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Amag: Ghrelin, obestatin ve leptin hormonlari istah diizenleyici hor-
mon olarak adlandirilirlar. Ghrelinin yemeyi baslattigl, obestatinin
istah1 baskiladig1 ve leptinin tokluk hissi verdigi bildirilmistir. Yapi-
lan ¢alismalarda insan ve diger memeli tiirlerinde ghrelinin, obesta-
tinin ve leptinin midenin tiim bolimlerinden degisik yogunluklarda
eksprese oldugu bildirilmistir. Sunulan ¢alisma kil kecisi abomazu-
munda ghrelin, obestatin ve leptin hormonlarinin ekspresyonunun
belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismada 6-8 aylik oglaklara ait abomazum do-
kular1 temin edilip, abomazumun kardiya, fundus ve pilorus bolgele-
rinden doku pargalar1 alindi. Rutin histolojik takipten sonra alinan
kesitlere ghrelin, obestatin ve leptin immunohistokimya boyamalari
uygulandi.

Bulgular: Yapilan histolojik degerlendirmede abomazumun her ¢
bolgesinde ghrelin, obestatin ve leptin i¢cin degisik yogunlukta po-
zitif reaksiyon veren hiicrelere rastlandi. Kardiya bélgesinde immu-
noreaktivitenin abomazum boyunca daginik bir yerlesim gosterdigi
ve fundus bolgesinde immunoreaktivitenin 6zellikle pariyetal hiicre-
lerde oldugu belirlendi. Ortalama H skoruna gore ghrelinin kardiya
bolgesinde, obestatinin pilorus bolgesinde ve leptinin fundus bolge-
sindeki hiicrelerde yogun olarak eksprese oldugu belirlendi.

Oneri: istah diizenleyici hormonlar olan ghrelin, obastatin ve lepti-
nin kil kegilerinin abomazumunda kardiya, fundus ve pilorus bolge-
lerinden de degisik yogunluklarda eksprese olmasi bu hormonlarin
yem alimi tizerindeki fizyolojik etkileri goz dntine alindiginda kil ke-
¢ilerinde de benzer fonksiyonlar1 yerine getirdigini diistindiirmiis-
tiir. Ancak ghrelin, obestatin ve leptin hormonlarinin hayvan beslen-
mesinde kullanimu ile ilgili daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Abomazum, immunohistokimya, kil kegisi, istah
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Abstract

Aim: Ghrelin, obestatin and leptin hormones are called appetite reg-
ulating hormones. It reported that ghrelin initiates feeding, obestatin
suppresses appetite and leptin gives a feeling of fullness. In human
and other mammalian species, studies have reported that ghrelin,
obestatin and leptin are expressed at different concentrations from
all parts of the stomach. The present study was conducted to deter-
mine the expression of ghrelin, obestatin and leptin hormones in
hair goat abomasum.

Materials and Methods: The abomasum tissues for the study were
obtained from 6-8-month-old kids and were collected from cardia,
fundus and pylorus regions of the animals’ abomasums. The ghrelin,
obestatin and leptin immunohistochemical staining methods were
used, which were applied to all of the sections following the routine
histological process.

Results: The immunoreactivity of ghrelin, obestatin and leptin was
found to be different in all parts of the abomasum. Immunoreactivity
was found to be dispersed settlement the abomasum in the cardia
region. According to the mean H score, it was determined that ghre-
lin, obestatin and leptin were intensely expressed in the cardia, pilo-
rus and fundus regions.

Conclusion: The appetite hormones (ghrelin, obastatin and leptin)
were expressed at different concentrations from the cardia, fundus
and pilorus regions in the abomazum, suggesting that these hormo-
nes perform similar functions in hair goats considering their physio-
logical effects on feed intake. More research is needed to about use of
animal nutrition of ghrelin, obestatin and leptin hormones.

Keywords: Abomasum, appetite hormones, hair goat, immunohis-



https://orcid.org/0000-0002-0723-4059
https://orcid.org/0000-0002-8306-491X
https://orcid.org/0000-0002-1546-9747

Kil kegilerinde ghrelin, obestatin, leptin

Giris

Son yillarda yapilan ¢alismalarda gastrointestinal sistemde
bulunan  enteroendokrin  hiicrelerin  smiflandirilma
calismalari tekrar degerlendirilmeye baslanmistir. Endokrin
hiicre tiplerinin dagilimlarinin midede bagirsaklardan farkl
oldugu belirtilmistir. insan midesinin fundus ve corpus bél-
gelerindeki oksintik bezlerin en 6nemli hiicre tipleri; ghrelin
hiicreleri, somatostatin hiicreleri, 5-HT (enterokromaffin)
hiicreleri, histamin salgilayan enterokromaffin benzeri (ECL)
hiicreleri ve pancreastatin hiicreleri oldugu bildirilmistir
(Fakhry ve ark 2018).

Ghrelin, temel olarak mide fundusunda endokrin fonksiyona
sahip X(A) hiicreleri tarafindan iiretilen 28 amino asitlik
(aa) lipopeptid yapida bir hormondur (Date ve ark 2000,
ilhan ve Erdost 2009). Yapilan ¢alismalarda bu hormonun
mideden bagka duodenum, jejunum, ileum, kolon, beyin,
tiikiirtik bezi, tiroid bezi, kalp, pankreas, bobrekler, testisler,
akciger, plasenta, gonadlar, immiin sistem gibi organlardan
da eksprese oldugu bildirilmistir (ilhan ve Erdost 2009,
Ozfiliz ve ark 2011, Comba ve ark 2015). Istah diizenleyici
hormon (Appetite hormon) olarak da adlandirilir (Kojima ve
Kangama 2005, Beasly ve ark 2009).

Obestatin ghrelin gibi ayn1 6ncii proteinden tiretilen 28 aa’lik
lipopeptid yapida bir hormondur. Obestatin anorektik bir
peptid olup, ghrelin hormonu ile ayni gen tarafindan kodlan-
makta ve kilo alimini baskilamaktadir. Mide, ince barsak, hi-
potalamus ve hipofiz gibi bircok dokuda sentezlenmektedir.
Obestatin ghrelinle iligkili bir peptid olup ghrelinle zit etki
gostermektedir. Yeme esnasinda salinarak tokluk hissi ver-
mektedir (Kojima ve Kangama 2005, Beasly ve ark. 2009).
Ghrelin yemeyi baslatirken, obestatinin istah1 baskiladigi
diistiniilmektedir (Kojima ve Kangama 2005, Beasly ve ark
2009).

Leptin yag dokusundan salinan 16 kDa'lik bir peptid hormo-
nudur ve daha diisiik seviyelerde gastrik epitelde, plasen-
tada, karacigerde, kas ve diger bircok dokuda sentezlendigi
bildirilmistir (Wada ve ark 2014). Leptinin biyolojik etkileri
arasinda; tokluk hissi vermek, adrenal stress hormonlarinin
liretiminin azaltilmasini saglamak, metabolik hiz1 ve seks
diirtiistinii arttirmak yer almaktadir.

Ghrelin, obestatin ve leptinin kilo kontroli iizerinde et-
kileri oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Yapilan
literatiir taramasinda insanlarda ve farkli hayvan tiirlerin-
de ghrelin, obestatin ve leptin hormonlart ile ilgili pek ¢ok
calisma yapilmis, c¢alismalarda bu hormonlarin midenin
farkli boliimlerinden farkli yogunluklarda eksprese oldugu
bildirilmistir (Hayashidaa ve ark 2001). Ancak kil kegilerin-
de ghrelin, obestatin ve leptin hormonlarinin ekspresyonu
ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Sunulan
calisma, kil kecisi abomazumunda ghrelin, obestatin ve
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leptin hormonlarinin ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla
yapimistir.

Gereg¢ ve Yontem
Hayvan materyali

Siirt’te hizmet veren belediyeye ait kesimhaneden olagan ke-
sim sirasinda ayni besi ortaminda yetistirilmis 10 adet 6-8
aylik kil keg¢isi abomazumu temin edildi. Daha sonra abo-
mazumlarin kardiya, fundus ve pilorus boliimlerinden doku
ornekleri alinarak, %10’luk formol soliisyonunda tespiti ya-
pildi. Yikama isleminin ardindan dokular rutin histolojik ta-
kipten gecirilip parafinde bloklandi. Hazirlanan parafin blok-
lardan Lecia RM 2125 rotary mikrotomunda 5 mikro metre
kalinliginda seri kesitler alindi. Alinan kesitlere leptin, obes-
tatin ve ghrelin ekspresyonlari ve abomazum béliimlerindeki
lokalizasyonlarini belirlemek icin immunohistokimyasal bo-
yama uygulandi. Iimmunohistokimyasal yéntemin ézgilliigii
sican uterus dokularina pozitif kontrol uygulanarak kontrol
edildi (Sekil 1 a,b,c). Tiim dokulara ayni immunohistokimya-
sal ydntem uygulandu.

Sekil 1. Ghrelin, obestatin ve leptin i¢in si¢an uterus dokusunda po-
zitif kontrol. (A) Ghrelin, (B) Obestatin, (C) Leptin. Orjinal biiyiitme:
X20.

Immunohistokimyasal yéntem

Parafin bloklardan alinan kesitler aminopropyltriethoxysi-
lane (APES) ile kaplanmis adhesivli lamlara alindi ve depa-
rafinizasyon, rehidrasyon islemlerine tabi tutularak distile
suda yikandi. Kesitlerin endojen peroksidaz aktivitesini gi-
dermek icin metanolde hazirlanmis %3’liik H202 ile 20 da-
kika muamele edilmesinin ardindan 0.01 M Fosfat Buffer Sa-
line (PBS)’de 5’er dakika slireyle li¢ defa yikandi. Yikamadan
sonra, antijen retrieval islemi icin sitrat tamponu (0.01M,
pH6.0) hazirlanarak 30 dakika siireyle 95 0C’de kaynatildik-
tan sonra sogumaya birakildi. Kesitlerde spesifik olmayan
boyanmay1 dnlemek {izere protein blocking ¢6zeltisi (Ultra
V Block, Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation,
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Fremont, CA, USA; TA-125UB) ile oda 1sisinda 15 dk. inki-
basyona birakildi. Hemen ardindan kesitler, 40C’de 1/100
seyreltilmis anti-grelin primer antikoru (Tavsan poliklonal
ile Ghrelin-Anti-Ghrelin antikoru, katalog no: ab129383-
abcam) ile 1/200 seyreltilmis anti-obestatin primer antiko-
ru (Obestatin-Antikor'a karsi tavsan poliklonal, katalog no:
ab41704) ve 1/100 seyreltilmis anti-leptin primer antikoru
(Leptin Anti-Leptin antikoruna tavsan poliklonal, katalog no:
ab117751) gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonra-
sinda 5 dakika siireyle 0.01M PBS’de dort kez yikandi. Renk
reaksiyonunu gorsellestirmek icin kromojen substrat olarak
3,3'-diaminobenzidinde (DAB)(Thermo Fisher Scientific Lab
Vision Corporation, Fremont, CA, USA) 4-10 dakika boyunca
bekletildi (Saruhan ve ark. 2018). Mayers Hematoksilende
zit boyama i¢in 1 dakika bekletildikten sonra kesitler mavile-
sinceye kadar cesme suyunda yikandu. Kesitler dereceli alkol-
lerden ve ksilolden gecirilip entellan ile kapatildi. Boyamalar
sonrasl preparatlar, Nikon-Eclipse 400 DSRI Nikon dijital
fotograf makinesi (NIS Elements Imaging Software-version
3.10) atagmanl arastirma mikroskobunda incelenerek de-
gerlendirildi ve fotograflandi.

Immunohistokimyasal degerlendirme

Ghrelin, leptin ve obestatin immunoreaktivitesinin semikan-
titatif analizleri H-skoru yontemi kullanilarak yapildi (Sur ve
ark. 2017). Her hayvanin kardiya, fundus ve pilorus boltiimle-
rinden rastgele secilen li¢ boliim degerlendirildi ve sirasiyla
zayif, orta, giiclii ve ¢cok kuvvetli boyama yogunluguna gore 1,
2, 3 ve 4 olarak puanlandi. Her hayvan i¢in H-skoru, asagida-
ki formiili kullanarak tiretilen sayilar eklenerek hesaplandy;

X(1+i)xpi

1: Sabit deger;

i: Yogunluk puani;

pi: Yogunluk yiizdesi.

Bulgular

Abomazumun kardiya, fundus ve pilorus boélgelerinde, ghre-
lin, leptin ve obastatin i¢in luminal ve glandular hiicrelerin si-
toplazmalarinda immunoreaktiviteye rastlandi (Sekil 2,3,4).
Kardiya bolgesinde immunoreaktivitenin abomazum boyun-
ca daginik bir yerlesim gosterdigi belirlendi (Sekil 2 a,b,c).
Fundus bolgesinde, kardiya bolgesi ile benzer reaksiyonlar
belirlendi. Ancak bu bélgede immunoreaktivitenin 6zellikle
pariyetal hiicrelerde oldugu tespit edildi (Sekil 3 a,b,c). Pi-
lorus bolgesinde immunoreaktivitenin ghrelin i¢in 6zellikle
luminal hiicre sitoplazmalarinda, obestatin ve leptin icin ise
glandular hiicre sitoplamalarinda oldugu tespit edildi (Sekil
4 a,b,c).
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Sekil 2. Abomazumun kardiya bolgesinde ghrelin, obestatin ve lepti-

nin immunohistokimyasal demonstrasyonu. (A) Ghrelin, (B) Obesta-
tin, (C) Leptin, oklar: immunoreaktif hiicreler. Orjinal biiytitme: (A,
B) X20, (C) X10. I: lumen, g: kardiya bezleri.
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Sekil 3. Abomaz
nin immunohistokimyasal demonstrasyonu. (A) Ghrelin, (B) Obesta-

tin, (C) Leptin, oklar: immunoreaktif hiicreler, ok basi pariyetal hiic-
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Sekil 4. Abomazulmun pilorus bolgesinde ghrelin, obestatin ve lepti-
nin immunohistokimyasal demonstrasyonu. (A) Ghrelin, (B) Obes-

tatin, (C) Leptin, oklar: immunoreaktif hiicreler. Orjinal biyiitme:
(A,B,C) X40.1: lumen, g: pilorus bezleri.
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Ghrelin immunoreaktivitesinin abomazumun kardiya ve pi-
lorus bolgelerinde fundus bolgesine kiyasla arttig1 belirlendi.
Ortalama H skoru kardiya bélgesinde daha ytiksek bulundu
(Tablo 1, p>0.05). Obestatin immunoreaktivitesinin kardiya
ve fundus bolgelerinden ziyade pilorus bolgesinde artis gos-
terdigi belirlendi. Ortalama H skoru pilorus boélgesinde en
ylksek bulundu (Tablo 2, p<0.001). Leptin immunoreakti-
vitesinin kardiya ve fundus boélgelerinde arttig1 belirlendi ve
ortalama H skorunun kardiya ve fundus boélgesinde yiiksek
oldugu saptandi (Tablo 3, p<0.001).

Karakog ve ark.

sindeki glandular bezlerin apikal kisimlarindan sentezlendi-
gi bildirilmistir. Yu ve ark (2012) Saanen 1rki siit¢li kegilerin
gastrointestinal kanalinda yaptiklar1 ¢alismada ghrelin hor-
monunun abomazum bezlerinden sentezlendigini bildirmis-
lerdir. Sur ve ark (2017) farelerde gebelik donemi boyunca
fundus bolgesinde yaptiklari calismada ghrelin hormonunun
gebelik doneminde artis gosterdigini ve bu artisin 6zellikle
gebeligin erken ve orta doneminde en yiiksek oldugunu bil-
dirmislerdir.

Tablo 1. Kil ke¢isi abomasumunda ghrelin immunoreaktivitesinin H-skorlar1 (Ort +SP)

Kardiya

Fundus Pilorus

H-Skoru
198,54+67,722

175,09+33,46°

184,90+£50,96¢

a-b,c Gruplar arasi fark p>0.05

Tablo 2. Kil kecisi abomasumunda obestatin immunoreaktivitesinin H-skorlar1 (Ort +SP)

Kardiya

Fundus Pilorus

H-Skoru
89,90+44,372

75,81£44,09°

398,54+70,99¢

a,b-c Gruplar arasi fark p<0.001

Tablo 3. Kil ke¢isi abomasumunda leptin immunoreaktivitesinin H-skorlari (Ort £SP)

Kardiya

Fundus Pilorus

H-Skoru
381,00+61,042

391,63+74,26°

71,81+57,92¢

a,b-c Gruplar arasi fark p<0.001

Tartisma

Hayvanlarda istah kontrolii, yem tercihi ve tiiketimi viicut
mekanizmalariyla birlikte (homeostatic regulation) kontrol
edilir (Polat ve ark 2006). Bu mekanizmalardan besin alim1
lizerinde etkisi olan ghrelin, leptin ve obestatin hormonlari-
nin mideden salgilanmasi ile ilgili insan, kemirgen ve diger
memeli tiirleri izerine pek ¢ok arastirma yapilmistir (Date
ve ark 2009, Hayashide ve ark 2001, Sakata ve Sakai 2010,
Ozfiliz ve ark 2011, Yu ve ark 2012).

Yapilan ¢alismalarda farkl tiirlerde ghrelin hormonunun mi-
denin temel hormonu oldugu ve bezlerin boyun bdlgesinden
dip kismina kadar tiim hiicrelerde, esas hiicrelerde ve pari-
yetal hiicrelerinden sentezlendigi bildirilmistir (Hayashide
ve ark 2001, Dun ve ark 2006, Gulubova ve ark 2018). Insan
midesinde ghrelin ile obestatinin kardiya, fundus, korpus ve
antrum bolgelerindeki hiicrelerden eksprese oldugu, bez-
lerin dip kisimlarinda yogun, kardiya ve fundus boélgesinde
luminal mukozada daha az yogunlukta oldugu bildirilmistir
(Grénberg ve ark 2008). Ozfiliz ve ark (2011), koyun abo-
mazumunda yaptiklari bir ¢alismada ghrelin hormonunun
abomazumun tiim béliimlerinde 6zelliklede fundus bolge-
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ilhan ve Erdost (2009), midenin fundus bélgesinin, piloris
bolgesine gore daha fazla ghrelin sentezledigini bildirmisler-
dir. Sunulan calismada da kil kecilerinde abomazumun her
¢ boliimiinde ghrelin immunoreaktivitesine rastlanmistir.
Daha once yapilan calismalarda ghrelin ekspresyonunun
fundus bolgesinde daha yogun oldugu bildirilmis olmasina
ragmen sunulan calismada kil kecilerinde ortalama H sko-
runa gore kardiya bolgesinde daha fazla ghrelin sentezlen-
digi belirlenmistir. Ayrica ghrelin immunoreaktivetesinin
kil kecilerinde de koyunlardakine benzer sonuglar vermesi,
ghrelin hormonunun koyun ve kecilerde ayni fizyolojik etki
gosterdigini diistindlirmustiir.

Obestatin ve ghrelinin metabolik ve iireme fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde birlikte islevsel bir rol oynadig ve viicut
agirhiginin kontroliinde anahtar rol oynadiklari bildirilmistir
(Saruhan ve ark 2018). Obestatinin ghrelinle zit etki goster-
digi ve gida alimini ve viicut agirhiginin artmasini baskila-
dig1 bildirilmistir (Dun ve ark 2006). Dun ve ark (2006) rat
midesinde yaptiklari ¢alismada ghrelin gibi obestatinin de
midenin glandular bezlerinde, muskuler tabakanin yakin-
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larinda ve daha zayif olarak bezlerin boyun kismindan eks-
prese oldugu bildirmislerdir. Tsokalis ve ark (2009) saglikli
insanlarin midesinden alinan érneklerde yaptiklari ¢alisma-
da obestetinin midenin kardiya, fundus, korpus ve antrum
bolgelerinde immunoreaktivitenin oldugu, reaksiyonun
fundus bolgesindeki bezlerde yogun, bezlerin boyun kisim-
lar1 ile antrum ve korpus bolgelerinden ise daha az oranda
eksprese oldugunu bildirmislerdir. Sunulan calismada kil
kegilerinin abomazumunun tiim béliimlerinde obestatin im-
munoreaktivitesinin oldugu belirlenmistir. Ortalama H skoru
pilorus bolgesinde en yiliksek bulunmustur. Tsokalis ve ark
(2009) tarafindan saglikli insan midesinde obestatinin 6zel-
likle fundus bolgesinde eksprese oldugu bildirmis, sunulan
calismada ise kil kecilerinde obestatinin 0zellikle pilorus
bolgesinden eksprese oldugu, Ayrica obestatin immunoreak-
tivitesinin glandular bezlerde daha yogun olmasi daha 6nce
yapilan calismalari desteklemektedir.

Leptinin biyolojik etkileri arasinda; tokluk hissi vermek, ad-
renal stres hormonlarinin liretiminin azaltilmasini saglamak,
metabolik hiz1 ve seks diirtiislinti arttirmak yer almaktadir
(Giille ve ark 2009). Insan mide bezlerinden leptinin ekspre-
se oldugu bildirilmis, immunoreaktivitenin mide bezlerinin
alt kisimlarindaki hiicrelerde ve ayrica esas hiicrelerdeki
pepsinojen graniillerinde oldugu belirtilmistir (Cinti ve ark
2000). Leptinin insan mide bezlerindeki immunoreaktivite-
sinin orta siddetten kuvvetliye kadar degisen yogunluklarda
oldugu bildirilmistir (Giille ve ark 2009). Rat midesinde yapi-
lan ¢alismada leptin hormonunun yiizey epitel hiicrelerinde,
gastrik bezlerde ve midenin esas hiicrelerinde immunoreak-
tivitenin oldugu bildirilmistir (Giille ve ark 2009). Sunulan
calismada abomazumun her {i¢ boliimiinde leptin immuno-
reaktivitesine rastlanmistir. Imnmunoreaktivitenin kardiya ve
fundus bolgelerinde, 6zellikle de fundus boélgesindeki pari-
yetal hiicrelerde olmasi Giille ve ark (2009)'n1 desteklemek-
tedir.

Oneriler

Ghrelin, obestatin ve leptin hormonlarinin diger tiirlerde
oldugu gibi kil kegilerinde abomazumun kardiya, fundus ve
pilorus bélgelerinden eksprese oldugu ve bu hormonlarin
fizyolojik fonksiyonlar1 géz 6niline alindiginda kil kegilerinde
de benzer fonksiyonlar1 yerine getirdigi diisiiniilmiigtiir. Is-
tah diizenleyici hormon olarak tanimlanan ghrelin, obestatin
ve leptinin 6zellikle ciftlik hayvanlarinda hayvan beslemede
yem tliketimi ile besi performansi arasinda yapilacak c¢alis-
malara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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