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Ozet

Bu calisma kapsaisin uygulamas: sonrasi ileumdaki histomorfolojik degisiklik ve endokrin, parakrin, otokrin etkiler yoluyla hiicre-
sel bitytimeyi, farklilasmay: ve apoptozu diizenlemede rol alan IGFI ve onun reseptorii olan IGFI-Rniin ifadesi aragtirdmigtir. 21 giinlitk
Sprague-Dawley sigan Kontrol gurubu ve Kapsaisin alan tedavi grubu olarak 2’ye ayrildi. Tedavi grubuna 20 giin boyunca deri altinda 0,5mg/
kg Kapsaisin uygulandi Deney sonunda ileumlar toplanarak dokular immiinohistokimya (IGF-I-IGF-IR) ve morfometrik analizlerle deger-
lendirildi. Tedavi gruplarinin sindirimi destekleyen parametrelerinden villus yiiksekligi, kript derinligi, total mukozal kalinligs, villus/kript
orani, ylizey emilim alani istatistiki olarak artti. Ayrica kriptlerde ve diiz kas tabakasinda IGF-I ve IGFI-Rniin ifadesinde artis belirlendi.
Ancak yiizey epitelinde kontrol grubuna gore herhangi bir istatistiki onem tespit edilmedi. Histomorfolojik parametrelerdeki artis ve hiicrel-
erin mitotik olarak en yogun oldugu kript bezlerinde goriilen IGF-I ve reseptoriiniin ifadesinde artis Kapsaisinin IGF-I ve IGF-IR etki me-
kanizmasini etkiledigi ve tedavinin sindirim sisteminde besin emilimini ve yararlanimini destekleyerek bagirsak morfolojisini olumlu yonde
etkiledigi sonucuna vardik.

Anahtar kelimeler: fleum, IGF-1, IGE-IR, Kapsaisin.

Investigation of Capsaicin-Induced Morphometric Changes,
IGF-I and IGF-IR Expressions in Rat Ileum
Abstract

This study investigated the histomorphological changes in the ileum after capsaicin application and the expression of IGFI and its receptor IG-
FI-R, which play a role in regulating cellular growth, differentiation and apoptosis through endocrine, paracrine and autocrine effects. 21-day-
old Sprague-Dawley rats were divided into 2 groups as the Control group and the Capsaicin-receiving treatment group. 0.5mg/kg Capsaicin
was applied subcutaneously to the treatment group for 20 days. At the end of the experiment, the ileums were collected and the tissues were
evaluated with immunohistochemistry (IGF-I, IGF-IR) and morphometric analyses. The parameters supporting digestion in the treatment
groups, such as villus height, crypt depth, total mucosal thickness, villus/crypt ratio, and surface absorption area, increased statistically. In
addition, an increase in the expression of IGF-I and IGF-IR was determined in the crypts and smooth muscle layer. However, no statistical
significance was detected in the surface epithelium compared to the control group. The increase in histomorphological parameters and the
increase in the expression of IGF-I and its receptor seen in the crypt glands where the cells are mitotically densest lead to the conclusion that
capsaicin affects the mechanism of action of IGF-I and IGF-IR and that the treatment positively affects intestinal morphology by supporting
nutrient absorption and utilization in the digestive system.
Keywords: Ileum, IGF-I, IGF-IR, Capsaicin.

Giris lar tatlandirma, koruma konusunda uzun bir ge¢misi var-

dir. Aci biberin baslica aktif bilesigi olan kapsaisin (KAP),

Aci biberin, MO 7000'den beri diinya ¢apinda gida ve ilag- baharatlilik hissi verir ve agry, iltihap ve kanser tedavisi de
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dahil olmak iizere insan organizmasinda saysiz faydali
roli belirlenmistir (1).

KAP, antioksidan, obezite karsiti, agriy1 hafifletici ve iltihap
onleyici etkiler de dahil olmak iizere genis kapsamli giiclii
biyolojik ozellikler gostermistir (2). Bununla birlikte, son
caligmalar KAP'nin diisitk dozlarda aktivite gosterdigini
ancak yiiksek dozlarda yan etkilere sahip olma egiliminde
oldugunu ortaya koymaktadir. KAP siirekli olarak yiiksek
seviyelerde tiiketildiginde, insanlar giinliik yasamlarinda
mide eksimesi, ishal, agr1 ve diger semptomlar gibi bazi ra-
hatsiz edici gastrointestinal (GI) semptomlar hissedebilir-
ler (3). Bu nedenle, KAP aliminin GI etkileri giderek daha
fazla ilgi gérmektedir.

Keskinligi nedeniyle, yitksek doz KAP gastrik asit iiretimi-
ni engelleyebilir, gastrik iltihaplanmaya neden olarak GI
mukozasina zarar verebilir, bagirsak bariyerinde yapisal
degisikliklere neden olabilir ve ayrica bunun gibi pek ¢ok
GI sistem semptomlarina neden olabilir (4-12). Bununla
birlikte, KAP iizerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen so-
nuglar, KAP'nin dozaj1 ve siiresi ve arastirma deneklerinin
tiirleri ve karakterizasyonu nedeniyle farklilik gostermek-
tedir. Bu da KAP'nin spesifik GI etkilerini dogrulamay1
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, KAP alimimin GI saglig:
tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in tek tip ve net deneysel
modeller ve degerlendirme kriterleri bulunmamaktadir.

Buna karsin mevcut aragtirmalar KAP'nin GI saglig: iize-
rindeki etkilerini agiklamay1 amaglamaktadir. Farelerde
doku iltihaby, histopatolojik hasar ve serum GI ndropeptit
seviyelerinin KAP1n farkli dozlariyla iliskili oldugu belir-
tilmistir. Ayrica, KAP'nin kisa zincirli yag asitlerini (SC-
FA'lar) ve bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini diizenleyip
diizenlemedigini belirlemek i¢in bir korelasyon analizi ya-
pilmistir ve bu KAP tiiketimini GI saglig ile iliskilendir-
mistir. Calismada KAP'nin GI saglig1 iizerindeki etkilerini
degerlendirmek icin farelere ii¢ dozda intragastrik olarak
CAP uygulanmis ve 40 mg/kg KAP uygulamasinin fare-
lerde GI sistemi lizerinde 6nemli olumsuz etkilere sahip
olmadigini, 60 ve 80 mg/kg KAP'nin ise GI dokularina za-
rar vererek ve anti-inflamatuar sitokin (IL-10) seviyelerini
azaltarak GI hasarina neden oldugunu bildirilmistir (13).

Sindirim sistemi ile iligkili biiytime faktorlerinden IGF-I
(Instlin benzeri biiylime faktori -I), endokrin, parakrin
ve otokrin etkiler yoluyla hiicresel bityiimeyi, farklilasmayi
ve apoptozu diizenlemede 6nemli bir rol oynar. IGF-I etki-
si, IGF-I peptit hormonu, hiicre yiizeyi IGF-I reseptorleri
(IGF-IR)ve IGF-T'in reseptoriine baglanmasini diizenleyen
alty, iyi karakterize edilmis IGF baglayici protein (IGFBPs
1-6) iceren karmagik bir sistem tarafindan kontrol edi-
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lir (14,15). Sunulan ¢aligmalarda farelere intraperitoneal
IGF-I uygulamasini bagirsak kript derinligini arttirdig:
(34) siganlara 14 giinlitk parenteral IGF-I uygulamasinin
ise, kript derinligini ve villus yiiksekligini %30 oraninda
artirdigy (35), ve oral yolla IGF-I alimimnin ince bagirsak
agirligl, DNA igerigi, protein igerigi ve ince bagirsaktaki
villus yiiksekligi endekslerini artirdig: bildirilmistir (33).

Son ¢alismalar, 14 giin boyunca 20 mg/kg KAP dozunda
oral uygulamanin sicanlarda gastrik ve jejunal mukozal
dokularda belirgin inflamatuar hiicre infiltrasyonuna ve
hiicre vakuollerine neden oldugunu ortaya koymustur
(23). Bununla birlikte, KAP'nin diger GI dokularini etkile-
yip etkilemedigi bilinmemektedir. KAP aliminin GI saglig:
tizerindeki etkileri i¢in hala net bir deneysel model ve de-
gerlendirme kriteri yoktur.

Bu caligmanin amaci, diisitk doz KAP uygusamasinin
ileum mukoza epitelinde neden olabilecegi morfometrik
degisikliklerin belirlenmesini yan1 sira IGFI sinyal yolagi-
nin diisitk doz KAP tedavisi alan sigan ileumu tizerindeki
etki mekanizmasinda herhangi bir rolii olup olmadigini
aragtirmaktir

Materyal ve Metot

Galismada Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetis-
tirme ve Arastirma Merkezinden alinan 21 giinliik Spra-
gue-Dawley disi sicanlar kullanildi. Hayvanlar ¢aligma bo-
yunca kontrollii laboratuvar kosullarinda tutuldu.

Etik Standartlara Uygunluk

Deney protokolleri Uludag Universitesi Hayvan Bakim ve
Kullanim Komitesi tarafindan onaylandi ve Ulusal Saglik
Enstitiisii Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi
Kilavuzu'na (karar no: 08.06.2005/2) uygun olarak ilerlen-
di.

Deneysel Prosediir

Siganlar 10 hayvandan olusan 2 gruba ayrildi. 1. grup
Kontrol grubu Ikinci grup ise; KAP deney grubu (0,5 mg/
kg/giin-20giin sc.) (10% etanol, 10% Tween 80 ve 80% dis-
tile sudan olusan bir ¢oziiciide hazirlanan KAP'in (Sigma
Chemical Co. Solventi). 20 giinlik uygulama sonunda
hayvanlar sodyum pentobarbital enjeksiyonu ile 6tenazi
edildi ve karin duvarlar1 acildi. Ileumun 2 cm'lik bir kis-
mu ¢ikarildi ve %10 tamponlu formaldehit ile fikse edildi.
Doku o6rnekleri rutin histolojik prosediirlere gore paratin
bloklara gomiildii. Bes mikrometre kalinhiginda kesitler
kesildi ve bir kism1 mormometrik analiz i¢in bir kismu1 ise
IGF-I ve IGF-IR lokalizasyonu belirlemek iizere ayrildi.
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Morfometrik Analizler

Morfometrik analiz i¢in alinan kesitler Crossman'in modi-
tiye edilen ¢l boyasiyla boyandi (16). Villus yiiksekligi,
kript derinligi, villus/kript orani, toplam mukozal kalinlik,
villus ytizeyi emilim alani 6l¢iildii ve mikrografland: (17).
Villus emici yiizey alani su formiil kullanilarak hesapland:
Villus emici yiizey alani = (2 m) x (ortalama villus genisli-
§i/2) x villus yiiksekligi (18).

Immunohistokimya

Standart streptavidin-biyotin peroksidaz kompleksi tekni-
gi ImPRESS reaktif kiti (MP 7405, MP 7801) kullanilarak
gerceklestirildi. Kesitler tireticinin firmanin 6nerdigi se-
kilde 1:100 IGF-I primer antikoru (G-17) (sc-1422, Santa
Cruz, CA, ABD) ve IGF-IR primer antikoru (C-20) Santa
Cruz sc: 713 CA, ABD) ile 4°C'de gece boyunca inkiibe
edildi. Numuneler PBS ile yeniden yikand: ve oda sicak-
liginda 30 dakika boyunca ImmPRESS reaktifi (IGF-1 igin
anti-goat MP-7405 ve IGF-IR i¢in anti-rabit MP-7401) ile
inkiibe edildi. Son olarak goriintiileme i¢in 3.3'-diamino-
benzidin (DAB) kullanildi ve hematoksilen ile karsit bo-
yama yapildi. Kesitler ksilol ile temizlendi ve entellan ile
kaplandi (19).

Kesitler iki bagimsiz gozlemci tarafindan asagidaki puan-
lama sistemi kullanilarak degerlendirildi: 0, immiin reak-
siyon yok; 1, zayif immiin reaksiyon; 2, orta derecede im-
miin reaksiyon; 3, giiclii immiin reaksiyon (20).

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS Sta-
tistics version 22 (Statistical Package for Social Science,
IBM SPSS, Chicago, U.S.A.) programi kullanilarak yapil-
di. Iki grubun sayisal verileri arasindaki farkin analizinde
Mann-Whitney U Testi kullanilarak yapild.

Bulgular

Thirty-Morfometrik bulgular

KAP tedavi grubunda kontrol grubuna gore villus yiik-
sekligi (p<0,05), kript derinligi (p<0,05), toplam mukozal
kalinlik (p<0,05), villus/kript oran1 (p<0,05) ve villus yiizey
emilim alan1 (p<0,05) daha ytiksek belirlendi (Sekil 1, Tab-
lo1).

Tablo 1. Kontrol gruplarmm ve deney grubunun villus yiiksekligi,
kript derinligi, villus/kript orani, total mukozal kalinhig1 ve villus yiizey

emilim alaninin morfometrik analizi.

Gruplar N Villus yiksekligi Kript derinligi Total mukozal kalnik  Villus /Kript _ Yiizey emilim alant
(Ort£SE) (Ort£SE) (OrtSE) (OrtSE) (Ort+SE)
Kontrol A 10 1009,02£17,1° 546,5228,5° 2117,7448,7 1,840 1,30+0,3
KAP 10 1226,65435,50 571,54239b 2267,7+41,5% 2,14v 1,4740.030
P degeri 021 0,039 0,004 0,028 0,33
Aym siitundaki farkl harfler istatisti 81 gosterir (*°)

AR = e N e S e ==

Sekil 1. Ileum mukozasiin morfometrik analizi (A) Kontrol grubu (B)
KAP tedavi grubu a-b:villus yiiksekligi, a-c: total mukozal kalinlik, b-c:

kript derinligi. Crossmonss triple staining (Bar: 100 um)

Immunohistokimyasal Bulgular

IGF-I immunoreaktivitesi

[leumda, tim gruptaki villus epitel hiicrelerinde orta
diizeyde immiinreaksiyon belirlendi. Kript epitel hiicrel-
erinin kontrol grubunda hafif bir reaksiyon, KAP tedavi
grubunda ise orta diizeyde bir reaksiyon belirlendi. IGF-I
kontrol gurubu kas tabakasi deney grubuna gore daha
diistik bir ifade gosterdi. Deney grubunun sirkiiler kas ta-
bakasinda orta diizeyde reaksiyon gosterirken, longitudi-
nal kas tabakasinda ifade daha giigliiydii (Sekil 2, Tablo 2)
(p<0,001).

Sekil 2. fleumda IGF-1 ve IGF-IR immunreaksiyonu (a) Kontrol grubu
zayif IGF-I ekspresyonu (b) KAP tedavi grubunda orta diizeyde IGF-I
ekspresyonu (c) Deney grubu yiizey epitel hiicrelerinde orta, kript
hiicrelerinde gii¢lii IGF-I immiinoreaksiyonu (d) Kontrol grubu zayif
IGF-IR ekspresyonu (e) Deney grubu yiizey epitel hiicrelerinde orta,
kript hiicrelerinde giiglii IGF-IR immiinoreaksiyonu (f) Deney grubu
ylizey epitel hiicrelerinde orta, kript hiicrelerinde giilii IGF-I immiino-

reaksiyonu. (Bar: 100 pm -50pum).

Tablo 2. Yiizey epitelinde, kriptlerde, sirkiiler ve longitudinal kaslarda
IGF-I ifadesi.

IGF-1 Kontrol KAP I d
Yiizey epiteli 2,00+0,222 2,12+0,112
Kript derinligi 0,81+0,212 2,58+0,17° 0,001
Sirkiiler kas 1,21+0,23% 2,44+0,15° 0,001
Longitudinal Kas 1,48+0,182 2,62+0,23" 0,001

Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 gosterir (>b)

IGF-IR immunoreaktivitesi

[leumun villus epitel hiicrelerinde orta siddette bir reaksiy-
on gozlendi. Kriptlerde ise kontrol gurubundaki reaktivite
diisiik gozlenirken KAP tedavi grubunda giiglii bir imun-
orektivite gozlendi. Kas tabakasinda ise IGF-I immunrek-
siyonuna benzer bir ekspresyon belirlendi. IGF-IR ifadesi
sirkiiler kas tabakasinda orta diizeyde eksprese olurken,
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longitudinal kas tabakasinda giiglitydii (Sekil 2, Tablo 3)
(p<0,05, p<0,001).

Tablo 3. Yiizey epitelinde, kriptlerde, sirkiiler ve longitudinal kaslarda
IGF-IR ifadesi.

IGF-IR Kontrol KAP P
Yiizey epiteli 2,35+0,232 2,4440,242
Kript derinligi 0,90+0,26* 262+0,19° 0,001
Sirkiiler kas 1,80 +£0,16* 2,25+0,27° 0,042
Longitudinal Kas 1,96,£0,15% 2,62+0,05° 0,001

Ay satirdaki farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 gosterir (%)

Tartisma

KAP'nin diisitk dozlarda anti-obezite, agr1 kesici, antioksi-
dan ve anti-inflamatuar etkiler gibi ¢esitli biyolojik 6zellik-
lere sahip oldugu bildirilmistir. Ancak, KAP siirekli olarak
yiiksek seviyelerde tiiketildiginde, kisiler mide eksimesi,
ishal, agr1 ve diger semptomlar gibi GI rahatsizliklar1 ya-
sayabilir. Bu nedenle, KAP aliminin GI etkileri giderek
daha fazla ilgi gormektedir. Onceki ¢aligmalarda insanlar-
da ortalama KAP tiiketimini giinliik ortalama kisi bagina
30-150 mg, farelerde ise 8-37 mg/kg seklinde ortaya kon-
mustur (21,22). Sunulan ¢alismada diisitk doz KAP uygu-
lamasinin si¢an ileumundaki etkileri histolojik olarak de-
gerlendirilmis ve diisitk doz KAP uygulamasinin sindirimi
destekleyici parametrelerinde olumlu etkiler gosterdigi
belirlenmistir. Sindirim sistemi organlarinin genel yapisini
olusturan villuslarin boyunda ve villus boyuyla direk ola-
rak iligkili olan ve mitotik aktivitelerin yogunlukta oldugu
kript bezlerinin derinliginde istatistiki olarak bir artis goz-
lenmistir.

Uzun siireli ve yiliksek konsantrasyonda KAP uygulanmasi
sensorik sinirlerden Substance P’nin saliniminin titkkenme-
sine ve sinirlerde desensitizasyon yaratarak agrinin orta-
dan kalkmasina, dolayisiyla néyro toksisiteye sebep olur
(24). KAP agr giderici etkisinin yaninda, immun sistem,
gastrointestinal, kardiovaskiiler ve solunum sistemleri ol-
mak {izere pek ¢ok sistem iizerine de etkilidir. KAP’1in etki-
si dozuna, uygulama sekline, siiresine ve dokuya gore de-
gismektedir (25,26). Son yillarda fizyolojik ve farmakolojik
etkilerinden dolayz, tip alani ve ilag sanayinde de kullanimi
yayginlagsmistir. KAP ayrica, sindirim sistemi fonksiyon-
larini arttirarak, sindirime ve toksinlerin atilimina yar-
dimai olur. Kolonda ve HCT-8 hiicreleri iizerinde yapilan
caligmalar KAP’1n barsak epitel hiicrelerinde gecirgenligi
arttirdigini makromolekiillerin ve iyonlarin gegisini kolay-
lastirdigini bildirmistir (27,28). Alkol ile deneysel olarak
siganlarda olusturulan gastrik lezyonlara kars1 kapsaisinin
koruyucu etki yaptig1 gosterilmistir (29).

IGF sistemi, gastrointestinal sistemde hiicre ¢ogalmasi, sag
kalimi ve apoptozis i¢in 6nde gelen endokrin, parakrin ve
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otokrin diizenleyici eksen olarak gérev yapar (30). Hem
IGF-I hem de IGFI-R’in normal hiicrelerde mitojenik ve
antiapoptotik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ayrica Insii-
lin benzeri biiytime faktorii IGF-I'in bagirsak kriptlerinde
radyasyon kaynakli apoptozu engelledigini bildirmistir
(31,32). Bu durum IGF ifadesindeki artisin sindirim sis-
temini olumlu y6nden destekledigini diisiindiirmektedir.
Calismamizda diisitk doz KAP uygulamasinin kript hiicre-
lerinde IGFI ve IGFI-Rniin ifadesinin arttigini belirledik.
In vivo ¢aligmalarda IGF'nin bagirsak epiteli {izerindeki
proliferatif etkilerini gostermek adina pek ¢ok farkli de-
neysel model ile ¢alismalar sunulmustur. IGF-I'in yenido-
gan domuzlara oral yoldan verilmesi, ince bagirsak agirli-
g1, DNA igerigi, protein icerigi ve ince bagirsaktaki villus
yiiksekliginin endekslerini artirmistir (33). Bagka bir ¢alis-
mada ise farelere intraperitoneal IGF-I uygulamasiyla kisa
stireli bir tedaviden sonra bile bagirsak kript derinliginde
arti gorilmistiir (34). Yetiskin sicanlara 14 giinliik paren-
teral IGF-I uygulamasi, kript derinligini ve villus yiiksek-
ligini %30 oraninda artirmistir (29). Dolaysistyla sindirim
sisteminde IGF ailesinin ifadesi sindirim sistemi paramet-
relerini olumlu yonden desteklemektedir. Calismamizda
diisiik doz KAP uygulamasinin yiizey epitelinde IGF-I ve
IGF-IR ifadelerini degistirmedigi ancak kript derinligin-
de ve iki katmanli kas tabakas1 hiicrelerinde tedavi sonrasi
ifadelerde artis oldugunu gosterdi. Epitel hiicrelerinde IGF
ailesinde bir degisiklik goriilmemesinin uygulama siiresi
ile iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug

Sonug olarak bu ¢alismada diisiik doz KAP uygulamasinin
sindirim sistemi parametrelerini (villus yiiksekligi, kript
derinligi, total mukozal kalinlik, villus/kript orani, yiizey
emilim alani) arttigin1 ve gastrointestinal sistemde hiicre
¢ogalmasi, sag kalimi ve apoptozis i¢cin 6nemli bir biiyii-
me faktorii olan IGF-I ve IGF-IRniin ifadesinin arttigini
belirledik. Bu ifadelerdeki artisin ve morfolojik olarak sin-
dirim sistemini destekleyici parametrelerin artigini kulla-
nilan doz ve siireyle iliskili oldugunu diisiinmekteyiz. Do-
layistyla bu durumda Kapsaisinin gosterdigi etkileri IGF-I
ve IGF-IR etki mekanizmasini etkileyerek gosterdigi ve
tedavinin sindirim sisteminde besin emilimini ve yararla-
nimini destekleyerek bagirsak morfolojisini olumlu yonde
etkiledigi sonucuna vardir.

Tesekkiir

Bu ¢alisma TUBITAK-TOVAG (Tiirkiye Bilimsel ve Tek-
nolojik Arastirma Kurumu) 104 O 372 numaral1 projeden
saglanan biitce ile finanse edilmistir.

Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali 6gretim tyesi Prof. Dr. Berrin



Asmaz 2024

ZiKa c¢alismanin yiriltiilmesinde verdigi sonsuz destek

i¢in tegekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.
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