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hucreleri Gzerine etkisi: AQNOR boyama ve elektron
mikroskobik calisma
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OZET

Bu caligma, pinealektominin ve pinealektomi sonrasi uygulanan melatoninin tiroid bezi (zerine etkisinin
aragtinlmasr amaciyla yapildi. Bu amacla 18 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Hayvanlar ti¢ gruba
aynldi. Grup | ve Grup Il sirasiyla kontrol (Sham-pinealektomi) ve pinealektomili siganlar olarak diizenlendi. Grup
[Il'deki siganlara da pinealektomi $onras gtiniiik olarak ve bir ay stlresince melatonin enjeksiyonu yapildi. Deney
stiresi sonunda hayvanlar vaskiiler perfiizyonia ldtirildi. Daha sonra siganlardan alinan tiroid doku érneklerinden
bir kismi AgNOR teknigi ile boyandi ve isik mikroskopta incelenerek tiroid hiicre ¢ekirdeklerindeki AgNOR sayilari
belirlendi. Tiroid doku &rneklerinin bir kisminda da elektron mikroskobik inceleme yapildi. Calismamizda,
pinealektomi sonrasi tiroid epitel hiicre cekirdeklerindeki AgNOR taneciklerinin sayisinda artisla birlikte mitoz
aktivasyon artigini gésteren bulgular gézlendi. Ayrica hiicre sitoplazmalarindaki lizozom ve salgi graniillerinde
artig gorildi. Melatonin enjekte edilen grupta ise, hiicre cekirdeklerindeki AQNOR taneciklerinin sayisinda diistis
oldugu belirlendi. Bununla birlikte, pinealektomi sonrasi tiroid epitel hiicrelerinde gézlenen ve hiicre aktivasyon
artigini gésteren ultrastruktirel degisikliklerin melatonin uygulamasi ile kayboldugu tespit edildi. Sonug olarak,
pinealektorni sonrasi tiroid epitel hiicre proliferasyonunda ve hiicre aktivasyonunda artis meydana geldidi,
melatonin enjeksiyonu ile de bu artigin geriledidi gérildii.

Anahtar Kelimeler: Sican, melatonin, tiroid bez, isik ve elektron mikroskobu.

SUMMARY

Effects of melatonin hormone on the thyroid follicular cells in rats: A gNOR staining and electron microscopic study
This study was undertaken to examine effects of pinealectomy and pinealectomy followed by melatonin adminis-
tration on thyroid gland. For this purpose 18 male Wistar rats were used. Animals were divided into three groups.
Group | and Il were designated as sham-pinealectomized (control) and pinealectomized, respectively. The rats in
Group Ill were pinealectomized and daily injected with melatonin for 1 month. At the end of the experiment, all
animals were killed by vascular perfusion. The thyroid glands of rats were removed, then some of the thyroid
tissue specimens were stained with AQNOR technique and examined by light microscopy. AQNOR numbers in
nuclei of thyroid follicular cells were counted. Some of the tissue specimens were examined by electron
microscopy. In our study, some findings proving the increase of mitoz activation along with the increase in the
number of AGNOR granules in cell nuclei of thyroid epithel were observed after pinealectomy. Furthermore,
lizozomes and secretory granules in the cytoplasm of thyroid follicular cells were increased. In the melatonin
injected group, the number of AgNOR granules in cell nuclei were decreased. Additionally, ultrastructural changes,
which indicate the increase of cell activation and is visible in thyroid epithel cells after pinealectomy were
disappeared following injection of melatonin. In conclusion, it was observed that there has been an increase in
thyroid epithel cell proliferation and in cell activation after pinealectomy and this increase has been reversed by
melatonin injection. .
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Néroendokrin bir organ olan pineal bez 15tk ve
karanlk ortamlara gore, basta endokrin sistem olmak
Uzere diger birgok sistemin fonksiyonlarindaki
degisiklikleri diizenler. Sirkadiyan bir ritimde ve
karanlkta salgilad:§i melatonin hormonu vasitasiyla
vicudun dider kisimlarina zaman sinyalleri génderir.
Bdylece ginin ve yilin farkli zamanlarina bagh

fizyolojik sikluslarin diizenlenmesinde gérev alir (1-
4). Melatoninin hipotalamus-hipofiz-tiroid bez ekseni
tzerinde inhibitér bir etkiye sahip oldugu kabul
edilmektedir (1,2). Deneysel olarak yapilan
¢aligmalarda, melatonin hormonunun tiroid bez
yapisinda ve fonksiyonlarinda degisikliklere neden
oldugu bildirilmigtir (5-26).
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Tiroid bez dokusu epitel hiicreleri ile gevrili
follikiillerden olusur. Follikiiler epitel hicrelerinin
goérinimi  bezin fonksiyonuna gbre vyassi ile
prizmatik arasinda degisir ve bu hiicreler mikrovillus-
lara sahiptir. Follikil lumeni ise kolloid adi verilen
madde ile doludur. Follikiiler epitel hicrelerinden
metabolizmay: uyaran tiroksin (T3) ve trilodotironin
(T4) hormonlan salgilanir. Bez dokusunda bulunan
diger bir hiicre tipi ise parafollikiler hiicrelerdir. Bu
hiicreler tiroid follikiilleri arasinda izole gruplar
halinde ya da folliklil epitelinin bir parcasi olarak yer
alir. Parafollikiiler hiicreler, follikiiler hicrelerden
daha blyiiktiir ve daha agik boyanirlar. Bu hiicreler-
den kalsitonin salgilamir. Bez distan bag dokusu
karekterinde bir kapsul ile gevrilidir. Kapsulden
ayrilan septumlar parankima icerisine uzanarak
follikiilleri birbirinden ayinr. Follikiller arasinda ise
kan ve lenf kapillar agi bulunur (27).

Cekirdekgik ~ duzenleme  bolgeleri (NOR)
giimigleme ydntemiyle boyanan bir grup argirofilik
proteini igeren g¢ekirdek yapilari olarak tanimlanir
(28). Bunlar ribozomal gen alanlarini igeren DNA
iimekleridir (29). Yiksek sekilde prolifere olan
hiicrelerde birikirler, prolifere olmayan hiicrelerde ¢ok
az sayida bulunurlar (30, 31). Isik mikroskobunda,
basit giimiis boyama teknigi ile gekirdek icinde kiiglk
koyu benekler halinde gérilirler (28, 29, 32).
Miktarlar ve yerlesimleri, gekirdedin yapisi ve
aktivitesi ile yakindan iligkilidir (32). Bu proteinler
mitoz sirasinda, gekirdekgik diizenleme bdlgeleri ile
birlikte bulunurlar (30).

Hiicrelerde AgNOR miktarinin tanimlanmasi,
kalitatif olarak saptanmasi son yillarda, ézellikle tiroid
lezyonlarinin siniflandinimasi konusunda bir cok
galigmaya konu olmustur ve AgNOR sayisinin, hiicre
proliferasyonunun bir belirleyicisi oldugu
distnilmektedir (33).

Caligmamizda, pinealektominin ve pinealektomi
sonras! uygulanan melatonin hormonunun tiroid
follikiller hiicreleri lizerine etkisinin AGQNOR boyama
teknigi ve elektron mikroskobu duizeyinde incelen-
mesi amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Bu caligmada 180-200 gr agirhginda toplam 18 adet
Wistar-Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Hayvanlar
lic gruba aynidi. Grup | (n=6) ve Grup Il (n=6)
sirastyla kontrol (Sham-pinealektomi) ve pinealek-
tomili siganlar olarak dizenlendi. Bu hayvanlara
glinliik olarak ve derialti yolla fizyolojik tuzlu su (FTS)
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ile sulandirimis 0.1 ml %10’'luk etanol enjekte edildi.
Grup lI'deki (n=6) sicanlara da pinealektomi sonrasi
giinlik dozu 3 mg/kg olan melatonin (Sigma
Chemical Co.), FTS ile sulandiriimig 0.1 ml etanol
icerisinde yine derialti yolla enjekte edildi. Bir aylik
deney siiresi sonunda tiim siganlar Rompun/Ketamin
kombinasyonu ile genel anestezi altina alindiktan
sonra, 0.2 M fosfat tamponunda hazirlanmig %2.51uk
Gluteraldehit kullanilarak vaskiiler perflizyonla
sldirildi.  Butin  hayvanlarin - tiroid  bezleri
cikartildiktan sonra rutin histolojik yontemlerden
gecirilerek parafin ve elektron mikroskobik bloklar
hazirlandi. Parafin bloklardan 5 mikron kalinhiginda
kesitler alinarak AgNOR teknigi ile boyandi ve
Olympus BH-2 aragtirma mikroskobunda incelendi.
Her bir grupta 100 hiicre incelendi ve 100 hiicredeki
AgNOR sayilan belirlendi. Gruplara ait AgNOR
sayilarinin istatistiksel degerlendirilmesi icin, varyans
analizi ve Tukey testi kullanildi. Veriler aritmetik
ortalama + standart hata seklinde tabloya gegcirildi.
Elektron mikroskobik bloklardan ise ince kesitler
alinarak Kursun sitrat-Uranil asetat'la boyandi ve
Carlzeiss-900 Elektron Mikroskobunda incelendi.
BULGULAR

Kontrol (Sham-pinealektomi), pinealektomi ve
pinealektomi sonrasi melatonin uygulanan gruplara
ait tiroid bez dokulari AGNOR teknigi ile boyandi.
Tiroid follikiil hiicrelerinin gekirdekleri iginde kuglk
koyu benekler seklinde boyanmig alanlar gbzlendi.

Kontrol (Sham-pinealektomi) grubuna ait tiroid
bez dokusu incelendiginde follikiiler epitel hlcre
cekirdeklerinde AgNOR genellikle 2’li, seyrek olarak
3'li gruplar seklinde tamimiandi (Sekil 1).

Pinealektomi sonrasi follikiil epitel hiicrelerindeki
AgNOR miktarinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmig oldugu (p<0.001) ve
4'li, 5'li gruplarin daha yogun olarak bulundugu tespit
edildi (Sekil 2, Tablo 1). Ayrica pinealektomi sonrasi
tiroid follikiiler epitel hiicrelerinde mitoz aktivasyon
artigini gosteren figrler yaygin olarak gozlendi (Sekil
3).

Pinealektomi sonrasi melatonin uygulanan gruba
ait tiroid dokusu incelendiginde ise, follikiler epitel
hiicrelerindeki AQNOR miktarlarinda bir digts oldugu
ve 1'li, 2'li gruplarin sik oldugu tespit edildi (Sekil 4).
Bu grupta AgNOR miktarlarindaki bu dasisin,
istatistiksel acidan pinealektomi grubuna gore
anlamli (p<0.001), kontrol grubuna gére ise anlamsiz
oldugu (p>0.05) belirlendi (Tablo 1).
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$ekil 1. Kontrol (Sham-pinealektomni) grubu tiroid epitel hiicrelerinin AGNOR boyamasi. Epits!
hicrelerinde genellikle ikili () ve seyrek olarak Uglti (—) AgNOR tanecikleri gériilmekte.
AgNOR Boyama. X100.

Sekil 2. Pinealektomi grubuna ait AgNOR boyama. Epitel hiicrelerinde dértii (=) ve besli (=)
AgNOR tanecikleri gérilmekte. X100.
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Sekil 3. Pinealektomi sonrasi tiroid follikiiler epitel hicrelerinde artmig mitotik figtrler (=)
goriilmekte. AGNOR Boyama. X40.

Sekil 4. Pinealektomi sonrasi melatonin uygulanan gruba ait AQNOR boyama. Epitel hicrelerinde
genellikie birli (=), seyrek olarak ikili (—) gruplar gézlenmekte. X100.
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Tablo 1. Kontrol (Sham-pinealektomi), pinealektomi ve
pinealektomi sonrast melatonin uygulanan
gruplarda tiroid follikiii epitel hiicrelerindeki
AgNOR sayilannin karsilastirimasi.

Gruplar N Ortalama + SEM
Kontrol 100 201.60 = 1.52

Pinealektomili 100 286.40 + 477 *
Pinealektomili + Melatonin 100 199.80 £ 3.35 **

*: p<0.001 (Kontrol grubu ile kargilagtinidiginda);
**: p<0.001 (Pinealektomili grup ile kargilastinldiginda).

AgNOR boyamasi ile elde edilen bulgulara daya-
narak, pinealektomi sonrasi tiroid follikiiler hiicre pro-
liferasyonunda artig ile birlikte mitoz aktivasyonun
arttigi ve bu artigin melatonin enjeksiyonu ile gerile-
digi sonucuna varildi. :

Elektron mikroskobik incelemede ise, kontrol
grubu (Sekil 5) ile kargilastinldiginda pinealektomi
sonrasi tiroid follikller epitel hiicrelerinin boylarinda
uzama, mikrovilluslarda belirginlesme ve kolloid mik-
tarinda azalma g(")zléndi (Sekil 6). Ayrica pinealekto-
mi sonrasi follikiiler hiicre sitoplazmalarindaki lizo-
zom ve salgl granillerinde artis meydana geldigi
tespit edildi (Sekil 7, 8). Pinealektomi sonrasi

Sekil 5. Kontrol (Sham-pinealektomi) grubuna ait tiroid
bezinin ince yapisi. Yassiasmisg follikiil epitel
hiicresi (%) ve kotloid madde (kol) gériiimekte.
Kursun sitrat-Uranil asetat. X7000.

Melatonin hormonunun
tiroid folliktler hiicreleri iizerine etkisi

Sekil 6. Pinealektomi sonrast tiroid epitel hiicrelerinin (%)
boylarinda uzama oldugu ve mikrovillusiarin uza-
yarak belirginlestigi (—) dikkati cekmekte. Ayrca
kolloid (kol) miktarinda azalmanin oldugju géze
carpmakta. Kursun sitrat-Uranil asetat. X7000.

Sekil 7. Pinealektomi sonrasi tiroid epitel hiicre sitoplaz-
malarindaki lizozomlarda bir artis oldugu gézlen-
mekte (—+). Kursun sitrat-Uranil asetat. X3000.



S.0. Tip Fakiiltesi Dergisi I. Kus, J. Oner, A. Songur, O. A. Ozen, M. Sarsiimaz

2003

Sekil 8. Pinealektomi grubuna ait tiroid epitel hiicresinin
elekiron mikroskobik gérinimu. Hicre sitoplaz-
malarindaki salgi grantillerinde (=) belirgin bir
artisin oldugu dikkati cekmekte. (kol): kolloid
madde. Kursun sitrat-Uranil asetat. X12000.

Sekil 9. Pinealektomi sonrasi melatonin uygulanan gruba ait tiroid dokusu
incelendiginde ise, follikil epitel hiicrelerinin kiigildigi (%) ve hicreler arasi
ayrniimalann (—) variigi dikkati cekmekte. Ayrica kolloid (kol) miktarinda artig
gdze carpmakta. Kursun sitrat-Uranil asetat. X3000.

6
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melatonin uygulanan grupta ise, tiroid follikller epitel
hicrelerinde kigllme ve hiicreler arasi ayrilmalarin
oldugu gdzlendi. Yine bu grupta kolloid miktarinda bir
artigin oldugu gbéze garpti (Sekil 9).

TARTISMA VE SONUC

Melatonin hormonunun hipotalamus-hipofiz-tiroid bez
ekseni Uzerinde inhibitér bir etkiye sahip oldugu kabul
edilmektedir (1,2,3). Deneysel olarak vapilan
calismalarda, pinealektomi sonrasi tiroid bez
aktivasyonunda artis meydana geldi§i bildirilmigtir
(7-10,14-17,24,26). Ancak pinealektominin tiroid bezi
Uzerine etkisi ile ilgili az sayida histolojik g¢alisma
mevcuttur.

Deney hayvanlar Gzerinde yapilan calismalarda
pinealektomi sonrasi tiroid bezinde hipertrofi olustugu
ve bez agirhginda artig meydana geldigi bildirilmistir
(7-10,14,15). AgNOR boyama teknigi kullanarak
yapmig oldugumuz calismada da pinealektomi son-
ras! tiroid follikiller epitel hiicre proliferasyonunda
artis  goézlemledik. Bu bakimdan galismamiz
yukaridaki calismalarla (7-10,14,15) uygunluk gdster-
mektedir.

Yine yapmis oldugumuz calismada, pinealektomi
sonrasi tiroid follikiler hiicrelerinde mitoz aktivasyon
artigini gosteren bulgular tespit ettik. Daha énce Wajs
ve ark. (16) sigcanlar (izerinde vyaptiklar
galismalarinda da pinealektomi sonrasi follikiller
hiicrelerde  mitoz  aktivasyonunun  arttigini
bildirmiglerdir.

Tiroid bezi aktif olduju zaman follikiiler epitel
hicrelerinin yiliksekliginde bir artigin oldugu,
mikrovilluslarda uzama ve kolloid maddesinin
azaldii  bildirilmigtir (27). Calismamizin elektron
mikroskobik béliminde de, pinealektomi sonrasi
tiroid epitel hucrelerinin  boylarinda uzama,
mikrovilluslarda belirginlesme ve kolloid miktarinda
azalma goézlendi.

Ayrica elektron mikroskobik incelemede,
pinealektomi sonrasi follikliler epitel hiicre
sitoplazmalarindaki lizozom ve salgi graniillerinde
artis meydana geldigini gézlemledik. Benzer sekilde
daha once Csaba ve Barath (17) da sicanlarda
pinealektomi sonrasi tiroid follikliler hiicrelerindeki
salgl graniillerinde artig oldugunu bildirmiglerdir.

Vriend ve ark. (26) hamsterler (izerinde yaptiklan
caligmalarinda, pinealektomi sonrasi tiroid epitel
hicre aktivasyonunun arttiyini ve serum tiroksin
seviyelerinin  yiksek oldugunu bildirmiglerdir.
Galismamizda da pinealektomi sonrasi tiroid epitel

Melatonin hormonunun
tiroid folliktiler hiicreleri tizerine etkisi

hiicre aktivasyon artisina dair bulgular olarak, hicre
sitoplazmalarindaki lizozom ve salgl granilerinde
artis, mikrovilluslarda uzama ve belirginlesmenin
oldugunu gézlemledik. Bu yonlyle calismamiz Vriend
ve ark. (26)'min yaptiklan calismayla uygunluk
gostermektedir. Relkin (24) ise, pinealektomili
sicanlarda kan TSH (tiroid sitimulan hormon)
seviyelerinin ylksek oldugunu ifade etmistir.

Pineal bez tarafindan sirkadiyan bir ritimde ve
karanhkta salgilanan melatonin  hormonunun
endokrin sistem (zerinde genelde inhibitér bir etkiye
sahip oldugu kabul edilir. Bununla ilgili olarak,
melatoninin hipofiz én lobundaki TSH sekresyonunu
da baskiladigi bildirilmigtir (2, 3).

Pinealektomi sonrasi melatonin enjeksiyonu ile
ilgili olarak, Houssay ve ark. (15) fareler (izerinde
yaptiklari g¢aligmalarinda, pinealektomi sonrasi
gbzlenen hipertrofinin melatonin enjeksiyonu sonucu
engellendigini bildirmiglerdir. Wajs ve ark. (16) da
siganlarda pinealektomi sonrasi tiroid follikller
hicrelerinde meydana gelen mitoz aktivasyon
artisinin melatonin enjeksiyonu ile geriledigini gdster-
miglerdir.

Erkek sicanlar (izerinde yaptigimiz bu galismada
da, pinealektomi sonrasi tiroid epitel hiicre
proliferasyonunda ve mitoz aktivasyonundaki artisin
melatonin uygulamasi ile baskilandigini ve
geriledigini gdzlemledik. Bu yd&nden bulgularimiz,
Houssay ve ark. (15) ile Wajs ve ark. (16)'nin
yaptiklar benzer caligmalarnn bulgulan ile parelellik
gOstermektedir.

Yine Lewinski ve Sewerynek (11) ile Sewerynek
ve arkadaglarinin (12) yaptiklar benzer caligmalarda,
disardan uygulanan melatonin hormonunun tiroid fol-
liktler hiicre hacimlerinde ve mitoz aktivasyonunda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Klencki ve ark.
(5) da siganlar Gzerinde yaptiklar caligmalarinda,
melatonin enjeksiyonunun tiroid follikiller hiicre
gekirdeklerinin  hacimlerinde azalmaya neden
oldujunu gdstermiglerdir. Baschieri ve ark. (13) ise,
melatonin enjeksiyonunun tiroid bez agiriginda
azalmaya yol actigini ifade etmislerdir. Hamsterler
lzerinde yapilan benzer calismalarda da, melatonin
uygulamasinin kan TSH seviyelerinde (21, 23) ve
serum tiroksin dizeylerinde (6, 20, 21, 25) duslse
neden oldudu bildirilmigtir.

Caligmamizda sonug¢ olarak, AgNOR boyamasi ile
elde edilen bulgulara gére pinealektomi sonrasi tiroid
epitel hiicre proliferasyonunda artigla birlikte mitoz
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aktivasyonunun arthdi ve bu artigin melatonin
enjeksiyonu ile geriledigi gérllda. Elektron mikrosko-
bik incelemede ise, pinealektomi sonrasi tiroid epitel
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