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I. Giris ve Amac

Yeni damar olusumu; viicutta embriyogenez veya yara iyilesmesi gibi
fizyolojik olarak veya timor dokusunda oldugu gibi patolojik bir siireg
kapsaminda meydana gelmektedir. Dokularda yeni damar olusumu; anjiyogenez
ve vaskiilogenez olarak iki mekanizma ile gerceklesir.' Anjiyogenez, yeni damar
olusumunun mevcut kapiller yataktan meydana gelmesidir. Vaskiilogenez, onciil
hiicrelerin farklilasarak, damarlanma olmayan bir bolgede yeni damar yapisi

olusturmasidir.”

Embriyonik doénemde meydana gelen damarlanma, genetik olarak
programlanmistir. Embriyonik donemi takiben yeni damar olusumu, dinamik bir
islem olup organizmanin metabolik, immiinolojik ve biiylime gereksinimlerine
cevap verecek bicimde gerceklesmektedir. Bu donemde, yeni damar olusumu i¢in

en 6nemli uyaranin hipoksi oldugu diisiiniilmektedir.””

Centik sinyal yolagi, embriyonik gelisim esnasinda hiicre kaderinin
belirlenmesi ve kok hiicre devamliliginin saglanmasinda rol 6nemli rol
oynamaktadir. Bu sistem temel olarak 4 transmembran reseptor (Centik 1, 2, 3 ve
4) ile 5 adet liganddan olusmakta (delta like ligand 1, 3, 4 ile Jagged 1 ve 2).
Reseptorlerden Centik 1, ligandlardanda Delta Like Ligand 4 (DLL4) esas olarak

endotelden salinmakta ve yeni damar olusumunda rol almaktadir.



Centik sinyal yolagi, yeni damar olusumu esnasinda yiiksek vascular
endotelyal growth factor (VEGF) seviyelerine bagli olarak sentezlenmekte ve
damarlarda VEGF’ye bagl olusan dallanmay1 baskilamaktadir. Boylece ilgili

dokunun gereksinmleri ile uyumlu olgun bir damar ag1 olusmaktadir.’

Daha once yapilan ¢alismalarda, Centik sinyal yolaginin embriyo ve timor
damarlarlarinda aktive oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada temel olarak Centik
sinyal yolaginin iskemi ile tetiklenen damarlanma esnasinda etkili olup olmadigi
sorusuna cevap aramaktayiz. Cerrahi olarak iskemi yaratilan fleplerde DLL4
seviyelerinin yliksek saptanmasi durumunda, Centik yolagmin postembriyonik

donemde iskemiye ikincil damarlanma esnasinda rol aldigin1 gostermis olacagiz.

Bir onkosullama yontemi olarak kabul edilen cerrahi geciktirme (delay)
islemi, flep sagkalimini klinik olarak arttirdigi defalarca gosterilen tek gergekei
yontemdir. Bu yontemde, flep kismi olarak kaldirilmakta ve flep distalinde
nekroza yol agmayacak seviyede iskemi olusturulmaktadir. Bu yontemin klinik
etkinligini gosteren onca veriye ragmen etki mekanizmasi halen net bir bicimde
ortaya konamamistir. Bu amagla bir¢ok deneysel ve klinik ¢alisma yapilmis olup
cok farkli teoriler ortaya atilmistir. Tiim bu teorilerin ortak noktasi, meydana
gelen degisikliklerin iskemiye bagli olmasidir.”” Iskemiye ikincil damarlanma
esnasinda Centik sinyal yolagimin aktive oldugunu gostermemiz durumunda

cerrahi geciktirme ile ilgili yeni bir etki mekanizms: tariflemis olacagiz.



I1. Genel Bilgiler

2.1. YENI DAMAR OLUSUMU (NEOVASKULARIZASYON)

2.1.1 Genel Bakis

Yeni damar olusumu (neovaskiilarizasyon); viicutta fizyolojik olarak
embriyogenez, yara iyilesmesi, menstriiel dongii ve organlarin biiylime siirecinde
s0z konusu olmaktadir. Patolojik damar olusumu ise basta tiimorler olmak tizere
kollajen doku hastaliklari, retinopati ve psoriazis gibi hastaliklarda meydana

gelmektedir. "

Dokularda yeni damar olusumu; anjiyogenez ve vaskiilogenez olarak iki
mekanizma ile gergeklesir.' Anjiyogenez, yeni damar olusumunun mevcut
kapiller yataktan meydana gelmesidir. Vaskiilogenez, onciil hiicrelerin

farklilasarak, damarlanma olmayan bir bolgede yeni damar yapisi olusturmasidir.”

Anjiyogenez ve vaskiilogenezde endotel hiicrelerinin kaynagi farklidir.
Vaskiilogenezde endotel hiicreleri kemik iliginden bolgeye goc eden endotelyal
onciil hiicrelerin farklilagmasi ile olusur. Anjiyogenezde ise doku kapillerlerinin

endotel hiicreleri ¢ogalarak, yeni olugsacak damarlar i¢in endotel hiicresi saglar.



Embriyonik donemi takiben yeni damar olusumu, dinamik bir islem olup
organizmanin metabolik, immiinolojik ve biiylime gereksinimlerine cevap verecek
bicimde gerceklesmektedir. Neovaskiilarizasyon i¢in esas uyaran, dokuya taginan
besin maddesi ve O, miktar1 ile dokunun metabolik ihtiyaci arasindaki
uyumsuzluktur.''? Bu uyumsuzluk, anabolik aktivite artisi, katabolik aktivite

: . , 13,14
artis1 veya hipoksi durumlarinda s6z konusudur. ™

2.1.2 Vaskiilogenez

Vaskiilogenez, endotel onciil hiicrelerin farklilagsarak endotel hiicrelerini
olusturmasi ve yeni damarlanma meydana getirmesidir."” Vaskiilogenez sadece
embriyonik donemde degil, eriskin donemde de yeni damar olusumunda 6nemli
rol oynmaktadir.'® Yapilan calismalarda; yara iyilesmesi ve iskemik dokunun
tekrar damarlanmas1  siirecinde vaskiilogenezin 6nemli rol oynadigi

gosterilmistir.!”

Endotel hiicreleri embriyoda anjiyoblastlardan, eriskinde ise kemik
iligindeki endotelyal énciil hiicrelerden koken almaktadir.'® Dolayisi ile daha énce
damar yapist olmayan bir bolgede yeni damarlanma olusmaktadir. Buna karsilik

olarak, anjiyogenezde ise yeni damarlar, mevcut damar yapisindan gelismektedir.

Vaskiilogenezde ilk asama onciil hiicrelerin hedef bolgeye go¢ etmesidir.
Biiytime  faktorleri, hiicre  gogiiniin  yonlendirilmesinde ~ 6nemli  rol
oynamaktadir.”*** Go¢ eden endotelyal onciil hiicreler ilgili dokuda kiimeler
olusturmakta ve daha sonra tiibiilerize olup liimeni meydana getirmektedirler. Son
olarak bu ilkel damar yapilar1 organize olup, devamlilif1 olan fonksiyonel bir

damar ag1 meydana getirmektedir.>>*



Vaskiilogenez, bir¢cok faktor tarafindan kontrol edilen karmasik bir
durumdur. Embriyonik dénemde meydana gelen vaskiilogenez, genetik olarak
programlanmistir. Sonraki donemlerde ise hemodinamik degisiklikler ve ¢evresel
faktorler vaskiilogenez lizerine etkilidir. Dogum sonrasi donemde, vaskiilogenez

icin en énemli uyaranin hipoksi oldugu diisiiniilmektedir.”

2.1.3 Anjivogenez

Anjiyogenez, mevcut kapiller yataktan endotel hiicrelerinin aktivasyonu,
gocll ve proliferasyonu ile karakterize yeni damar olusumudur. Mevcut kapillerler
tomurcuklanarak avaskiiler dokulara dogru uzanmaktadir.*’ Bu siiregte hipoksi,

anjiyogenez i¢in bilinen en 6nemli uyarandir.”®

Anjiyogenez oldukca karmasik bir mekanizma ile gerceklesmektedir. Bu
siiregteki temel hiicreler, mevcut damardaki endotel hiicreleridir. Notrofil,
makrofaj ve lenfosit benzeri hiicreler salgiladiklar1 sitokinler ile anjiyogenezin

diger 6nemli elemanlaridir.”~°

Anjiyogenez siireci, mevcut damardaki endotel hiicrelerinin angiogenik
mediatorler tarafindan aktive olmasi ile baslamaktadir. Aktive olan endotel
hiicreleri plasmin ve matriks metalloproteaz benzeri proteolitik enzimler
sentezlemekte ve damar endotelini doseyen bazal membranin yikimini
saglamaktadir. Boylece, aktive endotel hiicreleri bazal membrandan ayrilip
hipoksik gradient boyunca doku i¢inde go¢ etmeye baslamaktadir. Go¢ eden
endotel hiicreleri, ilgili dokuda kiimeler seklinde birikmekte ve daha sonra liimeni

olan bir tiip seklini alacak bi¢imde organize olmaktadir.’’



2.1.4 Neovaskiilarizasyon esnasinda etkili mediatorler

Vaskiilogenez ve anjiyogenez, bir takim mediatorlerin kontrolii altinda
olan karmasik siireclerdir. Bu mediatorlerin bir kismi aktivatoérken, digerleri

inhibitor olarak goérev yapmaktadir.

Vascular endothelial growth factor (VEGF), neovaskiilarizasyon esnasinda
en onemli role sahip mediatordiir. Vaskiilogenezde endotelyal onciil hiicrelerin
gociinden ve farklilasmasindan baslayip, fonksiyonel damar olusumuna kadar her
basamakta VEGF gereklidir.>**>* Anjiyogenezde ise VEGF, endotelyal hiicrelerin
aktivasyonu, migrasyonu ve proliferasyonuna yol agmakta. Ayrica yeni olusmus

damarlarm tiip formasyonunu almasinda rolii vardir.>

Fibroblast growth factor (FGF) ailesi, toplam 22 iiyeden olugmaktadir;
bunlardan FGF-1 (asidik FGF) ile FGF-2 (bazik FGF) damar olusumunda énemli
bir rol oynamaktadir. FGF diger mediatorlerden farkli olarak endotel, damar diiz
kasi, fibroblast gibi damar olusumu i¢in gerekli tiim hiicrelerin farklilasma ve

proliferasyonunu tetiklemektedir.*®~’

Neovaskiilarizasyonda etkili diger bir mediatdr ise Anjiyopoietin’dir.
Anjiyopoietin ailesinin 4 {iyesi vardir: Anjiyopoietin-1 , Anjiyopoietin-2,
Anjiyopoietin-3 ve Anjiyopoietin-4. Bu mediatorler bir tirozin kinaz reseptorii
olan Tie-2’ye baglanarak fonksiyon gosterirler. Yeni damar olusumunda 6zellikle
Anjiyopoietin-1 ve Anjiyopoietin-2 onemli rol oynamaktadir. Bu mediatorler
vaskiilogenez veya angiogenez ile olusmus damarsal agin olgunlagmasini
saglamaktadir. Anjiyopoietin geni mutant sican embriyolarinda major vaskiiler

anomaliler saptanmistir. Bu sican embiryolarinda herhangi bir vaskiilogenez



defekti saptanmamis olup mevcut damarsal aglarda endotel hiicrelerinin ¢evre

matrixe yapisma problemi vardir.”®

Dokuya tasimman O, miktarinin yetersizligi sonucu olusan hipoksi,
embriyoda ve eriskinde neovaskiilarizasyonun en énemli uyaranidir.”>** Hipoksi,
dokuda HIF-1 sentezlenmesine sebep olmaktadir. HIF-1, basta VEGF ve

anjiyopoietin olmak tizere bircok mediatoriin salinimim tetiklemektedir.*!

Nitrik oksit (NO), neovaskiilarizasyonun o6nemli diizenleyicilerinden
birisidir.** NO, kan akiminin yeni gelisen damar duvarlarina uyguladigi mekanik
gerime cevap olarak eNOS enzimi tarafinca sentezlenir.* Yapilan calismalarda
sentezlenen bu NO’nun damar aginin sekillenmesinde belirleyici faktér oldugu
gosterilmistir.’ Ek olarak hiicresel eNOS aktivasyonunun go¢ eden epitelyal énciil

hiicreler i¢in 6nemli bir diizenleyici oldugu tespit edilmistir.**

Diisiik seviyedeki reaktif oksijen tiirlerinin yeni damar olusumu i¢in gii¢li
bir uyaran iken tam tersine yiiksek seviyeleri damar olusumunu ciddi derecede
baskilmaktadir."**** NADPH-oksidaz enzimi, endotel hiicrelerinde olusturulan
oksidanlarin ana kaynagidir.*” Bu reaktif oksijen tiirleri VEGF ve VEGFR-2
sentezini uyarmaktadir. In vitro ortamda diisiik miktardaki oksidanlarmn, endotel
hiicre canliligim artirdig1 ve tiip yapilart olusturmalarini sagladigi goriilmiistiir.’
Calismalarda, oksidan molekiillerin  uzaklagtirllmasinin ~ veya  ortama
antioksidanlar eklenmesinin, yara bdolgesindeki neovaskiilarizasyonu ciddi
derecede azalttigi, yara iyilesmesini bozdugu belirlenmistir.*>° Embriyonik
hiicrelerin anjiyogenez olusturmasinda, reaktif oksijen tiirlerinin destekleyici
oldugu goriilmiistiir.”’ Ancak oksidan seviyesinin ¢ok artmasi, anjiyogenezi

. . 2
onemli derecede baskilar.’



Siklooksijenaz (COX), arasidonik asitten prostaglandinlerin sentezinde ilk
iki basamagi Kkatalizleyen enzimdir.’> Anjiogenezde rol oynayan esas
prostanoidler; Prostaglandin E2 (PGE2), Prostaglandin F2a (PGF2a),
Prostaglandin D2 (PGD2), Prostaglandin 12 (PGI2) ve Tromboksan A2
(TXA2)’dir. COX enziminin iki izoformu vardir; COX-1, yapisal form olup
normal fizyolojik fonksiyonlarin devaminda rol oynar. COX-2, indiiklenebilir
formdur ve proinflamatuvar sitokinler ile biiytime faktorleri tarafindan uyarilarak
aktive edilir. Deneysel calismalar, endotel hiicrelerindeki COX-1 ve COX-2’nin

anjiogenez tizerinde etkili oldugunu gdstermistir.>>>



2.2 VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)

2.2.1 Genel Bakis

Yeni damar olusumu ve olgunlasmasi, endotel hiicrelerindeki bircok
reseptoriin aktive edilmesini gerektiren kompleks ve koordine bir islemdir.*
Bilinen tiim anjiyogenik faktorler icinde VEGF, anjiyogenez ve vaskiilogenez
esnasinda en 6nemli rolii oynayan mediatordiir.”” Endotel hiicreleri icin mitojenik
oldugu gozlenen VEGF, 1989 yilinda Ferrara ve Henzel tarafindan tanimlanmis

olup ismini hedef aldig1 spesifik hiicreden almaktadir.”®

2.2.2 VEGF Ailesi

VEGEF ailesi toplam 6 iiyeden olusmaktadir; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGE-D, VEGF-E ve plasenta biiyiime faktorii (PGF).! Bu mediatorler temel

59,60

olarak endotel hiicreleri ve keratinositlerden salgilanmaktadir. Son

donemlerde yapilan ¢alismalarda, notrofil ve makrofajlarda da VEGF sentezledigi

gosterilmistir.®'%

VEGF-A; insanda ilk tayin edilen alt tip olup bilimsel yazilarda siklikla
sadece VEGF olarak ifade edilir.”® VEGF-A, reseptorlerden VEGFR-1 ile
VEGFR-2’ye baglanarak fonksiyon gosterir. VEGF-B, VEGFR-1 ile etkileserek
embriyonik doénemde anjyogenezi tetiklemektedir. VEGF-C ve VEGF-D,
VEGFR-3’e baglanip postembriyonik dénemde lenfanjiyogenezde gérev alirlar.**
VEGF-E sadece VEGFR-2’ye baglanir ve insan endotel hiicrelerinin tiip yapilar
olusturmasinda ve NO sentezlenmesinde gorevlidir. Plasental biiyiime faktori
VEGFR-1 ile etkilesip, embriyonik doénemde vaskiilogenezde fonksiyon

gormektedir.



2.2.3 VEGF Reseptorleri

VEGF reseptorleri temel olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde ve
monositler gibi kemik iligi kokenli hiicrelerde tesbit edilmistir.”® VEGF,
hiicrelerde 3 farkli tirozin kinaz reseptoriine baglanir; VEGFR-1, VEGFR-2 ve
VEGFR-3."% Bu reseptorlerden VEGFR-1 ve VEGFR-2 vaskiilogenez ve
anjiyogenezden sorumlu iken, VEGFR-3 esas olarak lenfanjiyogenezden

sorumludur.

VEGFR-1 hiicre tipine ve gelisim basamagina gore farkli yanitlar
olusturabilmektedir. VEGFR-1, bir “yem” reseptorii olarak gorev yapip, VEGF’in
VEGFR-2 tizerinden gosterdigi etkileri kontrol etmektedir. VEGF’in bu reseptore
baglanmas1 ile asil aktivitesini gosterecegi VEGFR-2’ye baglanan miktari,
dolayisiyla aktivitesi azalmaktadir.’” Xue tarafindan yapilan calismada, VEGFR-
I’in antikorlar ile bloke edilmesinin anjiyogenezde belirgin artis sagladig
gosterilmistir. Sonucta; anjiyogenez gerektiginde VEGFR-2 sentezinin arttigi,
anjiyogenezin sonlandirilmasi gerektiginde ise VEGFR-1 reseptor sentezinin
arttigi belirlenmistir.®® PGF, VEGFR-1 reseptoriine baglanarak VEGF’nin ayni
reseptore baglanmasini engeller. Boylece VEGF’nin VEGFR-2’ye baglanarak,
etki gdsteren aktif miktarin artmasia sebep olur.’” Embriyogenez déneminde ise
VEGFR-1’in vaskiilogenez ve anjiyogenez iizerinde baskilayici bir etkisi oldugu

diistiniilmektedir.®

VEGFR-1 geni mutant sigan embiyolarinda kontrolsiiz
cogalan anjiyoblastlar saptanmistir. Vaskiilogenez ve anjiyogenezdeki rollerine ek
olarak, VEGFR-1 aktivasyonu monosit kemotaksisine ve enflamatuar
mediatorlerin salgilanmasina yol acar, boylece enflamatuar cevapta bir artis

meydana  gelmektedir.”

VEGFR-1’in, hematopoezi ve hematopoetik hiicre
canliligmi artiric1 etkileri ortaya konmustur. Ayrica, indirekt olarak hepatosit

cogalmasina sebep oldugu gosterilmistir.”!
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VEGF nin mitojenik, anjiyogenik ve damar gec¢irgenligini artirici etkilerini
gostermesinde gorev alan esas reseptorin VEGFR-2 oldugu bilinmektedir.'
VEGF’nin bu reseptore baglanmasi ile eNOS sentezlenir ve dokuda NO seviyeleri
artar.” VEGFR-2 geni mutant sican embriyolarinda vaskiilogenez goriilmemis ve
organize damar yapilari olusmamistir.”> VEGFR-2, VEGFnin vazodilatasyon
etkisinden de sorumludur.”” Bazi hematopoetik hiicrelerde bu reseptdriin
saptanmasi, hematopoezde de rolii oldugunu diisiindiirmektedir.”* Endotel
hiicreleri i¢in sadece VEGFR-2"nin apopitozu azaltic1 etkisi bildirilmistir.”” Hem
VEGFR-1 hem de VEGFR-2 reseptorlerinin, endotelyal onciil hiicrelerin gogiinde
etkili olduklar1 tespit edilmistir.

VEGFR-3, embriyonik kalp-damar sistemin ve lenfatik damarlarin
gelisimi i¢in ¢ok Onemlidir. Erigkinde ise sadece lenfatik endotelde bulundugu
gozlenmistir. Bu reseptér, VEGF-C ve VEGF-D proteinlerinin baglanmasiyla

lenfanjiyogenez olusumuna yol agmaktadir.”®”’

2.2.4 VEGF’nin Etkileri

VEGF, endotel hiicrelerinin in-vivo ve in-vitro ortamlarda, biiytimesini ve

cogalmasini saglar.78'80

78,80,81

Endotel hiicre gociinde VEGF, c¢ok oOnemli bir
uyarandir. In-vitro modellerde endotel hiicrelerini uyararak kapiller benzeri
yapilar olusturdugu belirlenmistir.®® in-vivo modellerde, anjiyogenik cevabi
artinr.®®  Farelerin  bazi  dokularinda lenfanjiyogenez meydana getirdigi
gézlenmistir.84 VEGF’nin, kiiltiire edilen endotel hiicrelerinde antiapopitotik
proteinlerin sentezlenmesine yol agtigi belirlenmistir.*> VEGF nin yoklugunda
endotel hiicrelerinin apopitoza gittigi yapilan deneysel ¢alismalar ile
gésterilmistir.86’87 VEGF; endotel hiicrelerini uyararak, proteolitik enzimler

1. 788081 . . i
salgilamalarii saglar.”™"" Bu durum, hiicre dis1 matrix’in yikilmasinda ve yeni

damar olusumunun ilerlemesinde 6nemli bir basamaktir.
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VEGF’nin, monosit ve nétrofil kemotaksisini artirdig1 yapilan ¢alismalar
ile gosterilmistir.®® VEGF, aym1 zamanda olgunlasmamis myeloid hiicrelerinin
dretimini artirmakta ve hematopoez sirasinda kok hiicrelerinin devamliligini
saglamakta da rol almaktadir.”® VEGF’nin 6nemli etkilerinden birisi de kemik
iligindeki  endotel  onciil  hiicrelerin, periferik  dolasima  gegislerini

22,78,80,81,90,91

saglamaktir. Bu durum eriskinde meydana gelen vaskiilogenezin ilk

basamagin1 olusturur.

VEGF, damar gecirgenliginde artisa yol acarak inflamatuar siiregte 6nemli
bir rol oynamaktadlr.78 Birgok ¢alismada bu etkinin, nitrik oksit bagimli oldugu
gosterilmistir.”>”® Anjiyogenez ile damar gegirgenliginin artisi, baglantili birer
durumdur; c¢linkii anjiyogenezin olusabilmesi i¢in 6nce damar gecirgenligin
artmas1 ve dolayist ile ihtiyag duyulan maddelerin damar ¢evresinde birikmesi

gerekmektedir.”*

Deneysel calismalarda, VEGF’nin vazodilatasyona sebep oldugu
g(ﬂsterilmigtir.73 Flep kaldirilmasindan hemen once verilen VEGF“nin,
anjiyogenez olusturmaktan ziyade, bu sekilde flep canliligin1 artirdig
diustintilmektedir. VEGF, VEGFR-2 reseptorine baglanarak ve NO
sentezlenmesini saglayak vazodilatasyon olusturmaktadir. Vazodilatasyona sebep
olan NO iiretiminde gorevli esas enzimin eNOS oldugu, diger izoformlarin etkili

olmadig1 belirlenmistir.”
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2.2.5 VEGF Sentezini Etkileyen Faktorler

VEGF sentezi, hipoksi ve iskemi durumlarinda belirgin bir bi¢imde
artmaktadir.*’”>*® VEGF mRNA ekspresyonu, kismi oksijen basmcimn diisiik
oldugu patofizyolojik durumlarda artar.”” Bu cevabin diizenlenmesinde, HIF-1
molekiiliiniin anahtar rol oynadigi bilinmektedir.”® Hipoksi, bazi durumlarda
paradoksik olarak VEGF aktivitesini azaltabilir.”'® Ornegin; iskemik yaralarda
aktive edilmis plazmin seviyeleri artmistir. Plazmin, VEGF“nin heparine
baglanmasin1 saglayan kismini keser ve boylece VEGF’nin biyoaktivitesini

azaltir.

Baz1 biiylime faktorleri, VEGF sentezini artirmaktadir. Bunlarin
bashcalari: EGF, TGF-0, TGF-B, KGF, IGF, FGF ve PDGF’dir.'""" IL-1 ve IL-6,
VEGF gen ekspresyonunu artiran enflamatuvar sitokinlerdir. Bu durum,
VEGF “nin enflamatuvar durumlarda, damar gecirgenligindeki ve anjiyogenezdeki
artistan sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.'” Hormonlar da VEGF sentezinin
kontroliinde gérev alir. Tiroid uyarict hormon (TSH), adrenokortikotropik hormon
(ACTH), gonadotropinler ve cinsiyet steroidlerinin (0strojen, testosteron) hedef

hiicrelerinde, VEGF sentezini artirabildikleri gosterilmistir.'?'*

Mikromolekiiler konsantrasyonda, oksidanlarin VEGF-A ekspresyonunu
artirdigr belirlenmis olup, bu etki “HIF” bagimsizdir.'” Oksidanlarin, VEGFR-2
sentezini uyardigi gosterilmistir. VEGFR-1 ise oksidanlara duyarsizdir.'” Klinik
ve deneysel calismalarda, mekanik gerilim kuvvetinin, VEGF sentezlenmesine

sebep oldugu gosterilmistir.'”’
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2.3 CENTIK SINYAL YOLAGI

2.3.1 Genel bakis

1919 yilinda meyve sineklerinin kanatlarinda ¢entiklenmeye yol agan bir
gen mutasyonu saptanmustir.'”® 1980°li yillarda klonlanan bu genin iiriiniine bu
nedenle Centik (Centik) reseptorii adi verilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda
bu reseptoriin ait oldugu yolagin embriyonik gelisim siirecinde hiicre kaderinin
belirlenmesi ve devamliliginin  saglanmasinda 6nemli rol oynadig

gosterilmistir.'”

2.3.2 Centik ile ilgili temel bilgiler

Memelilerde Centik sinyal yolagi temel olarak 4 reseptor (Centik 1, 2, 3 ve
4) ile 5 adet liganddan olusmaktadir (Delta like ligand 1, 3, 4 ile Jagged 1 ve 2).
Bu reseptor ve ligandlar hiicre yiizeyinde bulunan transmembran proteinlerdir.
Dolayis1 ile bu yolagin aktivasyonu reseptér ile ligandlar1 iceren, komsu

hiicrelerin temast ile gerceklesmektedir.

Centik reseptorleri transmembran proteinler olup biri hiicre ici digeri ise
hiicre dis1 olmak {izere iki parcadan olugmaktadirlar. Reseptor ve ligandin
etkilesimini takiben aktive olan metalloproteazlarin yardimu ile hiicre dis1 ve hiicre
ici parcalar birbirlerinden ayrilmaktadir.''® Daha sonra y-Sekretaz kompleksi
aktive olmakta ve hiicre i¢i pargayr membrandan tamamen ayirmaktadir.'!
Ayrilan parca hiicrenin ¢ekirdegine transloke olmakta ve transkripsiyon

faktorlerini aktive edip, genetik aktivasyona yol agmaktadir.
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Embriyonik gelisim siirecinde, Centik sinyal yolagi bir ¢cok farkli dokuda
apoptozis, farklilasma ve cogalma islemlerinde Onemli roller almaktadir. Bu
dokularin en 6nemlisi vaskiiler dokudur. Bu yolak; vaskiiler gelisim i¢in 6nemlidir
ve aksamasi ¢esitli vaskiiler malformasyonlara yol agmaktadir. insanlarda Centik
sinyal yolagimin mutasyonlar cesitli vaskiiler anomaliler ile karakterize Alagille
sendromu ile vaskiiler demans ve inme ile karakterize subkortikal enfarktiis ve
l6koensefelopatili serebral otozomal dominant arteriopati ile

iliskilendirilmektedir.'>'"

2.3.3 Centik Yolaginin Damarlanmadaki Rolii

Reseptorlerden Centik 1, ligandlardan ise Delta like ligand 4 (DLL4) esas
olarak endotel hiicrelerinde sentezlenmekte ve angiogeneziste rol almaktadir.'"
DLL4 geni mutant sican embriyolarinda agar vaskiiler malformasyonlara bagl
olarak oliim goriilmektedir."">!'"® Ayni sekilde Centik 1 reseptdr geninde
mutasyon olan sigan embriyolarinin yolk kesesinde, plasentasinda ve embriyonun
kendisinde  vaskiiler gelisim  defektleri  gozlenmekte ve Olum ile

sonuclanmaktadir.''7'%!

Centik Sinyal yolagi embriyonik angiogenez esnasinda primitif vaskiiler
pleksusun organize hiyerarsik bir aga doniismesinde kritik rol oynamaktadir. Altta
yatan mekanizma VEGF’in damarlar tizerindeki dallandirict etkisinin antagonize
edilmesidir. Angiogenez esnasinda ana damarlarda beliren ug¢ hiicreleri
dallanmaya klavuzluk etmektedir. Bu ug¢ hiicreleri yapisal olarak; ana damar
tizerindeki sap hiicrelerinden farklidir. Ug hiicreleri yogun bir bi¢imde DLL4
proteini sentezlerken, ana damar iizerindeki sap hiicreleri Centik 1 reseptorii

6,122,123 , - .
e Bu esnada VEGF wu¢ hiicrelerinin migrasyonunu

124,125

sentezlemektedir.
tetiklerken, sap hiicrelerinde proliferasyona yol agmaktadir. Boylece

VEGF’in etkisi ile u¢ hiicreleri ana damardan gogerken, prolifere olan sap
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hiicrelerine klavuzluk etmekte ve yeni dal olusumuna yol agmaktadir. Bu
dallanma belirli bir asamaya gelince, ug¢ hiicrelerdeki DLL4 ligand1 sap
hiicrelerindeki Centik 1 reseptorii ile etkilesir ve Centik sinyal yolagi aktive olur.
Bunun sonucunda VEGF’e kars1 bir duyarsizlik olusur ve dallanma islemi durur.

(Sekil 2.1)

v v DuU4
VEGF in etkisi ile vV Vv
dallanan endotel
hicreleri DLLA e oS Vy
salgilar // = AR \V/
5 / v

Notch yolag VEGFin
dallandirc etkisini
antagonize eder

Sekil 2. 1: Centik sinyal yolaginin damarlanma iizerine etkisi

Centik sinyal yolagi damarin arter veya ven yolunda farklilagmasina
aracilik etmektedir. Embiryonik doénemde transkripsiyon faktorleri Foxcl ve
Foxc2 ile VEGF damarm arter yoniinde farklilasmasmi saglamaktadir.'**'*® Bu
mediatorlerin  aktivasyonu damarlarda DLL4 sentezini indiiklemektedir.'*’
Dolayis1 ile DLL4 arteryel fenotip icin bir marker olarak kabul edilebilir. DLL4
geni mutant sicanlarin aortalarinda arteryel marker yoklugu ve veniiler marker
aktivasyonu soz konusudur.'”>''*'* Ven yoniinde farklilasma ise bir niikleer

reseptor olan COUP-TFII tarafindan saglanmakta ve bu mediator damarda Centik

1 inhibisyonuna yol agmaktadir.'*
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Centik sinyal yolagi damar olusumunu takiben damarin integrasyon ve
hemostazinda 6nemli rol oynamaktadir. bu fonksiyonun nasil saglandigi halen tam
olarak aydinlatilamamistir. Olast mekanzimalardan ilki endotel hiicresinin
hayatiyeti ile ilgilidir; endotel hiicresinde Centik aktivasyonu hiicrenin apoptozise
gitmesini engellemekte ve dolayisi ile in vivo etkenlere bagl hiicre Slimiinii
baskilamaktadir."! Diger bir olast mekanizma ise endotel hiicresinin
nonproliferatif farklilasmis halinin idame ettirilmesidir. Centik aktivasyonu
endotelin otonomik proliferasyonunu engellemekte ve son olarak Centik sinyal
yolagi, damarmn arteryel fenotipini idame ettirmesinde rol almaktadir.'*
Damarlarda arter ile ven arasi intrinsik farkliliklarin idamesi damarin fonksiyonu

acisindan 6nemlidir.'*?

Centik yolagmin reseptér ve ligandlar1 vaskiiler sistemde endotel
hiicresine ek olarak, damar diiz kasinda da sentezlenmekte ve embriyonik
donemde damarlarda yumusak kasin organizasyonunda rol almaktadir.
Reseptorlerden Centik 1 ve 3 , ligandlardan ise Jag 1 ve 2 esas olarak damar diiz

kasinda sentezlenmektedir. >3

Centik 3 reseptor geni mutant sicanlarda damar
yumusak kas patolojilerine bagli olarak, anormal genislikte damar yapilar1 tespit

edilmistir."’

2.3.4 Centik volaginin inhibisyonu

v sekretaz Centik yolaginin aktivasyonu sirasinda transmembranéz Centik
reseptoriiniin - hiicre i¢i parcasinin, membrandan ayrilmasin1 saglamaktadir.
Ayrilan parca, daha sonra hiicrenin cekirdegine transloke olmakta ve etkisini
genetik bigimde gostermektedir. Dolayisi ile y sekretazin inhibisyonu ile Centik

yolagmin aktivasyonu engellenebilmektedir. 2>
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Gelismekte olan sigan embriyosu iizerinde yapilan bir ¢alismada y sekretaz
inhibitorlerinin (GSI) sistemik olarak uygulanmasi ile gelismekte olan retinal
damarlarda bir dallanma artis1 saptanmistir.® Bu calismada GSI uygulamasinin
sadece dallanmakta olan distal damarlarda etkili oldugunu ve ana damarda
herhangi bir degisiklik olmadigi gosterilmistir. Ayrica GSI uygulanan sican
embriyolarinda retinal VEGF seviyelerinde herhangi bir degisiklik olmadigi
saptanmistir. Dolayist ile Centik sinyal yolagi, sadece VEGF’in dallandiric
etkisini bloke etmektedir. Bu mediatoriin salilmimina herhangi bir etkisi

olmamaktadir.
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I11. Gerec¢ ve Yontem

Calismamiz, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlarr Etik
Kurulu'nda degerlendirildi ve onaylandi. Deney, Baskent Universitesi Tip

Fakiiltesi Arastirma Unitesi Laboratuvar’inda gergeklestirildi.

Calismada agirligr 350 — 410 gram olan 30 adet erkek “Sprague Dawley”

cinsi si¢can kullanildi. Bu si¢anlar 2 gruba ayrildi:

Grup I (N = 6) = Kontrol grubu

Bu grupta yer alan 6 sigana herhangi bir cerrahi islem
uygulanmadi. Cerrahi grubunda kullanilan McFarlane flebinin
distal kismma denk gelen bolgeden doku biopsisi yapildi. Kalp
icinden kan 6rneklemesi yapildiktan sonra sicanlar sakrifiye edildi.

Grup II (N = 24) = Cerrahi grubu

Bu grupta yer alan 24 sicanda McFarlane dorsal deri flebi kaldirildi
ve tekrar yerine dikildi. Bu gruptaki sicanlar doku ve kan
orneklemesinin yapildig: giine gore 4 alt gruba ayrildi:

Cerrahi grubu I: Doku ve kan 6rneklemeleri cerrahi sonrasi 1.
giin yapild1 ve takiben ratlar sakrifiye edildi.

Cerrahi grubu II: Doku ve kan drneklemeleri cerrahi sonrasi 3.
giin yapildi ve takiben ratlar sakrifiye edildi.

Cerrahi grubu I1I: Doku ve kan 6rneklemeleri cerrahi sonrasi 5.
giin yapild1 ve takiben ratlar sakrifiye edildi.

Cerrahi grubu IV: Doku ve kan orneklemeleri cerrahi sonrasi

onuncu giin yapildi ve takiben ratlar
sakrifiye edildi.
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Gruplardan alman kan ve doku orneklerinde temel olarak 5 farkh

parametre incelendi:

1. ELISA yontemi ile kanda DLL4 seviyelerinin 6l¢timii.
2. ELISA yontemi ile kanda VEGF seviyelerinin 6l¢timii.
3. GZ - PZR yontemi ile dokuda DLL4 mRNA tayini.

4. GZ — PZR yontemi ile dokuda VEGF mRNA tayini.

5. Immiinohistokimyasal boyama yontemleri ile dokuda DLL4
proteinin tayini.

3.1. HAYVANLARIN BAKIMI

Calismada agirligr 350 — 410 gram olan 30 adet erkek “Sprague Dawley”
cinsi si¢an kullanildi. Disi hayvanlardaki hormonal degisikliklerden etkilenmemek
adma tiim hayvanlar erkek olarak secildi. Denekler Baskent Universitesi Uretim

ve Arastirma Merkezinden temin edildi.

Tim deney hayvanlarina, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak
sekilde standart oda sartlart saglandi. Oda 1s1s1 18 - 20°C aras1 sabitlendi. Sicanlar
yem ve musluk suyu ile beslendi. Siganlarin birbirine zarar vermemeleri adina her
kafeste bir adet sican barindirildi. Calisma sonunda tiim siganlar intraperitoneal
150 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer inc) enjekte edilerek sakrifiye
edildi.
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3.2. ANESTEZI VE ANALJEZIi

Anestezide intraperitoneal 40mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer
inc) ve Smg/kg ksilazine hidrokloriir (Rompun, Bayer inc) kullanildi. Anestezinin
derinligi ekstremite ¢ekme yanit1 ile degerlendirildi. Anestezinin idamesi,
baslangi¢c dozunun %50si ile saglandi. Cerrahi islemi takiben tiim hayvanlara cilt

alt1 0.02 mg/kg fentanil (Sufenta 5 mcg, Janssen Cilag inc) ile analjezi uygulandi.

3.3. FLEP MODELI VE CERRAHI iISLEM

Bu c¢alismada iskemi modeli olarak random paternli dorsal deri flebi tercih
edilmistir. Anesteziyi takiben cerrahi alan elektrikli tiras makinesi ile temizlendi
ve cerrahi masaya ylizistii gelecek sekilde dort ekstremiteden flaster ile tespit
edildi. Cerrahi alan %10 povidon-iodin ile temizlendi ve cerrahi boyunca sterilite

kosullar1 saglandi.

Her iki iliak kemik c¢ikintis1 palpasyon ile belirlenerek isaretlendi. Flep
tabani, isaretlenen iliak kemik ¢ikintilar1 arasindaki hat olarak belirlendi. Daha
once hazirlanan 3x9 cm boyutundaki model yardimiyla flep cizildi (Sekil 3.1).
Flep deri ve panniculusu icerecek sekilde kaudal bazli olarak kaldirildi (Sekil 3.2).
Flep kendi yerine, 3.0 ipek dikis (Dogsan Itd) ile tekrar dikildi.
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Sekil 3. 1: Dorsal deri flebinin hazirlanmasi

Sekil 3. 2: Dorsal deri flebinin kaldirilmasi

22



Sekil 3. 3: Dorsal deri flebinin tekrar yerine dikilmesi

3.4. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Kontrol grubunda yer alan siganlarda doku 6rneklemesi, cerrahi grubunda
kullanilan McFarlane flebinin distal kismina denk gelen bolgeden yapildi. Her bir
sicandan 2 X 2 cm lik doku oOrnegi alindi ve iki esit parcaya ayrildi.
Immiinohistokimyasal analiz igin kullanilacak parca %10 neutral buffered
formalin i¢inde saklanirken, genetik analiz i¢in kullanilacak parca fosfat tamponlu
salin i¢inde saklandi. Kan 6rnekleri, anestezi altindaki sicanin kalbinden 22 gauge
igneli enjektdr yardimi ile alindi. Her bir sicandan ortalama 5 cc kan alindi.
Heparinli tiiplere aliman o6rnekler, 4000 devir/dk hizinda, 10 dakika boyunca
santrifiij edilerek serum kismi ayrildi. Serum ornekleri, analiz giiniine kadar -

20°C’deki derin dondurucuda saklandi.
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Cerrahi grubunda yer alan sicanlarda doku orneklemesi, McFarlane
flebinin distal 1/3’likk kismin proksimal kismindan yapildi. Her bir sicandan 2 X 2
cm lik doku 6rnegi alindi ve iki esit pargaya ayrildi. Immiinohistokimyasal analiz
icin kullanilacak parca %10 neutral buffered formalin i¢inde saklanirken, genetik
analiz i¢in kullanilacak parga fosfat tamponlu salin i¢inde saklandi. Kan 6rnekleri,
anestezi altindaki sicanin kalbinden 22 gauge igneli enjektor yardimi ile alindi.
Her bir sicandan ortalama 5 cc kan alindi. Heparinli tiiplere alinan 6rnekler, 4000
devir/dk hizinda, 10 dakika boyunca santrifiij edilerek serum kismi ayrildi. Serum

ornekleri, analiz giiniine kadar -20°C’deki derin dondurucuda saklandi.
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3.5. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU

Kontrol grubuna ait 6 sigandan alinan doku Orneklerinde, semikantitatif
Gergcek zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile normoperfiize dokuda
DLL4 ve VEGF gen ifadelenmeleri tayin edildi. Cerrahi uygulanan gruptan farkli
giinlerde alinan doku o6rneklerinde ise, iskemik dokuda DLL4 ve VEGF gen

ifadelenmeleri tayin edildi.

Ger¢ek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi, niikleik asit
amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin
Olciilmesiyle, kantitatif sonu¢ alinabilen bir PZR yontemidir. Sicaklik dongiileri
ve floresan okunmasi ayni cihaz i¢inde ve ayni tiip icinde gerceklesmektedir.
Boylece hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire iginde
saptanabilmektedir. Ayni cihaz igerisinde hem c¢ogaltma isleminin, hem de
cogaltilan trtinleri saptama igleminin yapilabilmesi, bu yontemi ¢ok pratik bir
yontem haline getirmistir. Ayrica tiipler acilmadan test tamamlandig1 ig¢in

kontaminasyon riski de azalmaktadir.

Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu yonteminde, amplifiye
edilen tirtintin varlig1 ¢ift zincirli DNA boyalar ile tespit edilmektedir. Bu amagcla
en sik kullanilan boya SYBR Green I’dir. Primerlerin baglanmasini takiben
gerceklestirilen polimerizasyon asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale
gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar1 artar ve buna bagli olarak yayilan
floresans miktarinda artig gézlenir. Elde edilen floresansin istenen hedef bolgeye
ait olup olmadigini anlamak i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilir.

Cogaltilan hedefin 6zgiil olarak saptanmasi amaciyla isaretli problar kullanilir.
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Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi temel olarak 3
basamaktan olusmaktadir; birinci basamakta sicanlardan aliman doku
orneklerinden RNA izolasyonu yapilmaktadir. Daha sonra, izole edilen RNA
molekiilleri ters olarak cDNA’ya transkribe edilmekte ve GZ-PZR ile genlerdeki

ifadelenme diizeyleri tayin edilmektedir.

Olusturulan deneysel model kapsaminda, sicanlardan alinan 1 x 1 cm’lik
doku orneklerinin agarliklar1 ol¢tildii ve ve yaklasik 20 mg dokudan RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Bu amagla High Pure RNA Tissue Kit (Roche
Diagnostics. GmbH, Mannheim) kullanildi. RNA izolasyonu, asagida tarif edilen
protokole gore gergeklestirildi:

e Her ornekten yaklasik 20 mg agarligindaki doku bistiiri yardimi ile
kiigtik parcalara ayrildu.

e Daha sonra tizerlerine 400 pl lizis/baglanma tamponu eklendi ve bu
halde 20 Gauge’lik igneden 5 — 10 kez gecirilerek dokularin
parg¢alanmasi saglandi.

e Sonrasinda 14000 x g’de santrifiij edilerek doku parcalarinin ¢okmesi
sagland1 ve {istte kalan siipernatant ayr1 bir tiipe aktarildi. Uzerine 0.5
hacim %99’luk etanol eklendi ve vartekslenerek iyice karismasi
saglandi

e Bu karisim kitin i¢inden ¢ikan kolonlara aktarildi (max 700ul) ve 30 sn
14000 x g’de santirfiij edildi.

e Her kolona daha 6nce hazirlanan 90 ul DNase inkiibasyon tamponu ve
10 ul DNase I soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi.

e Yikama tamponu ile ti¢ defa yikamayi takiben, total RNA 80 pl elution
buffer icinde elde edildi.

e Flde edilen RNA’larin konsantrasyon ve kalitesi Nanodrop 2000

(Thermo Sci.) kullanilarak analiz edildi
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Izole edilen RNA’lardan Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti
(Roche Diagnostics. GmbH, Mannheim) kullanilarak ¢cDNA sentezlendi. cDNA

sentezi, asagida tarif edilen protokole gore gerceklestirildi:

e Ilk olarak asagida verimis olan reaksiyon karisim1 hazirlanmistir:

Icerik Hacim (ul) Son hacim

Total RNA Gerekli miktarda I ng

Random Hexamer Primer 2 ul 60 uM

(600 pmol/ul)

dH,O Gerekli miktarda Toplam hacim 11.4 pl

olacak miktarda

Total Voliim 11.4 pl

Tablo 3. 1: cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

e Yukarida hazirlanan reaksiyon 65°C’de 10 dakika inkiibe edildikten

sonra herbir tiipe asagida igerigi verilen karisim eklenmistir.

Icerik Hacim (pl) Son hacim
Transcriptor  High  Fidelity  Reverse 4 I x
Transcriptase Buffer, 5x

Protector RNase Inhibitor 40 U/ ul 0.5 20U

dNTP karisimi, 10 uM 2.0 1 mM (herbiri)
DTT 1.0 5 mM
Transcriptor  High  Fidelity = Reverse 1.1 10U
Transcriptase

Total Voliim 20

Tablo 3. 2: cDNA sentezi icin reaksiyona eklenen karigim

e Hazirlanan karistm PZR cihazinda (GeneAmp® PCR System 9700)
55°C’de 30 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
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VEGF ve DLL4 genlerinin ifadelenme diizeyleri, housekeeping gen olarak

B-aktin kullanilarak incelenmistir. Her bir 6rnekten elde edilen cDNA’lar SYBR

Green I boyasi kullanilarak semikantitaif GZ PZR yontemi ile analiz edilmistir.

Bu analiz sonucunda, cerrahi uygulanan doku orneklerinde VEGF ve DLL4

genlerinin ifadelenmelerinde olusan degisiklikler incelenmistir. Bu amagla

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I kiti (Roche Diagnostics.

GmbH, Mannheim) kullanildi. Her bir 6rnek i¢in asagida verilen reaksiyon

hazirlanmis olup, Lighy Cycler 1.5 GZ PZR cihazinda analiz edilmistir. Elde

edilen veriler 27" yontemi kullanilarak genlerin ifadelenme diizeyleri

incelenmistir.'*®

Icerik Hacim (ul) Son hacim
dH20 11

Primer F, 20 uM 0.5 5 uM
Primer R, 20 uM 0.5 5uM
Master Mix, 5x 4 1x

Total Voliim 16  +4 pulcDNA

Tablo 3. 3: GZ PZR ile analiz 6ncesi hazirlanan reaksiyon

Islem Is1 Siire
Preinkiibasyon 95°C 10 dk.
Kantitasyon 95°C 10 sn.

62°C S sn.

72°C 20 sn. (6l¢tim)
Erime egrisi analizi 95°C 0 sn.

65°C 60 sn.

95°C 0 sn.
Sogutma 40°C 30 sn.

Tablo 3. 4: GZ PZR iglemi
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3.6. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZ

Kontrol grubuna ait 6 sigandan alman doku oOrneklerinde yapilan
immunohistokimyasal boyama ile normoperfiize dokuda DLL4’tin dagilimi
incelendi. Cerrahi uygulanan gruptan farkli giinlerde alinan doku 6rneklerinde ise,

iskemik dokuda DLL4 dagilimi incelendi.

Immiinohistokimya; belli bir dokuda bulunan antijenlerin gosterilmesi i¢in
isaretlenmis antikorlarin kullanilmasidir. Belirli antijenler iceren doku kesiti, bu
antijenlere karsi isaretlenmis antikorlar igeren bir soliisyonda inkiibe edildigi
zaman, antikorlar spesifik olarak antijenlere baglanir. Boylece antijen-antikor

komplekslerinin yerlesimleri ya 151k ya da elektron mikroskopla gézlenebilir.

Farkli gruplardan alinan alinan biopsi Ornekleri, %10 neutral buffered
formalin i¢inde fikse edildi ve 24 saat sonra parafine gomiildii. Daha sonra 5
mikrometre kalinliginda doku kesitleri alind1 ve 37 derecedeki etiivde bir gece
bekletildi. Etiivden ¢ikarilan kesitler ilk 6nce saf ksilende 4 dakika, daha sonra
%100 alkol ve ksilen karisiminda (1:1 oraninda) 5 dakika inkiibe edilerek
deparafinize edildi. Doku kesitlerini rehidrate etmek amaci ile 25 dakika boyunca
etil alkol ile inkiibasyon uygulandi. Rehidrate edilen doku kesitleri, 5 dakika
boyunca TBS ile yikandi ve citrate pH 6.0 tampon soliisyonu ile 20 dakika
muamele edildi. Daha sonra tiim kesitlere mikrodalga firinda 20 dakika boyunca
400 watt giictinde 1s1 uygulandi. Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler, sicak
Citrate tampon i¢inde birakilarak, 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Boylece
antijenler aciga ¢ikmis oldu. Tampondan c¢ikarilan doku kesitleri 10 dakika stire
ile TBS ile yikand1 ve kesitlerin ¢evresi hidrofobik bir kalem ile ¢izildi. Doku
kesitleri, protein blok (100 pl) ile 10 dakika boyunca muamele edildi. Daha sonra,
1/50 oraninda diliie edilen primer DLL4 antikorlar1 ile 15 dakika inkiibe edildi ve
TBS ile yikandi. 10 dakika boyunca hidrojen peroksit (100ul) ile muamele edilen
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kesitlere, 100ul sekonder antikor (anti rabbit HRP konjuge 6zel primer) uygulandi
ve 10 dakika bekletildi. Daha sonra, lamlara 100ul AEC substrat karisimi
uygulandi. Son olarak, 20 dakika boyunca TBS ile yikanan kesitlere Mayer’s
Hemotoksilen uygulandi ve mikroskopik incelemeye hazir hale getirildi.

Mikroskopik inceleme, 400 biiyiitme alaninda 1s1k mikroskopu ile yapildi

30



3.7. ELISA YONTEMI iLE KANDA DLL4 ve VEGF TAYIiNi

Kontrol grubuna ait 6 sicandan alinan kan 6rneklerinde yapilan 6lgtimler
ile kanda bazal DLL4 ve VEGF seviyeleri tespit edildi. Cerrahi uygulanan gruptan
farkli giinlerde alinan kan 6rneklerinde ise, iskemiye bagl olarak kandaki DLL4

ve VEGF degisiklikleri ortaya kondu.

Kan oOrnekleri, anestezi altindaki sicanin kalbinden 22 gauge igneli
enjektor yardimi ile alindi. Ger bir sigandan ortalama 5 cc kan alindi. Heparinli
tiiplere alinan ornekler, 4000 devir/dk hizinda, 10 dakika boyunca santrifiij
edilerek serum kismi ayrildi. Serum o6rnekleri, analiz glintine kadar -20°C’deki
derin dondurucuda saklandi. Kanda DLL4 ve VEGF diizeylerinin belirlenmesi

icin, ELISA (Enzyme linked immuno sorbent assay) yontemi kullanildi.

Kanda VEGF diizeyinin belirlenmesi i¢in ticari olarak temin edilen sican
VEGF ELISA kiti (Ray Biotech, Inc.) kullanildi ve VEFG izoformunun analizi
yapildi. Kandaki DLL4 seviyelerini belirlemek adina ticari olarak temin edilen

sican DLL4 ELISA kiti ( Life Science, Inc) kullanildi ve DLL4 izoformunun

analizi yapildi.

ELISA kiti tabakasinin tizerindeki kuyucuklar, VEGF ve DLL4’e spesifik
antikorlarla kaphdir. Sican kanindan elde edilen serum, kuyucuklara eklenir,
boylece ortamda bulunan VEGF ve DLL4 molekiilleri, kuyucuk duvarlaria
yapisik antikorlarca tutulur. Ortama, VEGF ve DLL4’e karsi bir antikor olan
biyotinle isaretlenmis konjugat eklenir. Biyotin, dolayisiyla konjugat, VEGF ve
DLL4 molekiillerine baglanir ve sandvi¢ yapisint olusturur. Avidinle isaretli

peroksidaz enzimi ortama eklenir ve sandvi¢ yapisina baglanir.
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Peroksidazin substrati olan Tetrametilbenzidin“in (TMB) eklenmesiyle
reaksiyon olusur ve kuyucuklarda, 6rnek i¢indeki VEGF ve DLL4 konsantrasyonu
ile dogru orantili yogunlukta mavi renk meydana getirir. Son basamakta
kuyucuklara eklenen stop ¢o6zeltisi ortam pH’simmi disiirerek peroksidazin
katalizledigi reaksiyonu durdurur. Ayni zamanda kuyucuk ic¢indeki ¢ozeltinin
rengini de maviden sartya dontstiirir. Olusan bu rengin yogunlugu, tabaka
okuyucu ile 450 nm’de o6lg¢iiliir. Mevcut olan VEGF ve DLL4’iin diizeyleri pg/dl

cinsinden belirlenir.

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Stirekli degiskenlerin normal dagilima uyumu Shapiro-Wilk testi ile
kontrol edildi. Varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile analiz edildi.
Parametrik testlerin varsayimlarmi saglayan kanda VEGF degiskeni bakimindan
bagimsiz grup ortalamalarinin karsilastirilmasi amaciyla tek yonlii varyans analizi
ve ardindan ¢oklu karsilastirma yontemlerinden Tukey HSD testi kullanildi.
VEGF ve DLL4 gen ifadelenmesi bakimindan grup varyanslariin homojenligi 6n
sartinin yerine gelmedigi goriildigiinden s6z konusu degiskenlere iliskin bagimsiz
grup ortancalarinin karsilastirilmasit amaciyla Kruskal-Wallis testi ve ardindan
coklu karsilastirma yontemlerinden Dunn testi kullanildi. Grup varyanslari
homojen olmayan kanda DLL4 degiskeni bakimindan iki grup ortancasinin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Degiskenler arasindaki
korelasyonlar normal dagilim 6n sarti yerine geldiginden Pearson korelasyon
katsayist ile degerlendirildi. Istatistik analiz sonuglari, ortalama + standart sapma,
ortanca deger ve en kii¢iik-en biiyiik degerler olarak ifade edildi. p<0.05 diizeyi
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veri setinin analizinde SPSS 17.0

istatistik paket programi kullanildi (SPSS Ver. 17.0, SSPS Inc, Chicago IL, USA).
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1V. Bulgular

4.1. GEN iFADELENMESI

Her bir 6rnekten elde edilen VEGF ve DLLA4 ile ilgili cDNA’lar ampilifiye
edildikten sonra (Sekil 4.1), SYBR Green I boyasi kullanilarak semikantitaif GZ
PZR yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen floresansin istenen hedef bolgeye
ait olup olmadigmi anlamak i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi

yapilmistir. (Sekil 4.2)

Amplification Curves

Fluorescence (530}

2 4 B & 1012 14 16 15 20 22 24 26 28 30 32 34 36 35 40 42 44
Cycles

Sekil 4. 1: Amplifikasyon Egrisi

Melting Peaks

3617
3467

= 3117
2767
2417
2067
1.717
1.367
1017
e —
0.5317
-0.0334

-(d/dT} Fluorescence (530

g6 & 70 72 74 75 75 B0 82 84 @8 @5 90 92 94
Temperature (°C)

Sekil 4. 2: Erime Egrisi
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VEGF genlerinin ifadelenme diizeyleri, housekeeping gen olarak B-aktin
kullanilarak incelenmistir. Elde edilen veriler 27" yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. Kontrol grubuna ait iskemik olmayan doku ile karsilastirildiginda,
iskemik dokuda VEGF transkripsiyonunun cerrahi sonrasi birinci giin %66
oraninda azaldig1 gozlenmistir. Cerrahi sonras1 3. giin bazal seviyelere tekrar
ulastiktan sonra, en yiiksek seviyesine %40’lik artis ile cerrahi sonrasi besinci giin
ulastigin1 gérmekteyiz. Cerrahi sonrast onuncu giin, ifadelenme bazal seviyeye
gore %68 azalmaktadir. Gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0.01).

Dokuda VEGF Gen ifadelenmesinde
Meydana Gelen Degisikliller (2-22<)

1,6
1,4
1,2

1,4

0,8
0,6
0,4
0,2

0,446

0,319

Kontol Grubu  Cerrahi Grubu | Cerrahi Grubu Il Cerrahi Grubu lll Cerrahi Grubu IV

Sekil 4. 3: Dokuda VEGF gen ifadelenmesi
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DLL4 genlerinin ifadelenme diizeyleri, housekeeping gen olarak B-aktin
kullanilarak incelenmistir. Elde edilen veriler 274" yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. Kontrol grubuna ait iskemik olmayan doku ile karsilastirildiginda,
iskemik dokuda DLL4 transkripsiyonunun cerrahi sonrast birinci giin % 63
oraninda azaldif1 gozlenmistir. Cerrahi sonras1 3. Giin %147, 5. Giin ise %172
oraninda artis saptanmistir. Onuncu giinde, bazal seviyelere gore %70 azalma

saptanmistir. Gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.01)

Dokuda DLL4 Gen ifadelenmesinde
Meydana Gelen Degisikliller (2-22¢T)

2,72

2,47

Kontol Grubu  Cerrahi Grubu | Cerrahi Grubu Il Cerrahi Grubu lll Cerrahi Grubu IV

Sekil 4. 4: Dokuda DLL4 gen ifadelenmesi
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4.2. KANDA DLL4 VE VEGF SEVIYELERI

Kanda olgiilen VEGF seviyelerinin ortalamalarina bakildiginda; cerrahi
grubu I: 0,37 pg/ml, cerrahi grubu II: 0,63 pg/ml, cerrahi grubu III: 0,25 pg/ml,
cerrahi grubu IV: 0,19 pg/ml ve kontrol grubunda: 0,09 pg/ml olarak bulundu.
Gruplar arasi fark istatistiksel agidan anlamlidir ( p <0.01)

Kanda 6l¢iilen DLL4 seviyelerinin ortalamalarina bakildiginda; cerrahi
grubu I: 0,175 ng/ml ve cerrahi grubu II: 0,28 pg/ml olarak bulundu. Cerrahi
grubu III ve IV ile kontrol grubundan alinan 6rneklerde diisiik seviyeye baglh
olarak 6l¢tim yapilamadi. Gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p <

0.01)

VEGF DLL4
0.15 N.D
0.12 N.D
0.09 N.D
Kontrol Grubu 0.08 N.D
0.08 N.D
0.02 N.D
0.48 0.20
0.34 0.18
) 0.32 0.16
Cerrahi Grubu I 0.37 0.17
0.39 0.16
0.33 0.18
0.66 0.25
0.60 0.37
) 0.66 0.22
Cerrahi Grubu I1 0.67 0.28
0.70 0.34
0.50 0.25
0.25 N.D
0.23 N.D
) 0.28 N.D
Cerrahi Grubu III 0.27 N.D
0.24 N.D
0.25 N.D
0.25 N.D
0.22 N.D
_ 0.10 N.D
Cerrahi Grubu 1V 023 N.D
0.18 N.D
0.18 N.D

Tablo 4. 1: Kanda VEGF ve DLL4 protein seviyeleri
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Kanda DLL4 Seviyeleri (ng/ml)

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

Kontol Grubu  Cerrahi Grubu | Cerrahi Grubu Il Cerrahi Grubu lll Cerrahi Grubu IV

Sekil 4. 5: Kanda DLL4 seviyeleri

Kanda VEGF Seviyeleri (pg/ml)

0,7
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0,4

0,3
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0,1

Kontol Grubu  Cerrahi Grubu | Cerrahi Grubu Il Cerrahi Grubu Ill Cerrahi Grubu IV

Sekil 4. 6: Kanda VEGF seviyeleri




4.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZ

DLL4 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamada, kontrol
grubunda bazi endotelyal hiicrelerde minimal sitoplazmik graniiler boyanma
gozlendi (Sekil 4.7). Cerrahi uygulanan gruplarda kapiller proliferasyon
alanlarinda daha belirgin olmak tizere, endotelyal hiicrelerde degisken siddetlerde
yaygin pozitif reaksiyon gozlendi. Cerrahi gruplar1 arast boyanma siddetinde

farklilik gozlenmedi (Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11)

Sekil 4. 7: Kontrol grubunada serek vaskiiler yapilar, cogu endotel hiicresinde boyanma olmazken (kirmizi
ok), bazi endotelyal hiicrelerdeki minimal graniiler sitoplazmik pozitif reaksiyon (mavi ok)
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Sekil 4. 8: Cerrahi grubu I’de kapiller proliferasyon odaklarinda endotelyal hiicrelerin hemen hepsinde
cesitli derecelerde sitoplazmik pozitif reaksiyon (kirmizi ok). (DLL4, X400)
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Sekil 4. 9: Cerrahi grubu II’de kapiller proliferasyon odaklarinda endotelyal hiicrelerin hemen hepsinde
cesitli derecelerde sitoplazmik pozitif reaksiyon (kirmizi ok). (DLL4, X400)
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Sekil 4. 10: Cerrahi grubu lII'te kapiller proliferasyon odaklarinda endotelyal hiicrelerin hemen hepsinde
cesitli derecelerde sitoplazmik pozitif reaksiyon (kirmizi ok). (DLL4, X400)
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Sekil 4. 11: Cerrahi grubu IV’te kapiller proliferasyon odaklarinda endotelyal hiicrelerin hemen hepsinde
cesitli derecelerde sitoplazmik pozitif reaksiyon (kirmizi ok). (DLL4, X400)
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Gruplar Kanda Kanda VEGF DLL4
VEGF DLL4 Transkripsiyonu  Transkripsiyonu
Kontrol Ortalama 0.09 1 1
Grubu Std. 0.04386 0 0
Deviasyon
Ortalama 0.0850 1 1
Minimum 0.02 1 1
Maximum 0.15 1 1
P <0.01 <0.01 <0.01
Cerrahi  Ortalama 0.6317 0.2850 0.44 0.37
Grubul  Std. 0.07223 0.05822  0.44721 0.042
Deviasyon
Ortalama 0.66 0.2650 0.44 037
Minimum 0.50 0.22 0.39 032
Maximum 0.70 0.37 0.49 042
P <0.01 <0.01
Cerrahi  Ortalama 0.3717 0.1750 1.05167 2.47
Grubu Il Std. 0.5913 0.01517  0.47081 0.059
Deviasyon
Ortalama 0.3550 0.1750 1.05 2.47
Minimum 0.32 0.16 0.980 2.4
Maximum 0.48 0.20 1.120 2.540
P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
Cerrahi  Ortalama 0.2533 1.46 2.72
Grubu lll  Std. 0.01862 0.0787 0.055
Deviasyon
Ortalama 0.25 1.46 2.72
Minimum 0.23 1.37 2.650
Maximum 0.28 1.550 2.790
P <0.01 <0.01 <0.01
Cerrahi  Ortalama 0.1933 0.32 0.305
Grubu IV Std. 0.05354 0.42426 0.018
Deviasyon
Ortalama 0.2 0.32 0.305
Minimum 0.1 0.27 0.285
Maximum 0.25 0.37 0.325
P <0.01 <0.01 <0.01
Toplam  Ortalama 0.3080 0.2300 0.85433 1.37
Std. 0.19512 0.07032 0430 1.04
Deviasyon
Ortalama 0.25 0.21 1 1
Minimum 0.02 0.16 0.27 0.285
Maximum 0.70 0.37 1.550 2.790

Tablo 4. 2: istatiktisel Analizin Ozeti
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V. Tartisma

Yeni damar olusumu; viicutta embriyogenez ve yara iyilesmesi gibi
fizyolojik olarak veya tiimor dokusunda oldugu gibi patolojik bir siireg
kapsaminda meydana gelmektedir. Embriyonik donemde meydana gelen
damarlanma, genetik olarak programlanmistir. Embriyonik dénemi takiben yeni
damar olusumu, dinamik bir islem olup organizmanin metabolik, immiinolojik ve
biiylime gereksinimlerine cevap verecek bicimde gerceklesmektedir. Bu donemde,

yeni damar olusumu i¢in en 6nemli uyaranin hipoksi oldugu diisiiniilmektedir.””

Yeni damar olusumu ve olgunlasmasi, endotel hiicrelerindeki bircok
reseptoriin aktive edilmesini gerektiren kompleks ve koordine bir islemdir.”
Bilinen tiim anjiyogenik faktorler icinde VEGF, yeni damar olusumu esnasinda en
onemli rolii oynayan mediatordiir.’” VEGF, endotel hiicrelerinin in-vivo ve in-

. e < < -80
vitro ortamlarda, biiyiimesini ve cogalmasini saglar.”®®

Endotel hiicre gogiinde
VEGEF, cok 6nemli bir uyarandir.”****! in-vitro modellerde endotel hiicrelerini
uyararak kapiller benzeri yapilar olusturdugu belirlenmistir.** in-vivo modellerde,
anjiyogenik cevabi artirir.*® Farelerin bazi dokularinda lenfanjiyogenez meydana
getirdigi  gozlenmistir.® VEGF’nin, kiiltire edilen endotel hiicrelerinde
antiapopitotik proteinlerin sentezlenmesine yol actig1 belirlenmistir.* VEGF’nin
yoklugunda endotel hiicrelerinin apopitoza gittigi yapilan deneysel ¢alismalar ile

86,87

gosterilmistir. VEGF; endotel hiicrelerini uyararak, proteolitik enzimler

<1 78,8081
salgilamalarini saglar.”™™

Bu durum, hiicre dis1 matrix’in yikilmasinda ve yeni
damar olusumunun ilerlemesinde 6nemli bir basamaktir. VEGF sentezi, hipoksi
ve iskemi durumlarinda belirgin bir bi¢imde artmaktadir.*"*>*® VEGF mRNA
ekspresyonu, kismi oksijen basincinin diisiik oldugu patofizyolojik durumlarda
artar.”’ Bu cevabmn diizenlenmesinde, HIF-1 molekiiliiniin anahtar rol oynadig
bilinmektedir.”
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Centik Sinyal yolagi, embriyonik angiogenez esnasinda primitif vaskiiler
agm organize hiyerarsik bir aga doniismesinde kritik rol oynamaktadir. Altta
yatan temel mekanizma, VEGF’ nin dallandirict etkisinin antagonize edilmesidir.
DLL4 yoklugunda, dallanma kontrolsiiz bir bigcimde devam edecek ve ilgili
dokunun gereksinimleri ile uyumsuz bir damar ag1 olusacaktir. Embriyonik
donem i¢inde yolagin aksamasi, ciddi damarsal gelisim bozukluklarma yol
acmaktadir. Hellstrom tarafindan yapilan ¢alismada, fare embriyosunun
dallanmakta olan retinal arterlerinde DLL4 artis1 satptanmlstlr.6 Siekmann zebra
baligi embriyosunda benzer sonuglar elde etmistir.'”” Embriyonik dénemde bu
yolagin inhibisyonu ciddi damarsal gelisim bozukluklarina yol agmaktadir. DLL4
geni mutant sigan embriyolarinda agar damarsal gelisim bozukluklarina bagh
oliim goriilmektedir."'>'"® Aymi sekilde Centik 1 reseptér geninde mutasyon olan
sigan embriyolarinin plasentast ve embriyonun kendisinde damarsal gelisim

bozukluklar1 gozlenmekte ve olim ile sonuglanmaktadir.''”"!

Bu gelisim
bozukluklarindaki  temel problem olusan damarlardaki organizasyon

bozuklugudur.

Embriyonik dénemdeki damarlanmanin disinda, Centik sinyal yolagi
kanser dokusunun damarlanmasinda da aktif bir rol iistlenmektedir. Biiylimekte
olan kanser dokusunda, VEGF benzeri proangiojenik faktorler devamli bir
bigimde sentezlenmekte ve yeni damar olusumuna yol agmaktadir.'*" Yiiksek
seviyedeki bu faktorlere bagl olarak, Centik sinyal yolagi aktive olmaktadir.'*!
Insanlarda meme karsinomu, bobrek karsinomu ve Kaposi sarkom gibi solid
timorlerin vaskiiler komponentinde, Centik sinyal yolaginin aktive oldugu

141,142
saptanmistir.
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Postembriyonik dénemde yeni damar olusumunun baslica tetikleyicisi
iskemidir. Iskemiye cevap olarak olusan damarlanmanin mekanizmasi,
embriyonik veya kanser dokusundaki damarlanmadan farklidir. Dolayist ile,
Centik sinyal yolagmin davranis bicimide farklilik gosterebilmektedir. Iskemiye
ikincil gelisen damarlanma esnasinda Centik sinyal yolaginin rol alip almadig1 ve

hangi bigimde etki ettgi halen bilinmemektedir.

Calismamizda kontrol grubundan elde edilen iskemik olmayan dokular ile
karsilastirildiginda, cerrahi olarak iskemiye maruz kalan dokularda VEGF
transkripsiyonunun cerrahi sonrasi birinci giin azaldigim1 goérmekteyiz. Erken
donemdeki bu azalma, akut iskemiye ikincil gelisen hiicresel seviyedeki hasara
bagl olabilmektedir. Deney esnasinda olusturulan iskemi nekroza yol acacak
kritik diizeyde olmadigindan, hiicre rejenerasyonu gelisecek ve iskemiye cevap
olarak VEGF transkripsiyonu artacaktir. Bu durum, ¢alismamizda cerrahi sonrasi
3. Glin tekrar bazal seviyelere donen ve 5. Giin en yiiksek seviyelerine ulagan
transkripsiyon diizeyleri ile gosterilmektedir. Daha o©nce yapilan benzer
calismalarda, VEGF transkripsiyon seviyelerinde iskemi sonrasi herhangi bir
azalma olmadigr ve 5. giinden daha erken donemlerde en yiiksek seviyelere

ulagildigr saptanmustir, '*'*

Bu farklilik, cerrahi esnasinda olusturulan iskemi
dizeyi ile iliskili olabilmektedir. Ayrica genetik analiz esnasinda bazi teknik

farkliliklar s6z konusu olabilmektedir.
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Kanda saptanan VEGF seviyelerine bakacak olursak, dokudaki VEGF
transkripsiyon seviyelerinden farkli olarak cerrahi sonrasi birinci giinden itibaren
yiikseldigini gormekteyiz. Bu durum RNA molekiillerinin proteine kiyasla
iskemiye daha dayaniksiz olmasi ile aciklanabilmektedir. Iskemik dokuda RNA
molekiilleri hasarlanirken, {irtinleri olan proteinler devamlilik gostermekte ve kana
karigmaktadir. Calismamizda, VEGF proteinlerinin en yiiksek seviyelerine cerrahi
sonras1 ticlincii glin ulastigini gérmekteyiz. Bu ylikselmeyi takiben, cerrahi sonrasi
5. glin bazal seviyelere donmekte. Bu durum VEGF’nin 12 saatlik kisa yarilanma

omrii ve dokuda VEGF transkripsiyonundaki azalma ile a¢iklanabilmektedir.

Kontrol grubundan elde edilen iskemik olmayan dokular ile
karsilastirildiginda, cerrahi olarak iskemiye maruz kalan dokularda DLIL4
transkripsiyonunun cerrahi sonrasi birinci giin azaldigin1 gormekteyiz. DLL4
sentezinin baslica tetikleyicisi VEGF oldugundan, akut donemdeki bu azalmanin
es zamanlt VEGF transkripsiyonundaki azalmaya baglh oldugu distiniilmektedir.
Ayni sekilde, VEGF transkripsiyonu ile paralel bir bigimde DLL4 transkripsiyonu
3. Giinden itibaren ylikselmeye baslamakta ve en yiiksek seviyesine cerrahi
sonrast 5. Giin ulasmakta. Bu bulgular, Centik sinyal yolaginin iskemi ile
tetiklenen damarlanma esnasinda VEGF ile paralel bir bicimde aktive oldugunu

gostermektedir.

Kontrol grubundaki sicanlardan alinan kan 6rneklerinde DLL4 seviyeleri
Ol¢tilemeyecek kadar diigiik saptandi. Cerrahi uygulanan si¢anlardan alinan kan
orneklerinde ise, cerrahi sonrasi birinci ve {dgilincii glinler arasi yiikselme
saptanmistir. DLL4, transmembran bir protein olarak sentezlenmekte ve etkisini
reseptoril igeren komsu hiicre ile temas ederek gostermekte. Bu durum, dokudaki
artisa ragmen kandaki artisin neden belirgin olmadigini aciklamaktadir. 5. glinden
sonra kan seviyelerindeki akut diisme DLL4 yarilanma 6mriiniin VEGF’ye gore

daha kisa oldugunu gostermektedir.
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DLL4 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamada, kontrol
grubunda bazi endotelyal hiicrelerde minimal sitoplazmik graniiler boyanma
gozlendi. Bu durum postembriyonik dénemde fizyolojik anjiyogenez esnasinda
Centik sinyal yolagimin bazal bir seviyede aktive oldugunu gostermekte. Cerrahi
uygulanan gruplarda kapiller proliferasyon alanlarinda daha belirgin olmak tizere,
endotelyal hiicrelerde degisken siddetlerde yaygin pozitif reaksiyon goézlendi.
Boyanmanin damarsal proliferasyon alanlarinda agarlikli  olmasit DLL4
proteinlerinin baslica dallanmakta olan endotel hiicrelerinde sentezlendigini
gostermektedir. Cerrahi uygulanan gruplar arasi boyanma siddetinde farklilik
gozlenmedi. Cerrahi sonras1 10. Giin dokuda DLL4 ifadelenmesindeki azalmaya

karsin, tirinii olan DLL4 proteinleri dokuda varlik gostermektedir.

Iskemik dokuda, VEGF ifadelenmesine paralel bir sekildle DLL4
ifadelenmesinde gosterlilen artig, iskemiye ikincil gelisen damarlanma esnasinda
Centik sinyal yolaginin rol aldigin1 gostermektedir. Normoperfiize dokuda VEGF
ve DLL4 bazal seviyelerde sentezlenirken iskemik kosullarda her iki proteinin
sentezi artmakta. Iskemik dokuda VEGF yeni damar olusumu ve dallanmayi
tetiklerken, DLL4 bu dallanmay1 belirli bir seviyeye ulasildiktan sonra
baskilamakta ve ilgili dokunun gereksinimleri ile uyumlu bir damar agi

olusumuna yol agmaktadir.

Centik sinyal yolaginin damarlanma tizerindeki negatif diizenleyici etkisi,
kanser tedavisinde yeni bir 151k olmustur. Centik sinyal yolaginin timor
dokusunda baskilanmasi ile damarlarda kontrolsiiz bir dallanma artis1 meydana
gelmektedir.*'*>"'*" Altta yatan temel mekanizma, VEGF nin dallandiric etkisine
kars1 Centik yolag: ile saglanan negatif geri doniisim mekanizmasiin ortadan
kalkmasidir. Timor dokusundaki kontrolsiiz dallanma artis1, timor biiyiimesine

katki saglamadigi gibi, tiimériin gerilemesine neden olmaktadir.*'*"'*” Bunun
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nedeni, olusan damarlardaki olgunlagsma bozuklugudur. Yapilan incelemelerde

yeni olusan bu damarlarin bir ¢ogunda liimen olusumu gézlenmemistir.

Centik sinyal yolag: ile ilgili literatiir incelendiginde, genel yaklasim bu
yolagin inhibisyonu ile elde edilecek dallanma artisina ragmen doku
perfiizyonunda bir azalma olacagi yoniindedir. Bu yaklasimin nedeni yolagin
inhibisyonu ile elde edilen anti timor etkidir. Yalmiz iskemiye ikincil olusan
damarlarin yapis1 timoér dokusunda olusan damarlardan farklidir. Timor
dokusunda olusan damarlar, anormal yapida olup ¢ogu zaman timor dokusu ile
invazedir. Dolayisi ile timér dokusunda Centik sinyal yolagmin inhibisyonu ile
elde edilen etkiler normal dokuda yapilan inhibisyondan farkli olabilir. Ayrica
tiimor dokusunda yapilan DLL4 inhibisyonlar1 yiiksek doz soluble DLL4 proteini
kullanilarak yap11m1§t1r.145'147 Daha diisiik dozlarda ile yapilan DLL4 inhibisyonu
ile fonksiyonel bir damarlanma artis1 elde etmek miimkiin olabilmektedir. Diisiik
doz ile yapilan DLL4 inhibisyonunun, yara dokusunda fonksiyonel bir

damarlanma artisina yol acarak rejenerasyonu hizlandirdig: saptanmustir.'**

Bir onkosullama yontemi olan cerrahi geciktirme (delay) islemi, flep
sagkalimini klinik olarak arttirdig1 defalarca gosterilen tek gercekei yontemdir. Bu
yontemin klinik etkinligini gosteren onca veriye ragmen etki mekanizmasi halen
net bir bigimde ortaya konamamaistir. Bu amagla birgok deneysel ve klinik ¢alisma
yapilmis olup ¢ok farkli teoriler ortaya atilmistir. Tiim bu teorilerin ortak noktasi,

meydana gelen degisikliklerin iskemiye bagli olmasidir.””
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Geciktirme ile ilgili ilk deneysel ¢alisma 1969 yilinda Milton tarafindan
bir domuz modelinde yapilmisir.'* Geciktirme islemi uygulanan bipedikiillii
fleplerin hayatiyetinde artis saptanmis ve optimum etki i¢in gerekli siire 2 hafta
olarak belirlenmistir. 1981 yilinda Pearl tarafindan yapilan c¢alismada
hiperadrenerjik ortam teorisi ortaya atilmistir. Bu teoriye gore cerrahi geciktirme
esnasinda, sempatik sinir uglarinin kesilmesi ile noradrenalin salinmakta ve
hiperadrenerjik bir ortam olugmaktadir. Bu hiperadrenerjik ortam, ortalama 30
saat siirmekte ve prekapiller sfinkterlerde vazokonstriiksiyona yol acarak flepte
iskemiye neden olmaktadir. Geciktirmenin ikinci asamasinda ise, flebin
kaldirilmas: ile birlikte daha 6nce sempatektomi ile elimine olan norepinefrin
salimimi olmayacak ve flep damarlarinda goreceli bir vazodilatasyon meydana
gelecektir.'™ Finseth ve Cutting tarafindan yapilan ¢alismada, sempatektomiyi
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takiben flepte kan akimmin arttigi gdsterilmistir. Yapilan degisik

caligmalarda geciktirme amaci ile kaldirilan fleplerde bu gegici vazospastik

dénemi takiben goreceli bir vazodilatasyon meydana geldigi gosterilmistir.'>* "%

1992 yilinda Callegari ve Taylor tarafindan yapilan ¢aligmada geciktirme
sonrast  choke anastomozlarda meydana gelen degisikliklere vurgu
yapilmistir.'®'** Normoperfiize fleplerde kapali olan bu anastomozlar geciktirme
ile birlikte sempatektomiden bagamsiz bir bigcimde genislemekte ve gercek
anastomozlara doniismektedir. Morris, bu olaymm 48-72 saat i¢cinde meydana

geldigini gostermistir.'®

Geciktirilen fleplerin arasidonik asit metabolizmasinda meydana gelen

degisiklikler, 1985 yilinda Murphy tarafindan ortaya konmustur.'®®

Buna gore
cerrahi geciktirme islemini takiben, tromboxan gibi vazokonstriikstor ajanlarin
seviyesinde artis meydana gelmektedir. Bir sonraki asamada, flebin kaldirilmasi
ile bu ajanlara karsi bir duyarsizlasma olugsmus olmaktadir. Boylece flep

damarlarinda goéreceli bir vazodilatasyon meydana gelmektedir.
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Cerrahi geciktirme ile olusturulan iskemi, hem vaskiilogenezisi hemde
anjiyogenezisi tetikleyerek yeni damar olusumuna yol agmaktadir. 2004 yilinda
Wong ve Lineaweaver tarafindan yapilan c¢alismalarda, geciktirme islemini
takiben basic fibroblast growth factor (bFGF) ve vascular endothelial growth
factor (VEGF) gibi anjiyogenik biiyiime faktorlerinin sentezinde artig
salp‘[anmlstlr.143’166 Carroll yaptig1 calismada, bFGF ve PDGF uygulamasi ile flep

hayatiyetinde artis oldugunu gozlemlemistir.'®”'%®

Endotelyal onciil hiicrelerin kesfi postnatal donemde de vaskiilogenezin
dinamik bir bicimde devam ettigini gdstermektedir. 2005 yilinda, Tepper bu 6nciil
hiicreleri geciktirme islemi uygulanan flep dokusundan izole etmistir.'® Onciil
hiicrelerin aktivasyonu hipoksiye bagli olarak salinan VEGF benzeri sitokinlere
baglidir. Yapilan farkli ¢alismalarda, endotelyal onciil hiicre transplantasyonu ile

flep neovaskiilarizasyonunda artis oldugu tespit edilmistir.'”*!7

Bu calismada iskemik flep modelinde Centik sinyal yolaginin aktive
oldugunu gostermemiz ile, cerrahi geciktirme uygulanan fleplerde yeni damar
olusumu esnasinda etkili olan bir mekanizmay1 ortaya koymus olmaktayiz. Bu
yolagin farmakolojik olarak uygun dozlarda inhibisyonu ile teorik olarak cerrahi
geciktirme wuygulanan iskemik dokuda VEGF’nin dallandirici etkisini
potansiyelize edebiliriz. Boylece daha etkili bir geciktirme islemi gerceklestirmis
oluruz. Ayrica, normoperfiize dokuda bu yolak minimal dizeylerde etkili

oldugundan inhibisyonu selektif olarak iskemik flep dokusunda olacaktir.
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Geciktirme iglemine ek olarak, Centik yolaginin inhibisyonu iskemik
dokularda pahali biiyiime faktorlerine alternatif bir proanjiyogenik tedavi yontemi
olarak kullanilabilir. Bu amagcla, Centik sinyal yolagi ile ilgili daha ¢ok ¢alismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.
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VI. Sonug¢

Bu calismada, Iskemik dokuda VEGF ifadelenmesine paralel bir sekilde
DLL4 ifadelenmesinde gosterlilen artis, iskemiye ikincil gelisen damarlanma
esnasinda Centik sinyal yolaginin rol aldigin1 géstermektedir. Centik yolaginin bu
stirecteki muhtemel rolii VEGF’nin dallandiric1 etkisini baskilamaktir. Boylece

ilgili dokunun gereksinimleri ile uyumlu bir damar ag1 olusacaktir.

Cerrahi geciktirme gibi iskemiye ikincil damarlanmanin olustugu bir
stirecte bu yolagin farmakolojik olarak uygun dozlarda inhibisyonu ile teorik
olarak iskemik dokuda VEGF’nin dallandiric1 etkisini potansiyelize edebiliriz.
Boylece daha etkili bir geciktirme islemi gergeklestirmis oluruz. Geciktirme
islemine ek olarak, Centik yolaginin inhibisyonu iskemik dokularda pahali
bliytime faktorlerine alternatif bir proanjiyogenik tedavi yontemi olarak

kullanilabilir.
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VII. Ozet

Embriyonik dénemi takiben yeni damar olusumu, dinamik bir islem olup
organizmanin metabolik, immiinolojik ve biiylime gereksinimlerine cevap verecek
bigimde ger¢eklesmektedir. Dogum sonras1 donemde, yeni damar olusumu i¢in en
onemli uyaranin hipoksi oldugu diistiniilmektedir. Centik sinyal yolagi hiicreler
aras1 iletisimi saglayarak, hiicrelerin biiytimesi, farklilasmasi ve ozellesmesi
acisindan dnemli bir role sahiptir. Islevsel bir Centik sinyal yolagi, normal damar
gelisimi agisindan gereklidir. Embriyonik dénemde damarin arter veya ven
yoniinde farklilasmasini sagladigi gibi, olusan damar aginin islevselligi agisindan
dallanma isleminde dengeliyici bir rol {istlenmektedir. Bu denge, dallanan
damarin en ucundaki endotel hiicrelerinde sentezlenen DLL4 ile saglanmaktadir.
Bu molekiiller ana damar endoteli {izerindeki ¢entik reseptorleri ile etkilesime
girerek vascular endothelial growth factor receptor 2 sentezini baskilamaktadir.
Boylece, vascular endothelial growth  factor’un dallandirict1  etkisi
baskilanmaktadir. Postembriyonik désnemde, Iskemiye ikincil gelisen damarlanma
esnasinda Centik sinyal yolaginin etkisi halen bilinmemektedir. Bu c¢alismada,
sicanda olusturulan iskemi modelinde Centik sinyal yolaginin etkili olup olmadig:

sorusuna cevap aramaktayiz.

Calismada 30 adet erkek “Sprague Dawley” cinsi sigan kullanildi. iskemi
modeli olarak, sirt bolgesinde kaudal bazli random paternli deri flebi (modifiye
McFarlane flebi) tercih edildi. Siganlar 2 gruba ayrildi. Grup I (kontrol grubu): bu
grupta yer alan 6 sicana herhangi bir cerrahi islem uygulanmadi. Cerrahi grubunda
kullanilan McFarlane flebinin distal kismina denk gelen bolgeden doku biopsisi
yapildi. Kalp icinden kan 6rneklemesi yapildiktan sonra sicanlar sakrifiye edildi.
Grup II (cerrahi grubu): Bu grupta yer alan 24 sigandan McFarlane dorsal deri
flebi kaldirild1 ve tekrar yerine dikildi. Doku ve kan 6rneklemeleri ilk 6 sigandan
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cerrahi sonrasi 1. giin, ikinci 6 sigandan cerrahi sonras1 3. giin, tictincii 6 sigandan
cerrahi sonrast 5. giin ve son 6 sigandan cerrahi sonrast onuncu giin yapildi.
Ormekleme islemini takiben sicanlar sakrifiye edildi. Alman kan ve doku
orneklerinde incelenen parametreler: ELISA yontemi ile kanda DLL4 ve VEGF
seviyeleri, GZ - PZR yontemi ile dokuda DLL4 ve VEGF ifadelenmesi ve

immiinohistokimyasal boyama yontemleri ile dokuda DLL4 proteinin tayini.

Kontrol grubuna ait iskemik olmayan doku ile karsilastirildiginda, iskemik
dokuda VEGF transkripsiyonunun cerrahi sonrasi birinci giin %66 oraninda
azaldig1 gozlenmistir. Cerrahi sonrasi 3. giin bazal seviyelere tekrar ulastiktan
sonra, en yiiksek seviyesine %40’lik artis ile cerrahi sonrasi besinci giin ulastigini
gormekteyiz. Cerrahi sonras1 onuncu giin, ifadelenme bazal seviyeye gore %68
azalmaktadir. Gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.01) .
DLL4 ifadelenmesine bakacak olursak, kontrol grubundan elde edilen diizeylere
gore iskemik dokuda DLL4 transkripsiyonunun cerrahi sonrasi birinci giin % 63
oraninda azaldig1 gozlenmistir. Cerrahi sonras1 3. Giin %147, 5. Giin ise %172
artis saptanmistir. Onuncu giinde, bazal seviyelere gore %70 azalma saptanmistir.
Gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.01) . Kanda 6l¢tilen
VEGF seviyelerinin ortalamalarma bakildiginda; kontrol grubu: 0,09 pg/ml,
cerrahi grubu I: 0,37 pg/ml, cerrahi grubu II: 0,63 pg/ml, cerrahi grubu III: 0,25
pg/ml ve cerrahi grubu IV: 0,19 pg/ml olarak bulundu. Gruplar arasi fark
istatistiksel acidan anlamli bulunmustur ( p < 0.01). Kanda o6l¢tilen DLL4
seviyelerine bakildiginda; cerrahi grubu I: 0,175 ng/ml ve cerrahi grubu II: 0,28
ng/ml olarak bulundu. Cerrahi grubu III ve IV ile kontrol grubundan alinan
orneklerde diisiik seviyeye bagl olarak 6l¢tim yapilamadi. Gruplar arasi farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0.01). DLL4 antikoru ile yapilan
immiinohistokimyasal boyamada, kontrol grubunda bazi endotelyal hiicrelerde
minimal sitoplazmik graniiler boyanma gozlendi. Cerrahi uygulanan gruplarda

kapiller proliferasyon alanlarinda daha belirgin olmak {iizere, endotelyal
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hiicrelerde degisken siddetlerde yaygin pozitif reaksiyon gozlendi. Cerrahi
gruplar1 aras1 boyanma siddetinde farklilik gozlenmedi.

Daha once yapilan ¢alismalarda, Centik sinyal yolaginin embriyo ve timor
damarlarlarinda aktive oldugu gosterilmisti. Bu ¢alismada, Centik sinyal yolaginin

iskemi ile tetiklenen damarlanma esnasinda aktive oldugunu gostermekteyiz.
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VIII. Abstract

Postembriyonic neoangiogenesis is a dynamic process which correlates
with tissue’s metabolic, immunologic and growth demands. The primary stimulus
for postembriyonic neoangiogenesis is thought to be ischemia. The Notch
signaling pathway is implicated in cell-cell communication, which is important
for the control of cell growth, differentiation, and specification. Functional Notch
signaling is definitely required for normal vascular development, being part of the
genetic program that determines the arterial and venous endothelium identity. In
addition, growing evidence supports the involvement of the Notch ligand Delta
like 4 in the regulation of sprouting angiogenesis in the embriyonic period. This
process is reportedly modulated by DIll4 signals from tip endothelial cells to
neighboring stalk endothelial cells to restrict the emergence of excessive sprouting
through repression of vascular endothelial growth factor receptor 2 transcription
and consequent reduction of responsiveness to vascular endothelial growth factor.
Blockade of Notch signaling reportedly slows down tumor growth despite an
increase of tumor vasculature density because the established vascular network is
functionally inefficient. However, the implication of DII4 in reparative
neovascularization after ischemia remains unexplored. We investigated the role of

Dll4/Notch signaling in ischemic conditions.

The flap model was, 3X9 cm sized, caudally pedicled, random pattern skin
flap on the back of rat (modified McFarlane flap). Thirty adult male Sprague-
Dawley rats were used in this study. 2 groups were composed. Group I (control
group): 6 rats were included in this group. Dorsal skin biopsies were performed
and blood samples were collected without any surgical procedure. Group II

(surgery group): 24 rats were included in this grup. In all rats, dorsal skin flaps
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were completely elevated and reinset. Flap biopsies were performed and blood
samples were collected 24 hours, 3 days, 5 days and 10 days postsurgery. Tissue
specimens were assessed for DLL4 and VEGF gene expression by reverse
transcription- polymerase chain reaction analysis (RT-PCR). Plasma levels of
VEGF and DLL4 were measured using ELISA. Immunohistochemical staining

was used for detction of DLL4 in tissue materials.

Compared with nonischemic tissue, there was a %66 decrease in VEGF
tissue expressions in ischemic tissues during the first postoperative day. Normal
levels were reached at third postoperative day. Maximum levels were measured at
the fifth postoperative day with an increase of %40. There was a %68 decrease at
the tenth postoperative day. The differences between groups were statistically
significant (P < 0.01). Compared with nonischemic tissue, there was a %63
decrease in DLL4 tissue expression levels in ischemic tissues during the first
postoperative day. There was a %147 and %172 increase during the third and fifth
days respectively. The differences between groups were statistically significant (P
< 0.01). The mean of plasma levels for VEGF were as follows; control group:
0,09 pg/ml, surgery group I: 0,37 pg/ml, surgery group II: 0,63 pg/ml, surgery
group III: 0,25 pg/ml, surgery group IV: 0,19 pg/ml and control group: 0,09 pg/ml
. The differences between groups were statistically significant (P < 0.01). The
mean of plasma levels for DLL4 were as follows; Surgery group I: 0,175 ng/ml,
surgery group II: 0.28 ng/ml, surgery groups III, IV and control group: not
detectable. The differences between groups were statistically significant (P <
0.01). Imountimmunohistochemical analysis using specific anti-DI114 antibodies
revealed weak and patchy expression of DII4 in microvascular ECs of
normoperfused muscles. Conversely, D114 expression was upregulated in capillary

endothelial cells after ischemia.
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Previous studies reported DII4 to be expressed in embryonic and tumor
vasculature. In this study, we show the upregulation of the Notch ligand DI1l4 in
rat models of ischemia. As a result, we can suggest that the Notch pathway plays
an important role during surgical delay in which ischemia-induced angiogenesis is
stimulated. Therefore, therapeutic anti DLL4 could result in the increase of

adequately functional blood vessels.
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