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GIRIS ve AMAC

Anjiogenez tiim kanserlerin biiylime, invazyon ve metastaz agamalarinda kritik
Oneme sahiptir. Anjiogenezin tiimor gelisim ve yayilmasinda oynadigi hayati roliin
gosterilmesi, antianjiyogenik tedavilerin giiniimiiz kemoterapi protokollerine daha siklikla
girmesine yol agmustir. Uzerinde en ¢ok calisilan antianjiyogenetik ajanlar vaskiiler endotelyal
biiytime faktdr (Vascular Endothelial Growth Factor = VEGF) sinyal yolagint hedef
alanlardir. Bu yolakta iki ana hedef VEGF ligandlar1 ve VEGF reseptorleridir. VEGF e karsi
rekombinant insan monoklonal antikoru olan bevasizumab; metastatik kolorektal kanser (1-4),
kiigiik hiicreli-dis1 akciger kanseri (5-7) ve meme kanseri (8-10) gibi ¢esitli kanserlerin
tedavisinde halen kullanilmaktadir. Pankreas kanseri, renal hiicreli kanser ve prostat
kanseriyle ilgili caligmalar ise stirmektedir (11). Bevasizumab’in kanitlanmis etkinliginin yan1
sira kendine has yan etkileri de mevcuttur. Belli bash yan etkileri tromboz, yara iyilesmesinde
gecikme, kanama, gastrointestinal perforasyon ve bdbrek toksisitesi olarak bildirilmektedir.
En belirgin bobrek toksisiteleri ise proteiniiri ve hipertansiyondur (12). Bobrek iizerine olan
bu yan etkileri degerlendiren ¢alismalar halen oldukc¢a yetersizdir. Bu nedenle yan etkilerin
hangi mekanizmayla ortaya ¢iktig1 heniiz bilinmemektedir. Bevasizumab kullanan hastalarda
bu yan etkilerin gelisimini dnleyecek koruyucu bir ajan heniiz bildirilmemistir.

Bu ¢alismanin amaci, bir insan VEGF monoklonal antikoru olan bevasizumab’in
bobrek iizerine olan yan etkilerini gozlemleyebilecegimiz deneysel bir sican modeli
olusturmak ve sigan bobregi iizerine olan etkileri doz ve siire bagimli olarak
degerlendirmektir. Insan anti-VEGF ile siganlarda bdyle bir modelin olusturulmasi, bu tedavi

altindaki hastalarda bobregi koruyucu ajanlara yonelik yapilacak ¢aligmalara 151k tutacaktir.



GENEL BILGILER

ANJIOGENEZ

Yeni damar yapimi anlamina gelen anjiogenez (neovaskiilarizasyon) aslinda
normal ve fizyolojik olarak yara iyilesmesi, embriyogenez, menstriiel siklus i¢in gerekli bir
mekanizmadir. Fizyolojik anjiogenez hassas bir sekilde kontrol edilmektedir.

Patolojik anjiogenez ise diyabetik retinopati, hemanjiyom, psoriazis ve kollajen
doku hastaliklar1 (6zellikle romatoid artrit) gibi pek ¢ok hastaligin yani sira tiimor biiylimesi
ve metastaz gelisiminden de sorumlu tutulmaktadir.

Anjiogenez endotelyal hiicrelerin olgunlagma, go¢ ve c¢ogalmasi ile seyreden
olduk¢a karigik bir siirectir. Bu islem ekstraseliiller matriks, solubl faktor ve hiicreler
arasindaki karsilikli etkilesimin bir sonucudur. Endotel hiicrelerinin bazi faktorlerle
uyarilmalar1 anjiogeneze neden olan birtakim olaylar dizisini de baglatmaktadir. Anjiogenez
dinamik bir olay olarak proteolitik enzimlerin belli oranlarda ortama salinmasi, hiicre dis1
matriksin bozulmasi ve yeniden yapilanmasi ile endotel hiicrelerinin mikrovaskiiler sahadan
go¢ ederek ¢ogalmasi gibi siirecler sonunda ortaya ¢ikar (13). Sonugta kapiller damarlardaki
endotel hiicrelerinin proliferasyonuyla mevcut mikrovaskiiler yataktan yeni kapiller ve kan
damarlari olusur.

Anjiogenezi tetikleyen faktorler; tiimor hiicrelerinden, monosit, fibroblast gibi
ortamdaki diger hiicrelerden ya da kollajen matriksin yikimi sonrasinda agiga cikabilirler.

Oldukca ¢ok olan bu faktorlerin bazilar1 ve etki mekanizmalar1 Tablo I’de 6zetlenmistir.

TUMOR GELISIiMi VE ANJIOGENEZ

Patolojik anjiogenez, solid tiimdrlerin biiylime ve metastaz yapmasindan sorumlu
tutulmaktadir. Cogu insan timorii baslangicta aylarca, hatta yillarca damarsizdir. Tiimorler
yeni damar yapimini ger¢eklestiremedikleri durumda ancak c¢evredeki damarlardan diflizyon
yoluyla beslenir ve en fazla 0,5 — 1 cm”’liik hacme kadar biiyiiyebilirler. Prevaskiiler dsnem
olarak adlandirilan bu donemde hiicreler hizla ¢ogalir, genisler ve vaskiilarize olur. Eger yeni
damar olusumu yeterli olmazsa hiicreler nekroza ugrar (14). Bu durum mikrometastatik
odaklar i¢in de gecerlidir. Belirli bir hacimden sonra ¢ogalmalar1 ve metastaz yapabilmeleri
icin anjiogenez gereklidir.

Anjiogenik fenotip, anjiogenezi diizenleyen negatif ve pozitif diizenleyiciler

arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢iktigindan, anjiogenez sirasinda tiimor hiicrelerinin



cok miktarda anjiogenik faktorler salgiladiklar1 kabul edilmektedir. Tiimor iliskili anjiogenez
spesifik biiylime faktorlerine, endotel hiicre reseptorlerinin aktivasyonuna ve endotel
hiicrelerinin ¢ogalma kapasiteleri ile buna yardim eden hiicre dis1 matriks komponentlerine
baglidir. Solid tiimorlerin biiylime ve metastaz yapma potansiyelleri, bu tiimdrlerin yeni
damar olusumunu uyarma yetenegi ile iligkilidir.

Onkolojide; tiimor dokusunda gergeklesen bu patolojik anjiogenez 1970’lerden
itibaren ilgi konusu olmustur (15). Giiniimiiz teknolojiyle birlikte anjiogenez mekanizmalari
anlasilmaya calisilmis ve anti-anjiogenik tedavi yaklasimlar1 gelistirilmeye baslanmuistir.
Anjiogenik molekiiller iginde en dnemlisi ve antianjiogenik tedavide iizerinde en ¢ok durulani

VEGF dir.

Tablo I- Baz1 Onemli Anjiogenik Faktorler ve Etki Mekanizmalar1 (16)

FAKTOR ETKI MEKANIZMASI |

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Endotelyal mitojen,
(VEGF) Survival faktor,
Permeabilite indiikleyici

Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF / Endotelyal mitojen,
FGEF-2) Anjiogenez indiikleyici
Survival faktor
Flk-1 Ekspresyon indiikleyici
FGF-1, FGF-3, FGF-4 Endotelyal mitojen
Anjiogenez indiikleyici
Transforming Biiyiime Faktorii - o (TGF-a)  Endotelyal mitojen
Anjiogenez indiikleyici
VEGEF ekspresyonu indiikleyici

Epidermal Biiyiime Faktorii Zayif endotelyal mitojen
VEGEF ekspresyonu indiikleyici

Hepatosit Biiyiime Faktorii / Scatter Faktor Endotelyal mitojen, mitojen

(HGF/SF) Anjiogenez indiikleyici

Transforming Biiyiime Faktorii - B (TGF-B)  Endotelyal biiyiime inhibisyonu

Anjiogenez indiikleyici

VEGF ekspresyonu indiikleyici
Tiimor Nekrosis Faktor - oo (TNF-o) Endotelyal mitojen

Anjiogenez indikleyici

VEGF ekspresyonu indiikleyici
Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF )  Endotelyal mitojen

Endotelyal motilite faktorii

Anjiogenez indikleyici




VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)

VEGF homodimerik, heparin-binding glikoprotein yapisinda bir molekiil olup
cesitli alt gruplar1 tanimlanmistir. VEGF terimi alt1 proteinden olusan bir biiylime faktorii
ailesini ifade etmektedir: VEGF A, VEGF B, VEGF C, VEGF D, VEGF E ve plasental
biiyiime faktorii (PIGF).

VEGF-A, vaskiiler endotelyum i¢in yasamsal dneme sahip 43-46 kDa agirliginda
bir glikoproteindir (17,18). VEGF-A’nin icerdikleri aminoasit sayisina gore adlandirilan iig¢
ana izoformu vardir. VEGF-A’nin izoformlar1 olan VEGF 45 ve VEGF,; dolasimda bulunan
asil formlardir (19-21). VEGF-A anjiogenezin ana diizenleyicisidir ve vaskiiler gelisimin yani
sira patolojik anjiogenezde de rol oynar. VEGF-C ve VEGF-D ise lenfanjiogenezde rol oynar
(22). PIGF vaskiiler olusumun ileri evreleri ve hematopoetik kok hiicre toplanmasi icin

gereklidir (23).

Tablo II: VEGF Reseptorleri
VEGFR-1  Gelisimsel (embriyojenik) anjiogenezi uyarir
VEGFR-2  Proliferasyon
Migrasyon
Sagkalim
Anjiogenez

VEGFR-3  Lenfanjiogenezi baglatir

VEGF-A"1n hiicre yiizeyinde ki baglant1 noktalar1 ise VEGFR-1 (FIt-1 ya da fms-
benzeri tirozin kinaz), VEGF-2 (Flk-1/KDR ya da fetal liver kinaz), VEGF-R3 (flt-4) ile
norofilin-1 ve norofilin-2 koreseptdrleridir (Tablo II). VEGFR-1 ve VEGFR-2 endotel
hiicreleri tizerinde iken VEGFR-3 lenf damarlar1 lizerinde bulunmaktadir (24-25). Tiim bu
reseptorler endotel hiicrelerinde transmembran proteini olarak bulunurlar ve VEGF eksprese
eden hiicrelerle yakin komsuluk gosterirler. Bu komsuluk VEGF’iin jukstakrin/parakrin sinyal
yolagiyla ¢alistigini diisiindiirmektedir (15). VEGF reseptorlerinin aktivasyonu; fosfolipaz-C,
fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicreigi sinyal iletim
proteinlerini  fosforile ederek endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon, ve

diferansiyasyonunu saglar (26) (Sekil 1 ). Nitrik oksit (NO) ise anjiogenezin VEGF-bagimli



bir mediyatoriidiir. VEGF’in NO sentez enzimi iizerindeki uyaric etkisi sonucu olugan NO
endotel hiicre migrasyonunda rol alir (27,28). VEGF diizeyi, basta RAS, SRC ve HER-2
onkogenleri olmak iizere, p53 gen mutasyonu, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-13, FGF-4, PDGF,
TGF-B, IGF-1, TNF-ao ve NO gibi bir¢ok endojen ajan ile diizenlenmekte ve tiimor
hiicrelerinde VEGF ekspresyonu artmaktadir. Diisiik glikoz seviyesi, oksidatif stres ve
Ozellikle hipoksik ortamda diizeyi hizla artan hypoxia-inducible transcription factor-1 (HIF-1)
de VEGEF saliniminda etkili rol oynamaktadir (29). Ayrica, VEGF muhtemel temel anjiogenik
faktor olma ozelligi yaninda; VEGF’ e maruz kalan damarlarda, endotel hiicreleri arasinda
fenestrasyon, vesikiiler organeller ve transseliiler gap olusumuna olanak saglayarak vaskiiler
permeabiliteyi artirir (30). VEGF, endotel hiicreleri i¢in migratuar 6zelligininin yani sira;
hiicredis1 matriks yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteazlar ile urokinaz ve doku-
tipi plazminojen aktivatorlerinin salinimint da uyarir. Boylelikle invazyon ve metastazi da

kolaylastirir (31). VEGF’iin endotel hiicreleri iizerine olan etkileri Tablo III’de 6zetlenmistir.
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Sekil 1: VEGF Sinyal Yolagi



Serumda fizyolojik diizeyde VEGF bulunmasimin vaskiiler endotelyal hiicre
homeostazi i¢in ¢ok dnemli oldugu diisiiniilmektedir (32). VEGF, endotel hiicresinde nitrik
oksit (NO) ve vazodilatator prostasiklinleri indiikleyerek vaskiiler tonusu ve buna bagl olarak
kan basmcint disiiriir. VEGF’lin reseptoriine baglanmasi endotel hiicresinde sitozolik
kalsiyum artigina yol acar. Bu kalsiyum artisinin tetikledigi EDRF (endothelium-derived
relaxing factor) ve NO saliimi vazodilatasyon ve vaskiiler tonusta diisme ile sonuglanir.
VEGF’in vaskiiler endotel i¢in yasamsal bir faktor olarak onemi gayet iyi anlasilmis olmasina
karsin, bobrek glomeriiler vaskiiler endotelinin diizenlenmesindeki rolii tam olarak

aciklanamamigtir.

Tablo III: Endotel Hiicreleri Uzerinde VEGF Etkileri
iy ki =
Proliferasyon Mitojen-bagimli protein kinaz aktivasyonu
Gegirgenlik Vezikovaskiiler organeller
Endotelyal fenestrasyonlar

Bitisik endotel hiicreleri arasindaki baglantilarin agilmasi

Invazyon Metalloproteinazlar uPA, uPAR, TTPA’ ’nin indiiksiyonu
Migrasyon FAK, p38 ve nitrik oksit aktivasyonu
Sag kalim P13K/Akt, Bcl2, A1, Survivin, XIAP ya da FAK indiiksiyonu

Kaspazlarin inhibisyonu
Aktivasyon Integrin ekspresyonunun up-regiilasyonu

Hiicre sitoskeletonun degismesi

VEGF’UN GLOMERULER FILTRASYON BARIYERI iCIN ONEMi

Bobrekte filtrasyon islemini gergeklestiren fonksiyonel birim olan glomeriil, afferent ve
efferent arteriyollerin olusturdugu yogun bir kapiller yap: yumagidir. Glomeriiler filtrasyon bariyeri,
glomeriil epitelyum hiicreleri (podositler), delikli bir glomeriiler kapiller endotel sistemi ve araya giren
glomeriil bazal membranindan olusur.

Glomeriilogenezis tiizerine yapilan calismalarda VEGF-A’nin glomeriiler filtrasyon
bariyerinin kurulmasi i¢in gerekli oldugu ileri siiriilmiistiir (33). Bu bulgularla uyumlu olarak,
gelismekte olan glomeriilde podositler 165 izoformu baskin olmak iizere VEGF-A’nin tiim

izoformlarin1 bulundururlar (34).



Diyabetik nefropati, trombotik trombositopenik purpura ve glomeriilonefrit gibi
cesitli hastaliklarda, bobrek hasari sirasinda VEGF ekspresyonunun azaldigi (35-37) ve
hayvan calismalarinda hasarl1 bobrege ekzojen VEGF,; verilmesinin bobrek fonksiyonu ve
histolojisinde diizelme sagladigi (38,39) gosterilmistir.

Sugimoto ve arkadaglarmin (40) farelere anti-VEGF antikoru vererek yaptigi bir
calismada; VEGF inhibisyonunun proteiniiri gelisimi, glomeriiler endotel hiicre ayrilmasi ve
glomeriiler 6nemli bir protein olan nefrinin baskilanmasiyla sonuglandigi gosterilmistir. Bu ¢alismada
beser farelik gruplara, fare anti-VEGF antikor ya da sFlt-1/Fc uygulanmasi sonrasi proteiniiri
Ol¢iimleri ve patolojik olarak bobreklerin immiinfloresan, western blotting ve transmisyon elektron
mikroskopi yontemleri ile incelemeleri yapilmigtir. Sonugta, VEGF blokajiin glomeriiler endotelyal
hiicre hasar1 yaparak proteiniiriye yol agtig1 gosterilmigtir. Hem fare anti-VEGF antikor, hem sFlt-1/Fc
verilen grupta proteiniiri ila¢ uygulanmasinin iiglincii saatinde baslamis ve 24. saatte kaybolmustur.
Immiinfloresan ve western blot ile inceleme, glomeriiler slit diyafram iliskili protein nefrinin
ekspresyonunun azaldigin1 gostermistir. Slit diyafram, glomeriiler bazal membranin iizerinde ayaksi
cikintilart birlestiren ince bir yapidir. Varligi on yillardir tanimlanmis olmasina karsin, glomeriiler
filtrasyondaki rolii hala tam olarak bilinmemektedir (41). Transmisyon elektron mikroskopi ile
inceleme sonucu glomertiler endotel hiicre hipertrofisi, hasari, glomeriiler bazal membranda ayrilma
ve slit diyaframlarda hasarlanma gosterilmistir.

Maynard ve arkadaslarinin (42) benzer bir ¢alismasinda, siganlarda dolasimdaki VEGF-
A’nin anti-VEGF-A antikorlar1 ya da soluble VEGF-R1 (sFlt-1) injeksiyonlar1 ile nétralize
edilmesinin glomeriiler hasarlanma ve proteiniiri gelisimiyle sonuclandig1 gosterilmistir.

Progresif  kresentik  glomeriilonefritli  farelerde, soluble @VEGFR-1  (sFlt-1)
overekspresyonu yoluyla VEGF blokaj1 renal hasar1 hizlandirmaktadir (43). Ayrica VEGF-A spesifik
bir aptamer ile glomertiler kapillerlerin tamirinin dnlenmesi, hizli ve masif tlibiilointerstisyal fibrozis
gelisimine yol agmaktadir. Ostendorf ve arkadaslari (44) in vivo olarak VEGF inhibisyonu yaptiklar
bir ¢aligmalarinda, sicanlar1 normal, mezangioproliferatif nefritli, pasif Heyman nefritli ve puromisin
aminoniikleozid nefrozisli grup olarak dort gruba ayirmuslar ve farkli siirelerde VEGF 45 aptameri
uygulamiglardir. Normal saglikli sicanlarda 21 giin boyunca 5 mg/kg VEGF 45 aptameri uygulanmasi
sonucu ne proteiniiri ne de herhangi bir elektron mikroskopik glomeriil hasarina rastlanmazken,
mezangioproliferatif nefriti olan sicanlarda uygulamanin 6. giiniinde glomeriiler endotelyal
rejenerasyonunda azalma ve endotel hiicre 6liimiinde artma goriilmiistiir. Tiim bu bulgular VEGF45’in
glomeriiler hastalikta endotel hiicre sagkalimi ve tamiri igin ¢ok Onemli bir faktor oldugunu
gostermektedir. Bunun aksine, kemirgen VEGF nétralizan antikoru, yiiksek proteinli diyetle beslenen

farelerde ve diyabetik nefropatili sican ve farelerde erken renal hasari iyilestirmistir (45-49). Bu



calismalar VEGF yoluyla NO aktivasyonunun erken renal hasarlanmada rolii oldugunu
diisiindiirmektedir.

VEGF-A ve glomeriiler filtrasyon bariyerinin gelisimi ile ilgili olarak ise, kemirgen
embriyonik kok hiicrelerinde homolog rekombinasyon kullanilarak olusturulan VEGF-A allelinden
yoksun fareler embriyogenezin erken evresinde vaskiiler olusumu gergeklestiremeyerek olmiislerdir
(50,51). Kitamoto ve arkadaslar1 (52) yaptiklart bir ¢alismada kemirgen yavrularina dogduklart giin
anti-VEGF antikor vermigler ve elektron mikroskopik olarak glomeriiler kapiller gelisiminin biiyiik
Olciide olumsuz etkilendigini, kapiller liimenlerin daha kiiciik ve olusumlarin1 tamamlayamamig
olduklarini gostermislerdir. Baska bir caligmada Gerber ve arkadaslari (53) farelere post-natal 1. ya da
8. giinlerde soluble VEGF reseptor simerik proteini, mFIt(1-3)-IgG injekte etmislerdir. Tedavinin 4. ya
da 5. giinlerinde yapilan histopatolojik inceleme hiposeliilarite, endotel hiicre kaybi, mezangial matriks
birikimi ve proksimal tiibiillerde protein damlaciklart gibi belirgin glomeriiler kusurlar saptamustir.
Glomeriiler kapiller sayist da azalmistir. Farelerde podosit-spesifik VEGF-A delesyonu olusturan bir
sistemle yapilan ¢alismada, podositte VEGF-A’nin tiim izoformlarindan yoksun fareler dogumda
hidrops ve bobrek yetmezligi nedeniyle dlmiislerdir. Bu farelerde fonksiyonel glomeriiler filtrasyon
bariyerinin gelismedigi gosterilmistir (54,55).

Caligmalarda post-natal donemdeki VEGF gerekliliginin eriskin donemde kayboldugu
gosterilmistir. Saglikli erigkin bobrekte ise VEGF’in rolii net olarak bilinmemektedir. VEGF erigkin
donemde de bobreklerde glomeriil viseral epitelyal ve mezangial hiicrelerinden salinmaya devam
etmekte ve hastanin renal fonksiyonuna bagli olarak idrarla atilmaktadir (56). Yaslanan siganlarda
glomeriiler VEGF diizeyi azalir. Bu azalma glomeriiler kapillerlerin kayb1 ve
glomertiloskleroz gelisimiyle birliktedir. Bu gozlem endotel hiicrelerin devamlilik i¢in de
VEGF fonksiyonuna gereksinim duyduklarini diisiindiirmektedir (57).

Deneysel ve klinik caligmalarda bevasizumab veya anti-VEGF kullanimina bagh gelisen
hipertansiyon ve proteiniirinin hangi mekanizmalarla ortaya ¢iktig1 ise heniiz bilinmemektedir. Ancak
cesitli ¢aligmalarda VEGF’iin hipotansif etkisi gosterilmistir. VEGF arteriyol ve veniilleri dilate
etmektedir. Intraven6z VEGF uygulamasinin siganlarda ortalama arteriyal kan basicinda doz-iliskili
bir diisme ve kalp hizinda kompensatuvar bir artisa neden oldugu gosterilmistir (58,59).
Hipotansiyonun kismen nitrik oksit aracilikli vendz dolasim azalmasina, kismen prostasiklin
sentezinin tetiklenmesine bagli oldugu sanilmaktadir. Bevasizumab ile VEGF inhibisyonunun,
endotelyal nitrik oksit sentetaz enziminin inhibisyonu yoluyla hipertansiyona yol agtigi tahmin
edilmektedir.

VEGF-A, insan endotel hiicrelerinde anti-apopitik proteinler Bcl-2 ve Al ekspresyonunu
indiikleyerek, endotel hiicreleri i¢in yagamsal faktor olarak rol oynar. Eriskin glomeriilde de podositler

VEGF-A eksprese etmeye devam ederler. Bu ekspresyon VEGF’lin glomeriiler filtrasyon bariyerinin



devamliliginda rol oynadigimi diistindiiriir. Glomeriiler kapiller fonksiyonu VEGF’iin kat1 gen-dozaj
bagimli kontrolii altindadir. Bevasizumab ile VEGF inhibisyonu sonrasi renal podosit fonksiyonu ve
renal damar yapist bozulur. Renal podositlerdeki VEGF diizeyi %50’ye diistiigiinde, glomeriiler

endotel hiicreleri siser, kapiller dongii bozulur ve proteiniiri gelisir (41).

ANJIOGENEZ INHIBITORLERI

Viicutta her sistemin oldugu gibi anjiogenezin de inhibitorleri mevcuttur.
Anjiogenez; aktivatOrlerin/inhibitorlerin arasindaki dengeye bagli olarak aktive veya inhibe
olmaktadir. Bu sistemin aktivatorleri ve inhibitorleri anjiogenik ve anti-anjiogenik ajanlar
baslig1 altinda Tablo IV’de 6zetlenmistir (60).

Anjiogenik faktorler ile anti-anjiogenik faktorler arasindaki bu denge tlimor
dokusu gibi hizla ¢ogalan hiicrelerin bulundugu ortamda hiicrelerin ¢ogalmasi ve yasam
siirelerinin uzamasi i¢in temel unsur teskil eden anjiogenez lehine bozulmaktadir. Bu bozulan
dengeyi timor gelisimi aleyhine cevirebilmek i¢in anjiogenik faktorlerin inhibisyonu,
endostatin ya da anjiostatin gibi dogal anti-anjiogenik faktorlerin uygulanmasi, endotel
hiicrelerinin inaktivasyonu ya da matriks metalloproteinaz inhibitorleri gibi yeni damarlarin
hiicre dis1 matriks ile etkilesimini bozacak molekiillerin uygulanmasi seklinde farkli tedavi

stratejileri onerilmistir.



Tablo IV- Endojen Anjiogenik ve Antianjiogenik Faktorler (60)

Anjiogenik Faktorler . Antianjiogenik Faktorler
VEGF Trombospondin-1 ve -2
bFGF Endostatin
TGF-a ve Angiostatin
PDGF Interferon-a,-3
HGF/SF Interlokin -12
TNF-a Platelet Faktor -4 fragmani
EGF’ler Angiopoietin-2
Plasental Biiylime Faktorii Insan Makrofaj Metalloelastazi
Doku Faktorii TIMP-1 ve -2
IL-6 ve IL-8 VEGF Inhibitérii
Angiogenin Vasostatin
Angiopoietin-1 Anti-thrombin III fragmant

Siklooksijenaz — 2 ( COX-2)

Nitrik Oksit (NO)



KANSER TEDAVISINDE ANTi-ANJIOGENIK AJANLAR

Tiimorler, anjiogenik faktorlerin iiretimiyle karakterize dokular olduklarindan,
bunlarin ekspresyonunun ya da etkilerinin inhibisyonu tiimér anjiogenezinin baskilanmasinda
dolayli, ancak etkili bir yaklasimdir. Oncelikli hedefler iginde en ¢ok tercih edilenler VEGF
ve VEGF reseptorleridir (Tablo V).

VEGF’in endotel hiicreleri iizerinde bulunan transmembran tirozin kinaz
reseptorlerine baglanmasi ile tetiklenen sinyal yolu bir¢ok seviyede inhibe edilerek VEGF in
etkinligi onlenebilmektedir (61). Bu mekanizmalar1 VEGF inhibitorleri, VEGFR inhibitorleri

ve monoklonal antikorlar olarak ii¢ grupta toplayabiliriz.

VEGEF reseptorlerine yonelik tedaviler

VEGEF sistemi ayn1 zamanda monoklonal antikorlarla yada spesifik tirozin kinaz
inhibitorleri araciligiyla inhibe edilebilir. Bunlar anjiogenezde direk veya indirek olarak rol
alan VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (Flk-1), Tie-1 ve Tie-2 gibi reseptorleri hedef alan kiiglik
molekiillerdir. Bunlarin ig¢inde ise en Onemlisi, 6zellikle tiimér dokusunda endotel hiicre

proliferasyonu ve kemotaksisinden sorumlu olan VEGFR-2 (Flk-1)’dir (20).

VEGSEF reseptor tirozin kinaz inhibitorleri

SU5416, klinik olarak test edilmis ilk VEGF reseptor tirozin kinaz inhibitoriidiir.
Parenteral uygulanan kinolon derivesi olarak SU5416, VEGFR-2 (Flk-1)’1 inhibe eder (62).
Kisa yarillanma Omrii, aktif plazma konsantrasyonu i¢in sik araliklarla kullanilmasi, ve
ozellikle gemcitabine/cisplatin kemoterapisi ile kombine kullanimda ortaya ¢ikan pulmoner
emboli, myokardiyal enfarktiis ve serebrovaskiiler olay gelistirmesi bu ajanla ileri ¢alismalar
yapilmas1 konusunda cesaret kiric1 olmustur (63).

SU6668, VEGF, bFGF ve PDGF reseptorlerini inhibe eden oral kullanimli anti-
anjiogenik ajandir (64). Giinde tek dozluk uygulamalar hastalar tarafindan tolere edilebilirken
doz arttik¢a nefes darligi, gogiis agris1 ve perikardiyal effiizyona sebep olabilmektedir.

SUI11248 (Sunitinib), ise genis spektrumlu oral tirozin kinaz inhibitoridiir ve
VEGF, PDGF, c¢-Kit ile FIt-3 kinaz aktivitesini inhibe eder. Bobrek kanseri ve gastrointestinal

stromal tiimorlerin tedavisinde etkiligi gosterilmistir (65).



Tablo V- Klinikte Kullanilan Antianjiogenik ilaclar ve Mekanizmalari

ILAC HEDEF KLINIiK CALISMALAR

VEGF’ i hedef alan monoklonal antikorlar

Bevasizumab

(Avastin®) VEGF Faz I, I, 11T
VEGF-Trap VEGF Faz I
IMC-ICII VEGFR-2 Faz 1
SuU5416 VEGFR-2 Faz I, II, III
SU6668 VEGFR-2, bFGFR, PDGFR Faz I, 11
SU11248 VEGFR-2, PDGFR

PTK787/ZK22854 VEGFR-1, VEGFR-2 Faz 1
7ZD6474 VEGFR-2, EGFR Faz I, 11,
CP-547,632 VEGFR-2, EGFR, PDGFR Faz 1
ABT-510 Endotelyal CD-36 Faz I, 11
Angiostatin Faz |,
Endostatin Faz II
TNP-470 Met-aminopeptidaz, CDK-2 Faz 1
Thalidomide TNF-o olusumunun inhibisyonu  Faz I, II, IIT
Vitaxin Integrin ovp3 Faz I, II
Medi-552 Integrin avp3 Faz 1
Cilengitide Integrin avp3 Faz1
Combretastatin A4 Endotelyal tubulin Faz I
AVES8062A Endotelyal tubulin Faz 1
ZD6126 Endotelyal tubulin Faz I

DMXAA TNF-o olusumunun uyarimi Faz1



PTK787/ZK222584, oral VEGFR-1 ve 2 reseptdr inhibitoriidiir. Intratiiméral
mikrovaskiiler dansitede dramatik azalmaya (%30-40 arasi) yol acar. Hepatik metastazi olan
kolorektal kanserli hastalarda kan akimini belirgin azalttig1 gozlemlenmistir. Kombine faz II
ve III caligmalar1 stirmektedir (66).

ZD6474(vandetanib), ise hem VEGFR2 hem de Epidermal Biiylime Faktorii
Reseptorii (Epidermal Growth Factor Receptor=EGFR) inhibitoriidiir. Deneysel ¢alismalarda
yumusak doku sarkomlarinda etkinligi invivo ve invitro olarak gosterilmis olmasina karsin,
tedavi protokollerine girmesini saglayacak klinik ¢alismalar heniiz stirmektedir (67).

CP-547,632, ise selektif VEGFR-2 tirozin kinaz inhibitoriidiir. Hayvan
deneylerinde tiimor biliylimesinin 6nlenmesinde ¢ok olumlu sonuglar alinmistir (68). Ancak
cok merkezli bir FazII ¢calismada kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda paklitaksel ve

karboplatin ile kullanim1 tedaviye yanit oraninda artis saglamamustir (69).

VEGF’e yonelik monoklonal antikorlar

VEGF-trap

Potent VEGF blokoriidiir. Monoklonal antikorlara gére VEGF’ e olan affinitesi
cok daha yiiksektir. Kanser tedavisinde klinik kullanimiyla ilgili ¢aligmalar halen devam
etmektedir (70).

rhuMab VEGF (Bevasizumab, Altuzan@, Avastin@)

Rekombinant insan anti-VEGF-A monoklonal antikoru olan bevasizumab’in, faz I
caligmalarinda kemoterapi ile birlikte kullanildiginda serum VEGF seviyelerini
Olclilemeyecek seviyelere kadar diisiirdiigii ve farkli tlimdrlerde biliylimeyi inhibe ettigi
saptanmistir. Sagkalimi uzattig ¢esitli faz III caligmalarda klinik olarak kanitlanmis ve kanser
tedavisinde kullanilmak iizere onay almis ilk antianjiogenik ajandir (2). Bevasizumab
VEGF’e baglanarak endotel hiicre ylizeyinde VEGF ile reseptorleri (Flt-1 ve KDR) arasindaki
etkilesimi engeller. Bevasizumab + FOLFOX4 (5-FU, Iokoverin ve oksaliplatin) alan
kolorektal kanser hastalarinda, yalnizca FOLFOX4 alan hastalara kiyasla tim sagkalimda
anlaml artis oldugunun gosterilmesinin ardindan, 2006’da kullanim onay1 metastatik kolon
ve rektum kanserinin ilk ya da ikinci sira tedavisi olarak genisletilmistir. Metastatik akciger
kanserinde; bevasizumab ile birlikte karboplatin ve paklitaksel kombinasyon kemoterapisi
alan hastalarda, yalnizca karboplatin ve paklitaksel kemoterapisi alan hastalara gore,

sagkalimda anlamli artis saglandigr gosterilmistir (71). Bu kanita dayanarak rezeke



edilemeyen, lokal-ileri, rekiirren ya da metastatik kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin ilk sira
tedavisinde karboplatin ve paklitaksel ile kombinasyon rejiminde kullanim onayr almistir.
Giliniimiizde ileri evre metastatik meme kanserinin tedavisinde de kombinasyon tedavilerine
giren bevasizumabin; renal hiicreli karsinom, pankreas kanseri, over kanseri ve hormona yanit
vermeyen prostat kanserinde klinik etkinligine dair ¢alismalar halen siirmektedir (72).

Bevasizumab, metastatik kolorektal kanser kombinasyon tedavisinde 5 mg/kg iki
haftada bir (2), kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri kombinasyon tedavisinde 15 mg/kg ii¢
haftada bir (73), metastatik meme kanser kombinasyon tedavisinde 15 mg/kg dozunda iki ya
da ti¢ haftada bir (8) kullanilmaktadir.

Bu klinik c¢alismalar kombinasyon tedavisine bevasizumab eklenmesinin,
kemoterapinin yalniz basia kullanimina kiyasla toksisitede belirgin artisa neden olmadigi ve
iyi tolere edildigini gostermistir. Bu calismalarda ortaya ¢ikan en belirgin yan etkiler
hipertansiyon, proteiniiri, tromboz, kanamaya meyil, yara iyilesmesinde gecikme olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Daha nadiren hayati tehdit edici olaylar (arteriyel trombotik olaylar,
gastrointestinal perforasyon ve masif hemoptizi) bildirilmistir. Yan etkiler agisindan yiiksek

risk tagiyan hastalarin yakin takibi dnerilmektedir.

BEVASIZUMAB iLE HIPERTANSIYON VE PROTEINURI GELISIMI

Bevasizumab’in bilinen baglica bobrek yan etkileri arasinda proteiniiri ve hipertansiyon
gelisimi dikkat cekmektedir. Bu yan etkiler yedi klinik randomize ¢aligsmayi (74-89) degerlendiren bir
meta analizde degerlendirilmistir (81).

Bu ¢aligmalardaki herhangi bir derece proteiniiri sikliklar1 Tablo VI’da verilmistir. Diisiik
doz bevasizumab alan hastalarda herhangi bir derece proteiniiri siklig1 %21-41 arasinda iken, yiiksek
doz alan grupta %22-63 arasinda degismistir. Derece III proteiniiri (protein>3,5 gr/giin) kontrol
grubundaki 872 hastanin yalnizca birinde saptanirken (%0,1), diisik doz bevasizumab alan 597
hastanin 6’sinda (%1,0) ve yliksek doz bevasizumab alan 381 hastanin 7’sinde (%1,8) gelismistir. Bu
calismalarda bevasizumab kullanimina bagli artmis proteiniiri riski istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Diisiik doz bevasizumab alan hastalarda hipertansiyon sikligi %2,7-32 arasinda iken,
yiiksek doz alan grupta %17,6-36 arasinda rapor edilmistir. Kontrol grubunda 872 hastadan 15’inde
(%1,7) III. derece hipertansiyon gelisirken, bevasizumab kullanilan hastalarda diisiik doz grubunda
597 hastadan 52’sinde (%38,7) ve yiiksek doz grubunda 381 hastadan 61’inde (%16,0) III. derece
hipertansiyon gelismistir. Bevasizumab anlamli derecede artmus hipertansiyon riskiyle iliskili

bulunmustur. Bevasizumab alan hastalarin besinde hipertansiyon nedeniyle tedavi sonlandirilmustir.



Tablo VI. Klinik Calismalarda Bildirilen Proteiniiri ve Hipertansiyon Sikliklar1 (81)

Yayin Odak Kemoterapi Proteiniiri (%) Hipertansiyon (%)
Kontrol Diisiik Yiiksek Kontrol Diisiik Yiiksek
doz doz doz doz
Kabbinavar
Kolorektal FU/LV 11 23 28 3 11 28
et al, 2003
Kabbinavar
Kolorektal FU/LV 19 41 5 32
et al, 2005
Hurwitz et
Kolorektal IFL 21,7 26,5 8,3 22,4
al, 2004
Johnson et Karboplatin,
KHDAK 2 21 42 3,1 15,6 17,6
al, 2004 paklitakel
Miller et al, L
Meme Kapesitabin 7,4 22,3 2,4 23,5
2005
Yang et
Renal Yok 38 41 62,7 0 2,7 35,9
al,2003
Kindler et . .
Malign Gemcitabin,
al, 2005 ) ) 23 36 6 28
Mezotelyoma sisplatin

Klinikte, bevasizumab’a bagli  hipertansiyon oral antihipertansif ilaglarla
diizenlenmektedir (82,83). Bu sekonder hipertansiyonun tedavisi i¢in segilecek antihipertansif ilacin
hangisi olmas1 gerektigi konusu halen tartismalidir (84). Ancak siklikla anjiyotensin-doniistiiriicii
enzim inhibitdrleri (ACEI) kullanilmaktadir.

Proteiniiri durumunda genel yaklagim anjiyotensin-doniistiirlicii enzim inhibitorleri
(ACEI) ya da anjiyotensin reseptor blokorleri (ARB) kullanmaktir. Ancak bir hayvan deneyinde,
enalapril (bir ACEI) ve kandesartan (bir ARB) verilmesinin, sicanlarda endojen VEGF ligandin1 ve
VEGF ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (85). Yani anti-VEGF tedavisine bagli proteintiri
durumunda ACEI ya da ARB’lerin etkisi tam olarak aydinlatilamamistir. Bu durumda proteintiri
gelisimi durumunda segilecek bobrek koruyucu ajanin hangisi olmasi gerektigi sorusu cevaplanmay1
beklemektedir. Bu ajanin bevasizumab’in yan etkisine karsi bobregi koruyucu etkisi yaninda,
kemoterapi ilaglarinin kanser hiicreleri iizerine olan etkilerini de engellememesi gerekmektedir. Bizim
bu c¢alismay1 planlarken amacimiz bobrek koruyucu ajan sec¢imine 1s1k tutabilecek calismalarin

diizenlenebilmesi igin dnciil bir deneysel sigan modeli olusturmaktir.



GEREC VE YONTEM

Deneysel Tasar1

Aragtirmamiz i¢in toplam 36 adet eriskin disi Wistar albino sigan kullanildi. Genel
calisma semas: Sekil 2°de gosterilmistir. Ilag olarak Altuzan (4 ml ¢dzelti iginde 100 mg
bevasizumab igeren flakon, Roche) sicanlara kuyruk venlerinden intravendz olarak verildi.
Sicanlar kontrol (K), 10mg/kg bevasizumab verilecek grup (A) ve 20 mg/kg bevasizumab
verilecek grup (B) olarak ii¢ gruba ayrildi. Altisar sicandan olusan ilk K, A ve B gruplarinin
ilag verilmesinin iiglincii giinii, yine altigsar sicandan olusan ikinci K, A ve B gruplarinin ilag
verilmesinin 21. giinii degerlendirilmesi planlandi. 10 mg/kg dozu i¢in 0,4 ml Altuzan+ 0,6
ml serum fizyolojik (SF) ¢ozeltisi, 20 mg/kg dozu i¢in 0,6 ml Altuzan+ 0,6 ml SF ¢ozeltisi ve
kontrol grubu i¢in yalnizca SF hazirlanip hayvanlarin canli agirliklarn tartilarak 1 ml/kg
dozunda verildi. Calismamiz icin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan etik kurul onayr alindi. Caligma icin herhangi bir kurulustan proje destegi

alinmadi.
365ican
3Gun 21 Gin
] L] i ] | i
K A B K A B
Kontrol 10mg/kg 4 20mgfkg Kontrol 10mg/kg | 20mg/kg

Sekil 2: Deney Calisma Semasi

Biyokimyasal ve Patolojik incelemeler

Ilag éncesi, ilag sonrasi iigiincii ve ilag sonras1 21. Giinler proteiniiriyi saptamak
amaciyla 24 saatlik idrarlari, bobrek fonksiyon testleri ¢alisilmak iizere serumlar1 toplandi.
Yirmi dort saatlik idrar toplamak i¢in si¢anlar metabolik kafeslere konuldu. Kanlar intra-
kardiyak yontemle alindi. Giinliik idrar miktarlar1 6l¢iildii ve 24 saatlik idrarda protein,

kreatinin, kalsiyum ve fosfor diizeyleri ¢alisilarak protein/kreatinin oranlar1 hesaplandi.



Uciincii ve 21. giinlerde sicanlar sakrifiye edilerek bobrekleri patolojik olarak
incelendi. Patolojik degerlendirme i¢in doku ornekleri %4’ liik nétral tamponlu formalinde 24
saat fikse edildi. Rutin doku takip islemi sonrasi hazirlanan parafin bloklardan 4pum
kalinliginda kesitler alinarak hemotoksilen eozin ile boyandi. Isik mikroskopu ile incelenen
orneklerde glomeriiloskleroz, glomeriilde fokal nekroz, bowman kapsiil araliginda genigleme,
tiibiil epitelinde dejenerasyon, tiibiil epitelinde nekroz, tiibiil dilatasyonu, interstisyel
inflamasyon, konjesyon, damar duvarinda kalinlasma ve interstisyel fibrozis yoOniinden
degerlendirme yapildi. Degerlendirmelerde hi¢ bulgu yok ise (-), bulgu var ise kendi i¢inde

hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olarak derecelendirildi.

Istatistik

Her iki ana gruptaki alt grup sayisal degiskenleri i¢in ortanca degerleri kullanildi.
Analizler her iki ana grupta (li¢ ve 21 giinliik gruplar) hem alt gruplar i¢inde (K, A ve B alt
gruplar) 0. giin ile ilag sonrasi tiglincii veya 21. giinler arasinda hem de ii¢ ve 21 giinliik alt
gruplar arasinda ayr1 ayr1 olarak yapildi. Alt gruplar arasinda hem baslangic hem de ilag
uygulanmasi1 sonrasi1 degerler arasinda farklilik olup olmadigi Kruskal-Wallis testiyle
degerlendirildi. Alt gruplar aras1 ikili karsilagtirmalar icin Mann Whitney U testi kullanildu.
Sifirmer giin ile ti¢lincii veya 21. giin degerleri arasinda grup i¢i karsilastirmalar Wilcoxon
signed rank testi ile yapildi.

Patolojik inceleme sonuglarmmin alt gruplardaki boyanma O6zelliklerinin
gosterilmesi i¢in 3x4 ¢apraz tablolar1 kullanildi. Alt gruplar arasi patolojik degerlendirmeler
icin oransal analiz yontemleri kullanildi. Ki-kare test kosullarinin saglanamadigi durumlarda
tablolara uygun dontisiimler yapilarak Fisher’s Exact test kosullar1 saglandi.

Alt gruplar i¢i ikili karsilastirmalarda 2’li 3 analiz yapilmasindan dogabilecek
hatali anlamlilik olasiligini diistirmek amaciyla Bonferroni diizeltmesi uygulanilarak
anlamlilik kosulu p<0.015’e ¢ekildi. Diger tiim degerlendirmelerde ise p<<0.05 olmasi kosulu

arandi. Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 14 programiyla yapildi.



BULGULAR

flac Uygulamasi Sonrasi Genel Gozlem

Bevasizumab verilmesi sonrasi tiim gruplarda sicanlarin genel durumlar iyi
seyretti. Goriiniim ve istahlar1 normaldi. Kilo kaybi, fizik bakida degisiklik olmadi, higbir

6lim yasanmadi.

Uc Giinliik Deney Sonugclar:

U¢ Giinliik Grubun Biyokimyasal Degerleri ve Karsilastirmalar

Sicanlarin ilag verilmesi Oncesi ve ilag verilmesinin {igiincli glinii viicut agirligi,
idrar miktari, 24 saatlik idrarda protein, kreatinin, kalsiyum ve fosfor degerleriyle
protein/kreatinin oranlar1 Tablo VII’ de gosterilmistir.

Alt gruplar arasinda ilag Oncesi degerler agisindan anlamli bir farklilik yoktu.
Ancak ilac sonras1 degerlerde her 3 grup arasinda anlamli farklilik saptandi (p=0,038). ikili alt
grup analizlerinde A ve B alt gruplar arasinda sadece idrar protein diizeyleri anlamli farklilik
gostermekteydi (Sekil 3). Ugiincii giin idrar protein diizeyi A grubunda B grubundan anlaml
olarak yiiksek bulundu (p=0,015). Ancak K grubunun; hem A hem de B alt gruplanyla
yapilan ikili karsilastirmalarinda biyokimyasal parametreler agisindan herhangi anlamli bir
farkliliga rastlanmadi. Caligilan diger tiim parametrelerde alt gruplar arasinda iicilincii giin
degerleri arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi.

Alt gruplarda ilag uygulama oncesi ve sonrasi degerleri grup igi olarak
karsilastirildiginda; K grubunda higbir parametrede anlamli bir farklilik saptanmadi. A
grubunda sifirinci giin ve ti¢iincii glin glinliik protein atilimlari (sirasiyla 5,9 mg/giin; 8,2
mg/giin, p=0,028), giinliik kreatinin atilimlar (sirasiyla 6,46 mg/giin; 2,71 mg/giin, p=0,028)
ve idrar protein/kreatinin oranlar1 (sirasiyla 0,9 mg/giin, 2,5 mg/giin, p=0,028) arasinda
anlaml farklilik saptandi (Sekil 4). Giinliik idrar miktar1 ilag uygulamasi sonrasinda
azalmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla 11,5 ml/giin; 11,0
ml/giin, p=0,056). B grubunda ise ila¢ dncesi ve sonrasi degerlerde sadece idrar protein
degerleri arasinda istatistiksel olarak sinirda anlamli bir farklilik saptandi. Bu alt grupta ilag
sonrasi idrar protein diizeyi anlamli diizeyde daha diisiik (sirasiyla 6,37 mg/giin; 5,86 mg/giin,
p=0,046) bulundu. Giinliik idrar miktarinda ilag uygulanmasi sonrasi belirgin bir azalma
gozlenmesine karsin bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla 12 cc/giin; 8,5

cc/giin, p=0,08). B grubunda diger parametrelerde herhangi anlamli bir farklilik saptanmad.



Tablo VII: Tiim Gruplarin Biyokimyasal Verileri ve Protein/Kreatinin Oranlart

3 giinliik sonuc¢lar (median (min.-maks.))

0. giin 3. giin
Kontrol 10 mg 20 mg Kontrol 10 mg 20 mg Kontrol 10 mg
(K) A) (B) (K) A) () (K) (A)
VA 220 212 200 215 212 199 220 228
(184-255)  (180-268)  (184-245)  (188-254)  (185-258)  (178-240)  (203-233)  (207-261) (]
iM 13,0 11,5 12,0 11,50 11,00 8,50 8,50 10,0
(10,0-24,0) (11,0-14,0)  (9,0-14,0)  (7,0-19,0)  (9,0-12,0)  (4,0-15,0) (4-10) (2-14)
ip 5,73 5,91 6,37 6,47 8,19 5,86 10,23 11,45
(4,9-8,1)  (52-6,8)  (57-6,7)  (47-8.8)  (599.0)  (4,86,0)  (7.6-142)  (2.9-15,7) (¢
K 7,28 6,46 5,79 4,16 2,71 4,77 3,60 2,34
(5,1-9,7)  (3,6-8,8) (2,3-8,4) (1,7-7,8) (1,8-5,5) (23-74)  (112-7,6)  (1,2-58)
iCa 2,25 3,40 2,04 0,80 0,86 1,54 0,49 0,62
0,5-3,5)  (1,0-6,1)  (1,03,4) (0,535  (0,5-1,6)  (0,5-23)  (0,3-1,0)  (0,3-0,8)  (
ip 0,65 0,57 0,60 0,62 0,55 0,42 0,42 0,50
(0,5-12)  (0,6-0,7) (0,5-0,7) (0,4-1,0) (0,5-0,6) (0,2-0,8)  (0,2-0,5) 0,2-0,7)
P/Kr 0,8 0,9 1,1 1,5 2,5 1,4 2,7 3,7

(0,6-1,1) (0,7-1,5) (0,8-2,7) (0,6-5,1) (1,4-4.,9) (0,8-2,6) (1,9-10,2)  (1,4-13,4) (

VA: Viicut agirligi (gr), IM: Giinliik idrar miktar1 (ml), IP: Giinliik protein atilim1 (mg/giin),
IK: Giinliik Kreatinin (mg/giin), iCa: Giinliik kalsiyum
atilimi  (mg/giin), IP: Giinliik fosfor atilimi (mg/giin), P/Kr: 24 Saatlik Idrarda

Protein/Kreatinin Orani



llac sonrasi 24 saatlik idrar protein duzeyleri

llac sonrasi protein/kreatinin orani

20 7
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[ 10 mg (A)

0 Il 20 mg (B)

N= 6 6 6 6 6 6
3 Gin 21 Gin

Sekil 3: Her iki ana grupta ila¢ uygulanmasi sonrasi giinliik protein atilimlar1
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Sekil 4: Her iki ana grupta ila¢ uygulanmasi sonrasi protein/kreatinin oranlari



Uc¢ Giinliik Grubun Genel Patolojik Degerlendirmeleri

K, A ve B alt gruplarinin patolojik degerlendirilmesinde higbir doku 6rneginde
glomeriiloskleroz bulgusuna rastlanilmadi.

Glomertiilde fokal nekroz (GFN) derecesi alt gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermiyordu (Tablo VIII).

Tablo VIII: Ug Giinliik Grupta Glomeriilde Fokal Nekroz Derecesi

GFN Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) 1(17) 0(0) 0 (0)

+ (%) 4 (66) 3 (50) 3 (50)
++ (%) 1(17) 3 (50) 2 (33)
+++ (%) 0(0) 0(0) 1(17)

flag dozaji artttkca Bowman kapsiil araliginda genisleme (BKAG) derecesinin
kontrol grubuna gore ila¢ kullananlarda arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1 (p=0,034) (Tablo IX).

Tablo IX: Ug Giinliik Grupta Bowman Kapsiil Araliginda Genisleme Derecesi

BKAG Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
-(%) | 2(33) - 0(0) N 0(0)
+ (%) 4 (67) 1(17) 3 (50)
++ (%) 0(0) 5(83) 3 (50
+++ (%) 0(0) 0(0) 0 (0)

Tibiil epitelinde dejenerasyon (TED), tiibiil epitelinde nekroz (TEN) ve tiibiil
dilatasyonu (TD) hicbir grupta belirgin sekilde olusmamisti ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik yoktu (Tablo X, XI ve XII).

Tablo X: Ug Giinliik Grupta Tiibiil Epitelinde Dejenerasyon Derecesi

TED Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) 0 (0) 0 (0) 0(0)

+ (%) 5(83) 5(83) 6 (100)
++ (%) 1(17) 1(17) 0 (0)
+++ (%) 0(0) 0(0) 0(0)




Tablo XI: Ug Giinliik Grupta Tiibiil Epitelinde Nekroz Derecesi

TEN Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) | 5(83) - 5(83) o 5 (83)

+ (%) 1(17) 1(17) 1(17)
++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
+++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Tablo XII: Ug Giinliik Grupta Tiibiil Dilatasyon Derecesi

D Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
- (%) | 2(33) - 0 (0) o 2 (33)
+ (%) 4(67) 5(83) 4 (67)
++ (%) 0 (0) 1(17) 0 (0)
++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Interstisyel inflamasyonun (ii) 6zellikle 20 mg ilag verilen grupta belirginlestigi
ve alt gruplar arasinda 10 mg grubuna gore anlamli olarak yiiksek oranda saptandigi saptandi
(p=0,03) (Tablo XIII).

Tablo XIII: Ug Giinliik Grupta Interstisyel inflamasyon Derecesi

Ii Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
- (%) 3 (50) 4 (67) 0 (0)
+ (%) 3 (50) 2 (33) 4 (67)
++ (%) 0 (0) 0 (0) 2(33)
+++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Konjesyon ve damar duvarinda kalinlasma (DDK) tiim gruplarda hafif diizeyde
olusmustu ve gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Tablo XIV ve XV).
Tablo XIV: Ug Giinliik Grupta Konjesyon Derecesi

Konjesyon Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
-(%) | 0(0) - 0(0) - 0(0)
+ (%) 5(83) 6 (100) 4(67)
++ (%) 1(17) 0(0) 2 (33)
+++ (%) 0(0) 0(0) 0 (0)




Tablo XV: Ug Giinliik Grupta Damar Duvarinda Kalinlasma Derecesi

DDK J Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) 4 (67) 5(83) 3 (50)

+ (%) 2 (33) 1(17) 3 (50)
++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
+++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Higbir alt grubun doku 6rneginde interstisyel fibrozis bulgusuna rastlanmadi.

21 Giinliik Deney Sonuglar

Yirmibir Giinliik Grubun Biyokimyasal Degerleri ve Karsilastirmalar

Sicanlarin ilag Oncesi ve ilag sonrasi 21. gilin viicut agirligi, idrar miktar, 24
saatlik idrarda protein, kreatinin, kalsiyum ve fosfor degerleriyle protein/kreatinin oranlari
Tablo VII’ de gosterilmistir.

Alt gruplar arasinda, biyokimyasal parametreler ve protein/kreatinin oranlari
acisindan; hem ilag Oncesi hem de ila¢g sonrasi degerleri arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi.

Alt gruplarda ilag 6ncesi ve sonrasi degerleri grup i¢i olarak karsilagtirildiginda; K
grubunda sadece vuciit agirliginda ilag sonrasi anlamli bir artis oldu (sirasiyla 220 gr; 226 gr,
p=0,039). On mg (A) grubunda ila¢ 6ncesi ve sonrasi laboratuar incelemelerinin higbirinde
anlaml farklilik saptanmadi. Ancak protein/kreatinin orani ila¢ sonrasi daha diigiik olarak
bulundu (Sekil 4). Bu fark istatistiksel olarak sinirda anlamliydi (p=0.046). Yirmi mg (B)
grubunda ise ila¢ Oncesi ve sonrasi degerler arasinda hicbir biyokimya parametresi ve

protein/kreatinin orani agisindan anlamli bir farklilik saptanmad.

Yirmibir Giinliitk Grubun Genel Patolojik Degerlendirmeleri

K, A ve B alt gruplarinin patolojik degerlendirilmesinde higbir doku 6rneginde
glomertiloskleroz bulgusuna rastlanmadi.

Glomeriilde fokal nekroz ve Bowman kapsiil araliginda genisleme dereceleri alt
gruplar arasinda anlamli farklilik géstermiyordu (Tablo XVI ve XVII).

Tibiil Epitelinde Dejenerasyon (TED) derecesi ilag verilen sicanlarda kontrol

grubuna kiyasla daha anlamli olarak yiiksek olarak gozlendi (p=0,038) (Tablo XVIII).



Tablo XVI: 21 Giinliikk Grupta Glomeriilde Fokal Nekroz Derecesi

GFN Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) 0 (0) 0 (0) 0(0)

+ (%) 6 (100) 5(83) 5(83)
++ (%) 0(0) 1(17) 1(17)
+++ (%) 0(0) 0(0) 0 (0)

Tablo XVII: 21 Giinliik Grupta Bowman Kapsiil Araliginda Genisleme Derecesi

BKAG Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
- (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
+ (%) 4 (67) 5(83) 4 (67)
++ (%) 2(33) 1(17) 2 (33)
+++ (%) 0(0) 0(0) 0 (0)

Tiibiil epitelinde nekroz (TEN) kontrol grubundaki 6 sigandan yalnizca birinde
hafif siddette gozlenirken, ilag verilen gruplardaki siganlarin hepsinde gelismisti (Tablo XIX).
[lag alan ve almayan siganlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0,001).

Tablo XVIII: 21 Giinliik Grupta Tiibiil Epitelinde Dejenerasyon Derecesi

TED Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) 0(0) 0(0) 0(0)
+ (%) 6 (100) 2(33) 3 (50)
+ (%) 0 (0) 4(67) 3 (50)
+++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Tablo XIX: 21 Giinliik Grupta Tiibiil Epitelinde Nekroz Derecesi

TEN Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) 5(83) 0(0) 0 (0)

+ (%) 1(17) 6 (100) 5(83)
++ (%) 0(0) 0(0) 1(17)
+++ (%) 0(0) 0(0) 0(0)




Tiibiil dilatasyonu (TD), interstisyel inflamasyon (i) ve konjesyon tiim alt
gruplarda hafif siddette gozlendi. Aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (Tablo XX, XXI, XXII).

Tablo XX: 21 Giinliik Grupta Tiibiil Dilatasyon Derecesi

D Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
-(%) | 0(0) - 0(0) N 0(0)
+ (%) 6 (100) 5(83) 6 (100)
++ (%) 0(0) 1(17) 0 (0)
+++ (%) 0(0) 0(0) 0 (0)

Tablo XXI: 21 Giinliik Grupta Interstisyel inflamasyon Derecesi

I Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
(%) | 1(17) - 0 (0) - 0(0)
+ (%) 1(17) 2 (33) 3(50)
++ (%) 4 (67) 4 (67) 2(33)
+++ (%) 0 (0) 0 (0) 1(17)

Tablo XXII: 21 Giinliik Grupta Konjesyon Derecesi

Konjesyon Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)
- (%) 0 (0) 0 (0) 0(0)
+ (%) 6 (100) 6 (100) 6 (100)
++ (%) 0(0) 0(0) 0(0)
+++ (%) 0(0) 0(0) 0(0)

llag verilen siganlarin hepsinde patolojik degerlendirmede damar duvarinda
kalinlasma saptandi. Ilac alanlarda kalilasma anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0,025)
(Tablo XXIII). Damar duvarinda kalinlasma yiiksek doz grubunda daha belirgin olmasina
karsin diisiik doz grubuna goére anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0,182).



Tablo XXIII: 21 Giinliik Grupta Damar Duvarinda Kalinlagsma Derecesi

DDK Kontrol (K) 10 mg (A) 20 mg (B)

- (%) | 3 (50) - 0 (0) o 0 (0)

+ (%) 3 (50) 6 (100) 3 (50)
++ (%) 0 (0) 0 (0) 3 (50)
+++ (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Interstisyel fibrozis higbir grubun doku 6rneginde gdzlenmedi.



Resim 1: U¢ Giin 10 mg/kg bevasizumab alan grupta patolojik degerlendirme: Olagan
siirlarda bobrek dokusu (A-kontrol grubu), interstisyel inflamasyon ve damar duvarinda
kalinlagma (B), bowman kapsiil araliginda genisleme (C), ve tiibiil epitelinde dejenerasyon ve

nekroz bulgular1 (D) (Hematoksilen- Eozin, x200).



TARTISMA

Anjiogenezin tiim solid tiimorlerin bilylime, invazyon ve metastaz asamalarinda
kilit role sahip oldugunun gosterilmesi, antianjiyogenik yaklagimlarin giderek artan bir hizla
gelistirilmesine ve giliniimiliz tedavi protokollerinde yer almasina yol agmistir. Anjiogenik
molekiiller i¢inde en 6nemlisi ve antianjiogenik tedavide iizerinde en ¢ok durulan1t VEGF dir.
Faz I caligmalarda rekombinant insan anti-VEGF-A monoklonal antikoru olan bevasizumabin
kemoterapi ile birlikte kullanildiginda serum VEGF seviyelerini Olgiilemeyecek seviyelere
kadar diisiirdiigii ve farkli tiimorlerde biiylimeyi inhibe ettiginin bulunmasi, klinik
caligsmalarin bu ajan iizerine yogunlagmasina yol agmistir. Giiniimiizde metastatik kolorektal
kanser, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri ve metastatik meme kanseri tedavi protokollerinde
halen kullanilmakta olan bevasizumabin en belirgin yan etkileri; hipertansiyon, proteiniiri,
kanama ve tromboza egilimdir. Hedefe yonelik ajanlarin tedavi planlarinda siklikla yer
almasiyla birlikte yan etkileri de giderek artan siklikta arastirma konusu olmaktadir. Ancak
konvansiyonel tedavilere gore heniiz gelisim asamasinda olan bu tiir tedavilerde rastlanan 6zel
yan etkiler, olusum mekanizmalar1t ve engelleyici tedavilere yonelik bilgiler oldukga
yetersizdir. Benzer sekilde bevasizumab kullanimi sirasinda rastlanan bobrek yan etkilerinin
hangi mekanizmayla ortaya c¢iktigt heniiz bilinmemektedir. Bu konuyla ilgili ¢alismalar
oldukca az sayidadir.

Bizim caligmamizda ii¢ gilinliik grupta 10 mg/kg dozunda bevasizumab uygulanan
sicanlarda giinliik protein atilimi ile protein/kreatinin oraninda anlamli bir artis saptandi.
Protein/kreatinin oraninin nefrotik diizeylere kadar ¢iktig1 gozlendi. Yirmi mg/kg doz grubunda (B) ise
boyle bir artisa rastlanmadi. Ancak bu grupta giinliik idrar miktarinin diger alt gruplara oranla daha
belirgin olarak azaldig1 ve protein/kreatinin oraninin 10 mg/kg doz (A) grubu kadar olmasa da arttig1
saptandi. Bu bulgular ii¢ giin grubunda ila¢ uygulanmasi sonrasi A grubunda daha belirgin olmak
iizere her iki alt grupta da (A ve B) bobrek hasari olustugunu gostermektedir. Ancak B grubunda
etkilenmenin, iki kat yiikksek doz uygulanmasina ragmen A grubu kadar belirgin olmamasi
bevasizumabin farkli dozlarda bobrek {izerine farkli etkileri olabilecegini veya etkinin doz bagiml
olmayabilecegini diisindiirmektedir. Ancak insanlardaki klinik ¢alisma sonuglari, yiiksek doz grubu
hastalarda proteiniiri gelisim riskinin diisiik doz grubuna gore biraz daha fazla oldugunu
gostermektedir.

Yirmibir giin grubunda ise bakilan hi¢bir biyokimyasal parametrede hem gruplar arasi
hem de alt gruplarin ilag oncesi ve sonrast kendi i¢ginde karsilagtirmalarinda anlamli bir farkliliga
rastlanilmamistir. Sugimoto ve arkadaglari (40) tarafindan bu konuyla ilgili yapilmis ilk ¢alismada

farelere anti-fare VEGF monoklonal antikoru veya sFlt-1 verilmesini takiben {igiincli saatten



baglayarak belirgin proteiniirinin gelistigi gosterilmistir. Proteiniiri diizeyleri anti-VEGF ile beraber
VEGF verildiginde kontrol grubuyla benzer bulunmustur. Farelerdeki patolojik bulgularin 24 saatten
sonra azalmaya bagladig1 tespit edilmistir. Bu nedenle 21 giinliik bir bekleme siiresinde; mevcut bir
etkilenmenin, ara donemde en azindan biyokimyasal parametreler agisindan ortadan kalktigini veya
uygulanan ilaca karsi silire uzunlugu nedeniyle bir immiinizasyonun gelismis olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular ile bevasizumab ile yapilacak bir deneysel model igin 21 giinliik bir
siirenin uygun olmadigi sonucuna varilmigtir.

VEGF baskilanmasinin glomeriil ve tiibiil yapilar iizerine olan etkileriyle ilgili sinirl
sayida calisma vardir. Bu konuyla ilgili klinik veriler ise sadece olgu sunumlar: seklinde bildirilmistir.
Sugimoto ve arkadaglar1 proteiniiri diizeyleri Olglimiiniin yani1 sira, fare bobreklerinde elektron
mikroskopik incelemeler de yapmuslardir. ilag uygulamasindan itibaren 5. saatten baslayarak;
endotelyal hiicre hipertrofisi ve hasari ile glomeriil bazal membranindan endotel ayrigmas1 gelistigini
bildirmislerdir. Elektron mikroskopik olarak saptanan podosit yap1 hasari, Western Blot analizinde
podosit iligkili bir protein olan nefrinin azalmis bulunmasiyla da desteklenmistir. Yeni yaymlanan 6
hastalik bir vaka serisinde Eremina ve arkadaglar1 (86) bevasizumabla tedavi edilen ve proteiniiri veya
bobrek yetmezligi gelisen kanser hastalarinin hepsinde, mikroskopik ve elektron mikroskopik olarak,
baslica patolojinin trombotik mikroanjiopatiyle karakterize glomeriiler hasarlanma oldugunu
saptamiglardir.

Bizim c¢alismamizda ii¢ gilinliikk grupta en belirgin patolojik bulgu A grubunda daha
belirgin olmak iizere, bowman kapsiil araliginda genislemeydi. Bu genisleme A grubunda kontrol
grubuna gore daha belirgin bulunurken, B grubundaki farklilik ise istatistiksel anlamliliga ulagsmadi.
Bowman kapsiil araliginda genisleme glomeriillerde hasarlanmay1 gosterebilen non-spesifik erken bir
bulgu olarak degerlendirilebilir. Ancak glomeriil yapisindaki yapisal bir bozulmanin tam dogrulukla
saptanabilmesi i¢in elektron mikroskopik bakiya da ihtiya¢ vardir. Bizim c¢alismamizda histolojik
degerlendirmeler sadece direkt mikroskopik bakiyla yapilabildi. Ancak bulgularimiz; biyokimyasal
parametrelerle birlikte degerlendirildiginde baslica patolojinin, en azindan erken dénemde, glomeriiler
hasar oldugunu diisiindiirmektedir. Yirmi bir giin grubunda ise, alt gruplar arasinda bowman kapsiil
araliginda genisleme agisindan bir farklilik olmadig1 gézlendi. Bu grupta biyokimyasal analizlerde
oldugu gibi yapisal anlamda benzer bir diizelme s6z konusu olabilir.

Calismamizdaki bir diger belirgin bulgu {i¢ giinliik grupta gozlenen interstisyel
inflamasyon ve 21 giin grubunda belirginlesen tiibiil epitelinde dejencrasyon ve tiibiil epitelinde
nekroz ile damar duvarlarinda kalinlasmadir. Ugiincii giinden itibaren gozlenen interstisyel
inflamasyon ileri donemde tiibiil epitel dejenerasyon ve nekrozuna neden olmus olabilir. Erken
donemde meydana gelen ve 151k mikroskopisi diizeyinde net olarak saptanamayan glomeriil hasari

sonrasi, ileri donemde tiibiilointerstisyel hasarlanma meydana gelmis olabilir. Tiim bu patolojik



bulgularimiza dayanarak erken donemde meydana gelen bir glomeriil hasarina kars1 koruyucu bir etki
gelismis olabilece ancak tablonun ileri donemlerde bir tiibiilointerstisyel nefrit durumuna
doniisebilecegi diistiniilebilir. Eldeki literatiir bilgileri 1s18inda normal siganlarda bevasizumab veya
anti-VEGF kullanimina bagh bir tiibiilointertisyel nefrit durumu bildirilmemistir. Ancak progresif
kresentrik glomeriilonefritli farelerde, soluble VEGFR-1 (sFlt-1) overekspresyonu yoluyla VEGF
blokajinin renal hasar1 hizlandirdig1 (87), ayrica VEGF-A spesifik bir aptamer ile glomeriiler
kapillerlerin tamirinin 6nlenmesinin hizli ve masif bir tiibiilointerstisyal fibrozis gelisimine neden
oldugu gosterilmistir (44). Bizim ¢alismamizda diger calismalardan farkli olarak uzun déneme sahip
bir grup da bulunmaktadir. Literatiirdeki bu konuyla ilgili caligmalar genellikle birkac saat ve giin
arasinda yapilmis olup siganlarda bevasizumab kullanimryla ilgili bdyle bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz damar duvarinda kalinlasma bulgusu bevasizumab’in bir
diger yan etkisi olan tromboza egilimi akla getirmektedir. Ancak ¢alismamizda trombotik bir siirecte
gormeyi bekledigimiz terminal arteriyol ve kapillerlerde trombiis ile buna sekonder iskemik bulgular
saptanamamistir.

Calismaya baslarken amacimiz, insan VEGF monoklonal antikoru bevasizumab
kullanarak, bu tedavinin bdbrek iizerine olan yan etkilerini gézlemleyebilecegimiz deneysel
bir sican modeli olusturmakti. Boylesi bir model; bevasizumab tedavisinin bobrek iizerine olan
etkilerin saptanmasi ve bu etkilerin kemoterapinin etkinligini bozmadan 6nlenmesine yonelik
caligmalara yardimci olacaktir. Calismamiz boyle bir sigan modelinin olugturulmasinda 10 mg/kg

dozunda ii¢ giinliik bevasizumab uygulanmasinin daha uygun oldugunu diistindiirmektedir.

SONUC VE ONERILER

Insan VEGF monoklonal antikoru olan bevasizumabin bébrek iizerine olan yan
etkilerini gozlemleyebilecegimiz deneysel bir sican modeli olusturmak i¢in 10 mg/kg dozunda
ii¢ giinliik bevasizumab uygulanmasinin uygun oldugu goriilmiistiir. Insan anti-VEGEF ile sicanlarda
bdyle bir modelin olusturulmasi, bu tedavi altindaki hastalarda bdbregi koruyucu ajanlara
yonelik yapilacak ¢alismalar i¢in bir temel olacaktir. Benzer bir ¢alismada bevasizumabin
sican VEGF reseptorlerine baglanma o6zelliklerinin belirlenmesi ve elektron mikroskobik

degerlendirme daha kesin sonuglar verebilir.
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