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Sicanlarda Karbon Tetrakloriir ile Olusturulan Oksidatif Beyin ve Bobrek

Hasarina Karsi Grelinin Koruyucu Etkisi*
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Ozet: Bu calisma, sicanlarda karbon tetrakloriir (CCl,) ile olusturulan oksidatif beyin ve bobrek hasarina karsi grelinin
koruyucu etkisini incelemek amaciyla yapildi. Toplam 40 adet erkek Sprague-Dawley irki sican kontrol, CCl,, grelin ve
grelin+CCl, olmak lizere dort esit gruba ayrildi. Son enjeksiyondan 24 saat sonra, siganlar sakrifiye edilerek beyin ve bébrek
dokulari gikarildi. Doku homojenatlarinda malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) duzeyleri ile sliperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri 6lglldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sadece CCl,
verilen siganlarin beyin ve bdbrek dokusu MDA ve NO dizeylerinde artma (p<0.05), SOD ve CAT aktivitelerinde ise azalma
(p<0.05) gbzlendi. GPx aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli bir degisiklik gézlenmedi. Ote yandan, yalniz CCl, verilen
grupla karsilastirildiginda, grelin 6n uygulamasinin bu dokularda MDA ve NO diizeylerini énemli oranda azaltirken (p<0.05),
SOD ve CAT aktivitelerini ise artirdigi tespit edildi (p<0.05). Sonug olarak, bulgularimiz grelin 6n uygulamasinin siganlarda

beyin ve bébrek doksunda CCl, tarafindan olusturulan oksidatif hasari azaltabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Grelin, Karbon Tetraklorir, Oksidatif Hasar, Sigan.

Protective Effect of Ghrelin against the Oxidative Brain and Kidney Injuries Induced by

Carbon Tetrachloride in Rats

Abstract: The present study was conducted to investigate the protective effect of ghrelin pre-treatment on carbon
tetrachloride (CCl,)- induced oxidative stress in the brain and kidney tissues of rats. Fourty male Sprague-Dawley rats were
divided into four equal groups, as; control, CCl,, ghrelin and CCl,+ ghrelin group. The rats were sacrificed 24 h after the last
injection and their brain and kidneys were removed. Malondialdehyde (MDA) and nitric oxide levels (NO), and the activities
of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzymes were measured in brain and
kidney homogenates of rats. Significantly elevated (p<0.05) mean levels of MDA and NO, and lowered (p<0.05) mean
activities of SOD and CAT were observed in the brain and kidney tissues of rats treated with CCl, only, when compared to
control group. No significant change in GPx activity was observed in the brain and kidney after the CCl, administration. On
the other hand, ghrelin pre-treatment prior to the CCl, administration reduced (p<0.05) the MDA and NO levels, and
increased (p<0.05) the SOD and CAT activities in these tissues as compared to those in the CCl,-treated group. In
conclusion, our findings suggest that ghrelin pre-treatment would be able to alleviate the oxidative damage caused by the

CCl,in the brain and kidney tissues of rats.
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GIRi$

K

viicuda solunum, sindirim ve deri yoluyla alinabilen

uru temizleme, otomobil tamiri ve farmasotikal

Uretim gibi bazi is alanlarinda kullanilan ve

karbon tetraklorir (CCl;) basta karaciger olmak
lzere beyin, bobrek, kas, akciger ve testis gibi
dokulara dagilir (Abraham ve ark., 1999; Tirkey ve
ark., 2005). Karbon tetrakloriiriin toksik etkilerinden
karacigerde biyotransformasyonu sonucu olusan
triklorometil (CCl;) radikali sorumludur. Bu radikal
daha sonra oksijen ile birleserek triklormetil peroksil
(CCl;0,) radikali,

hiicrenin zar yapisini bozarak hasarin olusmasinda

radikalini olusturur. Peroksil
birincil mekanizma olarak rol oynayan giigli bir lipid
peroksidasyon baslaticisidir (Srinivasan ve ark.,
2005). Ozellikle karaciger lizerinde hasar olusturdu-
gu bilinen karbon tetrakloruriin yapilan deneysel
calismalarda beyin, kalp ve bdbrek gibi organlarda
da oksidatif hasar olusturdugu goésterilmistir (Lesiuk

ve ark., 2003; Karadeniz ve ark., 2007 ve 2009).

Grelin, bliylime hormonu salinimini uyaran b-
yime hormonu salgilatici reseptér (GHS-R) icin
spesifik endojen bir ligand olarak izole edilmis, 28
aminoasitli, peptid yapisinda bir hormondur. Baglica
salinim yeri mide oksintik mukozasindaki A- benzeri
hicrelerdir (Kojima ve ark., 1999). Bu hormonun
mideden baska merkezi sinir sistemi, barsak,
bobrekler, kalp, pankreas, akciger, esey organlari ve
plasenta gibi diger organlarda da sentezlenmesi,
onun bircok biyolojik aktivitede duzenleyici rol
bir
(Aydin, 2007). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda

oynayan peptid oldugunu gostermektedir.

grelinin  antioksidan Ozelliklere sahip oldugu
bildiriimektedir. Bu baglamda; rat ovaryumlarinda
lipid peroksidasyon olusumunu azaltirken antioksi-
dan enzimleri artirdigl (Kheradmand ve ark., 2010),
kalpte doksorubusin ile olusturulan kardiyo-
toksisitede malondialdehit (MDA) dizeyini azaltir-
ken stperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan enzim dizeylerini artirdigi (Xu ve ark.,
2008),

tetrazol’lin olusturdugu oksidatif strese karsi (Obay

beyin ve bobrek dokularinda pentilen-

ve ark., 2008) koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir.
Bu calismada CCl, ile olusturulan oksidatif beyin ve
bobrek hasarina karsi grelinin  koruyucu etkisi

incelendi.

MATERYAL ve METOT

Calismada, agirliklari 280-300 g arasinda degisen
toplam kirk adet erkek Sprague-Dawley irki sican
kullanildi. Dért gruba ayrilan siganlar polikarbon
kafeslerde, ortalama 22 + 2 °C oda sicakliginda, 12
saat aydinlik/12 saat karanlik 1sik periyodu uygula-
nan ve dizenli olarak havalandirmanin yapildigi bir
ortamda barindirildi. Hayvanlara su ve pelet yem ad
libitum olarak verildi. Calisma baslamadan 6nce CCl,
(Merck) misir yagi ile 1:1 oraninda, grelin (Sigma) ise
% 0.9’luk serum fizyolojik ile sulandirilarak kullanima

hazir hale getirildi.

Kontrol grubuna 5 giin siireyle 0.9 % NaCl deri
alti yolla, CCl, grubuna 1.6 g/kg CCl, (Ohta ve ark.,
2000) periton igi yolla tek doz olarak, grelin grubuna
10 ng/kg grelin (iseri ve ark., 2008) 5 giin siireyle
deri alti yolla uygulandi. Grelin+ CCl, grubuna ise 5
glin sureyle, giinde 10 ng/kg grelinin deri alti yolla
verilmesini takiben, 5. glinde ayrica 1.6 g/kg CCl, tek
doz olarak uygulandi. Son enjeksiyondan 24 saat
sonra ketamin-ksilazin anestezisi altinda hayvanlar
sakrifiye edildikten sonra bobrek ve beyin dokulari
cikarilldi. Cikarilan doku ornekleri pH 7.4 fosfat
(1:5),

homojenizatérle

buzlu ortamda  mekanik
(Heidolph, M)
homojenize edildi. Homojenatlar + 4 °C’lik sogutmall
santrifijde (Sigma 3K-30) 20 000 devirde 1 saat
edildi.

zamanina kadar

tamponda

SilentCrusher

santrifQj Slpernatantlar alinarak analiz

-80 °C'lik derin dondurucuda

saklandi.

Doku supernatantlarinda MDA analizleri, lipid
peroksidasyonun aldehit Griinlerinden biri olan MDA
ile tiyobarbitirik asit (TBA)'in reaksiyonu sonucu
renkli

olusan bilesik absorbansinin 535 nm’de

Olcimine dayali spektrofotometrik (Shimadzu UV-
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1700) yontemle belirlendi (Yoshioka ve ark., 1979).
Nitrik oksit diizeyi Griess reaksiyonuna dayal total
1995).

Paglie ve

nitrit olarak olglldi (Tracey ve ark,

Glutatyon peroksidaz aktivitesi igin
Valentine (1967)'nin yontemi kullanildi. Metodun
prensibi NADPH araciigl ile glutatyon rediiktaz
kullanilarak indirgenmis glutatyonun oksidasyonu
esasina dayanir. Katalaz aktivitesi, ortamdaki
hidrojen peroksitin katalaz tarafindan yikimlanmasi
esasina dayanan ve hidrojen peroksitin 240 nm’de
Isig1 absorbe etmesinden yararlanilarak belirlendi
(Luck, 1955). Superoksit dismutaz enzim aktivitesi
tetrazolium ile

ksantin-oksidaz’in nitroblue

inhibisyonu metoduyla; inhibisyon Grinid olan

formazon’un 560 nm’deki absorbansi o6lglilerek
belirlendi (Sun ve ark 1988). Protein tayini Lowry ve
(1951)

olarak sigir serum albimini kullanilarak saptandi.

arkadaslarinin yontemine gore standart

Verilerin analizi bilgisayar istatistik paket prog-
raminda (SPSS for Windows 12 Version) tek yonlu
varyans analizi (One-Way ANOVA) ve Tukey’s c¢oklu
karsilastirma testleri kullanilarak yapildi. Veriler
aritmetik ortalama ve standart sapma olarak verildi.

Onemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarinin beyin ve bobrek
dokusuna ait MDA ve NO dizeyleri ile SOD, CAT ve
GPx aktiviteleri Tablo 1 ve Tablo 2'de verildi.
Oksidatif stres parametrelerinden MDA ve NO
diizeyleri CCl, verilen grubun beyin ve bobrek
dokularinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
daha yiiksek (p<0.05) bulundu. Karbon tetraklorir
verilen grupla karsilastirildiginda grelin 6n uygula-
masl yapilan grupta dokularin MDA ve NO diizeyle-
rinde 6nemli bir azalma (p<0.05) kaydedildi.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, sadece
CCl,

antioksidan enzimlerinden SOD ve CAT’in aktivitesini

uygulamasinin  beyin ve bobrek dokusu

azaltirken (p<0.05), GPx enziminde ise istatistiksel

bir
(p>0.05) tespit edildi. Ote yandan, grelin+CCl,
grubunda, beyin ve bobrek dokusu SOD ve CAT
aktivitelerinin CCl, grubuna goére anlaml olarak
arttigi (p<0.05) belirlendi.

olarak o6nemli degisiklige neden olmadigi

TARTISMA ve SONUC

radikal

normal metabolik faaliyetler sirasinda olusabildigi

Biyolojik sistemlerde serbest olusumu
gibi diyet ve cevresel etkiler ile ilag ve diger
ksenobiyotiklere bagh olarak da olusabilir. Serbest
radikaller viicutta antioksidan savunma kapasitesini
astiklari zaman gesitli bozukluklara yol agarlar. Lipid
peroksidasyon, serbest radikaller tarafindan
baslatilan ve hiicre membranindaki ¢oklu doymamis
yag asitlerinin oksidasyonuna yol agan bir reaksi-
yondur. Ug¢ veya daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucunda MDA olusur ki
bu lipid peroksidasyonun en 6nemli gostergelerin-
den biridir (Freeman ve Crapo, 1982;Del Rio ve ark.,
1995). Calismada CCl,'Gn beyin ve bébrek dokusun-
da MDA duzeyini artirdig1 gézlendi. MDA dizeyinde-
ki artma CCl, uygulamasina bagl olarak serbest
oksijen  radikallerinin  arttigini  gdstermektedir.
Benzer sekilde, CCl, verilen si¢anlarin beyin ve
bobrek dokularinda
bildirilmistir (Tirkey ve ark., 2005; Karadeniz ve ark.,
2007 ve 2009; Jayakumar ve ark., 2008). Ote

yandan, CCl,/den ©nce uygulanan grelinin MDA

MDA dizeyinin yikseldigi

diizeyini dislirdigu tespit edildi. Bu durum, grelinin
antioksidan etkisiyle iliskili olabilir. Son vyillarda
yapilan galismalardan elde edilen sonuglar bulgula-

rimizi destekler niteliktedir. Bu baglamda; Obay ve

ark. (2008), beyin ve bobrek dokularinda
pentilentetrazol  tarafindan  olusturulan lipid
peroksidasyonuna karsi grelinin koruyucu etki

gosterdigini  bildirmislerdir. iseri ve ark. (2008),
sicanlarda alendronat ile olusturulan mide doku
hasarina karsi grelin uygulamasinin MDA diizeyini

azalttigini géstermislerdir.
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Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokusunda MDA ve NO diizeyleri ile SOD, CAT ve GPx aktiviteleri

Table 1. The MDA and NO levels as well as CAT, SOD and GPx activities in brain tissue in control and experimental groups

MDA NO SOoD CAT GPx
Gruplar (nmol/mg-protein) (nmol/mg-protein) (U/mg-protein) (k/mg-protein) (U/mg-protein)
Kontrol 1.27+0.51 2.23+1.27 1.49%0.18 20.11% 0.48 17.18+ 1.68
Grelin 1.09% 0.68 2.01+ 1.59 1.22+0.22 21.50% 1.13 16.20£ 2.14
ccl, 2.17+0.45° 3.45+1.36° 0.73+0.12° 10.72+0.71° 13.16+2.53
Grelin + CCl, 1.54+ 0.98° 2.70+1.19° 1.36+0.38° 17.28+ 1.80° 15.90+ 1.89

*Kontrol ve °CCl, grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarinin bobrek dokusunda MDA ve NO diizeyleri ile SOD, CAT ve GPx aktiviteleri

Table 2. The MDA and NO levels as well as CAT, SOD and GPx activities in kidney tissue in control and experimental groups

MDA NO SoD CAT GPx
Gruplar (nmol/mg-protein) (nmol/mg-protein) (U/mg-protein) (k/mg-protein) (U/mg-protein)
Kontrol 0.61+0.51 3.13+1.07 2.99+ 0.15 35.31+ 1.08 29.18+ 1.68
Grelin 0.79£0.31 3.21+1.29 2.62+0.12 29.50% 1.13 31.20+ 1.14
ccl, 1.81%0.75° 5.41+1.16° 1.13+0.15° 19.72+1.71° 28.16% 1.53
Grelin + CCl, 1.21+1.88° 4.08+1.14° 2.26+0.10° 27.28+1.80° 25.90+ 2.89

*Kontrol ve °CCl, grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

Nitrik oksit eslesmemis tek elektron iceren bir
serbest radikaldir. Fizyolojik yogunluklarda, nitrik
oksit sentaz (iNOS) araciligi ile endotel hicrelerin-
den salinir ve normalde toksik degildir. Nitrik oksit
sliperoksit anyon radikali ile reaksiyona girerek
dokular icin son derece zararli olan peroksinitriti
bu

membraninda lipid peroksidasyonu baslatarak hiicre

olusturmaktadir.  Olusan madde  hiicre
hasarina neden olmaktadir (Tamer ve ark., 2000;
Kiling ve Kiling, 2003). GCalismada CCl, verildikten
sonra beyin ve bobrek dokularinda NO diizeyinde
gbzlenen artma Karadeniz ve ark. (2007 ve 2009)'nin
bulgulariyla uyum igindedir. Benzer sekilde,
Srinavasan ve ark. (2005) CCl, alan siganlarin NO
diizeylerinde 6nemli bir artma tespit etmislerdir.
CCl, uygulanmasindan sonra dokularin NO diizeyle-
rinde gozlenen onemli artis, olusan serbest radikal-
lerin hicre lipid membranlarini peroksidasyona
ugrattiginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.
Arastirmada, sadece CCl, verilen grupla karsilastiril-
diginda, CCl/den once grelin 6n uygulmasinin
CCl,’tin neden oldugu NO diizeyindeki artisi azalttig

tespit edildi. Nitrik oksit dizeyindeki bu azalma

grelin tarafindan iNOS mRNA ekspresyonunun

azaltilmasina baglanabilir (Sibilia ve ark., 2003).

Canh dokularda serbest radikallere karsi sa-
vunma sisteminde oncelikle enzim sistemi etkili
GPx ve CAT

enzimleri serbest radikallerin birikimini ve lipid

olmaktadir. Silperoksit dismutaz,
peroksidasyonun baslamasini 6nleyen bilesiklerdir.

Superoksit  dismutaz,  siperoksidin  hidrojen
perokside donlisimiini katalizlerken, CAT ve GPx ise
SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksidi
(H,0,) dokulardan uzaklastiran reaksiyonlarda gérev
alirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Dindar ve
Aslan, 2000). Bu enzimlerin aktivitesindeki azalma,
hiicre membraninin butinliglini ve fonksiyonunu
bozan serbest radikal miktarindaki artmayla iliskilidir
(Freeman ve Crapo, 1982). Arastirmada, sadece CCl,
verilen grubun beyin ve bébrek dokularinda SOD ve
CAT aktivitelerinin kontrol grubuna goére o6nemli
diizeyde azalmasi CCl,/’in bu dokularda H,0, ve
peroksinitrit olusumunu tetikledigini ve enzimlerin
bu reaktiflerin ortamdan uzaklastirilmasi sirasinda
Karbon tetrakloriir’iin

azaldigini  gostermektedir.

beyin ve bobreklerde antioksidan enzimler lizerine
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etkisi Uzerine yapilan galismalarda sicanlara verilen
CCl,/tin beyin ve bobrek dokusunda bulgularimizla
uyumlu olarak SOD ve CAT aktivitesinde énemli bir
azalma kaydedilmistir (Lesiuk ve ark., 2003; Tirkey
ve ark., 2005; Karadeniz ve ark., 2007 ve 2009
Jayakumar ve ark., 2008). Benzer sekilde CCl, verilen
sicanlarin bdbreklerinde goézlenen SOD ve CAT
aktivitesindeki azalma (Srinivasan ve ark., 2005)
bulgularimizla ortismektedir. Calismada beyin ve
bobrek dokularinin GPx aktivitelerinde istatistiksel
bir CCl,
GPx etkileri

konusunda yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar elde

olarak 6nemli degisiklik gozlenmedi.

uygulamasinin aktivitesi  Uzerine
edilmistir. CCl, uygulanmasinin beyin ve bobrek
GPx bildiren

calismalarin (Jayakumar ve ark., 2008) yani sira

dokusunda aktivitesini azalttigini
beyin dokusunda GPx aktivitesini artirdigini (Lesiuk
ve ark., 2003; Karadeniz ve ark., 2007) bildiren
da Bu farkhlik CClyGn

uygulama sekli veya dozuyla iliskili olabilir.

cahismalar mevcuttur.

Calismada elde edilen veriler grelin 6n uygula-
masinin etkisi agisindan incelendiginde; sadece CCl,
verilen karsilastirildiginda,

grupla grelin+CCl,

uygulamasi yapilan grubun beyin ve bdbrek
dokularinda SOD ve CAT aktivitelerinde 6nemli
oranda bir artisin kaydedilmesi grelinin bu dokularda
enzimatik antioksidan savunma sistemini artirdigini
gostermektedir. Grelinin antioksidan 6zelligi ile ilgili
olarak, grelinin preadipozit hiicre kiltiirlerinde SOD,
CAT ve GPx aktivitelerini (Zwirska-Korcale ve ark.,
2007), SOD

(Kheradman ve ark., 2010), kalpte doksorubusin ile

sican ovaryumlarinda aktivitesini
olusturulan kardiyotoksisitede SOD ve CAT aktivite-
sini (Xu ve ark., 2008), pentilen tetrazol ile olusturu-
lan oksidatif streste beyinde SOD aktivitesini (Obay
ve ark., 2008), metilfenilpridinyum ile olusturulan
norotoksisite modelinde ise SOD ve CAT aktiviteleri-
ni artirdigi yoniindeki veriler bulgularimizi destekle-
mektedir. Grelinin antioksidan 6zelligi Nrf2 trans-
kripsiyon faktorini aktive etmesinden kaynaklana-
bilir. Nrf2, antioksidan enzim genlerinin ekspresyo-

nunu dizenleyen bir faktordir (Jung ve Kwak, 2010)

ve yapilan deneysel c¢alismalarda karaciger ve
akciger gibi cesitli dokularda oksidatif hasarlara karsi
antioksidan genleri diizenleyici etkisi gosterilmistir

(Chan ve ark., 2001).

Sonug olarak, beyin ve bobrek dokularinda CCl,
tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi grelinin

antioksidan savunma mekanizmasini  uyararak

koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir.
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