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Anjiyogenezde bir in-vivo model: civciv

koriyoallantoik membran

Taner Ozgiirtas (*)

OZET

Anjiyogenez, yeni kapiller olusumu ile seyreden biyolojik bir stirectir ve bazi
fizyolojik ve patolojik durumlarda ortaya gikmaktadir. Anjiyogenez pozitif ve
negatif diizenleyici aktiviteye sahip molekiiller arasindaki net dengeyle kon-
trol edilir. Insan saghgr agisindan yeni damar olusumu (anjiyogenez) ve kan
damarlarinin yayiliminin kontrolii (anti-anjiyogenez) oldukga onemlidir. Bu
nedenle, anjiyogenez aktif bir aragtirma alanidir. In vitro modeller, bu siireci
tarif etmede faydall olsalar da, in vivo ne oldugunu yansitmayabilir. Anji-
yogenez arastirmalarinda gok yaygin olarak kullanilan, yogun vaskilarize
civciv embriyo koriyoallantoik membran modeli, faydali bir in vivo sistemdir.
Civciv koriyoallantoik membran 6lglimiiniin anjiyojenik yanit agisindan fi-
yat—etkin, basit, giivenilir ve tekrarlanabilir olmas, aragtirmacilar i¢in ekici
Ozellik tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: Anjiyogenez, anti-anjiyogenez, koriyoallantoik
membran

SUMMARY

An in vivo model for angiogenesis: chick chorioallantoic membrane
Angiogenesis is a biological process by which new capillaries are formed
and it occurs in some physiological and pathological conditions. Angioge-
nesis is controlled by the net balance between molecules that have positive
and negative regulatory activity. The process of building new blood vessels
(angiogenesis) and controlling the propagation of blood vessels (anti-angi-
ogenesis) are fundamental to human health. For this reason, the study of
angiogenesis is an active area of research. In vitro models, although useful
in delineating parts of this process, may not be representative of what oc-
curs in vivo. The highly vascularized chick embryo chorioallantoic membra-
ne model, which is being extensively used in the research of angiogenesis
is a useful in vivo system. That chick chorioallantoic membrane assay is
cost-effective, simple, reliable and reproducible regarding angiogenic res-
ponse, attracts investigators.
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Anjiyogenez ve modelleme

Anjiyogenez (neovaskiilarizasyon) embriyogenez
doneminde baskin olarak, yetiskinlerde ise fizyolojik
damar yeniden olusum siirecinde ve bazen de timor
gelisimi ve diyabetik retinopati gibi bazi patolojik
olaylarda 6énemli bir rol oynamaktadir (1). Bu neden-
le, anjiyogenez caligmalar1 aktif bir aragtirma alanidir.
Gelecek dekadlarda anti- veya pro-anjiyojenik teda-
vilerden fayda gorecek insan sayisinin 500 milyonun
tzerinde olacagi dustinilmektedir (2). Kan damart
olusumu, bir¢ok hiicre tipinin ve ¢ok sayida molekii-
lin katildigr kompleks ve ¢cok basamakli bir siirectir.
Anjiyogenez, siireci pozitif ve negatif etkileyen mole-
kiiller arasindaki dengeye bagh kontrol edilir. Bu kon-
sept, “anjiyojenik anahtar (switch)” olarak adlandirilir
(3). Porzitif etkili pro-anjiyojenik molekiiller, eger bas-
kin hale gelirse anjiyogenez siireci tetiklenir ve yeni
damar olusumu meydana gelir. Dokularin ve mole-
killerin heterojenitesini ve anjiyojenik reaksiyonlarin
hiicresel karmasikligini distindiigiimiizde, arastirma
acisindan tamamaiyla yeterli tek bir 6l¢tim yonteminin
optimal sartlar1 karsilamasinin miimkiin olamayacagi
aciktir. Bu nedenle, arastirma amach bir¢ok in vitro
ve in vivo anjiyogenez calisma modeli Onerilmistir.
Anjiyogenez siireciyle ilgili in vitro modeller énemli
bilgiler sunmakla birlikte, in vivo etkinin ne olacagini
tam olarak gosteremez. Anjiyogenez arastirmalarinda
kullanilan in vivo modellerin bir kismi, tarama amacl
kullanilirken, digerleri doz-etkinlik, molekiiler yapisal
aktivite ve birden ¢ok ajanin anjiyogenez tizerine kom-
bine etkilerini arastirmak i¢in kullanilmaktadir (2).

Anjiyogenezde kullanilan bashca in vivo modeller:

e Civciv koriyoallantoik membran modeli (CAM)

e Tavsan kornea modeli (“micropocket”)

¢ Rodent mezenter modeli

e Siinger (“Sponge”) implant modeli

e Matrijel ve klasik timor modeli

e Zebrabalik modeli
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Ancakuygulanmasi en kolay, basit, tekrarlanabilir ve
anjiyojenik cevabin kantitatif olctimiine imkan veren
calisma modellerinin CAM ve tavsan kornea yontem-
leri oldugu kabul edilmektedir (4,5). Anjiyogenezde
tarama amacli ve en ¢ok kullanilan modellerin CAM,
tavsan kornea ve matrijel modelleri oldugu bildiril-
mektedir (6).

Ideal anjiyogenez calisma modelleri asagidaki ihtiyag-
lar karsilamalidir:

¢ Anjiyojenik/anti-anjiyojenik ajanin saliverilme
orani (“release rate”) tahmin edilebilmelidir

e Model, yeni damar olusumunun kantitatif 6l-
¢limiine imkan saglamalidir (vaskiler uzunluk,
voliim, damar agindaki damarlarin sayisi, bazal
membranin genisligi gibi)

e Model, yeni damarin fonksiyonel karakteristik-
lerinin 6l¢timiini saglamalidir (Endotel hiicresi
migrasyon, proliferasyon orani, tiip olusum ora-
ni1, kan akim orani ve vaskiiler permaabilite gibi)

e Yeni olusan damarlarla var olan damarlar kolay-
ca ayurt edilebilmelidir

e Yeni damar olusumuna neden olabilecegi icin
doku hasarlanmasindan kacinilabilmelidir

e Herhangi bir in vitro yanit, modelde in vivo ola-
rak gosterilebilmelidir.

e Model, uzun stireli ve noninvaziv monitorizasyo-
na izin vermelidir

e Ayni zamanda yOntem, maliyet uygun, hizl,
kolay uygulanabilir, tekrarlanabilir ve givenilir
olmahdir

Yukarida sayilan nedenler dikkate alindiginda, CAM
modeli uygun bir in vivo model olarak, kanser davra-
nislarinin ortaya konmasinda, biyomateryallerin etki-
lerinin incelenmesinde, fotodinamik tedavi yaklagim-
larinda ve en son olarak anjiyogenezde siklikla kulla-
nilan uygun bir model olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(7). Aslinda CAM modeli, 1956’dan bu yana metastaz
ve kanser calismalarinda kullanilmaktadir. Folkman
tarafindan 1976 yilinda anjiyogenez calismalarinda
kullanilmaya baslanmuistir (8). CAM ekstraembriyonik
bir membran olup, hem anjiyogenez hem de anti-an-
jiyogenez calismalarinda yaygin olarak kullanilmakta-
dir. CAM'1n civciv i¢in fizyolojik énemi, gaz alis-veri-
sinde major solunumsal organ olmasi ve atik triinler
icin mesane gorevi gormesidir (9).

CAM’da anjiyogenez, gelisimsel olarak 3 safhadan
olusur:

e Erken faz (5. giinden 7. giine kadar)

e Ara faz (8. glinden 12. giine kadar)

e Gec faz (12. veya 13. glinden itibaren)

Erken fazda, kapiller ag filizlenmeye baslar. Ara faz-
da, mikrovaskiiler agda gelisim One cikar, filizlenme
bu asamada sona erer. Son fazda, koriyoallantoik 0ge-
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ler tam bir koruyucu membrana dontisiir ve genisle-
mesi tamamlanir. CAM modelinde, uygulamalarin 5.
giinden itibaren yapilabilecegini savunanlar oldugu
gibi (10), damarlanmanin olgunlastigi 12. giinden
sonraki donemin uygulamalar acisindan daha iyi
bir zamanlama oldugunu ifade edenler de vardir (7).
Uygulamalarin 18. giine kadar yapilabilmesi miim-
kiindiir ancak, bu giinden sonra embriyonun yeterin-
ce biiyimesi ve hareketlerinin artmasi, uygulamalari
olumsuz etkilemektedir.

CAM uygulamalarinin dezavantajlari

Bu calismalarin en temel kisitlamasi, nonspesifik
inflamasyon reaksiyonlaridir. Fiziksel ve kimyasal
travma hiicresel hasarlanmaya ve inflamasyonun
tetiklenmesine neden olur. Bu nedenle travma baz-
I1 6l¢timler, calismanin duyarhiligini ve 6zgulligini
distrir. Bu nedenle, inflamatuvar siireclerden ka-
¢inmak ve uzak durmanin gerekliligi aciktir. Bunlar
bazen yumurtanin kirtk kabuk parcalarindan dahi
baslayabilir, o ytizden miimkiin oldugunca temiz ¢a-
lisilmasi 6nerilir (Sekil 1).

Bir diger kisitlama, gercek neovaskiilarizasyonun
artmis vaskiiler dansiteden ayirt edilme gucligtidiir.
Ayni zamanda, gelismeleri gortintiileme giicliikleri de
c¢alismalar1 zorlastirmaktadir.

Uygulama sonrasi degerlendirmelerin yapilacag za-
man konusunda da cesitli farkl fikirler olmasina kar-
sin, eger anjiyojenik bir ajan deneniyorsa 72-96 saat
sonra degerlendirmenin aksine, anti-anjiyojenik bir
ajan deneniyorsa 48 saat sonra sonuglart degerlendir-
menin uygun oldugu kabul edilmektedir (8).

Bir diger konu ise, kabuk kirildiktan sonra havayla
temasin ¢ok iyi bir sekilde dnlenmesi ve izolasyonu-
dur. Sonuglarin degerlendirilecegi doneme kadar ka-

Sekil 1. Koriyoallantoik membranda inflamatuvar sureci tetikleyecek
kirik kabuk pargasi (GATF Biyokimya ve Klinik Biyokimya AD
Aragtirma Laboratuvari CAM ¢alismalari arsivinden alinmistir)
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Sekil 2. Uygulama sonrasi CAM ylizeyi ile havanin temasinin
kesilmesi gerekir (GATF Biyokimya ve Klinik Biyokimya AD Arastirma
Laboratuvari CAM caligmalari argivinden alinmigtir)

bukta acilan pencerenin izolasyonunun bozulmama-
s1 gerekir, ¢linkd hava basinci degisiklikleri uygulama
sonuglarini etkileyebilir (2) (Sekil 2).

CAM uygulamalarinin avantajlari

Bu modelde ¢alismanin en temel avantajlari arasin-
da, calisma yapilacak dollenmis yumurtalarin temini-
nin ucuz ve kolay olusu gelmektedir. Ayrica, bu mo-
del tizerinde yapilacak calismalarin hayvan etik kurul
onay1 gerektirmemesi bir diger avantajdir.

Bu modelle yapilan ¢alismalarda sonuclara ¢ok kisa
stirede ulasmak miimkiindir. Calisma sonuglart gozle
rahatlikla saptanabildigi gibi, uygun sartlarda fikse edi-
len preparatlarda 151k mikroskobundan elektron mik-
roskobuna kadar degisik duyarlilikta histokimyasal ve
immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapilabilir.
Ayrica fikse edilmeyen drneklerde, DNA ve kollajen 61-
¢lilmesi miimkiin oldugu gibi, istenirse gen ekspresyo-
nunun gosterilmesi amaciyla ters transkriptaz polime-
raz zincir reaksiyonu (RT-PCR) calisilabilir (Tablo I).

Bu modelin temel tip branglarn disinda, géz bransi
tarafindan da (a) yeni cerrahi aletlerin ve tekniklerin
uygulanmasinda, (b) damar kaniil ve enjeksiyon tek-

Tablo I. CAM modeliyle ¢aligmanin avantajlari ve dezavantajlari (2)

Avantajlari

Dezavantajlari

- Teknik olarak basittir

- Ucuzdur

- Temini kolaydir

- Genig taramalar igin uygundur

- Noninvaziv gézleme uygundur

- Sonuglari kolay ve gabuk
degderlendirilebilir

- Memeli ksenograflarla
uyumludur

- Etik kurul onayi gerektirmez

- Cerrahi girisimler icin oldukga
uygundur

- Oksijen degisikliklerine hassastir

- Yeni damar olusumunun ayirt
edilmesi gugtir

- Memeli olmayan bir modeldir

- Embriyoniktir

- Non-spesifik inflamatuvar
reaksiyonlar yaygindir

- Metabolik aktivasyona ihtiyag
duyan ilag calismalari icin uygun
degildir
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niklerinin arastirilmasinda, (c) anjiyografik calismalar-
da, (d) endoskopik cerrahi uygulamalarda da rahatlikla
kullanilan bir model olmas ayr1 bir onem tasir (7).

Anjiyogenez konusunda in vivo model olarak bir-
¢ok yaklasim mevcuttur. Bunlar icinde CAM mode-
linin temini, ucuzlugu, ¢alisma sonuclarini degerlen-
dirme kolaylig1 yaninda, giivenilir ve tekrarlanabilir
olmasi 6énem arz etmektedir. Ulkemizin arastirma
olanaklar1 da goz 6ntine alindiginda, civciv CAM mo-
delinin anjiyogenez calismalarinda en uygun model
oldugu degerlendirilmektedir. Bu modeli kullanarak
yaptigimiz bazi ¢alismalarin sonuglart bildiri olarak
sunulmustur (11-14).
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