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OZET

GIRIS: Kronik myeloid lésemi (KML) anormal hemopoetik kok hiicreden
kaynaklanan, klonal myeloproliferatif bir hastaliktir. Tedavisinde tirozin kinaz aktivitesine
sahip BCR-ABL1 kimerik proteinini bloke ederek etkinlik gosteren tirozin kinazlar
kullanilmaktadir. Nilotinib, imatinibin kimyasal yapisinin degistirilmesi ile elde edilmis
ikinci sira tirozin kinaz inhibitortidiir. Nilotinibin, periferik arteriyel okliiziv hastaliga
neden oldugu ya da o6zellikle risk faktoriine sahip olan hastalarda var olan riski daha da
arttirdigina dair gozlemler olmakla birlikte, heniiz hangi mekanizma ile buna yol actig
gosterilememistir. Biz de nilotinibin arteriyel endotel hiicrelerine toksik etki gostererek
endotel disfonksiyonuna ve sonugta okliiziv hastalia yol acabilecegini diistindiik.

GERECLER ve YONTEM: Bu ¢alismada, kiiltiir ortaminda nilotinibe maruz
birakilmis karotis arter endotel hiicrelerinin sekretuar fonksiyonlari ve canliliklar:
incelenmistir. Endotel fonksiyonlarini degerlendirebilmek i¢in de, endotelden salinan nitrik
oksit (NO), von Willebrand faktor (VWF), doku plasminojen aktivatori (tPA), plasminojen
aktivator inhibitori-1 (PAI-1) ve endotelin-1’in (ET-1) salinim1 izlenmistir.

BULGULAR: Nilotinibe maruz kalmayan hiicreler ile karsilastirildiginda,
nilotinibin karotis arter endotel hiicrelerinin t-PA, NO, PAI-1, vWF ve ET-1 sekresyonunu
doza ve siireye bagli olarak arttirdig1 saptanmustir.

SONUC ve ONERILER: Bu sonuglardan yola c¢ikarak nilotinibin kiltir
ortamindaki karotis arter endotel hiicrelerinin sekretuar islevlerini, hem koagiilan hem de
antikoagiilan yonde etkiliyor gibi goriinmesi net bir yoruma varmayi giiglestirmektedir.
Ancak karotis arter endotel hucrelerinin proliferasyonunu baskiliyor olmasi, bu vaskuler
olaylarin, endotel hasarmin onarmminin gecikmesinden kaynaklaniyor olabilecegini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte invitro kosullarda endotel hiicreleri iizerindeki bu
etkinlik, invivo kosullar1 dogrudan yansitmayabilir. Sonug¢ olarak, bizim arastirmamiz
nilotinibin kardiyovaskiiler risk faktorlerine sahip hastalarda ortaya ¢ikardigi periferik
arteryel okliizyonlarin mekanizmasinin agikliga kavusturulmasi amaci ile yapilmis oncii bir
arastirma niteligindedir. Bu konuda yapilacak daha ileri aragtirmalar ile bu durumun agiga

kavusturulmasi, KML hastalarinin yonetiminde 6énemli katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Nilotinib, Periferik Arteryel Okliiziv Hastalik, Endotel Disfonksiyonu



ABSTRACT

INTRODUCTION: Chronic myeloid leukemia is a clonal myeloproliferative
disorder caused by abnormally proliferating hematopoietic stem cell. CML is treated with
tyrosine kinases, which blockes the effect of BCR-ABLL1 chimeric protein already posess
tyrosine kinase activity. Nilotinib is a second generation tyrosine kinase inhibitor which is
synthetically derived from imatinib. There have been concerns about the possible pro-
thrombotic effect of nilotinib especially on the patients with cardiovascular risk factors.
The potential mechanism behind the increased risk of thromboembolic events is still not
clear. We aimed to evaluate the potential harmful effect or effects of nilotinib on the
endothelial cells and their functions.

MATERIAL and METHODS: In this study, we aimed to assess the viability and
secretory functions of carotid endothelial cells which were cultivated with Nilotinib. In
order to assess the endothelial function, NO, von Willebrand Factor, tissue plasminogen
activator (t-PA), plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) and endothelin 1 (secreted from
endothelial cells) levels were evaluated.

RESULTS: Nilotinib increased the secretion of t-PA, NO, PAI-1, vVWF and ET-1
when compared with nilotinib naive cells in a dose and duration dependent manner.

CONCLUSION: It cannot be explicitly concluded that nilotinib effects the
endothelial cell functions in a pro-thrombotic or anti-thrombotic fashion from the results of
this study. While suppressing the viability of endothelial cells nilotinib may cause delayed
restoration of endothelial damage and may indirectly plays a role in vascular events. In
addition the results obtained from this in-vitro designed study may not correctly reflect the
in-vivo affect of the drug. We may finally conclude that our study is a preliminary pilot
study trying to extablish the effect of nilotinib on carotid artery endothelial cells. Some
further studies may clarify the possible pathogenetic mechanisms involved in the pro-
thrombotic process caused by nilotinib and may induce therapeutic approaches to decrease

the incidence of this harmful side effect.

KEYWORDS: Nilotinib, Peripheral Arterial Occlusive Disease, Endothelial Dysfunction

Xi



1.GIRIS ve AMAC

Kronik myeloid l6semi (KML), myeloproliferatif hastaliklar grubu iginde
smiflandirilan, pluripotent kok hiicrenin klonal bir hastaligidir. Kemik iliginde asiri
miyeloid hiperplazi, ¢evresel kanda olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiiksek 16kosit
sayis1 Ve splenomegali ile karakterizedir.

KML’de t(9:22) sonucu 22. kromozomun 11q bandindaki BCR geni ile 9.
kromozomun 34 bandina yerlesik ABL geninin, 22. kromozom (Ph kromozomu) (izerinde
birlesmesi ile BCR/ABL fiizyon geni olusur. Bu genin bir trtini olan p210 peptidi tirozin
kinaz aktivitesine sahiptir.

Tedavisinde, baslangigta hastaligin biyolojik seyrini degistirmeyen hiicre azaltici
sitotoksik tedaviler (baslica hidroksilire ve busulfan) kullanilmigtir. Sonraki donemde ise
biyolojik yanit diizenleyici ilaglar (interferon ve interferon/ARA-C kombinasyonu)
remisyon saglama amagli olarak kullanilmigtir.

1998 yilinda, spesifik BCR tirozin kinaz inhibitéri imatinib mesilat bir ila¢ olarak
Klinik uygulamaya girdikten sonra, KML tedavisinde birinci kusak tirozin kinaz inhibitorii
olan “Imatinib Dénemi” baglamistir.

Imatinib BCR/ABL tirozin kinazin ATP baglanma noktasini bloke eder. Bununla
birlikte etki giiciine gore sirasiyla; DDR-1 ve 2 > PDGFR-o / PDGFR-f > ¢-KIT > BCR-
ABL tirozin kinazlar1 da etkilemektedir [1].

Imatinib, 400 mg/giin dozunda ozellikle kronik fazda hematolojik, sitogenetik ve
molekdler remisyon (BCR/ABL fiizyon transkriptinin saptanamamasi) saglayabilmektedir.
Imatinib tedavisine yamitsiz veya ilerleyen donemde yamit kaybi olan hastalarda ikinci
kusak tirozin kinaz inhibitorleri kullanilmaktadir. Bu grupta halen iilkemizde de ruhsath
olarak kullanilabilen dasatinib ve nilotinib etken maddeli iki ajan bulunmaktadir. Bu
ajanlarla imatinib tedavisine yanit vermeyen hastalarin yaklasik %30-40’inda yanit
alinmaktadir [2]. Her iki ajanin da in vitro etkinligi imatinibden ¢ok daha potenttir ve her
iki molekil de imatinibe benzer sekilde BCR-ABL tirozin kinazina 6zgl degildirler.

Nilotinib (AMN107), imatinibin kimyasal yapisinin degistirilmesiyle elde edilmis
yeni bir aminopirimidin tiirevi tirozin kinaz inhibitoridir. Imatinibe benzer sekilde
BCR/ABLL’in ATP-baglayic1 bolgesine kompetitif inhibisyonla baglanarak etki eder,

ancak baglanma affinitesi ve Abl kinaz segiciligi imatinibden Gstindur.



Nilotinib etki giiciine gore sirayla, DDR-1>DDR-2>BCR-Abl (Abl)> PDGFR a /
PDGFR B > KIT>CSF-1R tirozin kinazlar etkilemektedir [1].

Dasatinib (BMS-354825), hem BCR/ABL1, hem de SAK’lar1 inhibe edebilen potent
bir molekuldiir [3]. Imatinibden farkli olarak BCR/ABL1’in hem aktif hem de inaktif
formlaria baglanabilir [4]. En Onemli Ozelligi, BCR/ABLI1 yolagindan bagimsiz olarak
Src ailesinin tyelerinin de aktivasyonunu dnleyebilmesidir.

TKi’lerinin sik yan etkileri: Myelosupresyon, gastrointestinal yan etkiler (bulanti,
kusma, ishal gibi), mukozit, hipertansiyon, periferal 6dem (6zellikle imatinible),
giicsiizliik, kalp yetmezligi, QT uzamasi1 (0zellikle dasatinib ve nilotinible), pankreatit
(0zellikle nilotinible), plevral efflizyon (6zellikle dasatinible), periferik arteriyel okliziv
hastalik (nilotinible) ve muhtemelen trombosit fonksiyon bozuklugu ile iliskili
gastrointestinal kanamadir (dasatinible) [5].

Tibbi yazinda nilotinible ilgili nadir tromboz vakalar1 bildirilmistir. Bu yayimlardan
Le Coutre P ve arkadaslarinin 179 hastalik retrospektif bir degerlendirmesinde, 11 hastada
siddetli periferik okluziv arter hastaligi gelistigi raporlanmistir. Bu vakalardan 10’unda,
nilotinib 6ncesi periferik arteriyel okliiziv hastalik risk faktorlerinin varligi (HT, DM;
dislipidemi, obesite gibi) gosterilmistir ve nilotinibin 6nceden var olan aterosklerotik
durumu kétiilestirebilecegi, nilotinib kullanacak hastalarda kardiyovaskiiler risk faktorleri
acisindan dikkatli olunmasi ve yakin izlemi 6nerilmistir [6].

Benzer bir ¢alismada da Aichberger KJ ve arkadaslart Nilotinib kullanan 24
hastadan 3’0nde, hizli ilerleyen okluziv periferik arter hastaligi gelistigini ve bu olgularin
tekrarlayan anjioplasti ve/veya multipl cerrahi gereksinimi duyduklarini raporlamislardir.
Diger hastalardan birinde siddetli olmayan periferik arter hastaligi, 1 hastada myokard
infarktisi, 1 hastada spinal infarktis, 1 hastada supdural hematom ve 1 hastada da ani
O0lim izlendigini bildirmislerdir. Bu raporun sonucunda da; etki mekanizmasi
bilinmemekle beraber, nilotinib kullanan hastalarda periferik okluziv arteryel hastaligini da
iceren vaskuler yan etkilerin olabilecegini, bu nedenle nilotinib dncesi ve kullanirken tim
hastalarda mutlaka kardiyovaskiiler risk faktorlerinin arastirilmasi ve izlenmesini
onermislerdir [7].

Endotel, damar duvar1 ve dolasan kan arasinda tek sira endotel hiicresinden olusmus
fonksiyonel bir bariyerdir. Sentezledigi ve salgiladigi mediatorler ile vaskiiler hemostazda

¢ok 6nemli rol oynayan, viicudun her tarafina yayilmis, pek ¢cok yasamsal faaliyeti yoneten
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bir organdir [8]. Normal endotel, antikoagilan, antitrombotik ve fibrinolitik 6zellikler
gosterir. Endotel hasar1 durumunda normal endotel fonksiyonlart bozulur (endotel
disfonksiyonu) ve klinik olarak vazospazm, trombiis olugmasi, hipertansiyon, ateroskleroz
veya restenoz seklinde kendini gosterir. Endotel, damar tonusunun belirlenmesi ve bariyer
gérevi yapmast yaninda, salgiladigi bircok mediatorle hemostazda ¢ok oOnemli rol
oynamaktadir. Bu islevlerini yerine getirememesi endotel disfonksiyonu olarak tanimlanir.
Endotel disfonksiyonunu gostermede kullanilabilen bir yontem salgi islevinin
incelenmesidir. Bu amacla nitrik oksit, von Willebrand faktér (VWF), doku plasminojen
aktivatori (tPA), plasminojen aktivator inhibitéru-1 (PAI-1), endotelin, CRP, TNFa ve
adhezyon molekiillerinin salinimi kullanilabilir [9].

Nilotinibin, periferik arteriyel okliiziv hastaliga neden oldugu ya da ozellikle risk
faktoriine sahip olan hastalarda varolan riski daha da arttirdigina dair gézlemler olmakla
birlikte, henliz hangi mekanizma ile buna yol agtigi gosterilememistir. Vendz
tromboembolik olaylarda daha ¢ok solubl koagilan faktorler ve staz 6n planda iken,
arteriyel okllziv patolojilerde ise daha ¢ok endotel hasari 6n plandadir. Bu nedenle,
myelosupresyona da neden olan tirozin kinaz inhibitori nilotinibin, arteriyel endotel
hiicrelerine de toksik etki gostererek endotel disfonksiyonuna ve sonugta okliiziv hastaliga
yol agabilecegini diisiindiik ve bu amagla kiiltiir ortamindaki arteriyel endotel hticrelerinin

fonksiyonlar1 tizerindeki etkinligini arastirmay1 planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kronik Myeloid Lésemi

2.1.1 Tanim ve Tarihce

Kronik myeloid Iésemi (KML) anormal hemopoetik kok hicreden kaynaklanan,
miyeloid, eritroid, monositer ve megakaryositer serileri etkileyen klonal myeloproliferatif
bir hastaliktir [10]. ilk olarak tanimlandigi 1845 yilindan yaklasik yizyil sonra, 1960
yilinda Nowell ve Hungerford tarafindan Philadelphia kromozomunun (Ph) gosterilmesi ile
birlikte KML yeni bir boyut kazanmistir [11]. 1985 yilinda ise BCR-ABL flizyon geni,
BCR-ABL kimerik proteini ve bu proteinin tirozin kinaz 6zelligi tanimlanmistir [12]. 1998
yilinda ise imatinibin BCR-ABL1 proteinini bloke ederek etkilerini inhibe ettiginin
gosterilmesiyle de KML, molekiiler mekanizmasi iizerinden etkili tedavi gelistirilen ilk

hastaliklardan olmustur [13].
2.1.2 insidans

Tiim eriskin l6semilerinin yaklasik %20’sini olusturan KML’nin yillik insidans1 1-
2/100. 000 kadardir. Her yasta gortlmekle beraber tan1 yasi siklikla 50 ve 60’11 yaslar olup,
erkeklerde kadinlara oranla daha fazla goriiliir (E/K: 3/2) [14].

2.1.3 Etyoloji

KML etyolojisinde rol oynayan faktorler net olarak bilinmemekle birlikte, hastaligin

gelisiminde radyasyonun rolli oldugu uzun zamandir diistiniilmektedir [15].
2.1.4 Klinik
Hastalarin yaklasik %40’1 tan1 aninda asemptomatik olup rutin kan tetkikleri

esnasinda saptanir [16]. Bununla birlikte semptomatik hastalarin ¢ogunlugunda tani

aninda, giigsiizliik, kilo kaybi, gece terlemesi ve dalak biiyiikliigline bagli abdominal



rahatsizlik hissi gibi yakinmalar saptanir [17]. Tipik olarak 3 fazdan olusur: Kronik faz
(KF), akselere faz (AF) ve blastik faz (BF). Tan1 aninda hastalarin yaklasik %10’u
akselere, %10’u blastik ve %80’i kronik fazdadir.

2.1.5 Kronik Faz

Beyaz kiire sayisinda artigla beraber, kemik iliginde myeloid seri proliferasyonu ile
giden ve genelde komplikasyonlarin goriilmedigi evredir. En sik fizik muayene bulgusu
hastalarin yaklagik yarisindandan fazlasinda gorilen splenomegalidir [18]. Tedavisiz
birakilan hastalarda KF yaklasik 3 — 6 yil siirer, ardindan AF’a progrese olur ve en son
BF’ye girer. Bununla birlikte baz1 vakalarda akselere faza girmeden kronik fazdan blastik
faza gegis de gorilebilmektedir. Bu donem gogunlukla asemptomatik olmakla beraber,
yorgunluk, ates, kemik agrilari, kilo kaybi1 ve karinda sigkinlik gibi belirtilerle de
seyredebilir.

2.1.6 Akselere Faz

Akselere faz; splenomegali, l16kosit sayisinda artis, kemik iligi veya ¢evresel kanda
%10-19 blast gorulen, tedaviye ragmen artan dalak boyutu olan, g¢evresel kanda
bazofillerde %20 ya da daha fazla artis saptanan, trombositopeni ve klonal evrim (Ph
kromozomuna ek sitogenetik anomaliler) gibi belirtilerden bir ya da birden fazlasinin

gorildigi fazdir.

2.1.7 Blastik Faz

Kemik iligi veya gevresel kanda %20 ve lizeri blast saptanmasi veya ekstrameduller
blastik hastalifin gosterilmesi ile ortaya c¢ikan donemdir. Blastik fazdaki hastalarin
ortalama yasam siiresi 6 aydan az olup, infeksiyon ve kanama en sik goriilen 6lim
nedenleridir [19].



2.1.8 KML’de Sitogenetik Degisiklikler

KML hastalarinda saptanan sitogenetik anomali, 9. ve 22. kromozomlar arasindaki
resiprokal translokasyondur. 9. kromozomdaki Abelson (ABL) protoonkogeni ile 22.
kromozomdaki breakpoint cluster region geninin (BCR) 22. Kromozom Uzerinde
flizyonuna yol acan resiprokal bir translokasyon [ t(9;22) q34;q11) ] sonucu ortaya ¢ikmis
anormal 22. Kromozom olan phledelphia (Ph) kromozomu, KML olgularinin yaklasik
%095’inde saptanmaktadir [20, 21].

Chromosome 22 Chromosome 9
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Sekil 2.1: t(9;22) Translokasyonunun Kirtk Noktalarinin, Ph Kromozomunun ve BCR-ABL1 Fiizyon
Molekillniin Sematik GOsterimi [22].

2.1.9 BCR/ABL Geni

Bu translokasyon sonucunda bir fiizyon geni olan BCR/ABL olusur. Bu rekombinan
fizyon geninin BCR genindeki kirilma noktasina gore, her biri farkli bir ptotein
ekspresyonu ile beraber olan 3 farkli tipi vardir: P190 ekspresyonu Ph pozitif akut
lenfoblastik 16semide, P210 ekspresyonu KML’de ve P230 ekspresyonu da kronik

notrofilik 16semi ve bazi atipik KML olgularinda goralir.



2.1.10 BCR/ABL Geni ve Sinyal ileti Yolaklar

Tirozin kinaz aktivitesine sahip olan BCR/ABLL1 aktivasyonu ile hiicre icinde birgok
sinyal yolag1 aktive olur. Onkogenik BCR/ABL proteinleri gesitli sinyal ileti yolaklarini
degistirerek hiicre ¢ogalmasi, adezyonu, migrasyonu ve DNA tamir mekanizmalarim
etkiler. Bu yolaklardan ¢ogu normalde 1L-3, GM-CSF ve trombopoetin gibi hematopoetik
blylme faktorleri ile aktivasyonlar1 diizenlenen yolaklardir. Cogu modelde BCR/ABL1
aktivasyonunun, 6ncul hematopoetik hicrelerde bu blylme faktorlerine gereksinimi
azaltarak ya da yok ederek etki ettigi gosterilmistir [23].

BCR/ABL fiizyon geninin tirozin kinaz aktivitesi ile Ras, Raf, PI3K, INK/SAPK,
Crkl ve STATS aktivasyonu meydana gelerek, myeloid hicre apopitozu inhibe olmakta ve
proliferasyon uyarilmaktadir. Bu yolaklardan en iyi tanimlanmis birkagi asagida

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.2: BCR-ABL1 Molekliiniin Hiicre I¢i Sinyal Yolaklarryla fletisiminin Sematik Gosterimi [24].

2.1.10.1 Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) Yolag

Hematopoietik hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi; IFN’lar, interlokinler ve koloni

uyarici faktorler olarak bilinen bir grup polipeptid yapili sitokinlerin hilcre yuzeyindeki



reseptorlerine baglanmasini takiben, Janus kinaz (JAK) adi verilen kinazlarin, dimerize
olarak aktive olmasiyla meydana gelmektedir. Dimerize JAK’lar STAT adi verilen
molekdlleri aktive eder. STAT’lar ise 0zellikle buyime faktorleri zerinden hiicre
blylmesini ve hiicre sagkalimina etki eden genlerin transkripsiyonunu indiklemektedir.
BCR-ABL kimerik proteini ise, hematopoietik hiicrelerde biiyiime faktoriinden bagimsiz
olarak, ¢ogalma ve transformasyonu indiikler. Bu onkoprotein JAK/STAT yolunun strekli
aktif olmasmma yol agar. Artmus STAT 3 ve STAT 5 aktivitesinin, onkojenik

transformasyonda rolli oldugu diisiiniilmektedir [25].

2.1.10.2 Ras Yolag

Hormonlar, biyime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve timér promoter maddeler
bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve sirasiyla Raf,
MEK ve Erk (MAPK) proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler. Hormonlar, blyiime faktorleri,
diferansiasyon faktdrleri ve tiimor promoter maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar.

Ras yolagi aktivasyonunun malign transformasyon i¢in tek basina yeterli olmayan,

ancak hastalik i¢in gerekli bir antiapoptotik etki olustugu gosterilmistir [23].

2.1.10.3 Src Ailesi Kinazlari

BCR/ABL1 aktivasyonunun downstream’inde gbrev alan Src ailesi kinazlar1 (SAK)
BCR/ABL1’ den bagimsiz olarak diger molekiilleri aktive edebilmeleri agisindan 6nem tasir.
Bu molekiiller hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve hayatta kalimu ile ilgili yolaklarda yer alan
nonreseptor tirozin kinazlardir. SAK’lar KML onkogenezinde BCR/ABLI ile isbirligi
yaparlar. Imatinib tedavisine direng gelisiminde rol aldig1 diisiiniilen SAK’larin

patogenezdeki yeri anlasildikca tedavide hedef olarak kullanilmalari giindeme gelmistir [26].
2.1.10.4 Phosphotidyl Inositol 3 Kinase (P13K) Yolag:
Fosfoinozitidil-3 kinaz (PI3K) ailesi, biiyiime ve yasama sinyallerinin iletiminden

sorumlu proteinlerdir [27]. PI3K aktiflesmesi ile aktive edilen Protein kinaz B uyarisinin

da apopitoz tizerinde dogrudan etki gostererek antiapopitotik cevabi desteklemektedir [27].



2.1.11 KML’de Tam

KML tanisi, periferik kan yaymast veya kemik iligi incelemesi ile birlikte,
sitogenetik ya da molekiler sitogenetik yontemlerle Ph varliginin ya da molekiler diizeyde

BCR/ABL flizyon geninin gosterilmesiyle konur [20].

2.2 KML’de Tedavi

2.2.1 Konvansiyonel Kemoterapi ve Interferon-o Tedavisi

KML tedavisinde uzun siire, hastaligin biyolojik seyrini degistirmeyen hiicre azaltici
sitotoksik tedaviler (baslica hidroksiure ve busulfan) kullanilmig, fakat bu tedavilerle
palyasyon hedefinin 6tesine gegilememistir. Sonraki donemde biyolojik yanit diizenleyici
ilaglar (interferon ve interferon/ARA-C kombinasyonu) sitogenetik remisyon saglama
amach olarak kullanilmustir.

Hidroksilre ribonlkleotid rediktaz enzimini inhibe ederek DNA sentezini
engelleyen bir molekiildiir. Su an i¢in KML’deki kullanim yeri sadece, l0okostaz
komplikasyonlarint 6nlemek amaci ile 16kosit sayisini hizlica diisiirmektir [28].

Yine imatinib 6ncesi donemde kullanilan Interferon-a tedavisi ile kismi hematolojik
ve sitogenetik yanitlar alinmigsa da (%15-30 olguda), sagkalimda uzama sadece

sitogenetik yanit alinan olgularda goriilmiistiir [29].

2.2.2 Allogenik Kok Hucre Nakli

KML’nin bilinen tek kiiratif tedavisi olarak otuz yillik bir ge¢mise sahiptir [30].
Allogenik kok hiicre nakli uzun siireli remisyon saglamasi ve %50’ye varan kiir oranlari ile
imatinib oncesi donemde 6nemli bir tedavi segenegi olarak yer almistir [31]. Buna karsilik
transplantasyonun erken donem morbidite ve mortalitesi tedavi segiminde dezavantaj
olarak ele alinmaktadir. Imatinibin tedavide kullanima girmesi ile yapilan transplantasyon
sayilarinda hizli bir diisiis olmus ve ilk tedavi secenegi olmaktan c¢ikarilarak sadece

secilmis hastalarda yapilmaya baslanmaigtir.



2.2.3 Tirozin Kinaz inhibitorleri

2.2.3.1 imatinib Mesilat

Imatinib Abl-6zgii tirozin kinazi inhibe eden 2 -phenylaminopyrimidine tirevi bir
molekdldir. 1998 yilinda spesifik BCR/ABL tirozin kinaz inhibitori olan imatinib mesilat
bir ila¢c olarak Kklinik uygulamaya girdikten sonra, KML tedavisinde yeni bir dénem
baslamistir [32].

Imatinib tedavisi ile beraber de KML hastalarmin toplam sagkalim oranlari dramatik

olarak artmistir.
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Sekil 2.3: imatinibin Kimyasal Yapist

Imatinib, p210 onkoproteinin ATP baglanan bdlgesine kompetetif inhibisyonla
baglanarak ATP’nin baglanmasin1 bloke eder ve boylece ATP’den fosfor transferi
engellenerek BCR/ABL proteininin inaktif formda kalmasini saglar. Sonug¢ olarak
BCR/ABLL1 sinyal iletiminde gorevli proteinlerin tirozin fosforilasyonu inhibe olur, bu
sayede sinyal ileti yolaklarmi bloke ederek hiicre biiylimesinin duraklamasina ve hiicre

o6limudne neden olur.
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Imatinibin Etki Spektrumu

Imatinib sadece BCR-ABL inhibisyonu yapmaz (Tablo 2:1). Aslinda etki giiciine

Sekil 2.4: Imatinibin Etki Mekanizmasi [33].

gore sirasiyla DDR-1 ve DDR-2> PDGFR-a ve PDGFR-B > ¢-KIT > BCR/ABL tirozin

kinazlarini etkilemektedir [1].

Tablo 2:1 imatinib, Nilotinib ve Dasatinibin Hedefi Olan Tirozin Kinazlar [34].

imatinib | Nilotinib Dasatinib
ABL ABL ABL FRK EPHA2 | GCKHH498/TNN13K | MYT1
ARG ARG ARG CSK EPHA3 | ILK NLK
BCR-ABL | BCR-ABL j BCR-ABL | BTK EPHA4 | LIMK1 PTK®6/Brk
KIT KIT KIT TEC EPHAS5 | LIMK2 QIK
PDGFR PDGFR PDGFR BMX EPHA8 | MAP2K5 QSK
DDR1 DDR1 SRC TXK EPHB1 | MAP3K1 RAF1
NQO2 NQQO2 YES DDR1 EPHB2 | MAP3K2 RET
FYN DDR2 EPHB4 | MAP3K3 RIPK2
LYN ACK EPHB6 | MAP3K4 SLK
HCK ACTR2B ERBB2 | MAP4K1 STK36/ULK
LCK ACVR2 ERBB4 | MAP4K5/KHS1 SYK
FGR BRAF FAK MAPK11/p38 beta TAO3
BLK EGFR/ERBB1 | GAK MAPK14/p38 alfa TESK?2
TYK2
ZAK
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Yan Etkiler

Genel olarak iyi tolere edilen bir molelul olup hafif veya orta derecede yan etkileri
vardir. En sik gorlen yan etkiler; periferal ve periorbital 6dem (%60), bulant1 (%55), kas
kramplar1 (%50), dokinti (%30) ve ishaldir (%30) [35]. Doza bagimli olarak karaciger
fonksiyon testlerinde bozukluk ve myelostpresyon gérilebilir [36].

Hematolojik toksiteleri incelendiginde ise; derece 3/4 ndtropeni  (%35),
trombositopeni (%20) ve anemi (%10) gorilmektedir.

Bu yan etkiler siklikla tedavinin ilk 4 haftasinda ortaya ¢ikmakta ve ilaca bagli yan
etkiler nedeniyle tedavinin sonlandirilmasi hastalarin ancak %35 kadarinda goriilmektedir.
Myelosupresyona bagli gelisen sitopeniler tedaviye birka¢ giin ara verdikten sonra
diizelebilmektedir.

Imatinible iliskili endise verici kardiyovaskiiler toksite oranlari ise; derece 3/4 6dem
%1.3, hipertansiyon %1, hipotansiyon %0.7 ve iskemi/infarktiis %0.08 ile ¢ok diisiik

oranlarda gortlmektedir [37].

Imatinib Direnci

Primer imatinib direnci, 3. ayda tam hematolojik yanit elde edilmemesi, 6. ayda herhangi
bir sitogenetik yanit elde edilememesi, 12. ayda kismi sitogenetik yanit elde edilememesi veya
18. ayda tam sitogenetik yanit elde edilememesi olarak kabul edilirken, hastaligin herhangi bir
devresinde tam hematolojik yanit kaybi, tam sitogenetik yanit kaybi veya hastalik ilerlemesi
durumu, kazanilmis direng (yanit kaybi) olarak ifade edilmektedir [38].

[lk sirada imatinib kullanimiyla saglanabilen ¢ok iyi yanit oranlarma ragmen,
hastalarin yaklasik ticte biri yetersiz yanit veya toksisite nedeni ile tedaviye devam
edememektedir [39]. Bununla birlikte imatinible tedavi edilen kronik faz KML olgularinda
yillik progresyon orani ise %4’tir [40].

2.2.3.2 Ikinci Kusak Tirozin Kinaz Inhibitorleri

Imatinibin sagladig1 yiiksek yanit oranlarina ragmen ilaci tolere edemeyen, imatinib

tedavisine yanitsiz veya ilerleyen donemde yanit kayb1 olan hastalarda ikinci kusak tirozin
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kinaz inhibitorleri iyi bir tedavi alternatifi olmustur. Bu grupta halen lilkemizde de ruhsath
olarak kullanilabilen, dasatinib ve nilotinib etken maddeli iki ajan bulunmaktadir. Bu
gjanlarla imatinib tedavisine yanit vermeyen hastalarin yaklasik %30-40’inda yanit
alinmaktadir [2].

Ikinci kusak TK1’lerinin imatinibden daha etkili olmalar1i, BCR/ABL iizerinde daha
guclu etkileri ve ilave hedefleri olmasi nedeniyledir [41]. Ancak bu ilave hedefler, non-
hematolojik huicrelerden de eksprese edilebilen molekiiller oldugundan, bu kusak ilaglarin
non-hematolojik hedeflerinden de sorumlu olabilirler. Bu yan etkiler pek ¢ok hastada hafif
orta derecede ve organ hasar1 yapmadan yonetilebilen yan etkiler olmakla beraber, bazi
hastalarda yasami tehtid edebilecek boyutta da olabilmektedir.

2.2.3.3 Nilotinib

Nilotinib, imatinibin kimyasal yapisiin degistirilmesiyle elde edilmis
aminopirimidin tdrevi tirozin kinaz olup, BCR/ABL kinaz inhibisyonu etkisi imatinib
duyarli KML hiicreleri tizerinde imatinibden 20-50 kat, imatinib direncli KML hicreleri
Uzerinde ise 3-7 kat daha potent olan ikinci kusak tirozin kinaz inhibitoriidiir [42].

imatinibe benzer sekilde BCR/ABLL’in ATP-baglayici bélgesine kompetitif
inhibisyonla baglanarak etki eder, ancak baglanma affinitesi ve Abl kinaz segiciligi
imatinibden dstinddir.

Yapilmis 2 faz II ¢alisma sonrasinda 2007 yilinda imatinibe direncli veya intoleran
kronik faz KML ve akselere faz KML olgularinda FDA onay1 almistir [43, 44].
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Sekil 2.5: Nilotinibin Kimyasal Yapisi
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Farmakokinetik:

Imatinibe benzer sekilde sadece BCR/ABL inhibisyonu yapmaz. Nilotinibin inhibe
ettigi kinazlar1 arastiran bir farmakodinamik calismada nilotinibin etkinlik giicii sirasiyla;
DDR-1 > DDR-2 > BCR/ABL (Abl) > PDGFR-o/PDGFR- > KIT > CSF-1R olarak ifade
edilmistir [1].

Nilotinibin farmakokinetiginin arastirildigi bir bagka calismada standart 400
mg/gun/iki kez dozunda ila¢ kararli plazma konsantrasyonu ortalama Cmin degeri 1.8 uM

ve ortalama Cmax degeri de 4.0 uM olarak saptanmistir [45].

Yan Etkiler

Nilotinibin yeni tani kronik faz KML hastalarinda etkinlik ve giivenirligini gosteren,
cok merkezli (35 Ulke-217 merkez), 846 olgunun alindigi, randomize, nilotinib 600
mg/gln, nilotinib 800 mg/gin ve imatinib 400 mg/giin dozlarinin karsilastirilildig:
ENESTnd caligmasinda: Primer sonlanim noktast 12. Ayda MMY, sekonder sonlanim
noktasi ise 24. ayda kalict MMY olarak dizayn edilmistir. Bu ¢alismada hematolojik yan
etkileri imatinibe benzer sekilde raporlanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda nilotinibin iyi
tolere edilen, kabul edilebilir toksite profili oldugu sonucuna varilmistir [46]. En sik
gorulen derece 3/4 hematolojik toksiteler, nétropeni (%29) ve trombositopenidir (%29).
Yine ayni ¢alismada QT mesafesinde uzama hastalarin %1’inde gorilmistiir [43].

Nilotinible gelisebilen nonhematolojik toksiteler ise; aclik kan sekerinde, bilirubin
seviyesinde ve pankreatik enzimlerde yikselme, diare, deri dokintlleri ve kanamadir [47].

Bu sikg¢a goriilen nonhematolojik toksisiteler disinda, bazi yayimlarda imatinibden
nilotinibe tedavi degisikligi sonras1 hizli ilerleyen ve tedaviye direngli, siddetli periferik
arteriyel okliiziv hastalik (PAOH) ve diger vaskiiler tikayici olaylar (infarktus)
bildirilmistir [6, 7].

Nilotinible Klinik olarak ciddi plevral effiizyon gelisimi nadirdir, bunun aksine
dasatinible bildirilmis PAOH vakalar1 gériilmemistir. Ancak bu yan etkilerin her iki ajan
icinde ila¢ alimiyla iligkisi veya o ilaca spesifik yan ekiler oldugu prospektif ¢aligmalarla
konfirme edilmemistir. Son veriler bu yan etkilerin gelistigi hastalarda énceden komorbid

risk faktorlerinin varligini ifade etmektedir. Nilotinib kullanimi esnasinda bu tir yan etkiler
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gelisen hastalarda, bu risk faktorlerinden (sigara, arterial hipertansiyon, diabetes mellitus,
obesite ve yas gibi) bir veya daha fazlasi saptanmig olmakla beraber, bu hastalarin nigin
bazilarinda hizli ilerleyen, siddetli, tedaviye direngli, tekrarlayan, cerrahi tedaviler ve
amputasyon gerektirebilen arteriyal olaylarin gelistigi bugiin igin bilinmemektedir.

Gelisen bu vaskiiler yan etkiler igin bazi potansiyel agiklamalar vardir; nilotinibin
metabolik etkileri, nilotinibin vaskuler hiicreler Uzerinde direkt etkisi ve koagilasyon
ve/veya fibrinolitik sistem tizerine ilag etkisi varsayimlar1 vardir. Bununla birlikte mevcut
risk faktorlii hastalarda gelisiyor da olsa bu vaskiiler olaylarin gelisiminde altta yatan

mekanizma kesin olarak agiklanamamuistir [48].

2.2.3.4 Dasatinib

Imatinib ve nilotinibden tamamen farkli kimyasal yapis1 olan dasatinib, BCR/ABL
ve SRC kinaz ailesinin ( SRC, LCK, YES ve FYN) potent inhibitortdir ve BCR/ABL’nin
hem aktif hemde inaktif formlarima baglanabilmesi, genis bir etki spektrumu olmasini
saglar [4, 49].

Dasatinibin de imatinib ve nilotinib gibi ilave hedefleri vardir. BCR-ABI ve SRC
kinaz ailesinin inhibisyonuna ilaveten KIT, PDGFR, ve ephrin receptor (EphA2) tyrosine
kinaslarida inhibe eder [49].
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Sekil 2.6: Dasatinibin Kimyasal Yapisi [50].
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Yan Etkiler

Aslinda dasatinibin kabul edilebilir toksite profili vardir ve gelisen bu yan etkiler
olasilikla genis bir kinaz inhibisyon spektrumu olmasi nedeniyledir [51]. Dasatinible ilgili
hematolojik toksiteler incelendiginde; derece 3/4 notropeni, trombositopeni ve anemi
gelisimi sirastyla %21, %10 ve %6 olarak raporlanmistir.

Yeni tani KML hastalarinda birinci sira kullanim endikasyonu aldigit DASISION
caligmasinda, 519 yeni tan1 kronik faz KML hastasinda imatinib 400 mg/giin dozlamiyla,
dasatinib 100 mg/giin dozlar1 karsilagtirilmistir. Dasatinible gelisen derece 3/4 nétropeni ve
anemi imatinible benzer siklikta iken, trombositopeni orani imatinibden daha yiliksek
bulunmustur (%19’a karsilik %10). Ayn1 ¢alismada en stk nonhematolojik toksiteleri ise;
bulanti, kusma, kas agrilari, deri dokiintiileri, siv1 retansiyonu ve bas agris1 olarak ifade
edilmis ve gelisen plevral effiizyon imatinib kolunda %0 iken dasatinib kolunda %10
olarak bulunmustur [52].

Dasatinibin invitro ¢alismalarda trombositopeniden bagimsiz trombosit fonksiyon
bozuklugu yaptigi gosterilmistir. 140 mg/giin dozlaminda ¢ogunlugu epistaksis ve
gastrointestinal sistem olmak (izere, dasatinib alan vakalarin %40’mda GIS kanama
raporlanmis olup bu olgularin % 10’u derece 3 ve 4’tur [53]. Bununla birlikte halen tedavi
dozu olan 100 mg/giin ile bu oranlar ¢ok diisiik diizeydedir.

Dasatinible gelisen bu yan etkiler tipki nilotinible gelisen yan etkilerde oldugu gibi,
hicbirisinin 6zellikle ilag iliskili oldugu ve TKI ‘e spesifik olduklar prospektif ¢alismalarla
konfirme edilmemistir. Ayrica olusan bu yan etkiler i¢in tanimlanmis risk faktorleri ve

komorbid durumlar da s6z konusudur (Tablo 2:1).
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Tablo 2:2 fkinci Kusak TKi’lerinin Spesifik Yan Etkileri ve Risk Faktorleriyle iliskileri [48].

Dasatinible Gelisen Plevral Effiizyon

Nilotinible Gelisen PAOH

Kamtlanan risk faktorleri

Yuksek doz
Gunde iki doz
Tedavi suresi

KML siiresi

AF/BF

Kardiyak 6yki

Arteryel HT

Otoimmiin hastalik 6ykiisii
Hiperkolesterolemi

Arteryel HT
Obesite
Sigara i¢imi
Hiperkolesterolemi
DM
Onceki PAOH oykiisii

Potansiyel Risk Faktorleri

Yas
Pulmoner HT
Pulpmoner hastalik Nilotinibe bagli AKS artis1
Enfeksiyon Imatinib sonras1 kullanim

Viral reaktivasyon
Alerjik/atopik hastalik

Tedavi stresi
KML nin faz1

Immiin hiicre aktivasyonu

2.3 Hemostaz

Hemostaz, biitiinliigi bozulmus bir damarda kanamayr durdurmay: saglayan
mekanizmalarin tiimiine verilen isimdir. Bu sistem, travma, cerrahi girisim, endotoksinler
gibi damarin endotel tabakasini bozmak suretiyle kanin endotel alt1 bag dokusu ile temas
etmesine neden olan durumlarla baslatilir. Bu stire¢ son derece dinamik, i¢ ice gegmis
coklu basamaklarla gergeklesmektedir [54]. Temel olarak 4 basamaktan olusmaktadir;

1) Trombosit plak formasyonu olugmasi

2) Pihtilagsma kaskadinin aktivasyonu

3) Antitrombotik kontrol mekanizmalari ile pihtilasmanin sonlandirilmasi

4) Pihtinin fibrinoliz ile ortadan kaldirilmasi

Hemostaz saglamak icin pihtilasma sistemi, dogal antikoagulanlar ve fibrinolitik
sistem denge halinde olmalidir. Bu dengenin prokoagiilan yonde bozulmasi anormal
tromboz, antikoagiilan yonde bozulmasi durumunda da kanamaya neden olabilir. Damar
endotel hucreleri, trombositler, VWF, doku faktorii, pihtilasma proteinleri, fibrinolitik
sistem ve antikoagulan proteinler hemostaz sisteminin ana elemanlarin1 olustururlar.
Normal kosullar altinda kanin pihtilasma fonksiyonu baskin degildir. Ancak, damar
duvarinda herhangi bir nedenle zedelenme oldugu zaman pihtilasma mekanizmasi aktive
olur ve pihti olusumuyla kan kaybi Onlenir. Eger olusan pihti serbest kan akimim

engelliyorsa buna trombds denir.
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Trombojenik faktorler, damar duvari hasari, trombosit aktivasyonu, kan koagiilasyon
faktorlerinin aktivasyonu, fibrinolizin inhibisyonu ve kan akiminda stazdir.

Bu nedenle trombozdan korunmada 3 etmenin varligi temel faktordiir:

1) Saglam damar duvari (endotel)

2) Normal kan akimi1

3) Normokoagulabilite

Bu koruyucu faktorlerden bir veya daha fazlasinda olusabilecek patolojiler tromboza

egilim yaratmaktadir.

*ATEROSKLEROZ
ENDOTEL HASARI/DISFONKSIYONU

7

TROMBOZ

</ WO

ANORMAL KAN AKIMI HIPERKOAGULABILITE

e STAZ FAKTOR V LEIDEN

e TURBULAN AKIM PROTROMBIN ZOZIOVA
PROTEIN C EKSIKLIGI
PROTEIN S EKSIKLIGI
AT 1T EKSIKLIiGI
KANSER

APA SENDROMU

Sekil 2.7: Tromboembolizmin Kalitsal ve Edinsel Nedenleri

Hemostatik mekanizmalar, damar duvari ve subendotelyal dokular, dolasimdaki
trombositler ve plazmadaki pihtilasma faktorleri arasinda c¢ok yonlii etkilesim ile
gerceklesirler. Hemostaz, yap1 ve isleyis bakimindan birincil ve ikincil hemostaz olarak
ayr1 ayri ele alinir.

Birincil hemostazda, damar hasar1 olan bdlgede 6nce endotelden ¢esitli maddeler
salinir ve vazokonstriiksiyon olur. Bunu, uyarilan trombositlerin subendotelyal dokulara
adhezyonu ve agregasyonu sonucu trombosit tikaci olusumu, yani primer hemostatik
mekanizma izler. Bu olay, hasari izleyen saniyeler igerisinde gelisir. Esas olarak
kapillerlerden, kiigiik arteriol ve veniillerden kan kaybinin durdurulmasi bakimindan énem

tasir.
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Ikincil hemostaz ise plazma pihtilasma sistemi reaksiyonlarm kapsar ve sonugta fibrin
olusur. Bunun tamamlanmasi birkag dakika alir. Olugmus olan fibrin lifleri birincil hemostaz
tikacinin olusmasim artirir. ikincil hemostaz daha biiyiik damarlarda énem tasir ve hasar
izleyen saatler ya da glnler sonra kan kaybinin onlenmesini saglar. Aslinda primer ve
sekonder hemostaz birbirini aktive eder ve yakin iliski icinde bulunur. Diger taraftan,
antirombotik mekanizmalar asir1 piht1 olusumunu engellerken, pihti fibrinoliz ile temizlenir.

Sonugta hemostatik sistem, su bes 6nemli sistemde baglantili olarak stimiile edici ya
da inhibe edici yollarin mozaikliginden olusan bir biitiindiir: Kan damarlari, trombositler,

pthtilagma faktdrleri, pthtilasma inhibitorleri ve fibrinolitik sistem.

2.4 Endotel

2.4.1 Tanim

Endotel, damar duvar1 ve dolasan kan arasinda tek sira endotel hiicresinden olusmus,
kanin akicilifindan sorumlu fonksiyonel bir bariyerdir. Bu yapi oncelikle, dolasimdaki
trombositlerle yiiksek trombojenik 6zellikli subendotelyal bag doku arasinda bir bariyer
gordr. Ayrica sentezledigi ve salgiladigi mediatorler ile vaskiiler hemostazda ¢ok 6nemli
bir rol oynayan, kalpten en kiiciik damarlara kadar uzanan viicudun her tarafina yayilmais,
pek ¢ok yasamsal faaliyeti yoneten ve vaskiiler homeostazisin ana belirleyicisi olan bir

organdir [8].

2.4.2 Normal Endotel ve Fonksiyonlar [55].

1) Vazodilator ve vazokonstruktor mediatorlerin salinimi ile vaskiiler tonusun
kontrolu

2) Cesitli biiyiime faktorleri ve sitokinlerin sentezi-salinimi ( Tablo 2:2)

3) Cevre dokulara dolasimdan madde gegisini diizenleyen yar1 gegirgen bariyerin
devamliliginin saglanmasi

4) Lokositler ve trombositlere nontrombojenik yiizey saglanmasi

5) Arter duvarindaki lipoproteinlerin degisimi ve oksidasyonu

6) Bazal mebran yapisindaki proteoglikan ve kollagenin devamliliginin saglanmasi
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2.4.3 Endotel Fizyolojisi

Endotel, damar diiz kasi ile liimeni arasinda uzanan bazal membran iizerinde
yerlesmis tek sirali yassi epitel hiicrelerden olusan bir dokudur. Erigkin bir insanda endotel
hicre kitlesi 4000-7000 m? alan kadar yer kaplar ve yaklasik 1 kg agirligindadir [56].

IIk kez anatomik olarak kesfedildigi 19. yiizyildan Furchgott ve arkadaslarmin
1980°1i yillarda endotele bagimli vazoreaktiviteyi tanimladig1 zamana kadar endotel, su ve
kiiciik molekiillerin degisimini saglayan ve damar duvarinin i¢ ylizeyini doseyen basit bir
bariyer olarak diisliniiliirdii. Oysa endotel, tek katli basit yapisina ragmen dolasan kan ve
dokular arasinda biyoaktivitesi olan bir yapidir. Endotel hiicreleri kan akimini diizenledigi
gibi bazal vazomotor tonisu de duzenlerler. Bu islev, vazodilatasyon i¢in nitrik oksit ve
prostasiklin  (PGI,), vazokonstriiksiyon icinse endotelin gibi faktorlerin endotel
hiicrelerinden salinimi ile saglanir. Normal kosullarda endotel damari gorece dilate
durumda tutmak tizere islev gorir. Bununla birlikte, yirtilma (shear) stresi gibi degisik

fiziksel uyarilara tepki verme kapasitesine de sahiptir.

2.4.4 Endotelden Salgilanan Mediatorler

Tablo 2.3: Endotelden Salgilanan Mediyatorler ve Etkileri [57].

vaaasitorter | vazoonsrakiorer | hariclar [wiseiar [ Ay T Trorbas

Nitrik Oksit Endotelin-1 PDGF Nitrik Oksit ELAM t-PA
Bradikinin Angiotensin |1 BFGF Prostasiklin ICAM PAI-1
Prostasiklin Tromboxan A2 ILGF Bradikinin VCAM Trombomodiilin
Serotonin Serotonin ET-1 Heparan stlfat

Histamin Avrasidonik Asit Anjiotensin TGFB

Supstans P Prostoglandin H2

EKHF Trombin

Vaskiiler tonus kontroll, vazodilator ve vazokonstriiktér mediatorler arasindaki
denge tarafindan saglanir. Endotelden salgilanan en 6nemli vazodilatator NO olmakla
beraber, prostasiklin (PGI2), bradikinin, seratonin, histamin, substans P ve endotel

kaynakli hiperpolarizan faktor (EDHF) gibi diger vazodilator mediattrleride
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salgilamaktadir. Endotel tarafindan salgilanan vazokonstriiktor mediatorler ise; anjiotensin
benzeri madde, endotelin (ET-1), Tromboxan A2, serotonin, arasidonik asit, prostaglandin
H2 ve trombindir [58].

Endotel disfonksiyonu varliginda seratonin gibi trombosit kaynakli mediatorler
vazokonstruksiyonu indiiklerler. Bu vazokonstruktor yanit, ET-1 ile arttirilir boylece erken

ve ilerlemis evrede aterosklerozlu hastalarin plazmalarinda artmis diizeyde saptanir [59].

2.4.5 Nitrik Oksit

Ik olarak 1979 yilinda endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF) olarak
isimlendirilen ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde relaksasyon yaptig1 gosterilen molekdlin,
1987 yilinda yapilan ¢alismalarda NO ile ayn1 madde oldugu anlagilmistir.

NO vaskiiler hemostazin major diizenleyicisidir ve bu diizenleme isini degisik
yollarla yapmaktadir. Endotel hiicrelerince siirekli iiretilen diisiikk miktardaki NO, vaskdler
duz kaz hicrelerinin Gzerinde etki gostererek bazal vaskiler tonusun korunmasinda anahtar

rol oynar [9].

Nitrik Oksit Sentezi

L-argininin N terminalinden, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan sentezlenir ve
endotele bagli relaksasyonun temelini olusturur. Reaksiyon sonrasinda L-argininden NO ve
citrulline sentezlenmekte olup, bu reaksiyonda oksijen ve NADPH kosubstrat,
tetrahidrobiopterin (BH4) ve flavin adenin dinilkleotid (FAD) ile flavin mononikleotid
(FMN) ise koenzim olarak rol oynamaktadirlar [60].
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Sekil 2.8: Nitrik Oksit Sentezi

Endotel hiicrelerinin stoplazmasinda iiretilen NO hizla damar diiz kas hiicrelerine
ulagir ve parakrin etkiyle ¢Oziinlir guanil siklazi aktive ederek 3,5-cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) sentezini arttirir. NO burada stoplazmik kalsiyum dizeyini
diistirerek vaskiiler diiz kas hiicrelerinde calcium-calmodulin myosin hafif zincir kinase
kompleks olusumunu inhibe ederek vasodilatasyonu destekler [9].

Endotelyal NO sentezi, bazi mekanik giigler ve biyokimyasal uyaranlarla artar.
Mekanik giigler dolagsan kan akiminin olusturdugu basing (shear stres) ve duvar gerilimi
iken, biyokimyasal uyaranlar; trombin, ADP, serotonin, bradikinin ve asetilkolindir [9].
Olusan NO stabil olmayan, hem yagda hem suda ¢6ziinebilme yetenegi sayesinde biyolojik
membranlardan c¢ok rahat gecen ve bu sayede cok dnemli biyolojik roller stlenen bir
molekiildiir ve kisa siirede daha stabil ve inaktif yapidaki nitrit ve nitrata dontismektedir
(yarilanma Omrii 6-20 saniyedir). Bunlar NO gibi gaz fazinda olmayip sivi fazda
oldugundan, biyolojik sivilarda NO yapiminin gostergesi olarak kullanilabilmektedirler.

Uc tip nitrik oksit sentaz isoformu mevcuttur [61].

Noronal NOS (nNOS, NOS- I): Sinir ve bazi dokularda (akciger, pankreas, mide ve
uterus) bulunan noronal tip. Az miktarda ve kalsiyuma bagimli salinir.

2) Indiiklenebilen NOS (iNOS, NOS-11): Immunolojik uyaranlarla induklenen ve
kardiyomiyositler, hepatositler, noronlar, mikroglial hicreler, nétrofiller, vaskiler endotel
ve diiz kas hucrelerinde bulunan, kalsiyumdan bagimsiz induklenebilir tip. Ozgill
sitokinlerin (endotoksinler, oksidanlar) indiiklemesiyle fazla miktarda salinir.

3) Endoteliyal NOS (eNOS, NOS- IlI): Endotel htcrelerinde, trombositlerde ve

notrofillerde bulunan, siirekli ancak az miktarda salinan ve yine kalsiyuma bagimli olan tip.
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Nitrik Oksidin Fonksiyonlart:

NO, AT-II ve endotelin gibi endotel kaynakli vazokonstriktorlerin etkisine karsi
koyarak endotel bagimli vazodilatasyonu saglar. Ayn1 zamanda, trombosit agregasyon ve
adezyonunu, doku oksidasyonunu, doku inflamasyonunu, trombojenik faktorlerin
aktivasyonunu ve vaskiler diiz kas proliferasyonunu azaltir ve proaterojenik ve
proinflamatuar sitokinlerin sunumunu baskilayip fibrinolizi destekler. Trombositler
tizerinde gosterdigi inhibitér etki sadece ¢cGMP {iretimi yoluyla olmayip, hiicre i¢i
kalsiyum konsantrasyonunu, GPIllb / Illa expresyonunu, trombosit ylzey P-selektin
ekspresyonunu ve trombosit-fibrinojen baglanmasini azaltmak suretiyle yapar [9]. Deney
hayvanlar ile ilgili yapilmis ¢alismalarda NO yetersizliginde, hipertansiyon, ateroskleroz
ve diabetin daha hizli gelistigi gosterilmistir [62].

NO, proinflamatuar veya antiinflamatuar etkileriyle akut ve kronik inflamasyonda
onemli bir role sahiptir. Oldukga reaktif bir molekildur ve peroksinitrit olusumu yoluyla
oksidan etki gosterir. Bu oksidan 0Ozelligiyle bakterisidal ve tumor hicrelerine karsi
gosterdigi sitotoksik etkisiyle de antitiimoral olarak gOrev yapar.

Sonug olarak, endotel disfonksiyonu varliginda NO salinimi azalir ve azalmig NO
nedeni ile, vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu, duz kas hicre proliferasyonu,
Iokosit adezyonu ve oksidatif stres gibi etkilerle aterosklerotik hasarda artma meydana
gelir [63].

2.4.6 Endotel Disfonksiyonu

Vaskuler homeostaz buyik oranda endotel htcrelerinin fizyolojik ve mekanik
biitlinliigiiniin korunmasina baghdir. Kan ve doku arasinda yer alan vaskiiler endotel,
hemodinamik gii¢ler ve kandan kaynaklanan sinyallere duyarlidir ve bu uyarilara vazoaktif
maddelerin sentez ve salinimi ile reaksiyon verir. Bu nedenle endotel kan ile damar duvari
arasinda mekanik bir bariyerden ¢ok daha fazla 6neme sahiptir.

Endotel islev bozuklugu genellikle endotel bagimli vaskiiler tonus ve vazodilator
yanittaki bozulmayi tanimlamak i¢in kullanilmasina ragmen, trombosit ve lokosit islevi,
permeabiliteyi diizenleyici maddeler ile endotel arasindaki iliskideki anormallikler ve

normal dig1 endotel aktivasyonuna yol a¢an durumlari da kapsar [55]. Normal endotel,
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antikoagulan, antitrombotik ve fibrinolitik 6zellikler gosterir. Bir baska deyisle saglikli
endotel normal kosullarda dengeyi antikoagiilan faktorler yoniine dogru ¢ekmektedir.
Ancak endotel hasart durumunda bu denge kolaylikla prokoagiilan aktivite yoniine de
cekilebilir. Endotel hasari ile aktive olarak prokoagulan aktivite kazanan endotel, tromboza
kolaylikla egilim gosterir ve klinik olarak bu durum, vazospazm, trombiis olugmasi,
hipertansiyon, ateroskleroz veya restenoz seklinde sonlanir.

Tanmim olarak endotel disfonksiyonu; endotel hcrelerinin fonksiyonel olarak
degisime ugramasi sonucunda, endotel hiicrelerinde NO basta olmak iizere vazodilatator
maddelerin biyoyararlaniminin azalmasi ve buna karsilik vazokonstruktor faktorlerin
artmasi anlamindadir [64]. Bir baska deyisle; inflamasyon ve klasik kardiyovaskdler risk
faktorlerinin etkisi ile vazokonstruktorler ile vazodilatorlerin, blyimeyi uyaranlarla inhibe
edenlerin ve aterogeneik ve antiaterogeneik dengelerin kismen veya tamamen
kaybolmasidir. Bu durum proinflamatuvar, prokoagulan ve proliferatif bir ortam
yaratmaktadir. Sonug¢ olarak, baslangig, ilerleme ve aterosklerotik plagin riiptiiriinde

endotel ve inflamatuar mediatorler temel bir rol oynar gibi gortilmektedir.

2.4.7 Ateroskleroz
Tablo: 2.4: Ateroskleroz i¢in Risk Faktorleri
Deglsnnlel-l-leye-n Risk Degistirilebilen Risk Faktorleri
Faktorleri
A-Major | B-Minor C-Yeni
; Hs-CRP
Yag Hipertansiyon Obesite
Cinsiyet D Mellitus Atipi kisilik
S Apo-AveB
Aile Oykiisi Dislipidemi | cUanter
yasam Homosisteinemi
Sigara
Astrialkol | Eipringien 1

Ateroskleroz ve kardiyovaskiiler risk ile iliskili ¢ok sayida, yeni ve geleneksel risk

faktorleri tanimlanmistir ve bu risk faktorlerinin endotel disfonksiyonu ile iligkili oldugu
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gosterilmistir [65]. Tanimlanmis bu risk faktorlerinin etkisi ile olusan oksidatif stresin,
endotel disfonksiyonunda en 6nemli basamak ve tum risk faktorlerinin ortak patogenetik

yolu oldugu diisiiniilmektedir [57].

f

Vaskuler
remodeling

’ Plak riiptiiri Vazokonstriiksiyon Tromboz inflamasyon

Sekil 2.9: Endotel Disfonksiyonu Nedenleri ve Fizyopatoloji

Yeni anlayis gostermistir ki endotel disfonksiyonu olarak ifade edilen endotelde
meydana gelen olumsuz degisiklikler, aterogenezdeki intimal kalinlasma ve aterosklerotik
plak olusumunda temel mekanizmadir ve bu durum aterosklerozda en 6nemli ilk adimi
temsil etmektedir. Koroner arterlerde klinik olarak aterosklerotik plak saptanmadan énce

endotel disfonksiyonunun varligi gosterilmistir [66].
2.4.8 Endotel Disfonksiyonuna Neden Olan Durumlar

Hiperlipidemi: Hiperkolesterolemi, vaskiiler homeostazda bir¢ok degisiklige yol
acar. NO biyoaktivitesini azaltir, superoksit liretimini arttirir ve endotelin reaktivitesini

arttirir [67]. Ayrica adezyon molekiillerinde artisa ve endotel bagimli vazodilatasyonda
azalmaya neden oldugu da gosterilmistir [68].
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Hipertansiyon: Hipertansiyonun kendisi endotelyal disfonksiyona eslik eder ve
bunun hipertansiyonun nedeni degil, sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Bu durumun altinda
yatan sebepler arasinda, NO’in artmis superoksit anyonlar1 iiretimine bagh aktivitesinin
azalmasi veya endotelin-1 iiretiminde artisa bagli olarak NO iiretiminin azalmasi sayilabilir
[69]. Yine artmis anjiyotensin II ve azalmig bradikinin seviyeleri NO’in hem Uretimini,

hem de aktivitesini baskilar [70].

Diabetes Mellitus: Diabetes mellitusta meydana gelen endotel hasarinda pek ¢ok
faktor rol oynamaktaysa da endotel disfonksiyonunun ana mekanizmasi, dislipoproteinemi
ve reaktif oksijen radikallerindeki artmadir [69]. Ayrica glikozun enzimatik olmayan
yollarla oksidasyonu sonucu olusan glikolizasyon son iiriinleri de LDL oksidasyonunu
arttirir ve sonugta endotel disfonksiyonuna yol acar [71]. Sonug olarak diabetik bireylerde
cesitli mekanizmalarla meydan gelen baslica endotelyal degisiklikler, NO saliniminda-
cevabinda azalma, endotelin-1 gibi vazokonstriktorlerin saliniminda, trombosit ve

monositlerin vaskiiler endotele adezyonunda artma olarak sayilabilir [72].

Sigara: Sigara i¢iminin endotel fonksiyonlari iizerine olumsuz etkisi oldugu ve KAH
ilerlemesini  hizlandirdigi iyi bilinmektedir. Sigara aracili endotel disfonksiyonu
multifaktoriyel olmasina ragmen, sigara dumanindaki serbest radikallerin ve aromatik
hidrokarbonlarin ~ endotel  disfonksiyonu olusturmasinda temel rol oynadiklar
diistiniilmektedir. Sigara dumanindaki O, radikali damar endoteline ulasabilir ve NO ile
etkilesip NO vazoaktif seviyelerini azaltabilir. Ayrica LDL ve lipoprotein(a)‘ nin okside

olmasina neden olarak vazodilatasyonu bozabilir [73].

Homosistein: Homosistein duzeyi yiksek olan normotansif bireylerde, endotel
fonksiyonlarin bozulmus oldugu goériilmiistiir. Hiicre, hayvan ve insan g¢alismalari ile

homosisteinin NO aktivitesini oksidatif mekanizmalarla azalttigi gosterilmistir [74].
Obesite: Hipertansiyon, yiksek serum kolesterolii, HDL kolesterol azalmasi ve

hipertrigliseridemi, insiilin direnci gibi endotel iizerinde olumsuz faktorlerin gelisimine

katkida bulunur.
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fleri Yas: Endotel hiicresinin dogal yasam siiresine bagli olarak gorev gérmesi ve
yaslanarak daha az fonksiyonel bir endotele doniismesi neticesinde, yaslanma genel olarak
bozuk endotel fonksiyonu ile beraberdir. ileri yasla birlikte, endotel disfonksiyonu
yapabilen hipertansiyon, ateroskleroz, dislipidemi gibi durumlar daha sik goriilmekle
beraber, ileri yas bagimsiz bir risk faktori olarak endotele bagimli vazodilatasyonun
bozulmasima da neden olmaktadir [75]. Hiperinsiilinemi ve Insiilin Direnci: Insulinin
metabolik etkilerinin yaninda sempatik sistem ve NO iizerine etkileri de olmaktadir.
Insiilin direncinin dolasimdaki yag hiicresi kaynakli sitokinlerin (IL-6, TNF-a) dizeyini
etkiledigi, ayrica insulinin L-arjininin hiicre igine transportunu sagladigi ve NOS‘1 aktive
ettigi gosterilmistir. Insulin direnci ile NO sentezi ve biyoaktivitesinde olusan degisiklikler

sonucunda endotel islev bozuklugu olusmaktadir [70].

Enfeksiyonun: Enfeksiyon ve sonucunda olusan inflamasyon, endotel disfonksiyonu
olusturabilir. Hayvan modellerinde C. Pneumonia ile tekrarlayan enfeksiyon gelismesi,

azalmis NO ulasilabilirligi aracilig1 ile endotel disfonksiyonu ile sonuglanabilir [76].

Radyasyon Tedavisi: Radyasyon tedavisi endotel hiicre 6lima ile sonuglanabilir ve
NO ulagilabililirligini  azaltarak radyasyona maruz kalan arterlerde endotelyal
disfonksiyona neden olabilir [77].

Kemoterapi: Doksorubisin ve daunorubisin gibi antrasiklin grubu kemoteropatik

ajanlarin endotel reaktivitesini bozdugu gosterilmistir [78].

Behcet Hastaligi: Behget hastaligindaki endotelial hasardan, yiksek homosistein ve

endotelin-1 diizeyinin sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.
2.4.9 Endotel Islevinin Degerlendirilmesi

Endotel fonksiyon bozuklugunu tesbit edebilecek yontemin tercihen, invaziv
olmayan, giivenilir, kolayca ulasilabilir ve subklinik aterosklerozu degerlendirebilen bir

test olmast gereklidir. Ancak bugilin icin endotel fonksiyonlarini tam olarak

degerlendirebilecek, tim bu dzelliklere sahip tek ve standart bir test yoktur [69].
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Son yillarda endotel fonksiyonlarini degerlendirebilmek igin birgok invaziv ve non-
invaziv yontem gelistirilmistir. Testlerin bazilar1 invaziv niteliktedir ve bu testlerde ya

dogrudan koroner arterler ya da 6n kol arterleri kullanilmaktadir.

Endotel fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi

‘ an | Endotel aktivasyon
akiminin reaktivitenin belirteglerinin
Sloumu Gl limii olciimu

/1—\_ —————

Noninvaziv b Sl
yontemler agimsiz

- . . N vozodilator
invaziv e
yontemler Endotele bagimh ) | —
vozodilatorler inflamatuar
belirteclerin
Slglimu

Sekil 2.10: Endotel Fonksiyonunun Degerlendirilmesi

Koagllasyon
ve fibrinoliz

belirteclerin
Sleclimu

Invaziv yéntemler kullanilarak kan akimi ve vaskiiler reaktivite 6l¢iimii ile endotel
fonksiyonunun degerlendirilmeye baslanmasi, ilk olarak 1986 yilinda ludmer ve
arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Bu g¢alismada, intrakoroner astetilkolin enjeksiyonu
Oncesi ve sonrasinda anjiyografik olarak koroner arter caplari degerlendirilmistir [79].
Saglikli endotele sahip bir damarda asetilkoline karsi olusan yanit, NO saliniminda artis ve
buna bagl vazodilatasyondur. Endotel disfonksiyonu varliginda ise, NO salinimi bozulmus
olacagindan asetilkolinin diiz kas kasic1 etkisi belirgin hale gelir ve vazokonstriksiyon
gozlenir.

O tarihten bu yana daha az invaziv ve noninvaziv pek ¢ok teknik gelistirilmistir. Bu
yontemlerden 06zellikle non-invaziv, kolaylikla uygulanabilen, tekrarlanabilmesi ve
giivenirligi nedeniyle klinik aragtirmalarda en sik kullanilan test, akima gore uyarilabilen
endotel bagimli vazodilatasyondur (Flow Mediated Dilation, FMD) ve bu yoOntem
glintimiizde altin standart olarak kabul edilmektedir [80].

Bu ydntemde endotele bagimli vazodilatasyonun ultrasonografi ile degerlendirilmesi
mimkun olup, yontemin tekrarlanabilir olmasi ve girisimsel bir yontem olmamasi avantaj

olarak goriilmektedir. Yontemin mantigi, 6n kolda belirli siire iskemi olusturulmasi ve
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iskeminin ortadan kaldirildiginda kan akimi ile olusan post-iskemik vazodilatasyon
miktariin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Burada olusturulan shear stres ile brakiyal arterde
olusan dilatasyon, esas olarak NO‘in endotelden salinmasina baghdir ve koroner
endotelyal fonksiyonun invaziv olarak degerlendirilmesi ile uyum gosterir [81]. Ydntemin
en biiyiik avantajlari invazif olmayis1 ve giivenilirligidir. Dezavantaji1 ise ortamin sicakligi,
yemekler, ilaglar, sempatik uyar1 ve islemden Onceki fizik aktivite gibi faktorlerden
etkilenebilmesidir.

Endotel disfonksiyonunu 6lgmek icin bir diger yaklasim ise, normal endotel
fonksiyonlarmm1 saglayan, endotel tarafindan salgilanan maddelerin OSlgiilmesidir. Bu
amacla, endotel aktivasyon Uyesi olan vaskiler cell adezyon molekili (VCAM), soluble
intrasellular adhezyon molekil (ICAM), endotelin-1 gibi veya koagtilasyon ve fibrinolizde
onemli gorevleri olan t-PA, PAI-1, VWF gibi veya diisiik dereceli inflamasyon belirtecleri
olan, CRP, IL-6, IL-1, TNF-a gibi endotelden salgilanan maddeler 6lgtlebilmektedir [82].

2.5 Endotel Islevinin Dolasimdaki Belirtecleri

2.5.1 Plazminojen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1)

Serpin superailesine ait, 48 kD molekiil agirliginda ve 379 aminoasitlik tek zincirli
bir glikoproteindir. Yapisinda bol miktarda metiyonin bulunmas: nedeni ile okside edici
ajanlar ile geri donilisiimsUz sekilde inaktive edilmeye meyillidir [83].

Ayni aileye ait 4 farkli protein vardir. Bunlardan PAI-2 plasenta, monosit ve
makrofajlar tarafindan sentezlenir. Normal kanda PAI-2 saptanamaz ancak g¢esitli
hastaliklarda Olgiilebilir diizeye gelir. PAI-3 ve PAI-4 olarak tanimlanan inhibitdrlerin ise
daha sonra Protein C inhibitor ve Proteaz Neksin-1 olduklar1 anlagilmistir [84].

Fibrinolizisi sinirlayan major plazminojen aktivator inhibitorii, plazminojen aktivator
inhibitdr 1 (PAI-1) dir. Endojen fibrinolitik aktivitesi olan bir faktordiir ve plazma yari
omrii yaklasik 2-3 dakikadir. PAI-1, t-PA ve (rokinaz ile kompleks yaparak onlar1 hizla
inhibe eder ve fibrinolizin kontrolsiiz bir sekilde olusmasini engeller. Dolasimdan
karaciger hiicrelerince temizlenen PAI-1, baslica endotel hiicrelerinden sentezlenir. Diger
sentez bolgeleri ise trombositler, damar duz kas htcreleri, makrofajlar, karaciger, dalak ve

adipoz dokudur [85]. PAI-1 biyosentezi insulin, sitokinler (IL-1), trombin, anjiotensin-II,
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timor nekroz faktor, fibroblast buylime faktorl ve endotoksin gibi birgok faktor tarafindan
etkilenmektedir.

Plazmada ve diger biyolojik sivilarda, aktif, inaktif ve latent olmak Uzere, yapisi
birbirinden farkli olan {i¢ formda bulunur. Hiicrelerden aktif bir molekiil olarak salinir
ancak fizyolojik kosullarda spontan olarak hizla inaktif forma doner. Boylece yarilanma
omrii 1 saat olacak sekilde latent forma doniisiir. Aktif formda, PAI-1’ in reaktif merkezi
yuzeyde bulunurken, latent formda protein globiil i¢ine batmis haldedir. Aktif PAI-1" in
latent PAI-1’ e doniisiim mekanizmas: tam olarak bilinmemektedir. Aktif PAI-1 esas
olarak plazma ve dokularda fibronektine baglanarak stabilize olur. Olusan bu fibronektin-
PAI-1 kompleksi sayesinde PAI-1’in aktif halde kalmasi saglanir, mrii uzar ve etkisi artar
[85].

PAI-1’ in hem aktivasyon hem de antijen Sl¢iimii yapilabilir. PAI-1 antijen tim
PAI-1 formlarin1 kapsar (aktif, inaktif, latent, serbest, fitronektine veya t-PA’ e bagh).
Biyosentez hizi yiiksek olmakla beraber 8-10 dakikalik kisa yarilanma omrii nedeniyle
goreceli olarak diisiik plazma seviyelerine sahiptir. En fazla trombosit ve plazmada
bulunan PAI-1 damar hasarina bagli olarak trombositlerin aktive olmasi neticesinde,
trombositlerden salgilanir ve trombis olan bdlgede konsantrasyonu belirgin olarak artar.
Trombositler bu sekilde fibrin yapisini korumaya g¢alisir [85].

PAI-1 diizeyleri sirkadiyan degisiklik gosterir. Sabah erken saatlerde en yiiksek,
aksamlar1 en diisiik diizeylerdedir. Sabah olan bu yiikseklik ateromatéz plak riptiririn
oldugu yerde trombotik okliizyona neden olur. Boylece akut miyokard infarktist, ani
kardiyak Oltim ve iskemik strok gibi durumlar meydana gelir [83]. Yine kisin en yiiksek,
yazin ise en diisiikk diizeyde olmak tizere mevsimsel degisikliklerde gostermektedir. Damar
duvarinda siirekli olusan fibrin depozitleri fibrinolitik sistem aktivasyonu ile
duzenlenmektedir. Herhangi bir nedenle meydana gelen PAI-1 dlzeyinde artma

neticesinde tromboembolik olaylar meydana gelmektedir [86].

PAI-1 plazma dlzeyi Gzerinde etkili faktorler:

Genetik faktorler: Erken yasta myokard infarktiisii geciren hastalarda yapilan bir
caligmad,a bireyler arasinda genetik varyasyonlara bagl olarak PAI-1 diizeyinin degisiklik
gosterdigi saptanmistir [87].
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Diabetes mellitus: Gerek yuksek insulin dizeyi ve gerekse yiksek plazma
glukozu, PAI-1 sentez ve sekresyonu ile iligkilidir. Koroner ateromektomi Ornekleri
incelendiginde DM’ i hastalarda olmayanlara nazaran aterom igeriginde daha yliksek
miktarda PAI-1 bulunmustur [88]. Insiilin direnci ile kardiyovaskiiler risk artis1 arasindaki
iliski incelendiginde, hiperinsiilinemi, Kkaracigerde fibrinojen ve PAI-1 yapimini
uyarmakta, boylece protrombotik durum ortaya ¢ikmaktadir [89].

Obesite: Yag dokusunun kendisi PAI-1" in ekspresyonunun artmasina direkt olarak
katkida bulunur. Klinik ¢alismalar obes hastalarda kilo kaybr ile belirgin sekilde plazma
PAI-1 seviyelerinin diistiigiinii gostermistir [90].

Menopoz: Ostrojen etkisi ile premenapozal kadinlar postmenapozal kadinlara gére
daha diisiik plazma PAI-1 seviyelerine sahiptir [91].

Diger nedenler: Angiotensin II, fibroblast biiyiime faktdrii, trombin, sitokinler (IL-
1), yas, 1k, cinsiyet, total kolesterol ve plazma fibrinojen seviyeleri, alkol tuketimi, sigara
icimi, diyet ve fiziksel aktivite PAI-1 diizeyini etkileyen diger faktorlerdir.

2.5.2 Von Willebrand Faktor (VWF)

VWEF, endotel hiicreleri ve megakaryositler tarafindan sentezlenen, trombositlerin
alfa graniillerinde ve endotel hiicrelerinin stoplazmalarinda bulunan Weibel-Palade
cisimciklerinde saklanarak gereksinim halinde salgilanmak iizere depolanan, buyuk
multimerik polipeptid yapili proteindir [92]. Molekiiliin primer yapisi, birbirini birka¢ kez
tekrarlayan D, A, B ve C bdlgelerden olusur ve her bdlgenin farkli baglanma fonksiyonlari
vardir.

Al bolgesi trombosit membranindaki GPIb reseptorini, kollajeni, heparini ve
ristosetini baglarken [93], A2 bolgesi ADAMTS13 kirilma bolgesini [94], A3 bdlgesi
kollageni [94] ve C1 bolgesi de trombositin agregasyon boélgesi olan GP 1Ib/111a‘y1 baglar
[95]. D bdlgesi ise FVIII baglanma bolgesidir.

Yarilanma 6mrii yaklasik 8-12 saat olan VWF, dolasimda molekiil agirliklar1 10.000
kD’a kadar ¢ikabilen farkl biiytlikliikte multimerler seklinde bulunur. Bu multimerik yapisi
hemostatik fonksiyonu bakimindan ¢ok dnemlidir. Yiiksek molekiil agirlikli multimerlerin

kayb1 veya normal multimerik yapinin bozulmasi hemostatik fonksiyonun da azalmasina
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veya kaybina yol agar ¢iinkii molekiil agirlig1 en yiiksek multimerler, hemostatik olarak en
etkin olanlardur.

VWF’lin hemostazda iki 6nemli kritik fonksiyonu vardir:

1) Yaralanan damarin endotel alti dokusundaki kollajene ve trombositlere (GPIb
reseptoru ile) baglanarak, damar duvarina trombositlerin adezyonunu ve agregasyonunu
saglar.

2) Plazmada faktor VIII igin tasiyici protein rolii oynayarak, faktor VIII’i stabilize
eder ve boylece erken proteolizden korunmasini saglar.

Damar yaralanmasini izleyen normal hemostatik yanitta, bir taraftan koagiilasyon
sistemi aktive olup fibrin olugsmaya baslarken, diger taraftan yara yerinde vWF araciligi ile
trombosit adezyon ve agregasyonu olur.

vWF diizeyinin endotel hasarinin ve bununla iligkili kardiyovaskiiler olaylarin bir
gostergesi olduguna inanilmaktadir [96]. Yapilmis prospektif ¢alismalarla, ylksek serum
vWF diizeyinin, MI ve ani 6liim gibi major kardiyovaskiiler olaylarin énemli bir belirteci

oldugu gosterilmistir [97, 98].

2.5.3 Endotelin-1

Ik olarak 1985 yilinda endothelial contracting factor olarak tanimlanmis ve 1988
yilinda domuz aorta kiiltiir endotel hiicrelerinden izole edilmis olan, bilinen en gigli
vazokonstriktor molekuldur [99, 100]. ET-A ve ET-B olmak (zere iki énemli reseptori
vardir. Her iki reseptor de endotel hiicreleri, vaskiler duz kas hiicreleri, kardiyak myozitler
ve fibroblastlardan eksprese edilir [101]. Bu reseptorlerin aktivasyonu ile farkli
hemodinamik etkiler —ortaya c¢ikmaktadir. ET-A  reseptoriin  aktivasyonunda,
vazokonstriiksiyon ve damar diz kas proliferasyonu meydana gelir. ET-B’nin vaskuler
endoteldeki aktivasyonunda, NO salinimini arttirarak vazodilatasyon, vaskiler diz kastaki
aktivasyonu ile de vazokonstriiksiyona aracilik eder [102, 103]. ET-1, sadece direkt bir
vazokonstriktor etki gostermekle kalmayip, norepinefrin ve serotonin gibi diger bazi
vazokonstriktor maddelere kars1 ortaya ¢ikan kontraktil yanitlar1 da potansiyelize ederek,
vaskiler tonusun regulasyonunda dnemli rol oynar. Ayrica, bu vazokonstriktor etkisinin
yaninda, kalp Uzerinde de direkt pozitif inotropik ve pozitif kronotropik etkileri vardir.

Ateroskleroz, hiperkolesterolemi ve sigara igiciligi gibi endotel disfonksiyonunun eslik
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ettigi durumlarda plasma ET-1 dlzeyleri yukselmektedir [104]. MI gecirmis hastalarda
yapilan bir ¢alismada, yiiksek serum ET-1 dlzeyinin, bir yillik sagkalimla ters orantili ve
yuksek mortalite riski ile beraber prediktif degerinin oldugu kabul edilmistir [105].

Sonug olarak endotelinin, sistemik ve pulmoner hipertansiyon, kalp yetmezliginde
goriilen uzamis vazokonstriiksiyon ve myokard infarktist gibi kardiyovaskdler olaylarda

onemli rol oynadigi diistiniilmektedir [106, 107] .

2.5.4 Doku Plazminojen Aktivatori (t-PA)

Endotel hiicreleri tarafindan tek zincirli aktif enzim olarak sentezlenip salinan, 68 kD
agirh@inda, endojen fibrinolitik aktivitesi olan bir serin proteazdir [85]. Plazmin ile
proteolitik parcalanma sonucunda iki zincirli molekiile dontisiir. Hem tek hem de iki
zincirli formlar aktivator 6zellige sahiptir. Normal kosullarda fizyolojik olarak diisiik
diizeyde salinir. Trombosit ve koagulasyon kaskadi aktive olur ise endotelyal depolardan
hizla ve ¢ok miktarda salinir. Béylece plak riiptiiriinii ve tikag olusumunu engellemeye
calisir. Fibrin yoklugunda zayif bir enzim iken, fibrin olustugunda etkinligi gii¢lii bir
sekilde artar. Fibrinin, t-PA ve plazminojeni absorbe edebilen bir yiizey olusturmasiyla
siklik tg¢lii bilesik ortaya cikar. t-PA, plazminojen ve fibrinden olusan bu tglii bilesik, t-
PA’ nin fibrinojene karsi affinitesinin artmasina neden olur. Salinimi, trombin, seratonin,
bradikinin, sitokinler ve epinefrin tarafindan stimiile edilmektedir [108].

Saglikli ve iskemik kalp hastaligi olan hastalarla yapilmis epidemiyolojik
calismalarda, ylksek t-PA diizeylerinin gelecekteki koroner olaylarin bir belirteci oldugu
ifade edilmistir [109].

2.5.5. Calismanin amaci

Calismamizin amaci, nilotinibin 6zellikle kardiyovaskdiler risk faktorlerine sahip
hastalarda ortaya ¢ikardig: bildirilen ve mekanizmasi heniiz agiklanamamis olan, periferik
arteryel okliizyonlarin mekanizmasinin agikliga kavusturulmasidir.

Biz de bu durumun, olasi endotel hasar1 yolu ile olabilecegini diisiinerek, kultur
ortaminda nilotinibe maruz birakilmis arter endotel hucrelerinin, sekretuar fonksiyonlarini

ve canliliklarini incelemeyi planladik.

33



3. GEREC ve YONTEM

Calisma, Dokuz Eylil Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
incelenerek onaylanmustir (Proje No: 2012.KB.SAG.028).

Calisma, Izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisii Fen Fakiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Laboratuar1 ve Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Laboratuarinda,
Agustos 2012 - Ocak 2013 tarihleri arasinda 6 ay siirede tamamlanmustir.

Calismada biiyiik damar modeli olarak insan karotis arter endotel hiicre hatti, kiiciik-

orta damar modeli olarak da insan koroner arter endotel hiicre hatt1 kullanilmistir.

3.1. Yontem

3.1.1 Hiicre Kiiltiir Calismalari

Hucrelerin kiltiire edilmesi islemleri, biyolojik giivenli kabinde yapilmistir ve
dikkat edilmesi gereken tiim hususlar iiretici firma tarafindan belirlendigi sekilde yerine

getirilmistir.

3.1.1.1 insan Karotis Arter Endotel Hiicreleri (HCtAEC) ve Kiiltiir Kosullar

HCtAEC hiicreleri, Cell Applications Inc. (San Diego, CA. ABD)’ den kryoprezerve
olarak temin edilmistir (katalog numarasi 3014-05). Kryoprezerve vial igindeki hicreler
37°C’ta sicak su havuzunda 1 dakikada ¢oOziildii. Vial kurulandi ve %70 alkol ile sterilize
edildi. Biyolojik glvenli kabinde agilan vialden alinan hiicreler, 15 ml Arter Endotel Hiicre
Biiylime ortami igceren T-75 flaskina aktarildi. T-75 flaski homojeniteyi saglamak amaci ile
hafifce sallandiktan sonra, 37 °C’de %5 CO, iceren nemlendirilmis inkiibatdre alind1 ve 24
saat inkibe edildi. 24 saat sonra, Arter Endotel Hiicre Biiyiime ortami, hiicreler rahatsiz
edilmeyecek sekilde flasktan alinip yerine taze 15 ml Arter Endotel Hiicre Biiylime ortami
kondu. Biiyiime ortami, hiicreler %60 kaplanma oranina ulagincaya dek giinasiri yenilendi.
Hiicreler %80 yogunluga ulastiginda ise Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirildi. Elde edilen
hlcre stispansiyonu, steril konik tup icinde 220 g’de 5 dakika santriftj edildikten sonra

elde edilen pellet, taze besiyerinde homojenize edilerek iki T-75 flaskinda kiiltiire alindi.
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Her iki T-75 flaskindaki hiicreler %80 yogunluga ulasincaya dek yeniden kiiltiire edildi, bu
flakslardan elde edilen hiicreler calismalarda kullanilacak yeterli hiicre sayisina

ulasilincaya kadar uygun kosullarda yeniden kiiltiire edildi.

3.1.1.2 insan Koroner Arter Endotel Hiicreleri (HCAEC) ve Kiiltiir Kosullar

HCAEC hicreleri, Cell Applications Inc. (San Diego, CA. ABD)’ den temin
edilmistir ve hucreler kilture edilirken, Uretici firma tarafindan belirlenen tiim kosullar
yerine getirilmesine ragmen, yapilan pasajlamalarda ¢alismalara yetecek hiicre sayisina

ulagilamamustir (katalog numarasi 300-05).

3.1.1.3 Nilotinib’in HCtAEC Huicreleri Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Nilotinib’in, HCtAEC hcreleri Gzerindeki sitotoksik etkisi, MTT hicre
proliferasyon testi ile belirlenmistir. Bu amagla, HCtAEC hiicreleri, 96-kuyucuklu plagin
her bir kuyucugunda 100 pl besiyerinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin
Uzerine 100’er pl’lik hacimlerde artan konsantrasyonlarda nilotinib (0.1-100 nM)
eklenmistir. 37 °C’de %5 CO, igeren inkiibatorde 48 ve 72 saat boyunca ilaca ayri ayri
maruz birakilan hiicrelerin iizerine, 20 ul MTT reaktifi eklenmis ve 4 saat daha 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon siiresinden sonra 96-kuyucuklu plakalar 1800 rpm’de 10
dk santrifiijlenmis ve santrifiij sonunda olusan formazan kristallerinin {izerindeki
sipernatan atilmistir. Olusan kristallerin iizerine 100 pl DMSO eklendikten sonra 5 dakika
calkalanarak ¢Oziilmesi saglanmistir. Daha sonra, 96-kuyucuklu plakalarda olusan
formazan yogunluklari, spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okunmustur.
Spektrofotometrik sonuglara gore hiicre ¢cogalma grafigi olusturulmus ve bu grafige gore
de ilacin HCtAEC hicrelerinin  proliferasyonunu %50 inhibe eden doz
bulunmustur (Sekil 3:1,3:2).
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3.1.1.4 ELISA Testi i¢cin Ornek Ahnmasi ve Saklanmasi

HCtAEC hucreleri, 6-kuyucuklu tabagin her bir kuyucugunda 2 ml besiyerinde
1x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve belirlenen dozlarda 48 ve 72 saat boyunca nilotinib
ile muamele edilmislerdir. Bu dozlar HCtAEC hicrelerinde nilotinib icin 5, 10 ve 100
nM’dir. Hiicre hatt, 37 °C’de %5 CO, iceren inkibatorde 48 ve 72 saat boyunca inkiibe
edildikten sonra, her bir kuyucuktaki siipernatant hiicrelere dokunmaksizin steril hiicre
dondurma tlplerine alinmistir. Alinan 6rnekler, ELISA deneyi gerceklestirilene kadar -80 °
C de muhafaza edilmistir. Ayrica, 48 ve 72 saatlik inkubasyonlar sonucunda hiicrelerin

yapisma yiizdeleri kontrol ile karsilastirilarak ifade edilmistir.
3.1.2 ELISA Cahismalan

Hicre kiltur supernatantlart ¢alisma giiniine kadar -80 °C’ de saklanarak ELISA
caligmalarindan hemen 6nce ¢oziildii. Caligmalarda iiretici firma Onerilerine uyuldu ve

ornekler duplike olarak caligildi.
3.1.2.1 PAI-1 Diizeylerinin Saptanmasi

PAI-1 diizeyleri Boster sandvic ELISA kiti (Katolog no:EK0859) kullanilarak
saptandi. Bu amagla anti-insan PAI-1 antikorlari ile kapli 96 kuyucuklu plakalar kullanildx.

ELISA kitinde bulunan reaktifler, 96 kuyucuklu ELISA plagt ve oOrnekler ¢alismaya

baslamadan 6nce oda 1sisina getirildi.
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Standart ve oérneklerin hazirlanmasi: Kitte, hazir liyofilize halde bulunan 10000
pg/ml konsantrasyonundaki standart 6rnek distile su ile diliie edildi. Dillisyon sonrast
standartlar seri diltisyonlarla 5000 pg/ml, 2500 pg/ml,1250 pg/ml, 625 pg/ml, 313 pg/ml,
156 pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlandi. -80 °C de saklanan
hiicre kiiltiir 6rnekleri ¢oziildiikten sonra ELISA calismasina uygun hale getirildi. Hiicre
kiiltiir stipernatantlar1 6rnek diliienti ilel:2 diliie edildi. Her bir kuyucuga 100 pl hiicre
klltur siipernatan 6rnegi ya da standart konsantrasyondaki 6rneklerden konuldu. 37 °C de
90 dk inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin igerigi aspire edilerek alindi. Her bir
kuyucuga 100 pl Biyotin konjuge anti-insan PAI-1 antikoru ilave edildi. 37 °C de 60 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast ELISA yikayicist (BioRAD 1575) kullanilarak PBS
(phosphate buffered saline) ile 3 kez yikama islemi yapildi. Ardindan her bir kuyucuga 100
ul Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksi ilave edildi. 37 °C de 30 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullamlarak PBS (phosphate
buffered saline) ile 5 kez yikama islemi yapildi. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga
90 ul Tetramethyl-benzidine (TMB) substrat ilave edilerek 20-25 dk 37°C karanlikta
inkdbe edildi. Tim kuyucuklara 100 pl asit iceren stop solusyonu eklenerek reaksiyon

durduruldu.

PAI-1 duzeyinin 6lcimid: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad
Novapath microplate reader, Japonya) orneklerin absorbanslar1 Olculdi. Bilgisayarda
Lineer-Lineer grafik kullanarak X eksenine PAI-1 standart degerleri (pg/ml),Y eksenine de
karsilik gelen absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma
ornekleri i¢cin bulunan absorbans degerleri standart egri lizerinde isaretlenerek karsilarina

denk gelen PAI-1 seviyeleri belirlendi.
3.1.2.2 t-PA Diizeylerinin Saptanmasi
tPA dizeyleri e-Bioscience platinum sandvi¢ ELISA kiti (Katolog no:BMS258)

kullanilarak saptandi. Bu amagla anti-insan t-PA antikorlari ile kapli 96 kuyucuklu plakalar
kullanildi.
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Standart ve orneklerin hazirlanmasi: ELISA kitinde bulunan standartlar, 6rnek
diliienti, HRP konjugati, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve ornekler ¢aligmaya baglamadan
once oda 1sisina getirildi. Kitte hazir liyofilize halde bulunan 2000 pg/ml
konsantrasyonundaki standart distile su ile diliie edildi. Diliisyon sonrasi standartlar seri
dilisyonlar 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,31,3 pg/ml, 15,6
pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlandi. -80 °C de saklanan hiicre
kiltlir siipernatant 6rnekleri ¢oziildiikten sonra ELISA ¢alismasina uygun hale getirildi.
ELISA plagmma calisma oncesi 2 kez yikama yapildi. Kuyucuklara 10 pl hiicre kiiltiir
stipernatant 6rnegi + 90 ul 6rnek diliienti (her kuyucukta toplam toplam 100 ul) ve 100 pl
standart 6rnek eklendi. Ardindan her bir kuyucuga 50 ul HRP-konjugat solusyonu ilave
edilerek 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 ELISA yikayicist (BioRAD
1575) kullanilarak 5 kez yikama iglemi yapildi. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga
100 ul TMB substrat ilave edildi.10 dk oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildi. Ardindan

kuyucuklara 100 pl asit igeren stop solusyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

t-PA dizeyinin oOlcimud: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad
Novapath microplate reader, Japonya) orneklerin absorbanslar 6l¢iildii. Bilgisayarda Log-
Log grafik kullanarak X eksenine t-PA standart degerleri (pg/ml),Y eksenine de karsilik
gelen absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma 6rnekleri igin
bulunan absorbans degerleri standart egri lizerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen t-

PA seviyeleri belirlendi.

3.1.2.3 ET-1 Diizeylerinin Saptanmasi

ET-1dlzeyleri Cusabio sandvi¢ ELISA kiti (Katolog no: CSB-E07007h)
kullanilarak saptandi. Bu amagla anti-insan ET-1 antikorlar1 ile kapli 96 kuyucuklu
plakalar kullanildi. ELISA kitinde bulunan reaktifler, 96 kuyucuklu ELISA plag ve

ornekler ¢alismaya baslamadan once oda 1sisina getirildi.

Standart ve orneklerin hazirlanmasi: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 200

pg/ml konsantrasyonundaki standart viali 8000 rpm de 30 sn santiflij edildikten sonra
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distile su ile diliie edildi. Diliisyon sonrasi standartlar seri dillisyonlar ile 100 pg/ml, 50
pg/ml, 25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 6.25 pg/ml, 3.12 pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonlarda olacak
sekilde hazirlandi. -80 °C de saklanan hiicre kiltir 6rnekleri ¢ozildikten sonra ELISA
caligmasina uygun hale getirildi. Kuyucuklara 100 pl hiicre kiiltiir siipernatant 6rnegi ve
100 pl standart 6rnek eklendi. 37 °C de 120 dk inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklarin
icerigi aspire edilerek alindi. Her bir kuyucuga 100 pl Biyotin konjuge anti-insan ET-1
antikoru ilave edildi. 37 °C de 60 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 ELISA yikayicisi
(BioRAD 1575) kullanilarak ile 3 kez yikama islemi yapildi. Ardindan her bir kuyucuga
100 pl HRP-Avidin kompleksi ilave edildi. 37 °C de 60 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 ELISA yikayicisi (BioRAD 1575) kullanilarak 3 kez yikama islemi
yapildi. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 90 pul TMB substrat ilave edilerek
37°C 15-30 dk karanlikta inkiibe edildi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl asit igeren stop
solusyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

ET-1 dizeyinin o6lcimi: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad
Novapath microplate reader, Japonya) drneklerin absorbanslar 6l¢iildii. Bilgisayarda Log-
Log grafik kullanarak X eksenine ET-1 standart degerleri (pg/ml),Y eksenine de karsilik
gelen absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma 6rnekleri igin
bulunan absorbans degerleri standart egri tizerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen ET-

1 seviyeleri belirlendi.

3.1.2.4 VWF Diizeylerinin Saptanmasi

VWF diizeyleri Asserachrom sandvi¢ ELISA kiti (Katolog no:00942) kullanilarak
saptandi. Bu amagla anti-insan vWF antikorlari ile kapli 96 kuyucuklu plakalar kullanildu.
ELISA kitinde bulunan reaktifler, 96 kuyucuklu ELISA plagi ve oOrnekler ¢aligmaya

baslamadan 6nce oda 1sisina getirildi.

Standart ve drneklerin hazirlanmasi: Kitte hazir liyofilize halde bulunan %103
konsantrasyonundaki standart distile su ile diliie edildi. Dillisyon sonrasi standartlar seri
dilisyonlar ile %51.5, %25.75, %12.88, 9%6.44 konsantrasyonlarda olacak sekilde

hazirlandi. -80 °C de saklanan hiicre kiltir 6rnekleri ¢ozildiukten sonra ELISA ¢alismasina
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uygun hale getirildi. Hucre kaltir érnekleri érnek diltenti ile1:51 dilte edildi. vWF kontrol
ornegi (VWF diizeyi: %65-89) distile su ile ¢ozildikten sonra 6rnek diltenti ile1:51 dilte
edildi. 200 pl dilte hicre kaltar érnekleri, 200 ul standart rnekler ve 200 ul konrol
serumu ELISA plagi kuyucuklarina eklendi. Oda 1sisinda (18-25°C) 60 dk inklbe edildi.
Inkiibasyon sonrast ELISA yikayicist (BioRAD 1575) kullanilarak ile 5 kez yikama islemi
yapildi. Ardindan her bir kuyucuga 200 pl Anti-vWF Peroksidaz ilave edildi. Oda
1s1s1nda(18-25°C) 60 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi ELISA yikayicisi (BioRAD
1575) kullanilarak ile 5 kez yikama islemi yapildi. Yikama isleminden sonra her bir
kuyucuga 200 pl TMB substrat ilave edilerek Oda isisinda (18-25°C) karanlikta 5 dk
inkiibe edildi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl asit iceren stop solusyonu eklenerek

reaksiyon durduruldu.

VWF dlzeyinin 6lgimid: 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad
Novapath microplate reader, Japonya) 6rneklerin absorbanslari 6lgtildi. Bilgisayarda Lin-
Lin grafik kullanarak X eksenine VWF standart degerleri (%),Y eksenine de karsilik gelen
absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma Ornekleri igin
bulunan absorbans degerleri standart egri iizerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen

VWE seviyeleri belirlendi.

3.1.2.5 Total Nitrik Oksit Diizeylerinin Saptanmasi

Total Nitrik Oksit diizeyleri R&D ELISA kiti (Katolog no: KGE001) kullanilarak
saptandi. Bu amagla 96 kuyucuklu plakalar kullanildi. ELISA kitinde bulunan reaktifler, 2
adet 96 kuyucuklu ELISA plagi ve ornekler ¢alismaya baslamadan once oda 1sisina
getirildi. Total Nitrik Oksit dl¢iimii 2 basamaktan olusmaktadir. Ik basamakta endojen
nitrit konsantrasyonu (umol/L) o&lgiilmektedir. ikinci basamakta nitrat rediiksiyon
yontemi kullanarak nitratin nitrite  doniistlirilmesi  sonucu olusan total nitrit
konsantrasyonu  (umol/L)  Olculmektedir.  Hicre  kdltlrindeki  total  nitrat
konsantrasyonunu saptamak icin, total nitrit konsantrasyonundan endojen nitrit

konsantrasyonu ¢ikartilmaktadir.
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1. Endojen nitrit konsantrasyonu 6l¢glimu:

Standart ve ¢érneklerin hazirlanmasi: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 2000
umol/L konsantrasyonundaki nitrit standarti reaksiyon diliienti ile ¢oziildii. Daha sonra
1:10 diliie edilerek 200 pmol/L konsantrasyonundaki birinci standart elde edildi. Dilusyon
sonrast seri diliisyonlar 100 pmol/L,50 pmol/L, 25 umol/L, 12,5 umol/L, 6.25 pmol/L,
3.12 umol/L ve 0 umol/L konsantrasyonlarda olacak seklinde ayarlandi. -80 °c de saklanan
hiicre kiiltiir 6rnekleri ¢oziildiikten sonra ELISA calismasina uygun hale getirildi. Hiicre
kiiltiir 6rnekleri reaksiyon diliienti ilel:5 diliie edildi. 50 pl diliie hiicre kiiltiir 6rnekleri, 50
ul standartlar 96 kuyucuklu ELISA plagma eklendi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl
Reaksiyon diliienti, 50 ul Griess I reaktifi ( 2N hidroklorik asit-Sulfanilamid ) ve 50 ul
Griess II reaktifi ( 2N hidroklorik asit-N-etilendiamin ) eklendi.10 dk oda 1sisinda (18-
25°C) inkiibe edildi.

Endojen nitrit dizeyinin 6lcimi: 540 nm dalga boyunda ELISA cihazinda
(BioRad Novapath microplate reader,Japon) o6rneklerin absorbanslari 6l¢tildii. Bilgisayarda
Log-Log grafik kullanarak X eksenine nitrit standart degerleri (umol/L),Y eksenine de
karsilik gelen absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma
ornekleri i¢in bulunan absorbans degerleri standart egri lizerinde isaretlenerek karsilarina

denk gelen endojen nitrit seviyeleri belirlendi.

2. Total nitrit konsantrasyonu 6l¢iimi (nitrat rediiksiyon yontemi):

Standart ve ¢érneklerin hazirlanmasi: Kitte hazir liyofilize halde bulunan 2000
umol/L konsantrasyonundaki nitrat standarti reaksiyon diliienti ile ¢6ziildii. Daha sonra
1:10 diliie edilerek 200 pmol/L konsantrasyonundaki birinci standart elde edildi. Dilusyon
sonrast seri diliisyonlar 100 pmol/L, 50 pmol/L, 25 pmol/L, 12,5 pmol/L, 6.25 pmol/L,
3.12 umol/L ve 0 umol/L konsantrasyonlarda olacak seklinde ayarlandi. -80 °c de saklanan
hiicre kiiltiir 6rnekleri ¢oziildiikten sonra ELISA c¢alismasina uygun hale getirildi. Hiicre
kiiltiir 6rnekleri reaksiyon diliienti ilel:5 diliie edildi. 50 pl diliie hiicre kiiltiir 6rnekleri, 50
ul standartlar 96 kuyucuklu ELISA plagma eklendi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl
Reaksiyon diliienti, 25 pul NADH (B-Nikotinamid adenin diniikleotid) ve 25 ul Nitrat
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rediiktaz eklendi. 30 dk 37°C de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklara 50 ul
Griess | reaktifi (2N hidroklorik asit-Sulfanilamid ) ve 50 pl Griess Il reaktifi (2N
hidroklorik asit-N-etilendiamin) eklendi. 10 dk oda 1sisinda (18-25°C) inkibe edildi.

Total nitrit dizeyinin 6lgimu: 540 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad
Novapath microplate reader, Japon) orneklerin absorbanslart 6lgiildii. Bilgisayarda Log-
Log grafik kullanarak X eksenine nitrat standart degerleri(umol/L),Y eksenine de karsilik
gelen absorbans degerleri isaretlenerek bir standart egri olusturuldu. Calisma 6rnekleri i¢in
bulunan absorbans degerleri standart egri iizerinde isaretlenerek karsilarina denk gelen

total nitrit seviyeleri belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1 Nilotinibin Karotis Arter Endotel Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi

48 sonra yapilan degerlendirmede, 5 ve 10 nM nilotinib igeren kiiltiir ortamindaki
endotel hiicrelerinin, nilotinib icermeyen ortamdakilerle ayni oranda ¢ogaldiklari, 100 nM
nilotinib i¢eren Kkiiltiir ortamindaki endotel hiicrelerinin ise, nilotinib icermeyen
ortamdakilerin %90°’1 oraninda ¢ogalabildikleri saptanmustir.

72 saat sonra yapilan degerlendirmede ise, 5 nM nilotinib iceren kiiltiir ortamindaki
endotel hiicrelerinin nilotinib igermeyen kiiltiir ortamindakiler ile ayn1 oranda ¢ogaldigi, 10
nM nilotinib igeren Kkiiltiir ortamindaki endotel hiicrelerinin, nilotinib icermeyen
ortamdakilere gore %90 ve 100 nM nilotinib iceren kiiltiir ortamindaki endotel hiicrelerinin
ise nilotinib icermeyen ortamdakilerin %80°1 oraninda ¢ogalabildikleri saptanmistir.

Bu bulgular, nilotinibin kiiltiir ortamindaki karotis arter endotel hucrelerinin

proliferasyonunu, doza ve siireye bagli olarak inhibe ettigini gostermektedir.

Sekil 4:1 PAI-1 Standart
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Sekil 4:2 t-PA Standart

Sekil 4:3 ET-1 Standart

Sekil 4:4 vWF Standart
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Sekil 4:5 Nitrat Standart

Tablo 4:1 Nilotinibin, Karotis Arter Endotel Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi

Kontrol Nilotinib Nilotinib Nilotinib

(Nilotinib 0 nM) (5 nM) (10 nM) (100 nM)
48.saat | %100 %100 %100 %90
72.saat %100 %100 %90 %80

4.2 Nilotinibin, Karotis Arter Endotel Hducrelerinin Sekresyon Fonksiyonu
Uzerindeki Etkisi

Nilotinibin, kultlr ortamindaki karotis arter endotel hiicre proliferasyonunu, doz ve
stireye bagl olarak inhibe etmesi nedeni ile hiicre basina diistiigli varsayilan, sekrete edilen
belirtec miktarinin daha iyi yansitilmasi amaci ile kiiltir ortamlarinda saptanan
belirteclerin miktarlari, hiicrelerin kontrole gére (nilotinib icermeyen ortam) proliferasyon
oranlar1 gozetilerek diizeltilmistir.

Ornek Formiil: Ortam vWF miktar1%proliferasyon X 100. Ornegin, 72.saat, 100 nM
nilotinib igeren ortam i¢in elde edilen vWF miktar1 4000 pg/ml ve hiicre ¢ogalma orani

%80 oldugunda, sonug 4000/80 X 100 = 5000 olacaktir.
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Sekil 4:6 Nilotinibin Karotis Arter Endotel Hucrelerinin t-PA Sekresyonuna Etkisi

Buna gore, nilotinibe maruz kalmayan hiicreler ile karsilastirildiginda, nilotinibin

karotis arter endotel hlcrelerinin t-PA sekresyonunu doza ve siireye bagli olarak arttirdigi

saptanmistir.
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Sekil 4:7 Nilotinibin Karotis Arter Endotel Hicrelerinin PAI-1 Sekresyonuna Etkisi

PAI-1 sekresyonunu 48. saatte hafif diizeyde inhibe ettigi, 72. saatte doza bagh

olarak arttirdig1 saptanmustir.
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Sekil 4:8 Nilotinibin Karotis Arter Endotel Hucrelerinin ET-1 Sekresyonuna Etkisi

ET-1 sekresyonun 48. saatte nemli oranda etkilenmedigi, 72. saatte ise doza bagimli

olarak arttig1 saptanmustir.
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Sekil 4:9 Nilotinibin Karotis Arter Endotel Hiicrelerinin vVWF Sekresyonuna Etkisi

VWEF sekresyonunu 48. saatte hafif diizeyde inhibe ederken, 72. Saatte ise belirgin

oranda arttirdigi saptanmuistir.
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Sekil 4:10 Nilotinibin Karotis Arter Endotel Hucrelerinin Nitrik Oksit Sekresyonuna Etkisi

Nitrik oksit sekresyonunu da doza ve silireye gore bagli olarak belirgin oranda

arttirdig1 saptanmustir.

PAI-1
ET-1 1 NO
vVWF T t-PA T

KOAGULAN . ANTIKOAGULAN

Sekil 4:11  Nilotinibin Kiiltiir Ortamindaki Karotis Arter Endotel Hiicrelerinin Salgi Fonksiyonu Uzerine
Etkisi.
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5. TARTISMA

KML bir ileri yas hastalifidir ve yaslanmayla birlikte ortaya cikan cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin varligi, bu hastalarin tedavisinde énemli bir teropatik sorun
yaratmaktadir. Bu durum, hastaligin yonetimini, prognozu ve sagkalimi 6énemli oranda
etkilemektedir. Tedavide kullanilan tirozin kinaz inhibitorleri, her ne kadar standart
konvansiyonel kemoteropatik ajanlara gore daha az yan etki gosteriyor ve daha iyi tolere
edilebiliyor olsalar da, 0Ozellikle kardiyovaskiiler risk faktorii tasiyan hastalarda,
asemptomatik QT uzamasindan, semptomatik kalp yetmezligi, akut koroner sendrom ve
ani Olime kadar degisebilen ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklara yol acabilmektedirler
[110].

KML tedavisinde kullanilan TKI’lerinin, bu iyi bilinen kardiyak toksiteleri disinda
diger bir kardiyovaskiiler sistemle ilgili toksisiteleri ise, bazi yayimlarda bildirildigi lizere
nadirde olsa gelisebilen vaskiiler olaylardir. Bu olaylar, imatinibden nilotinibe tedavi
degisikligi sonras1 gelismis, hizli ilerleyen ve tedaviye direncli peripheral arterial oklusiv
hastalik (PAOH) ve diger vaskiiler tikayici olaylart (infarktus) kapsamaktadir.

TD kip all ve arkadaslari, 2004-2011 yillar1 arasinda nilotinib kullanan 81 hastay1
geriye donuk inceleyerek, 7 kardiyak olay gelistigini (6 hastada akut koroner sendrom 1
hastada yeni gelisen atrial fibrilasyon) ve bu hastalardan birinin de MI nedeniyle hayatini
kaybetigini raporlamiglardir. Kardiyak olay gelisen hastalarin tedavi 6ncesi bir veya daha
fazla kardiyak risk faktorlerinin olmasi ve tiimiiniin Onceden imatinib almis olmasi
nedeniyle, gelisen bu olaylarda nilotinib dogrudan suglanmamis, ancak mevcut risk
faktorlerine ilave yiik getirebilecegi ya da diger komorbid durumlar {izerinde direkt
vaskiiler etkilerle riski arttirtyor olabilecegini ifade etmislerdir. Bu olas1 vaskiiler etkilerini
de, Aichberger ve arkadaslarindan gelen nilotinible ilgili periferal arteryal okluziv
vakalarla iligkilendirmislerdir [110].

Aichberger ve arkadaglarinin yaymladigi bu caligmada, nilotinib kullanan 24
hastadan 3’linde gelisen hizli ilerleyen okluziv periferik arter hastalifi nedeni ile
anjioplasti ve/veya multipl cerrahi gereksinimi duyduklarini, 1 hastada siddetli olmayan
periferik arter hastaligi, 1 hastada myokard infarktiisii, 1 hastada spinal infarktiis, 1 hastada
supdural hematom ve 1 hastada da ani 6liim izlendigini bildirmislerdir. Periferik arteriyel

okliizyon gelisen hastalarin tiimiiniin, nilotinib 6ncesi imatinib kullanmis olmalar1 ve

49



nilotinib baslanmasi ile PAOH gelisimi arasindaki siirenin kisa olmasi nedeni ile dnceki
tedavilerin bu durum igin bir risk faktorii olusturabilecegini, ilaveten imatinib ile
nilotinibin benzer tedavi hedeflerinin oldugunu, bu nedenlerden dolayr da sadece
nilotinibin su¢lanamayacagini ifade etmislerdir. Ancak bu durumu agiklayabilecek yeterli
kanitlar1 olmamakla beraber, nilotinib kullanan hastalarda periferik okluziv arteryel
hastalig1 da iceren vaskiiler yan etkilerin olabilecegini, bu nedenle nilotinib 6ncesi ve
kullanirken tiim hastalarda mutlaka kardiyovaskiiler risk faktorlerinin arastirilmasi ve
izlenmesini 6nermislerdir [7].

Yine ayni grup, 4 merkez verilerini birlestirerek nilotinib kullanan 179 hastay:
geriye doniik olarak incelemisler ve bu hastalardan 11’inde daha 6nceden gorilmeyen
invaziv tedaviler gerektiren siddetli PAOH gelistigini raporlamislardir. Benzer sekilde bu
hastalarin tiimiinde tedavi oncesi kardiyovasakiiler risk faktorlerinin oldugunu, yine de
nilotinib kullanan hastalarda 6nceki kardiyovaskiiler durumlarin kétiilesebilecegini ifade
etmiglerdir [6]. Merak uyandiran bu raporlardan sonra tefferi ve arkadaslari da kendi
deneyimlerinden benzer iki olguyu yaymlamislardir. Bu hastalardan birinde girisimsel
tedavi gerektiren ve tekrarlayan PAOH ile beraber akut koroner sendrom ve koroner arter
bypass greft operasyonu uygulandigini, diger hastada ise nilotinib sonrasi ani Olim
gelistigini bildirmislerdir. Ustelik bu hastalarin &nceki bildirilen calismalardaki hastalarin
aksine, nilotinib oncesi herhangi bir kardiyovaskiiler risk tagimadiklarini saptamiglardir.
Bu nedenle, imatinibe kiyasla halen 2. Kusak TKI’lerinin uzun siireli izlemlerinin
olmamasi ve bu tiir a¢iklanamayan, ciddi yan etkileri nedeni ile de ilk sirada kullanimlar
konusuna siipheyle yaklasilmasi gerektigini vurgulamiglardir [111].

Gelisen bu vaskiiler yan etkiler icin bazi potansiyel agiklamalar ortaya atilmistir.
Nilotinibin metabolik etkileri, vaskiler hicreler veya koagulasyon / fibrinolitik sistem
tizerine direkt ilag toksisitesi gibi varsayimlar vardir. Bununla birlikte nilotinibe baglh
vaskiiler komplikasyon gelisen bu hastalarin, kardiyovaskiiler hastalik agisindan bir veya
daha fazla risk faktorini (sigara, sistemik hipertansiyon, diabetes mellitus, obesite ve ileri
yas gibi) tasiyor olmalar1 da dogrudan nilotibin su¢lanmamasi gerektigi goriisiint
desteklemektedir. Ancak yine de, bu hastalarin ni¢in bazilarinda yasami tehdit eden ciddi
arteriyal olaylarin gelistigi bugiin i¢in bilinmemekte ve bu vaskiiler olaylarin gelisiminde

altta yatan mekanizma kesin olarak agiklanamamistir. Bu nedenle de yaygin olarak kabul
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goren Oneri, kardiyovaskiiler risk faktorlii hastalarda nilotinib kullanimi esnasinda dikkatli
olunmasi ve hastalarin yakindan izlenmesi seklindedir [48].

Nilotinible iligkili oldugu diisiiniilen bu vaskiiler olaylar ilgi ¢ekicidir. Biz de gelisen
bu vaskiiler olaylarin zemininde, nilotinib endotel etkilesimi olabilecegini diistinerek kiiltiir
ortaminda nilotinibe maruz birakilmis endotel hiicrelerinin sekretuar fonksiyonlarini ve
canliliklarmi incelemeyi planladik. Ciinkii bilindigi iizere, saglikli kosullarda normal
endotel antikoagllan ve antitrombotik etkinlik gostererek, fizyolojik olmayan trombus
olusumunu engellemekte ve bu sayede trombotik olaylardan korunmada ¢ok énemli bir rol
oynamaktadir. Herhangi bir nedenle endotel hasar1t meydana geldigi durumlarda endotel
hiicreleri uyarilmakta ve tromboza egilim yaratmaktadir. Giincel bakis agisina gére endotel
disfonksiyonu, aterosklerozun  baslangicinda, gelisiminde, aterosklerotik  plak
progresyonunda ve aterosklerotik komplikasyonlarda c¢ok o6nemli bir faktér olarak
gorilmektedir. Hatta endotel disfonksiyonu gelecekte olabilecek kardiyovaskiler olaylar
icin de dngordiuracudur [57, 112].

Endotel fonksiyonlarmin degerlendirilebilmesinde farkli yontemler vardir ve
endotelden salinan belirteclerin 6lgiimii de bu yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir.
Biz de bu amagcla nilotinibe maruz birakilmis endotel hiicrelerinin nitrik oksit, von
Willebrand faktoér (VWEF), doku plasminojen aktivatori (tPA), plasminojen aktivator
inhibitord-1 (PAI-1) ve endotelin-1’in salinimini izledik.

Sonuglarimiz incelendiginde: Nilotinibin kiiltiir ortamindaki kardiyovaskiler risk
faktorlerine maruz kalmamis karotis arter endotel hiicrelerinin sekretuar islevlerini hem
koagiilan hem de antikoagiilan yonde etkiliyor gibi gériinmesi net bir yoruma varmay1
gliclestirmektedir ve ayn1 zamanda da &6zgiin bir tirozin kinaz ileti yolu inhibisyonuna
isaret etmemektedir. Bununla birlikte, nilotinibin bir tirozin kinaz inhibit6rii olmas1 nedeni
ile sekresyonlar arttirici degil inhibe edici yonde etkili olmas1 beklenirken, arttirict yonde
etkinlik gostermesi, toksik bir etkiye maruz kalan hiicrelerin reaktif yaniti olabilecegini
akla getirmektedir.

Mekanizmas1 agik olmamakla birlikte, nilotinibin olgun karotis arter endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu baskiliyor olmasi, tromboza yatkinligin mekanizmasinin risk
faktorlerinin yarattig1 endotel hasarlanmasinin onariminin gecikmesine bagli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Olgun endotel hiicrelerinin iglevleri esas olarak VEGFR-2 (izerinden

diizenlenmektedir. Bununla birlikte endotel hasarinin onarilmasinda ve yeni damar
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olusumunda 6nemli iglevlere sahip dolasan Onciil endotel hiicreleri bir buyime faktorl
olan c-KIT reseptorleri de eksprese etmektedir. Dolasan endotel Oncii hiicrelerinin
proliferasyonunun c-KIT inhibisyonuna bagli olarak etkilenmesi ve endotel hasarinin
onariminda eksiklige yol agmasi da bir olasiliktir. Bununla birlikte invitro kosullarda
endotel hiicreleri tizerindeki bu etkinlik, invivo kosullar1 dogrudan yansitmayabilir.

Sonug olarak, bizim aragtirmamiz nilotinibin kardiyovaskiiler risk faktorlerine sahip
hastalarda ortaya c¢ikardigi periferik arteryel okliizyonlarin mekanizmasinin agikliga
kavusturulmasi amaci ile yapilmis oncii bir arastirma niteligindedir. Bu konuda yapilacak
daha ileri arastirmalar ile mekanizmalarin aciga kavusturulmast KML hastalarinin

yonetiminde 6nemli katki saglayacaktir.
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