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ÖZET 

 

Karaciğer Sirozu Modeli OluĢturulmuĢ Sıçanlarda VEGF reseptör-2 Ġnhibitörü SU 1498’ 

in Anjiyogenez ve Apoptozis Üzerine Etkisi 

 

Karaciğer sirozu diffüz fibroz, skar doku ve regeneratif nodüller ile karakterize yaygın bir 

karaciğer hastalığıdır. VEGF baĢlıca proanjiyogenik mediyatörlerden birisidir. Bu 

çalıĢmada, karsinojen bir ajan olarak bilinen N-nitrozodietilamin ile deneysel karaciğer 

sirozu oluĢturuldu. Bu çalıĢmada; VEGFR-2 inhibitörü; SU 1498’ in anjiyogenez ve 

apoptozis üzerine etkisinin karaciğer sirozunda araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Kontrol, 

Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta), 

Siroz sonrasında+SU 1498 (I) (300μg/kg/hafta) olmak üzere 6 grup oluĢturuldu. Kontrol, 

Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta) 

gruplarındaki sıçanlar; siroz grubundan rastgele seçilen sıçanlarda histopatolojik olarak 

siroz oluĢumu saptandıktan sonra öldürülmüĢlerdir. Siroz sonrasında+SU 1498 (I) 

(300μg/kg/hafta) grubundaki sıçanlara ise 8 hafta SU 1498 uygulaması yapıldıktan sonra 

bu gruptaki sıçanlar da öldürüldü. Karaciğer sirozunda anjiyogenez belirteci olarak 

VEGFR-2 gen ekspresyonu ve apoptozis yol izi belirteci olarak kaspaz -3, -8 ve -9 gen 

ekspresyon düzeyleri RT-PCR yöntemi ile belirlendi. Antioksidan kapasitenin 

araĢtırılması için ise redükte glutatyon (GSH) ve lipit peroksidasyonunu araĢtırmak amacı 

ile malondialdehit (MDA) düzeyleri kolorimetrik yöntemlerle belirlendi. VEGFR-2, 

kaspaz -3, -8 ve -9 gen ekspresyonunda ve GSH düzeylerinde anlamlı bir farklılık 

gözlenmezken; lipit peroksidasyonunda tüm gruplar kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

anlamlı bir artıĢ bulunmuĢtur. Ancak ilginç olarak histopatolojik incelemeler sonucunda 

Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta) grubunda siroz oluĢumunun engellendiği gözlenmiĢtir. 

Sonuç olarak SU 1498 karaciğer sirozunda antifibrogenik bir ajan olarak kabul edilebilir 

ve mekanizmanın tam olarak aydınlatılması için karaciğere daha spesifik hücrelerde 

farklı doz ve zaman aralıklarında çalıĢmalar sürdürülebilir. 

Anahtar kelimeler: Karaciğer 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) (250μg/kg/week), 

Cirrhosis+SU 1498 (II) (500μg/kg/week), After Cirrhosis+SU 1498 (I) (300μg/kg/week). 

Control, Cirrhosis, DMSO, Cirrhosis+SU 1498 (I) (250μg/kg/week) and Cirrhosis+SU 

1498 (II) (500μg/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 (300μg/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 

(250μg/kg/week) (I).  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. GĠRĠġ 

 

 

Karaciğer sirozu kronik karaciğer hasarının bir sonucu olup, viral hepatit, alkol 

ve kriptojenik nedenler gibi çeĢitli etmenlerin sebep olduğu, nodül oluĢumu ile 

sonuçlanan, kronik ve diffüz bir hastalıktır (1-4). Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde 

de karaciğer sirozu milyarlarca hastayı etkilemektedir. Batı ülkelerinde karaciğer 

sirozunun en önemli sebebi olarak alkol gösterilirken, ülkemizde kronik viral hepatitler 

karaciğer sirozu nedeninde ön plana çıkmaktadır (5, 6). 

Anjiyogenez; dinamik, hipoksi uyarımlı ve büyüme faktörlerine bağlı, mevcut 

kan damarlarından yeni damar oluĢumudur (7). Anjiyogenez birçok fizyolojik olayda 

rol alabileceği gibi, patolojik durum varlığında da kontrolsüz anjiyogenez olarak 

tanımlanır ve birçok hastalığın yanı sıra özellikle tümör büyümesi ve metastazından 

sorumlu tutulur (8, 9). Anjiyogenez proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktörler 

arasındaki denge ile kontrol altında tutulmaktadır (10, 11). Anjiyogenezin oluĢumu 

endotelyal hücrelerin diferansasyonu, migrasyonu ve proliferasyonu ile gerçekleĢir (9). 

1971 yılında Judah Folkman‟ ın araĢtırmaları ile anjiyogenez faktörlerine 

yönelik çalıĢmakar baĢlamıĢtır. Judah Folkman, anjiyogenez inhibisyonunun kanser 

tedavisinde ümit verici olabileceğini bildirmiĢtir (10). Trombosit kaynaklı büyüme 

faktörleri süperailesinin üyesi olan vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

fizyolojik ve patolojik anjiyogenezin en önemli büyüme faktörüdür (10, 12). VEGF 

fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde önemli bir rol üstlenmesinin yanı sıra, 

antiapoptotik proteinler olarak bilinen Bcl-2‟ yi de indüklemektedir. Son yıllarda büyük 

damar endotelyal hücrelerinin apoptozisinin, VEGF tarafından inhibe edildiği 

gösterilmiĢtir. Bu da VEGF‟ in endotelyal hücre proliferasyonunu apoptozisi inhibe 

ederek de desteklediğini göstermektedir (13). 

Apoptozis fizyolojik ve kontrollü hücre ölümü olarak tanımlanır. Çok hücreli 

canlılarda, geliĢim sırasında görülebileceği gibi geliĢimi tamamlanmıĢ organizmaların 

homeostazında da görülebilir. Apoptozis tipik morfolojik özelliklere sahiptir ve birçok 

sinyal ve protein tarafından kontrol edilmektedir (14-16). Karaciğerde apoptozis, 

karaciğer hasarına karĢı oluĢan hücresel bir cevaptır ve bu cevap sitokin kaskadların 
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baĢlamasına neden olur (17). Apoptozisin bugüne kadar birçok yolağından 

bahsedilmiĢtir ancak ölüm reseptörleri aracılı ekstrensek ve mitokondri aracılı intrensek 

yol izleri olmak üzere iki temel yol izi bulunmaktadır (18). 

SU 1498; VEGFR-2‟ in spesifik inhibitörüdür. VEGFR-2, fizyolojik ve patolojik 

anjiyogenezde VEGF için yüksek afinite gösteren bir tirozin kinaz reseptördür. Son 

yıllarda kanser ve diğer birçok hastalığın tedavisi için VEGFR‟ ünü inhibe eden ilaçlar 

üzerinde durulmaktadır ve bu ümit verici ilaçlardan biri de SU 1498‟ dir (19, 20).  

Bu çalıĢmada, primer karaciğer tümörlerine neden olan nitrozaminler arasındaki 

en önemli çevresel karsinojenlerden biri olan N-nitrosoiethylamine (DEN) ile deneysel 

olarak oluĢturulan karaciğer sirozu modelinde, VEGFR-2 inhibitörü SU 1498‟ in 

anjiyogenez ve apoptozis mekanizması üzerine etkisini araĢtırmayı amaçladık. Sırasıyla 

Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) 

(500μg/kg/hafta), siroz sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) olmak üzere 6 farklı 

grup oluĢturuldu. ÇalıĢmamızda hem karaciğer sirozu oluĢum sürecinde hem de 

karaciğer sirozu oluĢtuktan sonra uygulanan VEGFR-2 inhibitörü SU 1498‟ in, 

anjiyogenez ve apoptozis üzerine etkisini araĢtırmayı planladık. Bu çalıĢmada 

anjiyogenez göstergesi olarak VEGFR-2 gen ekspresyonu ve apoptozis mekanizmasının 

göstergesi olarak kaspaz -3, 8, 9 enzim aktiviteleri ve ayrıca oksidatif stresin karaciğer 

sirozunda arttığını gösteren bilgiler doğrultusunda antioksidan sistemde yer alan 

glutatyon (GSH) miktarı ve lipit peroksidasyonunun göstergesi olarak da malondialdehit 

(MDA) düzeylerini saptamayı amaçladık.   
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

 

2.1. Karaciğer Sirozu 

Karaciğer sirozu viral hepatit, alkol ve çeĢitli etmenlerin neden olduğu, fibroz ve 

nodüler rejenerasyona yol açan parankimal hasar ile karakterize, vasküler yapının 

bozulması ile iliĢkili, dönüĢümü olmayan kronik ve diffüz bir hastalıktır (1, 2, 21). Siroz 

nodül oluĢumu ile sonuçlanan, hepatik parankimada oluĢan fibrozun bitiĢ safhasıdır. 

Siroz ve fibroz viral, otoimmün, alkol sebepli, kolestatik ve metabolik hastalıklar gibi 

çeĢitli sebeplerden kaynaklanan kronik karaciğer hasarının sonuçlarıdır (3, 4). Fibrozun 

ve özellikle de sirozun geliĢimi önemli bir mobidite ve mortalite sebebidir. Sirozun ve 

hepatik fibrozun sebepleri çoklu olmakla birlikte; genetik, metabolik, inflamatuar ve 

toksik karaciğer hastalıkları olabilir. Bütün bu durumlarda, hepatik yaranın 

kompozisyonu benzerdir  (3, 4). Siroz, dünyada yüz milyonlarca hastayı etkilemektedir. 

Amerika‟ da siroz en yaygın non-neoplastik ölüm sebebidir. Bununla birlikte 

çoğunlukla sirotik karaciğerde meydana gelen karaciğer kanseri nedenli 10.000 lerce 

ölümde, hepatik kanserli ölüm oranı istikrarlı bir Ģekilde artmaktadır (6). Batı 

ülkelerinde karaciğer sirozunun en önemli sebebi olarak alkol gösterilmektedir. 

Ülkemizde ise karaciğer sirozunun baĢlıca nedeni kronik viral hepatitlerdir (5).  

 Siroz sözcüğü “ scirrhus” kelimesinden türetilmiĢtir ve eski yunancada turuncu 

renk anlamındadır. Literatüre ingilizcede “cirrhosis” olarak geçmiĢtir, dilimizde ise 

siroz olarak tanımlanır. Siroz terimini Laennec, sirozlu bir hastanın karaciğerinin 

portakal rengi görünümündeki morfolojisinden esinlenerek tanımlanmıĢtır (22). 

Karaciğer sirozlu hastalarda hepatoselüler karsinoma (HCC) riski artmaktadır. 

Mevcut kanıtlar sirozun HCC ile bağlantılı olduğunu göstermektedir. Tümör riskinin 

artıĢı etiyolojiye ve sirotik sürece bağlı olabilir (2, 23).  Dünyanın bazı yerlerinde 

neoplastik ölüm sebebi olarak da bilinen ve karaciğerin en sık görülen malign 

tümörlerinden biri olan HCC, erkeklerde 5.  kadınlarda 8.  dünyada ise 5. en sık görülen 

kanser olup kanserle ilgili ölümlerde 3. sırayı almaktadır. HCC,  Avrupa ve Amerika 

BirleĢik Devletlerinde Hepatit C ile iliĢkili, Asya ve Afrika kıtalarında ise Hepatit B 
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virüsü ile daha çok iliĢkilidir.  Hepatit B virüsü taĢıyan erkekler HCC oluĢumu için en 

yüksek risk altında olan gruptur (24-26).  

 

 

2.1.1. Karaciğer Sirozu Etiyolojisi  

Karaciğer sirozunun çeĢitli nedenleri vardır. Kronik hepatitler, alkole bağlı siroz, 

HBV, karaciğer sirozu ve hepatosellüler karsinomanın baĢlıca nedenlerindendir. 

Bunların dıĢında metabolik, biliyer ve kriptojenik sebepler de siroz oluĢumuna neden 

olmaktadır (Çizelge 2.1) (1, 2, 10, 22, 23). 

 

Çizelge 2.1. Karaciğer Sirozu Etiyolojisi 

1. Viral hepatit (B, C, Delta) 

2. Alkol 

3. Biliyer tıkanıklık 

Primer 

Sekonder  

4. Venöz akım tıkanıklığı 

5. Otoimmün hepatit 

6. Toksin ve ilaçlar 

7. Metabolik nedenler 

Wilson hastalığı 

Hemokromatozis 

Alfa-1 antitiripsin eksikliği 

Tip-IV Glikojenoz 

Galaktozemi 

Herediter tirozinemi 

Kistik fibrozis 

8. Hindistan çocukluk çağı sirozu 

9. Diğer nedenler 

10. Kriptojenik* 

(*Bilinen nedenlerden hiçbirinin görülmediği siroz). (1, 22). 
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Karaciğer sirozu oluĢumu süreci hastalığın nedenine ve hastanın kiĢisel 

özelliklerine göre büyük farklılıklar gösterir. Örneğin Hepatit C sonrası siroz geliĢimi 

15-30 yıl sürerken Hepatit B sonrası siroz geliĢimi 1-2 yıl gibi kısa bir sürede 

tamamlanabilir (22, 27). Milyonlarca insan her yıl HBV ile ilgili kronik karaciğer 

hastalıklarından hayatını kaybetmektedir. Hepatit C virüsü ise geliĢmiĢ ülkelerde 

karaciğer sirozunun %40 'ından sorumlu tutulmaktadır (5). Ülkemizde ise ortalama 

olarak alkol nedenli siroz sıklığı %10, viral hepatitlerin sebep olduğu siroz sıklığı ise  

%60‟ a varan orandadır ( Çizelge 2.2) (1, 5, 22). 

 

Çizelge 2.2. Karaciğer Sirozunun Ülkemizdeki Etiyoloji Oranları (22). 

 

Viral Hepatitler (B, C, Delta)                                            % 60 

Alkol                                                                                  % 11 

Alkol + Viral Hepatit                                                         % 4 

Diğer Nedenler                                                                   % 9 

Kriptojenik                                                                         % 16 

 

 

 

2.1.2.Karaciğer Sirozu Morfolojisi 

Karaciğer sirozunda morfolojik ayrım üç Ģekilde yapılır: 

1. Makronodüler siroz: Çapı 3 mm' den büyük nodüller bulunur. Bu 

nodüller bazen birkaç cm' yi bulabilir. Büyük nodüller içinde sağlam 

lobüller bulunabilir. 

2. Mikronodüler siroz: Çapı 3 mm' den küçük nodüller içerir. Kalın,  

düzenli septa oluĢumu ile karakterizedir. Mikronodüler siroz kategorisine 

alkol, biliyer tıkanıklık ve hemokromatozis nedenli siroz ile Hindistan 

çocukluk çağı sirozu örnek olarak verilebilir. 

3. KarıĢık (Miks) nodüllü siroz: Makro ve mikro nodüllerin aĢağı yukarı 

eĢit miktarda görüldüğü siroz morfolojisidir (1, 21, 23). 

Karaciğer sirozunun etiyolojisi ne olursa olsun sonunda ortaya çıkacak 

morfolojik tablo değiĢmez (1, 21). Sirozun erken evresinde karaciğer normal 
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görünebilir. Hastalığın ilerlemesiyle birlikte, karaciğer parankimasının heterojenitesi ve 

yüzey nodülleri gözlemlenmektedir (ġekil 2.1 ) (2). 

(A)   

(B)  

ġekil 2.1. ĠlerlemiĢ karaciğer sirozunda nodül oluĢumu. Tipik karaciğer sirozu morfolojisinde 

MR görüntüsü  (2). 

 

ġekil 2.1‟ de görülen kaudat lob hipertrofisi karaciğer sirozu morfolojisinde en 

karakteristik özelliktir. ġekil 2.1 (A), MR görüntüsünde tipik sirotik morfolojidir. Oklar 

hafif loblu karaciğer kenarlarını ve düzensiz fibrozun neden olduğu hepatik 

parankimanın zayıflatılmıĢ bölgelerini göstermektedir. ġekil 2.1 (B) ise, homojen 
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olmayan karaciğer büyümesini ve sağ lob oranının daha büyük olduğunu ve karaciğer 

homojenitesinin bozulduğunu göstermektedir (2). 

 

 

2.1.3. Karaciğer Sirozu Patogenezi ve Fibroz 

Kronik hepatit en az 6 ay onarımı gerçekleĢmeyen karaciğer inflamasyonu 

olarak tanımlanmaktadır (10, 23). Karaciğer hasarı akut hepatitten HCC' ye; apoptozis, 

nekrozis, inflamasyon, immün yanıt, fibroz, iskemi ve rejenerasyon yollarını sırayla 

izleyerek ulaĢır (25, 26). Siroz, hepatoselüler nekrozun baĢlattığı fibroz ve nodül 

formasyonu ile birlikte oluĢan diffüz bir olaydır. Siroz oluĢumu için nekrozun aylarca 

ve yıllarca oluĢumu Ģarttır. Sirozun bazı tanımları kriter olarak nekrozun varlığının 

gerekliliğini savunur. Bu nedenden dolayı; nekroz sirozun morfolojik tanımına dahil 

edilir (1, 22, 23). Fibroz ise kendi baĢına bir hastalık olmaktan ziyade çeĢitli karaciğer 

hasarlarının bir parçası olarak tanımlanabilir (23). Hepatik fibroz, ekstraselüler matriks 

(ECM) birikimi veya akut ya da kronik karaciğer hasarının cevabıdır ve sirozla 

sonuçlanır (3). Fibrozu anlayabilmek için ECM‟ nin yapısını bilmek gerekir. ECM, 

normal ve fibrotik karaciğerin yapısını oluĢturan makromoleküllerin dizilimini kapsar. 

Bu makromoleküller yapısal ve destekleyici moleküller içeren 3 temel aileden oluĢur; 

kolajenler, glikoproteinler ve proteoglikanlar. Kolajen ailesi karaciğerde hızlı bir Ģekilde 

çoğalmıĢtır ve anjiostatin molekülünün baĢı çektiği XVIII kolajen bulunur. 

Glikoproteinler fibronektin, laminin, merosin, tenaskin, nidojen ve hiyaluronik asit 

içerir. Proteoglikanlar heparan, dermatan sülfat, kondrotin sülfat, perlekan, sindekan, 

biglikan ve dekorin içerir. Bu moleküller arasında, farklı izoformları ve farklı doku 

bölgelerindeki değiĢken kombinasyonları ile birlikte mükemmel bir heterojenite vardır 

(3, 4). Sirotik karaciğerde normal karaciğere göre ECM yaklaĢık 6 kat daha fazladır ve 

erken hasarda kolajen (tip III ve V) ve fibronektin birikimi görülür. Kronik hasarda ise 

kolajen (tip I ve IV) , undulin, elastin ve laminin birikiminin arttığı görülür (4, 28, 29). 

Normal karaciğerde, Disse' nin subendotelyal boĢluğu, epitelyumu sinüzoidal 

endotelyumdan ayırır. Disse boĢluğu tipik matriks membrana benzemeyen bir membran 

içerir. Normal matriks membran proteoglikanlardan,  glikoproteinlerden ve non-fibril 

kolajenlarden ( tip IV, VI, XIV) meydana gelir. Karaciğerin fibrotik olmasıyla birlikte 

subendotelyal boĢluktaki (Disse) ECM komponentleri ve kolajen (tip I ve III) miktarı 
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artar (30). Bu kapilarizasyon, hepatosit mikrovillerin ve endotelyal fenestrasyonların 

kaybına neden olur (ġekil 2.2) (3).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.2. Normal ve hasarlı karaciğerde hepatik karaciğer hücreleri ve hepatik sinüzoid (3). 

 

Normal karaciğerde, stellat (yıldızsı) hücreler ECM‟ in selüler kaynağı olarak 

özdeĢleĢmiĢtir. Bu belirgin hücre popülasyonu subendotelyaldeki Disse boĢluğunda 

hepatositler ve sinüzoidal endotelyum arasına yerleĢir (ġekil 2.2) ve nonparankimal 

popülasyonun üçte birinin yerine geçer veya tüm hücre miktarının %15 ini oluĢturur. 

Normal karaciğerde stellat hücrelerin görevi A vitaminini retinil ester Ģeklinde 

depolamaktır (10, 31). Stellat hücrelerin aktivasyonu karaciğer hasarında anahtar bir 

olaydır ve bu aktivasyon stellat hücreleri A vitamini depolayan hücrelerden, fibrogenik 

hücrelere dönüĢtürür. Aktivasyon olayı baĢlama (preinflamasyon) ve devam safhası 

olmak üzere iki safhada gerçekleĢir (4, 32, 33). 

Stellat hücrelerinin bu yeni formuna "miyofibroblast" adı verilir. Miyofibroblastlar, 

ECM in proteinlerinin sentezinden, büyüme faktörleri ve sitokinlerin sentezinden 

sorumludur. Stellat hücreler en fazla hasarlı olan bölgelerde çoğalırlar ve daha sonra 

ECM birikir (4, 22). 
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  Karaciğer sirozunda bağ dokusu birikimi olarak ifade edebileceğimiz fibroz,  

ECM birikimi ile karaciğerin normal yapısı ve mikrovasküler iliĢkilerini bozar. Bu 

süreç sonunda karaciğer sirozu geliĢir. Karaciğer sirozunda fibroz, fibrogenez ile 

fibroliz arasındaki dengenin bozulmasının bir sonucudur (1, 22, 23, 34). Fibrogenez, 

stellat hücrelerin hepatik fibroza olan etkisinin anahtar elemanı olarak 

değerlendirilebilir. Transforme edici büyüme faktörü beta1 (TGF-β1) ise en güçlü 

fibrogenik faktördür. Budan dolayı TGF-β1 regülasyonu önemli bir uyarıcı olarak kabul 

edilir. Birçok çalıĢma karaciğer hasarı boyunca stellat hücrelerin TGF-β1 eksprese 

ettiklerini bildirmektedir (3, 35). 

 

 

  2.1.4. Karaciğer Sirozunda Klinik ve Tanı 

Son 20 yıllık deneysel çalıĢmalar; fibrotik ve normal karaciğer yapısındaki 

ekstraselüler matriks yapı ve kompozisyonu, çeĢitli matriks bileĢenlerinin selüller 

kökenleri, fibrogenez ve fibroliz, fibrogenik reaksiyonlara zemin hazırlayan genetik 

koĢullar ve birçok deneysel tedavi yaklaĢımları ile ilgili detaylı bilgi sağlamıĢtır (26). 

Karaciğer sirozu klinikte rastlantısal olarak tanımlanabileceği gibi assit, sarılık veya 

varis kanaması gibi bulgularla da tanımlanabilir. Bazen de tanı sadece bir otopsi 

bulgusu olabilir. Asit, sarılık, varis kanaması, hepatik ensefalopati gibi durumlar tanının 

geç konulduğu ve ciddi prognozun olduğu anlamına gelir. Hastalığın tanısının erken 

konulabilmesi hastanın kültürel ve sosyoekonomik durumuna da bağlı olabilir (1, 21). 

Kompanse siroz: Kompanse sirozlu hastalarda tanı laboratuvar incelemeleri 

sırasında konulabilir. Biyokimyasal değerler de Gama Glutamit Transferaz (GGT) ve 

transaminaz düzeylerinde hafif artıĢ görülebileceği gibi normal değerler de görülebilir. 

Kompanse sirozlu hastalar uzun yıllardan sonra dekompanse döneme girebilirler (1, 21, 

27). 

Dekompanse siroz: Dekompanse sirozlu hastalarda asit, varis kanaması, hepatik 

ensefalopati görülür ve bu nedenlerle hekime baĢvururlar. Kilo kaybı, halsizlik, 

yorgunluk, hafif ateĢ, adele erimesi gibi Ģikâyetler görülür. Bu Ģikâyetlerin olması 

hepatosit nekrozunun veya HCC‟ nin ilerliyor olmasına iĢaret edebilir. 1-2 cm nodül 

tespit edilen sirotik karaciğerde kesin tanı için en az iki tane dinamik görüntüleme 

(tomografi, MRI) yöntemleri ile araĢtırmaya gidilmelidir. Ekstraselüler matriksin daha 
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iyi anlaĢılmasıyla karaciğer sirozu için yeni tedavi yöntemlerinin bulunabileceği 

düĢünülmektedir (21, 22, 25, 27). 

 

 

 

2.2. Anjiyogenez 

 

 2.2.1. Anjiyogenez Kavramı 

 Memeli hücreleri yaĢamlarını devam ettirebilmek için oksijen ve besine ihtiyaç 

duyarlar ve bu nedenle 100 μm' den 200 μm‟ lik boyuta kadar kan damarlarıyla 

donatılmıĢlardır. Çok hücreli organizmalar bu ölçüleri arttırmak için vaskülogenez ve 

anjiyogenez yoluyla yeni kan damarları oluĢturmak zorundadırlar (36). Omurgalı 

embriyolarda fonksiyonel olarak ilk geliĢen organ kardiyovasküler sistemdir (10). 

Vasküler sistem gastrulasyon evresinden kısa bir süre sonra geliĢir. Embriyonik 

vaskülarite sisteminin oluĢumu, progenitör hücrelerinden (hemangioblastlar) kan 

adacıklarının görülmesiyle baĢlar. Kan adacıklarının oluĢumu ile hemangioblastlar, 

endotelyal hücrelere ve hematopoetik hücrelere farklılaĢırlar (ġekil 2.3). Kan damarları 

oluĢumunun ilk fazı vaskülogenez olarak bilinir ve embriyogenez boyunca vasküler 

sistemin ilk adımıdır. Bilinen ikinci faz ise anjiyogenezdir (37, 38). Endotelyal 

progenitör hücrelerinin endotelyal hücrelere farklılaĢmasıyla kan vasküler sisteminin 

ortaya çıkması olan vaskülogenez, embriyogenezin erken evresidir.  Kan ve lenfatik 

vasküler sistemler, hücrelere oksijen ve besin sağlamak için bütün organ ve dokulara 

nüfus ederler. Lenfanjiyogenez ise, yeni lenfatik damar oluĢumudur. Lenfatik damarlar 

tümör yayılımının baĢlangıcında rota oluĢturmaktadır (37, 39).  

 Anjiyogenez dinamik, hipoksi uyarımlı ve büyüme faktörlerine bağlı (7) mevcut 

kan damarlarından yeni kapiller damar geliĢimi olup, yara iyileĢmesi, organ hipertrofisi 

ve embriyonik geliĢme gibi fizyolojik olaylar döneminde görülebileceği gibi; patolojik 

durum varlığında kontrolsüz anjiyogenez olarak adlandırılır ve diyabetik retinopati, 

kronik enflamasyon, ateroskleroz, tümör büyümesi ve metastazından sorumlu tutulur (8, 

9). Anjiyogenez, genelde yara iyileĢmesinde ve tümör metastazında, embriyonun 

avasküler bölgelerinde meydana gelen ve matür hayvanlarda defalarca tekrarlanan yeni 

kan damarları oluĢumuyla vasküler ağacın yayılmasıdır (40).  



11 
 

 Anjiyogenezin tümör çevresinde meydana geldiği fikri yaklaĢık 100 yıl önce 

ortaya atılmıĢtır. Tümör yayılımının anjiyogenez ile meydana geldiği 1968 yılında ileri 

sürülmüĢtür. 1971' de Judah Folkman tümör metastazının ve geliĢiminin anjiyogenez 

bağımlı olduğunu ve anjiyogenezi bloke etmenin tümör geliĢimini durdurmak için bir 

strateji olabileceğini öne sürmüĢtür. Bu olasılık proanjiyogenik ve antianjiyogenik 

moleküllerin araĢtırılmasına teĢvik olmuĢtur. 1976' da Gullino, kanserli dokuların 

geliĢimi için anjiyogenezin gerekliliğini göstermiĢtir. Gullino bu hipoteziyle kanseri 

engellemek için stratejiler hedeflemiĢ ve bu fikir genetik yaklaĢımlar tarafından teyit 

edilmiĢtir (36). "Anjiyogenik Ģalter" olarak bilinen anjiyogenezin baĢlaması, tümör 

geliĢimi için kritik bir basamaktır (39) ve günümüzde antianjiyogenik faktörlerin baskın 

olması durumunda anjiyogeik Ģalterin "off" olduğu, denge anjiyogenez lehine 

olduğunda ise anjiyogeik Ģalterin "on" olduğu kabul edilmiĢtir (41).  

 Yeni damarların formasyonu, geliĢimi ve matürasyonu oldukça çok sayıda 

reseptörün ve pek çok ligandın zincirleme aktivasyonunu gerektiren, çoklu stimüle ve 

inhibe edici sinyaller arasındaki ince dengeyi gerektiren oldukça kompleks bir 

mekanizmadır (37). Bu mekanizma proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktörler 

arasındaki denge tarafından regüle edilir ve bu denge sıkı bir kontrol altındadır (36). Bu 

sistemin dikkatli regülasyonu ve faal olan dengesi organizmalar için önemlidir çünkü 

kan damarlarının fazla veya eksik geliĢimi, tümör oluĢumu da dahil olmak üzere birçok 

hastalığa neden olmaktadır (37, 39).  Anjiyogenik dallanma olayında endotelyal 

baĢlatıcı hücreler, anjiyogenik faktörler ve onların reseptörleri arasındaki iliĢki rol 

oynadığı gibi, vaskülogenez ile lenfanjiyogenez arasındaki etkileĢim de rol 

oynamaktadır. Anjiyogenik sinyal stimülasyonunda hipoksi, düĢük PH ve besin 

yoksunluğu gibi hücresel stres faktörleri önemlidir. Anjiyogenez daha olgun damarların 

geliĢtiği yeni kapillerdeki endotelyal hücrelerin migrasyonu, proliferasyonu ve 

differansasyonu ile sonuçlanan moleküler ve hücresel olaylar serisinin bir sonucudur 

(ġekil 2.3). Anjiyogenik kaskad, aktivasyon ve cevap fazını birlikte içermektedir (42).  
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ġekil 2.3.  Vaskülogenez ve anjiyogenezde yeni damar formasyonu (40). 

 

 Anjiyogenez, var olan kan damarı duvarının lokal yıkımı ve endotelyal 

hücrelerin migrasyonu ve proliferasyonu ile baĢlar. Endotelyal hücreler, oluĢturulmuĢ 

kan damarı duvarları etrafındaki tübüler yapıda toplanırlar. Damarlar, endotelyal 

hücreler ve duvar hücreleri olmak üzere iki temel hücre tipinden oluĢur. Bu yapıların 

birbirleriyle olan etkileĢimlerini anlamak için anjiyogenez mekanizmasını anlamak 

önemlidir (37). 

 

 

  2.2.2.Anjiyogenez Mekanizması 

Anjiyogenez, endotelyal hücrelerin differansasyonu, migrasyonu ve 

proliferasyonu ile gerçekleĢen kompleks bir süreçtir (9). Bu kompleks süreç bir dizi 

basamak halinde gözlemlenir (39, 41); 

1. Damar duvarındaki perisitlerin vasküler destabilizasyon için ayrılması, 

2. Endotelyal proteazlar tarafından ekstraselüler matriksin bozulması, 

3. Endotelyal hücrelerin migrasyonu, 

4. Endotelyal hücrelerin proliferasyonu, 
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5. Endotelyal hücreler tarafından tüp formasyonu oluĢumu, 

6. Perisitlerin vasküler stabilizasyon için yeniden yerleĢimi ve matürasyon. 

 Endotelyal hücreler büyümeyi stimüle ettiklerinde damar etrafındaki bazal 

membranı parçalamak için proteaz ve diğer sindirim enzimlerini salgılarlar. ECM' deki 

bu parçalanma, matriksteki proanjiyogenik faktörlerin salınmasına izin verir (42). 

Anjiogenik faktörler, endotel hücrelerindeki reseptörlerine bağlanır, onları aktive eder 

ve endotelyal hücrelerin ECM içine migrasyonu gerçekleĢir. ECM içerisine migrasyonu 

gerçekleĢen endotelyal hücrelerinin proliferasyonu sağlandıktan sonra anjiogenik 

uyarıyla birlikte yer değiĢtiren endotel hücreler tüp Ģeklinde dizilerek lümen oluĢtururlar 

(10, 43). Endotelyal hücre proliferasyonu ve migrasyonu ile hematopoetik progenitör 

hücrelerinin de kapiller lümen oluĢumunda yer aldığı düĢünülmektedir (42).  Yeni 

oluĢumun matürasyonu ve stabilizasyonu ile anjiyogenez tamamlanmıĢ olur (10, 43). 

(ġekil 2.4). Yeni oluĢan mikrovaskülerin stabilizasyonu ve matürasyonu, yeniden bazal 

membran oluĢumu, perisitlerle kuĢatılmıĢ damarlar ve kompleks formasyon ile 

sonuçlanır (42).  Bu sıralama, geliĢmekte olan bir embriyodaki fizyolojik anjiyogenezin 

morfolojik basamaklarına veya bir yara iyileĢmesinde meydana gelen anjiyogeneze 

benzerlik göstermektedir (44). Tümör vasküler ağı gibi patolojik anjiyogenezde ise 

sonuç fazı düzensiz mikrodamarlarla, kısmi endotelyal konuçlanması, parça parça bazal 

membran oluĢumu ve yüksek mikrovasküler permeabilite ile sonuçlanır (42). 

 Anjiyogenezin bu karmaĢık mekanizmasında, ECM' den ve ECM' yi çevreleyen 

hücrelerden sentezlenen birçok büyüme faktörü,  sitokinler ve bunların reseptörleri 

önemli rol oynayan maddelerdir (45). Anjiyogenezin bu ardıĢık basamaklarında VEGF, 

anjiopoetin-1 (Ang-1), anjiopoetin -2 (Ang-2), PDGF ve TGF-β regülasyonda önemli 

rol alır (39). Fare embriyolarında deneysel vaskülogenez ve anjiyogenezin moleküler ve 

hücresel mekanizmasının düzenlenmesinde VEGF ve fibroblast büyüme faktörlerinin 

(FGF), vasküler geliĢimin baĢlaması için elzem olduğu iddia edilmektedir (11). 
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ġekil 2.4. Anjiyogenezin Evrelerinin Gösterimi (43). 

 

 Hipoksi bilinen en önemli anjiyogenez baĢlatıcılarından biridir ve çeĢitli hücre 

tiplerinde VEGF ekspresyonunu indükler. Hipoksi aynı zamanda endotelyal hücrelerde 

dahil olmak üzere çeĢitli hücre tiplerinde Ang-2' yi indükler. Ang-2, Tie-2' nin 

antagonistik ligandıdır ve vasküler duvardan perisitlerin ayrılmasını sağlar. Zincirleme 

bir Ģekilde VEGF, ECM degradasyonunu sağlamak için stabilizasyonu bozulan bu 

damarlardan proteazlar aracılığıyla yeni damar oluĢumunu sağlamak amacıyla 

endotelyal hücreleri stimüle ederek endotelyal hücre migrasyonunu ve proliferasyonunu 

sağlar. Ang-2 anjiiyogenezi stimüle etmez ancak VEGF ile bağlandığında VEGF' in 

anjiyogenik aktivitesini arttırır. Yeni damarların endotelyal hücreleri, yeni damarlardaki 

perisitleri etkileyen PDGF' yi salgılatır. Ang-1 perisitlerden sentezlendiğinde, Ang-2' yi 

baskılar, perisitler yeni damarları stabilize eder. Ek olarak Ang-1, direk olarak 

endotelyal hücrelerin migrasyonunu stimüle eder. Bu süreç sonunda, TGF-β aktive 

edilir ve TGF-β yeni damarların matürasyonunu sağlar (39). 

 Vasküler duvarın oluĢumu ve büyümesi, reseptör tirozin kinaz ailesinden olan 

tirozin kinaz ile immün globülin benzeri ve EGF-benzeri domainler (Tie-1 ve Tie-2) 

tarafından kontrol edilmektedir (11). Tie-2 endotelyal hücrelerde eksprese edilen bir 

tirozin kinazdır. Tie-2' nin, Ang-1, Ang-2 ve Ang-4 olmak üzere bilinen üç ligandı 

vardır. Ang-1, perisitler gibi stabilizasyonu destekleyen hücreler aracılığıyla kapillerin 
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bütünlüğünü korur (41). VEGF ve Ang-2 anjiyogeneze neden olurken, Ang-2' nin 

çekilmesi kapillerin regresyonuna neden olur (11).  

 Anjiyogenez esnasında damarlar VEGF' e cevap olarak geniĢlerler ve geçirgen 

olurlar. Böylece endotelyal hücrelerinin migrasyonu için plazma proteinlerinin yapı 

iskelesi oluĢturmasına izin verirler. Bu artan geçirgenlik, fenestrasyonların formasyonu, 

vezikülo-vasküler organeller ve vasküler endotelyal VE-kaderin aracılığıyla sağlanır 

(41). 

 Anjiyogenezin bu akıĢı sırasında endotelyal hücrelerde çok sayıda molekül 

eksprese edilir. Matriks degradasyonu için metalloproteinazlar (MMPs) ve plazminojen 

aktivatörleri (PAs), hücre adezyonu ve migrasyonu için integrinler ve tüp oluĢumunu 

için VE-kaderin bu moleküllere örnektir. Bu moleküllerin endotelyal hücrelerde 

ekspresyonunun regüle edilmesinin araĢtırılması, anjiyogenez mekanizmasının 

anlaĢılabilmesi için önemlidir. Ayrıca birçok transkripsiyon faktörü endotelyal 

hücrelerde eksprese edilir ve anjiyogenezde önemli rol oynar (39). Hücre adezyon 

moleküllerinin anjiyogenezde önemli rol oynadığı da bilinmektedir. Yeni kapiller 

geliĢiminde, hem büyüme faktörlerinin hem de integrinlerin koordinasyonları, 

endotelyal hücrelerin yaĢamalarını, proliferasyonlarını ve invasyonlarını düzenler. Artan 

anjiyogenezin kontrolü, hedef büyüme faktörleri, onların reseptörleri ve integrinler 

tarafından planlanır. Anjiyogenez kontrolü yapan önemli integrinler; αVβ3 ve αVβ5 

integrinlerdir. bFGF ve anti αVβ3 kombinasyonunun korneal anjiyogenezi inhibe ettiği 

gözlemlenmiĢtir (11). 

 

 

  2.2.3. Anjiyogenik Faktörler 

Proanjiyogenik faktörlerden bazıları VEGF, asidik ve bazik fibroblast büyüme 

faktörü (aFGF, bFGF), anjiyogenin, Ang-1, TGF-α, TGF-β, TNF, trombosit kökenli 

endotel büyüme faktörü (PDEGF) ve diğerleri olarak sıralanabilir (Çizelge 2.3). 

Günümüzde keĢfedilen ve yapısal olarak çeĢitlilik gösteren anjiyogenez inhibitörleri 

geniĢ bir ailedir ve bilinen baĢlıca önemli antianjiyogenik faktörler; endostatin, 

angiostatin, trombospondin-1, fibronektin, vazostatin, heparindir. Çizelge 2.3' te baĢlıca 

proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktörler yer almaktadır (8, 10, 11, 41, 46, 47 ).  
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Çizelge 2.3. Proanjiyogenik ve Antianjiyogenik Faktörler (8, 10, 11, 41, 46 ). 

Proanjiyogenik Faktörler                               Antianjiyogenik Faktörler 

VEGF  Endostatin 

Anjiyogenin Angiostatin 

Ang-1  Trombospondin-1 

TNF-α  Vazostatin 

TGF-α-β  Fibronektin 

aFGF/ bFGF  Heparin 

PDEGF  Vaskülostatin 

PGF (Plasental Büyüme Faktörü) PF-4 (Trombosit Faktör-4) 

HGF (Hepatosit Büyüme Faktörü) Talidomid 

EGF (Epidermal Büyüme Faktörü) Anti-VEGF 

IL-8 (Ġnterlökin -8) Retinoidler 

Proliferin Restin 

Follistatin IL-12 

Leptin  

 

Kanser hücreleri VEGF, anjiyopoetinler, bFGF, EGF, TGF-β gibi birçok 

anjiyogenik faktörü stimüle etmekte yeteneklidirler. Tümör hücrelerine ek olarak; tümör 

endotelyal hücreleri, stroma hücreleri, endotelyal progenitör hücreleri ve makrofajlar da 

anjiyogenez modülatörlerini salgılayabilmektedirler (42). 

Endotelyal hücreler çeĢitli hastalık durumlarında organ fizyolojisinde ve 

patolojisinde önemli rol üstlenen kan ve doku arasındaki yapıdır. Buna en güzel örnek 

anjiyogenezde endotelyal hücrelerin metastaz ve tümör geliĢimine katkıda 

bulunmasıdır. Son zamanlarda çeĢitli antianjiyogenik faktörlerin endotelyal hücrelerin 

geliĢimini inhibe ettiği tanımlanmıĢtır (48). Ayrıca VEGF ve FGF nin damar 

membranının degredasyonuna neden olan çeĢitli proteazları ve plazminojen 

aktivatörlerini salgılaması için endotelyal hücreleri stimüle ettiği kanıtlanmıĢtır (49). 

Endotelyal hücreler migrasyonla ve proliferasyonla lümen için yeni bir form 

oluĢtururlar. Sonunda endotelyal hücreler yeni bir membran oluĢtururlar ve büyüme 

faktörleri salgılarlar. Bu olay kompleks bir süreçtir ve çeĢitli faktörlerin ve reseptörlerin 

dengesi sayesinde tamamlanır (49). 
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2.2.3.1. Proanjiyogenik Faktörler 

 

 

2.2.3.1.1. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

VEGF ailesi endotelyal hücrelerden regüle edilen, trombosit kaynaklı büyüme 

faktörleri süperailesinin üyesi olan, hem fizyolojik hem de patolojik anjiyogenezde 

önemli rol oynayan bir büyüme faktörü grubudur (10, 12). 

Ġlk olarak 1971 yılında Judah Folkman kanser tedavisinde anjiyogenez 

inhibisyonunun iĢe yarayabileceği düĢüncesiyle anjiyogenez faktörlerini belirlemeye 

yönelik çalıĢmalar baĢlatmıĢtır (10). 1983 yılında Senger ve arkadaĢları Gine domuzu 

derisinde vasküler sızıntıyı indükleyen bir protein bulmuĢlardır. Bu çalıĢmada VEGF, 

tümör kan damarlarına bir büyüme faktöründen daha fazla permeabilite özelliği 

gösteren spesifik bir mediyatör olarak değerlendirilmiĢ ve tümör hücreleri tarafından 

salgılanan bir protein olarak Vasküler Permeabilite Faktörü (VPF) adı verilmiĢtir (38, 

50, 51). 1989' da ise, Ferrara, Henzel, Ploüet ve arkadaĢları bundan bağımsız olarak 

VEGF' ten bahsetmiĢlerdir ve klonlamasını gerçekleĢtirmiĢlerdir. VEGF ve VPF' nin 

ekspresyonu ve klonlanması, VEGF ve VPF' nin aynı aktiviteleri gösterdiğini ortaya 

çıkarmıĢlardır (51, 52).  

VEGF kuvvetli bir permeabilite faktörü olarak plazma fibrinojenlerini düzenler 

ve invazyon sırasında hücre migrasyonunu sağlayan fibrin yapısının formasyonuna 

sebep olur; endotelyal büyüme faktörü olarak ise, geliĢen tümör etrafında oluĢan yeni 

kan damarları için proliferasyona uğrayan endotelyal hücrelerin stimülasyonundan 

sorumlu tutulur (50).  VEGF' in vasküler permeabiliteyi arttıran özelliği inflamasyon ve 

diğer patolojik süreçlerdeki öneminin büyük olduğunu, güçlü, yayılabilir ve endotelyal 

hücrelere spesifik olmasının ise bu molekülün fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde 

önemli bir rol oynayabileceğini düĢündürmüĢtür  (37, 51).  

VEGF, endotelyal hücreler için özgül olan, 6. kromozomun kısa kolunda (6P12) 

lokalize olmuĢ ve 45 kDA molekül ağırlığına sahip bir sitokindir (53). VEGF' in 

endotelyal hücreler için spesifik mitojen olması, VEGF' i bu hücreler için yaĢamsal 

faktör yapar (13). Endotelyal hücre proliferasyonunu indükleyen VEGF, tümör geliĢimi 

ve metastazı için önemli olan bir faktör olup hipoksi sırasında ekspresyonu artar (54). 

Tümör anjiyogenezi biyolojisinde birçok molekülün anjiyogenezin ilerlemesi için 
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önemli olduğu saptanmıĢtır. Bunların en dikkat çekici olanları VEGF ailesidir çünkü 

VEGF neredeyse bütün tümörlerde eksprese edilir (39). 

 VEGF, kan damarlarının büyümesini sağlamak için hipoksi hücreler tarafından 

kullanılan bir anahtardır ve endotelyal hücrelerin yüzeyinde reseptörlerine bağlanarak 

yeni damar oluĢumunu sağlar (45). Hipoksi indüklü VEGF ekspresyonu tümör 

anjiyogenezinde temel bir rol üstlenmektedir (37, 55). Tümörün büyümesiyle hipoksi 

meydana gelir ve geliĢen hipoksi proanjiyogenik molekülleri uyararak anjiyogenezi 

baĢlatır (10). VEGF üretimi tümörler tarafından eksprese edilen PDEGF, EGF, TNFα, 

TGF-β1 ve IL-β1 gibi faktörler tarafından baĢlatılabilir ancak hipoksinin tek baĢına 

VEGF ve reseptörlerinin yapımını indükleyen en önemli etken olduğu bilinmektedir 

(10, 42, 51). Ayrıca; estrojen ve tiroid stümülasyon hormonu gibi hormonlar ve IL-6, 

IL-1 gibi sitokinler de birçok hücre tiplerinde VEGF' i indüklemektedir (42). Bunların 

tersine karbonmonoksit (CO) VEGF' i inhibe etmektedir (10). Hipoksi durumunda 

VEGF aktif halde olduğu için ilk hazırlanan antianjiyogenik ve antitümör ilaçları bu 

faktörü bloke etmek üzere tasarlanmıĢtır. Fakat spontan tümör oluĢmuĢ deneysel 

farelerde anti VEGF kullanımı yeteri derecede etkili olmamıĢ, uzun süreli ilaç kullanımı 

sonucunda tümör hücrelerinin farklı anjiyogenik faktörler kullanarak anjiyogenezi 

sürdürdüğü görülmüĢtür (56). 

VEGF vasküler proliferasyonu ve permeabiliteyi regüle ettiği gibi yeni oluĢan 

kan damarlarında antiapoptotik faktör olarak da rol oynamaktadır (46, 55). Ġnsan 

endotelyal hücrelerinde VEGF yaĢamsal aktiviteye uygun olarak antiapoptotik 

proteinler olan Bcl-2' yi de indüklemektedir (51). Endotelyal hücrelerin anjiyogenik 

fenotipe dönüĢmesi endotelyal hücre apoptozisinin inhibisyonunu sağlayabilir. 

ÇalıĢmalar TNF-α tarafından indüklenen büyük damar endotelyal hücrelerinde 

apoptozisinin VEGF tarafından inhibe edildiğini göstermektedir. Bu da VEGF' in 

anjiyogenezi sadece endotelyal hücrelerin proliferasyonunu stimüle ederek değil, aynı 

zamanda endotelyal hücre apoptozisini inhibe ederek de desteklediğini göstermektedir 

(13). 

Malign tümörlerde VEGF ekspresyonu oldukça yüksek seviyededir (55). VEGF 

varlığı özellikle, HCC hücreleri, Kupffer hücreleri, hepatik makrofajlar, portal 

sistemlerin ekstraselüler matriksleri, yıldız hücreler ve sinüzoidal hücrelerde 
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saptanmıĢtır (10). VEGF' in kardiyovasküler sistem gibi birçok organ, doku ve sistemde 

geliĢim, hemostaz ve yaĢamsal bir faktör olarak elzem olduğu kabul edilmiĢtir (38). 

VEGF; 7 intron tarafından ayrılmıĢ 8 ekson içeren bir gen tarafından 

kodlanmıĢtır. Kod bölgesinin uzunluğu yaklaĢık 14kb' dır (50, 53). Ekson 1, 2, 3, 4, 5 ve 

8 bütün izoformlar için ortaktır (50). Peptit sinyalinden oluĢan VEGF' in ilk 26 amino 

asiti, VEGF' in salgılanan bir protein olduğunu gösterir (37). Günümüzde VEGF 

ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta Büyüme 

Faktörü (PIGF) olmak üzere bilinen 6 üyesi bulunmaktadır (46, 57). VEGF ailesinde en 

tanınmıĢ üye VEGF diye de bilinen VEGF-A' dır ve anjiyogenezde rol alan en önemli 

anjiyogenik faktördür (12). Bu major VEGF alttürlerinin içinde birde çoklu izoformlar 

vardır. VEGF-A' nın günümüzde bilinen 7 tane izoformu bulunmaktadır. Bunlar; 

VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF183, VEGF189 ve VEGF206' dır. 

Yanlarında yazan sayılar amino asit sayılarını göstermektedir (10, 46). VEGF 

izoformlarının en önemli karakteristik özelliği heparine bağlanmalarıdır. Bu özelliği 

sayesinde salgılanan VEGF' in ekstraselüler matrikste birikeceği veya açığa çıkacağı 

tanımlanabilir ve böylece diğer hücrelerle etkileĢimi gerçekleĢebilir (37). Nativ VEGF 

basit, heparin bağlı, homodimerik bir glikoproteindir. Bu özelliklere ise major bir 

izoform olan VEGF165 uymaktadır (58). 6. eksonunda kodlanmamıĢ eksik amino asiti 

olan VEGF 165, ortak olan eksonlar dıĢında ekson 7 de içermektedir (37, 50). 

VEGF121ve VEGF189 dokularda eksprese edilen ve çoğunlukla rastlanılan faktörlerdir. 

Bunun tersine VEGF206 nadiren görülen bir formdur (59). VEGF189 ortak olan eksonlar 

dıĢında ekson 6 ve 7' yi de içermektedir. Bu eksonlar VEGF domaininin ekstraselüler 

matriks bağlanmasını Ģifreler. Bu domain, heparin proteoglikanlara ve diğer matriks 

proteinlerine bağlanabilmektedir. Bu sebeple sekresyondan sonra VEGF189 ve VEGF165' 

in bir bölümü hücre membranına ve ekstraselüler matrikse bağlanır. Heparinler, 

plazmin, ürokinaz tip plazminojen aktivatörü ve MMP bağlı VEGF' in salınımını sağlar 

ve biyolojik aktivitesini regüle eder (50). VEGF121 ise 6. ve 7. eksonunda kodlanmamıĢ 

amino asit bulunduran ve heparine bağlanmayı baĢaramayan zayıf asidik polipeptittir 

(58). Literatürde en az rastlanılan izoformlar olarak VEGF145 ve VEGF183 bilinmektedir 

(37). VEGF-B, 167 amino asit içeren bir protein olup ilgili reseptörüne bağlandığında 

monosit aktivasyonunu sağlamaktadır (60). VEGF-A genel olarak anjiyogenezde rol 

alırken, VEGF-C ve VEGF-D lenfanjiyogenezde görülür (42). Yapılan çalıĢmalar lenf 
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nod metastazlarında VEGF-C ekspresyonunun meydana geldiğini göstermektedir. Bu 

sonuçlar, VEGF-C' nin malign tanı ve tedavide ümit verici olduğunu gösterirken klinik 

olarak VEGF-C ekspresyonunun önemi henüz ispatlanmamıĢtır (12). VEGF-E' nin ise 

endotelyal hücrelerin proliferasyon, kemotaksis ve tübüler yapı formasyonuna neden 

olduğu kanıtlanmıĢtır (37). 

 Bu VEGF ekspresyonunun, vasküler endotelyal hücrelerinin migrasyonu ve 

proliferasyonu ile direk ilgili olan VEGF120 ve VEGF164‟ nın artmasıyla iliĢkili olduğu 

düĢünülmektedir. Bu izoformlar aynı zamanda makromoleküllerin sirkülasyonunu 

sağlayan mikrodamarların permeabilitesini arttırmaktadır (61). 

VEGF ailesinin üyeleri, endotelyal hücre membranında lokalize olmuĢ 

reseptörlerle etkileĢime girerek biyolojik aktivitelerini gösterirler (37). VEGF üyelerinin 

3 önemli reseptöre afinite gösterdiği belirlenmiĢtir (62, 63) ; 

1. VEGFR-1/ Flt-1 (VEGF Reseptör 1) 

2. VEGFR-2/ Flk-KDR (VEGF Reseptör 2) 

3. VEGFR-3/ Flt-4 (VEGF Reseptör 3)  

 Bu reseptörler "Reseptör Tirozin Kinaz"  (RTK) süper ailesinin üyeleridir. Aynı 

zamanda VEGF' in etkileĢimde bulunduğu iki tirozin kinaz daha vardır; nöropilin-1 ve 

nöropilin-2 (38). VEGF' in çeĢitli üyeleri her bir reseptör için farklı bağlanma afiniteleri 

göstermektedir (ġekil 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 

              (FLT1/FLT1)                  ( KDR/KDR)               ( FLT4/FLT4) 

 ġekil 2.5. VEGF ailesinin VEGF reseptörleri ile etkileĢimi (37) 

 

 VEGF reseptörlerinin ekstraselüler bölgesi 7 immünoglobulin domaini 

tarafından biçimlendirilmiĢtir. Ġntraselüler bölümde ise bu reseptörlerin tirozin kinaz 

domaini 2 parçaya ayrılmıĢtır (ġekil 2.5) (65, 66). VEGF genellikle VEGFR-1/Flt-1 ve 

VEGFR-2/Flk-KDR' nin bu ekstraselüler ligand bağlı domainlerine ve intraselüler 

proteinkinaz domainlerine ilgi duyar (38). Tümör hücrelerinde VEGF ekspresyonuna 

iliĢkili olarak VEGF reseptörlerinin de endotelyal hücreler tarafından regülasyonunun 

arttırıldığı görülmüĢtür (54). 

 VEGFR-1/ Flt-1; Anjiyogenez geliĢiminde önemli bir rol oynadıkları 

bilinmektedir. Bunun yanı sıra, monosit migrasyonu, endotelyal hücre progenitörlerinin 

kuvvetlendirilmesi, ölümcül hücrelerin yapıĢkan özelliğini arttırmak gibi olaylarda da 

önemli rol oynamaktadır (64). VEGFR-1' in vasküler endotelyumda eksprese edildiği 

görülmektedir (39). VEGFR-1; VEGF-A, VEGF-B ve PIGF ile etkileĢime girebilir 

(ġekil 2.5). VEGF-B ve PIGF VEGFR-2' ye bağlanmazlar ve VEGFR-1' e bağlanmak 

için de VEGF-A ile yarıĢırlar (37). 
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 VEGFR-2/ Flk-KDR; Bu reseptör, hem embriyonik anjiyogenezde hem de 

hematopoez de anahtar rol oynamaktadır. Embriyonik geliĢimde olan ve VEGFR-2 geni 

inaktif olan sıçanların 8,5-9,5 gün arasında öldükleri görülmüĢ ve vaskülogenez 

durumunda da endotelyal hücrelerde faklılaĢma ve hematopoezis görülmemiĢtir (67).  

Bu bilgiler VEGFR-2' nin hemangioblast adı verilen hematopoetik stem hücreleri ve 

endotelyal hücreleri için progenitör ekspresyonu yaptığını desteklemektedir. VEGF-A 

varlığında hemangioblastlar önce angioblastlara daha sonrada endotelyal hücrelere 

farklılaĢırlar. Ancak VEGF-A yokluğunda hemangioblastlar hematopoetik stem 

hücrelerine dönüĢürler (68). (ġekil 2.6). VEGFR-2‟ nin VEGF-A' nın biyolojik etkisinin 

temel mediyatörü olduğu kabul görmüĢtür (37). VEGFR-2‟ ye büyüme faktörlerinden 

VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E bağlanabilirler (69). Anjyogenezde VEGF' in major 

reseptörü olan bu reseptör, mikrovasküler permeabiliteden, endotelyal hücre 

proliferasyonundan ve tümör hücre migrasyonundan sorumludur (50). VEGF 

reseptörlerinin aktivasyonu ile fosfoinositol 3 kinaz, fosfolipaz C ve ras GTPaz gibi 

sinyal iletim proteinleri fosforile edilir ve bu fosforilasyon sayesinde endotelyal 

hücrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve differansiasyonu sağlanır (10, 39).  

Hipoksinin VEGFR-1 ve VEGFR-2 genlerinin transkripsiyonal regülasyonunda 

farklılık yarattığını kanıtlamıĢtır. Hipoksinin VEGFR-1' i direk olarak regüle ettiği 

görülmüĢtür (51). 

Özellikle kanserde, normal ve patolojik anjiyogenezin önemli olduğu 

vurgulanmaktadır. Bu bağlamda; VEGFR inhibitörleri farklı kanser tedavilerinde ümit 

verici olmaktadır. Bunlardan birisi de VEGFR-2' nin spesifik inhibitörü olan SU 1498' 

dir (70). 
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        Hemangioblastlar                       Angioblastlar                         Endotelyal Hücreler   

 

 

ġekil 2.6. VEGF-A‟ nın Bağlanması ve VEGFR-2‟ nin FarklılaĢması (37). 

 

VEGFR-3/ Flt-4; VEGFR-1 ve VEGFR-2' nin vasküler endotelyumda lokalize 

olmalarına ve eksprese edilmelerine karĢın VEGFR-3 lenfatik endotelyumda eksprese 

edilmektedir (42, 39). Ġntraselüler sinyal kaskadındaki bozukluk bu reseptörün 

lenfanjiyogenezi etkilemesiyle iliĢkilendirilmiĢtir. Buna karĢılık, lenfatik damar 

endotelyumu hücre kültüründe, VEGFR-3 ve sinyal kaskadı iliĢkisi hakkındaki 

incelemeler sadece VEGFR-3 aktivasyonunun tek baĢına bile hücreleri apoptozise karĢı 

koruduğunu, hücrelerin migrasyonunu ve proliferasyonunu sağladığını göstermektedir. 

VEGFR-3; VEGF-C ve VEGF-D‟ ye bağlanmaktadır (ġekil 2.5) (37).  

Nöropilin-1 ve Nöropilin-2, VEGF ailesinden birçok üye ile etkileĢime giren ve 

anjiyogenezde önemli rol üstlendiği düĢünülen transmembran glikoproteinleridir. Bu 

glikoproteinler, VEGF ailesinin ligandlarının VEGF reseptörlerine bağlanma afinitesini 

arttırır bununla birlikte intraselüler sinyal gerçekleĢir. VEGF' in nöropilin-1 ve 

nöropilin-2' ye bağlanması endotelyal mitogenezin ve kemotaksisin artmasına neden 

olur (71). Embriyoda nöropilin-1 kan damarları oluĢumu için önem taĢırken, nöropilin-2 

lenfatik damar oluĢumu için önemlidir (39). 
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2.2.3.1.2. Anjiyopoetinler ve Tie Reseptörleri 

 Anjiyopoetinler proanjiyogenik faktörler arasında yer almaktadır. Tıpkı VEGF 

ve VEGF reseptörleri arasındaki iliĢki gibi anjiyopoetinler ve ligandları arasındaki iliĢki 

de embriyogenez sırasındaki vasküler sistemin geliĢimi için oldukça önemli ve elzemdir 

(37). Vasküler endotelyal hücrelere özgü olan ve bu bağlamda ilk keĢfedilen reseptörler 

Tie-2 ve Tie-1‟ dir. Yancopolous tarafından Tie-2‟ nin ligandları olan Ang-1 ve Ang-2 

keĢfedilene kadar bu reseptörün yalnız bir reseptör olduğu zannediliyordu (46). 

Embriyonik geliĢim sırasında endotelyal hücreler Tie-1 ve Tie-2‟ yi eksprese ederler. 

Tie-2 reseptörleri aynı zamanda yetiĢkinlerde hareketsiz endotelyal hücreler tarafından 

eksprese edilir ve anjiyogenez için elzemdir (ġekil 2.7) (49). 

 Ang-1' in endotelyal hücrelerden salgılanan Tie-2 ile bağlanarak endotelyal 

hücreler ve perisitler arasındaki etkileĢimi desteklediği ve bu yolla vasküler sistemin 

matürasyonunu stabilize ettiği düĢünülmektedir (72, 73). VEGF yokluğunda Ang-2 

vasküler regresyonu sağlarken VEGF varlığında anjiyogenezi stimüle etmektedir (37). 

Bilinen dört anjiyopoetin arasında Ang-1 ve Ang-2, Tie-2' ye bağlanmak isteyen en 

karakterize sitokinlerdir (74). Ang-1 normal yetiĢkin dokularında eksprese edilirken 

Ang-2 genelde tümör ve kronik enflamasyonda eksprese edilir (70).  

Transgenik farelerin embriyonik geliĢiminde Tie-2 inaktivasyonu durumunda 

farelerin 9,5- 10,5' uncu günler arasında öldükleri görülmüĢtür (37). Yine benzer 

farelerde benzer bir fenotipte Tie- 2 reseptörünün Ang-1 ligandına bağlanmadığı veya 

Ang-2' nin hiperekspresyona uğradığı görülmüĢtür (76). Bu sonuçlar Ang-1 ve Ang-2 

arasındaki yapısal benzerliğe rağmen Tie-2‟ yi farklı yönettiklerini göstermektedir. 

Ang-1, Tie-2 fosforilasyonunu stimüle ederken, Ang-2 ile etkileĢiminin reseptörün 

aktivasyonu ile sonuçlanmadığı görülür. Bu durumda Ang-2, Ang-1' in yarıĢmalı 

(kompetetif) inhibitörüdür (77). Deneysel ortamda Ang-1 endotelyal hücrelerin 

kemotaksisine nenden olurken proliferasyonunu indüklemez (78). 



25 
 

 

 

ġekil 2.7. Ang-1 ve Ang-2‟ nin Tie-2 reseptörü aracılığıyla fizyolojik rolleri (49). 

 

2.2.3.1.3. Fibroblast Büyüme Faktörü 

 FGF' ler heparin bağlayan proteinlerin bir ailesidir ve dokuz farklı üyeden 

oluĢmaktadırlar (42, 48). En iyi bilinen FGF olan FGF-1 ve FGF-2 anjiyogenez 

indüktörleri olarak tanımlanmıĢlardır ve epiblast hücrelerinin endotelyal hücrelere 

doğru proliferasyonunu ve differansiasyonunu indüklerler (42). FGF-1 ve FGF-2 

izoelektirik noktalarının (pI) farklılığından ötürü birbirlerinden ayırt edilmektedir. 

Asidik FGF olan (aFGF) FGF-1' in pI' sı 4,5-6 iken; bazik FGF olan (bFGF) FGF-2' nin 

pI' sı 9,6-9,8 olarak belirlenmiĢtir (79, 80). Fibroblastik hücreler için mitojenik bir 

faktör olarak bilinen bFGF, endotelyal hücrelerin çoğalması, migrasyonu ve 

anjiyogenez uyarılmasıyla karakterize edilmiĢ aynı zamanda birçok hücre, doku ve 

organ sistemlerinin geliĢiminde ve fonksiyonunda etkili olan önemli bir büyüme faktörü 

olarak tanımlanmıĢtır (81, 82, 83). 

 

2.2.3.2. Antianjiyogenik Faktörler 

 

 

   2.2.3.2.1. Trombospondin-1  

 Trombospondinler ekstraseüler matriks proteinlerinin bir ailesidir. CD36, TSP-1' 

in antianjiyogenik aktivitesi için gerekli olan ve mikrovasküler endotelyum üzerinde 
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bulunan önemli bir reseptördür. TSP-1 ve reseptörünün etkileĢimi endotelyal hücre 

apoptozisi ile sonuçlanan intraselüler olayların bir sıralamasıdır (42). Bouck ve 

arkadaĢları TSP‟ nin antianjiyogenik aktivitesinin tümör represör ekspresyonu ile 

iliĢkisini bulmuĢtur (47). Daha sonra ki çalıĢmalar ile TSP‟ nin endotelyal hücre 

proliferasyonu inhibitörü olduğu desteklenmiĢtir (84). 

 

         2.2.3.2.2. Angiostatin 

 Angiostatin anjiyogenez inhibitörü olabilecek, spesifik olarak izole edilmiĢ ilk 

moleküldü (47). 38- kDa plazminojen fragmenti olan angiostatinin tümör 

neovaskülarizasyonunu ve metastatik büyümeyi inhibe ettiği görülmüĢtür. Angiostatin 

ekstraselüler matriks birikimini inhibe eden bir faktördür. Ekstraselüler matriks 

birikiminin inhibe edilmesi de endotelyal migrasyonunun azalmasına neden olmaktadır 

(42). Angiostatin endotelyal hücre proliferasyonu ve migrasyonu için endotelyal 

spesifik inhibitör olarak kabul görülmüĢtür. Angiostatin tedavisi, tümörlü farelerde 

primer tümörün regresyonuna neden olur ve vaskülarizasyonu durdurur (47). 

 

         2.2.3.2.3. Endostatin 

 Endostatin Kolajen Tip XVIII' in 20 kDa büyüklüğündeki fragmentidir. 

Mikrovasküler endotelyal hücre proliferasyonunu inhibe eden aktif bir endotelyal 

spesifik inhibitörü olan endostatin, endotelyal hücre migrasyonunu da güçlü bir Ģekilde 

inhibe eder ve endotelyal hücre apoptozisine neden olur. Endostatin, metastaz oluĢumu 

ve geliĢimini inhibe etmenin yanı sıra, primer tümör geliĢimini de inhibe eder (42, 47). 

 

2.2.4. Fizyolojik ve Patolojik Anjiyogenez 

 Anjiyogenez genellikle bütün doku ve organlarda meydana gelir ve fizyolojik 

durumlarda da, kronik karaciğer hastalıklarını da kapsayan patolojik durumlarda da 

kritik bir basamak olarak değerlendirilir.  

 

2.2.4.1. Fizyolojik Anjiyogenez 

Fizyolojik anjiyogenez stabil bir olaydır ve kendi kendini sınırlandırabilir. 

Fizyolojik anjiyogenez oluĢumunda, anjiyogenezi baĢlatan herhangi bir uyarı proteazları 

aktive eder. Bazal membran damar duvarındadır ve bu bölgeden kapiller 
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tomurcuklanma oluĢur. Anjiogenik uyarıya doğru endotel hücrelerinin migrasyonu 

gerçekleĢir ve bu bölgede bir lümen oluĢur. Yeniden bir bazal membran oluĢumu ile 

yeni damar oluĢumu gerçekleĢmiĢ olur ve fizyolojik anjiyogenez tamamlanır (8, 10, 43). 

Fizyolojik anjiyogenez yetiĢkinlerde yumurlatıklar ve endometriyum gibi belirli 

bölgelerde meydana gelir. Fizyolojik anjiyogenezin bu süreci geçici ve normaldir (39). 

Fizyolojik anjiyogenez kontrollü ve sınırlı olmasına karĢın, patolojik anjiyogenez 

kontrolsüz ve ilerleyicidir (8,9, 10).  Karaciğerde fizyolojik ve patolojik anjiyogenez, 

HCC ve metastatik karaciğer kanseri gibi fibrogenik karaciğer hastalıklarında, kronik 

inflamasyon durumunda ve iskemik durumlarda karaciğer rejenerasyonu sırasında 

meydana gelebilir (7). 

 

2.2.4.2. Patolojik Anjiyogenez 

Patolojik anjiyogenez stabil bir olay değildir. Patolojik anjiyogenezde, çeĢitli 

çevresel ve genetik faktörler, tümör inhibe edici genlerin inaktivasyonuna ve çeĢitli 

tümör indükleyici genlerin aktivasyonuna neden olurlar. Böylece anjiyogenezi 

düzenleyen pozitif ve negatif regülatörlerin var olan dengesi anjiyogenez lehine döner 

(8, 10, 43).  Anjiyogenez tümör geliĢiminde, metastazında ve neoplastik süreçte 

önemlidir. (44). Herhangi bir dokuda olduğu gibi bir tümör nodülü de yaĢamsal 

aktivitesini sağlamak ve büyümek için oksijen ve besine ihtiyaç duyar. Kan damarı 

sağlanamayan tümör nodüllerinin hacminin 2-3 mm³' ü geçemediği ve hipoksiden 

dolayı hücre ölümü gerçekleĢtiği bilinmektedir (37, 39). Tümör anjiyogenezinde birçok 

ardıĢık basamak aydınlatılmıĢtır. Olgun kapillerde damar duvarı endotelyal hücre 

dizisinden, bazal membrandan ve perisitlerden oluĢur. Tümör hücreleri tarafından 

sentezlenen anjiyogenik faktörler, endotelyal hücre reseptörlerine bağlanır ve 

anjiyogenezin ardıĢık olaylarını baĢlatır (42). Vaskülerize bir tümörde bütün tümör 

dansitesi farklılıklar gösterebilir. Bu durum anjiogenik aktiviteyi heterojen yapar (44). 

Bir tümörün büyük bir ebata ulaĢabilmesi ve metastazının sağlanabilmesi için yeni 

oluĢmuĢ kan damarları ağına ihtiyacı vardır (39, 41).  Ġlk kez anjiyogenik faktör olarak 

FGF tespit edilmiĢtir. Bunu makrofajlar, mast hücreler ve lenfositler gibi tümör 

oluĢumunu etkileyen anjiyogenik faktörlerin belirlenmesi izlemiĢtir. Güncel çalıĢmalar 

ise VEGF ve FGF ailesine odaklanmıĢtır. Anjiyogenik inhibitörlerin; anti-tümör etkeni 

olarak faydalı olabileceği düĢünülmektedir (47). 
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2.2.5. Anjiyogenez ve Metastaz ĠliĢkisi 

Güncel çalıĢmalar, tümör regresyonunun meydana gelmesinde ve yayılmasında 

yeni kan damarları oluĢumu ve bu konuda anjiyogenik inhibitörlerin etkisine 

odaklanmıĢtır. Anjiyogenez tümör metastazında kritik bir öğedir ve metastaz 

oluĢumunda yüksek vasküler tümörler, düĢük vasküler tümörlere oranla daha fazla 

metastaz yapma potansiyeline sahiptirler. Bunun da ötesinde, anjiyogenez tümör 

metastazında tümör hücrelerine doğru rotayı belirleyerek primer alan ve kan akıĢını 

kolaylaĢtırır ve bu önemli etkiyle tümör yayılımını sağlar (47) (ġekil 2.8). Anjiyogenez 

ve metastaz arasındaki iliĢki; anjiyogenez inhibitörleri ile tedavi edilen primer tümör 

oluĢturulmuĢ deney hayvanlarında yapılan çalıĢmalarda açıkça görülmektedir. Primer 

tümörlerdeki vasküleritenin azalması adeta metastatik kolonilerin azalmasıyla iliĢkilidir 

(85). Anjiyogenik inhibitörler, aynı zamanda metastazı da inhibe etmektedir (86, 87). 

 

 

ġekil 2.8. Anjiyogenez ve Tümör Metastazı ĠliĢkisi (47). 
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2.2.6. Anjiyogenezin Siroz ve Hepatoselüler Karsinomayla ĠliĢkisi 

 Kronik karaciğer hastalıkları; herhangi bir etiyolojik olay ile karaciğerin 

hasarının tekrarlanması ile karakterize, viral faktörler tarafından oluĢan enfeksiyon 

(HCV, HBV), alkol ve otoimmün sebepli rahatsızlıklar, süregelen inflamasyon ve 

fibrogenez ile sonuçlanan hastalıklardır. Karaciğer sirozuna ve hepatik yetmezliğe 

sebep olan ECM birikiminde major destekleyici güç yara iyileĢmesine cevabın kronik 

aktivasyonudur. Oksitatif stres, epidermal-mezenĢimal etkileĢimlerdeki değiĢiklik veya 

epitelyalin mezenĢimale dönüĢüm süreci, fibrogenezin sirozla sonuçlanan 

mekanizmasını açıklar (7, 88-90). Bu sıralama boyunca siroz, fibrotik septa tarafından 

çevrelenen ve ayrılan parankimadaki rejeneratif nodüllerin formasyonu ile karakterize 

fibrozun geliĢmemiĢ basamağı olarak kabul görür ve anjiyo yapısındaki önemli 

değiĢikliklerle iliĢkilendirilir. Ġnsan sirotik karaciğerlerinde; anjiyogenez, etiyolojisi ne 

olursa olsun, fibrogenez oluĢumuna ve vasküler değiĢikliklere önemli katkıda 

bulunmaktadır ve devam eden fibroz, hücre hasarı, ölümü ve inflamasyon cevap ile 

karakterize olarak kronik karaciğer hastalıklarında meydana gelmektedir (7, 91, 92). 

Bununla beraber anjiyogenez sinüzoidlerin kapilarizasyonuna ek olarak fibrotik septa 

formasyonunun oksijen verimini ve kan akıĢını arttırmasıyla sonuçlanır (93, 94). 

Ġntrahepatik Ģantlar ve sinüzoidlerin kapilarizasyonu sirozun kanıtlanmıĢ karakteristik 

özellikleridir. Bu vasküler morfolojik ve fonksiyonel değiĢiklikler, fibrotik karaciğerde 

kronik hipoksiyi indüklemekte ve böylece anjiyogenik bir cevap sağlamaktadır (61). 

Karaciğer hasarında hepatik stellat hücreler aktive edilir, çoğalır, matriks 

degredasyonuna neden olur ve kolajen sentezi gerçekleĢir. Hepatik stellat hücrelerin 

aktive olmasıyla VEGF ve VEGF reseptörleri aktive olur (95). HCC' li olan veya 

olmayan sirotik karaciğerli hastalarda, VEGF' in yüksek regülasyonu, siroz iliĢkili 

anjiyogenezden sorumludur. VEGF ve FGF' nin tümör geliĢimi ve yara iyileĢmesi ile 

iliĢkili vasküler proliferasyondaki rolleri birçok farklı organda geniĢ çapta 

gösterilmiĢtir. Ayrıca hipoksinin, oksjen teminini arttırmak için lokal kapiller 

proliferasyonunu arttırması amacıyla; VEGF' in temel indükleyicisi olduğu saptanmıĢtır. 

Bu vasküler cevap, faydalı etkilerin yanı sıra tümör büyümesi ve proliferatif 

retinopatide görüldüğü gibi zararlı etkilerde sağlayabilir (61). Ġnflamasyonda önemli rol 

oynayan HGF, PDGF ve NO gibi sitokinler veya mediyatörler anjiyogenez oluĢumunda 
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üretilirler. Anjiyogenezin kronik karaciğer hastalıklarında akut inflamasyonu, kronik 

inflamasyona çevirme konusunda önemli bir rol üstlendiği düĢünülmektedir (7, 96). 

 Deney hayvanları çalıĢmaları, karaciğer hasarı sonucu meydana gelen hepatik 

hipoksi, anjiyogenez ve fibrogenezin belirli bir koordinasyon içerisinde olduğunu 

göstermiĢtir (7, 61). Devam eden karaciğer hasarı varlığında fibrogenez ve hipoksi 

birbirini tetikler ve normal doku tamirini bozan patolojik bir döngüye neden olurlar. 

Böylece siroz geliĢimine destek vermiĢ olurlar. Hipoksi tek baĢına hepatik hücrelerde 

VEGF ekspresyonunu ve kolajen I ekspresyonunu arttırmaktadır. Karaciğer vasküler 

yapısındaki değiĢiklikler ve anjiyogenez, vasküler rezistans ve portal hipertansiyonu 

arttırdığı gibi, parankimal perfüzyonu düĢürerek, hastalığın sirozla sonlanmasını 

sağlayacak olan fibrogenez sürecini kolaylaĢtırır. Hatta hepatik anjiyogenezin; portal 

sistemik Ģantları ve iç organdaki kan akıĢını ayarladığı görülmektedir. Bu durum 

muhtemelen sirozun komplikasyonlarını etkilemektedir (95). Yapılan çalıĢmalar; 

hipoksi, VEGF indüksiyonu ve anjiyogenezin siroz lezyonlarından önce oluĢtuğunu 

göstermektedir (61). 

  Klinik veriler HBV ve HCV infeksiyonlarında anjiyogenez ve fibrogenez 

arasında iyi bir iliĢki olduğunu göstermektedir. Anjiyogeneze hem primer biliyer sirozlu 

hem de otoimmün hepatitli hastaların biyopsilerinde saptanmıĢtır. Yine primer biliyer 

sirozlu bu hastalarda, VEGF, Ang-1, Ang-2, Tie-2 ve endoglin gibi anjiyogenik 

moleküller karakterizedir (7). 

 HCC dünyada en sık görülen karaciğer rahatsızlıklarından biridir. Dünya 

çapında 5. en sık görülen kanser olup, kanserle ilgili ölümlerde 3. sırayı almaktadır. 

Siroz, etiyolojisi ne olursa olsun HCC için önemli bir risk faktörüdür (50). Hepatik 

anjiyogenez aynı zamanda HCC 'nin büyümesi ve ilerlemesinde önemli bir faktördür 

(7). Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar, hipoksik kondisyonların ve hepatik stellat 

hücrelerin; özellikle profibrogenik fenotip olan miyofibroblastların anjyogenez ve 

fibroblast iliĢkisini yöneten hücresel ve moleküler mekanizmalardaki önemini 

vurgulamıĢtır (7). HCC' de hipoksi, karaciğer fibrogenezi boyunca ekstraselüler matriks 

kompozisyonunun değiĢimini direk olarak etkilemektedir (95). HCC cerrahi operasyon 

ve karaciğer nakli tedavisi ile muhtemel olan bir hastalıktır. Bu bağlamda anjiyogenezin 

önlenmesi ilerlemiĢ HCC tedavisi için önemli bir umut olarak görünmektedir (50). 
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Deneysel çalıĢmalar anti-anjiyogenik tedavinin hayvan modellerinde kronik karaciğer 

hastalıklarının sürecini ve ilerlemesini sınırlandırdığını ispat etmiĢtir (7).  

 

 

 

2.3. Apoptozis 

 

 

2.3.1. Apoptozis Kavramı 

Apoptozis, çok hücreli organizmalarda geliĢim sırasında ve geliĢimi 

tamamlanmıĢ organizmaların homeostazında görülen, tipik morfolojik özellikler 

gösteren, birçok sinyal ve protein tarafından kontrolü sağlanan, fizyolojik ve kontrollü 

hücre ölümüdür (14-16).  

Hücre ölümü kavramı 1920 yılında nekrozun tanımlanması ile ortaya çıkmıĢtır. 

Apoptozis ise 1962-1964 yılları arasında ilk defa iskemik karaciğer hasarı 

çalıĢmalarında gözlemlenmiĢtir fakat diğer tip hücre ölümlerinin bir tipi olarak 

tanımlanmıĢtır. 1972 yılında Kerr ve arkadaĢları sağlıklı dokulardaki hücrelerin yanı 

sıra atropi, tümör regresyonu ve neoplazi ile iliĢkili hücrelerinde ölüme gittiğini 

gözlemlemiĢ ve bu olaya "apoptozis" adını vermiĢlerdir. Apoptozis kelimesi Yunanca 

kökenli olup ağaç yapraklarının gövdeden ayrılması anlamına gelir ve programlanmıĢ 

hücre ölümünün hücresel sürecini tanımlamak için kullanılmıĢtır (17, 97-99). 1983 

yılında ise Duke ve arkadaĢları jel elektroforezinde endonükleazların DNA kırıklarına 

yol açtıklarını saptayarak ilk biyokimyasal kanıtı elde etmiĢlerdir (100). Memelilerdeki 

apoptozis mekanizmasının anlaĢılması, bir nematod türü olan Caenorhabditis elegans' 

ın geliĢim sürecinde meydana gelen hücre ölümlerinin incelenmesiyle ortaya çıkmıĢtır 

(101). 

Apoptozis, multiselüler organizmalarda dokunun homeostazisi ve geliĢimi 

açısından önemli rol oynamaktadır. Apoptozis regülasyonundaki bozukluklar çeĢitli 

hastalıkların geliĢimini de beraberinde getirir (102). Apoptozis ve proliferasyon 

arasındaki kombinasyon geliĢen embriyolarda doku ve organların Ģekillenmesinden 

sorumludur. Örneğin ayak parmakları arasındaki apoptozis, parmakların birbirlerinden 

ayrılmasını sağlar (103). 
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Ġnsan organizmasında apoptozis birçok fizyolojik ve patolojik durumlarda 

gözlemlenebilir. Apoptozis, embriyonal ve fetal geliĢimde, dokulardaki hücre 

homeostazisinin sağlanmasında, yaĢlılıkta, hücrelerin hasarlanma durumlarında, immün 

reaksiyonlarda, hormon yetmezliğine bağlı organ gerilemelerinde ve çeĢitli viral 

hastalıklarda meydana gelebilmektedir (14, 104). Apoptozis fetal ve embriyonik geliĢim 

için yaĢamsal önem taĢımaktadır. Hamilelik esnasında apoptozis ve proliferasyon 

dengesindeki bozukluklar preeklampsi gibi komplikasyonların ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır. Apoptozisin inhibisyonu kontrol edilemeyen hücre büyümesiyle sonuçlanır 

ve bu da birçok kanser tipinin meydana gelmesine neden olur. AĢırı apoptozis ise 

Parkinson ve Alzheimer gibi nörodejeneratif hastalıkların oluĢumunu tetikler (97, 103). 

Isı, hipoksi, antikanser ilaçlar, radyasyon, enfeksiyöz etkenler, genetik 

bozukluklar, beslenme bozuklukları gibi etkenler hücrelerde DNA hasarı oluĢturarak ve 

hücreyi strese sokarak apoptozisin meydana gelmesine neden olurlar (14, 97, 101).  

Apoptozis karaciğerde, karaciğer hasarına karĢı oluĢan bir selüler cevaptır. Bu 

cevap iç içe geçen hücresel ve sitokin kaskadlarını baĢlatır.  Bu kaskad doku hasarı, 

enflamasyon, fibroz ve sonunda da siroz oluĢumu ile tamamlanır. Akut ve kronik 

karaciğer hastalıkları için bu kaskad ve apoptozis olayı büyük önem taĢımaktadır. Diğer 

bütün doku ve organlarda olduğu gibi sağlıklı bir karaciğerde de belli bir seviyede 

apoptozis olması gerekmektedir. Son çalıĢmalar karaciğerde apoptozisin fazla olmasının 

enflamatuar mediyatörlerin salgılanmasıyla ve fibrozun geliĢimiyle direk ilgili olduğunu 

göstermektedir. Devam eden fazla apoptozisin fibrozu baĢlattığı bunun da siroz ve 

karaciğer bozukluklarıyla sonuçlandığı gözlemlenmiĢtir (17). Apoptozis temelde dört 

aĢamada özetlenebilir (100, 101); 

1. Apoptozisin baĢlaması, 

2. Hücre içi proteazlar olan kaspazların aktivasyonu, 

3. Hücrenin biyokimyasal ve morfolojik değiĢime uğraması, 

4. Hücrenin makrofajlar veya komĢu hücreler tarafından fagosite 

edilmesidir. 
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2.3.2. Apoptozisin Morfolojik ve Biyokimyasal Özellikleri 

Kerr ve arkadaĢları apoptotik süreçte birçok morfolojik ve biyokimyasal özellik 

gözlemlemiĢtir. Bu süreçteki morfolojik değiĢiklikler Ģu Ģekilde özetlenebilir (ġekil 2.9) 

(97, 105, 106); 

 Hücre büzüĢmesi, 

 Kromatin kondensasyonu ve nükleozomal fragmentasyon,  

 Plazma membranında bleblerin (tomurcuklanma) oluĢumu,  

 Apoptotik cisimciklerin oluĢumu, 

 Apoptotik cisimciklerin makrofajlar ve komĢu hücreler tarafından fagosite 

edilmesi. 

 Apoptozis sürecinde ıĢık ve elektron mikroskopisinde çeĢitli morfolojik 

değiĢiklikler gözlemlenmiĢtir. Apoptozisin erken evresinde hücrede büzüĢme ve 

çekirdekte yoğunlaĢma ıĢık mikroskobunda görülebilmektedir. Hücrenin büzüĢmesiyle 

sitoplazma sıkılaĢır ve organeller daha sıkı paketler haline dönüĢtürülür. Piknozis; 

çekirdekteki yoğunlaĢma ile kromatin kondensasyonu gerçekleĢir ve bu olay 

apoptozisin en karakteristik özelliğidir (16, 101). Plazma membranında "bleb" denilen 

tomurcuklanmalar meydana gelir ve bunu karyoreksis; çekirdeğin yapıdan ayrılması 

izler. Böylece hücre fragmentlere ayrılır ve apoptotik cisimcikler oluĢur (ġekil 2.9). 

Apoptotik cisimcikler, nükleer parçacıkları olan ya da olmayan sıkıca paketlenmiĢ 

organellerden ve sitoplazmadan oluĢur. Apoptotik cisimcikler makrofajlar veya 

parankimal hücreler ve neoplastik hücreler gibi komĢu hücreler tarafından fagosite 

edilir (101). 
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ġekil 2.9. Apoptozis sürecinde hücrede meydana gelen morfolojik değiĢiklikler (99). 

 

Normalde hücrelerde bulunan prokaspazlar, birçok önemli hücresel proteini 

keserek apoptozisde rol alırlar. Bu endonükleazların kesimi ile agaroz jel 

elektroforezinde "ladder-like pattern" merdiven Ģeklinde motifler halinde görüntü 

oluĢturan DNA' nın 180-200 baz çifti (bp) büyüklüğündeki fragmentasyonları gözlenir. 

(16, 107). DNA' nın endonükleazlar tarafından bu kesilmeleri internükleozomal 

bölgelerden olur ve floresan boyamada DNA boncukları Ģeklinde gözlemlenir. 

Apoptozis olayında tamiri mümkün olmayan sayıda kırılmalar meydana gelir. YaklaĢık 

300.000 kırılmadan bahsedilebilir (104). Apoptozisteki karakteristik biyokimyasal 

olaylar Ģöyle sıralanabilir (16, 105-107); 

 Fosfatidil serin translokasyonu, 

 Kaspaz aktivasyonu, 

 Mitokondriyal permeabilite transisyonu (MPT),  

 Sitokrom-c salınımı, 

 DNA fragmentasyonu. 

 Apoptotik hücrelerin plazma membranında oluĢan birtakım değiĢiklikler 

sayesinde apoptotik hücreler makrofajlar ve komĢu hücreler tarafından tanınarak 

fagosite edilir. Hücre membranının iç tabakasında bulunan fosfatidil serin, 
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aminofosfolipid transferaz enzimi ile membran dıĢına göç eder ve fagositik hücrelerin 

reseptörleri fosfatidil serine bağlanır (98). Makrofajlar ise fosfatidil serine spesifik 

olarak bağlanan bir glikoprotein olan MFG-E8 (milk fatglobule- EGF-factor 8) 

salgılarlar. Bu protein ölüm hücrelerini tanıması açısından makrofajlar için bir 

belirteçtir (108). Mitokondri membran permeabilitesindeki artıĢ ise proapoptotik 

proteinlerin salınımına izin verir (97). Bunların yanında ikincil mesajcılar olarak Ca
2+ 

, 

reaktif oksijen türleri (ROT) ve nitrik oksit (NO) apoptozis için önemli biyokimyasal 

etkenlerdir (109). Yapılan çalıĢmalar Ca
2+

' nın sinyal iletim mekanizmasında önemli bir 

rol oynadığını göstermektedir. Ca
2+

 iyonu bloke edildiği zaman apoptozis olayının 

meydan gelmediği görülmüĢtür (110). Seviyesi artırıldığı zaman ise pH' yı düĢürerek 

veya DNA hasarı oluĢturarak hücreyi apoptozise yönlendirmektedir (14) 

 

2.3.3. Apoptozis ve Nekroz Arasındaki Farklar 

Bilinen diğer bir hücre ölümü Ģekli nekrozdur. Apoptozis nekrozdan 

biyokimyasal, morfolojik ve moleküler özellikler bakımından farklılık gösterir (16). 

Hücrelerin apoptozisle veya nekroz ile öleceği doku tipine, dokunun geliĢim 

basamaklarına ve fizyolojik ortama göre değiĢiklik gösterebilir. Nekroz kontrol 

edilemeyen, enerjiden bağımsız ve geniĢ hücre alanlarına etki eden bir ölüm Ģeklidir. 

Apoptozis ise kontrollü, enerji bağımlı, tek bir hücreye veya hücre kümelerine etki eden 

bir ölüm Ģeklidir (101) (Çizelge 2.4). Apoptozisi nekrozdan ayıran önemli bir özellik de 

nekrozun komĢu hücre gruplarını etkileyen ve enflamasyon oluĢturan bir olay olmasıdır 

(107). Nekrozda bir hücrenin ölümü alarm sinyal moleküllerinin salınımına neden olur. 

Bu moleküller, makrofajlarda, dentritik hücrelerde ve doğal katil (natural killer NK) 

hücrelerinde bir veya daha fazla reseptörü stimüle ederler. Nekrotik hücrelerin dokudaki 

varlığı genellikle immün sistem tarafından bir tehlike olarak yorumlanır ve bu da 

immün cevabı baĢlatan bir nedendir. Apoptozisin tersine nekrozda, hücresel ĢiĢme, 

hücrede membran bütünlüğü kaybı, organellerde ĢiĢme ve lizozomal sızıntı meydana 

gelir. DNA' da ise rastgele parçalanmalar olur ve makrofajlar tarafından yutulur (97) 

(Çizelge 2.4). 
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Çizelge 2.4. Apoptozis ve nekroz arasındaki farklar (104, 112, 113). 

            Apoptozis                      Nekroz 

Hücre büzüĢmesi Hücre ĢiĢmesi 

Kromatin kondensasyonu Çekirdekte ĢiĢme 

Membranda bleb (tomurcuklanma) oluĢumu Hücre membran bütünlüğü kaybı 

ATP gereklidir (aktif süreç) ATP gerektirmez (pasif süreç) 

Hücrelerin tek tek veya birkaçının bir arada ölmesi Hücrelerin gruplar halinde ölmesi 

Hem patolojik hem fizyolojik durumlarda meydana 

gelir 

Patolojik etkiler sonucu gerçekleĢir 

Enflamasyona neden olmaz Enflamasyona neden olur 

DNA'nın internükleozamal alanlarındaki 180-200 

kb lik kırıklarından dolayı agaroz jel 

elektroforezinde merdiven görüntüsü 

DNA 'da meydana gelen rastgele parçalanmalardan 

dolayı jel elektroforezinde "smear" görüntü 

Apoptotik cisimciklerin makrofajlar ve komĢu 

hücreler tarafından fagosite edilmesi 

Hücrelerin parçalanarak içeriklerinin çevreye 

dağılması; lizis 

  

  2.3.4. Apoptozisin Moleküler Mekanizmaları ve Yol Ġzleri 

Apoptozis olayında hücrenin RNA ve protein sentezi yapıyor olması, sentez 

inhibisyonu olduğunda ise apoptozis olayının gerçekleĢmemesi, apoptozisin gen 

kontrolünde gerçekleĢen bir mekanizma olduğunu kanıtlamaktadır (114).  

AraĢtırmalar apoptozisin mekanizmasında iki temel yol göstermektedir. Bunlar 

ölüm reseptörleri aracılı “eksternsek yol” ve mitokondri aracılı “intrensek yol” dur. Bu 

yolaklar, kaspaz-3‟ ün kesimi sonrasında DNA fragmantasyonu, hücre iskeleti ve 

nükleer proteinlerin yıkımı, proteinlerin çapraz bağlantısı, apoptotik cisim formasyonu, 

fagositik hücre reseptörleri için ligand ekspresyonu ve apoptotik cisimciklerin fagosite 

edilmesiyle sonlanır (18, 101). Bu yolların dıĢında bir de “endoplazmik retikulum 

aracılı yol izi” literatürde yer edinmeye baĢlamıĢtır ancak henüz mekanizması tam 

olarak açıklanamamıĢtır. Bu yol izinin hücresel strese cevap olarak meydana geldiği 

düĢünülmektedir (97). 

Apoptozis ile karakterize protein yıkımı veya kesilimi kaspazlar adı verilen 

sistein proteaz ailesinin aktivasyonu ile meydana gelmektedir. Bu yüzden apoptozis 

mekanizmasını ve yol izlerini anlayabilmek için kaspazların özellikleri ve 

mekanizmasının iyi anlaĢılması gerekmektedir (97). 
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2.3.4.1. Kaspazlar 

Kaspazlar, intraselüler sistein proteazlar ailesindendirler ve bütün hayvan 

hücrelerinde zimojenler olarak bulunurlar. Prokaspazlar, yaklaĢık 32-56 kD‟ durlar ve 

dört domain içerirler (16). Kaspazların aktivasyonu sırasında zimojen proteinler, aktif 

enzimlerin ~20 kd ve ~10 kd„ luk alt birimlerine bölünürler. Aktif enzimler; iki aktif 

bölgesinde iki uzun ve iki kısa alt birimlerden oluĢan heterotetramerlerden meydana 

gelir (16, 115). Prokazpazlar üç Ģekilde aktif hale getirilebilirler (97, 116); 

1. Diğer bir aktif kaspaza maruz kalarak, 

2. Otokataliz ile, 

3. Bir aktivatör protein iliĢkisi ile (örn; kaspaz-9, Apaf-1 ve sitokrom-c). 

Kaspazlar proteolitik aktiviteye sahiptirler ve proteinleri aspartat kalıntılarından 

sonra keserler (115, 117, 118). Ġnsanlarda ve farelerde tanımlanmıĢ yaklaĢık 15 tane 

kaspaz bulunmaktadır. Kaspazlar aminoasit dizilimlerinin benzerliklerine göre veya 

proteaz spesifitesine göre gruplandırılırlar. Fonksiyonlarına göre baĢlatıcı kaspazlar ve 

efektör kaspazlar olarak gruplandırılabilirler (115, 101).  

 

2.3.4.1.1.BaĢlatıcı Kaspazlar  

Kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10 baĢlatıcı kaspazlar olarak tanımlanır. 

BaĢlatıcı kaspazlar, kaspaz aktivitesini baĢlatan çeĢitli proteinlerle etkileĢimlerini 

sağlayacak uzun N-terminal prodomainlere sahiptirler (115). BaĢlatıcı kaspazlar 

apoptozisin baĢlangıç safhasında proapoptotik sinyaller tarafından aktive edilirler. 

Prodomainlerinde, adaptör molekülle etkileĢimlerini sağlayacak bir veya iki modül 

içerirler. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 için bu bölge DED olarak tanımlanırken, kaspaz-9 için 

CARD olarak tanımlanmıĢtır. Her iki yolak için de DED ve CARD majör rota olarak 

kullanılmaktadır (119). Kaspazların spesifik etkileĢimi ve aktivatör protein, multimerik 

kompleks oluĢumunu destekler. Bu da iki kaspaz prokürsörünün bir araya gelmesini, 

birbirini aktive etmesini ve bir aktif tetramer oluĢumunu gerektirir (97, 118).  

Apoptoziste önemli bir rol üstlenen ve FLICE olarak da bilinen kaspaz-8, insan 

kromozomunda 2q33-34 bölgesinde iki band halinde bulunmaktadır (120). Kaspaz-8 ve 

kaspaz -3,  aktif bölgelerinde sisteinin yer alması bakımından birbirlerine benzerlik 

gösterirken, kaspaz-8‟ in DED bölgesini içeren N-terminal uzunuluğu iki kaspazı 

birbirinden ayırır (122). ProgramlanmıĢ hücre ölümünde kaspaz-8 in ekspresyon miktarı 
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da hangi sinyal yolağının baĢlatılacağını belirleyebilmektedir. Aktif kaspaz-8 

ekspresyonunun miktarına bağlı olarak iki farklı sinyal yolağı baĢlatılabilir. DüĢük 

miktarda kaspaz-8 eksprese edilmiĢ Fas aracılı birinci yolakta, proapoptotik Bid kesilir, 

bunu takiben sitokrom-c mitokondriden sitozole salınır ve sonra da hücre ölümü 

gerçekleĢir. Yüksek miktarda kaspaz-8 eksprese edilmiĢ ikinci yolakta ise, mitokondri 

atlanır ve kaspaz-3 aktive edilir. Efektör kaspazlar aktif kaspaz-8 tarafından kesilir. 

Aktif hale gelen efektör kaspaz-3, fodrin, gelsolin, nükleer laminler ve ICAD gibi 

sitoskeletal proteinleri degredasyona uğratır (123). Kaspaz-8 aynı zamanda Bcl-2‟ nin 

homoloğu olan Bid‟ i keserek aktif tBid oluĢumunu sağlar. Aktif tBid daha sonra 

mitokondri dıĢ membranında Bcl-2 ile kompleks oluĢturarak Bcl-2‟ yi inhibe eder ve 

mitokondriyal ölümü baĢlatır (117, 124). 

Kaspaz-9 apoptoziste rol alan diğer bir baĢlatıcı kaspazdır. Ġnsan kromozomunun 

1p36.1-p36.3 bölgesinde lokalize olmuĢtur ve diğer kaspazlardan farklı olarak aktif 

bölgesinde pentapeptit bulundurur. Uzun bir N-terminal bölgeye sahip olması 

bakımından Ced-3 ve kaspaz-2 ile benzerlik göstermektedir (125). Apoptozisin 

intrensek yolağında, membran permeabilitesinin ihlali ile mitokondriden sitozole 

sitokrom-c salınımı gerçekleĢir. Sitokrom-c, apopptozis aktive eden faktör-1 (Apaf-1) 

ile bir kombin oluĢturur. OluĢan yapı kaspaz-9 u aktive etmek için bu proteinle bir 

kompleks oluĢturur. Yeni oluĢan bu üçlü forma “apoptozom” adı verilir. Aktif hale 

gelmiĢ olan kaspaz-9, kaspaz-3 ü aktive ederek kaspaz kaskadını ve apoptozisi 

baĢlatmıĢ olur (97). 

 

2.3.4.1.2. Efektör Kaspazlar  

Kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 efektör kaspazlar grubundandır.  Efektör 

kaspazlar, baĢlatıcı kaspazların tersine kısa N-terminal prodomainler içerirler. Efektör 

kaspazlar genellikle baĢlatıcı kaspazların proteolitik sürecine ve aktivasyonuna 

bağlıdırlar (115). Efektör kaspazlar aktive oldukları zaman aspartat kalıntılarını takiben 

hedef proteinleri seçerek keserler. Çoğu zaman bu olay hedef proteinin inaktivasyonu 

ile sonuçlanır. Ayrıca efektör kaspazlar, direkt olarak negatif regülatör domaini keserek 

veya indirekt olarak regülatör alt birimi inaktif hale getirerek proteinleri aktive 

edebilirler. Efektör kaspazlar hücre iskeletinde filament agregasyonuna 

(topaklanmasına), ribozomal parçacıkların kümeleĢmesine ve granüllü endoplazmik 
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retikulumun elektron mikroskopunda sarmal diziler Ģeklinde görünmesini sağlayan 

düzenlenmelerine neden olurlar (97, 116). 

Efektör kaspazlardan olan ve apoptozis olayında önemli bir rol üstlenen kaspaz-

3, CPP32, Yama ve apopain olarak da adlandırılmaktadır. Kaspaz-3, insan 

kromozomunun 4q33-q35.1 bölgesinde bulunur ve yaklaĢık 32 kDa ağırlığında bir 

sistein proteazdır (126). 

PARP (ADP-riboz) adlı enzim DNA onarımından sorumlu bir enzimdir ve 

kaspazlar için tanımlanmıĢ bir substrattır. Kaspaz-3, DNA hasarında PARP enzimini 

keserek onarım kabiliyetini engeller ve hücreyi apoptozise sürükler (103). 

Efektör kaspazlar DNA fragmentasyonunu sağlayan “kaspaz aktive edici DNaz” 

(CAD) proteinini de aktive ederler. CAD, CAD inhibitörü (ICAD) olarak inaktif formda 

bir alt birime bağlı halde nükleusta bulunur. Efektör kaspaz-3 aktive olduktan sonra 

nükleusa doğru göç ederek inhibitör alt birimi keser ve aktif CAD oluĢmuĢ olur. CAD, 

DNA fragmentasyonundan sorumludur ve DNA‟ yı 50-300 kb‟ lık parçalar halinde 

keser. Daha sonra bu parçalar endonükleazlar tarafından 180-200 bp‟ lik parçalara 

bölünür ve bu da apoptozisin en önemli özelliklerinden olan, agaroz jel elektroforezinde 

merdiven Ģeklinde görüntünün oluĢumunu sağlar (103, 111). 

 

2.3.4.2. Kaspaz Regülatörleri  

Apoptozis sırasında sitokrom-c, Smac/DIABLO, serin proteaz Htr A2/Omi, AIF, 

endonükleaz G ve CAD proteinleri mitokondriden dıĢarıya salınırlar. Smac/DIABLO ve 

Htr A2/Omi IAP proteinlerinin aktivitesini inhibe ederek apoptozisi desteklemektedir 

(101,103). Aynı zamanda bu olay efektör kaspazların aktivasyonu ile sonuçlanır (127). 

 AIF, ~50-~300 kb‟ lik DNA fragmentasyonunu ve kaspaz bağımsız kromatin 

kondensasyonunu sağlar. Endonükleaz G de aynı Ģekilde nükleusa transloke olarak 

nükleer kromatini keser ve kaspaz bağımsız DNA fragmentlerini oluĢturur (128). 

 Apoptozis inhibitörleri (IAP) protein ailesi, apoptozisin moleküler 

mekanizmasının önemli regülatörleri olarak tanımlanmıĢtır. Yapısal olarak en önemli 

özellikleri 1-3 N-terminal bölgelerinde 70-80 amino asitlik bir bölgede Baculovirüs IAP 

tekrarları (BIR) bulundurmaları ve C terminal bölgelerinde korunmuĢ bir RING Zn 

bölgesi bulundurmalarıdır. Bu bölgelerin varlığı antiapoptotik fonksiyonları için 

önemlidir. Günümüze kadar 7 tane insan IAP homoloğu tanımlanmıĢtır; NAIP, cIAP1, 
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cIAP2, XIAP, survivin, apollon ve livin (129, 130). Ġnsan IAP ailesi üyelerinden XIAP, 

cIAP1 ve cIAP2, efektör kaspazlardan kaspaz-3 ve kaspaz-7‟ yi ve baĢlatıcı kaspaz-9‟ u 

inhibe etmektedir (115). 

 NFκB immün sistem, inflamasyon ve antiapoptotik gen regülasyonunda görev 

alan bir faktördür (131). IAP bir mediyatör ve regülatör olarak NFκB‟ nin apoptotik 

aktivitesini kontrol etmektedir (129). 

 Doğal katil hücrelerinin ve T hücrelerinin perforin ve granzim salarak hedef 

hücreyi apoptozise sürükleyen bir mekanizma bulunmaktadır. Perforin ve granzim serin 

proteazlardır ve perforin hedef hücre membranında porlar açma yeteneğine sahiptir. 

Perforinlerin açtığı deliklerden granzimler içeriye salınır ve kaspaz-3‟ ü aktive ederek 

Bid aracılı sitokrom-c salınımını sağlar. Granzim B en önemli granzimdir (132). 

 

2.3.4.3. Bcl-2 Ailesi 

Mitokondriyal apoptotik olayların kontrolü ve regülasyonu Bcl-2 ailesi 

proteinleri tarafından sağlanmaktadır (115). Bcl-2 ailesi fonksiyonel ve yapısal 

benzerlikleri açısından 3 gruba ayrılmıĢtır; Grup II ve Grup III apoptozisi desteklerken, 

Grup I, antiapoptotik aktiviteye sahiptir.  

Grup I antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri olarak Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 

gösterilmektedir.  Bcl-2 ve Bcl-xL‟ nin ADP/ATP değiĢimini stimüle ederek, 

mitokondrinin iç transmembran potansiyelini stabilize ederek ve transfer por 

permeabilitesinin oluĢumunu engelleyerek mitokondri permeabilitesini kontrol ettiği 

düĢünülmektedir. Bu proteinlerin aynı zamanda proapoptotik proteinler olan Bax ve 

Bak‟ ın da inhibisyonunu sağladığı düĢünülmektedir (97, 101, 115). Bcl-2‟ nin hücrede 

kalsiyum homeostazında rol aldığı da görülmektedir (131). 

Grup II üyeleri Bax, Bak ve Bok/Mtd‟ dir ve proapoptotik özellik gösterirler. 

Bcl-2 ailesinin üyelerinin bu Ģekilde birbirinden farklı özellik göstermelerinin sebebi 

yapılarındaki BH1, BH2, BH3 ve BH4 bölgelerinin bulunmasıdır. Bu bölgeler onların 

hidrofobik cebidir ve bu cep sayesinde diğer bir Bcl-2 ailesi üyesine bağlanabilirler. 

Grup II üyeleri BH4 hariç diğer bölgeleri içerirler (113, 115, 131). BaĢta Bax ve Bak 

olmak üzere bu grup üyelerinin mitokondriden sitokrom-c salınımını sağlayan porları 

oluĢturdukları düĢünülmektedir. Bu proapoptotik üyelerin hücresel stres, serbest radikal 

hasarı veya büyüme faktörü yoksunluğu ile meydana geldiği bilinmektedir (103, 118). 
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Grup III üyeleri Bid, Bak, Bik, Bim, Blk, Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, Noxa, PUMA 

ve Bcl-G‟ dir. Yapılarında sadece BH3 bölgesi içerirler ve proapoptotik özellik 

gösterirler (115). 

Bcl-2 ailesinin proapoptotik proteinleri, Bcl-2 ve Bcl-xL‟ nin antiapoptotik 

aktivitesini onların mitokondriye bağlanma bölgelerine bağlanarak engelleyebilirler. 

Aynı proapoptotik proteinler Bax ve Bak aktivitesini baĢlatarak apoptozise neden 

olurlar. Proapoptotik aktivitenin 3. tipi ise sitoplazmik bir protein olan Bid sayesinde 

gerçekleĢir. Kaspaz-8 tarafından aktive edilen Bid, Bax‟ da konformasyonel bir 

değiĢikliğe neden olarak Bax‟ ın mitokondriden içeriye transloke olamasını sağlarlar 

(97, 117). 

P53; bir transkripsiyon faktördür. P53, intrensek yol izini indükleyerek, bir 

hücre stres sensör molekülü olarak hücre döngüsünü ve iĢlevini düzenler. Ġyonizan 

radyasyon, genotoksik ilaçlar ve serbest radikaller gibi DNA hasarına neden olan 

faktörler P53‟ ü aktifleĢtirir. AktifleĢtirilmiĢ P53 öncelikle Bcl-2 gibi antiapoptotik 

faktörlerin transkripsiyonunu bastırarak veya bir proapoptotik faktör olan Bax üretimini 

indükleyerek apoptozisi destekler. Bcl-xL ise P53‟ ü inhibe edebilmektedir (97, 101). 

 

2.3.4.4. Ġntrensek (Mitokondri Aracılı) Yol Ġzi 

Ġntrensek yol izi, DNA hasarı, oksidatif stres, radyasyon, hormon veya büyüme 

faktörü yoksunluğu, kemoterapik etkenler, sitokinler ve glukokortikoidler gibi hücresel 

strese neden olan etkenlere cevap olarak baĢlatılır (113). Ġntrensek yolak, çeĢitli 

sinyaller aracılığı ile mitokondride açılan mitokondrial geçirgenlik deliklerinden (MPT) 

proapoptotik proteinlerin sitozole salınmasıyla karakterize bir yolaktır. Bu proteinlerin 

baĢında ise sitokrom-c gelir ve kaspaz bağımlı mitokondiriyal yolağı aktive ederler. 

Sitokrom-c mitokondriden sitozole salındıktan sonra Apaf-1‟ e bağlanır. Daha sonra 

yapıya kaspaz-9 katılır ve 700 kDa büyüklüğünde “apoptozom” adı verilen molekül 

oluĢur (ġekil 2.10) (117, 134). ATP varlığında bu olay kaspaz-9 da komformasyonel 

değiĢime neden olur ve kaspaz-9 un aktif olmasını sağlar. Mitokondriden salınan diğer 

bir önemli protein Smac/DIABLO‟ dur. Smac/DIABLO, apoptozis inhibitörü IAP‟ ı 

inaktif hale getirerek apoptozisi indükler (119, 127). Ġntrensek yolağın apoptozisi 

indükleme konusundaki baĢarısı B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) süper ailesinin 

proteinlerinden olan proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin arasındaki hassas 
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dengeye bağlıdır. Bcl-2 ailesinin üyeleri mitokondri dıĢ membranında hali hazırda 

bulunur ve membran permeabilitesini kontrol eder. Por oluĢumunda bu proteinlerden 

sorumludur (135). Ġntrensek yolak ve ekstrensek yolak arasında çaprazlama meydana 

gelen olayı kontrol eden yine Bcl-2 ailesinin üyeleridir. Sitoplazmada inaktif formda 

bulunan Bid, ekstrensek yolakta aktif hale gelmiĢ kaspaz-8 tarafından kesilerek tBid 

formunu alır. Bu olay Bax‟ ın konformasyonel değiĢimine neden olur ve Bax‟ ın 

mitokondrial membrandan içeri girmesini sağlar. Böylece intrensek yolak baĢlatılmıĢ 

olur (ġekil 2.10) (136, 137). 

 

 

ġekil 2.10. Apoptoziste intrensek yol izi (97). 

 

2.3.4.5. Ekstrensek (Ölüm Reseptörleri Aracılı) Yol Ġzi  

Ektrensek yol izi, transmembran reseptör aracılı apoptozisi baĢlatan yolaktır. 

Ölüm reseptörleri adı verilen bu reseptörler TNF süper ailesini üyeleridir. TNF reseptör 

ailesinin bu üyeleri 80 aminoasitlik ölüm domaini (DD- Death Domain) adı verilen bir 

sitoplazmik domaine sahiptirler. Bu ölüm bölgesi, ölüm sinyalinin hücre yüzeyinden 

intraselüler sinyal yolağına transferinde kritik bir rol oynamaktadır (101, 138). Bugüne 

kadar en iyi tanımlanmıĢ ligandlar ve bu ligandlara karĢılık gelen ölüm reseptörleri 
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Ģunlardır; FasL-FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L-DR3, Apo2L-DR4, Apo2L-DR5 ( 117, 

119). Bu reseptörlerden en fazla bilinen iki üye Fas reseptörü ve TNFR1‟ dir. Bu 

reseptörlerin ligandları olan FasL, T hücreleri ve doğal katil hücreler tarafından 

eksprese edilirken, TNFα, aktive monosit/makrofajlar ve lenfositler tarafından üretilir. 

Ölüm reseptörleri ve ligandları birleĢerek bir kompleks oluĢtururlar. OluĢan bu 

komplekse bağlanacak adaptör protein için bir bağlanma bölgesi oluĢturulur. Adaptör 

protein her bir reseptör için özgüldür. Fas için Fas iliĢkili ölüm bölgesi (FADD), TNFR 

için TNF reseptör iliĢkili ölüm bölgesi (TRADD)‟ dır. Fas iliĢkili ölüm yolağında 

oluĢan bu reseptör-ligand-adaptör protein kompleksi, ölüm indüklü sinyal kompleksi 

olarak (DISC) adlandırılır. DISC, baĢlatıcı kaspaz olan kaspaz-8‟ in otoproteolitik 

aktivasyonunu sağlar. Kaspaz-8 aktivasyonu ile apoptozis fazı baĢlatılmıĢ olur (ġekil 

2.11) (117, 132, 138). Ölüm reseptörü aracılı apoptozis, c-FLIP adı verilen ve FADD ile 

kaspaz-8‟ e bağlanarak onları inaktif hale getiren bir protein ile inhibe edilebilir (118). 

TNFR1 iliĢkili ölüm yolağında ise adaptör olarak TRADD kullanılır. TRADD, FADD‟ ı 

aktive eder ve aynı Ģekilde kaspaz-8 aktive edilerek kaspaz kaskadı baĢlatılır (ġekil 

2.11). Ancak bu yolda farklı olarak TRADD,  NFκB‟ yi aktive eder. NFκB 

antiapoptotik etkilere sahiptir ve Fas aracılı apoptozise etki etmemektedir (103, 132). 

 

 

ġekil 2.11. Apoptoziste ekstrensek yol izi (97). 
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FasL damarlarda bir bariyer olarak da rol alabilmektedir. Vasküler endotelyal 

hücrelerde ciddi bir ekspresyonu söz konusudur ve bu ekspresyonun inflamasyon 

olmayan dokulara lökosit sızıntısını engellediği düĢünülmektedir (139). 

 

2.4. SU-1498 

Kimyasal formülü [(E)-3-(3,5-Diizopropil-4-hidroksifenil)-2-[(3-fenil-n-propil) 

aminokarbonil] akrilonitril] olan SU 1498, VEGFR-2 için spesifik inhibitördür. 

Moleküler formülü C25H30N2O2 olup; moleküler ağırlığı 390,52 g/mol‟ dür (ġekil 2.12). 

VEGFR-2, fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde VEGF için yüksek afinite 

gösteren bir inhibitördür. Son yıllarda kanser ve diğer birçok hastalığın tedavisi için 

VEGFR‟ ünü inhibe eden ilaçlar üzerinde durulmaktadır. Bu ümit verici moleküllerden 

biri de SU 1498‟ dir (19, 20). 

 

              

ġekil 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 kararsız ve yüksek reaktif, son yörüngelerinde bir 

veya daha fazla eĢleĢmemiĢ elektron bulunduran ve hücre metabolizmasında çeĢitli 

kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya çıkan atom veya moleküllerdir. Biyolojik sistemde 

oksijen ve nitrojen temelli olmak üzere iki çeĢit serbest radikal bulunur. ROT oksijen 

metabolizması sürecinde üretilir ve oksijen temelli serbest radikallerdir. (140, 141). 

ROT çevre kirliliği ve sigara kullanımı gibi çevresel faktörlerin etkisiyle ve normal 

selüler metabolizmanın bir sonucu olarak üretilmektedir. Karbonhidratlar, nükleik 

asitler, lipitler ve proteinler gibi hücrenin yapısal elemanlarını hasara uğratırlar ve 
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onların fonksiyonlarını değiĢtirirler. Antioksidan sistem; ROT‟ un zarar verici etkilerini 

bloke eden enzimatik ve nonenzimatik moleküllerden oluĢur (140, 142, 143). 

Oksidatif stres, serbest radikallerin artıĢı ile oksidanlar ve antioksidanlar 

arasındaki dengenin oksidan lehine bozulması olarak tanımlanmaktadır ve karaciğer 

hastalıklarında, diğer kronik ve dejeneratif hastalıklarda da önemli rol oynar (140, 141).  

Oksidatif stres durumunda oluĢan reaktif metabolitler, vücudun savunma 

mekanizması tarafından nötralize edilirler. Savunma sisteminin temel elemanları 

endojen ve eksojen antioksidanlardır. Endojen antioksidanlar; SOD, katalaz, glutatyon 

peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimatik ve bilirubin, seruplazmin, redükte glutatyon (GSH) 

albümin, ürik asit gibi nonenzimatik üyelerden oluĢmaktadır. Vitamin C (askorbik asit), 

vitamin E (alfa tokoferol), beta karoten gibi vitaminler eksojen antioksidanlardır (144, 

145). 

GSH, antioksidan etkilerini birçok farklı yoldan gösterebilir. Hidrojen peroksit 

ve lipit peroksit detoksifikasyonunu GSH-Px yoluyla gerçekleĢtirir. GSH, H2O2‟ yi H2O 

ve O2‟ ye indirgemek için elektronlarını verir ve bu tepkimede GSH okside glutatyona 

(GSSG) çevrilir. Daha sonra tekrar GSSG, NAD(P)H‟ ı elektron donörü olarak kullanan 

GSH redüktaz ile GSH‟ a indirgenir. GSH-Px‟ ler ayrıca, hücre membranının lipit 

peroksidasyondan korunması açısından önemlidir. H2O2, katalaz ve GSH-Px tarafından 

suya indirgenir (140). 

Mitokondriden sitokrom-c salınımı ile birlikte kaspaz aktivasyonunun ve 

apoptozisin baĢlatılması ROT varlığı ile iliĢkilendirilmektedir. Lipit peroksitler ve H2O2 

gibi oksidanlara maruz kalan hücrelerde apoptozisin artması bunu desteklemektedir. 

Apoptozisi önleyen antioksidanlara GSH, katalaz, SOD, GSH-Px gibi enzimatik endojen 

antioksidanlar örnek verilebilir (146, 147). 

Karaciğer hasarında, oksidatif strese tabi olan birincil hücreler parankimal 

hücrelerdir. Kupfer hücreleri, hepatik stellat hücreleri ve endotelyal hücreler potansiyel 

olarak oksidatif strese daha duyarlıdırlar. Oksidatif stresin neden olduğu lipit 

peroksidasyon tarafından, hepatik stellat hücrelerin proliferasyonu ve kolajen sentezi 

baĢlatılır (141). Nitrik oksit (NO) bir serbest oksijen radikalidir ve karaciğer 

yetmezliğinde önemli bir rol oynamaktadır (143).  

Günümüzde çeĢitli antioksidanların, karaciğer hastalıklarını önleyebileceği ve 

tedavisine katkıda bulunabileceği ileri sürülmektedir (141). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

 

3.1. Gereçler 

 

 

3.1.1. Cihazlar 

1. Plate Okuma Cihazı (ELX800, Biotek, Tükiye) 

2. Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50) 

3. Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath) 

4. Vorteks (Heidolph) 

5. Hassas Terazi (Metler Toledo) 

6. Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P-1000) 

7. Homojenizatör (Ultra) 

8. Etüv (Binder) 

9. pH Metre (Metler Toledo) 

10. Soğutmalı Santrifüj (Sigma, 2-16K) 

11. Distile Su Cihazı (Millipore) 

12. Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145) 

13. Santrifüj  (Sigma 16K) 

14. Manyetik KarıĢtırıcı (Vert) 

15. 8‟li strip tüp 

16. 8 kanallı pipet 

17. Bioer Thermal Cycler (BIOER Technology) 

18. ThermoPikoReal 96 Real-Time PCR System (ThermoScientific) 
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3.1.2. Sarf Malzemesi ve Kimyasal Maddeler 

1. Folin ciocalteu (Sigma) 

2. n-Butanol (Merck) 

3. Asetik asit (Sigma) 

4. Tiyobarbitürikasit (TBA) (Sigma) 

5. Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Sigma) 

6. 1, 1, 3, 3-tetrametoksipropan (Sigma) 

7. 5,5-ditiyo-bis 2-nitrobenzoyik asit(DTNB) (Sigma) 

8. N-nitrozodietilamin (DEN) (Sigma) 

9. Ependorf tüpü 

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

aminocarbonyl] acrylonitrile]. 

11. Kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyon kiti 

12. VEGFR-2 gen ekspresyon kiti 

13. RNA Ġzolasyon kiti  (mirVana™ PARIS™ Kit, Katalog No: AM1556,  Ambion 

RNA by Life Technologies) 

14. cDNA kiti ( miScript Reverse Transcription Kit, Katalog No: 218061, Qiagen  ) 

15. Preamplifikasyon kiti (Taqman PreAmp Master Mix, Katalog No: 4391128, Applied 

Biosystems) 

16. Eksonükleaz reaktifleri (Exonuclease I ve Exonuclease I buffer, Katalog 

No: #MO293L, Biolabs) 

17. PCR karıĢımının hazırlanmasında kullanılan reaktifler (Fast EvaGreen qPCR Master 

Mix, Katalog No: 31003-1, Biotium) 

18. Primer ve örnek sulandırmada kullanılan sıvılar (DNA Suspension Buffer, Katalog 

No: TO223, Teknova,  PCR Certified Water, Katalog No: W3340, Teknova). 

19. 2-merkaptoetanol (Sigma) 

 

3.2. Deney Hayvanlarının Seçimi ve Temini 

Bu çalıĢmada MEÜ Tıp Fakültesi Deney Hayvanları AraĢtırma Laboratuvarı 

Üretim Birimi‟ nden temin edilen ortalama ağırlıkları 225-250 g olan, 56 adet yetiĢkin, 

erkek Wistar albino sıçanları kullanıldı. Bu çalıĢma M.E.Ü  Hayvan Deneyleri Yerel 



48 
 

Etik Kurulu‟ nun 15/06/2011 tarihli 2011/18 sayılı etik kurul kararı alındıktan sonra 

baĢlatıldı. 

Deney hayvanları toplam 6 kafeste muhafaza edildi. Sıçanlar deneysel 

çalıĢmalar süresince (13-22 hafta) sıcaklığı (22  2C) ve nemi (% 55 8) sabit tutulan 

odalarda muhafaza edildi. Havalandırma pencere tipi aspiratörle sağlanırken, odanın 

aydınlık-karanlık döngüsü otomatik denetleyici bir aygıt ile 12 saat aydınlık; 12 saat 

karanlık olacak Ģekilde ayarlandı. Sıçanlar, temizliği düzenli olarak sağlanan plastik 

kafeslerde tutuldu ve beslenmeleri için hazır standart yem; su gereksinimleri için ise 

özel uygulamalar hariç, diğer sıçanlara çeĢme suyu verildi. 

 

3.3. ÇalıĢma Grupları 

Bu çalıĢmada Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), 

Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta), Siroz sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) 

olmak üzere 6 grup oluĢturuldu. Daha önceki çalıĢmalarda elde edilen veriler ıĢığında 

siroz oluĢumunun 10-12. haftada oluĢtuğu tespit edildiğinden 10. haftadan itibaren siroz 

oluĢumunun takibi baĢlatıldı ve 10. haftanın sonunda siroz grubundan rastgele seçilen 1 

sıçan sakrifiye edildi. 10. haftada sakrifiye edilen sıçanda siroz bulguları tam olarak 

gözlenemediğinden 3 hafta daha çalıĢmaya devam edildi. 13. hafta sonunda siroz 

grubundan rastgele seçilen 1 sıçan daha sakrifiye edilerek siroz oluĢumunun varlığı 

histopatolojik incelemeler sonucu kanıtlandı.  

Deneysel çalıĢma protokolü tamamlanan tüm gruplarda ki sıçanlar anestezik 

madde (ketamin + xylazin) verilmek suretiyle, servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi 

ve hızlı bir Ģekilde dokuları diseke edildi. 

Kontrol Grubu: ÇalıĢma grubuna 8 adet sıçan dahil edildi ve beslenmeleri için 

hazır standart yem; su gereksinimleri için ise çeĢme suyu verildi. 13 haftalık süre 

sonunda kontrol grubundaki sıçanlar öldürüldü. 

Siroz Grubu: ÇalıĢma grubuna 11 adet sıçan dahil edildi ve son deriĢimi 100 

ppm olacak Ģekilde DEN ilave edilen su, 13 hafta süresince içme suyu olarak verildi. 

10. haftadan itibaren siroz oluĢumunun takibi baĢlatıldı ve 10. haftanın sonunda rastgele 

seçilen 1 sıçan sakrifiye edildi. 10. haftada sakrifiye edilen sıçanda siroz bulguları tam 

olarak gözlenemediği için 3 hafta daha çalıĢmaya devam edildi. 13. hafta sonunda siroz 

grubundan rastgele seçilen 1 sıçan daha sakrifiye edilerek histopatolojik incelemeler 
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sonucu siroz oluĢumunun varlığı kanıtlandı. Bu teyitin ardından 13. haftanın sonunda 

bu gruptaki sıçanlar öldürüldü. 

DMSO Grubu: ÇalıĢma grubuna 8 adet sıçan dahil edildi ve son deriĢimi 100 

ppm olacak Ģekilde DEN içeren içme suyu ile birlikte DMSO maddesi intraperitonal 

olarak verildi. SU 1498‟ in DMSO‟ da çözülerek hazırlanmasından dolayı çalıĢmalarda 

DMSO‟ dan gelebilecek etkiyi dıĢlamak amacı ile 13 hafta boyunca DMSO uygulaması 

yapıldı. Bu gruptaki sıçanlar 13. haftanın sonunda öldürüldü. 

Siroz+SU-1498 (I) (250 μg/kg/hafta) Grubu: ÇalıĢma grubuna 8 adet sıçan dahil 

edildi. VEGFR-2 reseptör inhibitörü olan SU 1498‟ in siroz oluĢumu üzerindeki 

etkilerini gözlemek amacıyla bu gruptaki sıçanlara son deriĢimi 100 ppm olacak Ģekilde 

DEN içeren içme suyu ile birlikte 250 μg/kg/hafta olacak Ģekilde 13 hafta boyunca 

intraperitonal olarak SU 1498 uygulaması yapıldı. Bu gruptaki sıçanlar 13. hafta 

sonunda öldürüldü. 

Siroz+SU-1498 (II) (500 μg/kg/hafta) Grubu: ÇalıĢma grubuna 8 adet sıçan 

dahil edildi. VEGFR-2 inhibitörü; SU 1498‟ in siroz oluĢumu üzerindeki etkilerini 

gözlemek amacıyla bu gruptaki sıçanlara son deriĢimi 100 ppm olacak Ģekilde DEN 

içeren içme suyu ile birlikte 500 μg/kg/hafta olacak Ģekilde 13 hafta boyunca 

intraperitonal olarak SU 1498 uygulaması yapıldı. Bu gruptaki sıçanlar 13. hafta 

sonunda öldürüldü. 

Siroz sonrasında+SU 1498 (III) (300 μg/kg/hafta) Grubu: ÇalıĢma grubuna 7 

adet sıçan dahil edildi. VEGFR-2 inhibitörü; SU 1498‟ in siroz oluĢtuktan sonraki 

etkilerini gözlemek amacıyla bu gruptaki sıçanlara ilk olarak son deriĢimi 100 ppm 

olacak Ģekilde DEN içeren içme suyu 13 hafta boyunca verildi. Daha sonra 8 hafta 

boyunca 300 μg/kg/hafta olacak Ģekilde intraperitonal olarak SU 1498 uygulaması 

yapıldı. Bu gruptaki sıçanlardan 5 tanesi öldü. Bu grup için yeniden 6 adet sıçan temin 

edildi ve deneyin tekrarı birebir uygulandı. Sonradan alınan sıçanlardan da 2 tanesi 

öldü. Toplamda geriye kalan 6 sıçan 21. haftanın sonunda öldürüldü. 
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3.4. ÇalıĢma Örneklerinin HazırlanıĢı 

 

 

 

3.4.1. Doku Örnekleri 

Deneysel çalıĢma sonrasında çalıĢma planına göre sakrifiye edilen sıçanların 

karaciğerleri diseke edildi. Karaciğerlerden alınan örneklerin bir kısmı histopatolojik 

incelemeler yapılmak üzere %10‟luk formaldehit içerisinde Çukurova Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı patoloji laboratuvarına gönderildi. Kalan karaciğer 

dokusunun bir bölümünden total RNA izolasyonu yapıldı bir kısmı ise diğer 

biyokimyasal analizler yapılıncaya kadar -80
o
C‟ de muhafaza edildi. 

 

3.5. Analiz Yöntemleri 

 

 

3.5.1. Biyokimyasal Analizler 

 

 

3.5.1.1. Apoptozis ve Anjiyogenez Belirteçlerinin Ġncelenmesi 

 

 

3.5.1.1.1. Kaspaz-3, 8,  9 ve VEGFR-2 Gen Ekspresyon Ölçüm 

Yöntemi 

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

USA) izolasyon kiti ile yapıldı. Ġzole edilen total RNA‟ lar Reverse Transcription kit 

(Qiagen, USA) protokolü uygulanarak cDNA‟ ya dönüĢtürüldü ve cDNA‟ lar analiz 

gününe kadar -20°C‟ de saklandı. Daha sonra miRNA TaqMan PreAmplifikasyon 

protokolü uygulanarak preamp cDNA‟ lar elde edildi. PreAmp cDNA‟ lardan aynı gün 

kullanılmayanlar -20°C de aynı gün kullanılacak olanlar +4°C de saklandı. Son olarak 

Dynamic Array Gen Ekspresyon Protokolü gereğince Load ve Mix iĢlemleri 

tamamlanarak BioMark Data Collection software yazılımı eĢliğinde GE 96.96 

PCR+Melt v1 thermal protokolü uygulanarak elde edilen sonuçlar bilgisayara 

kaydedildi. House keeping (kontrol gen) gen olarak Gliseraldehid 3-Fosfat 
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Dehidrogenaz (GAPDH) kullanıldı. Analiz yönteminde; elde edilen RT-PCR 

sonuçlarının (Ct değerlerinin) analizlerini 2
-ΔΔCt

 ile hesaplandı.  

 

 

3.5.1.2. Antioksidan Kapasitenin Ġncelenmesi 

 

 

3.5.1.2.1. Doku GSH Ölçümü 

Prensip: GSH sülfidril grubu içeren bir bileĢiktir. Bir disülfid bileĢiği olan 5,5-

ditiyo-bis 2-nitrobenzoyik asit (DTNB),  sülfidril grupları tarafından redüklenirler. 

Redüksiyon sonucu oluĢan sarı renkli kompleksin 412 nm dalga boyunda ölçülen 

absorbans değeri GSH miktarını göstermektedir (148). 

 

Ayıraçlar: 

1. Çöktürücü Çözelti 

2. 0,3 M Na2HPO4 

3. % 0,04 DTNB Çözeltisi 

 

Yöntem 

Kör ve örneğe ait deney tüpleri aĢağıda verilen Ģekilde hazırlandı. 

 

 Kör (mL) Örnek (mL) 

   

Doku homojenatı - 2 

Saf su 2 - 

Çöktürücü 3 3 

 

KarıĢım 5 dakika bekletildi, örnek filtre kağıdından süzüldü. 

 

Süzüntü 2 2 

0,3 M Na2HPO4 8 8 

 

Örneğin absorbans değeri 412 nm’de köre karĢı ölçüldü (OD1). Tüplere 
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 %0,04 DTNB 1 1 

    

 

ilave edildi ve örnek tüpte oluĢan renk 412 nm‟de köre karĢı ölçüldü (OD2). 

 

Hesaplama 

Glutatyon deriĢimi mol/mg protein olarak hesaplandı. 

 

C (mol/mL) (OD2-OD1) 5 
 

 

 = 
  x 

 
 

 

    

   
 

1000  13,600 2 
 

C (mol/mL) = (OD2-OD1) x 0,184 

 

C (mol/mL) 

mol/mg protein = 

Protein (mg / mL) 

 

13,600: GSH ile DTNB etkileĢimi sırasında oluĢan sarı rengin molar ekstinksiyon 

katsayısı 

C: mol /mL Glutatyon 

OD1: DTNB ilave edilmeden önce 412 dalga boyunda ölçülen optik dansite 

OD2: DTNB ilave edildikten sonra 412 dalga boyunda ölçülen optik dansite 

1000 : mol‟ e dönüĢüm katsayısı 

5/2: seyreltme katsayısı 

 

3.5.1.2.2. Doku MDA Ölçümü 

Prensip: MDA, aerobik Ģartlarda pH 3,4‟ te tiyobarbitürik asit (TBA) ile 95 
o
C‟ 

de inkübasyonu sonucu pembe renkli bir kompleks oluĢturur. Bu kompleksin 532 nm 

dalga boyundaki absorbans değerinin ölçümü esasına dayanmaktadır (149). 

 

Ayıraçlar 

1. % 8,1‟ lik SDS 

2. % 20‟ lik Asetik Asit 
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3. % 0,8‟ lik Tiyobarbitürik asit (TBA) 

4. n-Butanol / Piridin (nBu/Pri) Çözeltisi (15/1) 

5. Stok Standart (1,1,3,3-tetrametoksipropan) 

 

Yöntem 

ÇalıĢma için gerekli olan ayıraçlar aĢağıda tabloda belirtildiği Ģekilde tüplere 

konuldu. 

 

Çözeltiler Kör Standart Örnek 

    

Doku homojenatı (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 
o
C’de 30 dakika inkübe edilir ve tüpler çeĢmenin altında soğutulur. 

 Saf Su (mL) 1,0 1,0 1,0 

 nBu / pri 5,0 5,0 5,0 

     

 

Tüplere konulan çözeltiler vortekslendikten sonra 4000 g‟ de 10 dakika santrifüj 

edildi, üstteki organik kısım alınarak 532 nm‟ de absorbans değeri okundu. Sonuçlar 

nmol/mg protein olarak değerlendirildi. 

 

nmol / mL 

MDA (nmol/mg protein) = 

Protein (mg/mL) 

 

3.5.1.3. Lowry Yöntemi ile Protein Tayini 

Prensip: Alkali ortamda proteinlerin fosfotungstik asit ve bakır sülfat ile 

reaksiyona girerek mavi renkli kompleks oluĢturması ve bu kompleksin 550 nm dalga 

boyunda absorbans değerinin ölçülmesi esasına dayanmaktadır (150). 
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Ayıraçlar 

1. % 2 (w/v) Na2CO3 

2. % 1 (w/v) CuSO45H2O 

3. % 2 (w/v) Na-K tartarat 

4. Folin-Ciocalteu Ayıracı 

5. Standart (Bovin Serum Albumin) 

Günlük çözelti (Ayıraç C): 50 mL %2 (w/v) Na2CO3, 0,5 mL %1 (w/v) 

CuSO45H2O ve 0,5 mL %2 (w/v) Na-K tartarat ilave edilerek hazırlandı. 

 

Protein Standart Eğri Çizimi: 

 

 Tüp No Kör 1 2 3 4 5 

 BSA Standart DeriĢim (µg/mL) - 100 200 300 400 500 

 Ġlgili BSA Standart çözeltisi (mL) - 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 

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

 Ayıraç C (mL) 3 3 3 3 3 3 

 KarıĢımlar hazırlanıp oda ısısında 10 dk bekletildi. 

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

 

Tüplere ilave edildi ve 30 dk oda ısısında bekletildi. 550 nm‟ de köre karĢı 

absorbans değerleri okundu. Protein standart eğrisi çizildi. 
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Yöntem 

Çözeltiler tüplere aĢağıdaki Ģekilde konuldu. 

 

  Kör Örnek 

 Saf su (mL) 0,3 - 

 Doku homojenatı (mL) - 0,3 

 Günlük çözelti (mL) 3,0 3,0 

 Oda ısısında 10 dakika bekletildi  

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

 

Oda ısısında 30 dakika bekletilen örneklerin, 550 nm‟ de köre karĢı absorbansları 

okundu. Protein konsantrasyonu standart eğriden değerlendirildi. 

 

3.5.2. Histopatolojik Ġnceleme 

ÇalıĢmaya dahil edilen tüm dokulardan elde edilen 5 µ kalınlığındaki parafin 

kesitler 55ºC‟ deki sıcak su banyosundan lam üzerine alındı. 60ºC etüvde 1 saat 

bekletildikten sonra oda ısısındaki ksilolde 30 dakika bekletildi. %50, %60, %70, %95 

derecelik alkol serisinden geçirildi ve akar çeĢme suyunda yıkandı. Hematoksilen 
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solüsyonunda 5 dakika bekletildikten sonra tekrar akar çeĢme suyunda yıkandı. %0,1 

amonyaklı suda 1 saniye bekletildikten sonra tekrar akar çeĢme suyunda yıkandı. %96‟ 

lık alkolde 1 saniye ve daha sonra eosin solüsyonunda 20 saniye bekletildi. Akar çeĢme 

suyunda yıkandı. %50, %60, %70, %95 derecelik alkol serisinden geçirilen preperatlar 

kurutuldu. Oda ısısındaki ksilolde 10-20 dakika bekletilerek ĢeffaflaĢtırıldı ve entellan 

ile kapatıldı. Karaciğerde siroz oluĢumu Ġshak Skorlamasına göre yapılmıĢtır (151). 

 

3.5.3. Ġstatistiksel Analizler 

ÇalıĢmadan elde edilen bulgular istatistiki olarak değerlendirilirken SPSS 

(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 20 programı, Statistica istatistik 

paket program kullanılmıĢtır. Tüm parametreler için normallik testi Kolmogorow-

Simirnow testi ile test edilmiĢtir. Parametrelerin bir kısmı normal dağılım göstermiĢ 

diğer bir kısmı ise normal dağılım göstermediği tespit edilmiĢtir. ÇalıĢma verileri 

değerlendirilirken tanımlayıcı istatistik metodların (ortalama, standart sapma, 

minumum-maksimum değerler) yanı sıra normal dağılım gösteren parametrelere One 

Way Anova testi yapılmıĢ, normal dağılım göstermeyen parametrelere ise Kruskal 

Wallis testi uygulanmıĢtır. Farklılık bulunan parametlere Posthoc testleri uygulanmıĢtır. 

Ġstatistiksel anlamlılık P<0,05 düzeyinde değerlendirilmiĢtir.  
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4. BULGULAR 

 

 

 

Bu çalıĢmaya toplam 64 adet yetiĢkin, erkek Wistar albino sıçan dahil edildi. Bu 

çalıĢmada Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 

(II) (500μg/kg/hafta), Siroz sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) olmak üzere 6 

grup oluĢturuldu. 

Bu çalıĢmada karaciğer sirozu üzerine VEGFR-2 inhibitörü; SU 1498‟ in etkisini 

araĢtırmak amacı ile anjiyogenez belirteci olarak VEGFR-2 gen ekspresyonu ve 

apoptozis yol izi belirteci olarak kaspaz -3, -8 ve -9 gen ekspresyon düzeyleri RT-PCR 

yöntemi ile belirlendi. Ayrıca antioksidan kapasitenin araĢtırılması için GSH ve MDA 

düzeyleri kolorimetrik yöntemlerle saptandı.  

  

 

 4.1. Biyokimyasal Bulgular 

 

 

  4.1.1. Apoptozis ve Anjiyogenez Belirteçlerine Ait Bulgular 

 

 

   4.1.1.1 Kaspaz -3, -8, -9 Gen Ekspresyon Düzeyleri 

 Kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyon düzeyleri Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 

1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta), Siroz sonrasında+SU 

1498 (III) (300μg/kg/hafta) grupları arasında anlamlı bir değiĢiklik göstermemiĢtir 

(p>0,05) (Çizelge 4.1, ġekil 4.1). 
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Çizelge 4.1. Apoptotik belirteçlerden olan kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyon düzeyinin her bir gruba göre 

değiĢimi. 

Grup Min-max x±SD 

Kontrol 

kaspaz-3 22,49-36,51 27,89±5,47 

kaspaz-8 32,95-35,97 34,95±1,73 

kaspaz-9 36,02-36,79 36,27±0,44 

Siroz 

kaspaz-3 22,23-31,43 25,24±3,70 

kaspaz-8 21,19-37,34 32,04±5,18 

kaspaz-9 33,57-36,40 34,88±1,11 

DMSO 

kaspaz-3 21,68-27,39 23,34±2,03 

kaspaz-8 28,06-38,87 33,94±4,06 

kaspaz-9 28,45-37,09 35,08±3,72 

Siroz+ SU 1498 (I) 

kaspaz-3 21,22-23,97 22,91±1,21 

kaspaz-8 27,64-38,01 32,24±4,08 

kaspaz-9 34,76-37,29 36,02±1,78 

Siroz+ SU 1498 (II) 

kaspaz-3 14,91-26,61 21,61±3,85 

kaspaz-8 33,88-37,01 35,20±1,24 

kaspaz-9 9,73-36,51 25,54±14,03 

Siroz+ SU 1498 (III) 

kaspaz-3 22,47-36,27 28,34±5,22 

kaspaz-8 29,07-36,21 33,12±2,82 

kaspaz-9 25,41-36,67 32,46±4,67 
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ġekil 4.1. Apoptotik belirteçler olan kaspaz-3, -8, -9 gen ekspresyonlarının gruplar arası karĢılaĢtırmada 

gösterdiği değiĢimlerin bar grafik olarak gösterimi. 

 

  4.1.1.2. VEGFR-2 Gen Ekspresyon Düzeyi 

VEGFR-2 gen ekspresyon düzeyleri Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) 

(250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta), Siroz sonrasında+SU 1498 (III) 

(300μg/kg/hafta) grupları arasında anlamlı bir değiĢiklik göstermemiĢtir (p>0,05) 

(Çizelge 4.2, ġekil 4.2). 

 

Çizelge 4.2. Anjiyogenez belirteçlerden olan VEGFR-2 gen ekspresyon düzeyinin her bir gruba göre 

değiĢimi. 

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 (I) 25,49-37,55 33,37±5,28 

Siroz+ SU 1498 (II) 31,80-37,27 34,49±3,09 

Siroz+ SU 1498 (III)   31,57-37,22 33,87±2,51 
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ġekil 4.2. Anjiyogenez belirteci olan VEGFR-2 gen ekspresyonunun gruplar arası karĢılaĢtırmada 

gösterdiği değiĢimlerin bar grafik olarak gösterimi. 

 

4.1.2. Antioksidan Kapasite 

Bu çalıĢmada antioksidan kapasiteyi değerlendirmek amacıyla antioksidan 

sistemde bulunan GSH miktarı ve lipit peroksidasyon göstergesi olarak da MDA 

düzeyleri belirlenmiĢtir. 

 

4.1.2.1. Doku GSH Düzeyleri 

 Bu çalıĢmada antioksidan kapasitenin değerlendirilmesi için antioksidan 

sistemde bulunan GSH miktarları incelenmiĢtir. GSH miktarı düzeyleri Kontrol, Siroz, 

DMSO, Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta), 

Siroz sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) grupları arasında anlamlı bir 

değiĢiklik göstermemiĢtir (p>0,05) (Çizelge 4.3, ġekil 4.3). 
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Çizelge 4.3. GSH düzeylerinin gruplar arasındaki değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.3. GSH düzeylerinin gruplar arası değiĢiminin bar grafik olarak gösterimi 

 

4.1.2.2. Doku MDA Düzeyleri 

MDA bakımından gruplar arasında fark bulunmuĢtur (p:0,0001). MDA 

bakımından sırasıyla Kontrol ile Siroz (p:0,001), Kontrol ile DMSO (p: 0,001), Kontrol 

ile Siroz+ SU1498(I) (p:0,001), Kontrol ile Siroz+ SU1498(II) (p:0,001), Kontrol ile 

Siroz+ SU1498(III) (p:0,001)  arasında istatistiksel farklılık bulunmuĢtur. Yine MDA 

bakımından;  Siroz ile Siroz+ SU1498(I) (p:0,029), Siroz ile Siroz+ SU1498(II) 

(p:0,016), Siroz ile Siroz+ SU1498(III) (p:0,001) arasında istatistiksel farklılık 

bulunmuĢtur. Bunlara ek olarak MDA bakımından sırasıyla DMSO ile Siroz+ SU 

1498(I) (p:0,013), DMSO ile Siroz+ SU 1498(II) (p:0,007), DMSO ile Siroz+ SU 

1498(III) (p:0,0001), arasında istatistiksel faklılık bulunmuĢtur.  

 

 Ortalama 

 Ortalama +% 95 Güv en A ralığı 

K ontro l

S i roz

DMS O

S iroz+S U 1498(I)

S i roz+S U 1498(II)

S i roz+S U 1498(III)

GRUPLA R

0,00000

0,00005

0,00010

0,00015

0,00020

0,00025

0,00030

0,00035

0,00040

G
S

H
 (

  μ
 M

/m
g 

p
ro

te
in

)

Grup Min-max x±SD 

Kontrol (μM/mg protein) 0,00012-0,00042 0,0002±0,00011 

Siroz (μM/mg protein) 0,00016-0,00021 0,0001±0,00002 

DMSO (μM/mg protein) 0,00017-0,00025 0,0002±0,00003 

Siroz+ SU 1498 (I) (μM/mg protein) 0,00010-0,00017 0,0001±0,00002 

Siroz+ SU 1498 (II) (μM/mg protein) 0,00008-0,00018 0,0001±0,00004 

Siroz+ SU 1498 (III) (μM/mg protein) 0,00014-0,00018 0,0001±0,00002 
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Çizelge 4.4. MDA düzeylerinin gruplar arasındaki değiĢimi. 

GRUPLAR Min-max x±SD 

Kontrol (nmol/mg protein) 0,052-0,088 0,0605±0,0124
 

Siroz (nmol/mg protein) 0,124-0,168 0,1473±0,0161
a 

DMSO (nmol/mg protein) 0,118-0,169 0,1391±0,0159
a 

Siroz+ SU 1498(I) (nmol/mg protein) 0,160-0,239 0,2016±0,0264
a,b,c 

Siroz+ SU 1498(II) (nmol/mg protein) 0,154-0,259 0,2052±0,0336
a,b,c 

Siroz+ SU 1498(III) (nmol/mg protein) 0,132-0,330 0,2299±0,0677
a,b,c 

 

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, c; DMSO grubu ile farklılıkları göstermektedir.  

(p<0,05) istatistiksel olarak anlamlı 

 

 

ġekil 4.4. MDA düzeylerinin gruplar arası değiĢiminin bar grafik olarak gösterimi. a; Kontrol ile, 

b; Siroz ile, c; DMSO grubu ile farklılıkları göstermektedir. (p<0,05) istatistiksel olarak anlamlı. 
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4.2. Karaciğer Dokularına Ait Histopatolojik Bulgular 

Histopatolojik incemeler sonucunda kontrol gruplarındaki sıçanlarda normal 

karaciğer dokusu gözlenmiĢtir (ġekil 4.5). 

Siroz grubunda sakrifiye edilen sıçanların karaciğer normal yapının bozulduğu; 

karaciğer dokusunda hepatositlerde büyüme, pleomorfizm, hiperkromazi alanları içeren 

large cell displazi odağı, zon 3 düzeyinde santral venler, hepatositlerde rejenerasyon 

bulguları, vasküler disorganizasyon, yer yer displastik değiĢiklikler, nodül 

formasyonuna neden olan fibrozis alanları ve siroz gözlenmiĢtir (ġekil 4.6). 

DMSO grubunda; Karaciğer dokusunda portal alanlarda uzun ve ince fibrozis 

odakları yanı sıra rejenerasyon bulguları ve displastik odaklar ve siroz izlenmektedir 

(ġekil 4.7).  

Siroz+SU 1498 (I) grubunda;  karaciğer dokusunda tam olarak nodül 

oluĢturmayan fibrozis alanları ve inkomplet siroz geliĢimi gözlenmiĢtir (ġekil 4.8). 

Siroz+SU 1498 (II) grubunda;  karaciğer dokusunda tam olarak nodül 

oluĢturmayan fibrozis alanları ve inkomplet siroz geliĢimi ve siroz gözlenmiĢtir (ġekil 

4.9). 

Siroz+SU 1498 (III) grubunda;  karaciğer dokusunda oval yuvarlak nükleuslu, 

belirgin nükleoluslu, yer yer pleomorfizm içeren, eozinofilik sitoplazmalı, belirgin 

hücre sınırına sahip, en az üç hücre tabakası Ģeklinde dizilime sahip, mitoz saptanan 

hepatosellüler karsinom alanları gözlenmiĢtir (ġekil 4.10). 
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ġekil 4.5. Kontrol grubundaki sıçanların karaciğer dokularına ait HE boyamalarının fotomikrograf 

görüntüsü (HEX100). 

 

 

ġekil 4.6. Siroz grubundaki sıçanların karaciğer dokularına ait HE boyamalarının fotomikrograf 

görüntüsü (HEX100). 
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ġekil 4.7. DMSO grubundaki sıçanların karaciğer dokularına ait HE boyamalarının fotomikrograf 

görüntüsü (HEX100). 

 

 

ġekil 4.8. Siroz+SU 1498 (I) grubundaki sıçanların karaciğer dokularına ait HE boyamalarının 

fotomikrograf görüntüsü (HEX100) 
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ġekil 4.9. Siroz+SU 1498 (II) grubundaki sıçanların karaciğer dokularına ait HE boyamalarının 

fotomikrograf görüntüsü (HEX100). 

 

 

ġekil 4.10. Siroz sonrasında+SU 1498 (III) grubundaki sıçanların karaciğer dokularına ait HE 

boyamalarının fotomikrograf görüntüsü (HEX100). 
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5. TARTIġMA 

 

 

Karaciğer sirozu, kronik karaciğer hasarının bir sonucudur ve bilinen birçok 

sebebi bulunmaktadır. Ülkemizde de tüm dünyada olduğu gibi önemli bir sağlık 

sorunudur ve baĢlıca nedenleri alkol ve kronikleĢen viral hepatitlerdir. Ülkemizde 

kronik viral hepatitler karaciğer sirozunun nedeni olarak ön plana çıkarken, batı 

ülkelerinde ise alkol ilk sırayı almaktadır (5, 6). 

Bu çalıĢmada, çevresel bir karsinojen olan ve nitrozaminler arasında önemi 

bilinen, karaciğer tümörü indükleyicisi DEN, günlük 100 ppm dozda, 13 hafta boyunca 

içme suyu olarak sıçanlara verildi ve karaciğer sirozu oluĢturuldu. Daha önceki yapmıĢ 

olduğumuz çalıĢmalarda içme suyuna katılan DEN‟ in 10-12 hafta boyunca tüketilmesi 

sonucunda karaciğer sirozu oluĢumu ve 18-20 hafta tüketilmesi sonucunda da 

hepatoselüler karsinom oluĢumu gözlemlenmiĢtir (125, 152, 153). YapmıĢ olduğumuz 

çalıĢmaların sonuçları göz önüne alınarak bu çalıĢmada da DEN kullanıldı. 

ÇalıĢmamızda 13. haftada karaciğer sirozu gözlemlendi. 

Lee ve arkadaĢları, sıçanlara intraperitonal enjeksiyonlarla 100 mg/kg/hafta 

DEN uygulayarak sirotik karaciğer oluĢumunu bildirmiĢlerdir (154). Finnberg ve 

arakadaĢları, sıçanlara DEN uygulayarak akut karaciğer hasarı oluĢturduklarını 

bildirmiĢlerdir (155). Bona ve arkadaĢları da 7 hafta boyunca, 50 mg/kg ve haftada iki 

kere olacak Ģekilde DEN uygulamasıyla karaciğer yapısının değiĢtiğini ve hepatik siroz 

oluĢtuğunu bildirmiĢlerdir (156). 

Anjiyogenez, var olan kan damarlarından yeni damar oluĢumunun gözlendiği 

fizyolojik bir süreçtir (157). Patolojik durumlarda da görülebilen anjiyogenez, 

proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktörler tarafından kontrol edilmektedir (36). VEGF 

fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde önemli bir role sahip olan trombosit kaynaklı 

büyüme faktörlerinin bir üyesidir (10, 12). VEGFR-2 (flk/KDR) ise VEGF‟ in yüksek 

afiniteli tirozin kinaz reseptörüdür ve özellikle kanserde oluĢan anjiyogenezde önemi 

bilinmektedir (70).  

Bu çalıĢmada, VEGFR-2 inhibitörü, SU 1498‟ in (19) karaciğer sirozu üzerine 

etkisi araĢtırıldı. Bu amaçla, karaciğer sirozu oluĢturulmuĢ sıçanlarda anjiyogenez 

belirteci olarak VEGFR-2 gen ekspresyonu ve apoptozis yol izi belirteci olarak kaspaz -
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3, -8 ve -9 gen ekspresyon düzeyleri RT-PCR yöntemi ile belirlendi. Antioksidan 

kapasitenin araĢtırılması için ise GSH ve MDA düzeyleri kolorimetrik yöntemlerle 

belirlendi. 

ÇalıĢmamızda; VEGFR-2 gen ekspresyonunda Kontrol, Siroz, DMSO, 

Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta) ve Siroz 

sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) grupları arasında anlamlı bir değiĢiklik 

görülmemiĢtir. 

Jin ve arkadaĢları, yaptıkları çalıĢmada, SU 1498‟ in VEGFR-2 inhibitörü 

olduğunu ortaya koymuĢlardır (158). Koyanagi ve arkadaĢları da yaptıkları çalıĢmada 

tümör hücrelerinde VEGF‟ in 24 saatlik ekspresyonunun regülasyon mekanizmasını 

değerlendirmiĢ ve VEGFR-2 inhibitörü olarak SU 1498‟ i göstermiĢlerdir (55). 

Hao, yapmıĢ olduğu çalıĢmada, VEGF‟ in önemli bir anjiyogenik faktör 

olduğunu ve SU 1498‟ in de VEGFR-2 inhibitörü olduğunu belirtmiĢtir (159). 

Cebulla ve arkadaĢları ise çalıĢmalarında transgenik sıçan retinoplastomunda 

VEGFR-2 inhibitörü, SU 1498‟ in değerlendirmiĢlerdir. SU 1498 ve DMSO kontrol 

grubu olmak üzere iki grup ile çalıĢılmıĢtır. SU 1498‟ in dozu dikkatli bir Ģekilde 

seçilmiĢ ve hem göz çevresinden enjeksiyonla hem de burundan sondayla verilmiĢtir. 

Ancak, SU 1498 tedavisinden sonra, tedavi edilen gözlerde tümör yükü çok düĢük 

olmasına rağmen, DMSO kontrol grubuyla arasında anlamlı bir değiĢiklik 

gözlemlenmezken; VEGFR-2‟ de ise artıĢ bulunmuĢtur. VEGFR-2 inhibitörü, SU 1498 

tedavide yetersiz kalmıĢtır (70). 

Hipoksiyle Ġndüklenen Mitojenik Faktörünün (HIMF) anjiogenik etkisi olduğu 

ve VEGF düzeyini arttırdığı bilinmektedir. Tong ve arkadaĢları daha önceki yaptıkları 

çalıĢmada HIMF‟ ın fare akciğerlerinde VEGF üretimini önemli Ģekilde arttırdığını 

saptamıĢlardır. Bir sonraki çalıĢmalarında ise HIMF‟ in, PI-3K/Akt yolağını aktive 

ederek endotelyal hücrelerde proliferasyonu ve migrasyonunu uyararak anjiyogenezi 

arttırdığını saptamıĢlardır. Bu çalıĢmalarında SU 1498 ile yapılan tedavide, HIMF 

indüklü endotelyal hücrelerde VEGFR-2 inhibe edilmediğini ve endotelyal hücrelerin 

proliferasyonunun, migrasyonunun ve tüp oluĢumunun ortadan kaldırılamadığını 

saptamıĢlardır (160). 

Apoptozis, multiselüler organizmalarda dokunun homeostazisi ve geliĢimi 

açısından önemli rol oynayan, tipik morfolojik özellikler gösteren kontrollü hücre 
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ölümüdür. Apoptozis regülasyonunda meydana gelen bozukluklar çeĢitli hastalıkların 

geliĢimini de beraberinde getirir (16, 102). Ġnsan organizmasında apoptozis birçok 

fizyolojik ve patolojik durumda gözlemlenebilir (14). Apoptozisin gerçekleĢmesinde, 

hücre içi proteazlar olan kaspazların aktivasyonu gereklidir (100). Günümüzde kaspaz 

kaskadını baĢlatarak apoptizisi sağlayan birçok mekanizma bulunmakta ve 

araĢtırılmaktadır. En önemli iki temel mekanizma olarak da ölüm reseptörleri aracılı 

ekstrensek yolak ve mitokondri aracılı intrensek yolak gösterilmektedir (97). 

Kaspaz-3 apoptoziste rol oynayan ve her iki yolakta da ortak olan efektör bir 

kaspazdır. Bu çalıĢmada kaspaz-3 gen ekspresyonu açısından, Kontrol, Siroz, DMSO, 

Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta) ve Siroz 

Sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) grupları arasında anlamlı bir farklılık 

görülmemiĢtir. 

Sun ve arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, karaciğer kanserinde 

kaspaz-3 gen ekspresyonunun apoptozis indeksi ile iliĢkili olmadığı belirtilmiĢtir. Buna 

rağmen, kaspaz-3 gen ekspresyonundaki azalmanın apoptozis mekanizmasını negatif 

yönde etkilediği belirtilmiĢtir. Bu çalıĢmada XIAP‟ in kaspaz-3‟ ü inhibe ettiği 

düĢünülmüĢtür (161). 

Bantel ve arkadaĢları, yaptıkları çalıĢmada kaspaz-3‟ ün, karaciğer hasarının 

tanımlanması açısından önemli bir belirteç olduğunu bildirmiĢlerdir (162). 

Apoptozis mekanizmasında ekstrensek yol izi, transmembran reseptör aracılı 

apoptozisi baĢlatan yolaktır (101). Bu yol izinde ölüm reseptörleri, ligandları ile 

birleĢerek bir kompleks oluĢtururlar. Daha sonra oluĢan bu komplekse bir adaptör 

bağlanır ve DISC oluĢur. DISC, baĢlatıcı kaspaz olan kaspaz-8‟ in aktivasyonunu sağlar 

ve böylece apoptozis fazı baĢlar (117, 132). 

Bu çalıĢmada kaspaz-8 gen ekspresyonu açısından, Kontrol, Siroz, DMSO, 

Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta) ve Siroz 

sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) grupları arasında anlamlı bir değiĢiklik 

görülmemiĢtir. 

Li ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları çalıĢmada, sıçanlarda nonalkolik yağlanmıĢ 

karaciğer hastalıkları patogenezinde kaspaz-8‟ in rolünü araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada, 

artan yağlanmıĢ karaciğer hasarıyla kaspaz-8‟ in de anlamlı derecede arttığı 

belirtilmiĢtir (163). 
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Ġntrensek yolak, çeĢitli sinyaller aracılığı ile mitokondride açılan porlardan baĢta 

sitokrom-c olmak üzere proapoptotik proteinlerin salınması ile baĢlayan bir olaydır. 

Sitokrom-c sitozole salındıktan sonra Apaf-1 ile bağlanır ve daha sonra yapıya kaspaz-9 

katılır. OluĢan bu moleküle apoptozom adı verilir. Bu olay kaspaz-9‟ da 

konformasyonel bir değiĢikliğe neden olur ve kaspaz-9 aktif hale geçer (117, 134). 

Bu çalıĢmada kaspaz-9 gen ekspresyonu açısından, Kontrol, Siroz, DMSO, 

Siroz+SU 1498 (I) (250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta) Ve Siroz 

Sonrasında+SU 1498 (III) (300μg/kg/hafta) grupları arasında anlamlı bir farklılık 

görülmemiĢtir. 

Gong ve arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, oksidatif stres, Fas 

aracılı ölüm yolağı ile iliĢkilendirilmiĢtir. Alkolik karaciğer hasarlı hastalarda, 

hepatositlerde yüksek seviyede FasL mRNA ekspresyonu gözlemlenmiĢtir. FasL 

ekspresyonunun reaktif oksijen tarafından indüklendiği düĢünülmektedir. Hepatositlerin 

de Fas reseptörü eksprese etmesi, hepatositlerin parakrin ya da otokrin mekanizması ile 

kendi ölümlerini sağladıkları ihtimalini ortaya çıkarmaktadır. Diğer taraftan Gong ve 

arkadaĢları bu çalıĢmada, hasarlı karaciğerde, RNA tarafından kodlanan bir proteinin 

oksidatif stres yoluyla NF-κB‟ ü indüklediğini bildirmiĢlerdir. Bu durum, NF-κB‟ nin, 

kronik karaciğer hastalıklarında antiapoptotik etki sağlayarak, hepatositleri apoptozisten 

koruduğunu göstermektedir (164).  

Birçok hastalığın patogenezinde rol oynayan serbest oksijen radikalleri lipit 

peroksidanları, protein denatürasyonu ve nükleik asit hasarlanması gibi etkilerle 

hücresel iĢlev bozukluklarına sebep olmaktadır (143). Hidrojen peroksit, hidroksil 

radikali ve süperoksit anyonu gibi ROT‟ ların artmasıyla oksidatif stres meydana gelir 

(165). DEN gibi nitrozaminler, reaktif oksijen türleri sayesinde oksidatif stresi 

indüklemektedir ve bu durum peroksidatif hücre hasarını baĢlatmaktadır (166). 

DEN ile karaciğer sirozu oluĢturulmuĢ çalıĢmamızda, önemli bir antioksidan 

olan GSH düzeyi incelenmiĢtir. Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SU 1498 (I) 

(250μg/kg/hafta), Siroz+SU 1498 (II) (500μg/kg/hafta) ve Siroz sonrasında+SU 1498 

(I) (300μg/kg/hafta) grupları arasında GSH düzeyleri açısından anlamlı bir değiĢiklik 

görülmemiĢtir. 

Karahan ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları çalıĢmada, hücre bütünlüğünün 

korunmasında önemli etkileri olan ve serbest radikalleri temizleyen GSH düzeyinin 
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DEN uygulanan grupta kontrol grubuna göre azalmanın olduğunu ancak bu azalmanın 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığını bildirmiĢlerdir (167). Günümüzde bazı 

araĢtırmalar oksidatif strese bağlı olarak GSH düzeyinde anlamlı Ģekilde azalma 

gösterirken, bazı araĢtırmalar, GSH düzeylerinde bir değiĢiklik göstermemektedir (167). 

Bansal ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada, eritrositlerde total GSH düzeylerinin 

kontrol grubuna göre arttığı bildirilmiĢtir (166).  

Vücutta GSH içeriğinin en önemli kaynağı karaciğer olarak belirlenmiĢtir (167). 

GSH‟ ın, ROT‟ un hücrelerden uzaklaĢtırılması ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu 

gibi önemli fonksiyonlara sahip olduğu belirlenmiĢtir (168). Karaciğerin kompleks 

mekanizması ve diğer organlara göre GSH içeriğinin çok daha fazla olması 

çalıĢmamızda kullandığımız SU 1498‟ in bir ksenobiyotik olarak detoksifiye edilmiĢ 

olması ihtimalini düĢündürmektedir. Bu ihtimal gruplar arasında herhangi bir değiĢiklik 

olmamasına açıklık getirebilir. 

Yaptığımız çalıĢmada MDA lipit peroksidasyonu göstergesi olarak incelenmiĢ 

ve gruplar arasında fark bulunmuĢtur (p:0,0001). MDA bakımından sırasıyla Kontrol ile 

Siroz (p:0,001), Kontrol ile DMSO (p: 0,001), Kontrol ile Siroz+ SU 1498(I) (p:0,001), 

Kontrol ile Siroz+ SU 1498(II) (p:0,001), Kontrol ile Siroz+ SU 1498(III) (p:0,001)  

arasında istatistiki farklılık bulunmuĢtur.   Yine MDA bakımından;  Siroz ile Siroz+ SU 

1498(I) (p:0,029), Siroz ile Siroz+ SU 1498(II) (p:0,016), Siroz ile Siroz+ SU 1498(III) 

(p:0,001) arasında istatistiki farklılık bulunmuĢtur. Bunlara ek olarak MDA bakımından 

sırasıyla DMSO ile Siroz+ SU 1498(I) (p:0,013), DMSO ile Siroz+ SU 1498(II) 

(p:0,007), DMSO ile Siroz+ SU 1498(III) (p:0,0001), arasında istatistiki faklılık 

bulunmuĢtur.  

Özellikle karaciğer olmak üzere, birçok deneysel çalıĢmada nitrozamin türlerinin 

uygulanmasının lipit peroksidasyonuna yol açtığı gözlemlenmiĢtir. ÇalıĢmalarda lipit 

peroksidasyon artıĢının MDA düzeyleri ile karakterize olduğu düĢünülmektedir (167). 

Karahan ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları çalıĢmada, karaciğerde tüm deneme 

gruplarında kontrol grubuna göre MDA düzeylerinde anlamlı bir artıĢ olduğunu 

bildirmiĢlerdir (167). 

Dede ve arkadaĢları, karaciğer sirozlu hastalarda oksidatif stres belirteçleri 

üzerine yapmıĢ oldukları çalıĢmada, sirozun evreleri arasında yapılan karĢılaĢtırmada, 
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hastalığın artmasıyla MDA düzeylerinde de anlamlı bir artıĢ olduğunu bildirmiĢlerdir 

(143). 

Histopatolojik incemeler sonucunda kontrol gruplarındaki sıçanlarda normal 

karaciğer dokusu gözlenmiĢtir. Siroz grubunda sakrifiye edilen sıçanların karaciğer 

normal yapının bozulduğu; karaciğer dokusunda hepatositlerde büyüme, pleomorfizm, 

hiperkromazi alanları içeren large cell displazi odağı, zon 3 düzeyinde santral venler, 

hepatositlerde rejenerasyon bulguları, vasküler disorganizasyon, yer yer displastik 

değiĢiklikler, nodül formasyonuna neden olan fibrozis alanları ve siroz gözlenmiĢtir. 

DMSO grubunda; karaciğer dokusunda portal alanlarda uzun ve ince fibrozis odakları 

yanı sıra rejenerasyon bulguları ve displastik odaklar ve siroz izlenmektedir. Siroz+SU 

1498 (I) grubunda;  karaciğer dokusunda tam olarak nodül oluĢturmayan fibrozis 

alanları ve inkomplet siroz geliĢimi gözlenmiĢtir. Siroz+SU 1498 (II) de ise inkomplet 

siroz ve siroz oluĢtuğu gözlenmiĢtir. Siroz süresince verilen SU 1498‟ in 250μg/kg/hafta 

dozu proflaktik açıdan bir tedavi seçeneği olurken; siroz sonrasında verilen 

300μg/kg/hafta dozunun bir tedavi seçeneği olmadığı saptanmıĢtır. 

 VEGF‟in endotelyal hücre yüzeyindeki reseptörlerine bağlanması 

fosfatidilinositol   3 kinaz (PI3K/Akt) ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) sinyalleri 

gibi anjiyogenezi destekleyen multi sinyal kaskadlarının baĢlamasına neden olmaktadır. 

PI3K ailesi hücre proliferasyonu, differansasyonu ve migrasyonunu regüle eden birçok 

sinyal yolağı ile iliĢkilendirilir. Bu da meydana gelen anjiyogenezle iliĢkilidir. Akt 

eNOS downstream kaskadını aktive eder; NO ve eNOS fosforilasyonunu destekler, 

endotelyal hücre bölünmesini baĢlatır, proliferasyon ve migrasyonu sağlar ve 

anjiyogenezin meydana gelmesini destekler. Kang ve arkadaĢlarının yaptığı bu 

çalıĢmada, protokateĢik asitin anjiyogenezi ve PI3K-Akt-eNOS-VEGF sinyal yolağını 

nasıl indüklediği araĢtırılmıĢtır. Güncel çalıĢmalar, prokateĢik asitin anjiyogenezi 

desteklediğini, PI3K-Akt-eNOS-VEGF sinyal yolağını aktif hale getirdiğini ve VEGF‟ 

in ekstraselüler seviyesini arttırdığını göstermektedir. Yapılan bu çalıĢmada, prokateĢik 

asitin anjiyogenezi VEGF ile indüklediği, eNOS ekspresyonunu ve NO üretimini 

arttırdığı görülmüĢtür. VEGFR-2 inhibitörü SU 1498‟ in protokateĢik asit indüklü tüp 

oluĢumunu önemli derecede düĢürdüğü bildirilmiĢtir (157).  

Kang ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada, kullandıkları ilacın (Cornin), 

serebral endotelyal hücrelerde PI3K/Akt sinyal yolağını aktive ettiğini, eNOS sentezini 
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indüklediğini ve VEGF‟ in ekstraselüler seviyesini arttırdığını belirtmiĢlerdir. 

Endotelyal hücre yüzeylerinde VEGF‟ in reseptörlerine bağlanmasıyla, intraselüler 

tirozin kinazların aktive olduğu, PI3K/Akt ve eNOS sinyallerini de içeren çoklu 

downstream sinyallerinin anjiyogenezi indüklediği gösterilmiĢtir (169). 

VEGFR1 ve VEGFR2 reseptörlerini bloklayarak angiogenez oluĢumunu 

önlemek pek çok çalıĢmanın amacını olmuĢmaktadır. Casanovas ve arkadaĢları yapmıĢ 

oldukları bir çalıĢmada antiVEGF kullanılan spontan tümör oluĢmuĢ deneysel farelerde, 

uzun süreli ilaç kullanım sonucu tümör hücrelerinin farklı anjiyogenik faktörler 

kullanarak anjiyogenezi sürdürdüğü belirtilmiĢtir. Bu çalıĢmanın sonucunda, VEGFR-2‟ 

nin anjiyogenik Ģalter için elzem olduğu, tümör anjiyogenezi sırasında arttığı 

gözlemlenmiĢtir. Ġnhibitör ile VEGFR-2 bloke edilmiĢtir. Ancak ilk 10 günde etkin olan 

inhibitör; inhibitörün 4 hafta kadar uzun süreli kullanımında ise inhibitöre karĢı bir 

penotipik direnç oluĢtuğu; VEGF bağımsız ve hipoksi iliĢkili bir yolak ile tümor 

angiogenez oluĢumunun tekrar aktive olduğu ve tümör hücrelerinin yeniden 

büyümesine ve vaskülarize olmasına olanak sağladığı gözlenmiĢtir. Bu alternatif 

yolakta proangiogenik faktörler olarak FGF ailesinin üyelerinin olduğu gözlenmiĢtir.  

Casanovas ve arkadaĢlarının yaptığı bu çalıĢma ile VEGFR-2‟ nin hızlı ve farklı bir 

mekanizmaya sahip olduğunu göstermektedir (56).  

Karaciğerde hepatositler ve stellat hücreler, birçok koruyucu mekanizma 

içermektedir. Stellat hücreler sitotoksik sitokinler, safra asitleri ve reaktif oksijenler gibi 

mekanizmalara cevap olarak proliferasyona uğramaktadır. Akut ve kronik karaciğer 

hasarı siroza neden olan tamir mekanizmasını indükleyebilir. Bu olay stellat hücrelerin 

merkezi rol oynadığı bir süreçtir. Stellat hücrelerde hedef gen olarak bulunan NF-κB, 

stellat hücreleri hücre ölümüne karĢı korur. Karaciğer sirozunda ve karaciğer sirozu 

tedavisinde stellat hücreler merkezi hücrelerdir (170). 

Yukarda da belirtiğimiz Ģekilde son yıllarda yapılan çalıĢmaların birçoğunda 

VEGF reseptörünün ve SU 1498‟ in PI3K-Akt-eNOS-VEGF sinyal yolağını kullandığı 

görülmüĢtür (56, 157, 169). VEGF etki mekanizması açısından birçok organda farklı 

yolaklar kullanmaktadır. Karaciğer pekçok yolağın olduğu karmaĢık bir mekanizmaya 

sahiptir (ġekil 5.1.). Ayrıca karaciğerin diğer organlara göre daha hızlı mekanizmalara 

sahip olduğu bilinmektedir (171).  
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ġekil 5.1. Hasarlı karaciğer dokusunun antiapoptotik mekanizması (171). 

 

Sonuç olarak; bu çalıĢmamızda, karaciğerde VEGFR-2 inhibitörü SU 1498; 

apaptotik belirteçlerden kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9,  anjiyogenik belirteçlerden 

VEGFR-2 ve antioksidan kapasite üzerine bir etki göstermezken ilginç bir Ģekilde 

sirozu önlemiĢtir. SU 1498 farklı bir yolak ile bu etkiyi göstermiĢ olabilir. Karaciğer 

hızlı bir dinamiğe sahip organ olduğundan SU 1498‟ in bu belirteçler üzerine etkilerini 

araĢtırmak için daha spesifik çalıĢmalar stellat hücrelerinde sürdürülebilir.   
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6. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

 

Bu çalıĢmamızda deneysel karaciğer sirozu oluĢturuldu ve bir VEGFR-2 

inhibitörü olan SU 1498‟ in anjiyogenez ve apoptozis üzerine etkisi araĢtırıldı. VEGFR-

2 inhibitörü,   SU 1498‟ in 250μg/kg/hafta ve 500μg/kg/hafta dozları karaciğer sirozu 

oluĢum süresince, 300μg/kg/hafta dozu ise karaciğer sirozu oluĢtuktan sonra uygulandı. 

Sonuç olarak; bu çalıĢmamızda, karaciğerde VEGFR-2 inhibitörü SU 1498; 

apaptotik belirteçlerden kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9,  anjiyogenik belirteçlerden 

VEGFR-2 ve antioksidan kapasite üzerine bir etki göstermezken ilginç bir Ģekilde 

histopatolojik incelemeler sonucunda SU 1498 (I)‟ in 250μg/kg/hafta grubunda sirozu 

önlediği gözlenmiĢtir.  

Karaciğer hızlı bir dinamiğe sahip organlardan birisidir. Pek çok metabolik 

yolak karaciğerde gerçekleĢmektedir ve bu yolaklar birbiri ile sürekli iletiĢim 

halindedir. SU 1498 farklı bir yolak ile siroz oluĢumunu engellemiĢ olabilir. 

Bu çalıĢma total karaciğer dokularında gerçekleĢtirilmiĢtir. SU 1498‟ in bu 

apoptotik ve anjiyogenik belirteçler üzerine etkilerini araĢtırmak için stellat hücreleri 

gibi daha spesifik hücrelerde bu çalıĢmalar sürdürülebilir. Ayrıca; bazı çalıĢmalarda 

anjiyogenez oluĢum süresinde zamanla SU 1498‟ e bir direnç oluĢtuğu ve angiogenezin 

baĢka yolaklardan gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir. Bu nedenle; SU 1498 ile farklı zaman, 

doz aralıklarında ve yolaklarda yeni çalıĢmalar yapılabilir. 
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8. ÖZGEÇMĠġ 
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Göksun Yavuz Selim Ġlkokulu, orta öğrenimini KahramanmaraĢ Göksun Ġmam Hatip 

Ortaokulu, lise öğrenimini KahramanmaraĢ Göksun Anadolu Lisesinde tamamladıktan 

sonra 2004 yılında Mersin Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümünü 

kazandı. 2008 yılında lisans eğitimini tamamladı. 2010 yılında Mersin Üniversitesi 
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