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OZET

Bevasizumab, insan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptoriine spesifik
rekombinant hiimanize monoklonal antikordur. Vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii
(VEGF)’niin reseptdre baglanmasini inhibe ederek biyolojik aktivitesini nétralize
eder. Boylelikle tiimdoriin damarlanmasini dolayisiyla biiylimesini yavaglatir ve
Bevasizumab ile tedavi edilen hastalarda %34'e kadar oranlarda hipertansiyon
gozlenmektedir. Eldeki veriler hipertansiyonun esas kaynagi olarak damar endotel
tabakasini isaret etmekte ise de bu konuda yapilmis kapsamli bir calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada bevasizumabin arter fizyolojisi lizerine in vitro
etkileri arastirilmistir.

Sicanlara 35 mg/kg bevasizumab intravendz 21 giinde 1 defa olmak iizere
toplam 3 defa uygulanmistir. 3. uygulamadan 7 giin sonra sigcanlar sakrifiye
edildikten sonra, abdominal aorta ¢ikarilip uygun bir sekilde organ banyosuna
astlmistir. Anjiyotensin II, noradrenalin ve endotelin-1 ile kiimiilatif ve 30 mM KCI
ile tek konsantrasyonda kasilma yanitlari, fenilefrin ile 6n kasilma olusturulan
preparatlarda asetilkolin veya sodyum nitroprussid ile gevseme yanitlar1 ve L-arjinin,
NG-nitro-L-arginine  methyl  ester (L-NAME), indometazin ve L-
NAME+indometazin ile inkiibasyon sonrasinda asetilkolin konsantrasyon-yanit
egrileri son olarak indometazin+karibdotoksin+apamin ile inkiibasyon sonrasinda
bevasizumab uygulanan ve uygulanmayan gruplarda asetilkolin konsantrasyon-yanit
egrileri elde edilmistir.

Calismada baslangi¢ ve 3. bevasizumab uygulama Oncesinde Olgiilen kan
basinglar1 arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir. Kasilma yanitlarinda da kontrol
grubuna gore anlamli fark gozlenmemistir. Damar gevseme yanitlarinda ise yalnizca
Asetilkolin ile olusturulan gevseme yanitlarinin kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli olarak azaldigi ve L-arjinin inkiibasyonu sonrasinda damar gevseme
yanitlarinin arttig1 gosterilmistir. Calismanin sonuglart bevasizumabin damar kasilma
yamtlarindan 6te gevseme yanitlarini bozdugunu gostermektedir. ilacin tedavi
sirasinda olusturdugu hipertansif yan etkiden endotel kaynakli nitrik oksit
iretimi/saliniminin bozulmasinin sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bevasizumab, VEGF inhibitorleri, Hipertansiyon,
Endotel fonksiyonu ve Nitrik oksit
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ABSTRACT

Bevacizumab is a recombinant humanized monoclonal antibody which
specifically binds to human vascular endothelial growth factor receptor. It inhibits
the binding of vascular endothelial growth factor (VEGF) to its receptor and
neutralize the vascularization of the tumor, thus slow the growth in cancer treatment.
In cancer patients who had treated with bevacisumab, hypertension had been
observed in amount of %34 patients. Available data suggest that the vascular
endothelium as the main source of hypertension, there is no comprehensive study on
this subject. This study investigated the in vitro effects of bevacizumab in the artery

physiology.

Bevacizumab was administered doses of 35 mg/kg to Wistar rats
intravenously once every 21 days a total of 3 times. 7 days after the last application
the rats were sacrificed, the abdominal aorta was removed and was hanged on the
organ bath properly. Angiotensin II, norepinephrine and endothelin-1 with
cumulatively concentrations and 30 mM KCI with a single concentration contractile
responses, phenylephrine in front contractions generated preparations acetylcholine
or sodium nitroprusside relaxant responses and L-arginine, NG-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME ), indomethacin acetylcholine concentration-response curves
after incubation with L-NAME+indomethacin finally after incubation with
indomethacin+charybdotoxin+apamin, bevacizumab were administered and were not
administered to group, were obtained acetylcholine concentration response curves.

There was no significant difference in blood pressure measured at the
beginning and after 3 prior bevacizumab administration were observed in this study.
Contraction responses were not found a significant differences compared to the
control group. After the incubation of L-arginine, the response of vascular relaxation
was increased and vascular relaxation had been observed statistically significant
only induced by acetylcholine compared to control. Our results indicate that
bevacizumab beyond vasoconstriction response impairs the response of relaxation.
Our results suggest that hypertensive side effects during the treatment of drug are
occured from the deterioration of the endothelium-derived NO generated /
releasement.

Keywords: Bevacizumab, VEGF inhibitors, Hypertension, Endothelial
physiology and Nitric oxide
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GIRIS VE AMAC

Bevasizumab, VEGF-R (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)’ye
spesifik olarak baglanan ve biyolojik aktivitesini nétralize eden bir rekombinant
hiimanize monoklonal antikordur. Bevasizumab hiimanize miirin antikorunun antijen
baglayan bolgeleri VEGF-R’ye baglanan, insan antikoru temel bdlgelerini
icermektedir. Gentamisin antibiyotigi i¢eren besi ortamindaki Cin hamsterlarinin
over memeli hiicresi ekspresyon sisteminde rekombinant deoksiriboniikleik asit
(DNA) teknolojisi ile olusturulur.

Bevasizumab, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)’nin endotelyal
hiicreleri yiizeyinde Flt-1 (VEGF-R1) ve KDR (VEGF-R2)’ye baglanmasini inhibe
eder. VEGF’nin biyolojik aktivitesini notralize ederek tlimoriin damarlanmasini ve
dolayistyla biiylimesini yavaglatir.

Bevasizumab ile tedavi edilen hastalarda %34'e kadar yiikselen hipertansiyon
goriilme orani (tiim dereceler) gézlenmis, bu oran kontrol grubunda %14 olmustur.
Tiim endikasyonlara yonelik yapilan klinik c¢alismalarda NCI-CTC derece 3 ve 4
hipertansiyonun genel goriilme oran1 bevasizumab ile tedavi edilen hastalarda %0.4-
%17.9 araliginda yer almistir. Bevasizumab ile tedavi edilen hastalarin %1.0
kadarinda derece 4 hipertansiyon (hipertansif kriz) ortaya ¢ikmig, bu oran
bevasizumabsiz kemoterapi tedavi alan hastalarda ise %0.2 olmustur. Bevasivumab
kullanim1 sirasinda gelisen hipertansiyon, anjiyotensin doniistiirlici  enzim
inhibitorleri, ditiretikler ve kalsiyum kanal blokorleri gibi oral hipertansiflerle tedavi
edilmektedir. Yapilan ¢aligmalar ilaca bagli olusan hipertansiyonda endotel
tabakasinin sorumlu olabilecegini diisiindiirmiis olsalarda, bu konuda yapilmis
kapsamli bir ¢aligma yoktur.

Bu calismada hipertansiyon olusum mekanizmalarindan biri olan damarin
fizyolojik yanitlari lizerine bevasizumabin etkileri arastirilmistir. Bulunan sonuglar
klinikte bevasizumabin kullanimi sirasinda ortaya ¢ikacak hipertansiyonun
tedavisinde gerekli ilacin se¢cimine yardime1 olabilir.



GENEL BiLGILER

2.1. Anjiyogenez

Tiimorler, kiiglik hiicre popiilasyonlarina komsu olan kan damarlarindan
ekstravaskiiler mesafeden basit difiizyonla aldiklar1 besinlerle yasamlarinm
siirdiirebilir. Bu hiicre kolonisinin ¢ap1 1-2 mm’ye ulastiginda basit difiizyon,
bliylimeyi desteklemekte yetersiz kalir. Tiimor hiicreleri bundan sonra endotel
hiicreleri i¢in mitojenik olan ve mevcut kan damarlarindan yeni kapillerin olusumunu
stimiile eden VEGF gibi faktorler salgilar. Tiimor damarlarinin olusmasi, timore
besin temin ederek ve atik lriinlerin perflizyonla uzaklastirilmasiyla tiimorlerin
capinin 1-2 mm’den fazla biiyiimesine neden olur. 1971°de Folkman, timoriin en
hassas oldugu doénemde (anjiyogenezden once) TAF (Timdr Anjiyojenik
Faktor)’larin bloke edilmesi sayesinde biiyiime icin gerekli besin ve oksijene
ulagimin dnlenerek tlimor biliylimesinin sinirlanabilecegi varsayimini ortaya atmistir
ve anti-anjiyojenik tedavi boylece solid tiimorlerin biiylimesinin kontrol altina
alinmasinda gii¢lii bir ara¢ olabilecegini savunmustur. 1989’da en giicli TAF
molekiillerinden biri olan VEGF, Ferrara ve Henzel tarafindan kesfedilmistir (1,2).

Timor anjiyogenezi kapsamli arastirmalarin  konusu olmustur ve
anjiyogenezin kanser olusumunun ilk evrelerinden uzak metastazlarin olusmasina
kadar tiimor gelisimiyle ilgili oldugu bilinmektedir (3) (Sekil 2.1).

(Avascular (Angiogenic (Vascularised (Tumour cell (Seeding in (Secondary
tumour) switch) tumour) intravasation) distant organs) angiogenesis)

L l

U
s

Sekil 2.1 Anjiyogenezin tiimor bilyiimesinde rol oynadigi evreler



Tiim6r dokusunun kendine yeni damar olusturma stireci, salgiladig1 anjiyojenik
biliylime faktorleri sayesinde baglar. VEGF arterler, venler ve lenfatiklerden koken
alan vaskiiler endotel hiicreler i¢in giiclii bir mitojendir ancak baska hiicre tipleri i¢in
mitojenik aktivitesi yoktur (4).

Dogal VEGF (veya VEGF-A) bazik, heparine baglanan, 45.000 dalton
agirhiginda, homodimerik bir glikoproteindir. Bu, onun iki 6zdes birimden olustugu
anlamina gelmektedir. Insan VEGF geninin farkli ekspresyonu 121, 165, 189 ve 206
amino asidi olan dort farkli molekiil tliriiniin olusmastyla sonuglanir (4). Timor
hiicrelerinde ve mikro ¢evresinde yer alan bazi immiin hiicrelerden salgilanan VEGF
(A, B, C, D) endotel hiicreleri yiizeyinde bulunan 6zgiin reseptorleri VEGF-R1 (Flt-
1), VEGF-R2 (KDR) ve VEGF-R3 (Flt-4) ile etkilesirler. Bunlardan VEGF-B sadece
VEGF-R1’i uyarirken, VEGF-A hem VEGF-R1 hem de VEGF-R2’yi uyarabilir.
VEGF-C, VEGF R2 ve R3’li uyarabilir. VEGF-D ise sadece VEGF-R3’1i uyarabilme
yetenegine sahiptir. VEGF-R’ler uyarildiginda hiicre i¢inde Ras/Raf/Erk, PI3K ve
P38 MAPK vyollar1 aktiflenmektedir. VEGF-R1 anjiyogenezden, VEGF-R2
anjiyogenez ve lenfanjiyogenezden, VEGF-R3 ise lenfanjiyogenezden sorumludur
(4). VEGF molekiilii tarafindan aktiflenen endotel hiicreleri de bazi parakrin
faktorler salgilayarak perisitleri uyarirlar. Bunlar icerisinde en iyi bilineni PDGF
(Platelet Activated Growth Factor)’dir. PDGF perisitlerin yiizeyinde bulunan PDGF
reseptoOriine baglanarak hiicre icinde Ras/Erk ve PI3K yollarini uyarir. Boylece hiicre
aktivasyonu ve damarin maturasyonu tamamlanmis olur(4).

Lenfanjiyogenez VEGF tarafindan regiile edilir ve siklikla anjiyogeneze eslik
eder. Lenfatik damarlar siv1, protein ve hiicreleri tagir ve bunlart venoz dolasima geri
gotiiriirler. Tiimorlerin ¢evresindeki lenfatik cogalma malign hiicrelerin metastatik
yayilimina yardimci olabilir(5).

Anjiyogenez, bir¢ok diizenleyici molekiiliin ekspresyonuyla yonetilen karmasik
bir siirectir. Anjiyojenik siirecte rol alan en 6nemli molekiil kuskusuz VEGF dir.
Cesitli  faktorlerin  VEGF  sentezini artirdigi  gosterilmigtir.  Bu  faktorler



arasinda ¢evresel faktorler (hipoksi, HIF1a), bliylime faktorleri ve hormonlar (EGF,
bFGF, PDGF, IGF-1, IL-1a, IL-6, Ostrojen), tiimordeki bazi genetik mutasyonlar
(p53, p73, svc, K-RAS, HRAS, rHc, bcr-abl) sayilmaktadir (6). Negatif
diizenleyiciler trombospondin, plazminojen fragmani, anjiyostatin ve kolajen XVIII
fragman1 endostatini igerir. Pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik biiylime faktorlerinin
sikica dengelenmis ekspresyonu normalde diizensiz anjiyogeneze engel olur. VEGF
hem fizyolojik (embriyogenez ve erken postnatal) hem de patolojik (tiimor)
anjiyogenezde rol oynar. VEGF’nin aktivitesi, hiicre yiizeyi reseptorlerine, esas
olarak hiicresel etkilere cevrilen molekiiler olaylar1 uyaran intraseliiler sinyal
kaskadlarini stimiile eden VEGF R-2’ye baglanarak indiiklenir.

VEGF damar gecirgenligini ve dolayisiyla interstisyel basinci etkileyerek
damarlarin hiicrelere oksijen ve besinleri ulagtirmasini etkiler. Bu da VEGF
sekresyonunu ve yeni, olgunlagmamis kan damarlarinin olugsmasini daha ¢ok uyarir.

2.2.  Endotel Yapisi ve Fonksiyonlar:

2.2.1 Endotel Yapisi

Endotel damar sistemi iginde yer alan ve bircok fizyolojik ve patolojik
olaylarda 6nemli diizenleyici rolii olan, kan ve damar duvari (diiz kaslar) arasina
siirlandirilmig, mezoderm kaynakli tek katli yassi epitelyum dokusu olup
viicudumuzun en biiyiikk orgamidir (Sekil 2.2). Eriskin bir insanda endotel hiicre
kitlesi toplam ortalama 1 kg agirliginda olup 1-7 m? lik bir yiizey olusturmaktadir.

Sekil 2.2. Arter duvar yapisi



Yiizeyindeki glikoproteinler ile glikozaminoglikanlarin  negatif  yiik
kazandirdig1 endotel hiicreler, hiicresel ve hormonal molekiillerle etkilesim iginde
olduklarindan ¢ok sayida reseptor tasimaktadirlar. 19. yiizyilin basinda bu organin
sadece kan ile organlar arasinda bir bariyer oldugu diisiiniiliirken, 1980’ lerde
endotelin vazoaktif rolii tariflenmistir. Arteriyel sistem, doku seviyesinde yeterli kan
akimmin her bir kalp siklusu sonucu degisen kan basincit ve kan akimina karsi
uyumunu saglayarak gorevini yerine getirmektedir. Kan akiminin siirdiiriilmesi ise
vaskiiler yapilarin direncinde meydana gelen degisiklikler sonucu saglanmaktadir.
Trombosit agregasyon inhibisyonu, koagiilasyon aktivasyonunun inhibisyonu,
fibrinolizis fonksiyonlar1 ile pithtilasmay1 6nleyici bir ylizey olusturmak, ayrica doku
ve dolasim arasinda madde aligverisi, vaskiiler tonusun diizenlenmesi, 16kosit ve
trombosit adezyonunun regiilasyonu gibi gorevleri vardir.

2.2.2. Endotelin Fizyolojik Ozellikleri

Endotelin damar gecirgenligindeki rolii, damarin tipine ve yerine baglidir.
Lipofilik ve diisiik molekiil agirlikli hidrofilik maddeler engellenmeden kan ve
dokular arasinda hareket edebilirler. Ancak intravaskiiler ve ekstravaskiiler sivi
dengesinin siirdiiriilebilmesi i¢in makromolekiillere karsi segici bir gecirgenlik
vardir. Inflamasyon, immiin cevap ve yara iyilesmesi gibi olaylarin baslamasi igin
hormon, antikor vb. molekiillerin gegisi gereklidir (7). Endotel lokal olarak bir¢ok
mediatdr liretmekte ve bunlara kars1 yanit olusturmaktadir. Robert Furchgott vd(8)’in
tavsan aortas1 lizerinde yapilan deneyle ndrohiimoral hiicrelerin damar diiz kasi
tizerine kasilma ve gevsemeden sorumlu oldugu goriisii degismistir. Bu deneyde
arastirmacilar o-1 reseptorler vasitasiyla diiz kaslarda kasilmaya yol agan bir
katekolamin olan noradrenalinin bulundugu ortama, endotelyal dokusu saglam bir
damar ile endotelyal dokusu bozulmus baska bir damar koymuslar, daha sonra deney
ortamina asetilkolin (ACh) eklemislerdir. ACh eklenmesine, saglam endotel dokusu
olan damarlar vazodilatasyonla cevap verirken, endotel dokusu bozulmus damarlar
vazokonstriksiyon seklinde cevap vermislerdir. Arastirmacilar, bu deneyde saptanan
farklilig1 endotel dokuya baglamislar. Baslangicta, damar yapisi i¢inde ¢ok az yer
kaplayan endotel dokunun, damar tonusu iizerine bu derece etkili olmasi olanaksiz
goriilmiis. Daha sonra, vazodilatasyon ve difiizyon yetenegi olan bir faktoriin,
endoteli saglam bir damardan endoteli soyulmus bir damara taginmasinin
gosterilmesi ile endotel dokusunun séz konusu fonksiyonu kanitlanmistir. Bununla
birlikte vaskiiler endotelin, dolasimla ¢evre dokular arasinda yalnizca yapisal bir
bariyer olmadigi, aynm1 zamanda fizyolojik ve patolojik uyarilara yanit olarak
vaskiiler hemodinamiyi etkileyen mediyatorler salgiladigi bilinmektedir (Sekil 2.3).
Bu mediatorlerin koordineli bir sekilde caligsmasiyla diiz kas hiicrelerini etkileyerek
vasokonstriktor ve vazodilator etkilerin dengelenmesiyle doku kanlanmasi ve kan
akimina katkida bulunmaktadirlar (Sekil 2.4).



® Kiiciik molekiiller
e Histamin
e Serbest radikaller
e EDRF = Nitrik Oksit
e Endotel kdkenli konstriiktor faktor
e Endotelyal kaynakli hiperpolarizan faktér (EKHF)
e Adnedozin
e C tipi atriyal natriiiretik faktor
e Anjiyotensin 1

Endotelin-1

® Lipidler
e Prostaglandinler (prostasiklin(PGI12), tromboksan-A2)
e Lokotrienler

e PAF (Platelet Activating Factor)

® Proteinler
e Biiyiime faktorleri (PDGF)

e Adezyon molekiiller;
* ICAM ( Intercellular Adhesion Molecular )

* VCAM ( Vascular Cell Adhesion Molecular )

e PECAM ( Platelet Endothelium Vascular Cell Adhesion Molecule )
* E-selektin

¢ P-selektin



Matriks proteinleri;

* Heparan siilfat

Pihtilasma faktorleri;

* TF ( Tissue Factor )

* t-PA ( Tissue Plasminogen Activator )

* PAI-1 ( Plasminogen Activator Inhibitor-1)

« ™

* vWF ( Von Willebrand Factor )
Antijenler;

* MHC-V (Major Histocompatibiliti Antijeni-V)
Enzimler;

« ACE
Reseptorler

Sekil 2.3. Endotelden kaynaklanan mediyatorler



Vazodilatorler Vazokonstriktorler

Nitrik Oksit Endotelin-1
Prostasiklin Anjitensin II
Endotel Kaynakli  Relaksan Endotel Kokenli Konstriktor Faktor

Faktor
Platelet Aktive Edici Faktor

Adenozin

Tromboksan A2
Bradikinin

Prostaglandin H2
Adrenomodulin

Serbest Radikaller

Sekil 2.4. Endotelden salinan vazoaktif maddeler
2.2.2.1 Nitrik Oksit (NO)

NO uzun yillar arabalarin egzoz gazinda, fosil yakitlarinin dumaninda ve sigara
dumaninda bulunan ve ozon tabakasinin azalmasindan sorumlu tutulan zararli bir
cevre kirleticisi olarak goriiliiyordu. Ancak iki atomlu bu basit molekiiliin fizyolojik
roliine yonelik ilgi 1980 yilinda Furchgot ve Zawadski(9)’nin tarifledigi endotel
kokenli gevsetici faktoriin 1987 yilinda Palmer ve arkadaslari tarafindan NO
oldugunun gosterilmesinden sonra artmistir. NO, 1992 yilinda Science dergisi
tarafindan yilin molekiilii se¢ilmistir. 1998 yilinda Furchgot, Zawadski, Louis,
Ignora ve Ferid Murad’a Nobel fizyoloji 0diilii kazanmasma Nitrik oksidin
kardiyovaskiiler sistemde sinyal molekiilii olmasiyla ilgili kesifleri neden olmustur.

NO, depolanmayan ve etki bolgesine serbestce difiize olan kovalent bagla bagl
iki atomlu bir gazdir. Endotel kaynakli gevsetici faktor olarak da bilinen nitrik oksit
eslesmemis bir elektron tagiyan yiiksiiz bir molekiildiir. NO’nun bu 6zelligi onu essiz
bir mesajc1 yapar. Yani yiiksiiz oldugu i¢in membranlardan kolayca geger,
eslesmemis bir elektrona sahip olmasi nedeni ile hizli reaksiyona girer. Yarilanma
stiresi sadece 3-5 saniyedir. NO, endotelden sentezlendikten sonra vaskiiler diiz kas
tabakasina difiize olur. Burada guanilat siklazin hem icerigine baglanarak bu enzimi
aktif hale getirir. Aktif hale gelmis guanilat siklaz, guanozin 5-trifosfattan (GTP)
siklik guanozin monofosfat (cGMP) olugmasini katalizler. cGMP hiicre i¢i kalsiyum
miktarini diisiirerek vaskiiler diiz kasin vazodilatasyona neden olur(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. NO mekanizmasi

NO salinmasiyla vaskiiler yapilarin tonusu belirlenmektedir. NO salinmasina
neden olan uyaricilar asetilkolin, kan akimi (shear stress), bradikinin, katekolamin,
serotonin, ADP, ATP, kalsiyum gen iliskili peptid, histamin platelet aktive edici
faktor thrombin Substance-P’dir. NO viicutta bulunan bir aminoasit olan L-
arjininden sentezlenmektedir (10). Bu metabolik yolda gorev alan enzim ise nitrik
oksit sentetaz (NOS) enzimidir(Sekil 2.6). NOS’in genetik olarak farkli {i¢ izoformu
tespit edilmistir. Bunlar; diisiik miktarda tretilerek vaskiiler toniisii ayarlayan bir
konstitiitif endoteliyal izoform (eNOS), yine disik miktar Tretilen sinaptik
sekillenme ve norotransmisyonu diizenleyen bir konstitiitif ndronal izoform (nNOS)
ve yuksek miktarda tiretilerek, immiin/inflamatuar olaylarda rol alan ve hiicre aracili
immiin cevapta etkili bir komponent olan uyarilabilir form (iNOS)’dur. nNOS ve
eNOS izoenzimleri NO {iretimi igin Ca™ kalmodulin kompleksine bagimlidir, buna
karsin iNOS bundan bagimsizdir. NO sentezi ile ilgili ilk bilgiler inflamatuar
hiicreler (makrofaj vb.) iizerinde yapilan gozlemlerle elde edilmistir. Inaktif
inflamatuar hiicrelerde NO saptanmazken bu hiicrelerin aktive edilmesiyle NO
salgiladiklar1 saptanmistir. Bu nedenle inflamatuar hiicrelerdeki NOS indiiklenebilir
NOS (iNOS) olarak isimlendirilmistir. Daha sonra inflamatuar hiicrelerin aksine
endotelyal ve noronal dokularin siirekli olarak NO fiiretip, salgiladigi saptanmis ve bu
dokulardaki NOS a ‘siirekli ¢alisan NOS’ (sNOS) ismi verilmistir. Daha sonra kdken
aldiklar1 dokulara gére eNOS (endotelyal) ve nNOS (néronal) olarak
isimlendirilmislerdir.
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Sekil 2.6. NO sentezlenmesi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda eNOS, hiicre zarinin invajinasyonuyla olusan ve
icinde transmembran protein olan kaveolinin bulundugu kaveola diye isimlendirilen
yerde bulunmaktadir. Kaveola, endotel hiicre zarmin en O6nemli 6zelligini
tagimaktadir. Ayni yapt kalp miyozitlerinde ve bir¢cok hiicrede bulunmaktadir.
Normalde kaveolin eNOS’un gorev yapmasini engellemektedir fakat bu etkiyi
kalsiyum-kalmodiilin kompleksi ortadan kaldirmaktadir. Endotele disardan uyari
geldiginde hiicre i¢i kalsiyum yogunlugu artmakta, kalsiyum ile kalmodulin
kompleks olusturarak eNOS’a baglanmak suretiyle bu etkiyi ortadan kaldirmaktadir.
NO sentezi ortamda kalsiyum miktar1 diisiinceye kadar devam etmektedir. Kalsiyum
belirli bir degere ulastiktan sonra kalmodulin-eNOS ayrilmakta ve eNOS ile kaveolin
tekrar kompleks olusturmaktadir (Sekil 2.7). NOS, NO sentezi i¢in bir amino asit
olan L-arjinini kullanmaktadir. L-arjinin iire dongiisiiniin sonunda olusmakta, kanda
100 uM konsantrasyonunda bulunmaktadir. Endotel hiicresinde ise L-arjinin
yogunlugu birka¢ yliz mikromolardan, birka¢ bin mikromolara kadar degigsmektedir.
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Sekil 2.7. eNOS aktivasyonu

NO’nun vaskiiler yapilarin tonusunun belirlenmesindeki roliiniin yaninda bagka
etkileri de bulunmaktadir (11). Trombositlerin damar duvarina yapismasi ve
birikmesi nitrovazodilatorlerle engellenmektedir. Dolayisiyla endotelin iirettigi
NO’nun boyle bir etkisinin bulunmasi sasirtict degildir. NO, nitrovazodilatorlere
benzer sekilde prostasiklin ile sinerji gostererek trombositlerin damar duvarma
yapismasint ve birikmesini engellemektedir. Bu etki endotelin antitrombotik
ozelliginin bliylik bir boliimiinii olusturmaktadir. Biriken trombositlerden salinan
ADP, Serotonin ve ayni zamanda trombin, endotelin iizerinde bulunan 6zel reseptore
baglanarak NO salimmasma neden olmaktadir. NO trombositlerde ylizeyde P-
selektinin olugmasini ve fibrinin glikoprotein 2b-3a reseptore baglanmasi i¢in gerekli
olan sekil degisikliginin olusmasin1 da engellemektedir. Ayni1 zamanda
trombositlerde de NOS bulunmakta, disardan verilen L-arjinin trombositlerden NO
sentezini arttirarak trombositlerin aktif hale gelmesini engellemektedir.

Endotel normalde antiinflamatuar 6zellige sahiptir. Bu 6zelligi aterosklerozun
onlenmesinde de onemli bir yere sahiptir. NO, 16kositlerin endoteline yapismasini
engellemek suretiyle antiadezif ve antiaterosklerotik 6zellik gostermektedir. NO
metabolizmas1 sonucunda idrarda ve plazmada nitrat ve nitrit olusmaktadir.
Plazmada NO’nun oksidasyonu sonucunda nitrat olugmakta, kanda ise nitrat stabil
olmadig1 i¢in ¢abucak nitrite doniismektedir. Kandaki nitrit konsantrasyonu nitrat
konsantrasyonundan 100 kat daha fazladir.

2.2.2.2 Endotel Kaynakh Hiperpolarizan Faktorler
Bir ¢ok calismada NO ve prostasiklinin disinda endotel kaynakli baska
yapilarin vazodilator etkisi tanimlamistir. Bu ¢alismalarda asetilkoline karst NOS ve
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siklooksijenaz inhibitorleri ile engellenemeyen vazodilatator yanitlar rapor
etmiglerdir. Daha sonra benzer vazodilatér yanit bradikinin ve substant P ve shear
stres’e karsida elde edilmistir. Bu vazodilatdr yanitin potasyum kanalarinin bloke
edilmesi ile ortadan kalktigi gosterilmistir (12). Bu vazodilatasyon, diiz kaslardaki
K" kanallarinin agilmas: ile hiicre dismna K ¢ikmasi sonucu hiicrenin hiperpolarize
olmasi ve bunun sonucunda da voltaj bagimli Ca™ kanallarinin kapanmasi ile hiicre
icine Ca™" akisinin durmasindan kaynaklandigi tespit edilmistir. Bu nedenle soz
konusu faktore Endotel Kaynakli Hiperpolarizan Faktér (EKHF) denilmistir. EKHF
insanda ilk kez mezenterik arterde gosterilmistir. Daha sonra, insan koronerinde
bradikinin ile olusan vazadilatér yanittan sorumlu olan asil faktoériin EKHF oldugu
saptanmistir. EKHF nin kii¢iik damarlar (rezistan arterler) ilizerine olan etkisi, biiylik
damarlardan oldukca fazladir. Bunun tersine NO’nun biiyiik damarlar {izerine etkisi
belirgindir. Bu, kiigiik damarlarda NOS aktivitesinin, kii¢ilk damarlarda diisiik
olmast ile uyumludur. NO de diiz kas hiperpolarizasyonu ile vazodilatasyon yapar
fakat bu etki EKHF ile kiyaslandiginda 6nemsizdir. Domuz koroner arterindeki
endotel tabaka siyrildiginda diiz kas hiicrelerinin depolarizasyonla sonuglanmistir
(EKHF’nin hiperpolarizan etkisi kaybolur). Bu bulgu endotel hiicresinin siirekli
olarak EKHF salgiladigint akla getirmektedir. NO, EKHF {iretimini inhibe eder.
Hastalik nedeniyle NO biyoyararlanimi diistiigii zaman endotelyal vazodilator yanit
EKHF up-regiilasyonuyla devam ettirilir. Yas ve uzun siireli hiperkolesterolemi
insanda periferik arteriyollerde NO gibi EKHF’nin de azalmasina neden olur. Yine
EKHF, NO gibi giiclii antiinflamatuvar etkiye sahiptir.

EKHF’nin hangi molekiil veya molekiillerden olustugu agiklik kazanmamastir.
Olast EKHF adaylarinin farkli damar yataklar1 iizerinde farkli etkiler gdstermesi
birden ¢cok EKHF molekiilii olabilecegini akla getirmistir. Bu molekiillerden bir
tanesi arasidonik asit metabolitlerinden olan Epoksi Eikosa Trienoik Asit (EET).
Hayvan koroner arterlerinde yapilan deneylerde, asetilkolin, bradikinin ve arsidonik
asidin endotelden EETSs salarak vazodilatasyona neden oldugu gosterilmistir (13).
Son zamanlarda H>O, ‘nin de EKHF gibi hiperpolarizasyona bagli vazodilatasyon
yaptigi gosterilmistir (14).

2.2.2.3 Prostasiklin

Eikozanoidler yirmi karbon atomlu yag asidlerinden tiireyen ve giicli
biyolojik etkinlik gosteren endojen maddelerdir. Eikozanoidler, prekiirsér yag
asitlerinden olusmalarinda rol oynayan enzim tiiriine gore siklooksijenaz iirtinleri,
lipoksijenaz tirlinleri ve sitokrom 450 monoksijenaz {iirlinleri seklinde ii¢ ana gruba
ayrilirlar. Prostanoitler diye de adlandirilan siklooksijenaz iiriinii eikozanoidler,
prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlardir. Siklooksijenaz enzimleri
(COX-1 ve COX-2) arasidonik asidin, ad1 gecen prostanoitlerin prekiirsorleri olan
prostaglandin G ve  H'ye doniisiimiinii katalize eder. Bu enzimlerin diger adi
prostaglandin G/H sentazdir. Prostaglandinler (PG'ler), karbon zincirinin ortasinda
bir siklopentan halkasi bulunan eikozanoidlerdir. Siklopentan halkasindaki
substituentlerin durumuna gore E, F, D, A, B ve C diye gruplara ayrilirlar. Primer
prostaglandinlerin ¢esitli hiicre tiplerinde yaygin sekilde dagilmis ve biyolojik
yonden 6nemli olanlari, E ve F grubu prostaglandinlerdir. Her bir grup icindeki
tiyeler, alfabetik yan zincirler i¢indeki doymamis bag sayisini gdsteren ve grubu
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belirleyen harfin alt kismma konulan 1, 2 veya 3 sayilar1 ile simgelenirler.
Prostasiklinler, yapica prostaglandinlere ¢ok benzerler ve bazi kaynaklarda
prostaglandin olarak kabul edilirler. Prostaglandinlerden kimyaca farki, sikiopentan
halkasina ilave olarak, C-6 ve C-9 arasinda yerlesen oksijen kopriisii nedeniyle ikinci
bir halka daha icermeleri yani monosiklik degil bisiklik olmalaridir. Diger
prostaglandinlerin aksine biitiin hiicrelerde degil, esas olarak endotelde ve az
miktarda olmak {izere damar diiz kas hiicrelerinde yapilmalar1 ile de
prostaglandinlerden ayrilirlar.

Viicuttaki ana prostasiklin olan prostaglandin I, (PGL)nin biiyiik kismi
damar endotel hiicrelerinde yapilir. Yukarida belirtilen E ve F grubu
prostaglandinlerden farkli olarak PGI, kanin akcigerlerden ge¢isi sirasinda fazla
yikilmaz, hatta Onemli Olgiide akciger damar yatagindan kana saliverilir.
Prostasiklinler damar i¢inde trombus olugmasini engelleyen en 6nemli etkenlerdir.

Stabil olmayan ¢ok kisa etkili birlesiklerdir. Prostasiklin Siklooksijenaz enzim
aktivasyonuyla endotelden kaynaklanan gii¢lii bir vazodilatordiir. Fizyolojik sartlarda
prostasiklin iiretimi diisiik diizeyde olmasina ragmen ateroskleroz varliginda tiretimi
artmistir. Koroner aterosklerozlu yada risk faktorii olan hastalara aspirin verilerek
siklooksijenaz inhibisyonuyla prostasiklinin istirahat epikardiyal ve rezistans
arterlerin tonusunda, akima bagli dilatasyon ve metabolik vazodilatasyonda onemli
rol oynadig1 ortaya konmustur.

PGI, arasidonik asitten sentezlenir, yarilanma siiresi 10 sn’dir. Saliniminm
uyaran faktorler pulsatil basing, bradikinin, trombin, serotonin ve trombosit kdkenli
biliylime faktordiir (15).

PGI, kondiiit ve rezistans damar tonusuna, akima bagl dilatasyona katkida
bulunur. Bu ylizden prostasikline bagli koroner vazodilatasyon NO eksikligi olan
ortamda 6nemli bir kompansatuar mekanizma olarak rol oynar.

2.2.2.4 Adenozin

Adenin niikleozit (adenozin) ve niikleotitler ( ATP ve ADP) akim artis1 ve de
trombus gibi uyaranlarla endoteliyal dokudan salgilanirlar. Adenozinin diiz
kaslardaki P; reseptorlere baglanmasi cAMP iiretimiyle sonuglanir ve vazodilatasyon
olusur. Adenozinin hem endotel hiicresinde hemde diiz kas hiicresinde P, reseptorii
vardir. Endoteldeki P, reseptoriin uyarlmast EDRF/prostosiklin {iretimi ve
vazodilatasyon, diiz kastaki P, reseptoriin uyarilmasi ise vazokonstriksiyon ile
sonuglanir. Endoteliyal dokunun ATP ve ADP’ yi adenozine ¢eviren ektraselliiler
ektoniileotidaz enzim sistemi vardr. Boylece bu molekiillerin lokal konsantrasyonu
kontrol edilir. Bu fonksiyon, trombuslerden salgilanan ADP’nin adenozine ¢evrilerek
etkisinin bertaraf edilmesinde 6nemlidir. Adenozin, ATP, ADP’ye damarin verecegi
vaskiiler cevabi, bu molekiillerin miktar1 ve fonksiyonel endotelin varligi belirler.
Miyokardiyal oksijen arz-talep arasi dengesizlik ve koroner kan akimi artigina bagh
olarak adenozin {liretiminde artis meydana gelir.
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2.2.2.5 Bradikinin

Bradikinin, kinin ailesinin bir iiyesi olup bir doku hormonudur. Endotel
hiicrelerinde yerlesmis bradikinin’nin reseptorleri ile birlesmesi neticesinde gelisen
bir dizi reaksiyonla NO sentezini uyarir. Bu sekilde indirekt olarak vazodilatasyona

neden olur. Ayrica, bradikinin reseptdrleri araciligi ile direkt diiz kas gevsemesine
neden olabilir (16).

2.2.2.6 Endotelin

Ucg alt gruptan olusurlar. Bunlar; endotelin-1 (ET1), endotelin-2 (ET2) ve
endotelin-3 (ET3)’tiir. ilk olarak ET1, 1988 yilinda Yanagisawa vd(17) tarafindan
vaskiiler endotel hiicrelerinde saptanmis ve bilinen en potent endojen vazokonstriktor
olarak tanimlanmustir. Sadece ET-1 endotelden salinir. ET-1, diiz kaslardaki ET-A ve
ET-B reseptorleri ile vazokonstriksiyon yapar (Sekil 2.8). Endoteldeki ET-B
reseptoriine baglanmasi ile endotelden NO salinimina ve vazodilatasyona yol agar.
ET1’in yapimi ve saliniminin en potent diizenleyicisi, fizyolojik bir faktor olan kan
akimidir. Kan akimindaki artis vazodilatasyona neden olur. Bunu endotel
hiicrelerindeki “ylizey stress” reseptOrlerini aktive ederek yapar. Boylece NO
sentezlenir ve salinir, ET-1 yapimi1 ve salinimi ise azalir.
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Sekil 2.8. Endotelin mekanizmast

2.2.2.7 Anjiyotensin IT

Endotel hiicrelerinde anjiyotensin reseptorlerine baglanarak vazokonstriksiyon
yapar. Anjiyotensin II damar diiz kas hiicrelerinde katekolaminlere yanit1 artirir ve
siiperoksit anyon yapimini artirir, NO yapimini ise azaltir. ET-1 sekresyonunu
arttirir.
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2.2.2.8 Vazokonstriktor Prostaglandinler

Arasidonik asidin siklooksijenaz ile metabolizmast sonucu olusan PGH, ve
TxA; damar diiz kas hiicrelerindeki endoperoksit ve tromboksan reseptdrleri ilizerine
etki ederek vazokonstriksiyon meydana getirir.

2.2.3 Endotel Disfonksiyonu

Endotel tabakasinin normal islev gérmesi endotel bagimli dilatasyon faktorleri
ve endotel bagimli vazokonstriksiyon faktorler arasindaki dengeye baglidir. Bu
denge bozuldugunda endotel disfonksiyon olusur (18). Endotel disfonksiyonu,
vazodilatator maddelerin biyoyararlanimindaki azalma ile karakterize olup en
belirgin olan1 NO azalmasidir. Bu gercevede endotel kaynakli vazokonstriktorler
artar. Bu dengesizlik, endotel disfonksiyonunun karakteristigi olan endotel bagimli
vazodilatasyonda azalmaya yol agar. Endotel disfonksiyonu terimi, genellikle endotel
bagimli vazodilatasyondaki bozulmayr tanimlamak i¢in kullanilmasina karsin,
16kosit, trombosit ve diizenleyici maddeler ile endotel arast iliskideki
anormalliklerle, normal dis1 endotel aktivasyonuna yol agan durumlar1 da kapsar(19).

2.2.4 Bevasizumabin Kardiyovaskiiler Yan Etkileri

Bevasizumabin erken donemde onemli kardiyotoksisiteleri tanimlanmistir ve
kardiyak olaylar faz 3 caligmada yakindan izlenmistir. Toplamda 3784 metastatik
meme kanseri hastalarda kemoterapi ile beraber bevasizumab alan veya bevasizumab
almayan meta analiz bes randomize c¢alismada  konjestif kalp yetmezligi
arastirllmistir. Yiiksek grade konjestik kalp yetmezligi bevasizumab alan hastalarda
%]1,6 , almayanlarda %0,4 olarak bulunmustur. Yine bevasizumab ile tedavi edilen
hastalarda konjestif kalp yetmezligi gelisme riski (4,74 p=0,001) kontrol/plasebo
koluna gore daha yiiksek bulunmustur (20).

Bevasizumabin 1. basamak kullanildig1 baska bir meta analizde hipertansiyon
riskini bes kez artirdidi, kardiyovaskiiler disfoksiyonu ise ii¢ kez arttirdigi rapor
edilmistir. 1745 hastanin katildig1 ve bu hastalardan 963 niin bevasizumab kullandig:
(%24°1 meme kanseri) ¢alismada tromboembolik olaylarin %4 {iniin bevasizumab ve
kemoterapi alan hastalarda, %2’sinin ise yalniz kemoterapi alan hastalarda
gozlendigi rapor edilmistir (21). Mortalite ile iligkili tromboembolik olaylar ise %0,8
oraninda bevasizumab ve kemoterapi kombine kullanan hastalarda, %0,4 yalniz
kemoterapi alan hastalarda rapor edilmistir (22).

Metastatik meme kanseri bevasizumab ve kemoterapi alan hastalarda yapilmis 5
randomize klinik calisma analiz edilmis. Bu calismalarda 6nemli kardiyovaskiiler
advers olaylar rapor edilmisti. AVODA c¢alismasinda bevasizumab dozu ile
hipertansyon arasindaki iligki gosterilmis ve bu ¢alismada yiliksek doz bevasizumab
ile tedavi edilen hastalarda kardiyotoksisite yiiksek oranda gézlenmistit (23).

ECOG-2104 non randomize faz 2 ¢alismasinda 226 hasta degerlendirilmistir.
Biitiin hastalar bevasizumab almis 104 hasta es zamanl doz yogun AC(adrimisin-
siklofosfamid) almistir veya takiben 122 hasta paklitaksel almistir. Sirasiyla grade 3
hipertansiyon %11 ve %2 oraninda gézlenmistir (24).
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80 hasta ile yapilan faz 2 calismasinda once doz yogun AC, takiben nab-
paklitaksel alan hastalarda %13,6 hastada garde 3 hipertansiyon rapor edilmistir.
Higbir hastada semptomatik LVEF disfoksiyonu gozlenmemis ama asemptomatik ve
gecici LVEF sirasiyla %1,2 ve %5 oraninda gozlenmistir (25).

Bevasizumab farkli adjuvan calismalarda arastirilmistir. Bu ¢alismalardan biri
olan ECOG-5103 g¢alismasi bevasizumab ilk 200 hastada bevasizumab adiktan sonra
6 hastada konjestif kalp yetmezligi hastalig1 gelistigi icin gecici siire durdurulmustur.
Ancak hicbir hasta kardiyak problemderden dolayr O6lmemistir. Calisma tekrar
degerlendirilerek yeniden yliriitilmiistiir.

Bevasizumab bu c¢aligmalarda hipertansiyon, azalmis LVEF ve artmis kalp
yetmezligine neden olabilecegi degerlendirilmistir. Bevasizumabin kardiyak
giivenligi ile ilgili ¢esitli c¢aligmalar halen siirdiiriilmektedir. Bu calismada
hipertansiyon olusum mekanizmalarindan biri olan damarin fizyolojik yanitlari
lizerine bevasizumabin etkileri arastirilmistir.
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GEREC VE YONTEM

56 adet 9-12 haftalik Wistar tiirli sicanlarin 28’1 kontrol ve 28’1 ise
bevasizumab olarak iki grubu ayrilmistir. Bevasizumab grubuna 35 mg/kg
bevasizumab (IP) 21 giinde 1 toplam 3 defa uygulanmustir (t;,=20giin, 11-50 giin).
Bevasizumab insanlarda 5-20mg/kg dozunda kullanilmaktadir.  Siganlarda
kullanilacak dozu belirlemek i¢in 5, 10, 15, 25, 35, 45 mg/kg uygulanip kan basinci
kuyruk arterinden Olgiilmiistiir. Sistolik kan basinct artis1 >35mg/kg’de goriilmesi
nedeniyle kullanilacak doz 35 mg/kg olarak belirlenmistir. Sistolik kan basinci
baslangigta ve sakrifikasyon oncesinde kuyruk arterinden Olciilmiistiir.  Ilk
uygulamadan yaklasik 2 ay sonra iiretan anestezisi uygulanan siganlarin abdominal
kaviteleri linea alba iizerinden yapilan insizyon ile agilmis, abdominal aorta
heparinize (1000 iinit’kg iv) edildikten sonra ¢ikarilmistir. 4°C’de %5 CO; ve %95
O, ile gazlanmis Krebs soliisyonu igeren petri kabiyla laboratuvara taginmistir. 3-4
mm boyunda halkalar halinde kesilip organ banyosuna asildiktan sonra 37°C’de %5
CO; ve %95 O, ile gazlanmis asagidaki icerige sahip Krebs soliisyonu ile her 15
dakika bir yikanarak 60 dakika dinlendirilmistir. (mM): Distile su i¢inde NaCl 118.4,
KCl14.7, MgSO4 H20 1.2, KH,PO, 2H,0 1.2, NaHCO; 25, CaCl, 2.5 ve glikoz 11.1.

Deneyin ilk asamasinda her iki grup iizerinde fenileferin (10"'-10° M),
anjiyotensin II (10'”—10'6 M), noradrenalin (10'”—10’6 M), endotelin 1 (10'“—10‘6
M) ile kiimiilatif, tek doz KCI (30 mM) ile kasilma yanitlar1 incelenmis ve bu amacla
abdominal aorta halkalarinda konsantrasyon yanit egrileri elde edilmistir. 30 mM
KClI igeren fizyolojik tuz soliisyonu, yukarida icerigi verilen Krebs soliisyonun KCI
degeri 30 mM, NaCl degeri 93 mM ve diger kimyasallarin konsantrasyonlar1 ayni
kalacak sekilde hazirlanmistir.

Deneyin ikinci asamasinda her iki grupta endotel bagimli gevsemeler
incelenmistir. Submaksimal konsantrasyonda fenilefrin ile 6n kasilma olusturulan
abdominal aorta halkalarinda asetilkolin (10"“—10"6 M) ve endotel-bagimsiz gevseme
olusturan sodyum nitroprusid’e (107'-10°® M) konsantrasyon-yamt egrileri
olusturulmustur.

Gevseme yanitlarindaki degisikliklerin mekanizmalarinin arastirilmasi icin de
yapisal ve indiiklenebilir nitrik oksid sentetaz izoformlarinin inhibitérii olan L-
NAME (10° M), NO prekiirsorii L-arjinin (10° M), siklooksijenaz inhibitorii
indometazin (10 M), indometazin (10° M) + L-NAME (10” M) ile 20 dakika
inkbasyon sonrasinda 10® M fenilefrin ile 6n kasiima olusturulan abdominal aorta
halkalarinda asetilkolin (10"'-10° M) konsantrasyon-yanit egrileri kaydedilerek
damar diiz kas tonusu fonksiyonu ilizerine NO ve siklooksijenaz triinlerinin rolii
arastirilmistir. Ayrica indometazin (10° M) + biiyiik kondiiktansl kalsiyumla aktive
edilen potasyum (BKCa) kanal blokérii karibdotoksin (107 M) + kiiciik kondiiktanslt
kalsiyumla aktive edilen potasyum (SKCa) kanal blokorii apamin (107 M)
kombinasyonu ile 30 dakika inkiibasyon sonrasinda 10° M fenilefrin ile 6nkasilma
olusturulan abdominal aorta halkalarinda asetilkolin (107''-10° M) konsantrasyon-
yanit egrileri elde edilmistir.
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Siganlarin her birinden alinan abdominal aortalardan miimkiin oldugu kadar
fazla halka elde edecek sekilde hesaplamalar yapilip gereken sican sayisi
distiriilmistiir. Veriler ortalama = SH olarak verilmistir. Gevseme yanitlar1 olusan
kasilmanin yiizdesi olarak verilmistir. Istatistiksel analizler Non lineer regresyon testi
ve Student T testi ile yapilmistir. Grafik ve istatistiksel analiz i¢in GraphPad
Software (6.0 versiyonu) kullanilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlami kabul
edilmistir.
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Sekil 4.1a. Sican kuyruk arterinden 6lgiilen kan basing trasesi (Baslangic)
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sonra)

Sican kuyruk arterinden elde edilen sistolik kan basinci degerleri bevasizumab
uygulanmis ve baglangic Olglimlerinde sirasiyla 145£20mmHg (n=28) ve 124423
mmHg (n=28) olarak kaydedilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel bir fark
bulunmamistir(p>0,05).
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Sekil 4.2a. Fenilefrin konsantrasyon yanit trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.3. Fenilefrin konsantrasyon yanit egrisi

Bevasizumab uygulanan grup ile kontrol grubu damar preparatlarina kiimiilatif
olarak uygulanan fenilefrinle olusan fenilefrin konsantrasyon yanit grafiginde
sirasiyla bevasizumab (n=9) ve kontrol (n=9) gruplar i¢in pD, degerleri 8.73+0.45
ve 8.43+0.38 alarak bulunmustur. Emax degerleri de sirasiyla 1240£110 mg ve
1480+140 mg olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD, ve Enax agisindan
istatistiksel bir anlamlilik bulunmamistir(p>0,05).
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Sekil 4.4a. Anjiyotensin II konsantrasyon yanit trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.5. Anjiyotensin II konsantrasyon-yanit egrisi

Bevasizumab uygulanan grup ile kontrol grubu damar preparatlarina kiimiilatif
olarak uygulanan anjiyotensin II ile olusan anjiyotensin II konsantrasyon yanit
grafiginde sirasiyla bevasizumab (n=9) ve kontrol (n=9) gruplar i¢in pD, degerleri
8.54+0.67 ve 8.22+0.54 alarak bulunmustur. E,x degerleri de sirasiyla 630+90 mg
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ve 710£110 mg olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD; ve En. agisindan
istatistiksel bir anlamlilik bulunmamistir(p>0,05).
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Sekil 4.6a. Noradrenalin konsantrasyon yanit trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.7. Noradrenalin konsantrasyon-yanit egrisi

Bevasizumab uygulanan grup ile kontrol grubu damar preparatlarina kiimiilatif
olarak uygulanan noradrenalin ile olusan noradrenalin konsantrasyon yanit
grafiginde sirasiyla bevasizumab ve kontrol gruplari i¢in pD, degerleri 8.10+0.56 ve
8.02+0.45 alarak bulunmustur. E,,,x degerleri de sirasiyla 1390+120 mg ve 1410+£140
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mg olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD, ve Enax agisindan istatistiksel bir
anlamlilik bulunmamistir(p>0,05).
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Sekil 4.8a. Endotelin 1 konsantrasyon yanit trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.9. Endotelin I konsantrasyon-yanit egrisi

Bevasizumab uygulanan grup ile kontrol grubu damar preparatlarina kiimiilatif
olarak uygulanan endotelin 1 ile olusan endotelin 1 konsantrasyon yanit grafiginde
sirastyla bevasizumab (n=9) ve kontrol (n=9) gruplar1 i¢in pD, degerleri 8.62+0.45
ve 8.52+0.47 alarak bulunmustur. Emax degerleri de sirasiyla 1120100 mg ve
1430+120 mg olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD2 ve Emax agisindan
istatistiksel bir anlamlilik bulunmamaistir(p>0,05).
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Sekil 4.11. 30 mM KClT ile kasilma yanitlar1

Bevasizumab uygulanan grup ile kontrol grubuna uygulanan 30 mM KCI ile
olusan kasilma yanit grafiginde sirasiyla bevasizumab (n=6) ve kontrol (n=6)
gruplarimin E., degerleri sirastyla 8504240 mg ve 920+320 mg olarak bulunmustur.
Gruplar arasinda Emax degerleri acisindan istatistiksel bir anlamlilik
bulunmamistir(p>0,05).

Bevasizumab uygulanmis sicanlardan alimip asilan abdominal aorta

halkalarinda farkli mekanizmalarla olusturulan kasilma yanitlar1 kontrol grubu ile
karsilastirilmistir ve istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamaistir.
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Sekil 4.13. Asetilkolin Konsantrasyon-Yanit Egrisi

Damar halkalar1 10° M konsantrasyonda fenilefrin ile 6nceden kastirilip,
platoya gelmeleri beklenmistir. Platodaki Bevasizumab (n=9) ile kontrol (n=9)
grubundan damar preparatlarina kiimilatif olarak asetilkolin uygulanip gevseme
yanitlar1 alinmistir. Olusan asetilkolin konsantrasyon yanit grafiginde sirasiyla
bevasizumab ve kontrol gruplari i¢in pD, degerleri 8.324+0.43 ve 8.62+0.30 alarak
bulunmustur. E..x degerleri de sirasiyla %72+08 ve %77+12 olarak bulunmustur.
Gruplar arasinda pD;, agisindan istatistiksel bir anlamlilik bulunmustur (p<0.05).
Enmax agisindan istatistiksel bir anlamlilik bulunmamistir(p>0,05).
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Sekil 4.15. Sodyum Nitroprussid konsantrasyon-yanit egrisi
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Damar halkalar1 10 M konsantrasyonda fenilefrin ile kasilip, platoya gelmeleri
beklenmistir. Platodaki bevasizumab ile kontrol grubundan damar preparatlarina
kiimiilatif olarak sodyum nitroprussid uygulanip gevseme yanitlar1 alinmistir. Olusan
sodyum nitroprusid konsantrasyon yanit grafiginde sirasiyla bevasizumab (n=9) ve
kontrol (n=9) gruplari i¢in pD, degerleri 9.11+0.36 ve 9.05+0.48 alarak bulunmustur.
Enmax degerleri de sirastyla %9602 ve %95+03 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda
pD: ve Enax acgisindan istatistiksel bir anlamlilik bulunmamaistir(p>0,05).
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Sekil 4.16a. L-arjinin (10-> M) ile 20 dakika inkiibasyon sonras1 asetilkolin konsantrasyon-yanit
trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.16b. L-arjinin (10° M) ile 20 dakika inkiibasyon sonras1 asetilkolin konsantrasyon-yanit
trasesi (Kontrol)
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Sekil 4.17. L-arjinin (10 M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi asetilkolin konsantrasyon-yanit egrisi

L-arjinin (10°M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi damar halkalar1 10° M
konsantrasyonda fenilefrin ile kasilip, platoya gelmeleri beklenmistir. Platodaki
bevasizumab (n=9) ile kontrol (n=9) grubundan damar preparatlarina kiimiilatif
olarak asetilkolin uygulanip gevseme yanitlar1 alinmistir. Olusan asetilkolin
konsantrasyon yanit grafiginde sirasiyla bevasizumab ve kontrol gruplari i¢in pD,
degerleri 9.12+0.45 ve 9.22+0.30 alarak bulunmustur. En.« degerleri de sirasiyla
%78+10 ve %85+13 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD; ve E;.x agisindan
istatistiksel bir anlamlilik bulunmamaistir(p>0,05).
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Sekil 4.18a. L-NAME (10 M) ile 20 dakika inkiibasyon sonras1 asetilkolin konsantrasyon-yanit
trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.19. L-NAME (10° M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi asetilkolin konsantrasyon-yanit egrisi

L-NAME (10‘5M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi damar halkalar1 10°M
konsantrasyonda fenilefrin ile kasilip, platoya gelmeleri beklenmistir. Platodaki
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bevasizumab (n=9) ile kontrol (n=9) grubundan damar preparatlarina kiimtlatif
olarak asetilkolin uygulanip gevseme yanitlar1 alinmistir. Olusan asetilkolin
konsantrasyon yanit grafiginde sirasiyla bevasizumab ve kontrol gruplari i¢in pD;
degerleri 9.03+0.39 ve 9.12+0.34 alarak bulunmustur. E,,,x degerleri de sirastyla
%48+08 ve %56+10 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD; ve E.x agisindan
istatistiksel bir anlamlilik bulunmamistir(p>0,05).
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Sekil 4.20a. indometazin (10 M) ile 20 dakika inkiibasyon sonras1 asetilkolin konsantrasyon-yanit
trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.20b. indometazin (10 M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi asetilkolin konsantrasyon-yanit
trasesi (Kontrol)
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Sekil 4.21. indometazin (10 M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi asetilkolin konsantrasyon-yanit

egrisi

Indometazin (10'5 M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi damar halkalart 10°M
konsantrasyonda fenilefrin ile kasilip, platoya gelmeleri beklenmistir. Platodaki
Bevasizumab (n=9) ile kontrol (n=9) grubundan damar preparatlarina kiimilatif
olarak asetilkolin uygulanip gevseme yanitlar1 alinmistir. Olusan asetilkolin
konsantrasyon yanit grafiginde sirasiyla bevasizumab ve kontrol gruplari i¢in pD,
degerleri 8.94+0.33 ve 9.41+0.46 alarak bulunmustur. En.« degerleri de sirasiyla
%40+08 ve %71£11 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD, ve E;.x agisindan
istatistiksel anlamlilik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.22b. Indometazin (10'5 M) ve L-NAME (10'5 M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi asetilkolin
konsantrasyon-yanit trasesi
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kil 4.23. Ind (10° M) ve L-NAME (10° M) ile 20 dakika inkiibasy lkol
konsantrasyon-yanit egrisi

indometazin (10°M) ile L-NAME (10°M) ile 20 dakika inkiibasyon sonrast
damar halkalar1 10°M konsantrasyonda fenilefrin ile kasilip, platoya gelmeleri
beklenmistir. Platodaki bevasizumab (n=9) ile kontrol (n=9) grubundan damar
preparatlarina kiimiilatif olarak asetilkolin uygulanip gevseme yanitlar1 alinmistir.
Olusan asetilkolin konsantrasyon yanit grafiginde sirasiyla bevasizumab ve kontrol
gruplart i¢in pD, degerleri 8.12+0.35 ve 8.32+0.45 alarak bulunmustur. Ep.
degerleri de sirastyla %28+07 ve %30+05 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda pD,
ve Enax acisindan istatistiksel bir anlamlilik bulunmamaistir(p>0,05).
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Sekil 4.24a. indometazin (10° M)+ Karibdotoksin (10”7 M)+Apamin (10”7 M) ile 20 dakika
inkiibasyon sonrasi asetilkolin konsantrasyon-yanit trasesi (Bevasizumab)
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Sekil 4.25. indometazin (10™ M)+ Karibdotoksin (107 M)+Apamin (107 M) ile 20 dakika inkiibasyon
sonrast asetilkolin konsantrasyon-yanit egrisi

indometazin (10° M)+ Karibdotoksin (10”7 M)+Apamin (107 M) ile 20
dakika inkiibasyon sonrasi damar halkalari 10°M konsantrasyonda fenilefrin ile
kasilip, platoya gelmeleri beklenmistir. Platodaki bevasizumab (n=9) ile kontrol
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(n=9) grubundan damar preparatlarina kiimiilatif olarak asetilkolin uygulanip
gevseme yanitlar1 alinmigtir. Olusan asetilkolin konsantrasyon yanit grafiginde
sirastyla bevasizumab ve kontrol gruplari i¢in pD; degerleri 7.43+0.45 ve 8.32+0.52
alarak bulunmustur. E,.x degerleri de sirastyla %09+04 ve %42+12 olarak
bulunmustur. Gruplar arasinda pD; ve En.x acisindan istatistiksel anlamlilik
bulunmustur (p<0.05).
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TARTISMA

Bevasizumab gibi anti-VEGF ajanlarin, kanser ve gozde makiiler dejenerasyon
gibi durumlarin tedavisi icin kullanimi sirasinda hipertansiyon  gelisimi
goriilebilmektedir. Beklenilecegi gibi damar anjiyogenezinin inhibisyonu
hipertansiyona neden olabilir (26-32). Yine de ilaca baghh baz1 hastalarda
hipertansiyon gelisirken, hastalarin daha biiyiik kisminda ise hipertansiyon
gelismedigi gorlilmektedir. Bevasizumab kullanimi sirasinda goriilen hipertansiyon
insidansinin degerlendirildigi bir meta-analizde 15 mg/kg bevasizumab kullanimiyla
ilk dozdan 4-6 hafta sonra hastalarin ortalama %22’de (%17.6-36) hipertansiyon
gelistigi bildirilmistir. Olusan tansiyon yiikselmesi ila¢ kesildikten bir siire sonra
tersine donmiistiir (33,34). Diger bir ¢caligmada ise 2 hafta gibi kisa siireli uygulanan
bevasizumabin endotel kokenli vazodilatasyonu degistirmemektedir (35). Sonug
olarak bu tiir ilaglarin kullanimi sirasinda ¢esitli faktdrlere bagli olarak hipertansiyon
goriilmekte veya goriilmemektedir. Anti-VEGF’lerin lokal kisa siireli kullaniminda
ise sonu¢ daha nettir. Insanlar iizerinde yapilan bir caliymada lokal VEGF
uygulanmasinin deri kan akimin artirirken, anti-VEGF uygulanmasinin ise azalttig
gosterilmistir (36). Anti-VEGF NO aracili damar gevsemesini azaltmaktadir (35).
Buna parelel bir sekilde diger bir ¢alismada kanser hastalarinda bevasizumabin NO
yolagini baskilayarak deride damar yogunlugu ve kan akimini azalttig1 gosterilmistir
(37). Calismamizda ise sican kuyruk arterinden elde edilen sistolik kan basinct
degerleri baglangic ve bevasizumab uygulandiktan sonraki Ol¢limlerinde sirasiyla
124423 mmHg (n=28) ve 145+20 mmHg (n=28) olarak kaydedilmistir. Ilag
uygulanan siganlarin 15’inde kan basincinda artis goriiliirken, kontrol grubunda 8
sicanda kan basincinda artis goriilmiistiir. Yine de gruplar sistolik kan basinct artist
acisindan  karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamlilik  bulunmamustir.
Hayvanlarin bir kisminda tansiyon yiikselirken, digerlerinde yiikselmemesi kanser
tedavisi alan insanlarin bir kisminda tansiyon artisinin goriilmesiyle benzerdir.
Anlagilacagi gibi hipertansiyon olusumu ile ilgili veriler c¢ok net degildir.
Antianjiyogenik ila¢ kullanimina bagli olusan hipertansiyonda nérohiimoral yolaklar
ve sivi volim artisgt bir faktor gibi goriinmemektedir (38). Bu da yapisal
degisikliklerin, wvaskiiler fonksiyon degisimlerinin bir faktér olabilecegini
diistindiirmektedir.

Bu tiir ilaglarla hipertansiyon gelisimi ile ilgili farkli teoriler bulunmaktadir.
Bunlardan ilkinde NO ve/veya prostasiklin {iretiminde azalma ve/veya yikiminda
artis olabilecegine iliskindir (39). Bu teorinin diger bir kismini1 da rezistans damar
miktarinin anti-VEGF kullanim1 nedeniyle diisiisliniin de hipertansiyon olusumuna
katkida bulunuyor olabilecegine iliskindir (40). Ikinci teori bobrek yetmezligine
iliskindir. Bu teori nefronun glomeriiler bolgesindeki podosit ve endotel hiicrelerinin
glomertiler fonksiyon i¢in gerekli olduklarin1 ve bu hiicrelerin olgunlagmasi icin
VEGF’ye ihtiya¢ duyduklarini, bu nedenle VEGF blokajimin glomeriiler skleroza,
proteiniiriye neden olabilecegi ve sonug olarak hipertansiyon ve bobrek yetmezligi
gelisecegini One siirmektedir (41). Son olarak pre-eklampsi benzeri teori vardir. Pre-
eklampside soluble VEGFR1 (sFLT1) artis1 olmaktadir. sSFLT1 VEGF yolagini bloke
edip, gebede hipertansiyona neden olur. Teori bevasizumab gibi anti-VEGF’ler de
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benzer bir sekilde hipertansiyon olusturdugunu ileri slirmektedir (42). Yapilan bir
calismada ise bevasizumab uygulanan kanserli hastalarda plazma renin, aldosteron
ve katekolamin diizeylerinin artmadigi gosterilmistir (43). Renin ve aldosteron
artisinin olmamas1 bobrek yetmezligi gelistigi teorisine ters diigsmektedir.

Bu calismamizda, ilk teorinin gegerliligini de test etmegi amaglamanin yaninda
bevasizumabin damar fizyolojisine etkilerine arastirmasi diger bir hedefimizdi.
Damar fizyolojisi i¢cinde oncelikle damar kasilma yanitlar1 {izerine bevasizumabin
etkisi incelendiginde: Calismada fenilefrin, anjiyotensin II, KCI, endotelin 1 ve
noradrenalin  gibi ¢esitli kasici ajanlarla, anti-VEGF’nin kasilma mekanizmalar
tizerinden etkilerini inceledik. Farkli farkli mekanizmalarla olusturdugumuz kasilma
yanitlarinda ne pD; ne de En.x degerleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik bulunmadi. Bu sonuglara bakarak bir anti-VEGF olan bevasizumab’in
damar kasici mekanizmalar {izerinde Onemli bir farklilik olusturmadigin
diisiinebiliriz. Damar fizyolojisinde ikinci nokta gevseme yanitlar1 iizerindeki
etkiydi.

VEGF endotel fonksiyonlarim1 degistirmektedir. Bunlardan biri eNOS
aktivitesini artirarak NO miktarin1 artirtp vazodilatator etki olusturmasidir (44,45).
Digeri ise prostasiklin tiretiminde olasi bir artistir (39). Endotel fonksiyon bozuklugu
homeostatik dengeyi bozup; lokositlerin endotele yapismasina, trombosit
aktivasyonunda artisa, mitogeneze, prooksidasyon ve ateroskleroz olusumuna neden
olur. Sonug olarak mortalite ve morbiditede artisa neden olur (46).

Calismada Fe-ACh konsantrasyon yanit egrilerinin En.x degerlerinin
degismemesi fakat pD2 degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli olmasi
uygulanan ACh nedeniyle iiretilen NO miktarinin daha diisiik veya NO yikiminin
daha fazla oldugunu diisiindiirmektedir. Eger NO yikiminda farklilik varsa Fe-SNP
yanitlarinin da farkli ¢ikmasi gerekir. Calismada ise Fe-SNP yanit egrilerinin Epax ve
pD2 degerlerinin istatistiksel olarak farkli olmamasi bu olasilig1r azaltmistir. Yine
endotelin gevseme fonksiyonundaki degisiklikleri incelemek i¢in L-arjinin (10” M)
ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi damar halkalar1 Fe-Ach konsantrasyon yanit
egrileri alimmisti. Enax ve pD» degerlerine baktigimizda istatistiksel olarak bir
farklilik olusmamistir. Disardan L-arjinin verilmesiyle ACh’ye bagli gevseme
yanitlarinin diizelmesi birkag olasilig1 diisiindiirmektedir. Anti-VEGF varliginda NO
tilketimi artisina bagli prekiirsorii olan L-arjinin azalmakta bunun sonucu olarak
tiretilebilen NO miktar1 sinirli olmaktadir. Bir digeri ise anti-VEGF bir sekilde NOS
aktivitesini baskilamaktadir. Bu ikinci olasiligi Youn ve ark.’nin (47) VEGF’nin
eNOS aktivitesini fosfoinositid 3-kinaz/Akt bagimli eNOS fosforilasyonunu artirarak
olusturdugunu gosterdikleri calisma desteklemektedir. Anti-VEGF varliginda
vazodilatasyonun bozulmasinda diger bir olasilik NO disinda prostaglandinler ve
EDHF olabilir . Bu yolaklarm olas: etkisi i¢in L-NAME (10 M) veya indometazin
(10’5 M) veya L-NAME (10'5 M)+indometazin (10'5M) veya apamin (10'7
M)+Karibdotoksin (10'7 M)+indometazin (10'5 M) ile ayr1 ayr1 20 dakika inkiibasyon
sonras1 damar halkalar1 fenilefrinle kasilip asetilkolinin kiimiilatif uygulanmasiyla
gevseme yanitlar1 alindi.

L-NAME varliginda gevseme yanitlariin benzer sekilde azalmasi olasilikla
anti-VEGF’nin yalmizca NO yolagmi etkiledigini diisiindiirdii. Indometazin ile
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inkiibasyon sonrasi elde edilen gevseme yanitlar1 azalmisti fakat bevasizumab
uygulanmis grupta gevseme yanitlarinin daha da fazla azalmis olmasi, inkiibasyona
indometazininle birlikte L-NAME eklenmesi sonrasinda alinan Fe-ACh
konsantrasyon yanit egrilerinin anlamli bir farklilik gostermemesi anti-VEGF’lerin
olast hipertansiyon olusturma mekanizmalar1 arasinda sayilan prostaglandin
yolaginin etkisinin fazla olmadigini diisiindiirmektedir.

Son olarak EDHF blokoja i¢in apamin+karibdotoksin ile bir siklooksijenaz
inhibitorii indometazin ile birlikte inkiibasyon sonrasinda alinan Fe-ACh yanitlarina
bakinca kontrol grubu %42+12 gevsemeye devam ederken, bevasizumab grubunun
yalnizca %9+4 oraninda gevsemesi anti-VEGF varliginda biiyilk oranda NO
yolaginin bozuldugunu diisiindtiirmektedir.
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SONUCLAR

Sonu¢ olarak; bevasizumab gibi kanser veya makiiler dejenerasyon
durumlarinda kullanilan anti-VEGF ajanlarin  kullanimina bagli olarak damar
yanitlarinda farklilasma goriilmektedir. Damar kasilma yanitlarinda 6nemli bir
degisiklik olmazken, gevseme yanitlar1 bozulmaktadir. Endotel aracili gevsemede
NO, prostaglandin ve EDHF yolaklar1 arasindan NO yolaginin etkilendigi, bu etkinin
olasilikla NOS aktivitesinin degismesinden kaynaklandigini goériilmektedir. Anti-
VEGF ajanlarla  olusan hipertansiyonun en azindan bir bdliimiinden NOS
aktivitesindeki bu degisimin sorumlu oldugu sdylenebilir.
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