ARASTIRMA (Research Report)

SICANLARDA GRELIN UYGULAMASININ BAZI HEMATOLOJIK
PARAMETRELER UZERINE ETKiSi*
Effect of Ghrelin Administration on Some Hematological Parameters in Rats

Naciye NARIN', Ebru CETIN?

Ozet : Bu calisma sicanlarda grelin uygulamasinin
bazi  hematolojik parametreler iizerine etkisini
incelemek amacwyla yapildi. Bu amacgla 40 erkek
Sprague Dawley wki sican esit sekilde 2 gruba
ayrilarak kontrol grubuna deri alti yolla 5 giin
siireyle %0.9 NaCl, deney grubuna ise deri alti yolla
5 giin siireyle giinde 10 nmol/kg dozunda grelin
uygulandr.  Uygulamalardan 24  saat  sonra
gruplardan kan drnekleri alinarak total lokosit ve
eritrosit  sayisi,  hemoglobin  konsantrasyonu,
hematokrit deger, ortalama eritrosit hacmi, ortalama
eritrosit  hemoglobini  ve  ortalama  eritrosit
hemoglobin konsantrasyonlari ile [okosit alt tipleri
belirlendi. Deney grubunda, grelin uygulamasina
bagh olarak lenfosit oraminda anlamli bir artma
(p<0.05) gozlenirken notrofil oramnda ise dnemli bir
azalma (p<0.05) tespit edildi. Diger yandan kontrol
ve deney grubundaki hayvanlarin total eritrosit ve
lokosit  sayis1  ile  hemoglobin  konsantrasyonu,
hematokrit deger, ortalama eritrosit hacmi, ortalama
eritrosit hemoglobini, ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu ve diger Iokosit alt tiplerinin
(monosit, eozinofil ve bazofil) grelin uygulamasindan
etkilenmedigi belirlendi. Sonu¢ olarak, sicanlara
uygulanan grelinin lenfopoezisi uyarmak suretiyle
lenfosit oramni artirabilecegi belirlendi.

Anahtar kelimeler:
parametre

Sigcan, grelin, hematolojik

Summary: This study was carried out to determine
the influence of ghrelin administration on some
haematologic parameters in rats. Forty male
Sprague Dawley rats were equally divided into two
groups, control group (I ml physiological saline
s.c., for 5 days) and experimental group (ghrelin,
s.c., 10 nmol/kg/day, for 5 days). From each
animal, blood samples were taken 24 h after the end
of treatment, and some hematological parameters
were evaluated: total erythrocyte and leukocyte
count, hemoglobin concentration, hematocrit value,
mean corpuscular haemoglobin, mean corpuscular
haemoglobin concentration and mean corpuscular
valume, and leukocyte differential  counts.
Lymphocyte percentage was increased (p<0.05),
while  neutrophil percentage was decreased
(p<0.05) due to ghrelin administration. On the
other hand, total erythrocyte and leukocyte count,
hemoglobin concentration, hematocrit value, mean
corpuscular  haemoglobin, mean  corpuscular
haemoglobin concentration, mean corpuscular
valume, and other differential leucocyte counts
(monocytes, eosinophils, and basophils) were not
affected by ghrelin administration. As a result, it
was determined that ghrelin administration to rats
may increase lymphocyte ratio by stimulating
lymphopoesis.
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Grelin, 1999 yilinda Japon bilim adamlar1 tarafin-
dan kesfedilmistir. Temel olarak mide fundusundan
salinan 28 amino asit i¢eren lipopeptid yapida bir
hormondur (1). Bu hormon mideden bagka hipota-
lamus, hipofiz, tiikriik bezi, tiroid bezi, ince bagir-
sak, bobrek, kalp, pankreasin alfa hiicreleri ve go-
nadlarda da sentezlenmektedir (2,3).

Aclik halinde grelin kanda yiiksek miktarlarda bu-
lunmakta olup, yemek yeme ile miktar1 azalmakta-
dir. Grelin yemek yemeyi, besin kullanimini, enerji
kullanimmi ve igtaht diizenlemektedir. Eksojen
grelin farelerde besin alimimi artirmakta, yag kulla-
nimint azaltmakta ve sonugta yag dokusu artigsina
neden olmaktadir (4). Grelin midede iiretildikten
sonra on hipofiz ve hipotalamik bolgedeki resep-
torlerine ulasip biiyiime hormonu salinimini uyarir
ve enerji homeostazini diizenler (5).

Grelin istah, pozitif enerji dengesi, hipotalamus ve
tireme fonksiyonlari, uyku, davranig, mide, pank-
reas ve kardiyovaskiiler sistem fonksiyonlar1 iize-
rinde etkilidir. Bu etkilerinden dolay1 grelinin,
gastroenteroloji, immunoloji, onkoloji ve kardiyo-
loji gibi bilim dallarinda kullanimiyla ilgili birgok
arastirma yapilmaktadir (2, 6-8).

Eksojen grelin uygulamasinin kan parametreleri
iizerine dogrudan etkisi ile ilgili verilere literatiirde
rastlanilamamistir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen
bulgular; grelin hormonunun bazi hematolojik pa-
rametreler {lizerine olasi etkilerini ortaya koyacak
ve grelin hormonunun islevleri hakkinda yeni bilgi-
ler saglayacaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismada hayvan materyali olarak, Erciyes Uni-
versitesi Hakan Cetinsaya Deneysel Klinik Arastir-
ma Merkezi’nde yetistirilen 40 adet, saglikli, orta-
lama 300 gram agirliginda erkek Sprague-Dawley
ki sigan kullanildi. Bu siganlarin 20 tanesi dene-
me grubunu, diger 20 tanesi ise kontrol grubunu
olusturdu.

Narin N, Cetin E

Kontrol grubuna 5 giin siireyle % 0.9’luk NaCl deri
alt1 yolla, deneme grubuna 10 nmol/kg/giin grelin 5
giin siireyle deri alt1 yolla uygulandi. Kontrol ve
deneme gruplarindan son enjeksiyondan 24 saat
sonra kan ornekleri alindi. Alinan kan 6rneklerinde
eritrosit sayisi, hemoglobin miktari, hematokrit
deger, ortalama eritrosit hacmi, ortalama eritrosit
hemoglobini ve ortalama eritrosit hemoglobin kon-
santrasyonu, l0kosit sayisi ile 16kosit alt tipleri
belirlendi.

Heparinli tiiplere alinan kan numunelerinde total
eritrosit sayisi ile 16kosit sayist 151tk mikroskobu
altinda Thoma lam1 kullanilarak belirlendi. He-
moglobin miktar1 Sahli Yoéntemine gore, hematok-
rit deger ise kapillar tiiplere kan cekildikten sonra
mikrohematokrit santrifiijiinde santrifiij edilerek
tespit edildi. Lokosit formiilii i¢in siirme kan froti-
leri hazirlarak May Griinwald-Giemsa boyamasi
yapildiktan sonra 16kosit alt tipleri belirlendi (9).
Eritrosit sayis1, hemoglobin miktar1 ve hematokrit
degerler kullanilarak ortalama eritrosit hacmi, orta-
lama eritrosit hemoglobini ve ortalama eritrosit
hemoglobin konsantrasyonu hesaplandi (10).

istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS 12.0 for Windows paket
programinda gerceklestirildi. Gruplar arasimdaki
farklilig1 tespit etmek amaciyla student-t testi kul-
lanildi. Veriler aritmetik ortalama ve standart hata
olarak verildi. Onemlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edildi.

BULGULAR

Kontrol ve grelin verilen gruptan alman kan ornek-
lerinden elde edilen eritrosit sayisi, hemoglobin
miktar1, hematokrit deger ile ortalama eritrosit hac-
mi, ortalama eritrosit hemoglobini ve ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonuna ait degerler
Tablo I’de gosterildi.

Kontrol ve grelin grubu eritrosit sayisi, hemoglobin
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Tablo I. Kontrol ve Grelin grubu sicanlarin eritrosit sayilari, hemoglobin
miktarlari, hematokrit degerleri, ortalama eritrosit hacimleri, ortalama eritrosit
hemoglobinleri ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonlari

Parametreler KonEol Grubu GreEn Grubu p degeri
X+ S~ X £85¢
Eritrosit (x10%) 7.81 £1.83 7.36£1.84 0.210
Hemoglobin (g /dl) 14.87 £ 0.58 15.52 +£0.56 0.431
Hematokrit (%) 40.80 + 1.40 43.50+1.00 0.137
OAH (um’) 52.24+1.75 59.10+£1.92 0.213
OAHD (ng) 18.97+0.32 21.05+0.43 0.189
OAHbK (%) 36.44+£0.92 35.67+0.75 0.126

OAH: Ortalama eritrosit hacmi; OAHb: Ortalama eritrosit hemoglobini;
OAHDK: ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu

miktar1, hematokrit deger ile ortalama eritrosit hac-
mi, ortalama eritrosit hemoglobini ve ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu agisindan
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak dnemli bir farklilik (p>0.05) g6zlenmedi.

Kontrol ve grelin verilen gruptan alinan kan &rnek-
lerinden elde edilen 16kosit sayisi ve 16kosit formii-
line ait degerler Tablo II’de gosterildi.

Grelin uygulanan grupta lenfosit oran1 kontrol gru-
buna gore anlamli derecede yiiksek (p < 0.05) bu-
lunurken, nétrofil oraninin ise grelin grubunda
kontrol grubuna gore Onemli derecede diisiik
(p<0.05) oldugu belirlendi. Ote yandan, kontrol ve
grelin grubu arasinda 16kosit sayisi ile monosit,
eozinofil ve bazofil yiizde oranlari agisindan ista-
tistiksel olarak 6nemli bir farklilik (p>0.05) tespit
edilemedi.

Tablo I1. Kontrol ve Grelin grubu sicanlarin 16kosit sayilari ve 16kosit alt tipleri

Parametreler Kont_rol Grubu GreEn Grubu p degeri
X £5¢ X £5¢
Lokosit (x10°) 7.86 +8.49 7.30+£5.32 0.289
Lenfosit (%) 71.28 £1.25° 79.56 + 1.72° 0.017
Nétrofil (%) 23.11+1.24% 14.44 +1.78° 0.015
Monosit (%) 5.06£0.39 4.78 £0.61 0.708
Eozinofil (%) 0.75+0.19 0.73+£0.21 0.779
Bazofil (%) 0.20+£0.10 0.10+£0.10 0.186

a,b: Ayni siitunda farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklilik 6nemlidir (p < 0.05).
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TARTISMA

Hekimlikte klinik bulgulari tamamlayan ve giiglen-
diren incelemeler arasinda hematolojik analizlerin
ayr1 bir 6nemi vardir. Bu analizler hastaligin teshi-
si, patogenezi ve prognozu hakkinda hekime
onemli bilgiler verir. Hayvanlarda hematolojik
parametreler 1k, yas, bolge, cinsiyet ve beslenme
gibi faktorler ile ¢esitli hastaliklar ve ilag uygula-
malarindan etkilenmektedir (10-13). Kan hiicreleri
yapiminda bir¢gok hormonun rol oynadigi bilin-
mektedir (14,15).

Grelinin hematolojik parametreler ilizerine etkisi-
nin aragtirildig1 bu ¢aligmada grelin uygulamasin-
dan etkilenen en 6nemli hematolojik parametrele-
rin lenfosit ve nétrofiller oldugu tespit edildi. Ca-
lismada 5 giin siireyle deri alt1 yolla 10 nmol/kg
dozda siganlara verilen grelinin kontrol grubuyla
kargilagtirildiginda lenfosit oraninda istatistiksel
olarak énemli derecede bir artma (p<0.05) olustur-
dugu saptandi. Grelinin lenfosit sayisi iizerine dog-
rudan etkisini inceleyen herhangi bir calismaya
literatiirde rastlanilmamakla birlikte lenfositler
tarafindan grelin ve biiyiime hormonu salindiginin
tespit edilmesi (16) ve grelin tarafindan salmimi
artirtlan bitylime hormonunun lenfopoezisi uyardi-
&1 yoniindeki bildirimler (17) bulgularimizi destek-
lemektedir. Benzer sekilde Dixit ve ark. grelinin
farelerde timopoezisi uyardigini ve timiisiin boyu-
tunu artirdigmi gostermislerdir (18). Grelinin bii-
yime hormonu ve IGF-I salinimimi uyarici etkisi
g6z 6niinde bulunduruldugunda kan hiicreleri iize-
rine olasi etkisini bilyiime hormonu veya IGF-I
aracihg ile gerceklestirebilecegi diisiiniilebilir.
Biilyiime hormonu gibi ¢esitli hormon uygulamala-
rinin da kan hiicreleri iizerine etki yaptiklar1 bildi-
rilmektedir (19). Grelinin en 6nemli fonksiyonla-
rindan biri hipofizden biiylime hormonu salinimini
uyarmasidir. Hattori, grelinin kan hiicreleri lizerine
etkisini dogrudan ya da biiyime hormonu veya
IGF aracilig1 ile gosterebilecegini ileri stirmiistiir.
Ayni arastirmaci lenfosit ve nétrofillerin biiylime
hormonu ve grelin hormonu reseptorii tasidigini
saptamig ve bu reseptorlerin varliginin grelin ve
biiylime hormonlarinin lenfositler {izerine etkisini
gosteren bir kanit olabilecegini vurgulamistir (20).
Uzun siire eseklere verilen bityiime hormonunun T

Narin N, Cetin E

lenfosit sayisini artirmasi bulgularimiz ile paralellik
gostermektedir (21). Eksojen biiylime hormonu
uygulamasinin B lenfositlerden IgG iiretimini artir-
diginin saptanmasi da (22) grelinin lenfosit sayisini
artirabilecegini akla getirmektedir. Bazi arastirma-
larda biiyiime hormonu ve grelinin hematopoietik
kok hiicrelerinin miyeloid hiicrelere doniisiimiinde
rol oynadig1 bildirilmistir (23,24). Insanlarda iilse-
ratif kolit ve Crohn’s hastalig1 gibi bazt immunulo-
jik bozukluklarda, omuriligin kronik yangisi ile
karakterize ankiloz spondilitli hastalarda serum
grelin diizeyinin arttig1 tepsit edilmistir (25,26).
Yanginin akut evresinde nétrofillerin, kronik evre-
sinde ise lenfositlerin arttigi bilinmektedir (10).
Kronik evrede gozlenen lenfosit sayisindaki bu
artmanin nedeni lenfositlerden salinan grelin hor-
monun pozitif geri-bildirim etkisinden kaynaklana-
bilir.

Caligmada total 10kosit sayisinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik saptanmazken nétrofil sayi-
sinda tespit edilen azalma, grelinin etkisiyle lenfo-
sitlerde goézlenen artisin nétrofillerde olusturdugu
goreceli bir azalmaya baglanabilir. Literatiirde gre-
linin nétrofil sayisi iizerine dogrudan etkisi ile ilgili
herhangi bir veriye rastlanilmadi. Ote yandan, greli-
nin I6kositlerin fagositik aktivitesi lizerine etkileri
konusunda yapilan ¢alismalarda geliskili bulgular
bildirilmistir. Yada ve ark. grelinin baliklarda fago-
sitik aktiviteyi artirdigini (27) bildirirken Tiimer ve
ark. ise soguk stresine maruz birakilan ratlarda peri-
tonel makrofajlarin fagositik aktivitelerini azalttigi-
ni ileri siirmiislerdir (28). Anilan arastiricilar greli-
nin fagositik aktivite tizerine 16kositlerden salinan
biiyiime hormonu araciligi ile etki yapabilecegini
vurgulamislardir. Bazi calismalarda biiyiime hor-
monu tarafindan graniilositlerin fonksiyonu ve ge-
lismesininin uyarildigi bildirilirken (29,30) bazi
aragtirmalarda ise biiyiime hormonunun graniilopo-
ezi uyarmadigi ileri siirilmektedir (31). Monosit,
nétrofil ve monositlerde bityiime hormonu reseptor-
lerinin bulunmasi (32) nedeniyle biiyiime hormonu
verilmesinin hem graniilosit-koloni uyariric1 faktor
hemde nétrofil sayist iizerine artrici etki gostermesi
beklenebilir. Nitekim Somhiya ve ark biiyiime hor-
monu yetersizligi olan hastalara eksojen verilen
rekombinant biiylime hormonunun graniilosit kolo-
ni uyarict faktor ve 16kosit sayisini artirdigini sapta-
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miglardir (33). Benzer sekilde, in vitro ortamda
yapilan baz1 ¢aligmalarda IGF-I gibi biiylime hor-
monunun da I6kemik hiicre ¢ogalmasimni artirdigi
tespit edilmistir (19). Yukaridaki bulgulardan fark-
I1 olarak ¢alismamizda nétrofil oraninda anlamli
bir artisin gdzlenmemesi canli tiiriiniin farkliligia,
verilen doza veya uygulama siiresine bagli olabilir.

Calismada grelin grubu si¢anlarm eritrosit sayilari,
hemoglobin miktarlari, hematokrit degerleri, orta-
lama eritrosit hacimleri, ortalama eritrosit hemog-
lobinleri ve ortalama eritrosit hemoglobin konsant-
rasyonlarinda herhangi bir degisiklik saptanamadi.
Literatiirde grelinin eritrosit sayis1 ve indeksi iize-
rine etkisini inceleyen bir ¢aligmaya rastlanilmadi-
81 icin bu parametrelerle ilgili karsilastirma yapila-
madi. /n vitro ortamda yapilan bazi calismalarda
IGF-I gibi biiylime hormonunun eritrosit liretimini
artirdig1 tespit edilmistir (19). Ote yandan Vicini
ve ark. gebe ineklere verilen bilyiime hormonunun
eritrosit sayisinda ve hematokrit degerde azalma
olusturdugunu bildirmislerdir (34). Benzer sekilde
demir eksikligi olan sigirlara uygulanan rekombi-
nant biiylime hormonunun normale gore daha az
olan eritrosit sayisini daha da azalttigi bildirilmistir
(35). Sagim yapilan ineklere eksojen bilyiime hor-
monu verildiginde, eritrosit ile ilgili bircok para-
metrelerde hafif bir azalma gozlendigi fakat bu
degisikligin kabul edilebilir smirlar i¢inde oldugu
ve bu degisikligin klinik agidan &nemli olmadig1
ifade edilmistir (36). Anoreksiya nevroza bozuklu-
gu olan kisilerde grelin diizeyinin yiikseldigi buna
karsilik total eritrosit sayilarmin ise azaldig bildi-
rilmistir (37). Bulgularimizdan farkli olarak in
vitro ortamda yapilan bazi ¢alismalarda ise bilyii-
me hormonu ve IGF-I’in eritrosit sayisini artirdigi
tespit edilmistir (19). Benzer sekilde biiyiime hor-
monunun nanogram miktarmin eritropoezi uyardi-
&1 bildirilmistir (31).

Sonug olarak si¢anlara disaridan 5 giin siireyle 10
nmol/kg dozda verilen grelinin muhtemelen lenfo-
poezi uyararak lenfosit sayisini artirabilecegi belir-
lendi.
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