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Tavsanlarda Deneysel Kornea Neovaskiilarizasyonunda Topikal ve Subkonjonktival

Bevacizumabin Etkinliginin Arastirilmasi

Investigation of the Efficacy of Topical and Subconjunctival Bevacizumab in Experimental Corneal
Neovascularization in Rabbits

Umit Dogan'" | Serdal Celebi* ', Aysel Kiikner?

oz

Amag: Deneysel tavsan modellerinde olusturulan kimyasal yaniga sekonder korneal neovaskiilarizasyon (NV) tedavisinde topikal ve subkonjonktival
bevacizumabin etkinligini topikal deksametazonla karsilagtirmak.

Araglar ve Yontem: Calismada toplam 24 adet tavsan kullanildi. Hayvanlar kontrol (topikal %0.09 NaCl) (Grup 1), topikal deksametazon (Grup 2),
subkonjonktival bevacizumab (Grup3) ve topikal bevacizumab (Grup 4) olmak iizere dort gruba ayrildi. Deneklerin kornealarinda giimiig nitrat-
potasyum nitrat ile kimyasal yanik olusturuldu. Sonraki 10 giin boyunca her gruba ilgili ila¢g uygulandi. Onuncu giinde denekler sakrifiye edilip
makroskopik ve histopatolojik olarak korneal neovaskiilarizasyon degerlendirildi.

Bulgular: Histopatolojik incelemede gruplarin damar sayilar1 degerlendirildiginde; Grup 2 (5.03+0.42), Grup 3 (3.36+0.15) ve Grup 4 (3.46+0.24)’te
korneal neovaskiilarizasyonda Grup 1 (6.76+1.03)’e gore anlamli diizeyde az oldugu gozlendi (p<0.05). Kontrol grubu disindaki gruplar kendi i¢inde
kargilastirildiginda; damar sayisinin Grup 3 ve Grup 4’te Grup 2’ye gore belirgin diizeyde az oldugu gozlendi (p<0.05).

Sonu¢: Bu calismada kimyasal yamiga sekonder korneal NV tedavisinde hem topikal hem de subkonjonktival bevacizumabin, topikal
deksametazondan daha etkili oldugunu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bevacizumab, deksametazon, korneal neovaskiilarizasyon

ABSTRACT

Purpose: To compare the efficacy of topical and subconjunctival bevacizumab with topical dexamethasone in the treatment of corneal
neovascularization (NV) secondary to chemical burns in experimental rabbit models.

Materials and Methods: A total of 24 rabbits were used in the study. Animals were divided into four groups as Control (received topical 0.09%
NaCl) (Group 1), topical dexamethasone (Group 2), subconjunctival bevacizumab (Grup3) and topical bevacizumab (Group 4). Chemical burns were
created with silver nitrate-potassium nitrate in cornea of the subjects. During the next 10 days, each group was given the drug (0.09 % NaCl,
dexamethasone or bevacizumab). On the 10th day, the subjects were sacrificed and macroscopic and histopathological evaluation of corneal
neovascularization was performed.

Results: When the number of vessels in the histopathological examination was evaluated; In Group 2 (5.03 + 0.42), Group 3 (3.36 £ 0.15) and Group
4 (3.46 £ 0.24), corneal neovascularization was significantly less than Group 1 (6.76 £ 1.03) (p <0.05). When the groups except the control group
were compared; the number of vessels was significantly lower in Group 3 and Group 4 than Group 2 (p <0.05).

Conclusion: In this study, both topical and subconjunctival bevacizumab were found to be more effective than topical dexamethasone in the
treatment of corneal NV secondary to chemical burn.

Keywords: Bevacizumab, corneal neovascularization, dexamethasone.
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GIRiS

Kornea avaskiiler yapida olup bu durum anjiyogenik ve
antianjiyogenik faktorlerin arasmdaki denge ile saglanir.! Korneal
neovaskiilarizasyon (NV), limbal damarlardan kaynaklanan yeni
damarlarin avaskiiler korneaya ilerlemesiyle olusur. Okiiler
yiizeyin inflamatuar, enfeksiydz, iskemik, immiinolojik, travmatik,
dejeneratif hastaliklar1 korneal NV’ye neden olabilir2 Yeni
damarlarin olugmasi korneal hastaligin iyilegsmesine yardimci olsa
da bu durumun uzun siire devam etmesi korneada seffaflik kaybi ve

kalic1 gérme azalmasina neden olabilir.

Vaskiiler  endotelyal biliyime faktorii (VEGF) baslica
proanjiyogenik faktordiir ve patolojik NV’de onemli rol
oynamaktadir.*5 VEGF ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D ve PGF olmak iizere bes iiyesi bulunmaktadir.® Korneal
NV de dahil olmak fizere oftalmik patolojilerin birgogunda
ozellikle VEGF-A’nin rol oynadigi bilinmektedir.” VEGF-A,
proinflamatuar etkiye sahip olup vaskiiler permeabiliteyi
artirmakta, migrasyonu uyararak endotel proliferasyonu ve yeni
damar olusumunu tetiklemektedir. Bununla birlikte néroprotektif

etkileri ile apoptozisi de engellemektedir.”

Korneal NV tedavisinde argon lazer tedavisi, kriyoterapi,
koterizasyon, topikal askorbik asit, topikal ya da subkonjonktival
VEGF inhibitorleri (bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) ile
steroidler gibi farkli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Ancak
halen etkinligi iizerinde fikir birligi saglanmis bir tedavi se¢enegi
Bevacizumab insan monoklonal

anti-VEGF antikoru olup tim VEGF

bulunmamaktadir.»8°
immiinglobulin  G1
subgruplarmi inhibe etmektedir. Bu sayede vaskiiler permeabiliteyi
azaltmakta ve anormal damar olusumunu inhibe etmektedir.’
Kolorektal kanser tedavisinde kullanilan bir ilag olan bevacizumab,
yasa  bagli makula  dejenerasyonuna  bagli  koroidal
neovaskiilarizasyon ve makula 6demi tedavisinde de off-label
olarak yaygm sekilde kullamlmaktadir.2® Topikal steroidler ise
antiinflamatuar ve immiinsupresif etki {izerinden vaskiiler
inhibe

permeabilite, hiicre kemotaksisi ve

etmektedir.1t

anjiogenezisi

Bu c¢alismada deneysel tavsan modellerinde olusturulan kimyasal

yaniga sekonder komeal NV tedavisinde topikal ve

subkonjonktival bevacizumabin etkinligini topikal deksametazonla

karsilagtirmay1 amagladik.

ARACLAR VE YONTEM

Bu calisma Abant Izzet Baysal Universitesi (AIBU) Tip Fakiiltesi
Hastanesi hayvan deneyleri etik komitesinden onay almarak
(2007/300-13) AIBU Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde yapilmistir. Yirmi dort erkek New Zealand albino
tavsan (2500-3000 g) her grupta altisar tavsan olacak sekilde dort
gruba boliindlii. Caligma siiresince deney hayvanlarinin her biri,
besin ve su gereksinimi optimal seviyede karsilanarak kontrollii 1s1
(23£1°C) ve aydinlatma (12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii)

altinda muhafaza edildi.

Calismaya tavsanlarin sadece sol gozleri dahil edildi. Biitiin
tavsanlara ketamin hidroklorid (10 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid
(5 mg/kg) intamuskuler enjeksiyonu yapilarak genel anestezi
uygulandi. Ardindan her bir tavsanin sol g6z alt forniksine birer
damla topikal 0.5% proparakain hidroklorid (Alcaine®, Alcon,
Puurs, Belgika) damlatildi. Korneada kimyasal yanik olusturmak
icin %75 glimis nitrat, %25 potasyum nitrat bilesiminden olusan
aplikatér (HemoStop®, Hizmet Medikal, Istanbul, Tiirkiye)
kullanildi. Aplikator limbustan 3 mm uzaktaki parasantral korneaya
10 saniye siireyle uygulanarak, ortalama 2-2.5 mm ¢apinda
kimyasal yanik olusturuldu. Kimyasal yanik sonrasi, kornea ve
konjonktiva %0.9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yikandi. Deney siiresi tiim
gruplar i¢in yanik sonrasi 10 giin olarak planlandi. D6rt grubun her
birinde de tedavi uygulamasina korneada kimyasal yanik

olusturulduktan hemen sonra baglandi.

Grup 1 (n=6): Topikal %0.9’luk NaCl ¢ozeltisi, giinde iki kez, on

giin boyunca alt fornikse damlatildi.

Grup 2 (n=6): Topikal %0.1 deksametazon (Onadron Simple®, 1.E.
Ulagay, Istanbul, Tiirkiye), giinde iki kez, on giin boyunca alt

fornikse damlatildi.

Grup 3 (n=6): 0.1 ml, 2.5 mg bevacizumab (Altuzan®, Roche,
Sanfransisko, ABD), iist limbusun 2 mm uzagina subkonjonktival

olarak bir kez enjekte edildi.

Grup 4 (n=6): Topikal 25 mg/ml’'lik (%2.5) bevacizumab
(Altuzan®, Roche, Sanfransisko, ABD), giinde iki kez, on giin
boyunca alt fornikse damlatildi.

Tedavi uygulamalar bittikten hemen sonra tavsanlarin sol gozleri
Canon EOS 450 dijital fotograf makinesi ile fotograflandi ve

ardindan her biri ketamin 10 mg/kg im ve ksilazin 5 mg/kg im
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enjeksiyonu ile genel anestezi altina alinarak sakrifiye edildi. Her
bir denegin sol korneas: limbusun 1 mm gerisinden bistiiri ve

makas yardimiyla total eksize edildi.
Histopatolojik Degerlendirme

Eksize edilen kornealar, 151k mikroskopik inceleme igin %10’ luk
formaldehit ¢ozeltisinde 24 saat siireyle tespit edildikten sonra,
rutin doku takip islemlerinden gegirilerek parafine gémiildii. Elde
edilen parafin bloklardan limbusa 2 mm uzaklikta bolgeden 4-5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlerin bir kism1 hematoksilen
eozin (HE) ile boyandi. Bu alanlarda inflamasyon ve NV
degerlendirildi. Korneal inflamasyon miktart 0’dan 3’e kadar
derecelendirildi (0: 0-10 hiicre/alan, 1: 11-30 hiicre/alan, 2: 31-50
hiicre/alan, 3: alanda 50 hiicreden fazla).!? NV ve inflamasyon
degerlendirmeleri igin limbusa 2 mm uzakliktaki bir kesitte farkli
alt1 gortintli alaninda X40 objektif biiylitmesi ile damarlar sayilds,
inflamatuar hiicreler sayilip inflamasyon skorlamalar1 yapildi.
Apoptotik hiicrelerin tanimlanmasi ve sayilmasi igin, polilizinli lam
iizerine 3-4 pum kalinhiginda kesitler almip, terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL) metodu uygulanarak, immiinohistokimyasal boyama (In
Situ Death Detection Kit, POD®, Roche, Mannheim, Almanya)
yapildi. Apoptozis degerlendirmesi her denege ait kornea
kesitlerinde X40 objektif biiyiitme ile limbusa 2 mm uzakliktan
alman bir kesitte farkli alti goriintii alaninda pozitif boyanan

apoptotik hiicreler sayilip ortalamalar alindi.

istatistiksel Analiz

Tim verilerin istatistiksel analizi SPSS 15 programi (SPSS Inc.,
Chicago, IL) kullanilarak yapildi. Sonuglar siirekli degigkenler igin
ortamlama =+ standart sapma, sirali degiskenler ig¢in median
(minimum-maksimum) ve kategorik degiskenler yiizde olarak ifade
edildi. Gruplar arasi kargilastirmada Kruskall-Wallis ve Mann-
Whitney U testleri kullanildi. Istatistiksel anlamlilik degeri olarak
p<0.05 kabul edildi.

BULGULAR

Giimiis nitrat ile kimyasal yanik olusturulan deneklerde tedavi
sonrast korneal NV degerlendirildi. Topikal ve subkonjonktival
bevacizumab uygulanan gruplarda, topikal deksametazon ve
kontrol gruplarina goére korneal NV’ nin anlamli sekilde daha az

oldugu gozlendi (Resim 1, Resim 2).

Kontrol grubu olan Grup 1’ de ozellikle yanik periferindeki
limbusa yakin alanlarda NV’nin belirgin olarak arttig1 gozlendi
(Resim 1, Resim 2). Topikal deksametazon uygulanan grupta ise bu
alanlarda NV izlenmekle birlikte, kontrol grubuna gére anlamli
diizeyde daha az oldugu saptandi (p=0.01; Resim 1, Resim 2).
Topikal ve subkonjonktival bevacizumab gruplarinda NV’nin
oldukga azalmig oldugu izlendi, ancak iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=0.32). Topikal ve
subkonjonktival bevacizumab gruplarinin korneal NV miktarlari,
kontrol grubu ve topikal deksametazon grubundan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik olarak ol¢iildii (tim p degerleri
<0.01 idi; Tablo 1).

Tablo 1: Gruplardaki ortalama damar sayisi, inflamasyon skoru ve
apoptotik hiicre sayilart

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Topikal (Topikal (Subkonjunktiv  (Topikal p
NaCl Dexametaz al Bevacizuma
%0.9) on %1) Bevacizumab b %0.5)
%0.5)
Damar sayis1 6.76 + 5.03+0.42 336+0.15 346+0.24 <0.01
(ortalama + SS) 1.03
inflamasyon
skoru Medyan 3(2-3) 2(1-3) 2(1-2) 2(1-2) <0.05
(min-mak)
Apoptotik hiicre
sayisi (ortalama 6.36 + 3.68£0.38 1.10£0.37 1.30+0.20 <0.05
£8S) 2.49
1 >

Resim 1: Gruplarin tedavi sonrasi kornea fotograflari. 1; Topikal % 0.9
NaCl, 2; Topikal deksametazon, 3; Subkonjonktival bevacizumab, 4;

Topikal bevacizumab.
Grup 1’de medyan inflamasyon skoru 3 (2-3), Grup 2’de 2 (1-3),

Grup 3’te 2 (1-2), Grup 4’te ise 2 (1-2) idi. Grup 1 en yiiksek

inflamasyon skoruna sahipti. Grup 2, 3 ve 4 arasinda inflamasyon
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skoru acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi
(p=0.22) (Tablo 1).

Resim 2: Gruplarin hematoksilen eozin ile boyanmis histopatolojik
fotograflart. 1; Topikal % 0.9 NaCl, 2; Topikal deksametazon, 3;
Subkonjonktival bevacizumab, 4; Topikal bevacizumab. Kontrol grubunda
belirgin olarak artmig inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve yeni damarlar (1)

goriilmektedir.

Ortalama apoptotik hiicre sayis1 Grup 1’de 6.36+2.49, Grup 2’de
3.68+0.38, Grup 3’te 1.10+0.37 ve Grup 4’te ise 1.30+0.20 idi.
Apoptotik hiicre sayilar1 agisindan Grup 1 ile Grup 2 arasinda
(p=0.06) ve Grup 3 ile Grup 4 arasinda (p=0.32) anlaml farklilik
saptanmadi. Grup 3 ve Grup 4’ iin apoptotoik hiicre sayilari, Grup
1 ve 2’ den istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik 6l¢iildii (tim
p degerleri < 0.05; Tablo 1). Resim 3 gruplardaki TUNEL pozitif

apoptotik hiicreleri gostermektedir.

Resim 3: Gruplardaki TUNEL pozitif apoptotik hiicreler. 1; Topikal % 0.9
NaCl, 2; Topikal deksametazon, 3; Subkonjonktival bevacizumab, 4;

Topikal bevacizumab.

TARTISMA

Bu ¢alismada, tavsanlarda deneysel yontemle olusturulan kimyasal
yaniga bagh korneal NV tedavisinde topikal ve subkonjonktival
bevacizumabin inhibitor etkisinin topikal deksametazondan daha
fazla oldugunu tespit ettik. Apoptotik hiicre yogunluklari ise
topikal ve subkonjonktival bevacizumab gruplarinda diger gruplara

gore anlamli derecede daha azd:.

Korneal NV etyopatogenezinde VEGF nin etkin role sahip olmasi,
tedavi siirecinde VEGF inhibisyonuna 6nem kazandirmaktadir.
Bevacizumab, VEGF nin tiim alt gruplariin reseptorle etkilesimini
bloke ederek VEGF etkilerinin olusumunu inhibe etmektedir.’®
Literatiirde bevacizumabin kimyasal travma, herpetik Kkeratit,
pterjiyum niiksleri, korneal ilser ve skarlar, limbal kdk hiicre
yetmezligi, graft versus host hastalig1 ve Steven Johnson sendromu
gibi birgok okiiler yiizey hastaliginin tedavisinde etkili oldugu
bildirilmigtir.}48

Bu calismada bevacizumabin korneal NV ve apoptozisi azaltici
etkisini literatiirle uyumlu olarak deksametazon ve kontrol
grubundan belirgin olarak yiiksek saptadik.}*?! Deneyin 10.
giinliniin ardindan yapilan karsilastirmada bevacizumabin topikal
ve subkonjonktival uygulamasmin korneal NV, inflamasyona ve
apoptozis tizerine etkileri tizerinde anlamh diizeyde bir farklilik
saptamadik. Topikal ve subkonjonktival uygulamanin erken dénem
etkilerinin kiyaslamasina dair elde ettigimiz bu sonuglar literatiirle
de uyumlu idi.?*?* Dastjerdi ve ark?, bevacizumabin topikal
kullanim1 (%1) ve subkonjonkitval enjeksiyonunun (0.5 mg)
ardindan 14 giine kadar korneal stromada bevacizumabin
saptandigini ve etkinliginin devam ettigini ifade etmistir. Kim ve
ark'®, da korneal NV tedavisinde ilk iki hafta topikal ve
subkonjonktival uygulamanin etkinligi arasinda fark olmadigini,
ancak iki haftadan sonra subkonjonktival enjeksiyonun etkisinin
bevacizumabin yar1 6mrii nedeniyle azaldigni ve tekrarmin gerekli
oldugunu ifade etmistir. Ozellikle kimyasal yamga bagh korneal
NV’li hastalarda agr1 esiginin azalmasina bagli subkonjonktival
enjeksiyon  uygulamalarinin  konforsuz ~ve zor oldugu,
subkonjonktival hemoraji gibi komplikasyonlarm da daha sik
gozlendigi bildirilmistir. Topikal tedaviye devam etmenin uzun

dénemde daha pratik ve etkili oldugu ifade edilmistir.'026

Topikal steroidler antiinflamatuar etki iizerinden yeni damar
olusumunu suprese etmektedir. Ancak var olan matiir damarlar
iizerindeki antianjiojenik etkileri smirli bulunmustur.?’” Bizim
calisgmamizda da korneal NV tedavisinde antianjiojenik etkinin

topikal deksametazonda kisith ve bevacizumabtan daha disiik
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oldugunu tespit ettik. Antiinflamatuar etkinlik agisindan ise

aralarinda anlamli  farklilik saptamadik. Bununla birlikte

steroidlerin uzun dénem kullanimda katarakt formasyonu, glokom,
enfeksiyonlara yatkinlik gibi iyi bilinen yan etkilerinin bulunmast
da tedavide oncelikle tercih edilmemeleri i¢in dnemli bir gerekge

olusturmaktadir. Topikal bevacizumabin ise hafif korneal

epitelyopati ve korneal incelme gibi nadir goriilen yan etkiler

diginda ciddi bir komplikasyonuna literatiirde rastlanmamistir.?®

Sonug olarak bu ¢alisma kimyasal yaniga sekonder korneal NV
tedavisinde hem topikal hem de subkonjonktival bevacizumabin,

topikal deksametazondan daha etkili oldugunu géstermistir.
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