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1.GIRIS VE AMAC

Siroz , en sik izlenen 6lum nedenleri arasinda ilk 10
sirada yer alir. Komplikasyoniarinin tedav-isi, transplantasyon
ve uzun slreli postoperatif bakim sureci dusunulduginde,
morbidite ve mortalite orani yuksek bir hastalikiir. Primer
etyolojisi ne olursa olsun siroz, Kkaraciger hastalklarinda
olusan degisikliklerin ortak olan son evresidir (1).

Siroz gelisiminin temelinde progresif hiicre hasar
nedeni ile olugan hepatik fibrogenez yatmaktadir (2). Yakin
gecmisde yapilan ¢alismalarda karacigerde normalde yag ve
A vitamini depolayan, Disse araliginda bulunan yildizsi
hucrelerin  (YH) siroz gelisimi sirasinda aktivasyon ve
proliferasyon géstererek myofibroblastiara dénustugu ve
kollajen sentezleyerek fibrogenezi sagladiklart ortaya
cikariimistir (3,4,5). Hepatik fibrogenez karacider hucre
zedelenmesine karsi olusan bir iyilesme cevabi olarak kabul
edilse de, zamanla fibrozisin olusturdugu parankimal
nodiller safra akisini  bozar, vaskuler vyapilarin
reorganizasyonu ile anormal baglantilar ve santlar olusur
(1,2). Bu santlar ve sinuzoidlerdeki kapillarizasyon kandaki
maddelerin  hepatositiere ulagimini  kisitlar  ve  oksijen
dagilimini bozarak hipoksi olusturur. Bu degisikliklere paralel
olarak hipoksi ile indlUklenen anjiogenez, miyokardiyal
iskemi, serebral iskemi, proliferatif retinopati ve tumoér
gelisimi gibi pekcok patolojik durumda oldugu gibi sirozdaki

fibrozise de hemen daima eslik eden bir durumdur (6,7,8,9),




Hipoksi etkisini bilinen en potent anjiyogenik faktérierden biri : R
olan vaskUller endotelyal buylime faktéri (VEGF) Uzerinden
gosterir (6). VEGF'nun transkripsiyonunu indukleyip VEGF
mRNA'sInt stabilize ederek, hUcrelerde ekspresyonunu artirir
(10). Bu yolla kapiller proliferasyonu uyararak dokunun daha
fazla kanlanmasini, bir baska deyisle dokuya daha fazla
oksljen gecisini saglar. Rejenere olan rat karacigerinde gerek
hepatositlerde gerek yiidizsi hicrelerde VEGF ve
reseptorierinin  arttidt ve sinlzoidal endotel hUcrelerinin
proliferasyonuna katkida bulundugu, yine ratlarda parsiyel
hepatektomi  sonrasinda  VEGF  administrasyonunun
karaci@er rejenerasyonunu stimule ettigi, karbon tetraklorid
entoksikasyonundan sonra VEGF ekspresyonunun arttig
gosterilmistir (11,12). Corpechot ve ark. , deneysel bilier
sirozda hepatoselluler hipoksi ile indiklenen VEGF
ekspresyonunun anjiyogenez ile iligkili oldugunu saptamis,
VEGF'Un aktive YH tarafindan eksprese edildigini
gbstermislerdir (2). Tum bu veriier birlikte
degerlendirildiinde karacigerde olusan hucre
zedelenmesinden sonra ortaya c¢ikan  hipoksi ve
anjiyogenezin fibrogenez ile birlikte progresyon gbésterdigi ve
hipoksinin karaciger fibrozisine dolaysiz olarak katildig
aciktir.

VEGF gibi hipoksik sartlarda fonksiyonel duruma
gecen bir baska faktér de hipoksi ile induklenebilen faktér-1
( HIF-1Y dir. HIF-1, HIF-1a ve HIF-18 subunitelerinden
olusmaktadir (13,14,15). Normoksik §artiarda HiF-1a
degrade edilirken, hipokside HIF-1B ile birlikie heterodimer



olusturarak DNA'ya baglanan fonksiyonel HIF-1 kompleksihi i
olusturmaktadir (16) HIF-1, ayni zamanda VEGF
indukieyen bir transkripsiyon faktéru olarak da bilinmektedir
ve VEGF disinda eritropoetin ve glikolitik enzimleri
sentezleyen genleri de aktive ederek hipoksiye karsi doku
direncini artirmaktadir (17). Karacigerde HIF-1a’ nin VEGF
ile olan iligskisi hepatoselluler karsinomda az sayida
calismada arastinlmis olmasina karsin (18), bilgilerimize
gére fibrogenez gelisiminde ve sirozda hipoksi ile yakin
lliskisi olan bu faktérun anjiyogenez ve VEGF ile iligkisi
arastirlimamistir.

VEGF ve HIF-1a ile iligkili olan bir bagka faktér

“mutant ras”dir. Ras’'in bir protoonkogen olmasi nedeniyle

éneceki  calismalarin - buyuk  c¢oguniugu solid organ
tumorlerinde yapilmis, tuméral dokuda ras’'in VEGF
ekspresyonunu indUkleyerek  anjiyogenezi arttirdig
bildirilmistir ~ (19,20). Ras  ekspresyonundaki  artis,
intratUméral kiicuk damar yogunlugu ve endotelyal proliferatif
aktivite ile korele bulunmustur (21,22) Ras onkogenini hedef
alan tedavi yéntemleri ile anjiyogenez baskilandiginda solid
tumdér buyUmesinin inhibe edildigini gésteren calismalar
mevcuttur  (23).  Ancak  protoonkogenlerin  sadece
karsinogenezde dedll normal hicre farklilagsmasl ve
proliferasyonunda da rol oynadigi bilinmektedir ve sirozda ve
hayvanlardaki siroz modellerinde ras protoonkogen
ekspresyonunun arttigr gosterilmistir (24) Ayrica Reif ve

arkadaslar ratlarda olusturulan deneysel sirozun ras

[V



antagonisti olan farnesiltiosalisilik asid ile inhibe edilebildigini
gostermistir (25).

Ras onkogeninin bir 6zelligi de VEGF ekspresyonunu
artinrken 6te yandan bir anti-anjiyogenik faktér olan
trombospondin-1  (TSP-1) ekspresyonunu baskilayarak
anjiyogenezde farkl bir yoldan stimulan etki g&stermesidir
(26). TSP-1, multifonksiyonel trimerik matriselller bir protein
olup tumaor gelisimi ve vaskuler yeniden sekillenme sirasinda
yeni damar olusumunun guglu bir inhibitérudur (27)

Bilgilerimize goére hepatik fibrogenezde ve sirozda
anjiyogenez ile VEGF ekspresyonu arasindaki iligki ve ras
protoonkogen ekspresyonu az sayida ¢aligmada ele alinmis
olsa da bu iki parametre ile iliskili olan HIF-1a ve anjiyogenez
inhibitért olan TSP-1 ‘in iligkisi ve etkisi bilinmemektedir.

Bu calismanin amaci, deneysel olarak olusturulmus
karaciger fibrogenezi boyunca olusan anjiyogenez ile VEGF,
HIF-1a, c-ras, TSP-1 ekspresyonu afaSIndaki lliskinin ve bu

dért parametrenin birbirleriyle olan iliskisinin arastiriimasidir,



. GENEL BILGILER

- S8iroz, en sik izlenen 6lum nedenleri arasinda ilk 10 sirada
fﬁyer almaktadir ve morbidite ve mortalite orani yiiksek bir
“hastaliktir. ABD'de yilda 27.000 , ingiltere’de 6000’ den fazia
oiume neden olur (1). Bu derece sik gérilmesine, yluksek
If--:si_'.-'morbidite ve mortalitesine ragmen siroz tedavisine medikal
yaklagim yetersizdir. Kronik karaciger hastaligini tedavi etmeye
~ yonelik yeni gelistirilen ilaglar hepatik fibrozisin gelisimini ve
sirozu basarilt bir sekilde engelleyememektedir (29). Ayrica
siroz ile hepatokarsinogenez arasinda da gUgllu bir korelasyon
vardir. Cunku, hepatoseluler karsinom c¢ogunlukla siroz
zemininde gelisir (30).

Sirozda, klinik bilgilerin 1s13inda, izlenen morfolojik
géruniime gdre etyolojiye yoénelik olast gruplandirmalar
yapilabilir. Etyoloji; cografik ve sosyal nedenlere baglh olarak
farkliiklar gdsterir. Bati dunyasinda baslica kategoriler

asagidaki gibidir.

Alkol bagimlilgi % 60-70
Viral hepatit % 10
Biliyer hastaliklar % 5-10
Herediter hemokromatozis % 5
Kriptojenik siroz % 10-15

eksikligi, Wilson hastalidi, familyal kolestatik hastaliklar gibi
kalitsal nedenler gocuklarda veya genc erigskinde siroza neden
olabilir (1),




olabilecedi gibi, organin fizyolojik gbérevlerini yapmasini

engelleyerek yetmezlige gotlren fonksiyonel nedenler de

olabilir. Buyuk kismi alkol bagimliidi, kronik hepatit, biliyer
hastahklar, demir asirt yuklenimi ve c¢esitli kalitsal metabolik
defektlerden kaynaklanir. Sonucta; karacigerde ilerleyici bir
hasar olusurken organin sahip oldugu fonksiyonel rezerv, asil
nedeni ve Klinik etkilenmeyi uzun sure maskelemeye yeterlidir.
Parankimal hasarin ilerlemesi ve safra akiminin bozulmasi,
aylar-yillar icinde hepatik fonksiyonu bozarak hayati tehdit eder
hale gelir. Sonugta sag kalimi belirleyen karaciger yetmezliginin
gelisimidir Sirozun pekcok formu ayni zamanda hepatoselller
karsinom riski tasir (1).

Primer etyolojiden nisbeten bagimsiz olarak siroz, kronik
karaciger hastaliklarinda olusan degisikliklerin ortak olan son
evresidir (1) Ancak; son evre olarak kabul ediimesine kargin
siroz, ilerleyici fibrozis ile parankimin nodullere boltinerek
normal yapinin distorsiyona ugradigi dinamik bir durumdur,

Siroz “diffuz © karakterlidir ve progresyon gésteren fibrozis
ile normal karaciger yapisinin bozulup anormal nodiulierin
olusmasi olarak tanimlanabilir. Fibrozis; portal-santral, portal-
portal, santral-santral uzanim gdésteren ince bandiar sekiinde
olabilecedi gibi nodullerin yerini alabilecek derecede genis
skarlar sekiinde de olahilir. Sirozda gelisen fibrotik nodulier,
yodun vaskuler proliferasyon ile birliktedir ve skar geligsimine

daima vaskuler proliferasyon eslik eder. Hipoksi ve anjiyogenez

hepatik santlarin gelisimi gibi mekanik nedenler sorumly

Etyolojide, hepatik kan akimini etkileyen intra- ve ékst'r.a—":'. o




ise kronik karaciger hasarinda vyara liyilesmesi seklinde
j':' fibrogenez ile birlikte ilerler (31).
_. Noduller, hepatik parankimin fibrozis ile izolasyonundan
biug.ur. Noduller, capt 3mm.’” ye kadar olan mikronoduller veya 3
mm den birka¢ santimetreye kadar ulagsan makronoduller
f"'_-fl'seklinde olabilir. Sonug olarak tum karacigerin normal
:}t parankimal yapisi bozulur,
Siroz igin oimast gereken &zellikler,

Organin fokal olarak degil butunuyle etkilenmesi,

Nodularitenin

ve Fibrozisin varhdidir. Bu tanima her ne kadar dahil
edilmemis olsa da parankimdeki vaskuiler degisiklikier, sirozun
tamamlayici bir parcasidir. Parankimal hasar ve fibrozis nedeni
ile vaskuler yapilanma reorganizasyona gider; organa hepatik
arter-portal ven araciligiyla gelen kan akimi ile hepatik ven
aracihgiyla giden kan akimi arasinda anormal baglantilar-
santlar geligir. Vaskuler hasar ve kan akimindaki bu degisiklikler

organin fibrotik ve noduler bir organ haline dénusmesine

katkida bulunur. Sirozda ayrica, perfuzyonda ve sinuzoidal
gegirgenlikte ciddi bozulmalar olur (32) ve bu da hepatoselluler
hipoksiye neden olur. Hipoksinin gelisiminde etkili oldugu
duslnulen mekanizmalar ise s6yledir: intrahepatik santlar (33),
vazokonstruksiyon ve tromboz (34), sinuzoidlerin
kapillarizasyonu (35,36). Kapillarizasyon sirasinda sinuzoidler;
kan ile hepatosit arasinda eriyik alisverisini bozan ve normaide
var olmayan bazal membran ile cevrilerek kapiller damarlara
dénusurler. Siroz gelisiminden 6nce de sinuzoidal perfuzyonda

bozulma gézlenebilir Su da gézden kacginimamalidir ki sirozda




:'damarlarm immaturitesi ve gecirgenliyi nedeni ile kismen
..y_etersiz olabilir, bu nedenle de doku hipoksisini
duzeltemeyebilir ( 37).

. Sirozda izlenen nodullerde rejenerasyon olmayabilir ve
éiroz gelisimini etkileyen kritik bir faktér olmasina ragmen
_.._;"-;Z:I'rejenerasyon siroz tanimi i¢in sart degiidir.

. Sirozu olusturan U¢ patolojik mekanizma; hicre élumu,
j:.'-' fibrozis ve rejenerasyondur. Hucre dlumu, karaciger hasarinin
- herhangi bir formunda ortaya ¢ikabilir ve bir kere bagladiktan
sonra istikrarli bir sekilde devam eder Karacifer hasar ve
hucrelerin hasara karsi verdikleri yanit arasindaki kompleks
iligkiler siroza giden patolojik olaylarin temelini olusturur. Hasara
karsi verilen vyanitta, fibrojenik medyatdrler, perisinuzoidal
yiidizsi hiicreler ve olasilikla portal alanda lokalize fibroblastiar
tarafindan olusturulan anormal ekstraselliiler matriks birikimi
6nemlidir. Yani, siroz icin gerekli olan progresif fibrozisin
varhgidir  Normal karacigerde matriks; hepatositler, yildizsi
hicreler ve sinuzoidal endotel hiicreleri tarafindan uretilir Portal
alanda, santral ven ¢evresinde ve az miktarda Disse aralifinda
olmak Uzere Tip | ve lll kollajen mevcuttur. Hepatositerin Disse
araligina bakan kenarlarinda ise ince bandlar tarzinda Tip IV
koltajen (retikulin) uzanir. Sirozda; Tip | ve 11l kollajen, belirtilen
lokalizasyonlara ek olarak lobul icinde de birikir ve ince-kalin
septal bandiar olusturur.

Sirozda asin olan kollajen uretimi perisinuzoidal yildizsi

hicreler ( ito htcreleri olarak da bilinir ) tarafindan

gerceklestirilir. Yildizst hucreler | subendotelyal Disse aralijinda

Qéli@en anjiyogenez, VEGF ile olusumu induklenen yeni. e



-~ ve bazilar hepatositler arasindaki perisinuzoidal boslukta
lokalizedirler. Normalde vitamin A depolayan hucreler iken
sirozda aktive olurlar ve proliferasyon-kontraksiyon potansiyel
olan miyofibroblast benzeri hiicrelere dénusurler. Alkol veya
© karbon tetraklorur (CCl4) ile induklenen deneysel siroz
modelierinde; fibrozis gelisimi ile beraber vyildizsi htcreler
transforme olurlar. Yildizsi hucreleri bélunmeye ve asin
ekstraselluler matriks Uretimine iten neden, Kupffer hicreleri ve
diger yang hicreleri tarafindan Uretilen sitokinlerdir. Kollajen tip
L, 1, IV, laminin‘e ait gen amplifikasyonlari ve artmis mRNA
ekspresyonlari yildizsi hucrelere sinirlidir, hepatositierin matriks
uretme potansiyelleri olmasina karsin sirozda bu degisikiikler
izlenmez

Fibrotik ve sirotik karaciger dokusunda total kollajen
miktart 8 kata kadar artar. Bu &zellikie Tip | kollajen artigidir ve
primer kaynagdi yildizsi hlicrelerdir. Disse araliginda Tip Il IV
gibi diger kollajen tipleri de artar. Sirotik karacijerde kollajen
artist yant sira laminin, fibronektin gibi non-koliajenéz
ekstrasellller matriks elemanlari  olan glikoprotein ve
proteoglikanlar 2 kati ve daha fazlasina kadar artar.

Laminin hucre adezyonu, migrasyonu, farkilagmasi ve
buylimesinde etkilidir ve kapiller formasyonda &nemii bir
medyatérdur. VWF ( von Willebrand Faktdér ) — FVII iliskili
antijen-vaskller hasar sonrast trombositlerin subendotelyal
tutunmasinl saglayan buyuk bir glikoproteindir ve normalde
hepatik sinuzoidal endotel hucrelerinde bulunmaz, fakat

deneysel fibrozis gelisiminde ekprese olurlar.



olusturur. Ratlar tzerinde yapilan ¢alismalarda normalde % 5
olan total ekstraselliler matriks (ESM) orani sirozda % 25-40° a
ulasir. Disse araligindaki ESM artisi ile‘ beraber sinuzoidal
endoteldeki fenestrasyon kaybi "sinuzoidierin kapillarizasyonu®
olarak adlandirilir. Yant sinuzoidler, non-fenestre endotel
hicreleri haline gelir, kan ile hepatosit arasinda solut alisverisini
bozan ve normalde var oimayan bazal membran ile gevrilerek
kapiller damarlara doénusurler. Boylece  kapillarizasyon
tamamlantr.

Normalde sinuzoidler, fenestre sinuzoidal endotel ile
doselidir ve Disse aralijinda saciimis halde bulunan ve yag
depolayan vyiidizs! hicreler ile az miktarda ince retikuler kollajen
fibrileri vardir, Sirozda vyildizst hUcreler prolifere  olur,
miyofibroblastiara dénusur ve fibriller koilajen ile diger ESM
proteinlerini Uretir.

Siroz gelisiminde anahtar olaylar, perisinuzoidal yildizsi
hiicreler, ekstraselliler matriks birikimi ve parankimal
mikrodamarlanmanin degisimi yant sinuzoidal
kapillarizasyondur.

Anormal matriks birikimi ise hiicre hasari ve yanginin en
yogun oldugu vyerlerde gergeklesir Fibrogenezi tetikleyen
faktorier cesitlidir: kronik yangl ve yangi hucrelerinden salinan
sitokinler (TNF-alfa, TNF- beta, IL-1, PDGF ) , hasar gbren
endojen hucrelerden (Kupffer hlcreleri ;| endotelyal hucreler,
hepatositler, safra kanali epiteli hucreleri ) salinan sitokinler,

ekstraselliler matriksin bozulmasi, toksinlerin yiidizsi hucreler

10

Disse araliginda artig gbsteren ekstraselliler métriksil_'” i

hepatositler ile sinuzoidal kan akimi arasinda major bir bariyer B



._'Uzerine direkt toksik etkisi vb. Sonucgta, hepatik fibrozisde
'I_'perisinuzoidal yildizsI hlcrelerin aktivasyonu esastir,
Asirl matriks Uretimi yaninda matriks degradasyonu da
:{ISIrozun énemli bir pargasidir. Matriksin yeniden yapilanmasinda
‘metaloproteinazlar ve inhibitérleri anahtar role sahiptirler
iEkstrase[IUIer matriksdeki degisiklikler  yiidizsi hucreler ve
"Kupffer hicrelerince uretilen proteinazlar tarafindan baslatiliyor
olabilir
_ Siroz gelisiminin temelinde progresif hucre hasari nedeni
ile olusan hepatik fibrogenez vyatmaktadir (2). Hepatik
fibrogenez; hasara karsi organin yara Iyilesmesi seklinde
 verdigi bir yanit olarak kabul edilebilir. Bu yanit ekstraseltler
ortamin kompozisyonunda (matriksde) kalitatif ve kantitatif bir
degisim ile karakterlidir Yakin gecmisde yapilan galigsmalarda
bu degisim sirasinda karacigerde normalde yag ve A vitamini
~ depolayan, Disse araliginda bulunan yildizsi hucrelerin (YH)
siroz gelisimi sirasinda aktivasyon ve proliferasyon géstererek
myofibroblastlara doénlUstudu ve kollajen sentezleyerek
fibrogenezi sagladiklan ortaya c¢ikariimistir (3,4,5). Hepatik
fibrogenez karaciger hiicre zedelenmesine karsi olusan bir

lyilesme cevabi olarak kabul edilse de, zamanla fibrozisin

olusturdugu parankimal noduller safra akisini bozar, vaskuler
yapilarin reorganizasyonu ile anormal baglantilar ve santlar
olusur (1,2). Bu santlar ve sinuzoidlerdeki kapillarizasyon
kandaki maddelerin hepatositiere ulasimini kisitlar ve oksijen
dagilimini bozarak hipoksi olusturur. Bu degisikliklere paralel
olarak hipoksi ile indtklenen anjiogenez ;, miyokardiyal veya

serebral iskemi, proliferatif retinopati ve tumoér gelisimi gibi



pekgok patolojik durumda oldugu gibi sirozdaki fibrozise de
“hemen daima eslik eder (6,7,8,9). Hipoksi etkisini bilinen en
:'potent anjiyogenik faktorlerden biri olan vaskller endotelyal
“puyume faktoru (VEGF) Uzerinden goésterir (6) Hipoksi ile
_-:'induk!enen VEGF ekspresyonu hem  transkripsiyonel
-:_zaktivasyonu (38) hem transkriptlerin stabilizasyonunu kapsar
~(39). Hipoksi boéylece, VEGF'Un transkripsiyonunu indukleyip
VEGF MRNA’sINt stabilize ederek, hepatositlerde
-.ekspresyonunu artirir (10). Bu yolla kapiller proliferasyonu
uyararak dokunun daha fazla kanlanmasini, bir baska deyisle
dokuya daha fazla oksijen gegisini saglar Aktive oimus yang!
-~ hucreleri tarafindan salinan sitokinler veya buyume faktérleri de
| ( EGF, HGF, PDGF, TGF-alfa) VEGF ekspresyonunu artiriyor
olabilir (40-44). Ancak deneysel modellerde yangl orta
- derecede olup hepatositlerde izlenen artmis VEGF
ekspresyonu paterni daha c¢ok hipoksi alanlart ile paralellik
gostermektedir (6). Normal Kkaraciger dokusunda VEGF
immunreaktivitesi santral ven cevresinde ilk sira perivenuier
hepatositler ile sinirhdir. Periventler alan parankimin en
hipoksik alanidir. Fibrotik karacigerde; yani DENA aliminin 5.-6,
haftasinda olan rat karacigerlerinde ise VEGF ekspresyonu -ve
paralelinde dokuda hipoksi beliteci olan pimonidazol-
heterojen dagilimli olmak uzere hepatositlerin % 30 ‘unda
izlenmigtir.  Sirotik rat karacigerinde (8-10. hafta) ise
hepatositlerin % 90'dan fazlasinda pozitif immunreaksiyon
dikkati cekmistir (2).

Sirozda gelisen fibrotik nodiller, yogun vaskuler

proliferasyon ile birliktedir. Sirozda her ne sebeple olursa olsun



f:-éinuzoidai perfuzyonun bozuldugu bilinmektedir Insanda ve
:f;deneysei sirozda izlenen rejeneratif noduller, yodun perinodiler

vaskuler ag ile cevrilidir (31). Bu cok sayidaki kivrimlanma

: ]‘-'-'gc‘jsteren mikrodamarlar intrahepatik vaskuler dallardan kéken

- albirlar, fibréz onarim progesi ile birlikte progresyon gésterirler ve

 tikali olan yol Uzerinden gecerler (31). Intrahepatik santlar ve

. sinuzoidlerin kapillarizasyonu sonucu hepatositlere optimum

kan akimi saglanamaz ve hipoksi olusur. Sirotik dokuda hipoksi
ve takiben anjiyogenez olusur (6) VEGF ile fibroblast blylme
faktori-2 (FGF-2) glnumize dedin bilinen en etkili anjiyogenik
faktorlerdir, tumér gelisimi ve yara iyilesmesi ile ilgili olarak
vaskuler proliferasyondaki rolleri farkli organlarda gésterilmistir
(7). Ayrica VEGF ekspresyonunu artiran baslica indikleyicinin
hipoksi oldugu gdsteriimistir (62). VEGF bu etkisini oksijen
dagihmini artirmak Gzere Kapillerlerin lokal proliferasyonunu
stimile ederek gostermektedir (52). Rosmorduc ve ark
tarafindan deneysel karaciger fibrogenezi boyunca anjiyogenik
faktérler olan VEGF ve vani sira FGF-2'nin vaskuler
proliferasyona neden oldugu gésterilmistir. Ayni calismada siroz
gelisiminden 6nce hepatositierde hipoksi olustugu ve hemen
ardindan VEGF'Un induklendigi gdsterilmistir. Hepatositlerdeki
hipoksi ile induklenen VEGF ekspresyonu, fibrogenez ile iliskili
mikrovaskUler proliferasyonda tetikleyici faktér olabilir ve bu da
karaciderin yeniden vyapilanmasina (remodelling) katkida
bulunuyor olabilir (8).

Rejenere olan rat karacigerinde VEGF vé reseptorierinin
artti§ ve sinuzoidal endotel hucrelerinin  proliferasyonuna

katkida buiundugu, vine ratlarda parsiyel hepatektomi
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:5'.“s:dnrasmda VEGF administrasyonunun karaciger
~ rejenerasyonunu  stimule ettigi, karbon tetrakiorur (CCl4)
_:.:--'éntoksikasyonundan sonra VEGF ekspresyonunun arttig!
:.éésteriimig,tir (11,12). Corpechot ve ark, deneysel sirozda
hepatoselluler hipoksi ile induklenen VEGF ekspresyonunun
_anjiyogenez ile lligkili oldugunu saptamis, VEGF'Uun aktive
'ylldiZSI hucreler tarafindan eksprese edildigini gostermistir (2).
Hipoksik sartlar altinda , VEGF yildizsi hucrelerin yani sira
-_-.vaskUler perisitlerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu da

_ saglamaktadir (45).

Hipoksi; VEGF induksiyonu ve anjiyogenez, sirotik
lezyonlardan oénce ortaya c¢ikar (8). Yani siroz gelisiminden
once olusan erken dénemdeki hipoksi karacigerin kan akimini

bozmayabilir (56). Ratlarda immunohistokimya ile

hepatositlerde VEGF'U4n erken induksiyonu gésterilmistir.
Hipoksi, VEGF' uni hem mRNA hem protein duzeyinde indukler
(57,58). Bu VEGF ekspresyonu; VEGF izoformlarinin transkript
seviyelerindeki (VEGF 120 ve VEGF 164) artis ile paralellik
gbstermektedir. Bu izoformlar vaskuler endotelyal hucrelerin
direkt olarak proliferasyon ve migrasyonunda etkili olmaktadir,
Ayni zamanda mikrodamarlarin dolasimdaki makromolekullere
gecirgenligini artirmaktadir. insanda bulunan VEGF 189
izoformu ise ekstraseluler matrikse baglanir, aktivasyon igin
proteazlar tarafindan hidrolize ihtiya¢ duyar (59). VEGF ayrica;
endotel hucrelerinde bazi proteazlarin ekspresyonunu indukler
(60), endotel hlcrelerini ve monosit prokoégulant aktiviteyi

stimule eder (61) Bu sekilde dolayli da olsa monosit
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migrasyonu ve aktive noétrofil adhezyonu ile karacigerdeki
mikrovaskuler yapilanmay indukler (61).

Eksperimental bilier siroz olusturulan ratlarda, hepatik
vaskuter proliferasyonun hepatoselluler hipoksiye yanit olarak
VEGF tarafindan lokal olarak indukienebildidi gdsterilmistir (6).
Hipoksi tek basina hepatositierde VEGF ile beraber kollajen Tip
| ekspresyonunu artirir; bu da hipoksinin hem anjiyogenez hem
fibrogenez aracihigr ile  kronik Kkaraciger hastaliginin
progresyonuna katildigini gostermektedir (2).

Ratlarda, CCl4 entoksikasyonu sonrasi  yildizst
hucrelerde ve Kupffer hucrelerinde VEGF ekspresyonunun
arttig) gosterilmistir (11). VEGF, endotelyal hicreler Uzerindeki
etkisini Fit-1 ve Flk-1 reseptérieri araciligi ile gésterir. Corpechot
ve ark., sirotik karacigerde Fit-1 mRNA ekspresyonunda artis
izlerken Flk-1 mRNA ekspresyonunda farklilik gérememislerdir
Ankoma-Sey ve ark. ise CCI4 entoksikasyonu sonras! hepatik
yildizs! hucrelerde hem Flt-1 hem Flk-1 ekspresyonlarinda artis
tespit etmislerdir, ancak bu siroz gelisiminden énceki evrelerde
gbzlemlenmistir (45). Ayni sekilde, Flk-1ekspresyonunda bir
degisim olmaksizin Flt-1 ekspresyonundaki artis hipoksiye
maruz kalan insan (human) umbilikal ven endotel hicrelerinde
de bildirilmigtir (46). Tum bu veriler birlikie degerlendirildiginde
karacigerde olusan hucre zedelenmesinden sonra ortaya ¢ikan
hipoksi ve anjiogenezin fibrogenez ile birlikte progresyon
gosterdigi ve hipoksinin karaciger fibrozisine dolaysiz olarak
Katildigr agiktir.

VEGF gibi hipoksik sartlarda fonksiyonel duruma gecen
bir baska fakidr de hipoksi ile induklenebilen faktor-1 (HIF-1)'dir.




HIF-1 ile regUle edilen VEGF, en potent anjiogenik faktérierden
biridir. Hipoksi sonucunda HIiF-1 aracilidiyla VEGF'in
transkripsiyonu indUkienir, VEGF MRNA'sInin
stabilizasyonundan sonra hucre igindeki VEGF ekspresyonu
artar (27,28). Bu sekilde kapiller proliferasyon uyarilir ve
dokunun kanlanmasi, oksijen ihtiyaci ve diger metabolik
gereksinimieri karstlanir. HIF-1 ise, HIF-1a ve HIF-1p
subunitelerinden olusmaktadir (13,14,15 ). Normoksik sartlarda
HIF-1a degrade edilirken, hipokside HIF-18 ile  birlikte
heterodimer olusturarak DNA'va baglanan fonksiyonel HIF-1
kompleksini olusturmaktadir (16). HIF-1, ayni zamanda VEGF'|
indUkleyen bir transkripsiyon faktéra olarak da bilinmektedir ve
VEGF disinda eritropoetin ve glikolitik enzimleri sentezleyen
genleri de aktive ederek hipoksiye Kkarsi doku direncini
artirmaktadir (17). Karacigerde HIF-1a' nin VEGF ile olan iligkisi
hepatoselluler karsinomda az sayida calismada arastinimis
olmasina kargin (18), bilgilerimize gdre fibrogenez geligsiminde
ve sirozda hipoksi ile yakin iliskisi olan bu faktérin anjiyogenez
ve VEGF ile iligkisi arastiriimamuistir,

Anjiyogenez solid ttimdrierin buyumesi ve metastazi igin
gerekli bir durumdur ve anjiyogenezin inhibisyonu kanser
tedavisinde umut verici bir ydntemdir. Anjiyogenezdeki rolinden
dolayt VEGF ve reseptorleri ile HIF-1 a, anti-anjiyogenik
tedavide o6nemli hedeflerdir. HIF-1, hipoksi ile aktiflenen ve
VEGF sentezini regule eden bir transkripsiyon faktorudir. HiF-1
aktivitesi eldeki mevcut HIF-1 a seviyesine bagimlidir ki, bu
durm da HIF-1a’yr 6nemli bir hedef haline getirmektedir. Yeo ve

ark. yaptiklari calismada YC-1'in HIF-1'l hedefledidini ve in vivo
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olarak tumdr anjiyogenezini inhibe ettidini goéstermisierdir (62).
Hipoksik sartlar altinda YC-1 jie HIF-1 o ekspresyonu inhibe
edilmig, VEGF ( ve aldolaz A, enolaz 1) Uzerindeki indUkleyici
etkisi engeilenmistir in vivo , YC-1 tedavisi alan farelerde
hepatosit hlicresi kdkenli ksenograft tuméorlerin  blyumesi
engellenmistir. YC-1 tedavisi alan farelerde daha az damar
sayllmis olup HIF-1 a protein ekspresyonu ve HIF-1 a
tarafindan regule edilen genler daha dusuk oranlarda tespit
edilmistir (62). YC-1, umut verici potansiyel anti-tiimér bir ajan
olarak HIF-1 ‘i hedef almaktadir.

VEGF ve HIF-1a ile iligkili olan bir baska faktér “mutant
ras’dir. Ras'lh bir protoonkogen olmasi nedeniyle o6nceki
calismalarin  buylk c¢ogunlugu solid organ tumédrlerinde
yapilmis, tumoéral dokuda ras’'in VEGF ekspresyonunu
indukleyerek anjiogenezi artirdigr bildirilmistir(19,20). Ras
ekspresyonundaki artig, intratiméral kticik damar yogunlugu
ve endotelyal proliferatif aktivite ile korele bulunmustur (21,22).
Ras onkogenini hedef alan tedavi yéntemleri ile anjiogenez
baskilandiginda solid timdér buylmesinin inhibe edildigini
gbsteren calismalar mevcuttur (23). Ancak protoonkogenlerin
sadece karsinogenezde degil normal hucre farklilasmasi ve
proliferasyonunda da rol oynadigi bilinmektedir ve siroz
karacigerinde ve hayvanlardaki siroz modellerinde ras
protoonkogen ekspresyonunun arttidi gosterilmistir (24). Liu ve
ark. yaptiklari calismada sirotik karacigerierin % 90,9'unda
sirotik nodullerde  hepatositierin  ¢coguniugunda in  situ
hibridizasyon y&ntemi ile diffuz olarak c-H-ras mRNA’sinda artis

gézlemiemisglerdir (24) Yine sirozda p21 ras onkoproteini de




immunositokimyasal olarak  sirotik nodulleri  olusturan
hepatositlerde %87 (47) ve % 94 (48) oraninda g&sterilmistir.
Bazi calismalarda c-N-ras (49) ve c-Ki-ras (50) mRNA sirozda
yuksek seviyelerde bulunmustur. Ayrica Reif ve ark. ratlarda
olusturulan  deneysel sirozun ras antagonisti  olan
farnesiltiosalisilik asid ile inhibe ediiebildigini gdstermiglerdir
(25).

Ras onkogeninin bir 6zelligi de VEGF ekspresyonunu
artirrken &8te yandan bir anti-anjiyogenik faktér olan
trombospondin-1  (TSP-1)  ekspresyonunu  baskilayarak

anjiyogenezde farkh bir yoldan stimulan etki géstermesidir (26),
TSP-1, multifonksiyonel trimerik matriseluler bir protein olup

tumoér gelisimi ve vaskuler yeniden sekillenme (remodelling)

. strasinda yeni damar olusumunun gugclu bir inhibitéradur (27).

| Trombospondinler 5 ayri tipi bulunan kalsiyum baglayan
homotrimer yapida ekstraselliler yapida glikoproteinlerdir (53)
Prototip olarak belirtilen TSP-1, yara iyilegsmesi ve tumor
:"".b['}ytlmesi sirasinda anjiyogenezin regulasyonu, yangisal cevap
- Ve trombosit agregasyonunda gérev yapar. TSP-2 de ayni
_gbrevlerin yani sira esas olarak karilaj doku ve diger bag
:dokuda eksprese edilir; kondrosit tutunmasi |, farklilagsmasi ve
kartilaj dokunun ekstraselitler matriks yapiminda etkilidir. TSP-
3 ve TSP-4 hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Hicre tipine ve
TSP tipine bagll olarak hlcre iskelet organizasyonu ve hicre
h‘ligrasyonu, hicre proliferasyonunun modulasyonu gibi diger
ekler ile ekstraselliler proteazlar, sitokinler ve blyume

aktérieirinin fonksiyonlar: uzerinden indirekt etkileri vardir. TSP-

1 ve TSP-2 icerdikleri “tip 1 bélge” nedeni ile anjiyogenezin
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nhibisyonunu  saglarlar.  TSP-1 ve TSP-2 meme
karsinomiarinda tumér dokusunda endotel hicreleri ile stromal
fibroblastlarda kuvvetle eksprese edilir (54). Ozellikle TSP-1 ‘in
_.':..'_-anti-anjiyogenik etkisi yani sira ortamdaki miktarina bagimli
olarak proanjiyogenik etkisinin olabilecegi de bildirilmistir.
'-;-.N‘;tekkm Poon ve ark. 80 hepatoselller karsinom olgusundan
-_;%52 ‘sinde tumdr hticrelerinde , % 65 ‘inde stromal hlicrelerde
yuksek TSP-1 ekspresyonu iziemiglerdir ve VEGF ekspresyonu
.ie korele bir sekilde vyuksek TSP-1 ekspresyonunun
a_injiyogenezi indukleyen proanjiyogenik bir etki gosterdigini éne
éurmUslerdir (65). TSP-1 transkripsiyonu c-fos, c-jun ve ras
onkogenleri tarafindan inhibe edilr. TSP-1 endotel hucre
g:t‘)c;i'mtf engelieyerek, endotel hlcre apoptozisini indukieyerek
buyime faktdrlerinin mobilizasyonunu inhibe edip endotel
hlicre yluzeylerine ulasmasini engelleyerek anjiyogenezi inhibe
éder.. TSP-1'in yoklugunda VEGF mobilizasyonu daha yUksek
seviyelerdedir. Tumér tedavisinde TSP-1 veya TSP-2
duzeylerini artirmak suretiyle anjiyogenez inhibe edilerek tumor
blyumesi yavaslatiimaktadir. TSP-1 duzeyinin artiriimast,
kémoterapétik ajanlarin anti-anjiyogenik ve anti-tumér etki
gostermelerine aracilik etmektedir (55).

Bilgilerimize gbre hepatik fibrogenezde ve sirozda
anjiogenez ile VEGF ekspresyonu arasindaki iliski ve ras
P'rOtoonkogen ekspresyonu az sayida c¢alismada ele alinmis
olsa da bu iki parametre ile iliskili olan HIF-1a, bir anjiogenez

nhibitéri; olan TSP-1 ‘in iligkisi ve etkisi bilinmemektedir
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Yontem

Deney gurubu 22 rat, konirol grubu 8 rat olmak tzere ,
ucut agirh@ ortalama 250 gr olan toplam 37 adet erkek erigkin
Wwistar rat ¢alismaya dahil edildi. Ratlar maksimum 5 rat bir
Iéfese alinarak cesme suyu ve normal diyet ile beslenerek 12
aatlik 1stk déngusu ile takip edildi. Deney grubundaki ratiara
ietilnitrozamin ( DENA, Sigma, St Quentinen Yvelines, France)
00 mg/kg—vucut agirhgr seklinde haftada bir kez
Straperitoneai yol ile verildi Deney grubu toplam aldiklar
aftalik DENA enjeksiyonu sayisina gdre 6 gruba ayrilarak bu
j;_:rupiara sirastyla 2 (n=4), 4 (n=5), 5 (n=5), 6(n=5), 8 (n=5), 10
'ﬁ=5) hafta boyunca DENA enjekte edildi. Kontrol grubuna ise
aftada bir kez yine 100mg/kg-vicut agdirligi sekliinde
fesaplanarak serum fizyolojik (% 0.9 Na CI) intraperitoneal
__:h_jekte edildi. Ratlar son enjeksiyonlarindan 2 hafta sonra eter
hhalasyonu  ve servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi
Hfépatektomi ile elde edilen karacidere ait doku drneklerinin bir
6lumi HIF-1a \ VEGF ve TSP-1'in immunohistokimyasal olarak
'_:"'e'g“;eriendirilmesinde kullantllan  y&éntemler taze dokuyu
__fé_rektirdigjinde hemen likid nitrojen ile dondurulup -70 derecede
akland) Karacigerin diger bolumi ise; immunohistokimyasal
Oyama yontemi ile c-ras ekspresyonunun degerlendiriimesi,
1€matoksilen-eozin histokimyasal boyama ydntemi
istopatolojik bulgulanin  degerlendiriimesi ve kicik damar

8yImi ile anjiogenezin degerlendiriimesinde gerekli olan CD 34
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_ immunohistokimyasal boyama  yénteminin  uygulanmasi
amaciyla % 10 ‘luk tamponlu nétral formalinde fikse edilerek

parafine gobmuldu.
3.2. Histopatolojik — immunohistokimyasal inceleme

HIF-1 a, TSP-1 ve VEGF immunohistokimyasal boyalari
¢in -70 derecede saklanan doku &rneklerinde 6 mikrometre
kalinhginda frozen kesitler kromalinli lamlara alinarak
'Streptavidin —Biotin teknigi uygulandi. Alinan kesitler 30 dk
stireyle havada kuruduktan sonra 10 dk soguk asetonda fiske
:'5':;'__edildi ve ardindan 3 kere 5 dk boyunca PBS ile yikandi. PBS ile
< ilue edilmis %1 hidrojen peroksit kullanilarak 10 dk inkubasyon
onrasi 2 kere 5 dk boyunca PBS ile tekrar yikandi. Bir saat
oyunca PBS ile hazirlanan %1,5 dilusyonda blocking serum ile
nkube edildi. Ardindan oda sicakliginda 30 dakika boyunca
rimer antikor ile inklibe edildi. Tekrar 3 kere 5 dakikalik PBS
lkamasi yapildi. Otuz dakika biotinli sekonder antikor ile
nkube edildi. Ug kere 5 dakikalik PBS yikamasi ardindan 30
k AB enzim reagent ile inktbe ve tekrar PBS ile yikandi ( 3x5
_'k).. 1-3 damila peroksidaz substrati ile 10 dk inkubasyon
"onraSI lyonize su ile 5 dk yikandi. Son olarak zit boyama icin
€matoksilen uygulandi.

| c-ras ve CD 34’e yobnelik immunohistokimyasal boyama
__in parafin bloklardan 4 pm kahnli§indaki kesitler hazir
?fhroma!ium—gelatin adhesive' ile kapl lamlar Uzerine alindi
5°C'de etlivde bir gece eritilip, ksilolde iki kere 5'er dakika

Irakilarak deparafinize edildi Daha sonra ksilol ve azalan
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derecelerde alkollerden gegirilip 1 dakika distile suya alinarak
hidrate edildi. Bundan sonra kesitlere antijenin yeniden
kazaniimasi amaciyla ‘Antijen Retrieval’ islemi uygulandi. Bu
islem, 0.01 M sitrat solusyonu iginde pH:6.0’da sivi seviyesi
lamlarin Uzerini kapatacak ve kesitler kurumayacak sekilde
90°C'de 20 dakika mikrodalga firinda kaynatimasi ile
gercekiestirildi. Daha sonrada oda 1sisinda 20 dakika
sogumaya birakiidi.

Endojen peroksidaz enzim blokasyonu icin %3’luk H,O,
solusyonu ile kesitler 10 dakika inkube edildi. Daha sonra
preparatlar tamponlanmis fosfat solusyonunda yikanarak 5
dakika bekletildi. Zemin boyanmasini 6nlemek amaciyla kesitler
5-10 dakika ‘blocking’ solusyonunda bekletildi. Daha sonra
preparatlar kuruland:. Primer antikor ile ustleri kaplanan doku
kesitleri c-ras ve CD 34 ile 1 saat inkube edildi Kesitler
tamponlanmis fosfat solusyonunda 5 dakika bekietildi. Primer
antikor ile enzim tasiyan antikor arasi baglayict gbrev yapan
Linking Reagent ile doku kesitleri 15 dakika inkube edildi,
Labelling Reagent streptavidin ile konjuge edilmis ‘horseradish’
peroksidaz ile dokular 15 dakika inktube edildi. Kesitier
tamponlanmis fosfat solusyonunda 5 dakika bekletildi.
‘chromogenic substrate’ (DAB) ile 5 dakika inkUbe edildi.
Preparatlara Hematoksilen ile zit boyama yapildi ve artan
derecelerden alkollerden ve ksilolden gecirilip lamelle kapatild:.

Her boyama i¢in tum inkubasyon basamakiari oda
sicakliginda ve nemli ortamda gercgekiestiriidi. Renklendirici

olarak Diaminobenzidin kullanildi. Olusan kahverengi renk
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reaksiyonu pozitif olarak kabul edilip isik mikroskobunda
degerlendirildi.

VEGF, HIF- 1 a, ras ve TSP-1 igcin immunohistokimyasal
yontem sonrasi rat karaciger dokularinda boyanmanin varligi
siddeti ve yayginligi degerlendirildi.

CD 34 ile mikrodamar yoguniugunun (MVD)
degerlendiriimesinde, 6ncelikle kuglk buyutmede ( x 50 veya
x100'de) kesitler tarandi. En yiksek mikrodamar yodunluguna
sahip ‘hot spot’ 10 alanda x 200 bUyUtmede, mikrodamar
sayimi  yapiidi.  Damarlar sayilirken lumen  olusturup
olusturmamalarina bakilmaksizin, tek bir endotel hiicresi veya
kucuk endotel hucre toplulukiari ve lameni 50 ym capindan
buylk olmayan (8-10 taneden fazla eritrosit igcermeyen)
damarlar da sayima dahil edildi. Digerlerinden tam olarak ayirt
edilemedikge, dallanmall yapilar tek damar olarak sayildi. Bu
alanilarin ortalamasit ile elde edilen deger, vaka igcin MVD degeri
olarak kabul edildi {(28).

Cizelge 3.1. Kullanilan antikoriarin ézellikleri

MARKA KODU KESIT | DiLUSYON
HIF-1 o Santa Cruz SC-8711 Frozen 1:2500
TSP-1 Santa Cruz SC-12312 Frozen 1:200
VEGF Santa Cruz SC-507 Frozen 1:200
c-ras Neo Markers RB-1627-P1 Parafin 1:250
Cbh 34 Santa Cruz SC-7045 Parafin 1:500




3.3. istatistiksel analizler

Veriler Statistical Package for Social Science (SPSS)
istatistik paket programi (10.0 suriim) ile analiz edildi (SPSS for
Wwindows, U S A)). Gruplar arasindaki farklarin sayisal élgumieri
icin Bonferroni duzeltmesi ile Mann-Whitney U testi, Kruskal-
Wallis varyans analizi ve Spearman rank korelasyon testi
kullanildi. Tum analizlerde p< 0,05 degerleri anlamh kabul
-~ edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada deney grubunu olusturan toplam 29 adet
_eriskin Wistar rat haftada bir intraperitoneal olarak verilen
toplam DENA enjeksiyonu sayisina gére 6 gruba aynldi.
'="Kontro| grubuna (Grup 1{n=8)) 10 hafta boyunca intraperitoneal
yolla serum fizyolojik verildi. Her bir rat son enjeksiyonlarindan
2 hafta sonra sakrifiye edildi. Deney plani Cizelge 4.1'de
_ayrintili olarak agiklanmistir.

Cizelge 4.1. Deney plani.

- HAFTALAR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
'Grup 1 (n:8) & e & @ & & @ € & @
Grup 2 (n:4) - -

Grup 3 (n:5) a a [ L

Grup 4 (n:5) . " m B a

Grup 5 (n:5) = = a [ x n

Grup 6 (n:5) - n . B ] L n a

Grup 7 (n:5) a a " n n m = m = B

e %0,9’luk NaCL, m 100mgr/kg intraperitoneal DENA

Sakrifiye edilen ratlardan elde edilen karaciger
~ dokularinda makroskopik olarak kontrol grubunda herhangi bir
ﬁ-f-:patoloji izlenmezken, Ozellikle 6. ve 7. Gruplarda karacigerin
normal yapisint kaybederek ince fibréz bantlar ile kigik
_nodullere aynidig goruldi (Sekil 4.1.).




Sekil 4.1. Altinci grupta ( a ve b) ve 7. grupta (c ve d) karaciger
yuzeyinde izlenen ince fibréz bantlar ve noduller.

Karaciger dokularinin  hematoksilen-eosin  boyama
yontemi ile yapilan mikroskobik incelemesinde; kontrol
grubunun tumunde normal yapilanmanin korundugu izlendi
(Sekil 4.2a.). Fibrogenezin 4. ve 5. gruplarda portal alan
genislemesi ve fibréz bantlar seklinde ortaya ¢iktigr géruliurken
(Sekil 4.2b), 6. ve 7. gruplarda daha belirginleserek normal
yaplyl ortadan kaldirdi§i, 7. grupta rejeneratif nodullerin
olustugu goruldu (Sekil 4.2. ¢ ve d).

7.Grupta karacigerde izlenen diffuz nodilasyona ek olarak
bazi noduller igerisinde yer alan hepatositlerde nukleusliarda
pleomorfizm, kromatin kondansasyonu ve sitoplazmada
eozinofili ile karakterli displastik degisiklikler izlendi (Sekil 4.3.)



2

Sekil 4.2. Hematoksilen-Eozin boyama ybnteminde
histopatolojik bulgular. 6. ve 7. gruplarda bag dokusu
gelisimine eslik eden damarlanma belirgindir. [a: kontrol

grubu (x50); b: 5. Grup (x100); c: 6.Grup (x100);
d: 7.Grup(x100)]



Sekil 4.3. Yedinci grupta nodullerin birinde izlenen displastik
dedisiklikler.

Tum gruplarda izlenen MVD ile VEGF, HIF-1a, TSP-1 ve c¢-
ras boyanma yuzdeierine ait ortalama, median, minimum ve
maksimum sirasiyla Cizelge 4.2., Cizelge 4.3., Cizelge 4.4.,
Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.da belirtiimistir.

MVD’nin ilerleyen haftalar boyunca olusan fibrogeneze paralel
olarak arttigr ve dzellikle fibrogenezin belirginlestigi 5. grup ve
Uzerindeki gruplarda MVD’nin genel ortalamanin Uzerinde
oldugu dikkati cekti. MVD’nin kontrol ve diger grup degerleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goéralda

(p<0.05). Kontrol grubu disindaki gruplardan Grup 2, 3, 4

ve 5 arasinda MVD (=MDS, mikrodamar sayisi) degerleri




gsindan  fark izlenmezken diger gruplar arasindaki fark
elirgindi (p<0 05) (Sekil 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7.).

VEGF boyanma ylizdeleri karsilastirildiginda sadece grup
ve 4 arasinda fark bulunamad. Diger  gruplarin
arsilagtinlmasinda ise grup degerleri arasindaki fark anlamiiydi
5};0.05) (Sekil 4.8., 4.9. ve 4.10.)

VEGF ve HIF-1a'nin 6zellikle fibrogenezin bulunmadigi
ruplarda santral venler gevresinde sinirli olarak eksprese
Bi[digi izlenirken fibrogenezin bulundugu ve yogun oldugu
irf:upia_rda santral ven cevresinden portal mesafeye dogru
E’jnelim gosterecek bicimde pozitiflik gosterdidi izlendi (Sekil
10 ve 4.11)

HIF-1a boyanma yuzdeleri incelendidinde 2. ve 3. gruplar

irbirinden belirgin olarak farklydi (p<0.05) (Sekil 4.11, 4.12 ve
13). |

- TSP-1 ile kontrol grubu ile 2. ve 3. gruplarda boyanma
lenmedi. Dérduncu grup ile 2. ve 3. grup arasinda fark
'_!enmezken diger gruplar arsindaki farkin anfamli oldugu
oruldu (p<0.05) (Sekil 4.14., 4.15 ve 4.16).

_ c-ras ile tum gruplarda boyanma izlendi. Ozellikle
epatositierin  sitoplazmasinda pozitifiik dikkati cekti. Bazi
ési_tlerde pozitifligin periportal hepatositierde baskin oldugu
lendi Diger parametrelere benzer olarak c-ras boyanmasinda
a ilerleyen haftalar boyunca boyanma ylzdesinde bir artis
lenmesine karsin sadece kontrol grubu ile = diger gruplar
rasinda ve 6 ile 7 gruplar arasindaki fark anlamh bulundu
P<0.05) (Sekil 4.17. ve 4.18)

rasinda fark izlenmezken diger tum gruplarin degerleri



Cizelge 4.2. CD 34 ile belirlenen mikrodamar yoguniuklarmin

(MVD) gruplara gére istatistiksel degerleri.

MVD
Ortalama+SD | Median | Minimum | Maksimum
Grup 1 (n:8) 3.38+1.19 3 2 3
Grup 2 (n:4) 5+0.82 5 4 6
Grup 3 (n:5) | 6.40+1.14 6 5 8
Grup 4 (n:5) 7.20+0.84 7 6 8
Grup 5 (n:5) 8.20+1.48 8 6 10
Grup 6 (n:5) | 10.20+1.92 10 8 13
Grup 7 (n:5) | 13.40x1.14 13 12 15
Total 7.41+3.45 7 2 15

: MDS'nin gruplarda yer alan tiim ratlardaki degeri

MDS

QO N A O

Grup 0

- Sekil 4.4. Gruplara gore MVD degerleri

71 -




é MDSW';nn gruplardaki ortalrarmaﬂ, ni'iri:;imum ve maksimum
16 degerleri

MDS

Grup 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.6. Damarlarda CD34 pozitifligi. Kontrol grubu (a)X200,
3. grup (b) X100, 5. grup (c)x100 ve 7. grupta (d) x 100.
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risindeki damar yapuilarinda CD34 pozitifligi (x400).

VEGF(%)
OrtalamazSD | Median | Minimum | Maksimum

:8) 3.63+1.85 3 2 8
:4) 9.50+3.11 8.50 7 14
:5) | 18.20+1.92 19 15 20
:5) | 18.60+1.67 19 16 20
:5) | 27.60+2.07 28 25 30
:5) | 42.80+8.29 45 32 54
:5) 79+14.75 85 55- 90

26.97+24.91 19 2 90
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A: Tiim deneklerde VEGF'iin hoyanma yluzdesi

Grup O 1 2 3 4 5 6

ortalama, minimum ve maksimum degderleri

100

80

60

VEGF

40

20

0
Grup 1 2 3 4 5 6

Sekil 4.9. Gruplara gére VEGF boyanma degerleri.
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Sekil 4.10. Kontrol (a), 3. grup (b), 5. grup (c) ve 7. grupta (d)
VEGF boyanmas (x200).

Sekil 4.11. Kontrol (a), 3. grup (b), 5. grup(c) ve 7. grupta (d)
HIF-10. boyanmasi (x100).
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@Gruplarda  HIF-1a  boyanma  yuzdelerinin

HIF-1a(%)
rtalama=SD | Median | Minimum | Maksimum
0.25+0.46 0 0 1
1.75+0.50 2 i >
2.60+0.55 3 2 3
412.20+1.48 12 10 14
14.60x0.89 14 14 16
24.80x4.60 24 20 32
__ 54.80:£3.96 56 48 58
349741812 | 12 0 58

Tiim deneklerde HiF-1 alfa'ninboyanma yiizdesi

2 Gruplara gére HIF-1a boyanma ylzdeleri.

35



| B: HIF-1 ;l_fa boyaﬁma yﬂzdésininﬂcile;ney grublarmda ]
} %0 ortalama, minimum ve maksimum degerleri
| BO | el im0 et

e

‘©

— 40 -

—

T

20—
0 .

 Grup 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.13. Gruplara gore HiF-1a boyanma degerleri.

Cizelge 4.5. Gruplarda TSP-1 boyanma ylzdelerinin
istatistiksel degerleri.

TSP-1
Ortalama=SD | Median | Minimum | Maksimum
Grup 1 (n:8) 0 0 0 0
Grup 2 (n:4) 0 0 0 0
Grup 3 (n:5) 0 0 0 0
Grup 4 (n:5) 1+2.24 0 0 5
Grup 5 (n:5) | 11.40x2.19 10 10 15
Grup 6 (n:5) 5118.22 55 40 60
Grup 7 (n:5) 86+6.52 85 80 95
Total 20.19+31.64 0 0 95
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A: Tiim deneklerde TSP-1'in boyanma yiizdesi

100

80

60

TSP-1

40

20

Grup O 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.14. Gruplara gore TSP-1 boyanma ylzdeleri

B: TSP-1 boyanma yl'.izdésinin deney gruplarinda
ortalama,minimum ve maksimum degerieri

100

80

60

TSP-1

40

20

ol
Grup 1 2 3 4 5 6 7 .

Sekil 4.15. Gruplara gére TSP-1 boyanma degerleri.
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Sekil 4.16. Fibrogenezisin bulundugu 4. grup (a,b x100) ve 7.
grupta (c, d x400) TSP-1 pozitifligi.

Cizelge 4.6. Gruplarda c-ras boyanma ytzdelerinin istatistiksel

degerleri.
c-Ras(%)
Ortalama+SD | Median | Minimum | Maksimum

Grup 1 (n:8) 0.87+1.64 0 0 i
Grup 2 (n:4) 22.50+9.57 25 10 30
Grup 3 (n:5) 2010 20 10 30
Grup 4 (n:5) 21547 20 15 30
Grup 5 (n:5) 2115.47 20 15 30
Grup 6 (n:5) 12+4.47 10 10 20
Grup 7 (n:5) 22+4.47 20 20 30
Total 15,59+10.10 20 0 30
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Sekil 4.17. Fibrogenezisin bulundugu 4. grup (a x100) ve 7.
grupta (b x100; ¢, d x400) c-ras pozitifligi.

Sekil 4.18. Periportal hepatositlerde c-ras pozitifligi.
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Calismada ele alinan parametrelerin grup ortalamalan ve

istatistiksel

anlamhlikfarr ile

sunulmustur.

ilgil

veriler

Cizelge 47 de

Cizelge 4.7. Gruplar arasinda tum parametrelerin ortalamalari ve

karsilagtirmalar. Ust simge ile isaretli olanlar disinda gruplar

arasindaki farklar anlamlidir.

MDV VEGF(%) | HIF-1a(%) | TSP-1{%) | C-RAS(%)
Grup 1 3.38+1.19 | 3.63%1.85 | 0.25%0.46 0 0.871.64
Grup 2 5+0.82* @ 9.50%3.11 | 1.75+0.50° 0 29 50+9.57 |
Grup 3 | 6.40+1.14* | 18.20+1.927 | 2.60%0.55% 0 20+10 ]
Grup 4 | 7.20%0.84* | 18.60+1.677 | 12.20£1.48 | 1+2.24 21+5.47 )
Grup5 | 8.20+1.48* | 27.60+2.07 | 14.60+0.89 | 11.4022.19 | 244547
Grup6 | 10.20+1.92 | 42.80+8.29 | 24.80+4.60 | 51+8.22 1214.47
Grup7 |13.40%1.14| 79+14.75 |54.80£3,96 | 86+6.52 22+4.47

* p>0.05 ; t p>0.05 ; ¥ p>0.05; 'p>0.05

Spearmann-rank Korelasyon testinde tum degiskenler

arasinda kuvvetli bir iliski oldugu goruldu (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Calismadaki parametrelerin Spearmann-rank

korelasyon testi ile saptanan r degerleri.

LTSP—1(%)

VEGF(%) HIF-1a(%) TSP-1(%) | C-RAS(%)
MDV 0.916 0.917 0.834 0.435
VEGF(%) 0.969 0.887 0.477
HIF-1(%) 1 0.899 0.441
0.223*

* p>0.05. Diger tiim degerler i¢in p<0.01




RTISMA

:-.'.ozun gelisiminin en onemli 6gesi fibrogenezisdir ve
te yaptlan calismalarda anjiyogenez ile iligkisi
Imistir  (6,7,8,9). Olusan anjiyogenezin hipoksi ile
K|endigine dair ¢ok sayida kanitlar vard[rr Bazi bulgular
oksi ile indUklenerek anjiyogenezi duzenleyen faktorlerin
‘39“ olarak fibrozisi etkiledigine isaret etmektedir. Biz de bu
acla calismamizda deneysel karaciger fibrozisi boyunca
?éan anjiyogenezi kantitatif olarak belirleyip hipoksi ve
J;yoge”ez ile iligkili olan faktérlerden HIF-1a, VEGF, TSP-1
o-ras ekspresyonu ile iligkisini arastirmay! amagladik
_.:__.Qailgmamizda ilerleyen  haftalar boyunca olusan
,-ogeneZIS ile anjiyogenezin (MVD) iliskili oldugunu saptadik.
rilerimize goére kontrol grubu ile fibrozisin tam olarak
}“;.gmedigi 2., 3. ve 4.‘gruplarda MVD, fibrozis izlenen
Qplardan oldukga disuk seviyede olup gruplar arasi farklarin
étistiksel olarak da anlamli oldugu iziendi(p<0,05) Onceki
lismalarda anjiyogenez ile fibrozis arasindaki paralellik
anmis olsa da bilgilerimize gére objektif olarak kuguk
fnar sayimt ile fibrozis arasindaki iligki arastinimamistir ve
;_a|'|§mam|zm sonuglar bu iliskiyi ortaya koymaktadir.

Deney grubumuzda VEGF boyanma ytizdesinin fibrozis
artisina paralel olarak arttigi ve hem MVD hem de diger
parametreler ile arasinda pozitif bir iliski oldugu gérulmustur,
éilindigji gibi VEGF en potent anjiyogenik faktérlerden biridir ve
i:'_.atiarda parsiyel hepatektomi sonrasinda VEGF
ékspresyonunun rejenerasyonu indukledigini gosterilmistir (63).

'@orpechot ve ark (2), DENA ile olusturduklari deneysel siroz

H




rat karacigerierinde VEGF ve Kollajen |

e
onunu artirdigint  gézlemiemislerdir. Bu c¢alismada
Kspresyonu normal rat karacigerinde periventler
rile sinirl iken (hepatositlerin yaklasik % 3'), sirotik

dé hepatositlerin - %  90'indan fazlasinda VEGF

au tespit edilmistir. Yazarlar Kollajen | ekspresyonunu
_ ne alarak hipoksinin kronik karaciger hastaliklarinda

yuogenez hem de fibrogenez tzerinde etkili olabilecegini
é|ard|r“
;?biliyer siroz olusturdukiar ratlarda; hepatositlerde

Rosmorduc ve ark. (8) ise deneysel model

e EGF-2 ekspresyonunu incelemiglerdir. Normaide
Ier yerlesimli 1 -2 sira hepatositlerde izlenen VEGF ve
presyonunun safra kanali ligasyonundan 7 hafta

geligimi ile beraber hepatositlerin % 100'unde
ildigini gostermislerdir. Ishikawa ve ark (11) karbon
ar entoksnkasyonundan 24 saat sonra hepatik VEGF
-kspresyonunun arttigini ve 168. saatte huicre nekrozu
 kalkarken —ekspresyonunu baskin hale geldigini
:ierdir” Bizim c¢alismamizda da VEGF ekspresyonu,
| grubunda -normalde karacigerin en hipoksik alani olan-
niler alanda sinirli hepatositierin ortalama % 3'unde
:-:’1§t|r. 7 Grupta yani vaskularize fibréz septalarin izlendigi
aracigerde iS€; VEGF ekspresyonu istatistikse! olarak
o bir artis gostererek (p< 0,05) hepatositlerin ortalama
_’unda pozitif bulunmustur. Bu artigi CD34 ile belirlenen
| e koreledir. Sonug olarak verilerimiz literatur zie uyumiu

}VEGF ekkspresyonunun anjiogenez ile iliskili oldugunu

?_tjfmigtir.
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Qai;gmamlzda VEGF ekspresyonu hepatosit
ls’!azmalarinda guclu pozitifik seklinde izlenmistir. Bazi
ma[arda ise VEGF mRNA ekspresyonu hepatositierin yani

is
- kupffer hucrelerinde ve yiidizsi hicrelerde de izlenmistir

N pizim calismamizda ise hepatositler disindaki huicrelerde
é"presyon izlenmemigtir  Bu farkin nedeni c¢alismalar
Lindak yontem farkliliklarina bagli olabilir.

. EGFUn ekspresyonunu regule eden faktorlerden biri de
FAardir HIF-1 a ekspresyonunun anjiyogenez ve VEGF gibi
or anjiyogenez duzenleyici faktorler ile iliskisi karaciderin
'.:1.i9n tumorlerinde arastiriimis olmasina karsin bilgilerimize
re deneysel olarak olusturulmus fibrogenez ve siroz
gel',g,immdeki rolt henuz bilinmemektedir. Bizim calismamizda
ve 3 gruplar digsinda , HIF-1 a boyanma ylzdesinin
_lamalari tum gruplarda anlamli farkliliklar géstermistir.
as1 hem VEGF hem de diger anjiogenez ile iligkili
metreler ile guclt bir iligki gostermektedir. HIF-1 a hipoksi
e aktive olarak VEGF'Un transkripsiyonunu induklemektedir.
blayislyia karacigerde olusan fibrogenezise eglik eden
fé-hjiyogenezin olusumunda HIF-1 a'nin VEGF ekspresyonunu
Lrtirarak etki ettigi dustndlebilir. Ayrica hem HIF-1 a hem de
QEGF hipoksik sartlarda aktive olduklarindan verilerimiz
karaciger fibrogenezisi ile hipoksi arasindaki iligkiye de isaret
:é{mektedir.‘ Ancak bulgularimizin ileride yapilacak calismalar
fﬁe desteklenmesi gerekmektedir.

TSP-1'in yara lyilesmesi ve tumoér buyumesi sirasinda
_anjiogenezin regulasyonunda roll oldugu gosterilmistir.  TSP-1

{emel olarak anti-anjiyogenik olarak kabul edilse de potent



roanjiogenik etkisinin olabilecegine dair kanitlar vardir.
_ Ornegin; hepatoselluler karsinomlarda TSP-1 ekspresyonunun
VEGF ile korele oldugu gésteriimis ve TSP-1in VEGF ile
njiyogenezi indukledigi  6ne  surblmustur.  Literaturde
aracigerde fibrogenez boyunca TSP-1 -ekspresyonunun
ncelendigi bir galisma bulunmamaktadir. Bizim calismamizda

_TSP-1 ekspresyonu, fibrogenezin bulunmadigi ve MVD'nin

{isuk oldugu kontrol grubu, 2. ve 3. grupta izlenmedi. Ayrica
E"ﬁbrogenezin hafif oldugu 4. grupta boyanma ylzdesinin %1
f::"oldugu g6ruldi. Buna karsin fibrogenezin gittikge arttigi 5.,.6. ve
':-3'3:7” grupta sirasiyla %114, %51 ve %86 oraninda izlendi.
Ayrica MVD, HIF-1 a ve VEGF ile arasinda guglu bir iligki
oldugu géruldu. Her ne kadar ileride genig serilerde yapilacak
calismalar ile desteklenmesi gerekse de bulguiarimiz deneysel
karaciger fibrogenezinde olusan anjiyogenezde TSP-1
:f.ﬁi ekspresyonunun, HIF-1 a ve VEGF ile baglantili olarak rol
aldigint géstermektedir.

Calismamizda c-ras ekspresyonu Kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda farklihk géstermis olmasina karsin 6. ve 7.
grup diginda diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gériilmemistir. Ek olarak ¢alismada kullanilan diger
parametreler ile c-ras ekspresyonu arasinda bir iligki
bulunamamistir. Gecmis vyillarda sirotik karacigerlerde ras
ekspresyonu arastirilmistir. Liu ve ark. (24) ; 11 siroz vakas!
Uzerinde yaptiklan c¢alismada in situ hibridizasyon yéntemi ile
proto-onkogenlerden c-jun, c¢-fos ve c¢-H-ras duzeylerini
incelemiglerdir.  Kontrol - grubundaki  normal  karacider

dokularinda pozitif bulgu izlemezken, siroz olgularinin
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girotiK nodulleri olusturan hepatositierin hemen

(as mRNA ekspresyonunu géstermiglerdir. Zhang
_ -N-ras MRNA dizeylerinin, Haritani ve ark. (50)
:mRNA diizeylerinin sirotik karaciger dokusunda
rﬂ@erdirﬁ Yine sirozda p21 ras onkoproteini de
myasal olarak  sirotik nodulleri  olusturan
_ 04,87 (47) Ve % 94 (48) oraninda gosterilmistir.
e ark (47); sirotik karacigerlerin % 59'unda
<it ras p21 antijenini pozitif olarak degerlendirirken
o igef dokusunda negatif bulmuslardir.
jarak Reif ve ark. (25), tioasetamid ile siroz
én ratiara 12 hafta boyunca ras antagonisti olan
ik asit(FTS) vermiglerdir. Histopatolojik olarak

isil

- yang skorlarinda azaima tesbit etmiglerdir. Ayn

gadece tioasetamid alan ratlarda Western blot
as duzeyinde artis izlerken; beraberinde FTS verilen
hzeylerinde anlamh derecede azalma oldugunu
Karaciger fibrogenezi boyunca ras
unun inhibisyonunun  deneysel olarak siroz
engelledigi sonucuna varmiglardir. Bizim
a.'r.nIZm sonuglar! ise fibrogenez ile c-ras onkogen
syonunun arttigini gostermekle birlikte ne anjiyogenez ne
yogen
1 gésterilememigtir Solid organ tumorlerinde TSP-1 ile

kspresyon ar
g,mamlzda boyle bir iliski saptanmamistir,

ezle iligkill faktorler ile c-ras ekspresyonu arasinda

asinda negatif bir iliski oldugu gésterilmis

a call

6 ve 7
o farkiik ise anjiogenezden c¢ok deney grubu

gruplardaki c-ras onkogen ekspresyonundaki

e



‘?mamxza toplam 37 adet erigkin Wistar rat dahil edildi
__ ontrol grubu (1. Grup) olusturan 8 tanesine haftada
Ef'-r-itoneal yol ile %0,9 NaCl (serum fizyolojik) verildi.
h 29 rat haftada bir intraperitoneal DENA veriimek
lam DENA enjeksiyon sayisina gére 6 gruba ayrildi.
n enjeksiyondan 2 hafta sonra sakrifiye ediierek
dokulari elde edildi. Histopatolojik incelemede
. haftalar boyunca geligen fibrogeneze ile ona eslik
anjiyogenez arasindaki iliski; anjiyogenik ve anti-
onik  faktorlerin ekspresyontarindaki  farkhliklar
njdiriierek a¢ida ¢ikarildi. Anjiyogenezi degeriendirmek
2 olgularda CD34 ile mikrodamar sayisl belirlendi ve
+ parametrelerle ile olan iliskisine bakild

c;'plam 8 ve 10 kere DENA enjeksiyonu alan son iKi
. mikroskobik  incelemede karacigerde diffuz
'yonlarln gelistigi ve vaskularize fibréz septalann variigi,
oz gelisimi dikkati cekti.

ig_:'.i:':!':érleyen haftalar boyunca artan fibrogeneze paralel olarak
d:'genezin gelistigini; kontrol grubu ve diger gruplar arasinda
st|ksel olarak anlamh farkliik gésteren MVD degerleri ile
'rdlk (p<0,05). ikinci, 3., 4. ve 5. gruplar arasinda ise MVD
rleri agisindan anlami fark bulunamadi.

‘Calismaya dahil edilen ve en potent anjiyogenik
:rlerden biri olan VEGF'nin olgulardaki boyanma yuzdeleri

rsilastiridiginda sadece Grup 3 ve 4 arasinda anlamli fark
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pulunamadi Diger grup karsilastirmalari istatistiksel olarak
anlamli idi (p<0,05).

HIF-1a ile de benzer sekilde Grup 2 ve 3 arasinda anlamli
fark gorulmezken, diger tum gruplararasi karsiastirmalarda
anlamli fark tespit edildi,

TSP-1 ile kontrol grubu, 2. ve 3. grupta boyanma
izlenmedi. Dérduncl grup lle 2. ve 3. grup arasinda anlaml: fark
izlenmedi. Diger gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlami idi (p<0,0%).

c-ras ile sadece kontrol grubu ile 6 ve 7. gruplar
arasindaki fark anlamli bulundu (p<0,05).

MVD ile VEGF ve HIF-1a arasinda sirasiyla r degerleri

0,916 ve 0,917 olan guclt bir korelasyon bulundu (p<0,05). -

MVD ile TSP-1 arasindaki r degeri ise 0,834 olarak bulundu.
MVD ile c-ras arasinda gucll bir korelasyon bulunamadi
(r= 0,435). Yine VEGF ile HiF-1a, VEGF ile TSP-1 boyanma
yuzdeleri arasindaki korelasyon oldukg¢a kuvvetli idi ( sirasiyla
r= 0,969 ve 0,887). HIF-1a ile TSP-1 arasinda da guglu bir
korelasyon izlendi (r= 0,899).




AN

7. OZET

Calismamizda ratlara intraperitoneal DENA verilerek
fibrogenez olusturuimaya calisiimis ve fibrogenez evreleri
boyunca eslik eden anjiyogenez ile anjiyogenik faktérier olan
VEGF, HIF-1a, c-ras ile anti-anjiyogenik faktér olarak bilinen
TSP-1  ekspresyonlart  arasindaki  iliski  arastirilmistir,
Fibrogeneze anjiyogenezin eslik ettigini ve ilerleyen haftalar
boyunca anjiyogenez ile iliskili faktérlerden VEGF, HIF-1a ve
TSP-1 ekspresyonlarnnin arttidini, ézellikle VEGF ve HIF-1a
ekspresyonlarinin MVD ile guclu bir korelasyon gd&sterdigini
aciga cikardik. Anti-anjiyogenik faktor olarak bilinen TSP-1'in de
ayni sekilde artig géstermesini anjiyogenik faktérierle arasinda
kurulan dengeyle ilgili olabilecegini veya DENA etkisi ile ortaya
citkan displastik degisikliklerin  bir sonucu olabilecegini
dustndiik.

Sonugta siroz gelisminde ortaya cikan fibrogenezin
anjiyogenez ile birlikte ilerledigini ve anjiyogenezde anjiyogenik
faktérler yani sira TSP-1'de oldugu gibi anti-anjiyogenik olarak
bilinen faktérlerin de rol aldigini gézlemledik fleri galismalarla
bu faktérlerin  birbirleri ile olan iliski mekanizmalarinin
anlasilmas! ile fibrogenez ve anjiyogenezi onlemeye y&nelik
yaklagsimlar ile sirozun &nlenebilecegini veya geligiminin

yavaslatilabilecegini dusuntyoruz.
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