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OZET

insan Umbilikal Venlerinden Elde Edilen Endotel Hiicre (HUVECQ)
Kiiltiiriinde, Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktoriiniin (VEGF), Vaskiiler
Hiicre Adezyon Molekiilii-1 (VCAM-1) ve interselliiler Adezyon Molekiilii-1
(ICAM-1) Ekspresyonu Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Insan umbilikal veni endotel hiicresi iyi bilinmektedir. Vaskiiler Endoteliyal
Biiyiime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF) endotel hiicresinin
¢ogalmasini ve bazi1 adezyon molekiillerinin sentezlemesini saglamaktadir. Adezyon
molekiillerinden Interselliiler Adezyon Molekiili-1 (Intercellular Adhesion
Molecules-1; ICAM-1) ve Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecules-1; VCAM-1), kan hiicrelerinden bir kismunin inflamasyon
sirasinda damar digina ¢ikmasina yardim etmektedir. Bu galismadaki amacimiz, in
vitro Kkosullarda, bagka hi¢ bir hiicresel ve humoral uyaran olmadan, sadece
VEGF’iin endotel hiicrelerinin sentezledikleri VCAM-1 ve ICAM-1 ekspresyonu
lizerine etkisini gérmektir. Bu amagla, umbilikal venden elde edilen endotel hiicreleri
kiiltiire edildi. 5. pasajdan sonra endotel hiicreleri %2 serumlu M-199 medyumu ile
24 saat inkiibe edildi. Deney grubuna, 8 saat siiresince 10 ng/mL VEGF verildi.
Kontrol grubu ise %2 serum ile 8 saat daha inkiibe edildiler. Sonra bu hiicreler %4
paraformaldehitle tesbit edildi. Fiksasyonu takiben, ICAM-1 ve VCAM-1 antikorlar1
kullanilarak immiinositokimya protokolii uygulandi. Deney ve kontrol gruplarinda
pozitif ve negatif boyanan hiicreler sayildi. VEGF verilen grupta, ICAM-1 ve
VCAM-1 sentezinin arttif1 goriildii ve bu arflsm anlamli oldugu Ki-Kare testi ile
gosterildi. Sonuclarimiz gésterdi ki; VEGF, HUVEC kiiltiirtinde, ICAM-1 ve
VCAM-1’in sentezini tek basina arttiran 6nemli bir faktordiir.

Anahtar Kelimeler: VEGF, Immiinositokimya, ICAM-1, VCAM-1, Adezyon
Molekiilleri, HUVEC
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) on
the Expression of Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) and
Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) in Human Umbilical Vein
Endothelial Cell Culture

The human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) is well described.
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) plays an important role in endothelial
cell proliferation and synthesis of the some cell adhesion molecules. Intercellular
Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) and Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)
provides extravascular migration in some of the blood cells during inflammation. In
this study, we investigated the effects of VEGF on VCAM-1 and ICAM-1 expression
of the endothelial cells without any other cellular or humoral factors that may be
effective in vitro. Umbilical vein-derived endothelial cells were cultured. Following
the 5th passage, endothelial cells were incubated in M-199 medium supplemented
with 2% serum for 24 hours. The group of study was incubated in M-199 medium
supplemented with 2% serum containing 10 ng/mL VEGF for 8 hours. The control
group was cultured only in M-199 medium supplemented with 2% serum for 8 hours.
The cells were fixed with 4% paraformaldehite. Following fixation,
immunocytochemistry was applied using monoclonal antibodies to ICAM-1 and
VCAM-1. Positive and negative immunostained cells were counted. The expressions
of ICAM-1 and VCAM-1 were increased in VEGF group. Using Chi-Square analysis
the increase was statistically significant. Overall, we have demostrated that, VEGF is
an important factor that stimulates the synthesis of ICAM-1 and VCAM-1 in the
cultured HUVECs.

Key Words: VEGF, Immunocytochemistry, ICAM-1, VCAM-1, Adhesion
Molecules, HUVEC
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1. GIRIS ve GENEL BILGILER

Dolagim sistemi kan ve lenf damarlar sisteminden olusmustur. Kan damarlar
sistemi de kalp, arterler, kapillerler ve venlerden olusur. Kan damarlari en
kiiciigtinden biiyiigiine kadar {i¢ tabakadan olugsmustur. Bunlar, en dista tunika
adventisya, ortada tunika media ve en igte de tunika intimadir. Tunika intimay1 en
icte endotel hiicreleri doser (Junqueira et al., 1998).

Kan dolagim ilk defa 1628°’de William Harvey tarafindan tanimlandi. Kisa
bir siire sonra da Malphighi, damar agimin varligim ve kan ile dolasim arasindaki
fiziksel ayirimi yapti. 1800’lerde von Reckingausen damarlarin sadece bog
tiinellerden ibaret olmadigim, onlarin iglerinin hiicreler tarafindan sarildigim kesfetti.
1953’de Palade’nin elektron mikroskobik ve 1959°da Gowan’mn fizyolojik
calismalar1 sonucunda, endotel hiicreleri ile kan damarlarmin immiinolojik,
metabolik ve sekretuvar fonksiyonlar: tanimlandi (Cines et al., 1998).

1.1. Endotel Hiicreleri

Damarlarin limene en yakin béliimiinde yer alan ilk tabaka olan tunika intima
tabakasinda; en igte yass1 epitel hiicrelerinin olusturdugu ve endotel hiicreleri olarak
isimlendirilen tek sira hiicre tabakasi, onun altinda bu hiicrelerin tutundugu bir bazal
lamina ve daha altta ise subendotel tabaka denilen bir gevsek ba§ dokusu tabakas1
yer alir. Endotel hiicreleri organizmadaki tlim damarlan igten &rter ve beslenme
maddelerini ve biyolojik olarak farkh aktif molekiiller ile kan hiicrelerinin akisim
diizenler. Endotel hiicreleri bu fonksiyonlarini; biiylime faktorleri, koagiilan ve
antikoagiilan faktérleri igeren proteinleri, diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) gibi lipid
tasiyan partikiilleri, nitrik oksit (NO) ve serotonin gibi metabolitleri ve endotelin-1
gibi hormonlarin dahil oldugu ¢ok sayida farkli molekiiller i¢in var olan membran
bagimli reseptorleri ve yine hiicre-hiicre veya hiicre-matriks iligkilerini de yoneten
0zel baglant1 proteinleri sayesinde gergeklestirir (Cines et al., 1998).

Endotel hiicreleri, kendilerinin sentezledikleri bazal lamina {izerine otururlar

(Junqueira et al., 1998).



1.1.1. Endotel Hiicrelerinin Gelisimi (Vaskiilogenezis ve Anjiogenezis)

Damar olusumu, meydana gelis zamanlarina bagh olarak iki ana olusum

mekanizmasiyla agiklanir; vaskiilogenezis ve anjiogenezis.

1.1.1.1. Vaskiilogenezis

Her iki terim de damar olusumuyla ilgili olmasina ragmen; vaskiilogenezis,
vaskiiler sistemin hi¢ olusmadif1 erken embriyonik dénemde, dokularin ihtiyaci olan
kam saglayabilmek i¢in olusan tiinellerin endotel hiicreleri ile désenerek ilk vaskiiler
ag1 olusturmasidir (Cines et al., 1998).

Kardiyovaskiiler sistem, gastrulasyon safhasindaki embriyoda olusan ilk
sistemdir. Uglincli haftamin ortasina kadar beslenme gereksinimini yalnizca
diflizyonla saglayan embriyo, bu haftadan sonra yeni bir sisteme ihtiyag duyar ve bu
dénemde insan embriyosunun damar sistemi belirir (Sadler, 1996). Vaskiilogenezis,
sadece erken embriyonik dénemde olugur. Implantasyondan kisa bir siire sonra 3.
haftanin baginda, vitellus kesesi duvarindaki visseral mezoderm iginde yer alan
mezensimal hiicreler arasinda kan adaciklarim olusturacak bogluklar geligir. Sonra,
bu bosluklar birleserek kanalize olurlar ve ilk kan damarlarim olustururlar. B6ylece
ekstraembriyonik kan damarlarnin bir kismi olugsmus olur. Bosluklarin ¢evresinde
bulunan mezengimal hiicrelerin dig tabakasindan farkhlasan anjiyoblastlar bu
bosluklar1 orterler. Daha sonra bu anjioblastlar yassilasarak, endotel hiicrelerine
farklilagirlar. Bosluklarin iginde merkezde kalan mezengimal hiicrelerden farkhilagan
anjioblastlar ise hematopoietik kk hiicrelerine farklilagirlar. Bunlar daha sonra kan
hiicrelerini olustururlar (Risau and Flamme, 1995; Sadler, 1996). Aym: dénemde,
baglant1 sap1 ve villéz koklerin ekstraembriyonik mezodermi iginde de kapillerler ve
kan hiicreleri geliserek, ekstraembriyonik kan damarlarmin bir diger kismim
olustururlar. Intraembriyonik kan damarlanmin olusmasi ise; ge¢ presomit
embriyonun, yani yaklagitk 19. giindeki embriyonun splanknik mezodermal
tabakasinda bulunan mezengimal hiicrelerin altindaki endoderm tarafindan
indiiklenmesiyle anjioblastlara farklilagmasiyla olur. Bu anjioblastlar sefalik yonde

dagilarak ilk kan damarlarini1 ve daha sonra da kardiovaskiiler sistemi olustururlar.



Béylece, ekstraembriyonik ve intraembriyonik damarlar birbirleriyle temasa gegerler
ve embriyo ile plasenta dolasgimim birlestirirler (Sadler, 1996). Ilk anjioblastlar,
vaskiiler endotel biiylime faktérii (VEGF)’niin de indiiklemesiyle, endotel
hiicrelerine farklilagarak damarlarin olugmasim saglarlar (Palis et al., 1995).
Vaskiiler gelisimin baglamasi igin bir takim biiylime faktorlerine ihtiyag vardir.
VEGF ve bazik-fibroblast biiylime faktorii (basic-Fibroblast Growth Factor; b-FGF)
bunlardan en etkilileridir. Ozellikle VEGF’in veya reseptorlerinin yoklugunda; hem
endotel, hem de hematopoietik 6nciil hiicrelerinin farklilagsmas1 gergeklesemedigi
icin damarlar ve kan hiicreleri olusamamakta ve sonugta erken embriyonik 6liim
goriilmektedir (Shalaby et al., 1995; Sato et al., 1995). Bir damarin arter veya vene
farklilagmasmin kontroliinde efrin ailesinin iiyelerinden efrin-B,’nin Snemli etkisi
bulunmaktadir (Cines et al., 1998). Endokardial ve ventrikiiler gelismeyle birlikte;
vaskiiler agacin yayilmasi ve gelismesi, ayrica vaskiiler duvarm olusmasi ve diizeni
i¢in baz1 reseptorlere ihtiyag vardir. Endotel yiizeyinde bulunan ve tirozin kinaz
ailesinden olan tie-1 ve tie-2 adi verilen iki reseptdr ve bunlarin ligandlar1 olan
angiopoietin ailesinin bazi iiyeleri yukandaki gelisimleri kontrol eder. Tie-1
reseptorii epidermal biiyiime faktérii (EGF) igin oOzgiil iken, tie-2 reseptorii
anjiopoietin-1 ve anjiopoietin-2 igin Ozgiildir ve bunlar gelisen damarlarin
cevrelerindeki dokular tarafindan salgilanirlar (Yancopoulos et al., 2000). Ligand
reseptore  baglandiginda, reseptSriin  intraselliiler kismindaki  tirozinin
otofosforilasyonuna sebep olur. Anjiopoietin-1 tie-2 reseptSriine baglanarak, damar
duvar1 igin gereken perisit ve/veya diiz kas hiicrelerinin gevre mezensiminden
farklilagmasin saglayan biiyiime faktdrlerinin olusumunu stimiile eder (Folkman and
D’amore, 1996). Anjiopoietin-2 ise Anjiopoietin-1’in antagonisti olarak gérev yapar
ve reseptore baglanarak onun baglanmasimi engeller. Bu sistemdeki bir hata; anormal
kalp, zayiflamig ve mikroanevrizmalarin bol oldugu bir damar yapis: ile sonuglanir.
Bu iki grup (VEGF ve tie) reseptriin ve ligandlarimin siirekli ve diizenli salgilanmasi
ile hem endotel hiicre farklilagmasi, damar olusumu ve tiip formasyonunun
baglamasi; hem de kapiller yatak olugmasi ve bunu izleyen dallanma ve damar duvan
olusumu gergeklesir (Cines et al., 1998). Damar duvan gelisirken meydana gelen
asamalardan biri olan kapiller tiip olusumu, sadece sitokin-reseptér komplekslerinin

kontroliinde degildir. Bu kontrole aym1 zamanda ekstraselliiler matriks de katilir.



Ornegin, tip-1 kollajen ile kaplanms bir hiicre flasks igindeki endotel hiicrelerine
transforming biiyiime faktdrii (Transforming Growth Factor; TGF-B) verildiginde,
endotel hiicreleri g¢ogalirken, aym1 zamanda da tiip formasyonu olusturdukiar
goriilmiistiir (Sankar et al., 1996). Fibronektin sentezi bozuk olan embriyolarda, kalp
ve damar sisteminin kotii gelistisi ve erken embriyonik O&liimlerin oldugu
goriilmiigtiir (Hynes, 1996).

1.1.1.2. Anjiogenezis

Embriyonun biiyiimesinin ileri asamalarinda, vaskiilogenezis ile meydana
gelen damarlar embriyonun gereksinimini kargilamaya yetmeyecek ve gerekli olan
kan ihtiyacim1 saglamak iizere ilk olusan bu damarlardan yenileri gelisecektir. Var
olan ilk damarlardan olan bu genisleme ve gogalmaya ise anjiogenezis denir.

Anjiogenezis; fotal yasamda, eriskinlife ulasirken, erigkinlerde menstriiel
siklusta, yara iyilesmesinde ve tlimér biiylimesinde gézlenir (Ganong, 1999).
Vaskiilogeneziste oldugu gibi anjiyogeneziste de VEGF, anjiopoietin-1, anjiopoietin-
2 ve efrin-B, gibi biiyiime faktorleri etkindir. VEGF ile damar olusumu baslamakta,
ama gevsek ve immatiir olan bu damarlar, angiopoietinler ile olgunlagmalarim
tamamlayarak saglam ve herhangi bir etkiyle kolay bozulmayan bir yap1 kazanirlar.
Ayrica efrin-B, damarlanin arter veya ven olusumuna ydnelmelerini belirler
(Yancopoulos et al., 2000).

Anjiogenezis, saglikli ergin erkeklerde minimal diizeydeyken, disilerin
menstriiel sikluslarinda oldukga fazla gozlenir. Ovarian follikiillerin VEGF
ekspresyonu ve neovaskiilarizasyon ovulasyondan hemen o6nce artarken, korpus
luteum ovulasyondan kisa bir siire sonra VEGF sentezine baglar (Thomas, 1996).
VEGF, erken implantasyon boyunca, implante olmus embriyonal trofoblastlarca
salgilanr.

Fibroblast biiytime faktorii, transforming biiytime faktori-a ve 8 (TGF-a ve
B), timoér biliylime faktorii-c, doku faktorii (TF), faktér V, anjiogenin, trombosit
kaynakh endotel hiicresi biiylime faktorii (platelet-derived endothelial cell growth
factor; PDECGF) ve VEGF anjiogenezisi arttirirken; trombospondin-1, trombosit



faktorii-4 ve anjiostatin ise anjiogenezisi inhibe etmektedir (Ganong, 1999). Damar
olusumunda en kritik rolii VEGF oynar. Clinkii, hem gelisimdeki vaskiilogenezis ve
anjiogeneziste, hem de yetiskindeki anjiogeneziste son derecede 6nemli ve gereklidir
(Yancopoulos et al., 2000). Tiimor anjiogenezisinde; tlimdrler ev sahibi damarlar
kullanmak isterler. Biiyliyen tlimérii durdurmak isteyen organizma savunma olarak
otokrin bir mekanizmayla anjiopoietin-2 salgilar. Bu faktor, tiimériin kullandif
damarlarin stabilizasyonunu engelleyerek, onu besleyen damarlarin kolayca
bozulabilmesine ve kirilgan olmasina yol agar. Sonra da apoptozisi uyararak
damarlarin ortadan kalkmasini saglar. Sonugta tlim&r avaskiiler ve hipoksik olur.
Ancak, baz1 tiimérler VEGF salgilayarak anjiogenezisi bagarili ve giiglii bir sekilde
indiikler ve yeni damarlar olustururlar. Kendi VEGF’{inii salgilayan bu tiimérler,
organizma tarafindan tiimorii yok etme amaciyla kiigiiltiilen ve bozulan damarlarda
yeniden angiogenezisi canlandirirlar. Sonug olarak ttimorler kendini besleyen bu
damarlarin kiigiilmesini durdurup yeniden biiyiimesine sebep olarak beslenmelerini
temin ederler. Ancak organizmanin anjiopoietin salgilamasini durduramadif igin,
stirekli olarak salinan anjiopoietin de bu olaya katilarak yeniden olusan bu
damarlarin kolayca bozulabilmesine ve kirtlgan olmasina neden olur. Sonu¢ olarak
bu bélgede kolayca kanayan, iyi olgunlagmamis damarlanmaya sebep olurlar. Bu
nedenle tiimérlerin bulundugu bélgede sik sik kanamalar goriiliir (Yancopoulos et
al., 2000).

1.1.2. Endotel Hiicrelerinin Yapis1

Endotel hiicreleri damarlarda 10-15 pym eninde, 25-50 ym boyunda ve uzun
cksenleri liimen etrafina dizilmis sekildedir. Hiicre ¢ekirdeginin merkezde olmasi ve
siskin olmas1 dolayisiyla, merkezi bolgenin limene dogru ¢ikinti yaptifi gézlenir.
Kenarlarda ise gekirdegin yaptiga siskinlik kaybolur ve kalinhig1 0,2 um’a kadar iner.
Sitoplazmasinda bir ¢ekirdek, kutuplarinda kiigiik bir Golgi kompleksi, az miktarda
graniillii endoplazma retikulumu sisternasi, mitokondri ve ribozom vardir. Ayrica,
sitoplazmada iginde su, makromolekiil ve elektrolit igeren transport vezikiilleri de
bulunur. Cekirdek cevresindeki bolgede bol miktarda mikrofilaman vardir. Bunlar
igerikleri bakimindan Qegitli varyasyonlar gosterir. Bir kismi1 desminden olusurken,



bir kism1 da vimentin igerir. Bazilar ise her ikisini de icerirler (Gartner and Hiatt,
2001). Ayrica sitoplazmalarinda Weibel-Palade graniilleri adi verilen, membranla
gevrili graniiller vardir. Bu graniiller 0,1 pm eninde ve 0,3 pm boyunda olup,
i¢lerinde kanin pihtilagmasina yardimc1 maddelerden biri olan von Willebrand Faktor
(fakt6r VIII) igerirler. Bu fakt6r endotel hiicresine 6zgiildiir (Junqueira et al., 1998).

Endotel hiicreleri yetiskin bir insanda yaklagik olarak 1-6 x 10" sayida, 1 kg
agirhiginda ve yine yaklagik olarak 1-7 m”lik bir alam ortecek boyutlardadir
(Augustin et al., 1994). Endotel hiicrelerde gap junctionlar bulunur. Bunlar hiicreler
arasindaki haberlesme ve madde aligverisinden sorumludurlar (Junqueira et al.,
1998).

Endotel hiicreleri yapi1 ve fonksiyon bakimindan bulunduklar yere gore
degisik 6zellikler gésterir. Bu hiicreler; sinir dokulari, ekzokrin bezler, bag dokular
ve kas dokularinda siki baglantilarla baglidir. Sadece pinositotik vezikiillerle
kontrollii ve az gecis saglarlar. Endotel hiicrelerinin olusturduklari bu kapillerlere
stirekli kapillerler denir. Ozellikle beyinde ve retinada bu vezikiiller yok denecek
kadar azdir ve kan-beyin ve kan-g6z bariyerlerini olusturur. Bir diger kapiller tipi
pencereli kapillerlerdir. Bunlar1 olusturan endotel hiicreleri de 60-80 nm boyunda
pencereler igerir. Bu pencereler hiicre membramindan daha ince bir diafram ile
ortiiliidiir. Amaci ise etkin ve verimli bir emilim, sekresyon ve filtre gereken segici
gegirgenlikdir. Bunlar ince barsak villuslari, bobrek ve endokrin bezler gibi kania
doku arasinda hizli madde aligverisi olan yerlerde goriillirler. Bir de aralikh
kapillerleri olusturan endotel hiicreleri vardir ki, bunlarn duvarinda diafram
icermeyen araliklar vardir. Bu Kkapillerler karacifer, dalak ve kemik ilifi gibi
hematopoietik organlarda goriiliir (Dejana, 1996; Junqueira et al., 1998).

Farkli dokularin endotel hiicreleri, protein ekspresyonu ve ylizey fenotipi
agisindan birbirlerinden farklidir. Genellikle endotel hiicre belirteci olarak kullanilan
von Willebrand Fakt6ér (Faktér VII) tiim damar tiplerindeki endotel hiicrelerince
salgilanmalarina ragmen, bu salgilanma iiniform degildir (Kumar et al., 1987; Levin
and Osborn, 1997). Beyin, karacifer ve diger organlardan kiiltlire edilen
mikrovaskiiler endotel hiicreler; farkli hiicre yiizey belirtecleri, farkli protein
tagiyicilart ve farkli intraselliiler enzimler salgilarlar. Bu, dokuya &zgli fenotipik
farkliliklar, aym1 doku kiiltiir kosullar1 altinda aym stirelerde korunabilirler. Endotel



hiicreleri aym organda bile farkliliklar gosterebilir. Ornegin; karacigerde iki farkli
sinlizoidal endotel hiicresi olan hepatik periportal endotel hiicreleri trombosit-endotel
hiicre adezyon molekiilii (Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1)
ve CD34 salgilarken, siniizoidal intrahepatik endotel hiicreleri bunlan
salgilamamaktadir (Morin et al., 1984).

Endotel hiicrelerinin fenotipine etki eden faktérler arasinda mekanik giigler;
suda eriyebilen biiylime uyaricilar ve inhibittrler; sitokinler; trombin, plazmin ve
antikorlar gibi plazma proteinleri; perisit ve diiz kas hiicreleri gibi doku hiicreleri,
dolagimdaki hiicreler, ekstraselliiler matriks, mikroorganizmalar ve bunlarin suda
eriyebilen firiinleri vardir. Ornegin; aortik endotel hiicreler, akciger kaynaklh
ekstraselliiler matriks tizerine kiiltiire edildiklerinde adezyon molekiilii sentezlerken
(Zhu et al., 1991), bobrek kaynakh matriks {izerine kiiltiire edildiklerinde fenestra
gelistirmektedirler (Milici et al., 1985).

1.1.3. Endotel hiicrelerinin salg1 ve fonksiyonlari

Endotel hiicrelerinin fonksiyonlar ile ilgili detayli ¢aligmalar, in vitro endotel
hiicresi kiiltiir tekniklerinin 1970’lerde gelismesiyle miimkiin olmugtur (Jaffe et al.,
1973). Kan ve damar duvari arasinda bulunan endotel hiicrelerinin birgok 6nemli
fonksiyonu vardir. Kan akigimin ve damar tonusunun diizenlenmesi, koagiilasyonun
dtizenlenmesi, inflamasyonda 16kosit adezyonunun saglanmasi, damar diiz kasi
hiicrelerinin gelisiminin diizenlenmesi bunlardan sadece bir kagidir (Moini, 1997).

Endotel hiicreleri segici bir bariyerdir. Kii¢iik molekiillerin, sivilarin ve
¢oziinmiis maddelerin kontrollii olarak pinositotik vesikiiller icinde dokulara
gegmesinde segici gegirgen bir bariyer olarak gorev alir. Daha biiyiik partikiillerin
gecisi ise fenestralar vasitasiyla olmaktadir. Yine LDL, kolesterol ve transferin gibi
baz1 molekiillerin gegisi ise reseptdr aracili endositoz ile gergeklesmektedir (Ross et
al., 2003).

Saglikli ve devamlilifi bozulmamus bir endotel tabakasi; damar diizenleyici,
16kosit ve trombosit adezyonunu dnleyen antikoagiilan bir ylizey olugturur (Meredith
et al., 1993). Endotel hiicrelerinin can alici fonksiyonu trombosit yapigmasini ve

pihtilasmayr  Onleyen antitrombotik bir yiizey salayarak kan akimim



kolaylastirmaktir. Ancak, fiziksel giigler ve baz1 6zel kimyasal faktorler ile bu yiizey
piht1 olusmasina hazir (protrombotik) hale gelir. Piht1 olusmasim engelleyici bariyer
gbrevi igin trombomodiilin adi verilen bir antikoagiilan salgilar. Endotel hiicreleri;
prostaglandin- I, (PGI,), doku plazminojen aktivatorii gibi antitrombojenik ajanlar
salgilar (Ross et al., 2003). Yaralanmada ise sitoplazmasinda bulunan Weibel-Palade
graniilleri igindeki von Willebrand faktr ve plazminojen aktivatér inhibit6rii
salgilayarak trombin olusumuna katkida bulunurlar. Oncti  pihtilastiric:
(prokoagiilant) aktivitenin bir sonucu olarak olusan fibrin tikag; travma, enfeksiyon
ve inflamasyon ile baglayan vaskiiler yaralanmalarda yaralanan daman smirlayip
kapatarak, dokulari ve organlann koruyucu bir fonksiyon yapar. Buna ragmen;
pihtilagmayr engelleyici (antikoagiilant) aktivitenin kaybi, bunlar izleyen
donemlerde genel trombotik bozukluklara hazirlayici bir rol oynayabilir (Cines et al.
1998).

Endotel hiicreleri; sadece dolasim ve gevre dokular arasinda yapisal bir
bariyer degildir. Ayn1 zamanda kan akim degisikliklerine, gerilmeye, dolagimdaki
¢esitli maddelere ve inflamasyon mediatdrlerine yanmit olarak ¢esitli maddeler
salgilayarak kan akimim diizenlerler. Vazodilatatér olarak PGI, ve NO,
vazokonstriktdr olarak endotelin-1, trombosit aktive edici faktdr (platelet activating
factor-PAF) salgilar (Ganong, 1999).

PGIL,, arasidonik asitten siklooksijenaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla
olusur. Bir yandan trombosit agregasyonunu ve birikmesini inhibe ederken, diger
yandan damar duvarim gevsetir (Ganong, 1999). Ozellikle damar igi basmcin artti
durumlarda parakrin olarak siirekli degil ama, uyarldikea salinir.

NO, endotel hiicresinin de aralarinda bulundugu bir¢ok hiicrede nitrik oksit
sentetaz yardimiyla L-arjininden sentezlenir. NO, gli¢lii bir vazodilatatdrdiir. Bundan
bagka, damarlarin temel tonusunu korur, 16kosit yapismasim engeller, trombosit
yapigmasini, aktivasyonunu, sekresyonunu ve kiimelenmesini engellerken
trombositlerin dagilmasim saglar, diiz kas hiicresinin go¢ii ve gogalmasim engeller.
Parakrin olarak ve slirekli salgilanir. Bu salgilanma trombin, ADP, bradikinin,
substans P, muskarinik agonistler ve yoksunluk stresi ile olur (Cines et al. 1998).

Endotelin-1, bagta endotel hiicreleri olmak {izere nd&ronlar, astrositler,
hepatositler tarafindan salgilanan ve su ana kadar bilinen en kuvvetli endojen



vazokonstriktor maddedir (Epstein and Levin, 1995; Ganong, 1999). Ayrica kalpte,
kalp kasmin kasilma giiciinii arttiric1 (pozitif inotropik) ve kalbin ritmini arttiric
(pozitif kronotropik), akcigerlerde bronkokonstriksiyon yapici, bobrekte glomertil
siizme hizim arttirici, diiz kas ve diger birgok hiicrede promitotik etkileri vardir
(Aromorai et al., 1992; Ganong, 1999). Ancak, endotel hiicreleri yaptiklan
Endotelin-1'i depo edemezler, hipoksi ve iskemi gibi uyarilar kargisinda sentez ve
salgilanmasin saglarlar (Nakamura et al., 1990).

Endotel hiicrelerinin yaptift ve salgiladigyn PAF vazokonstriksiyon
yapmasinin yam sira, endotel hiicre yiizeyine 16kositlerin yapismasim artirir. PAF,
sok ve diger in vivo patolojik durumlarda, TNF-a ve l6kotrienler gibi diger
mediat6rlerle birlikte veya onlardan sonra salgilanir (Whatley et al., 1996).

Endotel hiicreleri, immiin cevabin diizenlenmesinde de rol alirlar.
Sentezleyerek hiicre membranina salgiladiklart adezyon molekiilleri ile 16kositlerin
damar digina gikarak gd¢iinii saglamasmin yam sira; IL-1, IL-6 ve IL-8 sitokinler ve
MHC molekiilleri sentezleyerek immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde de rol
alirlar (Forstermann et al., 1988; Ganong, 1999; Ross et al., 2003).

Ayrica, endotel hiicreleri LDL ve ¢ok az dansiteli lipoprotein (very low
density lipoprotein, VLDL) gibi lipoproteinleri okside ederek serbest radikal
olusumunu tetikler ve bu yolla aterosklerozise neden olurlar.

Endotel hiicreleri kendi bazal laminalarini olusturmak igin tip II, tip IV ve tip
V kollajen; fibronektin, laminin ve proteoglikanlar sentezler (Gartner and Hiatt,
2001; Ross et al., 2003).

Endotel hiicreleri ayrica, graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktér, graniilosit
koloni uyarici faktdr, makrofaj koloni uyarici faktor, fibroblast biiylime faktorii
(FGF) ve trombosit kaynakli biiyiime faktorti (PDGF) gibi biiytime faktorleri ve
heparin salgilarlar.

Yakin zamanlara kadar endotel hiicrelerinin VEGF'e cevap verdikleri ancak
onu kendilerinin sentezleyemedikleri distinlilmesine ragmen, bazi endotel
hiicrelerinin Slgiilmesi son derece gli¢ olacak kadar az miktarlarda siirekli ve/veya
baz1 6zel durumlarda VEGF sentezleyebildikleri belirtilmigtir. Ornegin, beyin ve
retina kapillerlerinden kéken alan endotel hiicrelerinin VEGF salgiladiklar1 ve

salgiladiklann VEGF'e cevap verdikleri gOriilmiigtiir. Hatta aym anda disaridan



verilen VEGF'e de cevap verebildikleri ve bu olaym kan-beyin bariyerindeki
fenestralarm korunmasi ve devaminda énemli oldugu rapor edilmistir (Ortega et al.,
1998).

Endotel hiicreleri, uzayan ve filizlenen damarlarda benzer hiicrelerle kontakt
kurmasi gereken hiicrelerdir. Bu kontakt hiicre-hiicre adezyonlar1 ile olur.
Adezyonda rol alan molekiiller de immiinoglobiilin siiper ailesinden PECAM-1 ve
vaskiiler endoteliyal kaderin (VE-kadherin)’dir. Her ikisi de endotel hiicrelerince
sentezlenirler.

Endotel hiicreleri, vaskiiler gelisimde ekstraselliiler matrikste ilerleyebilen
hiicrelerdir. Bu ilerleme, integrinin aracilik ettigi hiicre-matriks adezyon
kompleksleri sonucu gergeklesmektedir. (Cines et al., 1998).

1.1.4. Endotel hiicreleri ile kan hiicreleri arasimndaki iligki

Kan pihtilagmasinda &nemli rollere sahip olan endotel, aym zamanda
dolagimdaki kan hiicrelerinin trafidini diizenleyen hiicre ylizey molekiillerini de
sentezler. Bu molekiiller inflamasyon gibi normal olmayan durumlarda daha fazla
olmak {izere, l6kosit gibi bazi kan hiicrelerinin migrasyonuna yardim eder. Kan
icinde akan l6kosit ve trombositler; enfeksiyon ve doku yaralanmalarna cevap
olarak ve olugan tiimér hiicrelerinin tanmp yok edilmesi i¢in endotel hiicrelerine
yapigirlar. Bu etkilegim, fizyolojik inflamasyonun ve kanamanin durdurulmasi igin
ilk adimlardir. Trombosit ve l6kositler endotel hiicrelerle damar ylizeyi boyunca
etkilesirler. Bu etkilesimde, 6nce endotel hiicre ve 16kosit yiizeyindeki selektinlerle
genellikle saglam olmayan bir baBlanti olusur (tethering). Sonra, hem endotel
hiicresi, hem de 16kositler aktive olur ve selektinlerin yapimi artarken, kemokinler ve
PAF sentezi gergeklesir ve hiicre digina verilir. Ayrica selektinlerin diginda adezyon
molekiilerinden ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 ve mukozal-adressin hiicre adezyon
molekiilii-1 (MadCAM-1) sentezi olur ve hiicre ylizeyine verilirler. Daha sonra
l6kositler, bu adezyon molekiillerinin yardimiyla endotel hiicresi boyunca
yuvarlamrlar (rolling) ve giiclii baglanma aktive olur. Sonunda; ICAM-1, VCAM-1
ve PECAM-1 ile migrasyon ve kemotaksis ger¢eklesir. Lokositler siklikla
postkapiller veniillerden ¢ikarlar (Cines et al., 1998).
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Trombositler, kanama sirasinda endotel hiicrelerinin 6lmesi ve dékiilmesi ile
altindan agiga cikan tunika intimanin subendoteliyal tabakadaki ekstraselliiler
komponentleriyle kars1 karsiya gelir ve hemen aktive olurlar. Bunun sonucunda,
ekstrinsik ve intrinsik yollarla olusan trombin, fibrinojenin fibrine déniigtimiinii
saglar ve bu da trombositleri sikica birlestirerek saglam hemostatik tikaci olusturur
(Ganong, 1999; Cines et al., 1998).

1.2. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor;
VEGF)

Bu ¢aligmada kullanilan VEGF multifonksiyonel bir biiytime fakt6rii olup, bir
¢ok etkisinin yaninda, 6zellikle vaskiiler endotel hiicreleri igin 6zgiil etkilere sahiptir.
VEGF; embriyogenez, yara iyilesmesi, tiimdr biiylimesi, miyokardial iskemi, okiiler
neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da
kapsayan bir dizi fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardaki kan damar olusumundaki
(anjiogenezis ve vaskiilogenezis) rolii yliziinden yogun ilgi odagidir (Zachary, 1998).

1.2.1 Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktoriiniin Tarihcesi

Dolagim sistemi, viicuttaki tiim dokulara besin ve oksijen saglanmasi,
metabolik artik {irlinlerin uzaklastirilmas1 ve immiin yetenek kazanmig l6kositlerin
gelmesi igin gerekli bir sistemdir. Anjiogenezis; vaskiiler sistem gelisimi igin gerekli
olan yeni kapillerlerin ortaya ¢ikmasidir. Sonug olarak biiylime ve/veya gelisme
saglanmir. Anjiogenik proteinler, FGF ailesinden birkagim1 kapsar ki bunlar,
1980’lerde saflagtinlmis ve tanimlanmiglardir. Bunlar yalmzca vaskiiler endotel
hiicreler i¢in degil, aym1 zamanda diger hiicre gesitleri, doku biiylimesi ve tamirinin
diizenlenmesinin bir pargasi olan anjiogenezisi diizenleyen mitojenik ajanlar olarak
bulunmuglardir. VEGF ilk kesfedildiginde, kobay derisinde bir vaskiiler sizint1
baglatt181 i¢in vaskiiler permeabilite faktorii olarak isimlendirilmisti (Ferrara, 2001).
1980°1erin sonunda, bu aileden ilk 6zel anjiogenik biiyiime faktorii ayrigtirildi ve
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buna vaskiilotropin veya vaskiiler endoteliyal biiytime faktérii adi verildi (Thomas,
1996).

Vaskiiler gelisimin baglangicinda ve daha sonraki dénemlerde meydana
gelecek anjiogenezde; endotel hiicreleri, gogalabilmek i¢in veya adezyon molekiilleri
sentezleyebilmek i¢in bir takim biiylime faktorlerine ihtiyag duyarlar. VEGF bu
biiytime faktdrlerinin baginda gelir. Ve aym zamanda endotele 6zgiildiir (Shalaby et
al., 1995). Damar olusumunda en kritik rolii VEGF oynamaktadir. Ciinkii hem
gelisimde hem de yetiskinde vaskiilogenezis ve anjiogeneziste 6nemli ve gereklidir
(Yancopoulos et al., 2000).

1.2.2. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktoriiniin Yapisi

Son 10 yil i¢inde VEGF ailesinin iizerine yapilan c¢alismalar, bu ailenin
VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta
biiylime fakt6rii (Placenta growth factor; PIGF) adi verilen iiyelerden meydana
geldigi gésterilmistir (Ferrara and Davis-Smyth, 1997; Ortega et al., 1998). Bu 5 gen,
kendi sinyal peptitlerinin boliinmesinden sonra sekrete edilen glikozillenmis
dimerlerden olugur. VEGF’iin cDNA dizileri salg: aktivitesini diizenleyen hidrofobik
ve sekretuvar bir bas olan N-terminal dizilerinde sifrelenmistir (Thomas, 1996).

VEGF-A’nin geni, kromozom 6p21.3’teki lokalizasyonda kodlanmugtir. Su
ana kadar bilinen alt1 adet izoformu vardir. Bu izoformlar, 8 ekson igeren tek bir
genden olugur. Bunlar VEGF21, VEGF145, VEGF 165, VEGF133, VEGF139 ve VEGF306
olarak isimlendirilmiglerdir ve isimlerindeki sayilar igerdikleri amino asit sayilarin
géstermektedir (Zachary, 1998; Ferrara and Davis-Smyth, 1997). Benzer yapidaki
VEGF izoformlari, dimerik proteinler olarak yapilir ve glikozillenir. Bu
izoformlardan VEGF;; harig, hepsi heparine baglanir. Tiim izoformlar bir sinyal
dizisine sahiptir ve bu dizilerle baglanarak sinyal olustururlar. Bu izoformlardan
VE_GFm, VEGF4s ve VEGF;¢s salgilandiginda kolayca diffiize olur ve erimis
formlar1 saptanabilir. VEGF;g9 ve VEGF06 izoformlar ise salgilandigt halde hiicre
aracili olarak kalir ve baz testlerle varliklan kolayca saptanamaz. (Zachary, 1998).
VEGF;6, VEGF’lin orijinal karakteristik formu olup yaklasik 34-46 kDa agirhginda
homodimerik bir glikoproteindir. Amino asit dizilisi PDGF-A ve PDGF-B ile %20
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oraninda aymidir. VEGF alt tinite amino asit dizileri 3 adet disiilfit bag icerir ve
ayrica alt tinitelerde birbirlerine 2’ser disiilfit bagiyla baglanmigtir. (Thomas, 1996;
Zachary, 1998).

VEGF-A geni, eksonlan kodlayan 8 polipeptidden olusur. Proteinin bu kisa
formu 1, 2, 3, 4, 5 ve 8. eksonlar tarafindan kodlanir. Exon 7 tarafindan kodlanan
katyonik polipeptid dizisinin katilimi, 165 amino asitli formu meydana getirir. Bu
form VEGF;;’in aksine hiicre yiizeyindeki veya ekstraselliiler matriksteki
proteoglikanlara ve heparine baglanan formdur. Ekson 6 tarafindan kodlanan gok
katyonik 24 amino asitli dizisi VEGF;go’un endojen polianyonlara daha siki
baglanmasim saglar. Heparin’e ve heparan siilfat proteoglikanina baglanmay tetikler
ve arttirir. VEGE {in heparan siilfat proteoglikanlarimi baglayan formlar heparinaz ve
plazmin yardimiyla hiicre yiizeyleri ve ekstraselliiler matriksten kurtarilir (Thomas,
1996).

VEGF-B, baslangicta VEGF-A ile %23'i homolog olan bir sinyal peptitinin
boliinmesinden sonra, 186 amino asitli bir protein olarak olusur. Sonra, ekson-6'da
olusan bir alternatif splicing ile tamamen farkli terminal COOH- gruplar igeren 167
amino asitli bir proteine doniisiir (Ortega et al., 1998). VEGF-B, vaskiiler endotel
biiylime faktorii reseptérii-1 (VEGFR-1)'e baglanarak monosit aktivasyonu ve
farklilagmasinda rol alir (Clauss, 2000).

VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16's1 benzer
388 amino asitten olugmustur (Ortega et al., 1998). Lenfanjiogenezde rol
oynamaktadir. VEGFR-2 ve 3'e baglanarak vaskiiler ve lenfatik endoteliyal
hiicrelerde mitojenik etki yapar (Clauss, 2000). Yapilan bir deneyde, transjenik
farenin derisinde VEGF-C’nin fazla salgilanmasinin endotel hiicre proliferasyonuna
ve lenfatik damarlarda genislemeye neden oldugu, bununla beraber vaskiiler doku
olusmadify rapor edilmigtir (Jeltsch et al., 1997). VEGF-C’nin Kaposi sarkomunda
Onemli oranda rol aldi1 da bildirilmistir (Detmar, 2000-a).

VEGF-D, 334 amino asitten olugan ve VEGF-A'ya %31 oraninda benzeyen
amino asitler igeren bir proteindir (Achen and Stacker, 1998). C- terminal uglarinda
zengin sistein domainleri igerir. VEGFR-2 ve 3'e baglanarak etki eder. (Ortega et al.,
1998). VEGF-C ile benzer etkilere sahiptir (Clauss, 2000).
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VEGF-E, giiclii bir mitojen ve permeabilite arttiric1 faktérdiir. VEGFR-2'ye
segici olarak baglanarak etki eden, uzunluk olarak VEGF;es'e benzeyen ama
VEGFR-1'e baglanmay1 bagaramayan bir bliytime faktoriidiir. Ik olarak koyun, kegi
ve bazen de insanlar1 etkileyen bir parapoxviriis olan orf virusu genomunda, énceden
tammlanmsg bir gen ile kodlanan ve memeli VEGF'ii ile amino asit dizilimi %25 aym
olan bir polipeptittir. VEGFR-2'ye baglanarak etki eder (Clauss, 2000).

PIGF, VEGF ailesinin tanimlanan ilk {iyesidir. Sinyal peptitlerinin béliinmesi
sirasinda dnce 131 amino asite sahiptir. Daha sonra yeni aminoasitlerin eklenmesiyle
VEGF-A ile %37 oraminda benzesen ve 152 amino asit igeren son gekli olusur
(Ortega et al., 1998). VEGF-B gibi VEGFR-1'e baglanarak etki gosterir (Clauss,
2000).

1.2.3. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktoriiniin Viicutta Dagilinm

Anjiogenezis; saglikli ergin erkeklerde daha az gergeklesirken, digilerin
menstriiel sikluslarinda 6nemli miktarlarda olugtugu gériiliir. Ovaryum follikiillerinin
VEGEF salgilamas1 ve ovulasyondan hemen 6nce yeni damarlarin olusumu artarken,
ovulasyondan sonra bu gorevi kismen korpus luteum {istlenir. VEGF erken
implantasyon déneminde bu dénem boyunca implante olan embriyo trofoblastlarinca
salgilanir (Thomas, 1996). Embriyolojik gelisimin ilk dénemlerinin sonuna dogru
VEGF biraz azalirken, organogenezis déneminde oldukca yiikselir. Bundan bagka
VEGF mRNA’s1; yetiskinde akciger alveolar hiicrelerde, bobrek glomeriillerinde,
proksimal tiibiillerde ve diisiik seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve beyinde
gosterilmistir (Monacci et al., 1993). Aynca, adrenal korteksin tiim hiicrelerinde ve
testiste testosteron lireten Leydig hiicrelerinde VEGF mRNA’simin sentezlendigi
gésterilmistir.  VEGF'in demonstrasyonu igin immunositokimyasal c¢aligmalar
yapilmis ve aktive makrofajlarda, arteriolleri gevreleyen fibroblastlarda, brongiyal ve
koroid pleksus epitelinde, renal glomeriil visseral epitelinde varligi gosterilmistir
(Thomas, 1996).

VEGF mRNA transkripsiyonu ¢esitli faktérler tarafindan baglatilir. Bunlardan
birkagi; trombosit kaynakli biiylime fakt6rii-BB (PDGF-BB), keratinosit biiyiime
faktorti (FGF-7), epidermal biiylime faktérii (EGF), tlimor nekrosis faktor-o (TNF-
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a), transforming bitylime faktéri-g1 (TGF- 81) ve interlokin- 81°dir. Bu faktérler
endotel hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 ile gosterilmislerdir. Bu maddelerin higbirisinin
mitojenik olmadig1, ancak VEGF salgilanmasina yol agarak mitojeniteyi arttirdiklar
gosterilmistir (Thomas, 1996).

Ayrica protein bilyiime fakt6rlerinin haricinde, bazi kiigiik mediatérlerin de
VEGF ekspresyonunu diizenledikleri goriilmiistiir. Ornegin; Forbol esterlerinin insan
keratinositlerinin sentezledikleri VEGF seviyelerini 5 kat arttirdiklart belirtilmigtir.
Prostaglandin E,’nin (PGE;), osteoblastlardaki VEGF mRNA’sim arttirdign da
gosterilmistir (Harada et al., 1994).

Hipoksi, belki de, anjiogenezisi baglatan en etkili stimuluslardan biridir.
Diisiik oksijen seviyesi, VEGF ve onun reseptorlerinin yapimm indiikler. Ayni olay
tiimorlerin beslenemeyen hipoksik merkezlerinde de olmakta ve VEGF’iin aym
sekilde ekspresyonu ile sonuglanmaktadir. Yine tikanmis kalp damarlarmma bagh
gelisen hipoksi sonrasinda da VEGF ekspresyonu artmaktadir. Hipoksinin VEGF’ii
arttirma mekanizmasimin sadece bir kismu ¢6ziilebilmistir. VEGF yapimi hipoksi
tarafindan tetiklenirken, CO tarafindan da inhibe edilmektedir (Shweiki et al., 1992).

1.2.4. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktoriiniin Etkileri

VEGF, vaskiiler sistem boyunca dizilmis endotel hiicreleri i¢in bilinen en
6zgiil mitojendir (Ferrara and Davis-Smyth, 1997).

Ayrica, vaskiiler endotel hiicrelerin non-mitojenik cevaplarindan olan
kemotaktik olaylara (Thomas, 1996) ve dokular i¢ine dogru ilerleyecek kapillerlerin
penetrasyonuna yardimci olan kollajenaz ve plazminojen aktivatérlerinin
ekspresyonuna yardimci olur (Ferrara and Davis-Smyth, 1997).

VEGF’iin intradermal tek bir enjeksiyonu 5 dakika igerisinde vaskiiler bir
sizinti baglatir ve 15-20 dakika sonra da sona erer. Bunun aksine, VEGF’iin siirekli
endojen parakrin ekspresyonu ise, ekspresyonun oldugu yere komsu pencereli
endotelyumda (b&brekte ve beyin koroid pleksustaki gibi) siirekli bir vaskiiler
permeabilite artigina sebep olabilir. Ancak, ne VEGF’lin intravaskiiler enjeksiyonu,
ne de saglam bir kan-beyin bariyeri igeren serebellar graniil hiicre tabakasi gibi

vaskiilarize néral dokularda eksprese olan VEGF, vaskiiler sizintiya neden olmaz. Bu
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da gostermektedir ki VEGF’{in indiikledigi vaskiiler s1zint1y1 heniiz bilinmeyen baska
maddeler de kontrol etmektedir (Monacci et al., 1993).

VEGTF, in vivo modellerde belirgin anjiogenik cevabin gesitliligini saglar. Bu
faktoriin geri ¢ekilmesi halinde vaskiilarizasyonun geriledigi g6zlenmistir (Ferrara,
2001). Kemirgenlerin dermal yaralanmalarinda, normal doku tamirinin ayrilmaz bir
pargasi olan anjiogenezis, yaralanmadan hemen sonra ylizeyel epidermal
keratinositler tarafindan salgilanan VEGF tarafindan inditiklenir. Buna ragmen
iyilesmenin bozuldugu diabetik kemirgenlerde, yeni damar olusumu oldukga diisiik
seviyelerdedir. Eksojen VEGF, yeni damar olusumunu indiikler, iskemik tavsan
ekstremitelerinde perflizyonu artiir ve domuz koroner arterlerinde azalmis kan
akimina cevap olarak yine kan perflizyonunu artirir (Shweiki et al., 1992).

Bunun yaninda, yiikselmis VEGF ekspresyonu bazi hastaliklarin ilerlemesine
sebep olabilir. Ornegin; devamli biiyiiyen solid tiimorlerin anjiogenezise bagimh
olduklari, bu yiizden bu tiim&r hiicrelerinde VEGF’e ait mRNA’larin arttif1 ve
tiimére komsu endotel hiicrelerinde de VEGF reseptorlerine ait mRNA’larimin arttif
gosterilmistir. Anti-VEGF antikorlar1 canli farelerde insan tiimérlerinin biiylimesini
ve vaskiilarizasyonu inhibe etmesine rafmen, hiicre kiiltiirlinde tiimér hiicrelerinin
biiylimesini durduramamistir. Bu yiizden de VEGF ekspresyonu ile olusan tiimér
bilylimesinin anjiogenezisin parakrin olarak stimiilasyonunun bir sonucu oldugu
ortaya gikmaktadir. VEGF, patolojik neoanjiogenezis olarak adlandirilan bazi okiiler
hastaliklarda, retina yakininda veya iginde olusan yeni damarlarin sebebidir. Yine,
yiikselmis VEGF ekspresyonu, tipik olarak artmis anjiogenezisle karakterli baz
inflamatuvar durumlarda goriiliir. Romatoid artritte sinovial dokularda yiiksek
seviyede VEGF mRNA’s1 goriiliir. Psoriaziste ve kontakt dermatitte, deride VEGF
ve reseptorlerine ait mRNA’larin arttif1 rapor edilmistir (Thomas, 1996).

VEGF’in fonksiyonlarindan bir digeri de; NO saltmumim ve NO aracili
vazodilatasyonu uyarmasidir. Bu da hipotansif bir etki yaratir. Ayrica von-
Willebrand fakt6riin salgilanmasim indiikler ve PGI, {iiretimini uyarir. Monosit
kemotaksisini de saglar. Yine aragidonik asit salimmmi ve MAP-kinaz bagimlh
sitozolik fosfolipaz A, aktivasyonunu saglarlar (Zachary, 1998).

VEGF’iin anjiogenik etkileri, baz1 hastalik durumlarinda klinik olarak faydali
olabilir. Balon anjioplastiyi takiben arterlerde yeni intima tabakasi olugumunun
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baskilanmasina ve endotel rejenerasyonuna 6nciiliik eder. Ayrica, miyokardial ve
periferik uzuv iskemilerinde kollateral damar olusumuna 6nciiliik eder (Asahara et
al., 1996).

VEGF'in anjiogenik etkileri yaninda, endoteliyal hiicrelerin migrasyon
aktivitesini uyarir. Inflamasyonda da énemli rol alan VEGF, vaskiiler permeabiliteyi
arttirmada histamin, bradikinin, 16kotrien-B4, C4 ve E4'den daha etkilidir. Bu da
inflamasyonu hizlandirmakta ve inflamasyon cevabimn artmasma yol agmaktadir.
Inflamasyonun ge¢ donemlerinde etkili olan monositler igin giiglii bir kemotaksindir.
Ayrica, monosit-makrofaj kokenli sitokinlerle birlikte endotelyal doku faktdriiniin
artisim saBlayarak, koagiilasyonun major komponentleri arasmna da girer. Bunun
yamsira, koloni uyarici madde stimiile ederek graniilosit-makrofaj progenitér
hiicrelerin koloni olusturmasim saglar (Ferrara and Davis-Smyth, 1997).

Bazi g¢aliymalarda, VEGF'in inflame dermise l6kositlerin toplanmasina
yardim ettigi ve bu etkisini ICAM-1 ve VCAM-1 gibi 6zgiil adezyon molekiillerinin
salgilanmast ile yaptigi gosterilmistir. Bu salgilanmanin dogal-6ldiiriicti (natural-
killer; NK) hiicrelerin endotel hiicrelerine adezyonunu aktive ettigi sGylenmektedir
(Melder et al., 1996; Ferrara and Davis-Smyth, 1997).

Yapilan son galimalarda, VEGF’iin endotel hiicrelerinin yaptifi adezyon
molekiilleri sentezini arttirdig1 goriilmiigtiir (Kikuchi, 2000; Kim et al, 2001-a ve b).

Yine yapilan g¢aliymalarda mast hiicrelerinin adezyonuna da indirekt olarak
yardim eden VEGF, bu etkisini endotel hiicrelerinden mast hiicre aktive edici
faktorler salgilanmasini uyararak yapmaktadir (Detmar, 2000-b).

Geligim sirasinda olugan endokondral kemik olusumunda da VEGF'iin énemli
etkileri vardir. Epifizyal biiylime plaklarinda hipertrofik kondrositler tarafindan
VEGF salgilanir, ¢tinkii birtakim sinyaller gelmesi i¢in yeni kan damarlarina ihtiyag
vardir. Bu sinyaller de kemik olugumunda hipertrofik kondrositlerin apoptozisi i¢in
gereklidir (Ferrara, 2001).

VEGF endotel hiicresinden bazi adezyon molekiillerinin salgilanmasi da
uyarir ki bunlar da, tlimor damarlanmasina naturel-killer hiicrelerin segici
adezyonunu agiklar. Ayrica VEGF'iin insan deri epitel hiicrelerinde yaslanmay:
geciktirici etkisinin oldugu rapor edilmistir (Ortega et. al, 1998). Yapilan
aragtirmalarda, VEGF’in sadece belirli hedefleri etkilemekle kalmayip, ayrica IL-2
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bagimh lenfositleri stimtile ettifi ve dendritik hiicrelerin farklilagmasim engelledigi
de gosterilmistir (Ortega et. al., 1998). Ek olarak, VEGF, retinal pigment epiteliyal
hiicreleri, sagli deri papilla hiicreleri, neonatal hemanjiomalardan elde edilen stromal
kiiltiir hiicreleri i¢in de otokrin bir bilylime faktortidiir. Ayrica VEGF’{in, etkiledigi
hiicrelerin bagka hiicrelere degisimini de uyardig: belirtilmistir (Ortega et. al., 1998).

VEGF’in endotel hiicresinde etki gosterebilmesi igin Oncelikle ona
baglanabilmesi gerekir. Bir bagka deyisle, endotel hiicreleri VEGF’den
faydalanabilmek i¢in onun baglanabilecegi 6zgiil reseptérleri sentezlemesi gerekir.
Bu reseptérler VEGF reseptér-1 (VEGFR-1) ve VEGF reseptor-2 (VEGFR-2)’dir.
Bunlar ilk defa erken embriyogenez sirasinda sentezlenirler (Thomas, 1996).

Bu iki reseptdriin amino asitlerinin %44’ti ortaktir, Bu reseptorler yaklagik
1300 amino asitten olusur ve iki béliim igerirler. Birinci béliim, hiicre i¢inde kalan ve
tirozin kinazm etkinlik alanlarim igeren intraselliiler bolgedir. ikinci boliim ise, hiicre
disinda (ekstraselliiler alanda) kalan tek kisa membran kopriileri dizisi ve ligand
baglama bolgeleri iceren 7 adet immiinoglobiilin benzeri yapidan olugmustur.
VEGFR-1, VEGF-A ve PIGF’e yiiksek affinite ile baglanirken, verimli bir DNA
sentezi (proliferasyon) ve kemotaktik endotel hiicre cevabi elde edilemez. Ancak,
PIGF’e baglanmayan, ama VEGF’e sikica baglanan VEGFR-2 ile iyi cevap alimr
(Thomas, 1996).

Diger biiylime faktdrlerinin transmembran tirozin Kinaz reseptorleri gibi
VEGF reseptorleri de, 6zgiil ligandlarina baglandifinda dimerizasyon gegirmekte ve
bu da hiicre igerisindeki mekanizmalan tetikleyerek cevap vermektedir. VEGF’iin
uyardigi endotel hiicre reseptorleri sinyal iletisi saglayan birkag proteini fosforile
eder. Bu da ikincil habercilerin olugmasina katkida bulunarak, mesajin hiicre iginde
tagmmasim saglar (Millauer et al., 1994).

VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin farkli sinyal &zellikleri oldugu gésterilmistir. Bu
reseptérlerden yoksun domuz aortik endotel hiicrelerine sadece VEGFR-2 kodlayan
bir plazmid verildiginde bu hiicrelerin mitoz gegirdikleri ve kemotaksiste yer
aldiklar1 gosterilmigtir (Shibuya et al., 1990). VEGFR-1'e segici olarak baglannus
VEGF mutantlan permeabiliteye ilaveten anjiogenezis ve normal endotel hiicrelerde
kemotaksis ve ¢ogalmayr uyarabilir (Dellian et al, 1996). Ayrica, VEGFR-2'yi
aktive eden anti-idiotipik antikorlar tiimdr anjiogenezisini de tetikleyebilirler.
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VEGFR-2 aktive oldugunda serumsuz ortamdaki HUVEC'te anti-apoptotik etkiler
igin gerekli oldugu gosterilmistir (Ferrara and Davis-Smyth, 1997). PIGF'iin ise
VEGEFR-1'e kuvvetle baglanarak etki ettifi ama VEGFR-2'ye baglanmadigi
gosterilmistir. Bu da PIGF'iin endotel hiicrelerinde direk mitojenik ve permeabilite
arttiricl etkisinin olmadif veya etkin olarak tirozin fosforillenmesinin eksik kaldigim
gostermistir (Frank et al., 1995). Yapilan galigmalar VEGFR-1 VEGF'iin etki
mekanizmasinda Snemli olan bir reseptér olmayip, aksine tuzak ve yamltici bir
reseptér oldufunu gostermistir. VEGFR-2 VEGF'iin etkilerine aracihk ederken,
VEGFR-1 ise ya yamltici olarak gorev yapmakta, ya da VEGFR-2 aracilifiyla
sinyalizasyonu baskilayarak negatif bir etki g&stermektedir (Yancopoulos et al.,
2000).

Embriyonik kan damarlarinin gelisiminde VEGF’iin etkin rolii; farelerde
VEGF’lin sadece bir allelindeki bozuklufun bile, anjiogenezis ve yeni kan
adaciklarmnin olusumunda &ldiirticli etkileri oldugunun gériilmesiyle kanitlanmigtir
(Risau, 1997). Farelerde yapilan ¢aligmalarda, VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin aksamasi
vaskiilarizasyonu ve normal embriyonik gelisimi engeller. VEGFR-2’nin noksan
veya bozuk ekspresyonunda farelerin hematopoietik prekiirsorlere, farklilagnus
endotel hiicrelerine ve organize kan damarlarina sahip olmadiklar gériilmiistiir. Bu
da VEGFR-2’nin hem endoteliyal, hem de hematopoietik 6nciil hiicrelerin gelisimi
i¢in zorunlu oldugunu diistindiirmektedir. Bunun aksine; VEGFR-1’in yapimindaki
aksakliklarda, olgun endoteliyal hiicreler olugabilmesine ragmen, asir1 genislemis ve
yapisal bozukluklara sahip damarlar olugmaktadir. Bu olay, hiicre-hiicre veya hiicre-
matriks etkilesimlerinin kontrolii ile doku mimarisinin belirlenmesinde VEGFR-1’in
roliiniin oldugunu géstermistir. Daha sonraki ¢aligmalarda bir bagka VEGF reseptorii
daha bulundu ve VEGFR-3 ad1 verildi. Bu resept6riin 6zellikle lenfatik damarlarn
anjiogenezinde rol alan VEGF-C ve VEGF-D’nin baglandid1 reseptérler oldugu
saptand1 (Risau, 1997).

Sonug olarak VEGFR-1, VEGF-A, VEGF-B, PIGF i¢in 6zgiildiir; VEGFR-2
VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E i¢in 6zgiildiir, VEGFR-3 ise VEGF-C ve
VEGF-D i¢in 6zgiildiir (Ferrara and Davis-Smyth, 1997).

VEGF'iin, vertebralilarn gelisiminde 6nemli rolii olan kemik gelisiminde de

vazgecilmez oldugu bilinmektedir. Epifizial biiytime sirasinda hipertrofik
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kondrositlerden VEGF mRNA'lar1 sentez edilip, salinmaktadir. VEGFR-1’in sadece
endotel hiicrelerinde degil, osteoblastlarda da sentez edildigi bildirilmektedir. Bazi
calismalarda, VEGF'in sifir osteoblastlar1 iizerinde kemotaktik etkileri oldugu
bulunmus ve bu etkinin VEGFR-1 iizerinden oldufu gosterilmistir (Ferrara and
Davis-Smyth, 1997).

1.3. Hiicrelerin Adezyonu

Hiicreler birbirlerine membranlarinda bulunan gesitli yapilarin yardimiyla
yapisirlar ve bu sayede hem birbirlerine baglanirlar, hem de birbirlerinden haberdar
olurlar (Junqueira et al., 1998). Yine sadece hiicrelere degil, ekstraselliiler matrikse
de baglanarak belli bir yerde lokalize olup doku ve organlart olugtururlar. Hiicre
adezyonu dokularin olusumu, normal fonksiyonunu yapabilmesi ve {i¢ boyutlu
yapisinin korunabilmesi igin ¢ok 6nemlidir (Aplin et al., 1998). Dokularin olusumu
ve devamlilifn hiicrelerin siirekli olarak yapip yeniledigi, yani tekrar tekrar
diizenledigi baz1 molekiillerle saglanir.

Hiicreler arasindaki baglanma segici olmalidir, ¢linkii gelisim sirasinda bir
cok farkli tipteki hiicre, go¢leri sirasinda birbirleriyle karigiklik olmadan, uygun
sekilde baglanabilmelidir. Ayrica gb¢ eden bu hiicreleri dokuyu olugturacaklar1 yere
¢ekecek kimyasal maddelere ihtiyag vardir. Hiicrelerin gidecekleri yere ulasmalari
i¢in, gegecekleri yoldaki hiicrelerin ytizeylerinde ve ekstraselliiler matrikste adezyon
molekiilleri yapilmas1 gerekir. Hiicrelerin bulunduklari ortamda benzer hiicrelere
yapistiklar: ve bunu saglayan tanima sistemleri oldugu bilinmektedir (Alberts et al.,
2002). Yapilan caligmalarda farkli dokulara ait hiicreler bir kiiltiir ortaminda
birlestirildiklerinde; ayn1 dokudan olan hiicrelerin biraraya geldikleri gézlenmis ve
buna da adezyon molekiillerinin yol a¢tif1 diistiniilmiistlir (Takeichi, 1988).

Hiicre adezyonuna aracilik eden biyokimyasal yapilar; adezyon molekiillerini
(reseptorlerini), ekstraselliiler matriks molekiilerini ve adezyon plak proteinlerini
igeren li¢ belli bagh smifi kapsayan multiprotein komplekslerdir (Alberts et al.,
2002).
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1.3.1 Hiicre Baglanti Kompleksleri

Vertebralilarda hiicreler birbirlerine degisik baglanti kompleksleriyle
baglanirlar, Bunlar siki (occluding) baglantilar, tutturucu (anchoring) baglantilar ve
gap junctionlar (neksus)'dir.

Siki (occluding) baglantilar; hiicreler arasindan madde gegisine izin
vermeyen, bir bariyer gérevi yapan baglantilardir. Baglanan iki hiicre arasinda hi¢
interselliiler bogluk bulunmamaktadir. Bunlar claudin ve okludin adh iki
transmembran proteininin, her birinin interselliiler alandaki ucu ile komsu hiicrede
benzeriyle baglanmalarindan olugur. Bu proteinlerin hiicre i¢indeki ucu ise Zonula
Okludens Protein-1,2 ve 3 (Z0-1,2,3) ad1 verilen intraselliiler proteinlerdir ve bunlar
ile hiicre iskeletindeki aktine baglanirlar (Alberts et al., 2002; Ross et al., 2003).

Tutturucu (anchoring) baglantilar; bir kismi, aktin flamanlarinin bagladig
hiicre-hiicre (adherens baglantilar) ve hiicre-matriks (focal adhesion) baglantilarindan
olusurken, bir kismi, intermediate flamanlarin bagladig hiicre-hiicre (desmozom) ve
hiicre-matriks (hemidesmozom) baglantilarindan olusur. Tutturucu baglantilarda iki
protein molekiilii 6n plana ¢ikar. Birincisi hiicre iginde bulunan ve aktin veya
intermediate flamanlarla transmembran proteinleri arasindaki bagi saglayan
intraselliiler tutturucu proteinler (katenin, vinkulin, o-aktinin, desmoplakin,
plakoglobin, talin, paxillin) ve digeri de bir ucuyla aym hiicrede bulunan intraselliiler
tutturucu protein ile baglanan diger ucuyla da diger hiicrede kendine benzer proteinle
baglanan transmembran adezyon proteinleridir. Transmembran adezyon proteinleri
iki farkli sekil igerir. Birincisi, tutturucu baglantilarin hiicre-hticre baglantilarim (hem
adherens, hem de desmozomlarda) saglayan kaderin ailesidir (e-kaderin, desmoglein,
desmokollin). Digeri ise, tutturucu baglantilarin hiicre-matriks baglantilarim (fokal
adezyon ve hemidesmozom) saglayan integrin ailesidir. Tutturucu baglantilarin
hiicre-hiicre baglanmas: alt grubunda yer alan adherens baglantilarin transmembran
proteinleri E-kaderindir. E-kaderinler ekstraselliiler uglanyla birbirlerine
baglanmirken, hiicre i¢inde aktin flamanlarina katenin, o-aktinin ve vinculin
proteinleriyle baglanmaktadirlar. Yine, hiicre-hiicre baglanmas: alt grubunda yer alan
desmozomlar, desmoglein ve desmocollin kaderinlerle hiicreleraras1 alanda

birbirlerine baglanmakta, hiicre iginde ise desmoplakin ve plakoglobin proteinleri ile
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intermediate flamanlara baglanmaktadir. Tutturucu baglantilarin hiicre-matriks
baglantilar1 alt grubunda yer alan fokal baglantilarin transmembran proteinleri
integrinlerdir. Integrinler hiicre digindaki ekstraselliiler matrikste fibronektin ve diger
ekstraselliiler matriks proteinlerine baglamirken; hiicre iginde talin, vinkulin, o-
aktinin ve paxillin proteinleri ile aktin flamanlarina baglanmaktadir. Yine hiicre-
matriks baglantilart alt grubunda yer alan hemidesmozomlarin transmembran
proteinleri integrinlerdir. Integrinler, hiicre disindaki ekstraselliiler matrikste laminin-
5, kollajen-4 ve diger ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanirken; hiicre iginde
desmoplakin-benzeri proteinlerle intermediate flamanlara baglanmaktadir (Alberts et
al., 2002).

Gap junctionlar (Neksus); 6 adet konneksin proteininin olusturdukilari
konneksonlar, baglanti kurulan komsu hiicrelerde karsi karsiya gelerek interselliiler
kanallan olugturarak, iyon ve 1000Da altindaki kii¢lik molekiillerin gecisine olanak
saglamaktadirlar (Ross et al., 2003).

1.3.2. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicreler; hem ekstraselliiler matrikse, hem de diger benzer ya da farkl
hiicrelere siirekli veya gegici olarak baglanirlar. Iste bu baglant1 yerinde olusan
kompleks yapida bulunan ve yukarida agiklanan ti¢ ana yapidan birisi hiicre adezyon
molekiilleridir (Aplin et al., 1998).

Hiicrelerin diger hiicrelerle ve ekstraselliiler matriksle etkilesimlerinde gérev
alan adezyon molekiillerinin; embriyogenez, hiicre biiylimesi ve farklilagmasi,
sitotoksisite, antijen sunumu, virus ve parazitlere baglanma, inflamasyon, damar
disma ¢ikma, timdr hiicreleriyle etkilesim, tiimér invazyonu ve metastazi, dokuya
6zel gen ekspresyonu, sinyal iletimi gibi birgok olayda rolii oldugu bilinmektedir
(Syrigos et al., 1999). Adezyon molekiillerinin sentezi néral uyari, biiylime faktorleri,
cAMP, hormonlar ve ndrotransmitterler ile dilizenlenir (Desmet, 1996). Adezyon
molekiilleri hem hiicre gog¢li ve yayilmas: gibi olaylarda hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesinde, hem de gen transkripsiyonu, apoptozis, proliferasyon, reseptér
aktivasyonu ve sekresyon gibi olaylar1 gergeklestirmede rol alan sinyal iletiminde
gorev alirlar (Hope and Meredith, 2003). Birgok hiicre i¢i sinyal yolu hiicrenin 6zel
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ekstraselliiler molekiillere baglanmas: ile aktive olur. Bu sinyal olusumu tirozinin
fosforillenmesi, mitozisi aktive eden protein kinaz aktivasyonu, pH degisiklikleri,
baz1 dokuya 6zel gen aktivasyonunu igerir (Syrigos et al., 1999).

Adezyon molekiilleri membrana bagh oldugu gibi, bazen de membrandan
ayrilarak ¢oziinmiis sekilde plazmada bulunabilir. Ama bu, miktar olarak oldukca
azdir. Hiicre ylizeyindeki adezyon molekiilleri seviyesi ile bunlarin plazmada
¢6zlinmils halde bulunan sekillerinin seviyesi arasinda bir baglanti olduguna dair
kanitlar bulunamamgtir. Buna ragmen, insanlarda aterosklerozis patogenezinde
hiicre membranina bagh adezyon molekiilii seviyesi ile plazmada ¢6ziinmiis halde
bulunan adezyon molekiilleri seviyesinin iligkili oldugu gosterilmigtir (Hope and
Meredith, 2003).

Hiicre adezyonunda Ca* olduk¢a gerekli bir iyondur. Ca'*? iyonu igermeyen
medyumlarla yapilan c¢aligmalarda hiicreler arasindaki birtakim baglantilarin
zayifladifn ve kayboldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, baglantilarin bir kism:
devam etmigtir. Bundan yola ¢ikilarak, bu baglanti mekanizmalar ikiye ayrilmistir,
Ca*? bagimh (calcium-dependent system; CaDS) ve Ca' bagimsiz sistem (calcium-
independent system; CIDS) (Takeichi, 1977). Ca* bagiml sistem, Ca'? iyonu
varhginda tripsin ve difer proteolitik enzimlere karst Ca™’un koruyuculugu
altmdadir ve dolayistyla Ca* bagimsiz sisteme goére daha dayaniklidir. Ama, Ca'?
iyonu yoklugunda durum tam tersi olur (Atsumi and Takeichi, 1980).

1.3.3. Hiicre Adezyon Molekiilii Cegitleri

Hiicre adezyon molekiilleri dort ana grupta incelenir. Bunlar Kaderinler,
Integrinler, Selektinler ve immiinoglobulin Siiperailesi’dir Bu molekiillerin hemen
hepsi transmembran glikoproteinleridir (Ldster and Kannicht, 2000). Kaderinler,
integrinler ve selektinler Ca*> bagimli sisteme dahil molekiillerdir. Immunoglobiilin
siiperailesinden olanlar ise Ca*? bagimsiz sisteme dahildirler (L&ster and Kannicht,
2000; Alberts et al., 2002).
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1.3.3.1 Kaderinler

Kaderinler, herbirinde 1 ile 3 arasinda Ca™ baglama alanlari igeren 3-5
homolog polipeptit tekrarlar1 igerirler (Ldster and Kannicht, 2000). Kaderinler, 723
ile 748 amino asit uzunlugunda, molekiil agirliklar1 120-140 kD arasindadir (Filiz et
al., 2002-a) ve sadece kendine benzer molekiillerle yani homofilik olarak baglanirlar.
Ca* bagimli sisteme dahil, hiicre-hiicre adezyonunda yer alan, embriyoda doku
farklilagmasindan erigkinde segici hiicre taninmasmdan ve tiim yasam boyunca
normal doku mimarisinden sorumlu transmembran glikoproteinleridir (Hyafil et al.,
1981). Hiicrelerde bulunan ve birbirleriyle baglanarak komsu hiicrelerin birbirleriyle
baglanmasim1 saglayan kaderinler; hiicrelerin haberlesmesini, tamimasim ve
pozisyonlarin1 etkileyen sinyal iletiminde rol alirlar (Behrens, 1994). Doku
olusumunda da rol alan kaderinler, gelismekte olan embriyodan apoptozisin
diizenlenebilmesine ve farkli hiicre gruplarmin dokular olusturmak igin biraraya
gelmesine kadar birgok olayda gérev alir. Hiicrelerin fazla gogaldifi durumlarda
kaderinlerin kontakt inhibisyona neden olduklari bilinmektedir (Vleminckx and
Kemler, 1999). Tiimérler gelisirken bu inhibisyonu durdurmak i¢in kaderin yapimim
azalttiklarn1 veya bagka nedenlerle kaderinlerdeki azalmayi takiben tlimér gelistigi
goriilmistiir (Behrens, 1994). Ornegin; metastaz yapma aktivitesi yliksek olan over
tiimorlerinde E-kaderin sentezinin diigtik bulundugu rapor edilmistir (Hashimoto et
al., 1989).

Kaderinlerin yedi ¢esidi vardir. Genellikle bulunduklari dokuya gore
isimlendirilirler. Ancak tanimlanmis bu kaderinlerin higbiri dokuya 6zel degildir.
Kaderinler; Epitelyal (E)-kaderin, N6ral (N)-kaderin, Plasental (P)-kaderin, Vaskiiler
endotelyal (VE)-kaderin, Retinal (R)-kaderin, Truncated (T)-kaderin ve Muscle (M)-
kaderin olarak isimlendirilmislerdir (Edelman, 1984).

Bir hiicrenin farkli zamanlarda ve farkli fonksiyonlarma bagh olarak
sentezledigi kaderin tipleri de farkli olur (Edelman, 1984).
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1.3.3.1.1. E-Kaderin

Siklikla epitel hiicrelerinde bulunmaktadirlar. Bu hiicreler arasinda adherens
tipi hiicresel baglantilar kurarak, onlarin stabilizasyonuna yardim ederler. 124 kD
agirhgimda ve komsu hiicrelerle homofilik baglantilar yaparlar (Furukawa et al,,
1997). Ayrica, embriyonun iki hiicreli dSneminden onalt1 hiicreli dénemine kadar
olan dénemde hiicrelerin birarada olmasindan en fazla sorumlu olan adezyon
molekiiliidiir (Hyafil et al., 1980). E-kaderinin tiim6ér dokusunda azalmasi
durumunda metastaz veya invazyonun arttig gériilmiistiir (Vleminckx et al., 1991).

1.3.3.1.2. N-Kaderin

Esas olarak néral hiicreler arasindaki secici adezyonu saglayan 127 kD
agirhginda bir molekiildiir. Bir ¢ok erigkin dokuda hem gegici hem de kalict olarak
sentez edilirler. Mezodermden kdken alan birgok yapida, 6zellikle de kalp kasinda
kalic1 olarak sentez edilirler (Filiz, 2000). Iskelet kasi, lens ve fibroblastlarda da
bulunurlar (Alberts et al., 2002). Gastrulasyonu takiben invajinasyon sirasinda bazi
ektoderm hiicrelerinin hem E-kaderin hem de N-kaderin sentezledigi bilinmektedir.
Ancak, bunlardan mezoderme farklilagan hiicrelerin E-kaderin sentezi yapmadiklar

ama N-kaderin sentezine devam ettikleri gériiliir (Takeichi, 1988).

1.3.3.1.3. P-Kaderin

P-kaderin 118 kD agirliginda ve adindan da anlagilacag) iizere plasentada bol
bulunan ve adherens baglantilar yapan bir kaderin tipidir. Ik olarak
ekstraembriyonik doénemde goriiliirler. Blastosistin uterus epitel hiicrelerine
yapigsmasinda E-kaderin rol oynarken, gomiilmesinde P-kaderin rol oynamaktadir
(Filiz, 2000). P-kaderin diger kaderin tiplerinden farkli olarak daha nadir gériiliir.
Epidermiste bazal hiicrelerinin membraninda, meme epitelinde, kornea endotelinde

ve mezotelde goriillir (Furukawa et al., 1997).
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1.3.3.1.4. VE-Kaderin

Endotele 6zel ve homofilik adezyona aracilik eden bir kaderindir. Endotel
hiicrelerinin 6zellikle lateral yiizeylerinde bulunur ve burada bariyer gérevi oldugu
diistiniilmektedir. VE-kaderinin azalmasinda permeabilitede ve nétrofillerin damar
disma ¢ikmasinda bir artis oldugu gozlenmistir. Sadece endotelde bulunmadigi
ayrnica periferik sinirlerin perinbriumunda da bulundugu ve burada kan-sinir
bariyerine eslik ettigi diistintilmektedir. Embriyo gelisimininde vaskiilogenezis ve
endotel hiicre faklilanmasinda rol oynar (Filiz, 2000).

1.3.3.1.5. R-Kaderin

Iik olarak civciv retinasinda bulundufu igin bu isim verilmistir. Ayrica;
beyinde, timusta ve akcigerdeki diiz kaslarda da bulunur. Gastrointestinal sistemde
mide bezlerinin ¢ukurcuk bdlgeleri ve ince barsak absorptif hiicrelerinde de
sentezlenmektedir. Pankreasta; duktus hiicrelerinde, ekzokrin bezleri epitelial kanal
hiicrelerinin apikal ve bazolateral bolgelerinde ve asiner hiicrelerin apikal
bolgelerinde bulunmaktadir (Sjodin et al., 1995).

1.3.3.1.6. T-Kaderin

Timusta CD4+ ve CD8+ timositlerce sentezlenir. Insan aortik medial
membranlarinda LDL’yi bagladii bilinmektedir. Noronlarda ve kasta da
bulunmaktadir (Alberts et al,, 2002). Hiicre biiylimesi tizerine olumsuz etkileri
oldugu diisiiniilmektedir (Kuzmenko et al., 1998). Embriyonik gelisimde noral krest

hiicrelerinin gé¢iinde de rolii vardir (Ranscht and Dours-Zimmermann, 1991).
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1.3.3.1.7. M-Kaderin

Gelisim sirasinda c¢ok spesifik olarak kas dokusunda bulundugu
belirlenmistir. Ilk olarak 11. ve 12. giinlerde olusan kaslarda ortaya gikar ve doguma
kadar ekspresyonu devam eder ama dogumda sentezi azalir. Erigkinde ise
noromuskiiler bileskede, periferik sinirlerde &zellikle ranvier diigtimlerinde ve kasta
olugtugu bilinmektedir. Ayrica, dofumun 11. giiniinde beyincigin graniiler hiicre
tabakasindaki sinaptik baglantilarin kurulmasindan sonra da sinaptik alanlarda varlig
gosterilmistir (Filiz, 2000).

Ayrica kaderinlerden siniflandirmaya girmeyen ve desmozomlarda yer alan
Desmocollin ve Desmoglein’ler vardir. Bunlar deride bulunmakta ve hiicre-hiicre
baglantilarinda yer almaktadir. Yine siniflandirmaya girmeyen protokaderinler vardir
ki, bunlarda kimyasal sinapslarda yer alan ve noéronlarda goriilen haberlesme
baglantilarinda yer alirlar (Alberts et al., 2002).

1.3.3.2. Integrinler

Bir hiicrenin ekstraselliiler matrikse ve bazal membrana baglanabilmesi i¢in
hiicre iskeletini buraya baglayacak molekiillere ihtiyaci vardir. Integrinler
ekstraselliiler matriks proteinlerinden olan fibronektin, laminin ve kollajene baglanan
bu transmembran proteinleridir (Alberts et al., 2002). integrinler de Ca*-bagimhi
sisteme dahildirler. Hiicrelerin bazal membran ve ekstraselliiler matrikse
baglanmasinda ve migrasyonlarinda hiicre-hticre ve hiicre-matriks etkilesimlerine
aracilik eden adezyon molekiillerindendir. Integrinler insan viicudunda ki hemen tiim
hiicrelerde bulunurlar ve embriyo gelismesinden savunma mekanizmalarina kadar
birgok fizyolojik olayda rol alirlar (Luscincas and Lawler, 1994).

Integrinlerin birgok alt tipi vardir. Birbirine non-kovalent baglarla bagh o ve
B alt (initelerinden olusmus heterodimerik yapida plazma membran
glikoproteinleridir. o alt {initesi, birbirinden farkli o; ve a; alt {initelerinin disiilfit
kopriileriyle birbirlerine baghi agir ve hafif zincirlerinden olusur (Loster and

Kannicht, 2000). Yirmiye yakin o ve ondan fazla B alt tipi tammlanmigtir ve

27



bunlarm degisik kombinasyonlarla olusturdugu yirmiden fazla ¢eside aynlirlar
(Loster and Kannicht, 2000).

Bi-integrinler; kollajen, fibronektin, laminin, vitronektin, von Willebrand
faktér ve trombospondin gibi ekstraselliiler matriks proteinleri igin birer reseptér
yani baglanma noktalardir ve geg aktive olurlar. Yine bir bagka bir integrin VLA-4
ve LPAM-1 integrinleri bir bagka hiicredeki VCAM-1 igin; LFA-1 ve Macl-
integrinler de ICAM-1-3 i¢in ligand gbrevi goriirler ve ¢esitli hiicrelerin endotele
yapismasina aracilik eder. By-integrinler 16kosit integrinleridir. B;-integrinler endotel
hiicrelerindeki vitronektin ve trombositlerdeki reseptorleri olustururiar. Bazi tiimor
tiplerinin invazyonunda integrinlerin bir kisminmin azaldifinin goériilmesi, tiimér
invazyonunda da rolleri olabilecegini diistindlirmiistiir. Integrinlerin 6nemli bir
6zelligi de inaktif olarak kalabilmeleri ve gerektiginde aktiflesebilmeleridir (Filiz,
2000).

Kaderinler, homofilik baglantilarla sadece kaderinlerle baglanmalarina karsin,
integrinler heterofilik baglantilar yaparlar. Dolasimdaki 16kositlerin damar endoteline
tutunup yapigmasina ve inflamasyon alanlarmma gogiine aracilik ederler. Timusta
progenitér T hiicrelerinin yuvalanmasini, kemik iliginde ise T ve B hiicrelerin
cogalmasim1 ve farklilagmasm saglarlar. Ayrica, ekstraselliiler sinyallerle
haberlesmeye de katkida bulunurlar. Hiicreler biiylimek ve farklilagmak igin bir
substrata baglanmaya ihtiya¢ duyarlar. Baglanamazlarsa apoptozise giderler. Bu
baglanmada ana rolii integrinler iistlenmektedir (Frenette and Wagner, 1996-a).

1.3.3.3. Selektinler

Selektinler lektin-benzeri kiigiik bir adezyon molekiil ailesidir (Aplin et al.,
1998). Selektinler ii¢ bolge igerir; en dista N-terminal Ca**-bagimli karbonhidrat
tanima bolgesi, EGF-benzeri bir bélge ve CRP-benzeri bir bélge (Loster and
Kannicht, 2000). Diger adezyon molekiilleri proteinlere baglanmasina ragmen;
selektinler, 16kositlerin ve endotel hiicrelerinin {izerindeki karbonhidrat olan
ligandlariyla birlesirler. Heterofilik baglant: kurarlar ve hiicre-hiicre adezyonunda rol
alirlar (Aplin et al., 1998). Integrinlerle baglant1 kurarlar. Selektinler glikolipidler ve
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glikoproteinler iizerindeki oligosakkaritlere baglanirken, integrinler spesifik
proteinlere baglanirlar. Selektinler integrinlere gére daha zayif baglant: yaparlar. Bu
da 15kositlerin kan akimiyla yuvarlanmasma neden olur. Bu yuvarlanma integrinler
ve Immiinoglobiilin siiperailesi ile karsilagincaya kadar devam eder. Bunlarla
karsilagtiginda giiglii adezyon oldugu igin artik damar disina ¢ikmaya baglarlar
(Alberts et al., 2002). Vaskiiler ve hematolojik sistemde kan hiicreleriyle endotel
hiicreleri arasindaki baglantilarda yer alirlar. Damar duvarma tutunma ve yuvarlanma
sirasinda inflamatuvar hiicrelerin vaskiiler endotele adezyonunda ve lenfositlerin
yiiksek endotelli veniiller boyunca yuvarlanmasma katkida bulunurlar (Springer,
1995).

Bu kiiciik ailenin ii¢ iiyesi vardir. Bunlar Endoteliyal (E)-selektin, Lokosit
(L)-selektin ve Platelet (P)-selektin'dir. Selektinlerin her ii¢ elemam da 16kositlerin
endotele zayif olarak yapigmasina ve yuvarlanmasma neden olarak onlarin damar
digma ¢ikmasi i¢in ilk sarti yerine getirmig olurlar. Kardiyak iskemide yapilan
¢alismalarda, selektinlere 6zel monoklonal antikorlarla bu molekiillerin baskilanmasi
sonucu nekrozun énlendifi goriilmiistiir (Kansas, 1996). Sonug olarak, iskemi ve
reperfiizyonda olusan doku hasari, endotel hiicreleriyle l6kositlerin iligkisinin
kesilerek 16kositlerin migrasyonu engellendiginde en aza indirilmektedir (Frenette
and Wagner, 1996-b).

1.3.3.3.1. E-Selektin

Eskiden ELAM-1 olarak isimlendirilen E-selektinler, aktive olmus endotel
hiicrelerinde gegici olarak sentezlenirler (Asimakopoluos and Taylor, 1998).
Inflamasyon sirasinda ortaya ¢ikan interlkin-1 ve tiimér nekrozis faktér-o gibi
sitokinlerle aktive olan endotel hiicreleri tarafindan yapilarak, 4-6 saatte bu
hiicrelerin yiizeyine eksprese edilirler (Hope and Meredith, 2003). Bu molekiillerin
16kositlerin, &zellikle nétrofillerin endotele adezyonunun erken safhalarmda rol
aldig1 bilinmektedir. Hem endotel hiicre membrammna yapisik, hem de ¢dziiniir formu
endotel hiicre aktivasyonun belirlenmesinde iyi bir belirtegtir (Asimakopoluos and
Taylor, 1998). Kolsisin, endotel hiicrelerindeki E-selektin molekiillerinin dagilimim
degistirerek nétrofillerin endotel hiicrelerine yapismasim azaltir (Filiz, 2000).
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1.3.3.3.2. L-Selektin

Hemen tlim beyaz kan hiicrelerinde, 6zellikle nétrofiller, monositler, T ve B
lenfositler ve naturel killer hiicrelerde sentezlenirken, hafiza hiicrelerinin bazilarinda
sentezlenmezler. Lokositlerin aktivasyonunu takiben L-selektin ekspresyonu gegici
olarak artar ve gok gabuk yok olurlar. Lokosit yiizeyindeki L-selektinde bir azalma
veya sagilma varsa, bu daha 6nce bir 16kosit aktivasyonu oldugunu gésterir. L-
selektinin azalmas1 16kositlerin daha az baglanmasim saglayan muhtemel bir anti-
inflamatuvar kontrol mekanizmasidir (Asimakopoluos and Taylor, 1998).
Arastirmalar gOstermistir ki; L-selektin, lenfositlerin dolasimdan lenf noduna
gecisinde rol oynamakta ve sentezlenmediginde bu lenfositler lenf noduna
gegcememektedir (Kansas, 1996).

1.3.3.3.3. P-Selektin

P-selektin, TNF-o ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin upregiilasyonu
ile trombositlerde sentezlenip onlarin o-graniillerinde, endotel hiicrelerinde
sentezlenip, onlarin ise sitoplazmalarindaki Weibel-Palade cisimciklerinde
depolanirlar (Hope and Meredith, 2003). Ayrica, trombin ve histamin gibi non-
sitokin mediatdrlerin stimulasyonuyla da 10 dakika i¢inde hiicre yiizeyine eksprese
edilirler, ama gok kisa bir siire i¢inde anlaml olarak azalirlar (Asimakopoluos and
Taylor, 1998; Hope and Meredith, 2003). Bu molekiiller 16kositlerin endotele
yapigip, yuvarlanmalarina ve trombositlere baglanmasina yardim ederler. Kardiyak
doku hasarlarinda P ve L-selektinin bloke edilmesi, dokunun daha kolay iyilesmesini
saglamaktadir (Asimakopoluos and Taylor, 1998).
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1.3.3.4. Iimmiinoglobulin Siiperailesi

Immiinoglobulin stiperailesinin ismi, ekstraselliiler kismmnda bulunan amino
asit dizilerinin bir veya daha fazla bir boliimii immiinoglobulinlerin agir ve hafif
zincirlerinin amino asit dizilerine benzedikleri igin verilmigtir. Ayrica, fonksiyon
olarak da benzedikleri s6ylenebilir (Hope and Meredith, 2003). Bu immunoglobulin
benzeri iinitelerin her biri 70-110 aa uzunlugunda ve birbirlerine B zincirleri
arasindaki disiilfit kopriileriyle baghdir. Diger ii¢ grup adezyon molekiillerinin
aksine, bu grup Ca**-bagimsiz sisteme dahildir (Syrigos et al., 1999).

Bu ailenin iiyeleri tipik olarak biiyiik bir aminoterminal ekstraselliiler domain,
tek bir transmembran helikal segment ve sitoplazmik bir ug icerirler. immiiglobulin
domainleri V, C; ve C; gibi tiplere ayrilir. V ve C; tipleri genelde immiin sistemde
rol alirken, C; tipi daha gok hiicre adezyon molekiillerinde bulunur (Williams, 1987).
Yine bu ailenin bazi iiyeleri immiinoglobulin domainlerinin altina bagl fibronektin
tip III tekrarlar1 igerir (L&ster and Kannicht, 2000). Transmembran bélimii ise
membranla glikan fosfotidilinositol aracihifi ile iletigim igindedir. Cok genis ve farkl
hiicre tipleri {izerinde bulunurlar ve birgok farkh biyolojik olaya eslik ederler (Aplin
et al., 1998). Immiinglobulin ailesi igin belirtilecek belki de en 6nemli sey; bu ailenin
gelisen sinir sisteminde aksona yol gésteren ve néral baglantilari kuran, bunlarn
bakim ve devamini saglayan birgok farkl iiyesinin olmasidir (Aplin et al., 1998). Bu
ailenin iyelerinin birgok bakimdan benzesmesi ortak prekiirsér bir genden
evrimlestiklerini dtigiindtirmektedir. Immiinoglobulin siiperailesinin {iyeleri islev
gordiikleri yere ve eksprese olduklar: hiicrelere gére isimlendirilirler. Bunlar Néral-
CAM (N-CAM), Interselliiler-CAM (ICAM), Vaskiiler-CAM (VCAM), Platelet-
Endote]l-CAM (PE-CAM), Mukozal Adressin-CAM (Mad-CAM), CD2 (LFA-2) ve
CD58 (LFA-3)'diir.

Homofilik veya heterofilik baglant: yapabilirler. N-CAM ve PECAM gibi
immiinoglobiilin siiperailesine dahil baz1 adezyon molekiilleri; hem homofilik, hem
de heterofilik baglanti yapabilirken, -CAM ve VCAM-1 gibi bazilar1 ise sadece
heterofilik baglantilar yapabilmektedir (Williams, 1987; Alberts et al., 2002; Hope
and Meredith, 2003).
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1.3.3.4.1. Noral (N)-CAM

N-CAM hem komsu hiicrelerin N-CAM' ile homofilik, hem de heparin,
heparan siilfat gibi ekstraselliiler matriks proteinleri ile heterofilik olarak baglanabilir
(Tugay et al., 2003). Ca**-bagimsiz sisteme dahildirler (Filiz et al., 2002-b). Geligim
sirasinda  belirli zamanlarda sentezlenmesi, onun hiicre adezyonunda, hiicre
farklilagmasinda, hiticre béliinmesinde ve hiicre go¢linde roli oldugunu
gostermektedir. Genellikle sinir sisteminde bulunmasi nedeniyle bu isim verilmistir.
Embriyo ve eriskin sinir sisteminde n6éronal membranlarda bol bulunur (Edelman
and Crossin, 1991; Dalcik et al., 2003). Néron agregasyonunda, nérit biiylimesinde,
sinir demetlenmesinde ve kas-sinir etkilesimlerinde rol alir. Glial hiicrelerde ve
epidermis gibi diger hiicrelerde bulunmasiyla sadece sinir sisteminde degil,
gelismekte olan kalp, bobrek, kas, kikirdak, deri gibi mezengimal dokularda da etkin
oldugu gosterilmistir. Ogrenme ve hafizada etkili oldugunu gosteren galismalar da
vardir (Filiz, 2000).

1.3.3.4.2. Platelet-Endotel (PE)-CAM

PE-CAM en sik endotel hiicrelerinde sentezlenir. Bu adezyon molekiilii
stirekli eksprese edilir. Yapilan ¢ahigmalarda 6zgiil antikorlariyla blokaji
yapildiginda, 16kositlerin migrasyonunun engellendigi gériilmiistiir (Desmet, 1996).
N-CAM gibi, homofilik adezyonun yaninda heterofilik adezyon da yapabilmektedir
(Aplin et al., 1998). Heterofilik baglantt yapmalart nedeniyle; hem trombosit,
polimorfoniikleer 16kosit, monosit ve bazi T hiicre alt gruplarinin yiizeyinde, hem de
transmigrate olacaklart damar bélgelerindeki endotel hiicre yiizeyinde bulunan
interselliiler bileske (baglantt noktalarr)'lerde bulundugu ve bu hiicrelerin
migrasyonunda rol aldig: bilinmektedir (Hope and Meredith, 2003).
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1.3.3.4.3. Mukozal Adressin (Mad)-CAM

Mukoza ile iligkili lenfoid dokunun yiiksek endotelli veniillerinde eksprese
edilir. Peyer plaklar, intestinal sistemin lamina propriasi ve lenf nodiillerindeki
endotelde bulunurlar ve integrinlerle (a4B7 ve a4PBl) birleserek l6kositlerin ve

lenfositlerin endotele yapisarak, yuvarlanmasina ve migrasyonuna yardim ederler
(Desmet, 1996).

1.3.3.4.4. CD2 (Lokosit Fonksiyon Antijen-2; LFA-2)

T lenfositler ve Naturel-Killer (NK) hiicrelerden eksprese olurlar. T
lenfositler i¢in hedef hiicre olarak kabul edilecek olan hiicrelerde eksprese edilen
immiinoglobulin siiperailesinin bir bagka iiyesi olan LFA-3'e baglanarak T hiicrelerin

aktivasyonuna ve hedef hiicrelere adezyonuna katilirlar (Jhonson, 1991).

1.3.3.4.5. CD58 (LFA-3)

Endotel, epitel, fibroblast, eritrosit ve l6kositlerde sentezlenirler. T ve NK
hiicreler {izerindeki LFA-2 ligantlarina baglanarak T hiicrelerin hedef hiicreler ve
makrofajlarla olan iliskilerine aracihk ederler. Ayrica, T hiicrelerle eritrositlerin

birbirlerine baglanarak rozet formasyonu olusturmasim saglarlar. (Jhonson, 1991).

1.3.3.4.6. Interselliiler (I) CAM

Interselliiler adezyon molekiilleri, viicutta endotel ve lokositleri de igeren bir
¢ok hiicrede sentezlenir. Genellikle inflamasyona cevaben l6kositlerin endotelden
gecerek inflamasyon alamina géglerinde rol alirlar. Kendi aralarinda {i¢ gruba
ayrihirlar; ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 (Hope and Meredith, 2003).

ICAM-1; Ig siiperailesinden bir glikoprotein olup 80-115 kDa molekiil
agirbgmdadir (Pawankar et al., 1998). ICAM-1’in geni insanda 19. Kromozom
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iizerine lokalizedir. ICAM-1'in {iglincli ve dérdiincti Ig-benzeri kismi1 (domaini)
arasindaki ayirici bolgesi kisa olan, bes adet Ig-benzeri bolimii igerir. LFA-1
integrinlerle 1. ve 2. kismu ile baglanirken, Mac-1 ile 3. kismu ile baglamir (Etzioni,
1996).

Endotel hiicrelerinde sentezlenir. Inflame olan dokularin postkapiller
veniillerinin iginde 16kositlerin yuvarlanmasina ve siki yapismasina aracilik ederler.
Ama yuvarlanmadan daha ¢ok, siki baglanarak emigrasyona ve mikrovaskiiler
permeabilite artigina sebep olurlar (Eppihimer et al., 1998). Endotel ylizeyindeki
ICAM-1, I6kosit yiizeyindeki Loékosit Fonksiyon Antijen-1 ve Macl-integrinlerle
heterofilik baglanti yapar (Desmet, 1996). Bunun yanminda T hiicre aracili host
savunma sisteminde Gnemli rolii vardir (Stolpe and Saag, 1996). Antijen sunan
monosit-makrofaj gibi hiicrelerde (APC) eksprese edilen ICAM-1, T lenfositlerdeki
LFA-1 ile etkilesime girer. Histamin gibi sitokin inhibit6rleri monositlerdeki ICAM-
1 yapimimi inhibe eder (Nishibori et al., 2003).

ICAM-1 normalde endotel hiicrelerinde ve lenfositlerde olduk¢a az
miktarlarda sentezlenirken; endotoksin, TNF-a ve IL-1 gibi sitokinlerle sentezi gok
ciddi olarak artmaktadir (Hope and Meredith, 2003).

ICAM-1 saglikli insanda normal damar diiz kas hiicre yiizeyinde
bulunmamasina ragmen, aterosklerotik lezyonlu damarlarda diiz kas hiicrelerinde
VCAM-1 ile birlikte bulunmaktadir (Hope and Meredith, 2003).

ICAM-1’in sentezini arttiran faktorlerin baginda Tiimér Nekrozis Faktor-o,
Interlokin-1p gibi sitokinler, lipopolisakkaritler ve endotoksinler gelir. Ayrica IL1-a,
IFN-y ve TGF-f da ICAM-1 sentezini arttirirken, IL-4 ve IL-10 bu sentezi
degistirmemektedir. Yapilan hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda; 6zellikle endotoksinler,
TNF-a,, IL-1B’nin ortama verildikten 8 saat sonra, ICAM-1 ve VCAM-1
ekspresyonlar: artarak maksimuma ulastifi ve 48-72 saat yliksek seviyede kaldig
goriilmistiir (Eppihimer et al., 1998). /n vivo galismalarda ise, bu maddelerle yapilan
endotel aktivasyonundan 2 saat sonra ICAM-1 seviyeleri ylikselmeye baglamis, 5
saatte maksimal diizeye erismis ve 24 saat bu yliksekligini korumustur (Eppihimer et
al., 1998). VCAM-1’in de-novo ekspresyonunu arttirtrken, ICAM-1’1 upregiile
etmektedir (Kelly et al., 2001).
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IFN-y ile aktive olan siiperfisial mesane kanser hiicreleri ICAM-1'i yeniden
eksprese ederken, IFN-y ile muameleden o&nce ICAM-1 ekspresyonu
yapmamaktaydi. [CAM-1; lenfokinlerle aktive olmus NK hiicrelerin, mesane kanser
hiicrelerine baglanarak onlar1 6ldiirmesini saglamaktadir (Syrigos et al., 1999).

Endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen nitrik oksit, sitokinlerin arttirdifi
ICAM-1 ve VCAM-1 iizerinde azaltic1 bir etkiye sahiptir. Aterosklerozun baslangi¢
safhalarinda, nitrik oksitin azalmasina ikincil olarak ICAM-1 ve VCAM-1
ekspresyonunda yiikselme olmasimin etkisiyle aterosklerozda artma oldugu
goriilmiistiir (Hope and Meredith, 2003). Iskemi ve reperflizyondan sonra endotel
hiicrelerindeki disfonksiyondan kaynaklanan NO azalmasi1 ICAM-1 ve VCAM-1
ekspresyonunda artmaya, bu da endotel-l6kosit etkilesiminin  artarak
transmigrasyonuna yol agmaktadir. Hasar bu l6kositlerle olugsmaktadir. Bu
etkilesimler en gok akisin yavas seyrettigi veniillerde olmaktadir (Lefer, 1999).

Mekanik giicler ve diizenli yoksunluk stresi, [CAM-1 de artmaya yol agarken,
VCAM bu olaydan artma ya da azalma yoniinde etkilenmemistir (Hope and
Meredith, 2003).

ICAM-1 sentezi aym1 zamanda hipoksi ile de arttirilmaktadir. Miyokard
endotelinde siirekli olarak yapilan ICAM-1 iskemi ve reperflizyonu takiben
artmaktadir (Eppihimer et al., 1998).

Adezyon molekiilleri bir gok hastahikta anahtar bir rol oynarlar. Ornegin,
rhinoviruslar nasal epitele epitel hiicresi membranindaki ICAM-1 ile tutunarak
enfeksiyona neden olurlar (Frenette and Wagner, 1996-a). Orta kulak
kolesteatomalarinda da ICAM-1 ekspresyonunun normale gore ¢ok fazla arttifi
gosterilmistir (Bujia et al., 1994). Yine, ekstrahepatik kolestaziste inflamasyon
alanina nétrofil gbcli olmasi dolayisiyla yapilan g¢alismalarda ICAM-1'in arttifn
goriilmiistiir (Gulubova, 1998). ICAM-1’in viral hepatitlerde hepatosit ve lenfosit
etkilesimlerinde de rolii oldugu rapor edilmistir (Volpes, 1996).

ICAM-1’in bir de ¢6ziintir formu (sICAM-1) vardir ki; bunlarin alternatif
splicing ile olustufunu diigiindiiren ¢aligmalar vardir. Yani, ICAM-1 ile sSICAM-1
farkli mekanizmalarla sentezlenmektedir Bunlar géstermistir ki; TNF-a’nin
indiikledigi ¢oziiniir-ICAM-1 5 saatte olugsmakta ve 12 saat yiiksek kalmaktadir.
Membrana bagh ICAM-1 bozuklugu olan ve TNF-a ile stimiile edilen farelerde
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yapilan bir ¢ahiymada sSICAM-1 seviyelerinin anlamli olarak arttiginin gosterilmistir
(Eppihimer et al., 1998).

ICAM-2 de ICAM-1’e benzer bir molekiildiir. Amino asit dizilimlerindeki
benzerlik yaklagik %35 kadardir (Bujia et al., 1994). Insan ICAM-2'si 17.
Kromozom {izerinde tek kopyal bir gen olarak lokalizedir. Sadece 2 adet Ig-benzeri
domaini vardir ve LFA-1'e baglanan bdlgesi bu iki domaindir (Etzioni, 1996). Diger
integrinler bu molekiile baglanamamaktadir. ICAM-2 ekspresyonu ICAM-1 ve
ICAM-3’iin aksine daha stirekli, ama ICAM-1’e gore daha azdir (Figarella-Branger
et al., 2003). ICAM-2 ekspresyonu sitokinlerden etkilenmemektedir. Bu yiizden de
hiicrelerin normal fonksiyonlarinda rol aldiklari diigtintilmektedir (Etzioni, 1996).

ICAM-3 ise; endotel hiicrelerinde degil, non-aktif (dinlenen) lokositlerin
ylizeylerinde daha giiglii eksprese edilirler. Bu hiicreler aktive oldufunda onlarin
podlarinda (uzantilar) toplanarak daha fazla 16kositle etkilesimi ve agregasyonu
kolaylastinr ve inflamasyon alammna hiicreleri toplar ICAM-1 ile %48 oraninda
benzerlik gostermektedir.. ICAM-1 ile olduk¢a benzeyen 5 adet Ig-benzeri bélgeye
sahiptir ve sadece LFA-1 ile baglanabilir (Etzioni, 1996). ICAM-1 ile LFA-1
arasinda koreseptor olarak rol aldiklar: diigliniilmektedir (Malik and Lo, 1996).

1.3.3.4.7. Vaskiiler (V)-CAM-1

Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii, ICAM-1’in aksine ¢ok az hiicrede
goriilmektedirler. Endotel hiicresi, makrofaj ve kemik iligi stromal hiicresi ylizeyinde
goriiliir (Desmet, 1996). VCAM-1 7 tane Ig-benzeri yapi igerir ve ligandiyla (VLA-
4) ilk domainde yer alan NH, terminaliyle baglanir (Etzioni, 1996).

Endotel yiizeyinde bulunan VCAM-1, inflamasyon bélgesinde lenfosit
ylizeyindeki LPAM-1 ve nétrofil disindaki 16kositlerin yiizeyinde bulunan VLA-4
integrinlerle heterofilik olarak baglanir (Abbas and Lichtman, 2003; Hope and
Meredith, 2003). VCAM-1'in tek bir geni vardir. Birkag degisik integrin baglanma
alam olusumu ise, alternatif splicing ile olur. VCAM-1 de ICAM-1 gibi saglikh
insanda normal damar diiz kas hiicre yiizeyinde bulunmamasina ragmen,
aterosklerotik lezyonlu damarlarda diiz kas hiicrelerinde eksprese edildigi
gorlilmiistir (Hope and Meredith, 2003). Transforme olmus endotel hiicreleri ve
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tiimor hiicrelerinde, hem ICAM-1 hem de VCAM-1 ekspresyonu olabilmesine
ragmen; normal endotel hiicrelerinde TNF-a, IL-1a, IL-1B ve IL-4 gibi inflamatuar
mediatorlerle yapimlar: uyarilmaktadir (Hope and Meredith, 2003). Ama IFN-y, IL-
10 ve TGF-B ile degismemektedir (Kelly et al., 2001). Degisik kaynaklardan elde
edilen endotel hiicreleriyle yapilan hiicre kiiltiir caligmalarinda, VCAM-1 ve ICAM-
1 ekspresyonlarimn farkh oldugu goriilmiistiir (Kelly et al., 2001). Nétrofilin damar
disina ¢ikmasi sirasinda endotele ilk baglanmada (tethering) selektinler en 6nemli
rolii oynarken, lenfosit baglanmasinda VCAM-1 en énemli rolii oynamaktadir. IL-4
de VCAM-1 ekspresyonuna ve dolayisiyla mononiikleer hiicre géciine sebep
olmaktadir (Fisher et al., 1996).

TNF-o ve IL-1B’nin ortama verilmesini takiben 24 saat icinde VCAM-1
ekspresyonu artar ve 72 saat yiiksek seviyede kalir (Kelly et al., 2001).

Primer biliyer siroz ve primer sklerozan kolanjitiste ICAM-1 seviyeleri
normale gbre ¢ok artarken, VCAM-1'in kontrol grubundan farkli olmadig:
goriilmiistiir (Broome et al., 1996).

VCAM-1'in de ¢6ziinlir formu vardir. Baz1 inflamatuar hastaliklarda ¢zlintir
VCAM-1’in hastahiin aktivitesiyle korole oldufu goriilmiistiir (Etzioni, 1996).
Ornegin, romatoid artritli hastalarm sinoviasmda bol olarak bulunmasi hastaligin
patogenezinde rol aldigimi g@stermektedir (Frenette and Wagner, 1996-b). Bu
¢cOziinlir formlar, lokal inflamasyon alanlari veya dolagim boyunca dagilarak
inflamasyona uzak alanlardaki hiicrelerin aktivasyonunda onemli rol oynarlar
(Etzioni, 1996).

1.3.3. Lokositlerin Damar Disina Gogii

Viicudun herhangi bir bélgesinde olusan inflamasyon ve agiga ¢ikan
sitokinler; bu bélgeye damarlar vasitasiyla savunma hiicrelerinin gelmesini ve bu
hiicrelerin damar duvarindan ¢ikarak inflamasyon alanina gitmesini, bir bagka
deyisle 16kositlerin inflamasyon alanina migrasyonunu saglar. Hiicrelerin damar

disina ¢ikmasi bir kag asamada olur.
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Baglanma (tethering); ilk asama baglanmadir. Bu safhada normalde
dolasimda serbestge siirliklenen ve endotele yapismayan lokositler, iizerlerinde
bulunan L-selektin ile post-kapiller veniillerin duvarindaki endotel hiicrelerinin
membraninda bulunan P-selektin yardimiyla zayifca yakalanirlar (Kelly et al., 2001).

Yuvarlanma (rolling); ikinci asamadir. Yakalanan l6kositlerin endotel
hiicreleriyle olusturduklan zayif baglar kan akiminin da etkisiyle ayrilir. Ancak biraz
ileride tekrar yakalamirlar ve bu olay bir slire devam ederek 16kositin iyice
yavasglamasina kadar devam eder. Bu asamada L-selektin ve P-selektinin yanisira
endotel membraninda bulunan E-selektin de olaya katilir. Yine sICAM-1 ve
sVCAM-1 de bu olayda gérev alir (Steinhoff and Brandt, 1996). Ayrica l6kositlerin
yuvarlanmasi, lizerlerindeki sitokin reseptérleriyle inflamasyon bolgesinden gelen
sitokin ve kimokinlerin etkilesimini arttirir (Figarella-Branger et al., 2003). Bu
maddelerin 18kositlerle etkilesimi 16kosit membram1 {izerindeki integrinlerin
aktivasyonunu saglar (Abbas and Lichtman, 2003).

Siki baglant1 (tight adhesion); iyice yavaslayan ve membranlarindaki
integrinler aktive olan I6kositler endotel {iizerinde bulunan immunoglobulin
stiperailesinden bazi iiyelerle sikica baglanarak olduklann yerde kalirlar.
Immunoglobulin siiperailesinden ICAM-1, LFA-1 ve Mac-1 integrinlerle; VCAM-1
ise VLA-4 ve LPAM-1 ile baglanir (Hope and Meredith, 2003; Figarella-Branger et
al., 2003).

Gi¢ (transmigration); bu son agamada ise inflamasyon alanina gitmek iizere
I16kositler endoteli gegerler. Bu gecis PECAM, ICAM-1 ve VCAM-1 yardimiyla olur
(Steinhoff and Brandt, 1996).

Bu olaylar zinciri bir takim birlikteliklerle uyarilirlar. Omegin IL-8, E-
selektin ve ICAM-1 sentezleri nétrofillerin damar digmna ¢ikmasim tetiklerken;
VCAM-1, ICAM-1 ve MIP-1P kemokininin olusumu daha ¢ok lenfositlerin damar
disina ¢ikmasim tetikler (Fisher et al., 1996).

Adezyon molekiillerinin sentezinin fazla olmasi doku hasarlarina sebep
olabilir. Burada 6n plana gikan nétrofiller 6zellikle iskemi ve reperflizyon ile olusan
yaralanmalarda 6nemli ve iyi bilinen bir role sahiptirler. P-selektin veya L-selektine
kars: antikorlarin verilmesi ile olusturulan selektin inhibisyonu deneysel bir kardiyak
iskemi modelinde nétrofillerle olusan nekrozise karst koruyucu olmustur (Frenette
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and Wagner 1996-b). Normal karacier hepatik ve sintizoidal endotelde ICAM-1
salgis1 minimal diizeyde, E-selektin ise hi¢ salgilanmazken; alkolik hepatitiste
vaskiiler endotelyumda E-selektin ve giiclii bir ICAM-1 ekspresyonu vardir. Alkolik
sirozda ise hem vaskiiler hem de siniizoidal endotelde ICAM-1 ve VCAM-1
ekspresyonu olmaktadir (Fisher et al., 1996).
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2. AMAC ve KAPSAM

Damar olusumu embriyonal, f6tal ve biiylime déneminde, yara
iyilesmesinde, tlimorlerin biiylimesinde ve kan yoluyla metastazinda son derece
O6nemlidir. Ayrnica immiinite ve inflamasyon olaylarimin diizenlenmesinde de
6nemlidir. Vaskiiler Endoteliyal Biiytime Faktorii, Anjiogenin ve Efrin gibi biiyiime
faktorleri damar olusumunda Gnemli rol oynarlar. VEGF, bir yandan endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu uyararak damar olusumuna sebep
olurken, diger yandan da inflamasyonda l6kositlerin damar disina ¢ikmasinda
(ekstravazasyon) rol alan 6nemli bir faktSrdiir. Yapilan ¢aligmalarda, dokularin
biiylimesi, tlimorlerin biiyliylip yayilabilmeleri i¢in yeni damarlara ihtiyag
duyduklarindan, VEGF {izerinde 6nemle durulmaktadir. Son yillardaki ¢aligmalarin
Snemli bir boliimii, VEGF'iin endotel hiicrelerinin adezyon molekiilleri sentezlemesi
ve inflamasyonun tiim alanlarindaki rolleri tizerine gergeklesmektedir.

Endotel hiicreleri komsu endotel hiicreleriyle veya farkli hiicrelerle ve
ekstraselliiler matriks ile etkilesimler kurmak igin adezyon molekiilleri olarak
isimlendirilen bazi molekiiller sentezlerler. Yine son yillarda yapilan caligmalar;
embriyogenez, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasi, sitotoksisite, antijen sunumu, baz
kan hiicrelerinin damar digina ¢ikmasi, virus ve parazitlere baglanma, tlimér
hiicreleri ile etkilesim ve hatta sinyal iletimi gibi bir ¢ok olayda adezyon
molekiillerinin 6nemli rolleri oldugunu gostermistir.

Interselliiler adezyon molekiilii-1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1,
immiinoglobulin siiperailesinden olan ve hiicre-hiicre etkilesimlerini saglayan
adezyon molekiillerindendir. Bunlar, 6zellikle inflamasyon sirasinda olmak iizere,
bir ¢ok olayda aracilik etmektedirler.

Birgok faktoriin yamisira 6zellikle VEGF’in indiikleyici etkisiyle, endotel
hiicrelerinin; birbirleri, diger hiicreler ve matriksle olan baglantilarim ve iletigimini
saglayan adezyon molekiillerinden olan VCAM-1 ve ICAM-1 molekiillerinin;
VEGF’den bagka hangi molekiilerin indiikleyici etkisi altinda, ne kadar miktarda
sentezlendiBinin bilinmesi son derecede dnemlidir. Ayrica, VCAM-1 ve ICAM-1
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molekiillerinin sentezinde VEGF’{in tek basina mu etki ettifi, yoksa bagka molekiil
veya hiicrelerin buna yardimi olup olmadifi konusu agik degildir. Diger
molekiillerin etkisi, varsa hangilerinin ne oranda bu etkiye yardim ettiginin
belirlenmesi ve bunlarin engellenebilmesi ancak her birinin etkilerinin ayri ayn
belirlenmesi ile miimkiin olur. Bu sorulara cevap verebilmek i¢in endotel
hiicrelerinin organizmadan ayrilmasi ve tek baslarina kalmalarnin saglanmasi
gerekir. Boylece diger hiicrelerin endotel hiicrelerine direkt ya da indirekt olarak
etkilemelerinin engellenmesi gerekmektedir. Yine sadece VEGF’iin etkilerini
gbrmek, bagka hormon veya molekiillerin bu olayda olasi rollerini engellemek i¢in
de deneylerin 6ncelikle in vitro olarak stirdiirtilmesi gerekir.

Bu ¢aligmada amacimiz; insan gébek kordon veninden elde edilen endotel
hiicrelerin kiiltiiriinii yapmak ve diger galigmalara temel olmast amaciyla endotel
hiicresinin ICAM-1 ve VCAM-1 agisindan VEGF’e gosterdigi cevabi, bagka hicbir
hiicre veya molekiiliin etkisi olmadan tek basina gérmektir.

Bunun i¢in endotel hiicreleri bir siire kiiltiir ortaminda beslenerek bu ortama
aligtirildi. Sonra deney igin %2 Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)
iceren medyum ile smirli bir siire beslendiler. Bu sayede sadece canliliklarim
stirdiirebilecekleri; gogalmalarini, sentezlerini, gevreyle ve birbirleriyle iletisimlerini
minumuma indirdiler. Daha sonra beslenme medyumlarina sadece belirli bir miktar
VEGF eklenerek, smurli bir stire sonunda hiicreler tesbit solusyonu ile tesbit
edildiler. Sonrasinda ise, endotel hiicrelerinin sadece VEGF etkisi altinda belirli bir
siirede sentezleyerek hiicre yiizeyine ICAM-1 ve VCAM-1 molekiilleri eksprese
edip etmedikleri immiinositokimyasal yontem kullanilarak incelendi. Bu arada
endotel hiicrelerinin morfolojisi de gbzlemlendi.

Bu calismamizda elde edilecek sonuglar kolay ve glivenilir bir endotel
hiicresi kiiltiir modeli yaratacak; akut ve kronik inflamasyon, iltihabi reaksiyonlar ve
hiicre gé¢ii ile bunlara etki eden faktorlerle ilgili bir ¢ok ¢aligmaya temel teskil
ederek, 151k tutacaktir.

Sonug olarak; bu ve benzeri ¢aligmalarla, kolay ve gilivenilir bir endotel
hiicresi kiiltiir ortam1 olusturularak, hem inflamasyon ile ilgili bilgiler gelisecek,
hem de bu olaylar bazi agamalarda bloke edilerek akut veya kronik bir ¢ok hastalifin
tedavisinde yeni klinik yaklasimlara ulagilabilecektir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gereg

Bu tezde kullamilan tiim arag-gere¢ markalar ve iilkeleri ile birlikte agagida
belirtilmigtir.

3.1.1. Cihazlar

Arastirma mikroskobu (Fotograf atagmanli), Olympus BX 50 (Japan)
Fotograf atagmani, Olympus PM 20 (Japan)
Inverted mikroskop, Leitz (Germany)
Laminar Flow, Ozge A.S. (Tirkiye)

Inkiibatér CO,'lii, Heraeaus auto zero (Japan)
Santrifiij, Niive NF 815 (Tiirkiye)

Calkalamali su banyosu (Ben Mari Shaker), Niive ST 402 (Tiirkiye)
S1v1 nitrojen tanki, Linde LR 31 (Germany)
S1v1 nitrojen tasima kabi, MVE Lab 4 (USA)
Sogutucu (-25), Bosch (Germany)

Sogutucu (-86), Nuire (USA)

PH metre, Hanna (Portugal)

Hassas terazi, Scaltec SPB 42 (Canada)
Manyetik kanstirica, Velp Scientifica (Italy)
Pasteur firini, Elektro-Mag 6040 BP (Tiirkiye)
Pipet aid, Drummond (Japan)

Distile su cihazi, GFL 2012 (Germany)
Otoklav, Schaerer Ecoline (Germany)
Mikropipet seti, Eppendorf (Germany)

Filtre (cam) 0,22 pm, Sartorius AG (Germany)
Vortex, Niive NV 110 (Tiirkiye)

Laboratuvar saati, M6ller (Germany)
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Humudity chamber, BioGen (Tiirkiye)
Thoma Lam, Isolab (Germany)

3.1.2. Laboratuvar Malzemeleri

Mikropipet ucu, Eppendorf, (Germany)

Lam, Temas (Germany)

Lamel, Marienfeld 15mm (Germany)

Steril disposable Filtre, Milipore millex 0,22-0,45 pm (USA)
Filtre kagid1 0,22 pum, Sartorius AG (Germany)

Steril enjektér (0,5-2-5-10-20-50 ml), Hayat (Tiirkiye)
Steril hiicre kiiltiir flaski, TPP 25-75 cm? (Switzerland)
Steril petri kab1, TPP 50 cm? (Switzerland)

Steril hiicre kiiltiir plate, TPP 12well/plate (Switzerland)
Steril santrifiij tiipti, TPP 15-50 ml (Switzerland)

Steril cryotube- TPP 2 ml (Switzerland)

Mikrocerrahi set, Lipshaw (Germany)

Beher, Isolab 100-600 mi (Germany)

Steril plastik pipet, LP Italiana SPA 2-5-10-25 ml (Italy)
Meziir, Isolab 100-250-500 ml (Germany)

Steril Gazli bez, (Tiirkiye)

Fotograf filmi, Kodak 100/36 (Japan)

Pap-pen, Zymed (USA)

Bidistile H,O, (GFL 2012 ile elde edilmis)

Aluminyum folyo, Koroplast (Tiirkiye)

3.1.3. Kimyasal Maddeler
Paraformaldehit, Merck (Germany)

NaH,P0,4*2H,0, Merck (Germany)
HNa,0,P*12H,0, Merck (Germany)
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Sodyum kloriir, Sigma (USA)

Etanol absolute, Riedal de Haen (Germany)
%096 Etanol, Tekel (Tiirkiye)

Gentamisin 80 mg Genthaver, Biosel (Tiirkiye)
Hidrojen peroksit, Raftel (Tiirkiye)

Metanol absolute, Merck (Germany)

Tripan blue, Sigma (USA)

3.1.4. Hiicre Kiiltiir Solusyonlar

HEPES, Sigma (USA)

L-Glutamin, Sigma (USA)

Sodyum bikarbonat, Sigma (USA)

Fenol red, Sigma (USA)

Penisilin-Streptomisin Solusyonu 20 ml, Biological Industries (Israel)
Tripsin-EDTA solusyonu 100 ml, Biological Industries (Israel)
Fetal Calf Serum 500 ml, Biological industries (Isracl)
Fibronektin 1 ml, Biological Industries (Israel)

Medium-199 (for 5 L) powder, Biological Industries (Israel)
Hank's balanced Salt Solution, Sigma (USA)

Endothelial Cell Growth Supplement, BD Biosciences (USA)
Vascular Endothelial Growth Factor, BD Biosciences (USA)

3.1.5. immunositokimyada kullanilan kimyasal madde ve solusyonlar

ICAM-1 (fare monoklonal) sc 8539 200 pg, Santa Cruse (USA)

VCAM-1 (tavsan poliklonal) sc 8539 200 pg, Santa Cruse (USA)

%10 goat blocking serum 15 ml, Zymed 50-197 (USA)

Biyotinle isaretli Sekonder Ab 15 ml (genis spektrum), Zymed 50-441 (USA)
Streptavidin-Perokxidase 15 ml, Zymed 50-420 (USA)

Likid DAB+Substrate kit, Zymed 00-2020 (USA)



Bovin Serum Albumin, Sigma A 3912 (USA)
Triton X-100, Sigma (USA)

3.1.6. Hazirlanan Cozeltiler ve Medyumlar

Ca*™2-Mg*? free fosfat tamponu (CM-free PBS); NaCl 8 g, KC1 0,25 g,
KH,PO; 0,25g, Na,HPO; 1,44 g bir kaba koyulur ve {istline 1 L’ye
tamamlanincaya kadar bidistile su konarak manyetik karigtiricida karistirilar.
Bu ¢6zeltinin pH’s1 7.4 olmalidir.

Fosfat tamponu saline (PBS); 1 L distile suya 11,4 g Na,HPO,, 24 g
NaH,PO,; koyularak manyetik karigtiricida 20 dakika kanstirilir ve sonra
tizerine 9 g sodyum Kkloriir eklenir.

PBS-Tx; 1 L PBS igerisine 0,4 mL Triton X-100 koyularak manyetik
kanstiricida 1 saat kanistirilarak hazirlanir.

Bikarbonat-Fenol Red solusyonu; 200 mL bidistile suya 8,8 g sodyum
bikarbonat ve 6 mg fenol red koyularak hazirlanir.

Serumsuz medyum; 400 mL M-199 medyumu igine, 5 mL Penisilin-
Streptomisin, 20 mL Bikarbonat-Fenol Red solusyonu koyulur.

Kiiltiir medyumu; 80 mL serumsuz medyum, 20 mL FBS koyularak %20
FBS igeren M-199 (kiiltiir medyumu) hazirlanmis olur.

%2 serumlu kiiltlir medyumu; 98 mL serumsuz medyum igerisine 2 mL
FBS koyularak hazirlanir.

ECGS iceren Kiiltiir medyumu; ise her 1 ml kiiltlir medyumuna 50 pg
ECGS koyularak hazirlanir.

VEGEF igeren deney medyumu; 120 ng VEGF, 12 mL %2 serumlu medyum
icine koyularak mL'de 10 ng olacak sekilde hazirlanir.

%4'liik Paraformaldehit soliisyonu; 1 L distile suya 11,4 g Na,HPO4, 2,4 g
NaH,PO; koyulup manyetik kanstincida 20 dakika kanstiilarak fosfat
tamponu hazirlanir. 1 L fosfat tamponunun igine 40 g paraformaldehit eklenir
ve solusyon berraklasincaya kadar yaklasik 60 °C'de karistirilir ve stiziiliir.
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%1'lik Buffer one; 100 mL PBS igerisine 1 g Bovine Serum Albumin
koyularak hazirlanir.

%3'liik Hidrojen peroksit (H,O,) soliisyonu; 100 mL absolute metanol
icine 3 mL H,0; koyularak karigtirilir.

DAB soliisyonu; 1 mL distile suya DAB kitinde bulunan reagent 1'den bir
damla koyularak vortex ile iyice karistirilir. Sonra {izerine birer damla reagent
2 ve reagent 3 damlatilarak vortex yardimiyla yine iyice karigtirilir. Ve bu
karigim hemen kullanilir.

DAB-enhancer soliisyonu; 1 mL distile suya DAB kitinde bulunan reagent
4'den (enhancer) bir damla koyularak vortex ile iyice kanstirilir. Hemen
kullamilmalidar.

3.2. Yontem

3.2.1. Endotel Hiicrelerin Eldesi

Kocaeli SSK Bolge Hastanesi Dofum Servisinden sezaryen ile
gergeklestirilen ve HBs Ag, Anti-HCV, Anti-HIV 1-2 testleri negatif olan bir
dogumdan gtbek kordonu ahindi. Sezaryen ile dofumun tercih edilme nedeni,
buradan elde edilecek olan insan gobek kordonunun daha steril sartlarda alinacak
olmasi ve normal dofumdaki gibi kordonu travmatize edecek tekniklerin daha az
kullanilmas1 dolayisiyla kordonun ve endotel hiicrelerinin miimkiin olan en az
hasarla elde edilmesidir. Yine kordonun travmanin daha az oldugu bebek tarafindaki
kismi tercih edildi. Normalde 55-65 cm uzunlugunda olan (Sternberg, 1997)
kordonun, bebege yakin olan yaklagik 35'lik cm kism alinarak, hemen i¢cinde HBSS
(Hank's Balanced Salt Solution), Hepes, Gentamicin ve sodyum bikarbonat olan
steril kord saklama solusyonuna koyuldu. 3 saat iginde kullamilmak tizere +4 °C de
saklanarak, Tiibitak Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Aragtirma Enstitiisii
Molekiiler Hiicre Biyolojisi Laboratuvarina gétiirtildii. Burada laboratuvar personeli
tarafindan gerekli islemlerden gecirilerek endotel hiicreleri elde edildi. Daha sonra
yine bu laboratuvar tarafindan elde edilen hiicreler kiiltiire edildi. Konfluent olan
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hiicrelerin bir kismu ileri pasajlara almirken, diger kismu elde edilen endotel
hiicrelerinin bagka hiicrelerle karigik olup olmadifinin belirlenmesi igin (saf kiiltiir)
immiinositokimyasal incelemeye alindi. Bu incelemede endotel hiicrelerine spesifik
olan von-Willebrand faktér immiinositokimyasal yontemle goriintiilendi. Saflifa
kanitlandiktan sonra; ileride yapilacak olan ¢aligmalarda kullanilmak iizere, degisik
pasajlara kadar kiiltiire edilerek bu farkli pasajlar soguga dayanikli kriyotiipler icinde
ilk 6nce saatte 1 °C olmak iizere -80 °C'ye kadar donduruldu ve sonra -196 °C siv1
nitrojene koyularak kullanilacagi zamana kadar bu 1sida saklandi.

Endotel hiicresi elde etmek amaciyla insan gobek kordonlan tizerinde
yapilan ¢aligmalar sirasinda, dikkat edilmesi gereken bazi 6nemli noktalar vardir.
Endotel hiicre kiiltiirtiniin miimkiin oldugunca saf kiiltiir olabilmesi ve diger hiicre
cesitleriyle kontamine olmamasi i¢in bazi1 tedbirler alinmasi gerekmektedir.
Oncelikle kan hiicrelerinin endotel hiicreleri arasina karismasinin engellenmesi igin,
gbbek kordonunun hiicre ayirma islemine alinmadan énce PBS ile bir kag kez iyice
yikanmas1 6nemlidir. Ayrica fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin endotel hiicreleri
arasina karigsmasimnin engellenmesi i¢in kollajenaz ile muamele edilecek olan gébek
kordonunun zedelenmis ve hasarli bolgelerinin ¢alisma disinda tutulmasi gerekir.
Yine kollajenaz enzimi uygulama siiresinin ¢ok iyi belirlenmesi gerektigi; fazla
uygulanmasi durumunda diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar kiiltliire karigmakta, az
uygulanmasit durumunda ise yeterli miktarda endotel hiicresi elde edilememektedir.

Calismamizda kullandifimiz endotel hiicreleri, yukarida elde edilisi anlatilan
bu hiicre hattinin 4. pasajindan alindz.

Kriyotiip iginde Tiibitak’tan alinan 4. pasaj endotel hiicreleri, 6zel bir s1vi-
nitrojen tasima kabiyla Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Béliimii’ne gotliriildii. Hiicre kiiltiirii ile ilgili ¢galigmalar buradaki Hiicre
Kiiltiir Laboratuvari’nda yapildi.
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3.2.2. Fibronektin Kaplama

Endotel hiicreleri fibronektine baglanarak daha iyi ve saglikli bir sekilde
biiyiidiikkleri igin, kiiltlire edilecekleri flasklara ve deney yapilacak kuyucuklarin
(well) i¢ine koyulacak yuvarlak lamellere fibronektin kaplanmasi iglemi yapildi. Bu
islem de hiicre kiiltiiriinde bir ¢ok basamakta oldugu gibi laminar flow altinda
yapildi.

Flasklara fibronektin kaplama; 40 pg/mL olarak hazirlanmig fibronektin su

banyosunda 37 °C’ye getirilerek 75 cm>ye 12 mL olacak sekilde koyuldu.

30-40 dakika beklendi. Sonra bu siv1 uzaklagtirildi.

Lamellere fibronektin kaplarken; énce lameller laminar flowda %96’lik

alkolde yakildi ve kuyucuklarin igine yerlestirildi. Sonra ise herbirinin

tizerine 50 pL fibronektin koyularak 30-40 dakika beklendi, siv1 geri alindi ve
lameller kullanima hazir hale getirildi.

3.2.3. Endotel Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiirii

Kriyotiip s1v1 nitrojenden ¢ikarildi ve hemen 37 °C su banyosuna koyulup
calkalanarak ¢&ziildli ve hemen %70 alkol ile silinerek laminar flowa alindi. Hafifce
pipetlenerek hiicreler dagitildi ve %20 Fetal Bovine Serum (FBS) ve M-199 igeren
kiiltlir medyumunun oldugu steril bir tiipe alindi. Sonra 5 dakika sanrifiij edildi.
Santrijiij bittiginde tiip tekrar alkolle silinerek laminar flowa alindi. Burada iistte
kalan medyum gekilerek atildi. Kalan pellet elle karigtirtldi. Sonra tekrar medyum
eklenip, pipetlenerek kangtirildi. Eldeki canli hiicrelerin sayisim belirlemek igin bu
hiicre kanigimindan bir miktar alimarak Thoma Lami’nda sayildi. Daha parlak olanlar
(canh hiicreler), gri ve mat olanlardan (6lii hiicrelerden) ayrilarak sayildi. Daha sonra
bu hiicreler énceden fibronektin kaplanmis 75 cm®lik steril kiiltir flasklarna
ekildiler. Uzerlerine de ECGS igeren kiiltiir medyumu konarak laminar flow’dan
¢ikarild: ve 37 °C’deki karbondioksit inkiibatériine koyuldular. Dondurmay: takiben
ilk kez ¢6ziilen hiicrelerin medyumu ertesi giin degistirilerek tazelendi. Daha sonraki
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degistirmeler ise medyumun rengine ve hiicre artiklarina da baglh olarak 2-3 giinde
bir yapildi.

3.2.4. Tripsinle Hiicre Kaldirma ve Pasajlama

Sayilari oldukca artan, birbirlerine iyice yaklasan ve konfluent olan
(¢ogaldiklan yiizeyi tam olarak dolduran) hiicreler daha rahat gogalacaklart flasklara
boliinebilir, eger gerekiyorsa bir kismu bu numarali pasajda dondurularak saklanabilir
ya da deneye alinabilirler.

Sonugta pasajlanarak cogalmaya devam edecek hiicrelerin, tripsin ile
yapistiklan yiizeyden kaldirilmalari gerekmektedir. Bunun i¢in ilk &nce flasklar
alkolle silinerek laminar flow’a alind1. Uzerlerindeki medyum ahind1 ve yerine 4 mL
tripsin-EDTA solusyonundan konularak yaklagik 3 dakika beklendi. Sonra {izerine 8-
10 mL kadar medyum ilave edildi ve yerlerinden kalkmis hiicreleri igeren karigim 5
dakika santrifiij edildi. Ustte kalan medyum steril sartlarda uzaklagtirildiktan sonra,
kalan pelletin iizerine medyum koyularak karstirildi ve 2 veya 3 yeni flaska
paylagtirildi. Ancak artik bu hiicreler bir ileri pasaj numarasiyla adlandinildilar.

3.2.5. Hiicrelerin Deneye AllInmasi

Bilylime medyumu, M-199 medyumu i¢ine %20 fétal sigir serumu koyularak
hazirlanir. Bunun igerisine konan %20 serum endotel hiicrelerinin biiylime ve
protein sentezi yapmak igin ihtiyaci olan vaskiiler endotel biiylime faktori,
fibroblast biiyiime faktorii, endotel hiicre biiyiime faktdrii gibi birgok biiylime
faktorii, ayrica birgok hormon, enzim vb maddeleri igerir. Aym1 zamanda endotel
hiicreleri in vivo olarak bagka hiicrelerle de etkilesim i¢indedir.

Bu calismada endotel hiicreleri elde edilerek, in vitro kosullarda sadece bu
hiicrelerinin bulundufu bir kiiltlir ortam1 yaratildi. Bu kiiltiir ortaminda, endotel
hiicreleri bagka hicbir uyaric1 biiylime faktorii, hormon ve hiicre etkilesimi olmadan,
VEGF ile inkiibe edildi. Bu inkiibasyon belirli miktarda ve belirli siirede
gergeklestirildi. Tiim bu uygulamalarla endotel hiicrelerinin bu biiyiime faktériine
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kars1 sentezledigi ICAM-1 ve VCAM-1 cevabi aragtirildi. Bunun i¢in de endotel
hiicreleri deneye alinmadan &nce %20 serumun etkilerini ortadan kaldirmak
amaciyla, i¢cinde yasayabilecekleri minumum miktar olan %2 serumlu medyumda 24
saat bekletildi.

Son pasajlamadan yaklagik 6-8 giin gegtikten sonra, tekrar konfluent olan
hiicreler tripsinizasyondan sonra bir kismi deneye alinmak {izere Thoma Lami’nda
sayildi. Deneye katilmayacak olan hiicreler donduruldu. Deneyden kisa bir siire 6nce
fibronektin kaplanan lamellerin i¢inde bulundugu 12 kuyucuk igeren kiiltiir kaplari,
(plate) %70'lik alkol ile silinerek laminar flowa alindilar. Sayilarak miktarlan
ayarlanan hiicreler herbir lamele onbin hiicre olacak sekilde ekildiler ve fibronektine
yapigmalari igin 2 saat gegirmek lizere 37 °C sicaklikta ve %5 karbondioksite ayarl
inkiibatSre koyuldular. Iki saatin sonunda yiizeye yapistiklan inverted mikroskopta
izlendikten sonra, {izerlerine ECGS iceren kiiltiir medyumu koyularak karbondioksit
inkiibatoriinde 37 °C’de 22 saat daha inkiibe edildiler. Sonra laminar flowda
medyumlar1 alinan hiicrelere, deney kosullarina hazirlanmalann amaciyla iginde
ECGS igermeyen, %2 serumlu medyum ile 24 saat inkiibe edildiler. Hiicreler %2
serum igeren bu medyumda 24 saat gecirdikten sonra deney asamasina gegildi. Bu
agamada verilen %2 serumlu medyum uzaklastinlip, kuyucuklardaki tliim hiicreler
artiklarindan kurtulmalari i¢gin PBS ile yikandi. Hiicreleri igeren kuyucuklarin
yarisina igerisinde mL’de 10ng VEGF igeren 1’er mL deney medyumu konuldu ve
bu grup deney grubunu olusturdu. Kontrol grubunu olusturmak i¢in ise hiicrelerin
bulundugu kuyucuklarin diger yarisina igerisinde %2 serum olan 1 mL medyum
verildi. Her iki grup da sekizer saat 37 °C’deki karbondioksit inkiibat6riinde inkiibe
edildiler. Gegen 8 saatin sonunda medyum geri almmarak hiicreler tesbit edildi ve
deney sonlandirildi.

3.2.6. Hiicrelerin Tesbiti ve Saklanmasi
Deneyin sonunda hiicrelerin medyumlan ¢ekildi ve 2’ser mL PBS ile
yikandilar. Sonra hiicrelerin tesbit edilmesi igin 2’ser mL %4’liikk paraformaldehit

soliisyonu verilerek 1 saat beklendi. Tesbitin tamamlanmasmin ardindan

paraformaldehitin uzaklagtirilmas: i¢in herbir kuyucuk icindeki lameller ikiser kez
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2’ser mL PBS ile yikandi. Sonra ise saklanmalar1 amaciyla, +4 °C’de PBS koyulup,

bu 1s1 korunarak laboratuvarimiza nakledildiler.

3.2.7. Hiicrelerin gruplandiriimasi

Boyanmaya hazir olan hiicreler gruplara ayrildi. Hiicrelerin bir kism1 ICAM-
1 grubu ve bir diger kismi1 da VCAM-1 grubu olmak iizere ikiye ayrildi. Yine her bir
grup primersiz, kontrol ve deney olmak tizere kendi arasinda ii¢ alt gruba boliindii.
Sonu¢ olarak ICAM-1 grubunun alt gruplardan birincisi; ICAM-1 grubundaki
hiicrelerin bir bslimiine VEGF verilmeyerek kontrol grubunu, ikincisi; hiicrelerin bir
boliimiine de 10 ng/mL VEGF verilerek deney grubunu, tiglinciisli de; yine deney
grubundaki hiicrelerin bir kismina boyanmanmin negatif kontrolii olmalarin1 saglamak
amactyla, ICAM-1 primer antikoru uygulanmayarak primersiz negatif kontrol
grubunu olusturdular. Primersiz grubun deney grubundan segilmesinin amaci deney
grubunun daha fazla immiin pozitif boyanacaginin tahmin edilmesiydi. Ayni
gruplama iglemi VCAM-1 grubu iginde yapild:.

3.2.8. Hiicrelere iImmiinositokimya Uygulanmasi

Ik 6nce, +4 °C’de buzdolabinda saklanan well-plate'lerin igindeki lameller
tizerinde fikse edilmis olan endotel hiicreleri lizerindeki PBS uzaklagtirildi. Sonra
lamellerin endotel hiicrelerinin bulundugu yiizeyine zarar vermeden kuyucuklarin
iginden ¢ikarildilar. Daha sonra bu lamellerin her biri bir lam {izerine yapistirilarak,
immunositokimya protokoliiniin uygulanabilmesi i¢in hazirlandilar. Sonra
uygulamaya gegildi.

Ik 6nce 10 dakika PBS'te bekletilen lamlar, daha sonra hiicrelerdeki endojen
peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢in saf metanol iginde %3'liik H,O, sollisyonunda
15 dakika bekletildi. Bu reaksiyonu sona erdirmek ve hiicre membraninda delikler
agmak icin PBS-Tx'de 5 dakika bekletilen hiicreler, antikorlarin hiicrelerde bir bagka
yere baglanmasimi engellemek amaciyla, 15 dakika non-immiin serum ile muamele

edildiler. Bu siirenin sonunda olusan baglantilarin kopmamasi i¢in, non-immiin
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serum yikanmadan sadece dokiilerek bir sonraki basamak olan primer antikor
uygulanmas1 agamasma gecildi. Hem kontrol grubu, hem de deney grubundaki
hiicrelerin yarisina buffer-one ile 1:100 oraninda diliie edilmis primer antikor olan
anti-ICAM-1 antikoru, dier yarisina ise yine buffer-one ile 1:200 oraninda diliie
edilmis diger primer antikor olan anti-VCAM-1 antikoru nemli ortamda ve oda
1sisinda 24 saat uygulandi. Ayrica, negatif kontrolii saglamak amaciyla bir grup
hiicreye de primer antikor yerine sadece onun diliie edildigi buffer-one kondu. 24
saatin sonunda tiim hiicreler 5'er dakika siireyle ikiser kez PBS-Tx'de yikandi. Sonra,
biyotinle isaretli sekonder antikor asamasina gegilerek, hiicreler 30 dakika inkiibe
edildiler. Bu siirenin sonunda tekrar 5'er dakika siireyle ikiser kez PBS-Tx'de yikand:
ve tiim gruplar streptavidin-peroksidaz ile 15 dakika muamele edilerek tekrar yikama
agamasina gecildi. Yine 5'er dakika siireyle ikiser kez PBS-Tx'de yikandiktan sonra,
taze hazirlanan DAB soliisyonu ile kontrollii olarak 3-4 dakika muamele edildiler.
Distile suda ii¢ kez 5'er dakika iyice yikandiktan sonra, olusan rengi kuvvetlendirmek
igin 1-2 dakika kontrollii olarak DAB-enhancer soliisyonunda tutuldular.
Renklenmenin uygun olduguna kanaat getirildikten sonra, distile suyla tekrar iki kez
S'er dakika yikandilar. Yikanmann ardindan ¢ekirdegin daha net goriilebilmesi ve
ayrilabilmesi i¢in 1-2 dakika kontrollii olarak hematoksilen ile zit boyama yapildi ve
tekrar 10 dakika ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra sirasiyla %70, %80, %90, ve
%100'iik etanol serilerinden 5'er dakika gegirilerek suyu alindiktan sonra, hiicreleri
seffaflagtirmak igin iki kez S5'er dakika ksilolden gegirildi. En sonunda iyice
seffaflagip kapanmaya hazir hale gelen hiicreler, entellan ile kapatilarak 24 saatliine
kurumaya birakilds.

3.2.9. Sonuglarn istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Her bir grup i¢in ikiger lamel {izerinde rastgele segilen ve 40x10 biiytitmede
onar alanda saymm yapildi. Hiicrenin immiin pozitif olmasi igin, kahverengi
boyanmasi kriteri olarak kabul edildi. Kahverengi boyanmayan hiicreler immiin
negatif kabul edildi. Sonug¢ olarak her bir ana grup (ICAM-1, VCAM-1) igin 20
kontrol, 20 de deney (VEGF+) grubundan toplam 40 alan segilerek immiin pozitif
olan ve immiin negatif olan hiicreler sayildi. Ayni islem VCAM-1 grubunda da
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yapildi. ICAM-1 grubu i¢in deney ve kontrol alt gruplan birlikte ve yine VCAM-1
grubu igin de aym alt gruplar birlikte degerlendirildi. ICAM-1 ve VCAM-1
gruplarina ayri ayr ki-kare testi uygulanarak istatistiksel olarak anlamliligima bakildi.
P< 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Endotel Hiicre Kiiltiiriiyle Ilgili Genel Bulgular

Endotel hiicrelerinin yapismasi ve ¢ogalmasi i¢in kiiltiire edilecekleri kiiltiir
kaplarimin fibronektin ile kaplandiginda, kaplanmadan ekilen hiicrelere gére daha
hizli yapistiklar: ve konfluent olduklar goriildii. Kordonlardan elde edilen endotel
hiicreleri, flasklara ekildiklerinde hem tek tek, hem de gruplar halinde rastgele
dagildiklar1 goriildii. Bu hiicrelerin yapigmalari ve gogalmalar1 incelendiginde; tek
tek ve birbirinden uzak yerlesenlerin daha zor ve uzun siirelerde, birbirlerine daha
yakin ve gruplar halinde olanlarin ise daha kolay ve hizli gogaldiklar gézlemlendi.
Fibronektin kapli bir alana ekilen hiicrelerin ilk 30-60 dakikada yapismaya
basladiklari, 2-3 saat sonunda da ¢ofunun yapismalarim tamamladiklar: ve ylizeye
yayildiklar: goriildii. Yapisan hiicre kolonilerinin yildiz seklinde yayildifi ve
sonunda birleserek 7.-9. giinlerde konfluent olduklan goriildii. ikinci ve sonraki
pasajlarda ise hiicrelerin 6. ile 8. giinler arasinda konfluent olduklar1 goriildii. Ancak
bu rakamin hiicre yogunlugu ile de orantili oldugu ve az hiicre igeren kiiltlirlerde
daha da uzadif tesbit edildi. Endotel hiicrelerinin ¢ogalma sathasinda, yani daha
konfluent olmadiklarinda ince ve uzun sitoplazmik uzantilara sahip olduklari, ancak
konfluent olduklarinda gekillerinin poligonal oldugu ve uzantilarmin azaldifi
goriildii. Konfluent olan ve pasajlama yapilmas: igin tripsinlenen hiicrelerin bir
kisminda kullanilan tripsin-EDTA soliisyonunun 5 dakikanin {izerinde uygulandif
durumlarda, pasajlanan hiicrelerin yapisma ve g¢ogalmalarmin daha da uzadif
goriildii. Yine uzun siire tripsin-EDTA soliisyonunda kalan hiicrelerin canlhilik
oranlarinin da azaldify (%70'lere indigi) tesbit edildi. Bu azalmamn tripsinin
hiicrelere toksik olmasindan dolayr meydana geldigi diistiniildti. Hiicrelerin tripsin-
EDTA soliisyonuna maruz kaldiklan siireyi kisaltmak amaciyla, bu kimyasal ayirma
islemine ek olarak, es zamanli mekanik ayirma islemi de uygulandifinda, hiicrelerin
canlilik oranlarinin artti1 ve yapisma siirelerinin azaldig saptanda.

Dondurulan hiicreler ¢éziiliirken de benzer sorunlarla karsilasildi. Burada

etkenin dondurma soliisyonunda bulunan dimetilstilfoksit (DMSO) oldugu
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diigliniildii. Bu sorunu ¢6zmek ve oranlan yiikseltmek amaciyla; hem dondurulan
hiicrelerin ¢ozililme esnasinda DMSO'ya daha az maruz kalmasim saglamak igin bu
islem miimkiin oldugunca hizlandirildi, hem de dondurma soliisyonunda bulunan
kiiltir medyumundaki FBS oranlarimi %20'den %50'ye ¢ikarilarak hiicrelerin
coziildiiklerinde ilk olarak karsilagtiklari sivi ortam serumdan daha zengin hale
getirildi. Boylece bir yandan canlilik oranlan yiikselirken, diger yandan hiicrelerin
yapisma ve konfluent olma zamanlarinin diistiigii tesbit edildi.

Deneye alinmadan &nce, tripan mavisi ile yapilan canhlik testleri ile canlihik
oraninin  yaklagik %94-96 arasinda olduu saptandi. Deneye hazirlanan hiicreler,
pasajlamalar sirasinda pasajlamanin olumsuz etkilerini yok etmek amaciyla, 24 saat
%20 serum ve ECGS igeren Kkiiltlir medyumunda tutuldugunda, tabana daha iyi
yapigtiklar1 ve yayildiklari goriildii. Sonra minumum yasam kosullarna alinmak
lizere %2 serum igeren medyumda 24 saat tutulan endotel hiicreleri, bu ortamin
etkilerini saptamak amaciyla yeniden incelendiginde; g¢ogalmalarimin durma
agamasina geldigi ve ¢ofalma gostergesi olan mitoz ¢ekirdegi goriintiilerine sadece
iki veya ii¢ alanda bir rastlandig: tesbit edildi (Sekil 4.7). Gegen 24 saatlik siirenin
sonunda; hiicrelerin 1/3 gibi 6nemli bir kisminin yapistig: fibronektini biraktigi ve
dlerek yiizeyde toplandifn tesbit edildi. Olen hiicrelerin yerlerinde biiyiik bosluklar
oldugu goriildii (Sekil 4.20). Yine %2 serumlu medyumda kalan hiicrelerin
morfolojileri incelendiginde; bazilarmin sitoplazmalarinda var olan vakuollerin
arttig1 gozlendi (Sekil 4.9 ve 4.14). Bu vakuollerin dnemli bir kismmin &zellikle
cekirdek g¢evresinde toplandigi goriildi (Sekil 4.14). Ancak incelendiginde bu
hiicrelerin ¢ekirdeklerinin saglam oldugu ve ¢ekirdekgiklerinin goériildiigli saptandi
(Sekil 4.8).

4.1. interselliiler Adezyon Molekiilii-1 ICAM-1) ile Ilgili Bulgular

ICAM-1 grubunda sadece %2 serumlu medyum verilen kontrol (VEGF-)
grubuna bakildiinda; 8 saatlik deneyin sonunda hiicrelerin bir kisminin daha lerek
ylizeye ¢iktiklan ve sitoplazmalarinda vakuollerin varligimn devam ettigi goriildii
(Sekil 4.9). Ancak, tabana tutunan hiicrelerin g¢ekirdeklerinin saglam oldugu ve
cekirdekgiklerinin de izlenebildigi goriildi. Hiicrelerin morfolojik yapilan

55



incelendiginde; poligonal sekilli, hiicre smirlann ¢ok belirgin olmayan, merkeze
yerlesmis bir ¢ekirdek ve igerisinde segilebilen bir ya da iki adet gekirdekgik oldugu
saptand1 (Sekil 4.8). Cogalan hiicrelere nadir olarak rastlandi.

Kontrol grubunda anti-ICAM-1 ile yapilan immiinositokimyasal boyamada;
bazi hiicrelerin immiin pozitif reaksiyon vererek kahverengi boyandiklarn goriildii
(Sekil 4.6, 4.7 ve 4.9). Kahverengi boyanarak immiin pozitif reaksiyon veren
hiicrelerin, toplam hiicrelere oraninin %22,6 oldugu goriildii (Cizelge 4.1; Sekil 4.1).
ICAM-1 grubunda immiin pozitif hiicrelerin sayilan alan basina diisen ortalama
hiicre sayis1 hesaplandiginda, kontrol grubunda 4,4+1,6 oldugu saptand: (Cizelge
4.2; Sekil 4.2). immiin reaktivitenin bazi hiicrelerde oldukca belirgin olmasina
ragmen, bazilarinda daha az belirgin oldugu gériildii (Sekil 4.6 ve 4.7). Geri kalan
hiicrelerde ise boyanma olmadig1, sadece gekirdeklerinin hematoksilen ile maviye
boyandiklar goriildii (Sekil 4.9.). Immiin reaktivite gostermeyen bu hiicrelerin de
%77,4 oraninda bulundugu saptand: (Cizelge 4.1).

Icinde 10ng/mL VEGF olan %2 serumlu medyum verilen deney gurubunda
ise; VEGF verilmesini takiben gegen 8 saat sonunda, mitoz ¢ekirdeklerinin artmaya
basladig1 gézlendi (Sekil 4.11 ve 4.12). Ayrica kuyucuk yiizeyinde toplanan 6lii
hiicrelerde, kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir azalma oldugu gériildii. Yine bu
grupta hiicrelerin sitoplazmalarinda vakuollerin varhigimin devam ettigi gortildii
(Sekil 4.12 ve 4.13).

Deney grubunda anti-ICAM-1 ile yapilan immiinositokimyasal boyamada,
bir ¢ok hiicrenin immiin reaksiyon vererek kahverengi boyandif1 gozlendi (Sekil
4.13). Hiicreler sayildifinda immiin reaktivite oranmin %92 oldugu goriildi
(Cizelge 4.1; Sekil 4.1). Deney grubunda alan basina diisen ortalama immiinoreaktif
hiicre sayisimin 18,9+4,1 oldugu saptandi (Cizelge 4.2; Sekil 4.2). Deney ve kontrol
gruplarinda ortalama immiinoreaktif hiicre sayilar karsilagtirldiginda, P<0,001
bulundu ve anlamli fark oldugu goriildii.

Kontrol grubunda oldugu gibi deney grubunda da hiicrelerin bazilarimn az,
bazilarinin ise oldukga fazla olmak tizere degisik derecelerde boyandiklar: goriildii
(Sekil 4.12 ve 4.14). Immiin pozitif boyanan hiicrelere bakildiginda kahverengi
olarak olusan rengin hematoksilen ile maviye boyanan gekirdeklerin iistiinde de
oldugu goriildii (Sekil 4.13 ve 4.14). Geriye kalan az sayidaki hiicrede ise immiin
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renk almadiklar1 belirlendi (Sekil 4.11). Bu immiin negatif hiicrelerin oraninin %8
oldugu saptand (Cizelge 4.1).

ICAM-1 grubunda; deney ve kontrol gruplarinda toplam immiin pozitif
hiicrelerin tiim hiicrelere oranlar1 ki-kare testi ile kargilagtirildiginda, P < 0,001

olarak bulundu ve anlamh fark oldugu goriildi.

Immiin pozitif | Immiin negatif
ICAM-1 hiicrelerin hiicrelerin
yiizdesi yiizdesi
Kontrol grubu %22,6 %77.4
Deney grubu %92 %8

Cizelge 4.1. ICAM-1 kontrol ve deney gruplarinda 20’ser alanda sayilan immiin
y
pozitif ve immiin negatif hiicrelerin, toplam hiicrelere gore yiizdesini
gosteren ¢izelge.

ICAM-1 grubu

100%
80%

40%

20%

0%

Sekil 4.1. ICAM-1 kontrol(1) ve deney(2) gruplarinda 20’ser alanda sayilan immiin
porzitif hiicrelerin, toplam hiicreler i¢indeki oramn gosteren grafik.
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Gruplar Kontrol Deney (VEGF+) P Degeri
ICAM-1 4,4+1,6 18,9+4,1 P<0,001
VCAM-1 1,5+0,7 22,8+2,6 P<0,001

Cizelge 4.2. ICAM-1 ve VCAM-1 kontrol ve deney gruplarimin her birinde toplam
20’ser alanda sayilan immiin pozitif hiicrelerin alan basina ortalama
degerlerini, standart sapmalarini ve bunlarin istatistiksel olarak

anlamhiligini gosteren ¢izelge.

ICAM-1 Grubu

20,004

15,004

10,009

4,40

5,00 -

18,85

0,007

Ortalama immunoreaktif hiicre sayisi

T
Kontrol grubu

Sekil 4.2. ICAM-1 kontrol ve deney gruplarinda alan basina diisen ortalama immiin
pozitif (immiinoreaktif) hiicreleri ve standart sapmalarint gosteren grafik.

ICAM-1 grubunda boyamanin negatif kontroliinii olugturan primer antikor

kullanilmayan grupta ise; hiicrelerde herhangi bir boyanmanin olmadigi, sadece

Deney grubu (VGEF +)

hematoksilen ile maviye boyandiklari goriildii (Sekil 4.16 ve 4.17).
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4.2. Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1 (VCAM-1) ile ilgili Bulgular

VCAM-1 grubunda %2 serumlu medyum ile 8 saat daha gegiren kontrol
grubundaki hiicrelere morfolojik 6zellikleri yoniinden bakildiginda; bu hiicrelerin bir
kisminin daha 6lerek yiizeye giktiklari ve canli hiicrelerde sitoplazmik vakuollerin
oldugu goriildii (Sekil 4.23). Hiicrelerin morfolojik yapilar: incelendiginde; ICAM-1
grubundaki gibi poligonal sekilli, hiicre sinirlart gok belirgin olmayan (Sekil 4.21 ve
4.23), merkeze yerlesmis bir ¢ekirdege ve igerisinde segilebilen bir ya da iki adet
¢ekirdekgige sahip oldugu saptandi. Mitoz gekirdeklerine yine nadir olarak rastland:
(Sekil 4.20).

Kontrol grubunda anti-VCAM-1 ile yapilan immiinositokimyasal boyamada,
baz1 hiicrelerin kahverengi boyanarak immiin pozitif reaksiyon verdikleri goriildii.
Immiin pozitif hiicrelerin toplam hiicrelere oranmin %8,3 oldugu saptand: (Cizelge
4.3; Sekil 4.3). VCAM-1 grubunda immiin pozitif hiicrelerin sayilan alan bagmna
diisen ortalama sayilari ve standart sapmalari hesaplandiginda; kontrol grubunda
1,5+0,7 oldugu goriildii (Cizelge 4.2; Sekil 4.4). Immiin pozitif boyanmanin bazi
hiicrelerde belirgin olmasina ragmen, bazilarinda daha az goriildiigii tesbit edildi
(Sekil 4.24). Geri kalan hiicrelerin ise sadece ¢ekirdeklerinin hematoksilen ile
maviye boyandiklart ve immiin reaksiyon olmadigi goriildii (Sekil 4.22). Immiin
negatif bu hiicrelerin toplam hiicrelere oram hesaplandiginda ise %91,7 oldugu
goriildii (Cizelge 4.3).

Icinde 10ng/mL VEGF olan %2 serumlu medyum verilen deney grubunda
ise gegen 8 saat boyunca, kuyucuk yiizeyinde toplanan o6lii hiicrelerin kontrol
grubuna kiyasla azalmig oldugu ve g¢ogalmay: isaret eden mitoz ¢ekirdeklerinin de
arttig1 goriildii (Sekil 4.26). Yine kontrol grubunda goriilen vakuollerin devam ettigi
goriildii (Sekil 4.28).

Deney grubunda anti-VCAM-1 ile yapilan immiinositokimyasal boyamada
bir ¢ok hiicrenin immiin reaksiyon vererek kahverengiye boyandigi goriildii (Sekil
4.27 ve 4.28). Hiicreler sayildiginda immiin pozitif hiicrelerin orammmin ICAM-1
deney grubundakine benzer sekilde ciddi oranlarda arttign ve %90,1’e yiikseldigi
goriildii (Cizelge 4.3; Sekil 4.3). Deney grubunda alan bagina diisen ortalama immiin
pozitif hiicre sayisinin 22,8+2,6 oldugu saptand: (Cizelge 4.2; Sekil 4.4). Deney ve
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kontrol gruplarinda ortalama immiin pozitif hiicre sayilart karsilastirildiginda,
P<0,001 bulundu ve anlaml: fark oldugu gériildii.

Kontrol grubunda oldugu gibi deney grubunda da hiicrelerin bazilarinin agik,
bazilarinin ise koyu olmak iizere degisik derecelerde boyandiklart goriildii (Sekil
4.27 ve 4.29). Immiin pozitif boyanan hiicrelere bakildiginda, ICAM-1 grubundaki
gibi kahverengi olarak olusan rengin hematoksilen ile maviye boyanan gekirdeklerin
iistiinde de oldugu goriildii (Sekil 4.29). Geriye kalan az sayidaki hiicrede ise immiin
boyanma olmadig; ¢ekirdeklerinin hematoksilen ile maviye boyanmak disinda bir
renk almadiklari belirlendi (Sekil 4.26). Bu immiin negatif hiicrelerin oranmm ise
%9,9’a diistiigii tesbit edildi (Cizelge 4.3).

VCAM-1 grubunda; deney ve kontrol gruplarinda toplam immiin pozitif
hiicrelerin tiim hiicrelere oranlari ki-kare testi ile karsilastirildiginda, P < 0,001

olarak bulundu ve anlamli fark oldugu gériildii.

Immiin pozitif | Immiin negatif
VCAM-1 hiicrelerin hiicrelerin
yiizdesi yiizdesi
Kontrol grubu %38,3 %91,7
Deney grubu %90,1 %9,9

Cizelge 4.3. VCAM-1 kontrol ve deney gruplarinda 20’ser alanda sayilan immiin
pozitif ve immiin negatif hiicrelerin, toplam hiicrelere gore yiizdesini
gdsteren ¢izelge.

VCAM-1 grubunda boyamanin negatif kontroliinii olusturan primer antikor
kullanilmayan grupta ise; hiicrelerde herhangi bir boyanmanin olmadigi, sadece

hematoksilen ile gekirdegin maviye boyandiklar goriildii (Sekil 4.31 ve 4.32).
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VCAM-1 grubu
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Sekil 4.3. VCAM-1 kontrol(1) ve deney(2) gruplarinda 20°ser alanda sayilan immiin
pozitif hiicrelerin, toplam hiicreler icindeki oranin: gosteren grafik.

[ VCAM-1 Grubu |
e =

2000 = T

1000 =

m_r—% i

Ortalama immiinoreaktif hiicre say1s1

T
Kontrol grubu Deney grubu (VGEF +)

Sekil 4.4. ICAM-1 kontrol ve deney gruplarinda alan basina diisen ortalama immiin
pozitif (immiinoreaktif) hiicreleri ve standart sapmalarint gosteren grafik.
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Sekil 4.5. ICAM-1 grubunda, VEGF verilmeyen kontrol grubundaki  endotel
hiicreleri goriilmektedir x4.

Sekil 4.6. ICAM-1 grubunda, kontrol grubunda kahverengi boyanan immin pozitif
endotel hiicrelerinin (siyah ok), bir kismi koyu boyamrken (kirmizi ok), bir
ks oldukga agik boyanmig (mavi ok), ama her ikisi de immiin pozitif
kabul edilmigtir x10.
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Sekil 4.7. ICAM-1 grubunda, kontrol grubunda kahverengi boyanan immiin pozitif
endotel hilcrelerinin bir kismi koyu boyanirken (kirmizi ok), bir kismi
olduk¢a agik boyanmis (mavi ok), ama her ikisi de immiin pozitif kabul
edilmistir. Ayrica mitoz gekirdekleri gorilmektedir. x20.

Sekil 4.8. ICAM-1 grubunda, kontrol grubunda endotel hiicrelerinin morfolojik
zelliklerinden poligonal sekilleri (siyah ok), hiicrelerin sinirlarinn tam
olarak belirgin olmamast (kirmizi ok)'min aksine ¢ekirdegin igindeki
cekirdekgiklerinin belirgin oldugu gorilmektedir (mavi ok) x40.
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Sekil 4.9. ICAM-1 grubunda, kontrol grubunda endotel hiicrelerinin bazilart immiin
porzitifken (siyah ok), digerleri immiin negatiftir (kirmizi ok). Cekirdegin
cevresinde yogunlagmis vakuoller goriilmektedir (mavi ok) x100.

Sekil 4.10. ICAM-1 grubu, 10 ng/mL VEGF verilen deney grubundaki endotel
hiicreleri goriilmektedir x4.



Sekil 4.11. ICAM-1 grubu, deney grubunda nadir olarak rastlanan immin negatif
hiicreler (siyah ok) ve cogalmayi gosteren mitoz ekirdekleri (kirmizi ok)
goriilmektedir x10.

Sekil 4.12. ICAM-1 grubu, deney grubunda gorilen mitoz ¢ekirdekleri (ok bas1),
endotel hiicrelerinin  sitoplazmasindaki vakuoller (sivah ok) ve bazi
hiicrelerin agik (kirmizi ok), bazi hiicrelerin ise daha koyu boyandigi
(mavi ok) goriilmektedir x20.
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Sekil 4.13. ICAM-1 grubu, deney grubunda endotel hiicrelerinin immiin pozitif
boyandig (siyah ok) gérillmektedir. Immiin pozitif boyanmanin ¢ekirdegi
golgelemesi  (karmizi ok)  goriliiyor.  Endotel

hiicrelerinin
sitoplazmalarindaki vakuoller segilmektedir (mavi ok) x40.

Sekil 4.14. ICAM-1 grubu, deney grubunda endotel hiicreleri sitoplazmasindaki
vakuoller goriilmektedir (siyah ok). Immiin pozitif boyanmus hiicrelerin
bir kismi agik (kirmizi ok), bir kismi koyu boyanmigtir (mavi ok). Ayrica

cekirdegin immiin boyanma ile golgelendigi goriilmektedir (ok basy)
x100.
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Sekil 4.15. ICAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubundaki endotel
hiicrelerinin sadece cekirdegi hematoksilen ile mavi boyanmaktadir x4.

Sekil 4.16. ICAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubundaki boyanmamus
immiin negatif endotel hiicreleri (siyah ok) goriilmektedir x10.
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Sekil 4.17. ICAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubundaki boya almayan
immiin negatif endotel hiicreleri (siyah ok) goriilmektedir x20.

Sekil 4.18. ICAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubunda immiin negatif
endotel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin saglam oldugu ve ¢ekirdekgikleri
(siyah ok) goriilmektedir x40.
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Sekil 4.19. ICAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubundaki boya almayan
immiin negatif endotel hiicrelerinin gekirdeklerinin saglam oldugu ve

cekirdekgikleri (siyah ok) goriilmektedir x100.

Sekil 4.20. VCAM-1 grubunda, VEGF verilmeyen kontrol grubundaki endotel
hiicreleri  goriilmektedir. Bu grupta yapistigi yerden ayrilip olen
hiicrelerin yarattigi bosluklar (siyah ok) ve mitoz ¢ekirdeklerinin nadir

oldugu goriilmektedir (kirmizi ok) x4.
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Sekil 4.21. VCAM-1 grubunda, kontrol grubunda endotel hiicrelerinin morfolojik
ozelliklerinden poligonal sekilleri (sivah ok) ve hiicrelerin sinwrlarinin
tam olarak belirgin olmadig1 (karmizi ok) goriilmektedir x10.

Sekil 4.22. VCAM-1 grubunda, kontrol grubunda az sayida endotel hiicresi immiin
pozitifken (sivah ok), biiyiik boliimii immiin negatiftir (kirmizi ok) x20.
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Sekil 4.23. VCAM-1 grubunda, kontrol grubundaki endotel hiicrelerinin bir ¢ogu
immiin negatiftir (ok basy). morfolojik ozelliklerinden poligonal sekilleri
(sivah ok), hiicrelerin sirlarinin tam olarak belirgin olmadigi (kirmizi
ok) ve hilcrelerin sitoplazmalarinda vakuoller oldugu gorilmektedir
(mavi ok) x40.

Sekil 4.24. VCAM-1 grubunda, kontrol grubundaki kahverengi boyanan immin
g1 boy
pozitif endotel hiicrelerinin bir kismi koyu boyanirken (sivah ok), bir
Jasmi oldukea agik boyanmaktadir (kirmizi ok) x100.
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Sekil 4.25. VCAM-1 grubu, 10 ng/mL VEGF verilen deney grubundaki endotel
hiicreleri goriilmektedir x4.

Sekil 4.26. VCAM-1 grubu, deney grubundaki endotel hiicrelerinin bir ¢cogu immiin
pozitif boyanmustir. Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasin gosteren mifoz
cekirdekleri (siyah ok) ve olduk¢a az sayidaki immiin negatif hiicreler
(kirmizi ok) goriilmektedir x10.



Sekil 4.27. VCAM-1 grubu, deney grubunda endotel hiicrelerinin bir ¢ogunun immiin
pozitif boyandigi (sivah ok) ve bu hiicrelerden bazilarimn agik (kirmizi
ok), bazilarinin ise daha koyu (mavi ok) olmak iizere degisik oranlarda
boyandig goriilmektedir x20.

Sekil 4.28. VCAM-1 grubu, deney grubunda endotel hiicrelerinin sitoplazmasindaki
vakuoller (siyah ok) ve immiin pozitif hiicreler gorilmektedir x40.
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Sekil 4.29. VCAM-1 grubu, deney grubunda endotel hiicrelerinin bir kismi olduk¢a
koyu boyanirken (sivah ok), bir kismi daha agik bir boyanma
gostermektedir (kirmizi ok). Yine bu boyanmanin ¢ekirdegin mavi rengini

golgeledigi gorilmektedir (mavi ok) x100.
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Sekil 4.30. VCAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubundaki endotel
hiicrelerinde sadece c¢ekirdegin hematoksilen ile mavi boyandigi

goriilmektedir x4.
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Sekil 4.31. VCAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubundaki boya almayan
immiin negatif endotel hiicreleri (siyah ok) goriilmektedir x10.

Sekil 4.32. VCAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubundaki boya almayan
immiin negatif endotel hiicreleri (siyah ok) goriilmektedir x20.
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Sekil 4.33. VCAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubunda boya almayan
immiin negatif endotel hiicreleri gorilmektedir x40.

Sekil 4.34. VCAM-1 grubunda, negatif kontrol (primersiz) grubunda immiin negatif
endotel hiicrelerinin cekirdeklerinin saglam oldugu ve cekirdekgikleri
(sivah ok) goriilmektedir x100.
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5. TARTISMA

Cesitli fonksiyonlariyla giin gegtike daha énemli bir hiicre tipi olan endotel
hiicrelerinin, 1970°li yillara kadar in vitro olarak incelenmesi miimkiin degildi.
1973’de Jaffe'nin, Maruyama ve Fryer’in ¢aligmalarini gelistirip modifiye etmesiyle
ilk defa bu hiicreler uygun bir sekilde incelenebilir hale gelmistir (Jaffe et al., 1973).

Bu ¢aligmayi laboratuvarimzda kolay ve giivenilir bir endotel hiicre kiiltiir
ortami olusturmak ve ileride tiim g¢alismacilara endotel, VEGF ve adezyon
molekiilleri iliskileri ile ilgili yapilacak in vitro ve in vivo galigmalara temel teskil
etmesi igin yaptik. Ayrica laboratuvar sartlarimizda kolay, tekrarlanabilir ve uygun
bir in vitro damar endotel hiicresi modeli olmasii amagladik. Kullandigimz kiiltiir
metodlar1 Jaffe ve Morgan’m metodlarimin sartlarimiza uygun hale getirilmesi ile
ortaya cikmustir (Jaffe et al., 1973; Morgan, 1996).

In vivo endotel tabakasina model olacak endotel hiicre kaynag: olarak insan
gobek kordonu veninin segilmesinin nedeni; normalde dogumdan hemen sonra atilan
bir doku olarak, elde edilmesinin ve iizerinde galigtimasinin kolay olmasidir. Ayrica
gobek kordonu veni biiyiik, dallanma yapmayan ve genig bir yiizeye sahip olan bir
damardir.

Hiicrelerin beslenmesi ve fonksiyonlarina devam etmesini saglamak igin
kullanilan kiiltir medyumlanm inceledigimizde endotel hiicresinde; DMEM
(Marconcini et al., 1999), RPMI-1640 (Grooby et al., 1997, Kotowicz et al., 2000;
Gho et al., 2001) gibi medyumlarin kullanilabildigi; ancak siklikla M-199 (Boehme
et al., 2000; Grabner et al., 2000; Miro et al., 2000; Zapolska-Downar et al., 2000,
Faehling et al., 2001; Yue and Tomanek, 2001; Zhang et al., 2002;) tercih edildigi
goriildii. Birgok aragtiric: tarafindan M-199 medyumu kullanilmasi ve olumlu
sonuglar alinmast bizim de hiicre kiiltiiriinde bu medyumu kullanmamiza sebep oldu.
Endotel hiicrelerinin kiiltiir kabim dolduracak kadar ¢ogalmasi igin gegen siirenin ve
canlilik oranlarmizin M-199 medyumu kullanilan aragtirmalardakilerle benzer
oldugunu gordiik.

Yine bir gok arastirici gibi biz de, endotel hiicre kiiltiirinde serum olarak fetal
sigir serumu (Fetal bovine serum; FBS) kullanmay1 tercih ettik (Qi et al., 1997; Vural
et al., 2000; Murakami et al., 2001; Sen and Bagchi, 2001; Tille et al., 2001; Pu et
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al., 2002; Zhang et al., 2002). Bazi arastiricilar ise yenidogan siir serumunu
(Lorenzon et al., 1998) tercih etmislerdi. FBS ve yenidogan sigir serumunu %50
oranlarinda kargtirarak kullananlar da vardi (Morgan et al., 1996). Ancak tiim bu
calismacilarin endotel hiicre kiiltiiriinde konfluens ve hiicre proliferasyon sonuglari
benzerdi.

Yine endotel hiicre kiiltiirii yapan birgok aragtirici gibi bizde; antibiotik olarak
penisilin/streptomisin (Santos et al., 1996; Marconcini et al., 1999; Mustjoki et al.,
2001), tampon ¢6zelti olarak sodyum bikarbonat (Morgan et al., 1996; Grabner et al.,
2000), endotel hiicrelerinin gogalmasini arttiran ve metabolizmasini saglayan endotel
hiicre biiyiime faktorii (endothelial cell growth factor; ECGF) veya bu faktori igeren
endotel hiicre biiyiime ilavesi (endothelial cell growth supplement; ECGS)
(Zapolska-Downar et al., 2000; Faehling et al., 2001; Ivanov et al., 2004) kullandik.

Endotel hiicrelerinin ekilecegi kiiltiir kaplarinin veya lamellerin yiizeylerinin
kaplanmasinda bazi aragtirmacilar kollajen (Faehling et al., 2001), bazilar1 endotel
hiicre yapisma faktérii (endothelial cell attachment factor; ECAF) (Kotowicz et al,,
2000), bazilari jelatin (Miro et al., 2000; Birchall et al., 2001) kullanmasina ragmen;
biz baz1 diger arastirmacilarin da kullandigy (Qi et al., 1997; Boehme et al.,2000;
Zapolska-Downar et al., 2000; Murakami et al., 2001), endotel hiicrelerinin in vivo
olarak yapistig1 maddelerden olan fibronektini tercih ettik.

M-199 medyumu, %20 FBS, penisilin-streptomisin antibiyotikleri, sodyum
bikarbonat tamponu ve endotel hiicre biiyiime ilavesi ECGS, hiicrelerin yiizeye
yapisarak daha iyi cogalmasi igin fibronektin ekilen kiiltiir kaplarl kullanarak yapilan
endotel hiicre kiiltiiriinde, endotel hiicrelerinin poligonal sekli, ¢ogalmasi ve
konfluent olmalar: i¢in gegen siire Jaffe’nin ilk yaptig1 kiiltiirlere gore (10-12 giin)
oldukga iyi (6-8 giin), son zamanlarda benzer materyal ve metodlardaki ile yapilan
galismalardaki bulgulara benzerdi (Lorenzon et al., 1998; Pu et al., 2002-a ve b;
Zhang et al, 2002). Aym zamanda hiicrelerin morfolojileri de literatiirdeki
caligmalarla paralellik gostermekteydi (Jaffe et al., 1973; Jaffe, 1984; Morgan et al,,
1998).

Kiiltiir sirasinda endotel hiicrelerinin bir kismmin 6lmesi ve kalanlarin da
konfluent olma zamanlarimin 10-12 giine uzamasi sonucu; geriye doniik yaptigimiz

incelemelerde, bu olaymn ozellikle endotel hiicrelerini pasajlanmak igin yapistit
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yerden kaldirma sirasinda kullanilan tripsin-EDTA soliisyonu fazla kalan kiiltiir
kaplarinda oldugunu tesbit ettik ve bu siirenin uzunluguyla baglantih olabilecegini
diigiindiik. Bu durumu diizeltmek amaciyla, hiicrelerin yapistig1 yiizeyden kaldirmak
igin kimyasal yontem yaninda mekanik yontem uyguladik. Bu iki yontem birlikte
kullamldiginda sorunun ¢oziilerek hiicrelerin canlilik oranlari tekrar %95’lere
yiikseldi ve konfluent olma zaman 6-8 giine indi.

Dondurulan hiicreleri ¢ozerken de benzer bir durumla karsilastik ve burada da
sorunun dondurma soliisyonunda bulunan ve hiicrelere toksik olan dimetil siilfoksit
(DMSO)’den kaynaklanmus olabilecegini diisiindiik. Bunun i¢inde dondurulurken ve
¢ozerken daha hizli davranarak DMSO’ya maruz kalis stiresini azaltik. Ayrica
hiicreler ¢oziildiiklerinde daha zengin bir medyumla karsilagmalart i¢in dondurma
soliisyonuna koydugumuz FBS miktarmi %20’den %50’ye gikarttigimizda bu
sorunun da ¢oziildiigiinii gordiik.

Hiicre kiiltiirii uygulamalar esnasinda, hiicreler pasajlandiktan sonra ve
deneye alinmadan énce, canlilik oranlarim tesbit etmek amaciyla tripan mavisi ile
hiicreleri boyadigimizda canlilik oranlarinin %94 ile %96 arasinda oldugunu bulduk.
Literatiirde hiicre kiiltiirii ile yapilan galigmalarda goriilen oranlar da %92-%98
arasindaydi (Zapolska-Downar et al., 2000; Kim et al., 2001-a; Pu et al., 2002-a ve b;
Zhang et al., 2002). Béylece uyguladigimz hiicre kiiltiirii caligmasinin  canlilik
oranlarmm literatiirdeki diger caligmalarla benzer oldugunu ve dolayisiyla bu
oranlarla uygulanan metotlarin ve segilen materyallerin dogru oldugunu gordiik.

Yine hiicreleri deneye hazirlamak igin 24 saat siireyle medyumdaki serum
miktarimi %20’den %2’¢ indirerek, serum igerisinde deneyde kullanacagimiz
faktorlerin - miktari  en aza indirdik. Bu sayede sadece canliliklarini
siirdiirebilecekleri; gogalmalarini, sentezlerini, gevreyle ve birbirleriyle iletigimlerini
minumuma indireceklerdi. Literatiirii inceledigimizde, diger ¢alismacilarinda benzer
amaglar igin medyum igindeki serum miktarmi %]l ile %5 arasma indirdiklerini
gordiik (Marconcini, 1999; Miro et al., 2000; Pu et al., 2002-a ve b).

Ayrca deneyi tamamlanan endotel hiicrelerinin fiksasyonunda; bir ¢ok
aragtiricinin farkl fiksatifler kullandigim gordiik. Ornegin; bazi arastirmacilar soguk
aseton (Constantinescu et al., 2000), bazilari metanol (Pu et al., 2002-a ve b), bir

kismi formalin (Grabner et al., 2000; Birchall et al., 2001) kullanmislard:. Biz ise
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hem daha once immiinositokimya uygulamalarimizda kullandigimz, hem de
adezyon molekiilleriyle 6zellikle ICAM-1 ve VCAM-1 ile calisan aragtiricilarin
kullanmay tercih ettikleri (Yue et al., 2001; Zhang et al., 2002; Ivanov et al., 2004)
%4 paraformaldehit fiksatifini kullandik. Elde ettigimiz sonuglar bu fiksatifi kullanan
aragtiricilarin sonuglarina benzerdi.

Bu ¢alismada kullanilan VEGF, multifonksiyonal bir bilyiime faktérii olup,
bir ¢ok etkisinin yaninda 6zellikle vaskiiler endotel hiicreleri i¢in 6zgiil etkilere
sahiptir. VEGF; embriyogenez, yara iyilesmesi, timor biiyiimesi, miyokardial
iskemi, okiiler neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar
hastaliklar1 kapsayan bir dizi fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardaki kan damar
olusumunda (anjiogenezis ve vaskiilogenezis) ve inflamasyonda bazi kan
hiicrelerinin damar digina ¢ikmasindaki rolii ile ilgi odagidir (Zachary, 1998). Son 10
yil iginde VEGF ailesinin iizerine yapilan ¢alismalar ile bu ailenin VEGF-A (Human-
VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta biiyiime faktorii
(Placenta growth factor; PIGF) ad1 verilen iiyelerden meydana geldigi gosterilmistir
(Ferrara and Davis-Smyth, 1997; Ortega et al., 1998). VEGF-A’nin VEGF),,,
VEGF4s, VEGF 145, VEGF g3, VEGF39 ve VEGF2 olarak isimlendirilen 6 gesidi
vardir (Zachary, 1998; Ferrara and Davis-Smyth, 1997). Biz ¢alismamizda
VEGF¢s’i kullandik. VEGF; ovaryum follikiilleri, embriyo trofoblastlari, akciger
alveolar hﬁqreleri, bébrek glomeriilleri, proksimal tiibiil hiicreleri, karaciger
hepatositleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri, testisin testosteron iireten Leydig
hiicreleri, aktive makrofajlar, arteriolleri ¢evreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid
pleksus epitel hiicresi gibi bir ¢ok hiicre tarafindan sentezlendigi gosterilmigtir
(Monacci et al., 1993; Thomas, 1996). Hiicrede VEGF sentezi basta hipoksi olmak
lizere, trombosit kaynakli biiyiime faktorii-BB (PDGF-BB), keratinosit bilyiime
faktorii (FGF-7), epidermal biiytime faktorii (EGF), timor nekrosis faktér-o. (TNF-
a), transforming biiyiime faktorii-g1 (TGF-B1) ve interlokin-B1 gibi gesitli faktorler
tarafindan baslatilir ve bunlar endotel hiicre kiiltiirii ¢aligmalar ile gosterilmiglerdir.
Tiim bu maddelerin higbirinin endotel hiicreleri igin mitojenik olmadifi, ancak
VEGF salgilanmasina yol agarak mitojeniteyi arttirdiklari gosterilmigtir (Thomas,
1996). VEGF vaskiiler sistem boyunca dizilmis endotel hiicreleri igin bilinen en

zgiil mitojendir (Ferrara and Davis-Smyth, 1997). Eksojen VEGF, yeni damar
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olusumunu indiikler ve iskemik tavsan ekstremitelerinde perflizyonu artirir ve domuz
koroner arterlerinde azalmis kan akimina cevap olarak yine kan perflizyonunu artirir
(Thomas, 1996). Bunun yamnda yiikselmis VEGF ckspresyonu bazi hastaliklarn
ilerlemesine sebep olabilir. Oregin devamh biiyiiyen solid tiimorlerin anjiogenezise
bagimli olduklari, bu yiizden bu tiimér hiicrelerinde VEGF’e ait mRNA’larmn arttig1
ve tiimore komsu endotel hiicrelerinde de VEGF reseptérlerine ait mRNA’larmin
artign gosterilmistir. Yine yiikselmis VEGF salgilanmas, romatoid artrit, psoriazis
ve kontakt dermatitte oldugu gibi tipik olarak artmis anjiogenesisle karakterli bazi
inflamatuvar durumlarda goriilir (Thomas, 1996). VEGF vaskiiler permeabiliteyi
arttirmada histamin, bradikinin, l6katrien-B4, C4 ve E4'den daha etkili oldugu
gosterilmistir (Ferrara and Davis-Smyth, 1997).

Yapilan bazi gahsmalarda VEGF'in inflame dermise  15kositlerin
toplanmasina yardim ettigi goriildi. Bu etkisini ICAM-1 ve VCAM-1 gibi 6zgiil
adezyon molekiillerinin salgilanmasi ile yaptigt bulundu (Melder et al., 1996). Bu
salgilanma dogal-oldiiriicii (natural-killer; NK) hiicrelerin endotel hiicrelerine
adezyonunu aktive ettigi bildirilmistir (Melder et al., 1996; Ferrara and Davis-Smyth,
1997).

ICAM-1 ve VCAM-1 adezyon molekiilleri, immiinoglobiilin siiper ailesinin
iiyeleridir. Endotel hiicrelerinde sentezlenir. inflame olan dokularmn postkapiller
veniillerinin i¢inde I6kositlerin yuvarlanmasima ve siki yapigmasina aracilik ederler.
Ama yuvarlanmadan daha gok stki baglanarak migrasyona ve mikrovaskiiler
permeabilite artigina sebep olurlar (Eppihimer et al., 1998). Endotel yiizeyindeki
ICAM-1 lokosit yiizeyindeki Lokosit Fonksiyon Antijen-1 (LFA-1) ve Macl-
integrinlerle heterofilik baglanti yaparlar (Desmet, 1996). Bunun yaninda T hiicre
aracili host savunma sisteminde énemli rolii vardir (Stolpe and Saag, 1996).

ICAM-1’in sentezine etki eden faktérlerin basinda TNF-o., Interlokin-1f gibi
sitokinler, lipopolisakkaritler ve endotoksinler gelir. Ayrica IL1-a, IFN-y ve TGF-B
da arttinirken, IL-4 ve IL-10 degistirmemektedir. Yapilan hiicre Kiltiirii
galigmalaninda goriilmiistiir ki; 6zellikle endotoksinlerin, TNF-o, IL-1B nin ortama
verilmesini takiben 8 saat iginde ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonlar1 artarak
maksimuma gelir ve 48-72 saat yiiksek seviyede kalr (Eppihimer et al., 1998). In

vivo ¢aligmalarda ise bu maddelerle yapilan endotel aktivasyonundan 2 saat sonra
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ICAM-1 seviyeleri yiikselmeye baslamisg, 5 saatte maksimal yiikseklige erismis ve 24
saat bu yiiksekligini korumustur (Eppihimer et al., 1998). ICAM-1 sentezi aymi
zamanda hipoksi ile de arttiriimaktadir. Miyokard endotelinde siirekli olarak yapilan
ICAM-1 iskemi ve reperfiizyonu takiben artmaktadir (Eppihimer et al., 1998).

Biz deneyimizde VEGF tek bagina verildiginde kiiltiirdeki insan umblikal ven
endotel hiicrelerinden (HUVEC) sentezlenen ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonuna
baktik. Kontrol grubunda yaklagtk %22,6 oraninda ICAM-1 sentezlenirken, 10
ng/mL VEGF verildikten 8 saat sonra bu oran %92'ye ¢ikti. Benzer bir durum da
VCAM-1 igin gergeklesti. Yine kontrol grubunda %8,3 olan VCAM-1 sentezi,
VEGF verildiginde %90,1'e yiikseldi. Yapilan benzer deneylerde fibrin verilen
endotel hiicrelerinin ICAM-1 sentezini arttirdigi Elisa ve Flow sitometrik analizlerle
tesbit edilmis (Bochme et al, 2000). Ancak buradaki ICAM-1 yiiksekliginin,
kiiltiirdeki endotel hiicrelerinin ne kadarmmn bu senteze katildigimn bilinmesi
bakimindan bilgi vermedigi ve hiicrelerin sentezledigi toplam miktar hakkinda bilgi
verdigi  goriilmektedir. ~ Oysaki ~ bizim gahsmamizda endotel hiicreleri
immiinositokimyasal olarak boyandigi igin hiicrelerin ne kadarmimn bu senteze
katildigini gordiik.

Yapilan bir galismada; merkezi sinir sistemi damarlarindan elde edilen
endotel hiicreleri ile insan aortasindan elde edilen endotel hiicrelerinin TNF-o ile
uyarilarak sentezledigi VCAM-1 ve ICAM-1 miktarma Elisa yontemiyle
kargilastiriimali olarak bakilmis. Sonug olarak ICAM-1’in beyin damarlarindan elde
edilen endotel hiicrelerinin aortadan elde edilenlere kiyasla daha az sentezlendigi,
VCAM-1’in ise beyin endotel hiicreleri tarafindan ¢ok az sentezlendigi goriilmiis
(Santos et al., 1996). Arastiricilar aortadan ve beyinden elde edilen farkli endotel
hiicreleri tizerindeki anyonik alanlarin inflamatuvar sitokinler tarafindan farkl olarak
etkilendigini diisiinmiisler. Aym galismada, aorttan elde edilen endotel hiicreleri bir
TNF-o, uyaristyla bizim galismamizdaki HUVEC'lere verilen VEGF ile benzer
sekilde VCAM-1 ve ICAM-1 sentezini arttirirken, bu artis beyin damarlarindan elde
edilen endotel hiicrelerinde 6zellikle VCAM-1 sentezinde goriilmedigi yoniiyle de
bizim galismamizdan farklidir.

Bir baska galismada ise, HUVEC kiltiiriinde, tiziim gekirdeginden elde edilen
proanthocyanidin ekstresinin TNF-a.’nin uyardigi ICAM-1 ve VCAM-1 sentezine
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etkisine bakilmg. Proanthocyanidin ekstresinin diigiik seviyelerinin TNF-o uyarisina
ragmen VCAM-1 sentezini azalttig1, ama ICAM-1 sentezini degistirmedigi goriilmiig
(Chandan and Debasis, 2001). Proanthocyanidin ekstresinin, TNF-o ile arttirilmig
¢oziinebilir- VCAM-1  seviyesini  diistirerek endotel hiicrelerin  adezyonunu
engellediklerini diigiindiiler. Bu da proanthocyanidin ekstresinin VEGF'in gosterdigi
etkiden 6zellikle VCAM-1 sentezini inhibe etmesiyle farkli gruplarda yer aldigim
gostermektedir.

Boehme ve arkadaglarmin (2000) yaptiklar galismada; TNF-o’nin uyardigy
endotel hiicrelerinin 24 saat sonra sentezledigi ¢oziinebilir-ICAM-1, ¢oziinebilir-
VCAM-1 ve trombomodiilin miktarina Eliza yontemiyle bakilmis ve ¢Oziinebilir-
ICAM-1, ¢oziinebilir-VCAM-1 artarken trombomodiilinin degismedigi gozlenmis.
Devammda endotel hiicrelerini uyarmak amaciyla 24 saatligine TNF-a ve
polimorfoniikleer lokositlerle inkiibe edilerek bakildiginda, bu seviyelerin tim
gruplarda oldukga fazla arttif gozlenmis. TNF-a, IL-1, gibi proinflamatuar
sitokinlerin; l6kositleri oldugu kadar endotel hiicrelerinin de aktivasyonuna yol
agmasindan yola ¢ikarak polimorfoniikleer l6kositlerle bir aradaki etkilerine
baktiklarinda adezyon molekiillerinin artiginin oldukga gogaldigim gorerek; sitokinin
neden oldugu polimorfoniikleeer 16kositlerin ve endotel hiicrelerin etkilesimlerinden
sonra ortaya ¢ikan ¢oziinebilir-adezyon molekiillerinin endoteliyal bir yaralanmanin
belirteci olarak, trombomodiilin ile kiyaslamamn tistiinliigiiniin Gnemini gosterdigini
diisiindiiler. Bu bulgular bizim calismamizdan membrana bagh degil ¢oziinebilir-
VCAM-1 ve ¢oziinebili-ICAM-1 seviyelerinin ~ TNF-a gibi bir uyaranla
yiikseldigini gostermesi agisindan farklilik gostermektedir.

Kim ve arkadaglarmm (2001-b) yaptig1 calismada bizim gibi VEGF ile
uyarlmis endotel hiicrelerinin VCAM-1, ICAM-1 ve E-selectin seviyelerinin
yiikseldigi, ancak anjiopoietin-1 verildiginde azaldig tesbit edilmis. VEGF, VCAM-
1 ve ICAM-1 ekspresyonunu fosfolipaz-C ve niiklear faktor-kB  aktivasyonuyla
yapmakta iken; anjiopoietinin, tie-2 reseptoriinii kullanarak VEGF’iin uyardig1
ekspresyonu inhibe ettigini diisiinmiisler. Béylece, Kim ve arkadaslari Angiopoietin-
1’in damar olusumuna yapti katkilarm yaninda, VEGF’iin uyardig1 inflamasyonu
onledigi ve inflamasyondan kagmmada kullanilabilecegini diigiinmiisler. VEGF

verildiginde ahnan sonuglar bizim sonuglarimizla paralel olmasina ragmen, bu
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yikselmeyi gostermek igin kullamilan ydntemler agismndan  farkliliklar
gostermektedir. Bu ¢alismada kullamlan ySntemlerde (Western blot, flow sitometri)
yine bu seviyeler total olarak &lgiilerek bulunmus ve hiicrelerden ne kadarinin bu
yiikselmeye katkida bulundugu bilinmemektedir.

Murakami ve arkadaslar1 (2001) yaptiklart bir c¢alismada; HUVEC,
glomeriiler endotel hiicreleri ve dermal mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin TNF-o ve
IFN-y uyans: altinda sentezledikleri VCAM-1 ve PECAM-1 miktarlarina Elisa
yontemiyle bakmislar. HUVEC ve glomeriiler endotel hiicrelerinde, TNF-o’nin
indiikledigi VCAM-1 ekspresyonu, bizim ¢alismamizda VEGF'iin etkisi gibi benzer
sekilde artarken, dermal mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde artmamigtir. IFN-y
indiiksiyonu altinda ise, VCAM-1 sentezinin sadece HUVEC’de arttigim
gbzlemigler. Sonug olarak farkli kaynaklardan elde edilen endotel hiicrelerinin farkl
fenotipik karakterleri ve farkli fonksiyonlari oldugunu; uyaranlara da farkh yanitlar
vereceklerini; ayrica farkli pasajlardaki endotel hiicrelerinin de farkhh davramiglar
sergileyebileceklerini sGylemislerdir.

Yine benzer bir ¢calismada Constantinescu ve arkadaglari (2000), harmster
aort endotel hiicresinden kaynaklanan képiik hiicrelerinin VCAM-1 ve ICAM-1
artisina bakildiginda, bu artigin olmadifi, ama normal harmster aortik endotel
hiicrelerinin  bu adezyon molekiillerini sentezledigini immiinfléresan olarak
goriintiilenerek sonuclarin bizim galiymamizla benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
Bu deneylerden sonra Constantinescu ve arkadaglari, endotel kaynakli kopiik
hiicrelerinin endotel hiicrelerinin aksine ICAM-1 ve VCAM-1 eksprese etmedigi
dolayisiyla, monositlere adezyonlarinin ¢ok az veya hi¢ olmadigini ve olusturduklar:
modelin ileri ateroskleroz agamalarinda kullamlabilecek bagarili bir deneysel model
oldugunu distindiiler.

Kim ve arkadaglarinin (2001) yaptig1 benzer bir ¢alismada; 20 mg/mL VEGF
verilmesinin HUVEC’de zaman-bagimh bir sekilde VCAM-1, ICAM-1 ve E-selektin
sentezini bizim bulgularimizda da oldugu gibi arttirdigimi gosterdi. Kim ve
arkadaglar1 VEGE {in bu etkisinin, endotel hiicresindeki VEGFR-2 yoluyla oldugunu
diistinmiigler.

Benzer bir bagka ¢aligmada Kikuchi (2000), insan umblikal ven endotel
hiicrelerine 24 saat VEGF, TNF-a ve bFGF vererck Elisa yontemiyle VCAM-1,
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ICAM-1 ve E-selektin degerlerini ve bunlarin ¢6zlinmiis halde sividaki degerlerini
Olgmils. Degerleri Olgiilebilir hale getirmek igin de TNF-o kullanarak endotel
hiicrelerini uyarmigs. bFGF verilen hiicreler incelendiginde, VEGF verilen
gruptakinin aksine VCAM-1’in endotel hiicreleri tarafindan sentezlenmedigini, ama
ICAM-1 ve E-selektin sentezinin arttifim gérmiis. Halbuki VEGF verilen grupta tiim
bu adezyon molekiillerinin sentezinin arttif1 goriilmiis. C6ziinebilir formlarina
baktiginda yine bFGF verilen kuyucukta ¢6ziinebilir-VCAM-1’in azaldigini, ancak
VEGF verilen hiicrelerde arttifini belirlemis. Bu bulgulart bizim bulgularimizla
olduke¢a benzerlik gostermektedir. Kikuchi ve arkadaglart bu sonuglarin inflamasyon
altindaki endotel hiicreleri tizerinde b-FGF ve VEGF’iin adezyon molekiilleri sentezi
yoniinden farkl: etkilerinin oldugunu diistinmiigler.

Calismamizda VEGF verilen endotel hiicrelerini anti-VCAM-1 ve anti-
ICAM-1 antikorlartyla boyadigimizda, bazi hiicrelerin olduk¢a koyu boyandifini
bazilarinin ise agik olarak boyandigimm gordiik. Bu boyanmanin hiicrelerin adezyon
molekiilleri sentez ettikleri miktarla orantili oldugunu diistindiik. Ayrica bu
boyanmanin bazi hiicrelerde, hiicrenin &zellikle ¢ekirdeginin g¢evresindeki
vakuollerden zengin bélgede yogunlastigimi diger bélgelerde daha az oldugunu
gordiik. Ozellikle deney grubundaki baz: hiicrelerde gekirdek ¢evresinde goriilen bu
alanlarda yogun boyanmanimn da, adezyon molekiilleri sentezinin hiicrede
endoplazma retikulumunda sentezlenmesi, golgi kompleksinde olgunlagmast ve
sonra membrana gitmesi sirasinda bu alanlarda antikorlarla kargilagmasindan ve
boyanmasindan kaynaklandig1 sonucuna vardik. immiin boyanmanin negatif kontrol
gruplarinda ¢ekirdegin ¢evresindeki sitoplazmanin da hematoksilen ile boyanmasi,
burada yogun olarak bulunan graniillii endoplazma retikulumu iizerindeki bazik
yapidaki ribozomlarin boyanmasindan kaynaklanmakta oldugu sonucuna varilmstir.

Endotel hiicrelerinin morfolojilerini inceledigimizde uzun uzantilar1 olmaktan
cok, poligonal sekilli, merkezde tek bir ¢ekirdegin yer aldigi ve bu ¢ekirdegin
icerisinde bir veya birden fazla ¢ekirdekeigin oldugunu goérdiik. Hiicrelerin ¢ekirdek
ve gekirdekgikleri yuvarlak veya oval, ama diizgiin simirlrydi. Ayrica hiicre smirlan
tam olarak belirgin degildi. Hiicrelerimiz bu o&zellikleriyle Jaffe ve Morgan'in
caligmalarindaki hiicrelerin 6zelliklerine benzer 6zellikteydi (Jaffe, 1984; Morgan,
1996). Yine baz hiicrelerde ¢ekirdek gevresinde goriilen vakuolizasyonun, o bslgede
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yogunlasan golgi kompleksi ve endoplazma retikulumu sarmiglarmin énce %2 serum
iceren medyuma cevaben, sonra ise normal fonksiyon gorebilecekleri bir medyuma
(10 ng/mIL. VEGF igeren M-199) kavusmalari ile sentezledikleri proteinlerden
(6zellikle VCAM-1 ve ICAM-1) kaynaklanmis olabilecegi, ama kesin belirlemek
i¢in elektron mikroskobik ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi sonucuna vardik.,

Tiim bulgular incelendiginde; yaptigimiz hiicre kiiltiirii ve kullamilan materyal
ve metod insan umblikal veni endotel hiicrelerinin kiiltiirii i¢in son derece giincel ve
iyl bir 6rnek oldugunu gordiik.

Bizim c¢alismamizin sonuglari; VEGF’in HUVEC’te VCAM-1 ve ICAM-1
sentezini arttirdifini ve bu senteze hemen, hemen tiim endotel hiicrelerinin degisik
oranlarda katildigim gosterdi. /n vitro verilen VEGF’iin anjiogenik etkilerinin
yaninda, inflamasyonda polimorfoniikleer 16kosit, monosit ve lenfosit gibi baz1 kan
hiicrelerinin migrasyonunda 6nemli bir mediatér oldugu ve bu etkisini de hiicre
adezyon molekiillerinden VCAM-1 ve ICAM-1’i arttirarak yaptigim diistinmekteyiz.

Akut ve kronik inflamasyon esnasinda VEGF’e yapilacak miidahalelerle
inflamasyonun arttirilmas1 veya azaltilmasi miimkiin olacaktir. Ayrica bagka
molekiillerle VCAM-1 ve ICAM-1’in sentezinin azaltiip, arttirnlmasi da kan
hiicrelerinin damar disina ¢ikis trafigine etki edecektir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Caligmamizin sonuglarim su sekilde siralayabiliriz:

1. Insan gsbek kordonu, endotel hiicre kiiltiirii hazirlamak ve {izerinde
¢aligmalar yapmak i¢in uygun bir kaynaktir ve kolay elde edilir.

2. Endotel hiicresi eldesi sirasinda kollejenaz enziminin uygulams stiresi ¢ok
olmamal1 ve boylece fibroblast ve diiz kas hiicresi kiiltiire karismamaldir.

3. Endotel hiicre kiiltiiriinde M-199 medyumu, fétal sigir serumu, penisilin-
streptomisin antibiyotikleri, sodyum bikarbonat tamponu, endote! hiicre
biiylime fakt6rii kullanmak ve biiyiiyecekleri kiiltiir kaplarmin ylizeyini
de fibronektin ile kaplamak uygundur.

4. Endotel hiicreleri kiiltiirde konfluent olduklarinda morfolojik olarak;
poligonal sekilli, hiicre sinirlan belirsiz, ¢ekirdegin icerisinde bir veya
birkag belirgin gekirdekg¢igin gériindiigii ve 6zellikle gekirdek gevresinde
vakuolleri olan hiicreler olarak goriiliir.

5. Endotel hiicrelerini tripsinize ederken tripsinin uygulanma stiresini 5
dakikanin altinda tutmak ve dondurma soliisyonunda kullamlan dimetil
stilfoksit ile endotel hiicrelerinin ¢éziinmiis halde bulunma siiresini de
minumuma indirmek, onlarin canlilik oranlarim arttirmak ve ¢aligmalarin
glivenirligi i¢in gereklidir.

6. Endotel hiicrelerinin az bir kismu %2 gibi olduke¢a diigikk serum igeren
medyumlarda yasamini stirdiiremeyerek oliirler. Canlilifint siirdiirenlerin
de sitoplazmalarindaki vakuollerinde bir miktar artis olur.

7. Kiiltiir ortaminda bagka higbir hiicresel ve humoral uyaran olmadan
VEGEF verilen endotel hiicrelerinin 8 saat icerisinde ICAM-1 ekspresyonu
ciddi oranlarda artti. Bu artig istatistiksel olarak anlamlidir.

8. Yine VEGF wverilen endotel hiicrelerinin 8 saatin sonunda, kontrol
gruplarima gore yiiksek oranlarda VCAM-1 sentezledi. Bu degerler de
istatistiksel olarak anlamlidur.

9. VEGF’niin tek bagina insan umblikal ven endotel hiicre kiiltiiriindeki
endotel hiicrelerinde, ICAM-1 ve VCAM-1 sentezini hiicre bazinda ciddi
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oranlarda arttirmasi, VEGF'iin anjiogenesis gibi diger etkilerinin yaninda,
inflamasyonda da polimorfontikleer 16kosit, lenfosit ve monosit gibi bazi
kan hiicrelerinin damar digina ¢ikmasinda gerekli oldugunu gésterdi.

Sonug olarak bu temel ¢alisma, endotel hiicre kiiltiirii ¢caligmalar i¢in uygun
ve glincel bir deney ortamu olusturulmas1 agisindan oldukga nemlidir. Ayrica,
endotel hiicrelerinin goriiniim ve 6zellikleri bakimindan da tanimlanmasi, bu konuda
calisgacak olan aragtiricilara 151k tutacaktir. Yine, VEGF’iin tek bagina
polimorfoniikleer 16kosit, lenfosit ve monosit gibi bazi kan hiicrelerinin damar digima
cikmasinda gerekli olan adezyon molekiillerinden ICAM-1 ve VCAM-1 yapimim
arttirdifim gosterdi ve bu artisin belirlenmesi yaninda, hemen her hiicrenin buna
katildigimin goriilmesi bakimindan da oldukga nemliydi. Literatiir taramalarimizda
yaptigimiz c¢alismanin bir ilk oldugunu gordiik. Bu g¢alisma daha sonraki
calismalarimiza da 151k tutacak ve temel teskil edecektir.
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