Arastirma Makalesi / Research Article

Ghrelin Overektomi Yapilmis Siganlarda Gastrik inflamasyonu Diizeltir
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Amag: ilerleyen yas ve mide hastaliklari arasinda bir iliski vardir. Bu galismanin amaci, ghrelinin
overektomize siganlarda mide morfolojisi Gizerindeki etkilerini degerlendirmektir.

Materyal ve metod: Ketamin-klorpromazin anestezisi altinda (100 mg / kg, 0,75 mg / kg), Sprague-
Dawley siganlarina (n = 12) ift tarafli overektomi, kontrol grubuna taklit cerrahi (G1) uygulandi (n =
6). Ameliyattan dort hafta sonra, overektomili sicanlarinin yarisi (G3) 4 hafta boyunca intraperitoneal
olarak ghrelin (1 mg / kg / hafta) ile tedavi edildi, kontrol grubuna (G2) serum fizyolojik uygunlandi.
8. hafta sonunda kardiyak ponksiyon ile 6tenazi yapilarak 6strojen dizeyi 6lgildi. Mide dokusunda
1tk ve taramali elektron mikroskopu ile histolojik inceleme yapilmistir.

Bulgular: 2 ay sonunda G2 ve G3 gruplarinda overektomi ile artan (p<0,001) viicut agirliklari, ghrelin
(G3) ile degismedi. Overektomi gruplarinda (G2 ve G3) serum Ostradiol dizeyi degismis gonadal
hormon durumu dogrulayacak sekilde azaldi (p<0,05). Overektomi yapilmis olan kontrol grubunda
(G2) vaskular dilatasyon ve dejenerasyonla karakterize hasar izlenirken ghrelin grubunda (G3) taklit
cerrahi grubuna (G1) benzer olarak diizenli morfolojide apikal mukus hicreleri ve gastrik pitler
gozlendi.

Sonug: Sonug olarak menopoz sonrasi erken donemde hafif gastrik hasarin ghrelin tedavisi ile azaldigi
ve bu alanda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyuldugu gorilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ghrelin, inflamasyon, Postmenopoz, Gastrik mukoza
Abstract

Background: There is a link between aging and gastric diseases. The aim of this study was to evaluate
the effects of ghrelin on gastric morphology in ovariectomized rats.

Materials and Methods: Under ketamine-chlorpromazine anesthesia (100 mg/kg, 0.75 mg/kg),
Sprague-Dawley rats (n=12) underwent bilateral ovariectomy, while control group (G1) had sham-
surgery (n=6). Four weeks after surgery, half of ovariectomized rats (G3) were treated
intraperitoneally with ghrelin (1 mg/kg/week) for 4 weeks, while others (G2) were not treated. Rats
were euthanized by cardiac puncture at the end of 8th weeks, and serum levels of estradiol were
measured. Gastric tissue was analyzed with light and scanning electron microscopy.

Results: Increased body weights in ovariectomized (G2 and G3) rats (p<0.001) recorded at the end of
2 months was not changed with ghrelin. In ovariectomized groups (G2 and G3) serum estradiol levels
were reduced (p<0.05) verifying altered gonadal hormone status. Apical mucus cells and gastric pits
were observed in regular morphology in sham group while vascular dilatation and degeneration was
observed in ovariectomized rats (G2 and G3), whereas in the ghrelin group (G3) it was generally
observed similar to sham group (G1).

Conclusion: In conclusion, mild dyslipidemia and hepatic degeneration in early post-menopausal
period appear to be attenuated by ghrelin treatment, and it is required further investigations.

Key words: Ghrelin, Inflammation, Postmenopause, Gastric mucosa

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2021;18(3):370-374.
DOI: 10.35440/hutfd.841915

Sorumlu Yazar / Corresponding
Author

Dr. Ogr. Uyesi Esra Bihter GURLER
istanbul Atlas Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji AD.

Anadolu Cad. No. 40
Kagithane/istanbul

e-mail: ebgurler@gmail.com

Gelis tarihi / Received:
16.12.2020

Kabul tarihi / Accepted:
19.08.2021

DOI: 10.35440/hutfd.841915

370


https://orcid.org/0000-0001-8259-521X
https://orcid.org/0000-0002-2591-9174
https://orcid.org/0000-0002-4141-6913

Gurler ve ark.

Giris

Osteoporoz; baslica 6strojen eksikliginin neden oldugu
kemik kitlesinin kaybi ile olusan, agri ve hareket kabili-
yetinde kisithhk yaratan, kemik yapim/yikim oraninin bo-
zuldugu, kemigin sik gorilen metabolik bir hastahgidir
(1,2). Hastaligin menopoz sonrasi gorilen formunda ise
ostrojen eksikligi ana unsur olarak rol almaktadir.

Atrofik gastrit, mukozal hasar sonucu midede kalici bir
hipoklorhidriye yol agan ve yasla artan bir durumdur (3).
Benzer olarak Helicobacter pylori proliferasyon yogun-
lugu hem fundus hem de antrumda menopozdaki kadin-
larda daha yuksek bulunmustur (4). Helicobacter pyloriile
osteoporoz (5,6) ve atrofik gastrit ile osteoporoz (7,8)
arasinda pozitif ve negatif iliskiler gosteren calismalar
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ile overlere ulasildi ve bir islem yapilmadan doku siture
edildi. OVT yapilan hayvanlar rastgele 2 gruba (G2 ve G3)
ayrildi. Dort haftalik derlenme siresinin ardindan bagla-
nan tedaviler, 8. haftanin sonuna kadar stirdirildi. G2 ve
G3 gruplarinda bulunan overektomi yapilmis sicanlara 4
hafta boyunca; serum fizyolojik (G1; 1 ml/kg) ve distile
suda 1 mg/ml olarak ¢6zllen ghrelin ( Sigma,G8903, St Lo-
uis, MO; 1 mg/kg/hafta i.p.) deney hayvanlarina (G2) haf-
tada bir doz olacak sekilde uygulandi. (13-15) (Sekil 1).
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pernisiydz anemi ¢alismasi da literatirde gorilmektedir
(9).

Ghrelin 1999 yilinda kesfedilmis, 28 aminoasitli baslica
midenin korpus ve pilor bodlgesinden salgilanan bir hor-
mondur. Ghrelin pek ¢ok fizyolojik fonksiyonunu ghrelin
oncili olan proghrelinin agillenmesi ile olgunlasmis acil
ghrelin formuyla yapar (10). Yapilan galismalar arasinda
endojen ghrelinin gastrik asit sekresyonunu ve gastrik
motiliteyi arttirdigi rapor edilmistir (11). Ote yandan
cesitli calismalarda gastrointestinal sistemin inflamatuvar
hastaliklarinda ghrelinin anti-inflamatuvar ve anti-oksi-
dan etkileri ile koruyucu ve tedavi edici oldugu
gosterilmistir. Mide kanserli olgularin patolojik 6rnekleri-
yle yapilan bir immuinohistokimyasal calismada mide
dokusunda bu hormonun varligi tespit edilememistir (12).
Bu calismada overektomili siganlarin mide dokusundaki
degisikliklerin histolojik olarak incelenmesi ve ekzojen
ghrelin tedavisinin etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod

Hayvanlar

Bu calisma igin Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan onay alindi (057.2016.mar). Mar-
mara Universitesi Deney Hayvanlari Merkezinden temin
edilen, 250-300 gr agirhgindaki 18 adet disi Sprague
Dawley sican rastgele olarak (kapali zarf usuli ile) segile-
rek gruplandirildi. Ortam sicakhgl (20-22 °C) ve nemi
(%65-70) korunan ortamda, kafeslerde rahat hareket ede-
bilecekleri sekilde Ucgerli olarak yerlestirilen siganlara, 12
saat/12 saat glindiz/gece 151k uygulandi. Deney siresince
yem ve su tiiketimleri ad libitum olarak saglandi.

Deney Protokolii ve Cerrahi Yontem

Taklit cerrahi yapilan grup (G1; n=6) disindaki tiim grup-
lara (G2, G3; n=6/grup) overektomi (OVT) yapildi. OVT uy-
gulamasi, anestezi altinda (Ketamin 100 mg/kg ve klorp-
romazin 5 mg/kg; i.p.) paramedyan kesi ile ulasilan over
ligamentlerinin ligatlirle baglanmasinin ardindan overle-
rin eksizyonu ile gergeklestirildi. Ardindan karin duvari ka-
patilarak, 1ml/kg serum fizyolojik s.c. olarak verildi. Taklit
cerrahi grubundaki hayvanlarda ise yine paramedyan kesi

(1 ml/kg/haftai.p.)

analizler

+  Agirhklanintartilmasi

Sekil 1. Deney Protokoli

8. hafta sonunda siganlar anestezi altinda (Ketamin 100
mg/kg ve klorpromazin 3-5 mg/kg; i.p.) kardiyak ponksi-
yon ile 6tanazi edildi. Kan 6rnekleri alinarak 10000 rpm'de
+ 4 °C'de santrifuje edildi. Ayrilan serum 6rnekleri 6stro-
jen duizeylerinin degerlendirilmesi icin biyokimyasal analiz
giliniine kadar -80°C'de muhafaza edildi.

Biyokimyasal Analiz

Kan numuneleri toplandiktan sonra 10 dakika sireyle
10000 rpm'de santrifiije edilerek elde edilen serum or-
nekleri -80°C' de saklandi. Serum oOrneklerinde Gstrojen
(ng/kg) ticari ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent As-
say) kit (Sun Red, Sangay, Cin) kullanarak ve dretici tara-
findan verilen talimatlara uygun sekilde yapildi.
Histolojik analizler

Isik Mikroskopik Preparasyon

Isik mikroskopik incelemeler amaciyla, mide dokusundan
alinan 6rnekler %10 nétral formalin sollisyonunda immer-
siyon yontemi ile tespit edildi. Yiikselen alkol serilerinden
(%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edilen doku-
lar, ksilen ile saydamlastirildi ve parafine gémiilerek blok-
landi (Leica TP1020 ve EG1150H+C). Yaklasik 5 um kalinh-
ginda alinan kesitler (Leica RM2125RT), histopatolojik de-
gerlendirmeler i¢in hematoksilen ve eozin (H&E) ile boya-
narak, kamera eklentisi (Olympus DP72, Tokyo, Japonya)
bulunan 151tk mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Ja-
ponya) incelendi ve fotograflandi.

Taramal Elektron Mikroskopik Preparasyon

Taramali elektron mikrosokopik incelemeler icin mide do-
kularindan alinan 6rnekler %4 glutaraldehit (0,1 M fosfat
tamponlu ve pH 7,4) soliisyonu ile 4 saat fikse edildi ve %1
Os04 ile 1 saat post-fiksasyon yapildi. Yiikselen alkol seri-
leri (%70, %90, %96, %100) ile dehidrate edilen dokular,
amilasetat ile inklbe edildikten sonra kritik nokta kurutu-
cusu ile (Bio-Rad E 3000) kurutuldu ve altin ile kaplandi.
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Ornekler taramali elektron mikroskobu ile incelenerek
(Jeol 5200 JSM, Tokyo, Japonya) fotograflandi.
istatistiksel Yontem

Parametrik olmayan verilerin analizi Kruskal Wallis ve Stu-
dent’s t-testi takip eden post hoc Mann Whitney U analizi
ile yapildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Bulgular GraphPad Prism 6.0 ile degerlendirildi ve
ortalama * standart hata seklinde ifade edildi.

Bulgular

Overektomi sonrasi tim hayvanlarin (G2, G3) agirlikla-
rinda anlamh bir artis goruldi (p<0,001). Ancak ghrelin
uygulamasi ile hayvanlarin (G3) agirliklarinda anlamli bir
degisiklik olmadi (Sekil 2).

400+ ;
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Sekil 2. Hayvanlarin agirliklari

* Ortalamaztstandart hata, n= 6-12 sican/grup; ***p<0,001 taklit cer-
rahi kontrol grubuna gére (G1; taklit cerrahi, G2; OVT+serum fizyolojik,
G3; OVT +ghrelin)

8. haftanin sonunda G2 ve G3 gruplarinda serum Ostrojen
dizeyi taklit cerrahi grubuna gore anlamh olarak diismds-
tir (p<0,01; Sekil 3).
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Sekil 3. Overektomi sonrasi 8. haftada serum ostrojen di-
zeyi

* Ortalama#standart hata, n= 6-12 sican/grup; **p<0,01
taklit cerrahi kontrol grubuna gére

Taklit cerrahi (G1) kontrol grubunda, gastrik pitlerle
birlikte ylzey epiteli ve glandular epitel diizenli morfolo-

Ghrelin gastrik inflamasyonu dizel-

jide gozlendi (Sekil 4A). G2 grubunda, hafif vaskiiler di-
latasyon ve bazi glandular hiicrelerde hafif genisleme ve
dejenerasyon gozlenirken, ylizey mukus hicreleri ve
gastrik pitlerde hafif hasar gozlendi (Sekil 4B).
grubunda, oldukga diizgiin yizey epiteli ve hafif glandular
hicre hasari goraldi (Sekil 4C).

Sekil 4. Deney gruplarlna ait temsili resimler (Isik Mikros-

kobu)

Taklit cerrahi (G1) kontrol grubunda (A) diizenli morfolojide gastrik pit-
leri olan yiizey epiteli ve glandular epitel; G2 grubunda (B) ytizey mukus
hiicrelerinde (ok) ve glandular hiicrelerde (okbasi) hafif hasar, hafif in-
flamatuvar hiicre infiltrasyonu (i); G3 grubunda (C), olduk¢a diizgiin
ylizey epiteli (ok) ve glandular epitelde hafif hasar (ok basi).

Mide luminal ylizeyindeki topografik degisiklikler taramali
elektron mikroskobu ile degerlendirildi. Taklit cerrahi (G1)
grubunda dizenli morfolojide apikal mukus hiicreleri ve
gastrik pitler gozlendi (Sekil 5A). G2 grubunda hafif di-
zeyde apikal ylizey hicrelerinde deskuamasyon ve bazi
alanlarda lamina proprianin agiga c¢iktigr gozlendi (Sekil
5B). G3 grubunda genel olarak diizenli morfolojide lumi-
nal mide mukoza yapisi, yer yer ylizey mukus hticrelerinde
deskuamasyon gozlendi (Sekil 5C).

Sekil 5. Deney gruplarina ait temsili resimler (SEM)

Deney gruplarinin mide 6rneklerine ait temsili taramali elektron mikrog-
raflari gérilmektedir. G1 grubunda (A) diizenli morfolojide apikal mukus
hiicreleri ve gastrik pitler, G2 grubunda (B) hafif diizeyde apikal yiizey
hiicrelerinde deskuamasyon (ok) ve G3 grubunda (C) genel olarak dii-
zenli morfolojide luminal mide mukoza yapisi yer yer yiizey mukus hiic-
relerinde deskuamasyon(ok) gériilmektedir.

Tartisma

Bulgularimiza goére overektomi vyapilmis SF tedavili
sicanlarda (G2) ostrojen seviyesi anlamli olarak azalmistir.
Serum O6stradiol diizeyindeki bu dislis degismis gonadal
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hormon durumu dogrulamistir. Calismanin bulgulari, cer-
rahi menopoz gelisimini takiben viicut agirliginda ortaya
cikan artisin ghrelin tedavisi ile degismedigini géstermis-
tir. Periferik yolla verilen ghrelinin gida alimina etkisi tize-
rine zit ¢calismalar mevcuttur. Pek ¢ok yayinda endojen
olarak gida aliminda artisa neden olan ghrelinin, periferik
yolla verildiginde de gida alimini arttirdig1 gosterilmistir
(16-18). Ote yandan yiiksek yagh diyetle beslenen sican-
larda santral olarak verilen ghrelinin gida alimini etkile-
medigi gosterilmistir (19). Literatiirde menopoz sonrasi
donemde periferik verilen ghrelinin viicut agirligina etki-
sini gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Ancak obezite
ve menopozda serum ghrelin diizeylerinde azalma oldugu
rapor edilmistir (20-22). Calismamizda ghrelin tedavisi,
menopoz sonrasinda zamanla dogru orantil olarak artan
serum ghrelin diizeyindeki diististi (22) durdurarak kilo ar-
tisini engellemis olabilir.

Yasla beraber artan kalsiyum malabsorpsiyonunun
diismis 6strojenle iliskisi uzun zamandir bilinmekte ve os-
teoporoz gelisimi agisindan bir risk faktora olarak deger-
lendirilmektedir (23-26) Kemik mineral yogunlugu ile
atrofik gastriti iliskilendiren birbirine zit ¢alismalar da
mevcuttur (7,8). Ancak bu calismalardaki kohort gru-
plarindaki irksal farkhliklar  dikkat g¢ekicidir. Bulgu-
larimizda, OVT yapilmis siganlarin (G2 ve G3 gruplarn)
midelerinde kismi olarak dejenerasyonlar gorilmustir.
Bulgularimiz, menopozun midede atrofiye neden
olabilecegini distindirmektedir.

Bir dizi rapor, ghrelinin in vitro ve in vivo olarak giicla bir
anti-inflamatuvar medyatoér ve inflamatuvar hastaliklarin
ve yaralanmalarin tedavisinde umut verici bir terapotik
ajan oldugunu tarif etmistir (27-31). Benzer olarak Heli-
cobacter pylori'nin eslik ettigi ve etmedigi cesitli atrofik
gastrit olgularinda serum ghrelin dizeyinde disus rapor
edilmistir (32-34). Calismamiz overektomi ile ortaya ¢ikan
mide hasarinin dizeltilmesinde ghrelinin 6nemli bir rolii
olabilecegini isaret etmektedir.

Sonug

Sonug olarak, menopoz sonrasinda gozlenen hafif mide
inflamasyonunda, ghrelinin koruyucu etkilerinin oldugu
gozlenmistir. Calismanin sonuglari, ghrelinin farkli doz-
larda ve farkli siirelerde denendigi deneysel ¢alismalara
ve klinik arastirmalara gereksinimi oldugunu disindir-
mektedir.

Ghrelin gastrik inflamasyonu dizel-
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