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OzET

Mide asit sekresyonu ve milkiis miktannin diizenlenmesinde ghrelin’in rolii.
Bilgin M., Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal, Doktora Tezi,
Diyarbakir 2005.

Amag: Ghrelin hormonunun mide asit sekresyonunda iglevi bulunmaktadir. Bu
islevini de gastrin veya vagal stimulasyon Gzerinden gercekiestirmektedir. Nitrik oksit
(NO), viicutta besin alimminin dizenlenmesinde 6nemli gérevier alir. Bir NO
inhibitérii olan N-nitro-L-arginine methyi ester(L-NAME)’in, ghrelinin besin alinimini
indukleyen etkisini inhibe ettiji g6steriimigtir. Biz de bu bilgileri aragtirmak Uzere,
intraven6éz yolla ghrelin ve ghrelin+L-NAME uyguladigimiz siganlarda mide asit
sekresyonu ve yapigkan mukus dizeylerini inceledik.

Materyal ve Metod: Bu ¢alismada 200-300 gr. agirhklaninda Wistar Albino siganlar
kullanildi. Deneylere baslamadan énce siganlar 24 saat siiresince ag birakildi ancak
su igmelerine izin verildi. Mide asit sekresyonu galigmamizda pilor ligasyon metodunu
kullandik. Hafif eter anestezisi altinda, batin orta hattinda kiguk bir insizyon
uygulanarak pilor baglandi ve abdominal duvar kapatildi. Pilor ligasyonu esnasinda
birinci gruba intravenéz yolla 20 pg/kg ghrelin enjeksiyonu uygulandi, ikinci gruba i.v.
ghrelin’e ek olarak subkutan 70mg/kg L-NAME verildi ve hayvanlar 3 saat sonra feda
edildi. Kontrol grubu siganlara 0.5 ml serum fizyolojik tek doz olarak pilor
ligasyonundan hemen sonra intraven6z olarak verildi ve 3 saat sonra mide asit
sekresyonu ile ilgili I. ve Il. grubuna uygulanan igleme tabi tutuldu. Daha sonra
hayvanlarin mideleri gikarilarak mide sivisi toplandi ve supernatant volumu &lgtldd.
Alinan sivi 0.01 N NaOH ile 1/20 titrasyonda ve 7 pH'da diliie edildi.

Bulgular: Mide sekresyon hacmi agisindan ghrelin grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiki olarak bir farkiiik gézlenmezken, ghrelin+ L-NAME grubunda 6nemli bir
azalma goézlendi (p<0.01). Asit duzeyi agisindan yapilan kargilagtirmada ghrelin
grubunda énemli bir artig saptanirken (p<0.05), ghrelin+L-NAME grubunda belirgin
bir azalma gorildi (p<0.001). Plazma total nitrit dOzeyleri agisindan
karsilastinidiginda, ghrelin grubundaki artig diger gruplara gére belirgindi (p<0.01).
Plazma ghrelin diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak 6nemli bir
farklilik gézlenmedi (p>0.05). Ghrelin grubunda yapigkan mukis miktarinda, kontrol



grubuna gére énemli bir artig gézlendi (p<0.05). Ghrelin+L-NAME grubunda yapigkan
mikiis miktarlarn agisindan kontrol grubuna ve ghrelin grubuna gére belirgin bir
azalma saptandi (p<0.01).

Sonuglar: Bu galisma ghrelin uygulaniminin mide asit salimmini arttirdiini ancak
ghrelin+L-NAME uygulaniminin ise azalthgini gosterdi. Ghrelin uygulanimiyla artan
mide yapiskan mukus miktari ise ghrelin+L-NAME uygulanimiyla azalma gdsterdi.

Anahtar Sézciikler: asit sekresyonu, ghrelin, mide miikiis miktan



ABSTRACT

The role of ghrelin at the regulation of gastric acid secretion and mucus
content. Bilgin M, Dicle University Medical Faculty,Department of Physiology.
PhD Thesis, Diyarbakir, 2005.

Purpose: Ghrelin has been proposed to stimulate gastric acid secretion.The
postulated stimulatory effect of ghrelin on acid secretion has been proposed to be
mediated by gastrin or by vagal stimulation. Nitric oxide is generally thought to play a
role at the regulation of feeding. This activity of NO is inhibited by L-NAME(a NOS
inhibitor). We tested this assumption by determining the gastric acid levels and
mucus content in the rats that were taken ghrelin intravenously and the inhibitor of
NO synthase activity (L-NAME) subcutaneously. So, the objective of the present
study was to examine the possible effects of peripherally administered ghrelin and
endogenous NO release on gastric acid secretion.

Material and Methods: In this study, we used Wistar albino rats weighing 200-300 g.
Before the experiments all rats were starved for 24 h, but had free access to tap
water. We performed acid secretion studies by using the pylorus ligation method. The
stimulated acid output after pylorus ligation reflects vagal excitation. Under light ether
anesthesia, the pyloric sphincter was ligated through a small midline incision and the
abdominal wall was closed. 20 pg/kg dose of ghrelin (dissolved in 1ml of saline) was
injected intravenously at the time of pyloric ligation to the first group. In addition to i.v.
ghrelin, 70 mg/kg L-NAME was performed subcutaneously to the second group.
Saline infusion was performed to the control group. The animals were euthanized 3 h
after pylorus ligation, the stomachs were removed and the gastric fluid were
collected. The volume of supernatant was measured and diluted appropriately (1:20)
for titration with 0.01 N NaOH to pH 7.

Results: No statistical difference was determined between the control and the ghrelin
group about gastric acid volume while there was a significant decrease at ghrelin+L-
NAME group (p<0.01). The acid output was increased at ghrelin group (p<0.05) while
it was decreased at ghrelin+L-NAME group (p<0.01). The increased plasma total
nitrite levels at ghrelin group were significant against the other groups (p<0.01).
There was no important statistical difference among the groups about plasma ghrelin



levels (p>0.05). The mucus content was higher at ghrelin group than the control
group (p<0.05) while it was significantly lower at ghrelin+L-NAME group (p<0.01).

Conclusion : In this study,we demonstrate that the gastric acid secretion was
increased by administrating ghrelin while it was decreased by ghrelin+L-NAME
infusion. Gastric mucus content was also increased by ghrelin infusion whiIedb it was
decreased by ghrelin+L-NAME administration.

Key Words: acid secretion, ghrelin, gastric mucus content



GIRiS ve AMAG

Ghrelin, ilk olarak Kojima ve arkadaglan tarafindan blyime hormonu
salgilatici reseptorin endojen bir ligandi olarak kegfedilmis 28 aminoasitli bir
hormondur(1). Baglica midenin fundus mukozasinda bulunan 6zellegmis
enterokromaffin hiicreleri tarafindan tretilir.

Ghrelin guglu bir buyime hormonu endojen salgilaticisi olmasinin yani sira,
biylime hormonundan bagimsiz etkilere de sahiptir. istah agici bir hormondur ve
besin alimmini uyarir. Ghrelin hormonunun birgok fonksiyonlara sahip oldugu,
yapilan deneysel calismalardan anlagiimig bulunmaktadir. Merkezi sinir sisteminde
beslenme davranigi ve enefji metabolizmasinin dizenlenmesinde rol almaktadir
(2). Enerji homeostazisini kontrol eden tirotiropin salici hormon (TRH), orexin A,
kokain ve amfetamin regiile edici transkript (CART) ve kortikotropin serbestlestirici
faktér (CRF) gibi hipotalamik peptidlerin mide asit salgisinin diizenlenmesinde rol
almalarindan dolayi, mide islevinin dizenlenmesinde ghrelin'in de bir rol alip
almadigini incelemek istedik.

Ghrelinin mide fonksiyonlar ile ilgili fizyolojik ve farmakolojik etkileri
arastiriimakta ancak séz konusu hormonun mide asit yapimi ve salgilanmasi
konusunda celigkili bilgiler bulunmaktadir. Bazi aragtirmacilara gére ghrelin santral
veya periferik olarak uygulandiginda mide asit yapimini uyarmakta (3) ancak
kimilerine gore de mide asit yapimimi inhibe etmektedir (4). Dornonville ve
arkadaslarinin  yapti§i caligmada ise subkutan ve intravenéz ghrelin
uygulanmasinin mide asit yapimim etkilemedigi goésterilmigtir (5).

Nitrik oksit'in mide asit salinimi izerine etkilerinin bilinmesi ve eksojen ghrelin
uygulamasi ile nitrik oksit sentaz diizeylerinin artmasi, ghrelin'in nitrik oksit
Uzerinden etki g6sterebilecegini dugiindirtmigtir.

Bugiine dek ghrelin konusunda ulagilan bilgiler bu hormonun besin aliminin
diizenlenmesinde, mide fonksiyonlari ve santral sinir sistemi arasindaki feed-back
sinyallerin saglanmasinda gérev yapan fizyolojik bir mediatdr olabilecegini
disindirmektedir.



Mevcut literatiir bilgilerinin geligkili olmasi nedeniyle, ghrelinin midede asit
yapmi ve salgilanmasini hangi yoénde etkiledigi henlz tam olarak
anlagilamamigtir. Konunun aydinlatimasina katkida bulunmak igin yapmis
olduumuz bu tez galigmasinda, siganlarda periferik yolla ghrelin uygulamasinin
mide asit sekresyonuna efkisini, ghrelin ile nitrik oksit sistemi arasindaki muhtemel
iligkiyi, konuyla ilgili celigkili bilgilerin nedenlerinin ortaya cikariimasi ve mide
fizyolojisine katkida bulunmay! amagladik.

Bu arastirma sonuglarinin, ghrelinin mide asit sekresyonuna etkileri
konusunda varolan geligkili bilgilere kismen agikiik getirecegi inancini tagiyoruz.
Ayrica bu aragtirma sonuglarinin mide asit sekresyonu ile ilgili patolojik durumlarda
ghrelinin roline yonelik galismalara da temel olusturabilecedi kanaatindeyiz.



1. GENEL BILGILER
1.1. Ghrelin’in izolasyonu ve Yapisi

Ghrelin, in vivo ve in vitro olarak GH (bllyime hormonu) sekresyonunu
stimule eden GHS-R (biyime hormonu salgilatici reseptér) igin spesifik endojen
bir ligand olarak rat mide dokusundan izole edilmis ve 28 aminoasitli, agillenmig
peptid seklinde karakterize edilmistir (1). Baglica salinim yeri mide oksintik
mukozasindaki A- benzeri hiicrelerdir (1). Ghrelin ismi Hint-Avrupa dillerindeki
“grow” kelimesinden kéken almistir (6).

Ghrelin prokiirséri (preproghrelin) 117 aminoasit'den olusur. Salinmadan
dnce sitoplazmada enzimatik bir progese ugrar, Gglincli pozisyonundaki serin’e n-
octanoyl! eklenir ki bu da ghrelin’in GH salgilatici etkinligi icin gereklidir. Bu post
translasyonel modifikasyon, ghrelin molekiliine kazandirdigi hidrofobik 6zelligiyle
beyin dokusuna, spesifik olarak da hipotalamus ve hipofiz’e gegisine imkan
saglamaktadir. Hicre biyolojisinde ilk defa, salinan bir proteinde agilasyon
g6zlenmis olmaktadir. Bu orijinal sentezin sonunda matir ghrelin olugur. Agil grubu
tagimayan ghrelin formu olan des-octanoyl-ghrelin’in hipotalamik ve hipofizer
reseptériere baglanamadidinin gériilmesi, n-octanoyl grubunun molekile
kazandirdig1 hidrofobik 6zelligin, ghrelin’in GHS-R ile baglanmasinda da c¢ok
énemli bir faktdr olabilecedini digtindurtmektedir (2). Yani, 3. pozisyondaki serin’in
OH- grubunun n-octanoid asit ile acillenmesi, molekilin kan-beyin bariyerini
gecmesi ve endokrin fonksiyonu igin gereklidir (7). 14. pozisyondaki glutamin’in
olmadidi bir analog peptid daha vardir ve des-GIn(14)-ghrelin adini alir (8). Burada
CAG kodonunda bir delesyon s6z konusudur. Bu arada testis’e spesifik bir ghrelin
kokenli transkript (GGDT) bulunmustur. Bu molekil 12 aminoasit blyilkligindedir

Q).



Sekil 1: Ghrelin’in gegitli yapisal formlari(Phoenix Pharmeutics).



Sekil 2: Ghrelinin molekiiler yapis: ( Casanueva F, Dieguez C, Rev Endocrine Metab
Dia 2002, 3: 325 -338.)



GHS-R'leri i¢in endojen ligand'in tespitine yoénelik calismalarda GHS-R
eksprese eden kiltlir hiicre dizileri kullanilmis ve doku ekstratlan ile muamele
edilerek, hcrei¢ci Ca++ dizeylerindeki degigiklikler gézlenmigtir. En belirgin
hicreici Ca++ diizeyi artigi mide ekstratlariyla elde edilmistir. Mide ekstratlarindan
jel filtrasyonu, iyon degisimi ve HPLC ile aktif dogal peptid saflagtinimigtir.
Sonradan yapilan sentetik bilesikler etkinlikleri bakimindan endojen ghrelin ile
karsilagtiriimis; bunun sonucunda sentetik ghrelin’in dogal ghrelin’e gére hicreigi
Ca++ dlizeyini yukseltmedigi, HPLC olgiimlerinde daha kisa &mirli oldudu,
molekl baytkliginiin daha kiigik oldugu gérialmastir (1).

1.2. Ghrelin ve Biiyiime Hormonu (GH) Salinimi

Ghrelin gugli bir biiyime hormonu endojen salicisidir (10,11). Buyume
hormonuna ait yolaklarin bilesenleri, bilyime hormonu salinimini ve etkilerini
kontrol etmek suretiyle postnatal dénemdeki bilyiumeyi ve gelismeyi duzenlerler.
Hipofizer bilyime hormonu salinimi hipotalamik biyliime hormonu salgilatici
hormon (GHRH) ve somatostatin ile diizenlenir. GH salgilaticilar (GHS) olarak
bilinen sentetik molekullerin de hipofizer GH salinimina yol ag¢tigi gésterilmistir (12,
13). Bu durum bllyiime hormonu saliniminda dizenleyici rol oynayan GHRH ve
somatostatin gibi hipotalamik hormonlarin diginda bagka bir takim maddelerle de
buyime hormonu saliniminin gergeklestigini disundurttr (14,15). GHS'lar farklt bir
reseptér lizerinden GH salinimina yol agar. GH Salgilatici Reseptér (GHS-R) ilk
kez 1996'da tanimlanmistir ancak bu reseptore baglanan ligand, ghrelin bulunana
kadar tanimlanamamisti. Bu reseptorler igin ghrelin olarak adlandinlan endojen
ligand'in GH saliverdirmek (16) disinda, istahin dizenlenmesinde de rol oynadig
anlasiimigtir (2,17). Ayrica son dénemde yapilan g¢aligmalar, ghrelin/GHS-R
ekseninde baz kanser tiplerinde ¢ok ©nemli otokrin/parakrin etkilegsimlerin

gorilebilecegine isaret etmektedir.
1.3. Bilylime Hormonu Salgilaticilar ve Reseptori

Biiyime hormonu salgilaticilan (GHS), buyime hormonu salgilamasini
tetikleme yetenegine sahip olan ve bunu spesifik reseptorleri vasitasiyla
gerceklestiren bir grup sentetik bilesiklerdir. GHS'nin geligimi, morfin reseptérleri



icin sentetik ligandlar olan enkefalinlerin peptik analoglarinin senteziyle birlikte
baslamigtir. Sentezlenen sentetik enkefalin analoglarindan bazilarinin ayni
zamanda zayif derecede GH salgilandirma yeteneginde oldugu bulunmustur. Bu
analoglarin yapisal degisiklige ugratiimasi ile heptapeptid GHRP-1 ve hekzapeptid
GHRP-2 ve GHRP-6 olarak bilinen bir dizi kiigik peptidler gelistirilmistir (6).
Bunlardan GHRP-6, ilk in vitro GH salgilatma yetenegindeki GHRP’dir (18). Zaman
icerisinde bu peptid hexarelin gibi yeni peptid analoglarinin gelistiriimesine 1gik
tutmustur(19). GHRP'lerin yiksek etki giiciine ve kararhlifina kargin, GIS'ten az
miktarda emildiklerinden biyoyararlanimlar ¢ok dusiktiir (%1’in altinda).

Ayrica spesifiteleri diistik oldugundan, GH saliniminin yani sira siklikla PRL,
ACTH ve kortizol salinimina da yol agarlar.

Insan GHS-R'li, Howard ve arkadaslarinca tanimlanmis ve klonlanmigtir
(14). GHS-R geni insan 3926 kromozumunda lokalizedir ve 7 transmembranal
kisimdan olusan bir proteindir. GHS-R mRNA'sinin tip 1a ve 1b olarak tanimlanan
iki izoformu vardir (20). Bu iki tip reseptér de beyin ve periferik organlarda yaygin
bir sekilde bulunmaktadir. Insan GHS-R tip 1a 366 aminoasitlik bir polipeptitdir ve
reseptoriin fonksiyonel formudur.Tip1a reseptdriniin 7 transmembranal kismindan
Oclincisi ligandla baglanmadan sorumlu olan kisimdir (21).

Sentetik GH salgilaticilar GHS-R1a ile dogrudan baglanarak, hipofiz bezi
somatrop hicrelerinden GH salinimina yol agarlar. Uyarilan GHS-R1a, G proteini
ile kenetli bir reseptordir, aktiflenen Ga11 proteinkinaz C sinyal ileti sistemini
harekete gegirerek, hiicre icerisinde Ca*? diizeylerinin yiikkselmesine neden olur
(22). Sentetik GHS'lar i¢in tanimlanan bu GH salinim siireci, muhtemelen endojen
ghrelin icin de hemen hemen ayni sekilde gelismektedir. Hipofiz bezinde GH geni
trankripsiyonu, hipofize spesifik transkripsiyon faktérii-1 (pit-1)'e baghdir. Ghrelin
infant sican 6n hipofiz hiicrelerinde pit-1 ekspresyonunu uyararak, vicutta GH
tretiminde artigsa yol agar(23).Transkripsiyon faktér pit-1 ayni zamanda somatotrop
hiicre farklilagmasi ve gogalmasinda énemli rol oynamaktadir. Dolayistyla ghrelin,
GH salgilatici etkisinin yani sira pit-1 dizeylerini etkilemek suretiyle somatotrop



hiicrelerin fizyolojik aktiviteleri ve fizyopatolojik degdisiklikleri izerinde de kontrol
edici bir etkinlik gdsterir (24, 25).

GHS-R1b 289 aminoasitli,sadece ilk beg transmembranal kisimlardan olugan
ve ek olarak yapisinda 24 aminoasitlik bir kuyruk tastyan,daha kigik yapil bir
protein molekuludar.

GHS-R’In birgok periferik doku ve beyin alaniarinda bulunmasi, ghrelin’in
birgok endokrin ve non-endokrin biyolojik  aktivitelerinin  olabilecegini
distndartmigtar. Ghrelin’in etkisini GHS-R1a tzerinden gésterdigi bilinmektedir
(26). Des-acyl ghrelin, ghrelinden daha yaygin olarak bulunmasina ragmen, GHS-
R1a'ya baglanmaz ve endokrin aktivitesi yoktur.

1.4. Ghrelin Hormonunun Dokulardaki Dagilimi

Vicutta ghrelin Gretimi ile iligkili iki hiicresel alan bulunmaktadir. Birincisi
oksintik bez; ikincisi ise n6éronal hiicre gruplarinin sinaptik ileti ile ghrelin salinimi
yaptigi santral sinir sistemi. Ghrelin gogunlukla mide fundus mukozasi oksintik
bezleri icerisindeki X/A-benzeri hiicreler tarafindan uretilir (1). Bu hicreler rat ve
insan sindirim sisteminde isik ve elektron mikroskopisi immunohistokimyasal
yontemi ile, ayrica in situ hibridizasyon metoduyla tanimlanmigtir (14). Ghrelin
mRNA'sinin ekspresyonu revers transkripsiyonu PCR yéntemiyle az miktarda da
plasenta (7), testis (27), bobrek (28), hipofiz (7), prostat (9,29), ince barsak (7),
pankreas (30), lenfositler (31), beyin (7), akciger (32) ve over (33)'de de gdsterilmig
olmasi, onun birgok biyolojik aktivitede diizenleyici rol oynayan bir peptid oldugunu
gostermektedir.

1.5. Ghrelin Sekresyon Mekanizmasi

Ghrelin pozitif hiicreler kapillerlere yakin yerlesimlidir ve oksintik bez limeni ile
itibati yoktur. Bu da salinimin gastrointestinal kanala degil, gastrik damarlara
oldugunu gostermektedir. Boylelikle de tim viicudu dolagir (8).



Gastrik ghrelin sekresyonu lokal veya santral stimulasyon ile diizenlenebilir.
Bu da mekanik stimulus, gastrik lumendeki sindirim Urtnlerinin hareketi, sistemik
dolagimdaki maddeler ve merkezi sinir sisteminden gelen uyarilar kapsar.

Sekil 3 : Ghrelin’in Salinimi ve Etkileri

Hipofiz bezindeki somatotrof hiicrelerde ghrelin igin GHS-R'leri
bulunmaktadir. Dolayisiyla ghrelin'in asil olarak hipofiz bezine etki ettigi
distndlebilir. Ancak hipotalamus ve hipofiz bezi arasindaki iletigimin cesitli
nedenlerle bozuldugu hastalarda ghrelin diizeylerinin azalmasi, ghrelin igin asil
hedef noktasinin hipotalamus olduguna isaret eder. Ghrelin'in yodun olarak
bulundugu hipotalamus’un arkuat ¢ekirdegi GHRH néronlarindan zengindir.

Ghrelin ayni zamanda hipotalamusda henliz tiplendiriimemis birtakim
néronlardan da salinir. Bu néronlar lateral, arkuat (besin aliniminin diizenlendigi
merkez), ventromedial, dorsomedial ve paraventrikiiler hipotalamik g¢ekirdekler
arasinda bulunur (34). Arkuat ¢ekirdek hipotalamus’un tabaninda ve 3. ventrikilin
her iki yanina yerlesmigtir. Beynin bu bélgesinde kan-beyin bariyerinin zayif
olmasindan dolayi, periferik uyarilara agiktir. Kendilerini gevreleyen bu nukleuslara
oldugu gibi hipotalamus disina da dallar génderir.



Hipotalamusdaki bu bélge, suprakiazmatik nukleusdan gelen uzantilarla i¢ ice
girer (35). Liflerin bu sekilde karismasinin ghrelin’in sirkadyen ritminden sorumiu
oldugu distndlar.

Hipotalamik ghrelin néronlar néropeptid Y (NPY) saliveren sinir uglarina
uzanarak, presinaptik bir etkiyle NPY néronlarinin aktivitesini arttirarak ve POMC
(proopiomelanokortin)néronlarini hiperpolarize ederek, NPY ve GABA salinmina
yol acar (36). NPY gida alimini nitrik oksit (NO) yolag: aracilidiyla dizenler (37).

Ghrelin'in hiperfaji olusturacak dozda icv enjeksiyonu, beslenme kontroliinde
yeralan hipotalamik gekirdekler ve area postrema’da c-fos immunoreaktivitesini
baglatir (c-fos, bir néronal aktivite markeridir)(38,39). C-fos gen indiksiyonu,
gastrik distansiyon sonrasinda vagal kompleks ndéronlarinda artig
gostermektedir(40). Intravendz olarak verilen ghrelin, C-fos ekspresyonunu
yalnizca arcuat nukleus’da olustururken (38), merkezi olarak uygulanan ghrelin ise
arcuat nukleus’'un yani sira serebral korteks, hipokampus, dentat gyrus ve cesitli
hipotalamik gekirdeklerde de c-fos’'u eksprese eder (39). Bu bulgular da periferik
ghrelin ile merkezi ghrelin ‘in farkll néronal yollan yénlendirebilecegdini dagtundarir.
Ayni aktivite soliter yol ve n.vagus’un dorsomotor cekirdeklerinde de gézlenir ki
bunlar mide asit saliniminin diizenlenmesinde 6énemli bélgelerdir (3). Soliter yol
cekirdegi baroreseptér ve kemoreseptér afferentlerinin sonlandigi yerdir ve
sempatik sinir sistemi ile kan basincinin diizenlendigi beyin bdlgelerinin en
énemlilerinden biridir.

Ghrelin'in yan émrii 60 dakikadan kisadir (41) ¢lUnki plazma esteraz'i
tarafindan kolayca yikilir ve des-octanoyl-ghrelin’e déniigtr ki bu molekl inaktiftir
(7). Plazma konsantrasyonu 200-600 ng/L'dir fakat %80’i deamide ghrelin’dir, yani
biyolojik aktiviteden yoksundur.

1.6. Ghrelin ve Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit viicutta sinir, kardiyovaskiiler, renal, pulmoner ve diger sistemlerde
ikincil haberci gibi davranir (42). NO, mitokondri ic membraninda NOS(Nitrik oksit
sentaz) araciliiyla L-arginin’den sentezlenir. Sentezlenen NO; hemoglobin,
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metilen mavisi ve superoksit iyonu tarafindan nétralize edilir veya 10 saniye icinde
nitrat/nitritlere déntgtaralir. NOS enzimi sitokrom P450 protein ailesindendir ve L-
NAME gibi bazi arginin analogian ile inhibe olur. NOS tiplerinden nNOS
(NOS1,n6ronal NOS) ve eNOS (NOS3, endotelyal NOS) hiicre iginde bulunurlar,
kisa 6murludurler ve fonksiyonlar igin Ca*®a ihtiyag duyarlar. iNOS (NOS2,
indiiklenebilen NOS) immiin sistem ile iligkilidir ve uzun émrli etkiye sahiptir.

Konturek ve arkadaglari endojen NO’nun insanlarda postprandial asit salinimi
artiginda rol oynadidini belirtmiglerdir (43). Bilski ve arkadaslant NO donérlerinin
ECL hicrelerinden salinan histamin vasitasiyla mide asit salinimini arttirdigini
belirtirken (98), bir bagka ¢alismada ise parietal hiicre fonksiyonlarini inhibe etmek
suretiyle de asit salinimini azaltabildikleri bildirilmistir (44).

NO’nun besin aliniminin énemli bir diizenleyicisi oldudu bilinmektedir (45).
Ghrelin ile uyarilan beslenmeyi L-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester) bloke
eder (46). Intraserebroventrikiler (icv) ghrelin uygulamasi hipotalamusdaki NOS
seviyelerini arttinr. Ghrelin'in gida alimini arttirict etkisinin L-NAME uygulanimi ile
inhibe oldugu gozlenmistir(46). Bu durum bize ghrelin’in en azindan bir kisim
etkilerini NO lizerinden gergeklestirdigini disiindirtmektedir.

1.7. Ghrelin’in Periferik Etkileri
1.7.1. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri:

Ghrelin’in, primer sekresyon yeri olan gastrointestinal sistem lUzerine bir takim
etkileri vardir. Ghrelin, kemirgenlerde yapilan galismalarda yag dokusunun enerji
kaynagi olarak kullaniimasini azaltirken, gida aliniminda ve beslenmede artiga
neden olmustur.Yani enerji dengesinin diizenlenmesinde rol almaktadir(2,47).
Orexijenik(istah agicl) ve adipojenik etkileri vardir(48). Istan agici etkisini
hipotalamusun arcuate g¢ekirdeginde bulunan NPY ve AgRP (Agouti-related
protein) Uzerinden yapar; ghrelin’in intraserebroventrikiiler enjeksiyonu ile NPY
iceren noéral hiicrelerde c-Fos proteini ekspresyonu indiklenir ve arkuat
cekirdekteki NPY mRNA miktart artar (34). Ancak gerek kemirgenlerde gerekse
insanlarda, diger periferik etkili istah agici peptidlerden farkli olarak hem santral
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hem de periferik yolla etki olusturur (49). Ghrelin, enerji gereksinimde bir artig
oldujunda yodun olarak bulunduu mideden hipotalamusu uyararak, istah
stimulatdra gibi davranir (50).

Santral (NPY,AgRP) vel/veya periferik (vagal) yolla verilen ghrelin sigan
ve/veya farelerde mide motilitesini, bosalma hizini ve asit sekresyonunu arttirir (51,
52). Bu durum vagotomi uygulamasi ile ortadan kalkar. Gastrik vagal afferentlerin
blokajinin ghrelinle uyanlan GH salinmini ve beslenmeyi 6nleyebilecegi
bilinmektedir (563). Ghrelin reseptérii vagal afferent sinir uclarina taginmaktadir.

Bu sonuglar, gastrik vagal afferentlerin, ghrelinin GH salinmi ve aglk
durumlarinda beslenme yénindeki uyarilan igin baslica sinyal yolag: olduklarini
diusindurmektedir. Gastrektomi sonrasi ghrelin saliniminda %70 oraninda azalma
gézlenmigtir (34).

Hayvan modellerinde ghrelinin aglik,hipoglisemi ve leptin verilmesi esnasinda
up-regille oldugu gosterilmistir (54). Fakat gebelikte ghrelin diizeylerinde bir artis
gézlenmemistir. Bu da, gebelikte artmig besin aliminin ghrelinden bagimsiz
oldugunu diastndirtmustar.

Fakat gebelerde aclik olusturulmasiyla ghrelin diizeyi artmistir (55). Ghrelin
dizeyleri obezlerde diislik iken (56), anorexia’li sahislarda yllksek bulunmustur (7).

Ghrelin’in 48 saat aglik sonrasi yikseldigi ve %50'lik glukoz verilmesi ile
dustudl ancak bu duslisin ayni oranda su verilmesi ile gézlenemedigi bildirilmigtir
(57).

Leptin, obez fare (ob) geninin pozisyonel klonlanmasiyla kesfedilmis, adiposit
kékenli anoreksijenik bir hormondur. Leptin'in periferik veya santral uygulanimi
sonucu enerji harcanimi artar ve istah azalir. Ghrelin, leptin’in bu anorexijenik
etkisini hipotalamik n&ropeptid Y/Y1 reseptdér yoluyla antagonize eder(58).
Dolayisiyla ghrelin ve leptin arasinda, viicuttaki iglevieri agisindan metabolik bir
antagonizma bulunmaktadir.
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Yemekten 1 saat énce ve yemekten 1 saat sonra ghrelin diizeyleri insanlarda
ve kemirgenlerde yuksek bulunmustur (1). Postprandial ghrelin konsantrasyonlari
nin baskilandiini gésteren bir galismada, immUinoreaktivitesinin yemekten hemen
sonra %22 azaldi§i gosterilmigtir (56). Ghrelinin preprandial yukselis ve
postprandial diglsi insanlarda insulin ve kan sekeri diizeylerinden bagimsizdir.

Son zamanlarda kisa barsak sedromundan kaynaklanan malntrisyonlu bazi
hastalarda subnormal ghrelin dizeylerinin varligi saptanmistir. Bu durum

muhtemelen ghrelin salgilayici barsak dokusunun eksikliginden
kaynaklanmaktadir(59).
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Sekil 4 : Ghrelin’in Ginliik Dizeyleri

1.7.2. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri:

Ghrelin kardiyak output'u arttirmaktadir ve bu etkisi sistemik vaskiiler direnci
azaltmasina bagll oldugu saptanmistir (60). Ghrelin’in endotelyal hiicreler ve
kardiyomyositlerde apoptozis’i inhibe ettigi, bunu da ERK1/2 ve Pl 3-kinaz yoluyla
yaptig) gosterilmistir (61). Hipotansif etkileri vardir (62). Wiley ve Davenport'a gére
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ghrelin, endotelden-bagimsiz bir direkt vazodilatatér ajandir (63). Ghrelin’in pozitif
inotrop etkisi yoktur. Ghrelin infizyonu idrar hacmi,idrar Na* atiimi ve kreatinin
klirensini degistirmez. Yani ghrelin kalp yetmezlii olan hastalarda bébrekler
Uzerinde etki olugturmaksizin, hemodinamik bozuklugu diizeltebilmektedir (64).

1.7.3. Genitoiiriner Sistem Uzerine Etkileri:

Ghrelin’in testikller steroidogenez ve Leydig hicrelerinden testosteron
salinimini reglle ettigi goésterilmistir (65). Rat seminifer tubdllerinde kok hicre
faktérll expresyonunu inhibe etti§i bilinmektedir. Son zamanlarda endometrial
stromal hiicrelerinin desidualizasyonunda da gérev aldi§) gosterilmistir (66).

Bobrek lGzerinden adrenalin dizeyini arttirdigt bulunmustur (67).

1.7.4. Ghrelin ve Kanser:

Ghrelin neoplastik hiicrelerin buyimesine etki edebilmektedir. Insanlar
izerindeki calismalarda, tiimoral doku kesitlerinde GHR proteini ekspresyonunun
timor dokusuna komsu meme dokusuna gére artmis oldugu bulunmustur. Baz
meme Ca’li dokularda ghrelin baglanma alanlarn gosterilmistir (68). Bazi meme
Ca'li hastalarda da eksojen ghrelin uygulamasinin bilylimeyi inhibe ettigi

gosterilmigtir (22).

Prostat bezi normal gelisimi ve fonksiyonlan icin GH ve IGF’leri de kapsayan
gesiti hormonlarin ve blyume faktérlerinin etkisi altindadir. Ghrelin prostat
dokusunda endojen GH salinimini uyararak, otokrin IGF-1 lretimini ve saltnimini
arttinr. Ayrica GHS-R ve (iligkili olduklan sinyal iletim sistemlerinin aktivasyonuyla,
prostatik hiicre gogalmasina katkida bulunur (69). GHSR1a prostat ve pankreatik
timorierde saptanmigtir (70).

GHRH geninin asirn miktarda eksprese edilmesinin, hipofizer somatotrop
adenomlarinin  sikliinda artigla birlikte oldugu gosterilmigti. GHRH’nin
hipotalamus digi pek ¢ok timoér dokusunda da eksprese oldugunun bulunmasi, bu
hormonun diger dokulardaki timéral geligsimlerle iligkili olabilecegini
dustndurtmastir (71). GHRH antagonistlerinin GH ve IGF’ye duyarlt kanser hiicre
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dizilerinde proliferasyonu baskiladigi gésterilmistir. GHRH antagonistlerinin anti-
proliferatif etkilerinin bir kismi hipofizer GHRH reseptériinit bloke ederek GH ile
IGF-1 sentez ve salinimini azaltmalarindan kaynaklanir (72). Bu antagonistler ayni
zamanda hicre bilyimesini de tumér hicrelerine dogrudan baglanarak inhibe
ederler.

Ghrelin ve sentetik GHS'u olan hekzarelin, kardiyomyozit hiicre serilerinde
hicre i¢i timidin ekspresyonunu arttirmaktadir (61). Ghrelin,hepatoma hiicre
serilerinde de ¢gogalmay! uyarir.

Ghrelin’e bagh artmis hiicre gogalmasi durumu, bir MAP kinaz inhibitéri olan
PD98059’un varliginda ortadan kalkar. Cunkii ghrelin ve GHS-R'in eksprese
oldugu timorlerde MAP kinazlarin aktive oldugu bilinmektedir (73).

Ghrelin hipofiz ve ACTH salgilayan timérleri de iceren diger néroendokrin
tumérlerde gosterilmisti. Adenomatdz insan hipofiz dokusunda gdsteriimesi ile,
burada GH saliniminda diizenleyici gérevinin olabilecegi séylenmistir(74,75). GHS-
R1a ve 1b mRNA izoformlari gesitli adenom ve adeno Ca’larda g&sterilmistir (76).

Gastrik karsinoid'li hastalarda da ghrelin’in Gretildigi bulundugundan, ghrelin
duzeyi gastrointestinal tumér tanisinda faydali olabilir (76). Des-n octanoyl ghrelin
diizeylerinin tiroid Ca’li hastalarda belirgin olarak arttigi gésterilmistir (77).

Neoplazi durumunda anti-proliferatif etkisinin oldugu da belirtiimistir (78).
1.7.5. Ghrelin ve Prader Willi Sendromu (PWS)

PWS en sik gorillen genetik obesite sendromlarindan birisidir. Bu sendromda
hipotalamik disfonksiyona bagll olarak doyurulamayan aghk hissi, hipotoni ve
biyiime hormonu salinim yetersizligi gérulir. PWS’de ghrelin seviyeleri, zayif ve
obez kontrol gruplarina gére 3-4 kat daha yiiksek bulunmustur (79).

1.7.6. Diger Bilinen Etkileri

Ghrelin’in uyku Uzerine etkileri bulunmaktadir (80). Prolaktin ve ACTH
salinimini stimule eder (81,82). Somatotrofik hiicre fonksiyonu regiilasyonunda
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gorev alir(83). Glikoz metabolizmasi ve insulin sekresyonu gibi endokrin pankreatik
fonksiyonuyla ilgili etkileri vardir (84). Saad ve arkadaslarina gére (85), insulin
direkt olarak ghrelin salgilayan hiicrelere etki ederek ya da diger hiimoral ve néral
mekanizmalan etkileyerek, ghrelin salinmasini azaltabilmektedir.

1.8. Mide Asit §ekresyonunun Regiilasyonu

Mide; gastrik limen, vaskuler alan ve interstisium’a birgok Uriin salgilayabilme
kapasitesinde bir kompleks organdir. Hidrokorik asit (HCI) primer mide sekresyonu
olmakla birlikte; pepsinojen, mukus, bikarbonat, intrinsik faktér, prostaglandin,
diizenleyici peptidler ve diger kimyasal haberciler de salinmaktadir.

Codu mide bezleri (%75) oksintik mukozadadir ve asit sekresyonundan
sorumludur. Bunlar parietal, ana (gef), mikdz boyun, endokrin ve enterokromaffin
hiicreleri icerirler (86). Pilorik bezler mide antrumunu ve pilor'u kaplar; G hiicreleri
ve mikdz hicreleri icerir. Parietal veya oksintik hiicre, mukozadaki en yaygin
hiicrelerdir. Ana hiicreler, oksintik bezlerin fundusunda bulunan ve pepsinojen
salgilayan ekzokrin hiicrelerdir. Pepsinojen, HCI'nin etkisiyle pepsin’e déntsir.

Intestinal lumende asit veya besinlerin varligi, barsak duvan diz kasinin
geriimesi intrinsik (enterik) ve ekstrinsik néronlarin aktivasyonunu saglar.
Gastrointestinal sistemdeki enterik sinir sistemi, merkezi sinir sisteminden
bagimsiz galisabilen refleks yollar igerir. Bir noral refleks, stimulusu alan duysal
néronlardan olusur. Enterik sinir sisitemi kanal duvarina gémili sinir hicresi
govdelerinden olugur. Bunlar kiglk agregatlar halinde enterik ganglionda
bulunurlar ve sinir lifleri vasitasiyla iki ana ganglion fleksusu olustururlar; Myenterik
(Auerbach) ve submukozal (Meissner) fleksuslar.

Mide asit salinimi peptiderjik ve kimyasal faktérler tarafindan yonlendirilen
parakrin, nérokrin ve endokrin mekanizmalar igeren periferik ve merkezi yollarla
diizenlenmektedir. Bu salinmin merkezi yolu besinin goériilmesi, koklanmasi,
tadilmasi ve dustniimesi ile aktive olurken, periferik yolu ise mekanik (distansiyon)
ve kimyasal ajanlar tarafindan aktive olmaktadir (87).
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Asit sekresyonunun néral kontrolli iki formda olmaktadir; sefalovagal ark ve
lokal intragastrik refleks arklan. Diger bir kontrol yolu da himoral maddelerin
endokrin etkisi (gastrin) veya parakrin etkisi (histamin) ile olmaktadir. Somatostatin
ise hem endokrin hem de parakrin faktér olarak fonksiyon gérmektedir. Bagka bir
regiilasyon yolu da kimyasal faktérlerin direkt etkisi ile olmaktadir. Burada da
aminoasitler ve aminlerin gastrin salinimini stimule etmesi tipiktir.

Vagal sinir, merkezi sinir sisteminden gastrointestinal kanala dogru uzanir ve
mide, vagal inervasyonun en yodun oldugu bélgedir. Vagus'un kolinerjik uclan
mide oksintik bezleri etrafinda sonlanmaktadir. N.vagus’un yaklasik %75-90'|
afferent lifler gseklindedir (88). Neredeyse tiim gastrik myenterik ganglionlar vagal
afferent sinir lifleri ile iligkidedir (89). Vagal etkiyle asit saliniminin asetilkolin ve
diger muskarinik reseptdr agonistleri vasitasiyla gergeklestigi bilinmektedir (90).
Eder n. vagus’da bir hasarlanma olursa, asit sekresyonu azalir ancak tamamen
bitmez. Bu sonuglar intrinsik néral reflekslerin de salgilatici yanit
ybnlendirebildigini gostermistir. Aksine somatostatin salinimi G hiicrelerine
etkiyerek, asit sekresyonunu azaltir.Yine parasempatik stimulasyon genelde
sekretuvar ve motor aktivitede artisa neden olurken; sempatik efferentler T5-T9
spinal segmentlerden kéken alir ve mide sekresyonunu inhibe edici yénde etki
eder. Gastrik sekresyonun dizenlenmesinde merkezi sinir sisteminin
komponentleri vagus’un dorsomotor g¢ekirdegi (DMNV), nukleus traktus solitarius
ve hipotalamus’dur. DMNV, n.vagus vasitasiyla mideye stimulatér efferent lifler
saglamaktadir (91).

1.8.1. Parietal Hiicreden Salgi Yapimini Uyaran Maddeler

Gastrin: Mide antrumundaki endokrin yapidaki G hiicrelerinden
salinmaktadir. Iki tipte gastrin olusur; G17 (17 aminoasitli bir peptid) ve G34. Bu
salimm parakrin, lumenal, endokrin ve néral stimuluslar tarafindan regtle edilir.
Ozellikle besin alimi kuvvetli bir stimulandir. Burada kuglk peptidler ve aromatik
aminoasitler karbonhidrat ve yaglara gbére daha kuvvetli stimulandir. Gastrin
parietal hicrelere etkiyerek HCI salinimini saglar. Gastrin tarafindan yoénlendirilen
H* sekresyonuna baglh olarak mide ltmeni ph’si 3'tin altina dustigiinde, gastrin
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salinimi negatif feedback olarak inhibe edilir. Duodenumdaki aminoasitler ve yag
asitleri kolesistokinin salinimina neden olur, bu da indirekt olarak gastrin salinimini

inhibe eder.

Asetilkolin{Ach):Parietal hiicrelerin sekresyonu postganglionik parasempatik
sinirlerden salinan nérotransmitterler tarafindan saglanmaktadir.Asetilkolin enterik
sistemde nikotinik reseptérlere baglanir. N.vagus etkisini bilyiik oranda asetilkolin
Uzerinden gerceklestirirken, gastrin-salici peptid (GRP) (zerinden de etkidigi
bilinmektedir.Mide duvarindaki gerilme reseptérlerinin aktivasyonu veya n.vagus’un
efferent aktivitesi sonucu parasempatik aktivasyonda artigs goézlenir. Ve bu
aktivasyon en glglu asit sekresyonu stimulanidir. Béylelikle vagal aktivite asit
sekresyonunu su yollarla arttirmaktadir;

o Direkt olarak parietal hiicreye etkiyerek,
 Indirekt olarak enterokromaffin benzeri hiicre (ECL)'yi stimule ederek,

e Pilorik antrumdaki GRP salinimini saglayarak ki bu da G hicrelerinden
gastrin salinimini saglamaktadir.

Histamin: Histamin oksintik mukozada iki farkli hiicreden salinir: lamina
propria’daki mast hicreleri ve ECL(entero kromaffin benzeri hiicreler) hucreleri.
Fakat mast hicrelerinin asit salgilatici roli bulunmamaktadir (92). ECL hicreleri
histamin olusturan enzim histidin dekarboksilaz’dan zengindir. ECL hucreleri
oksintik bezle sinirli, kapal tip hlcrelerdir yani limene agilmazlar. Histamin
ekstraselliler siviya difiize olur ve parietal hiicreye etkir. Dolayisiyla lokal bir
mediatdr, bir parakrin madde 6zelligi gosterir. ECL gastrin ve Ach tarafindan
stimule olabilmektedir (93,94,95). ECL'nin kolinerjik néronlar veya antral G
hicrelerinden salinan gastrin tarafindan uyariimasi ile histamin salinimi
gerceklesir. Hy reseptér antagonistlerinin yalnizca histamin’e bagh degil, ayni
zamanda gastrin ve vagal asit sekresyonunu da inhibe etmesi, histamin’in mide
asit yanitinin olusumunda rolinin oldugunu dastndartmistir (96).
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Gastrin'in yani sira, adrenerjik agonistlerinin de ECL’den histamin salinimini
reseptdéril vasitasiyla sagladigi bildirilmistir (97). Somatostatin’in ise histamin
salinimini somastatin reseptér subtip 2'ye etkiyerek inhibe ettigi gosterilmistir (98).

Ach (99), gastrin ve histamin’in yani sira son zamanlarda hipofiz adenilat
siklaz aktive edici peptid (PACAP)’'in de mide asit stimulasyonunda énemli oldugu
gosterilmigtir (100). Bu néropeptid, mide mukozasindaki sinir liflerinde bulunur ve
ECL'ye etkiyerek, histamin salinimini saglar (101). PACAP injeksiyonunun gastrin
stimulasyonunu inhibe ettigi de g&sterilmigtir (102).

1.8.2. Reseptorler, Intraselliiler Stimiilatér Haberciler

Mide asit sekresyonuna etkiyen intrasellliler mekanizmalar ikincil haberciler
tarafindan etkilenir ki bunlar da parietal hiicre basolateral membrandaki yiizey
reseptérlerine agonistlerin baglanmasi ile salinir. Temel intraselliiler haberci Ca*?
iyonudur.Sitozolik Ca*2 dlizeyinin artmastyla protein kinazlar aktive olur, kanaliktler
H'/K* degisim pompasinin aktivitesi de artar ve daha fazla asit sekrete edilir. Ca*?
dizeyindeki artis inositol 1,4,5-trifosfat tarafindan tetiklenir.

Ug tip reseptdriin stimulasyonu asit sekresyonuna neden olmaktadir (94);

e Polipeptid bir hormon olan gastrin igin CCK-B (veya CCK-2) reseptotrii
(103). ECL, CCK-B reseptorlerinden zengindir(104). Gastrin’e bagh ECL
aktivasyonu CCK-B tizerinden gergeklesmektedir (105).

e Bir nérotransmitter olan asetilkolin i¢in muskarinik Ms r eseptérii (106).

e Histamin igin H, reseptdéri. ECL'den mobilize olan histamin,HCL'yi
olusturmak Gzere H; reseptdril lUzerinden parietal hiicreleri stimule eder
(107). Hz reseptériniin aktive olmasiyla adenilat siklaz enzimi stimule olur
ve intraselliler cAMP duzeyleri artar.
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1.9. Asit Sekresyon Mekanizmas:

Asit, oksintik bezdeki parietal hiicreler tarafindan gesitli periferik ve santral
etkilere yanit olarak olusturulur. Parietal hiicre ylizeyindeki reseptériere ligandlarin
baglanmasiyla ikincil habercilerde degisiklikler meydana gelir ki bu da mide proton
pompasinin (H*/K*-ATPaz) aktivasyonunu belirler. Santral regiilasyonda kortikal ve
spinal kord yapilarinin mide duvarindaki myenterik fleksuslardaki parasempatik
akigi etkilemesi s6z konusudur; periferik regiilasyonda ise midedeki néral, endokrin
veya parakrin yollar rol almaktadir (102).
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Sekil 5 : Parietal hiicreden asit salinim modeli

Biraz alkalin olan vicut sivilarindan asit Gretimi igin aktif transportla H*

sekresyonu gerekmektedir. Bu da su denklemle gergeklesmektedir:
CO 2+ HO0 > H,CO3 > H* + HCO5"

Bu reaksiyonda karbonik anhidraz enzimi gérev alir. H* iyonlar H'/K* ATPaz
pompasilyla sekrete edilir. Burada H" hiicre digina gikariirken, K* iceri alinir.

Gerekli enerji ise ATP’nin hidrolizinden elde edilir. Bu basamaklarin sonunda
HCOs; ve K' dizeyleri yukselir. HCOsy hilcre digina dogru hareket eder ve
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karsihiginda CI iceri alinir. Sonugta yilksek konsantrasyonda H* ve CI lumende
HCI seklinde birikir (108).

1.10. Besin Alimt ile Uyariimig Mide Sekresyonu Kontrolii

Bazal asit sekresyonu en az sabah, en fazla da aksam saatlerinde
gergeklesmektedir (109). Bu salinimin ana bilegenleri n.vagus’un kolinerjik yolu ve
lokal histamin salinimidir (histaminerjik yol). Asit Gretimi artiginin temel stimtilani
besindir. Buradaki asit salinimi (¢ fazda olmaktadir; sefalik, gastrik ve intestinal.
Sefalik fazin temel bilegenleri gérme, koklama ve besinin tadidir ki bunlar n.vagus
vasitasiyla kolinerjik yol ile mide asit sekresyonunu stimule eder. Gastrik fazda
besin mideye girer girmez mide asit sekresyonu aktive olur. Ozellikle aminoasitler
ve aminler gastrin salinimini stimule eder ve sekretuvar yanitin olugmasini
arttirirlar. Besinler barsaga gectiginde son safha olan intestinal faz baglar. Bu
safhanin stimiilanlan da distansiyon, proteinler ve yikim Granleridir.

1.11. Mide Asit Sekresyonu inhibisyonu

Somatostatin ve prostaglandinler inhibitér G proteinleri vasitasiyla parietal
hilcre sekresyonunu down regiile ederler. Somatostatin ECL hicrelerinden
histamin salinimini da inhibe eder. Pylorik D hiicrelerinden somatostatin salinimi
ltminal asit ve dolagsan CCK tarafindan stimiile edilir. Prostaglandin E analogiari

asit sekresyonunu azaltir.

Sekretin gastrik asit sekresyonunu muhtemelen PG’ler izerinden suprese
etmektedir. Sekretin uzun zincirli yag asitleri ve luminal asite yanit olarak duodenal

S hiicrelerinden salinir.
1.12. Mide Asit Sekresyonu ve Ghrelin

Intravendz olarak ghrelin uygulamasi sonucu n.vagus aktive olur ve mide asit
sekresyonu ile mide motilitesi uyarilir (110). Dolayisiyla, ghrelin ile indilklenen
mide asit sekresyonu vagotomi uygulamasi ile ortadan kaldirilabilir. Ayrica, c-fos
ekspresyonu ile ilgili caligmalar géstermistir ki, ghrelin’in intraserebroventrikiler
yolla uygulanmasi medulla oblongata’daki DMNV(n.vagus’un dorsomotor
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cekirdedi) ve NTS(nukleus solitarius) néronlariyla iligkilidir. Bu ¢ekirdekler beyinde
mide asit sekresyonunun diizenlenmesinde anahtar boigelerdir (3).

1.13. Miikiis Sekresyonu

Mide kendini mekanik hasar ve sindirimden iki maddenin fundal ve antral
salinimiyla korur; mikis ve alkali. Alkali ; HCO; (bikarbonat ) formundadir. Bu iki
madde, midenin proteolitik enzimierden korumak ve ph'y yiiksek tutmak amaciyla
mide mukozasinda yapigkan ve tamponlayici bir tabaka olustururlar. Bu tabaka H*
iyonunun mukozaya diftizyonunu yavaglétlr.

Mide mukozasinda yogun olarak iki tip hicre bulunur; ylzey epitelyal
hiicreleri ve goblet hiicreleri. Goblet hiicreleri mikiis Gretir ve salgilar. Yiizey
epitelyal hicreleri karbonik anhidraz II' den zengin bikarbonat salgilar. Boyun
hicreleri de mikis salgilar. Prostaglandinler ve nitrik oksit de gastroduodenal
mukozada miuikis sekresyonunu stimille ederken, PGE2 analoglari HCO7;

salinimini stimiile ederler.

Yapigkan ve jel kivaminda bir mikis tabakast mide epitelini ¢evreler. Bu
tabakanin % 95'i su ve % 5'i de glikoproteinden olusmustur. Misin glikoprotein’i
treonin ve serin'e bagl karbonhidrat tetramerleri seklindedir. Temel sekerler
galaktoz, n-asetilgalaktozamin, n-asetilglikozamin ve sialik asitleri igerirler (111).
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2. GEREG ve YONTEMLER
2.1. Kullanilan deney hayvanlani:

Calismamizda DUSAM (Dicle Universitesi Saghk Bilimleri Arastirma
Merkezi)'nden sagdlanan ve agiriiklari 200-250 gr. arasinda degisen 24 adet erkek
Wistar Albino tiirli sican kullanildi. Calismaya alinan hayvanlar, esit sayilarda bir
kontrol ve iki deney grubu olmak Uzere (i¢ gruba ayrildi. Kontrol grubu sicaniara
0.5 ml. serum fizyolojik intravenéz olarak verildi. Birinci deney grubuna, 20 ug/kg
ghrelin, ikinci deney grubuna ise ghreline ek olarak NO’nun olasi araci roltni
incelemek icin NO sentaz inhibitéri L-NAME (70 mg/kg subkutan) uygulandi.
Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlar laparatomi 6ncesi 24 saat siireyle sadece
su alacak sekilde a¢ tutuldu. Hayvanlar bireysel kafeslerde ve 21-23°C de kontrol
edildi. Calismalara baglamadan 6nce Deney Hayvani Etik Kurulundan gerekli onay
alindl.

2.2, Kullanilan ilaglar :

Calismamizda kullandigimiz sican ghrelin’i (r-ghrelin) Phoenix firmasindan
(Phoenix, TX) alindi. L-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester), Sigma Chemical
CO. firmasindan(St.Louis,MO) tedarik edildi. Maddeler serum fizyolojik icinde
¢Ozillerek verildi.

2.3. Gastrik Asit Sekresyonu Olgiimii:

Mide asit sekresyonu degerlendirmesinde kullanilan en yaygin metod mide
sivis| aspirasyonudur. Bazal asit outputu (BAO) dinlenmedeki sekresyonu,
maksimal asit output’'u veya peak asit output'u (PAO) ise eksojen bir salgilaticiya
yanit olarak asit salinimini degerlendirir. BAO 6l¢limiinde sabah ag karnina mideye
fluroskopik olarak bir tip yerlestirilir. Daha sonra mide bosaltilir ve bu da 15
dakikalik 4 sirekli aspirasyonla saglanir. BAO, bilinen herhangibir stimtlasyon
olmadan salinan asittir. BAO kisiden kisiye degisebilir ve belirgin sirkadyen
degisiklikler de gésterir. PAO &lgiminde bazal salinim orani 6lglldikten sonra
subkutan olarak pentagastrin verilir ve takip eden 1.5-2 saat icinde mide asidi
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stirekli olarak toplanir. Normal bir insanda bazal asit salinimi 1-2 mEg/saat iken,
pentagastrin uygulanimindan sonra 20-30 mEq/saat degerlerindedir.

Bu calismada ghrelin’in mide asit sekresyonu Ozerine etkisinin &l¢limiinde
pilor ligasyon metodu (94) kullanildi. Bu metod, uyanik hayvanlarda kronik gastrik
fistll olusturma metoduyla birlikte en yaygin olarak kullanilan deneysel modeldir.
Burada hayvanlar hafif eter anestezisi ile uyutuldu. Abdomene 2-3 cm.’lik bir orta
hat insizyonu uygulandi. Midenin pilor kismi dikkatlice mobilize edildi ve pilorik
sfinkter 0-0’'lik ipek situr ile ligatire edildi. Ligasyon iglemi esnasinda deney
gruplarindan birincisine 20 pg/kg ghrelin intravendz olarak femoral venden enjekte
edildi, ikinci gruba ise ayni doz ghrelin’e ek olarak 70 mg/kg L-NAME subkutan
olarak uygulandi. Kontrol grubu siganlara 0.5 ml. serum fizyolojik tek doz olarak,
pilor ligasyonunu takiben intravenéz olarak verildi ve 3 saat sonra mide asit
sekresyonu olgimi ile ilgili, deney grubuna uygulanan igleme tabi tutuldu. Daha
sonra abdominal duvar kapatildi. Hayvanlar ligasyon igleminden yaklasik 5 dakika
sonra uyandi ve serbestce gezebildi. 3 saatlik bekleme periyoduna alinan
hayvanlar, ag olarak ve ayri ayr kafeslerde tutuldu.

Pilor ligasyonundan 3 saat sonra hayvanlar feda edildi. Mide ¢ikaridi ve
gastrik muhtevalan ayri ayr tuplere alindi. Alinan igerik 4000 rpm'de 5 dakika
santrfije edildi. Supematant hacim &lgiimi yapiidi ve mide sekresyon hacmi
diizeyleri belirlenmis oldu. Bu agamadan sonra mide asit diizeyi él¢imi icin, elde
edilen supernatant 7.0 pH'da 0.01 N NaOH ile titrasyon igin 1/20 oraninda dilue
edildi. Diliie edilen mide suyuna 2 damla % 1’lik fenol ftalein kondu ve renk pembe
oluncaya kadar 0.01 N NaOH ile titre edildi. Harcanan alkali miktari kaydedildi.
Béylece mide asit dizeyleri uEq/3 saat olarak belirlendi.

2.4. Plazma Ghrelin Diizgyi:

Pilor ligasyonundan 3 saat sonra feda edilen hayvanlarnin plazma
drneklerindeki ghrelin diizeyleri sigan ghrelin RIA kitleri (Phoenix Pharmaceuticals,
Mountain View,CA,USA) kullanilarak, Macellan 2 cihazinda analiz edildi.
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2.5. Plazma Total Nitrit Diizeyi:

Plazma total nitrit duzeyleri NO nun bir gostergesi olarak
degerlendiriimekteir. NO nun dogrudan 6lcimid ¢ok zor oldugu igin
metabolitlerinin diizeyi kullanimakta, miktari hakkinda bilgi edinmek amaciyla
dolayli yéntemler tercih edilmektedir.

Bu calismada plazma total nitrit diizeyi, Cortas ve Wakid yéntemine gére
(95) olgildi.

Gerekli Maddeler ve Reaktifler:

1. Kadmiyum Granilleri: Fluka firmasindan alinan kadmiyum, 20-40 mg
Iik parcalara ayrildi ve 0.1 mol/L. H2SO4 iginde sakiand..

2. Glisin-NaOH Tampon Cozeltisi: Sigma dan temin edilen glisinden 15
g.1 deiyonize distile suda ¢éziildi ve pH s1 2 mol/L NaOH ile 9.7'ye
ayarlandiktan sonra deiyonize-distile suyla final hacim 1 L ye

tamamliandi.

3. Siifanilamid Cézeltisi: 5 g stfanilamid 500 mL 3 mol/L sicak H2SO4
icinde ¢6zildukten sonra sogutuldu. Bu ¢dzelti oda sicakliinda bir yil
stabil kalir.

4. N-Naphthylethylen diamin Cozeltisi: 50 mg N-Naphthylethylen diamin
250 mL distile suda ¢ézilar. Cozelti 0-8 OC de 2 ay stabil kalir.

5. Standartlar:

Deneyin Yapiligi: 0.5 mL seruma 2 mL ZnSO4 ve 2.5 mL 55 mmol/L
NaOH eklenir 10 dakika oda isisinda bekletildikten sonra 4.000 rpm de 10
dakika santrifiij edildi. Herbir tipe 1 mL glisin tamponu, 1 mL deproteinize
érnek ve 2 mL distile su ve 2.5 g aktif kadmiyum eklendikten sonra S0
dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra sivi fazdan 2 mL alindi ve lizerine
0.5 mL su, 0.5 mL N-Naphthylethylen diamin ¢6zeltisi ve 0.5 mL sifanilamid
cozeltisi eklendi ve karanlikta 40 dakika bekletildi. 545 nm dalga boyunda
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kére karsi optik absorbanslari belirlenir. Elde edilen sonuglar, standart
grafiginde mol/L cinsinden hesaplanir ve dederlendirilir.

2.6. Gastrik Yapigkan Miikiis Miktar:

Mide mukozasinin yapiskan mikis icerigi Alcian Blue ydntemiyle (96)
belilendi: Mide c¢ikartildiktan sonra hemen kiigik kurvatur boyunca agildi ve
ters cevrilerek 6nceden hazirlanmis olan %2 lik Alcian Blue soliisyonuna
yerlestirildi. 37 °C de iki saat stireyle hafifcge calkalanarak bekletildi. Gastrik
yapiskan muikise tutunan Alcian Blue boyasini ekstrakte etmek igin boya
solisyonundan c¢ikartilan mide, 0.25 M Siikroz ile yikandiktan sonra 0.5 M 10
ml MgCl, gozeltisinde 37 °C de iki saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda mide
cikartildi ve iginde bekletildigi ¢ézeltiden alinan 5 mi érnek, 5mi dietil eter ile
kanstinldi ve votekslendi. Alt kisimdaki mavi renkli su fazi alindi ve 605 nm de
MgCl, g¢ozeltisi (Kor) ne karg! absorbans degerleri spektrofotometrede Slglldi.

Elde edilen sonuclar asagidaki formile goére degerlendiriidi ve mide
agirhgina oranlandi.

Numunenin optik absorbansi x 100
Gastrik Mikus Miktan =

Standardin optik absorbansi (100 pg/ml)

Gerekli Reaktifler:

1. Alcian Blue Soliisyonu: 0.05 M Sodyum Asetat ve 0.16 M Sikroz
iceren soltsyon hazirlanir ve pH si1 5.8 e ayarlandiktan sonra %1
oraninda Alcian Blue eklenir.

2. 0.25 M Sikroz
3. 0.5 M MgCl,

4. Dietil Eter
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2.7. Istatistiksel Analiz:

Verilerin Istatiksel olarak degerlendiriimesinde ‘SPSS for Windows’ istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Deney sonuglar istatistiksel olarak ortalama *
S.H seklinde degerlendirildi. Gruplarin kargilagtinimasinda non-parametrik Kruskal-
Wallis’in bir yénlii varyans analizi testi uygulandi. p<0.05 degeri belirginlik derecesi
olarak kabul edildi. lki grup karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi uyguland..
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3. BULGULAR

Mide asit sekresyonuna ve mikis miktarina ghrelin hormonunun etkisini
arastirdigimiz bu ¢alismamizda, her iki deney grubu hayvanlardan elde edilen
sonuglar hem kendi aralarinda hem de kontrol grubu ile kargilasgtinlarak istatistiksel
yénden degerlendirildi. Bulgularimiza gore:

Mide sekresyon hacmi ortalama degerleri Kontrol grubunda; 2.27 + 0.31,
Ghrelin grubunda; 2.43 * 0.33 ve Ghrelin+L-NAME grubunda 0.66 + 0.11 ml/3 saat
olarak belirlendi (Tablo 1,6).

Mide sekresyon hacmi agisindan Ghrelin grubu ile Kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir farkliik gérulmezken, Ghrelin+ L-NAME grubunda
énemli bir azalma géziendi (p<0.01), (Grafik 1).

Mide asit ortalama degerleri Kontrol grubunda 157.30 + 20.80, Ghrelin
grubunda 281.20 + 65.10, Ghrelin+L-NAME grubunda 51.50 + 8.90 pEq/3 saat
olarak saptandi (Tablo 2,7).

Bu degerlere gére mide asit dizeyleri agisindan yapilan karsilagtirmada
Ghrelin grubunda énemli bir artis saptanirken (p<0.05), Ghrelin+L-NAME grubunda
belirgin bir azalma goérildi (p<0.001), (Grafik 2).

Plazma total nitrit dizeyleri ortalama degerleri Kontrol grubunda 10.20 £ 0.59
pM/L, ghrelin grubunda 15.10 £ 0.78 pM/L ve Ghrelin+L-NAME grubunda ise 8.50
+ 0.86 uM/L olarak saptandi (Tablo 3,8).

Gruplar plazma total nitrit dizeyleri agisindan karsilagtinidiginda, Ghrelin
grubundaki artig istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.01) (Grafik 3).

Plazma ghrelin diizeyi ortalama degerleri Kontrol grubunda 194.70 + 8.60
pg/ml, Ghrelin grubunda 207.00 + 6.00 pg/ml, Ghrelin+L-NAME grubunda 196.00 +
9.00 pg/ml olarak bulundu (Tablo 4,9).
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Deney hayvanlarina intravenéz ghrelin uygulaniminin deney grubu ile kontrol
gruplarinda olusturdugu ghrelin diizeyleri kargilagtinidiginda, istatistiksel olarak
onemili bir farklilk bulunmadigi tespit edildi (p> 0.05), (Grafik 4).

Yapiskan mide mukis miktari ortalama degerleri ug/g doku olarak Kontrol
grubunda 254.50 + 11.40, Ghrelin grubunda 314.50 + 19.70 ve Ghrelin+L.-NAME
grubunda ise 191.10 + 10.00 diizeylerinde saptanmistir (Tablo 5,10).

Ghrelin grubunda yapiskan miikiis miktarinda, kontrol grubuna goére énemli
bir artis goézlenirken (p<0.05). Ghrelin+L-NAME grubunda belirgin bir azalma
saptanmigtir (p<0.01) (Grafik 5).

29



TABLOLAR VE GRAFIKLER

Tablo 1: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
verilen deney gruplarindaki siganlarda mide sekresyon hacmi*

Denek No Kontrol Ghrelin Ghrelin+.-NAME

1 26 3.0 1.0

2 2.5 3.5 0.5

3 1.2 2.0 0.3

4 1.7 3.5 1.3

5 15 1.0 0.4

6 17 2.0 0.7

7 3.5 15 0.6

8 3.5 3.0 0.5
Ortalama | 2.28:0.32 2.44 1 0.33 0.66 % 0.12

#:Mide sekresyon hacmi ml/3saat olarak verilmigtir.



Tablo 2: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyon dncesi

20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan) verilen deney

gruplarindaki siganlarda mide asit diizeyleri *

Denek No Kontrol Ghrelin Ghrelin+L-NAME

1 234 315 60

2 212 540 35

3 90 400 50

4 110 420 71

5 250 350 18

6 03 125 75

7 180 105 45

8 87 210 55
Ortalama | 157.00+24,58 | 308.13£53.61 | 51.13+6.62

#: Mide asit diizeyleri uEq/3 saat olarak verilmigtir.
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Tablo3: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyon éncesi
20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan) verilen deney
gruplanindaki siganlarda plazma total nitrit diizeyler’®

Denek No Kontrol Ghrelin Ghrelin+L.-NAME

1 9 17 13

2 10 19 9

3 8 15 9

4 11 12 10

5 12 14 8

6 10 16 6

7 9 15 5

8 13 13 8
orfs'f_l“‘a 10.25+0.59 | 15.13%0.79 8.50 % 0.87

#:Plazma total nitrit diizeyleri uM/L olarak verilmigtir
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Tablo 4: Pyilor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyon éncesi
20 ug/kg intravendéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan) verilen deney
gruplarindaki siganlarda plazma ghrelin diizeyleri*

Denek No Kontrol Ghrelin Ghrelin+LNAME

1 108 230 190

2 215 195 185

3 200 220 250

4 240 225 200

5 170 180 175

6 180 197 165

7 165 200 205

8 190 210 198
Ortalama | 194.7548.69 | 207.13+6.05 | 196.00 £9.04

#: Plazma ghrelin diizeyleri pg/ml olarak verilmigtir.
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Tablo 6: Pilor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyon éncesi

20 ug/kg intravendz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan) verilen deney

gruplarindaki siganlarda yapigkan mide miikiis degerleri®

Denek No Kontrol Ghrelin Ghrelin+L-NAME |

1 200 325 194

2 220 376 167

3 299 355 154

4 247 391 242

5 253 260 217

6 277 290 200

7 260 280 180

8 280 239 175
Ortelama | 25450+ 11.48 | 314.50 £19.75 | 191.13 £ 10.08

* Miikiis degerleri ug/g doku olarak verilmisgtir.
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Tablo 6: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
verilen deney grubu siganlarda mide sekresyon hacmi diizeyleri.

Gruplar Kontrol Ghrelin Ghrelin+L-NAME
Mide sekresyon w
hacmi (mi/3saat) 2.28 £ 0.32 244 £0.33 0.66 £0.12

** Diger gruplarla kargilagtinidiginda p<0.01

Tablo 7: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelint+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
verilen deney grubu siganlarda mide asit diizeyleri,

Gruplar Kontrol Ghrelin Ghrelin+L-NAME

Asit diizeyi . e
(uEq/3saat) 157.3 0+ 20.80 | 281.20+65.10 | 51.50+8.90

* Kontrol grubuyla kargilagtirildiginda p<0.05
*** Diger gruplaria karsilagtinidiginda p<0.001

Tablo 8: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen dnce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
verilen deney grubu siganlarda plazma total nitrit diizeyleri.

Gruplar Kontrol Ghrelin Ghrelin+L-NAME
Plazma total .
nitrit diizeyi 10.25 + 0.59 15.13+0.79 8.50 + 0.87
(MMI/L)

**: Diger gruplaria karsgilagtirildiginda p<0.01
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Tablo 9: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
verilen deney grubu hayvanlarda plazma ghrelin diizeyleri.

Gruplar Kontrol Ghrelin Ghrelin+L-NAME

Plazma ghrelin

diizeyi (pg/ml) 194.75+ 8.69 207.13+ 6.05 196.00 + 9.04

Tablo 10: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravendz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
verilen deney grubu hayvanlarda yapiskan mide miikiis miktar diizeyleri.

Gruplar Kontrol Ghrelin Ghrelin+L-NAME

Miuikiis miktan . .
(ug/g/doku) 254.50+ 1148 | 31450+ 19.75 | 191.13+ 10.08

*: Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p<0.05
**: Diger gruplaria karsilagtinidiginda p<0.01



Grafik1: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
verilen deney gruplarindaki siganlarda mide sekresyon hacmi dizeyleri .
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**: Diger gruplarla kargilagtirildiginda p<0.01

Grafik 2: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu si¢anlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
uygulanan siganlarda mide asit diizeyleri.
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* Kontrol grubuyla kargilagtinidiginda p<0.05
= Diger gruplarla kargilagtiriidiginda p<0.001
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Grafik 3:Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen 6nce 20 ug/kg intravendz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
uygulanan siganlarda plazma total nitrit diizeyleri.
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Grafik 4: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70mg/kg subkutan)
uygulanan deney grubu siganlarda plazma ghrelin dizeyleri.
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Grafik 5: Pylor ligasyonu uygulanan kontrol grubu siganlar ile ligasyondan
hemen énce 20 ug/kg intravenéz ghrelin, ghrelin+ L-NAME (70 mg/kg subkutan)
uygulanan deney grubu siganlarda yapigkan mide mikiis miktan dizeyleri.
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*: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05
**: Diger gruplarla karsilagtirildiginda p<0.01
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4. TARTISMA

Ghrelin, 1999 yilinda Kojima ve arkadaglar tarafindan bilyiime hormonu
salgilatici reseptériin (GHS-R) endojen bir liganti olarak kesfedilmis 28 aminoasitli
bir peptidtir. Ozellikle midenin fundus bdlgesinde oksintik mukozada bulunan
6zellesmis enterokromoffin hicreleri tarafindan Uretilmektedir(1). Ayrica disik
miktarda bu peptidin barsaklar, pankreas ve beyinde varligi tespit edilmistir (7,30).
Ghrelin giigli bir endojen bllyime hormonu salgilaticisi olmasinin yanisira,
buyime hormonundan bagimsiz etkilere de sahiptir. Santral sinir sisteminde
ghrelin’in, beslenme davraniginin ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde rol
aldigi(2), istah agici bir hormon oldugu ve besin alinimini uyardigi rapor
edilmektedir(57). Ayrica, ghrelin’in mide mukozal homeostazisinin korunmasinda
ve buna baglh olarak gastroprotektitf aktivitede roli olabilecegdi bildirilmistir.
Ghrelinin bu etkisinin bir NOS inhibitéri olan L-NAME tarafindan engellendiginin
gosterilmis olmasi, etki mekanizmasinda NO’'nun aract rol oynadiina isaret
etmektedir (57).

Ghrelin konusunda yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgiler, bu hormonun
besin alimi, midenin motor fonksiyonlari ve santral sinir sistemi arasindaki feed-
back sinyallerin saglanmasinda gérev yapan fizyolojik bir mediatdr olabilecegini
akla getirmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda planladiimiz ¢aligmamizda mide asit
sekresyonu ve mukus miktarina ghrelin hormonunun etkisi aragtiriimig ve bu
amagla bir kontrol ve iki deney grubu olusturuimustur. Deney grubunda bulunan
birinci grup siganlara 20ug/kg ghrelin uygulanirken,ikinci gruba buna ek olarak
subkutan 70 mg/kg L-NAME uygulanmis ve kontrol grubundaki siganlara 0,5 mi
serum fizyolojik tek doz olarak verilmistir. Her (¢ gruptaki hayvanlarin mide
sekresyon hacimleri, mide asit outputlar, plazma total nitrit dizeyleri, plazma
ghrelin dlizeyleri ve mide yapiskan mukus miktarlari ayri ayn él¢ilmustar. Deney
grublarinda elde edilen sonuglar, hem kendi aralarinda hem de kontrol grubu ile

karsilagtiriimigtir.

Calismamizdan elde ettiimiz sonuglarimiza gére;
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Intravendz ghrelin uygulamasi, mide sekresyon hacminde hafif artiga yol
acarken, L-NAME hem ghrelinin mide sekresyonunu arttirici etkisini 6nlemis hem
de bazal sekresyon hizini azaltmistir(p<0.01),(Grafik 1). Mide asit output degerleri
dikkate alindijinda benzer etkiler ortaya ¢ikti(Grafik2). Béylece ghrelin aktivitesinin
bir NO sentaz inhibitéril olan L-NAME’ in varliginda engellendigi belirlenmis oldu.

Masuda ve arkadaslari(110) Urethan anestezisi altindaki ratlarda intraventz
ghrelin uygulamasinin doza bagh olarak mide asit sekresyonunu ve motilitesini
arttirdigini bildirmiglerdir. Ancak mide fonksiyonlari izerine bu uyarici etkilerin
vagal sinir aktivitesinin blokaji ile ortadan kalktigini da géstermiglerdir. Buna gére,
ghrelin ratiarda vagal sinirlerin aktivasyonu tizerinden gastrik asit sekresyonunu ve

motiliteyi uyarmaktadir.

Date ve arkadaslari(3) yaptiklan benzer bir calismada; intraserebroventrikiler
ghrelin enjeksiyonunun yine doza bagli olarak gastrik asit yapimini arttirdigini
tespit etmislerdir. Vagotomi veya atropin uygulamastyla ghrelinin etkisiz kaldigini

aciklamiglardir.

Her iki caligmanin sonuglan géstermektedir ki; ghrelin’in intravenéz veya
intraserebroventrikller uygulanmasi, doza bagli olarak gastrik asit yapimini
uyarmaktadir. Bu uyarici etkiler, vagal sinir aktivitesinin atropin veya vagotomi ile
bloke edilmesi sonucu ortadan kalkmaktadir. Biz de ¢alismamizda Masuda ve
arkadaglarinin caligmasinda oldugu gibi maksimum cevabin alindigi 20 mg/kg
dozdaki ghrelini intravenéz olarak uyguladik. Benzer sekilde ghrelin’in mide asit
yapimint onemli olctide arttirdigint saptadik. Calismamizda vagus blokaj
yapilmadid igcin bu konuda yorum yapamiyoruz. Bununla birlikte ghrelin’in uyarici
etkisini degerlendirmek amaciyla siganiara NO sentaz inhibitérii olan L-NAME
verildiginde bu etkinin ortadan kalktigini belirledik.

Ghrelin’in gerek mide sekresyon hacmi, gerekse mide asit output'u Gizerine
olan etkisinin L-NAME tarafindan baskilanmis olmasi, bu olayda NO’nun mediatér
bir rol Ustlenmis olabilecedini géstermektedir. Ayrica, Tablo.8 ve Grafik.3 ten de
anlasilacagi gibi ghrelin uygulanan grupta plazma total nitrit diizeyinin belirgin bir
sekilde yukselmis olmasi bu distiincemizi desteklemektedir. Ayrica bu bulgulanimiz
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ghrelin ve NO arasinda karsilikli bir etkilesimin varidina da isaret etmektedir.
Nitekim Gaskin ve arkadaglarinin(46) calisma sonuglan dikkate alinacak olursa,
intraserebroventrikiller ghrelin enjeksiyonunun hipotalamusta NOS duzeyini
yiikseltmig oldugu goérilebilir. Bu da bize ghrelin'in ister santral yolla isterse
periferal yolla uygulansin etkisini NO araciligiyla gostermis olma ihtimalini akla
getirmektedir.

Brzozowski ve arkadaglari (112) ghrelin’in farkh dozlarda intraperitoneal
uygulanmasinin, mide asit salgisini arttirdiini, etanol ve strese bagl geligen
gastrik lezyonlarin alanini azalttigini géstermislerdir. Bu sonuglara, plazma ghrelin
duzeyleri, gastrik mukozal kan akimi ve luminal NO diizeylerindeki artiglar da eslik
etmektedir. Biz de galismamizda benzer sonuglar elde ettik ancak plazma ghrelin
duzeylerinde degisiklik saptayamadik(Grafik 4). Blytk olasilikla bu farklilik plazma
ghrelin 6lgimlerinin Brzozowski ve arkadaslarinin galigmasinda enjeksiyondan
sonra 30 dakika icinde, bizim calismamizda ise enjeksiyondan 3 saat sonra
yapilmis olmasina baglh olabilir. Plazma ghrelin yanlanma émriintin 60 dakikadan
kisa oldugu bilinmektedir(41). Gastrik mukozal kan akimi ve luminal NO
duzeylerindeki artiglar, ghrelin’in gastroprotektif etkiye sahip olabilecegine isaret
etmektedir.

Dornonville ve arkadasglari, ghrelin ve anologlarinin mide asit yapimina ve
mide bosalma hizina etkilerini aragtirmiglardir. Ghrelin ve des-octanoyl ghrelin’in
mide sekresyon fonksiyonunu etkilemedigini ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada,
mide asit 6lgimi igin digsi Sprague-Dawley siganiar kullanilmis ve cerrahi
operasyonlarda hafif isofluran anestezisi (%2.8 isofluran) uygulanmigtir. Mide asit
6lcimleri de pilor ligasyonundan 4 saat sonra yapilmigtir. Bizim g¢alismamizda
erkek Wistar Albino turll siganlar kullaniidi ve hafif eter anestezisi uygulandi. Bu
caligmada ortaya cikan geligkili sonuglar muhtemelen materyal ve metodtaki farkli
uygulamalardan kaynaklaniyor olabilir.

Sibilia ve arkadaglarninin (3) calismasinda, ghrelin ve diger bliyime hormonu
salgilaticilarinin gastrik asit sekresyonu Uzerine etkileri incelenmis, bu peptidlerin
subkutan enjeksiyonunun mide asit sekresyonunu etkilemedigi ancak,
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intraserebroventrikiiler olarak verildiginde dnemli énemli dlglide inhibe ettigi rapor
edilmistir. Ancak, Date ve arkadaslar(3) doza bagl olarak intraserebroventrikiler
ghrelin enjeksiyonunun gastrik asit yapimini artirdigini géstermiglerdir. Sibilia ve
arkadaglari, elde edilen farkh sonuglarin uygulanan doza ve deney protokol
farkhliklarina bagl olabilecegini belitmiglerdir. Ghrelin'in maksimum inhibitér
etkisini cok disiik dozlarda gosterdigi, yiksek dozlarda ise muhtemelen inhibitér
yolakla birlikte stimiilatér yolagi da aktive ettigi kabul gdérmistir. Bu nedenle
ghrelin’in mide asit sekresyonu {izerindeki bu ikili etkisine birden fazla GHS-
R’lerinin aracilik edebilecedi duginulmektedir.

Ghrelin uygulanan grupta mide yapigkan mikis miktarinda kontrol grubuna
goére énemli bir artig g6zlenirken (p<0.05), Ghrelin+L-NAME grubunda belirgin bir
azalma saptanmistir (p<0.01) (Grafik 5). Bu sonuca gére, mide yapigkan miikis
miktarinin artmis olmasi ghrelin’in gastroprotektif aktivitede pozitif yénde bir katki
sagladigini géstermektedir. Ghrelinin bu etkisi gastrik asit sekresyonunda oldugu
gibi, L-NAME enjeksiyonu ile engellenmigtir. Béylece ghrelinin mideyi koruyucu
islevine NO’nun aracilik ettigini séyleyebiliriz.

Midenin yapiskan milkis tabakasi, gastrik asit ve pepsinin kendi dokusunu
sindirmesine kargi bir savunma bariyeri olusturur(113). Gastroprotektif aktivitede
milkiis tabakasinin son derece 6nemli oldugu bilinmektedir. Gastrik miikis, goblet
hiicrelerinden salgilanir ve NO, goblet hiicre fonksiyonlarinin sardiriimesinde
oldukca Snemli role sahiptir. Brown ve arkadaglar;; NO donérlerinin siganlarda
gastrik mukozal hiicrelerden mikiis sekresyonunu ve mikis tabakasinin
kalinhigini arttirdigini tespit etmislerdir(114,115). Bu sonuglar, bizim bulgularimizi
destekleyici 6zelliktedir.

Sibilia ve arkadaglan (116) yaptiklar ¢aligmada, siganlarda ghrelinin etanolle
olugturulan gastrik dlsere kargi koruyucu etkisini incelemigler ve etki
mekanizmasini agiklamaya calismislardir. Kemirgen hayvanlarin mide duvar
yogun olarak spinal afferent sinir lifleri almaktadir. Bu lifler mide mukozal
bariyerinin korunmasinda rol alan NO ve kalsitonin gen related peptid (CGRP), P
maddesi gibi duyusal néropeptidier ve néronal habercileri Uretirler. Bu ¢alismanin
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sonuglarina gére, ghrelin’in gastroprotektif etkisine CGRP aracilik etmekte ve
ayrica NO sentaz aktivitesinin L-NAME tarafindan bloke edilmesi, ghrelinin
koruyucu etkisini tehlikeye sokmaktadir. Bu galismayla uyum icinde olan Holzer ve
arkadaglarinin yaptiklarn bir bagka calismada; mukozal battnlugin saglanmasinda
CGRP nin énemli roli oldugu ve bu igslemde NO in ikincil haberci olarak is gordugu
rapor edilmistir(117). Bizim galismamizda da elde ettifimiz sonuglarin benzerlik
gosterdigini sdyleyebiliriz.

5. SONUG ve ONERILER

1999 yili Aralik ayinda Kojima ve arkadaslan tarafindan bulunan ve baglica
mideden salinan ghrelin hormonunun fonksiyonlari hakkindaki bilgilerimiz her
gecen gin artmaktadir. Ancak s6z konusu hormonun mide asit yapimi ve
sekresyonu Uzerine etkisi konusunda celigkili bilgiler bulunmaktadir. Ghrelin'in
mide asit sekresyonu (izerine daha énce yapilan ¢alismalarda, hem inhibe edici
hem de stimile edici olabilecedi ayn ayn gosterilmigti. Bu nedenle, yaptigimiz
caligmada ratlarda intravenéz ghrelin uygulamasinin mide asit sekresyonuna ve
mide yapiskan mikias miktarina etkisini incelemeyi ve konuyla ilgili celigkili
bilgilerin nedenlerinin aydinlatiimasina katkida bulunmayi amagladik.

Caligmamizda ghrelin hormonunun mide asit sekresyonunu arttirdigini, ancak
bir nitrik oksit inhibitéri olan L-NAME’ in ise azalttigini gdsterdik. Yine, yapiskan
miikiis miktarint da ghrelin’in arttirdigini ancak bu etkinin L-NAME ile ortadan
kalktigim saptadik. Bu nedenle ghrelin’in mide asit sekresyon fonksiyonunda ve
gastroprotektif aktivitede olumiu etkilerinin bulundugunu ve bu islevde NO ile yakin
igbirligi icinde oldugunu sdyleyebiliriz. Bu konuyla ilgili yapilan diger calismalarda
benzer ve farkll sonuglarin alinmasinin 1s1ginda, yeni bilgilere sahip olunmasi

gerekmektedir.

Dolayisiyla gincelligini tagtyan bu konu ile ilgili olarak daha fazla ve detayl
calismalara ihtiyag vardir.
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