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Karacigerin gesitli hasarlardan sonra yenilenmesi, metabolizmanin ve detoksifikasyon gibi énemli fonksiyonlarinin strdirilmesi igin
gerekli bir olaydir. Rejenerasyon olayi histolojik olarak cok iyi bir sekilde tanimlanmistir. Ozellikle ilgi gekici olan, karaciger
rejenerasyonunun farkh fazlarini kontrol eden sitokinler ve blylime faktorleridir. Vaskiler endoteliyal biyime faktori (VEGF)
mikrovaskiler gegcirgenligi arttirir ve endoteliyal hicreler igin spesifik bir mitojendir ve anjiyogenezde 6nemli bir rol oynadig
dustinilmektedir. Sunulan ¢alismada, VEGF ve reseptorlerin (fltl / fms, flkl / KDR ve flt4) ekspresyonu imminohistokimyasal olarak
incelendi. Bu galismada 10 adet sigan kullanildi. VEGF ve reseptorleri igin pozitif immiinoreaksiyon, sigan karacigerindeki hepatositler ile
kan damarlarinin endotel ve diz kas hiicrelerinde belirlendi. Bununla birlikte, vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde flt1/fms
immunreaktivitesi VEGF, flk1/KDR ve flt4 ile karsilastirildiginda oldukga gugli idi. Sonug olarak, VEGF ve reseptorlerin (flt1/fms, flk1/KDR
ve flt4) sican karacigerinin fizyolojik degisikliklerinde 6nemli roller oynadigini géstermektedir.
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Distribution of Vascular Endothelial Growth Factor and Receptors in Rat Liver
Abstract

The liver regenerate after various damages is a phenomenon essential for the maintenance of its important functions such as
detoxification and metabolism. The regeneration process is histologically well described. Of particular interest are cytokines and growth
factors, which control different phases of liver regeneration. Vascular endothelial growth factor (VEGF) increases microvascular
permeability and is a specific mitogen for endothelial cells and is thought to take an important role in angiogenesis. The present study
examined VEGF and receptors (flt1/fms, flk1/KDR and flt4) expression immunohistochemically. In this study, ten rats were used. Positive
immunoreaction for VEGF and its receptors was determined in the hepatocyte and endothelial and smooth muscle cells of blood vessels
in the rat liver. However, the flt1/fms immunoreactivity in hepatocytes around the vena centralis was quite strong compared to VEGF,
flk1/KDR and flt4. As a result, the findings also indicate that VEGF and receptors (flt1/fms, flk1/KDR and flt4) played important roles in

the physiological changes of rat liver.
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GiRiS

Karaciger vucuttaki metabolik olaylarin dizenlenmesinde
ve ayni zamanda da detoksifikasyonda merkezi bir rol oy-
nar. Bu fonksiyonlardan dolayi da, organdaki hiicresel yeni-
lenmenin hizli bir sekilde gerceklesmesi gerekir. Primer
veya metastatik karaciger hastaliklari, alkol veya ilag kulla-
nimlari, otoimmin hastaliklar ile toksinler karacigerde hiic-
re kayiplari meydana getirerek hasara neden olur. ilginctir
ki, karaciger tamamen yenilenmek igin essiz bir yetenege
sahiptir (1, 2). Hepatositler hiicre déngiisiine ilk giren hic-
relerdir ve 2-3 gin igerisinde bolinme gegirirler. Bu hiicre-
ler GO'dan ¢ikmak ve rejenerasyon igin gereken bir dizi gen
ekspresyonunu baslatmak icin sinyaller alirlar. Daha sonra,
hiicre dongls ilerler ve mitoz gegirirler. Bunu da sirasiyla,
hepatik stellat ve Kupfferin yildiz hiicreleri ile biliyer epitel
hiicrelerinin ¢ogalmasi izler. Ayrica, endotel hicrelerinin
cogalmasi ve filizlenen anjiyogenez, karaciger damarlarini
yeniden olusturmak igin ortaya gikar (2).
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Karacigerdeki hlcrelerin aktivasyonu, ¢cogalmasi, gogu,
farkhlasmasi ve hayatta kalmasi hepatositlerden eksprese
edilen veya dolasim sistemi yolu ile karacigere ulasan ¢ok
sayidaki buyume faktorl ve sitokin tarafindan kontrol edilir
(3). Bu faktorlerden en 6nemlisi ve lizerinde en ¢ok durulani
vaskiler endotelyal biyime faktéri (VEGF)'dir. VEGF, 45
kDa’luk, homodimerik, heparin-bagimli bir glikoprotein
olup, cesitli alt gruplar tanimlanmistir. VEGFA, B, C, D, E, ya
da aminoasit sayilarina gére VEGF121, VEGF145, VEGF165,
VEGF189 ve VEGF206 gibi izoformlari bulunmaktadir. VEGF,
aktivitesini ¢ reseptor ile gerceklestirir: Tirozin kinaz yapi-
sinda olan bu reseptorler VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk-
1/KDR) ve VEGFR-3 (flt-4)’dir. Bunlardan VEGFR-1 ve R-2
endotel hiicreleri lizerinde, VEGFR-3 ise lenf damarlar tze-
rinde bulunur. VEGF reseptorlerinin aktivasyonu; fosfoinosi-
tol-3 kinaz, fosfolipaz-C ve ras GTPaz aktivator proteinleri
gibi bir dizi hicre ici sinyal iletim proteinini fosforile ederek
hiicrelerdeki cogalma, goc ve farklilasmayi uyarir (4).
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Karaciger hepatositlerinden VEGFA'nin glicll bir eksp-
resyon gosterdigi bildirilmistir. Ozellikle, VEGF-A'nin siganla-
ra enjeksiyonunu takiben sinlizoidal endotel hiicrelerinde
ve hepatositlerde c¢ogalmayi uyardigi gosterilmistir (5).
VEGFA'nin hepatositlerdeki bu etkisini de VEGFR1'in akti-
vasyonu (zerinden gosterdigi ifade edilmistir (6). Monacci
ve ark. (1993) eriskin sicanlarin normal akciger alveolar
hiicrelerinde, bébrek glomerillerinde, proksimal tibiille-
rinde ve dusik seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve
beyinde VEGF'nin ekspresyonunu gostermislerdir (7).

VEGF ve reseptorlerinin (flt1/fms, flk1/KDR ve flt4)
normal damarlasma fizyolojisinde 6nemli roller oynadig
bilinmektedir. Karacigerin normal ya da rejenerasyon siire-
cinde endojen biiylime faktoérlerinin rolleri kismen agiklan-
mistir. Yapilan galismalarda siklikla tanimlayici ekspresyon
calismalarina ve/veya hicre kiltiri deneylerinden elde
edilen sonuglara dayanmaktadir (1,2,3,5-7). Bu ¢alismada,
saglikli siganlarin karaciger dokusunda VEGF ve reseptorle-
rinin immunohistokimyasal lokalizasyonlarinin belirlenmesi
ve olasi fizyolojik rollerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.
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Bu calisma Dicle Universitesi Yerel Etik Kurulu (DUHADEK)
tarafindan onaylandi (karar sayisi 2005-40 ).

Calismada Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma
ve Uygulama Merkezi (DUSAM) Midirliigi’nden temin
edilen 10 adet eriskin, 220-250 g agirhginda Spraque-
Dawley irki disi sican kullanildi. Hayvanlar, 12 saat aydinlik
ve 12 saat karanlik 1sik periyodunda barindirildi. Pelet yem
ve su ihtiyaglari ise ad libitum olarak karsilandi. Eter aneste-
zisi ile uyutulan hayvanlarin karacigerleri diseke edilerek
disari alindi ve %10 ndétral formalin soliisyonunda 24 saat
tespit edildi. Rutin histolojik islemleri takiben dokular para-
finde bloklandi. Hazirlanan parafin bloklarindan 5 mikro-
metre kahnhginda seri kesitler 3-aminopropyl-
triethoxysilane (APES) ile kaplanmis lamlara alindi.

immunohistokimyasal boyama

Parafin kesitler, deparafinizasyon ve rehidrasyon islemle-
rinden sonra distile suda calkalandi. Endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek icin kesitler distile suda hazirlanmis
%3’lik H202 ile 20 dakika muamele edildikten sonra 0.01
M Fosfat BufferSaline (PBS)’de iki kez 5’er dakika yikandi.
Antijen retrival islemi uygulanmaksizin, imminoglobulinle-
rin 6zgll olmayan baglanmalarini engellemek icin bloking
serumda 15 dakika muamele edilen kesitler VEGF'ye karsi
fare monoklonal antikor (Santa Cruz Biotechnology, sc-
53462), flt1/fms’e karsi tavsan poliklonal antikor (Santa
Cruz Biotechnology, sc-316), flk1/KDR’e karsi fare monoklo-
nal antikor (Santa Cruz Biotechnology, sc-6251), flt-4’e karsi
tavsan poliklonal antikor (Santa Cruz Biotechnology, sc-321)
ile +4°C'de 1 gece siiresince inkiibe edildi. inkubasyonu
takiben 0.01 M PBS’te 4 kez yikanan kesitler, biotinlenmis
sekonder antikor (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) ile 20
dakika nem odasinda, oda isisinda inkube edilip, tekrar 4
kez PBS ile yikandiktan sonra da enzim konjugatli strepa-
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vidinde (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) 20 dakika muame-
le edildi. Kesitler, tekrar 4 kez PBS ile yikandiktan sonra DAB
kromojen  sollisyonlarinda  5-15 dakika  bekletildi.
Gill'inhematoksileninde 1 dakika slreyle zit boyama yapilan
kesitler cesme suyunda mavilesinceye kadar yikandi. Kesit-
ler alkoller ve ksilolden gegirilip entellan ile kapatildi.

Bu calismada karaciger dokularinin kullandigimiz sigan-
larin uterusunda epidermal biiyiime faktorl reseptorleri ile
VEGF ve reseptorlerinin lokalizasyonlarini daha 6nce gos-
termistik ve pozitif kontrol olarakta bu galismalarimizda
uterustaki VEGF ve reseptorlerinin immunreaksiyonlarinin
pozitif olmasi immunreaksiyonun dogrulugunu gosterdi
(8,9). Ayrica, boyanmalarin dogrulugunu kanitlamada nega-
tif kontroller de kullanildi. Negatif kontrol olarak alinan
doku 6rnekleri ise primer antikor yerine PBS ile muamele
edildi. Boyamalar sonrasi preparatlar Nikon-Eclipse 400
dijital fotograf makinesi atagmanli arastirma mikroskobun-
da incelenerek fotograflandi.

immunohistokimyasal Boyanma Sonuglarinin
Degerlenmesi

immunohistokimyasal boyanma, yogunluk skoru (intensity
score) kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi (9).
Yogunluk skorunda (1), hiicrelerdeki boyanmalar (-) negatif,
(+) zayif, (++) orta ve (+++) kuvvetli olarak derecelendirdi.
Hicrelerde immunohistokimyasal reaksiyonlarin yogunluk
skoru iki bagimsiz arastirmaci tarafindan yapildi (8,9). Sigan
karacigerlerinde VEGF ve reseptérlerinin (flt1/fms, flk1/KDR
ve flt4) ekspresyonlari mikroskopta farkh blyltmeler kulla-
nilarak hepatositler, duktus biliferus epiteli, kan damarlari-
nin endoteli hiicreleri ile ekstrasellular matriks olmak tzere
dort farkh hiicre grubunda gergeklestirildi.

BULGULAR

Eriskin sicanlarin karaciger hepatositlerinde VEGF ve resep-
torlerinin (flt1/fms, flk1/KDR ve flt4) degisen yogunluklarda
sitoplazmik olarak eksprese oldugu tespit edildi. Hepatosit-
lerde VEGF, flk1/KDR ve flt4’iin, flt1/fms ekspresyonuna
gore daha zayif oldugu tespit edildi (Tablo 1). Karaciger
hepatositlerinin bazilarinda VEGF, flk1/KDR ve flt4 ekspres-
yonu gozlenirken, flt1/fms ekspresyonunun bircok hiicrede
oldugu gérildi (Sekil 1-4). Ozellikle flt1/fms’nin v. sentralis
cevresindeki karaciger epitel hiicrelerinde daha gi¢li oldu-
gu dikkati gekti (Sekil 2). Karacigerin parankima ve stromasi
icinde lokalize olan kan damarlarinin endotel hiicrelerinde
VEGF ve reseptorlerinin lokalize oldugu belirlendi (Sekil 1-
4). Duktus biliferus epiteli ile ekstraselular matrikste VEGF
ve reseptorlerinin ekspresyonuna rastlanmadi.

Tablo 1. Sigan karacigerinde vaskiler endoteliyal biytume faktori
ve reseptorlerinin immunohistokimyasal lokalizasyonunun semi-
kantitatif skoru

immunohisto- Karaciger Boliimleri
kimyasal Para- Duktus
. " Ekstrasellu-
metreler Hepatositler Kan damarlari biliferus .
o lar matriks
epiteli
VEGF ++ ++ - -
Flt1/fms +H ++ - -
FIk1/KDR ++ ++ - -
Flt4 ++ ++ -
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Sekil 1. (A,B) Sigan karacigerinde VEGF nin lokalizasyonu. KL; karaciger lopcugu, okbasi; pozitif immunreaksiyon gos-
teren hepatositler, (C) negatif kontrol. Bar: (A,C) 50 um, (B) 25 pm.

@

Vg ;/
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Sekil 2. (A,B) Sigan karacigerinde flt1/fms’nin lokalizasyonu. KL; karaciger lopcugu, V: vena sentralis, okbasi; pozitif
immunreaksiyon gosteren hepatositler, (C) negatif kontrol. Bar: (A,C) 50 um, (B) 25 pum.

Sekil 4. (A,B) Sigan karacigerinde flt4 lokalizasyonu. KL; karaciger lopcugu, V: vena sentralis, okbasi; pozitif immun-
reaksiyon gosteren hepatositler, (C) negatif kontrol. Bar: (A,C) 50 um, (B) 25 pum.
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TARTISMA VE SONUG

Homeostazin devamliliginda ¢ok 6nemli gorevlere sahip
olan karacigerin, kendini yenileyebilme kapasitesi ¢ok bi-
yuk 6nem tasimaktadir. Karacigerin kendini yenileyebilme
kapasitesini dolagimdaki birtakim faktorlerin duzenledigi ve
burada en 6nemli olanin hepatosit blyime faktéri (HGF)
oldugu ortaya konulmustur (3). Ozellikle, hepatositlerin
c¢ogalmasini kontrol eden 20’den fazla blylime faktoriiniin
oldugu bildirilmistir. Bu buyime faktorlerinin hepatositlerin
cogalmasini tetikledigi distnilmektedir (1). Son yillardaki
¢alismalarda, karaciger yenilenmesinde HGF ile birlikte
anjiyogenik faktorlerinde énemli roller Ustlendigi bildirilmis-
tir. Anjiyogenik faktorler, endotel hiicrelerinin gogalmasi ve
goglni uyararak hasarli dokularda damarlagmayi saglar ve
bu sekilde dokularin iyilesmesinde rol oynar. Gligli bir anji-
yogenik faktor olan VEGF ve reseptorlerinin karaciger hepa-
tositlerinin yenilemesinde 6nemli olabilecegi gosterilmistir
(2).

Yetiskin sicanlarda VEGF’nin akciger alveol epitel hiic-
releri, bdbrek glomerdlleri, proksimal tubullerinde ve daha
dusik seviyelerde karaciger hepatositlerinde lokalize oldu-
gu bildirilmistir (7.). Karaciger rezeksiyonu yapilan sicanlar-
da rezeksiyonundan sonraki 72. saatte VEGF'nin rejenere
hepatositlerde pik yaptigi belirlenmistir (10). Senger ve ark.
(1983) tarafindan VEGF'nin fare, hamster ve kobaylarin
hepatositlerinde lokalize oldugu gosterilmistir (11). Baska
bir calismada, normal fare karaciger hepatositlerinde VEGF
reseptoriiniin eksprese olmadigi, fakat sinlizoidal endotel
hicrelerinden eksprese edildigi belirlenmistir (12).

Berse ve ark. (1992)'nin insanlarda yapmis olduklari bir
calismada VEGF'nin dlsuk diizeylerde karaciger, dalak ve
mide mukozasinda bulundugu (13), buna karsin Yamaguchi
ve ark. (1998)’nin galismasinda ise normal karaciger doku-
sunda bulunmadigi bildirilmistir (14). Chow ve ark.
(1997)’'nin galismalarinda ise insanlarda normal karaciger
dokusunun portal arahgindaki ekstraseliiler matriksinden
VEGF’nin eksprese oldugu, normal hepatositler ile duktus
biliferus epitelinden ise eksprese olmadigl ortaya konul-
mustur (15).

Bizim calismamizda da, fare (12) ve insanlardaki bazi
¢alismalarda bildirilenlerin aksine (14,15), insan (13), fare,
sican, kobay (7,10,11) calismalarindakine benzer sekilde
yetiskin sicanlarin normal karaciger dokusundaki hepatosit-
lerinde VEGF'nin eksprese oldugu, ayrica VEGF reseptorle-
rinin de (flt1/fms, flk1/KDR ve flt4) degisen yogunluklarda
eksprese edildigi ortaya konulmustur. Chow ve ark.
(1997)’'nin bildirdigi gibi sunulan g¢alismada da siganlarda
duktus biliferus epiteli ile ekstraselular matrikste VEGF ve
reseptorlerinin ekspresyonuna rastlanmamistir. Bu ¢alisma-
lardakine (7,10-14) benzer sekilde, kan damarlari ve siniizo-
idlerin endotel hiicrelerinde de VEGF ve reseptorlerinin
ekspresyonlari gosterilmistir.

Daha onceki calismalarda karaciger rejenerasyonu si-
rasinda VEGF aracilig ile sintizoidal endotel hiicreleri ile
hepatositler arasinda bir etkilesimin oldugu, parsiyal karaci-
ger rezeksiyonu sonrasinda hepatositlerin mitozunu siniizo-
idal endotel hiicrelerinin mitozunun izledigi gosterilmistir.
Deneysel karaciger rezeksiyonu calismalarinda, kendini
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yenileyen hepatositlerde VEGF'nin etkili oldugu ortaya
konulmustur (3). Endojen ve eksojen VEGF'nin parsiyal
karaciger rezeksiyonu sonrasinda meydana gelen rejene-
rasyon esnasinda sinlizoidal endotel hiicrelerinin ¢ogalma-
sini uyardigini ve bunu takibende parakrin yollar ile hepato-
sitlerin ¢ogalmasini artirdigi gosterilmistir (5). Parsiyal re-
zeksiyonun erken déneminde VEGF nin eksojen uygulanma-
sinin karaciger rejenerasyonunu uyardigi da rapor edilmistir
(16). Yukaridaki bilgiler 1s18inda, yetiskin fare karacigerinde
VEGF ve reseptorlerinin hepatositlerin mitozu, farklilagsmasi
ve ¢ogalmasinda énemli bir rol oynayabilecegini dusindir-
mustur.

Sonug olarak, sicanlarda karaciger hepatositleri ile kan
damarlari ve sinlzoidlerin endotel hiicrelerinde VEGF ve
reseptorlerinin (fit1/fms, flk1/KDR ve flt4) ekspresse oldu-
gunu gosterdi. VEGF ve reseptorlerinin (flt1/fms, flk1/KDR
and flt4), hepatositler ve endotel hiicrelerindeki farkli eksp-
resyon diizeyleri ve lokalizasyonlari, bu hiicrelerin foksiyon-
larinin diizenlenmesinde ve devamliliginda, ayrica hiicreler-
de proliferasyon, farklilasma, apopitozis ve anjiyogenezisin
saglanmasinda kritik bir 6neme sahip oldugunu ortaya koy-
du.
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