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OZET

Kornea avaskiiler bir dokudur. Cesitli nedenlerle neovaskiilarizasyon
gelismesi gorme Kkalitesini 6nemli Olglide azaltir. Calismamizin amaci deneysel
kornea neovaskiilarizasyonunda topikal ve subkonjonktival afliberceptin etkinligini
degerlendirmek, anjiogenezle ilgili olaylarda rol oynadigi disiiniilen adropin
diizeylerine bakilarak kornea neovaskiilarizasyonundaki olasi etkisini incelemektir.

Calismada 42 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat rastgele alti gruba ayrildu.
Birinci gruba herhangi bir islem ve tedavi kullanilmadi. Diger tiim gruplarda kornea
santraline kimyasal koterizasyon yapilarak korneal yanik olusturuldu. ikinci gruba
tedavi verilmedi, tgilincii gruba topikal 2x1 serum fizyolojik, dordiincii gruba
subkonjonktival 0,08 ml SF, besinci gruba topikal 25mg/ml aflibercept 2x1 damla,
altinc1 gruba 0,08 ml 25mg/ml aflibercept enjeksiyon uygulamasi yapildi. Yeni
damarlar ile kapli kornea yiizeyinin tiim kornea alanina ylizdesi Olciilerek
karsilastirildi. 10.glinde anestezi altinda dekapitasyon yapilip gozler eniiklee edildi.
Tiim kornealar esit 4 pargaya boliinerek birisinde, korneal VEGF, VEGFR-2, adropin
diizeyleri ELISA yontemi ile degerlendirildi ve Total Antioksidan Seviyesi (TAS),
Total Oksidan Seviyesi (TOS) degerlerine bakildi. Diger pargalarda ise TUNEL
boyama, Vaskiiler Endotelyal Growth Faktér (VEGF), Vaskiiler Endotelyal Growth
Faktor Reseptorii 2 (VEGFR-2) ve adropinin immiin boyanmasi yapilarak
histoskorlama yapildi.

Sonug¢ olarak neovaskiilarizasyon alanlarinin tim korneaya yiizdesi, tedavi
gruplarinda, vaskiilarizasyon grubundan (p<0.05) anlamli olarak daha diisiik
saptandi. Tedavi gruplar1 arasinda da subkonjonktival aflibercept uygulanan grupta
anlamli olarak daha diisiiktii. Grup 2 ile karsilagtirildiginda TUNEL pozitifligi,
VEGF, VEGFR-2 ve adropin histoskorlamasi tedavi gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) bir sekilde azalmisti. Grup 5 ve Grup 6 da VEGF ELISA diizeyleri
ve apoptotik indeks degerleri vaskiilarizasyon grubundan anlamli olarak daha diigiik
oldugu tespit edildi (p<0.05). Aflibercept, kornea neovaskiilarizasyon tedavisinde
her iki uygulanis sekliyle de etkili bulunmustur, fakat klinik olarak subkonjonktival

uygulamanin daha etkin oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Korneal neovaskiilarizasyon, adropin, aflibercept



ABSTRACT

The Efficacy Of Topical And Subconjunctival Aflibercept And Corneal
Adropin Levels In Experimental Corneal Neovascularization

The cornea is an avascular tissue. The development of neovascularization due
to a variety of reasons reduces visual quality significantly. The aim of our study was
to assess the efficacy of topical and subconjunctival aflibercept in experimental
corneal neovascularization and to examine possible effects of corneal
neovascularization on the levels of adropin that are thought to play a role in
angiogenesis-related events.

In the study, 42 male Sprague Dawley rats were randomly divided into six
groups. No operations or treatments were applied for the first group. In all other
groups, cornea center was cauterized by chemical cauterization. Second group wasn’t
treated. We used topical 2x1 saline drop in the third group, subconjunctival 0.08 ml
SF in the fourth group, topical 25 mg / ml aflibercept 2x1 drops in the fifth group
topical 25 mg / ml aflibercept 2x1 drops, and 25 mg / ml subconjunctival aflibercept
in the sixth group. The percentage of corneal surface covered with new vessels was
measured and compared. On the 10th day, after the decapitation and enucleation all
corneas divided into four equal parts and in one part corneal VEGF, VEGFR-2,
adropine levels were assessed by ELISA method and Total Antioxidant Level (TAS)
and Total Oxidant Level (TOS) values were eveluated. Other components were
histochemically stained with TUNEL staining, Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 (VEGFR-2) and adropinin
immunostaining.

As a result, the percentage of neovascular corneal area was significantly
lower in treatment groups than vascularization group (p<0.05). TUNEL positivity,
VEGF, VEGFR-2, and adropin histocorrelation were decreased (P <0.05) in group 5
and group 6 compared to group 2. VEGF ELISA levels and apoptotic index were
found to be significantly lower in the group 5 and group 6 groups than in the
vascularization group (p <0.05). Aflibercept was found to be effective in both
neovascularization treatment of corneal neovascularization, but it was observed that
subconjunctival administration was more effective in clinical practice.

Key words: corneal neovascularization, adropin, aflibercept.
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1. GIRIS
1.1. Giris ve Amacg

Kornea g6z kiiresinin 6n kisminda yerlesmis olan saydam, avaskiiler bir
dokudur. Kornea yap1 6zelliklerinin sonucu olarak hem mekanik bariyer hem de 6n
refraktif yilizey olusturmaktadir. Korneanin saydamliginin korunmasi, goze gelen
isinlarin retinaya iletilmesindeki ve boylelikle gérmenin saglanmasinda icerdigi
onemli gorev nedeniyle oldukca 6nem kazanmaktadir. Kornea saydamligi; stromada
bulunan kollajen liflerinin diizenli dizilimi, damardan ve lenfatikten yoksun olmasina
bagli immiin ayricalikli bir doku olmasi ve kismi dehidratasyonu ile saglanmaktadir
(1.2)

Korneal neovaskiilarizasyon; korneanin saydamligini azaltan, istenmeyen
yeni damarlarin olustugu bir patolojidir. Yeni damarlarin olusumu ve modellenmesi
vaskiilogenez, anjiogenez ve arteriogenez olmak iizere ii¢ sekilde tanimlanmaktadir
(3). Vaskiilogenez embriyonik doénemde de nova olarak progenitdr hiicrelerin
vaskiilarizasyon alanina migrasyonu ve endotelyal hiicrelere doniisiimiinii tanimlayan
primitif damar olusumudur. Anjiogenez mevcut damarlardan yeni damarlarin
tomurcuklanmasini ifade ederken, arteriogenez ise kan akiminin artigina bagli olarak
mevcut arter liimeninin ¢apimnin arttirarak yeniden modellenmesini tanimlamaktadir
(4). Anjiogenez kornea ve retina hastaliklarina bagh yeniden damarlanmanin yaygin
mekanizmasini olusturmaktadir. Anjiogenez patolojik ve fizyolojik anjiogenez olmak
tizere iki grup halinde incelenmektedir. Miyokard iskemisi, menstriiel siklus, yara
iyilesmesi, organ biitiinliigliniin saglanmasi gibi durumlarda anjiogenez fizyolojiktir
ve hayati fonksiyonu bulunmaktadir. Romatoid artrit, kanserler ve inflamatuar barsak
hastaliklar1 gibi inflamatuar hastaliklarda patolojik anjiogenez goriilmektedir (5).
Gozde diyabetik retinopati, eksiidatif tip yasa bagli makiila dejenerasyonu, prematiire
retinopatisi, neovaskiiler glokom ve korneanin ¢esitli hastaliklarinda goriilmektedir
(2).

Korneada neovaskiilarizasyon genellikle kronik hipoksi ve inflamasyona
bagli olarak meydana gelmektedir. Kontakt lens kullanimi, kimyasal yaniklar,
enfeksiyonlar, travmatik olaylar, immiinolojik ve dejeneratif hastaliklar korneal

neovaskiilarizasyona neden olan durumlardir. Korneal avaskiilaritenin devami ig¢in



anjiogenik faktorler diisiik diizeyde bulunmasi gerekirken antianjiogenik faktorler
yiikksek oranda bulunmalidir. Cesitli nedenlerle bu dengenin bozulmasi korneal
neovaskiilarizasyona sebep olmaktadir. Anjiogenik faktorlerin salinmasi ¢esitli
inflamatuar sitokinlerin salinimi1 ve hipoksi ile indiiklenir. Bu anjiogenik faktorler
epitel, stroma, endotel gibi kornea tabakalarinda iiretilebilecegi gibi sistemik
dolagimdan da korneaya gelerek neovaskiilarizasyona neden olmaktadir (6,7,8).

Korneal neovaskiilarizasyon patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilmis
olmamakla birlikte korneal anjiogenezin diizenlenmesinde bilinen faktorler igerisinde
en 6nemlilerinden bir tanesi vaskiiler endotelyal growth faktordiir (VEGF) (9,10).

VEGF anjiogenezde proteolitik aktivite, migrasyon, endotel hiicre ¢ogalmasi
ve kapiller tiip olusumu gibi bir¢ok basamakta gorev alir. VEGF diizeyleri farkli
kosullara gore degisiklik gostermekle birlikte korneada epitel hiicreleri, stroma,
kornea ve vaskiiler endotel hiicrelerinde; skar dokusunda ise fibroblast ve
makrofajlar tarafindan iretilmektedir (9). VEGF iiretiminin 6zellikle inflame ve
vaskiilarize kornealarda arttig1 ¢esitli galismalarda gosterilmistir (11).

VEGF etkisini gostermek i¢in VEGF reseptor 1 (VEGFR-1) ve VEGF
reseptor 2 (VEGFR-2) olarak adlandirilan ve tirozin kinaz ailesinin iiyesi olan
reseptorlere baglanir (10).

Adropin lipid metabolizmasi diizenlenmesini saglayan yeni bir metabolik
hormondur. Esas gorevi enerji metabolizmasinda bulunmasina ragmen damar endotel
fonksiyonlarmin diizenlenmesi gibi metabolik olmayan durumlarda da etkili oldugu
gosterilmistir (12). Adropin VEGFR-2 reseptorlerini artirarak endotel hiicrelerini
artirir  ve angiogenezle iligkili olaylarda rol oynar (12). Adropinin kornea
neovaskiilarizyondaki etkisi ve diizeylerini gdsteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde bir¢cok cerrahi, laser ve medikal
tedavi yontemleri denenmistir. Argon ve Nd:YAG laser yeni olusan damarlarin
koagiile edilerek ve asindirilarak okliize edilmesine neden olur. Bunun sonucunda
vaskiilarizasyonun gerilemesi amaglanir. Ancak bu tedavi esnasinda korneal
hemoraji ve inceleme gibi komplikasyonlarin gelismesi, damar derinlik ve
caplarindaki farklilik nedeniyle basarisizlik oranlarinin yiiksek olmasi, irritasyona
bagli inflamasyonu tetikleyebilmesi bu tedavinin dezavantajlaridir (13,14). Diger bir

tedavi yontemi de verteporfirin ile uygulanan fotodinamik tedavidir. Uygulanan diod



lazer enerjisi ile sitotoksik serbest oksijen radikalleri tiretilir. Bu radikaller endotel
hiicrelerinde hasara ve trombiis olusumu ile damar okliizyonuna neden olmaktadir.
Maliyetinin yiiksek olmasi, laser irritasyonu ve reaktif oksijen radikallerine bagh
komplikasyonlar kullanimda kisitlamalara neden olur (15).

Kortikosteroidler makrofajlarin, mast hiicrelerinin, anjiogenezi artiran
biiylime faktorleri ve heparin salgilayan diger inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunu
ve migrasyonunu baskiladigi i¢in medikal yontemlerin basinda gelmektedir. Ancak
hipoksiye sekonder neovaskiilarizasyon veya limbal kok hiicre yetmezligine
sekonder neovaskiilarizasyon gibi inflamatuvar nedenlere bagli olmayan
neovaskiilarizasyonda etkisinin sinirli  olmasi; glokom, Kkatarakt, uzun siireli
kullanimlarinda mikrobiyal keratit gibi yan etkilerinin bulunmasi ve sistemik
absorbsiyon nedeniyle kullanimlar1 sinirlidir (16). Bu yiizden neovaskiilarizasyonun
geriletilmesi igin siklosporin-A, somatostatin, somatostatin anologu oktreotid, anti-
timor nekroz faktor-o, anti-interseliller adezyon molekiilii, suleparoid (heparan
sulfat), talidomid, suramin, genistein, rapamisin, anjiostatin, metotreksat gibi dogal
ve sentetik bircok madde denenmistir (17,18). Ancak biitiin bu ¢abalara ragmen
kornea neovaskiilarizasyonunun Onlenmesi halen O6nemli bir problem olarak
karsimizda durmaktadir.

Anti-VEGF ajanlarin korneal neovaskiilarizasyonu azaltmada etkili oldugu
hem Klinik hem de hayvan ¢aligmalarinda gosterilmistir. Aflibercept insan IgG1’in
Fc pargasi ve ekstraselliiler VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerinden olusan VEGF-
Trap bir fiizyon proteinidir (19). Calismalarda afliberceptin VEGF’e afinitesinin
benzer etki gosteren ranibizumab ve bevasizumaba gore daha fazla oldugu
gosterilmistir (19,20). Afliberceptin yasa bagli makiila dejenerasyonu, diyabetik
makiiler 6dem ve retinal ven okliizyonlarinda FDA onayi bulunmaktadir (21,22).
Korneal neovaskiilarizasyonda da etkinligi gosterilmis olmakla birlikte topikal ve
subkonjonktival uygulamalarda karsilagtirilma yapilan, etkili uygulama seklini
belirten bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizin amaci korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde aflibercept
kullanarak, bu ajanin etkinligini géstermek, etkili uygulama seklini belirlemek ayrica
endotel fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkili yeni bir molekiil olan adropinin

korneal neovaskiilarizasyon etyopatogenezindeki etkinligini degerlendirmek olarak



belirlenmistir. Bunun birlikte kornea dokusunda total antioksidan seviyeleri ve total
oksidatif stres seviyelerinin tespit edilerek patolojide oksidatif siirecin arastirilmasi

amagclanmustir.
1.2. Genel Bilgiler
1.2.1. Kornea Anatomisi

1.2.1.1. Makroskopik Anatomi

Kornea g6z kiiresinin 6n kisminda yerlesmis olan, saydam, avaskiiler,
refraktif 6zelligi bulunan, gozii enfeksiyona ve yapisal hasara karst mekanik bir
bariyer olarak gorev yapan bir dokudur. On yiizeyi konveks ve asimetrik yapidadir.
Perifere dogru kalmlig: artarak sklera ile devamlilik gosterir. Uzerini érten gdzyast
film tabakasiyla birlikte diizgiin kirict bir ortam olusturan kornea gdziin en onemli
refraktif kismini olusturmaktadir. Refraktif giic 6nde +48.8 Dioptri (D), arka yiizde
ise -5.8 D olup toplam kirma giicii +43 D’dir. Bu +43D’lik refraktif deger goz
kiiresinin toplam refraktif giicliniin %70’ini olusturmaktadir (23). Kornea’nin
vertikal ¢ap1 10.5 (9-11) milimetreyken horizontal ¢ap1 11.5 (11-12) milimetredir.
Kornea santralde ortalama 520 pm kalinliginda iken perifere dogru kalinlagarak 650
um ye kadar ulasabilir (24). Kornea kurvatiirii yenidoganlarda ve ¢ocuklarda
bakildiginda erigkinlere gore daha biiyiik oldugu goriiliir. Dogum sonrasi ilk aylarda
diizlesme gergeklesmektedir. Kornea gelisimi yaklasikk 6 yas civarinda
tamamlanmaktadir. Korneanin 6n egrilik ¢ap1 (konveks) 7.8 milimetre, arka egrilik

cap1 (konkav) ise 6.2 milimetredir (25).

1.2.1.2. Prekorneal Gozyasi Film Tabakasi

Kornea yiizeyi, ii¢ tabakadan olusan 7 um kalinliginda gbzyas: film tabakasi
ile kaplidir. Diizgiin kiricilik saglanmasinda gézyas: tabakasi dnemli bir role sahiptir.
Bu tabakalar;

a. On tabaka Meibomian, Zeis (sebase yapida) ve Moll (ter bezi yapisinda)
bezlerince salgilanan hidrofobik lipid tabaka.

b. Aksesuar lakrimal bezler (Krause, Wolfring ve Manz bezleri) ve ana

lakrimal bez tarafindan salgilanan hidrofilik akoz tabaka.



c. Baglica Goblet hiicrelerince ve Manz bezlerince salgilanan miisin tabaka.
Gozyasi-hava ara yiizeyi alttaki kornea ile birlikte goziin toplam kiriciliginin

ticte ikisine sahiptir.

1.2.1.3. Mikroskopik Anatomi

Kornea onden arkaya dogru sirayla epitel, Bowman tabakasi, stroma,
Descement membrani ve endotel olmak tizere 5 tabakadan olusmaktadir. Kornea

yapis1 normal sartlarda kan ve lenf damar1 igermemektedir.

Epitel

Stroma

Deascement
‘membrant
Endotel

Sekil 1. Korneanin mikroskobik anatomisi (26)

1.2.1.3.1. Epitel ve Bazal Membran

Kornea epiteli non-keratinize yapidadir. Korneanin en dis kisminda bulunan,
sik1 ve koruyucu 6zellikte olan kornea epiteli néroektodermden koken alir. Kalinligi
santralde 50um, periferde ise 80um’e kadar ulasabilen ve yiizeyi yaklagik 123
milimetrekare olan kornea epiteli; diizenli dizilim gosteren, ii¢ katli ve asagidan
yukariya dogru farklilasan epitel hiicrelerinden olusmaktadir. Bunlar tek katli bazal
epitelyal, iki-li¢ katli kanat ve iki katli yiizeyel yass1 hiicre seklinde siralanmiglardir
(25). Santralde 5-6 kat hiicre bulunurken bu say1 perifere dogru 8-10 kata kadar artar.

Bazalde bulunan tek katli silindirik huicre tabakasi altindaki bazal membrana



hemidesmozomlar araciligryla tutunmustur. Bazal membran gercek bir membran
yapisinda olup PAS (+) boyanma &zelligine sahiptir. Bazal membranin yapist tip [V
kollajen, laminin, fibronektin ve fibrini icermektedir. Lamina lucida ve lamina densa
olarak adlandirilan iki adet zon bulunmaktadir. Lamina lucida 6n kisimda bulunup
daha gevsek yapindayken lamina densa arka kisma yerlesmistir ve daha siki
yapidadir. Epitel icin yapisal destek saglayan ve epitel hiicrelerinin stromadan
ayrilmasini saglayan bazal membran rejenerasyon yetenegine sahip degildir. Kornea
epitel hiicreleri stirekli dokiilmektedir. Dokiilen bu hiicrelerin yerini bazal epitel
hiicrelerinden mitozisle c¢ogalan hiicreler doldurmaktadir. Bu farklilasma ayni
zamanda periferden kornea santraline dogru da olmaktadir. Farklilagma siireci
yaklagik yedi ile on dort giin arasinda tamamlanarak tiim epitelin yenilenmesini
saglamaktadir (25,27).

Bazal hiicreler oval niikleusa sahip basit dizilimli hiicrelerdir ve mitotik
aktiviteleri bulunmaktadir. Mitoz gosteren bazal hiicreler ylizeye dogru ilerlerken
yavas yavas farklilasir, ¢ekirdekleri kiigiiliir, organelleri ortadan kalkar ve sonucta
dejenere olup kornea yiizeyinden dokiilirler (25,27).

Bazal epitel hiicrelerinin iistiinde 2-3 sira halinde yanlara dogru kanatsi
uzantilart bulunan poligonal hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler “Wing hiicreleri —
kanat hiicreleri” olarak adlandirilir. Yiizeye yaklastikca bu hiicreler uzantilarim
kaybedip yassilagsmaya baslar ve ylizeysel yassi hiicrelere doniigiir. Bu hiicrelerin
g6zyas1 tabakasi ile temas i¢inde bulunan apikal yiizeyleri mikrovili ve mikroplikalar
nedeniyle olduk¢a diizensizdir. Apikal ylizeydeki bu c¢ikintilara gbzyasi miisin
tabakasinin glikokaliksleri tutunur. Boylelikle mikrovili ve mikroplikalar tarafindan
olusturulan bu diizensizlik gozyas1 film tabakasi araciligiyla ortadan kaldirilir;
diizgiin dengeli bir optik ylizey olusturulur ve bakterilere kars1 bariyer elde edilir.

Epitel hiicrelerinin siki olarak tutulabilmesi igin hiicreler arasinda ¢ok sayida
desmozom bulunmaktadir. Bu baglantilardan yiizey epitel hiicreleri arasinda
bulunanlar zonula okludens, yilizey epitel hiicreleri ile kanat hiicreleri arasinda
bulunanlar makula okludens, bazal epitel hiicreler ile bazal membran arasinda
bulunanlar ise hemidesmozomlardir. Zonula okludenslerin yiizey hiicrelerinin
etrafin1 tamamen ¢evrelemektedir bu sayede kornea yiizeyi suya ve elektrolitlere

gecirgenligi ¢ok az olan yar1 gecirgen ve yiiksek direngli bir membran gibi davranir



(27). Epitel tabakasmin periferik kisimlarinda histiyositler, makrofajlar, lenfositler,
melanositler ve immiinolojik 6zelligi olan Langerhans hiicreleri bulunabilmektedir.
Epitelde bulunan miyelinsiz sinir lifi ag1 genelde bazal hiicreler arasinda yer alir ve
kanat hiicreleri arasinda seyrek olarak bulunmaktadir (25).

Epitel adezyon kompleksi bazal hiicrelerde baslayan ve yiizeyel stromada
sonlanan bir yapidir. Bu kompleks bazal hiicreler, ¢apa fibrilleri, bazal membran ve
yiizeyel stromadaki capa plaklarindan olusmaktadir. Hemidesmozomlara komsu
hiicre zarindan baglayan tip VII kollajen yapisindaki ¢apa fibrilleri, bazal membrani
ve Bowman tabakasini gecip stroma igerisinde yaklasik 2 mikrometre kadar
ilerledikten sonra, Tip VII kollajenin globiiler formu ile lamininden olusmus ¢apa
plaklarinda sonlanmaktadirlar. Temel islevi bazal membrani Bowman zarina
baglamak olan adezyon kompleksleri korneada homojen olarak dagilim
gostermektedir. Santral korneadaki adezyon kompleksleri disaridan gelen travmalara
ve goz kapaklarinin ayirict kuvvetlerine daha ¢ok maruz kalmalart nedeniyle daha sik

olarak yerlesmislerdir (28).
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Sekil 2. Kornea epiteli kesiti (29)



1.2.1.3.2. Bowman Zar1

Kornea stromasimin 6n kismi oldugu kabul edilen ve hiicre icermeyen bu
tabaka elastik ve kollajen fibrillerinin yogunlagmasiyla meydana gelmistir. 8 — 14
mikrometre kalinligindadir. Tip | ve V kollajen ile bu kollajenlerin arasini dolduran
Tip VI kollajen filamanlar1 ve proteoglikanlardan olusmustur. Bu tabakada epitele
uzanan miyelinsiz sinir lifleri i¢in kanallar bulunmaktadir. Bowman zar1 Descement
membraninin aksine hasara ugradiginda rejenere olmaz ve skar dokusu ile iyilesir.
Epitel ile stroma arasinda 6nemli bir bariyer olusturan Bowman tabakasinin yapisi ve

kalinlig1 yasam boyu ayni1 kalir (25).

1.2.1.3.3. Stroma Tabakasi

Korneal stroma, c¢ogunlukla kollajen lifler ve proteoglikanlardan olusan
yogun, avaskiiler ve relatif olarak aselliiler yapida olan bir kornea tabakasidir (30).
Yaklasik olarak 500 um kalinliginda olan stroma kornea kalinliginin %90°1ik kismini
meydana getirmektedir. Stromanin su igerigi yaklasik %76’dir. Kuru agirliginin
%80’lik kismu kollajen fibrillerden, %15’ matriksten, %5’i hiicresel elementlerden
olusur (31).

Keratositler yiiksek oranda Tip 1 kollajen lifi iiretirken daha az oranda Tip I1I,
IV, V kollajen lifi iiretirler. Bu kollajen lifler diizenli, uniform yapida ve 300
angstrom ¢apindadir. Stromanin her bélgesinde lameller olusturan kollajen lifler 6n
1/3 stromada oblik, arka 2/3 stromada ise paralel lameller halde yerlesim gosterirler.
Glikozaminoglikan ve proteoglikan yapida olan ara madde %60 oranda keratan-
stilffat ve %40 oranda kondroitin-siilfat tarafindan meydana gelmistir. Kollajen
lameller arasinda bulunan matriks, fibriller arasindaki mesafenin korunarak diizenli
bir yapinin devam etmesini ve korneanin saydam olmasini saglamaktadir. Stromal
elemanlarin  yapimi1 ve yikimi arasindaki dengenin saglanmast korneanin
seffafliginin, kalinliginin ve biitiinliigiiniin korunmasi1 i¢in olduk¢a Onemlidir.
Ekstraselliiler matriks (ECM) temel olarak matriks metalloproteinazlar (MMP)
tarafindan  yikilir. Endotel disfonksiyonuna bagli stromaya su gecerse
glikozaminoglikanlarin su ¢ekip sismesi sonucunda kollajen fibrillerinin dizilimi

diizensiz hal alarak stromal opaklagsma meydana gelir ve korneal kalinlik artar.



Keratositler embriyonik olarak noral krest kaynakli kontraktil 6zellige sahip
stromal hiicrelerdir. Keratositler kollajen lameller arasinda bulunmaktadir.
Sitoplazmalarinda mikroorganeller, mikrotiibiiller, lizozomlar, lipit partikiilleri ve
degisik inkliizyon cisimcikleri bulunur. Normal kosullarda yavas ama siirekli bir
sentetik aktivite ile ECM’nin idamesini saglayan bu hiicreler, akut 6dem veya
yaralanma sonrasinda fibroblasta doniigebilirler. Stromada ayrica az sayida
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), plazma hiicreleri ve makrofajlar da bulunur.
Yenidogan ve ¢ocuklarda stromalarinda yetiskinlere oranla daha fazla keratosit
yerlesmistir. Periferik stromada yasla birlikte kolesterol ve fosfolipid birikimi

gerceklesebilir (arcus senilis) (31).

1.2.1.3.4. Descement Membrani

Endotel bazal membrani olarak gorev yapan Descement membrani gergek
membran yapisindadir. Dogumda 3-4 mikrometre kalinliginda olan bu membran
eriskinlerde yaklasik 10-12 mikrometre kalinliga ulasmaktadir. Descement membrani
¢izgili anterior zon ve gizgisiz posterior zon olmak {izere iki kisimdan olusur.
Anterior zon intrauterin donemde gelisir. Yasam boyu endotel tarafindan
desteklenmekte olan ¢izgisiz posterior zon ise baslica bazal membran bilesenlerinden
olan tip IV kollajen, laminin, fibronektinden olusmaktadir ve periferde Schwalbe
cizgisi ile sonlanmaktadir. Proteolitik enzimlere karsi olduk¢a direngli olan
Descement membrant agir keratit vakalarinda bile saglam kalabilmektedir. Fakat
travmalarda stromadan kolayca siyrilabilmektedir. Bunun nedeni Descement
membraninin stromaya gevsek olarak baglanmasi ve goz i¢i basincinin yardimiyla

stromaya tutunmasidir. Bu tiir zedelenmeler endotel tarafindan onarilmaktadir (31).

1.2.1.3.5. Endotel Tabakasi

Endotel tabakasi yaklasik olarak 4-6 um kalinliginda, néroektodermal kokenli
mikrovilluslar1 bulunan tek katli hegzagonal hiicrelerden olusan bir tabakadir. Tipik
olarak daha genc¢ hiicrelerde biiyiik bir niikleusa, aktif transportta ve stromanin su
kapsaminda oOnemli rol oynayan c¢ok sayida mitokondriye sahiptir. Endotel
hiicrelerinde yaslanmaya birlikte mitoza daha nadir rastlanirken hiicre sayist da buna
bagl olarak azalmaya baslar. Dogumda 5000 hiicre/mm? olan endotel hiicre sayisi

eriskinde 2500 hiicre/mm? civarina diiser, 800 hiicre/mm? altina indiginde ise korneal



fonksiyonlar bozulmaya baslar. Endotel hiicreleri fonksiyonlarini kaybettiklerinde,
stromal hidrasyon artar ve sonug¢ olarak ddem, kalinlik artis1 ve opasifikasyon gelisir
(27). Stres altinda veya stabil olmayan kornea endotel hiicrelerinde biiyiime ve sekil

degisikligi olan polimegatizm izlenmektedir.

1.2.1.4. Limbus

Kornea ile sklera arasindaki gecis zonunu olusturan limbus konjonktiva,
tenon kapsiilii, episklera, korneoskleral stroma ve akdz disa akim aparat1 gibi yapilari
icermektedir. Anatomik olarak Bowman ve Descement tabakalarinin sonlandigi
yerden gecen diizlem ile arkada Schlemm kanali tarafindan smirlanan 1-1.5
milimetrelik alan1 kapsamaktadir ve korneaskleral bileske olarak adlandirilmaktadir.
Konjonktiva epiteli ile kornea esitlik arasindaki gegis zonunu olusturan limbus epiteli
10-12 kathdir ve melanosit, Langerhans hiicreleri, kan damarlarin1 igermektedir.
Bazal epitel hiicreleri kok hiicrelerinin olduk¢a yavas bdoliinmesiyle meydana
gelmektedir. Kornea epiteli kok hiicrelerinin, limbal epitel hiicrelerin bazal
tabakasinda bulundugu bildirilmektedir. Kok hiicrelerinin aktif metabolizmalarinin
oldugu diisiiniilmektedir. Konjonktivada bulunan goblet hiicrelerine limbusta
rastlanmaz. Limbal kok hiicreler dnemli miktarda hasarlanirsa kornea epitelinin

yerini hizla konjonktiva ve kan damarlart alir (konjonktivalizasyon) (32).

1.2.2. Kornea Embriyolojisi

Kornea temel olarak yiizey ektodermi ve mezodermden gelisir. Intrauterin
donemin besinci haftasinda; noral krest kokenli epitel ve endotel hiicreleri yilizey
ektoderminden gelisirken, 13. haftasinda; Descement membran1 yassilasmis endotel
hiicrelerinden gelismektedir. Mezodermden gelisen stroma ise intrauterin donemde
altinct haftanin sonunda olusmaya baslar ve dordiincii ayda epitel altinda
yogunlagarak Bowman tabakasin1 meydana getirir. Altinci haftaya kadar yiizey
epiteli ve lens 6n yiizeyi arasindaki bosluk iyi organize olmamis mezoderm ile
doluyken bu haftanin sonunda kornea ve 6n kamara gelismeye baslar. Bu haftanin
sonunda mezoderm icinde dar bir serit halinde beliren bosluk genislemeye
baglayarak mezodermi, korneal stromayi olusturacak olan On tabaka ve iris
stromasini olusturacak olan arka tabaka olmak iizere iki kisma bolmektedir. Bu iki

tabaka arasindaki bosluk ise ©n kamarayr olusturur. On kamara gelismesini
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tamamladiktan hemen sonra Descement endoteli sekillenmeye baslar. Korneaskleral
acidan baslayarak i¢ yiizey boyunca gelisen noroektodermal kdkenli hiicreler, arka
yiizeyi Orten yassi endotel hiicrelerine doniisiirler ve endotel 6n yiizeyine hyalen

membran saglarlar (33).
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Sekil 3. Korneanin embriyolojik gelisimi (34)
1.2.3. Kornea Fizyolojisi

1.2.3.1. Gozyas: Fizyolojisi

Kornea fonksiyonlarin devami i¢in oldukca Onemli bir role sahip olan
gozyasinin normal salimimi 0.9-2.2 pl /dak kadardir. En dis kisimda bulunan,
lumbrikan 6zellik tagiyan lipid tabaka hidrofobik yapisiyla buharlagsmay1 ve gozyasi
meniskiisiiniin kapak disina tagmasini 6nler.

Akoz orta tabaka ise avaskiiler korneanin oksijen ve besin gereksiniminden
sorumludur. Bu tabaka %98 oraninda su igerirken, %2’lik oran ise solid kismi
olusturmaktadir. Iceriginde bulunan K+ ve Cl- serum diizeyinden daha yiiksek
olmasima ragmen Na+ ve HCO3 miktarlar1 serumla ayni diizeydedir. Glukoz icerigi
cok diisiik olmasina karsilik yiiksek miktarda protein icerir (7 mg/ml). Salgisal Ig A,
lg G ve Ig E gibi immiinglobiilinler ile beraber igerigindeki muramidaz etkisi
gosteren lizozimler ile lizis etkisi yaratan laktoferrin (Fet++ baglar) sayesinde Fe++
bagimli B.subtilis, S.aureus ve epidermidis, P.aeuroginosa gibi mikroorganizmalar

icin bakteriostatik etki gostermektedir.
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En alt tabakay1 olusturan miisindz tabaka ise ylizey gerilimini diistirerek akoz

tabakanin kornea ve konjonktiva tizerinde {iniform yayilimini saglar (35).

1.2.3.2. Epitel Fizyolojisi

365-2500 nm dalga boyundaki elektromanyetik radyasyonu gegirici ozellikte
olan kornea goziin ana refraktif elemani olarak ak6z hiimorle birlikte yaklasik +43 D
lik bir kirma giiciine sahiptir. Kornea epitel ve endotel hiicreleri gerek mekanik
bariyer, gerekse sivi ve iyon dengesinin saglanmasiyla, korneanin korunmasinda
onemli gorev lstlenmektedirler. Korunmada keratosit, endotel ve epitel hiicreleri
metabolik olarak aktif olup, canliliklarin1 devam ettirmek igin enerjiye ve oksijene
ihtiya¢ duyarlar. Metabolik olarak en aktif hiicreler olan kornea epitel hiicreleri lipid
gecirgen Ozelliktedir. Epitel tabakasi oksijeni gozyasi araciligiyla difiizyon ile
saglarken g6z kapali iken limbal ve tarsal konjonktiva damarlar araciligiyla saglar.
Epitel tabakasinin aminoasit ve vitamin destegi ise akéz hiimorden saglanmaktadir
(36).

Epitel hiicrelerinin baslica enerji kaynagi glikoz ve glikojendir. Glikoz
cogunlukla akéz hiimorden elde edilmekle birlikte %10 veya daha az kismi limbal
damarlar veya gozyasindan da saglanabilmektedir. Epitel hiicrelerinin glikojen
depolama kapasiteleri mevcuttur. Hipoksi, travma gibi durumlarda epitel hiicreleri
depoladiklar1 bu glikojeni kullanirlar. Ak6z hiimorde pO2 artisi, stroma ve bazal
epitel hiicrelerinde pO2 artis1 ile sonuglanmasina ragmen ylizey epitelde degisiklik
goriilmez. Bu sonu¢ akoéz hiimoriin  kornea epitelinin  oksijen gereksinimini
karsilamakta yetersiz kaldigim1 gosterir. In vivo olarak endotel, normal pompa
fonksiyonu i¢in yeterli O2 destegini akdz hiimdrden alir (37).

Epitel hiicreleri, aralarinda bulunan siki baglantilar nedeniyle, iyon
gecirgenligine en fazla direng gosteren hiicrelerdir. Bu 6zellikleriyle, stromanin su
dengesine katkida bulunurlar (38). Ayrica epitel bu sik1 baglantilar (tight junctions)
ile koruyucu bir bariyer olusturarak stromaya sivi ve patojen mikroorganizmalarin

girisini engellemektedir (39).

1.2.3.3. Endotel Fizyolojisi

Endotel hiicreleri ana enerji kaynagi olarak akéz hiimorden saglanan glikozu

kullanir. Aktiviteleri icin genellikle anaerobik yollar1 kullanmakla birlikte daha az
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olarak da aerobik yollart kullanirlar. Korneanin saglam ve seffaf kalmasinin
saglanmasi endotelin en dnemli gorevidir. Endotel bunu yaparken hem aktif bir
pompa gibi ¢alisir, hem de mekanik bir bariyer olusturur. Endotel hiicreleri normal
pompa fonksiyonu igin gerekli olan oksijeni akoz hiimorden saglamaktadir. Kornea
endoteli dehidratasyon gorevini yaptigi siirece, stromanin su igerigi %78 ve kalinlig
550 pum civarinda kalir ve normal fonksiyonlarini siirdiirebilir. Endotel hiicreleri
arasindaki siki1 baglantilar bariyer goérevi goriirler. Endotel tabakasi metabolik
aktivitesini stromadan ak6z hiimoére su pompalayarak gerceklestirir. Akoz hiimor (-)
yiikliidiir. Korneal pompanin dort ana komponenti vardir:

1. Akdz yiizeyde Na'/ K* iyon pompasi

2. Lateral yiizlerde Na'/ H" iyon pompasi,

3. K*, CI've HCOj3 1n akoz hiimore pasif diflizyonu,

4. Karbonik anhidraz sisteminin iirettigi H" ve HCO3

Net su akimu igin Na*, K* veya H" konsantrasyon gradientinin gerceklesmesi
gereklidir. Bu gerekli gradient pompalar araciligi ile saglanmaktadir. Endotel
hiicrelerin dig kenarlarina lokalize olan sodyum-potasyum-adenozintrifosfataz pompa
sistemi ile su ve elektrolitler dengelenerek, ayn1 seviyede tutulur. Bu pompa, enerji
harcayarak sodyumun hiicre disina ¢ikmasini saglarken bunu suyun pasif olarak
hiicreyi terk etmesi izler. Boylelikle kornea stromasindan 6n kamaraya dogru
devamli s1v1 gecisi saglanarak korneanin seffafligi korunur. Korneadan 6n kamaraya
gecen sivinin geri donmesi ise endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar sayesinde
engellenmektedir.

Hekzagonal yapida olan endotel hiicreleri, sivi regiilasyonu i¢in ideal dizilimi
olusturmaktadir. Bu geometrik diizen maksimum sayida hiicre ve maksimum sayida
pompa yogunlugunu temin etmektedir. Korneanin seffafliginin korunmasi, endotel
hiicrelerinin etkin fonksiyonlarmmin yani sira, korneada damarsal yapilarin
bulunmamasina, sinir liflerinin miyelinsiz olmasina ve stroma tabakasindaki kollajen

lamellerin diizenli dizilimine de baglidir (40).

1.2.4. Kornea Yara lyilesmesi

Kornea goziin en oOnemli refraktif bolimii olmasit nedeniyle mekanik,

kimyasal, enflamatuar cevap korneanin optik performansini etkileyecektir. Bu
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yiizden herhangi bir travma sonrasi stabil gormeye ulagsmak amaciyla kornea yara
iyilesmesinde birtakim mekanizmalar s6z konusudur. Yara iyilesmesinde biliylime
faktorleri, sitokinler ve extraselliller matriks (ECM) proteinleri etkilesim
igcerisindedirler. Korneada farkli tabakalarda farkli mekanizmalarla yara iyilesmesi

gerceklesir.

1.2.4.1. Epitel Yara Iyilesmesi

Birgok hiicresel yapmin ve sinyal molekiillerinin epitel yara iyilesmesine
karsilikl1 etkilesimi mevcuttur. Kornea epitel yapisinin devami i¢in hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks etkilesimi 6nemli rol oynamaktadir. Kornea epitel yara iyilesmesi
birbirinin lizerine binen ¢ faz olarak incelenebilir (41). Birinci fazda
hemidesmozomlar kaybolur ve “fokal temas” denen gegici yapiskanlik kompleksi
gerceklestirilmektedir. Bu faz siiresince epitel hiicreleri diizlesir ve yara kenarini
koruyan bir kalkan halini alir. Bu faz proliferasyondan bagimsizdir. ikinci fazda
proliferasyon ve farklilasma meydana gelir. Ugiincii fazda ise hemidesmozomlar
olusturularak ECM sentezi ve yeniden yapilanmasi gergeklestirilir. Bu basamaklari

epitel hiicrelerinin metabolizmalarini arttirdiklar1 lag faz1 takip eder.

1.2.4.1.1. Lag Fan

Yaralanmanin hemen sonrasindan hiicre gociliniin baglamasina kadar gecen
slire lag faz1 olarak adlandirilmaktadir. Bu faz 6nemli oranda hiicresel organizasyon
ve protein sentezi ile iliskilidir. Vinkulin, aktin, talin ve integrin gibi sitoskletal
proteinler ile hyaluronan, reseptor CD44 gibi diger hiicre yiizey proteinleri sentez
edilir (42). Bu proteinler yara iyilesmesi tamamlandiktan sonra baslayan ve
hemidesmozomlarin yeniden sentezlenmesine kadar olan siire i¢inde epitelin bazal
membrana baglanmasini saglamaktadir. Bunlarin yaninda hiicre yiizey glioproteinleri

ve glikolipitleri de sentezlenmektedir.

1.2.4.1.2. Hiicre Gocii

Lag faz1 tamamlandiginda okiiler yiizey epitelinin yeniden olusturulmasi igin
yaraya komsu hiicreler go¢ etmeye baslar. Normalde limbal kok hiicrelerden kdken
alan bazal hiicreler santrale dogru haftada yaklasik 120 mikrometre hizinda gog eder.

Ancak yaralanmadan yaklasik bes saat sonra hiicreler c¢esitli yonlerden yara
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merkezinde bulugmak iizere saatte 60-80 mikrometre hizla go¢ eder. Hiicrelerin gogii
intrastoplazmik aktin-miyozin kontraksiyonu ile olusan ameboid hareketlerle
gerceklesir. Defekt tek hiicre katiyla ortiildiikten sonra normal epitel kalinligi mitoz
araciligiyla saglanir. Zedelenmeden ii¢ saat sonra rejenere olan epitel uglarinda ve
bazal laminada PMNL’ler belirterek bu bolgede 36 saat kadar kalir, daha sonra
giderek azalip kaybolurlar. Biiyilk defektlerde onarima konjonktiva epiteli de
katilabilir. Kornea epiteli, abrazyonu 1-4 giin i¢inde orterken, konjonktiva epiteliyle

iyilesme 1-2 hafta veya daha uzun zaman gerektirir (28).

1.2.4.1.3. Hiicre Cogalmasi ve Farkhilasmasi

Hiicrelerin goclinden sonra hiicre c¢ogalmasi gerceklesir. Periferik limbal
hiicreler santral epitel defekti olustugunda santrale dogru go¢ ederek, kornea
epitelinin devamliligini saglamaktadirlar. Bu hiicreler en yiiksek mitoz hizina sahip
hiicrelerdir. Epitel iyilesmesi sirasinda bazal hiicrelerle limbal kok hiicreler arasinda
bir denge bulunmaktadir. Bu goriis Thoft’un “X, Y, Z” hipotezi ile ortaya konmustur.
X; bazal epitel hiicre ¢cogalmasini, Y; limbal hiicre cogalmasini ve santrale gd¢iinii,
Z; yiizeyden epitel hiicre kaybin1 yansitmak {izere denge konumunda X+Y=Z
olmalidir. Kornea epitel debritmani hiicre c¢ogalmasimi limbal hiicrelerde 4.5,

korneanin periferik hiicrelerinde ise 3.2 kat arttirir (43).

1.2.4.2. Bazal Membran Yara lyilesmesi

Enflamatuar hiicreler debritmani takiben ac¢iga c¢ikan bazal membrana
baglanir. Bu durum bazal membrani sindirebilen proteazlarin ortaya g¢ikmasi ile
sonuglanir. Ayrica proteaz icerdigi i¢in gézyast ve kornea epitel hiicreleri tarafindan
salgilanan bazal membrani sindirme yetenegine sahip metalloproteinazlar da bazal
membranin sindirilmesine katkida bulunur (44). Bazal membranin proteaz sindirimi
sonrasinda yapisi ve fonksiyonu degisir. Bazal membranin pargalanmasi, yeniden
epitelizasyonu birkag bigimde etkiler.

a-Stromal ECM ile epitel hiicrelerinin etkilesime girebilmesi. Bu durum gog
eden endotel hiicrelerinde yeni integrin olugsmasi ve aktivasyonunu indiikler.

b-Go¢ eden epitel hiicrelerinin intraseliiler sinyallerini  diizenler.

Yaralanmadan sonra sitokinler bazal membrana baglanmak suretiyle matrikse
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tutunurlar. Bdylece bazal membranin kismi bozulmasit hiicre ¢ogalmasini,
farklilagsmasini ve/veya apopitozunu diizenler (45).

Bazal membran epitel morfolojisi, farklilagmasi ve devaminda dinamik bir
role sahip olmasi nedeniyle kornea epitelinin iyilesmesinde énemli bir role sahiptir.
Fotoablasyondan 24 saat sonra go¢ eden epitel hiicreleri, etraflarina laminin-1 sentez
eder ve bu sentezledikleri laminini depolar (46). Laminin-1 adezyon, proliferasyon,
farklilasma gibi bir¢ok hiicresel olaylar1 ve hiicre goclinii diizenleyen bazal
membranin ana bilesenidir. Laminin ile es zamanl olarak konneksin, desmoglein-1
ve -2 iiretimi de artar. Bu proteinler yara iyilesmesinin tamamlanmasindan sonra
baslayacak olan hemidesmozomlarin yeniden sentezine kadar, epitelin bazal
membrana tutunmasini boylelikle gegici bir adezyon olusumunu saglar. Yeni
hemidesmozomlar bazal membranda daha once var olan ¢apa fibrillerinin karsisina
gelecek sekilde sentezlenir ve adezyon kompleksleri kisa siirede biitiinliiklerine
kavusur. Eger yaralanma bazal membrani da igeriyorsa, epitelin dnce bazal membran
sentezlemesi gerekir ki bu durumda adezyon komplekslerinin sentezinin

tamamlanmasi yaklasik bir yil siirer (28).

1.2.4.3. Epitel ve Yiizeyel Stromal Defekt

Epitelle birlikte Bowman zar1 ve on stroma tabakasinin kaybinin oldugu
durumdur. Epitel iyilesmesi ile farki iyilesme siirecidir ve bu siire daha uzundur (en
az alt1 hafta). Alttaki yiizey, yani stroma, yara iyilesmesi i¢in ideal bir platform
degildir. Bowman zar1 ve normal stroma rejenere olmayacagi igin defektin yerini
kollajenoz skar dokusu alabilir veya defekt hiperplastik bir epitelle doldurulabilir
(47).

1.2.4.4. Stroma Yara lyilesmesi

Stromal iyilesme, yeni kollajen sentezi, bunlarin birbirine baglanmasi,
proteoglikan sentezi ve stromanin gerilme giiciiniin yeniden olusmasini saglayan yara
yeri sekillenmesi asamalarindan meydana gelmektedir. Zedelenmeden 1.5 saat sonra
stromal hiperplastik hasarlanma bolgesinde polimorfniikleer l6kositler goriilmeye
baslar. Polimorfoniikleer 16kositler 12 saatte pik yapar, 72 saat sonra ise giderek
azalir. Bu hiicreler fagositoza yardimcidirlar. Hasar goren epitel tabakasinin altindaki

keratositlerde apopitozis gozlenir. Hasarli epitel ve apopitozise ugrayan
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keratositlerden salinan sitokinlerle birlikte iyilesme kaskadi baslamaktadir.
Keratositlerde hasarlanmadan 1.5 saat sonra kollajen sentezi baslar ve sekizinci
ginde sonlanir. Yara direnci stroma iyilesmesi ile yakindan iligkilidir. Ancak
insanlarda 2-3 yilda bile %50 direng diizeyine -erisilememektedir. Normalde
hareketsiz olan keratositler, g¢evresel degisikliklere olduk¢a duyarlidir. Epitel
yaralanmalarinda, yaralanmanin altindaki bolgede keratositler dejenere olur. Bunun
sonucunda hiicresiz kalan stromal bolgeye bir siire sonra g¢evreden gelen yeni
keratositler  yerlesir.  Stromal yaralanmalarda da  keratositlerde epitel
yaralanmalarinda oldugu gibi bir dizi yapisal degisiklik izlenmektedir. Keratositler
birbirleriyle olan baglantilarin1 kaybederek biiyiir ve cogalir. Ortaya cikan bu
hiicreler fibroblastlarin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini tasir. Stromal iyilesme
sirasinda keratositler, aktif fibroblastlar olan miyofibroblastlara doniismektedir (28).

Kontraktil 6zellikte olan bu hiicreler kollajenleri, glikozaminoglikanlari ve
diger matriks proteinlerini tretmektedir. Normal stroma yapisinda tip I kollajen
bulunurken korneal skar dokusu biiyiik oranda tip III kollajen igerir. Skar dokusunun
yeniden diizenlenmesi sonrasinda tip III kollajen, stromanin normal yapisinda olan
tip I kollajen ile yer degistirmektedir. Ilk hafta icerisinde stromada hyaluronik asit
tiretimi goriilmeye baslar ve zamanla yerini kondroitin siilfat ve keratan stilfata
birakmaktadir. Ayrica keratositlerden keratinosit growth faktér (KGF), hepatosit
growth faktor (HGF) gibi biiyiime faktorleri de salgilanmaktadir (44).

Stromal iyilesmenin tam olarak gerceklesmesi haftalar almasina ragmen
keratositlerde hipertrofi ve ¢ok sayida niikleolus gelisimi gibi yapisal degisiklikler
oldukc¢a erken donemde gozlenmektedir. Hasar sonrasi ikinci haftada kontraktil faz
baglar. Miyofibroblastlarda kas hiicrelerindekine benzer sekilde aktin ve miyozin
kontraktil iinitleri olusur. Yara iyilesmesi ve korneanin gerilme giiciiniin yeniden
olugsmasi erken donemlerde duraklayabilecegi gibi dort yil sonra bile hala devam
edebilmektedir (47).

1.2.4.5. Endotel Yara Iyilesmesi

Insan endotel hiicreleri dogumdan sonra neredeyse hi¢ mitoz boliinme
gerceklestirmez. Yaglilikta oldugu gibi endotel hiicreleri yavasca kaybolursa, komsu
hiicrelerin genislemesiyle olusan bu bosluklar kapatilir. Daha biiyiikk ve ¢ok sayida
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hiicrenin etkilendigi bir defekt s6z konusu oldugunda ise 250 mikrometre uzaktaki
hiicreler bile yara yerine dogru uzayarak 80-100 mikrometre/giin hizla yara yerini
kapatmak tizere ilerler. Yayilma ve go¢cme sirasinda hiicreler birbirinden ayrilmazlar.
Tek katli tabakanin olusumu tamamlandiginda bariyer ve pompa fonksiyonlar1 tekrar
devreye girer. Boylelikle kornea 6demi yavas yavas geriler. Defekt bir kez
kapatildiktan sonra, normal heksagonal yapinin olusturulmasi igin hiicreler yeniden
diizenlenmeye baslar. Birka¢ hafta sonra zedelenme alanini kaplayan endotel yeni
Descement membranini salgilamaya baslar. Yaklasik 2-3 ay i¢cinde olduk¢a homojen,
heksagonal bir yapi elde edilir. Kronik enflamasyon veya fiziksel travma durumunda

yeniden diizenlenme gecikir ve hiicre kayb1 devam eder (28).
1.2.5. Kornea Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

1.25.1. Yas

Geng populasyonda birkag giin ile hafta arasinda degisen kisa siirede iyilesme
goriiliirken, yaglilarda ayni tipteki bir yaranin iyilesmesi aylar alabilir (48).

1.2.5.2. Beslenme

Protein, vitamin A ve vitamin C yara iyilesmesi i¢in gereklidir. Malniitrisyon
durumunda yara iyilesmesinde belirgin bir gerileme izlenir. Siddetli vitamin A

eksikliginde korneal iilserasyon sik izlenir (48).
1.2.5.3. Travma

1.2.5.4. Yara Apozisyonu

Kot pozisyon sonrasi 6n ve/veya arka yara dudaginda basamaklanmaya yol
acabilir ve yara iyilesmesini belirgin geciktirir. Infeksiyon, inkarserasyon veya
yabanct doku adhezyonu olasihigin1 artirarak retrokorneal membran ile

sonuglanabilen epitelyal ve stromal ingrowth gelisimine zemin hazirlar (48).

1.2.5.5. infeksiyon

Infeksiyon durumunda mikroorganizmalar inflamatuar yamit artirarak asiri

kollajen yikimi ve hiicre oliimiiyle indirekt olarak ve salgiladiklar1 enzimlerle
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glikozaminoglikan ve/veya kollajen yikimini artirmak yoluyla da direkt olarak yara

iyilesmesini geciktirir veya engellerler (48).

1.2.5.6. Enflamasyon

Farkli travma tipleri farkli inflamatuar yamitlar ortaya c¢ikarir. Ornegin,
yabanci cismin uzaklastirilmadigi laserasyonlar dev hiicre reaksiyonu ve asir1 skar
dokusu ile sonuglanmaktadir. Erken inflamatuar siire¢ topikal steroidlerle
baskilanirsa yara iyilesmesi Onemli Ol¢iide gecikir. Yaralanma sonrasi korneaya
inflamatuar hiicre akimi dokuyu onarima hazirlanmasina ragmen iyilesmeyi
bozabilecek etkiye de sahiptir. Dokudan serbestlesen lokal faktorler (lokotrienler,
C5a, C3a.) PMNL aktivitesi i¢in temizleme gorevi goriirler. PMNL’ler epitel
migrasyonunu inhibe ederek iyilesmeyi geciktirirler. Bu nedenle ¢ok miktarda
PMNL birikimi persistan epitel defekti, hatta iilser gelisimine yol acar. Steroidler
lizozomal veya diger membranlarin stabilizasyonunu saglayarak PMNL’ler i¢in
cagirict rol oynayan mediator salinimini engellemektedirler. Bunun sonucunda
inflamatuar yanit azalir. Fakat steroidler fagositozu, siiperoksit radikal olusumunu
etkilemez. Uzun siire kullaniminda ise epitel migrasyonunu inhibe eder. PMNL’lerin
kollajenaz aktivasyonu etkisini potansiyalize ederek tilserasyon riskinde artisa sebep
olurlar. Bu yiizden steroidlerin kullanimi1 dikkatli takip edilmelidir. PMNL
inhibisyonu i¢in kullanilabilen topikal Na sitrat PMNL birikimini, fagositozunu,
degradasyona yol agan enzim salinimini ve serbest O, radikal olusumunu o6nler. Bu
etkilerini PMNL aktivasyonu icin gerekli olan Ca" iyonuna selasyon yaparak

gerceklestirir (49).

1.2.5.7. Duyusal innervasyon

Normal epitel iyilesmesinde sinirsel uyarim da gereklidir. Duyusal
innervasyon yoklugunda hiicre gocii ve adhezyonunun bilinmeyen bir mekanizmayla

onemli oranda azaldig1 gosterilmistir (50).

1.2.5.8. intraokiiler Basing

Intraokuler basincin yiiksek olmasi halinde stromal yara iyilesmesinde skar

dokusunun kontraksiyonu onlenir (50).
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1.2.5.9. Gozyasinin Etkisi

Epitel bitiinliigiiniin  saglanabilmesi ve epitelin saghkli bir sekilde
kalabilmesinde gozyas1 kalitesi hayli onem tasimaktadir. G6z agikta kaldiginda orta
kisimda bulunan ak6z tabaka buharlasma ve nazolakrimal drenaja bagli olarak
giderek incelir, yiizeydeki lipid tabaka en alt kistmda bulunan miisin tabakaya ulasir.
AkoOz tabaka gozkapaginin agma kapama hareketiyle yenilenmezse bu iki tabaka
arasindaki temas nedeniyle hidrofobik epitelyal alanlar olusur. Akoz tabaka
eksikliginde yiizeyel kuruluk, punktat epitelyal boyanma, mukus plak, iyilesmeyen
epitel defektleri gozlenir. Lipid tabaka eksikliginde ise okiiler yiizey keratinizasyonu,
yiizey mikroplika kaybi, epitel defekti, korneal iilserasyon, keratomalazi gozlenir.
Goz kapaklar1 gozyasinin devamli ve yeterli miktarda dagilimini saglamaktadir.
Kapak skatrizasyonu, malpozisyonu veya nérojenik fonksiyon bozuklugunda

hidrofobik epitelyal yiizeyler olusur (35).

1.2.5.10. Vaskiilarizasyon

Korneal vaskiilarizasyon gelisiminde bir¢cok faktoriin rol oynadigi
gosterilmistir. Bu faktorler;

a. Prostaglandin E1 (PGE1), deneysel olarak akut enflamasyon ve
vaskiilarizasyon olusturabilme yetenegindedirler.

b. Travmanin limbusa yakin bdlgede olusmasi vaskiilarizasyon gelisim
sikligin1 artirmaktadir.

c. Korneal nekroz, zayif yara apozisyonu, yaraya iris adezyonu gibi nedenler

vaskiilarizasyona predispozisyon olusturmaktadir (51).
1.2.5.11. Tlaclar

1.2.5.11.1. Antibiyotikler

Diisiik dozda basitrasinin  (500u/ml), gentamisin siilfatin (3 mg/ml),
neomisinin (3.5 mg/ml) ve kloramfenikoliin (4 mg/ml) korneal epitelizasyona etkileri
yoktur. Ancak artmig doza bagimli olarak kloramfenikol disinda basitrasin (10.000
u/ml), genta-sulfat (10 mg /ml) ve neomisin (8 mg/ml) epitelizasyonu belirgin

bicimde inhibe ederler (52). Bir ¢alismada epitel defekti sonrasi moxifloksasin ve
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gatifloksasin kullanilan grup karsilastirildiginda moxifloksasin kullanilan grupta

epitel iyilesmesinin daha hizli oldugu gosterilmistir (53).

1.2.5.11.2. Kortikosteroidler

Korneal epitel, stromasi ve endotel yara iyilesmesini inhibe etmektedirler.
Arasidonik asit metabolitleri korneal neovskiilarizasyon (NV) patojenezinde onemli
role sahiptirler (14). Prostoglandinler, 6zellikle E serisi, neovaskiiler cevabin potent
uyaricisidirlar (15). Lokotrienler, 16kosit gogiinii stimiile ederek korneal NV’a neden
olurlar (54).

Deneysel olarak olusturulan lineer perforan insizyonda gerginlige karsi yara
direncinin medroksiprogesteron ile %20, prednizolon ile %11 oraninda azaldigi
gosterilmistir. Skar dokusunda kollajen formasyonunu prednizolon %43 azaltirken,
medroksiprogesteron ise %39 azaltmaktadir. Yine ayni ¢aligmada termal yanikta

tilserasyon gelisimini azalttiklart gosterilmistir (55).

1.2.5.11.3. Lokal Anestezikler

Epitel iyilesmesi i¢in temel olan aktin etkilesimini bozarlar. Kronik topikal
tedavi persistan epitel defektine neden olabilir (56).

1.2.5.11.4. Benzalkonyum CI (%0 0.01)

Topikal ilaglarin biiyiik kisminda koruyucu olarak kullanilmaktadirlar.
Koruyucular igerisinde en toksik olanidir. Bu kimyasal maddeyi iceren topikal
ilaclarin kullaniminda hasarlanmis epitel iizerinde adheransta zayiflama, membran
aktivite kaybi, olusan epitel tabakanin yerinden ayrilmasi gibi etkiler gozlenmistir
(56).

1.2.5.11.5. Asetilkolin

Endotel hiicre hasarini arttirdigi saptanmistir (56).

1.2.5.11.6. Epinefrin

1/1000°1ik konsantrasyonda irreversible kornea odemine yol acabilecegi

bilinmektedir. 1/5000’lik konsantrasyonunun kullanilmas1 énerilmektedir (56).
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1.2.5.11.7. Antiviral Ilaglar

Epitel iyilesmesini inhibe ederler (56).

1.2.5.12. Fibronektin ( Fn)

Fibronektin (Fn), hiicre adhezyonu ve migrasyonunda rol aldig1 diisiiniilen
Multi fonksiyonel bir ekstraseliiler matriks proteinidir. Iyilesen epitel yara yiizeyinde
epitelizasyon tamamlanana kadar korneal Fn gozlenir ve tamamlaninca da ortadan
kaybolur (57). Organ kiiltiiriinde tavsan korneasi iizerinde epitel migrasyonunun
arastirildigi Nishida ve ark.nin bir ¢alismasinda epitel hiicrelerinin gosterdigi
migrasyon aktivitesinin ortama eklenen Fn ile belirgin olarak arttig1, etkinin eklenen
Fn miktar ile dogru orantili oldugu, ortama anti-Ig G tavsan plazma Fn antikoru
eklendiginde ise anlamli migrasyon inhibisyonu oldugu gosterilmistir. Ayni
calismada korneanin degisik lezyonlarinda (insizyon, deneysel biilloz keratopati,
termal yanik...) yapilan immunohistokimyasal analizlerle Fn’in sadece goOzyasi
kaynakli olmadigi ve stromal keratositlerce sentezlenebildigi, eksojen Fn’in stromal
kollajenlere baglanarak kemotaktik aktivite olusturabildigi de bildirilmistir (58).

Bilindigi iizere yiizeysel epitel defektlerinde yaralanma olustuktan 8-36 saat
sonra Fn gozyasindan veya limbal vaskiiler yapilardan koken almaktadir. Stromal
yaralarda ise Fn, keratositlerce tretilir (59). Nishida ve ark. blok halinde kiiltiir
ortamina konulan tavsan kornealarinda epidermal growth faktor (EGF) ve Fn’in
epitel migrasyonuna etkisini de arastirmiglardir. Sonuglar Fn’in aksine epitel
hiicrelerinin bir kez uyar1 sinyali aldiktan sonra EGF’nin varligina gereksinim
duymadigini, EGF stimulasyonunun Fn bagimli bir yanit ve Fn’nin EGF’den
bagimsiz oldugunu, EGF’nin epitel migrasyonuna etkisinin Fn tarafindan

diizenlendigini ortaya koymaktadir (60).

1.2.5.13. interlokin — 6

Tavsan korneasinda integrin reseptOrlerini uyararak epitel hiicre

migrasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (61).

1.2.5.14. Retinoik Asit
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Tavsanlarda kornea epitel defektlerinde topikal retinoidlerin etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada % 0.1°lik all-trans-retinoik asit 3x1/giin kullanimi ile
iyilesme hizinda % 21, 5xl/giin dozunda ise % 35 oraninda artis oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar all-trans- retinoik asitin cerrahi sonrasinda ve persistan
epitel defektinde (PED) iyilesmeyi hizlandirict olarak kullanilabilecegini
gostermektedir (62).

1.2.6. Kornea Yara lyilesmesinde Etkili Medyatorler

1.2.6.1. Biiyiime Faktorleri

Biiytime faktorleri birgok hiicre tarafindan salgilanan, hiicre ¢ogalmasini,
goclinii ve hayatinin devamini uyaran, bazi durumlarda ise bunlar1 engelleyen
peptidlerdir.  Hareketlerini yaygin bir sekilde parakrin mekanizma ile
gerceklestirmekle birlikte otokrin, jukstakrin mekanizmalari da kullanilabilir.
Karsiliklarina gelen hiicre yiizey reseptorleri tirozin kinaz veya G proteiniyle eslesen
transmembran glikoproteinleridir. lgili reseptorlere baglanan biiyiime faktorleri
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezinin sentez fazini uyarir ve ardindan hiicre
cogalmasi gerceklesir (63).

G0z, birgok biiytime faktorii igin hedef doku konumundadir. Bu faktorler:
Epidermal growth faktdr (EGF), Platelet-derived growth faktdr (PDGF), Insulin-like
growth faktor (IGF), Transforming growth faktér (TGF) -a ve -p, Fibroblast growth
faktor (FGF)’dir (64).

1.2.6.1.1. Epidermal Growth Faktor

Epidermal growth faktor epitel hiicreleri i¢in potent bir mitojendir. EGF
normal kornea epitel kalinligimin devam ettirilmesinde 6nemlidir. EGF
fibroblastlarda mitoz ve migrasyonu aktive eder. Topikal EGF epitel iyilesmesini
uyarmakta, ozellikle limbal ve periferal kornea epitel rejenerasyonunda maksimum

etki gostermektedir (65). EGF kornea epitelinin normal kalinligmin idame
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ettirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica stromada timidin alinmasini artirir
ve aktive fibroblastlarin insizyon yerinde ¢ogalmasini saglayacak kemotaksisten
sorumludur. Epitel ve stromal iyilesmeye olan etkileri ile gerginlige karsi yara
direncini arttirir (66). Bu etkilerinin yani1 sira EGF’nin korneal vaskiilarizasyonu ile
de iliskili oldugu bildirilmistir (65).

Epidermal growth faktor reseptorii konjonktiva epitelinde, kornea epitel ve
endotelinde, irisin pigment tabakasinda, lens epitelinde mevcuttur. Epidermal growth
faktoriin reseptoriine baglanmasi tirozin kinazi aktive eder ve bdylece fibronektin,
hyaluronik asit gibi ECM molekiillerinin salgilanmasina ve kontakt inhibisyonunun
olmadig1 hiicrelerin ¢ogalmasina neden olan DNA sentezini uyarir. Reseptor
fosforilasyonu, hiicre gogiine yardimci olan hiicre iskeletindeki aktinin yeniden
diizenlenmesini de saglar (67). Hem yiiksek hem de diisiik afiniteli EGF reseptorleri
Ozellikle limbal bolgede olmak {iizere kornea epitel ve endotel hiicrelerinde
bulunmaktadir.

Bu bulgular EGF’nin, otokrin, parakrin ve jukstakrin mekanizmalarla kornea

hiicrelerini etkiledigini diisiindlirmektedir.

1.2.6.1.2. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktor ailesi yaklasik 18 kiloDalton agirliginda olan, 20
kadar heparin baglayarak bircok dokuda farklilasma, go¢, c¢ogalma, ECM
depolanmasi, anjiyogenez gibi ¢esitli olaylarin diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli
bir protein grubudur. Disiik afiniteli heparan siilfat proteoglikanlara baglanarak
parcalanmaktan korunurlar. Etkilerini hiicre yiizeyindeki yiiksek afiniteli tirozin
kinaz reseptorlerine baglanarak gosterirler. Asidik FGF, Bowman tabakasi ve
Descement membranlarinda, endotel hiicrelerinde ve daha az oranda ise epitelde
tespit edilmigstir. Lakrimal bez tarafindan da salinan bu faktoriin epitel hiicrelerinde
hem parakrin hem de otokrin etkileri vardir.

Asidik ve bazik FGF epitel, stroma ve endotel hiicrelerinde mitojeniktir (68).
Bazik FGF, kornea fibroblastlarinda DNA sentezini, yara gerginligine direncini ve

endotel hiicrelerinde mitotik hizi arttirir (69).

1.2.6.1.3. Transforming Growth Faktor Alfa ve Beta
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Transforming growth faktor-a, EGF gibi gozyasinda bulunur ve olas1 kaynak
yine lakrimal bezlerdir. Ek olarak kornea epitel hiicreleri TGF-0, TGFa mRNA’s1 ve
proteinini igerirler. Bu durum EGF ve TGF-a {ireten epitel hiicrelerinin otokrin
mekanizmayla normal epitel sikluslarini devam ettirdiklerini diisiindiirmektedir.
Endotel hasarinda ak6éz hiimoérde TGF-o konsantrasyonunun arttigi belirlenmigtir
(64). Transforming growth faktor-B aktivasyonu ECM iiretimi, hiicre biiylime ve
farklilagsmasi gibi cevaplara neden olur (70). Transforming growth faktoér-6’nin genel
olarak epitel, endotel hiicreleri, 16kositlerin biiylimesini engelledigi ve fibroblast
tiretimini uyardig1 kabul edilmektedir (71). Transforming growth faktoriin epitelden
stromaya salgilanmasi1 ve gozyasinda tiretimi stromal hiicrelerde ¢ogalma ve goge
neden olur. TGF-B’nin enflamasyon odagina fibroblast, monosit ve makrofajlari
cekme 6zelligi de vardir (72). Bunlarin disinda Interlokin (IL)-1, IL-6, TNF-a epitel
gociinde indirekt olarak etkili olabilmektedirler (73). Tavsanlarda korneal
insizyonlarda gerilmeye karst yara direncini arttirict etki gosterir. Bu etkisini

insizyon yerinde kemotaksis ile fibroblast sayisini arttirarak gerceklestirir.

1.2.6.1.4. Keratinosit Growth Faktor

Yaklasik 28 kiloDalton agirliginda tek zincirli bir polipeptit olan keratinosit
growth faktor (KGF) FGF ailesinin iiyelerinden biridir ve Kkeratinositler ile epitel
hiicreleri i¢in mitojenik etkiye sahiptir. Keratinosit growth faktoriin EGF, TGF-a,
FGF ile ayn1 sinyal yolagini paylastig1 diistiniilmektedir. Keratinosit growth faktoriin
hedef hiicrelere salinma ve depolanmanin yapildig: stromada birikmesi i¢in heparine
baglanabilecegi diisiiniilmektedir (69).

Keratinosit growth faktor reseptorit mRNA’smin in vitro olarak kornea epitel
hiicrelerinde anlamli miktarda bulundugu ama stroma keratositlerinde ¢ok diisiik
miktarda oldugu tespit edilmistir (73). Bu durumun aksine KGF’nin kiiltiirde
keratositlerde tiretildigi, ancak epitel hiicrelerinde iiretilmedigi tespit edilmistir. Bu
tablo KGF’nin stromada tiretildigi ve parakrin mekanizma ile epitel hiicreleri tizerine
etkili oldugunu gostermektedir (74). Keratinosit growth faktoriin siirekli olarak
diisiik miktarda salinmasinin sagliklt korneal epitel biitlinliiglinlin saglanmasinda

roliinlin oldugunun gostergesi olarak diistiniilebilir (75). Yapilan ¢alismalarda IL-a
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ve IL-p gibi sitokinlerin keratositlerden KGF salgilanmasinda rol aldigir kabul
edilmektedir (76).

1.2.6.1.5. Hepatosit Growth Faktor

Hepatosit growth faktér (HGF) mezensimal kokenli hiicrelerden saglanir.
Travma, enflamatuar olaylar gibi uyaranlarla ve koagiilasyon kaskadindaki
proteazlarla aktif hale gelen HGF keratinosit growth faktore benzer olarak gesitli
ECM bilesenlerine baglanabilir. Hepatosit growth faktdr reseptorii tirozin kinaz
Ozelligi tasimaktadir. Korneada HGF reseptorii en yogun olarak epitel hiicrelerinde
bulunur; ancak HGF Kklasik parakrin etki ile fibroblastlardan {retilerek epitel
hiicrelerine etki etmektedir (77).

Keratinosit growth faktoriin tersine, HGF {iretimi ve reseptorii kornea
santralinde daha yogundur. HGF ayn1 zamanda gozyasinda da bulunmaktadir.
Stroma fibroblastlarina etkisi minimal olan hepatosit growth faktor hiicre gogiinii
uyarir ve korneada ise epitel katnin biitliinliigiiniin siirdiiriilmesinde katkisinin
oldugu diisiiniilmektedir. Akoz hiimdrde bulunan HGF’nin endotel hiicrelerine
baglanarak, bu hiicrelerin biitiinliiklerinin devaminda otokrin mekanizma ile rol

oynadigi sanilmaktadir (78).

1.2.6.1.6. Platelet Derived Growth Faktor

Platelet derived growth faktor (PDGF) reseptorleri kornea fibroblastlarinda ve
endotel hiicrelerinde bulunur. Platelet derived growth faktér-BB proteini epitel
hiicrelerinde iretilir ve en yiiksek miktarda bazal membrana baglanir (72). Endotel
hiicrelerinin ve fibroblastlarin goci PDGF-BB ile uyarilir. Fibronektin varliginda
PDGF-AA ve -BB epitel hiicrelerinin kemotaksisini uyarmaktadir (72). Platelet
derived growth faktor akéz hiimorde eser miktarda bulunur ve fibroblastlarin TGF-

’ya olan ¢ogalma cevabini arttirir (79).

1.2.6.1.7. Diger Biiyiime Faktorleri

Calismalarda sinir biiyiime faktorii (SBF), norotropin-3 ve 4, glial hiicre
kaynakli norotrofik faktor gibi ndrotrofik faktorler ile reseptorlerinin korneada
bulundugunu ve bunlarin epitel hiicre ¢cogalmasini uyardigini gostermektedir (80).

Bu durum ise kornea epitel biitiinliigiiniin devaminda kornea sinirlerinin onemli
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roliiniin oldugu diisiindiirmektedir. Bu nedenle kornea sinirlerinden salinan
norotrofik faktérler de doku homeostazinda rol oynayabilir (81). Kiiltiirde stroma
fibroblastlarinin biiytimeleri SBF ile arttirllmaktadir (80).

Insiilin like growth faktorii ile reseptdrleri kornea epiteli, stroma, trabekiiler

agda bulunmaktadir ve hiicre farklilagmasi ve ¢ogalmasinda rol oynar (76).

1.2.7. Kornea Yara lyilesmesinde Enflamatuvar Sitokinlerin Rolii

Kornea epitelinde travma sonrasi gesitli sitokinlerin diizeyi artmaktadir. Bu
durum sitokinlerin korneal yara iyilesmesine 6nemli rol oynadigimin gostergesidir.
Bu sitokinlerden en &nemlileri 1L-1, IL-6 ve TNF-o’dir (72). Interldkin-1 in vitro
epitel yara kapanmasimi EGF ile sinerjik bigimde artirirken TNF- o ile birlikte
kollajenin yeniden sekillendirilmesinde onemli rol oynar (82). Interldkin-6 ise
integrinleri diizenleyerek kornea epitelinde gogii uyarmaktadir (83). Bunlar kornea
fibroblastlarinda IL-8, monosit kemotaktik protein gibi birtakim kemokinlerin
tiretimini arttirir ve ilging bir bigimde sadece epitel yaralanmasinda iiretilir (84).
Fakat bu sitokinlerin etkileri her zaman yararli degildir. IL-1, IL-6 ve IL-8 kornea

stromasinda erimeyi uyarabilir (85).

1.3. Kornea Neovaskiilarizasyonu

Embriyogenez ve erken c¢ocukluk doneminde damarlarin olusumu ve
modellenmesi vaskiilogenez, anjiogenez ve arteriogenez olmak tiizere ii¢ sekilde
gergeklesmektedir (3). Vaskiilogenez embriyonik dénemde de nova olarak progenitor
hiicrelerin vaskiilarizasyon alanina migrasyonu ve endotelyal hiicrelere doniistimiinii
tanimlayan primitif damar olusumudur. Anjiogenez mevcut damarlarda yeni
damarlarin tomurcuklanmasini ifade ederken arteriogenez ise kan akiminin artigina
bagli olarak mevcut arter liimenin capiin artirarak yeniden modellenmesini
tanimlamaktadir (4).

Vaskiilogenez emriyonik doénemin sonunda durur ve endotel hiicre
proliferasyonu yetiskinlerde sonlanmistir (86). Yetiskinlerde sadece anjiogenez ve
arteriogenez goriilir ve yara iyilesmesi, ovulasyon ve plasental maturasyon gibi
fizyolojik fonksiyonlardan sorumludur. Regiilasyon bozuldugunda endotel hiicreleri
anormal boliinerek tiimor gelismesi ve anjiogenez yoluyla bazi okiiler hastaliklar gibi

patolojik durumlar meydana gelir (87).
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Korneanin besleyici damar1 oftalmik arterden ¢ikan siliyer arterlerden
gelmektedir. Siliyer arterler limbus bdolgesinde perikorneal pleksusta sonlanir.
Kornea neovaskiilarizasyonu da perikorneal pleksusta var olan Kkapiller ve
veniillerden kaynaklanmaktadir.

Kornea neovaskiilarizasyonu stromal neovaskiilarizasyon (genellikle stromal
keratitlerden kaynaklanmaktadir) ve vaskiiler pannus (okiiler yiizey hastaliklardan
kaynaklanan periferik yiizeysel korneada bag dokusu proliferasyonudur) olmak iizere
iki klinik formda goriilmektedir (88).

1.3.1. Epidemiyoloji

Korneal neovaskiilarizasyon toplumda goriilen 6nemli problemlerden biridir.
Amerika Birlesik Devleti’'nde bir yil iginde 1.4 milyon hasta kornea
neovaskiilarizasyonu gelistirmektedir. Yapilan ¢alismalarda goz sikayetleri nedeniyle
basvuran hastalarin yaklasik %4 ’iinde kornea neovaskiilarizasyonu bulunmaktadir ve
kornea nakli sirasinda elde edilen kornea oOrneklerinin %20’sinde histopatolojik
olarak neovaskiilarizasyon oldugu gésterilmistir (89) (Tablo-1). Ulkemizde heniiz bu

konuda yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Tablo 1. Kornea Neovaskiilarizasyonuna Neden Olan Hastaliklar

Enflamatuar hastahklar
Okiiler pemfigoid
Rozasea
Greft rejeksiyonu
Lyell’s sendromu
Stevens-Johnson sendromu
Enfeksiyoz keratitler

Viral
Herpes simpleks
Bakteriyel
Ps6domonas
Klamidya trakomatis
Sifiliz
Fungal
Kandida
Fusarium
Asperjillus
Parazitik

Onkoserkiazis
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Dejeneratif-konjenital bozukluklar
Pterjiyum
Terrien’in marjinal dejenerasyonu
Travmatik-iatrojenik bozukluklar ve digerleri
Kontakt lens
Alkali yamigi
Korneal iilser
Kok hiicre yetmezligi

Neovaskiilarizasyon (veya anjiogenez) ortamda var olan damarlardan
birtakim faktorlerin aktivasyonu ile yeni damar olusumudur. Organizmada bu durum
anjiogenik ve antianjiogenik faktorlerin dengesi saglanarak siki bir sekilde kontrol
edilir (Tablo 2). Anjiogenik ve anti anjiogenik faktorler dengesinde anjiogenik
faktorler agirlik gosterdigi zaman anjiogenez olusmaktadir. Yapilan g¢aligsmalarda
neovaskiilarizasyon icin sadece anjiogenik faktorlerin yiikselmesi degil ayni
zamanda anti-anjiogenik faktorlerin azalmasi da gerekmektedir (90).

Tablo 2. Anjiogenik ve Antianjiogenik Faktorler

Anjiogenik Faktorler
Tiimor nekrozis faktor-o
Makrofaj migrasyon inhibitor faktor
Vaskiiler endotelyal growth faktor
Asidik and bazik fibroblast growth faktor
Plasenta growth faktor
Platelet-derived epidermal growth faktor
Transforming growth faktor
Epidermal growth faktor
Hepatosit growth faktor
Platelet-activating faktor
Insulin-like growth faktor
Anjiogenin
Anjiopoetin-1
Granulosit-makrofaj koloni-stimulan faktor
Granulosit koloni-stimulan faktor
Interlokin-1,2,6,8
Prostaglandin E1, E2
Vascular integrin o ve 33
Matriks metalloproteinazlar
Histamin

Antianjiogenik Faktorler
Thrombospondin
Fibronektin
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Anjiostatin

Endostatin

Interferon-a, B,y

Interlokin-12

Matriks metalloproteinaz inhibitorleri
Platelet faktor 4

Retinoik asit

1.3.2. Kornea Neovaskiilarizasyon Fazi

Korneal neovaskiilarizasyon 3 fazdan olugmaktadir.

1.3.2.1. Erken Prevaskiiler Faz

Enflamasyona sekonder olusan hasara bagli damarlarda dilatasyon,
gecirgenlik artis1 ve 6dem meydana gelir. Hasarlanmadan 2-3 saat sonra PMNL’ler
damar disina ¢ikarak, kornea stromasina dogru go¢ ederler. 24-48 saat sonra da
PMNL infiltrasyonu pik yapar. Polimorfoniikleer 16kositler kemotaksisi baglatarak
bazi sitokinlerin salinimina neden olur. Lokositlerden salinan proteolitik enzimler
damarlarin bazal membrani pargalar. Bunun sonucu olarak damar gegirgenligi artar
ve 0dem meydana gelir. Damar gecirgenliginde artis ve ddem normalde siki bir
dizilim gosteren kollajen fibrillerin birbirinden ayrilmasina neden olur. Odemle
beraber ekstravaskiiler dokuya gegen fibrinojen pihtilasarak vaskiilarizasyonda

onemli rol oynar (91).

1.3.2.2. Vaskiiler Tomurcuklanma Fazi

Bazal membran devamliliginin proteazlarca bozulmasindan sonra endotel
hiicreleri psodopotlari araciligiyla hasarli bolgeden go¢ eder. Endoteldeki morfolojik
degisimleri bazal membrandaki par¢alanmanin izledigi bilinmektedir. Daha sonra
endotel hiicrelerinde mitoz ve yeni damar tomurcugu olusumu goézlenir. Matriks
metalloproteinazlar ECM bilesenlerini bozarak, go¢ eden endotel hiicreleri igin
gerekli olan yolu agar. Anjiyogenik faktorler endotel hiicrelerinde MMP’lerin
salimmasim1  ve fonksiyonlarmi arttirabilir  (92). Go¢ olayt tek basina
neovaskiilarizasyon i¢in yeterli olmakta, hiicresel proliferasyon olmasa bile endotel

hiicrelerinin  yayilimi, go¢ii ve yeniden dagilimi ile yeni damar olusumu
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gerceklesebilmektedir. Bu nedenle endotel hiicre gdciiniin vaskiilarizasyondaki en
onemli basamak oldugu sdylenebilir. Bu fazda heniiz vaskiiler liimen olusmamistir
(93).

Normal kosullarda olgun kan damarlarinda hiicre béliinmesi sikligi %0,1°den
azdir. Neovaskiilarizasyon gelisimi sirasinda bu oran %8’e kadar yiikselmektedir.
Vaskiiler endotel hiicrelerinin normal yasam dongiisii iki ay iken enflamasyon
doneminde 36 saat igcinde mitotik aktivite gdzlenebilmektedir. Bu fazda heniiz

vaskiiler limen olusmamustir (94).

1.3.2.3. Vaskiiler Matiirasyon Fazi

Endotel hiicreleri zamanla ¢ogalarak limen seklinde yan yana gelir ve
primitif damar seklini alir. Bu sirada endotel hiicrelerinden anjiogenik uyari sonucu
ECM proteinleri ortaya ¢ikar. Ekstraselliiler matriks proteinleri perivaskiiler bosluga
ulasarak, hiicre proliferasyonunu gerceklestirdigi gibi, damar c¢eperinin diizenli
olmasini da saglar. Yeni olusan damarlarin bazal membranlar1 zaman i¢inde devamli
hale gelir ve perisitlerin endotel hiicrelerini ¢evrelemesi ile ana damar olusumu
izlenir (91).

Postkapiller veniillerden olusan primitif damarlar zamanla birbirleriyle
iligkiye gectikten sonra kan akimi baglar. Anjiogenik uyarinin yetersiz kaldig
durumlarda ise vaskiiler yapilarda daha fazla uzama gergeklesmez ve regresyon

gozlenir (91).
1.3.3. Kornea Neovaskiilarizasyonunu Uyaran Faktorler

1.3.3.1. Tiimor Nekrozis Faktor-a

Diisiik yogunluklarda 16kosit ve endotel hiicreleri icin lokal olarak parakrin
ve otokrin diizenleyici olan TNF genellikle aktif makrofajlardan salinan TNF-a ile
aktif T hiicrelerinden salinan TNF-B (lenfotoksin) olmak iizere iki ¢esittir. Saglikli
bireylerde plazma TNF diizeyleri 0-35 pg/ml arasinda degiskenlik gostermektedir.

TNF'nin baslica anjiogenez, hepatositleri etkileyerek akut faz reaktanlarinin
sentezini uyarmak, notrofil adezyonunu artirmak, fibroblast ve mezensimal hiicre
proliferasyonu, noronlarin ¢ogalmasi ve fonksiyonlarimin regiilasyonu, T hiicre

aktivasyonu ve B hiicre proliferasyonunun indiiksiyonu gibi biyolojik etkilere
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sahiptir. Damar diiz kasin1 gevseterek kan basincini ve doku perfiizyonunu azaltir.
Bu etkiyi prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gibi damar genisleticileri uyararak indirekt
yoldan yapar. Intravaskiiler koagiilasyona neden olarak doku perfiizyonunu azaltir
(95).

TNF-a T hiicreleri, aktive Natiirel Killer (NK) hiicreleri ve aktive mast
hiicreleri tarafindan salgilanan ve mononiikleer fagositlerden koken alan bir
proteindir. TNF-o; IL-1, IL-6, kemokinleri ve TNF'nin kendisini tiretmek tizere
mononiikleer fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir. IL-6 ile sinerjik etki gosterir.
TNF-a, birgok proinflamatuvar ve immiin modulatér fonksiyonlarin medyatoriidiir
(89). TNF-a, NO sentezinde rol alarak anjiogenezin erken donemlerinde
vazodilatasyona yol agar (96).

Alkali kimyasal yanik, korneal stromada ciddi hasara neden olarak persistan
tilserasyon, opasifikasyon ve neovaskiilarizasyon olusturur ve kalict gérme kaybina
neden olabilir. Alkali yanik olusturulan korneada agiga ¢ikan faktorlerden biri
proinflamatuvar pleotropik sitokin olan TNF-o’dir. Inflamasyon ve fibroziste
hiicresel cevabin diizenlenmesinde TNF-o’nin rolii tam olarak agiklanamamustir.
TNF-a iyilesmekte olan kornea epiteli ve inflamatuar hiicrelerde tesbit edilmistir
(97). TNF-0. ayrica MIF salinimini regiile ederken VEGF, FGF ve TGF tiretimini

arttirarak neovaskiilarizasyonu arttirir (98).

1.3.3.2. Makrofaj Migrasyon inhibitor Faktor

Makrofaj migrasyon inhibitor faktér (MIF), Guinea piglerde makrofajlarin
kapillerlerin disina migrasyonunu 6nledigi kesfedilen ilk lenfokindir. Evrimsel olarak
korunmus bir protein olan MIF insanlarda ve primat olmayan memelilerde bol
miktarda sentezlenmektedir. Sitokin benzeri fonksiyonu olmasmmn yani sira
anjiogenik ve hiicre i¢i antioksidan etkisi bulunmaktadir (99).

MIF, T lenfosit ve makrofajlardan salinan ve inflamasyonda anahtar rolii olan
potent pro-inflamatuvar sitokindir (100). insanlarda MIF protein ve mRNA’sinin
korneal bazal epitelyal ve endotelyal hiicrelerde, iris ve silyer cisim epitelinde, retinal
astrosit, Miiller ve retina pigment epiteli (RPE) hiicrelerinde varligi gosterilmistir
(101). Heniiz MIF membran reseptorii tanimlanmamis olmasina ragmen bazi

caligmalarda reseptor aracili yolak oldugu iddia edilmistir. MIF fonksiyonlari i¢in
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muhtemel bir diger mekanizma ise Katalitik aktivitesidir. MIF tatomeraz, izomeraz
ve thiol protein oksidorediiktaz aktiviteleri gosterir. Enzimatik aktivite i¢in protein
substratinin oldugu gosterilmistir. MIF iliskili uyarida mitojen aktive protein (MAP)
Kinaz ve aktivator protein-1 (AP-1)’in ekstraseliiler uyar1 diizenlenmesininde (ERK
1/2) 6nemli rolii olduguna dair yaymlarda mevcuttur (102).

Uveitli hastalarin intraokiiler sivilarinda anlamli derecede yiiksek MIF oldugu
tespit edilmistir. Bu sonug¢ da vitreustaki MIF seviyelerinin vitreus inflamasyon
aktivitesi ile iliskili oldugunu ve MIF’in okiiler inflamasyonun patofizyolojisinde
onemli role sahip oldugunu gostermistir (94). Fare korneasinda MIF mRNA’sinin
hasar veya enfeksiyon sonrasi erken donemde artmis oldugu gosterilmistir (103).
Ratlarda korneal yara iyilesmesi esnasinda MIF, korneal epitelyal hiicrelerden ilk ii¢
saatte salgilanmaya baslayarak 48 saat boyunca artmaya devam eder (101). MIF,
neovaskiilarize korneadan bol miktarda eksprese edilir. Inflamatuvar korneal

neovaskiilarizasyonda anjiojenik rolii vardir (104).

1. 3. 3. 3. Fibroblast Growth Faktor

Fibroblast growth faktér neovaskiilarizasyonun oldugu kornealarda vaskiiler
bazal membrana baglanmaktadir. Boylelikle korneal anjiogenezi uyarmaktadir. Yeni
damarlarin maturasyon derecelerine gore degisik yogunlukta baglanma s6z

konusudur (105).

1.3.3.4. Insiilin Like Growth Faktér

Insiilin like growth faktor-1’in hayvan modellerinde korneada anjiogenik
etkilerde bulundugu bildirilmistir (106).

1.3.3.5. Anjiopoetin

Bir ¢alismada anjiopoetin (Ang)-1 ve -2’nin sistemik Tie-2 ile inhibisyonu
kornea neovaskiilarizasyonunda gerilemeye neden olmustur. Bu geriletmenin VEGF’
den bagimsiz oldugu disiiniilmektedir (107). Ayrica ratlarda Ang-2’nin

inhibisyonunun kornea neovaskiilarizasyonunu engelledigi bildirilmistir (108).

1.3.3.6. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)
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MMP’lar c¢inko baglayan proteolitik enzim grubudur. ECM yeniden
sekillenmesi ve anjiogenezde rol oynamaktadir. 24 degisik MMP tipi bulunmus, 7
tanesinin korneada varligi gosterilebilmistir. Bunlar; kollajenaz I ve III (MMP-1 ve
13), jelatinaz A ve B (MMP-2 ve 9), stromelisin (MMP-3), matrilisin (MMP-7), ve
membran tipi MMP (MMP-14). Bu faktorlerin kornea anjiogenezinde arttig
gosterilmigse de anjiogenez regiilasyonunda rolii tam olarak bilinmemektedir ¢linkii
ayni molekiil hem anjiogenik hem de antianjiogenik faktor olarak davranmaktadir
(109,110).

MMP’lerin bu iki yonlii etkisi sdyle agiklanmaya calisilmaktadir; ECM’i
pargalayarak ve endotel hiicre invazyonunu kolaylastirarak anjiogenik etki gosterirler
O6te yandan anjiogenik Ozellikleri bulunmayan prekiirsorleri parcalayarak
antianjiogenik fragmanlar olusturup antianjiogenik madde tiretirler (111).

MMP-2’nin  kornea neovaskiilarizasyonunda {iretiminin arttigt tespit

edilmistir (112).

1.3.3.7. Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor

Homodimerik yapida, 46 kilodalton agirliginda olan Vaskiiler endotelyal
growth faktor (VEGF) ilk defa 1983 yilinda Senger ve arkadaslari tarafindan yiiksek
diizeyde vaskiilarize bir timorde tanimlanmistir (113).

VEGF-A; VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasental growth faktor
(PIGF)’l igeren gen ailesinin bir iiyesidir. Tiim memelilerde kodlanilan diger
peptitlerin aksine VEGF-E pox viriis tarafindan kodlanmaktadir. VEGF-C ve VEGF-
D lenfanjiogenezde rol oynarken VEGF-A hemanjiogenezde ana regiilator olarak rol
oynamaktadir. Ancak son zamanlarda VEGF-A’nin da lenfanjiogenezde rolii oldugu
gosterilmistir.

Vaskiiler endotelyal growth faktor spesifik bir gen tarafindan kodlanir ve
yapilarindaki aminoasit sayisina gore belirlenmis alti farkli izoformu vardir:
VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189, VEGF206. insanlarda en
fazla VEGF165 izoformu bulunur ve biiyiikk oranda heparine baglanarak
salinmaktadir (114).

Vaskiiler endotelyal growth faktor biyolojik aktivitesini temel olarak endotel
hiicreleri tizerindeki tirozin kinaz yapili, VEGF reseptor-1 (VEGFR-1) ve VEGFR-2
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ile lenf damarlan iizerindeki VEGF-R3 adli ii¢ reseptorii ile gergeklestirir. Vaskiiler
endotelyal growth faktor -R1 ve -R2 biiyiik 6l¢iide damar endotel hiicrelerinden
salinir ve anjiogenez ile damar gegirgenliginde gorev alir.

VEGFR-2 ana VEGF reseptor olarak nitelendirilmektedir ve vaskiiler
endotelyal hiicreler iizerine VEGF’in proliferatif etkisine aracilik etmektedir.
VEGF’in VEGFR-2’ye baglanmasi dimerizasyonu ve takip eden reseptorlerin
otofosforilasyonu mitojenik ve proliferatif sinyale yol agan intraseliiler kinaz alam
araciligiyla artirir.

Vaskiiler endotelyal growth faktdor R-3’iin lenfanjiogenezin molekiiler
reglilasyonundan sorumlu oldugu sanilmaktadir. Vaskiiler endotelyal growth
faktoriin ayrica tiimor metastaz1 ve lenfodem gibi patolojik olaylarda da rol aldig
bildirilmistir (115). Vaskiiler endotelyal growth faktor reseptorlerinin aktivasyonu
fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz, guanozin trifosfataz aktivator proteinleri gibi bir
dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile eder ve DNA transkripsiyonu
baslatilir (116).

Vaskiiler endotelyal growth faktor diizeyi basta Ras ve human epidermal
growth faktor reseptor-2 onkogenleri olmak lizere, p53 gen mutasyonu, IL-1, IL-6,
IL-10, IL-13, FGF, PDGF, TGF-B, IGF-1, TNF-a ve nitrik oksit (NO) gibi bir¢ok
endojen ajan ile diizenlenmektedir. Diisiik glikoz seviyesi, oksidatif stres ve 6zellikle
hipoksik ortamda diizeyi hizla artan hipoksi ile indiiklenebilen faktér (HIF)-1 de
VEGF salmiminda etkili rol oynamaktadir (117). Vaskiiler endotelyal growth
faktoriin saliniminda en O6nemli iki faktor hipoksi ve enflamasyondur. Vaskiiler
endotelyal growth faktére maruz kalan damarlarda endotel hiicrelerinde fenestrasyon,
vezikiiler organel ve transseliiler gap olusumuyla permeabilite artmaktadir. Vaskiiler
endotelyal growth faktdriin neden oldugu vaskiiler permeabilite artis1 kemotaksisin
ve enflamasyonun devaminda da 6nemlidir (118).

Vaskiiler endotelyal growth faktér endotel hiicreleri igin migratuar 6zelliginin
yaninda hiicre dig1 matriks yikimindan sorumlu olan MMP’ler, iirokinaz, doku tipi
plazminojen aktivatdrlerinin salinimini uyararak invazyon ve metastazi kolaylagtirir
(119). Vaskiiler endotelyal growth faktor, damar endoteli, diiz kas hiicreleri,
arteriollerdeki fibroblastlar, bobrek glomeriilleri, bronslar, overler, adrenal bezler,

dalak ve tonsillerde bulunmaktadir (120). Aort diiz kas hiicrelerinde {iretilerek
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salman VEGF biiyilkk damarlarin intimal hasari sonrasinda intimal onarimi ve
biiyiimeyi kolaylastirirken, hasarin uzamasini sinirlayici etkiye sahiptir (121). Insan
koroner arterlerinde, aterosklerotik plak bolgesiyle aterosklerotik olmayan bolge
karsilastirildiginda  aterosklerotik bolgede VEGF salimminda artis  oldugu
gosterilmistir. Vaskiiler endotelyal growth faktoriin, aterom plaklariin olusumunda
etkili oldugu disiiniilmekte ancak iskemik kalp hastaliginda kollateral olusumunu
arttirdigi da bilinmektedir. Bu etkisi dikkate alinarak VEGF’in kardiyovaskiiler
hastaliklarda terapotik etkisi tizerinde durulmaktadir (122). Vaskiiler endotelyal
growth faktor timor biiyiimesini kolaylastirmakta ve bu dokulardan fazla miktarda
salinmaktadir (120).

1.3.4. Kornea Neovaskiilarizasyonunu Engelleyen Faktorler

1.3.4.1. Anjiostatin

Anjiostatin 38 kiloDalton agirliginda, plazminojenin proteolitik pargcalanma
riinlerinden olup giiglii bir antianjiogenik faktordiir. Esas etkisini VEGF
ekpresyonunu azaltarak gostermektedir (123). Anjiostatin ve benzeri fragmanlarin
implantasyonu korneada FGF ve anjiogeninin uyardigi neovaskiilarizasyonu
engellemektedir (124). Plazma membranindaki ATP baglanan anjiostatin endotel
yiizeyindeki ATP metabolizmasini baskilar. Boylece endotel hiicre migrasyonunu ve

proliferasyonunu azaltir.

1.3.4.2. Endostatin

Endostatin 20 kiloDalton agirhiginda, kollajen XVIII’lin proteolitik
pargalanma {irlinlidiir ve esas olarak damar epitel bazal membraninda bulunur.
Kollajen XVIII gozde esas olarak retina, lens kapsiilii ve korneada bulunur. Etkisini
VEGF’in indiikledigi tirozin fosforilasyonun engelleyerek, VEGF’in direk endotel
hiicrelerine baglanmasini engelleyerek ve VEGF’in indiikledigi VEGFR-2/VEGFR-1
aracilt mitojenik olaylar1 baskilayarak olmak iizere ii¢ sekilde gosterir (125).
Endostatin, implante edildigi kornealarda bFGF’nin uyardigi neovaskiilarizasyonu
engellemektedir (126).
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1.3.4.3. Pigment Epiteli Derived Faktor

Pigment epiteli derive faktér (PEDF) giiglii bir antianjiogenik ve ndrotrofik
faktordiir. G6zde retina, iris ve korneada bulunmustur (127). Pigment epiteli derived
faktorii bloke eden antikorlar kornea stromasina yerlestirildiginde vaskiilarizasyonun

uyarildigi tespit edilmistir (128).

1.3.4.4. Trombospondin-1

Trombospondin (Tsp)-1 gozde kornea, iris, sklera ve retinada firetilir.
Korneada Tsp-1 esas olarak kornea epitelinin bazal tabakasinda tiretilmektedir (129).
Trombospondin-1 geninin deneysel olarak hasara ugratildigi farelerde, korneada

enflamasyonun indiikledigi anjiogenezin olustugu gozlenmistir (130).

1.4. Aflibercept

Aflibercept VEGFR-1’in ikinci parg¢asi ve VEGFR-2’nin ii¢iincli pargasinin
insan IgG Fc kismi ile kombinasyonu ile olusturulan VEGF-TRAP bir ajandir. 96.9
kDa agirliginda dimerik glikoproteindir. Afibercept su anda yapilan ¢alismalar i¢inde
en yiiksek afiniteli VEGF blokoriidiir ve VEGF-A’nin tiim izoformlar1 i¢in reseptor
tuzagi olarak ¢alismaktadir (131). Ranibizumab ve bevacizumaba gére VEGF-A’ya
100 kat fazla afinitesi mevcuttur. VEGF-A’ya yiiksek afinitesinin yanisira potansiyel
olarak antianjiogenik etkiyi arttiran PIGF-1 ve PIGF-2’ye de baglanmaktadir (19).
VEGF TRAP’m diger bir 6nemli avantaji ise etkisinin uzun siireli olmasidir.
Intravitreal enjeksiyon sonrasi afliberceptin VEGF baglama kapasitesi 79 giinken
ranibizumab da bu siire 30 gindir (132). VEGF TRAP, enjeksiyon sonrasi
irritasyonu azaltici formiilasyonuyla yasa bagli makiila dejenerasyonu ve diyabetik
makiiler 6dem tedavisinde kullanimi giivenli ve tolere edilebilir bulunmustur. FDA
2011 yilinda neovaskiiler YBMD tedavisinde, 2014 Kasim ayinda retinal ven
okliizyonlarma bagl makiila 6demi tedavisinde, 2015 yilinda ise diyabetik makiiler
6dem tedavisinde kullanimini onaylamistir (21,133,134).

Ziv-aflibercept (Zaltrap; co-developed by Sanofi- Aventis and Regeneron
Pharmaceuticals, Inc, Tarrytown, NY, USA) icindeki yardimci maddeler ve
osmolaritesi disinda aflibercepte benzer 6zelliktedir (19). Aflibercept 40mg/ml (2mg)
iken ziv-aflibercept 100mg/4ml ve 200mg/8ml olan iki forma sahiptir. Aflibercept
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isoosmolar iken ziv-aflibercept hiperosmolar 6zelliktedir (135). Ancak hiperosmolar
Ozellikte olmasina ragmen intravitreal enjeksiyon sonrasi intraokiiler ve serum
osmolaritesini  degistirmemektedir (136). Ziv-aflibercept kullanimi  2012°de
oksiplatin bazli tedavilere direncli metastatik kolon kanseri tedavisinde FDA
tarafindan onaylanmistir (135).

Mansour ve arkadaslarm 4 YBMD hastast ve 2 DMO hastasiyla yaptig
calismada 25 mg/ml (1.25mg) ziv-aflibercept uygulanmistir. Calismada enjeksiyon
sonrast gorme keskinliginde artis ve santral foveal kalinlikta anlamli azalma
izlenirken; inflamasyon, katarakt, retinal toksisite gibi herhangi bir komplikasyon
izlenmemigstir (137). Chhablani ve arkadaglarinin santral ven okliizyonuna
saackonder makiiler 6demi olan hastalara 1.25 mg aflibercept uygulanmistir. Bir
aylik takip sonras1 gérme keskinliginde artis izlenmis ve herhangi bir komplikasyona
rastlanmamigtir (138). Gal-Or ve arkadaslari ile Sella ve arkadaglari tarafindan
korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde yapilan ¢alismalarda da ziv-aflibercept etkili

bulunmustur (139, 140).

1.5. Adropin

Adropin lipid metabolizmasinin regiilasyonunda goérev alan Yyeni bir
metabolik hormondur. Ilk olarak 2008 yilinda Kumar ve arkadaslari tarafindan beyin
ve karaciger dokusunda izole edilmistir. Dolasimda adropin miktarmin yiikselmesi
metabolik strese yanit olarak meydana gelen glikoz intoleransi ve insiilin rezistansini
arttrir (141).

Adropin yaklasik 4.50 kDa molekiil agirliginda ve 76 aminoasitten olusan bir
hormondur. Kanda normal adropin konsantrasyonu 3 ile 10 ng/ml arasinda degisiklik
gostermektedir.

Kumar ve arkadaglari tarafindan yapilan hayvan galigmalarinda adropinin
lipid ve glikoz metabolizmasii regiile ederek obezite iliskili hiperinsiilinemi ve
hepatosteatoza karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (141).

Diger bir ¢aligmada ise streptozosin ile yapilan deneysel diyabetli ratlarda
adropin diizeylerinin 6zellikle pankreas, karaciger ve bobreklerde belirgin yiikseldigi

gosterilmistir (142). Gebelerde yapilan bir ¢alismada ise gestasyonel diyabeti olan
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gebelerde adropin seviyeleri kord kaninda diisiik olarak saptanmistir. Bu da
adropinin diyabete karsi koruyucu oldugunu diistindiirmektedir (143).

Lovren ve arkadaslarinin yaptig1 calismada adropinin metabolik etkilerinin
yanisira endotel fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi non-metabolik olaylarda da rolii
oldugu gosterilmistir (12). Bu c¢alismada adropin ile tedavi edilen endotel
hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon, kapiller tiip formasyonunu belirgin olarak
arttirdigir, damar permeabilitesi ve TNF’min indiikledigi apopitozisi azalttigi
gorilmistlir. Ayrica adropinin endotel i¢in koruyucu etkisi oldugu da belirtilmistir.
Adropin bu etkisini VEGFR-2 fosfotidilinositol 3kinaz AKt ve VEGFR-2 hiicre dis1
sinyal diizenleyen kinaz yolaklarini upregiile edip endotelyal NO sentezini arttirarak
gostermektedir. Ayrica adropin indiiklenmis miirin arka bacak iskemisini takiben
kapiller dansiteyi artirmis ve bacak reperfiizyonunu gelistirmistir (12).

Heniiz ~ VEGFR-2  ve adropinin ~ korneal = neovaskiilarizasyon

etyopatogenezindeki etkisini arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun izni ve Firat
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi destegi ile Goz
Hastaliklar1, Histoloji ve Embriyoloji, Patoloji ve Biyokimya Anabilim Dali’nin
katkilari ile gerceklestirildi. Agirliklart ortalama 250-300 gram olan 42 adet Sprague
- Dawley cinsi erkek rat c¢alismaya alindi. Calisma siiresince denekler Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)’nde uygun beslenme sartlarinda
ve 0zel kafeslerde tutuldu. Ratlar her bir grupta yedi denek olacak sekilde randomize
altt gruba ayrildi. Ratlarin beslenmelerini siirdiirebilmeleri i¢in sadece sag goz
kornealar1 %75 glimiis nitratla ve %25 potasyum nitrat ile 10 sn siiresince kimyasal
koterizasyon yapilarak 2 mm kimyasal yanik olusturuldu. Yanik sonrasi denek
kornea ve forniksleri 5 cc serum fizyolojik ile yikanarak kimyasallar uzaklastirildi.
Topikal tedaviye yanik isleminden 60 dakika sonra baglandi ve 10 giin devam edildi.
Yanik olusturulmadan 6nce ve olusturulduktan sonra dordiincii, yedinci, onuncu
giinde denek kornealar1 fotograflanarak degerlendirildi. 11. giinde anestezi altinda
denekler dekapite edilerek kornealar: alindi.

Grup | (Kontrol grubu) (n=7); Deney siiresi olan 10 giin boyunca herhangi bir
islem yapilmayan grup.

Grup II (Vaskiilarizasyon grubu) (n=7); Yanik sonrasi herhangi bir tedavi
uygulanmayan grup.

Grup III (Vaskiilarizasyon + topikal SF grubu) (n=7); Yanik sonrasi 10 giin
boyunca her giin 2x1 serum fizyolojik (%0.9 NaCl) damla tedavisi baslatilan grup.
Grup IV (Vaskiilarizasyon + Subkonjonktival SF grubu) (n=7); Yanik sonrasi
60.dakikada limbusun 1mm gerisinden tek doz 0,08ml subkonjonktival serum
fizyolojik enjeksiyonu yapilan grup.

Grup V (Vaskiilarizasyon + topikal Aflibercept grubu) (n=7); Yanik sonrasi 10
giin boyunca her giin 2x1 Aflibercept damla (25mg/ml) tedavisi baslatilan grup.
Grup VI (Vaskiilarizasyon + subkonjonktival Aflibercept grubu) n=7); Yanik
sonrast 60.dakikada limbusun 1mm gerisinden tek doz 0,08ml subkonjonktival

25mg/ml Aflibercept enjeksiyonu yapilan grup.
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2.1. Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramuskiiler 50 miligram/kilogram
ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tirkiye) ile 5 miligram/kilogram ksilazin
hidroklorid (Rompun, Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu kullanildi. Islem oncesi
deneklerin kornealarmma % 0.5’lik proparakain hidroklorid (Alcaine, Alcon, Fort
Worth, Texas, ABD) damlatildi.

2.2. Cerrahi Teknik

Mahoney ve Waterbury tarafindan tarif edilen giimiis nitrat ile koterizasyon
teknigi uygulanarak korneal yanik ve neovaskiilarizasyon olusturuldu. Anestezi ve
analjezi uygulanan kontrol grubunun disindaki deneklerin sag kornea santraline %75
glimiis nitrat ve %25 potasyum nitrat i¢eren (Nitrate D’argent; Botafarma, Ankara,
Tiirkiye) kalemle 10 saniye siiresince koter yapilarak 2 milimetre genislikte kimyasal
yanik olusturuldu. Yanik sonrasi denek kornea ve forniksleri 5 cc SF ile yikanarak
artik kimyasallar uzaklastirildi.

Yanik skorlar;; olusan yanmi@in kabarikligina gore 0 (kornea yiizeyinde
kabarma yok), +1 (kornea ylizeyinden hafif kabaran kii¢iikk yanik), +2 (kornea
yiizeyinden orta derecede kabarmis yanik), +3 (kornea yiizeyinde biiyiik kabariklik)
seklinde derecelendirildi. +2 ve istii yanik skoru olusan ratlar deneye dahil edildi.
Deney siiresi tamamlanan ratlara anestezi altinda dekapitasyon ve eniikleasyon

uygulandi.

2.3. Korneal Neovaskiilarizasyon Alanlarinin Degerlendirilmesi

Rat kornealar1 X40 biiylitmede yarikli lamba mikroskopuna monte edilmis
Sony dijital kamera (CCD-IRIS model DXC 107 AP) kullanilarak yanik oncesi,
yanik sonrasi dordiincii, yedinci ve onuncu giinde fotograflandi. Fotograf iizerinde
neovaskiilarizasyon alaninin  tiim kornea alanina yiizdesi Firat Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Elektrik Elektronik Boliimii’niin katkilartyla MATLAB
R2015 version b (MathWorks, Natick, Massachusetts, ABD) programi1 kullanilarak
hesaplandi.
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Girdi imgesi Hough doniisiimii yardimu ile iris bolgesi belirlendi. Belirlenen
bolgeye iliskin damar bilgileri bulundu. Sirasiyla bulunan damar bilgilerine
asindirma ve genlestirme uygulanarak bolgenin toplam alani hesaplandi. Hesaplanan

damarli bolge alani irisin(gemberin) toplam alanina oranlanarak damarlanma yiizdesi

elde edildi.

2.4. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinhiginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gegirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C* de nemli ortamda ¢alisma soliisyonu
(%70 pul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) ile 60 dakika inkiibe edildi. Stop-
Wash Bufferda 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30
dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
goriintlilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi1 yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiylitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (Al)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. TUNEL Boyama Prosediirii.

© 00 N o o B~ W DN

N
= O

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

Islem

60°C etiiv

Xylol

%100, %96, %80, %70 etil alkol
PBS

Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile cizilir.

1:500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu
PBS

Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,)

PBS

Equilibration tampon soliisyonu

Caligma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer
+ %30 TdT Enzyme ) 37°C’de

Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda

Anti-Digoxigenin-Peroxidase

PBS

DAB Dilution Buffer + DAB Substrate
PBS

Distile su

Harris hematoksilen

Distile su

%80, %96 ve %100 etil alkol

Xylol

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

Stire

Bir gece
3X15 dakika
3'er dakika
5 dakika
20 dakika
3X5 dakika
3 dakika
3X5 dakika
10 dakika
60 dakika

10 dakika
30 dakika
3X5 dakika
5-10 dakika
3X5 dakika
5 dakika
1-5 dakika
5 dakika
1'er dakika
2X5 dakika

2.5. VEGF, VEGFR-2 ve Adropin immiinohistokimyasal Boyanmasi
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Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen
retrieval icin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda i1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak igin
bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA)
ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini Onlemek igin
hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide
Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana
dokulara zemin boyasini engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab
Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda diliie
edilen adropin ve VEGF primer antikorlar (rabbit polyclonal anti-adropin antibody,
ab12800; Abcam, Cambridge, UK., vascular endothelial growth factor, E2611,
Spring Bioscience, USA) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
Dokular, primer antikor uygulnmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra
sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent [anti-mouse / rabbit IgG], TP—
125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika
yikanip Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30
dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi.
Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC
Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision
Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile yikamaya alindi. Negatif kontrol icin
Rabbit IgG kullanildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS
ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount,
TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Leica DM500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica
DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginhig (0.1: <%25, 0.4: %26-50,
0.6:9%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: c¢ok az, +l:az, +2: orta,
+3:siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor= yayginlik x siddet
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2.6. VEGF, VEGFR-2 ve Adropin ELISA Yéntemi Ile Protein Diizeyi
Ol¢iimii

Donmus kornea doku ornekleri tartildi ve proteaz ve fosfataz inhibitdr iceren
Radio-Immunoprecipitation Assay (RIPA) lizis buffer iginde ¢ozdiiriildii. Dokularin
grami basma 3 ml RIPA lizis buffer kullanildi. Proteaz ve fosfataz inhibit6rii olarak
dokunun grami basina 10 mg/ml fenilmetil siilfonil florit (PMSF) stokundan 10 pl,
sodyum ortovanadattan 10 pl, proteaz inhibitor kokteylinden 10 pl olacak sekilde
eklendi. Tim prosediirler +40C’de siirdiiriildii ve ardindan {iretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde Bullet Blender doku Homojenizatorii (Next Advanced
Inc, Averill Park, NY) kullanilarak homojenizasyon islemi gerc¢eklestirildi.
Homojenize ornekler +40C’de 10000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek {istteki
siipernatant1 alind1 ve tekrar santrifiij edilerek temiz bir lizat olusturuldu. Kornea
doku supernatantlarinda VEGF ve VEGFR-2 diizeyleri, (Rat VEGF ve VEGFR-2
Elisa kit Cusabio Biotech Co., Ltd. Code: CSB — E04757r  Wuhan, CHINA)
kataloglarinda belirtilen galisma prosediirlerine uygun olarak ¢aligildi. Kitin Intra-
Assay: CV degeri < 8 % iken, Inter-Assay: CV degeri < 10 % idi. Ol¢iim aralig1 3,9-
250 pg/ mL, sensivitesi 0,97 pg/mL idi. Plate yikamalarinda otomatik yikayici Bio-
Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA) cihazi, absorbans okumalarinda ChroMate,
Microplate Reader P4300 cihazi (Awareness Technology Instruments, USA)
kullanildi. Test sonuglart pg /mL olarak belirtildi.

Kornea doku supernatantlarinda adropin diizeyleri, (Rat Adropin Elisa kit
Yehua Biological Technology Co., Ltd. Katalog no: YHB0047Ra Shanghai, CHINA)
kataloglarinda belirtilen ¢alisma prosediirlerine uygun olarak ¢alisildi. Kitin Intra-
Assay: CV degeri <10% iken, Inter-Assay: CV degeri <12% idi. Ol¢iim aralig1 10-
3000 ng/L, sensivitesi 5,01 ng/L idi. Plate yikamalarinda otomatik yikayici Bio-Tek
ELX50 (BioTek Instruments, USA) cihazi, absorbans okumalarinda ChroMate,
Microplate Reader P4300 cihazi (Awareness Technology Instruments, USA)
kullanildi. Test sonuglart ng/L olarak belirtildi.

2.7. Total Antioksidan-Oksidan Seviyesinin Belirlenmesi

Kornea doku supernatantlarinda TAS diizeyleri Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda otoanalizorle (Siemens Advia 1800 Chemistry

System, Siemens, Tokyo, Japonya) Rel Assay Total Antioxidant Status Test Kiti,
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REF: RL0O017 (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
Prof. Dr. Ozcan EREL tarafindan tanimlanan ydntemle dlgiildii.

Kornea doku supernatantlarinda TOS diizeyleri Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda otoanalizorle (Siemens Advia 1800 Chemistry
System, Siemens, Tokyo, Japonya) Rel Assay Total Oxidant Status Test Kiti,
REF:RL0024 (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak

Prof. Dr. Ozcan EREL tarafindan tanimlanan yontemle 6l¢iildii.

2.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar arasi degerlendirme One-
way ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Korneal Neovaskiilarizasyon Alanlarimin Karsilastirilmasi

Gruplar arasinda korneal neovaskiilarizasyon alan1 karsilastirildiginda
aflibercept kullanan grupta anlamli oranda vaskiilarizasyonda azalma oldugu izlendi.
Gilinler arasinda karsilastirildiginda ise neovaskiilarizasyonun dordiincii  giinde

maksimum oldugu yedinci gilinde ise anlamli diizeyde tedaviye yanit vererek azaldigi

goriildii (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplardaki neovaskiilarizasyon alanlarinin  tiim kornea alanina
yiizdelerinin ortalama ve standart sapma degerleri

Grup Neovaskiilarizasyon Alam
(%)(Ort.+ SD)

Kontrol 0,00+0,00

Vaskiilarizasyon 64,6667+17,55 a

Vaskiilarizasyon+topikal SF 62,0000+23,64 &

Vaskiilarizasyon+SC SF 63,3333+21,73 "

Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept 54,6667,2871+5,50 ¥

Vaskiilarizasyon+SC aflibercept 44,33337443+4,04% VT

a Kontrol grubuna gore,

b Vaskiilarizasyon grubuna gore,

¢ Vaskiilarizasyon-+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubuna gore,

e Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubuna gore,

f Vaskiilarizasyontsubkonjoktival aflibercept grubuna goére anlamli farkliligi gostermektedir.
(*p<0.05)

Gruplardaki  neovaskiilarizasyon  hesaplanmasi  asagidaki  sekillerde

gosterilmistir (Sekil 4,5,6,7,8).
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Sekil 5. Vaskiilarizasyon grubu 4.giin Girdi Imgesi ve Histogrami esitlenmis cikti
imgesi

Sekil 6. Vaskiilarizasyon grubu 4.giin damar bilgileri ve genlestirilmis c¢ikt1 ve
MATLAB R2015 b versionuna gore neovaskiilarizasyon alani hesaplanmasi
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Sekil 7. Vaskiilarizasyon 10.giin damar girdi ve damar orani hesaplanmis ¢ikti

Sekil 8. Vaskiilarizasyon grubu 10.giin damar bilgileri ve genlestirilmis cikti ve
MATLAB R2015 b versionuna gore neovaskiilarizasyon alani hesaplanmasi

Kontrol grubundaki neovaskiilarizasyon alaninin, vaskiilarizasyon ve tedavi
gruplarina gore anlamli diisiik oldugu goriliirken (p<0.01), aflibercept ile tedavi
edilen gruplarin tiimiinde vaskiilarizasyon grubundan ve SF ile tedavi edilen
gruplardan anlamh 6l¢tide diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). (Sekil 9,10). Tedavi
gruplart arasinda 10. gilinde besinci ve altinci gruptaki (G5 ve G6)
neovaskiilarizasyon alanlar karsilastirildiginda subkonjonktival aflibercept yapilan

altinc1 grupta neovaskiilarizasyonun daha belirgin geriledigi gdzlenmistir. Ugiincii ve

49



dordiincti gruplar (G3 ve G4) arasinda neovaskiilarizasyon alanlar1 kiyaslandiginda

istatiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).

Sekil 9. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF yapilan ratin sirasiyla 4.giin,7.giin ve
10.glin neovaskiilarizasyon alani

Sekil 10. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival aflibercept yapilan ratin sirasiyla
4.giin,7.giin ve 10.glin neovaskiilarizasyon alani

3.2. TUNEL Boyama

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi birinci grup (G1) ile
karsilastirildiginda ikinci, tigiincii ve dordiincli gruplarda istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde artmust1 (p<0.05). Ikinci, iigiincii ve dordiincii gruplar arasinda TUNEL
pozitifligi acisindan anlamli bir fark yoktu. Ikinci grup ile karsilastirildiginda
TUNEL pozitifligi besinci ve altinct gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmist1 ve kontrole benzerdi (p<0.05) (Tablo 5, sekil 11).
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Tablo 5. Apoptotik indeks (%)

Grup Apoptotik indeks (%0)
Kontrol 3,50+1,29
Vaskiilarizasyon 13,75+2,75%
Vaskiilarizasyon+topikal SF 15,75+2,87%
Vaskiilarizasyon+SC SF 13,50+1,73%
Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept | 4,25+2,06°
Vaskiilarizasyon+SC aflibercept 3,75+0,95%

(Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.)

a Kontrol grubuna gore,
b Vaskiilarizasyon grubuna gore,
¢ Vaskiilarizasyon+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubuna gore,
e Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubuna gore,
f Vaskiilarizasyon+subkonjoktival aflibercept grubuna gore anlamh farkliligi gostermektedir.

(*p<0.05)

Apoptotik Indeks

20
18

(%)

a
a

16 a

14 *

12

10
8 b
6 b
¢ — - -
0
Kontrol Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon
+ Topikal SF +sc SF + Topikal + Topikal

Aflibercept Aflibercept

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05

Vaskiilarizasyon grubu ile karsilastirildiginda ® p<0.05

Sekil 11. Apoptotik indeks grafigi
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Sekil 12. Kontrol grubunun TUNEL ile boyanmasi

Sekil 12, 13, 14, 15, 16, 17°deki oklar apopitotik hiicreleri gostermektedir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ikinci grupta apopitoziste belirgin bir
artig vardi. (Sekil13)

Sekil 13. Vaskiilarizasyon grubunun TUNEL ile boyanmast

52



Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda {igiincti ve dordiincti grupta yayginlik
ikinci grup ile benzerdi. (Sekil 14-15).

. T

Sekil 15. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubunun TUNEL ile boyanmasi
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Aflibercept verilen tedavi gruplarinda ise diger gruplara goére apopitozisin

belirgin azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi (Sekil 16 ve 17).

Sekil 17. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival aflibercept grubunun TUNEL ile
boyanmasi
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3.3. Korneal VEGF immunohistokimyasal Boyanmasi

VEGF immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 151k
mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu; birinci grup (sekil 18) ile
karsilastirildiginda VEGF immiinreaktivitesi ikinci, liglinci ve dordiincii grupta
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmisti (p<0.05). (sekil 19,20,21) . ikinci,
liglincii ve dordiincli grup arasinda ise VEGF immiinreaktivitesi agisindan anlaml
bir fark yoktu. Ikinci grup ile karsilastirildiginda VEGF immiinreaktivitesi besinci ve
altinci gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmist1 ve kontrole benzerdi
(p<0.05) (sekil 22,23).

Gruplardaki kornea vaskiiler endotelin VEGF immunohistokimyasal boya ile

boyanmasi agagidaki sekillerde gosterilmistir.

Sekil 18. Kontrol grubundaki rat korneasinin VEGF immunohistokimyasal
boyanmasi.

55



Sekil 19. Vaskiilarizasyon grubunda yanik vyapilan rat korneasinin VEGF
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin VEGF immunohistokimyasal boya ile boyandigi gézlemlenmistir.

Sekil 20. Vaskiilarizasyon + topikal SF grubundaki bir rat korneasinin VEGF
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin VEGF immunohistokimyasal boya ile boyandigi gézlemlenmistir.



Sekil 21. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubundaki bir rat korneasinin VEGF
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin VEGF immunohistokimyasal boya ile boyandigi gézlemlenmistir.

Sekil 22. Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubundaki bir rat korneasinin VEGF
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin VEGF immunohistokimyasal boya ile boyandigi gozlemlenmistir.
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Sekil 23. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival aflibercept grubundaki bir rat
korneasinin  VEGF immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan
alanda vaskiiler endotelin VEGF immunohistokimyasal boya ile boyandigi
gozlemlenmistir.

3.4. Korneal Adropin immiinreaktivitesi

Adropin imminreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151tk mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu; birinci grup (sekil 24) ile
karsilastirildiginda adropin immiinreaktivitesi ikinci, tiglincii ve dordiincii gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmist1 (p<0.05) ( sekil 25, 26, 27). ikinci,
tiglincli ve dordiincii gruplar arasinda adropin immiinreaktivitesi agisindan anlamli
bir fark yoktu. ikinci grup ile karsilastirildiginda adropin immiinreaktivitesi besinci
ve altinci grupta (sekil 28,29) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmisti ve
kontrole benzerdi (p<0.05). Gruplardaki kornea vaskiiler endotelin adropinin

immunohistokimyasal boya ile boyanmasi asagidaki sekillerde gosterilmistir.
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Sekil 24. Kontrol grubundaki rat korunmasmin adropin immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 25. Vaskiilarizasyon  grubundaki bir rat korneasinin  adropin
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin adropin immunohistokimyasal boya ile boyandig1 gézlemlenmistir.



Sekil 26. Vaskiilarizasyon+topikal SF grubundaki bir rat korneasinin adropin
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin adropin immunohistokimyasal boya ile boyandig1 gézlemlenmistir.

Sekil 27. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubundaki bir rat korneasinin
adropin immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin adropin immunohistokimyasal boya ile boyandig1 gézlemlenmistir.



Sekil 28. Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubundaki bir rat korneasinin adropin
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin adropin immunohistokimyasal boya ile boyandig1 gézlemlenmistir.

Sekil 29. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival aflibercept grubundaki bir rat
korneasinin adropin immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan
alanda vaskiiler endotelin adropin immunohistokimyasal boya ile boyandigi
gozlemlenmistir.

VEGF ve Adropin Immiinreaktivitesi i¢in yapilan boyamanin gruplar arasi
karsilagtirilmasi tablo 6’da grafigi sekil 30, 31°de verilmistir.
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Tablo 6. VEGF ve Adropin Immiinreaktivitesi

GRUP VEGF ADROPIN
Kontrol 0,46+0,12 0,50+0,14

Vaskiilarizasyon 2,47+0,45% 2,25+0,51%
Vaskiilarizasyon+topikal SF 2,25+0,52% 2,10+0,73%
Vaskiilarizasyon+SC SF 2,40+0,51% 2,32+40,75%
Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept | 0,50+0,08" 0,45+0,15"
Vaskiilarizasyon+SC aflibercept 0,45+0,12° 0,37+0,09""

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

a Kontrol grubuna gore,

b Vaskiilarizasyon grubuna gore,

¢ Vaskiilarizasyon-+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubuna gore,

e Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubuna gore,

f Vaskiilarizasyontsubkonjoktival aflibercept grubuna goére anlamli farklilign gostermektedir.
(*p<0.05)

VEGF Immiinreaktivitesi

3,5
3 cl a a
25 * *
2
1,5
1
b b
0,5 — —— ——
0
Kontrol Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon
+ Topikal SF +sc SF + Topikal + Topikal

Aflibercept Aflibercept

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 2p<0.05
Vaskiilarizasyon grubu ile karsilagtirildiginda ° p<0.05

Sekil 30. VEGF immiinreaktivite grafigi
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Adropin Immiinreaktivitesi

3,5 a
3 a d
2,5
2
1,5
1
b b
0,5 — — —
0
Kontrol Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon
+ Topikal SF +sc SF + Topikal + Topikal

Aflibercept Aflibercept

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda #p<0.05
Vaskiilarizasyon grubu ile karsilagtirildiginda ® p<0.05

Sekil 31. Adropin immiinreaktivite grafigi

3.5. Korneal VEGFR-2 immunohistokimyasal Boyanmasi

VEGFR-2 reseptér immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal
boyamanin 151k mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu; birinci grup (sekil 33)
ile karsilastirlldiginda VEGFR-2 reseptor immiinreaktivitesi ikinci, iiciincii ve
dordiincii grupta (sekil 34,35,36) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmisti
(p<0.05). Ikinci, iigiincii ve dordiincii gruplar arasinda VEGFR-2 reseptdr
Immiinreaktivitesi agisindan anlamli bir fark yoktu. Ikinci ile karsilastirildiginda
VEGFR-2 reseptdr immiinreaktivitesi besinci ve altinct gruplarda (sekil 37,38)
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmist1 ve kontrole benzerdi (p<0.05).

VEGFR-2 Immiinreaktivitesi igin yapilan boyamanin gruplar arasi

karsilastirilmasi tablo 7°de grafigi sekil 32°de verilmistir.
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Tablo 7. Gruplardaki VEGFR-2 immunohistokimyasal boyanma skorlarinin
ortalama ve standart sapma degerleri.

GRUP VEGFR-2 reseptor
Kontrol 0,53+0,21
Vaskiilarizasyon 1,75+0,79%
Vaskiilarizasyon+topikal SF 1,80+0,56%
Vaskiilarizasyon+SC SF 1,78+0,82%
Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept | 0,42+0,19"
Vaskiilarizasyon+SC aflibercept 0,37+0,11"

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

a Kontrol grubuna gore,

b Vaskiilarizasyon grubuna gore,

¢ Vaskiilarizasyon-+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubuna gore,

e Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubuna gore,

f Vaskiilarizasyon+subkonjoktival aflibercept grubuna gore anlamli farklilifn gdstermektedir.
(*p<0.05)

VEGFR-2 immiinreaktivitesi

3
a a

2,5 a

2
1,5

1

b b

o5 - - -

0

Kontrol Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon
+ Topikal SF +sc SF + Topikal + Topikal

Aflibercept Aflibercept

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05
Vaskiilarizasyon grubu ile karsilastirldiginda ® p<0.05

Sekil 32. VEGFR-2 immiinreaktivite grafigi
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RS | Y
Sekil 33. Kontrol grubundaki rat korunmasmin VEGFR-2 immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 34. Vaskiilarizasyon grubundaki bir rat korneasinin VEGFR-2
immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin VEGFR-2 immunohistokimyasal boya ile boyandig1 gozlemlenmistir.

65



Sekil 35. Vaskiilarizasyon+topikal SF grubundaki bir rat korneasinin VEGFR-2

immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda vaskiiler
endotelin VEGFR-2 immunohistokimyasal boya ile boyandig1 gozlemlenmistir.

L

Sekil 36. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubundaki bir rat korneasinin
VEGFR-2 immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda
vaskiiler endotelin  VEGFR-2 immunohistokimyasal boya ile boyandigi
gozlemlenmistir.
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Sekil 37. Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubundaki bir rat korneasinin
VEGFR-2 immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan alanda
vaskiiler endotelin VEGFR-2 immunohistokimyasal boya ile boyandig:
gozlemlenmistir.

Sekil 38. Vaskiilarizasyon+subkonjonktival —aflibercept grubundaki bir rat
korneasinin VEGFR-2 immunohistokimyasal boyanmasi. Neovaskiilarizasyon olan
alanda vaskiiler endotelin VEGFR-2 immunohistokimyasal boya ile boyandigi
gozlemlenmistir.
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3.6. Korneal VEGF ELISA Diizeyleri

Sabit biiyiikliikteki kornealarda ELISA yontemi ile 6lgiilen VEGF diizeyleri
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildi (Tablo 8, Sekil 39).

Tablo 8. Gruplardaki korneal VEGF ELISA diizeyleri ve standart sapma degerleri

Grup VEGF ELISA
Diizeyleri
Pg/ml(Ort.£SD)

Kontrol 23,30+4,58

Vaskiilarizasyon 66,59+10,58 a*

Vaskiilarizasyon+topikal SF
Vaskiilarizasyon+SC SF
Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept
Vaskiilarizasyon+SC aflibercept

68,84+14,53 a*
73,45+14,55 a*
27,56+5,15 b* c* d*
13,02+2,53 b* c* d*

a Kontrol grubuna gore,

b Vaskiilarizasyon grubuna gore,

¢ Vaskiilarizasyon-+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon-+subkonjonktival SF grubuna gore anlaml farkliligi géstermektedir. (¥p<0.05)

Korneal VEGF ELISA Diizeyi

100

90 a a

80 a

70 *
= 60
S 50
o 4o bcd

S0 — — bcd

0
Kontrol Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon
+ Topikal SF +sc SF + Topikal + Topikal
Aflibercept Aflibercept

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<0.05

Vaskiilarizasyon grubu ile karsilagtirildiginda  p<0.05
Vaskiilarizasyon+topikal SF grubu ile kargilastirildiginda °p<0.05
Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubu ile karsilastirildiginda %p<0.05

Sekil 39. Korneal VEGF ELISA diizey grafigi

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda grup 1’°deki kornealarin VEGF
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ELISA diizeyleri grup 2’den anlamh &lgiide daha diisiik oldugu goriildii(p<0.05).
Grup 3 ve 4’teki VEGF ELISA diizeyleri, kontrol grubundan anlaml élgiide daha
yiiksek bulunurken (p<0.05) vaskiilarizasyon grubu ile benzer izlendi. Yine Grup 5
ve 6°daki VEGF ELISA diizeyleri, grup 2, 3 ve 4’ten anlaml &lgiide daha diisiik
bulunurken (p<0.05) grup 1 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktu (p>0.05). Ayrica grup 5 ve 6 kendi aralarinda kiyaslandiginda da istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig1 goriildii (p>0.05).

3.7. Korneal VEGFR-2 ELIiSA Diizeyleri

Sabit biiyiikliikteki kornealarda ELISA yontemi ile olgiilen VEGFR-2
diizeyleri karsilagtirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii

(p<0.05) (Tablo 9, Sekil 40).

Tablo 9. Gruplardaki korneal VEGFR-2 ELISA diizeyleri ve standart sapma

degerleri

Grup VEGFR-2 ELISA Diizeyleri Pg/ml (Ort.+ SD)
Kontrol 25,66+4,33

Vaskiilarizasyon 70,31+18,11 a*
Vaskiilarizasyon+topikal SF 63,67£15,75 a*

Vaskiilarizasyon+SC SF 40,88+9,18 b* c*
Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept 40,09+,10,00 b* c*
Vaskiilarizasyon+SC aflibercept 37,35+£5,11 b* ¢c*

a Kontrol grubuna gore,

b Vaskiilarizasyon grubuna gore,

¢ Vaskiilarizasyon-+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon-+subkonjonktival SF grubuna gore anlamli farkliligi géstermektedir. (¥p<0.05)

Korneal VEGFR-2 ELISA Diizeyi

100 a
90

a
80
60 c

bc b

E 50
2 20 — — o
30 —
20
10
0
Kontrol Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon Vaskiilarizasyon
+ Topikal SF +sc SF + Topikal + Topikal

Aflibercept Aflibercept

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda *p<0.05
Vaskiilarizasyon grubu ile karsilastirildiginda b p<0.05
Vaskiilarizasyon+topikal SF grubu ile karsilastirildiginda °p<0.05
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Sekil 40. Korneal VEGFR-2 ELISA diizey grafigi

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda G1°deki kornealarin VEGFR-2
ELISA diizeyleri grup 2’den anlamh &lgiide daha diisiik oldugu gériildii(p<0.05).
G3’deki VEGFR-2 ELISA diizeyleri, kontrol grubundan anlaml l¢iide daha yiiksek
bulunurken (p<0.05) vaskiilarizasyon grubu ile benzer izlendi. Yine G5 ve G6’daki
VEGFR-2 ELISA diizeyleri, G2, G3’ten anlamli dl¢iide daha diisiik bulunurken
(p<0.05) G1 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05).
Ayrica grup 5 ve 6 kendi aralarinda kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig1 goriildii (p>0.05).

3.8. Korneal Adropin ELISA Diizeyleri

Sabit biiyiikliikteki kornealarda ELISA y&ntemi ile 6lgiilen adropin diizeyleri
karsilagtirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildi (p>0.05)
(Tablo 10).

Tablo 10. Gruplardaki korneal adropin ELISA diizeyleri ve standart sapma degerleri

Grup Adropin ELISA Diizeyleri Ng/L (Ort.+ SD)
Kontrol 751,1471+98,7882

Vaskiilarizasyon 843,7629+100,1640
Vaskiilarizasyon+topikal SF 861,3286+122,5744

Vaskiilarizasyon+SC SF 815,3800+56,8180
Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept  683,61144+128,2752

Vaskiilarizasyon+SC aflibercept 808,4343+99,7920

a Kontrol grubuna gore,

b Vaskiilarizasyon grubuna gore,

¢ Vaskiilarizasyon+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon-+subkonjonktival SF grubuna gore,

e Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubuna gore,

f Vaskiilarizasyontsubkonjoktival aflibercept grubuna goére anlamli farklilign gostermektedir.
(*p<0.05)

3.9. Korneal TAS TOS Diizeyleri

Sabit biiytikliikteki kornealarda bakilan TAS diizeyleri 6. grupta, 5. grup hari¢
diger tiim gruplara gore anlamh diisiik oldugu goriiliirken (p<0,05), TOS diizeyleri
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii (p>0.05)
(Tablo 11).
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Tablo 11. Gruplardaki korneal TAS ve TOS diizeyleri ve standart sapma degerleri

Grup TAS Diizeyleri TOS
Pg/Protein (Ort.+SD)  Diizeyleri
Kontrol 2,8386+0,4182 4,5586+2,6440
Vaskiilarizasyon 2,1043+1,1576 2,2000+2,1671
Vaskiilarizasyon+topikal SF 2,9243+1,0940 2,8614+1,0146
Vaskiilarizasyon+SC SF 2,1271+1,1449 2,51434+2,8483
Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept  1,6314+0,9833 3,3329+1,6087
Vaskiilarizasyon+SC aflibercept 0,3529+0,1848 3,4757+2,6982
a*b*c*d*

a Kontrol grubuna gore,

b Vaskiilarizasyon grubuna gore,

¢ Vaskiilarizasyon-+topikal SF grubuna gore,

d Vaskiilarizasyon+subkonjonktival SF grubuna gore,

e Vaskiilarizasyon+topikal aflibercept grubuna gore,

f Vaskiilarizasyontsubkonjoktival aflibercept grubuna goére anlamli farklilign gostermektedir.
(*p<0.05)
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4. TARTISMA

Kornea avaskiiler ve transparan Ozellikte bir dokudur. Korneal
neovaskiilarizasyon ciddi patolojik kosullarda ortaya g¢ikar ve sonugta korneanin
normal yapisini bozarak cesitli istenmeyen sonuglara neden olur. Bir¢ok korneal
hastaligin patogenezinde de korneal vaskiilarizasyon 6nemli bir yer tutmaktadir.
Prekorneal plexustan korneaya dogru ilerleyen veniiller ve kapillerler goérme
keskinligini tehdit edebilir, keratoplasti sonrasi grefon Oomriinii azaltabilir. Ayrica
inflamasyon, korneal 6dem ve skara neden olmaktadir (144).

Korneal neovaskiilarizasyon iskemi, travma, kimyasal yaniklar ve
inflamasyona sekonder olusmaktadir ve yaklasik her yil 1,4 milyon insani etkileyerek
diinyadaki en onemli korliik nedenlerinden birini olusturmaktadir (89). Bu kadar
genis popiilasyonda saglik problemi olusturmasi korneal neovaskiilarizasyon
tedavisini olduk¢a onemli bir konuma tasimaktadir. Yapilan caligmalarda, korneal
neovaskiilarizasyonun tedavisinde kortikosteroidler, nonsteroid antienflamatuarlar,
siklosporin A, somatostatin analoglari, askorbik asit, talidomid, rapamisin ve
metotreksatin ~ kullanildigi  bildirilmektedir ~ (17,145-148).  Ayrica  laser
fotokoagiilasyon, diatermi ve fotodinamik tedavi gibi yontemler de korneal
neovaskiilarizasyonun tedavisinde kullanilmaktadir (13,149,150). Ancak bu
yontemlerin tedavide kullanimlari gesitli komplikasyonlar, maliyet yiiksekligi ve
basarisizlik gibi nedenlerden dolay1 kisitlanmistir. Daha da 6nemlisi bu tedavilerin
onemli bir kism1 anjiogenezde etkili molekiiler medyatorlere etkili degildir.

Son donemlerde yapilan caligmalarda antianjiogenik tedavinin ileride umut
vaat edici oldugunu gostermektedir. Ozellikle anti-VEGF ajanlarin kullanimi basarili
sonuclar vermektedir.

Hipoksik ortamda, endotel hiicrelerinden olduk¢a fazla diizeyde salgilanan
VEGF, sadece pro-anjiogenik faktor olarak degil ayni zamanda gii¢lii bir trofik
faktor, yani damar endotel ve bazal membranlarini uyararak hasarli ve/veya saglikli
konumdaki normal hiicre fonksiyonlarinin yenilenmesini de saglamaktadir (151).
Bazi arastirmacilar, alkali yaniklarinda humdr akézde VEGF diizeylerinde artis
bulmuslardir (152). Alkali yaniklarinda goriilen ve altta yatan endotelyal harabiyetin

asil nedeninin, iskemiden kaynaklanan biiyiime faktoriiniin enflamatuar sitokinleri
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asirt arttirarak NO diizeyini degistirip damarsal enflamasyona yol agmasi olarak
ifade edilmistir. Keza, neovaskiilarizasyon esnasinda anjiogenik faktolerde artig anti
anjiogenik faktorlerde ise azalis goriliir (144). Biz de ¢alismamizda korneal yanik
olusturmak i¢in giimiis nitrat ile koterizasyon teknigini kullanarak alkali yanik
meydana getirdik. Boylelikle yiiksek VEGF diizeyleri olusturarak anti-VEGF
tedavinin etkinligini belirgin olarak gosterebilmeyi amagladik.

Vaskiiler endotelyal growth faktoriin salimminda en giiglii uyaranlar
enflamasyon ve hipoksidir. VEGF, tavsanlarda kornea neovaskiilarizasyonunu
tetikleyen onemli bir etken olarak tespit edilmistir (9). Yapilan c¢alismalarda
neovaskiilarize insan kornealarinda hem VEGF hem de reseptorleri normalden daha
fazla konsantrasyonda bulunmustur. Deneysel hayvan c¢alismalarinda VEGF
antagonistlerinin hem kornea neovaskiilarizasyonunda azalmaya hem de kornea greft
omriinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (153).

Korneada anjiogenik-antianjiogenik dengenin anjiogenik yonde bozulmasi
ozellikle de anjiogenik Ozellikte olan biiyiime faktorlerinin diizeylerinin artmasi
korneal yeni damar olusumunda Onemli rol oynamaktadir (154). Bu biiyiime
faktorlerinden VEGF, dogrudan damar endoteli iizerinde etkili oldugu icin biiyiik
oneme sahiptir. VEGF; makrofajlar, T hiicreleri, retina pigment epitel hiicreleri, diiz
kas hiicreleri, tiimor hiicrelerinde ve Ozellikle korneal epitel ve korneal endotelyal
hiicrelerden basta hipoksi olmak iizere, cesitli cevresel faktorlerin uyarisi ile
salgilanir (155). Korneanin enflamatuar hastaliklari, kontakt lens kullanimi, hipoksi,
kimyasal travmalar ve keratitler gibi gozle ilgili bir¢cok klinik durumda VEGF
saliniminin arttigr gosterilmistir (156). VEGF165, gozdeki neovaskiilarizasyonla en
cok iligkili olan VEGF-A’nin bilinen alt1 izoformundan birisidir ve etkisini 6zellikle
VEGFR-2 iizerinden gostermektedir.

Aflibercept VEGFR-1’in ikinci pargasi ve VEGFR-2’nin iigiincli pargasinin
insan IgG Fc kismi ile kombinasyonu ile olusturulan VEGF-TRAP bir ajandir.
Aflibercept su anda yapilan galismalar iginde en yiiksek afiniteli VEGF blokdoriidiir
ve VEGF-A’nin tiim izoformlar1 i¢in reseptdr tuzagi olarak caligmaktadir (131).
VEGF-A’ya yiiksek afinitesinin yani sira potansiyel olarak antianjiogenik etkiyi
artiran PIGF-1 ve PIGF-2’ye de baglanmaktadir. VEGF TRAP’in diger bir énemli

avantaji ise etkisinin uzun siireli olmasidir. Ziv-aflibercept igindeki yardimci
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maddeler ve osmolaritesi diginda aflibercepte benzer Ozelliktedir. Ancak maliyet
bakimindan daha ucuzdur. Hem aflibercept hem de ziv-afliberceptle ilgili ¢esitli
calismalar bulunmaktadir.

Ruti Sella ve arkadaslar1 tarafindan 44 adet Sprgue Dawley cinsi ratlarda
giimiis nitrat ve potasyum nitrat ile olusturulan korneal neovaskiilarizasyon
modelinde topikal ziv-aflibercept ve bevacizumabin etkisini karsilastirmak amaciyla
3 adet grup olusturulmustur. Tiim gruplara koterizasyon sonrasi yedi giin boyunca
giinde iki kez topikal tedavi uygulanmis; gruplar birinci, yedinci ve onuncu giinde
fotograflanarak neovaskiilarizasyon orani, kornea epitelinin durumuna bakilmis; 10.
Giinde ise gozler eniiklee edilerek immunohistokimyasal boyanma &zellikleri, CD-31
ve CD-68 diizeyleri degerlendirilmistir (140). Neovaskiilarizasyon alani ziv-
aflibercept kullanilan grupta dordiincii giin %7.38+2.23, yedinci giin %21,73+14.59,
10.giinde ise %31+23,61 olarak bulunurken bevacizumab kullanan hastalarda bu
oran sirayla %21, %51£15.50 ve 54.4+11,33 olarak degerlendirilmistir. Bu
caligmada 7. ve 10.giinde ziv-aflibercept kullanilan grupta kontrol ve bevacizumab
grubuna gore neovakiilarizasyonda anlamli azalma izlenirken bevacizumab ve
kontrol grubu arasinda fark saptanmamistir. Bizim g¢alismamizda topikal ziv-
afliberceptle tedavi edilen grubun SF ile tedavi edilen kontrol gruplarina gore
neovaskiilarizasyon alaninda anlamli diizeyde azalma oldugu tespit edilmistir.
(p<0.05) Calismamizda novaskiilarizasyon alani Yyedinci giine kadar belirgin
azalmaya devam ederken yedinci giinden sonra neovaskiilarizasyonda serum
fizyolojik verilen gruplardan daha az olmakla birlikte hafif artis izlenmistir. Bu
sonu¢ bize tedavinin ozellikle ilk bir hafta igerisinde daha etkili ve hizli sonug
verdigini daha sonra etkisinin hafif azalarak belli diizeye sabitlendigini
gostermektedir. Ancak bu sonucun teyit edilebilmesi i¢in daha uzun donemli
caligmalarin yapilmasini gerektirmektedir.

Orly Gal-Or ve arkadaslarinin 31 adet Sprague Dawley cinsi ratlarda yaptigi
bir ¢alismada ise glimiis nitrat ve potasyum nitrat ile korneal neovaskiilarizasyon
modeli olusturularak subkonjonktival ziv-aflibercept ve bevacizumabin etkisini
karsilastirmak amaciyla ratlar ii¢ esit gruba ayrilmistir (139). Neovaskiilarizasyonun
ticlinci giinde basladigi, yedi ile dokuzuncu giinlerde ise maksimum seviyeye

ulastigi gortilmistiir. Ziv-aflibercept ile tedavi edilen grupta kontrol ve bevacizumab
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ile tedavi edilen gruba gore anlamli azalma izlenirken bevacizumab grubunda kontrol
grubuna  gore anlamli  azalma  izlenmemistir.  Bizim  ¢alismamizda
neovaskiilarizasyonun benzer olarak 7. ve 10. giinlerde maksimum seviyeye
ulasmistir. Ancak calismaya ii¢ hafta boyunca devam edilmedigi i¢in 10.glinden
sonraki degisimler izlenememistir. Yine bu ¢alismaya benzer olarak subkonjonktival
aflibercept ile tedavi edilen grupta kontrol grubuna gore anlamli azalma goriilmiistiir.
Bu calismadaki immunohistokimyasal boyama sonuglar1 aflibercept ve bevacizumab
tedavisi alan grupta kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalma oldugu
goriilmiistiir. Bizim ¢calismamizda ise VEGF ve VEGFR-2 immiinreaktivite diizeyleri
degerlendirilmis aflibercept tedavi alan grupta bu calisma ile benzer olarak anlamli
diizeyde azalma izlenmistir.

Calismamizda VEGFR-2 diizeyi immiinohistokimyasal boyamada korneal
neovaskiilarizasyon olusturulan grupta belirgin olarak artmis, tedavi verilen
gruplarda ise anlamli diizeyde azalma izlenmistir. Bu sonu¢ kornea
neovaskiilarizasyon etyolojisinde VEGFR-2’nin rolii oldugunu gostermistir. Ayrica
caligmamizda yer alan adropinin, etkisini VEGFR-2 {izerinden gdstermesi bu sonucu
onemli kilmaktadir.

Yi-Ryeung Park ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada ise 12 tavsanin
24 goziinde ipek siitiir ile korneal neovaskiilarizasyon olusturulmustur (157). Dort
tane grup olusturularak birinci gruba topikal %0,1 aflibercept, ikinci gruba topikal
%0.01 aflibercept, tiglincii gruba topikal %0,1 bevacizumab, dordiincii gruba ise
topikal serum fizyolojik uygulandiktan sonra karsilagtirilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda anti-VEGF tedavi alan tiim gruplarda neovaskiilarizasyonda
anlamli  azalma izlenmistir. %0,1 aflibercept ile %0,1 bevacizumab
karsilagtirildiginda neovaskiilarizasyon alaninda anlamli degisiklik izlenmezken,
%0.01 afliberceptle tedavi edilen grupta %0,1 afliberceptle tedavi edilen gruba gore
daha az azalma goriilmiistiir.

Aflibercept ile ilgili yapilan c¢alismalarda subkonjonktival ve topikal
uygulamanin etkinligi ile ilgili karsilagtirilmali bir caligma bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda bu iki yontemi Kkarsilastirilarak hangi uygulamanin daha etkili
olabilecegi saptanmaya ¢alisilmistir. Her iki yontemde de kontrol grubuyla

karsilagtirildiginda neovaskiilarizasyon alaninda anlamli azalma yaptig1 goriilmiistiir.
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Subkonjonktival aflibercept uygulamasi topikal tedavi ile karsilastirildiginda ise
kornea neovaskiilarizasyon alaninda anlamli diizeyde azalma yaptig1 izlendi.

Kim ve arkadaglarinin tavsanlarda yaptigi korneal neovaskiilarizasyonda
bevacizumabin etkinligi ¢alismasinda topikal ve subkonjonktival bevacizumab
etkinligi kontrol grubu ile karsilastirilmis ve korneadaki VEGF diizeyleri ELISA
yontemi ile tespit edilmistir. Kontrol grubuna goére hem subkonjonktival hem de
topikal bevacizumab uygulanan gruplarda VEGF diizeyinin istatiksel olarak anlamli
bir sekilde diistiigii tespit edilmistir. Ancak topikal ve subkonjonktival bevacizumab
uygulamalar1 arasinda VEGF diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadig
goriilmiistiir (158). Ancak aflibercept ile yapilan ¢alismalarda ELISA yéntemi ile
VEGF diizeylerini Olcen bir calisma bulunmamaktadir. Calismamiz bu alanda
yapilan ilk caligsmadir.

Calismamizda immiinohistokimyasal olan degerlendirilen korneal VEGF ve
VEGFR-2 diizeyleri ve Tunel metoduyla yapilan apoptotik indeks diizeylerinde
serum fizyolojik verilen tigiincii ve dordiincii gruplarla karsilagtirildiginda aflibercept
verilen grupta anlamli diizeyde azalma izlendi. Tedavi verilen gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise subkonjonktival ve topikal tedavi arasinda anlamli
fark izlenmedi. Bu durumda verilis yolunun korneal VEGF ve VEGFR-2 diizeyinde
farklilik olusturmadigini her iki yontemin de hasta ozellikleri goéz Oniinde
bulundurularak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Ancak korneal neovaskiilarizasyon
alanina ve ELISA yontemiyle degerlendirilen VEGF diizeylerine bakildiginda
subkonjonktival aflibercept tedavisi kullanilan ratlarda anlamli diizeyde azalma
yaptig1 gozlenmistir. Bu sonug da klinik olarak daha iyi yanit veren subkonjonktival
tedavi etkinliginin immiinohistokimyasal sonuglara yansimadigini goéstermektedir.
Bu konuda bevacizumabla ilgili yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuclar bulunmus
ve etkin yontem Dbelirlenememistir. Bu sonuglara ragmen subkonjonktival
uygulamanin tek doz uygulanmasi ve topikale gore daha diisiik diizeylerde
kullanilabilmesi bir avantaj olarak goriilmekle birlikte daha genis ¢apli ¢alismalara
ihtiya¢ vardir.

Adropin lipid metabolizmasinin regiilasyonunda rol alan yeni bir metabolik
hormondur. Lovren ve arkadaglarmin yaptigi calismada adropinin metabolik

etkilerinin yani1 sira endotel fonksiyonlarmin diizenlenmesi gibi non-metabolik
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olaylarda da rolii oldugu gosterilmistir (12). Bu ¢alismada adropin ile tedavi edilen
endotel hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon, kapiller tiip formasyonunun belirgin
artt1g1, damar permabilitesi ve TNF nin indiikledigi apopitozisi azalttig1 goriilmiistiir.
Omek ve arkadaslari tarafindan yapilan bir c¢alismada yasa bagli makiila
dejenerasyonunda adropin diizeyleri ve ELISA yontemi ile VEGFR-2 diizeyleri
degerlendirilmistir (159). Bu c¢alismada yasa bagli makiila dejenerasyonu olan
hastalarda adropin diizeyleri yiiksek olarak izlenmis ancak bu sonug istatiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Serum VEGFR-2 diizeylerine bakildiginda ise yasa bagh
makiila dejenerasyonu olan hastalarda anlamli diizeyde azaldigi goriilmiistiir (159).
Mevcut ¢alismamizda korneal neovaskiilarizasyonda korneal adropin ve VEGFR-2
diizeyleri degerlendirildi. Immiinohistokimyasal skorlamada korneal
neovaskiilarizasyon gelisen deneklerde korneal adropin diizeyi olarak kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek olarak izlendi. Tedavi edilen gruplarda ise bu
skorlamada anlamli diizeyde azalma izlendi. ELISA yontemiyle bakilan korneal
adropin diizeylerinde ise anlamli fark goriilmedi. Sonuglar her ne kadar ELISA ile
bakilan kornea adropin diizeylerine yansimamis olsa da immiinohistokimyasal olarak
adropinin  tedavi gruplarinda anlamli derecede farkli bulunmas: korneal
neovaskiilarizasyon patogenezinde rolil olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun i¢in
daha ileri arastirmalara gerek duyulmaktadir.

Organizmada endojen ve eksojen nedenlerle olusan serbest radikaller
oksidatif strese neden olur. Kan, antioksidanlarin serbest radikallerin uzaklastirmak
icin viicuda tasinmasinda onemlidir (160). Serbest demiri toplayan transferin ve
seruloplazmin gibi zincir kiric1 antioksidanlar da plazmada bulunmaktadir. Urik asit,
albiimin ve askorbik asit plazmadaki total antioksidan seviyenin % 85’inden fazlasinm
olusturur. Antioksidanlar plazmada kendi aralarinda etkilesim icindedirler. Bu
sekilde tek baslarina gosterdikleri etkiden daha fazla etki gdsterebilmektedirler.
Glutatyonun askorbati, askorbatin da a- tokoferolii yeniden aktiflestirmesi buna
ornektir. Total antioksidan durumun (TAS) belirlenmesi antioksidanlarin tek tek
Olgiilerek belirlenmesinden daha degerlidir (161,162). Ancak viicuttaki tiim
antioksidanlari yansitmamaktadir. Oksidan ve antioksidan dengenin oksidanlar
lehine bozulmasina oksidatif stres denir. Oksidatif stresin total degeri Total Oksidatif

Stres (TOS) olarak ifade edilir. Bu durum asir1 olusan reaktif oksijen radikalleri veya
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antioksidan tampon sisteminin yetersizligi sonucu olusur. Reaktif oksijen radikalleri
hiicrenin DNA, lipit ve protein benzeri molekiillerine zarar verir (161,162).

Calismamizda korneal neovaskiilarizasyonda total antioksidan diizeyinin
subkonjonktival aflibercept tedavisinde anlamli oranda azaldigi izlenirken (p<0,05)
diger gruplar arasinda fark goriilmedi (p>0,05). Ayrica biyokimyasal olarak korneal
oksidatif stres diizeyinde (TOS) de anlamli artig izlenmedi (p>0,05). Bu sonu¢ TAS
degerinin viicuttaki antioksidanlarin hepsini yansitmamasina bagl olabilir. Ayrica
oksidatif hasarin akut evresinde viicuttaki antioksidanlar devreye girerek oksidatif
hasar hizlica giderilmeye calisilir. TOS diizeylerinin artis gostermemesi, bu akut
etkiye bagli olarak deney siiresinin kisa olmasina bagli olabilir. Bagka bir anti-
VEGF ajan olan bevacizumab ile yapilan bir ¢alismada TAS diizeyinde anlamli artig
izlenmemistir (163)

TUNEL boyama sonuc¢larimizda korneal neovaskiilarizasyon yapilan ve SF
ile tedavi edilen gruplarda apoptozisin anlamli diizeyde arttigi; aflibercept ile tedavi
edilen gruplarda ise anlamli diizeyde azalma oldugu gézlenmistir. Bu bulgulardan
afliberceptin apopitozisi azaltmada etkili oldugu, toksisiteye neden olmadigi, uzun
donemde de oksidatif stres diizeyini de azaltabilecegi sonucu ¢ikarilabilir. Ancak
mekanizma ve serum diizeyleri i¢in daha genis ve uzun donem c¢alismalara ihtiyag
vardir. Daha Once korneal neovaskiilarizasyonda apoptozisin degerlendirildigi bir
calismada kornea neovaskiilarizasyon sonrasinda rapamisin tedavisi alan grupta
apoptozisin azaldigi izlenmistir (164).

Sonu¢ olarak aflibercept korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde her iki
uygulanis sekliyle de etkili bulunmus, fakat Kklinik olarak subkonjonktival
uygulamanin daha etkili oldugu goézlemlenmistir.  Afliberceptin  farkli
konsantrasyonlarda etkinliginin degerlendirilmemesi, diger antianjiogenik diger
ajanlarla kiyaslama yapilmamasi ve wuzun donem sonuglarmin olmamasi
calismamizin eksik yonleridir. Buna ragmen subkonjonktival uygulamanin tek doz
uygulanmasi ve topikale gore daha diisiik diizeylerde kullanilabilmesi bir avantaj

olarak goriilebilir ancak daha genis capli ¢alismalarla bu veriler desteklenmelidir.
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