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Ozet

Bu calismanin amaci, yasa bagli makiila dejenerasyonunun
tedavisinde sikca kullanilan iki preparatin (Pegaptanip
sodyum ve Bevakizumab) anti-anjiyojenik etkinligini civciv
koryoallantoik membran modelinde gostermektir. Calisma-
da, Atak-S cinsi tavuklardan alinan dollenmis yumurtalar
kullanildi. Yumurtalar uygun nem ve sicaklik sartlan altin-
da uygulamanin yapilacag 5. giine kadar bekletildi. Daha
sonra Pegaptanip sodyum ve Bevakizumab'in farkli kon-
santrasyonlari yumurtalara uygulandi ve sonuclar deger-
lendirilinceye kadar uygun kosullarda saklandi. Sonuclar,
uygulama sonrasi 48. saatte degerlendirildi. Her iki ilacin
da insanlarda yasa bagli makiila dejenerasyonundaki olum-
lu etkilerine ragmen, civciv koryoallantoik membran mode-
linde anti-anjiyojenik etkileri gozlenmedi. Bu sonuclarin
secilen ila¢ dozlarinin yetersizliginden veya insan ve civciv
damar endotelinin bliyume faktori izoformlarinin farkli
ozelliklerinden kaynaklanmis olabilecegi dusiiniilmiis ve bu
nedenle daha detayli calismalara ihtiyac oldugu sonucuna
varilmistir.

Anahtar kelimeler: Anjiyogenez, anti-anjiyojenik etki,
VEGF

Summary

The effects of Bevacizumab and Pegaptanip sodium on in
vivo angiogenesis in chick chorioallantoic membrane
The purpose of this study was to demonstrate the anti-
angiogenic efficacy of the two agents (Pegaptanip sodium
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and Bevacizumab), which are commonly used in the treat-
ment of age-dependent macula degeneration in chick
chorioallantoic membran model. Fertilized eggs obtained
from Atak-S type chicken were used. The eggs were kept
under appropriate heat and humidity until the fifth day on
when the application would be performed. Pegaptanip sodi-
um and Bevacizumab were applied to eggs at different con-
centrations, and the eggs were kept under an appropriate
condition until the evaluation of the results. Results were
evaluated at the 48th hour after application. Although both
of the two agents have affirmative effects on age-dependent
macula degeneration in humans, they did not have any anti-
angiogenic effects in chick chorioallantoic membran model.
These findings may have resulted from inadequate doses of
drugs chosen or from different features of human and chick
vascular endothelial growth factor isoforms, and thus, more
detailed studies are needed to perform.
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Giris

Anjiyogenez veya yeni damar olusumu embriyo-
genez sirasinda temel olaylardan birisidir. Embriyo-
genez diginda, yetigkinlerde anjiyogenez ¢ok simirl
olaylarda; yaralanma sonrasi doku tamiri ve menstriiyel
siklus sirasinda gorilmektedir. Anjiyogenez bazen de
timor gelisimi, psoriyazis ve koroid neovaskiilarizasyon
gibi bazi patolojik olaylarda 6nemli bir rol oynamaktadir
(1). Bu nedenle, anjiyogenez konusu aktif bir aragtirma
alanidir. Kan damar1 olusumu, bircok hiicre tipinin ve
¢ok sayida molekiiliin katildigi kompleks ¢ok basamakli
bir siirectir. In vitro modeller bu siiregle ilgili 6nemli
bilgiler sunmakla birlikte, in vivo etkinin ne olacagini
tam olarak gosteremez. Anjiyogenez aragtirmalarinda
¢ok yaygin olarak kullanilan ve oldukga faydali bir in
vivo model, civciv koryoallantoik membran (CAM)
modelidir.
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Anjiyogenez, siireci pozitif ve negatif etkileyen
molekiiller arasindaki dengeye bagli kontrol edilir.
Pozitif etkili pro-anjiyojenik molekiiller, eger baskin
hale gelirse anjiyogenez siireci tetiklenir ve yeni damar
olusumu meydana gelir. Bu konsept, "anjiyojenik
anahtar (switch)" olarak adlandirilir (2). Damar
endotelinin biiytime faktorii (VEGF) major pro-anjiyo-
jenik faktordiir. VEGF'in asil fonksiyonu, endotel
hiicrelerinin yagsam siirelerini uzatmasi, endotel hiicre-
lerinin proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu
artirarak anjiyogenezi desteklemektir (3).

VEGEF diizeylerinin artig1 anjiyogenezi artirict yonde
etkili olmaktadir. Bu nedenle, VEGF diizeylerinin
baskilanmasi anti-anjiyojenik etki olusturmaktadir. Bu
amagla tretilen ve "American Food and Drug Admi-
nistration" (FDA) tarafindan onaylanan ilk preparat
Bevakizumab'dir (Avastin®). Son zamanlarda bir diger
VEGEF preparati olan Pegaptanip sodyum'un da olumlu
etkilerine iligkin ¢ok sayida yaymn bulunmaktadir (4,5).

Bu ¢aligmada, farkli etki mekanizmalarina sahip iki
anti-VEGF preparatinin etkinligini civciv koryoallan-
toik membran modelinde kargilagtirmay: amagladik.

Gereg ve Yontem

Bevakizumab soliisyonunun hazirlanigi: 100 mg/4 ml
Bevakizumab (Altuzan®, Roche®) preparatindan fark-
I1 konsantrasyonlarda (40, 60 ve 120 ug) ¢alisma soliis-
yonlar1 hazirland.

Pegaptanip sodyum soliisyonunun hazirlanigi: 0.3 mg /90
ug Pegaptanip sodyum (Macugen®, Pﬁzer®) prepara-
tindan 75 pg'lik ¢aligma soliisyonu hazirlandi.

CAM olgiimii: CAM olgtimlerinin  tamami GATF
Biyokimya AD Arastirma Laboratuvarinda yapildi.
Atak-S cinsi dollenmis yumurtalar, Tavukguluk
Entitiitiistinden (Ankara, Tirkiye) saglandi ve deney
boyunca 37 'C, %85-90 nemli ortamda inkiibe edildi.
Bevakizumab ve Pegaptanip sodyum uygulamasi igin, 5
giinlitk yumurtalar sirasiyla 14 ve 28'li gruplar halinde
ayrild1 ve galisma soliisyonlar1 uygulandi. Anjiyogeneze
iliskin degisiklikler, uygulamadan 48 saat sonra litera-
tirde belirtildigi sekilde koryoallantoik membran
tizerinde degerlendirildi ve digital kamera kullanilarak
gortintiiler kaydedildi (Konica Minolta, Tokyo, Japan)
(6).

Bulgular

Doza bagl ilag etkinligini gostermek {izere preparat-
larin farkli konsantrasyonlari beg giinlik CAM'a uygu-
land1 (Sekil 1). CAM'daki anjiyogenezle ilgili degisiklik-
ler 48 saat sonra degerlendirildi. Bevakizumab ve
Pegaptanip sodyum'un farkli konsantrasyonlardaki
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soliisyonlart ile muamele edilen CAM 6rneklerinde
anti-anjiyojenik etkinlik gézlenmedi (Sekil 2).

13.06. 2007

Sekil 1. Civciv koryoallantoik membran 6l¢timiinde kullanilan
dollenmis yumurtalar
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Sekil 2. Pegaptanip uygulamasi dncesi ve sonrast (A, C), Beva-
kizumab uygulamas: éncesi ve sonrasi (B, D)

Tartisma

Ik defa 1983 yilinda Senger ve ark. tarafindan "tumor
vascular permeability factor" (VPF) olarak tanimlanan
proteinin, 1989 yilinda Ferrara ve Henzel tarafindan
izole edilerek amino asid dizisi ortaya konan "vascular
endothelial growth factor" (VEGF) ile ayn1 molekiil
oldugu anlagilmigtir (7). Bundan sonra, VEGF ile ilgili
¢ok sayida galigma yapilmigtir.

VEGEF, homodimerik yapida bir glikoprotein olup,
vaskiiler endoteliyal hiicrelere spesifiktir (8). Bir ¢ok
bliyiime faktorii anjiyogenezde rol oynarken, VEGF-
A'nin digerlerinden farkli kritik bir rolii vardir. VEGF
gen ailesinin diger tiyeleri; VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D ve plasenta kaynakli biyiime faktoriidiir (PIGF).
VEGF-A'nin en az dort adet izoformu bulunmaktadir;
VEGF121, VEGF165, VEGF189 ve VEGF206 (8,9). Bu
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formlar iginde VEGF165 en ¢ok ifade edilen izoform-
dur (10).

Yaga bagli makiila dejenerasyonu (YBMD) ve diya-
betik retinopati gibi bazi gz hastaliklarinin pato-
genezinde, VEGF-A'nin rol oynadigina dair ¢ok sayida
insan ve hayvan ¢aligmalar1 bulunmaktadir (11,12). Ek
olarak, YBMD'li hastalarin koroidal neovaskiiler mem-
branlarinda yiiksek konsantrasyonda VEGF-A diizey-
lerine rastlanmigtir (13).

FDA tarafindan YBMD'de tedavi amacli onaylanmig
iki ilagtan birisi olan Pegaptanip sodyum bir aptamerdir.
Etkisini, VEGF-A'nin en fazla bulunan izoformu
VEGF165'e baglanip VEGF165'in spesifik reseptoriine
baglanmasini bozarak yapmaktadir (5). Pegaptanip
sodyum'la yapilan en biiylik galisma olan "VEGF
Inhibition Study in Ocular Neovascularization
(VISION)" caligmasi, bu preparatin kullaniminin gii-
venli ve sonuglarinin etkili oldugunu géstermektedir
(14). Biz de bu nedenle, ¢alismamizda Pegaptanip
sodyum'un CAM iizerindeki etkinligini gostermek ve
anjiyogenez siirecine katkisini degerlendirmeyi amag-
ladik. Ancak, yukarida bahsedilen biiytik katilimli ¢alig-
malardaki olumlu sonuglarin aksine, Pegaptanip
sodyum'un CAM iizerinde anti-anjiyojenik etkinligini
saptayamadik. Bizim ¢aligmamizda, preparatin farkl
konsantrasyonlarini deneme imkanimiz olmadig: igin
daha yiiksek veya daha diisik dozlardaki etkilerini
degerlendiremedik. Biz de buldugumuz sonuglar:
yorumlarken segilen dozun anti-anjiyojenik etkinlik
i¢in yeterli olmayabilecegini diisiindiik.

FDA tarafindan 2004 yilinda anti-anjiyojenik etkin-
ligi nedeniyle ilk defa onaylanan preparat olan
Bevakizumab ise, baglangicta metastatik kolon kanser-
lerinde kemoterapiyle birlikte kullanilmak tizere plan-
lanmig, ancak daha sonra YBMD ve makiila 6deminde
"oft-label" olarak kullanilmig ve basarili sonuglar
alindig: bildirilmigtir (15,16). Bevakizumab, anti-VEGF
monoklonal antikoru olup, dogal antikorlarin yiiksek
baglanma affinitesi ile VEGF-A'y1 baglamaktadir. Beva-
kizumab da yapilan kontrolsiiz ¢alismalarda, YBMD
olgularinda giivenle kullanilabilecek ve etkin bir
preparat olarak bildirilmistir (15). Bevakizumab'in
etkinligini biz de CAM'da gostermek istedik ve bu
amagla farkli konsantrasyonlarini hazirlayarak uygu-
ladik. Sonuglar degerlendirildiginde, Bevakizumab'in
da CAM iizerinde belirgin bir anti-anjiyojenik etkisini
gozlemlemedik. Bu yetersiz etkinin deney icin segilen
dozlarin uyumsuzluklarindan kaynaklandigini, ya da
insan VEGF'ine karg1 afinitesi yiiksek preparatlarin civ-
civ cinsinde yeterli 6zgiilliige sahip olmamasima baglh
olabilecegini degerlendirdik.
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Sonug olarak, CAM modeli YBMD icin kullanilabi-
lecek uygun bir in vivo anjiyogenez modelidir. Diger
biyolojik modellerde oldugu gibi, CAM'da anjiyojenik
amacli yapilacak ¢aligmalarin da bazi dezavantajlar
(non-spesifik inflamatuvar reaksiyon ve neovaskiilari-
zasyonun dilatasyonla karigabilmesi gibi) bulunmakta-
dir. Ek olarak bu modelde, tiir farkliliklarindan kaynak-
lanabilecek uyumsuzluklar da gozlenebilmesine rag-
men, bu modelle ¢alismak ucuz, basit, uygulama ve de-
gerlendirmesi kolay bir yontemdir. Calisma sonuglari
ile ilgili kesin karar1 verebilmek i¢in, daha genis kap-
samli ve daha farkli etken madde konsantrasyonlarinin
denendigi caligmalarin gerekli oldugunu diisiinmekte-

yiz.
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