
inhibe ettigi gosterilmistir (48). Bir 0zel integrin olan ¢ok ge¢ antijen 1 (VLA-1) veya

integrin a1p1, temel olarak kollajenler ve lamininler igin bir reseptordur.
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Chen ve arkadaslar tarafindan VLA-1'in korneal allo greftlerin reddini ve eslik eden
anjiogenezi dizenleme rolu arastirilmistir. Calismada, korneal allogreft uygulanan farelerde
anti-VLA-1 antikorunun kullanilmasiyla, korneal greftteki makrofajlar dahil olmak Gzere
inflamatuar hiicre sayisin1 6nemli 6lclide azaltabildikleri bulunmustur. Yuzeye uygulanan
anti-VLA-1 antikoru veya VLA-1 eksik farelerde, kontrollere kiyasla neredeyse evrensel

greft sagkalimi elde edilebilmis ve korneal NV miktar1 6nemli 6lglide azaltilmistir (49).

Matriks metalloproteazlar 2, 12, 9 (MMP2, MMP12, MMP9), serin proteazlar,
fibroblast biyume faktorl (FGF) infalamasyonla iliskili proanjiogenik yollarda gorev alan

molekdllerdir.

2.3.4. Korneal Neovaskiilarizasyon Etiyolojisi

2.3.4.1. Alkali Yaralanma

Kimyasal yaralanma, 6zellikle alkali yaniklar, inflamatuar korneal neovaskularizasyonun iyi
arastirtlmig bir etiyolojisidir. Alkali ile yanmis korneada sitokin ekspresyonu meydana
gelmektedir. Fare korneasina NaOH uygulandiktan sonra, Mrna, IL-1beta (IL-1p), IL-6, IL-
10 ve TNF-a' nin alkali ile yanmis kornealarda eksprese edildigini gormiislerdir (25). ELISA
kullanarak, IL-1o ve IL-6 proteinlerinde keskin bir artis tespit ettiler. Hem IL-10 hem de IL-
6 seviyesi, alkali yamgmin siddetiyle iligkilidir ve IL-1a ve IL-6'nin hiicresel kaynagi,
cogunlukla infiltrasyon yapan enflamatuar hiicrelerden ziyade kornea icinden gelmektedir.
Kornea epitelyal hiicreleri, sitokin agina ilk tepki veren hiicrelerdir. Alkali yaniktan sonra
kornea epitelyal tabakasinda IL-1o’nim artan ifadesi, anjiyogenik yanit1 baglatmak icin diger
sitokinlerle birlikte etki edebilir (50). Yaralanmis kornea epitelyumundan salman IL-1o ve
IL-1B, yara iyilesme tepKisinin erken asamasinda keratosit apoptozunu iletmek icin sinyal

gorevi de gorur. Bu sekilde daha fazla inflamatuar belirtec Gretilir ve anjiogenezi artirir (51).

Bu yanittan sonra VEGF pro-angiyojenik belirtec olarak agiga ¢ikar. Alkali
yaralanmanin siddeti buyik 6l¢tide limbal kok hiicre hasarmin miktar1 tarafindan belirlenir.
K&k hucreler iyilesirse, pro-anjiyogenik uyaricilar genellikle azalir ve sonug olarak saydam
anjiyogen bir kornea olusabilir. Ancak, kok hicreler yeterince zarar gorirse, kornea
epitelyumu yok olur; sonu¢ olarak, epitelyuma 6zgu bircok anti-anjiyogenik faktor eksik

olur ve kornea vaskiilerlesebilir.
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2.3.4.2. Enfeksiyonlar

Herpes Simpleks Keratiti, Amerika Birlesik Devletleri'nde korneal korliigiin en sik gortlen
nedenidir. 100.000 kisi-y1l basina 8.4 yeni vaka ortaya ¢ikmakta ve yaygmligi 100.000
kisilik nufusta 149 olarak bildirilmektedir. Herpes Simpleks virisu (HSV)'den korluk

yasayan bircok kisinin vaskulerize olmus korneal yara izleri vardir (52).

HSV'nin neden oldugu korneal neovaskilarizasyon en sik herpetik stromal keratit
(HSK) durumunda ortaya ¢ikar ve kornea HSV ile enfekte olduktan sonra virus, angiyojenik
bir gegis etkisi olusturarak kuvvetlerin dengesini angiogeneze dogru yonlendirir.81 HSV,
VEGF, FGF, MMP-2 ve 9, IL-6 ve PDGF gibi pro-angiyojenik faktorlerin olusumunu
tetikleyebilir.

HSV'nin neden oldugu korneal neovaskilarizasyon en sik herpetik stromal keratit
(HSK) durumunda ortaya cikar ve kornea HSV ile enfekte olduktan sonra virus, anjiyogenik
bir gecis etkisi olusturarak kuvvetlerin dengesini anjiogeneze dogru yonlendirir.81 HSV,
VEGF, FGF, MMP-2 ve 9, IL-6 ve PDGF gibi pro-anjiyogenik faktorlerin olusumunu
tetikleyebilir (53). Ayrica, HSV'de IL-1 araciligiyla saglanan anjiyogenezin roli iyi bir
sekilde belirlenmistir ve IL-1'in bir reseptdr antagonist ile bloke edilmesinin hem hastalik

siddetini hem de anjiyogenezini azalttig1 gosterilmistir (54).

Pseudomonas aeruginosa, siklikla kontakt lens kullanimiyla iliskili enfeksiydz
korneal Ulserlere neden olan bir gram-negatif basil bakterisidir. Bu organizmanm neden
oldugu enfeksiyon kaynakli korneal Ulserler genellikle biyik bir inflamatuvar yanit gosterir
ve genellikle korneal skarlasma ve neovaskilarizasyon ile iliskilidir. Pseudomonas
aeruginosa'nin etkisiyle, Toll benzeri reseptdr aracili sinyal yolaklarinin aktiflesmesiyle
birlikte, epitel hiicrelerinde 1L-6 ve IL-8'in transkripsiyonu indiiklenmistir. IL-6'nin HSV
calismalarinda, korneal epitelyal ve stromal hicreleri uyararak VEGF ve diger pro-
anjiyogenik uyaricilarin yuksek miktarlarda tretimini tesvik etmek icin parakrin bir sekilde

etki ettigi gosterilmistir (55).

2.3.4.3. Korneal Transplantasyon

Korneal allograftta korneal neovaskilarizasyon, hem inflamasyonun bir nedeni hem de
sonucudur ve greft reddi oranlarii Onemli Olgude artirdigi gosterilmistir. Greft
neovaskilarizasyonundan sonra reddin artmasinin en 6nemli faktorlerinden biri, greft ile kan

damar1 temasinin genel ylizey alanmin artmasidir. Artan yizey alani, immin yanitin etkici
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kolunun artan aktivitesini kolaylastirir ve grefti hedeflemek igin artan sayida T hucresini
kolaylastirir (56, 57).

2.3.4.4. Korneal Sutur

Korneal suturlarm, korneal nakillerde inflamasyonu ve ardindan neovaskularizasyonu
tetikledigi bilinmektedir. Naylon dikisler, ipek dikislere kiyasla ¢ok daha diisiik oranda
inflamatuar yanitla iligkilidir, ancak naylon dikislere kars1 inflamatuar reaksiyon olasiligi
hala mevcuttur (58,59).

Sutur yabanci cisim reaksiyonu, hasarli bdlgeye makrofajlar, lenfositler ve plazma
hicrelerinin gekilmesini igerir. Bu hucreler, dogal bagisiklik sistemi araciligiyla tepki verir
ve IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinleri salgilar. Bu sitokinlerin sutur malzemesi nedeniyle
neovaskiilarizasyonun olusumuna Yyol agacaktir. Calismalar, sutur yaralanmasi fare
modellerinde VEGF salgisinin arttigin1 gostermistir (47). Ekstraseliiler matriksi yeniden
sekillendirme igin kritik olan MMP-2 ve 9'un, fare kornealarinda sutur yaralanmasindan

sonra artttigi gosterilmistir (60).

2.3.4.5. Kontakt Lens Kullanim

Korneal neovaskilarizasyonun yayginhigi her ¢alismada degismekle birlikte, yumusak
kontakt lens kullananlarin %1.3 ila %35'i arasinda degistigi gOrilmektedir, oysa sert
lenslerde bu oran oldukca diisiiktiir.3 Bircok vaka raporu, basit periferik panus (yuzeyel)
durumundan c¢ok daha ciddi bir durum olan siddetli bilateral derin stromal

neovaskilarizasyonla sunulmustur, ki bu en yaygin gorilen tablodur (61).

Bu durumda, korneal neovaskiilarizasyona neden oldugu disiiniilen iki faktor
bulunmaktadir: kronik hipoksi ve inflamasyon. Her birinin ne dlglide neovaskiilarizasyon
olusumunu kolaylastirdig1 bilinmemekle birlikte, uzatilmis kontakt lens kullanimi1 hayvan
modellerinde VEGF'nin yukar: regiile oldugu bilinmektedir. Kontakt lens kullanimi,
korneada hipoksi ve metabolik degisikliklerle iliskilidir. Doku i¢inde VEGF Uretimi icin
bilinen uyaricilardan biri hipoksidir (62,64).

Hipoksi tarafindan VEGF'nin uyarilmasi, nikleer bir yaniti1 iceren karmasik bir
surectir. Hipoksi Indiiklenebilir Faktor 1 alfa tarafindan cekirdek cevabi uyarilarak VEGF
proteinlerinin nikleer transkripsiyonu artar (65,66). Uzun sireli yumusak lens kullanimina
bagli olan neovaskiler yanitin ikinci bileseni, sitokrom p450 yolak tarafindan iletilen artmis

g0z yuzeyi inflamasyonu ile iliskilidir (67).
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2.3.5. Korneal Neovaskularizasyon Tedavisi

Korneal neovaskiilarizasyonun tedavisi karmasik bir durumdur. Kornea nakli su anda bu
hastalik sireci i¢in tek basarili evrensel tedavi olarak sayilabilir. Bununla birlikte, topikal
tedaviler, enjeksiyonlar ve lazer/fototerapi gibi cesitli tedavi prosedirleri etkili olabilir. Bu
tedavilerin terap6tik hedefleri anti-anjiogenez baslatmak, neo-anjiogenezin erken
asamalarinda durdurmak ve olgunlasmamis damarlarin geri donisiinii indikleyerek

anjiyoregresyon elde etmeyi amaglamaktadir.

2.3.5.1. Topikal Tedavi

Korneal neovaskularizasyonun baslangi¢ tedavisinde su anda steroidler ve anti-VEGF
ajanlar1 temel tedavi yontemidir (68). Kortizon, deksametazon ve prednizolon gibi topikal
steroidlerin  timi anti-anjiyogenik etkiye sahip oldugu ve dolayisiyla korneal
neovaskilarizasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (69). Bununla birlikte, steroidlerin korneal
vaskiilarizasyonun gelisimini engellemedigini One suren caligmalar da bulunmaktadir.
Klintworth, steroidlerin kornea yaralanmasindan hemen sonra veya &ncesinde
uygulandiginda en etkili oldugunu ve daha sonra uygulanmasi durumunda korneal
vaskilarizasyonun gelisimi Uzerinde etkisi olmadigin1 gostermistir (70). Steroidlerin hiicre
kemotaksisini engelleyerek ve IL-1 ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinleri inhibe ederek
calistigr diistiniilmektedir. Ayrica bu molekdllerin inhibisyonu lenfositleri oldirir ve

vaskiler dilatasyonu engeller, bu da anti-angiyojenik etkilerine katkida bulunur (71).

Pro-anjiyogenik faktorler arasinda VEGF, FGF ve PDGF bulunur. Bu anjiyogenik
blytime faktorlerini secici olarak hedeflemek, steroidlere gore daha segici bir etkiye ve daha
az yan etkiye sahip olmalar1 nedeniyle tercih edilebilir. Anti-VEGF ilaclar, VEGF'in
inhibisyonu yoluyla, endotel hicre proliferasyonunun diismesiyle yeni kan damari
olusumunu Onler. Bevacizumab, tim VEGF izoformlarina baglanan humanize Dbir
monoklonal antikorudur bu nedenle topikal kullanilabilir (72). Baska bir calisma,
bevacizumab'in korneal neovaskularizasyon ve inflamasyon Uzerinde inhibisyon etkisi
oldugunu, ancak etkilerin ¢ok kisa sureli oldugunu gostermektedir . Lin ve meslektaglar1 da
benzer sekilde, bevacizumab ile erken tedavinin korneal neovaskilarizasyonu inhibe
ettigini, ancak ge¢ tedavinin bu 6zellikleri gostermedigini gostermistir (73,74). Bu, olgun
kan damarlarina sahip bireylerde anti-VEGF tedavisinin o kadar etkili olmadigini

gostermektedir, ¢linki onlar pro-anjiyogenik faktorlere dayanmazlar. Anti-VEGF tedavisi,
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proliferasyon icin pro-anjiyogenik faktorlere bagimli olan olgunlasmamis kan damarlarmin

var oldugu aktif damar biyumesi sirasinda onemlidir (75).

Insiilin rezistan substrat (IRS-1) proteinlerinin aktivasyonunun anjiyogenez igin
hayati oldugu ve korneal neovaskiilarizasyon bolgelerinde asir1 ifade edildigi gosterilmistir
[40]. Aganirsen, IRS-1 mRNA'smin, IL-1 mRNA'sinin ve VEGF mRNA'sinin ifadesini
inhibe eden bir oligontkleotiddir. Bu molekilinin topikal kullanimmin korneal

neovaskiilarizasyonu azalttig1 ayrica giivenli ve tolere edilebilir oldugu goriilmiistiir (76).

Doksisiklin, bir tetrasiklin analogudur ve antibiyotik etkisi oldugu gibi ayn1 zamanda
bir matriks metalloproteinaz inhibitoradur. Matriks metalloproteinazlar, kollajen, bazal
membranlar ve ekstraseliler matriksi parcalayan enzimlerdir. Doksisiklin ayrica,
metalloproteinaz bagimli olmayan bir mekanizma araciligiyla anjiyogenezin inhibe
edilmesini saglar ve anti-inflamatuar etkiye sahiptir (77). Jovanovic ve Nikolic, insan
korneal neovaskilarizasyonunda topikal doksisiklin kullaniminin neovaskularizasyonu
azaltmada etkili oldugunu ve yan etkisi olmadan iyilesme surecinde etkili oldugunu

gostermislerdir (78).

2.3.5.2. Enjeksiyon Tedavisi

Anti-VEGF ajanlarin enjeksiyon seklinde kullanimi da neovaskilarizasyonu azaltmak igin
bir secenektir. Petsogulu C ve ark. 30 korneal neovaskilarizasyonlu goz ile yaptiklari
calismada bevacizumab etkilerini serum fizyolojik ile kiyaslamiglardir. Calismada 2.5
mg/0.1 ml subkonjonktival bevacizumab enjeksiyon alacak sekilde rastgele secilen 15 g6z
ve 9%0.9 NaCl alacak sekilde rastgele secilen 15 g6z mevcuttur. Bevacizumab alan 15 g6zde
korneal neovaskilarizasyonun ortalama alaninda %36 azalma oldugunu, serum fizyolojik

alan gozlerde ise %90 artis oldugunu gostermislerdir (78).

Gen terapileri de enjeksiyon seklinde kullanilabilmektedir. Lai ve meslektaslari
korneal epitelyal hiicrelere VEGFR-1 genini iceren bir adenoviris vektori nakletmis ve bir
kemirgen modelinde korneal neovaskiilarizasyonu basariyla inhibe ettigini bulmuslardir
(79).

2.3.5.3. Lazer / Fototerapi

Korneal neovaskularizasyon icin lazer tedavisi, bir argon lazer isinmnin kullanilmasma
dayanmaktadir. Bu lazer 1sm1 saydam korneadan gecer, ancak ¢ok sayida damar

bulundugunda hemoglobin Uzerinde argon enerjisini absorbe eder ve korneal damarlarin
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pihtilasmasia neden olarak korneal neovaskiilarizasyonun geri dénmesine yol acgar (80).
Fotodinamik tedavi, bir fotosensitif madde, 151k ve oksijen kullanir. Fotosensitif madde,
neovaskuler dokuda emilir ve lazer tedavisiyle aktive edilir, bu da serbest radikallerin
salinmasina neden olur ve korneal neovaskilarizasyonun geri ddénmesini saglar.
Fotodinamik tedavinin insanlarda giivenli ve yuksek etkinlige sahip oldugu gosterilmistir;

ancak maliyetli ve zaman alic1 bir tedavi yontemidir (81).

2.3.5.4. Korneal Transplantasyon Cerrahisi

Bircok farkli nedenle korneal neovaskilarizasyon gelistirmis ve opaklagsmis kornealarin
saydamlhigini yitirmis olmalar1 guinimizde korneal transplantasyon cerrahilerine duyulan
ihtiyaci ortaya ¢ikarmaktadir. inflamasyon, travma, kimyasal madde temasi, enfeksiyon ve
daha birgok etiyoloji kaynakli ortaya ¢ikan proanjiogenik faktorler yizeyel veya derin
korneal neovaskularizasyonlar olusturmaktadir. Bu durumun ciddiyeti saydam bir kornea

dokusunun nakil edilmesi ile cerrahi bir boyuta ulasilabilmektedir.

Ameliyat éncesi var olan neovaskiilarizasyon ameliyatin basarisin1 uzun dénemde
etkileyebilmektedir. Bir meta-analizde, 24.000 kornea grefti Uzerinde yapilan ¢alismalar,
neovaskilarizasyonu olan hastalarda nakledilen kornealarin reddedilme oraninin daha
yuksek oldugunu gostermistir. Analiz, cerrahi 6ncesi korneal neovaskilarizasyonun
varliginin, naklin basarisiz olma olasiligimi %30 artirdigini ve greft reddi riskini iki katina
cikardigin1 gostermektedir. Baska bir deyisle, neovaskilarizasyon ne kadar fazlaysa,
reddetme riski o kadar yuksektir (82).

2.3.6. IL-1a Reseptor Antagonisti / Anakinra

IL-1o reseptor antagonisti/ anakinra molekilu, Kineret 100 mg/0,67 ml (Swedish Orphan
Biovitrum AB) enjeksiyonluk ¢ozelti formunda bulunmaktadir. Romatoid artirit, I1L-1o
reseptdr yetmezligi hastali§i, kriyoprin iliskili meperiyodik sendrom gibi romatolojik
hastaliklarda kullanilmaktadir. IL-1a reseptor blokaji yapan anti inflamatuar ve immun

modulator bir ilagtir. IL-1 sitokinins ve akut faz reaktanlar1 olusumunu baskilamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Necmettin Erbakan Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 2022/09 tarihinde etik
kurul onay1 alind1 (2022-044 nolu karar sayist). Calismanin deney hayvanlari ile olan ilk
bolumi Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 laboratuvarinda
yapildi. Calismanm devamu eksize edilen kornealarla Necmettin Erbakan Universitesi T1p
Fakiltesi Patoloji Anabilim dali ve Biyokimya Anabilim dalinda laboratuvar ortaminda

gergeklestirildi.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda kullanilacak ratlar 22-250C oda 1sisinda 12 saat 1s1k (7:00-19:00) ve 12 saat
karanlikta (19:00-7:00) tutulacak sekilde 6zel olarak yaptirilan kafeslerde beslendi. Yemler;
celik kaplarda, su; cam biberonlarda (normal ¢esme suyu) verildi. Tim gruba ayni standart
sican yemi verilerek su, yiyecek alimlar1 saglandi ve hayvanlarm gunlik olarak altlari
temizlenerek bakimlar1 yapildi. Agirliklar1 225-300 gr arasinda degisen 6-8 haftalik 40 adet
Wistar Albino cinsi disi 8’erli siganlar 5 gruba ayrildi.

3.2. Gruplar

e Grup | (Sham): Giimiis nitrat ile olusturulan korneal neovaskilarizasyon sonrasi

herhangi bir midahalede bulunulmayan grup olarak ayrildu.

e Grup Il (Serum fizyolojik): Giimiis nitrat ile olusturulan korneal
neovaskilarizasyondan sonra 1. giin ve 5. giin subkonjonktival 0,1 ml %0,9 NaCl (serum

fizyolojik) uygulandi.

e Grup Il (0,25mg/0,1ml IL-1a antagonisti / anakinra): Giimiis nitrat ile olusturulan
korneal neovaskularizasyondan sonra 1. gin ve 5. giin subkonjonktival 0,25mg/0,1ml

IL-1a reseptor antagonisti/anakinra uygulandi.

e Grup IV (2,5mg/0,1ml IL-1a antagonisti /anakinra): Giimiis nitrat ile olusturulan
korneal neovaskilarizasyondan sonra 1. guin ve 5. glin subkonjonktival 2,5mg/0,1ml IL-

1o reseptor antagonisti / anakinra uygulandi.
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e Grup V (2,5mg/0,1ml Anti-VEGF / Bevacizumab): Giimiis nitrat ile olusturulan
korneal neovaskilarizasyondan sonra 1. giin ve 5. giin subkonjonktival 2,5mg/0,1ml
anti-VEGF / bevacizumab uygulandi.

3.3. Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramuskiler 50 miligram/kilogram ketamin
hidroklorir (Ketalar, Eczacibasi, Turkiye) ile 5 miligram/kilogram ksilazin hidroklorid
(Rompun, Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. Islem 6ncesi deneklerin kornealarina
%0.5’lik proparakain hidroklorid (Alcaine, Alcon, Fort Worth, Texas, ABD) damlatildi.

3.4. Giimiis Nitrat Cubugu ile Korneal Kimyasal Yanik Modellemesi

Korneal kimyasal yanik ve sonucunda korneal neovaskilarizasyon olusturmak igin
Mahoney ve Waterbury modellemesi kullanildi (83). Genel anestezi altinda deney
hayvanlarmin her iki g6z korneas1 %75 giimiis nitrat ve %25 potasyum nitrat ile kaplanmis
cubuk 10 saniye suresince santral korneaya temas ettirildi (Sekil 5). Kornea santralinde
kimyasal yanik olusturuldu (Sekil6). Giimiis nitrat ve potasyum nitrat uclu cubuk baska
hicbir noktaya temas ettirilmeden uzaklastirildi.

Sekil 5: Ucu %75 giimiis nitrat ve %25 potasyum nitrat kapl gubuk
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Sekil 6: Ustte kimyasal yanik uygulamasi 6ncesi kornea fotografi, altta kimyasal yanik
uygulamasi sonrasi kornea fotografi

3.5. Ilaglarin Uygulanmasi

Rat kornealarinda olusturulan korneal neovaskilarizasyonlar sonrasi 5 gruba farkli
yaklagimlarda bulunuldu. ilk gruba 1.giin kimyasal yanik olusturuldu ve devaminda
midahalede bulunulmadi. 2. Gruba subkonjonktival %0,9 NaCl (serum fizyolojik) / 0,1 ml
uygulandi. 3. gruba subkonjonktival 0,25 mg / 0,1 ml Anakinra (Kineret, Swedish Orphan
Biovitrum AB) uygulandi. 4. gruba subkonjonktival 2,5 mg / 0,1 ml Anakinra (Kineret,
Swedish Orphan Biovitrum AB) uygulandi (Sekil 7). 5. gruba subkonjonktival 2,5 mg / 0,1
ml Bevacizumab (Altuzan 100mg/ml ampul, Bristol Myers Squibb Co, Princeton, NJ, ABD)
uyguland: (Sekil 8). 2, 3, 4 ve 5. gruplara uygulanan ilaglarin kimyasal yanik isleminin
hemen ardindan 1.giin ve 5. gin genel anestezi altinda uygulanmistir. Subkonjonktival

enjeksiyonlar saat 2 yoniine 30 Gauge igne ile uygulanmustir.
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Sekil 7: Anakinra (Kineret 100mg/0,67 ml)

Sekil 8: Bevacizumab (Altuzan 100mg/ml ampul)

3.6. Kornealarin Fotograflanmasi

Tum gruplardaki deney hayvanlar1 her iki g0z kornealar: ilk gin kimyasal yanik
olusturulmadan dnce, 5. gln islem uygulanmadan 6nce ve 14. gin kornealar eksize
edilmeden 6nce Zeiss S100/OPMI® Pico ameliyathane mikroskopu (Carl Zeiss Meditec
AG, Jena, Germany) ile fotograflanmistr.
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3.7. Kornealarin Eksizyonu

Tlm deney gruplarindaki ratlar kendi grubuna uygun islemlerden gectikten sonra 14. giln
genel anestezi altinda limbus sinir alinarak ve tam kat olacak sekilde her iki g6z kornealar1
eksize edildi. Sag g6z kornealar1 Patoloji Anabilim dalina, sol g6z kornealar1 is Biyokimya

Anabilim dalina verildi.

3.8. Kornealarin Patolojik Degerlendirilmesi

Eksize edilen sag g6z kornealar oda sicakliginda %10 formalin soliisyonuna koyuldu ve
patoloji laboratuvarma goturildi. Formalin solusyonu ile sabitleme isleminden sonra
ornekler alkol ile dehidre edildi, ksilen i¢inde agildi ve parafin igine gomuldu. Her bir
ornegin Uzerinden 5 mm kalinliginda parafin kesitleri kesildi ve poli-L-lizin kaplh slaytlara
yerlestirildi. Her bir kornea igin 6rnekler Hematoksilen Eozin boyasi, CD34 boyasi ve IL-
la imminohistokimyasal boyasi ile boyandi. Hiicre ve yapisal yogunluklar 1 HPF (X100
biiyiitme)’de degerlendirildi. Bu degerlendirmelerde asagidaki parametrelere bakildi.

e Membran varligi: Endotel tabakasi ile Descement membran tabakasi arasinda
damarsal yapilardan ve nétrofillerden olusmus membran varhig: izlendi.

e Demetlesme: En az 7 fibroblast hicresinin bir araya gelerek yaptigi demet
goruntusu

e Epitel proliferasyonu: 4-6 sira epitel tabakasi 1, 7-9 sira epitel tabakasi 2, 10 sira
ve Ustl epitel tabakas1 3 olmak (izere puanlandirildi.

e Fibroblast proliferasyonu: Fibroblast hiicreleri yogunluguna gére azdan ¢oga
dogru 0-3 arasinda puanlandirildi.

e Damarsal yapilasma: 0-10 adet damar yapis1 1, 10-30 adet damar yapist 2, 30
Ustll damar yapisi ise 3 olarak puanlandirildi.

e inflamatuar hiicre yogunlugu: Inflamatuar hiicreler yogunluguna gore azdan coga
dogru 0-3 arasinda puanlandirildi.

e |L-lo imminohistokimyasal boyanma: Epitel hiicrelerinde sitoplazmik ve
membran6z, Iltihap hiicrelerinde, Endotel hiicrelerinde ve Fibroblast
hucrelerinde membrandz IL-1o boyanmasi yogunluguna gore gore azdan ¢oga
dogru 0-3 arasimnda puanlandirildi.

e inflamatuar hiicre tipi: Orneklerdeki baskim olan inflamatuar hiicre tipi notrofil
(NPL), lenfosit (LYM), eozinofil (EO), makrofaj (MCF) ya da platelet (PL)

olmak tizere gruplandirild.
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3.9. Kornealarin Biyokimyasal ELISA Degerlendirmesi

Eksize edilen sol goz kornealar serum fizyolojik solisyonuna koyuldu. -40 0C’de 45 dakika
— 2 saat aras1 bekletildikten sonra -80 0C’ye alindi. Kornealar makasla kiigiik pargalara
kesildi ve bir homojenizatér (Stuart SHM1, ingiltere) ile homojenize edildi. Ornekler 500
mL ¢cekme tamponunda lize edildi ve 10 dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifiij yapildi. BT
LAB (Bioassay Technology Laboratory, Shanghai Korain Biotech) ELISA kitleri ile IL-1 o,
VEGF, TNF-a, TGF-B, malendialdehit (MDA) diizeyleri 6l¢ilda.

3.10. istatistiksel Analiz

Aragtirma sonucu elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 18.0 paket programu ile analiz edildi.

Tanimlayic1 analizlerde frekans verileri say1 (n) ve ylzde (%) kullanilarak, sayisal

veriler ise ortalama + standart sapma, ortanca (minimum-maximum) kullanilarak verildi.

Kategorik verilerin karsilastiriimasinda Ki-kare (12) testi ve Fisher’in kesin Ki-kare
testi kullanildi.

Sayisal verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelendi.
Bagimsiz ikiden fazla grupta normal dagilan sayisal verilerin dagilimi One Way ANOVA
testi ile incelendi. ANOVA test sonucu anlamli olan degiskenlerde varyasyonlarin
homojenligine gore Tukey ve Tamhane post-hoc analizleri kullanildi. Normal dagilmayan
sayisal verilerin bagimsiz ikiden fazla grupta dagilimi Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi. Kruskal Wallis test sonucu anlamli olan degiskenlerin post hoc analizinde

Mann Whitney U testi kullanildi ve Dunn Bonferoni diizeltmesi yapild:.

Sonuglar %95°1ik glven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kornea Orneklerinin ELISA Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Ratlardan alinan sol g6z kornea drnekleri Biyokimya Laboratuvarinda gerekli asamalardan
gecirilerek ELISA testi ile degerlendirildi. ELISA ile kornea 6rneklerinden IL-1a, TGF-B,
TNF-a, VEGF, MDA diizeylerinin sayisal degerleri 6lgiilmiistiir. TUm bu parametrelerinin

gruplar aras1 dagilimi Tablo 1°de verilmis olup ortalama ve ortanca degerleri gosterilmistir.
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Tablo 1: Biyokimyasal parametrelerin gruplar arasinda dagilimi

Grup | Grup 11 Grup 11 Grup IV Grup VvV Test
A B C D E Degeri Post Hoc
KKk
IL-1alf 31,16£347 25,22+3,86 24,66+1,58 22,66%3,60 23,13+1 57 18295% 0,001 A-C: 0,001
alta 30,50 (26,10-36,40) 25,20 (20,90-29,80) 25,25 (21,40-26,10) 23,05 (18,10-27,10) 23,10 (20,10-25,10) ' ' A-D: 0,015
A-E: 0,001
KKKk
233,20£21,57 217,06+£27,73 232,68+18,25 193,01+38,58 204,11+28,87
_ ¥ Y L L i ¥y y Y Y ¥ 1 77* A—D: 21
TGF-B 239,95 (194,50-257,00) 219,00 (176,20-250,90) 232,25 (197,90-262,00) (192,95 (149,10-233)50) 195,10 (175,60-261,30) 05 0032 C.D- 88 o1
89,36+6,45
99,7749,95 103,51+15,02 95,3616,11 96,76+10,15 j '
_ 1 L Yy Ll Y L L L 1 7 2 1 Kk
TNF-A 98,05 (84,40-117,30) 105,95 (84,50-119,60) 94,60 (85,70-106,20) 94,90 (81,20-113,50) 90,—9(23(6(%30 194 0.0%
A-B: 0,003
A-D: <0,001
VEGF 152,10+17,56 113,46+14,35 149,26+24,31 101,08+16,59 160,27+5,40 19488 <0001 B-C: 0,040
148,50 (128,20-184,80)  115,25(96,40-129,30)  14845(120,00-187,60) 103,30 (75,20-120,60) 159,90 (153,00-169,50) ' ' B-E: '< O 0ol
C-D: 0,005
D-E: <0,001
A-B:<0,001
4,75+0,26 3,71+0,16 3,72+0,16 3,48+0,19 3,52+0,14 - N
MDA 4,73 (4,38-5,12) 3,70 (3,55-4,00) 3,78(3,48-3,93) 3,49 (3,23-3,74) 3,54 (3,28-3,74) 58846 <0001 28 zgggi
A-E: <0,001

OrtalamatStandart Sapma, Ortanca (minimum-maximum)

*: Kruskal Wallis Testi / **: One Way ANOVA Testi / ***: Mann Whitney U Testi / ****: Tamhane Post-hoc Testi / *****: Tukey Post-hoc Testi



IL-1o degerlerinin gruplar arasit dagilim semasi Sekil 9°da gosterilmistir. Calisma
gruplar1 arasinda IL-1 alfa diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir
fark tespit edildi (p=0,001). Bu fark Sham olan Grup | ratlarda IL-1o dizeyinin Grup |1,
Grup 1V ve Grup V ratlara kiyasla daha yuksek olmasindan kaynaklanmaktaydi (p degerleri
sirasiyla; p=0,001; p=0,001; p=0,001). Bu da IL-1a antagonisti verilen gruplarda ve Anti-
VEGEF verilen grupta IL-1o diizeyinin daha distik tespit edildigini gostermektedir.

40,0
35,01
30,01

2501 @ %

20,0

IL-1 alfa

15,01

T T T T T
Grup| Grup ll Grup Il Grup IV Grup Vv

Sekil 9: IL-1 a duzeylerinin gruplar arasinda dagilimi

TGF-B duzeyleri gruplar arasi1 dagilimi Sekil 10°da verilmistir. Calisma gruplari
arasinda TGF-B duzeylerinin dagilminda istatistiksel olarak anlamli dizeyde bir fark
bulundu (p=0,032). Bu fark Grup IV ratlarda TGF-B diizeyinin Grup | ve Grup 1V ratlara
gore daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktaydi (p=0,021).
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Sekil 10: TGF B diizeylerinin gruplar arasinda dagilimi

TNF-a duzeyleri gruplar arasi dagilimi Sekil 10°da verilmistir. Gruplar arasinda

TNF-a duzeyleri istatistiki olarak benzer bulundu (p>0,05).

120,07
€T

110,04

100,07

TNF A
1]

90,0

80,07

70,0

I | I I I
Grupl Grup ll Grup il Grup IV GrupV

Sekil 11: TNF-a dizeylerinin gruplar arasinda dagilimi
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VEGF degerlerinin gruplar arasi dagilimi Sekil 12°de verilmistir.

Calisma gruplar1 arasinda VEGF duizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde fark tespit edildi (p<0,001). Bu fark Grup Il ratlarda 6lglilen VEGF duzeyinin Grup
I, Grup Ill ve Grup V ratlara kiyasla daha diisiik olmasindan ve Grup 1V ratlarda 6lgulen
VEGF duzeyinin Grup I, Grup Il ve Grup V ratlara kiyasla daha diisiik olmasindan
kaynaklanmaktaydi (p degerleri sirasiyla; p=0,003; p=0,040; p<0,001; p<0,001; p=0,005;
p<0,001). Bu sonuclara gore en diisiik ortalama VEGF degeri 101,08 olup Grup I'V’te tespit

edilmistir.

200,01

180,07

- B 8

140,07

VEGF

120,07

100,07

80,0

Gl'll.lp | Grl.llp Il Grulp ] Grulp v Grl.llp \'
Sekil 12: VEGF duzeylerinin gruplar arasinda dagilim

MDA degerlerinin gruplar arast dagilimi Sekill3’te verilmistir. Arastirma gruplari
arasinda MDA dizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark
bulundu (p<0,001). Bu fark MDA diizeyinin Grup | ratlarda diger gruplara (11, I11; IV ve V)
gore daha yuksek olmasidan kaynaklanmaktaydi (p<0,001).
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Sekil 13: MDA duzeylerinin gruplar arasinda dagilimi

4.2. Kornea Orneklerinin Patolojik Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarindaki ratlarin patolojik sonuglarindan membran varlig: ve fibroblast
demet diizeylerinin dagilimi Tablo 2’de sunuldu. Tespit edilen membran sayilarinin gruplar
arasinda dagilimi incelendi. Grup IV ratlardaki membran oran1 Grup Il ve Grup V ratlara
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p degerleri sirasiyla; p=0,041;
p=0,005). Gruplar arasinda en az 7 fibroblast demetinin dagiliminda istatistiki bir fark
izlenmedi (p>0,05).

Tablo 2: Gruplar arasinda membran ve fibroblast demet dagilimi

Grup | Grup 11 Grup 1 Grup IV Grup V Post

A B C D E Hoc*

Membran (?021

Var 6 (75,0) 7 (87,5) 5 (62,5) 2 (25,0) 8 (100,0) DE

Yok 2 (25,0) 1(12,5) 3(37,5) 6 (25,0) 0(0,0) 0 00'5

En az 7 Fibroblast Demeti

Var 1(12,5) 5 (62,5) 2 (25,0) 1(12,5) 2 (25,0)
Yok 7 (87,5) 3(37,5) 6 (25,0) 7 (87,5) 6 (75,0)

*: Fisher Exact Testi

Epitel proliferasyonu, fibroblast proliferasyonu, damarsal yapilasma, inflamatuar

yapilasma, IL-lo. boyanma (epitel hicrelerinde sitoplazmik ve membrantz, iltihap
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hicrelerinde, endotel hiicrelerinde ve fibroblast hiicrelerinde) yogunluklarmmn ortalama ve

ortanca degerlerinin gruplar aras1 dagilimi1 Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3: Patoloji sonuglarinin gruplar arasinda dagilinu

Grupl Grupll Grup 111 Grup IV GrupV Test Post
A B C D E  Degeri P  Hoc**

Epitel 1(03) 15(1-3) 0(0-2)  0(0-2) 2(1-3) 9,371* 0,052

Proliferasyonu ’ ' '
B-C:

Fibroblast . 0,030

Proliferasyony 43 2(1-2) 0 (0-1) 05(0-1) 1(1-2) 19942 0001 -
0,045
A-D:
0,015

Damarsal * A-E:

Yapilagma 3(2-3)  3(2-3) 2 (1-3) 15(0-2)  2(2:2) 23041% <0001 a0
B-D:
0,045

inflamatuar *

Yapilasma 2(1-3) 25(1-3) 1(0-3) 1(0-3) 2(1-3) 8,795 0,066

Epitel Hicre D-E:

Sitoplazmalarinda 2 (1-3) 2 (1-3) 2 (0-2) 1(1-2) 2 (2-3) 12,018* 0,017 -
0,049

IL-1 boyama

Epitel Hicre

Membranlarinda 0,5(0-5) 1 (0-2) 0(0-2) 0,5(0-2) 0(0-2) 1,067* 0,900
IL-1 boyama

iltihap

Hucrelerinde I1L-1 3 (3-3) 3(2-3) 2,5 (1-3) 3(1-3) 3(2-3) 7,105* 0,130
boyama

Endotel

Hicrelerinde IL-1 3 (2-3) 3 (2-3) 3(1-3) 3(2-3) 3(2-3) 1,910* 0,752
boyama

Fibroblast

Hcrelerinde I1L-1 2 (2-3) 2 (2-3) 2 (1-3) 2(1-3) 25(1-3) 3,190* 0,527
boyama

OrtalamazStandart Sapma, Ortanca (minimum-maximum)
*: Kruskal Wallis Testi
**: Mann Whitney U Testi
Patolojik degerlendirmede 3 ratta inflamatuar hiicre tespit edilmedi.

Epitel proliferasyonu skorunun gruplar arasi dagilimi Sekil 14’te verilmistir. Epitel
proliferasyonunun yogunlugu en az Grup Il ve Grup I'V’te tespit edilmis olup en ¢cok Grup
V’te izlenmistir. Gruplar arasinda epitel proliferasyonu ag¢isindan anlamli fark tespit

edilmedi (p>0,05).
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A dnig

Epitel Proliferasyonu

Sekil 14: Epitel proliferasyon skorunun gruplar arasinda dagilimi

Fibroblast proliferasyonu skorunun gruplar arasi dagilimi Sekil 15°te gosterilmistir.
Fibroblast proliferasyon dizeyinin gruplar arasinda dagiliminda istatistiki fark bulundu
(p=0,001). Bu fark Grup Il ratlardaki fibroblast proliferasyon dizeyinin Grup 111 ve Grup 1V
ratlara gore daha yiksek olmasindan kaynaklanmaktaydi (p degerleri sirasiyla; p=0,030;
p=0,045).

| dnig

11 dnug

I dnug

Al dnig

Adnig

Fibroblast Proliferasyonu

Sekil 15: Fibroblast proliferasyon skorunun gruplar arasinda dagilimi

31



Damarsal yapilasma skorunun gruplar arasit dagilimi Sekil 16’da gdsterilmistir.
Damarsal yapilasma ortalama skoru 1,5 degeri ile en diisiik Grup 4’te izlenmektedir. Bunu
takiben Grup 3 ve Grup 5’te bu skorun ortalamasi 2 dlizeyindedir). Damarsal yapilagsma
diizeyinin gruplar arasinda dagiliminda istatistiki fark bulundu (p<0,001). Bu fark Grup I
ratlardaki damarsal yapilagsma dizeyinin Grup IV ve Grup V ratlara gore daha yiksek, Grup
Il ratlarda Grup 1V ratlara gore daha yiuksek olmasindan kaynaklanmaktaydi (p degerleri
sirastyla; p=0,015; p=0,030; p=0,045).

N
: l 9
- 5
] 3
0]

o
6] @
- 5
g_
6] @

c 4 - .g
o =
g_

6] @
4 5
fgﬂ <
7]

o

6] o
- 5
2 <

0 T T T
-1 0 1 2

Damarsal Yapilagsma

Sekil 16: Damarsal yapilasma skorunun gruplar arasinda dagilimi

Inflamatuar yapilasma skorunun gruplar arasida dagilimi Sekil 17°de gdsterilmistir.
Inflamatuar yapilasma ortalama degeri en ¢ok Grup II’de, en az Grup Il ve Grup IV’te

izlense de gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,05).
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Sekil 17: inflamatuar yapilasma skorunun gruplar arasinda dagilimi

IL-1o boyanmas1 epitel hiicrelerde membrandz ve sitoplazmik olarak boyanma
degerlendirilmistir. {ltihap hiicrelerinde, endotel hiicrelerinde ve fibroblast hiicrelerinde ise

membrandz boyanma degerlendirilmistir.

Epitel hiicre sitoplazmalarinda IL-1 boyanma diizeyinin gruplar arasinda dagilimi
istatistiksel olarak farkli bulundu (p=0,017). Bu fark Grup IV ratlarda bu dizeyin Grup V
ratlara gore daha diisiik olmasmdan kaynaklaniyordu (p=0,049).

Epitel hiicre membranlarinda IL-1 boyama, iltihap hicrelerinde IL-1 boyama,
endotel hiicrelerinde IL-1 boyama ve fibroblast hiicrelerinde IL-1 boyanma duzeyleri gruplar

arasida benzer tespit edildi (p>0,05).

IL-10 boyanmasi gruplar arasi dagilimi epitel hicrelerinin sitoplazmalarinda Sekil
18’de, epitel hucrelerinin membranlarinda Sekil 19°da iltihap hiicrelerinde Sekil 20°de,

endotel hiicrelerinde Sekil 21°de, fibroblast hlcrelerinde ise Sekil 22°de gosterilmistir.
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dnug

Epitel Sitoplazma Hiicrelerinde IL-1 Boyama

Sekil 18: Epitel hicrelerinin sitoplazmik IL-10 boyanma gruplar arasinda dagilimi

]
dnug

N

2,00 4,50 6,00
Epitel Membran Hiicrelerinde IL-1 Boyama

Sekil 19: Epitel hucrelerinin membrandz IL-1o boyanma gruplar arasinda dagilimi
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IL-1 iltihap Hiicreleri

Sekil 20: {ltihap hiicrelerinde IL-1a boyanma gruplar arasinda dagilimi
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IL-1 Endotel Hiicreleri

Sekil 21: Endotel hiicrelerinde IL-1o boyanma gruplar arasinda dagilimi
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Sekil 22: Fibroblast hiicrelerinde IL-1a boyanma gruplar arasinda dagilimi

Calisma gruplar1 arasinda inflamatuar hiicrelerin dagilimi (NPL, LYMP, EO, MCF
ve PL olmak tizere) Tablo 4’te sunuldu. NPL hicreleri Grup I’de %75,0, Grup II’de %100,0,
Grup III’te %50,0, Grup IV’te %75,0 Grup V’te ise %100,0 oraninda tespit edildi. LYMP
hicreleri Grup I’de %62,5, Grup II’de %37,5, Grup III’te %75,0, Grup IV’te %25,0 Grup
V’te ise %62,5 oraninda tespit edildi. EO hiicreleri Grup I’de %25,0, Grup II’de %37,5,
Grup III’te %25,0, Grup IV’te %0 Grup V’te ise %75 oraninda tespit edildi. Grup V’te Grup
IV’e gore EO orani istatistiksel olarak anlamli duzeyde yiksek bulundu (p=0,007). MCF
hicreleri Grup I’de %0 Grup II’de %50,0, Grup III’te %25,0, Grup IV’te %12,5 Grup V’te
ise %37,5 oraninda tespit edildi. PL hicreleri Grup I’de %37,5, Grup 1I’de %0, Grup III'te
%0, Grup IV’te %0 Grup V’te ise %12,5 oraninda bulundu.
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Tablo 4: Gruplar arasinda inflamatuar hicrelerin dagilimi

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Post
A B C D E Hoc*
NPL
Var 6 (75,0) 8 (100,0) 4 (50,0) 6 (75,0) 8 (100,0)
Yok 2 (25,0) 0 (0,0 4 (50,0) 2 (25,0) 0 (0,0
LYMP
Var 5 (62,5) 3(37,5) 6 (75,0) 2 (25,0) 5 (62,5)
Yok 3(37,5) 5 (62,5) 2 (25,0 6 (75,0) 3(37,5)
EO
Var 2 (25,0) 3(37,5) 2 (25,0) 0 (0,0 6 (75,0) D-E: 0,007
Yok 6 (75,0) 5 (62,5) 6 (75,0) 8 (100,0) 2 (25,0)
MCF
Var 0 (0,0 4 (50,0) 2 (25,0) 1(12,5) 3(37,5)
Yok 8 (100,0) 4 (50,0) 6 (75,0) 7 (87,5) 5 (62,5)
PL
Var 3(37,5) 0 (0,0 0 (0,0 0(0,0) 1(12,5)
Yok 5 (62,5) 8 (100,0) 8 (100,0) 8 (100,0) 7 (87,5)

*: Fisher Exact Testi

4.3 Patoloji Orneklerinin Fotograflanmasi

£ b L “\Q \ A 1‘.‘- %
BN ey
St

“

::ﬁ\\@&‘&‘* ' |

'.
0

- - ..'%:._' . ::: ‘\\\-.'\a' ':r';r\_,_ '.
Sekil 23: Kornea drneklerinin patolojik olarak incelenmesinde genel verileri gésteren
fotograf. Kirmiz1 ok: endotel tabakasini, kirmizi ¢izgi: membran varligini, siyah ok: desme
membranini, sar1 oklar:damarlari, mavi ok: fibroblastlari, mavi ¢izgi:fibroblast

demetlesmesini, yesil ok: epiteli gostermektedir.
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Sekil 24: Normal kornea ve hasarli kornea patolojik gosterimi. Soldaki resim normal kornea
dokusu patoloji fotografi, sagdaki resim inflamatuar hiicrelerin ve vaskiilerin yapilarin
artt1ig1, membran olusumunun izlendigi hasarl kornea dokusu patoloji fotografi .
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Grup IV

GrupV

Sekil 25: x100 biiylitmede Hematoksilen&Eozin boyasi ile boyanmig kornea érneklerin
fotograflar1. Inflamatuar yapilar, membran varligi, fibroblast demetlesmesi, damarsal yapilar
ve fibroblastlarin gosterimi.
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Grup IV

GrupV

Sekil 26: Swrasiyla X100 ve X400 biiylitmede CD34 damar boyasi ile boyanmig kornea
orneklerinin fotograflari.

& YA e 3!1’5’.“ |

Sekil 27: immunohistokimyasal membranoz ve sitoplazmik IL-1a boyanmay1 gostermekte
olan fotograf. Soldaki resimde sar1 oklar hiicre duvarlarinda membrandz IL-1o boyanmay,
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sagdaki resimde sar1 oklar hiicre i¢i sitoplazmik IL-1a boyanmay1 géstermekte olan
fotograf.

4.4. Kornealarin Fotograflanmasi

1. Gln 5. Giln 14. Gin

Grup |

Grup Il

Grup Il

Grup IV

Grup VvV

Sekil 28: Rat kornealarmin fotograflanmasi



5. TARTISMA

Korneal neovaskilarizasyonlar birgok nedene bagli olarak olusabilmektedir. Bunun
temelinde inflamasyon ve vaskiilarizasyon olusturan molekller yer almaktadir. Korneanin
saydam kalmas1 gérme fonksiyonunun yerine getirilmesi i¢in en énemli kosullardan biridir.
Biz de caligmamizda rat kornealarinda kimyasal yanik yaparak bir inflamasyon ve
neovaskularizasyon sureci olusturduk. Bu suregte inflamasyonu baskilamak igin IL-1a
antagonistinin etkisini gozlemledik. Kornealar Uzerinde yapilan c¢alismamiz sonucu

neovaskularizasyonu, VEGF duzeyini ve inflamatuar parametrelerini azalttigin1 gordik.

Korneal neovaskularizasyon tedavisinde steroidlerin g¢esitli formlarmin kullanildigi
ve bu molekullerin korneal neovaskularizasyonu azalttigi gosterilmistir (84). Cursiefen ve
ark. yaptiklar1 calismada keratoplasti sonrasi gelisen korneal neovaskilarizasyonlarda uzun
stireli ve kisa sireli kortikosteroid kullanimi arasinda anlamli bir fark bulamamislardir (85).
Steroidler sitokinleri ve inflamatuar parametreleri baskilayarak korneal inflamasyonu

azaltir.

Cooper ve ark. yaptigi calismada ise korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde topikal
%0,1°1ik flurbiprofen kullaniminin topikal %1°lik prednisolon kullanimina benzer oranda
vaskilarizasyonu azalttigin1 gézlemlemislerdir (86). Flurbiprofen molekuli steroid olmayan
antiinflamatuar bir ajandir ve kontakt lens kullanimina bagli korneal neovaskularizasyonu
azalttig1 gosterilmistir (87). Steroidler ve non steroid anti inflamatuar ajanlar sitokinleri,
inflamatuar parametreleri azaltarak korneal vaskiilarizasyon olusumunu engellemeye
calismaktadirlar. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak IL-1o molekiiniin inhibisyonunun
inflamasyonu baslangicindan itibaren azalttig1 diisiiniilmiistiir. Bunun sonucu olarak IL-1a.

antagonisti verilen gruplarda inflamatuar parametreler daha diisiik seviyede bulunmustur.

Peyman ve ark. ise rat kornealarinda kimyasal koterizasyon olusturmus Ve
doksisiklinin vaskularizasyonu 6nemli 6lglide azalttigin1 géstermislerdir (88). Jovanovic ve
ark. korneal vaskiilarizasyonu olan alt1 hastaya uyguladiklar1 topikal doksisiklin tedavisi ile

vaskiilarizasyonlarin geriledigini gozlemlemislerdir (89).

Bazi immunmodulatér ilaglarm da korneal vaskiilarizasyonlar1 azalttigi
gdsterilmistir. Immunmodiilatér ilaglardan mTor inhibit6rii everolimus daha efektif olmak
uzere multikinaz inhibitéri olan sunitinibin de korneal vaskularizasyonu azalttig

gosterilmistir  (90). Sunitinib selektif olarak VEGF inhibisyonu yapmaktadir ve
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bevacizumaba gore korneal vaskiilarizasyonu daha iyi baskilmaktadir. immun modiilatér
ilaglarn korneal vaskiilarizasyonu anti-VEGF ilaglara gore daha da azaltmasi hem
inflamasyonu hem de VEGF molekiilini baskilamasindan kaynaklanabilir. Bizim
calismamizda IL-la reseptdr antagonisti verilen gruplarda VEGF oranmin bevacizumab
verilen gruplardan daha diisiik olmasinin nedeninin erken safhada inflamasyonun kontroli

oldugu diistiniilmiistir.

IL-6 antagonisti tocilizumabin anti inflamatuar etki gostererek korneal
neovaskilarizasyonu azalttigin1 gosteren calismalar mevcuttur. Tavsanlarda yapilan
deneysel bir c¢alismada subkonjonktival IL-6 reseptor antagonisti tocilizumabin
bevacizumab ile benzer oranda antianjiogenik etkisi oldugu goriilmistiir (91). Sar1 ve ark.
yaptigi ¢calismada da ratlar Gzerinde korneal alkali kimyasal yanik modeli olusturulmus ve
subkonjonktival tocilizumabin korneal vaskiilarizasyonu azaltmada olumlu etkileri oldugu
goriilmiistiir (92). Tocilizumabm immun modilator etkisi ile rat allogreft kornealarinda sag
kalimi arttig1 gézlemlenmistir (93). 1L-6 ve IL-1 molekulleri kornea tizerinde benzer etkilere
sahip proinflamatuar sitokinlerdir. Bu c¢alismada da bizim ¢alismamiza benzer olarak bu
sitokinlerin inhibitérleri subkonjonktival uygulanmig ve korneal vaskiilarizasyonu
azalttiklar1 goriilmiistiir. Ayrica bu ilaglarin subkonjonktival yolla uygulanabilirligi ve bu

uygulama seklinin giivenilirligi ve etkinligi agisindan dikkat ¢gekmektedir.

Infliksimab ise TNF-a’y1 inhibe ederek inflamasyonu azaltmay: hedefleyen bir
ajandir. 12 tavsan ile yapilan bir ¢alismada topikal infliksimab uygulanmasinin korneal
vaskilarizasyonu azalttig1 gézlemlenmistir (94). Voiculescu ve ark. yaptigi calismada
korneal yanik modellemesinde infliximabm fibroblastlar aktivitesini azaltarak korneal
vaskiilarizasyon olusumunu azalttigi goriilmiistiir (95). Infliksimabm vaskiiler endotel
hiicrelerinde TNF-a’y1 inhibe ederek inflamasyonu azalttigi bu sayede korneal dokuda
hemanjiogenez ve lenfanjiogenezi kontrol ederek korneal vaskiilarizasyon tedavisinde
kullanilabilecek bir ajan oldugu diisiiniilmiistiir (96). Ozdemir ve ark. TNF-a inhibitorii olan
etanersept ile bevacizumabm korneal vaskilarizasyon uzerine etkisini gozlemlemek
amaciyla 28 rat Uzerinde deneysel bir ¢alisma yapmuslardir. Bu calismada etanersept,
bevacizumab ve iki ajanin beraber uygulandig1 gruplar karsilastirilmistir ve etanersept ve
bevacizumabin beraber uygulandig1 grupta vaskilarizasyonun en az oldugu izlenmistir (97).
Ancak bizim c¢aliymamizda TNF-a diizeyi en diisiik Grup V’te tespit edilse de gruplar

arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (p= 0,090). IL-1a reseptor antagonisti verilen grupta
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inflamasyonun baskilamasina ragmen TNF-a duizeyi bevacizumab verilen gruba gore daha

yiiksek bulunmustur.

Korneanin askorbik asit acisindan zengin bir doku oldugu ve korneal
yaralanmalardan sonra askorbik asitin iyilesmeye olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (98).
Askorbik asitin tavsan kornealarinda VEGF ve matriks metalloproteinaz-9 seviyelerini
diisiirerek korneal vaskilarizasyona olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir (99). Askorbik
asitle yapilan bir bagka ¢aligmada ise prolin, lizin ve yesil ¢ay ekstrat1 ile beraber korneaya
uygulanan askorbik asit tedavisinin anjiogenezi azalttig1 gériilmiistiir (100). Askorbik asit,
yesil cay ekstrati anti oksidan molekiillerdir. Bu calismalara benzer sekilde bizim
calismamizda da toksik maddelerin vaskiilarizasyonu artiracagi distiniilmiistiir.
Calismamizda Olclilen MDA toksik bir molekildir. ilag almayan Grup I'de MDA

molekiiliiniin en yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Takrolimus T hucrelerden IL-2 yapimini azaltarak inflamasyonu baskilamaktadir.
Turgut ve ark. yaptigi ¢alismada kimyasal korneal yanik modellemesinde takrolimusun
topikal ve sistemik kullanimmin vaskilarizasyonu azalttigini gostermislerdir (101).
Tavsanlar Uzerinde yapilan deneysel bir ¢alismada topikal ve subkonjonktival takrolimus
kullaniminin bevacizumabla kiyaslanabilir derecede VEGF ve inflamatuar parametreleri
azalttig1 gosterilmistir (102). Alkali yanikta takrolimus kullaniminin uzun dénem etkileri
arasinda anti-VEGF’e kiyasla korneal vaskiilarizasyonun, opasitenin ve inflamasyonun
anlamli 6lglide azaldig1 gorilmiistiir (103). Ayrica korneal ve limbal greft uygulanmis 26
hasta ile yapilan bir calismada topikal takrolimus kullanimmin korneal sag kalimi artirdig:
gosterilmistir (104). Takrolimusun sklerit, kronik konjonktivit gibi okuler yizey inflamatuar
hastaliklarinda inflamasyonu kontrol altina alarak korneal epitel iyilesmesini hizlandirdig:
gorilmistir (105). 1L-1 sitokini, IL-2 ile benzer 0&zellikler tasimaktadir. IL-2
inhibisyonunun anti-VEGF’e gore korneal vaskiilarizasyonu daha iyi ve daha uzun stre
kontrol ettigi gosterilmistir. IL-1a inhibisyonu da VEGF’i ve inflamatuar parametreleri
takrolimusa benzer sekilde azaltmistir. Bu durum iki anti inflamatuar ajanin benzer etkilerle

korneanin saydamligini artirabilir nitelikte oldugunu gostermektedir.

Korneal neovaskdlarizasyon tedavisinde en yaygimn kullanilan ila¢ grubu anti- VEGF
ajanlardir. Topikal ya da subkonjonktival yolla anti-VEGF kullanimi Kliniklerde oldukca sik
gorilmektedir. Kim ve ark. epitelyal erozyon nedeniyle korneal vaskularizasyonu olan 7

hastanin 10 g0zine 3 ay boyunca topikal bevacizumab uygulanmigtir. Bu g¢alismanin
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sonucunda 3 ay sonraki kornealarin baslangica gore daha az vaskilarizasyon igerdigi

gozlemlenmistir (106).

Korneal vaskularizasyon tedavisinde ranibizumab ve bevacizumab etkinligini
arastiran bir ¢alismada ikisinin de glvenli ve etkili ajanlar oldugu ancak ranibizumabin
antianjiogenik etkisinin hafif Gstin oldugu gorilmiistiir (107). Limbal kok hiucre yetmezligi
olan hastalarda bevacizumabin 6 aylik uzun donem topikal kullaniminda belirgin bir yan etki
olmadan korneal vaskiilarizasyon alanlarinin azaldigi goriilmiistiir (108). Bahar ve ark.
yaptig1 ¢alismada ise subkonjonktival 2.5 mg/0.1 ml bevacizumab uygulmasinin kisa
donemde korneal vaskilarizasyonu regrese ettigini gérmiislerdir. Bevacizumabin topikal ya
da subkonjonktival yoldan uygulanmasi givenli bulunmustur (109). Erdurmus ve ark. ise
keratit ve korneal grefte sekonder olusmus vaskilarizasyonlarda subkonjonktival
bevacizumab uygulamis ve hastalarin 3 aylik takiplerinde relaps izlenmemistir (110). 10
hastaya topikal %0,1 bevacizumab uygulanan baska bir ¢calismada ise damar ¢aplarinin ve
vaskiilarizasyon alaninin baglangica gore daraldigi ancak hastalarda gorme keskinliginde
anlamli artis olmadig1 goriilmistiir (111). Ranibizumab ile yapilan benzer bir ¢calismada ise
9 hastaya topikal %1 ranibizumab uygulanmis ve vaskiilarize alanlarin anlamli dlgtide
azaldigi tespit edilmistir (112). Ancak ranibizumab ve bevacizumabin karsilastirildig: bir
caligmada ise subkonjonktival 2.5 mg bevacizumab ve 1 mg ranibizumab uygulanmistir. Bu
iki grup Kkarsilastirildiginda bevacizumab verilen gruptaki vaskiler regresyonun

ranibizumaba gore anlamli oranda daha ¢ok oldugu goriilmiistiir (113).

Bir diger anti-VEGF ajan ise aflibersepttir. Aflibercept, korneal neovaskiilarizasyona
kars1 terap6tik bir ilagtir. Bevacizumab ve ranibizumab gibi VEGF'ye kars1 antagonistiktir,
ancak ek avantaji da vardir; ¢lnkl platelet kaynakli buyime faktori (PDGF) ile de
etkilesime geger. Aflibercept'in yapisi diger ilaglardan farklidir ve daha énce ranibizumab
veya bevacizumab ile tedavi edilmis hastalarda korneal neovaskilarizasyon tedavisinde
kullanilmas1 Onerilmistir. Afliberceptin, VEGF'ye karsi baglanma yetenegi agisindan,
enjeksiyondan sonra 10 ila 12 hafta arasinda bevacizumab veya ranibizumaba kiyasla daha
yiksek bir baglanma yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (114). Aflibersept ve
bevacizumabin karsilastirildigi denyesel bir ¢alismada ayni1 dozda verilmis iKi ilacin VEGF
MRNA dizeylerini ayn1 oranda azalttig1 ancak afliberseptin bevacizumaba goére plasental

blytme faktoriinu (PIGF) daha ¢ok azalttigi gosterilmistir (115).

Pegaptanib ise VEGF-A izomerlerinden VEGF-165’in kompetetif inhibitoradar.

VEGF’i baskilamak igin neovaskularizasyon streci iceren retinal hastaliklarda da
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kullanilabilir. Bu nedenle korneal neovaskularizasyon tedavisinde kullanimi da akla
gelmektedir. 16 rat ile yapilan deneysel bir calismada subkonjonktival 1.25 mg
bevacizumab, 0.5 mg ranibizumab ve 0.15 mg pegaptanibin karsilastirilmistir. Her (i¢ grupta
da korneal vaskularizasyonda kontrol grubuna gore anlamli 6l¢lide azalma tespit edilmistir.
Bevacizumab grubunun ranibizumab ve pegaptanib gruplarina gore daha fazla vaskiiler
regresyon sagladigi goriilmiistiir. Ranibizumab ve pegaptanib gruplar1 arasinda anlamli bir

fark izlenmemistir (116).

Tirozin kinaz inhibitorleri VEGF’i baskilayan ajanlar arasinda sayilabilir. Bir tirozin
kinaz inhibitoru olan regorafenib VEGF, anjiopoetin-1 ve 2 ‘yi baskilamaktadir. Ratlar
Uzerinde yapilan deneysel bir ¢calismada regorafenibin korneal vaskilarizasyonu kismen
azalttig1 goriilmiis ancak bevacizumaba tstiinliigii gosterilememistir (117). SU5416 ise
diistik molekul agirlikli bir tirozin kinaz inhibitéridir. Bu molekil selektif olarak VEGF-2
reseptérine baglanmaktadir. Keskin ve ark. yaptiklari ¢alismada SU5416 molekillndin
damar uzunlugu ve damar sayisini kontrol grubuna gore anlamli 6lglide azalttigini
gostermislerdir. Bu molekillerin korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde yeni bir alternatif
olabilecegi diisiiniilmiistiir (118). Amparo ve ark. ise bir bagka tirozin kinaz inhibitori olan
pazopanibi %0.5 dozunda topikal olarak 20 korneal vaskilarizasyonlu hastaya
uygulamiglardir. 12 haftanin sonunda damar uzunlugunun ve genisliginin azaldigini
gostermislerdir. Ayrica bu surecte belirgin bir yan etki olmadigi ve hastalarda gérme

keskinligi degismedigi icin bu ajanin topikal kullaniminin giivenli oldugu gézlemlenmistir
(119).

Tim bu ¢alismalar gostermektedir ki VEGF molekiiliiniin baskilanmasi korneal
vaskiilarizasyon tedavisinde onemli bir basamaktir. Bu nedenle biz de ¢alismamizda hem
VEGF molekiiliiniin 6l¢iilmesine hem de damar yapilarinin patolojik degerlendirilmesine
yer verdik. Ayrica IL-1a antagonistinin VEGF molekiiliine etkisinin degerlendirilmesi ve
bu etkinin bevacizumab ile karsilastirilmasi bu ¢alismanin giivenilirligini ve anlamin1 ortaya
koymaktadir. VEGF molekiilii en diisiik diizeyde Grup IV, daha sonra Grup III’te tespit
edilmis olup bevacizumab grubuna gore IL-lo antagonisti verilen gruplarda daha diistik
dizeydedir. Bu durum IL-1o antagonistinin inflamasyonu azaltarak buna sekonder VEGF

olusumunu azalttigin1 destekler niteliktedir.

Deksametazon grubu ilaclar 1L-1 beta, IL-6 ve VEGF’i bloke etmektedir. Ratlarda
korneal suture sekonder anjiogenez modeli olusturulup topikal deksametazon etkisine

bakilmis ve korneal vaskilarizasyonun azaldigi gozlemlenmistir. Ayrica deksametazon
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inflamasyonu inhibe ederek erken makrofaj goginu ve limbal kapiller genislemeyi
azaltmistir (120). Deksametzon IL-1 betay: inhibe ederek CD11 hiicrelerin ¢ogalmasina
engel olur. Ayrica stromal fibroblast hiicrelerinde Nukleer Faktor-kB’nin aktivasyonunu
inhibe ederek inflamasyonu azaltir. Bu sayede inflamasyona sekonder anjiogenezi erken
fazinda azaltmaktadir (121). Huang ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada inflamasyona sekonder
korneal neovaskdlarizasyonda VEGF duzeyleri karsilatirilarak avastin ve deksametazonun
beraber kullannminin tek basina avastin kullanimma gore daha 0stin oldugunu
gostermiglerdir (122). Korneal fibroblast hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada
deksametazon ve TGF-B’nin, IL-1 {izerinde inhibitor etkisi oldugu goriilmiistiir (123). TGF-
B da deksametzon gibi anti inflamatuar bir maddedir. Calismamizda da bu anti inflamatuar
etkiyi gozlemlemek icin TGF-B diizeyi 6l¢iilmiistiir. Ancak TGF-B diizeyi sirasiyla en
yiiksek Grup I ve Grup III’te olup en az Grup IV’te bulunmustur. Bu durumun Grup IV’te
zaten IL-1lo antagonisti ile inflamasyonun erken evrede yiiksek oranda baskilanmasindan

kaynakl1 olabilecegi diisiintildii.

Inflamatuar molekiiller, kemokinler ve sitokinler hiicresel inflamasyonu baslatip
anjiogenezin olusmasina neden olurlar. Korneal yaralanmalardan sonra iki saat icinde,
oldukca erken dénemde salinan IL-1 molekilu inflamatuar hiicre aktivasyonuna, adezyon
molekdillerinin artmasma ve kemotaksise yol acar. IL-1 korneal stromal fibroblastlarda
VEGF-A, prostaglandinler ve Nikleer Faktor-kB molekdllerini indukler. IL-1, inflamatuar
anjiyogenezde dnemli bir sitokindir. Genellikle yaralanmis korneal epitel hiicrelerinden
salinir ve endotel hicrelerinin gogalmasini ve migrasyonunu dogrudan uyarmaktadr. IL-1
ayrica gUcli pro-anjiyojenik molekdiller olan VEGF ve FGF'in Uretimini arttirir, insan
korneal epitel hicrelerinde adezyon molekillerinin ve inflamatuar mediatorlerin
ekspresyonunu arttirir ve kemokinlerin dretilmesiyle lokositleri ¢eker. Bunun sonucunda

inflamasyona sekonder anjiogenez yolagi baslamis olur (27, 124).

Dana ve ark. yaptiklar1 caligmada rat kornealarmnda stromal sutur ile korneal
vaskularizasyon olusturmuslardir. Bir gruba topikal 20 mg/ml IL-1a reseptdr antagonisti bir
gruba ise %0.2 hyaluronik asit uygulamiglardir. Bir haftalik sonuclarda IL-1a reseptor
antagonisti verilen grupta korneal vaskilarizasyonun gugli bir sekilde baskilandigini
gormiislerdir (34). Bir baska ¢alismada ise rat kornealarinda NaOH ile olusturulan kimyasal
yanik sonrasi topikal IL-1 reseptor antagonisti verilmis ve kornea saydamligi
degerlendirilmistir. Gunde 3 kez olmak Uzere 14 gin boyunca topikal IL-1 reseptor

antagonisti alan grupta IL-1a, IL-1B, IL-6 ve [IL-10 seviyeleri anlamli oranda diisiik
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bulunmustur. 1L-1 reseptdr antagonisti uygulanan grupta korneal saydamligin daha iyi
korundugu gosterilmistir (125). Bu galisma ve bizim ¢alismamiz goz oniine alindiginda 1L-
la antagonistinin her iki sekilde topikal ya da subkonjonktival yolla kullaniminin korneal

vaskilarizasyonu azaltici etkileri oldugu goériilmiistiir.

Calismamizda IL-1a reseptdr antagonisti disiik doz 0.25 mg/0.1 ml (Grup I11) ve
yuksek doz 2.5 mg/0.1 ml (Grup 1V) olmak Uzere 2 ayr1 dozda uygulanmistir. Bu dozlarin
yuksek olanina es deger olarak 2.5 mg/ml bevacizumab (Grup V) olusturulmustur. IL-1a
antagonistinin etkisi, vaskularizasyonun temelinde yer alan VEGF’i baskilayan ve siklikla
tedavide tercih edilen bevacizumab molekili ile ayni dozda kiyaslanmistir. Bu sayede IL-
lo reseptor antagonistinin etkilerini daha net ortaya koymak ve calismanin giivenilirligi

artirmak hedeflenmistir.

Biyokimya laboratuvarinda yapilan ELISA testleri sonucu VEGF diizeyi en diisiik
2.5 mg/0.1 ml IL-1a reseptor antagonisti verilen Grup IV te tespit edilmistir. VEGF diizeyi
incelendiginde Grup IV’ takiben Grup 111 ve Grup V gelmektedir. Bu sonug IL-1a reseptor
antagonisti verilen gruplarda bevacizumab verilen gruba gore daha diisiik duzeyde VEGF

olustugunu gostermektedir.

Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan toksik bir
molekildir. Hasarli kornea dokularinda ya da keratokonusta korneal MDA  dizeyi
artmaktadir. Bu durum oksidatif stresin arttigini gostermektedir (126). Bizim ¢alismamizda
MDA diizeyi en diisiik Grup IV’te izlenmistir. Bu biyokimyasal ELISA sonuglarina gore
inflamasyonun, oksidatif stresin ve anjiogenez c¢agrisinin yiksek doz IL-1 reseptor
antagonisti verilen grupta daha az oldugu goriilmiistiir. Bu durumun sonucu olarak korneal
vaskularizasyon gelisiminin IL-1a reseptdr antagonistinin subkonjonktival uygulamasi ile
azaldig1 goriilmiistiir. Bu tez ¢aligmast MDA molekiiliiniin toksik etkisinin korneal
vaskiilarizasyon tlizerine olas1 etkilerini ortaya koyarak onceki calismalardan farklilik

icermektedir.

Caligmamizda yapilan korneal patolojik incelemelerde kornea ile descement
tabakalar1 arasinda inflamatuar bir membran ve en az 7 adet fibroblasttan olusan
demetlesmeler goriilmiistiir. Bu membran varligi ve demetlesme yapisi en az Grup IV’te
izlenmistir . Bu da inflamasyonun ve fibroblast baskilanmasmin en iyi yuksek doz IL-1a
reseptor antagonisti verilen grupta oldugunu gostermektedir. Preparatlarda fibroblast

proliferasyonu ve CD34 ile boyanan damarlar incelenmistir. Bu iki parametrede de en az
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fibroblast proliferasyonu ve damarsal yapilasma sirasiyla IL-1a reseptor antagonisti verilen
Grup IV, Grup Il ve sonrasinda bevacizumab verilen Grup V’te yer almaktadir. Bu durum
onceki ¢aligmalarda da belirtildigi iizere kimyasal yanikta inflamasyonun, vaskilarizasyon

gelisimi i¢in bir 6n basamak oldugunu dogrulamaktadir.

Epitel hiicrelerinde IL-1a sitoplazmik boyanmasi en diisiik Grup 1V te tespit edilmis

olup inflamasyonun en iyi kontrol altina alindig1 grup olarak degerlendirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda incelenen parametreler temelde inflamatuar ve vaskiler olmak
Uzere 2 grup olarak siniflandirilabilir. Yiiksek doz 2.5 mg/0.1 ml IL-1a reseptdr antagonisti
verilen Grup IV’te korneal vaskiilarizasyon olusumunun azalmis oldugu izlenmistir. Bu
sonu¢ Uzerine yapilmis ELISA testlerinde diisik VEGF dizeyine ve inflamatuar
parametrelere ulasilmis olup bu kani desteklenmistir. Patolojik boyanmalarda ise belirgin bir
sekilde Grup IV’te fibroblast yapilarin azalmis oldugu goriilmiis ve istatistiksel olarak
anlamli ¢ikmistir (p=0,001). Damar yapilar1 belirgin bir sekilde en az Grup 1V’ te izlenmis
olup diger gruplara oranla istatistiksel agidan anlamli ¢ikmistir (p<0,001). Bu verilere
dayanarak alkali yanik modeli sonrasi subkonjonktival IL-1o reseptdr antagonistinin
inflamasyonu ve buna sekonder olarak gelisen korneal vaskilarizasyonu azalttig:

soylenebilir.

Bu deneysel tez galigmasi rat kornealarinda giimiis nitrat ile olusturulan kimyasal
yanik modellemesinde IL-1a reseptdr antagonistinin subkonjonktival uygulanmas ile bir ilk

olma 6zelligi tasimaktadir.
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6. SONUC

Korneal hasarlanma sonucu korneal epitel hicrelerinden salinan kimyasal molekdller ile
baglayan inflamasyon sireci korneanin saydamligini yitirmesine neden olan
neovaskiilarizasyonlarin olusumu ile sonlanabilmektedir. Calismamizda 40 adet ratin her iki
g0Oziinde toplamda 80 g6z olmak lizere giimiis nitrat uygulamasi ile deneysel korneal alkali
yanik modellemesi olusturulmustur. Bu yanik modellemesine sekonder olarak korneal

neovaskularizasyonlar gelistirilmistir.

ELISA sonuglarina gore korneal inflamasyon parametrelerinden IL-1a diizeyi ve
MDA duzeyi IL-1a reseptor antagonisti verilen gruplarda anlamli olarak diisiik izlenmistir.
Vaskilarizasyonu gosteren en énemli parametre olan VEGF diizeyi sirasiyla yiksek doz ve
diistik doz IL-1a reseptdr antagonisti verilen gruplarda en diisiik diizeyde tespit edilmistir.
IL-1a reseptor antagonisti verilen gruplardaki VEGF diizeyi bevacizumab verilen gruba
kiyasla daha diisiik tespit edilmistir. Ayrica patolojik incelemelerdeki fibroblast yogunlugu,
inflamatuar membran varlig1 inflamasyonu géstermektedir. Bu inflamasyon parametreleri
ve damarsal yapilasma dizeyi 2.5 mg/ 0.1 ml IL-1a reseptdr antagonisti verilen grupta (Grup

IV) en diisiik seviyede izlenmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasida savunulan IL-1a reseptér antagonistinin korneal
yaralanmalarda erken donemde gelisen inflamasyonu  baskilayarak  korneal
neovaskilarizasyon olusumunu azalttigmi ortaya koymustur. Bu c¢alisma korneal
neovaskiilarizasyon tedavisinde subkonjonktival IL-1a reseptor antagonistinin inhibitér

etkisini gostermek ve ileriki ¢alismalara 1s1k tutmak niteligindedir.

52



10.

11.

12.

13.

14.

7. KAYNAKLAR

Almubrad, Turki, and Saeed Akhtar. "Structure of corneal layers, collagen fibrils, and
proteoglycans of tree shrew cornea.” Molecular vision 17 (2011): 2283.

Dilly, P. N. "Structure and function of the tear film." Lacrimal gland, tear film, and
dry eye syndromes: basic science and clinical relevance (1994): 239-247

Espana, Edgar M., and David E. Birk. "Composition, structure and function of the
corneal stroma.” Experimental eye research 198 (2020): 108137.

Pfister, Rosweel R. "Chemical corneal burns.” International ophthalmology clinics
24.2 (1984): 157-168.

Eslani, Medi, et al. "The ocular surface chemical burns.” Journal of ophthalmology
2014 (2014).

Yoeruek, Efdal, et al. "Safety, penetration and efficacy of topically applied
bevacizumab: evaluation of eyedrops in corneal neovascularization after chemical
burn.” Acta Ophthalmologica 86.3 (2008): 322-328.

Bakunowicz-Lazarczyk, Alina, and Beata Urban. "Assessment of therapeutic options
for reducing alkali burn-induced corneal neovascularization and inflammation."
Advances in Medical Sciences 61.1 (2016): 101-112.

Pflugfelder, Stephen C., and Michael E. Stern. "Biological functions of tear film."
Experimental eye research 197 (2020): 108115.

Hui-Kang, David, et al. "Matrix revolution: molecular mechanism for inflammatory
corneal neovascularization and restoration of corneal avascularity by epithelial stem
cell transplantation.” The ocular surface 7.3 (2009): 128-144.

DelMonte, Derek W., and Terry Kim. "Anatomy and physiology of the cornea.”
Journal of Cataract & Refractive Surgery 37.3 (2011): 588-598.

Sridhar, Mittanamalli S. "Anatomy of cornea and ocular surface.”" Indian journal of
ophthalmology 66.2 (2018): 190.

Hoar, Richard M. "Embryology of the eye." Environmental Health Perspectives 44
(1982): 31-34.

Sevel, David, and Rob Isaacs. "A re-evaluation of corneal development.” Transactions
of the American Ophthalmological Society 86 (1988): 178.

Pradeep, Tejus, Divy Mehra, and Patrick H. Le. "Histology, eye." (2019).

53



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

Meek KM, Knupp C. Corneal structure and transparency. Prog Retin Eye Res.
2015;49:1-6.

Chen SY, Terry MA. Step-by-step Descemet's membrane endothelial keratoplasty
surgery. Taiwan J Ophthalmol. 2019 Jan-Mar;9(1):18-26.

Bourne WM, Nelson LR, Hodge DO. Central corneal endothelial cell changes over a
ten-year period. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1997;38:779-82.

Rio-Cristobal A, Martin R. Corneal assessment technologies: Current status. Surv
Ophthalmol. 2014;59:599-614.

Oliveira-Soto L, Efron N. Morphology of corneal nerves using confocal microscopy.
Cornea. 2001;20:374-84.

Gipson IK. The ocular surface: The challenge to enable and protect vision: The
friedenwald lecture. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2007;48:4390.

Solomon, Abraham, et al. "Pro-and anti-inflammatory forms of interleukin-1 in the
tear fluid and conjunctiva of patients with dry-eye disease.” Investigative
ophthalmology & visual science 42.10 (2001): 2283-2292.

Beebe DC. Maintaining transparency: a review of the developmental physiology and
pathophysiology of two avascular tissues. Semin Cell Dev Biol. 2008;19(2):125-133.
Chang JH, Gabison EE, Kato T, Azar DT. Corneal neovascularization. Curr Opin
Ophthalmol. 2001;12(4):242-249.

Abdelfattah NS, Amgad M, Zayed AA, Salem H, Elkhanany AE, Hussein H, Abd EI-
Baky N. Clinical correlates of common corneal neovascular diseases: A literature
review. Int J Ophthalmol. 2015;8:182-193.

Lee P, Wang CC, Adamis AP. Ocular neovascularization: an epidemiologic review.
Surv Ophthalmol. 1998;43(3):245-269.

Dua HS, Azuara-Blanco A. Limbal stem cells of the corneal epithelium. Survey of
Ophthalmology. 2000;44:415-425.

Clements JL, Dana R. Inflammatory corneal neovascularization: Etiopathogenesis.
Semin Ophthalmol. 2011;26:235-245.

Ghasemi H, Ghazanfari T, Yaraee R, Faghihzadeh S, Hassan ZM. Roles of IL-8 in
ocular inflammations: A review. Ocul Immunol Inflamm. 2011;19:401-412.
Suryawanshi A, Mulik S, Sharma S, Reddy PB, Sehrawat S, Rouse BT. Ocular
neovascularization caused by herpes simplex virus type 1 infection results from
breakdown of binding between vascular endothelial growth factor a and its soluble
receptor. J Immunol. 2011;186:3653-3665.

54



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Zahir-Jouzdani F, Atyabi F, Mojtabavi N. Interleukin-6 participation in pathology of
ocular diseases. Pathophysiology. 2017;24(3):123-131.

Kim SY, Yeo A, No H. Downregulation of IL-7 and IL-7R Reduces Membrane-Type
Matrix Metalloproteinase 14 in Granular Corneal Dystrophy Type 2 Keratocyte. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2018;59(13):5693-5703.

Shakiba, Yadollah, et al. "Corneal neovascularization: molecular events and
therapeutic options.” Recent patents on inflammation & allergy drug discovery 3.3
(2009): 221-231.

Dinarello CA. Biologic basis for interleukin-1 in disease. Blood. Mar 15
1996;87(6):2095-2147.

Dana MR, Zhu SN, Yamada J. Topical modulation of interleukin-1 activity in corneal
neovascularization. Cornea. Jul 1998;17(4):403-409

Nakao S, Hata Y, Miura M, et al. Dexamethasone inhibits interleukin-1beta-induced
corneal neovascularization: Role of nuclear factor-kappaB-activated stromal cells in
inflammatory angiogenesis. Am J Pathol. Sep 2007;171(3):1058-1065.

Banerjee K, Biswas PS, Kim B, Lee S, Rouse BT. CXCR2-/- mice show enhanced
susceptibility to herpetic stromal keratitis: A role for IL-6-induced neovascularization.
J Immunol. Jan 15 2004;172(2):1237-1245

Ebrahem Q, Minamoto A, Hoppe G, Anand-Apte B, Sears JE. Triamcinolone
acetonide inhibits IL-6- and VEGF-induced angiogenesis downstream of the IL-6 and
VEGF receptors. Invest Ophthalmol Vis Sci. Nov 2006;47(11):4935-4941.

Lim P, Fuchsluger TA, Jurkunas UV. Limbal stem cell deficiency and corneal
neovascularization. Semin Ophthalmol. May-Jun 2009;24(3):139-148.

Dinarello, Charles A. "Interleukin-1, interleukin-1 receptors and interleukin-1 receptor
antagonist.” International reviews of immunology 16.5-6 (1998): 457-4909.

Wilson, Steven E., et al. "The corneal wound healing response:: cytokine-mediated
interaction of the epithelium, stroma, and inflammatory cells.” Progress in retinal and
eye research 20.5 (2001): 625-637.

Carmeliet P. VEGF as a key mediator of angiogenesis in cancer. Oncology. 2005;69
Suppl 3:4-10.

Mastyugin V, Mosaed S, Bonazzi A, Dunn MW, Schwartzman ML. Corneal epithelial
VEGF and cytochrome P450 4B1 expression in a rabbit model of closed eye contact
lens wear. Curr Eye Res. Jul 2001;23(1):1-10.

55



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52,

53.

54,

95.

Cao Y, Linden P, Farnebo J, et al. Vascular endothelial growth factor C induces
angiogenesis in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A. Nov 24 1998;95(24):14389-14394.
Tammela T, Zarkada G, Wallgard E, et al. Blocking VEGFR-3 suppresses angiogenic
sprouting and vascular network formation. Nature. Jul 31 2008;454(7204):656—660.
Chung ES, Chauhan SK, Jin Y, et al. Contribution of macrophages to angiogenesis
induced by vascular endothelial growth factor receptor-3-specific ligands. Am J
Pathol. Nov 2009;175(5):1984-1992.

Chen L, Hamrah P, Cursiefen C, et al. Vascular endothelial growth factor receptor-3
mediates induction of corneal alloimmunity. Nat Med. Aug 2004;10(8):813-815.
Cursiefen C, Chen L, Borges LP, et al. VEGF-A stimulates lymphangiogenesis and
hemangiogenesis in inflammatory neovascularization via macrophage recruitment. J
Clin Invest. Apr 2004;113(7):1040-1050.

Vlahakis NE, Young BA, Atakilit A, et al. Integrin alpha9- betal directly binds to
vascular endothelial growth factor (VEGF)-A and contributes to VEGF-A-induced
angiogenesis. J Biol Chem. May 18 2007;282(20):15187-15196.

Chen L, Hug S, Gardner H, de Fougerolles AR, Barabino S, Dana MR. Very late
antigen 1 blockade markedly promotes survival of corneal allografts. Arch
Ophthalmol. Jun 2007;125(6):783-788.

Sotozono C, He J, Matsumoto Y, Kita M, Imanishi J, Kinoshita S. Cytokine expression
in the alkali-burned cornea. Curr Eye Res. Jul 1997;16(7):670-676

Wilson SE, Mohan RR, Ambrosio R, Jr., Hong J, Lee J. The corneal wound healing
response: Cytokine-mediated interaction of the epithelium, stroma, and inflammatory
cells. Prog Retin Eye Res. Sep 2001;20(5):625-637.

Garcia DD, Shtein RM, Musch DC, Elner VM. Herpes simplex virus keratitis:
histopathologic neovascularization and corneal allograft failure. Cornea. Oct
2009;28(9):963-965

Sottile J. Regulation of angiogenesis by extracellular matrix. Biochim Biophys Acta.
Mar 4 2004;1654(1):13-22.

Biswas PS, Banerjee K, Zheng M, Rouse BT. Counteracting corneal
immunoinflammatory lesion with interleukin-1 receptor antagonist protein. J Leukoc
Biol. Oct 2004;76(4):868-875.

Zhang J, Wu XY, Yu FS. Inflammatory responses of corneal epithelial cells to

Pseudomonas aeruginosa infection. Curr Eye Res. Jul 2005;30(7):527-534.

56



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Dana MR, Streilein JW. Loss and restoration of immune privilege in eyes with corneal
neovascularization. Invest Ophthalmol Vis Sci. Nov 1996;37(12):2485-2494.

The collaborative corneal transplantation studies (CCTS). Effectiveness of
histocompatibility matching in highrisk corneal transplantation. The Collaborative
Corneal Transplantation Studies Research Group. Arch Ophthalmol. Oct
1992;110(10):1392-1403.

Paque J, Poirier RH. Corneal allograft reaction and its relationship to suture site
neovascularization. Ophthalmic Surg. Aug 1977;8(4):71-74.

Salthouse TN, Matlaga BF, Wykoff MH. Comparative tissue response to six suture
materials in rabbit cornea, sclera, and ocular muscle. Am J Ophthalmol. Aug
1977;84(2):224-233.

Shi W, Liu J, Li M, Gao H, Wang T. Expression of MMP, HPSE, and FAP in stroma
promoted corneal neovascularization induced by different etiological factors. Curr Eye
Res. Nov 2010;35(11):967-977

Wong AL, Weissman BA, Mondino BJ. Bilateral corneal neovascularization and
opacification associated with unmonitored contact lens wear. Am J Ophthalmol. Nov
2003;136(5):957-958.

Polse KA, Brand RJ, Cohen SR, Guillon M. Hypoxic effects on corneal morphology
and function. Invest Ophthalmol Vis Sci. Aug 1990;31(8):1542-1554.

Lin MC, Polse KA. Hypoxia, overnight wear, and tear stagnation effects on the corneal
epithelium: Data and proposed model. Eye Contact Lens. Nov 2007;33(6 Pt 2):378—
381; discussion 382.

Liesegang TJ. Physiologic changes of the cornea with contact lens wear. CLAQ J. Jan
2002;28(1):12-27

Sasaki H, Ray PS, Zhu L, Galang N, Maulik N. Oxidative stress due to
hypoxia/reoxygenation induces angiogenic factor VEGF in adult rat myocardium:
possible role of NFkappaB. Toxicology. Nov 30 2000;155(1-3):27-35.

Hata Y, Nakagawa K, Ishibashi T, Inomata H, Ueno H, Sueishi K. Hypoxia-induced
expression of vascular endothelial growth factor by retinal glial cells promotes in vitro
angiogenesis. Virchows Arch. 1995;426(5):479-486

Conners MS, Stoltz RA, Davis KL, et al. A closed eye contact lens model of corneal
inflammation. Part 2: Inhibition of cytochrome P450 arachidonic acid metabolism
alleviates inflammatory sequelae. Invest Ophthalmol Vis Sci. Apr 1995;36(5):841—
850

57



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Maddula S, Davis DK, Burrow MK, Ambati BK. Horizons in therapy for corneal
angiogenesis. Ophthalmology. 2011;118:591-599.

Phillips K, Arffa R, Cintron C, Rose J, Miller D, Kublin CL, Kenyon KR. Effects of
prednisolone and medroxyprogesterone on corneal wound healing, ulceration, and
neovascularization. Arch Ophthalmol. 1983;101:640-643.

Klintworth GK. Corneal angiogenesis a comprehensive critical review. New York:
Springer; 1991.

Schleimer RP, Freeland HS, Peters SP, Brown KE, Derse CP. An assessment of the
effects of glucocorticoids on degranulation, chemotaxis, binding to vascular
endothelium and formation of leukotriene b4 by purified human neutrophils. J
Pharmacol Exp Ther. 1989;250:598-605.

Ferrara N, Hillan KJ, Novotny W. Bevacizumab (avastin), a humanized anti-vegf
monoclonal antibody for cancer therapy. Biochem Biophys Res Commun.
2005;333:328-335.

Awadein A. Subconjunctival bevacizumab for vascularized rejected corneal grafts. J
Cataract Refract Surg. 2007;33:1991-1993.

Lin CT, Hu FR, Kuo KT, Chen YM, Chu HS, Lin YH, Chen WL. The different effects
of early and late bevacizumab (avastin) injection on inhibiting corneal
neovascularization and conjunctivalization in rabbit limbal insufficiency. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2010;51:6277-6285.

Jo N, Mailhos C, Ju M, Cheung E, Bradley J, Nishijima K, Robinson GS, Adamis AP,
Shima DT. Inhibition of platelet-derived growth factor b signaling enhances the
efficacy of anti-vascular endothelial growth factor therapy in multiple models of ocular
neovascularization. Am J Pathol. 2006;168:2036—-2053.

Al-Mahmood S, Colin S, Farhat N, Thorin E, Steverlynck C, Chemtob S. Potent in
vivo antiangiogenic effects of gs-101 (5'-tatccggagggctcgccatgctget-3'), an antisense
oligonucleotide preventing the expression of insulin receptor substrate-1. J Pharmacol
Exp Ther. 2009;329:496-504.

Gilbertson-Beadling S, Powers EA, Stamp-Cole M, Scott PS, Wallace TL, Copeland
J, Petzold G, Mitchell M, Ledbetter S, Poorman R. The tetracycline analogs
minocycline and doxycycline inhibit angiogenesis in vitro by a non-metalloproteinase-
dependent mechanism. Cancer Chemother Pharmacol. 1995;36:418-424.

58



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Petsoglou C, Balaggan K, Dart JK, Bunce C, Xing W, Ali RR, Tuft SJ.
Subconjunctival bevacizumab induces regression of corneal neovascularisation: a pilot
randomised  placebo-controlled, double-masked trial. Br J Ophthalmol.
2013;97(1):28-32.

Williams KA, Jessup CF, Coster DJ. Gene therapy approaches to prolonging corneal
allograft survival. Expert Opin Biol Ther. 2004;4:1059-1071.

Reed JW, Fromer C, Klintworth GK. Induced corneal vascularization remission with
argon laser therapy. Arch Ophthalmol. 1975;93:1017-1019.

Gomer CJ, Ferrario A, Hayashi N, Rucker N, Szirth BC, Murphree AL. Molecular,
cellular, and tissue responses following photodynamic therapy. Lasers Surg Med.
1988;8:450-463.

Bachmann B, Taylor RS, Cursiefen C. Corneal neovascularization as a risk factor for
graft failure and rejection after keratoplasty: An evidence-based meta-analysis.
Ophthalmology. 2010;117:1300-1305.

Mahoney, Janette M., and L. David Waterbury. "Drug effects on the
neovascularization response to silver nitrate cauterization of the rat cornea.” Current
Eye Research 4.5 (1985): 531-535.

BenEzra, David, et al. "Topical formulations of novel angiostatic steroids inhibit rabbit
corneal neovascularization.” Investigative ophthalmology & visual science 38.10
(1997): 1954-1962.

Cursiefen, Claus, et al. "Impact of short-term versus long-term topical steroids on
corneal neovascularization after non-high-risk keratoplasty.” Graefe's archive for
clinical and experimental ophthalmology 239 (2001): 514-521.

Cooper, Charles A., Michael VW Bergamini, and Irving H. Leopold. "Use of
flurbiprofen to inhibit corneal neovascularization." Archives of Ophthalmology 98.6
(1980): 1102-1105.

Duffin, R. Michael, et al. "Flurbiprofen in the treatment of corneal neovascularization
induced by contact lenses." American journal of ophthalmology 93.5 (1982): 607-614.
Peyman, Gholam A, et al. "The effect of combinations of flurbiprofen, low molecular
weight heparin, and doxycycline on the inhibition of corneal neovascularization.”
Cornea 25.5 (2006): 582-585.

Jovanovic, Vesna, and Ljubisa Nikolic. "The effect of topical doxycycline on corneal

neovascularization." Current eye research 39.2 (2014): 142-148.

59



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Cakmak, Harun, et al. "The effects of topical everolimus and sunitinib on corneal
neovascularization." Cutaneous and Ocular Toxicology 35.2 (2016): 97-103.

Yoo, Ae Ri, and Sung Kun Chung. "Effects of subconjunctival tocilizumab versus
bevacizumab in treatment of corneal neovascularization in rabbits." Cornea 33.10
(2014): 1088-1094.

Sari, Esin Sogutlu, et al. "Inhibitory effect of sub-conjunctival tocilizumab on alkali
burn induced corneal neovascularization in rats." Current eye research 40.1 (2015):
48-55.

Wu, Xiao-Song, et al. "Tocilizumab promotes corneal allograft survival in rats by
modulating Treg-Th17 balance.” International Journal of Ophthalmology 12.12
(2019): 1823.

Kim, Jae Woo, and Sung Kun Chung. "The effect of topical infliximab on corneal
neovascularization in rabbits.” Cornea 32.2 (2013): 185-190.

Voiculescu, O. B., and L. M. Voinea. "Infliximab eye drops treatment in corneal
neovascularization.” Journal of Medicine and Life 8.4 (2015): 566.

Ferrari, Giulio, Fabio Bignami, and Paolo Rama. "Tumor necrosis factor-a inhibitors
as a treatment of corneal hemangiogenesis and lymphangiogenesis.” Eye & contact
lens 41.2 (2015): 72-76.

Ozdemir, Ozdemir, et al. "Effects of subconjunctivally injected bevacizumab,
etanercept, and the combination of both drugs on experimental corneal
neovascularization.” Canadian Journal of Ophthalmology 48.2 (2013): 115-120.
Campbell, F. W., and I. D. Ferguson. "The role of ascorbic acid in corneal
vascularization.” The British Journal of Ophthalmology 34.6 (1950): 329.

Lee, Mee Yon, and Sung Kun Chung. "Treatment of corneal neovascularization by
topical application of ascorbic acid in the rabbit model." Cornea 31.10 (2012): 1165-
1169.

Shakiba, Yadollah, and Ali Mostafaie. "Inhibition of corneal neovascularization with
a nutrient mixture containing lysine, proline, ascorbic acid, and green tea extract."
Archives of medical research 38.7 (2007): 789-791.

Turgut, Burak, et al. "The impact of tacrolimus on vascular endothelial growth factor
in experimental corneal neovascularization.”" Current eye research 36.1 (2011): 34-40.
Park, Jin-Heung, Choun-Ki Joo, and Sung Kun Chung. "Comparative study of
tacrolimus and bevacizumab on corneal neovascularization in rabbits." Cornea 34.4
(2015): 449-455.

60



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Chen, Ling, et al. "The long-term effect of tacrolimus on alkali burn-induced corneal
neovascularization and inflammation surpasses that of anti-vascular endothelial
growth factor.” Drug Design, Development and Therapy (2018): 2959-2969.

Sloper, C. Myra L., Richard J. Powell, and Harminder S. Dua. "Tacrolimus (FK506)
in the management of high-risk corneal and limbal grafts.” Ophthalmology 108.10
(2001): 1838-1844.

Lee, Young Ji, Sun Woong Kim, and Kyoung Yul Seo. "Application for tacrolimus
ointment in treating refractory inflammatory ocular surface diseases.” American
journal of ophthalmology 155.5 (2013): 804-813.

Kim, Sang Woo, et al. "The effect of topical bevacizumab on corneal
neovascularization.” Ophthalmology 115.6 (2008): e33-e38.

Stevenson, William, et al. "Corneal neovascularization and the utility of topical VEGF
inhibition: ranibizumab (Lucentis) vs bevacizumab (Avastin).” The ocular surface
10.2 (2012): 67-83.

Bock, Felix, et al. "Bevacizumab (Avastin) eye drops inhibit corneal
neovascularization." Graefe's Archive for Clinical and Experimental Ophthalmology
246 (2008): 281-284.

Bahar, Irit, et al. "Subconjunctival bevacizumab injection for corneal
neovascularization.” Cornea 27.2 (2008): 142-147.

Erdurmus, Mesut, and Yuksel Totan. "Subconjunctival bevacizumab for corneal
neovascularization." Graefe's Archive for Clinical and Experimental Ophthalmology
245 (2007): 1577-1579.

Dastjerdi, Mohammad H., et al. "Topical bevacizumab in the treatment of corneal
neovascularization: results of a prospective, open-label, noncomparative study."
Archives of ophthalmology 127.4 (2009): 381-389.

Ferrari, Giulio, et al. "Topical ranibizumab as a treatment of corneal
neovascularization." Cornea 32.7 (2013): 992.

Kim, Jin-Hyoung, et al. "The effect of bevacizumab versus ranibizumab in the
treatment of corneal neovascularization: a preliminary study."” Korean Journal of
Ophthalmology 27.4 (2013): 235-242.

Al-Debasi, Tariq, et al. "Topical versus subconjunctival anti-vascular endothelial
growth factor therapy (Bevacizumab, Ranibizumab and Aflibercept) for treatment of

corneal neovascularization." Saudi Journal of Ophthalmology 31.2 (2017): 99-105.

61



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

Park, Yi-Ryeung, and Sung Kun Chung. "Inhibitory effect of topical aflibercept on
corneal neovascularization in rabbits.” Cornea 34.10 (2015): 1303-1307.

Akar, Ebru Eren, et al. "Comparison of subconjunctivally injected bevacizumab,
ranibizumab, and pegaptanib for inhibition of corneal neovascularization in a rat
model.” International journal of ophthalmology 6.2 (2013): 136.

Onder, Halil Ibrahim, et al. "Inhibitory effects of regorafenib, a multiple tyrosine
kinase inhibitor, on corneal neovascularization." International journal of
ophthalmology 7.2 (2014): 220.

Keskin, Ugurcan, et al. "Inhibitory effects of SU5416, a selective vascular endothelial
growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor, on experimental corneal
neovascularization.” Ophthalmic research 47.1 (2011): 13-18.

Amparo, Francisco, et al. "Safety and efficacy of the multitargeted receptor kinase
inhibitor pazopanib in the treatment of corneal neovascularization.” Investigative
ophthalmology & visual science 54.1 (2013): 537-544.

Mirabelli, Pierfrancesco, et al. "Early effects of dexamethasone and anti-VEGF
therapy in an inflammatory corneal neovascularization model.” Experimental eye
research 125 (2014): 118-127.

Nakao, Shintaro, et al. "Dexamethasone inhibits interleukin-1p-induced corneal
neovascularization: role of nuclear factor-kB-activated stromal cells in inflammatory
angiogenesis.” The American journal of pathology 171.3 (2007): 1058-1065.

Huang, Jinhali, et al. "Combination of dexamethasone and Avastin® by supramolecular
hydrogel attenuates the inflammatory corneal neovascularization in rat alkali burn
model.” Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 159 (2017): 241-250.

West-Mays, Judith A., et al. "Differential inhibition of collagenase and interleukin-
lalpha gene expression in cultured corneal fibroblasts by TGF-beta, dexamethasone,
and retinoic acid.” Investigative ophthalmology & visual science 40.5 (1999): 887-
896.

Roshandel, Danial, et al. "Current and emerging therapies for corneal
neovascularization." The ocular surface 16.4 (2018): 398-414.

Yamada, Jun, et al. "Local suppression of IL-1 by receptor antagonist in the rat model
of corneal alkali injury." Experimental eye research 76.2 (2003): 161-167.

Buddi, Rajeev, et al. "Evidence of oxidative stress in human corneal diseases." Journal
of Histochemistry & Cytochemistry 50.3 (2002): 341-351.

62



	TEŞEKKÜR
	ÖZET
	ABSTRACT
	İÇİNDEKİLER
	TABLOLAR
	ŞEKİLLER
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	1. GİRİŞ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Kornea
	2.1.1. Kornea Anatomisi
	2.1.2. Kornea Embriyolojisi
	2.1.3. Kornea Histolojisi
	2.1.3.1. Epitel Tabakası
	2.1.3.2. Bowman Tabakası
	2.1.3.3. Stroma Tabakası
	2.1.3.4. Descement Membran
	2.1.3.5. Endotel Tabakası

	2.1.4. Kornea İnnervasyonu

	2.2. Gözyaşı Film Tabakası
	2.3. Korneal Neovaskülarizasyon
	2.3.1. Korneal Neovaskülarizasyon Epidemiyolojisi
	2.3.2. Korneal Neovaskülarizasyon Patolojisi
	2.3.3. Korneal Neovaskülarizasyonda İnflamasyonun Rolü
	2.3.4. Korneal Neovaskülarizasyon Etiyolojisi
	2.3.4.1. Alkali Yaralanma
	2.3.4.2. Enfeksiyonlar
	2.3.4.3. Korneal Transplantasyon
	2.3.4.4. Korneal Sutur
	2.3.4.5. Kontakt Lens Kullanımı

	2.3.5. Korneal Neovaskülarizasyon Tedavisi
	2.3.5.1. Topikal Tedavi
	2.3.5.2. Enjeksiyon Tedavisi
	2.3.5.3. Lazer / Fototerapi
	2.3.5.4. Korneal Transplantasyon Cerrahisi

	2.3.6. IL-1α Reseptör Antagonisti / Anakinra


	3. GEREÇ VE YÖNTEM
	3.1. Deney Hayvanları
	3.2. Gruplar
	3.3. Anestezi Tekniği
	3.4. Gümüş Nitrat Çubuğu ile Korneal Kimyasal Yanık Modellemesi
	3.5. İlaçların Uygulanması
	3.6. Korneaların Fotoğraflanması
	3.7. Korneaların Eksizyonu
	3.8. Korneaların Patolojik Değerlendirilmesi
	3.9. Korneaların Biyokimyasal ELISA Değerlendirmesi
	3.10. İstatistiksel Analiz

	4. BULGULAR
	4.1. Kornea Örneklerinin ELISA Sonuçlarının Değerlendirilmesi
	4.2. Kornea Örneklerinin Patolojik Sonuçlarının Değerlendirilmesi
	4.3 Patoloji Örneklerinin Fotoğraflanması
	4.4. Korneaların Fotoğraflanması

	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇ
	7. KAYNAKLAR

