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OZET

Sicanlarda Karbon Tetrakloriir (CCl,) Ile Olusturulan Oksidatif Stres Uzerine
Grelinin Etkisi

Son yillarda yapilan aragtirmalar grelinin bir antioksidan ve antiinflamatuar ajan
olabilecegini ortaya koymustur. Oksidatif stres organizmada gesitli hasarlarin gelismesinde
onemli bir etkendir. Arastirmada sicanlarda CCly ile olusturulan oksidatif strese karsi
grelinin olast koruyucu etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi. Toplam 40 adet erkek
Sprague-Dawley 1rk1 sigan kontrol, CCly, grelin ve grelin+ CCl, olmak tizere dort esit gruba

ayrildi.

Degerlendirmeler lipid peroksidasyon, antioksidan enzim ve biyokimyasal parametreler
acisindan yapildi. Yalniz CCly uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma ve
karaciger malondialdehit (MDA) seviyesi ile plazma nitrik oksit (NO) diizeyini artirirken,
eritrosit katalaz (CAT) ve karaciger siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx) aktivitelerini azaltti. Aynm1 zamanda, CCl; uygulamasi serum aspartat
aminotransferaz  (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve alkali fosfataz (ALP)
aktivitelerini de artirdi. Buna karsilik, onceden grelin uygulanan grupta tek basina CCly
verilen gruba gore plazma ve karaciger MDA seviyeleri ile plazma NO diizeyi diistii ve
eritrosit ile karaciger SOD, CAT ve GPx aktiviteleri yiikseldi. Ote yandan, yalmz grelin ve
grelin + CCl, uygulamasi serum glikoz diizeyini artirdi. Sonuglar grelin 6n uygulamasinin

siganlarda CCl, lin yol agtig1 oksidatif hasara kars1 koruyucu olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Grelin, karbon tetrakloriir, oksidatif hasar, sigan



ABSTRACT
Effect of Ghrelin on Oxidative Stress Induced by Carbon Tetrachloride (CCl,) in
Rats

Recent studies have revealed that ghrelin may be an antioxidant and anti-inflammatory
agent. Oxidative stress is an important factor in the development of several damages in the
organism. The study was conducted to evaluate the possible protective effects of ghrelin in
rats against oxidative stress induced by CCl,. Fourty male Sprague-Dawley rats were

divided into four equal groups, as; control, CCly, ghrelin and ghrelin + CCl, group.

Evaluations were made for lipid peroxidation, enzyme activities and biochemical
parameters. Compared with the control group only CCl, administration increased plasma
and liver malondialdehyde (MDA) content and plasma nitric oxide (NO) levels, while
erythrocyte catalase (CAT) and liver superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx) activities were reduced. At the same time, CCl,
administration also increased serum aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) activities. By contrast, ghrelin
pretreatment reduced plasma and liver MDA content and plasma NO level, and increased
erythrocyte and liver tissue SOD, CAT and GPx activities when compared with only CCl,4
treated group. On the other hand, both ghrelin alone and ghrelin plus CCl, treatment
elevated serum glucose level. The results show that ghrelin pretreatment could protect

against oxidative damage caused by CCl,n rats.

Key words: Ghrelin, carbon tetrachloride, oxidative damage, rat



1. GIRIS

Serbest radikaller, kaynaklar1 ve etkileri, etki mekanizmalari, olusturduklar1 hasar,
sonuglar1 ve onlenmesi gibi konular son zamanlarda iizerinde en fazla durulan ve sikca
calisilan konular durumundadir. Oksidatif stres olusumunda rol alan ve birgok arastirici
tarafindan karaciger hasar1 olusturdugu tespit edilen en Onemli kimyasallardan biri

CCly dir.

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. Grelin mRNA’s1 hemen hemen biitiin dokularda

tespit edilmistir.

Grelin biiyiime hormonu salgilatict reseptorleri aktive ederek biiylime hormonunun
salgilanmasini diizenler. Istah, pozitif enerji dengesi, hipotalamus ve iireme fonksiyonlar,
uyku, davranig, mide, pankreas ve kardiyovaskiiler sistem fonksiyonlari iizerine etkilidir.
Bu etkilerinden dolay1 grelinin, gastroenteroloji, immunoloji, onkoloji ve kardiyoloji gibi

bilim dallarinda kullanimziyla ilgili bir¢ok arastirma yapilmaktadir.

Grelin redoks aracili hiicresel yaniti bloke etmek suretiyle reaktif oksijen tiirlerinden
hidrojen peroksit (H,0,)’in indiikledigi sitokin salinimini engelleyerek yangi olusumunu
onledigi tespit edilmistir. Strese bagli olarak olusan mide yangisinda da grelin koruyucu rol
oynadigi saptanmustir. 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 yangisini koruyucu etki gosterdigi, bobrek
yetmezligi olan farelerde grelinin bobrek fonksiyonlarmi diizelttigini  bildirilmistir.
Grelinin mide ve beyin hasar1 olusturulan ratlarda antioksidan etki gostererek koruyucu rol

oynadig1 saptanmistir.



2. AMAC VE KAPSAM

Bu c¢alisma, sicanlarda karbon tetrakloriir (CCl,) ile olusturulan oksidatif stres iizerine

grelin hormonunun etkisini ortaya koymak amaciyla planlanmustir.

Serbest radikallerin zararli etkileri bazi maddeler tarafindan azaltilabilir veya tamamen
ortadan kaldirilabilir. 28 amino asitten olusan ve biiyiik cogunlugu mideden sentezlenen bir
hormon olan grelin 1999 yilinda kesfedilmistir (1). Grelinin kesfedilmesiyle birlikte bu
hormonun biyolojik sistemler {izerindeki etkileri arastirtlmaya baslanmistir (2). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ghrelin hormonunun antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmektedir. Ratlarda etanol ile olusturulan mide iilserinde grelinin endojen nitrik oksit
salinimini diizenleyerek mideyi koruyucu 6zellik gosterdigi belirtilmektedir (3). Ghrelin
ratlarda isoproterenol ile olusturulan miyokardiyum hasarina karsi plazma malondialdehit
(MDA) diizeyini diisiirmek suretiyle koruyucu etki gostermistir (4). Rat ovaryumunda lipid
peroksidasyon olusumunu azaltirken, antioksidan enzimleri artirdigi (5), kalp beyin ve
bobrek dokularinda oksidatif strese karst koruyucu etki gosterdigi (6-8) bildirilmekle
beraber ghrelinin genel olarak antioksidan enzimler iizerine etkisini inceleyen arastirmalar
yetersizdir. Bu baglamda yapilacak bu c¢alisma, grelinin antioksidan sistem iizerindeki
etkileri arastirilacaktir. Arastirmada ayrica, CCly ile olusturulan karaciger hasarina karsi

grelinin olast koruyucu etkileri de degerlendirilecektir.



3. GENEL BIiLGIiLER

3.1. Karbon Tetrakloriir (CCl,)

Kuru temizleme, otomobil tamiri ve farmasétikal iiretim gibi bazi is alanlarinda kullanilan
karbon tetrakloriir, oksidatif stres olusumunda rol alan ve birgok arastirici tarafindan
karaciger hasari olusturdugu tespit edilen en 6nemli kimyasallardan birisidir (9-13). CCly,
toksik etkisini, bir serbest radikal olan triklorometil radikali olusumu ile gosterir. Bu
radikal daha sonra oksijen ile birlesirek peroksil radikalini olusturur. Peroksil radikali,
hiicre zar yapisint bozarak hiicre hasar1 olusmasinda birincil mekanizma olarak rol
oynayan gii¢lii bir lipid peroksidasyon baslaticisidir (10). Ozellikle karaciger iizerinde
hasar olusturdugu bilinen CCl,’tin dogrudan eritrositlerde de oksidatif hasara neden oldugu
bildirilmektedir (14). Ayrica yapilan deneysel ¢alismalarda CCl,’lin beyin, kalp ve bobrek
gibi organlarda hasar olusturdugu gosterilmistir (15-17).

3.2. Karbon tetrakloriir (CCl,)’iin hepatotoksisitesi

Antelmentik olarak veteriner pratiginde yer bulan CCly, akut veya gecikmis tipte karaciger
toksikasyonlarina neden olmaktadir. Akut toksikasyonlarin histopatolojisinde karacigerde
hasar, yaglanma ve nekroz gozlenir. CCly, sitokrom P-450 monooksijenaz sistemi
tarafindan triklorometil ve triklorometilperoksi radikallerine dontstiiriiliir. Bu radikaller
cok aktif olup, CCls’lin karacigerde oOzellikle sentrolobiiler bdlgede neden oldugu
nekrozdan sorumludurlar. Triklorometil radikali, makromolekiillerle dayanikli adduct
olusturdugu gibi, oksijenle de birleserek daha aktif metabolit olan triklorometilperoksi radikali
meydana gelir. Bu radikal, lipid peroksidasyonun temel baslaticisidir. Lipid peroksidasyon,
lipoprotein sentezi i¢in gerekli olan yapilari da hasara ugratarak hepatik lipidozise
yardimct olur. Karacigerde asir1 lipid birikimi sonucu, organin fonksiyon bozuklugu ve
siroza dogru ilerleyen degisimler ortaya ¢ikar (18). Kazlarda olusturulan deneysel CCly
zehirlenmesinde lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA diizeyleri kontrollere gore
onemli derecede yiiksek bulunmus ve makroskobik olarak karacigerde diffiiz bir yaglanma
sekillendigi goriilmiistir (19).

CCly ile olusturulan karaciger hasarinda serum alanin amino transferaz (ALT), aspartat
amino transferaz (AST), alanin amino transferaz (ALP), nitrik oksit (NO), bilirubin
seviyeleri ile plazma ve karaciger MDA diizeylerinde artig goriiliir (9, 13, 20-23). Ratlarda

CCls uygulamasindan 6 ve 24 saat sonra karacigerde olusan hasarin gostergeleri olarak



serum ALT ve AST, 24 saat sonra lipid peroksidasyonun gostergeleri olarak plazma ve

karaciger MDA seviyelerinin yiikseldigi kaydedilmistir (24).
3.3. Ghrelin

Ghrelin ilk kez 1999 yilinda Kojima ve arkadaslar1 tarafindan farelerin midesinde
tanimlanmis 28 amino asitten olusan, memeli hayvanlar disinda, balik, tavuk ve kurbaga
gibi diger omurgal: tiirlerde de var olan istah agici peptit yapida bir hormondur (1, 25).
Ghrelinin varlig bitkilerde de immunohistokimyasal, yliksek basing sivi kromatografisi
“High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)” ve “radoimmuno-assay” (RIA)
yontemiyle gosterilmistir (26). Ghrelin adi, Hint-Avrupa dilleri ailesindeki “ghre” ile
“relin”’in birlesmesinden tiiretilmistir. “ghre” modern Ingilizce’de “grow” yani biiyiime
anlaminda, “relin” ise salgilama anlaminda kullanilmaktadir. Ghrelin ayni zamanda
“hunger hormone” (aglik hormonu) olarak da adlandirilmaktadir (27, 28). i1k kez sican
mide dokusundan izole edilen grelin, 28 aminoasitli agillenmis peptid seklinde

karakterize edilmistir (1) (Sekil 3.1.) (Tablo 3.1.).

123 45678 9101012 1B MHIW6IT B WO DA 208 U5 %0 B Ti
GSSPLSPEHQRVQQREESKEKPPAKLQPR im
GSSPLSPEHQETQQREESKEPPAKLQPR Gail
GSSPLSPEHQEAQQREESEKEPPAKL QPR Hr
GSSPLSPEHQEAQQREESEEPPAKLQPR M
GSSPLSPERQELOQQREESEEPPARLQPR Kisk
GSSPLSPEHQEVQQREESKEPAAKLEPD R Dum
GSSPLSPEHQELOQREEAKEPSGRLEPDR S
GSSPLSPEHQELOQREEPEEPSGRLEPR K
GSSPLSPTITENTIQQQEDTREPTARLERTE Tk
GSSPLSPSOQROPQGEDOKEKEPPCRY GRIR Vi

Tablo 3.1. Bu tabloda insan ve diger tiirlerdeki grelinin temel yapis1 gosterilmektedir. Kalin ve italik yazili
aminoasitler insan grelininin amino asit dizilimine gore diger tiirlerin ayn1 konumdaki farkli aminoasitlerini
gostermektedir; = igareti ise insan grelinindeki amino asitlere karsilik diger tiirlerin ayn1 konumda amino asit
bulundurmadigim gdstermektedir.

3.3.1. Ghrelinin Kimyasal Yapisi

Temel olarak midenin fundus mukozasinda bulunan ozellesmis enterokromafin



hiicreleri tarafindan eksprese edilen grelinin in vivo ve in vitro olarak incelenmesi
sonucunda GH (biiylime hormonu) sekresyonunu stimule eden GHS-R (biiylime
hormonu salgilatici hormon reseptorii) icin spesifik endojen bir ligand oldugu tespit
edilmistir (1).

Ghrelin onciilii olan preproghrelin 117 amino asitten olusur. Preproghrelin salinmadan
once sitoplazmada enzimatik bir islemden gecerek iiclincii pozisyonundaki serinin
hidroksil grubu bir oktanoik asit ile esterlesir. Bu esterlesme ghrelin molekiiliiniin
hidrofobik 6zelligini artirir ve kan beyin bariyerini kolaylikla gegerek beyin dokusuna, 6zel

olarak da hipotalamus ve hipofize gec¢is imkan1 bulur (1, 29, 30).

Ghrelin bir yag asidi tarafindan modifiye edildigi bilinen ilk peptid hormondur. insan ve
sicandan elde edilen ghrelin 28 amino asitten olusur ve yalniz iki amino asit yoniinden
farklilik gosterir. Her ikisi de 3. Serin a a’tinde n-oktanoik asit kalintis1 icerir ve bu agil

yapist ghrelinin reseptoriine baglanip onu uyarmasi i¢in gereklidir (1, 31) (Sekil 3.1).

Insan K e
M@ P DS PE QR
®WOOORQ
“eaona®®-con

n-octanoyl group (C8:0)

Sekil 3.1. insan ve sican grelininin yapisi

Ghrelinin mideden izole edilmesi esnasinda peptidin 3. pozisyondaki serin amino asitinde
meydana gelen agillenmenin tipine gore acillenmemis, oktanlanmis, dekanlanmis ve
dekenlenmis sekilleri olarak birka¢ degisik formu daha izole edilmistir. Tiim peptidler 27
ya da 28 amino asit uzunlugundadir ve ayni ghrelin Onciisiinden olusurlar. Dolasimdaki

ghrelinin gogunlugu (%80-90’n1) agillenmemis formda bulunur (1, 32).
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3.3.2. Ghrelin Sentezleyen Dokular

Ghrelin temel olarak midenin fundus mukozasinda bulunan oksitik bezlerdeki X/A benzeri
hiicreler tarafindan sentezlenir. Mide oksintik mukozasinda enterokromafin, delta (D),
enterokromafin benzeri ve X/A olmak {izere dort tip endokrin hiicre bulunmaktadir.
Bunlardan yalnizca X/A hiicreleri grelin sentezi yapar. Midenin fundus bolgesi, pilorus
bolgesine kiyasla daha fazla grelin iiretebilme kabiliyetine sahiptir. Kan dolasiminda
bulunan ghrelinin biiylik miktar1 gastrointestinal kaynaklidir. Bagirsakta duodenumdan

kolona dogru inildikge ghrelin konsantrasyonu azalir (32).

Hipotalamusta da ekspresyonu tespit edilen grelin peptidi, bu bolgedeki hipotalamik
arkuat niikleus (ARC)’de sentezlenir. Hipotalamusta yerlesik olan grelin-pozitif néronlarin
sayis1 disiiktiir (1, 33). Grelinin kardiovaskuler etkilerinin olabilecegi diisiincesi ise kalp
ventrikiillerinde bulunan GHS-R reseptorlerinden ileri gelmektedir. Mediiller tiroid ve
tiroid karsinomasi, noroendokrin tiimdrler ve akciger tiimdrleri gibi farkli tip tiimor

dokularinda da grelin varligina rastlanmistir (34).

Tiimoral ve normal dokulardaki tespit edilmis grelin miktar1 midedekinden daha azdir.
Grelinin bu dokulardaki fizyolojik fonksiyonu heniiz aydinlatilamamis olmasina ragmen
otokrin/parakrin faktdr seviyesinde oldugu bilinmektedir. Gastrointestinal sistem disinda
grelinin endokrin rolii anlagilamamistir. Pankreas iizerinde yiiriitilen deneysel ¢alismalar
sonucunda grelin ve acillenmemis grelin sican pankreasinda tespit edilebilmistir. Bu
yapilan deneysel ¢aligmalardan bir kismi grelini o veya B hiicrelerinde, bir kismi ise yeni

adacik hiicrelerinde bulundugunu gostermektedir (35, 36).

Grelin mRNA's1t PCR yontemiyle %30’u ince bagirsakta goriiliirken diisiik miktarda da
hipofiz, plasenta, pankreas, bobrek, prostat, kalp, over, beyin, testis, akciger ve
lenfositlerde tespit edilmis olmasi onun ¢ok ¢esitli biyolojik aktivitelerde rolii olan bir
peptid oldugunu kanitlamaktadir (32, 37-44).

3.3.3. Ghrelinin Etkileri

Ghrelinin organizmada ¢ok ¢esitli sistemler {izerinde etkili oldugu bildirilmistir (Sekil 3.2)

(28).
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Sekil 3.2. Grelinin baglica etkileri

Eksojen ghrelin verilmesi biiylime hormonu salgilanmasini uyarir. Ghrelin biiylime

hormonu salgilatict hormon (GHRH) salinimini artirirken, somatostatin salinimini azaltir
(30).

Kalp ve aortta grelin mRNA’s1 bulunmaktadir (45). Insanlara grelin verilmesi arterial kan
basincini degistirmeden kalp atim hizinin diismesine sebep olur (46). Grelin sol ventrikiil
atim  hacminde yiikkselmeye neden olur. Grelin, arterlerdeki endotelin-1’in
vazokontriksiyon etkisini ortadan kaldirir. Kronik kalp yetmezligi olan hastalara grelin
uygulanmasi vaskiiler direnci diisiirmiis ve kardiak outputu artirmigtir. Ghrelin siganlarda
kalp yapisint ve fonksiyonunu iyilestirmis ve kardiyak kaseksiyi engellemistir. Grelinin

kalp ve damarlar1 koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (47).

Insanlarda grelin uygulamasi insiilin salimmini azaltir (48). Grelinin GH salinimini

artirmasi sonucu insiilin direnci ve glikogenezis artar ve dolasimdaki glukoz diizeyi artar

(49).

Farelere ghrelin verilmesi besin tiikketimini artitir, yag kullanimini azaltir ve sonugta yag
dokusu artisina sebep olur. Ghrelinin yag doku ve istah artirict etkilerinin Biiylime
hormonu iizerine olan etkilerinden bagimsiz oldugu ve bunun, leptinin de aract oldugu

merkezi sinir sistemindeki 6zel noronlar tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir (50-52).
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Grelin seviyeleri obez kisilerde diisiiktiir (52). Grelinin viicut agirligina etkisinin total
viicut yagma ya da bolgesel yaglanmaya degil insiilin diizenlenmesine bagli oldugu
gosterilmistir. Grelinin intra vendz verilmesi aglik hissini uyarir. Grelinin bloke edilmesi

obezite tedavisinde kullanilabilir (53).

Grelinin dis dokusunun yenilenmesine ve dislerin olusum evresinde de olusumuna katki
yaptig1 diisiiniilmektedir (54). Grelin ratlarda osteoblastlarin proliferasyonunu ve
farklilasmasini uyarir. Grelin kemik doku iizerine dogrudan etki ettiginden ilerde

osteoporozis tedavisinde kullanilabilir (55).

Ghrelin hormonunun uykuyu artirdig1 diisiiniilmekle birlikte bu etkisi kesin degildir.
Insanlarda hafif uyku getirdigi gosterilmistir (56). Beden kitle indeksinden bagimsiz

olarak tikayici uyku apnesi olan hastalarda grelin seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (57).

Grelin ve leptin feedback mekanizmasi ile birbirlerini etkilemektedir. Bu iki hormonun
seviyeleri aglik-tokluk, glikoz, insiilin, barsak hormonlari, parasempatik aktivite, yas,
gebelik, cinsiyet, obezite, polikistik over sendromu ve enerji gibi faktorlere bagli olarak

ayarlanir (58).

Grelin sempatik aktiviteyi onler ve vazodilatasyona neden olarak kan basmcini diisiiriir.
Ugiincii ventrikiile intraserebroventrikiiler grelin verilmesi kahverengi yag dokusunda 1s1
diizenlenmesinde etkili sempatik aktiviteyi azaltmaktadir (59). Grelinin otonom sinir
sistemindeki kardiyovaskiiler ve vagal bosalma iizerinde durdurucu, gastrointestinal

parasempatik aktivite lizerinde ise hizlandirici bir etki yaptigi belirlenmistir (59, 60).

Grelin uygulamast GH saliimini artirmakta, dolayisiylada adrenokortikotropik hormon,
prolaktin ve kortizol seviyelerini de hafif miktarda artirmaktadir; fakat folikiil stimulan
hormon, luteinlestirici hormon, tiroid stimulan hormon seviyelerinde bir degisiklik yapmaz
(61). Ancak grelin hipertiroidide azalmis ve hipotiroidide artmistir. Grelinin tiroid iizerine
direkt inhibitor etkisi vardir (62). Grelinin biiyiime hormonu salgilatict hormonla (GHRH)
birlikte verilmesi sinerjik etki olusturmaktadir (63).

Biiytime hormonu ve kanser arasinda bir baglanti oldugu ortaya konmustur. Grelin de
biliyiime hormonu salgilanmasin1 uyardigina goére grelinle kanser arasinda da bir iliski
olmas1 muhtemeldir (64). Hepatoseluler karsinomu olan hastalarda grelin seviyesi artmistir
(65, 66). Gastrik ve mukaepidermoid karsinomlarda ise grelin iireten hiicrelerin yoklugu

dikkat ¢gekmektedir (67, 68).

Ghrelin damar igi yolla uygulandiginda doza bagli olarak mide asidi sekresyonunu ve mide
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hareletlerini uyarir. Mide asidi sekresyonunu artirict etkisini Nervus Vagusu uyarmak

suretiyle gerceklestirir (60, 69).
3.4. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Baz1 Antioksidan Enzimler

Serbest radikaller, biitiin canli hiicrelerde iiretilen dis yoriingelerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron igeren, kararsiz 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 (O;), yapisi itibariyle radikal
olmaya cok uygun oldugudur, bu nedenle serbest radikal denilince a serbest oksijen
radikalleri (SOR) akla gelir. Orgazimada fizyolojik kosullarda oksidan etkenler ile
antioksidan savunma sistemi bir denge halindedir ve burum oksidatif denge olarak
adlandirilir. Fazla SOR iiretimi ya da antioksidan mekanizmalarin yetersiz kaldig:
durumlarda; oksidan-antioksidan sistem arasindaki dengenin bozulmasi 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, hidrojen peroksit
(H20,), nitrik oksit (NO) ve hipoklordz asit gibi reaktif lirlinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar
(70, 71). Asini reaktif bu maddeler, diger atom ve molekiillerle elektron alisverisine
girerek, onlarin kimyasal yapilarin1 degistirmek suretiyle kararsiz (reaktif) bir atom haline

gelmesine yol agabilirler.

Serbest radikaller hiicrenin cesitli bilesenleri ile etkilesime girerek hiicrede metabolik,
yapisal ve islevsel bozukluga yol acar. Serbest radikallerden etkilenen baglica hiicre
bilesenleri niikleik asitler, lipidler, proteinler ve karbonhidratlardir. Oksidanlarin arttig
veya antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda organizmanin maruz kaldigr “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; gegirgenlik artis1 ve hiicresel 6liim gelisir (71). Giiniimiizde serbest radikaller ve
reaktif molekiiller ile bunlarin reaksiyonlari ve iirlinlerindeki artisin hiicresel yasami
olumsuz etkiledigi, genetik mutasyonlara yol ag¢tigi bilinmektedir. Bu baglamda SOR’nin
diizeylerini arttirarak oksidatif strese yol acan nedenlerin bilinmesi, bunlardan uzak

durulmasi gerekmektedir (72, 73).
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Serbest radikallerin olusum hizi, bunlari etkisiz hale getiren veya azaltan siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) gibi bazi endojen
antioksidan enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu siirece,
organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, serbest radikaller zararli olmaya baslar
ve oksidatif stres olarak etkilerini gosterirler. Savunma sisteminde gorev alan SOD enzimi
iki molekiil siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite doniistiirmektedir. Siiperoksit,
zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baslaticisidir. Bu sistem sayesinde hiicresel
kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur. GSH-Px ve bu enzimle kenetli bir
enzim olan glutatyon rediiktaz, glutatyon harcayarak H,O,’nin rediiksiyonunu katalizler.
Bu enzimlerin aktif olmas1 hidroksil radikali gibi daha zararli radikallerin olugmasini 6nler.
Karacigerde en yiiksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta diisiikk aktivitede
bulunur. GSH-Px ve G-6-PD enzimininin organizmada bulunusu bilhassa klinik agidan
onemli olup, GSH-Px ile G-6-PD aktivitesi ¢esitli hastaliklara ve fizyolojik durum
degisimlerine bagl olarak normalden sapmalar gosterebilmektedir. GSH-Px aktivitesindeki
azalma, hidrojen peroksit diizeylerinin yiikselmesine ve hiicre hasarina yol agmaktadiri.
Katalaz hidrojen peroksidi, oksijen ve suya pargalar. Karaciger ve eritrositlerde en yliksek
aktiviteye sahiptir. Bir¢ok hastalikta 6rnegin kanser, Down sendromu ve anemide serumda

PR

katalaz aktivitesinin degistigi bildirilmistir (74).

Ug veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiyobarbitiirik
asitle Olciilebilen MDA meydana gelir. MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatérii olmamasina karsin, reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel
membranlarla etkilesiminden kaynaklanan membran lipit peroksidasyonunun bir belirteci
olarak kabul edilmektedir. MDA, tiyobarbitiirik asit ile 1:2 oraninda birleserek
spektrofotometre veya fluorometre ile 6lgiilebilen bir iiriin olusturur ki bu yontem en gok

kullanilan lipid peroksidasyon tayin yontemidir.

Nitrik oksit oksijenle birleserek bir radikal olan peroksinitrit’i ortama ¢ikarir ve bu da
dokulara zarar verir. Boylece NO enflamatuvar olaylarda ortaya ¢ikan bir oksidan olarak

ortamda bulunur (75).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1.Hayvan Materyali

Arastirmada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirmalar Merkezinden
(DEKAM) temin edilen agirliklart 280-300 g arasinda degisen toplam 40 adet erkek
Sprgue Dawley irki si¢an kullanildi. Caligmadaki ratlarin hepsi deney siiresince standart
nem, 1s1k (12 saat giin 15181/12 saat karanlik) ve oda 1sis1 kosullarinda (20- 22 CO)
bulunduruldu. Standart rat yemi ile beslendi. Ratlarin her bir grubu ayr1 kafeslere konarak

yeterli miktarda igme suyu ve standart rat pellet yemi verildi.

4.2.Gruplar

Arastirmada her bir grupta 10 rat olmak tizere 1 kontrol ve 3 deneme grubu kullanildi.
Kontrol grubuna (grup 1) 5 giin boyunca 0.9 % NaCl deri alt1 yolla enjekte edilirken, 1.
deneme grubuna 10 nmol/kg/gilin grelin 5 giin siireyle deri alt1 yolla, 2. deneme grubuna
1.6 g/kg CCly, periton i¢i yolla tek doz olarak uygulandi. 3. deneme grubuna 5 giin siireyle,
giinde 10 nmol/kg grelin deri alt1 yolla verilerek, 5. giinde ayrica 1.6 g/kg CCl, tek doz

olarak uygulandi.

Tablo 4.1. Kontrol ve deneme grubu uygulama gizelgesi

Grup Uygulama

Kontrol 5 giin siireyle %0.9 NaCl deri alt1

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

CCl, 1.6 g/kg CCl, periton igi tek doz

Grelin+CCl, 10nmol/kg grelin deri alt1 5 giin siireyle + 1.6 g/kg CCl, tek doz (5.gilinde)

4.3 Numunelerin Alinmasi ve Islenmesi

Biitiin gruplara son enjeksiyonun yapilmasindan 24 saat sonra ketamin-ksilazin anestezisi
altinda kalbe punksiyon yapilarak heparinli ve kuru tiiplere kan alindi. Ayrica son ilag
uygulamasindan 24 saat sonra tiim hayvanlarin karacigeri c¢ikarilip serum fizyolojik ile

yikandu.

Kanlar 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve serum, plazma ve eritrositlerine ayrildi.
Heparinli tliplere alinip plazmasi ayrilan kanlarin altta kalan eritrosit tabakas1 tuzlu fosfat
tampon ¢ozeltisi ile 3 kere yikandi. Ardindan esit miktarda tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisiyle

tamamlandi (76). Analiz 6ncesi yikanmis ve seyreltilmis eritrosit buz soguklugunda distile
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su ile 1:5 oraninda hemoliz edildi. Hemolizat hemoglobin, katalaz ve glutatyon peroksidaz
aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanildi. Hemolizattan kloroform/etanol ile ekstrakte edilecek olan
faz ise SOD aktivitesi 6l¢tiimii i¢in kullanildi. Karaciger 6rnekleri pH 7.4 fosfat tamponda
(1:5), buzlu urtamda mekanik homojenizatdrle (Heidolph, SilentCrusher M) homojenize
edildi. Homojenatlar +4°C’lik sogutmali santrifiijde (Sigma 3K-30) 20000 devirde 1 saat
santrijiij edildi. Siipernatantlar alinarak analiz zamanina kadar -80°C’lik derin dondurucuda

saklandi.
4.4.Biyokimyasal Analizler

Karaciger protein diizeyi Miller (77) tarafindan modifiye edilen Lowry ve ark. (78)’nin
metoduna gore, eritrosit hemolizatinda hemoglobin diizeyi Fairbanks ve Klee (79)’nin

metoduna gore spektrofotometrik (Shimadzu UV-1700) olarak Sl¢iildii.

Plazma MDA diizeyi Yoshioka ve ark. (80)’nin yontemine gore, karaciger dokusu MDA
diizeyi Ohkawa ve ark. (81)’nin yontemine gore spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700)
belirlendi. Plazma NO seviyesi Griess metoduna gore tayin edildi (82). Doku ve eritrosit
CAT aktivitesi Luck (83)’un yontemine gore, GSH-Px aktivitesi Paglie ve Valentie
(84)’nin yontemine gére SOD aktivitesi Sun ve ark. (85)’nin bildirdikleri yonteme kiigiik
modifikasyonlar yapilarak spektrofotometrik (Shimadzu UV-1700) olarak o6lgiildii.

Serum glikoz, total protein, trigliserit seviyeleri ile AST, ALT, ve ALP aktiviteleri ticari
kitler (Chema, italya) kullanilarak spektrofotometerde (Shimadzu UV-1700) 6lciildii.

4.5.istatistiksel Analiz

Calismanin analizi bilgisayar ortaminda SPSS 12.0 for Windows istatistik paket
programinda yapildi. Gruplar arasinda farklilig1 tespit etmek amaciyla One-Way ANOVA
ve Tukey’s testi kullanildi. Veriler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak verildi.
Onemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

Kontrol ve deneme deneme gruplarinin plazmasina ait MDA ve NO seviyeleri ile eritrosit
SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri Tablo 5.1.’de verildi. Oksidatif stres parametrelerinden MDA
ve NO seviyeleri CCl, verilen grubun karaciger dokusunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak daha yiiksek (p<0.05) bulundu. Karbon tetrakloriir verilen grupla karsilastirildiginda
grelin 6n uygulamasi yapilan grupta dokularin MDA ve NO diizeylerinde 6nemli bir

azalma (p<0.05) kaydedildi.

Tablo 5.1. Kontrol ve deneme gruplarinin plazmasinda MDA ve NO seviyeleri ile eritrosit SOD, CAT
ve GSH-Px aktiviteleri

Gruplar MDA NO SOD CAT GSH-Px
(nmol/ml) (nmol/ml) (U/mgHb) (U/gHb) (umoINADPH/gHb)

Kontrol 10.51+ 0.61 215.23+ 1.19+0.15 70.31+ 32.18+ 5.68
36.07 13.08

Ghrelin 10.99+ 0.81 207.01+ 1.22+0.12 79.50+ 31.20+ 3.14
26.59 11.13

CCl, 17.70+ 1.85° 297.17+ 0.73+ 0.15° 22.72+ 18.16+ 2.53?
35.36° 6.71%

Ghrelin + 11.63+ 1.88° 221,80+ 1.26+0.10° 67.28+ 35.90+ 6.89°
CCl, 37.19° 7.80°

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak farklidir (P < 0.05).
® CCl, grubundan istatistiksel olarak farklidir (P < 0.05).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CCls uygulamasi eritrosit ve karaciger dokusu SOD,
CAT and GSH-Px aktivitelerini diisiirdii (p<0.05). Ote yandan grelin + CCl, grubunda,
eritrosit ve karaciger dokusu SOD, CAT and GSH-Px aktivitelerinin CCl, grubuna gore
anlamli olarak arttig1 (p<0.05) belirlendi (Tablo 5.1., 5.2.).

Tablo 5.2. Kontrol ve deneme gruplarinin karaciger dokusunda MDA seviyeleri ile eritrosit SOD, CAT
ve GSH-Px aktiviteleri

MDA (nmol/mg- SOD (U/mg- CAT (U/mg- GSH-Px (U/mg-
Gruplar . . . \
protein) protein) protein) protein)
Kontrol 0.49+0.09 0.38+0.10 67.85+20.08 53.61+10.24
Ghrelin 0.51£0.11 0.33+£0.07 65.56+ 10.13 52.72+ 13.14
CCl, 0.92+ 0.142 0.69+ 0.12° 38.56+ 12.44° 28.90+ 7.13?
Ghrelin + 0.57+0.12° 0.45+0.16° 69.78+ 14.05° 47.01+ 7.49°
CCl,

& Kontrol grubundan istatistiksel olarak farklidir (P < 0.05).
® CCl, grubundan istatistiksel olarak farklidir (P < 0.05).

Kontrol ve deneme deneme gruplarinin serumuna ait AST, ALP ve ALT aktiviteleri ile

glukoz, TP ve TG seviyeleri Tablo 5.3.’de verildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda CCly
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uygulanan grupta serum AST, ALT and ALP aktivileri anlamli derecede (p<0.05) yiikseldi.

Karbon tetrakloriir verilen grupla karsilastirildiginda grelin 6n uygulamas: serum AST,

ALT and ALP aktivilerini diisiirdii (p<0.05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda CCl,

grubunun serum glukoz, TG ve TP seviyelerinde 6nemli olmayan derecede bir azalma (p>0.05)

goriildii. Diger yandan ghrelin 6n uygulamasi CCly grubuna gore serum TG ve TP diizeylerini

anlamli olmayan derecede (p>0.05) yiikseltti. Diger gruplarla karsilastirildiginda yalniz ghrelin ya

da grelin+ CCl,4 grubunda serum glukoz seviyesi dnemli derecede yiikseldi (p<0.05).

Tablo 5.3. Kontrol ve deneme gruplarinin serumunda AST, ALP ve ALT aktiviteleri ile glukoz, TP

ve TG seviyeleri

Glukoz TP TG
Gruplar AST (U/L)  ALP(U/L) ALT (U/L) (ma/dD) (g/dD) (mg/dD)
Kontrol 167.2+25.8 278.5£37.6 429+ 184 1142+ 144 6.31+0.30 131.1£ 7.7
Ghrelin 151.0+21.4 246.4+32.4 41.0+£7.9 130,4+ 17,1°  6.24+0.49 130.7£ 9.6
CCl, 324.1+ 36.5% 386.0+ 119.4+ 104,0+ 12,9 5.39+0.34 119.0£ 9.7
44.9% 38.6%
Ghrelin + CCl, 180.3+ 28.7° 2932+ 46.4+ 126,7+12,11°  5.99+0.17 128.2+
35.0° 21.9° 10.4

# Kontrol grubundan istatistiksel olarak farklidir (P < 0.05).
® CCl, grubundan istatistiksel olarak farklidir (P < 0.05).
¢ Kontrol ve CCl, grubundan istatistiksel olarak farklidir (P < 0.05).
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6. TARTISMA VE SONUC

Yapilan son caligmalar ghrelin hormonunun biiylime hormonu salinimini uyarmada, gida
alimin1 baslatmada, enerji metabolizmasinda ve vucut agirliginin kontroliinde anahtar bir
gorev yaptigini ortaya koymustur. Ayrica ghrelinin yang giderici bir 6zelligi oldugu ve bunu
nervus vagusu uyararak ya da bazi sitokinlerin etkisini baskilayarak gerceklestirdigi
bildirilmektedir. Kisa bir siire 6nce kesfedilmesine ragmen tiim bu fonksiyonlar ghrelini

klinik uygulamalar yoniinden 6nemli kilmaktadir (25, 86).

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik faaliyetler sirasinda
olusabildigi gibi diyet ve cevresel etkiler ile ilag ve diger ksenobiyotiklere bagli olarak da
olusabilir. Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma kapasitesini astiklar1 zaman c¢esitli
bozukluklara yol agarlar. Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve
hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol agan bir
reaksiyondu. Ug veya daha fazla cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda
MDA olusur ki bu lipid peroksidasyonunun en 6nemli gostergelerinden biridir (87, 88).
Caligmada CCLy4 iin plazma ve karaciger dokusunda MDA diizeyini artirdigi gézlendi. MDA
diizeyindeki artma CCly uygulamasina bagli olarak serbest oksijen radikallerinin arttigini
gostermektedir. Benzer sekilde, CCly verilen siganlarin beyin ve bobrek dokularinda MDA
diizeyinin yiikseldigi bildirilmistir (16, 17, 89, 90). Ote yandan, CCls den &nce uygulanan
grelinin MDA diizeyini diisiirdiigii tespit edildi. Bu durum, grelinin antioksidan etkisiyle
iligkili olabilir. Son yillarda yapilan calismalardan elde edilen sonuclar bulgularimizi
destekler niteliktedir. Bu baglamda; Obay ve ark. (7), ratlarda pentilentetrazol tarafindan
olusturulan lipid peroksidasyonuna karsi grelinin koruyucu etki gdsterdigini bildirmislerdir.
Iseri ve ark. (91), sicanlarda alendronatla olusturulan gastrik doku hasarinda MDA diizeyini

azalttigin1 gostermislerdir.

Nitrik oksit eslesmemis tek elektron igeren bir serbest radikaldir. Fizyolojik yogunluklarda ve
nitrik oksit sentaz aracilig1 ile endotel hiicrelerinden saliverilen nitrik oksit normalde toksik
degildir. Nitrik oksit siiperoksit anyon radikali ile reaksiyona girerek dokular i¢in son derece
zararli olan peroksinitrit olusturmaktadir. Olusan bu madde hiicre membraninda lipid
peroksidasyonu baglatarak hiicre hasarina neden olmaktadir (92, 93). Calismada CCly
verildikten sonra plazma NO diizeyinde gozlenen artma Chamulitrat ve ark. (94)’nin

bulgulariyla uyum igindedir. Benzer sekilde, Srinavasan ve ark. (13) CCl, alan siganlarin NO
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diizeylerinde 6nemli bir artma tespit etmislerdir. CCls uygulanmasindan sonra plazma NO
diizeylerinde gozlenen Onemli artig, olusan serbest radikallerin hiicre lipid membranlarini
peroksidasyona ugrattiginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Arastirmada, sadece
CCly verilen grupla karsilastirildiginda, CCly den 6nce grelin 6n uygulmasinin CCly {in neden
oldugu NO diizeyindeki artis1 azalttig: tespit edildi. Nitrik oksit diizeyindeki azalma grelin

tarafindan iNOS mRNA ekspressiyonunun azaltilmasina baglanabilir (3).

Canli dokularda serbest radikallere karsi savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi etkili
olmaktadir. Superoksit dismutaz, GSH-Px ve CAT enzimleri serbest radikallerin birikmesini
ve lipid peroksidasyonunun baglamasini Onleyen bilesiklerdir. Siiperokist dismutaz,
stiperoksidin hidrojen perokside doniisiimiinii katalizlerken, CAT ve GPx ise SOD tarafindan
olusturulan hidrojen peroksidi dokulardan uzaklastiran reaksiyonlarda gorev alir (72, 75). Bu
enzimlerin aktivitesindeki azalma, hiicre membraninin biitlinliigiinii ve fonksiyonunu bozan
serbest radikal miktarindaki artmayla iligkilidir (88). Arastirmada, sadece CCl, verilen grubun
eritrosit ve karaciger dokusunda SOD ve CAT aktivitelerinin kontrol grubuna goére énemli
diizeyde azalmasi CCly’tin bu dokularda H,O;, ve peroksinitrit olusumunu tetikledigini ve
enzimlerin bu reaktiflerin ortamdan uzaklastirilmasi sirasinda azaldigini gostermektedir.
Karbon tetrakloriir’iin antioksidan enzimler iizerine etkisi ilizerine yapilan caligmalarda
sicanlara verilen CCl’lin eritrosit ve gesitli dokularda bulgularimizla uyumlu olarak SOD,

CAT ve GSH-Px aktivitelerinde 6nemli bir azalma kaydedilmistir (13, 15-17, 89, 90, 95-97).

Calismada elde edilen veriler grelin 6n uygulamasinin etkisi agisindan incelendiginde; sadece
CCly verilen grupla karsilagtirildiginda, grelin + CCly uygulamas: yapilan grubun eritrosit ve
karaciger dokusunda SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde Onemli oranda bir artisin
kaydedilmesi grelinin bu dokularda enzimatik antioksidan savunma sistemini artirdigini
gostermektedir. Grelinin antioksidan o6zelligi ile ilgili olarak, grelinin preadipozit hiicre
kiiltirlerinde SOD, CAT ve GPx aktivitelerini (98), sigan ovaryumlarinda SOD aktivitesini
(5), kalpte doxorubusin ve tilmikosin ile olusturulan kardiyotoksisitede SOD, CAT ve GSH-
Px aktivitesini (6, 8), pentilen tetrazol ile olusturulan oksidatif streste beyinde SOD
aktivitesini (7), metilfenilpridinyum ile olusturulan norotoksisite modelinde ise SOD ve CAT
aktivitelerini artirdig1 yoniindeki veriler bulgularimizi desteklemektedir. Grelinin antioksidan
ozelligi Nrf2 transkripsiyon faktoriinii aktive etmesinden kaynaklanabilir. Nrf2, antioksidan

enzim genlerinin ekspresyonunu diizenleyen bir faktordir (99) ve yapilan deneysel
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calismalarda karaciger ve akciger gibi ¢esitli dokularda oksidatif hasarlara karsi antioksidan

genleri diizenleyici etkisi gosterilmistir (100).

Tek basima CCl, verilen grupta karaciger hiicre hasarinin gostergeleri olarak serum AST, ALT
ve ALP aktivitelerinde yiikselme goriilmiistiir. Bu bulgu daha 6nce yapilan galismalar ile (21-
23) uyum ig¢indedir. Bulgularimiz ratlara CCls uygulamasindan 6nce ghrelin verilmesinin
serum AST, ALT ve ALP aktivitelerini disiirmek suretiyle CCly’tin olusturdugu karaciger
hasarindan korunulabilecegini gostermistir. Bu sonug ratlara asetaminofen verilerek yiikselen
plazma AST ve ALT seviyelerinin ghrelin ile diistirildigini bildiren ¢alisma (101) ile
ortigmektedir. Benzer sekilde Moreno ve ark. (102), ghrelin 6n uygulamasiin CCl,’{in neden

oldugu AST aktivitesindeki artis1 azalttigini bildirmektedir.

Diger biyokimyasal parametreler agisindan bakildiginda tek basina CCls uygulamasi serum
glukoz, TP ve TG seviyesi iizerine istatistiksel olarak énemli bir degisiklik olusturmadi. Ote
yandan tek basina ghrelin ya da ghrelin ile birlikte CCl, verilmesi kontrol ve CCl, grubu ile
karsilastirildiginda kan glukoz diizeyini yiikseltti. Bu bulguya dayanarak ghrelinin glukoz
homeostazisinde diizenleyici bir rol oynayabilecegi sdylenebilir. Benzer sekilde saglikli
goniillii insanlar (48) ve endotoksik soktaki ratlarda (103) ghrelinin plazma glukoz diizeyini

yiikselttigi bildirilmektedir.

Sonug olarak, CCly tarafindan olusturulan oksidatif strese karst grelinin plazma ve karaciger
dokusunda MDA ve NO seviyelerini diisiirerek ve SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini
artirarak antioksidan savunma mekanizmasini uyaradigi ve koruyucu etki gosterdigi tespit

edilmistir.
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