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1.GIRiS

Serbest oksijen radikalleri viicudumuzda birgok farkli etmenlere bagli olarak
ortaya ¢ikardiklar1 reaksiyonlar sonucu pek ¢ok bozukluk ve bu bozukluklara baglh
hastaliklar meydana getirmektedir. Son yillarda bu serbest oksijen radikallerine kars1
miicadelede etkili olmalarindan o6tiirii antioksidan savunma sistemleri olarak
isimlendirilen birtakim mekanizmalar hakkinda bir¢ok arastirmalar yapilmis ve

bunlarin oksidatif hasar1 6nlemede ne kadar 6nemli olduklar tizerinde durulmustur

(51,68,92).

Saglikli  bir yasam devamlilifi i¢in viicudumuzun endojen savunma
mekanizmalarin1 destekleyici nitelikte bir yasam sekli stirdiirmemiz gerekmektedir
(102). Son yillarda, endojen savunma sistemini gliglendirmek amaciyla, organizmada
dogal bir sekilde bulunan antioksidan 6zellikte bazi1 farmakolojik ajanlarin
kullanilmakta oldugu ve bunlarin da ekzojen savunma sistemleri olarak

isimlendirildigi, bunlar arasinda melatoninin de yer aldig bildirilmektedir (14,125).

Organizmada melatonin, karanlikta epifiz veya pineal olarak isimlendirilen
bezden salgilanan ve birgok biyolojik fonksiyonun diizenlemesinde rol oynayan
endojen bir hormondur (53,125). Melatonin hiicrenin hayatta kalmasi ve biiyiimesi
icin gerekli olan 6nemli sinyal yollarinin aktivasyonuna aracilik eder, ayrica insiilin
benzeri biiyiime faktorii reseptori (IGF-R) ve insiilin reseptdr tirozin
fosforilasyonuna neden olur. Ayrica melatoninin énemli bir bilylime faktorii olan
IGF-I ve ghrelin lizerindeki etkilerini gosteren calismalarda vardir (23,78,83,89,114).
Ratlarin pankreas dokusunda yapilan bir ¢aligmada melatoninin IGF-I ve insiilin
reseptOr sinyalizasyon yollarin1 aktive ederek pankreas adaciklarinin biiyiime ve
farklilasmasini diizenleyebildigi bildirilmistir (89). Ayrica erkek ratlarda uzun siireli
melatonin uygulamasi ve pinealektominin GH-IGF-I aksindaki fonksiyonuna etkisi
lizerine yapilan bir ¢alismada melatoninin IGF-I’in sentez ve sekresyonlarinda
dikkate alinmasi gereken sonuglar verdigi bildirilmistir (83). Ratlarda melatonin
tedavisinin ghrelin diizeyleri iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada melatoninin
ghrelin tiretimini baskilayarak dolasimdaki ghrelin seviyelerini azalttigi ve buna
baglh olarak da beyinde ghrelin sentezinin diizenlenmesinde bir etken oldugu

bildirilmistir (78).



Bu ¢alismada melatonin uygulamasi yapilan ratlarin karaciger ve bobrek
dokusunda ghrelin ve IGF-I’in immunohistokimyasal dagilimmin incelenmesi ve
melatoninin ghrelin ve IGF-I dagilimi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.
Melatonin ile ghrelin ve IGF-I’in aralarindaki iliskinin ortaya konmasiyla ve elde
edilecek bulgulardan hareketle melatoninin bir¢ok hastaligin patogenezinde dnemli
rol oynayan serbest radikallerle miicadelede kullannmmna 131k tutacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Melatonin

Melatonin, epifiz veya pineal olarak isimlendirilen bezden karanlikta
salgilanan uyku, biyolojik ritim, lreme ve immiinite gibi bir¢ok biyolojik
fonksiyonun diizenlemesinde rol oynayan endojen bir hormondur (53,125). Pineal
bezin salgi fonksiyonunu saglayan temel endojen maddelerden biri olan indolaminler
icerisinde en Onemli yer tutan, 232 molekiill agirligina sahip N-asetil-5-

metoksitriptamin yani melatonindir (20).

Epifiz olarak da adlandirilan pineal bezin ilk olarak M.O. 3. yiizyilda
Iskenderiyeli Herophilus tarafindan ortaya kondugu bildirilmistir (35). Pineal bez
icin, Bergamali Galen, ¢am kozalagina benzemesinden &tiirii konareion (Latince
conarium) adinm1 kullanmistir. Ayrica bu sdzciigiin pineal bezi innerve eden Nervi
conarii adi ile giinlimiizde de kullanimi siirmektedir. Pineal sozciigli ise yine
Latince’de ¢am kozalagi anlamina gelen "pinea" kelimesinden ileri gelmektedir.
Pineal bezin anatomik yapisini Vesalius (1514-1564) tanimlamis, yine orta ¢agin
tinlii filozof, hekim ve matematik¢isi Rene Descartes (1596-1650) pineal bezi "ruhun
yerlestigi yer" olarak tanimlayarak bellek islevlerindeki 6nemini ortaya koymustur.
Lerner ve arkadaglar1 (64) 1958 yilinda pineal bez ile ilgili calismalarda énemli bir

adim atarak pineal bezin temel hormonu olan melatonini tanimlamislardir (4,64).

Endojen melatoninin biiyilkk oranda epifiz ya da pineal bez olarak
isimlendirilen bez tarafindan yapildigi bilinmekle beraber; son yillarda ozellikle
diffiiz néroendokrin sistemin bir pargasi olarak kabul edilen APUD(Amine Precursor
Uptake Deamin) hiicrelerinde ve gastrointestinal kanaldaki enterokromaffin
hiicrelerinde de ©Onemli miktarlarda melatonin sentezi oldugu tespit edilmistir
(16,109). Ayrica solunum yollarinda, karaciger, bobrek, adrenal bezler, timus, tiroid
ve plasenta dokularinda, mast hiicreleri gibi ndroendokrin karakterde olmayan
hiicrelerde ve eozinofilik 16kositlerde de oldugu belirlenmistir (63). Ayn1 zamanda,
yapilan calismalarda suprakiazmatik ¢ekirdeginde melatonin sentezleme yetenegine
sahip oldugu ama pineal bezdeki gibi dnemli bir biyolojik ritmi etkileyen bir yapiya
sahip olmadig1 ortaya konulmustur (46).



Pineal bezde bulunan pinealositler (pineal hiicreler) melatonin hormonunu
salgilarlar. Salgilanan bu hormon seratoninle yakinligi bilinen bir indol tiirevidir.
Melatoninin, pigment hiicrelerinde melanin yapimini uyaran melanosit uyarici

hormonun (MSH) tersine, pigmentasyonu 6nledigi belirtilmistir (105).

Melatonin ~ salgilanma  mekanizmasinda  karanlik-1i51k ~ dongiisii  ve
hipotalamusta bulunan suprakiazmatik ¢ekirdek diizenleyici rol oynamaktadir
(35,91). Sentezinde ise pinealositlerde bulunan adrenerjik reseptor aktivasyonu esas
rolii dstlenir (112). Bu sentezin kontroliinde hiz smirlayict basamakta bulunan
arilalkilamin-N-asetiltransferaz enziminin transkripsiyonu ile birlikte melatonin

sentezi baglar.

Melatonin salinimi geceleri biiyiik bir artis gdstermekle beraber, artmis olan
bu melatonin diizeyinin yiiksek kalma siiresi karanligin siiresine baghdir. Kis
aylarinda karanligin daha uzun slirmesine bagli olarak da bu siire daha uzundur.
Pinealektomi veya sempatik duyarsizlastirma ise melatoninin gece ylikselmesini

onlemektedir (4,84).
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Sekil 2.1. Karanlik/ aydinlik uyar ile melatonin sentezinin diizenlenmesi (12).

2.1.1. Melatonin Etki Mekanizmasi

Melatonin suya gore yag ¢oziiniirliigliniin yiiksek olmasi nedeniyle hiicrelere
rahatca girebilme o0zelligi gosterir. Bu o6zelliginden dolayr da etkileri sadece
membrana yonelik degildir. Sulu ortamda kismen ¢6ziinmesi de intraselliiler
etkilerinin olugmasina katki saglar. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar melatoninin
cekirdekte yliksek konsantrasyonda bulundugunu ve melatonin igin spesifik
baglanma noktalarinin bulundugunu gdostermistir. Bu bulgulara bagli olarak
melatonin etkilerinin tiroid ve steroid hormonlara benzer sekilde c¢ekirdekteki

molekiiler olaylarla iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (87).



2.1.2. Melatoninin Etkileri ve Antioksidan Ozelligi

Serbest oksijen radikallerinin olusumu sonucunda ortaya ¢ikabilecek zararli
etkilerin 6nlenmesi amaciyla aerobik canlilarda antioksidan savunma sistemleri diye
isimlendirilen ¢esitli mekanizmalar gelismistir. Antioksidan maddeler, Siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GSSG-Rd),
katalaz gibi enzimler, vitaminler ve tiyoller gibi enzim olmayan antioksidanlar olarak
yapisal 6zelliklerine gore smiflandirma yapilabilirler (1,125). Son yillarda, endojen
savunma sistemini giliglendirmek amaciyla, organizmada dogal bir sekilde bulunan
antioksidan 6zellikte baz1 farmakolojik ajanlarin kullanilmakta oldugu ve bunlarin da
ekzojen savunma sistemleri olarak isimlendirildigi, bunlar arasinda melatoninin de

yer aldigi bildirilmektedir (14,125).

Melatonin  hormonunun endokrin  sistemin diizenlenmesi, immun
fonksiyonlarin artirilmasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal fonksiyonlarin
baskilanmasi gibi pekcok fizyolojik islevlerde rol aldigi, ayni zamanda giiclii bir
antioksidan oldugu rapor edilmistir (14). Literatiirlerde ilk defa melatoninin bir
antioksidan oldugu lanas ve arkadaslar1 (51) tarafindan 1991 yilinda belirtilmistir.
Melatoninin bu 0zelligi sayesinde dokularda lipid peroksidasyonu sonucunda

meydana gelen oksidatif hasar1 6nledigi bildirilmistir (68).

Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda, melatoninin oksidatif stress ile iligkili
oldugu, hem direkt radikal toplayici olarak, hem de indirekt olarak antioksidan
ozelliginin oldugu ortaya konulmustur. Serbest radikal toplayicisi olarak yiiksek
derecede lipofilik bir Ozelliginin olmasi melatoninin sahip oldugu en 6nemli
avantajdir. Melatonin serbest radikal toplayici etkisini gostermek ic¢in herhangi bir

baglanma bolgesine ve reseptore ihtiya¢ duymaz (48,51,93).

Serbest radikaller ve hidroksil radikalleri yiiksek bir reaktiflik 6zelligine sahip
olduklarindan hiicrelerde bulunan makromolekiillerde biiyilk hasar meydana
getirirler. Iyi bilinen serbest radikal tiiketicilerinden olan glutatyon ve mannitol ile
melatonin arasinda bir karsilastirma yapildiginda, melatoninin 6zellikle DNA gibi
makromolekiilleri oksidatif hasardan korumada daha gii¢lii oldugu ortaya ¢ikmistir

(92). Melatonin biitiin hiicre i¢ci komponentlere kolay bir bicimde diffiize olabilir, bu



da serbest radikallere ulasip onlar1 zararsiz hale getirebilmesi agisindan 6nemli bir
Ozelliktir. Melatonin yliksek toksik giice sahip olan hidroksil radikallerinin
tilkketiciligini yapmanin yani sira, giiglii antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz
aktivitesini de stimiile eder. Glutatyon peroksidaz ise metabolik olarak, hidroksil
radikalinin prekiirsorii olan hidrojen peroksidi (H,O,) suya metabolize etmekle
gorevlidir. Bundan dolay1r da melatonin hiicreleri oksidatif hasardan en az iki yolla

korumaktadir (92).

Melatoninin antioksidan olarak bir 06zelligi hem suda hem de yagda
¢ozilinebiliyor olmasidir. Buna bagli olarak da organizmada c¢ok genis bir alanda
antioksidan etkisini gosterebilmektedir. Kan-beyin bariyerini ve plasentay1 kolay bir
sekilde gegebilen melatonin igin, bilinen hi¢bir morfofizyolojik bariyerin olmamasi,
melatoninin tiim intraseliller komponentlere rahat bir sekilde ulagabilmesini
saglamaktadir. Bu 6zelligi ile melatonin, hiicre zarini, organelleri ve ¢ekirdegi etkin
bir sekilde serbest radikal hasarina karsi koruyabilmektedir (4). Melatonin hiicre
membranit ile temas ettigi zaman, fosfolipid tabakanin dis yiizeyine tutunur,
radikallerle membrandan Once temasa gecerek onlar1 detoksifiye eder ve bu yolla
membrani korur. Ayrica mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan O,', H,O,
ve OH' gibi radikallerin iiretimi de melatonin var olmasi halinde azalmaktadir.
Melatoninin hiicre ¢ekirdegine kadar ulasabilme 6zelligi, DNA’nin oksidatif hasara
kars1 korunmasi agisindan, ona diger antioksidanlardan daha fazla bir stiinliik
katmaktadir (4). Daha da 6nemlisi melatoninin, diger antioksidanlarin tersine, ¢cok
yiiksek dozlarda (300 mg/giin) ve uzun siireli bir kullanimda (5 yil) bile, toksik bir

etki gdstermemesidir (92).



2.2. Ghrelin

Ghrelin, 1999 yilinda Kojima ve arkadaglar1 (56) tarafindan kesfedilen ve
bliytime hormonu salgilatici1 hormon reseptoriine (GHS-R1a) baglanmis endojen bir
ligand olarak tanimlanan temel olarak mide fundusundan salinan 28 aminoasitlik

peptid yapida bir hormondur (56).

Ghrelinin hem insan hem de hayvan kaynakli modellerinde, ¢ok gii¢lii bir
biliylime hormonu “Growth Hormone (GH)” salgilatici etki gdstermesinden dolayi;
Hint-Avrupa dilleri ailesindeki biiylime anlamina gelen grow sozciigiiniin kokii olan
“ghre” ile salgilama anlamina gelen“relin” s6zciiklerinin birlestirilmesiyle “ghrelin”
adi tliretilmistir (56). Ghrelin daha sonralart Wren ve arkadaglar1 (122) tarafindan

istah hormonu (appetite hormone) olarak da isimlendirilmistir.

Memelilerde ghrelin homologlar1 insan, sigan (56), kopek, domuz, koyun,
s1gir, rhesus maymunu (3) ve farelerde de (104) tanimlanarak gosterilmistir. Yaklasik
3300 Dalton molekiiler agirligi olan memeli ghrelinleri birbirine tamamen benzer
ozellikte degildir. Insan ghrelini N-terminal ucunda bulunan 3. aminoasit olan serine
bagli oktanil grubu olarak adlandirilan sekiz karbonlu bir yag asidi igermektedir.
Fare ve sican ghrelini de aynmi yapiya sahip olup, insanda oldugu gibi 117
aminoasitten meydana gelir. Ancak birbirlerinden sadece iki aminoasit bakimindan

farklilik gosterirler (66).

Viicutta ghrelin iiretimi ile baglantili olan iki hiicresel alan bulunmaktadir.
Birinci hiicresel alan oksintik bez (fundusdaki parietal hiicreler); digeri ise noronal
hiicre gruplarmin sinaptik ileti yoluyla ghrelin salinimi yaptigi santral sinir
sistemidir. Ghrelin temel olarak mide fundus mukozasinin oksintik bezleri i¢erisinde
bulunan X/A- benzeri hiicreler tarafindan iiretilmektedir (56). Midede bulunan bu
X/A hiicreleri 1954 yilinda Davis (28) tarafindan kesfedilmistir. Bu hiicrelerin i¢cinde
bulunan graniiller ise ghrelinin kesfi gergeklesene kadar gizemini korumustur.
Kojima ve arkadaglar1 (56) tarafindan sicanlarin midesinden biiylime hormonu
salgilatic1 Ozellige sahip olan ghrelinin kesfedilmesinden sonra, X/A hiicrelerinin
iclerindeki graniiller, molekiiler yontem ve teknikler kullanilarak agiklanmis ve bu

hiicrelerin ghrelinin sentezinden sorumlu oldugu tespit edilmistir.



Insanlarda dolasimdaki ghrelin diizeyi giin icerisinde aglik durumunda
yukselmekte, tokluk durumunda ise azalmaktadir. Giin igerisinde ghrelin diizeyi gece
2 ile 4 saatleri arasinda en yliksek seviyededir (33). Aclik ghrelin seviyesinde artisa
neden olmaktadir. Gida aliminmi takiben 60-120 dk. i¢inde ise ghrelin seviyesinde

diisme gozlenmektedir (108).

Biitiin omurgali tiirlerinde ghrelinin esas olarak sentez yeri midedir (59).
Ghrelinin mide dokusundan bagka, hem insan hem de kemiricilerde hipotalamus,
hipofiz, bobrek, karaciger, pankreas, testis, ovaryum ve plasentada bulundugu da
bildirilmistir (116,57). Ayni1 zamanda lateral hipotalamus, arkuat nukleus,
ventromediyal nukleus, dorsomediyal nukleus, paraventrikiiler nukleus ve {igiincii
ventrikiiliin ependimal tabakasinda yer alan cekirdekler arasi boslukta ghrelin
ekspresyonu gosterilmistir (72). Ghrelinin kondrositlerde de sentez ve sekresyonunun

oldugu ortaya konmustur (22).

Ghrelin hormonu 6nemli miktarda bobrek dokularinda da tespit edilmistir.
Sicanlarin  bobrek dokularinda pre-proghrelin  gen ekspresyonunun oldugu
gosterilmigtir  (123). Fare bobreginde de pre-proghrelin gen ekspresyonu
glomeriillerde tespit edilmistir. Sican mezangial hiicre ve fare podosit hiicre
kiiltiirlerinde pre-proghrelin gen ekspresyonunun olduguda ortaya konmustur. Ayrica
sican bobreklerinde ghrelin reseptor geni de ekspre edilmektedir. Bu bulgular
ghrelinin lokal olarak bobrekte iiretiminin yapildigini, glomeril ve renal hiicrelerin

pre-proghrelin geni ekspre ettiklerini agikca ortaya koymaktadir (75).

2.2.1. Ghrelinin Etkileri

Ghrelinin kesfini takiben yapilan calismalar, organizmada bir¢ok sistem
tizerine etkili oldugunu gdstermistir. Ghrelinin biiylime hormonu salgilatict etkisi,
istah ve yemek yeme iizerine olan etkisi, karbonhidrat metabolizmasi iizerine olan
etkisi, gastrointestinal sistem Tlizerine etkileri, fizyolojik etkileri, hiicre
proliferasyonuna etkileri ve reproduktif sistem {izerine olan etkileri yapilan

calismalarda bildirilmistir (24,32,41,49,76).
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Ghrelin, tedavi amagcli olarak biiyiime geriligi, kemik erimesi, kalp yetmezligi
ve immiin sistem baskilanmasi gibi  bir¢ok rahatsizlik durumlarinda
kullanilabilmektedir (7). Bu etkilerinin yanisira ghrelin antioksidan bir etkiye
sahiptir. Bu antioksidan o6zelligi ile dokularda olusabilecek oksidatif stresi ve
apoptozisi Onledigi gosterilmistir (26,103). Ayrica ghrelinin karaciger ve pankreas
dokularin1 oksidatif hasara kars1 korudugu gosterilmistir (55).

Ghrelinin bitylime hormonu iizerine etkileri oldugu ve hem in vitro hem de in
vivo kosullarda ghrelinin, biiyiime hormonu salinimini doza bagimli olarak arttirdigi
bildirilmistir (6,56,86). Ghrelinin biiyiime hormonu salgilatict hormon (GHRH)
salinimini arttirdigi somatostatin salintmini ise azalttigi bildirilmistir.  Ayrica
memeliler disindaki canlilarda da ghrelinin, bliylime hormonu salinimini arttirdigi

tespit edilmistir (54).

2.3. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (insiilin-Like Growth Factors, IGFs)

Biiyiime hormonu tiim yasam siiresince anabolik etki gdsteren ve normal
biiylime i¢in gerekli olan bir hormondur. Fakat basta kemik, kikirdak ve iskelet kas1
olmak {izere biliyiime yeteneginde olan biitiin viicut hiicrelerini direkt olarak
etkilemeyip somatomedin olarak adlandirilan ara madde ile etki gostermektedir

(126).

Somatomedin’lerin biiylime iizerine olan bir¢ok etkisi, insiilinin biiyiime
tizerindeki etkilerine benzemektedir. Bu benzerligi nedeni ile de Somatomedinler
diye isimlendirildikleri gibi, insiilin benzeri biiylime faktorleri olarak da
adlandirilirlar (44). 1lk olarak 1957°de Salmon ve Daughaday tarafindan insiilin
benzeri biiyiime faktorleri siilfasyon faktorii olarak tanimlanmigtir. 1972 tarihinde
somatomedin olarak adlandirilmis, 1978’de pro-insiiline yapisal benzerlikleri
gosterilmesiyle beraber insiilin benzeri biiylime faktorleri adi kullanilmaya

baslanilmistir (96).

Dolasimda bulunan baslica somatomedinler insiilin benzeri biiytime faktorii—I
(IGF-I, Somatomedin-C) ve insiilin benzeri biiylime faktorii-I1I (IGF-1I)’dir (39,126).
IGF-I yaklagik 7500 dalton agirligina sahip 70 amino asit iceren 3 distilfit bag ile
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bagli olan bir biiylime faktoriidiir. Daha onceden somatomedin C olarak ta
isimlendirilen bu polipeptit yap1 bakimindan proinsiiline ve insiilin reseptoriine de
baglanma 6zelligi gostermesiyle de insiiline benzer (2,18,126). IGF-I’in amino asit
yapist % 43 oraninda insiilinin A ve B zincirlerine benzer. Ayrica IGF-I"de 12 amino

asitten olusan C bolgesi ve 8 amino asitten olusan bir D bolgesi bulunmaktadir (29).

IGF sistemi; IGF-I, IGF-II, 4 IGF reseptorii (insiilin reseptor, Tip-1 IGF
reseptOrii, mannoz 6-fosfat/ IGF-II reseptorii ve hybrid insiilin/IGF-I reseptorii) ve

IGF baglayici proteinlerden (IGFBP) meydana gelmektedir (38).

2.3.1. IGF Reseptorleri

IGF’ler de tiim peptit hormonlar ve biiyiime faktorleri gibi hiicre yiizeyinde
bulunan reseptorlere baglanarak etki ederler. IGF reseptorlerinin sayist ve egilimi
(affinitesi) ¢ok onemlidir. IGF’lerin etkileri bu egilim ve sayiya gore artar veya
azalir. IGF-I ve insiilin kendilerine ait reseptorlerini diizenlerler. Hiicreye baglanarak
o hiicrenin reseptdr sayisini azaltirlar. IGF’ler igin tip 1 ve tip 2 IGF reseptorii olmak

lizere 2 tip spesifik reseptor gosterilmistir (29).

Tip 1 IGF reseptorleri yap1 bakimindan insiilin reseptorlerine ¢ok benzerler.
IGF-I reseptorii (IGF-IR) tirozin kinaz biiyiime faktdr reseptoriiniin bir iiyesidir.
Yaklagik olarak 400 kDa molekiil agirligina sahip ve disiilfit kopriisti tarafindan 2a
(125kDa) ve 2 (90kDa) alt iinitelerini (subunitelerini) baglayan bir heterodimerden
yapilmistir (39). Reseptorde yer alan alfa alt iinitesi peptit baglayan yani IGF’lerin
baglanma bolgesi, beta alt iinitesi ise otofosforilize bir tirozinkinazdir (29,79). IGF-11
ve insiilinin bu reseptor i¢in gosterdigi baglanma egilimi IGF-I egiliminin %1-10’u
kadardir (42). Bir proteokinaz olan Tip-1 IGF reseptorii tirozini otofosforilize eder
(117). Tip-1 IGF reseptorii, IGF sisteminde biiylimenin diizenlenmesinde ve
metabolik yanit i¢in kritik belirleyici role sahip bir reseptordiir. Bunun disinda Tip-1
IGF reseptoriiniin, hiicre dongiisiiniin ilerleyisini, hiicre farklilagmasini ve

gelisiminin kontrol edilmesinde koordine edici 6nemli bir rolii bulunmaktadir (9,77).
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Tip-2 IGF reseptorii ise yaklasik olarak 220 kDa molekiil agirliginda tek
zincirden meydana gelen ve alt tniteleri olmayan bir proteindir. Tip-2 IGF
reseptoriine insiilin baglanamaz, IGF-I ise ¢ok diisiik bir oranda baglanma gosterir

(2,79,124).

2.3.2. IGF’lerin Baglayic1 Proteinleri (IGFBP)

IGF’lerin biyolojik islevlerinde onemli bir modiilator niteliginde olan
IGFBP’ler (IGF baglayici proteinler) dolasimda IGF’leri bir yerden bir yere tasimak
ve yart Omirlerini uzatmak amaciyla kendilerine baglarlar (2,38). IGFBP’lerin
IGF’lere baglanma egilimleri ve IGF’lerin salinimi, IGFBP’lerin fosforilasyonu,
glikolizasyonu ve spesifik proteolizisi tarafindan kontrol edilmesiyle gergeklesir

2,77).

IGFBP’ler sadece tastyici proteinler olmaktan cok IGF’lerin etkilerini
hiicresel diizeyde artirip azaltabilme ozelligi gosterirler (19,118). IGFBP-1,2,3.,4,5
icin hiicre yiizeyinde yer alan reseptorler vardir (2). Son yillarda ise biyolojik
stvilarda IGFBP’lerin baglanma diizeni, dagilimi ve amino asit kompozisyonuyla

farkli molekiiler agirliklara sahip 8 formu oldugu bildirilmistir (60).

2.3.3. IGF’lerin Sentezi ve Salinimi

Dolagimda bulunan IGF’lerin en biiyiikk sentez yerinin, hem lokalizasyonu
bakimindan hem de boyutu dolayisit ile karaciger oldugu gosterilmistir (80).
Karacigerin biiyiime hormonunu kandan hizla almasi ve hemen cevap vermesi
yoniinden en Onemli organ olmasindan otiiri, IGF’ler Oncelikle karacigerde
arastirilmistir. Yapilan birgok organ perfiizyon deneylerinde karacigerde IGF sentezi
gosterilmis fakat tam olarak karacigerin hangi hiicrelerinin bu sentezi gerceklestirdigi
bilinmemektedir.  Karacigerde yapilan immunohistokimyasal c¢aligmalarda
hepatositler ve perisiniizoid hiicreler {izerine agirlik verilmistir.  Karacigerde
perisiniizoidal hiicrelerin asil sentez hiicreleri oldugu, hepatositlerde ise IGF’lerin

son yapisal sekline ulastigi diistiniilmektedir. Baska bir goriise gore de her iki
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hiicrede de IGF sentezinin gerceklestigi ve hepatik siniisler araciligi ile de kan
dolasimina gectigi one siiriilmektedir. IGF’lerin karaciger disinda da pek ¢ok dokuda
sentezinin yapildig1 gosterilmistir. Fotal akcigerde, bobrekte, beyinde, barsakta,

kalpte ve fibroblast hiicrelerinde de IGF sentezlendigi ortaya konulmustur (37,73).

IGF-I olusumu f6tiiste baglayan ve bir dmiir boyu devam eden bir siiregtir
(126). IGF-I sentez ve sekresyonu karacigerde biliylime hormonuna bagli olarak
gerceklesir (71,124). Ayrica IGF-I biiylime hormonuna ilave olarak diger spesifik

dokular tarafindan da salinip diizenlenmektedir (71).

IGF’lerin salinimina biliylime hormonunun disinda c¢esitli faktorler de
etkilemektedir (39). Bu faktorlerden biri IGF-I olusumu icin gerekli ve 6nemli olan
normal beslenmedir. Nitekim, aglik halinde IGF-I olusumunda azalma olur.
Glikokortikoidler ve protein yetersizlikleri halinde IGF-I olusumunda 6nemli 6l¢iide
aksama meydana gelir ve buna bagli olarak da plazmadaki IGF-I saliimi azalir.
Sekillenen bu durum insiilin tedavisiyle normale doner (39,126). Ayrica yiiksek

miktarda dstrojen de IGF-I sentezini inhibe etmektedir (126).

2.3.4. IGF’lerin Etki Mekanizmasi ve Dokular Uzerine Etkileri

Biiyime hormonunun dokular iizerine dogrudan etki etmesiyle biiylimeyi
sagladig1 disiintilirken bugilin ise bu etkisini IGF’ler (6zellikle IGF-I) yoluyla
gergeklestirdigi anlasilmistir (39). Bebeklerde ve cocuklarda biiyiime hormonu
sistemik ve lokal IGF-I {iretimi aracilig1 ile bliyiimenin baglica diizenleyicisidir (74).
IGF’lerin dogumdan sonraki donemde en biiylik diizenleyicisi biiyiime hormonudur
(18). IGF’lerin postnatal donemde karacigerde sentezi yapilir ve hemen ardindan kan
dolagimina gecerler. Biiylime hormonu uygulamalarinin 4-6 saat i¢inde IGF-I serum
seviyelerinde bir yiikselme meydana getirdigi goriiliir. IGF-I’in negatif geri bildirim
(negative feed back) yolu ile hipotalamik somastostatin salinimini veya hipofizde
biliylime hormonunu uyaran hormonun etkisini bloke ederek, biiylime hormonunun
salinimint inhibe ettigi rapor edilmistir (98). IGF’lerin fizyolojik bakimdan lokal
tretimleri de Onemlidir. Dolasimda bulunan IGF’ler endokrin bir etki ortaya

koyarken lokal olarak tiretilenler ise otokrin veya parakrin etki gosterirler (42).
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IGF’ler etkilerini spesifik reseptorlere baglanarak gosterirler. IGF-1 primer
etkisini farkli bircok dokuda ve ¢esitli hiicreler iizerinde yer alan spesifik IGF

reseptorleri aracilig ile gerceklestirir (17,88).

Kas, kikirdak, kemik, bobrekler, akcigerler, deri ve sinirleri de igeren viicutta
bulunan neredeyse tiim hiicreler IGF-I tarafindan etkilenir. IGF-I insiilin benzeri etki
gbstermenin yaninda hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini da uyarir (17,88). Ayrica IGF-
I’in kalp hastalig1 ve ¢esitli metabolik diizensizliklere bagl etmenleri diizenledigi
ortaya konmugstur. Fazla miktardaki IGF-I’in kontraktil kardiyak fonksiyonu,
biliylime ve anti-apopitosizi dogrudan etkileyebildigi bildirilmistir (95). Normal ve
diabetik rat ve insanlarda, IGF-I’in insiilin gibi bir etki yaparak viicut glukoz
oranlarimi ayarladigi ve plazma glukoz degerlerini diisiirdiigii rapor edilmistir (90).
Bunun disinda IGF’lerin yag dokusunda lipolizi inhibe etmesiyle insiiline benzer
etkilerinin bulundugu ancak insiilinin 1/16’s1 kadar etkili olabildigi ortaya konmustur
(42). Karacigerde siroza neden olan serbest oksijen radikallerinden hidroksil radikali,
ayn1 zamanda hiicrelerin membranlarinda lipid peroksidasyonuna ve DNA
zararlarina neden olmaktadir. IGF-I’in bu serbest radikalin zararl etkilerine karsi
tedavi edici etkisinin oldugu ve bir antioksidan gibi etki ettigi goriilmiistiir (40).
Memeliler iizerinde yapilan ¢alismalarda, reprodiiktif organlarin fonksiyon ve
gelisimleri tizerinde IGF sisteminin ¢ok dnemli bir rol oynadigi rapor edilmistir (38).
Ayni zamanda IGF’ler tiroid follikiiler hiicre proliferasyonunda Tiroid Stimulan
Hormon (TSH) ile sinerjik bir etki gostermektedir. Bunun disinda IGF’lerin, kikirdak
dokuda DNA, RNA, protein, kollagen ve proteoglikan sentezini stimule ettigi,
vitamin D ve kemikler lizerindeki biiylime hormonunun uyarici etkisine yardimci

oldugu ve yara iyilesmelerinde de 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (42).
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2.3.5. IGF-I ile Ghrelin Arasidaki iliski

Ghrelinin, biliylime hormonu ve insiilin dongiisiindeki rolii agisindan
bakildiginda sadece insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-I) ile ghrelin arasinda bir
iligki bulundugu ortaya koyulmustur (100). IGF-I diizeyleri de ayni ghrelin diizeyleri
gibi eriskin doneme yaklastikga azalmakta, biiylime hormonundan bagimsiz bir
sekilde beslenmeden etkilenmekte ve ayrica intrauterin biiyltime geriligi durumunda
da diizeylerinde artis olmaktadir (9,65). Ghrelin i¢in en 6nemli belirleyicilerin IGF-I
ve baglayict protein ailesinden olan insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici
protein-1 (IGFBP-I) oldugu bulunmustur (120). Ghrelin ve insiilin benzeri biiylime
faktorii-1 arasinda negatif iligski olmasi1 ghrelinin GH-IGF dongiisiinde veya periferal
IGF-I {izerinde inhibitor etkileri oldugu diisiincesini olusturmaktadir (52).

Ghrelinin, biiylimeyi direkt olarak uyaran bir hormon olmadig
disiiniilmektedir. IGFBP-I  seviyelerinin  diizenlenmesi insiilin  tarafindan
yapilmaktadir. Insiilin diizeyleri yiikseldigi zaman IGFBP-I diizeylerinde azalma
olmaktadir. Ghrelin ile IGFBP-I arasinda pozitif bir iliskinin olmas1 ghrelinin insiilin
diizeyleri lizerine baskilayici etkileri olmasindan dolay ortaya ¢ikabilir (100). Biitiin
bu bulgulara bagl olarak ta ghrelin, IGFBP-I ve insiilin arasinda dinamik bir
etkilesim oldugu diisiincesi olusmaktadir. Bu aralarinda olusan etkilesimler IGF-I ve
glukozun doku diizeyinde kullanimimi da etkileyebilir. Ghrelinin her 6glin 6ncesi
yiikselme gosterip daha sonra diismesi IGFBP-I i¢in de gegerli iken bu durumun tersi
ise instlilin hormonu i¢in gecerlidir. Buna bagl olarak ta yiiksek ghrelin diizeylerinde
IGFBP-I"de artma, IGF-I’de ise azalma olmaktadir. IGF-I bu durumdan, doku
diizeyindeki kullaniminda azalma olmasi seklinde etkilenmektedir. Ghrelin
diizeylerinin yasla beraber 6zellikle puberte donemine yaklastikca azalmasi, IGF-I
diizeylerinin artmasina sebep olmakta, boylece biliyiime hizlanmaktadir (120). Biitiin
bu bulgular ghrelinin dogrudan biiyiimeyi uyaran bir hormon olmadigi, ancak IGF
tizerine etkileri olmasi ile ikincil olarak ozellikle puberte doneminde biiylimeyi
hizlandirdig1 diistincesini sekillendirmektedir (120).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda ghrelinin anti-apopitotik etkileri rapor
edilmis ve ghrelinin sitotoksik ajanlarin toksik etkilerini azaltabilecegi ©ne

stiriilmiistiir (26,67). Takeda ve arkadaglar1 (103) iskemi sonucu meydana gelen akut
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bobrek yetmezliginde ghrelinin IGF-I araciligr ile bobrek fonksiyonlarinda diizelme
sagladigim1 gostermislerdir. Chung ve arkadaslar1 (26) ise, ghrelinin iskemi sirasinda
sitokrom ¢ ve caspaz 3 saliniminmi baskilayarak, apoptotik yolagi inhibe ettigini ve
boylece de apopitozisi durdurarak beyin dokusunu hasardan korudugunu ortaya
koymuslardir. Ayn1 zamanda ghrelinin iskemi reperflizyon sonrasi meydana gelen
hasardan mideyi ve kalbi korudugunu ortaya koyan c¢alismalar da bulunmaktadir
(15,25). Bu galismalarin ¢ok biiyiik bir kism1 iskemiyi takiben sekillenen oksidatif
stres sonrasinda ¢esitli dokularda hasar meydana geldigini, antioksidan etkinlige

sahip olan ghrelinin bu durumu tersine ¢evirdigini ifade etmektedir (106).

2.4. Melatonin ve IGF-I iliskisi

Melatonin hiicrenin hayatta kalmasi ve biiyiimesi i¢in gerekli olan dnemli
sinyal yollarinin aktivasyonuna aracilik ederek insiilin benzeri biiylime faktorii
reseptorii (IGF-R) ve insiilin reseptor tirozin fosforilasyonuna neden olur. Ayrica
melatoninin 6nemli bir biiylime faktorii olan IGF-I iizerindeki etkilerini gdsteren

bir¢ok ¢alisma vardir (83,89,114).
Ratlarin pankreas dokusunda yapilan bir ¢alisgmada melatoninin IGF-I ve

insiilin reseptor sinyalizasyon yollarini aktive ederek pankreas adaciklarinin biiyiime
ve farklilasmasini diizenleyebildigi bildirilmistir (89).

Ratlarda uzun siireli melatonin uygulamasi ve pinealektominin GH-IGF-I
aksindaki fonksiyonuna etkisi iizerine yapilan bir ¢alismada melatoninin IGF-I’in
sentez ve sekresyonlarinda dikkate alinmasi gereken sonuglar verdigi bildirilmistir
(83). Yapilan baska bir c¢alismada indirekt olarak biiylime hormonu
konsantrasyonlarinda degisikliklere neden olan melatoninin IGF-I {iretimini

etkileyebilecegi bildirilmistir (114).

Kisirlastirilmig ratlarda kas atrofi oraninin artigini dnlemek amaciyla yapilan
bir calismada, melatonin ve testesteron uygulanan kisir ratlarda, IGF-I saliniminin
artt1g1 ve kas atrofisinin dnlendigi, melatonin ve testesteron uygulanmayan grupta ise

kas dejenerasyonlarina bagli olarak modifikasyonlar goriildiigi bildirilmistir (82).
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Melatoninin biiyiime iizerinde de 6nemli etkileri vardir. Yapilan bir ¢alismada
melatoninin biiyiime hormonu sekresyonunu diger biiylime hormonu salgilatici
hormonlara gore daha hizli stimiile ettigi bildirilmistir. Bu c¢alisma ile melatoninin
modiile ettigi biliylime hormonu sekresyonunun noroendokrin mekanizmasi
aragtirilarak, oral alinan melatoninin biiylime hormonu iizerine GHRH denetimi ile
etkisi incelenmistir. Calismanin sonucunda ise oral melatonin alimmasiyla birlikte

saglikli bireylerde biiylime hormonu seviyesinin arttig1 belirlenmistir (110).

2.5. Melatonin ve Ghrelin Tliskisi

Melatoninin ghrelin {lizerindeki etkilerine yonelik caligmalar da yapilmistir
(23,78). Canpolat ve arkadaglar1 (23) yaptiklart bir calismada eksojen olarak
melatonin uygulanan ve pinealektomi yapilan ratlarin arkuat nukleuslarindaki
ghrelinin immunohistokimyasal olarak dagilimlarini ve ghrelin serum diizeylerini
arastirmiglardir. Bu c¢alisma sonucunda melatoninin hem ghrelin sentezinde artisa
hem de leptin iiretiminde azalmaya sebep olarak puberte baslangicinda baskilayici

etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir (23).

Ratlarda melatonin tedavisinin ghrelin diizeyleri lizerine etkisinin incelendigi
bir c¢alismada melatoninin ghrelin {retimini baskilayarak dolasimdaki ghrelin
seviyelerini azalttigit ve buna baghh olarak da beyinde ghrelin sentezinin

diizenlenmesinde bir etken oldugu bildirilmistir (78).
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2.6. Karaciger

Karaciger safra yapimi, metabolizma sonucu sekillenen artiklarin disari
verilmesi, glikojen, yag, A ve B vitaminlerinin depolanmasi, sentez yapma,
detoksifikasyon, fagositoz, esterlestirme ve embriyolarda kan yapimi gibi cok dnemli

gorevleri olan organizmadaki en biiyiik bezdir (36,45).

Karaciger, kollagen ve elastik iplikler iceren Glisson kapsiilii ad1 verilen bag
dokudan bir kapsiille sarilidir. Glisson kapsiiliinii digtan peritonun viseral yapragi
sarar. Bag doku, organin igerisine kadar girerek karacigeri loplara ve lopguklara
ayirir. Karaciger lopcuklari, yapisal ve fonksiyonel ozellikleri ile kanin ve safranin

akis yonii goz dniinde bulundurularak ti¢ farkli sekilde incelenmektedir (36,45).
» Klasik hepatik lopcuk:

Hepatosit olarak isimlendirilen karaciger epitel hiicrelerinin anastomozlasarak
olusturdugu kordonlarin ve bu kordonlarin aralarinda bulunan siniizoidlerin, merkezi
bir vena (vena sentralis) ¢evresinde, radiyer bir sekilde yerlesmesi sonucu meydana
gelen lopguktur (45). Kan akis1 klasik lopgugun periferinden merkezinde bulunan

vena sentralise dogrudur (45,53).
» Portal lopcuk:

Bu tip lopguk seklinde, karaciger iigliisiinlin yer aldigi alan merkez kabul
edilir. Uggen biciminde goriilen portal lopgugun koselerini, komsu olan ii¢ klasik
lopcuga ait vena sentralisler meydana getirir. Karaciger epitel hiicrelerinde yapilan

safra portal lopcugun merkezine dogru akar (45,53).
» Karaciger asinuslari:

Asinuslarin sinirlarini arteria hepatikanin terminal kollar1 belirler. Arteriyel
kanin siniizoidlerden akis1 esnasinda tasidigi oksijen ve besinlerin miktart ile
hepatositlerdeki metabolizma fonksiyonlarina gore asinuslarda ti¢ bolge ayirt edilir.
Birincisi; klasik lopcugun en disindaki boélge, ikincisi; kanda bulunan oksijen ve
besin maddeleri miktarinin orta derecede bulundugu orta bdlgedir. Ugiincii bolge ise

vena sentralisi saran ve oksijen yoniinden en fakir olan bolgedir (45,105).
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Karaciger kan dolagimi yoniinden oOzellikleri olan bir organdir (105).
Karacigere pankreas, dalak ve sindirim sisteminin sindirim boliimiinden gelen vena
porta (fonksiyonel damar) ve oksijeni tagiyan arteriya hepatika (besleyici damar) ile
lopguklara gelen kan siniizoidlere acilir (45,53,105). Birbirleriyle kesigerek 1sinsal
bir bi¢imde uzanan siniizoidler tasidiklar1 kani vena sentralise sevkederler. Vena
sentralisler lopcuklarin uzunluguna ekseni dogrultusunda uzanirlar. Lopguklari, bir
uclarindan terkeden vena sentralisler birbirleriyle birleserek sublobular venalari
meydana getirirler. Sublobular venalarin birlesmesiyle de vena hepatikalar olusur ve
bunlar da karacigerin diyaframa bakan yiiziinden vena kava kaudalise agilirlar

(53,105).
> Hepatositler:

Hepatositler endokrin ve ekzokrin fonksiyonlar1 olan, karacigerin asil yapisini
olusturan epitel hiicreleridir (45,53). Cok yiizlii olan bu karaciger epitel hiicrelerinin
lopcuklarin periferinde ve merkezinde yerlesenler arasinda ince yap1 ve bilyiikliik
yoniinden farkliliklar vardir. Yiiksek metabolik aktiviteye sahip olan hepatositlerin
amitotik yolla sekillenen ¢ift ¢ekirdekli tiplerine de sikga rastlanir (105). Karaciger
lobulii igerisindeki bu hepatositler labirent ve siingersi bir yap1 olusturacak bigimde
anastomozlasarak lopgugun periferinden merkezine dogru olmak iizere 1sinsal bir
sekilde dizilerek hiicre kordonlari meydana getirirler. Bu iki sirali karaciger epitel
hiicrelerinin olusturdugu kordonlar remark kordonlar1 olarak adlandirilir (45,53,105).
Kordonlar arasinda kalan bosluklar kapillerler igerir. Pencereli bir endotelyal hiicre
tabakasindan olusan diizensiz olarak genislemis bu damarlara karaciger siniizoidleri
adi wverilir (105). Hepatositler ile sinilizoidler arasinda Disse araligi denilen
perisiniizoidal bosluk bulunur. Hepatositlerin bu bosluga bakan yiiziindeki
mikrovilluslar bu araliga girer, kan plazmasi da sinilizoidlerden bu araliga geger.
Boylece Disse araligi, kan ile hepatositler arasinda madde aligverisine olanak saglar.
Ayrica siniizoid duvarindaki endotel hiicreleri arasinda Kupffer hiicreleri olarak

adlandirilan fagositoz yapan hiicreler bulunur (45,53).

Karacigerde hepatositlerden bagka lopguklar arasinda Kiernan araligi veya
Glisson tiggeni olarak adlandirilan dar ya da genis bag doku alanlar1 vardir. Bu bolge

icerisinde karaciger l¢liisii (trias hepatis) denilen yapilar bulunmaktadir. Karaciger
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ticliisiinii; safra kanali (duktus biliferus), hepatik arter (arteria hepatika) ve hepatik
portal ven (vena interlobularis) olusturmaktadir. Bag dokusuyla sinirlanmis bu
yapilarin  disinda sinirler ve kii¢iik lenfatik damarlar da bulunmaktadir

(10,45,53,105).

2.7. Bobrek

Uriner sistem, iki bobrek, iki ureter, idrar kesesi ve uretradan olusur.
Bobrekler kanin siizme igini gergeklestirerek idrar1 olustururlar. Bobreklerde olusan

idrar ureterler yoluyla idrar kesesinde toplanarak uretra ile disart atilir (53,127).

Bobreklerin saglik ve yasam igin gerekli olan salgilama, homeostaz ve
endokrin gibi ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Organizmada hassas filtre gorevi
yapan bobrekler kandaki metabolizma artiklarini (iire ve diger azotlu maddeleri)
temizler, viicudun siv1 ve elektrolit dengesini ayarlar. Bobrekler indirekt olarak kan
basincini arttiran ve proteolitik bir enzim olan reninin kan dolasimina verilmesini,
ayrica bobreklerde eritropoiesisi hizlandiran eritropoietin  yapimini saglayarak

endokrin fonksiyonunu gergeklestirmektedir (127).

Sagl sollu olarak karin boslugunun arka bolgesinde yerlesmis bulunan
bobrekler baslica kollagen fibrillerden ve ¢ok az diiz kastan olusmus bag dokudan
fibroz bir kapsiille sarilidir (105,127). Bu fibréz kapsiil bobregin medial yiiziinde bir
cokiintli seklinde bulunan sinirlerin girdigi, arter, vena ve lenf damarlarinin girip
ciktig1 ve ureterin ¢iktii hilus (gobek) adi verilen i¢ biikey kismindan organin i¢

kismina kadar girer (53,105,127).

Tim bu bag dokulu kisimlar bobregin intersitisyumunu olustururken
intersitisyumun i¢inde barindirdigr béliimler ise bdbregin parensim {initelerini
olusturur. Bu parensim iiniteleri ve stroma, kendine 6zgii bir dagilim gosterir. Buna
gore bobrek dokusunda korteks ve medulla olmak iizere iki bdlge ayirt edilir.
Korteks igerdigi yapilarin iyi boyanmasina bagli olarak koyu renkli, medulla ise yine
icerdigi birbirine paralel sekilde uzanan kanallardan otiirli ¢izgili ve bunlarin soluk

boyanmasindan 6tiirii de agik renkli goriiliir (105).
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Bobrek parensimini meydana getiren idrar tubulleri idrar olusturan en kiigiik
tiniteler olan nefron ve burada iiretilen idrar1 toplayarak bdbrek pelvisine ileten
borucuklar olan toplayict borucuklar olmak iizere iki farkli kisimdan meydana

gelmektedir (53,105.127).

2.7.1. Nefron

Nefron, bobrek cisimcigi (korpuskulus renalis, Malpighi cisimcigi) ve bobrek

tubulu olmak {izere iki bolimden meydana gelmektedir (127).
a) Bobrek cisimcigi:

Malpighi cisimcigi veya korpuskulus renalisde denilen bobrek cisimcigi
bobregin  korteksinde bulunan nefronun ilk boliimiidiir. Korpuskulus renalisi
glomerulus ve Bowman kapsiilii olusturmaktadir (105,127). Korpuskulus renalisin
glomerulusu sekillendiren afferent ve efferent arteriyollerin bulundugu kismi olan
damar kutbu ile onun tam karsisinda yer alan ve siiziilen siviyr ileten proksimal

kivrimli tubullerin baglangic kismi olan bir idrar kutbu vardir (53,105).
» Glomerulus

Glomerulus kapillar ag ve bu aglar arasinda yer alarak glomerulusun temel
yapisini olusturan, mezentere benzer yapidaki bag dokusu olan mezangiyumdan
olusur (127). Glomerulus bobrek lopguklar1 arasinda uzanan Arteria interlobularisin
korteks i¢inde sagl sollu kollar vermesiyle sekillenmeye baslar. Bu kollarin her biri
afferent arteriyol olarak bu olusumun baslangicini meydana getirir. Afferent
arteriyoller de dallanarak 6zel bir arteriyel kapillara doniisiir ve bu kapillar birkag kez
kendi {izerinde kivrilarak ve anastomozlar da yaparak kapillar bir yumak
(glomerulus) sekillendirir (105). Sonrasinda bu kapillar yumak tekrar arteriyole
dontigserek liimeni afferent arteriyole gore daha dar tek bir damar halinde efferent
arteriyol olarak ¢ikar (105,127). Afferent ve efferent arteriyolun glomerulusa giris ve
¢ikis noktalarinin birbirine yakin olmasindan 6tiirii bu bolgeye korpuskulus renalisin

damar kutbu adi verilir (127).
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» Bowman kapsiilii

Glomerulusu saran bowman kapsiilii epitel hiicrelerin olusturdugu visseral (i¢
yaprak) ve pariyetal (dis yaprak) yapraklardan meydana gelir (105,127). Bowman
kapsiiliiniin visseral yagrag: kilcal damarlar1 (kapillar yumagi) saran ve bu kilcallar
lizerine oturan uzunca ayak bi¢imindeki sitoplazma uzantilarina sahip podosit adi
verilen hiicrelerden olusur (105). Kapsiiliin pariyetal yapragini ise tek katli yassi
epitel hiicreleri olusturur (105,127). Bowman kapsiiliiniin iki yapragi arasinda
kapillar yumaktan ve visseral tabakadan siiziilen sivinin podositler arasindaki
acikliklardan ya da mikrotubuluslar aracilifiyla gectigi bowman araligi (kavum

glomeruli) ad1 verilen bir bosluk vardir (53,105,127).

b) Bobrek tubulleri

» Tubulus proksimalis

Bowman kapsiiliiniin idrar kutbundan ¢ikan ilk kanal olan tubulus proksimalis
pariyetal yapragin devamu seklindedir (53,105). Tubulus proksimalis bowman
araligina gecgen ultrafiltratin geri emilimin en fazla oldugu boélimdiir (105,127).
Tubulus proksimalis asit boyalarla koyu boyanan kiibik ya da basik prizmatik epitele
sahip olup bu epitellerin apikal yiizleri emilim yiizeyinin ¢ok genislemesini saglayan
mikrovilluslarla kaplidir (105). Tubulus proksimalis'de 6zellikle su, glikoz, kiiclik

molekiillii proteinler ve bazi iyonlarin geri emilimi gerceklesir (105,127).
» Henle Kulpu

Primer idrarin hipertonik durumdaki sekonder (son) idrara doniismesini
saglamakla gorevli, yogunlastirici kisim olan henle kulpu inen ve ¢ikan henle olmak
lizere iki boliime ayrilir. inen henle tubulus proksimalisin diiz pargasindan sonra
devam eden ve medullada bulunan ¢ap1 en dar olan bobrek tubuliidiir. Inen henlenin
duvar yass1 hiicrelerden olusur ve bu hiicrelerin ¢ekirdekleri liimene dogru siskince
olup, kapillar damarlar ile karistirilabilir (53,105). Henle kulpunun bu béliimii suya
gecirgen bir Ozellik gosterirken iyonlara karsi gecirgen degildir. Henle kulpunun
¢ikan henle boliimii ise suya gegirgen degilken, tuz ve lire gibi suda erimis maddeler
i¢cin gegirgendir. Cikan henle medullada bulunur ve hiicre sinirlar1 belirgin olmayan

kiibik epitele sahip olup, sitoplazmasi asit boyalarla koyu boyanir (105).
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> Tubulus Distalis

Bobregin korteks kisminda bulunan tubulus distalis ¢ikan henlenin devami
seklinde olup diiz ve kivrimli bir pargadan olusur. Sitoplazmalar1 asidik boyalarla
acik renkte boyanan ve belirgin, diizenli bir fircamsi kenara sahip olmamalarindan
Otiirii ltimenleri tubulus proksimalise gore daha genis olan tubullerdir (53,105).
Tubulus distalisde hormonal kontrol yolu ile aldosteron ve antidiiiretik hormonunun
etkisiyle Na, K, Cl ve suyun emilimi ayarlanir (105). Tubulus distalis glomerulusa
geldigi zaman afferent arteriyole komsu olan tarafindaki duvarin epitel hiicreleri
sikigik, yiiksek prizmatik bir hal alir ve tubulusun lumenine dogru uzanan bir plak
sekillendirir. Makula densa olarak adlandirilan bu olusum, afferent arteriyolden

gecen kan miktarimi diizenler (53,105,127).

2.7.2. Toplayic1 Borucuklar
» Tubulus Konnektivus

Tubulus konnektivuslar, bosaltic1 kanal sisteminin baglangicin1 olusturan
tubulus distalislerden sonra gelen kisa baglanti kollaridir. Korteks-medulla sinirinda
uzanmis olan siirlar1 ¢ok belirgin, sitoplazmalar1 iyi boyanmayan kiibik hiicrelerden

olusan bu tubuller birleserek toplayici borucuklar1t meydana getirir (105,127).
» Tubulus Kollektivus

Bu tubuller tubulus konnektivuslardan sonra gelen borucuklar olup,
medullanin kortekse komsu olan boliimiinden, medullar radiyuslardan baslarlar.
Tubulus kollektivuslar soluk sitoplazmali, sinirlart ¢ok belirgin ve baglangicta basik
prizmatik olan pelvis renalise dogru gidildik¢e yiiksek prizmatik bir sekil alan

hiicrelerden meydana gelir (53,105).
» Duktus Papillaris

Tubulus kollektivuslarin birlesmesiyle meydana gelen bu tubul tek kath ¢ok
yiiksek prizmatik hiicrelerden olusur. Icerisinde son idrar1 bulunduran duktus

papillaris pelvis renalise agilir (105).
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3. MATERYAL ve METOT

Yapilan bu calismaya baslamadan once Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (Tarih: 20.01.2012, karar no: 02
ve arastirma kodu: KAU-HADYEK/2011-45). Yapilan calismanin tiim deneysel
uygulamalar1 Kafkas Universitesi (KAU) Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarinda gergeklesmistir.

3.1. MATERYAL
3.1.1. Deney Hayvan1 Materyali

Calismada kullanilan deney hayvanlari Erzurum Veteriner Kontrol Enstitiisii
Miidiirligiinden temin edilen ratlardan olusmaktadir. Yapilan ¢calismada ortalama 10-
12 haftalik olan 30 adet erkek Spraque Dawley ratlar kullanilmis olup c¢alisma
boyunca bu hayvanlarin standart rat yemi (Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasi
A.S.‘den temin edilen) ile beslenmesi saglanirken su alimi da serbest birakilmistir.
Ratlar 1 haftalik bir adaptasyon siirecinden sonra 3 gruba ayrilarak 12 saat karanlik,
12 saat 151k ortaminin saglandigi, oda sicakliginin 22 + 2 °C oldugu standart ortamda
ve standart kafeslerde barindirilmistir. Deney gruplar1 ve bu gruplara gore yapilan

deneysel uygulamalar Tablo1’de gosterilmistir.

3.1.2. Melatonin

Deneme grubuna uygulanan melatonin (Sigma-M5250) soguk zincir altinda

getirildikten sonra ¢alismada kullamldig1 giin siiresince -20 °C’de saklanmustir.
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3.2. METOT
3.2.1. Melatonin uygulanmasi

Tablo 3.1. Deney gruplar1 ve deneysel uygulamalar

Deney Gruplan Denek Sayis1 | Deneysel Uygulamalar

Deneme Grubu 10 Etanolde c¢ozdiiriiliip serum fizyolojikle
sulandirilmis olan 10 mg/kg (5,97,113)
dozdaki melatonin 21 giin silire ile
intraperitoneal yolla giinliik olarak enjekte

edildi.

Sham Grubu 10 21 giin siire ile her giin deneme grubuna
uygulanan miktarda etanol ve serum

fizyolojik intraperitoneal yol ile uygulandi.

Kontrol Grubu 10 Hig¢bir uygulama yapilmadi.

3.2.2. Canh Agirhk Olgiimii

Yapilan bu deneysel calismada deneye ilk baslangi¢ zamani “0” kabul
edilerek 21 giinliik siire¢ boyunca deneme, sham ve kontrol gruplarinda kullanilan
biitiin ratlarn her birisinin canli agirliklar1 8 saatlik aglik sonrasi sabah saatlerinde

her giin hassas dijital terazide tartild.

3.2.3. Karaciger ve Bobrek Doku Orneklerinin Alinmasi

21 giinliik (ii¢ hafta) deneysel uygulama siiresinin sonunda canli agirliklar
oOlgiildiikten sonra eter anestezisi altinda, servikal dislokasyon ile dtenazi yapilarak
ratlarn karaciger ve bobrek dokulari alindi. Istatistiksel analizlerde kullamilmak
amaciyla alman bobrekler sag ve sol olarak ayr1 ayri karaciger ise bir biitiin olarak

hassas terazide tartildi. Histolojik ve immunohistokimyasal incelemelerde
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kullanilmak {izere karaciger doku ornekleri Formol Salinde, bobrekler ise Bouin
soliisyonunda tespit edildi. Dokular tespit edildikten sonra dereceli alkol serilerinden,

metil benzoat ve benzollerden gegirilerek parafinde bloklandi.

3.2.4. Histolojik incelemeler

Histolojik degerlendirmeler amaciyla alinan doku 6rnekleri Bouin ve Formol-
Salin soliisyonlarinda tespit edildi. Kullanilan tespit soliisyonlarina uygun olarak
rutin islemlerden gecirildikten sonra parafinde bloklandi. Krom alum jelatinle
kaplanmis lamlara parafin bloklarindan 5 mikrometre (um) kalinliginda kesitler
alindi. Karaciger ve bobregin histolojik olarak yapisini incelemek amaciyla alinan
kesitlere Crossmanin ii¢lii boyamasi (Triple boyama), Hematoksilen-Eosin (H&E) ve

periyodik asit Shiff (PAS) boyamalari uygulandi (69).

3.2.5. Histometrik incelemeler

Histometrik incelemeler igin Stereo Investigator adli bilgisayar programi
kullanildi. Gruplar arasinda, karaciger dokusundaki ayni bolgede tek ¢ekirdekli ve
cift ¢ekirdekli hepatositlerin sayimini tespit etmek amaciyla 40°lik biiyiitmede, bir
sayim alaninin degeri 3025 um? olacak sekilde 50 alan olmak {iizere her {i¢ grubun
her bir rata ait doku 6rneklerinde toplamda 151250 um?’lik bir alanda sayim yapildi.
Gruplara ait doku kesitlerinde yapilan tek c¢ekirdekli ve ¢ift ¢ekirdekli hepatosit

sayiminin sonunda veriler istatistiksel olarak analiz edilerek degerlendirildi.
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Resim 3.1. Karacigerdeki tek ¢ekirdekli hepatosit sayiminin program {izerinde gdsterimi.

OeudseE .
= @G BFdTAMV RIS B EE0EN 6> T B
OEO0N exdYie RS ji[ =i

Resim 3.2. Karacigerdeki cift cekirdekli hepatosit sayiminin program iizerinde gosterimi.
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3.2.6. Immunohistokimyasal incelemeler

Karaciger ve bobrek dokularinda IGF-I ve ghrelinin immunohistokimyasal
lokalizasyonunu incelemek i¢cin Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi
(50) uygulandi. Krom aliim jelatin ile kaplanmis lamlara, parafin bloklarindan 5
mikrometre (um) kalinliginda seri kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemlerinden gegirildikten sonra fosfat buffered salin (PBS)’de
calkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin %3 liikk H»0, (0,1 M’lik
PBS’te hazirlanmig)’de 15 dk. inkube edildi. PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk.)
antijenleri aciga ¢ikarmak icin 10 dk. mikrodalga firin ile 1s1 uygulamasi yapildi.
Tekrar PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk.) spesifik olmayan baglanmalar
engellemek amaciyla sekunder antikorun tretildigi tiire uygun (Ultra V Blok)
serumda (%10) 10 dk. inkube edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kesitler oda
sicakliginda 1 saat siireyle anti IGF-I antikoru (Bioss bs-0014R) (karaciger igin;
1:50, bobrek igin; 1:125 diliisyon oraninda) ve anti Ghrelin antikoru (Phonex H-031-
31) (karaciger i¢in; 1:1000, bobrek i¢in; 1:400 diliisyon oraninda) inkube edildi.
Inkubasyonun ardindan yine PBS’de yikandiktan (3x5 dk.) sonra kesitlere primer
antikorun Tretildigi tiire karst olan biotinlenmis sekunder antikor (Ultravision
Detection system Anti-Rabbit, Biontinylated Goat Anti-Rabbit, Histostain-Plus Bulk
Kit-85-9043) uygulanarak 30 dk. oda 1sisinda tutuldu. Fosfat buffer salinde
yikandiktan (3x5 dk.) sonra kesitlere streptavidin horse radish peroksidaz ilave edilip
oda 1sisinda 30 dk. siire ile bekletildi. Tekrar PBS ile yikandiktan (3x5 dk) sonra
kromojen olarak DAB (Diaminobenzidin) kullanildi. Kesitlerin iizerine kromojen
solisyonu  eklendikten  sonra 151tk mikroskobunda  kontrol  edilerek
immunoreaktivitenin durumuna gore reaksiyon PBS ile durduruldu. Distile su ile
yikandiktan sonra zit boyama i¢in hematoksilen yapildi. Ardindan rutin histolojik
islemlerden (dehidrasyon, saydamlastirma) gegirildikten sonra dokular {izerine
entallen damlatilip lamelle kapatildi. Hazirlanan preparatlar BX-051 Olympus
(JAPAN) marka arastirma mikroskobunda incelenerek fotograflar1 ¢ekildi.
Hiicrelerdeki IGF-I ve ghrelin immunoreaktivitesi, renklerin koyuluk derecesine
gore, birbiriyle mukayese edilerek belirlendi. Derecelendirmede kullanilan semboller

Tablo 3.2°de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Dokulardaki IGF-I ve ghrelin immunoreaktivitesinin derecelendirilmesi

Dokudaki Reaksiyon Yogunlugu Semboller
Cok yogun 3
Orta derecede yogun 2
Az yogun 1
Reaksiyon yok 0

Dokulardaki IGF-I ve Ghrelin immunoreaktivitelerinin spesifik olup
olmadigini tesbit etmek amaciyla alinan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin

(negatif kontrol) diger islemler aynen uygulandi.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Istatistik analiz icin SPSS programinin 2.0 versiyonu kullanildi (101). Gruplar
aras1 farkliliklar1 belirlemek i¢in one-way ANOVA testi, coklu gruplar arasindaki
farkin kaynagini bulmak i¢in ¢oklu karsilagtirma testlerinden Duncan testi uygulandi.

[statistiksel analizde giiven aralig1 0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. Ratlarin Canh Agirhik Bulgular:

Calismada ratlarin canli agirlik, karaciger ve bdobrek agirliklar bulgular
degerlendirilmistir. Deney siireci toplamda 21 giin olup, izlenen periyotda her bir
gruptaki ratlarin tarttimi 0-21. giinler toplam 22 kez yapildi. Gruplarin giinlere gore

kendi icerisinde ve gruplar arasinda ortalama canli agirliklar: degerlendirilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol grubu i¢inde giinlere gore ortalama canli agirliklarin karsilastirilmasi.

Ortalama Canh
Giin Agirhk (gr) SD Degeri F degeri
0. giin 298,79 29,85
1. giin 298,11 29,38
2. giin 300,23 29,14
3. giin 304,07 29,16
4. giin 299,66 27,38
5. giin 306,68 28,98
6. giin 307,71 28,34
7. gin 309,92 28,05
8. giin 311,38 28,18
9. gin 313,30 27,97
10. giin 313,94 28,17 0,871
11. giin 314,13 27,15
12. giin 314,86 29,14
13. giin 316,82 27,33
14. giin 317,21 28,45
15. giin 317,84 27,85
16. giin 320,98 27,29
17. giin 320,54 27,70
18. giin 320,88 28,65
19. giin 322,75 27,40
20. giin 324,26 27,03
21. giin 321,41 27,86

SD: Standart Deviation (Standart Sapma), F: F degeri, P < 0,05
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Kontrol grubu icinde ortalama canli agirlikta artma goriiliirken, ortalama canli

agirlik agisindan giinler arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark gdzlenmedi.

Tablo 4.2. Sham grubu i¢inde giinlere gore ortalama canli agirliklarin karsilastirilmasi.

Giin 0::;:‘;::? (E:;nh SD Degeri F degeri
0. giin 285,55 44,26
1. giin 284,50 47,36
2. giln 279,36 50,14
3. giin 278,69 47,45
4. gin 269,84 48,33
5. giin 268,74 47,81
6. giin 267,06 47,66
7. giin 263,30 47,71
8. giin 259,44 46,35
9. giin 258,33 45,01
10. giin 258,58 46,21 0,731
11. glin 256,91 44,18
12. giin 257,23 43,77
13. giin 255,29 41,83
14. giin 253,87 42,89
15. glin 254,31 41,75
16. giin 252,52 41,24
17. glin 252,88 39,90
18. glin 250,56 38,91
19. giin 246,48 36,96
20. gilin 246,08 40,38
21. giin 248,03 40,40

SD: Standart Deviation (Standart Sapma), F: F degeri, P < 0,05

Sham grubu i¢inde ortalama canli agirlikta azalma goriiliirken, ortalama canli
agirlik agisindan giinler arasinda istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) bir fark

gozlenmedi.
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Tablo 4.3. Deneme grubu iginde giinlere gore ortalama canli agirliklarin karsilagtirilmast.

Giin Ortalama Canl SD Degeri F degeri
Agirhik (gr)

0. gin 295,56 24,57
1. gin 288,65 27,02
2. giin 282,25 27,21
3. gin 275,20 24,71
4. giin 270,52 23,80
5. giin 267,63 23,08
6. gin 263,12 23,01
7. gin 259,64 21,85
8. giin 256,26 20,77
9. gin 253,95 20,54
10. giin 25334 22,03 2,17*
11. glin 252,48 20,40
12. giin 255,30 21,43
13. giin 259,51 24,11
14. giin 258,71 25,06
15. giin 259,10 26,34
16. giin 258,30 25,00
17. glin 259,20 2591
18. giin 258,21 2921
19. giin 259,03 29,19
20. giin 260,45 29,82
21. giin 257,58 30,87

SD: Standart Deviation (Standart Sapma)
F: F degeri, *P < 0,05

Glinlere gore deneme grubunun kendi i¢inde ortalama canli agirlik
bakimindan giinler arasi istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) bir fark bulundu.
Tablo 4.3’de verildigi ilizere melatonin uygulamasi yapilan grupta ortalama canl

agirlikta azalma oldugu goriildii.
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Grafik 4.3. Deneme grubunda glinlere gore canli agirliklarinin karsilagtiriimasi.

Tablo 4.4. Gruplararasi giinlere gore ortalama canli agirliklarin karsilastiriimasi.

Ortalama
Giin Grup Canh Agirhik (gr) SD Degeri F Fark
Degeri

Deneme 295,56 24,57 0.41

0. Gin Sham 285,55 4426 ’ Fark Yok
Kontrol 298,79 29,85
Deneme 288,65 27,02 0.38

1. Gin Sham 284,50 47,36 ’ Fark Yok
Kontrol 298,11 29,38
Deneme 282,25 27,21 0.93

2. Giin Sham 279,36 50,14 ’ Fark Yok
Kontrol 300,23 29,14

) Deneme 275,20 24,71 500

3. Giin Sham 278,69 4745 : Fark Yok
Kontrol 304,07 29,16

4. Giin Deneme 270,52 23,80 538
Sham 269,84 48,33 ’ Fark Yok
Kontrol 299,66 27,38

5. Giin Deneme 267,63 23,08 4.05% Kontrol
Sham 268,74 47,81 ’ Kontrol
Kontrol 306,68 28,98 Deneme, Sham

6. Giin Deneme 263,12 23,01 507+ Kontrol
Sham 267,06 47,66 ’ Kontrol
Kontrol 307,71 28,34 Deneme, Sham
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7. Giin Deneme 259,64 21,85 6.65* Kontrol

Sham 263,30 47,71 ’ Kontrol
Kontrol 309,92 28,05 Deneme, Sham

8. Gin Deneme 256,26 20,77 251 Kontrol

Sham 259,44 46,35 ’ Kontrol
Kontrol 311,38 28,18 Deneme, Sham

Deneme 253,95 20,54 Kontrol

9. Giin Sham 258,33 45,01 10,16* Kontrol
Eontrol 313,30 27,97 Deneme, Sham

Deneme 253,34 22,03 Kontrol

10. Giin Sham 258,58 46,21 9.90% Kontrol
Kontrol 313,94 28,17 ’ Deneme, Sham

Deneme 252,48 20,40 Kontrol

11. Giin Sham 256,91 44,18 11,42% Kontrol
Kontrol 314,13 27.15 Deneme, Sham

Deneme 255,30 21,43 Kontrol

12. Giin Sham 257,23 43,77 10,65* Kontrol
Kontrol 314,86 29,14 Deneme, Sham

. Deneme 259,51 24,11 Kontrol

3. Gim Sham 255,29 41,83 11,51% Kontrol
Kontrol 316,82 27,33 Deneme, Sham

14. Gii Deneme 258,71 25,06 Kontrol

o Sham 253,87 42,89 11,37 Kontrol
Kontrol 317,21 28,45 Deneme, Sham

1 . Deneme 259,10 26,34 Kontrol

> Giin Sham 254,31 41,75 11,68% Kontrol
Kontrol 317,84 27,85 Deneme, Sham

Deneme 258,30 25,00 Kontrol

16. Giin Sham 252,52 41,24 14,07* Kontrol
Kontrol 320,98 27,29 Deneme, Sham

. Deneme 259,20 25,91 Kontrol

17. Giin Sham 252,88 39,90 13,82% Kontrol
Kontrol 320,54 27,70 Deneme, Sham

18. Gii Deneme 258,21 29,21 Kontrol

- Giin Sham 250,56 3891 14,00* Kontrol
Kontrol 320,88 28,65 Deneme, Sham

. Deneme 259,03 29,19 Kontrol

19. Giin Sham 246,48 36,96 16,89 Kontrol
Kontrol 322,75 27,40 Deneme, Sham

20. Giin Deneme 260.45 29,82 - Kontrol

Sham 246,08 40,38 ’ Kontrol
Kontrol 324,26 27,03 Deneme, Sham

. Deneme 257,58 30,87 Kontrol

21. Giin Sham 248,03 40,40 14,20% Kontrol
Kontrol 321,41 27,86 Deneme, Sham

SD: Standart Deviation (Standart Sapma), F: F degeri, *P < 0,05
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Gruplar aras1 ortalama canli agirhk bakimindan 0. ve 4. giinler arasi
istatistiksel diizeyde anlamh fark gozlemlenmezken, 5-21 giinler arasi kontrol grubu
ile deneme ve sham grubu arasinda istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) fark
oldugu fakat deneme ile sham grubu arasinda istatistiksel diizeyde anlamli fark
olmadig1 belirlendi. Giinlere gore gruplararasi ortalama canli agirliklarinin

karsilastirilmas1 Grafik 4.4°de gosterilmistir.
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Grafik 4.4. Giinlere gore canli agirliklarn (gr) ortalamalarimin gruplar arasi karsilagtirilmasi.
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4.2. Ratlarin Bobrek ve Karaciger Agirhik Bulgular

Tablo 4.5: Gruplar arasinda bobrek agirliklarinin karsilastirilmasi.

Gruplar n (Sag+Sol Bobrek Agirhigy/ Canh SD F
Agirhk)*1000 (gr)

Deneme 10 7,64 0,64

Sham 10 7,74 0,80 0,154

Kontrol 10 7,80 0,47

SD: Standart Deviation (Standart Sapma)

F: F degeri, P10,05

Yaptigimiz bu calismada gruplar arasinda bobrek agirliklart yoniinden

istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) bir fark olmadig1 gozlendi.

Tablo 4.6. Gruplar arasinda karaciger agirliklarinin karsilastirilmasi.

Gruplar n (Karaciger Agirhgy Canh SD F
Agirhk)*1000 (gr)

Deneme 10 36,72 3,03

Sham 10 35,68 6,19 1,504

Kontrol 10 33,34 3,48

SD: Standart Deviation (Standart Sapma)

F: F degeri, P10,05

Gruplar arasinda karaciger agirliklar1 agisindan istatistiksel diizeyde anlamli

(P<0,05) bir fark gézlenmedi.
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4.3. Histolojik Bulgular
A) Karaciger Histolojik Bulgular

Kontrol, sham ve deneme grubuna ait ratlarin karaciger kesitlerinde dokuyu
distan bagdokudan bir kapsiiliin ¢evreledigi ve bu bagdokunun da kapsiilden igeriye
dogru yayildig1 fakat lopcuklarin belirgin olmadigi gézlendi. Dokuda lopguklar
icinde merkezi konumda yerlesmis bulunan vena sentralisler ile vena sentralislerin
etrafinda 1sinsal bir bi¢imde dizilim gdstererek Remark kordonlarint meydana getiren

hepatositler belirgin olarak goriildii (Resim 4.1).

Doku igerisinde hepatositler genellikle bir, bazen de ¢ift ¢ekirdege sahip
cogunlukla iri ve yuvarlak sekilli, pembe sitoplazmali olarak gézlendi. Dagilimlari
vena sentralise yaklastik¢a artan ¢ift ¢ekirdekli hepatositlerin genellikle igerdikleri
cekirdeklerden biri koyu boyanirken digerinin daha soluk boyandigi goriildii.
Hepatositlerin olusturdugu remark kordonlari arasindaki genislemis kan damarlari
olan siniizoidlerin duvarinda endotel hiicrelerinin yer aldigi, ayn1 zamanda bu
bolgede fagositoz yapabilme o6zelligine sahip olan Kupffer hiicrelerinin bulundugu

goriildii (Resim 4.3).

Kiernan aralifinda yani lopguklar arasindaki bagdoku alanlarinda ise
karaciger iigliisii olarak isimlendirilen arteriya hepatica, hepatik portal ven olan vena

interlobularis ile safra kanali duktus biliferus gozlendi (Resim 4.4).

Ratlarin karaciger dokusuna ait kesitlerde yapilan PAS boyamasi sonucunda,
hepatositlerin ~ sitoplazmalarinda  pembe-kirmizi  renkte boyanan  glikojen

birikimlerinin oldugu tespit edildi (Resim 4.2).
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Resim 4.1. Kontrol grubunda karacigerin genel goriimi. Cift yonlii ok: Vena sentralis. H.E.

Bar:50um.

Resim 4.2. Kontrol grubu karaciger dokusunda glikojen birikimi. PAS. Bar: 25 pm.
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Resim 4.3. Sham grubu karaciger dokusu. Oklar: Cift ¢ekirdekli hepatosit, Ok basi: Kupffer hiicresi, Cift ok:
Siniizoid. H.E. Bar: 10 um.

Rutin histolojik boyamalarla sham grubu ratlarin karacigerlerinde yapisal

olarak kontrol grubundan farkli bir bulguya rastlanmadi (Resim 4.3, 4.4).

i # ‘ -

5,

Resim 4.4. Sham grubu karacigerinde Kiernan aralig1 bolgesinin histolojik goriiniimii. Oklar: Vena interlobularis,

Cift ok: Duktus biliferus, Ok basi: Arteriya hepatika. Triple boyama. Bar: 25 um.
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Deneme grubuna ait ratlarin karacigerlerinde de kontrol ve sham grubu
karaciger dokulartyla benzer bulgular gézlendi farkli bir bulguya rastlanmadi (Resim

4.5).

Resim 4.5. Deneme grubu karaciger dokusunun histolojik goriiniimii. Cift yonlii ok: Vena sentralis,

Kalin oklar: Hepatosit, Ince oklar: Siniizoid, Ok basi: Kupffer hiicresi. Triple boyama. Bar: 25 um.
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B) Bobrek Histolojik Bulgular:

Kontrol, sham ve deneme grubuna ait ratlarin bobrek kesitlerinde yapilan
incelemede dokuyu dis kissmdan bagdokudan bir kapsiiliin sardigi ve bu kapsiiliin de

dokunun i¢lerine kadar girdigi gozlendi.

Bobregin kesitlerde korteks ve medulla olmak iizere iki bolgeden olustugu
goriildii. Doku igerisinde bobregin korteks boliimiinde glomerulus, tubulus
proksimalis, tubulus distalisin bulundugu ve proksimal tubullerin koyu pembe tarzda
boyanirken distal tubullerin daha soluk boyandigi goézlendi (Resim 4.6).
Glomeruluslarda damar kutbunda tubulus distalislerin sekillendirdigi makula densa
goriiliirken, tubulus proksimalislerin sekillendirdigi idrar kutbu da gozlendi. Ayrica
glomeruluslarda damar kutbunda yer alan jukstaglomerular aygit da goriildii (Resim

4.7).

Korteks-medulla smirinda iyi boya almayan hiicrelerden olusan tubulus
konnektivuslarin uzandigi goriildii. Medullada ise liimene dogru siskinlik yapmis
yasst hiicrelerden olusan inen henle, kiibik epitele sahip olan ¢ikan henle, prizmatik
epitel hiicrelerden olusan tubulus kollektivus ve tek katl yiiksek prizmatik epitele

sahip duktus papillarislerin oldugu gozlendi.

Doku igerisinde bagdoku alanlarinin oldugu ve buralarda kan damarlarinin
bulundugu gozlendi. inen henle ve ¢ikan henle tubullerinin yakininda uzanan

genislemis kan damarlari olan siniizoidler goriildii.

Bobrek dokusuna ait kesitlerde yapilan PAS boyamasi sonucunda ise
Ozellikle mikrovilluslara sahip olmasimna bagli olarak tubulus proksimalislerin
lumenlerinde yogun olmak iizere diger tubullerde de pembe-kirmizi renkte boyanan

glikojen birikimi oldugu belirlendi.

Kontrol ve sham grubu ratlarin bobreklerinde yapisal olarak benzer bulgular

gozlenirken, bu iki grup arasinda farkli bir bulguya rastlanmadi (Resim 4.6).
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Resim 4.6. Kontrol grubu bébrek dokusunun histoloj gérﬁnﬁﬁ. Oklar: Tubulus proksimalis, Ok
bagsi: Tubulus distalis. Triple boyama. Bar: 25 pm.

Deneme grubu ratlarin bobreklerinde de kontrol ve sham grubu bdbrek
dokulariyla benzer bulgular gozlendi. Gruplar arasinda farkli bir bulguya
rastlanmadi.Resim(4.7).

Resim 4.7. Deneme grubu rat bobreginde korteksin histolojik gérinimi. Kalin oklar: Tubulus
proksimalis, Ok basi: Tubulus distalis, Cift yonlii ok: Idrar kutbu, Ince ok: Makula densa (Damar
kutbu), Cift ok: Bowman aralig1. Triple boyama. Bar: 10 um.
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4.4. Histometrik Bulgular

Karaciger dokusunda yapilan tek c¢ekirdekli ve ¢ift ¢ekirdekli hepatosit
sayiminin  gruplar arasindaki karsilastirilmas1 Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de

gosterilmistir.

Tablo 4.7. Gruplar arasinda hepatosit sayilarinin karsilastirilmasi.

Gruplar n Hepatosit Sayisi SD F
(Bir sayim alaninin degeri: 3025um?)

Deneme 10 6,01 2,47

Sham 10 6,18 3,20 1,697

Kontrol 10 5,86 2,38

SD: Standart Deviation (Standart Sapma)
F: F degeri, P 0 0,05

[EEN
o

Hepatosit Sayisi
o = N w £y (6, ] o)) ~ [o0] (e}

Deneme Sham Kontrol

Gruplar

Grafik 4.5. Gruplar arasinda hepatosit sayilarinin karsilastirilmasi.

Bu calismada karaciger dokusundaki ortalama hepatosit sayisi agisindan
deneme ve sham gruplarinda artma oldugu ancak bu artisin gruplar arasinda

istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) olmadig1 belirlendi.
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Tablo 4.8. Gruplar arasinda cift ¢ekirdekli hepatosit sayilarinin karsilastirilmasi.

Gruplar n Cift Cekirdekli Hepatosit Sayisi SD F
(Bir sayim alaminin degeri: 3025um?)

Deneme 10 0.19 ] 0,45

Sham 10 0.13° 0,37 7,635%

Kontrol 10 0.10° 0,31

SD: Standart Deviation (Standart Sapma)
F: F degeri, *P < 0,05
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Grafik 4.6. Gruplar arasinda ¢ift ¢ekirdekli hepatosit sayilarinin karsilagtirilmasi.

Yaptigimiz bu calismada, karaciger dokusundaki ¢ift cekirdekli hepatosit
sayis1 agisindan gruplar arasi yapilan incelemede, kontrol ve sham gruplar1 arasinda
istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulunmazken, deneme grubunda kontrol ve

sham grubuna gore istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) bir artig oldugu belirlendi.
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4.5. immunohistokimyasal Bulgular

Deneme, kontrol ve sham gruplarina ait ratlarin karaciger ve bobrek kesitleri
immunohistokimyasal yontem kullanilarak IGF-I ve ghrelin hormonunun karaciger

ve bobrek dokusundaki lokalizasyonu 151k mikroskobik olarak incelendi.

4.5.1. Karacigerde IGF-I’in Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol, sham ve deneme gruplarinin karaciger doku oOrneklerinin IGF-I
immunohistokimyasal incelemesinde, her {i¢ grupta da Kupffer hiicrelerinde, endotel
hiicrelerinde ve karaciger lgliisiinlin bulundugu bag doku alanlarinda yer alan vena
interlobularis ve arteria hepatikada ve diger bag doku alanlarinda da
immunoreaktivitenin olmadig1 gozlendi. Her ii¢ grubun doku 6rneklerinde 0’dan 3’e

kadar degisen degerlerde reaksiyon yogunlugu goriilen hepatositlere rastlandi.

Karacigerdeki IGF-I immunoreaktivitesinin kontrol, sham ve deneme
gruplarinda hepatositlerde sadece sitoplazmik tarzda oldugu, niikleer tarzda
reaksiyon olmadifi, az sayida rastlanan bazi hepatositlerde ise hi¢ reaksiyon
olmadigir gozlendi. Yine tiim gruplarda doku oOrneklerinde bulunan ¢ift ¢ekirdekli
hepatositlerde de ayni tarzda sitoplazmik reaksiyon oldugu, niikleer tarzda reaksiyon
olmadig1 goriildii. Kontrol, sham ve deneme gruplarinda Kiernan araliginda bulunan
ticli yapidan sadece duktus biliferusta sitoplazmik tarzda immunoreaktivite
gozlenmesi dikkati ¢geken bulgular arasindaydi. Sadece duktus biliferustaki gozlenen
bu immunoreaktivitenin ¢ogunlukla kuvvetli derecede oldugu goriildii. Yapilan
incelemelerde immunoreaktivitenin 6zellikle Kiernan araligi ile vena sentralisler
etrafindaki hepatositlerde kuvvetli olmasi, bu alanlarin disindaki bazi kisimlarda
daha zayif olmasi kontrol, sham ve deneme gruplar1 arasindaki benzer bulgulardandi
(Resim 4.8, 4.9). Karacigerdeki yapilarda bulunan IGF-I i¢in reaksiyon yogunluklari
Tablo 4.9°da gosterilmistir.
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Resim 4.8. Kontrol grubunda Kiernan araliginda IGF-I immunoreaktivitesi. Oklar: Duktus biliferuslarda pozitif
immunoreaktivite, Cift ok: Vena interlobularisde negatif immunoraktivite, Ok basi: Arteriya hepatikada negatif

immunoraktivite. Bar: 25 pm.

Resim 4.9. Kontrol grubunda karaciger dokusunda IGF-I immunoreaktivitesi. Ince oklar: Endotel hiicresinde

negatif immunoreaktivite, Kalin oklar: Cekirdekde negatif immunoreaktivite, Ok basi: Sitoplazmik IGF-I

immunoreaktivitesi, Cift ok: Kupffer hiicresinde negatif immunoreaktivite. Bar: 10 pm.
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Kontrol ve sham gruplarinda odaklar halinde vena sentralis ve Kiernan araligi
etrafinda bulunan ilk birka¢ sira hepatositte ve periferdeki bazi hepatositlerde ¢ok
kuvvetli derecede IGF-I immunoreaktivitesi oldugu saptandi. Bu reaksiyon
odaklarinin disinda kalan bolgelerde ise ya ¢ok zayif ya da hi¢ reaksiyon olmadigi
gozlendi (Resim 4.10).

o X f‘r’ s 'A-J“ i
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Resim 4.10. Kontrol grubu karaciger dokusunda odaklar sklinde yogun IGF-I immunoreaktivitesi. Bar: 100 pm.

Tablo 4.9. Karacigerdeki yapilar ve IGF-I i¢in reaksiyon yogunlugu.

Reaksiyon Yogunlugu

Karacigerdeki Yapilar Kontrol Grubu | Sham Grubu | Deneme Grubu
Bag doku 0 0 0
Endotel hiicreleri 0 0 0
Kupffer hiicreleri 0 0 0
Duktus biliferus 0,+3 0,+3 0,+3
Kiernan aralig1 ¢cevresindeki

hepatositler +3 +3 +3
Vena sentralis ¢evresindeki

hepatositler +3 +3 +3
Diger alanlardaki

hepatositler 0,+3 0,+3 0,+1,+2,+3
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Resim 4.11. Sham grubunda vena sentralisler etrafindaki hepatositlerde IGF-I immnoreaktivitesi. Ok:

Endotel hiicresi, Ok basi: Hepatositlerde yogun immunoreaktivite. Bar: 25 um.

Resim 4.12. Sham grubu karaciger dokusunda IGF-I immunoreaktivitesi. Kalin ok: Cift ¢ekirdekli

hepatositde pozitif immunoreaktivite, Ince ok: Hepatositde negatif immunoreaktivite, Ok bas:

Endotel hiicresi. Bar: 10 pm.
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Kontrol ve sham gruplarinin karaciger kesitlerinde IGF-I immunoreaktivitesi
acisindan farklilik gézlenmezken deneme grubunun doku ornekleri ile diger iki grup
arasinda farklilik oldugu tespit edildi (Resim 4.14, 4.15). Kontrol ve sham
gruplarinda IGF-I immunoreaktivitesinin, vena sentralis ve Kiernan araligi
etrafindaki hepatositleri igeren belirli bolgelerde odaklar halinde olmasia karsin,
deneme  grubunda  immunoreaktivitenin  dokunun  geneline  yayildigi,
immunoreaktivite gosteren hepatositlerde artis goriildigii dikkati ¢eken Onemli

bulgular arasindaydi (Resim 4.13, 4.15).

Resim 4.13. Deneme grubu karaciger dokusunda IGF-I immunoreaktivitesi. Oklar: Cift ¢ekirdekli

hepatositlerde pozitif immunoreaktivite, Ok basi: Tek ¢ekirdekli hepatositlerde pozitif

immunoreaktivite. Bar: 25 pm.
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Resim 4.14. Kontrol grubu karaciger dokusunda odaklar halinde IGF-I immunoreaktivitesi. Bar: 50

Deneme grubu karaciger dokusunda yaygin IGF-I immunoreaktivitesi. Bar: 50 pm.

15.

Resim 4



52

Caligmada kullanilan tiim gruplardan alinan karaciger ve bobrek kesitlerinde
IGF-I immunoreaktivitesinin spesifik olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan

negatif kontrollerde IGF-I immunoreaktivitesinin olmadigi gozlendi (Resim 4.16).

Resim 4.16. Deneme grubu karaciger dokusunda negatif IGF-I immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).

Oklar: Hepatositler. Bar: 25 pm.
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4.5.2. Bobrekde IGF-I’in Immunohistokimyasal Bulgulari

Yapilan immunohistokimyasal incelemede deneme, kontrol ve sham
gruplarina ait ratlarin bobrek dokularinda IGF-I immunoreaktivitesinin spesifik
oldugu goriildii. Bu immunoreaktivitenin tiim gruplarda sadece sitoplazmik tarzda
oldugu belirlendi. Her ii¢ grubun bobrek korteks ve medullasinda farkli reaksiyon
yogunluklarinda IGF-I immunoreaktivitesi gozlenirken glomeruluslarda, damar
endotelinde ve bag dokuda immunoreaktivite olmadig1 goriildii. Deneme, kontrol ve
sham gruplarinda kortekste tubulus proksimalis ve distalislerde kuvvetli derecede
immunoreaktivite  tespit  edildi. = Tim  gruplarda  korteksteki  IGF-I
immunoreaktivitesinde bolgelere gore fakliliklar gézlendi. Her ii¢ grupta da kapsiiliin
hemen altinda bulunan tubulus proksimalis ve tubulus distalislerde ¢ok kuvvetli
derecede immunoreaktivite gozlendi. Korteksin i¢ kismindaki bu tubullerdeki
immunoreaktivitenin ise dis kismindakilere gére daha yogun oldugu saptandi. Ayni
zamanda tubulus distalislerde tubulus proksimalislere gore daha kuvvetli derecede
reaksiyon oldugu goriildii (Resim 4.17, 4.18, 4.19). Bobrekteki yapilarda bulunan
IGF-I i¢in reaksiyon yogunluklar1 Tablo 4.10’da gosterilmistir.

Resim 4.17. Deneme grubu bobrek dokusunda IGF-I immunoreaktivitesi. A: Kapsiil alt1 bolge, B:
Korteksin dis kismi, C: Korteksin i¢ kismi, D: Medulla. Bar: 500 pm.
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Resim 4.18. Deneme grubu bobrek dokusunda kapsiil alt1 bolgede yogun IGF-1 immunoreaktivitesi.
Oklar: Tubulus proksimalis, Ok bast: Tubulus distalis. Bar: 25 pm.

Resim 4.19. Sham grubuna ait dokuda glomerulusda IGF-I immunoreaktivitesi. Ok: Tubulus

proksimalisde (idrar kutbu) pozitif immunoreaktivite, Cift yonli ok: Glomerulusda negatif

immunoreaktivite. Bar: 10 pm.
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Tim gruplarda medullaya gegis bolgelerinde diger bolgelere gore daha
belirgin ve ¢ok daha kuvvetli derecede bir reaksiyon yogunlugu belirlendi (Resim
4.20). Yine bu ii¢ gruba ait bobrek kesitlerinde medullada bulunan inen henlede
reaksiyona rastlanmazken ¢ikan henlede ¢ok yogun bir reaksiyonun varligr dikkati
¢eken Onemli bulgular arasindaydi (Resim 4.21). Deneme, kontrol ve sham
gruplarinda  tubulus  kollektivus ~ ve  duktus  papillarislerde ~ IGF-I

immunoreaktivitesinin goriilmesi ve immunoreaktivitenin kollektivuslardan duktus

papillarise dogru gidildik¢e yogunlugunun artmasi yine bu gruplar arasindaki ortak
bulgulardandi (Resim 4.22).

Resim 4.20. Kontrol grubu bobrek dokusunda medullaya gegis bolgesinde yogun IGF-I

immunoreaktivitesi. Bar: 50 pm.
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Resim 4.21. Deneme grubu bobrek dokusunda medullada ¢ikan henlede IGF-I immunoreaktivitesi.

a: Cikan henlede pozitif immunoreaktivite, b: inen henlede negatif immunoreaktivite. Bar: 10 um.

Resim 4.22. Deneme grubu bobrek dokusunda duktus papillariste IGF-I immunoreaktivitesi. Oklar:

Duktus papillaris, Ok basi: Sitoplazmik IGF-I immunoreaktivitesi. Bar: 25 um.
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Kontrol ve sham gruplaria ait doku 6rneklerinde IGF-I immunoreaktivitesi
acisindan farklilik gozlenmedi. Deneme grubuna ait doku ornekleri ile kontrol ve
sham gruplarn arasinda farklilik oldugu tespit edildi. Kontrol ve sham grubunun
orneklerinde hem i¢ hem de dis kortekste bulunan tubulus proksimalislerin zayif
derecede reaksiyon gdstermesine karsin deneme grubuna ait doku Orneklerinde bu
tubullerin daha yogun reaksiyon verdigi goriildii (Resim 4.23, 4.24). Ayrica kontrol
ve sham grubuna ait bu 6rneklerde i¢ korteksteki tubulus proksimalisler neredeyse
yok denecek kadar zayif reaksiyon verirken ayni bolgedeki tubulus distalislerin ise
kuvvetli derecede reaksiyon verdigi tespit edildi (Resim 4.23). Deneme grubunda i¢
kortekste bulunan tubulus proksimalisler ve distalisler arasinda ise belirgin bir

farklilik olmadig1 goézlendi (Resim 4.24).

Kontrol ve sham gruplarinda tubulus kollektivuslardaki immunoreaktivitenin
zaylf olmasina karsin deneme grubundaki bu tubullerde daha yogun bir
immunoreaktivite gozlenmesi onemli bir farklilikti. Ayrica tiim gruplarda tubulus
kollektivuslar1 olusturan epitel hiicreleri arasinda yogun IGF-I immunoreaktivitesi

gosteren tek tek hiicreler belirlendi (Resim 4.25, 4.26).

Tablo 4.10. Bobrekteki yapilar ve IGF- I i¢in reaksiyon yogunlugu.

Reaksiyon Yogunlugu

Bobrekteki Yapilar Kontrol Grubu | Sham Grubu | Deneme Grubu
Glomerulus 0 0 0
Kapsiil alt1 bolgesinde

Tubulus proksimalis +3 +3 +3
Dis korteks bolgesinde

Tubulus proksimalis 0,+1 0,+1 +2,+3
I¢ korteks bolgesinde

Tubulus proksimalis 0,+1 0,+1 +2,+3
Inen henle kulpu 0 0 0
Cikan henle kulpu +3 +3 +3
Tubulus distalis +3 +3 +3
Tubulus kollektivus +1 +1 +2,+3
Tubulus kollektivusda

reaksiyon gosteren hiicreler +3 +3 +3
Duktus papillaris +1,4+2 +1,42 +1,+2
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Resim 4.23. Kontrol grubu bobrek dokusunda dis kortekste IGF-I immunoreaktivitesi. Oklar:
Tubulus distalisde yogun immunoreaktivite, Ok basi: Tubulus proksimalisde zayif immunoreaktivite,

Cift yonlii ok: Glomerulusda negatif immunoreaktivite. Bar: 25 pm.

Resim 4.24. Deneme grubu bdbrek dokusunda dis kortekste IGF-I immunoreaktivitesi. Oklar:

Tubulus distalisde yogun immunoreaktivite, Ok bagi: Tubulus proksimalisde orta derecede

immunoreaktivite, Cift ok: Glomerulusda negatif immunoreaktivite. Bar: 25 pm.
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Resim 4.25. Kontrol grubunda tubulus kollektivuslarda IGF-I immunoreaktivitesi. Oklar: Tubulus
kollektivuslarda zayif immunoreaktivite, Ok bast: Sitoplazmik yogun immunoreaktivite gdsteren tek

tek hiicreler, Cift yonlii ok: Inen henlede negatif immunoreaktivite. Bar: 25 um.

Resim 4.26. Deneme grubunda tubulus kollektivuslarda IGF-I immunoreaktivitesi. Oklar: Tubulus

kollektivuslarda kuvvetli immunoreaktivite, Ok basi: Sitoplazmik yogun immunoreaktivite gosteren

tek tek hiicreler. Bar: 25 pm.
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4.5.3. Karacigerde Ghrelinin Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol, sham ve deneme grubunda karaciger doku Orneklerinin
incelemesinde, Kupffer hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde  ghrelin
immunoreaktivitesi gozlenmezken, hepatositlerde yogun reaksiyon goriildii. Biitiin
gruplarda hepatositlerde niikleer tarzda bir ghrelin immunoreaktivitesinin olmadigi,
sadece sitoplazmik tarzda immunoreaktivite oldugu, bazi hepatositlerde ise hig
reaksiyon olmadig1 saptandi. Gruplarin hepsinde cift ¢ekirdekli hepatositlerde de
ayni tarzda sitoplazmik reaksiyon oldugu goriildii. Kontrol, sham ve deneme grubu
doku drneklerinde Kiernan araliginda bulunan {iglii yapidan sadece duktus biliferusta
ve sitoplazmik tarzda bir immunoreaktivite gozlenmesi gruplarda dikkati ¢eken
benzer bulgular arasindaydi. Ayrica {i¢ grupta da duktus biliferustaki bu
immunoreaktivitenin kuvvetli derecede bir reaksiyon oldugu goriildi. Tim
gruplarda immunoreaktivitenin 6zellikle vena sentralisler etrafindaki hepatositlerde
kuvvetli oldugu, bu alanlarin disindaki kisimlarda ise daha zayif reaksiyon verdigi
gozlendi. Incelenen 6rneklerde her ii¢ grupta da vena sentralisler etrafinda merkezde
bulunan hepatositlerden periferdeki hepatositlere dogru gidildikce ghrelin
immunoreaktivitesinin yogunlugunun azaldig1 saptandi. Ayrica tim gruplarda bazi

bagdoku alanlarinda da reaksiyon oldugu goriildii (Resim 4.27, 4.28).

Tablo 4.11. Karacigerdeki yapilar ve ghrelin i¢in reaksiyon yogunlugu.

Reaksiyon Yogunlugu
Karacigerdeki Yapilar Kontrol Grubu | Sham Grubu | Deneme Grubu
Bag doku +2,43 +2,+3 +2,+3
Endotel hiicreleri 0 0 0
Kupffer hiicreleri 0 0 0
Duktus biliferus 0,+3 0,+3 0,+3
Kiernan aralig1 ¢evresindeki
hepatositler 0,+1,+2 0,+1,+2 0,+1
Vena sentralis ¢evresindeki
hepatositler +2,+3 +2,+3 +2,+3
Diger alanlardaki
hepatositler 0,+1,+2 0,+1,+2 0,+1,+2
Hepatosit sitoplazmasi
icinde reaksiyon veren yapi +3 +3 +3




Resim 4.27. Kontrol grubunda Kiernan aralig1 bolgesinde ghrelin immunoreaktivitesi. Oklar: Duktus

biliferus, Ok basi: Vena interlobularis, Cift ok: Arteriya hepatika. Bar: 25 pm.

Resim 4.28. Sham grubu karaciger hepatositlerinde ghrelin immunoreaktivitesi. Oklar:  Cift

cekirdekli hepatositde sitoplazmik pozitif immunoreaktivite, Ok basi: Hepatosit sitoplazmasinda

yogun reaksiyon veren yapilar, Cift ok: Kupffer hiicresinde negatif immunoreaktivite. Bar: 10 um.
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Resim 4.29. Deneme grubuna ait karaciger dokusunda ghrelin immunoreaktivitesi. Oklar: Endotel

hiicresi, Ok basi: Hepatositler, Cift ok: Hepatosit sitoplazmasinda immunoreaktivite gosteren yapilar.

Bar: 25 pm.

Kontrol, sham ve deneme gruplarinda vena sentralis ve Kiernan araligi
etrafinda, az sayida da bu alanlarin disinda kalan kisimlarda bulunan hepatositlerin
sitoplazmasi i¢inde kuvvetli derecede reaksiyon veren yapilarin olmasi dikkati ¢eken
bulgular arasindaydi (Resim 4.29). Yine bu kisimlarda bulunan bazi hepatositlerin
sitoplazmalarinda da bu immunoreaktivitenin goriilmedigi gozlendi. Ayrica her iig
grupta da dokudaki bu yapilarin belirli bolgelerde odaklar halinde oldugu dikkati
cekti (Resim 4.31).
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Kontrol ve sham gruplarmma ait karaciger kesitlerinde ghrelin
immunoreaktivitesi agisindan farklilik gozlenmezken deneme grubuna ait doku
ornekleri ile diger iki grup arasinda farklilik oldugu tespit edildi. Kontrol ve sham
grubunda Kiernan araliginin etrafinda bulunan hepatositlerin biiylik cogunlugunda
orta ve zayif derecede reaksiyon gozlenirken deneme grubunda ise bu bolgedeki

hepatositlerin ¢ok az bir kisminda zayif derecede immunoreaktivite, hemen hemen

tamamina yakininda ise hi¢ reaksiyona rastlanmadi (Resim 4.30, 4.32).

Resim 4.30. Deneme grubu karaciger dokusunda ghrelin immunoreaktivitesinin durumu. Oklar: Vena
sentralis etrafinda yogun immunoreaktivite, Ok basi: Kiernan araligi etrafinda ¢ok zayif

immunoreaktivite. Bar: 50 pm.
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Resim 4.31. Kontrol grubu karaciger dokusunda ghrelin immunoreaktivitesi. A: Vena sentralis, Cift
yonlii oklar: iki ok arasinda kalan bolgedeki hepatositlerin sitoplazmasi iginde ¢ok kuvvetli

immunoreaktivite gdsteren yapilar, Oklar: Immunoreaktivite gdsteren yapilar. Bar: 100 pm.

Resim 4.32. Deneme grubu karaciger dokusunda lopguklarda yogun, Kiernan araligi bolgelerinde

zayi1f ghrelin immunoreaktivitesi. Bar: 100 um.
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4.5.4. Bobrekde Ghrelinin Immunohistokimyasal Bulgulari

Kontrol, sham ve deneme grubu bobreklerinin korteks ve medullasinda
sadece sitoplazmik tarzda bir IGF-I immunoreaktivitesi oldugu tespit edildi. Kontrol,
sham ve deneme gruplarinda bobrek kapsiiliiniin hemen altinda bulunan, korteksteki
tubulus  proksimalis ve tubulus distalislerde yogun derecede ghrelin
immunoreaktivitesi gozlendi. Her ii¢ grupta da glomeruluslarda immunoreaktivite
belirlenmezken, tubulus proksimalis ve distalislerde ise kuvvetli derecede
immunoreaktivite tespit edildi (Resim 4.33, 4.34). Ayrica bu ii¢ gruba ait ratlarin
doku orneklerinde tubulus distalislerde tubulus proksimalislere gore daha kuvvetli
derecede reaksiyon yogunlugu saptandi. Biitlin gruplarda medullaya gegis
kisimlarinda diger bolgelere gore daha belirgin ve ¢ok daha kuvvetli derecede bir
reaksiyon saptandi. Ayrica bu gecis bolgesindeki 6zellikle tubulus distalislerin diger
kisimlarda bulunan distalislere gore cok daha yogun reaksiyon verdigi gozlendi.

Bobrekteki yapilarda bulunan reaksiyon yogunluklari Tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12. Bobrekteki yapilar ve ghrelin i¢in reaksiyon yogunlugu.

Reaksiyon Yogunlugu

Bobrekteki Yapilar Kontrol Grubu | Sham Grubu | Deneme Grubu
Glomerulus 0 0 0
Kapsiil alt1 bolgesinde

Tubulus proksimalis +3 +3 +3
Dis korteks bolgesinde

Tubulus proksimalis +1,+2 +1,+2 +1,+2
I¢ korteks bolgesinde

Tubulus proksimalis +1,+2 +1,+2 +1,+2
Inen henle kulpu +1,+2 +1,42 0
Cikan henle kulpu +3 +3 +3
Tubulus distalis +3 +3 +3
Tubulus kollektivus +3 +3 +1
Duktus papillaris +3 +3 +1,+2
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Resim 4.33. Kontrol grubu bobrek dokusunda ghrelin immunoreaktivitesi. Oklar: Tubulus
proksimalis, Ok basi: Tubulus distalis, Cift ok: Glomerulus. Bar: 25 pm.

Resim 4.34. Deneme grubu bobrek dokusunda ghrelin immunoreaktivitesi. Oklar: Tubulus

proksimalis, Ok basi: Tubulus distalis, Cift yonlii ok: Glomerulus. Bar: 25 pm.



67

Resim 4.35. Deneme grubu bobrek dokusunda korteks-medulla smir1 boliimiindeki ghrelin

immunoreaktivitesi. Oklar: Cikan henle kulpu. Bar: 25 pm.

Kontrol ve sham gruplarina ait bdbrek kesitlerinde  ghrelin
immunoreaktivitesi agisindan farklilik goriilmedi. Deneme grubuna ait doku
ornekleri ile diger iki grup arasinda ise farklilik oldugu tespit edildi. Deneme
grubunda medullada bulunan inen henlede ghrelin immunoreaktivitesi
gozlenmemesine karsin kontrol ve sham gruplarmin her ikisinde de inen henle
boliimiinde ghrelin immunoreaktivitesi saptandi. Ayrica kontrol, sham ve deneme
gruplarinda  ¢ikan  henle  boliimlerinde  kuvvetli  derecede  ghrelin

immunoreaktivitesinin olmas1 dikkat ¢ekiciydi (Resim 4.35, 4.36, 4.37).



Resim 4.36. Kontrol grubu bobrek dokusunda medullada ghrelin immunoreaktivitesi. Oklar: Tubulus

kollektivuslarda yogun immunoreaktivite, Ok basi: Inen henlede pozitif immunoreaktivite.Bar: 10 pm.

Resim 4.37. Deneme grubu bobrek dokusunda medullada ghrelin immunoreaktivitesi. Oklar: Tubulus

kollektivuslarda zayif immunoreaktivite, Ok basi: Inen henlede negatif immunoreaktivite. Bar: 10 wm.
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Resim 4.38. Sham grubu bobrek dokusunda duktus papillariste yogun ghrelin immunoreaktivitesi.
Oklar: Duktus papillaris. Bar: 25 um.

Resim 4.39. Deneme grubu bobrek dokusunda duktus papillariste orta derece yogunlukta ghrelin

immunoreaktivitesi. Oklar: Duktus papillaris. Bar: 25 pm.
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Kontrol, sham ve deneme gruplarinda medullada tubulus kollektivus ve
duktus papillarislerde ghrelin immunoreaktivitesi gozlendi. Immunoreaktivitenin
kollektivuslardan duktus papillarise dogru gidildikce artis gostermesi yine bu gruplar
arasindaki ortak bulgulardandi. Kontrol ve sham grubundaki tubulus kollektivus ve
duktus papillarislerdeki immunoreaktivitenin deneme grubuna gore daha yogun

olmas1 bu gruplar arasindaki 6nemli bir farklilikti (Resim 4.38, 4.39).

Caligmada kullanilan tiim gruplardan alinan karaciger ve bobrek kesitlerinde
ghrelin immunoreaktivitesinin spesifik olup olmadigini tespit etmek amaciyla
yapilan negatif kontrollerde ghrelin immunoreaktivitesinin olmadigi gozlendi (Resim

4.40).

Resim 4.40. Kontrol grubu bobrek dokusunda negatif ghrelin immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).
Oklar: Bobrek tubulleri, Ok bast: Glomerulus. Bar: 25 pm.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alisma her gecen giin onemi artan antioksidan maddelerden biri olan
melatoninin eksojen uygulamasinin ghrelin ve insiilin benzeri biiyiime faktori-I"1
(IGF-I) nasil etkiledigini incelemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla, erigkin erkek
ratlara 3 hafta boyunca her giin melatonin uygulamasi yapilmis ve sonrasinda canli
agirlik, karaciger ve bobrek agirligindaki degisiklikler belirlenmistir. Bununla
beraber karaciger ve bobrek dokusundaki histolojik degisiklikler incelenmis, Ghrelin
hormonu ve IGF-I'in dokulardaki immunohistokimyasal lokalizasyonu
arastirilmustir.

Yapilan bir¢ok calismada melatoninin c¢esitli etkilerini incelemek amaciyla
farkli doz ve siirelerde melatonin uygulamasi yapildigr goriilmiistiir. Oner ve
arkadaslar1  (81) karbontetraklorid ile olusturulmus karaciger hasarinda
immunohistokimyasal olarak melatoninin IGF-I {izerine etkisini belirlemek amaciyla
ratlara 1 ay boyunca, bir giin arayla 25 mg/kg dozunda subkutan enjeksiyon ile
melatonin uygulamiglardir. Mauriz ve arkadaslar (70) yaptiklar1 ¢calismada geng ve
yash rat karacigerlerinde melatoninin antioksidan enzimlerin gen ekspresyonu ve
aktivitesi tlizerine olan etkisini incelemek amaciyla 4 hafta boyunca 20 mg/L
dozunda melatonini igme sularina katmiglardir. Vardi ve arkadaslar1 (113) deneysel
diyabetin karacigerde meydana getirdigi histolojik degisiklikler iizerine melatoninin
iyilestirici etkilerini incelemek amaciyla yaptiklart ¢alismada ratlara 8 hafta boyunca
10 mg/kg (i.p.) dozda melatonin uygulamislardir. Colakoglu ve arkadaslar1 (27)
sigaranin karacigerde olusturdugu yapisal degisiklikler iizerine melatonin ve C
vitamininin etkilerini arastirmak amaciyla ratlara 3 ay stiresince 4 mg/kg (i.p.) dozda
melatonin uygulamasi yapmiglardir. Koral Tas¢1 (58), fare karacigerinde melatoninin
ekzojen uygulamasinin glutatyon peroksidaz enzimine etkisini incelemek amaciyla
farelere 4 hafta boyunca 10 mg/kg (i.p.) dozda melatonin uygulamistir. Cam ve
arkadaslar1 (21) streptozotosin ile olusturulmus diabetik ratlarda renal hasara karsi
bir antioksidan olarak melatoninin etkilerini belirlemek amaciyla 4 hafta boyunca
200 pg/kg (i.p.) melatonin uygulamislardir. Yine baska bir ¢alismada Kus ve
arkadaslar1 (62) erkek ratlara 2 hafta boyunca 25 mg/kg (i.p.) dozda melatonin

uygulamislardir.
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Yapmis oldugumuz bu caligmada melatonin dozu olarak calismalarda en ¢ok
uygulanan (5,58,97,113) doz olmasi bakimindan 10 mg/kg olarak belirlenmis ve

intraperitoneal yol ile 3 hafta boyunca her giin uygulanmistir.

» Canh Agirhik Degerlendirmeleri

Simsek ve arkadaslart (99) ratlarda melatonin uygulamasi yaptiklari
calismada 1.glin, 21. giin ve 42. giin olmak tlizere gruplar arasindaki canl
agirliklarimi da incelemislerdir. Calismanin baslangicinda benzer agirliklara sahip
olan gruplarin 21. ve 42. giiniinde kontrol grubu ratlar ile sadece melatonin
uygulanan gruba ait ratlarin canli agirliklar1 arasinda anlamli bir fark olmadigini
bildirmislerdir. Ayrica kontrol ve melatonin grubunun kendi icerisinde son giin
agirlik ortalamalarmin  baslangic agirhik ortalamalarina  gore artmis oldugu

gorilmiistiir.

Cam ve arkadaglar1 (21) streptozotosin ile olusturulmus diabetik ratlarda
bobrek hasarina karsi kronik melatonin tedavisinin etkilerini incelemek amaciyla 4
hafta boyunca melatonin uygulamasi yapmislardir. Canli agirliklarin1 da incelemis
olduklar1 bu calismanin baslangicinda ilk canli agirliklarinin tiim gruplarda benzer
oldugu, caligmanin sonunda ise hem kontrol hem de sadece melatonin uygulanan
ratlarin 4 haftanin sonundaki canli agirliklarinin baslangic canli agirliklarina gore

artmis oldugu belirtilmistir.

Terron ve arkadaglari (107) ratlarda melatoninin canli agirligi iizerine
etkilerini inceledikleri caligmada, kontrol ve melatonin gruplarinda canli agirlik
kazanimi bakimindan kontrol grubunda artis oldugunu, melatonin grubunun canl

agirlik kazaniminda ise 6nemli bir azalma oldugunu belirtmislerdir.

Dogurman ve arkadaslar1 (30) ratlarda hem 151k hem de karanlik periyodlarda
melatonin uygulamasinin canli viicut agirligi iizerine olan etkisini incelemek
amaciyla yaptiklar1 ¢calismada melatoninin hem 151k hem de karanlik periyodlarda

viicut agirlig1 artisinda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Wolden-Hanson ve arkadaglar1 (121) yaptiklart caligmada melatoninin

dogrudan canli agirliginda bir azalma meydana getirdigini bildirmislerdir. Benzer
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sekilde Rios-Lugo ve arkadaglari (94) 9 hafta siliresince melatonin uygulamasi
yaptiklar1 ¢alismada uygulamanin 3. haftasindan itibaren melatoninin canli agirlik

kazanimin azalttigini belirtmislerdir.

Canpolat ve arkadaglar (23) ratlara eksojen melatonin uygulamasi yaptiklari
calismada olusturmus olduklari sham ve melatonin gruplarmi canli agirlik
bakimindan da incelemigler ve calisma sonunda sham grubundaki ratlarin canli
agirliklarinin baglangic agirliklarina gore arttigini, melatonin uygulanan gruptaki

ratlarin canli agirliklarinin ise baglangi¢ agirliklarina gore azaldigini bildirmislerdir.

Bizim c¢alismamizda giinlere gore ortalama canli agirlik bakimindan deneme
ve sham gruplarinin canl agirliklarinda azalma saptandi. Ancak bu azalma igin;
sham grubu icinde ortalama canli agirlik acgisindan giinler arasinda istatistiksel
diizeyde anlamli bir fark gozlenmezken, deneme grubunda ise giinler arasinda
istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) bir fark oldugu goriildii. Kontrol grubu iginde
ortalama canli agirlikta artma goriiliirken, ortalama canli agirlik agisindan giinler
arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark gozlenmedi. Bizim bulgularimiz
Simsek ve arkadaglar1 (99) ile Cam ve arkadaslarinin (21) bulgulartyla farklilik
gostermistir. Ancak bulgularimiz, Terron ve arkadaslar1 (107), Dogurman (30),
Wolden-Hanson (121), Rios-Lugo (94), Canpolat ve arkadaslar1 (23) ile benzer
olarak gruplarin kendi i¢indeki canli agirlik bakimindan deneme grubunda, kontrol
ve sham gruplarina kiyasla istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) olarak azalma
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica gruplararasi ortalama canli agirlik bakimindan 0.
ve 4. glinler arasi istatistiksel diizeyde anlaml fark gozlemlenmezken, 5-21 giinler
aras1 kontrol grubu ile deneme ve sham grubu arasinda istatistiksel diizeyde anlaml
(P<0,05) fark oldugu fakat deneme ve sham grubunda istatistiksel diizeyde anlamli

fark olmadig1 gozlemlenmistir.

» Histolojik Degerlendirmeler

Wessam ve arkadaglar1 (119) ratlarin karacigerinde toksisite ve oksidatif stres
tizerinde melatoninin koruyucu etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada
melatonin uygulanmis ratlarin karaciger dokusunda histolojik degisikliklerin

olmadigini, normal histolojik goriiniime sahip karaciger yapist gosterdigini
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bildirmislerdir. Yaptiklar1 mikroskobik incelemede karacigerde diizenli hepatosit
yapist ile belirgin vena sentralis, vena sentralisten itibaren 1sinsal bir sekilde
kordonlarda dizili poligonal hepatositler ile hepatik kordonlarin arasindaki kan
sinlizoidlerini gormiislerdir. Ayrica yine bu ¢alismada kontrol ile sadece melatonin
uygulanan ratlarin karaciger dokular1 arasinda histolojik yap1 bakimindan degisiklik
olmadig1 bildirilmistir.

Bizim yaptigimiz bu caligmada, karaciger dokusunda lopguklar iginde
merkezi konumda yerlesmis vena sentralisler ile vena sentralislerin etrafinda 1sinsal
bir bicimde dizilim gostererek Remark kordonlarini meydana getiren tek veya cift
cekirdekli hepatositler gozlendi. Kiernan araliginda ise karaciger tigliisii olarak
isimlendirilen arteriya hepatica, hepatik portal ven olan vena interlobularis ile safra
kanali duktus biliferus goriildii. Bu bulgulara bagli olarak karacigerin genel
histolojik yapisinin normal histolojik goriiniimde oldugu gozlenmis ve literatiir
(10,45,53,105,119) bilgileriyle de paralellik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica bizim
yaptigimiz c¢alismanin sonuglart Wessam ve arkadaslarinin (119) bulgulariyla
uyumlu olarak melatonin uygulanmis ratlarin normal histolojik goriiniime sahip
karaciger yapist gosterdigini ve kontrol grubu ile arasinda da genel histolojik
goriiniim bakimindan farklilik olmadigin1 gostermistir.

Ergin ve arkadasi (34) siganlarda kronik melatonin enjeksiyonunun bdbrekte
renin graniilleri iizerindeki histolojik etkisini incelemek amaciyla yaptiklar
calismada kontrol grubu ile melatonin uygulanan grup arasinda bdbrekteki
glomerulus ve jukstaglomeriiler apparatusta herhangi bir histolojik farklilik
gozlenmedigini bildirmistir. Ayrica yine bu calismada kontrol grubunda dista
korteks, i¢cte medulla boliimii, korteksin her bolgesine yayilmis glomeriiluslar ve
bowman kapsiiliine sahip normal histolojik goriiniimlii bobrekler izlediklerini
belirtmislerdir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada, bobrek dokusunda korteks ve medulla bolgeleri
ayirt edilmis, kortekste; glomerulus, tubulus distalis ve tubulus proksimalislerin
bulundugu, medullada ise inen ve ¢ikan henle kulpu ile toplayici borucuklarin yer
aldig1 (tubulus kollektivus ve duktus papillaris) gozlenmistir. Bu bulgular
dogrultusunda bobregin genel histolojik yapisinin normal histolojik goériinlimde

oldugu gozlenmis ve literatiir (10,34,45,53,105) bilgileriyle de paralellik gosterdigi
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belirlenmistir. Ayrica yaptiimiz ¢alismanin sonuglari Ergin ve arkadasinin (34)
bulgulartyla benzer olarak melatonin uygulanmis ratlar ile kontrol grubu arasinda da
bobregin genel histolojik goriintimii bakimindan farklilik olmadigini gostermistir.
Yaptigimiz ¢alismada karacigerde yapilan tek ¢ekirdekli hepatosit sayiminda
tim gruplar arasinda bir fark olmadigi, ¢ift c¢ekirdekli hepatosit sayiminda ise
deneme grubuna ait 6rneklerdeki ¢ift ¢ekirdekli hepatosit sayisinin kontrol ve sham
grubuna gore istatistiksel diizeyde anlamli (P[10,05) bir artis gosterdigi gorildii.
Karacigerde tek cekirdekli ve cift ¢ekirdekli hepatosit sayilarinin gruplar arasinda
karsilastirilmasina yonelik herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmadi. Cift ¢ekirdekli
sayisinin artisinin daha ayrintili incelenmesi ve 6zellikle bu artisin melatoninin

metabolik aktiviteyi arttirarak mitozu tetikledigi diistincesindeyiz.
> IGF-I’in Immunohistokimyasal Degerlendirmeleri

a) Karaciger

Oner ve arkadaslar1 (81) yaptiklari c¢aligmanin immunohistokimyasal
analizinde rat karacigerinde insiilin benzeri biiylime faktorii-1 immunoreaktivitesinin
hepatositlerde ekspre oldugunu bildirmislerdir. Ayrica hepatositlerdeki bu
immunoreaktivitenin hem sitoplazmik hem de niikleer olarak goriildiigiini ve
graniiler tarzda reaksiyon oldugunu bildirmislerdir.

Hansson ve arkadaslar1 (47) yetiskin ratlarda IGF-I’in immunohistokimyasal
lokalizasyonunu  karaciger dokusunda incelemisler ve sonugta IGF-I
immunoreaktivitesinin ~ hepatositlerde ~ ve  sinuzoid endotel  hiicrelerinde
gorlilmedigini ya da ¢ok zayif bir immunoreaktivite gosterdigini belirtmislerdir.
Aynmi calismada hepatositlerdeki bu immunoreaktivitenin belirgin bir bigimde
sitoplazmik tarzda oldugu goriiliirken ¢ekirdekte herhangi bir immunoreaktiviteye
rastlanmadig1 belirtilmistir. Ayrica yine bu calismada duktus biliferinin epitel
hiicrelerinin boyandigi bildirilmistir.

Bizim ¢alismamizda karacigerde IGF-I immunoreaktivitesinin literatiir
bildirimlerine (47,81) paralel olarak sadece sitoplazmada ve graniiler tarzda oldugu,
ancak literatiirlerin aksine niikleer tarzda bir reaksiyon olmadig: belirlendi. Ancak
calismamizda ¢ok az sayidaki hepatositlerde ise reaksiyon olmadig: goriildi. Ayrica

calismamizda duktus biliferusta yogun derecede belirledigimiz = IGF-I
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immunoreaktivitesi Hannson ve arkadagslarinin bulgularini destekler niteliktedir.

Bestetti ve arkadaslar1 (11) buzagi, domuz ve rat karacigerinde IGF-I
immunoreaktivitesi ile ilgili yaptiklar1 c¢alismada bagdoku altinda yer alan
hepatositlerde reaksiyon oldugunu bildirmislerdir. Ayrica yine bu ¢alismada domuz
ve ratlarda vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde diger bolgelere gore daha
yogun bir IGF-I immunoreaktivitesi oldugu belirlenmistir. Diger alanlardaki
hepatositlerde ise hafif bir immunoreaktivite oldugu saptanmistir. IGF-I’in bu
perivaskiiler lokalizasyonunun nedeninin IGF-I’in sistemik dolasima verilmesinden
dolay1 fizyolojik bir durumdan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Yapilan bir
aragtirmada (111) rat hepatositlerinde IGF-I mRNA’s1 tespit edilmistir. Ancak
Bestetti ve arkadaslarinin (11) yaptiklar1 bu ¢alismada tiim hepatositlerin IGF-I
mRNA’sin1 igermelerine karsilik biitiin hepatositlerde IGF-I immunoreaktivitesinin
ayni diizeyde olmadigini saptamiglardir. Bunun nedeni olarak ise IGF-I sentezinde
aktif olan hiicrelerin immunoreaktivite  gostermesinden  kaynaklandigini
diistinmiislerdir.

Bizim bulgularimiz Bestetti ve arkadaslarimin (11) sonuglariyla, IGF-I
immunoreaktivitesinin hepatositlerde goriilmesi yoniiyle benzerlik gostermistir. Ayni
calismanin  sonuglar1 bu immunoreaktivitenin vena sentralis ¢evresindeki
hepatositlerde diger bolgelere gore daha kuvvetli derecede goriilmesi ve
immunoreaktivite dagiliminin sadece karacigerin belirli bolgelerindeki hepatositlerde
yogunlagmasi bakimindan bizim g¢alismamizin bulgulariyla benzerlik gdstermistir.
Immunoreaktivitenin 6zellikle bu perivendz bolgelerde daha yogun olmasinin nedeni
olarak literatiirlerde de bildirildigi (105) gibi bu bolgelerde metabolik aktivitenin
yiiksek olmasindan ve IGF’lerin sentezlenmelerinin hemen ardindan kan dolagimina
geemelerinden (98) kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz. Ayrica literatiirlerde
rastlamadigimiz ancak calismamizda, cift ¢ekirdekli hepatositlerde de sitoplazmik
tarzda IGF-I immunoreaktivitesinin oldugu goriildii. IGF-I’in yogun aktivitedeki
degisik asamalarda bulunan ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerde de sentezlendigi goriisiindeyiz.
Kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri ve bag doku alanlarinda ise immunoreaktivite

goriilmemistir.
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b) Bobrek

Hansson ve arkadaglari (47) ratlarda bobrek dokusundaki IGF-I dagiliminm
incelemis ve bobrekte sadece inen henle kulpu ile toplayici borucuklarda IGF-I
immunoreaktivitesinin  goriildiigiinii, diger yapilarda immunoreaktivitenin
olmadigini bildirmislerdir.

Bortz ve arkadaslar1 (13) rat bobreginde IGF-I lokalizasyonu ve sentezine
iliskin yaptiklar1 immunohistokimyasal ¢alismada bobreklerde kortikal ve medullar
toplayic1 borucuklarda lokalize, spesifik IGF-I immunoreaktivitesi saptamislardir.
Ayrica yine bu calismada medullar toplayict borucuklarin tiim hiicrelerinde 1GF-I
immunoreaktivitesi goriiliirken, kortikal toplayici borucuklarda da immunoreaktivite
gosteren hiicreler belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada glomerulus, proksimal tubuller,
henle kulpu ve distal tubullerde immunoreaktivite goriilmemistir. Bortz ve
arkadaglar1 (13) yaptiklar1 bu calismada bobrekteki IGF-I mRNA’simin miktariyla
immunoboyanabilir peptid dagiliminin paralel oldugunu da bildirmislerdir.

Yapilan caligmalarda bdbrekte inen henle kulpunda (47) ve toplayict
borucuklarda (13,47) IGF-I immunoreaktivitesinin oldugu bildirilmistir. Bizim
calismamizda da literatiir bildirimlerine (13,47) paralel olarak toplayict borucuklarda
(tubulus kollektivus ve duktus papillarisde) IGF-I immunoreaktivitesi belirlenmistir.
Ancak bizim bulgularimiz inen henle kulpunda bir immunoreaktivitenin oldugunu
gosteren Hansson ve arkadaslarinin (47) bulgularindan farkli, Bortz ve arkadaslarinin
(13) bulgularin1 destekler niteliktedir. Ayrica ¢aligmamizda tubulus proksimalis,
tubulus distalis ve ¢ikan henle kulpunda da reaksiyon goriilmesine iliskin
bulgularimiz Hansson ve arkadaglar1 (47) ile Bortz ve arkadaslarmin (13)
bulgularindan farklilik gostermistir. Ancak bulgularimizda glomeruluslarda IGF-I
immunoreaktivitesinin goriilmemesi Hansson ve arkadaslar1i (47) ile Bortz ve
arkadaglarinin (13) bulgularimi destekler niteliktedir. Ayrica bizim c¢alismamizda
bobregin tiim boliimlerinde IGF-I immunoreaktivitesinin sadece sitoplazmik tarzda

oldugu goriilmiistiir.
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> Ghrelinin immunohistokimyasal Degerlendirmeleri

a) Karaciger

Tas ve arkadaglar1 (106) yaptiklar1 ¢alismada rat karacigerinde ghrelin
immunoreaktivitesini  hepatositlerde  yogun derecede lokalize oldugunu
belirlemislerdir.

Guo ve arkadaglar1 (43) ratlarin karacigerinde yaptiklari calismada ghrelin
immunoreaktivitesini orta derecede yogunlukta hepatositlerde gérmiislerdir. Ayrica
bu ghrelin immunoreaktivitesinin de sitoplazmada tespit edildigini belirtmislerdir.

Yaptigimiz calismada ghrelinin immunohistokimyasal dagilimina iliskin
sonuclarimiz, Tas ve arkadaslar1 (106) ile Guo ve arkadaslarinin bulgulariyla (43)
paraleldir. Ayrica bulgularimizda hepatositlerdeki bu ghrelin immunoreaktivitesinin
sadece sitoplazmik tarzda olmasi Guo ve arkadaslarinin (43) bulgularini destekler
niteliktedir. incelemelerimizde ghrelinin vena sentralis etrafindaki hepatositlerde ¢cok
daha yogun oldugu ve Kiernan araligindaki ii¢lii yapidan biri olan duktus biliferusda
da yogun bir immunoreaktivite oldugu goriilmistiir. Kupffer hiicreleri ile endotel

hiicrelerinde ise immunoreaktivite goriilmemistir.

b) Bobrek

Yabuki ve arkadaslar1 (123) kemirgenlerin bobrek dokularinda ghrelinin
immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemek amactyla  yaptiklar
calismalarinda, rat bobreginde tubulus distalislerde 6zelliklede makula densada
yogun immunoreaktivite oldugunu bildirmislerdir. Distal tubullerdeki bu reaksiyon
yogunlugunun tubuliin ¢ikan kalin kolu ile pars kontorta arasinda da benzer sekilde
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica yine bu ¢alismada glomerulus, proksimal tubuller
(pars kontorta ve pars recta), inen henle kulpu, toplayict borucuklar ve
juxtaglomerular  hiicreler ile  dokular  arasindaki  hiicrelerde  ghrelin
immunoreaktivitesi olmadigini  gdrmiislerdir. Immunoelektron mikroskobik
yontemle de ghrelin immunoreaktivitesinin distal tubul hiicrelerinde yogun oldugunu
ve nadiren de toplayicit borucuklarin epitelinde bulundugunu belirtmislerdir. Ayrica
ghrelinin immunohistokimyasal lokalizasyonunun tiim kemiricilerde benzer sekilde
goriildiigiinii ve boylece tire ya da cinsiyete dayali farkliliklar olmadigimi

bildirmislerdir.
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Kuloglu ve arkadaslar1 (61) yaptiklar1 c¢alismada rat bobreginde ghrelin
immunoreaktivitesinin tubulus distalis epitelinde goriildiigiini  bildirmislerdir.
Ayrica glomerulus, proksimal tubuller (pars kontorta ve pars recta), inen henle kulpu
ve toplayici borucuklarda immunoreaktivitenin olmadigini belirtmisglerdir.

Aydin ve arkadaslar1 (8) rat bobrek dokusunda ghrelin immunoreaktivitesinin
proksimal ve distal tubullerde lokalize oldugunu ve bu immunoreaktivitenin de
kuvvetli derecede bir reaksiyon goriildiigiinii bildirmislerdir.

Donder ve arkadaslar1 (31) ratlarin bobreginde ghrelin immunoreaktivitesini
belirlemek amaciyla yaptiklari calismada bobrekte korteks ve medulladaki distal
tubullerde orta derecede bir immunoreaktivite oldugunu belirtmislerdir. Ayrica yine
bu calismada glomerulus ve proksimal tubullerde ghrelin immunoreaktivitesinin
olmadig1 saptanmustir.

Bizim g¢alismamizin sonuglar1 Yabuki (123), Kuloglu ve arkadaslar1 (61),
Aydin ve arkadaglar1 (8) ile Donder ve arkadaglarinin (31) bulgulariyla benzer olarak
bobrek distal tubul epitellerinde ghrelin immunoreaktivitesinin gortildiglini ve
glomeruluslarda ise immunoreaktivite olmadigini1 gostermistir. Ayrica ¢alismamizda,
yapilan aragtirmalardan (31,61,123) farkli olarak tubulus proksimalis, inen henle ve
cikan henle kulpu ile toplayict borucuklarda da (tubulus kollektivus ve duktus
papillarislerde) ghrelin immunoreaktivitesinin oldugu goriilmiistiir. Bu sonug¢larimiza
paralel herhangi bir literatiire rastlanmadi. Bu durumun kullanilan materyal ve
yontemlerin farkliligindan kaynaklanabilecegini ve daha ayrintili ¢alisiimasi

gerektigini diistinmekteyiz.

» Genel Degerlendirmeler

Melatoninin giiglii bir serbest radikal tutucu ve genel bir antioksidan madde
oldugu ve organizmada karanlikta pineal bezden salgilandigi bilinmektedir (125).
Oner ve arkadaslarinin (81) bildirdigine gore memelilerde pineal bezin fonksiyonu
ile GH-IGF-I aks1 arasinda baglant1 oldugunu belirten ¢alismalar (83,114) mevcuttur.
Ayrica deneysel ¢alismalar pinealektomi ve uzun donem melatonin uygulamasinin
tiroid, adrenal korteks ve testikiiler hormonlarin yanisira GH ve IGF-I’in sentez ve
saliniminda degisiklik yaptigini gostermistir (83).

Vriend ve arkadaglar1 (114) Syrian erkek hamsterlerde yaptiklar1 ¢alismada
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10 haftalik bir siireyle aksam saatlerinde melatonin uygulamasindan sonra GH-IGF-I
konsantrasyonlarinin  6nemli 0Ol¢lide arttigin1  bildirmislerdir. Ayrica IGF-I
konsantrasyonlarindaki bu artisin, eksojen melatonin uygulamasinin  GH
konsantrasyonlarindaki degisiklikleri tetikleyerek IGF-I iiretimini etkilemesine baglh
olabilecegini diistinmiislerdir.

Pawlikowski ve arkadaglar1 (85) melatoninin IGF-I salinimini uyararak 1GF-
I’in serum diizeylerinde 6nemli bir artis meydana getirdigini rapor etmislerdir.

Ostrowska ve arkadaslar1 (83) ratlarda pinealektomi ve uzun donem
melatonin uygulamasinin GH-IGF-I aksina etkilerini inceledikleri ¢aligmada, giiniin
belirli saatlerine bagli olarak GH ve IGF-I’in sirkadiyen salinimlarindaki
anormalliklerinin endojen melatonin konsantrasyonlariyla dogrudan orantili bir
iligkisi oldugunu gostermislerdir. Ayrica yine bu ¢alismada melatoninin dogrudan ya
da dolayli olarak diger hormonlar1 ve biiyiime faktorlerinin konsantrasyonlarinda
degisiklikleri tetikleyerek, IGF-I sentez ve sekresyonunu ¢ok yonlii olarak
etkiledigini belirtmislerdir. Bunlara bagli olarak pineal bezin giin boyunca GH-IGF-
I aks1 fonksiyonunu etkileyebildigi ve endojen melatoninin konsantrasyonlarinda
degisikliklere bagli olarak IGF-I mekanizmasinda Onemli rol oynadigim
bildirmislerdir.

Picinato ve arkadaslart (89) melatoninin IGF-I ve insiilin reseptor
sinyalizasyon yollarm1 aktive ederek pankreas adaciklarinin biiylime ve
farklilasmasini diizenleyebildigini bildirmislerdir.

Oner ve arkadaslar1 (81) rat karacigerinde yaptiklari immunohistokimyasal
calismada  melatoninin  hepatositlerde ~ IGF-I  ekspresyonunu  arttirdigini
belirtmisglerdir.

Bizim ¢aligmamizda karacigerde kontrol ve sham gruplarinda IGF-I
immunoreaktivitesinin benzer yapida ve belirli alanlarda yogunlastigi goriildii.
Deneme grubunda ise sinirli bolgelerdeki reaksiyondan c¢ok karacigerin hemen
hemen tiimiline yayilmis bir IGF-I immunoreaktivitesi saptandi. Bobrekte, tubulus
proksimalisler ve tubulus kollektivuslarda kontrol ve sham gruplarinda IGF-I
immunoreaktivitesi zayif iken, deneme grubunda yogun bir reaksiyon belirlendi.
Yaptigimiz calismada melatonin uygulamasinin IGF-I immunoreaktivitesini 6zellikle

karacigerde belirgin olmak iizere, bobrekte de arttirdigi goriisiine varildi. Yapilan
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caligmalarda (83,85,89,114) melatoninin IGF-I’in serum diizeylerini arttirdig1, ayrica
baska bir arastirmada (81) hepatositlerde IGF-I immunoreaktivitesini de arttirdigi
bildirilmistir. Bu sonuglarla bulgularimiz paralel bulunmustur.

Canpolat ve arkadaslar1 (23) yaptiklar1 bir calismada eksojen olarak
melatonin uygulanan ve pinealektomi yapilan ratlarin hipotalamik arkuat
niikleuslarindaki ghrelinin immunohistokimyasal olarak dagilimlarini ve ghrelin
serum diizeylerini arastirmislardir. Bu ¢alismanin sonuglari, hipotalamik niikleusda
ghrelin miktarmin pineal bezin ¢ikarilmasi ile azaldigini ve eksojen melatonin ile
arttigin1 acgik¢a ortaya koymustur. Bu artisin, puberte baslangicinda genel olarak
inhibitor etkilere sahip oldugu bildirilen (115) melatoninin hipotalamik ghrelin
iiretimininde artisa yol acarak puberteyi geciktirici etki ortaya koymasina bagl
olabilecegini diistinmiislerdir. Ayrica hipotalamik arkuat niikleusda ghrelinin
immunohistokimyasal aktivitesinde dikkat g¢ekici degisiklikler olmasina ragmen,
ghrelin serum diizeylerinde 6nemli bir degisiklik olmadigini belirtmislerdir. Yine bu
calismada pinealektomi sonrasinda ghrelin boyanmasinin neredeyse tamamen
ortadan kalkmastyla, ghrelinin diizenlenmesinde melatonin ve pineal faktorlerin de
fizyolojik etkisi oldugunu gostermislerdir.

Mustonen ve arkadaglar1 (78) ratlarda melatonin tedavisinin ghrelin diizeyleri
tizerindeki etkisini inceledikleri c¢alismada melatoninin ghrelin  {iretimini
baskilayarak dolasimdaki ghrelin seviyelerini azalttigin1i ve buna bagl olarak da
beyinde ghrelin sentezinin diizenlenmesinde bir etken oldugunu belirtmislerdir.

Yaptigimiz ¢aligmada ghrelin immunoreaktivitesi agisindan ise karacigerde
gruplar arasinda genel olarak bir farklilik olmadigi gozlendi. Bobrekte ise, inen
henlede gozlenen ghrelin immunoreaktivitesi kontrol ve sham gruplarindan farkli
olarak deneme grubunda gozlenmedi. Ayrica tubulus kollektivus ve duktus
papillaristeki reaksiyon yogunlugunun diger gruplara gore deneme grubunda daha
disiik oldugu belirlendi. Calismamizda saptadigimiz bulgulara bagli olarak
melatonin  uygulamasmin ghrelin immunoreaktivitesini  arttirip  azaltmadigi
konusunda belirgin bir sonuca ulasilamadi. Ancak bobrekte toplayicit borucuklarda
immunoreaktivitede ¢ok az bir diisiise yol agtigi goriildii. Yapilan calismalarda
ghrelinin puberte baslangicinda arttigini, sonraki déonemde ise azaldigmi bildiren

(115) arastirmalar vardir.
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» Sonug;

Bu c¢alismada melatonin uygulanan ratlarin karaciger ve bdbreklerinde
histolojik yapi, IGF-I ve ghrelinin immunohistokimyasal lokalizasyonu ve canli
agirlik incelemesi yapildi. Yapilan histolojik incelemelerde karaciger ve bobregin
histolojik yapisinin klasik bilgilerle (10,34,45,53,105,119) paralellik gosterdigi,
herhangi bir farkliligin bulunmadigi belirlenmistir.

Histolojik olarak karacigerde yapilan tek ¢ekirdekli hepatosit sayiminda tiim
gruplar arasinda bir fark olmadigi, c¢ift ¢ekirdekli hepatosit sayiminda ise deneme
grubuna ait orneklerdeki cift ¢cekirdekli hepatosit sayisinin kontrol ve sham grubuna
gore istatistiksel diizeyde anlamli (P[10,05) bir artis gosterdigi goriilmiistiir. Cift
cekirdekli sayisinin artisinin daha ayrintili incelenmesi ve ozellikle bu artisin
melatoninin metabolik aktiviteyi arttirarak mitozu tetikledigi goriisiindeyiz.

Yaptigimiz aragtirmada agirlik Slgiimleri bakimindan, karaciger ve bobrek
dokularinin  agirliklarinda gruplar arasinda istatistiksel diizeyde bir farkin
bulunmadigi belirlenmistir. Canli agirlik incelemelerinde melatonin enjeksiyonunun
literatiir bildirimlerinin (23,30,94,107,121) bir kismma uygun olarak canli agirlig
azalttig1 belirlenmistir.

Calismamizda  karacigerde kontrol ve sham  gruplarinda  IGF-I
immunoreaktivitesinin belirli alanlarda odaklar halinde yogunlastigi goriilmiistiir.
Deneme grubunda ise yine odaklar halinde fakat sinirli bolgelerdeki reaksiyondan
cok karacigerin hemen hemen tliimiine yayilmis bir IGF-I immunoreaktivitesi
saptanmigtir. Ayrica literatiirlerde rastlamadigimiz ancak calismamizda, ¢ift
cekirdekli hepatositlerde de sitoplazmik tarzda IGF-I immunoreaktivitesinin oldugu
goriilmiistiir. Buna bagl olarak da IGF-I’in yogun aktivitedeki degisik asamalarda
bulunan ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerde de sentezlendigini diisiinmekteyiz.

Incelemelerimizde IGF-I immunoreaktivitesi yapilan calismalardan farkli
olarak tubulus proksimalis, tubulus distalis ve ¢ikan henlede belirlenmistir. Bu
durum daha ayrintili olarak incelemeyi gerektirmektedir. Ayrica bizim ¢alismamizda
bobregin tiim boliimlerinde IGF-I immunoreaktivitesinin sadece sitoplazmik tarzda
oldugu gorilmistiir. Yaptigimiz calismada melatonin  uygulamasinin  IGF-I
immunoreaktivitesini 0zellikle karacigerde belirgin olmak iizere, bobrekte de

arttirdig1 goriisiine varildi.
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Calismamizda karacigerdeki ghrelin immunoreaktivitesinin vena sentralis
etrafindaki hepatositlerde ¢ok daha yogun oldugu ve Kiernan araligindaki tclii
yapidan biri olan duktus biliferusda da yogun bir immunoreaktivite oldugu
goriilmiistlir. Ayrica ¢calismamizda, yapilan arastirmalardan (31,61,123) farkli olarak
bobrekte tubulus proksimalis, inen henle ve c¢ikan henle kulpu ile toplayici
borucuklarda da (tubulus kollektivus ve duktus papillarislerde) ghrelin
immunoreaktivitesinin oldugu belirlenmistir. Bulgularimiza bagli olarak melatonin
uygulamasinin ghrelin immunoreaktivitesini arttirip azaltmadigi konusunda belirgin
bir sonuca ulasilamadi. Ancak bobrekte toplayici borucuklarda (tubulus kollektivus
ve duktus papillaris) immunoreaktivitede ¢ok az bir diisiise yol actig1 goriildii.

Bobrekte inen henle kulpunda ghrelin immunoreaktivitesinin goriilmesine
karsilik IGF-I immunoreaktivitesinin olmamasinin disinda karaciger ve bdbrek
dokularinda ghrelin ve IGF-I’in immunohistokimyasal lokalizasyon bdlgeleri
acisindan aralarinda fark olmadigi, ayni bolgelerde lokalize oldugu goriilmustiir.

Sonu¢ olarak, calismamizdan elde edilen bulgularin, serbest radikallerle
miicadelede giiclii bir antioksidan olan melatonin ile antioksidan 6zelligi olan IGF-I
ve ghrelinin aralarindaki iliskinin anlasilmasina yardimci olarak melatoninin

koruyucu ve tedavi edici etkilerine katkilar saglayacag: diisiincesindeyiz.
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6. OZET

Bu calisma eksojen olarak melatoninin uygulamasi yapilan ratlarin karaciger
ve bobreginde ghrelin ve IGF-I’in immunohistokimyasal lokalizasyonunun

incelenmesi amaciyla yapilmistir.

Calismada kullanilan 30 adet erkek Spraque Dawley rat, deneme (n=10), sham
(n=10) ve kontrol (n=10) olmak iizere ii¢c gruba ayrildi. Deneme grubuna 3 hafta
stiresince etanolde ¢ozdiiriiliip serum fizyolojikle sulandirilmis 10 mg/kg dozda
melatonin (i.p.) uygulandi. Sham grubuna da sadece ethanol ve serum fizyolojik
soliisyonu uygulandi. Kontrol grubuna ise hi¢bir uygulama yapilmadi. Deney siiresi
bitiminde, gruplarin canli agirliklari, karaciger ve bobrek agirliklari, karaciger ve
bobrek doku drneklerinde ghrelin ve IGF-I’in immunohistokimyasal lokalizasyonu

ve rutin histolojik boyamalarla da dokunun normal histolojik yapisi incelendi.

Yapilan immunohistokimyasal incelemeler sonucunda deneme grubundaki
melatonin uygulamasinin IGF-I immunoreaktivitesini 6zellikle karacigerde belirgin
olmak iizere, bobrekte de arttirdigi sonucuna varildi. Calismamizda saptadigimiz
bulgulara bagli olarak melatonin uygulamasinin ghrelin immunoreaktivitesini arttirip
azaltmadigi konusunda belirgin bir sonuca ulagilamadi. Ancak bobrekte toplayici
borucuklarda (tubulus kollektivus ve duktus papillaris) immunoreaktivitede ¢ok az
bir diisiise yol actigi goriildii. Histolojik incelemeler sonucunda gruplar arasinda
hicbir farkliliga rastlanmadi. Karacigerde yapilan tek ¢ekirdekli hepatosit sayiminda
tim gruplar arasinda bir fark olmadigi, ¢ift ¢ekirdekli hepatosit sayiminda ise
deneme grubuna ait 6rneklerdeki ¢ift ¢cekirdekli hepatosit sayisinin kontrol ve sham
grubuna gore istatistiksel diizeyde anlamli bir artis gosterdigi goriildi. Ayrica agirlik
Ol¢iimleri bakimindan, canli agirlik incelemelerinde melatonin uygulamasinin canli
agirhigr azalttigi belirlendi. Karaciger ve bobrek dokularmin agirliklarinda gruplar

arasinda istatistiksel diizeyde bir farkin bulunmadigi goriildii.

Anahtar  sozciikler: Melatonin, Karaciger, Bobrek, IGF-I,  Ghrelin,

Immunohistokimya.
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7. SUMMARY

The purpose of this study was to examine the immunohistochemical
localization of ghrelin and IGF-I in livers and kidneys of rats to which the melatonin

was administered exogenously.

30 male Spraque Dawley rats used in the study were divided into three groups
as experimental (n=10), sham (n=10), and control (n=10). The experimental group
was administered with 10 mg/kg melatonin (i.p.) that was dissolved in ethanol and
diluted with normal saline for 3 weeks. Ethanol and isotonic NaCl solution was
administered to sham group. No administration was performed on the control group.
At the end of the experiment time, some examinations were made regarding the live
weights, liver and kidney weights of groups, as well as immunohistochemical
localization of ghrelin and IGF-I in liver and kidney tissue samples and the normal

histological structure of the tissue by routine histological stainings.

As a result of the immunohistochemical examinations, it was concluded that
melatonin administration in the experimental group distinctly increased the IGF-I
immunoreactivity especially in the liver and also in the kidney. Based on the results
determined in this study, we could reach no distinct result regarding whether the
melatonin administration increased or decreased the ghrelin immunoreactivity.
However, it was observed to have caused a very little decrease in the
immunoreactivity of collecting tubules in kidneys (tubulus collectivus and ductus
papillaris). As a result of the histological examinations, we observed no difference
between groups. As a result of the uninucleate hepatocyte count performed on the
liver, it was observed that there was no difference between all groups. On the other
hand, the binucleate hepatocyte count concluded that there was a statistically
significant increase in the number of binucleate hepatocytes in the samples of the
experimental group, compared to the control and sham groups. Besides, in terms of
the weight measurements, it was determined that the melatonin administration
decreased the live weight in the live weight examinations. No statistical difference
was observed between groups in terms of liver and renal tissue weights.

Keywords: Melatonin, Liver, Kidney, IGF-I, Ghrelin, Immunohistochemisty.
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