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Oz

Amag: Kronik arteryel iskemi tedavisinde cerrahi ve invazif girisimler yapilmaktayken bu
yontemlerin yetersiz kaldig1 durumlarda tedavi seceneklerinden biri terapdtik anjiyogenezistir.
Calismamizda, terapotik anjiyogeneziste yeni ve kontrollii bir siire¢ olusturmak amaciyla, arka
bacaklarinda kronik arteryel iskemi olusturulan ratlara, intramuskiiler lipoteikoik asit
enjeksiyonu yapildi ve anjiyogenezis siireci degerlendirildi. Yontem: Gruplardaki rat sayisi
istatistiksel yontemle belirlenerekherbirinde onar rat bulunan toplam doért grup olusturuldu.
Kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmadi, iskemi grubuna kronik iskemi modeli
olusturuldu, serum fizyolojik grubuna iskemi olusturulduktan sonra serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi, lipoteikoik asit grubuna iskemi olusturulmasini takiben intramuskiiler
lipoteikoik asit enjeksiyonu yapildi. Ratlar laboratuvar ortaminda otuz giin boyunca vital
bulgular ve enfeksiyon acisindan takip edildikten sonra anestezi verilmesini takiben
ekssanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi, toraks 6n duvari acildi, kalp icerisinden enjektor
yardimiyla 5 cc kan alinarak biyokimyasal analizler yapildi, toplanan kan orneklerinde
proanjiyogenik faktorlerden vaskiiler endotel biiyiime faktérii ve anjiopoietin-1, anti-
anjiyogenik faktorlerden endostatin ve anjiostatinin serumdaki diizeyleri 6l¢iildi. Ratlarin arka
bacaklarindan gastroknemius kaslar1 c¢ikarilarak histopatolojik analizler yapildi, alinan kas
dokusu ornekleri 151k ve elektron mikroskobisi ile degerlendirildi. Bulgular: Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, lipoteikoik asit grubunda diger gruplara gore yeni olusan
kapillerite sayisi, anjiopoietin-1 diizeyi, endostatin ve anjiostatin bakimindan anlamh derecede
artis tespit edildi (p<0.05). Sonug: Bulgularimiz, kronik iskemi modelinde lipoteikoik asitin
anjiyogenezisi etkin bir bicimde sagladigini, ayni1 zamanda proanjiyogenik ve anti-anjiyogenik
sitokinlerin her ikisinde birden artisa yol acarak anjiyogenezisin kontrollii bir siirecte gelistigini
telkin etmektedir.
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Effect of lipoteichoic acid on chronic limb ischemia in rats
Abstract

Aim: While surgical and invasive interventions are being performed in the treatment of chronic
arterial ischemia, one of the treatment options when these methods are inadequate is
therapeutic angiogenesis. In our study, intramuscular lipoteichoic acid injection was performed
in rats with chronic arterial ischemia on their hind limbs, in order to establish a new and
controlled process in therapeutic angiogenesis, and the angiogenesis process was evaluated.
Methods: The number of rats in the groups was determined by statistical method, and four
groups with ten rats in each group were formed. No action was taken on the control group, a
model of chronic ischemia was formed in the sham group, in saline group, saline was injected
after ischemia, injection of intramuscular lipoteichoic acid was performed in the lipoteichoic
acid group following ischemia formation. Rats were sacrificed by exsanguination method
following anesthesia after the rats were followed for 30 days in the laboratory for vital signs and
infection, the thoracic anterior wall was opened, biochemical analyzes were performed by taking
5 cc of blood from the heart through the injector, blood levels of proangiogenic factors, vascular
endothelial growth factor and angiopoietin-1, anti-angiogenic factors, endostatin and angiostatin
were measured in serum samples collected. Gastrocnemius muscles were removed from the
hind limbs of the rats and histopathological analyzes were performed. The muscle tissue
samples were evaluated by light and electron microscopy. Results: As a result of the evaluations
made, there was a significant increase in the number of capillary vessels, angiopoietin-1 level,
endostatin and angiostatin in the lipoteichoic acid group compared to the other groups (p<0.05).
Conclusion: Our results suggest that lipoteichoic acid helps in the development of angiogenesis
effectively and also provides a controlled angiogenesis by stimulating both the proangiogenic
and antiangiogenic cytokines simultaneously.
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Giris vaskiler endotelyal biiylime faktori (VEGF)
veya fibroblast blylime faktorii (FGF) gibi
proteinleri kodlayan genlerin aviriilan
viriislere  (sitomegaloviriis)  transfekte
edildikten sonra iskemik hedef organa

Bilindigi tlizere kardiyovaskiiler
hastaliklarda temel problem arteryel akimin
yavaslamasi veya tamamen ortadan
kalkmasiyla meydana gelen iskeminin hedef

organ veya dokularda yarattigi
hasarlanmadir.
Kronik arteryel iskeminin

tedavisinde temel hedefler, semptomlari
azaltmak, yasami uzatmak, kas hasarini
azaltmak ve tekrarini 6nlemektir. Bu amagla
genellikle anti-iskemik ilaglar, antiplatelet
ajanlar,  antikoagiilanlar,  gerektiginde
perkiitan girisim, stent uygulamasi ve
baypas cerrahisi ile gerceklestirilir.l2Bu
yontemlerin yetersiz kaldig1 durumlarda ise
terapotik anjiyogenezis olusturmak igin yeni
arastirmalar planlanmistir.

Arteryel iskemide, mevcut kollateral
damar  yapisinin  arttirilmast  tedavi
seceneklerinden biridir.Bu amacgla yapilan
arastirmalardan birisi"gen tedavisi" adi
verilen yontemdir.Bu tedavi protokoli,
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ulastirilmasiyoluyla yapilmaktadir.3

Bunun disinda, kronik arteriyel
iskemide anjiyogenezisi arttirmak amaciyla
son yillarda kok hiicrelerle ilgili calismalar
yapilmis, embriyonel ve periferik kok
hiicreler terapotik anjiyogenezis
olusturmada kullanilmistir.*

Koroner arter hastalifi ve periferik
arteryel hastallk gibi kronik iskemik
hastaliklarda, karmasik bir patofizyolojik
mekanizma yoluyla iskemik dokuda
anjiyogenezis meydana gelmektedir.
Anjiyogenezis slirecinde proanjiyogenik ve
anti-anjiyogenik sitokinlerin rol oynadigi
bilinmektedir.s Iskemiye ugramis dokularda
sitokinlerin artmasi ve makrofajlarin

uyarilmasiyla anjiyogenezis slireci
baslatilmaktadir.e?  Ayrica  anjiyogenik
uyaranlarin artisi ve anjiyogenez
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inhibitérlerinin  azalis1  anjiyogenezisin
baslangicinda 6nemli rol oynamaktadir.8
VEGF ve anjiopoietin-1 (Ang-1) temel
anjiyogenik faktorlerden, anjiostatin ve
endostatin ise temel anti-anjiyogenik
faktorlerdendir.?

VEGF, ozellikle endotel hiicreleri icin
ozgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel
bir biiylime faktori ailesidir.l® VEGF, hem
gelisim sirasinda, hem de yetiskinde,
vaskiilogenez ve anjiyogenez i¢in dnemli ve
gereklidir.11

Bir diger temel anjiogenik faktor
olan Ang-1, 70 kDa agirliginda, glikoprotein
yapida bir molekildiir ve embriyo gelisim
strecinde damar yapisinin olusumunda
kritik rol oynar.l2Hayvan calismalarinda da
anjiopoietinin vaskiiler yapilarin
matiirasyonu icin gerekli oldugu
gozlenmigtir.13

Anti-anjiyogenetik faktorlerden
endostatin, kollajen tip XVIII'in karboksi
terminalinden elde edilir ve endotelyal
hiicrelerin ¢ogalmasini ve migrasyonunu
onler.14 Yapilan calismalarda endostatinin
anjiyogenezi baskiladig1 gosterilmistir.15-16

Bir diger anti-anjiyogenik faktor
olan  anjiostatin, in  vivo  olarak,
metastazlarin anjiyogenezise bagimli
biiylimesi kadar deneysel primer tiimor
biiyiimesini de  engeller.l?  Baslangic
calismalarinda elde edilen insan anjiostatini
40, 42 ve 45 kDa olarak li¢ molekiiler agirlik
icerir ve her lic molekiil de endotel hiicre
¢ogalmasini benzer sekilde inhibe eder.18

Bu bilgilerin 15181 altinda
anjiyogenezis sureci sirasiyla;
proanjiyogenik faktorlerin artmasi,
proteolitik yikilma ve endotel hiicresi
gociinden sonra yeni olusan kapillerler,
uygun anjiyogenez ortaya c¢iktiktan sonra
anjiyogenik  faktorlerde  azalma  ve
anjiyogenez inhibitorlerinde artis seklinde
ozetlenebilir, bdylece endotel hiicreleri
sessiz bir hale blriiniir ve damarlar kan
akimini baslatmaya hazir hale gelmis olur.1?

Diizenli bir anjiyogenezis siirecinde
proanjiogenik ve anti-anjiyogenik
faktorlerin ikisine birden ihtiya¢ oldugu
kadar, anjiyogenezisin = olusmasi ve
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diizenlenmesi icin  Nitrik oksit de
gereklidir.20 Lipoteikoik asit (LTA), vaskiiler
diiz kas hiicrelerinden, indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz salinimini arttirir.21.22

LTA, gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarinda, duvara sikica tutunmus olan ve
acil grubu iceren bir komponenttir.
Bakterilerin hiicreye yapismasini,
kolonizasyonunu ve invazyonunu
kolaylastirma fonksiyonuna sahip bir
adezyon molekiiliidiir.23

LTA ile ilgili yapilan g¢alismalar
incelendiginde, LTA'nin hiicresel aktivite ve
sitokin sentezinin potent indiikleyicisi
oldugu, bununla beraber, yiiksek seviyede
saflastirilmis LTA'nin kanda sitokin cevabini
indiikledigi gosterilmistir.2425

Diger yandan LTA, CD14 ile
etkilesime girerek, inflamatuvar sitokin
tiretimine neden olan NF-kB aktivasyonunu
indiklerken IL-6 ve  TNF-a  gibi
proanjiyogenik sitokinlerin makrofaj ve
monositlerden salinmasina da neden
olur.2627

Bu calismadaki amacimiz, ratlarin
arka bacaklarinda kronik iskemi
olusturulduktan sonra, iskemik kas
dokusuna stafilococcus aureus'tan elde
edilen lipoteikoik asit (LTA) enjeksiyonu
yapilarak anjiyogenezis slirecini
degerlendirmektir. Olusturdugumuz kronik
iskemi modelinde iskeminin anjiyogenezisi
stimiile etmesine ek olarak, LTA'nin major
sitokin  stimiilan1  olmasi  nedeniyle,
uygulandigi dokuda proanjiyogenik ve
antianjiyogenik ajanlarin ikisini birden
artiracagl ve bu nedenle kontrolli ve hizh
bir  anjiyogenezis slireci  yaratacagi
diistintilmiistiir.

Yontem

Bu calismada hayvan haklari, Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals
(http://www.nap.edu/catalog/5140.html)
prensipleri dogrultusunda korunmus ve
Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (24.02.2010 tarih, 2010/23
say1) onay1 alinmistir.
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Calisma, ortalama 250g agirliginda,
toplam 40 adet erkek albino wistar rat
lizerinde yapildi. Rat sayisi istatistiksel gii¢
analizi yapilarak hesaplandi. Her bir grupta
10'ar rat olacak sekilde dort farkli grup
olusturuldu. Kontrol grubuna hi¢ bir islem
uygulanmazken diger gruplarda kronik
iskemi modeli olusturuldu.28Kronik iskemi
olusturmak i¢in ratlar anestezi(Ketamine
75mg/kg, Xylazine 10mg/kg i.p.)
sonrasinda, alt ekstremite uyluk i¢ yiizleri
%10 povidon iyodin ile temizlenerek, sol ve
sag inguinal bolgelere yaklasik 1cm'lik kesi
yapildi.29Femoral arterler bulundu, her iki
femoral arter, baslangic seviyesinden
trifukasyon seviyesine kadar 3/0 ipek siitiir
ile ligatiire edilerek c¢ikarildi, kanama
kontrolii yapildiktan sonra cilt kesisi 5/0
polipropilen siitiir kullanilarak kapatildi.

Kontrol grubu (KG):Bu gruptaki
ratlar  anestezi (Ketamine 75mg/kg,
Xylazine 10mg/kg i.p.) verilip uyutulduktan
sonra ekssanguinasyon yontemiyle sakrifiye
edildi30 Biyokimyasal parametreler igin
kalp icerisinden5 ml kan alindi, her iki
gastroknemius  kasindan histopatolojik
incelemeler icin doku Ornegi alindi, islem
sonrasl ratlar hayvan laboratuvari yetkilisi
tarafindan usultine uygun olarak imha
edildi.

Iskemi grubu (IG):Bu gruptaki ratlar
iskemi olusturulduktan sonra 30 giin takip
edildi, bu silire zarfinda vital bulgular
kontrol edildi.30 glin sonra ratlarin
anestezisini (Ketamine 75mg/kg, Xylazine
10mg/kg 1ip.) takiben ekssanguinasyon
yontemiyle sakrifiye edildi, biyokimyasal
parametreler icin kalp icerisinden 5 ml kan
alindi, her iki gastroknemius kasindan
histopatolojik incelemeler icin doku ornegi
alindi, islem sonrasi ratlar hayvan
laboratuvar1 yetkilisi tarafindan usuliine
uygun imha edildi.

SF grubu (SFG):Bu gruptaki ratlara,
iskemi olusturulduktan 24 saat sonra, 1
mlsteril %0.9 NaCl, aseptik kosullarda,
ratlarin secilen bolgesine
(M.gastroknemius) dort noktadan (her
enjeksiyonda  0.25ml  olacak  sekilde
ayarlandi) enjekte edildi. Ratlar 30 giin
takip edildi, bu siire zarfinda vital bulgular
kontrol edildi, 30 giin sonra ratlarin
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anestezisini (Ketamine 75mg/kg, Xylazine
10mg/kg 1i.p.) takiben ekssanguinasyon
yontemiyle sakrifiye edildi, biyokimyasal
parametreler i¢cin kalp icerisinden 5 ml kan
alindi, her iki gastroknemius kasindan
histopatolojik incelemeler i¢cin doku 6rnegi
alindi, islem sonrasi ratlar hayvan
laboratuvar1 yetkilisi tarafindan usuliine
uygun imha edildi.

LTA grubu (LTAG):Bu gruptaki ratlar
iskemi olusturulduktan 24 saat sonra,
Staphylococcus aureus’ tan elde edilen LTA
(liyofilize ampiil olarak, Sigma Chemical St.
Louis. MO), steril %0.9 NaCl icinde diltie
edilerek, 1 mg/kg dozunda toplam 1 ml
olacak sekilde, aseptik kosullarda ratlarin
secilen bolgesine (M.gastroknemius), dort
noktadan (her enjeksiyonda 0.25ml olacak
sekilde ayarlandi) enjekte edildi. Ratlar 30
glin takip edildi, bu siire zarfinda vital
bulgular kontrol edildi, 30 giin sonra
ratlarin anestezisini (Ketamine 75mg/kg,
Xylazine 10mg/kg i.p.) takiben
ekssanguinasyon  yontemiyle  sakrifiye
edildi, biyokimyasal parametreler icin kalp
icerisinden 5 ml kan alindi, her iki
gastroknemius  kasindan histopatolojik
incelemeler icin doku oOrnegi alindi, islem
sonrasi ratlar hayvan laboratuvar1 yetkilisi
tarafindan usuliine uygun imha edildi.

Istk Mikroskobik  Doku  Takibi  ve
Immunohistokimyasal Boyama Protokolii

Dokular 24 saat %10 tamponlanmis notral
formalinde fikse edildikten sonra akar suda
yikandl. Daha sonra artan derecede
alkollerden (%80, %90 ve %96) gecirilerek
dehidrate edildi, ksilol ile seffaflandirildi ve
parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler adeziv poli-L-lizin kaph
lamlara alindi. Kesitler deparafinize edilip
rehidrate edildikten sonra distile su ile
yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini yok
etmek icin metanolde %3’ lik hazirlanmis
hidrojen peroksitte 10 dakika bekletildi.
Nonspesifik antikor baglanmasini yok etmek
icin  oda 1sisinda  blok  soliisyonu
(Novocastra®, RE7104) ile 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra kesitlerin tizerine
%5 s181r serum albiimin soliisyonunu iceren
PBS’ de (Phosphate buffered saline)
hazirlanmis 1/100 diliisyondaki tavsan
poliklonal IgG Von Willebrand Factor
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primer antikoru (Abcam®, ab-6994)
damlatild1 ve +4 °C'de bir gece bekletildi.
Ertesi gliin Once biotin ile baglanmis
sekonder antikor soliisyonunda (Sensi
Tek®, ABF125) 10 dakika, ardindan
Streptavidin-peroksidaz soliisyonu
(Novocastra®, RE7102) ile 20 dakika
inkiibe edildi ve PBS ile yikandi. Son asama
olarak peroksidaz substrati olan
diaminobenzidin (DAB) damlatildi ve
boyanma yogunlugu mikroskop altinda
kontrol edilerek bir dakika beklendi.
Kesitler distile suda bes dakika yikandiktan
sonra hematoksilen ile zit boyama yapild.
Negatif kontrol icin ayrilan kesitlere primer
antikor icermeyen %0.5 PBS-BSA
(Phosphate buffered saline-Bovine serum
albumin) damlatildi. Incelemeler, Olympus
BX50 marka 1s1k mikroskobu ile yapild1 ve
Nikon Coolpix 5000 dijital kamera ile
resimleri  ¢ekildi. Immunohistokimyasal
degerlendirme i¢in; tiim gruplarda her bir
kesitte X400 buyiitmede 10 farkh alanda,
Von Willebrand Factor ile immun
isaretlenmis endotele sahip kapillerler
sayildi.

Elektron Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Dokular, fosfath tuz tamponu ile
hazirlanmis  %2.5° luk  gluteraldehit
soliisyonu ile dort-alti saat tespit edildi.
Fosfath tuz tamponu ile yikanan dokular,
daha sonra %1’ lik osmium tetraoksit ile bir
saat stiireyle +4°C’ de ikinci kez fikse edildi
ve artan derecede alkollerden (%50, %60,
%70, %80, %90, %96) gecirildi. Propilen
oksit ile seffaflandirildiktan sonra araldite
gomuldii. Bloklardan, Leica UCT
ultramikrotom ile alinan 70nm’ lik kesitler,
uranil asetat ve Kkursun sitrat ile
kontrastlandi. Tiim incelemeler, JEOL JEM
1011 marka elektron mikroskobu ile yapildi
ve ITEM dijital goriintileme programi ile
fotograflandi.

Biyokimyasal Parametreler ve Degerlendirme

Ratlardan allman 5 ml kan tiip
icerisine konuldu, 10.000 devir/dk’ da bes
dakika santrifiije edilerek toplanan serumda
ELISA test yontemiyle VEGF (RayBio® Rat
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VEGF ELISA Kit, Norcross, USA), Ang-1
(ELISA Kit for Rat Angiopoietin-1, Uscn Life
Science Inc. Wuhanve, USA), endostatin
(ELISA Kit for Rat Endostatin, Uscn Life
Science Inc. Wuhanve, USA), anjiostatin
(ELISA Kit for Rat Angiostatin, Uscn Life
Science Inc. Wuhanve, USA) degerleri
hesaplandi.

Istatistiksel analiz

Tanimlayici istatistiklerde
ortalama,standart sapma ve minimum-
maksimum degerleri verilmistir. Gruplari
karsilastirmak i¢in Tek Yonli Varyans
Analizi (OneWay Analysis Of Variance)
uygulanmistir. Post-Hoc test olarak ise
Tukey HSD testi kullanilmistir. Grafiklerde
Box, Whisker ve Dots birarada verilmistir.
Istatistiksel ~olarak anlamhlik seviyesi
0=0.05 olarak alinmistir. Veri analizleri
"MedicalStatisticsand Analysis Consultancy,
New York, NY (www.mestacon.info)
firmasinin Tiirkiye temsilcisi AEK Arastirma
ve Egitim LTD, Teknopark, Mersin
tarafindan yapilmistir. Analizlerde MedCalc
ve SPSS yazilimlar1 kullanilmistir.

Bulgular
Istk mikroskobi bulgulari

Her bir rattan alinan drneklerde X40
biiylitmede on farklh alanda Kkapillerler
sayllmistir (Fotograf 1). Kapiller damar
sayiminin analizine gore gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0.0001) (Tablo 1). LTAG ile diger tim
gruplar karsilastirildiginda anlamhi bir fark
oldugu tespit edilmistir, KG-LTAG
(p<0.0001), IG-LTAG (p=0.018) ve SFG-
LTAG (p=0.036).

Elektron mikroskobi bulgulari

KG: Normal morfolojik o6zelliklere
sahip kas hiicreleri izlendi. Hiicrelerdeki
organeller, myofibrillerin  yapis1  ve
diizenlenisi normal gértiiniimdeydi.

IG ve SFG:Her iki grubun bulgulan

benzerdi.  Hiucrelerdeki  myofibrillerin
diizenlenisinde bozulmalar, bazi
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myofibrillerde yer yer incelme ve harabiyet
saptandi. Miyofibrillerde baz1 boélgelerde Z
bandlarinda kayip ve diizensizlikler
gozlendi. Miyofibriller arasindaki
mitokondriyonlarda sisme ve krista
kayiplar1 gibi dejenerasyon bulgulari
gorildii (Fotograf2).

LTAG:Bu gruptaki bulgular kontrol
grubundakilerle benzerlik gostermekteydi.
Kas hiicrelerindeki myofibrillerin
diizenlenisi ve yapisi normal gériiniimdeydi.
Pleomorfik goriinlimdeki mitokondriyonlar
normal yapidaydi (Fotograf3).

Biyokimyasal éI¢ctim bulgulart

1. VEGF parametresine gore gruplar
arasli istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p=0.676) (Tablo1).

2. Ang-1 (ng/ml) parametresine
gore gruplar arasi istatistiksel olarak

Lipoteikoik asit ve anjiyogenezis

anlaml bir fark vardir (p=0.001) (Tablo 1).
LTAG'da Ang-1 diizeyi sirasiyla KG ve 1G'na
gore anlamli  diizeyde  ylkselmistir
(p<0.0001, p=0.005). iG'da ise Ang-1 diizeyi
SFG'na gore anlaml derecede yiikselmistir
(p=0.041).

3. Endostatin (ng/ml) parametresine
gore gruplar arasi istatistiksel olarak
anlamh bir fark vardir (p=0.001) (Tablo 1).
LTAG'da endostatin diizeyi sirasiyla KG ve
[G'na gore anlamh diizeyde yiikselmistir
(p=0.001, p=0.046). SFG'da endostatin
diizeyi KGna gore anlamh diizeyde
ylkselmistir (p=0.033).

4. Anjiyostatin
parametresine gore

(pg/ml)
gruplar  arasi

istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p=0.002) (Tablo 1). LTAG'da anjiyostatin
diizeyi sirasiyla KG ve iG'na gére anlamh
diizeyde yiikselmistir (p=0.001, p=0.024).

20 VIR

Fotograf 1. Isik mikroskobu inceleee yeni olusan kapiller damarlar. Von Willebrand Faktor
ile immun isaretlenmis endotele sahip kapillerler (oklar, indirekt immunoperoksidaz X1200)
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Fotograf 2. iskemi grubunda alinan kas érneklerinin elektron mikroskobi gériintiileri. Yer yer
dejenere olmus miyofibriller (DM) (X10000); dejenere mitokondriyonlar (oklar), yer yer
incelmis ve hasarlanmis miyofibriller (asteriskler), Z bandlarinda kopma ve diizensiklik (ok

baslar1)(X15000)

Fotograf 3. LTA grubundan alinan kas dokusu drneklerinin elektron mikroskobisi goriintiileri.
Normal yapida miyofibriller (M) ve mitokondriyonlar (oklar)(X10000, X15000)

Tablo 1. Gruplarin karsilastirilmasi

KG (Mean#SD)  IG (Mean#SD) (MeifliSD) (Mle‘:‘r?iGSD) p
Ang-1 ng/ml 14.998+2.3527 16.035+2.3688 17.096%3.1865 20.588+3.2164 0.001
Anjiyostatin pg/ml 1.081+0.1504 1.163+0.1476 1.202+0.2079 1.378+0.1213 0.002
Endostatin ng/ml 41.192+6.4785 43.871+4.1958 46.968+2.5472 49.358+3.8199 0.001
VEGF pg/ml 24.086+12.8763 25.444+13.1479 25.942+8.4711 29.815+7.7874 0.676
Yeni Kapiller Sayis1  9.1+1.4384 13.414£5.9999 13.94+3.9814 19.16+3.7164 <0.0001
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Tartisma

Bu ¢alismanin sonucunda LTA'nin,
kronik bacak iskemisi olusturulan ratlarda,
yeni olusan kapiller sayisini diger gruplar ile
karsilastirildiginda anlaml derecede
arttirarak ~ anjiyogenezisi destekledigi
gozlenmistir. Isik mikroskobu altinda yeni
olusan kapiller damar sayisinin
degerlendirilmesinde LTA grubu disindaki
gruplarin arasinda fark saptanmamaistir.

Dokularin elektron mikroskobisi
incelemesinde, iskemi ve SF grubunda
iskemiye bagh degisiklikler gozlenirken,
LTA grubunda iskemik degisikliklerin
goriilmemesi LTA'nin terapotik
anjiyogenezis lizerine olumlu etkisini
desteklemektedir. Literatlir incelendiginde
LTA ve terapotik anjiyogenezis ile ilgili bir
calismaya rastlanmamaistir.

LTA grubunda Ang-1'in yiikselmesi
anjiyogenezis surecini destekleyen bir
bulgudur. Kim ve ark3! yaptiklan
aragtirmada Ang-1 ile, graniilosit koloni
stimiile edici faktor tarafindan mobilize
edilen periferik kokenli kok hiicrelerin
vaskiilojenik potansiyelinin arttigi, Shyu ve
ark.32 yaptiklar1 calismada ise, sadece Ang-
1'i kodlayan plazmid DNA’ simin direkt
intramuskiiler enjeksiyonunun tavsanlarin
iskemik bacaklarinda revaskiilarizasyonu
arttirdigr  gosterilmistir. Benzer sekilde
bizim calismamizda da, LTA grubundaki
yeni olusan Kapiller sayisindaki anlamli
artisla paralellik gosteren Ang-1
diizeylerinin yiiksekligi, LTA’ nin iskemik
dokuda anjiyogenezisi arttirdigini
desteklemektedir. Nykdnen ve ark.33,
yaptiklar1 deneysel c¢alismada, kardiyak
allogreft arteriyosklerozunda Ang-1’ in
koruyucu etkisinin oldugunu ve arteriyel
endoteli stabilize ettigini gostermislerdir.
LTA grubunda Ang-1’ in hedeflenen diizeyde
anlamh derecede artis géstermesiyle sadece
anjiyogenez 1Uzerine olumlu etkilerinden
degil, ayn1 zamanda yeni olusan kapiller
endotelini stabilize edici 6zelliginden de
yararlanilabilir.

Calismamizda, endostatin
bakimindan gorilen farkhihgin LTA ile
kontrol gruplar (p=0.001), LTA ile iskemi
gruplari (p=0.046) ve SF ile kontrol gruplari
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(p=0.033) arasinda oldugu, diger gruplarin
birbirine benzer oldugu goézlenmistir. Bu
analizde, iskemi ve SF gruplarinda
endostatin ~ dlizeyleri  arasinda  fark
saptanamamisken (p>0.05), LTA ve SF
gruplar1 arasinda da fark bulunamamistir
(p>0.05). Gruplardaki endostatin
diizeylerinin ortalamasina bakildiginda;
KG=41.1 pg/dl, 1G=43.8 pg/dl, SFG=46.9
pg/dl, LTAG=49.3 pg/dl olarak ol¢iilmiistiir.
Iskemi olusturulduktan sonra endostatin
diizeyindeki artis kiiclikten bliyiige dogru
siralanacak  olursa,  KG<iG<SFG<LTAG
seklinde bir sonug ortaya ¢ikmaktadir. LTA
grubunda SF grubuna oranla daha fazla artis
olmasina ragmen aradaki fark anlamh
degildir, bu durumda LTA ve SF'in
endostatin diizeyine ayni sekilde etki ettigi
diistiniilebilir. Bu durum, ratlara verilen LTA
dozu ile iliskili olabilir. Ayrica, LTA'nin
sadece SF'le karsilastirildigr farkh doz ve
zaman araliklarinda yeni bir arastirmaya
ihtiyac¢ vardir.

Diger yandan, gruplar
karsilastirildiginda,  antianjiyogenik  bir
faktor olan anjiyostatinin, LTA verilen
grupta; kontrol ve iskemi gruplarina gore
sirasiyla %27.48 (p=0.001) ve %18.42
(p=0.024) oranminda arttigin1 saptadik.
Literatiir arastirildifinda  anjiyogenezis
slirecinde anjiyostatin artisinin ne zaman
gerceklestigi  konusunda  bir  bilgiye
rastlanmamustir. iskemi ve SF gruplarindaki
artisin kontrol grubuna goére anlamli fark
yaratmamasi; ratlarda olusturulan
iskemiden sonraki bir aylik siirede,
anjiyogenezis olusum siirecinin LTA verilen
gruba gore daha yavas seyrettigi ve buna
bagh olarak, antianjiyogenik faktorlerin
artls sirasinin heniiz gelmedigi seklinde
yorumlanabilir. LTA grubunda iskemi
grubuna gore yiksek anjiyostatin ve
endostatin degerleri kontrollii anjiyogenezis
olusumuna Kkatkida bulunabilir. Sadece
proanjiyogenik faktoérlerin uyarilmasi veya
hedef organa  ulastirilmasi  yoluyla
hedeflenen terapotik anjiyogenezis
strecinde, yeni kapiller olusumunun belirli
bir asamada durdurulmasi islemi,
organizmanin antianjiyogenik sistemlerinin
kapasitesine birakilmaktadir. Diizensiz bir
sirecte meydana gelen anjiyogenezis ise
neoplastik olmayan endometriyozis,
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romatoid artrit, psoriazis, hemanjiom gibi
hastaliklarda s6z konusudur.343¢  Bu
orneklerde oldugu gibi, proanjiyogenik ve

antianjiyogenik sitokinler arasindaki
dengenin bozulmasi nedeniyle ortaya ¢ikan
kontrolsiiz anjiyogenezis istenmeyen

sonuglar ortaya cikarabilir. LTA ise potent
sitokin stimilan1 olmasi nedeniyle hem
proanjiyogenik hem de antianjiyogenik
faktorleri arttirarak anjiyogenezis stirecinin
daha kontrolli islemesini saglayabilir.

Calismamizda VEGF; LTA grubunda;
kontrol, iskemi ve SF grubuna gore daha
fazla artis gostermis olmasina ragmen bu
artis istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir (p>0.05). VEGF’'deki artisin
anlaml derecede olmamasi, verilen LTA
dozuyla iliskili olabilir. G. Merino ve
ark.37LTA’ nin Giveit yaptigini gostermek icin
yaptiklar1 deneysel c¢alismada, sirasiyla,
3.75, 7.5, 15 ve 30 mg/kg dozunda LTA
kullanmislardir. Literatiirde, LTA’ nin
anjiyogenezis tizerine etkisinin arastirildigi
herhangi bir arastirma 6rnegi olmadigindan,
bu c¢alismada bir mililitre voliim icerisinde
1mg/kg LTA olacak sekilde doz ayarlamasi
yapilmistir. Calismamizda serum VEGF ve
diger parametrelerin serum degerlerinin
Olglimi, kronik iskemi modeli
olusturulduktan sonra 30. glinde
yapumistir. Serum VEGF degerleri 30.
glinden oOnce pik degere ulasmis ve
sonrasinda diisiise gecmis olabilir. VEGF,

Ang-1, endostatin ve anjiyostatin
Olciimlerinin sadece 30. giinde yapilmis
olmasi calismamizin kisitlihigini

olusturmaktadir. Farkli zamanlarda, farkh
dozlarla olciim yapilmas1 gereken yeni
calismalar tasarlanabilir.

Elde ettigimiz sonuglar, iskemik
dokuda zaten artmis olan proanjiyogenik
faktorlerin LTA etkisiyle daha ¢ok arttigini
desteklerken, antianjiyogenik faktdrlerin
artisina ragmen dengenin proanjiyogenik
faktorlere dogru kaymasinin sonucu olarak
anjiyogenezis slirecinin antianjiyogenik
sistemlerce belki de daha ge¢ dengelenmesi
sonucunda yeni kan damarlarinin sayisi
kontrol, iskemi ve SF gruplarina gére daha
yliksek oranda gergeklesmistir.

Tiim bu bulgular ve
degerlendirmelerin 15181 altinda, LTA’ nin
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arteriyel iskemi tedavisinde kullanilabilecek
yeni bir ajan olabileceginden, yapilacak
daha ayrintili ¢alismalarla sonuclarimizin
desteklenmesi gerekmektedir.
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