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KISALTMALAR

ADH: Antidiuretik Hormon

AEC: Aliminum extruders council
cDNA: Komplementary DNA
CAG: Krom alum jelatin

GFAP: Glial fibrillary acidic protein
HRP: Horseradish peroxidase
H20-: Hidrojen peroksit

NO: Nitrik oksit

PBS: Fosfat buffer salin

PGl,: Prostacyclin

PIGF: Plasenta bluylme faktoru
STAT3: Activator of transcription 3
VEGF: Vaskuler endotel buyume faktori

VEGFR: Vaskuler endotel buyume faktor reseptort
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1. GiRi$ VE GENEL BILGILER
1.1. Bobrek

Bdbrekler, vicudun homeostasisini duzenlemeyle gorevli hayati
organlardir. Temel fonksiyonlari vicutta meydana gelen metabolizma
artiklarinin  buydk kismini disari atma ve vlcut sivilarindaki yer alan
maddelerin ¢gogunun konsantrasyonunu kontrol etmektir. Bdbrek vicudun
asit- baz dengesi, kan basinci ve sivi volumUnu ayarlar ve idrari olusturur.
Ayrica eritropoetin ve renin gibi 6nemli hormonlari Uretmekle gorevlidir.
Eritropoetin kemik iliginde kirmizi kan hicrelerinin yapilmasi Gzerine etkilidir,

renin ise kan basincini ayarlamada gorevlidir (13).
1.1.1. Bobreklerin Embriyonel Geligimi

Uriner sistemde bdbreklerin gelisimi kademeli olarak tirogenital kivrim
boyunca kranialden kaudale sirasiyla pronefroz , mezonefroz ve metanefroz
olmak Uzere u¢ kademede gelisir. En ilkel bdbrek tipi pronefrozdur. Pronefroz
amphioxus ve ilkel baliklarda islevseldir. Mezenefroz kanatli ve kurbagada,
metanefroz ise kanatli, memeli hayvanlarda ve insanda daimi bobrek

fonksiyonunu yerine getirir (27).

1.1.2. Bobreklerin Histolojisi

Bobrekler sagl sollu olarak karin boslugunun arka boélgesinde bulunan
bir cift organdir. Bobregin dis kismi fibréz kapsul ile cevrilidir. Kapsul
icerisinde az da olsa elastik fibriller yer almaktadir. Yasla birlikte kapsul ve
fibrillerin sayisinda artis olur. Fibroz kapsul, bébregin hilus (gobek) denilen i¢
bikey kismindan organin igerisine girer. Butun bu bagdokulu kisimlar
bdbregin intersitisyum denilen i¢ kismini olusturmaktadir. Intersitisyumun
bulundugu kisimlar ise bobregin parensgimini olusturur. Bobrek parengimi
nefron ve toplayici borucuklar olarak iki kissmdan meydana gelir. Bobrek
parensimi, embriyonal kokenini nefrogen mezengimden alirsa nefron, eger

wolff kanalindan alirsa buna da toplayici borucuklar denir. Parensim Uniteleri



ve interstisyum, bobrekte kendine 6zglu bir yayilim godstermektedir. Bu
nedenle bobrek dokusunda iki ayri bolge olan korteks ve medulla ayirt edilir.
Korteks ve medulla arasindaki sinir iki elin birbirbirine gegctigi gibi girintili

cikintili bir yapiyr andirir. Nefronu olusturan yapilar sunlardir (53).
Nefron

- Korpuskulum renis ( Malpigi cisimcigi )

- Tubulus proksimalis

- Henle kulpu

- Tubulus distalis

- Tubulus konnektivus

Toplayici borucular

- Tubulus kollektivus

- Duktus papilaris

1.1.2.1. Korpuskulum renis: Malpighi cisimcigi de denilir. Kortekste yer alir.
Bu yapi glomerulus ve bowman kapsull denilen iki yapidan olusur. Korteks
icerisine sagl sollu dallanan arteria interlobularislerin her biri aferent arterioll
olusturmaktadir. Aferent arterioller ilk olarak 6zel arteriyal kilcallara dénusur
ve daha sonra kivrimlar olusturarak glomerulus yapisini meydana getirirler.
Malpighi cisimciginde, glomerulusu olusturan aferens ve eferens arteriollerin
bulundugu kisma damar kutpu, bu kutbun tam karsisinda bulunan ve suzllen
siviyl ileten tipun baslangi¢ kismina da idrar kutpu denir. Damar kutpunda

aferens arteriolden gegen kan miktarini dizenleyen bir mekanizma bulunur.

Bowman kapsulinin glomerulusa bakan kismina i¢ ( visseral ), dis
duvarina bakan kismina ise dig (periyatal) yaprak denir. Bu yapragin her ikisi
de epitel hiicrelerinden olusur. i¢ yaprak kilcal damarlari sararak kilcallar
Uzerinde uzunca sitoplazmik uzantilar olusturur ki bu yapilara podosit adi

verilir. Dis yaprak ise tek katli yassi epitel hlicrelerden olusur (64).



1.1.2.2. Tubulus proksimalis: Bu yapi idrar kutpundan baglayip bowman
kapsulinde pariyetal yapragin devami seklindedir. iki yapidan olusmaktadir.
Bu yapilar pars kontorta olan ¢ok kivrimli bir yapi ve korteksten medullaya
uzanan duz parga da pars rektadir. Tubulus proksimalis bowman araligina
gecen ultrafiltratin 3/4’ Iuk kisminin geri emilimini saglayan boliumudur.
Gorunumleri 1s1k mikrokobunda fircamsi bir kenar gibi olup bu yapilar tubulus
[Umenini daraltir. Elektron mikroskopundaki goérinumleri mikrovillusludur.
Bdbrekte ¢ok miktarda sivi hareketi s6z konusudur. Bobreklerde de gelismis
bir damar sistemi olmadigindan tubuluslar tarafindan bu is yurutilmektedir.
Tubulus proksimalislerde su, glikoz, klug¢ik molekulli proteinler ve bazi

iyonlar geri emilebilirler (64).

1.1.2.3. Henle kulpu: Hipertonik ortamdaki primer idrararin sekonder idrara
donusmesinde gorevli olup medullada bulunan henle kulpu, inen
(desendens) ve ¢ikan (asendes ) olmak (izere iki yapidan olusur. inen
henlenin duvarini olusturan hicreleri yassidir. inen henlenin membranlari
suyun gegcisinde dnemli bir yere sahiptir. inen henleye gére ¢ikan henlenin
capl daha genistir. inen henle sadece suyun gecisine izin verirken cikan
henle hem suyun gegisine olanak verir, hem de suda eriyen (tuz, tre v.b )

maddelerin gegisini saglar (64).

1.1.2.4. Tubulus distalis: Cikan henlenin devami bigiminde olup, diz parga
ile bundan sonraki kivrimli pargalardan olusur. Tubulus proksimalislere gore
daha kisa olan bu yapi kortekste bulunur. Asit boyalarla boyandiklarinda
sitoplazmalari agik renkte boyanir ve sinirlari tam olarak belli dedgildir.
Tubulus distalislerde ¢ok miktarda mitokondriyon ve mikrovilluslar bulunur.
Bu yapilar sayesinde aktif bir sodyum iyon transportu olusur. Yani idrara
hidrojen ve amonyum iyonlari salinir. Bu sebepten tubulus distalis, adren
korteksinden salgilanan aldosteron ile hipofiz arka lobundan gelen
antidiuretik hormon (ADH)'un etkisiyle asit-baz dengesi ve su
metobolizmasinin dizenlenmesinde, yani tUm organizmada i¢ dengenin sabit

tutulmasinda 6nemli bir yere sahiptir (64).



1.1.2.5. Tubulus konnektivus: Tubulus distalisten sonraki kisa baglanti
yerleridir. Korteks ve medulla sinirinda bulunan bu yapi birleserek medulla
kismina gegip bdbregin toplayici borucuklarini olustururlar. Sitoplazmalari

¢ok iyi boya almayan kubik hlcrelerden olusur (64).

1.1.2.6. Toplayici borucuklar: Tubulus kollektivus ve duktus papillaris
denilen iki yapidan olusur. Tubulus Kkollektivuslar tubulus konektivustan
sonraki borucuk seklinde yapilardir. Medullar radiyustan baslayan madulanin
korteksine komsu olan kismidir. Baslangigta basit prizmatik olan hucreler,
pelvis renalise dogru gittikge yuksek prizmatik bir sekil alirlar. Burada g¢aplari
biraz daha artar. Sitoplazmalari organel bakimindan fakirdir ve sitoplazmanin

rengi soluktur. Ozellikle de suyun reabzorbsiyonunda gérevlidir (64).

Duktus papillarisler tubulus kollektivuslarin bir araya gelmesiyle
olugur. Genellikle duvarlari tek katll ¢ok yuksek prizmatiktir. Mikrovilluslar hi¢
olmadigindan ya da ¢ok kisa oldugu igin lumenleri dizgindir. Meydana
gelen idrar, duktus papillaristen kaliks renalise ya da pelvis renalise ve

oradan da Ureterler araciligiyla idrar kesesine gecer (64).

1.2. SITOKINLER

Bagisiklik sisteminde uretilen hicrelerdeki sitokinler, bagisiklik sisteminde
yer alan bircok hlcre fonksiyonunu duzene koymaktadir. Sitokinler
bagisiklik sisteminde bircok mikroorganizma v.b. antijenlerin yardimiyla
hicrelerde  farkli  yanitlar  olusturabilirler.  Sitokinler  lenfositlerden
salgilanirlarsa lenfokin, monositler tarafindan salgilanirsa monokin,
kemotaksiste etkiliyse kemokin, sadece bir |I6kosit tarafindan Uretilip diger

|6kositlerde etkiliyse interlokin diye adlandirilir (8).

Sitokinler lenfosit, monosit, makrofaj ve diger bazi hulcrelerden
salgilanan peptid ya da glikoprotein yapida olan maddelerdir. Antijene 6zgu
olmayip etkileri nonspesifiktir. Genellikle lokal etkinlik gdsterirler. Bazi
sitokinler salgilandiklari hicreyi etkilerler bunlara otokrin etki, bazilan

yakinlarindaki komsu hucreleri etkilerler bunlara da parakrin etki, bazilari da



vucudun uzak bolgelerine farkli dokulari etkilemek amaciyla (kan ya da
plazmayla tasinip) yayilirlar bunlara da endokrin etki denir (3,23,30,47,51).

Sitokinler ¢ok c¢esitli hlcreler (hemopoietik ve non-hemopoietik
hacrelerin hepsi) tarafindan Uretilirler ve hucrelerin civarinda veya canlinin
her yerinde etkili olabilirler. Bu etkileri diger kimyasal maddeler ve sitokinlerin
bulunmasina oldukga baglidir (23,30,47,51).

1.2.1. Sitokinlerin Alt Gruplan

Sitokinler interlokinler, Koloni Stimule Edici Faktorler, Tumér
Nekrotize Edici Faktorler ve interferon olmak (zere 4 alt gruba ayriimaktadir
(45).

1.3. BUYUME FAKTORLERI

Bayume faktorleri agirliklari 4.000-60.000 Dalton arasinda olan, kiguk
bir miktarlari dahi hicre aktivitesinde etkili proteinlerdir (59). Buyume faktoru
terimi ilk olarak T lenfositler ve makrofajlarca Uretilmis olan bir madde igin
kullanilmigtir. Buyume faktort hdcreleri endokrin, parakrin, otokrin ve intakrin

seklinde mekanizmalarla etkilerini gosterirler (49).

Endokrin faktdrler hicreye kan vyoluyla gidip uzaginda bulunan
hicreyi etkiler. Parakrin faktorler salgilandiklari yerde etkilidir. Otokrin
faktorler; kendilerince salgilanan hucre fonksiyonlarinda etkilidir (59,22).
intakrin faktorler ise bazi transforme fibroblastlarla hi¢ salgilanmamis

faktorlerde hicrenin kendi iginde etkilidir (8).

Buylume faktoranan bir hicreyi etkileyebilmesi icin, etkiledigi huicrede o
faktore 0Ozgu reseptore sahip olmasi gerekir. Kendine 06zgu reseptore
baglandigi zaman htcre igerisinde bir sinyale sebep olan cevap ortaya ¢ikar.
Etki genellikle tirozin kinaz uyarilmasiyla ortaya cikar. Buyime faktorinde

her hicrenin kendine 6zgu reseptdrleri bulunur (59,35).



Bliylime faktorlerinin; buyumeyi arttirmanin diginda bircok etkileri
vardir. Buyume faktorleri yangi, anjiyogenezis olusumu, bagisiklik tepkileri,
doku onarimi ve yara iyilesmesi gibi birgok fizyolojik islemlerde énemli rolleri
bulunmaktadir. Vaskuler endotel baylume faktérinin doku onarimi, uterus ve

plasenta Uzerine birgok etkileri vardir (26).

1.3.1. Vaskiiler endotel buyume faktoru (VEGF)
1.3.1.1. Giris

Vaskuler endotel buyume faktori degisik tlrdeki uyaranlara yanit
olusturup, 34-46 kDa agirhginda degisik hucre tiplerinden Uretilen, dimerik
yapili bir glikoproteindir. Bu yapinin vaskuler endotel hucre tipleri Gzerinde
etkili olabilmesi icin spesifik transmembran reseptorlere baglanmasi gerekir.
Bu reseptdrlere baglanarak sinyal yollarini aktive eder ve bir takim etkilerle

sonuglanir. Bu etkiler sunlardir:

- Vaskduler endotel hlcrelerin artmasi
- Vaskduler endotel hlcrelerde gogin baslamasi
- Apaptozdan engellemek igin olgunlasmamis endotel hicrelerin olusmasi

- Kapillerde vaskuler gecirgenligin artmasi (54).
1.3.1.2. Tarihgesi

Vaskuler endotel bliyume faktoru ilk olarak 1983 yilinda Senger ve
arkadaslar kobay tumoérlerinde buylme faktdrind elde etmistir. Daha sonra
kobay derisinde vaskuler sizinti meydana geldiginden dolayr vaskuler
permeabilite faktort diye adlandirildi (75,56). 1989’ da ise sigir hipofizinden
elde edilen bu maddenin kuvvetli bir endotel mitojen oldugu goérilmus ve
vaskulotropin ya da VEGF diye adlandiriimigtir (20,66,75). Daha sonra ise

vaskuler endotelyal biyume faktorinin diger tyeleri tanimlanmistir (75).



1.3.1.3. VEGF Ailesi

Son zamanlarda VEGEF ile ilgili yapilmis olan calismalarda, VEGF
ailesinin Trombosit Kaynakli Buyume Faktorlerinin stper ailesinin son derece
onemli bir Gyesi oldugunu ortaya koymaktadir. VEGF ailesi tam olarak bilinen
6 Uyeden olugsmaktadir. Bunlar VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
E, Plasenta Bliyume Faktori (PIGF) dur (33,44). Fakat son olarak 2004
yilinda Takahashi ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada yilan zehrinde
VEGF’ nin yapisina benzeyen bir madde bulunmus ve bu yapi da sv-
VEGF(VEGF-F) olarak adlandirildi (63).

VEGF’ nin cDNA serisindeki salgi aktivitesini yapan hidrofobik ve

sekretuvar bagindaki N- terminal serisinde sifrelenmigtir (66).
VEGF-A

Genel olarak literaturlerde human VEGF ya da vaskuler permabilite
faktoru olarak adlandirilir. VEGF-A geni 6p21.3 nolu kromozom kolunda
kodlanmigtir (33). VEGF-A" nin aminoasit dizilerine gore adlandirilan 6 adet
izoformu bulunmaktadir. Bunlar VEGF21, VEGF15 VEGF65 VEGF1s3,
VEGF g9, ve VEGF06 dir. Bu izoformlarin en 6nemlileri 121, 165, 189 ve
206’ dir (19). izoformlar arasindaki en bliyiik fark heparine olan afiniteleridir.
Bu afiniteden dolayi hicre yuzeyine ve ekstrasellller matrikse baglanabilirler
izoformlarin arasinda sadece VEGF;,; disindakilerin hepsi heparine
baglanmaktadir. Bu ylzden VEGF 121 serbest ¢6zlinebilme 6zelligine sahip bir
proteindir (18). VEGFs9 ve VEGF20s ekstraselliler matrikse baglanarak
heparin afiniteleri oldukga ylUksektir. VEGF+¢5 ise heparin afinitesi biraz daha
dusuktdr, disuk oldugu icgin bir kismi proteinlere baglanir diger kismi da
¢ozunur (2,19). VEGF20, VEGF’ nin orijinal formudur ve yaklasik olarak 34-
46 kDa agirhginda homodimerik bir glikoproteindir (66).



Tablo 1: VEGF izoformlarinin 6zellikleri (19).

VEGF21 | VEGF4¢s VEGF 39 VEGF 206
Heparin afinitesi + ++ +++ +++
Difluizibilite ++++ +++ + +
Biyolojik potans ++ ++++ ? 2
VEGF-B

ilk olarak VEGF-A ile % 23’ (i homolog olan sinyal peptit béliindiikten
sonra, 186 aminoasitli bir protein meydana gelir. Daha sonra ise ekson 6’ da
meydana gelen alternatif bir ek ile birbirinden farkli COOH" gruplari igeren
167 aminoasitli proteine donusur (44). VEGF-B, vaskuler endotel bluyume
faktorl reseptoru- 1 (VEGFR-1) e baglanip monositlerin diferensiyasyonu ve

aktivasyonunda rol oynar (11).
VEGF-C

Lenfatik damarlarin olusumunda (lenfanjiogenez) rol almaktadir.
VEGFR- 2 ve VEGFR-3' e baglanip vaskuler ve lenfatik endotel hucrelerde
mitojenik etkilidir (11, 17). VEGF- benzeri protein de denir. % 16’ sit VEGF- A’
ya benzeyen 388 aminoasitli bir yapidir (44). 2003’ te Qingchang ve
arkadaslarinin  yapmis oldugu calismada kuguk hacreli disi akciger
kanserinde VEGF- C’ nin lenfanjiogenez, anjiogenez ve akciger kanserinde

etkili oldugu gorilmastur (37).



VEGF-D

VEGF- A ile % 31 oraninda ayni aminoasitler iceren ve 334
aminoasitten meydana gelen bir proteindir (1). C — terminal uglarinda sistein
domainleri bakimindan zengindir. Bu ylzden VEGFR-2 ve VGFR- 3’ e
baglanarak VEGF- C’ ye benzer iglevleri bulunur (44,11).

VEGF-E

Aminoasit dizilimi % 25 oraninda VEGF- A ile ayni olan bir proteindir.
En onemli o6zelligi VEGF-2' ye baglanip guc¢li mitojenik ve permeabilite
arttirici faktordar (11).

PIGF

VEGF ailesinde tanimlanmis ilk Uyedir. ik 6nce sinyal peptitler
bolunirken 131 aminoasiti vardi. Sonra ise yeni aminoasitler eklenip % 37
oraninda VEGF-A ile benzeyen 152 aminoasitli bir yapi olusmustur (44).
Ozelligi VEGF-B' de oldugu gibi VEGFR-1' e baglanarak anjiogenezde
etkilidir (11).

Tablo 2: VEGF ailesi ve fonksiyonlari (25).

Ligand Reseptor Fonksiyon
VEGF- A VEGFR- 1 ve 2 Vaskduler
Noéropolin- 1 devamlilik,anjiogenez
VEGF- B VEFR- 1 Bilinmiyor
VEGF-C VEGFR-2 ve 3 Lenfanjiogenez
VEGF-D VEGFR-2 ve 3 Lenfanjiogenez
VEGF- E VEGFR- 2 Anjiogenez
PIGF VEGFR-1, Anjiogenez,
No6ropolin-1 inflamasyon




10

1.3.1.4. VEGF’ nin Reseptorleri

Bu buylume faktérinin endotel hicresinde etkili olabilmesi kendine
0zgu reseptore baglanabilmesine baglidir. VEGF’ nin tam olarak 3 adet
reseptdrii bulunmaktadir. Bunlar: VEGFR -1, VEGFR-2 ve VEGFR- 3’ tir. ilk
olarak embriyogenez sirasinda sentezlenen VEGF reseptor-1 (VEGFR-1, flt-
1) ve VEGF reseptor-2 (VEGFR-2, flk-1,KDR) bulunmustur (8). Bu
reseptorler yaklasik 1300 aminoasitten olusmus olup, % 44 aminoasiti ortak
olan iki bélimden olugsmaktadir. ilk bélim hiicre igerisinde trozin kinaz etki
alanina sahip olan hucre i¢i bolumddr. Diger bolimd ise hicre disarisinda
bulunan ligand baglama bdlgesi olan 7 adet immunoglobilin yapisina

benzeyen tek kisa membran kdpru dizilerinden olugsmaktadir (17).

VEGFR-1 ve VEGFR-2 endotel hucreleri Gzerinde yer almaktadir,
VEGFR-3 ise lenf damarlan Gzerinde yer alir. Bu reseptorler aktivasyonu
esnasinda ¢ogu hucre igerisinde bulunan sinyal iletim proteinlerini fosforile
edip endotel hucrelerinde proliferasyon, migrasyon ve diferansiyonu
saglamaktadir. Embriyogenez sirasinda VEGF reseptorleri endotel hlcrelerin

uzerinde bulunmaktadir (16).

Tirozin kinaz etki mekanizmasina sahip olan VEGF reseptorleri
kendine 6zgu ligandlara baglandiginda dimerizasyon meydana gelmekte ve
bu sekilde hucre icerisinde mekanizmalara yanit olusmaktadir. VEGF’ nin
uyarmis oldugu endotel hlcre reseptorlerinde proteinlerin bir kisminda
fosforilasyon olusur ve bunun sayesinde ikincil haberciler uyarilir ve mesaj
hlcre icerisine iletilir (41). Ayrica heparin sulfat da VEGF’ nin reseptorlerine

baglanmasini saglar ve bu mesajin hicre igine iletiimesine yardimci olur (8).

VEGF, VEGFR-1' e genel olarak VEGFR-2’ den daha yuksek bir
baglanma kapasitesine sahiptir, VEGFR-1" in yapisi VEGFR-2’ nin yapisiyla
benzerdir (68). Fakat VEGFR-1’ in tirozin kinaz etki mekanizmasi VEGFR-2’
ye gbre daha zayiftir (69). Yapilan bazi c¢alismalarda VEGFR-1’ in doku

yapiminin belirlenmesinde ve vasklilogenezde o&6nemli rolinin oldugu
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gosterilmistir; ancak VEGF’ nin etki mekanizmasinda 6énemli olmadigi, tam
tersine yaniltici ve tuzak bir reseptor oldugu anlagiimistir (50). VEGFR-1"in 7
tane ligand benzeri boluman altisini igceren ve plazmada serbest olarak
dolasan ¢Ozunebilir 6zellikli oldugu duastnulen bir bagka reseptore
rastlanmistir ve bu yapi da sVEGFR-1 olarak isimlendirilmistir. Meme
kanseri, preeklemsi ve beyin iskemisinde olan patolojik calismalarda
sVEGFR-1’e rastlanmistir. VEGFR-1'in bu formu kompetitif inbitér gorevi
gormektedir. Yani negatif etkili olmakta ve fonksiyonunu vyerine
getirememektedir. Yine ayni sekilde plazmada VEGFR-2’ nin serbest dolasan
yapisi bulunmus ve bu da sVEGFR-2 diye adlandiriimistir. Bu reseptdrde
sVEGFR-1" de oldugu gibi negatif etkili olup anjiyogenezisi engelledidi

dusundlmektedir ve ¢alismalar halen bu yonde devam etmektedir (75).

VEGFR-2’ nin fareler Gzerinde yapilmis olan galismalarinda VEGFR-2’
nin yoklugunda farelerin hematopoietik preklrsorlere, farklilagsmis endotel
hicrelere ve kan damarlarinin olmadigi goérulmustar. Bu durum VEGFR-2’
nin hem endotel, hem de hematapoietik 6ncll hicrelerin gelismesinde
zorunlu oldugunu godstermektedir. Tam tersine VEGFR-1' in yapiminda
olugsan aksakliklarda olgun endotel hicreleri olusurken, bu damarlarda asiri
genisleme ve yapisal bozukluklarin oldugu gortlmustir. Bu durum VEGFR-1’
in hucre-hicre ya da hiucre-matriks etkilesiminin kontrolu ile doku mimarisinin

belirlenmesinde rol aldigi gorulmustar (50).

Reseptor ailesinin bir diger Uyesi olan VEGFR-3 ise lenfatik damar
gelisiminde etkili olan VEGF-C ve VEGF-D’ nin baglandigi reseptor olup,

lenfanjiogenezde rol almaktadir (50).

VEGFR-1, VEGF-A ve PIGF’ ye yuksek bir affinite ile baglanir fakat
kemotaktik cevap ve iyi derecede bir proliferasyon elde edilemez. Ancak
PIGF’ ye baglanamayip VEGF’ ye sikica bir sekilde baglanan VEGFR-2 ile
iyi bir cevap elde edilir (66).
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1.3.1.5. VEGFR’ nin Sinyal iletisi

VEGF-2’ ye baglandiktan sonra farkli intraselltler sinyal ileti yollari,
VEGF’ nin etkilerine aracilik eder. VEGFR-2’ nin aktivasyonu diger tirozin
kinaz reseptorlerinde oldugu gibi ayni yolu izlemektedir. Bu yol asagida
gosterildigi gibidir (15).

VEGF’ nin kendine 6zgu reseptdre baglanmasi
VEGFR-2’ n%jimerizasyonu

Reseptoru olan tirozin kinaz aktivitesini baglatmasi

1

VEGFR-2’ nin otofosforilasyonun indtksiyonu

g
Aktiflesen VEGFR'’ de sinyalin baglamasi

1.3.1.6. VEGF’ nin Fonksiyonlari

VEGF primer vaskuler endotel hicreler Uzerinde etkili olan bir buylime
faktorudir. Vaskulogenez ve anjiogenezde onemli rol oynamaktadir (36).
Anjiogenik etkilerinin yani sira, endotel hlcrelerin migrasyonunu aktive etmis
ve bu faktdr geri cekildigi zaman vaskularizasyonda gerileme oldugu

gorulmustar (19).

VEGF endotel hicrelerinin proliferasyonu ile, buylime faktorine dogru
goc¢ edip yeni damarlarin olugsmasini saglamaktadir. Anjiogenezde etkili olan
VEGF, vyaralanmalardan sonra ylzeyel olan epidermal keratonositler
salgilanmakta ve VEGF induklenir. Bununla birlikte kan akimi artar ve yeni
kan damarlari sekillenir, bu sayede yara iyilesmesi gerceklesmis olur.
iskemik tavsan ekstremitelerinde ve domuz koroner arterlerinde azalmis kan
akimina karsi, eksojen verilen VEGF yanit olarak bu hayvanlarda yeni damar
olugsumu ve perfizyonunu artirir (57). VEGF anjiogenik bazi hastaliklarda da
etkilidir. Hastaliklara 0&rnek olarak balon anjioplastinin ardindan arterlerde

yeni intima tabakasinin olusumunu engellemesine ve endotel hicre
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olugsmasina yardimci olur. Ek olarak, miyokardial iskemilerde ve periferik

uzuv iskemilerinin kolleteral damarlarin olugsumunu saglar (3).

Endokondral kemik olusumunda anjiogenezis ve VEGF 6nemli rol
almaktadir. Kemik gelisimi icin epifizyal buylime plaklarinda hipertrofik
kondrositlerde gereken yanit yeni kan damarlarinin meydana gelmesiyle
olusur. Bu sebeple, bdlgede hipertrofik kondrositlerle birlikte VEGF salgilanir
ve yeni kan damarlari olusur (19). VEGFR-1’ de osteoblastlar Uzerinde
kemotaktik etkilidir (17). VEGF ayni zamanda kemik iliginden endotel 6ncu

hicrelerin periferik dolasima gegmesine yardimci olmaktadir (73).

VEGF’ nin etkilerinden biri de NO salinimi ve NO tarafindan
vazodilatasyon uyarilip hipotansif bir etki yaratmaktadir. Ayni zamanda von-
Willebrand faktorinin salgilanmasini artirarak, PGl, Uretiminin uyariimasina
yardimci olmaktadir (77,71).

Watanabe ve arkadaslarinin insan deri epitelinde yapmis olduklari
calismada VEGF’ nin yaslanmayi geciktirici etkisinin oldugu gorulmektedir
(70).

Kleespies ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada timore
yakin olan endotel hicrelerdeki VEGF reseptorlerindeki mRNA’ larin arttigi
gordlmastar. Yapilan bu calisma VEGF’ nin timoér anjiogenezisi, tUmor
blyumesi ve kan yoluyla yayllmasinda énemli etkisinin oldugu gértlmektedir.

Bu da VEGF’ nin hastaliklarin ilerlemesine yardimci oldugunu gosterir (33).

Rosenstein ve arkadaglarinin iskemi ve spinal kord yaralanmalariyla
ilgili yapmis olduklari ¢alismada sinir sistemini korudugu, sinir siteminin
blyimesine yardimci oldugu goérulmuastir. Bu c¢alismada GFAP (+)

astrositlerde ciddi derecede mitozisi uyardigi goruldu (52).

VEGF, inflamasyonun ge¢ ddnemlerindeki monositlerde kuvvetli
kemotaksin dzellige sahiptir. Monosit ve makrofaj kokenli sitokinlerle endotel

doku faktorunin artisini saglayip, koagulasyon major bilesiklerinin iginde yer
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alir. Ayni zamanda da granulosit-makrofaj &éncul hacrelerin  koloni

olusmasinda etkilidir (21).

Ayni zamanda VEGF nin endotel hicrelerini apoptozise karsi
korudugu bilinir (33).

1.4. Capsaicin

Capsicum annuum olarak adlandirilan, Solanaceae familyasinin
Capsium cinsinden olup aci kirmizi  biber olarak bilinir. ilk olarak Giiney
Amerika’ da kesfedilmistir anavatani Meksika olarak bilinir, ayni zamanda
Guney Asya Ulkeleri ve Ulkemizin Guney Dogu Anadolu Boélgesinde 7000
yildir yetistiriimektedir. Aci ve keskin tadi oldugu icin yemeklerde baharat

olarak kullaniimakta, ayrica bu maddeden sos da yapiimaktadir ( 31,34,48).

Bu bitki ilk olarak 1846 yilinda Turneyfort isimli Fransiz botanikgi
tarafindan aci bibere aciligini veren alkoloid yapidan izole edilmistir. izole
edilen bu bilesenin vaniloidler ile yakindan iligkili oldugu distunulmuas ve bu

maddeye capsaicin adi verilmistir (61).

0

HO
OCH;

Sekil 3: Capsaicinin kimyasal yapisi (61).
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Vaniloidler endojen ve ekzojen olmak Uzere iki gruba ayrilir. Bu
vanilloid etkenler, genel olarak bazi reseptorler ve periferal sinir sonlari ile

etkilesime girerler (61, 28).

Aci kirmizi biberin dinyada en ¢ok kullanildigi yer Hint ve Meksika
mutfagidir (61,76). Aci kirmizi biber ¢ok dnceden agri kesici ve gida katki
maddesi olarak kullanilirdi. Yapilan bir¢ok ¢alismada aci kirmizi biber yerine
etken madde olarak capsaicin kullaniimistir. Capsaicin ilk olarak
gastrointestinal daha sonra ise solunum ve kardiyovaskuler sistemle birlikte
birgok sistem Uzerinde etkili oldugu saptanmistir. Capsaicin bulundugu
organa gore, etkisi, uygulama yerine ve dozuna gore farklihk goésterir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda ise farmakolojik ve fizyolojik etkilerinden

dolayi tipta ve ilag sanayisinde ¢ok sik kullaniimaktadir (34).

Capsaicin uygulamalarinda kullanildigi doz olduk¢ga onemlidir. Az
uygulanan capsaisin immun sistemi uyarirken, ¢ok uygulandiginda immun
yanit baskilanir. Bu tamamen SP salinimi ve somatostatin ile alakalidir.
DuslUk dozlu uygulanan capsaicinler SP salinimi uyarilirak, damarlarda
gegirgenlik artmis olur, bdylece reaksiyon olan bolgeye T lenfosit gogu
baglar. Bu sayede T lenfositlerin sentezi artmis olur. Fazla miktarda
uygulanan capsaicinde ise noéronlarada asin eksitasyon gergeklesir daha
sonra ise yogun olusan eksitasyona bagli olarak da sinirlerde desensitasyon
baslar ve néronlarin SP salinimi durdurulur. Yani immun sistem baskilanmig
olur (7).

Capsaicinin metabolizma Uzerine énemli etkileri vardir. Ornegin
karbonhidrat metabolizmasinda karaciger enzimlerinin ¢alismasina, ayrica
lipidlerin de yikilmasina yardimci olur ve bu yikimlarla birlikte oksijen
tlketiminde artisa sebep olur. Vicutta solunumu arttirip azalttiktan sonra,
serum glikoz-insulin degerlerinde artisa neden olur. Capsaicin karaciger
glikojen seviyelerinin ¢abuk azalmasiyla serum trigliserid seviyelerinde
kademeli olarak artis saglanir, dolagim sisteminin g¢alismasina yardimci olur

ve bu sekilde metabolizmada etkili olur (39, 43).
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Capsaicin sindirim sistemi Uzerinde anti-kanserojenik ve anti-
mikrobiyal etkiye sahiptir. Salmonella enteris ile enfekte olan kanatllara
diyetle capsaicin verilmis ve capsaicinin burada iyilestirici etkisinin oldugu

gorulmustar (72).

Yaniklar Uzerinde agriyr gidermek igin tedavi edebilmek amaciyla
periferal sinirlere capsaicin uygulanmis ve capsaicinin periferal sinirlerde

analjezik etkisinin oldugu gorulmustur (31,10).

Ratlarda yapilan bagka bir c¢alismada kugluk kesiler olusturularak
capsaicin uygulamasi yapilmis ve burada da ayni sekilde analjezik etkili

oldugu gorulmuastar (46).

Uzun sureli capsaicin uygulamalarinda midedeki aspirin, alkol ve stres
durumlarinda olusan hasarlarda kapsaisinin afferent néronlarda etkili olarak
iyilesmeye yardimci oldugu ve midede koruyucu olarak goérev yaptigi
gorulmektedir (65).

Capsaicinin lokal uygulamalari capsaicinde etkili ndorojenik fibriller
yenilenir ve norojenik vaskuller reaksiyon azalir bunlara bagli olarak da agri
esigi artmis olur. Lokal uygulanan capsaicin deride lezyonlara neden

olmazken, neonatal uygulanan deride lezyonlara sebep olur (10,40).

Capsaicin, farmakolojik ve toksikolojik etkilerinden dolayi, degisik tipte
insan tumor hdcrelerinin - buylmesine engel olmakta ve timorlerin
oldurdlmesini saglayarak kanser tedavilerinde iyilesmeye yardimci olmaktadir
(60). Epidemiyolojik galismalar capsaicin tuketiminin kolon kanseri riskinde

azalma oldugunu gosterir (24).

Son zamanlarda yapilmis olan calismalarda capsaicinin tamor
baslangicini ya da VEGF’ nin yeni hicre olusturmasini saglamaktadir (42).
Bununla beraber, capsaicin dogada ¢ok aci olarak bulundugu igin, nadiren
anjiogenezisle ilgili hastaliklari tedavi ettigi dustUnulmektedir. Spesifik
capsaicin molekller ve karakteristik yapisi itibariyle direkt olarak damar

fonksiyonlariyla ilgili oldugu anlasiimigtir (48).
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2. MATERYAL ve METOD

Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanan bu ¢alismada daha once ¢iftlesmemis ve herhangi bir ¢alismada

kullanilmamig 20 adet sigan kullanildi.
2. 1. Materyal

2. 1. 1. Deney Hayvanlari ve Bakim Kosullari

Calismada kullanilan siganlar 22 + 2°C ortam sicakhidinda, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik ortamda standart kafeslerde barindiriidi. Ratlar,
adlibutum, standart rodent yemi ile beslendi. igme suyunu serbest olarak

tuketmeleri saglandi.

2. 2. Metot
2. 2. 1. Deney Gruplar ve Capsaicin Uygulanmasi

Calismada kullanilan deney hayvanlari Erzurum Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitisi Deney Hayvanlari Merkezi'nden temin edildi.
Arastirmaya puberte (50. gin) donemdeki siganlar alindi. Siganlar deneme
ve kontrol olmak Uzere 2 gruba ayrildi. Deneme grubundaki (n=10) deney
hayvanlarina 1 hafta boyunca herglin 1 mg/kg capsaicin %10 ethanol, %1
Tween 20 ve %80 distile su ile ¢ozdurlldikten sonra subkutan olarak
uygulamasi yapildi. Kontrol grubunda ise subkutan yolla capsaicin yerine 1
mg/kg dozdaki %10 ethanol, %1 Tween 20 ve %80 distile su igeren karigim
subkutan olarak hayvanlara uygulandi. Daha sonra bir hafta ara verilip bu
surenin sonunda her iki gruptaki hayvanlar eter anestezi altinda oldurtlip

bobrekleri alindi. Alinan bobrekler rutin doku takibine alindi.
2. 2. 2. Capsaicinin Uygulanmasi

Capsaicin oraninin belirlenmesinde Tutlincu ve arkadaslari (2009) ile
Moran ve ark. (2003) yaptigi ¢alisma dikkate alindi. Deneme grubundaki
si¢ganlara 1 mg/kg dozdaki capsaicin (Sigma M 2028) %10 ethanol iginde
cozduruldukten sonra % 1 Tween 20 (Merck M8170772100) ve %80 distile

su ilave edildi. GuUnlik olarak hazirlanan capsaicin daha sonra subkutan
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olarak karin bolgesine insulin enjektoru ile 1 hafta sure ile her gun ayni saatte
enjekte edildi. Kontrol grubu igin ise capsaicin ilave edilmeden hazirlanan
¢Ozelti ayni dozda 1 hafta slreyle her gin subkutan yolla uygulandi. Bir hafta
sonra her iki gruptaki sicanlar eter anestezi altinda oldurllip bobrekleri

alindi.
2. 3. Histolojik incelemeler

Eter anestezi ile dlduruldukten sonra alinan bdbrekler histolojik ve
immunohistokimyasal analizlerde kullaniimak Uzere Formaldehit ve Bouin
solisyonunda tespit edildi. Daha sonra yikama, seffafladirma, infiltrasyon,
bloklama ve kesim iglemleri sirasiyla yapildi. Kesim hazirlanmis olan parafin
bloklardan, mikrotom cihazinda 4 pm. kalinliginda seri kesitler alinarak
yapildi. Alinan kesitler su banyosu (40-42 °C) icinde agcilarak, lamlara
yerlestirildi. Lam Gzerindeki doku kesitleri Crossman ugli boyamasi (Triple

Boyama) ile boyandi (12).

2. 4. immunohistokimyasal incelemeler

Parafin bloklardan alinan 4 pm'lik kesitlerde VEGF"nin varhgi
immunohistokimyasal yontemlerden indirekt streptavidin-biotin-peroksidaz
yontemi kullanilarak gosterildi. Doku 6rnekleri, %10 luk formol ve Bouin
solusyonuna alindi. Dokular en fazla 48 saat tespit solisyonunda bekletildi.
Daha sonra yukarida sayilan rutin histolojik yontemler kullanilarak dokular
parafine gomuldl. Mikrotom ile alinan 4 pym kalinhiginda seri kesitler,
onceden krom alum jelatin (CAG) ile kaplanmis lamlara alindi. Yéntem

basamaklari;

1. Lamlar, CAG ile kaplanmadan dnce temizlemek amaciyla absolu alkole, 2-
3 damla asit damlatiimasiyla elde edilen asit-alkolde bir stre bekletildi ve
daha sonra %50 lik alkolde bekletildi. Daha sonra lamlar distile su igine alinip
yikandi. Yikama sonrasi lamlar CAG igine alindi ve kurutulduktan sonra doku

kesitleri bu lamlar Gizerine alindi.
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2. Parafin kesitler, CAG"li lamlarda 1 gece 46°C"de bekletildi.

3. Deparafinizasyon islemi igin, dokular sirasiyla Xylol I, Il ve lll"e alindi

(3%x10 dakika).

4. Kesitler sirasiyla absollt alkol | ve Il (2x2 dakika), %96, %80 ve %70"lik
alkolde sirasiyla bekletildi (3x2 dakika).

5. Kesitler distile suda 1 defa calkalandi, sonra distile suda bekletildi (2
dakika).

6. Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek igin, dokular absolut metanolde

hazirlanan %3 Ik hidrojen peroksit (H202)"de inkube edildi (15 dakika).

7. PBS de 1 defa calkalandi.

8. Kesitler, mikrodalga da sitrat tamponu igcinde maksimum sicaklikta (800

watt) bekletilerek 1s1 uygulandi (10 dakika).

9. Kesitler, sitrat tamponundan c¢ikarilarak PBS igine alindi ve dokuya zarar

vermeden kurulandi.

10. Kesitler, Primer antikor (1/100; Mouse anti-VEGF; C-1, sc,7269, Santa
Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA.,U.S.A.) ile oda isisinda 1 saat
inkube edildi.

11. Kesitler sure sonunda PBS ile yikandi.

12. Kesitler, Biotinlenmis Rabbit anti-Mouse antibody (1/300; E0354; Dako

Glostrup, Denmark) solusyonu ile muamele edildi (30 dakika), slre sonunda

PBS"ye daldirilip ¢ikarilarak kurulandi.

13. Kesitler, streptavidin HRP (1/300; P0397, Dako Corp.) solusyonu ile

muamele edildi (30 dakika) ve slre bitiminde PBS"ye daldiriip cikarilarak

kurulandi.
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14. Kesitler, AEC substrate (C01-12; Golden Bridge Int., Life Science
Division, Mukilteo, WA, USA) sollisyonu ile muamele edildi. SollUsyon
eklendikten sonra kontrolli olarak mikroskop altinda incelenerek (2-20
dakika) reaksiyon gerceklestiginde lamlar Gill’'s hematoksilende 20 saniye

boyandi ve gesme suyunda 5 dakika yikandi

15. Kesitler kurulanarak su bazli yapistirici damlatilip lamelle kapatildi. Isik

mikroskobunda preparatlar incelendikten sonra fotograflari gekildi.
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3. BULGULAR

Calisma orneklerini Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylanan daha oOnce ciftlesmemis ve herhangi bir

calismada kullanilmamis 20 adet si¢can olusturdu.

Bu calismada hazirlanan kesitler histolojik ve immunohistokimyasal
teknikler kullanilarak incelendi. immunohistokimyasal degerlendirme igin
boyanma yayginligi ve siddeti baz alindi. Boyanma yok ise (-), hafif
boyanma (+), orta derecede boyanma (++), kuvvetli boyanma varsa (+++)
kabul edildi.

Puberte doneminde capsaicin uygulanan siganlarin bébrek dokusuna
ait tripple boyamalarinda deneme ve kontrol grubunda basta tubul epiteli,
korpuskulum renis olmak uUzere (sekil 2 ve 3) diger yapilarin genel
goriniminde bir degisiklik gdzlenmedi, normal histolojik bulgular tespit
edildi.

3.1. Deneme ve kontrol grubuna ait VEGF immiunoreaktivitesinin

karsilagtiriimasi

Olgulara ait genel 6zellikler Tablo-3’ de gdosterilmistir.

Deneme Kontrol
Korpuskulum Renis - -
Tubulus Proksimalis + ++
Tubulus Distalis ++ +
Tubulus Konnektivus ++ +++
Cikan Henle ++ +++
Tubulus Kollektivus +++ ++

Tablo 3: Puberte ddoneminde capsaicin uygulanan si¢anlarin deneme ve

kontrol grubunda bdbrek yapilarina ait VEGF duzeylerinin kargilastiriimasi.

Korteks ve medullada bulunan genel gérunimde yapilan mikroskopik

incelemede VEGF immunoreaktivitesinde her iki bodlgede de  spesifik
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boyanmanin oldugu (Sekil 4 ve 5) fakat kontrol grubunun medullasina ait
immunoreaktivitenin deneme grubuna gére daha fazla spesifik boyanmanin
oldugu tespit edildi (Sekil 5).

Deneme ve kontrol grubunda korpuskulum reniste herhangi bir
immunoreaktivitenin olmadigi goéruldu (Sekil 6 ve 7). Deneme grubunda yer
alan tubulus proksimalislerde hafif boyanma, tubulus distalislerde ise VEGF
immunoreaktivitesinin varliginin orta dizeyde oldugu tespit edildi (Sekil 6).
Kontrol grubunda ise VEGF immunoreaktivitesinin varligi tubulus
proksimalislerde orta derecede iken, tubulus distalislerde hafif boyanmanin
oldugu tespit edildi (Sekil 7).

Deneme grubuna ait tubulus konnektivus ve c¢ikan henlede orta
derecede (Sekil 8), kontrol grubunda ise daha yodun VEGF

immunoreaktivitesinin oldugu tespit edildi (Sekil 9).

Deneme ve kontrol grubuna ait damar endotelinde (Sekil 10 ve 11)

VEGF immunoreaktivitesinin olmadigi tesbit edildi.

Deneme grubuna ait tubulus kollektivuslarda daha yogun (Sekil 12),
kontrol grubunda ise orta derecede VEGF immunoreaktivitesinin oldugu
tespit edildi (Sekil 13).

Calismada genel olarak VEGF immunoreaktivitesinde c¢ekirdek

boyamasinin olmadigi, sitoplazmik bir boyamanin oldugu tespit edildi.

Calismada kullanilan orneklerin VEGF icin spesifik
immunoreaktivitenin  olup olmadigini gérmek icin deneme ve kontrol
grubundan birer kesit alarak primer antikor yerine PBS kullanildi. Negatif

kontroldeki kesitlerde immunoreaktivitenin olmadigi tespit edildi (Sekil 14).
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Sekil 2: Kontrol grubuna ait sigan bobregi. Normal yapidaki tubulus distalis (kalin ok), tubulus
proksimalis (ince ok) ile korpuskulum renis (ok bast) (tripple boyama) (Bar:100pm).

{ Lo

= | i

-, ‘i ¢

- > ! »

Sel 3: Deneme grubuna it su;n bébei. rmal yaplak gla henle ok) (tripple boyama)
(Bar 50: pm).



Sekil 4: Deneme grubuna ait siganlarin bobrek dokusud VEGF immiinoreaktivitesi. Korteks ve
medulla ( Bar: 200pum).

Sekil 5: Kontrol grubuna ait siganlarm bobrek dokusunda VEGF immiinoreaktivitesi. Korteks ve
medulla (Bar: 100 um).
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Sekil 6: Deneme grubuna ait sicanlarm bdbrek korteksinde VEGF immiinoreaktivitesi. Tubulus
distalis (ok bast), tubulus proksimalis (ince ok), korpuskulum renis (kalin ok) ( Bar: 50 um).

Sekil 7: Kontrol grubuna ait sicanlarin bobrek korteksinde VEGF immiinoreaktivitesi. Tubulus
distalis (ok bast), tubulus proksimalis (ince ok), korpuskulum renis (kalin ok) ( Bar. 50 um).
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Sekil 8: Deneme grubuna ait tubulus konnektivus (kalin ok) ve ¢ikan henlede (ok basi) VEGF’ nin
immiinohistokimyasal lokalizasyonu (Bar: 50um)

Sekil 9: Kontrol grubuna ait tubulus konnektivus (kalin ok) ve ¢ikan henlede (ok bas1) VEGF’ nin
immiinohistokimyasal lokalizasyonu (Bar:50 pm).



Sekil 10: Puberte doneminde capsaicin uygulanan deneme grubundaki si¢anlarin bobrek dokusundaki
damar endoteline ait ( ok) VEGF’ nin immiinohistokimyasal lokalizasyonu (Bar:100 um)

Sekil 11: Puberte doneminde capsaicin uygulanan kontrol grubundaki siganlarin bobrek dokusundaki
damar endoteline ait ( ok) VEGF’ nin immiinohistokimyasal lokalizasyonu (Bar:100 um).




Sekil 12: Deneme grubuna ait tubulus kollektivuslarda VEGF’ nin  immiinohistokimyasal
lokalizasyonu (Bar:100pm).

Sekil 13: Kontrol grubuna ait tubulus kollektivuslarda VEGF’ nin immiinohistokimyasal
lokalizasyonu (Bar:100pum).
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Sekil 14: Negatif kontrol (Bar: 50 pm).
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada puberte doneminde capsaicin uygulanan sig¢anlarin
bdbrek dokusunun histolojik ve immunohistokimyasal olarak incelenmesi

amaclanmistir.

Burt ve ark. (9) ratlarda yaptiklari galismada VEGF’nin 6ncelikle tubul
epitelinde ve o6zellikle tubulus distalis ile tubulus proksimalislerde reaksiyon
verdigini bildirmistir. Bu ¢alismada yapilan immunohistokimyasal boyamada,
deneme ve kontrol gruplarinin her ikisinde de VEGF’nin medullada belirgin,
korteksde ise daha hafif reaksiyon verdigi tespit edildi. Gruplar arasi
karsilastirmada kontrol grubu boébrek dokusunda, deneme grubuna gore
VEGF immunreaktivitesinin daha gucli oldugu goérilda. Genel olarak da
sitoplazmik boyamanin oldugu goérildi. Bu galismadan elde edilen bulgular

calismamizla parelellik gostermektedir.

Vannay ve ark. (67) ratlarda yaptiklari ¢calismada, erkek ratlara normal
sican yemi vermiglerdir. Bu calismada hemotoksilen eozin ile yapilan
boyamada tubul epitelinde nekrozis, glomeruluslarda normal histolojik
bulgular tespit edilmis. Yapilan immunohistokimyasal ¢alismada ise kontrol
grubunda deneme grubuna goére daha yogun bir boyanma tespit edilmis.
Kontrol grubunda medulla boélgesinde korteksten daha yodun boyanma, tubul
epitelinde immunoreaktivite pozitif ve korpuskulum reniste negatiftir. Ayrica
bu calismada deneme ve kontrol grubunda sitoplazmik boyanma tespit
edilmistir. Calismamizda da Vannay ve ark. elde ettikleri bulgulara parelel

bulgular elde edilmigtir.

Kanellis ve ark. (32) ratlarda yaptiklari calismada, deneme ve kontrol
gruplarinda tubulus proksimalis ve distalislerde daha yogun bir boyanmanin
oldugu, korpuskulum reniste boyanmanin olmadidi, medullada bulunan
yapilarda ise boyanmanin daha zayif oldugu goéruldd. Bizim ¢alismamizda ise
bu calismadan farkli olarak medulla kisminda daha yogun bir boyanma

oldugu tespit edildi.
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Li ve ark. (38) ratlarda yaptiklari ¢alismada, ratlara haftada 1 kez
toplam 3 hafta olmak Uzere streptozotocin enjekte edilmis ve VEGF
uygulanan bu ratlarin korpuskulum renis bdlgesinde immunoreaktivite
g6zlenmis. Bu galisma VEGF’ nin diyabetik nefropatide iyilestirici etkisinin
oldugunu dusundurmektedir. Bizim c¢alismamizda korpuskulum reniste

immunoreaktivite gorulmemistir.

Zhou ve ark.(78) ratlarda yapmis olduklari ¢alismada, tubulointestinal
fibroziste VEGF’ nin varliginda bir hafta arayla uygulandiginda diger haftaya
gore tubulointestinal fibroziste azalma oldugu gérildiu, bu da VEGF’ nin

tubulointestinal fibroziste iyilestirici etkisinin oldugunu disundirmektedir.

Basile ve ark. (4) ratlarda yapmis olduklari g¢alismada, bdbrek
iskemisinde kortektste tubulus proksimalislerde boyanmanin olmadigi, fakat
VEGF varliginda 1,3 ve 7. gulnlerde tubulus proksimalislerde boyanmanin
oldugu géruldd. Bu g¢alismada VEGF’ nin renal iskemide iyilestirici etkisinin

oldugu dusunulmektedir.

Diekmann ve ark. (14) ratlarda yapmis olduklari ¢alismada, rapamycin
uygulanan ratlara VEGF verildiginde glomerulluslarda immunoreaktivite
goruldi. Daha sonra ise VEGFR1 ve VEGFR2 verildiginde glomeruluslara ek
olarak tubular yapilarda da immunoreaktivite gézlendi. Bu ¢alisma VEGF’ nin

bdbrek hasarinda etkili oldugunu dastndirmektedir.

Soysal’ In (58) siganlarda yapmis oldugu calismada, siganlara insan
VEGF monoklonal antikoru olan bevasizumab’ in 3 gun verildigi hemotoksilen
eozinin patolojik degerlendirmesinde interstisyel inflamasyon, damar
duvarinda kalinlasma, bowman kapsul araliginda genisleme, tabdl epitelinde
dejenerasyon ve nekroz bulgularina rastlandi. Bu ¢alismada insan VEGF
monoklonal antikoru olan bevasizumab’ in bébrek dokusu Gzerinde koruyucu

bir ajan oldugunu dustndurmektedir.



32

Yazici ve Ozen’ in (74) bébrek tiimérlerinde hedefe ydnelik insanlarda
yapmis olduklari c¢alismada renal hucreli karsinomda VEGF yolunun
aktivasyonu tUmor anjiyogenezi, proliferasyonu ve metastazi ile iliskili

oldugunu dusundurmektedir.

Schrijvers ve ark. (55) bdbrek patolojisinde VEGF’ nin bazi rollerini
aciklamistir. Bunlar VEGF’ nin asirt olusumunda proteintriden ziyade
glomerul yollarinda tikanmaya sebep oldugunu bildirmektedir. Ayrica VEGF
geninin bobrek hastaliklarinin teshisinde éneminin kabul edilmesine ragmen,
bazi VEGF polimorfizmlerinde bdbrek hastaliklarinin ilerlemesine ve
hastalikta yararli etkilerinin olabilecegini bildirmiglerdir. Bu da VEGF’ nin bazi
bobrek  hastaliklarinin  ilerlemesini  durdurucu etkilerinin  oldugunu

dusundurmektedir.

Capsaicin ve VEGF nin c¢alisildigi sinirh sayida literatar
bulunmaktadir. Bu yuzden diger turlerde ve farkli deney duzenekleriyle

karsilastirma geregi duyulmustur.

Min ve ark. (42) human umblikal ven endotel hicrelerde yapmis
olduklari galismada capsaicin uygulanan farelerde VEGF’ nin induklendigi
durumlarda human endotel hucrelerin tip olusumunda ve gogunde, DNA
sentezinde, kemotaktik motilitesinde etkili oldugu goruldu. Bu da capsaicinin
anjiogenezisin yeni bir dyesi oldugunu, ayrica tumoér hastaliklarinin

tedavisinde etkili bir ila¢ olabilecegini dugindirmektedir.

Pyun ve ark. (48) human umblikal ven endothelial hiicrelerde yapmis
olduklari galismada capsaicinin VEGF tarafindan sebep olan vaskuler
permeabilite ve patolojik anjiogenezis engellemesinde faydali olabilecegini

bildirmistir.

Bhutani ve ark. (5) yapmis olduklari ¢aligmada capsaicinin STAT3
aktivasyon aktivasyon yolunu engelleyici, multiple miyeloma ve diger

kanserlerin tedavisinde onleyici olabilecegini bildirmistir.
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islek’ in (47) capsaicin Uretimi (zerine tutuklama isleminin ve farkli
konsantrasyonlarda gesitli uyaricilarin farkli zamanlardaki etkileri incelenerek

tutuklama igleminin capsaicinin Uzerinde arttirici etki yaptigi belirlenmistir.

Sener’ in (62) barsaklardan ilag absorpsiyonu Uzerine capsaicinin
etkisini arastirarak elde ettigi sonuglarda capsaicinin ilag etkilesiminde

yuksek dozlarda ve kronik kullanimda 6nemli olabilecegini gostermigtir.

Calismamizda capsaicin uygulanan siganlarin bobrek dokusunun
histolojik incelemesinde deneme ve kontrol gruplarina ait bobrek dokusunun
korteks ve medullasinda basta tubul epiteli, korpuskulum renis olmak Gzere
diger yapilarin genel gérunumunde bir degisiklik gézlenmedi. Bu sonuglar,
uygulanan dozda capsaicinin’in bobrek dokusunda histolojik olarak degisiklik

yapacak duzeyde etkili olmadigini gostermektedir.

Sonug olarak; bu g¢alismada puberte doneminde capsaicin uygulanan
ratlarin bobrek dokusunda VEGF’ nin immunohistokimyasal lokalizasyonu
incelendi.  Yapilan c¢alismalar sonucunda deneme  grubundaki
immunohistokimyasal lokalizasyonun kontrol grubuna gore daha az oldugu
tespit edildi. Bu durum capsaicinin VEGF immuUnoreaktivitesinde etkili
oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla bu calismanin ileride capsaicin ve
VEGEF ile ilgili yapilacak diger ¢alismalara temel teskil edip katki saglayacagi

dusunulmektedir.
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5. OZET

Capsaicin farmakolojik ve fizyolojik etkilerinden dolayi son yillarda Tip
ve ilag sanayinde kullaniimaktadir. Bu c¢alismada; puberte doneminde
capsaicin uygulanan siganlarin bdbreklerinde, VEGF’ nin
immunohistokimyasal lokalizasyonunu tespit etmek ve dokuda meydana

gelen yapisal degisiklikleri histolojik olarak incelemek amaclandi.

Calismada kullanilan 20 adet sigan deneme (n=10), kontrol (n=10)
olmak Uzere iki gruba ayrildi. Deneme grubundaki sicanlara 1 mg/kg dozdaki
capsaicin %10 ethanol icinde ¢dézduruldukten sonra % 1 Tween 20 ve %80
distile su ilave edildi. Gunlik olarak hazirlanan capsaicin daha sonra
subkutan olarak insulin enjektort ile 1 hafta sure ile her gin ayni saatte
enjekte edildi. Kontrol grubu igin ise capsaicin ilave edilmeden hazirlanan
¢Ozelti ayni dozda 1 hafta slreyle her gun subkutan yolla uygulandi. VEGF’
nin immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemek amaciyla indirekt
immunohistokimyasal teknik streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi kullanildi.
Ayrica, gruplar boyanma derecesi yonunden Kkarsilastirildi. Daha sonra
VEGF nin immunohistokimyasal lokalizasyonu incelendi. Histolojik

incelemeler igin tripple boyama yontemi kullanildi.

Capsaicin uygulanan deneme ve kontrol gruplarinda VEGF' nin
immunohistokimyasal lokalizasyonunda medulla bdlgesinde daha yogun bir
boyanmanin, kontrol grubunda ise hem korteks hem medullada daha yogun

boyanmanin oldugu goruldi. Ayrica boyanmanin sitoplazmik oldugu goruldu.

Capsaicinin bobrek dokusu ve VEGF immunoreaktivitesinde etkili
oldugu dusunulmektedir. Bu calismanin, capsaicin uygulanan hayvanlarin
VEGF dulzeyleri arasindaki iligkinin anlasiilmasi ic¢in yapilacak olan

calismalara katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar sozciikler: Capsaicin, VEGF, immiinohistokimya, Bébrek.
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6. SUMMARY

Capsaicin is used in medical pharmaceutical industry due to its
pharmacological and physiological effects. In this study, determining the
immunohistochemical localization of VEGF and the structural changes
occurring in the tissue histologically were aimed to examine in the kidneys of

rats treated during puberty period.

Twenty rats, which used in the study, were divided into two groups as
experimental (n=10) and control (n=10). After being dissoled with %10
ethanol, %1 Tween 20 and %80 distelled water 1 mg/kg capsaicin was
implemented to experimental animals. Capsaicin, which has been prepared
daily, was injected with insulin injector as subcutaneus for one week at the
same hour. The solution, which has been prepared without adding capsaicin,
was implemented in same dose for one week everyday through
subcutaneous. Indirect immunohistochemical technic streptavidin biotin
complex method was used to analyse the localization of
immunohistochemical VEGF. In addition, the groups were compared from the
point of the degree of staining. Later on, VEGF’ s immunohistochemical
localization was studied. Tripple staining method was used for histological

examination.

In the experimental and control groups, capsaicin applied, more
intense staining in medulla part during the VEGF’ s immunohistochemical
localization and in control group more intense staining both in cortex and
medulla were observed. In addition, it was observed that the staining was

cytoplasmical.

It is thougt that capsaicin is effective on kidney tissue and VEGF’s
immunoreactivity. We are in the opinion of contributing to the studies to
understand the relationship between VEGF levels of applied capsaicin

animals.

Key words: Capsaicin, VEGF, Immunohistochemistry, Kidney.
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