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Ozet

Amacg

insan VEGF monoklonal antikoru bevasizumab kullanarak,
bu tedavinin bdbrek Uzerine olan vyan etkilerini
g6zlemleyebilecedimiz  deneysel bir sigan modeli
olusturmak ve bevasizumab’in sigan bobregi Gizerine olan
etkilerini degerlendirmektir.

Materyal ve Metot

Otuzalti adet erigkin disi Wistar albino sican “l¢ gunlik” ve
“21 gunlik” iki ana gruba ayrildi. Her grup lge bélindu; iki
gruba kuyruk venlerinden intravendz olarak bevasizumab
10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarinda uygulandi, Ggiincl gruba
kontrol grubu olarak 1 ml/kg serum fizyolojik uygulandi.
ilag verilmesi éncesi, ilag verilmesinin {iglincii giinii ve ilag
verilmesinin 21. glinu proteinuriyi saptamak amaciyla 24
saatlik idrarlari ve bobrek fonksiyon testleri calisiimak
tizere serumlar toplandi. Ugiincii ve 21. giin sigcanlar
sakrifiye edilerek bobrekleri patolojik olarak incelendi.
Bulgular

10 mg/kg dozunda bevasizumab uygulanan siganlarda
Uglinciu gun 24 saatlik idrar protein atilimi, kreatinin atihmi
ve idrar protein/kreatinin oranlarinda anlamh bir artis
olmus; 21 giin grubunda ise ne 10 mg/kg ne de 20 mg/kg
ilag verilen grupta anlamli proteinuri artigi
gosterilememistir. Ugiincii giin sakrifiye edilen siganlarda
bowman kapsil araligi ve interstisyel inflamasyonun ilag
dozuyla orantili olarak anlamli artigi saptanmigtir. 21. giin
sakrifiye edilen grubun patolojik degerlendirmesinde ise
doz artisiyla korele olarak damar duvarinda kalinlagsma
g6zlenmistir.

Sonug

insan VEGF monoklonal antikoru bevasizumab kullanarak,
bu tedavinin bobrek (zerine olan vyan etkilerini
g6zlemleyebilecedimiz  deneysel bir sigan modeli
olusturmak i¢in 10 mg/kg dozunda U¢ giinlik bevasizumab
uygulanmasinin uygun oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: insan VEGF monoklonal antikoru;
bevasizumab; bobrek

Abstract

Aim

To constitute an experimental rat model by using human
VEGF monoclonal antibody bevacizumab, for observation
of renal side effects of this treatment.

Materials and Methods

Thirtysix adult female Wistar albino rats has been divided
as two main groups: “3 days” and “21 days” . Each group
has been divided in three; bevacizumab 10 mg/kg and 20
mg/kg were administered intravenously from the tail veins
of the two subgroups and 1 mg/kg saline was administered
to the third subgroup as control. Urine for 24 hours for
detection of proteinuria and blood samples for detection of
renal funtions were collected before, third day and 21st
day of the drug administration and rats were sacrified at
third and 21st days for pathological examination of
kidneys.

Results

Twenty four hours urine protein excretion, creatinin
excretion and urine protein/creatinin  ratio were
demonstrated as significantly increased on the third day of
the rats administered 10 mg/kg bevacizumab; however,
any significant increase of proteinuria couldn’t be shown
on the 21 days group rats administered neither 10 mg/kg
or 20 mg/kg. Pathological examination of rats sacrified on
third day demonstrate the significant increase of bowman
capsule gap and interstitial inflamation as correlated with
the dosage of the drug. The thickness of vessel wall was
observed on the pathological examination of rats sacrified
on 21st day.

Conclusion

It has been shown that bevacizumab administration of 10
mg/kg for three days is proper for constitution of an
experimental rat model.

Key words: human VEGF monoclonal antibody;
bevacizumab; kidney
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Girig

Anjiogenez tum kanserlerin blylime, invazyon
ve metastaz asamalarinda kritk Oneme
sahiptir.  Anjiogenezin timoér gelisim ve
yayllmasinda oynadidi hayati rolin gdsterilme-
si, antianjiyogenik  tedavilerin  glinimiz
kemoterapi  protokollerine  daha  siklikla
girmesine yol agmistir. Onkolojide; timor
dokusunda gergeklesen patolojik anjiogenez
1970’lerden itibaren ilgi konusu oImU§turl.
Anjiogenik molekiller icinde en 6nemlisi ve
antianjiogenik tedavide U(zerinde en c¢ok
durulani vaskiler endotelyal blyime faktori-

dir (vascular endothelial growth factor=VEGF).

VEGF homodimerik, heparin-binding glikopro-
tein yapisinda bir molekil olup cesitli alt
gruplari tanimlanmistir. VEGF-A anjiogenezin
ana duzenleyicisidir ve vaskiler gelisimin yani
sira patolojik anjiogenezde de rol oynar.
VEGF-A'nin izoformlari olan VEGFs ve
VEGF,; dolagsimda bulunan asil formlardir®®,
VEGF-A'In  hucre  yizeyindeki  baglanti
noktalari ise VEGFR-1 (Flt-1 ya da fms-benzeri
tirozin kinaz), VEGFR-2 (FIk-1/KDR ya da fetal
liver kinaz), VEGFR-3 (flt-4) ile nérofilin-1 ve

norofilin-2 koreseptorleridir.

Bdbrekte glomerllogenezis Uzerine yapilan
calismalarda VEGF-A'nin glomerdiler filtrasyon
bariyerinin kurulmasi icin gerekli oldugu ileri
strlimistir. Bu bulgularla uyumlu olarak,
gelismekte olan glomerilde podositler 165
izoformu baskin olmak uzere VEGF-A'nin tim

izoformlarini bulundururlar®.

Rekombinant insan anti-VEGF-A monoklonal
antikoru olan bevasizumab, sagkalimi uzattig
cesitli faz 11l galismalarda klinik olarak kanitlan-
mis ve kanser tedavisinde kullaniimak uzere
onay almis ilk antianjiogenik ajand|r7. Bevasi-
zumab VEGF’e baglanarak endotel hicre
yuzeyinde VEGEF ile reseptorleri (FIt-1 ve KDR)

arasindaki etkilesimi engeller.

Bevasizumabin en belirgin yan etkileri
hipertansiyon, proteindri, tromboz, kanamaya
meyil, yara iyilesmesinde gecikme olarak
ortaya glkmaktadlrg. Daha nadiren hayati tehdit
edici olaylar (arteriyel trombotik olaylar,
gastrointestinal perforasyon ve masif hemop-
tizi) bildirilmistir. Bevasizumab veya anti-VEGF
kullanimina bagli gelisen hipertansiyon ve
proteinlrinin  hangi mekanizmalarla ortaya
ciktigr henlz bilinmemektedir’. Ancak cesitli
calismalarda VEGF'Gn hipotansif etkisi
gOsterilmistir. Hipotansiyonun kismen nitrik
oksit aracilikli vendéz dolasim azalmasina,
kismen prostasiklin sentezinin tetiklenmesine
bagh oldugu saniimaktadir. Bevasizumab ile
VEGF inhibisyonunun, endotelyal nitrik oksit
sentetaz  enziminin  inhibisyonu  yoluyla
hipertansiyona yol ac¢tigi tahmin edilmektedir.
Ayrica VEGF’nin glomertiler filtrasyon bariyeri-
nin devamlihdinda rol oynadidi distnilmek-
tedir. Bevasizumab ile VEGF inhibisyonu
sonrasi renal podosit fonksiyonu ve renal
damar yapisi bozulur. Renal podositlerdeki
VEGF dizeyi %50’ye dustuginde, glomeriler
endotel hucreleri siser, kapiller déngl bozulur

ve proteindri gelisirm.

Klinikte, bevasizumab’a bagli hipertansiyon
oral antihipertansif ilaclarla dizenlenmekte-
dir'’. Bu sekonder hipertansiyonun tedavisi i¢in
secilecek antihipertansif ilacin hangisi olmasi
gerektigi konusu halen tartismalidir'®. Ancak
siklikla anjiyotensin-dénistlrici enzim inhibi-
torleri (ACEI) kullaniimaktadir. Segilecek antihi-
pertansifin bevasizumab’in yan etkisine karsi
bdbredi koruyucu etkisi yaninda, kemoterapi
ilaglarinin  kanser hicreleri Uzerine olan
etkilerini de engellememesi gerekmektedir.
Bizim bu calismayl planlarken amacimiz

bdbrek koruyucu ajan segimine 1sik tutabilecek

30



Soysal Atile ve ark.

Int J Basic Clin Med 2016;4(1):29-38

calismalarin dizenlenebilmesi igin 6ncll bir

deneysel sigan modeli olusturmaktir.

Materyal ve Metot

Deneysel Tasari
Arastirmamiz igin toplam 36 adet eriskin disi

Wistar albino sigan kullanildi. ilag olarak
Altuzan (4 ml c¢ozelti icinde 100 mg
bevasizumab igeren flakon, Roche) sicanlara
kuyruk venlerinden intravendz olarak verildi.
Siganlar kontrol (K), 10mg/kg bevasizumab
verilecek grup (A) ve 20 mg/kg bevasizumab
verilecek grup (B) olarak Ug¢ gruba ayrildi.
Altisar sigandan olusan ik K, A ve B
gruplarinin ilag verilmesinin Ggincu gund, yine
altisar sicandan olusan ikinci K, A ve B
gruplarinin  ilag  verilmesinin  21. gUnU
degerlendiriimesi planlandi. 10 mg/kg dozu igin
0,4 ml Altuzan+ 0,6 ml serum fizyolojik (SF)
¢ozeltisi, 20 mg/kg dozu igin 0,6 ml Altuzan+
0,6 ml SF codzeltisi ve kontrol grubu igin
yalnizca SF hazirlanip hayvanlarin canh
agirliklan tartilarak 1 mil/kg dozunda verildi.
Calismamiz icin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik
kurul onayl alindi. Calisma icin herhangi bir

kurulustan proje desteg@i alinmadi.

Biyokimyasal ve Patolojik incelemeler

ilag 6ncesi, ilag sonrasi tigiincl ve ilag sonrasi
21. Gunler proteindriyi saptamak amaciyla 24
saatlik idrarlari, boébrek fonksiyon testleri
calisiimak uzere serumlar toplandi. Yirmi dort
saatlik idrar toplamak icin siganlar metabolik
kafeslere  konuldu. Kanlar intra-kardiyak
yontemle alindi. Gunluk idrar miktarlar élguldu
ve 24 saatlik idrarda protein, Kkreatinin,
kalsiyum ve fosfor dlzeyleri c¢alisilarak

protein/kreatinin oranlari hesaplandi.

Uglincli ve 21. ginlerde siganlar sakrifiye
edilerek boébrekleri patolojik olarak incelendi.

Patolojik degerlendirme igin doku o6rnekleri

%4’luk noétral tamponlu formalinde 24 saat
fikse edildi. Rutin doku takip islemi sonrasi
hazirlanan parafin bloklardan 4um kalinliginda
kesitler alinarak hemotoksilen eozin ile
boyandi. Isik mikroskopu ile incelenen
orneklerde glomertloskleroz, glomerilde fokal
nekroz, bowman kapsul araliginda genisleme,
tubul epitelinde dejenerasyon, tiubdl epitelinde
nekroz, tiibdl dilatasyonu, interstisyel inflamas-
yon, konjesyon, damar duvarinda kalinlasma
ve interstisyel fibrozis yoninden degerlendirme
yapildi. Degerlendirmelerde hi¢ bulgu yok ise
(-), bulgu var ise kendi iginde hafif (+), orta

(++), siddetli (+++) olarak derecelendirildi.
Istatistik

Her iki ana gruptaki alt grup sayisal
degiskenleri icin ortanca degerleri kullanildi.
Analizler her iki ana grupta (¢ ve 21 gunlik
gruplar) hem alt gruplar iginde (K, A ve B alt
gruplari) 0. gin ile ilag sonrasi dgiinci veya
21. gunler arasinda hem de Ug¢ ve 21 gunluk alt
gruplar arasinda ayri ayri olarak yapildi. Alt
gruplar arasinda hem baslangic hem de ilag
uygulanmasi sonrasi degerler arasinda farklilik
olup olmadigi Kruskal-Wallis testiyle
degerlendirildi.  Alt  gruplar arasi ikili
karsilagtirmalar icin Mann Whitney U testi
kullanildi. Sifirinci guin ile Gglncu veya 21. gin
degerleri arasinda grup ic¢i karsilagtirmalar

Wilcoxon signed rank testi ile yapildi.

Patolojik inceleme sonugclarinin alt gruplardaki
boyanma &zelliklerinin gdsterilmesi i¢in 3x4
capraz tablolari kullanildi. Alt gruplar arasi
patolojik degerlendirmeler igin oransal analiz
yontemleri kullanildi. Ki-kare test kosullarinin
saglanamadigi durumlarda tablolara uygun
dondsimler yapilarak Fisher's Exact test

kosullari saglandi.

Alt gruplar ici ikili karsilastirmalarda 2'li 3 analiz

yapillmasindan dogabilecek hatali anlamlilik
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olasihgini  disirmek amaciyla Bonferroni
duzeltmesi uygulanilarak anlamlilik kosulu
p<0.015’e c¢ekildi. Diger tum degerlendir-
melerde ise p<0.05 olmasi kosulu arandi.
Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlen-

dirilmesi SPSS 14 programiyla yapildi.

Bulgular

ilag Uygulamasi Sonrasi Genel Gézlem
Bevasizumab verilmesi sonrasi tium gruplarda
siganlarin  genel durumlari iyi seyretti.
Gorinidm ve istahlari normaldi. Kilo kaybi, fizik
bakida degisiklik olmadi, higbir  6lim

yasanmadi.

U¢ Giinliik Grubun Biyokimyasal Degerleri
ve Karsilastirmalar

Sicanlarin ilag verilmesi oOncesi ve ilag
verilmesinin Gguncl gind vucut agirhgi, idrar
miktari, 24 saatlik idrarda protein, kreatinin,
kalsiyum ve fosfor degerleriyle protein/kreatinin
oranlart  karsilastinldiginda, alt  gruplar
arasinda ilag 6ncesi degerler agisindan anlamli
bir farklilk yoktu. Ancak ilag sonrasi
degerlerde her 3 grup arasinda anlaml farklilik
saptandi (p=0,038). ikili alt grup analizlerinde A
ve B alt gruplar arasinda sadece idrar protein
dizeyleri anlamli farkliik g&stermekteydi.
Uglinci gun idrar protein  dizeyi ve
protein/kreatinin orani A grubunda B
grubundan anlaml olarak yiksek bulundu
(p=0,015) (Sekil 1 ve 2). Ancak K grubunun;
hem A hem de B alt gruplariyla yapilan ikili
karsilastirmalarinda biyokimyasal parametreler
acisindan herhangi anlamh bir farkhlida
rastlanmadi. Calisilan diger tim
parametrelerde alt gruplar arasinda Uglnci
gun degerleri arasinda anlamli bir farkhlik

saptanmadi.

Alt gruplarda ilag uygulama 6ncesi ve sonrasi
degerleri grup ici olarak karsilastinldiginda; K
grubunda hicbir parametrede anlamli bir

farklilik saptanmadi. A grubunda sifirinci giin

10

Alt Gruplar

D Kontrol

g
Momg

o | PG

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

Sekil 1: Her iki ana grupta ilag uygulanmasi sonrasi glinliik
protein atilimlari

6
5
4
3
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1
— B 10mg (&
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Ml 209 (5
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Sekil 2: Her iki ana grupta ila¢ uygulanmasi sonrasi
protein/kreatinin oranlart

ve Uglncl gun gunlik protein atihmlari
(sirasiyla 5,9 mg/gun; 8,2 mg/gin, p=0,028),
glnlik kreatinin atiimlari  (sirasiyla 6,46
mg/gun; 2,71 mg/gun, p=0,028) ve idrar
protein/kreatinin oranlari (sirasiyla 0,9 mg/gin,
2,5 mg/gln, p=0,028) arasinda anlamli farklilik
saptandi. Gunlik idrar miktari ilag uygulamasi
sonrasinda azalmasina ragmen bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla
11,5 ml/gin; 11,0 ml/gin, p=0,056). B
grubunda ise ila¢ 6ncesi ve sonrasi degerlerde
sadece idrar protein degerleri arasinda
istatistiksel olarak sinirda anlamli bir farklilik
saptandi. Bu alt grupta ilag sonrasi idrar
protein dizeyi anlamli dizeyde daha disuk
(sirasiyla 6,37 mg/gin; 5,86 mg/gin, p=0,046)
bulundu. Gunlik idrar miktarinda ilag
uygulanmasi sonrasi belirgin bir azalma
g6zlenmesine karsin bu fark istatistiksel olarak

anlamli degildi (sirasiyla 12 cc/gin; 8,5 cc/giin,
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p=0,08). B grubunda diger parametrelerde

herhangi anlamli bir farklilik saptanmadi.

U¢ Giinliik Grubun Genel Patolojik
Degerlendirmeleri

K, A ve B alt gruplarinin patolojik degerlendiril-
mesinde higbir doku &Orneginde glomerilo-
skleroz bulgusuna rastlaniimadi. Glomerilde
fokal nekroz (GFN) derecesi alt gruplar
arasinda anlaml farkliik gdstermiyordu. ilag
dozaji artttkca Bowman kapsul araliginda
genisleme (BKAG) derecesinin kontrol grubuna
goére ila¢g kullananlarda arttigi ve bu artigin
istatistiksel olarak anlaml oldugu saptandi
(p=0,034). Tubul epitelinde dejenerasyon
(TED), tubul epitelinde nekroz (TEN) ve tubil
dilatasyonu (TD) higbir grupta belirgin sekilde
olusmamisti ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamli farkhlik yoktu. interstisyel inflamasyo-
nun (ii) 6zellikle 20 mg ilag verilen grupta
belirginlestigi ve alt gruplar arasinda 10 mg
grubuna godre anlamh olarak yiksek oranda
saptandigi saptandi (p=0,03). Konjesyon ve
damar duvarinda kalinlasma (DDK) tum
gruplarda hafif dizeyde olusmustu ve gruplar
arasinda anlamli farkhlik saptanmadi. Hicbir alt
grubun doku &rneginde interstisyel fibrozis
bulgusuna rastlanmadi. Ug¢ ginlik grubun

patolojik drnekleri Sekil 3'de verilmistir.

R v o

S REABES |
alan grupta
patolojik degerlendirme: Olagan sinirlarda bdbrek dokusu
(A-kontrol grubu), interstisyel inflamasyon ve damar
duvarinda kalinlasma (B), bowman kapsul araliginda
genisleme (C), ve tubll epitelinde dejenerasyon ve nekroz
bulgulan (D) (Hematoksilen- Eozin, x200).

Yirmibir Giinliik Grubun Biyokimyasal
Degerleri ve Karsilastirmalar

Siganlarin ilag 6ncesi ve ilag sonrasi 21. giin
vicut agirligi, idrar miktari, 24 saatlik idrarda
protein,  kreatinin, kalsiyum ve fosfor
degerleriyle protein/kreatinin oranlari karsilasti-
rildiginda, alt gruplar arasinda, biyokimyasal
parametreler ve protein/kreatinin  oranlari
agisindan; hem ilag 6ncesi hem de ilag sonrasi
degerleri arasinda anlamh  bir  farkhhk

saptanmadi.

Alt gruplarda ilag 6ncesi ve sonrasi degerleri
grup ici olarak karsilastirildiginda; K grubunda
sadece vlcut agirliginda ilag sonrasi anlamli
bir artis oldu (sirasiyla 220 gr; 226 gr,
p=0,039). 10 mg/kg (A) grubunda ilag 6ncesi
ve sonrasi laboratuar incelemelerinin hicbirinde
anlamh farklilik saptanmadi. Ancak
protein/kreatinin orani ilag sonrasi daha disuk
olarak bulundu. Bu fark istatistiksel olarak
sinirda anlamhydi (p=0.046). 20 mg/kg (B)
grubunda ise ila¢ 6ncesi ve sonrasi degerler
arasinda hicbir biyokimya parametresi ve
protein/kreatinin orani agisindan anlamli bir

farkhlik saptanmadi (Sekil 1 ve 2).

Yirmibir Giinliik Grubun Genel Patolojik
Degerlendirmeleri

K, A ve B alt gruplarinin patolojik
degerlendiriimesinde higbir doku Orneginde
glomertloskleroz  bulgusuna  rastlanmadi.
Glomertilde fokal nekroz ve Bowman kapsil
araliginda genisleme dereceleri alt gruplar
arasinda anlaml farkhhk géstermiyordu. Tubul
Epitelinde Dejenerasyon (TED) derecesi ilag
verilen siganlarda kontrol grubuna kiyasla
daha anlamli olarak yiksek olarak go6zlendi
(p=0,038). Tubll epitelinde nekroz (TEN)
kontrol grubundaki 6 sigandan yalnizca birinde
hafif siddette gbzlenirken, ilag verilen
gruplardaki siganlarin hepsinde gelismisti. ilag

alan ve almayan siganlar arasindaki fark
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istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,001). Tabdl
dilatasyonu (TD), interstisyel inflamasyon (ii)
ve konjesyon tim alt gruplarda hafif siddette
g6zlendi. Aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkliik saptanmadi. ilag verilen siganlarin
hepsinde patolojik degerlendirmede damar
duvarinda kalinlasma saptandi. ilag alanlarda
kalinlasma anlamh olarak daha yuksek
bulundu (p=0,025). Damar

kalinlasma yuksek doz grubunda daha belirgin

duvarinda

olmasina karsin dusik doz grubuna godre
anlamh bir farklilk saptanmadi (p=0,182).
interstisyel ~ fibrozis  higbir grubun  doku

orneginde goézlenmedi.

Tartisma

Anjiogenezin tum solid timorlerin blylime,
invazyon ve metastaz asamalarinda Kilit role
sahip oldugunun gosterilmesi, antianjiyogenik
yaklagimlarin  giderek artan bir hizla
gelistiriimesine ve gunumiz tedavi protokolle-
rinde yer almasina yol a¢cmigtir. Anjiogenik
molekuller icinde en dnemlisi ve antianjiogenik
tedavide Uzerinde en ¢ok durulani VEGF’dir.
Faz | cgaligmalarda rekombinant insan anti-
VEGF-A monoklonal antikoru olan bevasizu-
mabin kemoterapi ile birlikte kullanildiginda
serum VEGF seviyelerini  Olglilemeyecek
seviyelere kadar dusurdigu ve farkl
timorlerde buylmeyi inhibe ettiginin  bulun-
masi, klinik calismalarin bu ajan Uzerine
yogunlasmasina yol acmistir’.  Glnlmiizde
metastatik kolorektal kanser, kiiglk hicreli disi
akciger kanseri, glioblastoma ve metastatik
meme kanseri tedavi protokollerinde halen
kullaniimakta olan bevasizumabin en belirgin
yan etkileri hipertansiyon, proteiniri, kanama

71314 Bevasizumab

ve tromboza egilimdir
kullanimi sirasinda rastlanan bdbrek yan
etkilerinin hangi mekanizmayla ortaya ciktigi
henliz bilinmemektedir. Bu deneysel rat

calismasi, konuyla ilgili calismalarin

dizenlenebilmesi igin dncul bir deneysel sigan
modeli olusturmak amaciyla planlanmigtir. Ve
deneysel bir sican modeli olusturmak igin 10
mg/kg dozunda ¢ gunlik bevasizumab

uygulanmasinin uygun oldugu goésterilmistir.

Sugimoto ve arkadaslarinin®® farelere anti-
VEGF antikoru vererek yaptigi bir calismada;
VEGF inhibisyonunun proteindri  geligimi,
glomerller endotel hicre ayriimasi ve
glomeriler 6nemli bir protein olan nefrinin
baskilanmasiyla sonuglandigi gésterilmistir. Bu
calismada beser farelik gruplara, fare anti-
VEGF antikor ya da sFlt-1/Fc uygulanmasi
sonrasi proteinuri 6lgiimleri ve patolojik olarak
bébreklerin immunfloresan, western blotting ve
transmisyon elektron mikroskopi yontemleri ile
incelemeleri  yapilmigtir.  Sonugta, VEGF
blokajinin glomerller endotelyal hiicre hasari
yaparak proteinlriye yol actigi gosterilmistir.
Hem fare anti-VEGF antikor, hem sFlt-1/Fc
verilen grupta proteinlri ilag uygulanmasinin
Uglincli saatinde baslamis ve 24. saatte
kaybolmustur. imminfloresan ve western blot
ile inceleme, glomertler slit diyafram iligkili
protein nefrinin ekspresyonunun azaldigini
gOstermigtir. Transmisyon elektron mikroskopi
ile inceleme sonucu glomeriler endotel hiicre
hipertrofisi, hasari, glomertler bazal
membranda ayriima ve slit diyaframlarda

hasarlanma gosterilmigtir.

Maynard ve arkadaslarinin®® benzer  bir
calismasinda, siganlarda dolagimdaki VEGF-
A’nin anti-VEGF-A antikorlari ya da soluble
VEGF-R1 (sFlt-1) injeksiyonlari ile nétralize
edilmesinin  glomerller  hasarlanma ve
proteinri

gelisimiyle sonuglandigi

gOsterilmigtir.

Progresif kresentik glomertlonefritli farelerde,
soluble VEGFR-1 (sFlt-1) overekspresyonu
yoluyla  VEGF blokaiji renal hasari
hizlandirmaktadir'’. Ayrica VEGF-A spesifik bir
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aptamer ile glomeriler kapillerlerin tamirinin
o6nlenmesi, hizh ve masif tubllointerstisyal
fibrozis gelisimine yol agmaktadir. Ostendorf
ve arkadag,larl18 in vivo olarak VEGF
inhibisyonu  yaptiklari  bir ¢alismalarinda,
siganlari normal, mezangioproliferatif nefritli,
pasif  Heyman nefriti ~ ve puromisin
aminonukleozid nefrozisli grup olarak dort
gruba ayirmiglar ve farkl sirelerde VEGF 45
aptameri uygulamiglardir. Normal saglikl
sicanlarda 21 giin boyunca 5 mg/kg VEGF 45
aptameri uygulanmasi sonucu ne proteinuri ne
de herhangi bir elektron mikroskopik glomerdl
hasarina rastlanmazken, mezangioproliferatif
nefriti olan siganlarda uygulamanin 6. giiniinde
glomertler endotelyal rejenerasyonunda
azalma ve endotel hicre 6luminde artma
goralmastir. Tim bu bulgular VEGF45'in
glomeriler hastalikta endotel hiicre sagkalimi
ve tamiri igin ¢ok o6nemli bir faktér oldugunu
gOstermektedir. Bunun aksine, kemirgen VEGF
noétralizan antikoru, ylksek proteinli diyetle
beslenen farelerde ve diyabetik nefropatili
sican ve farelerde erken renal hasari
iine§tirmi§tir19‘2°. Bu calismalar VEGF yoluyla
NO aktivasyonunun erken renal hasarlanmada

roli oldugunu disindirmektedir.

VEGF-A ve glomertler filtrasyon bariyerinin
geligsimi ile ilgili olarak ise, kemirgen embriyonik
kok hicrelerinde homolog rekombinasyon
kullanilarak olusturulan VEGF-A allelinden
yoksun  fareler  embriyogenezin  erken
evresinde vaskuller olusumu gerceklestireme-
yerek 6ImU§Ierdir21. Kitamoto ve arkadaglan22
yaptiklari bir galismada kemirgen yavrularina
dogduklar gin anti-VEGF antikor vermisler ve
elektron mikroskopik olarak glomertler kapiller
gelisiminin buyuk 6lgclide olumsuz etkilendigini,
kapiller limenlerin daha kiguk ve olusumlarini
tamamlayamamis olduklarini géstermiglerdir.

Baska bir galismada Gerber ve arkadaglarl23

farelere post-natal 1. ya da 8. glinlerde soluble
VEGF reseptor simerik proteini, mFlt(1-3)-19G
injekte etmiglerdir. Tedavinin 4. ya da 5.
glnlerinde yapilan histopatolojik inceleme
hiposeliilarite, endotel hiicre kaybi, mezangial
matriks birikimi ve proksimal tibdllerde protein
damlaciklari gibi belirgin glomeriler kusurlar
saptamisgtir. Glomeriler kapiller sayisi da
azalmistir. Farelerde podosit-spesifik VEGF-A
delesyonu olusturan bir sistemle yapilan
podositte ~ VEGF-A’'nin  tim

izoformlarindan  yoksun fareler dogumda

calismada,

hidrops ve bobrek yetmezligi nedeniyle

Olmuglerdir. Bu farelerde fonksiyonel
glomertler filtrasyon bariyerinin gelismedigi

gbsterilmigtir24.

Calismalarda post-natal dénemdeki VEGF
gerekliliginin  erigkin dénemde kayboldugu
gosterilmistir.  Saglikli  erigkin bobrekte ise
VEGF’in rolu net olarak bilinmemektedir. VEGF
erigkin dénemde de bobreklerde glomeril
viseral epitelyal ve mezangial hucrelerinden
salinmaya devam etmekte ve hastanin renal
fonksiyonuna bagh olarak idrarla atilmaktadir®.
Yaslanan siganlarda glomeriler VEGF dizeyi
azalir. Bu azalma glomerdler kapillerlerin kaybi
ve glomerlloskleroz gelisimiyle birliktedir. Bu
g6zlem endotel hicrelerin devamlilik icin de
VEGF fonksiyonuna gereksinim duyduklarini

duistindirmektedir®.

Bizim calismamizda (¢ gunlik grupta 10
mg/kg dozunda bevasizumab uygulanan
sicanlarda  gunlik  protein  atilimi ile
protein/kreatinin oraninda anlamli bir artis
saptandi. Protein/kreatinin oraninin nefrotik
dlzeylere kadar ¢iktigi gézlendi. Yirmi mg/kg
doz grubunda (B) ise bodyle bir artisa
rastlanmadi. Ancak bu grupta gunlik idrar
miktarinin diger alt gruplara oranla daha
belirgin olarak azaldigi ve protein/kreatinin

oraninin 10 mg/kg doz (A) grubu kadar olmasa
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da arttigi saptandi. Bu bulgular G¢ gun
grubunda ilag uygulanmasi sonrasi A
grubunda daha belirgin olmak tzere her iki alt
grupta da (A ve B) bdbrek hasari olustugunu
gOstermektedir. Ancak B grubunda etkilenme-
nin, iki kat yuksek doz uygulanmasina ragmen
A grubu kadar belirgin olmamasi
bevasizumabin farkli dozlarda bébrek Uzerine
farkh etkileri olabilecegini veya etkinin doz
bagdimli olmayabilecegini dustndirmektedir.
Ancak insanlardaki klinik c¢alisma sonuglari,
yuksek doz grubu hastalarda proteinuri geligim
riskinin disik doz grubuna goére biraz daha

fazla oldugunu géstermektedir.

Yirmi bir gin grubunda ise bakilan higbir
biyokimyasal parametrede hem gruplar arasi
hem de alt gruplarin ilag dncesi ve sonrasi
kendi icinde karsilastirmalarinda anlamli bir
farkihda rastlaniimamistir.  Sugimoto ve
arkadaglarl15 tarafindan bu konuyla ilgili
yapilimis ilk calismada farelere anti-fare VEGF
monoklonal antikoru veya sFlt-1 verilmesini
takiben UclUncu saatten baslayarak belirgin
proteinurinin gelistigi gosterilmistir. Proteindri
dizeyleri anti-VEGF ile beraber VEGF
verildiginde kontrol grubuyla benzer bulun-
mustur. Farelerdeki patolojik bulgularin 24
saatten sonra azalmaya bagladigi tespit
edilmistir. Bevasizumabin yari dmrinun kadin-
larda 18, erkeklerde 20 gin oldugu bilinmek-
tedir. Ratlardaki yari émri 9,7 gin olarak
bildirimistir’’. Bu nedenle 21 ginlik bir
bekleme siliresinde; mevcut bir etkilenmenin,
ara dénemde en azindan biyokimyasal para-
metreler acisindan ortadan kalktigini veya
uygulanan ilaca karsi sure uzunlugu nedeniyle
bir imminizasyonun gelismis olabilecegini
distndirmektedir. Bu bulgular ile bevasizu-
mab ile yapilacak bir deneysel model icin 21
glnlik bir stirenin uygun olmadidi sonucuna

variimigtir.

VEGF baskilanmasinin glomeril ve tibdl
yapilari Uzerine olan etkileriyle ilgili sinirl
sayida calisma vardir. Bu konuyla ilgili klinik
veriler ise sadece olgu sunumlari seklinde
bildirilmistir. Sugimoto ve arkadaslari protein(ri
dizeyleri  6lgiminin  yani sira, fare
bdbreklerinde elektron mikroskopik incelemeler
de yapmislardir. ilag uygulamasindan itibaren
5. saatten bagslayarak; endotelyal hicre
hipertrofisi ve hasari ile glomeril bazal
membranindan endotel ayrismasi gelistigini
bildirmiglerdir. Elektron mikroskopik olarak
saptanan podosit yapi hasari, Western Blot
analizinde podosit iligkili bir protein olan
nefrinin azalmisg bulunmasiyla da desteklen-
mi§tir15. Eremina ve arkadaglarlzs, bevasizu-
mabla tedavi edilen ve proteinlri veya bdbrek
yetmezligi gelisen 6 hastalik bir vaka serisinde
mikroskopik ve elektron mikroskopik olarak,
baslica patolojinin trombotik mikroanjiopatiyle
karakterize glomeruler hasarlanma oldugunu

saptamiglardir.

Bizim g¢alismamizda Uu¢ gunlik grupta en
belirgin patolojik bulgu A grubunda daha
belirgin  olmak Uzere, bowman kapsul
araliginda genislemeydi. Bu genisleme A
grubunda kontrol grubuna gére daha belirgin
bulunurken, B  grubundaki farkhlik ise
istatistiksel anlamliliga ulagmadi. Bowman
kapsul araliginda genisleme glomertllerde
hasarlanmayi goOsterebilen non-spesifik erken
bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Ancak
glomerdl yapisindaki yapisal bir bozulmanin
tam dogrulukla saptanabilmesi icin elektron
mikroskopik bakiya da ihtiya¢g vardir. Bizim
calismamizda  histolojik  degerlendirmeler
sadece direkt mikroskopik bakiyla yapilabildi.
Ancak bulgularimiz; biyokimyasal parametre-
lerle  birlikte degerlendirildiginde baslica
patolojinin, en azindan erken ddnemde,

glomertler hasar oldugunu dusundirmektedir.
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Yirmi bir giin grubunda ise, alt gruplar arasinda

bowman kapsul  araliginda  genigsleme
acisindan bir farklihk olmadigi gézlendi. Bu
grupta biyokimyasal analizlerde oldugu gibi
yapisal anlamda benzer bir dizelme sb6z

konusu olabilir.

Calismamizdaki bir diger belirgin bulgu G¢
glnlik grupta gdzlenen interstisyel inflamas-
yon ve 21 gun grubunda belirginlesen tubul
epitelinde dejenerasyon ve tubil epitelinde
nekroz ile damar duvarlarinda kalinlagsmadir.
Uclincli giinden itibaren gézlenen interstisyel
inflamasyon ileri donemde tibll epitel
dejenerasyon ve nekrozuna neden olmus
olabilir. Erken dénemde meydana gelen ve isik
mikroskopisi dizeyinde net olarak
saptanamayan glomerul hasari sonrasi, ileri
dénemde tubulointerstisyel hasarlanma
medyana gelmis olabilir. Tium bu patolojik
bulgularimiza dayanarak erken ddénemde
meydana gelen bir glomerll hasarina karsi
koruyucu bir etki gelismis olabilecegi ancak
tablonun ileri dénemlerde bir tibulointerstisyel
nefrit durumuna donusebilecedi distnulebilir.
Eldeki literatir bilgileri 1siginda normal
siganlarda bevasizumab veya anti-VEGF
kullanimina bagh bir tubulointertisyel nefrit
durumu  bildiriimemistir.  Ancak  progresif
kresentrik glomerulonefritli farelerde, soluble
VEGFR-1 (sFlt-1) overekspresyonu yoluyla
VEGF blokajinin renal hasari hizlandirdigi,
ayrica VEGF-A spesifik bir aptamer ile
glomertiler kapillerlerin tamirinin énlenmesinin
hizli ve masif bir tlbdlointerstisyal fibrozis
gelisimine neden oldugu gésterilmigtir”. Bizim
calismamizda diger ¢calismalardan farkli olarak
uzun déneme sahip bir grup da bulunmaktadir.
Literatirdeki bu konuyla ilgili c¢aligmalar
genellikle birka¢ saat ve gun arasinda yapilmis
olup siganlarda bevasizumab kullanimiyla ilgili

bdyle bir calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz damar duvarinda
kalinlasma bulgusu bevasizumab’in bir diger
yan etkisi olan tromboza egilimi akla
getirmektedir. Ancak calismamizda trombotik
bir slUrecte gormeyi bekledigimiz terminal
arteriyol ve Kkapillerlerde trombus ile buna

sekonder iskemik bulgular saptanamamistir.

Calismaya baslarken amacimiz, insan VEGF
monoklonal antikoru bevasizumab kullanarak,
bu tedavinin bdbrek UGzerine olan yan etkilerini
g6zlemleyebilecegimiz deneysel bir sigan
modeli olusturmakti. Bdylesi bir model;
bevasizumab tedavisinin bdbrek lzerine olan
etkilerin  saptanmasi ve bu etkilerin
kemoterapinin etkinligini bozmadan &énlenme-
sine yonelik cgalismalara yardimci olacaktir.
Calismamiz bdyle bir sigan modelinin
olusturuimasinda 10 mg/kg dozunda ug¢ gunluk
bevasizumab uygulanmasinin uygun oldugunu
disundurmektedir. Benzer bir c¢alismada
bevasizumabin sican VEGF reseptorlerine
baglanma 6zelliklerinin belirlenmesi ve elektron
mikroskobik  degerlendirme  daha  kesin

sonuglar verebilir.
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