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OZET

Amag: Doksorubusin(Dx), kliniklerde olduk¢a yaygin olarak kullanilan ve oksidatif stresi artiric1 etki ile hiicre hasarina yol agtig1 bilinen antrasiklin
grubu antibiyotiklerdendir. Ghrelin’in, glutatyon peroksidaz (GSH-PX) enzim aktivitesini artirarak serbest oksijen radikallerinin olusumunu azalttig
bilinmektedir. Bu ¢alismada, DX uygulamasina bagli olusan olast doku hasarina karsi sican karaciger, kalp ve bobrek dokularindaki endojen ghrelin
ekspresyonunun immiinohistokimyasal metodlarla tesbit edilmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Calismada 14 adet eriskin, Wistar Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar her grupta 7 denek olmak iizere iki gruba ayrildi.
Grup I’deki siganlar kontrol olarak kullanildi. Grup II’yi olusturan deneklere ¢alismanin 1. giinii tek doz 10 mg/kg intraperitoneal (ip) Dx uyguland:
ve deney siiresi olan 14 giin boyunca herhangi bir islem yapilmadi. Deneyin sonunda siganlar dekapite edilerek karaciger, kalp ve bobrek dokular
¢ikartildi. Rutin histolojik takipler sonucunda dokular parafin bloklara gémiildii. Parafin kesitlere Avidin-biyotin kompleks metodu uygulanarak
ghrelin immiinreaktivitesine bakildi. Dokulardaki immunreaktivitenin belirlenmesi i¢in immunboyama yapildi ve gruplar arasi sitoplazmik boyamanimn
derecesi semi-kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Kontrol grubuna ait karaciger dokularindaki ghrelin immunreaktivitesi orta derece (+2) iken, kalp ve bobrek doku kesitlerinde hafif (+1)
olarak degerlendirildi. Dx grubu si¢an dokularindaki immiinreaksiyon; karacigerde (+1) hafif, kalp ve bobrek dokularinda siddetli (+3 ) olarak ayirt
edildi.

Sonug¢: Dx kullanimi sonucu olusan karaciger, kalp ve bobrek dokularindaki hasar kargisinda, endojen bir antioksidan olan ghrelin, dokudan dokuya
degisiklik gosteren bir salimim sergilemektedir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubusin, Ghrelin, Karaciger, Bébrek, Kalp, Immiinohistokimya.
ABSTRACT
The Effects of Doxorubicin on The Expression of Ghrelin in The Liver, Kidneys and Cardiac Tissues

Objective: Doxorubicin is an anthracycline group antibiotic that has effects on cell damage by increasing oxidative stress. It is known that ghrelin is a
strong endogen growth hormone releaser and reduces free radical production via increasing Glutathione peroxidase activity. In this study, we purposed
to evaluate the effects doxorubicin application on ghrelin immunoreactivity in liver, heart and kidney tissues of rats using immunohistochemical
methods.

Material and Method: In this study, 14 adult Wistar Albino male rats were used. Rats were divided into two groups equally (n=7). The rats in the
first group were used as control. The second group of rats were injected single dose doxorubicin 10 mg/kg intraperitonealy (i.p.) on 1st day of
experimental study and there is no any application during 14 days. At the end of the study, rats were decapitated and liver, heart and kidney tissues
removed. Following routine procedures, the tissues were set into the paraffin block and examined using immunohistochemical stain method.
Immunohistochemical evaluation was based on the assessment of the prevalence of staining.

Results: Ghrelin immunoreactivity was observed as +2 in control group and 1+ in doxorubicine groups in liver tissue. In control group, 1+ ghrelin
immunoreactivity was observed in heart and kidney tissues. There is a significant increase in heart and kidney tissues in Dx group and +3 ghrelin
immunoreactivity was observed.

Conclusion: According to results of this study performed immunohistochemically, ghrelin different shows immunreactivty across damage caused by
doxorubicin in the liver, kidney and heart tissue.

Key Words: Doxorubicine, Ghrelin, Liver, Kidney, Heart, Immunohistochemistry.

Doksorubusin (Dx), Streptomyches peucetius’un beraber, toksik yan etkileri ilacin terap6tik kullanimini
fermantasyonu ile elde edilen antrasiklin kisitlamaktadir (2). Dx ’in kimyasal yapisi, oksidatif
antibiyotiklerdendir (1). Timor tedavisinde genis stresi artirip serbest radikallerin olusmasina ve hiicre
spekturumlu bir ajan olmasi1 nedeniyle 6nemli olmakla hasarina yol agmaktadir (3). Demir iyonlari, plazmada
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serbest radikal reaksiyonlari igin katalitik bir etkiye
sahip olup Dx’in demir iyonu ile olusturdugu
kompleksin, potansiyel preoksidan etkisi oldugu
gosterilmistir. Bu kompleks, glutatyon veya nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH) bagimli enzimleri
azaltmasi  yaninda, serbest  radikal  olusum
reaksiyonlarini baglatabilmektedir (4).

Yetiskinlerde biiylime hormonu eksikliginin
oksidatif stresi artirdigi, ancak biiylime hormonu
tedavisi ile bu durumun geriye dondiigii bildirilmistir
(5). Ghrelin, Masayasu Kojima tarafindan ilk defa 1999
yilinda biiylime hormonu salgilatict hormon reseptorii
la (GHS-R1a)’ya baglanmis peptit yapida endojen bir
gastrik hormon olarak kesfedilmis ve endojen kaynakli
gilicli bir bilyime hormonu salgilaticis1 oldugu
goriilmiistiir (6-7). Esas olarak mide mukozasinda yer
alan endokrin fonksiyonlara sahip P/D1 ve X/A
hiicreleri tarafindan iretilmektedir (8). Ghrelin’in
hipotalamus, pituiter bez, beyin, bobrek, pankreas, kalp,
mide ve bagirsak dokularinda bulundugu ve GHS-R 1a
reseptorii lizerinden etki ettigi tesbit edilmistir (9-10).

Ghrelin uygulamasimin glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesini artirarak serbest oksijen radikallerinin
olusumunu azalttig1 gosterilmis olup preadipozit hiicre
kiiltirlerinde ve spontan hipertansif sicanlarda;
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimlerinin aktivitesini artirdigi, vaskiiler siiperoksit
tiretimini onledigi bildirilmistir (11-13).

Bu calisma ile kliniklerde cesitli hastaliklarin
tedavisinde  kullanilan ~ DX’in, dokularda
olusturabilecegi  hasar  karsisinda  endojen  bir
antioksidan olan ghrelin’in; karaciger, kalp ve bobrek

dokularinda  nasil  bir  tepki olusturdugunu
immunohistokimyasal yontemlerle belirlemeyi
amagladik.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda 8 haftalik erigkin Wistar Albino cinsi
erkek siganlar kullanildi. Siganlar bulunduklari ortamin
sicakligl 22-25°C arasinda sabit ortamda ve 12 saat 151k,
12 saat karanlikta takip edildi. Si¢anlar havalandirma
sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve
her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler
ozel celik kaplarda, su ise paslanmaz c¢elik bilyeli
biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi.
Calismanin  tim  asamalarinda 1983  Helsinky
deklarasyonunda bildirilen “Hayvanlarda Bilimsel
Caligmalar i¢in Etik Kurallar” a uyulmustur.

Deney hayvanlari, daha Onceki ¢aligmalara
dayanarak her grupta 7 sican olmak lizere 2 gruba
ayrildr.

Grup I (n=7): Kontrol grubu sicanlara deney
siiresi olan 14 giin boyunca herhangi bir islem
yapilmadi.
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Grup Il (n=7): Dx grubu deneklere deneyin ilk
giinii 10 mg/kg/tek doz Dx intraperitoneal (ip) olarak
verildi ve deney sonuna kadar herhangi bir islem
yapilmadi.

Deneyin 15. ginii tim gruplardaki sicanlar,
ketamin (75mg/kg)+xylazine (10mg/kg) intraperitoneal
uygulanarak  anestezi  altinda  dekapite  edildi.
Dekapitasyonun ardindan siganlarin bobrek, kalp ve
karaciger dokular1 hizla ¢ikarilip %10 formaldehitle
tespit edildi. Takiben histokimyasal incelemeler igin
parafin bloklar hazirlandu.

Parafin bloklardan 5-6 um kalinhigindaki kesitler
polilizinli lamlara alindiktan sonra deparafinize edilip,
dereceli alkol serilerinden gegirildi. Dokular antigen
retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH 6°da
mikrodalga firinda (750W) 7+5 dakika kaynatildi.
Zemin boyasini 6nlemek i¢in Ultra V Block (TA-125-
UB, Lab Vision Corposiganion, USA) soliisyonu
uygulamasin1 takiben primer antikor (Ghrelin goat
poliklonal 1gG, sc-10368, Santa Cruz Biotechnology,
California, USA) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer
antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor (30
dakika) (Donkey anti-goat 1gG-B, sc-2042),
Streptavidin Alkaline Phosphatase (30 dakika) (TS-
060-AP, Lab Vision Corposiganion, USA) ve Fast Red
Substrate  System  (TA-125-AF, Lab  Vision
Corposiganion, USA) ile muamele edildi. Mayer’s
hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS
(Phosphate Buffered Saline) ve distile sudan gegirilerek
uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar Olympus BX 50 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi.

Immunohistokimyasal Boyama

Karaciger, kalp ve bobrek dokularinda meydana
gelen immunpozitifligin belirlenmesi icin
immunboyama yapildi ve gruplar arast Sitoplazmik
boyamanin derecesi semi-kantitatif olarak
degerlendirildi. Skorlama; -, yok; +1, hafif; +2, orta; +3,
siddetli olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Ghrelin immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohis-
tokimyasal boyamanin 11k mikroskobik incelenmesi
sonucu elde edilen Ghrelin immiinreaktivitelerine ait
semikantitatif degerler Tablo 1’de; karaciger, kalp ve
bobrek dokularina ait mikroskopik goriiniimler ise Sekil
1-6’da verilmistir.

Tablo 1. Gruplara ait karaciger, kalp ve bobrek dokularinda ghrelin
immunreaktivitesi semikantitatif analiz degerleri.

Kontrol grubu DX grubu
Karaciger +2 +1
Kalp +1 +3
Bobrek +1 +3
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Sekil 1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu ghrelin immunreaktivitesi
ayirtedilmekte. 400X.

Kocaman ve ark.

Sekil 5. Kontrol grubuna ait b6brek dokusuna ait ghrelin
immunreaktivitesi ayirtedilmekte. 400X.

Sekil 2. Dx grup sigan karaciger dokusu ghrelin immunreaktivitesi
izlenmekte. 400X.

Sekil 3. Kontrol grubuna ait kalp dokusu ghrelin immunreaktivitesi
ayirtedilmekte. 400X.

Sekil 4. Dx grup sican kalp dokusu ghrelin immunreaktivitesi
g6zlenmekte. 400X.
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Sekil 6. Dx grup sigan bébrek dokusu ghrelin immunreaktivitesi
g6zlenmekte. 400X.

Mevcut caligmanin histolojik bulgularina gore,
kontrol grubuna ait sican karaciger dokularinda 6zellikle
vena sentralis ¢evresindeki hepatositlerde daha belirgin
olmak iizere ghrelin immunreaktivitesi (+2) orta
derecede izlenirken, kalp ve bobrek dokularinda hafif
(+1) olarak ayirtedildi.

Dx grubuna ait karaciger dokularma ait
kesitlerdeki ghrelin hafif (+1) derecede pozitif
boyanmasina ragmen, kalp ve bobrek dokusu
kesitlerinde immunreaktivite siddetli (+3) idi ve
ozellikle bobregin distal tiibiillerinde yogunlagmisti.

TARTISMA

Dx genis spekturumlu antitiimdral bir ajan olup tedavide
oldukca yaygin kullanima sahiptir. Ancak toksik yan
etkileri, ilacin terapdtik kullanimini kisitlamaktadir (2).
Uzun siireli kullanimi ve doza bagl olarak 6zellikle
karaciger, bobrek ve kalp dokusunda toksik etKi
gostererek bazal metabolizmanin bozulmasma neden
olmaktadir (14). Dx’e bagli olusan organ toksisitelerinin
temel sebebinin oksidatif strese bagli oldugu ileri
siriilmektedir (15). Dx kullammmi sonucu olugan
stiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen iriinlerinin organlarda
hasara neden olabilecegi bilinmektedir (16).

Giiclii bir biiylime hormonu endojen salgilaticisi
olan ghrelin ve reseptdrleri; arter, ven, vaskiiler diiz kas
hiicreleri, bobrek, pankreas, hipotalamus, beyin, hipofiz
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bezi, mide, bagirsak ve kalp miyosit hiicrelerinde
bulunmustur (17). Bu dagilim ghrelinin ve GH (biiyiime
hormonu) salgilaticilarin  ¢esitli organlarda birgok
fizyolojik roller istlendigini gostermektedir.  Ghrelin,
kardiyovaskiiler sistemde iskemiye bagl gelisen pek
¢ok bozukluga kars1t koruyucu etki yapmaktadir (18).
Ghrelin hormonu serbest radikalleri ortadan kaldirarak
onlarin kan ve doku diizeylerini azaltabilir (19).
Ghrelin’in, iskemiye bagh artan sitokrom c ve kaspaz 3
salinimini azaltarak apoptotik yolagi inhibe ettigi ve
dolayisiyla da apoptozisi 6nleyerek beyin dokusunun
hasarlanmasina engel oldugu tespit edilmistir (20).

Dx karacigerde histopatolojik olarak; venookluziv
hastalik, kronik fibrozis, karaciger yaglanmasi, kolestaz
ve hepatoseliler fonksiyon bozukluguna neden
olabilmektedir (21). Karaciger hastaliklar1 iizerine
ghrelin’in etkilerini arastiran pek ¢ok c¢alisma, bu
peptidin, karaciger hasarinda hafifletici bir rol
oynadigim gostermektedir (22). Ghrelin,  notrofil
inhibisyonu yaninda Tiimor Nekrotizan Faktor-o (TNF-
), Interlokinl B (IL-1B) ve Interlokin-6 (IL-6)’nin
ekspresyonunu azaltarak parsiyel karaciger rezeksiyonu
sonucu olusan iskemik hasarin gostergeleri olan aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
laktat dehidrogenaz (LDH), malondialdehit (MDA)
seviyelerini olumlu yonde etkilemektedir (22). Xu ve
arkadaglar1 (23), ghrelin’in TNF-a/NF-kB (Nuclear
Factor kappa B) yolaklar1 ve mitokondrial koruma
mekanizmalari ile Dx’in olusturdugu kardiyotoksisiteye
karsi MDA ve LDH aktivitelerindeki artisi azaltarak
koruyucu etki yaptigin1 gostermiglerdi. Ghrelin’in
dolasimda ¢ok diistik dansiteli lipoprotein (VHDL) ve
yliksek dansiteli lipoprotein (HDL) ile tasindigi
bilinmektedir (24). Bu ¢alismada, Dx grubu karaciger
dokularindaki ghrelin ekspresyonu, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, biiyiik 6l¢iide azalmisti. Bu azalmanin
muhtemel sebebinin karaciger hasarina bagl olarak
VHDL ve HDL’nin yapiminin azalmasina bagli olarak
periferik dokulardan karacigere ghrelin’in taginmasinin
azaldig1 yoniindedir.

Dx’e bagh kardiyotoksisite de, kan basinci ve
EKG degisiklikleri gibi hafif semptomlar goriilebilecegi
gibi konjestif kalp yetmezligi, disritmi, miyokardit,
perikardit ve kardiyomiyopati gibi agir bulgular da
goriilebilir (25). Histopatolojik olarak ise miyokard
liflerinde sisme, intertisiyel 6dem, disorganizasyon,
nekroz ve vakuolizasyon goriilebilir (26). Dx, kalp
dokusunda apoptotik etkilere sebep olmaktadir (27).
Ghrelin ise in vitro olarak endotel hiicreleri ve
kardiyomiyositlerin apoptozisini baskilamakta ve sol
ventrikiil disfonksiyonunu diizeltmektedir (27). Sentetik
ghrelin analoglarinin verildigi kalp yetmezligi olan
hastalarda ghrelin’in, olumlu etkilere sebep oldugu
gosterilmistir (28). Yine ghrelin hem vazodilatasyon
yaparak, hemde miyokardiyal kontraktiliteyi artirarak,
miyokard hasarina bagli patolojilerde olumlu bir etki
yapmaktadir (29). Intravendz ghrelin enjeksiyonu

Kocaman ve ark.

sonrast kan basincinin diigmeden kardiyak atim hizinin
diistiigii ancak kardiyak ¢ikigin arttigi gorilmdistiir (10).
Ghrelin, arterlerdeki endotelin-1’in  vazakonstriktif
etkisini de ortadan kaldirmaktadir (27). Ghrelin'in
kardiyovaskiiler sistem tizerindeki protektif etkilerinin
fosfatidil  kinaz  inhibisyonu yoluyla kardiyak
inflamasyonu engellemesi seklinde oldugu yoniindedir
(30). Siganlar iizerinde yapilan baska bir caligmada uzun
stireli ghrelin tedavisinin artan bobrek nitrik oksit (NO)
tiretimi ile iliskili diiiretik etkisi sonucu, tuz bagiml
hipertansiyonu dengeleyerek Kkardiyo-protektif etki
yaptigini  gostermistir (31).  Yaptigimiz ¢alismada,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda Dx grubu siganlarin
kalp dokularindaki ghrelin immunreaktivitesinin anlaml
oranda arttign gortldii. Doksorubusin  grubu kalp
dokularinda  ghrelin  immunreaktivitesinin  artma
sebebinin, Dx’e bagl gelisebilecek kalp hasarina karsi
ghrelin’in koruyucu etki yapmasinin sonucu olabilir.

Dx bobrekler iizerinde de gesitli degisikliklere
sebep olur ki bunlar; hemorajik sistit, oligiiri, diziiri,
kreatininde yiikselme, hiperiirisemi seklinde geligebilir
(32). Histopatolojik olarak ise bobrekte glomeriiler
kapiller permeabilitesinde artis ve tiibiiler atrofi
meydana getirmektedir (33). Degisikliklerin ortak
sebebi, serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin olusumu
ve lipit peroksidasyonudur (34). Ghrelin bobrek
dokularindan da salgilanan bir peptit hormondur. Daha
onceki c¢aligmalar, bobreklerden yiiksek miktarda; hatta
ilk tesbit edildigi doku olan mide dokusundan bile daha
fazla ghrelin sentezlendigini gostermistir (35).

Intravenéz ghrelin enjeksiyonu kan basmcini
diigtiriip, kardiak cikist artirmaktadir (10). Siganlarda
niikleus traktus soliterii’ye intracerebroventrikiiler
ghrelin enjeksiyonu sonrast sempatik aktivitenin
baskilanarak kan basmcinin ve kalp hizinin diistiigii
goriilmistir (36) Bu durumun bobrekler iizerinde
olumlu etkiye sebep olacagi bilinmektedir. Mevcut
bilgiler 1s1¢inda Dx uygulamasina bagl artmis oksidan
strese karsi, antioksidan 6zelligi olan ghrelin’in bobrek
dokusunu korumaya yonelik olarak ve ayrica Dx
uygulamasina bagl azalmis glomeriiler filtrasyon hizi
(GFR) sonucu olusabilecek bir hipertansif ataga karsi
da, koruyucu amagli olarak arttig1 yoniindedir.

Sonug olarak, ghrelin immunoreaktivitesinin Dx
grubu kalp ve bobrek dokularinda artma sebebinin, Dx
uygulamasi sonucu olusan oksidan hasara karsi
ghrelin’in koruyucu amagli arttigr seklindedir. Ancak
hastalik grubu KC dokularinda ghrelin ekspresyonunun
kalp ve bobrek dokularinin tersine azalmis olarak tesbit
edilmesi ise ghrelin tagiyici yag asitlerindeki diisme gibi
metabolik etkilesimden dolayr oldugu yoniindedir.
Mevcut bilgilerin 1518inda, oksidatif stres ve lipid
profilinin birlikte degerlendirilecegi daha kapsamli
calismalarin yapilmasina ihtiyag oldugu kanaatine
varilmgtir.
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