ARASTIRMA 25

Kronik melatonin enjeksiyonunun renin grantilleri tizerindeki
histolojik etkisi

Kemal Ergin, Hatice Kiibra Basaloglu

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Aydm.

Ozet

Bircok calismada melatoninin bobrek fonksiyonlar ile dogrudan veya dolayl iliskisi oldugu bildirilmistir.
Bu galismanin amaci kronik melatonin enjeksiyonundan sonra bobrekteki jukstaglomertiler apparatusta
bulunan renin grantillerindeki olas1 histolojik degisiklikleri arastirmakti. Yirmi alt1 adet Wistar cinsi disi
sican iki gruba boltinmiistiir: kontrol (K) grubu (n=11) ve kronik olarak melatonin enjekte edilen (M) grup
(n=15). Melatonin 3 hafta boyunca hergiin, subkutan olarak 1 mg/kg dozunda ve 2 cc hacimde enjekte edildi.
Deneyin sonunda bobrekten alinan seri kesitler Hematoksilen-eosin, periodik asit schiff (PAS) ve Van Gieson
boyalari ile boyandi. Hematoksilen-eosin ve Van Gieson ile boyanmis bobreklerde iki grup arasinda herhangi
bir farklilik gozlenmedi. PAS ile boyanan bobrek kesitlerinde ise M grubunda renin graniillerinde
(jukstaglomertiler hiicrelerde) niteliksel olarak bir artis gozlendi. Bu artisin melatoninin bobrekler ve kan
basinci tizerindeki diizenleyici etkisi sonucu olustugu diistintild.
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Abstract
Histological effect of chronically mjected melatonin on the renin granules

Many studies have reported that melatonin has a relationship with kidney functions directly or indirectly.
The aim of this study was to examine the possible histological changes at renin granules in the juxtaglomerular
apparatus in the kidneys after chronically injection of melatonin. Twenty six female Wistar rats were divided
into two groups: control (C) group (n=11) and chronically melatonin injected (M) group (n=15). Melatonin
was injected subcutaneously 1 mg/kg daily in a volume of 2 cc for 3 weeks. At the end of the experiment,
serial sections of kidneys were stained with Hematoxylen-eosin, periodic acid schiff (PAS) and Van Gieson
stain. In Hematoxylen-eosin and Van Gieson stained kidneys, no different histological changes was observed
in both group. In the PAS stained kidney sections, an increase has been detected in the renin granules
(juxtaglomerular cells), qualitatively in the M group. It is thought that this increase might be the regulatory
effect of melatonin on kidneys and blood pressure.
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reseptorler bulunmus ve bunlar renin salinimi ve

Girig glomeriiler filtrasyondan sorumlu tutulmuslardir (2,

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) pineal
bez tarafindan sentezlenen ve salgilanan bir {irlindiir.
Bu sentez ve salinim giiniin karanlik evresinde artan,
aydinlik evresinde ise azalan, diurnal varyasyon
gosteren siklik bir ritme sahiptir (1).

Melatoninin bdbrek fonksiyonlari ile dogrudan veya
dolayli olarak ¢ok yakin bir iligki i¢cinde oldugu
bildirilmistir (2, 3). Renal kortekste melatonine ait
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3). Bununla birlikte melatoninin endojen ve santral
hipotansif etkisi izerinde de durulmustur (4).
Pinealektomi sonrasi siganlarda hipertansiyon gelistigi
bildirilmis ve bundan artmis plazma renin aktivitesiyle
birlikte renin-anjiotensin-aldosteron sistemi sorumlu
tutulmustur (5, 6, 7). Ayrica hipertansif siganlarda
kronik melatonin uygulamasinin bradikardiye ve
hipotansiyona neden oldugu ve vazodilatasyonu
arttirdig1 bildirilmistir (8). Bizim ¢alismamizin amaci
da ii¢ hafta siireyle enjekte edilen melatoninin
sicanlarin bobreklerindeki jukstaglomeriiler
apparatusta ve buradaki renin graniillerinde meydana
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getirebilecegi olasi histolojik degisiklikleri 1s1k
mikroskobu diizeyinde incelemekti.

Gereg ve YoOntem

Calismamizda yaklasik ayni yas ve agirlikta (ortalama
200 gr) 26 adet disi Wistar cinsi si¢an kullanildi.
Ayn1 oda ve ¢evre kosullarinda tutulan sicanlar,
standart pellet yem ve suyla beslendi ve ayni gruptan
2-3 sican olacak sekilde kafeslendi. Siganlar iki gruba
ayrildi: Kontrol (K) grubu (11 adet) ve kronik
melatonin enjekte edilen (M) grup (15 adet).
Melatonin (Acros company) serum fizyolojik igindeki
% 1’lik etanolde ¢oziindiiriildii ve subkutan olarak
21 giin siireyle, hergiin 15.00- 16.00 saatleri arasinda,
1 mg/kg dozda ve 2 cc hacminde enjekte edildi (9).
K grubuna da ayn1 hacimde serum fizyolojik enjekte
edildi. Deneyin sonunda, her iki gruptaki sicanlara
ketamin anestezisi yapildi ve %10’luk formaldehitle
intrakardiyak perfiizyon uygulandi. Perfiizyondan
sonra sicanlarin bobrekleri ¢ikarildi ve her bir bobrek,
hilustan koronal insizyonla iki parcaya boliinerek
%10’luk formaldehitte tespit edildi. Bundan sonra
bobrekler rutin histolojik prosediire (dehidratasyon
ve seffaflagtirma) tabi tutuldu ve parafin bloklara
gomiildi. Parafin bloklardan bir mikrotom (Leica
RM 2135) ile rastgele olarak 5 mikronluk kesitler
alind1. Bu kesitler Hematoksilen-eosin, PAS (periodik
asit schiff) ve Van Gieson boyalar1 ile boyanip,
entellan ile kapatildi. Kesitler 151k mikroskobu
(Olympus BX 50) ile incelenip fotograflari ¢ekildi.
Calismamiza Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Etik Kurulu’nca onay verilmistir.

Bulgular

K grubunda: hematoksilen-cozin ile boyanan
kesitlerde, bobrekler dista korteks (koyu renkli) ve
icte medulla (ac¢ik renkli) olmak tizere iki bolim
halinde gozlendi. Korteksin her bolgesine yayilmis
bobrek cisimeikleri (=korpuskulum renale: glomertil
ve Bowman kapsiiliiniin parietal ve visseral yapraklari)
ve onlara ait jukstaglomeriiler apparatuslar gézlendi
(Resim 1). Van Gieson ile boyanmis dokularda
korpuskulum renale ve jukstaglomeriiler apparatustaki
hiicrelerin nukleuslar1 kahverengi-siyah renkte, bu
hiicrelerin sitoplazmalar1 ve mezangial matriks koyu
sar1 renkte, Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapragu
da kahverengi-siyah renkte goriildii. Korpuskulum
renale ve glomeriillerin boyutlar1 ve sekilleri normal
olarak izlendi (Resim 2). PAS ile boyamada,
intraglomertiler ve ekstraglomertiler hiicre nukleuslart
ve Bowman kapsiiliiniin visseral ve parietal
yapraklarindaki nukleuslar mavi renkte izlenmistir.
Bowman kapsiiliiniin parietal tabakasinin bazal

membrani ve intraglomeriiler mezangial matriks ise
PAS pozitif (koyu kirmizi) boyanmistir (Resim 3).

Resim 1. Kontrol (K) grubuna ait bobrek cisimeigi (glomeriil ve Bowman
kapsiilii), damar kutbu ve jukstaglomeriiler apparatus gézlenmektedir.
H&E boyas1 (x400).

Resim 2. K grubunda; Van Gieson boyasi ile korpuskulum renale ve
jukstaglomeriiler apparatustaki hiicrelerin nukleuslar1 ve Bowman
kapsiiliiniin pariyetal yaprag: kahverengi-siyah renkte, bu hiicrelerin
sitoplazmalart ve mezangial matriks koyu sar1 renkte izlenmektedir. Van
Gieson boyast (x400).

Resim 3. K grubunda, PAS boyasi ile intraglomeriiler ve ekstraglomertiler
hiicre nukleuslar1, Bowman kapsiiliiniin visseral ve parietal yapraklarindaki
nukleuslar mavi renkte, Bowman kapsiiliiniin parietal tabakasinin bazal
membrani ve intraglomeriiler mezangial matriks ise koyu kirmizi (PAS
pozitif) gézlenmektedir. PAS boyasi (x400).
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M grubunda: K grubuna kiyasla Hematoksilen-eozin
ve Van Gieson ile boyanan bobreklerde korpuskulum
renale ve jukstaglomeriiler apparatusta herhangi bir
histolojik degisiklik gozlenmezken (Resim 4, 5) PAS
ile boyanan dokularda afferent arteriollerin
jukstaglomertiler hiicrelerindeki renin graniillerinde
belirgin bir artig saptandi (Resim 6 a,b).

Resim 4. Melatonin (1 mg/kg/giin) enjekte edilen (M) grupta, C grubu
ile karsilastirldiginda korpuskulum renale ve jukstaglomeriiler apparatusta
herhangi bir histolojik farklilik gézlenmemektedir. H&E boyast, (x400).

i |

Resim 5. M grubunda, C grubu ile karsilastirildiginda korpuskulum
renale ve jukstaglomeriiler apparatusta herhangi bir histolojik farklilik
gozlenmemektedir. Van Gieson boyast, (x400).

jukstaglomeriiler hiicrelerindeki renin graniillerinde belirgin bir artig
gozlenmektedir. 6a. PAS boyasi, (x400), 6 b. PAS boyasi, (x1000).

C= korpuskulum renale, G= glomeriil, M= makula densa, A= afferent
arteriol, P= podosit, L= “lacis” hiicresi, B= Bowman kapsiiliiniin parietal
tabakasi, Mi= intraglomeriiler mesenjial hiicre, S= Bowman araligi, R=
renin graniilleri, K= kapiller endoteliyal hiicre, E= efferent arteriol, J=
jukstaglomertiler hiicre

Tartigma

Aktif renin, bobreklerdeki jukstaglomeriiler hiicrelerde
bulunan sekretuar graniillerde iiretilir. Normal kosullar
altinda, insan bobregindeki jukstaglomeriiler
hiicrelerde graniil goriilmez veya ¢ok az goziikiir ve
bunlarin lokalizasyonu periniikleerdir (10).
Hipergraniilasyon durumlarinda, hiicreler afferent
arteriolliin mediasina kadar yayilir ve tek bir tabaka
gibi siralanirlar, sitoplazmalar1 daha diffiiz hale gelir
ve grantilleri daha biiylik gozlenir (11). Calisgmamizda,
melatonin enjeksiyonu sonrasi renin graniilleri de bu
sekilde goriildii.

Jukstaglomeriiler hiicrelerdeki graniil sayisi arttikca
renin sekresyonu artar (10, 12). Klinik olarak
hipotansiyon, renal arter veya aortanin daralmasi
durumlarinda da renin salgilanmasi artar (10). Yapilan
bir calismada kronik melatonin uygulamasi sistolik
ve diastolik kan basincini azaltmustir (8, 13). Bununla
birlikte melatonin karotis arterin nabizinda ve
katekolamin seviyelerinde belirgin bir diisiise sebep
olmustur (14). Baska bir ¢alismada da siganlarda
pinealektomiden sonra arteriyel kan basincinda ve
renin aktivitesinde bir artis saptanmis (5, 7), ardindan
farmakolojik dozlarda verilen melatonin sistolik kan
basincinda belirgin bir diisiise sebep olmustur (5).
Ayrica melatonin endojen bir hipotansif faktor olarak
etkimis ve bu durum, melatoninin adrenerjik yolun
santral inhibisyonunu arttirdigi sonucunu dogurmustu
(5, 15). Bununla birlikte melatoninin kan basincini
hipotalamusa etkiyerek, katekolamin seviyelerini
diistirerek veya aort duvarindaki diiz kaslarin
relaksasyonunu saglayarak da diisiirdiigi
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diisiintilmiistiir (16). Song ve ark. gine domuzlarinin
bobreklerindeki kortekste daha fazla saptadiklar
iodomelatonin baglanma bdlgeleri sayesinde
melatoninin renal sisteme dogrudan bir etkisi
olabilecegini bildirmislerdir. (3). Boylece melatoninin
renin sekresyonunu, giinliik glomeriil filtrasyonunu,
iire ekskresyonunu ve katyonlarin sekresyonunu
diizenledigini diistinmiislerdir (3, 4)

Calismamizda sicanlarin kan basinci 6l¢iilmemis
olmakla birlikte melatoninin bobrekler tizerindeki
etkisi tizerine odaklanilmig ve ii¢ hafta boyunca
farmakolojik dozda verilen melatoninin afferent
arteriollerde lokalize jukstaglomeriiler hiicrelerin
renin graniillerinde histolojik olarak bir artisa sebep
oldugu gozlenmistir. Bu bulgularin melatoninin
bobrekler ve kan basinci iizerindeki diizenleyici etkisi
ile olustugu diisiiniilmistiir. Bununla birlikte bu
etkileri olusturan mekanizmalarin tam olarak
anlasilmasi icin ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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