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KISALTMALAR ve SIMGELER

A: Adrenalin

DA: Dopamin

NA: Noradrenalin

ER: Endoplazmik retikulum

VMA: Vanilmandelik asit ( 3-metoksil-4-hidroksimandelik asit)
a: Alfa

B: Beta

ACTH: Adrenokortikotrop hormon
NGF: Sinir buyime faktéri

FGF: Fibroblast bluyime faktér

NF: Noérofilament

K*: Potasyum

NA*2: Sodyum

PNMT: Fentolamin N-metiltransferaz
NPY: Néropeptid

PN: Postnatal

CNTF: Ciliary nérotropik faktér

TH: Tirozin Hidroksilaz

SG: Sempatik gangliyon

K: Kromaffin hiicre



.GIRIS

Bobrekistii bezleri gelisimsel, yapisal ve islevsel olarak

birbirinden  farkli, korteks ve medulla katmanlarindan olusur.

3,6,8,14,19,30,33,34,82

Korteks; farkli tipte steroid sentezleyen ¢ katmandan
yapilidir. Kapsil altinda yerlesik zona (glomeruloza katmani
minerelokortikoidleri, orta kat zona fasikllata glukokortikoidleri ve en i¢
katman zona retiklilaris seks steroidlerini olusturur. Medulla néral krista
koékenlidir, katekolaminleri salgilayan kromaffin hicreler ile sempatik

gangliyon huicrelerinden yapilidir. 38103067

Krista néralis (kabartl)) &ncullerinden sempatik gangliyon
hicreleri; sicanlarda embriyonik gelisimin  11.ginidnde, insanda da
3.haftadan itibaren izlenmeye baslarlar. Bu hucreler, vicutta kalp, kan
damarlarn, diz kaslar ve bezlerin islevlerini denetleyen, otonom sinir

sisteminin bir béliimi olan sempatik sinirlere baghdirlar. 14167

Sempatik sinirler, omuriligin T1-L2 segmentlerinden c¢ikip
6nce sempatik gangliyonlara, oradan da doku ve organlara dagilirlar.
Sempatik sinirlerde sempatik yol, gangliyona baglanip oradan ayrildidi i¢in

pregangliyoner ve postgangliyoner néron olarak iki nérondan olusur. '



Boébrekisti bezi'nin medulla katmanina giden sempatik sinir,
omurilikten c¢iktiktan sonra hi¢ bir gangliyonda duraksamadan bezin

epinefrin salgilayan medulla hiicrelerinde sonlanir.

Kromaffin hicreler, endokrin ve sempatik sinir hicrelerine
benzemeleri nedeniyle gecmisten giinimuize dedin arastirmacilarin ilgisini
cekmistir. 17 yy. baslarinda dogumu izleyerek kromaffin hicreler géz
cukuru Gzerine yerlestirilmis (Olson 1970), ya da NGF’li kiltir ortaminda
gelistiriimis ve bunlarin sempatik néronlara dénustiugi goézlemlenmistir.
Birgcok arastirmada sempatik gangliyon hicrelerinin NGF(Nerve Growth
Factor)ye yanit verdigi buna karsin kromaffin hicrelerin vermedigi

saptanmistir. ”’

NGF ve FGF(Fibroblast Bluyume Faktord) iki farkli peptid
olmalarina karsin boébrekistl bezi medulla hicrelerine etkileri yapisal
olarak esdestir. Mezensimal hicreler icin mitojenik erki olan bFGF 1974
yilinda tanimlanmistir [Delrieu,l.Febs Letters 468, 6-10 (2000)] ve
sonrasindaki arastirmalarda FGF’nin sinir hicrelerinin ¢ogalma ve
farklanmasini aktive ettigi, mitoz sonrasi farklanmis néronlarin yasam

stresini uzatti§i ve yeniden yapilanmalarinda etkili oldugu izlenmistir. %"

Noérofilament  proteinler, néron oylumu ve seklinin

dizenlenmesi, akson c¢api ve uzunlugunun belirlenmesinde islev gortrler



(Swallow and Griffiths,1977; Sims and Redding 1980). NGF ve FGF gibi

bobrekistli bezi medulla hiicrelerini etkileyen sinir bliyime faktorleridir.

20,48,134,135

Yapilan c¢alismalarda sempatik gangliyon hcrelerinin
gelisimi, farklanmasi ve yeniden yapilanmasinda sinir blyime faktérlerinin

rolti oldugu bildirilmistir. 4165940

Bu nedenle bizde ¢alismamizda; sican
bobrekistll bezi medulla katmaninda pregangliyonik sempatik gangliyon
hicrelerinin dogum éncesi ve dogum sonrasi dénemlerde gelisimini 6zgin

antikorlar kullanarak 1slk mikroskop diizeyinde imminohistokimyasal

yéntemler ile incelemeyi amacladik.



Il. GENEL BILGILER

1. BOBREKUSTU BEZi GELiSiMi

Bobrekistii bezlerinin (adrenal, slrrenal bez) korteks ve
medulla kisimlari farkh embriyonik koékenlidir. Korteks mezodermden,

medulla néral krista hiicrelerinden geligir. 36-14:15.16:17:21.30.34,35.48

Omurgalilarda 6rnegdin baliklarda korteks ve medulla yagsam
boyu birbirinden ayri iki organdir. Amfibialarda ikisi yan yana durur, reptil
ve kuslarda birbirine karismaya baslarlar. Memelilerde medulla, korteksin
kenar kismindan merkezine dogru ilerleyip, bunun igine girer ve ikisi tek bir

organ olustururlar.

Insanda korteks gelisimin 6.haftasinda gonadlar ile dorsal
mezenter kokleri arasinda her iki yanda, mezensimal hiicre topluluklari
olarak izlenir. Fétal korteksi olusturan hiicreler karin arka duvarini déseyen
mezotelden koken alirlar. '®'" Medullayi olusturan hiicreler néral kristadan
farklanirlar ve sempatik sinir sisteminin pargasidirlar. Aorta’nin yaninda
sempatik kordondan ayrilan hicreler korteks taslaginin i¢ tarafinda
toplanarak korteks’in i¢ kismina girerler. Bu hiicreler burada feokromoblast

ve sempatoblastlara farklanirlar. Feokromoblastlar medullanin kromaffin



hicrelerini, sempatoblastlar ise sempatik gangliyon hcrelerini yaparlar.

17,35,96

Intrauterin yagsamin 3.ayinda yeni bir grup mezensimal hiicre
cogalarak fétal korteksi cevreler. Bu hiicreler kalici korteksi olustururlar.ic
kattaki fétal korteks intrauterin yasamin sonlarina dogru atrofi olurken,kalici

korteksin bu gelisimi dogumdan sonra 2-3 yil daha sirer. '3

Bobrekistii bezlerinin tipik korteks bdlumleri gec¢ fotal
yasamda farklanmaya baslar.Dogumda zona glomeruloza ve zona
fasikilata katmanlari gelismis haldedir.Zona retikilaris katmani ise 2,

3.yilin sonuna degin ayirt edilemez. '"3°

insan fétisunda bobrekiistl bezleri bodbreklerden daha

blyuktir.Bu blyukluk fétal korteksin genisligi nedeniyledir. Medulla

dogumdan sonra oldukca kuguktur. '73°

1.yilda fétal korteks’in gerilemesine bagli olarak bdbrekistl

bezleri hizla kugulir.Bezler dogumdan sonra ilk 2-3 haftada agirliklarinin

1/3'Unu yitirirler,2-3.yilin sonunda da 6zgun agirliklarini alirlar. '7:3°



2. BOBREKUSTU BEZi ANATOMISI

Bobrekustii bezleri (adrenal gland,glandulae suprarenales,
surrenal bez) insanda onbirinci trokal vertebra diizeyinde retroperitoneal
olarak her iki bébregdin Gst kutbunun i¢ yanina yerlesmis sarisi renkteki
endokrin bezlerdir. Sag ve sol bezlerin sekilleri birbirinden farkhdir. Sag
taraftaki piramit, soldaki ise yarim ay seklinde olup digerinden biraz daha
blyuktar. Eni ve genisligi 3-5cm, kalinhg1 da 4-6mm kadardir. Agirhgi
yaklasik 3,5-5grdir. Bdbregi saran capsula fibrosa’nin disinda fascia
renalis’in icinde vyer alr. Bez distan gevsek bad dokusuyla

sariimigtir,>6:91023

Sag gl.suprarenalis, karacigerin sag lobu ve vena cava

inferior'un arkasinda, diafragmanin éninde ve sag bdbregin Ust kutbunda

bulunur. 3691023

Piramit sekilli olan sag bezin facies anterior, facies posterior

ve facies renalis olarak t¢ yuzi vardir 8102326

Facies anterior, bu ylzin medial bélumi v.cava inferior ile lateral kismi

ise karaciger ile komsudur. Karacigere komsu bu boélimin dst kismi

peritonsuzdur ve karaciger'in area nuda’si ile komsudur. Bazen ényilzin alt



kismiyla duedonum komsuluk yapar. Tepe kisminda ve édnkenar yakininda

v.surranalis’in ¢iktigi hilum bulunur. 81023

Facies posterior; st ve alt olarak iki bolime ayrilir. Bu iki bélim arasinda

bir kenar igerir.Ust bélim biraz konveks olup diafragma ile komsuluktadir.

Alt bslim konkavdir ve bébregin én yiiziyle komsudur. #1022

Facies renalis; asagi ve 6ne bakar. Konkav olan bu ylz, bébregin alt

kutbuna oturur, 3081023

Sol gl.suprarenalis, yarim ay seklinde olup U¢ yuzi ve iki

kenari vardir 3691023

Facies anterior; bu ylzin Ust bélum0 periton ile mide’nin kardia’sindan ve

dalagin arka ucundan ayrilir. Alt kismi peritonsuzdur. Dodrudan pankreas

ve dalak arterleriyle komsudur. Hilum,6n yuzin alt b6lumi yakinindadir.

Facies posterior; bir kabartiyla iki bélime ayrilir. Dig yan bélim bdébrek, i¢

yan bdlim ise sol diafragma krusu ile komsudur.

Facies renalis;Sol bébregin Ust ucunun i¢ kenarina uyan yuzddr.




On ve arka ylzler arasinda olusan kenarin yukarida kalan

bélimine margo siperior , medialde kalan bélimine de margo medialis

denir. Medial kenarlar her iki yanda ggl.coeliacum ile komsudur. 8192

Gl.suprarenalis sinistra’nin én ytzinin dst pargasi peritonlu,

diger yuzleri peritonsuzdur.

Esas bezin cevresindeki bag dokusu icinde sadece korteks
dokusu iceren ve gl.suprarenalis accessoriae denilen kiglk bezler
bulunabilir. Gl.suprarenalisler dista korteks, icte medulla katmanlarindan

olugur. 3,6,8,9,10,23,97,98

Korteks: cesitli hormonlar salgilar ve yasam icin gereklidir. Cikarilirsa kisi

olur. Korteks distan ice dogru; zona glomeruloza, zona fasiculata ve zona

retiktilaris olarak 3 kattan olusur, 36:910.11:15.23.33.82

Medulla; yasamsal yapi degildir. Cikarilmasi énemli bozukluklara neden
olmaz. Yoklugu kromaffin paragangliyonlarinca doldurulur. Adrenalin ve
noradrenalin Ureten kromaffin hiicreler ile tek ya da kiigik gruplar halindeki

sempatik gangliyon htcrelerinden olusmustur, 36:10.11:15.16.23.33.71.82



Damarlari; A.suprarenalis superior (a.phrenica inferiorun dal),

a.suprarenalis media (aorta abdominalis’in dali)) ve a.suprarenalis

inferiordan (a.renalis’in dali) gelir. 681023

Organa gelen arter dallari beze girmeden 6nce plexus
subcapsularis denilen agi yaparlar. Buradan c¢ikan damarlar, zona
glomerulosa’da hicreler arasindaki sinusoidlere acilirlar. Sonra zona
fasiculata’da hiicre kordonlari arasindan zona retikilaris’de bulunan damar
ag! ile birlesirler. Buradan baslayan kigik veniller medulla’da kromaffin
hicreler arasindan gecip v.medullaris’e acilirlar. V.medullaris’ler ,
v.suprarenalis’e dokulurler. Glandula suprarenalis hilumundan c¢ikan
v.suprarenalis, sagda v.cava inferior'a, solda v.renalis sinistra’ya acillir.

Bazi buyuk arter dallari dogrudan medullaya girip burayi besler. . 681023

Lenf drenaiji: Nodi lymphatici aortici laterales’de sonlanir. %8023

Sinirleri: Preganlionik sempatik lifler medulla’da kromaffin hiicrelere dagilir.

Korteks’in calismasi esas olarak hipofiz én lobundan salinan ACTH

(adrenokortikotropik) ile denetlenir. 81023



3.BOBREKUSTU BEZi HISTOLOJiSI

Bobreklerin Gst kutuplarinda yerlesik bdbrekustll bezleri,

distan kollejen lifler, fibroblastlar ve yag dokusundan zengin bag dokusu bir

kapsil ile sarihdirlar. Kapsilden parankimaya bag dokusu bdlmeleri girer.

Parankima yapisal ve islevsel iki bélimden olusmustur, 367:9:15:30.34

Korteks: Organin %80-%90’ini olusturan, dis sarimsi katmandir.

Medulla: icteki koyu ve yogun bélimdir. Organin %10-%20’sini olusturur.

a. KORTEKS

Korteks 3 bolim icerir. Bunlar distan ice dogru;

1)Zona glomeruloza

2)Zona fasikulata

3)Zona retiktlaris , katlaridir, 3679193034

Zona glomeruloza: Kapsiil altinda yer alan ince bir bélgedir. insanda

korteks oylumunun %13-15’ini olusturur. Bu bdélgede piramidal sekilli ¢cok

yuzli hicreler yumak seklinde gruplar yaparlar. Aralarinda sinuzoidal tipte

10



kilcal damarlar bulunur. Hicrelerde cekirdek heterokromatiktir ve 1-2
cekirdekgik icerir. Hicre sitoplazmalari asidofiliktir. Sitoplazmada bol,
genis, granilsiiz endoplazmik retikulum (DER) tubuluslari, lameli, kristal,
mitokondriyonlar, iyi gelismis Golgi kompleksi, granilli endoplazmik
retikulum (GER) tubuluslari, serbest ribozomlar ve lipit damlaciklari
bulunur. Bu katmanda minerakortikoid hormonlar, baslica aldesteron
sentezlenir. Bu hormonlarin salinimi anjiotensin Il ve ACTH tarafindan
dizenlenir. Anjiotensin Il bébreklerden salinan renin’in baslattigi tepkime
dizgesi sonucu olusur. ACTH ise hipofiz 6n lobu bazofil hiicrelerinden
salgilanir. Bu katmandan hormon saliniminda Anjiotensin Il, ACTHda

etk|nd|r 15,30,33,34,97

Minerolokortikoidler hormonlar boébrek  tubuluslarini
etkileyerek, viicudun sivi ve elektrolit dengesini denetler. Aldesteron K+'un

+2)

atilimini, Na*?un ise tutulumunu arttirir. Su Na*? ile birlikte tutulur,normal

kan voliimii ve elektrolit dengesi saglanir. '°

Zona fasikiilata: Korteksin %7%’ini olusturur. Hicreler kordon seklinde

uzunlamasina duzenlenmistir. Hicre kordonlarn arasinda sinuzoit tip
kapillerler bulunur. Hicreler zona glomeriiloza’dakilerden daha genis ve
poligonal sekillidir. Kordonlar bir, iki sira hiicre katindan yapilidir. Hicre
sitoplazmalari acgik asidofiliktir. Sitoplazma bol, iri lipit damlaciklari icerir.

Bu nedenle alisilagelmis histolojik ydntemlerle hazirlanan preperatlarda,

11



mikroskopta hicre sitoplazmalari koépikst gérulir.  Sitoplazma bol
granilsiiz endoplazmik retikulum sisternalari, mitokondriyonlar, granilli
endoplazmik retikulum tubuluslar, lizozomlar ve lipofuksin pigmenti

kapsar. Bu kat hiicrelerinde C vitamini de dl¢ulebilir dizeydedir.

Bu katmandaki hicreler, glikokortikoid, kortisol ve
kortikosteron gibi hormonlari salgilar. Bu hormonlarin yapimi ACTH
tarafindan uyarilir. Glikokortikoid hormonlar karbonhidrat, yag ve protein
metebolizmasini denetlerler. Protein sentezini azaltirlar, glikoneojenezi
arttinirlar. Yag dokudan, yag asitleri ve gliserolil serbestlestirirler. Bu
hormonlarin antiinflamatuar etkileri vardir. Yiksek dozlarda bagisiklik
sistemini baskilarlar. Bu katmanin derin kismi dogurganlik yasindaki
kadinlarda ve hamilelikte genisler. Yash erkeklerde bu bdlgede atrofi

gorular, 7150

Zona retikiilaris: Zona fasikilata ve medulla katmanlari arasinda

yerlesiktir. Korteks’in %7’sini olusturur. Hiicreler poligonal sekillidir ve koyu
asidofilik boyanirlar. Anastomozlasan kordonlar halinde dizenlenmislerdir.
Hucreler zona fasikllata'dakilerden daha kugikturler ve daha az lipit
damlacigi kapsarlar. Hucreler cok miktarda kahverengi lipofuksin pigmenti
icerirler.  Sitoplazma lizozom ve granilsiz endoplazmik retikulum
sisternalarindan zengindir. Medullaya yakin kisimlarda piknotik c¢ekirdekli,

koyu sitoplazmali dejenere hucreler gozlemlenir. 32153034

12



Bu katman hicreleri erkeklik hormonlari olan androjenleri

sentezlerler. Bunlarin sentez ve salinimi ACTH’nin etkisi altindadir.

b. MEDULLA

Bobrek Usti bezi’nin i¢c kismina yerlesik medulla 2 tip hiicre kapsar.

3,6,7,9,15,30,34

1)Kromaffin hiicreler: Katekolaminleri (epinefrin-adrenalin, norepinefrin —

noradrenalin) sentezlerler. Bunlari graniller halinde sitoplazmalarinda

biriktirirler ve gerekli oldugunda kana verirler, 36:7:9:19:16.24.30.34.71

2)Sempatik _gangliyon hiicreleri: Bag doku icerisinde tek tek ya da

gruplar halinde bulunurlar, 367:9.19:30.34

Kromaffin Hiicreler:

Parankimanin c¢ogunlugunu yaparlar. Kisa kordon ya da
gruplar olustururlar. Bu hicrelerin arasi kapillerler ve retikiler lif aglariyla
doldurulmustur. Kromaffin hiicreler potasyum bikromat gibi krom tuzlariyla
isleme sokulduklarinda icerdikleri epinefrin (adrenalin) ve norepinefrin’in

(noradrenalin) oksidasyonu sonucu granilleri kahverengi boyanir.

13



Schmorl'un Giemsa yénteminin Prof.Dr.Kamile Sevki Mutlu tarafindan
modifiye edilen sekli olan Sevki Yéntemi'yle bu hiicreler ve grandilleri kimizi

renkte gozlenir.>®23

Kromaffin hiicreler granil iceriklerine goére ikiye ayrilirlar:

1) Epinefrin (adrenalin) salgilayan hiicreler

2) Norepinefrin (noradrenalin) salgilayan hicreler

Bu iki hiicre tipi elektron mikroskobu, histokimyasal boyamalar

ve floresans 6zelliklerine gére ayirt edilebilirler. 822:23:30.34.59

Epinefrin salgilayan hiicre granulleri elektron mikroskobunda
az yogundur. Icerik granilti timiyle doldurmustur ve homojen

goruntmludar. ®

Norepinefrin salgilayan hiicre granilleri ise daha buyuktar.
Granl icerigi diizensizdir. Ortada elektron yogun bir 6z bélge,elektron agik

bir cevresel kisim ile cevrelenmistir. &

Kromaffin hiicrelerin iki tipinde de iyi gelismis, c¢ekirdek tstl
yerlesimli Golgi kompleksi, granilli endoplazmik retikulum tubuluslar ve

bol mitokondriyon bulunur.>>*

14



Kromaffin hucrelerin yaklasik %80’i epinefrin Uretmekte,
%20’si ise norepinefrin sentezlemektedir. Bazi hiicre granillerinde ATP-
enkefalinler ve kromagraninler bulunur. Kromograninler epinefrin ve

norepinefrin baglayici proteinlerdir. *2%3%9

Sempatik Gangliyon Hiicreleri:

Katekolaminler sempatik sinir sisteminde nérotransmitter
olarak sentezlenirler. Bobrekisti bezi medullasi da modifiye olmus
sempatik bir gangliyon olarak dustnular. Tipik gangliyon hicreleri
kromaffin hiicre kordonlar arasinda tek tek yada kordonlar halinde
dagilirlar. Medulla pregangliyonik sempatik (kolinerjik) splanknik sinirlerce

uyarilir, 38153034

15



4. BOBREKUSTU MEDULLA FizYOLOJiSi

Katekolaminler

Noradrenalin (norepinefrin), Adrenalin (epinefrin) ve Dopamin
bébrekiistli bezi medullas’'ndan salinan katekolaminler'dir. insanda ven
katekolamin cikisinin ¢ogu adrenalindir.Noradrenalin, noradrenerjik sinir

uclarindan da dolasima katilir. 2°1°19:34

Noradrenalin, tirozin’in hidroksilasyonu ve dekarsilasyonuyla
olusturulurken, adrenalin  noradrenalin’in  metilasyonuyla  yapilr.
Néradrenalin’in adrenaline donlisimini katalize eden enzim fentolamin —
N - metiltranferaz (PNMT) ‘dir. Bu enzim beyin ve bdbrekistli bezi
medulla’sinda énemli miktarlarda bulunur. Bébrekustt bezi medulla’sindaki
PNMT glikokortikoidlerle uyarilir ve glukokortikoidler korteksten medulla’ya
gelen kanda yukselir. Hipofizektomi’den sonra kanda glukortikoidler diser

ve adrenalin sentezi azalir. 2182"5°

Sirtistl yatan kisilerde, serbest noradrenalin’in plazma
dizeyi yaklasik 300 pg/mL (1.8 nmol/L)’dir. Ayada kalkildiginda bu %50 —
100 oraninda artar. Plazma noradrenalin’i bébrekistl bezlerinin ¢ikariimasi

ile degismez ancak serbest adrenalin diizeyi hemen sifira duser.

16



Plazma serbest dopamin dizeyi yaklasik 35pg/ml (0.23

nmol/L)'dir ve dopamin énemli miktarda idrarda bulunur. #%2

Plazma dopamin’inin yarisi bébrekisti bezi medulla’sindan
gelirken kalan yarisi sempatik gangliyonlar ve otonom sinir sisteminin diger

boélumleri kokenlidir. 2522

Katekolaminler, dolagsimda yaklasik 2 dakikalik bir yari émre
sahiptir. Cogunlukla metoksile edilirler ve sonra 3 — metoksil — 4 —
hidroksimandelik aside (vanilmandelik asit, VMA) okside edilir. Salinan
katekolaminlerin yaklasik %50’si idrarda serbest ya da konjuge metanefrin
ve normetanefrin , %35’i ise VMA olarak gorilur. Az miktarda serbest
adrenalin ve noradrenalin atiir. Normal insanda ginde yaklasik 30ug

noradrenalin , 6 ug adrenalin ve 700 pg VMA atilmaktadir. 4%

Medulla’dan salinan diger maddeler ;

Medulla’da, adrenalin ve noradrenalin hiicre granillerinde
ATP ile birlikte depolanirlar. Graniller ayrica kromogranin A’yi da igerirler.
Salgilama; salgi hiicrelerini uayaran pregangliyonik néronlardan salgilanan
asetilkolin ile baglar. Asetilkolin katyon kanallarini acar, hiicreye giren Ca™"
ekzositozu tetikler. Béylece granullerden katekolaminler, ATP ve proteinler

birlikte salgilanir. 25°%%8
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Medulla’nin adrenalin iceren hiicreleri, ayrica opioid peptidleri
kapsar ve salgilanir.Onciil molekiill pre-proenkefalin’dir. Medulla’da ayrica

vasodepresor bir polipeptit olan adrenomedillin’de bulunmaktadir. 247°7:9

Adrenalin ve Nordarenalin’in etkileri;

Noradrenalin ve adrenalin, noradrenarjik sinir bosaliminin
cagristirmaya ek olarak kas ve iskelet kasinda glikojenoliz, plazma laktat
dizeyinde artma ve metabolik hizin uyariimasini da kapsayan metabolik
etkiler gdsterirler. Adrenalin ve noradrenalin’in etkileri a ve B adrenerjik

reseptorler ile olusturulur. 2°°9%

Noradrenalin ve adrenalin , yaltiimis kalbin kasilma gtcinu
ve hizini arttinr.Bu yanitlara B reseptorler aracilik eder. Katekolaminler
miyokard’in uyarilabilirligini de arttirir, ekstra sistollere ve bazen daha
ciddi kalp aritmitlerine neden olur. Noradrenalin a reseptérler ile birgok
oranda vazokonstrilksiyon yaparken adrenalin 3 reseptérleriyle, iskelet
kasi ve karaciger kan damarlarinda genisleme yapar. Bu genelde diger
bolgelerde adrenalin ile olusturulan vazokontraksiyona baskin gelir ve total
periferik diser. Normal insan ve hayvanlara yavas bir sekilde noradrenalin
verildiginde sistolik ve diastolik kan basinci artar. Hipertansiyon, karotis ve
aortik baroreseptérleri uyarir, bu da noradrenalin’in dogrudan kalp atimini

hizlandirici etkisini baskilar ve refleks bradikardi olusturur. Sonugta kalp
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debisi diser.Adrenalin genis bir nabiz basincina neden olur, ancak
baroreseptdr uyarimi, kalbe hormonun dogrudan etkisini értmede yetersiz

kaldigindan , kalp hizi ve debisi artar. >89

Katekolaminler uyanikliigi arttirir. Adrenalin ve noradrenalin
etkisi bunda esittir. Ancak insanda adrenalin genelde daha fazla endise ve

korku uyandirir,%%1015:20

Katekolaminler, kan glukozunu etkileyen bircok  farkli
etkinliklere sahiptir. Adrenalin ve noradrenalin glikojenolize neden olur. Bu
etkiyi, déngusel AMP’yi arttirarak fosforilazi etkinlestiren B — adrenerjik

reseptorler ve  hiicre ici Ca*™®

u arttiran a — adrenerjik reseptérler yapar.
Ek olarak, katekolaminler, B — adrenerjik dizenekler ile insulin ve
glukagon salgilanmasini arttirirken, adrenerjik mekanizmalarla, bu

hormonlarin salgilanmasini baskilar. 21828

Adrenalin  ve noradreanlin ayrica metabolik hizda
karacigerden bagimsiz gicli bir artis ile kan laktat derisimindeki artisla
ayni anda gelisen hepatektomi ile ortadan kalkan daha kiicik ve gecikmis
bir artis yapar. Bu kalorijenik etki tiroit ve bébreklstlu korteksi yoklugunda
go6rilmez. Dopamin — B- hidroksilaz genlerinin devre digi birakilmis olmasi

nedeniyle noradrenalin ve adrenalin Uretemeyen fareler soguga karsi
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dayaniksizdir , ancak bunlarda metobolik hiz artmistir ve bunun nedeni

bilinmemektedir. 2%

Bobrekisti bezi medulla timérlerinin (feokromositoma ) ¢cogu
noradrenalin salgilar. Burada ndbet halinde veya sirekli hipertansiyon en
belirgin bulgudur. Adrenalin salgilayan feokromositoma’lar daha az
hipertansiyona neden olurlar, daha c¢ok nébet halinde hiperglisemi,

glikozuri ve diger metabolik etkileri yaparlar. '94%%

Dopamin’in Etkileri;

Disarida verilen dopamin olasilikla 6zgiin bir dopaminerjik
reseptore etki ederek renal vazodilatasyon yapar. Ayrica mezenterde de
vazodilatasyon olusur. Kalpte B1 — adrenerjik reseptorler Gzerindeki etkisi
nedeniyle , arti inotropik etkiye sahiptir. Ihmli dozlardaki dopamin’in belirgin
etkisi sistolik basingtaki artistir. Diastolik basing ise degismez. Bu etkileri

nedeniyle dopamin travmatik ve kardiyojenik sok tedavisinde yararhdir.

2,5,28,59,98

Dopamin bdbrekistii bezi korteksinde yapilir ve idrarda
onemli miktarlarda bulunur. Natriureze neden olur ve bu etkisini Na+ - K+

ATPaz| baskilayarak gésterir. 2%°8
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Bobrekiistii Medulla’si Salgisinin Diizenlenmesi, Noéral denetim;

Bazi ilaglar medulla’ya dogrudan etki ederken fizyolojik
uyarilar, sinir sistemi yoluyla medulla salgilanmasini etkiler. Katekolamin
salgilanmasi bazal durumlarda disuktar, adrenalin ve daha az olarak da

noradrenalin uykuda azalr. "%

Bobrekistii medulla salgisinin artmasi ” Sempatoadrenal

113

sistemin acil islevi “ denilen kosullarda ortaya cikan sempatik bosalimin

parcasidir. 2

Dolagsimdaki  katekolaminlerin  metabolik etkileri bazi
kosullarda 6nemlidir. Soduga etkin kalan hayvanlarda katekolaminlerin
kalorijenik etkisi buna &érnek verilebilir. Bébrekistli bezi denerve edilen
denekler soguga etkin birakildiklarinda normallere karsin daha c¢ok titrerler.

Hipoglisemi de katekolamin salgisi icin giicl bir uyarandir. "2

Secici Salgilama

Bobrekistil bezi medulla salgisi arttiyinda, bez salgisinda

noradrenalin’in adrenalin’e orani genelde degismez. Bununla birlikte asfiksi

ve hipoksi bu orani arttirir.
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Noradrenalin salgisi, kisinin daha énceden deneyimi bulundugu duygusal
bunalimlarla artinlir, ancak adrenalin salgisi, kisinin beklemedigi bir

bunalimla karsilasmasi halinde artar. 8231530
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5. SiNiR BUYUME FAKTORLERI

a.FIBROBLAST BUYUME FAKTORU (FGF)

Fibroblast Buyume Faktérii (FGF) bircok dokuda etkin olup
hiicresel cogalma ve farklilasmay! aktive eden bir uyarici ailesidir. [
MayY.Zhao,H.Zhau X. 2002,sep: 122(6)586-99 ]. ik kez mezensimal

hiicreler igin mitojen olarak bulunmustur. '

Fibroblast buyime faktorleri (FGF) polipeptit buyime
faktdrlerinin buyudk bir grubunu olustururlar. Fibroblast Buyime Faktérleri
(FGF)  birgok organizmada (hemodotlardan insanlara kadar )

bulunmaktadir. '°

Fibroblast biyime faktér (FGF) ailesinin, en az 9-22 adet
yapisal ve  Dbiyolojik aktiviteleri agisindan benzerlik gdsteren, 17-34
kDa araliginda molektul agirhgina sahip olan uyeleri vardir. Ancak

Drosophila’larda FGF’nin molekil agirhg 84kDa ‘dur.’'®'"”

Omurgalilarda
gen yapisl ve aminoasit sirasi bakimindan FGF yiksek oranda
korunmuslardir. FGF’leri  c¢esiti mezoderm ve noérektoderm kdkenli

hicreler(fibroblastlar, osteoblastlar, diizkas hiicreleri,endotel hiicreler,
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kondrositler, melonositler gibi) icin kuvvetli mitojenik etkileri, nérotropik

ozellikleri ve heparin baglanma yetileriyle 6zellesmislerdir.'?°

Fibroblast buyime faktorleri’'nin en ¢ok bilinen iki tipi vardir.
Bunlar farkh izoelektrik noktalara (pL) sahiptirler. Asidik FGF’nin izoelektrik
noktasi 4.5 - 6, bazik FGF'nin ise 9.6-9.8dir. Bu iki blyume faktérii %55

sira esdesligine sahiptir. '%°

aFGF ve bFGF ‘nin birinci derece uUrtnleri 155 amino asit’lik
18 kDa agirliginda olup; yuksek oranda birbirine benzerler. Her iki sekil
benzer fizyolojik etkiler icerir ve ayni reseptdr Uzerinden etkilesirler. Esdes
Ozellikleri mezodermal koékenli hicreleri uyarmalari ve aktivitelerinin
hicredisi matriksle yakindan iliskili olasidir. Ancak, heparin olmadiginda
aFGF,bFGF’'den 30-100 kez daha az etkindir. FGF’ler yaralanan dokularin
iyilesmesini aktive ederler. FGF hiicre ¢cogalmasi ddngisinde G1 fazinin
kisalmasini uyarir. B6linme zamani 72 saatten 18 saate duser. (Clymer
MA.Schwaber MK.Davidson J.M,1996 Mor:lob(3 Pt 1) : 280-5). bFGF,
hedeflenen hiicrelerde proteaz uretimini arttirarak matriksin yeniden
sekillenmesini  hizlandirabilir. FGF’ye karsi antikor uygulamasiyla

granulasyon dokusunun olusumunda artis olur. '

bFGF 1974 yilinda karakterize edilmistir. (Delrieu,|.FEBS

Letters 468, 6-10 (2000) ) Cesitli uzunluklarda insan bFGF vardir;
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dokulardan ilk izole edilen baskin formu 146 aminoasit dizisi (Pro1-Ala-
Leu...... Ser146) iceren ve N (azot)ucundan en az 11 aminoasit dizisi (Gly-

Thr-Met-Alai-Alaz2-Glys-sers-lles-Thre-Thr7-Leus) kadar uzatilabilen seklidir.

120

Genom taramasi ile bir cok Fgf geni bulunmustur. insanda 22
Fgf geni tanimlanmistir. bFGF’yi kodlayan, Fgf 2 geni insanlarda;
4 kromozom, q26-q27 bandi Uzerinde yer almaktadir. (Ornitz,D.M., Itoh, N.

Fibroblast growth factors-2, IJCBC, 32, 115-120 (2000) ).''® ™'

bFGF’nin yapisi; 4nm capinda hidrofobik  dizilerin ig
kisminda ve ¢ok sayida yUklu dizilerin ise ylzeyde yer aldigi kiresel bir
proteindir. bFGF, B-bukulmeleri ile birbirine bagh 12 antiparalel B-yaprak

seritlerinden olusmaktadir.''*12°

bFGF salinimi hala biyoloji alaninda yanit bekleyen bir
sorudur. bFGF klasik bir isaret sirasina sahip degildir ve bu nedenle isaret
iletim yolu ile salinmaz. Hicrelerden bFGF’nin salinimi ile ilgili gorus ise
bFGF’nin hiicre 6lumi, yaralanma ve kimyasal yaralanma gibi edilge
dizenekler sonucu salindigi gorusudur. (Bikfalvi,A., Klein,S., Pintucci,G.,
Rifkin, D.B.Biological roles of fibroblast growth factor-2, Endocrine Rev.,18:
26-45(1997) ) Salinan bFGF  ekstraselller alanda heparan silfat

proteoglikanlarina (HSPG) bagl olarak depolanmaktadir. '*°
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bFGF; cok sayida hiicre, doku ve organ sistemlerinin fonksiyon
ve gelisiminde etkili olan bir bUyume faktéridir. bFGF &6ncelikle,
fibroblastik hiicreler icin mitojenik bir faktdér olarak tanimlanmistir. bFGF
dokularin rejenerasyonunda etkilidir. (Okada-Ban, M., Thiery,J.P.,

Jouanneau, J.Fibroblast growth factor-2, [JBCB, 32, 263-267(2000) ).

Endotel hiicre ¢cogalmasi, gé¢ etmesi ve yeni kan damari

olusumunun uyarilmasi bFGF’nin en iyi karakterize edilen fonksiyonlaridir.

122,123

bFGF’nin son zamanlarda nérodejenaratif hastaliklarin
tedavisi (Alzheimer, Parkinson, beyin iskemisi v.s.) tzerine etkisi yogun bir
sekilde calisiimaktadir. '** bFGF; néronlar, hipokampus, striatum, medulla
spinalis, beyincik ve parasempatik gangliyonlar (zerine tropik etkiye
sahipti.  Mitoz sonrasi farklilasmis néronlarin yasamini uzatir.'®® SSS
yaralanmalari sonrasinda sistemin rejenerasyonunda bFGF énemli bir rol

oynamaktadir. M 122

bFGF ve reseptorlerinin diizeyi nérodejeneratif hastaliklarda ,
Parkinson hastaliginda, substantia nigra néronlarinda bFGF kaybi s6z

konusudur.
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Claus ve arkadaslar tarafindan in vivo bFGF uygulamasinin dopaminerjik
ndronlar kurtardigi ve bu nedenle Parkinson hastaliginin tedavisinde tUmit

verici oldugu bildirlmistir. "2
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b. SiNIR BUYUME FAKTORU (NGF)

1959 yilinda  Cohen tarafindan  tanimlanan bir
makromolekuldur. '® Duyu ve sempatik sinirlerin rejenerasyonunda ve

127128 sinir kesisinden

gelismesinde dnemli islevi oldugu goésterilmis olup
etkilenen hedef organca salgilanir. Akson yaralanmasini izleyen, aksonal

tepkimeyi ve hiicre 6lumini engeller.

Sinir Buyume Faktori (NGF), instlin gibi peptidlerin etkilerine
aracilik eden, hem enzim hem reseptér islevi géren proteinlerdir. Hiicre
icine bakan bolumlerinde tirozin kinaz etkinligi gosterir.”®  Proteinlerin
tirozin amino asitlerine fosfor ekleyerek onlarin etkinligini degistirir.
Reseptére blyume faktérinin baglanmasiyla , reseptér proteinleri ikililer
olustururlar ve i¢ ylzlerindeki tirozin kinaz, ilk énce reseptérin kendisini
fosforlar. Bundan sonra hicrenin hayatta kalmasi, farklilasmasi ve
gelismesi yoninde bir dizi biyokimyasal olay baslatilir. Tek alt birimli bir G
proteini olan Ras etkinlestirir, bunun ardindan hicre disi sinyalle
dizenlenen kinaz (ERK) enzim basamaklari ile bir dizi fosforlanma olayi
gerceklesir. Son asamada transkripsiyon faktorinin fosforlanmasiyla
hicre ylzeyinden DNA’ya haber iletiimis olur (Do¢.Dr.Murat Rezaki,

Prof.Dr.Turgay Dalkara, Davranis Biyokimyasi).
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Tirozin kinaz reseptorler , sinir buyime faktéri (NGF) ile
birlikte EGF (Epidermal Buyume Faktoéri), FGF (Fibroblast Blyime
Faktori), BDGF (Beyin Kaynakh Biyume Faktori) ve insdlin’i
baglamaktadir. Bunlar G proteini eslesen reseptérlerden 2 nedenle

farklidirlar.

1)Membrani tek kez gecerler.
2)Sitoplazmik domainleri, proteinlerin tirozin rezidillerini fosforile eden

protein kinaz aktivitesi icerirler.'®

Tirozin  kinazlar i¢cin substrat olan proteinler néral
fonksiyonlarda uzun sdreli degisikliklere yol acabilecek proteinler
sinifindandir. Tirozin kinazlar bu 6&zelliklerinin disinda, ekstrasellller
baglanma bdlgesi icermektedirler. En iyi tanimlanmis etkileri, gen
transkripsiyonunda degisikliklere yol acacak adaptér proteinler ve protein

kinazlar ile ilgili kaskad reaksiyonlarini baslatmasidir.'?

NGF periferal effektér doku ile bunu sinirlendirilen sinirler
arasinda retrograd mesajci  olarak rol oynayan trofik bir proteindir.
( Ebandal et al, 1980, Karschingand Thoenen, 1983, Bart et, al, 1984,
Angeletti et, al, 1984 ) Periferal dokularda, NGF kaynaginin ,sinirlerin
innerve ettikleri hedef dokular oldugu tahmin edilmektedir. Dz kas

hicreleri, fibroblastlar, astrositler ve diger hucreler
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kultur ortaminda Sinir Bilyime Faktérii (NGF) sentezlerler.*®™!'  NGF
embriyonik ve postnatal yasamda dorsal kdk gangliyon ve sempatik
hicrelerin yasamasi, gelisimi ve ndrotransmitter sentez dizenlenimi icin
gereklidir.”*?> (A.J.Doupe, S.C.Lands, P.H.Paterson 1985, D.J.Anderson,

11, Cell 47, 1986) .

Sinir Bliyume Faktéri (NGF) reseptort iki alt Unite igerir;
bunlar dustk cekicilikli P75 ve yuksek ¢ekicilikli Tirozin kinaz alt tnitesi
TrkA'dir.  TrkA Sinir Bayime Faktori(NGF)'nin blyime ve yasaminin

surdurilmesinden sorumludur. 3”133

TrkA’nin diger bir énemli 6zelligi de,farkh hiicre tiplerinde

farkll huicresel yanitlar veriimesine yol agmasidir.*’

Bizim calismamiza kosut vyayinlarda bdbrekisti bezi
medullasi  Sinir blyime faktéri (NGF)'nin su o6zellikleri de ortaya

konulmustur:

NGF, kromaffin hiicrelerde lif bilytimesini saglamaktadir. '
NGF’niin yapisal ve biyokimyasal olarak adrenal bez hicrelerinin bir
cevresel etken yetenegi kazanmasinda ya da yitirmesinde yas bagimli

yetisi vardir. 4
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e NGF nérit genisligini uyarir. 14

e Yiuksek NGF dozlari sempatik gangliyonlarin oylumunu artirirken, adrenal

medulla oylumunu etkilemez.'®
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c. NOROFILAMENT PROTEIN (NF)

NF’ler sinir hicre iskeleti icin Ozellesmis orta boy
filamentlerdir. Omurgalilarda sodyum dodesulfad poliakrilamid (SDS
polyacrylamide) jelde yaklasik 70-150-200 KD molekuler agirhkta, 3

heteropolimer bilesikten olugsmustur. 204

Lasek ve Hofffman’in &énculik ettigi aksonal tasinma
calismalarinda, yavas tasiniminin hareketli bir yapisi olarak NFP’ler ilk
kez siganlarda varlgi belirlenmistir.”** Son vyillardaki arastirmalarda bu

gorisit desteklemektedir .

Noéron oylumu ve seklinin dizenlenmesi ve bos alanlarin
doldurulmasinda NFP’ler diger hicre iskelet proteinleri ile birlikte islev
yaparlar (Swallow and Giriffiths,1977; Sims and Redding 1980). Uzun
aksonal islevleri olan blyuk néronlari oldukgca fazla NFP’leri icermelerine
karsin, cok kucik néronlarda NFP’leri son derece az sayida ya da hi¢

bulunmamaktadir.'>"4®

NFP’lerin ¢codunun aksona 6zgl oldugu ve
miyelinli aksonlarda daha c¢ok sayida bulundugu bildiriimektedir . Akson
capl ve uzunlugunun NFP’ler tarafindan belirlendigi de son bulgular

arasindadir.’’
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NFP’lerce son derece asimetrik aksonlarin olusturulmasi ile
yuksek omurgalilarda daha karmasik bir néronal dolasimin saglandigi da
One surldlmektedir .

135 memeli ve kanatlilarda NFP’lerin benzer

Shaw ve Debus
Ozellik tasidigini vurguladiklari calismalarda,memeli ve kanatllardaki
norofilament tripleks proteinlerini blylk , orta , kiguk boy olarak

siniflandirmiglardir (Tablo 1).

Tablo 1: Cesitli tirlere ait nérofilament proteinlerin SDS

poliakrilamid jeldeki molekdl agirliklari

Kigik boy Orta boy Biylk boy
Sigcan 68 145 200
Fare 68 145 200
Kobay 68 152 219
Tavsan 68 152 203
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Kedi 68 152 217

Sigir 72 168 212
Domuz 72 173 217
Kaz 72 160 190
Civciv 72 166 182

Hirokawa ve arkadaslari memelilerin omurilik ve periferik sinir
aksonlarinda nérofilament tripleks proteinlerin Gg¢ boyutlu bir kafes seklinde
olduklarini, bu U¢ boyutlu kafeste 73KD ve 145KD NFP’lerin ayrica

proteinler arasi gapraz baglari da sagladigini ileri stirmuslerdir. 23

Tim diger orta boy filamentlerde oldugu gibi NFP’lerinde
40KD’luk cekirdek 6z bélgeyi icerdikleri ve bu bélgenin c¢ift sarmal yapi

gostermesi ile digerlerinden ayrildigi belirtiimektedir. 48134

Cekirdek bdlgenin bir tarafina 10KD molekiler agirlikta

terminal bir bdlge, diger yanina 15-75 KD arasinda degisen bir -COOH
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terminalinin baglanmakta oldugu ve NFP’lerin blyukligunin bunlardaki

—COOH terminalinin uzunlugu ile dogru orantili oldugu kaydedilmektedir .

Norofilament proteinler, ara filamanlar ailesindendirler.
Yapisal olarak baktigimizda 3 pargcadan olusurlar. Bunlar; NF-H, NF-L, NF-
M'dir.?®"%* NF-H 200 dalton, NF-l 170 dalton ve NF-M2'de 150 dalton
agirhgindadir. Batiin bunlar degisik genlerce kodlanmaktadirlar. NF genleri
dokuya 6zel gelisim sirasinda ekspresyonlara sahiptir. Embriyogenezin ilk
evrelerinde néronal fenotip goésterirler. NF-L ve NF-m parcaciklari gelisen
fare beyinlerinde dogumun 11.gininde mRNA’lari izlenebilir. NF-H
MmRNA’s1 yalnizca postnatal dénemde belirlenebiliyor. (Julien,J, p,

Ramachandran, K, and grosveld, F. (1986) Mol .Brain Res.1, 243-250.).
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ll. GEREC VE YONTEM

1.Deney Hayvanlari ve Gruplandirma

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve
Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)' nden saglanan yenidogan, genc,
ergin ve yasl yas gruplarinin her birinden Uger adet olarak Wistar Albino
cinsi 20 adet sican ve fétal gelisimin incelenmesi eregiyle de 16 ve 19

gunlik embriyolar kullanildi.

Deneklerin bakildigi odalarda 1s1 21-23°C ve i1sik / zaman
ayarl 14 / 10 saat olarak belirlendi. Sicanlar intraperitoneal ketamin (44 mg
/ kg ) ve xylazine (5 mg / kg ) enjeksiyonuyla uyutularak o6tenazi
gerceklestirildi. Otenazi sonrasi deneklerin karin bélgeleri acilarak
bobrekisti bezleri alindi. Dogum ©6ncesi deney grubu icin alinan

embriyonlar ise tim olarak incelendi.

Embriyolojik dénemlerde yapilacak olan ¢alismalar icin 4 adet
disi ve 4 adet erkek sican kullanildi. Siganlar 4 ayri kafese her birinde bir
erkek ve bir disi olacak sekilde yerlestirildi ve bu sekilde déllenmenin
gerceklesmesi beklendi. Disi sicanlarda vajinal plagin izlendigi an gebeligin

olustugu kabul edildi. Vajinal plagin goéruldtgu ilk glin embriyolojik gelisimin
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0. gunt olarak belirlendi. Gebelik sonrasi erkek sican kafesten
uzaklastinldi ve disi sicanlarin ginlik bakimi 16 ve 19. glne kadar
surdirildi. Istenilen gune ulasildiginda ise ayni sekilde gebe sicanlara da
fetal dozda intraperitonel olarak anestezi uygulanip servikal dislokasyon
uygulanarak o6tanazi saglandi, ardindan seri sekilde gebelik Urlnleri

(embriyolar) cikarilarak %10’luk nétral formalinde 72 saat tespit edildi.

2.immiinohistokimyasal Yontem

Tespit edilen dokular aligilagelmis 1sik mikroskop izleme
yénteminden gecirilerek parafin bloklar elde edildi. Hazirlanan bloklardan
polizinli lamlara, 4 - 5 ym kalinhginda kesitler deparafizine edilmek eregdiyle
15 X 2 ksilol'e etkin birakildilar. Daha sonra 10’ar dakika olarak sirasiyla

%100, %96 ve %80’lik alkol serilerinden gecirildiler.

Dehidrate edilen dokular alkolden arindiriimak igcin 5’ X 2 kez
distile sudan gecirildikten sonra, doku icerisinde formaldehit'in kapattidi
reseptoér bolgelerinin agiga cikarilmasini saglamak eregiyle 1u citrate
tamponu ( Lab Vision,USA ) ile mikrodalga firinda retriver iglemi

gerceklestirildi.

Daha sonra, 15 dakika % 3’ luk hidrojen peroksit ( TA-015-

HP, Lab Vision, USA ) ile etkin birakilan dokulardan endojen peroksidaz
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aktivitesi bloke edildi. Islem sonrasinda PBS ( Phosphate buffer saline ) (

Lab Vision ) ( pH 7.4 ) ile camlar yikandi.

Yikanan camlara 5 dakika Ultra V block (TA - 015 - UB, TA —
125 — UB Lab Vision, USA, 85 — 9043 — Zymed, USA ) uygulanarak 6zgiin
olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular
yikanmadan primer antikor asamasina gegcildi. Bu amacgla kesitler NGF
primer antikoru [ Santa Cruz NGF — rabbit primer antikor (Cat; SC — 548 ) ]
ve FGF primer antikoru [ Santa Cruz — FGF — 2 (147) primer antikor ( Cat;
SC —79) ] ile oda isisinda 1 gece +4°C ‘da, NF pimer antikoru [ Lab
Vision NF — AB-1 (2F11) primer antikoru (Cat; MS — 359 — S1] ile 60

dakika oda isisinda bekletildiler.

Daha sonra PBS ile yilkanan camlara 20 dakika biyotinli
sekonder antikor ( TR — 015 — BN, Lab Vision, USA ), ( TS — 125 - HR,
Lab Vision, USA ), ( 85— 9043, Zymed, USA ) uygulanarak primer antikora
baglanmasi saglandi. PBS ile yikanan camlar 20 dakika streptavidin
peroksidaz enzim kompleksine ( TS — 015 — HR, Lab Vision, USA ), (TS —
125 — HR, Lab Vision, USA ), ( 85 — 9043, Zymed, USA ) etkin birakildi,

bdylece camlarda enzimin biyotine baglanmasi saglandi.

Son olarak ortama kromojen AEC ( 3 — amino — 9 -

ethylcarbazde ) ( TA — 015 — HAS, TA — 015 — HAC, Lab Vision, USA ) , (
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Cat: 00 — 2007, Lot: 50481594, Zymed, USA ) eklenerek yaklasik 10

dakika bekletildi ve gdzle goérulebilir Griiniin ortaya ¢ikmasi saglandi.

Zemin boyasi olarak Mayer'in Hemotoksilen’i ( 0B52Y092,
Merck ) kullanildi. Negatif boyama primer antikor asamasinda yapildi. Bu
sekilde boyanan camlar ultra - mount ile kapatilip, bilgisayar donanimli foto

- 1Stk mikroskopta ( DCM 4000, Lacia, Germany ) degerlendirildi.
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IV. BULGULAR

Embriyonik 16.glinde FGF(Fibroblast Growth Factor) immin
boyamasi yapilan grupta kromaffin ve sempatik gangliyon hicrelerinin ayni
dizeyde tutulum gosterdikleri belirgin olarak ayirt ediliyordu. Sempatik
gangliyon hiicrelerinde ¢ekirdek ékromatik boyanirken, cekirdekgik belirgin
olarak gézlemlendi. Tutulum sitoplazmikti. Kromaffin hicrelerinde zar
tutulum goéstermezken, sempatik gangliyon hicrelerinde belirgin zar
tutulumu da dikkat cekiciydi (Resim1 A,B). NGF (Nerve Growth Factor)
immin boyamasi yapilan grupta ise, kromaffin hiicrelerinde yodun tutulum
izlenirken, sempatik gangliyon hicre tutulumunun daha az oldugu ayirt
ediliyordu (Resim2 A,B). NF(No6rofilament Protein) immin boyamasi
yapilan grupta ise sempatik gangliyon hicrelerinin minimal dizeyde ince
tanecikli tutulum goésterdigi izlenirken, kromaffin hicrelerin tutulum

g6stermedigi goruliyordu (Resim3).

Embriyonik 19.ginde FGF tutulumunun yine sempatik
gangliyon ve kromaffin hicrelerde sitoplazmik tutulumu oldukg¢a yaygindi
(Resim4). NGF tutulumu ise kromaffin hiicre ve sempatik gangliyon
hicrelerinde sitoplazmik ve ayni sekilde yogundu (Resim5 A,B). NF

immunohistokimya boyamasi yapilan grupta ise sempatik gangliyon ve
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kromaffin hicrelerinin ¢cok az diizeyde ince tanecikli tutulumu belirgindi

(Resim6).

Yenidoganda, kromaffin hiicre tutulumunun her U¢ antikor
grubunda minimal dizeyde olmasina karsin, FGF (Resim7) ve
NGF(Resim8) gruplarinda sempatik gangliyon hiicre sitoplazmalarinin son
derece kuvvetli tutulum goésterdikleri ayirt edildi. NF tutulumunun ise énceki
gruplara karsin artarak, orta diizeye ulastigi saptandi. Sempatik gangliyon

hicrelerinde tutulum ince tanecikli olarak gézlendi (Resim9).

Gen¢ grupta, her ¢ antikor da kromaffin hicrelerde
g6zlenmezken, sempatik gangliyon hiicrelerinde FGF (Resim10) ve NGF
(Resim11) tutulumlarinin son derece yodun oldugu ilgiyi cekti. NF
tutulumlarinin ise, sempatik gangliyon hicrelerinde ince granilli ve uzun

cizgisel yapida tutulum oldugu izleniyordu (Resim12).

Ergin grupta ise, sempatik gangliyon hicrelerinin oldukca
geliskin oldugu, FGF tutulumunun oldukg¢a kuvvetli olup, yer yer hicre
uzantilarinda da tutulumun varhigi dikkat cekti (Resim13 A,B). Yine NGF
tutulumun da sitoplazmik dizeyde ve olduk¢a yodun oldugu goruldi
(Resim14). FGF ve NGF immunohistokimya yapilan gruplarda kromaffin

hicrelerin boyanmamasi dikkat cekiciydi. NF immunohistokimya yapilan

41



ergin grubunda sitoplazmada yaygin tutulumu izleniyordu. Yine bu grupta

medulla bag dokusunun oldukc¢a arttiy1 dikkat ¢ekiciydi (Resim15).

Yasli grupta FGF (Resim16), NGF (Resim17) ve NF (Resim18)

immin boyamalarinda sempatik gangliyon hicrelerinde kuvvetli tutulum

izlenirken, kromaffin hiicrelerde her ¢ antikor i¢cinde reaktivite saptanmadi.
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Resim 1: Embriyonik 16.giin FGF immunreaktivitesi; (K):Sitoplazmik tutulum

goOsteren Kromaffin hiicreler, (SG): Sitoplazmik ve membranéz tutulum
go6steren sempatik gangliyon hucreleri, (|): Membranéz tutulum gérultyor
(Immunperoksidaz-Hematoksilen A,B X1000 ).
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Resim 2: Embriyonik 16.giin NGF immunreaktivitesi; (K): Yogun tutulum
gosteren kromaffin hiicre, (SG): Zayiftan ortaya degisen sempatik
gangliyon hicresi (Immuinperoksidaz-Hematoksilen A,B X1000 ).
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Resim 3: Embriyonik 16.giin NF immunreaktivitesi; (K): Negatif tutulum
izlenen kromaffin hiicre, (SG): Minimal tanecikli tutulum gdsteren sempatik
gangliyon hcresi, (»): Kromaffin hiicrelerde tanecikli tutulum
(Immunperoksidaz-Hematoksilen X1000 ).

45



Resim 4: Embriyonik 19.giin FGF immunreaktivitesi; sempatik gangliyon
hucreleri (SG) ve Kromaffin hiicrelerindeki (K) yaygin sitoplazmik tutulum
izleniyor (Imminperoksidaz-Hematoksilen X1000 ).
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Resim 5: Embriyonik 19.giin NGF immunreaktivitesi; sempatik gangliyon
hucreleri (SG) ve Kromaffin hiicrelerindeki (K) yaygin sitoplazmik tutulum
izleniyor (Immunperoksidaz-Hematoksilen A,B X1000 ).
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Resim 6: Embriyonik 19.giin NF immuinreaktivitesi; sempatik gangliyon
hicreleri (SG) ve kromaffin hiicrelerinde (K) ¢ok zayif tanecikli tutulum
izleniyor. (»): Kromaffin ve sempatik gangliyon hiicrelerinde gézlenen
tanecikli tutulum (Immiinperoksidaz-Hematoksilen X1000 ).
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Resim 7: Yenidogan FGF immunreaktivitesi; (K): Negatiften zayifa tutulum
gosteren kromaffin hucre, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum gésteren
sempatik gangliyon hucreleri izleniyor (Immunperoksidaz-Hematoksilen
X1000).
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Resim 8: Yenidogan NGF immunreaktivitesi; (K): Negatiften zayifa tutulum
gosteren kromaffin hiicre, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum gésteren
sempatik gangliyon hicreleri izleniyor (Immunperoksidaz-Hematoksilen
X1000).
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Resim 9: Yenidogan NF imminreaktivitesi; (K): Negatif tutulum gésteren
kromaffin hiicreler, (SG): Zayiftan ortaya degisen tanecikli tutulum gdsteren
sempatik gangliyon hiicresi, (|): Membranéz tutulum, (»): ince tanecikli
tutulum (immunperoksidaz-Hematoksilen X1000 ).
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Resim 10: Gen¢ FGF immunreaktivitesi; (K): Negatif tutulum gdsteren

kromaffin hticreler, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum saptanan sempatik
gangliyon hicresi (Immuinperoksidaz-Hematoksilen X1000 ).
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Resim 11: Gen¢ NGF immdinreaktivitesi; (K): Negatif tutulum gdsteren
kromaffin hicreler, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum saptanan sempatik
gangliyon hucresi (Immunperoksidaz-Hematoksilen X1000 ).
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Resim 12: Geng NF immunreaktivitesi; sempatik gangliyon hucrelerinde
(SG) tanecikli (») ve cizgisel (]) tutulum izleniyor (Imminperoksidaz-
Hematoksilen X1000).
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Resim 13: Ergin FGF immunreaktivitesi; (K): Negatif tutulum izlenen
kromaffin hicreler, (SG): Kuvvetli tutulum gésteren sempatik gangliyon
hlcreleri, (»): Sempatik gangliyon hiicre uzantilarindaki kuvvetli FGF
tutulumu (Imminperoksidaz-Hematoksilen A,BX1000 ).
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Resim 14: Ergin NGF immunreaktivitesi; (K): Negatif tutulum gdsteren
kromaffin hiicreler, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum gésteren sempatik
gangliyon hiicresi, (|): Medullada artan kollojen lif (immiinperoksidaz-
Hematoksilen X1000 ).
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Resim 15: Ergin NF immunreaktivitesi; (K): Negatif tutulum gdsteren
kromaffin hiicreler, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum gdésteren sempatik
gangliyon hiicresi, (]): Medullada artan kollojen lif (immiinperoksidaz-
Hematoksilen X 400 ).
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Resim 16: Yash FGF immdinreaktivitesi; (K): Negatif tutulum g&steren
kromaffin hicreler, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum gésteren sempatik
gangliyon hicresi (Immunperoksidaz-Hematoksilen X400 ).
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Resim 17: Yash NGF immiunreaktivitesi; (K): Negatif tutulum gdsteren
kromaffin hicreler, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum gésteren sempatik
gangliyon hicresi (Immunperoksidaz-Hematoksilen X400).
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Resim 18: Yash NF imminreaktivitesi; (K): Negatif tutulum gésteren
kromaffin hicreler, (SG): Kuvvetli sitoplazmik tutulum gésteren sempatik
gangliyon hicresi (Immunperoksidaz-Hematoksilen X400).
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V. TARTISMA

Bobrekistlil bezlerinin i¢ kisminda yerlesik medula katmani
kromaffin ve sempatik gangliyon hicrelerini icerir. Sempatik gangliyon
hicreleri ; kromaffin hiicre kordonlari arasinda tek tek ya da gruplar halinde
bulunurlar. Literatirde islevsel olarak birbirinden farkli bu iki tip hicreyi
inceleyen cok sayida gelisimsel, yapisal, biyokimyasal ve klinik calisma

bulunmaktadir.

Yapilan bir ¢ok calismada medulla hicrelerinde NGF’nin
varhigi arastiriimistir. Calismalarin sonucunda her iki tip hiicrenin de néral
krista'’dan koken almalarina karsin, sempatik gangliyon hicrelerinin
NGF’ye yanit verebildidi, kromaffin hicrelerinin ise vermedigi

be|ir|enmi§til' 14,16,21,27,37,40,59,84

Jennifer L. ve arkadaslarinin 2003 vyilinda vyaptiklari
calismada kanatli embriyonlarinin gelisiminde bdbrekustl bezi hiicrelerinin
NGF’ye yapisal ve biyokimyasal yaniti incelenmistir. Bu erekle 7 ve 11
gunlik embriyonlarda néropeptid ve mRNA duzeyleri arastiriimistir. NGF
varliginda néropeptid (NPY) ve mRNA diizeyleri artarken, kromaffin hiicre
kultirlerinde NGF’nin  bir etkisi olmadigi saptanmistir. 7 gunluk
embriyonlara ait sempatik hiicre kiltirlerinde ise, NGF’ye biyokimyasal ve

yapisal yanit olustugu gézlenmistir. Calismanin sonucunda, NGF’nin
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kromaffin hicrelerde morfolojik modilasyonu sempatik néronlardan daha

erken indukledigi vurgulanmistir. '

Unsicker ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada;
sican adrenal bezine ait hicre kultirlerine NGF eklenmesinin hiicre
farklanmasina etkisi incelenmistir. Arastiricilar kaltarin ilk gUninden
baslayarak bir grup kromaffin hicrelerde sinir lif blylmesi oldugunu,
kaltirin 2-3 glninde ise hicrelerin kismen c¢cok kenarl sekil aldigini
belirlemislerdir. Kulturin ilk ginlerinde sempatik gangliyon hucrelerine
farklanan hicreler kromaffin hicrelerle oranlandiginda, 1/40 oraninda
néronal hiicre varligini saptamiglardir. Arastiricilar ilerleyen ginlerde bu
oranin %50-70 oldugunu, NGF’nin yiksek yogunlukta uygulanmasinin ise

sempatik gangliyon hticre farklanmasini arttirdigini vurgulamislardir. '

Bizim calismamizda da Unsicker va arkadaslar’nin
bulgularina kosut embriyonik 16.glinden yenidodana kadar kromaffin
hicrelerde NGF tutulumu izlenirken genc¢ gruplardan itibaren bunun
g6zlenmedigi saptanmistir. Bu bulgu NGF’nin kromaffin ve sempatik
gangliyon hicre gelisimini dizenleyici rol oynadigini, bébrekistl bezi
erigkin formlarinda ise sadece sempatik gangngliyon hicrelerinden

sentezlendigini géstermektedir.
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A.A.J.Verhofstad ve arkadaslari sican bdébrekistl bezi
medullasinin  dogum  6ncesi ve dogum  sonrasi  gelisimini
immunohistokimyasal ydntemler kullanarak ve kan katekolamin diizeyini
Olcerek incelemislerdir. E16.gin - PN 7.gin araliklarinda, hergiin elde
edilmis boébrekistll bezi doku &rneklerinde dopamin (DA), noradrenalin
(NA), fentolamin N-metil transferaz (PNMT) ve adrenalin (A) ion-pair
reversed-phase likit kromotografisi ile elektrokimyasal ayrim yapilarak
medullada 3 gelisim fazi tanimlanmistir; 1.faz’da (E16. -17.glnler);
medullar hucrelerin DBH ve NA ile immunoreaksiyon verdigi, adrenalin
dizeyinin ise NA ile karsilastirildiginda son derece zayif oldugu, 2. faz’'da
(E 18. - PN 2.veya 3. gunler) tim medullar hiicrelerin DBH, NA, PNMT ve
A ile imminoreaksiyon verdigi belirlenmistir. Ayrica bu fazda adrenalin
yogunlugunun gunlik olarak arttiyi ve E20.giinde en Ust dizeye ulastigi
saptanmistir. Adrenalinin PN 1. - 3.giinde toplam katekolaminlerin %75’ini
olusturdugu vurgulanmistir. 3.fazin PN 2 ya da 3.ginde basladigi
belirtilirken, bu dénemde medullar hiicre sayisinin arttigi ve bu hiicrelerde
DBH ve NA'le imminoreaksiyonu saptanmstir. llerleyen giinlerde NA'nin
sentezlenip depolandigi gézlemlenmis, dogum sonrasi adrenalin
yogunlugunun dogumdan sonraki 4.gliinde %79a kadar vyikseldigi
belirlenmistir. Arastiricilar bu sonucglara dayanarak adrenalin sentezinin

olasilikla gebeligin 16.ve 17.gunlerinde basladigini bildirmislerdir. *°
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Togar ve arkadaslarinin 1985 yilinda fare bébreklstu bezi
medulla’sinda hicre kultirleriyle yaptidi calismada; sempatik gangliyon
hicrelerine farklanan PC12 (kromaffin hcreler) hicrelerinin FGF ile
NGF’ye verdikleri yanit incelenmistir. Calismanin sonucunda FGF’nin bazi
etkilerinin  NGF’ ye benzedigini, 06zellikle hipofiz fibroblast buylime
faktorinin etkisiyle ortustiguni gézlemlemislerdir. Ancak arastiricilar
FGF’nin, farkli olarak biyimeyi 3 gin sonra durdurdugunu belirtmiglerdir.
NGF eklenen hicrelerin, yenilenmesini daha hizli gerceklestirdigi,
FGF+NGF uygulanan hicrelerde bu yenilenmenin ¢ok daha hizli oldugu

vurgulanmustir. 4°

K.Unsickerin yaptigi bir diger calismada kromaffin hicreleri
bliyume faktorlerinin  (NGF, FGF, IGF, TGF-B, Interleukins, CNTF,
Kromagranin) salgilama mekanizmalari molekiler dizeyde incelenmis ve
bu maddelerin Parkinson hastaliginin tedavisindeki olasi 6nemi
arastiriimistir. Calismanin sonunda; kromaffin hiicrelerin tim bu faktérleri
sentezledigi belirlenirken, Parkinson hastaligindaki rolii kesin olarak
belirtiiememesine karsin, kromaffin olmayan hcrelerin NGF ile verilmesi
sonucunda Parkinson hastaliginda iyilestirici roliyle benzer 6zellikler
goOsterdigi vurgulanmistir. Transplantasyonu yapilmis kromaffin hicrelerin
salgiladigi  blyume faktérleri sinir hicrelerini  koruyup, Parkinson
hastalarinin  sinir sistemine (motor) bagh erklerini kontrol etmesine destek

olmasi nedeniyle, bu hastaligin gelecekteki tedavisinde kromaffin hiicre
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transplantasyonun kullanilabilecedi vurgulnamistir. NGF mRNA dizeyinin

Parkinson hastaliginda ¢ok miktarda arttigi da belirtilmistir.”"

Bizim calismamizda, FGF ve NGF’nin fétal ve yenidodanda
benzer oranda her iki tip medulla hicrelerinden de sentezlendigi
g6zlenirken, Togari ve Unsicker'in bulgularindan ayricalikli olarak NGF’nin
yenidogandan sonra kromaffin hicrelerden sentezlenmedigi
saptanmistir. Ancak artan yasa kosut sempatik gangliyon hiicrelerinde FGF

sentezinin arttigi belirlenmistir.

Tavuk embriyonlarda yapilan bir diger calismada K.S.Vogel
ve arkadaslari, kromaffin ve sempatik gangliyon hicrelerinin kdkenlerini
belirleyebilmek erkiyle hicre kiltiriinde immiinohistokimya ve immunblot
yontemleri kullanilarak 6zgin antikorlar olan NF ile A2B5 antikoru ve
PNMT enziminin lokalizasyonunu incelemiglerdir. Calismanin sonucunda
literatirdeki diger calismalarda da belirtildigi gibi, sempatik gangliyon

hicreleri ile kromaffin hicreleri ayni kékenden gelistigi bildirilmistir .

48,14,16,24,71

1987 vyilinda 8 gunlik sicanlarin  bdbrekisuti  bezi
medullasindan elde edilen hicrelerin kiltire edilmesi ile yapilan
calismada;, NGF ve CNTF(ciliary norotropik faktdr)'nin katekolamin

depolanmasina ve TH(Tirozin Hidroksilaz) ile PNMT(phenylethanolamine
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N-methyltransferase) aktivitelerine etkisi incelenmistir. NGF, hucrelerin
surekliligi, gelisimi, fonksiyonel yetilerinin gelisimi icin dnemli bir faktérdir.
NGF’nin en 6nemli etkisi TH aktivitesini indukliyor olmasidir. NGF ve
CNTF’nin hedefi kromaffin hiicrelerdir. Yapilan calismada da, NGF ve
CNTF’nin hicrelerin yasam sirelerini etkiledigi izlenmis ve 4 ginlik hicre
kultirlerinde hicre kaybini engelledigi vurgulanmistir. NGF, CNTF’nin
etkisinden farkli bir etki géstermemis, TH aktivitesini artinp, PNMT
aktivitesini etkilememistir. Calisma sonucunda; NGF ve CNTF’nin adrenal
bez kromaffin hicrelerinde etkili oldugu izlenmistir. CNTF ve NGF bu
hicrelerin yasamini %148 ve %53 oraninda artirken birlikte verilmeleri
durumunda artisin daha yiksek dizeyde oldugu gézlenmis ve yine ayni
durumda katekolamin miktarlarini azalttigini, adrenalinin ve dopamin
miktarlarini  artirdigini  ancak noradrenalin dizeyini etkilemedigini

belirtmislerdir. &

Michael H.Lidenbaum ve arkadaslarinin yaptigi calismada;
NGF(Nerve Growth Factor)'nin NF(N&érofilament Protein) alt gruplari (NF-H,
NF-L, NF-M ) uzerindeki etkileri incelenmistir.  NF-H, NF-L, NF-M
birbirinden farkli genler tarafindan kodlanirlar. Yaoilan arastirmada bu alt
gruplarin embriyogenezin ilk dénemlerinde néronal fenotip gosterdigi
saptanmistir. NF-L ve NF-M mRNA’lari fare beyninde gelisimin 11.glinlinde
izlenirken, NF-H mRNA’sI yalnizca postnatal dénemde izlenebilmistir.

Immunoblot ve hiicre kilturii yapilan incelemelerde, NF-H'nin yalnizca
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NGF’nin uzun sireli uygulamasinda arttigi gézlenmistir. NGF uygulamasi
NF-L ve NF-M’nin mRNA dizeyini 12 ve 14 kat arttirken, NF-Hnin
mRNA’sinda bir degisiklik gézlenmemistir. Calismanin sonunda, NGF’nin
NF-Hyi etkilemesinin genetik kontrolde transkripsiyon sonrasi oldugu
vurgulanmistir. NGF’nin, NF-L'nin mRNA’sinin {zerine etkisi olmadigi
belirtilirken, NF-M’nin  mRNA dizeyinin kromaffin hicrelerde arttidi
vurgulanmistir. Transkripsiyon éncesi ya da sonrasi dénemlerde NGF’nin,

NF’nin alt gruplarinin ekspresyonunu denetledigi gozlemlenmistir. %°

Bizim calismamizda da; NF tutulumunun yasa kosut arttigi,
sempatik gangliyon hucrelerindeki NGF artisi ile uyumlu oldugu
belirlenmistir. Bu bulgu literatiir ile uyumlu olarak NGF’nin NF sentezini

arttirmasinin bir sonucu olabilir kanisina varilmistir.

Arie M. Michelsohn ve David J. Anderson’'un 1992 yilinda
yaptiklari calismada, sican boébrekitli bezi kromaffin hicrelerinde,
glukokortikoidlerin  sentezi incelenmistir. Calismada norepinefrini
epinefrine ceviren enzim olan PNMT (phenylethanolamine-N-
methyltransferase) antikoru kullaniimistir. Hucre kuoltarh ile yapilan bu
calismada; PNMT’nin E-16.5 - E-17.5’a kadar g6zlenmedidi belirtilmistir.
PNMT’nin etkisinin glukokortikoidlere bagli oldugunu vurgulanmistir.
Calisma sonucunda; glukokortikoidler, hem erken sinirsel farklilagsmayi,

hem de PNMT'yi indiikledigi saptanmistir. 2’
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2002 yilinda Katrin Huber ve arkadaslarinin fare embriyolari ile
yaptiklari ¢alismada kromaffin hicrelerin gelismesinde MASH1’in rolln,
MASH1+/+ ve MASH1-/- tip fareler ile immunofloresans, in-situ
hibridizasyon ve elektron mikroskobu yéntemleri kullanilarak incelenmistir.
Arastirmanin  sonucunda, MASH1’in sempatik gangliyon hicre
farklanmasinda &énemli rol oynadigini belitmislerdir. Bununla birlikte
MASH?1’'in  mutanti olan MASH1-/-'in, butin periferik sinirler ve
katekolaminerjik néronlarda yodun dejenerasyona neden oldugu

vurgulanmustir . 2

Bobrekistil bezi kromaffin ve sempatik gangliyon hiicreleri
birbirleriyle iliskili ancak néral krista’dan koken alan diger hiicrelerden
farkli fenotipe sahiptirler. Kromaffin hicrelerin fenotiplerini belirleyen
molekiler faktérler hentiz tamamlanmamistir. Glukokortikoid sinyalleri bir
isaretleyici olarak dusinulse de yeterli olmadigi bildirilmistir (Development
126(1999)2935). Bu konu ile ilgili olarak Stephanie E. Combs ve
arkadaslarinin 2001 yilinda kanatli hayvan embriyolarinda yaptiklar
calismada, TGF-B (Transforming growth factor- Bs)’nin embriyonik gelisimi
degisik yollardan denetledigi belirtiimistir. TGF-B’nin  bdbrekiustll bezi

progenitér (6ncil) hiicrelerine etki ettigi vurgulanmistir .
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Calsmada TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3’leri anti- TGF-B kullanarak bu
faktorleri nétralize etmisler ve bunun sonucunda da kromaffin hicrelerin
tipik 6zelliklerini kazandigini gézlemlemislerdir. Sonug¢ olarak da, TGF-
nétralizasyonunun hiicre bélinmesine etkisi oldugu ancak bu etkinin
kromaffin hicrelerin 6zgln 6zelliklerinin  kazanmasini  saglamadigi

vurgulanmustir. 2

2000 yilinda Regine Hepp ve arkadaslarinin sicanlarda
yaptigi calismada, bébrekistl bezleri gelisimi sirasinda hiicre baglantilar
icin gerekli protein olan Snap-25 dizeyi PCR ve imminofloresan
yéntemler kullanilarak incelenmistir. Calismanin sonucunda Snap-25 ilk
haftada en yiksek dizeyde godzlenirken, vyetiskinlerde azaldigi
belirlenmistir. Bunun sonucunda da yasa bagl hicresel baglantilarin

azaldigi belirtilmistir. *°

Alzheimer, beyin hicrelerinin 6lUmi nedeniyle ortaya cikan

ve yaslilarda yaygin olarak gériilen bunamanin temel nedenlerinden biridir.

Mark Tuszynski,. néronlarin luminin engellenmesi ve beyin
hicreleri arasinda yeni baglantilarin kurulmasini sagladidi icin NGF(Nerve
Growth Factor) ile ilgili calismalar yapmis ve bunun sonunda, NGF’nin
ndéronlari korudugu ve bellek yitimini engelledigini belirtmistir. 2001 yilinda

yaptiklari ¢alisma sonucunda, Tuszynski ve ekibi, NGF gen terapisinin
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Rheusus maymunlarinda yasla ilgili sinirsel dejenerasyonu geri

dondurdugunt bildirmislerdir. ©°

Diger calismalardan ayricali olarak Andreas Schober ve
arkadaslarinin 1999 yilinda yaptiklari calismada, bdébrekistl bezleri ve
medulla spinalis incelenmistir. Yapilan calismada amag¢ her iki dokuda
nérotopin reseptérii olan trkB ve trkC’nin ve ligandlarinin etkisinin
izlenmesidir. Noérotropin ve onlarin trk reseptérleri gelismede ve erigkin sinir
sisteminde &nemli olan sinyal molekillerini olustururken, sempatik
ndronlarda ve kromaffin hiicrelerde artisa yol acarlar. NT-3(Neurotrophin-3)
ve NGF(Nerve Growth Factor)’nin sempatik néron gelisimi (izerine etkisi
oldugu duasunulerek, kromaffin hicrelerin gelisiminin  surekliligini  ve
pregangliyonik innervasyonda ndérotropinlerin islevi hakkinda temel
olusturmak eregiyle in-situ hibridizasyon yéntemi kullanilarak medulla
spinalis’in IML(intermediolateral column) kolonunda ve bdbrekisti bezinde
, BDNF, NT-3 ve reseptorleri trkB ve trkC lokalizasyonlarini incelemiglerdir.
BDNF, embriyonel adrenal korteks’te yogun olarak izlenirken, medulla

kromafin hiicrelerinde tutulum saptanmamistir. 44

1998 vyilinda Yusuf Nergiz ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ; mikrodalga uygulanmis ratlarin bébrekisti bezlerinde Askorbik
Asit’in yerlesimindeki degisiklikler izlenmistir. Calismada siganlarn 3 grupta

inceleyerek, 1.grup; kontrol grubu .2.grup’ta; sicanlara 13 gun sireyle ,
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ginde 1 saat 9450 MHz frekansinda , 2,65 m\W/cm2 dozunda mikrodalga
uygulananmistir. 3.grupta ise; sicanlara 52 gin sireyle giinde 1 saat 9450
MHz frekansinda, 2,65 mW/cm2 dozunda mikrodalga uygulanmistir.
Calismalar sonucunda; ilk grupta; Askorbik asit granilleri homojen bir
dagilim gosterirken, 2.grup’ta kapsul, kapiller endoteli ve zona
gromeruloza askorbik asitten tamamen yoksun olmasina karsin;
fasikllata,retikiilaris ve medulla katmanlari askorbik asit yoninden farkli
dagilim goéstermistir. 3. grup boébrekistl bezlerinde ise farkh cap ve
yogunlukta askorbik asit granilleri organin kapsuli dahil tim doku
genelinde izlenmigtir. Sintizoidlerin endotellerinde bu birikim belirgin olarak
g6zlenmistir. Sonuc¢ta da; uzun sireli mikrodalga uygulanan sig¢anlarin
bébreklstl bezlerinde Korteks katmanr’'nda ve Medulla katmani’ndaki
kromaffin hiicrelerin’de askorbit asit grantillerinde artisin, strese karsi viicut

direncini artirmaya yonelik oldugu belirtilmistir. >

Yapilmis bir¢cok in-vitro calismada , bdbrekisti bezi medulla
hicrelerinin sinir bliylime faktérleri ile etkileserek sempatik néronlara

farklilagabilecegi vurgulanmigtir, '416:48:59

Bizim calismamizda da fétal ve yenidogan déneminde
Ozellikle FGF ve NGF hem kromaffin hem de sempatik gangliyon
hicrelerinde goézlenmistir. Bu bulgu literatir ile uyumlu olarak biyime

faktorlerinin gelisim ddéneminde kromaffin hicrelerden de sentezlenip,
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hicrelerin  sempatik gangliyon huicrelerine farklanmasini sagliyabiliyor
olabilecegini disundirmustir. NF antikoru da bu etkiyi géstermekte ama

FGF ve NGF kadar etkin olmadigi izlenmistir.
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VI. SONUC

Sonug olarak, bdbrekisti bezi medulla katmaninda dogum
Oncesi ve sonrasi evrelerde kromaffin ve sempatik gangliyon hicre
gelisiminin incelendigi ¢alismamizda, néral hiicre ylzey isaretleyicilerinin
eksprese edildigi, 6zellikle FGF ve NGF’'nin dogum sonrasi evrede yodun
artis gosterdigi, NF antikorunun ise genc¢ evreden sonra yetiskin dizeye

ulastigi belirlenmistir.

Bu bulgular i1s1ginda sempatik gangliyon ve kromaffin hiicre

gelisimlerinin belirlenmesinde néronal belirtecler olarak FGF, NGF ve

NF’nin uygun isaretleyiciler olarak kullanilabilecegi kanisina variimistir.
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VIl. OZET

Bu calismada; sican boébrekistl bezi medulla hiicrelerinin
dogum &ncesi ve dogum sonrasi dénemlerde gelisiminin 6zgin antikorlar
kullanarak 1sik mikroskop dizeyinde immunohistokimyasal ydntemler ile

incelenmesi amaclandi.

Bu amacgla calismamizda embriyonik 16. ve 19. gin,
yenidogan, geng, ergin ve yasl ddénemlerde sicanlardan bdbrekisti bezi
dokulari alindi ve alisiimis 1sik mikroskop takibinden gecirilerek, parafin
bloklar hazirlandi. Medulla gelisimini incelemek eregiyle indirekt
immunohistokimyasal yéntemler ve FGF, NGF ve NF antkorlari kullanilarak

hazirlanan preparatlar Leica DM 4000 foto 151k mikroskopta degerlendirildi.

Embriyonik 16.ginde, FGF ve NGF tutulumu sempatik
gangliyon ve kromaffin hicrelerinde gézlenirken, NF tutulumunun sadece
sempatik gangliyon hicrelerinde minimal dizeyde oldugu saptandi.
Embriyonik 19.giinde FGF ve NGF imminreaktivitesi sempatik gangliyon
ve kromaffin hiicrelerde benzer diizeyde izlenirken, NF tutulumunun daha
zayIf oldugu géruldi. Yenidogan evresinde FGF, NGF ve NF antikorlariyla
yapilan immin boyamada kromaffin hiicre tutulumunun minimal dizeyde
olmasina karsilik, FGF ve NGF sempatik gangliyon hiicrelerinde kuvvetli

olarak belirlendi. NF antikoruyla da orta diizeyde tutulum saptandi. Geng
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evreden baslayarak ilerleyen yas gruplarinda, kromaffin hiicrelerde her t¢
antikora karsi izlenen negatif tutulumun gelisimin ilerlemesi ile degismedigi
g6zlenirken, sempatik gangliyon hicrelerinde tutulumun yasa kosut arttigi

saptandi. Ayrica ergin evrede medullada bag dokusunun arttigi ilgiyi ¢cekti.

Calismamizin sonucunda inceledigimiz evrelerde her (¢
antikorda kromaffin hiicre tutulumlarinin yasa kosut azaldigi ve daha sonra
negatif reaksiyon gdsterdigi saptanirken, sempatik gangliyon hicre
tutulumlarinin artarak devam ettigi izlendi. Elde etti§imiz bulgular isidinda
sempatik gangliyon ve kromaffin hiicre gelisimlerinin belirlenmesinde
ndronal belirtecler olarak FGF, NGF ve NF’nin uygun isaretleyiciler olarak

kullanilabilecegi kanisina varildi.
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VIll. SUMMARY

In this study, the prenatal and postnatal development of the
rat adrenal medulla cells is aimed to be investigated through using original
antibodies with immunohystochemical methods at the level of light

microscope.

For this reason, adrenal tissue samples were taken from rats
of age ranging from embryonic 16" and 19" days, newborn, young,
adolescent and elderly and gone through the conventional light microscope
check and paraffin blocks were prepared. Indirect immunohystochemical
methods as well as preparates which were prepared by using FGF, NGF
and NF antibodies were analyzed in Leica DM 4000 photo light microscope
in order for the investigation of the medulla development under the scope

of our study.

It was detected that while FGF and NGF eclipses were being
observed in ganglion and chromaffin cells in embryonic 16" day, NF
eclipse was just only observed in sympathetic ganglion cells at minimum
levels. While the FGF and NGF immune reactivity was being observed at
similar levels in sympathetic ganglion and chromaffin cells in embryonic
19" day, the NF eclipse was observed as meager. In the period of

newborn, FGF and NGF were detected as strong in the sympathetic
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ganglion cells during the immune painting done within FGF, NGF and NF
antibodies, even though chromaffin cell eclipse was detected at minimum
levels. It was seen that the negative eclipse observed against each three
antibodies did not change with the progress of the development as well as
the eclipses in sympathetic ganglion cells was observed to increase
parallel to the age concerning the age groups starting from adolescence.
Besides, the fact that medulla connective tissues increased during the

adolescence was also seen as an interesting factor.

As a result of our study, it was finally that while the chromaffin
cell eclipses decrease parallel to the age and then show negative reaction,
the sympathetic ganglion cell eclipses continue increasingly observed in
the each of three antibodies concerning the periods investigated. Under the
light of the obtained findings, FGF, NGF and NF were decided to be
appropriate  markers as neuronal determinants in definition of the

sympathetic ganglion and chromaffin cell developments.

77



IX. KAYNAKLAR

1. Noyan A., Fizyoloji.10.baski. Ankara.1998. S:187-200

2. S.Castonzo Linda.., Fizyoloji. Nobel Kitabevi;1999. S:237-250

3. Erdogan D., Hatipoglu M.T., Gérgiin M., ligaz C. Ozel Histoloji.
1.baski.Ankara: SBAD Yayinlari; 1996.

4. John B,Joseph B.llI Michael B., Fizyoloji . Saray Tip Kitabevi;1994.
S:357-363

5. Yaman K., Fizyoloji. Vipas Yayinevi. S:464-466

6. Anatomi,Histoloji,Embriyoloji.Ankar: Nobel Kitabevi; 1998

7. Akay M.T. Genel Histoloji. 5.Baski.Ankara: Palme Yayinevi; 2001.

8. Anatomi ve Histoloji ders notlari. Metay Y. Hacettepe.1992. S:121-127

9. Fazil N. Eralp I., Insan Anatomisi; Fatih Y. 1981. S:140-145

10.0zan H. Anatomi. 2004 S:469-472

11.Aktimsek A., Anatomi ve Fizyoloji. Nobel.2001 S:108-112 S:186-189

12.Sancak B.,Cumhur M. fonksiyonel Anatomi bag,Boyun ve i¢ organlar.
1999. S:350-351

13.Department of Biology, University of Puerto Rico, P.O Box 23360, UPR
Station, Rio Piedras, Puerto Rico, PR 00931-3360, USA, Accepted 26
March 2003

14.Jennifer L.Barreto-Estrada, Wanda E. Medina-Ortiz, Jose E. Garcia-
Arraras. The morfohological and biochemical response of avian

embryonic sympathoadrenal cells to nevre growth factor s

78



developmentally regulated. Developmental Brain Research 2003;144:1-
8.

15.Gartner L.P., Hiatt J.L.. Color Textbook of Histology. Phiadelphia: W.B.
Saunderscompany; 1992.

16.Uniscker K.,Krisch B.,Otten U.,Thoenen H. Nerve growth factor-
induced fiber outgrowth from isolated rat adrenal cromoffin
cells:impairment by glucocorticoids. Neurobiology 1978; 7:3498-3502.

17 Persaund M. insan Embriyolojisi. Ceviri Editérleri: Yildinm M. Okar |,
Dalcik H. 6.Baski Ankara: Nobel Kitabevi; 2002.

18.Vogel K.S. ,Weston A. The Sypathoadrenal lineage in Avian embryos.
Developmental Biology 1990; 139:1-12.

19.Irmak M.K., Oztas E., Vural H. Dependence of fetal hairs and
sebaceous glands of fetal adrenal cortex and possible control from
adrenal medulla. Medical Hypotheses 2004; 62:486-492.

20.Lindenbaum H., Carbonetto S, Grosveld F., Mushynski E.
Transcriptional and Post-transcriptional effects of nevre growth factor
on expression of the three neurofilament subunits in PC-12 cells. The
Journal Of Biological Chemistry 1987;12:5662-5667.

21.Michelsohn A.M., Anderson D.J. Changes in competence determine the
timing of two sequential glukokortikoid effects on sympathoadrenal

progenitors. Neuron 1992; 8:589-604.

79



22 Lim K-C.,Lakshmanan G., Crawford S.E., Yi Gu, Grosveld F., Engel
J.D. Gata 3 loss to embriyonic lethality due to noradrenaline deficiency
of the sympathic nervous system. Nature Genetics 2000; 25: 209-211.

23.Hatipoglu M.T. Anatomi ve Fizyoloji. 14.baski. Ankara: Hatipoglu
Yayinevi; 2002.

24 Huber K., Bruhl B., Guillemot F., Olson E.N., Ernsberger U., Unsicker K.
Development of chromoffin cells depends on Mash1 function.
Development 2002; 129:4729-4738.

25.Barkatullah S.C., Pogue K.M., Depreitere J.,Boutajangout A., Liang F.,
Depotter W., Curry W.J. immunohistochemical localization of WE-14 in
the devoloping porcine sympathoadrenal cell lineage. Histochem Cell
Biology 2001; 116:255-262.

26.Hatipoglu M.T. Anatomi S6zIugu. 5.Baski. Ankara: Hatipoglu Yayinevi;
2000.

27.Combs S.E., Ernsberger U., Krieglstein K., Unsicker K. Reduction of
endogenous TGF-B does not effect phenotypic development of
sympathoadrenal progenitors into adrenal chromoffin cells.
Mechanisms of Development 2001; 109:295-302.

28.Joussaelin-Hosaja M., Tobin C., Venault P., Joubert C., Chapouthier G.
Effects of adrenal medulla graft on recovery of GABAergic and
dopaminergic neuron deficits in mice: behavioural, pharmacalogical and
immunohistochemical study. Behavioural Brain Research 2003;

140:185-193.

80



29 Karkevelas G., Katsetos C.D., Geddes J.F., Herman M.M.,Vinores S A,
Cooper H.S., Provencio J., Frankfurter A. Class Ill B-Tubulin 1sotype (B-
[lI) in the adrenal medulla: IlI. Localization in primary human
pheochromocytomas. The Anatomical Record 1998; 250:344-350.

30.ErbengiT. Histoloji. 2.baski. Ankara: Ankara Guines Evi; 1990.

31.Holgert H., Lagercrantz H., Dagerlind A., Hartman B.K., Cozzari C.,
Brimijoin S., Hokfelt T. Effects of immunological sympathectomy on
postnatal peptide expression in the rat adrenal medulla. Devolopmental
Brain Research 1996; 97:88-95.

32.Katsetos C.D., Herman M.M., Mérk S.J. Class-Ill B-Tubulin in human
development and canser. Cell Motility and the Cytoskeleton 2003;
55:77-96.

33.Nergiz Y., Ketani M.A. Akdag Z., Celik S., Sahan O.M. Mikrodalga
uygulanmis ratlarin  bobrekisti  bezlerinde  Askorbik  Asit’in
lokalizasyonundaki degisiklikler.Tr.J.Biology 1998; 22: 43-51

34.Junquira L.C., Carniora J. Basic Histology Tent Edition. The Mcgrow-
Hill Companie 2003; 413-419.

35.Langman. Medikal Embriyoloji. Ceviri editoéri: Prof.Dr. Basaklar A.C.
9.baski. Ankara: Palme Yayincilik; 2005.

36.Feng J.T.,Hu C.P. Dysfunction of releasing adrenaline in asthma by
nerve growth factor. Medical Hypotheses 2005; 65: 1043-46.

37.Y1maz S., Kurnaz L. NGF ile uyarilan TrkA sinyal yolaginin ,PC12

hiicrelerinde bilgisayarla simulasyonu 2002.

81



38.Dolle J.P., Rezvan A., Allen F.D.,Lazorovici P., Lelkes P.l. Nerve
Growth Factor-Induced migration of endothelial cells. The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics 2005; 315:1220-1227.

39.Hepp R., Grant N.J., Aunis D., Langley K. Snap-25 regulation during
Adrenal Gland development : comparison with differentiation markers
and other Snares. The Journal of Comparative Neurology 2000; 421:
533-542.

40.Togari A. ,Dickens G. ,Kuzuya H. ,Groff G. The effect of fibroblast
growth factor on PC12 cells. The Journal of Neuroscience 1985; 2:307-
316.

41.Weiss (L) ed: Cell and Tissue Biology, A Text Book of Histology. 6.ed.
Baltimore: Urban and Schwarzenberg;1998.

42.Fulop T., Smith. Physiological stimulation regulates exocytic mode
trough calsium activation of Protein Kinase C in Mouse chromaffin cells.
Biochemical Journal immediate Publication ,Published on 20 Jun 2006
as manuscript BJ20060654.

43.Colombo-Benkmann M., Muhm M., Herfarth C., Heym C., Senninger N.
Induction of orthotopic rat adrenomedullary neoplasia by intraadrenal
pheochromocytoma cells transplantation. World Journal of Surgery
2002; 26: 35-42.

44 .Schober A., Wolf N., Kahane N., Kalcheim C., Kriegistein K., Unsicker

K. Expression of neurotropphin receptors trkB and trkC and their

82



ligands in rat adrenal gland and the intermediolateral column of the
spinal cord. Cell Tissue Res 1999; 296: 271-279.

45.Chalmers G.R., Fisher L.J., Nhjima K., Patterson P.H., Gage F.H.
Adrenal chromaffin cells transdifferentiate in response to a nerve
growth factor source in vivo. Experimental Neurology 1995; 133: 32-42.

46.Harada A., Katoh H., Negishi M. Direct interaction of Rnd1 with FRS23
regulates Rnd1-induced down-regulation of RhoA activity and is
involved in Fibroblast Growth Factor-induced neurite outgrowth in PC12
cells. The Journal of Biological Chemistry 2005; 280: 18418-18424.

47 .Frazier D.P., Cox D., Godshalk E.M., Schaffer P.A. The herpes simplex
virus type 1 latency-associated transcript promoter is activated trough
Ras and Raf by Nerve Growth Factor and Sodium Butyrate in PC12
cells. Journal of Virology 1996; 70: 7424-7432.

48 Vogel K.S., Weston J.A. The sympathoadrenal lineage in Avian
embryos. |l.Effects of glukokortikoids on cultured neural crest cells.
Developmental Biology 1990; 139: 13-23.

49.Langley K., Grant N.J. Molecular markers of sympathoadrenal cells.
Cell Tissue Res 1999; 298: 185-206.

50.Feria-Velasco A., Castillo-Medina S., Verdugo-Diaz L., Castellanos E.,
Orozco-Suarez S., Sanchez-Gomez C., Drucker-Colin R. Neuronal
differentiation of cromaffin cells in vitro, induced by extremely low

frequency magnetic fields or Nerve Growth Factor: A histological and

83



ultrastructural comparative study. Journal of Neuroscience Research
1998; 53: 569-582.

51.Espejo E.F., Gonzalez-Albo M.C., Moraes J-P., Fadwa El Banoua,
Flores J.A., Caraballo |. Functional regeneration in a rat Parkinson’s
model after intrastriatal grafts of glial cell line-derived neurotrophic
factor and transforming growth factor B1-expressing extra-adrenal
chromaffin cells of the Zuckerkandl's Organ. The Journal of
Neuroscience 2001; 21: 9888-9895.

52.Arimura A., Shioda S. Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide
(PACAP) and its receptors: Neuroendocrine and endocrine interaction.
Frontiers in Neuroendocrinology 1995; 16: 53-88.

53.Reissmann E., Ernsberger U., Franchis-West P.H., Rueger D., Brickell
P.M., Rohrer H. involvement of bone morphogenetic protein-4 and bone
morphogenetic protein-7 in the differentiation of the adrenergic
phenotype in developing sympathetic neurons. Development 1996; 122:
2079-2088.

54 Jimenez N., Hernandez-Cruz A. Modifications of intracellular Ca+2
signaling during nevre growth factor-induced neuronal differentiation of
rat adrenal chromoffin cells. European Journal of Neuroscience
2001;13:1487-1500.

55.Quintero E.M., Willis L.M., Zaman V., Lee J., Boger H.A., Tomac A,,
Hoffer B.J., Stromberg |., Granholm A.C. Glial cell line-drived

neurotrophic factor is essential for neuronal survival in the locus

84



coeruleus-hippocampal noradrenergic pathway. Neuroscience 2004,
124: 137-146.

56.Schober A., Minichiello L., Keller M., Huber K., Layer P.G., Roig-Lopez
J.L., Garcia-Arraras J.E., Klein R., Unsicker K. Reduced
acetylcholinesterase (AChE) activity in adrenal medulla and loss of
sympathetic preganglionic neurons in TrkA-deficient, but not TrkB-
deficient,mice. The Journal of Neuroscience 1997; 17: 891-903.

57 Viemari J.C., Bevengut M., Burnet H., Coulon P., Pequignot J.M.,
Tiveron M.C., Hilaire G. Phox2a gene, A6 neurons, and noradrenaline
are essential for development of normal respiratory rhythm in mice.
The Journal of Neuroscience 2004; 24: 928-937.

58.Zammit D.J., Berzins S.P., Gill JW., Randle-Barrett E.S., Barnett L.,
Koentgen F., Lambert G.W., Harvey R.P., Boyd R.L., Classon B.J.
Essential role for the Iymphostromal plasma membrane Ly-6
superfamily molecule tymic shared Antigen 1 in development of the
embryonic adrenal gland. Molecular and Cellular Biology 2002; 22: 946-
952.

59.Verhofstad A.A.J. ,Coupland R.E. ,Parker T.R. ,Goldstein M
Immunohistochemical study on the development of the noradrenaline-
and adrenaline-storing cells of the adrenal medulla of the rat. Cell

Tissue Res 1985; 242:233-243.

85



60.Lamouche S., Yamaguchi N. Role of PAC1 receptor in adrenal
catecholamine secretion induced by PACAP and VIP in vivo. Am J
Physiol Regulatory Integrative Comp Physiol 2001; 280: 510-518.

61.Doupe A.J., Landis S.C., Patterson P.H. Environmental influences in
the development of neural crest derivates: Glucocorticoids,growth
factors, and chromoffin cell plasticity. The Journal of Neuroscience
1985; 5: 2119-2142.

62.Tyson D.R., Larkin S., Hamai Y., Bradshaw R.A. PC12 cell activation by
epidermal growth factor receptor: role of autopphosphrylation sites.
Developmental Neuroscience 2002; 21: 63-74.

63.Salmenkivi K., Heikkila P., Liu J., Haglund C., Arola J. VEGF in 105
pheochromocytomas:enhanced expression correlates with malignant
outcome. APMIS 2003; 111: 458-64.

64.Brede M., Nagy G., Philipp M., Sorensen J.B., Lohse M.J., Hein L.
Differantial control of adrenal and sympathetic catecholemine relase by
a2-adrenoceptor subtypes. Molecular Endocrinology 2003; 17(8): 1640-
1646.

65.Allmendinger A., Stoeckel E., Sarma M., Unsicker K., Huber K.
Development of adrenal chromaffin cells is largely normal in mice
lacking the receptor tyrosine kinase c-Ret. Mechanisms of Development
2003; 120: 299-304.

66.Bush M.L., Miyashiro J.S., ingramV.M. Activation of a neuroflament

kinase, a tau kinase, and a tau phosphatese by decreased ATP levels

86



in nerve growth factor-differentiated PC-12 cells. Neurobiology 1995;
92: 1861-1865.

67.0zbek E. Boébrekustii Bezleri. Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi 1997;
4(2): 248-258.

68.Tischler A.S., Tsokas P., Shahsavari M., Powers J.F. Immunoreactivity
of normal rabbit serum with epinephrine (E) cells of the rat adrenal
medulla after microwave antigen retrieval. Cell Tissue Res 1998; 293:
563-566.

69.Tyzunski M. Nerve Growth factor 2002.

70.Katsetos C.D., Karkavelas G., Herman M.M., Vinores S.A., Provencio
J., Spano A.J., Frankfurter A. Class Il B-Tubulin isotype (B IIl) in the
adrenal medulla: l.localization in the developing human adrenal
medulla. The Anatomical Record 1998; 250: 335-343.

71.Unsicker K. The chromoffin cell: paradigm in cell,developmental and
growth factor biology. J. Anatomy 1993; 183: 207-221.

72.Behrsing H.P., Vulliet P.R. Mitogen-activated Protein Kinase mediates
purinergic-enhanced nerve growth factor-induced neurite outgrowth in
PC12 cells. Journal of Neuroscience Research 2004; 78: 64-74.

73.Vogel K.S., Marusich M.F., Weston J.A. Restriction of Neurogenic
agabeylity during neural crest cell differentiation. Journal of
Neurobiology 1993; 24(2): 162-171.

74 Nolan J.A., Trojannowski J.Q., Hogue-Angeletti R. Neurons and

neuroendocrine cells containe chromogranin: Detection of thr molecule

87



in normal bovine tissues by immunochemical and immunohistochemical
methods. The Jornal of Histochemistry and Cytochemisrty 1985; 33(8):
791-798.

75.Vincent S.r., Mcintosh C.H.S., Reiner P.B., Brown J.C. Somatostatin
immunoreactivity in the cat adrenal medulla. Histochemistry 1987; 87:
483-486.

76.Ait-Ali D., Turquier V., Grumolato L., Yon L., Jourdain M., Alexandre D.,
Eiden L.E., Vaudry H., Anavar Y. The Pro-imflammatory cytokines TNF-
a and IL-1 situmulate neuropeptide gene trascription and secretion in
adrenochromaffin cells via activation of ERK 1/2 and p38 protein
kinases, and activation Protein-1 transcription factors. Molecular
Endocrinology 2004; 1210(10): 2003-0129.

77.Hamelink C., Tjurmina O., Damadzic R., Young W.S., Weihe E., Lee H-
W., Eiden L.E. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide is a
sympathoadrenal neurotransmitter involved in catecholamine regulation
and gluchomeostasis. PNAS 2002; 99(1): 461-466.

78.Faydaci G., Tahran F., Gul A.E., Erbay E., Kuyumcuoglu U. Role of
nerve growth factor on bladder outlet obstruction. Tirk Uroloji Dergisi
2004; 30(1): 72-79..

79.Matsumoto ., Niijima A., Oamura Y., Sasaki K., Tsuchiya K., Aikawa T.
Acidic fibroblast growth factor activates adrenomedullary secretion and
sympathetic outflow in rats. AMJ Physiol Regulatory integrative Comp

Physiol 1998; 275: 1003-1012.

88



80.Riberio L., Martel F., azevedo |. The relase of 3H-1-methyl-4-
phenylpyridinium from bovine adrenal chromaffin cells is modulated by
somatastin. Department of Biochemistry 2006.

81.Férander P., Kriegistein K., Sdéderstrém S., Strémberg |. Mutual
induction of TGF B1 and NGF after treament with NGF or TGF 31
grafted chromaffin cells of the adrenal medulla. Experimental Neurology
2000; 164: 303-313.

82. Elvan Ozbek. Erigkin Guinea pig adrenal bezinde saptanan olagan
disi histolojik gérinamler. Turkiye Klinikleri Tip bilimleri 1999; 19: 78-
84.

83.Wolf N., Krahn K., Bieger S., Frodin M., Taft G.S., Kriegistein K.,
Unsicker K. Transforming growth factor-, but not ciliary neutrophic
factor, inhibits DNA synthesis of adrenal medullary cells in vitro.
Neuroscience 1999; 90(2): 1823-1832.

84.Seidl K., Manthorpe M., Varon S., Unsicker K. Differantial effects of
nevre growth factor and ciliary neuronotrophic factor on catecholamine
storage and catecholamine synthesizing enzymes of cultured rat
cromoffin cells. Journal of Neurochemistry 1987; 49: 169-174.

85.0berle S., Schober A., Meyer U., Holtmann B., Henderson C., Sendtner
M., Unsicker K. Loss of leukemia inhibitory factor receptor B or
cardiotrophin -1 causes similar deficits in preganglionic sympathetic
neurons and adrenal medulla. The Journal of Neuroscience 2006;

26(6): 1823-1832.

89



86.Chou A.H., Howard B.D. inhibition by Wnt-1 or Wnt-3a of nerve growth
factor-induced differentiation of PC12 cells is reversed by
bibindolylmaleimide-l but not by several other PKC inhibitors.
Oncogene 2002; 21: 6348-6355.

87. Temur A., Ath M., Karadag H. Sigir adrenal korteksi Uzerine histolojik
ve biometrik bir calisma. BAU Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2006; 8.1.

88.Takekoshi K., Nomura F., Isobe K., Motooka M., Nammoku T., Nakai T.
Identification and initial characterization of stathmin by the differantial
display method in nerve growth factor-treated differantial display
method in nerve growth factor-treated PC12 cells. European Journal of
Endocrinology 1998; 138: 707-712.

89.Fulop T., Radabaugh S., Smith C. Activitiy-dependent differential
transmitter relase in mouse adrenal chromaffin cells. The Journal of
Neuroscience 2005; 25(32): 7324-7332.

90.Macdonald G.J., Matt D.W. Adrenal and placental steroid secretion
during pregnany in the rat. The Endocrin.Sos. 1984.

91.Morrison S.F., Cao W-H. Differnt adrenal sympathetic preganglionic
neurons regulate epinephrine and nor epinephrine secretion.Am J
Physiol Regulatory integrative Comp Physiol 2000; 279: 1763-1775.

92.Holman M.E., Coleman H.A., Tonta A., Parkington H.C. Synaptic
transmission from splanchnic nerves to the adrenal medulla of Guinea-

pigs. Journal of Physiology 1994; 478: 115-124.

90



93.Jensen |., Pilowsky P., Llewellyn-Smith |., Minson J., Chalmers J.
Sypathetic preganglionic neurons projecting to the adrenal medulla and
aorticorenal ganglion in the rabbit. Brain Research 1992; 586: 125-129.

94 Dr.Sakir  Poyraz.  Prooperatif uygulanan oral karbonhidrat
solUsyonlarinin cerrahi olarak olusan sters yanita etkileri. Uzmanlk tezi
2005.

95.Hristic M., Kalafatie D., Places B., Manojlovic M. The influence of
prolonged dexamethasone treatment of pregnant rats on the perinatal
development of the adrenal gland of their Offspring. The Journal of
Experimental Zoology 1997; 279: 54-61.

96.Junqueira L.C., Carneiro J., Kelly R.O. Temel Hisyoloji. Ceviri editorleri:
Aytekin Y., Solakoglu S., Ahishali B. 1.Baski. Istanbul: Baris Kitabevi;
1998.

97.Guyton & Hall. Tibbi Fizyoloji (Text book of Medical Physiology).
10.Baski. Pennsylva: W.B.Saunders Company; Ceviri: Nobel Kitabevi;
2001.

98.Ganong W.F. Review of Medical Physiology. 22.Baski. Singapore:
McGraw —Hill Company; 2005.

99.Rieger F., Shelanski M.L., Grene L.A. The effects of nerve growth factor
on acetylcholinesteras and its multiple forms in cultures of rat PC12
pheochromocytoma cells: Increased total spesific activity and
appearance of the 16 S molecular form. Developmental Biology 1980;

76: 238-243.

91



100. Noordman Y.E., Jansen P.AM., Hendriks W.J. Tyrosine-spesific
MAPK phosphatess and the control of ERK signaling in PC12 cells. J.
Mol Signal 2006; 1:4.

101. Eriksson M., Taskinen M., Leppa S. Mitogen activated protein
kinase-dependent activation of c-Jun and c-Fos is required for neuronal
differentiation but not for growth and stres response in PC12 cells. J.
Cell Physiology 2007; 210(2): 538-548.

102. Rasouly D., Shavit D., Zuniga R., Elejalde RB., Unsworth BR.,
Yayon A., Lazarovici P., Lelkes Pl. Staurosporine induces neurite
outgrowth in neuronal hybrids (PC12EN) lacking NGF reseptors. J. Cell
Biochem 1996; 62(3): 356-371.

103. Murata T. Neurotrophic factor responsiveness of adrenal
medullary cell line tsAM5D immortalized with temperature-sensitive
SV40 T-Antigen. Yakugaku Zasshi 2006; 126(4): 265-272.

104. Lemos D.R., Goodspeed L., Tonelli L., Antoch M.P., Ojeda S.R.,
Urbanskil H.F. Evidence for circadian regulation of atf5 but not tyrosine
hydroxylase by the chromoffin cell clock. Endocrinology 2007.

105. Kobayashi H., Yanagita T., Yokoo H., Wada A.
Pathaphysiological function of adrenomedullin and proadrenomedullin
N-terminal peptides in adrenal chromaffin cells. Hypertension Research
2003; 26: 71-78.

106. Hamelink C., Tjurmina O., Damadzic R., Young W.S., Weihe E.,

Lee H-W., Eiden L.E. Pituitary adenylate cylase-activating polypeptide

92



is a sypathoadrenal neurotransmitter involved in catecholamine
regulation and glucohomeostasis. Neurobiology 2002; 99(1): 461-466.

107. inoue M., Fujishiro N., Ogawa K., Muroi M., Sakamoto Y.,
Imanaga |., Shioda S. Pituitary adenylate cylase-activating polypeptide
may function as a neuromodulator in guinea-pig adrenal medulla.
J.Pshysiology 2000; 528 : 473-478.

108. Lamouche S., Martineau D., Yamaguchi N. Modulation of adrenal
catecholamine release by PCAP in vivo. Am.J. Physiology 1999; 276:
162-170.

109. Schober A., Wolf N., Huber K., Hertel R., Krieglstein K.,
Minichiello L., Kahane N., Widenfalk J., Kalcheim C., Olson L., Klein R.,
Lewin R., Unsicker K. TrkB and Neurotrophin-4 are important for
development and maintenance of sypatheitic preganglionic neurons
innervating the adrenal medulla. The Journal of Neuroscience 1998;
18: 7272-7284.

110. Cairns L.A., Minuzzo M., Ricciardi-Castagnoli P., Pozzi L.,
ottolenghi S. immortalization of neuro-endocrine cells from adrenal
tumors arising in SV40 T-transgenic mice. Oncogene 1997; 14: 3093-
3098.

111. Wakade A.R., Wakade T.D., Poosch M., Bannon M.J.
Nordarenaline transport and transporter mRNA of rat chromaffin cells
are contolled by dexamethasone and nerve growth factor. Journal of

Physiology 1996; 494. 67-75.

93



112. Venihaki M., Gravanis A., Margioris A.N. Comparativestudy
between normal rat chromaffin and PC12 rat pheochromocytoma cells:
Production and effects of corticotropin-releasing hormone. The
Endocrine Society 1997; 698-705.

113. Houchi H., Hamano S., Masuda Y., Ishimura Y., Azuma M.,
Ohuchi T., Oka M. Stimulatory effect of pituitary adenylate cylase-
activating polypeptide on catecholamine synthesis in cultured bovine
adrenal chromaffin cells: involments of tyrosine hydrokxylase
phosphorylation caused by Ca+2 influx and cAMP. Jpn J
Pharmacology 1994; 66(3): 323-30.

114. Frodin M., Gammeltoft S. Insulin-like growth factors act
synergistically with basic fibroblast growth factor to promote chromoffin
cell proliferation. Neurobiology 1994; 91: 1771-1775.

115. Ornitz D.M., Hoh N. Fibroblast growth factors, Genome Biology
2000 ; 3005:1-12.

116. Nimni M.E. Polypeptide growth factors; targeted delivery
systems. Biomaterials 1997; 18,1201.

117. Nugent, M.N., Lozzo R.V. Fibroblast growth factor 2. JBCB 2000;
32: 115-120.

118. Ciger S. yara iyilesmesi ve buylume faktorleri. Alsancak Devlet

Hastahanesi Dermatoloji klinigi Notlari 1996.

94



119. Cetin M., Capan Y. bFGF (Bazik Fibroblast Buyime Faktéri) ve
formulasyonlarinda yeni yaklagimlar. Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Dergisi 2004; 24(2): 107-124.

120. Wang Y.J., Shahrokh Z., Vemuri S., Eberlein G., Beylin I,
Bussch M., ” Characterization, stability, and formulations of basic
fibroblast growth factor.” Prealman R., Wang Y.J. (derleyenler).
Formulation and charaterization and stability of protein drugs, New
York, London, Planum Pres 1996; 141-180.

Atlas of genetics and cytogenetics in oncology and haematology, FGF-2
fibroblast growt factor 2 (basic).

www.infobiogen.fr/services/chromcanser/Genes-gc/GC-FGF2.html 2003.

122. Bikfalvi A., Klein S., Pintucci G., Rifkin D.B. Biological roles of
fibroblast growth factor-2. Endocrine Rev. 1997; 18: 26-45.

123. Claus P., Werner S., Timmer M., Grothe C. Expression of the
fibroblast growth factor-2 isoforms and the FGF receptor 1-4 transcripts
in the rat model system of Parkinson’s disease. Neurosci Lett. 2004;
360(3): 117-120.

124. Ma J., Qui J., Hirt L., Dalkara T., Moskowitz M.A. Synergistic
protective effect of caspase inhibitors and FGF aganist brain injur,
induced by transient focal ischemia. Br.J. Pharmacology 2001; 133:
345-350.

125. Baird A., Walicke P.A. Fibroblast growth factors. Br.Med.Bull

1989; 45: 438-452.

95



126. Matson M.P., Tomaselli K.J., Reydei R.E. Calcium-destabilizing
and neurodegenaritive effects of aggeregated B-amyloid peptide are
attenuated by bFGF. Brain Res. 1993; 621: 35-49.

127. Berg D.K. New neuronal growth factors. Am. Reu. Neurosci
1984; 7: 149-70.

128. Lipton S.A. Growth factors for neuronal survival and process
regeneration. Implications in the mammalian central nervous system.
Arch.Neurol. 1989; 46: 1241-1248.

129. Sinatik letinin modulasyonu: ikincil mesajcilar. Ege Universitesi
Yayinlari.

130. Creedon D.J., Tuttle J.B. Nerve growth factor synethesis in
vascular smooth muscle. Hypertension 1991; 18:730-735.

131. Frukuwa S., Frukuwa Y., Satayoshi E. Synethesis and secretion
of nerve growth factor by Mouse astroglial cells in culture. Biochem
Biophys Res Commun 1986; 136: 57-61.

132. Johnson E.M., Garin P.D., Brandeis L.D. Dorsal root ganglion
neurons are destroyed by exposure in utero to maternal antibody to
nerve growth factor. Science 1980; 210: 916-18.

133. Barker P.A., Lomen-Hoerth C., Gensch E.M. Tissue specific
alternative splicing generates two isoforms of the trkA receptor. J Biol

Chem. 1993; 268: 15150-157.

96



134. Hoffmann P.N., Lasek R.J., Griffin J.W., Price D.L. Slowing of the
aksonal transport of neuroflament proteins during development. The
Journal of Neuroscience 1983; 3(8): 1694-1700.

135. Geisler N., Fischer S., Vandekerckhove J., Van Damme J.,
Plessmann U., Weber K. Protein- chemical characterization of NF-H,
the largest mammalian neuroflament component, intermediate filament-
type sequences followed by aunique carboxy-terminal extension.

EMBO J. 1985; 4(1): 57-63.

97



X. 5ZGECMiS

1981 yilinda Kirsehirde dogdum. ilkokul &gdrenimimi Faik
Erbagi ilkokulu'nda, ortaokulu Ahmet Cevdet Pasa ilkégretim okulu'nda,
lise dgrenimimi ise Yabanci dil agirlikli Incirli Stiper Lisesi’nde tamamladim.
2004 yilinda Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
bélimi lisans egitimimi  bitirdim. 2005 yilinda Gazi Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitist Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dal’'nda yuksek

lisansa basladim.



TESEKKUR

Yiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana
yardimci olan, tezimin hazirlanmasinda biyik desteklerini gérdigim Gazi
Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagskanimiz
cok degerli Sayin Prof.Dr. Deniz Erdogan’a ve c¢ok degerli danismanim
Sayin Prof.Dr. Celal ligaz’a, 6gretim yili boyunca bana katkilarindan dolayi
Sayin Prof.Dr. Tahir Hatipoglu'na, Prof. Dr. Suna Omerogluna,
Yrd.Do¢.Dr. Gulnur Take’ye, Yrd.Do¢.Dr. Cigdem Elmas’a, Uzman Dr.
Nese Lortlara, deneylerim siresince benden higbir yardimlarini
esirgemeyen  Ars.Gor.Seren  Gillsen  Giray'a, Ars.Gér. Fatma
Helvacioglu'na, Ars.Gor. Guleser Caglar'a, Ars.Goér. Murat Tas’a, Ars.Gor.
Yesim Bardakg¢i'ya ve tim dénem arkadaslarima, her zaman yanimda
olan ve desteklerini benden hi¢ esirgemeyen sevgili aileme tesekkir

ederim.



