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OZET

Zengin Tirkmen A. Ac farelere skopolamin uygulanmasi ve yem verilmesi ile olusan
konvulsiyonlarin plazma ve doku ghrelin diizeyleri ile iliskisinin arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilim ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2012

Antimuskarinik ila¢ uygulanan a¢ hayvanlarda yem yedikten sonra klonik
konvulsiyonlar olustugu gosterilmistir. A¢lik diizeyi ile yakindan iliskili bir peptid olan
ghrelin uygulanmasi ile epileptik nobetlerin baskilandigi gosterilmistir. Antimuskarinik
bir ila¢ olan atropin ise ghrelin salinimi azaltir. Bu bilgiler 1s18inda, calisjmamizda
ghrelinin a¢ hayvanlara antimuskarinik uygulanmasi ve yem verilmesi ile olusan
konvulsiyonlardaki roliiniin arastirilmasi: amaglanmistir.

Bu amacla, a¢ ve tok olarak iki gruba ayrilan Balb/C farelere 24 saat sonra serum
fizyolojik (SF) veya skopolamin (3 mg/kg, i.p.) uygulandi. A¢ hayvanlarin bir grubuna
enjeksiyonlardan 20 dk. sonra yem verildi. Tiim hayvanlar 30 dk. boyunca konvulsiyon
acisindan izlendi. Bu siire sonunda farelerden alinan kan ve beyin dokularinda ELISA
yontemi ile ghrelin derisimleri Olciildii ve immunohistokimyasal boyama ile
hipotalamusun arkuat cekirdeginde ghrelin pozitif hiicrelerin varlig1 incelendi.

Aclik sonrasinda skopolamin uygulanan hayvanlarda yem yedikten sonra konvulsiyon
(% 83,3) olustugu gozlendi. Plazma ghrelin diizeyi (p<0,05) SF uygulanan a¢ grupta,
tok gruba gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Konvulsiyon geciren gruptaki
plazma (p<0,05) ve doku (p<0,01) ghrelin diizeyleri aglik sonrasinda SF uygulanan ve
yem verilen gruba gore anlamli derecede diisiik bulundu. Buna karsin arkuat
cekirdekteki ghrelin pozitif hiicre oran1 konvulsiyon geciren grupta, aclik sonrasinda SF
uygulanan ve yem verilen gruba gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05).

Calismamizda plazma ghrelin diizeyinin aghik durumunda arttigi goriilmiistiir.
Konvulsiyon geciren grupta ise antimuskarinik uygulanmasi ve hayvanlarin yem yemesi
nedeniyle ghrelin diizeyinin diistiigli gosterilmistir. Bu calisma ile elde ettigimiz
sonuclar ghrelinin konvulsiyonlarda rolii olabilecegini diistindiirmektedir. Ghrelin ile bu
konvulsiyonlarin iligkisinin ayrintili olarak aciklanabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara
gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ghrelin, Skopolamin, Konvulsiyon, Fare, Hipotalamus

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 7744
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ABSTRACT

Zengin Turkmen A. Investigation the relationship between plasma and tissue ghrelin
levels and the scopolamine induced convulsions in fasted mice after food intake.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Neuroscience. Doctorate
Thesis. Istanbul. 2012.

It has been shown that fasted animals, treated with antimuscarinic drugs, develop clonic
convulsions soon after feeding. Administration of ghrelin, which is a peptide associated
with hunger levels, inhibits epileptic seizures. Atropine, an antimuscarinic drug, reduces
ghrelin secretion. In the light of these evidences, we aimed to investigate ghrelin effect
on antimuscarinic induced convulsions in fasted animals after food intake.

For this purpose, after Balb/C mice were divided into two groups as fed and fasted for
24 h, treated with saline or scopolamine (3 mg/kg, i.p.). Twenty minutes after injection,
animals were given food pellets. All animals were observed for 30 min for development
of convulsions. After this period, blood and brain tissues were collected from animals,
and ghrelin levels were measured by ELISA and ghrelin positive cells were investigated
in hypothalamic arcuate nucleus by immunohistochemistry.

It has been observed that scopolamine treated fasted animals have convulsions (%83.3)
after food intake. Plasma ghrelin concentration (p<0.05) in saline treated fasted animals
was found significantly higher when compared to saline treated fed animals. In animals
with convulsion, plasma (p<0.05) and tissue (p<0.01) ghrelin concentrations were found
significantly lower when compared to fasted animals which were given food after saline
injection. Conversely ghrelin positive cell ratio in arcuate nucleus was found
significantly higher in animals with convulsion when compared to animals which were
given food after saline injection (p<0.05).

In present study, we observed increased ghrelin plasma concentration in fasting period.
It has been shown that, ghrelin levels were reduced in group with convulsions due to
scopolamine administration and food intake. Our results suggested that ghrelin could
has possible role on these convulsions. Further studies are required to explain the
detailed relation between ghrelin and these convulsions.

Key Words: Ghrelin, Scopolamine, Convulsion, Mouse, Hypothalamus.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 7744



1. GIRIS VE AMAC

Yakin zamanda yapilan bir dizi calisma ile 48 saat a¢ birakilan farelere
skopolamin uygulanip ardindan yem yemelerine izin verildiginde hayvanlarin yaklasik
% 75’inde jeneralize olabilen klonik konvulsiyonlar olustugu gosterilmistir (33, 34, 35,
36). Nobetlerin olugmasinda aclik sonrasit yeniden yemenin ve skopolamin
uygulamasinin énemli rol oynadig1 saptanmistir. Antikolinerjik bir ila¢ olan skopolamin
uygulanmasinin kolinerjik konvulsiyonlar1 onledigi bilindiginden bu bulgular oldukca
ilginctir. Konvulsiyon olusmasinin skopolamine 6zgii olmadigi, diger antikolinerjik
ilaglardan olan atropin ve biperiden uygulamalarinin da nobetlere neden oldugu
gosterilmistir (34). Gabapentin, valproat ve diazepam disindaki klasik antikonvulsif
ilaglarin uygulanmasi ile nobetlerin olusumunun baskilanmadigr bildirilmistir (34).
Skopolamin uygulamasi Oncesinde N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptor antagonisti
olan MK-801, alfa-2 reseptdr agonisti olan klonidin ve tizanidin, dopamin reseptor
antagonisti olan klorpromazin ve haloperidol uygulanmas: ile bu konvulsiyonlarin
ortaya ¢cikmasinin baskilandig bildirilmistir (33, 35, 36). Konvulsiyonlarin olusumuna
yeme davranisinin etkisi incelendiginde kati yem yemenin ana etken oldugu ortaya
konmustur (60). Aclik siiresi ile konvulsiyonlar arasindaki iliski incelendiginde 2, 3, 12,
18 ve 24 saat siiren aclik sonrasinda da konvulsiyonlarin ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(32). Aclik siiresince olusan hipoglisemi bu siirede verilen glikoz ile ortadan
kaldirildiginda da konvulsiyon olusumu oOnlenemediginden, hipogliseminin degil
yemden yoksun kalma stresinin konvulsiyon olusumunda ©nemli rol oynadigi
diisiiniilmistiir (34). Aclik siiresince morfin ve klorpromazin gibi sedatif ilaglarin
uygulanmasinin ise konvulsiyonlart baskilamadigi belirlenmistir (31). Ayrica, ayni
kosullarda sicanlarda da konvulsiyon olustugu gosterilmis (59) boylece konvulsiyon
olusumunun farelere 6zgii olmadig1 ancak farelerde konvulsiyonlarin ortaya ¢cikmasini
onleyen ilaclarin, sicanlarda tamamen ayni etkiyi gostermedigi bulunmustur (59).
Konvulsiyonlar esnasinda elektroensefalografi (EEG) ile hayvanlarda beynin elektriksel
aktivitesi incelendiginde epileptik nobet aktivitesi ile uyumlu epileptiform yiiksek

genlikli diken aktivitesinin nobet evreleri ile uyumlu olarak olustugu gozlenmistir (58).

Ghrelin yiyecek alimi, mide-barsak hareketlerinin diizenlenmesi ve enerji

metabolizmasi iizerine etkili bir peptiddir. Plazma ghrelin derisiminin aglik evresinde



arttig1, yemek yedikten sonra ise azaldigi gosterilmistir (24, 25). Ghrelin reseptoriiniin
varligr hipotalamusta arkuat cekirdekte (ARC), ventromedial cekirdekte (VMN),
paraventrikiiler ¢ekirdekte (PVN) ve hipotalamus disinda area postrema, vagusun dorsal
motor cekirdeginde ve ayrica parasempatik postgangliyonik motor noronlarda
gosterilmistir (53, 75). Hipotalamusta, beslenmeyi uyarict 6zelligi olan Noropeptid Y
(NPY) ve agouti iliskili peptid (AgRP) salgilayan noronlar ile beslenmeyi baskilayici
ozelligi olan proopiomelanokortin (POMC) ve kokain ve amfetamin diizenleyici
transkript (CART) salgilayan noronlarin i¢ ice bulunmaktadir (50, 77). Ghrelin yiyecek
alimi {izerine olan etkisini bu oreksijenik peptidler lizerinden gerceklestirmektedir (53,
76). Ghrelin arkuat c¢ekirdekte NPY ve AgRP néronlarina etki etmekte ve
mRNA’larinin anlatiminda artmaya neden olmaktadir (46, 53). NPY ve AgRP
noronlarinda aktivasyon olustugunda ise yem alimi artmaktadir (76). Eksojen ghrelin
uygulamast da acglik duygusu ve yemek yeme istegini bu yolla artirmaktadir (25, 67,

76).

Ghrelin saliniminin  kolinerjik kontrol altinda oldugu bildirilmistir (47).
Muskarinik resptor antagonisti olan atropin uygulanmasinin ghrelin salintmini
baskiladigi, vagotomi yapilmasinin ise ghrelin salinimini hizli sekilde azalttig
gosterilmistir (47). Vagus siniri ile ghrelin iligkisini inceleyen diger bir calismada,
ghrelinin renal iskemi/reperfiizyon hasari iizerine olan koruyucu etkisinin, vagotomi

yapilan sicanlarda ortadan kalktig1 gosterilmistir (66).

Dorsal vagal komplekse ghrelin enjeksiyonu, NPY ve AgRP mRNA anlatiminda
artisa neden olmaktadir (46). Pikrotoksin ile olusturulan epileptik nobetlerde,
hipokampusa NPY uygulanmasi ile epileptik davranis baskilanmaktadir (21). Temporal
lob epilepsili hastalardan alinan hipokampal doku orneklerinde, NPY nin dentat girusta
olusan hipereksitabiliteyi baskiladigi gosterilmistir (64). Sicanlarda da hipokampal
kesitlere NPY wuygulanmasi sonucunda glutamat salinmasiyla olusan sinaptik

eksitasyonun baskilandigi bulunmustur (21).

Epilepsili hastalarda serum ghrelin diizeyleri saglikli kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur (14). Buna karsin, eksojen ghrelin uygulanmasinin ise deneysel
epilepsi modellerinde nobetlerin ortaya ¢ikma siiresini geciktirdigi, ndbet olusumunu
azalttig1 ve hipokampusta noron 6liimiinii engelledigi son yillarda yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir (62, 65, 83). Ghrelinin, pentilentetrazol ile olusturulan deneysel epilepsi



modellerinde eksojen olarak uygulandiginda antiepileptik etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir
(62). Sicanlarda pentilentetrazolle olusturulan nébetlerden sonra ise kandaki ghrelin

seviyesinin azaldig1 gosterilmistir (8).

Aclik diizeyi ve yemek yeme ile yakindan iligkili olan plazma ghrelin diizeyinin
epileptik hastalarda saglikli bireylere gore yiiksek bulunmasi, ayrica ghrelinin
antiepileptik ve noroprotektif etkilerini gosteren caligmalar olmasi, 24 saat aghk
sonrasinda skopolamin uygulanan ve ardindan yem verilen farelerde olusan
konvulsiyonlar ile ghrelin diizeyinin iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ghrelin
salintminin kolinerjik kontrol altinda olmasi ve aclik sonrasinda skopolamin uygulanan
ve ardindan yem verilen farelerdeki konvulsiyonlarin olusumunda skopolaminin ana
etkenlerden biri olmasi nedeniyle bu konvulsiyonlarda ghrelinin roliiniin ortaya konmasi

Onem tasimaktadir.

Bu tez calismasinda hayvan tiirii olarak fare sec¢ilmistir, ¢iinkii siganlarda yapilan
calismada skopolamin verilmeyen kontrol grubundaki hayvanlarin bazilarinda evre 1 ve
evre 2 diizeyinde konvulsiyonlar olustugu gézlenmistir (59). Konvulsiyonlarin ortaya
cikma siklig1 ve evreleri acisindan 24 saat ile 48 saat aclik arasinda fark olmadigindan

hayvanlarin daha az siire ile a¢ kaldig1 24 saat bu ¢alismada tercih edilmistir.

Yeme epilepsisinin deneysel modeli olarak kullanilabilecek olan aglik
sonrasinda skopolamin uygulanmasi ve ardindan yem verilmesi ile olusan
konvulsiyonlarin  ghrelin diizeyleri ile iliskisi daha o©nce hi¢bir calismada
gosterilmediginden, bu tez calismasinda plazma ve doku ghrelin diizeyleri ile

konvulsiyonlarin iligkisinin ortaya konmasi1 amag¢lanmistir.

Aclik siiresince artan ghrelin diizeylerinin epileptik nobetlerden koruyucu etkisi
olmas1 beklenirken, antimuskarinik uygulanmasinin ghrelin salinimini baskilamasi bu

konvulsiyonlarin olusunda ghrelinin katkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Epilepsi

Epileptik nobet bir grup kortikal ya da subkortikal noronun artmis
uyarilabilirliginden veya senkronize anormal aktivitesinden kaynaklanan bir klinik
durumdur (12, 63, 69). Epileptik nobet gri cevherdeki artmis hizli ve lokal
bosalimlardan koken alir. Epileptik nobet kliniginde motor (konvulsiyonlar, kasilmalar),
duyusal veya otonomik belirtilerin ani basladigi ve belli bir siire ile sinirlt oldugu gegici
bilin¢ degisikligi bulgulan goriiliir. Epileptik nobetler birkac saniye veya dakika icinde
inhibitor mekanizmalar ile ortadan kalkar, kisinin davranislari ve beynin elektriksel

aktivitesi normale doner (12, 48, 63, 69).

Epilepsi kronik olarak tekrarlayan, konvulsif veya non-konvulsif tetiklenmemis
nobetlerle giden tabloyu tamimlar. Ancak, tek bir nobet epilepsi anlamina
gelmez,herhangi bir uyaran olmaksizin iki ya da daha fazla nobet gecirildigi zaman

epilepsi tanis1 konulur (12, 63).

Epilepsi sendromu ise belli nobet tipleriyle birlikte ona eslik eden klinik ve
laboratuvar bulgularimin tiimiinii tanimlar. Etyoloji, odagin anatomik yerlesimi, ndbeti
tetikleyici etmenler, nobetlerin baslangi¢ yasi, prognoz, tedaviye yanit ve EEG bulgulari
sendromun belirlenmesinde 6nem tagir. Hastaliktan farkli olarak epileptik sendromlarin

ortak bir etyolojisi ve prognozu yoktur (12, 63).

Ulkeler arasinda bir takim farkliliklar gostermekle beraber epilepsi insidansi
genellikle 20-50/100.000, epilepsi prevalansi ise 4-10/1.000 olarak goriilmektedir (12,
70, 73). Ulkemizde askerlerde yapilan bir calismada ise epilepsi prevalanst 12,2/1.000
olarak bulunmustur (13).

2.1.1. Epileptik Nobet Olusum Mekanizmalar

Presinaptik uctan salgilanan norotransmitterler, postsinaptik ugta inhibisyon ya
da eksitasyona yol acabilirler. Eksitasyona yol actiklarinda postsinaptik zarin sodyum
iyonuna (Na") gegirgenligi artar ve bunun sonucunda hiicre i¢i voltaj farki olusarak

uyarinin diger norona iletimi saglamr. Inhibisyonda ise, norotransmitterler klor (CI°)



iyonlarina gecirgenligi arttirarak hiicre icindeki negatif istirahat membran potansiyelini
yiikseltir ve bunun sonucunda néronun uyarilmasini engellerler. Noronlarda eksitasyon,
membranin Na* ve kalsiyum (Ca*?) iyonlarina, inhibisyon ise Cl" ve potasyum (K)

iyonlarina gegirgenliginin artmasina baghidir (50).

Tetik ¢eken nedenler farkli olsa da, epileptik noronda olusan fizyolojik
degisiklikler su sekildedir: Noronlarda ‘Paroksismal depolarizasyon sifti (PDS)”
olusmaktadir. Interiktal desarj sirasinda somaya yakin olan hiicre zarinda yiiksek voltajli
ve uzun siireli depolarizasyon olur, bu da kendini diken aktivitesi patlamalar1 seklinde
gosterir. Uzun siireli depolarizasyon somadan uzaga dogru ndronun aksonu boyunca
iletilen bir seri aksiyon potansiyelinin olugsmasina yol agar (52, 79). PDS eksitator
postsinaptik potansiyele (EPSP) benzer. Ancak EPSP’ye gore c¢ok daha genis
genliklidir. PDS’nin bir baska 6zelligi ise olusumunda cok hizli ve pek ¢ok sayida
aksiyon potansiyeli yaratmasidir. Bu noronlarda normal EPSP gelistikten sonra PDS
gelisir. PDS muhtemelen odak (fokus) icindeki noronlar arasi eksitator geri besleme
(feed-back) sonucu olugmaktadir ve tiim noronun somadendritik bolgesini kaplar. Nobet
oncesi olusan PDS’nin yarattigi ardisik yiiksek frekansh impuls dizileri bir norondan

digerine yayilir ve boylece epileptik nobet veya diken (spike) aktivitesi olusur (52).

Epileptik odakta PDS’den sonra hiperpolarizasyon giderek azalir. Nobet
sirasinda epileptik ndronlarda uzun siireli depolarizasyon olusur. PDS’den sonra olusan
hiperpolarizasyon donemi inhibe edici postsinaptik potansiyele (IPSP) benzer. Zengin
komissural baglantilar nedeni ile desarjlar bir hemisferde olmasina karsin, diger
hemisferin ayn1 alaninda bir ayna odak gelisebilir. Ayna odagin bir siire sonra otonomi
kazanip, asil odagin ¢ikarilmasindan sonra bu ikincil odakta olusan desarjlar ile ortaya
ciktigi deneysel olarak gosterilmistir. Fokal baslayan nobetler kortiko-talamik yolla
yayilarak tonik klonik nobetlere doniisebilir. Nobeti durdurmada yardimci olan aktif
inhibisyonun beynin inhibitor alanlarindan gelen geri beslemeli devreler yoluyla oldugu

diistiniilmektedir.

Interiktal donemden iktal doneme kadar olan donemde meydana gelen olaylar
yeterince anlasilamamakla birlikte bircok olasi mekanizma mevcuttur. Noron zarinda
veya eksitator ya da inhibitér noOrotransmitterlerde bozukluk olmasi olasi

mekanizmalardandir. Sinaptik inhibisyonda azalma, sinaptik eksitasyonda artis, K* veya



Ca*™ ya da ekstraselliiler iyon derisimindeki degisiklikler uzun siireli depolarizasyonu

tetikleyerek nobetlerin olusmasindan sorumlu olabilir (79).

2.1.2. Epileptik Nobetlerin Simiflandirilmasi

Epileptik nobetlerin Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (International
League Against Epilepsy - ILAE) tarafindan 1981 yilinda yayinlanan ve giincel olarak
kullanilan sinifalandirma sekli asagida listelenmistir (78). Nobetler esas olarak nobet

baslangicinin parsiyel ya da jeneralize olmasina gore ikiye ayrilmaktadir.

I. PARSIYEL (FOKAL) NOBETLER
A. Basit parsiyel nobetler (Biling etkilenmez)
1.  Motor semptomlu (hareketlerle iligkili bulgular s6z konusudur)
2 Somatosensoryel veya 6zel duysal semptomlu
3. Otonomik semptomlu
4

Psisik semptomlu

B. Kompleks parsiyel nobetler (Biling etkilenir)
1. Basit parsiyel baslangici izleyen biling bozuklugu
»  Basit parsiyel baslangici izleyen biling bozuklugu
»  Otomatizmalarla giden
2. Bilin¢ durumunun baslangigtan itibaren bozulmasi
= Sadece biling bozuklugu ile giden

»  Otomatizmalarla giden

C. Sekonder jeneralize nobete doniisen parsiyel nobetler
1. Basit parsiyel nobetin jeneralize nobete doniismesi
2. Kompleks parsiyel nobetin jeneralize nobete doniismesi
3. Basit parsiyel nobetin kompleks parsiyel nobete doniismesi ve

ardindan jeneralize nobete doniismesi



II. JENERALIZE NOBETLER (KONVULZIF VEYA NON-KONVULZIF)
1.  Absans nobetler (dalma nobetleri)
» Tipik absans nobetler
»  Atipik absans nobetler
Miyoklonik nobetler
Klonik nobetler
Tonik nobetler

Tonik-klonik nobetler

AN i

Atonik nobetler (astatik) (ani diisme nobetleri)

III. SINIFLANDIRILAMAYAN NOBETLER

Yeterli bilgi olmayist nedeni ile yukaridaki kategorilere dahil edilemeyen
nobetler mevcuttur. Cigneme, ritmik goz hareketleri gibi bazi yeni dogan donemi

nobetleri bunlardandir.
2.1.2.1. Refleks Epilepsiler ve Yeme Epilepsisi

Refleks epilepsiler, i¢sel veya disaridan gelen 6zgiin uyaranlar ile tetiklenen
nobetlerle karakterize bir epilepsi tiiriidiir. D1s uyaranlar, gorsel (parlayan 151k), isitsel
(yliksek ve/veya ani ses), somatoduysal (hareket, 1s1 uyarani) veya kompleks (okuma ve
yeme gibi) olabilmektedir (7, 16, 49). Icsel uyaranlar ise diisinme, hesap yapma ve
diger kognitif fonksiyonlar seklindedir (16). Yeme epilepsisinde en sik gozlenen nobet

tipi sekonder jeneralize olan parsiyel 6zellikte nobetlerdir (7).

Yeme epilepsisi, refleks epilepsilerin nadir formlarindan biri olup, yemek
yenmesiyle ile tetiklenir. Kesin patolojik mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Son
derece nadir gozlenen bu nobet tipinin genetik, etnik faktorler ve bazi yiyecek veya
yemek aligkanliklar1 ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Yeme epilepsisi tanimlayan
hastalarin biiyiik bir cogunlugunda nobetler yemek yeme islevi sirasinda (% 75), yemek
yedikten sonra (% 10,7) veya yemek yeme ve sonrasinda (% 14,3) gozlendigi
vurgulanmistir (7). Yeme epilepsisinde nobeti tetikleyen olasi mekanizmalar ig¢inde
stereotipik yeme hareketi, gastrik distansiyon, ¢cigneme ve yutma islemleri sayilmaktadir

Nadiren yemegin kokusu veya kimyasal icerigi nobete neden olabilir (16).



Bu tez calismasindaki a¢ farelerde ortaya c¢ikan konvulsiyonlari tetikleyen

faktorler, yeme epilepsisi ile benzerlik gostermektedir.

2.1.2.2. A¢ Hayvanlara Antimuskarinik Uygulanmasi ve Yem Verilmesi ile Olusan
Konvulsiyonlar

Son on bes yildir devam etmekte olan bir seri calismada antimuskarinik
uygulanan a¢ hayvanlarda, yem yedikten birka¢ dakika sonra jeneralize olabilen klonik
konvulsiyonlar olustugu gosterilmistir. Ilk olarak farelerde yapilan ¢alismalarda 48 saat
aclik sonrasinda skopolamin uygulanmasi ve yem yenilmesinin konvulsiyon olusumuna
neden oldugu gozlenmistir (33, 34, 35, 36). Antimuskarinik etkili bir ila¢ olan
skopolamin yerine atropin veya biperiden uygulandiginda da konvulsiyonlarin ortaya
cikmasi, konvulsiyon olusumunun skopolamine 6zgii olmayip antimuskarinik etki ile
olustugunu diisiindiirmiistiir. Ayrica konvulsiyonlarin aynmi kosullarda sicanlarda da
olusmasi tiire 0zgii olmadigimi gostermistir (59). Aclik siiresinin konvulsiyonlarin
ortaya ¢ikmasina etkisinin arastirildigi ¢alismada, 2, 3, 12, 18 ve 24 saat siiren aclik
sonrasinda da konvulsiyonlarin ortaya c¢iktigi saptanmistir (32). Konvulsiyonlar
esnasinda EEG ile beynin elektriksel aktivitesi kaydedildiginde epileptiform diken

aktivitesinin olustugu gozlenmistir (58).

Aclik siiresince olusan hipogliseminin konvulsiyon olusumuna etkisini
arastirmak amaci ile yapilan ¢alismada, aclik siiresince hayvanlara glikozlu su verilerek
hipogliseminin 6nlenmesi ile konvulsiyonlarin olusumu engellenemedigi bulunmustur
(36). Konvulsiyonlarin olusumunda antikolinerjik uygulamasinin ve yemden yoksun
kaldiktan sonra yeniden yeme ulasip yemenin ana etkenler oldugu ortaya konmustur.
Konvulsiyonlarin iki saat gibi kisa siireli ac¢lik sonrasinda bile ortaya ¢ikmasi, yemden
yoksun kalmanin neden oldugu stresin konvulsiyonlarin olusmasinda etkili olabilecegini

diistindiirmiistiir (32).

Skopolamin antikolinesterazlar tarafindan olusturulan konvulsiyonlar1 onleyen,
antikonvulsif etkiye sahip bir ilagtir. Antikonvulsif etkisini post-sinaptik muskarinik
reseptorleri bloke ederek kolinerjik iletimi azaltarak gosterir. Ancak, skopolamin
kolinerik noronlarda pre-sinaptik muskarinik reseptorler iizerinden de ACh salinimina
etki etmektedir. ACh saliniminin artmasi ile kolinerjik sinapslarda olusan ileti artiginin,

kolinerjik hiperaktivite ve konvulsiyon olusumu ile iligkili olabilecegi ileri siirtilmiistiir



(33). Skopolamin ayni zamanda pre-sinaptik kolinerjik inhibisyonu antagonize ederek
glutamaterjik hiperaktiviteye neden olabilmektedir. Ayrica NMDA reseptorleri dolayl
yoldan ACh salinimimi etkilemektedir. Glutamaterjik sistemdeki hiperaktivitenin, bu

konvulsiyonlarin olusumunda dolayl1 olarak etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Kolinerjik konvulsiyonlarin glutamat salinimi ve bunun sonucunda glutamat
reseptor aktivasyonundan oldugu ve kolinerjik sistemin nobetin baslamasindan,
glutamaterjik sistemin ise nobetin siirdiiriilmesinden sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir.
Glutamat beynin farkli bolgelerinde NMDA reseptorleri iizerinden, ACh salinimini
diizenlemektedir. NMDA reseptorlerinin uyarilmas1 konvulsiyonlara neden olurken,
NMDA reseptorlerinin  inhibisyonu ise glutamat ile olusan konvulsiyonlari
engellemektedir. Aclik sonras1 skopolamin uygulanmasi ve ardindan yem verilmesinin
neden oldugu konvulsiyonlarin NMDA reseptor antagonisti MK-801 ve glutamat
salimimint inhibe eden alfa-2 adrenerjik reseptor agonisti klonidin ve tizanidin ile
baskilanmasi glutamaterjik aktivitenin nobetlerde rolii oldugunun gostergesidir (33). Bu
konvulsiyonlarda, beyin sinaptik membranlarina *[H] glutamat baglama kinetikleri
incelendiginde aclik siiresince glutamat reseptorlerinde adaptif degisiklikler oldugu ve

yeme ve konvulsiyonlar ile tekrar baglanma kinetiklerinin degistigi gosterilmistir (36).

Ac¢ siganlarda yapilan caligmalar ile beslenmenin beynin farkli bolgelerinde
dopamin saliniminmi arttirdigi gosterilmistir (80). Dopamin reseptor antagonistleri
klorpromazin ve haloperidolun farelerde olusan konvulsiyonlar1 baskiladigi
gosterilmistir (36). Aclik sonrasinda yemle bulusmanin dopamin salinimini artirmasi ve
dopaminerjik antagonistlerin uygulanmasi ile konvulsiyonlarin azalmasi1 dopaminerjik
hiperaktivitenin konvulsiyon olusumunda etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir (36).
Hayvanlarda iki saat siiren kisa siireli aglik sonrasinda bile konvulsiyonlarin ortaya
ciktiginin gosterilmesi yemden yoksun kalma stresinin konvulsiyon olusumunda onemli
rol oynadigr diisiindiirmiistiir. Stresi baskilamak amaci ile aglik siiresince morfin ve
klorpromazin gibi sedatif ilaglarin uygulanmasinin ise konvulsiyonlar1 baskilamadigi

belirlenmistir (34).

Antimuskarinik uygulanan a¢ hayvanlara yem verilmesi ile olusan

konvulsiyonlarin diazepam, gabapentin ve valproat hari¢ bir¢ok klasik antiepileptik
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ilaca kars1 direncgli oldugu gosterilmistir. Farelerde konvulsiyonlart 6nledigi gosterilen

ilaglarin, siganlarda tamamen ayni etkiyi gostermedigi bulunmustur (59).

Yeme davranisinin konvulsiyonlara etkisi incelendiginde, hayvanlara, siv1 yem,
gavaj yoluyla yem veya c¢igneme hareketine neden olan plasebo verildiginde nobetlerin
olusmadig1 sadece kat1 yem yiyen hayvanlarda konvulsiyon olustugu gosterilmistir (60).
Ayni calismada, hayvanlar sivi yem veya gavaj yolu ile beslendikten sonra kati yem
yediklerinde konvulsiyonlarin olustugu gézlenmistir. Bu kati yem yeme sirasindaki
cigneme davramiginin konvulsiyonlarin ortaya c¢ikmasinda Onemli rol oynadigini
gostermektedir. Antimuskarinik uygulanan a¢ hayvanlarda yem alimi ile olusan

konvulsiyonlar tetikleyen faktorler, yeme epilepsisi ile benzerlik gostermektedir.

2.1.3. Epilepsi Tedavisi

Epileptik nobetleri durduran mekanizmalar yeterince anlagilamamakla birlikte,
nobetlerin néron veya noronal agda inhibitér dongiilerin aktivasyonu ile hiicre disi
K*iyonundaki azalma gibi ekstraselliiler ortam degisiklikleri ile veya hiicre i¢i Ca*™
iyonunun eliminasyonu ile sona erdigi diisiiniilmektedir. Deneysel hayvan modellerinde
antikonviilzan etki gosteren norepinefrin gibi endojen ajanlarin da eksitasyonu

azalttiklar1 ve nobetlerin sonlanmasinda etkili olduklar1 kanitlanmstir (84).

Antikonviilsanlar, merkezi sinir sistemini secici olarak deprese eden ilaglardir.
Bu ilaglar esas olarak merkezi sinir sistemine zarar vermeden ve solunumu deprese
etmeden epileptik nobetlerin baskilanmasi ic¢in kullanilirlar (18). Bugiin modern
antikonvulsanlarla epileptik nobetlerin % 75-80’1 kontrol altina almabilmektedir.
Epilepsi alaninda 6zellikle son donemde epilepsi cerrahisi, vagal sinir stimulasyonu,
fokal ila¢ enjeksiyonlari, hiicre transplantasyonlar1 ve genetik alaninda Onemli
ilerlemelere ragmen antiepileptik ilaclarin (AEI) proflaktik amagh olarak kullanimi
halen tedavinin temel tas1 gibi goriinmektedir (84). Antiepileptik ilaglarin
epileptogenezi yani epilepsiyi olusturan temel mekanizmalar1 engelleyemedigi, sadece
kullanildiklar1 siire icin nobetleri azaltabildikleri veya ortadan kaldirabildikleri

bilinmektedir.

llaca direngli epilepsisi olan ancak epilepsi cerrahisi agisindan uygun

bulunmayan kisilerde vagal sinir stimiilasyonu (VSS) uygulanmaktadir. Hayvan
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deneylerinde VSS’nin antikonviilzan etkisinin kortikal ritimlerin desenkronizasyonu ile
olustugu belirtilmektedir. Sicanda pariyetal korteksin piramidal néronlarinda VSS’nin
diisiik uyaraniyla hiperpolarizasyon olustugu bulunmustur. Ancak etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. VSS’ler insan EEG’si {iizerinde goriilebilir degisiklikler
meydana getirmemektedir. Yapilan fonksiyonel goriintiillemelerle VSS’nin etki
mekanizmas1 anlasilmaya calisilmis ve PET ile talamusta kan akiminda degisiklikler
nobet sayisindaki azalma ile uyumlu bulunmustur. Fonksiyonel MR’da bilateral talamus

ve insiiler kortekste aktivasyon klinik yanit ile paralellik gostermektedir (12).

2.2. Ghrelin

Insanda ghrelin geni liciincii kromozomdadir (3p25-26) ve 4 ekson ve 3 intron
icermektedir (85). Insan ghrelininin 6nciilii 117 aminoasit iceren pre-pro-ghrelindir. Bu
molekiiliin 23 aminoasitlik kismi sinyal peptidi, kalan 94 aminoasitlik kismi1 ise pro-
ghrelin olarak tanimlanir. Pro-hormon konvertaz enzimi ile boliinen pro-ghrelinden 28
aminoasitten olusan ghrelin ile 66 aminoasitten olusan ve C-ghrelin olarak adlandirilan
kuyruk par¢asi meydana gelir. Biyolojik olarak aktif kismi olusturan ghrelin peptidinin

molekiiler agirligir 3314 daltondur (9, 27, 85).

Ghrelin ilk olarak 1999 yilinda biiyiime hormonu salgilaticilart reseptoriiniin
(GHS-R) dogal bir ligand1 olarak tanimlanmistir ve esas olarak mide mukozasindaki
X/A benzeri noroendokrin hiicrelerden salindigi gosterilmistir. Ghrelin, biiylime
hormonu salintmini uyarir (4) ve bu etkisiyle viicut agirliginin diizenlenmesinde rol alir.
Genel anlamda oreksijenik ve adipojenik bir maddedir. Yarilanma omrii yaklasik 30
dakika gibi kisa bir siire olan ghrelin (74), midede Onciil molekiilii olan pro-ghrelin
olarak sentezlenir. Pro-ghrelin endoproteolitik islemlenme ile ii¢ iirline doniistiiriiliir:
ghrelin, deacil ghrelin ve obestatin. Acillenmis ghrelin, hormonun 3. pozisyondaki serin
aminoasidinin n-oktanoik yag asitleri ile agillenmesi sonucunda olusur (85). Bu post
translasyonel degisim, ghrelin molekiiliine kazandirdigr hidrofobik o6zelligiyle beyin
dokusuna, 6zel olarak da hipotalamus ve hipofize gecisine olanak saglamaktadir. Agil
grubu tasimayan ghrelin sekli olan des-oktanoil ghrelinin hipotalamik ve hipofizer
reseptorlere baglanamadiginin goriilmesi, n-oktanoil grubunun molekiile kazandirdigi
hidrohidrofobik 6zelligin, ghrelinin GHS-R ile baglanmasinda da ¢ok dnemli bir faktor
olabilecegini diisiindiirmektedir (15). Biiylime hormonu salgilatici reseptorii icin

endojen ligand olarak davranan ghrelin sekli agillenmis olan bu sekildir. Deagil ghrelin,
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dolasimdaki toplam ghrelinin yaklasik % 70-80’ini olusturmaktadir (17). Ghrelinin
acillenmemis seklinin dolasimda cok daha yiiksek miktarda bulunmasina karsin, bu
seklin biiyiime hormonu salgilatict reseptore baglanma 6zelligi yoktur. Dolayisi ile
deacil ghreline inaktif ghrelin de denilmektedir. Acgillenme ghrelinin merkezi sinir
sistemine gegisinde de gereklidir ve yapilan caligmalarda ghrelinin kan-beyin bariyerini

gectigi tespit edilmistir (10).

Ghrelinin agillenmesinden sorumlu agil tranferaz enzimi ghrelin o-acil-
transferaz (GOAT) olarak tanimlanmistir. GOAT enzimi esasen mide ve sindirim
kanalinda bulunmaktadir ve farelerde mide ve duodenumda ghrelin anlattimi olan

hiicrelerde birlikte yerlesmis olarak bulunmaktadir (5).

Ghrelin reseptorii G proteinine bagl reseptor ailesindendir. Islevsel tip 1a (GHS-
R tip 1a) ve islevsel olmayan tip 1b (GHS-R tip 1b) olarak adlandirilan iki tip ghrelin
reseptorii vardir (72). Tip la reseptorii yedi adet transmembran kisim icerirken, Ghrelin
tip 1b reseptorii bes adet transmembran kisim icermektedir (72). GHS-R tip 1a’nin
baslica hipofizde, arkuat cekirdekte ve VMN’daki bazi 6zgiil hipotalamik noronlarda
anlatim1 bulunmaktadir. Ayrica hipokampusun dentat girusunda, substantiya nigrada,
ventral tegmental alanda, dorsal ve mediyan raphe c¢ekirdegi gibi hipotalamus dis1
alanlarda da anlatimi oldugu gosterilmistir (42, 72). GHS-R tip 1b’nin anlatimi mide,
yemek borusu, barsak, akciger, karaciger, dalak ve testis gibi daha genis dokulara

yayilmustir.

Ghrelin reseptoriiniin hipotalamustaki ARC, VMN, PVN ve hipotalamus disinda
area postremada, vagusun dorsal motor cekirdeginde ve ayrica parasempatik
postganglionik motor noronlarda anlattmi vardir (53, 75). GHS-R presinaptik sinir
sonlanmalarinda lokalizedir ve dogrudan norotransmiter salimiminm etkiler (53). G
proteini bagli olan ghrelin reseptorii, fosfolipaz C-protein kinaz C yolagin etkiler ve
hiicre ici Ca* seviyesini artirir. Ghrelinin merkezi veya periferik uygulanmasi
hipotalamustaki AMP tarafindan aktive edilen protein kinaz (AMPK) uyarilmasim
saglar. Beslenmenin diizenlenmesinde ghrelin AMPK molekiiliine pozitif etki gosterir

ve NPY nin iiretilmesini saglar (53).

Sicanlarda eksojen olarak verilen ghrelinin plazma yarilanma 6mriiniin yaklasik
30 dakika oldugu gosterilmistir (74). Ghrelinin salinimi giin boyunca artarak 13:00°de

en yiiksek seviyeye gelmekte, daha sonra gece boyu azalarak 06:00’da en diisiik
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seviyeye inmekte ve kahvalti 6ncesi donemde tekrar yiikselmektedir. Ghrelin diizeyi
yemek yemekle de iligkili olup beslenmeden 1-2 saat Once yaklasik % 78 oraninda
artmakta ve yemekten bir saat sonra da azalmaktadir. Bu durum ghrelinin yemek

yemeyi baslatici bir sinyal oldugunu diisiindiirmektedir (25).
2.2.1. Ghrelin Peptidinin Dokulardaki Dagilin

Ghrelin ¢cogunlukla mide mukozasindaki X/A benzeri hiicreler tarafindan iiretilir
(85). Bu hiicreler sican ve insan sindirim sisteminde immiinohistokimya ve in situ
hibridizasyon yontemi kullanilarak 1s1k ve elektron mikroskobu goriintiillemeleri ile
tanimlanabilmistir (6, 55). Sindirim kanal1 boyunca ghrelin mRNA’sinin varligi nothern
blot teknigi kullanilarak gosterilmistir (6). Farkli calismalar ile plasenta (44), testis (11),
pankreas (3, 41, 43, 81), bobrek (41) ve beyinde (2, 56, 72) de ghrelin varliginin
gosterilmis olmasi, onun bircok biyolojik aktivitede rol oynayan bir peptit oldugunu

diistindiirmektedir.

Insanlarda ameliyatla veya otopsi ile alinan bir¢ok organ ve dokuda ghrelin ve
ghrelin reseptorii varligr incelenmistir. Bu calismalarda GHS-R tip la mRNA
anlatiminin hipofiz bezinde tiroit, pankreas, dalak, miyokart ve adrenal bezlere gore
daha yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir. Aymi caligmada, antrum, atrium, kolon,
duodenum, fallop tiipleri, fundus, safra kesesi, ileum, jejunum, bobrek, karaciger, lenf
diigtimleri, lenfositler, kas, 6zofagus, yumurtaliklar, plasenta, prostat, deri, testis, yag
dokusu ve venlerde tip la reseptor anlatimi tespit edilememistir (41). Buna karsin
caligilan tiim dokularda GHS-R tip 1b ve ghrelin gen anlatimi saptanmistir. Ghrelin
mRNA derisimi en ¢ok midenin fundus kisminda, daha sonra sirasi ile ince barsaklar,
antrum, lenf diiglimleri, pankreas, venler, safra kesesi, akciger, yemek borusu, hipofiz,
bobrek, yumurtaliklar, prostat, karaciger, dalak, fallop tiipleri, lenfositler, testis, yag

dokusu, plasenta, kas, atrium, tiroid, deri ve miyokarda oldugu gosterilmistir (41).

Ghrelin peptidinin saglikli bireylerde plazma diizeyleri farkli calismalarda
degisik seviyelerde bulunmustur ve bugiine kadar uluslararasi plazma ghrelin standart
diizeyi belirlenememistir. Kan 6rnegi alma ile beslenme zamani arasindaki siirenin sabit
olmamasi, uygulamalardaki farkliliklar, peptidlerin plazma Omiirlerinin kisa olmasi,
kullanilan kitin uygun sartlarda tutulmamasi, calisma ortaminin kosullar1 gibi bircok

etken farkli caligmalarda farkli ghrelin diizeylerinin bulunmasinin nedenlerindendir.
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Tablo 2-1’de farkli ¢alismalarda bulunan acghik plazma ghrelin diizeyleri gosterilmistir

(54).

Tablo 2-1: Farkh calismalarda gosterilen achk plazma ghrelin diizeyleri (54).

Plazma Ghrelin

Yazar
Derisimleri (pg/ml)
514+63 Otto ve ark.
124+11 Caminos ve ark
109+£24 DelParigi ve ark.
380,5 Bellone ve ark
1870£195 Riis ve ark.
125£110 Bergmann ve ark.
264+38 Morpurgo ve ark.
31274397 Rojdmark ve ark.
561+32,1 Gimenez-Palop ve ark.
54,1+35,5 Altinova ve ark.
50,5+34,8 Altinova ve ark.
150,8+75,9 Ruchata
686+53,7 Gjedde ve ark.
275,5+47,9 Kosowich ve ark.
985+64,2 Xin ve ark.
453 Tanaka ve ark.
85 Malendowicz ve ark.
2345 Braclik ve ark

2.2.2. Ghrelin Peptidinin Dokular Uzerindeki Etkisi

Ghrelin istah, yemek yeme, enerji metabolizmasi,

mide hareketlerinin

diizenlenmesi {iizerine etkili bir peptiddir. Bu etkilerin yam: sira ghrelin biiyiime

hormonu salintmini in vitro ve in vivo sartlarda doza bagl olarak arttirmaktadir (17, 74,

75). Ayrica ghrelin prolaktin ve adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortizol

salintmint da uyarmaktadir (17, 71). NPY ve AgRP’nin lateral hipotalamusta
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anlatimlarinin diizenlenmesinde etkili olan ghrelin, sadece istahin degil periferik lipid

ve glikoz metabolizmasini da diizenlenmesinde etkilidir (53).

Bugiine kadar yapilan caligmalarda insan plazma ghrelin derisiminin her 6giin
oncesinde arttig1, yemek yedikten yaklasik 60 dk. sonra ise bazal degerine dondiigii
gosterilmistir (24, 25). Plazma ghrelin diizeyinin aclik durumunda artmasi ve yemek
yedikten sonra normal diizeylere donmesi gastrik ghrelin hiicrelerinden salinan
sitoplazmik ghrelinin plazma ghrelin seviyesinin artmasinda rol oynadigim
diisiindiirmektedir (68). Hayvanlarda yapilan ¢alismalar ile ghrelinin santral ve periferik

uygulanmasinin besin aliminm ve viicut agirligini artirdigr gosterilmistir (76).

Ghrelin hormonunun yemek yemeyi ve mide hareketlerini uyardigi, ancak viicut
kiitle endeksi (BMI) ile ters orantili olarak BMI arttik¢a ghrelinin plazma diizeyinin
azaldig gosterilmistir (39). Ghrelin, kilo kaybi1 olanlarda ve kalori alimi kisitlananlarda
bazal degerin lizerinde yiiksek bulunmakta, buna karsin, gastrektomi gecirenlerde

ghrelin seviyesi % 65 kadar azalmaktadir (2).

Anoreksia nervozali ve kasektik kisilerde plazma ghrelin diizeylerinin yiiksek
oldugu ancak obez kisilerde diisiik oldugu goriilmiistiir (17, 47). Bu da baslangictaki
istah1 diizenleyen plazma ghrelin miktarinin degil, yemek sonrasindaki ghrelinin
baskilanmasi ve aclik ilerledik¢e ghrelin miktarinin artmasi icin gecen siirenin ve
baskilanma siddetinin etkili oldugunu diisiindiirmektedir (71). Diyet yapilarak kilo
verilmesi plazma ghrelin diizeylerinde artmaya neden olmaktadir. Ghrelinin viicut
agirhigiyla olan bu iligkisi olasilikla insiilin ile diizenlenmektedir ve viicuttaki yag
miktart veya yag dagilimindan etkilenmemektedir. Kan insiilin diizeyinin endojen veya
eksojen nedenlerle yiikselmesi ghrelin salimmmini baskilamaktadir. Ayrica ghrelin
salintminin  baskilanmasinin  diizenlenmesindeki bozukluk da insiilin direnciyle
iliskilendirilmistir (71). Insiilin ile ghrelin diizeyleri arasinda negatif bir iliski oldugunu
ve insiilinin ghrelin iizerine diizenleyici etkisinin oldugunu gosteren c¢alismalar vardir.
Eksojen glikoz verilmesi ghrelin diizeyini azaltirken eksojen deacil ghrelin uygulanmasi
acil ghrelinin insiilin salinimi ve glikoz seviyesi iizerindeki etkisini antagonize etmistir

(17,71).

Ghrelinin hemodinamik etkilerini gosteren bir c¢alismada goniillii insan

deneklerine ghrelin (i.v.) verildiginde arterial basinci azalttigi, kardiyak ¢ikist arttirdigi
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ancak kalp atim hizim arttirmadigi gosterilmistir (57). Ghrelinin kemik dokusu
tizerindeki etkilerini arastiran caligmalarda ghrelin reseptoriiniin (tip la) anlatimi, ters
transkripsiyon-PCR, immunohistokimya ve western blot analizleri ile bircok osteoblast
ve osteoblastik hiicre serisinde gosterilmistir. Ayrica kemik iliginde de GHS-R tip la

anlatimi, zayif bir sinyalle olsa da insan dokusunda gosterilmistir (22).

Ghrelin salinimi ile vagus sinir arasinda da baglanti bulunmaktadir. Ghrelin
salintmi kolinerjik, 6zellikle muskarinik kontrol altindadir. Antimuskarinik ila¢ olan
atropin uygulanmasi ile hayvanlarda plazma ghrelin derisimi azalmaktadir. Tok
hayvanlara atropin uygulandiginda ghrelin diizeyinde olusan azalma anlaml degilken,
ac hayvanlarda ghrelin diizeyinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (47). Dorsal
vagal komplekse yerlestirilen kaniil ile uygulanan ghrelin NPY ve AgRP mRNA

anlatiminda artisa neden olmaktadir (46).

Yiyeceklerin yag, protein ve karbonhidrat bilesimleri ghrelin baskilanmasinin
yan1 sira istah ve doygunluk iizerinde farkli etkilere sahiptir. Yiiksek yag igerikli
yiyeceklerin, esit kalorili ancak karbonhidrattan zengin besinlere kiyasla yemekten 30
dk. sonra ghrelin diizeyinde daha az baskilanmaya neden oldugu gosterilmistir. (71).
Aym calismada yemekten 30 dakika sonra yiiksek yag icerikli yiyeceklerin, yiiksek
karbonhidrat icerikli yiyeceklere oranla hem zayif hem de obez kisilerin daha az
doygunluk olusturdugu saptanmistir. Yiiksek karbonhidrath yiyeceklerin yiiksek yag
icerikli yiyeceklere oranla daha etkin olarak ghrelin diizeyini ve istah1 baskiladigi, obez
olmayan kadinlarda gosterilmistir (71). Yagdan zengin bir 6giinden sonra ghrelin
diizeyinde ve istahta olusan azalmanin karbonhidrat ve protein alimindan sonra olusan
baskilanmaya gore daha az oldugu goriilmektedir. Tiim bu sonuclar istah1 baskilamak

icin diyetle yiliksek oranda yag almanin uygun olmadigim1 gostermektedir (71).
2.2.3. Ghrelin Peptidinin Beslenme ile Iliskisi

Hipoatalamusta bulunan paraventrikiiler ve mediyal cekirdekler istahin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Oreksinlerin yeme davranisinin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan lateral hipotalamusta yer aldig1 gosterilmistir (77). Arkuat ¢ekirdek,
beslenme ve enerji dengesinde rol alan noronlarin yogun sekilde bulundugu hipotalamik
bir alandir. Hipotalamusun bu bolgesinde, beslenmeyi uyarict 6zelligi olan NPY ve

AgRP salgilayan noronlar ile beslenmeyi baskilayict 6zelligi olan proopiomelanokortin
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(POMC) ve Kokain ve Amfetamin diizenleyici transkript (CART) salgilayan néronlarin
i¢ ice bulundugu gosterilmistir. Insiilin, leptin, ghrelin gibi hormonlarm bu néronlarm
islevlerinin diizenlenmesinde etkili rolleri vardir. Arkuat ¢ekirdekteki bu noronlardan
cikan uyaranlar paraventrikiiler (PVN), ventromedial (VMN) ve lateral hipotalamik
(LH) cekirdeklere iletilir. Lateral hipotalamik alanin (LHA) lezyonlariin hipofaji ve
kilo kaybina, ventral medial hipotalamus (VMH) lezyonlarinin ise hiperfajik obeziteye
yol actig1 bilinmektedir. Bu sonuglar yeme merkezinin LHA’da, tokluk merkezinin de
VMH’da var oldugunu diisiindiirmektedir. Bu merkezlerin birbirleri ile oldugu kadar
beynin diger bolgeleri ile de noronal iligkisi vardir. Periferden nukleus traktus soliterius
(NTS) yolu ile iletilen uyaranlar dogrudan merkezlerine ulastirilabilir. Bu sahalarin
gelismis kortikal noronlarla da iliskisi vardir. Enerji dengesi, beslenmenin santral ve
periferik kontroliinde rol alan bircok oreksijenik ve anoreksijenik etkili molekiil vardir

(50, 77).

Arkuat cekirdekteki oreksijenik noronlar NPY ve AgRP ile anoreksijenik
noronlar POMC, alfa-MSH ve CART antim1 vardir. ARC deki NPY/AgRP ve POMC
noronlar1 yiyecek aliminin diizenlenmesinde en onemli duysal néronlardir. Bu néronlar
hormon, glikoz ve yag asidi gibi faktorlerin degisimini algilarlar, koordine ederler ve
uygun cevap olusmasini saglarlar. Bu noronlarin onemi delesyon calismalar ile
gosterilmistir. NPY/AgRP noronlarinda gen delesyonu oldugunda yemek ve kilo
aliminda azalma oldugu, POMC noronlarinda delesyon oldugunda ise yemek alimi ve

viicut agirliginda artma oldugu gosterilmistir.

Farelerde, ghrelinin olusturdugu gii¢clii beslenme uyarisinin arkuat cekirdekte
biiylik olciide NPY ve AgRP ile iligkili oldugu sanilmaktadir. Ghrelin, arkuat ¢ekirdekte
NPY ve AgRP gen anlatiminmi arttirarak bu peptidlerin oreksijenik etkilerinin ortaya
cikmasini sagladigr diisiiniilmektedir (53). Ghrelinin NPY ve AgRP’yi uyararak yemek

alimini1 sagladigi elektrofizyolojik ve fos immunreaktif calismalar ile gdsterilmistir (5).

Ghrelin ve deacile ghrelin tireten noronlarin aksonal sonlanmalart NPY iireten
noronlar ile dogrudan sinaptik baglanti yapar. Bu da hipotalamik yeme
diizenlenmesinde rol almalarimi saglar (75, 76). NPY/AgRP ve POMC dogrudan
paraventrikiiler cekirdege bilgileri iletirler (5). Inaktif ghrelin olarak adlandirilan deagil

ghrelinin merkezi veya periferik uygulanmasi sonucu yiyecek alimmin azaldig
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gosterilmistir. Acil ghrelinin i.p. enjeksiyonu ile arkuat c¢ekirdekte PVN’de c-fos
anlattminin artti1 gosterilmistir. Deagil ghrelinin enjeksiyonu ise sadece PVN’de c-fos
artisina neden olmustur. Ven i¢ine enjeksiyon yapildiginda ise ghrelin formlarinin mide
barsak sisteminin (GIS) hareketlerine etkisi su sekildedir; acil ghrelin duodenumda
aktiviteyi indiiklerken, deacil ghrelin ise antrumdaki aktiviteye engel olur. Yani
ghrelinin 2 formu da GIS motilitesi iizerine zit etkiye sahiptir. Bu da farkli yolaklar
tizerinden etki ettiklerini diisiindiiriir. Zaten c-fos ekpresyonuna etkileri goz Oniine
alindiginda sadece acil ghrelinin ARC’deki c-fos anlatiminda etkili oldugu, bu sekilde

de NPY noronlart iizerinden motor aktiviteyi arttirdig: diisiiniilebilir (39).
2.3. Ghrelin ve Epilepsi iliskisi

Epileptik nobetler ile hipotalamik ve hipofizer hormonlarin serum seviyeleri
degismektedir. Bu degisiklik nobetten hemen sonra izlenebilir. Ayrica AEI kullanim1 da
hipotalamo-hipofizer islevi etkilemektedir (14, 45). Cocuklar ile yapilan bir caligmada
AEI kullanan epileptik cocuklarm boylarinin daha kisa, BMI'lerinin ise saglikli

cocuklara kiyasla daha fazla oldugu gosterilmistir (14).

Epileptik hastalarda da serum ghrelin diizeyleri saglikli bireylere kiyasla anlamli
olarak yiiksek bulunmustur. Ayrica parsiyel epilepsili hastalardaki ghrelin diizeyinin,
jeneralize epilepsili hastalarin serum ghrelin diizeyine gore yiiksek oldugu saptanmigtir
(14). Sicanlarda pentilentetrazolle olusturulan nobetlerden sonra ise kandaki ghrelin
seviyesinin azaldig1 gosterilmistir (8). Ghrelinin, pentilentetrazol ile olusturulan
deneysel epilepsi modellerinde eksojen olarak uygulandiginda antiepileptik etkisi

oldugu ileri siiriilmiistiir (62).

Epileptik modellerde NPY mRNA’simmin anlatiminin arttign gosterilmistir (21,
29). Noropeptid Y arkuat cekirdekten salinan, epilepsi ile iligskilendirilen 36 aa.lik bir
peptiddir ve. GABA anlatimi olan internéronlarda anlattmi vardir. NPY’nin sican
hipokampal kesitlerine uygulanmas: ile glutamat ile olusan sinaptik eksitasyonun
baskilandign gosterilmistir (21). Insanlarda, NPY’nin dentat girustaki glutamaterjik

eksitasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (64).

Siganlarda hipokampusun CA1 bolgesine NPY uygulanmasiyla pikrotoksin ile

olusturulan epileptik davranisin baskilandigr gdzlemlenmistir (21). Ayrica kainik asitle
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olusturulan epilepsi modelinde lateral venrtikiile NPY uygulanmasinin motor nobetleri
baskilandigi, EEG’ de goriilen nobet aktivitesinin siiresinde azalma oldugu goriilmiistiir

(21). Bu bulgular NPY nin antiepileptik etkisi oldugunu gostermistir.

Insanlarda, NPY’ nin dentat girustaki glutamaterjik eksitasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir  (65). Dentat girustaki ve interndronlardaki artmis NPY anlatimi
epileptiform desarjlar ile iliskilendirilmistir (21). Kindling ile olusturulan epilepsi
nobetlerinde biiyiime hormunu anlatiminin arttigr in situ hibridizasyon yontemi ile
gosterilmigtir (30). Biiylime hormonu rekombinanti olan genotropinin hipokampusa
uygulanmasinin epileptogenezi anlamli olarak artirdigi, biiyiime hormonu salinimini
baskilayan somataostatin analogunun uygulanmasinin ise epileptogenez esnasindaki

davranigsal degisiklikleri azaldig1 goriildii (30).

Biiytime hormonu etkisini Jak2/stat sinyal yolagi ve hiicre dis1 sinyal diizenleyici
kinaz (ERK) iizerinden gerceklestirmektedir. ERK fosforilasyonunun, epileptik nobet
olusumuna neden oldugu ve ndbet olusumu i¢cin de ERK aktivasyonunun gerekli oldugu
gosterilmistir (51). Ayrica hipokampal ve kortikal kindling ile olusturulan epileptik

nobetlerde stat5 fosforilasyonunun arttigi gosterilmistir (51).

Hipotalamusun paraventrikiiler-mediyal hipotalamik bolgesinde, beslenmeyi
uyarict Ozelligi olan NPY ve AgRP salgilayan noronlar ile beslenmeyi baskilayici
ozelligi olan POMC ve CART salgilayan noronlarin i¢ ice bulundugu gosterilmistir.
Ghrelin reseptorlerinin de ARC’de NPY eksprese eden noronlar ile ko-lokalize olarak
bulunmaktadir (26, 42, 53). Ghrelinin yem alimin1 NPY ve AgRP iizerinden uyardigi
elektrofizyolojik ve fos immunreaktif calismalar ile gosterilmistir (5). Ghrelin
uygulanmasi sonrasinda NPY ve AgRP mRNA’larmin anlatiminda artma oldugu

goriilmiistiir (46).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin etik kurul ilkelerine uygun oldugu, Istanbul Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 29.04.2010 tarihli toplantisinda 63 sayili kararla

onaylamistir.
3.1. Kullanilan Malzemeler ve Laboratuvarlar

Balb/C fareler, Deney Hayvanlari Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama
Teknikleri Anabilim Dali’'ndan temin edildi. Hayvanlarda konvulsiyon olusturma

asamasinda kullanilan Skopolamin Hidroklorid Sigma-Aldrich firmasindan alindi.

Immunohistokimyasal ghrelin boyamasi yapmak icin ABCAM (ab64261)
markali immunohistokimya (IHC) kiti kullanildi. Kan ve doku orneklerinde ghrelin
seviyesini belirlemek icin Phoenix Ghrelin (Rat, Mouse) EIA Kit (EK-031-31)
kullanildi.

Tez calismasi Istanbul Universitesi, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,

Sinirbilim Anabilim Dali’nda yiiriitiildii.

Beyin dokularinin takibi ve parafine gomiilmesi islemleri ile kesit alinarak
dokularin lama gecirilmesi islemleri Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi,

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda gergeklestirildi.

ELISA calismalarinin son asamasi olan okuma kismi Istanbul Universitesi,
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Immunoloji Anabilim Dali’'nda yapildi. Okuma

cihazi olarak BioTek Instruments ELx800™ kullanildi.
3.2. Hayvan Gruplarimin Olusturulmasi

Bu calismada 36 adet, 25-30 gr agirhiginda Balb/C erkek fare kullanildi.
Calismada kullanilan hayvanlar deney giiniine kadar Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve
Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali’nda standart laboratuvar kosullarinda

tutuldu.

Tiim fareler tartildiktan sonra a¢ ve tok olacak sekilde iki gruba ayrilarak taze

samanli temiz kafeslere alindi.Tok gruplarda olacak hayvanlara yem verildi, ac
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gruplarda olan hayvanlarin ise yemleri alind1 ve 24 saat boyunca a¢ birakildilar.Deney
giinli, skopolamin hidroklorid 3mg/kg ve 4ml/kg hacimde olacak sekilde serum
fizyolojik (SF) icinde c¢oziilerek hazirlandi. Tok ve a¢ tiim hayvanlar tartildiktan sonra

asagidaki sekilde deney gruplarina ayrildi.

l.grup (Tok-SF) (n=6): Tok hayvanlara periton i¢ine (i.p.) SF enjeksiyonu

yapildi.

2.grup (Tok-Skop) (n=6): Tok hayvanlara i.p. skopolamin enjeksiyonu yapildi.

3.grup (A¢-SF) (n=6): 24 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. SF

enjeksiyonu yapildi.

4.grup (Ac¢-Skop) (n=6): 24 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p.

skopolamin enjeksiyonu yapildi.

Tiim gruplardaki hayvanlar, enjeksiyon sonrasinda izleme kafeslerine alindi ve

50 dakika boyunca konvulsiyon siklig1 ve konvulsiyon baslama siiresi acisindan izlendi.

S.grup (A¢-SF-Yem) (n=6):24 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p. SF

enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyondan 20 dakika

sonra yem verildi.

6.grup (Ac¢-Skop-Yem) (n=6): 24 saat siiresince a¢ birakilan hayvanlara i.p.

skopolamin enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar izleme kafeslerine alindi. Enjeksiyondan

20 dakika sonra yem verildi.

Yem verildikten sonra hayvanlar 30 dakika boyunca konvulsiyon sikligi ve

konvulsiyon baslama siiresi acisindan izlendi.

Konvulsiyon evreleri 0-5 arasinda skor verilerek degerlendirildi. Evre 3 ve iistii

konvulsiyon yaniti olarak kabul edildi. Degerlendirme:

(0) fark yok;

(1) donma ve cene hareketleri;

(2) 6n ayaklarda klonus;
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(3) sahlanma ile 6n ayaklarda klonus;
(4) sahlanma ile 6n ayaklarda klonus ve diisme;
(5) sahlanma ile jeneralize konvulsiyon, diigme ve si¢rama.

Izleme siiresinin sonunda doku ve plazma ghrelin diizeylerini belirlemek icin
hayvanlardan intrakardiyak kan alind1i ve beyinleri c¢ikarilarak uygun kosullarda

saklandi.
3.3. Plazma ve Doku Ghrelin Diizeyinin Belirlenmesi

Dekapitasyon asamasindan once farelerden intrakardiyak yolla enjektore alinan
kan hizla EDTA'l tiiplere konuldu ve sogutmali santrifiij ile kandan plazma ayrildi. Buz
tizerinde calisilarak beyin kafatasindan c¢ikarildi ve beyincikten ayrilarak kriyotiiplere
alindi. Toplanan plazma ve doku 6rnekleri ¢alisma giiniine kadar saklanmak iizere hizla

-80°C’ye kaldirildi.

Calisma giinii beyin dokular1 -80°C’den alindi ve buz igerisinde tutularak
homojenize edildi. Homojenizasyon asamasinda tartilan doku hazirlanan
homojenizasyon soliisyonuna koyuldu ve soguk ortamda parcalandi. Buzda vortekslendi
ve tam homojenizasyon i¢in par¢alama islemine devam edildi. Tam bir homojenat elde
edildikten sonra 20 dakika, 15.000 rpmde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist siv1

(stipernatant) calisma yapmak icin alindu.

Homojenizasyon soliisyonu hazirlanirken, her gram doku i¢in 1 ml PBS icinde

proteaz inhibitorii olarak 4 ul aprotinin kullanildi.

Plazmadan ve homojenizasyon asamasindan sonra siipernatant kisimlar1 alinan
orneklerden Phoenix fare "Ghrelin EIA Kit" kullanilarak, kit prosediiriine uygun sekilde

plazma ve doku ghrelin diizeyleri belirlendi.
3.4. immunhistokimya Deneyleri

Immunohistokimyasal inceleme igin ayn1 deney gruplarina sahip Onceki
calismalarimizda kullanilan hayvanlarin parafine gomiilerek saklanmis beyin dokular

kullanildi.
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Hayvanlar giyotin ile dekapite edildikten sonra,cikarilan beyinler % 10’luk
formaldehit ile fikse edildi. Beyinler artan alkol serileri i¢inde 24 saat ve en son
basamakta toluol icinde 1 saat bekletildi. Saf parafin i¢inde 58°C’lik etiivde 2 saat
bekletilip sonra kiip bloklar i¢inde parafine gomiildii. Bloklardan ghrelin boyamasi
yapmak amaciyla sogutmali mikrotom kullanilarak kesitler alindi ve poly-L-lizinli

lamlara aktarildi.

Paraformaldehitle fikse edilmis, parafine gomiilii fare beyin dokularinda
deparafinizasyon ve rehidratasyon islemleri gerceklestirildi. Parafinden kurtulmak i¢in
immunohistokimyasal boyama yapilacag: giin lamlar 56°C’lik etiivde 1 saat bekletilerek
parafinin yumusamast saglandi. Kesitlere suyunu geri kazandirmak iizere yiizdesi
azalan alkol serilerinde bekletilip son olarak distile suya alindi. Bunun icin ksilende 5
dakika tutulan kesitler, sirasiyla % 100, % 80, % 70 ve % 50’lik alkol serilerinde 5
dakika bekletildi. Daha sonra distile suda yaklasik 1 dakika bekletilen preparatlar Fosfat
tampon soliisyonu (1xPBS) i¢ine alinarak 5 dakika tutuldu. Kesitlere mikrodalga firinda
sitrat tampon soliisyonu iginde 20 dk. 1s1 uygulanarak antijenik bolgelerin aciga
cikarilmasi saglandi. Epitoplarin a¢ilmasini saglamak icinl litre sitrat tampon soliisyonu
icine 300ul tween 20 katildi. Mikrodalga asamasinda saleler kontrol edilerek buharlagan
tampon soliisyonun yerine yenisi eklendi ve bodylece kesitlerin kurumast engellendi.
Lamlar, oda 1sisina kadar sogumasi beklendikten sonra 1xPBS i¢ine alinarak 5 dk.
tutuldu. Tampondan c¢ikarilan lamlarda hidrofobik bariyer olusturmak iizere kesitlerin

etrafi immunopen ile ¢izildi.

Boyama kab1 i¢ine alinan kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek
amaciyla boyama kitinin i¢inde bulunan % 0,3’liik H,0, ile muamele edildi.Daha sonra
sekonder antikordan kaynakli yanlis boyanmayi engellemek {iizere, protein blok
kullanilarak spesifik olayan baglanma yerleri kapatildi. Ayrica ara yikamalarin
yapilacagr PBS tampon soliisyonu i¢ine % 0,25 olacak sekilde triton X-100 katilarak
zemin boyamas1 engellenmeye calisildi. Protein blok kapli lamlar 20 dakika
bekletildikten sonra PBS ile yikandi. Ardindan antikor diliient soliisyonu kullanilarak
uygun konsatrasyona getirilen ghrelin primer antikor (Abcam marka, ke¢i poliklonal
ghrelin IgG) ile 2 saat bekletilip sonra primer antikora uygun ve biyotin bagl sekonder
antikor (Abcam marka, keci IgG ile uyumlu tavsan poliklonal seconder antikoru)ile 30

dk inkiibe edildi. Primer ve sekonder antikor asamalar1 arasinda PBS ile yikama yapildi.
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Ardindan streptavidin-HRP soliisyonuyla 30 dk inkiibasyon yapildi. Bu asamada
beklenirken kit icerigindeki (Abcam marka-ab64261) substrat buffer ve kromojen
kullanilarak kit prosediiriine uygun seklide DAB soliisyonu hazirlandi. PBS ile yikama
asamasindan sonra yaklasik 10 dakika kahverengi renk olusumu izlenerek kesitler DAB
solusyonu ileinkiibe edildi. Tiim asamalarin arasinda kesitler PBS tampon ile iicer kez
yikandi. Yikama isleminin ardindan kesitler Mayers marka hematoksilen ile
boyandi.Preparatlarin iizerlerine DAB’la uyumlu organik bazli bir kapatict (mounting

medium) konularak lamelle kapatildi.

Immunohistokimyasal boyama sonrasi fare beyin koronal kesitleri “Allen Mouse
Brain Atlas” referans alinarak 1sik mikroskobunda (Nikon Eclipse E100) incelendi.
Kesitlerden uygun biiyiitmede fotograflar alinarak hipotalamus ve amigdala
bolgesindeki hiicreler incelendi. Sitoplazmanin kahverengi renkte boyanmasi (Sekil 3-1)
ghrelin varligim1 gosterdiginden her mikroskop alanindaki bu boyali hiicreler sayilarak,
alandaki toplam hiicre sayisina gore yiizdeleri belirlendi. Kahverengi boyanmayan

hiicreler ghrelin negatif olarak kabul edildi (Sekil 3-2).

Sekil 3-1: Hipotalamusta immunohistokimyasal boyama sonucu ghrelin pozitif
olan hiicreler.

Ornek olarak secilen ve ok ile gosterilen hiicrelerin sitoplazmalari kahverengi boyandigindan ghrelin

varligim gostermektedir. Bilyiitme orani: 3200x
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Sekil 3-2: Hipotalamusta immunohistokimyasal boyama sonucu ghrelin negatif
olan hiicreler.

Ornek olarak segilen ve ok ile gosterilen hiicrelerde ghrelin varligi goriilmemektedir. Bityiitme orani:1600x

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim veriler toplandiktan sonra, bilgisayar yazilim programi SPSS® 15.0

kullanilarak istatistiksel analizler yapildi.

Viicut agirlign degisim yiizdeleri Student’s t-test kullanilarak degerlendirildi.
Konvulsiyon sikliginin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Fisher Exact test
kullanildi.

Plazma ghrelin diizeyleri ve beyin dokusu ghrelin diizeyleri tek yonlii varyans
analizi (One-Way ANOVA) ardindan Tukey testi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi. Plazma ve doku ghrelin diizeyleri ile konvulsiyon evreleri arasindaki

iliski Spearman korelasyon analizi ile incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. Konvulsiyonlar

Deney siiresince hayvanlarda olusan agirlik degisimleri, konvulsiyonlarin

evreleri ve olusan konvulsiyonlarin sikligi ile baslama siireleri asagida gosterilmistir.
4.1.1. Agirhik Degisimleri

Hayvanlarin viicut agirliklar 24 saatlik deney siiresinin 6ncesinde ve sonrasinda
Olciildii. Bir giinlik deney siiresinin sonunda, yem verilmeyen gruplarda bulunan
hayvanlarin agirliklarinin, tok gruplardaki hayvanlarin agirliklarindan daha diisiik
oldugu saptandi. A¢ hayvanlardaki agirlik kaybinin yiizdesi, tok hayvanlardakine oranla
anlaml olarak yiiksek bulundu (p<0,01).

Tablo 4-1°de hayvanlarin deney oncesi ve 24 saat sonrasindaki viicut agirliklari

ile ylizde degisimleri gosterilmistir.

Tablo 4-1: Farelerin 24 saat icindeki viicut agirh@ degisimi.

Viicut Agurhigy (ort+SE)
Gruplar(n) Deney oncesi 24 saat sonra Agirlik degisimi (%)
Tok hayvanlar (12) 29,17+0,79 29,12+0,74 0,06
Ac hayvanlar (24) 27,04+0,28 24,71+0,43 8,71°

(n) hayvan sayi1s1

p<0,01, tok hayvanlardaki agirlik degisimi yiizdesine gore.

4.1.2. Konvulsiyon Evreleri

Tablo 4-2'de konvulsiyon evreleri ve her gruptaki konvulsiyon geciren hayvan
sayist goriilmektedir. Otuz dakikalik izleme siiresince sadece 24 saat acglik sonrasinda
skopolamin uygulanip ardindan yem verilen hayvanlarda (A¢-Skop-Yem) konvulsiyon

olustugu gozlendi.
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Tablo 4-2: Konvulsiyon geciren hayvan sayilari ve evreleri.

Gruplar (n) Evre0) Evrel Evre2 Evre3 Evred4d Evre)
Tok-SF (6) 0 0 0 0 0 0
Tok-Skop (6) 0 0 0 0 0 0
Ac¢-SF (6) 0 0 0 0 0 0
Ac-Skop (6) 0 0 0 0 0 0
Ac¢-SF-Yem (6) 0 0 0 0 0 0
Ac-Skop-Yem (6) 0 0 1 2 2 1

(n) hayvan sayis1

4.1.3. Konvulsiyon Sikhig1 ve Baslama Siireleri

Tablo 4-3'te tim gruplardaki konvulsiyon sikligi ve yem yedikten sonra

konvulsiyonlarin bagladigi zamana kadar gegen siire goriilmektedir.

Calisma sonucunda sadece Ac-Skop-Yem grubunda konvulsiyon olustugu
goriildii. Konvulsiyon sikligt % 83,3 olarak hesaplandi. Bu sonug¢ diger gruplar ile
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulundu (p<0,05). Ac¢-
Skop-Yem grubunda konvulsiyonlarin ortaya ¢ikma siiresinin 6,3+1,7 dk. oldugu

saptandi.

Tablo 4-3: Konvulsiyon baslama siiresi ve sikhigi.

Konvulsiyonlarin
Gruplar(n) Stkligr (%) Bagslama Siiresi (dk)
Tok-SF (6)
Tok-Skop (6)

Ac¢-SF (6)
Ac¢-Skop (6)

) (e) (e) ) )
1

Ac¢-SF-Yem (6)
A¢-Skop-Yem (6) 83,3% 6,3+1,7

(n) hayvan sayis1

p<0,05; A¢-SF-Yem grubuna gore.
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4.2. Ghrelin Diizeyleri

Hayvanlardan toplanan plazma ve doku orneklerinde Phoenix Ghrelin (Rat,
Mouse) EIA Kit (EK-031-31) kullanilarak toplam (agil ve deagil) ghrelin miktarlar

belirlendi.

4.2.1. Plazma Ghrelin Diizeyleri
Plazma toplam ghrelin diizeyleri Sekil 4-1’de goriilmektedir.

Plazma ghrelin diizeyleri incelendiginde skopolamin uygulanan tok gruptaki
hayvanlardaki toplam ghrelin diizeyinin (4,1+0,7 nmol/ml), SF uygulanan tok gruptaki
hayvanlara gore (2,9+0,3 nmol/ml) daha yiiksek oldugu saptandi. Aclik sonrasinda
skopolamin uygulanan gruptaki (5,0+0,6 nmol/ml) plazma ghrelin diizeyi ise, 24 saat
aclik sonrasinda SF uygulanan gruba (5,60,5 nmol/ml) kiyasla diisiik bulundu. Gruplar

arasindaki bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Toplam plazma ghrelin diizeyi 24 saat a¢ kalan ve SF enjeksiyonu yapilan
grupta (5,6+0,5 nmol/ml), SF enjeksiyonu yapilan tok gruba (2,9+0,3 nmol/ml) oranla
anlaml olarak daha yiiksek bulundu (p<0,05). Aclik siiresinin sonunda SF enjeksiyonu
yapilan ve yem verilen gruptaki plazma ghrelin diizeyi (7,0+£0,9 nmol/ml) ise aglik
sonras1i SF enjeksiyonu yapilan ancak yem verilmeyen gruba (5,6£0,5 nmol/ml) kiyasla
yiikksek oldugu belirlendi. Ghrelin seviyesindeki bu fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmadi.

Ac¢-SF-Yem grubundaki hayvanlarin plazma ghrelin diizeyi, SF enjeksiyonu
yapilan tok hayvanlara gore (p<0,01) ve skopolamin enjeksiyonu yapilan tok hayvanlara

gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu.

Ac¢-SF-Yem grubundaki (7,0+0,9 nmol/ml) ghrelin diizeyi ayrica A¢-Skop-Yem
grubundaki plazma ghrelin diizeyiyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

derecede yiiksek bulundu (p<0,05).

Ozetle skopolamin uygulanan tok gruptaki hayvanlarm plazma ghrelin
diizeylerinin, 24 saatlik aclik sonrasi skopolamin uygulanan gruptaki hayvanlarin
ghrelin diizeyinden diisilk ancak skopolamin uygulamasi sonrasi yem verilen ac
hayvanlardan yiiksek oldugu goriildii. Ghrelin diizeyindeki bu farkliliklar istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi. SF enjeksiyonu yapilan tok gruptaki hayvanlarin plazma
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ghrelin diizeylerinin, 24 saatlik aglik sonrasi SF enjeksiyonu yapilan gruptaki (p<0,05)
ve SF enjeksiyonu sonrast yem verilen a¢ gruptaki hayvanlardan diisiik oldugu goriildii

(p<0,01).

Plazma

8 - aa, b

7 -

6 | a
_ 5 - <
£
5 4
£
<3

2

1

O T T

TOK-SF TOK-SKOP AC-SF AC-SKOP AC-SF-YEM  AC-SKOP-YEM

Sekil 4-1: Plazma ghrelin diizeyleri.
# p<0,05, * p<0,01;Tok-SF grubuna gore

® p<0,05,Tok-Skop grubuna gére
¢ p<0,05, A¢-SF-Yem grubuna gore

Barlar ortalama degerleri, hata cubuklar standart hatay1 (S.E.) gostermektedir

Ac¢-Skop-Yem grubundaki her hayvanda goriilen konvulsiyon evresi ve plazma
ghrelin seviyeleri Tablo 4-4’te gosterilmistir.Bu sonuglara gore konvulsiyon evreleri ile
ghrelin seviyeleri arasinda korelasyon acisindan yapilan incelemede negatif yonde cok
zayif bir iligki bulunmustur. Bu iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir

(Spearman’s rho= -0,23, p=0,66).

4.2.2. Doku Ghrelin Diizeyleri

Beyin dokusundaki toplam ghrelin diizeyleri Sekil 4-2’de gosterilmigtir.
Skopolamin uygulanan tok gruptaki hayvanlardaki toplam ghrelin diizeyinin (1,5+0,6
nmol/ml), SF uygulanantok gruptaki hayvanlara gore (1,4+0,3 nmol/ml) daha yiiksek
oldugu saptandi. Aclik sonrasinda skopolamin enjeksiyonu yapilan gruptaki (0,8+0,1
nmol/ml) doku ghrelin diizeyi ise, 24 saat aglik sonrasinda SF uygulanan gruba (1,8+0,4
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nmol/ml) gore azalmis oldugu bulundu. Gruplar arasindaki bu farklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmada.

Doku ghrelin diizeyi 24 saat a¢ kalan ve SF uygulanan grupta (1,8+0,4
nmol/ml), SF uygulanantok gruba (1,4+0,3 nmol/ml) oranla daha yiiksek bulundu. A¢lhk
siiresinin sonunda SF uygulananve yem verilen gruptaki doku ghrelin diizeyi (3,8+0,6
nmol/ml) ise aclik sonras1 SF uygulananancak yem verilmeyen gruba (1,8+0,4 nmol/ml)

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p<0,05).

Ac¢-SF-Yem grubundaki hayvanlarin doku ghrelin diizeyi, SF uygulanan tok
hayvanlara gore (p<0,01) ve 24 saat aclik sonrast SFuygulanangruba gore (p<0,05)
istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek bulundu.

Aclik sonrasinda SF uygulananve yem verilen gruptaki hayvanlarin doku ghrelin
diizeyleri, A¢-Skop, Ac¢-Skop-Yem ve Tok-Skop gruplarina kiyasla anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0,01).

Doku
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>
[e]
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TOK-SF TOK-SKOP AG-SF AG-SKOP AG-SF-YEM  AC-SKOP-YEM

Sekil 4-2: Beyin dokusundaki ghrelin diizeyleri
 p<0,01,Tok-SF, Tok-Skop, A¢-Skop, A¢-Skop-Yem gruplarina gore

*p<0,05, A¢-SF grubuna gore

Barlar ortalama degerleri, hata cubuklar1 S.E.’yi gostermektedir.

Ac¢-Skop-Yem grubundaki her hayvanda goriillen konvulsiyon evresi ve doku

ghrelin diizeyleri Tablo 4-4’te gosterilmistir. Bu sonuglara gore konvulsiyon evreleri ile
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doku ghrelin seviyeleri arasinda korelasyon acisindan yapilan incelemede pozitif yonde

zayif bir iliski oldugu goriilmiistiir. Bu iligki istatsitiksel olarak anlamli bulunmamugtir

(Spearman’s rho=0,29, p=0,58).

Tablo 4-4: Plazma ve doku ghrelin diizeyleri, konvulsiyon evreleri ve ortaya cikma

siireleri

Plazma ghrelin Doku ghrelin Konvulsiyon Baslama Siiresi
diizeyleri diizeyleri Evresi (dk)
(nmol/ml) (nmol/ml)

3,4 0,8 5 11

4,1 0,7 3 3

6,9 0,7 2 4

1,3 1,5 2,5 5

2,1 0,8 4 4

5,7 0,8 4 12

Tabloda plazma ve doku ghrelin diizeyleri ortalama degerleri verilmistir.

4.3. Immunohistokimyasal Degerlendirme

Beyin dokusundan alinan koronal kesitlerde Allen-Mouse Brain atlas referans
alind1 (Sekil 4-3). Hipotalamusun ARC bolgesindeki (Sekil 4-4) ghrelin pozitif boyanan
hiicreler sayilarak, her mikroskop alanindaki toplam hiicre sayisina gore yiizdeleri

belirlendi. Amigdala bolgesinde ghrelin pizitif hiicre varlig1 goriilmedi.
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Sekil 4-3: Allen Mouse Brain Atlas’tan alinan koronal fare beyin kesiti (1).

Kirmiz1 boyali alan hipotalamik arkuat cekirdegi gostermektedir. Kirmizi cerceve i¢indeki alanda amigdala
cekirdekleri bulunmaktadir.

Sekil 4-4: immunohistokimyasal olarak ghrelin boyamasi yapilmis koronal fare
beyin Kesiti.

Kirmizi cerceve igindeki alan hipotalamik arkuat ¢ekirdegi gostermektedir. Biiyiitme orani: 200x
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Sekil 4-5’te hipotalamus bolgesindeki ghrelin pozitif hiicrelerin gruplardaki
yiizde dagilimlar1 goriilmektedir. Buna gore skopolamin uygulanan tok gruptaki
hayvanlardaki ghrelin pozitif hiicrelerin (10,4+2,6), SF uygulanan tok gruptaki
hayvanlara gore (13,4+1,5) daha diisiik yiizdeye sahip oldugu goriildii. A¢lik sonrasinda
skopolamin uygulanan gruptaki (10,6+0,1) boyanan hiicre yiizdesi ise, 24 saat achik
sonrasinda SF enjeksiyonu yapilan gruba (15,9+1,7) kiyasla diisiik bulundu. Gruplar

arasindaki bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Hipotalamustaki ghrelin pozitif boyanan hiicre yiizdesi, 24 saat ac¢ kalan ve SF
uygulanan grupta (15,9+1,7), SF uygulanan tok gruba (13,4+1,5) oranla daha yiiksek
bulundu. Aclik siiresinin sonunda SF uygulanan ve yem verilen gruptaki ghrelin pozitif
hiicrelerin yiizdesinin (9,5+0,5) ise aclik sonrast SF uygulanan ancak yem verilmeyen

gruba (15,9+1,7) kiyasla daha diisiik oldugu goriildii.

Ac¢-Skop-Yem grubunun (21,1+2,1), diger tiim gruplardan daha yiiksek ghrelin
pozitif hiicre yilizdesine sahip oldugu goriildii. A¢-Skop-Yem grubunun sahip oldugu bu
yiiksek ylizdenin, A¢-Skop ve A¢-SF-Yem gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml

derecede yiiksek oldugu goriildii (p<0,05).
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Sekil 4-5: Hipotalamusta immunohistokimyasal boyama sonucunda ghrelin pozitif
boyanan hiicre yiizdeleri

p<0,05, A¢-Skop ve A¢-SF-Yem gruplarina gore.

Barlar ortalama degerleri, hata cubuklar: S.E.’yi gostermektedir
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi ile antimuskarinik uygulanan ve yem verilen hayvanlarda
olusan konvulsiyonlar ile ghrelin peptidinin iliskisi ilk kez arastirilmistir. Ghrelin
diizeyleri plazma ve beyin dokusunda Olciilmiis, ayrica immunohistokimyasal boyama

ile hipotalamusun arkuat cekirdeginde ghrelin varlig1 incelenmistir.

Ghrelin plazma derisiminin aclik siiresince arttifi, yemek yedikten sonra ise
normal diizeylere indigi bilinmektedir (24, 25). Calismamizda 24 saat aclik sonrasinda
Olciilen plazma ghrelin diizeylerinin (Ac¢-SF), tok hayvanlara (Tok-SF) gore anlaml
derecede daha yiiksek oldugu saptanmistir. Antimuskarinik antagonistlerden atropin
uygulandiginda a¢ hayvanlarda plazma ghrelin seviyesinin anlamli derecede diistiigii
bildirilmistir (47). Calismamizda da bu bulgu ile benzer olarak skopolamin uygulanan
ac gruplarda plazma ghrelin derisiminin, SF uygulanan a¢ gruplara gore daha diisiik
oldugu bulunmustur. lgin¢ olarak tok hayvanlarda, skopolamin uygulanan grubun
plazma ghrelin seviyesinin SF uygulanan gruptan daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bu bulgular skopolamin uygulanmasinin aglik ve tokluk durumlarinda farkli etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan baska bir ¢alisma ile sicanlarda pentilentetrazol
ile olusturulan nobetlerden sonra kandaki ghrelin seviyesinin azaldig1 gosterilmistir (9).
Bu calismada da konvulsiyon geciren tek grup olan Acg-Skop-Yem grubundaki
hayvanlarin plazma ghrelin diizeyleri A¢-SF-Yem ve Ac¢-Skop gruplarina gore daha

diisiik oldugu goriilmektedir.

Ghrelin derisimi yemek yedikten yaklasik bir saat sonra normal diizeyine
inmektedir (24, 25). A¢-SF grubu ile A¢-SF-Yem grubu karsilastirildiginda yem yiyen
grupta ghrelin diizeyinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yem alan gruptaki ghrelin
derisiminin diismesi beklendiginden bu bulgu ilginctir. A¢ birakilan hayvanlarin yem
buldugunda yem yemeye hemen baslamadig1 ve az miktarda yem yedigi gézlenmistir.
Bu davranis gbz oniine alindiginda, hayvanlarin tokluk olusturacak ve dolayisi ile
ghrelin deirisimini diisiirmeye yetecek miktarda yememis olabilecekleri diisiiniilebilir.
Calismamizda alinan doku ve kan Orneklerinin yem yedikten yarim saat sonra alinmis
olmasi nedeniyle ghrelin diizeyi heniiz normal degerlere inmeden Ol¢iim yapmis
olabilecegimiz ileri siiriilebilir. Bu nedenler, A¢-SF-Yem grubunda plazma ghrelin

diizeyinin yiiksek bulunmasini agiklayabilir.
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Ghrelin peptidi yemek yemeyi, mide hareketlerini, enerji kullanimim ve istahi
diizenlemektedir. Aclik halinde plazmada yiiksek bulunan ghrelin diizeyi, yemek
yedikten sonra azalmaktadir. Yapilan bir ¢calismada insanlarda 72 saat siireli uzun aghik
donemi sonrasinda, plazma ghrelin derisiminin tokluk déneminde Olgiillen bazal
derisime gore anlamli olarak degismedigi goriilmiistiir (19). Yani uzun siireli aghk
sonrasinda ghrelin derisimi aclik siiresiyle dogru orantili olarak zamanla artmamaktadir.
Ghrelin ve yemek alimindaki iliski, yemekten onceki ghrelin artis1 ile degil, yemek
yedikten sonraki ghrelin azalmasi ile alakali olabilir. Ayrica, kisa siireli agliklarda
ghrelin seviyelerinin artmasina ragmen uzun siireli agliklarda adaptif durum gelisiyor
olabilir. Ancak bizim ¢alismamizda uzun siireli aclik sonunda a¢ hayvanlarda toklara

gore daha yiiksek ghrelin seviyesi oldugu goriilmiistiir.

Onceki yillarda yapilan calismalar ile uyumlu olarak, 24 saat a¢ birakilan
farelere skopolamin uygulanmasi ve ardindan yem verilmesi ile % 83,3 konvulsiyon
olustugu goriilmiistiir. Yakin zamanda yapilan calismalar ile iki saat aclik sonrasinda
% 50 siklikla konvulsiyon olustugu gosterilmistir. Bu durumda konvulsiyon
olusumunun aghk siiresi ile, ve dolayisiyla ghrelin peptidi ile ilgili olmadig
diistiniilebilir. Ancak yemden yoksun kalma ve kati yeme yeniden kavusmanin yaratmis
oldugu stres nedeniyle de konvulsiyon olusumu ghrelin diizeyi ile iliskilendirilebilir.
Akut stres (tail pinch) olusturuldugunda plazma ghrelin mRNA anlatiminin anlaml
derecede arttig1 gosterilmistir (28). Kalori kisitlamasi, uzun siireli enerji bozuklugu ve
azalmig yem alimi (anoreksia gibi) durumlarinda da plazma ghrelin derisimi
artmaktadir. Bu durumda uzun siire yemden yoksun kalma stresi nedeniyle a¢ gruplarda
ghrelin diizeyinin yiiksek olmasi beklenebilir. A¢ hayvanlara atropin uygulanmasi ile
ghrelin derisiminin anlamli derecede diistiigli g6z oniine alindiginda, antimuskarinik bir
ilag olan skopolamin uygulanmasi ile a¢ hayvanlarda ghrelin derisiminin diismesi
beklenebilir. Beklendigi gibi, hem plazmada hem de dokuda SF uygulanan a¢ gruplarda
ghrelin seviyesi yiiksek, buna karsin skopolamin uygulanan a¢ hayvanlarda ghrelin
derisiminin bu gruplara gore diisiik oldugu goriilmektedir.

A¢-SF-Yem grubunda yemle tekrar bulusmanin stresi ile ghrelin seviyeleri
yiksek bulunmus olabilir, ancak Ac-Skop-Yem grubu da aghik sonrasi yemle
bulustugundan ayni etki beklenmektedir. Buna karsin Ac¢-Skop-Yem grubundaki
hayvanlarin doku ve plazma ghrelin seviyelerinin diisiik olmasi1 skopolaminin ghrelin

salintmin1 baskiliyor olmasiyla agiklanabilir. Ghrelin seviyelerinin eksojen ghrelin
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uygulanmasi ile yilikselmesi sonucunda nébetlerin ortaya ¢ikma siiresi ve nobet olusumu
azalmaktadir (62, 83). Ac-Skop-Yem grubunda ghrelin seviyesi diisiikk oldugundan
ghrelinin nobetlerden koruyucu etkisini gosteremedigi konvulsiyonlarin ortaya ciktigi
ileri siirtilebilir.

Ac farelerdeki plazma ve doku ghrelin diizeylerinin, A¢-SF ve Ac¢-SF-Yem
gruplarinda Ac¢-Skop ve Acg-Skop-Yem gruplarinda gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ghrelinin hipotalamik néronlarda oksijen ve glikoz yoklugunda olusan
apoptozu baskiladigi, kainik asitin neden oldugu toksisiteyi ise azalttigr gosterilmistir
(37). Iskemik durumlarda kortikal noronlar1 hiicre oliimiine karsi korudugu (20) ve
diger dokularda da iskemi/reperfiizyon hasarini azaltarak koruyucu etki gosterdigi (66)
bulunmustur. Ayrica siganlarda pentilentetrazol uygulanmasi ile olusturulan epileptik
nobetlerde goriilen oksidatif stres belirteclerinin, ghrelin uygulanmasi ile azaldigi
gosterilmistir (61). Yiiksek ghrelin diizeyleri pentilentetrazol ile olusturulan ndbetleri
baskilamaktadir. Tiim bu bulgular gdz Oniine alindiginda ghrelinin ndbetlerin ortaya
cikmasina neden olan dejenerasyonlari azaltarak nobetlerin olugsmasini baskiladigi
diisiiniilebilir. Bizim ¢alismamizda ise skopolamin uygulanmasi sonucu ghrelin seviyesi
diistiiglinden ghrelinin koruyucu ve antiepileptik etkisini gosteremedigi ileri siiriilebilir.
Farkli bir ¢calismada sicanlarda pentilentetrazolle olusturulan nobetlerden sonra kandaki
ghrelin seviyesinin azaldig1 gosterilmistir (8). Ac¢-Skop-Yem grubundaki farelerin
tiimiiniin konvulsiyon gecirdigi goz Oniine alindiginda, A¢-SF-Yem grubuna gore doku
ve plazma ghrelin diizeylerindeki anlamli azalmanin bu bulgu ile benzer oldugu
goriilmektedir. Sicanlardaki ve bu calismadaki bulguya karsin, epilepsili hastalarda
plazma ghrelin derisiminin saglikli bireylere gore yiiksek oldugu tespit edilmistir (14).
Ancak bu hastalarin tiimii son dort ayda nobet gecirmeyen, interiktal donemde ghrelin
seviyeleri Ol¢iilen hastalardir. Antiepileptik ilaglar hipotalamo-hipofizer islevleri
etkilediginden (45), ghrelin seviyesinin yiiksek olmasinda kullanilan antiepileptik

ilaglarin etkili oldugu ileri siiriilebilir.

Ghrelin GHS-R tip la iizerinden biiylime hormonu salinimimi artirmaktadir.
Kindling ile olusturulan epilepsi nobetlerinde biiylime hormunu anlatiminin arttigi
gosterilmistir (30). Ayrica biiyiime hormonunun etkisini gerceklestirdigi sirada olusan
ERK fosforilasyonunun, epileptik nobet olusumuna neden oldugu ve nébet olusumu i¢in

ERK aktivasyonunun gerekli oldugu gosterilmistir (51). Epilepsili hastalarda da serum
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ghrelin diizeyleri saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(14). Ghrelin peptidinin antiepileptik oldugunu gosteren calimalara karsin, yiiksek
ghrelin diizeylerinin biiyiime hormonu salinimini arttiracagindan, epileptik nobetlerin
olusumunda etkili oldugu diisiiniilebilir. Hipotalamusun arkuat ¢ekirdeginde goriilen
yilksek boyanma orami Ac¢-Skop-Yem grubunda konvulsiyonlarin olusumuna neden

oldugu ileri siiriilebilir.

Yapilan farkli ¢calismalar ile hipotalamus, medulla oblongata ve spinal cordda
ghrelin varligi immunhistokimyasal olarak gosterilememis iken (40), ghrelin varligim
hipotalamusta gosteren calismalar da mevcuttur (23, 82). Kullanilan antikorlarin
farklilig1 sebebiyle bu sonucglar olusmus olabilir. Bizim calismamizda da amigdala ve
hipotalamus bolgeleri incelenmis, ancak sadece hipotalamusta ghrelin pozitif boyanan

hiicreler gozlemlenmistir.

Hipotalamustaki immunohistokimyasal inceleme sonucunda, skopolamin
uygulanan a¢ ve tok gruplardaki hayvanlarda SF uygulanan gruplara gore daha diisiik
oranda ghrelin pozitif hiicre oldugu goriilmektedir. Bu gruplarda goriilen diisiik ghrelin
oranlari, antimuskarinik etki nedeniyle ghrelin saliniminin baskilanmasi ile uyumludur.
Doku ve plazma ghrelin degerleri incelendiginde A¢-SF-Yem grubunda yiiksek oldugu
goriilen ghrelin derisimine karsin ARC’de yapilan incelemede en diisiik seviyede
ghrelin pozitif hiicrenin bu grupta oldugu goriilmektedir. Ayrica konvulsiyon gegiren
hayvanlarda da aym zit sonuclar goriilmektedir. Bu grupta da plazma ve dokuda ghrelin
derisimleri diisiik iken, hipotalamusta ghrelin pozitif boyanan hiicre yiizdesi yiiksektir.
Bu farkliliklarin nedeni daha spesifik bir alan olan ARC seg¢ilerek sadece bu bolgedeki

hiicrelerin incelenmesi olabilir.

Deacil ghrelin inaktif ghrelin olarak tamimlansa da, kardiyomiyositler,
adipositler ve myelositler iizerinde biyolojik aktivite gostermektedir. Bu hiicreler
ghrelin reseptorii anlatim1 yapmazlar, ancak ghrelinin bu hiicrelerin membranina
baglanarak etki ettigi diisiiniilmektedir (76). Ayrica heniiz tanimlanamayan bir reseptor
izerinden inaktif olan bu ghrelin varyantinin yiyecek alimi ve adipogenezi etkiledigi de
diistiniilmektedir (72). Ancak deacil ghrelinin biiyiime hormonu salinimi iizerine etkili

oldugunu gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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Ghrelinin istah iizerine etkisi deneysel olarak gozlemlenmistir. Merkezi veya
periferal deagil ghrelin injeksiyonu ile ag¢ farelerde yiyecek aliminin ve mide
bosaliminin da azaldigi gosterilmistir. Sicanlarda ise, periton icine deacil ghrelin
uygulanmasi ile a¢ sicanlarda yem alimi azalmis, serbestce beslenen sicanlarda ise
karanlik fazdaki yem alimi azalmis ancak aydinlik fazdaki yem alimi azalmamistir (38).
Ghrelin gastroduodenal hareketleri a¢ ve tok durumlarda uyarir, deagil ghrelin ise mide

motilitesini a¢lik durumunda baskilar.

NPY ve AgRP noronlarinda aktivasyon olustugunda yem alimi artmaktadir (76).
Ghrelinin arkuat cekirdekte NPY ve AgRP noronlarina etki ederek, bu peptidlerin
mRNA anlatimlarinda artisa neden oldugu, yiyecek alimi iizerine olan etkisini bu
sekilde gosterdigi diisiiniilmektedir (46, 53, 76). Eksojen ghrelin uygulamasi da acghik
duygusu ve yemek yeme istegini bu yolla artirmaktadir (25, 67, 76). NPY antiepileptik
etkisi oldugu gosterilen bir peptiddir (21) ve epileptik modellerde NPY mRNA’sinin
anlattminin arttig1 gosterilmistir (21, 29).

Ghrelin ve deagil ghrelin iireten néronlarin aksonal sonlanmalari NPY iireten
noronlar ile dogrudan sinaptik baglanti yapar. Bu da hipotalamik yeme
diizenlenmesinde rol almalarin1 saglar (75, 76). NPY/AgRP ve POMC dogrudan
paraventrikiiler ¢ekirdege bilgileri iletirler. (6). Inaktif ghrelin olarak adlandirilan deagil
ghrelinin merkezi veya periferik uygulanmasi sonucu yiyecek alimmin azaldig
gosterilmistir (39). Acil ghrelinin periton icine uygulanmasi ile arkuat c¢ekirdekte
PVN’de c-fos anlatiminin arttig1 gosterilmistir. Deagil ghrelinin uygulanmasiise sadece
PVN’de c-fos artisina neden olmustur. Ven i¢ine uygulamayapildiginda ise ghrelin
formlarinin GIS hareketliligine etkisi su sekildedir; acil ghrelin duodenumda aktiviteyi
indiiklerken, deacil ghrelin ise antrumdaki aktiviteye engel olur. Yani ghrelinin 2 formu
da GIS hareketleriiizerine zit etkiye sahiptir (39). Bu da farkli yolaklar iizerinden etki
ettiklerini diistindiiriir. Ghrelinin, c-fos anlatimina etkileri goz oniine alindiginda sadece
acil ghrelinin ARC’deki c-fos anlatiminda etkili oldugu, bu sekilde de NPY noronlari

tizerinden motor aktiviteyi arttirdig1 diisiiniilebilir.

Onceki calismalarimiz ile elde ettigimiz bulgulara gore (yaymlanmamuis), ac
hayvanlara skopolamin uygulandiktan sonra yem yemenin c-fos anlatimimi baskiladigi
gosterilmistir. Bu bulgu, calismamizda ortaya konan plazma ve doku ghrelin derisimleri

birlikte degerlendirildiginde ghrelin diizeyleri ile c-fos anlatimlarinda paralellik oldugu



39

goriilmektedir. Ghrelin artisinin, noronal aktiviteyi arttirarak konvulsiyonlarin

olusumuna katkida bulundugu diisiiniilebilir.

Ghrelinin yemek alimimi NPY ve AgRP’yi uyardigi elektrofizyolojik ve fos
immunreaktif caligmalar ile gosterilmistir (6). Ghrelin uygulanmasi ile hipotalamusun
arkuat cekirdegindeki NPY ve AgRP gibi noropeptidlerin anlatimi diizenlenmektedir
(53). Dorsal vagal komplekse yerlestirilen kaniil yardimu ile enjekte edilen acil ghrelin
NPY ve AgRP mRNA anlatiminda artisa neden oldugu gosterilmistir (46). Sicanlarda
yapilan bir ¢alisma ile pikrotoksin ile olusturulan epileptik nobetlerin, hipokampuste
CA1 bolgesine NPY uygulanmasi ile baskilandigr gosterilmistir (21). NPY nin epileptik
insanlarda dentat girusta olusan hipereksitabiliteyi inhibe ettigi gosterilmistir (64).
Sigcanlarda hipokampal kesitlere NPY uygulanmasi sonucunda ise glutamat salinmasiyla
olusan sinaptik eksitasyonun baskilandigi bulunmustur (21). Tiim bu sonuglara

bakildiginda ghrelinin antiepileptik aktivitesini NPY iizerinden gosterdigi diisiiniilebilir.

Bu tez calismasinda, a¢ hayvanlara antimuskarinik uygulanmasi ve yem
verilmesi ile olusan konvulsiyonlarin ghrelin peptidi ile iliskisi ilk kez arastirilmistir.
Beklendigi gibi ghrelin plazma derisimi a¢ hayvanlarda, toklara kiyasla daha yiiksek
diizeydedir. Skopolamin uygulanmasi ile ghrelin salinimi baskilandigindan, doku ve
plazmada ghrelin derisimi diisiik bulunmustur. Ghrelinin epileptik nobetlerin
olusumunda koruyucu etkisi oldugu gosterildiginden ve bu c¢alismada konvulsiyon
geciren hayvanlarin ghrelin derisimlerinin diisiik bulunmasindan dolay1r ghrelinin

koruyucu etkisinin baskilanmis oldugu diisiiniilebilir.

Epileptik nobet olusumunda ve acligin diizenlenmesinde etkili bir cok
mekanizma bulundugundan, a¢ farelere skopolamin uygulanmasi ve yem verilmesi ile
olusan konvulsiyonlarin olusum mekanizmasinin tam olarak aciklanabilmesi i¢in ileri

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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