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Oz

Bu calismada kanath proventrikuluslarinda vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve reseptorlerinin (fltl/fms, flkl1/KDR)
fizyolojik rollerini daha iyi anlamak i¢in, immiinohistokimya kullanilarak hiicresel lokalizasyonlar: incelendi. Caligmanin
materyalini 10 adet (5 erkek ve 5 disi) tavuk olusturdu. Proventrikulustan elde edilen doku &rnekleri rutin histolojik iglemler i¢in %
10 formol-alkolde tespit edildi. Kanatli proventrikuluslarinda luminal ve bez epitel hiicreleri, stromal ve diiz kas hiicreleri ile
damarlarin endotel ve diiz kas hiicrelerinin VEGF ve reseptorleri i¢in pozitif immunreaksiyon gosterdigi belirlendi. Bununla birlikte
VEGEF ve reseptorlerinin bez epitel hiicrelerinde daha giiglii sitoplazmik bir ekspresyon gosterdigi saptandi. Sonug olarak VEGF ve
reseptorlerinin kanatli proventrikulusundaki non-endotelyal hiicrelerde ¢ogalma, farklilasma, apopitozis ve anjiogenezisin

saglanmasinda kritik bir roliiniin olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: flt1/fms, proventrikulus, tavuk, VEGF

The Distribution of Vascular Endothelial Growth Factor and its Receptors in Avian Proventriculus

Abstract

In this study, to gain a better understanding of the physiological roles of vascular endothelial growth factor (VEGF) and its
receptors (flt1/fms, flk1/KDR), in the avian proventriculus were examined cellular localizations by immunohistochemistry. For this
study, 10 avian (5 males and 5 females) were used. Tissue samples from proventriculus were fixed in 10% formol-alcohol for
routine histological processing. Positive immunoreaction for VEGF and its receptors was determined in the luminal and gland
epithelial cells, stromal, smooth muscle cells and endothelial and smooth muscle cells of blood vessels in the avian proventriculus.
However, it was determined that VEGF and its receptors showed a very strong cytoplasmic expression in glandular epithelial cells.
As a result, it is thought that VEGF and its receptors may play a critical role in the proliferation, differentiation, apoptosis and

angiogenesis of non-endothelial cells in the avian proventriculus.

Keywords: chicken, flt1/fms, proventriculus, VEGF

Giris

Kanathilarda sindirim sistemi tiire Ozgiidir ve
memelilerin sindirim sisteminden farklidir (1). Bu
hayvanlarda sindirim sistemi gaga ve agiz boslugu
ile baslar ve tirogenital yolla birleserek kloaka ile

son bulur. Kanatlilarda mide ise iki boliimden

olusmaktadir. Birinci boélim yemek borusunun
acildig1 bezsel mide (proventriculus), ikinci bolim
bunun altinda bulunan ve kas yapist ¢ok daha
gelismis olan tashik (gizzard)’tir (2). Anatomik

olarak, proventrikulus ig ve elips seklinde bir
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bosluktan ibaret olup, biyilikligi tirlere gore
degisim gosterir. Tavuk ve giivercinlerde oransal
olarak dar olan bu bosluk, albatros, leylek, mart1 ve
karabatak gibi etle beslenen kanatlilarda oldukga
genistir ve esnek bir yapiya sahiptir (1, 3).
Histolojik olarak, proventrikulusun mukozasi
glandular o6zelliktedir ve bez igeren mukoza,
diirimler seklinde liimene kadar uzanir. Lamina
epiteliyalis mukus salgilayan tek kath yiiksek
prizmatik epitel hiicreleri tarafindan Ortiilmiistiir.
Epitel hiicreleri arasinda kadeh hiicreleri bulunmaz.
Lamina propriya, gevsek bag doku ozelliginde dar
bir katmandir. Submukoza katmani genis bir alani
kaplar ve yapisinda yiizeyel basit tiibiiler ve derin
proventrikiiler bezler olmak fiizere iki tip bez
bulundurur. Bu bezlerdeki hiicreler hem hidroklorik
asit hem de pepsinojen salgilayan tek bir hiicre
tipini icerir. Bdylece bu hiicreler memelilerdeki
prensipal ve pariyatel hiicrelerin her ikisinin
fonksiyonunu birden yerine getirir. Hiicrelerin
sekilleri de fonksiyonlarina gore kiibik ya da
olabilir.  Tunika

prizmatik muskularis, icte

longitudinal, ortada sirkiiler ve dista tekrar
longitudinal diiz kas hiicrelerinden olusur. Organi
en distan tunika seroza katmamni sarar (1-4).
Memelilerin aksine, kanatlilarda alt ve {ist
¢ene, modifikasyona ugrayarak gagaya doniismiis,
dudaklar, bukkal mukoza, disler ve dis etleri yok
olmustur (5). Bundan dolayr da, yiyeceklerin
tutulmasi, pargalanmasi ve yutulmasi sinirlanmis ve
sindirim sistemi mukozasi (proventrikulus da dahil
olmak {izere) direkt olarak mekanik ve toksik
etkiler ile kars1 karsiya kalmistir (6). Bunu dnlemek
i¢in, proventrikulus mukozasinin yapisinda bulunan
prizmatik epitel hiicrelerin salgilari ile mukustan bir
bariyer olusturulmus ve ¢esitli molekiiler faktorler
yardimi (anjiogenik ve biiyiime faktorleri gibi) ile
hiicrelerin

de proventrikulus  mukozasindaki

sagkalimi, yenilenmesi, gocii ve tamiri saglanarak
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mukozanin  bu korunmast

hedeflenmistir (5,7).

etkilere  karsi

Yeni kan damarlarinin sekillenme siireci olan
anjiogenesis; lreme, gelisim, doku tamiri, yara
iyilesmesi, yangi ve timdr progresyonlarini da
iceren fizyolojik ve patolojik olaylar i¢in temeldir.
Bu siireclerde endotel hiicre ¢ogalmasi, gocii ve
sagkalimi anjiogenik faktorlerin siki kontroliine
baglidir ve c¢esitli molekiillerin uyarimlar ile
diizenlenir. Anjiogenik molekiiller icinde en
onemlisi ve iizerinde en ¢ok durulani vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF)’diir. VEGF, 45
kDa’luk, homodimerik, heparin-bagimli  bir
glikoprotein olup, ¢esitli alt gruplar1 tanimlanmustir.
VEGF A, B, C, D, E, ya da aminoasit sayilarina
gore VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189,
ve VEGF206 gibi izoformlart bulunmaktadir.
VEGF, aktivitesini ii¢ reseptdr ile gerceklestirir:
Tirozin kinaz yapisinda olan bu reseptorleri
VEGFR-1 (fit-1), VEGFR-2 (flk-1/KDR) ve
VEGFR-3 (flt-4)’diir. Bunlardan VEGFR-1 ve R-2
endotel hiicreleri tizerinde, VEGFR-3 ise lenf
damarlari iizerinde bulunur. VEGF reseptorlerinin
aktivasyonu; fosfoinositol-3 kinaz, fosfolipaz-C ve
ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre
fosforile ederek

ici sinyal iletim proteinini

hiicrelerdeki ¢ogalma, go¢ ve farklilasmayi uyarir
(8).

Yapilan kapsamli literatiir taramalarinda,
VEGF ve reseptorleri (flkl/KDR ve fltl/fms) ile
ilgili calismalarin sadece memelilerde yapildigi
gorilmiistiir (9-12). Kanatlhlarin
proventrikulusunda bu faktorlerin ekspresyonlarini
ve hiicresel lokalizasyonlarini

ortaya koyan

calismalar mevcut degildir. Sunulan c¢alisma,
VEGF ve

flt1/fms)

tavuklarin  proventrikulusundaki

reseptorlerinin (flk1/KDR ve

ekspresyonlarini  ve  hiicre  tiplerine = gore

lokalizasyonlarini  immunohistokimyasal olarak

123



Kanath Proventrikulusunda Vaskiiler Endotel Bityiime Faktorii................cccocceiiinnns

belirlemek i¢in yapildi. Bununla birlikte bu ligand
ve reseptorlerin dokularin gelisim, onarim ve
iyilesme stireclerindeki diizenleyici rollerini dikkate
aldigimizda  tavuklarin  proventrikulusundaki
ozellikle de non-endotelyal hiicrelerdeki fizyolojik
rollerinin ortaya konmasi amaglandi.

Materyal ve Metot

Hayvanlar ve érneklerin alinmasi

Calismada 5 disi (2.2 kg) ve 5 erkek (2.7 kg) olmak
iizere toplam 10 adet eriskin ve saglikli tavuk ve
horoz kullanildi. Hayvanlara, Dicle Universitesi
Yerel Etik Kurulunun yonergesi dogrultusunda
muamele edildi. Eter anestezisi altinda hayvanlar
sakrifiye edildikten sonra, proventrikulus total
olarak ¢ikarildi. Alinan doku 6rnekleri %10 formol-
alkol soliisyonunda 18 saat tespit edildikten sonra
rutin  histolojik prosedirii takiben parafinde
bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan Spm
kalinliginda seri kesitler alindi. Her bir bloktan ii¢
adet preparat hazirlandi ve her bir preparat en az iki

kesit igermekteydi.

Immunohistokimyasal boyama

Alman  seri  kesitler, deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemlerinden sonra distile suda
calkalandi.  Endojen  peroksidaz  aktivitesini

gidermek igin kesitler distile suda hazirlanmig
%3’lik H20. ile 20 dakika muamele edildikten
sonra 0.01 M Fosfat Buffer Saline (PBS)’de iki kez
5’er dakika yikandi.

Antijen retrival islemi

uygulanmaksizin,  immiinoglobulinlerin  &zgiil
olmayan baglanmalarini engellemek igin bloking
serumda 15 dakika muamele edilen kesitler fare
monoklonal anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA-USA, cat. no. 53462), tavsan
poliklonal anti-flt1/fms (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA-USA, cat. no. 316) ve fare
anti-flk1/KDR  primer

monoklonal antikorlar1
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(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA-
USA, cat. no. 6251) ile +4°C’de 1:200 seyreltme ve
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 enzim konjugatli strepavidinde
(Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) 20 dakika
muamele edildi. Kesitler, tekrar 4 kez PBS ile
yikanip AEC (Thermo Fisher Scientific) kromojen
soliisyonlarinda 5-15 dakika bekletildi. Gill’in
hematoksileninde 1 dakika siireyle zit boyama
yapilan kesitler ¢esme suyunda mavilesinceye
kadar yikandi. Kesitler daha sonra AEC’ye &zel
soliisyon ile kapatildi. Boyamanin dogrulugunu
kanitlamak i¢in pozitif ve negatif kontroller
kullanildi. Pozitif kontrol olarak insan meme
timorleri kullanildi. Negatif kontrol olarak alinan
doku ornekleri ise primer antikor yerine PBS ile
muamele edildi. Boyamalar sonrasi preparatlar
Nikon-Eclipse 400 dijital fotograf makinesi
atagmanli arastirma mikroskobunda incelenerek
fotograflandu.
immunohistokimyasal boyanma sonuclarimmn
degerlenmesi

Immunohistokimyasal boyanma, yogunluk skoru
(intensity score) kullanilarak semikantitatif olarak
degerlendirildi  (13). Yogunluk skorunda (1),
hiicrelerdeki pozitif boyanmalar (-) negatif, (+)
zayif, (++) orta ve (+++) gii¢lii seklinde uygulandi.
Seri  kesitlerde, 10x, 20x ve 40x objektif
biiylitmelerinde gelisi gilizel segilen dort farkli
bolgede yaklasik 100 adet luminal epitel ve bez

epitel hiicresi, bag doku ile diiz kas hiicresi

degerlendirildi.
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Tablo 1. Tavuklarin proventrikulusunda VEGF ve reseptorlerinin immunreaksiyonlarina ait yogunluk

skorlari.

Organ katmanlari

immunohistokimyasal parametreler

VEGF fltl/fms flk1/KDR
Luminal epitel hiicreleri + ++ +
Bez epitel hiicreleri ++ +++ ++
Stromal hiicreler + + +
Diiz kas hiicreleri + + +
Bulgular
Immunohistokimyasal ~boyamanin  dogrulugunu edildi (Sekil 1, 2). Fltl/fms’nin luminal epitel

gostermek i¢in kullanilan negatif kontrollerde

immunoreaktivite gozlenmezken, pozitif
kontrollerde immun reaksiyon tespit edildi. VEGF
(fltl/fms,  fIk1/KDR)

immunoreaktivitenin tavuklarda proventrikulusun

ve  reseptorlerindeki

biitiin boliimlerinde farklilik gdsterdigi belirlendi.

VEGEF ve flkl/KDR’nin luminal epitel, stromal ve
diiz kas hiicrelerinde zayif, yiizeysel ve derin bez
epitel hiicrelerinde daha gii¢lii sitoplazmik bir
ekspresyon gosterdigi saptandi. Ozellikle derindeki
bez epitel hiicrelerinin birgogunda VEGEF’nin

periniikleer sitoplazmik ekspresyon gosterdigi tespit

\ o5
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N\ o st
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hiicrelerindeki apikal sitoplazmada orta yogunlukta
eksprese oldugu saptandi. Hem yiizeysel hem de
derin bez epitel hiicrelerinde flt1/fms’nin oldukca
giicli  bir sitoplazmik ekspresyon gosterdigi
belirlendi. Stromal ve diiz kas hiicrelerinde ise
fltl/fms ekspresyonun zayif oldugu dikkati cekti
(Tablo 1, Sekil 3). Ayrica kan damarlarinda VEGF
ve reseptorlerinin benzer yogunluklarda eksprese
oldugu saptand (Sekil 1-3).

Bunun disinda, proventrikuluslardaki ligand ve
reseptor ekspresyonlart agisindan horoz ve tavuklar

arasinda fark izlenmedi.

Sekil 1. Proventrikulusun luminal ve bez epitel hiicreleri ile stromal ve diiz kas hiicrelerinde VEGF

immunreaksiyonunun lokalizasyonu. I: liimen, le: luminal epitel, yb: yiizeysel bez epitel hiicreleri, db:

derin bez epitel hiicreleri, s: stromal hiicreler, k: diiz kas hiicreleri. Bar: 50 um (A), 20 pm (B).
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Sekil 2. Proventrikulusun luminal ve bez epitel hiicreleri ile stromal hiicrelerinde flkl/KDR

immunreaksiyonunun lokalizasyonu. 1:lumen, le: luminal epitel, yb: yiizeysel bez epitel hiicreleri, db: derin

bez epitel hiicreleri, s: stromal hiicreler. Bar: 50 um (A), 20 um (B).

Sekil 3. Proventrikulusun luminal ve bez epitel hiicreleri ile

flt1/fms

stromal hiicrelerinde

immunreaksiyonunun lokalizasyonu. 1:lumen, le: luminal epitel, yb: yiizeysel bez epitel hiicreleri, db: derin

bez epitel hiicreleri, s: stromal hiicreler. Bar: 50 pm (A), 20 pm (B).

Tartisma

Sunulan ¢alisma, kanatli proventrikuluslarinda
VEGF ve reseptorlerinin  (fltl/fms, flk1/KDR)
luminal epitel, stromal ve diiz kas hiicrelerinden
ziyade bez epitel hiicrelerinde ve kan damarlarinin
endotel ve diiz kas hiicrelerinde daha yiiksek oranda
lokalize oldugunu ortaya koymustur. Calismamizda
bu ligand ve reseptor lokalizasyonlarinin, insanlarin

mide mukozasinda yaptiklar: ¢aligmalar ile nispeten

benzer oldugu, ancak ekspresyon yogunlugu
acisindan farkliliklar bulundugu gosterilmistir.
Ilgingtir ki, kanatl proventrikuluslarinda VEGF ve
reseptor (fltl/fms, flk1/KDR) ekspresyonlarmin,
insanlardaki mide tiimdr ekspresyon yogunluklar
ile benzer oldugu tespit edilmistir.

Birgok aragtirmaci, insanda dahil olmak {izere

baz1 tiirlerde VEGF ve reseptorlerinin midedeki
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hiicresel lokalizasyonundan ya da dagilimindaki
degisimlerinden bahsetmislerdir (9-12). Sadece bir
calismada VEGF ve reseptorii flkl/KDR’nin
gelisim siiresince bildircin  proventrikulusundaki
Bildircinlarda

VEGF ve

lokalizasyonundan bahsedilmistir.

gelisimin 7. giliniinden itibaren
flk1/KDR’nin ekspresyonunun bagladigi ve gelisim
stiresince de devam ettigi bildirilmistir. Ancak, bu
tirdle VEGF ve flkl/KDR’nin proventrikulusun
hangi katmanlarindan eksprese oldugu ve
ekspresyon yogunlugu hakkinda herhangi bir bilgi
verilmemistir (14). Bizim ¢alismamizda ise VEGF,
flitl/fms ve flkl/KDR’nin o&zellikle yiizeyel ve
derindeki bez epitel hiicrelerinde gii¢lii sitoplazmik
bir ekspresyon gosterdigi, buna karsin diiz kas ve
stromal hiicrelerde ekspresyon yogunluklarinin
oldugu belirlendi.

VEGF ve

daha zayif Kanatlilarda

proventrikulusta reseptorlerinin
lokalizasyon ve ekspresyonlari ile ilgili bilgilerin
eksik  olmasi, bu faktdrlerin  proventrikulus
mukozasindaki non-endotelyal hiicrelerdeki olasi
rollerini agiklamayi zorlastirmaktadir. Ancak, bazi
calismalarda VEGF ve reseptorlerinin (fltl1/fms ve
flk1/KDR) epitel hiicrelerinin fonksiyonlarinin
diizenlemesini de iceren bircok gorevi yerine
getirdigi gosterilmistir. Yine bazi ¢alismalarda
VEGF ve reseptorlerinin epitel ve kas hiicreleri gibi
non-endotelyal hiicreler iizerine biiylime ve anti-
apoptotik ya da prosurvival faktor gibi etki
gosterdigi belirlenmistir (15-17). Villegas ve ark.
(2005) driner sistemde VEGF ve reseptorlerinin
tarzda etki hiicrelerin

otokrin gosterdigini,

cogalmasimi uyardigint  ve yasam siirelerini

uzattiklarim gdstermiglerdir (18). In vitro ko-kiiltiir

caligmalarinda ise stromal hiicreler {izerinde

lokalize olan VEGF ve reseptorlerinin epitel

hiicreleri  {lizerinde  parakrin  tarzda  etkiler

gosterebilecegi ifade edilmistir (19). Sunulan
VEGF ve

caligmada, proventrikulusta

................................................................... Dicle Univ Vet Fak Derg 2017;10(2):122-129

reseptorlerinin  (fltl/fms ve flk1/KDR) nispeten
benzer ekspresyonlar gostermesi, VEGF nin bu iki
reseptorii  (fltl/fms ve flkl/KDR) aracilifiyla
kanatli proventrikulusundaki epitel, bag doku ve
diiz kas hiicrelerinde ¢ogalma, biiyiime, hiicrelerin
hayatta kalmasi1 ve apopitozisin engellenmesi gibi
bir dizi fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirdigini
sOyleyebiliriz. Yine de, kanatli proventrikulusunda
VEGEF ve reseptorlerinin kesin fizyolojik rollerinin
ortaya konulabilmesi icin deneysel c¢aligmalara
gereksinim vardir.

Bir¢ok ¢alisma da bildirildigi gibi (20-23),
kanatli proventrikulusu damarlarindaki endotel ve
diiz kas  Thicrelerinden VEGF, fltl/fms ve
flk1/KDR’nin eksprese oldugu ortaya konulmustur.
Bu c¢aligmalarda belirtildigi gibi (20-23), sunulan
calismada da VEGF ve reseptorlerinin endotel ve
diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve farklilasmasini
uyardigini, ayrica endotel bagimli vazodilatasyona
aracilik ederek vaskiiler permeabiliteyi arttirdigini
ve endotelyal apopitosisi engelleyerek vaskiiler sag
kalmay1 destekledigini sdyleyebiliriz.

VEGF ve

flk1/KDR)

kanatlilarda

(flt1/fms ve

Sonu¢  olarak,
reseptorlerinin
proventrikulusta farkli hiicre gruplarindan degisen
yogunluklarda eksprese oldugu tespit edilmistir. Bu
baglamda VEGF ve reseptorlerinin (fltl/fms ve
flk1/KDR) epitel, bag doku, kas ve endotel
hiicrelerindeki farkli ekspresyon diizeylerine ve
lokalizasyonlara sahip olmasi, bu hiicrelerdeki
fonksiyonlarin diizenlenmesinde ve devamliliginda,
ayrica ¢ogalma, farklilasma, apopitozis ve
anjiogenezisin saglanmasinda kritik bir roliiniin

olabilecegini akla getirmistir.
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