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Deneysel Kornea Neovaskiilarizasyonu Modelinde
Subkonjonktival Bevacizumab ve Pegaptanib Sodyum
Enjeksiyonunun Etkinliginin Karsilastirilmasi

Volkan Hiirmeric (*), Fazil Ciineyt Erdurman (*), Tarkan Mumcuoglu (*), Biilent Kurt (**), Ozan Dagli (*),
Umut Karaca (*), Ali Hakan Durukan (*)

OZET

Amac: Kobaylarda olusturulan deneysel kornea neovaskiilarizasyonu modelinde subkonjonk-
tival bevacizumab ve pegaptanib sodyum enjeksiyonlarinin etkinliginin incelenmesidir.

Yontem: 21 kobayin sag kornealar1 kimyasal olarak koterize edildi. Olgular 3 gruba ayrild1.
Birinci gruba (Kontrol grubu) subkonjonktival dengeli tuz soliisyonu, ikinci gruba subkonjonk-
tival 1 mg bevacizumab, {igiincii gruba subkonjonktival 0.15 mg pegaptanib sodyum enjeksiyo-
nu koterizasyonla ayni zamanda yapildi. 10. giinde kornealarda olusan yanik ve neovaskiilarizas-
yon seviyesi degerlendirildikten sonra hayvanlar 6ldiiriildii ve gozler histolojik incelemeye alin-
di

Sonuclar: Yanik ve neovaskiilarizasyon skorlari agisindan ii¢ grup arasinda fark yoktu (sira-
styla p=0.173 ve p= 0.082). Kornea neovaskiilarizasyonu kapladig yiizey alani kontrol grubun-
da %73.83 £ 6.67, bevacizumab grubunda %59.84 * 6.85, pegaptanib grubunda %82.96 + 5.59
olarak tespit edildi (p= 0.001). Histolojik degerlendirmede kornea vaskiilarizasyonu derecesi
kontrol grubunda 13.05 + 3.21, bevacizumab grubunda 8.86 * 2.89, pegaptanib grubunda 12.67
+ 2.04 olarak tespit edildi (p= 0.052).

Tartisma: Olusturdugumuz deneysel modelde uyguladigimiz dozlarda bevacizumab pegapta-
nib’e gore kornea neovaskiilarizasyonlarini azaltmada daha etkili bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Bevacizumab, Pegaptanib Sodyum, Kornea Neovaskiilarizasyonu, Ko-
bay

SUMMARY

Comparison of the Effect of Subkojunctival Bevacizumab and Pegaptanib
Sodium in an Experimental Corneal Neovascularisation Model

Purpose: To compare the effect of subconjunctival injection of bevacizumab and pegaptanib
sodium on experimental corneal neovascularization in guinea pigs.
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Methods: Right eyes of twenty one guinea pigs were chemically cauterized. The subjects we-
re divided into three groups. The first group (control group) received subconjunctival injection
of balanced salt solution, the second group received subconjunctival injection of 1 mg bevacizu-
mab, the third group received subconjunctival injection of 0.15 mg pegaptanib sodium simulta-
neously with cauterization. After determining the burn and neovascularization scores for all gro-
ups the animals were killed on the 10th day and histologic evaluation were performed

Results: There were no statistically significant differences in burn and neovascularisation sco-
res between three groups (p= 0.173 and p= 0.082 respectively). The area of neovascularization
at the cornea surface was 73.83+£6.67% in the control group, 59.8416.85% in the bevacizumab
group and 82.96 £5.59% in the pegaptanib group (p=0.001). Histological examination show that
the avarage number of corneal vessels were 13.05 £ 3.21 in the control group, 8.86 + 2.89 in the

bevacizumab group and 12.67 £ 2.04 in the pegaptanib group (p= 0.052).

Conclusion: The antineovascular effect of bevacizumab is found to be higher than pegaptanib
in the doses that we used in our experimental corneal neovascularisation model.
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GIRIS

Saglikli insan korneasinda herhangi bir damar yapist
bulunmamaktadir. Ancak cesitli patolojiler sonunda kor-
neada derin ya da ylizeysel vaskiilarizasyonlar olusabil-
mektedir. Bu damarlar gérme seviyesini olumsuz yonde
etkilemekte, enflamasyon olusturmakta ve kornea nakli
gibi ameliyatlarin prognozu iizerinde olumsuz etki yap-
maktadir (1-5). Insanlarda korneadaki neovaskiilarizas-
yonlar1 (KN) azaltmak amaciyla diyatermi ve argon la-
zer fotokoagiilasyon kullanilsa da bu tekniklerin klinik
etkinlikleri sinirlidir (4,5). Bununla birlikte deneysel
amacla olusturulan vaskiilarizasyonlar iizerinde cesitli
molekiillerin etkisi oldugu bilinmektedir (1,6). Ancak bu
ilaclarin klinik kullanimlari istenen diizeyde etki goster-
memektedir. Bu nedenle insanlarda cesitli sebeplerle
olusmus KN iizerinde etkili medikal bir tedavinin gelis-
tirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
(VEBF) inhibitorleri retina ve koroideadaki neovaskiila-
rizasyonlarinin tedavisinde yaygin sekilde kullanilmaya
baglanmistir (7,8). Bu ilaglardan bevacizumab,
VEBF’nin tiim izoformlarini, pegaptanib sodyum ise sa-
dece VEBF165°i1 inhibe etmektedir. Cesitli vaka serile-
rinde KN iizerinde bevacizumabin etkili olabilecegi bil-
dirilmistir (9,10). Ancak literatiirde pegaptanib sodyu-
mun KN iizerine olan etkisini inceleyen siirli sayida
kaynak bulunmaktadir (11). Calismamizda kobaylarda
olusturulan deneysel KN modelinde subkonjonktival be-
vacizumab ve pegaptanib sodyum enjeksiyonlarinin et-
kinliklerinin kargilagtirilmas: amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM
Calismamiz hastanemizde bulunan Arastirma ve Ge-
listirme Merkezi Akademi Bilimsel Kurulu ve Hayvan

Deneyleri Etik Kurul Bagkanliklari’nin onayi ile gercek-
lestirilmistir. Tiim hayvanlar ayr1 kafesler igerisinde ve
standart kosullar altinda tutulmustur.

400-450 gram arasinda degisen toplam 21 kobay, ye-
diser hayvandan olusan 3 gruba ayrildi. Kimyasal kornea
koterizasyonunu takiben subkonjonktival olarak birinci
gruba (kontrol grubu) 0.1 ml dengeli tuz soliisyonu, ikin-
ci gruba 0.1 ml’de 1 mg bevacizumab (Altuzan flakon;
Roche, Genentech Inc, San Francisco, ABD), iiciincii
gruba ise 0.1 ml’de 0.15 mg pegaptanib sodyum (Macu-
gen; Pfizer, Gilead Sciences Inc, CA, ABD) enjeksiyon-
lar1 gergeklestirildi.

Tiim islemler intraperitoneal 120 mg/kg ketamin hid-
roklorid (Ketalar; Eczacibagsi, Tiirkiye) ve 20 mg/kg
xylazine (Rompun; Bayer, Tiirkiye) kombinasyonu ile
saglanan genel anestezi ve topikal %0.5 proparakain hid-
roklorid (Alcaine; Alcon, Fort Worth, Texas-ABD),
damlatildiktan sonra uygulandi. Anesteziyi takiben tiim
hayvanlarin sag gozlerinde kornea merkezi giimiis nitrat
cubuklari ile kimyasal olarak koterize edildi. Giimiis nit-
rat cubuklart %75 giimiis nitrat ve %25 potasyum nitrat
icermekteydi (HemoStop; Hizmet Medikal, Istanbul,
Tiirkiye). Cubuklar tiim hayvanlarda 8 saniye siire ile
kornea santraline bastirildi (Resim-1a). Koterizasyondan
sonra artik kimyasallarin ortamdan uzaklastirilmasi icin
kornea ve forniksler bol miktarda dengeli tuz soliisyonu
ile temizlendi (Resim-1b). Ardindan subkonjonktival en-
jeksiyonlar limbusun 1-2 mm gerisinden superior bulber
konjonktivaya 29 gauge ucu olan 1 mI’lik tiiberkiilin en-
jektorleri ile yapildi (Resim-1c). Tiim iglemler ayn1 aras-
tirmact (VH) tarafindan gerceklestirildi.

Hayvanlar kimyasal koterizasyondan sonra 10. giin
biyomikroskop ile muayene edildi ve dijital fotograf ma-
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Resim 1. a) Giimiis nitrat ¢cubuklartyla kimyasal koterizasyon. b) Kimyasal koterizasyondan hemen sonraki
gortiniim. c) Subkonjonktival enjeksiyonun yapilisi. d) Koterizasyondan sonra 10. giindeki goriintim.

kinast ile fotograflar ¢ekildi (Resim-1d). Her goz icin ya-
nik ve neovaskiilarizasyon dereceleri Mahoney ve Water-
bury (2) tarafindan tanimlandig sekilde belirlendi. Yanik
skorlari, olusan yanigin kabarikligina gore 0 (kornea yiize-
yinde kabarma yok), +1 (kornea yiizeyinden hafif kabaran
kiiciik yanik), +2 (kornea yiizeyinden orta derecede kabar-
mus yanik), +3 (kornea yiizeyinde biiyiik kabariklik) sek-
linde derecelendirildi. Kornea neovaskiilarizasyonlar1 ya-
nik ¢evresinde, kornea yiizeyinde ve limbusta bulunan ki-
zariklik derecesine gore O ile +6 arasinda derecelendirildi.
Dijital fotograflar {izerinde Adobe Photoshop programi
kullanilarak korneadaki yanik alan1 ve neovaskiilarizasyo-
nun toplam kornea yiizey alaninda kapladig: kisimlar yiiz-
de seklinde hesaplandi.

Ardindan hayvanlar yiiksek doz pentobarbital (Pento-
tal; Abbott, ABD) ile sakrifiye edildi. Gozler %10’luk for-

mol igerisinde 24 saat bekletilerek fikse edildi ve histolo-
jik olarak incelendi. Hematoksilen-eosin ile boyanan ke-
sitler caligma gruplarmni bilmeyen bir arastirmaci tarafin-
dan (BK) incelendi. Isik mikroskopu ile biiyiik biiyiitmede
(x400) kornea dokusu igerisinde en fazla vaskiilarizasyon
bulunan alandaki damar sayis1 sayildi (12). Gruplart bil-
meyen bir bagka arastirmaci tarafindan dijital fotograflar
tizerinde Adobe Photoshop 5.5 kullanilarak piksel cinsin-
den yanik ve neovaskiilarizasyon alanlari dlciildii (OD).
Korneadaki yanigin ve neovaskiilarizasyonun toplam kor-
nea ylizey alani icerisinde kapladig1 alan yiizde olarak be-
lirlendi (Neovaskiilarizasyon alant X 100 / toplam kornea
alan1).Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verildi.
Gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis ve Bonfer-
roni diizeltmeli Mann-Whitney U testleri ile incelendi.
p<0.05 anlaml1 olarak kabul edildi.
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Tablo 1.
Gruplar Yanik Skoru SIle Yan}k Al'%m NY Alar.l Histolojik
oru Yiizdesi Yiizdesi NV
Bevacizumab | 2.07 + 0.53 236+1.35 [ 1395+290 | 59.84 +6.85 | 8.86+2.89
Pageptanib 264+048 | 3.86+094 | 13.38+1.67 | 82.96 +£5.59 | 12.67 +2.04
Kontrol 2.36 £0.63 393 +1.72 | 11.82£2.52 | 73.83 +£6.67 | 13.05 £ 3.21
p 0.173 0.082 0.101 0.001 0.052

NV: Neovaskiilarizasyon

SONUCLAR

Calismamizda elde ettigimiz veriler Tablo-1"de belir-
tilmistir. Kornealarda olusan yanik skorlar1 acisindan ti¢
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunma-
mustir (p=0.173). En yiiksek yanik skoru pegaptanib gru-
bunda belirlenmistir (Resim-2). Neovaskiilarizasyon
skorlart agisindan ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir (p=0.082). Neovaskiilari-
zasyon skorlart arasinda en yiiksek deger kontrol gru-
bunda belirlenmistir. En az neovaskiilarizasyon skoru ise
Bevacizumab grubunda elde edilmistir (Resim-2).

Kimyasal yanigin kornea yiizeyinde kapladigi alan
acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktay-
di (p=0.101) (Resim-3). Neovaskiilarizasyonun kornea
yiizeyinde kapladig: alan ise gruplar arasinda istatistik-
sel olarak anlaml gekilde farkli bulunmustur (p=0.001).

Resim 2. Gruplardaki kornea yanigi ve
neovaskiilarizasyon skorlari.
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En az neovaskiilarizasyon alan1 Bevacizumab grubunda
tespit edilmistir. Bevacizumab grubu ile kontrol grubu
arasinda (p=0.004) ve Bevacizumab grubu ile Pegapta-
nib grubu arasindaki fark (p=0.001) istatistiksel olarak
anlamliydi. Histolojik degerlendirme ile kornea icerisin-
de tespit edilen damar sayist acisindan gruplar arasinda
bulunan fark istatistiksel olarak sinirda anlamsiz bulun-
mustur (p=0.052). Histolojik kesitlerde damarlanma en
az bevacizumab grubunda (8.86 * 2.89), en fazla kontrol
grubunda (13.05 % 3.21) belirlenmistir (Resim-3).

Resim 3. Gruplardaki kornea yanik alant yiizdesi ve
histolojik derecelendirme sonuglari.
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TARTISMA

Bevacizumabin KN iizerine olan etkisi ilk olarak
Manzano (6) tarafindan incelenmistir. Bu ¢alismada fa-
relerde topikal uygulanan bevacizumabin kimyasal kote-
rizasyon ile olusturulan KN iizerinde etkili oldugu goz-
lenmigtir. Benzer sekilde farelerde, tavsanlar ve kobay-
larda yapilan farkli modellerde bevacizumabin 6zellikle
KN olusmadan 6nce uygulanmasi durumunda neovaskii-
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larizasyon gelisimini azaltan belirgin etkisi oldugu bilin-
mektedir (11,13). Ancak neovaskiilarizasyonlar olustuk-
tan sonra bevacizumab uygulamasi yapildiginda goriilen
etki azalmaktadir (1,14).

Calismamizda uyguladigimiz deneysel KN modeli
ilk olarak farelerde Mahoney tarafindan (15) topikal ilag
etkinliginin degerlendirmesi amaciyla uygulanmustir.
Kendi olusturdugumuz modelde ise goz yapist daha bii-
yiik oldugu i¢in kobaylarda calismayi uygun gordiik.
Daha 6nce yaptigimiz bir 6n ¢alismada kobaylarda KN
seviyesinin en ist diizeye koterizasyondan sonra 7-10
giin arasinda ¢iktigini belirlemistik. Bu nedenle ilag et-
kinligi bu donemde degerlendirilmistir. Bununla birlikte
ilaclarin daha uzun siire etki gostermesi igin topikal te-
davi yerine subkonjonktival enjeksiyon uygulamay: ter-
cih ettik.

Bevacizumabin kobaylarda KN iizerine etkili oldugu
bildirilmis olsa da pegaptanibin kobaylarda etkinligini
inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir (1).
Eyetech calisma grubunun yaptigi Faz-1 caligmasinda
(11) farelerde kornea stromasina yerlestirilen polimerler
ile KN olusturulmustur. Bu modelde intravendz pegapta-
nib sodyum ile KN’larinda %65 oraninda gerileme sag-
lanmistir. Bizim calismamizda subkonjonktival pegapta-
nib uygulanan grupta, korneadaki yanik skoru ve yanik
alan yiizdesi kontrol grubundan daha yiiksek olmasina
ragmen histolojik olarak neovaskiilarizasyon derecesi
kontrol grubundan daha diisiik olarak belirlenmisgtir. An-
cak pegaptanibin etkisi, uyguladigimiz dozda bevacizu-
mabin etkisinden daha azdi. Bevacizumab grubundaki
KN derecesi pegaptanib ve kontrol gruplarina gore belir-
gin sekilde daha duisiiktii.

Bevacizumabin insanlarda cesitli sebeplerle olusan
KN’lan iizerinde etkili olabilecegi bildirilmistir (16).
Ancak pegaptanibin benzer sekilde kullanimi ile ilgili
calisma bulunmamaktadir. Calismamizda kullandigimiz
iki molekiil de KN’lar1 azaltma amaciyla insanlarda kul-
lanilma potansiyeline sahiptir, ancak fiyat avantaji nede-
niyle bevacizumab iizerinde daha ¢ok calisma yapilmak-
tadir. Bununla birlikte okiiler uygulamalarda sistemik
kullanimma goére cok diisiik dozda kullanilmasina rag-
men bevacizumabin hayati tehdit eden ciddi sistemik
yan etki gosterebilecegi bildirilmektedir (17). Pegapta-
nib ise pahali bir ila¢ oldugundan koroidea neovaskiila-
rizasyonlar1 haricinde kullanimi sinirhidir.

Calismamizda bevacizumab ve pegaptanib sodyu-
mun sadece tek dozdaki etkinligi incelenmistir. Bu husus
bir eksiklik olarak kabul edilebilir. Ancak uyguladigimiz
dozda her iki molekiiliin de belirli seviyede KN {izerin-
de azaltici etki gosterdigini gozlemledik. Bevacizumab

pegaptanib’den daha etkili goziikse de, pegaptanib’in
daha yiiksek dozda kullanimi ile bu etkinin artacag dii-
siincesindeyiz. Elde ettigimiz sonuglar degerlendirilir-
ken unutulmamasi gereken onemli bir nokta hayvan ¢a-
lismalarinda elde edilen sonuglarin insanlarda elde edile-
cek klinik etkinligi tam gosterememesidir. Insan korne-
asinda kullanilacak etkili VEBF inhibitor dozu bu ne-
denle uyguladigimiz dozdan cok daha diisiik ya da fazla
olabilir. Bu husus ileriki donemde yapilacak caligmalar-
la aydinlatilacaktir.

Sonug olarak calismamizda kobaylarda kimyasal ko-
terizasyon ile olusturulan KN modelinde, subkonjonkti-
val bevacizumab ve pegaptanib sodyum enjeksiyonu ne-
ovaskiilarizasyon geligimini azaltacak sekilde etkili bu-
lunmustur. Klinik uygulamada iki molekiiliin gercek de-
Serinin ortaya konulmas icin ileri ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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