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1. OZET

Biiyiime Faktorleri ve Diisiik Molekiil Agirhkh Heparinlerin Anjiyogenez
Uzerine Kisa-Orta-Uzun Dénem Etkilerinin Civciv Koryoallantoik Membran

Yontemi ile Arastirilmasi

Anjiyogenez, daha oOnce varolanin disinda yeni kapillerin olusumudur.
Anjiyogenezde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) endotelyal hiicrelerin,
epidermal biiyiime faktorii (EGF) ise epidermal hiicrelerin aktivasyonu, migrasyonu ve
proliferasyonuna yol agar. Diisiik molekiil agirlikli heparinler (DMAH) anjiyogenez
bliylime faktorlerini (VEGF), bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ve onlarin
inhibitorlerinin sentezini diizenleyerek etki ederler. Civciv koryoallantoik membran
(CAM) embriyonik koryon ve allantoinden olusan, ekstraembriyonik bir membrandir.
Yumurta fertilizasyonunun dordiincii giiniinde olusmaya baglar anjiyogenez ve

antianjiyogenez ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada DMAH’lerden tinzaparin, enoksaparin ve bemiparin’in anjiyogenik
ve antianjiyogenik etkilerinin arastirilmasini amag¢ edinmistir ve CAM yoOntemi
kullanilmistir. Calisma alti gruptan olugmakta ve her grupta yedi fertilize yumurta
bulunmaktadir. Kontrol grubu agaroz, VEGF inhibitérii bevacizumab ve EGF inhibitorii
setuksimab, DMAH ise bemiparin, enoksaparin ve tinzaparinden olusmaktadir.
Gruplarin degerlendirmesi, topikal uygulama sonrasi 0-12-24-36. saatler olmak {izere
kisa, orta, uzun donemlerde damar uzunluk ve kavsaklarinin degisimine bakilmistir.
Damar uzunluk ve kavsaklarinin hesaplanmasi Angioquant ve ImageJ programlari ile

gerceklestirilmistir.

Damar uzunluk degisimi grup karsilastirmalarinda ilag uygulamasindan 12 saat
sonra enoksaparin, agaroza p=0.029, bemiparine p=0.035 ve setuksimaba p=0.047 ile
anlamli fark gostermistir. Agaroz ve ilag karsilastirmast sonucu 36 saat sonra
bevacizumab p=0.015, setuksimab p=0.035 ve enoksaparin p=0.002 ile istatistiki olarak
anlamli farklilik bulunmustur. Damar kavsak degisim manuel analizi sonucu
enoksaparin ilag uygulamasindan 12 saat sonra p=0.025 ve 36 saat sonra p=0.04 ile

agaroz grubuna oranla anlamli farklilik gostermistir.

Bu ¢aligmanin sonucunda DMAH’lerin antianjiyogenik etkinliginin olabilecegi,

antianjiyogenik etkinin molekiil agirliginin biiyiikliigi ile bir baglanti kurulamayacagi,



ayrica. CAM modelinde antianjiyogenik etki ilag uygulamasindan 36 saat sonra daha

saglikli sonuglara ulasilabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bemiparin, Bevacizumab, Enoksaparin, Epidermal biiylime

faktorii, Setuksimab, Tinzaparin, Tromboplastin, Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii



2. SUMMARY

An Investigation of the Short-Medium-Long Term Effects of Low Molecular
Weight Heparins and Growth Factors on Angiogenesis by Chick Chorioallantoic
Membrane Method

Angiogenesis is process that occurs new capillaries from pre-existings. During
angiogenesis vascular endothelial growth factor (VEGF) and epidermal growth factor
(EGF) are responsible of activation, migration and proliferation of endothelial and
epidermal cells respectively. Low molecular weight heparins (LMWHSs) influence
angiogenesis growth factor by regulating basic fibroblast growth factor and synthesise
of its inhibitors. Chick chorioallantoic membrane (CAM) is extraembryonic membrane
that consist of embryonic chorion and allantoic. Chorioallantoic membrane occurs
during forth day of fertilization. It is a common method in angiogenesis and
antiangiogenesis research. This study claims to investigate antiangiogenic or angiogenic

effects of LMWHSs tinzaparin, enoxaparin and bemiparin by CAM method.

This study consits of six groups and seven fertilized eggs for each one. We used
agarose as control group, bevacizumab as VEGF inhibitor, cetuximab as EGF inhibitor
and bemiparin, enoxaparin and tinzaparin as LMWHSs. This comparison was made
according to vessel lenght and junction changes at immediately after topical application
in a time period of (0 hour) short term (12 hours) medium term (24 hours) and long term
(36 hours). Calculation of vessel lenght and junctions carried out by automatic
measurement with Angioquant software and manual measurement with ImageJ

software.

After 12 hours of drug application, vessel length changes were statistically
significant in enoxaparin compare to agarose, bemiparin and cetuximab (p=0.029,
p=0.035, p=0.047 respectively). After 36 hours of drug application, vessel length
changes were statistically significant in bevacuzimab, cetuximab and enoxaparin
compare to control group (p=0.015, p=0.035, p=0.002 respectively). In 12th and 36th
hours, vessel junction changes were statistically significant in enoxaparin compare to

control (p=0.025, p=0.04 respectively).

The results of this study showed that LMWHSs may have antiangiogenic effects
and we concluded that antiangiogenic effects of LMWHSs do not depends on molecular

3



weight. In addition, the most effective time for study of antiangiogenic effect is 36
hours after drug application.

Key Words: Bemiparin, Bevacizumab, Cetuximab, Enoxaparin, Epidermal growth

factor, Thromboplastin, Tinzaparin, Vascular endothelial growth factor



3. GIRIS ve AMAC

Anjiyogenez yeni kan damarlarinin olusumu olarak tanimlanmis, endotel hiicre
aktivasyonu, ekstraselliiler matriksin proteolitik bozulmasi, endotel hiicrelerinin
proliferasyonu ve gogii, kapiller damar liimenlerinin olusumunu igeren ¢ok basamakl
karmasik olaylar dizini icermektedir (1). Anjiyogenez hayatin her asamasinda hizli ya
da yavas devam eden bir siirectir. Embriyogenezde, eriskinlerde yaralanma, cerrahi
sonrasinda ve bazen de timdr gelisimi ve diyabetik retinopati gibi bazi patolojik
olaylarda 6nemli bir rol oynamaktadir (2). Anjiyogenez, siireci uyaran ve baskilayan
molekiiller arasindaki dengeye bagli olarak kontrol edilir (3). Pozitif etkili
proanjiyogenik molekiiller, eger baskin hale gelirse anjiyogenez siireci tetiklenir ve yeni

damar olusumu meydana gelir.

Civciv koryoallantoik membran (CAM) emriyonik koryon ve allantoinden olusur.
CAM yumurta fertilizasyonunun dordiincli glinlinde olusmaya baslar. CAM
ekstraembriyonik bir membran olup, hem anjiyogenez hem de antianjiyogenez
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. CAM’m civciv i¢in fizyolojik 6nemi,
gaz alis-verisinde major solunum organi olmasi ve atik {riinler i¢in mesane gorevi
gormesidir. CAM modeli basit, tekrarlanabilir, ucuz ve anjiyogenik cevabin niceleyici

6l¢limiine imkan veren bir ¢alisma modelidir (4, 5).

Kanser hastalarinda ven6z tromboemboli rastlanma siklig1 antikoagiilan ajanlara
olan ilgiyi artirmistir. Antikoagiilan tedavinin kanser hastalarinda sagkalim {izerine olan
olumlu etkisi antikoagiilan ilaglara olan ilginin artmasina neden olmustur (6).
Hiperkoagiilabilitenin kanser hastaliklarindaki en 6nemli etkisi metastaz ve derin ven
trombozuna yol agtig1 kabul edilmektedir. Bu nedenle son yillarda yapilan ¢calismalarda

antitrombotik etkili ajanlarin kanser tedavisinde bir ufuk olabilecegi diislintilmektedir.

Anjiyogenez siirecinde endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve bazik fibroblast
bliylime faktorii (bFGF) etkinligi bilinen ajanlardir. VEGF, vaskiiler endotel
hiicrelerinden salinir ve anjiyogenez olusumunu saglar. Tiip formu olusumu
proliferasyon ile anjiyogenez siiresine katilir (7). VEGF inhibitorleri bevacizumab
klinikte kanser hiicrelerinin anjiyogenezini inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir. Beyin
timorleri ve kolorektal kanserlerde 6zellikle tercih edilmekte ve tedavinin vazgecilmez

bir pargasini olusturmaktadir (8, 9)



Epidermal biiyiime faktor (EGF) insanlarda degisik doku ve hiicrelerde
yapilabilen polipeptid yapida mitojenik bir polipeptiddir (10-13). EGF membran
yiizeyinde yer alan epidermal biiytime faktorii reseptorleri (EGFR) iizerinden etki eder.
EGFR bir transmembran glikoproteini olup reseptor tirozin kinaz ailesindendir (14-18).
EGF membran reseptorleri lizerinden hiicre proliferasyonu, invazyonu, hiicre gogii ve
anjiyogenezi iizerinde etkili olur (15, 19, 20). EGF kanser hiicrelerinde ve solid
timorlerde ekpresse edilmistir, EGFR iizerinden fizyolojik olmayan aktivasyonu ile
kontrol edilemeyen hiicre boliinmesi ve sonunda timdr biliylimesi, metastazi, apoptoza
direng ve anjiyogenez ile sonuglanir. (21, 22). Setuksimab EGFR {izerinden etkili olan
bir reseptdr antagonisti ajanidir. Timor hiicrelerinden EGF salinimini inhibe eder ve
hiicre proliferasyonunu durdurur (23). EGFR iizerinden reseptor aktivasyonunun

Onlenmesi, internalizasyonu ve salinimin azaltilmasi olaylarina neden olur (24).

Onkoloji hastalarinda yapilan calismalarda hiperkoagiilasyona ve venoz
embolilere saglikli insanlara oranla daha sik rastlanmakta ve kanser progresyonuna
katkida bulunmaktadir. Fibrin olusumu ve plateletler, timor olusumu adhezyonu ve
anjiyogenezisine katki saglamaktadir (25, 26). Antikoagiilan etkinlikleri ile onkolojik
hastalarda sagkalim iizerine olan olumlu etkileri nedeniyle diisik molekiil agirlikli
heparinler (DMAH) bilim insanlarmin ilgi alanina girmesine neden olmustur. /n vitro
calismalarda heparin fragmentleri VEGF reseptorlerine baglanarak inhibisyon yaptigi
rapor edilmistir (27). CAM yontemi ¢aligmalarinda heparin ve heparin tiirevlerinin
(DMAH) antianjiyogenik etki yaptigini iddia eden pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (28).
Antianjiyogenik etkileri oldugu disiinillen ve heparin tiirevi olan DMAH’ler,
antikoagiilan etkilerini heparin gibi antitrombin III (AT) ile baglanarak Faktor lla ve
Faktor Xa’y1 inhibe ederek gosterirler. ikincil olarak da doku faktérii yolu inhibitdrii
(DFYT)’niin salimimini aktive ederek anjiyogenez iizerine baskilayici etki gosterdikleri

rapor edilmistir (28).

Bu ¢alismaya arastirilmak iizere konu olan DMAH’lerden bemiparin, enoksaparin
ve tinzaparinin, anjiyogenez iizerine etkisinin olup olmadigimmi damarlarin uzunluk ve
kavsak gelisimine olan etkisini irdeleyen ve klinik onayli antianjiyogenik ajan olan
bevacizumab ve antineoplastik ajan setuksimab ile karsilastirilmis daha Onceden

yapilmig simdilik bir ¢alisma bulunmamaktadir.



Sunulan caligma, DMAH’lerin farkli molekiil agirliga sahip olan bemiparin,
enoksaparin ve tinzaparinin antianjiyogenik etkinlik {izerindeki roliinii damar uzunluk,
kavsak degisimi yoOniinden VEGF inhibitorii bevacizumab ve EGF inhibitori
setuksimab CAM yontemi ile karsilagtirarak anjiyogenez tizerine olan etkilerini kisa-

orta-uzun (12-24-36. saat) donemde arastirmay1 amag edinmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Anjiyogenez'in Genel Ozellikleri

Anjiyogenez veya daha once var olan kapillerin disinda yeni damar olusumu,
patolojik siireglerde ve fizyolojik birgok siiregte anahtar rol oynayan olaylar dizisidir.
Kadinlarda menstural dongii, yara iyilesmesi, embriyonik gelisim gibi normal doku
biliylimesi, besin, oksijen destegi ve de atik maddelerin uzaklastirilmasi yeni damar
olusumuna baghdir. Ayrica iliskisiz hastaliklar ve bir¢ok farklilik yeni damar olusumu
ile alakalidir. Bazi patoloji durumlarinda 6rnegin, iskemik dokunun reperfiizyonu
sonrasi doku hasar1 veya anjiyogenezin diisiik oldugu kardiyak basarisizliklarda ve
hastalik durumlarini iyilestirmek i¢in anjiyogenezis gelistirilmelidir (29, 30). Birgok
hastalikta ise, fazla anjiyogenez patolojinin bir pargasidir. Bu hastaliklar kanser (hem
solid hemde hematolojik kanser), kardiyovaskiiler hastaliklar (atereoskleroz),
inflematuvar hastaliklar (romatoid artritler, Crohn's hastalig1), diabetler (diabetik
retinopati), sedef hastaligi, endometriyozis hastaligi ve adiposite (sismanlik) dir. Bu
hastaliklar ise anjiyogenezin inhibe edilmesini igeren tedaviyle fayda gorebilirler (31,
32). Anjiyogenezin tedavi agisindan ilk taninmasi 1970’lerde Dr. Folkman ve
Denekamp'in (tiimoriin yiiksek vaskiilerize ve kan destegine yatkinligi teorisi) teorisinin
ortaya atilmasi ile olmustur. Anjiyogenezin, tedavi i¢in hedef olacagi ilk olarak o
zamanlar iddia edilmisti. Anjiyostatik bilesiklerin (Anjiyostatin, endostatin,
anjiyopoetin 2 vs.) ilk kesfinden (33, 34) hemen sonra 1990’larin baslarinda
anjiyogenez alaninda aragtirmalar hizli bir sekilde genislemis ve anjiyogenez
inhibisyonun tiimiir biiylimesini azaltabilecegi kanitlart giderek artmistir. Yeni
anjiyogenez inhibitorleri preklinik ¢alismalarda kanser tedavisi igin biiyiik potansiyel
oldugu gosterilmis ve daha giincel olarak bu bilesiklerin ¢ogu klinikte kullanilmaya

baslanmistir.
4.1.1. Endotelyal Hiicrelerin Normal Fizyolojideki Fonksiyonlari

Viicuttaki kan damarlar1 uzun yillardir sadece kanin tasima bolmesi olarak
diistiniilmiistiir. Gilinlimiizde ise damar diizeni ¢esitli yollarla viicudun biitiinliiglini
korumada major rol oynayan ve 900 m? den daha genis viiclidun temel organlarindan

biri olarak kabul gortir.



Kan damarlar1 kanla direk temas halindeki endotelyal hiicreler ve perisitler, diiz
kas hiicreleri, fibroblastlar, temel membran (BM) (35) ve ekstraseliiler matriks'in
(ECM) vyerlestigi subendotelyumdan olusur. Viicuttaki yerlesimine, organ mikro

cevresine, hiicresel unsurlara, BM'ye, damarin ECM'sine bagl olarak goriiniim, yap1 ve

fonksiyonlari farklidir (36).

Endotelyal hiicreler dolasimdaki her tek kan damarinda tek katli tabaka olusturur
ve viicudun bir¢ok diizenleme siirecinde aktif rol alir. Metabolik ac¢idan kiigiik ¢6ziinen
maddeler ve peptitler (proteinler) i¢in aktif ve se¢ici olmasinin yaninda kan
koagiilasyonunu diizenler. Endotel biitiinliigi muhafaza edildiginde, endotelyal hiicreler
trombomodiiliin, DFYI ve doku tipi plazminojen aktivatorii (t-PA) aracihig: ile
antikoagiilan Ozellikleri gosterirler. Endotelyal hiicreler aktivasyonda veya hasarda,
trombosit agregasyonunu ve gogiinii tesvik eden von Willebrand faktoric (VWF) ve
serpin ailesinin bir iyesi olan doku plasminojen aktivator inhibitori-1 (t-PAI-1)
proteinlerini hizli bir sekilde serbestler. Ayrica kan koagiilasyonunun ektrensek yolunun
baglamasma neden olan doku faktoérii (DF) endotelden salinir (37). Endotelyal
hiicrelerin bir diger 6nemli 6zelligi viicudun belli bolgelerine immiin sistem hiicrelerini
yonlendirebilmeleridir. Esas olarak sitokinle uyarilabilen veya salinabilen hiicresel
adhezyon molekiilleri 6rnegin, E-selektin ve hiicreler arast adhezyon molekiilii-1
(ICAM-1) ve sitokinler, kemo-gekiciler ve kemokinler gibi ¢o6ziiniir faktorler ile
iyilesme ic¢in enflematuar bolgelere veya lenfoid organlara bagisiklik hiicreleri ile
birlikte hareket ederler (38). Sonug¢ olarak endotelyal hiicreler yara iyilesmesi,
oviilasyon, timor biiylimesi ve diabetik retinopati gibi damar yeni olusumuna aktif
birsekilde katilirlar. /n vitro da oldugu gibi hastaligin ilerleme siirecinde de fonksiyonel
olarak analiz etmek zor ve karmagik olmasina ragmen, giincel veriler ile anjiyogenik
kaskaddaki ¢esitli adimlarla bu endotelyal hiicre fonksiyonlari arasindaki baglanti

kurulabilir hale gelmistir.
4.1.2. Anjiyogenez Mediatorleri

Embriyonik gelisim siirecindeki vaskiilogenezde yeni endotelyal hiicreler kok
hiicreden farklilagir. Anjiyogenezde ise yeni kan damarlar1 esasen daha 6nceden varolan
damardan ortaya ¢ikar (39). Yetiskin yasaminda, yara iyilesmesi ve kadinlarda tireme

dongiisii  silirecinde fizyolojik uyaranlar anjiyogeneze neden olur, bu siirecte



vaskiilogenez goriilmez. Timor biliylimesi, romatoid artrit ve diabetik retinopati gibi
patolojik durumlar normalden fazla anjiyogenez ile karekterizedir. Timorlerdeki
anjiyogenez faz, timor endotelyal hiicrelerinin - yetiskinlerde normal doku
endotelyumundan 20-200 kat daha hizli ¢ogaldig1 gergegini yansitir (40). Son yillarda
yeni kan damar1 olusumunun molekiiler siirecine énemli derece katki saglayan pek ¢ok
molekiiler oyuncu tanimlanmistir. Vaskiilogenez ve anjiyogenez, bir takim
mediatorlerin kontrolii altinda olan karmasik siireclerdir. Bu mediatorlerin bir kismi

aktivatorken, digerleri inhibitor olarak gorev yapmaktadir.

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, neovaskiilarizasyon esnasinda en onemli
role sahip mediatordiir. Vaskiilogenezde endotelyal o6nciil hiicrelerin gogiinden ve
farklilasmasindan baslayip, fonksiyonel damar olusumuna kadar her basamakta VEGF
gereklidir (41-44). Anjiyogenezde ise VEGF, endotelyal hiicrelerin aktivasyonu,
migrasyonu ve proliferasyonuna yol acar. Ayrica yeni olusmus damarlarin tiip
formasyon seklinin almasinda da rolii vardir (27). Fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
ailesi, toplam 22 {liyeden olusmaktadir; bunlardan FGF-1 (asidik FGF) ile FGF-2 (bazik
FGF) damar olusumunda iligkisi vardir. FGF diger mediatorlerden farkli olarak endotel,
damar diiz kasi, fibroblast gibi damar olusumu i¢in gerekli tiim hiicrelerin farklilasma
ve proliferasyonunu tetikler (45, 46). Epidermal biiyiime faktori (EGF),
embriyogenezis, anjiyogenezis, doku ve vaskiiler sistemlerin onariminda biiyiik rol
oynamaktadir (47). Anjiyogenezde etkili diger bir mediator ise Anjiyopoietin’dir.
Anjiyopoietin  ailesinin  dort {yesi vardir:  Anjiyopoietin-1, Anjiyopoietin-2,
Anjiyopoietin-3 ve Anjiyopoietin-4. Bu mediatorler bir tirozin kinaz reseptorii olan Tie-
2’ye baglanarak fonksiyon gosterirler. Yeni damar olusumunda 6zellikle Anjiyopoietin-
1 ve Anjiyopoietin-2 6nemli rol oynamaktadir. Bu mediatorler vaskiilogenez veya
anjiyogenez ile olusmus damarsal agin olgunlagsmasini saglamaktadir. Dokuya tasinan
oksijen miktarinin yetersizligi sonucu olusan hipoksi, embriyoda ve eriskinde
anjiyogenezin en 6nemli uyaranidir (48, 49). Hipoksi, dokuda hipoksi ile indiiklenen
faktorl (HIF-1) sentezlenmesine sebep olmaktadir. HIF-1, basta VEGF ve anjiyopoietin
olmak tizere birgok mediatoriin salinimini tetiklemektedir (50). Nitrik oksit (NO),
anjiyogenezin 6nemli diizenleyicilerinden birisidir (51). NO, kan akiminin yeni gelisen
damar duvarlarina uyguladigi mekanik gerime cevap olarak eNOS enzimi etkisiyle

sentezlenir (52). Yapilan ¢alismalarda endotelden sentezlenen NO’nun damar aginin
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sekillenmesinde belirleyici faktor oldugu gosterilmistir (53). Diisiik seviyedeki reaktif
oksijen tiirlerinin yeni damar olusumu igin gii¢lii bir uyaran iken tam tersine yiliksek
seviyeleri damar olusumunu ciddi derecede baskilmaktadir (54-56). Nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH-oksidaz) enzimi, endotel hiicrelerinde olusturulan
oksidanlarin ana kaynagidir (57). Endotelde olusan bu reaktif oksijen tiirleri VEGF ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptor 2 (VEGFR-2) sentezini uyarmaktadir.
Embriyonik hiicrelerin anjiyogenez olusturmasinda, reaktif oksijen tiirlerinin
destekleyici rolii oldugu vurgulanmaktadir (58). Ancak oksidan seviyesinin ¢ok artmasi,
anjiyogenezi o6nemli derecede baskilar (59). Anjiyogenezde rol oynayan temel
prostanoidler; Prostaglandin E2 (PGE2), prostaglandin F2o (PGF2a), prostaglandin D2
(PGD2), prostaglandin 12 (PGI2) ve tromboksan A2 (TXA2)’dir.

4.2. Epidermal Biiyiime Faktorii ve Reseptorleri

Epidermal biiyiime faktori (EGF) ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen
tarafindan erkek fare submandibuler tiikiiriik bezinden izole edilmistir (60) Cohen,
erkek fare submandibuler tiikiiriik bezinde sinir biiylime faktorii (NGF) izole etmeye
calisirken, bu bezlerden elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere enjekte edildiginde
erken g6z kapagi agilisina ve erken dis siirmesine neden oldugunu gozleyerek etken
maddeyi izole etmis ve epidermis gelisimini hizlandiric1 etkisi nedeni ile bu maddeye
epidermal biiytime faktori adini vermistir (60, 61). EGF bir¢gok memeli tiiriiniin degisik
doku ve viicut sivilarinda bulunan, 53 aminoasitten olusmus mitojenik bir polipeptitdir.
Subkutan yolla enjekte edildiginde 48 aminoasitli sekle doniismekte ve etken hale
gelmektedir (10-13). EGF, fare submandibuler tiikiirik bezinde sentezlenerek tiibiiler
kanal hiicrelerinde depo edilmektedir. Ancak farelerde submandibular tiikiiriik bezinin
cikarilmas: sonrasinda plazma EGF diizeyinde herhangi bir degisikligin olmamasi
EGF'nin organizmada basgka bir yerde de sentezlendigini diisiindiirmektedir (62, 63).
EGF reseptorleri insan viicudunda idrar ve tiikiiriige ek olarak mide, pankreas sivisi,
serebrospinal sivi, seminal s1vi, prostat sivisi, siit ve kanda bulunmaktadir. EGF ayrica
bircok dokuda, 6zellikle karaciger ve plasenta hiicrelerinde bulunmakta ve epitelyal ve
mezotelyal kokenli hiicrelerde mitojenik ozellige sahiptir (11, 64). Pek cok hiicre
kiiltiirii ortaminda tanimlanan EGF reseptorleri epidermal disi orijinli olabilmekte ve
hiicreye etkisini ise reseptorlerine baglanarak gerceklestirmektedir (11, 12, 62).

Reseptorler fibroblastlarda, kornea ve lenste, ince bagirsak epitelinde, glia hiicrelerinde,
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epitelyal karsinoma hiicrelerinde gosterilmistir (11, 12, 62). Pek ¢ok mezodermal ve

ektodermal hiicre i¢cin EGF mitojenik 6zelliktedir.

Timor hiicrelerinin proliferasyonunda biiylime faktorlerinin reseptorleri aktive
etmesi onemli bir basamaktir. Epidermal biiylime faktorii reseptor (EGFR) inhibitorleri,
metastaz yapmis epitelyal kanserlerin tedavisinde gelistirilmis etkinligi yiiksek
ajanlardir (14, 15). Epidermal biiyiime faktér reseptorii, erbB hiicre reseptor
ailesindendir. EGFR’leri, erbB ya da tirozin kinaz’lar olarak da bilinir. erbB protein
ailesi, yapisal olarak iligkili dort transmembran reseptorden olusur. Bunlar: EGFR
(ErbB1, HER1), ErbB2 (Her2/ neu), ErbB3 (HER3), ve erbB4 (HER4) (14-18).
Epidermal biiyiime faktorii reseptorii 170 kd’luk bir transmembrandz glikoprotein olup
tip 1 reseptor tirozin kinaz ailesindendir. EGFR ’niin fizyolojik olmayan aktivasyonu ise
kontrol edilemeyen hiicre béliinmesi ve sonunda tiimor biiylimesi, gogili, stromal
invazyon, apoptoza diren¢ ve anjiogenez ile sonuglanir (15, 19, 20). Setuksimab ve
panitumumab EGFR hedefli ilaglardan (15, 17, 18, 65, 66) EGFR’e yonelik monoklonal

antikorlardandir.
4.3. Pihtilasma Mekanizmasi

Oxford’lu arastirmacilar tarafindan 1955 yilinda, trombin olugumunun iki ayr1 yol
teorisi gelistirilmistir ve birincisi ekstrensek yol olup DF bagimhidir diger yol ise,
intrensek yoldur ve DF bagimsizdir (67). Bu teoriye gore ekstrensek yol basit bir
reaksiyon olup, Ca** iyonlar varliginda, FVII'nin, DF ile etkilesime girerek, FX u aktif
formuna doniistiirmesi ile karakterizedir. Intrensek sistem ise daha karmasiktir ve 1964
yilinda tanimlanmis olup besli yiikseltgenme reaksiyonlart zincirinden olusur. Bu
zincirde enzimin aktive ettii substrat bir sonraki substrat i¢in aktif enzim olarak rol
oynar. Doku yiizeyin aktifledigi FXII, FXI'i aktive eder, FXla ise FIX’u aktive eder,
daha sonra FIXa, FVIII’i aktifler. Son olarak da FVIlla, FX’u aktif formuna donistiriir
(68, 69). Koagiilasyon kaskadi, endotel hasar1 veya aktivasyonu ile kan akimina
subendotelyal doku faktoriiniin sentez ve salinimi ile baslar ve koagiilasyon ii¢ fazda

olusur; baslangig, iiretim ve terminasyon fazidir (70) ve Sekil 1°de sunulmustur.

Baslangi¢ fazi: Az miktarda trombin meydana gelmesi ile karakterize olan bu faz,
diisiik hizda gergeklesir ve trombositlerin kismen aktivasyonu ve FV ve FVIII

prokoagiilanlarin proteolizi ile meydana gelir (71). Bu faz DF salgilayan hiicrelerin
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FVII/FVIIa kompleksi ile karsilasmasi ile baslar. FV1la kofaktorii olan DF yoklugunda
substratlart olan FIX ve FX {iizerinde olduk¢a zayif etki gosterir. DF’nin FVII'ye
baglanmasi ile hizla aktif formu olan FVIIa’ ya doniisiir. Olusan DF/FVI1la kompleksi
FIX ve X’u aktif formlar1 olan FIXa veFXa’ya doniistiiriir. FXa ve FVa trombin
olusumuna yol agar. Baslangicta eser miktarda iiretime ilave olarak FV ve FVIII

faktorlerinin aktiflesmesi ile daha fazla trombin iiretilir.

Uretim fazi: Trombin iiretiminin meydana geldigi fazdir. Bu fazin Karakteristigi
yiiksek hizda protrombin doniisiimii ve fibrin pihtis1 olusmasini saglayan bu
kofaktorlerin geri aktivasyonudur. Biiyilk, 300 kilodalton (kDa) agirliginda,
nonproteolitik, multi dominan bir protein olan FVIlla, fosfolipid yiizeyde maksimum
tiretimi saglamak i¢in enzim FIXa, substrat FXa kompleksinin olusumunu saglar. FXa
ayn1 zamanda fosfolipid yiizeylerde bulunan etkili {iretim i¢in protrombin’i diizenleyen

FVa ile de bir kompleks olusturur.

Son olarak terminasyon fazinda trombin iiretimi protein C ve DFYI yoluyla
sonlandirilir ve aktif haldeki serin proteazlar antitrombin III tarafindan inhibe edilir
(72).
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Sekil 1. Koagiilasyon kaskadi (73)
4.3.1. Pihtilasma Mekanizmasinin Dengesi

Doku faktorii, damar hasari olustugunda dolagimdaki FVII/FVIIa kompleksi ile
bagli form olusturur. DF primer olarak bu proteinlerin plazma konsantrasyonlari ile

sinirlandirilir ve baslangig fazinm major regiilatorii DFY 1 diir.

Koagiilasyon yolunda olusan trombin aym zamanda antikoagiilan yolu
baslatabilir. Endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ikinci bir reseptor olan
trombomodiilin (TM), antikoagiilan yolda 6nemli bir role sahiptir. TM, DF tarafindan
baslatilmis koagiilasyon basamaklarinda trombine baglanir ve allosterik bir mekanizma
ile substrat 6zgiinliigiinii bozar. Trombin-TM kompleksinin substrat: protein C olup
trombin-TM tarafindan aktif protein C’ye (APC) doniistiiriilir. APC substrati olan
protein S ile kompleks yaparak FVa ve FVIIla’y1 inaktive eder. Protein C ve S eksikligi
insanlarda tromboza egilimle ilgilidir, bu nedenle olay 6nemli bir in vivo antikoagiilan
yolu olarak nitelendirilmistir (74, 75). Trombin-TM kompleksi, trombinle aktive edilen

fibrinoliz inhibitoriidiir (TAFI). TAFI plazminojenin fibrine baglanmasini inhibe ederek
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fibrinolizi engeller. Trombin-TM kompleksi iki amaca hizmet eder; negatif feed back
etki ile fibrin ve trombin yigilmasini engeller ve plazmin aktivasyonunu inhibe eden,
piht1 lizisini geri dondiirenTAFI’y1 aktive ederek fibrin birikimini engeller. FIXa-FVIlla
kompleksi, FVIIIa’nin inaktivasyonu ile regiile olan bir sistemdir ve bu regiilasyon
FIXa, FXa, trombin veya APC tarafindan proteolitik ayrilma ile gergeklesir. FIXa direkt

olarak antitrombin (AT) tarafindan inhibe edilir.

FXa-FVa kompleksinin aktivitesinin diizenlenmesi, FVa’nin APC ile
inaktivasyonu ve FXa’nin AT tarafindan inhibisyonu yolu ile olur. Trombin, heparin
varliginda AT tarafindan inaktive edilir. AT nin fonksiyonel yetmezligi venéz tromboz
gelisimi riskindeki artis ile iligkilidir (76). AT, FIXa ve FXa gibi aktif koagiilasyon
proteazlarinin tamamini temizleyen énemli bir faktordiir. FVIla, AT tarafindan inhibe
edilmemesine ragmen, DF’ne bagli halde iken heparin varliginda AT tarafindan
inhibisyonu 33 kat artar. Bu artis AT’ nin, DF-FVIla kompleksini inhibe etmede nemli
bir faktor oldugunu gosterir. Bununla birlikte fizyolojik AT konsantrasyonlar: ile
yapilan ¢alismalarda AT’nin reaksiyonun baslangi¢ asamasinda higbir rolii olmadigini

gostermistir (77).
4.4. Doku Faktorii

Doku faktorii ayn1 zamanda Tissue Faktor, Tromboplastin ve CD 142 olarak da
bilinir. DF 47 kDa agirliginda bir transmembran hiicre yiizey glikoproteinidir ve in vivo
koagiilasyon sisteminin temel baslaticisidir (78). DF’nin kimyasal yapisi Sekil 2’de

sunulmustur.
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Sekil 2. Doku faktoriiniin kimyasal yapisi (79)

Koagiilasyonun baslangi¢ fazi prokoagiilan DF’nin, kanda eser miktarda bulunan
FVlla ile karsilagsmasi ile meydana gelir. Endotel hasari, sistemik (endotoksemi ve
sepsis) ve lokal proinflamasyon durumlarinda DF’nin damara salinmasi ile baslar (80).
FVIla-DF kompleksi, FIX ve FX’un aktif formlara doniismesini saglar. FIXa ve FXa ise

trombin Uretimi ve fibrin formasyonuna yol acar.

Doku faktorii, vaskiilarize dokulardan, plasenta, beyin, kalp ve akciger gibi
ekstravaskiiler alanlardan salinir. Damar duvarindaki DF predominant olarak adventisya
ve media tabakasinda lokalizedir. Damar duvari g¢evresindeki bir¢ok hiicre tipi,
adventisyal fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, keratinositler, astroglia, kalpteki miyosit
hiicreleri DF salinimi yapar (81, 82). Bu hiicre, spesifik DF salinimi ve dolasim
sisteminin biitiinligii bozuldugunda koagiilasyon sistemini aktive etmeye hazir sekilde
koruyucu prokoagiilan 6zellik gosterir. Boylece endotel bariyeri bozuldugunda veya
aktive monosit ylizeyinde DF salinimi oldugunda kana DF gegisi olur. Ancak saglikli
kisilerde de tam kanda DF aktivitesi vardir (83). DF, endotelyum ve monositlerden in
vitro kosullarda endotoksin, sitokinler ve forbol esterleri tarafindan (bu hiicreler DF
salinimini yapmasalarda) indiiklenebilirler (84, 85). /n vivo sartlarda DF saliniminin

indiiklenmesi, endotel ve monosit aktivasyonu sirasinda bir seri degisikligin bir parcasi
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olarak gelisir ve ateroskleroz (86), dissemine intravaskiiler koagiilopati (DIC), malignite
(87) ve ksenograftlarin hiper akut rejeksiyonu gibi trombozisin birgok patogenezine
dahil olur (88). DF’nin ateromattz plaklardaki makrofajlardan giiglii salinimi, miyokard
infarktiisiinii takiben gelisen plak riiptirii ile kana karistigit zaman patolojik

intravaskiiler trombozise neden olur (88).

Vaskiiler inflamatuar hiicrelerde oldugu gibi peritimér inflamatuar makrofaj ve
fibroblastlarda DF salinimi, ekstravaskiiler timor fibrin  birikimiyle alakahdir.
Endotelyal hiicre aktivasyonu, trombomodiilin ve heparan siilfatin normalde AT ve
DFYI’nin da dahil oldugu proteoglikanlar tarafindan tutulan bir¢ok antikoagiilan
molekiiliin, hiicre yiizeyinden kaybiyla hizli salinimlarini izleyen bir olaydir. DF, birgok
dokuda anormal durumlarda inflamatuar cevap modiilatorii olarak gorev yapmaktadir
(89). DF’nin patolojik salinimi, makrofaj derivesi kopiik hiicreleri, aterosklerotik
hiicrelerdeki diiz kas hiicreleri, kanser hiicreleri, septik durumlarda monosit hiicreleri
nadir olarak da damar diiz kas hiicreleri ve yanindaki mezenkimal hiicrelerde goriiliir
(90). DF baslica normal damarlarda adventisyada yerlesmis olup, damar hasari ile
salinmaya baglar. DF salinimi gram negatif sepsis, ateroskleroz ve kanser gibi degisik
patolojik durumlarda indiiklenir ve 6liimciil fibrin depolanmas: ve tromboza yol agar
(91). Normal plazmada koagiilasyon faktorlerini nétralize eden dogal inhibitorler vardr.

Bunlarin baslicalar1 DFY1, protein C, protein S, antitrombin III"diir.
4.5. Doku Faktorii Yolu Inhibitérii

Doku faktorii iliskili koagiilasyonu inhibe eden endojen inhibitér, 40 yildan
fazladir deneylerle gosterilmistir, ancak son 10-15 yildir biyolojisi hakkinda bilgi
edinilmesi ve {iretilmesi yeniden ilgi alanina girmesine neden olmustur. Kalifornia
Universitesi Samuel Rapaport Laboratuvarinda Sanders ve arkadaslar: tarafindan 1985
yilinda DF/FVIla katalitik kompleksini FX varliginda inhibe eden plazma lipoprotein
fraksiyonu icerigi rapor edilmistir (92). Bu arastirma sonucu daha sonraki yillarda DFY1
olarak adlandirilan inhibitorle ilgili yeni arastirmalarin yapilmasinin baslatilmasina

neden olmustur.

Doku faktorii yolu inhibitdriiniin yapisi, peptid segmentler ile ¢evrili ti¢ Kunitz tip
alandan olusan modiiler bir proteindir. Birbiri sira tekrarlayan elementler; birinci Kunitz

alan1 (K1) tarafindan takip edilen N-terminal asit bolgeler, bir baglayict bolge, ikinci bir
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Kunitz alan: (K2), ikinci bir baglayict bolge; ti¢lincii Kunitz alani (K3) ve C terminal
temel alan seklindedir (Sekil 3). K1 alan1 FVIIa’nin DF ile kompleks olusturmasini ve
K2 alan1 FXa’y1 inhibe eder. K3 i¢in ise direkt bir proteaz inhibisyon fonksiyonunun
oldugu gésterilmemistir. Ancak DFYI’nin C terminal bolgesi koagiilasyonun hizli
fizyolojik inhibisyonu icin gerekli oldugu ve diiz kas hiicre proliferasyonunun
inhibisyonunda rol aldig1 ve ek olarak C terminal bblgenin DFYI’nin hiicre yiizeyine

baglanmasinda 6nemli rollere sahip oldugu arastirmalarla vurgulanmaktadir (93).
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Sekil 3. Doku faktorii yolu inhibitdriiniin’nin yapisi (94).

Doku faktorii yolu inhibitorii, FXa’y1 direkt inhibe eder ve FXa bagimli FVIla-DF
katalitik kompleks olusumunun feedback (geri-bildirim) inhibisyonunu diizenler (95).
FVIla-DF kompleksi, koagiilasyon baslangicindan sorumludur, DFYI aracili
geribildirim inhibisyon teorisine gore; kalict hemostaz i¢in FVIII-FIX ve FXI’in
giiclendirilmis prokoagiilan etkileri icin gereklidir (96). DFYI, FVIIa’ya FXa’dan daha
yavas baglanir, FXa-DFYI kompleksi FVIla-DF'nin gii¢lii bir inhibitoriidiir. Bu
etkilesimler sonucu dortlii bir inhibitér kompleks olan FXa-DFYI-FVIla-DF
formasyonu gelisir. Bu bilgiler DFY1’nin mekanizmasini iki basamak olarak gosterir; 1.
Basamakta; DFYI, FXa’ya baglamir, FXa-DFYI kompleksi, FVIla-DF kompleksine

baglanarak aktivitesini tamamen bloke eder (97). DFYI’nin plazma konsantrasyonlari
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diisiiktiir, ancak kanda dolasan DFYI’nin bir kismi LDL, HDL, lipoprotein (a) gibi
lipoproteinlere bagl bulunur (98, 99). Plazmadaki predominant DFYT formu 34-41 kDa
agirhgindadir, DFYT kanda farkli agirlikta heterojenite gosteren formlar1 bulunur. Daha
az bulunan formlar yiiksek molekiiler agirliga sahiptir (104). Biyiikligiindeki bu
heterojenite, kismen, DFYI ve Apo Al arasindaki kanisik disiilfit komplekslerinin
olusumunun bir sonucu olabilir (100). DFYi’nin major formu LDL’ye bagh olup 34
kDa agirhiginda molekiiler agirliga sahiptir, tam uzunluga sahip DFYI’nin distal
kismindan yoksundur ve K3 tipin ¢ogunlugunu olusturur. 41 kDa formu, HDL ile
dolasir ve DFYI’nin karboksi terminal koklii formuna benzer ve K3 alaninda,

apoprotein All ile disiilfit bagl sisteinli bir kalint1 igerir (101).

Doku faktorii yolu inhibitoriintin lipoproteinlerle iliski mekanizmasi heniiz
bilinmemektedir. Plazma DFYI’nin genis karboksi terminal kokii lipoproteinlere bagl
bulunur ve tam uzunlukdaki DFYi’nin lipoproteinler ile bag1 in vitro olarak yiiksek
sodyum klortir konsantrasyonlarinda geri dondiiriilebilmis olmasi iyonik bir etkilesimin
gostergesidir. Zit olarak, endojen DFY1’nin plazma lipoproteinlerine baglanmasi sadece
tire, deterjan gibi denatiire edici ajanlar ile geri dondiiriilebilir ve hidrofobik bir
etkilesimin gostergesi kabul edilir (102). Miks disiilfid kompleks, DFYI’nin karboksi
terminal kokiiniin 3 Kunitz alan1 ve apolipoprotein AIl arasinda yerlesmistir ve
DFYI’'nin HDL’ye baglanmasinda rol alir. Fakat non-apoprotein All baglar1 ve

lipoproteinlere bagli plazma DFY1 formlarinin etkilesimlerini agiklamaz (79).

Doku faktorii yolu inhibitorii seviyelerinin saglikli bireylerdeki degeri 0.7-1.4
U/ml.’dir (103). Normal fizyolojik kosullarda DFYI'nin ana sentez yeri damar
endotelidir (104). Normal insan dokularmin immiinohistokimyasal analizlerinde DFY],
mikrovaskiiler endotel ve megakaryositlerde de tespit edilmistir. Farkli organ
endotellerindeki DFYT gen ekspresyonu olasilikla organin fizyolojik durumuna goére
degismektedir (105). En yiiksek DFYI mRNA’s1 insan akciger ve kalbinde saptanmis
olup (105), bu bulgu fare deneyleri ile de desteklenmistir (106). Bunlarin disinda az
miktarda DFY1 monosit, makrofaj, akciger fibroblastlari, vaskiiler diiz kas hiicreleri,
larengeal skuamoz epitel hiicreleri, astrositler, mezotel hiicreleri, mezenkimal hiicreler
tarafindan da sentezlenir (93). Insan fetusunda DFYI, endotel ve Karaciger disinda

akciger, bobrek ve barsak epitelinde de sentezlenir. Ayrica DFYI plasentada

19



sitotrofoblastlar ve sinsityotrofoblastlar tarafindan fazla miktarlarda sentezlenir ve

plasental kan akiminin devamliligini saglamada 6nemli olduguna inanilmaktadir (107).

Doku faktorii yolu inhibitériiniin salinimi  pekgok hiicre tipinde degisik
inflamatuvar uyarana yanit olarak diizenlenir. Normal kiltiir kosullarinda vaskiiler
endotel hiicreleri tarafindan DFYI sentezlenir. Hiicrelerin serum ile uyarilmasi
durumunda DFY1 sentezinde hafifce artis olmaktadir (108). Kisa bir stres uygulanmas:
halinde, insan endotel hiicrelerinde, DFYT sekresyonunda iki kat artis tespit edilmistir
(109). Ek olarak trombin, vaskiiler endotelden hiicresel DFYI salmimini arttirir, plazma
ve es zamanli epitelyal hiicre yiizeyinde DFYI diizeylerinde artisa neden oldugu
bildirilmektedir (108).

Doku faktorii yolu inhibitdrii organizmada ii¢c havuzda dagilir; %80-85°1 endotel
hiicre yiizeyi ile iliskilidir, %10’u dolasimda lipoproteinlere bagl ve az miktarda serbest
olarak bulunur ve %3l trombositlerde bulunur (109). Endotel glikozaminoglikanlara

bagli olan formu en gii¢lii antikoagiilan dzellige sahiptir.

Intravendz heparin uygulamasi sonrasi endotele bagli DFYI salinimi olur ve
plazma DFYI konsantrasyonu iki-dért kat artar. Bu gdzlem heparinin DFYI’nin
konsantrasyonunda yaptig1 artis antikoagiilan etkisini aciklamaktadir (110). DFYI
diizeyleri gebelik ve dogumun erken evresinde artar ve yenidoganda, eriskinden daha
diisiik diizeydedir. Normal siklik hormonal durum DFY1 diizeylerini etkilemez, bununla
birlikte oral kontraseptif kullanan kadinlarin bir kisminda (%25°1) diisiik seviyelerde
bulundugu tespit edilmistir (111) ve diger koagiilasyon inhibitorleri ile kiyaslandiginda,
yiiksek diizeyleri yaslilarda subklinik kardiyovaskiiler hastalikla iligkili olup, endotel
hasarinin iyi bir gostergesidir (112).

4.5.1. Doku Faktorii Yolu Inhibitorii ve Malignite

Koagiilasyon bozukluklari maligniteye bagli olimlerin en sik sebeplerinden
biridir. Kan koagiilasyon aktivasyon sistemi ile malignite arasindaki iligki 1865’lere
dayanmaktadir. Prof. Armand Trousseau, bugiin hiperkoagiilopati olarak adlandirilan,
kanserle klinik vendz tromboembolizm gelisiminin korelasyonuna deginmistir (113).
Trousseau sendromu, malignitelerde tekrarlayan tromboembolik epizodlar ve kronik
diisiik dereceli intravaskiiler koagiilasyon olarak bilinen bir komplikasyondur (114,

115). Trousseau sendromunun kokenini, dolagimda tiimoér hiicre DF’nin siirekli
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bulunmasina dayandiran iddialar mevcuttur (116, 117). Hiperkoagiilasyon, kanser
hastalarinda iki 6nemli klinik duruma sebebiyet verir; bunlar venéz tromboembolizm ve

metastazdir.

Venoz tromboembolizm; tromboz, malignitenin sik goriilen bir komplikasyonu
olup kanser Oliimlerinin ikinci Onemli nedenidir. Kanser hastalarindaki
tromboembolizm siklig1, kanserin tipine ve Kkanser tedavi tirii gibi diger risk
faktorlerine gore degisir (118). Birgok patogenctik mekanizma malignitelerde
pihtilasma aktivasyonunu baslatabilir. Genel faktorler; paraprotein iiretimi, inflamatuar
reaksiyon, nekroz ve hemodinamik bozukluklar gibi akut faz cevabi iken, spesifik

faktorler; tiimor veya konak hiicrenin prokoagiilan 6zelligi olarak belirtilebilir (119).

Metastaz; hemostatik faktorler ve malignite arasindaki baglantiyr gosterebilecek
ilk ipuglar1, mevcut hemostatik faktorleri ve tiimor hiicrelerinin ko-lokalizasyonlarini in
Vvivo olarak gosteren ¢alismalardan gelmistir (120). Malign hiicreler, DF, FXa’y1 direkt
aktive eden sistein proteaz gibi prokoagiilanlari salgilar. Tiimor hiicreleri, monosit-
makrofaj ve endotel hiicreleri gibi konakg¢i hiicrelerden DF salinimini arttirirlar. Bu,
timor etrafinda fibrin formasyonunu meydana getirebilir. Fibrinin, ¢ogu tiimoérde,
stromanin 6nemli bir komponenti oldugu gosterilmistir. Siklikla yara zemininde
gozlenen timor stromasinin anjiyogenezis ve inflamatuar infiltratlar gibi diger
ozellikleri timor stromasmin erken donem yara stromasiyla karsilastirilabilecegini
gosterir (121). Yara iyilesmesine analog olarak tiimér stromasindaki ilk fibrin birikimi
zamanla yerini daha matiir, kollajen i¢eren bag dokusuna birakir (122, 123). Fakat
yapilan ¢alismalarda tiimor biiyiimesinde fibrinin gérevinin anlagilmasini saglayacak bir
mekanizma simdilik anlagilamamistir. Fibrinin timor stromasi gelisiminde, yara
stromasi olusumundaki gorevine analog bir islevi varsa, bu fibrinin timor stromasi
gelisiminde, hiicre adezyonunu saglamaktan daha ileri islevlerinin olabilecegini
diisiindiirmektedir. /n vitro ¢alismalar, iiretilen endotel hiicrelerinin fibrinojene adhere
olduklarim1 ve daha yiiksek fibrinojen konsantrasyonlarina sahip matrikslere gog
ettikleri gostermistir.  Timdr stromasindaki fibrin, malign hiicrelerin gelisimini
saglayabilecek anjiyogenezise yardimci olabilir. Fakat fibrinojen ve plazminojenden
yoksun farelerde yapilan son g¢alismalar, ne fibrinin ne de plazmine bagimli fibrinin

diistisiniin yara zemininde erken anjiyogenezis ve graniilasyon dokusu olusumunda
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gerekli olmadiklarin1 gostermistir (124). Bu nedenle, bu faktorlerin timor stromasi

olusumundaki olasi kritik roli hala bilinmemektedir.

Timor-konaker etkilesiminde piht1 aktivasyonunun esas uyaricist DF’dir. DF,
malign fenotiple iliskili olup anjiyogenezin baslangicinda bir belirleyicidir. Bu
hiperkoagiilabilite durumuna ragmen DFYI diizeyleri solid tiiméorlii hastalarda artmis
bulunmaktadir (125). DFYI’nin yiiksek plazma diizeyleri, bashica fulminan DIC ve
sepsis hastaliklar1 durumunda rapor edilmistir, ancak ileri evre kolon ve pankreas
kanserli hastalarda da yiiksek DFYI diizeyleri tesbit edilmisti. DFYI malign
hastaliklarin ilerlemesi ile iliskili olarak artar, fakat diger koagiilasyon inhibitorleri
malign hastaligin ilerlemesi ile azalma gosterir (126, 127). Amirkhosravi ve arkadaslari,
B16 melanomunda deneysel olarak DFYi’nin akciger metastazini inhibe edici etkisini
rapor etmislerdir. DFYI calismasi, iki temele dayandiriliyordu. Direkt olarak; B16
melanom hiicreleri DFYI salgilayan tasiyiciyla enfekte edilip farelere enjekte edilmis ve
indirekt olarak; tiimor enjeksiyonundan 6nce rekombinant DFYI veya DFYI geni
enjekte edilmis, biitiin olgularda metastaz yaklagik %80 oraninda azalma gosterdigi
bildirilmistir. Hem serbest dolasan hem de tiimér hiicresi ile iliskili DFYI hematojen
metastazda onemli bir rol oynayabilecegi fikrini desteklemektedir (128). Timor
enjeksiyonundan hemen 6nce rekombinant DFYT uygulanmasi hem tiimér hiicrelerinin
neden oldugu akut trombositopeniyi hem de uzun vadede akciger metastazini azaltir
(128). Pihtilagma sistem aktivasyonunun, deneysel metastazi arttirici yoniindeki yeni
bulgular1, DF yolunun ayni zamanda anjiyogenez iizerinde etkisi oldugunu gostermistir.
Elde edilen veriler DFY] diizey artisinin primer tiimor bilyiimesini degistirmedigini ve
boylece de anjiyogenez blokajinda DFYI aktivitesinin esas role sahip olmadif
tartigmasinin baglamasina neden olmustur (119). Bu bulgular timoriin cerrahi olarak
¢ikarilmasmi takiben yayilmasi gibi akut durumlarda, rekombinant DFYI'nin anti-
metastatik bir ajan olarak kullanilabilecegini fikrini destekler sonuglarina ulasilmistir
(128).

Doku faktorii yolu inhibitorii diizeylerinin yiiksek konsantrasyonda bulunmast,
hastanin biyolojisinden ¢ok koagiilasyon aktivitesinin derecesiyle iliskilidir. Karsinom
hiicreleri ¢evre dokuyu istila ederek metastaz yaparlar. Fibrin formasyonu tiimor
invazyonuna karsi bir savunma mekanizmas: olarak diisiniilmektedir ¢iinkii kanser

hiicreleri DFYI iiretimini arttirarak konaktaki koagiilasyonu inhibe eder. Endotel
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hiicrelerinden DFYT iiretimi kanser hiicrelerinin kendisi, aktif monositler veya stroma
hiicrelerinden salinan sitokinler tarafindan uyarilabilir. Karsinom hiicreleri tarafindan
iiretilen tiimor nekroz faktér (TNF) alfa ve interlokin 1°in DFYI sentezini uyardigima
dair calismalar mevcuttur (129). Solid tiimérlii hastalarda yiiksek DFYI diizeyleri,
muhtemelen fibrin formasyonunu azaltir ancak patogenetik mekanizma simdilik

bilinmemektedir.
4.6. Trombin, Doku Faktorii ve Kanser Anjiyogenezi Mekanizmasi

Timor anjiyogenezi ve pihtilasma sistemi arasindaki olasi baglanti pihtilasma
bagimli ve pihtilasma bagimsiz olmak lizere gerceklestigi ileri siiriilmektedir (130).
Timor anjiyogenezi-koagiilasyon sistemi elamanlari arasindaki baglantt Sekil 4’de

sunulmustur.

23



TEmor ve ' veya vaaskiler
endotelyval membran

— — -

i— .~ VEGE + TSP 4T
- - 1.
T Permaabilite [}l;qufo_gn:yog_ TAdbhezyon |

I\ILEDI) N T EA2 I EQIIRN KT

df

—
<ol
—
S = S TN ——
VEGF yeasrn - HeGe asRar--=

La Hiicre selcdi ] i&-m-billt- ] }roufc.r-”'on' {‘Prol-ollzlz

o (éio‘u'omb}ti > (Fva)

B - CTembe > <P -
Ca*~ = i
l Plateletler Aktiflegmiy

FPA FPB
- - Fibrin piatalatior

Fibrincjen - - - iplilegifi —u —

A
...... NI \
22222 22 . Pahts |
: .
| | vearE
3 BEGH
Fibrin S0’ POGHE
D —_— lphkci%
RSP
T . e ——
A e

Destekleme | l Proanjivogenik I | J [+ |
| | fragsmentlies }’:oh{au ron. L Migrass-on

Sekil 4. Doku faktorii, trombin ve timdr anjiyogenezi mekanizmasi (131).

Sekil 4’in st kismina bakildiginda pihtilasma  bagimsiz  mekanizma
goriilmektedir ve buna gore; DF, anjiyogenezi trombin ve fibrin olusumundan bagimsiz
bir sekilde tetikler. Bu mekanizmalar vaskiiler endotelyal hiicreleri ve pek ¢ok timor
hiicrelerinde asir1 DF ve bilesenlerin aracilik ettigi mekanizmalardir. DF reseptoriiniin
sitoplazmik ucundaki serin kismi ligand kapilidan bagimsiz protein kinaz C (PKC)
tarafindan fosforillenir. Reseptoriin fosforilasyonu farkli genlerin transkripsiyonel
aktivasyonu veya inaktivasyonu ile sonuglanan sinyallesme gerilemesini baslatir. DF
aktivasyonu ile bir antianjiyogenik faktor olan trombospontin-1 (TSP-1) diretimi

azaltilirken bir proanjiyogenik faktor olan VEGF tiretimi artirilir. VEGF, DF {iretimini
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artirarak sirasiyla timor biiyiimesi Ve pihti olusumu kisir dongiisiinii devam ettirir.
VEGF ayrica timor ve vaskiiler endotelyal hiiclerinin etrafinda fibrince zengin
proanjiyogenik matris birikimine ve plazma protein sizintisina sebep olan vaskiiler
gecirgenligi artirir. Artmis VEGF ve azalmig trombospondin-1 tiimér anjiyogenezinin
artmasina katkida bulunan endotelayal hiicrelerin proliferasyonunu tetikler. FVII’nin
DF ile ligand bag olusturmasi FVII’nin aktiflesmesine ve hiicre i¢i Ca™ artigina yol
acar. Hiicre i¢ci Ca™ artis1 sirayla protein kinaz C’yi (PKC) aktiflestirir ve DF
reseptOriinlin sitoplazmik ucunun fosforillesmesine neden olur. Ayrica ligand bagi aktin
filamentlerinin hareketine neden olan sitoplazmik ugtaki Aktin baglayan protein 280°nin
(APC-280) baglanmasini kolaylastirir. Bu baglantt mitojen tarafindan aktive edilen
protein kinaz (MAPK) sinyallesmesini ve fokal adezyon kinaz (FAK)in
fosforillesmesini ve tiimdr anjiyogenezi i¢in temel olan endotel hiicre adhezyon ve gocii

artisini saglayan sinyallesme gerilemesini diizenler.

Anjiyogenez mekanizmasi sunulmustur Sekil 4’in orta kisminda pihtilagma
bagimli trombin ve buna gore; DF piht1 olusumu ve fibrin den bagimsiz trombin
olusumu aracili anjiyogenezi tetikleyebilir. DF reseptoriiniin aktivasyonu FVII ile
ligand bag araciligi ile olur. Aktif FVII ve DF-FVIIa kompleksi FX’u aktiflestirir. Eger
DFYI, DF-FVlla-FXa kompleksine baglanmaz ve iigliiyii inaktive etmez ise FXa
kompleksten ayrilir bagka bir fosfolipid membranda Ca*™ ve FVa varliginda proteolitik
olarak protrombinin trombine doniisiimii olan protrombinaz olusum kopleksi ile iliskiye
gecer. DF hiicre membranina bagli proteaz tarafindan aktive edilen reseptorleri (PARS)
baglayarak pihtilasma bagimsiz anjiyogenezi tetikleyebilir. PARs’larin N-terminal
bolgesinin trombin tarafindan kapatilmasi, bagli bir ligand olarak gorev yapan yeni N-
terminal bolgesi ortaya c¢ikarir. Bu bagh ligand molekiil i¢i yedi transmembran G
protein ¢ifti reseptoriiniin ikinci transmembran bdlgesini baglar. Trombin PAR-1, PAR-
3 ve PAR-4’¢ yapisir fakat PAR-2ye yapismaz. Tripsin, triptaz, DF-FVIla kompleksi
veya FXa gibi diger proteazlar PAR-2’yi aktiflestirebilirler. PARs’larin aktivasyonu G
proteini ile ilgili GDP’dan GTP’a degisimi ile sonuglanan yapisal degisikliklere neden
olur. G proteinleri niikleotid baglanma bdlgesi ve a alt tiplerini igeren a, B ve vy
heterodimerlerinden olusur. Cesitli G proteini alt tiirlerinin dokuya 6zel sitimiilasyonu
trombine farkli yamitlar verir. Ozel sinyal transdiiksiyon kaskad: PARs’lara bagh G

proteinin alt tiirlerine bagli olarak PARs’larin aktivasyonu ile baslar. Birgok genin
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transkripsiyonel aktivasyonuna neden olabilen MAPKs gibi sinyal transdiiksiyon
basamaklar1 anjiyogeneze katilir. PARS’larin trombin ile aktivasyonu VEGF, VEGF
reseptorleri, DF, bFGF ve matris metalloproteinazlar (MMP-2) anjiyogenez ile iliskili
bircok genin aktivasyon artisina neden olur. Bu genler, tim6r anjiyogenezinin artigina
sebep olan endotelyal hiicre sekli degisikligi, artmis vaskiiler gegirgenlik, artmis
endotelyal hiicre proliferasyonu ve artmis proteoliz gibi bir¢ok pleiotropik cevaplara

neden olur.

Fibrin mekanizmalar1 Sekil 4’lin alt kisminda sunulmustur, pithtilasma bagimli
anjiyogenez ve DF ayni zamanda trombin olusumu, fibrin birikimi yoluyla pihtilagsma
bagimli anjiyogeneze neden olabilir. Protrombinaz kompleksden trombin olusumu,
fibrinojen molekiiliinden fibrinopeptid A (FPA) ve fibrinopeptid B (FPB)’yi ayiran ve
sonugta ¢Oziilmiis fibrinojenden fibrin iplik¢iklerini olusturan bir aktif serin proteazdan
kaynaklanir. FPA’nin artmis plazma seviyesi timdr biiyiimesi ve ilerlemesi ile
iligkilendirilmistir. Trombin ayrica plateletleri aktive eder. Fibrin iplikleri ile aktive
edilmis plateletlerin birikimi piht1 olusturur. Piht1 olusumu ve erimesi tiimdr biiylimesi
ve anjiyogenezine neden olur. Aktive olmus plateletler o graniillerinden, timor ve
endotelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonu artisina neden olan VEGF, bFGF ve
platelet kaynakli biiylime faktorii (PKBF) igeren bircok proanjiyogenik ajanlar saliverir.
VEGF, tiimor hiicreleri etrafinda ektraseliiler fibrin iplik¢igi matrisine sebep olan
plazma protein sizintisina neden olur. Bu matris endotelyal hiicre migrasyonu ve tiibiil
olusumunu kolaylastiran bir destekleyici iskele olarak gorev yapar. Fibrin matrisinin
fibronilitik bozulmasi ayrica anjiyogeneze neden olur, ¢linkii bozulma, hiicre adhezyonu
ve migrasyonunu kolaylastirici proanjiyogenik gizli bolgelerin maruziyetine ve kiigiik

proanjiyogenik parcalarin ve ayrimis bilylime faktorlerinin salinimina neden olur.
4.7. Diisiik Molekiil Agirhkh Heparinler

Diisiik molekiil agirlikli  heparinler kimyasal veya kontrollii enzimatik
depolimerizasyon ile heparinlerden tiiretilmistir ve 3 000-6 000 Dalton agirlig1 arasinda
daha diisiik ortalama agirliga sahiptir ve zincir uzunluklar1 12-18 sakkarid birim igerir.
Avrupa’da 1980’lerin ortasindan beri kullanilmaktadir. DMAH’ler Amerika’da ilk
olarak 1993 yilinda vendz tromboz tedavisinde kullanilmak iizere onay almistir (132,

133).
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Disiik molekiil agirlikli  heparinler farkli depolimerizasyon yontemleriyle
tiretildikleri i¢in farmakokinetik ve antikoagiilan 6zellikleri yoniinden bazi farkliliklar
igerirler (6, 134). DMAH’lerin karsilastirmali bu 6zellikleri Tablo 1’de (133) ve sirasi
ile bemiparin, tinzaparin ve enoksaparin’in kimyasal yapilar1 Sekil 5, 6 ve 7°de
sunulmustur. DMAH’ler standart heparinden farkli olarak cilt altina uygulanir. Bu
uygulama sonrasi biyoyararlanimi artar, yarilanma omrii uzar. Ayrica farmakokinetik
Ozellikleri olarak trombositopeninin azalmasi ve daha ¢ok tahmin edilebilir doz cevabi
ile 6nemli avantajlar sunmaktadir (132, 135). Bu avantajlar, antikoagiilan olarak kanser
tedavisinde daha yogun olarak kullanimina yol agmistir. DMAH’lerin standart
heparinlere gore klinik acgidan kanser hastalarinda venéz tromboz tedavisinde
mortaliteyi 6nemli derece azaltigini gosteren ¢alismalar vardir (136). Bununla birlikte
kafa karistirici farkli klinik calismalarda vardir ve vendz trombozu olmayan veya
profilaksi agisindan kanser hastalarinda yasam siiresini uzatmak amaciyla DMAH
tedavisi henliz onay almamistir (6, 133, 137-140). Bundan dolayi DMAH’lerin
potansiyel rolii ek degerlendirmelere ihtiyag gostermektedir. Ozellikle bu caligmalar,
muhtemel tedavi cevabi i¢in kanser tipi ve evresinin yani sira optimum cevap dozu ve

stiresini de belirleyecek odakli olmak zorunda oldugu iddia edilmektedir (141).
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Tablo 1. Antianjiyogenik etkili ultra diisiikmolekiil agirlikli heparin ve diisiikk molekiil
agirlikli heparinlerin listesi (133)

Heparin Isim Ticari isim Hazirlama metodu Ortalama
jenarasyon Molekiil
Agirhg
(Da)
1.Jenerasyon Tinzaparin Innohep Heparinaz 6 500

depolimerizasyon

Daltaparin Fragmin Nitroz asit 6 000

depolimerizasyon

Enoksaparin Clexane Benzilasyon ve alkali 4 500
hidroliz
Nadroparin Fraxiparin Nitroz asit 4 500

depolimerizasyon

Reviparin Clivarin Nitroz asit 4 500

depolimerizasyon

2.Jenerasyon Bemiparin  Hibor, Badyket Kimyasal B-eleme 3500

depolimerizasyon

UDMAH - Kimyasal (3-eleme 2 200

(RO-14) depolimerizasyon

O M CH,-OH, O Ma CH,-0OH, O Ma CH0OH,
)—ol| ]| }Jo F—o| }—o | o | | | o
i li?.‘ilH Yo lf?.l-l:l. y { OH e ORy Y .:'TIH "o ..' Tii. i EH
N/ TNC A N/ TN
L] L o ( | (Lol — U
OH, FH-Hy OH;y MNH-H; Oy HNH-Hy
fi
R H a¢ S0.MNa Ay = 805N oF GOCH, =112

Sekil 5. Bemiparin’in kimyasal yapisi (142)
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GOONa CH,OR R, CH,0SO;Na
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o OH
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OSO,Na NHR' OR NHSO,Na
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n=1t025 R=Hor SO;Na, R"= H or SO;Na or COCH;; R, = Hand R; = COONa or R, = COONaand R; = H.

Sekil 6. Tinzaparin’in kimyasal yapis1 (143)

|
0=5-0 [ — o] \
/7 {1 "0 0=S-— O—S\ - | O=
T 8% o 5+ fol oto oo
a a n 8] Na+ Na

Sekil 7. Enoksaparin’in kimyasal yapis1 (Wikipedia, Walkerma’dan)

Anjiyogenez; kapiller damar liimeninin olusumu, proteolitik enzimler tarafindan
(heparinaz gibi) ECM’nin pargalanmasi ve endotel hiicrelerin gégii, proliferasyonu ve
aktivasyonunu igeren ¢ok basamakli kompleks bir siireglerden olusmaktadir (142). DF
ve DFYI heparin baglayan proteinlerdir ve kanser biiyiimesi, metastazi ve
anjiyogenezinin  diizenlenmesinde rollerinin  oldugu tezi pek ¢ok c¢alismada
vurgulanmaktadir (6, 144-147).

Diisiik molekiil agirlikli heparinler anjiyogenezi, biiytime faktorlerini (VEGF ve
bFGF) ve onlarin inhibit6rlerinin sentezini diizenleyerek etki gosterdigini bildiren

calismalar mevcuttur (136, 148, 149).

Diisiik molekiil agirlikli heparinler ortalama molekiil agirliklart 2 000 ile 6 000
dalton arasinda olup hem antikoagiilan hemde antianjiyogenik 6zellik gostermektedirler
(133, 135, 149). Bu molekiillerin ortalama agirliklar1 farklilik gosterir bu farkliliklar;

iretim asamasindan kaynakli makro molekiiler zincirler arasindaki siilfat grublarinin
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dagilimi ve siilfat yogunlugu farkindan kaynaklanir. Bu farkliliklar antikoagiilan ve

olas1 antikanser mekanizmasini etkileyici olabilir (6).

Doku faktorii yolu inhibitorii heparin baglayici bir proteindir ve DMAH’ler
DF’nin aktivesini baskilayip, tiimor biiyiimesini inhibe eden DFYI’nin salinimmi
saglayarak etki gosterdigi fikri pek ¢ok ¢aligmada desteklenmistir (135, 137, 148, 150-
152).

4.8. In vivo Anjiyogenez Modelleri

Anjiyogenez bir¢ok hastaligin patofizyolojinde rol alir ve siireci pozitif ve negatif
etkileyen molekiiller arasindaki dengeye bagl kontrol edilir. Bu kavram, “anjiyogenik
anahtar (switch)” olarak adlandirilir (3). Pozitif etkili pro-anjiyogenik molekiiller, eger
baskin hale gelirse anjiyogenez siireci tetiklenir ve yeni damar olusumu meydana gelir.
Dokularin ve molekiillerin heterojenitesini ve anjiyogenik reaksiyonlarin hiicresel
karmagikligini diisiindliglimiizde, arastirma agisindan tamamiyla yeterli tek bir 6l¢iim
yonteminin en uygun sartlar1 karsilamasinin miimkiin olamayacagi acgiktir. Bu nedenle,
arastirma amagli birgok in vitro ve in vivo anjiyogenez ¢alisma modeli Onerilmistir.
Anjiyogenez siireciyle ilgili in vitro modeller 6nemli bilgiler sunmakla birlikte, in vivo
etkinin ne olacagini tam olarak gosteremez. Anjiyogenez arastirmalarinda kullanilan in
vivo modellerin bir kismi, tarama amagli kullanilirken, digerleri doz-etkinlik, molekiiler
yapisal aktivite ve birden ¢ok ajanin anjiyogenez lizerine kombine etkilerini aragtirmak

icin kullanilmaktadir (153). Anjiyogenez de kullanilan baslica in vivo modeller:

e Civciv koriyoallantoik membran modeli (CAM)
e Tavsan kornea modeli (“micropocket’)

e Rodent mezenter modeli

e Siinger (“Sponge”) implant modeli

e Matrijel ve klasik timor modeli

e Zebrabalik modeli’dir.

Ancak uygulanmasi en kolay, basit, tekrarlanabilir ve anjiyogenik cevabin
kantitatif Ol¢climiine imkan veren calisma modellerinin CAM ve tavsan kornea
yontemleri oldugu kabul edilmektedir (5, 6). Anjiyogenezde tarama amagli ve en ¢ok
kullanilan modellerin CAM, tavsan kornea ve matrijel modelleri oldugu bildirilmektedir

(154). ideal anjiyogenez calisma modelleri asagidaki ihtiyaglar1 karsilamalidir;
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e Anjiyogenik/anti-anjiyogenik ajanin saliverilme orani (“release rate”)
tahmin edilebilmelidir.

e Model, yeni damar olusumunun kantitatif 6l¢limiine imkan saglamalidir
(vaskiiler uzunluk, voliim, damar agindaki damarlarin sayisi, bazal
membranin genigligi gibi).

e Model, yeni damarin fonksiyonel karakteristiklerinin dl¢timiinii
saglamalidir (Endotel hiicresi migrasyon, proliferasyon orani, tiip olusum
orani, kan akim orani ve vaskiiler permabilite gibi).

e Yeni olusan damarlarla var olan damarlar kolayca ayirt edilebilmelidir.

e Yeni damar olusumuna neden olabilecegi i¢in doku hasarlanmasindan
kaginilabilmelidir.

e Herhangi bir in vitro yanit, modelde in vivo olarak gosterilebilmelidir.

e Model, uzun siireli ve non-invaziv monitdrizasyona izin vermelidir.

e Aym zamanda yontem, uygun maliyetli, hizli, kolay uygulanabilir,

tekrarlanabilir ve giivenilir olmalidir.

Yukarida sayilan nedenler dikkate alindiginda, CAM modeli uygun bir in vivo
model olarak, kanser davranislarinin ortaya konmasinda, biyomateryallerin etkilerinin
incelenmesinde, fotodinamik tedavi yaklasimlarinda ve en son olarak anjiyogenezde
siklikla kullanilan uygun bir model olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Civciv koryoallantoik
membran ekstraembriyonik bir membran olup, hem anjiyogenez hem de anti-
anjiyogenez caligmalarinda yaygmn olarak kullanilmaktadir. Civciv koryoallantoik

membranda anjiyogenez, gelisimsel olarak {i¢ sathadan olusur:

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

Erken fazda, kapiller ag filizlenmeye baslar. Ara fazda, mikrovaskiiler agda
gelisim One cikar, filizlenme bu asamada sona erer. Son fazda, koriyoallantoik 6geler
tam bir koruyucu membrana doniisiir ve genislemesi tamamlanir. Uygulamalarin 18.
giine kadar yapilabilmesi miimkiindiir ancak, bu gilinden sonra embriyonun yeterince

biiyiimesi ve hareketlerinin artmasi, uygulamalar1 olumsuz etkilemektedir.
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Civciv koryoallantoik membran model uygulamalarinin dezavantajlart; bu ¢alisma
modelinin en temel kisitlamasi, nonspesifik inflamasyon reaksiyonlaridir. Fiziksel ve
kimyasal travma hiicresel hasarlanmaya ve inflamasyonun tetiklenmesine neden olur.
Bu nedenle travma bazli 6l¢timler, ¢alismanin duyarliligini ve 6zgiilliiglinii diisiiriir. Bu
nedenle, inflamatuvar siireclerden kaginmak ve uzak durmanin gerekliligi aciktir.
Bunlar bazen yumurtanin kirik kabuk parcalarindan dahi baslayabilir, o yiizden
miimkiin oldugunca temiz c¢alisilmas1 oOnerilir. Bir diger kisitlama, gercek
neovaskiilarizasyonun artmis vaskiiler dansiteden ayirt edilme giigliigidir. Ayn
zamanda, gelismeleri gorlintileme giiclikkleri de calismalar1 zorlastirmaktadir.
Uygulama sonrasi degerlendirmelerin yapilacagi zaman konusunda da gesitli farkl
fikirler olmasma karsin, eger anjiyogenik bir ajan deneniyorsa 48-72 saat sonra
degerlendirmenin aksine, antianjiyogenik bir ajan deneniyorsa 24-48 saat sonra
sonuglar1 degerlendirmenin uygun oldugu kabul edilmektedir (4). Bir diger konu ise,
kabuk kirildiktan sonra havayla temasin ¢ok iyi bir sekilde dnlenmesi ve izolasyonudur.
Sonuglarin degerlendirilecegi doneme kadar kabukta acilan pencerenin izolasyonunun
bozulmamas1 gerekir, ¢linkii hava basinc1 degisiklikleri uygulama sonuglarinm

etkileyebilir (153).

Civciv koryoallantoik membran uygulamalarinin avantajlar1 ise; bu modelde
caligmanin en temel avantajlar1 arasinda, ¢alisma yapilacak déllenmis yumurtalarin
temininin ucuz ve kolay olusu gelmektedir. Ayrica, bu model {izerinde yapilacak
caligmalarin hayvan etik kurul onay1 gerektirmemesi bir diger avantajdir. Bu modelle
yapilan ¢alismalarda sonuglara ¢ok kisa slirede ulasmak miimkiindiir. Calisma sonuglari
gozle rahatlikla saptanabildigi gibi, uygun sartlarda fikse edilen preparatlarda 1s1k
mikroskobundan elektron mikroskobuna kadar degisik duyarlilikta histokimyasal ve
immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapilabilir. Ayrica fikse edilmeyen orneklerde,
DNA ve kollajen olgiilmesi miimkiin oldugu gibi, istenirse gen ekspresyonunun
gosterilmesi amaciyla ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
caligilabilir (153). Anjiyogenez konusunda in vivo model olarak bir¢cok yaklasim

mevcuttur.
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4.9. Anjiyogenez Goriintii Analiz Programlari

In vitro Anjiyogenez galismalari igin dijital goriintii analiz yapan birgok program
bulunmaktadir, bunlardan bazilari; Angio Tool, Angiosys, Wimasis ve Angioquant gibi
otomatik analiz yapanlarin oldugu gibi ImageJ gibi manuel 6lgiim yapilabilecek
programlar da bulunmaktadir. Bu programlarin pek ¢ogu red-blue-gray (RBG) olarak
adlandirilan renkli goriintiilerin gri tonlu (gray scale) formatta ikinci bir goriintiiniin
olusturulmas1 temeline dayalidir ve goriintiiniin koyuluk ve aydinlik derecesine gore
diisiik ve yliksek esik degerleriyle Olciilecek damarlar belirlenmektedir. Belirlenen
damarlar kavsak noktalarina gore uzunluk, boyut ve kavsak sayisi hesaplanmaktadir.
Ayrica bu programlar piksel olarak dl¢iim yapilabildigi gibi pikselin istenilen dl¢iim

birimine ayarlanmasiyla da farkli uzunluk biriminde 6l¢iim yapilabilmektedir.

Angioquant programi bircok calismada kullanilmig olup
http://www.cs.tut.fi/sgn/csb/angioquant/ internet adresinden iicretsiz ulasabilmektedir
(155-164). Ayrica bu program MATLAB yazilimi ile birlikte ¢alismaktadir. Sekil 8’da

programin ¢ekilen fotograf ara yiiziiden nasil degerlendirme yaptigi sunulmustur.
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Sekil 8. Angioquant programin genel goriiniimii
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Calisma Grubu

Bu c¢alisma alt1 gruptan olusturulmustur, Grup 1. Agaroz (kontrol), Grup II.
Bevacizumab, Grup I1l. Setuksimab, Grup 1V. Bemiparin, Grup V. Enoksaparin Grup
VI. Tinzaparin’dir. Calismada her bir grup sayisi yedi olup toplam 42 fertilize
Austrolorp cinsi yumurta kullanilmistir. Calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda Aralik 2015 ve Ocak 2016 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Calismanin yapildig: laboratuar
5.2. Malzemeler ve Deneyin Yapilisi

Calismada kullanilan malzemeler ve laboratuarimizda bulunmayip satin alinan

malzemelerin marka ve firmasi;

1. 96 yumurta kapasiteli ve iki saat arayla yumurtalar1 ¢evirici kulugka
makinesi (YZ96-B inkiibator, Sare ticaret -Istanbul)
2. Mikrodalga firin (Beko MD 1510)
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Mikropipet (10 ve 100 pl)

1000X 2.0 MP 8-LED USB Dijital Mikroskop

10pl lik steril dze (Lp Italiana Spa, Italya)

Erlenmayer (250 ml)

Deney tiipleri

Calkalamali su banyosu (Termal H11900, Istanbul)

Tiip karistiricist (Ika MS2 Vorteks, Cin)

10. Hassas tart1 (Shimadzu Aux 220, Amerika)

11. Parafilm

12. Agaroz 100 mg (Sigma-Aldrich, Amerika)

13. Hibor (7 500 iU Rovi Laboratuvarlari, Ispanya)

14. Altuzan (100 mg/4 ml flakon Rouche Miistehzarlar1 A.S., Istanbul)
15. Innohep (14 000 iU 0.7 ml Leo Pharma, Danimarka)

16. Clexane (6 000 IU Aventis Intercontinental, Fransa)

17. Ebitux (100 mg/20 ml flakon Merck KGaA Darmstadt, Almanya)
18. 5 mI’lik enjektorler.

© © N o 0 bk~ o

Fertilize yumurtalar kulugcka makinesine yerlestirilmeden 6nce, kulugcka makinesi
sicakligi 37 °C ve nemi %65 olacak sekilde ayarland1 ve yumurtalar sivri ucu asagida
olacak sekilde yumurta haznelerine yerlestirildi. Fertilize oldugu iddia edilen
yumurtalar %50 oraninda fertilize olmama ihtimaline kars1 grup sayisini tutturmak igin
iki kat yumurta kulucka makinesine yerlestirilmistir. Inkiibasyonun (Kulugka
déneminin) besinci giiniinde hem yumurtalari kontrol etmek hem de CAM’nin asagi
cekilip daha iyi gbzlem yapilabilmesi i¢in her bir yumurtanin sivri u¢ kismina yakin
yerden 5 ml lik bir enjektor yardimi ile 5 ml albumiin ¢ekilmistir (Sekil 10). Albumiin
¢ekildikten sonra yumurtalarin kiit uglarindan 2-3 cm lik delikler agilmistir (Sekil 11) ve
daha sonra bu delikler parafilm ile kapatilarak tekrar inkiibasyon igin kulugka

makinesine yerlestirilmistir (Sekil 12).

Inkiibasyonun sekizinci giiniinde 10 pl seklinde hazirlanan ilag pelletleri (Sekil
13) CAM iizerine yerlestirilmistir (Sekil 14). ila¢ uygulamasinindan 12, 24 ve 36 saat
sonra, damarlanmay1 (anjiyogenezi) degerlendirmek igin dijital kamera yardimi ile her

bir yumurtanin fotografi cekilmistir. Cekilen fotograflar Angioquant programi ile
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otomatik olarak, imageJ programi ile ise manuel damar uzunluk ve kavsaklari analiz

edilmistir.

Sekil 10. 5 cc lik enjektor ile yumurtadan albiimin gekilmesi

Sekil 11. Yumurtanin kiit (sivri olmayan ug) ucundan 2-3 cm’lik delik agilmasi
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Sekil 12. Yumurtalarin deliklerinin parafilm ile kapatilmasi ve kulugka makinesine
yerlestirilmesi

Sekil 13. 10 ul ve 5 mm ¢apinda sefaf yapida olusturulan pellet
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Sekil 14. Koryoallantoik membran iizerine pelletin yerlestirilmesi
5.3. Ila¢ Hazirlama

Bu calismada ilaglarin topikal olarak uygulanabilmesi icin pellet seklinde

hazirlanmas1 gereklidir ve bu pelletler su sekilde hazirlanmistir;

— 200 ml saf su ile 5 gram agaroz bir erlende karistirilip, daha sonra
kaynamasi i¢in mikrodalga firina yerlestirilmistir.

— Yaklagik on dakika firinda kaynatilarak 40 °C ye kadar oda sicakliginda
sogutulmaya birakilarak %2,5 luk agaroz ¢ozeltisi hazirlanmistir.

— Sicakligi 40 °C’ye kadar sogutulan ¢ozelti agarozun donma sicakligr olan
34-37 °C nin izerinde bir sicaklikta su banyosunda tutularak sicaklik
sabitlenmistir (ilag-agaroz karisimi 37°C’nin iistiinde ve 40 °C nin altinda

karistirilmasi gerekir).

Bemiparin grubu icin 50 1U/10 pl pellet (2 pl bemiparin 8 pl agaroz) olusturmak
icin 1,5 ml Hibor 7 500 iU ve 6 ml agaroz ¢ozeltisi bir tiipe konularak vorteks’de
karigtirllmigtir.  Karigtirllan bu  tiipden 10 pl lik yumurta sayisi kadar pellet
olusturulmustur, her bir pellet 10 pl kapasiteli bir 6ze yardimiyla yapilmistir (Sekil 13).
Olusturulan pelletler CAM’a birakilmadan 6nce 5-15 dakika oda sicakliginda bekletilip
daha sonra CAM’a yerlestirilmistir (Sekil 14).

Benzer islemler diger gruplar icinde gerceklestirilmistir ve diger gruplar i¢in

karisimlar su sekilde hazirlanmstir;
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— Tinzaparin grubu icin 50 1U/10 pl pellet (2,5 pl tinzaparin 7,5 pl agaroz)
olusturmak igin 2 ml innohep 14 000 iU ve 6 ml agaroz.

— Enoksaparin grubu igin 50 10/10 ul pellet (5 ul enoksaparin 5 ul agaroz)
olusturmak i¢in 3 ml Clexane 6 000 IU ve 3 ml agaroz.

— Setuksimab grubu i¢in 0,035 mg/10 ul pellet (7 pl setuksimab 3 ul agaroz)
olusturmak i¢in 7 ml Erbitux 100 mg/20 ml ve 3 ml agaroz.

— Bevacizumab grubu i¢in 0,125 mg/10 ul pellet (5 ul bevacizumab 5 pl
agaroz) olusturmak i¢in 4 ml altuzan 100 mg/4 ml (flakonun tamami) ve 4
ml agaroz.

— Kontrol grubu i¢in 0,025 mg/10 pl pellet olacak sekilde 5 ml agaroz tiipe
konulup 10 ul’lik pelletler olusturulmustur.

5.4. Goriintii Analiz

Sunulan bu calismada herbir gruba ait her bir yumurtanin ilag uygulamasindan
hemen sonra (0. saat), 12, 24 ve 36 saat sonra genel goriiniim ve daha yakin goriintii
fotograflar ¢ekilmistir. Cekilen bu goriintiilerden uygulanan 5 mm lik pelletin bir kat:
capinda (pellet + pellet capinin bir kati pellet etrafi ) bir alan analiz i¢in yeniden
boyutlandirilmistir. Analiz igin kullanilan goriintii resimleri Paint programi ile
1600x1200 piksel boyutunda ve 24 bit derinligindeki formata doniistiiriildii. Goriintii
analizleri iki farkli yazilim programi ile analiz edilmistir. Bu programlardan Angioguant

programi ile otomatik analiz, ikincisi ise ImageJ programi ile manuel analiz yapilmistir.

Angioquant programinda analiz basamaklar1 soyledir (Sekil 15-22); birinci
basamak olarak analiz edilecek resim segilir ve resmin gri tonlu ikili bir goriintiisii
olustur, ikinci basamak olarak resmi netlestirmek igin diizlestirme islemi yapilir.
Ugiincii basamakta segmentasyon yapilir, segmentasyon analizin dogru yapilmasi igin
en Onemli basamaktir. Segmentasyon diisiik ve yiiksek esik degerleri program
tarafindan otomatik belirlenir, yiiksek esik damarlarin {ist kisminda bulunan
fibroblastlar1 ve damarin diger alanlardan daha koyu olarak algilanmasiyla olusturulur.
Disiik esik ise sadece koyulugu algilamasiyla belirler. Program segmentasyon
asamasinda esik degerlerinin dogru algilanmasi igin esiklerin ayarlanmasina imkan1 da
tanimaktadir. Segmentasyon asamasindan sonra dordiincii basamak iskeletlendirmedir,

program algilanan damarlarin iskeletlendirerek damar uzunlugunu ve damar kavsaklari
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piksel olarak hesaplamaktadir. Program hesaplanan damarsal degerlerin total ve
ortalamalarint vermektedir. Son asama budama basamagidir ve bu basamakta
iskeletlendirme sonrasinda hesaplanan ¢ok kiigiik piksel degerlerinin hesaplamadan
cikartilmasidir. Bu basamakta da program istenilen piksel degerini budamaya imkan
tanimaktadir. En son basamak uygulandiktan sonra resim ve sonuglar kaydedilir.
Guplara ait orijinal goriintiiler ve program i¢in ayarlanmis goriintiilere ait birer 6rnek

Sekil 23 ve 24°de sunulmustur.

Sunulan bu ¢alismada program tarafindan hesaplanan damar uzunluk ve damar
kavsaklarinin ortalamalarini 12, 24 ve 36. saatlerin 0. saate gore degisim katsayilar

hesaplanmustir.

A
.

e =0
160 pjxqls

Sekil 15. Analiz icin ¢ekilmis genel goriiniim fotograf

Sekil 16. Genel goriintimlii fotografin pelletin bir kat1 alan olacak sekilde ayarlanmasi
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Sekil 17. Angioquant programin fotografi gri tonlu goriintii haline getirme

Sekil 18. Angioquant programin fotografin diisiik esik goriintiisii

160 pixels

Sekil 19. Angioquant programin fotografin yiiksek esik goriintiisii
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160 pixels

Sekil 20. Angioquant programina ait fotografin segmentasyon goriintiisii

160 pixels

Sekil 21. Angioquant programina ait fotografin iskeletlendirilmesi

160 pixels

Sekil 22. Angioguant programina ait fotografin 10 pikselden daha kiigiik 6l¢iimlerinin
budanmasi

42



NS G

BRONSH | Eapegem|r

Sekil 23. Her bir grubun 0, 12, 24 ve 36. saat goriinlimlerine ait orjinal resim ornekleri
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Sekil 24. Her bir grubun 0, 12, 24 ve 36. saat goriiniimlerine ait otomatik analiz resim
ornekleri

Ikinci analiz yontemi olan maual analiz ise ImageJ programi (Sekil 25°da genel
goriinimii  sunulmustur) yardimi ile goriintiideki damarlar “frechand line” ¢izim
secenegi kullanilarak damarlarin iizerinden gegilerek uzunluklar: piksel olarak program
tarafindan hesaplanmistir. Programda damarm her {izeri ¢izilme sonunda ‘“analyze-
measure” ile uzunluk 6l¢timii kayit edilir ve tim damarlar daha sonra Excel formatinda
kayit edilen sonuglar toplanarak goriintiideki toplam damar uzunlugu hesaplanir.
Kavsaklar ise “multi-point” segenegi ile kavsak noktalar1 olan yerlere isaretlenir, her
isaret program tarafindan numaralandirilarak damar kavsaklar1 sayilir (Sekil 26 ve
27°da orijinal ve manuel analiz edilen bir 6rnek, Sekil 28’de gruplara ait manuel 6l¢iim

ornekleri sunulmustur).
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Otomatik analizde damar uzunluk ve kavsak sayimi pellet + pelletin ¢apinin bir
kat1 alanda sayim yapilir iken, manuel 6l¢iimde sadece pellet ¢apinin bir kat etrafinda

sayim yapilmistir yani pelletin bulundugu alan hesaplanmamustir.

é Image) @@\@
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Qjo|z|of £ x|\ Ala |00 sjs4]e]#] | |»

& 4 bmp 3% [

1600x1200 pixels; RGB; 7.3MB

Sekil 25. ImageJ programinin 6rnek bir fotograf ile genel goriiniimii

160 pixels

Sekil 26. image] programu ile yapilan damar uzunluk ve kavsak sayimmi igin orijinal
gorunti
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Sekil 27. ImagelJ programi ile yapilan damar uzunluk ve kavsak sayimi drnegi
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Sekil 28. Her bir grubun 0, 12, 24 ve 36. saat goriinlimlerine ait manuel 6l¢iim 6rnekleri
5.5. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler SPSS programi ile non-parametrik testlerden
Kruskal-Wallis testi ile gruplararasi anlamli bir farkliligin olup olmadigma bakildi,
gruplar arasindaki fark Mann-Whitney U testi ve p<0,05 anlamlilig1 ile degerlendirildi.

Uygulanan testlerde ve grafiklerde ortalama degerler ve standart hatalar kullanilmstir.
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6. BULGULAR

Bu c¢alisma agaroz, bevacizumab, setuksimab, bemiparin, enoksaparin ve
tinzaparin olmak iizre alti gruptan olusturulmustur. Tim gruplarin verileri yedi
yumurtadan olusacak sekilde gruplarin iki kat1 yumurta konulmustur. Sonug alinamayan
yumurtalar embriyo gelismemesi, sterilizasyon, uygulama esnasinda kanama, 6l¢iim

yapilamamasi gibi nedenlerden dolay1 degerlendirme dis1 birakilmistir.

Gruplar i¢in antianjiyogenik etkileri degerlendirmek i¢in otomatik analiz i¢in
Angioquant programi kullanilmistir. Gruplara ait herbir yumurta 6rnegi goriintiilerinin
damar uzunluk ve damar kavsaklarmin ortalamalari ile kisa-orta-uzun (12-24-36 saat)

donem degisiklikler incelenmistir.
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Agaroz Bevacizumab Bemiparin Enoksaparin Setuksimab Tinzaparin

Sekil 29. Otomatik oOl¢iim damar uzunluklarinin kisa-orta-uzun (12-24-36. saat)
donemde degisim katsayilarinin grafigi. Grafikte ortalama deger + SEM
kullanilmigtir. * agaroz grubuna gore, + bevacizumab grubuna gore ve #
enoksaparin grubuna gore p<0.05 diizeyde farklilig1 isaret etmektedir.
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Damar uzunluk degisim otomatik analiz yoniinden, ilag uygulamasindan 12 saat
sonra gruplar arasinda anlamli fark bulunmaz iken 24 saat sonra bevacizumab p=0.047,
bemiparin p=0.041, enoksaparin p=0.055, setuksimab p=0.011 ve tinzaparin p=0.047 ile
agaroza karsi anlamli farkliik gostermistir. Ila¢ uygulamasindan 36 saat sonra ise
damar uzunluk yoniinden setuksimab p=0.025 ve tinzaparin p=0.003 ile agaroz grubu
karsilagtirmasi sonucu anlamli farklilik gostermistir. Ayrica Tinzaparin damar uzunluk
degisimi yoniinden p=0.041 ile bevacizumab grubuna, p=0.006 ile de enoksaparin

grubuna gore anlamli farklilik gostermistir (Sekil 29).

1,60

HKvs_12 ®EKvs_ 24 wMKvs_36

1,40

=
o
o

*

— #* T

1,20
0,6

* w * %
# ' l | ##
0,00 ‘ “

o

o

Damar kavsaklarinin ilag uygulamasindan 12-24-36 saat sonraki degisim
katsayisi
o
[0
o

0,4
0,2

o
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Sekil 30. Otomatik 6lgiim damar kavsaklarinin kisa-orta-uzun (12-24-36. saat) donemde
degisim katsayilarinin grafigi. Grafikte ortalama deger + SEM kullanilmastir.
* agaroz grubuna gore, u bemiparin grubuna gore ve # enoksaparin grubuna
gore p<0.05 diizeyde farklilig1 isaret etmektedir.
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Damar kavsak sayisi degisimi otomatik analiz yoniinden, ilag uygulamasindan 12
saat sonra gruplar arasinda herhangi bir anlamh farkliik bulunmamstir. Ilag
uygulamasindan 24 saat sonra bevacizumab p=0.029 ve setuksimab p=0.048 ile agaroz
grubuna goére anlamli bulunmustur. Bir diger karsilastirma ise bevacizumab p=0.018 ve
setuksimab p=0.025 ile enoksaparine oranla anlamli farklilik gostermistir. Ilag
uygulamasindan 36 saat sonra tinzaparin p=0.013 ile agaroz, p=0.009 ile enoksaparin ve
p=0.055 ile de bemiparin oranla anlamli farklilik gostermistir. Ayrica setuksimab 36
saat sonra p=0.025 ile agaroza ve p=0.018 ile de enoksaparine oranla anlamli fark

gostermistir (Sekil 30).

Caligsmaya ait grup sayilari, ortalama degerler, standart sapmalar, standart hatalar,

minumum ve maksimum degerler tablo 2, 3, 4, 5, 6 ve 7° de sunulmustur.

Tablo 2. Agaroz grubu otomatik 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Agaroz N Ortalama  SD SEM Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 1.06 20 .08 .86 1.34
Kavsak-12. saat 7 1.02 25 .10 71 1.36
Uzunluk-24. saat 7 1.16 24 .09 .85 1.59
Kavsak-24.saat 7 1.22 37 14 72 1.64
Uzunluk-36. saat 7 1.33 31 A1 .94 167
Kavsak-36. saat 7 1.26 .28 A1 .93 1.61

Tablo 3. Bevacizumab grubu otomatik 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Bevacizumab N Ortalama SD SEM  Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 1.04 21 .08 73 1.34
Kavsak-12. saat 7 .92 A2 .16 .54 1.73
Uzunluk-24. saat 7 .81 .25 .09 .59 1.16
Kavsak-24. saat 7 .79 .30 A1 .59 1.42
Uzunluk-36. saat 7 1.09 .38 14 .59 1.67
Kavsak-36. saat 7 .99 46 A7 .59 1.70
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Tablo 4. Bemiparin grubu otomatik 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Bemiparin N Ortalama SD SEM  Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 .92 34 A3 40 1.47
Kavsak-12. saat 7 97 .50 19 46 1.81
Uzunluk-24. saat 7 81 .30 A1 37 1.29
Kavsak-24. saat 7 .85 48 .18 46 1.80
Uzunluk-36. saat 7 1.03 42 .16 .33 1.52
Kavsak-36. saat 7 1.19 49 .18 .61 1.75

Tablo 5. Enoksaparin grubu otomatik 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Enoksaparin N Ortalama  SD SEM  Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 1.05 31 A2 46 1.36
Kavsak-12. saat 7 1.27 .39 A5 .66 1.69
Uzunluk-24. saat 7 .93 19 .07 12 1.27
Kavsak-24. saat 7 1.21 .28 .10 81 1.60
Uzunluk-36. saat 7 1.08 .16 .06 75 1.25
Kavsak-36. saat 7 1.26 40 13 87 1.80

Tablo 6. Setuksimab grubu otomatik 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Setuksimab N Ortalama SD SEM  Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 .93 27 10 .63 1.45
Kavsak-12. saat 7 .90 .30 A1 47 1.42
Uzunluk-24. saat 7 .81 13 .05 .65 1.04
Kavsak-24. saat 7 g7 .39 15 40 1.49
Uzunluk-36. saat 7 .88 .32 A2 41 1.21
Kavsak-36. saat 7 .79 27 10 40 1.11

Tablo 7. Tinzaparin grubu otomatik 6l¢tim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Tinzaparin N Ortalama  SD SEM  Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 .88 14 .05 .70 1.06
Kavsak-12. saat 7 .96 37 14 .50 1.63
Uzunluk-24. saat 7 .87 16 .06 .70 1.10
Kavsak-24. saat 7 .92 .38 14 45 1.42
Uzunluk-36. saat 7 71 A7 .06 51 1.00
Kavsak-36. saat 7 72 22 .08 49 1.05
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Sekil 31. Manuel 6l¢iim damar uzunluklarinin kisa-orta-uzun (12-24-36. saat) donemde
degisim katsayilarinin grafigi. Grafikte ortalama deger + SEM kullanilmigtir.
* agaroz grubuna gore, u bemiparin grubuna gére ve o setuksimab grubuna
gore p<0.05 diizeyde farklilig: isaret etmektedir.

Damar uzunluk degisim manuel analiz yoniinden, ila¢ uygulamasindan 12 saat
sonra grup karsilastirmasinda sadece enoksaparin grubunun agaroza p=0.029,
bemiparine p=0.035 ve setuksimaba p=0.047 ile anlamli fark gosterirken diger
gruplarda bir fark bulunmamistir. 24 saat sonra ise hi¢bir grup karsilagtirmasinda
anlamli fark bulunmamustir. ilag uygulamasindan 36 saat sonra ise damar uzunluk
yoniinden bevacizumab p=0.015, setuksimab p=0.035 ve enoksaparin p=0.002 ile

agaroz grubu ile karsilastirilmasi sonucu anlamli farklilik gostermistir (Sekil 31).
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Sekil 32. Manuel 6l¢iim damar kavsaklarinin kisa-orta-uzun (12-24-36. saat) donemde
degisim katsayilarinin grafigi. Grafikte ortalama deger + SEM kullanilmigtir.
* agaroz grubuna gore p<0.05 diizeyde farklilig1 isaret etmektedir.

Damar kavsak degisim manuel analiz yoniinden, ilag uygulamasindan 12 saat
sonra gruplarin karsilagtirmasinda sadece enoksaparin p=0.025 ile agaroz grubuna gore
anlamh fark gostermis diger gruplarda anlamli fark bulunmamistir. 24 saat sonra ise
higbir grupta anlaml fark bulunmamustir. Ilag uygulamasindan 36 saat sonra ise damar
kavsak yoniinden yine sadece enoksaparin p=0.04 ile agaroz grubuna karsi ¢ok az
anlamli farklilik gostermistir (Sekil 32). Gruplara ait manuel 6l¢iim verileri Tablo 8-

13’de sunulmustur.

Tablo 8. Agaroz grubuna ait manuel 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Agaroz N  Ortalama SEM SD Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 1.15 10 .25 .86 1.57
Kavsak-12. saat 7 1.07 .04 A1 .95 1.25
Uzunluk-24. saat 7 1.20 .18 A7 .86 2.22
Kavsak-24. saat 7 1.16 25 .67 .64 2.60
Uzunluk-36. saat 7 1.27 14 .38 .92 2.05
Kavsak-36. saat 7 1.18 21 .56 .68 1.98
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Tablo 9. Bevacizumab grubu manuel 6l¢iim damar ve kasak degisim katsayi verileri

Bevacizumab N Ortalama SEM SD Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 1.05 10 .28 .64 1.40
Kavsak-12. saat 7 .97 14 .38 A48 1.44
Uzunluk-24. saat 7 .94 .08 22 .58 1.23
Kavsak-24. saat 7 .84 12 .33 37 1.26
Uzunluk-36. saat 7 .88 .07 19 57 1.15
Kavsak-36. saat 7 .66 .08 21 31 .90

Tablo 10. Bemiparin grubu manuel 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Bemiparin N  Ortalama SEM SD Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 1.16 10 27 81 1.69
Kavsak-12. saat 7 1.04 .16 42 .62 1.67
Uzunluk-24. saat 7 1.09 .09 24 73 1.45
Kavsak-24. saat 7 .88 AN .28 .56 1.36
Uzunluk-36. saat 7 .94 .09 23 .64 1.28
Kavsak-36. saat 7 78 .09 24 49 1.27

Tablo 11. Enoksaparin grubu manuel 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Enoksaparin N  Ortalama SEM SD Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 81 Ak .28 41 1.33
Kavsak-12. saat 7 .78 18 49 .26 1.81
Uzunluk-24. saat 7 .87 .07 .20 71 1.25
Kavsak-24. saat 7 .84 14 .36 49 1.60
Uzunluk-36. saat 7 71 .07 18 42 91
Kavsak-36. saat 7 .65 .08 .20 .33 .99

Tablo 12. Setuksimab grubu manuel 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Setuksimab N Ortalama SEM SD Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 1.06 .04 A1 .85 1.20
Kavsak-12. saat 7 .94 .09 24 .62 1.33
Uzunluk-24. saat 7 1.00 .06 .16 .76 1.17
Kavsak-24. saat 7 .87 .10 .26 52 1.21
Uzunluk-36. saat 7 .92 .07 19 73 1.20
Kavsak-36. saat 7 .84 11 .30 49 1.35

54



Tablo 13. Tinzaparin grubu manuel 6l¢iim damar ve kasak degisim katsay1 verileri

Tinzaparin N  Ortalama SEM SD Minimum Maksimum
Uzunluk-12. saat 7 .99 .06 .16 .80 1.27
Kavsak-12. saat 7 .98 .08 22 .67 1.30
Uzunluk-24. saat 7 1.05 .09 23 .80 1.46
Kavsak-24. saat 7 97 10 27 g1 1.46
Uzunluk-36. saat 7 1.03 13 .36 57 1.53
Kavsak-36. saat 7 .86 A1 29 48 1.28
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7. TARTISMA

Anjiyogenezin baslaticis1 olarak pek ¢ok faktdor bulunmaktadir bunlar; FGF,
VEGF, TGF, PDGF, TNF-alfa, interlokinler, kemokinler ve anjiyopoetinler olarak
siralanabilir (3). Antianjiyogenez alaninda yapilan c¢alismalarda kullanilan iirtinlerin
anjiyogenezi inhibe etme potansiyelleri arastirilmistir ve arastirilmayada devam
edilmektedir. Digiik molekiil agirlikli heparinlerin kanserli hastalarda tromboembolik
komplikasyonlar1 6nlemede efektif oldugu bilinmektedir. Zacharski ve arkadaslarinin
yaptig1 bir calismada DMAH kullaniminin, kanser progresyonunu geciktirmede ve sag
kalim iizerinde olumlu yonde etkilerinin oldugunu gostermislerdir (165). DMAH’lerin
antitiimor etkilerinin potansiyel mekanizmalar1 Mousa ve Mohamed tarafindan yapilan
bir ¢alisma ile (a) anti FXa ve antitrombin fonksiyonlari, (b) endotelyal hiicrelerden
DFY1 nin salinimi ve (c) matriks bozucu enzimlerin inhibisyonu saglayarak gostedikleri
ifade edilmektedir (167). Bu c¢alismada anti- Xa veya anti- lla aktivitesine sahip
olmayan non-antikoagiilan diisiik molekiil agirlikli heparin (NA-LMWA) enoksaparin
ile karsilastirilmis ve in vitro insan endotelyal hiicrelerinden DFYI salgilamay:
tetiklemede benzer etkiye sahip olduklari sonucuna ulasmislardir. Benzer sonuglar B16
melanoma fare modelinde yapilan ¢alismada, giinliik enoksaparinin ve NA-LMWH nin
10 mg/kg dozlarmi 14 giin takiben pretiimor hiicresi enjeksiyonu ile deneysel akciger
metastazin1 %70 kadar azalttigini gostermislerdir (166). Mousa ve Mohamed tarafindan
yapilan bagka bir calismada tiimor implant yontemi ile tinzaparin ve rekombinant
DFYI’nin kolon karsinomu, insan fibrosarkomu ve akciger karsinomunun biiyiimesini
inhibe ettigi gosterilmistir (167). Bir baska ¢alismada B16 melonom metastaz fare
modelinde ciltalt1 tinzaparin uygulamasinin akciger metastazini ve tiimorle iliskili
koagiilapatiyi Onledigi gosterilmistir (152). Mousa tarafindan yapilan baska bir
calismada CAM modeli ile DMAH’lerin antianjiyogenik etkisini VEGF ve bFGF
inhibisyonu tlizerinden etkili oldugu rapor edilmistir (168).

Sunulan bu calismada CAM yontemi kullanilmistir. Calismada tercih edilen
molekiillerden bevacizumab ve setuksimab daha once yapilan g¢alismalar dikkate
alinarak bevacizumab 0.125 mg/10 pl olarak (169-171), setuksimab 0.035 mg/10 pl
kullanmilmistir  (172). Bevacizumab antianjiyogenik etkisini VEGF inhibisyonu
gerceklestirerek yapar, setuksimab EGF inhibisyonu iizerinden EGF’nin anjiyogenik

sitokinlerin salinimini inhibe ederek antianjiyogenik etkinlik gostermektedir (173).

56



Shaheen ve arkadaslarinin yaptilari ¢alismada setuksimab ve bevacuzimabin tiimor
anjiyogenez karsilastirmasinda tek baslarina kullaniminda bevacizumabin daha etkin
oldugunu gostermistir (174). Bhuvaneswari ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada
ise iki ajanin ayni tedavide kullanilmalar1 tiimor anjiyogenezini dnlemede daha etkili
oldugunu rapor etmislerdir (175). Bemiparin, enoksaparin ve tinzaparin literatiir
bilgileri 1s1¢inda 50 1U/10 pl kullanilmistir (171, 176). DMAH’ler ile Dogan ve
arkadaglarin yapmis oldugu ¢alisma (176) sonuglar ile Katrancioglu ve arkadaslarinin
bulmus oldugu (171) ortalama antianjiyogenik etkinlik benzer dozlarda benzer
tiriinlerde ayni bulunmustur. Katrancioglu yapmis oldugu calismada (171) standart
heparinin her iki DMAH grubundan anlamli olarak daha etkin oldugu bulunmustur.
Marchetti ve arkadaslarinin yaptiklar1 timor hiicre kiiltiiriinde, heparin, enoksaparin,
daltaparin antianjiyogenik etkinlik arastirmasinda 0.01, 0.1 ve 1 IU/ml dozlarinda her
iki DMAH grubu heparine gore daha anlamli ve etkili oldugu iddia edilmislerdir (144).

Bizim yaptigimiz ¢alismada uygulanan molekiillerin kisa-orta-uzun doénemlerde
antianjiyogenik etkinlikleri otomatik ve manuel analiz ydntemleri kullanilarak

degerlendirilmistir.

Otomatik analiz ile damar uzunluklar1 yoniinden hem biiylime faktorii
inhibitdrlerinin hemde DMAH’lerin kisa donemde (ilag uygulamasindan 12 saat sonra)
anlaml bir etkilerinin olmadigi, anlamli etkinin orta donemde (ilag uygulamasindan 24
saat sonra) basladigim1 gostermistir. Uzun donemde ise (ila¢ uygulamasindan 36 saat
sonra) biliylime faktdrlerinden EGF inhibitorii setuksimab ve DMAH’lerden molekiil
agirhgr yiksek olan tinzaparinde etkinin devam ettigi gOriilmiistiir. Damar
kavsaklarinda azalma yoniinde kisa donemde hi¢bir grupta anlamli bir azalma
goriilmemistir. Ilag uygulama sonras1 orta donemde sadece biiyiime faktdrlerinin damar
kavsaklari olusturmada anlamli bir azalma tespit edilmistir. ila¢ uygulama uzun dénemi
36. saat de ise biiylime faktorlerinden setuksimab ve DMAH’lerden tinzaparin grubunda

damar kavsaklar1 olusturmada anlamli bir azalmanin oldugu bulunmustur.

Manuel analiz ile ise, damar uzunluk yoniinden kisa donemde sadece enoksaparin
grubunda etkinlik goriiliirken orta donemde higbir grupta bir etki goriilmemis fakat uzun
donem ise VEGF inhibitorii bevacizumab, EGF inhibitorii setuksimab ve DMAH
grubundan enoksaparin grubunda etkinlik gorilmistiir. Damar kavsak degisimi

yoniinden ise sadece enoksaparin grubunda kisa ve uzun dénemde etkinlik goriilmiistiir.
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Calismada antianjiyogenik etki analizi hem otomatik programla hem de yar
manuel olarak yapilmistir, sonuglar bir birine benzer olmakla beraber, az da olsa
farklilik gostermistir. Her iki yontemin karsilagtirmasinda otomatik analiz programinin
standart hatasmnin yiiksek bulunmasi, manual analiz sonuglarinin ise daha diisiik
bulunmasi manuel 6l¢iim sonuglarinin dikkate alinmasi segenegini diisilindiirebilir.
Ancak her iki yontemin verileri temelde zaman araligi, damar uzunlugu ve damar
kavsaklar1 ve de ilag karakterlerine gore birbirine benzer goriinmektedir. Biiylime
faktorleri inhibitorleri antianjiyogenik etki agisindan birbirine benzer sonuglar vermistir.
Diisiik molekiil agirlikli heparinler de antianjiyogenik etkinlik agisindan zaman araligi,
damar uzunlugu ve kavsaklari agisindan benzerlik gostermekte ancak, angioquant
(otomatik 6lglim) programi 6lglimii tinzaparin grubunu, manual 6l¢iim ise enoksaparin
grubunun daha etkili oldugunu gostermistir. Pozitif kontrol olarak tercih edilen damar
olusumu inhibitorleri biliyime faktorleri ile kiyaslandiginda, degerlendirme
programlarina gére DMAH’lerin kullanilan dozlarda, CAM yo6nteminde antianjiyogenik

etki gosterdigi kabul edilmistir.

Caligmanin amaci olan CAM yontemi arastirmasina gore deneyde kullanilan her
iic DMAH’nin antianjiyogenik etkisin var oldugu sonucuna ulasilmistir. Arastirmacinin
goziiyle segebildigi ve isaretleyebildigi damar ve damar kavsaklarinin sayimi ayrica
emek harcanmasi agisindan degerlidir. Bu ¢alismanin sonuglar1 bir 6n fikir olusturmasi
acisindan degerli kabul edilebilir. Ancak DMAH’lerin antianjiyogenik etki acisindan
degerlendirilmesinde farkli yontemler ile daha pek ¢ok in vitro ve in vivo preklinik ve

de klinik ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.
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8. SONUC ve ONERILER

Sunulan bu c¢alismada farkli molekiil agirliklara sahip DMAH’ler klinikte
antianjiyogenik ajan olarak kullanilan biiyiime faktorleri inhibitorleri ile karsilastirma
yaparak DMAH’lerin antianjiyogenik etkilerinin olup olamadigina ve molekiil
agrliklariin kisa-orta-uzun dénemde antianjiyogenik etkinliginin nasil oldugu civciv

koryoallantoik membran modelinde arastirildi. Bu arastirmaya gore;

1. DMAH’lerin antianjiyogenik etkinliginin olabildigi,

2. Antianjiyogenik etkinin molekiil agirligi ile direkt bir baglantisinin
bulunamadigina,

3. CAM modelinde antianjiyogenik etkinligin ila¢ uygulamasindan 36 saat sonra
arastirilmasinin daha dogru olabilecegine,

4. CAM modelinde damar goriintii analizlerin otomatik analizden ziyede manuel

analizlerin kullaniminin daha saglikli sonuglar verecegi sonucuna ulasilabilir.

Bu sonuglar dogrultusunda; DMAH’lerin normal fizyolojik anjiyogenezi
onlemedeki antianjiyogenik etkinliklerinin 50 [U/10 ul lik dozlarda var oldugu
sOylenebilir.  Fakat tiimér anjiyogenezini Onlemede etkilerinin  arastirilip
degerlendirilmesi i¢in CAM tiimor implant yontemleriyle de arastirilmasi klinik

caligmalar i¢in preklinik destek saglayabilir.
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