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Evaluation of low dose bevacizumab on adhesion formation and vascular endothelial growth factor

expression in rats
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Amag:

Deneysel adezyon formasyonu olusturulan ratlarda bevasizu-
mabin adezyon gelisimine ve vaskiiler endotelyal bliyime faktor
(VEGF) tretimine etkisini arastirmak.

Yontem:

Ratlar randomize olarak 10 rattan olusan sham, kontrol ve
bevasizumab gruplarina ayrildi. Sham grubuna sadece laparo-
tomi yapildi. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda sag alt kadranda
pariyetal peritonda abrazyon yapildi, cekum, ileum ve uterusun
sag boynuzunda serozal defekt olusturuldu. Bu islem sonrasi
kontrol grubuna serum fizyolojik, ¢alisma grubuna bevasizu-
mab (1 mg/kg, intravendz) verildi. Buttin gruplarda 15 giin sonra
relaparotomi yapilarak adezyon gelisimi degerlendirilip skor-
lama yapildi. VEGF boyamasi icin yapisiklik gelisen alanlardan
doku 6rnekleri alindi.

Bulgular:

Kontrol grubunda gerek adezyon gelisimi gerekse VEGF bo-
yanmasi sham ve ¢alisma grublarindan belirgin olarak yiiksekti
[p<0,05). Buna karsin sham ve bevasizumab gruplari arasinda
adezyon gelisimi arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0.165).
Sonug:

Deneysel adezyon formasyonu olusturulan ratlarda bevasi-
zumab adezyon gelisimini azaltmaktadir. Gelisen adezyonun
siddeti ile VEGF ekspresyonu arasinda paralellik oldugu sap-
tanmistir.

Anahtar Kelimeler:

Bevasizumab, VEGF ekspresyonu, peritoneal adezyon, adezyon
siddeti.
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Abdominal ve pelvik cerrahi sonrast gelisen peritoneal adezyonlar
modern cerrahinin baslangicindan giiniimize kadar 6nemli bir sorun ol-
mustur. Peritoneal adezyonlar; intestinal obstriiksiyon, kronik karin agri-
s1, infertilite, kronik pelvik agr gibi klinik problemlere neden olmaktadir.
Tekrar abdominal cerrahi gerektiginde peritoneal adezyonlar nedeniyle
organ yaralanmalari olusabilmekte ve bu da morbidite ve mortaliteyi ar-
tirmaktadir. Uzun stireden beri bu problemi ¢6zmek, adezyon gelisiminin
patofizyolojisini anlamak ve bu bilgiler 1s1ginda adezyon gelisimini engel-
lemek icin bir cok ¢alisma yapilmistir (1-3).

Cerrahi sonrasi adezyonlar cerrahi sirasinda travmatize olan serozal
yuzeyler arasinda olmaktadir. Doku yaralanmasi sonrasi enflamasyon ge-
lismekte ve yara iyilesmesi siireci baglamaktadir. Yara iyilesmesi sirasinda
gelisen fibrin jel yapist fibrinolitik aktivite ile parcalanamadiginda kalict
fibroz doku olusmakta ve adezyonlar gelismektedir (1).

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), tanimlanmis en etkili an-
giogenesis faktoridiir (4). VEGF'nin en 6nemli 0zelligi diger anjiogenik
faktorlerden farkli olarak hedef hiicrelerinin sadece endotel hiicreleri ol-
masidir (5). VEGF'nin kendi reseptorleri ile etkilesiminin endotel hiicre
proliferasyonuna ve yeni kan damart olusumuna neden oldugu, bunun
sonucunda erken yara iyilesmesi ve fibrozis gelisiminde etkisi oldugu gos-
terilmistir (6).

Cok sayida calismada bircok solid insan tiimori tipinde tiimor doku-
larinda ve dolasimda VEGF {iretiminin arttigi ve bu artisin timor anjioge-
nezisi ile uyumlu oldugu gosterilmistir (7,8). Bevasizumab, VEGF’ye spe-
sifik olarak baglanan ve biyolojik aktivitesini notralize ederek anjiogenezi
inhibe eden bir rekombinant monoklonal antikordur (9). Bevasizumab
baslangigta sadece kanser tedavisinde kullanidmakta idi ancak son zaman-
larda oftalmologlar tarafindan proliferatif goz hastaliklarinin tedavisinde
intravitreal ajan olarak kullanilmaya baslamis ve belirgin bir intraokiiler
toksisite saptanmamustir (10).

Bizde bu bilgilerden ve ilacin adezyon gelisiminde son derece 6nemli
olan VEGF uzerindeki etkisinden hareketle cerrahi islemlerden sonra uy-
gulanmasinin adezyonlar azaltabilecegini dustinerek etkilerini degerlen-
dirmeyi planladik.
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Tablo 1: Adezyon skorlama sistemi (11)

Degerlendirme ol¢iitleri Puan

Adezyon yayginlik skoru Adezyon yok 0
Travmatize alanin %25'inde yapisiklik 1

Travmatize alanin %50'sinde yapisiklik 2

Travmatize alanin tamaminda yapisiklik 3

Adezyon siddet skoru Direnc gostermeksizin ayrilan yapisikliklar 0
Orta derecede glic harcanarak ayrilan yapisikliklar 0.5

1

Keskin diseksiyonla ayrilan yapisikliklar

Gere¢ ve Yontem

Bu deneysel calisma Erciyes Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Deneysel ve
Klinik Arastirma Merkezi’'nde yapildi.
Calisma 6ncesinde Erciyes Universite-
si Tip Fakultesi Etik Kurulunun onayi
alind1.

Deneysel Model

Calismada agirligi 200-240 gram
arasinda degisen, disi ve standart rat
diyetiyle beslenen 30 adet Wistar-Albi-
no tipi rat kullanildi. Ratlar randomi-
ze olarak 10’ar ratlik sham, kontrol ve
bevasizumab gruplarina ayrildi.

Cerrahi islem

Ameliyat Oncesi ratlar 12 saat ag bi-
rakildi. Anestezik ajan olarak ketamin-
HCI (10mg/kg) intraperitoneal uygu-
landi. Anestezik madde verildikten
sonra ratlarin karni tras makinasi ile
trag edildi ve povidon iodinle temiz-
lendi. Steril kosullarda standart orta
hat insizyonla laparotomi yapildu.

Laparatomi sonrast cekum ve ileum
serozasindan toplam 4 cm2, sag uterin
boynuzda orta kisimda ise 2 cm? sero-
za soyuldu. Ayrica sag alt kadranda ve
alt orta kadranda pariyetal peritonda
yaklasik 6 cm? lik alanda noktasal ka-
namalar olacak kadar abrazyon yapild
(2,3).

Sham grubundaki ratlarda laparo-
tomi yapildiktan sonra sag alt kadran-
daki organlar, periadneksiyal bolge
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ve pariyetal periton palpe edilerek
cerrahi islem sonlandirddi. Kontrol
ve bevasizumab gruplarindaki ratla-
ra operasyonda adezyon formasyonu
olusturmak icin yukarida tariflenen
deneysel model uygulandi. Daha son-
ra calisma grubundaki ratlara beva-
sizumab (1 mg/kg, tek doz), kontrol
grubundaki ratlara ise ayni miktarda
serum fizyolojik kuyruk veninden
intravenoz olarak verildi. Ratlara uy-
gulanan cerrahi islemler sonras: fas-
ya peritonla birlikte 4/0 katgiitle, cilt
4/0 ipekle kapatildi. Ameliyat sonrasi
erken donemde agizdan su ve gida ali-
mina izin verildi.

Kontrol ve bevasizumab grupla-
rinda birer rat calisma sirasinda 6ldu.
Bunlarin yerine, aynit sayida rat calis-
maya dahil edildi. 15 giin yasatilan
ratlara, Olimcil doz pentobarbital
sonrasi, sol paramedian insizyonla la-
parotomi yapilip adezyon gelisimi de-
gerlendirildi. Adezyon yayginlik ve sid-
deti, ayn1 arastirmaci tarafindan (A.A.)
ve hangi ratin hangi grupta oldugu
bilinmeksizin degerlendirildi. Biitiin
gruplarda adezyon gelisen serozal yi-
zeylerden doku 6rnekleri alindt.

Parametreler

A. Adezyon skoru

Adezyon skorunu tariflemek icin
Linsky ve ark. (11) tarafindan tanum-
lanan skorlama sistemi kullanildi.
Bu sistemde adezyonun yayginlig: ve
siddeti ayr1 ayrt degerlendirilip, her

iki deger toplanarak toplam adezyon
skorlar1 hesaplandi. Bu sisteme gore
yapilan puanlama Tablo 1'de goriil-
mektedir. Her bir ratta hem yayginlik
hem siddet skorlamast yapilarak her
iki deger toplandi ve toplam puan he-
saplandi, toplam puan 0 ile 4 arasinda
degisti.

B. Histopatolojik inceleme

VEGF antikoru igin, yapisiklik olan
dokularda boyanan hiicrelerin en faz-
la oldugu alanda boyanma yogunlugu
ve siddeti degerlendirildi. Sonuglar, 0:
boyanma yok; 1: siipheli; 2: hafif; 3:
orta; 4: kuvvetli pozitif olarak deger-
lendirildi (12). immiino-histokimyasal
boyama yontemiyle: %10’luk formol
icinde saklanan dokulara parafin em-
dirildikten sonra spesimenlerden 5
pum kalinliginda kesitler, poli-L-lizinle
kapli lamlara alindi. VEGF ile boyana-
cak preparatlar 60°C’de bir saat bek-
letildikten sonra ksilol ve azalan alkol
serilerinden gecirilerek distile su ile
yikandi. Preparatlar EDTA (P":10) ile
mikrodalga firinda 20 dakika kaynati-
larak sogumaya birakildi. Distile su ile
yikandiktan sonra 10 dakika %3’hik
hidrojen peroksit uygulandi, sonrasin-
da yine distile su ile yikandi. Dokular
fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS)
ile 10 dakika yikandi. Ardindan doku-
lara 1/10 oraninda sulandiridmis VEGF
(Neomarkers®) antikoru uygulandi.
Dokular 10 dakika PBS ile yikandiktan
sonra preparatlara biyotin damlatiip
10 dakika bekletildi ve tekrar PBS ile
yikanarak streptavidin damlatildi. 10
dakika PBS ile yikandiktan sonra kro-
mojen damlatdip 10 dakika bekletildi
ve yine 10 dakika distile su ile yikand:.
Meyer-hemotoksilende 3 dakika bek-
letildikten sonra 5 dakika distile su ile
yikands, artan alkol serilerinden geci-
rildi. Ksilolde 15 dakika bekletildikten
sonra kapatilma soliisyonu ile prepa-
ratlar kapatddi (12).

istatistiksel Analiz
Veriler median (min-max) olarak
ifade edildi. Gruplarin karsilastirilma-



sinda Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney
U testleri kullanild:. Istatistiksel ana-
lizler, Statistical Package for the Soci-
al Sciences (SPSS) for Windows (13,0
version) programinda yapildi. P<0.05
degerleri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

Bulgular

A. Adezyon Skoru Sonuclari: Sham
grubunda 2 ratta (%20) hi¢ yapisiklik
yoktu. Bu grupta yapisiklik gelisen 8
ratin 6’sinda omentum ile insizyon
hatti arasinda yapisiklik vardi. Kontrol
grubunda butin ratlarda yapisiklik
olup 10 ratin 8’inde omentum veya
organlar ile insizyon hattt arasinda ya-
pisiklik vardi. Bevasizumab grubunda
ise 5 ratta (%50) hic yapisiklik yoktu.
Sham grubu ve calisma gruplarinda
toplam adezyon skoru, kontrol grubu-
na gore anlamli derecede diisiik iken
(P<0.01) bu iki grup arasinda anlamli
fark saptanmadi (P=0.165) (Sekil 1).

B. VEGF Boyama Sonugclari: Kont-
rol grubunda yapisiklik olan alanlar-
daki VEGF boyanma sonuclar1 diger
iki gruba gore anlamli derecede daha
yuksekti (P<0.001). Bununla birlikte
bevasizumab grubunda VEGF boyan-
ma degeri sham grubundan daha di-
sik bulundu. (P=0.023) (Sekil 2).

Tartisma
Peritoneal adezyon gelisimi aslinda
normal yara iyilesmesinin sonucudur.

Peritoneal adezyonu baslatan anahtar
basamak serozal yilizeylerdeki mezo-
telyal hiicrelerin hasarlanmasidir. Sub-
serozal bag dokunun agiga ¢ikmasiyla
seroanjin6z eksuda ortaya cikmakta
ve bu eksuda 72 saat icinde yumusak
fibrin jel matriksi olusturmaktadir.
Bu fibrin jel matriks normalde mezo-
tel hiicrelerinde bulunan fibrinolitik
aktivite ile parcalanmakta ve ortadan
kaldirilmaktadir. Fakat fibrinolitik ak-
tivitede azalma oldugunda veya olu-
san fibrin jel formasyonu fibrinolitik
aktivite ile ortadan kaldirdamayacak
kadar fazla oldugunda 15 giin icinde
yogun ve damarlanmasi fazla yapisik-
liklar gelismektedir (1). Calismamizda
yapisikliklart degerlendirmek icin re-
laparotomi zamani bu nedenle cerrahi
sonrasi 15. giin olarak secilmistir.

Adezyon gelisiminin patofizyoloji-
si anlasildiktan sonra adezyon gelisi-
mine neden olan kaskad: kirmak icin,
bu kaskadin degisik basamaklarina et-
kili ajanlar kullandmuistir. Fibrinolitik
ajanlar, kristalloid soliisyonlari, korti-
kosteroidler, heparin, hyalunorik asit,
non-steroidal antiinflamatuvar ajanlar,
kalsiyum kanal blokerleri, progeste-
ron, nonspesifik immunostimiilan
beta-glucan ve bariyer metodlart uy-
gulanmistir (13-22). Bu ajanlarla etkili
sonuglara ulasidmakla birlikte isten-
meyen bazi etkilerinin 6nemli klinik
problemlere neden olmalar: kullanim-
larin1 sinirlamaktadir.

Calismamizda sham grubunda sa-
dece laparotomi yapilip sag alt kad-
randa organlar ve pariyetal periton
palpe edilip 3-4 dakika icinde cerra-
hi sonlandirdip karin kapatilmasina
ragmen 10 ratin 8 tanesinde (%80)
yapisiklik gelismistir. Pariyetal perito-
na koydugumuz sttiirler iskemiyi ve
buna sekonder VEGF ekspresyonunu
artirarak insizyon hattinda gelisen ya-
pisikliklara katkida bulunmus olabilir.
Bu sonuglar pariyetal peritonun kapa-
tilmamasini 6neren ¢alismalarin so-
nuclarini desteklemektedir (23). Yine
calismamizda pariyetal peritonun ka-
patddigi katgiit, yaptigi doku reaksiyo-
nuna bagl: olarak, insizyon hattindaki
yapisikliklara katkida bulunmus olabi-
lir. Serozal defektlerin ve kanamanin
olmamas:t sham grubunda gelisen
adezyonlarin siddetinin diisiik (ortala-
ma siddet skoru 1.70 * 1.41), olma-
sina neden olmustur. Yine bu sonug
organlarin sadece dokunulmasinin
bile yapisikliklara neden olabilecegini
gostermektedir. Kontrol grubunda 10
ratin 8 tanesinde omentum ile insiz-
yon hattt arasinda yapisiklik gelisir-
ken (%80), hepsinde (%100) sag alt
kadranda organlar arasinda ve karin
duvart arasinda yapisiklik gelismistir.
Bu sonug serozal defektlerin ve eslik
eden pihtilarin yapisikligin hem yay-
ginligini hem de siddetini (ortalama
siddet skoru 3.35 * 0.57) artirdig yo-
niindeki bilgilerle uyumludur (1-3).

Gruple

* Kontrol grubu diger gruplardan istatistiksel olarak farkhdur.

Biitiin gruplar birbirinden istatistiksel olarak farkl bulunmustur.
VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

Sekil 1: Gruplarin adezyon skorlari.

Sekil 2: Gruplarin VEGF boyanma degerleri.

YIL//2006 CILT//22 SAYI//3 TEMMUZ-AGUSTOS-EYLUL

101



Bu calismada bevasizumabin uy-
gulanimu ile yapisiklik gelismesinin
kontrol grubuna gore anlamli dere-
cede azalmasi, gelisen adezyonlar-
da ortalama siddet skorunun diisiik
(0.80£0.94) olmast ve keskin disek-
siyon gerektiren dens yapisikliklar ge-
lismemesi bevasizumabin VEGF blo-
kaj1 yaparak anjiogenezi ve buna bagli
olarakta adezyon olusumunu 6nemli
oranda bloke ettigini gostermektedir.
Bu sonug bevasizumabin adezyon ge-
lisimini 6nlemede etkin bir ajan olabi-
lecegini disiindiirmektedir. Bu amac-
la kullanimini kisitlayabilecek temel
etken olast yan etkileridir. flacin bili-
nen en onemli yan etkileri yara iyiles-
mesini geciktirmesi ve gastrointestinal
perforasyonlara neden olabilmesidir
(24). Galismamizda buna yonelik bir
degerlendirme yapilmamasima karsin
bu komplikasyonlara rastlanmamis-
tir. Ancak bunun nedeni ilacin diisiik
dozda uygulanmas: olabilir.

Calismamizda VEGF ile boyanma
kontrol grubunda bevasizumab ve
sham gruplarindan anlamli derecede
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(p<0.05) yiiksek bulunmustur. Bu so-
nug adezyon gelisimi sirasinda VEGF
ekspresyonunun arttigini ve adezyon
gelisimine 6nemli katkisinin oldugu-
nu gostermektedir. VEGF stabil olma-
yan damarlar Gzerinde etki gostererek
anjiojenik gelisimi artirken olgunlas-
mamis damarlarda endotel hiicreleri-
nin apoptozunu Onlemektedir (25).
Bu durumda anjiogenez sitiimile ola-
rak vaskiler adezyonlarin olusumu
kolaylasmaktadir. Bu durumun en iyi
arastirildigr hastalik grubu ttimorler-
dir. Timo6r kokenli biytime faktorle-
rinin ve timorin nekrotik alanlarin-
daki hipoksi yeni damar olusumunu
sitimile etmektedir (26). Bu sonug,
bevasizumabin VEGF’yi bloke ederek
hasarlanan alanda anjiogenezis igin
gerekli mediatorlerin salinimini azalt-
masi veya engellemesi sonucu damar-
dan zengin siddetli adezyon gelisimini
engellemesine bagli olabilir.

VEGF bilinen en gliclii anjiogene-
tik faktordir. Bu faktoriin anjiogenezi-
si uyaran diger faktorlerden en 6nemli
farki sadece endotele 6zgii bir bitylime

Summary:

faktori olmasidir (27). Yara iyilesmesi
sirasinda VEGF ekspresyonu artmakta-
dir (28). Adezyon gelisimi aslinda yara
iyilesmesinin bir sonucu oldugu icin
adezyon gelisimi icinde anjiogenezis
gereklidir (26). Bundan dolay1 aras-
tirmacilar anjiogenezis engellendigi
takdirde adezyon gelisiminin Oniine
gecilebilecegini distinmislerdir (18,
29,30). Bevasizumab VEGF blokaji ya-
parak tiimorlerde anjiogenezi inhibe
etmektedir (26). Calismamizda da ola-
silikla bu etkisi nedeniyle benzer bir
olusum olan vaskiileritesi artmis adez-
yonlarin olusumunu azaltmustir.
Sonuc olarak adezyon olusumun-
da biiytiik rol oynayan VEGF nin beva-
sizumab ile inhibisyonu bu problemin
¢6ziimiinde umut vermektedir. Ancak
VEGF
nezis,

inhibisyonunun embriyoge-

organogenezis, hemopoietik
sistem, immun sistem ve endokrin
sistem Uizerindeki olasi yan etkileri be-
vasizumabin klinik kullanimini glicles-
tirebilir. Bu amacla deneysel ve pros-
pektif randomize klinik calismalara

gereksinim vardir.

Evaluation of low dose bevacizumab on adhesion formation and vascular endothelial

growth factor expression in rats

Purpose: To investigate the effects of bevacizumab experimentally on adhesion formation and vascular

endothelial growth factor (VEGF) expression in rats.

Materials and Methods: Rats were divided into three groups as sham, control and study groups, each
group including 10 rats. In the sham group only laparotomy was performed. Post laparotomy, in both
study and control groups, left lower parietal periton was abraded and serosal defects formed on cae-
cum, ileum and right corn of uterus. Following peritoneal abrasions, we applied bevacizumab solution
(1 mg/kg) to the study group intravenously, and the same volume of normal saline to the control group
in the same manner. We performed relaparotomy to all groups on the 15" day to score and evaluate the
adhesion formation. We also took samples from adhesion areas in all three groups for VEGF staining.

Results: Adhesion formation and VEGF staining was significantly higher in the control group than in
sham and bevacizumab groups (p<0,05). Adhesion formation difference was not significant however be-

tween sham and bevacizumab groups (p=0.165).

Conclusion: Bevacizumab decreases the adhesion formation in experimentally adhesion formatted rats.
There is a correlation between adhesion severity and VEGF expression.
Key Words: Bevacizumab, VEGF expression, peritoneal adhesion, adhesion severity.
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