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OZET

Coziinebilir VEGF Reseptor-1’in  Anti-Anjiyogenik Etkinliginin  Civciv
Koryoallantoik Membran Modelinde Real-Time PCR Yontemiyle Gosterilmesi

Saglikli organizmalarda anjiyogenez, anjiyogenik ve anti-anjiyogenik
faktorler arasinda olusan bir dengeyle kontrol altinda tutulur. Bu konsept,
“anjiyogenik anahtar (angiogenic switch)” olarak adlandirilir. Bu faktorler arasindaki
denge bozuldugunda, anjiyogenez kontrol edilemez ve patolojik anjiyogenez olarak
adlandirilan sureg ortaya gikar. Bu olay 6zellikle tumorlerin yayllmasinda 6nemlidir.
Anjiyogenez; inflamatuar hastaliklar, kanser, diyabetik retinopati, psoriasis gibi,
pekcok patolojik olayda dnemli bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla anjiyogenik sureci
tetikleyen veya inhibe eden tedavi yaklasimlarinin, bu tir hastaliklarin seyrine
onemli katkilar saglayabilecegi asikardir. Bu bakimdan, anjiyogenez calismalari,
aktif bir arastirma alanidir. Gelecek dekadlarda anti-anjiyogenik veya
proanjiyogenik tedavilerden fayda gdérecek insan sayisinin, tim dinyada 500
milyonun Uzerinde olacag! dusunulmektedir.

SVEGFR-1, ilk defa Shibuya ve ark. tarafindan 1990 yilinda tanimlanan,
kanda ve vlcut sivilarinda ¢6zinmuis halde bulunan bir VEGF reseptortdur.
VEGF’e yuksek affinite ile baglanmakta ve bdylece VEGF’ln inhibisyonuna neden
olmaktadir. Onceleri, sadece hamile kadinlarin viicut sivilarinda bulundugu
dusundlse de, cinsiyet farki olmaksizin, saglikli insanlarin plazmasinda da
bulundugu rapor edilmistir. Ancak, organizmadaki fizyolojik rolu halen tam olarak
anlasilamamistir. Bizde bu calismamizda sVEGFR-1'in CAM modelinde anti-
anjiyogenik etkinligini, ©ncelikle makroskobik olarak, daha sonra RT-PCR
yontemiyle molekuler yonden, 6nemli bazi anjiyogenik faktdr ve reseptorlerin

ekspresyon duzeylerini nasil etkiledigini saptamayi amacladik.

Anahtar Kelimeler : CAM, sVEGFR-1,anti-anjiyogenik etki
Destekleyen Kurumlar  : Gulhane Askeri Tip Akademisi
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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. GIRiS

Organizmada, vyeni damar olusumu iki farkh ~mekanizma ile
gerceklesmektedir: Anjiyogenez ve Vaskilogenez. Endotel hicrelerinin, mitoz
bdélinme ile gogalarak ve go¢ ederek, var olan damarlardan filizienme seklinde yeni
kapiller yapilar olusturmasina, anjiyogenez denir. Vaskulogenez ise, intrauterin
donemde, dolasimda bulunan mezoderm kokenli endotel hicre oncullerinin
(endotelyal progenitdér hicreler veya anjiyoblastlar olarak adlandirilir), olgun
endotel hicrelere donlismesi ve yeni bir vaskller yapi olusturmasi olarak bilinir.
Her iki mekanizma da, yasam boyunca organizmada dolagim sisteminin gelismesi
ve surekliligini korumasi i¢in gerekli olan sureclerdir.

Yakin tarihlere kadar, yetiskin bireylerde, iskemik dokularin oksijen ve besin
ihtiyacinin karsilanmasinda, sadece anjiyogenez mekanizmasinin aktif olarak
gorev aldigi; vaskulogenezin ise sadece embriyonik ddonemle kisitl oldugu
dusundlmekteydi. Ancak, son zamanlarda yapilan bazi c¢alismalarda, dodum
sonrasi donemde de, kemik iligi kaynakli hematopoetik progenitdr hucrelerin,
endotel hicresine dénusebildigi, iskemik hasar sonrasinda endotel bGtlinlGganin
tekrar olusmasinda rol aldiklari ve vaskulogenezin devam ettigi ydonunde bulgulara
ulagiimistir (1,2).

Anjiyogenez, vyetigkin bireylerde yara iyilesmesi, menstriel siklus gibi
fizyolojik olaylarda veya inflamatuar hastaliklar, kanser, diyabetik retinopati,
psoriasis gibi, pekcok patolojik olayda, dénemli bir rol oynamaktadir (3). Bu
bakimdan, anjiyogenez calismalari, aktif bir arastirma alanidir. Gelecek dekadlarda
anti-anjiyogenik veya proanjiyogenik tedavilerden fayda gorecek insan sayisinin,
tim didnyada 500 milyonun Uzerinde olacagi dusunulmektedir (4).

Anjiyogenez kavraminin tarihgesine baktigimizda, bu konudaki ilk ¢alismalar
oldukca eski tarihlerde yapilmasina ragmen, yazih literaturde ilk bulgulara yaklasik
yuz yil kadar 6nce rastlamaktayiz. Yeni damar olusumu ilk defa 1935 yilinda,
Hertig’'in yaptigi ¢alismada anjiyogenez (angiogenesis) olarak adlandiriimistir (5).
Daha sonra vyapilan g¢aligsmalarda, tumor kitlesi igerisinde yeni damar

gelisimlerinden bahsedilmis, ancak tumoér hiperemisi olarak adlandirilan bu



durumun, tumor metabolitlerinin neden oldugu vazodilatasyona bagh olarak
olustugu dugunulmustar (6). Yine ayni donemlerde yapilan ¢alismalarla, timoran
mevcut damarlarla mi beslendigi, anjiyogenez ile yeni damarlar mi olusturdugu
sorusu, uzun sure arastiriimigtir. Algire ve ark. yaptiklari bir ¢calismada, tUmor
implantindaki yeni damarlarin, konakg¢l damarlarindan koken aldigini rapor
etmislerdir (7). Ide ve ark. ise, doku harabiyeti sonucunda olusan anjiyogenezin bir
sure sonra durdugu ve geriledigini, buna karsin canli deneklere implante edilen
timorlerde, anjiyogenezin artarak devam ettigini gdstermislerdir (8). Anjiyogenez,
1971 yilinda Folkman’in agikladigi sistematik yaklasimla, bilim dunyasinda populer
bir konu haline gelmistir (9). Folkman “tumor gelisimi anjiogeneze bagimhdir”
teorisi ile su gorusleri ileri surmustar:

1- Tamdrler 1-2 mm capa ulasana kadar avaskuler bir evrede, pasif difizyon
ile beslenerek yasamini devam ettirir. Bu avaskuler evrede tumorler
maksimum 1-2 mm ¢apa ulagabilirler.

2- Bu tumor kitlesi, konakgl damarlarindan kendisine besin ve oksijen gibi
temel gereksinimleri karsilayacak yeni kapiller damarlanmayi, vyani
anjiogenezisi baslatabilir. Bdylece buylime ve metastaz yapma imkani bulur.

3- Tumor hucrelerinden salgilanan ve o gun i¢in “Tumor Anjiyogenezis Faktor
(TAF)” adi verilen bir bluyume faktorinin, Anjiyogeneze sebep oldugu
dusuncesi ileri suralmagtar.

4- TAF yapimini ya da onun biyolojik fonksiyonunu énleyerek veya bu dongtide
gorev alan hucresel elemanlarin hedef alinmasiyla, tumor anjiogenezisi ve
tumor buyumesini bloke etmek mumkuan olabilir.

5- Bu tir tedavi yaklasimlari basarili olursa, timér hicreleri eradike edilemese
bile; tumorun ilerlemesi engellenebilir veya belki de tumorin avaskuler

donemdeki, 1-2 mm’lik boyutlara gerilemesi saglanabilir.

Bundan sonraki yillarda, anjiyogenezin olusum mekanizmasi, anjiyogenez
ile ilgili parametrelerin 6lgimu ve molekuller dizeyde hangi olaylarin anjiyogeneze

nasil katki sagladigi konulari, daha yogun bir sekilde arastiriimistir. Folkman’in bu



tezini agiklamasindan sonra, kisa surede, tumor gelisiminin anjiyogeneze bagimli
olduguna dair pek c¢ok delil toplanmistir. Bilim c¢evrelerinde, anjiyogenez inhibe
edilirse, timorun ilerlemesinin duracadi hatta gerileyecedi dusincesi kabul
g6érmastar (10,11).

Bu gelismelerle birlikte anjiyogenez alanindaki ¢alismalar hiz kazanmistir.
Vaskuler Endotelyal Growth Faktor (VEGF) ve diger bazi anjiyogenik faktorlerin
endotel hlcrelerindeki etkilerinin gdsterilmesi, timér metastazlarinda oldugu gibi
anjiyogenez surecinde de, vaskuler bazal membranin yikilmasina ihtiyag
oldugunun anlasiimasi (12-14), bu konudaki 6nemli gelismelerdendir. Bu donemde;
endotel hucreleri, mast hiucreleri ve makrofajlar tarafindan Uretilen ve anjiyogenezi
durduran (anjiyostatik) veya stimile eden (anjiyogenik) bazi faktorler
tanimlanmistir (15-20). Bu faktorler icerisinde, VEGF, asidik ve bazik Fibroblast
Growth Faktor (FGF), 6ne cikan anjiyogenik faktorlerdir (21,22). Diger baslica
anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler tablo 1.1'de gorulmektedir (21-27).

Bu calismada rekombinant insan soluble VEGF Reseptér-1’in (sSVEGFR-1),
Civciv Koryoallantoik Membran (CAM) modelinde anti-anjiyogenik etkinliginin,
oncelikle makroskobik olarak gosterilmesi amacglanmistir. Daha sonra bu modelden
elde edilen 6rneklerde, anjiyogenezin baslica uyaranlari olan HIF-1a ve VEGF’e ait
reseptorlerin, kontrol grubunda ve SVEGFR-1 wuygulanan gruplardaki
ekspresyonlarinin karsilastiriimasi ve bu parametrelere ait olgum yontemlerinin

GATA Tibbi Biyokimya AD. laboratuarlarinda kurulmasi amacglanmistir.



Tablo 1.1. Baslica Proanjiyogenik ve Anti-anjiyogenik Faktorler

Proanjiyogenik Faktorler = Anti-Anjiyogenik Faktorler

VEGF Anjiostatin

EGF Angioarrestin

FGF 1,2,5 Trombosit faktora IV
GM-CSF IP-10

HGF/SF Hyaluronan
Hyaluronan oligosakkaritler IL-12

Hipoksi interferonlar

IL-3-8 MMP ve PA inhibitorleri
PDGF 16 kDa prolaktin fragmanlari
PIGF Proliferin iligkili protein
Proliferin Steroid metabolitleri

Prostaglandinler

Glukokortikoidler

TGF-a ve 3 Retinoidler

Doku Faktoru Ribonukleaz inhibitorleri

TNFa Trombospondin-1

IGF-1 TIMP-1,2,3

Angiogenin Endostatin

Angiopoietin-1 Prolaktin

integrin a5 B 3-05 B5 PPRP (Plasental proliferin related
protein)

Adrenomedullin C-X-C kemokinleri

Leptin Canstatin

Midkine Fibronektin fragmanlari

Pleitrophine Heparinaz

Thymosine 4

interferon inducible Protein

Progranulin

Tumstatin

Follistatin

Thalidomide




2. GENEL BILGILER

Anjiyogenez, fizyolojik ve patolojik anjiyogenez olmak Uzere iki baglk altinda
incelenir. Fizyolojik angiyogenez intrauterin dénemde fetlisde baslar ve bu
dénemde, dogum sonrasi hayata oranla daha aktiftir. Postnatal dénemde ise,
menstruasyon, yara iyilesmesi gibi birkag fizyolojik olayda rol Ustlenir. Bunlarin
disinda, saglikh erigkinlerde anjiyogenez oldukg¢a kisitlanmigtir (28). Saglikl
organizmalarda anjiyogenez, endotel hicrelerinin boélinerek ¢ogdalmasini ve
etkinlesmesini saglayan anjiyogenik faktorler ile bu etkileri dengeleyen anti-
anjiogenik faktorler arasinda olusan bir denge ile kontrol altinda tutulur (29). Bu
konsept, “anjiyogenik anahtar (angiogenic switch)” olarak adlandirilir (30). Bu
faktorler arasindaki denge bozuldugunda, anjiyogenez kontrol edilemez ve
patolojik anjiyogenez olarak adlandirilan sure¢ ortaya c¢ikar. Bu olay oOzellikle
tumorlerin yayllmasinda onemlidir. Anjiyogenez ayrica iskemik kardiyovaskuler
hastaliklar, retinopatiler ve inflamasyonla birlikte seyreden pek c¢ok patolojik
durumda, kritik 6neme sahiptir (31,32).

Fizyolojik anjiyogenez kendi kendini sinirlayan bir olay olup genellikle birkag
haftada sonlanirken, patolojik anjiyogenez, aylar hatta yillar boyu devam
edebilmektedir (33). Fizyolojik anjiyogenezde damarlar, duzenli bir sekilde
dallanirlar ve iyi dizenlenmis bir dagilim gosterirler. Patolojik anjiyogenezde ise,
yeni olusan vaskuler yapilar son derece anormal ve dlizensizdirler. Dallanmalari
belirli bir hiyerargiye uymaz. Yuzeylerinde, normal vaskuler yapilara oranla,
buyume faktorlerine ait reseptorler daha fazla miktarda bulunmaktadir. Ayrica
yapisal ve iglevsel agidan heterojen olup, plazma proteinlerine ve plazmaya karsi,

genellikle yiksek derecede gecirgendirler (31,34).

2.1. Anjiyogenez Olugum Mekanizmasi
Anjiyogenez oldukga karmasik bir mekanizma ile gerceklesir. Bu surecte,
hlcreler arasi matriks, bu matriksi ¢gevreleyen hucreler, bu hicrelerden salinan pek

¢ok buyume faktoru, pek ¢ok sitokin ve bunlarin reseptérleri rol oynar (34-36).



2.1.1.Anjiyogenez Basamaklari;
Herhangi bir dokuda, hipoksik uyariyi takibeden donemde, anjiyogenez su

basamaklari takibederek olusur:

» Hipoksik uyari sonrasinda anjiyogenik faktorlerin salinmasi

+ Bu faktorlerin mevcut damarlarin endotel hicrelerini aktive etmesi

» Aktive endotel hucrelerinden proteazlarin salinmasi

» Varolan damar agini gevreleyen bazal membranin harabiyeti

» Endotel hucrelerinin intersitisyel alana migrasyonu

« Endotel hicre proliferasyonu

+ LUmen formasyonu olugsmasi

» Perisitlerin yardimiyla yeni bazal membranin olugturulmasi

* Yeniolusan damarlarin fizyonu

+ Kan akisinin tekrar baglamasi (37).

2.1.1.1.Bazal Membranin Yikimi

Yeni kapiller yapilarin olugsabilmesi igin, mevcut damarlarin bazal
membraninin yikilmasi ve endotel hlcrelerinin, anjiyogenezin gerceklesecegi
dokuya dogru ilerlemesi gerekmektedir (38-40). Normalde, endotel hicreleri tek bir
tabaka halinde bulunan, bdlinme ve ¢ogalma egilimi gdstermeyen hucrelerdir.
Ancak anjiyogenez sirasinda bdollnur ve anjiyogenik uyarinin kaynagina dogru
yayilim gosterirler.

Hipoksik dokulardan tepki olarak udretilip salgilanan anjiyogenik faktorler,
komsu dokulara difizyon yolu ile gecer. Bu anjiyogenik faktorler, salgilandiklari
dokularin yakinindaki, mevcut kan damarlarinin endotel hucrelerinde bulunan
0zgln reseptorlere baglanirlar. Anjiyogenik faktorler tarafindan aktive edilen
proteolitik enzimler, bazal membranin ve endotel hicrelerini doseyen ekstraselller
matriks (ESM) bilesenlerinin yikimina neden olurlar.

Anjiyogenez sureci, oncelikli olarak, damar endotelini doseyen bazal
membranin proteolitik yikimi ile baslar (41). Bu islemde, plazmin aktivatoru (PA)

ve matriks metaloproteinazilari (MMP) birlikte gorev alirlar (38,40). Plazmin



aktivatorleri plazminojeni plazmine c¢eviren proteazlardir. Doku dizeyinde
fibrinolitik aktivite Urokinaz-Plazminojen Aktivatoru (uPA) tarafindan duzenlenir.
Plazmin, ekstraselliler matriksde (ESM) bulunan fibrin, fibronektin, laminin ve
proteoglikanlar gibi birgok molekuld pargalar. Ayrica pekgok MMP enzimini aktive
eder (38). MMP ailesinin dogada bilinen 28 civarinda Uyesi vardir. Bunlardan 18
tanesinin insanlarda sentezlendigi dusunulmektedir. Bu enzimler yapilarina ve Urdn
duyarhliklarina goére siniflandirilirlar. Birgok kanser tlrinde, MMP aktivitesinin
arttig1 gosterilmistir (38,42). MMP enzimleri, baslica MMP-2 ve MMP-9 olmak
Uzere, anjiyogenezde bazal membranin temel kollajen bilesimi olan tip 1V kollajenin
ve ESM’in yikiminda goérev alirlar. ESM’in ve bazal membranin enzimatik yikilimi

asamasini, endotel hicrelerinin uyarilmasi ve kapiller filizienme takip eder (43).

2.1.1.2.Endotel Hiicre Gogl ve Proliferasyonu

Bazal membranin yikilmasi endotel hicre gogune ve yeni kapiller filiz
olusumuna izin verir. ESM ve bazal membranin proteolitik yikiminindan sonra,
endotel hicreleri bu bodlgeden goc¢ etmeye baslarlar. Bu olay “Endotel hicre
migrasyonu” olarak adlandirilir. Daha sonra, bu go¢ eden endotel hicreleri yeni
vaskuler yapilarin olusacagi alanda bolunerek, sayica ¢odalmaya baslarlar. Bu
olay ESM’den salinan birgok anjiyogenik faktor tarafindan uyarilir. Bu surecgte en

etkili anjiyogenik faktor, vaskiler endotelyal buyame faktért (VEGF)'duar (32).

2.1.1.3. Kapiller Olusumu ve Damar Olgunlagmasi

Endotel hucrelerinin, yeni kapiller yapilar olusturmak Uzere birbirlerine
tutunabilmesi ve organize olabilmeleri igin, ESM’in proteolitik yikiminin, lokal olarak
inhibe edilmesi ve ESM bilesenlerinin bu alanda birikmesi gerekmektedir. Bu
asamada MMP ve kollajenazlarin inhibisyonunda, doku matriks metalloproteinaz
inhibitorleri (TIMP) duzenleyici rol oynarlar (44). Ancak yeni olusan kapiller
filizlenmenin ug¢ tarafindaki ESM’de, proteolitik yikilma devam eder ve bu sayede
yeni olusan kapiller filizin uzamasi mimkun olur. Endotel hicrelerinin birbirine

tutunmalari ve uzamasi sirasinda, hicre igi ve hicreler arasi boslukta, sonunda



kendilerinden damarlarin olustugu lumenler gelisir. Bu tutunma ve lUmen
formasyonu gelisiminde, integrinler, laminin ve adezyon molekulleri aktif rol
oynarlar (45). Bu sekilde, ESM proteolitik yikiminin, birbirini sirayla izleyen
aktivasyon ve inhibisyonlari sonucunda, yeni filizlenen vaskdler yapilarin boylari
uzar. Proteolitik yikilma ve endotel hiucresi gogunden sonra yeni olusan kapillerler,
yeni bazal membrani olustururlar. Anjiyogenik stimulusla yeni olusan damarlar ve
bunu izleyen olgunlasma surecinden sonra anjiyogenik faktérlerde azalma buna
karsin anjiyogenez inhibitorlerinde artis gozlenir. Bdylece anjiyogenik stire¢ sonrasi

olusturulmus yeni damarlarda kan akimi baglar (46).
2.2. Anjiyogenezde Etkili Faktorler

2.2.1. Hipoksiyle indiiklenebilir Faktor-1

Anjiyogenik faktorlerin sentez ve salinimlari, disik serum glukoz seviyesi,
oksidatif stres ve Ozelliklede hipoksik ortamda artmaktadir. Bu faktorler arasinda,
VEGF sentezini, en yuksek oranda hipoksinin artirdigi bilinmektedir (47).

Hipoksiye karsi hicresel cevapta, hipoksi inducible transkripsiyon faktor
(HIFYleri olarak adlandirilan faktoérler (HIF-1 ve izoformlari), hicre igi sinyal iletimi
ve gen ekspresyonlarinin dizenlenmesinde gorev almaktadir. HIF, hicrenin
hipoksiye maruz kaldi§gi durumda, enerji metabolizmasi, eritropoez, hucre
proliferasyonu ve apopitozis ile ilgili yaklagik yuz civarinda genin ekspresyonunu
dizenler. Bununla birlikte, HIF’lerin hticre i¢i seviyelerinin artmasi, proanjiyogenik
faktorlerin de upreglilasyonuna neden olur. Bdylece yeni damarlar olusur ve
hdcrelerin ihtiyaci olan oksijen ve diger maddelerin karsilanmasi saglanir.

HIF izoformlarindan HIF-1, organizmada tum hucreler tarafindan
sentezlenebilmektedir. HIF-1, bircok fizyolojik ve patolojik olayda oksijen
homeostazisinin temel duzenleyicisidir (48). Hoeben ve ark. yaptiklari bir
calismada HIF-1’in, DNA Uzerinde VEGF-A sentezinden sorumlu gen bdlgesine
baglanmasiyla VEGF sentezinin uyarildigini rapor etmiglerdir (49). Yine bu konuda
yapilan baska bir calismada, HIF-1a’'nin, VEGF-A gen promotor bolgesindeki



Hipoksi Responsiv Elemente (HRE) baglanarak, VEGF-A’'nin transkripsiyonunu
arttirdigi rapor edilmistir (50,51).

HIF-1 iki alt birimden olusan (HIF-1a ve HIF-1B8) heterodimerik bir
molekuldir. Her altbirimin  amino-terminali, heterodimerizasyon ve DNA
baglanmasina aracilik eder. HIF-13 surekli olarak eksprese edilirken, HIF- la
seviyeleri, hucre ici oksijen konsantrasyonuyla duzenlenir.

Hucre igi oksijen seviyeleri normalken, HIF- 1a prolil hidroksilaz domain
olarak adlandirilan enzim (PHD) araciligiyla 6zgin bir prolil hidroksilasyonuna
ugrar. Hidroksillenmig HIF- 1a, von Hippel-Lindau proteininin baglanmasina uygun
molekuler yapidadir. Ortamda oksijen varligi, ayni zamanda, HIF- 1a domaininin,
asparaginil  rezidislinin  hidroksilasyonu ile HIF-1la’'nin  transripsiyonel
koaktivatorlerle etkilesimini de engeller, bu olay HIF-1 inhibe edici faktér (FIH-1)
olarak adlandirlan oksijen bagiml asparaginil hidroksilaz tarafindan dizenlenir.
Boylece, normoksi durumunda HIF- 1a, prolil ve asparaginil hidroksilasyonuyla
modifiye edilerek, kararsiz ve inaktif hale getirilir (52).

HIF-1a’'nin  hidroksillenmesi, bu molekili Von-Hippel-Lindau proteininin
(pVHL) hedefi haline getirir. von Hippel-Lindau (VHL) geni 3p25-26'da yer
almaktadir. Bu genin Grunu olan pVHL, farkli hicre igi oksijen seviyelerinde,
hicresel metabolizmanin duzenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (53).
Hucre ici oksijen seviyesinin normal oldugu durumlarda pVHL, ubikuitin ligaz
enziminin substrat tanima kismi olarak fonksiyon gorur. Bdylece, hidroksillenmis
HIF molekudld, ubikuitinasyondan sonra, proteozomlarda yikima ugrar (54,55).

Hucresel hipoksi durumunda ise, HIF’lerin hidroksilasyonunu dizenleyen
PHD ve FIH enzimleri inaktif durumdadir. Bu nedenle HIF-1a hidroksilenmemistir
ve pVHL ile etkilesim gerceklesemez. Dolayisiyla HIF’ler hicre iginde birikir. Hlcre
icinde HIF seviyelerinin artmasi sonucunda bu artis hicre ¢ekirdegine de yansir.
Proteozomal yikima ugramayan HIF-a stabilize olur ve nikleus iginde HIF-( ile
birleserek aktif HIF’i olusturur (49,51). Sonugta HIF, DNA (zerinde hipoksi ile
tetiklenen ¢ok sayida gen bodlgesi igin, transkripsiyonel duzenleyici olarak islev
gormektedir (56-58).
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Sekil 2.1. HIF aktivasyonunun Oksijen varliginda ve Hipoksik kosullarda

dizenlenmesi
HIF-1 hudcresel hipoksinin yaninda, ayni zamanda sitokinler ve interlokin-

lbeta (IL-1B), tumodr nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve insulin benzeri blylume
faktora-1 (IGF-1) gibi baylume faktorleri tarafindan da aktive edilebilir (59).

10



2.2.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyume Faktoru (VEGF)

VEGF, tim vaskuler yapilarda ve lenfatik damarlarin yapisinda bulunan
endotel hicreleri icin potent bir mitojendir. Ancak, diger hucreler Uzerinde bu
sekilde bir mitojenik aktivitesi yoktur. Endotel hucrelerine yonelik bu etkisinin
vurgulanmasi amaciyla, VEGF seklinde adlandirilmasi dnerilmigtir (60).

VEGF, 45 kDa ag@irhiginda, homodimerik bir glikoproteindir. ilk defa 1983
yilinda, malign asit sivisinda izole edilmistir. Vaskuler gecirgenligi arttirdigi igin, o
dénemde Vaskuler Permeabilite Faktori (VPF) veya vaskulotropin olarak ta
adlandirilan VEGF, heparin-binding glikoprotein yapisinda bir molekul olup ¢esitli
alt gruplan tanimlanmigtir. VEGF'’in, aktif makrofajlar, keratinositler, renal
glomertler hicreler gibi birgok hlicrede ekspresyonu gésterilmistir, ancak hipoksiye
maruz kalan tim dokularda, VEGF sentezlenebilmektedir (61-65).

VEGF ailesinin, farkl kaynaklarda degisik sekillerde isimlendirilen alti tane
izoformu tanimlanmistir. Bunlar; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
plasental bluylme faktért (PIGF)dar.

VEGF-A bazi makalelerde, Human-VEGF veya yalnizca VEGF olarak da
adlandiriimaktadir ve VEGF ifadesi kullanildiginda, VEGF-A ve onun 165 amioasit
iceren izoformu kastedilmektedir. VEGF-A’'nin, aminoasit sayilarina gore VEGF51,
VEGF145, VEGF165, VEGF133, VEGF139, VEGF206 0lmak Uzere, alti adet izoformu
bulunmaktadir. Bu izoformlar, molekuler agirliklari ve biyolojik 6zellikleri ydoniinden
farkhliklar ~ gosterirler  (61,66-68). VEGF sentezi, kromozom  6p21.3
lokalizasyonundaki  bir gen tarafindan kodlanan mRNA aracihgr ile
gerceklesmektedir (69). VEGF izoformlari arasindaki molekuler farklar, bu
MmRNA’nin  alternatif splicing ile translasyonundaki degisikliklerden dolayi
olugsmaktadir (70).

Transkripsiyon sonrasinda ilk olusan VEGF mRNA’si, sekiz adet ekzon
bdlgesi icermektedir. Bu bdlgelerden ilk bes tanesinde translasyon asamasinda bir
degisiklik olmazken, 6. ve 7. ekzonlardaki farkliliklar, izoformlarin olusumuna
sebep olmaktadir. Altinci ve yedinci ekzonlardaki bu duzenlemeler, molekulin

aminoasit sayisi ve heparine baglanma afinitesinin dizenlemesinde dénemlidirler.

11



En sonda yer alan sekiz numarali ekzon ise, molekulun hicre yuzeyindeki heparan

sulfata ve norofilin ko-reseptorine baglanma ozelliklerini belirler. Bu ekzondaki

degisiklikler, molekulln pro-anjiyogenik veya anti-anjiyogenik etkiler gdostermesinde

belirleyici rol oynamaktadir (71).

Vaskuler Endotelyal Growth Faktor Geni

__IF M)

5’

VEGF121

VEGF145

VEGF165

VEGF183

VEGF189

VEGF206

Sekil 2.2. VEGF mRNA’sindan alternatif-splicing ile olusan VEGF izoformlari

Aktif olarak VEGF sentezlenen dokularda cogunlukla VEGF121, VEGFigs,

VEGF53 ve VEGF1g9 izoformlari eksprese edilmektedir. Bu izoformlar igerisinde de

dominant olan form VEGFs5'tir. VEGF145 ve VEGF 05 ise, diger izoformlara oranla

daha az sentezlenmektedir (60).

VEGF165 bazik bir karaktere sahiptir ve heparine orta derecede bir affinite

gostermektedir. VEGF65'in bu 6zelligi, mMRNA’da yedinci siradaki ekzon tarafindan

kodlanan 44 aminoasit rezidusu icinde yeralan, 15 adet bazik aminoasidin varligina

baglanmaktadir. VEGF1g9 Ve VEGF206, VEGFi65 ‘e ek olarak, alti numarali ekzon

tarafindan kodlanan ve heparini glglu bir sekilde baglayan bir sekans daha

icermektedir. VEGFi65 salgilandiktan sonra yaklasik %50-70 oraninda endotel
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hicre yuzeyine ve ESM’e baglanarak sekestre olmaktadir. Bu baglanma,
muhtemelen heparan sulfat proteoglikan etkilesimlerine baghdir. Buralarda
tutulmayan bolumu ise vlcut sivilarina ve dolagima gegcmektedir. VEGF59 ve
VEGF06'nin ise tamamina yakini ESM’te tutularak sekestre edilmektedir. Altinci ve
yedinci ekzonlarin kodladigi bu bolgeleri icermeyen VEGF;,;, zayif asidik 6zellik
gOstermektedir ve heparine baglanmamaktadir. VEGF1,;, salindiktan sonra ESM’'te
tutulmaz ve tamamina yakini vicut sivilarina geger (60,72). VEGF ailesi igerisinde
en onemli olan Uyenin VEGF-A oldugu disunudlmektedir. VEGF-A izoformlari
icerisinde anjiyogenik etkinlik bakimindan en gugla uyariyl, VEGFi2; ve VEGFs5
olusturmaktadir (73).

VEGF ailesinin diger Uyelerinden VEGF-B, VEGF-B geninden baslangicta
186 aminoasitli bir molekll olarak sentezlenmektedir. Daha sonra ugradigi
modifikasyonlarla, 167 aminoasitten olugsan bir sinyal peptidine donusmektedir
(74). VEGF-B’nin fizyolojik rolu ile ilgili olarak, literatirde c¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir. VEGF-A fizyolojik ve patolojik kosullarda anjiyogenez surecinde
rol alirken, VEGF-B’nin genellikle patolojik durumlarda ortaya ¢ikan anjiyogenezde
rol Ustlendigi dusunulmektedir (75,76). VEGF-B’nin Vaskuler Endotelyal Buyime
Faktori Reseptor-1 (VEGFR-1)'e baglanarak monositlerin  aktivasyonu ve
farkhlagsmalarinda rol aldiklari rapor edilmistir (77). Bir calismada VEGF-B defektif
farelerin, kardiyak fonksiyonlarinda azalma oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu,
VEGF-B’nin, koroner arterlerin vaskulogenetik olusumuna katkida bulundugunu
dusundurmektedir (78).

VEGF-C, VEGF-A’ya yaklasik %16'si benzeyen 388 aminoasit igeren bir
molekuldur. VEGF-D benzeri protein olarak da bilinir. Yapisal ve fonksiyonel olarak
VEGF-D’ye oldukga benzemektedir. Lenfatik damarlarin  olusmasinda
(lenfanjiogenez) rol oynamaktadir. Vaskuler endotel blylime faktori reseptori-2 ve
3 (VEGFR-2 ve VEGFR-3)'e baglanarak vaskuler ve lenfatik endotel hicreleri
uzerinde mitojenik etki gostermektedir (32,77).

VEGF-D, VEGF-A ile %31 oraninda benzer aminoasit dizisine sahiptir ve 334
aminoasitten olugmaktadir (79). VEGF-D de VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak
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VEGF-C ile benzer goérevler ustlenmektedir (74,77). VEGF-C ve D lenfatik sistem
gelisimi icin esansiyeldirler.

VEGF-E, %25 oraninda VEGF-A ile benzer bir aminoasit dizilimine sahiptir.
VEGF ailesinin en son tanimlanan uyesidir. VEGFR-2'ye baglanarak, guclu bir

sekilde mitojen ve permeabilite arttirici etki gosterdigi bilinmektedir (77).

PIGF, VEGEF ailesinin tanimlanan ilk tyesidir. PIGF adindan da anlasilacagi gibi
ilk defa plasentada tespit edilmigtir. Normal embriyonik ya da erigkin dokularda ¢ok
disiik seviyelerde sentezlenmektedir. ilk sentezlendigi zaman 131 aminoasitten
olusmaktadir. Ancak, daha sonra yeni aminoasitlerin bu diziye eklenmesi
sonucunda 152 aminoasit iceren ve VEGF-A ile %37 oraninda ayni aminoasit
dizilimine sahip olan son halini alir. PIGF de VEGF-B gibi VEGFR-1'e baglanarak
etki gostermektedir (74,77). PIGF’Un, patolojik angiogenez silrecinde, VEGF-A
aktivitesini tamamladigi ve potansiyelize ettigi rapor edilmistir (80). VEGF ailesinin
dyelerinin baglandiklari reseptorler ve biyolojik fonksiyonlarinin karsilastirmasi

Tablo 2.1’de gorilmektedir.
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Tablo 2.1. VEGF Ailesi Uyelerinin Karsilastirmasi

VEGF Reseptor Fonksiyon

VEGFR-1 ve 2 » Anjiyogenez
e Endotel hucre mitoz ve migrasyonu
¢ integrin aktivasyonu
VEGE-A e Ldmen formasyonu
e Vaskuler fenestra olusumu
» Makrofaj ve granulosit kemotaksisi

» Vazodilatasyon (NO salinimiyla indirek
olarak)

VEGF-B | VEGFR-1 Patolojik anjiyogenez, vaskulogenez

NRP-1 ve 2

VEGF-C | VEGFR-2 ve 3 | Lenfanjiyogenez

VEGF-D | VEGFR-2 ve 3 | Lenfanjiyogenez

VEGF-E | VEGFR-2 Endotel hicre mitozu, permeabilite artigi
VEGFR-1 Vaskulogenez, Patolojik anjiyogenezde VEGF-A
PIGF
NRP-1 etkisinin potansiyalize edilmesi

2.3. VEGF’iin Biyolojik Etkileri

VEGF’Un tespit edilmis ilk biyolojik fonksiyonu, vaskiler permeabiliteyi
artirmasidir (81). Vaskuler permeabilite artisi sonucunda plazma proteinlerinin
anjiyogenezin gerceklesecedi alanda birikmesi, endotel hlicrelerinin migrasyonuna
olanak saglayan, fibrinden olusmus bir zemin hazirlamaktadir. VEGF arter, ven ve
lenfatik damar endoteli Uzerinde guclu bir sekilde mitojenik etkiye sahiptir (82,91).
Bununla birlikte endotel hicrelerinde MMP, PA’leri, vaskiler ve intraselller
adhezyon molekullerinin ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (83). VEGF’Un, in-
vitro modellerde, mikrovaskuler endotel hucrelerinin kollajen jele invazyonunu
saglayarak anjiyogenezi aktive ettigi ve kapiller benzeri yapilarin olusumunu
uyardidi, yine kollajen jel vasatinda, rat aortik halkalarindan kapiller filizZienmeyi
indUkledigi gosterilmistir (84,85). VEGF endotel hiucrelerinde hekzos transportunu

arttirmaktadir. Bu etkinin endotel hucre proliferasyonu ve migrasyonu gibi
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metabolik olaylar nedeniyle, artan enerji ihtiyacinin kargilanmasinda énemli oldugu
dusundlmektedir (86). VEGF'Un endotel hulcrelerinde adezyon molekullerinin
(Vaskiiler Selliler Adezyon Molekiili-1 (VCAM-1) ve Iintraseliiler Adezyon
Molekuli-1 (ICAM-1)) sentezini arttirmasi, natural Kkiller htcrelerinin endotel
hicrelerine adezyonunun artmasi ile sonuglanmaktadir. VEGF’in  monosit
kemotaksisini arttirabildigi ve granulosit-makrofaj kok hucrelerinin  koloni
olusumunu indukledigi gosterilmistir (87-89). Birgok calismada, patolojik anjiogenez

surecine de esas olarak VEGF saliniminin aracilik ettigi rapor edilmistir (65).

2.4. VEGF Reseptorleri
VEGF Dbiyolojik etkilerini temel olarak su U¢ reseptori ile

gerceklestirmektedir:

1-VEGFR-1: Flt1 (fms-like tyrosine kinase-1)
2-VEGFR-2: KDR/FIk-1 (kinase domain region/fetal liver kinase-1)
3-VEGFR-3: Flt4 (fms-like tyrosine kinase-4)

Bu reseptorlerden VEGFR-1 ve VEGFR-2 vaskuler endotel hicre ylzeyinde
bulunurken, VEGFR-3 lenf damarlarindaki endotel hucrelerinin  yuzeyinde
bulunmaktadir. ik defa tanimlandiklarinda sadece endotel hiicrelerinde
bulunduklari dusunilen (90) VEGF reseptorleri, vaskiler diz kas hicreleri,
monosit/makrofaj gibi farkli hicreler tarafindan da sentezlenebilmektedir (91,92).

Bu reseptorler, hicre membraninin dig tarafinda (ekstrasellller) 7 adet
immunglobulin (Ig)-benzeri domain, bu domainlerin tutundugu membrani boydan
boya kateden bir bdlge (transmembranal bélge) ve membranin hicre igine bakan

tarafinda bulunan tirozin kinaz domain’inden olugmaktadir (93).

2.4.1. VEGF Reseptor-1 (VEGFR-1)
Yaklagik 180 kDa agirhdinda bir glikoprotein olan VEGFR-1 (flt-1),
tanimlanan ilk VEGF reseptorudur (93). VEGFR-1'e, VEGF-A, VEGF-B ve PIGF
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baglanmaktadir. VEGFR-1 vaskulogenez asamasinda esansiyeldir. VEGFR-1
knock out fareler, embryonik donemde ortalama 8,5. gunde Olmektedir. Bu
farelerde endotel hicrelerinin normal bir sekilde prolifere oldugu, ancak bu
hlcrelerin organize olarak vaskuler yapilari olusturamadigi rapor edilmistir (94-96).

Endotel hlcreleri GUzerinde VEGFR-1 araciligiyla ortaya c¢ikan,
anjiyogenezin temel hucresel aktiviteleri olan proliferatif veya migratuar etkiler net
bir sekilde gdsterilememistir. Ancak VEGFR-1’in, endotel hucrelerinde uPA,
plasminogen aktivatér inhibitori-1 (PAI-1) ve doku faktorinin ekspresyonunu

artirdigi rapor edilmigtir (97,98).

2.4.2. VEGF Reseptor-2 (VEGFR-2)

VEGFR-2 (flk-1) yaklasik 200 — 230 kDa agirhiginda bir reseptordur.
VEGFR-2, daha 6nceden kesfedilmis olan fare fetal karaciger kinazi-1 (flk-1) ile
%85 oraninda benzer aminoasit dizilimine sahiptir. Bu nedenle Flk-1 veya Kinaz-
insert-domaini-igeren reseptér (KDR) olarak da adlandiriimaktadir (99).

VEGFR-1’de oldugu gibi VEGFR-2 de embriyonik donemde esansiyeldir.
VEGFR-2 knock out fareler de, endotel hlcrelerinde ortaya ¢ikan cesitli gelisim
defektlerine bagli olarak, embriyonik donemde ortalama 8,5.nci gunde 6lmektedir
(100).

VEGFR-1 ve VEGFR-2'nin hucre duzeyindeki etkileri ile ilgili olarak yapilan
calismalar, bu iki reseptérin ¢ok farkli etkilere neden oldugunu gostermektedir.
VEGFR-1’in vaskulogenez surecinde ESM ve hucre etkilesimlerinin kontrolinde
etkin rol oynadigi, ancak VEGF'Un esas fonksiyonu olan anjiyogenik uyarilarin
olusmasinda, zayif bir etkinliginin oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, VEGFR-1,
VEGF etkinligini azaltan, tuzak bir reseptor olarak islev yapmaktadir (101,102).
VEGF’e karsi VEGFR-1'in daha yuksek bir affiniteye sahip olmasina ragmen,
tirozin kinaz aktivitesi ve intrasellller yolaklarin aktive edilerek, hiicresel cevaplarin
ortaya ¢ikmasi gibi temel anjiyogenik olaylar, esas olarak VEGFR-2 araciligi ile
gerceklesmektedir (103,104).
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VEGFR-2; VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve snake-venom VEGF-F
(svVWEGF)'Un hucresel etkilerine aracilik etmektedir. Farelerde VEGFR-2'nin
defektif ekspresyonu, hematopoetik kdk hucrelerin, endotel hicrelerinin ve
vaskdler yapilarin gelisiminin kaybi ile sonuglanmistir. Bu bulgu, VEGFR-2’nin hem
endotelyal, hem de hematopoetik oncul hucrelerin geligimi igin zorunlu oldugunu
gOstermektedir. Ancak; VEGFR-1 knock-out farelerde, olgun endotel hucreleri
olusabilmektedir. Fakat bu deneklerdeki vaskuler yapilarin asiri genis ve yapisal
bozukluklara sahip oldugu gézlenmistir (103).

VEGFR-2’ye VEGF baglanmasi sonucunda, endotel hiucrelerinde guglu bir
kemotaktik ve proliferatif cevap ortaya ¢ikmaktadir (105). Insan gébek kordonu
veninden elde edilen endotel hicre kultirinde (HUVEC), VEGFR-2'nin aktive
edilmesinin, anti-apopitotik etkilerin ortaya ¢cikmasina neden oldugu gézlenmistir
(32). Bu sonug, VEGFR-2'nin endotel hucre proliferasyonuna aracilik ettigi
dusuncesini desteklemektedir. Bagka bir ¢calismada, VEGFR-2 Gretemeyen domuz
aortik endotel hicrelerine, sadece VEGFR-2 kodlayan bir plazmid verilmesi
sonucunda, bu hicrelerin mitoz gecirdikleri ve kemotaksiste yer aldiklari rapor
edilmigtir (93). Bu bulgu, VEGFR-2'nin mitoz ve kemotaksisten sorumlu esas

reseptor oldugunu gostermektedir.

2.4.3. VEGF Reseptor-3 (VEGFR-3)

VEGFR-3'de reseptor tirozin kinazlarin flt alt-ailesinin bir Gyesidir. Flt-4
olarak da adlandiriimaktadir. VEGFR-3 lenfatik dokularin endotel hucrelerinde
tespit edilmistir. VEGFR-3’e, VEGF-C ve VEGF-D baglanmaktadir. Bu reseptorin

lenfangiogenezi kontrol ettigi distunulmektedir.

2.4.4. VEGF Reseptor Uyarilmasi Sonrasinda Hiicresel Cevaplar

Endotel hlcrelerinin VEGF ile uyariimaya karsi verdigi proliferasyon ve
migratuar cevabin, VEGFR-2 araciligi ile olustugu dusunulmektedir. VEGFR-1’in
monosit migrasyonunu indukledigi gosteriimis olmasina ragmen, bu reseptdrin

uyarilmasiyla, temel anjiyogenik yanitlar olan endotel hicre migrasyonu ve
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proliferasyonu, net bir sekilde gosterilememistir. VEGFR-1'in bu yanitlari

olusturamamasinin sebebi, henuz tam olarak agiklanamamistir (32).

VEGF, VEGFR-2 ekstrasellller domain uzerinde, ikinci ve uguncu Ig benzeri
parcalara tutunmaktadir. Bu baglanma reseptor dimerizasyonunu ve
otofosforilasyonu  induklemektedir.  Reseptor  dimerizasyonundan  sonra,
intraselltler kinaz domainler otofosforilasyon icin kararli hale gegerler. VEGFR-2
intrasellller bdlgesinde otofosforilasyonun gergeklestigi birgok tirozin rezidisu
tanimlanmistir (106,107). Ancak son zamanlarda memeli hicreleri kullanilarak
yapilan galigmalarda, bu rezidller igerisinde baslica otofosforilasyon bdlgelerinin
Y951, Y1054, Y1059, Y1175, Y1214 oldugu rapor edilmigtir (108,109). Bu
bdlgelerin her birisi, otofosforilasyon sonrasinda farkli bir molekdl i¢in baglanma
noktasi olusturmaktadir (109-112).

Bu agsamadan sonra VEGFR-2'nin endotel hucrelerinde, ortaya cikan
fizyolojik etkileri dort baglk altinda incelenir: proliferasyon, migrasyon, anti-

apopitotik etki ve permeabilite artisi.
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2.2.4.1. Proliferasyon

VEGF endotel hucreleri Uzerinde VEGFR-2 tirozin kinaz aktivitesi ile klasik
Erk (Extracellular signal-regulated kinases) yolagini aktive ederek, endotel hicre
proliferasyonunu uyarmaktadir (113). Y1175 bdlgesinin otofosforilasyonu, bu
bdlgeyi fosfolipaz-Cy (PLCy) baglanmasina uygun hale getirir. Bu bolgeye
baglanan PLCy fosforile olarak katalitik aktivitesi artmaktadir. Aktive olmus PLCy
membran fosfolipidleri ve fosfotidilinozitol 4-5 bifosfati hidrolize ederek, hicre igi
diacilgliserol (DAG) ve inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) seviyelerinin artmasina neden
olur. DAG protein kinaz-C’yi (PKC) aktive ederken IP3 ise hlcre igi kalsiyum
seviyelerinin artmasina sebep olur. PKC izoformlarindan PKCa, PKC{ ve
PKCB’nin, endotel hilcre proliferasyonunun dizenlenmesinde rol oynadiklari
dusundlmektedir (113-115). Kalsiyum varhdinda aktif PKC’ler Raf/MEK/ERK
(Serin-treonin kinaz (Raf) / MAPK/ERK Kinase (MEK) / ERK) yolaginin aktivasyonu
ile dogrudan gen transkripsiyonunu duzenleyerek hucresel proliferasyona neden

olurlar.

2.2.4.2. Migrasyon

Migrasyon anjiyogenik cevabin 6nemli bir komponentidir. VEGF ve diger
anjiyogenik faktorlerin konsantrasyon gradienti yonunde, anjiyogenik uyarinin
merkezine dogru gerceklesmektedir. Migrasyonun duzenlenmesinde adaptor
protein Shb (Src homology 2 domain-containing adaptér protein B)'dir. Shb
fosforile Y1175 bolgesine baglanarak aktive olduktan sonra Fokal Adezyon Kinaz
(FAK) gibi bazi proteinlerin aktive edilmesine aracilik etmektedir (116,117).
Migrasyonda 6nemli bir diger VEGFR-2 boélgesi Y951'dir. Bu bdlgenin fosforile
olmasiyla VRAP/TSAd buraya baglanmaktadir. Bu proteinlerin aktif hale gegmesi
ile PI3K aktivasyonu ve PIP3 seviyelerinde artma ortaya cikar. PIP3 dusuk
molekuler agirlikli GTP baglayan protein Rac’in ve Gab-1’in aktivasyonuna, bu da
membran hareketlerine ve hucre motilitesine yol agarak, hicreler uyarinin yogun

oldugu bolgeye dogru gog ederler (118-120).
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2.2.4.3. Anti-Apopitotik Etki

Hucre ici PIP3 seviyelerinin artmasi fosfoinozitid-bagimh kinaz 1 ve 2yi
aktive ederek protein kinaz B’nin (PKB/Akt) fosforillenmesini saglamaktadir (121).
Akt, BAD (Bcl-2 associated death promoter) ve kaspaz-9'u direk olarak
fosforilleyerek, her ikisinin apopitotik aktivitesini inhibe etmektedir (122,123). VEGF
ayrica anti-apopitotik proteinler olan Bcl-2 ve A1’in ve apopitoz inhibitorleri olan
XIAP ve survivin proteinlerinin ekspresyonunu arttirmaktadir (124,125). VEGF bu
etkilerle endotel hucrelerinin yasam suresini uzatarak, anjiyogenik etkinligini

arttirmaktadir.

2.2.4.4. Permeabilite Artisi

VEGF’Un anjiyogenik slrecte o6nemli bir fonksiyonu da vaskiler
permeabilitenin artmasidir. Permeabilite artisi sonucu, damar disina kuguk yapil
molekuller ve sivi ¢ikisi olmaktadir. VEGFR-2 bu etkisini fenestrasyon,
transselliler gap ve vezikulo-vakouler organ olugsumu gibi mekanizmalarla
gerceklestirmektedir (126,127). VEGFR-2’nin permeabilite artisina yol agan bu
etkisi endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS) sentezledigdi nitrik oksit araciligiyla
gerceklesmektedir (128). eNOS aktivitesi, PLCy-bagimh kalsiyum artisi ve
PKB/Akt'nin eNOS’un serin rezidusunu fosforile etmesi sonucunda artmaktadir
(129,130). VEGFR-2 ayrica Erk 1/2 yolagi uzerinden sitozolik fosfolipaz A2
(cPLA2) aktivasyonuna ve sonugta prostasiklin (PGI2) sentezine yol acgarak
vaskuler duz kaslarda gevsemeye neden olmaktadir. Bu etki sonrasinda
vazodilatasyon ve doku kanlanmasinda artis ortaya c¢ikmaktadir. Bu
mekanizmaninda vaskuler permeabilite artisinda rol oynadigi dusunulmektedir
(131,132).
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PERMEABILITE

MiGRASYON

Sekil 2.4. Hucre ici VEGF etki mekanizmalari.

2.5. Anjiyogenezde Etkili Diger Reseptorler

2.5.1. Nérofilin-1 (NRP-1)

PROLIFERASYON

Endotel hucreleri VEGFR'lerinden daha kuguk boyutlarda, nérofilin-1 (NRP-
1) olarak adlandirilan bir reseptor daha igerirler. NRP-1, 120 — 130 kDa agirhginda,

semaphorin ailesinin bazi uyeleri igin, néronal bir reseptor olarak daha onceden
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tanimlanmis bir glikoproteindir. NRP-1’in timor kokenli  hacreler ve endotel
hacreleri de dahil olmak Uzere ¢ok genis bir doku dagilimi mevcuttur. NRP-1

gelisme doneminde aksonal buyumenin kontrolunde rol oynamaktadir.

NRP-1 eksprese eden hulcrelerde VEGF'Un VEGFR-2'ye daha etkin bir
sekilde baglandigi rapor edilmigtir (133). NRP-1, VEGFUn reseptorune
baglanmasinda ko-reseptor olarak gorev yapmakta ve VEGFUn (VEGFig5'in)
reseptorine tutunmasini kolaylastirmaktadir. Bu durum VEGFig5'in VEGF12:’den

daha potent anjiyogenik etki gdstermesinin sebebi olarak yorumlanmigstir (68,134).

2.5.2. Gozunebilir VEGF Reseptori-1 (SVEGFR-1)

VEGFR-1 kodlayan gen, alternatif splicing yoluyla farkl ikinci bir reseptor
daha sentezleyebilmektedir (135). Bu ikinci reseptor; tam boy uzunlukta,
membrana baglanan ve VEGF’Un bazi hicresel etkilerine aracilik eden VEGFR-
1’in 7 adet ekstrasellller Ig-benzeri pargasinin ilk 6 tanesinden olugsan sVEGFR-
1’dir. ilk defa, 1990 yilinda yapilan bir ¢alismada, SVEGFR-1 sentezine aracilik
eden mRNA'ya ait cDNA izole edilmis ve fms reseptor ailesi ile benzerligi tespit
edilmistir (93). Daha sonra yapilan g¢alismalarda, preeklampsi, meme kanseri,
beyin iskemisi gibi bazi patolojik durumlarda, plazmadaki sVEGFR-1 seviyelerinin
yukseldigi rapor edilmistir (136-138). Yine ayni hasta gruplarinda VEGF ve PIGF
seviyeleri de ylksek bulunmustur (139).

VEGFR-1’in ligand baglanma bdlgesi, hticre disi ikinci ve Gglincl Ig-benzeri
parcalar olarak belirlenmigtir. Dordincu parganin reseptor dimerizasyonunda gorev
aldigr dusunulmektedir (140,141). Bu parcalar sVEGFR-1 bunyesinde de ayni
islevleri gormektedir.

VEGFR-1’'in VEGF’e affinitesi VEGFR-2'den yaklasik on kat kadar daha
fazladir. Benzer sekilde, sVEGFR-1’in de VEGF affinitesi, VEGFR-2’den ¢ok daha
yuksektir. Bu noktadan hareketle, anjiyogenezin aktif bir sekilde rol Ustlendigi bazi
patolojik sureglerde, SVEGFR-1’in anti-anjiyogenik bir ajan olarak kullanilabileceqgi

dusuncesi ortaya ¢cikmigtir. Bu yonde yapilan ilk caligmalarda hicre kulturt ve bazi
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havyan modellerinde, sVEGFR-1'in tiumoér buylimesini durdurdugu ve tumor
kitlesinde kuculmeye neden oldugu rapor edilmistir (142,143). Ancak, henuz rutin
kullanima girmis, sVEGFR-1 temelli herhangi bir tedavi modalitesi
bulunmamaktadir.

SVEGFR-1 dolasimda VEGFR-1'in kompetetif inhibitord gibi gorev
yapmaktadir. sVEGFR-1, VEGF’e baglanarak bu molekulin aktivitesini
engellemektedir. Bununla birlikte, VEGF reseptorleri ile etkilesime girerek,
heterodimerizasyona neden olmakta ve bdylece sinyal iletimini engellemektedir.
Ancak sSVEGFR-1’in organizmadaki fizyolojik rolu, henuz tam olarak

aydinlatilamamigtir (144).

2.5.3. Cozunebilir VEGF Reseptorii-2 (SVEGFR-2)

SsVEGFR-1 tanimlandiktan sonra, uzun bir sure bu reseptdriin dogal olarak
bulunan tek ¢ézinebilir VEGF reseptort oldugu dustunulmustar. 2004 yilinda Ebos
ve ark. fare ve insan plazmasinda ¢6zunebilir VEGFR-2'yi tespit ettiklerini rapor
etmistir (145). Cozunebilir reseptorler organizmada alternatif splicing yoluyla veya
orijinal reseptdrun proteoliz ile pargalanmasi sonucunda olugsmaktadir. sSVEGFR-
1’in alternatif splicing yoluyla olustugu bilinmektedir ancak, sVEGFR-2'nin nasil
sentezlendigi henlz aydinlatilamamistir.

SsVEGFR-2'nin, sVEGFR-1’den farkli olarak VEGF-A'ya baglanma affinitesi
dusuktur. Fakat VEGF-C'yi guclu bir sekilde baglamakta ve bu ligand icin VEGFR-
3 ile yarismaktadir. Bu sekilde sVEGFR-2’nin lenfanjiyogenezin dizenlenmesinde

rol oynadigi dusunulmektedir (146).

2.6. Anjiyogenez Modelleri

Anjiyogenez birgok hucre tipi ve ¢ok sayida molekulin katildigi, ¢ok
basamakli ve oldukca karmasik bir surectir. Dokularin ve molekullerin
heterojenitesi, anjiyogenik reaksiyonlarin hucresel karmasikligi dusunaldugiande,

deneysel ortamda tek bir modelin veya olgim yodnteminin anjiyogenik surecin
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degerlendiriimesinde yeterli olamayacagi aciktir. Bu nedenle anjiyogenez

calismalarinda pek ¢ok in-vivo ve in-vitro model kullaniimaktadir.

Anjiyogenez arastirmalarinin temel zorluklarindan birisi, anjiyogenik cevabin

rahatgca gozlenebilecegi ve kantite edilebilecegi, her agidan kullanisgli bir metodun

bulunmamasidir. Gerek in-vitro, gerekse in-vivo modellerin hemen hepsi i¢in bazi

avantaj ve dezavantajlar s6z konusudur. Bu bakimdan yapilacak olan arastirmanin

amacina uygun bir modelin segilmesi 6nem arzeder. Optimal bir anjiyogenez

modelinden, genellikle beklenen 6zellikler sunlardir:

2.6.1.

Hizlh sonu¢ alinan, rutinde kolay uygulanabilen, tekrarlanabilirligi yuksek,
guvenilir ve ucuz olmal,

Uzun sureli ve non-invaziv goéruntilemeye imkan tanimali,

In-vitro ortamda alinan anjiyogenik yanit, in-vivo olarak da dogrulanabilmeli,

Metodun uygulanmasi esnasinda doku hasari riski en az seviyede olmali
(doku hasari anjiyogenezi tetiklemektedir),

Yeni olugan vaskuler yapilar ile halihazirdaki mevcut vaskuler yapilar
rahatca ayirt edilebilmeli,

Yeni olusan vaskuller yapilarin, vaskuler uzunluk, birim alandaki damar
sayisi, bazal membran genisligi gibi, anjiyogenik parametrelerin kantitatif
olarak 6lgumune imkan tanimali,

Model, yeni olusan vaskuler yapilarin fonksiyonel 6zelliklerinin (migrasyon,
proliferasyon, tip formasyonu olusum orani, kan akim orani, permeabilite
gibi) 6lcimune imkan tanimall,

Uygulanan anjiyogenik/anti-anjiyogenik ajanin saliverilme hizi, dagilimi ve

farkli bolgelerdeki konsantrasyonu tahmin edilebilmelidir.

in-vitro Modeller

in-vitro anjiyogenez modellerinin baghcalari; hiicre, doku, organ ve embryo

kultarleridir. Bu modellerin kullanimi, hayvan modelleri g6z onine alindiginda,

fazlaca teknik beceri gerektirmemektedir. Maliyet olarak, hayvan modellerinden
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daha wucuzdurlar ve kolayca elde edilebilirler. Anjiyogenezle ilgili bazi
parametrelerin kantifikasyonu, bu tir modellerde daha kolaydir. Ayrica bazi
metodlarda, otomatize olarak hicre sayisi, buydkligu vb. gibi parametrelerin
OlcimU mumkin olmaktadir. Genetik manipllasyonlara (adenoviris enfeksiyonu
veya transfeksiyon vb. yoluyla) imkan tanimalari, ayri bir avantajlaridir. Etkinligi
degerlendiriimek istenen ajanin uygulanmasi, hizli bir sekilde yapilabilmektedir.
Uygulama sonrasinda, yorumlanmasi kolaydir. Kuiltir ortaminda, reaksiyonun
gerceklesece@i cevresel sartlar kontrol edilebilmektedir. Boylece, hedef hicre
grubunun  disindaki  hucrelerin ~ veya  organizmanin  surece  katkisi
diglanabilmektedir. Ancak in-vitro modellerin bu tur avantajlarinin yaninda, bir
takim dezavantajlarida bulunmaktadir.

in-vitro anjiyogenez modellerinden hiicre kiltiiri; hiicre proliferasyonu,
hidcre migrasyonu, tup formasyonu olusumu gibi, endotel hlcresinin anjiyogenez
boyunca gegirdigi asamalari yansitan modellerdir. Dolayisiyla yapilan uygulamanin
hangi evrede, anjiyogenezi nasil etkiledigi konusunda, bu modeller oldukca
aydinlatici fikirler verebilmektedir. Ancak endotel hlcreleri; organizmada arterler ve
venler arasinda, buyuk ve kuglk damarlarda, farkl organlar arasinda, normal ve
tumoral dokular arasinda olduk¢ca ciddi yapisal ve fonksiyonel farkliliklar
icermektedir (147,148). Ayrica anjiyogenez sureci, mikro ve makro vaskuler
yapilarin birlikte gorev aldigi karmasik bir surectir. Bu tur nedenlerden dolayi,
hicre kultird modelleri tek basina, organizmanin anjiyogenik/anti-anjiyogenik
cevabini net bir sekilde yansitamamakta, genellikle bu modellerden elde edilen
sonuglarin, in-vivo bir modelle dogrulanmasi gerekmektedir. Hlcre kulturlerinde,
tekrarlayan pasajlar sonrasinda hicre morfolojisi orijinal  yapilarindan
uzaklagmaktadir. Bu durum, yapilan uygulamanin etkinliginin degerlendirmesini
zorlastirmaktadir. In-vitro modeller, klinik calismalarda uygulanacak dozun
belirlenmesinde, yeterli bilgi vermemektedir. Bakteriyel, viral vb. kontaminasyonlar
da hucre kulturlerinin ayri bir dezavantaji olarak gorulmektedir. GUnUimuizde

anjiyogenez arastirmalarinda sik¢a kullanilan hdcre kultiri modellerinden birisi,
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HUVEC (Human umblical vein endothelial cell) olarak adlandirilan, umblikal
venden elde edilen hicrelerle olusturulmus bir modeldir.

Anjiyogenezin gergeklestigi bolgede endotel hucrelerinin diginda, endotel
hicrelerini ¢evreleyen duz kas hucreleri, perisitler, fibroblast vb. diger hicreler,
mikrogevredeki ESM ve farkli dokulardan salgilanan pek g¢ok sitokin ve buylime
faktord bulunmaktadir. Tum bu faktorler, anjiyogenik sureci degisik sekillerde
etkilemektedir. Bu nedenle; sadece endotel hlcrelerinin, tek basina tim slreci
yansitmakta yetersiz kalacadi dusunulerek; anjiyogenez arastirmalarinda doku,
organ ve embryo kultiri modelleri kullaniimaya baslanmistir. Bu modellerin
baslicalari domuz-sigir-civciv aortik ark modelleri, rat-fare aortik halka modeli, fetal
rat-fare metatarsal kemik modeli, civciv embriyo kultartdur. Bu tir modellerde yeni
olusan vaskuller yapilarin, gozlenerek veya dijital goérlntileme ydntemleriyle
uzunluk, birim alandaki damar sayisi vb. parametrelerle Olcimi mumkin
olmaktadir.  Anjiyogenez c¢alismalarinda hata kaynaklarindan biri  olan
inflamasyonun diglanmasi, bu modellerin diger bir avantajidir.

Bu modeller, hiucre kdlturlerine nazaran, organizmanin anjiyogenik cevabi
hakkinda daha degerli bilgiler vermektedir. Ancak bu modellerin de bir takim
dezavantajlari  bulunmaktadir. Halen bu tur modellerde anjiyogenez
parametrelerinin dlcumu standardize edilmemistir. Bu modeller anjiyogenik cevabi
taklit etmede basarili olsalar da, hastalik durumlarini, tGmoér vb. dokulardan
salgilanan faktorlerin etkilerini arastirmak icin yeterli degillerdir. Bu modellerin en
onemli dezavantajlarindan bir tanesi, kulture edilen dokularin farkh bir tlre ait
olmasidir. Gézlenen anjiyogenik/anti-anjiyogenik cevabin, tire 6zgun olma ihtimali
bulunmaktadir. Bu durumda, elde edilen bilgilerin, insan organizmasi i¢in de gegerli
oldugunu soylemek zorlagsmaktadir. Dolayisiyla bu modellerle elde edilen bilgilerin

de, in-vivo bir modelle dogrulanmasina ihtiya¢g duyulmaktadir.
2.6.2. in-vivo Modeller

Anjiyogenez ¢alismalarinda kullanilan in-vitro modeller; uygulanan ajanin in-

vivo ortamda nasil bir etki gostereceg@i konusunda fikir vermemektedir. Bu nedenle
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bu tur calismalar icin pek ¢ok in-vivo model Onerilmistir. Anjiyogenez
calismalarinda kullanilan baglica in-vivo modeller; civciv koryoallantoik membran
(CAM) modeli, rat-fare-tavsan korneal micropochet modeli, dorsal hava kesesi
modeli, timoér implant modelleri, zebraballk modeli, hind-limb iskemi modeli,
sunger ve polimer implant modelleridir. Bu modeller arasinda, tekrarlanabilirligi
yuksek, uygulamasi kolay, ucuz ve kolay elde edilebilen, anjiyogenezin kantitatif
Olcimine imkan taniyan en uygun modellerin CAM ve korneal micropochet

modelleri oldugu kabul edilmektedir (149).

2.6.3. Civciv Koryoallantoik Membran (CAM) Modeli

CAM modeli, kanser-metastaz arastirmalarinda ve biyolojik materyallerle
ilgili galismalarda uzun suredir kullaniimaktadir. Yakin tarihnte Folkman tarafindan
anjiyogenez galigsmalarinda kullaniimaya baglanmigtir (150).

CAM, dollenmis tavuk yumurtasinda, allantoisin splanknik mezodermi ile
koryonun somatik mezoderminin birlesmesinden olugsmaktadir. Bu birlesme
inkiibasyonun yaklasik 3. ve 4. gunleri arasinda olmaktadir. Her iki membranin
birlesmesini takiben CAM, 12. gune kadar hizli bir sekilde gelismesini surdurerek,
yumurta kabugunun tum i¢ ylzeyini kaplamaktadir. Bu ginden sonra endotel
hdcrelerinin proliferasyonunda hizh bir dusus gozlenir. CAM, civciv embryosu igin
respiratuar organ goérevi gormektedir. Bununla birlikte, allantois kesesinden
sodyum ve klorun, yumurta kabugundan kalsiyumun embriyonik damarlara
gegisinde aracilik etmektedir.

CAM’da anjiyogenez U¢ asamada incelenmektedir:

1- Erken faz: 5-7. glnler arasi,
2- Arafaz: 8-12. gunler arasi,

3- Geg faz: 12. ginden sonrasidir.
Erken faz, koryoallantoik membranin fizyonundan sonra, ilk olarak kapiller

filizlenmenin bagladigi dénemdir. Ara fazda, mikrovaskiler agin gelisimi

tamamlanmaktadir. Geg¢ fazda ise, olusmus vaskuller yapilar genisleyerek, son
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halini almaktadir. Bu model kullanilarak yapilan galismalarda, uygulama yapmak
icin en uygun zamaninin hangi faz oldugu konusunda farklh gorusler
bulunmaktadir. Uygulamalar, inkibasyonun 5. gununden 18. gune kadar
yapilabilmektedir. 18. ginden sonrasinda ise, fetlisin biylimesi ve hareketlerinin
artmasi, uygulamayr  olumsuz  etkilemektedir. Uygulama  sonrasinda
degerlendirmenin ne zaman yapilacagi konusunda da tam bir gorus birligi
bulunmamaktadir. Ancak genel olarak; anjiyogenik bir uygulama yapiimigsa 72-96
saat sonra, anti-anjiyogenik bir uygulama yapiimigsa 48 saat sonra sonuclarin
degerlendiriimesinin uygun oldugu gortsu kabul edilmektedir.

Kullanilacak yumurtalarin kolay temin edilebilmesi ve ucuz olmasi, bu
modelin onemli avantajlarindan birisidir. Ayrica uygulamanin sonuglari, ¢ok kisa
surede elde edilmektedir. Bu bakimdan ¢ok sayida deneyi, seri sekilde yapmak
muUmkin olmaktadir. Sonuglar gdzle degerlendirilebildigi gibi, stereozoom
mikroskop yardimiyla detayli inceleme mumkinddr. Uygulama alanindan alinan
ornekler, 1s1Ik mikroskobu veya elektron mikroskobu ile degerlendirilebilmektedir.
Fikse edilmeyen Orneklerde, farkli protein yapilar (VEGF, FGF vb.) dlgllebilecegi
gibi, ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yardimiyla gen
ekspresyon duzeyleri Olgllebilmektedir. Tum bu bakimlardan, CAM modeli
anjiyogenik/anti-anjiyogenik etkinlik degerlendiriimesinde, en kullanigl in-vivo
model olarak kabul gérmektedir (151,152).

Ancak CAM modelinin de bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Non-spesifik
inflamatuar reaksiyonlar bu dezavantajlarin en o6nemlilerindendir. Fiziksel ve
kimyasal travmalarin inflamasyonu tetiklemesi nedeniyle, her turli travmadan
korunmak gerekmektedir. Dolayisiyla travmaya neden olacak uygulamalar igin, bu
model kullanigh degildir. inflamasyon kaynaklarindan biriside, yumurta agilirken
uygulama alanina disen yumurta kabugu tozlari ve pargalandir. Bu nedenle,
kabuk pargalanirken olabildigince temiz calisiimalidir. Bu modelin bir diger
dezavantaji, artmig vaskularizasyonun, normal anjiyogenez ile ayriminin

zorlugudur. Uygulama igin kabukta acilan pencerenin izolasyonu ve havayla
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temasin ¢ok iyi bir sekilde oOnlenmesi gerekmektedir. CUnkl basing ve nem

degisiklikleri, deney sonuglarini etkileyebilmektedir.

Koryo-allantoik membran

Amnion

Yumurta
kabugu

\, \ Albumen
-

Hava Boslugu

Yolk Kesesi

Sekil 2.5. Déllenmis yumurta, embryo ve zarlarin sematik gosterimi.
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2.7. Amag:

Anjiyogenez, organizmada menstriel siklus ve yara iyilesmesi gibi birkag
fizyolojik olay diginda oldukga kisitlanmistir. Ancak, inflamatuar hastaliklar, kanser,
tumor metastazlari gibi pekgok patolojik olayda, édnemli bir rol oynamaktadir. Bu
bakimdan, anjiyogenezin engellenmesi veya aktive edilmesi, bu tur hastaliklarin
seyrini degistirebilecektir. Gunumuzde anti-anjiyogenik etki mekanizmasi ile kanser
tedavisinde kullanilan, FDA onayi almig bir takim ilaglar kullanima girmistir. Yara
iyilesmesinin geciktigi bazi klinik durumlarda da, anjiyogenik faktorleri iceren
pansuman preparatlarinin, deneysel olarak basarili oldugunu belirten ¢alismalar
rapor edilmistir (153,154).

SVEGFR-1’in organizmadaki fizyolojik roli henlz aydinlatilamamistir,
ancak, anti-anjiyogenik etkinlik gostererek, anjiyogenezin kontrol altinda
tutulmasina yardimci oldugu dusunudlmektedir. Rekombinant human sVEGFR-1’in,
CAM modelinde anti-anjiyogenik etkinligi ile ilgili bir galisma, henlz yapiimamistir.
Biz de bu calismada, rekombinant human sVEGFR-1'in CAM modelinde anti-
anjiyogenik etkinliginin éncelikle makroskobik olarak gdsterilmesi, daha sonra bu
makroskobik etkinlik ile VEGF ve VEGF’le ilgili reseptorlerin gen ekspresyonlarini
ortaya koyarak, molekuler dizeyde anjiyogenezle ilgili dedisime 1sik tutmayi

amacladik.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Deneye Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak Atak-S cinsi dollenmis yumurtalar Tavukguluk
Enstitisunden (Ankara, Turkiye) temin edildi. Yumurtalar ¢alisma boyunca uygun
sartlar altinda (37 °C ve yaklasik %75 nemli ortamda), kulugka makinesinde
muhafaza edildi. inkiibasyonun 5. giiniinde, dénce karanlik bir odada 1sik kaynagi
yardimiyla, transilminasyondan faydalanarak civciv embryosunun vyeri tespit
edildi. Yumurtalarin dis yuzeyi %70’lik etanolle temizlendi. Daha sonra
yumurtalarin isaretlenmis kisimlarindan yeterli miktarda bir pencere acilarak

uygulamanin yapilacagi koryoallantoik membrana ulasildi.

Sekil 3.1. Karanlik odada 1sik kaynagi yardimiyla civciv embryosunun yerinin tespit

edilmesi.
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Sekil 3.2. inkiibasyonun 5. giiniinde yumurtalara uygulama yapmak (zere uygun

bdlgeden kabugun kirilarak pencere agiimasi.
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3.2. Gerekli Cihaz, Kimyasal ve Sarf Malzemeler
3.2.1. Atak S cinsi dollenmis tavuk yumurtasi (Tavukguluk Enstitusu, Ankara,
Tarkiye)
3.2.2. Kulucka makinasi (CIMUKA, Ankara, Tirkiye)
3.2.3. Canon powershot SD780IS Dijital Fotograf makinesi (ABD)
3.2.4. Cerrahi makas
3.2.5. Pens
3.2.6. Pipetler
e Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)
e Pastor pipeti
3.2.7. NANOpureUV Saf su cihazi (Barnstead, ABD.)
3.2.8. Hassas terazi (Precisa, Isvicre)
3.2.9. Nuve SL 350 Calkalayici (Nuve, Turkiye)
3.2.10. Mikrosantrifij (Hettich, Micro 120, Almanya)
3.2.11. Santrifuj (NF1215, Nuve, Turkiye)
3.2.12. Fosfat tampon tuzlari (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. Isik kaynagi
3.2.18. Roche Lightcycler 2.0 RT-PCR cihazi (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-1a, 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-1a, 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-1la 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 &

3.2.23.4. 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 Uygulanmasi

Liyofilize haldeki 20 ng sVEGFR-1 Uzerine 200 uL distile su eklenerek,
calkalayici Uzerinde 5 dakika bekletildi. Bu sekilde 5 ng/ 50 uL (ylksek dozaj)
konsantrasyonlu sVEGFR-1 solusyonu elde edildi. Bu sollsyon, distile su ile dilie
edilerek 2ng/50uL (orta dozaj) ve 1 ng/ 50 uL (dislik dozaj) konsantrasyonlu
uygulama solusyonlari hazirlandi. Karanlik odada inkibasyonun 5. Gunundeki
yumurtalarda embryonun lokalizasyonu 1sik kaynagi yardimiyla belirlenerek,
isaretlenen bolgeden bir uygulama penceresi agildi ve hazirlanan solisyonlar CAM
uzerine 50 yL damlatilarak uygulandi. Calisma gruplari, farkli konsantrasyonlardaki

solusyonlar i¢in 8’er adet yumurta olarak belirlendi. Uygulama gruplarinin disinda 8
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adet yumurta kontrol grubu olarak alindi. Dijital fotograf makinesi yardimiyla
uygulama O©ncesinde ve sonrasinda, tum yumurtalarin fotografi cekildi.
Yumurtalarin agik olan uygulama penceresi, parafiim yardimiyla hava almayacak
sekilde kapatildi. Yumurtalar tekrar 37 °C ve %75 nemli ortamda inkibasyon igin,

kulugcka makinesine kaldirildi.

Sekil 3.3. CAM Uzerinde damarlanmanin artarak devam ettigi uygun bodlgeye,
distile su icerisinde etken maddenin uygulanmasi (A,B) ve parafiim yardimiyla
yumurtalarin kapatiimasi (C).

3.4. Calismanin Sonlandiriimasi
Uygulama sonrasinda kulugka makinesinde inkubasyona kaldirilan
yumurtalar, 48 saat sonra cihazdan c¢ikarildi. Uygulama penceresinin uzerindeki
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parafilm kaldirilarak, tUm yumurtalarin son durumlarinin fotograflari ¢ekildi. Cerrahi
makas yardimiyla, uygulama yapilan alandaki CAM dokusundan RT-PCR
calismasi igin ornekler alindi. Makroskobik dederlendirme sonrasinda 1 ng/50uL
dozajindaki uygulamanin etkisiz oldugu goézlendi. Bu nedenle bu gruptan 6rnek
alinmadi. Kontrol grubundan bes adet ve 2 ng/50uL, 5 ng/50uL sVEGFR-1
uygulanan gruplardan anti-anjiyogenik etki gézlenen tum yumurtalardan (sirasiyla
6 ve 7 adet) ornekler alindi. Alinan érnekler fosfatli tamponla (PBS) yikandiktan

sonra eppendorf tiiplere konuldu. Ornekler calisma zamanina kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

Sekil 3.4. Calismanin sonlandirima asamasinda, uygulama yapilan boélgeden

CAM orneklerinin alinmasi.
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3.5. Rolatif Gen Ekspresyon Diizeylerinin Olgiimii

Toplanan o6rneklerde RT-PCR yontemiyle, VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2,

VEGFR-3, HIF-1a’ya ait relatif gen ekspresyonu analizi yapildi. Bu parametrelere

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

dehidrogenaz (G6PDH) geninin ekspresyon seviyesi kullanildi.

3.5.1. RNA izolasyonu

Toplanan orneklerin oda sicakligina getirilerek ¢ozulmeleri saglandi. RNA

izolasyonu icin High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim, Almanya)
kullanildr.

1-

Ornekler oda sicakhgina geldikten sonra 200 uyL PBS eklenerek siispanse
hale gelmesi saglandi.

Orneklerin tizerine 400 pL Lysis Buffer (4,5 M Guanidin HCI, 50 mM Tris
HCI, %30 Triton X-100 (w/v), pH: 6,6 (25 °C)) eklendi. 10 mL’lik bir enjektor
icerisine 25-30 defa cekilip birakilarak dokunun homojenize olmasi saglandi.
icerisinde gbzle gobrilebilen partikiller iceren, tam homojenize olmamis
dokularda, 6rnek uygun hale gelinceye kadar enjektorle homojenizasyon
islemine devam edildi.

Homojenat stizme tlplne alindi. Stizme tlpu bir toplama tlipunin igerisine
konarak 8000 g'de 15 saniye santriflij edildi ve homojenat filtreden gecirildi.
Bdylece homojenizasyonla acida c¢ikan genetik materyallerin filtrede
toplanmasi saglandi.

Toplama tupundeki sivi kisim atildi ve suzme tupu tekrar ayri bir toplama
tipundn igerisine yerlestirildi. Stzme tlipunin Uzerine; 90 pL DNAse
inkibasyon buffer (1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10 mM MnCl,, pH:7.0 (25
°C)) ve 10 uL DNAse (10 KU liyofilize DNAse + 0,55 mL Elusyon Buffer)
karisimi eklendi. Bu sekilde 15 dakika oda isisinda inkube edildi.

Slzme tiplndn Gzerine 500 yL Wash Buffer-I (kullanmadan 6nce solisyona

20 mL etanol eklenerek son hacimle ulasilan konsantrasyonlar: 5 M
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O-

Guanidin HCI, 20 mM Tris-HCI, pH:6,6 (25 °C)) eklendi. 8000 g’'de 15 saniye
santrifuj edildi.

Toplama tupunde biriken sivi kisim atilarak sizme tapunun Uzerine 500 uL
Wash Buffer-1l (kullanmadan énce solisyona 40 mL etanol eklenerek son
hacimle ulagilan konsantrasyonlar: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH: 7,5 (25
°C)) eklendi. 8000 g'de 15 saniye santrifiij edildi.

Toplama tupunde biriken sivi kisim atilarak sizme tipunun Uzerine 200 uL
Wash Buffer-1l eklendi ve 13000 g’de iki dakika santriflj edildi.

Suzme tupu steril 1,5 mL’lik mikrosantriflj tapundn igerisine yerlestirildi.
Uzerine 50 uL Elusyon Buffer (Niikleaz icermeyen, steril bidistile su) eklendi.
Bu sekilde 8000 g’de bir dakika santriftij edildi.

Suzme tupu cikartihp atildi. Boylece Homojenattaki toplam RNA havuzu,

mikrosantriflj tUpunde izole edilmig oldu.

10-izole edilen RNA &rnekleri bir sonraki asamaya kadar -80 °C’de muhafaza

edildi.

3.5.2. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi

cDNA sentezlenme asamasinda Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis

Kit (Roche, Mannheim, Almanya) kullanildi.

1-

2-

Daha once hazirlanmig olan RNA ornekleri oda isisinda bekletilerek
¢cozulda.

Kite ait tum reaktifler oda 1sisinda bekletilerek ¢6zuldu. Ardindan 5000 g de
5 saniye kadar santriflij edilerek tlplerdeki sollisyonlarin tlptn alt kisminda
toplanmasi saglandi. Daha sonra tim reaktifler buz aklsu Uzerine konuldu
ve tum g¢alisma boyunca buz akusu Uzerinde bulunduruldu.

RNA 6rneklerinin RNA/DNA oranini ve konsantrasyonlarini belirlemek igin
spektrofotometrik ¢alisma yapildi. 10 yL RNA 6rneginden alinarak 490 uL
distile su igerisine konuldu. 260 ve 280 nm dalga boyunda Optik Dansiteleri
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O-

(OD) okundu. ODygp/ OD2gp oranlari >1,6 olan ornekler galisma igin uygun
olarak kabul edildi.
Orneklerdeki RNA konsantrasyonu ODys X 40 X 50 (diliisyon faktorii)
formulu ile hesaplandi.
Tam Ornekler, son konsantrasyonlari 1 ug/ 12 yL olacak sekilde dilte edildi.
Steril, nikleaz icermeyen, ince duvarli bir PCR tupu igerisine
e 2 uL dilie edilmis 6rnek,
e 1 uL Anchored oligo (dT)1g primer (50 uM)
e 8,4 uL distile su
e Toplam hacim 11,4 uL olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan bu karigim Thermal Cycler cihazinda, 65 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi, daha sonra buz akusu Uzerinde sogutuldu.
Sogutulan karisimin Gzerine;
e 4 pL Reverse Transcriptase Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI, 150
mM KCI, 40 mM MgCl,, pH ~ 8,5 (25 °C))
e 0,5 pL Protector RNAse inhibitor (saklama tamponu: 20 mM HEPES-
KOH, 50 mM KCI, 8 mM dithiothreitol, %50 giserol (v/v), pH~7,6
(4°C))
e 2 puL Deoxynucleotide Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP’nin her
birisinden 10 mM)
e 1uLDTT (0,1 M)
e 1,1 uL 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)
e Toplam hacim 8,6 pL daha eklenerek, tup igerisindeki hacim 20
pL'ye tamamlandi.
Hazirlanan karisim hafifce karistirildi. 30 dakika 55 °C’de inkiibe edildi.
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10- Reverse Transkriptaz enziminin inhibisyonu igin 85 °C’de 5 dakika daha

3.5.8.

inkiibe edilerek igleme son verildi. Boylece cDNA sentezi tamamlanmig

oldu.

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

Ekspresyonu Duzeylerinin Belirlenmesi

cDNA sentez asamasindan sonra RT-PCR g¢alismasina gecildi. Bu

asamada Lightcycler Tagman Master Kit (Roche, Mannheim, Almanya) kullanildi.

1-

Hot start PCR reaksiyon karisimi (Taq DNA polimeraz, MgCl,, reaksiyon
buffer, dNTP mix karigimi), kit kullanim kilavuzunda tarif edildigi sekilde
hazirland.
Primer + Hidroliz Prob karigimi (final konsantrasyon 0,5 uM primer + 0,25
MM prob olacak sekilde) hazirlandi.
Hazirlanan reaksiyon karisimi, érnek ve primer-prob karisimi kapiller tiplere
konularak, LightCycler 2.0 cihazinda RT-PCR yontemiyle analiz asamasina
gegildi (4 pL reaksiyon karisimi + 5 yL cDNA 06rneg@i + 2 yL primer-prob
karisimi + 9 uL PCR grade distile su; toplam 20 uL).
Preinklibasyon agsamasinda 10 dakika 95 °C’de inkiibe edildi.
Amplifikasyon asamasinda;

e Denatlirasyon 95 °C’de 10 saniye,

e Annealing 60 °C’de 40 saniye,

e Uzama asamasinda 72 °C'de 1 saniye, olacak sekilde bu dongu 45

defa tekrarlandi.

Sogutma asamasinda 40 °C’de 30 saniye bekletilerek RT-PCR analizi
sonlandirildi.
530 nm dalga boyunda, floresans dedektorle elde edilen CT (Treshold
Cycle) degerleri kullanilarak, 288C formiilu ile (155), oOrneklerin, kontrol

grubuna oranla rolatif gen ekspresyon duzeyleri hesaplandi.
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3.6. Istatistiksel analizler: Elde edilen verilerin gdsteriminde normal dagilima
badli olarak ortanca (Ceyreklikler arasi sapma - Interquartiie Range- IQR)
degerleri kullanildi. Arastirmaci tarafindan dijital fotograf makinesi ile deneyden
elde edilen goruntiler etkinlik durumuna gére O ile 3 arasinda derecelendirildi.
Etkinlik gézlenen yumurtalarda RT-PCR duzeyleri 6lglldl. Elde edilen RT-PCR
degerlerinin (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, VEGF-A, HIF-1a) ve etkinlik
skorlarinin deney gruplari arasinda farkhliginin arastirimasinda Kruskal-Wallis
non-parametrik varyans analizi ydntemi uygulandi. Kruskal-Wallis analizi
sonucunda ortaya c¢ikan farkliigin hangi deney grubundan kaynaklandigini
belirleyebilmek amaci ile Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testi ile post-hoc ikili
karsilastirmalar yapildi. Bonferroni dizeltmesi; ¢oklu karsilastirmalarda Tip | hata
dizeyini kontrol altina alabilmek amaciyla gelistirilmis bir yontemdir. Bonferroni
dizeltmesinin mantiginda Tip | hata dizeyi (bu ¢alisma igin «=0.05) yapilacak ikili
karsilastirma sayisina bdlinerek yeni bir kritk p degeri elde edilir. Ornek olarak

etkinlik skorlari i¢in yapilacak Bonferroni dizeltmesi sonrasinda;

0.05 _0.05
ikili karsilastirma sayist -~ 6

kritik hata (p) dizeyi = =0.0083 olarak belirlendi. iki
grup arasindaki p degeri 0.008 ve altinda ise anlamli farkhliktan s6z edildi. RT-
PCR odlgum skorlarinin post-hoc karsilastirimasinda ise kritik p degeri = 0.017
olarak belirlendi. Tum istatistiksel analiz ve hesaplamalar i¢cin MS-Excel ve SPSS
for Win. Ver. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programlari kullanildi.

Bonferroni dizeltmesi yapilmadiginda p<0.05 dizeyi anlamli farkhligin gostergesi

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Uygulama sonrasi, makroskobik olarak degerlendirme ve etkinlik

skorlamasi;

Solusyon damlatilan alandaki vaskuler yapilarda, gozle gorulebilen
azalma varsa, bir pozitif etkinlik (+1),

Solusyon damlatilan alanda anjiyogenez tamamen durmussa, iki
pozitif etkinlik (+2),

Solusyon damlatilan alanin disina tasan anti-anjiyogenik bir etkinlik

varsa, u¢ pozitif etkinlik seklinde siniflandirildi (+3).

Makroskobik degerlendirme sonrasinda, sVEGFR-1'in 1 ng/50 pL

konsantrasyo

nunun CAM’da anti-anjiyogenik etkinliginin olmadigi goézlendi. 2 ng/50

ML sVEGFR-1 uygulanan 8 yumurtanin iki tanesinde (%25) etkinlik gézlenmedi.

Diger yumurt

alarda degisen derecelerde etkinlik gozlendi. 5ng/50uL sSVEGFR-1

uygulanan grubun ise bir tanesi (%12,5) hari¢, diger tUm yumurtalarda degisen

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

gorulmektedir.

Tablo 4.1. Makroskobik degerlendirme sonrasi gruplara goére uygulama etkinlik

dereceleri
ETKINLIK
Grup Etkisiz 1 pozitif 2 pozitif 3 pozitf TOPLAM
Kontrol " . 2 2 0 8
% 1000 0.0 0.0 0.0 100.0
n 8 0 0 0 8
1 ng/50 uL
givoH % 1000 0.0 0.0 0.0 100.0
n 2 1 3 2 8
2 ng/50 pL
gixoH % 250 125 375 250 100.0
n 1 0 2 5 8
5 nqg/50 uL
givoH %  12.5 0.0 250 625 100.0
COPLAM N 19 1 5 7 32
% 594 3.1 156  21.9 100.0
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Sekil 4.1. Uygulama 6ncesi ve sonrasinda makroskobik degerlendirme &rnekleri
(A-B: etkisiz uygulama, C-D: bir pozitif, E-F: iki pozitif, G-H: ¢ pozitif etkinlik).
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Yumurtalarda uygulama dozajina bagli makroskobik degerlendirme etkinlik
dereceleri incelendiginde; uygulama dozajlarindan en az birinin digerlerine gore
istatistiksel olarak farkll etkinlige sahip oldugu gdzlendi (X?=20.826; p<0.001).
Yapilan Bonferroni dizeltmeli ikili post-hoc Mann-Whitney karsilastirma sonuglari

Tablo 4.2°de gOsterilmigtir.

Tablo 4.2. Bonferroni duzeltmeli post-hoc ikili kargilastirma sonuglari

Uygulama Kontrol 1 ng/50pL 2 ng/50uL
Dozaji 7 p 7 D 7 D
1 ng/50uL 0.000 1.000
2 ng/50pL 2.910 0.010 2.910 0.010
5 ng/50uL 3.303 0.002* 3.303 0.002* 1.453 0.195

*: |statistiksel olarak anlamli farklilik

Tablo 4.2. incelendiginde; Kontrol grubu ile sadece ylksek dozaj
(5ng/50pL) gruplar arasinda (Z=3.303; p=0.002) ve 1 ng/50pL ile yuksek dozaj
gruplarn arasinda (Z=3.303; p=0.002) istatistiksel olarak anlaml farklihk oldugu
gorulmektedir. Diger uygulama dozajlari arasinda ise etkinlik bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik gérilememektedir. Uygulanan sVEGFR-1 ancak
yuksek dozajlarda (5 ng/50uL) diger dozajlarina goére daha etkinken, diger
uygulama dozajlarindaki etkisi benzerdir.

Kontrol ve 1 ng/50uL gruplarinda deneklerden higbirinde etkinlik
g6zlenemezken, 2 ng/50uL grubunda 6 denekte (% 75.0) en az bir pozitif etkinlik
g6zlenmigstir. 5 ng/50uL grubunda ise deneklerin sadece 1’inde (% 12.5) ekinlik
g6zlenemezken, iki denekte 2 pozitif ve deneklerin yaridan fazlasinda (n=5, %62.5)
ise 3 pozitif etkinlik gdzlenmigtir. Bu skorlara bakilarak en yuksek etkinligin 5

ng/50uL grubunda gézlendigi sdylenebilir.
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Bu asamadan sonra farkli uygulama gruplarindaki yumurtalardan alinan
doku Orneklerinde relatif gen ekspresyon duzeylerini belirlemek igin RT-PCR

calismasina gegildi.

Amplification Curves

1.5 P
13 Lo
144
0.9
0.7
05

Fluorescence (530)

0.3

0.1

1234567 8 910111213141516171581920 21 22232425 2627 2829 3031 323334 353637 38304041 42434445
Cycles
Sekil 4.2. RT-PCR galismasinda amplifikasyon sikluslari esnasinda, floresans piki

ile farkli genlerin CT degerlerinin belirlenmesi.

Kontrol ve 1 ng/50 pL konsantrasyonlu sVEGFR-1 uygulanan gruplarda
herhangi bir etkinlik gdzlenmedigi icin, bu gruplardan 1 ng/50 yL grubu RT-PCR
calismasinin diginda tutuldu. Kontrol grubu ise diger iki grubun kargilastirilabilecegi
referans degerlerini elde edebilmek adina RT-PCR calismasina dahil edildi. 2
ng/50 uL ve 5 ng/50 pL gruplarinda etkinlik gostermeyen yumurtalarda RT-PCR
¢alismasina alinmadi. Kontrol grubundan ve 2 ng/50 uL ve 5 ng/50 uL sVEGFR-1
uygulanan (etkinlik gézlenen yumurtalardan) gruplardan alinan érneklerle yapilan
RT-PCR calismasinda; kontrol grubunun gen ekspresyonu seviyesi 1 kabul
edilerek, bu degere oranla elde edilen diger parametrelerin rélatif gen ekspresyonu
dizeyleri Tablo 4.3’de gorulmektedir.
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Tablo 4.3. Rolatif gen ekspresyon duzeyleri *

Reseptorler

Grup VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 VEGF-A HIF-1a
Kontrol 1.04 (0.96)  0.98 (0.14) 1.05 (1.11) 1.02 (0.56) 0.9 (0.25)
2 ng/50 pL 6.57 (14.02)  2.60(0.97)  23.10(22.17)  2.64(0.93)  1.95(0.62)

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

X? 10.122 13.898 10.847 11.827 8.580

p 0.006 0.001 0.004 0.003 0.014

*. Degerler Ortanca (IQR) seklinde verilmigtir.

Tablo 4.3’e goére; tim Olgim parametrelerinde en az bir uygulama grubu

digerlerinden farkli ortancaya sahiptir.

VEGFR-1 parametresi icin tablo incelendiginde; Kontrol, 2 ng/50 uL ve 5
ng/50 pL gruplarindan en az birinin ortancasi digerlerinden farkhdir. Farkli grubu
bulabilmek amaci ile Bonferroni duzeltmeli Mann-Whitney testi ile ikili post-hoc
kargilastirmalar yapildiginda; Kontrol ile 2 ng/50 pL (Z=2.556; p=0.009) ve Kontrol
ile 5ng/50 pL (Z=2.842; p=0.003) gruplari arasindaki farkhlik anlamli iken, 2 ng/50
ML ile 5 ng/50 pL gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
bulunamamistir (Z=1.429; p=0.181). Yumurtalarda sVEGFR-1 uygulamasi yapiimis
olanlarla Kontrol grubu arasinda farklihk varken, sVEGFR-1 uygulama dozaji (2 ya
da 5 ng/50 pL olmasi) VEGFR-1 gen ekspresyonu seviyeleri bakimindan anlaml
farkhlik olusturmamaktadir. RT-PCR yontemiyle rélatif gen ekspresyon seviyeleri

Olculen gruplarin VEGFR-1 dizeylerinin karsilastirmasi Sekil 4.3'de gortulmektedir.
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VEGFR-1

45
40
35
30
25
20
15
10

RolatifmRNA ekspresyon

o
|

Kontrol 2 ng sFlt-1 5 ng sFit-1

Sekil 4.3. RT-PCR caligmasi yapilan gruplarda VEGFR-1 mRNA ekspresyon

duzeyleri

VEGFR-2 parametresi agisindan tablo incelendiginde; Kontrol, 2 ng/50 uL
ve 5 ng/50 pL gruplarindan en az birinin ortancasi digerlerinden farkhdir. Farkh
grubu bulabilmek amaci ile yapilan ikili post-hoc karsilastirmalar sonucunda;
Kontrol ile 2 ng/50 pL (Z=2.739; p=0.004) ve 2 ng/50 uL ile 5 ng/50 pL (Z=2.571;
p=0.008) gruplari arasindaki farklihk anlaml iken, Kontrol ile 5 ng/50 pL gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik bulunamamigtir (Z=2.030; p=0.048).
Yumurtalarda yuksek doz sVEGFR-1 uygulamasi yapiimig olanlarla Kontrol grubu
arasinda farkhlik yokken, orta diizey dozaj sVEGFR-1 uygulamasi, uygulanmamasi
ya da yuksek doz uygulanmasina gore anlamli farklihk olusturmaktadir. Rolatif gen
ekspresyon seviyeleri dlgulen gruplarin VEGFR-2 duzeylerinin karsilastirmasi Sekil

4.4’de gorulmektedir.
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VEGFR-2

Rolatif mRNA ekspresyon

Kontrol 2 ng sFlt-1 5 ng sFit-1

Sekil 4.4. RT-PCR calismasi yapilan gruplarda VEGFR-2 mRNA ekspresyon

duzeyleri

VEGFR-3 parametresi i¢in bakildiginda; Kontrol, 2 ng/50 uL ve 5 ng/50 pL
gruplarindan en az birinin ortancasi digerlerinden farklidir. Farkh grubu bulabilmek
amaci ile ikili post-hoc kargilastirmalar yapildiginda; Kontrol ile 2 ng/50 pL
(Z=2.556; p=0.009) ve Kontrol ile 5 ng/50 pL (Z=2.517; p=0.010) gruplari
arasindaki farkhlik anlamli iken, 2 ng/50 pL ile 5 ng/50 pL gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli  farkhlik bulunamamigtir  (Z=0.429; p=0.731).
Yumurtalarda sVEGFR-1 uygulamasi yapilmis olanlarla Kontrol grubu arasinda
farkhlik varken, sVEGFR-1 uygulama dozaji (2 ya da 5 ng/50 yL olmasi) anlamh
farkhlik olusturmamaktadir. RT-PCR c¢alismasi ile rolatif gen ekspresyon seviyeleri

Olcllen gruplarin VEGFR-3 dizeylerinin karsilastirmasi Sekil 4.5’de gortulmektedir.
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VEGFR-3

Rolatif mRNA ekspresyon

Kontrol 2 ng sFlt-1 5 ng sFit-1

Sekil 4.5. RT-PCR caligsmasi yapilan gruplarda VEGFR-3 mRNA ekspresyon

duzeyleri

VEGF-A parametresi igin bakildiginda; Kontrol, 2 ng/50 uL ve 5 ng/50 pL
gruplarindan en az birinin ortancasi digerlerinden farklidir. Farkli grubu bulabilmek
amaci ile ikili post-hoc karsilastirmalar yapildidinda; Kontrol ile 2 ng/50 pL
(£=2.739; p=0.004), 2 ng/50 uL ile 5 ng/50 pL (Z=3.000; p=0.001) gruplari
arasindaki farkhlik anlamli iken, Kontrol ile 5 ng/50 uL gruplari arasinda istatistiksel
olarak sinirda anlamli farklihk vardir (Z=2.355; p=0.018). Yumurtalarda yuksek doz
SVEGFR-1 uygulamasi yapilmis olanlarla Kontrol grubu arasinda nerede ise
farklilk yokken, yiksek dozaj sVEGFR-1 uygulamasi, uygulanmamasi ya da orta
dizey doz uygulanmasina gore anlamh farkhlik olusturmamaktadir. VEGF-A rolatif
gen ekspresyon duzeylerinin 6lgim yapilan gruplarda kargilastirmasi Sekil 4.6'da

gorulmektedir.
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VEGF-A

Rolatif mRNA ekspresyon

Kontrol 2 ng sFlt-1 5 ng sFit-1

Sekil 4.6. RT-PCR calismasi yapilan gruplarda VEGF-A mRNA ekspresyon

duzeyleri

HIF-1a parametresi agisindan bakildiginda ise; Kontrol, 2 ng/50 pyL ve 5
ng/50 pL gruplarindan en az birinin ortancasi digerlerinden farkhdir. Farkli grubu
bulabilmek amaci ile yapilan ikili post-hoc karsilastirmalar sonucunda; Kontrol ile 2
ng/50 uL (Z=2.739; p=0.004) gruplar arasindaki farklihk anlamli iken, Kontrol ile 5
ng/50 pL gruplar arasinda istatistiksel olarak sinirda anlamli farkhilhk vardir
(£=2.355; p=0.018). 2 ng/50 uL ile 5 ng/50 uL gruplari arasindaki farkhlik ise
istatistiksel olarak o©nemsizdir (Z=1.571; p=0.138). Yumurtalarda ylksek doz
SVEGFR-1 uygulamasi yapilmis olanlarla Kontrol grubu arasinda nerede ise
farkhlik yokken, orta dizey dozaj sVEGFR-1 uygulamasi, uygulanmamasina gore
farkhlik olusturmakta ancak ylksek doz uygulanmasina goére onemli farklilik
olusturmamaktadir. sSVEGFR-1 uygulamasi yapilmasi farklilk olusmasi igin
yeterlidir, dozajin HIF-1a Uzerinde anlamli etkisi yoktur. Yine bu parametre ile ilgili
kargilastirmalar Sekil 4.7'de gorulmektedir.
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HIF

Rolatif mRNA ekspresyon

Kontrol 2 ng sFlt-1 5 ng sFit-1

Sekil 4.7. RT-PCR caligmasi yapilan gruplarda HIF-1a mRNA ekspresyon

diuzeyleri
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5. TARTISMA

SVEGFR-1, Shibuya ve ark. tarafindan 1990 yilinda tanimlanan (93), kanda
ve vlcut sivilarinda ¢6zinmads halde bulunan bir VEGF reseptoridar.
Preeklampsili gebelerde, normal gebeliklere gore kandaki seviyelerinin daha fazla
yukseldigi, pek cok arastirmaci tarafindan rapor edilmigtir (156). Gebe ratlara
uygulandiginda preeklampsinin major bulgulari olan hipertansiyon ve proteinuri
gelisimi goézlenmistir (139). Bununla birlikte gebe olmayan ratlarda da kanda
VEGF’Un % 50 oraninda azalmasi, preeklampside gorulene benzer sekilde
proteinuri ve glomeruler endotelyozis tablosuna neden olmaktadir (157). Bu ve
buna benzer klinik bulgular 1si1ginda, sVEGFR-1’in preeklampsi ile siki bir iligki
icerisinde oldugu bilinmektedir. Ancak hipoksinin mi sVEGFR-1’i artirdigi yoksa
sVEGFR-1’in mi anjiyogenezi inhibe ederek hipoksiye neden oldugu konusu tam
olarak aydinlatilamamistir (158).

SVEGFR-1’in dnceleri, sadece hamile kadinlarin vicut sivilarinda bulundugu
ve plasenta tarafindan sentezlendigi dusunillse de, cinsiyet farki olmaksizin,
saglikh insanlarin plazmasinda da bulundugu rapor edilmistir (159). Anti-
VEGF’e yuksek affinite ile baglanmakta ve bdylece VEGF’Un inhibisyonuna neden
olmaktadir. ikincisi hiicre membranindaki VEGF reseptorlerine baglanarak,
heterodimerizasyona neden olmakta ve sinyal iletimini inhibe etmektedir.

SVEGFR-1 yalnizca memelilerde bulunmamaktadir. Yamaguchi ve ark.
larinin 2002 yilinda yayinladiklari g¢alismasinda; VEGF ve sVEGFR-1’'in avian
turlerinde de sentezlendigi ve memeli turleriyle homolojisini yuksek oranda
korudugu rapor edilmistir (160). Dolayisiyla CAM modeli; VEGF, sVEGFR-1 gibi
parametrelerle yapilacak anjiyogenez galismalar i¢in oldukga elverigli bir modeldir.
Ancak CAM modelinde, sVEGFR-1’in anti-anjiyogenik etkinliginin gosterildigi bir
¢alisma, henuz yapilmamistir.

Uygulama sonrasinda yapilan makroskobik degerlendirme skorlamasina ait
sonuglar Tablo 4.1’de gosterilmisti. CAM modelinde yapilan uygulamalarda anti-

anjiyogenik etkinlik degerlendirilirken; yapilan uygulamanin toksik veya lokal hasar
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verici etkilerinin olup olmadidi da degerlendirilmelidir. Bizim yaptigimiz ¢alismada,
CAM Uzerinde sVEGFR-1 uygulamasi yapilan alanda, sVEGFR-1'in doza bagimli
bir tarzda anjiyogenezi inhibe etmesi ile sonuglanmistir. Ancak bu anti-anjiyogenik
etki, CAM Uzerinde sadece uygulama yapilan alanla sinirh kalmig, uygulama
yapilan alanin disindaki CAM bdlgelerinde, ayrica bir etki olusturmamistir.
Uygulama yapilan tim yumurtalarda, embryo canliigini devam ettirerek gelisimini
surdirmustar. Bu durum; sVEGFR-1’in toksik veya lokal hasar verici etkilerinin
bulunmadigi, anti-anjiyogenik etkisini VEGF ile etkilesimi sonucunda olusturdugu
seklinde yorumlanmistir.

Uygulama sonrasi, makroskobik olarak degerlendirme ve etkinlik
skorlamasinda, sVEGFR-1’'in etkinliginin, konsantrasyonla birlikte arttigi
go6rulmektedir. Skorlama tablosunda 2 ng/50uL dozaj uygulamasinin makroskobik
degerlendirmesinde, 8 yumurtanin 6 tanesinde (% 75) etki goériimus, bunlarin 2
tanesinde ise (%25) en ust dlzeyde (u¢ pozitif) etkinlik tespit edilmistir. Dozaj 5
ng/50uLl’ye c¢iktiginda ise 8 yumurtanin 7 tanesinde (%87,5) etkinlik gdzlenmistir.
Bunlarinda 5 tanesinde (%62,5) etkinlik en st (U¢ pozitif) dizeydedir. Bu verilerin
istatistiki analizi sonucunda, makroskobik degerlendirme skorlarina gore 5 ng/50uL
dozaj uygulanan grup diger uygulama gruplarindan anlamh bir sekilde farkli
bulunmustur.

Fizyolojik kosullardaki hucreler hipoksiye maruz birakildiklarinda, ilk
metabolik tepki olarak hucre icinde HIF dizeyleri artmaktadir. Bu artisla birlikte
aktive olan HIF-1a, DNA Gzerindeki hipoksi ile indiklenen bdlgelere baglanarak,
hipoksik travmaya kargl hucresel cevabi olusturan 100 civarinda genin
ekspresyonunu arttirmaktadir. Anjiyogenezin inhibisyonu da, dokularda hipoksiye
neden olan etmenlerden biridir. Bu nedenle, ¢alismamizda sVEGFR-1 uygulanan
gruplarda, HIF-1a ekspresyonunun, kontrol grubuna gbére artmis olmasi
beklenmektedir. Bu durumla uyumlu olarak sVEGFR-1 uygulanan her iki grupta da
HIF-1a dizeyleri artmis olarak bulunmustur. Ancak 2 ng/50uL dozaj uygulanan
grupta HIF-1a geninin ekspresyon dizeylerinin, 5 ng/50uL dozaj uygulanan gruba

gore daha yuksek oldugu tespit edilmistir. Her iki grupta yapilan uygulamanin
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etkinligi  makroskobik olarak degerlendirildiginde, sSVEGFR-1'in  yuksek
konsantrasyonlarinin, anjiyogenezi daha etkin bir sekilde inhibe ettigi
anlasiimaktadir. Makroskobik degerlendirmede daha etkili oldugu goérilen bu
grubun HIF-1a dlzeylerinin, 2ng/50uL dozaj grubundan daha duslik olarak
bulunmasi; yuksek dozajlarin doku duzeyinde anjiyogenezi ¢ok yuksek oranda
inhibe ettigi ve vaskularizasyonun yetersizligi, dolagim bozuklugu, ileri dizeyde
hipoksiye maruz kalma gibi nedenlerle, hlcrelerin apopitotik stirece girdigi seklinde
yorumlanmistir. Hucre kualturinde yapilan benzer galismalarda, hipoksiye maruz
birakilan endotel hicrelerinin, orta duzeyde hipoksi ile (% 5 Oksijen), VEGF, HIF
ve diger anjiyogenik molekullerin sentezinin arttigi, ancak agir hipoksik kogullarda
endotel hdcrelerinin apopitotik slrece girdigini rapor eden pek c¢ok calisma
bulunmaktadir (161). Literatirde, CAM modelinde HIF gen ekspresyon dizeylerini
Olcen, sinirli sayida galisma bulunmaktadir.

Organizmada anjiyogenez, pek c¢ok anjiyogenik faktor ve bunlarin
reseptorleri tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Ancak anjiyogenez igin en
onemli duzenleyici molekil VEGF’dir. Gen duzeyinde yapilan c¢alismalarda,
VEGF’Un, anjiyogenezin esas duzenleyicisi oldugu yonunde kanitlara ulasiimistir.
Ornegin, VEGF kodlayan genin bir allelinin inaktive edilmesi, vaskiler yapi ve
fonksiyon  bozukluklarina  bagh  olarak embryonik donemde  dlumle
sonuclanmaktadir (162). Bu nedenle hicre ici VEGF duzeyleri, embryonik gelisim
doneminde hayati dneme sahiptir.

Hipoksi, VEGF mRNA duzeylerinin artmasinda en onemli faktorlerden
birisidir. Ancak, hipoksi VEGF (VEGF-B, VEGF-C, vb.) ailesinin diger Uyelerini ayni
sekilde etkilememektedir. Bu nedenle VEGF’Un (VEGF-A), hipoksi ile induklenmis
anjiyogenik cevabin en énemli mediatéri oldugu dasindlmektedir. Ayrica VEGF
MRNA'’sInin sentezlendigi bolgenin hemen 6n tarafinda, Hipoksi responsif element
adi verilen, hipoksi ile induklenebilir faktor | (HIF-1) icin bir baglanma bdlgesi
bulunmaktadir. Bu sayede, hipoksik kosullarda HIF-1 duzeylerinin artmasiyla,
HRE’lerin aktivasyonu ve VEGF sentezi artmaktadir (31,163). Yaptigimiz gen

ekspresyon duzeyi calismasinda, VEGF mRNA ekspresyonlarinin, orta dizey
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dozaj (2 ng/50 pL) uygulanan grupta, yuksek dozaja gore daha fazla oranda
yukseldigi goralmustar. Sonuglarin istatistiksel incelemesinde de orta duzey dozaj
uygulamasi, kontrol ve ylksek dozaj grubundan anlamli bir sekilde farkh
bulunmustur. Ancak doz artimi ile birlikte bu farkliik azalmis ve bdylece yuksek
dozaj ve kontrol grubu arasinda sinirda anlaml farklilik tespit edilmigtir. Bu sonug¢
HIF ekspresyon duzeyleri ile paralellik gostermektedir. HIF ekspresyonuna benzer
sekilde, VEGF ekspresyonunun da yuksek dozaj grubunda azalmasi, hicrelerin
apopitotik surece girdikleri seklinde yorumlanmistir (161). Literattrde farkli hicre
kllturlerinde yapilan c¢alismalarda, hipoksinin  VEGF mRNA ekspresyonunu
artirdigi rapor edilen yayinlar mevcuttur, ancak CAM modelinde VEGF mRNA
ekspresyon duzeyinin incelendigi ¢calismalar oldukga sinirli sayidadir.

VEGF reseptorlerinden VEGFR-1, embryonik dénemde vaskllogenez
asamasinda esansiyeldir. VEGFR-1 defektif fareler, embryonik ddonemde ortalama
8,5. gunde dlmektedir. Bu farelerde endotel hiicrelerinin normal bir sekilde prolifere
oldugu, ancak bu hicrelerin organize olarak vaskuler yapilari olugturamadigi rapor
edilmistir (94-96). Hiratsuka ve ark.’nin 1998 yilinda yayimladidi bir ¢alismada ise,
embryonik dénemde VEGFR-1’in sadece tirozin kinaz domain gen bdlgesi knock-
out edilen farelerin canlihdini surdirdigd ve normal olarak dogduklari rapor
edilmistir (95). Bu sonug, embryonik donemde VEGFR-1’in, esas olarak hicre
disindaki  kompartmaninin,  anjiyogenezde  duzenleyici rol  oynadigini
dusundurmektedir.

Embryonik dénemin disinda ise VEGFR-1’in, anjiyogenezin temel hicresel
aktiviteleri olan endotelyal hucre proliferasyonu veya migrasyonu gibi olaylara
katkisi, net bir sekilde goOsteriliememistir. Bununla birlikte VEGFR-1’in
uyariimasinin, endotel hucrelerinde uPA, PAI-1 ve doku faktorinin
ekspresyonunu artirdigi ve anjiyogenik surece bu sekilde katkida bulundugu rapor
edilmistir (97,98). Ancak genel kani, VEGF’e olan affinitesi VEGFR-2'den yaklagsik
on kat kadar daha yuksek oldugu halde, VEGFR-1'in tuzak reseptor olarak gorev
aldigi ve VEGF’e baglanarak anjiyogenezin kontrolll bir sekilde devam etmesinde
yardimci oldugu yonundedir (164).
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Yaptigimiz c¢aligmada ekspresyon duzeylerini Olgtugumuz bir diger
parametre de VEGFR-1'dir. VEGFR-1 mRNA ekspresyon duzeyleri, SVEGFR-1
uygulama dozaji ile birlikte artmaktadir. Diger olgimu yapilan parametrelerle
mukayese edildiginde, calisgmamizda ekspresyon duzeyleri kontrol grubuna gore
en fazla artan parametre VEGFR-1'dir. Bu bulgu, esas olarak embryonik ddnemde
gorev yapan VEGFR-1in, bu donemde anjiyogenez igin olduk¢ga oOnemli bir
dizenleyici oldugunu dustndurmektedir. VEGFR-1 duzeylerinin istatistiksel
degerlendirmesinde, kontrol grubu ile uygulama yapilan iki grup arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Yani sVEGFR-1 uygulamasi, VEGFR-1
ekspresyon duzeyleri agisindan net bir sekilde farklihk olusturmaktadir. Ancak
uygulama dozaji farkli olan gruplarin karsilastirma sonucu, istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur. Daha genis bir érneklem alinarak yapilacak c¢alismalarin,
SVEGFR-1 dozajinin VEGFR-1 ekspresyon dlzeylerine etkisini daha net olarak
ortaya koyabilecek aydinlatici bilgiler verebilecegini disinmekteyiz.

Calismamizda VEGFR-2 gen ekspresyon dizeylerinin istatistiksel
degerlendirmesi, 2 ng/50 uL uygulanan grupta diger iki gruptan farkh iken, kontrol
ve 5 ng/50 uL gruplarinda farksiz bulunmustur. VEGFR-2 duzeyleri de HIF ve
VEGF’e benzer sekilde, 2 ng/50 pyL grubunda kontrol grubuna goére yukselmis,
ancak daha sonra dozajin artisi ile birlikte tekrar azalarak kontrol grubuna
yaklasmistir. Ribatti ve ark.’larinin yaptigi bir calismada, VEGF’in CAM Uzerinde
koryonik epitel hiicrelerinde sentezlendigi, VEGFR-2'nin ise vaskuler endotel hlicre
yuzeyinde bulundugu rapor edilmistir (165). Bu nedenle VEGF’Un sentezlendikten
sonra, endotel hucrelerinde VEGFR-2 ekspresyonunu arttirarak anjiyogenik sureci
bagslattigi dusunulmektedir. Yaptigimiz calismada da, anjiyogenez igin esas
duzenleyici reseptor olan VEGFR-2'nin ekspresyon duzeylerinin VEGFR-1 kadar
yukselmemesi, VEGF’Un soluble reseptorlu tarafindan sekestre edilmesi ve bu
nedenle endotel hicrelerinin VEGFR-2 sentezlemek Uzere uyariimasinin aksamasi
ile agiklanabilir. Bununla birlikte VEGFR-2 ekspresyon duzeylerinin sinirli artiginda
etkisi olabilecek bir diger konu da; calismamizda CAM Uzerinde uygulamanin

yapildigr guandn, inkdbasyonun altinci guni olmasidir. Uygulama esnasinda

58



vaskuler yapilarin tip formasyonu olusmus ve primitif dolasim sistemi, ¢alismaya
baglamis olmaktadir. Bu donemde kalp atimlarida disaridan gozle gorulebilecek
seviyeye gelmistir. Dolayisiyla ilkel vaskuler yapilarin alt yapisi ve buyuk damarlar
kismen olusmustur. VEGFR-2, endotel hucrelerinin temel anjiyogenik cevaplarinin
olusmasina aracilik eden, esas reseptordir. Yani endotel hicre proliferasyonu,
migrasyon ve anti-apopitotik etkilerin olusmasindan sorumludur. Tim bu
asamalarda VEGFR-2’nin anjiyogenik sure¢ igerisinde 6nemli bir rol Ustlendigi
bilinmektedir. Bu nedenlerle; inkiibasyonun daha énceki donemlerinde (6rnedin 3.
veya 4. gun) yapilacak sVEGFR-1 uygulamasinin, VEGFR-2 reseptdr ekspresyon
seviyelerinde daha belirgin bir artisa neden olacagini dusunmekteyiz.
Calismamizda VEGFR-3 dlzeylerinin uygulama yapilan gruplarda belirgin
bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Ancak dozaj farkhligi, uygulama yapilan gruplar
arasinda ekspresyon duzeyi acisindan istatistiksel olarak bir farkllk
olusturmamigtir. Lenfatik damarlar, arter ve arterioller arasinda baglanti
saglamaktadir, ancak esas olarak venler, Ozellikle de buylk vendz yapilarin
etrafinda bir ag olusturmaktadirlar. Dolayisiyla vendz yapilarla oldukca siki bir iligki
icerisindedirler. Lenfanjiyogenezden VEGFR-3 reseptorunin sorumlu oldugu
disunulmektedir. Bu reseptorin ligandi ise esas olarak VEGF-C'dir (166).
Calismamizda CAM uzerine sVEGFR-1 uygulamasi yapilmigtir, ancak guinumuzde
SsVEGFR-1'in VEGF-C ile etkilesime girdidi ve onun sekestrasyonuna neden
oldugu yoénunde bir bilgi bulunmamaktadir. sVEGFR-1 uygulamasinin VEGFR-3
ekspresyon duzeylerini arttirmasinin, vendz yapilarin olusumundaki inhibisyonla
iligkili olarak, lenfatik sistemin gelisiminde ortaya cikabilecek aksakliklara bagh
olabileceg@ini dustinmekteyiz. Literatirde CAM U(zerinde vyapilmis, VEGFR-3

ekspresyon duzeylerini arastiran sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
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SONUG VE ONERILER

CAM modeli Uzerinde sVEGFR-1 uygulanarak yapilan bu c¢aligsmada,
SsVEGFR-1’in anjiyogenezi inhibe ettigi, makroskobik olarak net bir sekilde
g6zlenmistir. Daha sonrasinda RT-PCR yontemiyle gen ekspresyon duzeyleri
incelenen VEGF reseptorleri, VEGF ve HIF’In, kontrol grubuna gére mRNA
ekspresyonlarinin arttigr tespit edilmistir. Bu bulgular da, makroskobik olarak
deg@erlendirilen sonuglarin, molekuler dizeyde ne tur etkilere neden oldugu
konusunda aydinlatici bilgiler vermektedir.

Anjiyogenez pek ¢ok patolojik surecin icerisinde yer almaktadir. Bu nedenle
gunumuzde pro-anjiyogenik veya anti-anjiyogenik tedavi yaklasimlari, bilinen
tedavi modaliteleri igerisinde giderek onemli bir yer edinmektedir. Bunun baglica
ornekleri, kanser tedavisinde kullanima giren anti-anjiyogenik preparatlardir. Ancak
bu yaklasimlar sadece kanser hastaliklari tedavisi ile sinirli degildir. Kronik yara
tedavilerinde, anjiyogenik sureci destekleyen bazi pansuman materyallerinin
kullanimi ile ilgili bilgiler literatire girmis olup, bunlarin érnekleri ginden glne
artmaktadir. Anti-anjiyogenik yaklagimin etkili oldugu dusunulen baska bir konu
kontrasepsiyondur. Bu yaklasimla lokal olarak kullanilacak anti-anjiyogenik
preparatlarinin, ginimuzde halen kullanilan hormon bazli preparatlara, yan etkileri
bakimindan Ustunlik saglayacagdi dusunulmektedir. Bunlarin disinda psoériazis,
diabetik retinopati gibi pek ¢ok patolojik durum, anjiyogenezle yakindan iligkilidir.

Calismamizda kullandigimiz sVEGFR-1, organizmada fizyolojik olarak
bulunan bir molekdldir. Bu molekulin anti-anjiyogenik etki gosterdidi,
calismamizda net bir sekilde anlasiimaktadir. Bu molekulin dogrudan kendisi veya
molekuler olarak modifiye edilmis formlarinin, anti-anjiyogenik yaklasimlar igin

uygun bir araci molekul olacagini dugunmekteyiz.
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