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KISALTMALAR

ALK Aktivin reseptoriine benzer kinaz

Ang “Angiopoietin”

AVM Arteriyovendz malformasyon

bFGF Bazik fibroblast biiyiime faktorii

bHLH Bazik “belix-loop helix” transkripsiyon faktorii

EC Vaskiiler endotel hiicresi

ECM Ekstraseliiler matriks

EGF Epiteliyal Biiyiime faktorii

BFGF Fibroblast bilyiime faktdrii

cDNA Komplementer DNA

CHGA “Chromogranin”

COX Prostaglandin endoperoksit sentaz enzimi

DNA Deoksiriboniikleik asit

Efn “Ephrin”

FIGF C-fos tarafindan indiiklenen biiyiime faktorii; diger ismi VEGF-D
fik Fetal karaciger kinazi; rodent VEGFR?2 reseptorii; bakiniz KDR
flt Fms’ye benzer tirozin kinaz reseptorii; VEGFR1 reseptorii

fn-1 Fibronektin

HGF Hepatosit bilyiime faktori

HHT Herediter hemorajik telenjiektazi (hastaligr)

HIF Hipoksi ile indiiklenen transkripsiyon faktori

ID-1 “DNA baglaniginin inhibit6rii”, transkripsiyon faktor inhibitérii
IGF Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IL1-RL1 Interl6kin-1 reseptoriine benzeyen
Kavernom = Kavern6z malformasyon

KDR Kinaz yerlesim bdlgesi reseptori; insan VEGFR?2 reseptorii; bkz: FLK
MMP Matriks metalloproteinaz

NO Nitrik oksit

NOS Nitrik oksit sentaz enzimi

Nrp “Neurophilin”

PAI Plazminojen aktivatér inhibitorii

PBS Fosfat tamponlu serum fizyolojik

PC Perisit hiicresi

PDGF Trombosit kokenli biiyiime faktorii

RNA Riboniikleik asit

VEGF Vaskiiler endotel biiyiime faktorii

SMAD C. Elegans SMA/Drosophila MAD homologu; ikincil haberci
SMC Vaskiiler diiz kas hiicresi

SSS Santral sinir sistemi

TGF Transforme eden bilyiime faktorii

THSP "Thrombospondin"

tie Tunika intima endotel hiicre kinaz reseptorii; diger ismi ile TEK
TNF Tiimor nekroz faktorii



1. OZET

Serebrovaskiiler gelisim konusunda giincel bilgimiz, bu karmagik siireci detaylan ile
aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu alanda kullanilabilecek in-vivo deney modellerine
ihtiya¢ vardir. Neonatal retinal doku serebral doku ile histolojik olarak benzerlikler
gosterir. Retinal damar gelisiminin de serebrovaskiiler gelisime benzedigini gosteren
kanitlar vardir. Bu caligmanin amaci, neonatal fare retinasinin bir serebrovaskiiler
gelisim modeli olarak uygunlufunu smmamak ve gen analizini yaparak bu gelisim
sirasinda olusan degisimleri belirlemektir.

Model hayvan: olarak C57b faresi kullanilmis, postnatal 0,(2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18,
20. giinlerde ve 6. haftada izole edilen retinalarda gen ekspresyonu “Superarray Mouse
Angiogenesis” yolak spesifik “array kit”i kullanilarak incelenmis ve retinal gelisim
boyunca olan degisiklikler agisindan analiz edilmistir.

Model gen ekspresyonlan acisindan incelendiginde, neonatal retinal gelisim sirasinda,
8, 10, 12, 16 ve 20. giinlerde anjiyogenezde rol alan faktérlerde belirgin degisiklikler
gOrilmiigtiir.

Neonatal fare retinasi serebrovaskiiler gelisimi incelemek icin uygun ve pratik bir
modeldir. Neonatal retinada, gen ekspresyonunda gozlemlenen belirgin degisiklikler
iginde, 10. giindekiler anjiyogenezin baglangic basmagindakilerle, 16. giindekiler
anjiyogenezin sonlanma basamaginda olan degisikliklerle benzesmektedir. Bu bulgular,
derin retinal vaskiiler pleksusun anjiyogenez ile olustufu savimi desteklemektedir.
Yiizeyel vaskiiler pleksus olusumu hipoksi ve VEGF ekspresyonundan bagimsiz bir
mekanizma ile olur. Bunun vaskiilogenez ile oldugunu kanitlamak igin yeni kanitlara

ihtiyag vardir. Bu bulgular halen gecerli olan serebrovaskiiler gelisim teorileri ile
uyumludur.

ANAHTAR SOZCUKLER

Fare, anjiyogenez, retina, serebrovaskiiler malformasyon



2. SUMMARY

Our current knowledge on cerebrovascular development falls short of describing this
complicated process in detail. In-vivo experimental models are needed. The neonatal
retina resembles the cerebral tissue in many respects. It has also been shown that the
retinal development is similar to the cerebrovascular development. This project aims to
evaluate the neonatal mouse retina as a model for cerebrovascular development, and
perform an analysis of genes involved in angiogenesis to define temporal changes in
expression.

The C57b mouse was used and retinas were isolated at postnatal days 0, 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20 and at 6 weeks. Gene expressions were determined using the
“Superarray Mouse Angiogenesis” pathway specific array kit and analyzed for changes
throughout the extent of retinal development.

Upon analysis for changes in angiogenetic gene expression major changes in gene
expression were noted at 8, 10, 12, 16 and 20 days.

The neonatal mouse retina is a suitable and easy model to study cerebrovascular
development. Angiogenetic gene expression changes at the 10® day are similar to
changes known to occur at the initiation step of angjogenesis. Changes noted at the 16™
day are similar to the processes of the resolution step of angiogenesis. This data
supports the notion that the deep vascular plexus develops via angiogenesis. At the
same time it is noted that the superficial vascular plexus develops on a hypoxia and
VEGF independent process. However further evidence is needed to characterize this
process as vasculogenesis. These findings are compatible with current theories of

cerebrovascular development.

KEYWORDS

Mouse, angiogenesis, retina, cerebrovascular malformation



1. GIRIS VE AMAC

Serebrovaskiiler malformasyonlarin patogenezi giiniimiizde detaylari ile ortaya
konmamigtir. Bu konudaki calisma sayist azdir. Yapilmig olan ilk caligmalar,
tantmlayici anatomik-patolojik incelemeler olmustur (54). Her ne kadar bu caligmalar
serebrovaskiiler patolojiler konusunda bize yogun bilgi saglasa da, bu bilgi statik bir
betimlemeden ileri gidememektedir. Oysa gﬁnﬁmﬁzdé kabul goren kan,
serebrovaskiiler malformasyonlarin statik patolojiler olmadiklar1 (ve gevre ortamdaki
degisikliklerden de etkilenen) dinamik bir yapiya sahip olduklaridir (4, 93). Temporal
degisim konusundaki bilginin yoklugu ve eksojen faktorlerin (hemodinamik stres vb.)
gecmisteki ya da siirefen etkilerinin, patolojiye ozgiin fenotipik bulgulardan ayirt
edilememesi, patolojik anatomik caligmalarin vaskiiler malformasyonlarin patogenezini

aydinlatmakta yetersiz kalmasina yol agmaktadir.

Temporo-spasyal (zaman ve 3. boyut) olarak da bilgi verebilecek (dogal ortaminda
cevre ile etkilesim iginde yagayan) bir serebrovaskiiler malformasyon modelinin
gerekliligi tartigmasizdir. Bu konuda ilk akla gelen deney modeli hiicre kiiltiirleridir.
Fakat arteriyovendz malformasyonlar ve kavernomlardan spesifik endotel kiiltiirleri
yapilmis olmasina ragmen, teknik olarak zordurlar ve gegerlilikleri tartigmalidir (3, 60,
89). Ustelik, endotel kiiltiirii gevre destek doku iginde yasayan endoteli taklit etmekte
yetersiz. kalmaktadir. Bu, serebrovaskiiler malformasyonlann incelenmesinde, in-vivo
hayvan deneylerini tek secenek kilar. Hayvan deney modellerinin bu konudaki
gecerliligi ise genel kabul gormektedir (45). Ornek olarak, nadir ailesel arteriyovendz
malformasyon sendromlarindan Herediter Hemorajik Telenjiektazi (HHT) patogenezi
konusundaki bulgular hayvan deneylerine aktariimigtir. Hastalikla ilgili oldugu
diisiiniilen endoglin ve ALK-1 isimli genlerin, C57b faresindeki “knock-out”
modellerinin  yapilmast ve bu modellerde fenotipik olarak arteriyovendz
malformasyonlarin gosterilmesi, bu konuda hayvan modellerinin insan hastaligini

modellemekteki yeterligi konusunda bir gostergedir (79).

Fare retinasi serebrovaskiiler gelisimi taklit etmek icin bir deney modeli olabilir (5, 48).

Retina, diensefalonun bir uzantis1 olarak gelisir ve santral sinir sisteminin bir pargasidir



(47, 48). Serebrovaskiiler yapiya benzer sekilde ndronlar, astrositler, kan damarlar
icerir ve kan-beyin bariyerine benzer bir kan-retina bariyeri olusturur. Dolayis: ile
serebral doku ile histolojik benzerlikler gsterdigi icin retina bir serebrovaskiiler deney
modeli olabilir. Rodent retinasi ise bu modeli daha cekici kilacak ozellikler igerir.
Bunlar:
e Rodent retinasinin dogum sirasinda avaskiiler olusu (19, 21, 35, 66, 92),
° Damar geligimin tiimiiniin dogum sonras! olmasi (19, 21, 35, 66, 92),
e Retinal damarlanmamin 20 giin gibi kisith bir zaman donemi icinde
gergeklesmesi (19, 21, 35, 66, 92),
* Damar gelisim safhalarinin zamansal ve 3 boyutlu olarak ayrilabilmesi (19, 35,
66, 92),
* Iki boyutlu yapis: ve yerlesimi nedeniyle direk gézleme agik olmast (19, 35, 66,
92),
e Ince laminer yapist nedeniyle tam kat preparasyonlarla in-situ mikroskopiye
imkan tanimasi (21, 48, 66),
e Daha Once bu model kullanilarak serebrovaskiiler malformasyonlarin ve
bunlarin gériildiigii hastaliklarin olusturulmug olmasi (8, 9, 79),
e Rodent modellerinin miidahaleye acik (farmakolojik/molekﬁler biyolojik)
olmalaridir (66).

Serebrovaskiiler malformasyonlarin fizyopatolojisini anlamak icin pratik bir yol ( daha
once de belirtildigi gibi), bu patolojilerin gelisimini normal damar geligimi ile
karsilagtirmaktir. Geligimi incelemek icin, normal damar gelisiminden sorumlu olan

siireglerin detaylar ile ortaya konmus olmas: gereklidir.

Bu calismamin amaci, fare retinal damar geligimini serebrovaskiiler gelisim modeli
olarak kullanmak iizere, bu siire¢ sirasinda anjiyogenezle ilgili faktorlerin zamansal
degisimini detaylar ile ortaya koymaktir. Bu, ileride yapilacak caligmalar igin referans
degerlerini belirleyecektir.

Bugiine kadar yapilan caligmalar, farkli tiirlerde retinal gelisimi kaba hatlari ile ortaya
koymus ve bu gelisimdeki global gen ekspresyonunu irdelemistir (19, 24, 25, 35, 65,
92). Fakat noral retinadaki vaskiilogenez konusunda detayh ¢aligma yapilmamagtir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Vaskiilogenez ve anjiyogenez

Damar gelisimi ii¢ siirecle olur (15, 93). Bunlar kok hiicrelerinden primitif vaskiiler agin
gelismesi ile karakterize olan vaskiilogenez, gelismis olan agdan (tomurcuklanma,
boliinme, intussusepsiyon ile) yeni damar olusumunu saglayan anjiyogenez ve varolan
damarlardan daha genis capli kollaterallerin gelisimini saglayan arteriyogenezdir (15,
93). Bu iig siirecte rol alan faktorlerin biiyiik bir kismi ortaya konmus ve detayh sekilde

incelenmistir (15).

Embriyoda’ vaskiiler yapinin mezenkimal hiicrelerden de-novo olusumu vaskiilogenez
olarak bilinir (15). Bu .mezodermden koéken alan anjiyoblastlardan ilk primitif
damarlarin olugmasi ile karakterizedir. Vaskiilogenezden farkli olarak anjiyogenez
siirecinde var olan damarlardan tomurcuklanma ile yeni damar aglan olusur. Her iki
siire¢c bircok konuda benzerlikler ve hatta ortakliklar gosterir. Yakin zamandaki
yaklagim ise her i{i¢ damar geligimi siirecinin bir ortak bitiin olduklaridir (43).
Vaskiilogenez agirlikli olarak embriyoda olur (15, 43). Fakat erigkin sicanda kemik iligi
kokenli kok hiicrelerin koroid pleksus vaskiiler yapisina katilmasi ve insanda periferik
kanda kemik iligi kaynakli endotel kok hiicrelerinin varligi bu siirecin eriskinde de
miimkiin oldugunu gostermistir (2, 94)."

Damar olusumu ve yeni damar aginin gekillenmesi (remodelling) parakrin sinyaller (A),
interseliiler kontaklar (B), hiicrelerarast adezyon molekiilleri (C) ve ekstraseliiler

matriks (D) ile iletilen sinyallerce diizenlenen karmagik bir siirectir (4).
3.1.1. Vaskiilogenez

Vaskiiler ve hematopoetik sistem hiicreleri embriyoda ortak 6ncii hiicre olan
hemanjiyoblasttan kaynaklanir. Hemanjiyoblastlar vitellus kesesinde hiicre birikimleri
olugtururlar. Bu birikimlerin i¢ kismindaki hiicreler hematopoetik kok hiicrelerine,
distaki hiicreler ise endotel hiicrelerine farkhlaslﬂar. Olugan anjiyoblast embriyoda

migrasyonla dagilir. In-situ gelisim sonrasinda ise vaskiiler pleksus olusur. VEGFR-



2(KDR/Flk-1) ve bFGF anjiyoblast farklilagmasimi indiiklerler. VEGFR-1(Flt-1) ise
bunu baskilar. TGF-B yolaginin da vaskiilogenezde roliiniin oldugu bilinmektedir fakat
bu yolun detaylar1 gosterilememistir. Biiyiime faktorleri haricinde ekstraseliiler matriks
makro-molekiilleri, Fibronektin ve Integrinler (6zellikle Integrin av-B3) vaskiilogenezi
kontrol ederler. '
Anjiyogenezdekinin aksine vaskiilogenezdeki VEGF salinimi hipoksi bagimli degildir
(10). Endotel hiicrelerinin anjiyogenetik 6zelliklerini eksprese etmeleri ise ETS-1, Hex,
Vezf-1, Hox, GATA ve bHLH transkripsiyon faktor aileleri tarafindan kontrol ediﬁr
(15).

Endotel hiicrelerinin arter ya da venoz karaktere doniismeleri ise anjiyoblast asamasinda
bHLH (Basic Helix-Loop Helix) transkripsiyon faktérleri vé bunlarin {izerine etkisi olan
ephrin ailesince kontrol edilir (4).

3.1.2. Anjiyogenez

Anjiyogenez erigkinde ve embriyonun ge¢ donemlerinde baslica damar olusum
mekanizmasidir (15, 93). Eriskinde vaskiilogenez ve arteriogenez de goriiliir fakat geri
plandadir(15, 93). Eriskinde anjiyogenez yara iyilesmesi, disi reprodiiktif dongiisii gibi
siirecler sirasinda fizyolojik olarak ortaya gikabildigi gibi tiimér biiylimesi, romatoid
artrit, diabetes mellitus ve kardiovaskiiler hastaliklar gibi patolojik siireclerde de rol alir
(15, 93).

Anjiyogenez siirecini anlatimi basitlestirmek amachi olarak, iki safhada incelemek
miimkiindiir (15, 93). Anjiyogenetik uyarana cevap olarak damar destabilizasyonu,
matriks yikilmasi, endotel hiicre (EC) cogalmasi, gocii ve damarsal tiip olusumunu
igeren olaylar dizisi “anjiyogenezin baslangic basamagi” olarak isimlendirilir (15, 93).
Buna kargilik mezenkimal hiicre ¢ogalmasi, gocii, vaskiiler diiz kas hiicresi (SMC)ve
Perisit (PC) farklilagmasi, EC-SMC/PC kargilikli etkilesimi, ekstraseliiler matriksin
olgunlagmasindan olusan olaylar dizisi ise “amjiyogenezin sonlanma basamag” adi
altinda simiflanabilir (15, 93) (tablol).
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Bu basamaklar1 daha detayl: ele alacak olursak baglangic basamagi nitrik oksit bagimli
vazodilatasyon ile baglar. Nitrik oksidin bir gérevi de VEGF ailesi biiyiime faktorlerinin
ekspresyonunu arttirmaktir. Vazodilatasyonun ardindan vaskiiler gecirgenligin VEGF
tarafindan arttirilmasi endotel hiicre cogalmasi ve gdciinii destekleyecek bir ortam
yaratir. Eginzamanli olarak matriks metalloproteinazlar1 (MMP) bazal lamina ve
ekstraseliiler matriksi parcalarlar.
Endotel hiicreleri ve perisitler bu alana gogerler. Endotel hiicre birikimleri aralarinda tiip
yapilan olusturur ve bu yapilar da birleserek yeni bir vaskiiler ag olustururlar.
Sonlanma basamaginda ise hiicre cogalmas: durur, bazal membran tekrar olusur. Damar
tiipli yapisina perisitler katilir ve perivaskiiler destek hiicreleri tarafindan gevrelenir.
Damar olgunlagsmas: ve stabilizasyonu olmadify takdirde bu primitif damar ag:
gerileyecektir. Damar agimin gerilemesi retinada apoptoz mekanizmas: ile gerceklesir
(15).

Anjiyogenezin baglangic basamaginda rol alan biiyiime faktirieri

VEGF yolag

VEGF ilk olarak damar permeabilitesini arttiran bir faktér olarak hepatoseliiler
karsinomlu deney hayvanlarini asit sivisindan izole edilmis ve kisa siire icinde
anjiyogenetik potansiyeli fark edilmistir (56). Memelilerde VEGF ailesine ait 5 tip
ligand tarif edigmistir. Bunlar VEGF-A-E ve PIGF'dir (36, 43, 93). Polioma viriiste bir
reseptOr daha tarif edilmis fakat bunun memelilerdeki kargilify daha gdsterilememigtir
(43).

VEGF-A ya da daha sik kullanilan ismi ile VEGF 40-45 kDa agirlifinda homo-dimerik
bir proteindir (4, 43, 93). 6p21.3 lokalizasyonlu ve 8 ekson igeren tek bir genden,
“alternate splicing” yolu ile sentezlenir (43, 93). Bunun sonucunda 121, 145, 165,189
ve 206 amino asitlik 5 farkls izoform olugur (43, 93). Izoformlar arasinda 121 ve 165 en
sik olarak goriilenleridir (43). Biyolojik etkiler agisindan alt tipler arasindan kiigiik
farklar oldugu diigiiniilmektedir (43).

VEGF fizyolojik ya da mitojenik stimuluslarla salgilanabilir (43, 93). Fizyolojik olarak
VEGF ekspresyonunu saglayan hipoksidir. Hipoksi intraseliiler HIF-1alfa (hypoxia
inducible factor) iizerinden VEGF ekspresyonunu saglar. HIF-1alfa hem VEGF geni



ekspresyonunu arttirir hem de VEGF m-RNA’sini1 stabilize ederek translasyonu arttirir
(15, 43, 93).

VEGF’in bilinen 4 reseptorii bulunur (15, 43). VEGFR-1, -2, ve -3 tek membran gegisli,
intraseliiler pargalarinda tirozin-kinaz aktivitesi tagiyan reseptorlerdir. Bu reseptorler
endotel hiicreleri ve bunlarin énciileri tarafindan eksprese edilir. VEGFR-3 (flt-4:fms-
like tyrosine receptor-4) diger VEGF reseptoriidiir ve lenfatik sisteme oOzgiindiir.
Reseptorlerin ligand dzgiinliikleri tablo 3’de gosterilmigtir. Tirozin kinaz aktivitesine
sahip fi¢lincii bir VEGF reseptorii olan neurophilin-1 VEGFR-2(KDR/FIk-1) molekiilii
ile VEGF etkilegimini kontrol eder (4, 15, 43, 93).

VEGF endotel hﬁcrélerine dzgiin bir mitojen ve kemotaktik faktordiir (4, 15, 43, 93).
VEGF endotel kokenli nitrik oksit sentazi indiikleyerek anjiyogenezi baslatir (4, 15, 43,
93). Bazal membran ve ekstraseliiler matriksi parcalayacak olan endotel hiicresi
kaynakli proteazlarin salinimuni arttirir. Ayrica VEGF vaskiiler gecirgenligi (vaskiiler
endotel hiicresi hasar, mast hiicre degraniilasyonu ya da inflamasyon yaratmadan)
arttinir. Serum proteinlerinin perivaskiiler ekstraseliiler matriks icine sizmasina yol
acarak vaskiiler endotel hiicresi migrasyonu i¢in zemin hazirlar (93). Monosit ve
notrofil migrasyonuna yol agar. VEGF anjiyogenez igin vazgegilmezdir (4, 15, 16, 43,
'67, 93). VEGF geninin hasarli olmasi hayatla bagdasmaz, VEGF “knock-out” hayvanlar
vitellus kesesinde kan adaciklarinin olusumu basamag: Oncesi Oliirler ve
incelenmelerinde endotelin tiip yapilari olusturamadig) izlenir (16, 33). Fakat VEGF’in
etkileri bununla sinirl: degildir, damar devamliligi icin de gereklidir (16, 32).
Embriyolojik gelisimde VEGFR-1(Flt-1) vaskiiler ve hematopoetik Oncii hiicre olan
hemanjiyoblastta ilk olarak ortay gikar ve vitellus kesesi kan adaciklarinin olugumu,
dolayisiyla hematopoez ve vaskiilogenezin ilk safhalan icin hayati 6nem tagir (23).
Endotel hiicreleri haricinde mast hiicrelerinde de eksprese olur (83) ve VEGF’in pro-
inflamatuar etkilerinden sorumludur (36). Flt-1 “knock-out” hayvanlar (flk-1 “knock-
out” hayvanlarla karsilagtirildiginda) vaskiilogenezin daha ileri agamalarinda Oliirler
(34). Dolayws1 ile flt-1’in vaskiilogenezin daha ge¢ basamaklarinda etkidifi One
siirtilmigtiir (36).

VEGFR-2(KDR/Flk-1) selektif olarak endotel hiicreleri ve onlarin dncii hiicrelerinde
eksprese olur (75), hematopoez ve vaskiilogenezde 6nemli rol oynar (81). Flk-1 endotel



iizerinde mitojenik etki gosterir ve tiip olusumunu indiikler (90). Flk-1 “knock-out”
hayvanlar vaskiilogenezin erken basamaklarinda vitellus kesesinde kan adaciklarimin

olusumu dncesi dliirler (82).

Neurophilin-"knock out” hayvanlardaki bulgulardan anlagsildif: kadariyla Neurophilin
de embriyoda damar geligiminde 6nemli rol alir (53).

VEGF ailesi ve angiopoietinler anjiyogenez icin spesifik olan iki sinyal sistemidir (93).
Diger biiyiime fakt6r aileleri anjiyogenez sirasinda onemli roller almalarina ragmen

anjiyogenez haricinde bagka hiicresel mekanizmalarda da rol alirlar.

Angiopoietin yolag:

Angiopoietinler endotel spesifik tirozin kinaz reseptorii Tie-2’nin (Tunica intima
endothelial cell  kinase/TEK) ligandlanidir (4, 43, 93). Spesifik olarak endotel
hiicrelerinde eksprese olurlar (93). Varlig: gosterilmis dort ligand arasinda en iyi bilinen
ikisi angiopoietin-1(Ang-1) ve angiopoietin-2(Ang-2)’dir (43). Ligand1 ve fonksiyonu
bilinmeyen Tie-1 reseptorii de endotel hiicrelerinde eksprese olur (43).

Angiopoietinler damar olgunlagmasi, sekillenmesi ve stabilitesinin korunmasinda gorev
alirlar. Her iki faktér de vaskiiler endotel hiicresi iizerinde mitojenik etki gbstermez
fakat aﬁg-l in vivo kiiltiir ortaminda endotel dallanmasin: indiikler (22).

Ang-1 endotel dallanmasnt indiikler; endotel hiicreleri arasi baglantilani kuvvetlendirir
ve endotel hiicre migrasyonunu inhibe eder (15, 43). Ang-1 aynm1 zamanda VEGF
tarafindan -olusturulan damar gegirgenligindeki artisi da geri dondiiriir (43). Ang-1
VEGF ile birlikte eksprese oldugunda damar sayisinin ve capinin artmasina yol agar
(73). Bu sekilde Ang-1 anjiyogenezin sonlanma safhasinda damar agini olgunlastiric
etki yapar (1, 4, 15, 36, 43, 73, 93). Ang-1 ya da tie-2 “knock out” hayvanlar erken
embriyonik dénemlerde olusan vaskiiler anomaliler sonucunda dliirler. Bu hayvanlarin
incelemesinde vaskiiler endotel hiicresi sayisimin azaldify, dallanmanin basitlestigi, PC
ve SMC’lerin damar duvarinda bulunmadiklan gozlenir (29). Ang-1 ve Tie-2 erigkin
damarlarda da fosforile formuyla bulunur ve damar aginin devamini saglar (1).

Ang-2 ise Ang-1’in dogal yarigmali inhibitoriidiir, tie-2 reseptOriine baglanir fakat
aktive etmez (61). Ang-2/Tie-2 salgisinin arttirldify transgenik hayvanlarda (Ang-1 ya
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da tie-2 “knock-out” hayvanlan taklit edecek sekilde) endotel hiicreleri apoptotik yolla
regresyona ugrarlar (36). Bu damar devamlilifin: saflayan ang-1 sinyalinin kesilmesine
baghdir (36). Ang-2 VEGF ile birlikte eksprese oldugu durumlarda damar yapisim
destabilize ederek anjiyogenezin baglamasi icin altyap: olugturur (73), vaskiiler endotel
hiicresi proliferasyon ve migrasyonunu arttirarak anjiyogenezin baslangic basamaginda
rol oynar (1, 4, 15, 36, 43, 73, 93).

FGF yolag:

Basic-FGF in vivo ve in-vitro ortamlarda anjiyogenezin énemli bir stimiilatoriidiir, fakat

vaskiilogenezdeki rolii ortaya konmamistir (15).

TGF-beta yolag

TGF-f yolagi hem “pro-anjiyogenik” hem de anjiyogenezi inhibe eden etkiler
gosterebilir (38, 88). Etkiler asagida tartisilacaktir.

Ephrin yolag:

Ephrin ailesi reseptor tirozin kinazlar arasindaki en biiyiik grubu olusturur. Bu ailede 8
ligand ve 14 reseptor bilinmektedir. Ephrinler direk indiiksiyon degil de diger yolaklarin
modiillasyonu mekanizmas: ile galisirlar. Ephrin reseptorleri iki gruptur. Tip-A
reseptorleri plazma membramina tutunmus sekilde caligir. Buna karsiik Tip-B
reseptorleri diger tirozin kinaz reseptr ailelerinde gordiigimiiz sekilde bir
transmembran bolgesine ve intraseliiler kinaz etkili bolgelere sahip reseptorler

yapisindadir.

Vaskiiler yapinin olusumu konusunda yapilan ilk ¢aligmalarda birbirinden morfolojik ve
fonksiyonel acidan farklar gGsteren arteriyel ve vendz sistemlerin tek bir kdkenden
geldigi ve hemodinamik uyarlar sonucunda farkhilastiklan diigtintilmiigtiir. Fakat yeni
gozlemler arteriyel ve vendz yapilarin damar olusumunun ilk safhalarindan itibaren
farkli ozellikler gosterdigini ortaya koymus ve gelisimin genetik kontrol altinda
oldugunu gostermistir (4, 43).

Bir trans-membran reseptorii olan Ephrin-B2 molekiiliiniin anjiyogenezin ilk

sathalarindan itibaren arterleri olusturacak olan hiicrelerde, Ephrin-B4 molekiiliiniin ise
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vendz sisteme ait olan hiicrelerde bulundugu gozlenmistir (36, 43). Ephrin B4
molekiliiniin Ephrin-B2’nin reseptorii oldugu bilinmektedir (36, 43). Ephrinlerin etki
gostermek igin hiicre yiizeyine bagl olmalari gerektigi goz 6niinde bulundurulursa bu
iki molekiiliin nasil bir araya geldikleri aciklanamamustir (36). Ephrin-B2 “knock-out”
hayvan modellerinde tiim vaskiiler sistemde defektler izlenmistir. Ephrin sinyal
sisteminde gosterilen bu farklar vaskiiler olusumun genetik kontrol altinda oldugu

savini da desteklemektedir.

Anjiyogenezin sonlanma basamaginda rol alan faktorler
PDGF yolag:

PDGF 30KD agirhginda A ve B zincirlerinden olusan homo-/ heterodimerik bir
proteindir (43). Tim dimerler fonsiyoneldir (AA,AB,BB) PDGF dimerleri etkilerini
yine dimerik tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak gosterirler (43). Reseptorler alfa ve

beta monomerlerinin 3 farkli kombinasyonundan olusur (aa / af / BB) (4, 43).

PDGF primitif damar agina destek hiicrelerinin katilmasindan sorumludur (4). B-ligand1
ve beta-reseptorii vaskiiler gelisim icin hayati 6nem tagirlar. B-reseptér ya da B-
ligandint eksprese etmeyen “knock-out” hayvanlar fetal donemde kanamaya baglh
olarak ¢liirler. Bu hayvanlarin renal damarlarinda perisit yoktur (57, 84). Aym sekilde
PDGF-B eksprese etmeyen hayvanlarin serebral damarlarinda mikro-vaskiiler perisitler
goriilmez (59). Bu hayvanlar gestasyonun ge¢ donemlerinde serebral kapillerlerde
gelisen mikro-anevrizmalarin riiptiri sonucunda oOliirler (59). Anjiyogenezin son
basamagi damar matiiritesinin cevre destek hiicrelerinin katilmasi ile saglanmasina
dayanir (54a). PDGF-B yolaginin galigmamasimin sonuclart bu destek hiicreleri olan
perisitler (PC) ve damar diiz kas hiicrelerinin (SMC) eksikligine, yani damar

matiiritesinin saglanamamig olmasina baglidir.
TGF-beta yolag:

“Transforming growth factor-beta” (TGF-beta) ailesi dimerik polipeptid bir biiyiime
faktorlerinden olusan bir gruptur (43, 86, 88). Bu genis aile sitozolik kisminda serin-
treonin kinaz aktivitesi olan tek gecisli transmembran reseptorleri lizerinden parakrin

etkilerini gosterir (43, 86, 88). Reseptorler iki gruptur ve tip-I ve tip-Il olarak
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isimlendirilir (38, 86, 88). Ligand dimerleri spesifik tip-II respetorlerine baglanir ve tip-
I reseptoriiniin fosforile olmasini saglayarak iki ligand ve iki reseptdrden olusan
tetramerler olusturur. TGF-beta yolagindaki sinyalin nukleusa iletilmesi son derece
direktir (38, 88). Ileti ikincil haberci sistemi olarak Smad (C. Elegans nematodunda
ortaya konan “sma” ve Drosofilada ortaya konan “mad”dan ismini alir) ailesini kullamir
(88).

TGF-beta’nin Tip2 transmembran reseptoriine (TBR-II) baglanmas: sonrasi TGF-beta
Tipl reseptorii (TBR-I ya da ALK-5: Activine receptor like kinase) aktive olur. Bu
intraseliiler “Smad” ikincil-haberci sistemini etkiler. ALK-5 aktivasyonu sonucunda
fosforile olan "Receptor Regulated Smad'lar" (R-Smad: ALK-5 icin Smad-2 ve Smad-3)
intrasitoplazmik Co-smad’larla (Smad4 olarak da bilinir) birleserek nukleusa transloke
olur. Bu nukleusta hedef genlerdeki “TGF-B-Response Element” transkripsiyonu saglar.
Endotel hiicrelerinin (EC) ALK-1 olarak da bilinen ikinci bir TGF-beta Tipl reseptorii
cksprese ettikleri bilinmektedir. Bu reseptdr sadece anjiyogenezin aktif oldugu
boélgelerde bulunur ve benzer mekanizma ile calisir. TGF-betal ve TGF-beta3
ligandlarini tanir. TGF-beta baglanmas: sonrasi TBR-II tarafindan aktive edilen ALK-1
hiicre icinde bu sefer farkli R-Smad’lar aktifler (ALK-1 icin Smad-1 ve Smad-5). Co-
Smad’larla birlesme sonrasi niikleer etkiler ortaya cikar.

Her iki yolakta bircok mekanizma ile kontrol edilir. ALK-1 aktivasyonu sonrasi niikleer
“Liver X Receptor-B” transkripsiyon faktorii fosforile edilir ve kendi yolagin1 baskilar
(feedback inhibisyon). ALK-1 yolaginin aktivasyonu aym zamanda ALK-5 yolagini da
baskilar. Herediter hemorajik telenjiektazi (Osler-Weber Rendu) hastaliginda bozuklugu
gosterilmis olan “endoglin” intraseliiler kinaz bolgesi bulunmayan bir TGF-beta
reseptoriidiir ve ALK-5 yolagim inhibe ederek etkisini gosterir. Baska yolaklar da TGF-
beta yolagimi disardan etkileyebilirler: Ornegin y-interferon intraseliiler Smad-7
miktarini arttirarak TGF-beta yolagini baskilar.

TGF-p yolagi embrivoda damar olusumunda ve erigskinde damar bitiinliigiiniin
saglanmasi/devaminda rol alir (38, 86). TGF-B yolagi anjiyogenezdeki etkileri
bakimindan en karmagik yolaktir. TGF-f’nin VEGF salgisini arttirdigi, endotel hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunu engelledigi, ekstraseliiler matriks komposizyonunu
degistirebildigi, apoptozu baglatabildigi in vivo olarak goésterilmistir (72). Bu birbirine
zit etkilerin nasil koordine edildikleri konusunda. celiskili yayinlar vardir. Kontroliin
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konsantrasyon bagimli olarak yapildigini iddia eden yazarlar vardir (38, 39). TGF-beta
diisiik konsantrasyonlarda pro-anjiyogenik etki gosterirken yiiksek konsantrasyonlarda
anjiyogenezi inhibe eder (38, 39, 88). TGF-betanin bu birbirine zit etkileri kullandig iki
sinyal yolagindan kaynaklaniyor olabilir (38, 39, 49, 88).

TGF-B/ALK-5 yolag1 nukleusta Plasminogen Activator Inhbitor-1 (PAI-1), Fibronektin
ve Thrombospondin-1 (THSP-1) ekspresyonunu arttirarak migrasyon, proliferasyon ve
tiip formasyonunu inhibe eder. Bu anjiyogenezin bitis fazina girmesine yol agar (38, 39,
49, 72, 88). Ilging bir sekilde ALK-5 yolagimn aktivasyonu endotel hiicrelerinde
spesifik olarak vaskiiler diiz kas hiicreleri (SMC) ile ilgili genleri aktifler (46). Bu TGF-
beta aktivasyonunun endotel hiicresi cevresindeki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
farklilagmasini sagladigini diisiindiiriir.

TGF-B/ALK-1 yolagnmn hedef genleri olarak ise ID-1 ( Inhibitor of DNA Binding: Bu
bHLH-Basic Helix Loop Helix- Transkripsiyon faktoriiniin en 6nemli inhibitériidiir), C-
myc ve Interleukin Receptor Like (IL1RL1) bulunmustur (38, 39, 49, 72, 88). TGF-
B/ALK-1 aktivasyonu ayrica CDK 1nhibit6r( p21) sistemini de baskilar. Aym1 zamanda
bu yolagin Thrombospondin-1 (THSP-1) ekspresyonunu baskiladip1 da bilinmektedir.
C-myc aktivasyonu TGF-B/ALK-1 yolagimin endotel hiicresi iizerine mitojenik etkide
bulunur (38, 39, 49, 72, 88). Id1 aktivasyonu da endotel hiicresine proliferatif ve invaziv
bir karakter kazandirir. Sonug olarak TGF-B/ALK-1 yolag: pro-anjiyogenik olarak
etkidigi diisliniilmektedir.

TGF-beta ekspresyonu erigskinde de devam eder ve bunun damar biitiinliigiiniin
korunmasindan sorumlu oldugu disiiniilmektedir.

TGF-beta’nmin etkilerinin bu iki farklt mekanizmanin dengesi sayesinde olustugu
diisliniilmektedir fakat su anki bilgi 1s15inda hangi yolagin ne zaman calistifim
soylemek miimkiin degildir (38, 49).

Ekstraseliiler matriks proteinlerinin rolii

Anjiyogenezin fonksiyonel bir damar agim olusturabilmesi tiim siirecin spasiyal ve
temporal olarak uyum iginde caligmasina baghdir. Bu uyum dort sistem tarafindan
saglanir: Parakrin sinyaller, interseliller baglantilar, hiicre adezyon molekiilleri ve
ekstraseliiler matriks (4). Tim komponentler bu siiregte aktif rol alir (4, 15, 23b, 54,
54b).
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Ekstraseliiler matriks yapuaslari, statik olduklarini kabul eden eski inanmigin aksine,
vaskiilogenez ve anjiyogenez ve damar devamlilifinda aktif rol alilar. Tavuk
embriyosunda fibronektinin endotel hiicre prekiirsorleri igin yol gosterici oldugu,
laminin proteininin ise diferansiasyonu haber verdigi gosterilmistir (51). Retinal damar
gelisiminin optik sinirden baglayarak konsantrik sekilde yayildifi ve yayilmaya
astrositlerin oncii oldugu disiiniilmektedir (21, 51). Yine optik sinirden konsantrik
olarak yayilan (laminin icerigi ile karakterize) olgun damarlanma bdlgesinin &niinde
ilerleyen bir “geligim bolgesi” tariflenmistir (51). Bu bolge icinde isi hiicreler ve
astrositlerin bulundufu ve fibronektin ekspresyonunun yiiksek diizeylerde oldugu
gosterilmigtir. Jiang ve arkadaglari (endotel hiicre onciileri oldugu iddia edilen) igsi
hiicrelerin sinir lifi tabakasina gé¢melerinden 6nce de Astrositlerin bu bolgede var
oldugunu ve fibronektin m-RNA diizeylerinin yiiksek seyrettigini gostermislerdir (52).
Yazar bu bulgulardan yola gikarak vaskiilogenezi migrasyon ve diferensiasyon fazlarina
ayirmay: teklif efmistir (51). Migrasyon fazinda fibronektin salinimi astrosit ve endotel
hiicre prekiirsorlerine baglidir. Diferensiasyon fazim ise Laminin belirler. Laminin
salgisinin nasil ve kimin tarafindan regiile edildigi ise simdiye kadar gosterilememistir.
Ekstraseliiler matriks proteinlerinden Tenascin-C ilk olarak noral krista gelisimi
sirasinda orataya cikar ve santral sinir sistemi gelisimi siiresince yiiksek diizeylerde
kalir (12). Tenascin embiroda hiicre cogalmasi, go¢ii ve ekstraseliiler matriksin yeniden
sekillendirilmesinde rol alir (31). Eriskin sinir sisteminde ekspresyon yokken
anjiyogenez, yara iyilesmesi gibi fizyolojik ya da tiimoral damar geligimi gibi patolojik
olaylar sirasinda tekrar eksprese olur (50).

Ekstraseliiler matriks ile hiicre etkilesimi adezyon molekiilleri tarafindan saglanir.
Anjiyogenez sirasinda dort rol aldig bilinen 4 adezyon molekiili ailesi Integrinler,
immiin-globulin siiper ailesi iiyeleri, cadherin’ler ve selectin’lerdir (4, 7). Integrinle
ekstraseliiler matriks reseptorleri olarak da tamimlanabilir ve ekstraseliiler matriks ile
hiicre iskeletini olusturan Aktin filamanlar arasinda (adaptdr molekiiller esliginde) bir
koprii olugtururlar (7). Transmembran glikoprotein heterodimerlerinden olugan
Integrinler 24 farkli Alfa ve 9 farkli Beta genine sahiptirler. Integrinler bu genlerin
“Alternate Splicing” ile iglenmesi sonucunda gok genis bir ligand ailesine yanit verebilir
(7). Omek olarak integrin av-B3, vitronektin, fibronektin, vonWillebrand faktorii,
fibrinojen, PECAM, MMP-2 gibi bircok liganda baglanir (7). Bu reseptériin hem
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vaskiilogenez hem de anjiyogenezde rol aldigi bilinir (7, 13, 14, 26). Hiicre ici etkiler
Integrin reseptoriiniin enzimatik bdlgesi ¢evresinde yogunlasan “focal adhesion kinase
(FAK)” molekiilleri ve bunlarin “src” ikincil mesajci sistemi ile olan etkilesimi
’sonucunda gerceklesir (7).

Anjiyogenezde rol alan faktorler bilinmekle birlikte integrinler haricindeki ailelerin
anjiyogenez sirasinda aldiklar roller konusundaki bilgi ¢ok sinirlidur.

3.2. Serebrovaskiiler gelisim

Vaskiilogenez iki basamakta gerceklesir: Mezodermal hiicrelerden anjiyoblastlarin
geligimi ve anjiyoblastlarin primitif kan damarlarini olusturmak {izere organize olmasi.
Gastrulasyon evresinde mezodermal kok hiicrelerden anjiyoblastlarin  geligimi
FGF’lerin etkisi ile olur (4, 15, 43). Embriogenezin erken dénemlerinde anjiyoblastlar
bas-boyun bolgesine gocerler (4, 43). Anjiyoblastlarin vaskiiler endotel hiicrelerine
doniismeleri VEGF ve flk-1 tarafindan saglanir (43). Embriyo beyninde vaskiilogenez
primitif meninksler seviyesinde lokalize ve fibronektinden yoZun bir matriksle
karakterize “Ekstraserebral Vaskiiler Pleksus” olusumu ile biter. Vaskiilogenezin
eriskinde de oldugu ve bu proseste kemik iligi kdkenli vaskiiler kok hiicrelerin rol aldig
gosterilmistir (94).

Beyin gelisiminde anjiyogenez de 6nemli bir rol oynar (43). Gelisen ndro-ektodermin
yarattif1 metabolik gereksinim sonucunda salgilanan anjiyogenetik faktorler vaskiiler
endotel hiicrelerinin Ekstraserebral Vaskiiler Pleksus’tan Periventrikiiler Matriks
bolgesine gdcmelerini saglar. Periventrikiller matrikste VEGF mRNA’st (11),
ekstraserebral vaskiiler pleksustan gogen endote] hiicrelerinde ise flk-1 reseptorleri (63)
gosterilmigtir. Bu damar gogii ayni zamanda Ang-1 bagimdir (85).

Eriskinde ise anjiyogenez siki sekilde denetim altindadir (4, 43, 93). Robertson ve
arkadaglar sican beyinde vaskiiler endotel hiicrelerinin sadece %0,3’{iniin H uptake
gosterdigini, yani DNA replikasyonu yaptigim gostermistir (78). Bu kontrol iskemi,
metabolik patolojik prosesler (6rn: diabetes mellitus) ve neoplastik proseslerde ortadan
kalkar (93).
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3.3. Retinal gelisim ve damarlanma
3.3.1. Histolojik degisiklikler

Retinal damar ag1 ince kapillerlerle birbirine baglanan i¢ ve dig olmak iizere iki
pleksustan olusur (47). Retinal vaskiiler gelisim bircok farkli tiirde incelenmistir (17,
19, 21, 66, 91). Yenidogan rodent retinasi insandakinin aksine avaskiilerdir (17, 19, 21,
48, 66, 91) C57b fare modeline yapilan bir ¢aligma retinal damar gelisiminde 3 faz
saptamugtir (21). Ilk fazda (0 ile 10. giinler arasi) avaskiiler retinada damarlarin sinir lifi
tabakasinin (retinanin merkeze en yakin tabakasi) icinde optik diskten Ora-serrataya
dogru radiyal yayilim gosterdikleri gézlenmistir. Postnatal 4. giinden itibaren baslayan
fazda daha derin retinal katmanlarda damarlanma baglar. Ugiincii faz ise ve postnatal 7.
giinden itibaren baglar ve derin tabakalarda damarlanma ile karakterizedir. Bu faz 20.
giine kadar siirer. Gelisen damarlarin bir kismu selektif olarak regresyon gostermekte ve
-sonugta yerini olgun vaskiiler aga birakmaktadir (21). Retinada bu regresyonun
apoptotik mekanizma ile oldugu ortaya konmugtur (15). Murata ve arkadaglar1 neonatal
siganda cini miirekkebi perfiizyonu ve immunohistokimya teknikleri ile neonatal
vaskiiler gelisimi 3, 7, 14 ve 30. giinlerde incelemis ve damar geligiminin agamalarini
detayli sekilde tanimlamigtir (66). Genel goriintii ele alindiginda 3 giinliik retinal
damarlar genistirler ve biikliintiili seyir gosterirler. Optik sinir cevresindeki bolgede
kapillerlere rastlanir. 10 giinliik retinada arter seyirleri diizlesir (66). Ondordiincii giinde
tim damarlar ora serrataya kadar ulagir (66). 30 giinliik retina ise tamamen matiir
goriiniimdedir (66).
Damar gelisiminin sinir lifi tabakasi ve i¢ niikleer (=i¢ graniiler) tabakanin dig
pleksiform tabaka ile birlesiminde gerceklestigini bu ¢alisma ile tekrar dogrulanmistir.
(66). Retinal geligim sirasinda damarlanma ilk olarak (Vitreusa en yakin tabaka olan)
sinir lifi tabakasinda baglar ve bu tabakadaki damar ag1 i¢ vaskiiler pleksus olarak
isimlendirilir (66)(resiml). Damar afi optik diskten baglayarak konsantrik olarak
yayilir. Yedinci giinde damarlarin %83.3°i ora serrataya kadar ulagir (66). Daha sik
araliklarla inceleme yapan diger aragtiricilar damarlanmanin ora serrataya 10. giinde
ulastigim bildirilmiglerdir (21). Yedinci giine gelindiginde noroblastik tabaka i¢ ve dig
graniiler tabakalar olarak ikiye ayrilir ve i¢ graniiler tabakanin dig kisminda yeni bir
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vaskiiler ag olusumu baglar (resiml). Bu ikinci tabaka dis vaskiiler pleksus olarak
isimlendirilir ve 20. gline kadar olgunlasarak gelismesini siirdiiriir (resim1). I¢ vaskiiler
pleksusta baglangicta arter ve venlerin haricinde ince kapillerler de bulunur; dig vaskiiler
pleksus ise sadece kapillerlerden olugur. I¢ vaskiiler pleksustaki kapillerler geligimin
ileri safhalarinda ortadan kalkar ve erigki retinasinda i¢ vaskiiler pleksusta arter ve
venler, dig vaskiiler pleksusta ise kapillerler bulunur (66).
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Resim-1

Retinal geligimin farkli dénemlerinde, sirasi
ile 2, 6 ve 14 giinlik neonatal C57B-fare
retinalarinda VEGF proteinin
immiihistokimyasal gosterilmesi.

2g: 2 giinlik fare retinasinda noroblastik
hiicre tabakasinin daha i¢ ve dis graniiler
tabakalara ayrilmig oldugu izlenmektedir.
VEGF boyanmasi sadece sinir lifi tabakasi ve
retina pigment epitelinde mevcuttur. Derin
tabakalarda damar yapisi yoktur. Retina
pigment epitelindeki yogun boyanmaya dikkat
ediniz (40x).

6g: 6 giinlik retinada néroblastik hocre
tabakasinin i¢ ve dis graniiler tabakalara
ayrildig gozlenmektedir. VEGF
immiinoreaktivitesi sinir lifi tabakasinda
yogunlasmaktadir. I¢ graniiler tabakada
damar yapilari daha gozlenmemektedir (40x).

14g: 14 giinlik retina daha matiir
goriintimdedir. VEGF boyanmasi i¢ vaskiiler
pleksustaki damarlar (biiyik ok) ve dis
vaskiiler pleksustaki kapillerlerde (kiigiik
oklar) izlenmektedir (40x).

Formaldehid fikasyonu sonrasi parafine
gomiilmiis  dokulardan  aliman  10pm’lik
kesitler monoklonal anti-fare VEGF antikoru
(Oncogene Science, Cambridge, England) ile
immunohistokimya teknikleri kullanilarak
boyanmugtir.

Kisaltmalar:

SLT sinir lifi tabakasi,

GT ganglion tabakast,

NHT néroblastik hiicre tabakasi,
RPE retina pigment epiteli,

IP i¢ pleksiform tabaka,

1G i¢ graniiler(niikleer) tabaka,
DP dis pleksiform tabaka,

DG dig graniiler tabaka,

C/K ¢omaklar ve koniler,

IVP i¢ vaskiiler pleksus,

DVP dis vaskiiler pleksus




3.3.2. Gelisim teorileri

Retinal vaskiiler gelisim icin iki teori vardir. Bunlardan ilki vaskiiler agin temellerinin
gocebe mezenkimal hiicreler tarafindan vaskiilogenezle atildifini ve ikincil agin
(bundan tomurcuklanarak) anjiyogenezle olustugunu kabul eder. ikinci bir teori ise tiim
retinal agin anjiyogenezle var olan damarlardan gelistigini iddia eder. Memelilerin
bircok tiirlinde retinal vaskiiler gelisimin ilk safhalarinda bir igsi hiicre aginin retinal
damarlanmaya onciiliik ettigi ve i¢ damar agimin 6niinde hareket ettigi gosterilmistir
(19, 35, 48). Bu ag aynen retinal damarlar gibi optik sinirden kaynaklanmakta ve radiyal
olarak ora serrataya dogru bilyiimektedir. Igsi hiicrelerin kaynag1 tartismalidir. Kedi ve
insan fetal retinalarinda bu hiicreler ortaya konmus bir siire sonra yerlerini vaskiiler
aglara biraktiklari igin vaskiilogenezden sorumlu mezenkimal kaynakli hiicreler
olduklar diisiiniilmiistiir (19,48). Dolayisi ile farede primitif retinal damarlanmanin 0
ile 7. giinler arasinda vaskiilogenezle olduBu ortaya atilmistir (28, 44, 67). Anatomik
olarak bundan daha farkli olan ikinci bir vaskiiler ag daha derin retinal tabakalarda
postnatal 4 ile 21. giinler arasinda (ilk vaskiiler agdan tomurcuklanarak) anjiyogenezle

olusur.
Isi hiicrelerin kokeni

Jiang ve arkadaslar1 (51, 66) endotel hiicre onciileri oldugu iddia edilen igsi hiicrelerin
sinir lifi tabakasina go¢melerinden dnce de bu bélgede astrositlerin var oldugunu ve
damar gelisimini haber veren ekstraseliiler matriks yapitasi Fibronektin m-RNA
diizeylerinin yiiksek bulundugunu gostermislerdir. Bu bulgu retinamin primitif
damarlanmasinin bilinen vaskiilogenez siirecinde oldugu gibi mezenkimal kokenli
anjiyoblastlarca degil de glial hiicreler tarafindan regiile edildigini diisiindiirmektedir.
Daha 6nceki caligmalarda VEGF salgisinin sinir lifi tabakasinda GFAP ile boyanan
astrositler ve ic graniiler tabakada ise vimentin ile boyanan Miiler hiicreleri tarafindan
oldugu gosterilmistir (76). Buna ek olarak Fruttiger farede immuno-histokimyasal
yontemlerle mezenkimal kokenli oldugu iddia edilen igsi hiicrelerin postnatal 0. giinden

itibaren PDGF- alfa ile ve postnatal 5. giinden itibaren bir astrosit markeri olan GFAP
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ile boyandiklarin1 gostermistir (35). Bu ekspresyon ozellikleri astrositlerle uyumludur
ve daha 6nceki caligmalarda iddia edildiginin aksine selektif olarak Flk-1(VEGFR-2)
eksprese eden ve gelismekte olan damar aginin 6niinden giden (mezenkimal) hiicrelere
rastlanmamistir.  Flk-1(VEGFR-2) eksprese eden hiicrelerde ayni zamanda flt-
1(VEGFR1), CD34 ve kollajen-IV ekspresyonlar: da ko-lokalize olur. Anjiyoblastlar
Flt-1(VEGFR1) eksprese etmez, dolayis: ile bu bulgu vaskiilogenezi gerceklestirecek
olan anjiyoblastlarin yoklugu olarak yorumlanmus, retinal vaskiiler gelisimin sadece
anjiyogenezle oldugu iddia edilmistir (35). Bunu destekleyecek sekilde homozigot
VEGF-“knock out” hayvanlarda (otokrin ya da parakrin VEGF salgis1 yoktur) damar
gelisimi yine de olur fakat olusan damarlar ileri derecede anormaldir (16). Heterozigot
VEGF “knock out” hayvanlarinda (azalmis VEGF ekspresyonu) beyin (forebrain)
mezenkiminde damar gelisimi gozlenmesine ragmen noroepitelde vaskiiler gelisim
yoktur (32). Beyin (forebrain) mezenkiminde damar gelisiminin vaskiilogenezle buna
karsilik noroepitelde ise anjiyogenezle oldugu akilda bulundurulursa retinada sadece

anjiyogenezin etkili oldugu diisiiniilebilir (28, 44, 67).
Retinamn diger katmanlar:

Retinanin diger katmanlar1 olan pigment epiteli ve koroidde ise VEGF ekspresyonu
hipoksi bagimli degildir. Retinal geligim siiresince ve eriskinde bu ekspresyon belli bir
diizeyde devam eder. Erigkinde VEGF aktivitesi bu katmanda vardir ve koroidin
fenestre yapida olan bu kapillerlerinin 6zelliklerini korumalar1 igin gerekli oldugu
diisiiniilmektedir. Retinitis pigmentoza hastaliginda migratuar retina pigment epitel
hiicreleri tarafindan cevrelenen retinal kapillerlerin fenestre morfoloji kazandiklam
izlenmistir. Ayrica erigkinde fenestre yapida olmasi gereken akciger kapillerlerinin de
devamli VEGF ekspresyonu yaptiklar1 bilinmektedir. Eriskinde koroid pleksusta da
devamli VEGF ekspresyonu vardir (43). Devamli ve yogun ekspresyon gosteren koroid
ve ekstraokiiler kaslarin izolasyon sirasinda elimine edilmesi ulagtigimiz bilginin retina
hakkinda daha net olmasim saglar. Unutulmamasi gereken bir nokta da anjiyogenez
sirasinda etki gosteren faktorlerin posttranskripsyonel regiilasyonlarinin da oldugudur.
RNA stabilizasyonu ya da proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlar1 gibi olaylar

salt RNA’ya hassas olan array sistemi tarafindan saptanamaz.
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3.4. Serebrovaskiiler gelisim modeli olarak retina

Retina embriyolojik gelisim sirasinda diensefalonun bir uzantisi olarak gelisir. Néronlar
ve glial hiicrelerin bulundugu ve kan-beyin bariyeri benzeri bir kan-retina bariyeri

olusturan bu doku gelisimi agisindan serebral doku ile yakin benzerlik gosterir.

Serebral doku ile benzerligi haricinde retinay1 serebrovaskiiler gelisimin incelenmesi
igin ideal bir deney modeli haline getiren bagka ozellikler de vardir: Retina serebral
doku ile karsilastinnldiginda daha az kompleks bir mimariye sahiptir. Retina kolay
ulagilir bir dokudur ve canli organizmada in vivo incelenmesi miimkiindiir. Kalinliginin
az olmasi nedeniyle tim dokunun in-situ preparasyonlan yapilabilir. Biitin yayma

(whole-mount) preparasyonlarla retinanin alansal olarak da incelenmesi miimkiin olur.

3.5. Model hayvani olarak C57b faresi

Rodent retinasin1 deney modeli olarak gekici kilan bu tiirlerde retinal damarlanmanin
tamamen dogum sonrasi gelismesidir. Avaskiiler bir retina ile dogan hayvanlarda
vaskiilogenez ve anjiyogenezin farkli zaman araliklarinda olusmas: incelemeyi
kolaylastirir. Birgok caligmada C57b fare tiriinin kullanilmig olmasi bu tiirdeki

vaskiiler gelismeyi incelemek konusunda homojen bir bilgi birikimi saglar.

3.6. Hipotez

Retinal vaskillogenez ve anjiyogenez aym biiyiime faktorlerinin  zamansal

salinimlarindaki degisimlerle kontrol edilir.

3.7. Proje dizayni
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Deney deskriptif bir caligma olarak planlanmistir. Amag retinal vaskiiler gelisim
sirasindaki basamaklarin tanimlanmas: ve bunlar sirasinda eksprese olan biyiime
faktorlerinin zamansal degisiminin ortaya konmasidir. Boylelikle neonatal retinanin
serebrovaskiiler gelisim modeli olarak kullanilmasi igin referans degerler ortaya

konmustur.

Anjiyogenezde bircok biiyiime faktorii rol alir. Bunlarin her birinin yalmz bagia
incelenmesi anjiyogenez hakkinda yeterli bir genel fikir vermemekte, tiim faktorlerin
sistematik incelemesi ise ¢ok zaman ve emek gerektirmektedir. 1990°larda
gelistirilmeye baglanan ve giniimiizde rutin kullanima girmis olan “microarray”
teknolojisi bu amag icin ideal yontem olarak Oniimiize ¢ikmaktadir. Giiniimizde
anjiyogenez ile ilgili oldugu diisiiniilen biiyiime faktorlerinin ayni anda ve aralarindaki
etkilesimleri de gosterecek sekilde incelenmesi bu yontemle miimkiindiir. Bu calismada
“pathway specific array” sistemi kullamlarak anjiyogenez ile iligkili 96 gen

incelenmistir.

1.1.1. Mikroarray sistemleri

Mikroarray sistemleri kullanilan cam ya da membran yiizey iizerine yerlestirilen DNA
oligoniikleotid problarina baglanan 6rnek DNA’sinin igaretlenerek gosterilmesine
dayanir. Bunun igin hiicreden izole edilen RNA polimeraz zincir reaksiyonu ile
cDNA'’ya donistiriilirz. DNA Kullanilan oligoniikleotid problarinin yerlestigi yatak
biiyiikliiklerine gore "Microarray" (200 mikrondan kiiciik) ya da "Macroarray" (300
mikrondan biiyiik) olarak isimlendirilir (80).

Giiniimiiz “microarray” sistemleri aym1 anda onbinden fazla genin ekspresyon
durumunu gosterebilmekte ve kabaca tiim genomu “whole-genome microarray” olarak
isimlendirilmektedir. Fakat bu genis ekspresyon goriintiilerinin yorumlanmasi bir sorun
yaratmakta ve boylesine genis bir gen yelpazesini taramak deney maliyetini ¢ok
arttirmaktadir. Bu gereksinimden “focussed microarray” sistemleri dogmustur. Bu
sistemler daha Gnceden iligkileri bilinen ya da tahmin edilen bir grup geni hedef alir ve
array iizerinde yer alacak olan genler otomatik sekilde iiretilir. Bu yontemin ticari hale

gelisi ile birlikte iiretim maliyetini gok diisiiren “knowledge based array” kavrami
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dogmustur. Bu sistemler iliskisi daha once bilimsel olarak gosterilmis bir grup geni

hedef alir (6rn: anjiyogenez, ekstraseliiler matriks elemanlari, hiicre igi sinyal iletimi).

Hiicreden RNA izolasyonu, bundan cDNA sentezi ve bunun array iizerinde gosterilmesi
giiniimiizde rutin olarak kullanilan molekiiler biyoloji yontemlerine dayanir (80). Bu
reaksiyonlarda mutlak optimizasyon saglanmis degildir (80). Her ne kadar bu yontem
giivenilir sekilde klinik tanida dahi kullanilsa bile her basamak sirasinda daha énceden
Ongoriilemeyecek ve saglamasi yapilamayacak bilgi kayiplari ya da hatalar da
olusmaktadir. Dolayist ile "microarray" sistemlerinden elde edilen bilgi mutlak degerleri

yansitmaz fakat semi-kantitatiftir (37).

3.8. Deneyin gelistirilme potansiyeli ve kullanim alanlar

Tammlanan deney modeli serebral damar gelisimi hakkinda sinirli olan bilgimizi

arttirabilmek son derece pratik bir ¢oziim sunmaktadur.

Anjiyogenez normal doku onarimindan, serebral vaskiiler malformasyonlara ve timor
gelisimine kadar bircok patolojik ve dogal proseste aktif rol oynar. Ayni model
kullanilarak vaskiilogenez ve anjiyogenezde rol alan sinyal yolaklan selektif olarak
maniple edilebilir ve bunun hem sonugta olusacak fenotip ve diger biiyiime faktérlerinin
salmmindaki degisiklikler incelenebilir. Model aym zamanda giiniimiizde serebral
vaskiiler malformasyonlarin (ve potansiyel olarak neoplastik patolojilerin) tedavisinde

kullanilan drog ve tekniklerin denenmesi icin de uygundur.

4. GEREC VE YONTEM

4.1. Denek hayvanlar

Bu projede C57b fare cinsi kullanilmis, fareler TUBITAK-Marmara Arastirma

merkezi laboratuarlarindan saglanmigtir. Deneklere ad-libidum su ve yiyecek

24



saglanmis ve deney sirasinda damizlik olarak kullanilan hayvanlardan saglanan
doliitlerin tek bir jenerasyonu deneye kabul edilmistir.
Bu deney Marmara Universitesi Hayvan Etik Kurul komitesi tarafindan (29.09.2004)

tarih ve (54. 2004. mar) say1 ile onaylanmugtir.

4.2. Retina izolasyonu

Dorgum sonrasi 0. giinden baslayarak 20. giine kadar giinasir1 iki denek (0, 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18 ve 20. giinlerde) ve 6 haftalik iki denek letal dozda sodyum pentobarbital
ile sakrifiye edilmigtir. Retinalar ¢ift tarafli olarak RNAazsiz PBS (Phosphate Buffered
Saline) icinde diseke edilmistir. Orneklere retina pigment epiteli ya da ekstraokiiler kas
tabakasimin karismadigi pilot calismada hematoksilen-eozin ile boyanan piyeslerde

histolojik olarak dogrulanmigtir (Resim-2).

4.3. Retinadan RNA izolasyonu

izolasyon sirasinda —20°C’lik sogutma kalibi iizerinde tutulan taze retina dokusu
bekletilmeden homojenize edilerek intraseliiler RNA serbestlestirilmis ve ticari kit
(Rneasy kit, Quiagen Inc., CA, USA) ile izole edilmistir. Bu 200 niikleotidden kiigiik
RNA’y1 izole etmemekte ve selektif olarak mRNA oraninin artmasimi saglamaktadir.

izolasyon islemi sonucunda elde edilen RNA —20°C’de saklanmustir.

4.4. RNA saflik kontrolii

RNA o6rnegi miktar, saflik ve 6rnek kalitesi agisindan test edilmistir.

Miktar degerlendirmesi igin 1:500 oraninda (dietil pirokarbolat ile muamele edilerek
RNAaz enzimi inaktive edilmis) suda dereceli olarak seyreltilen RNA’nin 260nm dalga
boyunda absorbansi spektrofotometrik (Shimadzu Inc. Japonya) olarak ol¢iilmiig ve her
ornek igin RNA konsantrasyonu hesaplanmustir.

Saflik agisindan spektrofotometrik olarak TRIS tamponunda seyreltilen edilen RNA’nin
260nm ve 280nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometrik olarak olciilmis ve

oranlanarak protein ya da DNA kontaminasyonu ekarte edilmistir. Izole edilen RNA’nin
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kullanilabilir oldugunu belirlemek icin formaldehit jel elektroforezinde RNA’min (

degrade olmadigin1 belirleyen) 18s ve 28s bantlar1 gosterilmistir (Resim-3).

4.5. Array sistemi

Deneyde “Superarray-GE array, Q series Mouse Angiogenesis Kit” (Superarray
Bioscience Corporation, MD, USA) sistemi kullanilmigtir. Bu sistemde daha énce izole
edilmis olan 6rnek RNA’st revers transkriptaz PCR teknigi ile Biotin-16-dUTP ile
isaretli c-DNA formuna doniistiirilmekte ve bu 3.8 x 4.8 cm boyutlarindaki naylon
array membranlarina hibridize edilmektedir. Ornek icinde var olan genlerin c-DNA’s1
membran iizerindeki 96 gene ait problarla kargilagsmakta ve komplementer olanlar
kutucuklara baglanmaktadir. Baglanmayan 6rneklerin uzaklagtirilmasi sonrasi igaretli
cDNA’y1 baglamis olan kutucuklar alkali fosfataz- streptavidin ve CDP-star ile
boyanmaktadir. Elde edilen kemiliiminesans kontak baski ile “Kodak Scientific Film’e”

kaydedilmistir (Resim 4).

4.6. Goriintiilerin ve bulgularin islenmesi

Film banyosu sonrasi gorintiler bir "flat-bed scanner" ile bilgisayar ortamina
aktarilmig, Scan-alyze 2.50 (Frank Eisen, Stanford University, USA) programu ile array
kutucuklarindaki goriintii sayisal bir degere gevrilmigtir. Her deneyden elde edilen data
Gearrayanalyzer 1.3 (SuperArray Inc. USA) programi ile Kargilagtirilmigtir.
Kargilagtirma sirasinda 0 deferi olarak membranda okunan en diisiik deger kabul
edilmis, normalizasyon iginse beta aktin geni kullamlmigtir. Elde edilen data

tablosundan Excel 2002 (Microsoft, USA) programinda grafikler hazirlanmistir.
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Resim-2

Ornek retinalari mikrodiseksiyon sonrasi saflik
agisindan degerlendirilmistir. Ornegin noral retina
dokusundan olustuguna ve retina pigment epiteli ya
da ekstraokiiler kas dokularinin olmadigina dikkat
ediniz.

100x biiytitme, Parafine gémiilmiis doku,
Hematoksilen-Eozin

—

goriilmektedir.
L

Resim-3

izolasyon sonrasi formaldehid jel elektroforezinde
28s ve 18s bantlar1 gosterilerek mRNA’nin intakt
oldugunu verifiye etmistir. Ilk kolon degrade
(stirtintii seklindeki goriintii) ve intakt mRNA’nin
birlikte bulundugu glioblastom dokusu, ikinci
kolonda standart uzunluktaki RNA’lardan olusan |
karisim, en sag kolonda ise retinal RNA 6rnegi

Resim-4

Array membrammin 6n(A) ve arka(B) yiizleri.
Kemiliiminesan array membranlarinin fotograf filmi
tizerinde kaydedilmig goriintiisii(C).
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-
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5. BULGULAR

Elde edilen tim sonuglar tablo 2’de sunulmugstur. Deney bulgularimn biiyiikligii
nedeniyle direk olarak inceleme pratik olarak miimkiin degildir. Bundan dolay:
bulgularin incelenmesi sirasinda birbiri ile alakali gen gruplart kargilastirilmali olarak
ele almmustir. Olusturulan gruplar tablo 3, 4, 5 ve 6°da gosterilmistir. Onemli oldugu

diistiniilen gruplarda elde edilen bulgular sirast ile ele alinacaktir.

5.1. VEGF ailesi

VEGF ailesinden VEGF-A, -B ve -C ligandlari kabaca benzer bir profil sergilerler. Her
ti¢ faktor de iki kiigiik ve bir biiyiik bir zirve yapar fakat VEGF’in her zirve sirasinda
diger faktorlerden daha yiiksek oranlara ¢iktigi gézlenir. Sifirinci giin degerleri ele
alindiginda her ti¢ faktoriin de erigkindeki diizeylerden daha diisiik olduklari goriiliir.
Bunun ardindan her ti¢ faktor de 2. giinde zirve gizer. Altinct giinde baslayan ikinci bir
zirveyi 10. giinde bir digeri takip eder. 10 giinden sonra VEGF mRNA diizeyleri 18.
giinde en diisiik degerlere inmek iizere diisiise geger. Her ii¢ faktoriin de 20. giinde

tekrar bir zirve yaptiklari goriiliir.

Sekil 1

1.60 por——
1.40
1.20
1.00 +
0.80
0.60
0.40

|—e—Hifla —=—VEGF VEGF-B —  VEGFC|

Bu dort zirveden 10. giinde baglayani en yiiksek degerlere ¢ikar. VEGF’in bu noktada
igin erigkin degerinin 7 katina ulagtifr izlenir. Hipoksiye bagimli VEGF salmimini

saglayan HIF-1A sadece 6. giinde baslayan zirveye eslik eder ve diger 3 VEGF ligand:
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gibi 18. giine kadar azalmakla birlikte bu diisiisii 18. giinde kiigiik bir zirve yaparak
bitirir. Gézoniinde bulundurulmasi gereken bir nokta HIF-1A’mn yaptigi higbir inis
¢ikisin  VEGF  ligandlarindaki kadar belirgin olmadifidir. Biiyiik zirvenin tepe
noktasinda (10. giinde) HIF-1A, erigkin degerinin ancak 0.75 katina, ikinci zirve olan
18. giinde ise erigkin degerinin ancak 0.8 katina ulagir.

Sekil 2

0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

od 2d 4d 6d 8d 10d 12d 14d 16d 18d 20d ad

Flt (VEGFR-1) reseptérii 0. giinde erigkin degerinin 0.7 katinda baglar ve yapacag: tek
kiigiik zirvede 8. giinde eriskin degerinin 1.2 katina ulagir. FIk(VEGF-2/KDR) reseptérii
ise 0. giinde eriskin degerinin 0.8 kati ile baslar, diger tiim aile elemanlarinda farkli bir
sekilde 8. giinde tirmanmaya baslayarak 16. giinde erigkin degerinin 1.katina ulagacag
tepe degerini ¢izerek 20. giine kadar progresif diiser.

Sekil 3

2.50

2.00

1.50

1.00

0d 2d 4d 6d 8d 10d 12d 14d 16d 18d 20d ad

| it —m— flk-1 Hif1a ——VEGF |

Aileye ait diger iki ligand olan VEGF-D (FIGF: Fos Inducible Growth Factor) ve
PGF(Placental Growth Factor) kendilerine ait bir profil sergilerler. ikinci giinde
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