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OZET

Amag: Ghrelin, insiilin salgilanmasi ve glukoz metabolizmas tizerine etkili, bilyiik miktarda mideden salgilanan peptid yapili bir hormondur. Bu
calismada, streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet modelinde enalaprilin, sigan mide dokusundaki ghrelin ekspresyonu iizerine
etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem: Calismada, 24 adet 8 haftalik Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlar her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4
gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresi olan 6 hafta boyunca hi¢bir uygulama yapilmadi. Tampon grubuna sadece 0,1 M fosfat-sitrat tamponu
intraperitoneal (i.p) olarak enjekte edildi. Diyabet grubuna 50 mg/kg tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tamponunda ¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi.
Diyabet+enalapril grubuna ise 50 mg/kg tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tamponunda ¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulanmasindan sonra diyabetin
olusumunu takiben enalapril 5 mg/kg/giin oral olarak verildi. Deney sonunda siganlar anestezi altinda dekapite edildi ve mide dokulart ¢ikartildi.
Rutin takipler yapilarak dokular parafin bloklara gomiildii. Bloklardan alinan kesitlere ghrelin ekspresyonu igin avidin-biotin-peroksidaz yontemi
uygulandi. Ghrelin ile pozitif boyanmis hiicreler, eyepiece gratikiil ile sayilarak istatistiksel analizleri yapildi.

Bulgular: Ghrelin pozitif hiicrelerin sayisi, kontrol ve tampon gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedi. Diyabet grubunda,
kontrol ve tampon gruplarina gore belirgin azalma goriildii. Diyabet+enalapril grubundaki ghrelin pozitif hiicrelerde, diyabet grubuna gore anlamli bir
arti§ vardi.

Sonug: Deneysel diyabetin sigan mide dokusunda ghrelin pozitif hiicre sayisini azalttigi, tedavi olarak verilen enalaprilin bu hiicrelerin sayisini
arttirdigy, ileride yapilacak daha kapsamli g¢alismalarla diyabetik gastroparezis patofizyolojisinin aydinlatilmasinda ghrelinin de goérev alabilecegi
kanaatine varild.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Mide, Ghrelin, Enalapril.
ABSTRACT

The Effects of Enalapril on Ghrelin Expression at Diabetic Rat Stomach Tissue

Objective: Ghrelin is a peptid hormone that is released largely from stomach and has effects on insulin secretion and glucose metabolism. The aim of
this study was to determine the effects of enalapril on ghrelin expression at streptozocin (STZ) induced diabetes mellitus stomach tissues in rats.
Material and Method: We used 24 male Wistar albino rats that were 8 weeks age. The rats were divided into 4 groups that have 6 animals in each
groups. No application was made to control group. To the buffer group, only 0,1 M phosphate-citrate buffer was injected intraperitoneally (i.p). To the
diabetic group 50 mg/kg STZ solved in phosphate-citrate buffer was injected. In diabetes+enalapril group, 50 mg/kg STZ was injected and enalapril
was given 5 mg/kg/day orally after development of diabetes. Finally rats were decapitated and stomach tissues were removed. With routine
procedures, tissues were embedded in paraphine blockes. For ghrelin expression “avidin-biotin-peroxidase” method was applied. Ghrelin positive
cells were counted with eyepiece gratucule and statistical analysis was performed.

Results: Statistically, the number of ghrelin positive cells did not show significiant difference between control and buffer group. In comporation with
control and buffer group there was decrease at diabetic group. In comparison with diabetic group, there was significant increase at diabet+enalapril
group.

Conclusion: Experimental diabetes decreases ghrelin positive cells, enalapril increases ghrelin positive cells at rat stomach. It was concluded that
with more further comprehensive studies, ghrelin may contribute to the elucidation of pathophysiology of diabetic gastroparesis.
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Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilinin DM, metabolik anormalliklerin  gorildigi
etkisi veya her ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan, morbidite ve mortaliteye neden olan bir hastalik olup
Ozellikle hiperglisemi ile karakterize metabolik bir akut ve kronik komplikasyonlarla seyreder (2). Uzun
bozukluktur (1). stireli hastalik, damarlarin yapisin1 bozar (3). Bununla
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birlikte diyabetin yaygin goriillen bir komplikasyonu
olan fizyolojik obstruksiyon yoklugunda semptom
olusturan, gecikmis mide bosalmasi olarak da tarif
edilen gastroparezi tip 1 diyabetik hastalarda %27-65,
tip 2 diyabetli hastalarda ise yaklasik % 30 oraninda
goriilmektedir (4).

Oksidatif  stres;  viicuttaki  oksidanlar ile
antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
degismesiyle meydana gelen g¢esitli molekiiler
degisiklikleri ifade eder (5, 6). Oksidatif stresin
ozellikle yaslanma, diyabet, iiremi, kardiyovaskiiler
hastaliklar, malniitrisyon ve kanser gibi durumlarda
Onemi gosterilmistir (7).

Ghrelin, peptid yapida bir hormon olup, 1999
yilinda kesfedilmistir (8). 28 aminoasit iceren ghrelinin,
istahin  ve viicut aguliginin  fizyolojik olarak
diizenlenmesinin  yani sira, insiilin  ve glukoz
metabolizmasinda da Onemli rol oynadig1 ileri
siriilmiigtiir  (9-11). Ghrelin  dolagimdaki  glukoz
seviyelerini biiylime hormonu (BH) salinimiyla, insiilin
direncini arttirarak ve glukoneogenezisi stimiile ederek
ayarlar (12). Bazi caligmalarda ghrelinin normal ve
diyabetik siganlarin pankreasindan insiilin sekresyonunu
uyardigi tespit edilmis olup DM’li siganlarin langerhans
adaciklarindaki ghrelin immiinreaktif hiicre sayisinin da
artti1 bildirilmistir (13).

Glukozun intravendz uygulanmasi, insan ve
kemiricilerde  ghrelin  seviyelerini ~ baskilarken,
insanlarda oral olarak verilen glukozun, insiilinden
bagimsiz olarak ghrelin seviyelerini  disiirdiigi
gosterilmistir (14, 15).

Enalapril anjiyotensin-I’i  anjiyotensin-1I"ye
hidrolize eden anjiotensin donistiiriicii enzim (ACE)
inhibitoric  olup insiilin  direncini  diigiirmesi  ve
antidiyabetik etkilerinden dolay1 tedavide sik olarak
kullanilmaktadir (16, 17).

Bu calismada deneysel diyabetik sican mide
dokusunda ghrelin ekspresyonu {izerine enalaprilin
etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’nun 31.10.2007 tarih ve 03 sayili
karar1 ile etik yonden wuygun bulunarak Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)
biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji laboratuvarinda yapildi. Calismada Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
(FUDAM) temin edilen 24 adet eriskin, Wistar albino
cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlart her
grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 esit gruba ayrild.

Kontrol grubu: Bu gruba deney siiresi olan 6 hafta
boyunca higbir uygulama yapilmadi.

Tampon grubu: Bu gruba sadece 0,1 M fosfat-
sitrat tamponu intraperitoneal (i.p) olarak enjekte edildi.
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Diyabet grubu: Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde
tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5)
cozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. Aclik kan glukoz
diizeyi 250 mg/dl’yi gegen sicanlar diyabetik olarak
kabul edildi.

Diyabet + enalapril grubu: Bu gruba 50 mg/kg
olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat
tamponunda (pH: 4,5) ¢o6zdiiriilereck 1i.p olarak
uygulanmasindan sonra diyabetin olusumunu takiben
enalapril 5 mg/kg/giin oral olarak uygulandi. Kan
glukoz diizeyleri c¢alisma siiresince glukometre ile
olgildii.

Tim gruplardaki siganlar 6 haftalik deney
sonunda ketamin (75mg/kg)+xylazine (10mg/kg)
anestezisi altinda dekapite edildiler. Hayvanlarin mide
dokular1 % 10’luk formaldehitte tespit edilerek rutin
doku takibi sonrasinda parafine gomiildi. Sum
kalinhigindaki kesitler, hematoksilen-eozin ve 4 um
kalinligindaki kesitler de avidin-biotin-peroksidaz
yontemi uygulanarak ghrelin (Ghrelin goat poliklonal
IgG, Sc-10368, Santa Cruz Biotechnology, California,
USA) ekspresyonu i¢in immiinohistokimyasal olarak
boyanip 1s1k mikroskopunda degerlendirildi. Ghrelin
ile pozitif boyanmis hiicreler, her bir spesmenden
rastgele segilen 5 alanda eyepiece gratikiil (1X1 mm)
kullanilarak sayildi.

Elde edilen veriler ortalamazstandart sapma
olarak belirlendi. Tiim istatistiksel analizler SPSS
version 21 programi kullanilarak yapildi. Gruplar arast
degerlendirme  One-way ~ ANOVA, grup ici
degerlendirmede ise paired t testi kullanildi.

BULGULAR

Kan glukoz degerleri icin yapilan istatistiksel analiz
sonucunda;  kontrol ve tampon gruplart ile
kargilastirildiginda  diyabet ile  diyabet+enalapril
gruplarina ait siganlarin kan glukoz degerlerinde
deneyin sonunda baglangica gore anlamli bir artis vardi
(p<0.001). Diyabet grubu ile diyabet+enalapril grubu
arasinda degisiklik goriilmedi (p>0.05). (Tablo 1).

Tablo 1. Deney hayvanlarinin baglangi¢ ve final kan glukoz degerleri.

Kontrol Tampon Diyabet Diyabet+
(n=6) (n=6) (n=6) Enalapril (n=6)
Baslangic
kan 95,25+2,62 93,50+4,65 91,75+2,50 92,00+5,47
glukozu
(mg/dl)
Final kan
glukozu 97,50+1,29 94,50+4,65 432,75+1,70°  428,75+8,53%
(mg/dl)

Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna gére anlamii olarak farkli (p<0.001).

Ghrelin pozitif hiicreler igin yapilan istatistiksel
analizde kontrol ve tampon gruplar1 arasinda (Resim 1,
2) farklilik izlenmedi (p>0.05). Kontrol ve tampon
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gruplart ile karsilastirildiginda diyabet grubunda
belirgin azalma goriildii (Resim 3) (p<0.001). Diyabet
grubu ile karsilastirildiginda diyabet+enalapril grubunda
anlamli bir artig vardi ve kontrole yakindi (Resim 4)
(p<0.001) (Tablo 2).
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Resim 1. Kontrol grubu mide dokusunda ghrelin pozitif hiicreler (—).
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Resim 4. Diyabet + enalapril grubu mide dokusunda ghrelin pozitif
hiicreler (—).
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Tablo 2. Ghrelin pozitif hiicre sayilari.
Kontrol Tampon Diyabet %}yﬁ
(n=6) (n=6) (n=6) _p_n: o

Ghrelin pozitif

hiicre sayisi 11,00£2,58 10,50+1,29 4,00+,81°  9,75+1,25°

Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gére,

b Tampon grubuna gére,

¢ DM grubuna gére anlamli olarak farkli (p<0.001).

TARTISMA

DM, giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim
diinyada hizla yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite
riski tastyan bir hastaliktir. Yapilan ¢aligsmalarda
deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik
hastalarda serbest oksijen radikallerinin (ROS) ve lipid
peroksidasyonun 6nemli derecede arttigi ve oksidatif
stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii
oldugu bildirilmistir (18).

DM, artmig ROS fdiretimi, antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersizligi ve sonug olarak artmis
oksidatif stresle baglantilidir (19, 20). Artmus ROS
tiretiminin hiperglisemi haricindeki nedenleri iskemi,
artmig mitokondrial kagak, katekolamin oksidasyonu ve
16kositlerdir (19).

Kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve nefrotik
komplikasyonlar DM’nin en Onemli mortalite ve
morbidite nedenleri arasindadir (21). Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda yag dokusundan kaynaklanan
adipokinlerin  obezitenin = komplikasyonlart  olan
hiperlipidemi, DM, hipertansiyon, ateroskleroz ve kalp
yetmezIligi gibi  hastaliklarin  patogenezinde rol
oynadiklar1 gosterilmistir (1).

Ghrelin oksintik bezlerden salgilanmakta olup bu
bezler mide korpus ve fundusunun i¢ yiizeyinde
bulunurlar ve mide proksimalinin % 80’ini olusturur
(22, 23). Ghrelin sekresyonunun diizenlenmesindeki en
onemli faktor beslenmedir. Plazma seviyeleri aclikta
artar ve gida alimindan sonra diiser (24, 25). Ghrelinin
besinlerin kullanim1 ve metabolizmaya ait hormon
salgilanmasinda da etkili oldugu bilinmektedir (26).

Tip I DM’de ve insiilin direncine sahip DM’li
hastalarda ghrelin seviyeleri diisiik bulunmustur (27,
28). Masaoka ve ark. (29) yaptiklari ¢caligmalarinda STZ
ile diyabet olusturulmus sicanlarda dolagimdaki ghrelin
diizeylerini yiiksek bulmakla beraber mide ghrelin
seviyelerini ise diisiik bulmuslardir. Bu durumun
mideden dolasima salinan ghrelin diizeyindeki artisa
bagli olabilecegi ve muhtemel negatif enerji dengesine
ile iliskili olabilecegi belirtilmistir.

ACE inhibitorleri ve anjiotensin reseptor blokorleri
gibi renin anjiyotensin sistem inhibisyonu yapan ilaglar,
insiilin direncini belirgin diisiirmeleri ve antidiyabetik
etkilerinden dolay1, giiniimiizde DM gelisimi agisindan
metabolik pozitif etkileri olan popiiler ajanlar
olmuslardir (16).
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Enalapril ve bu gruptaki diger antihipertansif
ilaclar, anjiyotensin-I’i anjiyotensin-II’ye hidrolize eden
ACE’yi inhibe ederler. ACE inhibitorleri, ayn1 zamanda
giiclii bir vazodilatator olan bradikinini aktive ettigi icin
vazodilatasyona sebep olurlar. Hem giicli bir
vazokonstriktdr olan anjiyotensin-II’nin azalmasi, hem
de bradikinin artmasi yoluyla bdbrek ve kalp tizerindeki
yiikli azaltarak olumlu yonde etki ederler (17). ACE
inhibitorleri antioksidan etkilidirler ve nikotinamid
adenin diniikleotidfosfat (NADPH) oksidaz enzimini
inhibe ederek okside diisiik yogunluklu lipoprotein
diizeyini distirtrler (30-32). Kheradmand ve ark. (33)
yaptiklar1 ¢aligmalarinda ghrelinin antioksidan 6zellige
sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
deneysel diyabet olusturulan sican mide dokusunda
ghrelin pozitif hiicrelerde belirgin azalma izlendi.
Enalapril verilen grupta ise belirgin olarak artis
bulundu. Bu gruptaki artmig ghrelin hiicre sayisi
enalaprilin antioksidan etkisi araciligiyla gergeklesmis
olabilir.

Gastroparezi olarak adlandirilan gecikmis mide
bosalmast DM hastalarinda sik goriilmekte olup
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