
TÜRKİYE CUMHURİYETİ 
ANKARA ÜNİVERSİTESİ 

TIP FAKÜLTESİ 
 
 
 
 
 

RADYASYONUN İYONİZAN, OKSİDATİF VE REDÜKTİF 

ETKİLERİNDE FAKTÖR ANALİZİ 

 

 

 

Dr. Caner AKTAŞ 

 

 

 

RADYASYON ONKOLOJİSİ ANABİLİM DALI   

TIPTA UZMANLIK TEZİ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANKARA 

2011 



TÜRKİYE CUMHURİYETİ 
ANKARA ÜNİVERSİTESİ 

TIP FAKÜLTESİ 
 
 
 
 
 

RADYASYONUN İYONİZAN, OKSİDATİF VE REDÜKTİF 

ETKİLERİNDE FAKTÖR ANALİZİ 

 

 

 

Dr. Caner AKTAŞ 

 

 

 

RADYASYON ONKOLOJİSİ ANABİLİM DALI  

TIPTA UZMANLIK TEZİ 

 

 

 

 

DANIŞMAN 

Prof. Dr. Cengiz KURTMAN 

 

 

 

ANKARA 

2011 

 
 



 
 

i 
 

Kabul ve Onay 

 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi 

    Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalı 

Tıpta Uzmanlık eğitimi çerçevesinde yürütülmüş olan 

 

 

Radyosyonun İyonizan, Oksidatif ve Redüktif Etkilerinde Faktör Analazi başlıklı,  

Dr. Caner AKTAŞ’a ait bu çalışma aşağıdaki jüri tarafından Tıpta Uzmanlık Tezi 

olarak kabul edilmiştir. 

 

 

Tez Savunma Tarihi: 25 / 10 / 2011 

 

 

 

Prof. Dr. Şaban ÇAKIR GÖKÇE 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi 

    Radyasyon Onkolojisi  Anabilim Dalı Başkanı 

Jüri Başkanı 

 

 

 

 

Prof. Dr. Meltem NALÇA ANDREİU Doç. Dr. Ayşe HİÇSÖNMEZ 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalı      Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalı 

                      Üye      Üye 

 

 
 



 
 

ii 
 

Önsöz ve Teşekkür 
 

Tezimin hazırlanmasında ilgi, bilgi ve desteğini esirgemeyen, bana genel 

radyasyon onkolojisi, radyasyon fiziği, radyasyon biyolojisi nosyonunu kazandıran 

Sayın Prof. Dr. Şaban Çakır Gökçe Sayın Prof. Dr. Meltem Nalça Andreiu Sayın 

Doç Dr. Ayşe Hiçsönmez Sayın Doç. Dr. Serap Akyürek ve  tez danışmanım Sayın 

Prof. Dr. Cengiz Kurtman’a, doku örneklerimin değerlendirilmesine katkıda bulunan 

Celal Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji Embiryoloji Anabilim Dalı Öğretim 

Üyesi Sayın Prof. Dr. M. Kemal Özbilgin’e, verilerimin istatistiksel 

değerlendirmesine katkıda bulunan Ondokuz Mayıs Üniversitesi Fen Fakültesi 

İstatistik Bölümü Öğretim Üyesi Sayın Yrd. Doç. Dr. Yüksel Terzi’ye, beraber 

çalışmaktan onur ve mutluluk duyduğum değerli asistan arkadaşlarımla birlikte 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalı’nın tüm 

çalışanlarına, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalı 

ve Deney Hayvanları Laboratuarı çalşanlarına, Gazi Üniversitesi Rektör Danışmanı 

Sayın Prof. Dr. Orhan Arslan’a ve bana hayatımın her anında desteğini ve sevgisini 

veren değerli eşim Gülnihal Aktaş’a, biricik oğlum Burak Mert Aktaş’a teşekkür 

ederim.  

                                                                               

                                                                                                   Dr. Caner Aktaş  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

iii 
 

İçindekiler 
         Sayfa 

Kabul ve Onay İ 

Önsöz ve Teşekkür İİ 

İçindekiler İİİ 

Simgeler ve Kısaltmalar Dizini V 

Şekiller Dizini Vİİ 

Tablolar Dizini Vİİİ 

1. GİRİŞ 1 

2. GENEL BİLGİLER 3 

2.1. Radyoterapinin Biyolojik Temeli 3 

2.2. Radyasyona Normal Doku Cevabı ve Büyüme Faktörleri 4 

2.3.  Radyasyona Vasküler Yapının Cevabı ve Vasküler Yapı Histolojisi 5 

2.4. Fizyolojik, Patolojik Anjiogenez ve Vaskülogenez 6 

2.5. Fizyolojik ve Patolojik Anjiogenezin Moleküler Temelleri 8 
2.5.1.  Vazodilatasyon, Endotelyal Permiabilite ve Periendotelyal Destek 8 

2.5.2.  Endotel Hücrelerinin Proliferasyonu ve Migrasyonu 9 

2.5.3. Lümen Oluşumu 11 

2.5.4. Endotelyal Sağkalım 11 

2.5.5. Fizyolojik ve Patolojik Anjiogenezde Endotel Farklılaşması 11 

2.6.  Hypoxia-Inducible Factor (HIF) 12 
2.6.1. HIF’ın Oksijen Bağımlı Düzenlenmesi 13 

2.6.2. HIF’ın Oksijenden Bağımsız Düzenlenmesi 14 

2.7.  HIF-1 alfa ve Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 15 
2.7.1.  Anjiogenez ve Tümör Prognoz 15 

2.7.2. Metabolizma 17 

2.7.3. Proliferasyon 17 



 
 

iv 
 

2.7.4. Metastaz 17 

2.7.5. Diferensiyasyon 18 

2.7.6. HIF ve Tümör İlişkisi 19 

2.8. HIF ve Radyoterapi 20 

2.9. Tümör Anjiogenezinde HIF’den Bağımsız Yollar 21 

2.10.  VEGF’den Başka Anjiojenik Faktörlerin, HIF-1 Bağımsız Aktivasyonu 24 

2.11. Radyasyon, Reoksijenasyon, HIF-1 alfa, Stres Granülü, Damar Direnci 24 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 27 

3.1.  Radyasyon Uygulaması 28 

3.2. Deney Hayvan Grupları 29 

3.3. İmmün Histokimyasal Değerlendirme 29 

3.3.1 Histokimyasal Skorun (Hscore) Hesaplanması 30 

3.3.2 Işık Mikroskopisi Gereç ve Yöntemi Parafin Takibi 30 

3.3.3 Hemotoksilen Eozin Protokolü 31 

3.3.4 İndirekt İmmün Histokimya Yöntemi 32 

3.4 İstatistik Analiz 33 

4. BULGULAR 34 

4.1. Mesane İmmün Histokimyasal Bulgular 34 

5. TARTIŞMA 50 

6. SONUÇ 62 

ÖZET 63 

SUMMARY 65 

KAYNAKLAR 67 
 

 



 
 

v 
 

Simgeler ve Kısaltmalar Dizini 
 

Ang- 1  :       Angiopoetin- 1  
Ang- 2           : Angiopoetin -2 
AP- 1              : Activator Protein -1 
ARNT          : Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator 
b- FGF          : basic- Fibroblast Growth Factor 
b - HLH          : basic- Helix-Loop- Helix 
Cox- 2             : Cyclooxygenase- 2 
CXCR4 : Chemocine  Receptor 4 
EC : Endothelial Cell 
EGF : Endothelial Growth Factor 
eIF2   : eukaryotic Initiation Factor 2 
Ep   : Epithelium 
EPO : Erythropoietin 
ES : Embryonic Stem Cell 
GM-CSF         : Granulocyte Monocyte - Colony Stimulant Factor 
GTP : Guanosin Triphosphate 
HE : Hematoxylin - Eosin 
HERS : Hypoxia Regulator Element 
HIF : Hypoxia Inducible Factor 
IGF -1             : Insulin Like Growth Factor-1 
IL : Interleukin 
LET : Lineer Enerji Transferi 
LP  : Lamina Propria 
MMP : Matrix Metalloproteinase 
mRNA : messenger RNA 
NF-kB             : Nuclear Factor- kappa B 
NO : Nitric Oxide 
ODD : Oxygen-dependent Degration Domain 
PDGF : Platelet Derivated Growth Factor 
PECAM- 1        : Platelet Endothelial Cell Adhesion  Molecule- 1 
PGE2 : Prostagalandin E2 
PI- 3K : Phosphatidylinositol – 3 Kinase 
PLGF : Placental Like Growth factor 
RCC : Renal Cell Cancer 
ROS : Reactive Oxygen Specie  
SDF- 1               : Stromal Derivated Factor-1 
TGF- beta          : Transforming Growth Factor – beta 
TIA- 1               : T- Cell Intracytoplasm Antigen-1 
Tie : Tyrosine kinase with immunoglobulin and 

epidermal growth factor homology 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
tRNA : transferring RNA 
TSP- 1               : Thrombospondin -1 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGF- 1            : Vascular Endothelial Growth Factor -1 
VEGF- 2            : Vascular Endothelial Growth Factor -2 



 
 

vi 
 

VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
VHL : Von Hippel Lindau 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



 
 

vii 
 

Şekiller Dizini 

         Sayfa  

Şekil 2.3.1. Tipik Damar Duvar Yapısı 5 

Şekil 2.9.1. Hipoksi Bağımsız Yol 22 

Şekil 3.1.1. Resim Radyasyon Alanı 28 

Şekil 4.1.1. Resim Mesane Hematoksilen-Eozin 34 

Şekil 4.1.2. Resim Mesane VEGF 35 

Şekil 4.1.3. VEGF Grupların Ortalama Değerleri 37 

Şekil 4.1.4. Resim Mesane eIF2 38 

Şekil 4.1.5. eIF2 Grupların Ortalama Değerleri 40 

Şekil 4.1.6.  Resim Mesane HIF-1 41 

Şekil 4.1.7.   HIF-1 Grupların Ortalama Değerleri 43 

Şekil 4.1.8.  Resim Mesane TIA- 1 44 

Şekil 4.1.9. TIA- 1 Grupların Ortalama Değerleri 46 

Şekil 4.1.10.  Resim Mesane TSP- 1 47 

Şekil 4.1.11.  TSP-1 Grupların Ortalama Değerleri 49 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

viii 
 

Tablolar Dizini 
         Sayfa  

Tablo 4.1.1. Çoklu Karşılaştırma VEGF 36 

Tablo 4.1.2.  Çoklu Karşılaştırma eIF2 39 

Tablo 4.1.3. Çoklu Karşılaştırma HIF-1 42 

Tablo 4.1.4. Çoklu Karşılaştırma TIA- 1 45 

Tablo 4.1.5. Çoklu Karşılaştırma TSP-1 48 

Tablo 4.1.6. Grupların Boyanma Özellikleri                                                              49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

1 
 

1. GİRİŞ 
 
 

Radyoterapi kanser için efektif bir tedavidir. Kanser, hücrelerin anormal mitozu 

sonucunda kontrolsüz büyüyen, çevre hücre ve dokulara invazyon yolu veya kitle 

etkileriyle zarar verip onların görev ve fonksiyonlarını bozabilen kontrolsüz çoğalan 

hücre ve hücreler topluluğu olarak da isimlendirilen hastalıktır.  

 

Bir dokunun yaşaması ve fonksiyonlarını devam ettirmesi, büyüyüp 

çoğalabilmesi için o bölgenin vasküler yapısının sağlıklı olması gerekir. Doku için 

oksijen olması gereken en temel faktördür. Kanser hücresinin beslenmesi, büyümesi, 

çoğalması ve uzak organlara yayılması damarsal yapıların etkisi ile olabilmektedir.  

Daha önce hasarlı olan vasküler yapıların yerine yeni vasküler yapılar oluşur iken 

vasküler endotel hücreleri arasındaki bağların farklı ve zayıf gelişimi ile metastaz 

riski artmaktadır  [1]. 

 

Radyoterapi ile tümör hücre ve dokusu hedef alınarak yapılan tedavilerde 

vasküler, paravasküler yapılarda, normal doku ve hücrelerde de letal, subletal, 

potansiyel letal hasarlar oluşabilir. İyi vasküler yapıya sahip tümör hücreleri 

radyasyona daha hassas iken vasküler yapısı ve oksijenlenmesi kötü tümöral yapılar 

radyasyona daha dirençli olarak davranırlar. Normal damar endotelinin ve tümör 

damar yapısının radyasyon tedavisine vereceği yanıt önemlidir. 

         

Radyasyonun iyonizan etkisi atom yörüngesinden bir elektron 

uzaklaştırılmasıdır. Oksidasyon (yükseltgenme) elektronların atomdan ayrılmasını 

sağlayan tepkimedir. H2O molekülü ile iyonize radyasyonun girdiği tepkimede 

oluşan ROS (Reactive Oxygen Species), oksidasyonun sonucudur. Redüksiyon 

(indirgenme) olayı da atomun bir veya daha fazla elektron almasını sağlayan 

tepkimedir. Oksidasyon ile açığa çıkan elektronun bir başka atom tarafından alınması 

olarak tanımlanabilir. Radyasyon; iyonizasyon, oksidasyon ve redüksiyon etkileri ile 

normal doku ve tümör dokusu üzerinde hipoksik stres oluşturabilir. Radyasyon 

tedavisi, DNA çift sarmal kırıkları oluşturarak direkt hücre ölümüne neden olurken, 

ROS oluşumu da hücre ölümü nedenidir. ROS ile NF-kB (Nücleer Factor kappa B)  
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ve IL- 8 (Interleukin-8) anjiogenez yolunda yer alan, VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor) oluşumunu HIF (Hypoxia Inducible Factor) bağımsız yol üzerinden 

başlatabilir. 

 

Radyasyonun iyonizan, oksidatif ve redüktif etkileri ile HIF, endojen mitojen 

olan VEGF ve hücrenin strese cevabını belirleyen eIF2 (eucaryotic Initiation Factor 

2), TIA-1 (T- Cell Intracytoplasm Antigen-1) gibi faktörler ortaya çıkabilir. TSP-1 

(Thrombospondin- 1) strese cevap olarak ortaya çıkabilecek bu faktörleri inhibe eden 

endojen anti-anjiogenik faktördür. TSP-1 dışındaki faktörlerin anjiogenez oluşumu 

sırasında ortaya çıktığı bilinmektedir [2-4].   

  

Hipotezimiz iyonizasyon, oksidasyon ve redüksiyon tepkimeleri sonucunda, 

radyasyonun normal vasküler endotelde oluşturduğu stres ve hipoksiye bağlı ortaya 

çıkabilecek, HIF-1 alfa, VEGF, eIF2, TIA-1, TSP-1 arasında ilişki olup olmadığı, 

buna bağlı olarak anjiogenez yolu uyarılabileceği varsayımıyla ortaya çıkabilecek 

faktör analizleri ile bu konu daha iyi anlaşılabilir. Bu faktörler normal vasküler 

endotelin strese olan cevabını gösterebilirler. Normal vasküler endotel hücrelerinde 

oluşan hipoksik stres sonucunda, endotel hücrelerinin apopitoza gitmesi strese karşı 

oluşan cevabı daha da artırarak belirgin hale getirebilir. Radyasyon normal vasküler 

endotelde hasar oluşturup fizjolojik anjiogenezi başlatabilir.  

 

Bu varsayımla amaçlanan, radyasyonun normal vasküler endotelde oluşturduğu 

stres ve hipoksik duruma yanıt olarak fizyolojik anjiogenezi başlatabilen pozitif 

faktör olan HIF-1 alfa artışı ile ortaya çıkabilen VEGF ve apopitozu belirleyen TIA-

1, anjiogenezi inhibe eden endojen salınan TSP-1 düzeylerinin, stres granülü 

belirleyici olarak bilinen eIF2’nin immün histokimyasal olarak belirlenmesi 

olacaktır. Ayrıca normal vasküler endotelde iyonize radyasyon uygulaması ile 

anjiogenez yolunda pozitif faktör olan HIF-1, VEGF, eIF2 ve TIA-1 ile negatif etkili 

TSP-1 arasındaki ilişkinin nasıl olduğu sorusuna yanıt aramaktır. Çalışmada, 

anjiogenez yolunda görev yapan; HIF-1 alfa, VEGF, eIF2, TIA-1 ve TSP-1 değişken 

durumları ile 24 saat, 48 saat ve 7 günde aralarındaki ilişki immün histokimyasal 

yöntemle gösterilmektedir 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Radyoterapinin Biyolojik Temeli 

 
İyonize radyasyon ile hücre ölümünün birincil mekanizması DNA hasarıdır. 

DNA hasarı çoğunlukla onarılabilir ancak çift zincir kırıkları ölümcül olmaktadır. 

Hücrelerin yaklaşık %85 ‘ini su oluşturmaktadır. İyonize radyasyonun su 

molekülünü iyonlaştırması sonucunda oluşan serbest radikaller de DNA hasarını 

dolaylı yoldan gerçekleştirebilir. Etkilerin % 65’i bu dolaylı yol ile oluşmaktadır. 

Ortamda oksijen varlığı serbest radikal oluşumu için son derece önemlidir. 

Radyasyona maruz kalan su (H2O) iyonize duruma geçer. H2O → H2O + + e-  su 

molekülü serbest elektron (e-) oluşturur. Bu serbest e- başka bir su molekülü ile 

etkileşime girer ve e- + H2O→ H2O- şeklinde su molekülü oluşur. Oluşan (+), (-) su 

molekülleri H2O+ → H+ + OH ve H2O- → H + OH- şeklinde H+ ve OH- iyonları 

oluşturur. H ve OH serbest radikalleri, diğer serbest radikaller veya diğer moleküller 

ile etkileşebilirler. Bu olaylar zinciri rasyasyonun iyonizan, oksidatif ve redüktif 

etkilerini açıklamaktadır. Bu etkiler sonucu anjiogenez yolunda pozitif ve negatif 

görev yapan faktörler ortaya çıkabilir.  Serbest radikal oluşumu partiküler olmayan 

radyasyon ile daha fazla görülür. Yüksek LET (Lineer Enerji Transferi) li enerji 

taşıyanlarda daha çok direkt etki (DNA çift zincir kırıkları) gerçekleşir [5, 6].  

 

Ortamda bulunan sülfidril molekülelleri serbest radikallere bağlanarak hasar 

düzeyini düşürebilir. Dokuların radyasyona cevabı direkt olarak radyasyonun 

sitotoksik etkilerine bağlı olmayabilir. Özellikle tümör dokusunun cevabı tümörü 

besleyen damar hasarı ile yakın ilişkilidir. Kombine tedavi modelleri, biyolojik ve 

kemoterapi ajanları tümör kan akımını düzenleyerek radyasyonun dolaylı etkisine 

katkıda bulunabilir [5]. 

 

 

 

 



 
 

4 
 

2.2. Radyasyona Normal Doku Cevabı ve Büyüme Faktörleri 

 
 
         Birçok büyüme faktörü, sitokin ve bazı ufak moleküllerde yeni kan damarı 

oluşumuna katkıda bulunabilir. Bunlar arasında öne çıkanlar FGF, PDGF, TGF-alfa, 

TGF-beta, IL-8 ve VEGF dir. FGF ve PDGF ailesinin üyeleri normal gelişim 

esnasında bol miktarda bulunurlar, ancak dışarıdan uygulandıklarında mezenşimal ve 

enflamatuar hücreleri çekerek anjiogenezi pozitif yönde etkilerler. TGF ve TNF 

endotel hücre büyümesini uyarır veya inhibe edebilir [7].  

 

b-FGF (basic- Fibroblast Growth Factor) : Endotel hücre büyümesini indükler, 

radyasyona bağlı apopitozu inhibe eder, bu sayede mikrovasküler hasarı önler. bFGF 

strese cevap olarak salınır. Stres radyasyon, ısı, hipoksi, kimyasallardan biri olabilir. 

bFGF, radyasyona bağlı geç yan etkileri azaltıcı rol oynamaktadır. Dallanan orta 

çaplı kapillerde, dallanmayanlara göre daha yüksek bFGF konsantrasyonlarına 

rastlanmıştır. Bu nedenle mikrovasküler koruma dallanan arterlerde daha etkilidir. 

Radyasyona bağlı geç yan etkilerin damar hasarına bağlı olduğuda göz önüne 

alınırsa, radyasyona tolerans geniş damarlanması olanlarda daha yüksek, 

dallanmayan kapiller yakınında düşüktür [7].  

 

PDGF (Platelet Deriveted Growth Factor) :  Vasküler dokudaki hasarı artırır. 

Organ gelişiminde önemli rolü vardır. Ayrıca fibrozis, atherosklerozis, 

glomerülonefrit ve agresif fibromatozis gibi patolojik süreçlerle ilişkilidir [7, 8]. 

Hatta otokrin stümilasyon ile anormal PDGF üretimi, PDGF reseptör pozitif 

hücrelerin neoplastik dönüşümüne neden olabilir [8].  

 

TGF-beta (Transforming Growth Factor – beta) : Pnomonide olduğu gibi güçlü 

olarak inflamatuvar cevabı indükler. Bağ dokusu gelişimini uyarır. Epitel hücre 

çoğalmasını inhibe eder. Radyasyonun geç yan etkilerinden olan fibrozis ve vasküler 

hasar TFG-beta ile artar. IL-1 ve TNF (Tumor Necrosis Factor) seviyesini düşürerek 

hematopoetik doku hasarını artırır [9].  
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TNF (Tumor Necrosis Factor) : Sinyal yolaklarını başlatan reseptörleri 

bağlayarak monositlerin ve tümör hücrelerinin neden olduğu inflamatuvar cevaba 

eşlik eden sitotoksik ajandır. Fibroblastların, inflamatuvar hücrelerin ve endotel 

hücrelerin çoğalmasını uyarır. Geç komplikasyonlarla ilişkilidir [9]. TNF klinik 

çalışmalarda uygulanan kişilerde halsizlik, iştahsızlık, kilo kaybı ve geçici 

lökopeniye neden olur. TNF hematopoetik hücreleri korur ve tümör hücrelerini 

duyarlı hale getirir. Pnomoni, karaciğer fonksiyon bozukluğu, böbrek yetmezliği ve 

demiyelinezasyon şiddeti ile ilişkilidir. Radyasyona bağlı SSS (Santral Sinir Sistemi) 

patofizyolojisinde rol oynar. Radyasyondan sonra salınan TNF transkripsiyonel 

olarak düzenlenir ve bu olayda protein –kinaz C bağımlı yol rol oynamaktadır [9]. 

 

2.3.  Radyasyona Vasküler Yapının Cevabı ve Vasküler Yapı Histolojisi 
 

Kapiller damarlar ve venüller dışındaki tüm kan damarları genel olarak 3 

tabakadan oluşur. 

 
Şekil 2.3.1. Tipik Damar Duvar Yapısı [8]. 
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Tunika İntima: (İç tabaka) İçte endotel hücre dizisi, bunun altında bazal lamina ve 

gevşek fibro elastik bağ dokusundan oluşan subendotelyal tabakadan meydana 

gelmiştir. Subendotelyal tabakanın dış kısmında elastik fibrillerden oluşan membrana 

elastika interna vardır. Bu tabakada nadiren de olsa kas tabakası bulunabilir. 

 

Tunika Media (Orta tabaka): Esas olarak sirküler olarak düzenlenmiş düz kas 

hücrelerinden meydana gelmiştir. 

 

Tunika Adventisya (Dış tabaka): En dış tabakadır, daha çok uzunlamasına 

düzenlenmiş kollojen ve elastik fibrillerden oluşmuştur [8]. 

 

Kan damarları üzerinde radyasyon etkisi önemlidir, çünkü farklı doku ve 

organda oluşan geç hasar damar üzerine olan etkinin azaltılmasıyla önlenebilir [7]. 

Damarların tunika intima tabakasında yer alan endotel hücrelerinin kalınlığı damar 

tipine bağlıdır. Normal damar endotelinde hücre proliferasyon oranı düşüktür. 

Radyasyon uygulanması sonrası mitoza giren hücreler bir süre sonra ölür. Canlı 

kalan hücrelerin anormal proliferasyonu sonrası kontraksiyon bölgeleri meydana 

gelir. Bu durum damar endotel dökülmesi, tromboz oluşumu ve kapiller nekroza yol 

açar. Damar düz kas hücrelerinde, siklusta hücre sayısı az olduğundan bu grup hücre 

sayısının düşüşü ışınlamadan sonra birkaç yıl sürebilir. Kas liflerinin yerini kollojen 

fibriller alır, damar elastikiyeti bozulur ve kan akımı azalır. Arter harabiyeti 

konvansiyonel fraksiyonda 50-70 Gy de, kapiller harabiyet 40 Gy den sonra başlar. 

Venler radyasyona arterlerden daha az duyarlıdır [7]. 

 

2.4. Fizyolojik, Patolojik Anjiogenez ve Vaskülogenez 
 

Fizyolojik anjiogenez yara iyileşmesi, menstrüel siklus, embiryogenez gibi 

durumlarda söz konusudur. Patolojik anjiogenez ise başta tümörler olmak üzere 

kollojen doku hastalıklarından romatoid artrit, retinopatiler ve psöriasis gibi 

hastalıklarda görülebilirler [1, 10-13].  

Onkolojide patolojik anjiogenez tümör dokusunda görülür. Kanserli hastalara 

antianjiogenik tedavi ile tümör etrafındaki damar yapımı bloke edilerek özel tedavi 
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yaklaşımları uygulanmaktadır [14, 15]. Tümör anjiogenez yapmadan önce, çevre 

dokulardan sadece basif difüzyon ile beslenir. En fazla 0.5-1 cm3 hacme kadar 

büyüyebilir. Daha fazla çoğalmak ve metastaz yapabilmek için anjiogenez gereklidir 

[14]. 

 

Anjiogenez önceden var olan kan damarlarından yeni damarlarının geliştiği 

süreçtir [16, 17]. Kendisine çok benzer olan vaskülogenez ve lenfanjiogenezden ayırt 

edilmesi gerekir. Vaskülogenezde endotelyal ve hematopoetik hücreler ortak 

progenitör olan hemanjioblastları paylaşırlar. Yolk kesesinde hemanjioblastlar, içteki 

hücrelerin hematopoetik prekürsörlere ve dıştaki hücrelerin endotel hücrelerine 

dönüştüğü topluluklar oluştururlar. VEGF, VEGFR-2 (Vascular Endothelial Growth 

Factor Receptor-2) ve bFGF anjioblast faklılaşmasını etkileyen faktörlerdir [18, 19]. 

VEGFR-1 ((Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1) hemanjioblast 

gelişimini durdurur [20].  

 

Endotel hücrelerinin patolojik koşullarda anjiogenik hale gelme kararı 

anjiogenik ‘switch’ olarak adlandırılır. Endotel hücrelerinin kaderini yönlendiren bu 

mekanizmalar hakkında çok şey bilinmemekle beraber bu konuda Ets- 1, Hex, 

Vezf1, Hox ve GATA gen aile üyeleri yer alıyor olabilirler. Bu moleküller terapatik 

açıdan da önemli olabilirler [21].  

 

Endotelyal öncüllerin sadece embiryonik yaşamda bulundukları sanılırdı. 

Anjiogenez önceden embriyonik süreçte primitif hücrelerden yeni kan damarlarının 

de-novo (sıfırdan) formasyonu olarak ifade edilirdi. Ancak erişkin kemik iliğinde ve 

periferik kanda da endotelyal öncül hücreler tanımlanmıştır. Bu hücrelerin 

farklılaşması ve hareketlenmesi VEGF, GM-CSF (Granulocyte Monocyte - Coloni 

Stimulant Factor), bFGF ve IGF-1’ü (Insulin Like Growth Factor) uyarmaktadır 

[22].  Fakat kemik iliği ve dolaşımda bulunan endotelyal prekürsör (öncül) hücrelerin 

de bazı durumlarda anjiogeneze katkıda bulunabileceklerinin gözlemlenmiş olması 

bu ayrımın sınırlarını biraz bulanık hale getirmiştir. Anjiogenez genel olarak küçük 

damar formasyonunu ifade etmektedir. Anjiogenezin embiryodaki moleküler temeli, 
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erişkindeki patolojik moleküler temelden farklı olabilir. Bunun çok sayıda aşaması 

ve evresi tanımlanmıştır [21, 22].  

 

2.5. Fizyolojik ve Patolojik Anjiogenezin Moleküler Temelleri 
 

2.5.1.  Vazodilatasyon, Endotelyal Permiabilite ve Periendotelyal Destek 
 

Anjiogenez, NO (Nitric Oxide) ilgili proçes olan vazodilatasyon ile başlar. 

Vasküler geçirgenlik VEFG’e yanıt olarak artar. Plazma proteinleri ekstravaze 

(damardışı) olur. Jel formasyonuna gelen ekstrasellüler çevre, migrasyon (göç) yapıp 

damar dışına çıkan endotel hücreleri için yapı iskeleti görevi görür. Geçirgenlikdeki 

artış, fenestra formasyonu, vezikülo vakuoler organellerin formasyonu, PECAM-1 

(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecul- 1) ve VE-cadherin’in (Vasküler 

Endotelyal–cadherin) redistrüpsiyonu aracılığı ile meydana gelir. Permiabilite 

anjiogenez için iyi olmakla birlikte, aşırı vasküler kaçak nedeniyle dolaşım kollapsı 

ve inrtakranial hipertansiyon, tümör hücrelerinde metastaz, premenstüriel 

rahatsızlıklar ve körlüğe neden olabilir. Endotele özgün Tie-1 ve Tie-2 (Tyrosine 

kinase with immunoglobulin and epidermal growth factor homology) reseptörleri 

selektif olarak endotel hücreleri üzerinde bulunan ve embiryonik vasküler yapı 

oluşumu için gerekli olan moleküllerdir. Tie-2 reseptörünün bir ligantı olan Ang-1 

(Angiopoetin- 1) erişkinde damara uygulandığında plazma kaçağını engellemektedir 

[23, 24].  Endojen anjiogenez aktivatör olan Ang-1, kapiller damarları güçlendirir. 

Perisitleri stabilize ederek endotel hücre yaşam süresini artırarak yeni oluşan 

vasküler yapıyı güçlendirir [25, 26].  

 

Endotel hücre migrasyonu için, hücreler arası temasın gevşemesi ve 

periendotelyal hücre desteğinin kalkması gerekir. Endotel Tie-2 reseptör sinyal 

inhibitörlerinden, Ang-2 (Angiopoetin-2) damarları destabilize eder. Yoğunlukla yeni 

damar yapım bölgelerinde artmış olarak bulunur. Matriks gevşemesinde rol oynar. 

Ang-2’nin, destabilizatör etkisi belki de vasküler yapıyı tümör dokusunda VEGF gibi 

mitojen ajanlara daha duyarlı hale getirmektedir [27, 28]. Proteinazlardan,  

plazminojen aktivatörü, MMP (Matrix Metalloproteinaz ), kimaz ya da heparinaz 
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aileleri matriks moleküllerini parçalayarak ve ekstrasellüler matriks içinde bulunan 

büyüme faktörlerini (bFGF, VEGF, IGF-1)serbestleştirerek anjiogenezi 

etkilemektedir [29]. 

 

2.5.2.  Endotel Hücrelerinin Proliferasyonu ve Migrasyonu  
 

Prolifere olan endotel hücreleri yolları belli olduktan sonra yeni damar oluşum 

bölgelerine gider. VEGF, PLGF (Placental Like Growth Factor ), VEGF-B, VEGF-

C, VEGF-D ve bunların reseptöleri VEGFR-2, VEGFR-3, nörofilin-1 özel 

fonksiyonlara sahiptir. VEGF ve reseptörü VEGFR-2 embiryonik, patolojik ve 

neonatal anjiogenezi tetikler. Farklı VEGF formlarının veya bu ailenin 

heterodimerlerinin bu süreçteki rolü ve mekanizmaları tam olarak aydınlatılmış 

değildir. Örneğin VEGF-120 anjiogenezi tek başına başlatabilir ancak süreci 

tamamlayamaz [30]. VEGFR-3 hem embiryonik anjiogenezde hemde patolojik 

anjiogenezde eksprese edilir. VEGFR-3’ün ligantı olan VEGF-C erişkin 

patolojilerinde anjiogeniktir [31, 32].   

 

VEGFR-1’in tirozin kinaz domaini embiryonik anjiogenezi bozmamaktır. 

Ancak VEGFR-1’in patolojik anjiogenezde hangi rolü üstlendiği belirsizdir. 

PLGF’ün ortamdan kaybı patolojik anjiogenezi bozmakta fakat fizyolojik 

anjiogenezi etkilememektedir. VEGF-B kaybı koroner oklüzyon sonrasında koroner 

fonksiyonları etkilemektedir. Ang-1, Tie-2’nin eriyebilen formu, tirozini fosforile 

eder. Endotel hücreleri için kemotaktiktir, tomurcuklanmayı indükler. VEGF’ü 

potansiyelize eder, fakat endotel proliferasyonunu indükleyemez [2] . VEGF aksine 

Ang-1 tek başına endotel ağ organizasyonunu başlatamaz ancak VEGF tarafından 

başlatılan ağları sağlamlaştırır. Bu etki endotel hücreler ve periendotel hücreler 

arasında etkileşim sitümülasyonu ile olmaktadır. Bu durum Ang-1’in, VEGF den 

daha geç aşamada etki gösterdiğini düşündürmektedir. Ang-2, VEGF varlığında 

anjiogeniktir [2, 22].  

 

bFGF ve PDGF, mezenşimal ve inflamatuvar hücreleri bir araya getirerek 

anjiogenezi etkiler. PDGF timidin fosforilaz etkisi gösterir. Timidini, timine 
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defosforilize ederek serbest oksijen radikali oluşumunu artırır ve anjiogenez genlerini 

aktive eder [33]. FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2), bFGF ve PDGF gibi heparine 

bağlanan anjiogenik proteindir. FGF, endotel hücrelerinde proliferasyon ve epiblast 

hücrelerinin endotel hücrelerine farklılaşmasını sağlar. bFGF doğrudan ve dolaylı 

olarak endotel hücre aktivitesini düzenler. Güçlü endotel hücre sitimülatörü olan 

bFGF, endotel migrasyonu, proliferasyonu ve tüp formasyonundan sorumludur [34]. 

bFGF ile VEGF anjiogenez üzerine sinerjistik etki gösterdikleri bilinmektedir. Ancak 

farklı olarak bFGF‘süz ortamda yapılan fare deneylerinde yeniden damar 

oluşumunun gözlenmesi bFGF’ün özellikle erişkin vasküler yapı korunması ve yara 

iyileşmesinde etkili olduğunu düşündürmektedir [35]. PDGF ve bFGF, heparine 

bağlı peptid yapıda büyüme faktörleri olarak VEGF gibi tirozin kinaz reseptörleri 

üzerine etki ederek, dimerizasyon, otofosforilasyon ve sonuçta mAPK (mitojen 

Aktive eden Protein Kinaz) gibi hücre içi kinazların aktivasyonunu sağlarlar. 

Böylece AP-1 (Activator Protein-1) gibi transkiripsiyon faktörlerini uyararak, 

mitojenik etkili genlerde cevap oluştururlar [36].  

 

TGF-beta (Transforming Growth Factor-beta) tümör anjiogenezinde, endotel 

hücrede kemotaktik olarak görev yapar. Bunu tenascin gibi endotel hücre 

yapışmasını ve göçünü sağlayan matriks proteinlerinin yapımını artırarak 

gerçekleştirir. Bu sayede tümör hücre invazyonu ve metastazında rol oynarlar. 

Ayrıca VEGF ve VEGFR ekspresyonunu da uyararak anjiogenez de proliferatif 

aşamada rol alırlar [37]. 

 

TNF-alfa’da endojen mitojen, anjiogenez ve VEGF ekspresyon indükleyici 

olarak görev yapmaktadır. TFG-beta ve TNF-alfa, endotel hücre büyümesini inhibe 

veya sitümüle ederek tümör progresyonunu belirleyebilir [32].  

 

 VEGF’den sonraki basamaklarda, VEGF efektörü olarak görev yapan NO, 

TGF-beta ve diğer anjiogenik faktörler, embiryonik vasküler gelişim için zorunlu 

değildirler, ancak patolojik anjiogenezi etkileyip damarların tekrardan 

endotelizasyonunu geliştirler [38, 39].  
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2.5.3. Lümen Oluşumu 

 
Damar iç kısmını döşeyen endotel hücrelerinin, kordon şeklinde bir araya 

gelmesi, endotel hücrelerinin incelmesi, önceden var olan damarlarla birleşmesi, 

damarda çap ve uzunluk artışına neden olur. Tümör damarları ve patolojik 

anjiogenez de damar yapısı, normal yapıya göre anormal genişler. Fakat tümör 

damarında, normal damar yapısına göre kan akımı yönü tam anlaşılır değildir, 

türbülan bir akım vardır. Bu akım metabolik ihtiyaçları tam karşılayamadığı gibi 

akım hızı da oldukça yavaştır [40].  

 

VEGF-189 lümen çapını azaltır. VEGF-121, VEGF-165 ve reseptörleri lümen 

oluşumunu, damar çapını artırır. Ang- 1 de VEGF ile kombine bir şekilde damar ve 

lümen çapını artırır [2]. Lümen oluşumunu etkileyen diğer moleküller, integrinler ve 

MEF2C (Myocyte Enhancer binding Factor 2C) transkripsiyon faktörüdür. Hücre 

dışında çok fazla proteoliz, endotel hücrelerinin kistik olarak toplanmasına neden 

olup, tüp oluşumunu engelleyebilir. TSP-1’de lümen oluşumunda endojen inhibitör 

olarak görev yapar [3].  

 

2.5.4. Endotelyal Sağkalım 

 

Endotel hücreleri damar oluşumunu tamamladıktan sonra, her hangi bir stres 

faktörü ile karşılaşmadıkları takdirde uzun yıllar canlı kalabilirler [41]. Endotel 

apopitozu, damar lümeninin spazm ile daralması, trombus tarafından tıkanması veya 

ölü hücrelerin lümene dökülmesi sonucu oluşan tıkanıklık nedeniyle başlayabilir [30, 

42]. 

 

2.5.5. Fizyolojik ve Patolojik Anjiogenezde Endotel Farklılaşması  

 

Patolojik anjiogenez ve tümör hücrelerinde yer alan endotel hücreleri, birçok 

anormallik gösterir. Çok katlı olarak oluşur, damarları bölen ve köprüleyen çıkıntılar 

yapar. İntrasellüler ve transsellüler delikler içerir, kontrolsüz bir geçirgenlik sergiler 

ve sürekli yeniden şekillenmeye gider. Tümör damarlarının, hem endotel hemde 

tümöre ait hücreler içermeleri onları mozaik bir yapı haline getirir. Kanser 
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tedavisinde bu bölgelere proapopitotik veya trombotik moleküllerin yapışması cazip 

hedef oluşturur. Mikro çevresel faktörlerde tümör endotel bariyerini 

belirliyebilmektedir. Cilt tümörleri, beyin tümörlerinden daha fazla fenestra 

içermektedir [16].  

 

Fizyolojik anjiogenez gelişmekte olan fetusta başlar ve doğum sonrasında 

normal kan damarlarını oluşturacak şekilde devam eder. Normal kan damarları 

düzenli ve bir birinden yakın boşluklarla ayrılmış bir dağılım gösterir. Elastik, 

musküler arter, arteriol, kapiller, post kapiller venüller ve ufak, büyük venler 

şeklinde hiyerarşik bir düzenlenmeye sahiptir. Patolojik anjiogenez tarafından 

uyarılan damarlar ise düzensiz dağılır, dallanır, arterio-venöz şantlar oluşturur. 

Hiyerarşik yapıya uymazlar. Yapısal ve fonksiyonel olarak heterojendir. Yüksek 

derecede geçirgendir [16].  

 

2.6.  Hypoxia-Inducible Factor (HIF) 

 

Tümör hipoksisi 1950’lerde radyoterapi başarısızlığının nedeni olarak 

tanımlanmışdı. Bugün tümör ve normal doku hipoksisi ve hipoksinin moleküler 

mediatörlerinin, HIF ve tümörogenezisin birçok basamağını düzenlediği 

bilinmektedir [43]. HIF hem oksijen sağlanmasını, hem de gen ekspresyonunu 

düzenleyerek oksijen eksikliğine uyumu sağlar. Glukoz uptake ve metobolizmasını 

düzenler. Anjiogenez, eritropoez, hücre proliferasyonu ve apopitoz gibi pek çok 

hücresel süreçi de etkiler [44].  

 

HIF-1, ailenin ilk üyesidir. HIF-1, Hep3B hücrelerinde EPO’nun 

(Erythropoietin) hipoksik aktivasyonu için gereken faktör olarak tanımlanmıştır [45]. 

Yapısal analizler HIF-1 alfa proteininin 4 alan içerdiğini göstermiştir. 1) bHLH 

(basic-Helix-Loop-Helix) bölgesi DNA bağlanması ve dimerizasyondan sorumludur. 

2) PAS, dimerizasyon ve hedef gen spesifitesinden, 3) ODD (Oxygen-dependent 

Degration Domain) ubiquitin proteosome yolundaki bozulmadan, 4) C-terminal 

bölgesi lokalize transaktivasyondan, hipoksi bağlı nükleer lokalizasyon ve protein 

stabilizasyonundan sorumludur [46, 47]. 
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HIF-2 ailenin ikinci üyesidir. HIF-1 ile % 48 oranında aminoasit benzerliği 

gösterir [48, 49]. HIF- 2 alfa ve HIF- 1 alfa yapısal olarak benzer ve bHLH (basic 

Helix-Loop-Helix), PAS ve ODD motifleri içerir. HIF-2 alfa heterodimerleri de gen 

ekspresyonunu indüklüyebilir. HIF-1 alfa’nın aksine HIF-2 alfa ekspresyonu 

endotelyal hücreler, glial hücreler, tip II pnömositler, kardiyomiyositler, böbrek 

fibroblastları, pankreas, duedonum interstisiyel hücreleri ve hepatositler gibi 

özelleşmiş hücrelerden oluşmaktadır [50, 51].  

 

HIF-3 alfa ailenin 3. üyesidir ve HIF-1 alfa ile % 57, HIF-2 alfa ile % 53 

oranında aminoasit benzerliği gösterir. Invitro olarak hipoksi yanıt elemanlarına 

bağlanabilir. Ancak HIF-3 alfa’nın invivo hipoksi yanıtında ki rolü tam olarak 

anlaşılamamıştır [52]. HIF-3 alfa’nın birçok varyantı vardır, en iyi anlaşılanı 

IPAS’dır (Inhibitory Domain PAS). HIF-3 alfa, mRNA’sı (messenger RNA) timus, 

akciğer, beyin, kalp, böbrek, karaciğer, göz gibi dokularda görülebilir [53]. 

 

ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) tüm bHLH, IPAS 

ailesi üyeleri için genel bağlanma yeridir. ARNT, HIF- 1-2-3 alfa subünitlerini 

heterodimerize eder. ARNT’de bHLH, PAS ve transaktivasyon alanları içerir. Ancak 

ODD alanı yoktur bu nedenle aerobik şartlardaki hücrelerden eksprese edilirler [54]. 

ARNT’ye ek olarak başka bir HIF-beta subüniti, ARNT2 ve HIF alfa proteinleri ile 

heterodimerizasyon yapabilir. Ancak ARNT ve ARNT2 ekspresyon paterni olarak 

farklılık göstermektedir [55, 56].  

 

2.6.1. HIF’ın Oksijen Bağımlı Düzenlenmesi 

 

HIF-1’in ilk düzenleyicisinin O2 olduğu bilinmektedir. Normoksik şartlarda 

HIF, VHL (Von Hippel-Lindau) aracılığı ile proteosomal azalma yapar. VHL’nin 

HIF-1 alfa’nın oksijen bağımlı parçası ile birleşen E3 ubiquitin lipaz kompleks 

komponenti olduğu gösterilmiştir. Hipokside HIF-1 alfa subünitleri stabilize olarak, 

nükleusa transloke olurlar [57, 58]. Hücre kültürü çalışmaları, HIF stabilizasyonu ve 
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DNA bağlanma aktivitesinin O2  konsantrasyonu % 6’dan düşükken aktive olduğu ve 

% 0,5  O2 konsantrasyonunda maksimuma ulaştığı gösterilmiştir [59].  

 

Daha önceki çalışmalar, hipokside HIF protein seviye düzenlenmesinde 

ROS’un önemli rölü olduğunu göstermiştir. Birçok çalışma, mitokondrial elektron 

transport zincirinin ve ROS üretim inhibisyonunun hipoksik koşullarda HIF 

stabilitesini azalttığını göstermiştir [60, 61]. 

 

 HIF-1 alfa subüniti hipoksi tarafından düzenlenir. HIF-1 alfa yolundaki sensör, 

O2 bağımlı hidroksilazlardır. Bir tanesi HIF-1 alfa azalması sonucu olarak O2 ve Fe 

(demir) varlığında proline rezidüleri 402 ve 564 ü hidroksilize eden prolil 

hidroksilazdır [62-64].  

 

2.6.2. HIF’ın Oksijenden Bağımsız Düzenlenmesi   
 

Onkogenler HIF-1 için ikinci düzenleyicidir. Birçok onkogenin HIF-1 alfa 

üzerine etkisi vardır. Bazıları HIF-1 alfa’nın protein stabilitesi ve azalmasında rol 

oynarken, diğerleri aktive sinyal yolunda görevlidir. P53 ve VHL gibi tümör süpresor 

genler HIF-1’in seviyesi ve fonksiyonunu etkiler. P53 proteinin wild tipi, endojen 

anjiogenez inhibitörü olarak görev yapan TSP-1’i uyarır. HIF-1 aktivitesini inhibe 

eder. P53 kaybı veya mutasyonunda, hipoksi ile birlikte HIF-1 alfa birikimine bağlı, 

tümör hücrelerinde ve normal dokuda endojen mitojen görev yapan VEGF 

ekspresyonu olmaktadır [65-67]. PI-3K (Phosphatidylinositol – 3Kinase) antagonisti, 

tümör süpresör bir gen olan PTEN, phosphatidylinositol biphosphate ve 

triphosphate’ın 3 pozisyonundaki fosfatı kopararak etki eder. PTEN’in tümör 

süpresör fonksiyonunu kaybetmesi HIF-1 aracılı gen ekspresyonunu artırır [68]. 

Yüksek miktarda HIF-1 alfa eksprese eden insan tümörlerinde Akt-1 ve Akt-2 

amplifikasyonu oldukca sıktır [47]. Değişik onkogenlerin ve büyüme sinyal 

yolaklarının aktivasyonu hipoksik olmayan hücrelerde de HIF sistemini uyarabilir. 

V-src veya ROS V12 onkogenleri ise normoksik HIF-1 alfa’nın stabilizasyonunu 

sağlar [64]. 
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HIF için 3. düzenleyici grup, büyüme faktörleri, stromal ve parankimal 

hücrelerden salınan EGF (Endothelial Growth Factor), TGF-alfa, IGF, heregulin ve 

IL-1 beta gibi sitokinlerdir. Bu grupta yer alan sitokinler, sadece HIF-1 alfa protein 

ekspresyonunu değil aynı zamanda HIF-1’in DNA bağlanma aktivitesini de artırır. 

Normoksik ve hipoksik koşulda HIF-1 hedef gen ekspresyonu yaparlar [47].  

 

HIF için dördüncü düzenleyici grup; karsinogenez kaynaklı ROS ürünü, 

Cr(VI), vanadate, anjiotensin ve TNF-alfa gibi sitokinlerdir. Bazı çalışmalar hipoksi 

altında mitokondriden salınan ROS’un arttığını ve HIF-1 aktivitesi için gerekli 

olduğu hipotezini destekler [60, 69]. ROS karsinogenezde önemli rol üstlenir. Cr 

(VI) kompleksi HIF-1 alfa aktivasyonu ve ROS stabilizasyonuna neden olur. HIF-1 

alfa’da karsinogenezde rol almaktadır [70].  

 

2.7.  HIF-1 alfa ve Vascular Endothelial Growth Factor  (VEGF) 
 

2.7.1.  Anjiogenez ve Tümör Prognoz 
 

HIF-1, hem VEGF hem de VEGFR düzenlemesinde anahtar rol oynar. İnsan 

tümör hücre biyopsisi, immün histokimyasal analizi birçok kanser türünde HIF-1 alfa 

over ekspresyonu olduğunu göstermiştir [71]. Ayrıca VEGF ekspresyonu ve 

vaskülarizasyon ilişkisi de gösterilmiştir [72, 73]. HIF-1 alfa’yı gösteren bir ajanla 

işaretlenen kolon kanseri hücrelerinde VEGF ekspresyonu ve anjiogenez artmıştır 

[74, 75]. HIF-1 alfa, varlığı ve yokluğunun tümör büyümesi ve anjiogenez ile pozitif 

veya negatif ilişkisi vardır [72, 76, 77]. Tümörlerdeki VEGF over ekspresyonu, 

yüksek vaskülarite, lenf nodu metastazı, karaciğer metastaz artışı ve kötü prognoz ile 

ilişkilidir. Birçok raporda VEGF artışı, insan meme kanserinde tümör içi mikro 

damar yoğunluğunun anjiogenez için bağımsız belirleyici olduğu göstermiştir [78-

81].  

 

Over kanseri ilgili çalışmada, HIF-1 alfa tümörde apopitoz ilişkili bulunmuştur. 

Ayrıca HIF-1 alfa tarafından hedeflenen pek çok proteinin, tümör hücre 

proliferasyonu, adhezyonu ve sağ kalımda rol aldığı gözlemlenmiştir. HIF-1 alfa 
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over ekspresyonu, tümör süpresör gen mutasyonu veya eksikliğinin kombinasyonu 

birçok insan kanserinde gözlenir. Bu değişiklikler tümör büyümesi, invazyon ve 

metastazla ilişkilidir. Klinik olarak yüksek HIF-1 alfa ekspresyonu, lenf nodu negatif 

meme kanserinde genel sağ kalım, hastalıksız sağ kalım azalmasında anlamlı 

bulunmuştur. Erken evre serviks kanseri ve lenf nodu negatif meme kanseri 

olgularında artmış mortalite ile ilişkilidir [72, 82-84]. HIF-1 alfa over ekspresyonu, 

nazofarenks yassı hücre kanserinde tedavi başarısızlığı ve mortalite artışı ile 

ilişkilidir. Her- 2/neu aktivitesi, VEGF ekspresyonu ve Ki- 67 ekspresyonu lenf nodu 

negatif meme kanserinde kötü prognozu işaret eder. Bu kanıtların tümü bir tümörde 

hipoksi varlığının kötü prognozu işaret ettiğini gösterir [83, 85, 86]. Ayrıca mesane, 

kolon, glial, hepatosellüler, pankreatik, ovaryan, prostat, meme, renal tümörlerle 

yapılan birçok çalışmada,  HIF-1 alfa ve HIF-2 alfa seviyesinde artış izlenmiştir. 

Klinik serilerde baş boyun, nazofarenks, kolorektal, pankreatik, meme, serviks, 

osteosarkom, endometrial, ovaryan, mesane, glioblastom ve gastrik karsinomlarda 

HIF-1 alfa ekspresyonunun kötü prognozla ilişkili olduğu bulunmuştur [87, 88]. 

 

Tümörde en iyi tanımlanmış HIF aktivasyon mekanizması hipoksidir. Düşük 

O2 konsantrasyonu, artmış metabolik aktivite ve/veya tümör hücrelerinin lokal 

kapiller kan kaynaklarına uzaklığı ile ilişkili olabilir. HIF proteini tümörde peri 

nekrotik alanda izlenmiştir. HIF’ın O2 sinyal yolunda genetik bozukluk olan 

normoksik tümörde de aktivite artışı olabilir [71, 89]. VHL, HIF’ın transkripsiyonel 

aktivasyonunda önemli rol oynar. VHL inaktivasyonu, HIF stabilizasyonuna neden 

olur. Birçok çalışma PI-3K sinyal yolunun, HIF’ı aktive ettiğini göstermiştir. Mazure 

ve arkadaşları PI-3K inaktivasyonunun VEGF’ü inhibe ettiğini belirtmiştir [90-92]. 

HIF, tümör gelişiminin anahtar basamakları olan anjiogenez, metabolizma, 

proliferasyon, metastaz ve diferensiyasyonda rol oynar [93]. Tümör progresyonu için 

neovaskülarizasyon kritiktir, tümör hücrelerinin anjiogenezi tetikleme kabiliyeti çok 

basamaklı proçestir. Hem HIF-1 alfa hemde HIF-2 alfa, VEGF ekpresyonuna sebep 

olmaktadır, ancak bu etki hücre tipine göre değişmektedir yani hücre bağımlıdır [94]. 
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2.7.2. Metabolizma 

 

Yetmiş yıl önce, kanser hücrelerinin glikoz metabolizmasını oksidatif iken 

glikolitik yollara kaydırdığı gösterilmiştir. Bu proçes Warburg etkisi olarak 

bilinir[43]. HIF-1’in glikolitik metabolizmada birçok gen ekspresyonunda rol 

oynadığı bilinmektedir. Daha önceki çalışmalarda HIF-1’in mitokondrial solunumu 

kontrol ederek de hücre metabolizmasını düzenlediği gösterilmiştir. Zhang ve 

arkadaşları VHL yoksun RCC (Renal Cell Cancer) hücrelerinde, HIF-1 alfa’nın 

mitokondrial kitleyi negatif etkilediğini gözlemlemiştir. Bu etkiyi c-Myc 

aktivitesinin inhibisyonuna bağlamışlardır. Bu bilgiler HIF’ın metabolizmanın pek 

çok basamağında önemli bir mediatör olarak görev yaptığını göstermektedir [95].  

 

2.7.3. Proliferasyon 

 

HIF tümör büyümesinde önemli rol oynar. VHL yoksun RCC hücrelerinde 

tümör büyümesi için HIF-2 hem gerekli hem de yeterlidir. RCC hücrelerinden 

kaynaklanan ve HIF-2 over ekspresyonu yapan tümörler, HIF-1 over ekpresyon 

yapanlardan daha hızlı büyürler [94, 96, 97]. Covello ve ark. ES’den (Embryonic 

Stem Cell) kaynaklanan,  HIF-1 alfa yerine HIF-2 alfa bulunan teratomların daha 

geniş ve proliferasyon hızlarının daha fazla olduğunu bulmuşlardır [98].  HIF’ın 

hücresel proliferasyon kontrol mekanizmalarından birisi c-Myc aktivitesinin 

modülasyonudur [99, 100]. HIF, ayrıca siklin D1 aktivasyonu aracılığı ile hücre 

siklus progresyonunda yer alabilir. Siklin D1 birçok kanserde artış gösteren hücre 

düzenleyicisi proteindir. Daha önceki çalışmalar RCC hücrelerindeki tümör 

büyümesi ve HIF aracılı siklin D1 ekpresyonu arasında ilişki olduğunu göstermiştir 

[94, 101].  

 

2.7.4. Metastaz 

 

Metastaz tümör patogenezinde kritik basamaktır. Kanserden ölümün birincil 

nedenidir. Metastaz, tümör hücre invazyonu, intravazasyon, ekstravazasyon ve 
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proliferasyon gibi basamaklardan oluşur. HIF birçok tümörde metastaz ile ilişkilidir. 

Metastazın anahtar faktörleri olan, E-cadherin, LOX (Lishil Oxidase), CXCR4 

(Chemocine Receptor 4), SDF-1’i (Stromal Derivated Factor-1) etkileyerek 

metastazı artırır.  

 

E-cadherin epitelyal kanserlerde metastatik potansiyelin anahtar faktördür. 

Hücre-hücre adhezyonunu sağlayan moleküldür ve anti-growth faktörleri uyarır. E-

cadherin inhibisyonu metastatik potansiyeli artırır. E-cadherin zorlu ekspresyonu 

kanser hücresinde metastazı inhibe eder. HIF, over kanseri ve VHL yoksun RCC 

hücrelerinde E-cadherin ekspresyonunu düzenler. HIF’in, E-cadherin özel 

baskılayıcılar üzerinden (snail-sıp1) E-cadherin ekspresyonunu engellediği 

düşünülmektedir [93, 102-104]. HIF ayrıca ekstra sellüler matriks proteini LOX’un 

aktivasyonu ile metastaza etki eder. LOX artışı meme, baş boyun kanserli hastalarda 

artmış uzak metastaz, azalmış hastalıksız sağ kalım ve genel sağ kalım ile ilişkilidir. 

Hipoksik tümör hücrelerinde LOX’un genetik ve farmakolojik inhibisyonunun 

invitro ve invivo olarak hipoksi ile uyarılan hücrede invazyon ve metastazı önlemede 

yeterli olduğu gözlenmiştir. Bu bulgular LOX’un hipoksi ile metastazda kritik bir 

faktör olduğunu gösterir [105].  

 

CXCR4 ve SDF-1 arasındaki bağlantı, metastatik tümör hücrelerinin 

migrasyonunda önemli rol oynar. CXCR4 tümörde en sık ekprese edilen kemokindir. 

SDF-1’de metastaz bölgelerinde (akciğer-karaciğer-kemik iliği) yüksek oranda 

ekprese edilir. Çalışmalar HIF’ın hem CXCR4 hem de SDF-1 için güçlü uyarıcı 

olduğunu, VHL yoksun RCC, küçük hücre dışı akciğer kanseri ve glioblastom 

endotel hücrelerinde göstermişlerdir [106, 107].  

 

2.7.5. Diferensiyasyon  

 

Kanser kök hücreleri, tümör büyümesinin önemli mediatörüdür. Kanser kök 

hücre hipotezine göre, tümörler kendi kendine yenilenen ve heterojen populasyona 

diferensiye olma yeteneğine sahip küçük bir populasyondan kaynaklanırlar. Hipoksi 

ve HIF’ın birçok hücre tipinde, diferensiye olmayan durumu artırdığı bilinmektedir. 
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Hipoksinin kanser hücrelerinin dediferansiyasyonunu da artırdığı gözlemlenmiştir 

[108-110].  

 

 HIF-1 alfa, Notch (transmembran sinyal yolağı) ICD bölgesini stabilize eder. 

Notch düzenlenmesinin yanı sıra, HIF kök hücredeki gen ekspresyonunu direkt 

etkileyerek diferensiye olmayan durumu artırabilir. hES’deki (hypoxic Embryo Stem 

Cell) dediferensiye durumun varlığı Oct 4 ekspresyonu ile ilişkilidir. Oct 4 

fibroblastların yeniden programlanması ve ES morfolojisi, büyümesi için gerekli 

olan 4 transkripsiyon faktöründen biri olarak tanımlanmıştır. Pamar, Lee ve Covello 

HIF-2’nin insan hipoksik RCC hücrelerinde Oct 4 ekspresyonunu direkt etkilediğini 

göstermiştir [111-113].   

 

2.7.6. HIF ve Tümör İlişkisi 

 

HIF’ın protümörojenik özelliği yanında, ayrıca tümör büyümesini inhibe ettiği 

de rapor edilmiştir. Carmeliet, Acker ve Mack HIF-1 eksik tümör hücrelerinde daha 

büyük tümörler oluştuğunu, glioblastom ve VHL yoksun fibrosarkomlarda HIF 

aktivasyonunun tümör büyümesini inhibe ettiğini gözlemlediler [114-116]. Son 

çalışmalar HIF-1’in tümör büyümesini negatif olarak regüle edebileceğini gösterdi. 

İlk olarak HIF-1, hücre siklus arrestini Myc aktivitesini inhibe ederek uyarabilir. 

HIF-1 alfa ve Myc arasındaki fiziksel iletişim siklin kinaz inhibitör P21’in Myc 

aracılı baskılanmasını engeller. İkinci olarak HIF direkt veya indirekt mekanizmalar 

ile apopitozu indükleyebilir [117]. HIF-1’in birçok insan kanser hücresinde, 

makrofajlarda ve endotel hücrelerde proapopitotik genler olarak bilinen BNIP-3 ve 

NIX ekpresyonunu direkt olarak indüklediği gösterilmiştir. Hipokside BNIP-3 aracılı 

hücre ölüm mekanizması tam olarak anlaşılmamıştır. Yapılan bir çalışmada BNIP-

3’ün hipoksi aracılı makrofaji için gerekli olduğu gösterilmiştir. Otofajinin genel 

olarak bir hücresel sağ kalım mekanizması olduğu düşünülür ancak otofajik hücre 

ölümüne de neden olabilir [118-120]. Biju ve arkadaşları düşük glukoz varlığında, 

HIF-1’in renal epitel hücrelerinde hipoksi nedeniyle hücre ölümünü artırdığını 

göstermişlerdir. Glukoz deposu yetersiz olan hücrelerde HIF-1 aracılı glikolizin, 

hipoksi ile uyarılan apopitozda bir mekanizma olabileceği düşünülmektedir [121].  
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2.8. HIF ve Radyoterapi 

 
Radyoterapi kanserde etkili tedavi yöntemidir. Radyoterapinin hedefinde tümör 

ile birlikte, tümör damarlarıda vardır [43]. Radyasyona tümör damar duyarlılığının 

radyoterapiye genel yanıtta majör belirleyici olduğu Garcia-Barros ve arkadaşları 

tarafından ileri sürülmüştür [122]. Bu ilişki radyoterapinin direkt hücre ölümüne 

neden olmasına ilaveten tümörü besleyen damarlarda hasar oluşturarak ikincil yoldan 

hücre ölümüne neden olduğunu göstermektedir. Tümörler yaşamları için damara 

ihtiyaç duyduklarından az miktarda damar yıkımı, büyük tümör hücre ölümüne 

neden olabilir. Tümör damar endoteline, radyoterapi etkisini maksimize etmek güçlü 

bir tedavi stratejisi olabilir [123-125].  Tümör damarlanmasının radyoterapiye yanıt 

çalışması, Gorski ve arkadaşları tarafından da yapılmıştır. Radyoterapinin VEGF 

ekspresyonu üzerine etkisini araştırmışlar. Sonuçta radyoterapinin VEGF salınımını 

artırdığını, VEGF’ün de endotel hücrelerini radyasyona dirençli hale getirdiğini ifade 

etmişlerdir. Bu çalışma, tümör damar yapısının radyasyona karşı nasıl aktif olarak 

korunduğunu göstermiştir [126]. Bu çalışmaya dayanarak bir çok çalışma 

antianjiogenik ajanlarla radyoterapi kombinasyonunun EC (Endothelial Cell) 

radyasyon duyarlılığını maksimize etmekteki etkisini, xenograft ve glioblastom 

tümörlerinde kullanarak araştırdı [127-130].  

 

Tümör EC radyasyon direncini artıran kompleks mekanizma başlangıçta az 

etkili düşünüldü. Şimdi VEGF’den farklı birçok faktörün bulunduğu gözlendi. Sonuç 

olarak tümör damarlarının radyasyon duyarlılığında, EC tirozin kinaz reseptörlerinin 

inhibisyonunun tek başına VEGF reseptör blokajından daha etkili olduğu bulundu 

[131]. Şu anda radyoterapinin tümör endotel hücrelerini nasıl bir mekanizma ile 

korumak için indüklediği konusu az bilinmektedir. VEGF sekresyonu bu yolun 

önemli bir parçasıdır, ancak ilave sitokinlerde olmalıdır. Bu tanıma uyan faktör HIF-

1 dir. HIF-1 hipoksi ile düzenlenen, alfa ve O2 bağımsız beta subünitinden oluşan bir 

heterodimerdir. HIF-1 kompleksi çekirdek deki HRES‘e (Hypoxia Regulator 

Elementary) bağlanarak tümör metabolizmasını, büyümesini ve anjiogenezde rol alan 

40’dan fazla genin ekspresyonunu uyarmaktadır [132].  



 
 

21 
 

HIF-1 tarafından uyarılan VEGF dışındaki EPO (Erythropoietin), TGF-beta, 

PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibıtor-1) ve transferinde, anjiogenezde yüksek 

aktiviteye sahiptir [133-136]. VEGF, hücreleri biyoaktif bFGF salması için 

uyarmaktadır. VEGF ve bFGF, EC’nin radyasyon direncini artırmaktadır [126, 137]. 

Sonuç olarak radyoterapi sonrası tümör damar ilişkisinde HIF-1’in, tek başına 

VEGF’den daha etkili olduğu söylenebilir [42].  

 

2.9. Tümör Anjiogenezinde HIF’den Bağımsız Yollar 

 
İnsan kanserlerinde anjiogenez ayırt edici özellik olup, VEGF uyarılması tümör 

anjiogenezinin esansiyel parçasıdır. Bu olaylar, birçok genetik ve çevresel etkileşim 

ile oluşmaktadır [138]. Onkojenik mutasyonlar da tümör gelişmesinde son derece 

önemlidir ve düzenli olarak VEGF stimüle ederler. Hipoksi bu döngüyü artırıcı 

etkiye sahiptir. Hipoksik koşullarda HIF-1, VEGF’in birinci düzenleyicisidir [45, 

139]. Oksijen azlığında prolil hidroksilaz etkisiyle oluşan, prolil kalıntıları üzerinden, 

HIF-1 alfa hidroksile olur. Ubiquitin,  proteozom yolağında yer alan VHL proteinine 

bağlanır. Hipoksik durumda prolil hidroksilaz inaktiftir bu HIF-1 alfa stabil durumu 

ile sonuçlanır [62].  

 

Embiryojenik kök hücrelerden elde edilen HIF-1 alfa eksik fare xenograft 

çalışmalarında, VEGF ve damar düzeyinde anlamlı azalma görülmüştür. Bu 

sonuçlar, anjiogenez de HIF-1 alfa’nın anahtar rolünü işaret etmektedir [140]. Ancak 

HIF-1 eksik tümör xenograft’ larda anjiogenez devam etmiştir. HIF-1’in insan 

tümörlerindeki yerini göstermek amacıyla invivo xenograft çalışmalar yapılmış. HIF-

1 alfa’nın küçük RNA parçalarına ayrılması, kolon kanseri xenograft’ larında tümör 

büyümesini azaltmış ancak, anjiogenezde durmamıştır [141]. Ayrıca mikro damar 

perfüzyonu HIF-1 eksik tümörlerde değişmemiştir. Şaşırtıcı olan HIF-1 eksik 

xenograft dokuda veya invitro HIF-1 eksik hücrelerde VEGF uyarılması ortadan 

kalkmamıştır. VEGF düzeyi % 50 azalmış, fakat VEGF üretilmiştir. HIF-1 alfa’dan 

bağımsız çalışmalar, HIF-1 alfa yıkımında da anjiogenezin devam ettiğini, mikro 

damar yoğunluğu ölçerek göstermiştir. VEGF, mRNA düzeyinde % 50 düşüş 

olmasına rağmen, VEGF protein düzeyinde anlamlı değişiklik olmamıştır. VEGF’ün 
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persistan sentezi, anjiogenik fenotipi açıklamakla beraber, HIF-1 eksik tümörlerde ek 

bir anjiogenik faktör, IL-8’in  (Interleukine-8) indüklendiği görülmüştür. IL-8 

nötralizan faktörler (antikorlar) verildiğinde, fareler de mikro damar yoğunluğu ve 

damar çapında anlamlı azalma olmuştur. Bu IL-8’in anjiogenezde düzenleyici rolünü 

göstermiştir. IL-8 bloklandığı zaman damar bütünlüğü nadiren sağlanmıştır. Bulgular 

HIF-1’in anjiogenez için tek düzenleyici faktör olmadığını göstermektedir [3, 142]. 

 

HIF-1 bağımsız, VEGF düzenlenmesinde yer alan moleküler yollar araştırılmış 

ve RAS onkogeninin de önemli rol oynadığı görülmüştür. (Şekil 2.9.1.) 

    

 
 
Şekil 2.9.1. Hipoksi Bağımsız Yol [3].  
 

İlk olarak HIF-1 alfa eksik farelerden, H-RAS alınıp embiryonik fibroblastlara 

gönderilmiş. Tümörlerde anjiogenez devam etmiştir. HIF azalmasına rağmen, 

anjiogenezin devamında H-RAS’ın invivo anjiogenezi kompanse ettiği görülmüştür. 

HIF-1 alfa yokluğunda glukoz-transporter-1 ve fosfo gliserat kinaz (hipoksi yanıt 

genleri) yok olmuş ancak VEGF indüksiyonu devam etmiştir [143]. Hipokside 
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VEGF’ün, RAS ilişkili düzenlenmesiyle ilgili birçok mekanizma öne sürülmüştür. 

Onkojenik k-RAS ve hipoksi, VEGF’ü sinerjik olarak up-regüle ederler. Hipoksi 

RAS ile ilgili birçok yolu aktive eder (Ekstra sellüler sinyal düzenleyici kinaz, C-jun, 

NH2 kinaz, P38, Akt ve Rho). Bunların içinden ekstra sellüler sinyal düzenleyici kinaz 

ve Akt kolon kanserinde hipoksi ile aktive olur. Akt, PI-3K’nın hedefidir. Fakat 

normoksik durumlarda, Akt inhibisyonu VEGF’ün hipoksik inhibisyonunu azaltmaz 

[144-147].  

 

PI-3K’nın alternatif hedefi Rho/Rho kinaz yolu, VEGF’ün hipoksik 

indüksiyonu ile ilişkilidir [145]. Hipoksi ve onkojenik k-Ras sinerjik olarak PI-3K 

yoluyla GTP (Guanosine Triphosphate) varlığında Rho düzeyini artırır. Hipoksi ile 

Rho indüksiyonu endotelyal hücrelerde gösterilmiştir. Bu Rho’nun hipoksik stresdeki 

rolünü işaret eder. VEGF’ün hipoksi ve K-Ras ile up- regülasyonu, Rho kinaz ve PI-

3K’nın inhibisyonu ile zayıflar [145, 148].  

 

 PI-3K / Rho / Rho kinaz tarafından uyarılan cis – düzenleyici element 

tanımlanmıştır. Bu yol c-Myc onkogenin de birleşir [145]. HIF-1 yokluğunda, VEGF 

indüksiyonu için c-Myc’in (hipoksi ile indüklenen) fosfarilasyonu gerekir. c-Myc 

eksik fare embiryolarında görülen geniş damar anomalileri, c-Myc’in anjiogenezde 

rolünü göstermektedir [149]. Bunlardan başka, anjiogenik anahtarın IL-1 beta yolu 

ve c-Myc indüksiyonu ile düzenlendiği, pankreas beta hücre kanser modelinde de 

gösterilmiştir [150]. Hipoksi ve c-Myc, VEGF gen promotöründe ki cis– düzenleyici 

elementin aktivasyonuyla, VEGF düzenlenmesi bağlantılıdır. Bunun yanında PI-3K / 

Rho / Rho kinaz / Myc yolağı, eşzamanlı olarak, endojen bir anti-anjiogenik olan 

TSP-1’i down- regüle eder [145, 151]  

 

Hipoksik yanıtta yer alan diğer transkripsiyon faktörü NF-kB’dır (Nuclear 

Factor-kappa Beta). NF-kB'nın hipoksi ile aktivasyon mekanizması net değildir. 

Mitokondirideki ROS varlığına göre, hipoksik hücrelerdeki redoks potansiyeli 

değişimi, NF-kB aktivasyonu ile sonuçlanabilir. Buna ek olarak NF-kB aktivasyonu,  

azalan pirolil hidroksilasyonu ve IKB kinaz –beta ile ilişkili olabilir. Sonuç olarak 

NF-kB, PI-3K aktivasyonu yoluyla onkogenik RAS tarafından aktive olabilir [152-
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154]. Önceki bir çalışma, NF-kB' nin, VEGF transkripsiyonunu düzenlediğini açıkça 

göstermişti. Ayrıca NF-kB, diğer transkripsiyon faktörleri üzerinden VEGF’ü 

indirekt olarak da düzenliyor olabilir. NF-kB bağımlı düzenlemede, AP-1’in 

esansiyel rolü tariflenmiştir. HIF-1 bağımlı olmayan en az iki tane AP-1 parçası 

vardır. Bununla beraber NF-kB ve HIF arasında kompleks bir bağ vardır. Örnek 

olarak, hücreler IL-1 beta lipopolisakkarid ve ROS tarafından sitimüle edildiğinde 

NF-kB, HIF-1’i indükleyebilir. Bu bize NK-kB' nin HIF-1 bağımlı ve bağımsız 

mekanizmalar ile VEGF’ ü uyardığını göstermektedir. NF-kB’ nin daha önemli bir 

rolü belki de anjiojenik faktör, IL–8’ i uyarması olabilir [141].  

 

2.10.  VEGF’den Başka Anjiojenik Faktörlerin, HIF-1 Bağımsız Aktivasyonu 

 

VEGF, tümörlerde indüklenen birincil anjiojenik faktörlerden biri olmasına 

rağmen, HIF-1 aktivitesine bağlı olmayan önemli başka faktörlerde vardır. Mesela 

H-RAS, PI-3K, Akt, NF-kB ve Raf, hücre dışı sinyal ilişkili kinaz, AP-1 yoluyla IL-

8’i indükleyebilir [155-157]. Cox-2’de (Cyclooxygenase-2)  başka anjiogenez 

anahtar mediatördür. Hem RAS hem de hipoksi ile indüklenebilir. Hipoksik 

koşullarda HIF-1, Cox-2 indüksiyonunda önemli rol oynasa da, hipoksi NF-kB yolu 

ile HIF-1 bağımsız şekilde Cox-2’yi up-regüle eder. Cox-2 proanjiojenik etkisini 

PGE2’yi (Prostogalandin E2) indükleyerek gösterir. PGE2, HIF-1 üzerinden sinyal 

gönderse de mitojen aktive eden protein kinaz ve PI-3K/Akt’yi aktive edebilir ki, 

bunlarda potansiyel olarak VEGF indükleyicidir. Ayrıca PGE2, anjiogenik olan diğer 

moleküllerden Ang-2 ve CXCL-1 gibi molekülleri de indükleyerek anjiogenezi 

başlatabilir [157].     

 

2.11. Radyasyon, Reoksijenasyon, HIF-1 alfa, Stres Granülü, Damar Direnci         

 
Hücrelerin hayatta kalabilmesi için değişen koşullara adaptasyon çok 

önemlidir. Ökaryotik hücre çevrede meydana gelen farklı sinyallere göre 

metabolizmasını ayarlayarak anabolik enerjisini korur. Yapılan çalışmalar, mRNA 

(messengerRNA) metabolizmasının, hücre yaşamının devamında kontrol 
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noktalarından biri olduğunu göstermektedir. DNA hasarları, kromozom 

anormallikleri, onkogen aktivasyonu, ısı, radyasyon, bakteriyel viral infeksiyonlar, 

çeşitli mutasyonlar, hipoksi gibi etmenler stres granüllerinin oluşumunu etkileyebilir. 

Bu granüller mRNA‘ nın yaklaşık yarısını kapsayan sitozolik polimerlerdir. mRNA' 

nın translasyonu ve bozunumu ile ilgili görevleri olan çok yaygın sitoplazmik RNA 

yapılarıdır. Sitoplazmik RNA granülleri; germ hücrelerinde (germinal granül), 

somatik hücrelerde (stres granülü), nöronlarda (nöronal granül) gen ekspresyonunun 

post trankripsiyonel düzenlemesinde önemli rol oynarlar [158, 159].  

 

Hücre metabolizmasında enerjinin gereksiz harcanmaması için anabolik, 

katabolik yolların düzen içinde çalışması ve her basamakta kontrol edilmesi 

gereklidir. Çevresel koşullardaki ani değişiklikler hücre için stres kaynağıdır. 

Radyasyon, ısı şoku, ozmotik şok, metaller, oksidatif stres, düşük pH, glukoz 

eksikliği, ksenobiyotikler, iskemi, bakteriyel viral infeksiyonlar hücre için hayati 

önemi olan stresler arasındadır. Çevresel ve genetik faktörler canlının yaşam süresini 

belirler. Hücrelerin, stres ile karşılaştıklarında bazı proteinlerin sentezine son verip, 

karşılaştıkları stres ile mücadele edebilecekleri proteinleri sentezlemeye başladıkları 

bilinmektedir. Stres ile savaş yeni proteinlerin sentezlenmesi, mRNA 

metabolizmasının yeniden programlanmasıyla başarılır. Translasyonun ertelenmesi 

veya sonlandırılmasında mRNA metabolizmasının yeniden programlanmasında 

birçok protein rol oynar. Stres altındaki hücrelerde mRNA’ların RNA granülü haline 

çevrilmesi ile protein translasyonu ertelenir. Bu RNA granülleri stres granülü olarak 

isimlendirilir. Stres granülleri, eğer stres hücre için ölümcül değil ise geri 

dönüşümlüdür. Stres ortadan kalktığında protein translasyonu başlar. Ancak stres 

uzun süreli ve ölümcül ise oluşan stres granülleri geri dönüşümsüzdür ve sonuç 

hücrenin ölümüdür [159].  

 

Strese cevap olarak, ökaryotik hücre mRNA' sı, strese bağlı hasarın tamirinde 

hücre metabolizmasını değiştirebilir. Bu değişimde, ortama uyum sağlamada eIF2-

alfa ve stres granülü ilişkili RNA bağlayan protein olan TIA-1 görev almaktadır. 

Diğer RNA granüllerinin aksine stres granülleri normal şartlarda görülmezler, ancak 

çevresel strese cevap olarak 15–30 dakika içinde hızla ortaya çıkarlar. Stres granülü 
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oluşumu için eIF2–alfa’nın stres aktive eden kinazlar tarafından fosforile edilmesi en 

kritik noktadır. Fosforilasyon sonrası eIF2–alfa–GTP–tRNAmet üçlü kompleksinin 

oluşumu eIF2–alfa fosforilasyonunu azaltır. Böylece translasyon başlaması ve 

polizom (ribozomların protein sentezi için bir araya gelmesi) oluşumu bloke olur. 

Stres granülü oluşumu için fosforile edilmiş eIF2–alfa gereklidir. TIA-1 proteinleride 

özellikle fosfo eIF2–alfa’nın azaldığı durumlarda stres granülü oluşumunda önemli 

role sahiptir. Stres etkisi ile toplanan TIA-1 proteinlerinin düzenlenmesi glutaminden 

zengin prionlar vasıtasıyla olur. Stres granülleri, strese maruz kalmış hayvan 

hücrelerinde apopitozdan birkaç saat önce ortaya çıkmaktadır. Mangiardi ve 

arkadaşları ototoksik bir ilaç olan gentamisini uyguladıkları tavukların kohlea 

hücrelerinde apopitozdan birkaç saat önce stres granüllerini tesbit etmişlerdir. 

Radyasyon tümör hücrelerini etkilemeden stres granülü bağlantılarını etkileyebilir. 

Radyasyon ile indüklenen HIF-1 alfa’nın düzenlediği transkriptler, stres granülü 

bağlantılarının kopması ile iyileşme sırasında sekteye uğrar. Bu transkriptlerin stres 

granülü içine hapsolması ile inhibe olduğu düşünülmektedir. Benzer sonuçlar 

iskemik hayvan modellerinde de gözlenmiştir. Stres granülünün iskemi veya hipoksi 

sırasında nöronlarda ki protein translasyonunu da düzenleyebileceği tanımlanmışdır. 

Bu durum stres granülünün invitro hücre kültür eseri olmadığı, organizmanın strese 

yanıtta integral parça olduğu görülmektedir [158].  

 

Hipoksi tehlikesi altındaki hücre TIA ile işaretlendiğinde 4 saatlik bekleme 

süresinden sonra stres granülleri görülür. Reoksijenasyon sonrası bu granüller kayıp 

olabilir. Reoksijenasyon, stres granülü depolimerizasyonu ile HIF-1 sinyal salınımı 

ve HIF-1 ile düzenlenen transkriptlerin translasyonunu artırır. TIA ile işaretlenmiş 

hipoksik tümör çevresinde stres granülünün bulunduğu, ancak ışınlanmamış 

tümörlerde stres granülü yoğunluğu az olabilir. Bu radyasyon ve reoksijenasyonun, 

stres granülü depolimerizasyonun da öncülük ettiğini göstermektedir. Stres granülleri 

hipoksik gen translasyonu düzenlenmesinde de rol oynar. İnhibisyonları radyasyon 

aracılı reoksijenasyon ile tersine çevrilebilir [42]. Radyasyon, HIF-1 tarafından 

kısmen düzenlenen VEGF ve bFGF salınımını artırır. Bu faktörlerin radyasyon 

bağımlı salınımının, HIF-1 veya başka bir mekanizma tarafından düzenlendiğini 

bilmek önemlidir. Eğer HIF-1 bu salınım tarafından düzenleniyor ise radyasyonla 
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uyarılan HIF-1 up regülasyonu ile aynı paternde olması gerekir. Fakat böyle değil ise 

patern çok farklı olmalıdır. VEGF ve bFGF ile işaretlenen tümörlerde, HIF-1 

aktivitesi ile VEGF ve bFGF up regülasyonu söz konusudur. Bu bulgu radyasyon ile 

uyarılan HIF-1’in, radyasyon sonrası VEGF ve bFGF salınımında ne kadar önemli 

olduğunu gösterir. VEGF ve bFGF artışı HIF-1’in tümör damarlarında radyasyon 

direncini artırdığını göstermektedir. Radyoterapiye bağlı tümör reoksijenasyonu ile 

HIF-1 aktivitesinde ki artış, endotel hücreleri için radyo koruyucu olan sitokinlerin 

yüksek HIF-1 aktivitesi ile salındığını gösterir. HIF-1 çekirdek sinyali, HIF-1 sinyal 

yolunda ki son nokta değildir. Hipoksi esnasında HIF-1 bağımlı traskriptler parsiyel 

olarak stres granüllerine sekestre olurlar. Bu olay HIF-1 sinyalinde düşüşe neden 

olur. Reoksijenasyon sonucu, hücre sekestre edilmiş HIF-1 bağımlı transkriptlerin 

translasyonunu yapar. Hücre hipoksik şoktan kurtulur. Bu olay hipoksi sonrası stres 

granüllerinin hipoksi bağımlı gen translasyonunu daha iyi yaptığını gösterir. 

Bilinmeyen hipoksi sırasında stres granüllerinden ne kadar HIF-1 bağımlı 

transkriptin çıkarıldığı veya eklendiğidir. Stres granülleri de özel transkriptler 

çıkartmaktadır [42].     
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 
 

 Gazi Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuvarından sağlanan sağlıklı, erkek 

cinsiyette, yetişkin, 30- 40 gr ağırlığında Swiss Albino cinsi 24 adet fare denek olarak 

kullanıldı. Fareler 25 derece oda ısısında, 12 saat karanlık, 12 saat aydınlık dönemler 

şeklinde ayarlanmış ortamda, serbest su ve gıda sağlanarak, stres ve gürültüden izole 

edilerek çalışmaya alındı. Çalışma sırasında hayvanların bakımı Gazi Üniversitesi 

Deney Hayvanları laboratuvarında yapıldı. 

3.1.  Radyasyon Uygulaması  
 

Fareler bir kontrol grubu olmak üzere 6’şar hayvandan oluşan 4 gruba ayrıldı. 

Kontrol grubundaki 6 fare hariç, diğer 3 grubdaki 18 fareye aynı günde pelvis 

bölgesine, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalında 

bulunan Co- 60, 780- C cihazı ile 5x23 cm alan boyutu, SSD 80 cm, 10.7 dakika 

sürede, Dmax’a 1000 cGy doz, tek fraksiyonda iyonize radyasyon uygulandı. 

Uygulama öncesi sedasyon sağlamak için 45- 50 mg/kg doz, kas içine ketamin 

injeksiyonu uygulandı. Alan içinde 5 adet fare prone pozisyonda fiske edildi.  

(Şekil 3.1.1) 

Şekil 3.1.1. Resim Radyasyon Alanı 
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3.2. Deney Hayvan Grupları 
 

Birinci grupta yer alan  (kontrol) 6 fare hiçbir işleme maruz kalmadan birinci 

günde, Ketamin 45- 50 mg/kg İM injeksiyon ile sedasyon sağlandıktan sonra, kalp 

içinden kan alımı yöntemiyle ötanazi uygulandı. Ötanazi sonrasında pelvis bölgesi 

açılıp mesane organı tamamı çıkarıldı.            

              
İkinci grupta yer alan 6 adet farenin pelvis bölgesine tek fraksiyon 1000 cGy 

iyonize radyasyon uygulamasından 24 saat sonra, Ketamin 45-50 mg/kg İM 

injeksiyon ile sedasyon sağlandıktan sonra, kalp içinden kan alımı yöntemiyle 

ötanazi uygulandı. Ötanazi sonrasında pelvis bölgesi açılarak mesane organı tamamı 

çıkarıldı.  

 

Üçüncü grupta yer alan 6 hayvanın pelvis bölgesine tek fraksiyonda 1000 cGy 

iyonize radyasyon uygulamasından 48 saat sonra Ketamin 45-50 mg/kg İM 

injeksiyon ile sedasyon sağlandıktan sonra kalp içinden kan alımı yöntemiyle ötanazi 

uygulandı. Ötanazi sonrasında pelvis bölgesi açılarak mesane organı tamamı 

çıkarıldı.  

 

Dördüncü grupta yer alan 6 farenin pelvis bölgesine tek fraksiyonda 1000 cGy 

iyonize radyasyon uygulamasından 7 gün (168 saat) sonra Ketamin 45-50 mg /kg İM 

injeksiyon ile sedasyon sağlandıktan sonra kalp içinden kan alımı yöntemiyle ötanazi 

uygulandı. Ötanazi sonrasında pelvis bölgesi açılarak mesane organı tamamı 

çıkarıldı. 

 

Tüm örnekler önce % 10 formol içeren sıvı içinde yıkandıktan sonra ağzı vida 

kapaklı ve içinde % 10 formol bulunan örnek kapları içine her hayvan için ayrı kutu 

kullanılarak yerleştirildi. 

3.3. İmmün Histokimyasal Değerlendirme 

 

Uygulama sonrasında alınan doku örnekleri, Celal Bayar Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Histoloji Embiryoloji Anabilim Dalı Laboratuarında, rutin ışık mikroskopi 
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parafin doku yöntemi takip edilerek parafine gömüldü. Beş mikrometrelik kesitler, 

HIF-1 alfa, VEGF, TIA-1, eIF2, TSP-1 primer antikorları kullanılarak indirekt 

immün histokimya yöntemi ile değerlendirildi. 

 

Kontrol ve deney grubunda, mesane dokusunda bulunan vasküler endotel 

hücreleri immün histokimyasal yöntemle karşılaştırıldı. İyonize radyasyonun 24, 48 

ve 7. günde anjiogenez yolunda yer alan HIF-1 alfa, VEGF, eIF2, TIA-1 ve TSP-1 

düzeylerini ne şekilde değiştirdiği ışık mikroskopu altında her parametre için 

gruplara göre değerlendirildi ve skorlandı. 

 

3.3.1 Histokimyasal Skorun (Hscore) Hesaplanması 
 

Her bir preparat boyanma derecelerine göre yoğunluğu 1 (zayıf), 2 (orta), 3 

(kuvvetli) olarak değerlendirildi. Her alanda boyanan hücre sayısı % olarak belirlendi 

ve elde edilen değerler aşağıdaki formüle yerleştirilerek, her olgunun histokimyasal 

skoru (Hscore) elde edildi. 

Hscore= Σ Pi (i +1)        İ= Boyanma yoğunluğu    

Pi = Boyanmış hücre sayısı  ( % 0- % 100 ) 

 

3.3.2 Işık Mikroskopisi Gereç ve Yöntemi Parafin Takibi 
 

1- Fiksasyon; 24- 48 saat % 10 formalin 

2- 24 saat akarsuda yıkama  

3- % 60 etil alkol 30 dakika  

4- % 70 etil alkol 30 dakika 

5- % 80 etil alkol 30 dakika  

6- %95 etil alkol 30 dakika  

7- % 100 etil alkol I ‘ de 60 dakika  

8- % 100 etil alkol II’ de 60 dakika  

9- Ksilen- alkol’de 30 dakika  

10- Ksilen I ‘de 50 dakika  

11- Ksilen II’de 50 dakika  
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12- Ksilen- parafinde 30 dakika  

13- 60 C0 lik etüvde erimiş parafinde 60 dakika 

14- Parafin I’ de 60 dakika  

15- Parafin II’de 60 dakika  

 

Etüvden çıkarılan parçalar parafine gömülerek blok haline getirildi. Işık 

mikroskobunda incelemek üzere hazırlanan parafin bloklardan 5 mikrometrelik seri 

kesitler alındı. Preparatların ilk bölümü hemotoksilen eozin ile boyandı, seri 

kesitlerin diğerlerine immünhistokimya boyaması yapıldı. 

 

3.3.3 Hemotoksilen Eozin Protokolü 
 

1- Deparafinizasyon 60 C0 etüvde 1 saat veya 1 gece  

2- Ksilen I 30 dakika 

3- Ksilen II 30 dakika  

4- % 95 alkol 2 dakika  

5- % 80 alkol 2 dakika  

6- % 70 alkol 2 dakika  

7- % 60 alkol 2 dakika  

8- Musluk suyu 5 dakika  

9- Hematoksilen 1 dakika 

10-  Musluk suyu 5 dakika  

11-  Asit – alkol 5- 10 saniye 

12-  Musluk suyu 5 dakika  

13- Eosin 1 dakika  

14-  Musluk suyu ile yıkama 5 dakika  

15-  % 95 alkol 2 dakika  

16-  % 80 alkol 2 dakika  

17-  Lamların kurutulması hava veya etüvde  

18-  Ksilen 60 dakika  

19- Kapatma  
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3.3.4 İndirekt İmmün Histokimya Yöntemi 

 
Kullanılan malzemeler; Ksilen, alkol, PBS (fosfat buffer solüsyonu), sitrat 

buffer, dakopen, % 3 hidrojen peroksidaz ve primer antikorlardır (HIF-1 alfa, VEGF,  

TIA-1, eIF2, TSP-1). 

 

1- Deparafinizasyon: 60 C0 etüvde gece boyunca  

2- Ksilen I 30 dakika  

3- Ksilen II 30 dakika  

4- % 95 alkol 2 dakika  

5- % 80 alkol 2 dakika  

6- % 70 alkol 2 dakika  

7- % 60 alkol 2 dakika  

8- Distile su 10- 15 dakika  

9- Dokular immünhistokimya setine alınır 

10- Dakopen kalemi ile dokuların etrafı çizilir 

11- PBS ile 3 kez 5 dakika yıkama 

12- Sitrat buffer 360 C0 5 dakika  

13- PBS ile 3 kez 5 dakika yıka  

14- Hidrojen peroksit ile 5 dakika yıkama  

15- PBS ile 3 kez 5 dakika yıkama  

16- Bloking 1 saat  

17- Primer antikoru tüm gece veya 2 saat buzdolabında beklet 

18- PBS ile 3 kez, 5 dakika yıkama  

19- Biotin ile 30 dakika  

20- PBS ile 3 kez, 5 dakika yıka  

21- Streptoavadin ile 30 dakika  

22- PBS ile 3 kez, 5 dakika yıka  

23- Peroksidaz substrat (DAB veya AEC) ile 5- 10 dakika,( hazırlanısı;147 ml 

DAB dilüsyon buffer / 3 ml DAB substrat) 

24- PBS ile 3 kez, 5 dakika yıkama  

25- Distile su ile 10 -15 dakika yıkama  
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26- Mayers hematoksilen  

27- Distile su  

28- % 80 lik alkol 

29- % 90 lık alkol  

30- Ksilen ile 30 dakika  

31- Kapatma işlemi uygulandı. 

 

3.4 İstatistik Analiz 
 

Verilerin analizi SPSS version 15. 0 for Windows istatistik paket programında 

gerçekleştirildi. Çalışmada kullanılan değişkenlerin, verilerin normal dağılma 

uygunluğu için ‘Shapiro – Wilk ‘ testi uygulandı ve bu testdeki P değerleri (anlamlı) 

>0.05 olduğundan verilerin dağılımının normal olduğu sonucuna varıldı. 

 

 Değişkenlerin gruplar arası karşılaştırılmalarında alt grup sayısı 2‘den fazla 

olduğundan, tek yönlü varyans analizi (One Way ANOVA) uygulandı. Varyans 

analizi testi ile gruplar arasındaki fark anlamlı bulundu. ANOVA testinde önemli 

bulunan grupların ikili karşılaştırmaları yapılarak, varyansların homojen 

(varyansların eşit) olduğu grupların ikili karşılaştırmalarında TUKEY testi, homojen 

olmayan grupların karşılaştırmalarında ise TAMHANE testi kullanıldı. Yapılan 

istatistik değerlendirmelerinde güven düzeyi % 95 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Mesane İmmün Histokimyasal Bulgular 

 

Mesane örneklerinin histokimyasal teknik kullanılarak hematoksilen-eozin ile 

boyanmış preparatlarının incelenmesinde, 1.grupta (kontrol) mesane lümeninin 

katlantılı ve değişici epitelle örtülü, epitel kalınlığının genellikle 5-6 kat olduğu 

gözlendi. Epitel altında bulunan lamina propriyanın kollegen liflerden oluştuğu 

izlendi. Kollegen lifler düzensiz dağılım gösteriyordu. Lamina propriya içinde çok 

sayıda kan damarı, ayrıca bağ doku hücreleri olan fibroblastlar yaygın olarak 

gözlendi. Lamina propriya altında içte ve dışta longitudinal, ortada ise sirküler 

düzenlenmiş kas lifleri gözlendi.   

 

Deney grupları mesane doku örneklerinde de epitelin değişici epitelle örtülü 

olduğu ve altında lamina propriyanın uzandığı gözlendi. Grup 1’den (kontrol) (a) 

farklı olarak özellikle Grup 2 (b) ve Grup 3 (c) de hafif ödem izlendi. (Şekil 4.1.1.) 

 

 

 
Şekil 4.1.1. Resim Mesane Hematoksilen-Eozin   
                   Grup 1(a), Grup 2( b), Grup 3(c), Grup 4 (d) 
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Resim( mesane HE): Grup 1 (Kontrol) (a), Grup 2 (b), Grup 3 (c), Grup 4 (d) 

ait mesane örneklerinin HE (hematoksilen-eozin) ile boyanmış preparatlarında, 

lümenin değişici epitel (Ep) örtülü olduğu görülmektedir. Epitel altında uzanan 

lamina proriada (LP) çok sayıda kan damarı (ok) bulunmaktadır. Orijinal büyütme X 

200 

 

Doku örneklerinin immun histokimyasal teknik kullanılarak yapılan 

incelemesinde VEGF antikoru ile boyanmış preparatlarda Grup 1(kontrol) (a) ve 

Grup 4(d)  VEGF antikoru ile oldukça zayıf boyanması ilgi çekici bulundu. Grup 3 

(c) nin oldukça kuvvetli boyandığı, Grup 2(b) ise orta derecede boyandığı gözlendi. 

(Şekil 4.1.2.) 

 

 
 

Şekil 4.1.2. Resim Mesane VEGF 
 

Resim (mesane VEGF): VEGF antikoru ile boyanmış Grup 1 (Kontrol) (a), 

Grup2 (b), Grup 3 (c) ve Grup 4 (d) ait mesane örneklerinde, LP da bulunan kan 

damarları (ok ) Grup 4 (d) ve Grup 1 (a)  oldukça zayıf boyanırken Grup 2 (b) orta 

derecede immunoreaktivite gösterdiği gözlenmektedir. VEGF imnunoreaktivitesi 

Grup 3 (c) de yüksek derecede boyanma görülmektedir. Ep (epitel). Orijinal büyütme 

X 200 
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VEGF değişkeni için yapılan varyansların homojenliği test sonucuna göre; 

göre gruplararası varyans homojen bulunmuş (p= 0. 099; p>0,05) ve TUKEY testi 

uygulanmıştır. 

 
Tablo 4.1.1. Çoklu Karşılaştırma VEGF 
 

95% Güven 
Aralığı 

Bağımlı 
Değişken   

 
 

(I)  
GRUP 

 
(J) 

GRUP

Ortalama 
Farkı  
(I-J) 

Std. 
Hata 

Sig. 
(anlamlılık 

(p)) 
Alt 

Limit 
Üst 

Limit

VEGF 
Tukey  
HSD 1 2 -8,600(*) 2,546 0,009 -15,46 -1,74

    3 -27,600(*) 2,546 0,000 -34,46 -20,74
     4 4,1 2,546 0,386 -2,76 10,96
   2 1 8,600(*) 2,546 0,009 1,74 15,46
    3 -19,000(*) 2,546 0,000 -25,86 -12,14
     4 12,700(*) 2,546 0,000 5,84 19,56
   3 1 27,600(*) 2,546 0,000 20,74 34,46
    2 19,000(*) 2,546 0,000 12,14 25,86
     4 31,700(*) 2,546 0,000 24,84 38,56
   4 1 -4,1 2,546 0,386 -10,96 2,76
    2 -12,700(*) 2,546 0,000 -19,56 -5,84
      3 -31,700(*) 2,546 0,000 -38,56 -24,84
* : Ortalama farkı 0.05 seviyede anlamlıdır.   
 
 

VEGF Tukey HSD çoklu karşılaştırma testine göre;  

 

Kontrol grubu (Grup 1), Grup 2 ve Grup 3 ile arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark olduğu belirlenmiştir (p değeri sırasıyla 0. 009 ve 0,000; p<0,05). Ancak 

Grup 4 ile Kontrol Grubu (Grup 1) arasında anlamlı fark bulunmamıştır (p değeri 0. 

386).  

Grup 2 ile Kontrol grubu (Grup 1), Grup 3 ve Grup 4 arasında anlamlı fark 

görülmüştür (p değeri sırasıyla 0,009, 0,000 ve 0,000). 
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Grup 3 ile Kontrol grubu (Grup 1), Grup 2.ve Grup 4.arasında anlamlı fark 

görülmüştür (p değeri sırasıyla 0,000, 0,000 ve 0,000). 

 

Grup 4 ile Kontrol grubu (Grup 1) arasında anlamlı fark olmamasına karşın 

Grup 4 ile Grup 2 ve Grup 3 arasında anlamlı fark olduğu tespit edilmiştir p değeri 

sırasıyla 0,386, 0,000 ve 0,000.  

 

VEGF grupların ortalama değerleri şekil 4.1.3. de verilmiştir. 

 
Şekil 4.1.3. VEGF Grupların Ortalama Değerleri 

 

 

Grup 1(Kontrol) (a) ve Grup 4 (d) ün eIF2 antikoru ile boyanmasında damar 

duvarlarında oldukça kuvvetli boyanma gözlendi. Grup 2 (b) ve Grup 3 (c) de ise 

boyanma şiddeti orta derecede ve yaklaşık benzer özellik gösteriyordu. (Şekil 4.1.4.) 
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Şekil 4.1.4. Resim Mesane eIF2 
 

Resim mesane eIF2: eIF2 antikoru ile boyanmış, Grup 1 (kontrol) (a), Grup 2 

(b), Grup 3 (c) ve Grup 4 (d) ait mesane örneklerinde, LP da bulunan kan 

damarlarının (ok ). Grup 1 (kontrol) (a), Grup 4 (d) grubunda yüksek derecede, Grup 

2 (b), Grup 3 (c) ise düşük biçimde boyandığı görülmektedir. Epitel (Ep). Orijinal 

büyütme X 200 

 

Test istatistiklerinin sonuçları Tablo 4.1.2. de verilmiştir. 
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Tablo 4.1.2.  Çoklu Karşılaştırma eIF2 
 

95% Güven 
Aralığı 

Bağımlı 
Değişken   

 
(I)  

GRUP 

 
(J) 

GRUP

Ortalama 
Farkı  
(I-J) 

Std. 
Hata 

Sig. 
(anlamlılık 
(p)) 

Alt 
Limit 

Üst 
Limit 

eIf_2 Tamhane 1 2 28,000(*) 4,19 0,000 15,08 40,92
    3 24,400(*) 5,33 0,001 8,66 40,14
     4 -4,6 7,163 0,989 -26,29 17,09
   2 1 -28,000(*) 4,19 0,000 -40,92 -15,08
    3 -3,6 4,227 0,958 -16,65 9,45
     4 -32,600(*) 6,386 0,002 -53,14 -12,06
   3 1 -24,400(*) 5,33 0,001 -40,14 -8,66
    2 3,6 4,227 0,958 -9,45 16,65
     4 -29,000(*) 7,185 0,006 -50,73 -7,27
   4 1 4,6 7,163 0,989 -17,09 26,29
    2 32,600(*) 6,386 0,002 12,06 53,14
      3 29,000(*) 7,185 0,006 7,27 50,73

* : Ortalama farkı 0.05 seviyede anlamlıdır. 
 

eIF2 Tamhane çoklu karşılaştırma testine göre;  

 

Kontrol grubu (Grup 1) ile Grup 2 ve Grup 3 arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark olduğu görülmüştür (p değeri sırasıyla 0.000 ve 0.001). Grup 4 ile 

Kontrol Grubu (Grup 1) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır ( p = 

0.989).   

 

Grup 2 ile Kontrol grubu (Grup 1) ve Grup 4 arasında istatistiksel olarak anlam 

farkı oluşmuş p değeri sırasıyla (0.000 ve 0. 002), Grup 2 ile Grup 3 grup arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark olmadığı ortaya çıkmıştır (p = 0.958).  

 

Grup 3 ile Kontrol grubu (Grup 1) ve Grup 4 arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark olduğu görülmüştür (p değeri sırası ile 0.001 ve 0.006). Grup 2 ile Grup 

3 arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur (p = 0.958).  

 

Grup 4 ile 2. ve 3. gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark belirlenmiş 

p değerleri sırası ile 0.002 ve 0.006 olmuştur. Grup 4 ile Kontrol Grubu (Grup 1) 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olmadığı tespit edilmiştir (p değeri 0.989). 
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eIF2 grupların ortalama değerleri şekil 4.1.5. de verilmiştir. 

 

 
Şekil 4.1.5. eIF2 Grupların Ortalama Değerleri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

41 
 

HIF–1 alfa antikoru ile boyanmış Grup 3 (c) nin preparatlarında kuvvetli 

boyanma gözlenirken, diğer grupların boyanma şiddeti Grup 3 (c) den belirgin 

derecede az olması dikkati çekti. (Şekil 4.1.6.) 

 

 

 

 

Şekil 4.1.6.  Resim Mesane HIF-1  

 

Resim mesane HIF-1 alfa: HIF-1 alfa antikoru ile boyanmış, Grup 1(kontrol) 

(a), Grup 2 (b), Grup 3 (c) ve Grup 4 (d) ait mesane örneklerinde, LP da bulunan kan 

damarlarının (ok). Grup 1 (kontrol) (a), Grup 2 (b) ve Grup 4 (d) grupların da zayıf 

derecede, Grup 3 (c) ise orta derecede boyandığı görülmektedir. Epitel (Ep). Orijinal 

büyütme X 200 

 

  HIF-1’in istatistik sonuçları Tablo 4.1.3. de verilmiştir. 
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Tablo 4.1.3. Çoklu Karşılaştırma HIF-1  
 

95% Güven 
Aralığı 

Bağımlı 
Değişken   

 
(I)  

GRUP 

 
(J) 

GRUP

Ortalama 
Farkı  
(I-J) 

Std. 
Hata 

Sig. 
(anlamlılık 

(p)) 
Alt 

Limit 
Üst 

Limit 

HIF-1  
Tukey 
HSD 1 2 -9,9 5,261 0,253 -24,05 4,25

    3 -28,245(*) 5,14 0.000 -42,07 -14,42
     4 2,6 5,261 0,960 -11,55 16,75
   2 1 9,9 5,261 0,253 -4,25 24,05
    3 -18,345(*) 5,14 0,005 -32,17 -4,52
     4 12,5 5,261 0,100 -1,65 26,65
   3 1 28,245(*) 5,14 0.000 14,42 42,07
    2 18,345(*) 5,14 0,005 4,52 32,17
     4 30,845(*) 5,14 0.000 17,02 44,67
   4 1 -2,6 5,261 0,960 -16,75 11,55
    2 -12,5 5,261 0,100 -26,65 1,65
      3 -30,845(*) 5,14 0.000 -44,67 -17,02

* : Ortalama farkı 0.05 seviyede anlamlıdır. 
 

 

HIF-1 Tukey HSD çoklu karşılaştırma testine göre;  

 

Kontrol grubu (Grup 1) 3. gruptan istatistiksel olarak anlamlı farklı olmasına 

karşın (p = 0.000), 2. ve 4. gruplar ile kontrol grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulunmamıştır (p değeri sırası ile 0.253 ve 0.960).  

 

Grup 2,  3. gruptan anlamlı farklı ( p = 0.005 ) fakat Grup 1(kontrol) ve Grup 4 

ile arasında istatistiksel olarak anlamlı fark belirlenmemiştir (p değerleri sırasıyla 

0.253 ve 0.1).  

 

Grup 3 istatistiksel olarak Kontrol Grubu (Grup 1), 2.grup ve 4.gruptan anlamlı 

farklı bulunmuştur (p değerleri sırasıyla 0.000, 0.005 ve 0.000).  

 

Grup 4, Grup 3’den anlamlı farklıdır (p değeri 0.000 ). Grup 4 ile Kontrol 

grubu (Grup 1) ve Grup 2 arasında anlamlı fark yoktur (p değerleri sırasıyla 0.960 ve 

0.1).  
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HIF-1 alfa grupların ortalama değerleri şekil 4.1.7. de verilmiştir. 

 

 
Şekil 4.1.7.   HIF-1 Grupların Ortalama Değerleri 
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TIA-1 antikoru ile boyanmış doku örneklerinde, Grup 3 (c) de çok kuvvetli 

boyanma gözlenirken, Grup 2 (b) ve Grup 4 (d) de boyanma orta derecede gözlendi. 

TIA-1 antikoru ile boyanmış Grup 1 (a) (kontrol) grubu örneklerinde boyanma zayıf 

olarak gözlendi. (Şekil 4.1.8.) 

 

  

 
 

Şekil 4.1.8.  Resim Mesane TIA- 1 
 

Resim mesane TIA-1: TIA-1 antikoru ile boyanmış, Grup 1(kontrol) (a), Grup 

2 (b), Grup 3 (c) ve Grup 4 (d) ait mesane örneklerinde, LP da bulunan kan 

damarlarının (ok). Grup 1(kontrol) (a) grubunun zayıf derecede, Grup 2 (b) ve Grup 

4 (d) nin orta derecede, Grup 3 (c) nin ise kuvvetli boyandığı görülmektedir. Epitel 

(Ep). Orijinal büyütme X 200 

 

TIA-1’in istatistik sonuçları Tablo 4.1.4. de verilmiştir. 
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Tablo 4.1.4. Çoklu Karşılaştırma TIA-1 
 
 

95% Güven 
Aralığı 

Bağımlı 
Değişken   

 
(I)  

GRUP 

 
(J) 

GRUP

Ortalama 
Farkı  
(I-J) 

Std. 
Hata 

Sig. 
(anlamlılık 

(p)) 
Alt 

Limit 
Üst 

Limit 
TIA-1 Tamhane 1 2 -17,500(*) 3,64 0,003 -29,01 -5,99
    3 -31,636(*) 2,033 0,000 -37,61 -25,66
     4 -12,100(*) 3,164 0,013 -21,95 -2,25
   2 1 17,500(*) 3,64 0,003 5,99 29,01
    3 -14,136(*) 3,737 0,014 -25,76 -2,52
     4 5,4 4,454 0,809 -7,79 18,59
   3 1 31,636(*) 2,033 0,000 25,66 37,61
    2 14,136(*) 3,737 0,014 2,52 25,76
     4 19,536(*) 3,274 0,000 9,52 29,56
   4 1 12,100(*) 3,164 0,013 2,25 21,95
    2 -5,4 4,454 0,809 -18,59 7,79
      3 -19,536(*) 3,274 0,000 -29,56 -9,52

* : Ortalama farkı 0.05 seviyede anlamlıdır. 
 

 

TIA-1 Tamhane çoklu karşılaştırma testine göre;  

 

Kontrol Grubu (Grup 1), 2. 3. ve 4. gruptan anlamlı farklı bulunmuştur (p 

değerleri sırasıyla 0.000, 0.000 ve 0.013).  

 

Grup 2, Kontrol Grubu (Grup 1) ve 3. grup ile anlamlı farklıdır (p değerleri 

sırasıyla (0.003 ve 0.014). Grup 2 ile Grup 4 arasında anlamlı fark yoktur  (p= 

0.809).  

 

Grup 3, 1, 2 ve 4. gruplar ile arasında anlamlı fark olduğu görülmüştür (p 

değerleri sırası ile 0.000, 0.014 ve 0.000).  

 

Grup 4, Kontrol grubu (Grup 1) ve Grup 3 arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklıdır (p değeri sırasıyla 0.013 ve 0.000). Ancak Grup 4 ile Grup 2 arasında 

istatistiksel anlamlı fark belirlenmemiştir (p = 0.809 ). 
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TIA-1 grupların ortalama değerleri şekil 4.1.9. de verilmiştir. 

 

 
Şekil 4.1.9. TIA-1 Grupların Ortalama Değerleri 
 

 

TSP-1 ile boyanma Grup 1 (Kontrol) (a) örneklerinde oldukça kuvvetli 

gözlenirken, diğer grupların boyanma özellikleri oldukça düşük düzeyde gözlendi. 

(Şekil 4.1.10.) 
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Şekil 4.1.10.  Resim Mesane TSP-1 

 

Resim mesane TSP: Trombospondin antikoru ile boyanmış, Grup 1 (kontrol) (a), 

Grup 2 (b), Grup 3 (c), Grup 4 (d) ait mesane örneklerinde, LP da bulunan kan 

damarlarının (ok). Grup 1 (kontrol) (a) grubunda fazla boyanırken, Grup 2 (b), Grup 

3 (c) ve Grup 4 (d) ise orta derecede boyandığı görülmektedir. Epitel (Ep). Orijinal 

büyütme X 200  

 

TSP-1’in istatistik sonuçları Tablo 4.1.5. de verilmiştir. 
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Tablo 4.1.5. Çoklu Karşılaştırma TSP-1 
 

95% Güven 
Aralığı 

Bağımlı 
Değişken   

 
(I)  

GRUP 

 
(J) 

GRUP

Ortalama 
Farkı  
(I-J) 

Std. 
Hata 

Sig. 
(anlamlılık 

(p)) 
Alt 

Limit 
Üst 

Limit 
TSP-1 Tamhane 1 2 56,518(*) 7,148 0.000 35,45 77,59
    3 58,818(*) 5,95 0.000 40,17 77,47
     4 45,618(*) 7,556 0.000 23,44 67,8
   2 1 -56,518(*) 7,148 0.000 -77,59 -35,45
    3 2,3 4,755 0,998 -12,59 17,19
     4 -10,9 6,656 0,533 -30,6 8,8
   3 1 -58,818(*) 5,95 0.000 -77,47 -40,17
    2 -2,3 4,755 0,998 -17,19 12,59
     4 -13,2 5,348 0,169 -30,16 3,76
   4 1 -45,618(*) 7,556 0.000 -67,8 -23,44
    2 10,9 6,656 0,533 -8,8 30,6
      3 13,2 5,348 0,169 -3,76 30,16

* : Ortalama farkı 0.05 seviyede anlamlıdır 

 

TSP-1 Tamhane çoklu karşılaştırma testine göre;  

 

Kontrol grubu (Grup 1) ile 2. 3. ve 4. gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulunmuştur (p değerleri sırasıyla 0.000, 0.000 ve 0.000).  

 

Grup 2, kontrol grubundan (Grup 1) istatistiksel olarak anlamlı farklı olmasına 

karşın  (p = 0.000), 3 ve 4. gruplar ile arasında anlamlı fark bulunmamıştır (p 

değerleri sırasıyla 0.998 ve 0.533).  

 

Grup 3, Kontrol grubundan (Grup 1) istatistiksel olarak anlamlı farklı 

bulunmuştur (p= 0.000). Ancak Grup 3 ile 2 ve 4. gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark yoktur (p değeri sırası ile 0.998 ve 0.169).  

 

Grup 4, Kontrol grubu (Grup 1) ile istatistiksel olarak anlamlı farklı olduğu 

belirlenmesine karşın (p = 0.000), 2. ve 3. gruplar ile arasında anlamlı fark 

görülmemiştir (p değeri sırasıyla 0.553 ve 0.169).  
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TSP-1 grupların ortalama değerleri şekil 4.1.11. de verilmiştir. 

 

 
Şekil 4.1.11.  TSP-1 Grupların Ortalama Değerler 

 

Grupların boyanma özellikleri tablo 4.1.6. da görülmektedir. Zayıf (+), Orta (++), 

Kuvvetli (++++) boyanma 

 
Tablo 4.1.6. Grupların Boyanma Özellikleri 
 

 G1 G2 G3 G4 

VEGF + ++ ++++ + 

eIF2 ++++ ++ ++ ++++ 

HIF-1  + ++ ++++ + 

TIA-1 + ++ ++++ ++ 

TSP-1 ++++ + + + 
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5. TARTIŞMA  

 

Tümör hücrelerinin, radyasyona duyarlığı tedavide önemlidir. Ancak tümör 

olmayan hücre hedeflerinde de radyoteröpatik yanıta duyulan ilgi giderek 

artmaktadır. İskemik ve hipoksik stres patolojik ve fizyolojik anjiogenez için en 

önemli durumdur [42]. Vasküler endotelyal hücrelerin, hem normal, hem de tümörlü 

dokuda, radyoterapi yanıtı için kritik belirleyici olduğu gözlenmiştir. Primer 

hedeflerde endotelyal hücreye verilen radyasyon hasar derecesi tedaviye yanıtı 

anlamlı olarak etkileyebilir. Tümörde vasküler radyasyon duyarlılığını artırarak 

ve/veya normal dokuyu çevreleyen kısımda azaltarak, radyoterapinin tedavi edici 

penceresini genişletme olanağı sağlanabilir [4]. Tümör damarlanması, tümörün 

fenotip ve mikro çevresine bağlı olarak, normal doku vaskülaritesine göre farklıdır. 

Bu farklılıklar özel sinyal yolaklarını hedef alarak moleküler terapatikler 

geliştirmeye fırsat tanımaktadır. Tümör endotel hücrelerinin en önemli moleküler 

farkı, tümör kökenli sitokinlerle yakın ilişkide olmasıdır. Ancak bu sitokinler sağlam 

mikro çevre tarafından da salınabilir [16, 42, 160]. Tümör ve normal doku tarafından 

salınan VEGF ve benzer proteinler, endotel hücrenin tirozin kinaz reseptörüne 

bağlanarak birçok anjiogenez yanıtı oluşturan sinyaller gönderebilir. Bu nedenle 

tümör endotelyal hücrelerinin radyasyon direnci, tümör kökenli sitokinlere bağlı 

olabilir. Bu sitokinleri hedef alarak selektif tümör damarlanması radyasyona duyarlı 

hale getirilebilir [4, 42, 160].  

 

Folkman ve arkadaşlarının 1970’li yıllarda solid tümörlerle ilgili çalışmalara 

başladıkları literatürde görülmektedir. Tümör hücrelerinin veya dokusunun 

anjiogenez olmadan ancak 3- 4 mm çapa ulaşabildiğini göstermişlerdi. 1971-1972 

yıllarında yapılan çalışmalarda solid tümör büyümesinin yeni damar oluşumu ile 

mümkün olabileceği kanaati vardı. Buna TAF (Tümör Anjiogenez Faktör) adı 

verilip, bu faktörün endotel hücrelerde mitojen aktiviteyi artıran bir faktör ile ortaya 

çıkabileceği düşünülmüşdü. Bu nedenle kanser hücre büyümesinin anti anjiogenik 

ajanlarla tedavi edilebileceği görüşü benimsenmişti [161-163].  
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 Radyoterapiye yanıtta tümör damarlanmasının duyarlılığının majör belirleyici 

olduğuda öne sürülmektedir [122]. Bu ilişki radyoterapinin direkt hücre ölümüne 

neden olmasına ilaveten, tümörün beslendiği damarlarda hasar meydana getirerek de 

ikincil hücre ölümüne neden olduğunu göstermektedir. Tümörler yaşamları için 

damarlarına ihtiyaç duyduklarından az miktarda damar yıkımı büyük miktarda tümör 

ölümüne neden olabilmektedir [123-125]. Radyasyona hassas tümörler iyi damar 

yapılarına sahipken, az damarlanmış tümörlerin radyasyona daha direnç gösterdiği 

bildirilmektedir ve radyasyonun tümör damar endoteline etkisini maksimize etmeye 

yönelik yeni ve güçlü tedavi stratejisi belirlemeye çalışan yayınlar bulunmaktadır 

[125]. Gorski ve arkadaşları tarafından bildirilen bir çalışmada tümör 

damarlanmasının radyoterapiye nasıl yanıt verdiğine bakılarak radyoterapinin VEGF 

salınmasını artırdığı ve VEGF’ün endotel hücrelerini radyasyona dirençli hale 

getirdiği vurgulanmaktadır. Bu çalışma, tümörün kendi vasküler yapısını radyasyon 

hasarına karşı aktif olarak koruduğunu göstermektedir [126]. Bu çalışmaya dayalı 

diğer çalışmalarda da anti anjiogenik ajanlarla radyoterapi kombinasyonunun endotel 

hücrede radyasyon duyarlığını artırmadaki etkisi araştırılmaktadır [127-130].  

 

Normal doku ve solid tümörlerde hipoksi durumunda HIF-1 alfanın aktive 

olduğu bilinmektedir. HIF-1 alfa’nın hipokside fizyolojik ve patolojik anjiogenez 

yolunun ana düzenleyicisi olduğu birçok çalışmada gösterilmektedir [164-167]. 

Radyasyon ile yapılan normal doku çalışmalarında HIF-1 artışı sonunda anjiogenez 

yolunun pozitif etkili faktörü VEGF düzeyinde de artış gözlemlenmektedir [164]. 

Organizma; stres veren radyasyon, ısı, hipoksi, iskemi, enfeksiyon gibi etmenlerle 

karşılaştığında, mRNA’nın yaklaşık yarısını kapsayan stres granüllerini aktive 

etmektedir. Bu granüller strese bağlı hasarın tamirinde hücre metabolizmasını 

değiştirmektedir. Değişimde ve ortama uyum sağlamada eIF2 ile TIA-1 görev 

almaktadır. Granüllerin oluşması, eIF2 fosforilizasyonu ile eIF2 düzeyinin 

azalmasına neden olurken, stres veren faktörlerin etkisiyle TIA-1 düzeyini 

yükseltmektedir. Stres granülleri apopitozdan birkaç saat önce ortaya 

çıkabilmektedir. Stres granülü uyarılması için tümörlü dokuya ihtiyaç olmadan, çevre 

normal dokulardan da stres granül bağlantıları kurulabilmektedir [158, 159, 168]. 

Normal dokuda belli düzeyde bulunan, endojen olarak anjiogenez yolunda inhibitör 
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görev yapan faktör TSP-1 dir [3]. Normal doku çalışmalarında stres veren faktörlerin 

etkisi ile artan HIF-1 ve VEGF düzeyi, TSP-1’in down regülasyonuna, VEGF 

azalması ise TSP-1 düzeyinin up regülasyonuna neden olmaktadır. Bu durum VEGF 

aracılı negatif feed-back mekanizması ile açıklanmaktadır [164-167, 169].   

 

1970’li yıllarda başlayan ve günümüze kadar devam eden çalışmalar tümörlü 

dokular üzerinde yapılmasına rağmen strese karşı verilen cevapta tümör hücrelerinin 

etkisi olmadan da çevre sağlam doku üzerinde de stres granülü etkilerinin gözlenmesi 

nedeniyle çalışmamızda sağlam fareler kullanılmıştır. İn-vitro ortamda stres granülü 

oluşmaz, strese cevap in-vivo mikro çevre ile oluşabilir. Radyasyonun tümör 

olmayan hücreleri ve tümör etrafında mikro çevrede bulunan endotel hücreleri ve 

hatta sağlıklı dokudaki sessiz endotelide etkileyebileceği birçok yayında 

gösterilmektedir [42, 158, 170].  

 

Çalışmamızda farelerin pelvis bölgesine, 10 Gy’lik dozun tek fraksiyonda 

uygulanması sonrasında, 1. grup (kontrol), 2. grup (24 saatte ötanazi), 3.grup (48 

saatte ötanazi) ve 4. grup’un (7. günde ötanazi) normal mesane damar endotelinde 

anjiogenez yolunda yer alan faktörlerin immün histokimyasal olarak 

değerlendirilmesi amaçlanmaktadır.   

 

2010 yılında Rabbani ve arkadaşları sağlam ratların sağ hemitoraks bölgesine 8 

Gy x 5 fraksiyon iyonize radyasyon uygulamışlar. Uygulama sonrasında, oksidatif 

stres ve doku hipoksisi, makrofaj toplanması ve inflamatuvar yanıta parelel olarak 4. 

hafta sonunda akciğer dokusunda HIF-1 alfa seviyesinde yükselme tesbit etmişlerdir. 

Bu yükselişin hipoksiye bağlı olup olmadığını ise pimanidazole ile hipoksik bölgeleri 

tesbit ettikten sonra, hipoksik bölgede HIF-1 alfa yüksekliğini belirlemişlerdir. 

Dördüncü hafta sonrasında da HIF-1 alfa yükselişinin devamını gözlemlemişler, 

ayrıca TGF- beta, VEGF, NF-kB ve CD 105 seviyelerinin HIF-1 alfa yükselmesi 

sonrasında akciğer dokusunda arttığını belirtmişlerdir. VEGF ise radyasyon 

uygulaması sonrasında 6. haftada anlamlı olarak yükselmiş ve 10. haftaya kadar 

devam etmiştir. Radyasyon uygulaması sonrasında 22. haftada kapiller proliferasyon 

indekside yükselmiştir [164].  
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Aslında günümüzde de radyoterapinin tümör endotel hücrelerini korumak için 

VEGF’ü nasıl uyardığı çok az bilinmektedir. VEGF salınmasının bu yolağın önemli 

bir parçası olduğunu ancak ilave sitokinlerinde olması gerekliliği savunulmaktadır. 

Sonuçta tümör damarlarının radyasyona direncinde, endotel hücre tirozin kinaz 

reseptör inhibisyonunun tek başına VEGF reseptör blokajına göre daha etkili olduğu 

saptanmıştır [42].  

 

Tümörlü ve sağlam damar endotel çalışmalarında olduğu gibi bu çalışmada da 

radyasyon uygulaması sonrası anjiogenez yolunda görev yapan VEGF’de artış 

gözlemlendi. Çalışmamızda VEGF’ün immün histokimyasal değerlendirmesinde 

birinci grup (kontrol) ve dördüncü grupta (7.günde ötanazi) zayıf boyanma, 2. grupta 

(24 saatte ötanazi) orta boyanma, 3. grupta (48 saatte ötanazi) kuvvetli boyanma 

gözlenmiştir. Bu bulgular bize radyasyon uygulanan dokularda damar endotelinde 

VEGF seviyesinin, radyasyon uygulamasından 24 saat sonra strese maruz kalan 

damar endotel hücrelerinde hafif derecede, 48 saatte ise kuvvetli derecede 

yükseldiğini göstermiştir. Bu artışın HIF-1 alfa’nın 48. saatteki kuvvetli yükselişine 

bağlı olduğu düşünüldü. Rabbani ve arkadaşlarının çalışmasında da HIF-1 alfa 

düzeyinin yükselmesi ile VEGF seviyesi yükselmiştir. VEGF salınımı anjiogenez 

yolunun önemli bir parçası olup, iyonize radyasyon VEGF salınmasını HIF-1 alfa 

aracılığı ile artırmaktadır [126, 164]. Ancak 7. günde HIF-1 alfa ve VEGF’ün kontrol 

grubu seviyesine gerilediğini tesbit ettik. Biz tek fraksiyonda 10 Gy iyonize 

radyasyon uyguladık. Bu nedenle 7. günde HIF-1 alfa ve VEGF, kontrol grubu 

seviyesine gerilemiş olabilir. Natsuko ve arkadaşlarıda 2010 yılında yaptıkları 

normal doku hayvan çalışmasında bizim çalışma sonucumuza benzer sonuç elde 

etmişlerdir Sağlıklı farelerde 8 Gy 15 Gy ve 20 Gy tek fraksiyon tüm vücut 

ışınlanmasından 5 gün sonra aort endotel hücrelerinde VEGF düzeyinin kontrol 

grubuna göre azaldığını gözlemlemişler. Yüksek doz iyonize radyasyonun endotel 

hücre proliferasyonunu, migrasyonunu ve tomurcuklanmasını durdurduğu sonucuna 

varmışlardır. Bu durumu tek fraksiyonda yüksek doz iyonize radyasyon 

uygulamasına ve radyasyonun normal endotel hücresine uygulanmasına 

bağlamışlardır. Tümörlü ortamda endotel hücrelerin sessiz olmadığı çoğalmaya 

devam ettiği ve mikro çevre ilişkili olduğu belirtilmektedir. Ancak radyasyon 
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uygulaması ile de-novo anjiogenezin bloke edildiğini fakat ışınlanmış alanlardaki 

nüksün, ışınlanmamış alandaki nükse göre daha dirençli oluşunu da radyasyona bağlı 

de-novo anjiogenez inhibisyonuna bağlı olabileceğini belirtmektedirler [170]. Bizim 

sonuçlarımız bu çalışma ile örtüşme göstermiştir. Çalışmamızda radyasyon 

uygulaması sonrasında anjiogenez yolunda pozitif etkili faktörlerden HIF-1 alfa ve 

VEGF’ün immün histokimyasal olarak 48. saatte arttığını, 7. günde ise kontrol grubu 

seviyesine düştüğü gözlemlendi. Natsuko’nun çalışmasında radyasyon nedeni ile 

oluşabilecek hipoksik strese bağlı HIF-1 düzeyine bakılmamıştır. Bizim çalışmamız 

tek fraksiyonda 10 Gy radyasyon uygulanması sonrasında 48. saatteki HIF-1 alfa 

artışı ile VEGF artışını immün histokimyasal olarak belirlemiştir. Benzer olarak 

Rabbani’nin çalışmasında da HIF-1 artışı sonrasında VEGF seviyesinde yükselme 

izlenmiştir [164]. Bu durum normal dokuya radyasyon uygulaması sonrasında 

anjiogenez yolunda pozitif etkili faktörlerin (HIF-1,VEGF) yükseldiğini 

göstermektedir. 

 

HIF-1, hipoksi ile düzenlenen alfa ve oksijen bağımsız beta subünitlerden 

oluşan heterodimerdir. HIF-1 kompleksi çekirdekdeki HERs’e (Hypoxia Regulator 

Elemantary) bağlanarak tümör metobolizması, büyüme ve anjiogenezde rol oynayan 

100 den fazla genin salınmasını da uyarabilmektedir. HIF-1 tarafından uyarılan 

VEGF dışındaki EPO, TGF-beta, PAI-1 ve transferrin de anjiogenezde yüksek 

aktiviteye sahiptir [42]. Tümörün radyasyona yanıtının VEGF sentezi ile olduğunun 

keşfi, tümör damar radyo duyarlılığını anlamada önemli bir adım olmuştur. Rabbani 

ve arkadaşlarının sağlam akciğer dokusu üzerinde fraksiyone doz (8Gyx5) ile 

yaptıkları çalışmada da HIF-1 alfa artışı sonrasında VEGF artışı görülmüştür [164]. 

VEGF, endotel hücresinin radyasyona olan direncini artırmaktadır. Bu yanıtın negatif 

etkisi anti anjiogenik ilaçlarla ortadan kaldırılabileceğini, Dicker ve arkadaşları 

normal hayvan çalışmalarında radyasyon uygulaması ile beraber, anjiogenez yolunda 

VEGF düzeyini pozitif yönde etkileyen Cox2’nin inhibitörünü kullanarak 

proliferasyon ve migrasyonu inhibe edip apopitozu artırmayı başarmışlardır [171]. 

Ning ve arkadaşlarıda normal doku çalışmalarında VEGF, bFGF, PDGF blokajı 

yaparak radyasyonla kombine daha güçlü yanıt elde etmişlerdir. HIF-1 normal ve 

malign dokularda hipoksik yanıtta önemli rol oynamaktadır. Alfa subünitinin 
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stabilitesi dimer aktivitesini belirlemektir. Bu subünit hipoksi, ROS, nitrojen türleri 

ve reseptör kinazlar tarafından düzenlenmektedir. Endotel hücre koruyucu sitokinleri 

up regüle edebilmesi ve çeşitli tümör ilişkili uyaranlara verdiği yanıtlar nedeniyle 

HIF-1 mükemmel bir tümör ve normal damar radyasyon duyarlılığı düzenleyicisidir. 

Farelerde tümör ışınlamasıyla HIF-1 protein ve aktivite düzeylerinde iki kat artış 

tespit edilmiştir. Aynı şekilde yolağın altında yer alan VEGF ve bunun gibi 

sitokinlerde de iki kat artış olmuştur. (Tablo 2.9.1) Ancak in-vitro ışınlanan 

hücrelerde HIF-1 aktivite artışı olmamıştır. Bu durum tümör ile sağlam mikro çevre 

ilişkisini açıklayabilir [42, 160, 164].  

 

Oksijen konsantrasyonun HIF-1 seviyesini düzenlediği ve radyasyon tedavisini 

takiben HIF-1 up-regülasyonu ile tümör oksijenasyonunu değiştirdiği 

bildirilmektedir [42, 172]. Hipoksi belirleyici olarak bilinen primonidazol 

kullanılarak ışınlanan tümörlerde tedaviden 48 saat sonra büyük miktarda HIF-1 

aktivasyonu gösterilmiştir [42, 160]. Moeller ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada 

da, tümör hücrelerinde radyoterapiyi takiben HIF aktivitesini kaydetmek için 

floresan mikroskop kullanılmış, fraksiyone radyoterapi esnasında HIF-1 aktivitesi 

hafifce azalmıştır. Radyoterapiden yaklaşık 12-24 saat sonra HIF-1 aktivitesi hızla 

yükselmeye başlamış ve tedaviyi takiben 48 saatte pik yapmıştır. HIF-1 aktivitesi 

özellikle tümör çevresinde gözlenmiş ve 24-48 saatler arasında tümör merkezine 

doğru göç etmiştir. Radyoterapi dozu arttıkca HIF-1 düzeyide artmıştır. Işınlanan ve 

ışınlanmayan gruplar karşılaştırıldığında, ışınlanan tümör hücrelerinde izole edilen 

dokularda nükleer HIF-1 seviyeleri daha yüksek bulunmuştur. Ayrıca ışınlanan 

tümörlerde pro-anjiogenik HIF-1 ile düzenlenen VEGF ve PAI-1 seviyeleri ve 

indirekt düzenlenen bFGF seviyelerinde de artış olmuştur. Bu sonuçlarla 

radyasyonun in-vivo olarak HIF-1 düzenlenmesinde etkili olduğu ancak in-vitro 

etkilemediği söylenebilir. Moeller ve arkadaşları bunu kanıtlamak amacı ile yaptığı 

çalışmada, floresan HIF-1 ile işaretlenmiş fareleri radyoterapi ve radyoterapisiz 

kollara ayırmıştır. 48 saat sonra hayvanlara iv. marker injekte edilmiş. Radyoterapi 

alan grupta HIF-1 aktivasyonu damar yatağından uzakta meydana gelmiştir. 

Radyoterapi ile indüklenen HIF-1 aktivasyonu reoksijenasyon ile de ilişkilidir [172]. 

Radyoterapiyi takiben tümör reoksijenasyonu çeşitli fizyolojik yanıtlara ikincil 
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olarak yükselebilir görüşüyle, perfüzyon artışı olmasa dahi tümör reoksijenasyonu 

sağlanabilir. Işınlanan tümörlerde ve yüksek oksijen seviyelerinde HERs sinyal artışı 

olabilir. Bu durum hipoksi ile uyarılan HIF-1 paradigmasına terstir. Radyoterapi ile 

uyarılan HIF-1 aktivasyonunun tümör reoksijenasyonu ile uyarıldığı hipotezini 

desteklemektedir. Hipoksik tümör hücrelerinin in-vitro reoksijenasyonu ROS 

oluşumuna yol açabilir. Bu durum HIF aktivasyonu için ROS gerekliliğini 

göstermektedir. Serbest radikale duyarlı H2DCFDA kullanıldığında ve kısa süreli 2 x 

5 Gy radyoterapi sonrası H2DCFDA sinyali tedavi öncesine göre dramatik olarak 

yükselmiştir. Radyoterapi sonrası SOD uygulaması ile radyoterapi / reoksijenasyon 

ile uyarılan H2DCFDA cevabı tamamen baskılanmıştır. Bu sonuçlar radyoterapinin 

reoksijenasyonla beraber tümör oksidatif stresinde gecikmiş artışa neden olduğunu 

göstermektedir. Bununla beraber oksidatif stres tümörde HIF-1 seviyelerini 

artırmaktadır. Moeller ve arkadaşları da 2004 de radyoterapi sonrası uygulanan 

antioksidan tedavi ile nükleer HIF-1 artışının tamamen bloke edildiğini 

gözlemlemişlerdir. Bu yol ile HIF-1 bloke edildiğinde tümör damarlanmasında 

dramatik bir yıkım izlenmiştir. Antioksidan tedavi radyoterapi reoksijenasyon ile 

artan HIF-1 aktivasyonunu inhibe ettiğinden ve tümör damarlanması da bu yanıta 

bağlı olduğundan, serbest radikal temizlenmesinin radyoteropatik tümör kontrolünü 

artırdığı sonucuna varılmıştır. SOD mimetik uygulamasının tümör büyümesi üzerine 

çok az etkisi olmasına rağmen, radyoterapi ile kombine edildiğinde tümör büyüme 

gecikmesinde önemli etkisi olmuştur. Bu sonuçlar HIF-1 aktivasyonu ve damar 

radyasyon direnci oluşumunda serbest radikallerinde önemini ortaya koymaktadır 

[42, 160]. Benzer sonuç Rabbani ve arkadaşlarının çalışmasında da yer almıştır.  Bu 

çalışma normal akciğer dokusunda yapılmış, radyoterapi sonrası 4. hafta da HIF-1 

alfa seviyesi anlamlı yükselmiştir. 6. haftada da VEGF seviyesinde anlamlı yükselme 

görülmüş, bu seviye artışı 10.haftaya kadar devam etmiştir. Ayrıca kapiller 

proliferasyon indekside 22. haftada anlamlı yükselmiştir [164].  

 

Çalışmamızda HIF-1 alfa antikoru ile boyanmış preparatlarda 3.grupta (48 saat) 

kuvvetli boyanma izlenirken diğer grupların boyanma şiddeti 3.gruptan (48 saat) 

belirgin derecede az olmuştur. HIF-1 alfa’nın 48 inci saatte en yüksek seviyeye 

ulaşması radyasyon ile oluşabilecek hipoksik durumun, HIF-1 alfa artışıyla 



 
 

57 
 

düzenlenebileceğini göstermiştir. Ancak bu durumu apopitoz ile ilişkilendirmek 

doğru olmaz. Tümörlü dokuda radyasyonu takiben endotel hücrelerinde apopitoz 4-8 

saatte pik yaparken, vasküler hasar tipik olarak 48 saat sonra başlamaktadır. Ancak 

radyoterapinin klinik dozlarını takiben apopitoza giden endotel hücre yüzdesi % 0 ile 

% 8 arasındadır [127]. Chung-yang Li ve arkadaşları ratlarda tümörsüz dil dokusu 

vasküler endotel hücresi üzerinde yaptıkları, radyasyona bağlı apopitoz çalışmasında, 

apopitoz 5. günde % 78.3, 8.günde % 89.3, 14. günde % 83.5, 21.günde % 69.3, 21. 

günde %47.3 olarak gözlemlemiştir [173]. Bu durum tümörlü ve tümörsüz ortamda 

apopitoz süresinin aynı olmadığını desteklemektedir. Genelde apopitoz radyasyon 

tarafından uyarılmasına rağmen birçok hücre tipinde ana ölüm mekanizması apopitoz 

olmayabilir [174]. Ancak bazı yayınlar radyasyon hasarı ile ölen hücrelerde ana 

mekanizmanın apopitoz olduğu sonucuna varmıştır [4, 122, 137]. Tümörlü ortamda 

yapılan çalışmalar bu durumu desteklerken, sağlam akciğer dokusu fraksiyone 

çalışmasında da  (8Gy x 5fr) HIF-1 alfa yükselişi 4. haftada anlamlı olmuştur [164]. 

Apopitoz nedeni ile HIF-1 seyiyesi yükselmiş olsaydı bu yükselme daha erken 

beklenirdi. Çalışmamızda 10 Gy tek fraksiyon radyasyon uygulandı ve HIF-1 alfa 

boyanması 48.saatte kuvvetli bulundu, fraksiyone uygulama yapılmış olsaydı daha 

farklı sonuçlarla karşılaşabilirdi. 

 

Stres granülleri, hücrenin mRNA sının yaklaşık yarısını kapsayan sitozolik 

polimerlerdir. RNA granülleri germ hücrelerinde, somatik hücrelerde ve nöronlarda 

gen ekspresyonunun post transkripsiyonel düzenlenmesinde önemli rol 

oynamaktadır. RNA granülleri; translasyon faktörleri, çürüme enzimleri, yapısal 

proteinlerden ve onların lokalizasyonlarından, istikrarınından, taşınmasından 

sorumlu çeşitli ribozomal alt üniteleri de içermektedir. Isı, oksidasyon, radyasyon ve 

hipoksiye maruz kalan memeli hücrelerinde ortaya çıkan RNA granüllerine stres 

granülü adı verilmektedir. Strese yanıt olarak memeli hücre mRNA’sı, strese bağlı 

hasarın tamirinde hücre metabolizmasını değiştirmektedir. Bu değişim de ve ortama 

uyum sağlamada eIF2 stres granülü ilişkisinde RNA bağlayan TIA-1 de görev 

almaktadır [42, 158, 159, 168].  
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Hücrede bir kez stres oluşunca granüller depolimerize olmaktadır. Anderson ve 

Kedersha 2002 yılında bunu tanımlamışlardır [168].  Moeller ve arkadaşları da 

hipoksi tehdidi altındaki hücreleri TIAR ile işaretledikten sonra, 4 saatlik 

inkübasyonda tümör hücrelerinde stres granülü olduğunu göstermişlerdir [42]. Ancak 

reoksijenasyon sonrası da bu granüller gözlenmemiştir. Stres granülü 

depolimerasyonu, HIF-1 sinyal salınması ve HIF-1 ile düzenlenen transkriptlerin 

translasyonunu artırmaktadır. Ancak ışınlanmamış tümörlerde hipoksik tümör 

çevresinde stres granülü oluşumu görülmesine karşın, ışınlanan tümörlerde stres 

granülleri daha az yoğunlukta izlenmiştir. Bu durum radyasyon/reoksijenasyonun 

onların depolimerizasyonuna öncülük ettiğini göstermektedir. İn-vivo olarak stres 

granülleri hipoksik gen translasyonunun düzenlenmesinde rol oynamakta ve 

inhibisyonları, radyasyon/ reoksijenasyon ile tersine dönebilmektedir. Stres 

granülleri normalde görülmemesine rağmen çevresel stres ile birlikte 15 ile 30 dakika 

içinde hızla ortaya çıkabilirler. Bu granüllerin oluşumu için eIF2 alfanın stres aktive 

eden kinazlar tarafından fosforilasyonu en kritik noktadır. Ancak eIF2 alfa + GTP + 

tRNAmet kompleksi eIF2 alfa fosforilasyonunu azaltmaktadır. Özellikle bu azalma 

döneminde stres veren faktörün etkisi ile toplanan TIA proteinlerinin düzenlenmesi 

de glutaminden zengin prionlar tarafından gerçekleştirilir. Stres granülleri strese 

maruz kalan dokularda apopitozdan birkaç saat önce ortaya çıkabilirler.  Tümör 

hücrelerini etkilemeden de normal çevre doku üzerinden stres granülü bağlantıları 

uyarılabilir. Radyasyon hasarının iyileşmesi esnasında radyasyonla uyarılan HIF-1’in 

düzenlediği transkript yapılar stres granülü bağlantılarının kopmasıyla sekteye 

uğrayabilirler. Transkriptlerin stres granülü içine hapis olmasıyla inhibe olduğu 

düşünülmektedir. Stres granülleri iskemi sırasında nöronlarda protein translasyonunu 

da düzenleyebilirler. In-vitro ortamda stres granülleri oluşamaz çünkü strese cevap 

ancak in-vivo mikroçevre içinde oluşabilir [42, 168].  

 

Çalışmamızda eIF2 antikoru immün histokimyasal olarak 1.Grup( kontrol)  ile 

4.Grup’da (7.gün ötanazi) kuvvetli boyanma göstermiş, 2. Grup (24 saatte ötanazi) 

ve 3. grup (48 saatte ötanazi) zayıf boyanmıştır. Işınlama sonrasında mesane damar 

endotelinde, eIF2-alfa düzeyi 24 saatte kontrol grubuna göre düşmüş, 48. saatte 

yükselme eğilimine geçmiş, 7. günde ise kontrol grubu seviyesine ulaşmıştır. Stres 
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granülleri, organizma stres ile karşılaştıktan 15 – 30 dakika içinde ortaya çıkabilirler. 

eIF2-alfa fosforile olduktan sonra düzeyi azalmaktadır [168]. İkinci gruptaki (24 

saatte ötanazi) eIF2-alfa düzeyinin düşmesi bunu doğrulamaktadır. Stres granülleri 

strese maruz kalan dokularda apopitozdan birkaç saat önce ortaya çıkmaktadır. 

Değişim ve ortama uyum sağlamada eIF2 stres granülü ilişkisinde RNA bağlayan 

TIA-1 görev almaktadır [42]. eIF2 düzeyinin kırk sekizinci saat ve 7. gündeki 

yükselme eğilimi de apopitozun oluşmaya başlamasının ve/veya hücrenin stresten 

kurtulmasının belirtisi olabilir [42, 158, 159, 168]. Chung-yang Li ve arkadaşlarının 

çalışmasıda bu durumu desteklemektedir. Onlarda 5. günde apopitozu 

belirlemişlerdir [173]. Apopitoz ve/veya hücrenin stresten kurtulması nedeniyle eIF2 

boyanması 3.(48 saatte ötanazi) ve 4. grupta (7. günde ötanazi) yükselişe geçmiş 

olabilir. Ancak bizim çalışmamızda apopitoz belirlenmedi, sadece apopitoz öncesi 

artan ve azalan faktörler immün histokimyasal olarak gözlemlendi. Kullandığımız 

yöntem apopitoz belirlemek için uygun yöntem değildi.  

 

Çalışmamızda TIA-1 antikoru ile yapılan immün histokimyasal 

değerlendirmede, 1.grupta (kontrol) zayıf boyanma özellikleri gözlenirken, 2. grup 

(24 saat) ve 4. grup (7. gün) orta derecede, 3. grupta (48 saat) ise oldukça kuvvetli 

boyanma izlendi. Bu durum 1 grupta (kontrol)  stres veren faktör olmadığını, 2. grup 

(24 saate ötanazi) ve 3. grupta (48 saate ötanazi) stres veren faktöre bağlı olarak TIA-

1 seviyesinin artmaya başladığını 3. grupta (48 saatte ötanazi) en üst seviyeye 

ulaştığını gösterdi. eIF2-alfa fosforile olup stres granülü oluşumunun başlaması ve 

eIF2-alfa – GTP- tRNAmet kompleksi oluşması sonrası eIF2-alfa seviyesi düşmesi ile 

stres veren faktörlerin etkisiyle toplanan TIA-1 giderek yükselir ve apopitoz öncesi 

durumu işaret edebilir [42, 158, 159, 168]. Dördüncü grupta (7. günde ötanazi) 

görülen orta boyanma TIA-1 seviyesinin 1.Grup seviyesine doğru geldiğini ve bize 

apapitoza gidişi ve/veya hücrenin stresten kurtulmasının belirtisi olabileceğini 

düşündürdü.  

 

TSP-1 anjiogenez yolunda negatif etkili tek değişkenimizdir. İskemik veya 

hipoksik stres, patolojik ve fizyolojik anjiogenez için en önemli durumdur [4]. 

Anjiogenezin fizyolojik ve patolojik oluşumunda damar iç kısmını döşeyen endotel 
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hücreleri kordon şeklinde bir araya gelirler ve endotel hücrelerinin incelmesi, 

önceden var olan damarlarla birleşmesi damarlarda çap ve uzunluk artımına neden 

olmaktadır. Tümör damarları ve patolojik anjiogenezde gelişen damar yapısı anormal 

genişler ve kan akımı bu lümen içinde türbülan bir akım oluşturabilir. Bu yüzden 

akım oldukça yavaştır [1]. Fizyolojik anjiogenezde ise (menstrasyon, yara iyileşmesi 

ve embiryo döneminde damar gelişimi) bu durum görülmemektedir. VEGF-189 

damar çapını azaltırken, VEGF-121, VEGF-165 damar çapını artırır. Ang-1 de 

VEGF ile kombine olarak damar çapının artışına neden olur. MEF2C (Mycocyl 

enhancer binding factor 2C ) hücre dışında protein yıkımı yaparak tüp oluşumunu 

engellemektedir. Anjiogenezin patolojik ve fizyolojik yolunda pozitif kontrolde pek 

çok faktör olmasına rağmen down regülasyonda en önemli endojen düzenleyici TSP-

1 dir. TSP-1 damar lümen oluşumunu engellemektedir [2, 3].  

 

Çalışmamızda TSP-1 antikoru ile yapılan immün histokimyasal 

değerlendirmede 1. grup (kontrol) örneklerinde TSP-1 ile boyanma oldukca kuvvetli 

gözlenirken, 2.grup (24 saatte ötanazi), 3.grup (48 saatte ötanazi) ve 4.grupta 

(7.günde ötanazi) boyanma özellikleri oldukça zayıf izlendi. Ancak 7 gün de TSP-1 

ortalama değerinin 24 ve 48 saatteki ortalama değere göre yükselme eğiliminde 

olduğu gözlenmiştir. Bu durumu şöyle açıklanabilir; Çalışmamızda stres veren faktör 

olan, radyasyonun oluşturduğu hipoksi sonucu anjiogenez yolunda pozitif etkili 

faktörler olan HIF-1alfa 3.grupta (48. saat)  kuvvetli boyanırken, 4.grupta (7. gün) 

zayıf boyandı.  Stres granülü belirleyici faktör eIF2, 2. grupta (24 saat) zayıf, 

3.grupta (48 saat) zayıf boyandı, 4 grupta (7.gün) kontrol grubu seviyesine doğru 

ilerledi. Stres veren faktörün etkisi ile TIA-1, 2. grupta (24 saat) orta, 3 grup (48 saat) 

kuvvetli boyanırken, 4 grupta (7.gün) kontrol grubu seviyesine geriledi. VEGF’ün 3. 

grupta(48 saat) kuvvetli boyanması izlendi. Pozitif etkili faktörlerin yükselmesi, 

anjiogenez yolunda endojen inhibitör olarak görev yapan TSP-1’in 2.grup (24 saat), 

3. grupta  (48 saat) zayıf boyanmasını, 4. grupta(7.gün) hafif boyanma artışının 

izlenmeside, anjiogenez yolunda pozitif görev yapan faktörlerin azalması nedeniyle 

TSP-1’in immün histokimyasal olarak boyanma artışını açıklayabilir. Işınlanan 

damar endotel hücrelerinde hipoksik stres HIF-1 salınmasına veya ROS artışı ile 

indirekt HIF-1 artışına ve VEGF salınmasına neden olabilir [42]. Anjiogenez 
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yolunda pozitif görev yapan faktörler (HIF-1 alfa, VEGF, eIF2, TIA-1)uyarılarak 

endojen anjiogenez inhibitörü olarak görev yapan TSP-1 düzeyinde düşüşe neden 

olmuş olabilir. 24.ve 48. saatte stres veren faktör nedeniyle artan HIF-1 alfa ve 

VEGF ortalama değerleninin 7 gün sonunda düşmesi de TSP-1’in 7 gün sonunda 

1.grup (kontrol) seviyesine doğru gelmesini açıklayabilir. Suzuma ve arkadaşlarıda 

çalışmalarında VEGF artışının, TSP-1 düzeyinde down regülasyona, VEGF 

azalmasınında TSP-1 düzeyinde up regülasyona neden olduğunu belirtmişdi. Bu 

durum VEGF aracılı negatif feed-back mekanizması ile açıklanabilir [169].  
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6. SONUÇ 

 

Çalışmamızda, iyonize radyasyonun normal mesane damar endotel hücresinde 

oluşturduğu stres, stres granülleri aktivasyonu ile eIF2 boyanmasının 2.grupta (24 

saat) ve 3.grupta (48 saat) zayıf olması, stres veren faktörlerin etkisiyle 2grupta (24 

saat) orta, 3.grupta (48 saat) kuvvetli TIA-1 boyanma özelliği olmasıyla apopitoza 

gidişin başladığı düşünülmüştür. eIF2 düşüşü ve TIA-1 artışı apopitoz öncesi durumu 

belirleyen faktörlerdir. Apopitoza giden hücrelerde onarım için protein sentezi 

yapılamaz ve hücre ölüme gitmektedir. Çünkü mRNA üzerinde yer alan ribozomlar 

protein sentezi yapamayarak stres granülü şekline dönerler [42, 158, 159, 168]. 

Çalışmamızda HIF-1 alfa salınması sonucu VEGF artışı görülmüş ve de anjiogenezin 

endojen engelleyicisi TSP-1 seviyesinin düşüşü saptanmış, 7. gün sonunda hafif 

yükselişe geçtiği izlenmiştir. TSP-1’in anjiogenez yolunda pozitif faktörlerin artması 

ile düşüşe geçtiği düşünülmüştür. Radyasyon hücrede stres oluşturmaktadır. Bunun 

sonucu ortaya çıkabilecek sitokinler anjiogenez yolundaki HIF-1 alfa ve VEGF 

seviyesinde artışa neden olabilir. Tümörlü dokuda radyoterapiyi takiben 4-8 saat 

içinde endotel hücre apopitozu pik yaparken,vasküler hasar 48.saatte belirginleşir 

[127]. Ancak normal dokuya radyasyon uygulaması sonrasında, apopitoz 5. günde 

belirgin hale gelmiş 8. günde en üst düzeye ulaşmıştır [173]. HIF-1’in 48. saatteki 

artışının apopitoza değil daha önceki çalışmalardaki gibi ROS artışına bağlı 

olabileceği düşünüldü. Çünkü oluşan reoksijenasyon ile HIF-1 düzeyinde düşme 

beklerken çalışmamızda 48. saatte HIF-1 artışı gözlemlendi. Daha önce yapılan 

tümörlü ve normal doku çalışmalarında da anjiogenez yolunda görev yapan pozitif 

faktörlerin artışı gözlenmiştir [42, 160, 164]. Çalışmamızda radyasyon uygulaması 

ile anjiogenez yolunda yer alan HIF-1 alfa ve VEGF seviyesinde artış olduğu 

gözlemlendi. 

Radyasyon uygulanması ile normal dokuda anjiogenez yolundaki pozitif etkili 

faktörlerin artışını gösterirken negatif etkili faktör düşüşünü belirledik. Radyasyon 

normal dokuda fizyolojik anjiogenezi başlatabilir ve hasarlı normal dokunun 

iyileşmesini hızlandırabilir. Normal doku ile tümör dokusunun radyasyona cevabı 

farklıdır. Gelecekte fraksiyone doz uygulamaları ile tasarlanmış moleküler çalışmalar 

ve diagnostik anjiogenez çalışmaları ile bu konu daha iyi anlaşılabilir. 
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ÖZET 
 

Radyasyonun İyonizan, Oksidatif ve Redüktif Etkilerinde Faktör Analizi 

  

İyonize radyasyon normal hücre ve dokuda stres oluşturarak, anjiogenez 

yolunda etkili olan birçok faktörün salınmasını başlatabilir veya azaltabilir. Bu amaç 

ile 24 adet erkek Swiss albino fare, kontrol grubu ve 24, 48 saat ve 7. günde ötanazi 

uygulanmak üzere 4 gruba ayrıldı. Birinci grup fareler (kontrol)  radyasyon 

uygulaması öncesinde 45-50mg/kg İM ketaminle sedasyon sağlandıktan sonra kalp 

içi kan alımı yöntemiyle ötanazi uygulandı. Farelerden 2. grup (24 saatte ötanazi), 3. 

grup (48 saatte ötanazi) ,4.grupta (7.günde ötanazi) olanların pelvis bölgesine tek 

fraksiyonda 10 Gy iyonize radyasyon Co- 60 cihazı ile aynı merkezde uygulandı. 

Uygulama sonrası farelere 45-50 mg/kg İM ketamin ile sedasyon sağlandıktan sonra 

2. gruba 24. saatte, 3.gruba 48.saatte, 4. gruba 7. günde kalp içi kan alımı yöntemiyle 

ötanazi işlemi uygulandı.  Pelvik bölgeden mesane organı tam olarak alındı. İmmün 

histokimyasal metod ve ışık mikroskopu yöntemi ile HIF-1 alfa, VEGF, eIF2, TIA-1 

ve TSP-1 antikorları kullanılarak mesane damar endotelinde radyasyonun 

oluşturabileceği stres ve hasar sonucunda normal mesane damar endotelinde 

anjiogenez yolunda yer alan faktörlerden olan HIF-1 alfa, VEGF, eIF2, TIA-1ve 

TSP-1’in artıp artmayacağı değerlendirildi. 

 

Çalışmamızda iyonize radyasyon ile mesane damar endotelinde oluşan hipoksik 

stres sonucunda HIF-1 alfa antikoru ile boyanmış preparatlarda 3.grupta (48. saatte 

ötanazi) kuvvetli boyanma izlenir iken diğer grupların boyanma şiddeti 3.gruptan 

belirgin derecede az oldu. 

 

 VEGF incelendiğinde, immün histokimyasal olarak, 1.grup (kontrol) ve 4. 

grupta (7. gün ötanazi) zayıf boyanma izlenirken, 2. grupta (24 saat) orta derecede, 

3.grupta ise VEGF ile kuvvetli boyanma izlendi. 

 



 
 

64 
 

 Çalışmamızda eIF2- alfa’ya, immün histokimyasal olarak bakıldığında 1. grup 

(kontrol) ile 4.grup (7. günde ötanazi) kuvvetli boyanma göstermişlerdir. İkinci 

grup(24 saatte ötanazi) ve 3. grup (48 saatte ötanazi) ise zayıf boyanmıştır.   

 

 TIA-1 ile yapılan immün histokimyasal değerlendirmede ise 1.grup (kontrol) 

zayıf boyanma özellikleri gözlenirken, 2. grup(24 saatte ötanazi) ve 4. grup(7. günde 

ötanazi) orta derecede, 3. grupta (48 saatte ötanazi) ise oldukça kuvvetli boyanma 

izlendi. 

 

Çalışmamızda TSP-1 ile boyanma 1. grup (kontrol) örneklerinde oldukca 

kuvvetli gözlemlenirken, 2.grup(24 saatte ötanazi), 3.grup (48 saatte ötanazi) ve 4. 

gruplarda (7. günde ötanazi) boyanma özellikleri oldukca zayıf izlendi.  

 

Radyasyon ile daha önce yapılan tümörlü ve normal doku anjiogenez yolu 

faktör çalışmaları, iyonize radyasyonun anjiogenez yolunda pozitif etkili görev yapan 

HIF-1 alfa, VEGF, TIA-1 faktörlerinin arttığını, stres granülü oluşumu ile eIF2’nin 

fosforile olup düştüğünü, göstermiştir. Bu çalışma normal mesane damar endoteli 

üzerinde yapılmıştır. Önceki normal doku çalışmalarında da anjiogenez yolunda 

pozitif etkili faktörlerden HIF-1 alfa ve VEGF’ün artığı gözlenmiştir. Çalışmamızda 

anjiogenez yolunda yer alan hem pozitif hemde negatif faktörler kullanıldı ve immün 

histokimyasal olarak bu faktörler değerlendirildi.  

 

 Radyasyon uygulaması ile normal dokuda anjiogenez yolundaki pozitif etkili 

faktörlerin (HIF-1, VEGF, eIF2, TIA-1) arttığı görülürken negatif etkili faktörün 

(TSP-1) düştüğü belirlendi. Radyasyon normal dokuda fizyolojik anjiogenezi 

başlatabilir ve hasarlı normal dokunun iyileşmesini hızlandırabilir. Tedavi amaçlı 

uygulamalarda da normal dokuda oluşabilecek fizyolojik anjiogenez hücre tamir 

mekanizmasını hızlandırabilir. Gelecekte fraksiyone uygulamalar ile tasarlanmış 

moleküler çalışmalar ile bu konu daha iyi anlaşılabilir. 

 

Anahtar Kelimeler: Radyasyon, Anjiogenez, Vasküler endotel, HIF-1 alfa, VEGF, 

eIF2- alfa, TIA-1, TSP-1 
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SUMMARY 

 
            Ionizing radiation may start or reduce the release of several factors which are 

effective on angiogenesis pathway creating in stress normal cells and tissues. With 

this aim 24 male 'Swiss Albino' mice were taken and they were separated to four 

groups; first was control group, second group was euthanized in 24 hours, third 

group was euthanized in 48 hours, and the forth group was euthanized in 7 days. 

Prior to application of radiation, the first group of mice (control) was euthanized by 

the method of blood punction from heart after the 45-50mg/kg IM ketamine sedation. 

10 Gy of ionizing radiation was applied to all mice’s pelvic zone with Co-60 device 

in the same center. After the application, all mice were euthanized in accordance 

with procedures. Bladders were taken from pelvis to be evaluated. 

Immunohistochemistry and light microscopy were used to investigate whether there 

would be an increase or not in the factors effective on angiogenesis pathway as a 

result of stress and damage in the vascular endothelium of normal bladder by using 

the HIF-1 alpha, VEGF, eIF2, TIA-1 and TSP-1 antibodies. 

 

In our study, as a result of hypoxic stress induced with ionizing radiation in 

the  vascular endothelial lining of the bladder,  HIF1  alpha  antibody  stained 

preparations  the third group (euthanasia at 48h), was  observed with 

significantly stronger  staining  than other groups. 

 

When the VEGF was examined, as immune-histochemically, in the 

first (control) and fourth groups (7 days euthanasia) a weak staining was seen while 

it was moderate in the second group (24 hours) and strong VEGF staining was 

observed in the third group.  

 

In our study, eIF2-alfa when evaluated immune – histochemically, the  first  

(control) and 4th groups  (euthanasia on day 7)  showed strong staining.    The 

second (24 hours euthanasia), and  third groups (48 hours euthanasia)  were 

stained poorly. 
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In the  immune-histochemical results which were applied with TIA-1, while 

weak staining was observed in the first group, a moderate staining was observed in 

the second and forth groups, a strong staining was seen in the third group.  

 

In our study while very strong staining of TSP-1 was observed in the first 

group samples, the second (24 hours euthanasia), third (48 hours euthanasia) and 

fourth groups euthanasia at 7 days) showed very weak staining.  

 

The previous angiogenesis pathway factor studies in the normal and tumor 

tissues using radiation showed that ionizing radiation has increased the HIF-

1alpha, VEGF, TIA-1 factors which have positive effect on angiogenesis, and 

decreased  eIF2 by phosphorylation induced by stress granule  formation. This 

study was conducted on the vascular endothelium in normal bladder. An increase of 

positively effective angiogenesis pathway factors HIF-1 alpha and VEGF have been 

also observed in previous normal tissue  studies. In our study,  both  positively  

and negatively effective factors on the angiogenesis pathway were evaluated by 

immune-histochemical method. 

 

It is identified that the positively effective factors (HIF-1, VEGF, eIF2, TIA-

1)  on the angiogenesis  pathway were increased while determining the 

negative factor (TSP-1) was decreased in the normal tissue with radiation. Radiation  

may initiate physiological angiogenesis in the normal tissue  and  accelerate  healing 

in the damaged normal tissue. The physiological angiogenesis occuring in the normal 

tissues by the radiotherapeutic applications may also accelerate the 

cell repair mechanism. This subject can be better understood in the future by 

molecular studies designed in fractionated  radiation applications.   

   

Key Words: Radiation, angiogenesis, vascular endothelial, HIF- 

1 alpha, VEGF, eIF2-alpha, TIA-1, TSP-1 
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