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TILKOMISIN VERILEN SICANLARDA GRELININ KALP ANTIOKSIiDAN SISTEM
UZERINE ETKIiSI
OZET

Bu calisma, sicanlarda tilmikosin uygulamasi ile olusturulan miyokardiyal hasarda grelin
uygulamasinin malondialdehit (MDA) diizeyi ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri tizerine etkisini incelemek amaciyla yapildi.

Bu amagla 40 adet erkek Sprague Dawley 1rki sican esit sekilde 4 gruba ayrilarak kontrol grubuna
deri alt1 yolla 5 giin %0.9 NaCl, 2. gruba deri alt1 yolla tek doz tilmikosin (75 mg/kg), 3. gruba deri
alt1 yolla 5 giin siireyle giinde 10 nmol/kg dozunda grelin, 4. gruba ise 5 giin siireyle 10 nmol/kg/giin
dozda deri altt yolla grelin uygulamasimi takiben 5. giinde tek doz tilmikosin uygulandi.
Uygulamalardan 24 saat sonra gruplardan kalp dokusu ornekleri alinarak MDA diizeyi, GSH-PX,
SOD ve CAT enzim aktiviteleri degerlendirildi.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tilmikosin verilen grubunun MDA diizeyinde 6nemli bir artma
(p<0.05), SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde ise dnemli bir azalma (p<0.05) gozlendi. Tilmikosin
verilen grupla karsilastirildiginda, tilmikosin verilmeden 6nce on grelin uygulamasi yapilan grupta ise

MDA diizeyi azalirken, SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri ise anlamli bir sekilde artirmigtir.

Sonug olarak, bulgularimiz tilmikosinin si¢canlarda miyokardiyal hasara neden olabilecegini, grelin

uygulamasinin ise tilmikosinin bu zararl etkilerini azaltabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Sigan, tilmikosin, miyokart hasari, grelin, antioksidan enzimler



EFFECT OF GHRELIN ON CARDIAC ANTIOXIDANT SYSTEM IN THE TILMICOSIN-
ADMINISTERED RATS

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of ghrelin administration on malondialdehit
(MDA) and antioxidant enzyme system (SOD, CAT and GSH-Px) in rats given tilmicosin.

Fourty male Sprague Dawley rats were equally divided into four groups including group 1 (saline
control, for 5 days), group 2 (tilmicosin, s.c., single dose of 75mg/kg), group 3 (ghrelin, s.c., 10
nmol/kg/day, for 5 days) and group 4 (ghrelin, 10 nmol/kg/day, for 5 days plus tilmicosin, s.c., single
dose of 75mg/kg on the 5" day) From each animal, samples of cardiac tissue were taken 24 h after
the end of treatment, and MDA level, SOD, CAT and GSH-Px activity were evaluated.

When compared with the control group, a significant increase of MDA level (p<0.05) and decrease in
SOD, CAT and GSH-Px activity (p<0.05) were observed in tilmicosin-treated only group. Pre-
treatment with ghrelin prior to the administration of tilmicosin led to a significant decrease in MDA
level and a significant increase SOD, CAT and GSH-Px value when compared with tilmicosin-treated

only group.

In conclusion, our findings show that tilmicosin may cause myocardial injury in rats, but ghrelin pre-

treatment may prevent the tilmicosin-induced myocardial injury in rats.

Key words: Rat, tilmicosin, ghrelin, antioxidant enzyme, myocardial injury
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KISALTMALAR

ACTH :Adrenokortikotropik hormon

AGRP : Agouti baglantili protein

ARC : Hipotalamik arkuat ¢ekirdek

Cca™ : Kalsiyum

CAT : Katalaz

DAG : Diagilgliserol

GH : Biiyiime hormonu

GHS : Biiyiime hormonu salgilatici

GHS-R : Bliylime hormonu salgilatici reseptor
GHSs : GH salgilaticilar

GHS-R1a : Bliylime hormonu salgilatici reseptor tip la
GHS-RIb : Biiylime hormonu salgilatici reseptor tip 1b
GSH : Rediikte glutatyon

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

GHRP-1 . Biiyiime hormonu salict peptid-1
GHRP-2 : Biiyiime hormonu salict peptid-2
GHRP-6 : Biiyiime hormonu salic1 peptid-6

GHRH : Biiyiime hormonu salict hormon

GR : Glutatyon rediiktaz

H,0, : Hidrojen peroksit

HOCI : Hipoklorik asit

HPLC : Yiiksek performansli sivi kromatografisi
IP3 : Inozitol trifosfat

Kg - Kilogram

LOOH - Lipit hidroperoksit

LPO - Lipit peroksidasyonu

MDA : Malondialdehit

MRNA : Mesajci riboniikleik asit

Na"* : Sodyum

NaCl : Sodyum klortir



Nmol : Nanomol

NO - Nitrik oksit

NOS - Nitrikosit sentaz

NPY : Noropeptid Y

PCR yontemi : Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi
SOD : Siiperoksit dismutaz

SOR : Serbest oksijen radikalleri

X/A hiicreleri : Ghrelin hiicreleri



1. GIRIS VE AMAC

Tilmikosin 6zellikle sigirlarda solunum sistemi hastalilarinin tedavisinde kullanilan uzun
etkili, makrolit grubu bir antibiyotiktir. Klinik kullanim agisindan giivenilir ilaglar arasinda
diisiiniilmesine ragmen bazi makrolitlerin kardiyovaskiiler sistem tiizerine olumsuz etkiler
yaptig1 tespit edilmistir. Akut tilmikosin toksikasyonunda hedef organin kalp oldugu
bildirilirken, tedavi dozunun iizerinde verilen tilmikosinin kalpte negatif inotrop ve pozitif
kronotrop etkiler olusturdugu, kardiyak enzim diizeylerini artirdig1 ve miyokartta antioksidan

enzim aktivitelerini azaltmak suretiyle de oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir.

Grelin 1999 yilinda Kojima ve ark. tarafindan kesfedilen temel olarak mide fundusundan
salinan 28 aminoasit’lik peptit yapili bir hormondur. Bu hormon mideden baska hipotalamus,
hipofiz, tiikriik bezi, tiroid bezi, ince barsak, bobrekler, kalp, pankreasin alfa, beta ve epsilon
hiicreleri, santral sinir sistemi, akciger, plasenta, gonadlar, immiin sistem, meme ve dislerde
de sentezlenmektedir. Grelinin mRNA’s1 kalp dahil hemen hemen biitiin dokularda tespit

edilmistir.

Grelin biiyime hormonu salgilatict reseptorleri aktive ederek biiyiime hormonunun
salgilanmasini diizenler. Istah, pozitif enerji dengesi, hipotalamus ve iireme fonksiyonlar,

uyku, davranig, mide, pankreas ve kardiyovaskiiler sistem fonksiyonlar1 iizerine etkilidir.

Bu etkilerinden dolay1 grelinin, gastroenteroloji, immunoloji, onkoloji ve kardiyoloji gibi

bilim dallarinda kullanimryla ilgili birgok arastirma yapilmaktadir.



Grelin redoks aracili hiicresel yaniti bloke etmek suretiyle reaktif oksijen tiirlerinden hidrojen
peroksit (H20,)’in indiikledigi sitokin salinimini engelleyerek yangi olusumunu 6nledigi tespit
edilmistir. Strese bagli olarak olusan mide yangisinda da grelin koruyucu rol oynadigi
saptanmigtir. Izole edilmis rat kalbinde grelinin iskemi reperfiizyon hasarini engelledigi
bildirilmektedir. 10 ve 20 nmol/kg dozlarindaki grelin rat pankreasinda korelen’in neden
oldugu akut pankreas yangisim1 koruyucu etki gosterdigi, bobrek yetmezligi olan farelerde
grelinin bobrek fonksiyonlarmi diizelttigini bildirilmistir. Grelinin mide ve beyin hasari

olusturulan ratlarda antioksidan etki gostererek koruyucu rol oynadigi saptanmistir.

Bu calisma, siganlarda tilmikosin ile deneysel olarak olusturulan akut miyokart hasarinda
grelinin miyokartta malondialdehit (MDA) diizeyi ile siiperoksit dismutaz (SOD), glutasyon
peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri tizerine etkisi incelenerek grelinin
miyokart hasarinda olasi1 koruyu etkilerini ortaya koymak amaciyla planlanmistir. Grelinin
kalp iizerine olan etkisiyle ilgili bilgiler oldukca yetersiz olup yapilacak bu calisma ile
miyokardiyal hasarda disaridan uygulanan grelin hormonunun koruyucu etkisinin olup
olmadig1 ortaya konacak ve grelin hormonunun islevleri hakkinda yeni bilgiler elde

edilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GRELININ YAPISI

Ik kez sican mide dokusundan izole edilen grelin, 28 aminoasitli acillenmis peptid seklinde

karakterize edilmistir (1).

Grelin prekiirsorii (preprogrelin) 117 aminoasit'den olusur. Grelin preprogrelin olarak
sentezlenir ve preprogrelin salinimindan dnce sitoplazmada enzimatik bir prosese ugrayarak
grelin molekiiliine hidrofobik o6zellik kazandirilir ve bu o6zellik sayesinde grelin kan-
beyinbariyerini kolaylikla gegerek beyin dokusuna, spesifik olarak da hipotalamus ve hipofize
gecis imkani bulur (1-3). Bu acilasyonu katalizleyen acil transferaz heniiz bilinmiyor. Bu
orijinal sentezin sonunda olgun grelin olusur. Molekiiler agirlig1 yaklasik 3315 dalton olan
memeli grelinlerinde  NH2 terminal ucundaki ilk 10 amino asit peptidin aktivite
gosterebilmesi i¢in ana rol istlenmektedir. Viicutta acillenmemis grelin, agillenmis forma
kiyasla daha yiiksek oranlarda dolasimda yer alir (4). Ancak bu form in vivo olarak siganlarda
ve insanlarda biiyiime hormonu salinmima yeterli gelmemektedir. HPLC ve Kkiitle
spektrofotometresi kullanilarak grelinin aminoasit dizilimi belirlenmistir. Hiicre i¢i Ca™"
diizeylerindeki degisiklikler gdzlemlenerek en fazla hiicre i¢i Ca™" diizeyindeki artis, mide
ekstratlar1 ile elde edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda sentetik grelinin dogal grelin'e
kiyasla hiicre i¢i Ca™" seviyesini yiikseltemedigi ve sentetikgrelinin dogal olana gore daha

kisa omiirlii oldugu gozlenmistir (1).

2.2. GRELIN RESEPTORU VE BUYUME HORMONU SALGILATICILARI



Biiytime hormonu salgilatici reseptorlerin (GHS-R) bobrek, pankreas, hipotalamus, beyin,
kalp, hipofiz bezi, mide ve bagirsak dokularinda bulundugu tespit edilmistir. GHS-R’nin bu
dagilimi grelinin ve GH (bliylime hormonu) salgilaticilarin (GHSs) nin ¢esitli organlarda bir
cok fizyolojik roller iistlendigini gostermektedir. (5). GHS-R geni insan 39q26 kromozomunda
yer alir. Periferik organlarda ve beyinde bulunan tip 1a ve Ib olarak tanimlanmais iki izoformu
bilinmektedir (6). Sentetik GH salgilaticilar GHS-Rla baglanmasi neticesinde hipofiz bezi

somatrop hiicrelerinden GH salinimina neden olurlar.

GHS’ler G protein ailesinden bir reseptdre ve GHS reseptoriine (GHS-R) baglanarak etkinlik
gosterirler (7,8). GHS-R aktivasyonu ve amaglanan sinyal iletisi, protein kinaz C sistemi ile
ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinin artmasi sonucu gergeklesir. GH salgilayici peptid
6 (GHRP-6) hiicre ici Ca™" konsantrasyonlarini balica iki yolla artir. Birinci yolda GHS-R1a’a
baglanan grelin, fosfolipaz C’i aktive eder; plazma membraninda depolanmis olarak bulunan
fosfatidil inozitol 4,5 bifosfat hidrolize ugrar ve diagilgliserol (DAG) ve inozitol trifosfat
(IP3) ayrilir. IP3, endoplazmik retikulumdaki IP3 reseptdriine baglanarak Ca™ depolarindan
kalsiyum salmimi saglar (9). Ikinci yolda da DAG, plazma membraninda bulunan protein
kinaz C’1 aktive eder. Aktive olan protein kinaz C, tirozin fosforilasyonu ile potasyum
kanallarin1 bloke edilirken sodyum kanallar1 acilir ve  depolarizasyon olusur, bu sayede

voltaj duyarli L tipi kalsiyum kanallart agilmis olur (9, 10).

Grelinin etkisini GHS-R1a iizerinden gosterdigi bilinmektedir (5). Des-agil grelin, greline
oranla daha yiiksek miktarlarda bulunmasina karsin, GHS-RIa' ya tutunamaz ve hormonal
etkinligi yoktur (4). Sentetik biiylime hormonu salgilaticilart (GHS), spesifik reseptorler
araciligr ile biliyime hormonu salgilamasini tetikleme olanagina sahip olan sentetik
bilesiklerdir. GHS’ler morfin reseptorleri baz alinarak, bu reseptorlere affinite gosteren
sentetik ligand sentezi sayesinde gelistirilmeye baglanmistir. Sentezlenen bu ligandlar
enkefalinlerin peptik analoglaridir. Sentetik enkefalin analoglarindan bir kismi diisiik
miktarlarda GH salgilatic1 etki gosterebilmistir. GHRP-6, ilk in vitro GH salgilatma
ozelligine sahip GHRP'dir (11). GHRP-6’nin yapilan deneyler sonucu sadece invitro ortamda
etkili olmadig1, ayn1 zamanda invivo ortamda da etkili oldugu tespit edilmistir (12). Hexarelin
ve benzeri peptid analoglarinin gelistirilmesi, GHRP-6 ile saglanmistir (13). Peptid yapida
olamayan GHS lerden L-692, 492 ve diger non-peptid GHS olan L-163,191 (MK-0677) etki
mekanizmalart agisindan incelenmistir. Bu bilesikler 6zellikle agizdan veya sindirim harici
bir yolla alindiginda biliylime hormonu salinimini artirdigr oldugu i¢in klinik agidan 6nem

kazanmistir (14,15).



2.3. GRELININ DOKULARDA DAGILIMI

Grelin biitin omurgalilarda baslica mide fundus mukozasindaki oksintik bez ve sinir
sisteminde olmak tizere iki cesit hiicresel alan igerisinde iiretilmektedir. Grelinin ana sentez
yeri midenin fundus mukozasindaki oksintik bezlerinde yerlesik olan X/A hiicreleridir (1).
Midenin fundus bolgesi, piloris bolgesine kiyasla daha fazla grelin iiretebilme kabiliyetine
sahiptir. Bilindigi gibi mide oksintik mukozada enterokromafin, delta (D), enterokromafin
benzeri ve X/A olmak tlizere dort ¢esit hiicre bulunmaktadir. Bunlardan yalnmizca X/A

hiicreleri grelin sentezi yapar (16,17).

Hipotalamusta da ekspre edilen grelin peptidi, bu bdlgedeki hipotalamik arkuat niikleus
(ARC)’de sentezlenir. (1,4). Grelinin kardiovaskuler etkilerinin olabilecegi diisiincesi ise kalp
ventrikiillerinde bulunan GHS-R reseptdrlerinden ileri gelmektedir. Mediiller tiroid ve tiroid
karsinomasi, ndroendokrin tiimdrler ve akciger tiimdrleri gibi farkli tip timor dokularinda da
grelin saptanmustir (18). Gastrointestinal sistem disinda grelinin endokrin rolii heniiz

anlagilamamugtir.

Sican pankreasinda yliriitiilen deneysel ¢aligmalar sonucunda grelin ve agillenmemis grelinin
bir kisminin o veya f hiicrelerinde, bir kisminin ise yeni adacik hiicrelerinde bulundugunu

gostermektedir (19,20).

Grelin mRNA'st PCR yontemiyle %30’u ince bagirsakta goriiliirken diisiik miktarda da
hipofiz, plasenta, pankreas, bobrek, prostat, over, beyin, testis, akciger ve lenfositlerde tespit
edilmis olmasi onun c¢ok cesitli biyolojik aktivitelerde rolii olan bir peptid oldugunu

kanitlamaktadir (3,21,22).
2.4. GRELININ BASLICA FONKSIYONLARI

Grelinin organizmada ¢ok ¢esitli sistemler lizerine etkili oldugu gosterilmistir. Grelinin

viicuttaki etkilerini su basliklar altinda inceleyebiliriz.
1. Yemek yeme ve uyku iizerine etkisi
2. Hiicre proliferasyonu iizerine etkisi
3. Kardiovaskuler etkileri
4. Karbonhidrat metabolizmasi ve enerji metabolizmasi lizerine etkileri
5. Pankreatik ekzokrin ve endokrin fonksiyonu iizerine etkisi

6. Qastrointestinal sistem tizerine etkisi



7. Diger endokrin etkiler
2.4.1. Yemek Yeme ve Uyku Uzerine Etkisi

Istahin beyin tarafindan kontrol edildigi ve yemek yemenin merkezi sinir sistemindeki ve
ozellikle hipotalamustaki kompleks mekanizmalar tarafindan diizenlendigi kabul edilmektedir
(23). Grelinin yemek yeme iizerine etkisi GH'dan bagimsizdir. GHS'larinin yemek yeme
tizerine pozitif etkili oldugu sicanlar iizerinde gosterilmistir. Tiim memeli canlilarda grelin
oreksijenik ve adipogenik etkili bir molekiildiir (24). Oreksijenik etki hizli ve kisa dmiirltidiir.
Hipotalamus, enerji homeostazisi i¢in kontrol merkezidir. Grelin hipotalamusda istah {izerine
etkisini li¢ yolla yapar:1) Mideden salgilanan grelin kan yoluyla arkuat niikleus hiicrelerine
ulasir ve kan-beyin bariyerini gegerek aktif transport yolu ile diger beyin hiicrelerine ulasir. 2)
Periferde sentezlenen grelin, vagal etkilesimlerle GHSR ekspresyonunu saglar ve vagal
etkilesimler niikleus traktusa eriserek hipotalamusu etkiler. 3) Grelin lokal olarak
hipotalamusta sentezlenir ve NYP/AGRP ve diger hipotalamik hiicrelerle direkt etkilesimde
bulunur. (1).

Grelin tireten noronlar hipotalamusta arkuat niikleus bolgesinde bulunur. Bu bolge leptinin de
etki yaptig1 bolgedir. Noropeptid Y (NPY) ve istah etkili protein adli oreksijenik peptidler,
arkuat niikleusta ayni noronlarla leptin  reseptorii lizerinden etkisini  gdsterir.
Intraserebroventrikiiler grelin uygulamasmin ARC'de NPY ve istah etkili protein mRNA
diizeylerini arttirdi8y, periferal grelin uygulanmasinin ise hipotalamik ndronlart ve gida alimini
stimule ettigi gosterilmistir. Periferal grelinin bariyeri gegme hizi son derece yavastir. Uykuyu
arttirdig1 belirtilmisse de bu tam kesin degildir. insanlarda hafif uyku getirdigi daha 6nceki

bazi ¢alismalarda gosterilmistir (1).
2.4.2. Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Bir¢ok tiimor dokusunda grelin ve grelin reseptorlerinin eksprese edilmis ve bu olusumlarla
grelin arasinda bir iliski olabilecegi diisiiniilmiistir In vitro calismalarla grelinin veya
analoglarmin tiimér hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gosterilmistir. In vitro ortamda greline
maruz birakilan prostat kanserli hiicrelerin proliferasyonunda goriilen artis, grelinin
otokrin/parakrin yollariyla hiicre proliferasyonunu stimiile etme yetenegine sahip oldugunu

akla getirmistir (25,26).

2.4.3. Kardiovaskiiler Etkiler



Grelin ve sentetik GHS’in kardiyovaskiiler sistemde farkli alt tipde reseptorlerinin bulundugu
tespit edilmistir (27-30). Bu resptorlerin varligi, grelinin kardiyovaskiiler sistemde degisik

etkilere sahip olabilecegini gostermektedir (31).

Grelinin kan basincini dislirdiigli, kardiak hacmi arttirdigi goniillii deneklerde yapilan
intravendz grelin enjeksiyonu neticesinde gorilmiistir (27,32). Ayrica, kardiyovaskiiler

sistemde iskemi gibi ¢esitli bozukluklara kars1 koruyucu rol oynamaktadir (30,33).
2.4.4. Karbonhidrat Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Insanlarda (normal kilolu ve obezlerde) intravendz grelin uygulanmasi akut olarak insiilin
salinimini inhibe eder (34). Insulin direnci ve glikoneogenezde artis ve dolasimdaki glukoz

diizeylerindeki yiikselme, grelinin GH salinimini arttirmasi sonucu gergeklesir (35).

Grelin GH reseptdr antagonisti benzer etkiler gdstererek insiilin direncini arttirir. Ozetle,
grelinin insiilin salinimi tizerine etkisi GH yolu ile dolasimdaki glukoz diizeylerini
diizenleyerek, insulin direncini arttirarak ve glikoneonegenezi stimule ederek oldugu

diistiniilmektedir (36).

Kemirgenlerde kronik grelin alimi vucut yag diizeylerini arttirir. Grelin veya GHS'lar
dolasimdaki leptin diizeylerini ve mRNA ekspresyonunun arttirir (24)). Insulin direncinde ve
obezitede patogenezi bildirilen adiponektin kahverengi yag dokusuna, in vitro grelin
uygulanmasindan sonra inhibe olur. Bunlar grelinin adipogenezde ve enerji depolanmasinda

onemli rol oynadigini gosterir (37).
2.4.5. Gastrointestinal Etkileri

Yapilan calismalarda intravendz grelin uygulanmasimnin doza bagimli gastrik asit

salgilanmasini ve gastrik hareketliligi arttirdig1 gosterilmistir (1).
Grelinin intraserebroventrikiiler uygulanmasi da gastrik asit salgilanimini arttirir.
2.4.6. Otonomik Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Leptin sempatik aktiviteyi uyarici etki gdstermesine karsin grelin, sempatik aktiviteyi
azaltarak ve vazodilatasyonu artirmak suretiyle kan basincini diisiirebilmektedir. Grelinin
kardiyovaskiiler sistemin sempatik aktivitesini azaltici, vagal afferent sinirin bosalmasi
lizerine engelleyici ve gastrointestinal parasempatik aktiviteyi artirict (gastrik motilite ve asit

salgilanmasi) etki gosterdigi tespit edilmistir (38,39).



Vagal afferent néron bolgesinde grelin reseptorlerinin tespit edilmesi, grelinin vagal sinirle
olan iliskisini gostermektedir. Grelin vagal afferent frekans seviyesini diigiirmektedir. Bu
nedenle, grelinin vagal sinir aktivitesi ile gida alimi iizerine olan etkileri birbirine zittir.
Yapilan ¢aligmalar vagus sinirinin kesilmesiyle birlikte gida aliminda degisiklik meydana

gelmesi vagus siniri grelin derisiminden bagimsiz olarak istahi etkiledigini gostermektedir

(40).
2.4.7. Pankreatik Ekzokrin ve Endokrin Fonksiyonu Uzerine EtKkisi

Pankreasta grelin iiretilmektedir. Grelinin pankreasda yeni tanimlanan a adacik hiicrelerinde

sentezlendigi gosterilmistir (3,41). Pankreastaki etkileri tam olarak bilinmemektedir.
2.4.8. Diger Endokrin Etkiler

Intravenéz olarak uygulanan grelinin GH salintmini dolayistyla da adrenokortikotropik
hormon (ACTH), kortizol ve prolaktin seviyelerini az miktarda arttirdigi goriilmustiir.
Grelinin tek basina GH salgilanmasi iizerine etkisinin, GHRH ile birlikte verilmesi sonucu

artmis oldugu tespit edilmistir (42).
2.5. SERBEST OKSIiJEN RADIKALLERIi VE OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, orbitallerinde eslenmemis elektron tasiyan ve diger biyolojik materyallerle
reaksiyona girme egilimi gosteren maddelerdir. Genellikle radikal olmayan herhangi bir
molekiil veya atoma elektronun girmesi ¢ikmasi ile meydana gelirler. Viicutta biitiin hiicrelere
kolaylikla giren ve en ¢ok kullanilma 6zelligine sahip olan molekiiler oksijen (O2), yapist
itibariyle radikal olmaya ¢ok uygun oldugudur, bu nedenle serbest radikal denilince a serbest
oksijen radikalleri (SOR) akla gelir. Normal sartlarda viicutta olusan SOR ile antioksidan
savunma sistemi bir denge halindedir. Fazla SOR iiretimi ya da antioksidan savunmanin
azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel degisimlere yol agarak oksidatif strese
neden olur. Polimorf niikleer 16kositlerin aktive olmasi ile ortaya ¢ikan solunum patlamasinda
rol alan NADPH oksidaz, SOD, nitrik oksit sentaz (NOS) ve MPO gibi enzimler siiperoksit
anyonu (O,), hidrojen peroksit (H202), nitrik oksit (NO) ve hipokloréz asit gibi reaktif
tiriinlerin ortaya g¢ikmasina yol agar (43,44). Asirt reaktif bu maddeler, diger atom ve
molekiillerle elektron alisverisine girerek, onlarin kimyasal yapilarini degistirmek suretiyle

kararsiz (reaktif) bir atom haline gelmesine yol agabilirler.

Serbest radikaller hiicrede protein, DNA, lipit ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yap1 ve

bilesiklere etkilidir. Membrani olusturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler gibi doymamis



yag asitleri ve membran proteinleri radikaller i¢in oldukg¢a ¢ekici hedeflerdir Oksidanlarin
arttigi veya antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda organizmanin maruz kaldig:
“oksidatif stres”, sonugta bozulan hiicresel metabolizma, molekiiler yikim ve doku hasarini
getirir. Oksidatif hasarin olustugu dokuda artan radikal metabolitler ve bunlarin olusturdugu
lipit peroksidasyonu ile protein ve DNA oksidasyonu sonucu hiicre membraninda kontrol
kaybolur; gecirgenlik artist ve hiicresel 6liim gelisir (45). Gilinlimiizde serbest radikaller ve
reaktif molekiiller ile bunlarin reaksiyonlar1 ve iirlinlerindeki artisin hiicresel yasami olumsuz
etkiledigi, genetik mutasyonlara yol actigi bilinmektedir (46,47). Bu baglamda SOR’nin
diizeylerini arttirarak oksidatif strese yol acan nedenlerin bilinmesi, bunlardan uzak durulmasi

gerekmektedir.
2.5.1.Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar:
Serbest oksijen radikallerinin iki 6nemli kaynag: vardir :

A) Eksojen kaynaklar
e Radyasyon etkisi
e Bagisiklik yapan maddeler
e Ksenobiyotikler
e Antineoplastik ilaglar

e Stres; streste katekolamin diizeyi artar, artan katekolamin oksidasyonu ile radikal

tiretimi artmaktadir.
B) Endojen kaynaklar
e Mitokondrial elektron transport sistemi
e Oksidatif stres durumlari
e Peroksizomlarda bulunan enzimler
e Enzimler ve proteinler; triptofan dioksijenaz, hemoglobin vs.

e Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu; tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,

tetrahidroproteinler, antibiotikler vs.

e Endoplazmik retikulum ve niikleus membran elektron transport sistemleri (sitokrom p-

450)

e Makrofaj gibi fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen solunumsal patlama



e Plazma membrani enzimleri; NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz,
lipid peroksidasyonu vs. Notrofiller fagositoz esnasinda, membran ve
sitoplazmalarinda bulundurduklart NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz enzimleri ile
hem serbest oksijen radikalleri hem de asirt okside edici bazi ajanlari iireterek
karsilastiklar1 virus, bakteri, mantar gibi ajan patojenleri yok ederler. Bu islemler

esnasinda hem ana hem de ara iiriin olarak ¢ok fazla miktarda SOR olusur (48).

2.5.2.Serbest Oksijen Radikal Tiirleri

Serbest radikaller ortaklanmamis elektron tasiyan kimyasal bir yap1 olarak tarif edilmektedir.
Biyolojik ortamlardaki en onemli serbest radikaller siiphesiz oksijen radikalleridir. iskemi,
hemoraji, intoksikasyon, radyoaktivite gibi durumlarda mitokondrilerde aerobik oksidatif
fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tasima sisteminden elektron kagaklari olusur. Tek
bir elektronun transfer yoluyla oksijene verilip rediiklenmesi siiperoksit serbest radikal

anyonunu (stiperoksit, O;.) olusturmaktadir.

O,+e—5 0.

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi ise hidrojen peroksiti (H,05) olusturur.
0,+2¢ +2H" —> H,02

Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda onemli bir bilesiktir. Clinkii gegis metal
iyonlarinin varliginda kolaylikla pargalanip oksijen radikallerinin daha reaktifi ve biyolojik

sistemlerde daha fazla hasar olusturan hidroksil radikalini (OH-) olusturur.
H,0, + Fe?—  .OH+ OH +Fe™®

Bu ifade edilen reaksiyon demir katalizli Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu olarak
adlandirilmaktadir (49).

2.5.3.Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri
2.5.3.1.Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Plazma membrani, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik membranlara serbest
radikallerin etki etmesi lipid peroksidasyonu iizerinden membranlarin ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimina yol acabilir. Poliansatiire (¢oklu doymamis) yag asitlerinin
oksidatif hasar1 lipid peroksidasyonu olarak bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu, bir lipid
molekiiliinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis olan bir metilen grubundan bir hidrojen

atomunun ¢ikarilmasi ile baslayan kompleks bir fenomendir. Lipid peroksidasyonu sonucunda
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hiicrede kendiliginden devam eden zincirleme reaksiyonlar baslamaktadir. Oksidasyon
sonucunda olusan lipid peroksil radikalleri (LOO.) bir sonraki poliansatiire yag asidini okside
ederek yeni zincirleme reaksiyonlar1 baslatirlar. Bu {iriinlerin daha ileri parcalanmaya
ugramasi ile rolatif olarak daha stabil olan son iirin MDA (malondialdehit) olusur.
Dolayisiyla bir dokuda MDA diizeyinin artmasi serbest oksijen radikallerinin arttigin1 gosterir.
MDA’nin kendisi de {iretildigi yerde iki yonlii hareket edebilir; hem dis ortama hem de
hiicrenin i¢ kismina yonelebilir. Hiicre i¢inde bir ¢ok yapiya zararh etkileri vardir. Dolayisiyla
serbest oksijenlerin lipidlere etkisi sonucu agiga ¢ikan patolojik {iriin olan MDA da daha ileri
yikimlara sebep olabilir. Hiicre membranlariin lipid kisminin biiyiik ¢cogunlugu fosfolipid ve
bunlarin yapisindaki poliansatiire yag asitlerinden olusmustur. Bu hasar sonucunda

membranin yapisi ve fonksiyonlar1 biiyiik 6l¢iide bozulur (48,50).
2.5.3.2.Proteinlerde Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler

Protein ve niikleik asitler serbest radikal etkilerine karsi poliansatiire yag asitlerine gore daha
direnglidir. Bunun baslica sebebi, hasar olusturucu zincir reaksiyonlarinin protein ve niikleik
asit molekiillerinde gergeklesme ihtimalinin ¢ok zayif olmasidir (49). Serbest radikaller DNA
molekiiliine ¢ok yakin bir bolgede meydana geliyorsa, okside edici radikaller tarafindan DNA

molekiilii kolaylikla hasara ugratilabilmektedir (51).
2.5.4.Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler
2.5.4.1.Nonenzimatik Antioksidanlar

E Vitamini: Lipid peroksidlerini inaktive eder. Ayrica lipid peroksid zincirini kirar ve LPO

(lipit peroksidasyonu) tepkimelerini durdurur.
C vitamini: Hiicre dis1 sivilarda bulunur. O, ve OHleri direkt olarak temizleyebilmektedir.

Seruloplazmin: O, ve OH’leri temizler. Ferroz demirin, ferrik demire yiikseltgenmesini
saglar boylelikle Fenton tepkimesini inhibe eder. Bu olaymn sonucunda serbest radikal

olusumu inhibe olur .
Transferin: Dolasimda serbest halde bulunan demiri baglar .

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonlarinda O27, OH. ve peroksil radikallerini

temizlemektedir .

Albiimin: Gegis metallerini baglar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve hipoklorit (HOCI)

toplayicisidir .
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Bilirubin: Serbest radikalleri tutar, 02~ ve OH' toplar.
Piruvat: H,O; tutucusudur, gii¢lii bir antioksidandir

Taurin: Ksenobiotiklere baglanir. Hipoklorit ile tepkimeye girer ve etkisini azaltirlar. LPO ve

notrofil infiltrasyonunu inhibe eder. Antioksidan etkisinin oldugu gosterilmistir.

p-Karoten: A vitamininin Onciisiidir ve membranlarda bulunur. Serbest radikal

temizleyicisidir. Peroksitlere dogrudan etki ederek peroksitleri inaktif hale getirir.

Melatonin: Primer olarak pineal bezde sentezlenen, 6zellikle gece salgilanan ve triptofandan
sentez edilen bir hormondur. Lipofilik 6zelligi yiiksek olup membranlar1 kolaylikla gecer.

Organizmada yapilan ve tahrip edici 6zelligi ¢ok yliksek olan hidroksil radikali temizler.

Glutatyon: Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden genetik bilgiye sahip olmadan
karacigerde tripeptid yapida sentezlenmektedir. Glutatyon, oksidatif stresin oOlgilimiinde
kullanilan ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Rediikte glutatyon (GSH) /okside glutatyon (GSSG)
orani, oksidatif durumlarda azalmaktadir. Proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halde tutarak
oksidasyondan korur. Serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye giren glutatyon; hiicreleri

oksidatif hasara kars1 korur .

Sistein: Potent bir antioksidandir. Glutatyon sentezi i¢in prekiirsordiir (44,52).
2.5.4.2. Enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
belli basli antioksidan enzimlerdir .

2.5.4.2.1. Glutatyon Peroksidaz

Yapisinda selenyum metalini bulundurur. Bu nedenle metalloenzim grubunda degerlendirilir.
In vitro ortamda GSH’1 GSSG’ye cevrilir. Bu tepkimede H,0;’yi yiiksek ozgiilliik ile
katalizleyerek detoksifiye eder (sekil 3). Tepkimede GSH, GSSG haline doniisiirken glutatyon
peroksidaz enzimi H,O;’yi suya indirger. GSSG ise glutatyon rediiktaz (GR) enziminin
katalizledigi tepkimeyle NADPH harcanarak tekrar rediikte hale ¢evrilir Tepkime asagida

verilmistir:

2GSH + H202 ————» GSSG +2H20
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NADP* GSH H202

GR GSH-Px

NADPH GSSG H20

Sekil 2.1: Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasinda dontisimii (GSH=Rediikte
glutatyon, GSSG=0kside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz, GR=Glutatyon rediiktaz,
H.O,=Hidrojen peroksit).

Ortamda H,0, diisiikk konsantrasyonda bulundugunda GSH-Px enzimi CAT enziminine gore
daha etkili bir antioksidandir (51,53).

2.5.4.2.2. Katalaz

CAT enzimi glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ferriprotoporfirin grubu iceren dort
alt initeden olusmustur. Prostetik grubunda Fe* bulunan protoporfirin IX icerir. Dokularda
enzimin aktivitesi biiylik farklilik gosterir. Karaciger ve bobrekte en yiiksek aktivite, destek
dokuda ise en diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. H,O;‘in yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu ortamlarda oldukga etkilidir. Ortamda olusan H,O,‘yi okside edici enzimlerin
etkisiyle direkt olarak suya doniistiirir. CAT enzim aktivitesi, ortamda H0;
konsantrasyonunun ¢ok arttigit durumlarda; asikar olarak artmaktadir. Ortamdaki H,O,
konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan diger
antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan
uzaklastirirlar. CAT ve GSH-Px enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre i¢indeki
yerlesim ve etki yerleri bakimindan farklilik vardir. GSH-PX enzimi baslica sitozol ve

mitokondride bulunurken, CAT enzimi peroksizomlarda mevcuttur (46,50).
2.5.4.2.3. Siiperoksit Dismutaz
SOD, O,”’in, H,0;’e dismutasyonunu katalizleyen enzim grubudur.

Katalizledigi tepkime asagida verilmistir:

SOD
202 "+ 2H — H,0, + 02
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Spontan olarak bu tepkime olusabilmektedir, SOD enzimi bu tepkimeyi katalize ettiginde hiz
normale gore 4 kat artar. Radikallere kars1 hiicreyi koruyan savunma mekanizmalari arasinda
SOD enzimi ilk gorevi iistlenir. SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu olusan {iriinlerin
birikmesi CAT enzimi tarafindan bertaraf edilmektedir. Fizyolojik sartlarda metabolik
asamalarda O2° radikalinin olusumu olduk¢a fazladir. O2° radikalinin hiicre ici
konsatrasyonunu diisiik seviyelerde tutarak O2~ seviyelerinin kontroliinii saglayip hiicreleri
02" radikallerinin etkilerinden korur (52).

2.6.TILMIKOSIN

Tilmikosin 20-deoxo-20-(3,5-dimethylpiperidin-1-yl) desmycosin yapisinda semisentetik
makrolid grubu bir antibiyotiktir. Desmycosinin C-20 aldehit gruplarinin rediiktif aminasyonu
ile elde edilmis ve bu yapisal degisim ile Gram pozitif mikroorganizmalara yonelik etki
spektrumunda genisleme ve antibakteriyel aktivitede artis saglanmistir. BOylece bir ¢ok
hayvan tiirlerinde siirekli kontrol altinda tutulmasi gereken solunum sistemi patojen
etmenlerinden Pasteurella tiirlerine karst kullanimi glindeme gelmistir. Tilmikosinin diger
makrolidler ngibi ribozomlarin 50S alt birimine baglanarak bakteriyel protein sentezinin
engelleyerek antibakteriyel etki gosterir. Ayrica oral yolla kullanimi takiben hizla absorbe
edilmesi, uzun bir yar1 démre sahip olmasi1 ve dokulara penetrasyon yeteneginin yiiksek olmasi
gibi farmakokinetik Ozellikleri sayesinde solunum sistemi infeksiyonlarinin tedavisinde

rasyonel kullanim olanag1 dogmustur (54,55,56).

Tilmikosinin 6zellikle besi sigirlarinda ve kuru donemdeki siit sigirlarinda Pasteurella ve
Mycoplasma tiirlerinin neden oldugu solunum sistemi infeksiyonlarina (BRD) kars1t uzun
siireli tedavi edici ve koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica domuzlarda
Actinobacillus pleuropneumonia ve Pasteurella multocida’dan kaynaklanan bulasici
pneumoniaya karsi etkenlerin enzootik yayilis gosterdigi yerlerde koruyucu amagla yem katki
maddesi olarak kullanimi 6nerilmektedir. Tavuklarda ise solunum sistemi patojenlerine karsi
etkinligi 1ile 1ilgili yapilan aragtirmalarda Pasteurella spp., Mycoplasma spp. ve
Ornithobacterium rhinotracheale i¢in minimum inhibitér konsantrasyonun (MIK)<6,25 pg/ml
ve Pasteurella multocida igin MIK degerinin 4 kat fazlasinin bakterisit etkiye sebep oldugu
bildirlimistir. Benzer sekilde Mycoplasma gallisepticum ile olusturulan deneysel
enfeksiyonlarda da tilmikosinin, mortalite ve lezyonlarin goriilme oranini azaltmasindan baska

canlt agirlik kazancinda da 6nemli diizeyde artigsa neden oldugu vurgulanmistir (56-58).
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Klinik kullanim agisindan en giivenli ilaglar arasinda disliniilmesine ragmen bazi
makrolitlerin kardiyovaskiiler sistem lizerine olumsuz etkiler yaptig1 tespit edilmistir. Oral ya
da parenteral verilen tilmikosinin laboratuvar ya da evcil hayvanlarda kalp atimini artirdigi
(tagikardi) kantraktiliteyi azalttig1 (negative inotrop), kardiyak enzim diizeylerini artirdig1 ve
miyokartta antioksidan enzim aktivitelerini azaltmak suretiyle de oksidatif strese neden
oldugu bildirilmistir (59-61).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER ve KIMYASALLAR
1. Tilmikosin (Micotil 300, Lilly Elanco, Istanbul- Turkiye)
2. Grelin (Sigma G8903, sican)

3. %0.9 NaCl

4. SOD kiti

5. CAT kiti

6. GSH-Px kiti

7. Otamatik pipet (0.1-10p)

8. Homojenizator

9. Spektrofotometre

10. Hassas terazi

11. pH metre

12.De iyonize su cihazi

13. Buz dolab1
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14 Etiv

15.Su banyosu

14. Trikloroasetik asit (Merck 100.807)
15. 2-thiobarbutirik asit (Merck 108.180)
16. n-butanol (Aldrich 27, 067-9)

3.1.1. Hayvan Materyali

Aragtirmada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Aragtirmalar Merkezinden temin edilen
260-305 g agirliginda 40 adet erkek Sprgue Dawley irki sican kullanildi. Calismadaki ratlarin
hepsi deney siiresince standart nem, 151k (12 saat gilin 15181/12 saat karanlik) ve oda 1sis1
kosullarinda (20- 22 C° bulunduruldu. Standart rat yemi ile beslendi. Ratlarin her bir grubu

ayr1 kafeslere konarak yeterli miktarda igme suyu ve standart rat pellet yemi verildi.
3.2. YONTEM
3.2.1. Gruplar

Aragtirmada her bir grupta 10 rat olmak iizere 1 kontrol ve 3 deneme grubu kullanildi. Kontrol
grubuna (grup 1) 5 giin boyunca 0.9 % NaCl deri alt1 yolla enjekte edilirken, 2.gruba deri alt1
yolla 5 giin siireyle 10 nmol/kg/giin grelin, 3. deneme grubuna deri alti yolla tek doz
tilmikosin (75 mg/kg), 4. gruba ise giinde 10 nmol/kg grelin deri alt1 yolla 5 giin siireyle
verildikten sonra ayrica bu gruba 5. giinde 75 mg/kg tilmikosin tek doz, deri alt1 olarak
uygulandi. Son ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra tiim hayvanlarin kalbi ¢ikarilip serum
fizyolojik ile yikandi ve analiz yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. Alinan kalp dokusu
orneklerinde MDA diizeyi, GSH-Px, SOD ve CAT enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak
degerlendirildi.

3.2.2. Doku Orneklerinin Ahnmasi ve Homojenizasyonu

Ratlar, son enjeksiyondan 24 saat sonra (deneyin 6. giinii) i.p. 20 mg/kg sodyum thiopental ile
anestezi yapilarak sakrifiye edildi. Orta hat median insizyonla ratlarin batinlar1 a¢ildi ve kalp
dokusu o6rnekleri ¢ikarildi. Doku 6rnekleri biyokimyasal ¢alismalar gergeklestirilene kadar -

20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Dokular 1:4 oraninda fosfat tampon (50 mmol, pH 7.0) i¢inde ve soguk ortamda 20000 rpm
hizda 30 sn siireyle homojenize edildi. Elde edilen doku homojenatlar1 20 000 devirde 1 saat
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boyunca sogutmali santrifiijde (+ 4 C’de) santrifiij edildi. Siipernatantlar ependorfa alind1 ve

analiz zamanina kadar -80 C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

Tablo 3.1. Kontrol ve deneme grubu uygulama ¢izelgesi

Grup Uygulama

Kontrol 5 giin siireyle %0.9 NaCl deri alt1

Tilmikosin 75 mg/kg tilmikosin deri alt1, tek doz

Grelin 10 nmol/kg/giin grelin deri alt1 5 giin siireyle

Grelin+CCl, | 10 nmol/kg grelin deri alt1 5 giin siireyle + 75 mg/kg tilmikosin
deri alt1, tek doz (5.giinde)

3.2.3. Doku MDA, CAT, SOD ve GSH-Px analizi

MDA o6l¢limii tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA’in asit ortamda pembe renkli bir iiriin
olusturmasi esasina dayanan Yoshioka ve ark (62)’nin yontemine goére spektrofotometrik
olarak yapildi. Analizlerde 0.5ml numune vida kapakli cam tiipe alind1 ve tizerine 2.5ml %20’
lik TCA ilave edildi. Ardindan 0.5 ml % 0.67°lik TBA ilave edildi. Kor hazirlamak i¢in kor
tiipline tiipiine 3ml TCA konarak ayni miktarda TBA ilave edildi. Kapaklar1 sikica kapatilan
tiipler 90 C’lik su banyosuna alind1 ve 30 dakika tutuldu. Siirenin sonunda tiipler buzlu soguk
su igerisinde sogutuldu. Tiplerin kapaklart acildi ve 4ml n-butanol ilave edilip 30 sn
vortekslendi, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijii takiben {istte kalan n-butanol
tabakas1 kiivetlere alinarak 535nm’de kore karsi absorbans Olc¢timleri yapildi. Absorbans
degerleri 1.1.3.3 tetraetoksipropanla hazirlanmis standart egrisi yardimiyla nmol/ml cinsinden

hesaplandi.

CAT, SOD vee GSH-Px analizi ticari kitler kulanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismanin analizi bilgisayar ortaminda SPSS 12.0 for Windows istatistik paket programinda
yapildi. Gruplarda yer alan sonuglarin normal dagilima sahip olup olmadiklarin1 belirlemek
icin non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Gruplar
normal dagilim gosteriyordu. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogrov-Smirnov testi
ile tespit edildikten sonra gruplar arasinda farklilig1 tespit etmek amaciyla One-Way ANOVA
ve Tukey’s testi kullanildi. Veriler aritmetik ortalama ve standart hata olarak verildi.

Onemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Biitiin gruplara son enjeksiyonun yapilmasindan 24 saat sonra alinan kalp dokusu
orneklerinden elde edilen kontrol ve deney gruplarina ait MDA, SOD, CAT ve GSH-Px
verileri Sekil 4.1-4.4’te gosterildi.

Yalniz tilmikosin verilen grupta MDA degerleri kontrol grubu degerlerine gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu (p<0.05) belirlenirken, 5 giin siireyle verilen grelini
takiben tek doz tilmikosin uygulanan grupta Olciilen MDA diizeylerinin ise kontrol grubu
degerlerine yaklastigi gozlendi. Yalniz grelin verilen grupta ise MDA degerleri agisindan

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli bir farklilik tespit edilemedi.

Gruplar SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri agisindan karsilastirildiginda yalniz
tilmikosin verilen grubun SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde diger gruplara gore
anlaml1 bir azalma (p<0.05) kaydedildi. Ote yandan 5 giin siireyle verilen grelini takiben tek
doz tilmikosin uygulanan grupta dlgiilen SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinin kontrol

grubu degerine yaklastig1 gozlendi.

Bu verilere gore tilmikosinin oksidatif stresi uyararak lipit peroksidayonunu artirdigi ve
kalpte anti oksidanenzim diizeylerini azalttig1 buna karsilik grelinin ise tilmikosinin uyardigi
lipit peroksidasyonu azaltmak ve antioksidan enzim diizeylerini artirmak suretiyle kalp

dokusunu koruyucu etki gosterdigi sdylenebilir.
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Yalniz grelin uygulanan grupta MDA diizeyleri ile SOD, CAT ve GSH_Px enzim aktiviteleri

kontrol grubu verilerine yakin bulundu.

0.9

MDA (nmol/g protein)
(=]

Kontrol Tilmikosin Grelin Grelin+Tilmikosin

Gruplar

Sekil 4.1. Kontrol grubu ile tilmikosin, grelin ve grelin+ tilmikosin uygulanan gruplarda ortlama MDA
diizeyleri.
*: Diger gruplara gore istatistiksel olarak dnemli bir artmay1 gostermektedir (P<0.05).
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2 *
& 0.5 A
E._
5 01 -
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O T T T
Kontrol Tilmikosin Grelin Grelin+Tilmikosin
Gruplar

Sekil 4.2. Kontrol grubu ile tilmikosin, grelin ve grelin+ tilmikosin uygulanan gruplarda ortlama SOD
aktiviteleri.
*: Diger gruplara gore istatistiksel olarak dnemli bir azalmay1 gostermektedir (P<0.05).
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CAT (U/mg protein)

GSH-Px (U/mg protein)

0.4 -

0,35 7

0,05 +

Kontrol Tilmikosin Grelin Grelin+Tilmikosin

Gruplar

Sekil 4.3. Kontrol gubu ile tilmikosin, grelin ve grelin+ tilmikosin uygulanan gruplarda ortlama CAT
aktiviteleri.
*: Diger gruplara gore istatistiksel olarak dnemli bir azalmay1 gostermektedir (P<0.05).

0.25 4

0,15 +

0.1 ~

0,05 4

Kontrol Tilmikosin Grelin+Tilmikosin

Gruplar
Sekil 4.4. Kontrol grubu ile tilmikosin, grelin ve grelin+ tilmikosin uygulanan gruplarda ortlama GSH-

Px aktiviteleri.

*: Diger gruplara gore istatistiksel olarak dnemli bir azalmay1 gostermektedir (P<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Tilmikosin veteriner amacgli olarak hayvanlarda solunum sistemi enfeksiyonlarini tedavi
etmek amaciyla kullanilan makrolit grubu bir antibiyotiktir. Makrolit grubu antibiyotiklerin
baslica yan etkileri gastrointestinal rahatsizliklar, karaciger bozukluklar1i olmakla birlikte
tilmikosinin kalp tizerine de toksik etki yaptig1 bildirilmistir. Tilmikosin verilmesinden sonra
kalpte pozitif kronotrop ve negative inotrop olustugu kaydedilmistir (63,64). Yanlislikla
tilmikosin alan kisilerde de elektrokardiyogramda degisiklikler ve kalp kasi hasarinin

gostergesi olan keratin kinaz gibi ¢esitli enzimlerde artislar gézlenmistir (65).

Caligmamizda tilmikosinin lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyini artirdigi
tespit edilmistir. Okside edici radikaller, hiicre membranlarinda bolca bulunan c¢oklu
doymamis yag asitlerinde kolaylikla hasar olustururlar. Olusan hasar sonucunda membranin
yapist ve fonksiyonlar1 biiyiik 6l¢iide bozulur. Coklu doymamis yag asitlerinde olusan
oksidatif hasar lipit peroksidayonu (LPO) olarak bilinmektedir (66,67). Lipid molekiiliinde iki
doymamis bag arasinda yerlesmis olan bir metilen grubundan bir hidrojen atomunun
c¢ikarilmasi ile baglayan kompleks olay LPO’dur. LPO bir kez olustuktan sonra hiicrede kendi
kendine devam eden zincir tepkimeler baglar. LPO sonucu olusan lipid peroksil radikalleri
(LOO.) bir sonraki ¢oklu doymamis yag asitlerini okside eder ve yeni zincirleme tepkimeleri

baglatirlar (68). Devam eden tepkimeler sonucunda hidroperoksitler (LOOH) ve bunlarin da
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devam eden parcalanmasi ile daha siddetli radikal 6zelligi olan tiirlere 6zellikle de rolatif
olarak daha kararli hal alan MDA ya doniisiirler. Dokuda MDA seviyesinin artmast o dokuda
serbest oksijen radikallerinin (SOR) arttigin1 gdsterir. MDA olustugu ortamda diffiize olarak
ya hiicrenin dig ortamina ya da i¢ kismina gidip hasar olusturabilir. Hiicre i¢ine girince birgok
yap1 igin zararh etki gosterir (68,69). Bulgularimiza benzer sekilde farelere ¢esitli dozlarda
(50, 70 ve 75 mg/kg) verilen tilmikosinin kalp dokusunda MDA diizeyini artirmak suretiyle
oksidatif strese neden oldugu tespit edilmistir (70,71).

Calismada tek doz tilmikosin verilen grupla karsilastirildiginda tilmikosin verilmeden once 5
giin siireyle verilen grelinin kalp dokusunda MDA diizeyini oldukg¢a azalttiginin tespit
edilmesi tilmikosinin neden oldugu oksidatif hasarin grelin tarafindan Onlendigini
gostermektedir. Son yillarda grelinin antioksidan ve antiinflamator etkili bir ajan oldugu ileri
striilmektedir. Bulgularimiza paralel olarak Chang ve ark (72) grelinin ratlarda lipit
peoksidayonunu Onledigi ve iskemik hasara karst kalbi koruyucu etki gosterdigini
kaydetmislerdir. Benzer sekilde, Zvirska-Korczala ve ark (73) grelinin preadipozit hiicre
kiiltiirlerinde MDA diizeyini azalttigin1 gdstermislerdir. iseri ve ark (74 ) ratlarda alendronat
ile olusturulan mide dokusu hasarinda grelin uygulamasinin MDA diizeyini ve serbest oksijen
radikallerinin olusumunu azalttigin1 gostermislerdir. Obay ve ark (75) grelinin ratlarda beyin,
karaciger ve eritrositlerde artan lipit peoksidayonunu Onledigini gozlemislerdir. Ayni
zamanda grelinin vaskiiler NADPH oksidazin inhibisyonuyla olusturulan hipertansif ratlarda

vaskiiler siiperoksit iiretimini 6nledigi bildirilmistir (76).

Caligmamizda kontrol verileriyle karsilastirildiginda tilmikosin verilen grubun kalp
dokusunda SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde onemli bir azalma belirlendi. Dokularda
ortaya cikan oksijen radikalleri antioksidan enzim aktivitelerini degistirmektedir. Bu
antioksidan enzimlerden SOD siiperoksit anyonlarini ortadan kaldirirken GSH-Px ile CAT’da
hidrojen peroksit miktarin1 azaltmaya calisir. Ortamda O2 radikalinin artmis olmasi SOD
enzim aktivitesini, H202’in artmis olmasi GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerini dolayli olarak
artirmaktadir. SOD, O2- radikalini H,O,’¢ doniistiiren reaksiyonu katalize ederek Oy
radikalininin toksik etkisine kars1 hiicreyi korur (77). Calismada kaydedilen SOD enzim
aktivitesi artis1 da kalp dokusunda oksidatif stres artisinin bir baska belirtisi olabilir. Kalp
dokusunda tespit edilen GSH-Px aktivite artisi hasarli kalp dokusunda olusan H202

miktarinin artisina isaret edebilir.
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Literatiirde tilmikosinin oksidatif stress lizerine etksiyle ilgili ¢ok az veri bulunmakladir.
Yapar ve ark. (70) 50 ve 70 mg/kg tek doz olarak verilen tilmikosinin feralerde gultatyon
diizeyini azalttig1 yoniindeki bulgular ile Yazar ve ark. (59) nin farelerde tilmikosinin kalp
dokusunda SOD ve GPX aktivitesinde azalmaya neden oldugu yoniindeki bildirimleri
bulgularimizla uyusmaktadir. Calismada tilmikosine bagli olarak SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerindeki azalmanin nedeni tam olarak bilinmemkle birlikte kalpte olusan hidrojen
peroksit ve super oksit radikallerinin SOD ve GPX aktiveterini inhibe etmelerinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (78,79).

Arastirmada tilmikosin Oncesi uygulanan grelinin yalmiz tilmikosin verilen grupla
karsilastirildiginda SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerini anlamli bir sekilde artidigi
tespit edilmistir. Grelin uygulamasi s6z konusu radikallerin ortamdan siipiiriilmek amaciyla
antioksidan enzim diizeylerini artirmig olabilir. Obay ve ark. (75) ratlarda pentylenetetrazole
ile olusturulan oksidatif streste karaciger, beyin ve eritrositlerde antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde artisa neden olarak koruyucu rol oynadigini saptamislardir. Bulgularimiza
bezer olarak Iseri ve ark. (74) ratlarda alendronat ile olusturulan mide dokusu hasarinda grelin
uygulamasinin GSH-Px aktivitesini artirarak serbest oksijen radikallerinin olusumunu
azaltigim1 vurgulamiglardir. Zvirska-Korczala ve ark. (73) grelinin preadipozit hiicre
kiiltiirlerinde SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesini artirdigini bildirmeleri bulgularimizi
desteklemektedir. Ayni zamanda, ratlarda yapilan bir calismada 10 giinsiireyle grelin
verilmesinin testis dokusunda GSH-Px aktivitesini arttig1 tespit edilmistir (80). Ayrica
grelinin vaskiiler NADPH oksidazin inhibisyonuyla olusturulan hipertansif ratlarda vaskiiler
stiperoksit tiretimini 6nledigi bildirilmistir (76). Yetigkinlerde biiylime hormonu eksikliginin
oksidatif stresi artirdifi, biliyime hormonu tedavisinin ise bu durumu iyilestirdigi
bildirilmistir (81). Grelin biliyime hormonunun salinimimi uyarir (1). Bu nedenle
calismamizda tilmikosinin olusturdugu oksidatif stres iizerine grelinin antioksidan etki
gostermesi biiyiime hormonu salimiminin artmasiyla iliskili olabilir. Grelin reseptoriiniin,
bobrek, pankreas, hipotalamus, beyin, kalp, hipofiz bezi, mide ve bagirsak dokularinda
bulundugu tespit edilmistir (82). Grelin reseptorlerinin bu genis dagilimi grelinin kalp

dokusunda gozlenen antioksidan roliinii agiklayabilir.

Sonu¢ olarak, bu g¢alismada ratlara verilen tilmikosinin kalp dokusunda lipit
peroksidasyonunun Onemli bir gostergesi olan MDA diizeyini artirdigi antioksidan
enzimlerden SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini ise azalttig1 tespit edilmistir. Ote yandan

calismada tek doz tilmikosin verilen grupla karsilastirildiginda tilmikosin verilmeden once 5
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giin siireyle uygulanan grelinin kalp dokusunda MDA diizeyini oldukg¢a azalttigi, CAT, SOD
ve GSH-Px enzim aktivitelerini ise anlamli sekilde artirdiginin tespit edilmesi kalpte
tilmikosinin neden oldugu oksidatif hasarin grelin tarafindan Onlendigini gostermektedir.

Bulgularimiz projenin dneri asamasinda ortaya konulan hedeflerle ortiismektedir.
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