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TESEKKUR

Anjiyogenez gibi, Kalp ve Damar Cerrahisi icin 6nemli bir temel bilim
arastirma alaninda boéyle bir calismayi gerceklestirme konusunda beni
yonlendiren Dog¢. Dr. Erhan ATAHAN ve arastirmamda desteklerini her
zaman yanimda hissettigim Anabilim Dalimizin 6gretim Uyeleri olan Dog.
Dr. Ocal BERKAN, Yrd. Dog. Dr. Sinasi MANDUZ ve Yrd. Dog. Dr. Nurkay

KATRANCIOGLU’na ve tiim calisma arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Tavuk embriyosu koriyoallantoyik membran modeli kullanilan ¢alismamizin
gerceklestirilmesinde bilgi ve yéntem agisindan yardimlari olan ve CUTFAM
laboratuvar ortaminda arastirmanin deneylerinin gerceklestirilmesinde
teknik destek vermis ve deneylere katilmis olan sayin Dog¢. Dr. Ziibeyde
Akin POLAT’a tesekkirlerimi sunarim. Ayrica c¢alismamin vyazilmasi
asamasinda, 6nceden yaptig1 calismalarla birikimini esirgemeyen Dr. Caglar

YILDIZ a tesekkiirlerimi sunarim.

Dr. Oguz KARAHAN



OZET

Embriyolojik bliyiime ve yara iyilesmesi gibi bircok fizyolojik slirecte dnemli
rol oynayan anjiyogenez, proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerce
etkin bir bicimde sinirlandiriir ve dengede tutulur. Bu kontrol
mekanizmalarinin bozulmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabetik
retinopati ve romatoid artrit gibi problemlerin etyopatogenezinde etkin bir
rol oynar. Koriyoallantoyik membran modeli ilaglarin antianjiyogenik
etkilerinin arastirilmasinda degerli bir yontem olarak kabul gérmektedir.
Kardiyak ritm bozukluklar sikhkla vaskiler patolojilerinde istirak ettigi
hastaliklardir.  Bu calismanin amaci antiaritmik olarak sikca kullanilan
Amiodaron HCl’'iin antianjiyogenik etkilerinin koriyoallantoyik membran
modelinde arastiriimasidir. Calismada Amiodaron HCl'in antianjiyogenik
etkisi, ilac eklenmemis parafin ile muamele edilen negatif kontrol grubu ve
bu modelde daha 6nce antianjiyogenik etkiniligi net olarak gosterilmis olan,
vaskiler endoteliyal buylme faktorli inhibitorii Bevasizumab eklenmis
pozitif kontrol grubu ile karsilastirildi. Calismada bu ilaclarin 10®, 10° ve
10° molar (M) konsantrasyonlari uygulandi. ila¢ uygulamalari sonrasinda
ilaclarin anjiyogenez Uzerine olan etkilerini degerlendirmek icin tavuk
embriyosu  koriyoallantoyik membrani (zerindeki damar vyapilari
stereoskopik mikroskop altinda degerlendirildi. Amiodaron HCI'in 10*M
konsantrasyonlarinin  antianjiyogenik etki puanlari 10°M ve 10°M
konsantrasyonlarindan anlamli diizeyde yiliksek bulundu. Bevasizumab’in
ise 10*M ve 10°M konsantrasyonlarinin antianjiyogenik etki puanlari 10°M
konsantrasyonundan anlamli diizeyde yiksek bulundu [0 (1-1)’ e karsilik 0,5
(0,5-1,0) ve 0,5 (0,5-1,0), sirasiyla; p<0,05]. Amiodaron’un bu etkisi
antiaritmik amach rutin dozun belirlenmesinde 6nemli olabilir. Hastanin
vaskiler devamliliginin 6nem arz ettigi bu tip hastaliklarda antianjiyogenik

etkinin ortaya konmasiyla daha ¢ok fayda saglanabilir.

Anahtar sozciikler: Koriyoallantoyik membran, anjiyogenez, Amiodaron

HCI, Bevasizumab.



SUMMARY

Angiogenesis which plays significant roles in a variety of physiological
processes such as embryonic growth and wound healing, is strictly
delimited and finely tuned by a balance of proangiogenic and
antiangiogenic factors. These control mechanisms may fail and result in
formation of a pathologic capillary network during the development of
many diseases including cardiovascular disorders, cancer, diabetic
retinopathy and rheumatoid arthritis. The chorioallantoic membrane
model is considered to be a valuable method for investigation of
antiangiogenic effects of drugs. Cardiac rhythm disorders are diseases that
often accompanied with vascular pathologies. The purpose of this study is
to investigate the antiangiogenic effects of the Amiodarone HCI which is
frequently used as anti-arrhythmic, in the chorioallantoic membrane
model. In this study, the antiangiogenic effect of Amiodarone HCl was
compared with negative control group that dealed pure paraffine and
vascular endothelial growth factor inhibitor Bevacizumab added positive
control group which which has been shown as clearly antiangiogenic
activity in this model previously. The concentrations of 10®, 10° ve 10°M
of each drugs were aministered. For the purpose of determinining the
antiangiogenic effects of the drugs, blood vessels of the chorioallantoic
membranes were evaluated using a stereoscopic microscope. The
antiangiogenic effect scores of Amiodarone HCl at the dose of 10 molar
(M) were significantly higher than those of 10°M and 10°M. The
antiangiogenic effect scores of Bevacizumab at the concentration of 10*M
and 10°M were significantly higher than those of 10°M [0 (1-1) vs. 0,5
(0,5-1,0) and 0,5 (0,5-1,0), respectively; p<0,05]. This effect of Amiodarone



Vi

may be important for determining the routine antiarrhythmic dose. The
optimum benefit can be achieved with the revealing of antiangiogenic

effect in such these diseases.

Keywords: Chorioallantoic membrane, angiogenesis, Amiodarone HCI,

Bevacizumab.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

M; Molar

bFGF; Basic fibroblast growth factor, Temel fibroblast biylime faktori
BM; Basal membrane, Bazal membran

ESM; Extracellular matrix, Ekstraselililer matriks

HER-2; Human epidermal growth factor receptor 2, insan epidermal

blyume faktori reseptori 2

HIF-1; Hypoxia-inducible transcription factor-1, Hipoksiyle indiklenebilir

transkripsiyon faktori-1

IGF-1; Insulin-like growth factor-1, insiilin benzeri biiyiime faktori-1
IL-1; Interleukin-1, interldkin-1

IL-1B; Interleukin-1 beta, interldkin 1 beta

IL-6; Interleukin-6, interlokin-6

IL-10; Interleukin-10, interl&kin-10

IL-13; Interleukin-13, interl®kin-13

CAM; Chorioallantoic membrane

KAM; Koriyoallantoyik membran

kDa; KiloDalton

MMP; Matrix metalloproteinase, Matriks metalloproteinaz

NO; Nitric oxide, Nitrik oksit



PA; Plasminogen activator, Plazminojen aktivatori
PDGF; Platelet derived growth factor, Platelet kdkenli biylime faktori

PDGFR; Platelet derived growth factor receptor, Platelet kdkenli bliyime

faktorl reseptori
PIGF-1; Placenta growth factor 1, Plasenta blylime faktoru 1

TGF-a; Transforming growth factor alpha, Transforme edici bliyime

faktori alfa

TGF-B; Transforming growth factor beta, Transforme edici blylime faktori

beta
TNFa; Tumor necrosis factor alpha, TUmor nekroz faktor alfa
tPA; Tissue plasminogen activator, Doku plazminojen aktivatori

uPA; Urokinase type plasminogen activator, Urokinaz tip plazminojen

aktivatord

VEGF; Vascular endothelial growth factor, Vaskiler endoteliyal biylime

faktori

VEGFR-1; Vascular endothelial growth factor receptor 1, Vaskiler

endoteliyal bliyime faktori reseptori 1

VEGFR-2; Vascular endothelial growth factor receptor 2, Vaskiler

endoteliyal bliyiime faktori reseptori 2

VEGFR-3; Vascular endothelial growth factor receptor 3, Vaskiler

endoteliyal bliyime faktori reseptori 3
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GIRiS

Anjiyogenez ve vaskiilogenez, hayatin hem dogum 6ncesi hem de dogum
sonrasi dénemlerde gerceklesen olaylardir. intrauterin yasamda koék
hicrelerden gelisen o6ncli hiicrelerin bir alt tipi olan farklilasmamis
mezensimal hiicreler donistikleri anjiyogenik hiicre topluluklari araciligiyla
embriyonal dokularda ilk anjiyogenik alanlari olustururlar. Bu yapilardan
vaskilogenezin ilk asamasini temsil eden ilkel damar tipcglkleri meydana
gelir. Boylece, embriyonal dokuda baslayan anjiyogenik streg vaskiilogenik
asama ile devam eder. Vaskilogenez bir yandan sirerken, diger yandan
yeni anjiyogenik odaklar da olusmaya baslar. Boylece farklilasmamis bir
hicre grubundan damar olusumu gergeklesir. Postnatal hayatta ise var olan
damar endotelinin ¢ogalmasi ile yeni endotel hicreleri ortaya cikar ve

anjiyogenez gerceklesir (1-3).

Embriyogenez disinda, yetiskinlerde anjiyogenez yaralanma sonrasi doku
yenilenmesi ve menstriel siklusta endometriyal proliferasyon ve sekresyon
gibi cok sinirh olaylarda goriilmektedir. Son yillarda, bati tlkelerinde yaygin
olan bircok hastaligin patogenezinde artmis anjiyogenezin énemli bir faktor
oldugu anlasilmistir.  Antianjiyogenik tedaviler ateroskleroz, artrit,
osteomiyelit, kanser, primer pulmoner hipertansiyon, diyabetik retinopati
ve over kistleri gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde 6nemli rol
oynayabilir. Bununla birlikte kardiyovaskiiler olaylarda ise anjiyogenez
vaskiler devamliigin ve gerekli kollateral dolasimin saglanmasi icin ciddi
onem arz eder. Bu nedenle anjiyogenez konusu glinimiizde Uzerinde sik

calisilan bir konudur (1-3).

Anjiyogenez bir¢ok hiicre tipinin, cok sayida molekdilin katildigi karmasik ve
cok basamakli bir siirectir. in vitro modeller bu siiregle ilgili 5nemli bilgiler
sunmakla birlikte, in vivo sireci tam olarak yansitamaz. Anjiyogenez
arastirmalarinda c¢cok yaygin olarak kullanilan bir in vivo model, tavuk

embriyosu Koriyoallantoyik Membran (KAM) modelidir. Bu model, ilaglarin



antianjiyogenik potansiyellerini arastirmak icin duyarli, kolay uygulanabilir

ve ucuz bir in vivo testtir.
GENEL BiLGILER

Anjiyogenez; vaskiler sistemin devamhligi, gecirilmis veya yeni meydana
gelecek hastaligin organizma da olusturacagi etkinin belirlenmesi acgisindan
biyik bir dneme sahiptir. Ozellikle, dolasim sisteminde yeni olusan
kollaterallerin, ana damarlarin acikliginin kesintiye ugramasi durumunda,
hayati 6nem tasidiginin gortlmesi daha fazla arastirmaciyi bu konuya
yoneltmistir. Yeni gelistirilen ilaclarin anjiyogenez (izerine etkileri 6nce
tavuk embriyosu KAM modeli gibi temel bilim deneyleri ile

degerlendirilmektedir.

Bu tez arastirmasinda tavuk embriyosu KAM modelinde cesitli
arastirmalarda dogrudan veya dolayli olarak antianjiyogenik ozellikleri
gosterilmis olan Bevasizumab ve nitrik oksit gibi mekanizmalar Gzerinden
vaskiler sistem (lizerine oOnemli etkiler saglayabilecegi 06ngorilen
Amiodaron HCl'lin, anjiyogenez Uzerine olan etkileri incelendi. Arastirma
yonteminin ve bulgularin daha iyi anlasilabilmesi icin anjiyogenez, tavuk
embriyosu KAM modeli ve arastirma ilaglarinin farmakolojik 6zellikleri

konusunda giincel literatir esliginde bilgi sunuldu.
2.1. Anjiyogenez

Anjiyogenez daha 6nceden var olan vaskiler sistemden yeni kan damari
olusumu sirecidir. Embriyogenez siresince yeni kan damari gelisimi esas
olarak vaskiilogenez ve anjiyogenez ile meydana gelir (1). Vaskiilogenez
terimi, anjiyoblast olarak adlandirilan kok hicrelerden kaynaklanan
endoteliyal hiicrelerin primer kapiller pleksusu olusturmak Gzere farklilasip
bir araya gelmesini tanimlar. Bu primitif ag olusumunun tomurcuklanma,
dallanma ve ic¢ ice gecen blyime seklindeki farklilasmasina anjiyogenez

denir. Boylelikle mevcut kapiller damarlardan yeni kapiller damarlar



meydana gelir. Arteriyogenez bu damar tomurcuklarinin sonraki dénemde
damar duvarinin diger elemanlari ile birlikte stabilizasyonunu ve genis kan

damarlarinin olusumunu ifade eder.

Eriskinlerde anjiyogenez yara iyilesmesi, doku beslenmesi ve tamiri ve
menstriel siklus gibi bircok fizyolojik slirecte ortaya cikar. Patolojik
anjiogenez ise basta tlimorler olmak (zere kollajen doku hastaliklari,
retinopatiler ve psoriasis gibi hastaliklarda meydana gelir (2). Aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastaliklarin etkin tedavisinde anjiyogenik sinyallere
muidahaleler glincel arastirmalarda sikca ele alinmaktadir. Pozitif
proangiogenic stratejiler, iskemik bolgelere kollateral dolasimin saglanmasi
icin gerekliyken, negatif antianjiyogenik stratejiler, aterosklerotik lezyonun
icinde fibromuskiler cogalmanin 6nlenerek acikligin korunmasi icin 6nem

olusturmaktadir (3).
2.1.1. Anjiyogenez Mekanizmasi

Anjiyogenez slireci pozitif ve negatif etkili molekiller arasindaki denge ile
kontrol edilir. Pozitif etkili proanjiyogenik molekiiller, eger baskin hale
gelirlerse anjiyogenez sireci tetiklenir ve yeni damar olusumu meydana

gelir. Bu kavram, "anjiyogenik anahtar (switch)" olarak adlandirilir (4).

Anjiyogenez bir dizi olayi iceren ¢ok basamakl bir slrectir. Anjiyogenez,
temel fibroblast biylime faktori (bFGF), timor nekroz faktor alfa (TNFa) ve
VEGF gibi anjiyogenik faktorlerin endotel aktivasyonu yapmak Uzere cevre
dokudan salinimi ile baslar (5). Bazal membranin proteolitik enzimler
tarafindan yikilmasi bu basamaklardan ilkidir. Endotel hiicreleri yayilma
etkisi gostermeyen tek bir tabaka halinde bulunurlar. Anjiyogenez
siirecinde goc etmek ve cogalmak Uzere uyarildiklarinda membran ve
hicreler arasinda bir bolinme meydana gelir ve sayilari giderek artmaya
baslar. Endotel hiicrelerinden salinan anjiyogenik blytume faktorleri komsu
dokulara difflizyon yolu ile gecerler. Bu blylime faktorleri cevre kan

damarlarindaki endotel hiicrelerinde bulunan 06zglin reseptorlere



baglanirlar. Hiicre ici anjiyogenez uyarisinin baslamasiyla bazal membran ve
ekstraselliler matriks hasarina yol acan serin proteazlar ve matriks
metalloproteinazlar gibi proteolitik enzimlerin salinimi gerceklesir. Endotel
hiicrelerinin damar duvari disina kacisi baslar. Urokinaz-tip (uPA) ve doku-
tip (tPA) plazminojen aktivatorleri plazminojeni plazmine ceviren serin
proteazlari grubuna aittirler (6). Endotel hiicrelerinin invazyon ve goc¢
slrecleri, plazminojen aktivator (PA) ve matriks metalloproteinaz (MMP)
sisteminin isbirligi icinde aktive olmasini gerektirir. Endotel hiicre
aktivasyonu, proliferasyonu ve gocl ikinci basamak olarak degerlendirilir.
Bu yeni immatir damarlar endoteliyal hicrelerin migrasyonu ve
blyumesini saglamak icin endoteliyum Uzerinde bosluklar icerirler (7).
Anjiyogenik uyari, proteolitik yikimi takiben endotel hicreleri aktive eder.
Bu slirecte en etkili anjiyogenik faktor VEGF' dir (8). Kapiller olusumu ve
damar olgunlasmasi anjiyogenezin Uclinci basamagidir. Prolifere olan
endotel hiicreleri integrinlerin yardimiyla ¢cevre matrikse goc ederler ve
komsu damar tomurcugunu olustururlar (9). Kapiller filizlenmenin ucunda
yeni olusmus ekstraselliiler matrikste yikilma ortaya cikar, boylece yayillimin
devam etmesi saglanir. Endotel hiicre ¢cogalmasindan sonra ekstrasellller
matriks bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya getirilmesi igin
ekstraselliler proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir. Endotel
hicrelerinin ¢ogalmasi ve ilerlemesi sirasinda hiicre ici ve hiicreler arasi
bosluklar olusmaya baslar. Hiicreler anjiyogenez alanina go¢ ettikce damar
tomurcugu tip seklini alir ve sonrasinda damar limenini olusturur (5).
Boylece, ekstraselliler matriks proteolizinin birbirini sirayla izleyen

aktivasyon ve inhibisyonlari sonucunda kapillerler olusur (Sekil 2.1).

Proteolitik yikilma ve endotel hiicresi goclinden sonra yeni olusan
kapillerler bazal membrani olustururlar. Endotel hicrelerinin yeni kapiller
yapilar olusturabilmeleri icin birbirlerine ve ekstraselliler matrikse
tutunmalari gerekir. Yeni matriks olusumu icin ekstraselliler matriks

proteinleri olan fibronektin, laminin ve kollajen uretilir (10). Yeni damar



yapimi tamamlandiktan sonra anjiyogenik faktorlerde azalma goriliirken,
anjiyogenez inhibitorlerinde artis gozlenir. Endotel hiicreleri tekrar stabil
haldedirler ve damarlar kan akimini baslatmaya hazir hale gelmis olurlar.

Yeni damarlarin tam olarak olusmalari yaklasik yedi glin strer (11).

Endoteliyal hiicreler lenf damarlarinin olusumuna da katkida bulunurlar.
Lenfatik damarlanma embriyogenez esnasinda kan damarlari gelisiminden
kisa slire sonra gelisir ve kan damarlar ile ayni kdkene sahip oldugu
dustintlir (12, 13). Vendz endoteliyal hiicrelerin lenfatik uyarilara duyarl
hale geldigi ve diferansiye olarak lenfatik tomurcuklari olusturdugu
varsayilir. Bununla birlikte lenfanjiyoblastlarin veya prekirsoérlerin varhigi da

kanitlanmistir (14).
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Sekil 2.1. Anjiyogenezin baslangic evreleri. VEGF;Vaskiiler endoteliyal
blyime faktora, ESM;Ekstraseliler matriks, MMP;Matriks
metalloproteinaz, BM;Bazal membran (Expert Reviews in Molecular

Medicine, Cambridge University Press, 2003).

2.1.2. Anjiyogenez ve Kardiyovaskiiler Sistem

Aterosklerotik kardiyovaskiler hastaliklarin etkin tedavisinde anjiyogenik
etkilere miidahale ederek prognozu yonlendirme cabalari yeni gelistirilen
ilaclarin bu alandaki etkinliklerinin arastiriimasini saglamistir. Miyokard
perflizyonun saglanmasi icin vaskiler devamlilik 6nemlidir. Kan akiminin

emboli, tromboz ve ateroskleroz gibi durumlarda kesintiye ugramasi



durumunda kollateral dolasim doku perfilizyonu icin hayati 6nem tasir (Sekil

2.2).

Terapotik Anjiyogenez; Dokularin perfiizyonu icin gerekli olan vaskiiler
devamhligin saglanmasi icin anjiyogenik etki elde edilmesi ya da en azindan
verilecek tedavilerin antianjiyogenik etkilerinin minimalize edilmesi
amaclanmistir. Bununla birlikte ateroskleroz gibi damar Iimenini daraltan
olaylarda fibromiskiiler dokunun gelisimini geriletmek veya vaskiiler stent
gibi acikhigin saglanmasina destek cihazlarin tikanmasini 6nlemek icin
antianjiyogenik etkiler saglanmaya calisilmistir (3). Yetersiz anjiogeneze
bagli, yetersiz kan akimindan kaynaklanan kalp ve diger dokulardaki hipoksi
bircok kardiyovaskiiler hastaliklarin seyrini belirler. Koroner arter hastaligi,
periferik arter hastaligi, diyabetin vaskiler komplikasyonlari ve inme gibi
hastaliklar bu tip anjiyogenez bagimli hastalik gruplarindandir. Normal
sartlar altinda, anjiyogenez stimiilasyonu icin biylime faktorleri, proteinler,
inflamatuvar ve immiin etkilerin uyardigi bir dizi kimyasal sinyalin aktive
olmasi gerekmektedir. Bu dogal slirece yara iyilesmesi iyi bir ornektir.
Kardiyovaskiiler doku rejenerasyonu, anjiyogenezin uyarilmasi ile direkt
iliskilidir. Koroner tikanikliklarda, hipoksik miyokardin beslenmesi igin
kollateraller gelismeye baslar. Bu etki kronik olaylarda akut hasarin
onlenebilmesi icin mutlaka gereklidir. Koroner anjiyogenezisin
saglanmasinda VEGF disinda, FGF, PIGF, PDGF, anjiyopoietinler gibi daha
bircok anjiyogenik faktorler, neovaskilarizasyona katkida bulunur. Bu
durum arastirmacilari, yeni potent faktorleri ve bu faktorleri uyaran
sistemleri aktive eden maddeleri arastirmaya yoneltmistir. Tedavi amacli
anjiyogenez, kardiyovaskiler hastaliklar, DM ve kalp-damar sistemini
etkileyen diger kronik problemlerin komplikasyonlarinin tedavisi icin biyik

umutlar vaat etmektedir (15-22).

Baslangicta yapilan calismalar kardiyovaskiler hastaliklarda tedavi amach

anjiyogenezisin faydalarina deginse de, giincel calismalarin bir kismi da



artmis  anjiogenezisin  kardiyovaskiiler mortaliteyi artirabilecegine
deginmistir. Ozellikle endoteliyal dncil hiicrelerin artis géstermesi stent
restenozlari, vaskiler darhigin artisi gibi durumlardan sorumlu tutulmustur.
Bazi calismalar ise primer aterosklerotik lezyonu etkilemedigini iddia
edilmistir. Kisacasi bozulmus dinamik dengenin her iki tarafa ¢ekilmesinin

de pozitif ve negatif etkileri olabilecegi bildirilmistir (23,24).

Neovaskilarizasyon hakkinda bircok mekanizma tanimlanmistir. Bunlardan
biri var olan kan damarlarindan endoteliyal hiicrelerin dnce proliferasyonu
sonra migrasyonunu takiben ttbuler vaskiler yapilara organize olmalarini
iceren tomurcuklanma anjiyogenezidir. Bir digeri ise var olan kan
damarlarinin limeni icerisinde transvaskiler doku perdesinin olusumu ve
takiben kan damarinin bu perde ile ayrilarak iki yeni damar olusturmasini
ifade eden intussusseptif anjiyogenezdir (25). Yeni damarlar, dolasan
endoteliyal progenitor hiicreleri kullanarak da gelisebilirler. Simdi artik
kapsamli veriler bu hicrelerin varligini ve yeni damar olusumuna olan

katkilarini desteklemektedir (26, 27).

Nitrik oksidin de bu mekanizmalardaki roli sikca tartisilmistir. Bazal
vaskiler tonusun o6nemli bir belirleyicisi olan nitrik oksit trombosit
aktivasyonunu onler, endotele |6kosit adezyonunu sinirlar ve miyokardiyal
kontraktiliteyi diizenler (28-30). Kardiyovaskdiler sistemde modilator gorevi
Ustlendigi belirtilen nitrik oksidin neovaskiilarizasyon {zerine etkileri
tartisiimaya baslanmistir. Doku iskemisinde antioksidan mekanizmalarla
birlikte, endotel hicrlerinden nitrik oksid saliniminin arttigr gosterilmistir
(31). Nitrik oksit saliniminin VEGF Uizerinden anjiyogenez olusumuna
katkida bulundugu bildirilmistir. Hatta tedavi amach anjiyogenezin
arastirildigr bazi calismalar, nitrik oksit Gzerinden ylritilmustir (32-33). Bu
calismalarin  sonucunda nitrik oksidin de anjiyogenezi ve vaskiler

permeabiliteyi arttirdig1 gosterilmistir (31-34).



Damar Tikanikhgi

Kollateral sirkilasyon

Sekil 2.2. Vaskiiler devamliligin kollateral dolasimla saglanmasi (LifeART
Collection Images Copyright © 1989-2001 by Lippincott Williams & Wilkins,
Baltimore, MD)

2.1.3. Fizyolojik ve Patolojik Siireglerde Anjiyogenez

Anjiyogenez yara iyilesmesi ve epitelizasyon icin cok 6énemli 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 vyerine makrofaj ve
fibroblastlarin invazyonu da gerceklesemeyecektir. Anjiyogenez, hipoksi,
blyume faktorleri, matriks komponentleri ve metabolik durum gibi bircok
faktorden etkilenebilmektedir (35). Yara yerinde oksijen basincinin disiik
olmasi, laktik asit birikimi, trombosit ve makrofajlarin transforme edici
blyume faktorit alfa (TGF-a), transforme edici biylime faktori beta (TGF-
B), TNF-a gibi anjiyogenik faktorleri salgilamalarini stimiile eder (36).

Anjiyogenez icin endotel hlicre goci ve kemotaktik faktorler blyik oneme
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sahiptirler. Bu faktorler trombosit kokenli maddeler, heparin ve fibronektin
olup, endotel hiicrelerinin hareketini artirirlar. Endotel hiicreleri tarafindan
Uretilen fibronektin ve kollajen gibi maddeler de bu hiicre hareketine
yardimci olurlar. Platelet kokenli biylime faktori (PDGF) damar diz kasi
gelisimini uyarir. Kollajen sentez ve yikimi da vaskiler bazal membran
olusumunu dizenler (37). Yara iyilesmesinde inflamatuvar hicre
infiltrasyonu, proliferasyonu ve matriks olusumu sonrasi skar dokusu

gelisir.

Anjiyogenez regilasyonunun bozulmasi, diyabetes mellitustaki bircok
patolojinin nedenidir (27,38). Diyabetes mellituslu hastalarda; retina ve
bobrek vaskilopatisi, yara iyilesmesinde yetersizlik, transplante edilen
organin rejeksiyon riskinin artmasi ve koroner kollateral olusumunda
yetersizlik gibi durumlar gozlenir. Diyabetes mellitusta gelisen anjiyogenez
regllasyonunun bozulmasini aciklamak icin bircok mekanizma 6ne
strlilmustlr: Birincisi, endoteliyal ve vaskiiler diz kas bozukluklari ile
karakterize vaskiler disfonksiyonun varligidir. ikincisi, proteinlerin
nonenzimatik glikozilasyonuna ve vyeni kan damarlarinin bozulmus
yapilanmasina neden olan kronik hiperglisemidir. Ugiinciisii ise diyabetin
buyume faktorl sinyali (38, 39) ve/veya ekspresyonunu (40) etkileyerek
vaskiler buylime faktorlerinin lokal dengesini bozmasidir. Diyabetik
retinopatide esas rolii VEGF oynar ve salinimi bFGF, plasenta blylime
faktori 1 (PIGF-1), TNF, TGF-B, interlokin-1 (IL-1) gibi bircok faktor
tarafindan artirilir. Anormal anjiyogenezin eslik ettigi diyabetik nefropatide
VEGF lokal dizeyinin cok yikseldigi ve anjiyotensin Il saliniminin artmis
oldugu tespit edilmistir (22). Diyabetik ayak Ulserleri, basi yaralari gibi
kronik yaralarin bulundugu durumlarda kan akimindaki bozulma vyara
iyilesmesinde gecikmeye neden olabilir (35, 41). Son donemde yeni kan
damari olusumunu indiklemek ve lokal iskeminin dokularda neden oldugu
olumsuz etkilerden kaginmak amaciyla anjiyogenez ile ilgili bircok ¢alisma

yapimistir (35, 42).
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2.2. Koriyoallantoyik Membran Modeli

Anjiyogenezde kullanilan baslica in vivo modeller tavuk embriyosu KAM
modeli, tavsan kornea modeli (“micropocket”), rodent mezenter modeli,
siinger (“sponge”) implant modeli, matrijel ve klasik timoér modeli ve
zebrafish modelidir. Uygulanmasi en kolay, basit, tekrarlanabilir ve
anjiyogenik yanitin kantitatif 6lcimiine imkan veren calisma modellerinin
tavuk embriyosu KAM modeli ve tavsan kornea modeli oldugu kabul

edilmektedir (43, 44).

KAM modeli, ilk olarak 1956 yilinda kanser ve metastaz calismalarinda,
sonrasinda ise 1976 vyilinda Folkman (45) tarafindan anjiyogenez
calismalarinda kullanilmaya baslanmistir. Tavuk embriyosu modeli, timor
gelisimi, anjiyogenez ve timor hicresi yayillimi (zerine, in vivo
calismalarda degerli bir yontemdir. Doku kompozisyonu ve KAM’In
deneysel mudahaleler icin kolay ulasilabilir olmasi, tavuk embriyosu KAM
modelini tiimor hicrelerinin davranisini mikroskopik olarak izlemek icin
uygun bir yontem haline getirmektedir (Tablo 2.1). Tavuk embriyosu model
sistemi, spontan metastaz modelinde timor hiicre intravazasyonu,
deneysel metastaz modelinde tiimor hiicre kolonizasyonu ve kollajen
modelinde timorce uyarilimis anjiyogenez gibi kanser hiicresi yayiliminin
spesifik evre ve yonlerinin ayrintili analizine imkan tanir. Ekstraembriyonik
bir membran olan KAM, Uzerindeki vaskiler yapinin kolaylikla makroskobik
olarak izlenebilmesi sayesinde, antianjiyogenez c¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.3). KAM, tavuk embriyosu fizyolojisinde gaz
alis-verisini saglayan solunum organi ve atik Grlinler icin mesane islevleri

ylritmektedir (46).
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Sekil 2.3. Tavuk embriyosu ve KAM’in stereoskopik mikroskop altindaki

gorinima.

Bu model sistemlerinin 6zl, primer timor ve anjiyogenez icin essiz bir
ortam saglayan 6zel bir dokunun, KAM’in kullanilmasidir. Tavuk embriyosu
inkiibasyonu sirasinda, 5.-6. giinlerde KAM, koriyon ve allantoisin birlesimi
ile olusur (46, 47). Embriyonun akciger islevini goren KAM hizla gelisir ve
inkibasyonun 12. giiniinde tim embriyoyu cevreler. KAM oldukga ince bir
yapidir, nadiren Gg¢ tabakanin toplam kalinligi 100 um’u gecer. Parafin
kesitlerinin hematoksilen-eozin ile boyanmasi, bir veya iki kath epiteliyal
tabaka ve siklikla eritrositlerce doldurulmus olan ince sirkiiler acikliklar
olarak gorinen kapiller pleksustan olusan ektoderm, stromal hiicreler,
kollajen lifleri ve ektodermin hemen altinda yerlesik bulunan terminal
kapillerler de dahil farkli caplarda kan damarlarindan olusan mezoderm ve

tek hiicre tabakali diiz endodermi ortaya koyar. Ektoderm kapiller pleksus,
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tavuk embriyo metastazi ve anjiyogenez modelleri icin KAM’in en 6nemli

histolojik 6zelliklerinden biridir.
KAM'’da anjiyogenez, gelisimsel olarak 3 safhadan olusur:

1. Erken faz (5. giinden 7. gline kadar)
2. Arafaz (8. ginden 12. gline kadar)
3. Gegfaz (12. veya 13. glinden itibaren)

Kapiller agin filizlenmeye basladigi donem erken faza denk gelir. Ara fazda
filizlenme sona erer ve mikrovaskiler ag gelisimi baslar. Ge¢ fazda ise
koriyoallantoyik 6geler genislemesini tamamlar ve koruyucu bir membrana
donisir. KAM modelinde uygulamalar 5. glinden itibaren yapilabilir (48).
Diger bir goris ise damarlanmanin olgunlastigi 12. giinden sonraki donemin

anjiyogenez calismalari icin daha uygun oldugunu savunur (49).
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Tablo 2.1. KAM modeliyle ¢alismanin avantaj ve dezavantajlar (50)*.

Avantajlar

Dezavantajlar

Teknik olarak basittir

Oksijen degisikliklerine hassastir

Ucuzdur

Yeni damar olusumunun ayirt

edilmesi glictlir

Temini kolaydir

Memeli olmayan bir modeldir

Genis taramalar icin uygundur

Embriyoniktir

Noninvaziv gézleme uygundur

Non-spesifik inflamatuvar

reaksiyonlar yaygindir

Sonuglari kolay ve cabuk

degerlendirilebilir

Metabolik aktivasyona ihtiyac
duyan ila¢ calismalari igin uygun

degildir

Memeli ksenograflarla uyumludur

Etik kurul onayi gerektirmez

Cerrahi girisimler icin oldukca

uygundur

*(Ozgiirtas T. Anjiyogenezde bir in-vivo model: civciv koriyoallantoik
membran. Gilhane Tip Dergisi 2009;51:67-69.)
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2.3. Amiodaron HCI

Amiodaron HCI molkil agirhg 681.8 kDa olan, yeni nesil Klas Il (Vaughan
Williams' classification) antiaritmik bir ajandir. Amiodaron’un yari 6mri
52.6 + 23.7 glin, metaboliti olan desetilamiodaronun yari émri ise 61.2 +
31.2 gindir. Bu nedenle Amiodaron tedavisi kesildikten sonra da etkileri
devam etmektedir. Amiodaron formili: 2-bitil-3-benzofuranyl 4 - [2 -
(diethylamino)-etoksi] -3,5-diiodophenyl keton hidrokloriir olan bir

benzofuran tlrevidir. Yapisal formil sekil 2-4’de verilmistir.

Sekil 2.4 Amiodaron HCI'ln yapilsal formlii (C25H2912NO3eHCI)

Beyaz krem renginde kristal toz Ozelliginde olan bu ajan, suda kismen,

alkolde direkt ¢oziintirken, kloroformda serbestce ¢ozinir (51-55).

ilk olarak hayvanlarda vyapilan calismalarda, deneysel aritmilerin
bastiriimasi ve 6nlenmesinde etkili olarak bulunmustur. Bu etki iki temel

ozellige baglanmistir;

1) Miyokard hicre aksiyon potansiyeli, siresi ve refrakter donemi

uzatmasi,
2) Nonkompetetif a-ve B-adrenerijik inhibisyon olusturmasidir.

Amiodaron, tum kalp liflerinin aksiyon potansiyeli sresini uzatirken, dV / dt
oraninda (aksiyon potansiyeli maksimum pik vurus hizi) minimal azalmaya
yol acar. Kardiyak dokularda refrakter dénem uzar. istirahat membran
potansiyelini etkilemeden (genel olarak otomatisiteyi azaltarak otomatik

hicrelerin disinda prepotential egim azalir) genellikle otomatisiteyi azaltarak
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kalpte refrakter donem artirir. Bu elektrofizyolojik etkiler % 15 - 20'lik bir
azalma ile sinlis hizinda, yaklasik % 10 oraninda uzama ile PR ve QT
araliklarina, U dalgalari gelisimine ve T-dalgasi kontur degisikliklerine
yansitilir. Farmakolojik olarak kanitlanmis belirgin sinlis bradikardisi ve kalp
bloguna neden olmasina ragmen, bu degisiklikler vyalniz basina
Amiodaron’un kesilmesini gerektirmez. Ancak nadir durumlarda QT uzamasi
yaparak aritminin kotlilesmesine neden olabilir. Bu durum Torsades de
Pointes (kendi kendini sonlandirabilen ya da ventrikil fibrilasyonuna
donisebilen bir polimorf ventrikil tasikardisi) habercisi olabilir. Amiodaron
odaklarin baskilanmasi ile %2-4 oraninda semptomatik bradikardi veya sinis

arrestine neden olabilir (55-59).

Yapilan hayvan ve insan c¢alismalarinda Amiodaron’un intravenoz
uygulamadan sonra damar diz kas relaksasyonu, periferik damar direncinde
(afterload) azalma ve hafif kardiyak indekste artis olusturdugu gosterilmistir.
Ancak Amiodaronun oral uygulanmasindan sonra depresif sol ventrikil
ejeksiyon fraksiyonuna (LVEF) sahip hastalarda bile, LVEF'de anlamh bir
degisiklige neden olmaz. Amiodaron’'un insanda akut intravenotz

uygulanimindan sonra hafif bir negatif inotropik etkisi olabilir (60-63).

Oral Amiodaron kullanimindan sonra yavas ve degisken sekilde emilir.
Amiodaron’un biyoyararlanimi yaklasik %50'dir, ancak cesitli calismalarda
%35 - 65 arasinda degismistigi bildirilmistir. Tek doz uygulamalarinda
maksimum plazma konsantrasyonlarina 3 - 7 saat sonra ulasir. Kronik
kullanimda yaklasik her 100 mg / ginliik doz, ortalama konsantrasyonda 0,5
mg / L artisa neden olur. Ancak bu dlculer bireysel degiskenlikler gosterir.
Gidalar, genellikle Amiodaron emilim orani ve miktarini artirir. Ayrica plazma
konsantrasyonu pik siresi (Tmax) % 37 azalir. Amiodaron, oOzellikle yag
dokusu, karaciger, akciger ve dalak gibi son derece iyi perflize organlarda
fazlaca birikmesi nedeniyle, bliyik ve degisken bir hacim dagilimina

(ortalama 60 L/kg) sahiptir. Amiodaron ana metabolitlerinden biri olan
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desetilamiodaron (DEA) insanda tespit edilmistir. DEA bliyik bir olclide ve
hemen hemen tiim dokularda birikir. insanlarda DEA aktivitesi icin heniiz bir
veri bulunmamakla birlikte, hayvan calismalarinda antiaritmik etkilerinin
Amiodaron’a benzedigi gdésterilmistir. insanlarda ise maksimum sinif 1lI
antiaritmik etkinin olusturulmasinin zamanla DEA birikimi sayesinde oldugu

dislinilmektedir (63-68).

Amiodaron DEA'a sitokrom P450 (CYP450) enzim grubu tarafindan
metabolize edilir. Ozellikle hem karaciger ve hem de barsakta bulunan
sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) ve CYP2C8. CYP3A4 izoenzimleri metobolize

edilmesinde etkindir.

Amiodaron, defibrilasyon ve adrenaline cevap vermeyen nabizsiz ventrikiiler
tasikardi (VT) ve fibrilasyon (VF) (sinif Ilb), vagal manevra, adenozin ve
atrioventrikliler nodal blokaja cevap vermeyen reentry mekanizmali
(supraventrikiler tasikardi) dar kompleks tasikardiler (sinif Ilb), normal QT
intervali olan polimorfik VT’ler, hemodinamik olarak stabil VT’ler ve orjini
belirsiz kompleks tasikardiler (sinif 1lb), hizli ventrikil cevaph atriyal
aritmilerde (sinif llb) endikedir. Bu endikasyonlar tehlikeli yan etkiler
nedeniyle sinif llb olarak kalmakta ve daha cok genisletilememektedir. ilag
hipersensitivitesi, kardiyojenik sok, agir sinls digimi disfonksiyonu, belirgin
sinls bradikardisi, ikinci ya da Uclncl derece atriyoventrikiiler bloklar ve
senkopa neden olan bradikardi (kalp pili ile birlikte kullanildigi durumlar
haric) hallerinde kontrendikedir. Ayrica QT siresini uzatan ilaglarla,
hipotansiyon ve bradikardi durumlarinda, pulmoner ve hepatik toksisitede,
sinif | antiaritmiklerle (durum torsades de pointesi tetikleyebilir) birlikte

kullaniimasi klinik tabloyu agirlastirabilir (68-70).
Yan etkiler;

- Pulmoner Toksisite; Oral veya intravendz Amiodaron baslangic tedavisi
sonrasli glin veya haftalar icerisinde gozlenebilen bir tablodur. Direkt akciger

grafisinde infiltrasyon veya kitle gorlintisi izlenirken, klinik olarak pulmoner
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alveoler hemoraji, bronkospazm, hiriltih nefes alma, ates, nefes darligi,

Oksurik, hemoptizi ve hipoksi gozlenebilir.

Hipersensitivite pndomonisi veya interstisiyel alveoler pndémonitis olarak
ortay cikan bu olay immun bir reaksiyon olarak tanimlanir ve bronkoalveoler
lavajda CD-8 pozitif lenfositler izlenebilir. Direkt fibrozis veya indirekt
toksisitenin bir sonucu olarak bildirilen bu tablolarin tedavisinde temel
olarak Amiodaron mutlak kesilmelidir. Ayrica steroid ve bronkodilator

tedaviler uygulanmalidir (59-62).

- Aritminin daha da bozulmasi; Torsades de pointes gibi etkiler ortaya
cikabilir. Bradiaritmilerde yukarida anlatildigi gibi dikkatli kullaniimalidir
(70,72)

- Tirotoksikoz; Amiodaron kaynakl hipertiroidizm tirotoksikoza ve / veya
aritminin siddetlenmesine neden olabilir. Bu konuda bircok calisma
mevcuttur. Yapilan calismalarda bu etkinin bir hipersensitivite etkisi oldugu
bildirilmistir. Hatta tiroidektomi gerektigini beliriten yayinlar mevcuttur

(55,71,72).

- Karaciger enzim yliksekligi; Amiodaron kullanan hastalarda sikca olusabilen
bu durum genellikle asemptomatiktir. Ozellikle alkolik hepatit ve siroz gibi

durumlarda dikkatli kullanilmahdir (72).

- Gorme bozuklugu; Alti ay ve daha uzun sireyle Amiodaron kullanmakta
olan bireylerin bircogunda korneal mikro-depositler (Corneal verticillata,
vorteks keratopati olarak da bilinir) izlenir. Bunun sebebi ile lakrimal bezler
tarafindan salgilanan Amiodaron’un, kornea epitel tarafindan emilerek
kornea Uzerinde birikimesidir. Genellikle herhangi bir semptoma neden
olmaz. Amiodaron ile tedavi edilen hastalarin bir kisminda ise gdrme
bozuklugu, optik noropati ve / veya optik norit olgulari bildirilmistir. Bazi

durumlarda, gérme bozuklugu, kalici korliige ilerledigi bildirilmistir. Gorme
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problemleri distndldiginde hizli bir degerlendirme ile ila¢ kesilmelidir

(65,72).

2.4. Bevasizumab

Solid tiimorlerin varhigini slirdirebilmesi, bliyimesi, invazyon ve metastaz
yapmasindaki éneminden dolayi, anjiyogenezin inhibe edilmesine yonelik
tedaviler, timor tedavisinde gittikce artan bir bicimde yer almaktadir. Bu
amacla kullanilan ilaglar icerisinde en cok 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 inhibitoraddr.

Anjiyogenik faktorler arasinda endoteliyal hiicre mitojenlerinin en potent
ve spesifik olani VEGF'dir (74, 75). VEGF, greft edilmis ve dogal olarak
olusmus timorlerce en ¢ok Uretilen, damar endotel hiicrelerine 6zgi,
homodimerik glikoprotein yapisinda, 45 kiloDalton (kDa) buyukliginde
heparin-baglayici bir blyime faktoridir (76). VEGF, anjiyogenez ve
lenfanjiyogenezi stimiile eder ve vaskiiler permeabiliteyi artirir (77). Ayrica,
endotel hiicrelerinin migrasyonunu stimiile eder. MMP’lar ile uPA ve tPA
salinimini uyararak hiicre disi matriks yikimina yol acar. Bu durum timor
invazyon ve metastazina neden olur (78). VEGF reseptorlerinin aktivasyonu
hicre ici sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu, migrasyonunu ve farklilasmasini saglar (79). VEGF ile

uyarim sonucu olusan NO, endotel hiicre migrasyonunda rol alir (80, 81).

VEGF, yedi liyeden olusan bir bliyiime faktori ailesini temsil eder: VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F, PIGF-1 ve PIGF-2 (8, 82). Bu

faktorlerin VEGF reseptorlerine baglanma 6zellikleri farkhdir.
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-VEGF-A; Genellikle yalnizca VEGF olarak ifade edilir. VEGF-A, 43-46 kDa
agirliginda homodimerik bir glikoproteindir (83, 84). Anjiyogenezle en giicli
iliskisi olan ve (zerinde en c¢ok calisma yapilan faktordir, patolojik
anjiyogenezde de rol oynar. Ayrica hipoksi ile aktive oldugu gosterilmis tek
VEGF (yesidir. Bu nedenle anti-VEGF tedavilerin ¢cogu bu faktor lzerine
yogunlasmaktadir (85). VEGF-A’'nin icerdikleri aminoasit sayisina gore
adlandirilan ¢ ana izoformu mevcuttur. Bunlardan VEGF;; ve VEGFies

dolasimda bulunan asil formlardir. Ugilinciisii ise VEGF145 formudur (86-88).

-VEGF-B; Endotel hiicre fonksiyonunu dizenler. Hiicre disi matriks yikimi,
hiicre adezyonu ve gocilinde rol oynar. Kalp, iskelet kasi ve pankreasta fazla

miktarda bulunur (89).

-VEGF-C ve VEGF-D; Lenfanjiyogenezi dizenlerler (90). VEGF-C ayni

zamanda yara iyilesmesi lGzerine etki eder (85).

-VEGF-E ve VEGF-F; VEGF-A'nin insan disi canlilardaki homologlaridirlar
(91).

-PIGF-1 ve 2; Hematopoetik kok hiicre toplanmasi icin gereklidir (92).
Endotel hiicrelerinde en ¢ok bulunan VEGF liyesi olan PIGF, VEGF-A’ya bagh

endotel hiicre cogalmasini uyarir (85, 93).

VEGF ailesi Uyeleri VEGF reseptorlerine baglanarak etki ederler. Bu
reseptorler ilk kez endotel hiicreleri izerinde saptanmislardir (89). Endotel
hicrelerinde transmembran proteini olarak bulunan bu reseptorlerin VEGF
eksprese eden hicrelerle yakin komsuluk icerisinde olmalari, VEGF'nin
jukstakrin/parakrin  sinyal vyolagiyla 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 kinaz-1/ kinase domain region), VEGF reseptor 3 (VEGFR-3, Flt-4,
fms-like tyrosine kinase 4), norofilin-1 ve noérofilin-2 reseptorleridir (89, 94-

96).
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VEGFR-1'in pozitif ve negatif anjiyogenik etkisi vardir (97). Endotel
hicreleri, makrofajlar, monositler, hematopoetik kok hiicreleri, damar diiz
kas hicreleri, perisitler, osteoblastlar ve kolorektal timor hiicrelerinde
bulunur (89). VEGFR-2, VEGF-A'nin anjiyogenik, mitojenik ve vaskiler
permeabilite artisi etkilerinden sorumludur. VEGFR-2, endotel hiicre
blyumesi, farkhlasmasi ve gocinli dizenler (97). VEGFR-2, endotel
hicrelerinde, megakaryositlerde, hematopoetik kok hiicrelerde, damar diiz
kas hucrelerinde, retina oncesi hiicrelerde ve bazi timoér hicrelerinde
(kliclik hiicreli olmayan akciger tlimorleri, néroblastom, 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). VEGFR-3, endotel hiicrelerinde,
noronlarda ve ayni zamanda timor hiicrelerinde bulunur (89, 100).
Norofilin-2, VEGFes, VEGF145 ve PIGFyi 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 biylime faktoéri reseptorti 2 (HER-2), RAS,
SRC onkogenleri, p53 gen mutasyonu, PDGF, TGF-B, instlin benzeri bliyiime
faktorii-1 (IGF-1), TNF-a, interlokin-1B (IL-1B), interlokin-6 (IL-6), interlokin-
10 (IL-10), interlokin-13 (IL-13), hipofiz hormonlari ve nitrik oksit (NO) gibi
bircok endojen ajan ile diizenlenmektedir (76, 91, 101). Salinimi oksidatif
stres ile artan hipoksiyle uyarilabilir transkripsiyon faktort-1 (HIF-1) de

VEGF salinimina yol agar (74, 75, 101,102).

Bevasizumab insan IgG1 iskeleti (% 93) ve fare VEGF-baglayan tamamlayici-
belirleyici bolgeler icerir (% 7). Bu bolgeler VEGF-A izoformlarinin endotel
hiicre ylizeyinde yer alan reseptorlere (VEFR-1) baglanmasini engelleyerek
VEGF’'nin biyolojik aktivitelerini inhibe eder. Kanser tedavisinde kullanilmak
Uzere onay almis ilk antianjiyogenik ajan olan Bevasizumab’in, faz |

calismalarinda kemoterapi ile birlikte kullanildiginda serum VEGF
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seviyelerini 6lcilemeyecek seviyelere kadar diisirdtgi ve farkh timorlerde
blylumeyi inhibe ettigi saptanmistir (103). Faz Ill randomize ¢alismalarda
Bevasizumab’in ilerlemis kolorektal kanserler, meme kanserleri ve kiicik
hicreli olmayan akciger kanserlerinde kemoterapi ile kombine edildiginde,
yalnizca kemoterapiyle karsilastirildiginda terapotik yarar sagladigi
gosterilmistir  (103-107). Kolorektal kanserli hastalarda 5-florourasil,
I6koverin ve oksaliplatin tedavisine eklendiginde sag kalimi artirdiginin
gosterilmis olmasindan sonra, 2006 yilinda Bevasizumab’in metastatik
kolon ve rektum kanseri tedavisinde kullanimi onaylanmistir. ileri evre
metastatik meme kanserinin tedavisinde de kemoterapiye ek olarak
kullanilmaya baslanan ilacin renal hiicreli karsinom, pankreas kanseri, over
kanseri ve hormona yanit vermeyen prostat kanserinde klinik etkinligine
dair calismalar devam etmektedir (107). Bevasizumab, genel olarak givenli
kabul edilen bir ilag olup, kombine edildigi kemoterapoétik ilaglarin yan
etkilerinde ciddi bir artisa neden olmaz. Bevasizumab’in en sik bildirilen yan
etkileri proteiniri, hipertansiyon, tromboz, kanama egilimi ve vyara

iyilesmesinde gecikmedir.
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GEREC ve YONTEM
3.1. Pelletlerin Hazirlanmasi

Anjiyogenez Uzerindeki etkilerini degerlendirmek Gzere ¢alismamizda sinif
Il antiaritmik olan Amiodaron (Cordarone® 150 mg amp, SANOFI -
SYNTHELABO iLAC A.S®, istanbul) ve bir VEGF monoklonal antikoru olan
Bevasizumab (Altuzan® 400 mg/16 ml flakon, Roche Mustahzarlari Sanayi
Anonim Sirketi®, istanbul) kullanildi. Amiodaron ve Bevasizumab’in kendi
sunum formu ¢6ziinmis infiizyon soliisyonu seklindeydi. ilaglarin
uygulamasinda Gc degisik konsantrasyon (10% M, 10° M ve 10° M)
kullanildi.  Bu konsantrasyonlar o6n calismalarda denenen degisik
konsantrasyonlarda elde edilen submaksimal etki saglayan konsantrasyonu
(10" M) ve klinikte recete edilen ilaclarin viicutta ulasmis olduklari etkin
konsantrasyon olan 10® M konsantrasyonu da icermesi bakimindan tercih
edildi. ilaglarin 6nce 10" M konsantrasyonlari hazirlandi. Daha diliie
konsantrasyonlar 10* M’lik stok soltisyonun seyreltilmesi ile elde edildi.
Diskin 10 uL’lik final hacminde 10 M’lik ila¢ konsantrasyonunu saglayacak
ilag miktarini bulabilmek icin klasik molarite formula kullanildi (M=m/V).
Her calisma setinde kayiplar da g6z online alinarak yaklasik olarak 90 disk
hazirlanarak uygulandi. Bu nedenle, her ilac icin yaklasik 1 mL’lik agar ve

ilag karisimi hazirlandi (10 uLx100=1mlL).

Kolay uygulama icin, sollisyonlarin pelletleri 5 mm capl sirkiiler paslanmaz
celik ylizeyde 10 pl'lik damlalar seklinde hazirlanmis ve hizla oda isisina

birakilarak katilastirildi.
3.2. KAM Deneyi

Ross 308 cinsi dollenmis tavuk yumurtalari Yemsel Tavukculuk Hayvancilik

Yem Hammaddeleri Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi'nden (Kayseri)
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edinildi. Calismamiz i¢in Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Etik

Kurul’undan 04.08.2011 tarihli ve 62 sayil etik kurul onayi alindi.

Dollenmis tavuk yumurtalari 37,5 °C'de %80 rolatif nemli ortamda
horizontal pozisyonda kuluckaya yerlestirildi (Sekil 3.1 ve 3.2). Kulugkanin
besinci giinlinde yumurtanin kiint tarafindan enjektor yardimiyla 5-10 ml
albumin alindi ve yumurtanin diger ucundan 2-3 cm capinda kabuk
kesilerek cikarildi. Kabuktaki bu aciklik laboratuvar filmi ile kapatilarak 72
saat daha inkibe edildi (Sekil 3.3). KAM yaklasik 2 cm capa ulastiginda her
bir yumurtaya bir pellet olacak sekilde koriyoallantoyik membran lizerine
etken madde iceren pelletler yerlestirildi (Sekil 3.4). ilag uygulamasindan
sonra 24 saatlik ek inklibasyon stliresi tanindi. Stereoskopik mikroskop
altinda Birgermeister ve ark.nin (108) skorlama sistemi (Tablo 3.1)
kullanilarak pellet uygulama bodlgesindeki damar yapisi degerlendirildi

(Sekil3.5).

Germinal disk Hava
' kesesi

Kalaza
Vitellin : ] Dis

I¢
membran Eabuil
membran membran

Sekil 3.1. Dollenmis tavuk yumurtasinin sematik gosterimi.
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Sekil 3.3. Kuluckanin 5. gliniinde yumurtalarin acilmasi (Dog¢. Dr. Ziibeyde
Akin Polat’in izniyle, Cumhuriyet Universitesi CUTFAM Laboratuvari’nda

goruntilendi).
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Sekil 3.4. KAM modelinde Amiodaron c¢alisilmasi asamalari

A. Albiiminin enjektor ile ¢ekilmesi. B. Yumurtada acilan bir pencere

ile koriyoallantoyik membrandaki (KAM) anjiyogenezin degerlendirilmesi
(x8). C. Pelletin KAM a yerlestirilmesi (x8). D. Tlagla KAM daki
anjiyogenezin inhibisyonu (skor): 0.5) (x8).



27

Sekil 3.5. Koryoallantoyik membran modeli.

|| ChorioAllantoicVMembrane (C AM) Testi |

(O @

PellefTtest maddesi iceren
katilagmis agaroez

Formiil:

Yumurta sayisi (Skor 2) x 2 4+ Yumuria say1s1 (Skor 1) x1
COrialama Skor =
Toplam Yumuria sayisa (Skor ©0, 1, 2)

CAM—FrhIsyonu'.
SDS etkisi (S50pg/pellet] Membran iritasyonu yok
Antienflamatuar otki

\ RIETCAN

Pellet™Test maddesi iceren
katilasmis agaroz + SDS

Skor 0: Skor 2: inhibisyon
Herhangl bir antlanjiojenik En Iyl antianjlojenik etki
otki yok. NORMAL (Pellet etrafinda kapiller

olugum engellenmis)

Tablo 3.1. Koriyoallantoyik membran {zerinde anjiyogenik etkinin

degerlendirilmesi icin kullanilan skor degerleri.

Skorlama Etki izlenim/Agiklama

0 Yok Normal embriyo olusumu,
cevre 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.
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Her bir test bilesigi icin en az 20 yumurtaya uygulama yapilmistir. Her
deney grubu icin sadece agar iceren pelletlerin uygulandigi kontrol
yumurtalari da degerlendirmeye alindi. Tim testlerin sonuclarn iki kez
degerlendirildi. Sonuc olarak toplam 143 uygulama degerlendirmeye alindi.

ilag gruplarina gore yapilan uygulama sayisi Tablo 3.2’de gésterildi.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan ila¢ gruplarinda uygulama sayisi.

10*M 10° M 10°M
Amiodaron 20 20 20
Bevasizumab 24 29 30
Toplam 143

Uygulama sonrasi koriyoallantoyik membran (KAM) disina ¢ikan ve

irritasyon gozlenen yumurtalar degerlendirme disi birakilmistir.

KAM (zerinde kullanilan etken maddelerin degerlendiriimesi icin
Blirgermeister ve ark. tarafindan gelistirilen ortalama skorlama sistemi
kullanildi (108). Ortalama skorun belirlenmesi icin kullanilan denklem

sudur:

Ortalama skor = [Yumurta sayisi (Skor 2) X 2 + Yumurta sayisi (Skor 1) X 1] /

[Toplam Yumurta Sayisi (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: glicli antianjiyogenik etki olarak degerlendirilmektedir.
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3.3. istatistiksel Degerlendirme

Veriler n (%) ve ortanca-%25-75 interkuartil aralik olarak ifade edildi.
Kolmogorov-Smirnov testi ile normal dagilima uymayan verilerin analizi icin
Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri kullanildi. Yanilma dizeyi 0,05

olarak alindi. Calismanin sonuclarina gére power analiz yapildi.
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BULGULAR
Amiodaron

2.5+

2.0 seepeee

1.5

1.0 —eeete—

0.5 cectecs . aa vv

0.0 o

Beva 10°M 10%m 10°Mm 10%M
Amiodaron

Sekil 4.1. Bevasizumab 10°M, Amiodaron 10°M, 10°M ve 10°M
konsantrasyonlarda antianjiyogenik etki puanlari. Veriler skatter grafikte
ortanca (interkuartil %25-75 aralhk) olarak sunulmustur.

(Beva:Bevasizumab)

Sekil 4.1’de Amiodaron 10°M, 10°M ve 10°M konsantrasyonlarda
antianjiyogenik etki puanlari gosterildi. Skatter grafikte de isaretlendigi gibi
Amiodaron konsantrasyonlarinin birbirleriyle karsilastiriimasi sonucunda

asagidaki anlamli farkliliklar saptandi.

Amiodaron 10™M konsantrasyonda antianjiyogenik etki puaninin, 10°M ve

10°M konsantrasyonlardan anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu bulundu.
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Bulgularimiz, kullandigimiz arastirma modelinde Amiodaron’un vyiksek
konsantrasyonda (10“M) daha belirgin antianjiyogenik etkiye sahip
oldugunu gosterdi (Tablo 4.1). Ancak disiik dozlarda bu etki sadece 10°M
dozlarda 2 yumurtada 0,5 skorda, 10°M dozlarda 1 yumurtada 0,5 skorda

izlenmis olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.1 Amiodaron’un farkli dozlarda angjiyogenik skorlamasi

Skor 0 0,5 1 standart
sapma t
deviasyon
10™M n(20) 17 2 1 0,52+0,2*
10"°M n(20) 18 2 - 0,05+0,15
10°M n(20) 19 1 - 0,025+0,11

*p<0,05

Bevasizumab’in 10™*M, 10°M ve 10°M konsantrasyonlarda antianjiyogenik
etki puanlari gosterilmistir. Skatter grafikte de isaretlendigi gibi
Bevasizumab konsantrasyonlarinin birbirleriyle karsilastirilmasi sonucunda

asagidaki anlamli farklilhiklar saptanmistir.

Bevasizumab’in 10*M ve 10°M konsantrasyonlarda antianjiyogenik etki
puaninin 10°M konsantrasyondan anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu [1
(1-2) ve 1 (1-2)’ye karsilik 0 (1-1), sirasiyla; p<0,05] bulundu. Bulgularimiz,
kullandigimiz arastirma modelinde Bevasizumab’in ylksek
konsantrasyonlarda belirgin olmak (zere antianjiyogenik etkiyedu sahip
oldugunu gésterdi. Bevasizumab’in  10*M, 10°M ve 10°M
konsantrasyonlari icin antianjiyogenik ortalama skor degerleri sirasiyla

1,58; 1,55 ve 1,16 olarak bulundu.

Calismanin sonunda elde edilen sonuglara gore a;0,01, 3;0,10 ve 1- B;0,90

olarak alindiginda calismanin glicii p=0,90940 olarak saptandi.
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TARTISMA

Anjiyogenez embriyonal gelisme, menstriel siklus, yara iyilesmesi gibi
bircok fizyolojik olayda rol alan ve proanjiyogenik ve antianjiyogenik
faktorlerle siki bir bicimde kontrol edilen bir siirectir (109, 110). Eriskin
insanlardaki vaskiler endoteliyal hiicreler tipik olarak dusik yarilanma
omri hizinda olmalarina ragmen, yasamlari boyunca yeni kan damarlari
olusturacak cogalma kapasitesine sahiptirler. Bu sirec¢, embriyonik gelisim,
normal doku bilylimesi, yara iyilesmesi, miyokardiyal iskemi, gozdeki
neovaskiiler hastaliklar, Von-Hippel-Lindau Hastaligi (retinal veya SSS
hemanjioblastomuna dair aile hikayesi varlig ile birlikte renal timorler,
pankreatik kist veya tumorler, feokromasitoma, epididimin papiller
kistadenomu varhgi), Herediter Hemorajik Telenjektazi gibi genetik
hastaliklar, romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklar ve kadinlarda
Ureme dongisu (ovilasyon, menstriiasyon ve plasenta gelisimi) icinde
oldugu gibi malign timorlerin bliyime ve metastatik yayilimlarinda da yer
almaktadir (111-113). Yukarida da beliritildigi gibi miyokard perfiizyon
defektleri acisindan kritik bir bolge olmasi nedeniyle, perflizyon defektleri
durumunda anjiyogenezise ihtiya¢ duyabilen bir dokudur. Akut miyokard
infarkttstindeki modern reperfiizyon tedavilerine ragmen, infarktis sonrasi
infarkt bolgesi ve sol ventrikil kavitesi genisleyerek, kalp yetersizligi ortaya
ciktiginda onemli bir problem olusturmaktadir. Kronik iskemi de ise
anjiyogenez sayesinde gelismis kollaterallerin varligi nedeniyle akut olaylar
daha az dramatiktir. Bu nedenle canli dokuyu korumak esas alinmalidir.
Bunun icin kék hiicre uygulamalari gibi yeni canl doku saglamaya yonelik
calismalarda yapilmaktadir. Ancak reperflizyon olmadan 6nceki kollateral
dolasim en az reperflizyon kadar onemlidir. Hatta yapilan kok hiicre
calismalarinda bile akinetik dokuda elde edilen minimal kasiimalarin dahi
yeniden anjiogenezi aktive ettigi bildirilmistir (114-116). Unger ve

arkadaslari hayvan modelinde, ekstrakardiyak bir arteri iskemik bolgeye
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yerlestirerek sol 6n inen koroner arter ile aralarinda anjiyogenez yoluyla
anastomoz olusturduklarini bildirmislerdir. Bu modelle, bolgesel iskeminin
kollateral proliferasyonu icin gerekli oldugunu gostermislerdir (116).
Zamanla anjiogenezin ©6nemi ortaya konulduk¢ca tedaviye yonelik
anjiyogenez calismalari hiz kazanarak, mevcut anjiyogenezin korunmasi

daha da 6nemli hale gelmistir (117).

iskemi, miyokard fonksiyon kaybi ve aritmi olusmasinda onemli bir
etkendir. Bunun nedeni gap junctionlarin (epitel, kas ve sinir
hicrelerindeki yan ylizey farklilasma bolgeleri) ve hicresel elektrik
iletiminin bozulmasi oldugu bildirilmistir. Canlihgini koruyabilen hiicreler
kismen bu iletimini sirdirebilmektedir. Ventrikiiler fibrilasyonda dahil
olmak Uzere, aritmilerin bimodal frekans dagilimi blyuk bir koroner arterin
ani ve bilyidk bir tikanma sonrasinda olusur. Atriyal fibrilasyon gibi
aritmilerin perfliizyondan nasil etkilendigi net olarak bilinmemekle birlikte,
miyokardin perfiizyona ihtiyaci asikardir (118-120). Mevcut kollateral varligi
ve yeni gelisecek olan dolasim sistemi hiicrelerin devamhligi icin 6nemlidir.
Aksi takdirde fibroz ve iletim 6zelliginden yoksun bir doku ile yenilenen
kasilma ve iletim defektlerine acik bir kalp ortaya cikacaktir. Bu acgidan
calismamizda antianjiyogenez 6zelligi net olarak ortaya konmus pozitif grup
olusturularak antiaritmik olarak sikc¢a kullanilan Amidaron’un hayati 6neme

sahip anjiyogenez lzerine etkileri karsilastirildi.

Bevasizumab ise VEGF'nin monoklonal antikorudur ve bazi kanser turlerinin
tedavisinde kemoterapiyle kombine olarak uygulanmasi gittikce artan bir
bicimde kabul gérmektedir. Lokal rekiirren veya metastatik meme kanseri,
skuamo6z olmayan kiictik hiicreli disi akciger kanseri, metastatik kolorektal
kanser ve metastatik renal hicreli kanser tedavisinde kemoterapi ile
birlikte uygulandiginda sag kalimi ve ilk tercih tedaviye yanit oranini
artirdigl saptanmistir (121-122). VEGF ayrica diyabetik retinopati ve yasla

iliskili makiler dejenerasyona ikincil gelisen intraokiler
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neovaskiilarizasyonda da rol oynamaktadir. Neovaskiler vyasla iliskili
makiler dejenerasyon ve proliferatif diyabetik retinopatinin tedavisinde
intravitreal Bevasizumab uygulamasinin yararl oldugu belirlenmistir (121,
122). Bu bulgular, Bevasizumab’in in vivo potent antianjiyogenik etkisi ile
iliskilendirilmektedir. Bu nedenle calismamizda pozitif kontrol grubunda
Bevasizumab kullanilmistir. Calismamizda, 10*M, 10°M ve 10°M
konsantrasyonlarda Bevasizumab’in ortalama antianjiyogenik skorunun 1’in
Uzerinde oldugu, yani gliclii antianjiyogenik etki gosterdigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, ilacin yiksek konsantrasyonlar olan 10*M ve 10°M
konsantrasyonlarda daha fazla antianjiyogenik etkide bulundugu

belirlenmistir.

Amiodaron, supraventrikiiler ve ventrikiler aritmilerin tedavisinde basari
ile kullanilan sinif 11l antiaritmik ilactir. Koroner baypas operasyonlari 6ncesi
profilaktik kullanimi postoperatif aritmi sikligini azaltmakla birlikte,
anestezik ilaglar ile yaptigi etkilesim neticesinde pulmoner ve hepatik
disfonksiyon ve diisik kalp debisine neden olabildigi bildirilmektedir.
Amiodaron negatif inotropik etkisi nedeni ile 06zellikle sol ventrikil
disfonksiyonu olan hastalarda kalp yetmezligine neden oldugu
bilinmektedir. Amiodaron’un, koroner baypas operasyonlarindan sonra
kullanimi ise, anestezik ajanlarla etkilesmeden dogan sorunlari azaltacagi
bildirilmistir (55,56,57,58,123). You ve arkadaslarinin ¢alismasinda global
iskemide miyokardin 3 katmaninda da transmural dispersiyon (dagilim)
repolarizasyonunun arttigi ve bunun ventrikiler aritmilerle yakindan iliskili
oldugu belirtilmis ve Amiodaron’'un bu repolarizasyonu azalttig
bildirilmistir (124). Nagasawa ve arkadaslari yaptiklari calismada oral
Amiodaron ylkleme dozunun koroner arter ligasyonu / reperflizyon ile
uyarilan aritmileri baskilayabilecegini ancak bu doz yarinin QT intervalini
uzatmayacak oranlarda  ayarlanmasi  gerektigini  belirtmislerdir.
Amiodaron’un bu 6zelliginin de diger sinif lll antiaritmik ajanlardan farkl

oldugunu bildirmislerdir (125). Bir baska giincel konuda Amiodaron’un
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antioksidan ve vazodilator etkileridir. Bu konuda yapilan calismalarda
Amiodaron’un bu etkileri sayesinde endotel koruyucu etki saglayabilecegi
iddia edilmistir. Traupe ve arkadaslarinin farelerde yaptiklari cinsiyet
tabanli organ perflizyon model calismalarinda amidaron’un etkileri
arastirilmistir.  Bu calismanin verilerine gore cinsiyetten bagimsiz olarak
Amiodaron hizla aterosklerotik damar dokusunda birikerek, damar
otoritmitisitesini engelledigini ve arteriosklerotik arterlerde endotel bagiml
fonksiyonu iyilestirdigini gostermislerdir (126). Bu veriler, Amiodaron’un
antiaritmik etkileri disinda antioksidan ve vazodilatér etkilerinin
incelenerek uygun sartlarda iskemi reperfiizyon sonrasi kollateral dolasima
katki  saglayabilecegini disindirmektedir. Bizim calismamizda da
Amiodaron’un anjiogenez lUzerine etkileri arastirilarak ileride etki
mekanizmlarina yonelik yapilacak calismalara 1sik tutulmasi hedeflendi.
Verilerimize goére Amiodaron’un 10™*M konsantrasyonda antianjiyogenik
etki puaninin, 10°M ve 10°M konsantrasyonlardan anlamli diizeyde daha
yiksek oldugu [0 (1-1)’ e karsilik 0,5 (0,5-1,0) ve 0,5 (0,5-1,0), sirasiyla;
p<0,05] bulundu. Bulgularimiz, kullandigimiz arastirma modelinde
Amiodaron’un yiksek konsantrasyonda (10®M) belirgin olmak uzere
antianjiyogenik etkiye sahip oldugunu gosterdi. Ancak distk dozlarda bu
etki sadece 10°M dozlarda 2 yumurtada 0,5 puaninda, 10°M dozlarda 2
yumurtada 0,5 skorunda 1 yumurtada izlenmis olmasina karsin istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). 10*M konsantrasyonu genellikle ilac
uygulamalari icin yiksek bir konsantrasyon olup genellikle insan dozlarinin
cok Uizerinde bir rakamdir. Bu nedenle bu dozun arastirilmasi ancak invivo
modellerde muimkin olmaktadir. Amiodaron icinde 10™M
konsantrasyonlari insan dozlarinin Uzerindedir. Bu durum insanda
kullanilan  dozlarin  antianjiyogenik  etki gostermedigi  seklinde

yorumlanabilir.
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SONUC ve ONERILER

Doku perflizyonunun devami, hiicresel canliligin ve islevselligin korunmasi
icin anjiyogenez biiyik 6nem kazanmaktadir. Ozellikle iskemiye duyarli

miyokard gibi dokularda bu durum daha 6n plana ¢ikmaktadir.

Tavuk embriyosu KAM modeli diisik maliyetli, kolay uygulanabilir ve hizh
sonu¢ veren bir yontem olmasi nedeniyle ilaglarin antianjiyogenik

etkilerinin arastirilmasinda gittikce artan bir bicimde tercih edilmektedir.
Calismamizda;

1.  Antianjiyogenik etkileri incelenen Amiodaron’un, bu yodntemle
antianjiyogenik etkinligi net olarak ortaya konmus Bevasizumab ile
karsilastiriilmasinda net bir antianjiyogenik etki olusturmadigi, ancak yuksek

dozlarda bu etkinin anlamli olabilecegi belirlendi.

2. Amiodaron’un 10™M konsantrasyonda antianjiyogenik etki puaninin,
10°M ve 10°M konsantrasyonlardan anlamli diizeyde daha yiksek oldugu

[0(1-1)" e karsilik 0,5 (0,5-1,0) ve 0,5 (0,5-1,0), sirasiyla; p<0,05] bulundu.

3. Amiodaron’un anjiyogenez Ulizerine etki mekanizmasi net olarak
ortaya konamamakla birlikte modelimiz anjiyogenez inhibisyonunu
gosterdigi icin Amiodaron’un disitk dozlardaki pozitif etkisi ortaya

konamamesitir. Yani anjiogenik etkinligi aciklanamadi.

4.  Antianjiyogenik etkisi incelenmek istenen Amiodaron ve vyeni
molekillerin etkilerinin arastirilmasi konusunda arastirma yontemimizdeki
gibi tavuk embriyosu KAM modelinin kullaniimasi ve etkilerinin

Bevasizumab ile karsilastirilarak test edilmesi iyi bir secenek olabilir.

5. iskemik durumlarin neden oldugu aritmilerde kullanilacak ajanin

seciminde anjiyogenezin korunmasi klinik sonuglar iyilestirebilir. Bu
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nedenle bu sinif ilaclarin anjiyogenik etkilerinin ortaya konmasi fayda

saglayacaktir.

6. Amiodaron genis spektrumlu bir antiaritmik olarak, rutin dozlarda
iskemi reperfizyon aritmilerinde kullanilmasi anjiogeneze negatif etki

olusturmadigi icin ek katki saglayabilir.

7. Bizim calismamizin aksine, Amiodaron’un pozitif etkilerini de ortaya
konulmasi i¢cin  anjiyogenez aktivasyonunu arastiran calismalar

klinisyenlere, yeni bir bakis acisi saglayacaktir.

Calismamizin sonuglari, antiaritmik tedavide anjiyogenezin korunmasi
hedefleniyorsa, rutin dozlarda Amiodaron’un uygun bir se¢cim olabilecegi
kanaatindeyiz. Ancak yiksek dozlarda yaptigi antianjiyogenik etki nedeniyle
ylikleme dozu gibi durumlarda dikkatli kullanilmasini 6nermekteyiz. Ayrica
calismamizin, anjiyogenez (izerine pozitif etkilerin ortaya cikarilmasi icin

yapilacak olan gelecek calismalara kaynak saglayabilecegine inaniyoruz.
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