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OZET

Karaciger Sirozu Modeli Olusturulmus Sicanlarda VEGF reseptor-2 inhibitorii SU 1498

in Anjiyogenez ve Apoptozis Uzerine Etkisi

Karaciger sirozu diffiiz fibroz, skar doku ve regeneratif nodiiller ile karakterize yaygin bir
karaciger hastah@idir. VEGF bashca proanjiyogenik mediyatorlerden birisidir. Bu
calismada, karsinojen bir ajan olarak bilinen N-nitrozodietilamin ile deneysel karaciger
sirozu olusturuldu. Bu cahismada; VEGFR-2 inhibitorii; SU 1498’ in anjiyogenez ve
apoptozis iizerine etkisinin karaciger sirozunda arastirilmasi amac¢lanmistir. Kontrol,
Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250pg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (I1) (500ng/kg/hafta),
Siroz sonrasinda+SU 1498 (I) (300pug/kg/hafta) olmak iizere 6 grup olusturuldu. Kontrol,
Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250pg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500ug/kg/hafta)
gruplarindaki sicanlar; siroz grubundan rastgele secilen sicanlarda histopatolojik olarak
siroz olusumu saptandiktan sonra oldiiriilmiislerdir. Siroz sonrasinda+SU 1498 (I)
(300pg/kg/hafta) grubundaki sicanlara ise 8 hafta SU 1498 uygulamas: yapildiktan sonra
bu gruptaki sicanlar da oldiiriildii. Karaciger sirozunda anjiyogenez belirteci olarak
VEGFR-2 gen ekspresyonu ve apoptozis yol izi belirteci olarak kaspaz -3, -8 ve -9 gen
ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile belirlendi. Antioksidan Kkapasitenin
arastirillmasi icin ise rediikte glutatyon (GSH) ve lipit peroksidasyonunu arastirmak amaci
ile malondialdehit (MDA) diizeyleri Kolorimetrik yontemlerle belirlendi. VEGFR-2,
kaspaz -3, -8 ve -9 gen ekspresyonunda ve GSH diizeylerinde anlamh bir farkhhk
gozlenmezken; lipit peroksidasyonunda tiim gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamh bir artiy bulunmustur. Ancak ilging¢ olarak histopatolojik incelemeler sonucunda
Siroz+SU 1498 (I) (250ng/kg/hafta) grubunda siroz olusumunun engellendigi gozlenmistir.
Sonu¢ olarak SU 1498 karaciger sirozunda antifibrogenik bir ajan olarak kabul edilebilir
ve mekanizmanin tam olarak aydinlatilmasi icin karacigere daha spesifik hiicrelerde
farkh doz ve zaman araliklarinda ¢alismalar siirdiiriilebilir.

Anahtar kelimeler: Karaciger sirozu, anjiyogenez, apoptozis, kaspaz, SU-1498, VEGFR-2
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ABSTRACT

Effect of VEGFR-2 Inhibitor, SU-1498 on Angiogenesis and Apoptosis in Model of
Liver Cirrhosis in Rats

Cirrhosisis a common and consequence of chronic liver disease that characterized by the
diffuse fibrosis, scar tissue and regenerative nodules. VEGF is one of the major
proangiogenic mediators which takes part in the development of liver cirrhosis. In this
study, experimental liver cirrhosis had been developed by N-nitrozodietilamin which
known as a carcinogenic agent. In this study, we aimed to determine the effect of the
VEGFR-2 inhibitor, SU 1498 on angiogenesis and apoptosis in liver cirrhosis. 6 groups
were included as Control, Cirrhosis, DMSO, Cirrhosis+SU 1498 (I) (250png/kg/week),
Cirrhosis+SU 1498 (11) (500pg/kg/week), After Cirrhosis+SU 1498 (I) (300pg/kg/week).
Control, Cirrhosis, DMSO, Cirrhosis+SU 1498 (I) (250pg/kg/week) and Cirrhosis+SU
1498 (II) (500pg/kg/week), groups were killed when cirrhosis was established by
evaluation of histopathological investigations in rats which were chosen randomly from
the Cirrhosis group. After cirrhosis was established SU 1498 was administered for 8 weeks
to rats After Cirrhosis+ SU 1498 (300ug/kg/week) group. Angiogenesis was evaluated by
measurement of VEGFR-2 gene expression and apoptosis was evaluated by caspase -3, -8
and -9 gene expression by RT-PCR. Antioxidant capacity was evaluated by measurement
levels of reduced glutathione (GSH) and lipid peroxidation was evaluated by
malondialdehyde (MDA) by colorimetric methods. Histopathological investigations were
also carried out. VEGFR-2 levels, caspase -3, -8 and -9 enzyme activities and GSH levels
did not point out any statistically difference and also increased lipid peroxidation was
observed in all groups compaired with control. But suprisingly histopathological findings
indicated that cirrhosis development was significantly reduced by SU 1498
(250pg/kg/week) (). In conclusion; SU 1498 may be considered as a promising antifibrotic
agent in liver cirrhosis and the mechanism should be investigated in more special cells,
different doses and intervals.

Key Words: Liver cirrhosis, angiogenesis, apoptosis, SU 1498, VEGFR-2, caspase
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1. GIRIS

Karaciger sirozu kronik karaciger hasarmin bir sonucu olup, viral hepatit, alkol
ve kriptojenik nedenler gibi ¢esitli etmenlerin sebep oldugu, nodiil olusumu ile
sonuclanan, kronik ve diffliz bir hastaliktir (1-4). Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de karaciger sirozu milyarlarca hastayr etkilemektedir. Bati iilkelerinde karaciger
sirozunun en dnemli sebebi olarak alkol gosterilirken, tilkemizde kronik viral hepatitler
karaciger sirozu nedeninde 6n plana ¢ikmaktadir (5, 6).

Anjiyogenez; dinamik, hipoksi uyarimli ve biiylime faktorlerine bagli, mevcut
kan damarlarindan yeni damar olusumudur (7). Anjiyogenez birg¢ok fizyolojik olayda
rol alabilecegi gibi, patolojik durum varliginda da kontrolsiiz anjiyogenez olarak
tanimlanir ve bir¢ok hastaligin yam sira ozellikle tiimor biiylimesi ve metastazindan
sorumlu tutulur (8, 9). Anjiyogenez proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler
arasindaki denge ile kontrol altinda tutulmaktadir (10, 11). Anjiyogenezin olusumu
endotelyal hiicrelerin diferansasyonu, migrasyonu ve proliferasyonu ile gergeklesir (9).

1971 yilinda Judah Folkman’ in arastirmalar1 ile anjiyogenez faktorlerine
yonelik caligmakar baslamistir. Judah Folkman, anjiyogenez inhibisyonunun kanser
tedavisinde timit verici olabilecegini bildirmistir (10). Trombosit kaynakli biiylime
faktorleri stiperailesinin {iyesi olan vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
fizyolojik ve patolojik anjiyogenezin en onemli biiylime faktoriidir (10, 12). VEGF
fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde Onemli bir rol iistlenmesinin yani sira,
antiapoptotik proteinler olarak bilinen Bcl-2’ yi de indiiklemektedir. Son yillarda biiyiik
damar endotelyal hiicrelerinin apoptozisinin, VEGF tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir. Bu da VEGF’ in endotelyal hiicre proliferasyonunu apoptozisi inhibe
ederek de destekledigini gostermektedir (13).

Apoptozis fizyolojik ve kontrollii hiicre 6liimii olarak tanimlanir. Cok hiicreli
canlilarda, gelisim sirasinda goriilebilecegi gibi gelisimi tamamlanmis organizmalarin
homeostazinda da goriilebilir. Apoptozis tipik morfolojik 6zelliklere sahiptir ve bir¢cok
sinyal ve protein tarafindan kontrol edilmektedir (14-16). Karacigerde apoptozis,

karaciger hasaria kars1 olusan hiicresel bir cevaptir ve bu cevap sitokin kaskadlarin



baslamasmma neden olur (17). Apoptozisin bugiine kadar bircok yolagindan
bahsedilmistir ancak 6liim reseptorleri aracili ekstrensek ve mitokondri aracili intrensek
yol izleri olmak iizere iki temel yol izi bulunmaktadir (18).

SU 1498; VEGFR-2’ in spesifik inhibitoriidiir. VEGFR-2, fizyolojik ve patolojik
anjiyogenezde VEGF i¢in yiliksek afinite gdsteren bir tirozin kinaz reseptordiir. Son
yillarda kanser ve diger birgok hastaligin tedavisi i¢in VEGFR’ {inii inhibe eden ilaglar
tizerinde durulmaktadir ve bu timit verici ilaglardan biri de SU 1498’ dir (19, 20).

Bu ¢alismada, primer karaciger tiimorlerine neden olan nitrozaminler arasindaki
en 6nemli ¢evresel karsinojenlerden biri olan N-nitrosoiethylamine (DEN) ile deneysel
olarak olusturulan karaciger sirozu modelinde, VEGFR-2 inhibitoriic SU 1498’ in
anjiyogenez ve apoptozis mekanizmasi iizerine etkisini arastirmay1 amacgladik. Sirasiyla
Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250ug/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (I1)
(500pg/kg/hafta), siroz sonrasinda+SU 1498 (IIT) (300ug/kg/hafta) olmak tizere 6 farkli
grup olusturuldu. Calismamizda hem karaciger Sirozu olusum siirecinde hem de
karaciger sirozu olustuktan sonra uygulanan VEGFR-2 inhibitorii SU 1498’ in,
anjiyogenez ve apoptozis lizerine etkisini arastirmayr planladik. Bu c¢alismada
anjiyogenez gostergesi olarak VEGFR-2 gen ekspresyonu ve apoptozis mekanizmasinin
gostergesi olarak kaspaz -3, 8, 9 enzim aktiviteleri ve ayrica oksidatif stresin karaciger
sirozunda arttigin1 gosteren bilgiler dogrultusunda antioksidan sistemde yer alan
glutatyon (GSH) miktar1 ve lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak da malondialdehit

(MDA) diizeylerini saptamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Sirozu

Karaciger sirozu viral hepatit, alkol ve ¢esitli etmenlerin neden oldugu, fibroz ve
nodiiler rejenerasyona yol agan parankimal hasar ile karakterize, vaskiiler yapinin
bozulmasi ile iligkili, doniisimii olmayan kronik ve diffiiz bir hastaliktir (1, 2, 21). Siroz
nodiil olusumu ile sonuglanan, hepatik parankimada olusan fibrozun bitis sathasidir.
Siroz ve fibroz viral, otoimmiin, alkol sebepli, kolestatik ve metabolik hastaliklar gibi
cesitli sebeplerden kaynaklanan kronik karaciger hasarinin sonuglaridir (3, 4). Fibrozun
ve Ozellikle de sirozun gelisimi 6nemli bir mobidite ve mortalite sebebidir. Sirozun ve
hepatik fibrozun sebepleri ¢oklu olmakla birlikte; genetik, metabolik, inflamatuar ve
toksik karaciger hastaliklar1 olabilir. Biitiin bu durumlarda, hepatik yaranin
kompozisyonu benzerdir (3, 4). Siroz, diinyada yiiz milyonlarca hastay1 etkilemektedir.
Amerika’ da siroz en yaygin non-neoplastik Oliim sebebidir. Bununla birlikte
cogunlukla sirotik karacigerde meydana gelen karaciger kanseri nedenli 10.000 lerce
Olimde, hepatik kanserli 6lim orani istikrarli bir sekilde artmaktadir (6). Bati
iilkelerinde karaciger sirozunun en Onemli sebebi olarak alkol gosterilmektedir.
Ulkemizde ise karaciger sirozunun baslica nedeni kronik viral hepatitlerdir (5).

Siroz sozciigii “ scirrhus™ kelimesinden tiiretilmistir ve eski yunancada turuncu
renk anlamindadir. Literatiire ingilizcede “cirrhosis” olarak ge¢mistir, dilimizde ise
siroz olarak tanimlanir. Siroz terimini Laennec, sirozlu bir hastanin karacigerinin
portakal rengi gértintimiindeki morfolojisinden esinlenerek tanimlanmustir (22).

Karaciger sirozlu hastalarda hepatoseliiler karsinoma (HCC) riski artmaktadir.
Mevcut kanitlar sirozun HCC ile baglantili oldugunu gostermektedir. Tiimdr riskinin
artist etiyolojiye ve sirotik siirece bagli olabilir (2, 23). Diinyanin bazi yerlerinde
neoplastik 6lim sebebi olarak da bilinen ve karacigerin en sik goriillen malign
tiimdrlerinden biri olan HCC, erkeklerde 5. kadinlarda 8. diinyada ise 5. en sik goriilen
kanser olup kanserle ilgili 6liimlerde 3. sirayr almaktadir. HCC, Avrupa ve Amerika

Birlesik Devletlerinde Hepatit C ile iliskili, Asya ve Afrika kitalarinda ise Hepatit B



viriisii ile daha ¢ok iliskilidir. Hepatit B viriisii tastyan erkekler HCC olusumu i¢in en

yiiksek risk altinda olan gruptur (24-26).

2.1.1. Karaciger Sirozu Etiyolojisi
Karaciger sirozunun ¢esitli nedenleri vardir. Kronik hepatitler, alkole bagl siroz,
HBYV, Kkaraciger sirozu ve hepatoselliller karsinomanin baslica nedenlerindendir.
Bunlarin disinda metabolik, biliyer ve kriptojenik sebepler de siroz olusumuna neden
olmaktadir (Cizelge 2.1) (1, 2, 10, 22, 23).

Cizelge 2.1. Karaciger Sirozu Etiyolojisi
1. Viral hepatit (B, C, Delta)

2. Alkol

3. Biliyer tikaniklik

Primer

Sekonder
Venoz akim tikanikligi
Otoimmiin hepatit

Toksin ve ilaglar

N o g &~

Metabolik nedenler
Wilson hastalig1
Hemokromatozis
Alfa-1 antitiripsin eksikligi
Tip-1V Glikojenoz
Galaktozemi
Herediter tirozinemi
Kistik fibrozis
8. Hindistan ¢ocukluk ¢ag1 sirozu
9. Diger nedenler
10. Kriptojenik*

(*Bilinen nedenlerden higbirinin gériilmedigi siroz). (1, 22).



Karaciger sirozu olusumu siireci hastaligin nedenine ve hastanin kigisel
ozelliklerine gore biiyiik farkliliklar gosterir. Ornegin Hepatit C sonrasi siroz gelisimi
15-30 yil siirerken Hepatit B sonrasi siroz gelisimi 1-2 yil gibi kisa bir siirede
tamamlanabilir (22, 27). Milyonlarca insan her yil HBV ile ilgili kronik karaciger
hastaliklarindan hayatin1 kaybetmektedir. Hepatit C viriisii ise gelismis {ilkelerde
karaciger sirozunun %40 'ndan sorumlu tutulmaktadir (5). Ulkemizde ise ortalama
olarak alkol nedenli siroz siklig1 %10, viral hepatitlerin sebep oldugu siroz sikligi ise

%60’ a varan orandadir ( Cizelge 2.2) (1, 5, 22).

Cizelge 2.2. Karaciger Sirozunun Ulkemizdeki Etiyoloji Oranlar1 (22).

Viral Hepatitler (B, C, Delta) % 60
Alkol % 11
Alkol + Viral Hepatit % 4
Diger Nedenler %9
Kriptojenik % 16

2.1.2.Karaciger Sirozu Morfolojisi
Karaciger sirozunda morfolojik ayrim ti¢ sekilde yapilir:

1. Makronodiiler siroz: Capt 3 mm' den biiylik nodiiller bulunur. Bu
nodiiller bazen birkag cm' yi bulabilir. Biiyiikk nodiiller i¢inde saglam
lobiiller bulunabilir.

2. Mikronodiiler siroz: Capit 3 mm' den kiiglik nodiiller igerir. Kalin,
diizenli septa olusumu ile karakterizedir. Mikronodiiler siroz kategorisine
alkol, biliyer tikaniklik ve hemokromatozis nedenli siroz ile Hindistan
cocukluk ¢agi sirozu 6rnek olarak verilebilir.

3. Karigik (Miks) nodiillii siroz: Makro ve mikro nodiillerin asagi yukari
esit miktarda goriildiigii siroz morfolojisidir (1, 21, 23).

Karaciger sirozunun etiyolojisi ne olursa olsun sonunda ortaya c¢ikacak

morfolojik tablo degismez (1, 21). Sirozun erken evresinde karaciger normal



goriinebilir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte, karaciger parankimasinin heterojenitesi ve

yiizey nodiilleri gdzlemlenmektedir (Sekil 2.1 ) (2).

(A)

(B)

Sekil 2.1. ilerlemis karaciger sirozunda nodiil olusumu. Tipik karaciger sirozu morfolojisinde

MR goriintiisii (2).

Sekil 2.1 de goriilen kaudat lob hipertrofisi karaciger sirozu morfolojisinde en
karakteristik ozelliktir. Sekil 2.1 (A), MR goriintiisiinde tipik sirotik morfolojidir. Oklar
hafif loblu karaciger kenarlarint ve diizensiz fibrozun neden oldugu hepatik

parankimanin zayiflatilmig bolgelerini gostermektedir. Sekil 2.1 (B) ise, homojen



olmayan karaciger biiylimesini ve sag lob oraninin daha biiyiik oldugunu ve karaciger

homojenitesinin bozuldugunu gostermektedir (2).

2.1.3. Karaciger Sirozu Patogenezi ve Fibroz

Kronik hepatit en az 6 ay onarimi gergeklesmeyen karaciger inflamasyonu
olarak tanimlanmaktadir (10, 23). Karaciger hasar1 akut hepatitten HCC' ye; apoptozis,
nekrozis, inflamasyon, immiin yanit, fibroz, iskemi ve rejenerasyon yollarini sirayla
izleyerek ulasir (25, 26). Siroz, hepatoseliiler nekrozun baslattigi fibroz ve nodiil
formasyonu ile birlikte olusan diffiiz bir olaydir. Siroz olusumu i¢in nekrozun aylarca
ve yillarca olusumu sarttir. Sirozun bazi tanimlar1 kriter olarak nekrozun varliginin
gerekliligini savunur. Bu nedenden dolayi; nekroz sirozun morfolojik tanimina dahil
edilir (1, 22, 23). Fibroz ise kendi basina bir hastalik olmaktan ziyade gesitli karaciger
hasarlarinin bir pargasi olarak tanimlanabilir (23). Hepatik fibroz, ekstraseliiler matriks
(ECM) birikimi veya akut ya da kronik karaciger hasarmimn cevabidir ve sirozla
sonuglanir (3). Fibrozu anlayabilmek i¢in ECM’ nin yapisini bilmek gerekir. ECM,
normal ve fibrotik karacigerin yapisini olusturan makromolekiillerin dizilimini kapsar.
Bu makromolekiiller yapisal ve destekleyici molekiiller igeren 3 temel aileden olusur;
kolajenler, glikoproteinler ve proteoglikanlar. Kolajen ailesi karacigerde hizli bir sekilde
cogalmistir ve anjiostatin molekiiliiniin bas1 c¢ektigi XVIII kolajen bulunur.
Glikoproteinler fibronektin, laminin, merosin, tenaskin, nidojen ve hiyaluronik asit
icerir. Proteoglikanlar heparan, dermatan siilfat, kondrotin siilfat, perlekan, sindekan,
biglikan ve dekorin igerir. Bu molekiiller arasinda, farkli izoformlar1 ve farkli doku
bolgelerindeki degisken kombinasyonlari ile birlikte miikemmel bir heterojenite vardir
(3, 4). Sirotik karacigerde normal karacigere gore ECM yaklasik 6 kat daha fazladir ve
erken hasarda kolajen (tip 111 ve V) ve fibronektin birikimi goriiliir. Kronik hasarda ise
kolajen (tip I ve IV) , undulin, elastin ve laminin birikiminin arttig1 goriiliir (4, 28, 29).
Normal karacigerde, Disse' nin subendotelyal boslugu, epitelyumu siniizoidal
endotelyumdan ayirir. Disse boslugu tipik matriks membrana benzemeyen bir membran
igerir. Normal matriks membran proteoglikanlardan, glikoproteinlerden ve non-fibril
kolajenlarden ( tip IV, VI, XIV) meydana gelir. Karacigerin fibrotik olmasiyla birlikte
subendotelyal bosluktaki (Disse) ECM komponentleri ve kolajen (tip I ve III) miktar



artar (30). Bu kapilarizasyon, hepatosit mikrovillerin ve endotelyal fenestrasyonlarin

kaybina neden olur (Sekil 2.2) (3).

Normal Karaciger === Hasarh Karaciger
Hepatositler Hepatosit Mikrovili Kaybt

Disse Boshxéu -

Hilcresi

Endotelval Hilere
Hepatik Sinfizoid
Kupfer hitcrest

Sekil 2.2. Normal ve hasarli karacigerde hepatik karaciger hiicreleri ve hepatik siniizoid (3).

Normal karacigerde, stellat (yildizs1) hiicreler ECM’ in seliiler kaynag1 olarak
Ozdeslesmistir. Bu belirgin hiicre popiilasyonu subendotelyaldeki Disse boslugunda
hepatositler ve siniizoidal endotelyum arasina yerlesir (Sekil 2.2) ve nonparankimal
popiilasyonun {igte birinin yerine geger veya tiim hiicre miktarinin %15 ini olusturur.
Normal karacigerde stellat hiicrelerin gérevi A vitaminini retinil ester seklinde
depolamaktir (10, 31). Stellat hiicrelerin aktivasyonu karaciger hasarinda anahtar bir
olaydir ve bu aktivasyon stellat hiicreleri A vitamini depolayan hiicrelerden, fibrogenik
hiicrelere doniistiirtir. Aktivasyon olayr baglama (preinflamasyon) ve devam safhasi
olmak iizere iki sathada gerceklesir (4, 32, 33).

Stellat hiicrelerinin bu yeni formuna "miyofibroblast" adi verilir. Miyofibroblastlar,
ECM in proteinlerinin sentezinden, biiylime faktorleri ve sitokinlerin sentezinden

sorumludur. Stellat hiicreler en fazla hasarli olan bolgelerde ¢ogalirlar ve daha sonra
ECM birikir (4, 22).



Karaciger sirozunda bag dokusu birikimi olarak ifade edebilecegimiz fibroz,
ECM birikimi ile karacigerin normal yapist ve mikrovaskiiler iliskilerini bozar. Bu
siire¢ sonunda karaciger sirozu gelisir. Karaciger sirozunda fibroz, fibrogenez ile
fibroliz arasindaki dengenin bozulmasinin bir sonucudur (1, 22, 23, 34). Fibrogenez,
stellat hiicrelerin hepatik fibroza olan etkisinin anahtar eleman1 olarak
degerlendirilebilir. Transforme edici biliylime faktorii betal (TGF-B1) ise en giiclii
fibrogenik faktordiir. Budan dolay1r TGF-B1 regiilasyonu 6nemli bir uyarici olarak kabul
edilir. Bircok calisma karaciger hasar1 boyunca stellat hiicrelerin TGF-B1 eksprese
ettiklerini bildirmektedir (3, 35).

2.1.4. Karaciger Sirozunda Klinik ve Tam

Son 20 wyillik deneysel caligsmalar; fibrotik ve normal karaciger yapisindaki
ekstraseliiler matriks yapt ve kompozisyonu, ¢esitli matriks bilesenlerinin seliiller
kokenleri, fibrogenez ve fibroliz, fibrogenik reaksiyonlara zemin hazirlayan genetik
kosullar ve bircok deneysel tedavi yaklagimlari ile ilgili detayli bilgi saglamistir (26).
Karaciger sirozu klinikte rastlantisal olarak tanimlanabilecegi gibi assit, sarilik veya
varis kanamasi gibi bulgularla da tanimlanabilir. Bazen de tani sadece bir otopsi
bulgusu olabilir. Asit, sarilik, varis kanamasi, hepatik ensefalopati gibi durumlar taninin
ge¢ konuldugu ve ciddi prognozun oldugu anlamina gelir. Hastaligin tanisinin erken
konulabilmesi hastanin kiiltiirel ve sosyoekonomik durumuna da bagl olabilir (1, 21).

Kompanse siroz: Kompanse sirozlu hastalarda tani laboratuvar incelemeleri
sirasinda konulabilir. Biyokimyasal degerler de Gama Glutamit Transferaz (GGT) ve
transaminaz diizeylerinde hafif artig goriilebilecegi gibi normal degerler de goriilebilir.
Kompanse sirozlu hastalar uzun yillardan sonra dekompanse déneme girebilirler (1, 21,
27).

Dekompanse siroz: Dekompanse sirozlu hastalarda asit, varis kanamasi, hepatik
ensefalopati goriiliir ve bu nedenlerle hekime bagvururlar. Kilo kaybi, halsizlik,
yorgunluk, hafif ates, adele erimesi gibi sikayetler goriiliir. Bu sikayetlerin olmasi
hepatosit nekrozunun veya HCC’ nin ilerliyor olmasina isaret edebilir. 1-2 cm nodiil
tespit edilen sirotik karacigerde kesin tani i¢in en az iki tane dinamik goriintiileme

(tomografi, MRI) yontemleri ile aragtirmaya gidilmelidir. Ekstraseliiler matriksin daha



iyi anlagilmasiyla karaciger sirozu icin yeni tedavi yontemlerinin bulunabilecegi

disiiniilmektedir (21, 22, 25, 27).

2.2. Anjiyogenez

2.2.1. Anjiyogenez Kavram

Memeli hiicreleri yasamlarin1 devam ettirebilmek i¢in oksijen ve besine ihtiyag
duyarlar ve bu nedenle 100 pm' den 200 um’ lik boyuta kadar kan damarlariyla
donatilmiglardir. Cok hiicreli organizmalar bu Olgiileri arttirmak icin vaskiilogenez ve
anjiyogenez yoluyla yeni kan damarlari olusturmak zorundadirlar (36). Omurgali
embriyolarda fonksiyonel olarak ilk gelisen organ kardiyovaskiiler sistemdir (10).
Vaskiiler sistem gastrulasyon evresinden kisa bir siire sonra gelisir. Embriyonik
vaskiilarite sisteminin olusumu, progenitdr hiicrelerinden (hemangioblastlar) kan
adaciklarinin goriilmesiyle baslar. Kan adaciklarinin olusumu ile hemangioblastlar,
endotelyal hiicrelere ve hematopoetik hiicrelere farklilagirlar (Sekil 2.3). Kan damarlari
olusumunun ilk fazi vaskiilogenez olarak bilinir ve embriyogenez boyunca vaskiiler
sistemin ilk admmdir. Bilinen ikinci faz ise anjiyogenezdir (37, 38). Endotelyal
progenitdr hiicrelerinin endotelyal hiicrelere farklilagmasiyla kan vaskiiler sisteminin
ortaya c¢ikmasi olan vaskiilogenez, embriyogenezin erken evresidir. Kan ve lenfatik
vaskiiler sistemler, hiicrelere oksijen ve besin saglamak i¢in biitiin organ ve dokulara
niifus ederler. Lenfanjiyogenez ise, yeni lenfatik damar olusumudur. Lenfatik damarlar
timor yayiliminin baslangicinda rota olusturmaktadir (37, 39).

Anjiyogenez dinamik, hipoksi uyarimli ve biiylime faktorlerine bagli (7) mevcut
kan damarlarindan yeni kapiller damar gelisimi olup, yara iyilesmesi, organ hipertrofisi
ve embriyonik gelisme gibi fizyolojik olaylar doneminde goriilebilecegi gibi; patolojik
durum varhiginda kontrolsiiz anjiyogenez olarak adlandirilir ve diyabetik retinopati,
kronik enflamasyon, ateroskleroz, timdr biiylimesi ve metastazindan sorumlu tutulur (8,
9). Anjiyogenez, genelde yara iyilesmesinde ve tiimor metastazinda, embriyonun
avaskiiler bolgelerinde meydana gelen ve matiir hayvanlarda defalarca tekrarlanan yeni

kan damarlar1 olusumuyla vaskiiler agacin yayilmasidir (40).
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Anjiyogenezin timor ¢evresinde meydana geldigi fikri yaklasik 100 yil once
ortaya atilmistir. Timor yayiliminin anjiyogenez ile meydana geldigi 1968 yilinda ileri
stiriilmiistiir. 1971' de Judah Folkman timdr metastazinin ve gelisiminin anjiyogenez
bagimli oldugunu ve anjiyogenezi bloke etmenin timdr gelisimini durdurmak igin bir
strateji olabilecegini One slirmiistiir. Bu olasilik proanjiyogenik ve antianjiyogenik
molekiillerin arastirilmasina tesvik olmustur. 1976' da Gullino, kanserli dokularin
gelisimi i¢in anjiyogenezin gerekliligini gostermistir. Gullino bu hipoteziyle kanseri
engellemek icin stratejiler hedeflemis ve bu fikir genetik yaklasimlar tarafindan teyit
edilmistir (36). "Anjiyogenik salter" olarak bilinen anjiyogenezin baslamasi, timor
gelisimi i¢in kritik bir basamaktir (39) ve giiniimiizde antianjiyogenik faktdrlerin baskin
olmasi durumunda anjiyogeik salterin "off" oldugu, denge anjiyogenez Iehine
oldugunda ise anjiyogeik salterin "on" oldugu kabul edilmistir (41).

Yeni damarlarin formasyonu, gelisimi ve matiirasyonu olduk¢a c¢ok sayida
reseptoriin ve pek cok ligandin zincirleme aktivasyonunu gerektiren, ¢oklu stimiile ve
inhibe edici sinyaller arasindaki ince dengeyi gerektiren olduk¢a kompleks bir
mekanizmadir (37). Bu mekanizma proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler
arasindaki denge tarafindan regiile edilir ve bu denge siki bir kontrol altindadir (36). Bu
sistemin dikkatli regiilasyonu ve faal olan dengesi organizmalar i¢in énemlidir ¢linkii
kan damarlarinin fazla veya eksik gelisimi, timor olusumu da dahil olmak {izere bir¢ok
hastaliga neden olmaktadir (37, 39). Anjiyogenik dallanma olayinda endotelyal
baslatic1 hiicreler, anjiyogenik faktorler ve onlarin reseptorleri arasindaki iligki rol
oynadig1 gibi, vaskiilogenez ile lenfanjiyogenez arasindaki etkilesim de rol
oynamaktadir. Anjiyogenik sinyal stimiilasyonunda hipoksi, diisik PH ve besin
yoksunlugu gibi hiicresel stres faktorleri onemlidir. Anjiyogenez daha olgun damarlarin
gelistigi yeni kapillerdeki endotelyal hiicrelerin migrasyonu, proliferasyonu ve
differansasyonu ile sonuglanan molekiiler ve hiicresel olaylar serisinin bir sonucudur

(Sekil 2.3). Anjiyogenik kaskad, aktivasyon ve cevap fazini birlikte icermektedir (42).
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Sekil 2.3. Vaskiilogenez ve anjiyogenezde yeni damar formasyonu (40).

Anjiyogenez, var olan kan damar1 duvarinin lokal yikimi ve endotelyal
hiicrelerin migrasyonu ve proliferasyonu ile baslar. Endotelyal hiicreler, olusturulmus
kan damar1 duvarlari etrafindaki tiibiiler yapida toplanirlar. Damarlar, endotelyal
hiicreler ve duvar hiicreleri olmak tizere iki temel hiicre tipinden olusur. Bu yapilarin
birbirleriyle olan etkilesimlerini anlamak ic¢in anjiyogenez mekanizmasin1 anlamak

onemlidir (37).

2.2.2.Anjiyogenez Mekanizmasi
Anjiyogenez, endotelyal hiicrelerin  differansasyonu, migrasyonu ve

proliferasyonu ile gergeklesen kompleks bir siiregtir (9). Bu kompleks siire¢ bir dizi
basamak halinde gozlemlenir (39, 41);

1. Damar duvarindaki perisitlerin vaskiiler destabilizasyon i¢in ayrilmasi,

2. Endotelyal proteazlar tarafindan ekstraseliiler matriksin bozulmasi,
3. Endotelyal hiicrelerin migrasyonu,
4

Endotelyal hiicrelerin proliferasyonu,
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5. Endotelyal hiicreler tarafindan tiip formasyonu olusumu,
6. Perisitlerin vaskiiler stabilizasyon i¢in yeniden yerlesimi ve matiirasyon.

Endotelyal hiicreler biiyiimeyi stimiile ettiklerinde damar etrafindaki bazal
membrani pargalamak i¢in proteaz ve diger sindirim enzimlerini salgilarlar. ECM' deki
bu parcalanma, matriksteki proanjiyogenik faktorlerin salinmasina izin verir (42).
Anjiogenik faktorler, endotel hiicrelerindeki reseptorlerine baglanir, onlar1 aktive eder
ve endotelyal hiicrelerin ECM ig¢ine migrasyonu ger¢eklesir. ECM igerisine migrasyonu
gerceklesen endotelyal hiicrelerinin proliferasyonu saglandiktan sonra anjiogenik
uyartyla birlikte yer degistiren endotel hiicreler tiip seklinde dizilerek liimen olustururlar
(10, 43). Endotelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonu ile hematopoetik progenitor
hiicrelerinin de kapiller liimen olusumunda yer aldig1 diisliniilmektedir (42). Yeni
olusumun matiirasyonu ve stabilizasyonu ile anjiyogenez tamamlanmis olur (10, 43).
(Sekil 2.4). Yeni olusan mikrovaskiilerin stabilizasyonu ve matiirasyonu, yeniden bazal
membran olusumu, perisitlerle kusatilmis damarlar ve kompleks formasyon ile
sonuglanir (42). Bu siralama, gelismekte olan bir embriyodaki fizyolojik anjiyogenezin
morfolojik basamaklarina veya bir yara iyilesmesinde meydana gelen anjiyogeneze
benzerlik gostermektedir (44). Tiimor vaskiiler ag1 gibi patolojik anjiyogenezde ise
sonug fazi diizensiz mikrodamarlarla, kismi endotelyal konuglanmasi, parca parca bazal
membran olusumu ve yliksek mikrovaskiiler permeabilite ile sonuglanir (42).

Anjiyogenezin bu karmasik mekanizmasinda, ECM' den ve ECM' yi ¢evreleyen
hiicrelerden sentezlenen bir¢ok biiylime faktorii, sitokinler ve bunlarin reseptorleri
onemli rol oynayan maddelerdir (45). Anjiyogenezin bu ardisik basamaklarinda VEGF,
anjiopoetin-1 (Ang-1), anjiopoetin -2 (Ang-2), PDGF ve TGF-B regiilasyonda onemli
rol alir (39). Fare embriyolarinda deneysel vaskiilogenez ve anjiyogenezin molekiiler ve
hiicresel mekanizmasimin diizenlenmesinde VEGF ve fibroblast biiylime faktorlerinin

(FGF), vaskiiler gelisimin baslamasi i¢in elzem oldugu iddia edilmektedir (11).
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Sekil 2.4. Anjiyogenezin Evrelerinin Gosterimi (43).

Hipoksi bilinen en 6nemli anjiyogenez baslaticilarindan biridir ve ¢esitli hiicre
tiplerinde VEGF ekspresyonunu indiikler. Hipoksi ayni zamanda endotelyal hiicrelerde
dahil olmak tizere ¢esitli hiicre tiplerinde Ang-2' yi indiikler. Ang-2, Tie-2' nin
antagonistik ligandidir ve vaskiiler duvardan perisitlerin ayrilmasini saglar. Zincirleme
bir sekilde VEGF, ECM degradasyonunu saglamak i¢in stabilizasyonu bozulan bu
damarlardan proteazlar araciligiyla yeni damar olusumunu saglamak amaciyla
endotelyal hiicreleri stimiile ederek endotelyal hiicre migrasyonunu ve proliferasyonunu
saglar. Ang-2 anjiiyogenezi stimiile etmez ancak VEGF ile baglandiginda VEGF' in
anjiyogenik aktivitesini arttirir. Yeni damarlarin endotelyal hiicreleri, yeni damarlardaki
perisitleri etkileyen PDGF' yi salgilatir. Ang-1 perisitlerden sentezlendiginde, Ang-2' yi
baskilar, perisitler yeni damarlar1 stabilize eder. Ek olarak Ang-1, direk olarak
endotelyal hiicrelerin migrasyonunu stimiile eder. Bu siire¢ sonunda, TGF-B aktive
edilir ve TGF-P yeni damarlarin matiirasyonunu saglar (39).

Vaskiiler duvarin olusumu ve bilyiimesi, reseptor tirozin kinaz ailesinden olan
tirozin kinaz ile immiin globiilin benzeri ve EGF-benzeri domainler (Tie-1 ve Tie-2)
tarafindan kontrol edilmektedir (11). Tie-2 endotelyal hiicrelerde eksprese edilen bir
tirozin kinazdir. Tie-2' nin, Ang-1, Ang-2 ve Ang-4 olmak iizere bilinen ii¢ ligandi

vardir. Ang-1, perisitler gibi stabilizasyonu destekleyen hiicreler araciligiyla kapillerin
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biitinliigiini korur (41). VEGF ve Ang-2 anjiyogeneze neden olurken, Ang-2' nin
cekilmesi kapillerin regresyonuna neden olur (11).

Anjiyogenez esnasinda damarlar VEGF' e cevap olarak genislerler ve gegirgen
olurlar. Boylece endotelyal hiicrelerinin migrasyonu i¢in plazma proteinlerinin yap1
iskelesi olusturmasina izin verirler. Bu artan gegirgenlik, fenestrasyonlarin formasyonu,
vezikiilo-vaskiiler organeller ve vaskiiler endotelyal VE-kaderin aracilifiyla saglanir
(41).

Anjiyogenezin bu akisi sirasinda endotelyal hiicrelerde ¢ok sayida molekiil
eksprese edilir. Matriks degradasyonu i¢in metalloproteinazlar (MMPs) ve plazminojen
aktivatorleri (PAs), hiicre adezyonu ve migrasyonu i¢in integrinler ve tiip olusumunu
icin VE-kaderin bu molekiillere 6rnektir. Bu molekiillerin endotelyal hiicrelerde
ekspresyonunun regiile edilmesinin arastirilmasi, anjiyogenez mekanizmasinin
anlagilabilmesi icin Onemlidir. Ayrica birgok transkripsiyon faktorii endotelyal
hiicrelerde eksprese edilir ve anjiyogenezde onemli rol oynar (39). Hiicre adezyon
molekiillerinin anjiyogenezde onemli rol oynadigi da bilinmektedir. Yeni kapiller
gelisiminde, hem biiylime faktorlerinin hem de integrinlerin koordinasyonlari,
endotelyal hiicrelerin yasamalarini, proliferasyonlarini ve invasyonlarini diizenler. Artan
anjiyogenezin kontrolii, hedef biiylime faktorleri, onlarin reseptorleri ve integrinler
tarafindan planlanir. Anjiyogenez kontrolii yapan onemli integrinler; aVB3 ve aVpS5
integrinlerdir. bFGF ve anti aVP3 kombinasyonunun korneal anjiyogenezi inhibe ettigi

gbzlemlenmistir (11).

2.2.3. Anjiyogenik Faktorler
Proanjiyogenik faktorlerden bazilari VEGF, asidik ve bazik fibroblast biiylime
faktorii (aFGF, bFGF), anjiyogenin, Ang-1, TGF-a, TGF-f, TNF, trombosit kokenli
endotel biiyiime faktorii (PDEGF) ve digerleri olarak siralanabilir (Cizelge 2.3).
Giliniimiizde kesfedilen ve yapisal olarak cesitlilik gosteren anjiyogenez inhibitdrleri
genis bir ailedir ve bilinen baglica 6nemli antianjiyogenik faktorler; endostatin,
angiostatin, trombospondin-1, fibronektin, vazostatin, heparindir. Cizelge 2.3' te baslica

proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler yer almaktadir (8, 10, 11, 41, 46, 47 ).
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Cizelge 2.3. Proanjiyogenik ve Antianjiyogenik Faktorler (8, 10, 11, 41, 46 ).

Proanjiyogenik Faktorler

Antianjiyogenik Faktorler

VEGF Endostatin
Anjiyogenin Angiostatin
Ang-1 Trombospondin-1
TNF-a Vazostatin
TGF-0-p Fibronektin
aFGF/ bFGF Heparin

PDEGF Vaskiilostatin
PGF (Plasental Biiyiime Faktorii) PF-4 (Trombosit Faktor-4)
HGF (Hepatosit Biiyliime Faktorii) Talidomid

EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii) Anti-VEGF

IL-8 (Interldkin -8) Retinoidler
Proliferin Restin

Follistatin IL-12

Leptin

Kanser hiicreleri VEGF, anjiyopoetinler, bFGF, EGF, TGF-B gibi bir¢ok
anjiyogenik faktorii stimiile etmekte yeteneklidirler. Tiimdr hiicrelerine ek olarak; tiimdr
endotelyal hiicreleri, stroma hiicreleri, endotelyal progenitor hiicreleri ve makrofajlar da
anjiyogenez modiilatorlerini salgilayabilmektedirler (42).

Endotelyal hiicreler c¢esitli hastalik durumlarinda organ fizyolojisinde ve
patolojisinde 6nemli rol iistlenen kan ve doku arasindaki yapidir. Buna en giizel 6rnek
anjiyogenezde endotelyal hiicrelerin metastaz ve tiimor gelisimine katkida
bulunmasidir. Son zamanlarda ¢esitli antianjiyogenik faktorlerin endotelyal hiicrelerin
gelisimini inhibe ettigi tanimlanmistir (48). Ayrica VEGF ve FGF nin damar
membraninin  degredasyonuna neden olan ¢esitli proteazlar1 ve plazminojen
aktivatorlerini salgilamasi icin endotelyal hiicreleri stimiile ettigi kanitlanmistir (49).
Endotelyal hiicreler migrasyonla ve proliferasyonla liimen i¢in yeni bir form
olustururlar. Sonunda endotelyal hiicreler yeni bir membran olustururlar ve biiyiime
faktorleri salgilarlar. Bu olay kompleks bir siirectir ve cesitli faktdrlerin ve reseptorlerin

dengesi sayesinde tamamlanir (49).
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2.2.3.1. Proanjiyogenik Faktorler

2.2.3.1.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

VEGEF ailesi endotelyal hiicrelerden regiile edilen, trombosit kaynakli biiyiime
faktorleri siiperailesinin {iyesi olan, hem fizyolojik hem de patolojik anjiyogenezde
onemli rol oynayan bir biiyiime faktorii grubudur (10, 12).

Ik olarak 1971 yilinda Judah Folkman kanser tedavisinde anjiyogenez
inhibisyonunun ise yarayabilecegi diisiincesiyle anjiyogenez faktorlerini belirlemeye
yonelik ¢alismalar baslatmistir (10). 1983 yilinda Senger ve arkadaslar1 Gine domuzu
derisinde vaskiiler sizintiy1 indiikleyen bir protein bulmuglardir. Bu ¢alismada VEGF,
timor kan damarlarina bir biiyiime faktoriinden daha fazla permeabilite ozelligi
gosteren spesifik bir mediyator olarak degerlendirilmis ve tiimor hiicreleri tarafindan
salgilanan bir protein olarak Vaskiiler Permeabilite Faktorii (VPF) adi verilmistir (38,
50, 51). 1989' da ise, Ferrara, Henzel, Ploiiet ve arkadaslar1 bundan bagimsiz olarak
VEGF' ten bahsetmislerdir ve klonlamasini gergeklestirmislerdir. VEGF ve VPF' nin
ekspresyonu ve klonlanmasi, VEGF ve VPF' nin aymi aktiviteleri gésterdigini ortaya
cikarmiglardir (51, 52).

VEGF kuvvetli bir permeabilite faktorii olarak plazma fibrinojenlerini diizenler
ve invazyon sirasinda hiicre migrasyonunu saglayan fibrin yapisinin formasyonuna
sebep olur; endotelyal biiylime faktorii olarak ise, gelisen tiimor etrafinda olusan yeni
kan damarlar1 i¢in proliferasyona ugrayan endotelyal hiicrelerin stimiilasyonundan
sorumlu tutulur (50). VEGF' in vaskiiler permeabiliteyi arttiran 6zelligi inflamasyon ve
diger patolojik siire¢lerdeki 6neminin biiylik oldugunu, giiclii, yayilabilir ve endotelyal
hiicrelere spesifik olmasinin ise bu molekiiliin fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde
onemli bir rol oynayabilecegini diistindiirmustiir (37, 51).

VEGF, endotelyal hiicreler i¢in 6zgiil olan, 6. kromozomun kisa kolunda (6P12)
lokalize olmus ve 45 kDA molekiil agirlhigina sahip bir sitokindir (53). VEGF' in
endotelyal hiicreler icin spesifik mitojen olmasi, VEGF' 1 bu hiicreler i¢in yasamsal
faktor yapar (13). Endotelyal hiicre proliferasyonunu indiikleyen VEGF, tiimor gelisimi
ve metastazi i¢cin énemli olan bir faktor olup hipoksi sirasinda ekspresyonu artar (54).

Tiimor anjiyogenezi biyolojisinde bir¢ok molekiiliin anjiyogenezin ilerlemesi igin
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onemli oldugu saptanmistir. Bunlarin en dikkat ¢ekici olanlart VEGF ailesidir ¢iinkii
VEGF neredeyse biitiin tiimdrlerde eksprese edilir (39).

VEGF, kan damarlarmin biiylimesini saglamak i¢in hipoksi hiicreler tarafindan
kullanilan bir anahtardir ve endotelyal hiicrelerin yiizeyinde reseptorlerine baglanarak
yeni damar olusumunu saglar (45). Hipoksi indikli VEGF ekspresyonu timor
anjiyogenezinde temel bir rol tistlenmektedir (37, 55). Tiimoriin biiyiimesiyle hipoksi
meydana gelir ve gelisen hipoksi proanjiyogenik molekiilleri uyararak anjiyogenezi
baslatir (10). VEGF iiretimi tiimorler tarafindan eksprese edilen PDEGF, EGF, TNFa,
TGF-B1 ve IL-B1 gibi faktorler tarafindan baslatilabilir ancak hipoksinin tek basina
VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyen en 6nemli etken oldugu bilinmektedir
(10, 42, 51). Ayrica; estrojen ve tiroid stiimiilasyon hormonu gibi hormonlar ve IL-6,
IL-1 gibi sitokinler de bir¢ok hiicre tiplerinde VEGF' i indiiklemektedir (42). Bunlarin
tersine karbonmonoksit (CO) VEGF' i inhibe etmektedir (10). Hipoksi durumunda
VEGF aktif halde oldugu i¢in ilk hazirlanan antianjiyogenik ve antitiimér ilaglart bu
faktorii bloke etmek {iizere tasarlanmistir. Fakat spontan timoér olusmus deneysel
farelerde anti VEGF kullanimi yeteri derecede etkili olmamis, uzun siireli ilag kullanimi
sonucunda tiimor hiicrelerinin farkli anjiyogenik faktorler kullanarak anjiyogenezi
stirdiirdiigii gortilmiistiir (56).

VEGF vaskiiler proliferasyonu ve permeabiliteyi regiile ettigi gibi yeni olusan
kan damarlarinda antiapoptotik faktdér olarak da rol oynamaktadir (46, 55). Insan
endotelyal hiicrelerinde VEGF yasamsal aktiviteye uygun olarak antiapoptotik
proteinler olan Bcl-2' yi de indiiklemektedir (51). Endotelyal hiicrelerin anjiyogenik
fenotipe doniismesi endotelyal hiicre apoptozisinin inhibisyonunu saglayabilir.
Calismalar TNF-a tarafindan indiiklenen biiylik damar endotelyal hiicrelerinde
apoptozisinin VEGF tarafindan inhibe edildigini gostermektedir. Bu da VEGF' in
anjiyogenezi sadece endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu stimiile ederek degil, ayni
zamanda endotelyal hiicre apoptozisini inhibe ederek de destekledigini gostermektedir
(13).

Malign tiimorlerde VEGF ekspresyonu oldukea yiiksek seviyededir (55). VEGF
varhig1 oOzellikle, HCC hiicreleri, Kupffer hiicreleri, hepatik makrofajlar, portal

sistemlerin  ekstraseliiler matriksleri, yildiz hiicreler ve siniizoidal hiicrelerde
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saptanmistir (10). VEGF' in kardiyovaskiiler sistem gibi bir¢ok organ, doku ve sistemde
gelisim, hemostaz ve yasamsal bir faktor olarak elzem oldugu kabul edilmistir (38).
VEGF; 7 intron tarafindan ayrilmis 8 ekson iceren bir gen tarafindan
kodlanmistir. Kod bolgesinin uzunlugu yaklasik 14kb' dir (50, 53). Ekson 1, 2, 3,4, 5 ve
8 biitiin izoformlar igin ortaktir (50). Peptit sinyalinden olusan VEGF" in ilk 26 amino
asiti, VEGF' in salgilanan bir protein oldugunu gosterir (37). Giliniimiizde VEGF
ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta Biiylime
Faktorii (PIGF) olmak tizere bilinen 6 iiyesi bulunmaktadir (46, 57). VEGF ailesinde en
taninmig tiye VEGF diye de bilinen VEGF-A'" dir ve anjiyogenezde rol alan en 6nemli
anjiyogenik faktordiir (12). Bu major VEGF alttiirlerinin i¢inde birde ¢oklu izoformlar
vardir. VEGF-A' nin giiniimiizde bilinen 7 tane izoformu bulunmaktadir. Bunlar;
VEGFi21, VEGFi45, VEGFi43, VEGFi5, VEGFig3, VEGFi39 ve VEGFy' dir.
Yanlarinda yazan sayilar amino asit sayilarin1 gostermektedir (10, 46). VEGF
izoformlarmin en 6nemli karakteristik 6zelligi heparine baglanmalaridir. Bu 6zelligi
sayesinde salgilanan VEGF' in ekstraseliiler matrikste birikecegi veya agiga cikacagi
tanimlanabilir ve boylece diger hiicrelerle etkilesimi gerceklesebilir (37). Nativ VEGF
basit, heparin bagli, homodimerik bir glikoproteindir. Bu 06zelliklere ise major bir
izoform olan VEGFig5 uymaktadir (58). 6. eksonunda kodlanmamis eksik amino asiti
olan VEGF i¢5, ortak olan eksonlar disinda ekson 7 de igermektedir (37, 50).
VEGFi21ve VEGFig9 dokularda eksprese edilen ve ¢ogunlukla rastlanilan faktorlerdir.
Bunun tersine VEGFps nadiren goriilen bir formdur (59). VEGF1g9 Ortak olan eksonlar
disinda ekson 6 ve 7' yi de igermektedir. Bu eksonlar VEGF domaininin ekstraseliiler
matriks baglanmasim sifreler. Bu domain, heparin proteoglikanlara ve diger matriks
proteinlerine baglanabilmektedir. Bu sebeple sekresyondan sonra VEGF1g9 Ve VEGF5'
in bir bolimii hiicre membranina ve ekstraseliiler matrikse baglanir. Heparinler,
plazmin, iirokinaz tip plazminojen aktivatorii ve MMP baghi VEGF' in salinimini saglar
ve biyolojik aktivitesini regiile eder (50). VEGF2; ise 6. ve 7. eksonunda kodlanmamis
amino asit bulunduran ve heparine baglanmay1 basaramayan zayif asidik polipeptittir
(58). Literatiirde en az rastlanilan izoformlar olarak VEGF 145 ve VEGF1g3 bilinmektedir
(37). VEGF-B, 167 amino asit i¢eren bir protein olup ilgili reseptdriine baglandiginda
monosit aktivasyonunu saglamaktadir (60). VEGF-A genel olarak anjiyogenezde rol

alirken, VEGF-C ve VEGF-D lenfanjiyogenezde goriiliir (42). Yapilan caligmalar lenf
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nod metastazlarinda VEGF-C ekspresyonunun meydana geldigini gostermektedir. Bu
sonuglar, VEGF-C' nin malign tan1 ve tedavide iimit verici oldugunu gosterirken klinik
olarak VEGF-C ekspresyonunun 6nemi heniiz ispatlanmamistir (12). VEGF-E' nin ise
endotelyal hiicrelerin proliferasyon, kemotaksis ve tiibiiler yap1 formasyonuna neden
oldugu kanitlanmistir (37).

Bu VEGF ekspresyonunun, vaskiiler endotelyal hiicrelerinin migrasyonu ve
proliferasyonu ile direk ilgili olan VEGF12 ve VEGF64” nin artmasiyla iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Bu izoformlar ayn1 zamanda makromolekiillerin sirkiilasyonunu
saglayan mikrodamarlarin permeabilitesini arttirmaktadir (61).

VEGF ailesinin iyeleri, endotelyal hiicre membraninda lokalize olmus
reseptorlerle etkilesime girerek biyolojik aktivitelerini gosterirler (37). VEGF iiyelerinin
3 6nemli reseptore afinite gosterdigi belirlenmistir (62, 63) ;

1. VEGFR-1/ Flt-1 (VEGF Reseptor 1)
2. VEGFR-2/ FIk-KDR (VEGF Reseptor 2)
3. VEGFR-3/ Flt-4 (VEGF Reseptor 3)

Bu reseptorler "Reseptor Tirozin Kinaz" (RTK) siiper ailesinin iiyeleridir. Ayn
zamanda VEGF' in etkilesimde bulundugu iki tirozin kinaz daha vardir; néropilin-1 ve
noropilin-2 (38). VEGF' in ¢esitli liyeleri her bir reseptor igin farkli baglanma afiniteleri
gostermektedir (Sekil 2.5) (64).
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PIGF VEGF-B VEGF-A VEGF-E VEGF-C VEGF-D

VEGFR-1/VEGFR-1 VEGFR2/VEGFR2 VEGFR3/VEGFR3

(FLTL/FLT1) ( KDR/KDR) (FLT4/FLT4)
Sekil 2.5. VEGF ailesinin VEGF reseptorleri ile etkilesimi (37)

VEGF reseptorlerinin  ekstraseliiler bdlgesi 7 immiinoglobulin  domaini
tarafindan bicimlendirilmistir. Intraseliiler béliimde ise bu reseptdrlerin tirozin kinaz
domaini 2 parcaya ayrilmistir (Sekil 2.5) (65, 66). VEGF genellikle VEGFR-1/Flt-1 ve
VEGFR-2/FIk-KDR' nin bu ekstraseliiler ligand bagli domainlerine ve intraseliiler
proteinkinaz domainlerine ilgi duyar (38). Tiimoér hiicrelerinde VEGF ekspresyonuna
iligkili olarak VEGF reseptorlerinin de endotelyal hiicreler tarafindan regiilasyonunun
arttirlldigr goriilmiustiir (54).

VEGFR-1/ FIt-1; Anjiyogenez gelisiminde 6nemli bir rol oynadiklari
bilinmektedir. Bunun yani1 sira, monosit migrasyonu, endotelyal hiicre progenitorlerinin
kuvvetlendirilmesi, 6liimciil hiicrelerin yapigskan 6zelligini arttirmak gibi olaylarda da
onemli rol oynamaktadir (64). VEGFR-1' in vaskiiler endotelyumda eksprese edildigi
gorilmektedir (39). VEGFR-1; VEGF-A, VEGF-B ve PIGF ile etkilesime girebilir
(Sekil 2.5). VEGF-B ve PIGF VEGFR-2' ye baglanmazlar ve VEGFR-1' e baglanmak
icin de VEGF-A ile yarisirlar (37).



VEGFR-2/ FIk-KDR; Bu reseptoér, hem embriyonik anjiyogenezde hem de
hematopoez de anahtar rol oynamaktadir. Embriyonik gelisimde olan ve VEGFR-2 geni
inaktif olan siganlarin 8,5-9,5 giin arasinda oOldiikleri goriilmiis ve vaskiilogenez
durumunda da endotelyal hiicrelerde faklilasma ve hematopoezis goriilmemistir (67).
Bu bilgiler VEGFR-2' nin hemangioblast ad1 verilen hematopoetik stem hiicreleri ve
endotelyal hiicreleri i¢in progenitdr ekspresyonu yaptigini desteklemektedir. VEGF-A
varliginda hemangioblastlar 6nce angioblastlara daha sonrada endotelyal hiicrelere
farklilagirlar. Ancak VEGF-A yoklugunda hemangioblastlar hematopoetik stem
hiicrelerine doniistirler (68). (Sekil 2.6). VEGFR-2’ nin VEGF-A' nin biyolojik etkisinin
temel mediyatorii oldugu kabul gormiistiir (37). VEGFR-2’ ye biiylime faktorlerinden
VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E baglanabilirler (69). Anjyogenezde VEGF' in major
reseptorii olan bu reseptor, mikrovaskiiler permeabiliteden, endotelyal hiicre
proliferasyonundan ve tiimor hiicre migrasyonundan sorumludur (50). VEGF
reseptorlerinin aktivasyonu ile fosfoinositol 3 kinaz, fosfolipaz C ve ras GTPaz gibi
sinyal iletim proteinleri fosforile edilir ve bu fosforilasyon sayesinde endotelyal
hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve differansiasyonu saglanir (10, 39).

Hipoksinin VEGFR-1 ve VEGFR-2 genlerinin transkripsiyonal regiilasyonunda
farklilik yarattigini kanitlamistir. Hipoksinin VEGFR-1' 1 direk olarak regiile ettigi
gorilmistir (51).

Ozellikle kanserde, normal ve patolojik anjiyogenezin &nemli oldugu
vurgulanmaktadir. Bu baglamda; VEGFR inhibitorleri farkli kanser tedavilerinde timit
verici olmaktadir. Bunlardan birisi de VEGFR-2' nin spesifik inhibitorii olan SU 1498
dir (70).
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Hemangioblastlar Angioblastlar Endotelyal Hiicreler

VEGFR-2 VEGFR-2

VEGFR-2 + VEGF-A

/
e

Hemopoetik stem
hiicreleri

Sekil 2.6. VEGF-A’ nin Baglanmasi ve VEGFR-2’ nin Farklilagmasi (37).

VEGFR-3/ Flt-4; VEGFR-1 ve VEGFR-2' nin vaskiiler endotelyumda lokalize
olmalarina ve eksprese edilmelerine karsin VEGFR-3 lenfatik endotelyumda eksprese
edilmektedir (42, 39). Intraseliiler sinyal kaskadindaki bozukluk bu reseptdriin
lenfanjiyogenezi etkilemesiyle iliskilendirilmistir. Buna karsilik, lenfatik damar
endotelyumu hiicre kiiltirinde, VEGFR-3 ve sinyal kaskadi iliskisi hakkindaki
incelemeler sadece VEGFR-3 aktivasyonunun tek basina bile hiicreleri apoptozise karsi
korudugunu, hiicrelerin migrasyonunu ve proliferasyonunu sagladigini gostermektedir.
VEGFR-3; VEGF-C ve VEGF-D’ ye baglanmaktadir (Sekil 2.5) (37).

Noropilin-1 ve Noropilin-2, VEGF ailesinden bir¢ok iiye ile etkilesime giren ve
anjiyogenezde onemli rol istlendigi diisiinlilen transmembran glikoproteinleridir. Bu
glikoproteinler, VEGF ailesinin ligandlarinin VEGF reseptorlerine baglanma afinitesini
arttirir bununla birlikte intraseliiler sinyal gergeklesir. VEGF' in noéropilin-1 ve
noropilin-2' ye baglanmasi endotelyal mitogenezin ve kemotaksisin artmasina neden
olur (71). Embriyoda néropilin-1 kan damarlari olusumu igin 6nem tasirken, néropilin-2

lenfatik damar olusumu i¢in 6nemlidir (39).
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2.2.3.1.2. Anjiyopoetinler ve Tie Reseptorleri

Anjiyopoetinler proanjiyogenik faktorler arasinda yer almaktadir. Tipki VEGF
ve VEGEF reseptorleri arasindaki iligki gibi anjiyopoetinler ve ligandlar arasindaki iliski
de embriyogenez sirasindaki vaskiiler sistemin gelisimi i¢in olduk¢a 6nemli ve elzemdir
(37). Vaskiiler endotelyal hiicrelere 6zgii olan ve bu baglamda ilk kesfedilen reseptorler
Tie-2 ve Tie-1’ dir. Yancopolous tarafindan Tie-2’ nin ligandlar1 olan Ang-1 ve Ang-2
kesfedilene kadar bu reseptoriin yalmiz bir reseptér oldugu zannediliyordu (46).
Embriyonik gelisim sirasinda endotelyal hiicreler Tie-1 ve Tie-2’ yi eksprese ederler.
Tie-2 reseptorleri ayn1 zamanda yetiskinlerde hareketsiz endotelyal hiicreler tarafindan
eksprese edilir ve anjiyogenez i¢in elzemdir (Sekil 2.7) (49).

Ang-1' in endotelyal hiicrelerden salgilanan Tie-2 ile baglanarak endotelyal
hiicreler ve perisitler arasindaki etkilesimi destekledigi ve bu yolla vaskiiler sistemin
matiirasyonunu stabilize ettigi disiinilmektedir (72, 73). VEGF yoklugunda Ang-2
vaskiiler regresyonu saglarken VEGF varliginda anjiyogenezi stimiile etmektedir (37).
Bilinen dort anjiyopoetin arasinda Ang-1 ve Ang-2, Tie-2' ye baglanmak isteyen en
karakterize sitokinlerdir (74). Ang-1 normal yetiskin dokularinda eksprese edilirken
Ang-2 genelde tiimor ve kronik enflamasyonda eksprese edilir (70).

Transgenik farelerin embriyonik gelisiminde Tie-2 inaktivasyonu durumunda
farelerin 9,5- 10,5' uncu giinler arasinda oldiikleri goriilmistiir (37). Yine benzer
farelerde benzer bir fenotipte Tie- 2 reseptoriiniin Ang-1 ligandina baglanmadigi veya
Ang-2' nin hiperekspresyona ugradigr goriilmiistiir (76). Bu sonuglar Ang-1 ve Ang-2
arasindaki yapisal benzerlige ragmen Tie-2> yi farkli yonettiklerini gostermektedir.
Ang-1, Tie-2 fosforilasyonunu stimiile ederken, Ang-2 ile etkilesiminin reseptoriin
aktivasyonu ile sonucglanmadigi goriilir. Bu durumda Ang-2, Ang-1' in yarigmali
(kompetetif) inhibitoriidiir (77). Deneysel ortamda Ang-1 endotelyal hiicrelerin

kemotaksisine nenden olurken proliferasyonunu indiiklemez (78).

24



— Sl

Ang'l 1. endotelyal hiicre migrasyonu
2. endotelyal hiicrelerin yasamsal 6nemi
3. perisitler ve endotelyal hiicreler arasindaki

Anjiyopoetin-1 (Ang-1)

m— Q‘E iletisim
E‘ Ang_z Anjiyopoetin-2 (Ang-2)
[::] 1. Ang-1' in antagonisti

i
Tie-2

Sekil 2.7. Ang-1 ve Ang-2’ nin Tie-2 reseptorii araciligiyla fizyolojik rolleri (49).

2.2.3.1.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii

FGF' ler heparin baglayan proteinlerin bir ailesidir ve dokuz farkli {iyeden
olusmaktadirlar (42, 48). En iyi bilinen FGF olan FGF-1 ve FGF-2 anjiyogenez
indiiktorleri olarak tanimlanmiglardir ve epiblast hiicrelerinin endotelyal hiicrelere
dogru proliferasyonunu ve differansiasyonunu indiiklerler (42). FGF-1 ve FGF-2
izoelektirik noktalarinin (pI) farkliligindan o6tiirii birbirlerinden ayirt edilmektedir.
Asidik FGF olan (aFGF) FGF-1"in pl' s1 4,5-6 iken; bazik FGF olan (bFGF) FGF-2' nin
pl' st 9,6-9,8 olarak belirlenmistir (79, 80). Fibroblastik hiicreler i¢in mitojenik bir
faktor olarak bilinen bFGF, endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasi, migrasyonu ve
anjiyogenez uyarilmasiyla karakterize edilmis ayni zamanda bir¢ok hiicre, doku ve
organ sistemlerinin gelisiminde ve fonksiyonunda etkili olan 6nemli bir biiyiime faktorii

olarak tanimlanmistir (81, 82, 83).

2.2.3.2. Antianjiyogenik Faktorler

2.2.3.2.1. Trombospondin-1
Trombospondinler ekstrasetiler matriks proteinlerinin bir ailesidir. CD36, TSP-1'

in antianjiyogenik aktivitesi i¢in gerekli olan ve mikrovaskiiler endotelyum iizerinde
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bulunan 6nemli bir reseptordiir. TSP-1 ve reseptoriiniin etkilesimi endotelyal hiicre
apoptozisi ile sonuglanan intraseliiler olaylarin bir siralamasidir (42). Bouck ve
arkadaslar1 TSP’ nin antianjiyogenik aktivitesinin tiimor represor ekspresyonu ile
iliskisini bulmustur (47). Daha sonra ki g¢alismalar ile TSP’ nin endotelyal hiicre

proliferasyonu inhibit6rii oldugu desteklenmistir (84).

2.2.3.2.2. Angiostatin

Angiostatin anjiyogenez inhibitorii olabilecek, spesifik olarak izole edilmis ilk
molekiildii  (47). 38- kDa plazminojen fragmenti olan angiostatinin timor
neovaskiilarizasyonunu ve metastatik biiylimeyi inhibe ettigi goriilmiistiir. Angiostatin
ekstraseliiler matriks birikimini inhibe eden bir faktordiir. Ekstraseliiler matriks
birikiminin inhibe edilmesi de endotelyal migrasyonunun azalmasina neden olmaktadir
(42). Angiostatin endotelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonu igin endotelyal
spesifik inhibitor olarak kabul goriilmiistiir. Angiostatin tedavisi, tiimorlii farelerde

primer tlimoriin regresyonuna neden olur ve vaskiilarizasyonu durdurur (47).

2.2.3.2.3. Endostatin
Endostatin Kolajen Tip XVIII' in 20 kDa biiyiikliigiindeki fragmentidir.
Mikrovaskiiler endotelyal hiicre proliferasyonunu inhibe eden aktif bir endotelyal
spesifik inhibitdrii olan endostatin, endotelyal hiicre migrasyonunu da giiclii bir sekilde
inhibe eder ve endotelyal hiicre apoptozisine neden olur. Endostatin, metastaz olusumu

ve gelisimini inhibe etmenin yani sira, primer tiimor gelisimini de inhibe eder (42, 47).

2.2.4. Fizyolojik ve Patolojik Anjiyogenez
Anjiyogenez genellikle biitlin doku ve organlarda meydana gelir ve fizyolojik
durumlarda da, kronik karaciger hastaliklarin1 da kapsayan patolojik durumlarda da

Kritik bir basamak olarak degerlendirilir.

2.2.4.1. Fizyolojik Anjiyogenez
Fizyolojik anjiyogenez stabil bir olaydir ve kendi kendini sinirlandirabilir.
Fizyolojik anjiyogenez olusumunda, anjiyogenezi baslatan herhangi bir uyari proteazlari

aktive eder. Bazal membran damar duvarindadir ve bu bdlgeden kapiller
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tomurcuklanma olusur. Anjiogenik uyartya dogru endotel hiicrelerinin migrasyonu
gerceklesir ve bu bolgede bir liimen olusur. Yeniden bir bazal membran olusumu ile
yeni damar olusumu gergeklesmis olur ve fizyolojik anjiyogenez tamamlanir (8, 10, 43).
Fizyolojik anjiyogenez yetiskinlerde yumurlatiklar ve endometriyum gibi belirli
bolgelerde meydana gelir. Fizyolojik anjiyogenezin bu siireci gegici ve normaldir (39).
Fizyolojik anjiyogenez kontrollii ve simirli olmasina karsin, patolojik anjiyogenez
kontrolsiiz ve ilerleyicidir (8,9, 10). Karacigerde fizyolojik ve patolojik anjiyogenez,
HCC ve metastatik karaciger kanseri gibi fibrogenik karaciger hastaliklarinda, kronik
inflamasyon durumunda ve iskemik durumlarda karaciger rejenerasyonu sirasinda

meydana gelebilir (7).

2.2.4.2. Patolojik Anjiyogenez

Patolojik anjiyogenez stabil bir olay degildir. Patolojik anjiyogenezde, c¢esitli
cevresel ve genetik faktorler, timor inhibe edici genlerin inaktivasyonuna ve cesitli
timor indiikleyici genlerin aktivasyonuna neden olurlar. Boylece anjiyogenezi
diizenleyen pozitif ve negatif regiilatorlerin var olan dengesi anjiyogenez lehine doner
(8, 10, 43). Anjiyogenez tiimor gelisiminde, metastazinda ve neoplastik siiregte
onemlidir. (44). Herhangi bir dokuda oldugu gibi bir tiimor nodiilii de yasamsal
aktivitesini saglamak ve biiylimek i¢in oksijen ve besine ihtiya¢c duyar. Kan damari
saglanamayan timor nodillerinin hacminin 2-3 mm* @ gegemedigi ve hipoksiden
dolay1 hiicre 6liimii gerceklestigi bilinmektedir (37, 39). Tiimor anjiyogenezinde birgok
ardistk basamak aydinlatilmistir. Olgun kapillerde damar duvari1 endotelyal hiicre
dizisinden, bazal membrandan ve perisitlerden olusur. Tiimor hiicreleri tarafindan
sentezlenen anjiyogenik faktorler, endotelyal hiicre reseptorlerine baglanir ve
anjiyogenezin ardisik olaylarimi baslatir (42). Vaskiilerize bir tiimérde biitiin timor
dansitesi farkliliklar gosterebilir. Bu durum anjiogenik aktiviteyi heterojen yapar (44).
Bir tiimoriin biiyiik bir ebata ulasabilmesi ve metastazinin saglanabilmesi i¢in yeni
olusmus kan damarlari agima ihtiyaci vardir (39, 41). Ilk kez anjiyogenik faktdr olarak
FGF tespit edilmistir. Bunu makrofajlar, mast hiicreler ve lenfositler gibi tiimor
olusumunu etkileyen anjiyogenik faktorlerin belirlenmesi izlemistir. Glincel ¢alismalar
ise VEGF ve FGF ailesine odaklanmistir. Anjiyogenik inhibitorlerin; anti-timor etkeni

olarak faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (47).
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2.2.5. Anjiyogenez ve Metastaz Iliskisi

Glincel caligmalar, tiimor regresyonunun meydana gelmesinde ve yayilmasinda
yeni kan damarlar1 olusumu ve bu konuda anjiyogenik inhibitorlerin etkisine
odaklanmistir. Anjiyogenez tiimoér metastazinda kritik bir o6gedir ve metastaz
olusumunda yiiksek vaskiiler tiimorler, diisiik vaskiiler timorlere oranla daha fazla
metastaz yapma potansiyeline sahiptirler. Bunun da otesinde, anjiyogenez timor
metastazinda tiimor hiicrelerine dogru rotayr belirleyerek primer alan ve kan akisini
kolaylastirir ve bu 6nemli etkiyle timér yayilimini saglar (47) (Sekil 2.8). Anjiyogenez
ve metastaz arasindaki iligki; anjiyogenez inhibitorleri ile tedavi edilen primer timor
olusturulmus deney hayvanlarinda yapilan calismalarda agik¢a goriilmektedir. Primer
timorlerdeki vaskiileritenin azalmasi adeta metastatik kolonilerin azalmasiyla iligkilidir

(85). Anjiyogenik inhibitorler, ayn1 zamanda metastazi da inhibe etmektedir (86, 87).

a b Invasyon C Anjiyogenez d Intravasyon

Primer timor _% >
Bazal

membran —™

€ Uzak organdan kan daman
duvanna adezyon

Metastaz

g Migrasyon

Sekil 2.8. Anjiyogenez ve Tiimdr Metastazi {liskisi (47).
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2.2.6. Anjiyogenezin Siroz ve Hepatoseliiler Karsinomayla Tliskisi

Kronik karaciger hastaliklari; herhangi bir etiyolojik olay ile karacigerin
hasarmin tekrarlanmasi ile karakterize, viral faktorler tarafindan olusan enfeksiyon
(HCV, HBYV), alkol ve otoimmiin sebepli rahatsizliklar, siliregelen inflamasyon ve
fibrogenez ile sonuglanan hastaliklardir. Karaciger sirozuna ve hepatik yetmezlige
sebep olan ECM birikiminde major destekleyici gii¢ yara iyilesmesine cevabin kronik
aktivasyonudur. Oksitatif stres, epidermal-mezensimal etkilesimlerdeki degisiklik veya
epitelyalin mezensimale donilislim siireci, fibrogenezin sirozla sonuglanan
mekanizmasini agiklar (7, 88-90). Bu siralama boyunca siroz, fibrotik septa tarafindan
gevrelenen ve ayrilan parankimadaki rejeneratif nodiillerin formasyonu ile karakterize
fibrozun gelismemis basamagi olarak kabul goriir ve anjiyo yapisindaki onemli
degisikliklerle iliskilendirilir. Insan sirotik karacigerlerinde; anjiyogenez, etiyolojisi ne
olursa olsun, fibrogenez olusumuna ve vaskiiler degisikliklere Onemli katkida
bulunmaktadir ve devam eden fibroz, hiicre hasari, 6liimii ve inflamasyon cevap ile
karakterize olarak kronik karaciger hastaliklarinda meydana gelmektedir (7, 91, 92).
Bununla beraber anjiyogenez siniizoidlerin kapilarizasyonuna ek olarak fibrotik septa
formasyonunun oksijen verimini ve kan akigini arttirmasiyla sonuglanir (93, 94).
Intrahepatik santlar ve siniizoidlerin kapilarizasyonu sirozun kanitlanmis karakteristik
ozellikleridir. Bu vaskiiler morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler, fibrotik karacigerde
kronik hipoksiyi indiiklemekte ve bdylece anjiyogenik bir cevap saglamaktadir (61).
Karaciger hasarinda hepatik stellat hiicreler aktive edilir, ¢ogalir, matriks
degredasyonuna neden olur ve kolajen sentezi gergeklesir. Hepatik stellat hiicrelerin
aktive olmasiyla VEGF ve VEGF reseptorleri aktive olur (95). HCC' li olan veya
olmayan sirotik karacigerli hastalarda, VEGF' in yiiksek regiilasyonu, siroz iliskili
anjiyogenezden sorumludur. VEGF ve FGF' nin timor gelisimi ve yara iyilesmesi ile
iliskili  vaskiiler proliferasyondaki rolleri bir¢ok farkli organda genis capta
gosterilmigtir. Ayrica hipoksinin, oksjen teminini arttirmak icin lokal kapiller
proliferasyonunu arttirmasi amaciyla; VEGF' in temel indiikleyicisi oldugu saptanmustir.
Bu wvaskiiler cevap, faydali etkilerin yani sira timor biiyiimesi ve proliferatif
retinopatide goriildiigii gibi zararli etkilerde saglayabilir (61). Inflamasyonda énemli rol

oynayan HGF, PDGF ve NO gibi sitokinler veya mediyatorler anjiyogenez olusumunda
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tiretilirler. Anjiyogenezin kronik karaciger hastaliklarinda akut inflamasyonu, kronik
inflamasyona ¢evirme konusunda 6nemli bir rol iistlendigi diistintilmektedir (7, 96).

Deney hayvanlar c¢aligmalari, karaciger hasar1 sonucu meydana gelen hepatik
hipoksi, anjiyogenez ve fibrogenezin belirli bir koordinasyon igerisinde oldugunu
gostermistir (7, 61). Devam eden karaciger hasar1 varliginda fibrogenez ve hipoksi
birbirini tetikler ve normal doku tamirini bozan patolojik bir déngiiye neden olurlar.
Boylece siroz gelisimine destek vermis olurlar. Hipoksi tek basina hepatik hiicrelerde
VEGF ekspresyonunu ve kolajen I ekspresyonunu arttirmaktadir. Karaciger vaskiiler
yapisindaki degisiklikler ve anjiyogenez, vaskiiler rezistans ve portal hipertansiyonu
arttirdigl gibi, parankimal perfiizyonu diislirerek, hastaligin sirozla sonlanmasini
saglayacak olan fibrogenez siirecini kolaylastirir. Hatta hepatik anjiyogenezin; portal
sistemik santlart ve i¢ organdaki kan akisini ayarladigi goriilmektedir. Bu durum
muhtemelen sirozun komplikasyonlarii etkilemektedir (95). Yapilan calismalar;
hipoksi, VEGF indiiksiyonu ve anjiyogenezin siroz lezyonlarindan 6nce olustugunu
gostermektedir (61).

Klinik veriler HBV ve HCV infeksiyonlarinda anjiyogenez ve fibrogenez
arasinda iyi bir iligski oldugunu gostermektedir. Anjiyogeneze hem primer biliyer sirozlu
hem de otoimmiin hepatitli hastalarin biyopsilerinde saptanmistir. Yine primer biliyer
sirozlu bu hastalarda, VEGF, Ang-1, Ang-2, Tie-2 ve endoglin gibi anjiyogenik
molekiiller karakterizedir (7).

HCC diinyada en sik goriilen karaciger rahatsizliklarindan biridir. Diinya
capinda 5. en sik goriilen kanser olup, kanserle ilgili 6liimlerde 3. siray1 almaktadir.
Siroz, etiyolojisi ne olursa olsun HCC i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir (50). Hepatik
anjiyogenez ayni zamanda HCC 'nin biiyiimesi ve ilerlemesinde 6nemli bir faktordiir
(7). Son zamanlarda yapilan caligmalar, hipoksik kondisyonlarin ve hepatik stellat
hiicrelerin; 6zellikle profibrogenik fenotip olan miyofibroblastlarin anjyogenez ve
fibroblast iliskisini yOneten hiicresel ve molekiiler mekanizmalardaki Onemini
vurgulamistir (7). HCC' de hipoksi, karaciger fibrogenezi boyunca ekstraseliiler matriks
kompozisyonunun degisimini direk olarak etkilemektedir (95). HCC cerrahi operasyon
ve karaciger nakli tedavisi ile muhtemel olan bir hastaliktir. Bu baglamda anjiyogenezin

onlenmesi ilerlemis HCC tedavisi i¢in 6nemli bir umut olarak goriinmektedir (50).
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Deneysel ¢alismalar anti-anjiyogenik tedavinin hayvan modellerinde kronik karaciger

hastaliklarinin siirecini ve ilerlemesini sinirlandirdigini ispat etmistir (7).

2.3. Apoptozis

2.3.1. Apoptozis Kavramm

Apoptozis, ¢ok hiicreli organizmalarda gelisim sirasinda ve gelisimi
tamamlanmis organizmalarin homeostazinda goriilen, tipik morfolojik 6zellikler
gosteren, bir¢ok sinyal ve protein tarafindan kontrolii saglanan, fizyolojik ve kontrollii
hiicre 6limidiir (14-16).

Hiicre 6liimii kavrami 1920 yilinda nekrozun tanimlanmasi ile ortaya ¢ikmustir.
Apoptozis ise 1962-1964 yillari arasinda ilk defa iskemik Kkaraciger hasari
caligmalarinda gozlemlenmistir fakat diger tip hiicre oliimlerinin bir tipi olarak
tanimlanmistir. 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 sagliklt dokulardaki hiicrelerin yani
sira atropi, timor regresyonu ve neoplazi ile iligkili hiicrelerinde o6liime gittigini
gozlemlemis ve bu olaya "apoptozis" adini vermislerdir. Apoptozis kelimesi Yunanca
kokenli olup aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi anlamina gelir ve programlanmis
hiicre 6limiiniin hiicresel siirecini tanimlamak i¢in kullanilmistir (17, 97-99). 1983
yilinda ise Duke ve arkadaslar jel elektroforezinde endoniikleazlarin DNA kiriklarina
yol agtiklarini saptayarak ilk biyokimyasal kanit1 elde etmislerdir (100). Memelilerdeki
apoptozis mekanizmasinin anlagilmasi, bir nematod tiirii olan Caenorhabditis elegans'
n gelisim siirecinde meydana gelen hiicre 6liimlerinin incelenmesiyle ortaya ¢ikmistir
(101).

Apoptozis, multiseliiler organizmalarda dokunun homeostazisi ve gelisimi
acisindan onemli rol oynamaktadir. Apoptozis regiilasyonundaki bozukluklar cesitli
hastaliklarin gelisimini de beraberinde getirir (102). Apoptozis ve proliferasyon
arasindaki kombinasyon gelisen embriyolarda doku ve organlarin sekillenmesinden
sorumludur. Ornegin ayak parmaklar1 arasindaki apoptozis, parmaklarin birbirlerinden

ayrilmasini saglar (103).
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Insan organizmasinda apoptozis birgok fizyolojik ve patolojik durumlarda
gozlemlenebilir. Apoptozis, embriyonal ve fetal gelisimde, dokulardaki hiicre
homeostazisinin saglanmasinda, yaslilikta, hiicrelerin hasarlanma durumlarinda, immiin
reaksiyonlarda, hormon yetmezligine bagli organ gerilemelerinde ve cesitli viral
hastaliklarda meydana gelebilmektedir (14, 104). Apoptozis fetal ve embriyonik gelisim
icin yasamsal Onem tasimaktadir. Hamilelik esnasinda apoptozis ve proliferasyon
dengesindeki bozukluklar preeklampsi gibi komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Apoptozisin inhibisyonu kontrol edilemeyen hiicre biiyiimesiyle sonuglanir
ve bu da bircok kanser tipinin meydana gelmesine neden olur. Asir1 apoptozis ise
Parkinson ve Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin olusumunu tetikler (97, 103).

Is1, hipoksi, antikanser ilaglar, radyasyon, enfeksiyoz etkenler, genetik
bozukluklar, beslenme bozukluklari gibi etkenler hiicrelerde DNA hasar1 olusturarak ve
hiicreyi strese sokarak apoptozisin meydana gelmesine neden olurlar (14, 97, 101).

Apoptozis karacigerde, karaciger hasarina karsi olusan bir seliiler cevaptir. Bu
cevap i¢ ice gecen hiicresel ve sitokin kaskadlarini baslatir. Bu kaskad doku hasari,
enflamasyon, fibroz ve sonunda da siroz olusumu ile tamamlanir. Akut ve kronik
karaciger hastaliklar1 i¢cin bu kaskad ve apoptozis olay1 biiyiik 6nem tagimaktadir. Diger
biitlin doku ve organlarda oldugu gibi saglikli bir karacigerde de belli bir seviyede
apoptozis olmasi gerekmektedir. Son ¢alismalar karacigerde apoptozisin fazla olmasinin
enflamatuar mediyatorlerin salgilanmasiyla ve fibrozun gelisimiyle direk ilgili oldugunu
gostermektedir. Devam eden fazla apoptozisin fibrozu baslattigi bunun da siroz ve
karaciger bozukluklariyla sonuglandig1 gézlemlenmistir (17). Apoptozis temelde dort
asamada Ozetlenebilir (100, 101);

1. Apoptozisin baglamasi,

2. Hiicre i¢i proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonu,

3. Hiicrenin biyokimyasal ve morfolojik degisime ugramasi,

4. Hiicrenin makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan fagosite

edilmesidir.
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2.3.2. Apoptozisin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Kerr ve arkadaslar1 apoptotik siiregte bir¢ok morfolojik ve biyokimyasal 6zellik

gozlemlemistir. Bu siirecteki morfolojik degisiklikler su sekilde 6zetlenebilir (Sekil 2.9)
(97, 105, 106);

Hiicre biiziismesi,

Kromatin kondensasyonu ve niikleozomal fragmentasyon,

Plazma membraninda bleblerin (tomurcuklanma) olusumu,

Apoptotik cisimciklerin olusumu,

Apoptotik cisimciklerin makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan fagosite
edilmesi.

Apoptozis siirecinde 151k ve elektron mikroskopisinde ¢esitli morfolojik

degisiklikler go6zlemlenmistir. Apoptozisin erken evresinde hiicrede biiziisme ve

cekirdekte yogunlasma 151k mikroskobunda goriilebilmektedir. Hiicrenin biiziismesiyle

sitoplazma sikilasir ve organeller daha siki paketler haline doniistiiriiliir. Piknozis;

cekirdekteki yogunlagsma ile kromatin kondensasyonu gergeklesir ve bu olay

apoptozisin en karakteristik 6zelligidir (16, 101). Plazma membraninda "bleb" denilen

tomurcuklanmalar meydana gelir ve bunu karyoreksis; ¢ekirdegin yapidan ayrilmasi

izler. Boylece hiicre fragmentlere ayrilir ve apoptotik cisimcikler olusur (Sekil 2.9).

Apoptotik cisimcikler, niikleer parcaciklari olan ya da olmayan sikica paketlenmis

organellerden ve sitoplazmadan olusur. Apoptotik cisimcikler makrofajlar veya

parankimal hiicreler ve neoplastik hiicreler gibi komsu hiicreler tarafindan fagosite

edilir (101).
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Sekil 2.9. Apoptozis siirecinde hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler (99).

Normalde hiicrelerde bulunan prokaspazlar, birgok onemli hiicresel proteini
keserek apoptozisde rol alirlar. Bu endoniikleazlarin kesimi ile agaroz jel
elektroforezinde "ladder-like pattern" merdiven seklinde motifler halinde goriintii
olusturan DNA' nin 180-200 baz ¢ifti (bp) biiyiikliigiindeki fragmentasyonlar1 gozlenir.
(16, 107). DNA' nin endoniikleazlar tarafindan bu kesilmeleri interniikleozomal
bolgelerden olur ve floresan boyamada DNA boncuklar1 seklinde gozlemlenir.
Apoptozis olayinda tamiri miimkiin olmayan sayida kirilmalar meydana gelir. Yaklasik
300.000 kirilmadan bahsedilebilir (104). Apoptozisteki karakteristik biyokimyasal
olaylar soyle siralanabilir (16, 105-107);

o Fosfatidil serin translokasyonu,

o Kaspaz aktivasyonu,

e Mitokondriyal permeabilite transisyonu (MPT),
e Sitokrom-c salinimi,

e DNA fragmentasyonu.

Apoptotik hiicrelerin plazma membraninda olusan birtakim degisiklikler
sayesinde apoptotik hiicreler makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninarak

fagosite edilir. Hiicre membraninin i¢ tabakasinda bulunan fosfatidil serin,
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aminofosfolipid transferaz enzimi ile membran digsina go¢ eder ve fagositik hiicrelerin
reseptorleri fosfatidil serine baglanir (98). Makrofajlar ise fosfatidil serine spesifik
olarak baglanan bir glikoprotein olan MFG-E8 (milk fatglobule- EGF-factor 8)
salgilarlar. Bu protein Oliim hiicrelerini tanimasi ag¢isindan makrofajlar igin bir
belirtectir (108). Mitokondri membran permeabilitesindeki artis ise proapoptotik
proteinlerin salinimina izin verir (97). Bunlarin yaninda ikincil mesajcilar olarak Ca*",
reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve nitrik oksit (NO) apoptozis i¢in énemli biyokimyasal
etkenlerdir (109). Yapilan ¢aligmalar Ca®" nin sinyal iletim mekanizmasinda 6nemli bir
rol oynadigim gostermektedir. Ca®* iyonu bloke edildigi zaman apoptozis olayin
meydan gelmedigi goriilmistiir (110). Seviyesi artirildigi zaman ise pH' y1 diisiirerek

veya DNA hasar1 olusturarak hiicreyi apoptozise yonlendirmektedir (14)

2.3.3. Apoptozis ve Nekroz Arasindaki Farklar

Bilinen diger bir hiicre olimii sekli nekrozdur. Apoptozis nekrozdan
biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler 6zellikler bakimindan farklilik gosterir (16).
Hiicrelerin apoptozisle veya nekroz ile oOlecegi doku tipine, dokunun gelisim
basamaklarina ve fizyolojik ortama gore degisiklik gosterebilir. Nekroz kontrol
edilemeyen, enerjiden bagimsiz ve genis hiicre alanlarina etki eden bir 6liim seklidir.
Apoptozis ise kontrollii, enerji bagimli, tek bir hiicreye veya hiicre kiimelerine etki eden
bir 6liim seklidir (101) (Cizelge 2.4). Apoptozisi nekrozdan ayiran 6nemli bir 6zellik de
nekrozun komsu hiicre gruplarini etkileyen ve enflamasyon olusturan bir olay olmasidir
(107). Nekrozda bir hiicrenin 6liimii alarm sinyal molekiillerinin salinimina neden olur.
Bu molekiiller, makrofajlarda, dentritik hiicrelerde ve dogal katil (natural killer NK)
hiicrelerinde bir veya daha fazla reseptorii stimiile ederler. Nekrotik hiicrelerin dokudaki
varligr genellikle immiin sistem tarafindan bir tehlike olarak yorumlanir ve bu da
immiin cevabi baslatan bir nedendir. Apoptozisin tersine nekrozda, hiicresel sisme,
hiicrede membran biitiinliigii kaybi, organellerde sisme ve lizozomal sizinti meydana
gelir. DNA' da ise rastgele par¢alanmalar olur ve makrofajlar tarafindan yutulur (97)
(Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar (104, 112, 113).

Apoptozis Nekroz
Hiicre biiziismesi Hiicre sismesi
Kromatin kondensasyonu Cekirdekte sisme
Membranda bleb (tomurcuklanma) olusumu Hiicre membran biitiinltigii kaybi
ATP gereklidir (aktif siireg) ATP gerektirmez (pasif siirec)

Hiicrelerin tek tek veya birkacinin bir arada dlmesi | Hiicrelerin gruplar halinde 6lmesi

Hem patolojik hem fizyolojik durumlarda meydana | Patolojik etkiler sonucu gergeklesir

gelir

Enflamasyona neden olmaz Enflamasyona neden olur

DNA'nin interniikleozamal alanlarindaki 180-200 | DNA 'da meydana gelen rastgele parcalanmalardan
kb lik kiriklarindan  dolay1  agaroz  jel | dolayi jel elektroforezinde "smear" goriintii

elektroforezinde merdiven goriintiisii

Apoptotik cisimciklerin makrofajlar ve komsu | Hiicrelerin pargalanarak igeriklerinin gevreye

hiicreler tarafindan fagosite edilmesi dagilmasi; lizis

2.3.4. Apoptozisin Molekiiler Mekanizmalari ve Yol izleri

Apoptozis olayinda hiicrenin RNA ve protein sentezi yapiyor olmasi, sentez
inhibisyonu oldugunda ise apoptozis olaymin ger¢eklesmemesi, apoptozisin gen
kontroliinde ger¢eklesen bir mekanizma oldugunu kanitlamaktadir (114).

Arastirmalar apoptozisin mekanizmasinda iki temel yol gdstermektedir. Bunlar
oliim reseptorleri aracili “eksternsek yol” ve mitokondri aracili “intrensek yol” dur. Bu
yolaklar, kaspaz-3’ iin kesimi sonrasinda DNA fragmantasyonu, hiicre iskeleti ve
niikleer proteinlerin yikimi, proteinlerin ¢apraz baglantisi, apoptotik cisim formasyonu,
fagositik hiicre reseptorleri icin ligand ekspresyonu ve apoptotik cisimciklerin fagosite
edilmesiyle sonlanir (18, 101). Bu yollarin disinda bir de “endoplazmik retikulum
aracilt yol izi” literatiirde yer edinmeye baglamistir ancak heniiz mekanizmasi tam
olarak agiklanamamistir. Bu yol izinin hiicresel strese cevap olarak meydana geldigi
diistiniilmektedir (97).

Apoptozis ile karakterize protein yikimi veya kesilimi kaspazlar adi verilen
sistein proteaz ailesinin aktivasyonu ile meydana gelmektedir. Bu ylizden apoptozis
mekanizmasint  ve yol izlerini anlayabilmek ic¢in kaspazlarin 6zellikleri ve

mekanizmasinin iyi anlasilmasi gerekmektedir (97).
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2.3.4.1. Kaspazlar
Kaspazlar, intraseliiler sistein proteazlar ailesindendirler ve biitiin hayvan
hiicrelerinde zimojenler olarak bulunurlar. Prokaspazlar, yaklasik 32-56 kD’ durlar ve
dort domain igerirler (16). Kaspazlarin aktivasyonu sirasinda zimojen proteinler, aktif
enzimlerin ~20 kd ve ~10 kd* luk alt birimlerine boliinurler. Aktif enzimler; iki aktif
bolgesinde iki uzun ve iki kisa alt birimlerden olusan heterotetramerlerden meydana
gelir (16, 115). Prokazpazlar ii¢ sekilde aktif hale getirilebilirler (97, 116);
1. Diger bir aktif kaspaza maruz kalarak,
2. Otokataliz ile,
3. Bir aktivator protein iliskisi ile (6rn; kaspaz-9, Apaf-1 ve sitokrom-c).
Kaspazlar proteolitik aktiviteye sahiptirler ve proteinleri aspartat kalintilarindan
sonra keserler (115, 117, 118). Insanlarda ve farelerde tanimlanmis yaklasik 15 tane
kaspaz bulunmaktadir. Kaspazlar aminoasit dizilimlerinin benzerliklerine gore veya
proteaz spesifitesine gore gruplandirilirlar. Fonksiyonlarina gore baslatic1 kaspazlar ve

efektor kaspazlar olarak gruplandirilabilirler (115, 101).

2.3.4.1.1.Baslatic1 Kaspazlar

Kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 baslatici kaspazlar olarak tanimlanir.
Bagslatic1 kaspazlar, kaspaz aktivitesini baslatan c¢esitli proteinlerle etkilesimlerini
saglayacak uzun N-terminal prodomainlere sahiptirler (115). Baslatic1 kaspazlar
apoptozisin baslangi¢ sathasinda proapoptotik sinyaller tarafindan aktive edilirler.
Prodomainlerinde, adaptdr molekiille etkilesimlerini saglayacak bir veya iki modiil
igerirler. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 igin bu bélge DED olarak tanimlanirken, kaspaz-9 igin
CARD olarak tanimlanmistir. Her iki yolak i¢in de DED ve CARD major rota olarak
kullanilmaktadir (119). Kaspazlarin spesifik etkilesimi ve aktivator protein, multimerik
kompleks olusumunu destekler. Bu da iki kaspaz prokiirsoriiniin bir araya gelmesini,
birbirini aktive etmesini ve bir aktif tetramer olusumunu gerektirir (97, 118).

Apoptoziste onemli bir rol iistlenen ve FLICE olarak da bilinen kaspaz-8, insan
kromozomunda 2g33-34 bolgesinde iki band halinde bulunmaktadir (120). Kaspaz-8 ve
kaspaz -3, aktif bolgelerinde sisteinin yer almasi bakimindan birbirlerine benzerlik
gosterirken, kaspaz-8” in DED bolgesini igeren N-terminal uzunulugu iki kaspazi

birbirinden ayirir (122). Programlanmis hiicre 6liimiinde kaspaz-8 in ekspresyon miktari
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da hangi sinyal yolaginin baglatilacagini belirleyebilmektedir. Aktif kaspaz-8
ekspresyonunun miktarina bagl olarak iki farkli sinyal yolagi baslatilabilir. Diisiik
miktarda kaspaz-8 eksprese edilmis Fas aracili birinci yolakta, proapoptotik Bid kesilir,
bunu takiben sitokrom-c mitokondriden sitozole salinir ve sonra da hiicre 6limi
gerceklesir. Yiiksek miktarda kaspaz-8 eksprese edilmis ikinci yolakta ise, mitokondri
atlanir ve kaspaz-3 aktive edilir. Efektor kaspazlar aktif kaspaz-8 tarafindan kesilir.
Aktif hale gelen efektor kaspaz-3, fodrin, gelsolin, niikleer laminler ve ICAD gibi
sitoskeletal proteinleri degredasyona ugratir (123). Kaspaz-8 ayn1 zamanda Bcl-2’ nin
homologu olan Bid’ i keserek aktif tBid olusumunu saglar. Aktif tBid daha sonra
mitokondri dis membraninda Bcl-2 ile kompleks olusturarak Bel-2” yi inhibe eder ve
mitokondriyal 6liimii baslatir (117, 124).

Kaspaz-9 apoptoziste rol alan diger bir baslatic1 kaspazdir. Insan kromozomunun
1p36.1-p36.3 bolgesinde lokalize olmustur ve diger kaspazlardan farkli olarak aktif
bolgesinde pentapeptit bulundurur. Uzun bir N-terminal bdlgeye sahip olmasi
bakimindan Ced-3 ve Kkaspaz-2 ile benzerlik gostermektedir (125). Apoptozisin
intrensek yolaginda, membran permeabilitesinin ihlali ile mitokondriden sitozole
sitokrom-c salimimi gerceklesir. Sitokrom-c, apopptozis aktive eden faktor-1 (Apaf-1)
ile bir kombin olusturur. Olusan yap1 kaspaz-9 u aktive etmek i¢in bu proteinle bir
kompleks olusturur. Yeni olusan bu ii¢lii forma “apoptozom” adi verilir. Aktif hale
gelmis olan kaspaz-9, kaspaz-3 i aktive ederek kaspaz kaskadini ve apoptozisi

baslatmis olur (97).

2.3.4.1.2. Efektor Kaspazlar

Kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 efektor kaspazlar grubundandir. Efektor
kaspazlar, baslatic1 kaspazlarin tersine kisa N-terminal prodomainler igerirler. Efektor
kaspazlar genellikle baslatici kaspazlarin proteolitik siirecine ve aktivasyonuna
baghdirlar (115). Efektor kaspazlar aktive olduklari zaman aspartat kalintilarin1 takiben
hedef proteinleri segerek keserler. Cogu zaman bu olay hedef proteinin inaktivasyonu
ile sonuglanir. Ayrica efektor kaspazlar, direkt olarak negatif regiilator domaini keserek
veya indirekt olarak regiilator alt birimi inaktif hale getirerek proteinleri aktive
edebilirler.  Efektér kaspazlar hiicre iskeletinde filament agregasyonuna

(topaklanmasina), ribozomal pargaciklarin kiimelesmesine ve graniillii endoplazmik
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retikulumun elektron mikroskopunda sarmal diziler seklinde goriinmesini saglayan
diizenlenmelerine neden olurlar (97, 116).

Efektor kaspazlardan olan ve apoptozis olayinda 6nemli bir rol {istlenen kaspaz-
3, CPP32, Yama ve apopain olarak da adlandirilmaktadir. Kaspaz-3, insan
kromozomunun 4q33-q35.1 bolgesinde bulunur ve yaklasik 32 kDa agirhiginda bir
sistein proteazdir (126).

PARP (ADP-riboz) adli enzim DNA onarimindan sorumlu bir enzimdir ve
kaspazlar i¢in tanimlanmis bir substrattir. Kaspaz-3, DNA hasarinda PARP enzimini
keserek onarim kabiliyetini engeller ve hiicreyi apoptozise siiriikler (103).

Efektor kaspazlar DNA fragmentasyonunu saglayan “kaspaz aktive edici DNaz”
(CAD) proteinini de aktive ederler. CAD, CAD inhibitorii (ICAD) olarak inaktif formda
bir alt birime bagh halde niikleusta bulunur. Efektor kaspaz-3 aktive olduktan sonra
niikleusa dogru gog¢ ederek inhibitor alt birimi keser ve aktif CAD olugmus olur. CAD,
DNA fragmentasyonundan sorumludur ve DNA’ y1 50-300 kb’ lik pargalar halinde
keser. Daha sonra bu pargalar endoniikleazlar tarafindan 180-200 bp’ lik parcalara
boliiniir ve bu da apoptozisin en 6nemli 6zelliklerinden olan, agaroz jel elektroforezinde

merdiven seklinde goriintliniin olusumunu saglar (103, 111).

2.3.4.2. Kaspaz Regiilatorleri

Apoptozis sirasinda sitokrom-c, Smac/DIABLO, serin proteaz Htr A2/Omi, AlF,
endoniikleaz G ve CAD proteinleri mitokondriden disartya salinirlar. Smac/DIABLO ve
Htr A2/0Omi IAP proteinlerinin aktivitesini inhibe ederek apoptozisi desteklemektedir
(101,103). Ayn1 zamanda bu olay efektor kaspazlarin aktivasyonu ile sonuglanir (127).

AIF, ~50-~300 kb’ lik DNA fragmentasyonunu ve kaspaz bagimsiz kromatin
kondensasyonunu saglar. Endoniikleaz G de ayni sekilde niikleusa transloke olarak
niikleer kromatini keser ve kaspaz bagimsiz DNA fragmentlerini olusturur (128).

Apoptozis inhibitorleri (IAP) protein ailesi, apoptozisin molekiiler
mekanizmasinin 6nemli regiilatorleri olarak tanimlanmistir. Yapisal olarak en 6nemli
ozellikleri 1-3 N-terminal bolgelerinde 70-80 amino asitlik bir bolgede Baculoviriis IAP
tekrarlar1 (BIR) bulundurmalar1 ve C terminal bolgelerinde korunmus bir RING Zn
bolgesi bulundurmalaridir. Bu bdlgelerin varligi antiapoptotik fonksiyonlar1 igin

onemlidir. Giinliimiize kadar 7 tane insan IAP homologu tanimlanmistir; NAIP, cIAPI,
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clAP2, XIAP, survivin, apollon ve livin (129, 130). Insan TAP ailesi tiyelerinden XIAP,
cIAP1 ve cIAP2, efektor kaspazlardan kaspaz-3 ve kaspaz-7’ yi ve baslatici kaspaz-9’ u
inhibe etmektedir (115).

NFkB immiin sistem, inflamasyon ve antiapoptotik gen regiilasyonunda gorev
alan bir faktordiir (131). IAP bir mediyator ve regiilator olarak NFkB’ nin apoptotik
aktivitesini kontrol etmektedir (129).

Dogal katil hiicrelerinin ve T hiicrelerinin perforin ve granzim salarak hedef
hiicreyi apoptozise siiriikleyen bir mekanizma bulunmaktadir. Perforin ve granzim serin
proteazlardir ve perforin hedef hiicre membraninda porlar agma yetenegine sahiptir.
Perforinlerin ac¢tig1 deliklerden granzimler iceriye salinir ve kaspaz-3’ i aktive ederek

Bid aracili sitokrom-c salinimini saglar. Granzim B en 6nemli granzimdir (132).

2.3.4.3. Bcl-2 Ailesi

Mitokondriyal apoptotik olaylarin kontrolii ve regiilasyonu Bcl-2 ailesi
proteinleri tarafindan saglanmaktadir (115). Bcl-2 ailesi fonksiyonel ve yapisal
benzerlikleri agisindan 3 gruba ayrilmistir; Grup II ve Grup 111 apoptozisi desteklerken,
Grup I, antiapoptotik aktiviteye sahiptir.

Grup | antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri olarak Bcl-2, Bcl-x. Bcl-w, Mcl-1
gosterilmektedir.  Bcl-2 ve Bcl-x.” nin ADP/ATP degisimini stimiile ederek,
mitokondrinin i¢ transmembran potansiyelini stabilize ederek ve transfer por
permeabilitesinin olusumunu engelleyerek mitokondri permeabilitesini kontrol ettigi
diisiiniilmektedir. Bu proteinlerin ayn1 zamanda proapoptotik proteinler olan Bax ve
Bak’ 1n da inhibisyonunu sagladigi diisiiniilmektedir (97, 101, 115). Bcl-2’ nin hiicrede
kalsiyum homeostazinda rol aldig1 da gortilmektedir (131).

Grup II tiyeleri Bax, Bak ve Bok/Mtd’ dir ve proapoptotik 6zellik gosterirler.
Bcl-2 ailesinin iiyelerinin bu sekilde birbirinden farkli 6zellik géstermelerinin sebebi
yapilarindaki BH1, BH2, BH3 ve BH4 bolgelerinin bulunmasidir. Bu bdlgeler onlarin
hidrofobik cebidir ve bu cep sayesinde diger bir Bcl-2 ailesi iiyesine baglanabilirler.
Grup II liyeleri BH4 harig¢ diger bolgeleri igerirler (113, 115, 131). Basta Bax ve Bak
olmak iizere bu grup iiyelerinin mitokondriden sitokrom-c¢ salinimini saglayan porlari
olusturduklar diisiiniilmektedir. Bu proapoptotik iiyelerin hiicresel stres, serbest radikal

hasar1 veya biiyiime faktorii yoksunlugu ile meydana geldigi bilinmektedir (103, 118).
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Grup III tyeleri Bid, Bak, Bik, Bim, Blk, Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, Noxa, PUMA
ve Bcl-G’ dir. Yapilarinda sadece BH3 bolgesi igerirler ve proapoptotik o6zellik
gosterirler (115).

Bcl-2 ailesinin proapoptotik proteinleri, Bcl-2 ve Bcl-x.’ nin antiapoptotik
aktivitesini onlarin mitokondriye baglanma bolgelerine baglanarak engelleyebilirler.
Ayn1 proapoptotik proteinler Bax ve Bak aktivitesini baglatarak apoptozise neden
olurlar. Proapoptotik aktivitenin 3. tipi ise sitoplazmik bir protein olan Bid sayesinde
gerceklesir. Kaspaz-8 tarafindan aktive edilen Bid, Bax’ da konformasyonel bir
degisiklige neden olarak Bax’ in mitokondriden igeriye transloke olamasini saglarlar
(97, 117).

P53; bir transkripsiyon faktordiir. P53, intrensek yol izini indiikleyerek, bir
hiicre stres sensdr molekiilii olarak hiicre déngiisiinii ve islevini diizenler. Iyonizan
radyasyon, genotoksik ilaglar ve serbest radikaller gibi DNA hasarina neden olan
faktorler P53’ 1 aktiflestirir. Aktiflestirilmis P53 oncelikle Bcl-2 gibi antiapoptotik
faktorlerin transkripsiyonunu bastirarak veya bir proapoptotik faktdr olan Bax tiretimini

indiikleyerek apoptozisi destekler. Bel-X, ise P53’ {i inhibe edebilmektedir (97, 101).

2.3.4.4. Intrensek (Mitokondri Aracih) Yol izi

Intrensek yol izi, DNA hasar1, oksidatif stres, radyasyon, hormon veya biiyiime
faktorii yoksunlugu, kemoterapik etkenler, sitokinler ve glukokortikoidler gibi hiicresel
strese neden olan etkenlere cevap olarak baslatilir (113). Intrensek yolak, gesitli
sinyaller aracilig1 ile mitokondride agilan mitokondrial gegirgenlik deliklerinden (MPT)
proapoptotik proteinlerin sitozole salinmasiyla karakterize bir yolaktir. Bu proteinlerin
basinda ise sitokrom-c gelir ve kaspaz bagimli mitokondiriyal yolagi aktive ederler.
Sitokrom-c mitokondriden sitozole salindiktan sonra Apaf-1’ e baglanir. Daha sonra
yapiya kaspaz-9 katilir ve 700 kDa biiyiikliigiinde “apoptozom” adi verilen molekiil
olusur (Sekil 2.10) (117, 134). ATP varliginda bu olay kaspaz-9 da komformasyonel
degisime neden olur ve kaspaz-9 un aktif olmasini saglar. Mitokondriden salinan diger
bir 6nemli protein Smac/DIABLO’ dur. Smac/DIABLO, apoptozis inhibitorii IAP” 1
inaktif hale getirerek apoptozisi indiikler (119, 127). Intrensek yolagin apoptozisi
indiikleme konusundaki basaris1 B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) siiper ailesinin

proteinlerinden olan proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin arasindaki hassas
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dengeye baglidir. Bcl-2 ailesinin iiyeleri mitokondri dis membraninda hali hazirda
bulunur ve membran permeabilitesini kontrol eder. Por olusumunda bu proteinlerden
sorumludur (135). Intrensek yolak ve ekstrensek yolak arasinda ¢aprazlama meydana
gelen olay1 kontrol eden yine Bcl-2 ailesinin iiyeleridir. Sitoplazmada inaktif formda
bulunan Bid, ekstrensek yolakta aktif hale gelmis kaspaz-8 tarafindan kesilerek tBid
formunu alir. Bu olay Bax’ in konformasyonel degisimine neden olur ve Bax’ m
mitokondrial membrandan igeri girmesini saglar. Boylece intrensek yolak baslatilmis

olur (Sekil 2.10) (136, 137).
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Sekil 2.10. Apoptoziste intrensek yol izi (97).

2.3.4.5. Ekstrensek (Oliim Reseptorleri Aracil)) Yol izi
Ektrensek yol izi, transmembran reseptdr aracili apoptozisi baslatan yolaktir.
Oliim reseptorleri ad1 verilen bu reseptdrler TNF siiper ailesini iiyeleridir. TNF reseptor
ailesinin bu tiyeleri 80 aminoasitlik 6liim domaini (DD- Death Domain) ad1 verilen bir
sitoplazmik domaine sahiptirler. Bu 6liim bdlgesi, 6liim sinyalinin hiicre yilizeyinden
intraseliiler sinyal yolagina transferinde kritik bir rol oynamaktadir (101, 138). Bugiine

kadar en iyi tanimlanmis ligandlar ve bu ligandlara karsilik gelen 6liim reseptorleri
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sunlardir; FasL-FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L-DR3, Apo2L-DR4, Apo2L-DR5 ( 117,
119). Bu reseptorlerden en fazla bilinen iki iiye Fas reseptorii ve TNFR1’ dir. Bu
reseptorlerin ligandlar1 olan FasL, T hiicreleri ve dogal katil hiicreler tarafindan
eksprese edilirken, TNFa, aktive monosit/makrofajlar ve lenfositler tarafindan iretilir.
Olim reseptdrleri ve ligandlar1 birleserek bir kompleks olustururlar. Olusan bu
komplekse baglanacak adaptor protein igin bir baglanma bdlgesi olusturulur. Adaptor
protein her bir reseptor i¢in 6zgiildiir. Fas i¢in Fas iligkili 6lim boélgesi (FADD), TNFR
icin TNF reseptor iliskili 6liim bolgesi (TRADD)’ dir. Fas iliskili 6liim yolaginda
olusan bu reseptor-ligand-adaptor protein kompleksi, 6liim indiiklii sinyal kompleksi
olarak (DISC) adlandirilir. DISC, baslatict kaspaz olan kaspaz-8’ in otoproteolitik
aktivasyonunu saglar. Kaspaz-8 aktivasyonu ile apoptozis faz1 baslatilmis olur (Sekil
2.11) (117, 132, 138). Oliim reseptorii aracili apoptozis, c-FLIP ad1 verilen ve FADD ile
kaspaz-8’ e baglanarak onlart inaktif hale getiren bir protein ile inhibe edilebilir (118).
TNFR1 iligkili 6liim yolaginda ise adaptor olarak TRADD kullanilir. TRADD, FADD’ 1
aktive eder ve aymi sekilde kaspaz-8 aktive edilerek kaspaz kaskadi baslatilir (Sekil
2.11). Ancak bu yolda farkli olarak TRADD, NFxB’ yi aktive eder. NF«xB

antiapoptotik etkilere sahiptir ve Fas aracili apoptozise etki etmemektedir (103, 132).
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Sekil 2.11. Apoptoziste ekstrensek yol izi (97).
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FasL damarlarda bir bariyer olarak da rol alabilmektedir. Vaskiiler endotelyal
hiicrelerde ciddi bir ekspresyonu soz konusudur ve bu ekspresyonun inflamasyon

olmayan dokulara 16kosit sizintisin1 engelledigi diistiniilmektedir (139).

2.4. SU-1498

Kimyasal formiilii [(E)-3-(3,5-Diizopropil-4-hidroksifenil)-2-[(3-fenil-n-propil)
aminokarbonil] akrilonitril] olan SU 1498, VEGFR-2 ig¢in spesifik inhibitordiir.
Molekiiler formiilii C25H3oN20; olup; molekiiler agirligi 390,52 g/mol’ diir (Sekil 2.12).

VEGFR-2, fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde VEGF igin yiiksek afinite
gosteren bir inhibitordiir. Son yillarda kanser ve diger birgok hastaligin tedavisi igin

VEGFR’ iinii inhibe eden ilaglar lizerinde durulmaktadir. Bu iimit verici molekiillerden

biri de SU 1498 dir (19, 20).

CN
HO

SuU1498
{

Sekil 2.12. SU 1498; [(E)-3-(3,5-Diizopropil-4-hidroksifenil)-2-[(3-fenil-n-propil)
aminokarbonil] akrilonitril] (20)

2.5. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller genellikle kararsiz ve yiiksek reaktif, son yoriingelerinde bir
veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran ve hiicre metabolizmasinda cesitli
kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan atom veya molekiillerdir. Biyolojik sistemde
oksijen ve nitrojen temelli olmak tizere iki gesit serbest radikal bulunur. ROT oksijen
metabolizmasi siirecinde iiretilir ve oksijen temelli serbest radikallerdir. (140, 141).
ROT c¢evre kirliligi ve sigara kullanimi gibi c¢evresel faktorlerin etkisiyle ve normal
seliller metabolizmanin bir sonucu olarak iiretilmektedir. Karbonhidratlar, niikleik

asitler, lipitler ve proteinler gibi hiicrenin yapisal elemanlarini hasara ugratirlar ve

44



onlarin fonksiyonlarini degistirirler. Antioksidan sistem; ROT’ un zarar verici etkilerini
bloke eden enzimatik ve nonenzimatik molekiillerden olusur (140, 142, 143).

Oksidatif stres, serbest radikallerin artis1 ile oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengenin oksidan lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir ve karaciger
hastaliklarinda, diger kronik ve dejeneratif hastaliklarda da 6nemli rol oynar (140, 141).

Oksidatif stres durumunda olusan reaktif metabolitler, viicudun savunma
mekanizmas1 tarafindan noétralize edilirler. Savunma sisteminin temel elemanlar
endojen ve eksojen antioksidanlardir. Endojen antioksidanlar; SOD, katalaz, glutatyon
peroksidaz (GSH-Py) gibi enzimatik ve bilirubin, seruplazmin, rediikte glutatyon (GSH)
albiimin, iirik asit gibi nonenzimatik tiyelerden olugsmaktadir. Vitamin C (askorbik asit),
vitamin E (alfa tokoferol), beta karoten gibi vitaminler eksojen antioksidanlardir (144,
145).

GSH, antioksidan etkilerini birgok farkli yoldan gosterebilir. Hidrojen peroksit
ve lipit peroksit detoksifikasyonunu GSH-Px yoluyla gergeklestirir. GSH, H,0,: yi H,0
ve Oy’ ye indirgemek i¢in elektronlarini verir ve bu tepkimede GSH okside glutatyona
(GSSQG) ¢evrilir. Daha sonra tekrar GSSG, NAD(P)H’ 1 elektron donérii olarak kullanan
GSH rediiktaz ile GSH’ a indirgenir. GSH-Py’ ler ayrica, hiicre membranmnin lipit
peroksidasyondan korunmasi agisindan onemlidir. H,O, katalaz ve GSH-Py tarafindan
suya indirgenir (140).

Mitokondriden sitokrom-c salinimi ile birlikte kaspaz aktivasyonunun ve
apoptozisin baglatilmas1 ROT varlig: ile iliskilendirilmektedir. Lipit peroksitler ve HyO-
gibi oksidanlara maruz kalan hiicrelerde apoptozisin artmasi bunu desteklemektedir.
Apoptozisi 6nleyen antioksidanlara GSH, katalaz, SOD, GSH-Py gibi enzimatik endojen
antioksidanlar o6rnek verilebilir (146, 147).

Karaciger hasarinda, oksidatif strese tabi olan birincil hiicreler parankimal
hiicrelerdir. Kupfer hiicreleri, hepatik stellat hiicreleri ve endotelyal hiicreler potansiyel
olarak oksidatif strese daha duyarhidirlar. Oksidatif stresin neden oldugu lipit
peroksidasyon tarafindan, hepatik stellat hiicrelerin proliferasyonu ve kolajen sentezi
baslatilir (141). Nitrik oksit (NO) bir serbest oksijen radikalidir ve karaciger
yetmezliginde 6nemli bir rol oynamaktadir (143).

Giliniimiizde ¢esitli antioksidanlarin, karaciger hastaliklarin1 onleyebilecegi ve

tedavisine katkida bulunabilecegi ileri siiriilmektedir (141).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Cihazlar
Plate Okuma Cihaz1 (ELX800, Biotek, Tiikiye)
Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)
Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)
Vorteks (Heidolph)
Hassas Terazi (Metler Toledo)
Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P-1000)
Homojenizator (Ultra)
Etiiv (Binder)
pH Metre (Metler Toledo)

. Sogutmali Santriftij (Sigma, 2-16K)

. Distile Su Cihaz1 (Millipore)

. Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145)

. Santriflij (Sigma 16K)

. Manyetik Karistirict (Vert)

. 811 strip tiip

. 8 kanall1 pipet

. Bioer Thermal Cycler (BIOER Technology)
. ThermoPikoReal 96 Real-Time PCR System (ThermoScientific)
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11.
12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

3.1.2. Sarf Malzemesi ve Kimyasal Maddeler
Folin ciocalteu (Sigma)
n-Butanol (Merck)
Asetik asit (Sigma)
Tiyobarbitiirikasit (TBA) (Sigma)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)
1, 1, 3, 3-tetrametoksipropan (Sigma)
5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit](DTNB) (Sigma)
N-nitrozodietilamin (DEN) (Sigma)
Ependorf tiipii

.SU  1498;  [(E)-3-(3,5-Diisoprophyl-4-hydroxyphenyl)-2-[(3-phenyl-n-propyl)

aminocarbonyl] acrylonitrile].

Kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyon Kiti

VEGFR-2 gen ekspresyon Kiti

RNA Izolasyon kiti (mirVana™ PARIS™ Kit, Katalog No: AM1556, Ambion
RNA by Life Technologies)

cDNA kiti ( miScript Reverse Transcription Kit, Katalog No: 218061, Qiagen )
Preamplifikasyon kiti (Tagman PreAmp Master Mix, Katalog No: 4391128, Applied
Biosystems)

Eksoniikleaz reaktifleri (Exonuclease | ve Exonuclease 1 buffer, Katalog
No: #MO293L, Biolabs)

PCR karigiminin hazirlanmasinda kullanilan reaktifler (Fast EvaGreen qPCR Master
Mix, Katalog No: 31003-1, Biotium)

Primer ve 6rnek sulandirmada kullanilan sivilar (DNA Suspension Buffer, Katalog
No: TO223, Teknova, PCR Certified Water, Katalog No: W3340, Teknova).

2-merkaptoetanol (Sigma)

3.2. Deney Hayvanlarinin Secimi ve Temini

Bu ¢aligmada MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari

Uretim Birimi’ nden temin edilen ortalama agirliklar1 225-250 g olan, 56 adet yetiskin,

erkek Wistar albino sicanlar1 kullanildi. Bu ¢alisma M.E.U Hayvan Deneyleri Yerel
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Etik Kurulu’ nun 15/06/2011 tarihli 2011/18 sayili etik kurul karar1 alindiktan sonra
baslatildi.

Deney hayvanlar1 toplam 6 kafeste muhafaza edildi. Sicanlar deneysel
caligmalar siiresince (13-22 hafta) sicakligi (22 + 2°C) ve nemi (% 55+ 8) sabit tutulan
odalarda muhafaza edildi. Havalandirma pencere tipi aspiratorle saglanirken, odanin
aydinlik-karanlik dongilisii otomatik denetleyici bir aygit ile 12 saat aydinhk; 12 saat
karanlik olacak sekilde ayarlandi. Sicanlar, temizligi diizenli olarak saglanan plastik
kafeslerde tutuldu ve beslenmeleri i¢in hazir standart yem; su gereksinimleri i¢in ise

6zel uygulamalar haric, diger siganlara cesme suyu verildi.

3.3. Calisma Gruplar

Bu c¢alismada Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (1) (250ug/kg/hafta),
Siroz+SU 1498 (1) (500ug/kg/hafta), Siroz sonrasinda+SU 1498 (111) (300ug/kg/hafta)
olmak tizere 6 grup olusturuldu. Daha 6nceki calismalarda elde edilen veriler 15181inda
siroz olusumunun 10-12. haftada olustugu tespit edildiginden 10. haftadan itibaren siroz
olusumunun takibi baslatildi ve 10. haftanin sonunda siroz grubundan rastgele segilen 1
sigan sakrifiye edildi. 10. haftada sakrifiye edilen sicanda siroz bulgular1 tam olarak
gozlenemediginden 3 hafta daha ¢alismaya devam edildi. 13. hafta sonunda siroz
grubundan rastgele secilen 1 sigan daha sakrifiye edilerek siroz olusumunun varligi
histopatolojik incelemeler sonucu kanitlandi.

Deneysel calisma protokolii tamamlanan tiim gruplarda ki sicanlar anestezik
madde (ketamin + xylazin) verilmek suretiyle, servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi
ve hizli bir sekilde dokular1 diseke edildi.

Kontrol Grubu: Calisma grubuna 8 adet sigan dahil edildi ve beslenmeleri i¢in
hazir standart yem; su gereksinimleri igin ise ¢esme suyu verildi. 13 haftalik siire
sonunda kontrol grubundaki siganlar 6ldiiriildii.

Siroz Grubu: Calisma grubuna 11 adet si¢an dahil edildi ve son derigimi 100
ppm olacak sekilde DEN ilave edilen su, 13 hafta siiresince i¢me suyu olarak verildi.

10. haftadan itibaren siroz olusumunun takibi baslatildi ve 10. haftanin sonunda rastgele
secilen 1 sican sakrifiye edildi. 10. haftada sakrifiye edilen sicanda siroz bulgular1 tam
olarak gozlenemedigi i¢in 3 hafta daha ¢alismaya devam edildi. 13. hafta sonunda siroz
grubundan rastgele secilen 1 sigan daha sakrifiye edilerek histopatolojik incelemeler
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sonucu siroz olusumunun varligr kanitlandi. Bu teyitin ardindan 13. haftanin sonunda
bu gruptaki siganlar 6ldiiriildii.

DMSO Grubu: Calisma grubuna 8 adet sigan dahil edildi ve son derisimi 100
ppm olacak sekilde DEN igeren igme suyu ile birlikte DMSO maddesi intraperitonal
olarak verildi. SU 1498’ in DMSO’ da ¢oziilerek hazirlanmasindan dolayr ¢alismalarda
DMSOQO’ dan gelebilecek etkiyi dislamak amaci ile 13 hafta boyunca DMSO uygulamasi
yapildi. Bu gruptaki siganlar 13. haftanin sonunda 6ldiiriildii.

Siroz+SU-1498 (I) (250 pg/kg/hafta) Grubu: Calisma grubuna 8 adet sigan dahil
edildi. VEGFR-2 reseptor inhibitérii olan SU 1498’ in siroz olusumu iizerindeki
etkilerini gbzlemek amaciyla bu gruptaki si¢anlara son derisimi 100 ppm olacak sekilde
DEN iceren icme suyu ile birlikte 250 pg/kg/hafta olacak sekilde 13 hafta boyunca
intraperitonal olarak SU 1498 uygulamasi yapildi. Bu gruptaki si¢anlar 13. hafta
sonunda oldiirtldi.

Siroz+SU-1498 (IT) (500 pg/kg/hafta) Grubu: Calisma grubuna 8 adet sigan
dahil edildi. VEGFR-2 inhibitorii; SU 1498’ in siroz olusumu {izerindeki etkilerini
gozlemek amaciyla bu gruptaki sicanlara son derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN
iceren igme suyu ile birlikte 500 pg/kg/hafta olacak sekilde 13 hafta boyunca
intraperitonal olarak SU 1498 uygulamasi yapildi. Bu gruptaki siganlar 13. hafta
sonunda oldiirtldii.

Siroz sonrasinda+SU 1498 (111) (300 pg/kg/hafta) Grubu: Calisma grubuna 7
adet sigan dahil edildi. VEGFR-2 inhibitorii; SU 1498’ in siroz olustuktan sonraki
etkilerini gozlemek amaciyla bu gruptaki sicanlara ilk olarak son derisimi 100 ppm
olacak sekilde DEN igeren igme suyu 13 hafta boyunca verildi. Daha sonra 8 hafta
boyunca 300 pg/kg/hafta olacak sekilde intraperitonal olarak SU 1498 uygulamasi
yapildi. Bu gruptaki si¢anlardan 5 tanesi 61dii. Bu grup icin yeniden 6 adet sigan temin
edildi ve deneyin tekrar1 birebir uygulandi. Sonradan alinan siganlardan da 2 tanesi

6ldi. Toplamda geriye kalan 6 sigan 21. haftanin sonunda 6ldiirildi.
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3.4. Cahsma Orneklerinin Hazirlanisi

3.4.1. Doku Ornekleri
Deneysel calisma sonrasinda calisma planina gore sakrifiye edilen sicanlarin
karacigerleri diseke edildi. Karacigerlerden alinan 6rneklerin bir kismi histopatolojik
incelemeler yapilmak iizere %10’luk formaldehit icerisinde Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali patoloji laboratuvarina gonderildi. Kalan karaciger

dokusunun bir bdliimiinden total RNA izolasyonu yapildi bir kismi ise diger

biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80°C’ de muhafaza edildi.

3.5. Analiz Yontemleri

3.5.1. Biyokimyasal Analizler

3.5.1.1. Apoptozis ve Anjiyogenez Belirteclerinin Incelenmesi

3.5.1.1.1. Kaspaz-3, 8, 9 ve VEGFR-2 Gen Ekspresyon Ol¢iim
Yontemi

Total RNA izolasyonu; dokudan mirVana™ PARIS™ Kit (Ambion, California,

USA) izolasyon kiti ile yapildi. Izole edilen total RNA” lar Reverse Transcription Kit
(Qiagen, USA) protokolii uygulanarak ¢cDNA’ ya doniistiiriildii ve ¢cDNA” lar analiz
giiniine kadar -20°C’ de saklandi. Daha sonra miRNA TagMan PreAmplifikasyon
protokolii uygulanarak preamp cDNA’ lar elde edildi. PreAmp cDNA’ lardan ayn1 giin
kullanilmayanlar -20°C de ayni1 giin kullanilacak olanlar +4°C de saklandi. Son olarak
Dynamic Array Gen Ekspresyon Protokolii geregince Load ve Mix islemleri
tamamlanarak BioMark Data Collection software yazilimi esliginde GE 96.96
PCR+Melt vl thermal protokolii uygulanarak elde edilen sonuglar bilgisayara
kaydedildi. House keeping (kontrol gen) gen olarak Gliseraldehid 3-Fosfat
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Dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Analiz yonteminde; elde edilen RT-PCR

sonuglarmin (Ct degerlerinin) analizlerini 2"**“" ile hesaplandu.

3.5.1.2. Antioksidan Kapasitenin incelenmesi

3.5.1.2.1. Doku GSH Ol¢iimii
Prensip: GSH siilfidril grubu igeren bir bilesiktir. Bir disiilfid bilesigi olan 5,5'-
ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit] (DTNB), siilfidril gruplar1 tarafindan rediiklenirler.
Rediiksiyon sonucu olusan sar1 renkli kompleksin 412 nm dalga boyunda olgiilen

absorbans degeri GSH miktarini gostermektedir (148).

Ayiraglar:
1. Coktiirticii Cozelti

2.0,3 M NayHPOy4
3.% 0,04 DTNB Cozeltisi

Yontem

Kor ve drnege ait deney tiipleri asagida verilen sekilde hazirlandi.

Kor (mL) Ornek (mL)
Doku homojenati - 2
Saf su 2 -
Coktiiriict 3 3

Karisim 5 dakika bekletildi, 6rnek filtre kagidindan siiziildii.

Stzunti 2 2

0,3 M NapHPOQO4 8 8

Ornegin absorbans degeri 412 nm’de kore karsi 6lciildii (OD1). Tiiplere
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%0,04 DTNB 1 1

ilave edildi ve 6rnek tiipte olusan renk 412 nm’de kore karsi 6lgiildii (OD2).

Hesaplama

Glutatyon derigimi pmol/mg protein olarak hesaplandi.

C (umol/mL) (OD2-0D1) 5

1000 13,600 2
C (umol/mL) = (OD2-0OD1) x 0,184

C (umol/mL)
umol/mg protein =

Protein (mg / mL)

13,600: GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon
katsay1si

C: umol /mL Glutatyon

OD1: DTNB ilave edilmeden 6nce 412 dalga boyunda Sl¢iilen optik dansite

OD2: DTNB ilave edildikten sonra 412 dalga boyunda 6l¢iilen optik dansite

1000 : umol’ e doniisiim katsayisi

5/2: seyreltme katsayisi

3.5.1.2.2. Doku MDA Ol¢iimii
Prensip: MDA, aerobik sartlarda pH 3,4’ te tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95 OC’

de inkiibasyonu sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleksin 532 nm

dalga boyundaki absorbans degerinin 6l¢limii esasina dayanmaktadir (149).
Ayiraclar

1.% 8,1’ lik SDS
2.% 20’ lik Asetik Asit
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3.% 0,8’ lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)
4.n-Butanol / Piridin (nBu/Pri) Cozeltisi (15/1)
5. Stok Standart (1,1,3,3-tetrametoksipropan)

Yontem

Calisma i¢in gerekli olan ayiraglar asagida tabloda belirtildigi sekilde tiiplere

konuldu.

Cozeltiler Kor Standart Ornek
Doku homojenati (mL) - - 0,1
Standart (mL) - 0,1 -

SDS (mL) 0,2 0,2 0,2
Asetik Asit (mL) 1,5 1,5 1,5
TBA (mL) 1,5 1,5 1,5

Saf Su (mL) 0,8 0,7 0,7

95 °C’de 30 dakika inkiibe edilir ve tiipler cesmenin altinda sogutulur.

Saf Su (mL) 1,0 1,0 1,0
nBu / pri 5,0 5,0 5,0

Tiiplere konulan ¢ozeltiler vortekslendikten sonra 4000 g’ de 10 dakika santrifiij
edildi, tistteki organik kisim alinarak 532 nm’ de absorbans degeri okundu. Sonuglar

nmol/mg protein olarak degerlendirildi.

nmol / mL

MDA (nmol/mg protein) =

Protein (mg/mL)

3.5.1.3. Lowry Yontemi ile Protein Tayini
Prensip: Alkali ortamda proteinlerin fosfotungstik asit ve bakir siilfat ile
reaksiyona girerek mavi renkli kompleks olusturmasi ve bu kompleksin 550 nm dalga

boyunda absorbans degerinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (150).
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Ayriraclar

1. % 2 (w/v) NapCO3

2. % 1 (w/v) CuSO45H,0
3. % 2 (w/v) Na-K tartarat

4. Folin-Ciocalteu Ayiraci
5. Standart (Bovin Serum Albumin)

Giinliik ¢ozelti (Ayirag C): 50 mL %2 (w/v) NapCOg, 0,5 mL %1 (w/v)

CuSO45H20 ve 0,5 mL %2 (w/v) Na-K tartarat ilave edilerek hazirlandi.

Protein Standart Egri Cizimi:

Tiip No Kor 1 2 3 4 5

BSA Standart Derigim (pug/mL) - 100 200 300 400 500

Ilgili BSA Standart ¢ozeltisi (mL) - 03 03 03 03 03

Serum Fizyolojik (mL) 0,3 - - - - -

Ayirag C (mL) 3 3 3 3 3 3
Kansimlar hazirlamp oda 1s1isinda 10 dk bekletildi.

Folin-ciocalteu (mL) 0,3 03 03 103 03 03

Tiiplere ilave edildi ve 30 dk oda 1s1sinda bekletildi. 550 nm” de kore karsi

absorbans degerleri okundu. Protein standart egrisi ¢izildi.
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0,08 ——Dogrusal (Seri 1)
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0 100 200 300 400 500 600

Protein (ug/mL)

Yontem

Cozeltiler tiiplere asagidaki sekilde konuldu.

Kor Ornek
Saf su (mL) 0,3 -
Doku homojenati (mL) - 0,3
Giinliik ¢ozelti (mL) 3,0 3,0

Oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi

Folin-ciocalteu ayiract (mL) 0,3 0,3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilen 6rneklerin, 550 nm’ de kore karsi absorbanslari

okundu. Protein konsantrasyonu standart egriden degerlendirildi.

3.5.2. Histopatolojik Inceleme
Calismaya dahil edilen tiim dokulardan elde edilen 5 p kalinhigindaki parafin
kesitler 55°C* deki sicak su banyosundan lam iizerine alindi. 60°C etiivde 1 saat
bekletildikten sonra oda 1sisindaki ksilolde 30 dakika bekletildi. %50, %60, %70, %95

derecelik alkol serisinden gecirildi ve akar ¢cesme suyunda yikandi. Hematoksilen
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soliisyonunda 5 dakika bekletildikten sonra tekrar akar ¢esme suyunda yikandi. %0,1
amonyakli suda 1 saniye bekletildikten sonra tekrar akar cesme suyunda yikandi. %96’
lik alkolde 1 saniye ve daha sonra eosin soliisyonunda 20 saniye bekletildi. Akar ¢cesme
suyunda yikandi. %50, %60, %70, %95 derecelik alkol serisinden gegirilen preperatlar
kurutuldu. Oda 1sisindaki ksilolde 10-20 dakika bekletilerek seffaflastirildi ve entellan
ile kapatildi. Karacigerde siroz olusumu ishak Skorlamasina gére yapilmgtir (151).

3.5.3. istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen bulgular istatistiki olarak degerlendirilirken SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 20 programi, Statistica istatistik
paket program kullanilmigtir. Tim parametreler i¢in normallik testi Kolmogorow-
Simirnow testi ile test edilmistir. Parametrelerin bir kismi normal dagilim gostermis
diger bir kismi1 ise normal dagilim gostermedigi tespit edilmistir. Calisma verileri
degerlendirilirken tanimlayic1 istatistik metodlarin (ortalama, standart sapma,
minumum-maksimum degerler) yani sira normal dagilim gdsteren parametrelere One
Way Anova testi yapilmis, normal dagilim gdstermeyen parametrelere ise Kruskal
Wallis testi uygulanmigtir. Farklilik bulunan parametlere Posthoc testleri uygulanmistir.

[statistiksel anlamlilik P<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismaya toplam 64 adet yetiskin, erkek Wistar albino sican dahil edildi. Bu
calismada Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250ug/kg/hafta), Siroz+SU 1498
(II) (500ug/kg/hafta), Siroz sonrasinda+SU 1498 (III) (300ug/kg/hafta) olmak iizere 6
grup olusturuldu.

Bu c¢aligmada karaciger sirozu iizerine VEGFR-2 inhibitorii; SU 1498’ in etkisini
aragtirmak amaci ile anjiyogenez belirteci olarak VEGFR-2 gen ekspresyonu ve
apoptozis yol izi belirteci olarak kaspaz -3, -8 ve -9 gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR
yontemi ile belirlendi. Ayrica antioksidan kapasitenin arastirilmast igcin GSH ve MDA

diizeyleri kolorimetrik yontemlerle saptandi.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Apoptozis ve Anjiyogenez Belirteclerine Ait Bulgular

4.1.1.1 Kaspaz -3, -8, -9 Gen Ekspresyon Diizeyleri
Kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyon diizeyleri Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU
1498 (I) (250pug/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500pg/kg/hafta), Siroz sonrasinda+SU
1498 (II) (300ug/kg/hafta) gruplart arasinda anlamli bir degisiklik gostermemistir
(p>0,05) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

57



Cizelge 4.1. Apoptotik belirte¢lerden olan kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyon diizeyinin her bir gruba goére

degisimi.
Grup Min-max x£SD
kaspaz-3 22,49-36,51 27,8945,47
Kontrol kaspaz-8 32,95-35,97 34,95+1,73
kaspaz-9 36,02-36,79 36,27+0,44
kaspaz-3 22,23-31,43 25,24+3,70
Siroz kaspaz-8 21,19-37,34 32,04+5,18
kaspaz-9 33,57-36,40 34,88+1,11
kaspaz-3 21,68-27,39 23,34+2,03
DMSO kaspaz-8 28,06-38,87 33,94+4,06
kaspaz-9 28,45-37,09 35,08+3,72
kaspaz-3 21,22-23,97 22,91+1,21
Siroz+ SU 1498 (1)  |kaspaz-8 27,64-38,01 32,24+4,08
kaspaz-9 34,76-37,29 36,02+1,78
kaspaz-3 14,91-26,61 21,61+3,85
Siroz+ SU 1498 (I1) kaspaz-8 33,88-37,01 35,20+1,24
kaspaz-9 9,73-36,51 25,54+14,03
kaspaz-3 22,47-36,27 28,34+5,22
Siroz+ SU 1498 (111) | kaspaz-8 29,07-36,21 33,12+2,82
kaspaz-9 25,41-36,67 32,46+4,67
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Sekil 4.1. Apoptotik belirtegler olan kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyonlarinin gruplar arasi kargilagtirmada

gosterdigi degisimlerin bar grafik olarak gdsterimi.

4.1.1.2. VEGFR-2 Gen Ekspresyon Diizeyi

VEGFR-2 gen ekspresyon diizeyleri Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (1)
(250ug/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (1) (500ug/kg/hafta), Siroz sonrasinda+SU 1498 (I1I)

(300pg/kg/hafta) gruplart arasinda anlamli bir degisiklik gostermemistir (p>0,05)

(Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Anjiyogenez belirteglerden olan VEGFR-2 gen ekspresyon diizeyinin her bir gruba gore

degisimi.
Grup Min-max x£SD

Kontrol 23,06-37,07 31,89+5,72
Siroz 33,31-38,53 36,06+2,03
DMSO 25,91-37,15 33,89+4,35
Siroz+ SU 1498 (1) 25,49-37,55 33,37+5,28
Siroz+ SU 1498 (I1) 31,80-37,27 34,49+3,09
Siroz+ SU 1498 (111) 31,57-37,22 33,87+2,51
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Sekil 4.2. Anjiyogenez belirteci olan VEGFR-2 gen ekspresyonunun gruplar arasi karsilastirmada

gosterdigi degisimlerin bar grafik olarak gdsterimi.

4.1.2. Antioksidan Kapasite
Bu calismada antioksidan kapasiteyi degerlendirmek amaciyla antioksidan
sistemde bulunan GSH miktar1 ve lipit peroksidasyon gostergesi olarak da MDA

diizeyleri belirlenmistir.

4.1.2.1. Doku GSH Diizeyleri
Bu calismada antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi i¢in antioksidan
sistemde bulunan GSH miktarlari incelenmistir. GSH miktar1 diizeyleri Kontrol, Siroz,
DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250pg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500ug/kg/hafta),
Siroz sonrasinda+SU 1498 (III) (300ug/kg/hafta) gruplari arasinda anlamli bir
degisiklik gostermemistir (p>0,05) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3).
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Cizelge 4.3. GSH diizeylerinin gruplar arasindaki degisimi

Grup Min-max x£SD
Kontrol (uM/mg protein) 0,00012-0,00042 0,0002+0,00011
Siroz (WM/mg protein) 0,00016-0,00021 0,0001%0,00002
DMSO (uM/mg protein) 0,00017-0,00025 0,0002:0,00003
Siroz+ SU 1498 (I) (WM/mg protein) | 0,00010-0,00017 0,0001+0,00002
Siroz+ SU 1498 (I1) (tM/mg protein) | 0,00008-0,00018 0,0001%0,00004
Siroz+ SU 1498 (111) (uM/mg protein) |0,00014-0,00018 0,0001+0,00002
o s S
o e D o 55 oovn v

GRUPLAR

Sekil 4.3. GSH diizeylerinin gruplar arasi degisiminin bar grafik olarak gdsterimi

4.1.2.2. Doku MDA Diizeyleri

MDA bakimindan gruplar arasinda fark bulunmustur (p:0,0001). MDA
bakimindan sirasiyla Kontrol ile Siroz (p:0,001), Kontrol ile DMSO (p: 0,001), Kontrol
ile Siroz+ SU1498(l) (p:0,001), Kontrol ile Siroz+ SU1498(1l) (p:0,001), Kontrol ile
Siroz+ SU1498(111) (p:0,001) arasinda istatistiksel farklilik bulunmustur. Yine MDA
bakimindan; Siroz ile Siroz+ SU1498(l) (p:0,029), Siroz ile Siroz+ SU1498(ll)
(p:0,016), Siroz ile Siroz+ SU1498(11l) (p:0,001) arasinda istatistiksel farklilik
bulunmustur. Bunlara ek olarak MDA bakimindan sirasiyla DMSO ile Siroz+ SU
1498(1) (p:0,013), DMSO ile Siroz+ SU 1498(1l) (p:0,007), DMSO ile Siroz+ SU
1498(I11) (p:0,0001), arasinda istatistiksel faklilik bulunmustur.

61



MO (ol protein)

Cizelge 4.4. MDA diizeylerinin gruplar arasindaki degisimi.

GRUPLAR Min-max x£SD

Kontrol (hmol/mg protein) 0,052-0,088 |0,0605+0,0124
Siroz (nmol/mg protein) 0,124-0,168 |0,1473+0,0161%
DMSO (nmol/mg protein) 0,118-0,169 |0,1391+0,0159

Siroz+ SU 1498(1) (nhmol/mg protein) |0,160-0,239 |0,2016+0,0264%"¢

Siroz+ SU 1498(11) (nmol/mg protein) |0,154-0,259 |0,2052+0,0336%"°

Siroz+ SU 1498(111) (nmol/mg protein) | 0,132-0,330 |0,2299::0,0677*"

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, ¢; DMSO grubu ile farkliliklart gostermektedir.
(p<0,05) istatistiksel olarak anlaml
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Sekil 4.4. MDA diizeylerinin gruplar arasi degisiminin bar grafik olarak gosterimi. a; Kontrol ile,

; Siroz ile, ¢; DMSO grubu ile farkliliklart gdstermektedir. (p<0,05) istatistiksel olarak anlaml.
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4.2. Karaciger Dokularima Ait Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incemeler sonucunda kontrol gruplarindaki siganlarda normal
karaciger dokusu gézlenmistir (Sekil 4.5).

Siroz grubunda sakrifiye edilen siganlarin karaciger normal yapinin bozuldugu;
karaciger dokusunda hepatositlerde biiyiime, pleomorfizm, hiperkromazi alanlar1 i¢eren
large cell displazi odagi, zon 3 diizeyinde santral venler, hepatositlerde rejenerasyon
bulgulari, vaskiiler disorganizasyon, yer yer displastik degisiklikler, nodiil
formasyonuna neden olan fibrozis alanlar1 ve siroz gézlenmistir (Sekil 4.6).

DMSO grubunda; Karaciger dokusunda portal alanlarda uzun ve ince fibrozis
odaklar1 yan1 sira rejenerasyon bulgulart ve displastik odaklar ve siroz izlenmektedir
(Sekil 4.7).

Siroz+SU 1498 (I) grubunda;  karaciger dokusunda tam olarak nodiil
olusturmayan fibrozis alanlar1 ve inkomplet siroz gelisimi gozlenmistir (Sekil 4.8).

Siroz+SU 1498 (II) grubunda; karaciger dokusunda tam olarak nodiil
olusturmayan fibrozis alanlar1 ve inkomplet siroz gelisimi ve Siroz gézlenmistir (Sekil
4.9).

Siroz+SU 1498 (III) grubunda; karaciger dokusunda oval yuvarlak niikleuslu,
belirgin niikleoluslu, yer yer pleomorfizm iceren, eozinofilik sitoplazmali, belirgin
hiicre sinirina sahip, en az ii¢ hiicre tabakasi seklinde dizilime sahip, mitoz saptanan

hepatoselliiler karsinom alanlar1 gozlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.5. Kontrol grubundaki si¢anlarin karaciger dokularma ait HE boyamalarinin fotomikrograf

gériintiisii (HEX100).

Sekil 4.6. Siroz grubundaki siganlarin karaciger dokularina ait HE boyamalarinin fotomikrograf

goriintiisii (HEX100).
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Sekil 4.7. DMSO grubundaki siganlarin karaciger dokularina ait HE boyamalariin fotomikrograf
goriintiisi (HEX100).

Sekil 4.8. Siroz+SU 1498 (I) grubundaki si¢anlarin karaciger dokularma ait HE boyamalarinin
fotomikrograf gérintiisiit (HEX100)
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Sekil 4.9. Siroz+SU 1498 (II) grubundaki si¢anlarin karaciger dokularmma ait HE boyamalarinin
fotomikrograf goriintiisii (HEX100).

Sekil 4.10. Siroz sonrasinda+SU 1498 (III) grubundaki sicanlarin karaciger dokularma ait HE
boyamalarinin fotomikrograf gériintiisii (HEX100).
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5. TARTISMA

Karaciger sirozu, kronik karaciger hasarmin bir sonucudur ve bilinen birgok
sebebi bulunmaktadir. Ulkemizde de tiim diinyada oldugu gibi énemli bir saglk
sorunudur ve baslica nedenleri alkol ve kroniklesen viral hepatitlerdir. Ulkemizde
kronik viral hepatitler karaciger sirozunun nedeni olarak on plana ¢ikarken, bati
ilkelerinde ise alkol ilk siray1 almaktadir (5, 6).

Bu calismada, ¢evresel bir karsinojen olan ve nitrozaminler arasinda Onemi
bilinen, karaciger tiimorii indiikleyicisi DEN, giinliikk 100 ppm dozda, 13 hafta boyunca
icme suyu olarak sicanlara verildi ve karaciger sirozu olusturuldu. Daha 6nceki yapmis
oldugumuz ¢alismalarda igme suyuna katilan DEN” in 10-12 hafta boyunca tiiketilmesi
sonucunda karaciger sirozu olusumu ve 18-20 hafta tiiketilmesi sonucunda da
hepatoseliiler karsinom olusumu goézlemlenmistir (125, 152, 153). Yapmis oldugumuz
calismalarin sonuglar1 g6z Oniine alinarak bu calismada da DEN kullanildi.
Calismamizda 13. haftada karaciger sirozu gézlemlendi.

Lee ve arkadaslari, sicanlara intraperitonal enjeksiyonlarla 100 mg/kg/hafta
DEN uygulayarak sirotik karaciger olusumunu bildirmislerdir (154). Finnberg ve
arakadaslari, sicanlara DEN uygulayarak akut karaciger hasar1 olusturduklarini
bildirmislerdir (155). Bona ve arkadaslar1 da 7 hafta boyunca, 50 mg/kg ve haftada iki
kere olacak sekilde DEN uygulamasiyla karaciger yapisinin degistigini ve hepatik siroz
olustugunu bildirmislerdir (156).

Anjiyogenez, var olan kan damarlarindan yeni damar olusumunun gézlendigi
fizyolojik bir siiregtir (157). Patolojik durumlarda da goriilebilen anjiyogenez,
proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler tarafindan kontrol edilmektedir (36). VEGF
fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde Onemli bir role sahip olan trombosit kaynakli
biliylime faktorlerinin bir tiyesidir (10, 12). VEGFR-2 (flk/KDR) ise VEGF’ in yiiksek
afiniteli tirozin kinaz reseptoriidiir ve ozellikle kanserde olusan anjiyogenezde onemi
bilinmektedir (70).

Bu ¢alismada, VEGFR-2 inhibitorii, SU 1498 in (19) karaciger sirozu iizerine
etkisi arastirildi. Bu amagla, karaciger sirozu olusturulmus sicanlarda anjiyogenez

belirteci olarak VEGFR-2 gen ekspresyonu ve apoptozis yol izi belirteci olarak kaspaz -
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3, -8 ve -9 gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile belirlendi. Antioksidan
kapasitenin arastirilmas: icin ise GSH ve MDA diizeyleri kolorimetrik yontemlerle
belirlendi.

Calismamizda; VEGFR-2 gen ekspresyonunda Kontrol, Siroz, DMSO,
Siroz+SU 1498 (I) (250ug/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500ug/kg/hafta) ve Siroz
sonrasinda+SU 1498 (III) (300ug/kg/hafta) gruplari arasinda anlamli bir degisiklik
gorilmemistir.

Jin ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada, SU 1498’ in VEGFR-2 inhibitorii
oldugunu ortaya koymuslardir (158). Koyanagi ve arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢calismada
timor hiicrelerinde VEGF’ in 24 saatlik ekspresyonunun regiilasyon mekanizmasini
degerlendirmis ve VEGFR-2 inhibitorii olarak SU 1498’ 1 gdstermislerdir (55).

Hao, yapmis oldugu c¢alismada, VEGF’ in O6nemli bir anjiyogenik faktor
oldugunu ve SU 1498’ in de VEGFR-2 inhibitorii oldugunu belirtmistir (159).

Cebulla ve arkadaglar1 ise calismalarinda transgenik sican retinoplastomunda
VEGFR-2 inhibitérii, SU 1498’ in degerlendirmislerdir. SU 1498 ve DMSO kontrol
grubu olmak {iizere iki grup ile ¢alisilmistir. SU 1498’ in dozu dikkatli bir sekilde
secilmis ve hem gbz ¢evresinden enjeksiyonla hem de burundan sondayla verilmistir.
Ancak, SU 1498 tedavisinden sonra, tedavi edilen goézlerde timdr yikii ¢ok diistik
olmasma ragmen, DMSO kontrol grubuyla arasinda anlamhi bir degisiklik
gbzlemlenmezken; VEGFR-2’ de ise artis bulunmustur. VEGFR-2 inhibitorii, SU 1498
tedavide yetersiz kalmistir (70).

Hipoksiyle Indiiklenen Mitojenik Faktériiniin (HIMF) anjiogenik etkisi oldugu
ve VEGF diizeyini arttirdig1 bilinmektedir. Tong ve arkadaslar1 daha onceki yaptiklari
calismada HIMF’ 1n fare akcigerlerinde VEGF iiretimini 6nemli sekilde arttirdigini
saptamiglardir. Bir sonraki caligmalarinda ise HIMF’ in, PI-3K/Akt yolagin1 aktive
ederek endotelyal hiicrelerde proliferasyonu ve migrasyonunu uyararak anjiyogenezi
arttirdigin1 saptamiglardir. Bu caligmalarinda SU 1498 ile yapilan tedavide, HIMF
indiiklii endotelyal hiicrelerde VEGFR-2 inhibe edilmedigini ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyonunun, migrasyonunun ve tiip olusumunun ortadan kaldirilamadigin
saptamislardir (160).

Apoptozis, multiseliiler organizmalarda dokunun homeostazisi ve gelisimi

acisindan Onemli rol oynayan, tipik morfolojik ozellikler gdsteren kontrollii hiicre
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olumiidir. Apoptozis regiilasyonunda meydana gelen bozukluklar ¢esitli hastaliklarin
gelisimini de beraberinde getirir (16, 102). Insan organizmasinda apoptozis birgok
fizyolojik ve patolojik durumda gézlemlenebilir (14). Apoptozisin gerceklesmesinde,
hiicre i¢i proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonu gereklidir (100). Giiniimiizde kaspaz
kaskadin1 baglatarak apoptizisi saglayan birgok mekanizma bulunmakta ve
aragtirtlmaktadir. En 6nemli iki temel mekanizma olarak da 6liim reseptorleri aracilt
ekstrensek yolak ve mitokondri aracili intrensek yolak gosterilmektedir (97).

Kaspaz-3 apoptoziste rol oynayan ve her iki yolakta da ortak olan efektor bir
kaspazdir. Bu ¢alismada kaspaz-3 gen ekspresyonu agisindan, Kontrol, Siroz, DMSO,
Siroz+SU 1498 (I) (250ug/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500ug/kg/hafta) ve Siroz
Sonrasinda+SU 1498 (III) (300ug/kg/hafta) gruplari arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemistir.

Sun ve arkadaglarimin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, karaciger kanserinde
kaspaz-3 gen ekspresyonunun apoptozis indeksi ile iligkili olmadigi belirtilmistir. Buna
ragmen, kaspaz-3 gen ekspresyonundaki azalmanin apoptozis mekanizmasini negatif
yonde etkiledigi belirtilmistir. Bu calismada XIAP’ in kaspaz-3’ i inhibe ettigi
diistiniilmiistiir (161).

Bantel ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada kaspaz-3’ {in, karaciger hasarimnin
tanimlanmasi agisindan 6nemli bir belirte¢ oldugunu bildirmislerdir (162).

Apoptozis mekanizmasinda ekstrensek yol izi, transmembran reseptor aracili
apoptozisi baslatan yolaktir (101). Bu yol izinde oliim reseptorleri, ligandlar ile
birleserek bir kompleks olustururlar. Daha sonra olusan bu komplekse bir adaptor
baglanir ve DISC olusur. DISC, baslatici kaspaz olan kaspaz-8’ in aktivasyonunu saglar
ve boylece apoptozis fazi baslar (117, 132).

Bu calismada kaspaz-8 gen ekspresyonu agisindan, Kontrol, Siroz, DMSO,
Siroz+SU 1498 (I) (250ug/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500ug/kg/hafta) ve Siroz
sonrasinda+SU 1498 (III) (300ug/kg/hafta) gruplari arasinda anlamli bir degisiklik
goriilmemistir.

Li ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada, siganlarda nonalkolik yaglanmis
karaciger hastaliklar1 patogenezinde kaspaz-8’ in roliinii arastirmiglardir. Bu ¢alismada,
artan yaglanmis karaciger hasartyla kaspaz-8’ in de anlamli derecede arttii

belirtilmistir (163).
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Intrensek yolak, cesitli sinyaller aracilig1 ile mitokondride acilan porlardan basta
sitokrom-c olmak ftizere proapoptotik proteinlerin salinmasi ile baglayan bir olaydir.
Sitokrom-c sitozole salindiktan sonra Apaf-1 ile baglanir ve daha sonra yapiya kaspaz-9
katilir. Olusan bu molekiile apoptozom adi verilir. Bu olay kaspaz-9° da
konformasyonel bir degisiklige neden olur ve kaspaz-9 aktif hale geger (117, 134).

Bu c¢alismada kaspaz-9 gen ekspresyonu agisindan, Kontrol, Siroz, DMSO,
Siroz+SU 1498 (I) (250ug/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500ug/kg/hafta) Ve Siroz
Sonrasinda+SU 1498 (III) (300ug/kg/hafta) gruplari arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemistir.

Gong ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, oksidatif stres, Fas
aracili Olim yolag: ile iliskilendirilmistir. Alkolik karaciger hasarli hastalarda,
hepatositlerde yiiksek seviyede FasL mRNA ekspresyonu gozlemlenmistir. FasL
ekspresyonunun reaktif oksijen tarafindan indiiklendigi diisiiniilmektedir. Hepatositlerin
de Fas reseptorii eksprese etmesi, hepatositlerin parakrin ya da otokrin mekanizmasi ile
kendi oliimlerini sagladiklari ihtimalini ortaya ¢ikarmaktadir. Diger taraftan Gong ve
arkadaslar1 bu calismada, hasarli karacigerde, RNA tarafindan kodlanan bir proteinin
oksidatif stres yoluyla NF-xB’ ii indiikledigini bildirmislerdir. Bu durum, NF-xB’ nin,
kronik karaciger hastaliklarinda antiapoptotik etki saglayarak, hepatositleri apoptozisten
korudugunu gostermektedir (164).

Bircok hastaligin patogenezinde rol oynayan serbest oksijen radikalleri lipit
peroksidanlari, protein denatiirasyonu ve niikleik asit hasarlanmasi gibi etkilerle
hiicresel islev bozukluklarina sebep olmaktadir (143). Hidrojen peroksit, hidroksil
radikali ve siiperoksit anyonu gibi ROT’ larin artmasiyla oksidatif stres meydana gelir
(165). DEN gibi nitrozaminler, reaktif oksijen tiirleri sayesinde oksidatif stresi
indiiklemektedir ve bu durum peroksidatif hiicre hasarini baglatmaktadir (166).

DEN ile karaciger sirozu olusturulmus c¢alismamizda, énemli bir antioksidan
olan GSH diizeyi incelenmistir. Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (1)
(250pg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (I1) (500ug/kg/hafta) ve Siroz sonrasinda+SU 1498
(I) (300pg/kg/hafta) gruplar arasinda GSH diizeyleri agisindan anlamli bir degisiklik
gorilmemistir.

Karahan ve arkadaslari yapmis olduklar1 c¢alismada, hiicre biitlinligliniin

korunmasinda 6nemli etkileri olan ve serbest radikalleri temizleyen GSH diizeyinin
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DEN uygulanan grupta kontrol grubuna gore azalmanin oldugunu ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini bildirmislerdir (167). Giiniimiizde bazi
arastirmalar oksidatif strese bagli olarak GSH diizeyinde anlamli sekilde azalma
gosterirken, bazi arastirmalar, GSH diizeylerinde bir degisiklik gostermemektedir (167).
Bansal ve arkadaglarinin yapmis oldugu caligsmada, eritrositlerde total GSH diizeylerinin
kontrol grubuna gore arttigi bildirilmistir (166).

Viicutta GSH igeriginin en 6nemli kaynagi karaciger olarak belirlenmistir (167).
GSH’ 1, ROT’ un hiicrelerden uzaklastirilmasi ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu
gibi onemli fonksiyonlara sahip oldugu belirlenmistir (168). Karacigerin kompleks
mekanizmas1 ve diger organlara gore GSH igeriginin c¢ok daha fazla olmasi
calismamizda kullandigimiz SU 1498’ in bir ksenobiyotik olarak detoksifiye edilmis
olmasi ihtimalini diislindiirmektedir. Bu ihtimal gruplar arasinda herhangi bir degisiklik
olmamasina agiklik getirebilir.

Yaptigimiz ¢alismada MDA lipit peroksidasyonu gostergesi olarak incelenmis
ve gruplar arasinda fark bulunmustur (p:0,0001). MDA bakimindan sirasiyla Kontrol ile
Siroz (p:0,001), Kontrol ile DMSO (p: 0,001), Kontrol ile Siroz+ SU 1498(1) (p:0,001),
Kontrol ile Siroz+ SU 1498(1l) (p:0,001), Kontrol ile Siroz+ SU 1498(111) (p:0,001)
arasinda istatistiki farklilik bulunmustur. Yine MDA bakimindan; Siroz ile Siroz+ SU
1498(1) (p:0,029), Siroz ile Siroz+ SU 1498(11) (p:0,016), Siroz ile Siroz+ SU 1498(11I)
(p:0,001) arasinda istatistiki farklilik bulunmustur. Bunlara ek olarak MDA bakimindan
sirastyla DMSO ile Siroz+ SU 1498(I) (p:0,013), DMSO ile Siroz+ SU 1498(I)
(p:0,007), DMSO ile Siroz+ SU 1498(11l) (p:0,0001), arasinda istatistiki faklilik
bulunmustur.

Ozellikle karaciger olmak iizere, birgok deneysel ¢alismada nitrozamin tiirlerinin
uygulanmasinin lipit peroksidasyonuna yol ac¢tig1 gézlemlenmistir. Calismalarda lipit
peroksidasyon artisinin MDA diizeyleri ile karakterize oldugu diisiiniilmektedir (167).

Karahan ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada, karacigerde tiim deneme
gruplarinda kontrol grubuna gore MDA diizeylerinde anlamli bir artis oldugunu
bildirmislerdir (167).

Dede ve arkadaslari, karaciger sirozlu hastalarda oksidatif stres belirtegleri

lizerine yapmis olduklar1 ¢alismada, sirozun evreleri arasinda yapilan karsilagtirmada,
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hastaligin artmasiyla MDA diizeylerinde de anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir
(143).

Histopatolojik incemeler sonucunda kontrol gruplarindaki si¢anlarda normal
karaciger dokusu gozlenmistir. Siroz grubunda sakrifiye edilen sicanlarin karaciger
normal yapinin bozuldugu; karaciger dokusunda hepatositlerde biiyiime, pleomorfizm,
hiperkromazi alanlar1 igeren large cell displazi odagi, zon 3 diizeyinde santral venler,
hepatositlerde rejenerasyon bulgulari, vaskiiler disorganizasyon, yer yer displastik
degisiklikler, nodiil formasyonuna neden olan fibrozis alanlari ve siroz gozlenmistir.
DMSO grubunda; karaciger dokusunda portal alanlarda uzun ve ince fibrozis odaklar
yani sira rejenerasyon bulgulart ve displastik odaklar ve siroz izlenmektedir. Siroz+SU
1498 (I) grubunda; karaciger dokusunda tam olarak nodiil olusturmayan fibrozis
alanlar1 ve inkomplet siroz gelisimi gozlenmistir. Siroz+SU 1498 (1) de ise inkomplet
siroz ve siroz olustugu gozlenmistir. Siroz siiresince verilen SU 1498’ in 250ug/kg/hafta
dozu proflaktik a¢idan bir tedavi secgenegi olurken; siroz sonrasinda verilen
300pg/kg/hafta dozunun bir tedavi segenegi olmadig1 saptanmagtir.

VEGF’in  endotelyal hiicre yiizeyindeki reseptdrlerine  baglanmasi
fosfatidilinositol 3 kinaz (PI13K/Akt) ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) sinyalleri
gibi anjiyogenezi destekleyen multi sinyal kaskadlarinin baslamasina neden olmaktadir.
PI3K ailesi hiicre proliferasyonu, differansasyonu ve migrasyonunu regiile eden birgcok
sinyal yolag: ile iligkilendirilir. Bu da meydana gelen anjiyogenezle iliskilidir. Akt
eNOS downstream kaskadini aktive eder; NO ve eNOS fosforilasyonunu destekler,
endotelyal hiicre bolinmesini baglatir, proliferasyon ve migrasyonu saglar ve
anjiyogenezin meydana gelmesini destekler. Kang ve arkadaslarinin yaptigi bu
caligmada, protokatesik asitin anjiyogenezi ve PI3K-Akt-eNOS-VEGF sinyal yolagini
nasil indiikledigi aragtirilmistir. Giincel ¢aligmalar, prokatesik asitin anjiyogenezi
destekledigini, PI3K-Akt-eNOS-VEGEF sinyal yolagini aktif hale getirdigini ve VEGF’
in ekstraseliiler seviyesini arttirdigini géstermektedir. Yapilan bu ¢alismada, prokatesik
asitin anjiyogenezi VEGF ile indiikledigi, eNOS ekspresyonunu ve NO {iretimini
arttirdigr goriilmiistiir. VEGFR-2 inhibitorii SU 1498’ in protokatesik asit indiiklii tiip
olusumunu 6nemli derecede diisiirdiigi bildirilmistir (157).

Kang ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir c¢alismada, kullandiklari ilacin (Cornin),

serebral endotelyal hiicrelerde PI3K/Akt sinyal yolagini aktive ettigini, eNOS sentezini
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indiikledigini ve VEGF’ in ekstraseliller seviyesini arttirdigin1  belirtmislerdir.
Endotelyal hiicre yiizeylerinde VEGF’ in reseptorlerine baglanmasiyla, intraseliiler
tirozin kinazlarin aktive oldugu, PI3K/Akt ve eNOS sinyallerini de igeren coklu
downstream sinyallerinin anjiyogenezi indiikledigi gosterilmistir (169).

VEGFR1 ve VEGFR2 reseptorlerini bloklayarak angiogenez olusumunu
onlemek pek ¢ok calismanin amacini olmusmaktadir. Casanovas ve arkadaslar1 yapmis
olduklar1 bir ¢alismada antiVEGF kullanilan spontan tiimor olusmus deneysel farelerde,
uzun siireli ila¢ kullanim sonucu tiimor hiicrelerinin farkli anjiyogenik faktorler
kullanarak anjiyogenezi slirdiirdiigii belirtilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, VEGFR-2’
nin anjiyogenik salter i¢in elzem oldugu, timor anjiyogenezi sirasinda arttigi
gdzlemlenmistir. Inhibitdr ile VEGFR-2 bloke edilmistir. Ancak ilk 10 giinde etkin olan
inhibitor; inhibitériin 4 hafta kadar uzun siireli kullaniminda ise inhibitore karsi bir
penotipik diren¢ olustugu; VEGF bagimsiz ve hipoksi iliskili bir yolak ile tiimor
angiogenez olusumunun tekrar aktive oldugu ve tiimor hiicrelerinin yeniden
biiylimesine ve vaskiilarize olmasina olanak sagladigi gozlenmistir. Bu alternatif
yolakta proangiogenik faktorler olarak FGF ailesinin iiyelerinin oldugu gozlenmistir.
Casanovas ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alisma ile VEGFR-2’ nin hizli ve farkli bir
mekanizmaya sahip oldugunu gostermektedir (56).

Karacigerde hepatositler ve stellat hiicreler, bircok koruyucu mekanizma
icermektedir. Stellat hiicreler sitotoksik sitokinler, safra asitleri ve reaktif oksijenler gibi
mekanizmalara cevap olarak proliferasyona ugramaktadir. Akut ve kronik karaciger
hasari1 siroza neden olan tamir mekanizmasini indiikleyebilir. Bu olay stellat hiicrelerin
merkezi rol oynadig1 bir stirectir. Stellat hiicrelerde hedef gen olarak bulunan NF-kB,
stellat hiicreleri hiicre 6liimiine kars1 korur. Karaciger sirozunda ve karaciger sirozu
tedavisinde stellat hiicreler merkezi hiicrelerdir (170).

Yukarda da belirtigimiz sekilde son yillarda yapilan c¢aligmalarin birgogunda
VEGEF reseptoriiniin ve SU 1498’ in PI3K-Akt-eNOS-VEGF sinyal yolagini kullandigi
goriilmistiir (56, 157, 169). VEGF etki mekanizmasi agisindan bir¢cok organda farkli
yolaklar kullanmaktadir. Karaciger pek¢ok yolagin oldugu karmasik bir mekanizmaya
sahiptir (Sekil 5.1.). Ayrica karacigerin diger organlara goére daha hizli mekanizmalara

sahip oldugu bilinmektedir (171).
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Sekil 5.1. Hasarli karaciger dokusunun antiapoptotik mekanizmasi (171).

Sonug¢ olarak; bu calismamizda, karacigerde VEGFR-2 inhibitérii SU 1498;
apaptotik belirteclerden kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9, anjiyogenik belirteglerden
VEGFR-2 ve antioksidan kapasite {izerine bir etki gdstermezken ilging bir sekilde
sirozu Onlemistir. SU 1498 farkli bir yolak ile bu etkiyi gostermis olabilir. Karaciger
hizl1 bir dinamige sahip organ oldugundan SU 1498’ in bu belirtegler lizerine etkilerini

arastirmak i¢in daha spesifik ¢caligmalar stellat hiicrelerinde siirdiiriilebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismamizda deneysel karaciger sirozu olusturuldu ve bir VEGFR-2
inhibitorii olan SU 1498’ in anjiyogenez ve apoptozis lizerine etkisi arastirildi. VEGFR-
2 inhibitori, SU 1498’ in 250ug/kg/hafta ve 500ug/kg/hafta dozlari karaciger sirozu
olusum stiresince, 300png/kg/hafta dozu ise karaciger sirozu olustuktan sonra uygulandi.

Sonug¢ olarak; bu calismamizda, karacigerde VEGFR-2 inhibitérii SU 1498;
apaptotik belirteglerden kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9, anjiyogenik belirteglerden
VEGFR-2 ve antioksidan kapasite lizerine bir etki gostermezken ilging bir sekilde
histopatolojik incelemeler sonucunda SU 1498 (1)’ in 250ug/kg/hafta grubunda sirozu
onledigi gozlenmistir.

Karaciger hizli bir dinamige sahip organlardan birisidir. Pek ¢ok metabolik
yolak karacigerde gergeklesmektedir ve bu yolaklar birbiri ile siirekli iletisim
halindedir. SU 1498 farkl1 bir yolak ile siroz olusumunu engellemis olabilir.

Bu calisma total karaciger dokularinda gerceklestirilmistir. SU 1498’ in bu
apoptotik ve anjiyogenik belirtegler {izerine etkilerini arastirmak igin stellat hiicreleri
gibi daha spesifik hiicrelerde bu c¢alismalar siirdiiriilebilir. Ayrica; baz1 caligmalarda
anjiyogenez olusum siiresinde zamanla SU 1498’ ¢ bir direng olustugu ve angiogenezin
baska yolaklardan gergeklestigi bildirilmistir. Bu nedenle; SU 1498 ile farkli zaman,

doz araliklarinda ve yolaklarda yeni ¢alismalar yapilabilir.
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