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Ozet

Immunohistokimyasal teknikler kullanilarak Avrupa yayin balig1 Silurus glanis’in mide ve bagirsaginda gastrin,
glukagon ve kolesistokinin (CCK-8) belirlendi. Bu néropeptidler mide ve bagirsagin farkli boliimlerinde degisen
yogunluk ve lokalizasyonda tespit edildi. Gastrin ve glukagon immunoreaktiviteleri midenin gastrik mukozasinda
belirlendi. Bu immureaktif hiicreler genellikle midenin yiizey ve bez epitel hiicreleri arasinda lokalizedir. Gastrin,
glukagon ve CCK-8 immunoreaktiviteleri bagirsakta bulundu. Bagirsak mukozasindaki immunoreaktif hiicreler
yiizey epitel hiicrelerinde belirlendi. Ekonomik 6neme sahip olan Silurus glanis’in sindirim kanalinda bu
immunoreaktivitelerin ilk defa belirlenmis olmasi, bu baligin kas ve mukosal salgi aktivitesinin morfolojik ve
fonksiyonel yonden degerlendirilmesine katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Silurus glanis L., Immunohistokimya, Sindirim kanalz.

Examination immunohistochemically of some neuropeptides in the digestive
tract of European Catfish (Silurus glanis L.)

Abstract

Using immunohistochemistry technique, gastrin, glukagon and cholecystokinin (CCK-8) were determined in the
stomach and intestine of European catfish Silurus glanis. These neuropeptides were detected in varying intensity
and localization in different parts of stomach and intestine. The gastrin and glucagon immunoreactivites were
identified in the gastric mucosa of stomach. These immunoreaktivite cells were generally localised between
surface and gland epithelial cells in stomach regions. The gastrin, glucagon and cholecystokinin (CCK-8)
immunoreactivites were found in the intestine. The immunoreactive cells in the intestine mucosa were detected in
surface epithelial cells. The first identification of these immunoreactivity in the digestive tract of Silurus glanis,
which has economical importance, contributes to morphological and functional evaluation of muscle and mucosal
secretion activity of this fish.
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1. Giris diizenlenir [3]. Kanalin gelisimini ve

fonksiyonlarim regiile eden peptid ve hormon

Avrupa yaym baligi (Silurus glanis L.)
Siluridae familyasindan Avrupa’nin ikinci biiyiik
tatlt su baligidir. Tiirkiye’de biiyiik irmaklarda ve
baraj gollerinde bulunur. Suni géllerde de iiretilen
yayin baligi yenilen bir baliktir [1].

Baliklarin ~ sindirim  kanalinda endokrin
hiicreler tarafindan iiretilen pekg¢ok diizenleyici
hormon ve peptid bildirilmistir [2]. Besinlerin
sindirimi ve emilimi i¢in gerekli olan sindirim
enzimlerinin salgilanmasi, besin maddelerinin
emilimi, bagirsak motilitesi ve kan dolagimi gibi
fizyolojik fonksiyonlar bu hiicrelerin salgilari ile

yapisinda olan bu salgilarin bazilart gastrin,
glukagon ve kolesistokinin (CCK-8)’dir.

Gastrin  hormonu G hiicreleri  diye
adlandirilan ve pilorus bezlerinde bulunan gastrin
hucrelerinden  salgilanir.  Gastrinin ~ baslica
fizyolojik gorevi midenin asit sekresyonunu
uyarmaktir. Bunun yanisira 6zellikle midenin ve
intestinal mukozanin gelisimini uyaran besinsel
bir role de sahiptir [4]. Glukagon, langerhans
adaciklar ve bagirsak epitel hiicreleri tarafindan
iretilir.  Enteroglukagon  ince  bagirsagin
gelismesini saglayan ve kan sekerini yiikselten bir
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hormondur [5,6]. Kolesistokinin (CCK) ilk olarak
bagirsaktan izole edilmis olan bir peptidtir. Bir
bagirsak hormonu olan kolesistokinin (CCK)
sindirim siirecinde etkili olan ve periferal
doygunluk sinyalleri araciligi ile gida aliminin
kontrol edilmesinde rol oynayan anoroksijenik bir
peptiddir [7].

Sindirim kanali noéroendokrin sistemindeki
bu diizenleyici peptidlerin varlig1 pek cok balik
tiirlinde  belirlenmistir [2,8-18]. Baliklarda
sindirim kanali endokrin hiicrelerinin bolgesel
dagilimi, yogunlugu ve hiicre tipleri hayvan
gruplar1 ve sindirim kanalinin bdliimleri arasinda
onemli farkliliklar gdstermektedir [9,12,19,20].
Bu calisma ile kemikli baliklardan olan Avrupa
yayin baligi (Silurus glanis L.)’nin sindirim
kanali; gastrin, glukagon ve kolesistokinin (CCK-
8) yonilinden immunohistokimyasal teknikler
kullanilarak incelenecek ve tiire ait bolgesel
dagilimdaki farkliliklar ortaya konulacaktir.

2. Materyal ve Metod

Bu ¢alismada 10 adet Avrupa yayin baligi (S.
glanis L.) kullanildi. Baliklarin mide ve bagirsak
ornekleri Bouin tespit soliisyonunda 1620 saat
tespit edilerek, hazirlanan parafin bloklardan 56
p kalinligindaki kesitler polysine kapl lamlara

alindi. Alinan kesitlere avidin-biotin horseradish
peroksidaz kompleks (ABC) ve peroksidaz anti
peroksidaz  (PAP) teknikleri  kullanilarak
immunohistokimyasal boyama yapildi [21].
Parafini giderilmis kesitler endojen peroksidaz
aktivitesini azaltmak i¢in %3’liikk hidrojen
peroksidaz (H20,)’da, antijen retrieval protokolii
Sonrast ise spesifik olmayan boyamalar
engellemek i¢in %10’luk normal keci serumunda
10’ar dakika bekletildi. Immunuhistokimyasal
boyamalar igin kesitler, primer antikor olarak
rabbit poliklonal antiserumu (rabbit anti-gastrin, -
glukagon -kolesistokinin) ile Tablo 1’de verilen
sulandirma oranlarina gore inkiibe edildi.

PAP teknigi icin primer antikorlarla inkiibe
edilen kesitler sekunder antikor olarak goat anti-
rabbit IgG ve bunu takiben rabbit-peroksidaz anti-
peroksidaz (PAP) ile prosediire uygun olarak
isleme tabi tutuldu. Daha sonra DAB kromojen
substrati ile muamele edilerek hematoksilende
boyandi. ABC tekniginde ise, primer antikorlarla
inkiibasyondan sonra kesitler, sekunder antikor
olarak biotinlestirilmis sekunder antiserum (goat-
anti-rabbit), sonra streptavidin  horseradish
peroksidaz ve ardindan DAB kromojen substrat
ile muamele edilerek hematoksilenle boyandi
[22].

Tablo 1. Caligmada kullanmilan primer antikor listesi

Primer Antikor Sulandirma Oram | Ticari isim Katalog No
Gastrin 1: 500 Abcam ab16035
Glukagon 1: 200 Santa Cruz Biotecnology, Inc. Germany | sc-13091
CCK-8 1: 100 Enzo Life Sciences BML-CA1125
3. Bulgular kolesistokinin (CCK-8)’in immunohistokimyasal

Avrupa yayin baligi (Silurus glanis L.)’nin
sindirim kanali fonksiyonlar1 iizerinde oldukca
etkili olan noropeptidlerden gastrin, glukagon ve

boyama sonuglar1 incelendi. Bu ndroendokrin
hiicrelerin; lokalizasyon yeri ve sikligi, ortalama
say1 degerleri olarak Tablo 2’de degerlendirildi.

Tablo 2. Avrupa yayin baligi (S. glanis L.)’nin her sindirim kanal1 boliimiine ait incelenen 10 mikroskop
sahasindaki (toplamda 60 mikroskop sahasi) endokrin hiicrelerin ortalama say1 degerleri (ortalama + SD).

Midenin Boliimleri

Bagirsagin Bolimleri

Primer Antikor Kardia Fundus Pilorus Ince Bagirsak Orta Bagirsak Kalin Bagirsak
Gastrin - 1,80+0,60 5,60£1,11 1,50+0,67 _ _
Glukagon 11,10£1,14 5,60+0,92 11,40+1,28 11,50+1,36 1,70+0,64
CCK-8 - - 11,60+1,11 11,30+0,90 2,20+0,87

Gastrin immunoreaktif hiicrelere midenin
kardia  bdolgesinde rastlanmazken, fundus
bolgesinde az, pilorus bolgesinde ise daha fazla
yogunlukta bulundu (Sekil 1, 2). Bu hiicreler ince
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bagirsakta tek tiik belirlenirken (Sekil 3), orta ve
kalin bagirsakta hic tespit edilemedi. Gastrin IR
hiicreler genelde gastrik mukozanin yiizey epitel
hiicreleleri ile gastrik bezlerin bez epitel hiicreleri
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arasmna lokalize olmustu. Ince bagirsaktaki
lokalizasyonu ise daha ¢ok yiizey epitel hiicreleri
arasinda belirlendi.

= A "“ ¥,
Sekil 1. Fundik midede gastrin IR hiicreler.
Hiicrelerin morfolojik goriiniimii genellikle

yuvarlak ya da mekik seklinde, ucu agik veya
kapali formda go6zlendi.

Sekil 2. Pilorik midede gastrin IR hiicreler.

herhangi bir immunoreaktivite tespit edilemedi.
(Sekil 4, 5).

Sekil . Funik midede glukagon IR hiicreler.

Sekil 5. Pilorik midede glukagon IR hiicreler.

Ince bagirsak ve orta bagirsak boliimlerinde
cok yogun olarak goézlemlenirken, kalin
bagirsakta ¢ok az yogunlukta gozlendi (Sekil 6, 7,
8).

Sekil 3. Ince bagirsakta gastrin IR hiicreler.

Glukagon immunoreaktif hiicreler en yogun
olarak midenin fundus bdlgesinde, bu bdlgeye
kiyasla daha az yogunlukta pilorus bolgesinde
belirlendi. Ancak midenin kardia boliimiinde

Sekil 6. ince bagirsakta glukagon IR hiicreler.

Glukagon IR hiicrelerin midede genellikle
gastrik bezlerin bulundugu boliimde,
bagirsaklarda ise kivrimlarimin st yarisinda
lokalize oldugu belirlendi.
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Sekil 7. Orta bagirsakta glukagon IR hiicreler

Hiicrelerin morfolojik olarak; genelde mekik
sekilli ya da ovale yakin ig goriiniimli oldugu,
kapali ya da nadiren agik formda goriildiigii tespit
edildi. Kolesistokinin (CCK-8) immunoreaktif
hiicreler midenin kardia, fundus ve pilorus
bolgelerinde goriilmezken, ince ve orta bagirsakta
cok yogun miktarlarda (Sekil 9), kalin bagirsakta
ise tek tiik olarak gozlendi (Sekil 10). Bu IR
hiicreler en yogun olarak ince bagirsakta
belirlendi. Hiicrelerin daha ¢ok villus epitel
hiicreleri arasina lokalize oldugu, morfolojik
olarak da genellikle yuvarlak ya da ovale yakin
sekillerde ve kapali formda oldugu tespit edildi.

Sekil 8. Kalin bagirsakta glukagon IR hiicreler

208 Hms
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Sekil 9. ince ve orta bagirsakta CCK IR hiicreler

Sékil 10. Kalin bagirsakta CCK IR hiicreler
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4. Tartisma ve Sonug

Bu c¢alisma; Avrupa yayin baligi (S. glanis
L.)’nin sindirim kanalinda gastrin, glukagon ve
kolesistokinin (CCK-8) néroendokrin hiicrelerin
varligin tiire 6zgiin olarak gostermistir.

Gastrin salgilayan noroendokrin hiicrelerin
lokalizasyonu  tiirler  arasinda  farkliliklar
gostermektedir. Bu hiicreler Channa argus ve
Pelteobagrus fulvidraco gibi bazi teleost
tiirlerinin sadece midesinde go6zlenirken [2],
Paralichthys  olivaceus’un  biitin  bagirsak
boliimlerinde tespit edilmistir [10]. Rhamdia
guelen tiiriinde ise bu endokrin hiicrelere midede
rastlanmazken, bagirsaklarin biitiin boliimlerinde
rastlanmigtir  [16]. Chanos chanos’da bu
immunoreaktivitenin sadece 6n ve orta
bagirsakda, ozellikle de ilk boliimde oldukga
belirgin oldugu [18]; Salmo trutta ve Salminus
brasiliensis’de fundik ve pylorik midede yogun
olarak, bagirsaklarin baglangi¢ kisminda ise ¢ok
az miktarda rastlandigi bildirilmistir [11, 17].
Mevcut ¢alismada ise, S. glanis’in gastrin
immunoreaktif hiicrelerinin yerlesimi Salmo
trutta ile benzer sekilde; midenin fundus
kisminda az, pilorusda daha yogun olarak,
bagirsaklarin baglangi¢ kisminda ise ¢ok az sayida
oldugu tespit edilmistir. Ayrica S. glanis’deki bu
hiicrelerin, morfolojik olarak farkli formlarda
goriilmesi, baz1 balik tiirlerindeki hiicre
formlarma benzerligini gostermektedir [17, 18].
Baliklarda da memelilerdeki gibi gastrin
hormonunun spesifik hedefi, pepsinojen ve HCI
salgilayan ekzokrin fundik hiicrelerdir [23]. Bu
bilgiler degerlendirildiginde; gastrin
immunoreaktif hiicrelerin dagilimi, bu hormonun
gida sindiriminde etkin bir rol oynadigini bunu da
oncelikli olarak gastrik asit sekresyonunu
diizenleyerek yaptigini 6ngormektedir.

Sindirim kanalinda glukagon varligi, balik
tirlerinde degisen yogunlukta ve farkh
lokalizasyonlarda gosterilmistir [8, 9, 11-14].
Glukagonun, midesiz teleost tiirlerin genelinde
sindirim kanalinin &zellikle baslangic kisminda
daha yogun olarak yerlestigi ve epitelde
sitoplazmik uzantilar1 ile degisen morfoloji
sergileyen immunoreaktif hiicreler seklinde
oldugu Pan vd. tarafindan belirtilmistir [8]. Bosi
vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada Salmo
trutta’da glukagon benzeri endokrin hiicrelerin
pilorik seka ve tiim bagirsak boliimlerinde,
ozellikle 6n bagirsakda yogun bir sekilde oldugu

[11], Lee vd. tarafindan yapilan baska bir
calismada ise Coreoperca herzi’de sadece ince
bagirsakda sinirh sayida oldugu tespit edilmistir
[12]. Cinar vd. [9] Stizostedion lucioperca‘da bu
hiicrelerin, fundus bezlerinde yiizey epiteline gore
daha yogun, pilorik seka ve ilk bagirsakda ise
daha diisiik oranda ve daha ¢ok kript epitelinde
degisik sekillerde lokalize oldugunu, mide ve
bagirsagin diger boliimlerinde ise
immunoreaktivitenin olmadigini bildirmistir. Min
vd.’nin [13] Ictalurus punctatus’da yaptiklar
calisgmanin sonuglarina benzer bir sekilde,
S.glanis’de yapilan bu c¢alismada glukagon
immureaktivitesinin midenin fundusu ile 6n ve
orta  bagirsaklarinda,  Ozellikle  intestinal
mukozanin epitelinde genis sitopazmali, mekik ya
da ig sekilli olarak farkli morfolojik
gortiniimlerde tespit edildi. Garra rufa’da yapilan
arastirmada ise, 6zefagus sonrasi geniglemis mide
benzeri kisimda ve tiim bagirsak boliimlerinde,
ozellikle ilk bagirsakda oldukca yogun ve epitele
yerlesmis immunoreaktif endokrin hiicreler
gosterilmistir [14]. Bu hiicrelerin bazale kadar
uzanan sitoplazmik uzantilar1 ve  genis
sitoplazmali sekilleri, parakrin ve néroendokrin
fonksiyon yaptiklarini diisiindiiren morfolojik bir
goriiniimdiir. Buna ilaveten mide ve ilk bagirsak
boliimiine yogun yerlesimleri, bu hormonun asit
sekresyonunu regiile ettigini gostermektedir.

Baliklarda CCK hormonu, merkezi ve
periferal sinir sistemi ile sindirim sistemi
endokrin hiicrelerinde gen ekspresyonu ile ifade
edilmistir [24]. Immunohistokimyasal olarak
yapilan ¢alismalar, pek ¢cok balik tiiriinde sindirim
sistemi boyunca CCK immunoreaktif hiicrelerini
gostermislerdir [11, 12, 15, 16, 18].

CCK-8 endokrin hiicreler; Salmo trutta’da
pilorik seka ve 6n bagirsakda [11], karnivor tiirii
olan Epinephelus fasciatus’da pilorik mide ve
yine On bagwsakda [25], Salmo trutta
macrostigma’da ise mide ve daha yogun olarak
pilorik sekada tespit edilmistir [26]. Bagka bir
ifadeyle Stizostedion lucioperca, ve Salminus
brasiliensis tiirlerinde bu endokrin hiicrelere mide
ve bagirsagin bitiin bolimlerinde degisen
yogunlukta rastlanmistir [17, 27]. S. glanis’in
sindirim sisteminde yaptigimiz
immunohistokimyasal boyamalar sonucunda ise
sadece ince ve orta bagirsakta bu hiicreler ¢cok
yogun olarak tespit edilmistir. Midenin herhangi
bir bolimiinde ve kalin bagirsakta ise CCK-8
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immunoreaktivitesine rastlanilmamugstir. Bizim
sonuglarimiz Coreoperca herzi, Dicentrarchus
labrax, Odontesthes bonariensis, Rhamdia quelen
ve Chanos chanos tiirii baliklarda yapilan
calismalarin  bulgularina, immnoreaktivitenin
sadece bagirsak boliimlerinde yogunlagmis
olmas1 yoOniiyle benzerlik gostermistir. Ayrica
hiicrelerin morfolojik goriiniimii ve daha cok
villuslara yerlesimi ile de bahsedilen literatiirlere
paraleldir [12, 15, 16, 18, 28]. Balik tiirleri
arasinda CCK immunoreaktif hiicrelerin tiire
spesifik  yerlesim  sergilemesini  beslenme
aliskanligy ile iligkilendirmek miimkiindiir. Ciinkii
CCK sindirim  enzimlerinin  sentezi ve
salgilanmast ile direk iligkilidir. Ayrica CCK’nin
biyolojk rolii diigiiniildigiinde; S. glanis’deki
dagilimi safra kesesi kontraksiyonu, pankreatik
enzim sekresyonu, gastrointestinal motilitenin
stimiilasyonu ve gastrik bosalmanin
inhibisyonunda 6n bagirsagin 6nemli bir rol
oynadigini gosterebilir [29].

Sonug olarak; S. glanis’in sindirim sistemine
ait endokrin hiicreler gastrin, glukagon ve
kolesistokinin ~ (CCK-8) immunoreaktivitesi
yoniinden incelendi. Bu néropeptidlerin sistemin
farkli boliimlerinde degisen yogunluk ve
lokalizasyonda oldugu tespit edildi. Ozellikle
midenin son bdliimleri ve bagirsaklarin baglangic
kismina yerlesmis olmalari bu néropeptidlerin
gida girisinin kontroliinde etkin olabilecegini
diisiindiirmektedir.
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