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OZET

Amac: Bu ¢alisma ile aralikli aglik beslenme modelinin siganlarda gastrointestinal sistem

iizerinde ghrelinerjik sistem aracili etkisinin incelenmesi amag¢lanmaktadir.

Yontem: Bu ¢alismada 20 erkek Sprague-Dawley sigan kullanilmig; 10’u ad-libitum, 10’u
ise 14 giin siireyle aralikli agclik (AA) diyetine tabi tutulmustur. GIS (ileum, fundus)
dokularinin kasilma ve gevseme yanitlar1 organ banyosu yontemiyle degerlendirilmistir.
Kasilma i¢in bethanekol, gevseme icin SNP; elektriksel aktivite i¢in ise EFS protokolii
uygulanmistir. Ayrica mide-bagirsak gecis siiresi (GIT) ve kati mide bosalimi
Olglilmiistiir. Tiim hayvanlardan elde edilen plazmalardan ve GIS dokularindan total
ghrelin diizeyi ELISA yontemiyle analiz edilmistir. Protein miktarlarin1 gruplar arasi

karsilagtirabilmek adina Western-Blot yontemi uygulanmastir.

Bulgular: Aralikli aghkta viicut agirhigi azalmis, agirliga gore normalize edilen besin
alimi artmg; kati mide bosalimi ve toplam gastrointestinal transit hizlanmistir. Plazma
ghrelin diizeyleri degismezken, doku diizeyinde fundusta ghrelin ve ileumda GHSR
sinyali artis egilimi gostermistir. Organ banyosunda fundusun spontan kasilma frekansi
korunmus, ileumda artmistir; motilite indeksi her iki dokuda da benzerdir. Betanekol
kasilmalar1 konsantrasyona bagh artirmig, GHSR antagonisti yiiksek konsantrasyonlarda
yanit1 azaltmistir; SNP fundusta belirgin, ileumda smirli gevseme olusturmustur. EFS ile
kasilmada fundusta grup farki goriilmezken, ileumda yiiksek frekanslarda aralikli aglik

grubunun yanitlar1 daha biiyiiktiir; EFS ile gevsemede grup farki saptanmamustir.

Sonu¢: Bu calisma, sicanlarda kronik aralikli achigin enterik ghrelin ekspresyonunu
artirarak gastrointestinal motiliteyi uyardigimi ve GI motor disfonksiyonlarda tamamlayici

bir tedavi yaklasimi potansiyeline isaret ettigini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: aralikli aghk, gastrointestinal sistem, ghrelin, izole organ banyosu



ABSTRACT

Objective: This study aims to investigate the ghrelinergic system—mediated effects of an

intermittent fasting feeding model on the gastrointestinal system in rats.

Method: In this study, twenty male Sprague—Dawley rats were used; ten served as
controls and ten were subjected to a 14-day intermittent fasting (IF) diet. Contractile and
relaxant responses of gastrointestinal tissues (ileum and fundus) were evaluated using an
organ bath system. Bethanechol was applied to assess contraction, sodium nitroprusside
(SNP) to assess relaxation, and electrical field stimulation (EFS) was used to probe neural
activity. Gastrointestinal transit (GIT) and solid gastric emptying were also measured.
Total ghrelin levels in plasma and Gl tissues were analyzed by ELISA, and protein

expression was compared between groups using Western blotting.

Results: Under intermittent fasting, body weight decreased while food intake normalized
to body weight increased; solid gastric emptying and total gastrointestinal transit were
accelerated. Plasma ghrelin levels were unchanged, whereas at the tissue level fundic
ghrelin and ileal GHSR signals showed a tendency to increase. In organ bath assays, the
spontaneous contraction frequency in the fundus was maintained but increased in the
ileum; the motility index was similar between groups in both tissues. Bethanechol
increased contractions in a concentration-dependent manner, and the GHSR antagonist
reduced responses at higher concentrations; sodium nitroprusside produced pronounced
relaxation in the fundus and limited relaxation in the ileum. For EFS-evoked contractions,
no group difference was observed in the fundus, whereas responses were greater at higher
frequencies in the intermittent fasting group in the ileum; no group differences were

detected for EFS-evoked relaxation.

Conclusion: This study suggests that chronic intermittent fasting in rats increases enteric
ghrelin expression, thereby stimulating gastrointestinal motility, and points to a potential

complementary therapeutic approach for gastrointestinal motor dysfunction.

Key words: intermittent fasting, gastrointestinal system, ghrelin, isolated organ bath
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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1. GIRIS

Gastrointestinal sistem (GIS), sadece sindirim iglevlerini yerine getirmekle kalmayip ayni
zamanda endokrin, sinirsel ve immunolojik sistemlerle siirekli etkilesim hélinde olan
dinamik bir yapidir. Bu sistemin motor fonksiyonlari, i¢sel diizenleyici peptitler, vagal ve
sempatik sinyaller ile modiile edilir. Bu diizenleyici faktorler arasinda ghrelin, son yillarda
giderek artan bir bilimsel ilgi odagi haline gelmistir. Ghrelin, 6ncelikle mide fundusundaki
X/A-benzeri hiicrelerden sentezlenen ve bilylime hormonu salinimini uyarmasinin yani
sira enerji dengesi, istah ve gastrointestinal motilite {izerinde etkili olan bir peptit

hormondur.

Ghrelinin, hem merkezi sinir sistemi hem de periferik organlar araciligiyla besin alimini
ve mide-bagirsak motilitesini yonlendirdigi bilinmektedir. Bu hormonun fizyolojik
islevleri, hipotalamustaki oreksijenik noronlar iizerinde olusturdugu uyarici etkilerle ve
enterik sinir sistemi araciligiyla mide kaslarina gonderdigi sinyallerle aciklanmaktadir.
Ghrelinin bu ¢ok yonlii etkileri, enerji homeostazinin saglanmasinda kritik bir rol

oynadigini ortaya koymaktadir.

Ote yandan, giiniimiizde gerek saglik gerekse yasam tarzi baglammda giderek
popiilerlesen aralikli aglik (AA) uygulamalarmin metabolik ve ndrofizyolojik etkileri
iizerinde birgok arastirma yapilmaktadir. Aralikli aclik, sadece kilo kontrolii amaciyla
degil, ayn1 zamanda hiicresel stres yanitlarini, hormonal dengeyi ve gastrointestinal
fonksiyonlar1 etkileyen bir model olarak degerlendirilmektedir. Bu baglamda, aralikli
aclik uygulamasinin ghrelin diizeyleri ve ghrelin aracili sinyalleme iizerindeki etkileri,

heniiz yeterince aydinlatilmamais bir arastirma alani olarak dikkat cekmektedir.

Bu tez c¢aligmasinda, kronik aralikhi ac¢lik uygulamasinin gastrointestinal motor
fonksiyonlar tizerindeki ghrelin aracili etkileri arastirilmistir. Bu arastirma, ghrelinin GIS
motor fonksiyonlar1 ilizerindeki roliinii aghk modeli ile biitlinlestirerek degerlendiren

biitlinciil bir yaklagim sunmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ghrelin’in Kesfi

1970’lerin sonlarinda Cyril Bowers ve Frank Momany tarafindan gergeklestirilen
caligmalar, hexarelin ve GHRP-6 gibi biiyiime hormonu (GH) salgilatic1 peptitlerin
(GHRP) gelistirilmesine zemin hazirlamistir. Bu peptitler, baslangigta metiyonin-
enkefalin analoglarindan tiiretilmis olup 6n hipofizden (adenohipofiz) GH salinimini
uyarmada yiiksek aktivite gostermistir (Bowers ve ark., 1980; Momany ve ark., 1981).
Baslangicta GHRP’lerin yalnizca hipofiz diizeyinde etkili olduklar1 diistiniilmiigse de,
ilerleyen arastirmalar bu peptitlerin merkezi sinir sistemi lizerinde de Onemli rol
oynadigmi gostermistir. Ozellikle hipotalamusun arkuat ¢ekirdegi (ARC) ve burada yer
alan GHRH noéronlar1 araciligiyla etkiler ortaya konmus, ayrica hipotalamik GHRH-
somatostatin (SST) dengesini modiile ettikleri anlasilmistir (Dickson ve ark., 1997).
GHRP’lerin GH salinimini artiric1 etkilerinin, hiicre i¢i sinyal iletiminde fosfolipaz C
(PLC) araciligiyla gergeklestigi gosterilmistir. PLC aktivasyonu sonucunda inositol
trifosfat (IPs) ve diacylglycerol (DAG) olusmakta, bu da protein kinaz C (PKC)
aktivasyonu ve hiicre i¢i Ca?" mobilizasyonu ile sonuglanmaktadir. Béylece GHRP’lerin
etkileri, klasik GHRH-SST mekanizmasindan bagmmsiz fakat onunla etkilesim i¢inde

islev gormektedir (Cheng ve ark., 1991).

Bu siireg, 1999 yilinda Kojima ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen ¢igir acici
caligma ile yeni bir boyut kazanmustir. Arastirmacilar, mide kaynakli 28 amino asitlik bir
peptit olan ghrelini tanimlamis ve bunun GHS-R’nin endojen ligand: oldugunu
gostermistir (Kojima M. ve ark., 1999a). Ghrelin, hipofiz {izerinde bulunan GHS-R
reseptorleri araciligiyla dogrudan GH salinimini tetiklemekte ve bu etkisini hipotalamik
GHRH yolaklarindan bagimsiz olarak da gosterebilmektedir. Ayrica, ghrelin
molekiiliinde ti¢iincli pozisyonda yer alan serin (Ser3) aminoasidinin n-oktanilasyon ile
modifiye oldugu, bu yapisal degisikligin biyolojik aktivite i¢in zorunlu oldugu
belirlenmistir. Bu akilasyon siirecinin, daha sonra tanimlanan GOAT (ghrelin O-

acyltransferase) enzimi araciligiyla gergeklestigi ortaya konmustur.



Sonug olarak, ghrelinin kesfi GH saliniminda mide kaynakli yeni bir mekanizmay1 ortaya
cikarmis; ayn1 zamanda ghrelinin metabolizma, istah kontrolii, enerji dengesi ve
gastrointestinal motilite gibi bir¢ok fizyolojik siirecte kritik roller iistlenebilecegine isaret
etmistir. Bu kesif, bliyiime hormonu fizyolojisi ve endokrinoloji alaninda paradigma

degisikligine yol agmisg, ghrelin iizerine yapilan ileri arastirmalarm Oniinii agmuistir.
2.2. Ghrelin Uretimi

Ghrelin, baslica mide fundusunda yer alan néroendokrin hiicreler tarafindan sentezlenen
Ve dolagima salgilanan bir peptit hormondur. Bu hiicreler insanlarda P/D1 hiicreleri,
kemirgenlerde ise X/A-benzeri hiicreler olarak adlandirilmaktadir (Inui ve ark., 2004).
Ghrelin sentezi esas olarak midede gerceklesmekle birlikte, diisiik seviyelerde de olsa
kalp, akciger, lenfoid doku, bobrek, adrenal bezler, tiroid bezi, pankreas, gonadlar, ¢esitli
timor dokular1 ve bazi kanser hiicre hatlarinda da ifade edilmektedir. Ayrica, merkezi
sinir sistemi i¢erisinde hipotalamusun arcuate ve ventromedial ¢gekirdekleri, beyincik ve
beyin sapinda ghrelin ile iligkili noronlarin bulundugu gosterilmistir (Khatib ve ark.,
2014).

Mide igerisindeki ghrelin lireten hiicrelerin yogunlugu, fundus bdlgesinde pilora kiyasla
daha yiiksektir ve bu hiicreler ilk tamimlandiklarinda X/A-benzeri hiicreler olarak
adlandirilmistir. Erigkin oksintik bezlerdeki endokrin hiicre popiilasyonunun yaklasik
%20’sini olusturan bu hiicrelerin fetal donemde sayis1 olduk¢a sinirlidir. Dogumdan sonra
giderek artan X/A-benzeri hiicre sayisina paralel olarak, fetal midede diisiik olan ghrelin
diizeylerinin postnatal donemde yaklasik 5. haftaya kadar kademeli olarak yiikseldigi
bildirilmistir (Konturek ve ark., 2004). Bu bulgu, ghrelinin gelisimsel siire¢te postnatal

donemde kazanilan fizyolojik rollerle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.

Ghrelin sentezi, dnciil protein olan pre-proghrelinin, prohormone convertase 1/3 (PC1/3)
enzimi tarafindan proghreline doniistiiriilmesi ile baslar. Ardindan proghrelinin belirli
bolgelerinden proteolitik olarak kesilmesi sonucunda olgun ghrelin peptiti olusur. Bu
peptitin biyolojik olarak aktif hale gelebilmesi i¢in, ghrelin O-acyltransferase (GOAT)
enzimi tarafindan ii¢lincli pozisyondaki serin (Ser3) kalintisina yag asidi eklenmesi

gerekir. Bu siirecte en sik kullanilan agil donérii oktanoik asit olup, ghrelinin fonksiyonel
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aktivitesi i¢in zorunludur. Dolagimdaki ghrelinin yaklasik %10’u bu sekilde agil formda
(aktif ghrelin) bulunurken, geri kalani des-agil (inaktif) ghrelin formundadir (Nunez-
Salces ve ark., 2021).

Insan preproghrelin geni, kromozom 3p25-26 bélgesinde lokalize olup bes ekzon ve dort
introndan olugsmaktadir. Ekzonlarim birlestirilmesiyle olusan ghrelin mRNA’s1, 117 amino
asit uzunlugunda bir preproghrelin 6nciil peptitine gevrilir. Bu onciil peptit proteolitik
olarak iglenerek aktif ghrelin molekiiliinii olusturur. Ayrica, preproghrelinin alternatif bir
parcalanma iiriinii olarak obestatin de tanimlanmistir. Obestatin, 23 amino asitlik bir peptit
olup ilk kez sican mide Oziitlerinden saflagtirilmis ve ghrelin geninin potansiyel bir

tirtinlinden tiiredigi gosterilmistir (Hassouna ve ark., 2010).
2.2.1. GI Ghrelin Salgilanmasimin Merkezi Kontrolii

Merkezi sinir sistemi (MSS), gastrointestinal (GI) sistem ile iletisimini baslica iki yol
iizerinden saglar: dorsal motor nucleus of the vagus (DMV)’dan ¢ikan vagus siniri ve
torasik omurilikten kaynaklanan sempatik spinal afferentler (Bray, 2000). Periferik
ghrelin salgilayan hiicrelerin bu iki yol tarafindan dogrudan kontrol edildigi gosterilmistir.
Nitekim vagus sinirine uygulanan subdiafragmatik (SDA) lezyonlar veya periferik
kolinerjik antagonisti atropin uygulamasi, kalori kisitlamasi ile uyarilan ghrelin salinimini
ortadan kaldirmaktadir (Williams ve ark., 2003b). Bu bulgular, kolinerjik sinyallemenin
periferik ghrelin salinimi iizerinde kritik bir kontrol mekanizmasi oldugunu ortaya
koymaktadir. Ek ¢alismalar, hipotalamusta iiretilen ii¢ amino asitlik bir peptit olan TRH
(thyrotropin-releasing hormone)’nin de bu siiregte rol oynayabilecegini gostermistir.
TRH’nin sisternal yolla uygulanmasi, anestezi altindaki sicanlarda periferik ghrelin
salinimimi ve gida alimini artrmaktadir (Ao ve ark., 2006). Bu etkinin, servikal vagotomi
ile ortadan kaldirilmasi, arka beyinden gelen TRH sinyallemesinin ghrelin salinimini
uyarmak i¢in vagus sinirini bir iletim hattt olarak kullandigin1 giicli bigcimde

desteklemektedir.

GI sisteme ulasan sempatik ndronlar da ghrelin salminmnim diizenlenmesinde énemli rol
oynar. Omurilikten ¢ikan sempatik noronlar, termojenez, mide motilitesi ve mide

sekresyonunun kontroliinde kritik 6neme sahiptir. Elektriksel veya kimyasal olarak aktive
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edilen sempatik spinal ndronlarin, anestezi altindaki sicanlarda ghrelin salinimini artirdigi
bildirilmistir (Mundinger ve ark., 2006). Ancak bu sempatik baglantinin sartlanmis
ghrelin salinimi i¢in gerekli olup olmadig1 halen netlik kazanmamistir. Sempatik néronlar
ayrica gevresel veya metabolik stres tarafindan aktive edilir. Bununla birlikte sempatik
ndronlarin, ¢evresel ya da metabolik stres kosullarinda aktive olduklar1 bilinmektedir.
Dikkate deger sekilde, salindiktan sonra ghrelinin, strese maruz kalan kemirgenlerde
hipotalamus—hipofiz—adrenal (HPA) ekseni aktivitesini azalttigi ve depresif benzeri
davraniglar1 hafiflettigi gosterilmistir (Lutter ve ark., 2008; Lambert ve ark., 2011,
Spencer ve ark., 2012). Bu veriler, GI sistemdeki ghrelin hiicrelerinin sempatik
innervasyonunun, hem strese hem de beslenme davranisina verilen fizyolojik yanitlarin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica, kisith gida erisimine (RFS) maruz birakilan kemirgenlerde GI ghrelin
hiicrelerinde sirkadiyen saat genlerinin ifadesinde artis gozlenmistir. Bu artis, periferik
ghrelin salinimindaki yiikselisle korelasyon gostermektedir (Silver ve ark., 2011).
Nitekim saat geni BMALL’in genetik olarak ortadan kaldirilmasi, RFS ile indiiklenen gida
alimi ve ghrelin salmimindaki artig1 azaltmaktadir (Laermans ve ark., 2015). Bu bulgular,
arka beyin ve omurilikten gelen inen projeksiyonlarin, 6grenme gerceklestikten sonra Gi
ghrelin hiicrelerini belirli bir sekilde programlayarak ghrelin salgilatabilecegini
diisiindiirmektedir. Boylece, GI ghrelin hiicrelerinin sirkadiyen uyumu, MSS girdisi
olmaksizin dahi, Onceden kosullandirilmis ghrelin  salmiminin = siirdiiriilmesini

saglayabilir.
2.2.2. GI Ghrelin Salgilanmasinin Periferik Kontrolii

Ghrelin, sicanlarda X/A-benzeri oksintik hiicrelerden, insanlarda ise P/D1 hiicrelerinden
uretilmektedir (Muller ve ark., 2015). Bu hiicreler, gastrointestinal sistemdeki endokrin
hiicre popiilasyonu igerisinde ikinci en yogun hiicre grubu olarak tanimlanir. X/A-benzeri
hiicreler, ince bagirsaklara kiyasla 6zellikle fundus ve gastrik korpus bolgelerinde daha
yiiksek yogunlukta bulunur (Laermans ve ark., 2015). Bununla birlikte, X/A-benzeri
hiicreler kolonda da yer almakta ve burada dogrudan liimene temas eden bir dagilim
gostermektedir; oysa gastrik X/A-benzeri hiicreler liimene temas etmez (Sakata ve ark.,
2002). Bu hiicrelerin iglevsel onemini gosteren bulgulardan biri, gastrektomi sonrasi

5



ghrelin sekresyonunda gozlenen belirgin azalmadir (Jeon ve ark., 2004). A¢lik kosullari,
X/A-benzeri hiicrelerde ghrelin mRNA ekspresyonunun artmasina, buna karsilik hiicre igi
ghrelin peptit iceriginin azalmasina yol agmaktadir (Toshinai ve ark., 2001). Bu durum,
aclik sirasinda ghrelin liretiminin artip hizla dolasima salindigin1 géstermektedir. Bunun
tersine, obezite ve asir1 viicut agirligi kosullarinda plazma ghrelin diizeylerinin azaldig1

rapor edilmistir (Tschop ve ark., 2000).

Periferik diizenleyiciler agisindan, hem in vitro hem de in vivo veriler mevcuttur. Ornegin,
ghrelinoma MGN 3-1 hiicre hatti kullanilarak yapilan in vitro ¢aligmalar ile kemirgenlerde
yapilan in vivo deneyler, cesitli gastrointestinal peptitlerin ghrelin sekresyonunu modiile
ettigini ortaya koymustur (Ao ve ark., 2006; Hosoda ve ark., 2008). Ghrelin sekresyonu,
gastrointestinal sistemden salinan ¢esitli peptitler tarafindan da diizenlenmektedir. Bu
peptitlerin bir kism1 ghrelin salinimini uyarirken, digerleri inhibe edici etkilere sahiptir.
Ornegin, somatostatin (GHIH), X/A-benzeri ve P/D1 hiicrelerindeki somatostatin-2
reseptorleri tizerinden ghrelin sekresyonunu inhibe etmektedir (Shimada ve ark., 2003;
Iwakura ve ark., 2011). Ayrica, hem si¢anlarda hem de insanlarda GLP-1’in ghrelin
salinimini baskiladigi gosterilmistir (Hagemann ve ark., 2007; Perez-Tilve ve ark., 2007).
Bununla birlikte, bu sonuglar bazi laboratuvarlar tarafindan tekrarlanamanmuis ve 6zellikle
in vitro ¢alismalar ile sigan modellerinde ¢eliskili bulgular rapor edilmistir (Mundinger ve
ark., 2006; Hosoda ve ark., 2008). Benzer sekilde, insiilin (Saad ve ark., 2002; Iwakura ve
ark., 2011) ve CCK-8 (Brennan ve ark., 2007) ghrelin sekresyonu iizerinde baskilayici
etki gostermektedir. Ayrica, sicanlarda gastrin salgilatict peptit (GRP) uygulamasi

sonrasinda da ghrelin sekresyonunun azaldig: bildirilmistir (de la Cour ve ark., 2007).

Ote yandan, bazi ajanlarin ghrelin sekresyonunu uyarici etkileri mevcuttur. Oksitosin,
dopamin, noradrenalin, adrenalin ve glukagon gibi faktorlerin ghrelin salinimini artirdigi
gosterilmistir (Mundinger ve ark., 2006; de la Cour ve ark., 2007; Gagnon ve ark., 2013).
Ayrica kannabinoidlerin de ghrelin sekresyonu iizerinde uyarici etkileri vardir. Ozellikle
endojen kannabinoid anandamid ve sentetik CB1 reseptér (CB1R) agonisti CPP-540,
farmakolojik olarak uygulandiginda ghrelin sekresyonunu artirmaktadir. Bu bilesiklerin,
X/A hiicrelerinde ghrelin immiinreaktivitesini azaltmalari, CB1R aktivasyonunun ghrelin

salinimini tegvik ettigini desteklemektedir (Zbucki ve ark., 2008). Daha yeni veriler,



CBIR aracilit ghrelin sekresyonunun muhtemelen mTOR sinyal yolunun kannabinoid

aracili aktivasyonu ile iligkili oldugunu gostermektedir (Senin ve ark., 2013).
2.3. Ghrelinin Yapis1

Ghrelin geni insanda 3p25-26 kromozom bolgesinde lokalizedir ve yaklasik 511 baz ¢ifti
uzunlugunda mRNA dizisine sahiptir. Bu gen yapist alti ekzon ve dort introndan
olugsmaktadir. Ghrelin proteini, onciil formu olan 117 amino asitlik preproghrelin
tizerinden sentezlenir. Preproghrelin, 23 amino asitlik bir sinyal peptiti ve 94 amino asitlik
proghrelin bdlgesinden meydana gelir. Proghrelin, post-translasyonel modifikasyonlarla
iki temel bilesene ayrilir: 28 amino asitlik ghrelin ve 66 amino asitlik C-ghrelin. C-ghrelin
ise proteolitik sliregler sonucu 23 amino asitlik obestatin hormonuna dontisebilmektedir.
Insan ve sican ghrelin dizileri arasinda yiiksek oranda korunmusluk bulunmakta olup
yalnizca 11. ve 12. pozisyonlardaki amino asitler farklilik gostermektedir. Bu yapisal
benzerlik, ghrelinin evrimsel olarak korunmus bir hormon oldugunu ve tiirler arasinda
temel biyolojik islevlerinde biiylik Olgiide ortaklik gosterdigini ortaya koymaktadir
(Kojima M. ve ark., 1999a; Delporte, 2013).

Memelilere ait ghrelin dizilerinde, 6zellikle NHz-terminal bolgesindeki ilk 10 amino asit
kalntis1 tamamen aynidir. Bu korunmusluk, ghrelinin biyolojik aktivitesinde NH.-
terminal bolgenin merkezi Oneme sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica iiglincii
pozisyonda yer alan serin kalintisnin asil modifikasyona (akilasyona) ugramasi
zorunludur; bu modifikasyon hormonun reseptor aktivasyonu ve biyolojik fonksiyonunu
kazanabilmesi i¢in kritik oneme sahiptir. Nitekim, sican ve insan ghrelinleri tiim amino
asit dizisi boyunca yalnizca iki amino asit farklilig1 gostermekte ve bu da ghrelinin yapisal
biitiinliigiiniin ve islevsel 6neminin memeliler arasinda evrimsel siirecte gli¢lii bigimde

korundugunu kanitlamaktadir (Kojima M. ve ark., 2005).



2.4. Ghrelin Acile ve Des-acile formlar
2.4.1 Ghrelinin Acillenmesi

Ghrelin-O-agiltransferaz (GOAT) enzimi, proghrelin molekiiliine oktanoil grubunu
ekleyerek aktif agil-ghrelin liretimini saglar. Dolasimdaki ghrelin iki formda bulunur: agil-
ghrelin (aktif form) ve des-agil ghrelin (inaktif form). Ancak yalnizca agil formu
reseptoriine baglanarak endokrin etkileri tetikleyebilir (Murray ve ark., 2003; Airapetov
ve ark., 2021). GOAT, endoplazmik retikulum zarma bagli bir transmembran enzim olup,
membran bagimli O-agil-transferaz (MBOAT) ailesinin bir tiyesidir. Agil-ghrelin, kan-
beyin bariyerini gecebilme 6zelligine sahiptir ve hipotalamustaki GHSR1a reseptorlerine
baglanarak istahi artirir (Mihalache ve ark., 2016). Bu etkisini, anabolik peptitler olan
NPY (noropeptit Y) ve AgRP (agouti-related protein) eksprese eden néronlari uyararak
gerceklestirir (Cummings ve ark., 2003).

Ghrelinin sentezi sirasinda, endoplazmik retikulumdan gegisi esnasinda, GOAT enzimi
ghrelinin N-terminalinde yiliksek derecede korunan GSSFLS motifini tanir ve substrat
olarak baglanir. Bu baglanmay1 takiben, GOAT’un Kkatalitik merkezinde yer alan
korunmus histidin-338  kalintis1 araciligiyla oktanoil grubu, ghrelinin serin-3
pozisyonundaki hidroksil grubuna transfer edilir. Bu siire¢ sonucunda serin-3 ile oktanoil
grubu arasinda kovalent bir ester bagi olusur. Bdylece ghrelin, biiylime hormonu
sekretagog reseptorii 1a (GHSR1a) ile etkilesime girebilecek biyolojik aktif formuna
ulasir (Gutierrez ve ark., 2008).
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Sekil 2.1. Ghrelinin agillenmesi ve ghrelinin iretimi (Muller ve ark., 2015). GOAT: ghrelin O-agil
transferaz, AG: agil ghrelin, DAG: des-agil ghrelin.

2.4.2 Des-acil Ghrelinin Etkileri

Acil-ghrelinin serum yar1 dmrii tiirler arasinda farklilik gdstermektedir. insanlarda
yaklasik 240 dakika, siganlarda ise 30 dakika civarmda bulunmustur (De Vriese ve ark.,
2004). Bu farklilik, ghrelinin des-agilasyonu ve pargalanmasindan sorumlu enzimlerin
tiirler arasmda farklilik gdstermesinden kaynaklanmaktadir. Insanlarda ghrelin
inaktivasyonundan sorumlu baskin enzim biitirilkolinesteraz iken, rodentlerde
karboksilesterazlar, ghrelinin des-oktanoylasyonunu insanlara gore yaklasik sekiz kat
daha hizli gergeklestirmektedir (De Vriese ve ark., 2004). Rodentlerde des-oktanoyl
ghrelin, mide dokusunda iki farkl hiicre popiilasyonunda lokalize edilmistir: yalnizca des-
oktanoyl ghrelin igeren hiicreler ve hem des-oktanoyl hem de oktanoyl ghrelin iceren
hiicreler (Mizutani ve ark., 2009; Janssen ve ark., 2011). Cogu ¢alismada hem des-agil
hem de acil ghrelin birlikte analiz edilmis ve dolasimdaki ghrelinin biiyiik kisminin des-
acil formda oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, des-acil ghrelin i¢in 6zgiil bir reseptor
heniiz tanimlanmamistir. Hatta bir calismada, insan plazmasinda kiitle spektrometrisi ile
yapilan dl¢ltimlerde dolagimdaki tiim ghrelinin agil formda oldugu ve des-acil ghrelinin
ornekleme sirasinda ortaya ¢ikan bir artefakt olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Blatnik ve ark.,
2012).



Fonksiyonel a¢idan bakildiginda, des-agil ghrelin’in pek ¢ok biyolojik etkisi oldugu rapor
edilmistir. Bu hormonun, C2C12 iskelet kast1 hiicrelerinde farklilagmay1 ve flizyonu tesvik
ettigi (Filigheddu ve ark., 2007), kas atrofisini 6nledigi (Porporato ve ark., 2013), enerji
ve glukoz metabolizmasi lizerinde GHSR1a’dan bagimsiz etkiler gosterdigi (Thompson
ve ark., 2004; Zhang W. ve ark., 2008) ortaya konmustur. Ayrica, des-acil ghrelinin
endotel hiicreleri ve kardiyomiyositler iizerinde kardiyoprotektif etkiler sagladigi da
bildirilmistir (Baldanzi ve ark., 2002; Li L. ve ark., 2006). Besin alimi {izerindeki etkisi
ise GHSR1a ve NPY sinyallemesinden bagimsiz olup muhtemelen oreksin aracilidir
(Toshinai ve ark., 2006). Ote yandan, bazi calismalar des-acil ghrelin’in siganlarda besin
alimmi azalttigin1 ve aclik kosullarinda mide motor aktivitesini bozdugunu bildirmistir
(Chen ve ark., 2005). Ayrica, des-agil ghrelin’i asir1 eksprese eden transgenik farelerde,
standart yem ile beslendiklerinde viicut yag kiitlesinde azalma oldugu; yiiksek yaglh
diyetle beslendiklerinde ise diyet kaynakli obeziteye karsi korunduklari gdzlenmistir

(Chen ve ark., 2005).

Metabolik ag¢idan 6nemli bir bulgu, ghrelin uygulandiginda siklikla gézlenen plazma
glukoz diizeyinde artis ve plazma insiilin diizeyinde azalma etkilerinin (Broglio ve ark.,
2001; Egido ve ark., 2002; Broglio ve ark., 2003) des-agil ghrelin eszamanl
uygulandiginda antagonize edilmesidir (Broglio ve ark., 2004a). Dahasi, merkezi olarak
yiiksek farmakolojik dozlarda uygulanan des-agil ghrelinin, GHSR-bagimli bir
mekanizma yoluyla yaglanmay1 artirabilece§i ve glukoz ile uyarilmis plazma insiilin

diizeyini yiikseltebilecegi yoniinde veriler mevcuttur (Heppner ve ark., 2014).
2.5 Ghrelin Reseptorleri

G proteinine bagli reseptorler (GPCR’ler) allosterik komplekslerdir; hiicre dis1 uyarilari
algilayrp hiicre ic¢i aktaricilarla farkli baglanma/etkilesim kipleri iizerinden sonug
sinyalleri olugtururlar. Ortaya ¢ikan farkli yanit profilleri “egilimli (biased) sinyal iletimi/
fonksiyonel segicilik” olarak tanimlanir. Bu sinifta yer alan ghrelin reseptorii (GHSR1a),
enerji dengesi bozuldugunda metabolik homeostazin yeniden saglanmasi ve

stirdiiriilmesinde kilit rol oynar (Gross ve ark., 2023).
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GHSR geni, iki ekleme varyanti kodlar: GHSR1a (fonksiyonel) ve GHSR1b (goriiniirde
islevsiz). GHSR1a ghrelin ile aktive olan asil reseptordiir; GHSR1b ise ghrelin veya
sentetik GHS ligandlariyla aktive olmaz ve reseptor olarak islevselligi belirsizdir (Chan
ve ark., 2004). Calismalar, GHSR1b’nin hiicre i¢inde diizgilin tasinamadigmni, niikleusta
biriktigini ve bu nedenle yiiksek olasilikla inaktif oldugunu gostermistir (Smith ve ark.,
2005).

GHSR1a, rodopsin-benzeri sinif A GPCR’dir ve peptit agonisti ghrelin ile peptit
antagonisti/ters agonist LEAP-2’ye kars1 yiiksek 6zgiilliikk/afinite gosterir (Howard ve
ark., 1996). Acil-ghrelin, oktanoil grubunu dogrudan baglanma belirleyicisi olarak
kullanarak nanomolar diizeyde afinitelerle GHSR1a’ya baglanir; buna karsilik des-agil
ghrelin oktanoil grubu olmadigindan reseptére baglanma afinitesi belirgin diistiktiir ve
fizyolojik kosullarda sinyallemeyi baslatamaz (Gauna ve ark., 2007). GHSR1a’nin ayirt
edici 6zelligi yiiksek konstitutif aktivite sergilemesidir. ECL2 bdlgesindeki bazi1 missens
mutasyonlar bu konstitutif aktiviteyi ortadan kaldirir ve insanlarda idiopatik kisa boy ile

anormal viicut agirhigi fenotipleriyle iliskilendirilir (Pantel ve ark., 2006).

Fonksiyonel olarak, GHSR1a aktivasyonu hem saglikli bireylerde hem de diyabetik
gastroparezi hastalarinda mide bosalmasini uyarir (Levin ve ark., 2006). Sentetik bir
GHSR1a agonisti olan relamorelin, tip 1 ve tip 2 diyabet hastalarinda gastric emptying’i
hizlandirir ve GI semptomlar1 azaltir; bu nedenle klinik ilgi gérmektedir (Williams ve
ark., 2003a).

Ekspresyon agisindan GHSR 1a baslangicta hipofiz ve hipotalamusta tanimlanmis, daha
sonra mide ve bagirsaklar dahil gesitli periferik dokularda da gosterilmistir (Kojima M.
ve ark., 2005). Insan ve sican mide/kolonik doku kesitlerinde GHSR1a ve GHSR1b’nin
ndronal hiicre gdvdeleri ve lifleri, ayrica korpus mide bezleri ve mast hiicreleri ile iligkili

hiicrelerde eksprese edildigi bildirilmistir (Dass ve ark., 2003).
2.6 GHSR Antagonistleri

GHSR1a’nin asag1 akis sinyallemesi, baslica G proteinlerinin (Gag, Gos, Gai, Gal12/13)

aktivasyonu ve B-arrestin alimi yoluyla gergeklesmektedir. Ghrelinin istah artirict etkisi
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ozellikle NPY/AgRP noronlar tizerinde, Gos — CAMP — protein kinaz A (PKA) sinyal
yolu araciligiyla iletilmektedir. Buna karsilik, hipofizde baskin olan yolak Gaq —
fosfolipaz C (PLC) — inositol (1,4,5)-trifosfat (IPs) kaskadidir ve bu mekanizma biiyiime
hormonu (GH) salinimmin diizenlenmesinde temel rol oynar (Yin Y. ve ark., 2014).
GHSR1a’nin dikkat cekici 6zelliklerinden biri, ghrelin bulunmadiginda dahi yiiksek
diizeyde konstitutif aktivite gostermesidir. Reseptor, herhangi bir ligand olmadan,
maksimum kapasitesinin yaklasik %50’si kadar bazal aktivite sergiler (Holst ve ark.,
2003). Bu yiiksek bazal sinyal, GHSR1a’nin ghrelin uyarimi olmaksizin da hem GH
sekresyonunu hem de beslenme davranigini siirdiirebilmesini saglamaktadir (Pantel ve
ark., 2006). Bu baglamda, ters agonistler GHSR1a fonksiyonunu baskilamada rekabet¢i
antagonistlerden daha etkili kabul edilmektedir. Ciinkii ters agonistler yalnizca ghrelinin
baglanmasini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda reseptoriin yiiksek bazal aktivitesini de

azaltarak fonksiyonel blokaj saglarlar (Els ve ark., 2010).
2.6.1 Karaciger Kaynakh Antimikrobiyal Peptit 2 (LEAP2)

2018’de Ge ve ark., 168 farkl rekombinant ve stabil GPCR eksprese eden hiicre hattinda
yaptiklar1 genis taramada LEAP-2"nin GHSR1a’nin endojen bir blokeri oldugunu ilk kez
gostermistir (Ge ve ark., 2018). Bunu takiben 2020’de, alanin tarama mutagenezi
kullanilarak LEAP-2-GHSR1a etkilesiminin baglanma bdlgeleri ve anahtar temaslari
haritalanmis ve boylece yeni GHSRI1a antagonistlerinin rasyonel tasarimi igin kritik

yapisal bilgi tabani olusturulmustur (Li H. Z. ve ark., 2020).

LEAP-2’nin islevi ¢ift yonlidiir: (i) ters agonist olarak GHSRIla’nin konstitutif
aktivitesini disiiriir; (i1) rekabet¢i antagonist olarak ghrelin ile ayni baglanma cebini
paylasarak reseptore baglanma i¢in yarisir (M'Kadmi ve ark., 2019). Ters agonist
etkisinde LEAP-2, GHSR1a’y1 inaktif bir konformasyona stabilize ederek bazal sinyali
bastirir (M'Kadmi ve ark., 2019); bu 6zellik, onu sentetik GHSR1a antagonistlerine
kiyasla obezite tedavisi agisindan timit verici bir aday haline getirir. Rekabet¢i antagonizm
boyutunda, LEAP-2 ile ghrelinin baglanma afiniteleri neredeyse esdegerdir (Wang ve
ark., 2019). Mutasyon analizleri, GHSR1a {lizerinde Phe279 kalintisnin hem LEAP-2 hem
de ghrelin i¢in ortak baglanma diigiimii oldugunu ortaya koymustur (Li H. Z. ve ark.,
2020).
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2.6.2 BIM-28163

Tam uzunlukta insan ghrelinine ait bir analog olan BIM-28163, GHS-R1a reseptoriine
baglanmasina karsin reseptorii aktive etmeden etkilesir ve bu nedenle tam antagonistik
etki gosterir. Literatiirde BIM-281631lin, ghrelinin GHS-R1a iizerindeki aktivasyonunu
engelledigi ve in vivo kosullarda ghrelin kaynakli bliylime hormonu (GH) salinimim
baskiladig1 rapor edilmistir. Dikkat c¢ekici bigimde, BIM-28163’lin viicut agirligmi

artirma yoniinde agonist benzeri bir etki sergiledigi bildirilmistir.

BIM-28163’tin GH salinimi {izerindeki etkileri baglaminda, hipotalamustaki mediyal
arkuat ¢ekirdekte ghrelin tarafindan uyarilan Fos proteini immiinreaktivitesini (Fos-IR)
antagonize ettigi gosterilmistir; bu ¢ekirdek, ghrelinin GH salinimini diizenledigi bilinen
temel bir merkezdir. Buna karsilik, besin alimmm norofizyolojik kontroliiyle
iligkilendirilen dorsal mediyal hipotalamusta (DMH) ise hem ghrelinin hem de BIM-

28163’lin agonist etkilerle Fos-IR diizeylerini artirdig1 rapor edilmistir.

Ghrelin ve BIM-28163’iin DMH’de Fos-IR olusturma etkinliklerinin farklilik géstermesi
ve birlikte uygulandiklarinda yalnizca BIM-28163’iin olusturdugu seviyede Fos-IR
gbdzlenmesi, iki molekiilin DMH’de aymi reseptor lizerinden etkili olabilecegine isaret
etmektedir. Bununla birlikte, s6z konusu reseptériin GHS-R1a olmadigma dair bulgular
vardir. Bu durum, ghrelinin kilo alimini artirici etkisinin GHS-R1a disindaki alternatif bir
reseptor aracilifiyla gerceklesebilecegini ve dolayisiyla GHS-R1a’nin obezite tedavisine
yonelik farmakolojik yaklasimlar agisindan her zaman uygun bir hedef olmayabilecegini

diistindiirmektedir (Halem ve ark., 2005).
2.6.31,2,4-Triazol Tiirevleri

1,2,4-triazol iskeleti, G proteinine bagl reseptorlere (GPCR) etki eden molekiillerin
farmakoforlarinda yer alabilen ve bu reseptorler iizerinde agonist ya da antagonist etki

gosterebilen bir yapisal 6ge olarak tanimlanmaktadir. Ghrelin reseptorii lizerindeki
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etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan ¢aligmalarda, GHS-R1a’y1 eksprese edecek
sekilde genetik olarak modifiye edilmis domuz bdbregi kokenli epitel hiicreleri (LLC-
PK1) kullanilmis; farkli triazol tiirevlerinin reseptore baglanma kapasiteleri incelenmistir.
Analizler, yan zincirinde iki karbon atomu bulunan JMV2866 ve IMV2844 bilesiklerinin
ghrelinin reseptore baglanmasini anlamli diizeyde engelledigini gostermistir. Buna ek
olarak, GHS-R1a ekspresyonu yapilan Cin hamsteri over (CHO) hiicrelerinde yiiriitiilen
deneylerde, ghrelin ile uyarilan hiicre i¢i kalsiyum yanitin s6z konusu iki triazol tlirevi
tarafindan etkin bicimde baskilandigi gozlenmistir. Bu bulgular, JMV2866 ve
IMV2844°{in test edilen analoglar arasinda ghrelin antagonisti olarak en yiiksek etkinlige
sahip adaylar oldugunu diistindiirmektedir (Demange ve ark., 2007).

Ayr1 deneysel ¢aligmalarda, IMV2959, JIMV3031 ve JMV3021 bilesiklerinin si¢anlara
akut subkutan uygulanmasinin, hexarelin kaynakli istah artisin1 anlaml 6l¢iide bastirdigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, bu bilesiklerin tek basina verilmesi, biiylime hormonu
(GH) saliniminda bir degisiklik olusturmamistir. Toplu olarak degerlendirildiginde, bu
sonuglar ilgili 1,2,4-triazol tiirevlerinin ghrelin yolaklar1 {izerinden istah mekanizmasini

modiile edebildigini, ancak GH ekseni iizerinde dogrudan bir etkilerinin olmadigini

desteklemektedir (Moulin ve ark., 2007).
2.6.4 [D-Lys-3]-GHRP-6

GHRP-6, metiyonin-enkefalin yapisina benzerligi bulunan ve hem hiicre kiiltiirlerinde
hem de canli organizmalarda biiylime hormonu (GH) salinimini uyardigi gosterilmis

sentetik bir peptit tiirevidir (Bowers ve ark., 1984).

Lateral ventrikiile (i.c.v.) uygulanan GHRP-6’ya verilen GH yanitinin, ayni dozun
sistemik uygulanmasma kiyasla daha yiliksek bulunmasi, biliylime hormonu
sekretagoglarinin  (GHS) hipotalamik diizeyde etkili olduguna dair giiglii kanit
sunmaktadir (Fairhall ve ark., 1995).

Ote yandan, damar yoluyla yapilan akut GHRP-6 uygulamasi, hipotalamus ile hipofiz
arasindaki baglantisi cerrahi olarak kesilmis koyunlarda (HPD; her iki cinsiyette) dahi GH
salinimini tetikleyebilmistir. Bu bulgu, GHRP-6’nin dogrudan hipofiz diizeyinde etkili
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olabildigini gostermektedir. Bununla birlikte, GHRP-6’nin etkinligi, aynt amagla
kullanilan GHRH’ye gore daha disiiktiir: sinirsel biitiinliigli korunmus hayvanlarda yanit
yaklasik bes kat, HPD hayvanlarda ise on bes kat daha zay1f gdzlenmistir. Bu fark, GHRP-
6’nin GHRH f{ireten noronlar iizerinde de uyarici etkiler olusturabilecegini; dolayistyla
etki mekanizmasimin yalnizca hipofizle sinirli kalmayip hipotalamik bileseni de i¢erdigini

diisindiirmektedir (Fletcher ve ark., 1994).

GHRP-6’nin antagonisti olarak kullanilan [D-Lys-3]-GHRP-6"nin merkezi ya da sistemik
uygulanmasmin benzer fizyolojik etkiler olusturdugu bildirilmistir. Farelerde yapilan
calismalarda hem intraperitoneal (ip) hem de intraseberoventrikiiler (i.c.v.) enjeksiyonla
verilen [D-Lys-3]-GHRP-6, doza bagiml bicimde anlamli istah azalmasina yol agmustir.
Ayrica ip yolla uygulanan ghrelinin olusturdugu istah artis1, merkezi [D-Lys-3]-GHRP-6
enjeksiyonu ile belirgin bigimde baskilanmustir (Asakawa ve ark., 2003).

2.7 Ghrelinin Fizyolojik Islevleri

Ghrelin ¢ok genis bir biyolojik etki yelpazesine sahiptir ve hem metabolik—
gastrointestinal siirecleri hem de kardiyovaskiiler, iskelet, sinir ve bagisiklik sistemlerine
ait islevleri modiile eder. Temel etkiler Ozetle soyledir: besin alimi ve enerji
metabolizmasimin diizenlenmesi; mide asidi sekresyonu, gastrointestinal motilite ve
pankreastan protein saliniminin uyarilmasi (Kojima M. ve ark., 1999a), kardiyovaskiiler
fonksiyonlarm modiilasyonu (Zhang G. ve ark., 2010), osteoblast proliferasyonu ve kemik
olusumunun tesviki (Fukushima ve ark., 2005), nérogenez (Li E. ve ark., 2013) ve
miyogenez (Zhang W. ve ark., 2007), 6grenme ve hafiza siireglerinin desteklenmesi
(Diano ve ark., 2006), timus gelisimi (timopoez) (Dixit ve ark., 2007), uyku-uyaniklik
ritminin diizenlenmesi (Szentirmai ve ark., 2007), yaslanma siireci (Andrews ve ark.,
2009), ve norodejeneratif hastaliklarda (6rnegin Parkinson hastalig1) néroprotektif etkiler

(Moon ve ark., 2009).
2.7.1 Biiyiime Hormonu Salinim

Ghrelin tanimlandiktan sonra yapilan ¢aligmalar, bu peptitin 6zellikle hipofiz bezindeki

somatotrof hiicrelerden biiylime hormonu (GH) salinimini uyardigmi gostermistir. Ayrica,
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hipotalamusun da bu siirecte rol oynadig1 diisiiniilmektedir; nitekim hipotalamus hasar1

bulunan bireylerde GH diizeylerinde belirgin azalma saptanmustir (Popovic ve ark., 2003).

Ghrelin ve GH sekretagoglariyla yapilan deneysel arastirmalar, GH saliniminda anlamli
ve tekrarlanabilir bir artis oldugunu ortaya koymustur (van der Lely ve ark., 2004).
Nitekim ghrelinin pulsatil salinimi, ¢apraz yakinsama entropisi (X-ApEn) analiziyle
incelendiginde, gece boyunca aglik doneminde ghrelin ile GH salinimlar1 arasinda es
zamanl bir diizenlilik gézlenmistir (Koutkia ve ark., 2004). Benzer sekilde, saglikli ve
anoreksiya tanili adolesanlarda yapilan dekonvoliisyon analizleri, aclik ghrelin diizeyinin
bazal GH salinimi ile GH pulslarinin sikligmin bagimsiz bir belirleyicisi oldugunu
gostermistir (Misra ve ark., 2005). Sekiz saglikli geng erkekte yiiriitiilen bir ¢alismada ise
GH atimlarinin genligi ile bu atimlardan once ve atim sirasinda Slgiilen ortalama agil-
ghrelin diizeyi arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur. Bu sonuclar, tokluk
kosullarinda acil-ghrelinin GH salimminda pozitif bir diizenleyici rol {istlendigini

diistindiirmektedir (Nass ve ark., 2008).

Genetik ¢alismalar da ghrelinin GH salinimindaki 6nemini desteklemektedir. GHSR geni
silinmis farelerde IGF-I diizeyleri yabanil tipe gére daha diisiik bulunmustur (Sun ve ark.,
2004). Benzer sekilde, ghrelin geni silinmis farclerde de IGF-I diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla diisiik olma egiliminde oldugu rapor edilmistir (Sun ve ark., 2003).
Ayrica, GHSR antagonistinin uygulanmasi1 kemirgenlerde GH atimlarmin genligini

azaltmaktadir (Zizzari ve ark., 2005).

Ghrelinin GH salinimini uyarmasi birden fazla mekanizma ile gergeklesir: dogrudan
hipofizdeki somatotrof hiicreler iizerindeki etkisiyle (Picha ve ark., 2009), GHRH ile
sinerjistik etkilesimiyle (Leal-Cerro ve ark., 1995) ve vagal afferentlerin uyarilmasi
yoluyla (Date Y., 2012). Ayrica, yiiksek dozlarda uygulandiginda ghrelin, insanlarda

prolaktin, kortikotropin ve kortizol salinimini da uyarabilmektedir (Coiro ve ark., 2011).
2.7.2 Oreksijenik Etki

Ghrelin diizeylerinin yemek Oncesinde ylikselmesi ve yemek sonrasinda diismesi, bu

hormonun 06giin baslatilmasinda rol oynayan bir “aglik hormonu” olduguna isaret
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etmektedir. Ghrelin, kisa vadede besin alimimi diizenlerken, uzun vadede yag kullanimini
azaltarak viicut agirliginin korunmasina katki saglamaktadir (Castaneda ve ark., 2010).
Ghrelinin istah artirict etkisinin GHSR 1a araciligtyla gerceklestigi, bu reseptoriin genetik
olarak silindigi farelerde oreksijenik etkinin ortadan kalkmasiyla gosterilmistir (Sun ve
ark., 2004). GHSR1a’nin hipotalamusta, 6zellikle enerji dengesi ve beslenme kontroliinde
gorevli noronlarda yliksek diizeyde eksprese edilmesi bu mekanizmayi1 desteklemektedir

(Cowley ve ark., 2003).

Hipotalamik arcuate ¢gekirdekte (ARC), ghrelin noronlar1 NPY ve AgRP eksprese eden
noronlara eferent projeksiyonlarla baglanmakta ve bu oreksijenik peptitlerin salinimini
uyarmaktadir. Ayn1 zamanda ghrelin, POMC néronlarinin atesleme frekansini inhibe
ederek leptin etkisine karsi fonksiyonel bir antagonizma olusturur. Bu inhibisyonun,
POMC noronlarina yonelik spontan GABA salmim sikligini artirarak gerceklestigi
bildirilmistir. Ilging olarak, bu siirecte POMC mRNA ekspresyonu degismemekte,
ghrelinin etkisinin esas olarak fonksiyonel modiilasyon diizeyinde oldugu anlagilmaktadir.
Ayrica ghrelinin, MCH ve prepro-oreksin (OX) mRNA diizeylerinde bir degisiklik
olusturmamasi, etkisinin 6zellikle AgRP/NPY noronlar1 iizerinden gerceklestigini
dogrulamaktadir. Daha yakin tarihli caligmalar, ghrelinin oreksijenik etkisinde AMP ile
aktive edilen protein kinaz (AMPK) yolunun merkezi rol oynadigini géstermektedir (Kola
ve ark., 2008).

Periferik diizeyde, sicanlarda vagal afferent néronlarda ghrelin reseptorlerinin bulunmasi,
mide kaynakli ghrelin sinyallerinin beyne vagus siniri aracilifiyla iletilebilecegini
diisindiirmektedir (Date Y., 2012). Bununla birlikte, siganlarda periferik ghrelin
enjeksiyonu sonrasi istah artis1 i¢in vagal afferentlerin kesilmesinin gerekli olmadigi
bildirilmistir (Arnold ve ark., 2006). Benzer sekilde, insanlarda vagotomi ile birlikte
yapilan gastrektomiye ragmen ghrelin tedavisi istah artisimna yol agmustir (Adachi ve ark.,
2010). Bu sonuglar, ghrelinin oreksijenik etkisinin vagus sinirine bagimli olmadigini ve

merkezi sinir sistemi diizeyinde dogrudan etkiler gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
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2.7.3 Motilite Uzerine Etkisi

Kojima ve Kangawa tarafindan ghrelin kesfedildikten kisa siire sonra, bagka bir arastirma
grubu bu peptiti “motilinle iligkili peptit” olarak adlandirmis ve bu isimlendirme motilin
ile yapisal benzerligine dayandirilmistir. Motilin, mide bosalmasi iizerinde etkili olan ve
gb¢ eden motor kompleksin (MMC) diizenlenmesinde gorev alan bagirsak hormonudur
(Tomasetto ve ark., 2000; De Smet ve ark., 2009). Ancak bu gruplar ghrelinin biyolojik
aktivitesi i¢in kritik olan oktanoilasyon siirecine deginmemistir. Kisa siire i¢inde ghrelinin
motilinin gastrointestinal motilite lizerindeki etkilerini taklit edebilecegi ileri siiriilmiistiir.
Saglikli bireylere intravendz ghrelin uygulanmasi, aclik durumunda MMC’yi uyarmuis,
gastrik akomodasyonu baskilamis ve postprandiyal donemde mide bosalmasini
hizlandirmistir (Levin ve ark., 2006; Tack ve ark., 2006; Ang ve ark., 2009). Genetik
diizeyde incelendiginde, GHRL ile MLNin ortak bir atasal genden tiiredigi ve ayn1 peptit
ailesine ait oldugu goriilmektedir (Hara ve ark., 2018). Ayrica GHSRla ile MLN
reseptoriiniin (MLN-R) amino asit dizilerinde %52, transmembran bolgelerinde ise %86
benzerlik bulunur (Asakawa ve ark., 2001; Peeters, 2005). MLN yalnizca memelilerde GI
motiliteyi diizenlerken, ghrelin hem memeli hem de memeli olmayan omurgalilarda
gastrointestinal fonksiyonlar1 diizenler. Sican ve fareler dogal olarak MLN sisteminden
yoksundur (He ve ark., 2010); bunun yerine ghrelin sistemiyle motilite kontroliinii
saglarlar (Kojima M. ve ark., 1999a; Kojima M. ve ark., 2005).

Ghrelin, hem in vivo hem in vitro kosullarda mide bosalmasini artirarak gastrointestinal
motiliteyi diizenler (Fujino ve ark., 2003; Fukuda ve ark., 2004; Kitazawa ve ark., 2005).
Bu etki, enterik sinir yollarinin ve kapsaisin-duyarl vagal afferent néronlarin dogrudan
uyarilmasi ile baslar ve parasempatik kolinerjik efferentlerin aktivasyonu ile devam eder
(Fujino ve ark., 2003; Fukuda ve ark., 2004). GHSRla diiz kaslarda eksprese
edilmediginden (Dass ve ark., 2003) ve izole edilip uyarilmamis mide kas seritleri ghreline
yanit vermediginden (Kitazawa ve ark., 2005), ghrelinin etkilerinin dogrudan diiz kaslar
araciligiyla degil, motilinden farkli olarak néral mekanizmalar lizerinden gergeklestigi

anlagilmaktadir.

Rodentlerde, midede 15-20 dakikalik araliklarla interdigestive migrating complex (IMC)-
benzeri aktivite gozlenmistir (Fujino ve ark., 2003; Ariga H. ve ark., 2007; Zheng ve ark.,
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2009). Ghrelin bu aktivitenin sikligini artirirken, GHSR 1a antagonisti [D-Lys3]-GHRP-6
bu aktiviteyi azaltmaktadir (Ariga H. ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2009). Bu bulgular,
ghrelinin si¢an ve farelerde MLN’in yoklugunu telafi ederek IMC’nin diizenlenmesinde

gorev aldigimi gostermektedir.

Mide motilitesinin 6tesinde ghrelinin kolonik motiliteyi de diizenledigi ortaya konmustur.
Lumbosakral omurilikteki defekasyon kontrol merkezine uygulanan ghrelin ve
agonistleri, pelvik sinirler araciligiyla diskilamay1 uyarir (Shimizu ve ark., 2006). Buna
karsin, intravendz ghrelin digskilama yanit1 olusturmazken, kan-beyin bariyerini gecebilen
merkezi etkili bir agonist olan GSK894281 digkilamay1 uyarmistir (Shafton ve ark., 2009).
Lumbosakral defekasyon merkezinde ghreline duyarli noronlarin bulunmasi, ghrelinin
kolon motilitesi tizerinde merkezi diizeyde diizenleyici rol oynadigini gostermektedir
(Naitou ve ark., 2015). Bu nedenle, rodentlerde GHRL hem mide hem de kolon

motilitesini diizenleyen bir gastrointestinal motilite faktoriidiir.

Kopeklerde ghrelinin etkileri farklilik gosterebilse de, insan c¢aligmalarinda mide
motilitesini uyardig1 ve mide bosalmasini hizlandirdig1 belirlenmistir (van der Lely ve
ark., 2004; Levin ve ark., 2006; Tack ve ark., 2006; Sallam ve ark., 2010). Bu nedenle,
ghrelinin gecikmis mide bosalmasi veya postoperatif ileus gibi gastrointestinal motilite
bozukluklarinin tedavisinde farmakolojik bir hedef olabilecegi One siirlilmiistiir

(Greenwood-Van Meerveld ve ark., 2011).
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Sekil 2.2. Ghrelinin salinmasi ve motiliteye etkisi (Zahid ve ark., 2023). GHSR: Biiyiime hormonu

salgilatici reseptor. Bu sekil BioRender kullanilarak hazirlanmigtir.

Aclik doneminde IMC diizenlenmesine dair olarak, intravenz ghrelinin faz-1 sessiz
donemde prematiir faz-III mide aktivitesini uyardigir gosterilmistir. Bu etki, MLN
salmimmindan bagimsiz ger¢eklesmis ve mide tonusunda uzun siireli artigla birlikte
gozlenmistir (Tack ve ark., 2006). Bununla birlikte, plazma ghrelin diizeyleri IMC
dongiisii boyunca MLN gibi diizenli dalgalanma gostermemekte ve dalgalanma
biiyiikliigiic MLN’e kiyasla daha diisiik kalmaktadir (Deloose ve ark., 2015). Ayrica,
prematiir IMC’ye neden olan ghrelin konsantrasyonlarinin fizyolojik seviyelerin oldukca
iizerinde olmasi, ghrelinin farmakolojik dozlarda faz-III benzeri kasilmalari
baglatabildigini; ancak insanlarda fizyolojik IMC’nin asil diizenleyicisinin motilin

oldugunu gostermektedir (Deloose ve ark., 2015).

2.7.4 Otonom Sinir Sistemi Uzerine EtKisi

Otonom sinir sistemi, ghrelin saliniminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Ozellikle vagus sinirinin uyarilmasi, mide mukozasindaki ghrelin {ireten hiicreleri
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dogrudan etkileyerek ghrelin salgisini artirabilmektedir. Hem siganlarda hem de
insanlarda yapilan deneylerde, muskarinik agonistlerin uygulanmasinin ghrelin
diizeylerini yiikselttigi, buna karsilik muskarinik antagonistlerin uygulanmasinin ghrelin
diizeylerini azalttig1 gosterilmistir (Sugino ve ark., 2003; Matsubara ve ark., 2004). Bu
etkinin, enterik sinir sistemi tarafindan kontrol edilen ghrelin iireten hiicreler tizerinde

dogrudan ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (Yin X. ve ark., 2009).

Sempatik sinir sistemi de ghrelin regiilasyonunda rol oynar. Plazma agil-ghrelin diizeyi,
alfa-adrenerjik antagonistlerin ve beta-adrenerjik agonistlerin uygulanmasiyla
artmaktadir. Bu bulgular, adrenerjik ajanlarin ghrelin salgilayan hiicrelerdeki f1
adrenerjik reseptorler araciligiyla dogrudan etki gosterdigini ortaya koymustur (Zhao ve
ark., 2010).

Klinik ve deneysel gozlemler ayrica vagotomi sonrasi ghrelin saliniminm iki yonlii bir
diizenlenme gecirdigini ortaya koymaktadir. Kisa vadede vagotomi mide ghrelin
sekresyonunu baskilarken, uzun vadede bu salgmin yeniden aktive oldugu bildirilmistir.
Bu durum, ghrelin sekresyonunun enterik sinir sistemini kontrol eden kolinerjik ve
adrenerjik tonlar arasindaki denge tarafindan modiile edildigini gostermektedir (Broglio

ve ark., 2004b; Hosoda ve ark., 2008).
2.8 Beslenmenin Bilissel Kontrolii

Beslenme davranisi, dogrudan ve dolayli mekanizmalarla kontrol edilmektedir. Dogrudan
kontrol, &giin sirasinda besinlerin birikimiyle birlikte gastrointestinal (GI) peptitlerin
salinmas1 yoluyla gerceklesir. Bu 6gline baglh geribildirim mekanizmalarinin toplam
sonucu, tokluk sinyallerinin devreye girmesi ve besin aliminin azaltilmasidir. Bu noktada
ozellikle arka beyin, GI sistemden gelen afferent sinyaller ile merkezi sinir sisteminden
(MSS) gelen efferent girdileri biitiinlestiren kritik bir merkez olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Bray, 2000; Schwartz ve ark., 2000; Moran, 2004; Begg ve ark., 2013).

Buna karsilik, dolayli kontrol, 6giin beklentisinin ve baslatilmasmnin 6n beyin ve
hipotalamik bolgelerin aktivasyonu yoluyla saglandig1 bir mekanizmadir. Dolayli kontrol

yollari, enerji rezervleri dolmus olsa bile, arka beyindeki tokluk sinyallerini baskilayarak
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beslenmenin devam etmesine imkan taniyabilir. Ayrica, bu mekanizmalar cevresel
ipuclar1 (Balleine, 2005; Petrovich, 2011; Johnson, 2013; Yu Y. H. ve ark., 2015) veya
metabolik durum hakkinda bilgi veren sinyaller tarafindan tetiklenebilir (Davidson ve
ark., 1993; Davidson ve ark., 2009).

Ogiin beklentisi, yiyecek ile iliskilendirilmis gevresel ipuglarinm hafizada pekismesi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu ipuclari, planlanmig Ogiinlerin Ongoriisiinii artirarak 0giin
boyutlarinin genislemesine ve dolayisiyla viicut agirhginda artisa yol agabilir (Woods,
1991). Dolayli kontrol mekanizmalarmin kalic1 hale gelmesi, merkezi sinir sisteminde
uyumsuz (maladaptif) degisikliklere sebep olur ve besin alimmnin homeostatik diizenini
zayiflatir. Bunun sonucunda, asir1 kilo alimi ve obezite gelisimi goriilebilir (Gormally ve

ark., 1982; Gearhardt ve ark., 2012).

2.9 Achk

Aclik, Spesifik aglik ve Genel aglik olarak ikiye ayrilmistir (Stevenson R. J., 2024).
2.9.1 Spesifik A¢chk

Spesifik aglik kavrammin teorik kokeni, cagrisimli 6grenmenin Onciilerinden Ivan
Pavlov’un calismalarina dayandirilmistir. Pavlov, kdpeklerin yiyecegin gelisini haber
veren ipuclar1 (6rnegin bir ¢an sesi) ortaya ¢iktiginda salya salgilamaya basladiklarini
gozlemlemis ve bu bulgu, beslenme davraniginda 6grenilmis ipuglarinin 6nemine isaret
etmistir (Cannon ve ark., 1912). Mayer de Pavlovcu 6grenmenin, lezzetli yiyeceklerin
ipuclar1 ile bu yiyeceklerin kendileri arasinda baglant1 kurulmasinda temel rol oynadigini
vurgulamustir (Mayer, 1953). Spesifik aglik en gii¢lii haliyle aserme (craving) olarak
tanimlanir ve belirli bir yiyecege yoneliktir. Bu aglik, s6z konusu yiyecekle iligkili bir
ipucuyla karsilasildiginda tetiklenir. Ipuglar1 yiyecegin goriintiisii, adinin duyulmasi veya
yazili olarak goriilmesi ya da kokusunun alinmasi olabilir (Bilman ve ark., 2017). Boyle
bir ipucuyla karsilasildiginda, kiside o yiyecegi tiikettigine dair bir an1 zihninde yeniden
canlanir. Bu zihinsel siiregler; episodik bellek, zihinsel simiilasyon ve zihinsel imgeleme
olarak farkli kavramlarla tanimlansa da, 6ziinde benzer islevleri ifade eder (Lowe ve ark.,

2007; Papies ve ark., 2020; Stevenson Richard J. ve ark., 2024). Bu siire¢ farkl
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kavramlarla tanimlansa da 6ziinde ayni islevi ifade eder: episodik bellek (ge¢mis olaymn
yeniden yagsanmasi hissi) (Tulving, 2002) , zihinsel simiilasyon (6zgiin deneyim sirasinda
etkinlesen beyin bolgelerinin yeniden aktive olmasi) (Papies ve ark., 2020), ve zihinsel
imgeleme (beynin duyusal sistemlerini kullanarak algisal deneyimin yeniden yaratilmasi)

(Tiggemann ve ark., 2005).

Bellek c¢agirma, imgeleme veya simiilasyon siireclerindeki bozulmalar, spesifik aclik
hissini zayiflatabilmekte ya da ortadan kaldirabilmektedir. Bu yaklagim, 6zellikle yiiksek
enerjili ve islenmis gidalara yonelik asermelerin yonetiminde potansiyel bir strateji olarak
arastirilmistir (Kemps ve ark., 2007; Schulte ve ark., 2015). Lezzetli yiyecek gorselleri
sunuldugunda yalnizca medial temporal lob (MTL) degil, ayn1 zamanda 6diil sistemiyle
iliskili beyin bolgeleri de aktive olmaktadir (van der Laan ve ark., 2011). Bu bulgular,
spesifik a¢ligm yalnizca biligsel degil ayn1 zamanda duygusal agidan giiglii bir deneyim
oldugunu géstermektedir (Pelchat ve ark., 2004).

2.9.2 Genel A¢chk

Genel aglik kavramlari, biiylik 6l¢iide enerji agiginin yemek yeme arzusuna yol actigini
varsayan modeller iizerine insa edilmistir (Kissileff ve ark., 1982; Rogers ve ark., 2016).
Bu modellere gore enerji homeostazindan sapmalar psikolojik sonucglar dogurur ve
bunlardan biri de aglik hissidir. Viicudun her hiicresinin yeterli enerji almasini saglayan
son derece verimli ve diizenli bir metabolik sisteme sahip oldugu, bu sistemin ise sik1 bir
homeostatik kontrol altinda ¢alistig1 bilinmektedir (Yu S. B. ve ark., 2018; Tu-Sekine ve
ark., 2022).

Enerji depolar1 incelendiginde, karbonhidrat rezervlerinin smirh kapasiteye sahip oldugu
ve yaklasik bir giinliik enerji saglayabildigi goriilmektedir. Buna karsin, viicutta 6zellikle
yag dokusu seklinde, haftalarca (4—6 hafta) yetecek enerji rezervi bulunmaktadir. Belirli
bir miktar protein deposu da enerji kaynagi olarak kullanilabilir. Bu nedenle giinliik
yasamda “enerji tiikkenmesi” olagan bir durum degildir ve enerji eksikligi, her giin

karsilagilan bir sorun olmaktan uzaktir (Rogers ve ark., 2016).
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Evrimsel acidan degerlendirildiginde, yiyecek mevcutken onu tiiketmek avantaj
saglamigtir; ancak bu avantaj yalnizca metabolik veya fizyolojik bir maliyet
yaratmadigimda gegerlidir. Asir1 besin alimi sindirim kapasitesini zorlayabilir, mide ve
bagirsakta yapisal hasara yol agabilir veya biiylik bir 6giin sonrasi hareket kabiliyetini
diisiirerek bireyi yirticilara karsi savunmasiz birakabilir. Bu ¢ercevede, mide ve
bagirsaklarin doluluk/bosluk durumu, kisa vadede agligin diizenlenmesinde, enerji
seviyelerinden veya uzun donemli rezervlerden daha belirleyici bir faktor olarak 6ne

¢cikmaktadir (Assanand ve ark., 2006; Liu ve ark., 2018).
2.10 A¢hg Kontrol Eden Sinir Devreleri

Hem preklinik hem de klinik calismalar, beslenme davranisinin biligsel kontroliinde
merkezi sinir sistemi (MSS) c¢ekirdeklerinin genis bir dagilimini ortaya koymustur.
Preklinik diizeyde, smirl erisimli beslenme programlari (Restricted Feeding Schedules,
RFS) kemirgenlerde planlanan 6giinleri 6ngérme davranisini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu
durum, 6giin verilmeden hemen 6nce artan lokomotor aktiviteyle anlagilmaktadir (Poulin
ve ark., 2008). RFS uygulanan hayvanlar baslangigta kilo kaybetseler de zamanla 6giin
dagitimin1 6ngérmeyi 6grenir ve kisa stirede yliksek kalorili alim gergeklestirerek kilo
kazanirlar. Bu 6grenilmis yanit, “besine ayarlanabilir osilasyon” (Food Entrainable
Oscillation, FEO) olarak adlandirilir ve hipokampus (Hp), medial prefrontal korteks
(mPFC), nucleus accumbens (NAc), ventral tegmental alan (VTA), arkuat nukleus (Arc)

ve dorsomedial hipotalamus (DMH) aktivasyonu ile iliskilidir (Poulin ve ark., 2008).

Cok sayida lezyon ¢alismasi, FEO’nun tek bir beyin bolgesi tarafindan kontrol
edilmedigini, farkli bolgeler arasinda dagitilmis bir ag yapismin islev gordiigiini
gostermistir. Bununla birlikte, siirlama uygulanmamis (Non-Restricted, NR) sicanlarda
lezzetli besinlere sinirl erisim (Restricted Palatable Meals, RPM) saglandiginda mPFC,
VTA, NAc ve Arc bolgelerinde aktivasyon gozlemlenmektedir. Dikkat ¢ekici bir bulgu,
bu sinirsel aktivasyonun hayvanlar arttk RPM protokoliinde tutulmasalar bile devam
etmesidir. Bu durum, beyin 6diil devrelerinin hedonik besin aliminda bir zaman tutma

islevi iistlenebilecegini diisiindiirmektedir (Blancas ve ark., 2014).
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Klinik goriintiileme ¢alismalar1 da benzer sekilde, kisitlamaya tabi tutulmamis bireylerde
lezzetli yiyecek ipuglarmim gdrsel sunumunun frontal korteks, amigdala (AMG), striatum
ve orta beyin gibi 6n beyin bolgelerinde aktivasyon olusturdugunu gostermektedir (Grill
ve ark., 2007; Stice ve ark., 2008; Siep ve ark., 2009). Ayrica, yiyecek ipuglar1 tok
bireylerde dahi beslenmeyi tesvik edebilmekte ve bu siirecte 6n beyin aglarini aktive
etmektedir (Petrovich ve ark., 2005; Petrovich, 2011). Deneysel bulgular, frontal korteksin
veya amigdalanim inaktivasyonu ya da amigdalanin lateral hipotalamustan (LH) islevsel
olarak ayrilmasi durumunda, tok hayvanlarda yiyecek ipuclarinin beslenmeyi tetikleyici
etkisinin azaldigin1 gdstermektedir (Petrovich ve ark., 2005). Ote yandan, frontal
korteksin farmakolojik aktivasyonu, lezzetli yiyeceklerin asir1 (tikinircasina) tiiketimini
tetiklemekte ve bu etki LH’deki noronal aktivasyon artigiyla korelasyon gostermektedir

(Mena ve ark., 2013; Blasio ve ark., 2014).

2.11 Ghrelin ve Beslenmenin Bilissel Kontrolii

Dolasimdaki ghrelinin baskin kaynagi, mide mukozasindaki X/A-benzeri oksintik
hiicrelerdir (Toshinai ve ark., 2001; Muller ve ark., 2015). Ghrelin bu hiicrelerde
sentezlenip salindiktan sonra pasif difiizyonla merkezi sinir sistemine (MSS) tasinir
(Banks ve ark., 2002). Ghrelinin disaridan uygulanmasi hem insanlarda hem de
kemirgenlerde yiyecek alimini, viicut agirhigmni ve istahi artirmaktadir (Tschop ve ark.,
2000; Nakazato ve ark., 2001; Wren ve ark., 2001). Bu etki, periferik ve MSS’de bulunan
ghrelin reseptorii GHSR-1a aracihigiyla gergeklesmektedir (Muller ve ark., 2015).
Ozellikle ventral tegmental alan (VTA), ghrelinin yiyecek arama davranisi ve lezzetli
besinlerin alimin1 uyarmada kritik bir hedeftir (Dickson ve ark., 2011; Skibicka ve ark.,
2012; Skibicka ve ark., 2013). Ghrelinin GHSR-1a iizerinde tam aktivite gosterebilmesi

i¢in ise ti¢lincii serin kalintis1 tizerinde asilasyon islemi gereklidir (Kirchner ve ark., 2009).

Fonksiyonel goriintiileme g¢alismalarinda, tok bireylere ghrelin uygulandiginda istaha
iliskin 6znel puanlamalarin arttig1 ve bu durumun medial prefrontal korteks (mPFC),
amigdala (AMG) ve striatumda artan noral aktiviteyle iliskili oldugu gosterilmistir (Malik
ve ark., 2008). Ilging bir bulgu olarak, ghrelin diizeyleri hem insanlarda hem de
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kemirgenlerde planli 6giinlerden hemen 6nce zirve yapmakta ve bu 6zellik ghrelinin bir
“Ongoriicii sinyal” rolii iistlendigini diisiindiirmektedir (Drazen ve ark., 2006; Frecka ve
ark., 2008). Gastrointestinal sistemden salman ghrelin hipokampusa ulasarak hafiza
pekistirilmesinde gorev alir (Diano ve ark., 2006; Davidson ve ark., 2009). Hipokampusa
dogrudan uygulanan ghrelin, ipucglarina dayali beslenme davranisini baslatmaktadir
(Kanoski ve ark., 2013). Bu siireg, lateral hipotalamus (LH) noronlarinin aktivasyonu ile
gerceklesmektedir (Hsu ve ark., 2015). Bu bulgular birlikte ele alindiginda, periferik
ghrelinin ipuclarina dayali beslenmeyi tetiklemek icin bilissel beyin bolgelerini hedef
aldigmi ve bu etkinin sonugta yiyecek alimimi artirmak icin homeostatik kontrol

merkezleriyle iletisim gerektirdigini gostermektedir.

Hayvan modellerinde de benzer sekilde, kisitlanmamis siganlarda cikolataya
sartlandirilmis maruziyet veya sinirli beslenme programi sonrasinda yemek beklentisi,
mPFC ve LH’de artan néronal aktiviteyle iliskilidir (Choi ve ark., 2010). Bu noéronal
aktivite, sartlandirilmis ghrelin salinimiyla zamansal bir paralellik gostermektedir (Drazen
ve ark., 2006). Yiiksek yagh diyete (HFD) sartlandirilmis beklenti, davranigsal beklenti
artisina, ghrelin diizeylerinde yilikselmeye ve asirt HFD tiiketimine yol agmaktadir. Daha
da 6nemlisi, periferik ghrelin saliniminin farmakolojik blokaj1 bu asir1 yemeyi azaltmistir;
bu da yemek Oncesinde sartlandirilmis ghrelin salinnminin asir1 yeme davranisini
giiclendirebilecegini gostermektedir (Sirohi ve ark., 2017). Insanlarda yapilan ¢alismalar,
Ozellikle obez bireylerde yemek Oncesinde belirgin sartlandirilmis ghrelin saliimi
oldugunu ve bu artisin O08ilin sonrasi1 baskilanmayla birlikte asir1 yeme davranisini

stirdiirebilecegini ortaya koymustur (Frecka ve ark., 2008).

Tim bu veriler, sartlandirilmis ghrelin salinimmin kalori gereksinimi olmasa bile
beslenmeyi baglatabilecek giiclii bir siire¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Nitekim, GHSR
sinyallemesinin merkezi blokaji, kisitlanmamis sicanlarda ¢ikolataya yonelik davranigsal
beklentiyi zayiflatmistir (Merkestein ve ark., 2012). Ayrica, GHSR’nin genetik olarak
silinmesi, kalori kisitlamali farelerde besin beklenti davranislarini1 ve mekansal 6grenmeyi
bozmus, bu da 6grenme siireglerindeki aksakliklarm besin beklentisiyle iliskili tepkileri

zayiflatabilecegini diisiindiirmistiir (Davis ve ark., 2011). Bu veri biitiinii, kalori ihtiyac1
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olmaksizin beslenme davranisini baslatan biligsel siireclerin temel tetikleyicisi olarak

sartlandirilmig ghrelin saliniminin altini ¢izmektedir.
2.12 Arahkh Ac¢hk

Aralikli aglik (AA), uzun siireli aclik donemlerinin yer aldig1 ¢esitli beslenme
protokollerini kapsayan genis bir iist terimdir. Bu tanimin i¢inde, 6rnegin giin asirt orug
(alternate-day fasting, ADF) gibi uygulamalar bulunur; bu yontemde kisi giin asir1 orug
tutar ya da haftada 1-2 giin orug¢ uygular, kalan giinlerde ise ad libitum (sinirsiz) beslenir.
AA bashg altindaki zaman temelli bir bagka alt grup ise zaman kisitli beslenme (time-
restricted feeding, TRF) olarak adlandirilir. TRF, belirli bir zaman araliginda enerji
alimmimn sinirlandirilmasi (su alimina izin verilerek) seklinde tanimlanir (Paoli ve ark.,
2019). TRF uygulamalar1 bireye ve protokole gore degiskenlik gostermekle birlikte,
siklikla 12-21 saatlik aclik periyotlarini, ardindan 3-12 saatlik ad libitum beslenme

pencerelerini igerir (Anton ve ark., 2018).
2.13 Arahikh Achk ve Ghrelin

Ghrelin, yemeklerden 6nce salgilanir ve dolasimdaki konsantrasyonu yemek baslamadan
hemen Once zirveye ulasir; yemek tiiketiminden sonraki 1 saat icinde ise diislis gosterir
(Cummings ve ark., 2001). Ghrelinin dolasimdaki konsantrasyonu, insanlarda ve
kemirgenlerde sirkadiyen ritme gore degisir ve bu degisim, uyku sirasinda ghrelin
salgisinin baskilanmasina bagli olarak 6giinlerden bagimsiz bi¢cimde gergeklesir (Spiegel
ve ark., 2011). Ayrica ghrelin seviyesi aclik sirasinda artar; yeniden beslenme ise plazma

ghrelin diizeylerini azaltir (Ariyasu ve ark., 2001).

TRF (zaman kisith beslenme) diyetinin ghrelin konsantrasyonlarini diizenleme kapasitesi
heniiz net degildir. Bazi galigmalar, izokalorik TRF rejimlerinin (4—8 hafta) ardindan aglik
ghrelin diizeylerinde anlamli fark olmadigini bildirmistir (Alzoghaibi ve ark., 2014;
Sutton ve ark., 2018; Zouhal ve ark., 2020); bu sonug, kilo kaybi eslik etsin ya da etmesin
degismemektedir. Ote yandan, bazi calismalar, TRF uygulamalarimm baslangig
Ol¢climlerine kiyasla 4-30 giin i¢inde aglik ghrelin diizeylerinde anlamli azalmalar

gosterdigini rapor etmistir (Ravussin ve ark., 2019; Al-Rawi ve ark., 2020), bu bulgu da
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kilo kayb1 olsun ya da olmasin gegerlidir. Hutchison ve arkadaslari, fazla kilolu/obez
yetigkinlerde sabah erken TRF (08:00—17:00) ile 6gleden sonra TRF (12:00-21:00)
uygulamalarmi 7 giin karsilastirmis; sonugta sabah TRF grubunda aglik ghrelin diizeyleri
daha diistik, buna karsilik tokluk sonrasi ghrelin egrisi altinda kalan alan (1IAUC) 6gleden
sonra TRF grubunda daha diisiik bulunmustur; bu da yeme penceresinin zamanlamasinin
ghrelin  diizeylerinin  giinlik degisim ritmini etkilemede rolii olabilecegini

diisiindiirmektedir (Hutchison ve ark., 2019).

Deneysel hayvan ¢alismalarinda, giinliik 4 saatlik beslenme igceren ve 14 giin siiren aralikli
aclik (AA) modeli plazma ghrelin diizeylerinde belirgin artisa yol agmistir (Crowley ve
ark., 2005). AA uygulanan hayvanlarda ghrelin diizeyleri, belirlenen beslenme saatinden
yaklagik 2 saat Once yiikselmeye baslayip yemek saatine 30 dakika kala en yiiksek
seviyeye ulasmustir (Drazen ve ark., 2006). Benzer sekilde, Ariga ve arkadaslar1 siganlara
yalnizca 12:00-16:00 saatleri arasinda besin vermis ve rejimi 14 giin siirdiirmiistiir.
Sonuglar, bu smnirli zaman penceresinde beslenen hayvanlarda toplam yiyecek alim ile
viicut agirliginda anlamli azalmalar oldugunu; buna ek olarak plazma ghrelin diizeylerinin
de protokoliin ilk giiniine kiyasla belirgin sekilde arttigini gostermistir (Ariga H. ve ark.,
2008b).

2.14 Hipotez

Bu caligmanin amaci, kronik aralikli ac¢lik (AA) ile indiiklenen endojen ghrelinin
gastrointestinal motor fonksiyonlara etkisini incelemek ve bu etkinin enterik sinir
sisteminde (fundus ve ileum) GHSR-aracili kolinerjik/nitrerjik mekanizmalar yoluyla

gerceklesip gergeklesmedigini agiga ¢ikarmaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calisma, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
onay1 ile gergeklestirilmistir. Arastirmada, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilen eriskin erkek Sprague-Dawley
sicanlar kullanilmistir. Deney siliresince hayvanlar bireysel kafeslerde, standart
laboratuvar kosullarinda barindirilmis ve serbest erisimle standart kemirgen yemi ile

musluk suyuna ulagmalar1 saglanmistir.
3.1. Deney Gruplan

Sicanlar, her biri ayr1 kafeste bireysel olarak barmdirilmistir. Deneyde iki grup yer
almigtir: aralikli aclik (AA) ve ad-libitum. Ad-libitum grubundaki hayvanlar herhangi bir
besin kisitlamasina maruz birakilmamig, AA grubundaki hayvanlar ise belirlenen

protokole gore besin kisitlamasina tabi tutulmustur.
3.2. Aralikh Achik Beslenme Modeli

Calismada, her biri 10 hayvandan olusan iki grup halinde toplam 20 erigkin erkek sican
kullanilmistir. Hayvanlar, aralikli aglik (deney grubu) ve ad libitum beslenen (ad-libitum
grubu) olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Ad-libitum grubundaki hayvanlar standart pelet
yem ve musluk suyuna serbest erigsimle (ad libitum) beslenirken, deney grubuna 14 giin
stiresince aralikli aclik protokolii uygulanmistir. Deney siiresi boyunca tiim sicanlar tekli

kafeslerde barmdirilmis ve her iki grubun da suya serbest erisimi saglanmustir.

Aralikli aclik protokoliinde, deney grubundaki hayvanlara her giin yalnizca 12:00-16:00
saatleri arasinda yeme ad libitum erisimine izin verilmis, giiniin geri kalan 20 saatinde ise
besin kisitlamasi uygulanmistir. Uygulamanin 15. giiniinde, deney grubundaki hayvanlar
beslenme saatinden 30 dakika Once, ad-libitum grubundaki hayvanlar ise es zamanl

olarak feda edilmistir.
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3.3. Viicut Agirhiklari ve Yem Tiiketimi

Deneysel ¢alisma kapsaminda, saat 12:00°de her hayvana dnceden tartilmis ve beklenen
tikketimi karsilayacak fazlalikta yem verilmistir. Saat 16:00°da hayvanlar tekrar tartilmis,
kafeslerde kalan yem (dokiintiiler dahil) toplanip tartilarak kaydedilmistir. Bu veriler
kullanilarak gergek yem tiiketimi verilenyem—artikyem hesaplanmis ve yem tiiketim

miktarlar1 ile hayvan agirliklari istatistiksel olarak analiz edilmistir.
3.4. Gastrointestinal Transit

Hayvanlar deneyden bir gece dnce a¢ birakilmis ve %2’lik komiir siispansiyonu gavaj
yoluyla verilmistir. Uygulamadan yaklasik 20 dakika sonra sicanlar, iiretan (1,25 g-kg™,
ip.) ile anestezi altina alinmis ve gastrointestinal sistem (GIS) dokusu ¢ikarilarak

komiiriin ilerledigi mesafe ol¢tilmiistiir.
3.5. Kat1 Mide Bosalin

Vagal efferent fonksiyon kat1 mide bosalimi iizerinden degerlendirildi. Bu amagla, bir
gece Onceden a¢ birakilan sicanlara onceden tartilmis 1,6 g agirhginda pelet yemler
verildi. Peletlerin tiiketilmesini takiben gegen 90 dakika sonunda hayvanlar izofluran
anestezisi altinda eksanguinasyon ile feda edildi ve mideleri ¢ikarildi. Mide igerikleri,
agirhigr onceden hesaplanmig tartim kaplarina alinarak oda 1sisinda 72 saat kurutuldu.
Kurutma islemi sonunda mide igerikleri tartildi ve baslangi¢ agirligina oranlanarak mideyi
terk eden kisim hesaplandi. Mideyi terk eden kisim, asagidaki formiile gore yiizde (%)

olarak ifade edildi.

Mide Bosalimi (%) = 1- (kurutulan icerik agirlig1 / tiiketilen total pelet agirligr) x 100
3.6. ELISA Analizleri

3.6.1. ELISA Plazma Analizleri

Abdominal aortadan alinan kan 6rnekleri EDTA iceren kan tiipleri icerisine alinmustir.
2500 g degerinde 6 dakika boyunca 25°C sicaklikta santrifiij edildikten sonra elde edilen

plazma ornekleri alikuatlanarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Plazma agile Ghrelin
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konsantrasyonlari, ticari olarak satilan bir ELISA kiti kullanilarak dl¢tilmiistiir (EO868Ra,
BT-LAB).

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve drnekler talimatlara uygun sekilde hazirlandi.
Tiim reaktifler kullanilmadan once oda sicakligma getirildi. Deney oda
sicakliginda gergeklestirildi.

Deney icin gerekli olan kuyucuk sayisi belirlendi. Kullanilmayan stripler 2-
8 °C’de sakland1.

Her bir standart kuyusuna 50 pl standart ¢ozeltisi eklendi.

Her bir 6rnek kuyusuna 40 pl 6rnek eklendi, ardindan ayni kuyulara 10 ul anti-AG
antikoru ilave edildi. Daha sonra hem 6rnek kuyularma hem de standart kuyularina
50 ul streptavidin-HRP eklendi (bos kontrol kuyusuna eklenmedi). Iyice
karistirildi. Plaka yapiskan kapak ile kapatildi ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.
Kapak ¢ikarild1 ve kuyucuklar yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Her yikama i¢in
kuyucuklara 300 pl yikama tamponu eklendi ve 30 saniye ile 1 dakika arasinda
bekletildi. Otomatik yikayic1 kullanildiysa, kuyucuklardaki sivi c¢ekilerek
bosaltildi ve 5 kez yikandi. Kuyucuklar kagit havluya hafif¢e vurularak kurutuldu.
Her kuyucuga 50 pl Substrat Soliisyonu A, ardindan 50 pl Substrat Soliisyonu B
eklendi. Kuyucuklar yeni bir kapakla kapatildi ve karanlikta 37 °C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 ul Durdurma Soliisyonu eklendi ve mavi renk aninda sariya

doniistil.

Durdurma soliisyonu eklendikten sonraki 10 dakika i¢inde, her kuyucugun optik
yogunlugu (OD degeri) 450 nm dalga boyuna ayarlanmis mikroplaka okuyucu
ile olgiildii.
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3.6.2. ELISA Doku Analizleri

Calismada BT LAB Rat Acylated Ghrelin ELISA kiti kullanild1 (Bioassay Technology
Laboratory, Cin; Cat. No: EO868Ra, sandwich format; standart egri araligi 3—900 ng/L,
duyarlilik 1.47 ng/L). Plaka 96 kuyucukludur (strip format). Reaktifler tiretici onerildigi
gibi 2-8 °C’de saklandi; ¢alisma giinii oda 1sisina getirildi. Yikamalar i¢in kitin 25x Wash
Buffer konsantresi, substrat basamagi icin TMB Substrat A ve B, reaksiyon sonlandirma
icin Stop soliisyonu kullanildi. Okumalar 450 nm’de mikroplaka okuyucuda
gerceklestirildi. Fundus ve ileum dokular1 disseke edilip buz iizerinde soguk PBS ile hizla
yikandi, fazla ylizey sivisi filtre kagidi ile alind1 ve tartildi; ornekler asitli ve proteaz
inhibitorlii homojenizasyon tamponunda (6rn. 0.1 N HCIl + 5 mM EDTA + proteaz
inhibitor kokteyli) yaklasik 1:10 (w/v) oraninda buz lizerinde homojenize edildi.
Homojenatlar 4 °C’de = 12.000-15.000 xg, 15 dk santrifiij edilerek iist faz ayrildi,
alikvotlanarak —80 °C’de sakland1 ve ¢alisma giiniinde ¢ozdiiriiliip oda 1s1sina getirildi.
Bu kitte liretici numune diliisyonunun matriks etkisi nedeniyle dogrulugu azaltabilecegini
belirttiginden, doku homojenatlar1 miimkiin oldugunca diliie edilmeden ¢aligildi. Yikama
tamponu 1x: 25% konsantreden 20 mL alinarak deiyonize su ile 500 mL’ye tamamlandi
(kristal varsa tamamen ¢oziindiiriildii). (ii) Standartlar: Kit ile birlikte gelen 960 ng/L stok
standart, 120 pL stok + 120 pL standart diliient karistirilarak 480 ng/L calisma ¢ozeltisi
elde edildi; nazik¢e vortexlenip 15 dk dinlendirildi. Ardindan 1:2 seri diliisyonla 240, 120,
60 ve 30 ng/L standartlar hazirland1; 0 ng/L i¢in yalnizca diliient kullanildi. Kullanilmayan
stripler folyolanarak 4 °C’de muhafaza edildi. Plaka yerlesimi. Tiim 6rnekler duplikat
calisildi. Plakada sirasiyla blank, 0—480 ng/L standartlar ve 6rnek kuyucuklar1 yer aldu.

1. Standart kuyucuklara 50 pL ilgili standart ¢ozeltileri eklendi.

2. Ornek kuyucuklarina énce 40 pL doku homojenati siipernatani, ardindan 10 pL
anti-AG antikoru ilave edildi; bunu takiben hem 6rnek hem standart kuyucuklarina
50 pL streptavidin-HRP eklendi (blank kuyucuga HRP konjugati eklenmedi).
Icerikler pipetle nazikce karistirildi.
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. Plaka sealer ile kapatilarak 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi (laboratuvar
uygulamamizda 60 yerine siklikla 90 dk uygulanmistir; siire uzatildiysa metin

buna gore glincellendi).

Sealer ¢ikarild; her kuyucuga 300 pL 1x yikama tamponu verilerek 5 kez yikandi.
Her yikamada tampon 30—60 sn kuyucukta bekletildi; aspirasyon/decant sonrasi

plaka kagit havlu tlizerine ters ¢evrilerek kurutuldu.

. Her kuyucuga sirayla 50 pL Substrat A ve 50 pL Substrat B eklendi. Plaka yeniden
sealanip 151k almadan 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi (renk maviye doner).

. Her kuyucuga 50 pL Stop soliisyonu ilave edildi; renk sariya dondii. Stop
eklenmesini takiben 10 dk i¢inde mikroplaka okuyucuda 450 nm’de OD degerleri
olciildi (okuyucu blank ile sifirlandi).
Her kuyucuk ¢ifti igin OD’ler ortalandi; gerekirse blank diizeltmesi yapildi. 0-480
ng/L noktalarindan standart egri (tercihen 4-parametre lojistik, 4PL) olusturularak
ornek konsantrasyonlar1 ng/L cinsinden enterpole edildi. Duplikatlar arasi
varyasyon %15°1 asarsa numune tekrar1 yapildi; ¢alisma-ici (CV < %S8) ve
calismalar-aras1 (CV < %]10) degiskenlik sinirlar1 saglandi. Tim siireler

kronometre ile tutuldu; pipet kalibrasyonlar1 ve yikama adimlar1 standartlastirildi.

3.7. Western Blot

Projemizde Sprague-Dawley siganlardan alinan ileum ve fundus dokularinda ghrelin

protein diizeyleri, western blotlama (immunoblotlama) ydntemi ile belirlendi. Ileum ve

fundus dokularindan elde edilen 6rneklerin protein miktar tayini Bradford boyasi ile

yapild1 ve jele esit miktarda protein yliklenerek house-keeping proteinlerle karsilastirilan

protein bantlarinin analizi gerceklestirildi.

Doku hemen pargalanmadigi durumlarda 1xPBS soliisyonu ile yikanarak sivi azot

icerisinde -80 °C’de saklandi. Lizatlarm hazirlanmasinda, 1x proteaz inhibitor kokteyli

iceren soguk hiicre parcalama tamponu (Radioimmunoprecipitation Assay tamponu —
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RIPA) kullanild1. Toplanan lizatlarin protein konsantrasyon 6l¢iimii i¢in Bradford boyas1
ve bovine serum albumin (BSA) standartlar1 hazirlandi. Diliie edilmis (1:4 oraninda) 100
ul Bradford boyasi, 0—13 pg arasinda yiiklenen 1 mg/ml BSA ve 1 pl lizat 96 kuyucuklu
plakaya eklendi. Yaklasik 5 dakika sonra renk gelisimi gozlendi ve spektrofotometrede
595 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Kalibrasyon egrisi kullanilarak protein lizatlarinin

miktar1 hesaplandi.

Bradford ile protein konsantrasyonu belirlenen protein lizatlarinin 50 pg’1 95 °C’de 4
dakika kaynatildi ve ardindan 1 dakika santrifiij edilerek jele yiiklemeye hazir hale
getirildi. Hazirlanan lizatlar %10-12 SDS-PAGE dikey elektroforez sisteminde jele
yiikklendi. SDS + B-merkaptoetanol igeren yiikleme tamponu (2x) ile ornekler jel
kuyucuklarma yiiklendi ve 40 V’da, proteinlerin hizalanmasi i¢in belirteg ¢izgisine kadar

yiiriitiildii. Ardindan 80 V’da, renkli belirteg takip edilerek elektroforez tamamlanda.

SDS-PAGE sonrasi proteinler PVDF membrana transfer edildi ve soguk transfer tamponu
kullanilarak +4 °C’de 20 V’da 1 saat siireyle 1slak transfer yapildi. Proteinler, %1 BSA
iceren 1xPBS-Tween20 icerisinde membrana bloklandi. Daha sonra kesitler, primer
antikor ile %1 BSA i¢inde +4 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin
membranlar ti¢ kez (10’ar dakika) 1xPBS-T ile yikand1 ve horseradish peroxidase (HRP)
konjuge sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Tekrar lic kez PBS-T
ile yikandiktan sonra, olusan antijen—antikor kompleksleri hizlandirilmis kemiluminesans
(ECL) yontemi ile gelistirildi ve C280 Azure goriintiileme sistemi kullanilarak

goriintiilendi.
3.8. Parafin Kesitte IHC Boyamasi

Anestezi altindaki siganlardan elde edilen gastrointestinal sistem (GIS) dokular1 (ileum ve
fundus), %10’luk formalin soliisyonuna almarak 24 saat siireyle fikse edilmistir.
Fiksasyonun ardindan dokular 3 saat boyunca distile suda bekletilmigtir. Daha sonra
strastyla %70, %80, %90 ve %100’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edilmis,

ksilol ile seffaflastirildiktan sonra parafin igerisine gémiilmiistiir.

34



Hazirlanan parafin bloklardan 7 pm kalinliginda kesitler alinarak SuperFrost lamlara
aktarilmis ve bir gece 56 °C’lik etiivde bekletilmistir. Deparafinizasyon i¢in kesitler, iki
kez 10’ar dakika ksilolde tutulmus, ardindan rehidrasyon amaciyla sirasiyla %100, %90,
%380 ve %70’lik alkol serilerinde 5’er dakika bekletilmistir.

Alkol serilerinden sonra distile suya alinan kesitlerde, antijen geri kazanimi amacuyla sitrat
tamponu (pH 6,0) icerisinde 7 dakika kaynatma islemi uygulanmistir. Oda sicakliginda 20
dakika sogumaya birakilan kesitler {i¢ kez beser dakika fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)
ile yikanmigtir. Yikamanin ardindan kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izilmis ve
endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla %3’liikk hidrojen peroksit

cozeltisinde 20 dakika inkiibe edilmistir.

PBS ile yikandiktan sonra, spesifik olmayan immiinoglobulin baglanmalarii engellemek
icin bloklama soliisyonunda 7 dakika inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra kesitler, primer
antikor (anti-Ghrelin) ile +4 °C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Negatif kontrol

icin hazirlanan kesitlerde ise primer antikor yerine izotip kontrol antikoru kullanilmistir.

Primer antikor inkiibasyonunun ardindan PBS ile {i¢ kez (beser dakika) yikanan kesitler,
biyotin ile isaretlenmis sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
Tekrar PBS ile yikandiktan sonra streptavidin-peroksidaz kompleksi ile 30 dakika
inkiibasyon yapilmistir. Son yikama basamaginin ardindan, reaksiyonun goriniir hale

gelmesi i¢in diaminobenzidin (DAB) kromojen soliisyonu uygulanmustir.

Hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra, artan alkol serilerinde yeniden
dehidratasyon gerceklestirilmis ve kesitler Entellan ile kapatilmistir. Hazirlanan

preparatlar 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
3.9. Parafin Kesitte Floresan Boyama

Deparafinizasyon amaciyla doku kesitleri, her biri 10 dakika olacak sekilde iki kez ksilen
islemine tabi tutulmus, ardindan sirasiyla %100, %90, %80 ve %70 etanol i¢eren alkol

serilerinde (her biri 5 dakika) rehidrasyon islemi gerceklestirilmistir.
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Antijen geri kazanimi, kesitlerin sitrik asit tamponu (pH 6,0) icerisinde 7 dakika siireyle
kaynatilmasiyla saglanmustir. PBS ile yikamay1 takiben, 6zgiil olmayan immiinoglobulin
baglanmasini 6nlemek amaciyla kesitler 7 dakika boyunca UV bloklayict serum (Ultra V
block, TA-125-UB, Thermo Scientific) ile bloke edilmistir.

Primer antikorlar, 4 °C’de ¢alkalayici tizerinde bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi
giin kesitler PBS ile 3 x 5 dakika yikandiktan sonra, sekonder antikorlar oda sicakliginda
1 saat slireyle uygulanmistir. Tiim primer ve sekonder antikorlar UltrAb seyreltici (TA-
125-UB, Thermo Scientific) icerisinde seyreltilerek kullanilmigtir. PBS ile yapilan
yikamalarin ardindan dokular, lamel kullanilarak Dako floresan montaj ortami (Dako,
11556954) ile kapatilmistir. Goriintiiler, sekonder antikorlara uygun filtrelerle donatilmis
bir floresan mikroskobu (Olympus BX43, Tokyo, Japonya) kullanilarak elde edilmistir

3.10. ileum Whole-mount Diiz Kas-Myenterik Pleksus (LMMP) Analizleri

Calismamizda, AA’ya bagl olarak enterik néron ve glial hiicre popiilasyonlarinda ve
myenterik hiicrelerin norokimyasal profillerinde gerceklesen degisiklikler whole-mount
LMMP preparatlarinda ¢ift sitokimyasal boyama ve immiinofloresan etiketleme
yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Hayvanlar feda edildikten hemen sonra mide
dokular1 ¢ikarilip PBS soliisyonu bulunan agar kapli petri kaplarina almarak dokular igne
yardimiyla gerilmistir. Ardindan, doku ornekleri paraformaldehit soliisyonuna almip 1
gece boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin, 6rnekler PBS soliisyonuna tekrar
almip, mikroskop altinda mikro cerrahi pensetler yardimiyla ayrilarak LMMP elde edilmis
ve LMMP doku 6rnekleri %0.05 sodyum azit iceren PBS igerisinde immiinoboyama

protokollerine kadar 4°C’de saklanmustir.

3.10.1. ileal LMMP Preparatlarinda Kuprolinik Mavi Boyamasi

[leumdaki myenterik ndron popiilasyonu ve enterik gangliyon morfolojisinin incelenmesi
icin LMMP preparatlarinda kuprolinik mavi boyamasi yapilmistir. Bu amagla, preparatlar
distile suda durulandiktan sonra 42°C'de 2 saat boyunca kuprolinik mavi (0,05 M sodyum
asetat-1,0 M magnezyum kloriir tamponunda %0,3 kinolinik ftalosiyanin, pH 4,9) ile
inkiibe edilmistir. Ardindan, LMMP doku 6rnekleri distile suda yikanarak, yukarida
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belirtilen tamponda 2 dakika siireyle tutulmus ve PBS ile yikanmistir. Dokular daha sonra
kademeli etanol serisinde (%80, %90 ve %100, her biri iki dakika siireyle) ve ksilende
dehidrate edilmis ve son olarak, slaytlar entellan ile monte edilmistir. Kurumaya birakilan

preparatlar 151k mikroskobu ile incelenerek fotograflanmistir.
3.10.2. ileum LLMP Preparatlarinda immiinofloresan Etiketleme

Ornekler distile suda calkalandiktan sonra PBS ile (pH: 7.2 -7.4) 3 kez 5 dakika boyunca
yikanmustir. Hidrofobik kalemle etrafi ¢izilen kesitler, spesifik olmayan immunoglobulin
(Ig) baglanmalarmi 6nlemek amaciyla bloklama soliisyonu ile 5 dakika boyunca muamele
edilmistir. Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra kesitler, primer antikorlar ile +
4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kesitler, PBS ile 3 defa 5 dakika
stireyle yikanmistir. Ardindan, sirasiyla 45 dakika anti-fare, anti- tavsan veya anti-keg¢i
floresan isaretli sekonder antikorlar ile 3 saat boyunca oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Daha
sonar, 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan 6rnekler niiklear isaretleme i¢cin DAPI iceren
kapatma soliisyonu ile kapatilmistir. Hazirlanan preparatlardaki immiinoreaktiviteler

floresan mikroskobunda (Olympus BX43, Japan) incelenerek fotograflanmustir.

Calismamizda kullanilan antikorlar, diliisyonlar1 ve uygulanan tekniklere iliskin detaylar

Tablo 3.1.’de sunulmustur.

Tablo 3.1. Kullanilan primer antikorlara ait detaylar

Antikor Marka ve Katalog No Diliisyon Yontem
anti-Ghrelin AFFBIO/DF6389 1/50 Immiinohistokimya / Immiinfloresan
anti-GHSR Bioss-USA/BS-11529R 175 Immiinohistokimya / Immiinfloresan
anti-ChAT Merck/AB144P 1/400 Immiinfloresan
anti-PGP9.5 Abcam/AB8189 1/100 Immiinfloresan
anti-nNOS Abcam/AB1376 1/200 Immiinfloresan
anti-GFAP Abcam/PAA068RA01L 1/600 Immiinfloresan
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3.11. izole Organ Banyosu

Sicanlar, iiretan (1,25 g-kg™, i.p.) ile anestezi altina alindiktan sonra ileum ve mide fundus
dokular1 ¢ikarilmistir. Bu dokulardan elde edilen diiz kas preparatlari, GHSR antagonisti
[D-Lys®*]-GHRP-6 (107¢ M) uygulamasmin (1) farmakolojik ajanlarla ve (2) elektriksel
alan stimiilasyonu (EFS) ile uyarilan kontraktil ve relaksan motor yanitlara etkilerini

incelemek amaciyla izole organ banyosu diizeneginde kullanilmistir.

Mide fundus bolgesinden elde edilen diiz kas seritleri ve ileum segmentleri, mezenterik
dokularin uzaklastirilmasmin ardindan yaklasik 1 cm uzunlugunda hazirlanarak 20 ml
hacmindeki organ banyosu diizenegine yerlestirilmistir. Preparatlarin farmakolojik
ajanlara ve elektriksel stimiilasyona verdikleri yanitlar, izometrik gii¢ transdiiserleri

(Commat, Model FDTO05, Ankara, Tirkiye) araciligtyla kaydedilmistir.

Deney siiresince dokular, sicakligr 37 °C’de sabitlenen ve %95 O: ile %5 CO: gaz
karisimiyla siirekli gazlandirilan Krebs soliisyonunda tutulmustur. Krebs soliisyonunun
bilesimi su sekilde hazirlanmistir: NaCl (119,4 mM), KCI (4,7 mM), MgSOs (2,5 mM),
NaHCO:s (22,3 mM), CaCl: (2,5 mM) ve glukoz (11 mM). Diiz kas preparatlari, 1 g gerim
altinda, her 20 dakikada bir soliisyon degisimi yapilarak 1 saat siireyle dengeye
brrakilmistir. Daha sonra, farmakolojik ajanlar ve EFS uygulanarak iki farkli organ

banyosu protokolii gergeklestirilmistir.
3.11.1 Farmakolojik Ajan Uygulamalar

Dinlenim sonrasinda, diiz kas preparatlarina muskarinik reseptdr agonisti betanekol (10—
10~* M) ve nitrik oksit (NO) dondrii sodyum nitroprussid (SNP, 10°—-10~* M) kiimiilatif
olarak uygulanmistir. Bu uygulamalar, GHSR antagonisti [D-Lys?*]-GHRP-6 (10°¢ M)
verilmeden oOnce ve verildikten sonra gerceklestirilmis, yanitlarn kaydedilmesinin
ardindan preparatlar 1 saat siireyle ytkanmustir. Deneyin sonunda, [D-Lys*]-GHRP-6 (10°¢
M) uygulamasi dncesinde (bazal) ve sonrasinda elde edilen betanekol ve SNP yanitlarma

ait doz-yanit egrileri ¢izilmis ve istatistiksel olarak analiz edilmistir.
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3.11.2 Elektriksel Alan Stimiilasyonu (EFS)

Stabilizasyon periyodunun ardindan, diiz kas preparatlarinda EFS-aracili kontraksiyon (2—
16 Hz, 1 ms, 100 V, 10 s) ve 107 M guanetidin ile 2x107¢ M atropin varliginda relaksasyon
yanitlar1 kaydedilmistir. Her frekans uygulamasi arasinda 2 dakikalik araliklar verilmistir.
Bazal ([D-Lys*]-GHRP-6 oncesi) yanitlar alindiktan sonra 1 saatlik dinlenme periyodu
uygulanmis, sonrasinda aymi protokol [D-Lys®]-GHRP-6 (10° M) varhiginda
tekrarlanmistir. Deney protokoliiniin sonunda elde edilen yanitlar grafiklere aktarilmis ve

istatistiksel olarak analiz edilmistir.
3.12 istatistiksel Analizler

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Spontan kasilma frekansi ve motilite indeksi
icin iki grubun karsilastirilmasinda bagimsiz 6rneklem t-testi kullanilmistir (6r. fundus:
p=0,343; ileum: p=0,016; n=5-6/grup). Bethanekol ve SNP konsantrasyon—yanit verileri
ile EFS’ye bagh frekans—yanit verileri, grup % konsantrasyon/frekans iki yonlii ANOVA
ile analiz edilmis; ¢coklu karsilastirmalar Tukey testiyle yapilmistir. Grafiklerde anlamlilik
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve “ns” olarak gosterilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edilmistir (organ banyosu deneyleri n=6/grup). Pozitif miyenterik néronlar,
her bir preparatta i gangliyon tizerinden sayildi. Yari-kantitatif analiz amaciyla
immiinopozitif noronal hiicre saymmi, deney gruplarma kor olanii¢ bagimsiz
gozlemci tarafindan gerceklestirildi ve elde edilen veriler ortalama alinarak Mann-

Whitney U testi ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. In-vivo Ol¢iimler
4.1.1. Besin Tiiketimi ve Viicut Agirhg: Takibi

Aralikli aglik (AA) uygulanan siganlarin besin alimi, deneyin tiim giinlerinde ad-libitum
grubuna kiyasla belirgin bicimde daha ytliksekti (giinler aras1 dalgalanma olsa da genel
diizey korunmustur; Sekil 4.1). AA grubunda tiikketim 1-14. giinler arasinda yaklasik 18—
30 g arahiginda seyrederek 5—10. giinlerde tepe degerlerine ulasirken, ad-libitum grubunda

ayn1 4 saatlik pencerede tiiketim ~5—8 g diizeyinde ve gorece stabildi.

i -0~ Ad-Libitum
- AA

Yem Tiiketimi (g)

T T 1T T T T T 11
0123 456 7 8 91011121314

Giin
Sekil 4.1 12:00-16:00 arasi giinlik yem tiiketimi, tiim giinlerde ad-libitumdan daha yiiksektir
(ortalama+SEM; ***p<0,001).

Viicut agirhigr degisimi (giin 0’a gore, %). Aralikli aglik (AA) grubunda viicut agirligi
giinler i¢inde kademeli olarak azalarak 14. giinde yaklasik %—10-12’a ulasti; ad-libitum
grubunda ise kademeli artis goriilerek yaklasik +6-7 % seviyesine ¢ikt1. Iki yonlii tekrar-
Ol¢timlii ANOVA, grup ve giin ana etkileri ile grupxgiin etkilesiminin anlamli oldugunu
gosterdi; post-hoc karsilagtirmalarda gruplar arasi fark ikinci giinden itibaren anlamlidir
(ortalama = SEM; bkz. Sekil 4.2). Bu bulgular, 14 giinliik AA protokoliiniin net kilo kaybi,

ad-libitum kosullarmin ise kilo kazanimu ile seyrettigini gostermektedir.
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= Ad-Libitum

-+ AA

Viicut Agirhg Degisimi

Giin

Sekil 4.2 Viicut agirligr degisimi. Noktalar ortalama, hata ¢ubuklar1 SEM. AA’da agirlik kademeli azalir
(~—10-12%), ad-libitumda artar (~+6—-7%). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Yem tiiketiminin viicut agirhi§ina orani (g/g, 12:00-16:00). AA grubunda oransal tiikketim,
14 giin boyunca ad-libitum grubundan yiiksek seyretmistir (yaklasik ~0,025-0,040 g/g vs
~0,010-0,025 g/g). ki yonlii tekrar-6lciimlii ANOVA grup ana etkisinin ve grupxgiin
etkilesiminin anlamli oldugunu gostermistir. Ad-libitum grubunda 9. giinde kisa siireli bir
pik (=0,05 g/g) izlenirken, AA grubunda 14. giinde nispi tiikketimde artig goriilmiistiir;
isaretli giinlerde fark p<0,05 diizeyindedir (ortalama+SEM; bkz. Sekil 4.3).

@ 0.087 —&—  Ad-Libitum
9 . - AA
3 0.041
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> 000

r 1T T T 1T 1T T 1T 7T 17T 1T 17T
012345678 91011121314

Giin

Sekil 4.3 Yem tiiketimi/viicut agirhigi orani (g/g, 12:00—16:00). Noktalar ortalama, hata cubuklar1 SEM. AA
genel olarak daha yiiksek; isaretli giinlerde fark anlamlidir (*p<0,05).
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4.1.2. Kati Mide Bosalimi ve Gastrointestinal Transit

Kat1 mide bosalimi (%). AA grubunda kati iceriklerin mide bosalimi belirgin sekilde daha
yiiksekti; ad-libitum grubuna kiyasla yaklasik iki kattan fazla bosalma izlendi (ortalama +
SEM; *p < 0,05; Sekil 4.4).

*

404

30

20 _]_

104

Kati Mide Bosalimi (%)

T
Ad-Libitum Arahkh Aghk

Sekil 4.4 Kat1 mide bogalimi (%). Siitunlar ortalama + SEM’i gosterir. AA, Ad-libitumdan daha yiiksektir
(p<0,05)

Gastrointestinal transit (%). AA grubunda gastrointestinal transit, ad-libitum grubuna

gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (ortalama+SEM; p<0,01; Sekil 4.5).
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o
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Gastrointestinal Transit (%)
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Sekil 4.5 Gastrointestinal transit (%). Situnlar ortalama + SEM’i gosterir. AA, Ad-libitumdan daha
yiksektir (p<0,01 **).

42



4.1.3. ELISA Analizleri

Ad-libitum ve AA modellerinde plazma, fundus ve ileum dokularinda Ghrelin
seviyelerinin degerlendirilmesi i¢in ticari olarak satilan sicana 6zgii kit (katalog no:
E0868Ra, BT LAB, Bioassay Technology Laboratory, Jiaxing, Zhejiang, China)
kullanilarak sandvig ELISA yontemi uygulanmistir. Yapilan deneyin dogrulugunu
belirleyebilmek igin kit icerisinden ¢ikan 960 pg/ml standarti 30pg/ml en diisiik
konsantrasyon olacak sekilde her seferinde 1:1 oranda dilue edilerek ELISA uygulanmis
ve standart grafigi Sekil 4.6’de verildigi gibi elde edilmistir. Plazma ve dokulardan elde
edilen optik dansite degerleri, bu standartlarin optik dansite araligina denk gelecek sekilde
secilmis ve grafikteki denklem kullanilarak Ghrelin miktarlar1 hesaplanmstir.
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y = 0,0252x07438
R?=10,9497
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X
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Sekil 4.6 Ghrelin ELISA kitine ait standart grafigi.
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ELISA yontemiyle degerlendirilen plazma Ghrelin konsantrasyonlarinda Ad-libitum
(421,4 pg/ml £ 39,63; n=11) ve AA (318,7 pg/ml + 37,26; n=10) grubu arasinda anlaml
bir farklilik bulunmamistir (p=0,0758) (Sekil 4.7).

600

Plazma Ghrelin
Konsantrasyonlari

T
Ad-libitum

Sekil 4.7 Plazma Ghrelin konsantrasyonlari. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamamustir (p>0,05).

ELISA yontemiyle degerlendirilen fundus dokusuna ait Ghrelin konsantrasyonlarinda Ad-
libitum (1929 pg/ml+597,0 n=3) ve AA (2293 pg/ml +403,8 n=3) grubu arasinda anlaml
bir farklilik bulunmamistir (p= 0,6482). ELISA yontemiyle degerlendirilen ileum
dokusuna ait Ghrelin konsantrasyonlarinda Ad-libitum (483,1 pg/ml + 102,4 n=3) ve AA
(348,3 pg/ml = 64,35 n=3) grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamustir (p=0,3275)
(Sekil 4.8). Ote yandan fundus ve ileum dokularmin aralikli aghk modellerinin Ghrelin
konsantrasyonlar1  karsilastirildiginda  fundus  dokusundaki ~ Ghrelin  protein
konsantrasyonunun ileum dokusuna gore yaklasik 6,6 kat artis gosterdigi tespit edilerek

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p= 0,0089).
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Sekil 4.8 Fundus ve ileum Ghrelin seviyelerinin ELISA konsantrasyonlari. Doku gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0,05) ancak her iki dokunun AA model gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmaktadir (**p= 0,0089).

4.1.4. Western Blot Analizleri

Hayvanlardan alman dokularin protein esitleme ¢alismasi yapilabilmesi igin Bradford ile
protein konsantrasyon tayini yapilmistir (Sekil 4.9). Bu calismadan elde edilen standart
polinomsal grafigi Sekil 4.10’de verilmis olup elde edilen optik dansite sonuglari
grafikteki x degeri yerine koyularak protein miktarlar1 tespit edilmistir. Standart grafigi

Microsoft Excel yazilimiyla diizenlenmistir.

0% " 0i9 i 3 5 P 9 11 13 mg/ml
11666000809
[ 60000008 ®

1,000 ®®dd
@0@0000@
PRSP OO®
FP PP BOD

Protein Lizatlan Konsam:asyonlan

Sekil 4.9 Bradford plate goriintiisii
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Sekil 4.10 BSA standart konsantrasyon grafigi. Denklem sonucunda R? degeri 0,9828 olarak bulunmustur.

Fundus dokusuna ait western blotlama deneyinden elde edilen sonuglarda, AA modelinde
(n=12) ad-libitum hayvanlarina (n=5) gore ghrelin protein oraninda 3 kat artis (%143)
oldugu tespit edilmistir. ileum dokusuna ait western blotlama deneyinden elde edilen
sonuglarda ise, AA modelinde (n=10) ad-libitum hayvanlarina (n=3) gére ghrelin protein
oraninda %60 artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11). Sonuglar Image] yaziliminda
analiz edilerek Graphpad Prism 5.0 yazilimiyla grafiksel olarak diizenlenmistir (Sekil
4.12).

A(l-libitl'un AA CAA
M  Fundus Ileum Fundus Ileum
Gln'elin_>
13kDa . S “ .ﬁ

Beta Actin

42 KDa —> Oy > e Gl ees® T e w

Sekil 4.11 Fundus ve ileum protein lizatlarina ait Ghrelin seviyelerinin Western blot goriintiisii. Fundus ve
ileum dokularinda, ad-libituma gére AA modelinde bant yogunlugunun arttig1 gosterilmistir. AA: Aralikli

Aclik; M:Marker (belirteg).
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Sekil 4.12 Fundus ve ileum dokularina ait western blotlama analiz grafigi.

4.1.5. Histolojik Analizler (Ghrelin-GHSR)

Immiinohistokimya — Ghrelin (fundus). Ad-libitum (A—A’) ve aralikli achik (AA; B-B’)
gruplarindan alinan fundus parafin kesitlerinde ghrelin immiinreaktivitesi degerlendirildi.
AA grubunda mukoza kivrimlari/gland alanlarinda kahverengi DAB sinyali daha yaygin
ve yogun izlenirken, ad-libitum grubunda daha smirli ve diisiik yogunlukta boyanma
goriildii. Negatif kontrolde (C) spesifik boyanma saptanmadi; fundusun tabakalar1 (tunika
mukoza, submukoza, muskularis) gosterildi. A’ ve B’ panelleri, kesikli kutularla

isaretlenen bolgelerin yakinlastirmalaridir (6lgek ¢ubugu: 50 pum).
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Sekil 4.13 Adlibitum olarak beslenen (A-A’) ve aralikli aglik uygulanan hayvanlarin (B-B’) fundus
kesitlerinde Ghrelin immiinreaktivitesinin (siyah ok) immiinohistokimyasal yontemle gosterimi. A’ ve B’
goriintiileri A ve B’de bulunan, kesikli ¢izgi ile isaretlenmis bolgelerin yakinlastirilnmsg halidir. Tki hafta
aralikli aglik modeli uygulanan gruba ait fundus dokularinda adlibituma gore Ghrelin ekspresyonunda artis
oldugu, negatif kontrolde (C) ise herhangi bir reaksiyon gozlenmedigi goriilmiistiir. Negatif kontrol (C)
kesitinde fundusun histolojik tabakalari gdsterilmistir.

(T. mukoza: Tunika mukoza T. submukoza: Tunika submukoza T. muskularis: Tunika muskularis Skala
bar: 50 um)

Immiinohistokimya — Ghrelin (ileum). Ad-libitum (A) ve aralikli aclik (AA; B)
gruplarimdan alinan ileum parafin kesitlerinde ghrelin immiinreaktivitesi degerlendirildi.
Boyanma, agirlikli olarak mukozal epitel/kript bolgesinde kahverengi DAB sinyali
seklinde izlendi. AA grubunda pozitif hiicre sayis1 ve boyanma yogunlugu daha fazlaydi;
B panelindeki kesikli kutunun yakinlastirmasi (B”) oklarla gosterilen sitoplazmik pozitif
hiicreleri ayrmntili olarak gostermektedir. Negatif kontrolde (C) spesifik boyanma

saptanmadi. (Olgek gubugu: 50 pm.)
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Sekil 4.14 Adlibitum olarak beslenen (A) ve aralikli aglik uygulanan hayvanlarin (B-B’) ileum kesitlerinde
Ghrelin immiinreaktivitesinin (siyah ok) immiinohistokimyasal yontemle gosterimi. B’ figiirii, B de
bulunan, kesikli ¢izgi ile isaretlenmis bolgenin yakinlastirilmis halidir. Aralikli a¢lik modeli uygulanan
gruba ait ileum dokularinda adlibituma gore Ghrelin ekspresyonunda artis oldugu, negatif kontrolde (C) ise
herhangi bir reaksiyon gézlenmedigi goriilmiistiir. (Skala bar: 50 um)

Immiinohistokimya — GHSR (fundus). Ad-libitum (A—A’) ve aralikl1 aclik (AA; B-B”)
gruplarinin fundus parafin kesitlerinde GHSR immiinreaktivitesi degerlendirildi.
Boyanma agirlikla mukoza kivrimlar1 ve gland epitelinde kahverengi DAB sinyali
olarak izlendi. AA grubunda pozitif hiicre dagilimi ve boyanma yogunlugu ad-libituma
gore daha fazlaydi; A’ ve B’ yakinlastirmalarinda ok baglari ile artmus sitoplazmik sinyal
alanlar1 gosterilmistir. Negatif kontrolde (C) spesifik boyanma saptanmadi. (Olgek
cubugu: 50 pm.)
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Sekil 4.15 Adlibitum olarak beslenen (A-A’) ve aralikli aghik uygulanan hayvanlarin (B-B’) fundus
kesitlerinde GHSR immiinreaktivitesinin (siyah ok) immiinohistokimyasal yontemle gosterimi. A’ ve B’
goriintiileri A ve B de bulunan, kesikli ¢izgi ile isaretlenmis bolgelerin yakinlastirilmis halidir. Aralikli aglik
modeli uygulanan gruba ait fundus dokularinda adlibituma gére GHSR ekspresyonunda artis oldugu, negatif
kontrolde (C) ise herhangi bir reaksiyon gozlenmedigi goriilmiistiir. (Skala bar: 50 um)

Immiinohistokimya — GHSR (ileum). Ad-libitum (A) ve aralikli aglik (AA; B) gruplarina
ait ileum parafin kesitlerinde GHSR immiinreaktivitesi degerlendirildi. Boyanma, agirlikli
olarak mukozal epitel/kript bolgelerinde kahverengi DAB reaksiyon iiriinii olarak izlendi.
AA grubunda pozitif hiicrelerin yayilimi ve boyanma yogunlugu ad-libituma goére daha

fazlayd1. Negatif kontrolde (C) spesifik boyanma saptanmadi. (Olgek cubugu: 50 um.)
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Sekil 4.16 Adlibitum olarak beslenen (A) ve aralikli aglik uygulanan hayvanlarin (B) ileum kesitlerinde
GHSR immiinreaktivitesinin (siyah ok) immiinohistokimyasal yontemle gdsterimi. Aralikli aglik modeli
uygulanan gruba ait ileum dokularinda adlibituma gore GHSR ekspresyonunda artis oldugu, negatif
kontrolde (C) ise herhangi bir reaksiyon gozlenmedigi goriilmiistiir. (Skala bar: 50 um)

Calismamizda, AA ve Ad-libitum gruplar1 arasinda myenterik néron popiilasyonu
acisindan belirgin bir farklilik saptanmazken (Sekil.4.17), 14 giin siireyle uygulanan AA
beslenme modelinin ileumda GFAP immiinoreaktivitesini anlamh sekilde azalttig1 tespit

edilmistir (Sekil.4.18).

Ad-libitum AA

Sekil 4.17 Adlibitum olarak beslenen (A-A’’) ve aralikli aglik uygulanan hayvanlarin (B-B’’) ileum
kesitlerinde ileal myenterik ndronlarin kuprolinik mavi aracili histokimyasal boyama yontemi ile gosterimi.

AA: aralikli aglik. 200um (A-B), 100um (A’-B’).
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Sekil 4.18 Ad-libitum olarak beslenen (A-C) ve aralikli aglik uygulanan siganlardan (B-D) elde edilen ileum
kesitlerindeki enterik glial marker GFAP ekspresyonunun immiinofloresan yontem ile gosterimi. AA:
aralikl aglik. *p<0.05 ad-libitum grubuna gore farki isaret etmektedir. 200pum (A-B), 100um (C-D).

Caligmamizda, AA grubunda, ad-libitum grubuna kiyasla ileal myenterik kolin asetil
transferaz (ChAT) ekspresyonunda hafif bir artis gozlenmistir. Koronal kesitlerde
saptanan ChAT ekspresyon artismin (Sekil. 4.19B), LMMP preparatlarinda yapilan
boyamalarda ileumdaki PGP9.5 isaretli enterik ndron popiilasyonunda ortaya ¢iktigi tespit
edilmistir (Sekil. 4.19H). Ote yandan, séz konusu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Sekil. 4.191).
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Sekil 4.19 Ad-libitum olarak beslenen (A-C) ve aralikli aglik uygulanan siganlardan (B-D) elde edilen ileum
orneklerindeki kolin asetil transferaz (ChAT) ekspresyonunun koronal kesitlerde (A-B) ve LMMP
preparatlarinda (C-H) immiinofloresan yontem ile gosterimi. AA: aralikli aclik, ns: istatistiksel 6neme sahip

olmayan degisim. Kirmizi: enterik néronal belirteg¢ PGP9.5, yesil: ChAT. 100um (A-H).

Caligmamizda, AA grubunda, ad-libitum grubuna kiyasla ileal néronal nitric oksit sentaz
(nNOS) ekspresyonunda belirgin bir azalma gdzlenmistir. Koronal kesitlerde saptanan
nNOS ekspresyon azaliginin (Sekil. 4.20B), LMMP preparatlarinda yapilan boyamalarda
ileumdaki PGP9.5 ile isaretlenen enterik néron popiilasyonunda ortaya ¢iktig1 saptanmis
olup (Sekil. 4.20H), s6z konusu artis istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir
(Sekil. 4.201).
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Sekil 4.20 Ad-libitum olarak beslenen (A-C) ve aralikli aglik uygulanan siganlardan (B-D) elde edilen ileum
orneklerindeki néronal nitric oksit sentaz (nNOS) ekspresyonunun koronal kesitlerde (A-B) ve LMMP
preparatlarinda (C-H) immiinofloresan yontem ile gosterimi. AA: aralikli aglik, *p<0.05 ad-libitum grubuna

gore tespit edilen istatistiksel farklilik. Yesil: enterik néronal belirteg PGP9.5, kirmizi: nNOS. 100pum (A-
H).

Calismamizda, AA grubunda, ad-libitum grubuna kiyasla ileal ghrelin ekspresyonunda
belirgin bir artig gozlenmistir. Koronal kesitlerde saptanan ghrelin ekspresyon artigmnin
(Sekil. 4.21B), LMMP preparatlarinda yapilan boyamalarda ileumdaki PGP9.5 ile
isaretlenen enterik noron popiilasyonunda ortaya ¢iktigi saptanmistir (Sekil. 4.21F-H).
Benzer sekilde, ¢calismamizdaki immiinofloresan bulgular, GHSR’in ileal myenterik ve

submukozal néronlarda eksprese oldugunu isaret etmektedir (Sekil.4.22B).
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Sekil 4.21 Ad-libitum olarak beslenen (A-C) ve aralikli aglik uygulanan siganlardan (B-D) elde edilen ileum
orneklerde ghrelin ekspresyonunun koronal kesitlerde immiinofloresan ¢ift etiketleme yontemi ile
gosterimi. AA: aralikli aglik. . Yesil: enterik noronal belirteg PGP9.5, yesil: Ghrelin. Tek oklar (A-B)
koronal kesitlerdeki ghrelin-pozitif hiicreleri, ¢ift oklar myenterik gangliyonlardaki ¢ift-pozitif hiicreleri
(H’-H’*) isaret etmektedir. 100pum (A-H), 50um (H*-H”’).
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Sekil 4.22 Sicandan elde edilen ileum &rneklerde GHSR ekspresyonunun koronal kesitlerde
immiinohistokimyasal (A) ve immiinofloresan ¢ift etiketleme yontemi ile (B) gdsterimi. Mavi: DAPI, yesil:
enterik néronal belirteg PGP9.5, kirmizi: GHSR. Tek oklar (B) koronal kesitlerdeki ghrelin-pozitif hiicreleri,
cift oklar submukozal ve myenterik gangliyonlardaki ¢ift-pozitif hiicreleri (B’-B’’) isaret etmektedir. 100pum
(A-B), 50um (B’-B”’).

4.2. In-vitro Olgiimler
4.2.1. Bazal Motor Aktivite

Bazal kasilma frekansi, fundus ve ileum igin ayr1 ayri1 degerlendirildi (Sekil 4.23).
Fundusta Ad-libitum ve kronik aralikli aglik (AA) gruplar1 arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (bagimsiz 6rneklem t-testi, ns; p=0,343; n=5-6/grup). Buna karsilik, ileumda
AA grubunun spontan kasilma frekans1 Ad-libitum grubuna goére belirgin bigimde daha

yiiksekti (t-testi, *p=0,016; n=5-6/grup).

A) B)
x,p=0.016
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0.5+
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Sekil 4.23 Spontan (bazal) kasilma frekansi karsilagtirmasi. (A) Fundus, (B) [leum; gruplar: Ad-libitum ve
kronik aralikli aglik (AA). Istatistik: bagimsiz érneklem t-testi. Fundusta gruplar arasinda fark yoktur (ns,
p=0,343), ileumda ise AA grubunun frekansi1 Ad-libitum’a gére daha yiiksektir (*, p=0,016; n=5-6/grup).
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Organ banyosu kayitlarindan hesaplanan motilite indeksi (alan-alti, AUC; g-s) fundus ve
ileum i¢in Ad-libitum ve kronik aralikli aglik (AA) gruplari arasinda karsilastirild (Sekil
4.24). Fundusta grup ortalamalar1 benzer olup anlamli bir fark saptanmadi (bagimsiz
orneklem t-testi, ns; p=0,4857). Benzer bigimde, ileumda da AA ile Ad-libitum arasinda

motilite indeksi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (ns; p=0,3429).
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Sekil 4.24 Bazal motilite indeksi (AUC, g-s) karsilastirmast. (A) Fundus, (B) {leum; gruplar: Ad-libitum ve
kronik aralikli aclik (AA). Istatistik: bagimsiz 6rneklem t-testi. Fundusta gruplar arasmda fark yok (ns,
p=0,4857), ileumda da fark saptanmadi (ns, p=0,3429; n=5-6/grup).

4.2.2. Kimyasal Ajan Uygulamalan

Betanekoliin kiimiilatif uygulanmasiyla kasilma genligi derisime bagli olarak artt1; atropin

on-inkiibasyonu bu kasilmalar1 belirgin bi¢imde baskiladi.
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Sekil 4.25. Betanekol ile artan kasilmalar atropinle baskilandi. (A) Kiimiilatif bethanekol uygulamasi
(10°—10~* M) derisime bagh kasilma artis1 olusturdu. (B) Atropin &n-inkiibasyonu sonrasinda ayni
protokolde bethanekol yanitlar1 belirgin bigimde baskilandi. Oklar derisim basamaklarini, gri oklar
tekrarlanan uygulamalar1 (3%) gostermektedir; izler temsilidir.

SNP’nin kiimiilatif uygulanmasiyla gevseme genligi derisime bagl olarak artti; L-NAME

on-inkiibasyonu bu gevsemeleri belirgin bigimde baskiladi.
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Sekil 4.26. SNP ile artan gevsemeler L-NAME ile baskilandi. (A) Kiimiilatif SNP uygulamasi (10°-1073
M) derisime bagl gevseme artist olusturdu. (B) L-NAME 6n-inkiibasyonu sonrasinda ayni protokolde
SNP’ye verilen gevsemeler belirgin bigimde baskilandi. Oklar derisim basamaklarini géstermektedir; izler
temsilidir.
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Betanekol (10°-10"* M, kontraksiyon; Fundus): Her iki grupta da yanitlar doza baglh
olarak artt1. AA ve ad-libitum gruplarinin betanekol yanit diizeyleri genel olarak benzerdi.
[D-Lys*]-GHRP-6 (10° M) eklenmesi, her iki grupta da yiiksek konsantrasyonlarda
(=10°-10* M) kontraksiyon genligini azaltt1 (# p<0,05; ## p<0,01, aym1 grubun
antagonistsiz kosuluna gore)(Sekil 4.27A). Veriler ortalama £ SEM’dir. Betanekol (10~°—
10* M, kontraksiyon; Ileum): Yanitlar konsantrasyona bagl olarak arttr. AA grubunun
kontraksiyon genligi, ozellikle 10°-10* M araliginda Ad-libitum grubundan daha
yiiksekti (isaretli konsantrasyonlarda p<0,05-0,01). [D-Lys*]-GHRP-6 eklendiginde her
iki grupta da yiiksek konsantrasyonlardaki kontraksiyonlar azaldi (Sekil 4.27B).
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Sekil 4.27 Betanekol (10°-10~* M; kiimiilatif) uygulanmasiyla elde edilen konsantrasyon-yanit egrileri: (A)
fundus, (B) ileum. Gruplar: Ad-libitum, kronik aralikli aglik (AA) ve her iki grubun GHSR antagonisti [D-
Lys*]-GHRP-6 ile 6n-inkiibe edilmis halleri. Y-ekseni: kasilma kuvveti (g, ortalama + SEM). Istatistik: iki
yonlii ANOVA (grupxkonsantrasyon) ve ¢oklu kargilastirma (Tukey). *p<0,05, **p<0,01: Ad-libitum ile
AA arasindaki fark; #p<0,05, ##p<0,01: ayn1 beslenme grubunda [D-Lys*]-GHRP-6’nin ara¢ kontroliine
gore etkisi. Betanekol artan konsantrasyonlarda her iki dokuda da kasilmay: belirgin olarak artirmistir.
fleumda Ad-libitum grubunun maksimum yanitt AA’ya gore daha yiiksektir; [D-Lys*]-GHRP-6 6n-
inkiibasyonu yanitlar1 ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda baskilamistir. Fundusta gruplar arasi farklar

sinirlt olup antagonist etkisi {ist konsantrasyonlarda daha belirgindir (n=6/grup).

SNP (107°-103 M, gevseme; Fundus): SNP kademeli gevseme olusturdu. AA grubunda
gevseme genligi Ad-Libitum’a kiyasla daha biiyiiktii. [D-Lys*]-GHRP-6 varliginda, her
iki grupta da 10°-103 M araliginda gevseme artt1 (# p<0,05; ## p<0,01, ayn1 grubun
antagonistsiz kosuluna gore)(Sekil 4.28A). Veriler ortalama = SEM’dir. SNP (10°-1073
M, gevseme; Ileum): Tiim gruplarda diisiik genlikli gevseme olustu (yaklasik 0 ile —0,12
g). Ad-libitum grubunda gevseme genligi AA’ya gore daha yiiksektir; gruplar arasi fark
anlamlidir (isaretli konsantrasyonlarda, p<0,05-0,01). [D-Lys*]-GHRP-6 varlig1 gevseme
yanitlarini degistirmemistir (her iki grupta da ns; Sekil 4.28B). Veriler ortalama+SEM’dir.
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Sekil 4.28 Sodyum nitroprussid (SNP; 10°—10-* M, kiimiilatif) ile olusturulan konsantrasyon—yanit egrileri:
(A) fundus, (B) ileum. Gruplar: Ad-libitum, kronik aralikli aglik (AA) ve her iki grubun GHSR antagonisti
[D-Lys*]-GHRP-6 ile 6n-inkiibe edilmis halleri. Y-ekseni gevseme (g, ortalama + SEM; negatif degerler
tonusta azalmayi gdsterir). Istatistik: iki yonli ANOVA (grupxkonsantrasyon) ve Tukey coklu
karsilastirma. *p<0,05, **p<0,01: Ad-libitum ile AA arasindaki fark; #p<0,05, ##p<0,01: ayn1 beslenme
grubunda [D-Lys?*]-GHRP-6"nin ara¢ kontroliine gore etkisi. SNP fundusta belirgin konsantrasyona bagh
gevseme olustururken [D-Lys*]-GHRP-6 yiiksek konsantrasyonlarda bu yaniti azaltmistir; ileumda gevseme

kiigiliktiir ve antagonist  etkisi istatistiksel olarak  anlamli degildir  (n=6/grup).

4.2.3. Elektriksel Alan Uyarim

EFS’nin 2-16 Hz araliginda uygulanmasiyla kasilma genligi frekansa baglh olarak artti; 1
uM atropin On-inkiibasyonu bu EFS aracili kasilmalar1 belirgin bicimde baskiladi,

kolinerjik (muskarinik) bileseni dogruladi.

A
2Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz
' l l I
e NN U 4 MM S gl
B
2 Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz
| | | | :
Ao I e R4 WA 505

Atropin- 1uM

Sekil 29 EFS ile artan kasilmalar atropinle baskilandi. (A) 2, 4, 8 ve 16 Hz’de EFS’ye verilen kasilmalar
frekansla artt1. (B) 1 uM atropin 6n-inkiibasyonu sonrasi ayni protokolde EFS’ye verilen kasilmalar belirgin
bicimde azald1. Olgek: 1 g, 60 s.

EFS’nin 2-16 Hz araliginda uygulanmasiyla gevseme genligi frekansa bagli olarak artti;
200 uM L-NAME o6n-inkiibasyonu bu EFS-aracili gevsemeleri belirgin bigimde baskiladi,

yanitin NO aracili bilesenini dogrulad.
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Sekil 4.30 EFS ile artan gevsemeler L-NAME ile baskilandi. (A) Bazal kosulda 2, 4, 8 ve 16 Hz’de EFS’ye
verilen gevseme yanitlari. (B) 200 uM L-NAME o6n-inkiibasyonu sonrasi ayni frekanslarda gevsemelerin

belirgin bicimde azalmasi. Olgek: 1 g, 60 s.

Fundus — EFS ile indiiklenen yanitlar (izole organ banyosu). EFS uygulamasi 2-16 Hz
araliginda tim gruplarda frekansa bagimli olarak kontraksiyon olusturdu. AA ve ad-
libitum gruplar1 arasinda kontraksiyon biiyiikliigii agisindan anlamli fark saptanmadi; [D-
Lys?]-GHRP-6 (10°¢ M) eklenmesi de yanitlar1 degistirmedi (ns; ortalama = SEM; Sekil
4.31A). ileum — EFS ile indiiklenen yanitlar (izole organ banyosu). EFS (2-16 Hz) ile
olusan kontraksiyon entegrali (g-s) frekansla arttt ve AA grubu, Ad-libituma kiyasla
yiiksek frekanslarda daha biiylik yanit verdi (8 Hz: p<0,05; 16 Hz: p<0,001). [D-Lys?]-
GHRP-6 (10° M) varliginda kontraksiyon yanitlarinda her iki grupta da anlamli fark
gozlenmedi (ns; Sekil 4.31B).
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Sekil 4.31 Elektriksel alan stimiilasyonu (EFS; 2—-16 Hz, kiimiilatif frekans artisi) ile indiiklenen néral
kasilma yanitlari: (A) fundus, (B) ileum. Gruplar: Ad-libitum, kronik aralikli a¢lik (AA) ve her iki grubun
GHSR antagonisti [D-Lys*]-GHRP-6 ile 6n-inkiibe edilmis halleri. Y-ekseni, kasilma alanini (gs, ortalama
+ SEM) gostermektedir. Istatistik: iki yonli ANOVA (grupxfrekans) ve Tukey coklu karsilastirma;
*p<0,05, **p<0,01, *p<0,001 ilgili frekansta gruplar arasi anlamli farki, “ns” fark olmadigin1 gosterir.
Fundusta EFS’ye yanit frekansa bagli olarak artsa da gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (A, ns).
fleumda yanitlar frekansla belirgin sekilde artmis; 8 ve 6zellikle 16 Hz’de AA (ve AA+[D-Lys*]-GHRP-6)
gruplarnin  yanitlart  Ad-libitum’a  kiyasla daha yiksek bulunmustur (B; -). (n=6/grup).

Fundus EFS uygulamas1 2-16 Hz araliginda tiim gruplarda frekansa bagimli olarak
degerlendirilen gevseme yanitlar1 da gruplar arasinda benzer seyir gosterdi ve GHSR
antagonisti varhginda anlamli degisiklik olmadi (ns; Sekil 4.32A). Istatistik: iki yonlii
tekrar-6l¢timlit ANOVA; frekans ana etkisi anlamli, grup ve grupxfrekans etkilesimi igin
anlamlilik bulunmadi. Ayn1 frekans araliginda degerlendirilen ileum gevseme entegrali
gruplar arasinda fark saptanmadi ve [D-Lys*]-GHRP-6 varliginda da degisim gozlenmedi
(ns; Sekil 4.32B). Degerler ortalama + SEM; istatistik: iki yonlii tekrar-6lgiimliit ANOVA

ve uygun post-hoc.
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Sekil 4.32 EFS ile indiiklenen gevseme yanitlari: (A) fundus, (B) ileum. Gruplar: Ad-libitum, kronik aralikli
aclik (AA) ve her iki grubun GHSR antagonisti [D-Lys*]-GHRP-6 ile on-inkiibe edilmis halleri. EFS
frekanslar1 2—16 Hz’dir. Y-ekseni, gevseme alanini gostermektedir (g-s, ortalama = SEM; negatif degerler
bazal tonusta azalmayr ifade eder). Istatistik: iki yonli ANOVA (grupxfrekans) ve Tukey coklu
karsilastirma. Tim frekanslarda gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi ve [D-Lys*]-GHRP-6 6n-
inkiibasyonu gevseme yanitini anlamli bigimde degistirmedi (ns, p > 0,05; n = 6/grup).
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5. TARTISMA

Bu calismada, 14 giin siireyle uygulanan AA beslenme modelinin GIS motor fonksiyona
etkileri ve bu etkide enterik ghrelinin rolii arastirilmistir. Elde edilen veriler, 14 giin
boyunca uygulanan AA beslenme modelinin si¢anlarda besin alimini artirirken viicut
agirhigini azalttigr goézlenmistir. Ad-libitum beslenen grup ile kiyaslandiginda, AA
beslenme modelinin enterik dokulardaki Ghrelin ve GHSR ekspresyonlarini uyarirken; GI

motor fonksiyonlarinda ve kontraktilitisinde artisa neden oldugu saptanmustir.

Gilintimiizde, besin tiikketimi ve viicut agirliginin kontrolii disinda; AA beslenme
modellleri farkl fizyolojik sistemler iizerine ¢esitli faydalarinin ortaya konmasiyla diinya
capmda giderek popiilerlik kazanmistir (Lee ve ark., 2020; Mishra ve ark., 2023).
Calismamizda, 14 gilinliik AA beslenme modelinin enterik ghrelin {iretimini ve GHSR
protein ifadesini arttirdigi saptanirken bu hayvanlardan yapilan in-vivo dlgiimlerde kati
mide bosalim1 ve GI transit hizlarinin arttig1 saptadik. GHSR-knock out fare ve vagotomi
ile GHSR protein ifadesinin azaltildig1 siganlarda yapilan ¢alismalar mide bosaliminin ve
intestinal pasajin yavasladig1 gosterilmistir (Yang ve ark., 2011; Yang ve ark., 2013).
Ghrelin, ilk olarak sigan midesinin fundus bolgesindeki oksintik bezlerde bulunan X/A
hiicrelerinde kesfedilen bir peptit olup, mRNA ekspresyonu ve plazma seviyelerinin aglik
durumunda yiikseldigi ve ghrelinin sican ince bagirsak sindirim arasi1 go¢ eden
miyoelektrik kompleksi (MMC) uyardig: bilinmektedir (Kojima Masayasu ve ark., 1999b;
Edholm ve ark., 2004). Midede en fazla fundus bolgesinde olmakla birlikte, sicanlarda
mideden kolona dek ghrelin immiinoreaktivitesinin varligir gosterilmistir (Kojima
Masayasu ve ark., 1999b; Date Yukari ve ark., 2000). Ote yandan, insan sindirim
siteminde ghrelin mRNA ekspresyonu; duodenum, jejunum, midenin antrum bdlgesinde

gosterilmistir (Gnanapavan ve ark., 2002).

Insan ve kemirgenlerde yapilan onceki calismalarda AA beslenme modelinin plazma
ghrelin seviyelerini artirdig1 tespit edilmistir (Ariga Hajime ve ark., 2008a; Abedelmalek
ve ark., 2015; Akan ve ark., 2023). Calismamizda Ariga ve ekibinin daha 6nceki
caligmalarinda kullandigi 20:4 aclik:beslenme paterni uygulanmig ve bu kapsamda her

giin 12:00-16:00 saatleri arasinda 4 saat siireyle hayvanlarin yem tiiketmelerine izin
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verilmistir (Ariga Hajime ve ark., 2008a). Ariga ve arkadaslari, 14 giiniin sonunda hem
oglin-oncesi hem de Ogilin-sonrasi toplanan plazma Orneklerindeki agile ghrelin
seviyelerinin, ad-libitum beslenen siganlarinkine kiyasla Onemli derecede yiiksek
oldugunu tespit ederken, bizim c¢alismamizda gerceklestirilen ELISA analizlerinde
plazma Ghrelin seviyelerinde ad-libitum ve AA uygulanan hayvanlar arasinda farklilik
tespit edilmemistir. S6z konusu farkliligin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte,
kullanilan ticari 6l¢tim kitlerindeki duyarlilik farkliliklar1 ve/veya kitlerin acile ve total

ghreline olan 6zgiinliikleri ilk akla gelen nedenler olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Calismamizda 14 giin siireyle uygulanan AA beslenme modeli sonunda sicanlarm viicut
agirhigr giderek azalirken, ad-libitum beslenen sicanlarda kilo alimi gerceklestigi
gbdzlenmistir. Mevcut bulgularimiza paralel olarak, Ariga ve arkadaslarinin caligmasinda
da 14 giinlik AA modelinin uygulandigi siganlarda, ad-libitum beslenen siganlara gore
viicut agirhigmim anlamli derecede diisiik seyrettigi gosterilmistir (Ariga Hajime ve ark.,
2008a). AA takvimi siiresince artan yem tiiketimine karsin ortaya c¢ikan viicut
agirhigindaki azalmanin olasi nedeninin, beslenme modelinin 20 saatlik aghik fazinda
meydana gelen katabolik siire¢ ile ortaya ¢ikan yemden yararlanma diisiisii olabilecegi
akla yatkin gelmektedir. Buna ilave olarak, a¢lik siirecinde ghrelinin yani sira fazla sayida
santral ve periferal hormon ve/veya noOromediyatoriin {iretiminde degisimler
sekillenmekte olup, s6z konusu molekiillerin beyin-bagirsak ekseninde hem beyin, hem
de enterik diizeyde farkli roller iistlendigi bilinmektedir. Dolayisiyla; AA beslenme
modelinde, Ghrelin disinda kronik a¢lik uygulamasina baglh degisim gosteren diger
mediyatorlerin  farkli metabolik etkilerinin ortaya ¢ikabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Son olarak, AA beslenme modeli aracili olarak ortaya ¢ikan viicut
agirlik kaybinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi, ¢calismamizin oncelikleri
hedefleri arasinda yer almamaktadir. S6z konusu etkinin aydmlatilmasi i¢in, plazma GH
seviyesi, yag kiitlesi dlgiimleri ve basta yag, GIS ve sinir dokular1 olmak iizere aglikta
dretimi artan metabolik mediyatdrlerin plazma/BOS seviyeleri gibi degiskenlerin

incelendigi farkli ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu agiktir.

Bu calismada, GI transit ve mide bosalimi dl¢limlerinde elde ettigimiz sonuclar her ne

kadar artan endojen enterik Ghrelin’in prokinetik etkilerini isaret etse de in-vivo
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Olctimlerde periferal GHSR antagonisti uygulanan gruplarin olmamas bir eksiklik olarak
degerlendirilebilir. Ote yandan, ghrelinin GIS motor fonksiyonlar {izerine uyarici etkileri
enterik mekanizmalar ile sinirli olmayip, bu etkide vagal otonom yolaklarin rol aldigi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Swartz ve ark., 2014; Gong ve ark., 2017). Buna ilave
olarak, endojen ghrelinin, GIS dokularinin diginda beyinde; hipotalamus 6zelinde arkuat
cekirdek (ARC) lateral hipotalamik alan (LHA) ve paraventrikiiler c¢ekirdek (PVN)
alanlarinda ve serebral korteksteki az sayida hiicrede iretildigi gosterilmistir (Mondal ve
ark., 2005; Sato ve ark., 2005; Hou ve ark., 2006). Son ve 6nemli olarak, ghrelin spesifik
transport sistemi araciligiyla kan beyin bariyerinin her iki yOniine dogru da gegis
yapabilmesi, aglikta artan ghrelinin enterik etikelerinde rol alan santral ve periferal
mekanizmalarin aydinlatilmas: i¢in bu yolaklarin etkinliklerinin selektif olarak ortadan

kaldirildig1 daha detayli deneysel ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizdaki in-vivo 6l¢iimlerde, 14 giin siireyle uygulanan AA modeli ile artan kat1
mide bosalimi ve intestinal transit hizinda GHSR-aracili mekanizmalarinin roliiniin
aydinlatilmasi igin izole organ banyosu deneyleri gergeklestirilmistir. Ad-libitum
beslenen si¢anlara kiyasla, AA uygulamasina maruz kalan siganlardan elde edilen ileum
diiz kas preparatlarinda betanekol-aracili kasilmalarin yani sira SNP-aracili gevseme
yanitlarinin belirgin sekilde potansiyalize oldugu, ortaya g¢ikan bu etkilerin GHSR
antagonisti 6n uygulamasi ile ortadan kalktig1 saptanmustir. Ote yandan, AA beslenme
modeline bagli olarak ileumda gézlenen bu etkiler, mide fundus diiz kas preparatlarinda
belirgin sekilde saptanmamistir. Bu sonuglar, molekiiler analizlerde tespit edilen AA
modeline bagli artan endojen ghrelinin etkinligini isaret etmektedir. Bulgularimiza paralel
olarak, Edholm ve arkadaslar1 sican diiz kas seritlerinde yaptiklar1 in-vitro ¢alismalarinda
ghrelin-aracili ortaya ¢ikan kontraktilite atropin varhgmnda ortadan kalktigini
gostermislerdir (Edholm ve ark., 2004). Elde ettigimiz bulgulardan yola ¢ikarak, AA-
aracili Uretimi artan enterik endojen ghrelinin, kolinerjik ndronal mekanizmalar

araciligiyla GI motiliteyi uyardigmi diisiindiirmektedir.

Calismamizda western blot ile AA-aracili ghrelin artigint gosterdigimiz bulgularimiza
dayanak, so6z konusu etkide rol oynayan endojen ghrelinin kaynaginin gastrik fundus

bdlgesi olmasi ve burada tiretilen ghrelinin gerek liiminal yolla ileuma ulasarak parakrin,
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gerekse dolagima katilarak endokrin etki mekanizmalari ile ileumu uyarma olasiligi
kuvvetli goriinmektedir. Ote Yandan enteroendokrin hiicrelerin yam sira enterik
noronlarm da ghrelin iiretip tiretmedigi net olmamakla birlikte enterik noronal hiicrelerde
iiretilen GHSR ’nin ghrelinin prokinetik etkisinde rol alip almadigina dair kesin bir yargiya
varmak giigtiir. Ayrica GHSR nin 6zellikle mide diiz kas katmanlarmdaki myenterik sinir

hiicrelerinde ifade edildigi farelerde gosterilmistir (Yang ve ark., 2013).

Calismamizda, 14 giinlik AA beslenme modelinin sigan ileumundaki ChAT
immiinoreaktivitesini hafif sekilde arttitirken, nNOS immiinoreaktivitesini ise belirgin
sekilde azalttig1 tespit edilmistir. Enterik ChAT ve nNOS ekspresyonlarindaki degisimler,
AA grubunda saptanan intestinal transit hizi artis1 ve bazal motilite artisin1 kismen
aciklamaktadir. GFAP, astrositlerin ara filament bir yapisal protein olup, normal néronal
gelisim ve fonksiyon i¢in gereklidir. Buna karsin, enterik GFAP ekspresyonundaki artis,
bagirsakta  sekillenen  noroinflamatuar  bir  siirecin  belirteci  olarak  da
degerlendirilmektedir. Calismamzida, AA beslenme modelinin GFAP
immiinoreaktivitesini azaltmasi, AA’nin anti-inflamatuar ve ndroprotektif etkisini
diisiindiirmektedir. Ote yandan, GHSR’nin enterik ndronlardaki varhgma ilave olarak,
AA’ya bagl olarak artan ghrelin ekspresyonunun sadece mukozal hiicrelerde degil, ayn1
zamanda myenterik noronlardaki artisi, AA’ya bagl ortaya ¢ikan motor degisikliklerde

ghrelin-aracili néronal mekanizmalarin rol alabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde, izole organ banyosu teknigi kullanilarak kemirgen GIS dokularinda ghrelinin
kontraktil aktiviteye etkisini inceleyen az sayida ¢alisma (Edholm ve ark., 2004; Yang ve
ark., 2013) bulunmakla birlikte, izole GIS dokularinda EFS-aracili kasilma ve gevseme
yanitlarinda endojen ghrelinin rolii net degildir. Bu sebeple, ¢alismamizda enterik ndronal
mekanizmalarin roliiniin incelenebilmesi amaciyla izole doku preparatlarinda EFS
uygulamalar1 ger¢eklestirilmistir. Elde ettigimiz bulgular, EFS-aracili ileumda gézlenen
atropine duyarl kasilmalarin GHSR antagonisti varliginda zayifladigini gsterirken, EFS-
aracili ileal gevseme yanitlarinda ad-libitum grubuna gore farklilik tespit edilmemistir. Bu
sonuglar, AA maruziyetine bagl olarak artan ghrelin iiretiminin enteroendokrin hiicreler
ile sinirl olmayabilecegini ve enterik noronal mekanizmalarin roliinii akla getirmektedir.

Bulgularimiza paralel olarak; Yang ve ekibi, GHSR-/- farelerden elde edilen gastrik diiz
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kas seritlerinde EFS ve kabakol-aracili intraluminal basing degigiminin azaldigini ve buna
in-vivo olarak mide bosalimindaki gecikmenin eslik ettigini gostermislerdir (Yang ve ark.,
2013). Benzer sekilde, vagotomize siganlarda yavaslayan mide bosalim hizina GHSR
ekspresyonunun down-regiilasyonunun eslik ettigi gosterilmistir(Yang ve ark., 2011).
[leum dokularinda elde ettigimiz EFS yamitlari, (i) ileumda EFS-aracili uyarilan
ghrelinerjik enterik noronlarin varligi ve/veya EFS-aracili ileumdan salinan lokal uyarici
noronal mediyatorlerin (ACh veya Substans-P olmas1 kuvvetle muhtemel gériinmektedir)
reseptorleri ile GHSR’nin koeksprese oldugu diiz kas hiicrelerinin varligmni

diistindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Giincel literatiirde kemirgenlerde gerek endojen, gerekse periferal ekzojen Ghrelin
uygulamasinm mide motilitesini uyardigina dair ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ote
yandan; bu ¢alisma, siganlara uygulanan kronik AA beslenme modelinin enterik ghrelin
ekspresyonunu arttirdigini, artan endojen ghrelinin gastrointestinal motor fonksiyonu
stimiile ettigini gosteren ilk ¢alisma olma 6zelligini tasimaktadir. Caligmamizdan elde
ettigimiz bulgular, AA beslenme modelinin GI motor disfonksiyon ile karakterize olan
hastaliklarda farmakolojik tedavi yoOntemlerini destekleyici ve tedavi etkinligini
arttirabilecek bir terapdtik yaklagim olabilecegini isaret etmektedir. Bununla birlikte, AA
beslenme modelinin GHSR-aracili olarak rol aldigi santral ve enterik ndronal
mekanizmalarin detayl olarak aydinlatilabilmesi i¢in yeni deneysel ¢alismalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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