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OzET

Periferik arteriyel hastalik ve koroner arter hastaligi, dunyadaki mortalite
ve morbiditenin en sik sebepleri arasinda yer almaktadir.

Kardiyovaskuler hastaliklarin tedavisinde, baypas ve endarterektomi gibi
cerrahi girigsimler, ilaclar, perkitan vaskuler girgsimler ve egzersiz uygulamalarini
iceren metotlar uygulanmaktadir. Yeterli derecede revaskularizasyon
saglanamayan hastalarda ise terapotik anjiyogenezis c¢alismalari énemli bir
secenek olarak devam etmektedir.

Calismamizda, terapotik anjiyogenezis olusturmak amaciyla, arka
bacaklarinda kronik arteriyel iskemi olusturulan ratlara, intramuskuler lipoteikoik
asit (LTA) enjeksiyonu vyapilarak anjiyogenezis surecini degerlendirdik.
Herbirinde onar rat bulunan toplam doért grup olusturuldu. Sham grubuna
sadece iskemi modeli olusturuldu, SF (serum fizyolojik) grubuna iskemi
olusturulduktan sonra SF enjeksiyonu vyapildi, LTA grubuna iskemi
olusturulmasini takiben intramuskuiler LTA enjekte edildi, kontrol grubuna ise
iskemi modeli olusturulmadi ve herhangi bir islem uygulanmadi. Ratlar otuz gun
boyunca takip edildikten sonra sakrifiye edilerek gastroknemius kasindan doku
ornekleri alindi, ayrica 5cc kan alinarak biyokimyasal ve histopatolojik analizler
yapildi. Toplanan kan 6rneklerinde proanjiyogenik faktorlerden VEGF (vaskuler
endotel buyume faktori) ve Anjiopoietin-1 (Ang-1); anti-anjiyogenik faktoérlerden
endostatin ve anjiostatinin serumdaki duzeyleri olculdd. Alinan kas dokusu
ornekleri 11k ve elektron mikroskobisi ile degerlendirildi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda, LTA grubunda diger gruplara gore
Ang-1 duzeyi, yeni olusan Kkapillerite sayisi, endostatin ve anjiostatin
bakimindan anlamli derecede artis tespit edildi (p<0,05). VEGF’ nin de LTA
grubunda diger gruplarla karsilastirildiginda arttigi, fakat aradaki farkin anlaml
olmadigi goruldu (p>0,05).

Bulgularimiz, kronik iskemi modelinde LTA’ nin anjiyogenezisi etkin bir
bicimde sagladigini, ayni zamanda proanjiyogenik ve anti-anjiyogenik
sitokinlerin her ikisinde birden artiga yol acarak anjiyogenezisin kontrolli bir
surecte gelistigini telkin etmektedir, ancak, farkli LTA dozlari ile yapilacak yeni

calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Anjiyogenezis, kronik iskemi, lipoteikoik asit.



ABSTRACT

The Effectiveness of Lipoteichoic Acid In The Formation of
Angiogenesis and Its Importance In The Treatment Of Arterial Ischemia

Peripheral arterial diseases and coronary arterial diseases constitute the
most common reasons in terms of morbidity and mortality all over the world.

Surgical methods like bypass and endartherectomies and other methods
that consist of medical therapies, percutaneous vascular interventions and
specific exercises take part in the treatment of cardiovascular diseases. Studies
in medical angiogenesis constitute an important method of therapy in patients in
whom adequate revascularization fails to be established.

In our study we investigated and evaluated the angiogenesis process in
rats in which ischemia was formed in the hind limbs and lipoteichoic acid (LTA)
was injected intramuscularly in an effort to induce angiogenesis. Four rat groups
were formed with 10 rats in each. The sham group contained rats with ischemia
model only, the SF (saline) group contained rats with ischemia and injection of
SF intramuscularly and the LTA group contained rats with ischemia and the
injection of LTA intramuscularly. The control group rats had no ischemia formed
and no injection. After following the rats for a 30 day period they were sacrificed
and tissue specimens from their gastrocnemial muscles for histopathological
analysis and blood samples of 5 cc. for biochemical analysis were retrieved.
Vascular endothelial growth factor (VEGF), angiopoietinl (Ang-1), endostatin
and angiostatin as the proangiogenic and antiangiogenic cytokines were studied
from the blood samples. The muscular specimens were evaluated under the
light and with electron microscopes.

Ang -1 levels, number of newly developed capillaries, endostatin and
angiostatin levels were found to be significantly higher (p<0,05) in the LTA
group. VEGF was also found to be higher in the LTA group when compared
with the others but this difference did not reach to a statistical significance
(p>0,05).

Our results suggest that LTA helps in the development of angigenesis
effectively and also provides a controlled angiogenesis by stimulating both the
proangiogenic and antiangiogenic cytokines simultaneously. New studies with
different LTA doses may add more to the results of this study.

Key Words: Angiogenesis, chronic ischemia, lipoteichoic acid.



GIRIS ve AMAC

Kardiyovaskuler hastaliklar, dinya c¢apinda mortalite ve morbiditenin
major nedeni olma yolunda gittikge artan bir rol Ustlenmektedir. Calismalar, tim
dunyada kardiyovaskuler hastaliklardan o6lum oraninin 1990 ve 2020 vyillari
arasinda, %28,9' dan %36,3’ e yilkselecegini gdstermektedir .

Periferik Arteriyel Hastalik

Periferik arteriyel hastalia (PAH) sahip olan hastalar yurtdukleri zaman
calisan iskelet kas grubuna yetersiz oksijen dagilimi nedeniyle agri duyarlar;
kladikasyo intermittans (Ki). Bu semptomlar mevcut arteriyel kollateral yapinin
yeniden vyapilanmasi (arteriyogenezis) veya kapilleritenin artmasiyla
(anjiyogenezis) azaltilabilir. Periferik arteriyel hastaliklarda ve gecikmis yara
iyilesmesinde anjiyogenezisin yetersizligi s6z konusudur.

Yeni girisimsel olmayan tekniklerle, belirti olmayan bir¢ok kisinin PAH
oldugu tespit edilebilir 2.

PAH prevalansi %3-10 arasinda degisirken 70 yas Uzerinde %15-20" ye
cikmaktadir > “.

Ki gériilme sikligi 40 yas grubunda %3 civarinda iken, 60 yas grubunda
%6’ ya cikmaktadir. Geng vyaslarda Ki erkeklerde daha sik gérilirken,
erkek/kadin arasindaki bu farklilik yas ilerledikge ortadan kalkmaktadir.

PAH, ilerleyici bir tablo olmakla beraber klinik seyri sasirtici sekilde
stabil olabilir. Bu semptomatik stabilizasyon, gelisen kollaterallere, iskemik
kasin metabolik adaptasyonuna, non-iskemik kas gruplarinin devreye girmesine
baglhdir °.

Ki ilerleyerek, yiirime mesafesinin kisalmasina ve neticede kritik bacak
iskemisine neden olmaktadir.

Kritik bacak iskemisi (KBi), PAH’ In bir bulgusudur ve tipik istirahat agrisi
veya iskemik Ulser ve/veya gangreni olan hastalari tanimlamaktadir. KBi terimi
kronik bir sureci belirtir ve akut bacak iskemisinden ayirt edilmelidir. Kritik iskemi
tablosu hem ekstremite icin, hem de sistemik olarak kotlilesme isaretidir ve bu
hastalarda ekstremite kaybi riski %25’ in Uzerindedir. Daha da 6nemlisi 5 yillik
olim oranlari %50’ nin (izerindedir °.

Hastaneye basvuru sirasinda KBI tanisi konulan hastalarin %25 ine
sadece medikal tedavi, %25 ine primer amputasyon, %50’ sine ise
revasklarizasyon yapilmaktadir. Bir yil sonra bu hastalarin %20’ sinde KBI’ nin
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devam ettigi, %25’ inde KBI’ nin geriledigi, %30’ unun ampute edilmis olarak
yasamaya devam ettigi ve %25’ inin de hayatini yitirdigi saptanmistir °.

Koroner Arter Hastaligi (KAH)

KAH; tek basina, dinyadaki mortalite ve morbiditenin majér nedenidir.
Koroner arterlerin aterosklerozuna bagh olarak gelisen koroner arteriyel kan
akimindaki azalma iskemi gelisimine neden olur. Iskemi ise; angina pektoris,
miyokard infarktisu, kronik iskemik kalp hastaligi ve bu G¢ durumdan birinin
sonucu olabilecek ani kardiyak o6lume sebep olur. Bu hastaliklarin, uzun yillar
siiren sinsi bir prodrom safhasi vardir 8.

KAH, Amerika Birlegsik Devletleri’ ndeki (ABD) kadin ve erkeklerin her
ikisinde de tek basina en biiyiik mortalite (%36,4) nedenidir * ° °. 2000 vyili
itibariyle KAH oOyklsu bulunan 13-14 milyon Amerikali yetiskinin, yil sonunda
1,1 milyon akut koroner olaya maruz kalmasi beklenmistir. ABD’ de 2004 yili
itibariyle, 25 milyondan fazla insan aterosklerozisin klinik sonuglarindan en az
birine sahiptir ve ¢ok daha fazlasinda da aterosklerozis, ciddi kardiyovaskuler
olaylarin habercisi olarak gizli kalmaktadir **. ABD’ de 1999 yilinda koroner arter
hastaligi ve felg olaylari icin saglik harcamalarinin maliyeti yaklagik olarak 150
milyon dolari bulmustur *?. Tirk Kardiyoloji Dernegi’nin énciiliigiinde yapilan
TEKHARF (Turk Erigkinlerinde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri) ¢galismasinin
12 yillik izlem verilerine goére, Turkiye’ de 2 milyon koroner kalp hastasinin
bulundugu ve yaklasik 160 bin yurttasimizin koroner kalp hastaligindan oldugu
tahmin edilmektedir. Ulke genelinde yilda yaklasik 260 bin civarinda koroner
olay meydana gelmekte, bunlarin derhal fatal seyreden 85 bini ¢ikarilinca, 175
bin nonfatal koroner olayli hasta tedaviye aday kalmaktadir. Bunlarin da dabhil
oldugu 2 milyon koroner hastadan yaklasik 75-80 bin’ i ilaveten hayatini
kaybetmektedir. Boylece toplam koroner kalp hastasi halen yilda 90-100 bin
kadar artmaktadir. TEKHARF calismasi, erigkinlerimizde yillik koroner kalp
hastaligi mortalitesini erkeklerde binde 5,2; kadinlarda ise binde 3,2 olarak
bulmustur. Avrupa Ulkelerinde koroner kalp hastaligindan yillik mortalitenin 45-
74 yas kesiminde erkeklerde binde 2 ile 9, kadinlarda binde 0,6 ile 3 arasinda
degistigi  bildirilmigtir. Halbuki TEKHARF c¢alismasi, ulkemizde ayni yas
kesiminde koroner kalp hastaligi mortalitesini erkeklerimizde binde 8,5;
kadinlarimizda binde 4,5 olarak belirlemigtir. Koroner mortalite agisindan

erkeklerde Letonya ve Estonya’ dan sonra Uguncu sirada, kadinlarda ise birinci
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sirada yer almaktayiz **

. Nufusumuz gelismekte olan Ulkelerdeki gibi geng
yapida iken, halkimizda koroner hastalik mortalitesinin, yash ndfus yapisina
sahip gelismis toplumlardaki kadar yuksek olmasi, hem ginumuz, hem gelecek
icin kaygi vericidir.

Kardiyovaskuler Hastaliklarda Tedavi ve Galismanin Amaci

Bilindigi Uzere kardiyovaskuler hastaliklarda temel problem arteriyel
akimin yavaglamasi veya tamamen ortadan kalkmasiyla meydana gelen
iskeminin hedef organ veya dokularda yarattigi hasarlanmadir.

KAH’ da meydana gelen kronik iskeminin tedavisinde temel hedefler,
semptomlari azaltmak, yasami uzatmak, miyokard hasarini azaltmak ve
tekrarini 6nlemektir. Bu amagla genellikle anti-iskemik ilaglar, anti-platelet
ajanlar, anti-koagulanlar ve gerektiginde perkitan koroner girisim ve stent
uygulamasi veya koroner arter baypas cerrahisi ile gergeklestirilir *.

Benzer sekilde PAH tedavisinde de amag¢ hastanin semptomlarinin
dizeltiimesinin yaninda hastaligin ilerlemesinin engellenmesi, gerek lokal,
gerekse sistemik komplikasyonlarin azaltiimasi olmaldir. Bu amaci
gerceklestirecek olan en iyi tedavi, temel olarak risk faktorlerinin azaltilmasini
icerir. Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, egzersiz o6zellikle Ki
bulunan periferik arter hastalarinda yurime mesafesinde 6nemli dizelme
saglamaktadir. Hastalarda duzelen kalp-akciger rezervinin de etkisi ile ylrime
mesafesinde ortalama %150 oraninda diizelme saglanir *>. En basarili sonuglar
bir fizyoterapist nezaretinde uygulanan egzersizlerden elde edilmekle beraber,
haftada G¢ gln birer saatlik tempolu ylrime tavsiyesi de belirgin bir etki
saglayabilmektedir *°.

Arteriyel iskemide, mevcut kollateral damar yapisinin artiriimasi tedavi
seceneklerinden biridir. Genetik ve doku muhendisligindeki ilerlemeler
sonucunda mevcut tedavi yontemleriyle hastaligin ilerleyisinin durdurulamadigi
hasta gruplarinda anjiyogenezisi saglamaya yonelik ¢calismalar hiz kazanmigtir.
Bu calismalarla anjiyogenik faktorleri kodlayan genlerin veya anjiyogenik
blylme proteinlerinin (vaskuler endotel bliyime faktdéri - VEGF, fibroblast
biyime faktord - FGF gibi) hedef organa ulastinimalari ile yeni damarlarin
gelismesinin saglanmasi (anjiyogenezis) hedeflenmistir. Literatirde “gen
tedavisi” olarak adlandirilan bu tedavi protokolinde hedef, VEGF veya

anjiyogenik proteinleri kodlayan genlerin avirtlan virtslere (sitomegalovirus,
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Epstein-Barr viris gibi) transfekte edildikten sonra iskemik hedef organa
ulastiriimasidir.

Bunun disinda, kronik arteriyel iskemide anjiyogenezisi artirmak
amaciyla son yillarda kok hucrelerle ilgili calismalar yapilmis, embriyonel ve
periferik kok hiicreler anjiyogenezis olusturmada kullaniimistir *'.

KAH ve PAH gibi kronik iskemik hastaliklarda, karmasik bir patofizyolojik
mekanizma yoluyla iskemik dokuda anjiyogenezis meydana gelmektedir.
Anjiyogenezis slrecinde proanjiyogenik ve anti-anjiyogenik sitokinlerin rol
oynadigi bilinmektedir ** 9,

Lipoteikoik asit (LTA) ise gram pozitif bakterilerin hicre duvarinda
bulunan bir maddedir ve sitokin sentezinin potent bir indiikleyicisidir %.

iskemik alanda anjiyogenezis saglayarak yapilabilecek yeni bir tedavi
gindeme getirmek amaciyla, ¢alismamizda major sitokin stimdlani olan LTA’
nin, anjiyogenezis olusturmadaki etkinligini ve kronik iskemideki yerini

arastirdik.
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GENEL BILGILER

Anjiyogenezis

Anjiyogenezis yeni kapiller damar gelisimini ifade etmektedir. Biyolojik
olarak, embriyonik gelisme, yara iyilesmesi ve organ hipertrofisi gibi fizyolojik
olaylar doneminde gorulmektedir. Anjiyogenezis, ekstraselliler matriks,
¢Ozulebilir (solubl) faktor ve hicreler arasindaki etkilesim sonucu; endotelyal
hiicrelerin farklilasmasi, migrasyonu ve proliferasyonu ile seyreder .

Anjiyogenezis, oldukga karmasik bir mekanizma ile gergeklesir.
Ekstraseluler matriks (ECM) ve matriksi ¢gevreleyen hucrelerden salinan pek ¢ok
buyume faktoru, sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiyogenezde temel rol
oynarlar > 2. ECM:; hiicreler arasindaki bosluklari dolduran, hiicreleri birbirine
baglayan ve destekleyen kompleks bir yapidir. Besin ve madde aligverisini
saglayan hiicre disi ortam olarak da adlandirilabilir %,

Endotel hicreleri, anjiyogenez sureci iginde rol oynayan ana hicrelerden
biridir 2°. Anjiyogenez siirecinde yer alan molekiiller, timér hiicreleri, monosit,
makrofaj, fibroblast, mast hicresi, trombosit gibi ortamdaki diger hicrelerden
kaynaklanir veya kollajen matriksin yikimi sonrasinda agiga cikarlar %°. Heniiz
tum anjiyogenik etkilesimlerin niteligi acikliga kavusmamistir. En blyuk olasilik,
anjiyogenik uyaricilar ile anjiyogenez inhibitorleri arasindaki dengenin, damarsal
bilesenlerin sessiz halde kalmalarini sagliyor olmasidir. Anjiyogenik uyaranlarin

artisi ve anjiyogenez inhibitérlerinin azalisi anjiyogenezi baslatmaktadir *#*°.

Temel anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler Tablo 1’ de gdsterilmektedir 2" %2
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Tablo 1: Proanjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler.

Proanjiyogenik faktorler Antianjiyogenik faktorler
VEGF Endostatin, vazostatin
VEGF-B Anjiostatin
VEGF-C a ve y-interferon
VEGF-D Trombospondin (TSP)
FGF (Fibroblast buyume faktor) Fibronektin
Anjiopoietin-1 Trombosit faktor-4 fragment
TGFa ve TGFB Epidermal baylime faktora
) . fragmenti
Angiogenin
Doku metalloproteinaz inhibitorleri
TNF-a
_ L Retinoik asit
PDGF (Trombosit kaynakli blyime
faktorleri) Talidomid
HIF-1 (Hypoxia-inducible factor-1) Anti-VEGF
Bradikinin ve trevleri iL-1
IL-2 IL-12
iL-6 Toremifen sitrat
IL-8 NM-3

G-CSF  (Granulosit  koloni  stimulan | TNP-470

faktor) . .
Kortikosteroidler

GM-CSF (Granulosit-makrofaj stimidlan | ) S
faktor) Tip-1 kollajen peptidleri
EGF (Epidermal blyiime faktori) Anjiostatin plazminojen fragmenti

IGF-1 (Insiilin benzeri biiyiime faktsrii-1) | Prolaktin

Hepatosit biiylime faktori XVllI-kollajen fragmenti
Plasental biiyiime faktorii BHPP
Vitaxin aV3 Anti-vitaxin, anti- aVp3

12-lipoksijenaz (12-LOX)
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Yeni damar olusumu asagida belirtilen olaylari kapsayan ¢ok basamakli
bir suregtir:

Bazal Membranin Proteolitik Enzimler Tarafindan Yikilmasi

Anjiyogenez silreci damar endotelini ddseyen kollajen, laminin gibi
glikoproteinlerden ve heparan sulfat gibi proteoglikanlardan olusan bazal
membranin proteolitik yikimi ile baslar #°. Biiyiime faktorleri tarafindan aktive
edilen proteolitik enzimler bazal membranin ve endotel hucrelerini dogseyen
ECM bilesenlerinin yikimina neden olur. ECM’ nin enzimatik yikihmini, endotel

30 Endotel hiicrelerinin

hdcrelerinin uyariimasi ve kapiller filizZienme izler
invazyon ve goO¢ surecleri, plazminojen aktivator (PA) ve matriks
metaloproteinaz (MMP) sisteminin igbirligi icinde aktive olmasini gerektirir.

Endotel Hiicrelerinde Gogme ve Cogalma

Anjiyogenik uyari, proteolitik yikim ile kisa bir sure sonra endotel
hdcrelerini aktive eder. Endotel hucreleri ekstraseluler matrikse go¢ eder ve
cogalir. Bu siirecte en etkili anjiyogenik faktor VEGF’ dir 2.

Kapiller Olusumu ve Damar Olgunlagsmasi

Endotel hicre gogalmasindan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi ve
bir araya getiriimesi igin ekstraseluler proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe
edilmelidir. Kapiller filizlenme olustuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda yeni
olusmus ECM’ de yikilma ortaya ¢ikar ve bu sayede daha ileri yayilimi mamkin
olur. ECM proteolizinin birbirini sirayla izleyen aktivasyon ve inhibisyonlari
sonucunda kapillerler olusur. Proteolitik yikilma ve endotel hiucresi gogclinden
sonra yeni olusan Kkapillerler, yeni bazal membrani olustururlar. Damar
olgunlastiktan ve uygun anjiyogenez ortaya ciktiktan sonra anjiyogenik
faktorlerde azalma gorulirken, anjiyogenez inhibitorlerinde artis gozlenir.
Boylece endotel hucreleri sessiz bir hale burinir ve damarlar kan akimini
baslatmaya hazir hale gelmis olur *.

Anjiyogenezisin  klinik  kullanimi hem anti-anjiyogenik hem de
proanjiyogenik sekilde olabilir. Ginimuzde antianjiyogenik yontemler daha ¢ok
kanser tedavisinde kullanilirken, proanjiyogenik metodlar kardiyovaskuler
hastaliklarin tedavisinde yeni alternatifler olarak arastiriimaktadir 334,

insanlar (zerinde yapilan ilk proanjiyogenik calismalarindan bir tanesi
Almanya’ da fibroblast bliyume faktéri-1 (FGF-1) kullanilarak koroner arter

35, 36

hastaligi tedavisinde uygulanmis olup , bu yontemlerin koroner arter,
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periferik damar hastaligi ve vyaralarin tedavisinde kullanilmasi halen
arastirilmaktadir ',

Lipoteikoik Asit (LTA)

LTA, gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda, duvara sikica tutunmus
olan ve agcil grubu iceren bir komponenttir. Bakterilerin hicreye yapismasini,
kolonizasyonunu ve invazyonunu kolaylastirma fonksiyonuna sahip bir adezyon
molekiludir %,

LTA, kompleks bir glikolipid grubunun eklendigi poligliserolfosfat yapida
amfibik bir molekaldur. LTA, sukrozun bulundugu ortamda karyojenik bakteriler
tarafindan bol miktarda dretilir. LTA, streptokoklar gibi gram pozitif bakterilerin
membranlarinda hidrofobik glcler tarafindan siki bir bigimde tutulmasina
ragmen bakteriler disuk pH’ I ortamda yetistirildiklerinde LTA’ nin énemli bir
bdlumu bir ¢ok inflamatuvar mediatorin ekspresyonunu indukledigi ECM’ ye
aktarilabilir .

LTA, CD14 ile etkilesime girerek, inflamatuvar sitokin Gretimine neden
olan NF-kB aktivasyonunu indiklerken IL-18, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar
sitokinlerin makrofaj ve monositlerden salinmasina da neden olur *> **. Ayrica
LTA, TLR2 yoluyla da hiicre aktivasyonunu artirmaktadir *2.

LTA, vaskuler diuz kas hucrelerinden, induklenebilir nitrik oksit sentaz
salinimini, ayrica insan pulmoner epitel hicrelerinde siklooksijenaz-2 Uretimini
artirir 4344,

Hucresel aktivite ve sitokin sentezinin potent indukleyicisi olan LTA,
IOkositleri aktive ederek inflamatuvar cevabin baslamasina neden olacak
kapasiteye de sahiptir 2.

Yuksek seviyede saflastiriimis LTA, en az 10ng/ml LTA olacak sekilde
hazirlanan dozda tum kanda sitokin cevabini induklemis, S.aureus gibi LTA’ nin
da major bir immiinostimiilan komponenti temsil ettigi gdsterilmistir *°.

VEGF

VEGF, heparin baglayan homodimerik glikoprotein yapisinda, 45 kDa’
luk bir molekul olup bilinen en potent proanjiyogenik sitokindir ve anjiyogenezis
slirecinin normal ve patolojik dokularda gelisiminde énemli rol oynar “°.

VEGF ailesi ilk kesfedildiginde, kobay derisinde bir vaskiller sizinti
baslattigi icin Vaskiller Permeabilite Faktdrii olarak isimlendirilmisti *’.

1980lerin sonunda ise, bu aileden ilk 6zel anjiyogenik buyume faktort ayristirildi
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ve buna vaskulotropin veya vaskuler endotelyal buyime faktord adi verildi.
Daha sonralari da digerleri bu aileye eklendi.

Endotel hucreleri igin 6nemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip
bu faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen 6nce ovaryum follikillerinden
salgilanarak yeni damarlarin olusumunu artirirken, ovulasyondan sonra bu
salgilama gorevini korpus luteum ustlenir. Erken implantasyon ddneminde
embriyo trofoblastlarinca salgilanir “8. Embriyolojik gelisimin ilk dénemlerinin
sonuna dogru, VEGF biraz azalirken, organogenez ddéneminde oldukga
yukselir. Yine VEGF vyetigskinde akciger alveolar hucrelerde, bdbrek
glomertllerinde, proksimal tubullerde ve dusik seviyede de olsa karaciger

hepatositleri ve beyinde gosterilmistir “°.

Ayrica, adrenal korteksin tum
hicrelerinde ve testiste testosteron Ureten leydig hicrelerinde VEGF yapimina
ait mesajci ribonukleik asitlerin (MRNA) sentezlendigi gosterilmistir. VEGF' nin
demonstrasyonu i¢in yapilan immunositokimyasal c¢alismalarda; aktive
makrofajlarda, arteriyolleri ¢evreleyen fibroblastlarda, akciger bronsiyol
epitelinde, koroid pleksus epitelinde ve renal glomerul visseral epitelinde varhgi
gosterilmistir °.

VEGF, Ozellikle endotel hacreleri igin o6zgul etkilere sahip olan
multifonksiyonel bir bilyiime faktorii ailesidir **. VEGF, hem gelisim sirasinda,
hem de yetiskinde, vaskiilogenez ve anjiyogenez igin dnemli ve gereklidir °2.
Endotel hlcresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve farklilagsmasina sebep

olur >3

. VEGF, anjiyogenez sirasinda dokular icine ilerleyen kapillerlerin
penetrasyonunu saglayan kollajenaz ve plazminojen aktivatorlerinin
ekspresyonuna da yardimci olur **. Nitrik oksid (NO), anjiyogenezin VEGF
badimli bir mediyatéridir. Endotel hicre migrasyonunda rol alir. VEGF nitrik

oksid sentaz enzimi uyararak NO salinimini artirmaktadir >°

. Bu buylime
faktoru, ozellikle damar olugsumunda kritik rol oynarken, endotel hicrelerinin
yaptigi birgok fonksiyonda da gerekli oldugu goértlmuastir. Bunlar;
embriyogenez, yara iyilesmesi, tUmor buyumesi, miyokardiyal iskemi, okuler
neovaskuler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklari da
kapsayan fizyolojik ve patofizyolojik olaylardir °°.

VEGF reseptorlerinin aktivasyonuyla fosfolipaz C, fosfoinozitol-3kinaz ve
rasGTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hicre igi sinyal iletim proteinleri
fosforile olur. Bu aktivasyon, anjiyogenezisin ilk basamaginda kan damarlari

15



bazal membraninin yikilmasi igin gerekli olan protezlarin Uretimi, spesifik
integrinlerin ekspresyonu ve sonunda hicre proliferasyon, migrasyon ve
farkllasmasi ile sonuglanir °’.

Anjiopoietin-1 (Ang-1)

Ang-1, 70 kDa agirliginda, Tie-2 reseptorler icin baglanma noktasina
sahip glikoprotein yapida bir molekuldar. Ang-1’ i kodlayan gende bozulma,
gelisen fare embriyosunda ciddi vaskiler anomalilere sebep olur ki bu da
embriyonun 13. gununde 6lumune yol agar. Bu durum ise normal embriyonik
damarlanmada Ang-1’ in kritik rol oynadigini gdsterir *.

Anjiopoietin, vaskller homeostaz ve anjiyogenezisin dnemli modulatoru
olan bir proteindir ve su ana kadar 4 formu tanimlanmistir fakat en ¢ok Ang-1 ve
2’ nin etkileri arastirilmistir. Anjiopoietinin Tie-1 ve Tie-2 olmak Uzere, tirozin
kinaz yapisinda olan iki reseptéru vardir ve halen tartismal olsa da etkisini
daha c¢ok Tie-2 reseptorlu Uzerinden yaptidi disunulmektedir. VEGF vaskuler
yapilarin olusumunun erken doneminde etkili olurken, Ang-1 vaskuler yapilarin
ge¢ dénem stabilizasyon ve yeniden yapilanmasi Uzerinde etkilidir. VEGF’ nin
vaskuler gecirgenlik Uzerinde yaptigi artisin, Ang-1 tarafindan engellendigi
gosterilmistir > °% ®1. %2 Anjiyogenezis (izerine etkilerinin yani sira Ang-1’ in kék
hiicreleri lizerinde protektif etkisi olugu disiiniimektedir ®3. Bazi calismalarda
Ang-1" in diyabetik retinopatiyi azalttigi gdsterilmistir ®*. Hayvan calismalarinda
da anjiopoietinin vaskuler yapilarin maturasyonu igin gerekli oldigu gozlenmigtir
. Ayrica Ang-1, kardiyak allogreft aterosklerozunun olusumuna karsi da
koruyucudur .

Endostatin

Kollajen tip XVIII' in karboksi terminalinden elde edilen ve 20 kDa
molekul agirliginda bir bileseni olan endostatin, ilk olarak O’Reilly ve arkadaslari
tarafindan fare hemanjiyoendotelyoma hucrelerinden izole edilmistir. Endotelyal
hiicrelerin gogalmasini ve migrasyonunu onler .

Endostatin, Tip XVIII kollajenin trimerize olmus C-terminalinin
parcalanmasi ile olusmaktadir. Bu pargalanmanin sistein proteinaz grubu
enzimlerden katepsin L, serin proteinaz elastaz ve MMP’ ler aracihgi ile
olabilecegi gosterilmistir. MMP’ ler disinda da diger proteazlar endostatinin hem

68 €9 Endostatin:

olusumunda hem de stabilitesini saglamada gorev alirlar
heparan sulfat, proteoglikan ve glikozaminoglikanlarla birlikte vaskuler bazal
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membranda lokalize olmaktadir °.

Yapilan c¢alismalarda endostatinin
anjiyogenezi baskiladigi gésterilmistir ‘> "2, Endostatinin 65 farkli timor tipinde
etkili oldugu ve insan genomunda patolojik anjiyogenezden sorumlu olanlarin
%12’ sini modifiye ettigi gosterilmigtir. Kanser tedavisinde FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanan ilk antianjiyogenik molekuildar. Ayrica
ekstraselluler matriksten koken aldigi anlagilan ilk antianjiogenik ajandir.
Rekombinan endostatin ilk olarak E.Coli'de Uretilmistir "> .

Anjiostatin

Potansiyel tedavi edici antikanser ajan olarak anjiostatinin kesfi, subkutan
olarak implante edilmis Lewis Lung (akciger) karsinomasinin (3LL)
uzaklastiriimasini takiben akciger metastazlarinin buyumesindeki artis ile
sonuglanan arastirmadan koken alir. Metastatik tiumor buyumesinin primer
tumor kitlesi tarafindan engellenmesi bazi klinik ¢alismalarda incelenmistir.
Go6gus ve kolon karsinomali hastalarda bir kisim primer tUmor kitlesinin cerrahi
olarak c¢ikarilmasi uzak alanlardaki metastazlarin hizli bir sekilde biaylimesi ile
sonuglanabilir. Anjiostatin, dolasimdaki bir anjiyogenezis inhibitéri olup 3LL
tumoru tasiyan farelerin idrar ve serumunda Folkman Laboratuvar tarafindan
kesfedilmistir. Bu inhibitor, buylyen primer timor varliginda dolasimda ¢ogalir
ve primer timoérun uzaklastiriimasindan sonra dolagsimdan kaybolur. Bu ylzden
primer Lewis akciger karsinomasinin kesilip alinmasi dolasan anjiostatinin
azalmasi ile sonuglanir ve bu da anjiyogenezis ve akcigerdeki
mikrometastazlarin bilylimesini hizlandirir ™ ’® 7 78 in vivo olarak anjiostatin,
metastazlarin anjiyogenezise bagimli bayimesi kadar deneysel primer tUmor
biiylimesini de engeller ”°. Kemirgen anjiostatini ile uyumluluk sergileyen ve in
vitro olarak insan plazminojeninin elastaz proteolizi ile Uretilen proteolitik
parcalar endotel hucreleri Uzerinde inhibitdr aktiviteye sahiptir. Baslangic
calismalarinda elde edilen insan anjiostatini 40, 42 ve 45 kDa olarak 3
molekuler agirlik igerir ve her u¢ molekul de endotel hiicre gogalmasini benzer
sekilde inhibe eder . Anjiostatin 3LL timér blyiimesi ile iligkili olarak in vivo
tarzda kesfedilmesine ragmen, tUmor hucrelerinin direkt olarak anjiostatini
uretmeleri mimkuan degildir. ClUnkd timor hicreleri anjiostatin ve plazminojen
uretimi icin gerekli olan mRNA sentezinden yoksundur. Anjiostatin in vitro olarak

plazminojenin sinirli elastaz sindirimi sayesinde Uretilebilir 81

17



GEREC ve YONTEM

Bu galisma, T. C. Mersin Universitesi Etik Kurul Baskanhg’ nin,
24.02.2010 tarihli, 2010/14 sayili karari ile etik kurul onayi almistir.

Calisma Protokolii

Ortalama 250g agirliginda, onar rattan olusan dort grup olusturuldu.
Grup-A Kontrol grubu, Grup-B Iskemi grubu, Grup-C SF (serum fizyolojik)
grubu, Grup-D LTA grubu olarak adlandirildi.

Grup A (Kontrol grubu): On rattan olusan bu gruptaki ratlar anestezi
(Ketamine 75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.) verilip uyutulduktan sonra
ekssanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi. Biyokimyasal parametreler igin
intrakardiyak 5cc kan alindi, her iki gastroknemius kasindan histopatolojik
incelemeler igin doku ornegi alindi, iglem sonrasi ratlar hayvan laboratuvari
yetkilisi tarafindan usulune uygun olarak imha edildi.

Grup B (Sham grubu): On rattan olugsan bu gruptaki ratlar anestezi
(Ketamine 75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.) verilip uyutulduktan sonra, alt
ekstremite uyluk i¢ yuzleri Betadin ile temizlenerek, sol ve sag femoral arter
bdlgelerinde inguinal seviyede her iki femoral arter 3/0 ipek ile ligate edilerek
baglanmak suretiyle iskemi olusmasi saglandi. Ratlarin igslem sonrasi analjezisi
icin Flunixin 2,5mg/kg 1x1 sc/im baslandi. Ratlar otuz gun takip edildi, bu stre
zarfinda vital bulgular kontrol edildi. Otuz gin sonra ratlarin anestezisini
(Ketamine 75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.) takiben ekssanguinasyon
yontemiyle sakrifiye edildi, biyokimyasal parametreler igin intrakardiyak 5cc kan
alindi, her iki gastroknemius kasindan histopatolojik incelemeler igin doku
ornegi alindi, islem sonrasi ratlar hayvan laboratuvari yetkilisi tarafindan
usulune uygun imha edildi.

Grup C (SF grubu): On rattan olusan bu gruptaki ratlar anestezi
(Ketamine 75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.) verilip uyutulduktan sonra alt
ekstremite uyluk i¢ yuzleri Betadin ile temizlenerek sol ve sag femoral arter
bolgelerinde inguinal seviyede her iki femoral arter 3/0 ipek ile ligate edilerek
baglandi ve iskemi olusmasi saglandi. iskemi olusturulduktan 24 saat sonra,
Iml steril %0.9 NaCl, aseptik kosullarda, ratlarin segilen bolgesine
(M.gastroknemius) dort noktadan olacak sekilde enjekte edildi. Ratlarin iglem
sonras! analjezisi i¢in Flunixin 2,5mg/kg 1x1 sc/im baslandi. Ratlar otuz gin
takip edildi, bu sure zarfinda vital bulgular kontrol edildi. Otuz gun sonra ratlarin
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anestezisini  (Ketamine  75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.) takiben
ekssanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi, biyokimyasal parametreler igin
intrakardiyak 5cc kan alindi, her iki gastroknemius kasindan histopatolojik
incelemeler igin doku oOrnegi alindi, igslem sonrasi ratlar hayvan laboratuvari
yetkilisi tarafindan usulune uygun imha edildi.

Grup D (LTA grubu): On rattan olusan bu gruptaki ratlar anestezi
(Ketamine 75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.) verilip uyutulduktan sonra alt
ekstremite uyluk i¢ yuzleri Betadin ile temizlenerek sol ve sag femoral arter
bdlgelerinde inguinal seviyede her iki femoral arter 3/0 ipek ile ligate edilerek
baglandi ve iskemi olusmasi saglandi. iskemi olusturulduktan 24 saat sonra,
Staphylococcus aureus’ tan elde edilen LTA (liyofilize ampul olarak, Sigma
Chemical St. Louis. MO), steril %0.9 NaCl icinde sulandirilarak 1 mg/kg
dozunda toplam 1ml olacak sekilde, aseptik kosullarda ratlarin segilen
bdlgesine (M.gastroknemius), dort noktadan enjekte edildi. Ratlarin iglem
sonras! analjezisi i¢in Flunixin 2,5mg/kg 1x1 sc/im baslandi. Ratlar otuz gun
takip edildi, bu sure zarfinda vital bulgular kontrol edildi. Otuz giin sonra ratlarin
anestezisini  (Ketamine  75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.) takiben
ekssanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi, biyokimyasal parametreler igin
intrakardiyak 5cc kan alindi, her iki gastroknemius kasindan histopatolojik
incelemeler icin doku ornegi alindi, iglem sonrasi ratlar hayvan laboratuvari
yetkilisi tarafindan usulune uygun imha edildi.

Biyokimyasal Parametreler ve Degerlendirme

Ratlardan alinan 5cc kan tup icerisine konuldu, 10.000 devir/dk’ da 5
dakika santrifije edilerek toplanan serumda ELISA test yontemiyle VEGF
(RayBio® Rat VEGF ELISA Kit, Norcross, USA), Ang-1 (ELISA Kit for Rat
Angiopoietin-1, Uscn Life Science Inc. Wuhanve, USA), endostatin (ELISA Kit
for Rat Endostatin, Uscn Life Science Inc. Wuhanve, USA), anjiostatin (ELISA
Kit for Rat Angiostatin, Uscn Life Science Inc. Wuhanve, USA) degerleri
hesaplandi (Tablo 6). Serum VEGF duzeyi: LTA’ nin VEGF’ yi uyarmasi ile
anjiyogenezis yaptigini géstermek icin kullanildi. Ang-1 serum dizeyi: LTA’ nin
Ang-1 salinimini uyarmasi ile anjiyogenezis yaptigini gostermek icin kullanildi.
Serum anjiostatin ve endostatin duzeyi: LTA’ nin major sitokin stimulatoru
olamasi nedeniyle anjiyogenezisi 6nleyen faktdrlerden anjiostatin ve endostatin
uzerine nasil bir etkisi oldugunu goéstermek amaciyla kullanildi.
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Isik Mikroskobik Doku Takibi ve immunohistokimyasal Boyama
Protokolu

Dokular 24 saat %10 tamponlanmig nétral formalinde fikse edildikten
sonra akar suda yikandi. Daha sonra artan derecede alkollerden (%80, %90 ve
%96) gecirilerek dehidrate edildi, ksilol ile seffalandirildi ve parafine gomulda.
Parafin bloklardan 5 ym kalinhginda kesitler adeziv poli-L-lizin kapl lamlara
alindi. Kesitler deparafinize edilip rehidrate edildikten sonra distile su ile yikandi.
Endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek icin metanolde %3’ IUk hazirlanmig
hidrojen peroksitte 10 dakika bekletildi. Nonspesifik antikor baglanmasini yok
etmek icin oda isisinda blok soliisyonu (Novocastra®, RE7104) ile 10 dakika
inkibe edildi. Daha sonra kesitlerin Uzerine %5 sigir serum albimin
sollsyonunu iceren PBS’ de (Phosphate buffered saline) hazirlanmisg 1/100
dilisyondaki tavsan poliklonal IgG Von Willebrand Factor primer antikoru
(Abcam®, ab-6994) damlatildi ve +4 °C’de 1 gece bekletildi. Ertesi giin dnce
biotin ile baglanmis sekonder antikor soliisyonunda (Sensi Tek®, ABF125) 10
dakika, ardindan Streptavidin-peroksidaz soliisyonu (Novocastra®, RE7102) ile
20 dakika inkibe edildi ve PBS ile yikandi. Son asama olarak peroksidaz
substrati olan diaminobenzidin (DAB) damlatildi ve boyanma yogunlugu
mikroskop altinda kontrol edilerek 1 dakika beklendi. Kesitler distile suda 5
dakika yikandiktan sonra hematoksilen ile zit boyama yapildi. Negatif kontrol
icin ayrilan kesitlere primer antikor icermeyen %0,5 PBS-BSA (Phosphate
buffered saline-Bovine serum albumin) damlatildi. incelemeler, Olympus BX50
marka 1s1k mikroskobu ile yapildi ve Nikon Coolpix 5000 dijital kamera ile
resimleri ¢ekildi.

immunohistokimyasal degerlendirme igin; tim gruplarda her bir kesitte
X400 buyutmede 10 farkli alanda, Von W.illebrand Factor ile immun
isaretlenmis endotele sahip kapillerler sayildi.

Elektron Mikroskobik Doku Takip Protokoli

Dokular, fosfath tuz tamponu ile hazirlanmis %2,5 luk gluteraldehit
sollsyonu ile 4—6 saat tespit edildi. Fosfath tuz tamponu ile yikanan dokular,
daha sonra %1’ lik osmium tetraoksit ile 1 saat stireyle +4°C’ de ikinci kez fikse
edildi ve artan derecede alkollerden (%50, %60, %70, %80, %90, %96)
gegcirildi. Propilen oksit ile seffaflandinidiktan sonra araldite gémdaldu.
Bloklardan, Leica UCT ultramikrotom ile alinan 70nm’ lik kesitler, uranil asetat
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ve kursun sitrat ile kontrastlandi. Tum incelemeler, JEOL JEM 1011 marka
elektron mikroskobu ile yapildi ve ITEM dijital goruntileme programi ile
fotograflandi.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde, anjiostatin, endostatin,
VEGF, Ang-1 ve damar sayisi bakimindan gruplarin karsilastiriimasi igcin Tek
Yoénli Varyans Analizi (One-Way ANOVA) testi kullaniimistir. istatistiksel olarak
anlaml farklihk gosteren gruplarin belirlenmesi amaciyla ise Tukey HSD post
hoc test istatistiginden yararlaniimistir. Veriler ortalama * standart sapma
cinsinden tablo halinde ézetlenmistir. istatistik analizlerde p<0,05 ise, sonugclar
anlamli kabul edilmistir. istatistik analizler SPSS v.11.5 ve MedCalc v.11.3

paket programlari ile yapilmistir.
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BULGULAR
Isik Mikroskobu Degerlendirilmesi

Her bir rattan alinan bir 6rnekte X40 buyutmede on farkh alanda

kapillerler sayildi (Tablo 2, 3, 4, 5) (Resim 1, 2, 3, 4).

Tablo 2: A Grubundaki kapillerite sayilari.

Rat Incelenen bélgelerdeki kapiller sayisi

sayisi

1 10 12 11 13 9 7 10 8 9 12
2 6 6 8 7 4 5 9 8 10
3 9 7 12 9 8 11 9 8 5
4 15 18 9 9 7 4 10 8 9
5 8 8 3 11 9 10 11 12 10
6 6 9 10 3 9 8 13 4 6 5
7 6 6 9 8 13 12 3 12 8
8 14 12 13 11 8 15 9 8 10 10
9 12 14 8 4 4 8 11 9 13
10 15 18 9 9 12 5 6 12 14 14

Ortalama: 10  Standart sapma: 1,44
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Tablo 3: B Grubundaki kapillerite sayilari.

Rat incelenen bélgelerdeki kapiller sayisi

sayisi

1 11 7 18 8 21 9 12 17 9 21
2 17 13 10 12 5 7 7 12 12 11
3 9 12 5 5 4 10 8 4 5 8
4 10 12 13 9 8 14 17 8 8
5 11 9 9 12 8 7 12 15 9
6 12 8 10 12 8 12 15 8 10 8
7 11 6 9 9 4 10 8 8 13 11
8 22 18 19 20 14 13 21 14 9 20
9 27 21 15 17 16 14 33 31 15 16
10 32 25 19 37 22 30 30 27 21 18

Ortalama: 13,41  Standart sapma: 6,00
Tablo 4: C Grubundaki kapillerite sayilari.

Rat Incelenen bolgelerdeki kapiller sayisi

sayisli

1 9 17 12 10 17 12 9 4 11 13
2 19 18 18 22 17 15 11 25 19 20
3 9 13 13 6 12 9 11 12 7 14
4 18 17 13 15 21 18 9 8 23 11
5 10 7 6 12 17 10 9 18 11 10
6 7 10 9 13 11 5 5 12 6 6
7 25 17 20 22 22 13 28 15 18 16
8 10 8 9 8 8 10 15 18 9 11
9 18 17 18 21 23 15 14 10 12 14
10 13 18 12 17 19 22 24 16 21 17

Ortalama: 13,94

Standart sapma: 3,98
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Tablo 5: D Grubundaki kapillerite sayilari.

Rat Incelenen bolgelerdeki kapiller sayisi

sayisi

1 18 13 23 21 15 20 19 21 14 23
2 15 17 18 30 17 25 20 23 19 17
3 37 12 32 28 17 21 15 13 18 18
4 25 33 31 25 22 18 13 17 20 10
5 13 11 16 15 9 11 18 18 15 17
6 9 11 8 12 13 10 15 17 20 8
7 35 22 21 28 17 15 21 20 10 13
8 29 21 27 18 20 17 30 28 11 14
9 34 28 25 30 33 17 19 21 17 25
10 17 15 21 16 18 20 20 15 13 16

Ortalama: 19,16

Standart sapma: 3,72
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Resim 1 ve 2: Sirasiyla A grubunda ve B grubunda Von Willebrand Faktor ile
immun isaretlenmis endotele sahip kapillerler (oklar, indirekt immunoperoksidaz
X1200).

Resim 3 ve 4: Sirasiyla C grubunda ve D grubunda Von Willebrand Faktor ile
immun isaretlenmis endotele sahip kapillerler (oklar, indirekt immunoperoksidaz
X1200).
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Elektron Mikroskobik Degerlendirme

Grup A: Normal morfolojik 6zelliklere sahip kas hucreleri izlendi.
Hucrelerdeki organeller, myofibrillerin yapisi ve dulzenlenisi normal
gorunumdeydi (Resim 5).

Grup B ve Grup C: Her iki grubun bulgulari benzerdi. Hulcrelerdeki
myofibrillerin dizenlenisinde bozulmalar, bazi myofibrillerde yer yer incelme ve
harabiyet saptandi. Miyofibrillerde bazi bdlgelerde Z bandlarinda kayip ve
dizensizlikler gbézlendi. Miyofibriller arasindaki mitokondriyonlarda sisme ve
krista kayiplari gibi dejenerasyon bulgulari géraldi (Resim 6,7).

Grup D: Bu gruptaki bulgular kontrol grubundakilerle benzerlik
gOstermekteydi. Kas hucrelerindeki myofibrillerin dizenlenisi ve yapisi normal
gorunimdeydi. Pleomorfik goérinimdeki mitokondriyonlar normal yapidaydi
(Resim 8).

Resim 5: A grubunda normal kas yapisinin elektron mikroskobik gérunumda.

Normal yapida miyofibriller (M) ve mitokondriyonlar (oklar), (X10000).
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Resim 6: B grubunda yer yer dejenere olmus miyofibriller (DM), (X10000).
Dejenere mitokondriyonlar (oklar), yer yer incelmis ve hasarlanmis miyofibriller

(asteriskler), Z bandlarinda kopma ve dizensiklik (ok baslari), ( X15000).

R T e

Resim 7: C grubunda miyofibriller arasindaki mitokondriyonlarda sisme ve
krista kaybi (oklar), (X10000). miyofibrillerde dizensizlik, bazi bdlgelerde
incelme ve kopma (asteriskler), Z bandlarinda duzensizlik ve kayip (ok baslari),
dejenere mitokondri (ok), (X15000).
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Resim 8: D grubunda normal yapida miyofibriller (M) ve mitokondriyonlar
(oklar), (X10000), (X15000).
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Tablo 6: Biyokimyasal degerler.

Ang-1
Grup Anjiostatin pg/ml | Endostatin ng/ml | VEGF pg/ml | ng/ml
A1 1,136 48,45 38,1 15,92
A2 1,19 44,65 12,29 16,38
A3 1,219 39,71 24,12 14,94
A4 1,294 41,8 21,8 14,56
A5 0,927 45,6 11,06 14,48
A6 0,843 48,26 51,32 13,8
A7 0,884 26,79 22,2 15,54
A8 1,135 35,53 23,74 10,39
A9 1,057 41,23 27,2 19,79
A10 1,122 39,9 9,03 14,18
B1 0,996 47,31 25,28 13,95
B2 0,873 42,18 17,1 16,45
B3 1,044 42,37 31,74 12,28
B4 1,264 40,28 22,96 15,24
B5 1,279 46,17 55,3 15,09
B6 1,205 35,53 9,83 16,98
B7 1,31 46,36 13,908 16,76
B8 1,234 50,54 15,58 21
B9 1,294 45,22 32,88 17,74
B10 1,135 42,75 29,86 14,86
C1 0,972 47,69 38,84 21,68
C2 1,082 48,83 26,82 18,5
C3 1,325 46,93 22,96 17,82
C4 1,149 47,5 20,24 21,15
C5 1,02 51,3 21,8 16,76
C6 1,176 49,02 15,2 15,16
C7 1,702 43,32 42,54 11,52
C8 1,205 46,17 20,64 16,98
C9 1,294 42,94 25,28 13,19
C10 1,095 45,98 251 18,2
D1 1,604 50,16 37,74 20,24
D2 1,373 48,564 37,36 25,32
D3 1,549 47,747 20,24 21,53
D4 1,408 42,389 24,12 24,41
D5 1,219 49,59 29,48 18,35
D6 1,234 52,44 15,91 22,77
D7 1,335 53,96 36,98 15,01
D8 1,325 55,1 29,48 21,46
D9 1,373 45,752 37,36 19,78
D10 1,357 47,88 29,48 17,01
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Tablo 7: Gruplarin ortalamalari bakimindan karsilastiriimasi.

Grup N Ort St. Sp. Min Max
Kontrol 10 1,081 0,150 0,84 1,29
Anjiostatin |Sham 10 1,163 0,148 0,87 1,31
(pg/ml) SF 10 1,202 0,208 0,97 1,70
LTA 10 1,378 0,121 1,22 1,60
Kontrol 10 41,192 6,478 26,79 148,45
Endostatin |Sham 10 43,871 4,196 35,53 |50,54
(ng/ml) SF 10 46,968 2,547 42,94 151,30
LTA 10 49,358 3,820 42,39 155,10
Kontrol 10 24,086 12,876 9,03 51,32
VEGF Sham 10 25,444 13,148 9,83 55,30
(pg/ml) SF 10 25,942 8,471 15,20 |42,54
LTA 10 29,815 7,787 15,91 |37,74
Kontrol 10 14,998 2,353 10,39 |19,79
Ang-1 Sham 10 16,035 2,369 12,28 |21,00
(ng/ml) SF 10 17,096 3,187 11,52 |21,68
LTA 10 20,588 3,216 15,01 |25,32
Kontrol 10 9,10 1,44 7,0 11,4
Damar Sham 10 13,41 6,00 7,0 26,1
sayls SF 10 13,94 3,98 8,4 19,6
LTA 10 19,16 3,72 12,3 24,9
Gruplar arasindaki farkhliklar incelendiginde Anjiostatin (p=0,002),

Endostatin (p=0,001), Ang-1 (p=0,001) ve ortalama damar sayisi (p=0,001)
bakimindan gruplar arasindaki farklilik istatistik agidan 6nemli bulunurken,
sadece VEGF (p=0,676) bakimindan gruplar arasinda énemli bir farklilik yoktur.
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Tablo 8: Gruplardaki

kargilagtirmasi.

artis duzeylerinin  oransal

olarak (%

Kontrol | Sham |SF
Kontrol
Sham |7,65
Anjiostatin
SF 11,22 3,32
LTA 27,48 18,42 (14,62
Kontrol
Sham |6,50
Endostatin
SF 14,02 7,06
LTA 19,82 12,51 5,09
Kontrol
Sham |5,64
VEGF
SF 7,71 1,96
LTA 23,79 17,18 (14,93
Kontrol
Sham |6,91
Ang-1
SF 13,99 6,62
LTA 37,27 (28,39 20,43
Kontrol
Kapiller Sham |47,36
ortalama g 5319 |3,95
LTA 110,55 (42,88 |[37,45

cinsinden)
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pg/ml

Kontrol Sham SF LTA

Sekil 1: Gruplardaki serum anjiostatin duzeyleri. Post hoc test sonucunda
anjiostatin bakimindan gorulen farkliligin LTA ile kontrol gruplar (p=0,001) ve
LTA ile Sham gruplar (p=0,024) arasinda oldugu, diger gruplarin birbirine

benzer oldugu goézlenmistir.

ng/ml
50

45

40

35

30
Kontrol Sham SF LTA

Sekil 2: Gruplardaki serum endostatin dizeyleri. Endostatin bakimindan
gorulen farkhligin LTA ile kontrol gruplar (p=0,001), LTA ile Sham gruplari
(p=0,046) ve SF ile kontrol gruplar (p=0,033) arasinda oldugu, diger gruplarin

birbirine benzer oldugu gozlenmistir.
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pg/mi
30

25

20

15
Kontrol Sham SF LTA

Sekil 3: Gruplardaki serum VEGF duzeyleri. LTA grubundaki artis fazla
olmasina ragmen (p=0,676) VEGF bakimindan gruplar arasinda énemli bir
farkhlik yoktur.

ng/mi
20

15

10

Kontrol Sham SF LTA

Sekil 4: Gruplardaki serum Ang-1 duzeyleri. Ang-1 bakimindan gorllen
farkhligin LTA ile kontrol gruplari (p=0,001), LTA ile Sham gruplari (p=0,005) ve
LTA ile SF gruplari (p=0,041) arasinda oldugu, diger gruplarin birbirine benzer
oldugu gozlenmisgtir.

33



Kontrol Sham SF LTA

Sekil 5: Gruplardaki ortalama kapiller sayisi.  Damar sayisi (kapiller)
bakimindan gorilen farkhligin LTA ile kontrol gruplari (p=0,001), LTA ile Sham
gruplart (p=0,018) ve LTA ile SF gruplar (p=0,036) arasinda oldugu, diger
gruplarin birbirine benzer oldugu gézlenmistir.
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TARTISMA ve SONUC

Damar hastaliklari nedeniyle ortaya cikan arteriyel iskemi sonucunda
organ perfluzyonu bozulmakta ve iglev kaybina neden olmaktadir. Periferik
damar hastaliklarinda kronik iskemi evresinde oncelikle Ki ortaya cikmakta,
ilerleyen suregte ise kritik bacak iskemisi, iskemik uUlser ve sonunda ekstremite
kaybina kadar giden bir sure¢ meydana gelmektedir. Koroner arter
hastaliklarinda da benzer bir durum s6z konusu olmakla birlikte kardiyak iskemi,
ekstremite iskemisine gore daha fatal seyreden bir duruma yol agmaktadir.

Terapotik anjiyogenezis, kardiyovaskuler hastaliklarin tedavisinde énemli
bir secenektir ve arzu edilmeyen sonuglar géz 6nune alindiginda onemi her
gecgen gun biraz daha artmaktadir.

Kronik iskemi surecinde, iskemik dokudaki damar endotel hucreleri gog
etmek ve ¢ogalmak Uzere uyarilir. Membran ve hicreler arasinda bir bolinme
meydana gelir. Normalde, endotel hicreleri yayilma etkisi gostermeyen tek bir
tabaka olustururlar, ancak anjiyogenez sirasinda c¢ogalip yayillma gosterirler.
Normal, hastalikh ya da hasarli dokularda (Uretilip salgilanan anjiyogenik
bayume faktorleri komsu dokulara diftizyon yolu ile geger. Anjiyogenik bliyume
faktorleri yakinindaki 6nceden var olan kan damarlarinin endotel hucrelerinde
bulunan 6zgiin reseptorlere baglanirlar *°. Endotel hiicre cogalmasindan sonra
ECM bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya getiriimesi icin ekstraselller
proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir. Kapiller filizienme olustuktan
sonra yine bu filizienmenin ucunda yeni olusmus ECM’'de yikilma ortaya c¢ikar
ve bu sayede daha ileri yayilimi mimkuin olur. ECM proteolizinin birbirini sirayla
izleyen aktivasyon ve inhibisyonlari sonucunda kapillerler olusur. Proteolitik
yikilma ve endotel hucresi goguinden sonra yeni olugsan kapillerler, yeni bazal
membrani olustururlar. Damar olgunlastiktan ve uygun anjiyogenez ortaya
ciktiktan sonra anjiyogenik faktorlerde azalma goérulirken, anjiyogenez
inhibitorlerinde artis gozlenir. Boylece endotel hucreleri sessiz bir hale burinur
ve damarlar kan akimini baslatmaya hazir hale gelmis olur 2.

Duzensiz bir suregte meydana gelen anjiyogenezis, neoplastik olmayan
endometriyozis, romatoid artrit, psoériazis, hemanjiom gibi hastaliklarda s6z
konusudur 8 8% 8By &rneklerde oldugu gibi, proanjiyogenik ve antianjiyogenik
sitokinler arasindaki dengenin bozulmasi nedeniyle ortaya ¢ikan kontrolstiz
anjiyogenezis istenmeyen sonuglar ortaya ¢ikarabilir.
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Terapotik anjiyogenez olusturmak amaciyla, sadece proanjiyogenik
faktorlerin uyariimasi veya hedef organa ulagtiriimasi yoluyla hedeflenen
terapotik anjiyogenezis surecinde, yeni kapiller olusumunun belirli bir asamada
durdurulmasi iglemi, organizmanin antianjiyogenik sistemlerinin kapasitesine
birakilmaktadir.

Antianjiyogenik sitokinlerden bir tanesi olan anjiostatin, antikanser ajan
olarak birgok calismada kullaniimig ve etkinligini tumor anjiyogenezisini
baskilamakla gOsterdigi saptanmigtir. Calismamizda, gruplar
karsilagtinldiginda, antianjiyogenik bir faktor olan anjiyostatinin, LTA verilen
grupta; kontrol, sham ve SF gruplarina gore sirasiyla % 27,48 (p=0,001) ,
%18,42 (p=0,024) ve %14,62 (p>0,05) oraninda arttigini saptadik. Ayrica,
anlamli fark yaratmamasina ragmen, iskemi yaratilan sham ve SF gruplarinda,
kontrol grubuna goére anjiostatinin sirasiyla %7,65 ve %11,22 oraninda artis
goOsterdigi saptandi. Bu bulgu ise organizmanin iskemiye cevabinda,
anjiyogenezis surecinde proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerin ayni anda
artmaya basladigini gostermekle beraber, sham ve SF gruplarindaki artigin
kontrol grubuna gore anlaml fark yaratmamasi iki farkli hipotezle aciklanabilir:
Birincisi; ratlarda olusturulan iskemiden sonraki 1 aylik sirede, anjiyogenezis
olusum surecinde antianjiyogenik faktorlerin artis sirasi henlz gelmemistir,
ikincisi ise organizmanin anjiyogenez sirasinda antianjiyogenik faktorlerin
saliniminda yetersizligi s6z konusudur.

Endostatinin antianjiyogenik etkisinin temelinde yer alan biyolojik
mekanizmalar arasinda endotelyal hicre migrasyonunun inhibisyonu, hicre
dongusinin duraklamasi ve apoptozis indiksiyonu yer almaktadir. Endotel
hicrelerinde endostatinin a5B1 integrine baglanmasi ile Src-kinaz sinyal ileti
yolaginin aktive oldugu gosterilmistir. Ayrica endostatinin integrinler araciligi ile
RhoA-GTPaz aktivitesini baskiladigi ve Ras ve Raf ailesine ait sinyal ileti
yolaklarini da inhibe ettigi bildiriimektedir. Bu etkiler sonucunda endostatinin
hlcre iskeletinin organizasyonunda yer alan aktin monomerlerinin birbirinden
ayrilmasina, hucre-matriks etkilesimlerinin bozulmasina ve endotel huicre
migrasyonunun yavasglamasina neden oldugu, bunlara bagll olarak da
anjiyogenezi baskiladigi gdsterilmistir " 72 8°,

Calismamizda, endostatin bakimindan goéralen farkhhigin LTA ile kontrol
gruplan (p=0,001), LTA ile sham gruplari (p=0,046) ve SF ile kontrol gruplari
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(p=0,033) arasinda oldugu, diger gruplarin birbirine benzer oldugu gozlenmistir.
Bu analizde dikkati ceken nokta ise, ratlara verilen SF’ in endostatini anlamli
derecede artirmasidir, fakat SF ve sham grubu arasinda anlamli fark yoktur. Bu
durumda, SF’ in LTA ile beraber verilecegi yeni bir calismaya ihtiyag vardir.

Antianjiyogenik faktorlerden olan anjiostatin ve endostatin duzeylerinin,
ongoruldugu uzere LTA verilen grupta anlamli derecede artis gostermesi (Sekil
1, 2), LTA’ nin majoér sitokin stimilani olmasinin dogal sonucu olarak karsimiza
cikmistir. LTA verilen grupta yeni olusan kapilleritenin anlamli derecede artmasi
ise iskemik dokuda zaten artmis olan proanjiyogenik faktorlerin LTA yoluyla
daha c¢ok artmasi, antianjiyogenik faktorlerin artisina ragmen dengenin
proanjiyogenik faktorlere dogru kaymasinin sonucu olarak anjiyogenezis
surecinin antianjiyogenik sistemlerce belki de daha ge¢ dengelenmesi
sonucunda yeni kan damarlarinin sayisi kontrol, sham ve salin gruplarina gore
daha yuksek oranda gergeklesmistir.

Arteriyel iskemi tedavisinde medikal ve cerrahi yontemler lzerinde halen
arastirmalar devam etmektedir. Bu amagla, 19901 yillarin sonunda gen tedavisi
calismalari  birgok merkezde uygulanmistir.  Kaliforniya  Universitesi
Kardiyovaskuler Arastirma Enstitusi’ nde Kan ve arkadasglari, ratlarda sol ana
koroneri baglayarak miyokard iskemisi olusturmustur. iskemik miyokard
bolgesine birgok noktadan, normal miyokard dokusuna da belli bir bolgeden
adenovirls vektorliginde VEGF enjeksiyonu yapilmis ve U¢ ay sonunda
histopatolojik  olarak  anjiyogenezis  arastinlmigtir.  Sonugta  VEGF
enjeksiyonunun iskemik miyokard bolgelerinde anjiyogenezise yol acarken
saglam miyokard segmentinde bu etkiyi olusturmadidi tespit edilerek VEGF’ nin
potent bir vaskiilojenik ajan oldugu bildirilmistir .

Almanya’ da Volklingen Kalp Merkezi’ nde, Huwer ve arkadaslari,
anatomik olarak koroner bypass yapilmasi uygun olmayan ve diffiz periferik
arter hastaligi olan 24 hastayl calismaya almistir. Miyokard iskemisi olan
bdlgelere 1000ug VEGF!®® enjeksiyonu yapilmistir. Operasyondan yedi giin
sonra tim hastalara *°"Tc-sestamibi-SPECT yapilmistir. Preoperatif skar
dokusu oldugu tespit edilen bdlgelerde canli aktivitelerin oldugu gozlenmisgtir.
Ayrica hastalarin tamamina postoperatif 3. ayda koroner anjiyografi ve
ventrikilografi yapilarak, bes hastada ventrikil fonksiyonlarinin iyilestigi, alti
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hastada yeni kollateral olustugu, yedi hastada var olan kollateral akimin arttigi,
lic hastada iskemik miyokard segmentinin kiigildiigii saptanmistir &7,

Yapilan diger deneysel calismalarda, ekzojen VEGF uygulamalar ile
korneda %, kas dokusunda ®, miyokarda %, retinada **, korpus luteumda % ve
lenf nodlarinda * anjiyogenezis olustugu gdsterilmistir.

Calismamizda, LTA verdigimiz grupta VEGF, diger gruplara oranla daha
¢cok ylUkselmesine ragmen anlamh bir fark saptanamamistir. VEGF; LTA
grubunda, kontrol, sham ve SF grubuna goére sirasiyla %23,79 , %17,18 ve
%14,93 oraninda daha fazla artig gostermistir. VEGF’ nin, SF grubunda sham
grubuna gore %1,96 daha fazla arttig1 saptanmistir. VEGF’ deki artisin anlaml
derecede olmamasi verilen LTA dozuyla iligkili olabilir.

G. Merino ve arkadaslari LTA’ nin Uveit yaptigini gostermek icin
yaptiklari deneysel calismada, sirasiyla, 3.75, 7.5, 15 ve 30 mg/kg dozunda
LTA kullanmiglardir %, Literatiirde, LTA’ nin anjiyogenezis iizerine etkisinin
arastinldigi her hangi bir arastirma 6rnegi olmadigindan, bu ¢alismada 1ml
volim icerisinde 1mg/kg LTA olacak sekilde doz ayarlamasi yaptik. Bu sekilde
ayarlandiginda her bir rat igin toplam 250ug LTA, 4 ayri noktadan intramuskuler
olarak enjekte edildi. Bu durum g6z 6énunde bulundurularak farkl dozlarda yeni
¢alismalara ihtiyag vardir.

Calismamizda LTA verilen grup ile diger gruplar arasinda Ang-1 artisi
yonunden anlamli fark bulunmustur (Sekil 4, p<0,05). Kim ve arkadaslarinin
yaptiklari arastirmada Ang-1 ile, grantlosit koloni stimule edici faktor tarafindan
mobilize edilen periferik kokenli kdk hlcrelerin vaskilojenik potansiyelinin
artti§1®®, Kou-Gi Shyu ve arkadaslarinin yaptiklari calismada ise, sadece Ang-1’
i kodlayan plazmid DNA’ sinin direkt intramuskuler enjeksiyonunun tavsanlarin

> Benzer

iskemik bacaklarinda revaskularizasyonu arttirdigi gosterilmistir
sekilde bizim ¢alismamizda da LTA grubundaki yeni olusan kapiller sayisindaki
anlamli artisla paralellik gosteren Ang-1 duzeylerinin yuksekligi, LTA’ nin
iskemik dokuda anjiyogenezisi arttirdigini gosteren kanitlardan bir tanesidir.
Nykanen ve arkadaslari, yaptiklari deneysel c¢alismada, kardiyak allogreft
arteriyosklerozunda Ang-1' in koruyucu etkisi oldugunu ve arteriyel endoteli

stabilize ettigini gostermislerdir °’.

Ayrica Tou ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada, Ang-1’ in, anjiopoietin-2 ve yuksek kan sekeri duzeyi ile baskilanan
miyokardiyal endotel fonksiyonu Uizerine koruyucu etkisi oldugu gdsterilmistir .
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LTA grubunda Ang-1’ in hedeflenen duzeyde anlamli derecede artis
gOstermesiyle sadece anjiyogenez Uuzerine olumlu etkilerinden degil, ayni
zamanda yeni olusan kapiller endotelini stabilize edici 6zelliginden, ayrica
ateroskleroza kargi koruyucu etkisinden de yararlanilabileceg@i distintulmektedir.

Calismadaki gruplarda yeni olusan kapilleritenin stk mikroskopu
kullanilarak yapilan deg@erlendiriimesinde, LTA grubunda SF grubuna gore
(p=0,036), sham grubuna goére (p=0,018) ve kontrol grubuna goére (p=0,001)
anlamli olarak artis olmasi LTA’ nin anjiyogenezis olusturmadaki etkinliginin en
belirgin kanitlarindan bir tanesidir. Sham ve SF gruplarinda kontrol grubuna
gore kapillerite artisi sirasiyla %47,36 (p>0,05) ve %53,19 (p>0,05) oraninda
tespit edilmistir. Kapillerite degerlendiriimesinde LTA disindaki gruplarin
arasinda anlamh fark olmamasi ise, iskemi olusturulduktan sonraki 1 aylik
suregte organizmanin iskemiye verdigi cevapta anjiyogenezis olusturma
yonunden yetersiz kaldiginin gostergesidir.

Elektron mikroskobik incelemede, LTA verilen gruptaki kas dokusunun,
iskemi olusturulmamis kontrol grubu ile benzer ozelliklere sahip oldugu, sham
ve SF gruplarinda ise iskemik dejenerasyon olustugu tespit edildi. Bu durumda
LTA’ nin anjiyogenezi uyararak kas dokusunun rejenerasyonunu kolaylastirdigi
soylenebilir.

Literatur incelendiginde, anjiyogenezis olusturmada kullanilan yontemler
genellikle tek bir proanjiyogenik faktor Uzerinden arastiriimistir. Calismamizda
LTA’ nin, ikisi proanjiogenik ve ikisi antianjiogenik faktorlerden olmak Uzere
toplam 4 tanesi Uzerine olan etkisini arastirdik. LTA’ nin farkh dozlarda bilinen
tim proanjiogenik faktorler Uzerine etkisi ve ayni zamanda anjiyogenezis
olusturma potansiyeli ileriki caligmalar olarak dusunulmustuar.

Bu galismada arteriyel iskemi igin, alt ekstremite kas dokusu hedef organ
olarak Dbelirlenmistir. Benzer bir c¢aligma miyokardiyal iskemi modeli
olusturularak yapilabilir. Bu durumda LTA’ nin miyokard dokusunda yeni
kollateral olugturma sureci arastirilabilir.

LTA’ nin, gosterildigi Uzere, proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerin
her ikisini de artirma potansiyeli oldugundan anjiyogenez surecinin daha
kontrolli olacagini dusunmekteyiz. Tum bulgular ve degerlendirmelerin 1s131
altinda, LTA’ nin arteriyel iskemi tedavisinde kullanilabilecek yeni bir ajan
olmasi i¢in ilk adimi atmis oldugumuza inaniyoruz.
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