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OZET

SIMVASTATIN VE MEVASTATIN’IN ANJIOGENEZ UZERINE
OLAN ETKILERININ KORYOALLANTOIK MEMRAN MODELINDE
ARASTIRILMASI
ZELIHA ODEMIS

Yiiksek Lisans Tezi, Farmakoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Tijen KAYA TEMIZ
2011, 67 sayfa

Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde Onemli bir yeri olan
aterosklerotik siirecin uzun zamandan beri artmis serum kolesterol seviyeleri
ile iligkisi bilinmektedir. Bu iliski kolesterol seviyelerini diisiirecek ilaglarin
klinikte kullanima girmesine yol a¢cmistir. Yapilan biiyiik Olgekli klinik
calismalarda hiperkolesterolemisi ve aterosklerozu olan hastalarda statinlerin
koroner arter hastaligi riskini azalttig1 ortaya konmustur.

Statinler, hidroksimetilglutaril-koenzim A (HMG-Co A)’nin yapisal
analoglaridir. Etki mekanizmalar1 HMG-CoA rediiktaz enziminin parsiyel
inhibisyonu olarak diisiiniilmektedir. Bu enzim sterol biyosentezinin ilk
basamaginda yer almaktadir. Klinik kullanimda statinlerin  endotel
fonksiyonundaki ©Onemli rolleri de dahil olmak iizere tanimlanmig
antiinflamatuvar, antiagregan, antikoagiilan, diiz kas hiicresi ve plak stabilitesi
iizerine etkileri ve hemostatik etkilerini de iceren bir dizi pleiotropik etkiler1
yiiziinden klasik endikasyonlar1 disinda da kullanimlar1 s6z konusu olabilir.

Bu calismada klinik tedavide sik olarak kullanilan statinlerden
simvastatin ve mevastatinin anjiogenez lizerindeki etkileri déllenmis tavuk
yumurtalar1  iizerinde, koryoallontoikk membran modelini kullanarak
kiyaslanmustir. Pozitif kontrol olarak FDA (Amerikan Gida ve ilag Ajansi)
tarafindan onaylanan tek antianjiogenetik ajan olan bevasizumab kullanilmistir.
Calismamizda hem simvastatin hem de mevastatin antianjiogenetik 6zellik
gostermistir. Bu antianjiogenetik etki ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda

belirginken, diisiik konsantrasyonlarla birlikte azalmistir. Simvastatin benzer



1

konsantrasyonlarda mevastatinle ayni antianjiyojenik etkiyi gosterirken, diisiik
dozlarda mevastatinin daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Simvastatin ve
mevastatinin kombine olarak uygulanmasi, bu ajanlarin tek baslarina meydana
getirdigi antianjiojenik etkiye benzer bir etki meydana getirmistir. Yani statin
kombinasyonu ek bir antianjiojenik etki meydana getirmemistir. Elde ettigimiz
bulgulara dayanarak mevastatinin simvastatinden daha gii¢lii bir antianjiojenik
ajan oldugu soyleyenebilir.

Anahtar Kelimeler: Simvastatin, mevastatin, CAM, anjiogenez
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ASTRACT

It is well known that atherosclerotic process which takes an important
part in cardiovascular diseases is associated with increased plasma cholesterol
levels. This relationship let the drugs used in treatment of high cholesterol
levels come into use in clinic practice. The wide spread clinical studies show
that statins lower risk of coronary artery disease in patients with
hypercholesteremia and atherosclerosis.

Statins are the structural analog of hidroxymethy glutaryl-coenzyme A
(HMG-Co A). 1t is thought that the main effect mechanism of statins is partial
inhibition of HMG-Co A reductase. This enzyme takes part in the first step of
sterol biosynthesis. In addition to their antilipidemic features, statins are used
for additional indications because of their endothelium protective,
antiinflammatory, antiaggregant, anticoagulant, smooth muscle and plaque
stabilizing features.

In this study we aimed to investigate the effects of commonly used
statins, simvastatin and mevastatin, on angiogenesis in impregnate chicken
eggs by using chorioallantoic membrane model (CAM). Bevacizumab, the
unique FDA approved antiangiogenic drug was used as positive control. In our
study we showed that both simvastatin and mevastatin have antiangiogenic
effect. This antiangiogenic effect was prominent in higher concentrations and
weakened with decreasing concentrations. Although simvastatin and
mevastatin showed similar antiangiogenic effect at high concentrations,
mevastatin show stronger antiangiogenic effect than simvastatin at lower
concentration. The antiangiogenic effect of simvastatin and mevastatin
combination was similar when compared to the groups in which simvastatin
and mevastatin used alone which means that combination of simvastatin and
mevastatin caused any additional antiangiogenetic effect. It may be speculated
that mevastatin may be stronger antiangiogenic agent than simvastatin.

Key words: Simvastatin, mevastatin, CAM, angiogenesis
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SIMGE VE KISALTMALAR
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1.GiRiS

Anjiogenez, var olan damarsal yapilardan yeni damarlarin olugma siireci
olarak tanimlanmaktadir. Anjiogenez, esas olarak embriyogenez asamalarinda
aktif olarak devrede olan bir sistem olmasma ragmen eriskin yasaminda da
yara iyilesmesi, menstriiel siklus gibi bir¢ok fizyolojik ve basta tiimorler olmak
iizere, romatoid artrit, retinopatiler, psoriazis ve intraplak anjiogenez gibi

patolojik siiregte 6nemli rol oynamaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) i¢inde insan hayatii tehdit eden
bircok hastaligi barindiran genis bir hastalik grubunu temsil etmektedir. Bu
genis hastalik grubunu olusturan rahatsizliklari etyolojileri farklilik gosterse
de temelde genetik faktorler, beslenme sekli, fiziksel inaktivite gibi sebepler
ortak goriinmektedir.

KVH’lar her y1l milyonlarca insani etkileyerek yliksek oranda mortalite
ve morbidite goriilmesine neden olmaktadir. Yillik oliimler g6z Oniine
alindiginda tiim O6liim nedenleri arasinda KVH’lar birinci siray1 almaktadir.
Olaym maddi boyutu goz oniline alindiginda; tiim diinya ¢apinda en yiiksek
maliyete sahip ilaglar KVH’larin tedavisinde kullanilan ilaglardir. Bu ilaglar
icerisinde de statinler birinci siray1r almaktadir. KVH’larm her gecen yil artan
oranlar1 tiim diinya ¢capinda milyarlarca dolarlik kayba neden olmaktadir.

Daha 6nce de belirtildigi tizere KVH’lar genis bir hastalik grubudur ve
bu hastaliklarin sebepleri birbirinden farkli olmakla birlikte hepsinin birinci
basamak tedavisinde yasam tarzi degisikligi bulunmaktadir. Kimi zaman
sadece bu yeterli olsa da ¢cogu zaman ila¢ tedavisine gerek duyulmaktadir.
KVH’larin birgogunun ana bilesenlerinden birisi bozulmus lipit profilidir. Bu
amagcla ilk basamak tedavide kullanilan en 6nemli ilaglar statinlerdir. Statinler
KVH’larda en onemli risk faktorii olan diisiik dansiteli lipoproteini en fazla
diisiiren ilag grubudur.

Statinler, 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz
enziminin substrati olan HMG-KoA'ya ve onun yar1 indirgenmis metabolitine

yapisal olarak benzediklerinden; ad1 gecen enzimi kompetitif bir sekilde inhibe



ederler. Bu olay sonucu, karaciger hiicrelerindeki kolesterol ve lipoprotein
diizeyinin diismesi, bu hiicrelerin ylizeyindeki DDL (diisiik dansiteli
lipoprotein) reseptorlerinin dansitesinde (yogunlugunda) artmaya (reseptor
upregulasyonuna) yol agar. Boylece, s6z konusu ilaglar hem lipoprotein
sentezini azaltmak ve hem de apo-B (apolipoprotein B) iceren lipoproteinlerin
(basta aterojenik DDL olmak {iizere) karaciger hiicrelerine ve diger hiicrelere
girisini ve orada yikimini arttirmak suretiyle kanda DDL kolesterolii ve total
kolesterol diizeyini disiiriirler.

Son donemde yapilan caligmalar statinlerin lipid profili diizenleyici
etkilerinden daha ziyade degisik sistemler i{izerine yapmis olduklart farkli
etkiler {izerine yogunlasmistir. Bu caligmalar statinlerin ayni zamanda
antioksidan, antiiflamatuar, antitrombotik ve antitimoral etkilerinin de
oldugunu gostermektedir. Tiim bu 6zelliklerin yaninda statinlerin anjiogenez
iizerindeki etkileri de ilgi ¢ekmektedir. Ciinkii kanda total kolesterol ve DDL
diizeylerinin yiikselmesinin tek tehlikesi damar duvarinda meydana gelen
bozulma ve plak olusumu degildir. Insan viicudundaki kiigiik capli damarlar
limenlerinden gecen kandan diflizyon yolu ile beslenirler. Oysa daha genis
capl biiylik damarlarin diflizyon ile beslenemeyecek bolgeleri i¢cin kiigiik
kilcallar olusturarak bu bdlgeyi kendilerinin beslemesi gerekmektedir. Damar
duvarinda plak yapis1 olusup damar c¢apinda bir daralma meydana getirdiginde,
damar, kiiclik kilcallar1 bu tikaniklig1 asmak amaci ile kullanmak ister ve plak
icerisinde kiigiik kilcal damarlar olusmaya baslar. Bu siire¢ plak i¢i anjiogenez
olarak adlandirilir. Anjiogenez bir¢ok fizyolojik silirecte olumlu sonuglar
dogurmak icin ¢aligsa da plak icerisinde gelisen damarlar cok kirillgan ve
kanamaya yatkindir. Plak icinde kanama meydana gelmesi plakta yirtilma
olmasina ve plaktan bazi pargalarin kopmasina neden olur. Bu kopan pargalar
ilerideki daha kiiciik damarlar1 tikayarak inme gibi cesitli komplikasyonlarin
meydana gelmesine neden olur.

Bu yiizden antilipidemik o6zellikleri olan statinlerin anjiogenez

iizerindeki etkilerini arastirilmasi olduk¢a Onemlidir. Statinlerin anjiogenez



iizerindeki etkilerinin bilinmesi degisik durumlarda ila¢ se¢iminde onemli rol
oynayabilir.

Bu amagla biz bu ¢aligmamizda anjiogenez tlizerindeki etkileriyle ilgili
celiskili caligmalar bulunan simvastatin ve anjiogenez lizerindeki etkileriyle
ilgili arastirma bulunmayan mevastatinin anjiogenez iizerindeki etkilerini doza
bagimlik olarak Koryoallantoikk membran modeli (KAM) kullanarak

arastirmay1 amagladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Anjiyogenez

Anjiyogenez daha dnceden var olan vaskiiler sistemden yeni kan damar1
olusumu siirecidir. Embriyogenez siiresince yeni kan damari gelisimi esas
olarak wvaskiilogenez ve anjiyogenez ile meydana gelir (1). Vaskiilogenez
terimi, anjiyoblast olarak adlandirilan kok hiicrelerden kaynaklanan endotelyal
hiicrelerin primer kapiller pleksusu olusturmak {izere farklilagip bir araya
gelmesini tanimlar. Bu primitif ag olusumunun tomurcuklanma, dallanma ve
intussusseptif biiylime seklindeki farklilasmasma anjiyogenez denir ve
boylelikle mevcut kapiller damarlardan yeni kapiller damarlar meydana gelir.
Arteriyogenez bu damar tomurcuklarinin sonraki donemde damar duvarinin
diger elemanlar1 ile birlikte stabilizasyonunu ve genis kan damarlarinin
olusumunu ifade eder.

Eriskinlerde, anjiyogenez yara iyilesmesi, doku tamiri ve menstrual
siklus gibi bircok fizyolojik siiregte tetiklenir. Patolojik anjiogenez ise basta
tiimorler olmak {izere kollajen doku hastaliklari, retinopatiler ve psoriasis gibi
hastaliklarda meydana gelir (2). Tiimorlerin en hassas olduklar1 noktalari
kanlanmalaridir ve tiimorler anjiyogeneze bagimli olduklar: i¢in anjiyogenezin

bloke edilmesinin bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir

3).

2.1.1. Anjiyogenez Mekanizmasi

Anjiyogenez siireci pozitif ve negatif etkili molekiiller arasindaki denge
ile kontrol edilir. Pozitif etkili proanjiyogenik molekiiller, eger baskin hale
gelirlerse anjiyogenez siireci tetiklenir ve yeni damar olusumu meydana gelir.
Bu kavram, "anjiyogenik anahtar (switch)" olarak adlandirilir (4).

Anjiyogenez bir dizi olayr iceren ¢ok basamakli bir siirectir.
Anjiyogenez, temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), tiimor nekroz faktor
alfa (TNFa) ve VEGF gibi anjiyogenik faktorlerin endotel aktivasyonu yapmak

iizere cevre dokudan salmnimi ile baslar (5). Bazal membranin proteolitik



enzimler tarafindan yikilmasi bu basamaklardan ilkidir. Endotel hiicreleri
yayllma etkisi gostermeyen tek bir tabaka halinde bulunurlar, anjiyogenez
siirecinde go¢ etmek ve ¢ogalmak iizere uyarildiklarinda membran ve hiicreler
arasinda bir boliinme meydana gelir ve sayilar1 artarak yayilmaya baglarlar.
Endotel hiicrelerinden salinan anjiyogenik biiylime faktorleri komsu dokulara
difiizyon yolu ile gegerler. Bu biiylime faktorleri ¢cevre kan damarlarindaki
endotel hiicrelerinde bulunan 6zgiin reseptorlere baglanirlar. Hiicre i¢i sinyal
kaskadimnin baglamasiyla bazal membran ve ekstraselliiler matriks hasarmna yol
acan serin proteazlar ve matriks metalloproteinazlar gibi proteolitik enzimlerin
salinimi gerceklesir ve endotel hiicrelerinin damar duvar1 digma kagis1 baslar.
Urokinaz-tip (uPA) ve doku-tip (tPA) plazminojen aktivatdrleri plazminojeni
plazmine c¢eviren serin proteazlar1 grubuna aittirler (6). Endotel hiicrelerinin
invazyon ve go¢ siirecleri, plazminojen aktivatéor (PA) ve matriks
metalloproteinaz (MMP) sisteminin isbirligi i¢inde aktive olmasmi gerektirir.
Endotel hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve gocii ikinci basamak olarak
degerlendirilir. Bu yeni immatiir damarlar endotelyal hiicrelerin migrasyonu ve
bliylimesini saglamak i¢in endotelyum {izerinde bosluklar igerirler (7).
Anjiyogenik uyari, proteolitik yikimi takiben endotel hiicreleri aktive eder. Bu
siirecte en etkili anjiyogenik faktor VEGF’dir (8). Kapiller olusumu ve damar
olgunlasmas1 anjiyogenezin l¢lincli basamagidir. Prolifere olan endotel
hiicreleri integrin avB5’in yardimiyla ¢evre matrikse goc ederler ve komsu
damar tomurcugunu olustururlar (9). Kapiller filizlenmenin ucunda yeni
olusmus ekstraselliiler matrikste yikilma ortaya ¢ikar, boylece yayilimm devam
etmesi saglanir. Endotel hiicre ¢ogalmasindan sonra ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin depolanmas1 ve bir araya getirilmesi i¢in ekstraseliiler proteoliz
mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir. Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
ilerlemesi sirasinda hiicre i¢i ve hiicreler arasi bosluklar olusmaya baslar.
Hiicreler anjiyogenez alanma gog ettikge damar tomurcugu tiip seklini alir ve
sonrasinda damar liimenini olusturur (5). Bdylece, ekstraseliiler matriks
proteolizinin birbirini sirayla izleyen aktivasyon ve inhibisyonlar1 sonucunda

kapillerler olusur (Sekil 2.1).



Proteolitik yikilma ve endotel hiicresi gdgiinden sonra yeni olusan
kapillerler bazal membrani olustururlar. Endotel hiicrelerinin yeni kapiller
yapilar olusturabilmeleri i¢in birbirlerine ve ekstraselliiler matrikse tutunmalari
gerekir. Yeni matriks olusumu icin ekstraselliiler matriks proteinleri olan
fibronektin, laminin ve kollajen tretilir (10). Yeni damar yapimi
tamamlandiktan sonra anjiyogenik faktorlerde azalma goriiliirken, anjiyogenez
inhibitorlerinde artis gozlenir. Endotel hiicreleri tekrar stabil haldedirler ve
damarlar kan akimini1 baslatmaya hazir hale gelmis olurlar. Yeni damarlarin
tam olarak olugmalar1 yaklasik yedi giin siirer (11).

Endotelyal hiicreler lenf damarlarmnin olusumuna da katkida bulunurlar.
Lenfatik damarlanma embriyogenez esnasinda kan damarlar1 gelisiminden kisa
siire sonra gelisir ve kan damarlari ile ayn1 kokene sahip oldugu diisiiniiliir (12,
13). Venodz endotelyal hiicrelerin lenfatik uyarilara duyarli hale geldigi ve
diferansiye olarak lenfatik tomurcuklari olusturdugu varsayilir. Bununla

birlikte lenfanjiyoblastlarin veya prekiirsorlerin varligi da kanitlanmistir (14).
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Sekil 2.1. Anjiyogenezin baslangic evreleri. VEGF = Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii, ESM=Ekstraseliiler matriks, MMP=Matriks
metalloproteinaz, BM=Bazal membran (Expert Reviews in Molecular

Medicine, Cambridge University Press, 2003).



2.1.2. Anjiyogenez ve Kanser

Diyabetes mellitus, romatoid artrit ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
bircok patolojik durumun anjiyogenezin diizenlenmesindeki degisikliklerle
iliskili olmasma karsin, anjiyogenez ile ilgili gelismeler esas olarak onkoloji
alanindaki ilerlemelerle saglanmistir (15-17). Tiimor anjiyogenezi, ilk olarak
timor metabolitlerine bagl basit bir dilatasyon olarak diisiiniilmiis ve timor
hiperemisi olarak adlandirilmistir. Sonraki yillarda tlimériin mevcut damarlarla
m1 beslendigi yoksa yeniden damarlanmanin mi oldugu tartisilmig, yeniden
damarlanma oldugunu kabul edenler bile bunun timér gelisimi i¢in gerekli
olmadigini, basit bir reaksiyon oldugunu ileri siirmiislerdir (6). Bununla
birlikte, doku hasar1 sonrasi olugsan yeni damarlanmanin bir siire sonra durdugu
ve geriledigi, ancak tiimdral dokularda damarlanmanin siirekli arttigi tespit
edilmistir (18). Folkman ve ark. (3) 1971 yilinda “tiim6r gelisimi anjiyogeneze
bagimhidir” diyerek anjiyogenez konusunda asil gelisimi baglatmustir.

Timoriin biiylimesi sirasinda, tiimore besin, oksijen ve biliyiime
faktorleri saglamak amaciyla mikrodamarlarin sayisinda belirgin artig goriiliir.
Tiimorlerin yeni kan damarlar1 olusumu gergeklesmeksizin sadece 1-2 mm?
hacme kadar biiytliyebildikleri gosterilmistir (3, 19). Tiim6r dokusunun oksijen
ve besin ihtiyaglarini 0,5 mm? hacme kadar diflizyon yoluyla saglayabildigi,
ancak 0,5 mm*ten daha biiylik boyutlara ulastiginda artik anjiyogeneze
bagimli hale geldigi gosterilmistir (20, 21). Anjiyogenez, bu noktada tiimor
olusumunda kilit rol oynar ve kanser gelisiminde prognostik bir faktér oldugu
kabul edilir (22).

Timor anjiyogenezi fizyolojik anjiyogeneze gore farkliliklar
gostermektedir. Anjiyogenezi uyaran ve inhibe eden faktorler arasindaki
dinamik denge bozulmakta, bu dengenin bozulmasinda ise tiimdr ve endotel
hiicreleri temel rol oynamaktadirlar. Bir ya da birden fazla anjiyogenik biiyliime
faktorii asm1  eksprese olmadikca, tiimor biiylimesinin olamayacagi
gosterilmistir (6). Anjiyogenezi uyarmak i¢in yalnizca anjiyogenik faktorlerin
artmast yeterli olmayip, tiimoOriin anjiyogenik oOzellik kazanmasi igin

anjiyogenez inhibitdrlerinin de azalmasi gereklidir (23, 24).



Neovaskiilarizasyon hakkinda bir¢ok mekanizma tanimlanmistir.
Bunlardan biri, var olan kan damarlarindan endotelyal hiicrelerin once
proliferasyonu sonra migrasyonunu takiben tiibiiler vaskiiler yapilara organize
olmalarmni i¢eren tomurcuklanma anjiyogenezidir. Bir digeri ise var olan kan
damarlarmin liimeni igerisinde transvaskiiler doku perdesinin olusumu ve
takiben kan damarinin bu perde ile ayrilarak iki yeni damar olusturmasini ifade
eden intussusseptif anjiyogenezdir (25). Yeni damarlar, dolasan endotelyal
progenitor hiicreleri kullanarak da gelisebilirler. Simdi artik kapsamli veriler bu
hiicrelerin varligii ve yeni damar olusumuna olan katkilarini desteklemektedir
(26, 27). Giinlimiizde ¢alismalar alternatif bir tiimor kanlanma destegi olarak
bilinen vaskiilojenik taklit iizerine odaklanmistir. Vaskiilojenik taklit, tiimor
hiicrelerinin  kendileri i¢in yine tiimdr hiicreleri tarafindan c¢evrilen
vaskiilojenik yapilarca ikincil bir sirkiilasyon sistemi olusturulmas: siirecidir.
Bu siire¢ anjiyogenezden bagimsizdir. Endotelyal 6zelliklerin kazanilmasi ve
dediferansiyasyonu ile tiimor hiicrelerinin tiibiiler dolasim sistemi
olusturabilme kapasitesi edindikleri varsayilmaktadir. Tiimor hiicreleri sadece
endotelyal hiicrelerin morfolojilerine benzemekle kalmaz ayni1 zamanda bazi
vaskiiler belirtecleri eksprese etmek gibi fenotipik Ozelliklerini de
kazanmiglardir. Bu tipteki neovaskiilarizasyon tedavi siireci icerisinde akilda
tutulmalidir ¢iinkii vaskiiler taklidin dominant hale gelmesi durumunda
geleneksel antianjiyogenik tedavilere yanit alinamayabilir. Vaskiilojenik taklit
kavrami ilk olarak melanomalarda tanimlanmistir (28). Ancak, bu sekilde
olusan vaskiiler agm tiimor kan akimina katkida bulunduguna iliskin kanitlar
yetersiz oldugundan bu gbézlem yogun elestirilere maruz kalmistir. Bununla
birlikte, birgok arastrma grubu vaskiilojenik taklidin ardindaki molekiiler
mekanizmalar1 ve kan akimina olan katkisina iligkin kanitlar1 arastirmaktadir.

Tiimor hiicresinin metastaz yapabilmesi i¢in vaskiiler sisteme girmesi,
burada canli kalabilmesi, tekrar damar sisteminden disar1 ¢ikabilmesi, hedef
organda biiyiiyebilmesi ve anjiyogenezi uyarabilmesi gerekir (Sekil 2.2).
Anjiyogenezin tiimOriin  yayilmasmdaki roliinlin yam1 swa metastazi

kolaylastirdigi  varsayimimni  destekleyen deneysel ve klintk kanitlar



bulunmaktadir (24, 29). Klinik veriler metastatik 6zelligin anjiyogenezin
siddetine bagl oldugunu gostermektedir (30, 31). Timdr hiicresi anjiyogenik
iken metastaz yaparsa, saptanabilir timor olusturma ihtimali daha fazladur.
Ayrica, metastatik kaskadm basinda oldugu kadar sonunda da anjiyogeneze
thtiya¢ vardir. Timor hiicresi basariyla metastaz yapmis olsa bile hedef
organda hemen damarlanmayabilir ve mikroskobik diizeyde kalabilir (32).
Anjiyogenez ile ilgili caligmalar arttikga kanser tedavisi ile ilgili yeni
yaklagimlar da ortaya ¢ikmistir. Tedavide antianjiyogenik ilaglarin kimyasal
tedavi ve 151n tedavisi ile kombine edilmesi giindeme gelmistir. Anjiyogenez
inhibitorlerinin, kemoterapik tedavi ile birlestirilmesi daha etkili sonuglar
vermigstir. Bu durum, anjiyogenez inhibitdrlerinin hiicre hedeflerinin sitotoksik
ajanlardan farkli olmasi ile agiklanmistir. Ayrica yan etkiler daha az izlenmistir
(33). Anjiyogenez inhibitorleri, farkli mekanizmalar ile etki gostermektedirler
(34). Bunlar arasinda, matriks yikilmmin engellenmesi, anjiyogenez
aktivatorlerinin inhibisyonu veya endotel hiicrelerinin dogrudan inhibisyonu

gibi etkiler yer almaktadir.
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Sekil 2.2. Tiimdr anjiyogenezi agamalari.
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2.1.3. Degisik Fizyolojik ve Patolojik Siireclerde Anjiyogenez

Anjiyogenez yara iyilesmesi ve epitelizasyonu i¢in ¢ok Onemli bir
basamaktir. Yaralanan dokunun iyi beslenmesi ve yeterli kan akiminin
saglanmasi iyilesmeyi etkileyen 6nemli bir parametredir. Anjiyogenez olmazsa
oksijen ve besin destegi olmayacaktir, dolayisiyla yara yerine makrofaj ve
fibroblastlarin invazyonu da gerceklesemeyecektir. Anjiyogenez, hipoksi,
biliylime faktorleri, matriks komponentleri ve metabolik durum gibi bir¢ok
faktorden etkilenebilmektedir (35). Yara yerinde oksijen basmcinin diisiik
olmas1 ve laktik asit birikimi, trombosit ve makrofajlarin transforme edici
biiylime faktorii alfa (TGF-a), transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-p),
TNF-a gibi anjiyogenik faktorler salgilamalarmi stimiile eder (36).
Anjiyogenez i¢in endotel hiicre gocii 6nemlidir ve kemotaktik faktorler ¢ok
biiyiik 6neme sahiptirler. Bu faktorler trombosit kokenli maddeler, heparin ve
fibronektin olup, endotel hiicrelerinin hareketini artirirlar. Endotel hiicreleri
tarafindan tiretilen fibronektin ve kollajen gibi maddeler de bu hiicre hareketine
yardime1 olurlar. Platelet kokenli biiylime faktorii (PDGF) damar diiz kasi
gelisimini uyarrr. Kollajen sentez ve yikimi da vaskiiler bazal membran
olusumunu diizenler (37). Yara iyilesmesinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
proliferasyonu ve matriks olusumu sonrasi skar dokusu gelisir.

Bozulmus anjiyogenez regiilasyonu diyabetes mellitustaki birgok
patolojinin nedenidir (15). Diyabetes mellituslu hastalarda retina ve bobrek
vaskiilopatisi, yetersiz yara iyilesmesi, transplante edilen organmn rejeksiyon
riskinin artmasi ve koroner kollateral olusumunda yetersizlik gibi durumlar
gozlenir. Diyabetes mellitusta gelisen bozulmus anjiyogenik yanit1 agiklamak
icin bir cok mekanizma 6ne stiriilmiistiir: birincisi, endotelyal ve vaskiiler diiz
kas bozukluklar1 ile karakterize vaskiiler disfonksiyonun varligi, ikincisi,
proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonuna ve yeni kan damarlarinin bozulmus
yapilanmasma neden olan kronik hiperglisemi maruziyeti ve son olarak
diyabetin biiylime faktorii sinyali (38, 39) ve/veya ekspresyonunu (40)
etkileyerek vaskiiler biiylime faktorlerinin lokal dengesini bozmasidir. VEGF

diyabetik retinopatide esas rolii oynar ve ekspresyonu bFGF, plasenta biiylime
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faktorii 1 (PIGF-1), TNF, TGF-fB, interlokin-1 (IL-1) gibi bircok faktor
tarafindan artirilir. Anormal anjiyogenezin eslik ettigi diyabetik nefropatide
VEGF lokal diizeyinin ¢ok yiikseldigi ve anjiyotensin II ekspresyonun artmis
oldugu tespit edilmistir (22). Diyabetik ayak iilserleri, bas1 yaralar1 gibi kronik
yaralarin bulundugu durumlarda kan akimindaki bozulma yara iyilesmesinde
gecikmeye neden olabilir (35, 41). Son donemde yeni kan damar1 olusumunu
indiiklemek ve lokal iskeminin dokularda neden oldugu olumsuz etkilerden
kacinmak amaciyla anjiyogenez ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir (35, 42).
Romatoid artrit ve diger inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde yeni
damar olusumu 6nemli rol oynar (16). Romatoid artritin sinovyumunun yiiksek
vaskiilarize bir fenotipte oldugu bilinmektedir. Inflamasyon alaninda I6kositler
ekstravaze olarak degisik eklemlerin sinovyumuna hasar verir. Anjiyogenik
faktorlerin asir1 salinimi sinovite neden olacaktir. Diger patolojilerde oldugu
gibi burada da anjiyogenik faktorler olan VEGF, bFGF, TGF-, TNF-a, IL-1

ve anjiyopoetinler 6nemli rol oynamaktadir.

2.2. Koryoallantoik membran modeli (KAM) Modeli

Anjiyogenezde kullanilan baslica in vivo modeller tavuk embriyosu
KAM modeli, tavsan kornea modeli (“micropocket”), rodent mezenter modeli,
stinger (“sponge”’) implant modeli, matrijel ve klasik tiimor modeli ve zebrafish
modelidir. Uygulanmasi en kolay, basit, tekrarlanabilir ve anjiyogenik yanitin
kantitatif 6l¢iimiine imkan veren ¢alisma modellerinin tavuk embriyosu KAM
modeli ve tavsan kornea modeli oldugu kabul edilmektedir (43, 44).

KAM modeli, ilk olarak 1956 yilinda kanser ve metastaz konularinda,
sonrasinda ise 1976 yilinda Folkman (45) tarafindan anjiyogenez
calismalarinda kullanilmaya baslanmistir. Tavuk embriyosu modeli, timor
gelisimi, anjiyogenez ve timdr hiicresi disseminasyonu iizerine in vivo
calismalarda degerli bir yontemdir. Doku kompozisyonu ve KAM’1n deneysel
miidahaleler i¢in kolay ulasilabilir olmasi, tavuk embriyosu KAM modelini
timOr hiicrelerinin davranismi mikroskopik olarak izlemek i¢in uygun bir

yontem haline getirmektedir (Tablo 2.1). Tavuk embriyosu model sistemi,
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spontan metastaz modelinde tiimor hiicre intravazasyonu, deneysel metastaz
modelinde tiimor hiicre kolonizasyonu ve kollajen modelinde tiimorce
indiiklenmis anjiyogenez gibi kanser hiicresi disseminasyonunun spesifik evre
ve yonlerinin ayrmtili analizine imkan tanir. Ekstraembriyonik bir membran
olan KAM, hem anjiyogenez hem de antianjiyogenez ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.3). KAM, tavuk embriyosu fizyolojisinde gaz
alis-verigini saglayan solunum organi ve atik Uriinler i¢in mesane islevleri

yiiriitmektedir (46).

Sekil 2.3. Tavuk embriyosu ve koryoallantoik membranin stereoskopik

mikroskop altindaki goriiniimii.

Bu model sistemlerinin 6zii, primer timdr ve anjiyogenez igin essiz bir
ortam saglayan 6zel bir dokunun, KAM’1n kullanilmasidir. Tavuk embriyosu
inkiibasyonu sirasinda, 5.-6. giinlerde KAM, korion ve allantoisin birlesimi ile
olusur (46, 47). Embriyonun akcigerleri islevini goren KAM hizla gelisir ve
inkiibasyonun 12. giiniinde tiim embriyoyu c¢evreler. KAM olduk¢a ince bir
yapidir, nadiren ii¢ tabakanin toplam kalinligi 100 pm’u geger. Parafin
kesitlerinin hematoksilen-eozin ile boyanmasi, bir veya iki katli epitelyal
tabaka ve siklikla eritrositlerce doldurulmus olan ince sirkiiler agikliklar olarak

goriinen kapiller pleksustan olusan ektoderm, stromal hiicreler, kollajen lifleri
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ve ektodermin hemen altinda yerlesik bulunan terminal kapillerler de dahil
farkli ¢aplarda kan damarlarindan olusan mezoderm ve tek hiicre tabakali diiz
endodermi ortaya koyar. Ektoderm kapiller pleksus, tavuk embriyo metastazi
ve anjiyogenez modelleri i¢gin KAM’m en 6nemli histolojik 6zelliklerinden
biridir.

KAM’da anjiyogenez, gelisimsel olarak 3 sathadan olusur:

e Erken faz (5. glinden 7. giine kadar)
e Ara faz (8. glinden 12. giine kadar)
e Geg faz (12. veya 13. gilinden itibaren)

Kapiller agin filizlenmeye basladigi donem erken faza denk gelir. Ara
fazda filizlenme sona erer ve mikrovaskiiler ag gelisimi baslar. Ge¢ fazda ise
koryoallantoik Ogeler genislemesini tamamlar ve koruyucu bir membrana
dontistir. KAM modelinde uygulamalar 5. giinden itibaren yapilabilir (48).
Diger bir goriis ise damarlanmanin olgunlastigi 12. giinden sonraki donemin

anjiyogenez ¢aligmalari icin daha uygun oldugunu savunur (49).
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Tablo 2.1. KAM modeliyle calismanin avantaj ve dezavantajlari.

Avantajlar Dezavantajlar
Teknik olarak basittir Oksijen degisikliklerine hassastir
Ucuzdur Yeni damar olusumunun ayirt

edilmesi giictiir

Temini kolaydir Memeli olmayan bir modeldir

Genis taramalar i¢in uygundur Embriyoniktir

Noninvaziv gézleme uygundur Non-spesifik inflamatuvar

reaksivonlar vaveindir

Metabolik aktivasyona ihtiyag

Sonuglar1 kolay ve cabuk degerlendirilebilir duyan ilag ¢alismalar1 i¢in uygun

degildir

Memeli ksenograflarla uyumludur

Etik kurul onay1 gerektirmez

Cerrahi girisimler i¢in olduk¢a uygundur

Kaynak 50’den alintilanmistur.
2.4. Lipid Profili Diizenleyici Ajanlar Olarak Statinler

2.4.1. Statinler
Statinler, 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz

enziminin substrati olan HMG-KoA'ya ve onun yar1 indirgenmis metabolitine
yapisal olarak benzediklerinden; ad1 gecen enzimi kompetitif bir sekilde inhibe
ederler (51). Bu olay sonucu, karaciger hiicrelerindeki kolesterol ve lipoprotein
diizeyinin diismesi, bu hiicrelerin ylizeyindeki DDL (distik dansiteli
lipoprotein) reseptorlerinin dansitesinde (yogunlugunda) artmaya (reseptor
upregulasyonuna) yol agar. Boylece, s6z konusu ilaglar hem lipoprotein
sentezini azaltmak ve hem de apo-B (apolipoprotein B) iceren lipoproteinlerin

(basta aterojenik DDL olmak iizere) karaciger hiicrelerine ve diger hiicrelere
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girisini ve orada yikimini arttirmak suretiyle kanda DDL kolesterolii ve total
kolesterol diizeyini diistiriirler. Hipertrigliseridemiyi de bir dereceye kadar
diisiirebilirler. Ote yandan antiaterojenik nitelikte olan YDL (yiiksek dansiteli
lipoprotein) diizeyinde artma yaparlar. Ancak hipertrigliseridemiyi disiiriicii ve
YDL kolesteroliinii yiikseltici etkinlikleri diger bir hipolipidemik ilag grubu
olan fibrat tlirevlerine gore daha diisiiktiir.

Statinler  hiperkolesterolemi, familyal apo-B100 eksikligi ve
hipertrigliseridemi  ile  hiperkolesteroleminin  birlikte oldugu karma
hiperlipidemiye bagli koroner kalp hastaligi ve inmeye karsi primer ve
ozellikle sekonder profilaksi i¢in kullanilirlar. Bu amacla, statinler genellikle
diisiik dozda kullanilirlar. Statinlerin DDL diizeyinde yaptiklar1 diisme, iyon
degistirici reginelerin yaptigindan fazladir. Bu bakimdan halen en giiclii etki
yapan ilaglardir. Ailesel olmayan hiperkolesterolemi olgularinda, lovastatin ile
yapilan incelemeler bu ilacin DDL kolesterolii ve total kolesterol diizeyini %
31-40  oraninda  disiirdiiginic  gostermistir.  Heterozigot  ailesel
hiperkolesterolemi olgularinda da buna yakin (% 23-35) oranda diisme
meydana gelir. Seyrek goriilen ve diger ilaglara yeterli cevap vermeyen
homozigot ailesel hiperkolesterolomili ¢ocuk ve gen¢ eriskinlerde total
kolesterol diizeyinde yaptiklar1 diisme daha azdir (% 6-20); bu olgularda
hepatositlerin DDL reseptorlerinin olugsmadig: dikkate alinirsa, cevabin diisiik
olusu, s6z konusu ilaglarin terapotik etki mekanizmasinda DDL reseptori
upregulasyon'unun katkisinin 6nemini gdosterir. Bu ilaglar normal kimselerde
de plazma kolesterol diizeyinde belirgin diisme yaparlar. Halen bir kismi
kullanimda olan farkli molekiiler yapida statinler bulunmaktadir. Mevastatin

bu ilaclarin bir prototipi olarak kabul edilmektedir (Tablo 1).
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Tablo 2.2. Dogal ve sentetik statinler.

Dogal/Yar1 Sentetik Sentetik
Mevastatin Fluvastatin
Lovastatin Atorvastatin
Simvastatin Serivastatin
Pravastatin Rosuvastatin

Pitavastatin
Nisvastatin
Krilvastatin

Oral olarak alinan statinler etkilerini HMG-KoA rediiktaz enzimini
kompetitif bir sekilde inhibe ederek gosterirler. Bu enzim HMG-KoA'nm L-
mevalonat’a donlismesini katabolize eder ve bunun inhibisyonu sonucu

statinler L-mevalonat’in olusturacagi kolesterolii 6nlemis olur (Sekil 1).

Acetil Koa
Asetenaseti- KoA (MG KoA redirar |
3-hidroksi 3-metilghdtarl Kod (HW G-Cof) Ll L-h evalonat
M ewalonat PP
Dimetilallil PP &=————== izopentenil PP
G eranil PP/
Farnesil PF
Skualen Geranjlgeranil PP
Lanaosteral Pranile prateinler (Ras 1 G Lkikinan
Kolesterol

Sekil 2.4. Asetil KoA’dan kolesterole doniisiim semasi. KoA: koenzim

A, PP: pirofosfat
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Statinler elde edilisleri, karaciger metabolizmasi, fizikokimyasal
ozellikleri ve spesifik aktivitelerine gore cesitli sekillerde sniflandirilmistir
(52).

Farmakolojik 6zelliklerine gore 9 farkli HMG-CoA rediiktaz inhibitorii
mevcuttur (53, 54, 55). Bunlar lovastatin, mevastatin (compactin), pravastatin,
simvastatin,  fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin = ve
cerivastatindir. Lovastatin, pravastatin, mevastatin ve simvastatin mantar
fermantasyonundan sonra elde edilen dogal statinlerdir. Fluvastatin,
atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve cerivastatin ise kimyasal sentez
yoluyla elde edilir (53, 54). 2001 yilinda 31 hastanin rabdomiyolizin (kas
liflerinin  biitlinligliniin bozulmas1) neden oldugu akut renal yetmezlik
nedeniyle Olmesi nedeniyle cerivastatin diinya farmasotik marketinden
kaldirilmistir. Sonug olarak su anda klinik kullaniminda sadece 8 statin vardir.
Bunlar; lovastatin, mevastatin, simvastatin, pravastatin, atorvastatin,
rosuvastatin, pitavastatin ve fluvastatindir (53, 52, 55).

Statinlerin elde edilis yolunun farkli davramis mekanizmasi
yaratabilecegi ileri siirlilmiistiir. Fakat sentetik olarak iiretilen statinlerin dogal
statinlerden daha az etkili oldugunu gosteren herhangi bir bilgi mevcut degildir
(54).

Dogal statinler kimyasal yapilarina bagli olarak oldukca benzer
olmalarma ragmen bunlarin arasindan simvastatinin, lovastatin ve

pravastatinden yaklasik olarak iki kat daha giiclii oldugu bildirilmistir (56, 53).

Karaciger metabolizmasi:

Biitiin statinler icin hedef organ karacigerdir ve hepatositleri
hedeflemektedirler (52, 54). Uretim sekli ne olursa olsun biitiin statinler
karaciger yoluyla benzer sekilde metabolize olurlar (54). Fluvastatin ve
lovastatininin %70’inden fazlasi, simvastatinin %380’ininden fazlas1 ve
pravastatinin %46°s1 karacigerde tutulmaktadir. Statinlerin ¢ogu dolasimda
diisiik konsantrasyonda bulunurlar. Atorvastatinin %12, pravastatinin %17,

fluvastatinin % 20-30, simvastatin ve lovastatinin %S5, cerivastatinin
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%60’1indan fazlas1 dolasimda bulunur (57, 52, 54). Dolasima gecen statinlerin
farmakolojik etkisi olduke¢a diistiktiir (58).

Fizikokimyasal ézellikleri:

Lovastatin, simvastatin, atorvastatin ve cerivastatin lipofiliktir (53,59).
Pravastatin ve rosuvastatin oldukca hidrofiliktir (53). Fluvastatin ise her iki
ozellige de sahiptir (52). Simvastatin ve atorvastatin gibi lipofilik statinler
hiicre i¢cine girmek i¢in hiicre membranindan kolayca gegebilirler. Hidrofilik
statinlerin ise hiicre icerisine girebilmek i¢in spesifik tasiyict mekanizmalara

ithtiyaci vardir (56).

2.4.2. Statinlerin pleiotropik etkileri

Statinlerin inhibe ettigi HMG-CoA rediiktaz reaksiyonunun {iriinii olan
mevalonat, sadece kolesterol i¢in degil ayn1 zamanda farnesil pirofosfat (FPF)
ve geranilgeranil pirofosfat (GGPF) gibi bir¢ok nonsteroidal izoprenoidik
bilesikler i¢cin de Onciidiir. Klinik ¢alismalara ve yapilan diger temel
caligmalara gore bu enzimin inhibisyonu nedeniyle statinlerin kolesterol
diisiirme etkilerinden bagimsiz olarak ¢esitli yararh etkileri bulunmaktadir. Bu
yararlt etkiler “’pleiotropik etkiler’” olarak adlandirilmaktadir (53, 60, 52).
Statinlerin pleiotropik etkileri nedeniyle klasik endikasyonlar1 disinda da
kullanimlar1 s6z konusu olabilecegi belirtilmistir (61). Statinlerin tanimlanmig
baslica pleiotropik etkileri sunlardir:

1. Koroner arter hastaligi riskinde azalma (56).

2. Aterosklerotik lezyonlarin boyutunda ve miyokard infarktiisii
gecirme riskinde azalma (53).

Trombosit agregasyonu ve trombus birikiminde azalma (56).
Anjiogenezde artma (56).

Anjiogenezde azalma (56).

Alzheimer hastaliginda azalma (56,53).

Antiinflamatuar 6zellik (56).

® N kW

T lenfosit aktivasyonunda azalma (immunosupresif 6zellik)

(56).
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0. Kemik olusumunda artma( kemik anabolik 6zellik) (56).

10.  Osteoklast olusumunda azalma (56).

11.  Antioksidan etki (60).

12, Tumor hiicrelerinin gelisimini ve metastazini
engelleme(antitiimor etki) (53, 60, 52).

12. Serebral damarlarda aterosklerozu azaltarak felg ve iskemik atak
insidansinda azalma (62, 60).

13.  Nefropati gelisiminde azalma (63).

14.  Diyabet gelisiminde azalma (63).

2.4.3. Statinler ve Anjiogenez

HMGCoA rediiktaz inhibitorleri olarak da bilinen statinler koroner arter
hastaligi riski olan hastalarda sik¢a regete edilen ilaglardir. Son donemde
yapilan caligmalar statinlerin koroner arter hastaliginin hem pirimer hem de
sekorder Onlenmesinde faydali olduklarmi gostermektedir (64). Ayrica
calismalar statinlerin kolesterolii diistirmek diginda da kardiyovaskiiler sistemi
koruyucu ek etkilerinin olabilecegini gostermektedir (65). Statin uygulamasimin
kisa slirede vazomotor yanitlar1 giiclendirdigi gosterilmistir (66, 67). Hayvan
calismalar1 da statinlerin vaskiiler endotelyal hiicreler {izerinde olumlu
etkilerinin oldugunu gostermektedir (68,69). Bu kavram normokolestorelemik
hastalarda statinlerin stroka karsi koruyucu oldugunu (70), statinlerin iskemik
reperflize edilen kalbi korudugunu (71) ve mikrosirkiilasyonda vaskiiler
inflamatuar yanitlar1 azalttigin (72) gosteren ¢alismalar ile desteklenmektedir.
Bu hipotez iskemik reperfiize edilen myokardiyumda HMGCoA rediiktaz
inhibiyonunun eNOS bagimli bir mekanizma ile myokart hasarini 6nledigini
gosteren bir caligma ile uyumludur (73,74). Endotel kaynakli nitrik oksit biiytik
kan damarlarinda temel gevsetici faktordiir. eNOS'un salinimi aterojenik

damarlarda (75) ve iskemi reperflizyon hasarindan sonra bozulur (72).
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Statinlerin Pro-anjiojenik etkileri:

Bir¢ok hayvan c¢alismasinda statinlerin diisiik dozlarmin anjiogenezi
aktive ettigi gosterilmistir (76, 77, 78, 79). Calismalardan biri statinlerin
iskemiye bagli kolleteral biiylimesindeki artista eNOS'un 6nemli bir faktor
oldugunu gostermistir (77). Statinler ayrica in-vitro Akt bagimli mekanizmalar
ile kemik 1iligi kaynakli endotelyal progenitor hiicrelerin biiylimelerini
artirmakta ve endotelyal progenitor hiicrelerin neovaskiilerizasyon sahasindaki
biitiinlesmelerine katkida bulunmaktadir (79, 80, 81). Statin uygulamalari
hiicrelerin apopitoz benzeri sessiz bir duruma gegmelerini engeller, endotelyal
progenitér hiicrelerin proliferasyonlarimi artirir (82), stabil koroner arter
hastalarinda dolasimdaki CD34 pozitif endotelyal progenitor hiicreleri prolifere
eder (83). Benzer bir calismada Walter ve arkadaslar1 statin tedavisinin
endotelyal progenitor hiicreleri mobilize ettigini ve hayvan modelinde karotid
balon hasar1 olusturulmasmin ardindan endotelizasyonu hizlandirdiklarmni
gostermislerdir.

Statinlerin Anti-anjiojenik Etkileri:

Statinlerin yukarida belirtilen anjiojenik etkilerine karsin, HMGCoA
rediiktaz inhibitorii serivastatin'in (25 ng/ml) endotel hiicre migrasyonunu
inhibe ettigi (84), endotel hiicre proliferasyonunu in-vitro, anjiogenezi de in-
vivo olarak inhibe ettigi gosterilmistir (85). Serivastatinin bu etkisini
kolesterolden bagimsiz bir sekilde, Rho/fokol adezyon kinaz/Akt sinyal yolagi
iizerinden yaptig1 diistiniilmektedir (85). Bu bulgular Park ve arkadaslarmin
(86) statinlerin (5 micromol) kiigiik bir guanozin trifosgat baglayic1 protein
olan RhoA ile etkilesime girerek anjiogenezi inhibe ettigini gosterdikleri
calismalari ile uyumludur.

Statinlerin Bifazik Etkileri:

Son donem caligmalar statinlerin anjiogenez lizerinde in-vivo olarak
doza bagimli, bifazik bir etkilerinin oldugunu gostermektedir (78). Diisiik
dozlarda statinler anjiogenezi indiiklerken yiiksek dozlarda inhibe
etmektedirler. Antianjiogenik veriler ile statinlerin 1yi bilinen klinik faydalar

arasindaki iliskiyi ortaya cikarabilmek amaciyla atorvastatinin endotel hiicre
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migrasyonu, anjiogenez ve eNOS aktivasyonu ilizerindeki etkileri doza bagimli
olarak arastrilmistir (80). Bu arastrma sonuclar1 atorvastatinin diisiik
dozlarinin endotelyal hiicrelerde ve endotelyal progenitér hiicrelerde PI 3-
kinaz-Akt yolagi ve eNOS un Akt bagiml sinyal yolag: ile aktivasyonunun
anjiogenik siireci tetikledigini gostermektedir. Buna karsin atorvastatinin
yiiksek dozlarmin endotelyal hiicrelerde apopitozis yaparak anjigenezi inhibe
ettigi gosterilmistir.

Statinlerin Rho'nun geranil-gerani'asyonunu engelledigi bilinmektedir
(87) ve bu da eNOS ekspresyonunda artisa neden olmaktadir (88,89). Ilging
sekilde Urbich ve arkadaslar1 yapmis olduklari ¢alismada eNOS mRNA'sinin
statinlerin yiiksek dozlarinda stabilize olabildigini gdstermislerdir (80). Bu
veriler statinlerin pro-anjiojenik etkilerine transkripsiyon seviyelerindeki
artisgtan daha ziyade eNOS'un fosforilasyonunun aracilik ettigini
gostermektedir. Bu hipotez Kureishi ve arkadaslarinin calismalar1 ile de
uyumludur. Kureishi ve arkadaglar1 (76) yapmis olduklar1 c¢aligmalarda
statinlerin eNOS fosforilasyonunu ve NO iiretimini artirdiklarini fakat toplam
eNOS protein seviyelerine bir katkida bulunmadiklarini  gostermistir.
Statinlerin endotelyal hiicre biyolojileri iizerindeki bifazik aktiviteleri
mevalonik asitten koken alan biyosentetik yolaklarin 0Ozellikleri ile
aciklanabilir. Kolesterole ek olarak, mevalonik asit ubiqinon ve benzer
yapidaki bir¢cok hiicresel kompanent i¢in prekiirsor gorevi yapmaktadir.
Mevalonattan kdken alan ara tiriinler non-sterol iiriin olusumunu katalize eden
enzimler i¢in kolesterol biyosentetik enzimlerden daha yiiksek bir afiniteye
sahiptir. Ustelik diisiik doz statinler kolesterol sentezini giiclii sekilde
etkilemektedirler ve hiicresel rutin fonksiyonlarin yerine getirilmesi ile gorevli
non-sterol molekiiller lizerinde bir etkileri bulunmamaktadir (90). Sadece
yiiksek doz statinler non-sterol iirlinlerin sentezini de inhibe etmektedir.

Lipitlerin hiicre sinyal mekanizmalarindaki 6nemi her gecen giin daha
iyl anlagilmaktadir (91,92). Bu baglamda, yag asitleri Akt aktivasyonunu
engellemekte ve statin-bagimli kolesterol azalmasi Akt aktivasyonunu

artrrmakta, aktive olmus endotelyal hiicrelerdeki farkli membran
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parcaciklarinin translokasyonlarmi saglamaktadir (93). Bu verilerin bir kismi
endotelyal hiicrelerdeki kolesterol havuzunun ani bir sekilde degismesi Akt
sinyal yolagmnin regiilasyonu ile iliskili olabilir. Bu veriler endotelyal
hiicrelerdeki kolesterol havuzundaki degisimlerin serumdaki LDL tarafindan
saglanan kolesterol iirlinlerinden daha ziyade statinler aracilig1 ile inhibe edilen
endojen kolesterol sentezinden etkilendigini gostermektedir.

Ustelik endotelyal hiicrelerdeki kolesterol sentezinin statinler tarafindan
inhibe edilmesi membranlardaki kolesterol konsantrasyonunu da etkileyecektir.
Bu olay da ilgili bolgelerde Akt birikimine yol agacaktir. Bu etkilere
muhtemelen PI 3-kinazin aracilik ettigi diisiinilmektedir (76) ¢linkii
membradaki Akt aktivitesi PI 3-kinaz inhibitorleri ile engellenebilmektedir

(93).

2.4.4. Simvastatin

Simvastatin, karacigerde hidroliz sonucu aktif metaboliti olan p-
hidroksiasid formuna doniiserek etkisini gosteren ve CYP3A4 enzimleri ile
metabolize edilen bir 6n ilagtir (94, 95).

Simvastatin, hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan, 3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz inhibitdrii bir On-ilactir.
Aspergillus terreus’ un fermantasyon iirliniinden sentetik olarak elde
edilmektedir. Inaktif lakton formunda olan simvastatin, oral yoldan
uygulandiktan sonra hidroliz edilerek aktif olan (3-hidroksi asid sekline
dontistiirtiliir (94, 96).

Simvastatinin ag¢ik kimyasal ad1 butanoik asit, 2,2-dimetil - 1,2,3,7,8,8a
-heksahidro - 3,7 -dimetil -8- [2-(tetrahidro-4-hidroksi-6-okso-2H-piran-2-il)-
etil] -1-naftalenil ester, [IS*-[la,3a,7(3,8p (2S*,4S), -8aP]]'dir. Kapali formiilii
C25H3805 olan simvastatinin molekiil agirhgr 418.57 gramdwr. Beyaz,
nonhigroskopik kristal toz seklindedir. Kloroform, metanol ve etanoldeki
coOziiniirligi 1yi iken suda ¢oziinmez. Lipofilik 6zellikteki simvastatinin pH 7
deki pKa degeri 5.5, lakton seklinin yag/su dagilim katsayisi (logPoct/su) 4.7,
hidroksi asit seklinin ise 2.1'dir (97, 94, 98).
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Sekil 2.5. Simvastatinin kimyasal yapis1

Simvastatin, insanda, hepatik ve  ekstrahepatik  kolesterol
biyosentezinde hiz-kisitlayic1 basamagi olusturan HMG-KoA'nin, mevalonata
doniigmesini katalize eden HMG-KoA rediiktaz enzimini kompetitif olarak
inhibe ederek etki gosterir. Inhibisyon sonucunda karaciger hiicrelerindeki
kolesterol ve lipoprotein diizeyinin diismesi, bu hiicrelerin yiizeyindeki diistik
dansiteli lipoprotein (DDL) reseptorlerinin yogunlugunun artmasina neden
olur. Bu sekilde kolesteroliin karaciger ve diger hiicrelere girisi ve burada
yikimi artar. Ayrica, kolesteroliin dokulardan karacigere geri tasmmasini ve
metabolizmasmi saglayarak, plazmanin kolesterol ve trigliseridlerden
temizlenmesinde rol oynayan yliksek dansiteli lipoprotein (YDL) diizeylerini
artir. Sonug olarak kandaki total ve DDL kolesterol diizeyi azaltilmig olur (99,
95).

Oral yoldan, lakton seklinde uygulanan simvastatin, gastrointestinal
kanaldan yaklasik olarak %60-80 oraninda absorbe edilerek karaciger ve
plazmada, karboksiesterazlar tarafindan, inaktif lakton formundan aktif B-
hidroksi asid metabolitine doniistiiriiliir. Absorpsiyon oranmin yliksek olmasina
karsm, simvastatinin, saglikli goniilliillere oral olarak uygulanmasini takiben,
B-hidroksi  asid formunun absolii = biyoyararlanimi = %5'dir  (95).

Biyoyararlanimmin diisiik olmasi, gastrointestinal sivilardaki ¢oziiniirliigliniin
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ve mukozal membranlara permeabilitesinin diisiik olmasina baglansa da,
baslica nedeni barsak duvari ve karacigerde CYP3A4 enzimleri araciligiyla ilk-
gecis  etkisine ugramasidir.  Ayrica, P-gp'ye bagli sekresyonun da
biyoyararlanimmin diisiik olmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir (100,101).
Saglikli goniilliilerde ve hiperkolesterolemili hastalarda yapilan c¢alismalar,
simvastatin uygulanmasindan sonra, aktif metabolitlerinin plazmadaki
maksimum konsantrasyonlarmma (Cpax) 1.1 ile 3 saat arasinda ulastiklarini
gostermektedir (95). Etkiden sorumlu baslica metabolit olan hidroksi asid
simvastatinin plazmadaki maksimum konsantrasyonu (Cpax) 58.1u.g/L,
maksimum konsantrasyona ulasma stiresi (tmax) ise 1.2 saattir. Az yagh diyet
simvastatinin intestinal emilimini etkilemez iken daha yagl diyetin ne sekilde
etkiledigi bildirilmemistir (97).

Hiperkolesteroleminin eslik ettigi homozigot ve heterozigot familyal
(primer) hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi 1ile hiperkolesteroleminin
birlikte oldugu karma hiperlipidemilerde kullanilir. Uzun siireli denemelerde
ateroskleroz gelismesini yavaglatarak koroner arter hastaligi gelisme riskini
azaltirlar. Akut myokard infeksiyonu ge¢irmis hastalar da dahil, koroner arter
hastaligi bulunanlarda, sekonder proflaksi sagladiklari, kardiyovaskiiler olay
insidansin1 ve mortalitey1 azalttiklar1 gosterilmistir. Serebral damarlarda
ateroskleroz gelismesini yavaslatarak inme ve gegici iskemik atak insidansini

azaltirlar (99,95).

2.4.5. Mevastatin

Mevastatin 1978 yilinda Aspergillus terrus (102), 1979 yilinda da
Monacus ruber (103) isimli mantarlardan elde edilen, lovastatin, mevinolin ve
monacolin K isimleriyle de bilinen bir molekiildiir. Mevastatin kolesterol
biyosentezindeki hiz kisitlayici basamak olan (3S)-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzyme A (HMG-CoA) rediiktazi inhibe ederek hiperkolesterolemi
tedavisinde kullanilan bir ajandir (103). Mevastatin dogal bir statin oldugu i¢in

yar1 sentetik statinlerin sentezlenmesinde de kullanilabilmektedir.
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Seksenli yillarin baglarinda gerceklestirilen kiigiik capli  klinik
calismalar mevastatinin yiiksek riskli hastalarda kullanildig1 zaman dramatik
bir LDL kolesterol diisiisti sagladigini gostermistir. Yan etkilerinin de diistik
olmas1 sebebiyle, mevastatinin etkinligiyle ilgili daha genis klinik calismalar
yapilmistir. Tolerabilitesinin de iyi olmasinin anlasilmasindan sonra mevastatin
FDA tarafindan onaylanmistir. Mevastatin FDA tarafindan onaylanan ilk statin
olmas1 bakimindan da 6nem tasimaktadir (104).

Mevastatin HMG-CoA’nin mevalonata doniisiimiinii katalizyelen enzim
olan HMG-CoA rediiktazi kompetitif olarak inhibe ederek mevalonat
olusumunu engeller. Mevalonat bloklar olusturarak koleterol olusumunu
sagladig1 icin mevastatin bu donglide araya girerek kolesterol sentezini
baskilamis olur. Mevastatinin dogal olarak bulunan formu tam olarak aktif bir
form degildir. Organizma icinde hidrolize olarak P-hidroksi asit formuna
doniisiir ki bu form asil aktif olan formudur (105).

Mevastatin total kolesterolii diistirmesinin yaninda dolasimda bulunan
LDL parcaciklarinin da azalmasini saglamaktadir. Mevastatin tedavisi boyunca
Apopprotein B seviyeleri kademeli olarak diismektedir. Mevastatin LDL
digiiriicii  etkisini  LDL’nin  prekiirsorii  olan VLDL’yi  diistirerek
gostermektedir.  Ayrica  mevastatin  hiicre = membranlarindaki  LDL
reseptorlerinin miktarin artirarak dolasimdaki LDL’nin hiicre i¢ine alimini da
artirmaktadir. Ayrica mevastatinin minimal de olsa HDL’yi1 artirabildigi ifade
edilmektedir. Fakat tiim lipit profili lizerindeki etki disiiniilecek olursa,
HDL’yi artiric1 etki dnemsiz gibi goriinmektedir. Hem mevastatin hem de
metabolitleri plaszma proteinlerine yliksek oranda (>%95) baglanmaktadir.
Hayvan c¢aligmalar1 mevastatinin kan beyin bariyerini de gegebildigini
gostermektedir (106).

Son donemde yapilan caligmalar diger statinler gibi mevastatinin de
belirli  kanser tiirlerinde  kemopeventiv ve  kemoterapdtik  olarak
kullanilabilecegini ifade etmektedir (107). Temel de diger statinler gibi
mevastatin de proteazom aktivitesini azaltir. Bu da p21 ve p27 gibi siklin

bagimli kinaz inhibitorlerinin birikimine ve meme kanseri gibi kanser
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tirlerinde G1 fazinda blokasyon olusmasina neden olur. Bu o6zellikleri
nedeniyle mevastatin kanser arastirmalarinda deneysel olarak kullanilmaya

baslanmigtir (108).

HO O

Sekil 2.6. Mevastatinin kimyasal yapis1

2.5. Bevasizumab

Solid tiimérlerin varligini siirdiirebilmesi, biiylimesi, invazyon ve
metastaz yapmasindaki dneminden dolayi, anjiyogenezin inhibe edilmesine
yonelik tedaviler tiimor tedavisinde gittikge artan bir bi¢imde yer almaktadir.
Bu amagla kullanilan ilaglar icerisinde en ¢ok tercih edilenleri VEGF ve VEGF
reseptorleri inhibitorleridir, bunlar VEGF’ye ve VEGF reseptorlerine baglanan
monoklonal antikorlardir (73). Bevasizumab rekombinant humanize edilmis
monoklonal bir IgG1 antikorudur ve VEGF’nin nonspesifik bir inhibitoriidiir.

Anjiyogenik faktorler arasinda endotelyal hiicre mitojenlerinin en
potent ve spesifik olan1 VEGF’dir (74, 75). VEGF, greft edilmis ve dogal
olarak olusmus tiimorlerce en ¢ok iiretilen, damar endotel hiicrelerine 6zgii,
homodimerik glikoprotein yapisinda, 45 kiloDalton (kDa) biiyiikligiinde
heparin-baglayic1 bir biliyiime faktoriidir (76). VEGF, anjiyogenez ve
lenfanjiyogenezi stimiile eder ve vaskiiler permeabiliteyi artirir (77). Ayrica,
endotel hiicrelerinin migrasyonunu stimiile eder ve MMP’lar ile uPA ve tPA
salmimini uyararak hiicre dis1 matriks yikimma yol agar. Bu durum timor
invazyon ve metastazina neden olur (78). VEGF reseptorlerinin aktivasyonu

hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin
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proliferasyonunu, migrasyonunu ve farklilasmasmi saglar (79). VEGF ile
uyarim sonucu olusan NO, endotel hiicre migrasyonunda rol alir (80, 81).

VEGF, yedi iliyeden olusan bir biiylime faktorii ailesini temsil eder:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve PIGF-1 ve 2 (8,
82). Bu faktorlerin VEGF reseptorlerine baglanma 6zellikleri farklidir.

VEGF-A. Genellikle yalnizca VEGF olarak ifade edilir. VEGF-A, 43-
46 kDa agirliginda homodimerik bir glikoproteindir (83, 84). Anjiyogenezle en
giiclii iliskisi olan ve lizerinde en c¢ok c¢alisma yapilan faktordiir, patolojik
anjiyogenezde de rol oynar ve hipoksi ile aktive oldugu gosterilmis tek VEGF
iyesidir. Bu nedenle anti-VEGF tedavilerin ¢ogu bu faktor iizerine
yogunlagsmaktadir (85). VEGF-A’nm igerdikleri aminoasit sayismna gore
adlandirilan {i¢c ana izoformu mevcuttur. Bunlardan VEGF121 ve VEGF165
dolasimda bulunan asil formlardir (86-88).

VEGF-B. Endotel hiicre fonksiyonunu diizenler. Hiicre dis1 matriks
degradasyonu, hiicre adezyonu ve gociinde rol oynar. Kalp, iskelet kasi ve
pankreasta fazla miktarda bulunur (89).

VEGF-C ve VEGF-D. Lenfanjiyogenezi diizenlerler (90). VEGF-C
ayn1 zamanda yara iyilesmesi tizerine etki eder (85).

VEGF-E ve VEGF-F. VEGF-A’'nin isan dis1 canlilardaki
homologlaridirlar (91).

PIGF-1 ve 2. Hematopoetik kok hiicre toplanmasi i¢in gereklidir (92).
Endotel hiicrelerinde en ¢ok bulunan VEGF iiyesi olan PIGF, VEGF-A’ya
bagli endotel hiicre cogalmasini indiikler (85, 93).

VEGEF ailesi tiyeleri VEGF reseptorlerine baglanarak etki ederler. Bu
reseptorler ilk kez endotel hiicreleri iizerinde saptanmislardir (89). Endotel
hiicrelerinde transmembran proteini olarak bulunan bu reseptorlerin VEGF
eksprese eden hiicrelerle yakin komsuluk igerisinde olmalari, VEGF’nin
jukstakrin/parakrin sinyal yolagiyla fonksiyon gosterdigine isaret etmektedir
(3). VEGF reseptorleri; VEGF reseptor 1 (VEGFR-1, Flt-1 ya da fms-benzeri
tirozin kinaz-1), VEGF reseptor 2 (VEGFR-2, Flk-1/KDR ya da fetal liver
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kinaz-1/ kinase domain region), VEGF reseptor 3 (VEGFR-3, Flt-4, fms-like
tyrosine kinase 4), norofilin-1 ve norofilin-2 reseptorleridir (89, 94-96).

VEGFR-1"in pozitif ve negatif anjiyogenik etkisi vardir (97). Endotel
hiicrelerinde, makrofajlar, monositler, hematopoetik kok hiicreleri, damar diiz
kas hiicreleri, perisitler, osteoblastlar, ve kolorektal tiimor hiicrelerinde bulunur
(89). VEGFR-2, VEGF-A’nin anjiyogenik, mitojenik ve vaskiiler permeabilite
artis1 etkilerinden sorumludur. Endotel hiicre biliylimesi, farklilagsmas1 ve
gociinii diizenler (97). Endotel hiicrelerinde, megakaryositlerde, hematopoetik
kok hiicrelerde, damar diiz kas hiicrelerinde, retina Ooncesi hiicrelerde ve bazi
timor hiicrelerinde (kiigiik hiicreli olmayan akciger tiimorleri, ndroblastom,
meme ve mide kanserlerinde) bulunur (89). VEGFR-3, primer olarak lenfatik
damarlardaki anjiyogenik etki ile iliskilidir (93, 98, 99). Norofilin-1,
VEGF165’in VEGFR-2’ye ilgisini artirma islevinde bulunur (91). Endotel
hiicrelerinde, ndronlarda ve ayni zamanda tiimor hiicrelerinde bulunur (89,
100). Norofilin-2, VEGF165, VEGF145 ve PIGF’yi baglar (89). VEGF-A,
VEGFR-1 ve VEGFR-2’ye, VEGF-B, VEGFR-1’e, VEGF-C ve VEGF-D,
VEGFR-1 ve VEGFR-2"ye, PIGF ise VEGFR-1’¢e baglanir.

VEGF diizeyi, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER-2),
RAS, SRC onkogenleri, p53 gen mutasyonu, PDGF, TGF-, insiilin benzeri
bliylime faktorii-1 (IGF-1), TNF-a, interlokin-1B (IL-1p), interlokin-6 (IL-6),
interlokin-10 (IL-10), interlokin-13 (IL-13), hipofiz hormonlar1 ve nitrik oksit
(NO) gibi bircok endojen ajan ile diizenlenmektedir (76, 91, 101). Salinimi
oksidatif stres ile artan hipoksiyle indiiklenebilir transkripsiyon faktorii-1 (HIF-
1) de VEGF salinimina yol agar (74, 75, 101,109).

Bevasizumab insan IgGl iskeleti (% 93) ve fare VEGF-baglayan
tamamlayici-belirleyici  bolgeler igerir (% 7), bu bolgeler VEGF-A
izoformlarmin endotel hiicre yiizeyinde yer alan reseptorlere (VEFR-1)
baglanmasini engelleyerek VEGF’nin biyolojik aktivitelerini inhibe eder.
Kanser tedavisinde kullanilmak iizere onay almis ilk antianjiyogenik ajan olan
bevasizumabin, faz I caligmalarinda kemoterapi ile birlikte kullanildiginda

serum VEGF seviyelerini 6l¢iilemeyecek seviyelere kadar diisiirdiigii ve farkl
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timorlerde biiyiimeyi inhibe ettigi saptanmistir (110). Faz III randomize
calismalarda bevasizumabin ilerlemis kolorektal kanser, meme kanseri ve
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde kemoterapi ile kombine edildiginde,
yalnizca kemoterapiyle karsilastirildiginda  terapotik  yarar  sagladigi
gosterilmistir (110-114). Kolorektal kanserli hastalarda 5-florourasil, 16koverin
ve oksaliplatin tedavisine eklendiginde sag kalimi artirdiginin gosterilmis
olmasindan sonra, 2006 yilinda bevasizumabin metastatik kolon ve rektum
kanseri tedavisinde kullanimi onaylanmustir. ileri evre metastatik meme
kanserinin tedavisinde de kemoterapiye ek olarak kullanilmaya baglanan ilacin
renal hiicreli karsinom, pankreas kanseri, over kanseri ve hormona yanit
vermeyen prostat kanserinde klinik etkinligine dair caligmalar devam
etmektedir (114). Bevasizumab, genel olarak giivenli kabul edilen bir ilag olup,
kombine edildigi kemoterapoétik ilaglarin yan etkilerinde ciddi bir artisa neden
olmaz. En sik bildirilen yan etkiler proteiniiri, hipertansiyon, tromboz, kanama

egilimi ve yara iyilesmesinde gecikmedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Pelletlerin Hazirlanmasi

Anjiyogenez iizerindeki etkilerini degerlendirmek iizere calismamizda
birer statin olan, simvastatin ve mevastatin (Sigma St. Louis, MO, USA) ve bir
VEGF monoklonal antikoru olan bevasizumab (Altuzan® 400 mg/16 ml
flakon, Roche Miistahzarlar1 Sanayi Anonim Sirketi, Istanbul) kullanilmistir.
[laglardan simvastatin ve mevastatin steril distile suda ¢dziilerek hazirlanirken,
bevasizumabin kendi sunum formu ¢oziinmiis inflizyon soliisyonu seklinde idi.
flaglarm uygulamasinda ii¢ degisik konsantrasyon (10* M, 10° M ve 10° M)
kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar 6n calismalarda denenen degisik
konsantrasyonlarda elde edilen submaksimal etki saglayan konsantrasyonu
(104M) ve klinikte regete edilen ilaglarin viicutta ulasmis olduklar1 etkin
konsantrasyon olan 10° M konsantrasyonu da igermesi bakimindan tercih
edilmistir. laglarin 6nce 10* M konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Daha diliie
konsantrasyonlar 10™ M’lik stok soliisyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir.
Simvastatin ve mevastatinin 1:1 kombinasyonlari, simvastatin ve mevastatinin
tek baglarma 10* M konsantrasyon olusturan miktarlarmmn yarismm birlikte
uygulanmasiyla olusturulmustur. Diskin 10 pL’lik final hacminde 10 M’lik
ilag konsantrasyonunu saglayacak ilag miktarmmi bulabilmek i¢in klasik
molarite formiili kullanilmistr (M=m/V). Her ¢alisma setinde kayiplar da goz
oniine almarak yaklasik olarak 90 disk hazirlanarak uygulanmistir. Bu nedenle,
her ila¢ icin yaklagik 1 mL’lik agar ve ilag karisimi hazirlanmistir (10
puLx100=1mL).

Kolay uygulama igin, soliisyonlarin pelletleri 5 mm c¢aph sirkiiler
paslanmaz celik yiizeyde 10 pl’lik damlalar seklinde hazirlanmis ve hizla oda

1s1sma birakilarak katilastirilmastir.

3.2. KAM Deneyi

Ross 308 cinsi dollenmis tavuk yumurtalar1 Yemsel Tavukculuk

Hayvancilik Yem Hammaddeleri Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi’nden



31

(Kayseri) edinilmistir. Calismamiz i¢in Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi
Hayvan Etik Kurul’undan 07.01.2010 tarihli ve 6 sayili etik kurul onayi
alinmustir.

Doéllenmis tavuk yumurtalar: 37,5 °C’de %80 rdlatif nemli ortamda
horizontal pozisyonda inkiibe edilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2). Kulugkanim besinci
gliniinde yumurtanin kiint tarafindan enjektér yardimiyla 5-10 ml albumin
almmis ve yumurtanin diger ucundan 2-3 cm capinda kabuk kesilerek
cikarilmistir. Kabuktaki bu aciklik laboratuvar filmi ile kapatilarak 72 saat
daha inkiibe edilmistir (Sekil 3.3). KAM yaklasik 2 cm ¢apa ulastiginda her bir
yumurtaya bir pellet olacak sekilde koryoallantoik membran iizerine etken
madde iceren pelletler yerlestirilmistir (Sekil 3.4). Ila¢c uygulamasindan sonra
24 saatlik ek inkiibasyon siiresi taninmistir. Stereoskopik mikroskop altinda
Biirgermeister ve ark.nin (115) skorlama sistemi (Tablo 3.1) kullanilarak pellet

uygulama bdlgesindeki damar yapis1 degerlendirilmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).

Germinal disk Hava
kesesi

Kalaza

Vitellin — Dis

membran Is Kabuk

membran membran

Sekil 3.1. Dollenmis tavuk yumurtasinin sematik gosterimi.
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Sekil 3.2. Dollenmis tavuk yumurtalarinin silinerek kulugkaya alinmasi.

Sekil 3.3. Kulugkanin 5. glinlinde yumurtalarin agilmasi.
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Sekil 3.5. Erken donemdeki tavuk embriyosunun ve damar yapilarinin

stereoskopik mikroskop goriintiisii.



Sekil 1. Koryon allantoik membran (CAM) testinin sematik gosterimi

ChorioAllantoicMembrane (CAM) Testi

PellefTtest maddesiiceren
Katilasmis agaroz

Formul

Yumurta sayis1 (Skor 2) x 2 + Yumurta _sayis1 (Skor 1) x1
Toplam Yumurta says1 (Skor 0. 1, 2)

Skor =

Skor 2: AM-ritasyonu: inhibisyon
Hernanal bir antianjiofenik  En iyl antianjlojenik otk iarpeban (song/pelie) Membran iritasyonu yok
etki yok. NORMAL (Pellet etrafinda kapiller Antienflamatuar etki
olusum

\ FET-CAM

Pellet™Test maddesi iceren
katilasmis agaroz + SDS

Sekil 3.6. Koryoallantoik membran modeli.

Sekil. 3.07. Koryoallantoik membran modeli.
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Sekil. 3.08. Koryoallantoik membran modeli.

Sekil 3.09 Koryoallantoik membran modeli.
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Sekil 3.10. Koryoallantoik membran modeli.

Tablo 3.1. Koryoallantoik membran iizerinde anjiyogenik etkinin

degerlendirilmesi i¢in kullanilan skor degerleri.

Skor Etki izlenim/Aciklama

0 Yok Normal embriyo olusumu, ¢evre

kapillerlere gore degisiklik yok

0,5 Zayif Kapiller damarsiz alan yok. Kapillerlerin
yogunlugu azalmis ancak pelletten ¢ok
daha genis degil.

1 Orta Kapillersiz alan az veya kapiller yogunluk
belirli bir alanda azalmis. Etkiler pellet
alaninin 2 katindan fazla degil.

2 Kuvvetli | Pelletin etrafinda en az iki kat mesafe
olacak sekilde kapillersiz alan mevcut.

Her bir test bilesiginin her bir konsantrasyonu i¢in 15 yumurtaya

uygulama yapilmistir. Her deney grubu i¢in sadece agar igeren pelletlerin
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uygulandig1 negatif kontrol yumurtalar1 da degerlendirmeye alinmistir. Bu
anjiogenez modelinde pozitif kontrol, antianjiogenetik 6zelligi oldugu bilinen
bir molekiil olmalidir. Bu molekiil uygulandiginda antianjiogentik etkinlik
gozlenmesi modelin diizgiin sekilde calistigina, deney icin kullanilan ilaglar
antianjiogenetik Ozellik gostermezse bunun deney diizenegindeki hatadan
degil, ilacin ger¢ekten antianjiogenetik 6zellige sahip olmamasindan
kaynaklandigma isaret etmektedir. Yapilan pilot ¢aligmalardan elde edilen
veriler 1s1ginda calismamizda pozitif kontrol olarak bevasizumab 10° M
konsantrasyonda kullanilmigtir. Tiim testler iki kez tekrarlanmistir. Sonug
olarak toplam 360 uygulama degerlendirmeye almmistir. Ilag gruplarma gore

yapilan uygulama sayis1 Tablo 3.2°de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan ila¢ gruplarinda uygulama sayisi.

10°M | 10°M 10°M
Simvastatin 15+15 15+15 15+15
Mevastatin 15+15 15+15 15+15
Simvastatin+Mevastatin 15+15 15+15 15+15
Pozitif Kontrol
15+15
(Bevasizumab)
Toplam 330

Uygulama sonrasi koryoallantoik membran dismna ¢ikan ve irritasyon
gozlenen yumurtalar degerlendirme dis1 birakilmastir.

Koryoallantoik membran iizerinde kullanilan etken maddelerin
degerlendirilmesi i¢in Biirgermeister ve ark. tarafindan gelistirilen ortalama
skorlama sistemi kullanilmistir (109). Ortalama skorun belirlenmesi i¢in
kullanilan denklem sudur:

Ortalama skor = [Yumurta sayis1 (Skor 2) X 2 + Yumurta sayis1 (Skor
1) X 1]/ [Toplam Yumurta Sayis1 (Skor 0, 1, 2)]

Bu ortalama skor sistemine gore skor<0,5: antianjiyogenik etki yok,
skor 0,5-1: zayif diizeyde antianjiyogenik etki, skor>1: giiclii antianjiyogenik

etki olarak degerlendirilmektedir.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler n (%) ve ortanca-%25-75 interkuartil aralik olarak ifade
edilmistir. Kolmogorov-Smirnov testi ile normal dagilima uymadiklar1 tespit
edilen verilerin analizi i¢in Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri

kullanilmistir. Yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

Calismizda negatif kontrol olarak sadece agar igeren diskler
kullannmigtir.  Negatif kontrol yumurtalarmin hi¢ birinde anjiogenez
engellenmemis ve anti-anjiogenetik etki puani “0” olarak bulunmustur. Pozitif
kontrol olarak ise FDA onayl bir anti-anjiogenetik ajan olan bevasizumab
kullanilmistir. Bevasizumabin bu deney modelindeki en uygun antianjiogenik
konsantrasyonunu bulmak icin bevasizumabm 10* M, 10° M ve 10° M
konsantrasyonlariyla pilot deneyler yapilmis ve antianjiogenetik skor degerleri
srrasiyla 1,58; 1,55 ve 1,00 olarak bulunmustur. Bu veriler 1s1ginda

bevasizumabm 10 M konsantrasyonunun kullanilmasima karar verilmistir.

2.5+
*
2.0 —apo— T —————
£
©
3
o
2 1.5
-
w
]
[
Q
o
2
T 1.0 AdAaa
7
=
(=
<
0.5 ——eboo— - ——e—————
0.0

| | T
Bevacizumab 10° 10 10° 10
Simvastatin [M] Konsantrasyon

Sekil 4.1. Simvastatin’in 10*M, 10°M ve 10°M konsantrasyonlarda
antianjiyogenik etki puanlari. Veriler skatter grafikte ortanca (interkuartil %25-

75 aralik) olarak sunulmustur.
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Sekil 4.1°de simvastatinin 10*M, 10°M ve 10°M konsantrasyonlarda
antianjiyogenik etki puanlar1 gosterilmistir. Skatter grafikte de isaretlendigi
gibi simvastatin konsantrasyonlarinin birbirleriyle karsilastirilmasi sonucunda
asagidaki anlamli farkliliklar saptanmustir.

Simvastatinin 10*M konsantrasyonda antianjiyogenik etki puaninin,
10°M ve 10°M konsantrasyonlardan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksek oldugu (p<0,05) bulunmustur. Bulgularimiz, kullandigimiz arastirma
modelinde simvastatinin 10*M konsantrasyonda belirgin olmak iizere
antianjiyogenik etkiye sahip olduunu gostermistir. Simvastatinin 10™*M,
10°M ve 10°M konsantrasyonlar: igin antianjiyogenik ortalama skor degerleri

strasi ile 0.93, 0.66 ve 0.53 olarak bulunmustur.

2.5+

2.0' —p— L1l ———

1.5

Anti-anjiogenik Etki Puani

0.5‘ (X X ——-—— e

0.0 T |
Bevacizumab 10° 10 10° 10
Mevastatin [M] Konsantrasyon

Sekil 4.2. Mevastatin’in 10* M, 10° M ve 10° M konsantrasyonlarda
antianjiyogenik etki puanlari. Veriler skatter grafikte ortanca (interkuartil %25-

75 aralik) olarak sunulmustur.
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Sekil 4.2°de mevastatinin 10*M, 10°M ve 10°M konsantrasyonlarda
antianjiyogenik etki puanlar1 gosterilmistir. Skatter grafikte de isaretlendigi
gibi mevastatin konsantrasyonlarmin birbirleriyle karsilastirilmasit sonucunda
asagidaki anlamli farkliliklar saptanmustir.

Mevastatinin 10*M konsantrasyonda antianjiyogenik etki puanmin
10°M ve 10°M konsantrasyonlardan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksek oldugu (p<0,05) bulunmustur. Bulgularimiz, kullandigimiz arastirma
modelinde Mevastatinin 10*M  konsantrasyonda belirgin olmak iizere
antianjiyogenik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Mevastatinin 10*M, 10°M
ve 10°M konsantrasyonlar: i¢in antianjiyogenik ortalama skor degerleri

sirasiyla 1,0; 0.80 ve 0.66 olarak bulunmustur.

2.5+

1.5

Anti-anjiogenik Etki Puani

0.5 —_— —a— UV YIS

0.0

| | T
Bevacizumab 10° 10 10° 10
Simvastatin+Mevastatin [M] Konsantrasyon

Sekil 4.3. Simvastatin ve mevastatinin tek baglarma 10*M, 10°M ve 10°M
konsantrasyon olusturan miktarlarmin 1:1 oranindaki kombinasyonunun
antianjiyogenik etki puanlari. Veriler skatter grafikte ortanca (interkuartil %25-

75 aralik) olarak sunulmustur.
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Sekil 4.3’te simvastatin+mevastatin kombinasyonunun 10*M, 10°M ve
10°M konsantrasyonlarda antianjiyogenik etki puanlar1 gdsterilmistir. Skatter
grafikte de isaretlendigi gibi simvastatintmevastatin kombinasyonu
konsantrasyonlarinin birbirleriyle karsilastirilmasi sonucunda asagidaki anlamli
farkliliklar saptanmistur.

Simvastatin+ mevastatin kombinasyonunun 10*M konsantrasyonda
antianjiyogenik etki puanmm 10°M ve 10°M konsantrasyonlardan istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu (p<0,05) bulunmustur.
Bulgularimiz, kullandigimiz arastirma modelinde simvastatintmevastatin
kombinasyonun 10*M konsantrasyonda belirgin olmak {izere antianjiyogenik
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Kombinasyonun 10*M, 10°M ve 10°M
konsantrasyonlar1 i¢in antianjiyogenik ortalama skor degerleri sirasiyla 0.96;

0.77 ve 0.59 olarak bulunmustur.

Tablo 4.1. Antianjiogenik etki puanlarinin karsilastiriimasi.

Konsantrasyon
10°M 10°M 10°M
Bevasizumab 1,58" 1,557 1,007
Simvastatin 0.93 0.66 0.53
Mevastatin 1,0 0.80° 0.66°
Simvastatin+Mevastatin | 0.96 0.77 0.59

" Simvastatin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli (p<0.05).
” Tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamh sekilde farkli (p<0.05)

Hem simvastatinin hem de mevastatinin her {i¢ dozunun da anti
anjiojenik etkiye sahip oldugu saptanmustir. Her iki ilagta da bu etki 10* M
konsantrasyonda belirgindir ve bu iki ilacn 10* M konsantrasyonlarmin
meydana getirmis oldugu anti anjiojenik etki giicii arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamamistir. Ancak azalan konsantrasyonlar birbirleri ile
karsilastirildiginda mevastatinin 10° M ve 10°® M konsantrasyonlarda

simvastatine gore istatistiksel olarak daha anlamli bir anti anjiojenik etki
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meydana getirdigi saptanmistir  (p<0.05) (Tablo 4.1). Simvastatin ve
mevastatinin ~ 1:1  kombinasyon  uygulamasinin  ise tek  basma

uygulanmalarindan farkli bir etki meydana getirmedigi saptanmistir (p>0.05).
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5. TARTISMA

Anjiogenez mevcut vaskiiler olusumlardan yeni vaskiiler yapilarin teskil
etmesi olarak tanimlanmigtir (110). Anjiogenez iki farkli mekanizma ile
gerceklesir. Bunlar, tomurcuklanma mekanizmasi ve damar i¢i doku
yapilanmasidir. Damar i¢i doku yapilanmasi, doku kivrimlarinin damar igine
invazyonu sonucu damar liimenin boliinmesi seklinde tanimlanir.
Tomurcuklanma mekanizmasi ise endotel hiicre gocili, ¢ogalmasi ve damar
limeni gelisimi gibi basamaklardan olusur ve mevcut biiyiikk damarlardan
tomurcuklanma seklinde kii¢lik kan damarlarinin olusmasi olarak tanimlanir
(111, 112). Anjiogenez viicutta fizyolojik olarak, yara iyilesmesi, menstriiel
siklus ve embriyogenez gibi durumlarda goriiliirken, patolojik olarak ise basta
timorler olmak iizere romatoid artrit, retinopatiler ve psoriazis gibi
hastaliklarda goriilir (113, 114). Bunlardan bagka serebrovaskiiler
malformasyonlarda da anjiogenik faktorlerin anormal sekilde iiretildigi
goriilmektedir (115).

Anjiogenez olusurken birgok olay basamaklar seklinde birbirini izler. ilk
once anjiogeneze neden olan bir etken ya da uyar1 olugsmakta (6rnegin hipoksi
ya da iskemi) daha sonra bu etkenden dolay1 anjiogenik faktorlerin salinmasi
ve bu faktorlerin bazal membranin parcalanmasina, endotel hiicrelerinin
aktivasyonuna, adezyonuna, gogiine, ¢ogalmasma ve tlip olusumuna neden
olmas1 ve sonug¢ olarak mevcut damar agindan yeni kan damarlariin olugmasi
seklinde gerceklesmektedir. BoOylece bu yeni olusan tiip yapida, bazal
membranin olugsmast ve buna perisitlerin de katilmasi ile yeni bir fonksiyonel
kapiller olusumu tamamlanmaktadir (116).

Hipoksi ve heniiz tam olarak belirlenememis bazi uyaranlar, vaskiiler
endotel bliylime faktorii (VEGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF), transforme
edici biiylime faktorii, (TGF-b), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF),
angiopoetin  gibi anjiogenik faktorlerinin salimmasma neden olurlar.
Ekstraseliiller matriks (ECM) ve matriksi g¢evreleyen hiicrelerden, endotel

hiicrelerinden, tiimor hiicrelerinden salinan bu biiyiime faktorleri, sitokinler ve
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bunlarin reseptorlerinin endotel hiicrelerini uyarilmalari sonucunda anjiogeneze
neden olan metabolik siire¢ baslamaktadir (117). Daha sonra bu siire¢ damar
endotelini doseyen kollajen, laminin gibi glikoproteinlerden ve heparin siilfat
gibi proteoglikanlardan olusan bazal membranin proteolitik yikimi ile devam
eder. Mevcut damarlar1 indiiklemek i¢in ekstraseliiler matriksin ve bazal
membranin par¢alanmasi gerekir. Bu amag i¢in endotel hiicrelerden, tiimor
hiicrelerinden ve inflamatuvar hiicrelerden serin proteaz ve matriks
metalloproteinaz (MMPs) salgilanir (118, 119). Biiyiime faktorleri tarafindan
aktive edilen bu proteolitik enzimler, bazal membranin ve ekstraseliiler matriks
(ECM) bilesenlerinin yikimina neden olurlar (118, 120). ECM’deki proteolitik
yikimi takiben endotel hiicreleri yikilan matriks icine goge baslar (120).
Normalde endotel hiicreleri yayilma etkisi gostermeyen tek bir tabaka
olustururlar. Ancak anjiogenez sirasinda ¢ogalip yayilma gosterirler. Cogalan
endotel hiicreleri, integrinler aracilig ile diger endotel hiicreler ile sik1 baglanti
kurarlar ve boylece tiip olusumunu gergeklestirirler (118, 121). Daha sonra
cogalma durur, hiicreler morfolojilerini degistirerek bir liimen olusturacak
sekilde birbirlerine sikica tutunur. Cogunlukla perisitlerin ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerin endotele katilmasi ve yeni bazal membranin sentezlenmesi ile
anjiogenez tamamlanir (122). Kapiller filizlenme olustuktan sonra yine bu
filizlenmenin ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma ortaya ¢ikar ve bu sayede
daha ileri yayillm miimkiin olur. Damar olgunlastiktan ve uygun anjiogenez
ortaya ciktiktan sonra anjiogenik faktorlerde azalma goriiliirken, anjiogenez
inhibitorlerinde artis gézlenir. Boylece endotel hiicreleri sessiz bir hale biiriiniir

ve damarlar kan akimin1 baglatmaya hazir hale gelmis olur (120).

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) iskemik kalp hastaligi, koroner arter
hastalig1 (6rnegin kalp krizi), serebrovaskiiler hastaliklar (6rnegin inme) artmis
kan basinci, hipertansiyon, romatizmal kalp hastalig1 ve kalp yetmezligi gibi
bircok hastaligi icinde barindiran genis spektrumlu bir hastaliklar grubudur.
KVH’nin en Onemli nedenleri sagliksiz beslenme, sigara ve fiziksel

inaktivitedir.
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KVH’lar 17 milyon, yillik 6lim sayis1 ile 6liim nedenleri arasinda
birinci siray1 almaktadir. Bu say1 tiim O6limlerin yaklagik %30’una karsilik
gelmektedir. Bunlarm 7.6 milyonunun nedeni kalp krizi, 5.7 milyonunun
nedeni ise inmedir. KVH’lara baglh olimlerin %3801 diisiik ve orta gelir
diizeyine sahip iilkelerde gerceklesmektedir (123). 1990-2020 yillar1 arasinda
iskemik kalp hastaliklarinin gelismis iilkelerde; kadinlarda %29, erkeklerde
%48, gelismekte olan iilkelerde; kadmlarda %125, erkeklerde %127 artacagi
ongoriilmektedir (124).

KVH’liklarin sebepleri multifaktoriyel olsa da herhangi bir tedavi
protokoliiniin temelinde yasam tarzi degisikligi gelmektedir. Bu ¢ogu zaman
hasta uyumu nedeni ile miimkiin olmamakta, kimi zaman ise tek basmna yeterli
gelmeyip farmakoterapi zorunlu hale gelmektedir. Daha 6ncesinde gegirilmis
KVH’lik olsun yada olmasm bir¢ok komplikasyonun olusumundan sorumlu
olan kolesteroliin diisiiriilmesi farmakoterapinin ana hedeflerinden birisidir
(125). Statinler Diisiik dansiteli lipoproteinin (DDL) diistiriilmesinde ilk tercih
ilaglardir. Ayn1 zamanda total kolesteroliin diisiiriilmesinde de fayda saglarlar.

Bu da karsiyovaskiiler riski ile direk olarak iliskilidir (126).

Tim statin molekiillerinin ortak noktasi sahip olduklart HMG benzeri
yapiya sahip olan dihidroksiheptenoic acid zinciridir. Bu zincir HMG-CoA
rediiktaz enzimi i¢in yalanci bir substrat olusturarak enzimin aktif bolgesine
baglanir ve kompetetif bir inhibisyona neden olur. Bu inhibisyon neticesinde
Asetil CoA’dan mevalonik asit sentezi gerceklesemez ve kolesterol sentezi
inhibe olur. Hiicre i¢inde sentezlenen kolesteroliin azalmasi karaciger hiicre
yiizeyinde bulunan LDL ve VLDL reseptorlerinin sayica artip aktiflesmesine
neden olur. Bu reseptorler dolasimda bulunan LDL ve VLDL’yi yakalayip
karaciger hiicresine alarak plazmadaki miktarlarmin azalmasma neden olur.
Yani statinlerin kolesterol diisiiriicii etkileri bir yandan hiicre i¢i sentezi azaltip,
diger yandan da dolasimdaki LDL’nin hiicre i¢ine alinmasm saglayarak
gergeklesir. Tiim statinlerin ortak olarak sahip olduklar1 dihidroksiheptenoic

acid zinciri disinda kalan boliimleri onemli farkhiliklar gosterir.(127)
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Statinlerin direkt antilipidemik 6zelliklerinin yaninda ekstra etkileri de
bulunmaktadir. Kardiyovaskiiler hastalik oraninda, var olan kardiyovaskiiler
hastalikta mortalite ve morbiditenin azaltilmasinda bu ekstra ozelliklerin
etkiligi oldugu diisiiniilmektedir. Bu etkiler toplu sekilde pleotropik etkiler
olarak adlandirilmaktadir. Bu etkiler arasinda trombosit agregasyonunda
azalma, antioksidan etki, antiinflamatuar etki, antitiimoral etki ve antianjiojenik
etki yer almaktadir. Bu baglamda statinlerin etkili oldugu diisiiniilen fizyolojik
olaylardan biri de plak i¢i anjiogenezdir.

Damar duvarinda meydana gelen plak ile ilgili en biiylik problem
limende meydana getirdigi daralmadan ziyade plakta meydana gelen riiptiir
sonucu plagin kopup daha distal damarlarda meydana getirdigi tikanikliklardir.
Plagin riiptiire olmaya karsi hassaslagsmasinda etkin olan faktorler; aktif
inflamasyon, biiyiik lipit ¢cekirdek, ince fibroz kapsiil, plak i¢i kanama meydana
gelmesi ve plak i¢i anjiogenez gelisimidir (128).

Vazo vazorum biiyiik arterlerin advensiyasinda yer alan fonksiyonel
endarterlerdir. Biiyiik damarlarin ¢aplari kalin oldugu i¢in damarin tamaminin
limenden difiizyon ile beslenmesi miimkiin olmamaktadir. Iste damarimn
beslenemeyen kisimlarina kan akimini tagiyan bu end arterlere vazo vazorum
ismi verilmektedir (129). Teoriye gore vazo vazorumlar damar duvarinda esit
olarak yayilmamistir. Vazo vazorumdan zengin bolgelerin hem plak olusumu
hem de makrofaj infiltrasyonu i¢in uygun zemin olusturmaktadir (130). Vazo
vazorumlarm damarin belli bolgelerinde yogunlagsmasi o bolgede kolesterol
birikimine, hiicre infiltrasyonu meydana gelmesine ve inflamatuar bir siirecin
baslamasina neden olmaktadir. Bu uygunsuz ortam hipoksik bir durum
yaratarak Ozellikle bolgede toplanmig makrofajlardan anjiojenik mediatorlerin
sallnmasmma ve mevcut vazo vazorumlardan plak icinde yeni kanallar
olusmasma neden olmaktadir (131). Olusan bu yeni damarlar olduk¢a ince
duvarli ve frajildirler. Bu ylizden nekroz ve kanamaya neden olarak plagn
riiptiiriine sebep olabilirler. Riiptiire olan plak da koparak daha kii¢lik damarlari

tikayarak komplikasyonlarin olugsmasina sebep olur (132).
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Statinlerin anjiogenez tizerindeki etkileri tartismalidir. Bazi c¢alismalar
statinlerin anjiogenezi indiikledigini ifade ederken, bazilar1 statinlerin
antianjiogenik etkileri oldugunu belirtmektedir. Chade AR. ve ark. 2006
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; ratlarda renal iskemi modeli gelistirmisler
ve uzun siireli simvastatin tedavisinin bu renal iskemi iizerine olan etkilerini
incelemislerdir. Yapmis olduklari uzun takip sonucunda simvastatin tedavisinin
renal anjiogenez ve arteriogenezi artirdigmi ve renal fonksiyonlarin
onarilmasina katkida bulundugunu bulmuslardir (133). Nishimoto-Hazuku A.
ve ark. 2008 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada 6zellikle hipoksik
kosullarda simvastatin uygulamasinin, yeni damar gelisimi i¢in elzem
faktorlerden biri olan VEGF miktarimi artirdigini, hatta bunu ekspresyon
diizeyinde yaptigini gostermislerdir. Calismalarmi, bu artisin mekanizmasi
cozmek lizerine genislettiklerinde, simvastatin uygulamasinin endoteliyal
hiicrelerdeki RhoA ekspresyonunu azaltarak ve HIF-la ekspresyonunu
artirarak VEGF miktarini artirdigini tespit etmislerdir (134). Zacharek ve ark.
2009 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada; inme gecirmeleri saglanmis ratlarda,
simvastatin’in tedavi dozlarinda anjiogenezi artirdigini, damarlar1 stabilize
ettigini ve arteriyogenezi artirdigini gostermislerdir (135). Bu ¢alismalara zit
sekilde Zhu XY ve ark. yaptiklar1i ¢aliyjmada simvastatinin bozulmus
myokardiyal perfiizyon ve fonksiyon tlizerindeki etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada in-vivo olarak simvastatinin antiinflamatuar ve dolasimi destekleyici
ozelliklerini ortaya koyarken, in-vitro olarak anjiogenez iizerindeki etki, TNF-a
ile indiiklenmis bir anjiogenez modeli iizerinde degerlendirilmistir.
Arastirmacilar ¢alismalarinda simvastatinin  TNF-a ile indiiklenmis bir
anjiogenezi belirgin sekilde inhibe ettigini gostermislerdir (136). Benzer
sekilde Ahn KS. ve ark. yaptiklar1 calismada inflasyon ve bir¢ok diger hiicresel
olayin en onemli mediatorlerinden biri olan TNF-a’nin VEGF, MMP-9 ve
ICAM-1 gibi anjiogenez olusumunda Onemli rolii olan faktorlerin
ekspresyonunu artirdigmi, simvastatinin ise bu molekiillerin ekspresyonunu

azaltarak antianjiogenik etki meydana getirdigini gostermislerdir (137). Luo D.
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ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada travmatik beyin hasarina
ugramig hastalarda statinlerin etkilerini incelemislerdir. Bu ¢alismada
simvastatinin travmatik beyin hasarina bagl gelisen anjiogenezi azaltarak
beyin fonksiyonlarmin korunmasma katkida bulundugu ortaya konmustur
(138). Zhang Y. ve ark. yapmis olduklar1 ¢caligmada ise statinlerin, anjiotensin
Il tarafindan indiiklenen abdominal aorta anevrizmalar1 iizerindeki etkileri
arastirilmistir.  Calismada bu anevrizmalarm yirtilmasinda o bdlgedeki
neovaskiilerizasyon ve inflamasyonun etkin oldugu ortaya konurken, statinlerin
bu neovaskiilerizasyon ve inflamasyonu azaltarak anevrizmalar yirtilmasini
onledigi bulunmustur (139). Tim bu c¢eliskili ¢alismalar arasinda biz
calismamizda simvastatinin CAM modelinde belirgin bir anjiogenez
inhibisyonu yaptigin1 bulduk. Bu inhibisyon yiiksek konsantrasyonlarda
belirginken, azalan konsantrasyonlarla birlikte azalmistir.

Mevastatinin anjiogenez tiizerindeki etkisi ile ilgili ¢ok az wveri
bulunmaktadir. Var olan veriler de simvastatinde oldugu gibi celiskilidir. Wang
C. ve ark. 2010 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada mevastatinin zevrafish
intersegmental damarlarindaki anjiongenezi inhibe ettigini gostermislerdir
(140). Biz de c¢alismamizda tek basina mevastatin uygulamasmin bizim
kullandigimiz yiliksek konsantrasyonlarda gii¢lii bir anjiogenez meydana
getirdigini saptadik. Bu antianjiogenik etki benzer konsantrasyonlarda
simvastatinin meydana getirmis oldugu antianjiogenik etkiden belirgin sekilde
daha fazlaydi. Hem simvastatin hem de mevastatin ile ilgili yapilan
calismalarda anjiogenez lizerinde farkli etkilerin bulunmasi muhtemelen bu
calismalarda farkli ila¢ konsantrasyonlar1 kullanilmasina ve anjiogenez
iizerindeki etkinin farkli metotlarla degerlendirmesine bagli olabilir. Urbich C.
ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada statinlerin diisiik konsantrasyonlarda
ozellikle proanjiogenik faktdrleri artirarak anjiogenezi artirici etki gosterirken,
daha yiiksek konsantrasyonlarda endotelial hiicrelerde apopitozisi tetikleyerek
antianjiogenik etki gosterdikleri ortaya konmustur (141). Bu bulgu, bizim
calismamizda kullanilan konsantrasyonlarda, simvastatin ve mevastatinin

gostermis oldugu antianjiogenik etkiyi agiklamaktadir.
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Ayrica calismamizda simvastatin ve mevastatinin tek baslarma
uygulamalarinin yaninda kombine olarak wuygulamalarinin anjiogenez
iizerindeki etkisi de degerlendirilmistir. Literatiir incelendiginde ne klinik
kullanimda ne de deneysel calismalarda statinlerin kombine sekilde kullanimi
ile ilgili genis bilgilere rastlanmamaktadir. Bizim c¢aligmamizda statinlerin
kombine olarak uygulanmasi herhangi ek bir etki meydana getirmemistir.
Bunun muhtemel sebebi bu iki statinin anjiogenez lizerinde meydana getirmis
olduklar1 etkiyi benzer etki mekanizmalar1 lizerinden gosteriyor olmalaridir. Bu
sonug¢ bu iki statinden herhangi birinin ek bir etki mekanizmasinin olmadigini
da diistindiirmektedir.

Sonug olarak simvastatin ve mevastatin calismamizda kullanilan 107,
10° ve 10® M konsatrasyonlarda antianjiogenik etki gdsteren statinlerdir.
Statinlerin lipid distriici etkileri yaninda anti inflamatuar ve antioksidan
ozelliklerinden faydalanilmak istendiginde, anjiogenez inhibisyonu saglanarak;
plak i¢i antianjiogenik etkiyle, plak riptiiri ve buna bagh ciddi
komplikasyonlardan korunulmak istendiginde bu iki ajan umut vaat edici
secenekler olacaktir. Tabi ki bu ajanlarin anjiogenez lizerindeki etkilerinin daha
iyl anlasilabilmesi ve klinikte bu amagla kullanilabilmeleri i¢in insanlar

iizerinde yapilacak daha ileri arastirmalara gerek vardir.
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