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OZET

Bu ¢alisma ghrelin hormonunun agil ve desagil formlarinin ratlarda karaciger yaglanmasi
ve biyokimyasal bulgulara etkisini degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Calisma toplam
36 erkek Wistar rat ile yiriitilmiistiir. Ratlar kontrol, acil ghrelin, desacil ghrelin,
acil/desacil 3:1, agil/desagil 1:1 ve agil/desagil 1:3 olmak iizere toplam 6 esit gruba
ayrilmistir. Ratlara 14 giin boyunca giinde 2 defa subkutan plasebo veya 200 ng/kg hormon
uygulamast yapilmustir. Calismanin 15. giiniinde Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT), 16.
giiniinde ise Insiilin Tolerans Testi (ITT) uygulanmis ve 17. giinde de sakrifikasyon islemi
gerceklestirilmigtir.  Ratlarin  kaninda bazi  biyokimyasal veriler ve karacigerde
diagilgliserol (DAG), glikojen, protein kinaz C ve PPAR-y diizeyleri saptanmistir. Ayrica
ratlarin karaciger dokusunda histolojik incelemeler de yapilmistir. Calisma sonucunda; en
yiksek plazma toplam kolesterol ve VLDL-K diizeyi agil/desagil 1:3 grubunda
gozlemlenmis, insiilin ve HOMA-IR diizeyleri acil ve desacil ghrelinin birlikte verildigi
gruplarda daha diisik bulunmustur (p<0.05). Plazma acil ghrelin ile fruktozamin
(mmol/L), degerleri arasinda pozitif yonde istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmistir
(p<0.05). Kontrol grubuna gore agil ghrelin ve agil/desagil 1:3 gruplarinda PPAR-y gen
ekspresyon diizeyinin artis gosterdigi saptanmustir (p<0.05). Protein kinaz C geninin
ekspresyonu kontrol grubuna gore agil/desagil 1:3 grubunda en yiiksek diizeyde
bulunmustur (p<0.05). Karacigerde steatoz ile uyumlu en yogun dejeneratif bulgularin agil
ghrelin grubunda oldugu goézlenmistir (p<0.05). Bu galismada agil/desa¢il 1:3 grubunun
viicutta acil ghrelin grubuna benzer sekilde, PPAR-y gen ekspresyonu, serum toplam
kolesterol, HDL-K ve VLDL-K diizeylerini artirdig1 bulunmustur. Ayrica desagcil ghrelinin
kan glukoz diizeyini regiile etmede daha etkili oldugu gosterilmistir.
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ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the effect of acyl and desacyl forms of ghrelin
hormone on fatty liver and biochemical findings in rats. The study was conducted with 36
male Wistar rats. Rats were divided into 6 equal groups as control, acyl ghrelin, desacyl
ghrelin, acyl/desacyl 3:1, acyl/desacyl 1:1 and acyl/desacyl 1:3. The rats were administered
subcutaneous placebo or 200 ng/kg hormones twice a day for 14 days. Oral Glucose
Tolerance Test (OGTT) was applied on the 15th day of the study, and the Insulin
Tolerance Test (ITT) was applied on the 16th day and sacrification was performed on the
17th day. Some biochemical data in the blood of rats and diacylglycerol (DAG), glycogen,
protein kinase C and PPAR-y levels in the liver were determined. In addition, histological
examinations were made in the liver tissue of rats. In the results of working; The highest
plasma total cholesterol and VLDL-C levels were observed in acyl/decacyl 1:3 group, and
insulin and HOMA-IR levels were lower in groups given acyl and desacyl ghrelin together
(p<0.05). It was found that PPAR-y gene expression levels increased in acyl ghrelin and
acyl/desacyl 1:3 groups compared to the control group (p<0.05). The expression of the
protein kinase C gene was the highest in the acyl/desacyl 1: 3 group compared to the
control group (p<0.05). It was observed that the most intense degenerative findings
compatible with steatosis in the liver were in the acyl ghrelin group (p<0.05). n this study,
it was found that acyl / desacyl 1: 3 group increased PPAR-y gene expression, serum total
cholesterol, HDL-C and VLDL-C levels in the body, similar to the acyl ghrelin group. It
has also been shown that desacyl ghrelin is more effective in regulating blood glucose
level.

Science Code : 1007
Key Words . Acyl ghrelin, Desacyl ghrelin, Acyl/desacyl level, Hepatosteatosis
Page Number : 92

Supervisor . Prof. Dr. Yasemin AKDEVELIOGLU



Vi

TESEKKUR

Bu c¢alismanin planlanmasi ve yiiriitiilmesinde bana yol gosteren tez danismanim Gazi
Universitesi Saglhik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Yasemin AKDEVELIOGLU’na

Arastirmanin baslangicindan sonuna kadar destegini esirgemeyen Sayin Prof Dr. Sevil

BASOGLU na, Prof. Dr. Eda KOKSAL’a

Tezimin planlanmasi ve uygulamasi asamasinda akademik desteklerini esirgemeyen Prof.
Dr. Barrios Sabador Vicente’ye, Prof. Dr. Mohammed Dallak’a ve Prof. Dr. Hiroshi
Hosoda’ya

Hayvan deneylerini yaptigim Laboratuvar Hayvanlari1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi (GUDAM)’nde desteklerini higbir zaman esirgemeyen, her zaman yanimda olan

ve katki saglayan Vet. Hek. Dr. Seyda DIKER ve tiim laboratuvar ¢alisanlarina,

Tezim siiresince bana destegini ve yardimlarini esirgemeyen Ankara Yildirirm Beyazit
Universitesi Beslenme ve Diyetetik Anabilim Dali Baskani1 Dog. Dr. Yahya OZDOGAN’a,
biyokimyasal analizler hususundaki destegi ve tiim yardimlart i¢in Dog¢. Dr. Canan
YILMAZ’a, hisolojik analizler igin Dr. Ars. Gér. Merve SEGMEN’e ve gen analizleri igin
Ogr. Gor. Serkan SEN’e

Hayatim boyunca destegini benden esirgemeyen ve beni hi¢ yalniz birakmayan canim
annem Hatice ELIBOL’a, babam Mehmet ELIBOL’a ve kiz kardesim Hasibe ELIBOL’a

sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

(Proje Kodu: 47/2019-12).



ICINDEKILER

ABSTRACT ..o

TESEKKUR ..ottt iee ettt es sttt s ettt s st en sttt an s et sasnees

ICINDEKILER ..ottt st s

CIZELGELERIN LISTESI.....ciuiiiiiiicteeeteeeeee ettt

SEKILLERIN LISTEST ..ottt

RESTIMELERIN LISTEST ..ottt ettt et e e ee e e e e ae e e er e s e e e e e e e ereseeneneaans

SIMGELER VE KISALTMALAR..........ccoiiitiiiieisiee et

2.2.

2.1 0. KCSTT ciiiiiiiiii e
2.01.2. Y ADISTeiiiiiiii et
2.0.3. SENEEZI ..
2.1.4. Viicutta dagilim1 ve plazmadaki miKtart ..........cccccoevvrieiiiiciicienn
MetaboliK ETKIIEri ..o
2.2.1. Bliylime hOrmMONU ........ccooveiiiiiiieiieie e
2.2.2. [Insiilin sekresyonu ve glukoz hemoastazi ............cccovevevireverineisnnennn,
A T 0171 U
2.2.4. AJIPOGENEZ......cviiiiiieiee ettt
2.2.5. ODBZIE....ciiiiiciiei e
2.2.6. Yeme DOZUKIUZU .......ccvviiiiiiiiiiiiic e
2.2.7. EnNerji harcamast ..........ccooveiiiiiiiiiieie e

2.2.8. Non-alkolik yagl karaciger hastaligi .........ccccoovviiiiniiiiiiciici

vii

Sayfa

Vi

vii

Xi
Xii

Xiii



Sayfa

2.2.9. Kardiyovaskiiler hastaliklar............ccocoooiieiiiiiiii 19
2.2.10. UTeme SAZIIBIL c..vvvcvvieireiireieicieseeee et 20
2.2.11. KANSEI ..ottt 21
2.2.12. Diger hastalIKIar ..........ccoooveiiiiiiiiii e 21

3. GEREC VE YONTEM .....oooiiioiireieeeeoeeeeeseeeeseeeesseesssoess s 23
3.1. Arastirmanin Yeri V& ZaAmMANI .......ccciiuureeeiiuereesiiurereesiissesesssissseessnsseessssssssessnns 23
3.2, Btik KUrul IZ0i c.cvcvuceiiciicccce et 23
3.3, ATaSIIMA DESIETT ..eeuviiiieiiiiiie i 23
3.4. Deney Hayvanlarinin SECIMI .........cueiieiiiiieiieiiiieseesesee e 23
3.5, Arastirmanin genel plani.........cccociiiiiiiiiiii s 24
3.6. Deney Hayvanlarinin Ozellikleri ve Barmma Kosullart............cccc.ccoeveveevenen. 26
3.7. Yem Igerigi ve OZellKIETi......c..cvevirireiiieiicieiiee st 26
3.8. Ratlarin Yem Tiiketimleri ile Viicut Agirligt Takibi.......ccooevviiiiiiiiiicien, 27
3.9. Acil ve Desacil Hormonlarin Hazirlanmasi............ccooceeeiiiiec e 28
3.10. Ratlarin Diseksiyonu ve Kan Orneklerinin AINmMast .............cccvveverrierevenenan, 28
3.11. Doku Orneginin ANNMASI..........ccevreverireiiseresiesesesese e, 28
B € o (<To] (< SRR SPRRTRTIR 29
3.12.1. Deneyde kullanilan cihazlar ..........ccccocooiiiiiiiiiiiie 29
3.12.2. Deney Kimyasallari...........coovriiiieiiiiiiiciieceee e 29
3.12.3. Kan biyokimyasallart .........c.ccocviiieiiiiiiiiiiiicses e 29

3.13. Biyokimyasal ANAliZIEr ..o 30
3.13.1. Serum parametreleri .......ccocvviiie i 30
3.13.2. Karaciger glikojen igeriginin analiz edilmesi..........cccoecvevieiieenienninnns 30

3.13.3. Plazma insiilin, glukagon, fruktozamin, hepatik diagilgliserol, acil
ve desagil ghrelin diizeylerinin belirlenmesi ...........cccoooeviiiiiniiinnns 30

3.13.4. Oral glukoz tolerans testi (OGTT) ..ccceevvveeiieeiiiiiesie e 30



Sayfa
3.13.5. Insiilin tolerans testi (ITT)....c.cccoveveerererireeeeee e 31
3.14. Karacigerde Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Analizi..........c.cocoevevvevennnan. 31
3.14.1. Isik Mikroskobik ve Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi ............. 31
3.14.2. RNA izolasyonu ve real time QRT-PCR ile mRNA ekspresyon
ANANZIETT ..o 32
3.15. Istatistiksel ANAIZIEN ......c.c.ovveeeiveeeieeeeeeeie ettt 33
A, BULGULAR ..ot 35
4.1. Real Time PCR Caligmasi ile mRNA Ekspresyon Diizeylerine Ait
SOMUGIAT ... 47
4.2. Agaroz Jel Elektroforezi Sonuglart ........ccccvvviiiiiiiiiiiiiic 49
4.3. HiStOlOJiK BUIGUIAT........cviiiiiieiiiee e 49
5. TARTISMA ..ottt 57
5.1. Ratlarin Yem Tiiketimleri ile Enerji Alimlarinin Degerlendirilmesi............... 57

5.2. Ratlarin Viicut Agirligi ve Viicut Agirlik Degisimlerinin Degerlendirilmesi ... 58

5.3. Ratlarin Biyokimyasal Parametrelerinin Degerlendirilmesi.............cccccovennee 59
5.3.1. Ratlarin plazma ghrelin degisiminin degerlendirilmesi ............c......... 59
5.3.2. Ratlarin serum glukoz ve insiilin diizeylerinin degerlendirilmesi....... 59
5.3.3. Ratlarn lipit metabolizmasinin degerlendirilmesi .............cc.ccovruennee. 62

5.4. Ratlarin Karaciger Glikojen ve DAG Miktarlarinin Degerlendirilmesi .......... 63

5.5. Ratlarin  Karaciger PPAR-y ve PKC Gen Ekspresyonlarinin
Degerlendirilmesi........ccceiiiiiiieiiiiic 64

5.6. Ratlarin Histolojik Olarak Hepatik Steatoz Durumunun Degerlendirilmesi... 65

6. SONUC VE ONERILER........ccoo.oiiviiiieooieeoeeeceeeeee oo 67
KAYNAKLAR et e e s et e e e et e e e s e tr e e e e e anaaaeaas 71
o S I OO PPUPPROt 85
EK-1. Etik KUTUL ONAYT ..eiiiiiiiiiii et 86

OZGECMIS oo e ees e s e ee s e s s s s aes e s e 89



Cizelge

Cizelge 2.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.

Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

Cizelge 4.10.

CIZELGELERIN LiSTESI

Sayfa
Agil ve desagil ghrelinin metabolik etkileri .........occcvevvieiiiiiniiieiiiien, 10
Ratlara uygulanan hormonlar ve miktart (ng/Kg)......ccccoovvveiiiiiiicnnnnnn 24
Rat yeminin enerji ve besin dgeleri icerigi (100 ) .....cocvvviveriiieiiineninnen. 27

Ratlarin gruplara gore giinliik tiikettikleri ortalama yem (g), enerji

(kkal) ve makro besin dgeleri () miKtari........ccccovvveriivieniiiie e, 35
Gruplara gore ratlarin viicut agirligt degismi (€) .ooovvvverververivenieiieneene, 36
Gruplara gore ratlarin karaciger agirliklart (g).....ccocovvevvviiiiiniiiiiiien, 37

Plazma agil ve desacil ghrelin diizeyleri ile viicut agirlig farki (g) ve
karaciger agirligi (g) arasindaki iligki™ ..........ccooooiiiiiiin, 38

Gruplara gore ratlarin aglik biyokimyasal bulgularmin ortalama ve
standart sapma deZerleri.........cuvuriiiiiriiiieie e 40

Plazma agil ve desagil ghrelin diizeyleri (pg/mL) ile biyokimyasal
bulgular arasindaki iligki (n=36) ........cccooiiiiiiiiii 44

Gruplara goére ratlarm OGTT ve ITT degerlerinin zamana gore
ortalama ve standart sapma diizeyleri .........cccocvvriiiiiiiiiiie e, 46

Plazma acil ve desagil ghrelin diizeyleri ile OGTT ve ITT arasindaki

THSKT (NT36) i 47
Kontrol grubuna kiyasla uygulama gruplarindaki ilgili genlerin mRNA

ekspresyon diizeylerinde meydana gelen misli degisiklikler ................... 48
Karaciger dokusunda gozlenen dejenerasyon kriterleri ..........c.cocevveenen. 56



Xi

SEKILLERIN LISTESI
Sekil Sayfa
Sekil 3.1. Deney protoKOIT.......cccuviiiiiiiiiii i 25
Sekil 4.1. Ratlarin gruplara gore viicut agirliklart () .....covvveveeiiiiiiiiiiiicieeeses 37

Sekil 4.2. Ratlarin gruplara gore toplam kolesterol, HDL-K, LDL-K ve VLDL-K
4 (103§ (<) o TP UPUURTURTOURTR 42

Sekil 4.3. Ratlarin karaciger PKC ve PPAR-y mRNA ekspresyon diizeyleri ................ 48



Resim
Resim 2.1.
Resim 2.2.

Resim 2.3.

Resim 2.4.
Resim 2.5.

Resim 2.6.

Resim 3.1.
Resim 4.1.
Resim 4.2,
Resim 4.3.
Resim 4.4,
Resim 4.5.
Resim 4.6.
Resim 4.7.

Resim 4.8.

Xii

RESIMLERIN LiSTESI

Sayfa
Ghrelin biyosentezi ve GAOT enzimi ile agillenmesi..........ccccovvveiiveennen. 7
Acil (a) ve desacil (b) ghrelinin kimyasal formiilii.............cooiiiiniiiininn. 8
Biiylime hormonu serbeslestirici hormon ve ghrelin tarafindan biiyiime
hormonunun saliniminin Uyartmast .........cccccveeeiieiinienee e 11
Pankreas B-hiicrelerinde ghrelinin insiilin salinimi {izerine olasi etkKisi ...... 12
Ghrelinin igtah lizerine etKileri ........ccooeiiiieiiii i 15

Hipotalamusta acil ghrelin'in istah uyarict etkisinin hiicre ici

MEKANIZMALATT......evieiiiiie it 16
Ratlarin barmma Kosullart ...........cccccooviiiiiiiiinc e 26
Agaroz jel elektroforezi SONUGIATT...........ccoveviiiiiiiiiii e 49
Agaroz jel elektroforezi SONUCIAT...........cviiiiiiiiiii i 49
Kontrol grubuna ait KeSITIEr ... 50
Desagil ghrelin grubuna ait kesitler ...........cccovoiiiiiiiiiniiieee e, 51
Agil/desacil 1:3 grubuna ait KeSitler ........ccoovvveiiiiiiiiiiiie e 52
Acil/desagil 1:1 grubuna ait KESItIEr ..........ccoveiiiiiiiiieeeee e 53
Agil/desacil 3:1 grubuna ait KeSitler ........cccoovvveiiiiiiiiiii e, 54

Acil ghrelin grubuna ait Kesitler ... 55



Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cm Santimetre

dL Desilitre

fmol Femtomol

g Gram

U Uluslararasi Birim

Kg Kilogram

Kkal Kilo kalori

m?2 Metre kare

mcg Mikrogram

mEq Miliequalent

mg Miligram

mm Milimetre

mL Mililitre

Mmol Milimol

ng Nanogram

pg Pikogram

Kisaltmalar Aciklamalar

ABCAl ATP baglayici kaset tasiyict Al
ACC Asetil koenzim A karboksilaz
ACTH Adrenokortikotropik hormon
ADP Adenozin difosfat

AgRP Agouti ile iliskili peptit
AMP Adenozim monofosfat
AMPK Adenosin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz

AN Anoreksiya nervoza



Kisaltmalar

ApoAl
ARC
ALT
AST
ATP
AUC
AVP
CaMKK2
CAMP
CoA
CPT1
CYP7Al
DAG
DGAT
DMN
DSO

EC

ECL
GH
GHRH
GHRH-R
GHS
GHS-R
GLUT1
GOAT
HbA1c
HDL-K
LDL-K
LHA
LXR
MBOAT

Aciklamalar

Apolipoprotein Al

Arkuat Niikleus

Alanin Aminotransferaz

Aspartat Aminotransferaz

Adenozin Trifosfat

Egri Altinda Kalan Alan

Arginin Vasopressin

Kalmodulin kinaz-kinaz 2

Siklik Adenozin Mono Fosfat

Koenzim A

Karnitin Palmitoiltransferaz-1

Sitokrom p450 7A1

Diagilgliserol

Diagilgliserol agiltransferaz

Dorso Mediyal Niileus

Diinya Saglik Orgiitii

Enterokromaffin

Enterechromaffine

Biiyiime Hormonu

Biiyiime Hormonu Serbeslestirici Hormon
Biiytime Hormonu Serbeslestirici Hormon Reseptori
Biiytime Hormonu Salgilatici

Biiytime Hormonu Salgilatic1 Reseptor
Glukoz Tastyicr 1

Ghrelin O-agiltransferaz

Glikozile Hemoglobin Alc

Yiiksek Yogunluklu Lioprotein Kolesterol
Diisiik Yogunluklu Lioprotein Kolesterol
Lateral Hipotalamus Alan

Karaciger X Reseptori

Membrana Bagli O-asiltransferaz

Xiv



Kisaltmalar

MCFA
MCH
MSS
MmTOR
NAFLD
NPY
OGTT
PC1/3
Pi

PKC
PPAR-y
PVN
PWS
ROS
SREBF1
SREBP
SREBP1
TG

TSH
UCP2
VMH
VMN
VLDL-K

XV

Aciklamalar

Orta Zincirli Yag Asidi

Melanin Konsantre Edici Hormon
Merkezi Sinir Sistemi

Rapamisin Memeli Hedefi

Non-Alkolik Yagli Karaciger Hastalig1
Noropeptit Y

Oral Glukoz Tolerans Testi

Prohormon Konvertaz 1/3

Inorganik Fosfat

Protein Kinaz C

Peroksizom Proliferator Ile Aktive Edilmis Reseptor y
Paraventrikiiler Niikleus

Prader-Willi Sendromu

Reaktif Oksijen Tiirleri

Sterol Diizenleyici Element Baglayic1 Transkripsiyon Faktorii 1
Sterol Diizenleyici Element Baglayici Protein
Sterol Regiilator Element Baglayici Protein-1
Trigliserit

Tiroit Stimiile Edici Hormon

Uncoupling Protein-2

Ventromedial Hipotalamik Niikleus

Ventro Mediyal Niikleus

Cok Diisiik Yogunluklu Lioprotein Kolesterol






1. GIRIS

Besinlere duyulan istek istah olarak tanimlanmaktadir [1]. Enerji alimi ve istah
metabolizmasinin diizenlenmesinde gastrointestinal sistem, hipotalamus, adipoz doku gibi
bircok sistem rol oynamaktadir. Adipoz dokudan salinan leptin, sindirim sisteminden

salinan kolesistokinin ve ghrelin gibi hormonlar istah tizerinde etkili olmaktadir [1-3].

Istah hormonlardan birisi olan ghrelin 28 amino asit igermektedir [1-3]. Bu hormon basta
mide olmak iizere beyin, bobrek, pankreas, karaciger, adipoz doku, hipofiz bezi gibi bazi
dokulardan salinmaktadir [4, 5]. Ghrelin hormonunun viicutta 4 farkli formu
bulunmaktadir [6]. Biitiin formlar ayn1 ghrelin 6nciiliinden iretilmektedir. Total ghrelinin,
acil ve desacil formlar1 plazmada en yiiksek diizeyde bulunan formlaridir. Viicutta agil

ghrelinin desasilasyonu sonucu desagil ghrelinin olustugu disiiniilmektedir [7].

Ghrelin formlarinin viicutta farkli fizyolojik fonksiyonlara sahip oldugu literatiirde yer
almaktadir [8]. Ilk zamanlar, desacil ghrelinin inaktif oldugu diisiiniilmekte iken
giinimiizde viicutta onemli endokrin aktivitesi oldugu bilinmektedir [7]. Agil ghrelin
istah1, biiylime hormonu salinimini, viicut agirligint ve insiilin direncini artirict 6zellige
sahipken; desagil ghrelinin istah1 ve viicut agirligini azaltici, insiilin duyarliligimn artirict
role sahip olabilecegi gosterilmistir [4, 9]. Yapilan bir caligmada bireylere 14 giin boyunca
giinde 2 kez 3 mg/kg agil ghrelin verilmistir. Calisma sonunda, agil ghrelinin fonksiyonel
dispepsisi olan anoreksiya nervoza hastalarinda istah iizerinde uyarici etkilere sahip oldugu
gosterilmistir [10]. Yapilan baska bir arastirmada, 14 giin siireyle 23 bireye desagil ghrelin,
24 bireye de plasebo verilmistir. Calismada sadece desagil ghrelin alan grupta istahta
azalma saptanmustir. Viicut agirligi her iki grupta da degismemis, yalnizca desagil ghrelin
alan grupta bel cevresi ve yag Kkiitlesinde anlamli bir azalma goézlenmistir [11].
Aragtirmalar incelendiginde anoreksiya nervoza, hemodiyaliz gibi malnutrisyonun énemli
saglik sorunlar1 olusturabilecegi hastaliklarda plazma desagil ghrelin diizeyinin

sagliklilardan daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir [12, 13].

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD) hem gelismis hem de gelismekte olan
tilkelerde yaygin bir halk saghgi sorunudur ve basit steatozdan alkolik olmayan
steatohepatite kadar degisen genis bir karaciger hasar1 spektrumuyla karakterize edilir.

Non-alkolik yagli karaciger hastaliginda yag asitlerinin de novo sentezinde artig ve



hepatositlerde trigliserit (TG) birikimi meydana gelmektedir [14]. Hepatositlerde TG
sentezlenmesinde, acil-CoA, lizofosfatidik asit, diagilgliserol (DAG) lipit metabolitleri
gorev almaktadir. Diagilgliserol, protein kinaz C (PKC) aktivasyonunu diizenleyerek TG
sentezinde etkin rol oynamaktadir. Bu nedenle, DAG’mn asir1 iretilmesi, obezite

yoklugunda bile NAFLD'nin gelisimine neden olur [14, 15].

Son yillarda, bagirsak hormonlarinin NAFLD hastalarinda hepatik steatoz ve insiilin
direnci (IR) tizerinde 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir [16]. Mekanizmasi tam olarak
anlasilmamasma ragmen ghrelin hormonunun agil ve desagil formunun Kkaraciger
yaglanmasi {lizerinde farkli etkileri oldugu 6ne stiriilmiistiir [14]. Yapilan bir ¢alismada agil
ghrelinin yag oksidasyonunu inhibe ederek hepatik lipit birikimini arttirdigi [17] baska bir
calismada ise, hepatik steatoz ve hepatik insulin direncini indiikledigi saptanmistir [18].
Ayrica literatiirde desagil ghrelinin karaciger yaglanmasini ve insulin direncini azalttig:

gosterilmistir [14].

Acil ve desagil ghrelinin ve bu iki formun birbirine oraninin NALFD’de hepatik lipogenez
ve insulin direnci, yeme bozuklugunda istahsizligin altinda yatan mekanizmanin
arastirllmasinda olduk¢a Onemlidir. Literatiir incelendiginde; acil ghrelinin, istah ve
karaciger yaglanmasi tiizerine etkilerinin arastirildigi kapsamli c¢alismalarin yapildigt
gozlemlenirken; desagil ghrelinle ilgili kapsamli ¢alismalara rastlanmamistir. Ayrica son
yillarda yapilan aragtirmalarda, agil ve desacil ghrelin miktarindan ziyade bu iki hormonun
birbirine oraninin karaciger yaglanmasi, insulin direnci ve biyokimyasal bulgular
iizerindeki etkilerinin daha 6nemli oldugu goriilmistiir. Ancak literatiirde hangi acil ve
desagil ghrelin oranmin etkili olduguna dair veriye rastlanmamustir. Bu ¢alisma, ghrelin
hormonunun agil ve desagil formlar ile bu formlarin farkli oranlarda ratlara
uygulanmasimin karaciger yaglanmasi, insulin direnci ve biyokimyasal parametreler

tizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilmastir.

Calismanin hipotezleri

- Ratlara verilen agil ghrelin miktar1 ile histolojik diizeyde hepatik steatoz arasinda
pozitif yonlii iligki vardir.
- Ratlarin kan acil/desacil ghrelin diizeyi ile hepatik steatoz arasinda pozitif yonlii iliski

vardir.



Acil/desagil orani 1:3 verilen ratlarda hepatik steatoz daha azdir.

Acil ghrelin verilen ratlarda desagil ghrelin verilen ratlara gore kan lipit parametreleri
daha yiiksektir.

Desagil ghrelin verilen ratlarda agil ghrelin verilen ratlardan gére kan sekeri

regiilasyonu daha iyidir.






2. GENEL BILGILER
2.1. Ghrelin Hormonu
2.1.1. Kesfi

Biiyiime hormonu salgilatici (GHS) olarak adlandirilan Met5-enkefalin peptit analogunu
1976 yilinda Bower ve arkadaslar1 [19] in vitro yaptig1 ¢alisma sonucunda kesfetmislerdir.
Biiyiime hormonu salgilatici, hipofiz bezinden biiyiime hormonu (GH) saliniminda rol
oynamaktadir. Daha sonra 1996 yilinda Howars ve arkadaslar1 [20] Biiylime Hormonu
Salgilatict Reseptorii (GHS-R) tanimlamiglardir. Kojima ve arkadaslarinin 1999 yilinda
yaptig1 in vivo ve in vitro ¢alismalarda midede GHS-R uyaran bir ligand izole edilmistir.
Bu izole edilen ligand, 28 amino asit igeren 3. serin Yyan zincirine n-oktaonoik asit
baglanmis olan ghrelinin aktif formu (agil ghrelin)’dur [3]. Ghrelin kelimesi, biiyiime
hormonunu stimiile edici 6zelligi i¢in ‘grow’ ve salinimi artirdigi igin ‘relin’ kelimesinden

tiiretilmistir [21-23].
2.1.2. Yapisi

Rat ve insan ghrelin 6nciileri, 117 amino asitten olusmaktadir [3]. Bu dnciilerde, ghrelin
dizisi sinyal peptidinin dizisini takip etmektedir. Rat midesinde, proghrelini kodlayan iki
MRNA izoformu, genler araciligi ile iiretilmektedir. MRNA’lardan birisi ghrelin onciisiini
kodlarken digeri ghrelin ile 6zdes olan ve 14 glisinin silinmesiyle olusan des-GIn'*-ghrelin
onciiliinii kodlamaktadir [24]. Béylece midede ghrelin ve des-GIn'*-ghrelin olmak iizere
iki tip aktif ghrelin peptit iretilmektedir. Des-GIn**-ghrelin sadece midede diisiik
miktarlarda bulunmaktadir [25].

Insan, maymun, rat, fare, inek, koyun, kopek, kedi gibi memelilerde ghrelin homologlar
tanimlanmistir. Tiim omurgali canlilarda ghrelin esas olarak midede iiretilmektedir ve orta
zincirli yag asidi ile modifiye edilmektedir. A¢il modifikasyonu i¢in kullanilan yag asitleri,

n-oktanoik, n-dekanoik asit veya diger orta zincirli yag asitleridir [26].

Midede ghrelinin birkag minér formu izole edilmistir. Bunlar nonacylated (desagil ghrelin),
octanoylated (C8:0) (agil ghrelin), decenoylated (C10:1) ve decanoylated (C10:0)’dir [6,
7].



2.1.3. Sentezi

Mide, karaciger, pankreas, bobrek, hipofiz bezi, beyin ve adipoz doku gibi bir¢ok dokudan
ghrelin hormonu salinmaktadir [12,27]. Bu hormon, ¢ogunlukta midede iiretilmektedir
[12]. Ghrelin igeren hiicreler, midede fundus bdlgesinde pilor bolgesinden daha fazla
bulunmaktadir [28,29].

Midenin oksintik mukozasinda; enterechromaffine (ECL), D, enterokromaffin (EC) ve
X/A benzeri hiicreler olmak {izere dort tip hiicre tanimlanmistir. Histamin ve tiroguanilin,
ECL hicrelerinde; somatostatin, D hiicrelerinde; serotonin, EC hiicrelerinde esas olarak
salinmakta iken ghrelin hormonu, X/A benzeri hiicrelerden salinmaktadir. Ghrelin
kesfedilene kadar X/A benzeri hiicrelerin graniil icerikleri tam olarak bilinmiyordu. X/A
benzeri hiicreler ghrelin ile dolu yuvarlak, kompakt, elektron yogun graniiller icermektedir.
Bagirsakta, ghrelin konsantrasyonu duodenumdan kolona dogru yavas yavas azalmaktadir.
Midede oldugu gibi, bagirsakta da cogunlukla agil ve desacil ghrelin formlar
bulunmaktadir [26].

Yirmi sekiz amino asit igeren ghrelin peptiti, ghrelin geni Ghrl'nin ekson 2 ve 3"
tarafindan kodlanir. Daha sonra pre-proghrelin, prohormon konvertaz PC1/3 tarafindan
proghrelin olusturmak {izere parcalanir. Endoplazmik retikulumda bulunan Ghrelin O-
aciltransferaz (GOAT), koenzim A (CoA) ile aktiflestirilmis orta zincirli bir yag asidini
(MCFA), proghrelinin {igiincii serin molekiiliine baglar. A¢illenmis proghrelin daha sonra
agil ghrelin olusturmak iizere endoplazmik retikulumdan ayrilir ve golgi cisimciginden

salgilanmak igin vezikiillerde depolanir (Resim 2.1) [30].
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Resim 2.1. Ghrelin biyosentezi ve GAOT enzimi ile agillenmesi [30]

Ghrelin O-agiltransferaz (GOAT) enziminin ghrelin agillenmesinde gorev almasi, agil
modifikasyonunun ghrelin fizyolojisinde onemli rol oynadigin1 gostermektedir [31].
GOAT, ghrelinin a¢il modifikasyonunu katalize ettigi bilinen tek enzimdir ve 16 enzimden
olusan membrana bagli O-asiltransferaz (MBOAT) ailesine aittir. Bu enzim, bir politopik
integral membran proteinidir [32]. Ghrelin viicutta nonacylated (desagil ghrelin),
octanoylated (C8:0) (agil ghrelin), decenoylated (C10:1) ve decanoylated (C10:0) olmak

tizere dort farkli formda bulunur [6, 7].

Ghrelin peptitinde 3. serinin hidroksil grubunun oktanoik asitle esterlesmesi aktif ghrelin
yani agil ghrelini meydana getirmektedir [33]. Agil ghrelinin deagillenmesi sonucu desagil
ghrelinin olustugu diistiniilmektedir. Bu nedenle desagil ghrelinin agil ghrelin’in bir dnciilii

veya bir yikim tiriinii oldugu tartismahidir (Resim 2.2) [7].
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Resim 2.2. Agil (a) ve desagil (b) ghrelinin kimyasal formiilii [7]
2.1.4. Viicutta dagilimi ve plazmadaki miktari

Plazmada ghrelin hormonu ¢ogunlukta agil ve desacil formlarinda bulunmaktadir [34].
Insanlarda plazmada toplam ghrelin diizeyi (agil ve desagcil ghrelin) 150-180 fmol/mL iken
agil ghrelin diizeyi 10-20 fmol/mL’dir. Toplam ghrelinin yaklagik %80-90’mn1 desagil
formu olusturmaktadir [5]. Insanlarda kan agil/desagil ghrelin oram1 1:8-1:9 [7] iken
ratlarda bu oran 1:2.5-1:3 olarak saptanmustir [14, 35].

Desagil ghrelin, hem midede hem de kanda 6nemli seviyede bulunmaktadir [34]. Kanda,
desagil ghrelin, agil ghrelinden ¢ok daha biiyiik miktarlarda dolagsmaktadir. Agil ve desagil
ghrelin kanda yiiksek yogunluklu lipoproteine (HDL-K) baglanmaktadir. Bu HDL-K

molekiilii plazma klusterin (apolipoprotein J) esteraz ve paraoksonaz igermektedir [7].

Ghrelin hormonunun salgilanmasinin diizenlenmesinde hangi faktorlerin rol aldigi net
olarak bilinmemekle birlikte plazma ghrelin konsantrasyonun aglik durumda arttig1, tokluk
durumda azaldig1 gosterilmistir [36, 37]. Ornegin; oral veya intravendz glikoz uygulamasi
plazma ghrelin konsantrasyonunu azaltirken [38, 39], su tiiketimi degistirmemektedir [26].

PR

Ayrica tiiketilen 6giiniin icerigine gore ghrelin salinimin da degistigi bilinmektedir [26].

Literatiirde, plazma total ghrelin konsantrasyonunun obez bireylerde disiik, zayif
bireylerde ise yiiksek oldugu gosterilmistir [37, 38, 40, 41]. Acil ve desagil ghrelinin ayri
ayr1 degerlendirildigi ¢alismalar sonucunda; obez bireylerde anoreksijenik desagil ghrelin
diizeyinin diisiik, oreksijenik etkilere sahip olan agil ghrelin hormon diizeyinin ise yiiksek
veya normal oldugu gdosterilmistir. Bu nedenle acil ve desagil ghrelin diizeyinin obezite
tizerinde etkili olabilecegi vurgulanmistir [2, 5, 42, 43]. Ayrica ghrelin saliniminin hastalik

PR

durumunda da degistigi bilinmektedir. Ornegin; anoreksiya nervoza (AN) hastalarinda



plazma agil ghrelin diizeyi normal veya diisiik iken desagil ghrelin diizeyi ytliksektir [44].
AN hastalarinda yiiksek diizeydeki plazma total ghrelin seviyesi viicut agirligi artisi ile

normale doner [45-47].
2.2. Metabolik Etkileri

Agil ghrelin viicutta GHSR la'ya baglanarak GH salinimini artirarak metabolik etki
gosterirmektedir. Ancak desagil ghrelin, hipotalamus ve hipofizde agil ghrelinin baglandig:
reseptore baglanamamasina ragmen viicutta dnemli metabolik aktivitelere sahiptir [26].
Acil ve desacil ghrelin hormonlar1 viicutta glukoz metabolizmasi, endokrin sistem,
kardiyovaskiiler hastaliklar, uyku ve hafiza gibi birgok metabolizma {izerinde etkilidir
(Cizelge 2.1) [48]. Ozellikle son yillarda, ghrelin hormonu iizerine yapilan ¢aligmalarda,
bu hormonun agil ve desagil formlari tizerine odaklanilmistir [4, 16-18, 42-47]. Literatiirde,
acil ve desagil ghrelinin bir ¢ok hastalik {izerinde etki oldugu ancak etki mekanizmalarinin

heniiz bulunamadig1 vurgulanmistir [48].
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Cizelge 2.1. Agil ve desagil ghrelinin metabolik etkileri [48]

Etki Agil ghrelin Desagil ghrelin
Endokrin Sistem

GH T <l

ACTH, TSH, AVP 1 PN

Istah ve viicut agirhg 1 1
Metabolizma

Glukoz metabolizmasi

Glukoz hassasiyeti l tanimlanmamig
Insiilin sekresyonu 1 l

Insiilin etkisi
Glukoz iiretimi
Lipit metabolizmast

1 periferal/ |karaciger
1

> periferal/ |karaciger

l

Karaciger 1 tanimlanmamig
Kas l tanimlanmamig
Adipoz doku 1 1

Ureme sistemi

LH sekresyonu l l
Embriyogenezis l tanimlanmamis
Testesteron sekresyonu l tanimlanmamis
Spermatogenezis l tanimlanmamis
Folikiil sagkalimi ve aksiyon 1 tanimlanmamis
Gastrointestinal sistem

Ekzokrin salgisi 1]<> mide/1 pankreas > mide

Epitel koruma 1 tanimlanmamis
Motilite 1 mide ve barsak | mide/<>jejenum
Kardiyovaskiiler Sistem

Vaskiiler Dinamik

Makro Damarlarin Geniglemesi 1 sistemik/| koroner 1 sistemik
Mikro Damarlarin Geniglemesi 1 tanimlanmamig
Endotel fonksiyonu 1 tanimlanmamis
Kalp Fonksiyonu 1 i

Hiicre ¢ogalmasi Tl T

Immiin fonksiyon

Immiin hiicre iiretimi i -

Sitokin tiretimi l >

Notrofil eylemi l tanimlanmamig
Kemik

Osteoblast iiretimi i 1

Osteoblast eylem 1 tanimlanmamig
Uyku 1 PN

Hafiza 1 >

Anksiyete 1 P

Iris kas gevsemesi

Sfinkter 1 1

Kanal genisletici etki i -

(1), stimiilasyon; (|), inhibisyon; («), etkisiz
GH: Biiyiime hormonu, ACTH: Adrenokortikotropik hormon, LH; Liiteinlestirici Hormon, TSH: Tiroit
Stimiile Edici Hormon, AVP: Arginin Vasopressin Hormon.




11

2.2.1. Biiyiime hormonu

Ilk zamanlar biiyiime hormonu salmimminin, biiyiime hormonu serbeslestirici hormon
(GHRH) ve somotastatin araciligi ile diizenlendigi diistiniilmekte iken 1996 yilinda
GHS’nin kesfinin ardindan GHS nin farkli yolaklarla bitylime hormonu salinimini artirdigi

gosterilmistir [19, 22, 49].

cAMP: Hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat, GH: Biiyiime hormonu, GHS-R: Biiyiime hormonu Salgilatici
reseptor, GHRH-R: Biiyiime hormonu serbeslestirici hormon reseptér, GHRH: Biiyiime hormonu
serbeslestirici hormon

Resim 2.3. Biiyiime hormonu serbeslestirici hormon ve ghrelin tarafindan biiyiime
hormonunun saliniminin uyarilmasi [8]

Biiyiime hormonu serbeslestirici hormon, GHRH-R’yi uyarir ve hiicre i¢i siklik adenozin
monofosfati (CAMP) artirarak biiylime hormonunu salimimini saglamaktadir. Ghrelin
hormonu ise biiyiime hormonu salgilatici reseptorii (GHS-R) uyararak hiicre i¢i Ca*?
artisint  indiikkler ve GH salinimini artirmaktadir [50]. Ayrica ghrelin; somatostatin
salinimini inhibe ederken kortizol, adrenokortikotropik hormon (ACTH), aldesteron ve

prolaktin salinimini stiimiile etmektedir (Resim 2.3) [8].

Viicutta GHS-R 1a ve GHS-R 1b olmak iizere iki adet biiyiime hormonu salgilatici
reseptor bulunmaktadir. Ghrelin molekiilii GHS reseptoriine baglanarak biyolojik etki
gosterebilmektedir. Acil ghrelin GHSR la'ya baglanarak metabolik etki gosterirken,
desagil ghrelin yag asidi grubunun olmamasindan dolayt GHSR la'ya baglanmamaktadir
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[3]. Bununla birlikte, hem acil hem de desacil ghrelin, GHS-R la'y1 tasimayan hiicreleri
etkilediginden, heniiz bilinmeyen ilave ghrelin reseptorlerinin  var olabilecegi
tartistlmaktadir [51]. Ghrelinin  memeli hayvanlarda oldugu gibi memeli olmayan

omurgalilarda (balik ve kurbagalar) da GH salinimini indiikledigi gosterilmistir [26].
2.2.2. Insiilin sekresyonu ve glukoz hemoastazi

Diabetes mellitus, hiperglisemi ile karakterize kronik bir metabolik hastaliktir. Tip I
diyabet, pankreas B-hiicrelerinin otoimmiin yikimindan kaynaklanirken; tip 1l diyabet,
yeterli insiilin saliniminin yapilamamasi veya periferik hiicrelerin insiiline yeterince cevap
verememesinden kaynaklanmaktadir. Ghrelin, besin tiiketimi ve insiilin salinimini

etkileyen 6nemli faktorlerden birisidir [52].

Ghrelinin insilin salinimi tizerine etkisi heniiz tam olarak anlasilamamaktadir. Bu
hormonun, insiilin salinimina olan etkisini agiklayan mekanizmalar arasinda; ghrelinin B-
hiicrelerinde GHSyi aktive ederek hiicre igi cCAMP liretimini azaltmasi ve K* kanallarini
(Kv2.1) aktive ederek Ca*? akisini baskilamasi ve sonug olarak insiilin sekresyonunu
azaltmasi yer almaktadir. Pankreas B-hiicrelerinde ghrelinin insiilin salinim1 {izerine olasi

etkisi Resim 2.4’de verilmistir [53].

;AT . Ca Kanal ’
K-ATP kanal K K* K ikanal
©
32 - i
\ Ca v cANP ;
atpiapp T Gheslin
Gl mng
Glukoz Glukoz .5

@cﬁzmasz @& J
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Insilin Sekresvonu W

AMP: Adenozin monofosfat, ADP: Adenozin difosfat, ATP: Adenozin trifosfat, GHS-R: Biiyiime hormonu
salgilatici reseptor.

Resim 2.4. Pankreas B-hiicrelerinde ghrelinin insiilin salinimi iizerine olas1 etkisi [53]
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Yapilan bazi ¢aligmalarda ghrelinin insiilin sekresyonunu inhibe ettigi, bazilarinda ise
uyardigi gosterilmistir [54-56]. Bu tutarsizligin nedeninin farkli deney tasarimlarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle ghrelinin agil ve desagil formlarmin farkli
etkilere sahip olmasi nedeniyle ghrelinin etki mekanizmasi heniiz netlik kazanmamistir
[53]. insanlarda intravendz desagil ghrelin uygulamasinn insiilin duyarliligini artirdigs,
acil ghrelinin uygulamasinin ise glukozla uyarilmis Ca*? konsantrasyonunu azaltarak

insiilin salinimini azalttig1 gosterilmistir [57, 58, 59].

Ghrelinin hepatik glukoz tiretimi {izerinde de etkili oldugu bilinmektedir. Literatiirde, agil
ghrelinin karacigerde glukoz tiretimini artirdig1, desagil ghrelinin ise azalttig1 gosterilmistir
[60]. Ratlara acil ghrelin verildikten sonra karaciger glikojen kinaz diizeyinin azaldig1 ve
gamma koactivator 1-alfa (PGCla) (glukoneogenez aktivatorii) protein ekspresyonunun
artti@1 bulunmustur [61, 49]. Ayrica kan glukoz seviyesi de plazma ghrelin ve insiilin
diizeyini etkilemektedir. Yiiksek glukoz seviyesi ghrelin sekresyonunu baskilarken, insiilin
salinimimi1 uyarmaktadir [26]. Bu nedenle ghrelin hormonunun, tip 1l diyabet

patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [52].

2.2.3. istah

Beyin; istah, viicut agirhigr ve enerji homeostazinin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Enerji homeostazinin saglanmasi igin merkezi sinir sistemi (MSS); periferik
dokulardan gelen hormonlar, besinler veya afferent duyusal noronlarla (periferik sinir
sistemi yoluyla) etkilesime girmektedir. Hormonal feedback mekanizmasi enerji
homeostazini saglamak i¢in MSS’ni bilgilendirmeye yardimci olmaktadir. Ghrelin, beyin-

enerji dengesini kontrol etmeyi saglayan bu metabolik hormonlardan birisidir [62].

Viicutta istah metabolizmasint diizenlemede rol oynayan hipotalamus arkuat niikleus
(ARC), dorso mediyal niikleus (DMN), ventro mediyal niikleus (VMN), paraventrikiiler
niikkleus (PVN) ve lateral hipotalamus alan (LHA)’dan olusmaktadir [63]. Arkuat
niikleusta, gii¢lii oreksijenik peptitler olan néropeptit Y (NPY) ve agouti ile iliskili peptit
(AgRP) eksprese edilmektedir [62]. Ventromediyal hipotalamik niikleus istahi, viicut
agirhigint ve glikoz homeostazini diizenledigi bilinen bir beyin bolgesidir [62].
Paraventrikiiler niikleusun enerji metabolizmasindaki ana rolii ARC’den gelen sinyalleri

beynin diger bolgelerine iletmektir. Lateral hipotalamik alanda, melanin konsantre edici



14

hormon (MCH) ve oreksinleri algilayan noronlar bulunmaktadir. Dorsomediyal niikleus,
MCH ve ndropeptid Y yapilarindan zengindir. Bu yapida meydana gelen bir hasar obezite
ve hiperfaji ile iliskilendirilmektedir [63].

GHSR 1a, ARC’de fazla miktarda ekspre edilirken [62]; PVN ve DMN’de orta diizeyde
ekspre edilmektedir [64, 65]. GHSR'nin DMH'deki rolii ise tam olarak bilinmemektedir
[62]. LH'de GHSR la'nmin varligini destekleyen bir kanit bulunmamaktadir [62]. Ancak,
ARC’deki NPY ve AgRP noéronlar aracilign ile ghrelinin LH {izerinde etkili oldugu
varsayilmaktadir [66-68].

Beyine gelen agil ghrelin hormonu ilk olarak GHSR reseptoriine baglanmaktadir [62] ve
iki farkli mekanizma ile istah iizerinde rol oynamaktadir. ilk olarak, kan beyin bariyerini
gecen agcil ghrelin [58], adenosin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz-karnitin
palmitoiltransferaz 1-uncoupling protein 2 (AMPK-CPT1-UCP2) yolununu uyararak veya
glutamaterjik girdileri (input’lari) artirarak oreksijenik bir peptit olan NPY/AgRP’leri
aktive etmektedir [62]. ikincisi; acil ghrelin AMPK'ye bagimli bir mekanizma aracilig ile
VMH'deki GHSR’ler iizerine etki ederek besin tiiketiminden bagimsiz olarak viicut
agirhigint artirabilir [58, 62]. Desagil ghrelinin istahi azaltmadaki rolii tam olarak
anlagilmamasina ragmen bu hormonun kan beyin bariyerini gectikten sonra ARC ve
PVN’de biiylime hormonu stimiilasyonunu saglayan c-FOS ekspresyonunun artigina neden
oldugu diisiiniilmiis ve anoreksijenik hipotalamik mediatorlerin  sentezinde rol

oynayabilecegi goriisii ortaya atilmistir (Resim 2.5) [69-72].
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GHSR Ekspre edici noronlar
i

b

GHSK " (* ' GHSR ekspresyonu

noronlar Ghutamik ﬁi

AMPK: Adenosin monofosfat ile aktive edilen protein-kinaz, CPT1: Karnitin palmitoiltransferaz-1, UCP:
Uncoupling protein 2, AgRP: Agoiti ile iliskili reseptor, ARC: Arkut niikleus, DMN: Dorsa medial niikleus,
GHS-R: Biiyiime hormonu salgilatici reseptor, NPY: Noropeptit Y, PVN: Paraventrikiiler niikleus, VMN:
Ventro medial niikleus.

Resim 2.5. Ghrelinin istah tizerine etkileri [62]

Acil ghrelin, hipotalamusta GHS-R'ye baglandiktan sonra hiicre i¢i kalsiyum artigini
saglayarak AMPK'yi fosforile eden kalmodulin kinaz 2'yi (CaMKK?2) aktive etmektedir
[73]. AMPK, malonil-CoA olusumunu engelleyen ve CPT 1°i aktive eden asetil-koenzim
A karboksilazi (ACC) fosforile ederek, malonil KoA’y1 inhibe etmektedir. Daha sonra
mitokondriyal B-oksidasyonun artmasiyla reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretilerek UCP 2
uyarilir ve NPY/AGRP transkripsiyonu artar (Resim 2.6) [73].
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oksijen tiirleri; UCP2, uncoupling protein-2; Pi, inorganik fosfat.

Resim 2.6. Hipotalamusta agil ghrelin'in istah uyarici etkisinin hiicre i¢i mekanizmalari
[73]

2.2.4. Adipogenez

Adipogenez, preadipositlerin olgun adipositlere doniismesi olarak tanimlanmaktadir.
Adipogenez, peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor-y (PPAR-y) ve sterol
regiilator element baglayici protein-1 (SREBP1) gibi baz1 spesifik transkripsiyon faktorler
tarafindan kontrol edilmektedir [58]. SREBPL, sterol diizenleyici element baglayici
transkripsiyon faktorii 1 (SREBF1 (SREBP1l-a ve SREBP1-c)) geni tarafindan
kodlanmaktadir [74].

Literatiirde ghrelinin, biiyiime hormonu salinimindan bagimsiz olarak adipogenezde rol
alabilecegi gosterilmistir. Ghrelin, adipoz dokuda yag ekspresyonunu artirmakta ve
lipogenez tizerinde dogrudan etkili olmaktadir [75]. Bir arastirmada acil ve desagil ghrelin
uygulamasimin, insan viseral adipositlerinde PPAR-y ve SREBF1 mRNA ekspresyon
seviyelerini artirdigir saptanmigtir. Bu durum, ghrelinin preadipositlerin farklilasmasi ve
cogalmasinda etkili bir rol oynayabilecegini gostermektedir [58]. Ratlar {izerinde yapilan
bir ¢alismada ghrelinin, preadioposit hiicrelerde adipogenezi inhibe ettigi bulunmustur
[76]. Ancak bazi hiicre kiiltiirii caligmalari, desagil ve agil ghrelinin, PPAR-y gibi
adipojenik faktorlerin gen ekspresyonunu arttirarak hiicre proliferasyonunu ve adiposit

farklilasmasimi1 dogrudan uyardigimi gostermektedir [77-80]. Hiicre kdiltiirii modellerinin
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aksine [78-81], in vivo calismalar agil ve desagil ghrelinin adipogenez tizerinde farkli
etkilerinin oldugunu gostermektedir [82-85]. Literatiirde desagil ghrelinin, adipoziteyi
arttirdig1 [83], higbir etkisi olmadigi1 [82] veya azalttigi gosterilmesine ragmen [84], son
yapilan ¢alismalar desagil ghrelinin adipogenezi onledigi fikrini desteklemektedir [11, 85].

2.2.5. Obezite

Obezite besin aliminin enerji harcamasini ag¢tigi durumda gézlemlenmektedir [86]. Giin
gectikee diinya genelinde obezite prevalansi artmakta ve giliniimiizde en 6nemli halk
sagligi sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Obezite, tip 2 diabetes mellitus, hiperlipidemi
ve kardiyovaskiiler hastalik gibi bir¢ok hastalikla yakindan iliskilidir. Obeziteye neden
olan mekanizmalarin bilinmesi ve hastaligin tedavi edilmesi hem bireysel hem de
toplumsal agidan Onemlidir. Bu nedenle son yillarda yapilan ¢alismalar, obezite

tedavisinde yeni yaklasimlara yonelmektedir [86].

Yapilan aragtirmalarda obez bireylerde plazma total ghrelin diizeyinin zayif bireylerden
daha yiiksek oldugu saptanmistir [37, 86]. Bu konuda yapilan geliskili ¢alisma sonuglart
bulunsa da obez bireylerde oreksijenik etkilere sahip olan agil ghrelin hormonun
plazmadaki diizeyinin yiiksek veya normal; anoreksijenik desacil ghrelin hormonunun ise
diistik oldugu bulunmustur [2, 5, 42, 43].

Viicutta ¢ogunlukla agil ve desagil formunda bulunan ghrelin hormonun bu iki farkli
formu, obezite ilizerinde antagonist etkilere sahiptir. Agil ghrelin, besin tiikketimini artirarak
ve enerji harcamasini azaltarak viicut agirliginda artis meydana getirmekte ve adipogenezi
indiiklemektedir [69, 87]. Obez farelerde agil ghrelin blokajinin, besin tiikketimini, viicut
agirh@in ve viicut yag kiitlesini azalttigi bulunmustur [88]. Ghrelin reseptorleri ¢ikarilan
farelerde diyetle indiiklenen obezite gelisiminin azaldig1 saptanmistir [89]. Ayrica obezite
ile iligkili olan Prider Willi hastalifinin altinda yatan mekanizmalardan birisininde de
ghrelin hormnu olabilecegi literatiirde gosterilmistir [90-96]. Bu nedenle, Zorilla ve
arkadaslar1 [97], obez hastalar1 tedavi etmek amaciyla ghrelinin etkisini baskilamak igin
anti agil ghrelin asis1 gelistirmistir. Bu asinin ratlara uygulanmasi sonucu yagsiz viicut
kiitlesinde azalma saptanmistir. Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda ghrelinin agillenmesinde

rol alan GOAT enzimi, obezite tedavisinde baska bir potansiyel hedef olarak gosterilmistir
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[16, 98]. Farelere anti GOAT infizyonun viicut agirligini azaltmada etkili oldugu
bulunmustur [99].

2.2.6. Yeme bozuklugu

Anoreksiya nervoza, gen¢ kadinlarda siklikla goriilen, viicut agirligi kaybi, amenore ve
davranis degisiklikleri ile karakterize bir sendromdur. AN hastalarinda plazma toplam
ghrelin diizeyleri yiiksektir. Bu hastalarda tedaviden sonra viicut agirlig: artis1 saglanmakta
ve ghrelin hormon seviyesi normal degerlere ulasmaktadir [26]. Yapilan bir arastirmada
AN hastalariin, plazma agil ghrelin diizeyi saglikli bireylere benzer ancak desagil ghrelin
diizeyi saglikli bireylerden yiiksek bulunmustur [12]. AN hastalarinda, kanda ghrelin
seviyesi arttikca ACTH, prolaktin ve kortizol diizeyinde de artis meydana gelmektedir, bu
da AN hastalarinda gozlenen amenore ve davranis degisikliklerini agiklayabilmektedir
[26]. Sonug olarak, bu hastaliginin patogenezinde rol oynayan faktdrlerden birisinin

ghrelin hormonu olabilecegi diisiiniilmektedir [12].

2.2.7. Enerji harcamasi

Enerji homeostazi, enerji alimi ve enerji harcamasi arasindaki dengeyi tanimlamaktadir.
Enerji homeostazinin diizensizligi obezite veya anoreksiya ile sonuglanmaktadir. Ghrelin,
enerji almimni ve enerji harcanmasimi etkilemektedir [100]. Ghrelinin, istah ve yeme
davranis1 tizerindeki etkileri bilinmesine ragmen, hem hayvanlarda hem de insanlarda

enerji harcamasi ile iliskisi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir [101].

Acil ghrelinin, besin tiiketimini arttirdigi ve enerji harcamasini azalttigi bu sayede viicut
agirhginda artis meydana getirdigi bildirilmistir [102]. Ayrica bu form, anoreksijenik
maddelerin inhibisyonuna neden olarak karbonhidrat tiiketimini artirmakta ve yag
deposunun kullanimini azaltmaktadir [103]. Gengler iizerinde yapilan bir g¢alismada
viicutta toplam ghrelin diizeyi arttik¢a dinlenme metabolizma hizinin azaldigi bulunmustur.
Bu durum ghrelin hormonunun, enerji harcamasi {izerinde rol oynayabilecegini

gostermektedir [104].
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2.2.8. Non-alkolik yagh karaciger hastahg

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD) hem gelismis hem de gelismekte olan
iilkelerde yaygin bir halk sagligi sorunudur. NAFLD, alkol disi nedenlerden dolayi
karacigerde meydana gelen yaglanma olarak tanimlanmaktadir. Bu hastalikta yag
asitlerinin de novo sentezinde artis olmakta ve hepatositlerde TG birikimi meydana
gelmektedir [14]. Hepatositlerde TG sentezlenmesinde, agil-CoA, lizofosfatidik asit,
diacilgliserol (DAG) lipit metabolitleri gorev almaktadir. Agil ghrelin GHSR-1a’y1
uyardiktan sonra PPAR-y gen ekspresyonunda artis saglayarak diagilgliserol agiltransferaz
(DGAT) enzimini aktive etmektedir. Ardinda diagilgliserol, protein kinaz C (PKC)
aktivasyonunu artirarak TG sentezini uyarmaktadir. Desagil ghrelinin ise GHSR-1a’dan
bagimsiz olarak kendine 6zgii reseptor aracilig ile TG sentezini azalttigr diistintilmektedir

[14, 15].

Son yillarda yapilan galismalarda, NAFLD’de ghrelin gibi baz1 gastrointestinal sistem
hormonlarin, hepatik steatoz gelisimi ve insiilin direnci (IR) Tizerine etkilerine
odaklanilmustir [14, 16]. Ghrelin hormonun agil ve desagil formunun, karaciger yaglanmasi
tizerinde farkli metabolik ve fizyolojik etkileri oldugu one siiriilmiistiir [14]. Ancak etki
mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamaistir. Yapilan bir ¢alismada, 4 giin kisa siireli
acil ghrelin uygulamasinin (200 ng/kg /giin, iki kez/giin), hiicre ici AMPK aktivitesini
artirarak yag oksidasyonunu inhibe ettigi ve hepatik lipit birikimini arttirdigi bulunmustur
[96]. Yapilan baska bir arastirmada, acil ghrelinin daha uzun siire (14 giin boyunca 11
nmol/kg/giin) verilmesinin, PPAR-y gen ekspresyonunu aktive ederek hepatik steatoz ve
hepatik insiilin direncini indiikledigi gosterilmistir [18]. Ratlar {izerinde yapilan bir
caligmada, agil ghrelinin karaciger yaglanmasini artirdigi desagil ghrelinin azalttig:

saptanmustir [14].

2.2.9. Kardiyovaskiiler hastaliklar

Kardiyovaskiiler dokularda ghrelin hormonu ve reseptoriiniin yaygin olarak bulunmasi,
kardiyovaskiiler sistemin ghrelin i¢in bir hedef oldugunu gdstermektedir [105]. Ghrelin,
kardiyovaskiiler dokularin énemli bir otokrin ve parakrin faktoriidiir. Ghrelin, miyokard

kontraktilitesini artirmakta, vazodilatasyona neden olmakta ve enflamasyonu azaltmaktadir



20

[106]. Ghrelinin, acil ve desagil formlarinin kardiyovaskiiler sistem iizerinde farkl etkilere
sahip oldugu bilinmektedir [105].

Karaciger X reseptorii (LXR), kolesterol homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle makrofajlardaki LXR aktivasyonu, ATP baglayici kaset tastyici
Al (ABCAZ1) gen ekspresyonunu artirarak kolesteroliin plazma membranina taginmasini ve
“HDL-K” {izerindeki apolipoprotein Al’e (ApoAl) aktarilmasini saglamaktadir. Bu
sayede LXR ateroprotektif etkilere sahip olmaktadir. Karacigerde LXR, Kolesteroliin safra
icine atilmini saglamaktadir. Ayrica LXR, sitokrom p450 7A1 (CYP7Al) enzim
aktivasyonunu artirarak kolesteroliin safra asitlerine déniisiimiinii indiikler. ince
bagirsaklarda ise ABCA1’in ekspresyonunu artirarak HDL-K olusumunu tetiklemektedir
[107].

Ghrelin hormonu kan basincinin diizenlenmesinde de rol almaktadir. Yapilan bir ¢alismada
metabolik sendrom hastalarinda agil ghrelin diizeyi arttik¢a sistolik kan basincinin da
artti@i saptanmistir [108]. Yano ve arkadaslarinin [109] yaptigi arastirmada 590 yash
hipertansiyon hastasi yaklasik 3 yil takip edilmis ve bu hastalarin 42’sinde kardyovaskiiler
problem saptanmistir. Calismada kardiyovaskiiler hastaligi olan bireylerin bazal desagil
ghrelin diizeyinin daha diisiikk oldugu bulunmustur. Sonug¢ olarak; desagil ghrelinin

kardiyovaskiiler hastaliklar iizerinde koruyucu etkileri olabilecegi vurgulanmistir.
2.2.10. Ureme saghg

Ghrelin hormonunun gonadotropin salgilanmasint diizenlemedeki fizyolojik rolii tam
olarak bilinmemekte ancak tireme sagligi iizerine etkili oldugu goriilmektedir. Agil
ghrelinin, gonadotropin salinimi {izerine olumsuz bir etkiye sahip olabilecegi literatiirde
yer almaktadir [110]. Acil ve desagil ghrelinin gonadotropin salgilanmasini iizerine
etkisinin arastirildigi  bir ¢alismada, desagil ghrelinin agil ghreline benzer olarak
liteinlestirici hormon (LH) salimmini azalttigi ve agil ghrelinin kanda folikiil uyarici
hormon seviyesini (FSH) daha fazla artirdig1 saptanmistir [110]. Yapilan bazi ¢alismalarda
ghrelinin in vivo LH salgilanmasini baskiladigi gosterilmistir [111-114]. Broglio ve
arkadaglarinin [115] yaptigi arastirmada agil ghrelinin prolaktin, adrenokortikotropik

hormon ve kortizol seviyelerini artirmada etkili oldugu desacil ghrelinin etki etmedigi
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bulunmustur. Sonug¢ olarak; acil ve desagil ghrelinin iireme saghigi iizerine etkilerinin

celigkili oldugu ve mekanizmasinin tam olarak anlasilamadigi goriilmiistiir.

2.2.11. Kanser

Ghrelinin agil ve desacil formlarinin, kanser hiicre ¢ogalmasi lizerine etkileri heniiz tam
olarak anlasilmamasina ragmen kanser tiiriine gore farklilik gosterebilecegi belirtilmistir
[116]. Son yillarda, ghrelinin kolonda hiicre proliferasyonunu indiikleyerek kolon kanseri
olusumuna katki sagladigi bildirmistir [117]. Yapilan bir arastirmada a¢il ghrelinin, glukoz
tasiyict 1 (GLUTL) ekspresyonuna etki ederek oral kanser proliferasyonunu artirdigi da
saptanmistir [118]. Cassoni ve arkadaglarimin [119] yaptigi ¢alismada, insan prostat
timorlerinde ve DU-145, PC-3 ve LNCaP prostat karsinom hiicrelerinde ghrelin hormonu
varligi ve bu hiicreler {izerine etkisini degerlendirmek amaglanmigtir. Arastirma sonunda
acil ve desagcil ghrelinin, DU-145 hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, LNCaP hiicreleri
iizerine etkisi olmadig1 saptanmistir. Desagil ghrelin iizerine yapilan ¢aligmalarda bu
hormonun, H345 akciger kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi [120], ancak SW-13
ve NCI-H295R adrenokortikal kanser hiicrelerinde tam tersi bir etki meydana getirdigi
goriilmiistiir [121]. Sonug olarak; agil ve desagil ghrelinin kanser lizerinde benzer etkilere

sahip olabilecegi diistiniilmekte olup mekanizma heniiz tam olarak anlasilamamistir [116].

2.2.12. Diger hastaliklar

Uyku ve beslenme, metabolizmada benzer yolaklara sahiptir. Suprakiazmatik niikleus,
lateral hipotalamus ve ventromedial hipotalamik niikleus gibi bir¢ok hipotalamik alan, hem
uyku hem de metabolizmanin ve besin tiiketiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Son yillarda preproghrelin gen firlinlerinin, beslenme ve uyku iizerinde etkili oldugu
gosterilmektedir [122]. Yapilan bir ¢alismada ratlara intravendz ghrelin uygulamasinin

uyanikligi artirdig1 ve Non-REM’i azalttig1 saptanmistir [123].

Sempatik sinir sistemini ve ghrelin gibi bazi hormonlar kemik metabolizmasinda énemli
rollere sahiptir. Ghrelinin, dogrudan veya biiylime hormonu ve insiilin benzeri biiyiime
faktorii aracilig1 ile osteoblast farklilagmasini ve fonksiyonunu modiile ettigi gosterilmistir.
Ayrica, son yillarda ghrelinin kemik yapisin1 modiile etmede leptin ile birlikte rol aldig:

bulunmustur [124].
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Literatiirde ghrelinin ndrobiyolojik davraniglar iizerine etkili oldugu gosterilmistir. Bu
hormonun hiicrelerde apoptozu, inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltarak mitokondriyal
fonksiyonu iyilestirdigi ve noéronal sagkalimi artirdig1 saptanmistir. Ayrica ghrelin, noral
kok/progenitor hiicrelerin ¢ogalmasimi ve farklilasmasini uyarmaktadir. Ghrelinin inme
veya travmatik beyin hasar1 sonrasi hafiza, ruh hali ve bilissel islev bozuklugunun geri

kazanilmasinda da yarar sagladigi belirtilmistir [125].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Yeri ve Zamam

Bu arastirma Gazi Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali ve Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde 15.06.2019 ve 11.11.2020
tarihleri arasinda yapilmistir. Calismada deney hayvanlarina hormon uygulamasi 6-22.
07.2020; biyokimyasal analizler 22.07.2020-11.11.2020; histolojik analizler 22.07.2020-
12.10.2020; gen analizleri 22.07.2020-31.10.2020 tarihleri arasinda yapilmustir.

3.2. Etik Kurul izni

Bu caliyma Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan (Kod
Numarast: G.U. ET 19.036) 08.07.2019 tarihinde onaylanmistir (EK 1). Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (GUDAM)
yiiriitiilen arastirmanim tiim asamalarinda Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu esaslarina uygun ¢alisilmistir.
3.3. Arastirma Destegi

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) Birimi tarafindan 47/2019-

12 sayili karar ile desteklenmistir.
3.4. Deney Hayvanlarinin Sec¢imi

Calismada kullanilan ratlarin cinsi ve viicut agirliklari literatiirde yer alan galismalara [14,
17, 126] gore belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu ratlarda meydana gelen viicut
agirh@r artisin1 daha net gozlemlemek igin viicut agirh@ 250+£30 g ve 7-8 haftalik olan
geng ratlar secilmistir [14, 17, 126]. Ghrelin hormonu disi ratlardan salinin Gstrojen gibi
cinsiyet hormonlarindan etkilendigi i¢in c¢alismada erkek ratlar tercih edilmistir [14].
Toplam 36 saglikli Wistar erkek rat Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme
ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nden “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma

Usul ve Esaslarina Dair Yo6netmelik” ilkelerine gore alinmistir [127, 128].
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3.5. Arastirmanin genel plani

Arastirmaci tarafindan ¢alismaya baslamadan bir giin 6nce ratlar Presica marka BJ 6100D
model 0,1 g’a duyarh hassas tart1 ile duyarli hassas terazi ile 6l¢iilmiis ve her grupta yer
alan ratlarin agirligi benzer olarak ayarlanmistir. Arastirmada ratlar 6 gruba ayrilmis ve her
grupta 6 adet rat bulunmaktadir. Ratlarin yemi her giin sabah saat 07.50’de arastirmaci
tarafindan 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Ratlara 14 giin boyunca subkutan 200 ng/kg ghrelin
hormon uygulamasi yapilmistir (Cizelge 3.2). Yapilan literatiir taramasi sonucunda ratlarin
viicut agirligt ve istahinda degisme meydana getirmeden uzun donemde tolere
edebilecekleri dozun 200 ng/kg oldugu saptanmis ve ¢alismada bu doz kullanilmistir [14,
17, 126]. Hormonlar sabah saat 08:00 ve aksam saat 20:00’da veteriner hekim tarafindan
subkutan enjeksiyon yapilmistir. On besinci glin 12 saat aglik sonrasi arastirmaci ve
veteriner hekim tarafindan sabah 09.00-11.00 arasi ratlara oral glukoz tolerans testi
(OGTT), 16. giin 12 saat aclik sonras1 sabah 09.00-11.00 aras1 insiilin tolerans testi (ITT)
yapilmustir. On yedinci giin sabah 09.00’da anestezi isleminin ardindan intradiak kan alimi
gerceklestirilmis ardindan karaciger dokusu uzman veteriner tarafindan cikartilmistir.
Alinan kanlar Gazi Universitesi Biyokimya Laboratuvarinda analiz edilmistir. Cikarilan
karaciger dokusu histolojik analizler, karaciger glikojeni ve gen analizleri i¢in ii¢ parcaya
ayrilmistir. Histolojik analizler i¢in karaciger dokusu parcgasi formaldehit sivisi icerisinde
Gazi Universitesi Histoloji Laboratuvari’nda, karaciger olciimleri ve gen analizi igin

Biyokimya Laboratuvari’nda -80°’de buzdolabinda saklanmistir.

Cizelge 3.1. Ratlara uygulanan hormonlar ve miktari (ng/kg)

Gruplar Agil ghrelin Desagil ghrelin

Kontrol (n:6) - -

Acil ghrelin (n:6) 200 -

Desagil ghrelin (n:6) - 200
Acil:Desagil ghrelin 1:1 (n:6) 100 100
Acil:Desagil 3:1 ghrelin (n:6) 150 50

Acil:Desagil 1:3 ghrelin (n:6) 50 150




* Arastirmadan 1 giin dncesi ratlar tartilarak agirlik benzer olmasi saglanarak ratlar 6 farkli gruba ayrilmistir.
* Acil ve desacil hormonlart Biyokimya Laboratuvari'nda arastirmaci ve uzman hekim tarafindan hazirlanmistir.

*Rat yemleri sabah 07.50'de arastirmaci tarafindan tartilmistir.
»Sabah saat 08:00'da ratlara SF veya hormon uygulamasi veteriner hekim tarafindan yapilmistir.
=14, giin aksami saat 21:00'den sonra ratlara yem verilmemistir.

*12 saat aclik saglanan ratlara sabah 09:00-12:00 arasinda ratlara arastirmaci ve veteriner hekim tarafindan OGTT yapilmistir.
*15. giin aksami saat 21:00'den sonra ratlara yem verilmemistir.

+12 saat aclik saglanan ratlara sabah 09:00-12:00 arasinda ratlara arastirmaci ve veteriner hekim tarafindan ITT yapilmistir.
*16. giin aksami saat 21:00'den sonra ratlara yem verilmemistir.

=Sabah 09:00'da ratlar a¢ karnimna tartilmistir.
*Ratlara anestezi uygulanmis ve anestezi altindaki ratlardan intradiyak yolla kan alinmistir.
*Kan aliminmm ardmdan ratlarm karaciger dokusu veteriner hekim tarafindan cikarilmistir.

*Cikarilan karaciger dokusu histolojik analizler, karaciger glikojeni ve gen analizleri icin ii¢ parcaya ayrilmistir.
* Histolojik analizler i¢in karaciger dokusu parcasi formaldehit sivismna konarak Gazi Universitesi Histoloji Laboratuvari'na gotirtilmiistiir.
*Karaciger glikojen 6l¢timii ve gen analizi icin Biyokimya Laboratuvari’nda -80 C°'de buzdolabinda saklanmistir.

SF: Serum Fizyoloji, OGTT: Oral Glukoz Tolerans Testi, ITT: Insiilin Tolerans Testi.

Sekil 3.1.  Deney protokolii

514
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3.6. Deney Hayvanlarmn Ozellikleri ve Barinma Kosullar

Ratlar viicut agirligi 250+£30 g olan saglikli erkek Wistar cinsidir. Ratlar uygun
havalandirma saglanmis kafeslerde, oda sicakliginda (24+2 °C), 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik odalarda, bagil nemi % 35-40 olacak sekilde muhafaza edilmistir. Ratlar tel
kapaklar1 olan kafesler igerisinde tutulmustur (Resim 3.1). Arastirma boyunca ratlar
laboratuvar kosullar1 altinda standart kuru pelet yem ve su ile ad libitum sekilde
beslenmistir. Kafesler ii¢ glinde bir diizenli olarak temizlenerek gerekli hijyenik kosullar
saglanmigtir. Ratlar ayni1 kafeslerde kaldiklar1 igin standart fiziksel aktiviteye sahiptirler.
Ratlarin bakimi1 ve beslenmesi etik ilkeler ve kilavuzlar dogrultusunda siirdirilmistiir

[127, 128].

Resim 3.1. Ratlarin barinma kosullar1

3.7. Yem icerigi ve Ozellikleri

Ratlara ¢alisma siiresince standart laboratuvar yemi ad libitum olarak verilmistir. Standart
pellet rat yemi (Korkuteli yem) GUDAM’dan temin edilmistir. Standart rat yeminin enerji
ve besin oOgeleri igerikleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Standart rat yemi; soya fasulyesi
kiispesi, misir, bugday kepegi, arpa, yonca unu, pelet baglayici, dsp, BYP, SS yag, toksin
baglayici, mineraller, DL metionin, kolin klorit, L-lizin ve DDSG musir ham maddelerini

icermektedir.
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Cizelge 3.2. Rat yeminin enerji ve besin geleri igerigi (100 g)

Icerik Miktar
Enerji (kkal) 382,8
Karbonhidrat (g) 64,7
Protein (g) 23,5
Yag (g) 3,25
Kiil (g) 5,26
Lizin (g) 1,28
Fosfor (g) 0,74
Metionin (g) 0,43
Kalsiyum (g) 0,55
Sodyum (g) 0,05
A Vitamini (1U) 1200
D Vitamini (1U) 300
E Vitamini (mg) 50
K Vitamini (mcg) 500
B:1 Vitamini (mcg) 300
Bs Vitamini /mg) 3,0
Bs Vitamini (mcg) 500
Bo Vitamini (mcg) 100
B12 Vitamini (mcg) 3,0
C Vitamini (mg) 1,0
Biyotin (mcg) 100
Kolin (mg) 400

3.8. Ratlarin Yem Tiiketimleri ile Viicut Agirhg: Takibi

Arastirmadan 1 giin Oncesi aragtirmaci tarafindan ratlar tartilarak gruplar arasi rat
agirliklar1 benzer olmasi saglanarak 6 farkli gruba ayrilmistir. Calismanin son giinii ratlarin
ac karnina viicut agirlig1 6l¢timii arasirmaci tarafindan yapilmistir. Viicut agirligr 6l¢timleri
Presica marka BJ 6100D model 0,1 g’a duyarli hassas tart1 ile yapilmistir. Ratlarin yem
tilketimleri giinlik olarak kaydedilmistir. Yem tiiketimleri 14 giin boyunca sabah saat
07:50 de arastirmaci tarafindan Olclilmiis ve giinliik fark kaydedilmistir. Gilinliik besin
tilketimi kafes basina hesaplanmistir ve her kafeste tiiketilen yem miktar1 6’ya boliinerek

rat bagina giinliik yem tiiketim miktar1 bulunmustur.
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3.9. Acil ve Desacil Hormonlarin Hazirlanmasi

Calismada ratlara toplamda 200 ng/kg agil ve/veya desacil ghrelin uygulamasi toplam 200
uL soliisyon igerisinde verilmistir. Satin alinan toplam 1 mg (1000000 ng) acil ghrelin
hormonu baslangi¢ olarak 1 mL distile su ile diliie edilmistir. Ardindan 84 mL distile su
icerisine 21 pL diliie edilmis hormon ¢ozeltisinden eklenmistir. Ayni islemler 1 mg’lik
desacil ghrelin hormonu i¢in uygulanmistir. Hazirlanan hormon ¢ozeltileri 3 mL’lik 28’er
cam tiipe (14 giin boyunca sabah ve aksam toplam 28 adet) konulmus ve -20 °C’de
dondurulmustur. Tiipte bulunan hormonlar ratlara uygulama yapilmadan 20 dk once
buzdolabindan ¢ikartilip oda sicakligina getirilerek ¢ozdiiriilmiistiir. Acil ve desagil ghrelin
hormonunun hazirlanmas1 Gazi Universitesi Biyokimya Laboratuvari’nda arastirmaci ve

biyokimya uzmani tarafindan yapilmistir.
3.10. Ratlarmn Diseksiyonu ve Kan Orneklerinin Alnmasi

Calisma sonunda 17. giin 12 saat a¢ligin ardindan 5 mg/kg Ksilazin (Alfazyne %2) + 45
mg/kg Ketamin (Alfamine %10) intramuskiiler (IM) yolla uygulanarak hayvanlara genel
anestezi islemi veteriner hekim tarafindan yapilmistir. Daha sonra kontrol grubundan
baslayarak sirasiyla intrakardiyak yolla kan alinarak ratlar sakrifiye edilmistir. 10 mL’lik
enjektorlerle alinan kanlarin 3-4 mL’si plazma analizi yapilmasi i¢in EDTA’l1 tiipe
alinmistir. Protein yapida olan ghrelin hormonun denatiire olmamasi i¢ine EDTA’1 tiipteki
kanlarin igin 1 mL kan basina 20-30 uL DPP IV inhibitor eklenmistir. Geri kalan kanlar ise
serum analizi yapilabilmesi igin jelli vakumlu tiiplere konulmustur. EDTA’l1 ve jelli
tiiplere santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij sonrasi ayrilan serum ve plazma ornekleri
mikropipet ile ¢ekilerek ependorf tiiplere konulmus, etiketleme islemi yapilmis ve analizler
i¢in serum ve plazma 6rnekleri Gazi Universitesi Biyokimya Laboratuvari’nda -80 °C’de

saklanmustir.
3.11. Doku Orneginin Alinmasi

Anestezi isleminin ardindan uzman veteriner hekim tarafindan ratlar kontrol grubundan
baglanarak sirasiyla sakrifiye edilmis ve daha sonra karaciger dokusu karaciger glikojeni,
histolojik analizler ve gen analizleri i¢in {ige bolinmiistir. Ardindan glikojen ve gen

Olgtimii icin kullanilacak olan karaciger dokusu sivi azota alinarak -80°C’de Gazi
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Universitesi Biyokimya Laboratuvari’nda muhafaza edilmistir. Histolojik analizler igin
kullanilacak olan karaciger dokusu formaldehit sivisi i¢ine konulmus ve daha sonra Gazi
Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji Laboratuvari’na gétiiriilmiis ve bir histology tarafindan
analiz edilerek yorumlanmistir. Karaciger dokusunun c¢ikarilmasi Gazi Universitesi
Laboratuvar  Hayvanlar1  Yetistirme ve Deneysel Aragtirmalar Merkezi’nde
gergeklestirilmistir. Karaciger agirliklar: Precisa marka XB 220A model 0,0001 g’a duyarli

hassas tart1 ile ol¢iilmiistiir.
3.12. Gerecler
3.12.1. Deneyde kullanilan cihazlar

Analizler sirasinda Gazi Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda bulunan
sogutucu (+4 °C), derin dondurucu (-80 °C), santrifiij cihazlar1 ve ELISA okuyucusu ve
calkalayicist kullanilmistir. Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde bulunan sogutucu (+4 °C), derin dondurucu (-80 °C),
santrifiij cihazlar1 ve hassas teraziler kullanmilmistir. Histolojik analizler i¢in Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalin laboratuvari
kullanilmistir. Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim Dali1, Biyokimya Laboratuvarinda PCR cihazi ile analizler yapilmistir. OGTT ve
ITT’i sirasinda Kan sekerinin 6lgiilebilmesi i¢in On Call Plus marka kan sekeri cihaz1 ve

stripleri kullanilmistir.

3.12.2. Deney kimyasallari

Calismada AS-24159 Ghrelin, rat 1 mg (Eurogentec) ve AS-60981 (Des-octanoly)-
Ghrelin, rat 1 mg (Eurogentec) hormonu kullanilmistir. Protein yapida olan ghrelin
hormonun denatiire olmamasi i¢ine alinan kanlar igin DPP IV inhibitor (Sigma)
eklenmistir. Ayrica insiiliin tolerans testi i¢in regular insiilin olan humolog R

uygulanmistir. Kontrol grubuna serum fizyolojik (Salipad) verilmistir.

3.12.3. Kan biyokimyasallari

Parametrelerinin 6l¢iimii ticari kitler kullanilarak yapilmistir. Analizler i¢in rat agil ghrelin
ELISA kiti (Reagentgenie), rat desagil ghrelin ELISA kiti (Reagentgenie), rat insiilin
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ELISA kiti (SunRedBio), rat Glukogon ELISA kiti (SunRedBio), rat Fruktozamin ELISA
kiti (SunRedBio), rat Diacil gliserol ELISA kiti (SunRedBio) Total RNA izolasyon Kit 96
Test (MN), cDNA Sentez Kit 100 APP (ABM) ve Syber Green Master Mix (ABM)

kullanilmastir.

3.13. Biyokimyasal Analizler

3.13.1. Serum parametreleri

Kan oOrneklerinden elde edilen serumlarda aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), trigliserit (TG), toplam kolesterol, HDL-K, LDL-K, VLDL-K ve
glukoz Beckman AUS5800 biyokimya otoanalizériinde standart laboratuvar yontemleriyle

Gazi Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda tayin edilmistir (EK-2).

3.13.2. Karaciger glikojen iceriginin analiz edilmesi

Doku glikojen seviyeleri karaciger 6rneklerinde Seifter ve arkadaglarinin [129] metoduna

gdre Gazi Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda analiz edilmistir.

3.13.3. Plazma insiilin, glukagon, fruktozamin, hepatik diacilgliserol, acil ve desacil
ghrelin diizeylerinin belirlenmesi

Hayvanlar sakrifiye edilirken intrakardiyak yolla alinan kan 6rneklerinden elde edilen
plazmalarda, instilin, glukagon, fruktozamin, hepatik deagil gliserol, agil ve desacil ghrelin
diizeyleri ELISA prensibi ile tayin edilmistir. Sandwi¢ enzim immunoassay prensibinde
monoklonal antikorlarla kapli reaksiyon plagina numunelerdeki dl¢iilecek madde baglanir.
Bu maddeye de enzim (HRP) isaretli ikinci bir monoklonal antikor baglanir. Eklenen
kromojenik soliisyon ile enzim etkilesimi sonucu olusan rengin siddeti ile 6l¢iilmek istenen
maddenin konsantrasyonu dogru orantilidir [14]. Elisa testi Gazi Universitesi Hastanesi

Biyokimya Laboratuvari’nda uzman biyokimyaci tarafindan yapilmustir.

3.13.4. Oral glukoz tolerans testi (OGTT)

Oral glukoz tolerans testi 15. giiniin sabahi ag¢ olan ratlar tizerinde gergeklestirilmistir.

Ratlar 12 saat siireyle a¢ birakilmig ve daha sonra oral gavaj yoluyla glikoz ¢ozeltisi (2
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g/kg) verilerek oral glukoz testi (OGTT) arastirmaci ve veteriner hekim tarafindan
uygulanmistir. OGTT i¢in kuyruk ucu delinip rattan 1 damla kan alinarak On Call Plus
marka seker striplerine damlatilmis ve 6l¢iim seker aleti ile 0, 30, 60 ve 120. dakikalarda
yapilmustir. Ratlara kuyruk delinme islemi yalnizca bir defa yapilmis olup diger 6lgtimler

icin kuyrukta sagim yapilarak 1 damla kan ¢ikartilmistir [2,14,84].

3.13.5. Insiilin tolerans testi (ITT)

Insiilin tolerans testi 16. giiniin sabah1 gerceklestirilmistir. Ratlar 12 saat siireyle ag¢
birakilmig ve ratlara intra peritonel yolla 0.75 U regular insiilin arastirmaci ve veteriner
hekim tarafindan enjekte edilmistir. ITT i¢in kuyruk ucu delinip rattan 1 damla kan
almarak On Call Plus marka seker strilerine damlatilmis ve 6l¢iim seker aleti ile 0, 30, 60
ve 120. dakikalarda yapilmistir. Ratlara kuyruk delinme islemi yalnizca bir defa yapilmis
olup diger 6l¢iimler i¢in kuyrukta sagim yapilarak 1 damla kan ¢ikartilmistir [2,14,84].

Insiilin direncinin hesaplanmasi

Ratlarda insiilin direncini hesaplamak i¢in HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment of

Insulin Resistance) formiilii kullanilmistir [130].

HOMA-IR = A¢lik serum insiilin diizeyi (uU/mL) x A¢lik serum glukoz diizeyi (3.1)
(mg/dL) /405

3.14. Karacigerde Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve Analizi
3.14.1. Isik Mikroskobik ve Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi

Dokular, uygulanan hormonlarin karaciger dokusunda histolojik diizeyde ne gibi
degisimlerin olaylandigini1 inceleyebilmek igin karaciger dokusu hematoksilen eozin ile
boyand: ve 151k mikroskopta Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Laboratuvari’nda

histolog tarafindan incelenmistir.

Tiim karaciger 6rnekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in ilk olarak % 10’ luk formaldehit
soliisyonunda tespit edilmistir. Tespit isleminin ardindan rutin 11k mikroskop takip

islemlerinden gecirilen dokular parafin bloklar haline getirilmistir. Hazirlanan parafin
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bloklardan elde edilen 4-5 mikron kalinligindaki kesitlere tiim gruplar i¢in Hematoksilen-
Eozin boyamasi1 uygulanmisir. Kesitler Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli

goriintiileme sisteminde, LAS programinda degerlendirilerek, fotograflanmistir [131].

Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 30 dakika bekletildikten sonra, 2x15
dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalart saglanmistir. Daha sonra lamlar sirastyla
azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %80, %70, %50) havada kurutulmustur. 10
dakika akar suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’ de 10-15 dakika boyanmis ve 10
dakika akar suda yikanmustir. % 70 alkol + 2 — 3 damla glasiyel asedik asit karisimina
batirilip tekrar 10 dakika akar suda yikanmistir. Lamlar 5-10 dakika Eozin de bekletilip 10
dakika daha akar suda yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek (%50,
%70, %80, %96, %100), 2x15 dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatilmistir [132].

3.14.2. RNA izolasyonu ve real time QRT-PCR ile mMRNA ekspresyon analizleri

Alinan karaciger dokusunda RNA izolasyonlar1 Gazi Universitesi Biyokimya
Laboratuvarinda biyolog tarafindan yapilmis ardindan RNA’lar soguk zincirle
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dal,
Biyokimya Laboratuvarinda gotiiriilmistir. RNA’lardan PPAR-y ve protein kinaz C
analizleri PCR cihazinda biyolog tarafindan yapilmstir.

Revers Transkripsiyon-Polimeraz  Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi yapilan
transkripsiyon analizlerinde kullanilmig total RNA hazir ticari kit kullanarak
hazirlanmistir. Kontroller ve her bir gruptan inkiibasyon sonu alinmig 1x107 sayida hiicre
iizerine ImL RNA izolasyon kiti konulmus ve kilavuzunda belirtildigi gibi yaklasik 2
saatlik siire sonunda total RNA hazirlanarak miktar1 ve safligi spektrofotometrede (OD
260nm ve 280nm’de) belirlenmistir. RNA/DNA orami 1.7 ve {lizeri olanlar ¢alismada
kullanilmistir. Ayrica her bir izolattan 2.5pg alinarak %1°lik agarozda yiiriitiilerek total

RNA’nin varligi UV lamba altinda gézlemlenmistir.

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak {izere her bir 6rnege ait RNA’dan lpug
alinarak Once reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA (cDNA) sentezi
yapilmistir. Daha sonra her bir 6rnege ait cDNA’den 1pl alinarak iizerine SYBR green

master mix ve bir ¢ift primer (oligoniikleotid) konulmustur. Primerler her bir
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transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup literatiirde daha dnce belirtilen baz dizgelerinin
sentezi yaptirilarak elde edilmis ve reaksiyonda yaklasik 100 ng diizeyinde kullanilmistir.
Denatiirasyon cdna primer yapismasi ve zincir uzatma olmak {izere li¢ basamaktan olusan
amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct)
degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri

2-AACt metodu ile hesaplanmistir.

Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin) denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin) kontrol
grubu formiilii uygulanmis; hesaplanan deger her bir gen igin 2-4ACt formiiliinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlenmistir. Endojen kontrol olarak beta aktin geni kullanilmis ve her bir 6rnege ait beta
aktin gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)
uygulanmigtir. PCR c¢alismalarinda her gruptan 5 6rnek rastgele se¢ilmis ve bunlarin 3

tekrar1 yapilarak ortalamalari alinmistir.

Real Time PCR sisteminde sybr green boyasi ¢ift iplikcikli DNA parcasina baglanarak
elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1sima sistemin lazer dedektorii
tarafindan alinarak, bilgisayar ortaminda grafik formatina cevrilmektedir. Olgiilen
floresans siddeti PCR {irliniiniin miktar1 ile dogru orantilidir. Karaciger dokusunda PPAR-y
ve protein kinaz C, PCR yo6ntemi ile analiz edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla uygulama
gruplarindaki ilgili genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde meydana gelen artiglar misli

degisiklikler olarak belirtilmistir.
3.15. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS (IBM SPSS Statistics 24) adli paket program kullanilarak
yapilmustir. Bulgularin yorumlanmasinda frekans tablolar1 ve tamimlayici istatistikler

kullanilmastir.

Normal dagilima uygun olan 6l¢iim degerleri i¢in parametrik yontemler kullanilmustir.
Parametrik yontemlere uygun sekilde, iki bagimsiz grubun o6l¢iim degerleriyle

karsilastirilmasinda “Independent Sample-t” test (t-tablo degeri), bagimli iki grubun Slgiim
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degerleriyle karsilastirilmasinda “Paired Sample-t” test (t-tablo degeri), bagimsiz ii¢ veya
daha fazla grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri)
yontemi kullanilmistir. Ug veya daha fazla grup icin anlamli fark ¢ikan degiskenlerin ikili
karsilagtirmalari i¢in varyanslarin homojenligi dikkate alinarak Tukey ikili karsilastirmalari

uygulanmuistir.

Normal dagilima uygun olmayan 6l¢iim degerleri icin parametrik olmayan yoOntemler
kullanilmigtir. Parametrik olmayan yontemlere uygun sekilde, iki bagimsiz grubun 6l¢iim
degerleriyle karsilastirilmasinda “Mann-Whitney U” test (Z-tablo degeri), bagiml iki
grubun Ol¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda “Wilcoxon” test (Z-tablo degeri), bagimsiz
i¢c veya daha fazla grubun 6lgiim degerleriyle karsilastirilmasinda “Kruskal-Wallis H” test
(x*-tablo degeri) yontemi kullanmilmistir. Ug veya daha fazla grup igin anlaml fark ¢ikan

degiskenlerin ikili karsilastirmalari icin Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir.

Normal dagilima sahip olan iki nicel degiskenin iliskilerinin incelenmesinde ‘“Pearson”;
normal dagilima sahip olmayan verilerde ise “Spearman” korelasyon katsayisi

kullanilmustir.

RT PCR galigmasina ait tiim veriler Wise Fixed Reallocation Randomization Test yontemi

kullanilarak REST 2009 V2.0.13 ve SPSS 19 paket programi kullanilarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmaya toplam 36 erkek Wistar rat dahil edilmistir. Ratlar kontrol (n:6), acil ghrelin
(n:6), desagcil ghrelin (n:6), agil/desagil 1:1 (n:6), agil/desagil 3:1 (n:6) ve agil/desagil 1:3
(n:6) olmak iizere 6 gruba ayrilmis ve kontrol grubu disindaki ratlara 14 giin boyunca farkli

dozlarda hormon uygulamasi yapilmstir.

Ratlarin gruplara gore giinliik tiikettikleri ortalama yem (g), enerji (kkal) ve makro besin
ogeleri (g) miktar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. On dort giin boyunca rat basina tiiketilen
ortalama yem miktar1 kontrol grubunda 19,86 g; agil grubunda 20,16 g; desagil grubunda
19,44 g; acil/desacil 1:1 grubunda 18,09 g; acil/desagcil 3:1 grubunda 18,79 g ve agil/desagil
1:3 grubunda 19,56 g bulunmustur. On dort giin boyunca rat basina alinan ortalama enerji
miktar1 kontrol grubunda 76,04 kkal; agil grubunda 77,2 kkal; desagcil grubunda 74,41 kkal;
acil/desagil 1:1 grubunda 69,27 kkal; agil/desacil 3:1 grubunda 71,92 kkal ve agil/desagil
1:3 grubunda 74,9 kkal’dir. En yiiksek karbonhidrat, protein ve yag tiikketimi agil ghrelin
grubunda en diisiik ise agil/desagil 1:1 grubunda gézlemlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Ratlarin gruplara gore giinliik tiikettikleri ortalama yem (g), enerji (kkal) ve
makro besin dgeleri (g) miktar1

Degisken Kor?trol A?:il Des.agil Ag%l/deéagil Ag?l/de%agil Ag?l/deéagil
(n:6) (n:6) (n:6) 1:1 (n:6) 3:1 (n:6) 1:3 (n:6)
Yem () 19,86 20,16 19,44 18,09 18,73 19,56
Enerji (kkal) 76,04 77,20 74,41 69,27 71,92 74,90
Karbonhidrat (g) 12,89 13,09 12,61 11,74 12,19 12,70
Protein (g) 4,67 4,74 4,57 4,25 4,41 4,60
Yag (g) 0,65 0,66 0,63 0,59 0,61 0,64

Gruplara gore ratlarin viicut agirhigr degismi (g) Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de verilmistir.
Gruplar arasinda baslangi¢ viicut agirhigi (g), son viicut agirhigt (g) ve viicut agirlhigi farki
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamastir (p>0,05) (Cizelge 4.2 ve Sekil
4.1).

Kontrol, agil, desagcil, agil/desacil 1:1 ve agil/desagil 1:3 gruplarinin kendi i¢lerinde
baslangi¢ viicut agirligi (g) ile son viicut agirligi ve viicut agirhi@i farki arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). A¢il/desagil 3:1 grubunda baslangig¢ viicut
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agirlig (g) ile son viicut agirligr arasindaki degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir (Z=-2,207; p=0,027). Agil/desacil 3:1 grubunda son viicut agirligi,
baslangi¢ viicut agirligina (g) gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. Gruplara gore ratlarin viicut agirligi degismi (g)

Istatistiksel analiz

Basl Fark
Grup aslangic Son ar Olasilik
X+£SS X£SS X£SS (p1)
. t=-2,037
Kontrol (n:6) 255,00+24,84 265,83+12,94 10,83+13,03 0=0.097
. t=-0,347
Agil (n:6) 251,50+20,83 252,83+24,34 1,33+£9.41 0=0.743
. t=-2,224
Desagil (n:6) 256,67+£19,69 263,00+23,77 6,334£6,98 _
p=0,077
. caa t=-1,504
Acil/desagil 1:1 (n:6) 256,17+14,73 259,50+12,85 3,334£5,43 0=0.193
. e Z=-2,207
Acil/desagil 3:1 (n:6) 253,50+14,90 260,83+16,90 7,33+4,84 p=0,027
. ne Z=-0,736
Acil/desagil 1:3 (n:6) 256,00+27,44 261,17+£21,20 5,17+£10,67 0=0,462
Analiz F=0,053 9 _ _ _
Olasilik 0=0,998 x°=2,737 p=0,740 F=0,826 p=0,541

pl: Baslangic viicut agirligi (g) ile son viicut agirligi arasindaki degisimin olasilik degeri.

*Normal dagilima sahip iki bagimli grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda “Paired Sample-t” test (t-
tablo degeri); ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda “ANOVA?” test (F-
tablo degeri) istatistikleri kullanilmigtir. Normal dagilima sahip olmayan iki bagimli grubun o&lgiim
degerleriyle karsilastirilmasinda “Wilcoxon™ test (Z-tablo degeri); ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim
degerleriyle karsilastiriimasinda “Kruskal-Wallis H” test (y?-tablo degeri) istatistikleri kullanilmugtir.
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Sekil 4.1. Ratlarin gruplara gore viicut agirliklari (g)

Gruplara gore ratlarin karaciger agirliklar1 Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Gruplar arasinda
karaciger agirhigi (g) agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05)

(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Gruplara gore ratlarin karaciger agirliklari (g)

[statistiksel analiz
Gru p X +SS

Olasilik*
Kontrol (n:6) 9,48+0,81
Agil (n:6) 8,09+0,99
Desagil (n:6) 8,79+0,91 v?=9,393
Acil/desagil 1:1 (n:6) 8,43%0,79 p=0,094
Acil/desagil 3:1 (n:6) 9,26+1,17
Acil/desagil 1:3 (n:6) 9,24+0,79

*Normal dagilima sahip olmayan ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda
“Kruskal-Wallis H” test (x>tablo degeri) istatistikleri kullanilmustir.

Plazma agil ve desacil ghrelin diizeyleri ile viicut agirlig1 fark: (g) ve karaciger agirligi (g)
arasindaki iligki Cizelge 4.4’te verilmistir. Karaciger agirligi ile plazma agil ghrelin ve
acil/desagil diizeyi arasinda pozitif yonde, orta derecede ve istatistiksel olarak anlamli iligki

tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Plazma acil ve desagil ghrelin diizeyleri ile viicut agirhi@ farki (g) ve
karaciger agirligi (g) arasindaki iliski*

Agil ghrelin Desagil ghrelin Agil/desagil
Degiskenler ; D ; D r 0
Vicut agirhig 0,209 0,221 -0,067 0,697 0,170 0,321
farki
Karaciger agirligi 0,599 0,000 -0,190 0,268 0,509 0,002

*Normal dagilima sahip olan iki nicel degigkenin iligkilerinin incelenmesinde “Pearson”; normal dagilima
sahip olmayan verilerde ise “Spearman” korelasyon katsayisi kullanilmigtir.

Gruplara gore ratlarin aglik biyokimyasal bulgularinin ortalama ve standart sapma
degerleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Gruplar arasinda ratlarin HOMA-IR diizeyi anlaml
farklilk gostermemistir (F=27,160; p=0,000). Kontrol grubundakilerin HOMA-IR
degerleri, agil/desagil 1:1, acil/desacil 3:1 ve acil/desacil 1:3 gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.5).

Gruplar arasinda ratlarin insiilin (WU/mL) diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir (F=30,050; p=0,000). Kontrol grubundakilerin insilin (uWU/mL)
degerleri, agil/desagil 1:1, acil/desacil 3:1 ve agil/desagil 1:3 gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.5).

Gruplar arasinda ratlarin Karaciger diagilgliserol (nmol/g) diizeyi agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (F=2,737; p=0,037). Kontrol grubundakilerin
karaciger diacilgliserol degerleri, acil/desagil 1:1 grubundakilere gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde daha diisiik saptanmistir (Cizelge 4.5).

Gruplar arasinda ratlarin karaciger glikojen (mg/g) diizeyi agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edilmistir (F=4,520; p=0,003). Kontrol grubundakilerin karaciger
glikojen (mg/g) degerleri, agil grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.5).

Gruplar arasinda ratlarin toplam kolesterol (mg/dL) diizeyi agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edilmistir (¥*=20,641; p=0,001). Agcil grubundakilerin toplam
kolesterol (mg/dL) degerleri, kontrol, desagil, agil/desagil 1:1 ve agil/desagil 3:1 gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek saptanmistir. Agil/desacil 1:3
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grubundakilerin toplam kolesterol (mg/dL) degerleri, kontrol, desagcil, agil/desacil 1:1 ve
acil/desacil 3:1 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.2).

Gruplar arasinda ratlarin HDL-K (mg/dL) ve LDL-K (mg/dL) diizeyi agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmistir. A¢il grubundakilerin HDL-K (mg/dL) degerleri,
desacil, acil/desagil 1:1 ve agil/desacil 3:1 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde daha yiksektir. Ag¢il/desagil 3:1 grubunun LDL-K (mg/dL) degerleri, agil ve
acil/desagil 1:3 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diistiktiir (Cizelge
4.5 ve Sekil 4.2).



Cizelge 4.5. Gruplara gore ratlarin aglik biyokimyasal bulgularinin ortalama ve standart sapma degerleri

N Kontrol Agil Desagil Acil/desagil 1:1 Acil/desagil 3:1 Acil/desagil 1:3 e .
Bly()k'n:ya;sal (n:6) @ (n:6) @ (n:6) @ (n:6) @ (n:6) (n:6) © IStatlStﬂfsell fahz*
parametreter X £ SS X £ SS X +SS X +SS X £ SS X +SS Olasth

Agil ghrelin (pg/mL) 227,50+87,96 142,83+65,01 168,00+84,35 114,33+57,72 259,83+180,79 211,33+87,09 Eiézgg
2—

Desagil ghrelin (pg/mL) 466,00+67,90 435,00+£177,54 490,00+103,83 547,33+145,58 372,17+108,15 460,33+121,13 é:_g;gg
2—

Agil/desagil 0,51£0,23 0,46+0,45 0,370,21 0,230,16 0,74+0,48 0,50+0,25 ’;,;3 ’12:39
2—

Glukoz (mg/dL) 119,80+7,10 124,81+14,55 118,05+9,73 122,56+18,04 114,04+14,18 112,03+£7,29 é:_gl’;lg

F=27,160

HOMA-IR 2,08+0,27 2,03+0,53 0,98+0,63 0,81+0,16 0,40+0,21 0,26+0,11 p=0,000

[1-4,5,6]

. F=30,050

Insiilin (uU/mL) 7,02+0,75 6,56+1,39 3,68+2,10 2,67+0,42 1,45+0,82 0,93+0,41 p=0,000

[1-4,5,6] [2-5,6]

Glukagon (ng/L) 83,45+15,86 83,92+10,41 83,45+9,32 76,53+15,12 65,03+9,54 67,13+7,34 Ezg’ggg

Fruktozamin (mmol/L) 5,52+0,85 4,56x1,44 5,50+1,65 5,85%1,38 5,04£1,13 5,88+0,81 Eigiﬁ?

Karaciger Diagilgliserol Ff2’737

23,00+7,01 30,00+12,46 30,50+8,19 40,83+7,41 33,3349,56 34,50+6,16 p=0,037

(nmol/g) [1-4]

oy

*Normal dagilima sahip olan {i¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastiriimasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri) istatistikleri kullanilmistir. Normal
dagilima sahip olmayan ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasimda “Kruskal-Wallis H” test (y>-tablo degeri) istatistikleri kullanilmustir.
Normal dagilima olanlar arasinda ikili karsilagirmalarda Tukey, normal dagilim sahip olmayanlarda Bonferroni testi kullanilmistir.



Cizelge 4.5. (devam) Gruplara gore ratlarin biyokimyasal bulgularinin ortalama ve standart sapma degerleri

Grup Kontrol Agil Desagil Agil/Desagil 1:1 Agil/Desagil 3:1 Agil/Desagil 1:3 C L -k
Biyokimyasal (n:6) ® (n:6) @ (n:6) @ (n:6) @ (n:6) ® (n:6) ® Ismnsgll‘:’ilh‘i‘(nahz
parametreler X +SS X +SS X+SS X +SS X+SS X +SS s

2—
AST (U/L) 145,33+20,72 147,00+13,25 161,17+64,62 167,00+44,71 142,17+36,59 118,00+27,06 %Qg 'llg
Karaciger glikojen F=4,520
Eer ghiko) 7,60+0,60 5,66+1,12 6,05+0,59 6,30+1,26 7,00+1,48 6,45+0,93 p=0,003
(mg/g) [1-2]
ALT (UL) 48,33+5,89 46,50+7,71 45,33+5,68 46,50+10,48 48,17+7,25 41,67+4,76 Eig ’2?2
Trigliserit (mg/dL) 95,87+49,43 103,07+28,30 88,48+12.63 88,57+26.,30 126,30+26,10 117,20428,73 Ezé'ggi’
¥?=20,641
Toplam kolesterol p=0,001
(mg/dL) 32,07+5,29 41,15+4,58 29,88+5,49 32,28+1,97 30,88+4,05 42,07+6,92 [2-13.4.5] [6-
1,3,4,5]
¥?=18,801
HDL-K (mg/dL) 19,57+3,49 24,5343,11 17,8843,13 17,95+1,70 17,8242,52 23,98+4,73 p=0,002
[2-3,4,5]
F=4,892
LDL-K (mg/dL) 11,3242,63 14,08+2,62 10,02+42,52 10,60+2,06 9,18+1,17 14,03+2,43 p=0,002
[5-2,6]
VLDL-K (mg/dL) 19,17+9,87 20,60+5,66 17,68+2,51 17,72+5,26 25,25+5,24 23,45+5,76 Ezéggi

*Normal dagilima sahip olan {i¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri) istatistikleri kullanilmistir. Normal
dagilima sahip olmayan ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6lciim degerleriyle karsilagtirilmasida “Kruskal-Wallis H” test (y?-tablo degeri) istatistikleri kullanilmistir.

Normal dagilima olanlar arasinda ikili kargilagirmalarda Tukey, normal dagilim sahip olmayanlarda Bonferroni testi kullanilmastir.

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, HDL-K: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein, VLDL-K: Cok diisiik

yogunluklu lipoprotein.

14%
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Sekil 4.2. Ratlarin gruplara gore toplam kolesterol, HDL-K, LDL-K ve VLDL-K
degerleri

Plazma acil ve desagcil ghrelin diizeyleri ile biyokimyasal bulgular arasindaki iliski Cizelge
4,6’da gosterilmistir. Plazma agil ghrelin ile desagil ghrelin diizeyleri arasinda negatif
yonde, zayif derecede ve istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (r=-0,459; p=0,005)
(Cizelge 4.6).

Plazma agil ghrelin ile agil/desagil diizeyi arasinda pozitif yonde, cok yliksek derecede ve
istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmistir (r=0,925; p=0,000). (Cizelge 4.6).
Acil/desacil diizeyi ile desagil ghrelin (pg/mL) arasinda ise negatif yonde, orta derecede ve
istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmustir (r=-0,720; p=0,000) (Cizelge 4.6).

Plazma acil ghrelin ile glukagon (ng/L) ve AST (U/L) degerleri arasinda negatif yonde,

zayif derecede ve istatistiksel olarak anlamlr iligki tespit edilmistir (p<0,05).

Plazma acil ghrelin ile fruktozamin (mmol/L), karaciger glikojen (mg/g), trigliserit
(mg/dL) ve VLDL-K (mg/dL) degerleri arasinda pozitif yonde, zayif derecede ve
istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmistir (p<0,05). Plazma agil ghrelin (pg/mL)
diizeyi arttik¢a, fruktozamin (mmol/L), karaciger glikojen (mg/g), trigliserit (mg/dL) ve
VLDL-K (mg/dL) degerleri artmaktadir (Cizelge 4.6).
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Acil/desagil diizeyi ile glukagon (ng/L) ve AST (U/L) degerleri arasinda negatif yonde,
zayif derecede ve istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmistir (p<0,05). Agil/desagil
diizeyi diizeyi arttik¢a, glukagon (ng/L) ve AST (U/L) degerleri azalmaktadir (Cizelge
4.6).

Acil/desacil diizeyi (pg/mL) ile fruktozamin (mmol/L), karaciger glikojen (mg/g),
trigliserit (mg/dL) ve VLDL-K (mg/dL) degerleri arasinda pozitif yonde, zayif derecede ve
istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmistir (p<0,05). Agcil/desagil diizeyi arttikea,
fruktozamin (mmol/L), karaciger glikojen (mg/g), trigliserit (mg/dL) ve VLDL-K (mg/dL)
degerleri artmaktadir (Cizelge 4.6).



44

Cizelge 4.6. Plazma agil ve desagil ghrelin diizeyleri (pg/mL) ile biyokimyasal bulgular
arasindaki iliski (n=36)

Agil ghrelin Desagil ghrelin Acil/desagil
Korelasyon*
r p r p r p
Acil ghrelin 1,000 ] -0.459 0,005 0925 0,000
(pg/mL)
Desagil ghrelin
-0,459 0,005 1,000 - -0,720 0,000

(pg/mL)
Acil/desacil 0,925 0,000 -0,720 0,000 1,000 -
Aglik Glukoz -0,014 0,936 0,029 0,867 -0,022 0,900
(mg/dL)
HOMA-IR -0,182 0,287 0,189 0,271 -0,159 0,355
insiilin (WU/mL) -0,172 0,317 0,187 0,276 -0,152 0,376
Glukagon (ng/L)  -0,361 0,031 0,258 0,128 -0,402 0,015
Fruktozamin 0,416 0,012 -0,206 0,228 0,393 0,018
(mmol/L)
Karaciger
Diagilgliserol -0,133 0,438 0,218 0,202 -0,120 0,487
(nmol/g)
Karaciger 0,372 0,026 -0.154 0,369 0,346 0,039
glikojen (mg/g)
AST (U/L) -0,447 0,006 0,073 0,672 -0,354 0,034
ALT (U/L) -0,104 0,547 -0,009 0,960 -0,033 0,850
Trigliserit 0,377 0,023 -0,177 0,302 0,375 0,024
(mg/dL)
Toplam
kolesterol 0,147 0,391 -0,174 0,309 0,171 0,317
(mg/dL)
HDL-K (mg/dL) 0,227 0,183 -0,114 0,507 0,199 0,245
LDL-K (mg/dL) -0,107 0,534 -0,097 0,575 -0,063 0,717
VLDL K 0377 0,023 -0,176 0,306 0,375 0,024
(mg/dL)

*Normal dagilima sahip olan iki nicel degiskenin iligkilerinin incelenmesinde “Pearson”; normal dagilima
sahip olmayan verilerde ise “Spearman” korelasyon katsayisi kullanilmigtir.

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, HDL-K: Yiiksek yogunluklu lipoprotein,
LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein, VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein.
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Gruplara gore ratlarin OGTT ve ITT degerlerinin karsilastiilmas: Cizelge 4.7°de
gosterilmistir. Gruplar arasinda OGTT 60. dakikadaki glukoz diizeyi agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (y°=11,485; p=0,043). Acil grubunda olanlarin
OGTT 60. dakikadaki glukoz diizeyi, kontrol ve desagil grubunda olanlara gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir (Cizelge 4.7).

Gruplar arasinda ITT 30. ve 60. dakikadaki glukoz diizeyleri acisindan istatistiksel olarak
anlaml farklilik tespit edilmistir. Acil/desagil 3:1 grubunda olanlarin ITT 30. dakikadaki
glukoz diizeyi, kontrol grubunda olanlara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
yiiksektir. Desagil grubunda olanlarmn ITT 60. dakikadaki glukoz diizeyi, kontrol grubunda
olanlara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir (Cizelge 4.7).



Cizelge 4.7. Gruplara gore ratlarin OGTT ve ITT degerlerinin zamana gore ortalama ve standart sapma diizeyleri

Kontrol Agil Desagil Acil/desagil 1:1 Agil/desagil 3:1 (n:6) Acil/desagil 1:3 e o
Test (n:6) ® (n:6) @ (n:6) © (n:6) @ ® (n:6) © Istatistisct analiz
X +SS X +SS X 4SS X 4SS X +SS X +SS s
OGTT Glukoz
¥?=5,317
0.dk 79,67+4,72 83,0049,67 78,50+6,47 81,50+11,99 75,83+9,43 74,50+4,85 0=0,378
F=1,594
30.dk. 111,83+11,34 121,83+10,98 115,00+7,95 128,67+10,13 115,83+12,09 118,83+15,62 0=0,192
1=11,485
60.dk. 98,17+4,83 107,50+5,09 95,67+10,11 106,83+10,87 106,83+11,21 101,50+4,72 p=0,043
[2-1,3]
1#=2,789
120.dk. 88,00+7,38 87,83+5,74 85,83+7,03 92,83+12,97 91,33+7,20 86,67+7,89 0=0,733
ITT Glukoz
17=5,845
0. dk 83,17+6,65 78,83+10,72 77,50+4,42 79,67+17,20 80,50+8,29 87,17+10,32 0=0,322
F=2,951
30. dk 53,50+4,32 52,50+4,64 45,50+£2,34 46,00+£7,07 43,83+3,60 48,00+9,01 p=0,028
[1-5]
F=3,028
60. dk 66,00+5,62 61,17+5,23 53,17+1,94 59,50+9,42 58,67+7,20 63,67+5,61 p=0,025
[1-3]
F=1,167
120. dk 83,17+6,21 77,67+£10,01 72,67+3,44 79,83+13,88 79,83+8,70 83,50+8,53 0=0,348

*Normal dagilima sahip olan {i¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6l¢iim degerleriyle karsilastirilmasinda “ANOVA” test (F-tablo degeri) istatistikleri kullanilmigtir. Normal
dagilima sahip olmayan ii¢ veya daha fazla bagimsiz grubun 6lgiim degerleriyle karsilagtirilmasinda “Kruskal-Wallis H” test (y?-tablo degeri) istatistikleri kullanilmigtir.
Normal dagilima olanlar arasinda ikili karsilagirmalarda Tukey, normal dagilim sahip olmayanlarda Bonferroni testi kullanilmustir.

OGTT: Oral Glukoz Tolerans Testi, ITT: Insiilin Tolerans Testi.

14
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Plazma agil ve desacil ghrelin diizeyleri ile OGTT ve ITT arasindaki iliski Cizelge 4.8’de
verilmistir. Plazma agil ghrelin ile ITT 0. ve 60. dakikalardaki glukoz diizeyleri arasinda
pozitif yonde, zayif derecede ve istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmistir (p<0,05).
ITT 0. ve 60. dakikadaki glukoz diizeyleri arttik¢a, plazma agil ghrelin (pg/mL) degerleri
artmaktadir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Plazma agil ve desacil ghrelin diizeyleri ile OGTT ve ITT arasindaki iliski

(n=36)
Test Agil ghrelin Desagil ghrelin Agil/desagil
r p r p r p

0.dk -0,014 0,936 0,029 0,867 -0,022 0,900

F 30. dk 0,156 0,363 -0,095 0,582 0,136 0,430
8 60. dk -0,039 0,821 0,098 0,571 0,062 0,718
120. dk -0,019 0,910 -0,100 0,562 0,047 0,785

0.dk 0,334 0,047 -0,059 0,735 0,262 0,123

— 30. dk 0,268 0,115 0,002 0,991 0,168 0,327
= 60. dk 0,345 0,039 0,042 0,806 0,266 0,116
120. dk 0,270 0,112 0,043 0,801 0,197 0,251

*Normal dagilima sahip olan iki nicel degiskenin iligkilerinin incelenmesinde “Pearson”; normal dagilima
sahip olmayan verilerde ise “Spearman” korelasyon katsayist kullanilmastir.
OGTT: Oral Glukoz Tolerans Testi, ITT: Insiilin Tolerans Testi.

4.1. Real Time PCR Cahsmasi ile MRNA Ekspresyon Diizeylerine Ait Sonuclar

Acil ghrelin grubunda PPAR-y geninin ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna nazaran
3,429 kat uyarildigi ve bu up regiilasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir. A¢il ghrelin grubunun PKC geninin ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore
tlimli bir sekilde arttig1 tespit edilmis olsa da bu artisin istatistiki olarak anlamlilik teskil
etmeyecek boyutta oldugu gosterilmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.5).

Desagil ghrelin, agil/deacil 1:1 ve agil/desacil 3:1 gruplarinin kontrol grubuna kiyasla hem
PKC hem de PPAR-y mRNA ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark
(Cizelge 4.9 ve Sekil 4.5).

Tim deney gruplarinda kontrol grubuna kiyaslandiginda hem PKC hem de PPAR-y
mRNA ekspresyon diizeylerindeki en fazla artiga agil/desacil 1:3 grubunda rastlanilmistir.
Bu grubun karaciger dokularinda kontrol grubuna gore PKC mMRNA ekspresyon
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diizeylerinde 2,542 misli artis ve PPAR-y mRNA ekspresyon diizeylerinde ise 8,738 misli
bir artig saptanmistir. Kontrol grubuna gore tespit edilen bu artiglar istatistiki olarak

anlamli bulunmustur (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.5).

mRNA Ekspresyon Diizeyleri

—

0 -
9 .
8 ||
7 —
6 — =
g = H |1:|Ekspresyon misli artig
g il & = |
A THE :
£ . = .Ci= C A = |=
zozs FeEs EE| BE. 2
o O or O = ~E — = ME ™ —
PKQ PPAR [PKC| PPAR |PKC| PPAR |PKC| PPAR |[PKOPPAR

PKC: Protein Kinaz C, PPAR: Peroksizom proliferatdr ile aktive edilmis reseptor.

Sekil 4.3. Ratlarin karaciger PKC ve PPAR-y mRNA ekspresyon diizeyleri

Cizelge 4.9. Kontrol grubuna kiyasla uygulama gruplarindaki ilgili genlerin mRNA
ekspresyon diizeylerinde meydana gelen misli degisiklikler

Grup Gen Ekspresyon misli artis p
. , PKC 0,170 0,117
Agil Ghrelin
PPAR 3,429 0,028*
. . PKC 1,181 0,848
Desacil Ghrelin
PPAR 3,614 0,096
. ) PKC 1,601 0,622
Agil/desagil 1:1
PPAR 2,226 0,282
) ) PKC 1,445 0,492
Agil/desagil 3:1
PPAR 5,569 0,216
. ) PKC 2,542 0,034*
Agil/desagil 1:3
PPAR 8,738 0,001*

PKC: Protein Kinaz C, PPAR: Peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor.
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4.2. Agaroz Jel Elektroforezi Sonuclar:
RT-PCR sonucunda olusan PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve ortaya

¢ikan bant yogunluklari ile RT-PCR sonucunda elde edilen Ct verilerinin uyumlu oldugu

tespit edilmistir (Resim 4.1 ve Resim 4.2).

PKC: Protein Kinaz C, PPAR: Peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor.

Resim 4.1. Agaroz jel elektroforezi sonuglari (Image Analyze Programi ile netlestirilmis
gOriintii, numaralar gruplar1 ifade etmektedir)

Resim 4.2. Agaroz jel elektroforezi sonuglari (Transliiminatorden elde edilen orjinal jel
goriintiisi, sol tist Beta Aktin (Referans Gen), sag list PKC ve sol alt PPAR-y

4.3. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitler Resim 4.3 A-B-C’de verilmistir. Kontrol grubuna ait karaciger
kesitlerinin kii¢iik ve biiylik biiyiiltmeli incelemelerinde klasik karaciger lobiil yapisi
merkezinde yerlesim gosteren vena centralis, vena centralis ¢evresinde 1sinsal diizenlenim
gosteren hepatositler ve hepatositler arasinda bulunan siniizoid yapilari ile normal
goriiniimlerinde izlenmistir. Vena centralis ¢evre endoteli ile normal goriinlimiinde ayirt
edilmistir. Isinsal diizenlenim gosteren hepatositler klasik poligonal sekilleri, merkezi

yerlesimli ve aktivite durumlarina gére mononiikleer ya da poliniikleer nukleuslari, yine
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aktivite durumlarma gore degisen asidofilik sitoplazmalar1 ve sitoplazmik glikojen
birikimleri ile normal yapilarinda ayirt edilmistir. Hepatositler arasinda yerlesim gosteren
siniizoidler de ¢evre endotel hiicreleri ve liimendeki kan hiicreleri ile normal seyrinde

izlenmistir (Resim 4.3. A-B).

Kontrol grubuna ait, klasik karaciger lobiillerinin birlestigi bolgede bag doku igerisinde
yerlesim gosteren portal alanda (portal triad ya da portal {iggen) yapilan incelemede bag
doku yogunlugu, vena porta dali olan hepatik ven, arteria hepatica propria’nin dali olan
hepatik arter ve safra bosaltim kanalinin uzantisi normal yapilar ile izlenmistir. Hepatik

ven ve arteri ¢evreleyen endotel hiicreleri ile safra bosaltim kanalinin uzantisini ¢evreleyen

tek katli kiibik epitel hiicreleri normal goriiniimlerinde ay1rt edilmistir (Resim 4.3 C).

o1\ . _“ A “_ B st % )
\ R Y, T ’ AN oJ -
A.} \ 2 RIS o - : 8 ‘ * .: C "

A ve B: CLL: klasik karaciger lobiilii, —=: dilate vena centralis, »: hepatosit, [>: nucleus (Hematoksilen
Eozin x100 [A], x400 [B]); C: PT: portal alan, <: dilate hepatik arter, G: safra kanah, =: lipit damlaciklari
goriilityor (Hematoksilen Eozin x400).

Resim 4.3. Kontrol grubuna ait kesitler

Desagil ghrelin grubuna ait kesitler Resim 4.4 A-B-C’de gosterilmistir. Desagil ghrelin
grubuna ait karaciger kesitlerinde yapilan kiigiik ve biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde genel
yapinin kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Buna karsilik kontrol
grubundan farkli olarak bu grupta siniizoidlerde yer yer dilatasyon ve bazi bolgelerinde
konjesyon izlendi; bazi hepatositlerde ise vakuoler dejenerasyon ve hepatositlerin

sitoplazmalarindaki lipit damlaciklarinda artis gozlenmistir (Resim 4.4.A-B).
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Desagil ghrelin grubuna ait portal alanda yapilan incelemelerde hepatik ven, arter ve safra

bosaltim kanalinin genel yapisinin kontrol grubu ile esdes oldugu goriiliirken, kontrol

grubundan farkli olarak hepatik arterde az oranda infiltrasyon ayirt edilmistir (Resim 4.4
C).

.'L.",';\' o '-'./'\‘ & E\'_“,,.-- ‘y o 4lks "" NUEN )
A ve B: CLL: klasik karaciger lobiilii, —=: dilate vena centralis, »: hepatosit, [>: nucleus (Hematoksilen
Eozin x100 [A], x400 [B]); C: PT: portal alan, <: dilate hepatik arter, G: safra kanali, =: lipit damlaciklari

goriilityor (Hematoksilen Eozin x400).

Resim 4.4. Desagil ghrelin grubuna ait kesitler

Agil/desagil 1:3 grubuna ait kesitler Resim 4.5 A-B-C’de verilmistir. Agil/desagil 1:3
grubuna ait karaciger kesitlerinde yapilan kiigiik ve biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde vena
centralis ve siniizoidlerde dilatasyon ve bazi dilate siniizoidlerde konjesyon tespit
edilmistir. Klasik karaciger lobiili merkezinde yerlesim gosteren bazi hepatositlerin
normal morfolojide olmadiklar1 ve hiicre sinirlarinin net ayirt edilemeyerek, 1sinsal
diizenlenimlerinden ¢iktiklart  saptanmistir. Bazi  hepatositlerde sitoplazmik  lipit

damlaciklar1 bulunmustur (Resim 4.5. A-B).

Acil/desagil 1:3 grubuna ait portal alaninda yapilan incelemelerde hepatik arterde
dilatasyon, konjesyon ve infiltrasyon izlenirken, ¢evre hepatositlerde yogun lipit
damlaciklar1 saptanmis, hepatik ven ve safra bosaltim kanali normal yapilart ile ayirt

edilmistir (Resim 4.5. C).
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A ve B: CLL: klasik karaciger lobiili, —: dilate vena centralls, | hepatosn, . nucleus (Hematoksilen
Eozin x100 [A], x400 [B]); C: PT: portal alan, <: dilate hepatik arter, G: safra kanah, =: lipit damlaciklari
goriiliiyor (Hematoksilen Eozin x400).

Resim 4.5. Agil/desagil 1:3 grubuna ait kesitler

Agil/desagil 1:1 grubuna ait kesitler Resim 4.6 A-B-C’de gosterilmisir. Bu grupta yapilan
biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde dilate vena centralis, konjesyon varlig1 ve dilate siniizod
bulgularinin  yanisira; klasik karaciger lobiiliiniin periferinde yerlesim gdsteren
hepatositlerde yogun lipit damlaciklar1 gozlemlenmistir. Lobiil merkezinde ise yer yer
piknotik nukleuslu hepatositlerin varligi ayirt edilmistir. Yine bu bolgedeki hepatositlerin
normal poligonal sekillerini kaybederek hiicre sinirlar1 net olarak ayirt edilemeyen
morfolojik bozukluklar sergiledigi ve 1smnsal dizilimlerinde de bozulma oldugu
saptanmistir. Vakuoler dejenerasyon gosteren hepatositler de yer yer ayirt edilmistir

(Resim 4.6.B).

Acil/desagil 1:1 grubuna ait portal alanda bag doku miktarinda artis, hepatik arterde yogun
dilatasyon ve konjesyon, az miktarda infiltrasyon ve safra bosaltim kanali epitelinin normal
tek katli kiibik epitel yapis1 yerine bazi alanlarda ¢ok katli hal alarak epitelinde dejeneratif
degisimin olaylandigi en dikkat ¢ekici bulgular olarak nitelendirilmistir (Resim 4.6. C).
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A ve B: CLL: klasik karaciger lobiilii, —=: dilate vena centralis, »: hepatosit, [>: nucleus (Hematoksilen

Eozin x100 [A], x400 [B]); C: PT: portal alan, <: dilate hepatik arter, G: safra kanali, =: lipit damlaciklari
goriilityor (Hematoksilen Eozin x400).

Resim 4.6. Agil/desagcil 1:1 grubuna ait kesitler

Agil/desagil 3:1 grubuna ait kesitler Resim 4.7 A-B-C’de verilmistir. Agil/desagil 3:1
grubuna ait karaciger kesitlerinde yapilan incelemelerde agil ghrelin uygulama miktarinin
artmasina paralel olarak, karacigerde goriilen dejenerasyonun arttigi saptanmistir. Bu
grupta vena centralis’de ve siniizoidlerde dilatasyon ile yine vena centralis’de konjesyon
ve infiltrasyon ayirt edilmistir. Hepatositlerde vakuoler dejenerasyonun yaygimlastigi ve
yine lobiil merkezindeki hepatositlerde morfolojik bozulma saptanmistir. Bu gruptaki bazi
hepatositlerde ¢ok kuvvetli ve anormal goriinimlii bazofili ayirt edilmistir. Bu tip
hepatositlerin goriilme nedeninin, ileri immiinohistokimyasal teknikler ile netlesebilecek
olmakla birlikte, lipogenez, hiicre proliferasyonu ya da lizozomal riboniikleaz kaynakli
olabilecegi diistiniilmiistiir (Resim 4.7.A-B). Bu gruba ait klasik karaciger lobiillerinde
goriilen en dikkat cekici bulgulardan biri de, steatoz ile uyumlu lipit damlaciklarinin
hepatositlerde son derece yayginlasmig olarak bulunmasidir. Bu tip hepatositlerin
yogunlastigi alanlarda 1smsal diizenlenimin tamamen bozuldugu, yine bu alanlarda

siniizoidlerdeki dilatasyon ve konjesyonun da yogunlastigi izlenmistir (Resim 7.B-Inset).

Agil/desacil 3:1 grubuna ait portal alanda yapilan incelemelerde portal alan elemanlarinin
hepatositler ile baglantilarinin bozuldugu ve bu alanda hiicreler arasinda yogun ayrilma
goriildiigii saptanmugtir. Portal alan cevresi sinilizoidlerde yogun dilatasyon ve bazofili

goOsteren hepatosit sayisinin goérece son derece arttigr bulunmustur (Resim 4.7.C).
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A ve B: CLL: klasik karaciger lobiilii, =: dilate vena centralis, P : hepatosit, [>: nukleus(Hematoksilen Eozin
x100 [A], x400 [B]); C: PT: portal alan, < : dilate hepatik arter, G: safra kanali, =: lipit damlaciklari
goriilityor (Hematoksilen Eozin x400).

Resim 4.7. Agil/desagcil 3:1 grubuna ait kesitler

Agil ghrelin grubuna ait kesitler Resim 4.7 A-B-C’de gosterilmistir. Agil ghrelin grubunun
histolojik olarak, diger tiim gruplara kiyasla en yogun dejenerasyon gosteren grup oldugu
en Onemli bulgu olarak nitelendirilmistir. Bu grup karaciger dokusu kiigiik biiyiiltmeli
incelemelerde vena centralis’in c¢ogu klasik karaciger lobiilinde dilate oldugu,
hepatositlerin ve siniizoidlerin diizenlenimlerini bozacak sekilde lobiil igerisine uzanim
gostererek genisledigi ve lobiil yapilarinin 6zellikle bu alanlarda bozuldugu bulunmustur.
Vena centralis’de goriilen konjesyon ve infiltrasyonun yogunlasti3i, sinlizoidal dilatasyon
ile bu bolgelerdeki konjesyonun arttigi ayirt edilmistir (Resim 4.8.A ve 4.8.A-Inset).
Hepatositlerin 1s1nsal diizenlenimlerini hemen her alanda kaybederek, hiicre yiginlar
seklinde organize olduklari izlenmistir. Bu alanda hiicreler arasi baglantilarda ayrilmalar
oldugu ve yer yer piknotik nukleuslu hepatositlerin varligt gézlenmistir. Poliniikleer
hepatosit sayisinin genel olarak agil ghrelin uygulama miktarindaki artig ile dogru orantili
olarak azaldig1 diger gruplarda yapilan incelemlerde de ayirt edilmisti ancak tiim gruplara
kiyasla en ¢ok bu grupta gorece azaldigi gozlemlenmistir. Bunun nedeninin ise
hepatositlerin metabolik aktivitelerinde bozulma oldugu disiinilmistir. Lobiiliin
merkezinde yer alan hepatositlerde hiicre sinirlart ayirt edilemeyecek sekilde morfolojik
bozulma tespit edilmistir (Resim 4.8B). Steatoz ile uyumlu lipit damlaciklar1 igeren
hepatosit yogunlugunun en fazla oldugu grup agil ghrelin grubu olarak belirlenmistir. Yine

bu tip hepatositlerin yogunlastigi alanlarda hepatositlerin hiicre yiginlart seklinde organize
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olduklari ve siniizoidal konjesyonun bu alanlarda goriilme sikliginin yogunlastigi tespit

edilmistir (Resim 4.8.B-Inset).

Acil ghrelin grubuna ait portal alanda yapilan incelemelerde de, tiim gruplar arasinda bu
bolgede goriilen en yogun dejenerasyonun bu grupta oldugu saptanmustir. Fibrozis ile
uyumlu bag doku miktarinda artisa ilaveten yogun dilate haldeki hepatik arterde konjesyon

izlenmis, bu alanda hepatik ven ve safra bosaltim kanalinin goriilen yogun dejenerasyon

nedeni ile net ayrimmin yapilamadig1 gériilmiistiir. Infiltrasyon, yine bu alanda da tespit

edilmistir (Resim 4.8.C).

A ve B: CLL: klasik karaciger lobiilii, =: dilate vena centralis, P: hepatosit, [>: nukleus(HematokiIen Eozin
x100 [A], x400 [B]); C: PT: portal alan, < : dilate hepatik arter, G: safra kanali, =: lipit damlaciklar
goriilityor (Hematoksilen Eozin x400).

Resim 4.8. Agil ghrelin grubuna ait kesitler

Ratlara acil ve desagil ghrelin hormon uygulamasindan sonra en fazla karaciger doku
dejenerasyonunun agil ghrelin grubunda, en az da kontrol grubunda oldugu
gozlemlenmistir. Agil ghrelin miktar1 arttikga karaciger dokusunda meydana gelen

dejenerasyonun da arttig1 saptanmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Karaciger dokusunda gozlenen dejenerasyon Kkriterleri

Kontrol  Desagil 13

Agil/desagil

Agil/desagil

1.1
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31
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V. Centralis
Dilatasyonu
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Isinsal Diizenlenimde
Bozulma

Hepotosit
Morfolojisinde
Bozulma

Poliniiklear Hepatosit
Sayisinda Azalma

Piknotik Niikleus
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Steatoz ile Uyumlu
Hepatositlerde Lipit
Damlaciklari
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5. TARTISMA

Ghrelin, viicutta istahin diizenlenmesinde rol oynayan hormonlar arasinda yer almaktadir.
Viicutta ¢ogunlukta agil ve desagil olmak tizere iki formu bulunan bu hormonun bu iki
farkli formu birbirlerine antagonist ¢alismaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda desagil
ghrelinin viicut agirligini, istahi ve insiilin direncini azalttigi; agil ghrelinin viicut agirligini,
istah1, karaciger yaglanmasi ve insiilin direncini artirdigi gosterilmistir. Bu nedenle;
caligsma, ghrelin hormonunun agil ve desagil formunun ratlarda karaciger yaglanmasi ve
biyokimyasal parametreler iizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilmistir.
Calismada agirligt 250+£30 g olan toplam 36 saglikli Wistar erkek rat kullanilmis ve
kontrol grubu disindaki ratlara 14 giin boyunca farkli dozlarda agil ghrelin, ve/veya desagil
ghrelin uygulamas: yapilmistir. On besinci giinde ratlara OGTT, 16. giin iTT yapilmis ve
17. giin sakrifikasyon islemi gerceklestirilmistir.

5.1. Ratlarin Yem Tiiketimleri ile Enerji Alimlarinin Degerlendirilmesi

Istah hormonlar1 obezitenin altinda yatan temel faktdrler arasinda yer almaktadir. Son
yillarda yapilan arastirmalar, acil ve desacil ghrelinin viicuttaki antagonist etkilerine
odaklanmustir [14, 71, 133]. Agil ghrelin hormonunun beyinde GHSR’ye baglanarak
NPY/AgRP’lerin aktivasyonunu artirarak istahi artirdigi bilinmekte iken desagil ghrelinin
mekanizmasi tam olarak bilinememektedir. Inhoff ve arkadaglarinin [133] yapmis oldugu
calismada, ratlar 4 farkli gruba ayrilmis ve her gruba plasebo, agil ve/veya desagil ghrelin
farkli dozlarda uygulanmistir. Calismada agil ghrelin grubunun besin tiiketim miktar
plasebo gruptan yiiksek bulunmustur (p<0.05). Agil ve desagil ghrelinin birlikte
uygulandig1 gruplarda desacil ghrelinin, agil ghrelin hormonunun istah1 artirma istegini
baskiladigi igin besin tiiketim miktar1 plasebo grubuyla benzer olarak bulunmustur
(p>0.05). Chen ve arkadaslarinin [71] yapmis oldugu arastirmada ise birinci gruba plasebo,
ikinci gruba agil ghrelin ve tglincii gruba desagcil ghrelin intraperitonel olarak 150 dakika
boyunca uygulanmistir. Hormon uygulamasindan 2 saat sonra acil alan grubun besin
tiikketimi diger gruplardan yiiksek bulunurken en az besin tiiketimi desagil alan grupta
saptanmuistir (p<0.05). Bagka bir ¢alismada ratlara 14 giin boyunca plasebo, acil ghrelin ve
desagil ghrelin uygulamasi (200 ng/kg) yapilmis ve ratlarin besin tiiketimleri arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir [14]. Yapilan bu arastirmada ratlarin giinliik yem tiiketimi

kafes basina (n:6) tartildig1 ve rat basina tiiketilen besin miktar1 rat sayisina boliinerek
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bulundugu icin istatistiki olarak gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadig
saptanamamustir (Cizelge 4.1). Ratlarin ortalama giinliikk yem gereksinimi 15-25 g arasi
olup [134] bu calismada biitiin ratlar bu aralikta yem tiiketmistir. Inhoff [133] (13 pg/kg
acil ghrelin, 64 pg/kg desagil ghrelin ve 127 pg/kg desagil ghrelin) ve Chen’in [71] (5
nnmol agil veya desagil ghrelin) yapmis oldugu arastirmalarda yiiksek diizeyde ghrelin
uygulamasi yapilmis ve kisa siirede yem tiiketimleri degerlendirilmistir. Bu aragtirmada ise
ratlara uzun siireli tolere edilebilen en yiiksek doz olan 200 ng/kg ghrelin verilmis ve 2
hafta gibi uzun bir siirede yem tiiketim miktarlar1 gézlenmistir. Bu nedenle ¢alismada diger
caligmalara gore ¢ok diisik doz (1 pug=1 000 nanogram ghrelin ve 1 nnmol = 66 ng
ghrelin) hormon uygulandig1 i¢in yem tiiketim miktar1 tizerinde herhangi bir degisiklik

saptanmamigtir.

5.2. Ratlarin Viicut Agirhgi ve Viicut Agirhik Degisimlerinin Degerlendirilmesi

Ghrelin viicutta adipogenezde rol alan hormonlar arasinda yer almaktadir [3].
Hipotalamustaki GHSR 1°i aktive eden agil ghrelin, oreksijenik noronlart uyararak viicutta
yag depolanmasini artirmaktadir [3, 135]. Desagil ghrelinin ise GHSR 1’den bagimsiz
olarak viicut yaginda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir [82]. Allas ve arkadaslarinin
[11] yapmis oldugu insan ¢alismasinda, 14 giin boyunca desagil ghrelin hormonu
uygulanan grup ile plasebo alan grup arasinda viicut agirligi farki bulunmamistir. Ratlara 7
giin boyunca agil ghrelin, desacil ghrelin veya plasebo verilen bir ¢alismada, placebo
verilen gruba gore agil ghrelin hormonu alan ratlarin viicut agirliginda ve beyaz yag
dokusunda anlamli bir fark olmadigi; desagil ghrelin alanlarin ise viicut agirliklarinda
azalma oldugu; ancak yag doku kiitlesinde herhangi bir degisiklik meydana gelmedigi
gosterilmistir [82]. Yapilan bu calismada 14 giinlin sonunda kontrol, agil, desagil,
acil/desacil 1:1 ve agcil/desacil 1:3 gruplarin viicut agirligi arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (Cizelge 4.2). Bunun nedeninin ¢alismanin yalnizca 14 giin olmasi ve
diisik doz hormon (200 ng/kg) uygulamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Calismada yalnizca agil/desagil 3:1 grubunun calisma sonu ve baslangi¢ viicut agirlig
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge 4.2). Bu durumun agil/desagil oraninin 3:1
olmasimin GHSR 1’i daha fazla uyarmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Daha
once agil/desagil 3:1 oraninda hormon uygulamasi yapilan bir ¢calisma bulunmadigi i¢in bu

verinin literatiire katki sagladigi diigiiniilmektedir.
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5.3. Ratlarin Biyokimyasal Parametrelerinin Degerlendirilmesi
5.3.1. Ratlarin plazma ghrelin degisiminin degerlendirilmesi

Proghrelin molekiiliiniin ii¢lincii serinin hidroksil grubunun oktanoik asitle esterlesmesi
sonucunda agil ghrelin hormonu meydana getirmektedir [33]. Desagil ghrelinin ise agil
ghrelinin deasilasyonu sonucu meydana geldigi disiiniilmektedir [7, 34]. Bu nedenle
desagil ghrelinin agil ghrelin’in bir Onciilii ve/veya bir yikim iriinii oldugu tahmin
edilmektedir [7]. Ratlara yalnizca plasebo veya desagil ghrelin verilen bir ¢aligmada
desacil ghrelin uygulamasinin plazma acil ghrelin seviyesinde artis saglamadigi
gozlemlenmistir. Desacil ghrelin verilen grubun plazma desagil hormon seviyesi ise
kontrol grubuna gore yaklasik 3.47 kat daha yiiksek, agil/desacil ghrelin diizeyi ise daha
diistik bulunmustur [126]. Ratlara yalnizca agil ghrelin uygulamasinin, dolasimdaki agil ve
desagil ghrelin seviyelerini 6nemli 6l¢iide artirdigr ve agil:desagil ghrelin diizeyini 1:2.5'ten
1:1.2'ye disiirdiigii gosterilmistir. Ancak yalnizca desagil ghrelin uygulamasi yapilan
ratlarin dolasimdaki agil ghrelin diizeyi degistirmezken; agil/desagil diizeyi 1:7’ye
diiserken, agil ile birlikte desagil ghrelin uygulandiginda bu oranin 1:3’e kadar azaltigi
saptanmustir [14]. Yapilan bir insan ¢alismasinda benzer olarak agil ghrelin uygulamasinin
viicutta agil ve desagil ghrelin miktarini artirdigi ve agil/desacil ghrelin diizeyini yiikselttigi
saptanmistir [136]. Bu ¢aligmada ise ghrelin hormon uygulamasinin ratlarin plazmalarinda
acil ve desacil hormon seviyesinde artis saglamadig1 gosterilmistir (Cizelge 4.5). Bunun
nedeninin ghrelinin yarilanma Omriinlin yalnizca 30 dakika olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada en son hormon uygulamasi 14. giiniin aksaminda yapilmus,
15. giinde OGTT ve 16. giinde ITT yapildig1 igin sakrifikasyon islemi 17. giinde
gergeklestirilmistir. Bu sebeple en son hormon uygulamasindan 60 saat sonra kan alimi

gergeklestiginden hormonlarin viicutta metabolize oldugu diisiiniilmektedir.

5.3.2. Ratlarin serum glukoz ve insiilin diizeylerinin degerlendirilmesi

Ghrelin reseptorleri (GHS-R1a), kas ve yag dokusu dahil olmak iizere gesitli dokularda
bulunmakta ve glukoz metabolizmasi dahil viicutta bir ¢ok metabolik olayda gorev
almaktadir [14, 33, 54, 126]. Ratlar {izerinde yapilan bir arastirmada ratlara agil ghrelin,
desacil ghrelin veya plasebo bir hafta uygulanmistir. Bir hafta sonunda plazma aglik

glukoz diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir [82]. Ratlara yalnizca
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desagil ghrelin veya plasebo verilen bir ¢alismada ise desagil ghrelin alan grubun aglik kan
sekeri plasebo alan gruptan anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05) [126].
Yapilan bagka bir arastirmada serum aglik glukoz diizeyi desagil ghrelin alan grupta agcil
ghrelin alan gruptan anlamli olarak daha diisik bulundugu saptanmistir (p<0.05). En
yiiksek aglik kan glukoz diizeyi agil ve desagil ghrelin orani 1:1 olan grupta saptanmistir
[14]. Yapilan bu galismada, gruplar arasinda aclik kan glukoz diizeyinde anlamli bir
farkliliga rastlanmamistir (Cizelge 4.5). Bunun nedeninin yapilan ¢alismalarda verilen
hormonlarin  formlari, dozlar1 ve siiresi arasindaki metodolojik farkliliklardan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Agil ghrelin pankreas hiicresinde kalsiyumu uyararak cAMP diizeyinde artis meydana
getirerek insiilin salinimini artirmaktadir. Desagil ghrelinin ise insiilin duyarliligin1 bu
mekanizmadan bagimsiz  olarak artirmakta ancak mekanizmast tam olarak
anlasilamamustir [53]. Insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada aglik insiilin diizeyleri
desagil alan grupta plasebo grubundan daha diisiikk bulunmustur (p<0.05) [11]. Yapilan bir
arastirmada ratlara yalnizca desagil ghrelin, plasebo, yiiksek yagli diyet ve plasebo veya
yiiksek yagl diyet ve desagil ghrelin verilmistir. Calismada en diisiik plazma insiilin ve
HOMA-IR diizeyi desa¢il grubunda saptanmistir [126]. Yapilan insan ve hayvan
caligmalarinda plazma insiilin, glukoz ve HOMA-IR ile desagil ghrelin arasinda negatif
yonlii iliski oldugu gosterilmistir [2, 14, 81, 137]. Ayrica desagil ghrelinin, rat ve farelerde
in vivo caligmalarin yani sira hiicre kiiltiirlerinde de hepatik glikoz ¢ikisini ve insiilin
salinimint azalttigi gosterilmistir [2, 60, 137-140]. Yapilan bu ¢alismada desagil ghrelin
alan grubun plazma insiilin ve HOMA-IR diizeyi, kontrol grubu ve agil ghrelin alan
gruptan daha diisiik bulunmustur. Dahas1 bu ¢alismada en yiiksek insiilin diizeyi kontrol ve
acil ghrelin alan grupta gozlemlenmis ve desagil ghrelinin varligi ve farkli oranlarda
kullanimi kan insiilin ve HOMA-IR diizeyini diisiirdiigii saptanmistir (p<0.05) (Cizelge
4.5). Bunun nedeninin agil ghrelinin pankreasta kalsiyum araciligi ile insiilin salinimin

artirmasindan; desagil ghrelinin ise azaltmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada bireylere Mixed Meal Tolerans Testi (MTT) oncesi
plasebo veya ghrelin uygulamasi yapilmistir. Ghrelin uygulamasi yapilan bireylerin plazma
glukoz ve insulin AUC (Egri Altindaki Alan) diizeyi plasebo alanlara gore daha yiiksek
bulunmustur [141]. Yapilan benzer bir ¢alismada da agil ghrelin verilen saglikli bireylerin

bazal insiilin ve glukoz diizeyi plasebo alan grupla benzerken; MTT siiresince agil ghrelin
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alan bireylerin plazma glukoz ve insiilin diizeyleri yiiksek bulunmustur [142]. Ratlar
iizerinde yapilan bir ¢alismada ratlara OGTT ve ITT uygulanmustir. Calismada OGTT ve
ITT’nde plazma glukozun AUC alani, acil ghrelin alan ratlarda desacil alan ratlardan
anlaml1 olarak daha fazla bulunmustur. Bu durum OGTT ve ITT siirecinde desagil ghrelin
alan ratlarin kan glukoz diizeylerinin daha disiik oldugunu gostermektedir [14]. Yapilan
baska bir arastirmada ratlara 200 ng/kg desagil ghrelin veya plasebo uygulanmistir ve 4
haftanin sonunda ratlara OGTT ve ITT yapilmistir. Bu iki test boyunca plazma glikoz
diizeyi ve AUC diizeyi desagil alan grupta plasebo grubuna gore anlamli olarak daha az
bulunmustur [126]. Yapilan bu ¢alismada OGTT’nin 60. dakikasinda agil ghrelin alan
grubunun kan glukoz diizeyi, kontrol ve desagil alan gruplardan anlamli olarak daha
yiiksek gozlemlenmistir. Ayrica ITT nin 60. dakikasinda da desacil alan grubun aclik kan
glukoz diizeyi kontrol grubundan anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.7).
Bu durum desacil ghrelinin kan sekerini diisiirmede, agil ghreline antagonist olarak
calisabilecegini gostermektedir. En diisiik glukoz diizeyi ITT’nin 30. dakikasinda
acil/desacil 3:1 grubunda saptanmistir. A¢il/desagil 3:1 oraninin GHSR 1’1 uyarmasi daha
yiiksek insulin salininmimi neden oldugu icin bdyle bir sonucun ortaya ¢iktigi
diistintilmektedir. Bu bilgi ile literatiire yeni bir katki saglanmakta ve agil/desagil oraninin

kan glukoz diizeyini etkileyebilecegini gostermektedir.

Plazmadaki glikozillenmis proteinleri gosteren fruktozamin 2-3 haftalik kan glukoz
diizeyini yansitmaktadir. Glikozile Hemoglobin Alc (HbAlc) ise 3 aylik kan glukoz
diizeyini yansitan glikozillenmis proteindir. Diabetes Mellitus hastalarinda fruktozamin ve
HbAlc degeri yiikselmektedir [143]. Yapilan bir calismada diyabet hastalarinin serum
HbAlc degerleri ve ghrelin arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir [144]. Ueno ve
arkadagslarinin [145] yaptig1 arastirmada ise diabetes mellitus hastalarmin plazma toplam
ghrelin diizeyi ile HbAlc arasinda negative yonlii bir iliski bulunmustur. Ratlar {izerinde
yapilan bir calismada, ghrelin reseptorii ¢ikarilan ratlarin HbAlc degeri azalmistir. Bu
durum ghrelin varhiginda HbAlc degerinin artigin1 gostermektedir [146]. Literatiir
incelendiginde; ghrelin uygulamasindan sonra kan fruktozamin diizeyine bakilan bir
calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada, gruplar arasinda fruktozamin diizeylerinde
farklilik saptanmamasina ragmen (Cizelge 4.5), plazma agil ghrelin ile fruktozamin
(mmol/L), degerleri arasinda pozitif yonde istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmistir
(Cizelge 4.6). Bu ¢alismada gruplar arasinda ghrelin uygulamas: ve fruktozamin arasinda

iliski bulunamamasinin nedeninin, hormon uygulamasinin yalnizca 14 giin yapilmasindan
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kaynaklandig1 ancak bu kisa donemde bile agil ghrelinin etki gosterebilecegi goriilmiistiir.
Bu nedenle gelecekte ghrelin uygulamasindan sonra fruktozamin veya HbAlc degerine

bakilacak daha fazla insan ve hayvan ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.3.3. Ratlarn lipit metabolizmasinin degerlendirilmesi

Literatiirde agil ghrelinin serum ve yag dokusunda trigliserit, kolesterol ve yag asidi
seviyeleri tizerindeki uyarici etkisi oldugu belirtilmistir [147]. Rodriguez ve arkadaslarinin
[81] calismasinda trigliserit diizeyi ile agil ghrelin arasinda pozitif, desa¢il ghrelin arasinda
ise negatif yonli iliskili bulunmustur. Bu calismaya benzer olarak yapilan baska bir
arastirmada, ratlar 4 farkli gruba ayrilmis ve 14 giin boyunca ratlara plasebo, agil, desagil
ve aciltdesagcil ghrelin verilmistir. Calisma sonunda agil ghrelin verilen grupta plazma TG
diizeyi, desagil ve agil+desagil grubundan daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica en
diisiik karaciger trigliserit diizeyi desagil alan grupta gdzlemlenmistir (p<0.05) [14].
Ratlara 4 hafta boyunca 200 ng/kg desagil ghrelin veya plasebo verilen bir ¢aligmada,
desagcil ghrelin verilen grubun plazma trigiliserit diizeyi, plasebo verilen gruptan anlamli
olarak daha diisiik bulunmustur [126]. Davies ve arkadaslarimin [82] ratlara 1 hafta
boyunca plasebo, acil ghrelin veya desagil ghrelin uyguladiklari ¢alismada en diisiik
plazma trigliserit seviyesi desagil ghrelin alan ratlarda, en yiiksek ise plasebo alan grupta
gozlemlenmistir Caligmada agil ghrelinin hiicre icine lipit alimini saglayan CD36 gen
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [82]. Yapilan bu caligmada plazma agil ghrelin
diizeyi ve acil/desacil diizeyi ile trigliserit arasinda pozitif yonli bir iligki saptanmigtir
(Cizelge 4.6). Bu calismada acil ghrelin grubunda plazma lipitlerinin yiiksek bulunmasinin

CD36 gen ekspresyonunu azaltmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Kolesterol homeostazinin diizenlenmesinde rol oynayan karaciger X reseptorii (LXR)
aktivasyonu, kolesteroliin safra asitlerine doniisiimiinii ve safra i¢ine igine atilmasini
artirmaktadir [107]. Yapilan bir ¢alismada agil ghrelinin LXR’yi baskiladigi gosterilmistir
[82]. Dallak’in [126], yapmis oldugu bir calismada 28 giin boyunca desagil ghrelin
uygulamasinin serum kolesterol diizeyinde degisiklik meydana getirmedigi gosterilmistir
Ratlara 2 hafta boyunca agil, desagil veya plasebo verilen bir ¢calismada, serum kolesterol
diizeyinin agil ghrelin alan grupta en yiiksek, desagil ghrelin alan grupta ise en diisiik
seviyede oldugu gozlemlenmistir. Karaciger kolesterol diizeyleri ise en diisiik desagil alan

grupta gozlemlenmistir [14]. Bir hafta boyunca acil ve desagil ghrelin hormonu veya
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plasebo uygulamasi yapilan ratlarda en diisiikk toplam plazma lipitleri desagil ghrelin alan
ratlarda, en yiiksek ise plasebo alan grupta gozlemlenmistir [82]. Jaskula ve arkadaslarinin
[148] insanlar tizerinde yaptiklari bir ¢alismada hiperkolesterolemi hastalarinda sagliklilara
gore agil ghrelin miktarlarinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. Yapilan bu ¢alismada
toplam Kolesterol diizeyi acil ve agil/desacil 1:3 gruplarinda diger gruplardan anlamli
olarak daha yiiksek bulunmustur. Ayrica en yiiksek serum LDL-K diizeyi agil ve
acil/desacil 1:3 gruplarinda gézlemlenmistir (p<0.05). Agil ghrelin grubunda HDL-K
diizeyi desagil, acil/desagil 1:1 ve agil/desacil 3:1 gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.5). Ayrica plazma agil ghrelin ve agil/desacil ghrelin ile
toplam kolesterol, VLDL-K ve HDL-K diizeyleri arasinda pozitif yonlii anlaml bir iligki
de saptanmistir (p<0.05) (Cizelge 4.6). Bu ¢alismada en yiiksek kan kolesterol diizeyleri
acil ve acil/desagil 1:3 gruplarinda gézlemlenmistir. Bu gruplardaki artigin temel nedeninin

PPAR-y gen ekspresyonundaki artisa bagli olustugu diisiiniilmektedir (Cizelge 4.9).

5.4. Ratlarin Karaciger Glikojen ve DAG Miktarlarinin Degerlendirilmesi

Acil ghrelin GHSR-1a’y1 uyardiktan sonra PPAR-y gen ekspresyonunda artis saglayarak
diagilgliserol aciltransferaz (DGAT) enzimini aktive etmektedir. Ardinda diagilgliserol,
protein kinaz C (PKC) aktivasyonunu artirarak TG sentezini uyarmaktadir. Desagil
ghrelinin ise GHSR-1a’dan bagimsiz olarak kendine 6zgii reseptor araciligi ile TG
sentezini azalttig1 diigiiniilmektedir [14,15]. Yapilan ¢alismalarda, DAG’m, PKC membran
translokasyonunun aktivasyonu ve JNK aktivasyonu artirarak 3 giinliik yiiksek yagli diyet
ile beslenen si¢anlarda periferik insiilin direnci (IR) yoklugunda bile hem hepatik steatozu
hem de IR’yi indiikleyebilecegi gosterilmistir [27, 149-150]. Ratlar {izerinde yapilan bir
arastirmada karaciger DAG diizeyi en yiiksek agil ghrelin verilen grupta (645 + 32.1 ng/g)
gozlemlenmistir. Ayrica karaciger DAG diizeyi desagil ghrelin verilen grupta, agil/desagil
1:1 grubundan anlamli olarak daha diisiik bulunmustur [14]. Yapilan bu c¢alismada
karaciger DAG diizeyi agil ve desacil ghrelin verilen grupta benzerken; en yiiksek DAG
diizeyi agil/desagil ghrelin 1:1 verilen grupta saptanmistir (Cizelge 4.5). Bunun nedeninin
DAG’un viicutta hizli metabolize olmasi (30 dakika) ve ¢aligmada ratlarin karacigerlerinin
alimmasinin, hormon uygulamasindan yaklagik 60 saat sonra gergeklesmesinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Literatiirde agil ghrelin uygulamasinin karacigerde gamma koaktivator 1-alfa (PGCla)
(glukoneogenez aktivatorii) protein ekspresyonunun artmasina ve glikojen sentez kinazin
azalmasina neden oldugu gosterilmistir [61, 49]. Yapilan bir arastirmada ghrelinin kisa
donemde glikojen sentezi iizerine etkisi arastirilmis ve hormon uygulamasindan 1 saat
sonra karaciger glikojen miktar1 analiz edilmistir. Calismada agil ghrelinin kisa donemde
glikojen sentezi lizerine etkisinin olmadig1 gosterilmistir [151]. Ratlar iizerinde yapilan bir
calismada desagcil ghrelin verilen ratlarin karaciger glikojen diizeyleri agil ghrelin verilen
ratlardan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur [14]. Yapilan bu ¢alismada literatiire
benzer olarak en disiik karaciger glikojen diizeyi acil ghrelin verilen grupta
gozlemlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.5). Bunun agil ghrelinin glikojen sentez kinazin

aktivitesini azaltmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

5.5. Ratlarin Karaciger PPAR-y ve PKC Gen Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Peroksizomlar, ¢ogu bitki ve hayvan hiicresinde bulunan, yag asitlerinin f-oksidasyonu ve
kolesterol metabolizmas1 dahil olmak iizere ¢esitli metabolik fonksiyonlar1 yerine getiren
hiicre alt1 organellerdir. PPAR-y’nin adiposit farklilasmasini, yag asidi depolamasini ve
glukoz metabolizmasini diizenledigi bilinmektedir [18]. Yapilan bir ¢alismada agil ghrelin
veya plasebo uygulamasi yapilan ratlarda, agil ghrelinin beyaz yag dokusunda adipogenezi
tetikleyen PPAR-y ve C/EBP mRNA ekspresyonunda degisiklik meydana getirmedigi
ancak AP2 mRNA ekspresyonunu azalttigi bulunmustur [82]. Ratlar iizerinde yapilan bir
caligmada ise agil ghrelinin adipoz dokuda lipogenezi uyaran SREBP 1c ekspresyonunu
artirdig1 saptanmustir [58]. Li ve arkadaslarinin [18] ratlara 14 giin boyunca agil ghrelin
veya plasebo uyguladigi arastirma, agil ghrelin uygulamasinnn mTOR ve PPAR-y
aktivesini artirarak hepatik steatozu indiikledigi gosterilmistir. Dallak’in [14] yaptigi
benzer bir ¢aligmada ratlara uygulanan agil ghrelinin PPAR-o mRNA diizeyini azalttig1 ve
desagil ghrelinin ise artirdig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada kontrol grubu ile kiyaslandiginda
PPAR-y mRNA ekspresyon diizeylerindeki istatisksel bakimdan anlamli diizeyde artisin,
acil ghrelin ve agil/desacil 1:3 gruplarinda oldugu bulunmustur (p<0.05). Agil ghrelin
grubundaki ratlarin karaciger dokularinda kontrol grubuna kiyasla PPAR-y mRNA
ekspresyon diizeylerinde 3,429 Kkat, agcil/desagil 1:3 grubunda ise 8,788 kat artis
saptanmistir (Cizelge 4.9). Viicutta agil ghrelin desagil ghrelin oranmin degismesi
metabolik degisikliklere yol agmaktadir. Ancak agil/desagil 1:3 oraninin hangi metabolik

yollaklarla bu artisa neden oldugu bilinmemektedir. Bu nedenle gelecekte agil ve desagil
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ghrelinin farkli oranlarinin adipogenez iizerine etki mekanizmasii agiklayabilecek daha

fazla insan ve hayvan calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Protein kinaz C, serin/treonin kinaz ailesi arasinda yer almaktadir ve PKC izozimleri,
lipide bagimli kinazlardir. Protein kinaz C, DAG ve kalsiyum araciligi ile aktive
olmaktadir [14,15]. Yapilan bir ¢aligmada Kontrol grubundaki ratlara kiyasla agil ghrelin
grubunun protein kinaz C membran fraksiyonunda 3-3.5 kat artis goézlemlenmistir.
Calismada desagil ghrelin protein kinaz C {lizerinde herhangi bir degisiklik meydana
getirmemistir [14]. Bu c¢alismada acil:desagil 1:3 grubunun PKC mRNA ekspresyon
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla 8,738 misli bir artig meydana gelmistir (p<0.05)
(Cizelge 4.9). Ayrica DAG diizeyindeki degismeden bagimsiz olarak protein kinaz C
diizeyinde artis meydana gelmistir. Bunun nedeninin DAG’un viicutta hizli metabolize
olmasi ve ¢alismada ratlarin karacigerlerinin alinmasinin, hormon uygulamasindan
yaklagik 60 saat sonra gerceklesmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Viicuttaki
acil ghrelinin, desagil ghreline oraninin degismesi viicutta metabolik olarak degisiklige yol
agmaktadir. Ancak heniiz hangi oranin hangi mekanizmalar tizerinde etkili oldugu
bilinmemektedir. Bu nedenle, calismada en yiiksek PKC artisinin agil/desacil 1:3 grubunda
gozlenmesinin nedeninin DAG {iretimini saglayan en iyi oramin 1:3 olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada en yiiksek PKC artis1 agil/desacil 1:3
grubunda gozlenmesi daha once acil/desacil 1:3 oraninda hormon uygulamasi yapilan bir

caligma bulunmadig: i¢in literatiire yeni bir bilgi saglamaktadir.

5.6. Ratlarin Histolojik Olarak Hepatik Steatoz Durumunun Degerlendirilmesi

Literatiirde acil ghrelinin adipogenezi uyardigi, desacil ghrelinin ise azalttigi bildirilmistir
[18, 85]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise agil ve desagil ghrelinin birbirine oranlarinin
adipogenez {iizerinde etkili oldugu ve bu oranin degismesiyle adipogenezin artip
azalabilecegini vurgulamaktadir [14, 83]. Ratlar iizerinde yapilan bir calismada, agil
ghrelin uygulanan ratlarin karacigerleri, kiiglik, orta ve bilylik yag vakuollerinin (yani
hepatik steatoz) birikimi ile anormal sekilde bozulmus hepatositler géstermistir. Bununla
birlikte, desagil ghrelinin tek basina veya agil ghrelin ile kombinasyon halinde
uygulanmasi, kontrol rat karacigerlerinde goriillen normal hepatosit yapisini
degistirmemistir [14]. Bu c¢alismada, agil ghrelin uygulamasinin karacigerde steatoz ile

uyumlu yapisal dejenerasyonlara neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica desagil ghrelinin,
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acil ghrelin’in karaciger dokusunda gosterdigi dejenerasyonlar lizerinde antagonist olarak
davrandig1 ve desagil ghrelin uygulama miktarindaki azalma ile ters orantili olacak sekilde
karaciger dejenerasyonunun gruplar arasinda kademeli olarak arttigi tespit edilmistir.
Steatoz ile uyumlu lipit damlaciklar1 igeren hepatosit yogunlugunun en fazla agil ghrelin
grubunda en az ise desagil ghrelin grubunda oldugu gozlemlenmistir. Ayrica kombine
tedavilerde agil ghrelin miktari arttik¢a lipit damlaciklarinin da arttigi saptanmistir (Resim
4.3-8). Bunun nedinin, agil ghrelinin yag asit sentezini uyaran genlerin ekspresyonunu

artirmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin en giiglii yani ratlara agil ve desagil hormon uygulamasinin belirli oranlarda
(3:1, 1:1, 1:3) verilmis olmasidir. Son yillarda, a¢il ve desagil hormonun birbirine oraninin
viicuttaki metabolik olaylar1 degistirdigi vurgulanmaktadir. Onceki arastirmalarda
genellikle agil ghrelin veya desagil ghrelin hormonu uygulamasi yapilarak, bu iki
hormonun metabolik etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada, ilk defa ratlara acil ve desagil
ghrelin 3:1 ve 1:3 oranlar1 uygulanarak karaciger yaglanmasi, insulin direnci ve bazi
kimyasal parametreler iizerine etkileri arastirilarak literatiire yeni bilgiler kazandirilmistir.
Ayrica literatiir incelendiginde; ghrelin uygulamasindan sonra kan fruktozamin diizeyinin
incelendigi bir calismaya rastlanmamistir. Arastirma siiresince 36 ratin sag olarak

caligmay1 tamamlamasi aragtirmanin bir diger gii¢lii yanidir.

Bu ¢alismanin en 6nemli kisitliligi kisa donemde (14 giin) yapilmis olmasidir. Calismanin
kisa siirede tamamlanmasinin nedeni, 200 ng/kg ghrelinin en uzun 14 giin boyunca
uygulanabilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu siirenin artirilmasi ile glukoz gibi bazi serum
parametrelerinde literatiire benzer verilere ulasilabilecegi diistiniilmektedir. Ghrelinin
yarilanma Omriiniin yalnizca 30 dakika olmasindan dolayi, ¢alismada OGTT ve ITT
nedeniyle sakrifikasyonun en son hormon uygulamasindan yaklagik 60 saat sonra
gergeklesmesinde bagli olarak yapilan hormon uygulamasmin plazmada agil ve desagil
ghrelin diizeyinde meydana getirdigi degisiklige ulasilamamasi g¢alismanin bir diger
smirliligidir. Bu arastirmada giinliik besin tiiketim miktar1 kafes basina (n:6) tartildigi icin
rat basma tiiketilen besin miktarr, toplam besin tiiketiminin rat sayisina bdliinerek
bulunmasi ile hesaplanmistir. Oyasa ratlarin en fazla ikiserli bigimde kafeste barinmalari
ile daha net bir yem tiiketim miktar1 saptanabilirdi. Ayrica ¢alismada ratlarin giinliik su

tiiketimine bakilmamis olmasi da bir diger sinirliligidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma ghrelinin agil ve desagil formunun karaciger yaglanmasi ve bazi serum
parametreleri iizerine etkisini gostermek adina énemli veriler sunmaktadir. Calisma agil ve
desacil ghrelinin 3:1 ve 1:3 oraninda verildigi ilk ¢alisma olma O6zelligini tasimaktadir.
Arastirmada bazi biyokimyasal parametreler iizerinde agil ve desagil ghrelinin birbirine
antagonist olarak calistig1 goriilmiistiir. Ozellikle en yiiksek trigliserit, toplam kolesterol,
HDL-K ve VLDL-K diizeyinin ve en fazla PKC ve PPAR-y mRNA ekspresyonlarinin
acil/desagil 1:3 olan grupta gozlemlenmesi literatliire kazandirilan 6nemli bir veridir.
Ayrica insiilin ve HOMA-IR diizeyi de agil ve desacil ghrelinin birlikte verildigi gruplarda
daha diisiik bulunmustur. Bu durum agil ve desagcil ghrelin oranin viicutta farkli metabolik
etkilere sahip olabilecegini gostermektedir. Ayrica bu ¢alismada plazma agil ghrelin ve
fruktozamin arasinda pozitif yonlii bir iliski saptanmistir. Bu durum agil ve desagil
ghrelinin diyabet {izerinde etkili olabilecegini gostermektedir. Karacigerde histolojik
analizler sonucunda acil ghrelinin hepatik steatozu artirdigi, desacil ghrelinin ise bu etkiyi

azaltarak acil ghreline zit yonde ¢alistig1 saptanmustir.
Sonuglar asagida verilmistir;

1. Agil/desacil 3:1 grubunda son viicut agirligi, baglangi¢ viicut agirhgma (g) gore daha
yliksek bulunmustur (p<0.05).

2. Plazma agil ghrelin (pg/mL) ve agil/desacil diizeyi ile son viicut agirhig: ile arasinda
pozitif yonde bir iliski tespit edilmistir (p<0.05).

3. Kontrol grubundaki ratlarinin insiilin ve HOMA-IR diizeyleri, acil/desagil 1:1,
acil/desacil 3:1 ve acil/desacil 1:3 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

4. Desagil ghrelin grubunun insiilin ve HOMA-IR diizeyinin agil ghrelin grubundan daha
diistik oldugu saptanmustir (p>0.05).

5. Plazma acil ghrelin ile fruktozamin (mmol/L) diizeyi arasinda pozitif yonde
istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmistir (p<0.05).

6. Acil/desagil 1:1 grubundaki ratlarin karaciger DAG (nmol/g) diizeylerinin, kontrol
grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0.05).
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Agil grubundaki ratlarin karaciger glikojen (mg/g) diizeyleri, kontrol grubundakilerden
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur (p<0.05).

Acil grubundakilerin toplam Kkolesterol diizeyleri, kontrol, desagcil, agil/desagil 1:1 ve
acil/desacil 3:1 gruplarina gore daha yiiksek saptanmistir (p<0.05).

Acil/desagil 1:3 grubundakilerin toplam kolesterol diizeyleri, kontrol, desagil,
acil/desacil 1:1 ve acil/desacil 3:1 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha yiiksektir (p<0.05).

Agil grubundakilerin HDL-K diizeyleri, desacil, agil/desacil 1:1 ve acil/desagil 3:1
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir (p<0.05).

Agil ve agil/desagil 1:3 gruplarmin LDL-K diizeyleri agil/desagil 3:1 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Plazma agil ghrelin ve agil/desacil diizeyi arasinda pozitif yonde; desacil ghrelin
arasinda ise negatif yonde bir iliski tespit edilmistir (p<0.05).

Desagil ghrelin ve agil/desagil diizeyi arasinda negatif yonde, orta derecede ve
istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmistir (p<0.05).

Plazma acil ghrelin ve agil/desagil ghrelin diizeyi ile fruktozamin, karaciger glikojen,
trigliserit ve VLDL-K diizeyleri arasinda pozitif yonde istatistiksel olarak anlamli
iliski tespit edilmistir (p<0,05).

Acil ghrelin grubunda olanlarin OGTT 60 glukoz diizeyi, kontrol ve desagil ghrelin
grubunda olanlara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir (p<0,05).
Kontrol grubunun ITT 60 glukoz diizeyi, desagil ghrelin grubuna gére istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiiksek saptanmustir (p<0,05).

Plazma agil ghrelin ile ITT 0. ve 60. dakikadaki glukoz diizeyleri arasinda pozitif
yonde, istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (p<0,05).

Acil ghrelin verilen ratlarin PPAR-y gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna
kiyasla 3,429 kat daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Acil ghrelin ve agil/desagil 1:3 grubunun karaciger dokularinda PKC mRNA
ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla 2,542 misli artis ve PPAR-y mRNA ekspresyon
diizeylerinde ise 8,738 misli bir artis tespit edilmistir.

Karacigerde steatoz ile uyumlu yapisal dejenerasyon en fazla agil ghrelin grubunda
gozlemlenmistir.

Histolojik olarak; acil ve desagil ghrelin uygulamalarmin karaciger dokusu iizerinde
antagonist olarak calistig1 ve steatoz ile uyumlu en yogun dejeneratif bulgularin agil

ghrelin grubunda gézlendigi saptanmustir.
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22. Histolojik olarak; desacil ghrelin uygulamasinin agil ghrelinin karaciger dokusunda
gosterdigi dejenerasyonlar lizerinde antagonist olarak davrandigi bulunmustur.
23. Histolojik olarak; acil ve desagil ghrelinin birlikte uygulandigi gruplarda karacigerde

lipit damlaciklar1 agil ghrelinle dogru orantili olarak artis géstermistir.

Bu calisgma non-alkolik karaciger yaglanmasinin altinda yatan patogenezi agiklamaya
yardimci olacak veriler igermektedir. Ayrica desacil ghrelinin kan glukoz diizeyini regiile
etmede daha etkili oldugu gosterilmistir. Ileride bu konuyu calisacak olan arastirmacilara
acil ve desagcil ghrelin hormonun bu ¢alismada denen oranlardan farkli oranlarda ve yliksek

dozda uzun siireli uygulandigi insan ve hayvan arastirmalari yapmalar1 onerilmektedir.
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Biyokimyasal Parametreler Deger
Aclik Plazma Glukozu (mg/dL) 80-110
Aclik Insiilin (ng/dL) 3,13-200
Aclik Glukagon (pg/mL) 62,5-4000
HOMA-IR <25
Fruktozamin (mmol/L) 1.61-2.68
Toplam kolesterol (mg/dL) 0-200
LDL kolesterol (mg/dL) 0-100
VLDL kolesterol (mg/dL) 2-30
HDL kolesterol (mg/dL) 40-60
Trigliserid (mg/dL) 0-150
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