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OZET

Amag: Menopoz sonrasi dénemde ortaya c¢ikan metabolik bozukluklar
kadinlarda yagh karaciger hastaligi gelisme riskini arttirmaktadir. Bu
¢alismanin amaci, ghrelinin overektomize (OVT) siganlarda metabolik
biyobelirtegler ve hepatik morfoloji Gizerindeki etkilerini degerlendirmektir.
Gereg¢ Ve Yontem: Ketamin-klorpromazin anestezisi altinda (100 mg / kg,
0,75 mg / kg), Sprague-Dawley siganlarina (n = 12) cift tarafli OVT, kontrol
grubunda taklit cerrahi uygulandi (n = 6). Ameliyattan dért hafta sonra, OVT
sicanlarinin yarisi 4 hafta boyunca oral olarak ghrelin (1 mg / kg / hafta) ile
tedavi edildi, digerleri tedavi edilmedi. 8. hafta sonunda kardiyak ponksiyon
ile 6tenazi yapilarak serum glukoz, insilin, aspartat aminotransferaz (AST),
yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL), disiik yogunluklu lipoprotein (LDL), cok
disuk yogunluklu lipoprotein (VLDL), trigliseritler, ostradiol ve progesteron,
otomatik bir analizér ile dlgulmustar.

Bulgular: 2 ay sonunda OVT ile artan (p <0,001) vicut agirliklari, ghrelin ile
degismedi. Serum Ostradiol ve progesteron seviyeleri degismis gonadal
hormon durumu dogrulayacak sekilde azaldi (p <0,05), ancak insulin ve
glukoz diizeyleri degismedi. Dugmus HDL ve artmig LDL diizeyleri (p <0,05),
tedavi edilmemis OVT siganlarinda belirgindi, ghrelin tedavisi LDL dizeylerini
disurda (p <0,05), ancak HDL seviyelerini degistirmedi. Bununla birlikte, OVT
siganlarinda ghrelin, trigliseritleri, VLDL ve AST seviyelerini anlaml diizeyde
dustrdd (p <0,05). OVT grubunda ortaya ¢ikan siniizoidal konjesyon,
aktiflesmis  Kupffer hicreleri ve balonlasma seklinde hasarlanmig
hepatositlerde ghrelin tedavisi ile diizelme goraldi.

Sonug: Sonug olarak menopoz sonrasi erken dénemde hafif dislipidemi ve
hepatik dejenerasyonun ghrelin tedavisi ile azaldigi ve ¢calismanin daha fazla
arastirma gerektirdigi gorilmektedir.
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ABSTRACT

Objective: Metabolic disorders occurring in post-menopausal period increase
the risk for development of fatty liver disease in women. Aim of the study
was to evaluate possible effects of ghrelin on metabolic biomarkers and
hepatic morphology in ovariectomized (OVT) rats.

Methods:Under ketamine-chlorpromazine anesthesia (100 mg/kg, 0.75
mg/kg), Sprague-Dawley rats (n=12) underwent bilateral OVT, while control
group had sham-surgery (n=6). Four weeks after surgery, half of OVT rats
were treated intraperitonally with ghrelin (1 mg/kg/hafta) for 4 weeks, while
others were not treated. Rats were euthanized by cardiac puncture at the
end of 8" weeks, and serum levels of glucose, insulin, aspartate
aminotransferase (AST), high-density lipoprotein (HDL), low-density
lipoprotein (LDL), very low-density lipoprotein (VLDL), triglycerides, estradiol
and progesterone were measured by an automated analyzer.

Results: Increased body weights in OVT rats (p<0.001) recorded at the end of
2 months was not changed with ghrelin. Serum estradiol and progesterone
levels were reduced (p<0.05) verifying altered gonadal hormone status, but
insulin and glucose levels were not changed. Reduced HDL and increased LDL
levels (p<0.0.5) were evident in non-treated OVX rats, while ghrelin
treatment depressed LDL levels (p<0.0.5), but did not change HDL levels.
However, ghrelin in OVT rats depressed triglycerides, VLDL and AST levels
significantly (p<0.05). Moderate sinusoidal congestion, activated Kupffer cells
and hepatocytes with ballooning degeneration was observed in non-treated
OVT rats, while significant improvements were present in livers of ghrelin-
treated rats.

Conclusion: In conclusion, mild dyslipidemia and hepatic degeneration in
early post-menopausal period appear to be attenuated by ghrelin treatment,
and require further investigation.
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GiRIS

Obezite, Tip 2 diyabet ve gesitli kanser tirleri icin yliksek risk nedenidir (1).
Prevalansi kadinlarda her vyil artarken erkeklerde bdyle bir egilim
saptanmamistir. Bu durumun en 6nemli sebeplerinden biri menopoz sonrasi
kadinlarda yag dokusunda ortaya gikan artistir. Menopoz sonrasi kadinlarin %
70’inde kilo fazlaligi ya da obezite gérulmektedir(2). Bu durum obezite ile
iliskili hastaliklarin insidansini yukseltmektedir(3). Pek ¢ok epidemiyolojik
calisma kronik karaciger hastaliklari arasinda birinci sirada yer alan “alkolik
olmayan yagl karaciger hastaligi”nin(4) erkeklerde kadinlara gore daha
yaygin oldugunu gosterse de, bu denge ilerleyen dénemde kadinlarin
aleyhine bozulmakta ve menopoz sonrasi kadinlarda prevelans artmaktadir
(5-7). Bu artisin en o6nemli nedenleri arasinda, menopoz ile beraber
karacigerin yag asitlerini okside edebilme yetisinin azalmasi ve lipogenezdeki
artisin hepatik yag akUmilasyonunu fazlalastirarak inflamasyona sebep
olmasi yer almaktadir(8-10).

Yirmisekiz amino asitli kiiglik bir peptit olan ghrelin, mideden salgilanan ve
aclik sinyali iletme 06zelligine sahip tek periferik hormondur. Endojen ligandi,
blytime hormonu sekretagog reseptori 1la (GHS-R1a) araciligi ile blyime
hormonunun salgilanmasini diizenler. Ghrelin pek ¢ok fizyolojik fonksiyonunu
ghrelin 6ncult olan proghrelinin agillenmesi ile ortaya g¢ikan agil ghrelin
formuyla yapar(11). Yapilan galismalar, intraven6z ve subkutan enjeksiyon
yoluyla verilen ghrelinin hipotalamusun néronlarini uyararak gida aliminda
artisa neden oldugunu gostermistir (12-14). intraserobroventrikiiler
enjeksiyonunda da benzer olarak gida alimini kiimulatif olarak arttirmis ve
enerji harcanmasini azaltarak kilo artisina neden olmustur (11).0te yandan,
anabolik bir hormon olan ghrelinin diizeyi obez bireylerde kontrollere gore
daha dustuk bulunmustur. Ayni sekilde visseral yaglanma da subkutan
yaglanmaya gore daha dustiktir(15-18). Bu etkinin bir sonucu olarak azalmig
GHS-R duyarliligi ve ghrelin rezistansi gelismektedir(19-21).

Her ne kadar ghrelin metabolik aktivite ile iliskilendirilen bir peptit olsa da,
yapilan galismalar agillenmis ghrelinin inflamatuvar cevapta da kaydadeger
bir roli oldugunu ortaya koymaktadir. Gergek zamanlh PCR analizlerinde
insan lenf nodlari, dalak ve timusta artmis ghrelin mRNA ekspresyonunu
saptamistir(22). Benzer olarak insan T lenfositleri ve monositlerinde de
ghrelin ve GHS-R eksprese edilmistir(23). Des-agil ghrelinin ise anti-
inflamatuvar etkisi bilinmemekle beraber plazmada agillenmis ghreline gore
lic kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak alkolik olmayan

Derlenme

|

karaciger yaglanmasinda da saglikli gruptaki hastalara kiyasla des-agil ghrelin
duzeyi iki kat yuksek bulunmustur (24).

CGalismamizda, cerrahi olarak menopoz olusturulan siganlarda ghrelin
enjeksiyonunun metabolik biyokimyasal belirtegler, karaciger fonksiyonu ve
hepatik inflamasyon uzerine etkilerinin biyokimyasal ve histolojik olarak
arastirilmasi amaglanmigstir.

GEREC ve YONTEM

Deney Hayvanlari

Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezinden
(DEHAMER) 24 adet (n=8) 6-10 aylik disi Sprague-Dawley si¢anlarinin deney
hayvani olarak temin edilmistir. Hayvanlar kafeslerde her kafeste tek hayvan
olacak sekilde, 22 + 2 °C sicaklik ve % 65-70 nem oranina sahip odalarda
12:12 s aydinhk/karanlik doéngusiinde muhafaza edilmislerdir. Deneyler
Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onayi ile
yapilmigtir.

Siganlar rastgele taklit cerrahi (n=6) ve overektomi (OVT, n=12) gruplari
olarak 2 gruba ayrildi. Aseptik kosullar altinda anesteziyi takiben ( Ketamin
100 mg/kg, Ksilazin 10 mg/kg; i.p.) kiigiik bir abdominal kesi yapilarak overler
aciga cikarildi, ardindan kan damarlari ve duktuslar ile birlikte overler 3/0
ipekle ligatlre edilerek, ligatirin Ust kismindan kesilerek gikarildi. Deri ve
kaslar 2/0 ipekle sutire edildi. Taklit cerrahi grubunun ise overleri alinmadan
sadece abdominal kavitesi agilip, overlere manipiile edilip ardindan karin
duvari sutire edildi. Hayvanlarin agirliklari tim deney siresince haftalik
olarak tartildi. Postoperatif antibiyotik uygulamasi 40,000 U/kg penisillin G
prokain intramuskuler (im) olarak tek sefer yapildi. Cerrahi sonrasi siganlar 4
hafta boyunca derlenme ve osteoporoz gelisimi igin birakildilar.

ilaglarin verilmesi ve deneysel tasarim

Cerrahi sonrasinda 4 hafta siresince siganlarin vicut agirliklari haftada bir
kaydedildi. Bu slre boyunca, OVT gruplarinda intraperitoneal (ip) yolla(25)
ghrelin (Sigma, St Louis, MO; 1 mg/kg/hafta.) veya serum fizyolojik haftada
bir enjekte edildi (Sekil 1). Bu siire boyunca taklit cerrahi gruplarinda da
haftada bir serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Cerrahiyi takiben 8. haftanin
sonunda kardiyak ponksiyonla kan alindiktan sonra 6tanazi yapildi. Serumlar
ayrildi; karaciger dokulari formaline ve aort dokulari gluteraldehit igine
konularak histopatolojik inceleme amaciyla saklandi.

Tedavi

|
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0 4. Hafta 8. Hafta
ovT Ghrelin Kardiyak Ponksiyon

TAKLIT CERRAHI

Sekil 1. Deney Protokolli

Biyokimyasal analizler

Serum oOrnekleri - 80 °C‘de saklandi ve glikoz, insilin, aspartat
aminotransferaz (AST), vylksek yogunluklu lipoprotein (HDL), dusuk
yogunluklu lipoprotein (LDL), ¢ok dusiik yogunluklu lipoprotein (VLDL),
trigliserit, ostrodiol ve progesteron tam otomatik biyokimya cihazi ile
degerlendirildi.

Histolojik analizler

(1 mg/kg/hafta i.p.)
Agirliklarin tartilmasi

Agirhiklarin tartilmasi
Histolojik ve biyokimyasal
analizler

Istk Mikroskopik Preparasyon

Istk mikroskopik incelemeler igin karaciger dokusundan alinan 6rnekler %10
notral formalin soliisyonunda immersiyon fiksasyonu ile tespit edildi.
Yukselen alkol serilerinden (% 70, % 90, % 96, % 100) gegirilerek dehidrate
edilen dokular, toluen ile saydamlastirildi ve parafine gomuldi. Yaklasik 5 um
kalinligindaki kesitler, hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanarak kamera
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eklentisi (Olympus DP72, Tokyo, Japonya) bulunan isik mikroskobunda
(Olympus BX51, Tokyo, Japonya) incelendi ve fotograflandi.

Taramali Elektron Mikroskopik Preparasyon

Taramali elektron mikrosokopik inceleme igin aorttan alinan érnekler % 4
fosfat tamponlu glutaraldehit (0,13 M ve pH 7,4) ile 4 saat fikse edildi ve % 1
Os04 ile 1 saat postfiksasyon vyapildi. Yikselen alkol serileri ile
dehidratasyondan sonra amilasatata alindi, kritik nokta kurutucusu ile (Bio-
Rad E 3000) kurutuldu ve altin partikiilleri ile kaplandi. Ornekler taramali
elektron mikroskobu ile incelendi (Jeol 5200 JSM, Tokyo, Japonya)

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software; San Diego, USA)
programi kullanilarak yapildi. Veriler, sekillerde ise ortalama * standart hata
olarak gosterildi. Agirliklarin degerlendirilmesinde ¢ift yonlu varyans analizi
ve Tukey diger karsilastirmalarda tek-yonlu varyans analizi (ANOVA) veya
Tukey testi uygulandi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

OVT sonrasi tim hayvanlarin agirliklarinda anlamh bir artis gorulda
(p<0,001). Ancak ghrelin uygulamasi ile hayvanlarin agirliklarinda anlamli bir
degisiklik olmadi (Sekil 2).
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Sekil 3. Deney gruplarinda biyokimyasal analizler.
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Sekil 2. Tedavi 6ncesi (4. Hafta) ve sonrasi (8. Hafta) dénemlerde deney
gruplarinin vicut agirliklari.

Ortalama # standart hata olarak gésterilmistir. ***p<0,001 kontrol grubuna
gore

’

Serum Ostradiol ve progesteron (PRG) duzeyleri, OVT ile menopoz
gelistigini gosterecek sekilde, taklit cerrahili kontrol grubuna goére anlamh
sekilde dusuk bulundu (p<0,05) ve ghrelin tedavisi ile fark gézlenmedi (Sekil
3a ve 3b). Insiilin diizeyleri 3 grup arasinda farkli bulunmadi (veriler
gosterilmedi), ancak tedavi edilmemis OVT’li hayvanlarda kontrol grubuna
gore anlamh (p<0,01) HDL dislisi gozlenirken, LDL'de de artis (p<0,05)
izlendi (Sekil 3c ve 3d) . Buna karsin haftada bir ghrelin tedavisi uygulanan
gruplarda HDL'de OVT’li gruba gore bir fark gérilmemekle beraber, LDL
diizeyi kontrolden farksiz bulundu (p>0,05). Her ne kadar, tedavi verilmeyen
OVT grubunda trigliserit, VLDL ve AST dlzeyleri taklit cerrahili gruptan farkh
bulunmadiysa da, ghrelin tedavisi verilen OVT grubunda trigliserit, VLDL ve
AST duzeyleri taklit cerrahili kontrol grubuna kiyasla diistik bulundu (p<0,05)
(Sekil 3e, 3f ve 3g).

HDL mg/dL
a
3

Ortalama + standart hata olarak gésterilmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 taklit cerrahili kontrol grubuna gére.

Karaciger parankimasindaki histopatolojik degisiklikler 1sik mikroskopu ile
degerlendirildi. Kontrol grubunda dizenli morfolojide hepatositleri ve
sinuzoidleri olan karaciger parankimasi gozlendi (Sekil 4A). OVT grubunda
sinlizoidal konjesyon, aktiflesmis Kupffer hiicreleri ve balonlasma seklinde

hasarlanmis hepatositler gozlendi (Sekil 4B). OVT+Ghrelin grubunda orta
dizeyde sinlizoidal konjesyon, aktiflesmis Kupffer hicreleri ve balonlasma
seklinde hasarlanmis hepatositlerin azaldigi gézlendi (Sekil 4C).
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Sekil 4. Deney gruplarinin karaciger érneklerine ait temsili isik mikrograflari.

Kontrol grubunda (A) duizenli morfolojide hepatositleri ve sinuzoidleri olan karaciger parankimasi gézlenmektedir. OVT grubunda (B) balonlagma seklinde hasarlanmig
hepatositler (ok) gozlenmektedir. OVT+Ghrelin grubunda (C) az sayida balonlasma seklinde hasarlanmis hepatositlerle (ok) birlikte oldukga diizenli karaciger

parankimasi gozlenmektedir. H&E boyasi.

Aortun luminal yuzeyindeki topografik degisiklikler taramali elektron
mikroskobu ile degerlendirildi ve tiim gruplarda diizenli morfolojide endotel
hicrelerinin oldugu goézlendi (Sekil 5).

Sekil 5. Deney gruplarinin aorta érneklerine ait temsili taramali elektron mikrograflari.

Kontrol (A), OVT (B) ve OVT+Ghrelin (C) gruplarinda dizenli morfolojide endotel hiicrelerinin oldugu goérilmektedir.

TARTISMA

Galismanin sonuglari, cerrahi menopoz gelisimini takiben viicut agirhginda
ve LDL'de artig ile beraber HDL'de diisiis oldugunu ve karacigerde hafif
derecede inflamasyon bulgulari gelistigini gostermistir. Cerrahi sonrasi 4
hafta boyunca haftada bir kez uygulanan ghrelin tedavisi ile vicut agirhg
degismezken, LDL'deki artis engellenmis, VLDL ve trigliseritler dismis ve
karacigerde inflamasyon gerilemistir.

Rodentlerle yapilan pek ¢ok galisma oreksijenik 6zellikleri bilinen ghrelinin
vicut agirliginda artisa neden oldugunu gostermistir (26, 27). Bulgularimiz,
hayvanlarin agirliklarinda artis olmadigina isaret etmektedir. Bunun
calismamizda ghrelinin farmakolojik dozunun kullanilmamis olmasindan
kaynaklandigini diglinmekteyiz.

Menopoz sonrasi kadinlarda 6strojen eksikligine bagh olarak abdominal
bolgede ve karacigerde yaglanma artisi gorilmektedir(28,29). Bunun
sonucunda ortaya ¢ikan dislipidemi tablosu uzun dénemde karacigerde lipit
ve lipoprotein sentezini bozarak serumda trigliserit, LDL, VLDL diizeylerinin
yukselmesine ve HDL diizeyinin dismesine sebep olmaktadir (30,31).
Calismamizda OVT'li siganlarda HDL duzeyleri diismis, LDL duzeyleri artmis,
trigliserit ve AST’de bir degisiklik gbézlenmemistir. Bu biyokimyasal bulgulari
destekleyecek sekilde, histolojik degerlendirmeler de sinlizoidal konjesyon,
aktiflesmis Kupffer hiicreleri ve hasarl hepatositlerin varligini géstermekte ve
karacigerde inflamatuvar hasara isaret etmektedir. Yaglanmanin ilerlemesiyle
alkolik olmayan karaciger hastaligi tablosu ortaya giktiginda AST dizeylerinde
artis gozlenmektedir(32). Calismamizin verileri 8 haftalik postmenopozal
dénemde LDL-HDL diizeylerinin degismesine karsin AST diizeyinin kontrolden
farklh olmadigini, dolayisiyla karaciger fonksiyonlarinin etkilenmedigini
gostermistir. Buna karsin, ghrelin tedavisi kontrole gére daha 6nce yapilmisg
bir galismaya benzer olarak (33) AST duzeyinde bir azalmaya yol agmistir; bu
da ileri donemde gelisebilecek karaciger fonksiyon bozukluguna karsi
koruyucu olabilecegini disiindiirmektedir

Dislipidemi yalnizca yagl karaciger hastaligi ile iliskili degildir. Pek gok
¢alisma dislipidemin kardiyovaskiler komplikasyonlari da beraberinde
getirdigini gostermektedir (31,34,35). Hatta 8 yil sliren bir ¢alismada yagh
karaciger hastaligina sahip hastalarda 6lim riskinin % 36 oldugunu ve 6lim
sebeplerinin blylk  oranda kardiyovaskuler komplikasyonlardan
kaynaklandigi rapor edilmistir (36).Literatlirde overektomi sonrasi sicanlarda
endotel hasarinin farkli zaman dilimlerinde ortaya c¢iktigi gosterilmistir.

Spontan hipertansif siganlarla yapilan bir ¢alismada 5. haftada endotel hasari
izlenirken (37) Wistar sicanlarla yapilan baska bir galismada overektomi
sonrasi kan basincindaki degisiklikler en erken 8. haftanin sonunda
gerceklesmistir (38). Ghrelinin endotel ve vaskiler fonksiyonu diizelterek,
sempatik etkiyi azaltarak ve kan basincini dislrerek kardiyovaskiiler
sistemde koruyucu bir etkisi oldugu cesitli yayinlarda rapor edilmistir (39,
40). Calismamizda OVT’li siganlarda aortta bir hasar tespit edilmemistir. Bu
durumun overektomi sonrasi gecen toplam 8 haftalik siirenin kardiyovaskuler
komplikasyon gelismesi icin kisa olmasindan kaynaklandigi distinilmektedir.
Calismada kardiyovaskdler riskle ilgili baska bir degerlendirme yapilmamis
olmasi kisitlayicidir.

Dislipidemi mutlaka tedavi edilmesi gereken bir tablodur. Hali hazirda lipit
diizeyi dugtricl olarak statinler, fenofibrat, omega-3 yag asitleri ve niasin
kullanilmaktadir ~ (41) Bu tedavilerin ilag etkilesimleri, serum
transaminazlarinda degisiklikler, alkol etkilesimi, miyopati, gastrointestinal
problemler, erektil disfonksiyon, hepatit, hiperglisemi, artan kanama zamani
gibi cesitli yan etkileri vardir (42). Ozellikle fibrat grubu ilaglarla yapilan 40-50
haftalik tedavilerde kemirgenlerde hepatik timor gelistigi gézlenmistir (43-
45). Gahismamizda karacigerdeki anti-inflamatuvar etkileri daha 6nce gesitli
modellerde gosterilmis olan ghrelinin (46-48) lipoproteinler ve karaciger
fonksiyonu  Gzerindeki etkinligi arastirilmistir.  Ghrelin  enjeksiyonu
postmenopozal olarak diismis bulunan HDL Gzerinde bir etki géstermemistir.
Ote yandan trigliserit, VLDL ve AST diizeylerini diisiirmistir. Literatirde uzun
donem surekli infuzyon yolu ile uygulanan ghrelinin hepatik lipogenezi
uyardigl gosterilmisse de (49) calismamizda serum bulgulari ile uyumlu
olacak sekilde, histolojik analizler OVT ile ortaya ¢ikan karaciger
hepatositlerindeki balonlagmanin haftada bir ghrelin tedavisi ile azaldigini
ortaya koymustur. Bu ozellikleri ile dislipideminin tedavisinde yeni bir
alternatif ~ olarak  degerlendirilerek  ileri  arastirmalar  yapilmasi
beklenmektedir.

Endojen olarak gida aliminda artisa neden olan ghrelinin, periferik yolla
verildiginde de gida aliminda artisa neden oldugunu gosteren galismalar
vardir (50). Ancak, ¢alismamizda postmenopozal dénemde 4 kez
uygulanmasinin menopoz sonrasinda gozlenen agirlik artisindan daha fazla
bir artisa neden olmadig gorilmistir. Ote vyandan, karacigerde
inflamasyonu azaltip, dislipidemide anlaml dizelme saglamasinin,
postmenopozal metabolik bozulmanin dizeltiimesinde ghrelinin 6nemli bir
rolii olabilecegini distindlirmektedir.
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SONUC

Menopoz sonrasinda gozlenen dislipidemide ve hafif karaciger
inflamasyonunda, ghrelinin koruyucu etkilerinin oldugu gozlenmistir.
Calismanin sonuglari, ghrelinin farkl dozlarda denendigi deneysel ¢calismalara
ve klinik arastirmalara gereksinim oldugunu diistindiirmektedir.
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