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SICANLARDA AKUT SURELERDE UYGULANAN SODYUM
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OZET

Bu tez ¢alismasinda akut siire dilimlerinde (24 ve 96 saat) sodyum pirition (NaPT) ve
salin uygulanilmasi sonucunda Wistar albino siganlarda kan serumu ghrelin ve leptin
hormon seviyeleri arastirilmigtir. Calismalar neticesinde kontrol gruplar ile doz
gruplariin karsilastirilmast yapilmistir. Karsilagtirma sonucunda uygulanan her iki
doz grubundaki (35 ve 70 mg/kg) akut siirelerde ghrelin hormon seviyelerindeki
azalma istatistiksel analizler sonucunda farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Yine bu ¢alismada uygulanan doz gruplarinin (35 ve 70 mg/kg) kontrol grubu ile
karsilastirilmasi sonucu akut siirelerde leptin hormon seviyesindeki artisin istatistiksel
analizler sonucunda farkin O6nemli oldugu tespit edilmistir.  Benzer zaman
dilimlerindeki dozlar arasindaki leptin ve ghrelin hormon seviyelerindeki farklar
onemsiz oldugu belirlenmistir. 24 ve 96 saatlik siirede uygulanmis ayn1 NaPT dozlar
arasinda farklar 6nemsizdir.

Siganlar uygulanilmis olan NaPT dozlar sitotoksik etki olusturdugu ve sonucunda
doku hasar1 olusturarak nekroz gelistirmis ve bunun sonucu gelisen inflamasyonun
hayvanlarda immiinolojik tepki olarak TNF-alfa, 1B ve IL-6 salinimmnin yapildig
bilinmektedir. Bu salinan proinflamatuvar sitokinlerin kasektik etkisi sonucu ghrelin
hormon seviyelerinde azalmaya ve leptin hormon seviyelerinde artis tespit edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Ghrelin, Leptin, NaPT, Sican

Ocak, 2023; 28 sayfa
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THE EFFECT OF SODIUM PYRITHIONE IN ACUTE PERIODS ON
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Mustafa GOKTAS

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin POLAT

ABSTRACT

In this thesis study, blood serum ghrelin and leptin hormone levels were investigated
in Wistar albino rats after administration of sodium pyrithione (NaPT) and saline in
acute periods (24 and 96 hours). As a result of the studies, the comparison of the
control groups and dose groups was made. As a result of the comparison, the decrease
in ghrelin hormone levels in the acute periods in both dose groups (35 and 70 mg/kg)
was found to be significant as a result of statistical analyzes.

Again, as a result of the comparison of the dose groups (35 and 70 mg/kg) administered
in this study with the control group, the difference in the increase in leptin hormone
levels during the acute periods was found to be significant as a result of statistical
analysis. The differences in leptin and ghrelin hormone levels between doses at similar
time periods were found to be insignificant. The differences between the same doses
of NaPT administered over a 24-hour and 96-hour period are insignificant.

It is known that NaPT doses administered to rats have cytotoxic effects, resulting in
tissue damage and necrosis. As a result of the cachectic effect of these released
proinflammatory cytokines, a decrease in ghrelin hormone levels and an increase in
leptin hormone levels were detected.

Keywords: Leptin, Ghrelin, NaPT, Rat
January, 2023; 28 pages
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1. GIRIS

Giliniimiizde birgok alanda meydana gelen endiistriyel gelisme sonuglar1 saaglik ve
¢evresel problemleri beraberinde getirmistir. Bu gelisimlerin {iretim asamasindaki yan
tirtinleri ve kullanima bagl olarak cevreye toksikolojik ortaya ¢ikmistir. Yapilan
birgok arastirma, toksikolojik ¢evresel kirleticilerin hem ¢evre ve hem de halk

sagligina yonelik olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir.

Dogadaki diger canlilar ve insanlar bu toksilojik ajanlar1 fakli yollardan (oral, solunum
ve dermal) bu Kkirleticilere maruz kalmaktadir. Bu mazuriyet sonucu canli
organizmalar iizerinde bir¢ok degisiklige neden olmaktadir. Bu degisiklikler arasinda
fizyolojik degisimler yasamin devami icin dnem tasimaktadir. Canlilarda hayatin
devami icin diizenlemeler yapan fizyolojik sistemler (ndrolojik, endokrinolojik ve
immiinolojik)  lizerine toksikoljik  etkileri arastirilmaktadir. Homeostasiz
saglanmasinda Onemli rolii olan endokrin sistem {izerindeki aragtirmalar Onem
tasimaktadir. Yapilan endiistriyel ¢evresel kirleticiler {izerinde yapilan ¢aligmalarda
endokrinlojik, biiyiime, strese cevaplar, lireme ve cinsiyet gelisimleri, genetik,

sitolojik ve metabolizmay: etkiledigi bildirilmektedir [1-3].

Sodyum pirition (NaPT) biyositler arasinda 6nemli bir yer tutmakta ve maden
sektoriinde, kozmetik sektoriinde, yakit endiistrisinde antimikrobiyal ve antifungal
ajan olarak genis yer almaktadir [4]. NaPT substrat taginimini1 engellemekte mantar ve

bakteri gelisimini etkiledigi bildirilmektedir [5].

Radyoaktif igaretli NaPT'nin siganlara uygulanmas: neticesinde farkli organlarda
birikim yaptigi bildirilmektedir [6]. NaPT sitotoksik etkileri sebebiyle farkli
hayvanlarda (fare, sigan ve tavsanlarda) arka bacaklar {izerinde geri doniigiimlii
felglerin gelistigi ve geri donisii olmayan goz hasar1 gozlendigi bildirilmistir [7].
Siganlara oral uygulanmasi sonucu omurilikte yer alan motor ndronlarda Ca*?1
seviyesini arttirdigi, bu nedenle enerji tiretimini baslattigl, buna bagl olarak hiicre
iskelet yapisinin bozulmasi sonucu hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmektedir [8,9].
Yine piriyionlarin fizyolojik stres tepkiye sebep olarak enerji tiikketimini arttirdig [10],
DNA hasarlanmasi, erken hiicre yaslanmasina ve Olime neden oldugu yapilan
arastirmada bildirilmektedir [11]. NaPT sadece bakteri ve mantarlari etkilemedigi ayn1

zamanda hayvanlar ve ekolojik bakimindan olumsuz etkileri bilinmektedir. Farkli
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piritionlarin midyeler tizerinde DNA hasart, fizyolojik stres ve hiicre 6liimiine [12] ve
balik larvalari tizerindeki gelisimsel bozuluma (teratojenik) neden oldugu tespit

edilmistir [13].

Yazici ve Polat (2021) tarafindan sicanlara NaPT uygulanmasi sonucu akut siirelerde
IL-1B ve IL-6 diizeylerinde artis belirlemislerdir [14]. Bunun NaPT’nin sitotoksik
etkisi sonucun doku hasar1 olusturarak nekroz gelismis olabilecegi ve inflamasyona
neden olabilecegini bildirilmektedir [14]. IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler,
inflamasyon [15] yaslanmada kronik digiik dereceli inflamasyon [16,17] ve
ateroskleroz [18] ile iliskili zayiflamayla iligskilendirilmistir. Bagisiklik sisteminin
ozellikle de 10kositler tarafindan inflamatuar sitokinlerin {iretiminin anoreksiya
sendromunun gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [19,20].
Inflamatuar anoreksiya ile en alakali oldugu diisiiniilen sitokinler arasinda IL-1p, IL-6
ve TNF-a bulunur. Periferik olarak uygulanan grelin'in IL-1B kaynakli anoreksiyi
bloke ettigi ve gida alimini tesvik ederek ve enerji harcamasini azaltarak pozitif enerji
dengesi tirettigi gosterilmistir [21]. IL-1f ve leptin kombinasyonunun da midede

ghrelin ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [21].

Yaygin bir uygulama alan1 bulunan NaPT ile ilgili aragtirmalar oldukg¢a sinirl oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda, siganlarda NaPT’nin ghrelin ve leptin
diizeyleri tizerindeki etkisini belirlenmek amaglanmigtir. Calisma sonucunda elde
edilen sonuglarin, insan sagligi, ¢evre sagligi, diger canli sagliginin korunmasinda ve

fizyolojik aragtirmalar i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 NaPT’nin Genel Ozellikleri ve Etkileri

NaPT diinyada yaygin antimikrobiyal ajan olarak kullanilan olan bir maddedir. Pirition
viriisler tizerinde etkili olmadigi buna karsin ve bakterin 6ldiirmesi yerine biiylime ve
gelisimini durdurdugu bilinmektedir [22]. Piritionlar, sodyum, ¢inko ve bakir tuzlari
formundadir [22].

Bu tuz formu serileri igerisinde olan NaPT, kokusu kokuya, beyaz renkli ve soluk sar1
kristal yap1 seklindedir. NaPT genellikle ¢oztiniir yapidadir. Oksijen veya 1s1k bulunan
ortamlarda kararsizdir. Omadin, NaPT yaygin olarak kullanilan ticari ismidir. Sekil

2.1’de NaPT nin yapisal formiilii gosterilmistir.

AN =

\ ay

ITI S = |T| S'Na’
®

ONa O,

Sekil 2.1. NaPT’nin yapisal formiili [URL-1].

Temelde kullanima yonelik amaci daha ¢ok metal islemede kullanilan sivilarinin
korunmasi seklindedir. NaPT genelde mantarlarin, kiiflerin ve mayalar1 kontrol altinda
tutan ve bu mikroorganizmalar1 oldiiriicti etki giiciine sahiptir [23, 24]. NaPT
toksisiteye sahip olmasi nedeniyle kozmetikte kullanim alan sinirli (sampuanlarda)

kalmaktadir [25]. Bunun sebebi goz iizerindeki zararli etkisinden dolayidir.

Piritionlar daha ¢ok mantarlar iizerine etkisi genel olarak hiicre zarinda tasima
sistemler iizerindeki inhibitor etkisi bulunmaktadir. Ancak pirition yogunlugunu

azaldigt durumda mantarlar kullanilan  inhibitorii  detoksifiye edebildigi
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bildirilmektedir [5]. NaPT ve ZnPT’nin bakteriler (E. coli ve P. aeruginosa)
tizerindeki etkisi daha ¢ok hiicrede ATP sentezini engelleyerek bakteri diizeylerini

azalttig1 diistiniilmektedir [4].

Fareler lizerine NaPT metallerle (nikel, kadmiyum, ¢inko gibi) verildigi uygulamalar
sonucu birgok dokuda lipofilik birliktelik olusturarak hiicre zarlarinda verilen
metallerin biriktigi gosterilmistir (Jasim ve Tjaelve 1986). Farkli hayvan tiirlerine
(si¢an, tavsan ve maymun) oral uygulama sonucu NaPT’ nin emilim yolunun sindirim

sistemden yapildig: bildirilmektedir [6].

Fakli hayvanlar (kopek ve maymunlar) lizerinde NaPT (50 mg/kg) uygulanan
calismalarda, kusma ve gegici fotofobi gelistigi, tavsanlarda uygulanan NaPT (200 ve
300 mg/kg) dozlar1 hayvanlarda arka bacaklarinda felg gelisimi [26], domuzlara
uygulanan NaPT (50 mg/kg) dozlari kolinerjik etki sonucu ataksi ve kaslarda
gligsiizlik oldugu gosterilmistir [27]. Kemirgenlere oral yola NaPT uygulamasinin
hayvanlarda arka bacak felg gelistigi, buna sebep olan nedenin toksikolojik hassasiyet
sonucu meydana gelen motor néronlarda hiicre ici Ca*? yiikselmesinin sonucu
kaynaklanan artmis duyarlilik oldugu bildirilmektedir [9]. Kalsiyum artig1 sonucu
enerji tiretiminin bozulmasi sonucu hiicre iskeletine etkisi neticesinde hiicre 6limii
gergeklestigi  bildirilmektedir. Kalsiyuma bagh sitotoksisite gelisimi, kronik
norodejeneratif hastaliklarin olusumuna ve akut ndron kayiplar: oldugu buna bagh

olarak noropatolojik hastaliklarda 6nemli rolii oldugu disiiniilmektedir [8].

Moe vd. (1960) kopekler tizerine yaptiklari ¢alismada hayvanlarda geri doniisiimsiiz
g0z hasar1 ve korliik meydana geldigini gostermislerdir [28]. Delahunt vd., (1962) yine
kopeklerde NaPT (25 mg/kg) doz uygulamanin ikinci giinden baglayarak gézde retina
kanamasi, tapetum nekrozu, 6dem ve okiiler sinir atrofisine neden oldugu
bildirilmektedir [29].

Sindirim sistemi ve ciltten NaPT dogrudan emilimi gerceklesmektedir. NaPT nin
siganlara oral yoldan verilmesi sonucu %88 ile %100 arasinda emiliminin
gergeklestigi, dermal yolla uygulanilmasi sonucu emilim oraninin kullanilan ¢oziiciiye
baglh degisim gostermistir. Farkli hayvan tiirlerinde (maymun, sican ve tavsan) oral
yoldan uygulama gergeklestirilmesi sonucu NaPT un emilimi hizlica gastrointestinal

sistem tiizerinden gergeklestirildigi bildirilmektedir [6]. Radyoaktif isaretli NaPT
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sollisyonu tavsanlara cilde uygulamasi (110 mg/kg, 4 saat) sonucu radyoaktivitenin
%1.2'si kan serumu igerisinde tespit edilmistir [30]. Si¢anlara topikal yoldan NaPT
uygulamasi sonucu uygulanan bolgeye yakin kaslarda ve karacigerde radyoaktivite
belirlenmistir [31]. Tavsanlara topikal yolla uygulama sonucu karacigerde %0.3’liik

NaPT’ un radyoaktivite gdzlenmistir [30].

NaPT idrar metabolitleri seklinde iiriner sistemden kolayca atilmaktadir [6]. NaPT
sigan ve tavsanlar lizerine dermal yolla uygulanma sonucu iireme toksisitesi tespit
edilmistir [6]. NaPT’ nin su bazli kremi uygulamasi sonucu idrarla %38.8’1 atildig1

gosterilmistir [32].

NaPT’nin biyotransformasyonu sigan kan plazmasi metabolit olarak 2-metilsiilfonil
piridin [33]. Kopek, sigan, maymun ve tavsan plazmasinda yalnizca 2-metilsiilfonil
piridin seklinde olmayip bunun yani sira kan plazmalarinda 2-metiltiyopiridin-N-oksit,
2-metiltiyopiridin ve 2-metilsiilfinilpiridin-N oksit gosterilmistir [7]. Yapilan farkli bir
calisgmada NaPT iretiminde ¢alisan 9 is¢i lizerinde yapilan c¢alismada kan

plazmalarinda 2-metilsiilfonil piridin belirlenmistir [34].
2.2 Diger Piritionlar Uzerinde Yapilan Calismalar

Cinko pirition (ZnPT) uzun zamandir (yaklasik 50 yil) seboreik dermatit ve kepek
tedavisi amaciyla sampaunlarda kullanilmaktadir. ZnPT gram pozitif ve negatif
bakteriler tizerinde antimikrobiyal aktivite gosterir [36]. ZnPT baliklar (Japon piring
baliklar1 ve zebra) tizerinde embriyotoksik etkisini incelenmesi amaciyla ZnPT igeren
ve ZnPT igermeyen sampuanlar uygulanmast sonucu her iki balik larvalarinda

teratojenik etkiler gozlemlenmistir [13].

Mohamat-Yusuff vd., (2018) Japon piring balig1 iizerinde (96 saat) bakir piritionun
(CuPT) akut toksisite testleri ve stres diizeyi belirlenmistir. CuPT’a maruz birakilan
Japon piring baliklarda 96 saat sonucunnda Lc50 diizeyinin 16.58 mg/L oldugu
bildirilmektedir. Yine ayni arastirma sonuglart CuPT un oldukga diisiik dozlar Japon

piring baliklari iizerinde mortalite gézlemlendigi bildirilmistir [36].

In vitro yapilan calismalarda ZnPT’nun insan dermal hiicreleri iizerine akut olarak

toksisitesi incelenmis bunu sonucunda insan epitel hiicre ve fibroblast kiiltirlerine



eklenen ZnPT’ un oldukga diisiik dozlarda eklenmis olamasina ragmen oldukga hizl
sitotoksik etki ortaya koydugu tespit edilmistir [37].

Deniz tasitlar1 tizerine uygulanan antifouling (midye ve yosunlarin yapigsmasini
Onleyici) boyalarda bulunan pirition bakir ile birlikte kullanildiginda farkli deniz
canlilart lizerinde yapilan ¢alismalarda sinerjik toksik etkileri tespit edilmistir [38].
Yapilan arastirma sonuglari ZnPT’nun sucul bitkiler ve hayvanlar {izerinde toksik

etkisi gosterilmistir [39].

Ingiltere’de yapilan bir marinadaki ¢alismada, ZnPT varligimin denizlerde arttigimni ve
konsantrasyonun tehlikeli boyutlara ulagtigi [40], bakir kontaminasyonun oldugu ve

ana kaynagin antifouling kaplama boyalar oldugu bildirilmektedir [41].
2.3 Ghrelin

Ghrelin, ilk kez 1999 yilinda biiyiime hormonu salgilatici reseptoriiniin (GHSR,;
ghrelin reseptoril) endojen ligandi olarak tanimlanan 28 amino asitli agillenmis bir
polipeptit hormondur [42, 43]. Ghrelin geni, sigan ve insan arasinda %82 homolojiye
sahip olan 117-amino asitli bir peptit olan preprogrelin'i kodlamaktadir. Mideyi ve
proksimal ince bagirsagi kaplayan endokrin hiicreler, kandaki ghrelinin g¢ogunun
kaynagidir [42, 43]. Ghrelin baslangigta giiglii biilylime hormonu salgilama etkileri
nedeniyle tanimlanmig olsa da, ghrelinin gastrointestinal motilite, gastrik asit
sekresyonu ve g¢esitli kardiyovaskiiler, immiinolojik, {ireme ve davranigsal
stireglerdeki rolleri oldugu bildirilmektedir [44]. Ghrelin ayrica glikoz homeostazinin
onemli bir diizenleyicisi gibi gériinmektedir. Ghrelin infiizyonlari, en azindan kismen
pankreas Langerhans adaciklari {lizerindeki dogrudan etkiyi igeren mekanizmalar
yoluyla kan sekerini artirir, glikoz toleransini azaltir ve insiilin sekresyonunu kisitlar
[45]. Ghrelinin delesyonu ise glukoza bagl insiilin sekresyonunu arttirir ve periferik

insiilin duyarliligini arttirmaktadir [46].

Ghrelinin etkilerine, biiyiime hormonu salgilatici reseptdor (GHS-R) adi verilen 7-
transmembran G protein-bagl reseptdr (GPCR) aracilik eder [48]. Bu reseptor, kirpi
baligindan insanlara evrimsel olarak korundugu, bununda ghrelin'in organizma
biiyiimesinde ve gelismesinde temel bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir [48].

GHS-R'nin lenfoid sistemdeki genis doku dagilimi, ghrelin ve GHS-R ligandlarinin



endokrin, sinir ve bagisiklik sistemleri arasinda sinyal modiilatorleri olarak islev

gorebilecegini diisiindirmektedir [49].

Bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan inflamatuar sitokinlerin, gida alimini ve enerji
homeostazini kontrol etmek igin CNS {izerinde hareket ettigi gosterilmistir [19]. Besin
aliminda azalma ve istahsizlik, hastalik, yaralanma veya inflamasyonun en sik goriilen

semptomlari arasinda yer aldigi bildirilmektedir [20].

Ghrelin fonksiyonel hiicre yiizeyi GHS-R araciligiyla, proinflamatuar sitokinler IL-1p,
IL-6 ve TNF-a'nin ekspresyonu iizerinde hem spesifik hem de secici inhibitor etkiler
gostermektedir [49]. Bu sitokinlerin (IL-1p, IL-6 ve TNF-a) inflamasyon [15],
yaslanmada kronik diisiik dereceli inflamasyon [16, 17] ve ateroskleroz [18] ile iliskili

zayiflamayla iliskilendirilmistir.

Bagisiklik sisteminin 6zellikle de 16kositler tarafindan inflamatuar sitokinlerin
tiretiminin anoreksiya sendromunun gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir [19, 20]. Inflamatuar anoreksiya ile en alakali oldugu diisiiniilen
sitokinler arasinda IL-1p, IL-6 ve TNF-a bulunur. Periferik olarak uygulanan grelin'in
IL-1B kaynakli anoreksiyi bloke ettigi ve gida alimini tesvik ederek ve enerji
harcamasini azaltarak pozitif enerji dengesi tirettigi gosterilmistir [21]. IL-1p ve leptin
kombinasyonunun da midede ghrelin ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [21]

ve leptin eksikligi olan farelerde mide ghrelin ekspresyonu arttigi bildirilmektedir [49].

Ghrelin etkileri arasinda en ¢ok viicut agirligint diizenlemedeki roliine verilmistir.
Normal sartlar altinda, enerji alim1 ve enerji harcamasindaki denge, viicut agirliginin
korunmasina neden olur. Ghrelin kesfinden sonra intraserebroventrikiiler grelin
enjeksiyonlarinin siganlarda beslenmeyi giiclii bir sekilde uyardigi [50], oksijen
tilketimini azalttigi gosterilmistir [21]. Enerji harcamasini da azaltan bir oreksijenik
ajan icin tahmin edilecegi gibi, hem periferik hem de merkezi olarak uygulanan
ghrelin, pozitif bir enerji dengesi liretir ve viicut agirhigr (yag kiitlesindeki artistan)

artigina yol agtig1 gériinmektedir [50, 51].

Merkezi ghrelin uygulamasinin solunum katsayisini arttirdigini, dolayisiyla enerji
tiretimi i¢in lipid kullaniminin azaldigini1 gostermistir [52]. Yine ghrelin, beyaz adipoz

dokudaki yag depolama enzimlerinin ekspresyonunu artirdigi ve kahverengi yag



dokusundaki termojenez ile iliskili uncoupling proteinlerin ekspresyonunu azalttigi
bildirilmektedir [52]. Yapilan aragtirmalarda grelin'in gida tercihini yag orani yiiksek
diyetlere yonelttigi gosterilmistir [53]. Ghrelin sinyal blokaji modelleri ¢alismalarinda
gbzlenen azalan adipozite ve viicut agirligi, azalan gida alimi ve artan enerji

harcamasina iligkin ana bulgular gézlenmistir [54-56].
2.4 Leptin

Leptin, Zhang ve arkadaslar1 (1994 yilinda) tarafindan kesfedilmis olup, sitokinlere
benzer olup yapisinda 167 aminoasit bulunan ve molekiil agirhigi 16 kDA bir
hormondur [57, 58]. Leptin baslica viicutta baslica adipoz dokuda sentezlenmektedir
[59]. Bunun yan1 sira plasenta, gastrik epitel, iskelet kasi, hipofiz ve meme bezleri
tarafindan da salindig: bildirilmektedir [60-62]. Kan dokuda serbest olarak ve proteine
bagli iki formu bulunmakta olup aktif formunun serbest seklinde oldugu
bildirilmektedir [63]. Leptin’in dolasimda yarilanma 6mrii yaklasik 30 dakika olup
besin alimi sonucu yaklagik 2-3 saat sonrasinda salgilanmaktadir. Leptin, sitokin

ailesine benzerligi sebebiyle IL-6’1e biiyiik oranda benzerligi bulunmaktadir [64].

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi olup bir¢ok faktor diizenlemesinde
rol aldig: bilinmektedir. Leptin sentezini {izerine bazi hormonlar (insiilin, kortizol ve
prolaktin) uyarirken [65], bazi hormonlar (tiroit, biiyiime, Ssomatostatin,
katekolaminler), serbest yag asitleri ve soguga maruz kalma inhibitor etkisi
bulunmaktadir [66].

Leptinin canlilarda temel rolleri, merkezi sinir sistemi iizerine negatif geri bildirim
yoluyla gida alim1 iizerine ve enerji metabolizmasi iizerinde diizenlemeler yaparak
obezite gelismini engelledigi bildirilmektedir [58]. Bunlarin disinda, metabolik
diizenlemeler, iireme ve cinsel gelisim, hematopoiez, bagisiklik sistemi, sindirim
fonksiyonlar1 diizenlenmesi, sempatik sinir sistemi, anjiyogenesiz ve osteogenesiz
tizerinde ¢ok 6nemli diizenleyici rollerinin bulundugu bilinmektedir. Leptin, asil etkisi
istah artirici olan ndropeptid-Y ’nin salinim1 ve ekspresyonunu iizerine inhibitor ettikisi
oldugu bildirilmektedir [67]. Leptin, merkezi sinir sisteminde kilo alimindaki sinyal
iletimini (anabolik) inhibe etmekte, enerji harcanmasi sinyal iletimini (katabolik)

aktive etmesi sonucu asir1 kilo alimina engellemektedir. Leptin ve ghrelin hipotalamik



diizeyde gida alimi {izerinde karsilikli antagonistik etkiler gosterdigi diisiiniilmektedir

[50].

Leptin geni defektleri ve leptin reseptor defektleri farelerde immiin fonksiyonlarinda
bozulma oldugu yapilan arastirmalarla belirlenmistir. Bu bozulum hiicre aracili
bagisiklik cevapta azalma ve makrofaj fonksiyonlarinda azalma olarak goriilmektedir.
Leptin 16kosit sentezini, eritropoietin hormonunun etkisini arttirir ve makrofajlari
aktive ederek fagositoz aktivasyonunu giiglendirirken ayn1 zamanda makrofajlardan

pro ve anti-inflamatuar sitokin salinimini artirmaktadir [68].

Sitokin ailesinin bir {iyesi olan leptin, gii¢li bir Thl tepkisini indiikler ve bir
proinflamatuar indiikleyici olarak kabul edilir [69]. Leptinin gida alimi {izerindeki
etkileri kismen hipotalamusta IL-1f seviyesindeki artigla kontrol edilir [70] ve IL-1'in
anorektik etkileri artan leptin seviyeleri araciligiyla gerceklesir [71]. IL-6 eksikligi
olan fareler, leptin eksikligi olan farelere benzer bir sekilde obezite gelistigi

gosterilmistir [72].

Gastrik inflamasyon sonucu diisiikk ghrelin seviyeleri goriildiigi ve enfeksiyonun
diizeltilmesi ile ghrelin sekresyonunun diizeldigi bildirilmektedir [73]. Grelin'in
bagisiklik sisteminde aktivasyonla indiiklenen sitokin ekspresyonunu degil, aym
zamanda bu ayn1 inflamatuar mediatorlerin leptin ile indiiklenen ekspresyonunu da

kontrol ettigini gostermektedir.



3. MATERYAL VE METOT
3.1 Deney Kullanilan Hayvanlar ve Gruplar

Sicanlarin beslenmesi 6zel standart yem kullanilmis, serbest su almasina izin verilerek
standart kafeslerde tutulmustur. Hayvanlarin tutuldugu ortamin sicakligi 21-25 °C
tutuldu ve aydinlik-karanlik (12:12 saat) dongiisii uygulanildi. Deneylerde erkek ve
erigkin Wistar albino siganlar kullanildi. Cizelge 3.1°den goriilecegi gibi hayvan
agirliklarinin sonuglara etkisi dikkate alinarak minimum 238 gram maksimum 287
gram arasinda tutulmustur. Deney gruplari (farkli zaman araligi, fakli dozlar ve kontrol

gruplar) i¢in ayr sigan gruplari (n:10) olusturulmustur.

Cizelge 3.1. Deneyler i¢in olusturulan hayvan gruplari ve agirliklarina ait bulgular.

Gruplar Ortalama = Standart | Min. Agirhk | Maks. Agirhk

Hata (Gr) (Gr) (Gr)

Kontros'gt‘;b“ (24 265.2412.2 242 283
Kontrglf g:,“)b“ Q8 256.2416.4 238 282
3 (m(gzlzgs,;?t)NaPT 261.9+16.4 245 286
35 (m%‘égs';‘;)t)'\'aw 258.7413.8 241 287
70 (m?Z/ZgS,;g)t)NaPT 256.7+14.3 246 284
70 (m%ggs';g)t)'\'aw 265.8+15.0 247 281

3.2 Kan Alim ve Saklanmasi

NaPT ve tuzlu su uygulanan siganlardan intrakardiyak delinme yoluyla ve hafif
anestezi altinda (dietileter uygulamasi) yaklasik 2-2.5 ml kan 6rnekleri antii-koagiilan
icermeyen steril biyokimya tiiplerine toplanmistir. Alinan kan 6rnekleri 30 dakika
sonunda 4000 dakika/devir ve 10 sogutmali santrifiijde serumlar elde edildi. Serumlar
steril ependorf saklama tiiplerine 300 pL konularak alikotlar olusturuldu ve -40 °C’ye
ayarli derin dondurucuda hormonal analizlerin yapilacagi zamana kadar muhafaza

altinda tutuldu.
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Sekil 3.1 Siganlara intraperitonal NaPT ve tuzlu su (salin) uygulanmasi.

3.3 Leptin ve Ghrelin Analizleri

Leptin ve ghrelin seviyelerini belirlemek amaciyla ELISA yontemli siganlara 6zel
Kitler ( Bioassay Technology Laboratory) kullanildi (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3). Deneysel

hormonal analiz calismalarinda Aksaray Universitesi Merkezi Laboratuvarda
(ASUBTAM) bulunan mikropleyt okuyucu ve yikayici aletler kullanildi (Sekil 3.4 ve
5).

Rar Ghrelin ELISA Adr

=
ﬂ FaT  Stve: s6welts CorNo:E08%6Ra

(=3 mwnniee  [5) Juviion (] rassoe”

.? Rar Leptin ELISA Aiz

Lac  Stce: 96weits CauNa:EOSEIRS
seneries  [B2) 2erviien (o) eraiiee”

I SO RESEARCH EXE AN

i FOR RESEARCH LSE ONLY
—_

[P EEILICES®

N EEILC € @o

Sekil 3.2. ELISA yontemli leptin ve ghrelin hormon analiz kitleri.
11



.‘.\.o .‘:-. ‘-.Q., ‘\Qs

apadd

‘.x v .Qi . ,Qé.. ‘\}

A

e

a

.
a

[ 4

dsdiviotty &

2

E 9

fustiis ‘§0 Qc'

X3 A X
‘;'f"" P« 9’* sy o

> »

Age e (e (i

ddedgadge (i

hi
an

. fQ ¥
AP ddedd (' LIS &

>

. ¥ 2% 5
Al (Y %» ,fM» .s.w» ‘

»

A AW (& # ,..,.%» a,uo»‘s
WY AY D . ﬁ,, ‘w ‘. ﬂ

Adaddedy ..f.- J

T

IES} ORI V2 v S0 D

Y74 RS

B
w :

@ .

%

Sekil 3.3. Leptin ve ghrelin diizeyleri 6lglimii sonras1 mikropleytler.
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Sekil 3.4. Leptin ve ghrelin diizeyleri olg¢iimiinde kullanilan miropleyt ELISA
okuyucusu.

AsUBTAM
1117

Sekil 3.5. Leptin ve Ghrelin diizeyleri 6lgiimiinde kullanilan miropleyt ELISA
yikayicist.
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3.4 Deney Protokolii

Deneyler tek doz NaPT ve tuzlu su uygulamalarina sabah saat 09:00°da yapilmaya
baslanilmistir. Uygulama sonrasi 24 ve 96 saat sonra intrakardiyak delinme yoluyla
kan ornekleri alinmistir. Deneyler esnasinda laboratuvar ortami oda sicakligi 21-

25 °C’de ve aydinlik-karanlik (12:12 saat) periyodu uygulanildi.

Deney protokolii ve uygulamalar Kirikkale Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir. Yine deneyler ayni iiniversitenin Hayvan Deney

Uygulama Merkezi’nde gergeklestirildi.
3.5 Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Analizi

Leptin ve Ghrelin seviyelerine ait elde edilmis gézlem degerleri arasinda, kontrol, siire
ve doz bakimindan farklilik belirlenmistir. “Kontrol Grubu x Doz Siiresi” ile “Doz 1
ve Doz 2” olmak tizere iki faktorlii (faktoriyel) varyans analizleri yapildi. Varyans
analizleri sonuglarma gore farkli doz veya siire ortalamalarini belirlemeye yonelik,
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi kullanilmistir. Leptin ve ghrelin degerleri analiz
edilmesi sonucu her bir grubu olusturan verilerin dagilim 6zelliklerine bakilmis ve
ANOVA kullanilarak kontrol grubu ile doz gruplar arasindaki farklilik analizi
yapilmisti. Bu analizler sirasinda SPSS 15.0 paket program kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez ¢alismasinda si¢anlar iizerinde akut stirelerde (24 ve 96 saat) NaPT ve %0.09
salin uygulanilmasi sonucu kan serumu leptin ve ghrelin hormon diizeylerine etkileri

tespit edilmistir (Cizelge 4.1 ve 2).

Cizelge 4.1°den goriilebilecegi gibi siganlara akut siirelerde, farkli dozlarda NaPT ve
salin uygulanmasi sonucu ghrelin hormon diizeyleri tespit edilmistir. Cizelgeden de
goriilecegi gibi, 24 ve 96 saatlik uygulama sonucu doz gruplart (35 ve 70 mg/kg)
sonuglar1 kontrol grubu sonuglari ile karsilastirtlmistir. Karsilastirma sonucu ghrelin
hormon diizeylerindeki azalis istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). Yine ayni zaman
dilimlerinde (24 ve 96 saat) uygulanan farkli dozlar arasindaki ghrelin seviyelerinde
goriilen degisimin dnemsizdir (p<0.05). Ayn1 dozlarin (35 ve 70 mg/kg) farkli zaman
dilimlerindeki ghrelin hormon diizeylerinin degisimi istatistiksel olarak Onemsiz

(p<0.05) oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. NaPT uygulanan si¢anlarda ghrelin hormon diizeyleri.

24 (Saat) 96 (Saat)
Gruplar
Ghrelin (pg/ml) Ghrelin (pg/ml)
Kontrol 1469.25+18.45 a* 1475.44+22.74 a*
35 (mg/kg, ip) NaPT 1007.30+26.62 b 1026.77+£19.65 b
70 (mg/kg, ip) NaPT 086.22+24,45b 993.55+20.38 b

*: Ayni siitundaki kiiclik harfler arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Cizelge 4.2°den goriilebilecegi gibi siganlara akut siirelerde, farkli dozlarda NaPT ve
salin uygulanmasi sonucu leptin hormon diizeyleri tespit edilmistir. Cizelgeden de
goriilecegi gibi, 24 ve 96 saatlik uygulama sonucu doz gruplar1 (35 ve 70 mg/kg)
sonuglar1 kontrol grubu sonuglar ile karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonucu leptin

hormon diizeylerindeki artis istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). Yine ayn1 zaman
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dilimlerinde (24 ve 96 saat) uygulanan farkli dozlar arasindaki leptin diizeylerindeki
degisimin 6nemsizdir (p<0.05). Aymi dozlarm (35 ve 70 mg/kg) farkli zaman
dilimlerindeki leptin hormon diizeylerindeki degisimi istatistiksel olarak 6nemsizdir
(p<0.05).

Cizelge 4.2. NaPT uygulanan siganlarda leptin hormon diizeyleri.

24 (Saat) 96 (Saat)
Gruplar
Leptin (ng/ml) Leptin (ng/ml)
Kontrol 16.41+£0.86 b* 17.06+1.61 b*
35 (mg/kg, ip) NaPT 27.36+1.11 a 28,55+0,87 a
70 (mg/kg, ip) NaPT 26.52+1.56 a 27.24+1.42 a

*: Ayni siitundaki kiigiik harfler arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Piritionlarla yapilan bilimsel arastirmalar daha ¢ok canli organizmalar tizerindeki
toksik etkisini belirlemeye yoneliktir. Bu ¢alismalar nérojolik, sitotolojik, genotik,

immiinolojik ve histopatolojik toksik etkileri tizerinde durulmaktadir.

Fakl1 hayvanlar (kopek, maymun) iizerinde NaPT (50 mg/kg) uygulanan ¢aligmalarda,
kusma ve gecici fotofobi gelistigi, tavsanlarda uygulanan NaPT (200 ve 300 mg/kg)
dozlar1 hayvanlarda arka bacaklarinda felg gelisimi [26], domuzlara uygulanan NaPT
(50 mg/kg) dozlar1 kolinerjik etki sonucu ataksi ve kaslarda giigsiizlik oldugu
gosterilmistir [27]. Kemirgenlere oral yola NaPT uygulamasinin hayvanlarda arka
bacak felg gelistigi, buna sebep olan nedenin toksikolojik hassasiyet sonucu meydana
gelen motor néronlarda hiicre i¢i Ca*? yiikselmesinin sonucu kaynaklanan artmis
duyarlilik oldugu bildirilmektedir [9]. Kalsiyum artisi sonucu enerji iretiminin
bozulmasi sonucu hiicre iskeletine etkisi neticesinde hiicre oliimii gerceklestigi
bildirilmektedir. Kalsiyuma bagli sitotoksisite gelisimi, kronik ndrodejeneratif
hastaliklarin olusumuna ve akut noéron kayiplar1 oldugu buna bagli olarak

noropatolojik hastaliklarda dnemli rolii oldugu diisiiniilmektedir [8].

Pritionlarin insanlar iizerinde yapilmis calismalarda farkli stres yolaklar: iliskisi
aragtirtlmistir. Caligmalar sonucunda ATP diizeylerinde azalma, uygulanan doz
miktarina bagli olarak oksidatif stres olusturdugu tespit edilmistir [10,11]. Ayni
zamanda aragtirma sonuglart DNA hasarlarinin goriildiigii, hiicresel diizeyde yaslanma
ve sonug olarak hiicre olimiine sebep oldugu belirtilmistir [10,11. Yine yapilan
aragtirmalarda hiicrelerde membran permeabilitesinin  ve enzim sistemi isleyisini
bozmasi sonucu 6nemli diizeyde hiicre zedelenmesine ve hatta organizmanin ¢liimiine
sebep olabilmektedir [10,11]. Toksik etkili kimyasal ajanlar iki farkli mekanizma
sonucu hiicre zedelenmesi goriiliir. Bunlarin birincisi, hiicresel molekiilerle ya da
hiicre organelleri ile direkt birlesmesi sonucu etki gostermektedir. Ikincisi, kimyasal
maddeler hedef hiicrelerde etkilerini toksik metabolitlere doniistiikten aktif olmasi

sonucu gostermektedir [74].

Hiicre zedelenmesi canli organizmada nekroz gelisimine bunun sonucu olarak
inflamasyon gelismektedir. Normalde inflamasyona canli organizmada koruyucu bir

cevaptir. Inflamasyonun temeldeki amaci, organizmada hiicre zedelenmesine neden
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olan etkenleri (mikrop ve toksinlerden) ortamdan kaldirarak korumak ve hiicre
zedelenmesi sonucu olusmus nekroza ugramis hiicre ve doku artiklarinin
temizlemesine yoneliktir. Inflamasyon sonucu immiinolojik cevaplar IL-1 (interlokin-
1), IL-6 ve TNF (tiimor nekroz faktor) olarak salinan onemli medyatorlerdir. Bu
sitokinler ayn1 zamanda immiin ve toksik zedelenmeler sonucu immiin yanit olarak
16kositler ve makrofajlarca salinmaktadir. Salinan bu sitokinler immiinolojik
korumaya yonelik oldugu kadar bir¢ok fizyolojik diizenlemelere aracilik ettigi
bilinmektedir. Yiyecek aliminin ve enerji kullanimin diizenlemesinde 6nemli gorevler
tistlenmektedir. Bunu desteklemek {izere hormonal diizenlemeler yapmaktadir.
Ozellikle leptin diizeylerinde artisa neden oldugu aym zamanda ghrelin hormon

diizeylerine etki ederek kaseksi olusturdugu bilinmektedir.

Bu tez calismasinda ghrelin ve leptin diizeyleri olgiimii yapilmistir. Siganlara
uygulanmis olan NaPT sonucu 24. ve 96. saatlerde ghrelin diizeylerindeki azalma
anlamlidir (p<0.05) (Sekil 5.1 ve 2).

Ghrelin (pg/ml)
1600 A a
1400 A 1
1200 -
b b

1000 A

800 -

600

Kontrol 24 Saat 35 (mg/kg, ip)-24 Saat 70 (mg/kg, ip)-24 Saat

Sekil 5.1. Sicanlarda 24 saatlik ghrelin diizeylerindeki degisimin grafiksel gosterimi.
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Ghrelin (pg/ml)

1600 - a

1400 A l

1200 A

b b

1000 A

800 -

600 T T

Kontrol 96 Saat 35 (mg/kg, ip)-96 Saat 70 (mg/kg, ip)-96 Saat

Sekil 5.2. Sicanlarda 96 saatlik ghrelin diizeylerindeki degisimin grafiksel gosterimi.

Yine bu tez ¢alismasinda sekil 5.3 ve 4’den goriildiigii gibi siganlara uygulanan NaPT
nedeniyle 24. ve 96. saatlerde leptin diizeylerindeki artis anlamlidir (p<0.05).

35 - Leptin (ng/ml)
30 - a a
25 -
20 - b

-

T
15 -
10 -
5 .
O T T

Kontrol 24 Saat 35 (mg/kg, ip)-24 Saat 70 (mg/kg, ip)-24 Saat

Sekil 5.3. Sicanlarda 24 saatlik leptin diizeylerindeki degisimin grafiksel gosterimi.
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35 - Leptin (ng/ml)

30

25 1

20

HH o

15 1

10 -

0 T
Kontrol 96 Saat 35 (mg/kg, ip)-96 Saat 70 (mg/Kg, ip)-96 Saat

Sekil 5.4. Sicanlarda 96 saatlik leptin diizeylerindeki degisimin grafiksel gosterimi.
Farkli doz ve farkli hayvanlar iizerinde NaPT uygulanmas ile yapilan arastirmalar
hayvanlarda farkli etkilerin olustugu bildirilmektedir. Bu etkilerin hayvanlarda
sitotoksik, norotoksik, doku hasarlari, ciltte tahrisler, DNA hasarlanmasi, oksidatif

stres, nekroz olusumlari ve hiicre 6limleri bulgular: gosterilmistir.

Kemirgenlere oral yola NaPT uygulamasinin hayvanlarda arka bacak fel¢ gelistigi,
buna sebep olan nedenin toksikolojik hassasiyet sonucu meydana gelen motor
néronlarda hiicre i¢i Ca* yiikselmesinin sonucu kaynaklanan artmis duyarlilik oldugu
bildirilmektedir. Kalsiyum artis1 sonucu enerji iiretiminin bozulmasi sonucu hiicre
iskeletine etkisi neticesinde hiicre 6limii gerceklestigi bildirilmektedir. Kalsiyuma
bagl sitotoksisite gelisimi, kronik norodejeneratif hastaliklarin olusumuna ve akut
noron kayiplart oldugu buna bagli olarak noropatolojik hastaliklarda 6nemli rolii

oldugu disiiniilmektedir [8].

Yazici ve Polat (2021) tarafindan siganlara NaPT uygulanmasi sonucu akut siirelerde
IL-1B ve IL-6 diizeylerinde artis belirlemislerdir [14]. Bunun NaPT’nin sitotoksik
etkisi sonucun doku hasar1 olusturarak nekroz gelismis olabilecegi ve inflamasyona

neden olabilecegini bildirilmektedir [14].

IL-1P, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler, inflamasyon [15], yaslanmada kronik disiik
dereceli inflamasyon [16,17] ve ateroskleroz [18] ile iliskili zayiflamayla

iliskilendirilmistir. Bagisiklik sisteminin 6zellikle de 16kositler tarafindan inflamatuar
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sitokinlerin {iretiminin anoreksiya sendromunun gelisiminde ©nemli bir rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir [19,20]. inflamatuar anoreksiya ile en alakali oldugu
diisiiniilen sitokinler arasinda IL-1B, IL-6 ve TNF-a bulunur. Periferik olarak
uygulanan grelin'in IL-1 kaynakli anoreksiyi bloke ettigi ve gida alimin1 tesvik ederek
ve enerji harcamasini azaltarak pozitif enerji dengesi tirettigi gosterilmistir [21]. IL-1B
ve leptin kombinasyonunun da midede ghrelin ekspresyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir [21].

Sonug olarak bu arastirmada, farkli siirelerde (24 ve 96 saat) ve dozlarda (35 ve 70
mg/kg, ip) NaPT uygulanan siganlarda Ghrelin diizeylerinde anlamli (p<0.05) azalig
ve leptin diizeylerinde anlamli (p<0.05) azalis belirlenmistir. Yapilan Onceki
arastirmalarda uygulama sonucu NaPT sitotoksik etkisi bildirilmektedir. Buna bagl
olarak meydana gelen doku hasari sonucu nekroz gelismektedir. Nekroza bagli gelisen
noninfeksiyoz inflamasyonlarda immiinolojik diizenlemelere gidilerek IL-1p, IL-6 ve
TNF-o sitokin salinimi yapildigr bilinmektedir. Yaptigimiz onceki ¢alima bunu
desteklemektedir [14]. Bu c¢alismadaki ghrelin  seviyesindeki azalmasin
proinflamatuvar sitokinlerin kasektik etkisi sonucu olustugunu diisiindiirdii. Yine bu
calismadaki leptin seviyesindeki artisin ayni sitokinlerin leptin salinimini stimiile
etmesinden kaynaklandigini diisiindii. Uygulanan her iki NaPT doz grubu ve siirelerde

ayni toksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Bu arastirma sonuglari, NaPT toksik dozlarimin yeniden belirlemesine yonelik
aragtirmalara gerek duyulmaktadir. Yine meydana gelebilecek hiicresel ve doku
hasarlarinin belirlenmesine yonelik histopatolojik olarak ileri aragtirmalara ihtiyag

duyuldugunu gostermistir.
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