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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZziNi

bFGF: Basic Fibroblast Growth Faktér
VEGF: Vaskiler Endotelyal Growth Faktér
TGF-B: Transforming Growth Faktér-3
BVZM: Bevacizumab

rhuMab VEGF: Bevacizumab

FDA: Food and Drug Administration
PGF2-a: Prostaglandin F2-a

PGE1: Prostaglandin E1

PMNL.: Polimorfontkleer Lékosit

EPH: Endotelyal progenitér hicreler
ECM : Ekstraselller matriks

PA: Plazminojen aktivator

MMP: Matriks metalloproteinaz

HRE: Hipoxia responce element
HIF-1a: Hipoksi Inducible Faktér

EPO: Eritropoetin

PLGF: Plasental Growth Faktor

SDF-1: Stromal derived faktér-1

Ang-1: Angiopoietin-1

TGF-B: Transforme Edici Blylme Faktori-
VPF: Vaskiler Gecgirgenlik Faktori
VEGFR1 (FIt-1): VEGF reseptor 1

VEGFR2 (Flk-1/ KDR): VEGF reseptér 2

VEGFR3: VEGF reseptdr 3

NO: Nitrik Oksit

FGF-4: Fibroblast Buylime Faktori-4
PDGF: Trombosit Kaynakli Bliylime Faktori
TGF-a: Transforming Growth Faktér- a

IGF-1: insiilin Like Growth Faktor-1



TNF-a:
EDRF:

EPI :
Ang:
EGF:

EGFR:

IP:
IV:
H-E:
HGF:
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Tumodr Nekrozis Faktor- a
Endothelium-derived Relaxing Factor
Perisitlerde stoplazmik baglantilar
Anjiopoetin

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor
intraperitoneal

intravenéz

Hematoksilen-Eozin

Hepatosit Growth Factor
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1. GIRI$

Plastik, Rekonstriktif ve Estetik Cerrahi'de flep yasayabilirligini
artirmada kullanilan delay prosediri’niin temelinde flebin iskemiye
alistinimasi yatmaktadir. Cerrahi ve/veya farmakolojik ajanlarla yapilan delay
prosediirli sonrasi flep ihtiya¢c duyulan sahaya aktariimaktadir. iskemiye
alistirlan flebin aktarilmasi slresinde ise neovaskularizasyonun hizi énem
tasimaktadir (1). Neovaskilarizasyon olarak isimlendirilen yeni damar
olusumu, doku onarim ve rejenerasyonunda anahtar islevi olan karmasik bir
surectir (2,3). Normal yara iyilesmesinde akut inflamatuar cevabi izleyen
proliferasyon evresi, yaralanmanin 2. veya 3. gund baglayip yaklasik 3
haftaya kadar devam eden bir dénemi igerir (4,5,6). Baslica anjiyogenez,
fibroplazi ve epitelizasyon olaylarini iceren bu asama birtakim sitokinler
tarafindan  dizenlenir.  Anjiyogenez, vaskiler endotel hicrelerinin
proliferasyonu, ekstraselliler matriksin yeniden sekillenmesi, endotel hicre
gbcl ve kapiller tip olugsumu olaylarini igerir (6,7,8). Bu slreg; blylime
faktorleri, ekstraselller matriks ve hicresel komponentlerin kompleks
etkilesimleriyle kontrol edilmektedir ve net sonug anjiyogenetik ve anjiyostatik
elemanlar arasindaki denge tarafindan belirlenmektedir (9,10).

Tasimali flep uygulamasi gibi uzaktan flep tasima islemini flep
neovaskilarizasyonu sonrasi cevre dokulardan beslenmeye bagladiktan
sonra pedikiltin kesilmesi iglemi takip etmektedir (11). G6z kapagi ve dudak
rekonstriksiyonlarinda  kullanilan  Abbe flebi (12,13), ve burun
rekonstriiksiyonunda kullanilan alin flebi (14,15,16,17) gibi uygulamalarda
rekonstriksiyonun tamamlanmasi neovaskularizasyonun hiz ve yeterliligine
baglidir. Neovaskilarizasyonun hizlandiriimasi icin cerrahi ya da farmakolojik
delay prosedurleri Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi’de uzun yillardan
beri kullaniimaktadir. Son yillarda anjiyogenezi uyardidi gézlenen pek c¢ok
farmakolojik ajan bu slrecte yerini almaya baglamistir (VEGF, adenozin vs.).
Zhang ve ark. (18) sican, pedikulli tip flep modelinde alici alana VEGF’nin

subkutan yolla verilmesinin erken pedikil ayrilmasiyla cilt adasi yagamini



artirdigi, alici ve donér yatak arasindaki bilegskede anjiyogenezi uyardigini
g6zlemlemislerdir.

Bevacizumab (BVZM) onkolojide antianjiyogenik olarak kullanilan ilk
ajandir. Bir rekombinant insan anti-VEGF monoklonal antikoru (rhuMab
VEGF) olan BVZM etkisini, anjiyogenez igin guglt bir uyarici olan VEGF’nin
reseptdriine baglanmasini engelleyerek gdésterir ki, sonugta damarlanmayi
azaltarak timoér buyldmesinin yavaglamasina neden olur (19,20). Bu ajanin
timér digi normal dokularda yara iyilesme sdreci ile ilgili az sayida ¢alisma
yaptmisgtir.

Deri kan akiminin ¢ok az bir kismi derinin beslenmesinde rol aldigi g6z
6ndne alindidinda, sistemik olarak verilen ve antianjiyogenezis olusturma
yeteneg@i olan BVZM’nin deri flebi kan dolagimina etkisini ortaya koyabilmek
icin bu galismay! planladik.

Bu dogrultuda, 1) BVZM'In pedikilden beslenmesi ayrilmis olan
random-patern deri flebinde slireye bagl olarak olusan neovaskilarizasyon
ile flep yasayabilirligini etkileyip etkilemediginin gdsteriimesi, 2) Flep
yasayabilirligi Gzerinde bir etki g6sterilirse, bunun flep insizyon bdlgelerindeki
mikrodamar histomorfometrisi ile uyumlu olup olmadiginin arastiriimasi
hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Kanlanmasi

Cildin mikrovaskuler catisini; arterioller, terminal arterioller, postkapiller
venliller, kollektér vendller ve muskuler venuller icermektedir (21-24). Derinin
kanlanmasi metabolik ihtiyaclardan ¢ok termoregllatuar mekanizmalar
tarafindan kontrol edilir. Derinin damar sistemi sinirsel veya kimyasal uyarana
cevap verme yetenegine sahip zengin bir sinir agi ile gevrilidir. Arterioller,
prekapiller sfinkterler ve arteriyovendéz santlarda sempatik inervasyon
bulunur. Bu santlar yoluyla kan akimi kapiller yatagi atlar ve bir kapillerden
600 kat fazla kan akimina sahiptir (24,25). Deri kan akiminin
dizenlenmesinde en énemli etken sinir sistemidir. Damar duvarlarindaki a-
adrenerjik ve seratoninerjik reseptérler vazokonstriksiyon; B-adrenerjik
reseptorler ise vazodilatasyona yol acarlar. Sempatik tonusun azalmasi,
6zellikle arteriovendz anastomozlarda belirgin vazodilatasyona, artmasi da
vazokonstriiksiyona neden olur.

Himoral dizenleme sistemi icerisinde adrenalin, noreadrenalin
dogrudan a-adrenerjik reseptorleri etkileyerek vazokonstriksiyona neden
olurlar. Seratonin vazokonstriktor, histamin ve bradikinin ise vazodilator etki
gbsterir. Arasidonik Asit metabolitlerinden Tromboksan A2 ve PGF2-a gigll
vazokonstriktér, PGE1 vazodilatér etkilidir. Prostasiklin gigli bir vazodilatér
ve trombosit agregasyon inhibitéridir. Ldkotrienlerin  deri  dolagimini
artirdiklari gésterilmistir (26).

Metabolik dizenleme deride ikinci planda kalsa da hiperkapni, hipoksi,
asidoz ve interstisyel potasyum artigl vazodilatasyona neden olur. Perflizyon
basincinin artisi damarlarda gerilmeye yol acarak vazokonstriksiyonu
tetikler. Lokal hipotermi kan akimini azaltir, bu da vazodilatasyonu uyarir.
Viskozite ise kan akimini sadece ciddi iskemi durumlarinda etkilemektedir
(27).



2.2. Flep Kan Akiminin Diizenlenmesi

Deri kan akimi esas olarak arterioler seviyede dizenlenir. Sempatik
etki; prekapiller sfinkter, arteriol ve arterioven6z anastomozlarda kan akimini
dizenler. Sempatik etki sonrasi prekapiller sfinkterin kasiimasiyla kan
dogrudan arterioven6z anastomoza yoénelir (28,29).

Flep kaldirilmasini takiben flebin pedikiliindeki akim korunsa bile, flebin
ucundaki akim, ilk 6-12 saatte normalin %20’sinin altina diser. ilk 12-18 saat;
ilerleyen 16kosit aracili endotel hasari, sempatik vazokonstriktérlerin salinimi
ve disen perflzyon basincinin kombinasyonu nedeniyle, dzellikle flep distal
kisimlarinda akim dramatik olarak diser. U¢ kismin yasayabilmesi icin yeterli
akim, 6-12 saat devam etmelidir. N6rotransmitterlerin 12-24 saatte ortaya
cltkmasi ve flep yatagindan 2-3 gln inoskulasyonun gergeklesmesiyle
perfizyon dereceli olarak duzelir. U¢ kisimlar 6-12 saat slreyle ciddi
seviyede iskemide kalirsa, akim geri dbnmesi reperflizyon hasarina yol acar,
mikro damarlar iflas eder ve doku nekroze olur (35-38).

Flep kaldiriidiktan sonra distal kisimdaki lokal iskemi azami
vazodilatasyona yol acar. Proksimal kisimdaki yetersiz perflzyon basinci
flebin distalinde arteryel yetersizlik ve kaybina neden olur (28,33). Random
ve aksiyel paternli fleplerde hatali flep planlamasi, mikrodolagimi etkileyen
sistemik faktérler (hipotansiyon, sepsis, sigara kullanimi, vazokonstriktérler)
veya flep Uzerine fiziksel baski (hatali yerlestirme, pedikilde katlanma,
hematom) nedeniyle mikrodolasim dlzeyinde dislk akimin gelismesine
ikincil olarak trombozis olusur (28,34-38). Anaerobik metabolizmayla birlikte
toksik siiperoksit radikallerin Gretiminde artig olur. iskemi sonrasi reperflizyon
asamasinda oksijen radikallerin olusumu Sekil 1’de sematik olarak

gOsterilmektedir.
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Sekil 1: Reperfizyon asamasinda oksijen radikallerinin olusumu.

Superoksit radikalleri, endotel ile dogrudan etkilesir ve lipit
peroksidasyonu, membran proteinlerinde ayrigsma, hlcre gegirgenliginde
artis, sitoplazmik sisme ve islev bozukluguna yol acar (28,39,40).

Reperflzyon ile birlikte kaynagi sUperoksit radikali olan hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri olusur. invitro ortamda oksijen radikalleri veya
endotel hipoksisi nétrofillere etki eden kemotaksise neden olan maddeleri
artinir. Béylece inflamatuar nétrofil gé¢l artar. Hizli olarak dolagimda nétrofil
artisi perflizyonda ani azalmaya neden olmaktadir (41). Reperflize alana
notrofil gé¢l olur. Nétrofil bu alanda doku parcalanmasina neden olur (41).
Dolasimdaki PMNL’ler yok edilerek iskemi sonrasi reperflizyon hasarinin

azaltildigi bilinmektedir.

2.3. Dorsal Deri Fleplerinin Genel Ozellikleri

Sirt bélgesi flepleri 6ze ddnik yamyamlik olarak tanimlanabilecek
“otokannibalizm” den korunabildikleri icin tercih edilen modeller olmustur (42).
Ratlarda kullanilabilen deri ve ada flepleri Tablo1’de listelenmigtir. Laboratuar
siganlarindaki ilk flep modeli 1965 yilinda McFarlane tarafindan ortaya

konmustur (43).



Tablo 1: Ratlarda hazirlanan deri ve ada flepleri

Random Deri Flepleri Ada / Serbest Deri Flepleri

Sirt bélgesi flepleri - Pektoral deri flebi.

- Dorsal sefalik - Lateral Lomber ada flebi
- Dorsal kaudal - Toraks arkasi ada flebi
- Sirt ortasi ada flebi

- Kasik flebi

- Karin flebi

- Torakoabdominal flep

- Safendz flep

Orijinal tanimlandigi haliyle tabanda derin kas fasyasina kadar uzanan
ve pannikulus karnosus adi verilen tabakanin da flebe dahil oldugu kraniyal
bazli bir fleptir. Flep boyutlarinin 10x4 cm olmasina ragmen esas hazirlanigi,
flep tabaninin skapula acgisina denk gelecek sekilde planlanmasiyla ortaya
cikar. Deney esnasinda birbirine yakin agirhk ve boyutta hayvanlarin
kullaniimasina ragmen, her hayvanin boyutu birbirinden farkh olacagindan
kesin rakamlarin yerine anatomik isaretlemeler standardizasyon agisindan
dnem tagsir (42). Sirt derisinin dolagimi orta hattin iki yaninda birer ¢ift halinde
bulunan U¢ ana damar sisteminden gelir (42). Kraniyalde aksiller arterden
cikan lateral torasik arterin dali, kaudalde aorttan dogrudan c¢ikan iliolomber
damarlarin iliak dali ve ortada kalan bélgede dérdincliden on ikinciye kadar
olan interkostal damarlarin dorsal dallarindan gelen dallar sirt derisini
kanlandirir.

Delay fenomenini arastirmak amaciyla kullanilan bu flep “random”
dolasim paternine sahip kabul edilmis ve deneysel caligmalarda
kullaniimigtir. Gerek “delay” fenomeni arastirmalari, gerek flep sagkalimini
arttirmaya yoénelik arastirmalarda kullanilan sirt flebi, kolay hazirlanabilir
olusu ve distalde belli bir oranda nekroz alanini bulundurmasi nedeni ile

sikca tercih edilir.



2.4. iskemik Onkosullama (Preconditioning):

Flep cerrahisinde, cerrahi prosedir ya da farmakolojik ajanlar

neovaskularizasyonun hizlandiriimasi i¢in kullanilan yéntemlerdir.

24.1. Cerrahi Yontemle iskemik Onkosullama (Flep
Geciktirmesi=Delay Fenomeni)

Bir flebin elevasyon ve transferinden énce ayr seanslarda mekanik
ve/veya cerrahi islemlere yonelik kan akimi azaltilarak flep yasayabilirliginin
arttirlmasina "cerrahi delay prosedir(" denir. Bu islem sonrasinda elde
edilen kazan¢ "delay fenomeni" olarak adlandirilir (44). Bdylece, flebin
tamami akut olarak kaldinldiginda olugsmasi beklenen distal nekrozun, bu
yéntem sonrasinda, flebin tamami kaldirildiginda olugsmadigi gésterilmistir.

Bu ybdntem sayesinde, flebin damarsal pedikilinin flep distaline
ulasimini artirarak distalde daha fazla yasayabilen random cilt adasinin elde
edilmesi saglanir.

Cerrahi flep geciktirmesi ilk kez 16. ylzyilda Tagliacozzi tarafindan
koldan kaldirihp burun rekonstriksiyonunda kullanilan deri flebinde
kullaniimigtir  (45). Blair, 1921'de bu girisimi "delay transferi" olarak
tanimlamistir  (46). Milton, 1965'de flepte 4 farkh delay ydnteminin
karsilastirmali ¢alismasini yapmis ve en etkili yéntemin cilt insizyonlari
arasinda flep altinin tabandan ayrilmasiyla uygulanan delay oldugunu
belirtmistir (47). Delay tanimlanmasi ise 1967 yilinda Myers ve Chery
tarafindan yapilmigtir. Myers 1967'de tavsanlarda bipedikil deri flebi
modelinde geciktirme ydntemini uygulamis, geciktirme ydnteminin, random-
patern fleplerin boy-en oranini arttirdidi, aksiyel fleplerde daha fazla
miktarlarda doku transferini mimkin kildigini belirtmigtir (48-51). Klasik
cerrahi geciktirme teknigi flep kaldirilacak alana yapilan iki adet paralel

insizyonla yapilmasi gerektigi savunulmustur. Callegari, 1992'de yaptigdi



calisma sonucuna gore fleplerdeki cerrahi geciktirme uygulama esaslarini
belirtmistir (50).

- Flebin yasayabilen uzunlugu perforatérler arasindaki uzunluga
baghdir.

- Nekroz boélgesi genellikle “choke” damarlarin komsu bdlge ile
yaptiklari anastomoz hattindadir.

- Geciktirme, mevcut damarlarda dilatasyona neden olur ve bu etki
komsu anjiozomlari birbirine baglayan "choke arter" lerin bulundugu bdélgede
maksimumdur.

- En etkin geciktirme iglemi flebin basamaklar halinde elevasyonu ile
elde edilir.

- Doku genigletme iglemi bir t0r cerrahi geciktirmedir.

- Benzer degisiklikler kas delay isleminde de goéralUr.

Geciktirme ydntemi (delay fenomeni) birgok teoriyle agiklanmaya
calisiimistir. iskemiye tolerans teorisinde random-patern deri flebinin
periferinde kan akimi kesildiginde flep pedikilinin aksi boyunca kan
akiminin guclendigi ve delay prosediri sonrasinda htcrelerin  hipoksik
ortama alismis oldugu, bdylece asil operasyondan sonra doku nekrozunun
azaldigi belirtiimektedir (52,53).

Sempatektomiye bagli vazodilatasyon teorisinde prosedir esnasinda
yapilan kesi sayesinde sempatik lifler flebin sinirindan kesilmis oldugundan
vazodilatasyon olustugu ve kan desteginin arttigi belirtiimektedir. Flep igine
sant hipotezi, insizyonlar sonrasi olusan sempatektominin A-V anastomozlari
prekapiller sfinkterlerden daha fazla dilate ettigi varsayimina dayanir. Kapiller
yatak “bypass” edilerek sonucta besleyici olmayan kan akimi artar. Bdylece
olusan iskemik duruma doku alisir (54).

Hiperadrenerjik durum teorisine gbére cerrahi sonrasi adrenalin ve
noradrenalin gibi vazokonstriktér ajanlarin doku konsantrasyonlari artar.
Geciktirme prosedirtiinden sonra kan deste@i azalir, fakat doku nekrozuna
yol acacak élclide degildir. ikinci prosediir éncesine kadar vazokonstriktor

maddelerin seviyesi normale doner. ikinci prosediirde vazokonstriktér



maddelerdeki ylikselme, geciktirmesiz kaldirilan fleplerdeki kadar degildir. Bu
yUzden geciktirme yapilan fleplerde distal nekroz gelisimi daha azdir (54).

Delay edilmis bir flepdeki dolasim degisikliklerinin zamana goére
saptanan bulgulari sunlardir.

- ilk 24 saat: Arteriyel kan akiminda azalma, arteriyel ve kapillerler de
belirgin dilatasyon

- 1-3 gln: Longidutinal anastomozlarin geniglik ve sayisinda artigla
birlikte pedikul icindeki kiicik damarlarin artmasi

- 3-7 gun: Fonksiyon géren damarlarin ¢capi ve sayisinda artis. Flebin
uzun ekseni boyunca damarlarin reoryantasyonu

- 7-14 gun: Flep ile yatak arasinda dolagsimin saglanmasi, vaskilarite
artisinin durmasi

- 14-21 gln: Vaskuiler sistemde ilerleyici regresyon. Flep ve yatak
arasindaki anastomozlarin olgunlagmasi

- 21 glin sonrasi: Flep dolasimi olmasi gerekenin % 90'ina ulagmigtir.

Yapilan arastirmalarda  vaskller pedikilin  ligasyonu  veya
embolizasyonu, flep alani ¢evresine sitlr atma, flep alanina gesitli sistemik
ve topikal kimyasal ajanlar uygulama, lazer gibi cesitli yéntemler denenmigtir
(55,56).

Fleplerdeki geciktirme islemi sonrasi olusan mikroanjiyografik
calismalar insanlarda, domuzlarda, tavsanlarda, kdpeklerde goésterilmistir.
Geciktirme isleminin zamanlamasina ait bilgiler farklilik g&sterebilmektedir.
5'nci ginden, 3-4 haftaya kadar olan zaman araliginda uygulanabilecegi
bildirilmistir (57). Callegari ve Taylor ise calismalarinda standart bir
geciktirmenin 5’'nci ginde yapilmasinin uygun olacagini savunmuslardir
(58,59). Fisher, deneysel calismalarinda bu iglemi takiben 7 gin sonrasinda

kanlanmanin artisinin en Gst seviyeye ulastigl géstermistir (60).
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2.4.2. Farmakolojik Ajanlarla iskemik Onkosullama

Flep yasam oranlarinin arttirilmasi icin kullanilabilecek bir yontem,
farmakolojik iskemik &nkosulluma ydntemidir. ilk olarak Murry ve ark. (61),
subletal dozda iskemiye ugratilan dokunun daha sonraki letal olabilecek
iskemik duruma karsi koruyucu etkisini myokard kasinda géstermislerdir.
Koruyucu etki adenozin ve opioidler gibi inhibitér G proteinlerinin reseptdr
bagiml stimilasyonu sonucu ortaya c¢ikmaktadir (62). Adenozin (63),
monofosforil lipid (64) ve dexamethazone (65) kullanilarak gerceklestirilen
iskemik 6n kosullanmanin Plastik, Rekonstriktif ve Estetik Cerrahi’'ye
uyarlanmasi ise serbest ve pedikllli fleplerin proksimal pedikdlinin gegici
klemplenmesi ile flep yagsam oranlarinin arttirimasi seklinde ortaya ¢ikmistir
(63).

Genel olarak sempatolitikler, vazodilatérler, kalsiyum kanal blokerleri,
prostoglandin inhibitorleri, antikoagtlanlar, glukokortikoidler ve serbest
radikal 6nleyiciler bu grupta yer alirlar (66-72). Son zamanlarda anjiyogenik
tedavi ve blylime faktdrleri de kullaniimaya baslanmigtir (73-78). Bu ajanlar
belirli bir noktaya kadar flep sag kalimini arttirmis olsa da sistemik olarak
verilmesi, istenilen etkiyi ortaya koymak igin ylksek doz kullanma
zorunlulugu ve sistemik yan etkileri, kullanimlarini kisitlamaktadir (79).
Rohrich (80) flep sag kalimlarinin arttirlmasinda kullanilabilecek farmakolojik
ajanlarin  6zelliklerini; “kolay bulunmali, kolay uygulanabilmeli, yUksek
glvenirlige sahip olmali, tekrar uygulamalarda ayni sonuglari dogurmali,
pahali olmamali, etki mekanizmasi biliniyor olmali ve nekroz oranlarinda

azalma goéstermeli” seklinde d6zetlemigtir.

2.5. Yara iyilesmesi icinde Anjiyogenez

Doku vyaralanmasina akut cevap niteligindeki yara iyilesmesinin

hemostatik ve inflamatuar evrelerinden sonra daha uzun bir slre¢ olan
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proliferatif evre devreye girer. Proliferasyon evresi yaralanmadan sonraki iki
ile Gclinct gun arasinda baslayarak, ortalama olarak 3 haftada sonlanir.

Yara iyilesmesinin bu anabolik fazinin en énemli temel basamaklari
epitelizasyon, anjiyogenezis ve fibroplazidir. Bu alt fazlar bir éncelik sirasi
olmaksizin i¢ ige gelisir ve her biri bir digerinin indikatéraddr ( 81-86).

2.6. ANJIYOGENEZIS

Anjiyogenezis dnceden var olan kan damarlarindan yeni kapiller kan
damarlarinin gelismesi olarak tanimlanir (2,3). Fizyolojik anjiyogenez,
embriyonun gelismesi ve blyUmesi, yara iyilesmesi ve iskemik dokularin
revaskularizasyonunda kritik bir rol oynarken, patolojik anjiyogenez, kanser,
ateroskleroz, romatoid artrit, bazi géz hastaliklar gibi pek ¢ok hastaliklar ve
okuler neovaskularizasyonla birlikte olabilir (87).

Kan damarlarinin olugsum sireci, vaskilogenez ve anjiyogenez olmak
Uzere iki farkli sekilde gerceklesir. Vaskilogenez daha énce avaskiler olan
dokunun ilk kez damarlanmasi slreci iken, anjiyogenez mevcut damarlardan
yeni damarlarin olusmasi surecidir (88). Primordial damarsal sistemin
gelisimi vaskilogenezis olarak tanimlanir ve endotelyal progenitor hiicrelerin
(anjiyoblastlar), embriyonik ve embriyo disi mezoderm icerisinde, ilkel
damarsal agi olusturmak Gzere farklilagsmasini kapsar. Mevcut kan
damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi anlamina gelen anjiyogenez,
vicutta fizyolojik surecin bir parcasi olabildigi gibi, patolojik sireglerin bir
parcasi olarak da gergeklesebilir (89). Vaskllogenez ve anjiyogenez
mekanizmasi Sekil 2'de sematize edilmistir.
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o =t o

Onceden varolan
damarlardan
tomurcuklanma

EPH'nin insitu
diferansiyasyonu

Sekil 2: Neovaskiilarizasyon mekanizmasi. Eriskin kan damarlari gelisimi
anjiyogenez ve vaskllogenezin kombinasyonu ile gerceklesebilir.
(EPH, endotelyal progenitér hiicreler)

Anjiyogenez, vaskiler endotel hicrelerinin proliferasyonu, ekstraselltler
matriksin yeniden sekillenmesi, endotel hiicre gbéct ve kapiller tip olusumu
ile meydana gelmektedir. Bu slreg, blylume faktérleri, ekstraselliler matriks
ve hicresel komponentlerin kompleks etkilesimleriyle kontrol edilmektedir ve
net sonuc¢ anjiyogenetik ve anjiyostatik elemanlar oranindaki denge
tarafindan belirlenmektedir (9).

Anjiyogenezin ilk basamagdi damarlarda dilatasyon ve permeabilite
artisidir. Cevredeki matriksin degredasyon ile birlikte endotel hicreleri gé¢
etmek ve tlpler olusturmak (zere aktiflesir ve cogalirlar (10). Takiben
matirasyon ve yeniden sekillenme fazi ile birlikte yeni bir damar agi olusur.
Endotel hiicre gé¢l ve invazyonu Urokinaz tip plazminojen aktivatért, matriks
metalloproteinazlari ve muhtemelen sistein proteinaz sistemlerinin ortak
aktivitesini gerektirir (8).

Proteaz genlerinin ekspresyonu sitokinler, fibroblast blytime faktéri ve
VEGF-A gibi anjiyogenetik faktérlerle artarken proteoliz artigi bir taraftan
proproteinazlarin aktive olmasiyla, diger taraftan plazminojen aktivatori
inhibitérleri, metalloproteinaz doku inhibitérleri ve sistatinlerin down
regulasyonu ile saglanir. Aktive olmus endotel hucreleri, avb3 gibi
anjiyonenezi artiran integrinlerin salinimini artirarak yikilmis olan matriks

icinde yayilir ve daha sonra codalmaya baslar. Takiben yeni olusmus
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kapillerlerin endotel hiicreleri yeni bazal membran sentezler. Yeni kapillerlerin
saglamhgini ise perisit ve diz kas hucrelerinin sagladigi distntlmektedir
(90). Bu sUrec platelet kaynakl buyime faktéri tarafindan diizenlenmektedir
(91).

Damar endotelini olusturan endotel hlicreleri, anjiyogenez sireci icinde
yer alan temel hicredir. Perisitler ile birlikte kapiller damar duvarlarini
olustururlar ve ana damarlari, dallari ve kapiller agi olusturucu genetik
bilgileri igerirler (92,93).

Yara yatagdl icine kapillerlerin gdcl, kusursuz yara iyilesmesi icin
esastir. Hasarli doku kapillerlere muhtactir. Glnkd yeni kapillerler yaraya
besinleri ve oksijeni gbtirerek granilasyon dokunun strdtrilmesine yardimci
olur. Bundan dolayi kronik olarak iyilesmeyen yaralarda meydana gelen
angiyogenez biyuk ihtimalle basarisizdir (81,93, 94,95).

Anjiyogenez oldukca karmasik bir mekanizma ile gerceklesir.
Ekstraselliler matriks ve matriksi gevreleyen hucrelerden salinan pek ¢ok
blyime faktdrd, sitokinler ve bunlarin reseptérleri anjiyogenezde temel rol
oynar. Henliz tim anjiyogenik etkilegsimlerin niteligi agikhiga kavusmamistir.
En blyUk olasilik anjiyogenik uyaricilar ve anjiyogenez inhibitérleri arasindaki
dengenin, normalde damarsal bilesenlerin sessiz halde kalmalarini sagliyor
olmasidir. Anjiyogenik uyaranlarin artisi ve anjiyogenez inhibitérlerinin azahgi
anjiyogenezi baslatmaktadir (87).

Yeni damar olusumu agagida belirtilen olaylar kapsayan ¢ok basamakl
bir stregtir:

1.Bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikiimasi,

2.Endotel hlicre aktivasyonu, proliferasyonu ve goécu,

3.Tubdl olusumu ve olgunlasmasi, damar stabilizasyonu ve

ekstraselltler matriksin yeniden sekillenmesi (87).

1. Bazal Membranin Proteolitik Enzimler Tarafindan Yikilmasi

Anjiyogenez slreci damar endotelini déseyen kollajen, laminin gibi
glikoproteinlerden ve heparan silfat gibi proteoglikanlardan olusan bazal
membranin proteolitik yikimi ile baslar. Endotel hlcreleri gé¢c etmek ve
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cogalmak Uzere uyarildiginda membran ve hicreler arasinda bir bdlinme
meydana gelir. Normalde, endotel hicreleri yayillma etkisi géstermeyen tek
bir tabaka olustururlar. Ancak anjiyogenez sirasinda c¢ogalip yayilma
gOsterirler (87).

Normal, hastalikli ya da hasarl dokularda Uretilip salgilanan anjiyogenik
blyime faktérleri komsu dokulara difizyon yolu ile gecer. Anjiyogenik
blylime faktérleri, yakinindaki édnceden var olan kan damarlarinin endotel
hiicrelerinde bulunan 6zgin reseptorlere baglanirlar. Buylime faktorleri
tarafindan aktive edilen proteolitik enzimler bazal membranin ve endotel
hiicrelerini déseyen ekstraselliler matriks (ECM) bilesenlerinin yikimina
neden olur. ECM’in enzimatik yikilmasini, endotel hicrelerinin uyariimasi ve
kapiller filizienme izler (87).

Endotel hicrelerinin invazyon ve gé¢ slregleri, plazminojen aktivator
(PA) ve matriks metalloproteinaz (MMP) sisteminin isbirligi icinde aktive
olmasini gerektirir. ECM bilesenlerinin yikilmasi ve MMP-1, MMP-3, MMP-9,
elastaz gibi matriks metaloproteinazlarinin aktivasyonu da plazminin iglevleri
arasindadir (87).

2. Endotel Hiicrelerinin Gé¢l ve Cogalma

Anjiyogenik uyari, proteolitik yikim ile kisa bir sire sonra endotel
hicreleri aktive eder. Endotel hicreleri ekstraselliler matrikse gé¢ eder ve
codalir. Bu slrecgte en etkili anjiyogenik faktér vaskiler endotel blylime
faktéri (VEGF)'dir. Endotel hlcreleri daha sonra saglam bélgedeki

kapillerler ile birleserek yara bélgesinde kapiller ag olustururlar (87, 96).

3. Kapiller Olugsumu ve Damar Olgunlasmasi

Endotel hiicre ¢ogalmasindan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi
ve bir araya getirilmesi icin ekstrasellller proteoliz mutlaka lokal olarak
inhibe edilmelidir. Kapiller filizZienme olustuktan sonra yine bu filizienmenin
ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma ortaya ¢ikar ve bu sayede daha ileri
yayihmi mimkin olur. Bazal membranin yikilmasi endotel hiicre gé¢line ve

filiz olusumuna izin verir. Endotelin yol almasi ve uzamasi sirasinda hicre igi
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ve hlcreler arasi boslukta, sonunda kendilerinden damarlarin olustugu
[imenler gelisir. Bdylece, ekstrasellller matriks proteolizinin birbirini sirayla
izleyen aktivasyon ve inhibisyonlari sonucunda kapillerler olusur. Proteolitik
yikilma ve endotel hiicresi gbé¢linden sonra yeni olusan kapillerler, yeni bazal
membrani olustururlar. Bu nedenle, endotel hiicrelerinin yeni kapiller yapilar
olusturabilmeleri i¢in birbirlerine ve ECM’'e tutunma gereksinimi vardir.
integrinler gibi membran proteinleri de bu siire¢ iginde yer alir ve endotel
hiicrelerinin birbirine ve ECM’ye tutunmalarina yardimci olurlar, bdylece yeni
kapillerler olusur (87).

Damar olgunlastiktan ve uygun anjiyogenez ortaya ciktiktan sonra
anjiyogenik faktérlerde azalma gordlUrken, anjiyogenez inhibitérlerinde artis
g6zlenir. Bdylece ECM'in proteolitik yikimi inhibe olur ve yeni olusmus
kapillerler etrafinda matriks bilesenleri sentez edilir, endotel hicreleri sessiz
bir hale birlnir ve damarlar kan akimini baglatmaya hazir hale gelmis olur
(87). Endojen anjiyogenik ve antianjiyogenik faktérler Tablo 2’de
gOsterilmektedir.

Cok asamali anjiyogenez, pozitif ve negatif etkili bircok dinamik faktérin

etkisi ile dengededir.
Tablo 2: Endojen anjiyogenik ve antianjiyogenik faktérler (97).

Anjiyogenik Faktérler

Antianjiyogenik Faktérler

VEGF

Trombospondin-1 ve 2

bFGF

Endostatin

TGF-ave B

Angiostatin

PDGF

interferon-alfa ve beta

HGF/SF

interlékin-12

TNF-alfa

Platelet Faktor-4 fragmani

EGF’ler

Angiopoietin-2

Plasental Biiyiime Faktori

insan Makrofaj Metalloelastazi

Doku Faktori

TIMP-1 ve 2

IL-6 ve IL-8

VEGF inhibitéri

Angiogenin

Vasostatin

Angiopoietin-1

Antithrombin-3 fragmani

Siklooksijenaz-2 (COX-2)

Nitrik Oksit (NO)
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2.6.1. Hipoksi Inducible Faktor-1 (HIF-1)

Hipokside anahtar transkripsiyon faktérd HIF-1a‘dir. HIF-1 hipoxia
responce element (HRE) tanimlanmasiyla kesfedildi (98). Devam eden
calismalar hipoksik kosullar altinda HRE'ye baglanan proteini HIF-1 olarak
ortaya koymustur. Bu heterodimerik kompleks hipoksik olarak uyarilabilen
HIF-1a subuniti ve slrekli eksprese edilen subunit HIF-1B’dan olusmaktadir
(98,99). Vihanto ve ark.’nin yaptigi bir calismada, segmental hipoksik flep
modelinde hipoksik maruziyetten 6 saat sonra HIF-1a mRNA seviyelerinin
maksimuma ulastigi gérilmis. Hipoksi maruziyetinden 24 saat sonra ise
imminfloresan calismalarda, normal cilite herhangi bir boyanma
g6rlilmezken, hipoksik alanda endotelial ve eslik eden hiicrelerde HIF-1a’nin
glcll bir sekilde biriktigi gérilmis (100). Hipoksik kosullar altinda, HIF-1a
tarafindan anjiyogenez, eritropoez ve glukoz metabolizmasinda rol oynayan
VEGF, eritropoetin(EPO) ve glikolitik enzimler gibi genlerin ekspresyonu
uyariimaktadir. EPO’nun ekspresyonunun artmasi eritrosit olusumunu
artirarak dokulara oksijen génderilmesini artirir. Hipoksi, transferrini artirarak
hicrelere Fe+3 transportunu artirir; yine HIF-1a uyarisiyla VEGF ve diger
proanjiyogenik faktérler vaskller dansitede artis ve oksijen diflizyon
uzakliginda azalmaya neden olur. Ek olarak HIF-1a nitrik oksit sentaz (101),
hemoksijenaz (102), endotelin-1 (103), adrenomedulin (104) ve ai1B
adrenerjik reseptér (102) gibi vaskdiler tonus Uzerinde etkili genleri regile
eder. HIF aktivitesinin aktivasyonu organ ve doku hasarina cevapta pozitif rol
oynadigi iskemik, hipoksik ve inflamatuar durumlara fizyolojik yanitlari genis
bir aralikta gdsterilmistir. Ornegin, HIF-1a ve VEGF akut koroner arter
tikanikligi olan hastalarin miyokardiyumunda artmis olarak gdésterilmis (105).
HIF-1a ekspresyonu ve HIF ile uyarilan genlerin artisi rat ve koyun
miyokardiyal ve serebral iskemi modellerinde gbézlenmigstir (106). Kely ve
ark.’nin (107) yaptigi calismada HIF aktivitesi; kardiyak miyositler, kardiyak
fibroblastlar ve kardiyak endotelyal hlcrelerde VEGF, anjiyopoetin ve
PIGF(Plasental Growth Faktdr) seviyelerini artirmis. Yara iyilesmesinde
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fibroblast ve endotelyal hiicrelerde HIF aktivitesi, doku onarimina yardim igin,
yaralanma bélgesine progenitér hlcrelerin yerlesmesinde 6nemli rol
almaktadir (108-110). Periferik dokularin c¢ogunda hipoksiye cevap
neovaskilarizasyon vyoluyla hipoksik bélgeye lokal oksijen ve besin
gbnderilmesini  saglamak i¢in HIF tarafindan yaratdldr (111-115). Bu
transkripsiyon faktdéri metabolik aktivite artisi, antioksidan 0Oretimi, ve
apoptozun modulle edilmesiyle hicresel proliferasyonunu  artirma
fonksiyonuna sahiptir (116). Hipokside HIF-1a’nin regile ettigi olaylar
sematik olarak Sekil 3’te gbsterilmistir. HIF-1a, iskemi bélgesine dolagimdaki
vaskuler progenitdr hicrelerin yerlesmesinde etkili major sitokin olan stromal
derived faktér-1 (SDF-1)’i uyarir. Yeni damar olusumunu ve remodelingi
uyaran blyUme faktéri olan Angiopoietin-1 (Ang-1) de HIF-1a ile uyarilr.
PDGF immatir vaskller progenitér hicrelerin matir yeni damarlara
proliferasyonunda major stimalatér rol oynar. TGF-B yeni damarlarin
gelisimini, morfogenezi ve proliferasyonu regile eden anahtar bir sitokindir
(116).

HIPOKSI
HIF-1a
VEGF Ang1 SDF-1 PDGF TGF-B EPO

Sekil 3: Hipoksi durumunda artan HIF-1a ‘nin reglile ettigi olaylar.

2.6.2. Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)

VEGF, damar endotel hlcrelerine &6zgl homodimer glikoprotein
yapisinda heparin baglayan buyame faktéridir. VEGF-A, vaskuiler
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endotelyum i¢cin yasamsal Oneme sahip 43-46 kDa agirhiginda bir
glikoproteindir (117,118). VEGF terimi yedi proteinden olugsan bir blylime
faktorl ailesini ifade etmektedir: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E, VEGF-F ve PIGF (Plasental Bliyime Faktor().

ilk olarak 1983 yilinda Senger, deneysel kobay timérinin yol actigi
batindaki asit sivisindan damar gecirgenligini artirici faktér (VPF) denilen bir
protein izole ederek saflastirmisgtir (119). 1989 yilinda Ferrara ve Henzel, ayri
bir calismada, endotel hlcrelerine 6zgin bir mitojen bulmuslar ve adina
“vaskuler endotel blylime faktéri” demislerdir. Gagll bir in vitro endotelyal
hicre blylime stimllatéri ve in vivo neovaskilarizasyon stimilatéri oldugu
gbsterilmigtir (120). Daha sonra yapilan dizilim g¢aligmalarinda Connoly,
VEGF ve VPF’nin ayni protein oldugunu géstermistir (121).

Vaskuiler gecirgenlikte histaminden 50.000 kat daha gugli oldugu
saptanmistir.

2.6.2.1. VEGF Gen Ailesi

VEGF gen ailesi iginde 7 VEGF Uyesi tanimlanmigtir. VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve PIGF'den olusur. Temel olarak
anjiyogenez, lenfanjiyogenez ve damar gegirgenligini dizenleyen bu
faktdrlerin tanimlanan VEGF reseptérlerine baglanma 6zellikleri farkhidir. Ug
farkli transmembran tirozin kinaz reseptérine (VEGFR-1, VEGFR-2 ve
VEGFR-3) baglanarak biyolojik fonksiyonlarini gésterirler. Bunlardan
VEGFR-1 ve -2 endotel hiicreleri Gzerinde, VEGFR-3 lenf damarlar Gzerinde
bulunmaktadir (122,123,124).

VEGF-A; anjiyogenezle en gugli iligskisi olan ve (zerinde en c¢ok
calisma yapilan faktérdir. Anti-VEGF tedavilerin ¢cogu bu faktdr Gzerinde
yogunlagsmaktadir (125). Genellikle VEGF diye kisaca ifade edilen faktor
aslinda VEGF-A'dir. VEGFR1 ve VEGFR2 yoluyla etki eder ve hipoksi ile
aktive oldugu gésterilen tek VEGF Uyesidir.
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VEGF-B; VEGFR1'e baglanarak etki eder. Hlcre disi matriks
degradasyonu, hiicre adezyonu ve gdclunde rol oynar. Kalp, iskelet kasi ve
pankreasta fazla miktarda bulunur, endotel hicre fonksiyonunu dizenler
(125).

VEGF-C ve VEGF-D; VEGFR1 ve VEGFR2e baglanarak
lenfanjiyogenezi dizenler. VEGF-C ayrica yara iyilesmesinde rol oynar
(123).

VEGF-E ve VEGF-F; VEGF-Anin insanlar disindaki canlilardaki
homologlandir (125). VEGF-E yapisal olarak VEGF-A’ya benzeyen viral
homologudur (126).

Plasental buyume faktorii; VEGFR1’e baglanir ve endotel
hicrelerinde en ¢ok bulunan VEGF Uyesidir. VEGF-A’ya bagh endotel hicre
cogalmasini indikler ve kendi basina zayif mitojenik etkilidir (123,127).

2.6.2.2. VEGF Reseptorleri

VEGF reseptorleri ilk olarak endotel hlcrelerinde saptanmistir (124).
VEGF hilcre disina salgilanarak 3 tirozin kinaz, 2 nérofilin reseptérine
baglanir (120,121,124).

VEGF reseptér 1 (VEGFR1) (FIt-1), pozitif ve negatif anjiyogenik etkisi
vardir (128). Endotel hiicreleri disinda monositler, osteoblastlar, makrofajlar,
perisitler, hemopoetik kdk hicreleri, damar diz kas hdcreleri ve kolorektal
timor hicrelerinde bulunur (124).

VEGFR2 (Flk-1/ KDR), VEGF-A'nin mitojenik, anjiyogenik ve vaskuiler
gecirgenlik artisi  etkilerinden sorumludur. Endotel hicre blydmesi,
farkhlagsmasi, gégu ve tibdl olusumunu dizenler (128). Endotel hiicrelerine
ek olarak hemopoetik kék hicrelerde, megakaryositlerde, retina prektrsor
hiicrelerinde, damar diz kas hicrelerinde, bazi timér hicrelerinde (klguk
hicreli olmayan akciger timoérleri, ndéroblastom, meme ve mide

kanserlerinde) bulunur (124).



20

VEGFRS3, lenfatik damarlarda anjiyogenik etkiden sorumludur (127).

Norofilin-1, VEGF165'in VEGFR2'ye ilgisini ve bu faktdére badli
kemotaksisini artirir (125). Endotel, néron ve timér hicrelerinde bulunur
(124,129).

Noérofilin-2, VEGF165 ile birlikte VEGF145’i ve plesental blylime
faktérinl de baglar (124).

VEGF-A’'nin hiicre ylzeyindeki baglanti noktalari ise VEGFR-1 (Flt-1 ya
da fms-benzeri tirozin kinaz), VEGF-R2 (Flk-1/KDR ya da fetal liver kinaz),
VEGF-R3 (flt-4) ile norofilin-1 ve norofilin-2 koreseptorleridir. VEGF
reseptorleri ve etkileri Tablo 3’te gdsterilmektedir.

VEGFR-1 ve VEGFR-2 endotel hicreleri Uzerinde iken VEGFR-3 lenf
damarlari tGzerinde bulunmaktadir (130,131).

Tdm bu reseptdrler endotel hiicrelerinde transmembran proteini olarak
bulunurlar ve VEGF eksprese eden hiicrelerle yakin komsuluk gdsterirler. Bu
komsuluk VEGF’Un jukstakrin/parakrin sinyal mekanizmasiyla c¢alistigini
distnddrmektedir (132). VEGF reseptoérlerinin aktivasyonu fosfolipaz-C,
fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre igi
sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hlcrelerinin proliferasyon,
migrasyon, ve diferansiyasyonunu saglar (133). VEGF sinyal mekanizmasi

Sekil 4’te sematize edilmistir.

Tablo 3: VEGF Reseptorleri.

Reseptor Etki
VEGFR-1 Gelisimsel (embriyojenik) anjiyogenezi uyarir
VEGFR-2 Proliferasyon
Migrasyon
Sagkalim
Anjiyogenez
VEGFR-3 Lenfanjiyogenezi baslatir
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Sekil 4: VEGF sinyal mekanizmasi.

Nitrik oksit (NO) ise anjiyogenezin VEGF-bagdimli bir mediyatériduir.
VEGF’in NO sentez enzimi (zerindeki uyarici etkisi sonucu olugsan NO
endotel hicre migrasyonunda rol alir (134,135). VEGF dizeyi, basta RAS,
SRC ve HER-2 onkogenleri olmak (zere, p53 gen mutasyonu, IL-1a, IL-6, IL-
10, IL-13, FGF-4, PDGF, TGF-a, IGF-1, TNF-a ve NO gibi birgok endojen
ajan ile dizenlenmekte ve tumoér hicrelerinde VEGF ekspresyonu
artmaktadir. DusiUk glikoz seviyesi, oksidatif stres ve 6zellikle hipoksik
ortamda dizeyi hizla artan hypoxia-inducible transcription factor-1 (HIF-1) de
VEGF saliniminda etkili rol oynamaktadir (111).

Ayrica, VEGF muhtemel temel anjiyogenik faktér olma 6zelligi yaninda,
VEGF’ye maruz kalan damarlarda, endotel hicreleri arasinda pencere,
vezikller organeller ve transsellller aralik olusumuna olanak saglayarak
vaskuler permeabiliteyi artirir (136).

VEGF, endotel hicreleri igin migratuar ézelligininin yani sira, hicre disi
matriks yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteazlar ile Urokinaz ve
doku tipi plazminojen aktivatérlerinin salinimini da uyarir. Béylelikle invazyon
ve metastazi da kolaylastirir (137).

Serumda fizyolojik dizeyde VEGF bulunmasinin vaskiler endotelyal

hicre homeostazi igin cok dnemli oldugu distntlmektedir (138).
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VEGF, endotel hlcresinde nitrik oksit (NO) ve vazodilatatér
prostasiklinleri indikleyerek vaskuler tonusu ve buna bagll olarak kan
basincini digirir. VEGF’'Un reseptériine baglanmasi endotel hicresinde
sitozolik kalsiyum artisina yol acar. Bu kalsiyum artisinin tetikledigi EDRF
(endothelium-derived relaxing factor) ve NO salinimi vazodilatasyon ve
vaskuler tonusta disme ile sonuclanir. VEGF’nin vaskuller endotel Gzerine

olan etkileri Tablo 4’'te 6zetlenmigtir.

Tablo 4: Endotel hiicreleri lizerinde VEGF'nin etkileri.

Fonksiyon Mekanizma

Proliferasyon Mitojen-bagimli protein kinaz aktivasyonu

Vezikovaskiler organeller
Gegirgenlik Endotelyal fenestrasyonlar
Bitisik endotel hlcreleri arasindaki baglantilarin agiimasi

invazyon Metalloproteinazlar uPA, uPAR, TTPA’nin indiksiyonu

Migrasyon FAK, p38 ve nitrik oksit aktivasyonu

P13K/Akt, Bcl2, A1, Survivin, XIAP ya da FAK indiksiyonu

Sagkalim o
Karpazlarin inhibisyonu

integrin ekspresyonunun up-regiilasyonu

Aktivasyon

Hucre sitoskeletonun degismesi

2.6.2.3. VEGF-A izoformlan

VEGF-A 36-46 kD agirliginda bir glikoproteindir ve fizyolojik olarak
menstriel siklusta, embriyo gelisiminde ve yara iyilesmesinde etkilidir. VEGF-
A'nin insanlarda tanimlanan 9 izoformu vardir. VEGF121, VEGF145,
VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165b, VEGF183, VEGF189,
VEGF206. Bu izoformlar iginde VEGF165b, digerlerinden farkl olarak
endojen inhibitérdir ve VEGFR2 Uzerinden etkilidir (139). En cok bilinen
major izoformlar VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206°dir (140,141).
VEGF-A izoformlarinin icerdikleri aminoasit sayilari ve heparine baglanma
ozellikleri farklidir. izoformlar igerdikleri aminoasit sayilariyla numaralandirilir
(142).
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VEGF165 ve daha biylk izoformlar reseptér baglayici bélge ve heparin
baglayici bélge icerirken daha kigik diffize olabilen izoformlar, heparine
baglanmazlar, sadece reseptdr baglayici bolge icerirler. BlyUk izoformlar
(Orn: VEGF189, VEGF206) heparin baglayici bolge ile hiicre disi matrikse
baglanirlar ve depo izoform olarak adlandinlir (143). VEGF165 ise ara
bdlgededir, hem difflize olabilir hem de kismen hlicre digi matrikse
baglanabilir. Galismalar en ¢ok bulunan ve anjiyogenezde ana roll oynayan
izoformun VEGF 165 oldugunu gdstermektedir.

En kicik izoform olan VEGF121 heparine baglanmadigi icin hiicre
ylzeyinde ve bazal membranlarda yer alir ve diffiize olabilir (139). Biyolojik
aktivitesi VEGF165’e gbre daha azdir (144).

Heparine baglanan VEGF-A izoformlari plazmin gibi preteolitik
enzimlerle hizla parcalanir. Bu nedenle, hicre disi proteolizin, VEGF
biyoyararlanimini dizenlemede énemli rol oynadigi distntlmektedir (139).

Plazmin etkisiyle VEGF121 disindaki izoformlar daha kiglk olan
VEGF110’a dénusurler (143). VEGF110 endotel hiicre bluylimesini uyarir ve
damar gecirgenligini artirir. Mitojenik aktivitesi VEGF165’'den daha azdir.
Farelerde 3 degisik izoform saptanmistir. VEGF120, VEGF164, VEGF188.
Bu izoformlarin insanlardaki esdegerleri sirasiyla VEGF121, VEGF165,
VEGF189'dur (123).

2.6.2.3.1. VEGF-A Fonksiyonlari

- Vaskilogenez, anjiyogenez ve lenfanjiyogenezi diizenler (166,143).

- VEGF-A, yara iyilesmesi siresince anjiyogenezis ve vaskilogenezisin
majér regllatéri olarak taninir (147).

- Damar gecirgenliginde artis, l6kostaza neden olur (145).

- Endotel hucrelerinin blyime ve farklilagsmasi icin gereklidir. Ayrica
monositler icin kemotaktiktir.

- Endotel hucrelerinde apopitozisi engelleyerek hiicre devamlihigini
saglar (147).

- Néron koruyucu etkileri vardir (145). VEGF’in inaktive edildigi farelerde
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ndrodejeneratif hastalik gelismesi, hipoksi ile indiklenen VEGF’in néron
koruyucu etkisinin oldugunu distndirmektedir (146).

-Pro-inflamatuar etkilidir. VEGF |6kositlere baglanabilir. VEGF
reseptodrleri inflamatuar hiicrelerde ve trombositlerde gésterilmistir (147).

Diger blyume faktérleriyle karsilastinidiginda, VEGF ¢ok etkili ve uzun
vadeli olarak anjiyogenezi baslatan sinyal olarak distnUlmektedir. Dermal
hasardan sonra keratinositler ve makrofajlar VEGF gen ekspresyonunu ¢ok
arttinr  ve VEGF reseptorler yara grandlasyon dokusu igindeki kan
damarlarinda bulunur. VEGF temel anjiyogenik faktér olma &zelligi yaninda
(VEGF’ye maruz kalan damarlarda, endotel hicreleri arasinda fenestrasyon,
vezikller organeller ve transsellliler gap olusumuna olanak saglanarak)
vaskller permeabilite artirihr (92, 145). Endotel hdcreleri icin migratuar
6zelligininin yani sira, hlcre digi matriks yikimindan sorumlu olan matriks
metalloproteazlar ile Grokinaz ve doku tipi plazminojen aktivatérlerinin
salinimini da uyarir (145).

Yara iyilesmesinde VEGF-A ekspresyonu, dermal hasar sonrasinda,
major Ureticileri olan keratinositler ve makrofajlarda guclidar. Reseptérleri ise
grantlasyon dokunun kan damarlarinda ortaya c¢ikar. Bu VEGF-Anin
parakrin tarzdaki yara anjiyogenezisini stimile ettigini gdsterir. VEGF-A
ekspresyonunun azaltiimasi ya da yara iyilesmesi ile iligkili oldugu bulunan
degranllasyonunun hizlanmasiyla ilgili yapilan birka¢ calisma, iyilesme
strecinde VEGF-A’nin énemli rolin( desteklemistir (95,149).

2.6.3. PLGF (Plasenta Bluyume Faktori);

VEGF-A'ya ek olarak PLGF son zamanlarda yara anjiyogenezisinin bir
regulatdéri olarak taninir. Yaraya komsu kapillerlerin endotel hicreleri
tarafindan sentezlenir. PLGF’nin akut insan derisi yaralarindaki keratinosit
migrasyonunu guclu bir sekilde dizenledigi belirtiimigtir. PLGF knock-out
farelerde, anjiyogenezisteki defektle birlikte yara iyilesmesinin bozulmasi
karakterizedir. VEGF-A ve PLGF arasindaki sinerji oldukga ilgingtir. lyilesme
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mekanizmasinda her iki blylme faktériinin de bulunmasinin normal yara

angiyogenezisi icin 6nemli oldugu calismalarla ortaya cikariimigtir (148,149).

2.6.4. Anjiyopoetinler

Anjiyogenezde &nemleri bilinmesine ragmen, perisitler endotelyal
hicrelerden daha az dikkati g¢ekmistir ve onlarin fonksiyonlar gsimdi
anlasilmaya baslanmigtir (150-154). Perisitler endotelyal hicrelerle bazal
membrani paylasirlar ve bazal membranda delikler yoluyla kontak
kurmaktadirlar. insan ve maymun tirlerinin  dokularinin  anjiyogenik
bdlgelerinde ¢ok sayida endotelyal hiicre ve perisitlerde stoplazmik
baglantilar (EPI) sik olarak goésteriimistir (155-162). EGF, TGF-f,
plazminojen, Urokinaz, plazminojen aktivatérin bu interselltler EPI
araliginda bulundugu gésterilmistir (163).

Kan damarlarinin  olusumunu dizenleyen interselliler sinyal
mekanizmalari, molekller dizeyde c¢ok yakin zamanda caligiimaya
baslanmigtir.  Anjiyogenezde bircok blylime faktérinin rol oynadigi
distnilmektedir. Ozellikle vaskdler regUlatuar mekanizmalardan ikisi,
patolojik ve fizyolojik kan damarlari olusumunda yogun arastirma
konularindan olmustur. Bunlardan biri VEGF, digeri ise Ang/Tie-2 sistemidir
(164-169). Tie-2, vaskuler endotelyal hicreler tarafindan eksprese edilen
reseptor tirozin kinazlardan bir tanesidir (165,170,171) ve anjiopoetin-1 (Ang-
1) ve anjiopoetin-2 (Ang-2)'nin  Tie-2’ye baglanmasinin  mikrodamar
gelisiminde 6nemli oldugu bildirilmistir (172-174). Ang-1 endotelyal hicre
kiltiriinde Tie-2’'nin  otofosforilasyonunu uyarir (166) ve perisitlerin
yerlesmesine neden oldugu, mikrodamar stabilizasyonunu artirdigi ve perisit
ve endotelyal hlcreler arasindaki baglantilari destekleyerek matlrasyonu
sagladigi 6ne surllmektedir; fakat perisitlerin detayl biyolojik karakteri net
degildir (172-175). Ang-2 ise bir antagonist olarak hareket eder ve endotelyal
hiicrelerde Tie-2 reseptorlerinin fosforilasyonunu uyararak Ang-1’i inhibe

eder. Bunun sonucunda, Ang-2 perisitlerin ayrilmasi ve vaskiler
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destabilizasyonla sonucglanan yaygin anjiyogenezi basglatir. Yapilan bir
calismada, Tie-2’nin endotelyal hlcrelerin  stoplazmasinda, hicre
membraninda, plazmalemmal cukurluk ve vezikillerde Iokalize oldugu
g6zlenmistir (176). Endotelyal hicreler, endotelyal hiicre fonksiyonlarinin bir
otokrin dlzenleyicisi olarak rol aldigi éne surllen Ang-2 igin primer kaynak
olarak gOsterilmigtir (138,177-180). Ang-1 igin ise perisitler primer kaynak
olarak gésterilmistir (167).

Huang ve ark. yaptigi bir ¢alismada VEGF blokaji sirasinda damar
yasami ve timér blylmesine Ang-1/Tie-2 aktivasyonunun Kkatkisi
arastinlmis. VEGF inhibisyonu sirasinda hem Ang-1 asiri ekspresyonu
olusmus ve Ang-1 agonisti verilmesiyle timérleri ve damarlanmayi
regresyondan korumustur (181). Bu baglamda Ang-1/Tie-2 aktivasyonu
timdr hipoksisini  sinirlamig, damar kalibrasyonunu artirmis ve mural
hiicrelerin yerlesmesini uyarmistir. Bdylece bu calismalar VEGF bagimli
damarlanmanin baskilandigi zaman timér ve damar yasami icin Tie-2
aktivasyonunun énemli oldugu bir modeli desteklemistir (181). Bu ¢alismada
Ang-1 ekspresyonu tamor boyutunu degistirmeden damar
remodelizasyonunu uyarmistir ve VEGF Trap ile olusan vaskiler ablasyonu
6nlemigtir (181). Birgok grup VEGF inhibisyonunun vaskuler remodelizasyon
ve timdr Ang-1 ekspresyonunu uyarabilecegini bildirmistir. Tie-2 aktivasyonu
gelismekte olan embriyolar (182) ve  erigkin damarlanmanin damar
integrasyonunda kritik rol oynar ve endotelyal hlicreleri yasamsal yollari
(183,184) aktive ederek ve mural hlcre toplanmasini stimile ederek (182-
185) mikrogevresel baskidan koruyabilir. Ang-1’in asiri ekspresyonu VEGF
esliginde parsiyel antagonist olan Ang-2 tarafindan vaskiler duvarlarin gecici
destabilizasyonunu gerektiren yeni kapiller tomurcuklanmanin olusumunu
sinirlayabilir (186-188). Ang-1’in asin ekspresyonu iskemik kasta istirahat
akiminin degismemesine ragmen maksimal kan akimini artirmis (189).
Dahasi Ang-1 perisitlerin olamadigi zaman bile retinal damarlara hiyerarsi
saglayarak ylksek seviyede damar aglarinin bir araya gelmesini stimile
edebilir. Yapilan bir calisma Ang-1’in énceden var olan damarlarin
genislemesini  saglayan endotelyal proliferasyona neden olabildigi
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gOsterilmigtir (190). Postnatal dénemde trakeada Ang-1, VEGF Trap ile
damarlanmayi regresyondan koruyabilir. Bittin bu etkilerle birlikte neoplastik
hicrelerin yasamasi ve kanlanmasinin strddrtlmesi, timdér damarlanmasinin
VEGF’ye bagimliiginin azaldidi ydniindedir. Ang-1 endotelyal hucrelerin
proliferasyonunu uyarmamasina ragmen (191) invitro olarak Ang-1’in gUglu
bir proanjiyogenik faktér olabilecegini distindliren endotelyal migrasyon
(192) thbdl formasyonu (193) ve tomurcuklanmayi (194,195) uyarabilir.

2.6.5. Eph Reseptorleri ve Ephrinler

Eph reseptérleri 1980’lerin sonunda ortaya konmustur ve tirozin kinaz
reseptdrlerinin en genis ailesi olarak bilinir (196). Anjiyogenezde Eph/Ephrin
sinyali ile ilgili olarak EphB4/EphrinB2’ nin pargasi anahtar rol oynuyor
g6zikmektedir. Erken gelisim dénemlerinde ephrinB2 arterler (zerinde,
ephB4 venler Uzerinde olmak Uzere karsilikli dagilimlarindan dolayi vaskuiler
sinirlari tanimladigr farzedilmistir (197-199). Ephrin B2 ekspresyonu arteryel
endotelyal hiicrelerden gevresindeki diiz kas hlcreleri ve perisitlere uzayarak
dagiimasiyla ge¢c embriyogenez ve eriskinlige kadar devam eder (200,201).
Endotelyal hlcreler ve perivaskiler destek hicreler arasindaki EphrinB2/Eph
sinyali ile dizenlenen karsilikli etkilesim vaskuiler gelisim igin kritiktir (202).
Flller ve ark. endotelyal ephrinB2 ve ephB4’lUn ileri ve geri itici etkili
fonksiyonlarinin anjiogenez ve damar birlesmesi sirasinda uzaysal pozisyon
sinyallerini dizenledigini ve hicrelerin birbirine karismasini énledigini iddia
etmistir (203).

EphB4/ephrinB2 yaninda diger B sinifi eph ve ephrinler de
vaskilarizasyon ve anjiyogenezde rol oynar. Bu acidan, ephrinB1, B3 ve Eph
B2, B3, B4 kardiyovaskiler gelisim sirasinda vaskiler agin olusumunun
regllasyonu ve kadin Ureme sisteminde vaskularizasyon siireci igin gereklidir
(204-206). Dahasi ephrinB1 integrinlerin aktivasyonuyla ekstrasellller
matriks Uzerinde endotelyal hicre baglantilarini  dizenledigi  kabul
edilmektedir (207).
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A sinift Eph/ephrinlerden baglica EphA2 ve ephrinA1’in anjiyogenik
proges icin dnemli oldugu gérilmektedir. Ornedin embriyogenez sirasinda
endokardiyumda vaskuler gelisimde, dorsal aorta ve primer bas venlerinde,
intersoitik damarlarda ve ekstremite tomurcugunda ephrinA1 eksprese
edilmistir (208). Bu, ephrinA1 ekspresyonunun vaskilogenez ve/veya
anjiyogenez bolgelerine karsilik geldigini ve muhtemelen anjiyogenezi
artirdigini ima etmektedir (097,208). Cheng ve ark. tarafindan EphA2-Fc
reseptérlerinin VEGF ile uyarilan endotelyal hicrelerin yasami, gbgu ve
tomurcuklanmay! ve korneal anjiyogenezi inhibe ettigi go6sterilmis (209).
Dahasi TNF-alfa’nin endotelyal hiicrelerde ephrinA1 ekspresyonunu uyardigi
gOsterilmistir (210). EphA2/ephrinA1’in erigkin anjiyogenezindeki roli ¢esitli
invitro olarak daha ileri analizleri yapilmistir (211,212).

2.6.6. PDGF (Trombosit Kaynakl Bilyime Faktorii)

Trombositlerin alfa grandlleri iginde bulunur. 32000 dalton agirliginda bir
glikoprotein olan PDGF, 2 distilfit bagiyla baglanmis bélimden olusur. A ve B
adini alan bu Uniteler %56 oraninda benzerlik gésterirler (81, 111, 213, 214).
PDGF’ler PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD igeren
homodimerik ya da heterodimerik blytime fa