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ÖZET 

Çözünebilir VEGF Reseptör-1’in Anti-Anjiyogenik Etkinliğinin Civciv 

Koryoallantoik Membran Modelinde Real-Time PCR Yöntemiyle Gösterilmesi 

 Sağlıklı organizmalarda anjiyogenez, anjiyogenik ve anti-anjiyogenik 

faktörler arasında oluĢan bir dengeyle kontrol altında tutulur. Bu konsept, 

“anjiyogenik anahtar (angiogenic switch)” olarak adlandırılır. Bu faktörler arasındaki 

denge bozulduğunda, anjiyogenez kontrol edilemez ve patolojik anjiyogenez olarak 

adlandırılan süreç ortaya çıkar. Bu olay özellikle tümörlerin yayılmasında önemlidir. 

Anjiyogenez; inflamatuar hastalıklar, kanser, diyabetik retinopati, psöriasis gibi, 

pekçok patolojik olayda önemli bir rol oynamaktadır. Dolayısıyla anjiyogenik süreci 

tetikleyen veya inhibe eden tedavi yaklaĢımlarının, bu tür hastalıkların seyrine 

önemli katkılar sağlayabileceği aĢikârdır. Bu bakımdan, anjiyogenez çalıĢmaları, 

aktif bir araĢtırma alanıdır. Gelecek dekadlarda anti-anjiyogenik veya 

proanjiyogenik tedavilerden fayda görecek insan sayısının, tüm dünyada 500 

milyonun üzerinde olacağı düĢünülmektedir.  

sVEGFR-1, ilk defa Shibuya ve ark. tarafından 1990 yılında tanımlanan, 

kanda ve vücut sıvılarında çözünmüĢ halde bulunan bir VEGF reseptörüdür. 

VEGF‟e yüksek affinite ile bağlanmakta ve böylece VEGF‟ün inhibisyonuna neden 

olmaktadır. Önceleri, sadece hamile kadınların vücut sıvılarında bulunduğu 

düĢünülse de, cinsiyet farkı olmaksızın, sağlıklı insanların plazmasında da 

bulunduğu rapor edilmiĢtir. Ancak, organizmadaki fizyolojik rolü halen tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır. Bizde bu çalıĢmamızda sVEGFR-1‟in CAM modelinde anti-

anjiyogenik etkinliğini, öncelikle makroskobik olarak, daha sonra RT-PCR 

yöntemiyle moleküler yönden, önemli bazı anjiyogenik faktör ve reseptörlerin 

ekspresyon düzeylerini nasıl etkilediğini saptamayı amaçladık. 

Anahtar Kelimeler   : CAM, sVEGFR-1,anti-anjiyogenik etki 

Destekleyen Kurumlar  : Gülhane Askeri Tıp Akademisi 

Yazar Adı    : Tbp.Kd.Ütğm. Ġbrahim AYDIN 
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SUMMARY 

To Show of Anti-Angiogenic Efficiency of Soluble VEGF Receptor-1 In Chick 

Chorioallantoic Membrane Model with Real-Time PCR Method 

 In healthy organisms, angiogenesis is kept under control by a balance that 

created between angiogenic and anti-angiogenic factors. This concept is called as 

angiogenic switch. When the balance between these factors is impaired, the 

angiogenesis can not be controlled and the process that called as pathological 

angiogenesis occurs. This event is especially important in the spread of tumours. 

Angiogenesis has played an important role in many pathological events such as 

inflammatory diseases, cancer, diabetic retinopathy, psoriasis. Consequently, it is 

obvious that treatment approaches that trigger or inhibit the angiogenic process 

may provide important contributions to course of these diseases. In this regard, 

angiogenesis studies are an active area of research. The number of people in the 

world who will benefit from anti-angiogenic or proangiogenic treatments is thought 

to be over 500 million in the future decades. 

sVEGFR-1, is a VEGF receptor that dissolved in the blood and body fluids in 

firstly defined by Shibuya et al. in 1990. It is binding with high affinity and thus 

leads to inhibition of VEGF. Although, that was considered to have been found only 

found in the body fluids of pregnant women previously, also found in the plasma of 

healthy humans without gender difference has been reported. However, the 

physiological role in organism has not fully understood. At first, in this study we 

aimed to determine anti-angiogenic effectiveness of sVEGFR-1 in CAM model as a 

macroscopically, subsequently how it affects expression levels of some important 

angiogenic factors and receptors by RT-PCR method for molecular aspects.  
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1. GĠRĠġ 

Organizmada, yeni damar oluĢumu iki farklı mekanizma ile 

gerçekleĢmektedir: Anjiyogenez ve Vaskülogenez. Endotel hücrelerinin, mitoz 

bölünme ile çoğalarak ve göç ederek, var olan damarlardan filizlenme Ģeklinde yeni 

kapiller yapılar oluĢturmasına, anjiyogenez denir. Vaskülogenez ise, intrauterin 

dönemde, dolaĢımda bulunan mezoderm kökenli endotel hücre öncüllerinin 

(endotelyal progenitör hücreler veya anjiyoblastlar olarak adlandırılır), olgun 

endotel hücrelere dönüĢmesi ve yeni bir vasküler yapı oluĢturması olarak bilinir. 

Her iki mekanizma da, yaĢam boyunca organizmada dolaĢım sisteminin geliĢmesi 

ve sürekliliğini koruması için gerekli olan süreçlerdir. 

Yakın tarihlere kadar, yetiĢkin bireylerde, iskemik dokuların oksijen ve besin 

ihtiyacının karĢılanmasında, sadece anjiyogenez mekanizmasının aktif olarak 

görev aldığı; vaskülogenezin ise sadece embriyonik dönemle kısıtlı olduğu 

düĢünülmekteydi. Ancak, son zamanlarda yapılan bazı çalıĢmalarda, doğum 

sonrası dönemde de, kemik iliği kaynaklı hematopoetik progenitör hücrelerin, 

endotel hücresine dönüĢebildiği, iskemik hasar sonrasında endotel bütünlüğünün 

tekrar oluĢmasında rol aldıkları ve vaskülogenezin devam ettiği yönünde bulgulara 

ulaĢılmıĢtır (1,2).  

Anjiyogenez, yetiĢkin bireylerde yara iyileĢmesi, menstrüel siklus gibi 

fizyolojik olaylarda veya inflamatuar hastalıklar, kanser, diyabetik retinopati, 

psöriasis gibi, pekçok patolojik olayda, önemli bir rol oynamaktadır (3). Bu 

bakımdan, anjiyogenez çalıĢmaları, aktif bir araĢtırma alanıdır. Gelecek dekadlarda 

anti-anjiyogenik veya proanjiyogenik tedavilerden fayda görecek insan sayısının, 

tüm dünyada 500 milyonun üzerinde olacağı düĢünülmektedir (4). 

Anjiyogenez kavramının tarihçesine baktığımızda, bu konudaki ilk çalıĢmalar 

oldukça eski tarihlerde yapılmasına rağmen, yazılı literatürde ilk bulgulara yaklaĢık 

yüz yıl kadar önce rastlamaktayız. Yeni damar oluĢumu ilk defa 1935 yılında, 

Hertig‟in yaptığı çalıĢmada anjiyogenez (angiogenesis) olarak adlandırılmıĢtır (5).  

Daha sonra yapılan çalıĢmalarda, tümör kitlesi içerisinde yeni damar 

geliĢimlerinden bahsedilmiĢ, ancak tümör hiperemisi olarak adlandırılan bu 
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durumun, tümör metabolitlerinin neden olduğu vazodilatasyona bağlı olarak 

oluĢtuğu düĢünülmüĢtür (6). Yine aynı dönemlerde yapılan çalıĢmalarla, tümörün 

mevcut damarlarla mı beslendiği,  anjiyogenez ile yeni damarlar mı oluĢturduğu 

sorusu, uzun süre araĢtırılmıĢtır. Algire ve ark. yaptıkları bir çalıĢmada, tümör 

implantındaki yeni damarların, konakçı damarlarından köken aldığını rapor 

etmiĢlerdir (7). Ide ve ark. ise, doku harabiyeti sonucunda oluĢan anjiyogenezin bir 

süre sonra durduğu ve gerilediğini, buna karĢın canlı deneklere implante edilen 

tümörlerde, anjiyogenezin artarak devam ettiğini göstermiĢlerdir (8). Anjiyogenez, 

1971 yılında Folkman‟ın açıkladığı sistematik yaklaĢımla, bilim dünyasında popüler 

bir konu haline gelmiĢtir  (9). Folkman “tümör geliĢimi anjiogeneze bağımlıdır” 

teorisi ile Ģu görüĢleri ileri sürmüĢtür: 

1- Tümörler 1-2 mm çapa ulaĢana kadar avasküler bir evrede, pasif difüzyon 

ile beslenerek yaĢamını devam ettirir. Bu avasküler evrede tümörler 

maksimum 1-2 mm çapa ulaĢabilirler. 

2- Bu tümör kitlesi, konakçı damarlarından kendisine besin ve oksijen gibi 

temel gereksinimleri karĢılayacak yeni kapiller damarlanmayı, yani 

anjiogenezisi baĢlatabilir. Böylece büyüme ve metastaz yapma imkânı bulur. 

3- Tümör hücrelerinden salgılanan ve o gün için “Tümör Anjiyogenezis Faktör 

(TAF)” adı verilen bir büyüme faktörünün, Anjiyogeneze sebep olduğu 

düĢüncesi ileri sürülmüĢtür. 

4- TAF yapımını ya da onun biyolojik fonksiyonunu önleyerek veya bu döngüde 

görev alan hücresel elemanların hedef alınmasıyla, tümör anjiogenezisi ve 

tümör büyümesini bloke etmek mümkün olabilir. 

5- Bu tür tedavi yaklaĢımları baĢarılı olursa, tümör hücreleri eradike edilemese 

bile; tümörün ilerlemesi engellenebilir veya belki de tümörün avasküler 

dönemdeki, 1-2 mm‟lik boyutlara gerilemesi sağlanabilir. 

 

Bundan sonraki yıllarda, anjiyogenezin oluĢum mekanizması, anjiyogenez 

ile ilgili parametrelerin ölçümü ve moleküler düzeyde hangi olayların anjiyogeneze 

nasıl katkı sağladığı konuları, daha yoğun bir Ģekilde araĢtırılmıĢtır. Folkman‟ın bu 
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tezini açıklamasından sonra, kısa sürede, tümör geliĢiminin anjiyogeneze bağımlı 

olduğuna dair pek çok delil toplanmıĢtır. Bilim çevrelerinde, anjiyogenez inhibe 

edilirse, tümörün ilerlemesinin duracağı hatta gerileyeceği düĢüncesi kabul 

görmüĢtür (10,11).  

Bu geliĢmelerle birlikte anjiyogenez alanındaki çalıĢmalar hız kazanmıĢtır. 

Vasküler Endotelyal Growth Faktör (VEGF) ve diğer bazı anjiyogenik faktörlerin 

endotel hücrelerindeki etkilerinin gösterilmesi, tümör metastazlarında olduğu gibi 

anjiyogenez sürecinde de, vasküler bazal membranın yıkılmasına ihtiyaç 

olduğunun anlaĢılması (12-14), bu konudaki önemli geliĢmelerdendir. Bu dönemde;  

endotel hücreleri, mast hücreleri ve makrofajlar tarafından üretilen ve anjiyogenezi 

durduran (anjiyostatik) veya stimüle eden (anjiyogenik) bazı faktörler 

tanımlanmıĢtır (15-20). Bu faktörler içerisinde, VEGF, asidik ve bazik Fibroblast 

Growth Faktör (FGF), öne çıkan anjiyogenik faktörlerdir (21,22). Diğer baĢlıca 

anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktörler tablo 1.1‟de görülmektedir  (21-27).  

Bu çalıĢmada rekombinant insan soluble VEGF Reseptör-1‟in (sVEGFR-1), 

Civciv Koryoallantoik Membran (CAM) modelinde anti-anjiyogenik etkinliğinin, 

öncelikle makroskobik olarak gösterilmesi amaçlanmıĢtır. Daha sonra bu modelden 

elde edilen örneklerde, anjiyogenezin baĢlıca uyaranları olan HIF-1α ve VEGF‟e ait 

reseptörlerin, kontrol grubunda ve sVEGFR-1 uygulanan gruplardaki 

ekspresyonlarının karĢılaĢtırılması ve bu parametrelere ait ölçüm yöntemlerinin 

GATA Tıbbi Biyokimya AD. laboratuarlarında kurulması amaçlanmıĢtır. 
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Tablo 1.1. BaĢlıca Proanjiyogenik ve Anti-anjiyogenik Faktörler 

Proanjiyogenik Faktörler Anti-Anjiyogenik Faktörler 

VEGF Anjiostatin 

EGF Angioarrestin 

FGF 1,2,5 Trombosit faktörü IV 

GM-CSF IP-10 

HGF/SF Hyaluronan 

Hyaluronan oligosakkaritler IL-12 

Hipoksi Ġnterferonlar 

IL-3-8 MMP ve PA inhibitörleri 

PDGF 16 kDa prolaktin fragmanları 

PIGF Proliferin iliĢkili protein 

Proliferin Steroid metabolitleri 

Prostaglandinler Glukokortikoidler 

TGF-α ve β Retinoidler 

Doku Faktörü Ribonükleaz inhibitörleri 

TNFα Trombospondin-1 

IGF-1 TIMP-1,2,3  

Angiogenin Endostatin 

Angiopoietin-1 Prolaktin 

Ġntegrin α5 β 3-α5 β5 PPRP (Plasental proliferin related 

protein) 

Adrenomedullin C-X-C kemokinleri 

Leptin Canstatin 

Midkine Fibronektin fragmanları 

Pleitrophine Heparinaz 

Thymosine β 4 Ġnterferon Ġnducible Protein 

Progranulin Tumstatin 

Follistatin Thalidomide 



5 
 

2. GENEL BĠLGĠLER 

Anjiyogenez, fizyolojik ve patolojik anjiyogenez olmak üzere iki baĢlık altında 

incelenir. Fizyolojik angiyogenez intrauterin dönemde fetüsde baĢlar ve bu 

dönemde, doğum sonrası hayata oranla daha aktiftir. Postnatal dönemde ise, 

menstrüasyon, yara iyileĢmesi gibi birkaç fizyolojik olayda rol üstlenir. Bunların 

dıĢında, sağlıklı eriĢkinlerde anjiyogenez oldukça kısıtlanmıĢtır (28). Sağlıklı 

organizmalarda anjiyogenez, endotel hücrelerinin bölünerek çoğalmasını ve 

etkinleĢmesini sağlayan anjiyogenik faktörler ile bu etkileri dengeleyen anti-

anjiogenik faktörler arasında oluĢan bir denge ile kontrol altında tutulur (29). Bu 

konsept, “anjiyogenik anahtar (angiogenic switch)” olarak adlandırılır (30). Bu 

faktörler arasındaki denge bozulduğunda, anjiyogenez kontrol edilemez ve 

patolojik anjiyogenez olarak adlandırılan süreç ortaya çıkar. Bu olay özellikle 

tümörlerin yayılmasında önemlidir. Anjiyogenez ayrıca iskemik kardiyovasküler 

hastalıklar, retinopatiler ve inflamasyonla birlikte seyreden pek çok patolojik 

durumda, kritik öneme sahiptir (31,32). 

Fizyolojik anjiyogenez kendi kendini sınırlayan bir olay olup genellikle birkaç 

haftada sonlanırken, patolojik anjiyogenez, aylar hatta yıllar boyu devam 

edebilmektedir (33). Fizyolojik anjiyogenezde damarlar, düzenli bir Ģekilde 

dallanırlar ve iyi düzenlenmiĢ bir dağılım gösterirler. Patolojik anjiyogenezde ise, 

yeni oluĢan vasküler yapılar son derece anormal ve düzensizdirler. Dallanmaları 

belirli bir hiyerarĢiye uymaz. Yüzeylerinde, normal vasküler yapılara oranla, 

büyüme faktörlerine ait reseptörler daha fazla miktarda bulunmaktadır. Ayrıca 

yapısal ve iĢlevsel açıdan heterojen olup, plazma proteinlerine ve plazmaya karĢı, 

genellikle yüksek derecede geçirgendirler (31,34). 

 

2.1. Anjiyogenez OluĢum Mekanizması 

Anjiyogenez oldukça karmaĢık bir mekanizma ile gerçekleĢir. Bu süreçte,  

hücreler arası matriks, bu matriksi çevreleyen hücreler, bu hücrelerden salınan pek 

çok büyüme faktörü, pek çok sitokin ve bunların reseptörleri rol oynar (34-36).   
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2.1.1.Anjiyogenez Basamakları;  

Herhangi bir dokuda, hipoksik uyarıyı takibeden dönemde, anjiyogenez Ģu 
basamakları takibederek oluĢur: 
 

• Hipoksik uyarı sonrasında anjiyogenik faktörlerin salınması 

• Bu faktörlerin mevcut damarların endotel hücrelerini aktive etmesi 

• Aktive endotel hücrelerinden proteazların salınması 

• Varolan damar ağını çevreleyen bazal membranın harabiyeti  

• Endotel hücrelerinin intersitisyel alana migrasyonu  

• Endotel hücre proliferasyonu  

• Lümen formasyonu oluĢması 

• Perisitlerin yardımıyla yeni bazal membranın oluĢturulması 

• Yeni oluĢan damarların füzyonu  

• Kan akıĢının tekrar baĢlaması (37). 

 

2.1.1.1.Bazal Membranın Yıkımı 

Yeni kapiller yapıların oluĢabilmesi için, mevcut damarların bazal 

membranının yıkılması ve endotel hücrelerinin, anjiyogenezin gerçekleĢeceği 

dokuya doğru ilerlemesi gerekmektedir (38-40). Normalde, endotel hücreleri tek bir 

tabaka halinde bulunan, bölünme ve çoğalma eğilimi göstermeyen hücrelerdir. 

Ancak anjiyogenez sırasında bölünür ve anjiyogenik uyarının kaynağına doğru 

yayılım gösterirler. 

 Hipoksik dokulardan tepki olarak üretilip salgılanan anjiyogenik faktörler, 

komĢu dokulara difüzyon yolu ile geçer. Bu anjiyogenik faktörler, salgılandıkları 

dokuların yakınındaki, mevcut kan damarlarının endotel hücrelerinde bulunan 

özgün reseptörlere bağlanırlar. Anjiyogenik faktörler tarafından aktive edilen 

proteolitik enzimler, bazal membranın ve endotel hücrelerini döĢeyen ekstraselüler 

matriks (ESM) bileĢenlerinin yıkımına neden olurlar.  

Anjiyogenez süreci, öncelikli olarak, damar endotelini döĢeyen bazal 

membranın proteolitik yıkımı ile baĢlar (41).  Bu iĢlemde, plazmin aktivatörü (PA) 

ve matriks metaloproteinazları (MMP) birlikte görev alırlar (38,40). Plazmin 
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aktivatör‟leri plazminojeni plazmine çeviren proteazlardır. Doku düzeyinde 

fibrinolitik aktivite ürokinaz-Plazminojen Aktivatörü (uPA) tarafından düzenlenir. 

Plazmin, ekstrasellüler matriksde (ESM) bulunan fibrin, fibronektin, laminin ve 

proteoglikanlar gibi birçok molekülü parçalar. Ayrıca pekçok MMP enzimini aktive 

eder (38).  MMP ailesinin doğada bilinen 28 civarında üyesi vardır. Bunlardan 18 

tanesinin insanlarda sentezlendiği düĢünülmektedir. Bu enzimler yapılarına ve ürün 

duyarlılıklarına göre sınıflandırılırlar. Birçok kanser türünde, MMP aktivitesinin 

arttığı gösterilmiĢtir (38,42). MMP enzimleri, baĢlıca MMP-2 ve MMP-9 olmak 

üzere, anjiyogenezde bazal membranın temel kollajen bileĢimi olan tip IV kollajenin 

ve ESM‟in yıkımında görev alırlar. ESM‟in ve bazal membranın enzimatik yıkılımı 

aĢamasını, endotel hücrelerinin uyarılması ve kapiller filizlenme takip eder (43). 

 

2.1.1.2.Endotel Hücre Göçü ve Proliferasyonu 

Bazal membranın yıkılması endotel hücre göçüne ve yeni kapiller filiz 

oluĢumuna izin verir. ESM ve bazal membranın proteolitik yıkımınından sonra, 

endotel hücreleri bu bölgeden göç etmeye baĢlarlar. Bu olay “Endotel hücre 

migrasyonu” olarak adlandırılır. Daha sonra, bu göç eden endotel hücreleri yeni 

vasküler yapıların oluĢacağı alanda bölünerek, sayıca çoğalmaya baĢlarlar. Bu 

olay ESM‟den salınan birçok anjiyogenik faktör tarafından uyarılır. Bu süreçte en 

etkili anjiyogenik faktör, vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF)‟dür (32). 

 

2.1.1.3. Kapiller OluĢumu ve Damar OlgunlaĢması 

Endotel hücrelerinin, yeni kapiller yapılar oluĢturmak üzere birbirlerine 

tutunabilmesi ve organize olabilmeleri için, ESM‟in proteolitik yıkımının, lokal olarak 

inhibe edilmesi ve ESM bileĢenlerinin bu alanda birikmesi gerekmektedir. Bu 

aĢamada MMP ve kollajenazların inhibisyonunda, doku matriks metalloproteinaz 

inhibitörleri (TIMP) düzenleyici rol oynarlar (44). Ancak yeni oluĢan kapiller 

filizlenmenin uç tarafındaki ESM‟de, proteolitik yıkılma devam eder ve bu sayede 

yeni oluĢan kapiller filizin uzaması mümkün olur. Endotel hücrelerinin birbirine 

tutunmaları ve uzaması sırasında, hücre içi ve hücreler arası boĢlukta, sonunda 
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kendilerinden damarların oluĢtuğu lümenler geliĢir. Bu tutunma ve lümen 

formasyonu geliĢiminde, integrinler, laminin ve adezyon molekülleri aktif rol 

oynarlar (45). Bu Ģekilde, ESM proteolitik yıkımının, birbirini sırayla izleyen 

aktivasyon ve inhibisyonları sonucunda, yeni filizlenen vasküler yapıların boyları 

uzar. Proteolitik yıkılma ve endotel hücresi göçünden sonra yeni oluĢan kapillerler, 

yeni bazal membranı oluĢtururlar. Anjiyogenik stimulusla yeni oluĢan damarlar ve 

bunu izleyen olgunlaĢma sürecinden sonra anjiyogenik faktörlerde azalma buna 

karĢın anjiyogenez inhibitörlerinde artıĢ gözlenir. Böylece anjiyogenik süreç sonrası 

oluĢturulmuĢ yeni damarlarda kan akımı baĢlar (46). 

 
2.2. Anjiyogenezde Etkili Faktörler 
 

2.2.1. Hipoksiyle Ġndüklenebilir Faktör-1 

 Anjiyogenik faktörlerin sentez ve salınımları, düĢük serum glukoz seviyesi, 

oksidatif stres ve özelliklede hipoksik ortamda artmaktadır. Bu faktörler arasında, 

VEGF sentezini, en yüksek oranda hipoksinin artırdığı bilinmektedir (47).  

Hipoksiye karĢı hücresel cevapta, hipoksi inducible transkripsiyon faktör 

(HIF)‟leri olarak adlandırılan faktörler (HIF-1 ve izoformları), hücre içi sinyal iletimi 

ve gen ekspresyonlarının düzenlenmesinde görev almaktadır. HIF, hücrenin 

hipoksiye maruz kaldığı durumda, enerji metabolizması,  eritropoez, hücre 

proliferasyonu ve apopitozis ile ilgili yaklaĢık yüz civarında genin ekspresyonunu 

düzenler. Bununla birlikte, HIF‟lerin hücre içi seviyelerinin artması, proanjiyogenik 

faktörlerin de upregülasyonuna neden olur. Böylece yeni damarlar oluĢur ve 

hücrelerin ihtiyacı olan oksijen ve diğer maddelerin karĢılanması sağlanır. 

 HIF izoformlarından HIF-1, organizmada tüm hücreler tarafından 

sentezlenebilmektedir. HIF-1, birçok fizyolojik ve patolojik olayda oksijen 

homeostazisinin temel düzenleyicisidir (48). Hoeben ve ark. yaptıkları bir 

çalıĢmada HIF-1‟in, DNA üzerinde VEGF-A sentezinden sorumlu gen bölgesine 

bağlanmasıyla VEGF sentezinin uyarıldığını rapor etmiĢlerdir (49). Yine bu konuda 

yapılan baĢka bir çalıĢmada, HIF-1α‟nın, VEGF-A gen promotor bölgesindeki 
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Hipoksi Responsiv Elemente (HRE) bağlanarak, VEGF-A‟nın transkripsiyonunu 

arttırdığı rapor edilmiĢtir (50,51).   

HIF-1 iki alt birimden oluĢan (HIF-1α ve HIF-1β) heterodimerik bir 

moleküldür. Her altbirimin amino-terminali, heterodimerizasyon ve DNA 

bağlanmasına aracılık eder. HIF-1β sürekli olarak eksprese edilirken, HIF- 1α 

seviyeleri, hücre içi oksijen konsantrasyonuyla düzenlenir.  

Hücre içi oksijen seviyeleri normalken, HIF- 1α  prolil hidroksilaz domain 

olarak adlandırılan enzim (PHD) aracılığıyla özgün bir prolil hidroksilasyonuna 

uğrar. HidroksillenmiĢ HIF- 1α, von Hippel-Lindau proteininin bağlanmasına uygun 

moleküler yapıdadır. Ortamda oksijen varlığı, aynı zamanda, HIF- 1α  domaininin, 

asparaginil rezidüsünün hidroksilasyonu ile HIF-1α‟nın transripsiyonel 

koaktivatörlerle etkileĢimini de engeller, bu olay HIF-1 inhibe edici faktör (FIH-1) 

olarak adlandırılan oksijen bağımlı asparaginil hidroksilaz tarafından düzenlenir. 

Böylece, normoksi durumunda HIF- 1α, prolil ve asparaginil hidroksilasyonuyla 

modifiye edilerek, kararsız ve inaktif hale getirilir (52).  

HIF-1α‟nın hidroksillenmesi, bu molekülü Von-Hippel-Lindau proteininin 

(pVHL) hedefi haline getirir. von Hippel-Lindau (VHL)  geni 3p25-26‟da yer 

almaktadır. Bu genin ürünü olan pVHL, farklı hücre içi oksijen seviyelerinde, 

hücresel metabolizmanın düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır (53). 

Hücre içi oksijen seviyesinin normal olduğu durumlarda pVHL, ubikuitin ligaz 

enziminin substrat tanıma kısmı olarak fonksiyon görür. Böylece, hidroksillenmiĢ 

HIF molekülü, ubikuitinasyondan sonra, proteozomlarda yıkıma uğrar (54,55).   

Hücresel hipoksi durumunda ise, HIF‟lerin hidroksilasyonunu düzenleyen 

PHD ve FIH enzimleri inaktif durumdadır. Bu nedenle HIF-1α hidroksilenmemiĢtir 

ve pVHL ile etkileĢim gerçekleĢemez. Dolayısıyla HIF‟ler hücre içinde birikir. Hücre 

içinde HIF seviyelerinin artması sonucunda bu artıĢ hücre çekirdeğine de yansır. 

Proteozomal yıkıma uğramayan HIF-α stabilize olur ve nükleus içinde HIF-β ile 

birleĢerek aktif HIF‟i oluĢturur (49,51). Sonuçta HIF, DNA üzerinde hipoksi ile 

tetiklenen çok sayıda gen bölgesi için, transkripsiyonel düzenleyici olarak iĢlev 

görmektedir (56-58). 
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ġekil 2.1. HIF aktivasyonunun Oksijen varlığında ve Hipoksik koĢullarda 

düzenlenmesi 

 

HIF-1 hücresel hipoksinin yanında, aynı zamanda sitokinler ve interlökin-

1beta (IL-1β), tümör nekrozis faktör-alfa (TNF-α) ve insülin benzeri büyüme 

faktörü-1 (IGF-1) gibi büyüme faktörleri tarafından da aktive edilebilir (59). 
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2.2.2. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF) 

VEGF, tüm vasküler yapılarda ve lenfatik damarların yapısında bulunan 

endotel hücreleri için potent bir mitojendir. Ancak, diğer hücreler üzerinde bu 

Ģekilde bir mitojenik aktivitesi yoktur. Endotel hücrelerine yönelik bu etkisinin 

vurgulanması amacıyla, VEGF Ģeklinde adlandırılması önerilmiĢtir (60).  

VEGF, 45 kDa ağırlığında, homodimerik bir glikoproteindir. Ġlk defa 1983 

yılında, malign asit sıvısında izole edilmiĢtir.  Vasküler geçirgenliği arttırdığı için, o 

dönemde Vasküler Permeabilite Faktörü (VPF) veya vaskülotropin olarak ta 

adlandırılan VEGF, heparin-binding glikoprotein yapısında bir molekül olup çeĢitli 

alt grupları tanımlanmıĢtır. VEGF‟in, aktif makrofajlar, keratinositler, renal 

glomerüler hücreler gibi birçok hücrede ekspresyonu gösterilmiĢtir, ancak hipoksiye 

maruz kalan tüm dokularda, VEGF sentezlenebilmektedir (61-65). 

VEGF ailesinin, farklı kaynaklarda değiĢik Ģekillerde isimlendirilen altı tane 

izoformu tanımlanmıĢtır. Bunlar; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve 

plasental büyüme faktörü (PIGF)‟dür.  

VEGF-A bazı makalelerde, Human-VEGF veya yalnızca VEGF olarak da 

adlandırılmaktadır ve VEGF ifadesi kullanıldığında, VEGF-A ve onun 165 amioasit 

içeren izoformu kastedilmektedir. VEGF-A‟nın, aminoasit sayılarına göre VEGF121, 

VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189, VEGF206 olmak üzere, altı adet izoformu 

bulunmaktadır. Bu izoformlar, moleküler ağırlıkları ve biyolojik özellikleri yönünden 

farklılıklar gösterirler (61,66-68). VEGF sentezi, kromozom 6p21.3 

lokalizasyonundaki bir gen tarafından kodlanan mRNA aracılığı ile 

gerçekleĢmektedir (69). VEGF izoformları arasındaki moleküler farklar, bu 

mRNA‟nın alternatif splicing ile translasyonundaki değiĢikliklerden dolayı 

oluĢmaktadır (70).  

Transkripsiyon sonrasında ilk oluĢan VEGF mRNA‟sı, sekiz adet ekzon 

bölgesi içermektedir. Bu bölgelerden ilk beĢ tanesinde translasyon aĢamasında bir 

değiĢiklik olmazken, 6. ve 7. ekzonlardaki farklılıklar, izoformların oluĢumuna 

sebep olmaktadır. Altıncı ve yedinci ekzonlardaki bu düzenlemeler, molekülün 

aminoasit sayısı ve heparine bağlanma afinitesinin düzenlemesinde önemlidirler. 
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En sonda yer alan sekiz numaralı ekzon ise, molekülün hücre yüzeyindeki heparan 

sülfata ve nörofilin ko-reseptörüne bağlanma özelliklerini belirler. Bu ekzondaki 

değiĢiklikler, molekülün pro-anjiyogenik veya anti-anjiyogenik etkiler göstermesinde 

belirleyici rol oynamaktadır (71). 

 

 

ġekil 2.2. VEGF mRNA‟sından alternatif-splicing ile oluĢan VEGF izoformları  

 

Aktif olarak VEGF sentezlenen dokularda çoğunlukla VEGF121, VEGF165, 

VEGF183 ve VEGF189 izoformları eksprese edilmektedir. Bu izoformlar içerisinde de 

dominant olan form VEGF165„tir. VEGF145 ve VEGF206 ise, diğer izoformlara oranla 

daha az sentezlenmektedir (60). 

VEGF165 bazik bir karaktere sahiptir ve heparine orta derecede bir affinite 

göstermektedir. VEGF165„in bu özelliği, mRNA‟da yedinci sıradaki ekzon tarafından 

kodlanan 44 aminoasit rezidüsü içinde yeralan, 15 adet bazik aminoasidin varlığına 

bağlanmaktadır. VEGF189 ve VEGF206,  VEGF165 „e ek olarak, altı numaralı ekzon 

tarafından kodlanan ve heparini güçlü bir Ģekilde bağlayan bir sekans daha 

içermektedir. VEGF165 salgılandıktan sonra yaklaĢık %50-70 oranında endotel 
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hücre yüzeyine ve ESM‟e bağlanarak sekestre olmaktadır. Bu bağlanma, 

muhtemelen heparan sülfat proteoglikan etkileĢimlerine bağlıdır. Buralarda 

tutulmayan bölümü ise vücut sıvılarına ve dolaĢıma geçmektedir. VEGF189 ve 

VEGF206„nın ise tamamına yakını ESM‟te tutularak sekestre edilmektedir. Altıncı ve 

yedinci ekzonların kodladığı bu bölgeleri içermeyen VEGF121, zayıf asidik özellik 

göstermektedir ve heparine bağlanmamaktadır. VEGF121, salındıktan sonra ESM‟te 

tutulmaz ve tamamına yakını vücut sıvılarına geçer (60,72). VEGF ailesi içerisinde 

en önemli olan üyenin VEGF-A olduğu düĢünülmektedir. VEGF-A izoformları 

içerisinde anjiyogenik etkinlik bakımından en güçlü uyarıyı, VEGF121 ve VEGF165 

oluĢturmaktadır (73). 

          VEGF ailesinin diğer üyelerinden VEGF-B, VEGF-B geninden baĢlangıçta 

186 aminoasitli bir molekül olarak sentezlenmektedir. Daha sonra uğradığı 

modifikasyonlarla, 167 aminoasitten oluĢan bir sinyal peptidine dönüĢmektedir 

(74). VEGF-B‟nin fizyolojik rolü ile ilgili olarak, literatürde çok fazla bilgi 

bulunmamaktadır. VEGF-A fizyolojik ve patolojik koĢullarda anjiyogenez sürecinde 

rol alırken, VEGF-B‟nin genellikle patolojik durumlarda ortaya çıkan anjiyogenezde 

rol üstlendiği düĢünülmektedir (75,76). VEGF-B‟nin Vasküler Endotelyal Büyüme 

Faktörü Reseptör-1 (VEGFR-1)'e bağlanarak monositlerin aktivasyonu ve 

farklılaĢmalarında rol aldıkları rapor edilmiĢtir (77). Bir çalıĢmada VEGF-B defektif 

farelerin, kardiyak fonksiyonlarında azalma olduğu tespit edilmiĢtir. Bu bulgu, 

VEGF-B‟nin, koroner arterlerin vaskülogenetik oluĢumuna katkıda bulunduğunu 

düĢündürmektedir (78).   

VEGF-C, VEGF-A‟ya yaklaĢık %16'sı benzeyen 388 aminoasit içeren bir 

moleküldür. VEGF-D benzeri protein olarak da bilinir. Yapısal ve fonksiyonel olarak 

VEGF-D‟ye oldukça benzemektedir. Lenfatik damarların oluĢmasında 

(lenfanjiogenez) rol oynamaktadır. Vasküler endotel büyüme faktörü reseptörü-2 ve 

3 (VEGFR-2 ve VEGFR-3)'e bağlanarak vasküler ve lenfatik endotel hücreleri 

üzerinde mitojenik etki göstermektedir (32,77).  

VEGF-D, VEGF-A ile %31 oranında benzer aminoasit dizisine sahiptir ve 334 

aminoasitten oluĢmaktadır (79). VEGF-D de VEGFR-2 ve VEGFR-3'e bağlanarak 
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VEGF-C ile benzer görevler üstlenmektedir (74,77). VEGF-C ve D lenfatik sistem 

geliĢimi için esansiyeldirler. 

VEGF-E, %25 oranında VEGF-A ile benzer bir aminoasit dizilimine sahiptir. 

VEGF ailesinin en son tanımlanan üyesidir. VEGFR-2'ye bağlanarak, güçlü bir 

Ģekilde mitojen ve permeabilite arttırıcı etki gösterdiği bilinmektedir (77).  

PlGF, VEGF ailesinin tanımlanan ilk üyesidir. PIGF adından da anlaĢılacağı gibi 

ilk defa plasentada tespit edilmiĢtir. Normal embriyonik ya da eriĢkin dokularda çok 

düĢük seviyelerde sentezlenmektedir. Ġlk sentezlendiği zaman 131 aminoasitten 

oluĢmaktadır. Ancak, daha sonra yeni aminoasitlerin bu diziye eklenmesi 

sonucunda 152 aminoasit içeren ve VEGF-A ile %37 oranında aynı aminoasit 

dizilimine sahip olan son halini alır. PIGF de VEGF-B gibi VEGFR-1'e bağlanarak 

etki göstermektedir (74,77). PIGF‟ün, patolojik angiogenez sürecinde, VEGF-A 

aktivitesini tamamladığı ve potansiyelize ettiği rapor edilmiĢtir (80). VEGF ailesinin 

üyelerinin bağlandıkları reseptörler ve biyolojik fonksiyonlarının karĢılaĢtırması 

Tablo 2.1‟de görülmektedir. 
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Tablo 2.1. VEGF Ailesi Üyelerinin KarĢılaĢtırması 

VEGF Reseptör Fonksiyon 

VEGF-A 

VEGFR-1 ve 2 

NRP-1 ve 2 

 Anjiyogenez 

 Endotel hücre mitoz ve migrasyonu 

 Ġntegrin aktivasyonu 

 Lümen formasyonu 

 Vasküler fenestra oluĢumu 

 Makrofaj ve granülosit kemotaksisi 

 Vazodilatasyon (NO salınımıyla indirek 
olarak) 

VEGF-B VEGFR-1 Patolojik anjiyogenez, vaskülogenez 

VEGF-C VEGFR-2 ve 3 Lenfanjiyogenez 

VEGF-D VEGFR-2 ve 3 Lenfanjiyogenez 

VEGF-E VEGFR-2 Endotel hücre mitozu, permeabilite artıĢı 

PIGF 
VEGFR-1 

NRP-1 

Vaskülogenez, Patolojik anjiyogenezde VEGF-A 

etkisinin potansiyalize edilmesi 

 

2.3. VEGF’ün Biyolojik Etkileri 

VEGF‟ün tespit edilmiĢ ilk biyolojik fonksiyonu, vasküler permeabiliteyi 

arttırmasıdır (81). Vasküler permeabilite artıĢı sonucunda plazma proteinlerinin 

anjiyogenezin gerçekleĢeceği alanda birikmesi, endotel hücrelerinin migrasyonuna 

olanak sağlayan, fibrinden oluĢmuĢ bir zemin hazırlamaktadır. VEGF arter, ven ve 

lenfatik damar endoteli üzerinde güçlü bir Ģekilde mitojenik etkiye sahiptir (82,91). 

Bununla birlikte endotel hücrelerinde MMP, PA‟leri, vasküler ve intraselüler 

adhezyon moleküllerinin ekspresyonunu artırdığı rapor edilmiĢtir (83). VEGF‟ün, in-

vitro modellerde, mikrovasküler endotel hücrelerinin kollajen jele invazyonunu 

saglayarak anjiyogenezi aktive ettiği ve kapiller benzeri yapıların oluĢumunu 

uyardığı, yine kollajen jel vasatında, rat aortik halkalarından kapiller filizlenmeyi 

indüklediği gösterilmiĢtir (84,85). VEGF endotel hücrelerinde hekzos transportunu 

arttırmaktadır. Bu etkinin endotel hücre proliferasyonu ve migrasyonu gibi 
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metabolik olaylar nedeniyle, artan enerji ihtiyacının karĢılanmasında önemli olduğu 

düĢünülmektedir (86). VEGF‟ün endotel hücrelerinde adezyon moleküllerinin 

(Vasküler Sellüler Adezyon Molekülü-1 (VCAM-1) ve Ġntraselüler Adezyon 

Molekülü-1 (ICAM-1)) sentezini arttırması, natural killer hücrelerinin endotel 

hücrelerine adezyonunun artması ile sonuçlanmaktadır. VEGF‟in monosit 

kemotaksisini arttırabildiği ve granulosit-makrofaj kök hücrelerinin koloni 

oluĢumunu indüklediği gösterilmiĢtir (87-89). Birçok çalıĢmada, patolojik anjiogenez 

sürecine de esas olarak VEGF salınımının aracılık ettiği rapor edilmiĢtir (65).  

 

2.4. VEGF Reseptörleri 

VEGF biyolojik etkilerini temel olarak Ģu üç reseptörü ile 

gerçekleĢtirmektedir: 

 

1-VEGFR-1: Flt1 (fms-like tyrosine kinase-1) 

2-VEGFR-2: KDR/Flk-1 (kinase domain region/fetal liver kinase-1) 

3-VEGFR-3: Flt4 (fms-like tyrosine kinase-4) 

 

Bu reseptörlerden VEGFR-1 ve VEGFR-2 vasküler endotel hücre yüzeyinde 

bulunurken, VEGFR-3 lenf damarlarındaki endotel hücrelerinin yüzeyinde 

bulunmaktadır. Ġlk defa tanımlandıklarında sadece endotel hücrelerinde 

bulundukları düĢünülen (90) VEGF reseptörleri, vasküler düz kas hücreleri, 

monosit/makrofaj gibi farklı hücreler tarafından da sentezlenebilmektedir (91,92).   

 Bu reseptörler,  hücre membranının dıĢ tarafında (ekstrasellüler) 7 adet 

immunglobulin (Ig)-benzeri domain, bu domainlerin tutunduğu membranı boydan 

boya kateden bir bölge (transmembranal bölge) ve membranın hücre içine bakan 

tarafında bulunan tirozin kinaz domain‟inden oluĢmaktadır (93). 

 

2.4.1. VEGF Reseptör-1 (VEGFR-1) 

YaklaĢık 180 kDa ağırlığında bir glikoprotein olan VEGFR-1 (flt-1), 

tanımlanan ilk VEGF reseptörüdür (93).  VEGFR-1‟e, VEGF-A, VEGF-B ve PIGF 
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bağlanmaktadır. VEGFR-1 vaskulogenez aĢamasında esansiyeldir. VEGFR-1 

knock out fareler, embryonik dönemde ortalama 8,5. günde ölmektedir. Bu 

farelerde endotel hücrelerinin normal bir Ģekilde prolifere olduğu, ancak bu 

hücrelerin organize olarak vasküler yapıları oluĢturamadığı rapor edilmiĢtir (94-96).  

             Endotel hücreleri üzerinde VEGFR-1 aracılığıyla ortaya çıkan, 

anjiyogenezin temel hücresel aktiviteleri olan proliferatif veya migratuar etkiler net 

bir Ģekilde gösterilememiĢtir. Ancak VEGFR-1‟in, endotel hücrelerinde uPA,  

plasminogen aktivatör inhibitörü-I (PAI-1) ve doku faktörünün ekspresyonunu 

artırdığı rapor edilmiĢtir (97,98). 

 

2.4.2. VEGF Reseptör-2 (VEGFR-2) 

             VEGFR-2 (flk-1) yaklaĢık 200 – 230 kDa ağırlığında bir reseptördür. 

VEGFR-2, daha önceden keĢfedilmiĢ olan fare fetal karaciğer kinazı-I (flk-1) ile 

%85 oranında benzer aminoasit dizilimine sahiptir. Bu nedenle Flk-1 veya Kinaz-

insert-domaini-içeren reseptör (KDR) olarak da adlandırılmaktadır (99).  

VEGFR-1‟de olduğu gibi VEGFR-2 de embriyonik dönemde esansiyeldir. 

VEGFR-2 knock out fareler de, endotel hücrelerinde ortaya çıkan çeĢitli geliĢim 

defektlerine bağlı olarak, embriyonik dönemde ortalama 8,5.nci günde ölmektedir 

(100).  

VEGFR-1 ve VEGFR-2‟nin hücre düzeyindeki etkileri ile ilgili olarak yapılan 

çalıĢmalar, bu iki reseptörün çok farklı etkilere neden olduğunu göstermektedir. 

VEGFR-1‟in vaskülogenez sürecinde ESM ve hücre etkileĢimlerinin kontrolünde 

etkin rol oynadığı, ancak VEGF'ün esas fonksiyonu olan anjiyogenik uyarıların 

oluĢmasında, zayıf bir etkinliğinin olduğu bilinmektedir. Bununla birlikte, VEGFR-1, 

VEGF etkinliğini azaltan, tuzak bir reseptör olarak iĢlev yapmaktadır (101,102). 

VEGF‟e karĢı VEGFR-1‟in daha yüksek bir affiniteye sahip olmasına rağmen, 

tirozin kinaz aktivitesi ve intrasellüler yolakların aktive edilerek, hücresel cevapların 

ortaya çıkması gibi temel anjiyogenik olaylar, esas olarak VEGFR-2 aracılığı ile 

gerçekleĢmektedir (103,104).  
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VEGFR-2; VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve snake-venom VEGF-F 

(svVEGF)‟ün hücresel etkilerine aracılık etmektedir. Farelerde VEGFR-2‟nin 

defektif ekspresyonu, hematopoetik kök hücrelerin, endotel hücrelerinin ve 

vasküler yapıların geliĢiminin kaybı ile sonuçlanmıĢtır. Bu bulgu, VEGFR-2‟nin hem 

endotelyal, hem de hematopoetik öncül hücrelerin geliĢimi için zorunlu olduğunu 

göstermektedir. Ancak; VEGFR-1 knock-out farelerde, olgun endotel hücreleri 

oluĢabilmektedir. Fakat bu deneklerdeki vasküler yapıların aĢırı geniĢ ve yapısal 

bozukluklara sahip olduğu gözlenmiĢtir (103).  

VEGFR-2‟ye VEGF bağlanması sonucunda, endotel hücrelerinde güçlü bir 

kemotaktik ve proliferatif cevap ortaya çıkmaktadır  (105). Ġnsan göbek kordonu 

veninden elde edilen endotel hücre kültüründe (HUVEC), VEGFR-2‟nin aktive 

edilmesinin, anti-apopitotik etkilerin ortaya çıkmasına neden olduğu gözlenmiĢtir 

(32). Bu sonuç, VEGFR-2‟nin endotel hücre proliferasyonuna aracılık ettiği 

düĢüncesini desteklemektedir. BaĢka bir çalıĢmada, VEGFR-2 üretemeyen domuz 

aortik endotel hücrelerine, sadece VEGFR-2 kodlayan bir plazmid verilmesi 

sonucunda, bu hücrelerin mitoz geçirdikleri ve kemotaksiste yer aldıkları rapor 

edilmiĢtir (93). Bu bulgu, VEGFR-2‟nin mitoz ve kemotaksisten sorumlu esas 

reseptör olduğunu göstermektedir.   

 

2.4.3. VEGF Reseptör-3 (VEGFR-3) 

             VEGFR-3‟de reseptör tirozin kinazların flt alt-ailesinin bir üyesidir. Flt-4 

olarak da adlandırılmaktadır. VEGFR-3 lenfatik dokuların endotel hücrelerinde 

tespit edilmiĢtir. VEGFR-3‟e, VEGF-C ve VEGF-D bağlanmaktadır. Bu reseptörün 

lenfangiogenezi kontrol ettiği düĢünülmektedir. 

 
2.4.4. VEGF Reseptör Uyarılması Sonrasında Hücresel Cevaplar    

Endotel hücrelerinin VEGF ile uyarılmaya karĢı verdiği proliferasyon ve 

migratuar cevabın, VEGFR-2 aracılığı ile oluĢtuğu düĢünülmektedir. VEGFR-1‟in 

monosit migrasyonunu indüklediği gösterilmiĢ olmasına rağmen, bu reseptörün 

uyarılmasıyla, temel anjiyogenik yanıtlar olan endotel hücre migrasyonu ve 
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proliferasyonu, net bir Ģekilde gösterilememiĢtir. VEGFR-1‟in bu yanıtları 

oluĢturamamasının sebebi, henüz tam olarak açıklanamamıĢtır (32). 

 VEGF, VEGFR-2 ekstrasellüler domain üzerinde, ikinci ve üçüncü Ig benzeri 

parçalara tutunmaktadır. Bu bağlanma reseptör dimerizasyonunu ve 

otofosforilasyonu indüklemektedir. Reseptör dimerizasyonundan sonra, 

intrasellüler kinaz domainler otofosforilasyon için kararlı hale geçerler. VEGFR-2 

intrasellüler bölgesinde otofosforilasyonun gerçekleĢtiği birçok tirozin rezidüsü 

tanımlanmıĢtır (106,107). Ancak son zamanlarda memeli hücreleri kullanılarak 

yapılan çalıĢmalarda, bu rezidüler içerisinde baĢlıca otofosforilasyon bölgelerinin 

Y951, Y1054, Y1059, Y1175, Y1214 olduğu rapor edilmiĢtir (108,109). Bu 

bölgelerin her birisi, otofosforilasyon sonrasında farklı bir molekül için bağlanma 

noktası oluĢturmaktadır (109-112).  

Bu aĢamadan sonra VEGFR-2‟nin endotel hücrelerinde, ortaya çıkan 

fizyolojik etkileri dört baĢlık altında incelenir: proliferasyon, migrasyon, anti-

apopitotik etki ve permeabilite artıĢı. 
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ġekil 2.3. VEGFR-2‟nin moleküler yapısı. 
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2.2.4.1. Proliferasyon 

 VEGF endotel hücreleri üzerinde VEGFR-2 tirozin kinaz aktivitesi ile klasik 

Erk (Extracellular signal-regulated kinases) yolağını aktive ederek, endotel hücre 

proliferasyonunu uyarmaktadır (113). Y1175 bölgesinin otofosforilasyonu, bu 

bölgeyi fosfolipaz-Cγ (PLCγ) bağlanmasına uygun hale getirir. Bu bölgeye 

bağlanan PLCγ fosforile olarak katalitik aktivitesi artmaktadır. Aktive olmuĢ PLCγ 

membran fosfolipidleri ve fosfotidilinozitol 4-5 bifosfatı hidrolize ederek, hücre içi 

diaçilgliserol (DAG) ve inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) seviyelerinin artmasına neden 

olur. DAG protein kinaz-C‟yi (PKC) aktive ederken IP3 ise hücre içi kalsiyum 

seviyelerinin artmasına sebep olur. PKC izoformlarından PKCα, PKCδ ve 

PKCβ‟nın, endotel hücre proliferasyonunun düzenlenmesinde rol oynadıkları 

düĢünülmektedir (113-115). Kalsiyum varlığında aktif PKC‟ler Raf/MEK/ERK 

(Serin-treonin kinaz (Raf) / MAPK/ERK Kinase (MEK) / ERK) yolağının aktivasyonu 

ile doğrudan gen transkripsiyonunu düzenleyerek hücresel proliferasyona neden 

olurlar.  

 

2.2.4.2. Migrasyon 

 Migrasyon anjiyogenik cevabın önemli bir komponentidir. VEGF ve diğer 

anjiyogenik faktörlerin konsantrasyon gradienti yönünde, anjiyogenik uyarının 

merkezine doğru gerçekleĢmektedir. Migrasyonun düzenlenmesinde adaptör 

protein Shb (Src homology 2 domain-containing adaptör protein B)‟dir. Shb 

fosforile Y1175 bölgesine bağlanarak aktive olduktan sonra Fokal Adezyon Kinaz 

(FAK) gibi bazı proteinlerin aktive edilmesine aracılık etmektedir (116,117). 

Migrasyonda önemli bir diğer VEGFR-2 bölgesi Y951‟dir. Bu bölgenin fosforile 

olmasıyla VRAP/TSAd buraya bağlanmaktadır. Bu proteinlerin aktif hale geçmesi 

ile PI3K aktivasyonu ve PIP3 seviyelerinde artma ortaya çıkar. PIP3 düĢük 

moleküler ağırlıklı GTP bağlayan protein Rac‟ın ve Gab-1‟in aktivasyonuna, bu da 

membran hareketlerine ve hücre motilitesine yol açarak, hücreler uyarının yoğun 

olduğu bölgeye doğru göç ederler (118-120). 
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2.2.4.3. Anti-Apopitotik Etki 

 Hücre içi PIP3 seviyelerinin artması fosfoinozitid-bağımlı kinaz 1 ve 2‟yi 

aktive ederek protein kinaz B‟nin (PKB/Akt) fosforillenmesini sağlamaktadır (121).  

Akt, BAD (Bcl-2 associated death promoter) ve kaspaz-9‟u direk olarak 

fosforilleyerek, her ikisinin apopitotik aktivitesini inhibe etmektedir (122,123). VEGF 

ayrıca anti-apopitotik proteinler olan Bcl-2 ve A1‟in ve apopitoz inhibitörleri olan 

XIAP ve survivin proteinlerinin ekspresyonunu arttırmaktadır (124,125). VEGF bu 

etkilerle endotel hücrelerinin yaĢam süresini uzatarak, anjiyogenik etkinliğini 

arttırmaktadır.  

 

2.2.4.4. Permeabilite ArtıĢı 

 VEGF‟ün anjiyogenik süreçte önemli bir fonksiyonu da vasküler 

permeabilitenin artmasıdır. Permeabilite artıĢı sonucu, damar dıĢına küçük yapılı 

moleküller ve sıvı çıkıĢı olmaktadır.  VEGFR-2 bu etkisini fenestrasyon, 

transsellüler gap ve vezikülo-vakouler organ oluĢumu gibi mekanizmalarla 

gerçekleĢtirmektedir (126,127). VEGFR-2‟nin permeabilite artıĢına yol açan bu 

etkisi endotelyal nitrik oksit sentazın (eNOS) sentezlediği nitrik oksit aracılığıyla 

gerçekleĢmektedir (128).  eNOS aktivitesi, PLCγ-bağımlı kalsiyum artıĢı ve 

PKB/Akt‟nin eNOS‟un serin rezidüsünü fosforile etmesi sonucunda artmaktadır 

(129,130). VEGFR-2 ayrıca Erk 1/2 yolağı üzerinden sitozolik fosfolipaz A2 

(cPLA2) aktivasyonuna ve sonuçta prostasiklin (PGI2) sentezine yol açarak 

vasküler düz kaslarda gevĢemeye neden olmaktadır. Bu etki sonrasında 

vazodilatasyon ve doku kanlanmasında artıĢ ortaya çıkmaktadır. Bu 

mekanizmanında vasküler permeabilite artıĢında rol oynadığı düĢünülmektedir 

(131,132). 
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ġekil 2.4. Hücre içi VEGF etki mekanizmaları. 

 

 

2.5. Anjiyogenezde Etkili Diğer Reseptörler 

2.5.1. Nörofilin-1 (NRP-1) 

Endotel hücreleri VEGFR‟lerinden daha küçük boyutlarda, nörofilin-1 (NRP-

1) olarak adlandırılan bir reseptör daha içerirler. NRP-1, 120 – 130 kDa ağırlığında, 

semaphorin ailesinin bazı üyeleri için, nöronal bir reseptör olarak daha önceden 
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tanımlanmıĢ bir glikoproteindir. NRP-1‟in tümör kökenli hücreler ve endotel 

hücreleri de dâhil olmak üzere çok geniĢ bir doku dağılımı mevcuttur.   NRP-1 

geliĢme döneminde aksonal büyümenin kontrolünde rol oynamaktadır. 

NRP-1 eksprese eden hücrelerde VEGF‟ün VEGFR-2‟ye daha etkin bir 

Ģekilde bağlandığı rapor edilmiĢtir (133). NRP-1, VEGF‟ün reseptörüne 

bağlanmasında ko-reseptör olarak görev yapmakta ve VEGF‟ün (VEGF165‟in) 

reseptörüne tutunmasını kolaylaĢtırmaktadır. Bu durum VEGF165‟in VEGF121‟den 

daha potent anjiyogenik etki göstermesinin sebebi olarak yorumlanmıĢtır (68,134).  

 

2.5.2. Çözünebilir VEGF Reseptörü-1 (sVEGFR-1) 

VEGFR-1 kodlayan gen, alternatif splicing yoluyla farklı ikinci bir reseptör 

daha sentezleyebilmektedir (135). Bu ikinci reseptör; tam boy uzunlukta, 

membrana bağlanan ve VEGF‟ün bazı hücresel etkilerine aracılık eden VEGFR-

1‟in 7 adet ekstrasellüler Ig-benzeri parçasının ilk 6 tanesinden oluĢan sVEGFR-

1‟dir. Ġlk defa, 1990 yılında yapılan bir çalıĢmada, sVEGFR-1 sentezine aracılık 

eden mRNA‟ya ait cDNA izole edilmiĢ ve fms reseptör ailesi ile benzerliği tespit 

edilmiĢtir (93). Daha sonra yapılan çalıĢmalarda, preeklampsi, meme kanseri, 

beyin iskemisi gibi bazı patolojik durumlarda, plazmadaki sVEGFR-1 seviyelerinin 

yükseldiği rapor edilmiĢtir (136-138). Yine aynı hasta gruplarında VEGF ve PIGF 

seviyeleri de yüksek bulunmuĢtur (139). 

VEGFR-1‟in ligand bağlanma bölgesi, hücre dıĢı ikinci ve üçüncü Ig-benzeri 

parçalar olarak belirlenmiĢtir. Dördüncü parçanın reseptör dimerizasyonunda görev 

aldığı düĢünülmektedir (140,141). Bu parçalar sVEGFR-1 bünyesinde de aynı 

iĢlevleri görmektedir.  

VEGFR-1‟in VEGF‟e affinitesi VEGFR-2‟den yaklaĢık on kat kadar daha 

fazladır. Benzer Ģekilde, sVEGFR-1‟in de VEGF affinitesi, VEGFR-2‟den çok daha 

yüksektir. Bu noktadan hareketle, anjiyogenezin aktif bir Ģekilde rol üstlendiği bazı 

patolojik süreçlerde, sVEGFR-1‟in anti-anjiyogenik bir ajan olarak kullanılabileceği 

düĢüncesi ortaya çıkmıĢtır. Bu yönde yapılan ilk çalıĢmalarda hücre kültürü ve bazı 
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havyan modellerinde, sVEGFR-1‟in tümör büyümesini durdurduğu ve tümör 

kitlesinde küçülmeye neden olduğu rapor edilmiĢtir (142,143). Ancak, henüz rutin 

kullanıma girmiĢ, sVEGFR-1 temelli herhangi bir tedavi modalitesi 

bulunmamaktadır. 

sVEGFR-1 dolaĢımda VEGFR-1‟in kompetetif inhibitörü gibi görev 

yapmaktadır. sVEGFR-1, VEGF‟e bağlanarak bu molekülün aktivitesini 

engellemektedir. Bununla birlikte, VEGF reseptörleri ile etkileĢime girerek, 

heterodimerizasyona neden olmakta ve böylece sinyal iletimini engellemektedir. 

Ancak sVEGFR-1‟in organizmadaki fizyolojik rolü, henüz tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır (144).  

 
2.5.3. Çözünebilir VEGF Reseptörü-2 (sVEGFR-2) 
 
 sVEGFR-1 tanımlandıktan sonra, uzun bir süre bu reseptörün doğal olarak 

bulunan tek çözünebilir VEGF reseptörü olduğu düĢünülmüĢtür. 2004 yılında Ebos 

ve ark. fare ve insan plazmasında çözünebilir VEGFR-2‟yi tespit ettiklerini rapor 

etmiĢtir (145). Çözünebilir reseptörler organizmada alternatif splicing yoluyla veya 

orijinal reseptörün proteoliz ile parçalanması sonucunda oluĢmaktadır. sVEGFR-

1‟in alternatif splicing yoluyla oluĢtuğu bilinmektedir ancak, sVEGFR-2‟nin nasıl 

sentezlendiği henüz aydınlatılamamıĢtır. 

 sVEGFR-2‟nin, sVEGFR-1‟den farklı olarak VEGF-A‟ya bağlanma affinitesi 

düĢüktür. Fakat VEGF-C‟yi güçlü bir Ģekilde bağlamakta ve bu ligand için VEGFR-

3 ile yarıĢmaktadır. Bu Ģekilde sVEGFR-2‟nin lenfanjiyogenezin düzenlenmesinde 

rol oynadığı düĢünülmektedir (146). 

 

2.6. Anjiyogenez Modelleri 

 Anjiyogenez birçok hücre tipi ve çok sayıda molekülün katıldığı, çok 

basamaklı ve oldukça karmaĢık bir süreçtir. Dokuların ve moleküllerin 

heterojenitesi, anjiyogenik reaksiyonların hücresel karmaĢıklığı düĢünüldüğünde, 

deneysel ortamda tek bir modelin veya ölçüm yönteminin anjiyogenik sürecin 
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değerlendirilmesinde yeterli olamayacağı açıktır. Bu nedenle anjiyogenez 

çalıĢmalarında pek çok in-vivo ve in-vitro model kullanılmaktadır.  

 Anjiyogenez araĢtırmalarının temel zorluklarından birisi, anjiyogenik cevabın 

rahatça gözlenebileceği ve kantite edilebileceği, her açıdan kullanıĢlı bir metodun 

bulunmamasıdır. Gerek in-vitro, gerekse in-vivo modellerin hemen hepsi için bazı 

avantaj ve dezavantajlar söz konusudur. Bu bakımdan yapılacak olan araĢtırmanın 

amacına uygun bir modelin seçilmesi önem arzeder. Optimal bir anjiyogenez 

modelinden, genellikle beklenen özellikler Ģunlardır: 

 

1- Hızlı sonuç alınan, rutinde kolay uygulanabilen, tekrarlanabilirliği yüksek, 

güvenilir ve ucuz olmalı, 

2-  Uzun süreli ve non-invaziv görüntülemeye imkân tanımalı, 

3- Ġn-vitro ortamda alınan anjiyogenik yanıt, in-vivo olarak da doğrulanabilmeli, 

4- Metodun uygulanması esnasında doku hasarı riski en az seviyede olmalı 

(doku hasarı anjiyogenezi tetiklemektedir), 

5- Yeni oluĢan vasküler yapılar ile hâlihazırdaki mevcut vasküler yapılar 

rahatça ayırt edilebilmeli, 

6- Yeni oluĢan vasküler yapıların, vasküler uzunluk, birim alandaki damar 

sayısı, bazal membran geniĢliği gibi, anjiyogenik parametrelerin kantitatif 

olarak ölçümüne imkân tanımalı,   

7- Model, yeni oluĢan vasküler yapıların fonksiyonel özelliklerinin (migrasyon, 

proliferasyon, tüp formasyonu oluĢum oranı, kan akım oranı, permeabilite 

gibi) ölçümüne imkân tanımalı, 

8- Uygulanan anjiyogenik/anti-anjiyogenik ajanın salıverilme hızı, dağılımı ve 

farklı bölgelerdeki konsantrasyonu tahmin edilebilmelidir. 

 

2.6.1. Ġn-vitro Modeller 

Ġn-vitro anjiyogenez modellerinin baĢlıcaları; hücre, doku, organ ve embryo 

kültürleridir. Bu modellerin kullanımı, hayvan modelleri göz önüne alındığında, 

fazlaca teknik beceri gerektirmemektedir. Maliyet olarak, hayvan modellerinden 
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daha ucuzdurlar ve kolayca elde edilebilirler. Anjiyogenezle ilgili bazı 

parametrelerin kantifikasyonu, bu tür modellerde daha kolaydır. Ayrıca bazı 

metodlarda, otomatize olarak hücre sayısı, büyüklüğü vb. gibi parametrelerin 

ölçümü mümkün olmaktadır. Genetik manipülasyonlara (adenovirüs enfeksiyonu 

veya transfeksiyon vb. yoluyla) imkân tanımaları, ayrı bir avantajlarıdır. Etkinliği 

değerlendirilmek istenen ajanın uygulanması, hızlı bir Ģekilde yapılabilmektedir. 

Uygulama sonrasında, yorumlanması kolaydır. Kültür ortamında, reaksiyonun 

gerçekleĢeceği çevresel Ģartlar kontrol edilebilmektedir. Böylece, hedef hücre 

grubunun dıĢındaki hücrelerin veya organizmanın sürece katkısı 

dıĢlanabilmektedir. Ancak in-vitro modellerin bu tür avantajlarının yanında, bir 

takım dezavantajlarıda bulunmaktadır. 

Ġn-vitro anjiyogenez modellerinden hücre kültürü; hücre proliferasyonu, 

hücre migrasyonu, tüp formasyonu oluĢumu gibi, endotel hücresinin anjiyogenez 

boyunca geçirdiği aĢamaları yansıtan modellerdir. Dolayısıyla yapılan uygulamanın 

hangi evrede, anjiyogenezi nasıl etkilediği konusunda, bu modeller oldukça 

aydınlatıcı fikirler verebilmektedir. Ancak endotel hücreleri; organizmada arterler ve 

venler arasında, büyük ve küçük damarlarda, farklı organlar arasında, normal ve 

tümöral dokular arasında oldukça ciddi yapısal ve fonksiyonel farklılıklar 

içermektedir (147,148). Ayrıca anjiyogenez süreci, mikro ve makro vasküler 

yapıların birlikte görev aldığı karmaĢık bir süreçtir. Bu tür nedenlerden dolayı, 

hücre kültürü modelleri tek baĢına, organizmanın anjiyogenik/anti-anjiyogenik 

cevabını net bir Ģekilde yansıtamamakta, genellikle bu modellerden elde edilen 

sonuçların, in-vivo bir modelle doğrulanması gerekmektedir. Hücre kültürlerinde, 

tekrarlayan pasajlar sonrasında hücre morfolojisi orijinal yapılarından 

uzaklaĢmaktadır. Bu durum, yapılan uygulamanın etkinliğinin değerlendirmesini 

zorlaĢtırmaktadır. Ġn-vitro modeller, klinik çalıĢmalarda uygulanacak dozun 

belirlenmesinde, yeterli bilgi vermemektedir.  Bakteriyel, viral vb. kontaminasyonlar 

da hücre kültürlerinin ayrı bir dezavantajı olarak görülmektedir.   Günümüzde 

anjiyogenez araĢtırmalarında sıkça kullanılan hücre kültürü modellerinden birisi, 
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HUVEC (Human umblical vein endothelial cell) olarak adlandırılan, umblikal 

venden elde edilen hücrelerle oluĢturulmuĢ bir modeldir. 

 Anjiyogenezin gerçekleĢtiği bölgede endotel hücrelerinin dıĢında, endotel 

hücrelerini çevreleyen düz kas hücreleri, perisitler, fibroblast vb. diğer hücreler, 

mikroçevredeki ESM ve farklı dokulardan salgılanan pek çok sitokin ve büyüme 

faktörü bulunmaktadır. Tüm bu faktörler, anjiyogenik süreci değiĢik Ģekillerde 

etkilemektedir. Bu nedenle; sadece endotel hücrelerinin, tek baĢına tüm süreci 

yansıtmakta yetersiz kalacağı düĢünülerek; anjiyogenez araĢtırmalarında doku, 

organ ve embryo kültürü modelleri kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Bu modellerin 

baĢlıcaları domuz-sığır-civciv aortik ark modelleri, rat-fare aortik halka modeli, fetal 

rat-fare metatarsal kemik modeli, civciv embriyo kültürüdür. Bu tür modellerde yeni 

oluĢan vasküler yapıların, gözlenerek veya dijital görüntüleme yöntemleriyle 

uzunluk, birim alandaki damar sayısı vb. parametrelerle ölçümü mümkün 

olmaktadır. Anjiyogenez çalıĢmalarında hata kaynaklarından biri olan 

inflamasyonun dıĢlanması, bu modellerin diğer bir avantajıdır.   

Bu modeller, hücre kültürlerine nazaran, organizmanın anjiyogenik cevabı 

hakkında daha değerli bilgiler vermektedir. Ancak bu modellerin de bir takım 

dezavantajları bulunmaktadır. Halen bu tür modellerde anjiyogenez 

parametrelerinin ölçümü standardize edilmemiĢtir. Bu modeller anjiyogenik cevabı 

taklit etmede baĢarılı olsalar da, hastalık durumlarını, tümör vb. dokulardan 

salgılanan faktörlerin etkilerini araĢtırmak için yeterli değillerdir. Bu modellerin en 

önemli dezavantajlarından bir tanesi, kültüre edilen dokuların farklı bir türe ait 

olmasıdır. Gözlenen anjiyogenik/anti-anjiyogenik cevabın, türe özgün olma ihtimali 

bulunmaktadır. Bu durumda, elde edilen bilgilerin, insan organizması için de geçerli 

olduğunu söylemek zorlaĢmaktadır. Dolayısıyla bu modellerle elde edilen bilgilerin 

de, in-vivo bir modelle doğrulanmasına ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

2.6.2. Ġn-vivo Modeller 

Anjiyogenez çalıĢmalarında kullanılan in-vitro modeller; uygulanan ajanın in-

vivo ortamda nasıl bir etki göstereceği konusunda fikir vermemektedir. Bu nedenle 
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bu tür çalıĢmalar için pek çok in-vivo model önerilmiĢtir. Anjiyogenez 

çalıĢmalarında kullanılan baĢlıca in-vivo modeller; civciv koryoallantoik membran 

(CAM) modeli, rat-fare-tavĢan korneal micropochet modeli, dorsal hava kesesi 

modeli, tümör implant modelleri, zebrabalık modeli, hind-limb iskemi modeli, 

sünger ve polimer implant modelleridir. Bu modeller arasında, tekrarlanabilirliği 

yüksek, uygulaması kolay, ucuz ve kolay elde edilebilen, anjiyogenezin kantitatif 

ölçümüne imkân tanıyan en uygun modellerin CAM ve korneal micropochet 

modelleri olduğu kabul edilmektedir (149). 

 

2.6.3. Civciv Koryoallantoik Membran (CAM) Modeli 

CAM modeli, kanser-metastaz araĢtırmalarında ve biyolojik materyallerle 

ilgili çalıĢmalarda uzun süredir kullanılmaktadır. Yakın tarihte Folkman tarafından 

anjiyogenez çalıĢmalarında kullanılmaya baĢlanmıĢtır (150).   

CAM, döllenmiĢ tavuk yumurtasında, allantoisin splanknik mezodermi ile 

koryonun somatik mezoderminin birleĢmesinden oluĢmaktadır. Bu birleĢme 

inkübasyonun yaklaĢık 3. ve 4. günleri arasında olmaktadır. Her iki membranın 

birleĢmesini takiben CAM, 12. güne kadar hızlı bir Ģekilde geliĢmesini sürdürerek, 

yumurta kabuğunun tüm iç yüzeyini kaplamaktadır. Bu günden sonra endotel 

hücrelerinin proliferasyonunda hızlı bir düĢüĢ gözlenir. CAM, civciv embryosu için 

respiratuar organ görevi görmektedir. Bununla birlikte, allantois kesesinden 

sodyum ve klorun, yumurta kabuğundan kalsiyumun embriyonik damarlara 

geçiĢinde aracılık etmektedir. 

 CAM‟da anjiyogenez üç aĢamada incelenmektedir: 

1- Erken faz: 5-7. günler arası, 

2-  Ara faz: 8-12. günler arası, 

3-  Geç faz: 12. günden sonrasıdır.   

 

Erken faz, koryoallantoik membranın füzyonundan sonra, ilk olarak kapiller 

filizlenmenin baĢladığı dönemdir. Ara fazda, mikrovasküler ağın geliĢimi 

tamamlanmaktadır. Geç fazda ise, oluĢmuĢ vasküler yapılar geniĢleyerek, son 
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halini almaktadır. Bu model kullanılarak yapılan çalıĢmalarda, uygulama yapmak 

için en uygun zamanının hangi faz olduğu konusunda farklı görüĢler 

bulunmaktadır. Uygulamalar, inkübasyonun 5. gününden 18. güne kadar 

yapılabilmektedir. 18. günden sonrasında ise, fetüsün büyümesi ve hareketlerinin 

artması, uygulamayı olumsuz etkilemektedir. Uygulama sonrasında 

değerlendirmenin ne zaman yapılacağı konusunda da tam bir görüĢ birliği 

bulunmamaktadır. Ancak genel olarak; anjiyogenik bir uygulama yapılmıĢsa 72-96 

saat sonra, anti-anjiyogenik bir uygulama yapılmıĢsa 48 saat sonra sonuçların 

değerlendirilmesinin uygun olduğu görüĢü kabul edilmektedir. 

Kullanılacak yumurtaların kolay temin edilebilmesi ve ucuz olması, bu 

modelin önemli avantajlarından birisidir. Ayrıca uygulamanın sonuçları, çok kısa 

sürede elde edilmektedir. Bu bakımdan çok sayıda deneyi, seri Ģekilde yapmak 

mümkün olmaktadır. Sonuçlar gözle değerlendirilebildiği gibi, stereozoom 

mikroskop yardımıyla detaylı inceleme mümkündür. Uygulama alanından alınan 

örnekler, ıĢık mikroskobu veya elektron mikroskobu ile değerlendirilebilmektedir. 

Fikse edilmeyen örneklerde, farklı protein yapılar (VEGF, FGF vb.) ölçülebileceği 

gibi, ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yardımıyla gen 

ekspresyon düzeyleri ölçülebilmektedir. Tüm bu bakımlardan, CAM modeli 

anjiyogenik/anti-anjiyogenik etkinlik değerlendirilmesinde, en kullanıĢlı in-vivo 

model olarak kabul görmektedir (151,152).  

Ancak CAM modelinin de bazı dezavantajları bulunmaktadır. Non-spesifik 

inflamatuar reaksiyonlar bu dezavantajların en önemlilerindendir. Fiziksel ve 

kimyasal travmaların inflamasyonu tetiklemesi nedeniyle, her türlü travmadan 

korunmak gerekmektedir. Dolayısıyla travmaya neden olacak uygulamalar için, bu 

model kullanıĢlı değildir. Ġnflamasyon kaynaklarından biriside, yumurta açılırken 

uygulama alanına düĢen yumurta kabuğu tozları ve parçalarıdır. Bu nedenle, 

kabuk parçalanırken olabildiğince temiz çalıĢılmalıdır. Bu modelin bir diğer 

dezavantajı, artmıĢ vaskülarizasyonun, normal anjiyogenez ile ayrımının 

zorluğudur. Uygulama için kabukta açılan pencerenin izolasyonu ve havayla 
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temasın çok iyi bir Ģekilde önlenmesi gerekmektedir. Çünkü basınç ve nem 

değiĢiklikleri, deney sonuçlarını etkileyebilmektedir.  

 

 

 

 

ġekil 2.5. DöllenmiĢ yumurta, embryo ve zarların Ģematik gösterimi. 
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2.7. Amaç: 

Anjiyogenez, organizmada menstrüel siklus ve yara iyileĢmesi gibi birkaç 

fizyolojik olay dıĢında oldukça kısıtlanmıĢtır. Ancak, inflamatuar hastalıklar, kanser, 

tümör metastazları gibi pekçok patolojik olayda, önemli bir rol oynamaktadır. Bu 

bakımdan, anjiyogenezin engellenmesi veya aktive edilmesi, bu tür hastalıkların 

seyrini değiĢtirebilecektir. Günümüzde anti-anjiyogenik etki mekanizması ile kanser 

tedavisinde kullanılan, FDA onayı almıĢ bir takım ilaçlar kullanıma girmiĢtir. Yara 

iyileĢmesinin geciktiği bazı klinik durumlarda da, anjiyogenik faktörleri içeren 

pansuman preparatlarının, deneysel olarak baĢarılı olduğunu belirten çalıĢmalar 

rapor edilmiĢtir (153,154). 

sVEGFR-1‟in organizmadaki fizyolojik rolü henüz aydınlatılamamıĢtır, 

ancak, anti-anjiyogenik etkinlik göstererek, anjiyogenezin kontrol altında 

tutulmasına yardımcı olduğu düĢünülmektedir. Rekombinant human sVEGFR-1‟in, 

CAM modelinde anti-anjiyogenik etkinliği ile ilgili bir çalıĢma, henüz yapılmamıĢtır. 

Biz de bu çalıĢmada, rekombinant human sVEGFR-1‟in CAM modelinde anti-

anjiyogenik etkinliğinin öncelikle makroskobik olarak gösterilmesi, daha sonra bu 

makroskobik etkinlik ile VEGF ve VEGF‟le ilgili reseptörlerin gen ekspresyonlarını 

ortaya koyarak, moleküler düzeyde anjiyogenezle ilgili değiĢime ıĢık tutmayı 

amaçladık. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
3.1. ÇalıĢma Grubunun Deneye Hazırlanması 

 ÇalıĢmada kullanılacak Atak-S cinsi döllenmiĢ yumurtalar Tavukçuluk 

Enstitüsünden (Ankara, Türkiye) temin edildi. Yumurtalar çalıĢma boyunca uygun 

Ģartlar altında (37 oC ve yaklaĢık %75 nemli ortamda), kuluçka makinesinde 

muhafaza edildi. Ġnkübasyonun 5. gününde, önce karanlık bir odada ıĢık kaynağı 

yardımıyla, transilüminasyondan faydalanarak civciv embryosunun yeri tespit 

edildi. Yumurtaların dıĢ yüzeyi %70‟lik etanolle temizlendi. Daha sonra 

yumurtaların iĢaretlenmiĢ kısımlarından yeterli miktarda bir pencere açılarak 

uygulamanın yapılacağı koryoallantoik membrana ulaĢıldı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. Karanlık odada ıĢık kaynağı yardımıyla civciv embryosunun yerinin tespit 

edilmesi. 
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ġekil 3.2. Ġnkübasyonun 5. gününde yumurtalara uygulama yapmak üzere uygun 

bölgeden kabuğun kırılarak pencere açılması.  
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3.2. Gerekli Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeler 

3.2.1. Atak S cinsi döllenmiĢ tavuk yumurtası (Tavukçuluk Enstitüsü, Ankara, 

Türkiye) 

3.2.2. Kuluçka makinası (CĠMUKA, Ankara, Türkiye) 

3.2.3. Canon powershot SD780IS Dijital Fotoğraf makinesi (ABD) 

3.2.4. Cerrahi makas 

3.2.5. Pens 

3.2.6. Pipetler 

 Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya) 

 Pastör pipeti 

3.2.7. NANOpureUV Saf su cihazı (Barnstead, ABD.) 

3.2.8. Hassas terazi (Precisa, Ġsviçre) 

3.2.9. Nüve SL 350 Çalkalayıcı (Nüve, Türkiye) 

3.2.10. Mikrosantrifüj (Hettich, Micro 120, Almanya) 

3.2.11. Santrifüj  (NF1215, Nüve, Türkiye) 

3.2.12. Fosfat tampon tuzları (PBS) pH:7,4 (Sigma, ABD.) 

3.2.13. Etanol %70‟lik (Merck, Almanya) 

3.2.14. Agilent 1100 series Spektrofotometre (Almanya) 

3.2.15. Biorad I-cycler thermal cycler (USA) 

3.2.16. Parafilm  

3.2.17. IĢık kaynağı 

3.2.18. Roche Lightcycler 2.0 RT-PCR cihazı (Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim, Almanya) 

3.2.19. High Pure RNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Almanya) 

3.2.20. Transcriptor High Fidelity cDNA sentez kiti (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Almanya) 

3.2.21. Lightcycler Tagman Master kiti (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Almanya) 
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3.2.22. UPL probe (VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, HIF-1α, Glukoz 6-

fosfat dehidrogenaz‟a (GAPDH) ait,) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 

Almanya) 

3.2.23. Civciv VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, HIF-1α, GAPDH‟a ait, RT-

PCR Primerleri (Alpha DNA, USA): 

3.2.23.1. VEGF-A mRNA primeri Forward: 5‟ TGAGACCCTGGTGGACATTT 3‟, 

Reverse: 5‟ CACACAGGATGGCCTGAATA 3‟ 

3.2.23.2. HIF-1α mRNA primeri Forward: 5‟ GGCCTGAGGTCAATCATCTG 3‟, 

Reverse: 5‟ TGTGCGCAGTTCAGTAGCA 3‟ 

3.2.23.3. VEGFR-1 mRNA primeri Forward: 5‟ AAGGCACAGTGGAGAGATCG 3‟, 

Reverse: 5‟ CAGCCACACAGGTACAGGTC 3‟ 

3.2.23.4. VEGFR-2 mRNA primeri Forward: 5‟ GGGGAAGATGTACTCGGTGA 3‟, 

Reverse: 5‟ CATCCATGTTCAAACATCACAA 3‟ 

3.2.23.5. VEGFR-3 mRNA primeri Forward: 5‟ CACATTGGAAACCACCTCAA 3‟, 

Reverse: 5‟ ACCATTGGGTTTGGTACAGG 3‟ 

3.2.23.6. GAPDH mRNA primeri Forward: 5‟ GTCCTCTCTGGCAAAGTCCA 3‟, 

Reverse: 5‟ ACCATGTAGTTCAGATCGATGAAG 3‟ dizilimine sahiptir. 

3.2.24. Recombinant human soluble VEGFR-1 (RD Systems Europe Ltd, 

Abingdon, Oxford, UK.) 

 

3.3. sVEGFR-1’in CAM’a Uygulanması 

 Liyofilize haldeki 20 ng sVEGFR-1 üzerine 200 µL distile su eklenerek, 

çalkalayıcı üzerinde 5 dakika bekletildi. Bu Ģekilde 5 ng/ 50 µL (yüksek dozaj) 

konsantrasyonlu sVEGFR-1 solüsyonu elde edildi.  Bu solüsyon, distile su ile dilüe 

edilerek 2ng/50µL (orta dozaj) ve 1 ng/ 50 µL (düĢük dozaj) konsantrasyonlu 

uygulama solüsyonları hazırlandı. Karanlık odada inkübasyonun 5. Günündeki 

yumurtalarda embryonun lokalizasyonu ıĢık kaynağı yardımıyla belirlenerek, 

iĢaretlenen bölgeden bir uygulama penceresi açıldı ve hazırlanan solüsyonlar CAM 

üzerine 50 µL damlatılarak uygulandı. ÇalıĢma grupları, farklı konsantrasyonlardaki 

solusyonlar için 8‟er adet yumurta olarak belirlendi. Uygulama gruplarının dıĢında 8 
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adet yumurta kontrol grubu olarak alındı. Dijital fotoğraf makinesi yardımıyla 

uygulama öncesinde ve sonrasında, tüm yumurtaların fotoğrafı çekildi. 

Yumurtaların açık olan uygulama penceresi, parafilm yardımıyla hava almayacak 

Ģekilde kapatıldı. Yumurtalar tekrar 37 oC ve %75 nemli ortamda inkübasyon için, 

kuluçka makinesine kaldırıldı.  

 

ġekil 3.3. CAM üzerinde damarlanmanın artarak devam ettiği uygun bölgeye, 

distile su içerisinde etken maddenin uygulanması (A,B) ve parafilm yardımıyla 

yumurtaların kapatılması (C). 

 

3.4. ÇalıĢmanın Sonlandırılması  

 Uygulama sonrasında kuluçka makinesinde inkübasyona kaldırılan 

yumurtalar, 48 saat sonra cihazdan çıkarıldı. Uygulama penceresinin üzerindeki 
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parafilm kaldırılarak, tüm yumurtaların son durumlarının fotoğrafları çekildi. Cerrahi 

makas yardımıyla, uygulama yapılan alandaki CAM dokusundan RT-PCR 

çalıĢması için örnekler alındı. Makroskobik değerlendirme sonrasında 1 ng/50µL 

dozajındaki uygulamanın etkisiz olduğu gözlendi. Bu nedenle bu gruptan örnek 

alınmadı. Kontrol grubundan beĢ adet ve 2 ng/50µL, 5 ng/50µL sVEGFR-1 

uygulanan gruplardan anti-anjiyogenik etki gözlenen tüm yumurtalardan (sırasıyla 

6 ve 7 adet) örnekler alındı. Alınan örnekler fosfatlı tamponla (PBS) yıkandıktan 

sonra eppendorf tüplere konuldu. Örnekler çalıĢma zamanına kadar -20oC‟de 

muhafaza edildi. 

 

 

ġekil 3.4. ÇalıĢmanın sonlandırılma aĢamasında, uygulama yapılan bölgeden 

CAM örneklerinin alınması. 
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3.5. Rölatif Gen Ekspresyon Düzeylerinin Ölçümü 

 Toplanan örneklerde RT-PCR yöntemiyle, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, 

VEGFR-3, HIF-1α‟ya ait relatif gen ekspresyonu analizi yapıldı. Bu parametrelere 

ait verilerin hesaplanmasında internal kontrol geni olarak, Glukoz 6-fosfat 

dehidrogenaz (G6PDH) geninin ekspresyon seviyesi kullanıldı. 

 

3.5.1. RNA Ġzolasyonu 

 Toplanan örneklerin oda sıcaklığına getirilerek çözülmeleri sağlandı. RNA 

izolasyonu için High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim, Almanya) 

kullanıldı. 

  

1- Örnekler oda sıcaklığına geldikten sonra 200 µL PBS eklenerek süspanse 

hale gelmesi sağlandı. 

2- Örneklerin üzerine 400 µL Lysis Buffer (4,5 M Guanidin HCl, 50 mM Tris 

HCl, %30 Triton X-100 (w/v), pH: 6,6 (25 oC)) eklendi. 10 mL‟lik bir enjektör 

içerisine 25-30 defa çekilip bırakılarak dokunun homojenize olması sağlandı. 

Ġçerisinde gözle görülebilen partiküller içeren, tam homojenize olmamıĢ 

dokularda, örnek uygun hale gelinceye kadar enjektörle homojenizasyon 

iĢlemine devam edildi. 

3- Homojenat süzme tüpüne alındı. Süzme tüpü bir toplama tüpünün içerisine 

konarak 8000 g‟de 15 saniye santrifüj edildi ve homojenat filtreden geçirildi. 

Böylece homojenizasyonla açığa çıkan genetik materyallerin filtrede 

toplanması sağlandı. 

4- Toplama tüpündeki sıvı kısım atıldı ve süzme tüpü tekrar ayrı bir toplama 

tüpünün içerisine yerleĢtirildi. Süzme tüpünün üzerine; 90 µL DNAse 

inkübasyon buffer (1 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, 10 mM MnCl2, pH:7.0 (25 

oC)) ve 10 µL DNAse (10 KU liyofilize DNAse + 0,55 mL Elüsyon Buffer) 

karıĢımı eklendi. Bu Ģekilde 15 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

5- Süzme tüpünün üzerine 500 µL Wash Buffer-I (kullanmadan önce solüsyona 

20 mL etanol eklenerek son hacimle ulaĢılan konsantrasyonlar: 5 M 
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Guanidin HCl, 20 mM Tris-HCl, pH:6,6 (25 oC)) eklendi. 8000 g‟de 15 saniye 

santrifüj edildi. 

6- Toplama tüpünde biriken sıvı kısım atılarak süzme tüpünün üzerine 500 µL 

Wash Buffer-II (kullanmadan önce solüsyona 40 mL etanol eklenerek son 

hacimle ulaĢılan konsantrasyonlar: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH: 7,5 (25 

oC)) eklendi. 8000 g‟de 15 saniye santrifüj edildi. 

7- Toplama tüpünde biriken sıvı kısım atılarak süzme tüpünün üzerine 200 µL 

Wash Buffer-II eklendi ve 13000 g‟de iki dakika santrifüj edildi. 

8- Süzme tüpü steril 1,5 mL‟lik mikrosantrifüj tüpünün içerisine yerleĢtirildi. 

Üzerine 50 µL Elusyon Buffer (Nükleaz içermeyen, steril bidistile su) eklendi. 

Bu Ģekilde 8000 g‟de bir dakika santrifüj edildi. 

9- Süzme tüpü çıkartılıp atıldı. Böylece Homojenattaki toplam RNA havuzu, 

mikrosantrifüj tüpünde izole edilmiĢ oldu. 

10- Ġzole edilen RNA örnekleri bir sonraki aĢamaya kadar -80 oC‟de muhafaza 

edildi. 

 

3.5.2. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi 

 cDNA sentezlenme aĢamasında Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis 

Kit (Roche, Mannheim, Almanya) kullanıldı. 

 

1- Daha önce hazırlanmıĢ olan RNA örnekleri oda ısısında bekletilerek 

çözüldü.  

2- Kite ait tüm reaktifler oda ısısında bekletilerek çözüldü. Ardından 5000 g de 

5 saniye kadar santrifüj edilerek tüplerdeki solüsyonların tüpün alt kısmında 

toplanması sağlandı. Daha sonra tüm reaktifler buz aküsü üzerine konuldu 

ve tüm çalıĢma boyunca buz aküsü üzerinde bulunduruldu. 

3- RNA örneklerinin RNA/DNA oranını ve konsantrasyonlarını belirlemek için 

spektrofotometrik çalıĢma yapıldı. 10 µL RNA örneğinden alınarak 490 µL 

distile su içerisine konuldu. 260 ve 280 nm dalga boyunda Optik Dansiteleri 
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(OD) okundu. OD260/ OD280 oranları >1,6 olan örnekler çalıĢma için uygun 

olarak kabul edildi.  

4- Örneklerdeki RNA konsantrasyonu OD260 X 40 X 50 (dilüsyon faktörü) 

formülü ile hesaplandı.  

5- Tüm örnekler, son konsantrasyonları 1 µg/ 12 µL olacak Ģekilde dilüe edildi. 

6- Steril, nükleaz içermeyen, ince duvarlı bir PCR tüpü içerisine  

 2 µL dilüe edilmiĢ örnek,  

 1 µL Anchored oligo (dT)18 primer (50 µM) 

 8,4 µL distile su 

 Toplam hacim 11,4 µL olacak Ģekilde hazırlandı. 

7- Hazırlanan bu karıĢım Thermal Cycler cihazında, 65 oC‟de 10 dakika inkübe 

edildi, daha sonra buz aküsü üzerinde soğutuldu. 

8- Soğutulan karıĢımın üzerine; 

 4  µL Reverse Transcriptase Reaction Buffer (250 mM Tris-HCl, 150 

mM KCl, 40 mM MgCl2, pH ~ 8,5 (25 oC)) 

 0,5 µL Protector RNAse inhibitor (saklama tamponu: 20 mM HEPES-

KOH, 50 mM KCl, 8 mM dithiothreitol, %50 giserol (v/v), pH~7,6 

(4oC)) 

 2 µL Deoxynucleotide Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP‟nin her 

birisinden 10 mM) 

 1 µL DTT (0,1 M) 

 1,1 µL Reverse Transcriptase (saklama tamponu 200 mM potasyum 

fosfat, 2 mM dithiothreitol, % 0,2 Tiriton X-100 (v/v), % 50 gliserol 

(v/v), pH~7,2) 

 Toplam hacim 8,6 µL daha eklenerek, tüp içerisindeki hacim 20 

µL‟ye tamamlandı. 

9- Hazırlanan karıĢım hafifçe karıĢtırıldı. 30 dakika 55 oC‟de inkübe edildi. 



42 
 

10-  Reverse Transkriptaz enziminin inhibisyonu için 85 oC‟de 5 dakika daha 

inkübe edilerek iĢleme son verildi. Böylece cDNA sentezi tamamlanmıĢ 

oldu. 

 

3.5.3. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile Relatif Gen 

Ekspresyonu Düzeylerinin Belirlenmesi 

 cDNA sentez aĢamasından sonra RT-PCR çalıĢmasına geçildi. Bu 

aĢamada Lightcycler Taqman Master Kit (Roche, Mannheim, Almanya) kullanıldı. 

 

1- Hot start PCR reaksiyon karıĢımı (Taq DNA polimeraz, MgCl2, reaksiyon 

buffer, dNTP mix karıĢımı), kit kullanım kılavuzunda tarif edildiği Ģekilde 

hazırlandı. 

2- Primer + Hidroliz Prob karıĢımı (final konsantrasyon 0,5 µM primer + 0,25 

µM prob olacak Ģekilde) hazırlandı. 

3- Hazırlanan reaksiyon karıĢımı, örnek ve primer-prob karıĢımı kapiller tüplere 

konularak, LightCycler 2.0 cihazında RT-PCR yöntemiyle analiz aĢamasına 

geçildi (4 µL reaksiyon karıĢımı + 5 µL cDNA örneği + 2 µL primer-prob 

karıĢımı + 9 µL PCR grade distile su; toplam 20 µL). 

4- Preinkübasyon aĢamasında 10 dakika 95 oC‟de inkübe edildi. 

5- Amplifikasyon aĢamasında; 

 Denatürasyon 95 oC‟de 10 saniye, 

 Annealing 60 oC‟de 40 saniye, 

 Uzama aĢamasında 72 oC‟de 1 saniye, olacak Ģekilde bu döngü 45 

defa tekrarlandı. 

6- Soğutma aĢamasında 40 oC‟de 30 saniye bekletilerek RT-PCR analizi 

sonlandırıldı. 

7- 530 nm dalga boyunda, floresans dedektörle elde edilen CT (Treshold 

Cycle) değerleri kullanılarak, 2-ΔΔC
T formülü ile (155), örneklerin, kontrol 

grubuna oranla rölatif gen ekspresyon düzeyleri hesaplandı. 
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0.05 0.05
0.0083

ş ş 6ikili kar ıla tırma sayısı

3.6. Ġstatistiksel analizler: Elde edilen verilerin gösteriminde normal dağılıma 

bağlı olarak ortanca (Çeyreklikler arası sapma – Interquartile Range- IQR) 

değerleri kullanıldı. AraĢtırmacı tarafından dijital fotoğraf makinesi ile deneyden 

elde edilen görüntüler etkinlik durumuna göre 0 ile 3 arasında derecelendirildi. 

Etkinlik gözlenen yumurtalarda RT-PCR düzeyleri ölçüldü. Elde edilen RT-PCR 

değerlerinin (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, VEGF-A, HIF-1α)  ve etkinlik 

skorlarının deney grupları arasında farklılığının araĢtırılmasında Kruskal-Wallis 

non-parametrik varyans analizi yöntemi uygulandı. Kruskal-Wallis analizi 

sonucunda ortaya çıkan farklılığın hangi deney grubundan kaynaklandığını 

belirleyebilmek amacı ile Bonferroni düzeltmeli Mann-Whitney testi ile post-hoc ikili 

karĢılaĢtırmalar yapıldı. Bonferroni düzeltmesi; çoklu karĢılaĢtırmalarda Tip I hata 

düzeyini kontrol altına alabilmek amacıyla geliĢtirilmiĢ bir yöntemdir. Bonferroni 

düzeltmesinin mantığında Tip I hata düzeyi (bu çalıĢma için =0.05) yapılacak ikili 

karĢılaĢtırma sayısına bölünerek yeni bir kritik p değeri elde edilir. Örnek olarak 

etkinlik skorları için yapılacak Bonferroni düzeltmesi sonrasında;  

kritik hata (p) düzeyi =     olarak belirlendi. Ġki 

grup arasındaki p değeri 0.008 ve altında ise anlamlı farklılıktan söz edildi. RT-

PCR ölçüm skorlarının post-hoc karĢılaĢtırılmasında ise kritik p değeri = 0.017 

olarak belirlendi. Tüm istatistiksel analiz ve hesaplamalar için MS-Excel ve SPSS 

for Win. Ver. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programları kullanıldı. 

Bonferroni düzeltmesi yapılmadığında p≤0.05 düzeyi anlamlı farklılığın göstergesi 

olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

Uygulama sonrası, makroskobik olarak değerlendirme ve etkinlik 

skorlaması; 

 Solüsyon damlatılan alandaki vasküler yapılarda, gözle görülebilen 

azalma varsa, bir pozitif etkinlik (+1), 

 Solüsyon damlatılan alanda anjiyogenez tamamen durmuĢsa, iki 

pozitif etkinlik (+2), 

 Solüsyon damlatılan alanın dıĢına taĢan anti-anjiyogenik bir etkinlik 

varsa, üç pozitif etkinlik Ģeklinde sınıflandırıldı (+3). 

Makroskobik değerlendirme sonrasında, sVEGFR-1‟in 1 ng/50 µL 

konsantrasyonunun CAM‟da anti-anjiyogenik etkinliğinin olmadığı gözlendi. 2 ng/50 

µL sVEGFR-1 uygulanan 8 yumurtanın iki tanesinde (%25) etkinlik gözlenmedi. 

Diğer yumurtalarda değiĢen derecelerde etkinlik gözlendi. 5ng/50µL sVEGFR-1 

uygulanan grubun ise bir tanesi (%12,5) hariç, diğer tüm yumurtalarda değiĢen 

derecelerde etkinlik gözlendi. Gruplara ait uygulama etkinlik dereceleri tablo 4.1.de 

görülmektedir.     

 

Tablo 4.1. Makroskobik değerlendirme sonrası gruplara göre uygulama etkinlik 

dereceleri 

Grup 
  
  

ETKĠNLĠK 

TOPLAM Etkisiz 1 pozitif 2 pozitif 3 pozitif 

Kontrol 
n 8 0 0 0 8 

% 100.0 0.0 0.0 0.0 100.0 

1 ng/50 μL 
n 8 0 0 0 8 

% 100.0 0.0 0.0 0.0 100.0 

2 ng/50 μL 
n 2 1 3 2 8 

% 25.0 12.5 37.5 25.0 100.0 

5 ng/50 μL 
n 1 0 2 5 8 

% 12.5 0.0 25.0 62.5 100.0 

TOPLAM 
n 19 1 5 7 32 

% 59.4 3.1 15.6 21.9 100.0 
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ġekil 4.1. Uygulama öncesi ve sonrasında makroskobik değerlendirme örnekleri 

(A-B: etkisiz uygulama, C-D: bir pozitif, E-F: iki pozitif, G-H: üç pozitif etkinlik). 

C 

A B 

H 

D 

G 

E F 
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Yumurtalarda uygulama dozajına bağlı makroskobik değerlendirme etkinlik 

dereceleri incelendiğinde; uygulama dozajlarından en az birinin diğerlerine göre 

istatistiksel olarak farklı etkinliğe sahip olduğu gözlendi (X2=20.826; p<0.001). 

Yapılan Bonferroni düzeltmeli ikili post-hoc Mann-Whitney karĢılaĢtırma sonuçları 

Tablo 4.2‟de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.2. Bonferroni düzeltmeli post-hoc ikili karĢılaĢtırma sonuçları 

Uygulama 
Dozajı 

Kontrol 1 ng/50μL 2 ng/50μL 

Z p Z p Z p 

1 ng/50μL 0.000 1.000     

2 ng/50μL 2.910 0.010 2.910 0.010   

5 ng/50μL 3.303 0.002* 3.303 0.002* 1.453 0.195 

*: İstatistiksel olarak anlamlı farklılık 

 

 Tablo 4.2. incelendiğinde; Kontrol grubu ile sadece yüksek dozaj             

(5ng/50μL) grupları arasında (Z=3.303; p=0.002) ve 1 ng/50μL ile yüksek dozaj 

grupları arasında  (Z=3.303; p=0.002) istatistiksel olarak anlamlı farklılık olduğu 

görülmektedir. Diğer uygulama dozajları arasında ise etkinlik bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülememektedir.  Uygulanan sVEGFR-1 ancak 

yüksek dozajlarda (5 ng/50μL) diğer dozajlarına göre daha etkinken, diğer 

uygulama dozajlarındaki etkisi benzerdir.  

 Kontrol ve 1 ng/50μL gruplarında deneklerden hiçbirinde etkinlik 

gözlenemezken, 2 ng/50μL grubunda 6 denekte (% 75.0) en az bir pozitif etkinlik 

gözlenmiĢtir. 5 ng/50μL grubunda ise deneklerin sadece 1‟inde (% 12.5) ekinlik 

gözlenemezken, iki denekte 2 pozitif ve deneklerin yarıdan fazlasında (n=5, %62.5) 

ise 3 pozitif etkinlik gözlenmiĢtir. Bu skorlara bakılarak en yüksek etkinliğin 5 

ng/50μL grubunda gözlendiği söylenebilir. 
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Bu aĢamadan sonra farklı uygulama gruplarındaki yumurtalardan alınan 

doku örneklerinde relatif gen ekspresyon düzeylerini belirlemek için RT-PCR 

çalıĢmasına geçildi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.2. RT-PCR çalıĢmasında amplifikasyon siklusları esnasında, floresans piki 

ile farklı genlerin CT değerlerinin belirlenmesi. 

 

Kontrol ve 1 ng/50 µL konsantrasyonlu sVEGFR-1 uygulanan gruplarda 

herhangi bir etkinlik gözlenmediği için, bu gruplardan 1 ng/50 µL grubu RT-PCR 

çalıĢmasının dıĢında tutuldu. Kontrol grubu ise diğer iki grubun karĢılaĢtırılabileceği 

referans değerlerini elde edebilmek adına RT-PCR çalıĢmasına dâhil edildi. 2 

ng/50 µL ve 5 ng/50 µL gruplarında etkinlik göstermeyen yumurtalarda RT-PCR 

çalıĢmasına alınmadı. Kontrol grubundan ve 2 ng/50 µL ve 5 ng/50 µL sVEGFR-1  

uygulanan (etkinlik gözlenen yumurtalardan) gruplardan alınan örneklerle yapılan 

RT-PCR çalıĢmasında; kontrol grubunun gen ekspresyonu seviyesi 1 kabul 

edilerek, bu değere oranla elde edilen diğer parametrelerin rölatif gen ekspresyonu 

düzeyleri Tablo 4.3‟de görülmektedir.  
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Tablo 4.3. Rölatif gen ekspresyon düzeyleri * 

Grup 

Reseptörler 

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 VEGF-A HIF-1α 

Kontrol 1.04 (0.96) 0.98 (0.14) 1.05 (1.11) 1.02 (0.56) 0.99 (0.25) 

2 ng/50 µL 6.57 (14.02) 2.60 (0.97) 23.10 (22.17) 2.64 (0.93) 1.95 (0.62) 

5 ng/50 µL 39.94 (47.93) 1.40 (0.34) 15.66 (29.86) 1.63 (0.45) 1.45 (0.96) 

X
2
 10.122 13.898 10.847 11.827 8.580 

p 0.006 0.001 0.004 0.003 0.014 

*: Değerler Ortanca (IQR)  şeklinde verilmiştir. 

 

 Tablo 4.3‟e göre; tüm ölçüm parametrelerinde en az bir uygulama grubu 

diğerlerinden farklı ortancaya sahiptir. 

 

 VEGFR-1 parametresi için tablo incelendiğinde; Kontrol, 2 ng/50 µL ve 5 

ng/50 µL gruplarından en az birinin ortancası diğerlerinden farklıdır. Farklı grubu 

bulabilmek amacı ile Bonferroni düzeltmeli Mann-Whitney testi ile ikili post-hoc 

karĢılaĢtırmalar yapıldığında; Kontrol ile 2 ng/50 µL (Z=2.556; p=0.009) ve Kontrol 

ile  5 ng/50 µL (Z=2.842; p=0.003) grupları arasındaki farklılık anlamlı iken, 2 ng/50 

µL ile 5 ng/50 µL grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunamamıĢtır (Z=1.429; p=0.181). Yumurtalarda sVEGFR-1 uygulaması yapılmıĢ 

olanlarla Kontrol grubu arasında farklılık varken, sVEGFR-1 uygulama dozajı (2 ya 

da 5 ng/50 µL olması) VEGFR-1 gen ekspresyonu seviyeleri bakımından anlamlı 

farklılık oluĢturmamaktadır. RT-PCR yöntemiyle rölatif gen ekspresyon seviyeleri 

ölçülen grupların VEGFR-1 düzeylerinin karĢılaĢtırması ġekil 4.3‟de görülmektedir. 
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ġekil 4.3. RT-PCR çalıĢması yapılan gruplarda VEGFR-1 mRNA ekspresyon 

düzeyleri 

 

 VEGFR-2 parametresi açısından tablo incelendiğinde; Kontrol, 2 ng/50 µL 

ve 5 ng/50 µL gruplarından en az birinin ortancası diğerlerinden farklıdır. Farklı 

grubu bulabilmek amacı ile yapılan ikili post-hoc karĢılaĢtırmalar sonucunda; 

Kontrol ile 2 ng/50 µL (Z=2.739; p=0.004) ve 2 ng/50 µL ile  5 ng/50 µL (Z=2.571; 

p=0.008) grupları arasındaki farklılık anlamlı iken, Kontrol ile 5 ng/50 µL grupları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır (Z=2.030; p=0.048). 

Yumurtalarda yüksek doz sVEGFR-1 uygulaması yapılmıĢ olanlarla Kontrol grubu 

arasında farklılık yokken, orta düzey dozaj sVEGFR-1 uygulaması, uygulanmaması 

ya da yüksek doz uygulanmasına göre anlamlı farklılık oluĢturmaktadır. Rölatif gen 

ekspresyon seviyeleri ölçülen grupların VEGFR-2 düzeylerinin karĢılaĢtırması ġekil 

4.4‟de görülmektedir. 
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ġekil 4.4. RT-PCR çalıĢması yapılan gruplarda VEGFR-2 mRNA ekspresyon 

düzeyleri 

 

 VEGFR-3 parametresi için bakıldığında; Kontrol, 2 ng/50 µL ve 5 ng/50 µL 

gruplarından en az birinin ortancası diğerlerinden farklıdır. Farklı grubu bulabilmek 

amacı ile ikili post-hoc karĢılaĢtırmalar yapıldığında; Kontrol ile 2 ng/50 µL 

(Z=2.556; p=0.009) ve Kontrol ile  5 ng/50 µL (Z=2.517; p=0.010) grupları 

arasındaki farklılık anlamlı iken, 2 ng/50 µL ile 5 ng/50 µL grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır (Z=0.429; p=0.731). 

Yumurtalarda sVEGFR-1 uygulaması yapılmıĢ olanlarla Kontrol grubu arasında 

farklılık varken, sVEGFR-1 uygulama dozajı (2 ya da 5 ng/50 µL olması) anlamlı 

farklılık oluĢturmamaktadır. RT-PCR çalıĢması ile rölatif gen ekspresyon seviyeleri 

ölçülen grupların VEGFR-3 düzeylerinin karĢılaĢtırması ġekil 4.5‟de görülmektedir. 
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ġekil 4.5. RT-PCR çalıĢması yapılan gruplarda VEGFR-3 mRNA ekspresyon 

düzeyleri 

 

 VEGF-A parametresi için bakıldığında; Kontrol, 2 ng/50 µL ve 5 ng/50 µL 

gruplarından en az birinin ortancası diğerlerinden farklıdır. Farklı grubu bulabilmek 

amacı ile ikili post-hoc karĢılaĢtırmalar yapıldığında; Kontrol ile 2 ng/50 µL 

(Z=2.739; p=0.004), 2 ng/50 µL ile  5 ng/50 µL (Z=3.000; p=0.001) grupları 

arasındaki farklılık anlamlı iken, Kontrol ile 5 ng/50 µL grupları arasında istatistiksel 

olarak sınırda anlamlı farklılık vardır (Z=2.355; p=0.018). Yumurtalarda yüksek doz 

sVEGFR-1 uygulaması yapılmıĢ olanlarla Kontrol grubu arasında nerede ise 

farklılık yokken, yüksek dozaj sVEGFR-1 uygulaması, uygulanmaması ya da orta 

düzey doz uygulanmasına göre anlamlı farklılık oluĢturmamaktadır. VEGF-A rölatif 

gen ekspresyon düzeylerinin ölçüm yapılan gruplarda karĢılaĢtırması ġekil 4.6‟da 

görülmektedir. 
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ġekil 4.6. RT-PCR çalıĢması yapılan gruplarda VEGF-A mRNA ekspresyon 

düzeyleri 

 

 HIF-1α parametresi açısından bakıldığında ise; Kontrol, 2 ng/50 µL ve 5 

ng/50 µL gruplarından en az birinin ortancası diğerlerinden farklıdır. Farklı grubu 

bulabilmek amacı ile yapılan ikili post-hoc karĢılaĢtırmalar sonucunda; Kontrol ile 2 

ng/50 µL (Z=2.739; p=0.004) grupları arasındaki farklılık anlamlı iken, Kontrol ile 5 

ng/50 µL grupları arasında istatistiksel olarak sınırda anlamlı farklılık vardır 

(Z=2.355; p=0.018). 2 ng/50 µL ile 5 ng/50 µL grupları arasındaki farklılık ise 

istatistiksel olarak önemsizdir (Z=1.571; p=0.138). Yumurtalarda yüksek doz 

sVEGFR-1 uygulaması yapılmıĢ olanlarla Kontrol grubu arasında nerede ise 

farklılık yokken, orta düzey dozaj sVEGFR-1 uygulaması, uygulanmamasına göre 

farklılık oluĢturmakta ancak yüksek doz uygulanmasına göre önemli farklılık 

oluĢturmamaktadır. sVEGFR-1 uygulaması yapılması farklılık oluĢması için 

yeterlidir, dozajın HIF-1α üzerinde anlamlı etkisi yoktur. Yine bu parametre ile ilgili 

karĢılaĢtırmalar ġekil 4.7‟de görülmektedir. 
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ġekil 4.7. RT-PCR çalıĢması yapılan gruplarda HIF-1α mRNA ekspresyon 

düzeyleri 
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5. TARTIġMA 

 sVEGFR-1, Shibuya ve ark. tarafından 1990 yılında tanımlanan (93), kanda 

ve vücut sıvılarında çözünmüĢ halde bulunan bir VEGF reseptörüdür. 

Preeklampsili gebelerde, normal gebeliklere göre kandaki seviyelerinin daha fazla 

yükseldiği, pek çok araĢtırmacı tarafından rapor edilmiĢtir (156). Gebe ratlara 

uygulandığında preeklampsinin major bulguları olan hipertansiyon ve proteinüri 

geliĢimi gözlenmiĢtir (139). Bununla birlikte gebe olmayan ratlarda da kanda 

VEGF‟ün % 50 oranında azalması, preeklampside görülene benzer Ģekilde 

proteinüri ve glomerüler endotelyozis tablosuna neden olmaktadır (157). Bu ve 

buna benzer klinik bulgular ıĢığında, sVEGFR-1‟in preeklampsi ile sıkı bir iliĢki 

içerisinde olduğu bilinmektedir. Ancak hipoksinin mi sVEGFR-1‟i artırdığı yoksa 

sVEGFR-1‟in mi anjiyogenezi inhibe ederek hipoksiye neden olduğu konusu tam 

olarak aydınlatılamamıĢtır (158). 

sVEGFR-1‟in önceleri, sadece hamile kadınların vücut sıvılarında bulunduğu 

ve plasenta tarafından sentezlendiği düĢünülse de, cinsiyet farkı olmaksızın, 

sağlıklı insanların plazmasında da bulunduğu rapor edilmiĢtir (159). Anti-

anjiyogenik etkisini iki Ģekilde oluĢturduğu düĢünülmektedir. Bunlardan birincisi, 

VEGF‟e yüksek affinite ile bağlanmakta ve böylece VEGF‟ün inhibisyonuna neden 

olmaktadır. Ġkincisi hücre membranındaki VEGF reseptörlerine bağlanarak, 

heterodimerizasyona neden olmakta ve sinyal iletimini inhibe etmektedir.  

sVEGFR-1 yalnızca memelilerde bulunmamaktadır. Yamaguchi ve ark. 

larının 2002 yılında yayınladıkları çalıĢmasında; VEGF ve sVEGFR-1‟in avian 

türlerinde de sentezlendiği ve memeli türleriyle homolojisini yüksek oranda 

koruduğu rapor edilmiĢtir (160). Dolayısıyla CAM modeli; VEGF, sVEGFR-1 gibi 

parametrelerle yapılacak anjiyogenez çalıĢmaları için oldukça elveriĢli bir modeldir. 

Ancak CAM modelinde, sVEGFR-1‟in anti-anjiyogenik etkinliğinin gösterildiği bir 

çalıĢma, henüz yapılmamıĢtır. 

Uygulama sonrasında yapılan makroskobik değerlendirme skorlamasına ait 

sonuçlar Tablo 4.1‟de gösterilmiĢti. CAM modelinde yapılan uygulamalarda anti-

anjiyogenik etkinlik değerlendirilirken; yapılan uygulamanın toksik veya lokal hasar 
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verici etkilerinin olup olmadığı da değerlendirilmelidir. Bizim yaptığımız çalıĢmada, 

CAM üzerinde sVEGFR-1 uygulaması yapılan alanda, sVEGFR-1‟in doza bağımlı 

bir tarzda anjiyogenezi inhibe etmesi ile sonuçlanmıĢtır. Ancak bu anti-anjiyogenik 

etki, CAM üzerinde sadece uygulama yapılan alanla sınırlı kalmıĢ, uygulama 

yapılan alanın dıĢındaki CAM bölgelerinde, ayrıca bir etki oluĢturmamıĢtır. 

Uygulama yapılan tüm yumurtalarda, embryo canlılığını devam ettirerek geliĢimini 

sürdürmüĢtür. Bu durum; sVEGFR-1‟in toksik veya lokal hasar verici etkilerinin 

bulunmadığı, anti-anjiyogenik etkisini VEGF ile etkileĢimi sonucunda oluĢturduğu 

Ģeklinde yorumlanmıĢtır.  

Uygulama sonrası, makroskobik olarak değerlendirme ve etkinlik 

skorlamasında, sVEGFR-1‟in etkinliğinin, konsantrasyonla birlikte arttığı 

görülmektedir. Skorlama tablosunda 2 ng/50µL dozaj uygulamasının makroskobik 

değerlendirmesinde, 8 yumurtanın 6 tanesinde (% 75) etki görülmüĢ, bunların 2 

tanesinde ise (%25) en üst düzeyde (üç pozitif) etkinlik tespit edilmiĢtir. Dozaj 5 

ng/50µL‟ye çıktığında ise 8 yumurtanın 7 tanesinde (%87,5) etkinlik gözlenmiĢtir. 

Bunlarında 5 tanesinde (%62,5) etkinlik en üst (üç pozitif) düzeydedir. Bu verilerin 

istatistikî analizi sonucunda, makroskobik değerlendirme skorlarına göre 5 ng/50µL 

dozaj uygulanan grup diğer uygulama gruplarından anlamlı bir Ģekilde farklı 

bulunmuĢtur. 

Fizyolojik koĢullardaki hücreler hipoksiye maruz bırakıldıklarında, ilk 

metabolik tepki olarak hücre içinde HIF düzeyleri artmaktadır. Bu artıĢla birlikte 

aktive olan HIF-1α, DNA üzerindeki hipoksi ile indüklenen bölgelere bağlanarak, 

hipoksik travmaya karĢı hücresel cevabı oluĢturan 100 civarında genin 

ekspresyonunu arttırmaktadır. Anjiyogenezin inhibisyonu da, dokularda hipoksiye 

neden olan etmenlerden biridir. Bu nedenle, çalıĢmamızda sVEGFR-1 uygulanan 

gruplarda, HIF-1α ekspresyonunun, kontrol grubuna göre artmıĢ olması 

beklenmektedir. Bu durumla uyumlu olarak sVEGFR-1 uygulanan her iki grupta da 

HIF-1α düzeyleri artmıĢ olarak bulunmuĢtur. Ancak 2 ng/50µL dozaj uygulanan 

grupta HIF-1α geninin ekspresyon düzeylerinin, 5 ng/50µL dozaj uygulanan gruba 

göre daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir. Her iki grupta yapılan uygulamanın 
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etkinliği makroskobik olarak değerlendirildiğinde, sVEGFR-1‟in yüksek 

konsantrasyonlarının, anjiyogenezi daha etkin bir Ģekilde inhibe ettiği 

anlaĢılmaktadır. Makroskobik değerlendirmede daha etkili olduğu görülen bu 

grubun HIF-1α düzeylerinin, 2ng/50µL dozaj grubundan daha düĢük olarak 

bulunması; yüksek dozajların doku düzeyinde anjiyogenezi çok yüksek oranda 

inhibe ettiği ve vaskülarizasyonun yetersizliği, dolaĢım bozukluğu, ileri düzeyde 

hipoksiye maruz kalma gibi nedenlerle, hücrelerin apopitotik sürece girdiği Ģeklinde 

yorumlanmıĢtır. Hücre kültüründe yapılan benzer çalıĢmalarda, hipoksiye maruz 

bırakılan endotel hücrelerinin, orta düzeyde hipoksi ile (% 5 Oksijen), VEGF, HIF 

ve diğer anjiyogenik moleküllerin sentezinin arttığı, ancak ağır hipoksik koĢullarda 

endotel hücrelerinin apopitotik sürece girdiğini rapor eden pek çok çalıĢma 

bulunmaktadır (161). Literatürde, CAM modelinde HIF gen ekspresyon düzeylerini 

ölçen, sınırlı sayıda çalıĢma bulunmaktadır.    

Organizmada anjiyogenez, pek çok anjiyogenik faktör ve bunların 

reseptörleri tarafından kontrol altında tutulmaktadır. Ancak anjiyogenez için en 

önemli düzenleyici molekül VEGF‟dür. Gen düzeyinde yapılan çalıĢmalarda, 

VEGF‟ün, anjiyogenezin esas düzenleyicisi olduğu yönünde kanıtlara ulaĢılmıĢtır. 

Örneğin, VEGF kodlayan genin bir allelinin inaktive edilmesi, vasküler yapı ve 

fonksiyon bozukluklarına bağlı olarak embryonik dönemde ölümle 

sonuçlanmaktadır (162). Bu nedenle hücre içi VEGF düzeyleri, embryonik geliĢim 

döneminde hayati öneme sahiptir.  

 Hipoksi, VEGF mRNA düzeylerinin artmasında en önemli faktörlerden 

birisidir. Ancak, hipoksi VEGF (VEGF-B, VEGF-C, vb.) ailesinin diğer üyelerini aynı 

Ģekilde etkilememektedir. Bu nedenle VEGF‟ün (VEGF-A), hipoksi ile indüklenmiĢ 

anjiyogenik cevabın en önemli mediatörü olduğu düĢünülmektedir. Ayrıca VEGF 

mRNA‟sının sentezlendiği bölgenin hemen ön tarafında, Hipoksi responsif element 

adı verilen, hipoksi ile indüklenebilir faktör I (HIF-1) için bir bağlanma bölgesi 

bulunmaktadır. Bu sayede, hipoksik koĢullarda HIF-1 düzeylerinin artmasıyla, 

HRE‟lerin aktivasyonu ve VEGF sentezi artmaktadır (31,163). Yaptığımız gen 

ekspresyon düzeyi çalıĢmasında, VEGF mRNA ekspresyonlarının, orta düzey 
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dozaj (2 ng/50 µL) uygulanan grupta, yüksek dozaja göre daha fazla oranda 

yükseldiği görülmüĢtür. Sonuçların istatistiksel incelemesinde de orta düzey dozaj 

uygulaması, kontrol ve yüksek dozaj grubundan anlamlı bir Ģekilde farklı 

bulunmuĢtur. Ancak doz artımı ile birlikte bu farklılık azalmıĢ ve böylece yüksek 

dozaj ve kontrol grubu arasında sınırda anlamlı farklılık tespit edilmiĢtir. Bu sonuç 

HIF ekspresyon düzeyleri ile paralellik göstermektedir. HIF ekspresyonuna benzer 

Ģekilde, VEGF ekspresyonunun da yüksek dozaj grubunda azalması, hücrelerin 

apopitotik sürece girdikleri Ģeklinde yorumlanmıĢtır (161). Literatürde farklı hücre 

kültürlerinde yapılan çalıĢmalarda, hipoksinin VEGF mRNA ekspresyonunu 

artırdığı rapor edilen yayınlar mevcuttur, ancak CAM modelinde VEGF mRNA 

ekspresyon düzeyinin incelendiği çalıĢmalar oldukça sınırlı sayıdadır. 

VEGF reseptörlerinden VEGFR-1, embryonik dönemde vaskülogenez 

aĢamasında esansiyeldir. VEGFR-1 defektif fareler, embryonik dönemde ortalama 

8,5. günde ölmektedir. Bu farelerde endotel hücrelerinin normal bir Ģekilde prolifere 

olduğu, ancak bu hücrelerin organize olarak vasküler yapıları oluĢturamadığı rapor 

edilmiĢtir (94-96). Hiratsuka ve ark.‟nın 1998 yılında yayımladığı bir çalıĢmada ise, 

embryonik dönemde VEGFR-1‟in sadece tirozin kinaz domain gen bölgesi knock-

out edilen farelerin canlılığını sürdürdüğü ve normal olarak doğdukları rapor 

edilmiĢtir (95). Bu sonuç, embryonik dönemde VEGFR-1‟in, esas olarak hücre 

dıĢındaki kompartmanının, anjiyogenezde düzenleyici rol oynadığını 

düĢündürmektedir. 

Embryonik dönemin dıĢında ise VEGFR-1‟in, anjiyogenezin temel hücresel 

aktiviteleri olan endotelyal hücre proliferasyonu veya migrasyonu gibi olaylara 

katkısı, net bir Ģekilde gösterilememiĢtir. Bununla birlikte VEGFR-1‟in 

uyarılmasının, endotel hücrelerinde uPA,  PAI-1 ve doku faktörünün 

ekspresyonunu artırdığı ve anjiyogenik sürece bu Ģekilde katkıda bulunduğu rapor 

edilmiĢtir (97,98). Ancak genel kanı, VEGF‟e olan affinitesi VEGFR-2‟den yaklaĢık 

on kat kadar daha yüksek olduğu halde, VEGFR-1‟in tuzak reseptör olarak görev 

aldığı ve VEGF‟e bağlanarak anjiyogenezin kontrollü bir Ģekilde devam etmesinde 

yardımcı olduğu yönündedir (164). 
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 Yaptığımız çalıĢmada ekspresyon düzeylerini ölçtüğümüz bir diğer 

parametre de VEGFR-1‟dir. VEGFR-1 mRNA ekspresyon düzeyleri, sVEGFR-1 

uygulama dozajı ile birlikte artmaktadır. Diğer ölçümü yapılan parametrelerle 

mukayese edildiğinde, çalıĢmamızda ekspresyon düzeyleri kontrol grubuna göre 

en fazla artan parametre VEGFR-1‟dir. Bu bulgu, esas olarak embryonik dönemde 

görev yapan VEGFR-1‟in, bu dönemde anjiyogenez için oldukça önemli bir 

düzenleyici olduğunu düĢündürmektedir. VEGFR-1 düzeylerinin istatistiksel 

değerlendirmesinde, kontrol grubu ile uygulama yapılan iki grup arasındaki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. Yani sVEGFR-1 uygulaması, VEGFR-1 

ekspresyon düzeyleri açısından net bir Ģekilde farklılık oluĢturmaktadır. Ancak 

uygulama dozajı farklı olan grupların karĢılaĢtırma sonucu, istatistiksel olarak 

anlamsız bulunmuĢtur. Daha geniĢ bir örneklem alınarak yapılacak çalıĢmaların, 

sVEGFR-1 dozajının VEGFR-1 ekspresyon düzeylerine etkisini daha net olarak 

ortaya koyabilecek aydınlatıcı bilgiler verebileceğini düĢünmekteyiz. 

 ÇalıĢmamızda VEGFR-2 gen ekspresyon düzeylerinin istatistiksel 

değerlendirmesi, 2 ng/50 µL uygulanan grupta diğer iki gruptan farklı iken, kontrol 

ve 5 ng/50 µL gruplarında farksız bulunmuĢtur. VEGFR-2 düzeyleri de HIF ve 

VEGF‟e benzer Ģekilde, 2 ng/50 µL grubunda kontrol grubuna göre yükselmiĢ, 

ancak daha sonra dozajın artıĢı ile birlikte tekrar azalarak kontrol grubuna 

yaklaĢmıĢtır. Ribatti ve ark.‟larının yaptığı bir çalıĢmada, VEGF‟ün CAM üzerinde 

koryonik epitel hücrelerinde sentezlendiği, VEGFR-2‟nin ise vasküler endotel hücre 

yüzeyinde bulunduğu rapor edilmiĢtir (165).  Bu nedenle VEGF‟ün sentezlendikten 

sonra, endotel hücrelerinde VEGFR-2 ekspresyonunu arttırarak anjiyogenik süreci 

baĢlattığı düĢünülmektedir. Yaptığımız çalıĢmada da, anjiyogenez için esas 

düzenleyici reseptör olan VEGFR-2‟nin ekspresyon düzeylerinin VEGFR-1 kadar 

yükselmemesi, VEGF‟ün soluble reseptörü tarafından sekestre edilmesi ve bu 

nedenle endotel hücrelerinin VEGFR-2 sentezlemek üzere uyarılmasının aksaması 

ile açıklanabilir. Bununla birlikte VEGFR-2 ekspresyon düzeylerinin sınırlı artıĢında 

etkisi olabilecek bir diğer konu da; çalıĢmamızda CAM üzerinde uygulamanın 

yapıldığı günün, inkübasyonun altıncı günü olmasıdır. Uygulama esnasında 
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vasküler yapıların tüp formasyonu oluĢmuĢ ve primitif dolaĢım sistemi, çalıĢmaya 

baĢlamıĢ olmaktadır. Bu dönemde kalp atımlarıda dıĢarıdan gözle görülebilecek 

seviyeye gelmiĢtir. Dolayısıyla ilkel vasküler yapıların alt yapısı ve büyük damarlar 

kısmen oluĢmuĢtur. VEGFR-2, endotel hücrelerinin temel anjiyogenik cevaplarının 

oluĢmasına aracılık eden, esas reseptördür. Yani endotel hücre proliferasyonu, 

migrasyon ve anti-apopitotik etkilerin oluĢmasından sorumludur. Tüm bu 

aĢamalarda VEGFR-2‟nin anjiyogenik süreç içerisinde önemli bir rol üstlendiği 

bilinmektedir. Bu nedenlerle; inkübasyonun daha önceki dönemlerinde (örneğin 3. 

veya 4. gün) yapılacak sVEGFR-1 uygulamasının, VEGFR-2 reseptör ekspresyon 

seviyelerinde daha belirgin bir artıĢa neden olacağını düĢünmekteyiz. 

 ÇalıĢmamızda VEGFR-3 düzeylerinin uygulama yapılan gruplarda belirgin 

bir Ģekilde arttığı tespit edilmiĢtir. Ancak dozaj farklılığı, uygulama yapılan gruplar 

arasında ekspresyon düzeyi açısından istatistiksel olarak bir farklılık 

oluĢturmamıĢtır. Lenfatik damarlar, arter ve arterioller arasında bağlantı 

sağlamaktadır, ancak esas olarak venler, özellikle de büyük venöz yapıların 

etrafında bir ağ oluĢturmaktadırlar. Dolayısıyla venöz yapılarla oldukça sıkı bir iliĢki 

içerisindedirler. Lenfanjiyogenezden VEGFR-3 reseptörünün sorumlu olduğu 

düĢünülmektedir. Bu reseptörün ligandı ise esas olarak VEGF-C‟dir (166). 

ÇalıĢmamızda CAM üzerine sVEGFR-1 uygulaması yapılmıĢtır, ancak günümüzde 

sVEGFR-1‟in VEGF-C ile etkileĢime girdiği ve onun sekestrasyonuna neden 

olduğu yönünde bir bilgi bulunmamaktadır. sVEGFR-1 uygulamasının VEGFR-3 

ekspresyon düzeylerini arttırmasının, venöz yapıların oluĢumundaki inhibisyonla 

iliĢkili olarak, lenfatik sistemin geliĢiminde ortaya çıkabilecek aksaklıklara bağlı 

olabileceğini düĢünmekteyiz. Literatürde CAM üzerinde yapılmıĢ, VEGFR-3 

ekspresyon düzeylerini araĢtıran sınırlı sayıda çalıĢma bulunmaktadır.  
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SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 CAM modeli üzerinde sVEGFR-1 uygulanarak yapılan bu çalıĢmada, 

sVEGFR-1‟in anjiyogenezi inhibe ettiği, makroskobik olarak net bir Ģekilde 

gözlenmiĢtir. Daha sonrasında RT-PCR yöntemiyle gen ekspresyon düzeyleri 

incelenen VEGF reseptörleri, VEGF ve HIF‟ın, kontrol grubuna göre mRNA 

ekspresyonlarının arttığı tespit edilmiĢtir. Bu bulgular da, makroskobik olarak 

değerlendirilen sonuçların, moleküler düzeyde ne tür etkilere neden olduğu 

konusunda aydınlatıcı bilgiler vermektedir.  

 Anjiyogenez pek çok patolojik sürecin içerisinde yer almaktadır. Bu nedenle 

günümüzde pro-anjiyogenik veya anti-anjiyogenik tedavi yaklaĢımları, bilinen 

tedavi modaliteleri içerisinde giderek önemli bir yer edinmektedir. Bunun baĢlıca 

örnekleri, kanser tedavisinde kullanıma giren anti-anjiyogenik preparatlardır. Ancak 

bu yaklaĢımlar sadece kanser hastalıkları tedavisi ile sınırlı değildir. Kronik yara 

tedavilerinde, anjiyogenik süreci destekleyen bazı pansuman materyallerinin 

kullanımı ile ilgili bilgiler literatüre girmiĢ olup, bunların örnekleri günden güne 

artmaktadır. Anti-anjiyogenik yaklaĢımın etkili olduğu düĢünülen baĢka bir konu 

kontrasepsiyondur. Bu yaklaĢımla lokal olarak kullanılacak anti-anjiyogenik 

preparatlarının, günümüzde halen kullanılan hormon bazlı preparatlara, yan etkileri 

bakımından üstünlük sağlayacağı düĢünülmektedir. Bunların dıĢında psöriazis, 

diabetik retinopati gibi pek çok patolojik durum, anjiyogenezle yakından iliĢkilidir. 

 ÇalıĢmamızda kullandığımız sVEGFR-1,  organizmada fizyolojik olarak 

bulunan bir moleküldür. Bu molekülün anti-anjiyogenik etki gösterdiği, 

çalıĢmamızda net bir Ģekilde anlaĢılmaktadır. Bu molekülün doğrudan kendisi veya 

moleküler olarak modifiye edilmiĢ formlarının, anti-anjiyogenik yaklaĢımlar için 

uygun bir aracı molekül olacağını düĢünmekteyiz.  
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