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OZET

Ghrelin serin-3’e¢ bagli n-oktanoik asitin varligina gore agile ve des-agile
sekilde tanimlanan 28 aminoasitli peptiddir. Fizyolojik aktivitesine ilave olarak
antiinflamatuvar ve antioksidan 6zelligi oldugu ileri siiriilmektedir. Bu ¢alismanin
amaci, karbontetrakloriir (CCly) ile olusturulan akut karaciger hasarina ghrelin’in
etkisini degerlendirmektir.

Altmis dort adet erkek Sprague—Dawley rat uygulamalara gore kontrol
(uygulama yapilmadi.), agile ghrelin, des-acile ghrelin, agile ghrelin/des-acile
ghrelin (total ghrelin), CCls, CClys/agile ghrelin, CCls/des-agile ghrelin, CCly/total
ghrelin seklinde adlandirildi. Gruplar genel olarak tedavi kontrol (ilk 4 grup) ve
tedavi gruplan (diger 4 grup) seklinde ikiye ayrildi. Agile ghrelin ve des-acile
ghrelin ¢alismanin birinci ve iiglincli giiniinde 10 ng/kg dozunda ayri ayr1 veya
birlikte intraperitoneal olarak verildi. CClsy ¢alismanin ikinci giiniinde bir kez 0.15
ml/100g dozunda 1/1 zeytinyagi ile dilue edilerek intraperitoneal olarak verildi. Son
uygulamadan 24 saat sonra ¢alisma sonlandirildi. Kan 6rneklerinden; AST, ALT,
Alblimin ve TNF-a, karaciger dokusundan ise doku MDA calisildi. Karaciger
histopatolojisi inflamasyon, nekroz, steatoz, fibroz agisindan degerlendirildi.

Tiim tedavi gruplarinda tedavi kontrol gruplart ile kiyaslandiginda AST,
ALT, TNF-a ve karaciger doku MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artis mevcuttu. Diger taraftan, CCls grubu ile CCls/agile ghrelin ve
CCly/total ghrelin karsilagtirildiginda AST, ALT, TNF-a ve dMDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma saptandi. CCly grubu ile CCly/des-agile
ghrelin arasinda istatistiki olarak anlamli fark izlenmedi. Karacigerin
histopatolojisinde gozlenen nekroinflamatuvar aktivite mevcut bulgular1 dogrular
nitelikteydi.

Acile ghrelin ve total ghrelin gerek oksidatif stresi azaltarak gerek ise
antiinflamatuvar etki ile CCly e bagl olusan akut karaciger hasarinda histopatolojik
degisiklikleri olumlu yonde etkiledi.

Anahtar kelimeler: Acile ghrelin, des-acile ghrelin, karaciger, inflamasyon,

oksidatif stres
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IMPACT OF GHRELIN AND ITS TWO FORMS UPON CARBON
TETRACHLORIDE INDUCED ACUTE LIVER INJURY

ABSTRACT

Ghrelin is a peptide of 28 amino acids that defined as acylated and des-
acylated according to its n-octanoyl modification at serine 3. It has been proposed
that ghrelin has antiinflammatory and antioxidant properties in addition to its
physiologic activity. The aim of this study was to investigate the impact of ghrelin
upon carbontetrachloride (CCly) induced acute liver injury.

Sixty four male Sprague-Dawley rats were named according to
administrations as control (any administiration was applied), acylated ghrelin, des-
acylated ghrelin, acylated ghrelin/des-acylated ghrelin (total ghrelin), CCly,
CCly/acylated ghrelin, CCly/des-acylated ghrelin, CCly/total ghrelin. Groups were
allocated as treatment control (first 4 groups) and treatment groups (other 4 groups).
Acylated ghrelin (10 ng/kg) and des-acylated ghrelin (10 ng/kg) was administered
intraperitoneally seperately or together at the first and third day of the study. CCly
(0.15 ml/100g diluted with olive oil in proportion as 1/1) was administered
intraperitoneally at the second day of the study. The study was terminated 24 hours
after last administration. AST, ALT, Albumin, TNF-a and tissue MDA were studied
from the blood samples and liver tissue respectively. Histopathology of the liver
including inflammation, necrosis, steatosis, fibrosis was evaluated.

AST, ALT, TNF-a and liver tissue MDA levels were statistically elevated
when we compared treatment groups with treatment control groups. On the other
hand, AST, ALT, TNF-a and liver tissue MDA levels were statistically reduced
when we compared with CCly group to CCls/acylated ghrelin and CCly/total ghrelin.
There was any significant difference between CCly group and CCls/des-acylated
ghrelin. Necroinflammatory activity of the liver histopathology confirmed the
aforementioned findings.

Acylated ghrelin and total ghrelin improved histopathologic changes in CCly
induced acute liver injury not only by reducing oxidative stress but also by

alleviating inflammation.
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1. GIRIS

Karaciger fibrozu kronik karaciger hasarinin etiyolojik nedeninden bagimsiz
sekilde olusur. Karaciger fibrogenezinde kronik karaciger hasarinda ortaya ¢ikan
oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri “reactive oxygen species” (ROT) ciddi rol
oynamaktadir (1-6). Oksidatif stres (OS), ROT ve cesitli sitokinlerle hepatosit,
kupffer ve karaciger yildizs1 hiicrelerin “hepatic stellate cells” (KYH) etkilesimi
neticesinde olusan proinflamatuvar olaylar hepatositlerin apopitoza gitmesine,
boylece fibrogenezin olusmasina katkida bulunmaktadir (7-9). Gerek hayvan
calismalarinda karbontetrakloriir (CCly) ve safra yolu ligasyonu ile olusturulan
karaciger hasarinda nedenlerin ortadan kaldirilmasi gerekse insanlarda kronik
karaciger hastaligina neden olan faktorlerin tedavisi karaciger fibrozunun
diizelmesini saglamaktadir (10-16).

Karacigerde toksik hasar olusturan CCl; ksenobiyotik sistem iizerinden
hepatotoksik etki gosteren, karacigere toksik ve koruyucu etkisi olan ilaglarda
siklikla kullanilan 1yi tanimlanmig bir modeldir (17-20). CCly mitokondriyal
monooksijenaz sistemde (CYPssop 2E1) metabolize olarak aktif metaboliti olan
kararsiz trikorometil serbest radikallere (CCl;, CCI30,) doniisiir. CCly, CCl;0;,
hiicre proteinlerine kovalent olarak baglanarak membran lipit peroksidasyonuna ve
hiicre nekrozuna yol acan bir takim zincirleme reaksiyonu baslatir (17-20). Bundan
dolay1, karaciger hasarinin engellenmesinde ve tedavisinde serbest radikallerin ve
lipit peroksidasyonunun ortadan kaldirilmasi anahtar rol oynamaktadir.

Ghrelin biiylime hormonu sekretokog reseptorii tip 1a’ya (GHS-R1a) dogal
olarak baglanan yakin zamanda kesfedilmis bir hormondur (21). Dolasimda bulunan
ghrelin’in 2/3’ii midenin oksintik mukozasinda bulunan X/A benzeri hiicrelerce,
kalan kisimin biiylik miktar1 ise ince bagirsaklardaki X/A benzeri hiicrelerce iiretilir
(22). Bununla birlikte, ghrelin pankreas, bobrek, plasenta, lenfatik doku, gonadlar,
tiroid, adrenal, kalp, akciger, gbz, pitiliter ve hipotalamus ve g¢esitli neoplastik
hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde az miktarda tiretilmektedir (23). GHS reseptorleri
merkezi sinir sistemi ve ¢evre dokularda bulunmakta ve ghrelin GH salinimin
buralardan saglamaktadir (24). Ayni zamanda, ghrelin immiin hiicre ¢ogalmasini
saglayarak ve 1immiin hiicrelerden proinflamatuvar sitokinlerin salinimin

engelleyerek immiin iglevleri diizenleyebilir. Hem ghrelin hem de GHS-R insan T



lenfositlerinde ve monositlerinde mevcuttur. Boylece, peptid GHS-R iizerinden
interlokin  1-p  (IL-1B), IL-6 ve tiimdér nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi
proinflamatuvar sitokinlerin aciga ¢ikmasini engeller (25).

Kasimay O ve ark. (26) ghrelin’in pankreatobiliyer tikanikliga bagh gelismis
olan akut pankreatobiliyer inflamasyonu ve iliskili uzak organ hasarini nétrofil
etkinligini engelleyerek diizelttigini ortaya koymuslardir. Bu calismada ghrelin’in
CCly ile olusturulmus akut karaciger hasar1 iizerine olan etkisini gostermek

amaglanmistir.



1.1 GENEL BILGILER

1.1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger karnin sag iist kisminda, besinci interkostal araliktan baslayarak
midklavikular hat boyunca gdgiis kafesinin sag alt ucuna kadar yer kaplamaktadir.
Eriskin bir erkekte ortalama 1800 gr kadinda ise 1400 gr agirligindadir. Karaciger
iist, 6n ve sag dis yilizeyi yumusak ve digbiikey sekilde, diafragmanin alt kismu ile
iligkilidir. Arka yiizeyde kolon, sag bobrek ve sag lobta duodenumla, sol lobta mide
ile iliskili alanlar mevcuttur. Karacigerin fibroz kapsiilii diafragmaya ve arka karin
duvarina uzanir. Karaciger koroner ligament, sag ve sol triangiiler ligament ve
falsiform ligamenti olusturan peritoneal uzantilarca desteklenir. Falsiform ligamentin
serbest ucu oblitere olan umblikal veni olusturur, karacigerin 6n yiiziinii diafragmaya
baglar. Vena kava’nin solundaki peritoneal uzantilarla birlesir. Hepatoduodenal
ligament karacigeri duodenumun tist kismi ile birlestirir. Bu ligamentin u¢ kismi
hepatik arter, portal ven safra yollari, sinirler ve lenfatik damarlar1 icerir. Bu yapilar
karacigerin transvers portal fissiirii ile birlesir. Bu fissiiriin arkasinda kaudat lob
ontinde kuadrat lob vardir. Kuadrat lob sagda safra kesesi, solda ise umblikal fissiir
ile sinirlanir (27,28).

Karaciger falsiform ligament tarafindan sag ve sol iki loba ayrilir. Ikiye
ayrilan karaciger sonra her biri portal damar yapilari, safra yollar1 ve hepatik drenaja
sahip olan sekiz segmente ayrilir. Sag lob soldan alt1 kat daha biiyiiktiir. Sag ve sol
lob arasindaki gercek sinir1 safra kesesi ¢ukuru ile inferiyor vena kava oyugunu
birlestiren hat olusturur. Segment I’den VIII’e kadar siras1 ile; kaudat lob, sol lobun
lateral boliimiiniin posterior kismi, anterior kismi, medial bolimi, sag lobun
anteromedial boliimiiniin alt kismi, posterolateral boliimiin 6n kismi, posterolateral
boliimiin arka kismi, anteromedial bdliimiiniin {ist kism1 meydana getirir. Segment 11
ve I’ sol hepatik ven, segment IV, V ve VIII’i orta hepatik ven, segment VI ve
VII'yi sag hepatik ven drene eder (29).

Karaciger, kardiyak atimin yaklasik %25’ini alir, boylece 1500 ml/dk kanla
sulanir. Bu kan, karacigerin beden fonksiyonlarini saglamada ciddi rol oynayan
vendz akim kaynagi portal ven ve biliyer sistemi besleyen ve karaciger
oksijenizasyonunda temel rol alan hepatik arter olmak iizere iki ana sistem tarafindan

saglanir. Karaciger i¢inde portal veniillere ve oradan da siniizoidlere bosalir. Bundan



sonra santral vene ulagan kan akimi, hepatik ven dallarina nihayetinde inferiyor vena
kava’ya ulasarak karacigeri terk eder (27). Portal kan akimi tiim ince barsaklarin
vendz drenajini saglar. Boylece ince bagirsakta besin degeri zengin maddeleri ve
beraberinde ilaglar1t ve zehirli maddeleri karacigere tasir. Pankreatik drenajida
karacigere girmeden Once saglar. Hepatik arter karacigere gelen kanin yaklasik
olarak % 25’ini saglayan ¢oOliyak arterin bir koludur. Hepatik arter dallanarak
interlobiiler arterleri olusturur. Kan klasik olarak karaciger lobiiliiniin ¢evresinden
“perifer” merkeze “santral” dogru akar (27).

Karaciger viiciidun en biiylik lenf kaynaklarindan birisidir, total lenf
hacminin % 15-20’sini olusturur. Sinilizoidal endoteliyal hiicrelerden “Disse
mesafesi’, portal sistemden ve heaptik ven cevresinden olusan karaciger lenfasi
yiizeyel ve derin lenf yollar1 ile lenf diiglimlerine taginir. Yiizeyel lenfa yollarinin bir
kismi1 ligamentum falsiform igindedir. Bu lenfa diyafragmay1 gegerek mediasten lenf
diigtimlerine ulasir. Diger bir kismi ise gdgis i¢inde inferiyor vena kava’yla buradaki
lenf diiglimlerinde sonlanir. Derin lenfa yollar1 ise portal alanlardadir, bunlar hilus
civarindaki lenf diiglimlerine gelir. Buradan da sisterna sili yolu ile duktus torasikusa
aktarilir (30).

Karaciger zengin sempatik ve parasempatik innervasyona sahiptir. Sinir lifleri
torasik gangliya, ¢Olyak pleksus, vagus, safra yolu, portal ven ve hepatik arter
pleksusunu olusturan sag frenik sinirden meydana gelir. Arterler daha ¢ok sempatik
lifler, safra yollart hem sempatik hem de parasempatik liflerle innerve olur.

Miyelinize olmayan sempatik lifler hepatositlere dalciklar gonderir (28).

1.1.2. Karacigerin Histolojisi

Karaciger hilumda kalinlasan “Glisson Kapsiilii” olarak adlandirilan ince bir
bag dokusu kapsiilii ile ortiiliidiir. Hilumda portal ven ve hepatik arter girer, sag ve
sol hepatik kanallar ve lenfatikler cikar. ince retikiiler lif ag1 bu alandan baslayarak
hepatositlere ve karaciger lobullerinin sinilizoidal endotelyal hiicrelerine destek saglar
(29).

Karaciger parenkimi retikiilendotelyal hiicrelerce cevrelenerek desteklenen
yapi i¢inde siralanmis hepatosit tabakalarinin “plates of hepatocytes” organize olmasi

ile meydana gelir. Hepatositlerin tabakalar1 bir hiicre kalinligindadir Her bir tabaka



birbirinden siniizoid “sinusoid” olarak adlandirilan damar yapilarn ile ayrilir. Bu
sinlizoidlerde hepatik arterden ve portal venden gelen kan biribiri ile karisarak santral
vene dogru gider. Siniizoidlerin duvar1 endotelyal hiicre ile kaplidir. Siniizoidlerde
endotelin liimene bakan yiizeyinde bulunan 6zellesmis fagositik hiicreler kupffer
hiicresi “kupffer cell” olarak adlandirilir. Kupffer hiicreleri tipik yerel makrofajlardir
ve baslica fonksiyonlari; yash eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini sindirmek
ve immiinojenik olaylarda sitokin salgilamaktir (31,32). Hepatositler ve endotelyal
hiicreler arasinda yerlesen vitamin A metabolizmasinda rol alan yag depolayici
hiicreler; KYH veya Lipositler “Lipocytes” olarak adlandirilirlar. Karacigerdeki
hiicrlerin ~%30’u retikiiloendotelyal hiicrelerden olusur, bunlarin 1/3’t Kupffer
hiicreleridir. Retikiiloendotelyal hiicreler hepatositlere ¢evreleyen ve destekleyen
hiicreler oldugu gibi fagositoz ve sitokinlerin salinimi gibi daha 6zel islevlere de
sahiptir.

Karaciger mimarisi geleneksel olarak lobiil seklinde tanimlanir. Her bir
santral ven etrafinda diizgiin sekilde siralanmis olan hepatosit tabakalar1 mevcuttur.
Boylece portal veniil, hepatik arteriol ve safra kanalikiillerini iceren portal alanlari
“portal triads” olustururlar. Hepatositlerin portal alanla komsu oldugu yer smir
sahas1 “limiting plate” olarak adlandirilir. Portal veniilden ve hepatik arteriolden
sinlizoidlere giren kan ilk dnce bu damarlara yakin gecer “bélge I, daha sonra
stiziilerek “bolge 2”ye geger. Santral vene girmeden Onceki kisim “bdlge 3 olarak
adlandirilir. Merkezi hepatik arteriol ve portal veniilde olan, portal akimla temas
halinde konsantrik halkalar seklinde hepatositlerin olusturdugu karaciger dokusu

“karaciger asiniisii” olarak adlandirilir (33).

1.1.3. Karaciger Hasar1: lerleyici Fibrozun Etkisi ve Fibroz Tipleri

Etiyolojik ajan ne olursa olsun kronik karaciger hasarmin nihayi sonucu
karaciger fibrozudur. Fibrotik skar olusumu, karciger mimarisinin asir1 hiicre disi
matriks (HDM) birikimi neticesinde bozulmasiyla meydana gelir. Daha sonra
hepatositlerin yenilenmesi “regeneration” sonucunda nodiil olusmasi karaciger
sirozu “liver cirrhosis” olarak tanimlanir. Karacigerde siroz ile neticelenen bu siireg;

karaciger yetersizligine, portal hipertansiyona ve hepatoselliiler karsinoma yol acan



karaciger islevlerinde bozulma, kan akimina kars1 karaciger i¢inde direng gelisimine
neden olur (34,35).

Onceleri nekroza bagli karaciger parenkiminin yikilmasi olarak
degerlendirilen fibroz, simdilerde kronik karaciger hasarina cevap olarak gelisen bir
yara iyilesmesi modeli oldugu diisiiniilmektedir (34,36,37). Yara iyilesmesinin
kronik aktivasyonuna bagli olusan karaciger fibrozu bir takim anahtar 6zellikler ile
karakterizedir. Bunlar; (z) hepatosit ve/veya kolanjiyositlerin kronik hasara maruz
kalmasi, (1) karmasik inflamatuvar infiltrasyon (uz) proliferatif, sentetik ve
kontraksiyon 6zelligi olan farkli tiplerde HDM fiireten hiicrelerin aktivasyonu (zv)
karaciger HDM nin niteliginde ve niceliginde belirgin degisikliklerdir (38).

Karaciger fibrozu kronik karaciger hasarina cevap olarak gelisen bir yara
iyilesmesi ile karakterizedir (10,39). Akut karaciger hasar1 sonrasinda parankimal
hiicrelerde yenilenir, yerini nekrotik ve apopitotik hiicreler alir. Inflamatuvar cevap
ve sinirli HDM olusumu meydana gelir. Erken donemde 6n planda tip 1 ve 3
kollajenler seklinde fibriler HDM birikimi Disse’nin subendotelyal araliginda
gerceklesir. Bu durumu karacigerin islevlerinde ilerleyici sekilde seyreden
bozulmadan sorumludur. Genellikle, erkek cinsiyet, infeksiyonun yasi, obesite,
diabetes mellitus, giinliik alinan alkol alimi1 ve karacigerdeki demir miktar1 ciddi
fibrozu meydana gelmesinde belirleyici faktorlerdir. Kronik karaciger hastalarinda
ciddi fibriler HDM birikimi yillar almaktadir. Bununla birlikte, hizli sekilde seyreden
ciddi fibrotik degisiklikler ile karakterize “fulminan” olarak adlandirilan iki farkl
kilinik durum s6z konusudur. Birincisi, ¢ocuklarda seyreden biliyer atrezi veya
ilerleyici ailevi intrahepatik kolestaz ikincisi ise, hepatit B ve C virlisiine bagh
karaciger nakline giden sirotik hastalarin bir kismidir (40).

Ilerleyici fibrozun son noktas1 karaciger sirozu olmasina ragmen, fakli sekilde
gelisen fibrotik yapilar mevcuttur. Bunlar; (1) biliyer fibrozda, reaktif biliyer
duktuslarin ve periduktular miyofibroblast benzeri hiicrelerin portal parankimal
aralikta portal portal yonde fibroz, (2) kronik viral hepatitte, portal-santral septadan
koken alan portal-santral kopriilesme nekrozu, (3) kronik kalp yetersizligi gibi venoz
akim problemlerinde santral-santral fibrotik gelisim ve santralden santral septaya

dogru ters lobulasyon, (4) alkolik ve metabolik karaciger hastaligina bagli hepatosit



gruplarinin ve siniizoidlerin etrafinda fibriler matriks birikimi seklinde meydana gelir
(38).

Karacigerde 3 ana fibrojenik hiicre mevcuttur.

1. KYH ve ayni zamanda portal fibroblast, vaskiiler diiz kas hiicreler ve

perisitler olarak temsil edilen endojen fibroblast ve miyofibroblast tipi

hiicreler

2. Karacigerde ve diger organlarda epitelyal-mezenkimal gecis meydana

gelmesi ve parankimal hiicrelere degisim

3. Kemik iliginden fibrositlerin toplanmasi (38, 40)

Immiinohistokimyasal ¢alismalar sirotik ratlarda ve insanlarda farkli HDM iireten
hiicreler saptamustir.

a) Esas itibariyle portal fibroblastlardan koken alan, fibrotik septanin i¢
kisimlarinda ve genig portal alanlarda bulunan portal/septal
miyofibroblast

b) Etkin KYH, esas olarak kapillerize siniizoidlerde bulunur

c) Arayliz “interface” miyofibroblastlari, fibrotik septa ve c¢evreleyen
parenkimde bulunur ve KYH etkinlesmesinden kdken alirlar

d) Kronik karaciger hasarinda rol alan ve arayiizde ve septalmiyofibroblastta
artan kemik iliginden kdken alan puliripotent kok hiicreler

e) Deneysel fibrogenezde fibrotik septada FSP1 pozitif fibroblastlar birikir
(8, 10, 41-42).

Kronik hasar1 takiben faal KYH ve baska kokenden gelen miyofibroblastlar

doku tamiri i¢in gog¢ eder ve birikirler, biiylik miktarlarda HDM sekresyonu ve HDM
indirgenmesi diizenlenmesi olur. Bir¢cok kollajen salgilayan hiicre olmakla birlikte

KYH en 6nemli miyofibroblastlardir (38).

1.1.4 Karaciger Yildizs1 Hiicreleri
1.1.4.1 Karacigerdeki Rolii
Endotelyal hiicre ile hepatosit arasinda yeralan bosluga, “Disse Araligr’na

yerlesmis yildizs1 hiicrelere “ito hiicresi”, “yildizsi hiicre” ya da “yag toplayici

hiicre” denir. KYH subendotelyal bolgede hepatositlerin {izerinde yer alan yildizimsi



uzantilar1 olan mezenkimal kokenli hiicrelerdir. Normalde viicuttaki vitamin A’ nin
%80 kadarim depolarlar. KYH’nin temel gorevleri:
a) Retinoid depolanmasi ve homeostazin saglanmasi,
b) HDM sentez ve yikiminin dengelenmesi
¢) Biylime faktorleri ve sitokin iiretimi, sinuzoid liimeninin kontraksiyonu
ve dilatasyonudur.
d) Hepatik kan akiminin ve portal vendz basincin diizenlenmesi seklindedir

(28), (Sekil 1).

1.1.4.2. Etkinlesmesi “activation” ve Degisimi*“transdiferrentiation”

Fibrozda karacigerdeki HDM artiginin histopatlojik ve biyokimyasal birkag
kata kadar ¢ikmasi ile karakterizedir. HDM’de normalde bol miktarda tipl ve 3
kollajen ve elastin ile birlikte glikoproteinler ve saf karbohidratlarda bulunur.
Karaciger fibrozunda ise tip 1 kollajen daha 6n plandadir. HDM hem daha fazla
iretilir hem de daha az yikima ugrar. Normal karacigerde matriks metalloproteinler
HDM yikimint saglarlar. Bunlar KYH etkin olmasi ile doku engelleyici
“inhibitor’metalloproteinazlarin asir1 ortaya ¢ikmasina bagli olarak baskilanirlar
“supression”.

Yildizs1 hiicreler karaciger fibrozuna HDM iiretiminde temel rol oynayan
hiicreler olarak kabul edilir. Bunlar normal fizyolojik sartlarde sakin “quiescent”
haldedir. Hasar sonucunda KYH faal hale gelirler “activation” ve degisime
“transdiferrentiation” maruz kalirlar. Bunun sonucunda; vitamin A depolayan
hiicreler, hiicre go¢ii ve tutunmasi “adhesion”, a- smooth muscle action (a-SMA)
aciga ¢ikaran, cogalmay1 “proliferation” artiran ve kemotaktik maddeler yardimu ile
inflamatuvar hiicrelerin toplanmasini saglayan 6zellikleri olan miyofibroblast benzeri
hiicrelere doniisiirler (43). Bunlara ilaveten KYH’nin aktivasyonunu takiben
metabolik olarak DNA sentezinde ve en potent fibrogenik sitokin olan tiimor biiylime
faktorii- B “tumor growth factor- 3 (TGF-8) her {i¢ izoformu ve reseptdrlerinde artis
gozlenir KYH icin en potent mitojenik aktiviteye sahip olan trombosit kokenli
biliylime faktorii “platelet-derived growth factor” (PDGF) sentez ve reseptorlerinde
de artis mevcuttur (44-46).



Normal Karaciger —_— Karaciger Hasari

Hepatosit Hepatositlerde
&I - | Mikrovillus

~ stellat hiicre Endotel

L . Aktive T gpar  Fenestre o
Kupffer hiicre f]t,‘?"at matriks ~ kaybi  Kupffer
hiicre Hepatik siniizoid ucre birikimi hicre

aktivasyonu

Sekil 1. Normal ve Karaciger Hasar1 Sonras1 Karacigerin Sematik Goriiniimii (43). Normal karaciger

dokusunda perisiniisoidal yerlesimli KYH, fenestrasyon gdsteren endotel hiicresi.

Karaciger zedelenmesi sonrast KYH faal hale gelmesiyle fibroz matriks
iretir, siniisoidlerde fenastralar kaybolarak kapillerize olur, hepatositlerde
mikrovillus kaybi goézlenir. Etkinlesme, baglangic “initiation” fazi ve ilerleme
“perpetuation” fazi olarak iki ana fazdan olusur. Bunu karaciger hasar1 sonlanir ise
tyilesme “resolution” takip eder (Sekil 2). En erken degisiklikler siniizoid endoteli,
Kupffer hiicreleri, hepatositler, platelet ve 16kositler gibi tiim komsu hiicrelerden gelen
parakrin uyarilar ile baglar. Hepatositler membran hasar1 ve lipid peroksidasyonu
neticesinde ortaya c¢ikan fibrojenik ROT un gii¢lii kaynagidirlar. Endotel hiicreleri
hem fibronektin hem de TGF-B, endotelin-1 (ET-1) sentezi ile KYH
etkinlesmesinde rol alirlar. Inflamasyon siirecinde karaciger makrofajlar1 Kupffer
hiicrelerinin etkinlesmesinde Onemli rol oynar. Kupffer hiicreleri TGF-B matriks
sentezini artirir, KYH retinoid kaybi ile ve TGF-8 ile ¢ogalmay1 uyarirlar. Kupffer
hiicreleri ayrica matriks metalloproteinaz 9 sekresyonu ile latent TGF-B’y1 aktive

ederler ve KYH kollajen sentezini artirirlar. Kupffer hiicreleri oksidatif stres sonucu
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olusan ROT’nin 6nemli bir kaynagidir (44, 47, 48). Bunun yaninda Kupffer hiicreleri
nitrik oksit (NO) de sentezler ve bu madde ROT un uyarici etkilerini dengeleyip hiicre
cogalmasini ve kontraktiliteyi azaltmaya ¢alisir (49).

BASLANGIC iLERLEME
eTranskripsiyonel degisiklikler eArtmis sitokin salinimi
eParakrin uyar oTirozin kinaz reseptor upregulasyonu
eErken ESM degisiklikleri oESM remodelingde hizlanma
HASAR Prolifera‘syon
’h 3 Kontraktilite

Oksidatif

strec

e ._ ﬁ- kA I. l-.': -
r; ‘. I ' &
Geri doniigiim? ™., / &
MCP-1 l FDGF, J,,"":i]
Sefum ‘\1'?
. 'i'h- ;
DUZELME \
- A KYH
Apopitoz? & 5 Kemotaksisi
" F ."‘.\\I
=1, x“‘-'-.;q_u e e
Gy )
2 Pl
- .. Retinoid kaybi
Beyaz kiire
Kemotaksisi

Sekil 2. Oksidatif Stres Sonrasi Karaciger Yildizs1 Hiicre Aktivasyonu (43)

Trombositler de karaciger hasarma katilir ve Onemli biiylime faktorii
kaynagidir. PDGF, TGF-8 ve epidermal biiylime faktorii (EGF) bu hiicrelerden
salgilanan &nemli sitokinlerdir (51). Inflamasyon sonucunda hepatositler laminin,
insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve fibrojenik lipid peroksidlerini
salgilarlar. Lokositler CD4 lenfositler ile (T-helper (Th) 2 cevabi) interldkin (IL) IL—
4, IL-5, IL-6, IL-13 salgilar ve humoral immiiniteyi tetiklerler. Thl sitokinleri Th2
hiicrelerinin, Th2 sitokinleri de Thl hiicrelerinin gelisimini engeller. Bu nedenle
konak yanitlar1 bu hiicrelerin ikisini birden degil genellikle bir tanesi araciligi ile
gerceklesir. Fibroz gelisiminde Th2 lenfosit cevabi daha 6nemli bir rol oynar.

Notrofiller oksidatif stresi gdsteren ROT un 6nemli bir kaynagidir. ROT kollajen
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sentezini direk olarak uyarir. Notrofil etkisinin burada temel medyatori
siiperoksiddir. Bu sitokinler ve oksidatif strese bagli olusan lipid peroksidasyon

tiriinleri sonug olarak ortak bir yol ile KYH’yi faal hale getirirler (47, 48).

1.1.4.3. Etkinligin idamesi

Karaciger yildizsi hiicrenin etkinliginin devam etmesi hiicre davranisinda alt1
farkli o6zelligi icerir. Bunlar c¢ogalma “proliferation”, kemotaksis, fibrogenezis,
kontraktilite, matriks yikimi ve retinoid kaybidir. Bu degisikliklerin temel hedefi
HDMde artis ve normal matriksin yerini alan yara iyilesmesinin tipik bulgusu olan
skarin olusmasidir.

Etkinligin siirdiiriilmesinde KYH proliferasyon, kontaktilite, fibréz matriks
tiretimi, normal matriks yikimi, diger hiicrelerin kemotaksisi gibi 6zel islevler
kazanir (48, 51). “Proliferasyon” stellat hiicre sayisinin artmasi anlamina gelir.
Bilinen en giigli KYH mitojeni PDGF’dir. KYH proliferasyonunu artiran diger
mitojenler arasinda vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, ET-1, EGF, IGF-1,
fibroblast biliylime faktorii sayilabilir (47). “Kemotaksis”, KYH’ler yara
iyilesmesinde gorev alan diger mezankimal hiicreler gibi sitokin kemoatraktanlara
go¢ eder. Bu sitokinler 6nemlileri arasinda PDGF, MCP-1 ve CXCR3 bulunmaktadir.
Buna karsilik adenozin kemoatraktanlarin etkisini azaltict yonde etki ederek
karaciger hasar bolgesine ulasan hiicreleri hareketsiz kilar. (52). “Fibrogenez” stellat
hiicrelerce matriks sentezlenmesi sonucu gelisir. Fibroz matriks tiretiminin en gii¢lii
uyaricist TGF-B;‘dir. Baslangicta Kupffer hiicreler ve trombositlerden parakrin
olarak salgman TGF-B daha sonralar1 esas olarak diger KYH ninde otokrin olarak
salgilanir. TGF-B yolunda ¢ift islevli “smads” adinda molekiiller mevcuttur, bunlar
hiicre i¢i ve disinda ince ayarlamalar yaparlar ve TGF-B’nin etkinligini fibroz
sirecinde artirirlar (52, 53). TGF-B; aym1 zamanda hiicre fibronektin ve
proteoglikanlar gibi diger matriks parcalarini artirir ve yildizsi hiicrelerin kollajen
yapimuni uyarirlar.  Konnektif doku biliylime faktoriide yildizs1 hiicrelerin
fiborgenezisi artirmaktadir (52). KYH’ nin “kontraktil” 6zellikleri kazanmasi portal
direng artisindaki en 6nemli olay olup icerisinde aktin ve myofilamanlarin artmasi ile
olur. ET-1, kontraksiyonu uyaran esas medyatordiir. NO; ET-1 in fizyolojik

antagonistidir. Fibroz sirasinda ET-1 artar ve NO azalarak kontraksiyonu uyarir.
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Siniisoid endotelinin kontraksiyonu karaciger kan akimini etkileyerek portal
hipertansiyon gelisimine katkida bulunur (54). Faal hale gelen KYH zararli etkeni
sinirlamaya ¢alisir. Matriksin tekrar bicimlenmesinde kollajenin ve kollajen olmayan
substratlarin yikilimasinda kalsiyum bagimli enzimlerden matriks-metalloproteinaz
ailesi rol alir (52). Ancak olay kronik bir zedelenme siirecine girerse faydali olan bu
onarim cevabi normal karaciger yapisini bozan, kalin fibr6z bandlar ve rejenerasyon
nodiilleriyle seyreden siroza kadar ilerler. Etken ortadan kalkar, olay gecici bir siire
devam ederse fibroz geri doniisiimliidiir (47). Tedavi siirecinin fibroz {izerine
odaklanmasi yildiz1 hiicrelerin etkinliginin geri dondiiriilemesini kritik kilmistir. Bu
noktada iki olasi1 yol vardir; bir tanesi yildizsi hiicrelerin tekrar sakin “quiescent”

fenotipine doniistiiriilmesi digeri ise apopitoz ile klirensinin saglanmasidir (52).

1.1.5.Hepatik Fibrozun Tedavisi
Karaciger yildizst hiicre etkinlesmesi antifibrotik tedavinin gelistirilmesinde
onemli bir noktay1 olusturmaktadir. Bu tedavi yontemleri agagidaki gibi siralanabilir.

a) Karaciger hasarini engellemek i¢in birincil hastaligin tedavisi

b) KYH etkinlesmesini engellemeye yonelik olarak inflamasyonu ve doku
cevabini azaltma

¢) KYH etkinlesmesini direkt olarak azaltarak diizenleme

d) KYH’nin profileratif, fibrojenik kontraktil ve/veya proinflamatuvar
cevabini notralize etme

e) Yildizsi hiicrelerin apopitozunu uyarma

f) Skar matriksin yikiminin gerek matrik proteaz {reten hiicrelerin
uyarilmasi, engelleyicilerini azaltarak diizenleme ile gerekse matriks

proteazin direk uygulanmasi ile artirtlmasi (52).

1.1.6. Karbon tetrakloriir’iin Karaciger Hasar1 Olusturma Mekanizmasi
Karbontetrakloriiriin ~ hayvanlarda  olusturdugu toksik etkinin  nasil
sekillendigini gosteren bir hayli in vitro ve in vivo ¢alisma mevcuttur (55-60, Sekil
3). Bu caligmalar, CCls’e bagli olusan karaciger hasarinin asagidaki anahtar

noktalarinin ortaya konmasini saglamigtir. CCly;
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1. CYP2E1 aracilig1 ile triklormetil metabolizmasinda rol alir, bdylece

triklormetil peroksi radikal olusumuna,

2. Triklormetil preoksi radikal hiicre membraninda hasara yol agarak

otokatalitik lipid peroksidasyonuna,

3. Sitotoksik etki ve enzim indirgenmesi neticesinde kalsiyum hemostazinin

bozulmasina,

4. Hepatotoksik etki sonucu karacigerde kalici rejeneratif ve proliferatif

degisikliklere yol agar (55).

Bu o6zelliklerinden dolayi, CCls deneysel karaciger fibrozu ve siroz
olusumunda siklikla kullanilan bir hepatotoksindir (61). CCls ile gastrik lavaj,
intraperitoneal ve subkutan uygulamalarla degisken siirelerde (6—12 hafta) karaciger
fibrozu ve sirozu olusturulabildigi gibi (62), CCls’e akut olarak maruz kalmanin (1- 6
giin) neticesinde siddetli hepatik nekroz ve renal hasar gelisebilmektedir. Toksik
hepatit, nekroz ve sirozun, kronik olarak yiiksek oranda CCls’e maruz kalinmasindan
sonra gelistigi bildirilmistir (63). Bu sekliyle CCly ile olusturulan deneysel karaciger
sirozu ile insanlarda gdzlenen karaciger sirozu arasinda biiyiik benzerlikler oldugu

bildirilmistir (61).

1.1.7. Ghrelin: Yapisi ve Ozellikleri

Ghrelin agirlikli olarak mideden iiretilen 28 aminoasitli bir peptiddir. Daha
diisiik oranlarda bagirsaklar, pankreas, bobrekler, immiin sistem, plasenta, testis,
pitiiiter, akciger ve hipotalamusta da saptanmistir. Ghrelin biiylime hormonu “growth
hormone” (GH) salinimi ile siki iliski ig¢erisindedir. Bu faaliyetini GH reseptor tip 1a
tizerinden gerceklestirir. Ghrelin kesfedilmeden dnce bu reseptdr sentetik, peptid ve
petid olmayan GH sekretogoglara ailesine 6zel olarak bilinmekteydi. GH sekretogog
reseptorleri hipotalomo-pitiiiter birimde yogunlasmalarina karsin diger merkez ve
cevre dokularda da dagilim gostermektedir(21-24, 64). GH sekresyonunun uyarimi
disinda ghrelin ve diger sentetik GH sekretogoglari,

a) Prolaktin ve adrenokortikotropik hormon salinimini uyaran hipotalamik

aktiviteler lizerinde
b) Gerek merkezi ve gerekse cevresel diizeyde negatif yonde tesir ederek

pitiiter-gonadal dongii lizerinde
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¢) Istah1 ve pozitif enerji dengesini uyararak

d) Uyku ve davranisi uyararak

e) Mide motilitesini ve asit salinimini kontrol ederek

f) Pankreasin ekzokrin ve endokrin islevlerini diizenleyerek ve glikoz

seviyeleri lizerinde

g) Kardiyovaskiiler = olaylar,  neoplastik  hiicrelerin  ¢ogalmasinin

diizenlenmesi ve immiin sistem tizerinde etkinlik gosterir (24).

Ghrelin geninin en 6nemli aktif {iriinii, ghrelin olarak adlandirilan serin 3
posizyonunda oktanil grup iceren (C8:0) acile 28 aminoasitli peptid olmasina karsin
yakin zamanda farkli eklemeler ve ¢eviri sonrasi diizenlemeler neticesinde des-acile
ve obestatin gibi ghrelin geninin aktif farkli molekiillerin olusumunda da rol aldig1
gosterilmistir (65-69). Ancak bunlarin reseptorleri heniiz tanimlanamamis olmakla
beraber aktif ve ilgi ¢ekici ghrelin etkinliginin tersi yoniinde fizyolojik ozellikler

gosterdigi ortaya konmustur (24, 64, 70).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlar1 ve Calisma Diizeni

Calisma Firat Universitesi etik kurulundan onay alinarak, uluslararasi standart
deney hayvan calismalari etik kurallarina uygun sekilde Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezi'nde yapildi. Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden temin edilen, ortalama agirliklar1 226.34+ 34.3 gr olan, 64 adet erkek
Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar dorderli olarak, paslanmaz ¢elik kafeslere
konuldu. Ratlar ¢aligma siiresince, 12 saat 1gik/karanlik donglisiiniin saglandigi, 1s1
(23-25°C) ve nemin kontrol edildigi ortamda muhafaza edildi. Ratlarin
beslenmesinde Elazig yem fabrikasindan saglanan 6zel rat yemi kullanildi. Yemler
0zel celik kaplarda, su ise ¢elik paslanmaz bilyeli biberonlarda verildi. Calisma
oncesi ve sonrasinda kilolari tartilip kaydedildi.

Tiim gruplara 8’er adet rat alindi. Ratlar 4’erli sekilde kafeslere konuldu.
Grup 1’e (Kontrol) tiim deney siiresince sadece standart rat yemi verildi. Herhangi
bir tedavi uygulanmadi. Grup 2’ye uygulamanin 1. ve 3. giinii 10 ng/kg’dan agile
ghrelin, Grup 3’e uygulamanin 1. ve 3. giinii 10 ng/kg’dan des-acile ghrelin, Grup
4’¢ ise uygulamanin 1. ve 3. giinli 10 ng/kg’dan hem agile ghrelin hem de des-acile
ghrelin (total ghrelin) verildi. Grup 5’e¢ uygulamanin 2. giiniinde CCly bir kez 0.15
ml/100g dozunda 1/1 zeytinyagi ile dilue edilerek intraperitoneal olarak verildi. Grup
6’ya uygulamanin 1. ve 3. giinii 10 ng/kg’dan agile ghrelin, 2. giinii CCl4 bir kez 0.15
ml/100g 1/1 zeytinyag: ile dilue edilerek intraperitoneal olarak verildi. Grup 7’ye
uygulamanin 1. ve 3. giinli 10 ng/kg’dan des-agile ghrelin, 2. giinii CCly bir kez 0.15
ml/100g 1/1 zeytinyag: ile dilue edilerek intraperitoneal olarak verildi. Grup 8’e
uygulamanin 1. ve 3. giinli 10 ng/kg’dan hem agile ghrelin hem de des-agile ghrelin
(total ghrelin), 2. giinii CCly bir kez 0.15 ml/100g 1/1 zeytinyag: ile dilue edilerek

intraperitoneal olarak verildi.

2.2. Uygulamalarin Hazirlanmasi, Dozu ve Yontemi
Agile ghrelin/des-acile ghrelin (GL Biochem, Sangay, Cin) salin igerisinde
¢oziildiikten sonra 10 ng/kg’dan, CCly ise 0.15 ml/100g dozunda 1/1 zeytinyag: ile

dilue edilerek intraperitoneal olarak verildi. Tiim uygulamalar 24 saat arayla yapildi.
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2.3. Biyokimya ve Histopatolojik Inceleme icin Orneklerin Ahnma
Yontemi

Caligma toplam 4 giin siirdii. Son uygulamadan 24 saat sonra tiim ratlar
dekapite edildi ve kan Ornekleri toplandi. Alinan kan o6rnekleri 5000 rpm’ de 5
dakika siire ile santrifiij edildikten sonra elde edilen serum Ornekleri atropininli
epandorflarda analiz edilinceye kadar -20°C’ de saklandi. Karacigerin farkl
bolgelerinden doku ornekleri histopatolojik inceleme ve karaciger doku
malondialdehit degerlendirmesi i¢in alindi. Histopatolojik inceleme i¢in alinan
karaciger Ornekleri dnceden hazirlanmis %10’ luk formalin solusyonu ile tespit
edildi. Ornekler daha sonra Firat Universitesi Patoloji Anabilim Dali’nda parafin
bloklara konuldu. Karaciger doku malondialdehit (dMDA) degerlendirmesi ig¢in

alinan ornekler analiz edilinceye kadar -20°C’ de saklandi.

2.4. Biyokimyasal Analiz

Serum AST, ALT, Albumin Olympus AU 600 otoanalizorle Olympus kitler
kullanilarak ¢alisildi. TNF-o (Assay Pro, Assay Max Rat TNF-o. ELISA kit (rat), MO,
USA) kiti ile ELISA cihazi (Bio-Tek Instruments ELx 800 Winooski, USA) ile
calisildi. Sonuglar ng/ml olarak verildi. Karaciger dMDA diizeyleri ise (NWK-
MDAOI, Northwest Life science specialist, LLC. Vancouver, Kanada)
spektirofotometrik metodu ile spektrofotometre ile (9040 Spectrophotometer, MP
Labospec., LKB Biochrom, Cambridge, Ingiltere) 5l¢iildii. Sonuglar nmol/gram doku

olarak verildi.

2.5. Histopatolojik Degerlendirme

Parafin ile fikse edilmis bloklardan bes mikrometre kalinliginda karaciger
kesitleri alinarak konvansiyonel histopatolojik inceleme icin hematoksilen-eozin
(HE) ile boyandi. Fibroz degerlendirilmesi ig¢in Mason-Trichrom boyamasi
kullanild1. Preparatlar Olympus BX-50 151k mikroskobu ile x40, x100, x200 ve x400
biiylitmelerde bu konuda uzman patolog tarafindan kor olarak incelendi. HE ile
boyanan preperatlarin tiim alanlar1 x400 biiyiitme ile 151k mikroskobunda incelendi.
Histopatolojik incelemede steatoz, inflamasyon, nekroz ve fibroz degerlendirildi

(71).
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Steatoz varliginin degerlendirilmesi: steatotik hiicrelerin yiizdesi belirlendi ve
derecelendirmesi yapildi. Grade 0: yok, Grade 1: parenkimin %25’ inden azinda
bulunmasi, Grade 2: %26 ile %50 arasinda bulunmasi, Grade 3: %51 ile %75
arasinda olmasi, Grade 4: %75 den daha fazlasinda bulunmasi seklinde
degerlendirildi.

Nekroz, x400 biiyiitmede 10 rastgele alandaki odak sayisi, inflamasyon ise
mm”’ye diisen inflamatuvar hiicrelerin sayisi olarak degerlendirildi. Fibroz var (+)

veya yok (-) olarak degerlendirildi.

2.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS 12.0 (SPSS Inc., Sotware Chicago, IL,
USA) kullanildi. Veriler ortalama+ standart sapma olarak gdsterildi. Verilerin normal
dagilima uyup uymadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Gruplar arasi
verilerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi, gruplarin ikili karsilastirmasinda
Mann-Whitney U testi yapildi. Olgiilebilir olmayan verilerin degerlendirilmesinde

Fischer’in kesin ki-kare testi kullanildi. p< 0.05 istatistiki olarak anlamli kabul

edildi.
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3. BULGULAR

Deney siiresince CCls grubundan 1, CClg/agile ghrelin ve CCls/des-agile
ghrelin grubundan 2’ser rat uygulamaya bagli eksitus oldu. Ratlarin ortalama
agirliklar 226.3+ 34.3 gr idi. Ratlarin tedavi 6ncesi ve sonrasinda kilolarinda anlamli
fark yoktu (226.3+ 34.3 gr vs 220.5+ 34.9 gr, p>0.05). Gruplar uygulamalara gore;
kontrol (sadece normal rat yemi aldi.), acile ghrelin, des-agile ghrelin ve acile
ghrelin/des-acile ghrelin (total ghrelin), CCls, CCls/agile ghrelin, CCly/des-agile
ghrelin ve CCly/total ghrelin olarak gosterildi. Genel olarak, ilk 4 grup tedavi kontrol

grubu, sonraki 4 grup ise tedavi grubu olarak adlandirildi.

3.1. Serum Biyokimya Parametreleri

Tedavi kontrol gruplart (kontrol, agile ghrelin, des-agile ghrelin, total ghrelin)
arasinda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve serum
alblimin (Alb) diizeyleri agisindan anlamli fark izlenmedi. Ancak CCls uygulanan
ratlarda kontrol, agile ghrelin, des-agile ghrelin ve total ghreline gére AST ve ALT
diizeylerinde anlamli artig gdzlenirken, Alb seviyelerinde anlamli diisiis izlendi
(hepsi i¢in, p<0.001). Tim tedavi gruplarinda tedavi kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda AST, ALT diizeylerinde anlamh artis gbzlenirken, Alb diizeyinde
anlaml diislis saptandi. CCly uygulanan ratlar ile CCls/des-agile ghrelin uygulanan
ratlar arasinda AST, ALT ve Alb diizeyleri arasinda anlamli fark tespit edilmedi
(p>0.05). Ancak, CCly verilen ratlar ile CCly/ agile ghrelin ve CClg/total ghrelin
kiyaslandiginda AST, ALT diizeylerinde anlamli diisiis izlenirken, alblimin

diizeylerinde anlamli yiikseklik saptandi (Tablo 1).

3.2. Oksidatif stres ve Proinflamatuvar Belirtecler

Tedavi kontrol gruplari arasinda karaciger dMDA ve TNF-a diizeyleri
acisindan anlaml fark saptanmadi. Buna ilaveten, CCls/agile ghrelin ve CCla/total
ghrelin gruplan ile tedavi kontrol gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda da anlaml

fark tespit edilmedi.
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Tablo 1. Gruplarin Biyokimya Verileri

GRUPLAR AST (IU/ml) ALT (IU/ml) Alb (g/dl)
Kontrol (n=8) 91.1+7.2°™ 253.9+25.7°% 3.5+ 0.1
Acile ghrelin (n=8) 91.6+ 6.7 251.1+ 36.9 3.5+ 0.1
Des-acile ghrelin (n=8) 97.6+ 14.7 263.8+25.7 3.5+ 0.1
Total Ghrelin (n=8) 94.8+ 8.8 252.1£29.5 3.5+ 0.1
CCl, (n=7) 390.5+ 67.3%° 473 .5+ 88.6™ 2.9+ 0.2
CCly/agile ghrelin (n=6) 262.8+ 16.9¢ 337.7+79.5' 3.2+ 0.1
CCly/des-agile ghrelin (n=6) 359.5+ 85" 464+ 45.5" 3.0£0.1"
CCly/total ghrelin (n=8) 270.1+ 26.5° 331+ 39.5" 3.240.2°

* CCly vs Kontrol, CCly vs CCly/total ghrelin, CCl, vs Agile ghrelin, CCly vs Des-agile ghrelin; ©
Kontrol vs CCly/des-agile ghrelin; f Kontrol vs CCly/total ghrelin; " Kontrol vs CCly/agile ghrelin; *
CCly/agile ghrelin vs agile ghrelin, CCly/agile ghrelin vs des-agile ghrelin, CCly/agile ghrelin vs total
ghrelin; " CCly/des-agile ghrelin vs agile ghrelin, CCl,/des-agile ghrelin vs des-agile ghrelin, CCl,/des-
agile ghrelin vs total ghrelin; P CCly/total ghrelin vs agile ghrelin, CCly/ total ghrelin vs des-agile
ghrelin, CCly/ total ghrelin vs total ghrelin, p <0.001

b cCl, vs CCly/total ghrelin, CCl, vs Des-agile ghrelin; ¢ CCl, vs CCly/agile ghrelin; ® Kontrol vs
CCly/total ghrelin; § Kontrol vs CCly/agile ghrelin; " CCly/total ghrelin vs agile ghrelin, CCly/ total
ghrelin vs des-agile ghrelin, CCly/ total ghrelin vs total ghrelin, p <0.01

4 CCly vs CCly/agile ghrelin, CCl, vs Des-agile ghrelin; ' Kontrol vs CCly/agile ghrelin; ' CCly/agile
ghrelin vs agile ghrelin, CCly/agile ghrelin vs des-agile ghrelin, CCly/agile ghrelin vs total ghrelin; ™
CCly/agile ghrelin vs des-agile ghrelin, p <0.05

Karbontetrakloriir uygulanan grupta tedavi kontrol grubuna gore karaciger
dMDA’nin ve TNF-a’nin anlamli sekilde yiiksek seviyelerde oldugu saptandi
([dMDA i¢in CCl; vs Des-agile ghrelin, p<0.0I] hepsi i¢in, p<0.001").CCly
uygulanan grup ile CCls/des-agile ghrelin uygulanan grup arasinda anlamli farka
rastlanmazken, CCly uygulanan grupla CCly/agile ghrelin ve CCls/total ghrelin alan
grup karsilagtirildiginda karaciger dMDA ve TNF-o’nin anlamli diisiis gosterdigi
saptand1 (sirast ile her bir grup icin; p<0.01, p<0.01; p<0.01, p<0.001). Diger
taraftan, CCly/des-acile ghrelin uygulanan grupla CCls/agile ghrelin ve CCla/total
ghrelin alan grup karsilagtirildiginda CCly/des-agile ghrelin grubunda karaciger
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dMDA ve TNF-o’nin anlamli derecede yliksek oldugu tespit edildi (hepsi igin,
p<0.01). Bulgular Tablo 2’de gosterildi.

3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik incelemede tedavi kontrol grubunda inflamasyon ve nekroz
acisindan anlamli fark tespit edilmedi (Sekil 3). Buna ilaveten bu gruplarda steatoza
ve fibroza rastlanmadi. CCly, CCls/agile ghrelin, CCls/des-acile ghrelin, CCly/total
ghrelin gruplarinda tedavi kontrol gruplarina gore steatoz ve fibroz istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek idi (Tablo 3). CCls uygulanan grup ile CCls/des-agile
ghrelin uygulanan grup karsilastirildiginda histopatolojik incelemede degerlendirilen
tim parametrelerde anlamli degisiklige rastlanmazken, CCls/agile ghrelin ve
CCly/total ghrelin uygulananlar ile karsilastirildiginda bu gruplarda inflamasyonda ve
nekrozda anlamli derecede azalma gozlendi (her iki grup igin sirasi ile; p<0.01,
p<0.05; p<0.05, p<0.05), (Sekil 4). Bununla birlikte steatoz ve fibrozda anlamli
degisiklik tespit edilmedi. CCls/des-agile ghrelin uygulanan grup CCls/agile ghrelin
ve CCly/total ghrelin uygulananlar ile karsilastirildiginda bu gruplarda inflamasyonda

ve nekrozda anlamli derecede azalma gozlendi (hepsi i¢in, p<0.05).
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Tablo 2. Oksidatif stres ve Proinflamatuvar Belirtegler

GRUPLAR dMDA (nmol/gr) TNF-a (ng/ml)
Kontrol (n=8) 2.8+ 0.8° 1.4+ 0.3¢
Acile ghrelin (n=8) 29+ 1.1 1.4+ 0.4
Des-acile ghrelin (n=8) 29+1.2 1.3+ 0.1
Total Ghrelin (n=8) 3.2+0.7 1.4+ 0.3
CCl, (n=7) 6.6+ 1.9 2.8+ 0.7°"
CCly/acile ghrelin (n=6) 3.2+ 0.8 1.3£0.3
CCly/des-acile ghrelin (n=6) 5.7+ 1.0 2.9+ 1.1°
CCly/total ghrelin (n=8) 3.3+£0.5 1.3+ 0.1

&b CCl, vs kontrol, CCly vs acile ghrelin CCl, vs des-agile ghrelin, CCl, vs total ghrelin; ¢ kontrol vs
CCly/des-acile ghrelin; "CCl, vs CCly/total grelin, p <0.001

4 Kontrol vs CCly/des-agile ghrelin; ¢ CCl, vs des-agile grelin; "8 CCl, vs CCly/agile ghrelin, fCCl, vs
CCly/total ghrelin; ' CCly/des-agile ghrelin vs CCly/agile ghrelin, ' CCly/des-agile ghrelin vs CCly/total
ghrelin, p <0.01
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Tablo 3. Gruplarin Histopatolojik Bulgular

GRUPLAR Inflamasyon Nekrozis Steatoz Fibroz
(mmz/hﬁcre) (mmzlhﬁcre) (%) (-/+)
Kontrol (n=8) 1.3£0.2 0.05+.0.08 - -
Acile ghrelin (n=8) 1.3£0.2 0.03+0.04 - -
Des-acile ghrelin (n=8) 1.3+ 0.2 0.05+ 0.08 - -
Total Ghrelin (n=8) 1.3+ 0.2 0.04+ 0.05 - -
CCly (n=7) 16.3+ 4% 0.9+ 0.4" 2.3£0.5° +
CCly/acile ghrelin (n=6) 10.1+1.6 0.4+ 0.1 23+ 1° +
CCly/des-acile ghrelin (n=6)  12.6 +0.8° 0.7+ 0.2¢ 2+ 0.6° +
CCl,/total ghrelin (n=8) 9.8+ 1.8 0.5+ 0.2 1.9+ 0.87 +

* CCl, vs kontrol, CCl, vs agile ghrelin CCl, vs des-agile ghrelin, CCly vs total ghrelin; fCCly/agile
ghrelin vs Kontrol, CCly/agile ghrelin vs Agile ghrelin, CCly/agile ghrelin vs Des-agile ghrelin,
CCly/agile ghrelin vs Total ghrelin; " CCly/des-agile ghrelin vs Kontrol, CCl,/des-agile ghrelin vs Agile
ghrelin, CCly/des-agile ghrelin vs Des-agile ghrelin, CCly/des-agile ghrelin vs Total ghrelin;
CCly/total ghrelin vs Kontrol, CCly/total ghrelin vs Agile ghrelin; * CCly/total ghrelin vs Kontrol,
CCly/total ghrelin vs Agile ghrelin, CCly/total ghrelin vs Des-agile ghrelin, CCly/total ghrelin vs Total
ghrelin, p <0.001

¢ CCly vs CCly/agile ghrelin, CCl, vs CCly/total ghrelin © CCly/agile ghrelin vs Kontrol, CCly/agile
ghrelin vs Agile ghrelin, CCly/agile ghrelin vs Des-agile ghrelin, CCly/agile ghrelin vs Total ghrelin; ®
CCly/des-agile ghrelin vs Kontrol, CCly/des-agile ghrelin vs Agile ghrelin, CCly/des-acile ghrelin vs
Des-agile ghrelin, CCly/des-agile ghrelin vs Total ghrelin; I CCly/total ghrelin vs Des-agile ghrelin,
CCly/total ghrelin vs Total ghrelin, p <0.01

bccl, vs CCly/agile ghrelin, CCl, vs CCly/total ghrelin, d CCly/des-agile ghrelin vs CCly/agile ghrelin,
CCly/des-agile ghrelin vs CCly/total ghrelin, p <0.05
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4. TARTISMA

Karaciger hasar1 viral hepatitten konjenital metabolik problemlere kadar genis
cerveevede ortaya ¢ikabilen bir durumdur. Neden ne olursa olsun bu durum karaciger
hasarinin olusmasinda ve ilerlemesinde oncii bir rolii olan KYH’ nin etkinlesmesi ile
neticelenir. Boylece KYH faal hale gecerek matriks salinimina ve fibroz gelisimine
neden olur (72). Karaciger fibrogenezinde karaciger hasarinda ortaya ¢ikan oksidatif
stres ve ROT ciddi rol oynamaktadir (1-6). Oksidatif stres, ROT ve cesitli
sitokinlerle hepatosit, kupffer ve KYH etkilesiminde olusan proinflamatuvar olaylar
fibrogenezin olugmasina katkida bulunmaktadir (7-9). Boylece meydana gelen ileri
diizeyde fibroz sirozla neticelenerek ciddi ve hayati tehdit eden komplikasyonlara yol
acmaktadir. Bu acidan, gerek akut gerekse kronik karaciger hasarmin iyilesme
stirecinde KYH faaliyetlerinin anlagilabilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Karbontetrakloriir hayvan caligsmalarinda ksenobiyotik sistem {iizerinden
karaciger hasar1 olusturmada siklikla kullanilan bir modeldir (17-20). Tek doz CCly
uygulanmasi neticesinde dahi KYH aktive olmakta ve bdylece karaciger hasari
meydan gelmektedir. Bu hasarin siirekli olarak devam etmesi durumunda faal hale
gecen KYH sayisinda artis ve fibrogenezde ilerleme meydana geldigi gibi, karaciger
hasarini olusturan nedenin ortadan kaldirilmasi ve kronik karaciger hastaligina neden
olan faktdrlerin tedavisi ile karaciger fibrozunda diizelme saglanabilmektedir (10-16,
72-75). CClsy mitokondriyal monooksijenaz sistemde (CYP4s9 2E1) metabolize olarak
aktif metaboliti olan kararsiz trikorometil serbest radikallere (CCl;, CCIl;0,)
doniisiir. CCls, CCl30; hiicre proteinlerine kovalent olarak baglanarak, membran
lipit peroksidasyonuna ve hiicre nekrozuna yol agan bir takim zincirleme reaksiyonu
baslatir. Bundan dolay, karaciger hasarinin engellenmesinde ve tedavisinde serbest
radikallerin ve lipit peroksidasyonunun ortadan kaldirilmas: anahtar rol
oynamaktadir (17-20).

Bu ¢alismada, CCly ile akut karaciger hasar1 olusturulmus olan ratlarda; ilk
defa agile ghrelin ve total ghrelin uygulamasinin AST, ALT ve albiimin diizeylerinde
iyilesmeye ve bir proinflamatuvar sitokin olan TNF-a seviyelerinde ve karaciger
dMDA diizeylerinde azalmaya yol agtig1r gdosterildi. Buna ilaveten, histopatolojik
incelemede de ghrelin’in bu antiinflamatuvar ve antioksidan etkisini teyid eden

bulgular mevcuttu. Des-acile ghrelin’in ise bdyle bir etkisinin olmadig1 gozlendi.
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Ghrelin GHS-R1a’ya dogal olarak baglanan peptid yapida bir hormondur.
Dolasimda bulunan ghrelin’in 2/3’ii midenin oksintik mukozasinda bulunan X/A
benzeri hiicrelerce, kalan kisimin biiyiik miktar1 ise ince bagirsaklardaki X/A benzeri
hiicrelerce tretilir (21, 22). GHS reseptorleri merkezi sinir sistemi ve c¢evre
dokularda bulunmakta ve ghrelin GH salinimin buralardan saglamaktadir (24).
Ghrelin gostermekte oldugu bu aktivitesi i¢in -3. aminoasitte agile modifikasyonu-
Serin-3’lin bir yag asiti olan n-oktanoik asit ile modifikasyonu gerekmektedir.
Bununla birlikte rat midesinde des-agile ghrelin olarak tanimlananan, acile ghrelin
gibi GH ve endokrin aktivitesi gostermeyen baska bir ghrelin daha saptanmistir. Des-
acile ghrelin’in gida alimin1 uyarmada, hiicre proliferasyonunun modiilasyonunda ve
adipogenezde agile ghrelin ile birlikte hareket ettigini gosteren veriler elde edilmistir
(23, 24). Buna ilaveten, GHSR mRNA’nin bir¢ok lenfoid organda, monositler, T ve
B hiicreler gibi farkli 16kosit alt grublarinda eksprese olmasi ghrelinin immiin
etkilesimlerde ve olusumda rol oynayabilecegini gostermektedir (25, 76). Ghrelin’in
pankreatobiliyer inflamasyonu ve pankreatobiliyer tikanikliga bagli yakin organ
hasarini nétrofil aktivasyonunu baskilayarak diizelttigi gosterilmistir (26). Ghrelin ve
GHS-R insan T hiicrelerinde ve monositlerde bulundugu, ghrelin’in IL1-8, IL-6 ve
TNF- o gibi LPS leptine bagli olusan proinflamatuvar anorektik sitokinleri
baskiladigr gosterilmistir (25, 77, 78). Baska bir c¢alismada, ghrelin’in
iskemi/reperfiizyona bagli olusan gastrik lezyonlarin gastrik kan akimini artirarak ve
NF-kappa B ve plasma TNF-a diizeylerini azaltarak iyilesmesini hizlandirdigi
gosterilmistir (79). Bu calismada bu bulgulara benzer sekilde agile ghrelin ve total
ghrelin verilen tedavi gruplarinda ghrelin’in proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diisiis sagladigi, buna karsin des-agile
ghrelin’in olumlu veya olumsuz yonde bir etki gdstermedigi saptandi. Yakin
zamanda Iseri OS ve ark. (80) ratlarda safra yolu ligasyonu ile olusturulan kronik
karaciger hasarinda ghrelin’in antiinflamatuvar ve antioksidan etki gosterdigini ve
daha da 6nemlisi karacigerde histopatolojik diizeyde olumlu etkisini géstermislerdir.
Bizim ¢alismamizda, antifibrotik diizeyde boyle bir etkinlik s6z konusu olmasa da
nekroinflamatuvar diizeyde istatistiksel olarak anlamli bir diizelme ve benzer sekilde

antiinflamatuvar ve antioksidan etki saptandi. Bu durum, bu caligmanin akut siireci
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degerlendirmesinden ve bdylece ratlarin uzun dénem ghrelin tedavisi almamasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Karbontetrakloriir 6nceden bahsedilen mekanizmalarla hiicre membraninda
hasara yol agarak otokatalitik lipid peroksidasyonuna neden olur. Buna ilaveten,
sitotoksik etki ve enzim indirgenmesi neticesinde kalsiyum hemostazinin
bozulmasina ve hepatotoksik etki sonucu karacigerde kalici rejeneratif ve proliferatif
degisiklikler meydana getirir. Boylece, ROT’ da artigsa neden olarak oksidatif streste,
proinflamatuvar sitokinlerde ve karaciger enzimlerinde artisa sebep oldugu gibi
histopatolojik diizeyde de balon dejenerasyona, inflamatuvar hiicrelerde artisa
nekroza ve fibroza yol acgar (55). Diger taraftan, oksidatif stres varligini yalnizca
ROT’u ortaya koyarak izah etmek yeterli degildir. Oksidatif stres, antioksidan
savunma mekanizmasiin zayiflamasi ile birlikte, ROT olusumu ile antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengesizlik neticesinde ortaya ¢ikar. ROT olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki denge; sliperoksit dismutaz ve nitrik
oksit sentaz gibi bir kisim enzimlere bagli olarak gergeklesir (81). Bu ¢alismada,
CCly, uygulanan tiim rat gruplarinda mevcut histopatolojik bulgular1 dogrulayan
sonuglar mevcuttu. Antioksidan savunma mekanizmalarinda rol alan enzimler
calisiimamis olmakla birlikte, bu gruplarda lipit peroksidasyon belirteci olan dAMDA,
TNF-o ve aminotransferazlarin seviyelerinde artis izlendi. Ancak CCly/agile ghrelin
ve CCly/total ghrelin uygulanan gruplarda CCls, uygulanan gruplara gore gerek
aminotransferazlar, gerekse dMDA ve TNF-a diizeylerinde istatistiksel diizeyde
anlaml diizeyde azalma saptandi. Daha da onemlisi, karacigerdeki inflamasyon ve
nekrozda olumlu yondeki histopatolojik degisiklikler bahsi ge¢en bulgular teyid eder
nitelikte idi. Bu bulgular, ghrelin’in dAMDA ve TNF- a diizeyini azaltarak CCly’e
bagl akut karaciger hasarini1 engelledigini ortaya koymaktadir. Gergekten de, in vitro
caligmalarla, ghrelin’in insan polimorfo niikleositlerinde doza bagimli sekilde ROT u
baskiladig1 gosterilmistir (82). Buna ilaveten, santral ve intraperitoneal uygulanan
ghrelin, etanole bagl gastrik iilser olusumunu doza baglh bir sekilde azaltmaktadir.
Bu etkisini, nitrik oksit sentezinin bir baskilayicisi olan N%-nitro-L-arginine
metilester {izerinden gerceklestirdigi ifade edilmistir (83, 84). Diger taraftan,
ghrelin’in vaskiiler siiperoksit iiretimini bahsi ge¢en mekanizma ile spontan

hipertansif ratlarda baskiladig1 ve balik 16kositlerinde siiper oksit dismutaz’in mRNA
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diizeylerinde artisa yol acarak etki gosterdigini, boylece antioksidan mekanizmalari
etkiledigi raporlanmstir (85, 86).

Daha o6nceden bahsedildigi gibi, nedeni ne olursa olsun akut veya kronik
karaciger hasart KYH’ nin faal hale gegmesine ve sayisinda artisa neden olmaktadir.
Karaciger hasarinda 6nemli rol oynayan aktif KYH’nin hayatin1 devam ettirmesi
¢Oziinlir biiylime faktorleri, sitokinler ve fibrotik matriksin bilesenlerine baghdir.
KYH akut hasar esnasinda a-SMA eksprese eder ve artan hasarla birlikte interstisyel
kollajen I ve III’te artisa neden olur. Bu hasarin diizeltilmesi, karacigerin normal
histolojiye ve aktif KYH’nin tekrar eski haline donmesi ile miimkiindiir (72, 87-91).
Bu ¢alismada verilen tedavi sonrasinda a-SMA eksprese eden KYH sayis1 ve biriken
kollajen tipi degerlendirilmedi. Ancak gerek agile ghrelin’in gerekse total ghrelin’in
akut karaciger hasarinda meydana gelen histopatolojik degisiklikleri olumlu yonde
etkiledikleri gozlendi.

Sonug olarak, hepatik fibrozun tedavisinde neden olan faktorden bagimsiz
olarak karaciger hasar1 neticesinde ortaya ¢ikan ve KYH etkinlesmesine neden olan
oksidatif stres faktorlerinin ve proinflamatuvar sitokinlerin olusumunun 6nlenmesi
anahtar rol oynamaktadir. Agile ghrelin ve total ghrelin gerek oksidatif stresi
azaltarak gerek ise antiinflamatuvar etki ile CCls bagh olusan akut karaciger
hasarindaki histopatolojik diizeyde meydana gelen degisiklikleri olumlu yo6nde
etkilemistir. Buna karsin des-agile ghrelin’in boyle bir 6zelligi s6z konusu degildir.
Bu agidan bakildiginda agile ghrelin ve total ghrelin karaciger hasarinda bir tedavi

segcenedi olabilir.
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