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Ozet : Bu calismada Gastrin, Serotonin (5 HT), ve Cholecystokinin (CCK) antiserumlarina karsi spesifik immunreaktivitelerin sudak
baligi (Stizostedion lucioperca) sindirim kanalinin bazi bolimlerindeki dagilimlarinin belirlenmesi amaglandi.

Mide, bagirsak ve pilorik keselerden alinan materyale Avidin-Biotin-immunoperoksidaz yéntemi uygulamasi sonucunda tim
antiserumlara karsl immunreaktivite'ler (IR) yogun bicimde bezlerde ve daha az olmak Uzere lamina epiteliyalis'teki hlcrelerde
gozlendi.

immunreaktif hicrelerin en yogun oldugu bélgelerin ise fundus, pilorus, anterior bagirsak ve pilorik keseler oldugu saptandi.
Belirtilen bolgelerdeki hiicrelerin disinda daha az ve daha zayif olmak lzere bazi antiserumlara karsi miyenterik pleksus ve kas
dokusuna ait sinir telleri ve gangliyon hiicrelerinde de immunreaktivite belirlendi

Anahtar Sézciikler; Sudak baligi, Gastrointestinal kanal, , Endokrin hiicre, Peptit, immunohistokimya

Immunohistochemical Localization of some Peptides in the Gastrointestinal Tract Mucosa of
Pike-perch (Stizostedion lucioperca L., 1758)

Abstract : In this study, our aim was to determine the distribution of specific immunoreactivities in some regions of the digestive
tract of the pike-perch (Stizostedion lucioperca) against the antisera Gastrin, Serotonin (5 HT), and Cholecystokinin (CCK).

The samples were taken from the stomach, intestine and pyloric caeca and the Avidin-Biotin-Immunoperoxidase method was applied.
At the end of this application the immunoreactivities against all antisera were observed as intensively in the cells of the gland and
less in the cells of Lamina epithelialis.

The most intensive regions of immunoreactive cells were determined as the fundus, pylorus, anterior intestine and pyloric caeca.
Immunoreactivity was determined in the nerves belonging to the myenteric plexus and muscle tissue and also ganglion cells against

some antisera to be less and poorer except cells in the mentioned regions.
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Giris

Diger vertebralilarda oldugu gibi baliklarda da
sindirim sisteminin fizyolojik aktiviteleri ¢nemli 6lctde
enterik nevrdz sistem tarafindan gerceklestirilmektedir
(1). Fizyolgjik aktivitelerin olusumunda ayni zamanda
endokrin hucrelerin salgilart da etkili olmaktadir
(2,3,4,5). Bu salgilari olusturan hucrelerin (APUD hiicre)
cogu amin Onculerini biriktirme ve aminoasitleri

* Bu arastirma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (VHAG-1301).

dekarboksile edebilme yetenegine sahiptirler (6,7). Ayni
zamanda bu hucrelerin sinir ve ganglion hucreleri ile
benzer salgilara sahip olmalarindan 6tird embriyonal
kokenlerinin  Krista noralis’e bagli olabilecegi ileri
surtlmugstir (8,9). APUD karakter gosteren hiicreler
organizmada yaygin olarak bulunmalari nedeniyle DNES
(Diffuse Neuro Endocrine Systems) adi verilen sisteme
dahil edilmektedirler (10,11)

369



Sudak Balig (Stizostedion lucioperca L., 1758) Gastrointestinal Kanall Mukozasindaki Bazi Pepditlerin iImmunohistokemyasal Lokalitasyonu

DNES hicrelerinde ve diger mukozal elemanlarda
farkll yontemlerle tespit edilen bazi peptitlerin disinda
digerlerinin memeli peptit zincirlerinin aksine uzun oldugu
ve yuksek yapili vertabralilarda bazi spesifik anti
serumlarin uygulanmasl sonucunda yaklasik olarak iligkili
bir peptit dahi olsa belirlenmelerinin zor olacagi
bildirilmistir (12). Ayrica bu tir calismalarda basta
fiksasyon olmak Uizere antiserum dilusyonu, heterojenitesi
ve spesifitesi ile calisilan tlrlerin dikkatli bicimde géz
6nlne alinmasinin gerekliligi vurgulanarak (13), memeli
ve reptil dokulari ile yapilan absorbsiyon kontrollerinin
baliklardaki peptitlerin farkhligini gosterdigi ileri
strtlmektedir (2). Buna ragmen baliklardan elde edilen
pozitif sonuclarin memelilere ait sonuglarla yapisal bir
iliskiyi vurguladigi (14), peptit aminoasit dizilimlerinin az
yada ¢ok farkliliklar géstermesine karsilik benzerliklerin
de bulundugu belirtilmektedir (15). Bu durum
antiserumun, peptidin NH, ya da COOH terminaliyle olan
reaksiyonuyla (14) farklilik gosterebilecedi gibi, bir
hiicrede birden fazla peptidin bulunabilecegi (1,2) ya da
evrimsel gelisim acisindan ayni hicrede ortak kdkene
sahip peptitlerin yer alabilecegi (15,16) tarzinda
yorumlanmaktadir. Diger taraftan bir antiserumun
antikor icin orjinal bir hapten ile identik olmayan bir
peptiti taniyabilmesinden dolayr antikor ile tanima
sonuclarmin genelde bir maddeye 6zgl
"immunoreaktivite"den c¢ok farkli bir iliskiyi ortaya
cikardigi 6ne stirtlmektedir. "Immunoreaktivite benzeri”
olarak tanimlanan bu durumun sindirim kanalinin degisik
boélgelerinde bazi peptitlerin ortaya cikardiklarr farkli
etkilerle fizyolgjik olarak kendini gosterdigi bildirilmistir
(5). Boylece farkli tirlere ait sindirim kanali bolgelerinde
bazi antiserumlarin etkili olmadiklari ancak, antiseruma
spesifik peptitin baliga uygulanmasinda beklenen
innervasyonlarin olustugu bildirilmistir (12). Ote yandan
baliklarda tespit edilen bazi peptitlerin etkilerinin baska
bir organizmada farkli etkiler olusturdugu bildirilmistir
(5,16).

Bu calisma ile embriyonal kdkenlerinin disinda
endokrin ve parakrin fonksiyonlardaki etkileri konusunda
belirsizliklerin bulundugu sindirim kanall peptitlerinden
Gastrin, Serotonin (5 HT), ve Cholecystokinin (CCK)" in
sudak baliginin (Stizostedion Iucioperca) mide, pilorik
Kese ve bagirsaklarindaki lokalizasyonlarinin belirlenmesi
amaclanmustir.

Materyal ve Metot

Yapilan ¢calismada 40 adet sudak baligina (Stizostedion
lucioperca) ait mide, pilorik kese ve bagirsak materyal
olarak kullanildi. Midenin 6zofagus ve bagirsaga komsu
kisimlari (kardia ve pilorus), fundus bolgesi ile
bagirsaklarin anterior ve posteriorundan ve pilorik kér
keselerinden alinan ¢rnekler Bouin solusyonunda 12 saat
sureyle tespit edildi. Rutin histolojik doku takibinden
gecirilen 6rnekler parafinde bloklandi. Parafin bloklardan
6-7 mikron kalinliginda alinan kesitlere Hsu ve ark., (17)
tarafindan modifiye edilen Avidin-Biotin-
Immunoperoxidase metodu uygulandi. Bu metoda goére
ksilol ve alkollerden gecirilen kesitler suda yikandiktan
sonra hidrojen peroksit (H,0,) solusyonuna ( 9%30’luk
H,0, 5 ml/ 300 ml Metanol) alindi. 9%0.9 NaCl ve %5
Normal Sheep Serum (5-3772 Sigma) iceren Tris buffer
solisyonundan (0.05 M, pH:7.6) gecirilen Kkesitlere daha
sonra Normal Sheep Serumu uygulandi. Kesitler ayri ayri
Tablo 1'de isim ve dilusyonlari verilen antiserumlarda
+4°C'de 18-24 saat sureyle tutuldu. Sonraki asamalarda
sirasiyla Biotin Conjugated Goat Anti-Rabbit 1gG (B-8895
Sigma-1/500), Avidin-Peroxidase Kompleksi (A-3151
Sigma-1/2500) uygulandi. Hanker-Yates (80 pl H,0,
ilave edilmis 5 ml Tris buffer'da 7.5 mg Hanker-Yates)
boyasina tabi tutulan Kesitler tris buffer’da yikanarak
alkol ve ksilollerden gecirilip entellan ile kapatildi.

Bulgular

Antiserum uygulamalarinda genel olarak yogun bir
sekilde bezlerde ve Lamina epiteliyalis'teki hlcrelerde

Uygulanan Antiserumlar Urtin No.

Tablo 1. Uygulanan antiserumlar ~ ve

Calisma Diliisyonu diltsyonlari.

Rabbit Anti-Gastrinl
Rabbit Anti-Cholecystokinin (26-33) (CCK8)
Rabbit Anti-Serotonin (5HT)

G-0785(Sigma)
C-2581(Sigma)
S-5545(Sigma)

1:500
1:500
1:200
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gozlenen immunreaktivite (IR)ler ayni zamanda pleksus
miyenterikus sinir telleri, gangliyon hicreleri, bazi bag
dokusu hucreleri ve duz kas dokularinda da tespit edildi.
Genelde Tunika muskularis’e yakin bezlerde Lamina
epiteliyalis'tekilere gore daha yogun olarak bulunduklari
belirlenen farkll immunreaktif hicrelerin yine farkli sayi
ve dagilima sahip olduklar! saptandi. Bazi bolgelerdeki
Lamina epiteliyalis'lerde apikale dogru daralan tarzda
goruntme sahip olan farkli immunreaktif hiicrelere
rastlanmasina karsilik bu htcrelerin lumenle iliskisi kesin
olarak tespit edilemedi. Ancak, bu hicrelerin lumenle
iliskili “acik tip hiicre” olabilecegi distnuldi.

Cholecystokinin (CCK) immunreaktivitesi

Fundus bezlerinde yogun bir dagilim gosterdigi
saptanan CCK immunreaktif hulcrelerin oval ya da
dizensiz ve nadiren Uggen bicimli olduklari belirlendi
(Sekil 1). CCK immunreaktif hicrelere fundus L.
epiteliyalis’i ve pilorus bezlerinde az sayida rastlanirken,
pilorus L. epiteliyalisindeki CCK immunreaktif hiicre
yogunlugunun fundus'a goére c¢ok daha az oldugu
gozlendi. Buradaki bazi CCK immunreaktif hucrelerin
apikale dogru daralarak uzandigi saptandi. Cogunlukla
oval, bazen de Uggenimsi yapiya sahip immunreaktif CCK
hucreleri anterior bagirsagin bezlerinde yogun bir
populasyon olustururken, ayni bélge ile birlikte pilorik
keselerin bez ve L. epiteliyalis'lerinde daha az sayida
olduklari gozlendi. Anterior bagirsak ve pilorik keselerin
epitellerindeki hucrelerden farkli olarak CCK-IR'si
gosteren htcrelerin pilorik keselerin bezlerinde diizensiz
bir yapida olduklari belirlendi. Anterior bagirsak
miyenterik pleksus sinir telleri ile diz kas dokusunda
(Sekil 2) ve pilorik Keselere ait submukoza'daki bazi bag
dokusu hucrelerinde de CCK-IR'sine rastlandi. Bu IR,

Fundus.Bezde Ug¢gen gorinumld CCK immunreaktif hiicre
(Ok).x600.

Sekil 1.
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L
Anterior bagirsak. Diz kas dokusunda CCK immunreak-
tivitesi (Oklar).x700.

Sekil 2.

kardia bolgesinde ve posterior bagirsaklarda tespit
edilemedi.

Gastrin Immunreaktivitesi

Posterior bagirsakta gozlenmeyen gastrin IR’si
fundus'un L. epiteliyalis ve bezlerindeki ¢ok sayidaki
hiicrede belirlendi. Ozellikle fundus bezlerinde daha
yogun olarak bulunduklari tespit edilen bu hicrelerin
dizensiz bicimli (Sekil 3), oval ve bazen de Uggenimsi; L.
epiteliyalis'te ise bu yapilara benzer olanlarin disinda sise
benzeri gérinime sahip olduklari saptandi. Kardia ve
pilorus L. epiteliyalis'inde de fundus L. epiteliyalis'ine gore
daha az sayida rastlanan gastrin immunreaktif hiicrelerin
bu bolgedeki hiicrelerle benzer morfolgjik Karaktere
sahip olduklari belirlendi.

Sekil 3. Fundus.Bezde duzensiz sekilli gastrin immunreaktif hicre

(Ok).x700.

Anterior bagirsak bezlerinde ve L.epiteliyalis'lerinde az
sayida gozlenen immunreaktif hicrelerin ¢cogunlukla oval
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nadiren de Uggen goérlinimld olduklari saptandi. Bu
bblgede ayni zamanda diz kas dokusunda ve sinir
tellerinde de zayif gastrin IR’sine rastlandi (Sekil 4).

Sekil 4. Anterior bagirsak. Miyenterik pleksus sinir tellerinde (ince

oklar) ve diz kas dokusunda (kalin oklar) zayif gastrin
immunreaktivitesi.x700.

Pilorik Kkeselerde ise diger bolgelere gore az sayida
gastrin immunreaktif htcrelerine hem bez hem de L.
epiteliyalis’de rastlandi. Villuslarin arasindaki L.
epiteliyalis'teki gastrin immunreaktif htcre
populasyonunun ylzeye goére daha yogun oldugu
saptandi. Ucgen ya da oval yapili bu hiicrelerin disinda
ayrica bagd dokusuna ait az sayida hiicrede de gastrin IR’si
belirlendi.

Serotonin (5-HT) immunreaktivitesi

Bu IR'ye posterior bagirsaklar disindaki butin
bélgelerde rastlandi. Fundus ve pilorus'un bez ve L.
epiteliyalis'i ile anterior bagirsaklarin bezlerinde diger
boélgelere gore daha yogun bir 5-HT immunreaktif hiicre
populasyonuna rastlandi. Kardia L. epiteliyalis'inde ise
diger bolgelere gore ¢ok az sayida 5-HT immunreaktif
hicrenin bulundugu belirlendi. Morfolojik gorinim
itibariyla bu hcrelerin fundus bezlerinde ve L.
epiteliyalis'inde oval (Sekil 5) ve Ucgenimsi (Sekil 6),
bazen de L. epiteliyalis'de bu tiplere ek olarak apikale
dogru daraldiklari saptandi.

Pilorik keselerin bez ve L. epiteliyalisinde de genis bir
yayihm gosterdigi belirlenen 5-HT immunreaktif
hiicrelerin diger bolgelerdeki hiicrelerle benzer morfolgjik
yapiya sahip olduklari gézlendi.

Bu tip IR ayni zamanda fundus, pilorus ve pilorik
Keselerin miyenterik pleksus sinir telleri ve gangliyon
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Sekil 5. Fundus.Bezde oval gérundmld 5 HT immunreaktif hicre

(OK).x700.

Sekil 6.

Fundus.L. epiteliyalis'de U¢gen gorinumli 5 HT
immunreaktif hicre (Ok).x700.

hicreleri ile fundus ve pilorus'un Kkan damarlari
cevresinde de zayif bicimde tespit edildi.

Tartisma ve Sonug

Bazi peptitlerin farkli formlari da dikkate alinmak
suretiyle balik tirlerinin sindirim kanali mukozalarinda
cogunlukla immunohistokimyasal  (Peroxidase-Anti
peroxidase ve Avidin Biotin Immunoperoxidase)
yontemlerinin  (12,13,14,15) uygulanmasi sonucu
yaklasik 30 adet peptitin varligi saptanmigstir.

immunohistokimyasal teknik uygulamalarinda spesifik
antiserumlara karsi IR gosteren mukozal elemanlarin

sindirim  kanalinda  yerlesimlerinin  disinda, IR
yogunluklarinin  da bolgesel farklilik gosterdigi
bildirilmistir  (12,13). Bu c¢alismada uygulanan

antiserumlara karsi IR go6steren hicrelerin genelde



bezlerde yer alip yogun bir IR ¢zelligine sahip olduklarti,
buna karsilik pleksuslardaki [R'nin daha zayif oldugu ya
da hi¢ bulunmadigi saptanmustir.

Cholecystokinin(CCK) immunreaktivitesi

Gastrinle benzer COOH-terminal penta peptit ve
amino asit siralanisina sahip oldugu bildirilen CCK'nin
(2,15,18) ayni zamanda biyolojik ve immunolgjik aktivite
yonlyle de gastrine benzedigi ve her iki peptitin
sindirimin dlzenlenmesinde anahtar rolinde oldugu
belirtilmektedir (16). iki peptit arasindaki bu benzerlik ise
ortak kokene sahip bir molekile baglanmaktadir (2).

Bu peptitin CCK-8 formuna 6zgi antiserumu ile
Oncorhynchus mykiss'in pilorus bélgesinde (2), CCK-4 ve
CCK-8 ile Gadus morhua'nin kardia ve pilorus'unda (19)
ve Salmo gairdneri'nin fundus bolgesinde (16) saptandigi
bildirilen CCK immunreaktif htcreler, bu calismada
pilorus ve fundus'ta tespit edildi. Rajjo ve ark. (20) ise
Amia calva ve Lepomis macrochirus midelerinde bu IR'yi
gosteren htcrelerin bulunmadigini ileri sirmuslerdir.

Bagirsaklarin anterior kisminda yogun bir sekilde
bulunduklari saptanan CCK immunreaktif hucrelerin, ayni
zamanda Amia calva ve Lepomis macrochirus (20) ile
Oncorhynchus mykiss (22), Scyliorhinus stellaris (23) ve
Sparus auratus (14) tirlerinin bagirsaklarinda da
bulundugu bildirilmistir. Bu ¢alismada bagirsaklarin sinir
telleri ve kas dokularinda tespit edilen CCK IR'sinin
Scyliorhinus stellariste de gozlendigi belirtilmektedir
(23).

Pilorik keselerde go6zlenen CCK immunreaktif
hicrelerin ise Oncorhynchus mykiss (24), Lepomis
macrochirus (20) ve Sparus auratusda da (14) saptandidi
bildirilmistir.

Gastrin immunreaktivitesi

Gastrik asit sekresyonu icin glcll bir uyarici peptit
olan gastrin (25) bu calismada kullanilan gastrin 1
antiserumunun uygulanmasi sonucunda midenin butin
bolgelerindeki bez ve L. epiteliyalis'lerinde gozlendi.
Gastrin 3 formundaki antiserumun uygulandigi Gadus
morhua tirinde bu immunreaktif hicrelerin midenin
kardia ve pilorus'unda (19), gastrin 17 ve 34 formlarinin
uygulandigi  Oncorhynchus mykiss'in pilorus’'unda (2)
gozlendigi belirtilirken, gastrin 4 formu uygulamasinda
Squalus acanthias (26) ile gastrin 1 ve 34 uygulanan
Sparus auratusda (14) bolgesel fark belirtiimeksizin
midenin timlnde gastrin immunreaktif hicrelerin
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bulundugu belirtilmistir. Gadus morhua'nin mide
miyenterik pleksuslarinda da gézlendigi bildirilen IR (18),
bu calismada saptanamamistir.

Farkli formlardaki gastrin antiserumu uygulamalari
sonucunda ¢ok sayida aragstirict bagirsaklarin belli
bolgeleri ya da tamaminda gastrin IR'si tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Bu calismada sadece anterior bagirsak
bezlerinde az sayida goézlenen gastrin immunreaktif
huicrelerin, Sparus auratus (14), Oncorhynchus mykiss
(24) ve Squalus acanthias (26) bagirsaklarinin tamaminda
yerlesim gosterdikleri belirtilmektedir. Ote yandan bu
IR'yi gOsteren hicrelerin Gadus morhuada (18)
bagirsaklarin baslangicinda, Poecilia reticulata’da ilk
2/3'inde ve Leuciscus idus melanatusda ilk ve son
kisimlarinda (1) yaygin olarak bulunduklari saptanmistir.
Bu calismada, ayni zamanda Leuciscus idus melanatus (1)
ve Squalus acanthias'da (26) elde edilen bulgularla benzer
sekilde anterior bagirsaklarda immunreaktif sinir
tellerinin varligi gosterilmistir.

Pilorik keselerin epitel ve bezlerinde gdzlenen gastrin
immunreaktif hiicrelerin, Oncorhynchus mykiss'te de (22)
bulundugu bildirilmektedir.

Serotonin (5 HT) immunreaktivitesi

Memelilerde oldugu gibi baliklarda da sindirim kanali
duz kaslarinin kontraksiyonunu saglamakla gorevli olan
serotonin’i (1,25,27,28) iceren bazi hicrelerin ayni
zamanda lumenle iligkili olup Sub P ve CCK 8
antiserumlari ile de reaksiyon gosterdikleri belirtilmistir
(2). Ote yandan sindirim sisteminin tamaminda 5 HT-
immunreaktif hucrelerinin hi¢ bulunmamasi ya da az
sayida olusu, buna karsilik immunreaktif sinir hucresi ve
tellerinin genis bir yayilim gostermesi arasinda ters bir
iliskinin bulundugu bildirilmektedir (26,28,29). Bu
iliskiye bagli olarak da 5-HT immunreaktif néronlarin, 5-
HT immunreaktif hicrelerin gérevlerini Ustlendigi ileri
surdlmustir (29).

5-HT immunreaktif hlcrelerin Oncorhynchus mykiss
midesinin pilorus ve fundus bolgelerinde bulundugu
belirtilirken (2) bu hucrelerin Salmo gaidneri (27,29),
Squalus acanthias (26) ile Rhombosolea tapirina ve
Ammotretis rostrata (30) turlerine ait midelerin butin
bolgelerinde dagilim gésterdigdi bildirilmistir. Bu calismada
da 5-HT immunreaktif hiicrelerin midenin tamamindaki L.
epiteliyalis ve bezlerde yerlestikleri saptanmistir. Squalus
acanthias (26) turlnde belirtildigi gibi bu calismada da
fundus ve pilorus mukozalarinin kan damarlari ¢evresinde
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ve pleksus miyenterikus sinir telleri ve gangliyon
hiicrelerinde 5-HT-IR’si gozlendi.

Salmo gairdneri (31) bagirsaginda bulunmadigi
belirtilen 5-HT immunreaktif hicrelerin Squalus acanthias
(26) turunun kalin bagirsaginda ve Oncorhynchus mykiss
(24) badirsaginin  bdtin  bélimlerinde  yayilim
gosterdikleri belirtilmistir. Bu calismada ise 5-HT
immunreaktif hicrelerinin Leuciscus idus melanatus (1)
tirinde oldugu gibi sadece anterior bagirsakta bulundugu
saptanmigtir. Bagirsak pleksus miyenterikus'larinda bu
tdr IR'nin bulundugunun bildirilmesine ragmen (1,26,29)
bu calismada belirtilen bélgede IR gbzlenememistir.

Oncorhynchus mykiss (22) tirinden elde edilen
bulgularla uyumlu olarak bu calismada da pilorik
keselerdeki bezler ve L.epiteliyalis'deki hucreler ile
pleksus miyenterikus sinir tellerinde 5-HT IR’si
saptanmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gére: olusan
immunreaktivitelerin, bu tdrin sindirim kanalinin calisilan
tim  Dbdlgelerinde  yayiim  goésterdigi  ve bu
immunreaktivitelerin ¢ogunlukla ve daha yogun olmak
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lUzere L.epiteliyalis ve bezlerdeki hiicrelerde gerceklestigi
gorilmektedir. Kullanilan 6 tip memeli antiserumun bir
cok balik tlrtnde oldugu gibi sudak baligi (Stizostedion
lucioperca) sindirim Kkanalinin bazi bélimlerindeki hiicre
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