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SUMMARY

The effects of feeding frequency on ghrelin and growth hormone secretions and the

relationships between these hormones and feeding performance in lambs

The study was performed to determine the association of live weight gains and feed
conversion ratios with ghrelin, GH, and serum total protein levels in Awassi male lambs. The
fifteen lambs with approximately body weight of 26 kg and 2 months of age were used. The
lambs were assigned to each of the following three dietary treatment groups, each consisting
of five lambs: First group was fed ad libitum; second group was fed once a day (09:00), and
third group was fed twice a day (09:00 and 16:00). Blood samples were collected at the
beginning of the study and then at 15 days intervals (15, 30, and 45" days). To determine
ghrelin and GH levels, blood was collected for four times: 30 minutes before feeding and 1
hour after feeding. Ghrelin, GH, and total protein levels were determined by RIA, ELISA,
and spectrophotometry, respectively.

Ghrelin levels were between 3.38 and 9.77 pg/ml. No statistically significant difference
was determined among groups throughout feeding period. However, within groups, a
significant difference was obtained between the beginning of study and 30™ day values in all
groups (p<0.01 for ad libitum and fed twice a day groups; p<0.001 for the fed once a day
group). In the fed once a day group there was a significant difference between 30™ and 15",
45" day values (p<0.01). No significant difference was obtained for ghrelin levels during the
day in neither among groups nor within groups. However daily average values on the 45"
day in the fed twice a day group was higher than other groups (p<0.05).

Plasma GH levels were between 3.98 and 8.33 ng/ml and total protein levels were
between 4.67 and 7.58 g/dl. No significant difference was found in neither among groups nor
feeding periods.

Throughout the feeding period, live weight gains and feed conversion ratios of the fed
once a day group were higher than those of the first and third groups. Live weight gain in the
fed once a day group was higher than the ad libitum group (p<0.01), whereas a significant
difference was observed in feed conversion ratios of the fed a once a day and fed twice a day

groups on the 30 and 45™ day values (p<0.05).



It may be concluded that, based on the observation that the feeding performance of the
fed once a day group was better than other groups, change in ghrelin levels caused by feeding

frequency may lead to improvements in food intake and feed conversion ratio.

Key Words: Ghrelin, GH, lambs, feeding frequency, feeding performance



OZET

Ivesi erkek kuzularda plazma ghrelin, bilyiime hormonu ve serum toplam protein
diizeyleri ile canli agirlik kazanci, yemden yararlanma arasindaki iligkileri incelemek
amaciyla yapilan ¢alisma 2 aylik yasta ve 26 kg agirlikta 15 adet kuzuda gerceklestirildi. Her
grupta 5 adet kuzu olacak sekilde 3 deneme grubu olusturuldu. 1. grup ad libitum, 2. grup
giinde tek 6&iin (9:00), 3.grup ise giinde ¢ift 6&iin (9:00 ve 16:00) yemlendi. Calisma
baslangicinda ve 15, 30 ve 45. giinlerde kan 6rnekleri toplandi. Ghrelin ve GH 6lgiimleri i¢cin
yemlemelerden 30 dakika 6nce ve 1 saat sonra (8:30, 10:00, 15:30 ve 17:00) olmak {izere giin
icinde toplam 4 kez kan alind1. Ghrelin diizeyleri RIA ile, GH diizeyleri ELISA ile, toplam
protein konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii.

Plazma ghrelin diizeyleri genel olarak 3.38-9.77 pg/ml arasinda bulundu. Besi
stiresince gruplar arasinda istatistiki oneme sahip bir farklilik saptanmadi. Grup i¢i
incelemede, besi bas1 ve 30.giin degerleri arasinda ad libitum ve ¢ift 6&lin yemlenen kuzularda
p<0.01, tek 6giin yemlenenlerde p<0.001 diizeyinde 6nemli farklilik tespit edildi. Tek 6&iin
yemlenenlerde 30. giin ile 15. ve 45. giin degerleri arasinda da istatistiki dnem saptandi
(p<0.01). Tim yemleme gruplarinda ve tiim periyotlarda giin i¢i ghrelin diizeylerinde gruplar
arasi ve grup i¢i istatistiki oneme sahip farklilik belirlenmedi. Cift 6giin yemleme grubunun
45. giindeki giin ortalamalarinin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu gorildi (p<0.05).

Plazma GH diizeyleri genel olarak 3.98-8.33 ng/ml, toplam protein konsantrasyonlari
4.67-7.58 g/dl arasinda belirlendi. Tiim gruplarda ve periyotlarda GH ve toplam protein
diizeylerinde 6nemli bir fark gozlenmedi.

Besi siiresi genelinde tek 6giin yemlenen kuzularin canli agirlik kazanglar1 ve yemden
yararlanmalarmin diger gruplara gore daha 1yi oldugu gdzlendi. Tek 6giin yemlenenlerde
canli agirhik kazanci ad libitum grubuna gore p<0.01 diizeyinde daha fazlaydi, yemden
yararlanma yoniinden ise tek 6giin ve ¢ift 6giin yemlenen kuzular arasinda 30.giin-45.giin
periyodunda p<0.05 diizeyinde 6nemli farklilik belirlendi.

Calismada besi performansmin tek 6gilin yemlenen kuzularda, ¢ift 6giin ve ad libitum
yemlenenlere gore daha iyi olarak gozlenmesi ghrelin diizeylerinin yemleme sikligi ile
diizenlenerek gida alimi ve yemden yararlanmay1 artirabilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ghrelin; GH, kuzu, farkli yemleme, besi performansi



GIRIS

Ghrelin 1999 yilinda kesfedilen bir gastrointestinal peptit hormondur. 28 amino
asitten olusan bu peptidin tigiincii pozisyonunda yer alan serin amino asidinin hidroksil
grubunda oktanoil modifikasyonu vardir ve bu modifikasyon ghrelinin biyoaktivitesinden
sorumludur. Ghrelin genellikle Gr ya da X/A hiicreleri olarak adlandirilan sindirim
kanalmin endokrin sisteminde yer alan bir kisim hiicrelerde iiretilir. Ik defa midenin
okzintik mukozasindan izole edilmistir ve ghrelinin bu mukozalardan, sindirim kanalinin
diger boliimlerine gore daha fazla salgilandig diistiniilmektedir. Bununla birlikte merkezi
sinir sistemi, bobrekler, kalp, paratiroid bezler, barsak, pankreas, testis gibi diger bazi
organlar ve bezlerden de salgilandig1 belirlenmistir (1-4).

Ghrelinin en 6nemli etkisi hipofizin somatotrop hiicrelerinden biiyiime hormonu
salinimin1 gii¢lii bir sekilde uyarmasidir. Bu aktivitenin yaninda oreksijenik etkisi, asit
sekresyonu, gastrik motilitenin kontrolii, pankreatik aktivite ve uyuma iizerine etkileri,
kardiovaskular iglevlere ve ¢esitli hiicreler lizerine antiproliferatif etkileri bulunmaktadir
(1,3,5-8).

Ghrelin etkisinin GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone) ve NPY
(Neuropeptide Y) ndyronlarinda yer alan ghrelin reseptorlerinin aktivasyonundan sonra
meydana geldigi bildirilmektedir. Ghrelin, G protein ile eslesen bir reseptor olan GHSR-
la (Growth Hormone Secratagogue Receptor) olarak isimlendirilen GH (growth hormon-
biiylime hormonu) salgilatici reseptorii aktive eder ve etkiler baglar. Gastrik ghrelin
sekresyonu somatostatin, kortistatin, tiroid hormonlar ve insiilin tarafindan giiclii bir
sekilde azaltilirken, kolesistokinin ve gastrin tarafindan uyarilir (3).

Rodentlerde kanda ghrelin konsantrasyonlar1 ve midede ghrelin mRNA’s1 aglik
sirasinda artar ve beslenme sonrasi diiser. Karsit olarak midedeki ghrelin peptit kapsami
aclikta dnemli derecede diiser ve beslenme sonrasi artar. Ghrelinin mide dokusu ve
plazmada ters orantida bulunmasi agliga karsi cevap olarak mideden ghrelin
salgilanmasinin artmasi ve kana verilmesi, tekrar beslenme ile salinimin azalmasi
sonucunda ortaya ¢ikabilir. Ghrelinin baslica iki formu olan aktif n-oktanoil ghrelin ve
inaktif des-acil ghrelin kanda ve midede bulunur ve agliktan sonra n-oktanoil ghrelinin des-
acil ghreline orani hafifce artar (8, 9). Insanlarda plazma ghrelin diizeylerinin yemekten
once belirgin bir sekilde arttig1 ve yemekten sonra diistiigii belirlenmistir. Bu bulgu

ghrelinin kisa stireli bir enerji dengesi indikatorii olarak hizmet edebilecegi ve bir yeme



sinyali olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (8, 10). Insanlarda plazma ghrelin diizeyleri
kronik (obezite) ve akut (yemekten sonra) pozitif enerji dengesi durumlarinda diismekte,
aclikta ve kasektik ya da anoreksik hastalarda artmaktadir (8, 11, 12). Ratlarda ghrelinin
1.c.v (intraserebroventrikiiler) yolla kronik olarak verilmesi beslenmeyi giiclii bir sekilde
uyarmakta ve canli agirlik kazancini artirmaktadir (10). Farelerde giinliik s.c (subkutan)
ghrelin verilmesinin viicut agirliginda artisa neden oldugu ve bu artisin 6zellikle yag
kitlesinde meydana geldigi vurgulanmistir (13).

Biiylime hormonu normal linear biiyiime i¢in esastir ve hayvan iiretimi ve
yetistirilmesinde dikkate deger derecede giiclii bir anabolik ajandir. Ornegin GH verilen
domuzlar daha hizli biiyiir, her birim canli agirlik kazanci i¢in daha az yem tiiketir ve GH
verilmemis hayvanlardan daha az karkas yagina sahiptir. Laktasyondaki inekler GH
verildiginde daha az yemle daha fazla siit iiretirler. Koyunlarda ¢esitli biiylime hormonu
salgilaticilar1 etkili olmaktadir. Biiyiime hormonu salgilatici faktorlerin i.v. (intra vendz) ya
da s.c. verilmesine cevap olarak biliyiime hormonu sekresyonu hizli ve kisa siireli olarak
artabilmektedir. Koyunlarda ekzojen biiylime hormonu verilmesinin yemden yararlanmay1
gelistirdigi ve karkasin protein ve yag kapsamini etkiledigi bildirilmistir (14-17). Heniiz
mekanizmasi tam olarak ortaya konmamis olmakla birlikte biiyiime hormonu dogrudan
yasamla ilgili fizyolojik sistemlerin bir kismi {izerinde 6nemli metabolik etkilere sahiptir.
Bu etkiler enerji depolar1 olan yag kitlesinin kullanilmasi, yagsiz viicut kitlesinin yapimu,
korunmas1 ve kemik mineral yogunlugunun saglanmasi gibi fonksiyonlar1 kapsar. Biiyiime
hormonunun sentezi gerceklestirilmistir. Fakat bu islem olduk¢a pahalidir. Biiylime
hormonunun ayn1 biyolojik aktiviteyi gosterebilen 39 amino asitlik kism1 daha ekonomik
olarak sentezlenmekle birlikte yine de pahali olmaktadir. Bu nedenle alternatif olarak
biiylime hormonu salgilanmasini uyarabilecek diger yollar ve etkenler arastirilmaktadir.
On hipofizden biiyiime hormonu sekresyonunun diizenlenmesi biri arkuat niikleusta
sentezlenen stimiilator GHRH ve digeri paraventrikiiler niikleusta sentezlenen inhibit6r
somatostatin olmak tizere iki hipotalamik hormonun karsilikli kontrolii altidadir (15). Son
yillarda ¢alismalar GHRP-6 (Growth Hormone Releasing Peptide)’dan gelistirilen, insan
dahil bir¢ok tiirde giiclii bir GH salgilatici etki gosteren ve GH salgilaticilar1 olarak
isimlendirilen yeni peptit ve peptit olmayan sentetik bilesikler sinifi iizerinde
yogunlagsmistir. GH salgilanmasi ile ilgili gegitlerin arastirildigi calismalarda GH
salgilanmasinin diizenlenmesinde {i¢iincii bir noyroendokrin geg¢it oldugu ileri stiriilmiistiir.
1999 yilinda ghrelin ad1 verilen GHSR i¢in dogal endojen bir ligandin kestfi GH

arastirmalarma yeni ve ilgi ¢ekici bir boyut saglamistir. Ghrelinin in vitro primer rat



hipofiz hiicrelerinden GH salimimina neden oldugu bildirilmistir (4). Yine insan ve
ratlarda yapilan bazi ¢caligmalarda ghrelin verilmesinin GH salinimini sagladig:
belirlenmistir (6).

Besin tipi ve besi metotlarinin yemden yararlanma, biiylime orani, karkas kalitesi ve
genel saglik durumu tizerine 6nemli etkileri bulunmaktadir. Ad libitum besleme ve sinirlt
besleme uygulamalarmin besi hayvanlarinda sirt yagi kalinligi ve intramuskular yag
kapsamim etkiledigi bildirilmistir (18-20).

Bu tez projesi ile farkli besleme uygulamalariin; ghrelin salgilanmasi tizerine
etkilerinin saptanmasi, ghrelin diizeylerinde meydana gelebilecek degisikliklerin biiyiime
hormonu salgilanmasina yansimalari, bu hormonlarla besi performansi arasindaki iliskinin

incelenmesi amaglanmaktadir.



GENEL BiLGILER

Ghrelin, gastrointestinal sistem tarafindan iiretilen, merkezi etki ile yeme davranisi
ve viicut agirligi diizenlenmesinde gorev alan bir peptid hormondur. Kesfinin ilk yillarinda
viicutta biiyiime hormonu salinimini artirict bir hormon olarak gériilse de, son yillarda
istah ve viicut agirligmin diizenlenmesi iizerine etkileri daha ¢ok dikkat cekmektedir (4).

Endokrinolojide normal kesif prosediiriine gore dnce hormon bulunmakta, sonra
bulunan hormonun reseptorii klonlanmakta ve son olarak da hormonun klinik olarak etkiye
sahip analoglar1 kesfedilmektedir. Buna karsin ghrelinin ortaya konulusu bu prosediire
tamamen zittir; once analoglar1 elde edilmis, daha sonra reseptorii klonlanmis ve en son
reseptoriin dogal ligandi olan ghrelin izole edilmistir (21).

Bowers ve arkadaglar1 (22) 1977°de yaptiklari ¢caligmada opioid niteliklerin
tamamindan yoksun, met-enkefalin’den koken alan, biiyiime hormonu salgilatici1 6zellige
sahip, “Biiylime Hormonu Salgilaticilar1 (Growth Hormone Secratagogue; GHS)” olarak
adlandirilan sentetik bilesiklerin varligini 6ne siirmiislerdir. Bununla birlikte GHS’ler ne
GH ekspresyonunu artirir ne de GHRH reseptdriine baglanir. Bu sentetik peptidlerden ilk
bulunan1 GHRP (Growth Hormone Releasing Peptide)’dir. Uretilen GHRP nin, GH’ya
cevabinin in vitro olarak zayif oldugu ve in vivo etkisinin olmadig1 gdzlenmistir. Ardindan
2 D-amino asitli bir hekzapeptid olan GHRP-6 iiretilmis ve daha sonra da D-triptofanin
metilasyonu ile hekzareline liretilmistir. Bu maddeler giiclii etkilere sahiptir ve ayni
zamanda in vitro-in vivo verildiklerinde aktiflerdir. Bu iki madde i.v. (intravendz) ya da
s.c.(subkutan) verildiklerinde giiclii bir sekilde GH salgilatmaktadirlar. Bu incelemelerin
sonunda, GHRP’lerin basit molekiiler yapiya sahip olmalarina ilaveten GH sekresyonunu
artirabilen etkili molekiiller oldugu ortaya ¢cikmustir (21).

Ilag endiistrisi, peptid ve peptid olmayan maddeleri gelistirmek i¢in biiyiik
kaynaklar ayirmaktadir. Bu maddelerden en 6nemlisi Merck tarafindan iiretilen
Spiroindolone MKO0677 olmustur (23). MK-0677 etkili biyoyararlanimi, uzun siireli etkisi,
tek basina kullanildiginda 24 saat boyunca GH ve IGF-I (Insulin-like Growth Factor-I)
seviyelerini artirabilmesinden dolay1 biiyiime hormonu eksikligi tedavisinde ve yaslh
bireylerde oral olarak aktif anabolik etki olusturmada aday ila¢ olmustur (1).

MK-0677nin 1996’da kesfini takiben sonunda bu sentetik peptidlerin baglandigi
reseptor olan GHSR klonlanmig ve bu reseptor ile ilgili baglayici bolge calismalar

yapilmistir (1, 3, 21, 23, 24). GHSR’nin 6nemli miktarda hipotalamus-hipofiz bolgesinde



bulundugu tespit edilmekle birlikte spesifik baglayici bolgeler diger merkezi sinir sistem
bolgelerinde de bulunmustur (1).

Son olarak, 1999°da Kojima ve arkadaslar1 (4) tarafindan yiiriitiilen calismalar ile
birlikte GHSR i¢in endojen bir ligand olan, asile edilmis 28 amino asitli bir peptidin
belirlendigi 6ne siiriilmiis ve bu peptid “Ghrelin” olarak adlandirilmistir. Bu terimin
icerdigi “ghre” birgok dilde “growth” un (biiylime) etiyomolojik kokiidiir, “relin” ise
“releasing’(salgilatict) maddelerin bir kokiidiir ve ghrelin terimi, karakteristik biiyiime

hormonu salgilatici etkisine dikkat ¢eken bir kisaltmadir (5).

Ghrelinin Yapisi

Ghrelin 28 amino asitlik bir peptiddir. Bu peptit serin-3 rezidiisiine 8-karbonlu yag
asidi grubunun kovalent olarak baglanmasi ile degisime ugramaktadir. Islem “n-
oktanoilasyon” olarak bilinmektedir ve ghrelinin biyoaktivitesi i¢in gerekli bir islemdir (1,
24, 25). Ghrelin hakkinda ilk bilinen, bir yag asidi ile modifiye edilmis peptid hormon
olmasidir (23, 26) (Sekil 1).

0=C~ ((H,),-CH,
: Ghrelin (Human)
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Sekil 1: Ghrelin peptidinin molekiiler yapis1

Ghrelinin prekiirsorii preproghrelindir. N-terminal ucundaki reseptor baglayici
dizesi; primatlar, rodentler, baliklar, kopekler, amfibianlar ve kuslarda neredeyse %100
aynidir. Rat ve insan ghrelinleri sadece iki amino asit yoniinden birbirinden farklidir (1,

8,11,25).



Ghrelin ile peptid yapidaki GHRP-6 ya da hekzareline gibi GHS’ler arasinda yapisal
homoloji mevcut degildir (8).

Des-GlInl4-ghrelin, rat midesinde ghrelin peptidinin ikinci bir tipi olarak
saflastirilarak tanimlanmistir. Des-Glnl4-ghrelin, ghrelinin giiclii aktivitelerine benzer
etkiler gostermektedir (8, 21, 26).

Insan midesinden saflastirilan ghrelinde, peptidin farkli formlar1 da izole edilmistir.
Bu formlar, serin-3’te elde edilen asilasyon tipleri ile 4 grup i¢inde siniflandirilabilir; asile
edilmemis, oktanoile edilmis (C8:0), oktanoile edilmemis (C10:0) ve muhtemelen
dekanoile edilmis (C10:1) formlardir. Bu peptidlerin hepsi 27- 28 amino asit uzunlugunda
bulunmustur (26).

Asile edilmemis ghrelin formu olan des-agil ghrelin hem mide hem de kanda
onemli seviyelerde bulunmaktadir. Des-agil ghrelin, asile edilmis ghrelinden daha fazla
dolagima katilmaktadir. Des-ac¢il ghrelin hipotalamus ve hipofizdeki asile edilmis
ghrelinin baglayic1 bolgelerindeki isaretli ghrelin ile yer degistirmemektedir. Bu olay
ratlarda des-acil ghrelinin GH-salgilatic1 ve diger endokrin aktivitelerinin olmadigini
gostermektedir. Bundan dolay1 des-acil ghrelinin spesifik bir reseptoriiniin bulunup
bulunmadig1 ve bunun asilasyonlu ghrelinden farkli bir spesifik fonksiyonunun olup

olmadig1 tartisma konusudur (26).

Ghrelinin Salgilanmasi

Tim omurgalilarda ghrelin temel olarak midede tiretilmektedir. Gastrik kanser ya
da siddetli gastrik tilserin tedavisinde uygulanan total gastrektomide, operasyondan 30
dakika sonra Olciilen ghrelin seviyelerinde operasyon 6ncesine gore yaklasik % 30-50
kadar azalma gozlenmistir. Bu seviyeler, operasyon 6ncesine gore dereceli olarak % 70’°e
kadar azalmistir. Elde edilen bu sonuglar dolagim ghrelininin % 50-70’inin mide kaynakli
oldugunu gostermektedir. Fakat bu oranin ince bagirsaklar ve pankreas tarafindan
kompanse edildigi diistiniilmektedir (26).

Midedeki ghrelin igeren hiicreler fundusta pylorusa gore daha bol miktarda
bulunmaktadir (5, 8, 21, 23, 26). Ghrelin i¢eren hiicrelerin midenin mukoza tabakasinda
bulunan farkli tipte endokrin hiicreler olduklar1 in situ hibridizasyon ve

immunohistokimyasal analizler ile gosterilmistir. Okzintik mukozada belirlenen bu



hiicrelerin 4 tipi mevcuttur: ECL (enterocromaffin like), D, EC (enterocromaffin) ve X/A
benzeri hiicreler. Ratlarin okzintik bezi % 60-70 ECL hiicreleri, % 20 X/A benzeri
hiicreler, % 2-5 D hiicreleri ve % 0-2 EC hiicrelerini igermektedir. insanlarda ise bu oranlar
strasiyla % 30, % 20, % 22 ve % 7°dir. Graniillerdeki en biiyiik tiriinler ECL hiicrelerinde
histamin ve uroguanilin, D hiicrelerinde somatostatin

ve EC hiicrelerinde serotonindir. X/A benzeri hiicrelerin graniil igerigi ise ghrelinin
kesfine kadar bilinmemekteydi.

X/A benzeri hiicreler i¢i ghrelinle dolu olan yuvarlak, kompakt, elektron yogunlugu olan
graniilleri icermektedir. Bu X/A benzeri hiicreler olgun okzintik bezlerdeki endokrin hiicre
popiilasyonunun % 20’sini olusturmaktadir. Fotal midedeki X/A benzeri hiicrelerin sayisi
olduke¢a diisiiktiir ve ancak dogumdan sonra artmaktadir. Buna bagli olarak fotal midedeki
ghrelin seviyesi de oldukg¢a diisiiktiir ve dogumdan sonra 5 haftaya kadar dereceli bir
sekilde artmaktadir (26).

Gastrik X/A benzeri hiicreler, ghrelinin asil formunun NH; ucuna spesifik bir
antikor baglanarak tespit edilebilmektedir. Rat midesindeki ghrelin diizeyi 377.31 fmol/ml
(n-oktanoil ghrelin) ve 1779.8 fmol/ml (total ghrelin)’dir (26).

Ghrelin immunoreaktif hiicreler ayn1 zamanda duodenum, jejunum, ileum ve
kolonda da bulunmustur. Ince bagirsaklardaki ghrelin diizeyi duodenumdan kolona dogru
dereceli olarak azalmaktadir. Midede oldugu gibi intestinal ghrelinin asil molekiiler formu
n-oktanoil ghrelin ve des-agil ghrelindir (3, 5, 8, 21, 26).

Pankreas da ghrelin tireten bir organdir. HPLC (High Performance Liquid
Cromothography) ve RIA (Radioimmunoassay) ile yapilan analizlerde rat pankreasinda
ghrelin ve des-agil ghrelinin her ikisi de bulunmustur. Pankreatik adaciklarda tiretilen
ghrelinin a-hiicrelerinde mi, B-hiicrelerinde mi yoksa heniiz yeni belirlenmis €-

hiicrelerinde mi tiretildigi ise tartigma konusudur (26).

Beyin ve Hipofizden Salgilanmasi

Ghrelin reseptorii olan GHS-R, asil olarak hipotalamus ve hipofizde eksprese
edildigi i¢in bunun endojen ligandinin hipotalamik bolgede var oldugu diistiniilmektedir.

Diger GH-salgilatic1 peptid olan GHRH hipotalamusta tiretilmekte ve hipofiz somatotrop



hiicrelerinden GH salgilanmasin1 uyarmak i¢in hipofizeal-portal sistem i¢ine
salgilanmaktadir.

Ghrelin istahin kontroliinde 6nemli bir bélge olan hipotalamik ARC (arcuat
nucleus)’de mevcuttur. Buna ilaveten dorsal, ventral, paraventrikiiler ve arkuat
hipotalamik niikleus arasinda tigiincii ventrikiile cok yakin olan, 6nceden karakterize
edilmemis hipotalamik ndronlarda ghrelinin varlig1 bildirilmistir. Bu ghrelin iceren
noronlar NPY ve AgRP (Aguoti Related Peptid) igeren ndronlara efferent iplikgikler
gondermektedir ve bu sekilde istah agic1 peptidlerin salinimini uyarabilmektedir.
Ghrelinin bu dagilim 6rnekleri, onun gida alimini kontrol etmede bir rolii oldugunu
gostermektedir. Hipofiz bezindeki GH salgilayici somatotroplar ghrelinin hedef
hiicreleridir. Ayni zamanda ghrelin de hipofiz bezinde bulunmustur. Burada otokrin ve
parakrin olarak GH salgilanmasini etkileyebilme olasilig1 yiliksektir. Hipofizdeki ghrelin
ekspresyon seviyesi dogumdan sonra yiiksektir ve puberte ile azalmaktadir. Adenomlar,
kortikotrop tiimorleri ve gonadotrop tiimorleri gibi hipofiz tiimorleri ghrelin peptidini

icermektedir (3, 8, 21, 26).

Diger Dokulardan Salgilanmasi

Ghrelin mRNA’s1 bobrekte 6zellikle glomerullarda eksprese edilmektedir. Ustelik
fare bobreginden alinan peptid ekstraktlarinin 6nemli miktarda hem n-oktanoil hem de des-
acil ghrelin peptidlerini igerdigi bulunmustur. Plazma ghrelin diizeyinin serum kreatinin
konsantrasyonu ile belirli bir sekilde iligkili oldugu ve son doneme giren bobrek
hastalarmin ghrelin diizeylerinin normal bobrek hastalarma gore 2-8 kat daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Bu sonuca gore bobregin ghrelin yikimi ve kleransinda 6nemli bir
yerinin oldugu ileri stiriilmektedir (27). Ghrelin immunoreaktif hiicreler, interstisyel leydig
hiicreleri ve sertoli hiicrelerinde de belirlenmistir. Ghrelin reseptorii, germ hiicreleri ve asil

olarak pakiten spermatositlerde tespit edilmistir (26).



Ghrelinin Reseptorleri
Ghrelin Reseptor Ailesi

GHS- R, 7 transmembran bolgesi ile tipik bir GPRC (G protein-coupled
receptor)’dir. iki farkli ghrelin reseptor cDNA’s1 izole edilmistir. Birincisi GHS-R tipla,
ikincisi GHS-R tip1b’dir (26).

GHS-R ¢esitli homologlara sahiptir, bunlarin endojen ligandlar1 gastrointestinal ya
da noropeptidlerden olusmaktadir. Ghrelin ailesi; ghrelin, motilin, ndromedin U ve
norotensin i¢in reseptorler icermektedir. Bu peptidlerin hepsi gastrointestinal organlarda
bulunmakta ve gastrointestinal hareketlerle diizenlenmektedir (5, 26).

Iki endojen GH-salgilatici peptid belirlenmistir; ghrelin ve GHRH . GHRH,
GHRH-reseptorii lizerine etki ederek adenilat siklazi aktive eder ve hiicre i¢i siklik AMP’yi
artirir, bu da ikincil haberci olarak proteinkinaz A’y1 aktive eder. Bu olay GHRH
reseptOriiniin Gs alt linitesiyle eslestigini gostermektedir. Diger taraftan ghrelin, GHS-R
iizerine etki eder ve IP; ( inositole triphosphate) ile diacilgliserolii olusturmak icin
fosfolipaz C’yi aktive ederek hiicre i¢i Ca™da bir artis meydana getirir. Bu olay da,

ghrelin reseptoriiniin bir Gq alt {initesiyle eslestigini gostermektedir (26).

Ghrelinin Genel Etkileri

Ghrelinin baslica etkileri sunlardir (Sekil 2):
e Biiyiime hormonu iizerine etki
e Istah iizerine etki
¢ Qastro-intestinal sistem iizerine etki
e Kardiovaskiiler sistem lizerine etki
e Insiilin sekresyonu iizerine etki

e Hiicre proliferasyonu ve apoptozisin diizenlenmesi
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Sekil 2- Ghrelinin genel etkileri

Biiyiime Hormonu Uzerine Etkileri

Ghrelin ¢ok yonlii bir peptid hormondur. Ghrelin GHS-R iizerine etki etmekte, GH
salgilanmasini uyarmak igin IP; yoluyla hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunu artirmaktadir.
Ratlara 1.v. verildiginde ghrelinin GH-salgilatic1 aktivitesi GHRH nin etkilerine
benzemektedir. Fakat ghrelinin meydana getirdigi uyarim GHRH’dan 2-3 kat daha
biiyiiktiir (3, 5, 8, 26).

Ghrelin verilen doza gére hem in vitro hem in vivo GH salgilanmasmi uyarmaktadir.
Rat ve insanlarda i.v. ghrelin enjeksiyonu giiclii bir sekilde GH-salgilanmasina neden
olmaktadir. Ghrelinin 10 pmol minimum doz ile sadece i.c.v. verilmesi rat plazmasmdaki
GH diizeyini artrrmistir. Boylece i.c.v. enjeksiyonun i.v. enjeksiyondan daha gii¢lii oldugu

goriilmektedir. Ghrelinin ayn1 zamanda tavuk, balik ve kurbaga gibi memeli olmayan

10



omurgalilarda da GH salinimini uyardig1 gdsterilmistir. Bunun yaninda, ghrelinin in vivo
Olciimii de bu tiirlerde ghrelinin gii¢lii bir GH-salgilatic1 peptid oldugunu dogrulamistir (8).

Ghrelinin birinci olarak hipofiz hiicrelerinden GH-salinimini uyarmast, bu peptidin
hipofiz iizerine direkt etki edebilecegini gdstermektedir. Ghrelin aracilikli GH saliniminin
uyarilmasinda hipotalamusun da ilgili oldugu ileri siiriilmektedir. Hipotalamik bolgede
organik lezyonu olan hastalar, ghrelin tarafindan uyarilsalar bile GH salgilanmasinda
yetersizlik gostermistir. Ghrelinin in vitro olarak primer hipofiz hiicrelerine uygulanmasi
bazal seviyenin 2-3 kat lizerinde GH-salinimin1 artirmus, ratlara in vivo ghrelin verildiginde
ise bundan daha az GH uyarim seviyesi gozlenmistir. Bu faktorler ghrelin verilmesi ile
olusturulan yliksek GH salgilanma seviyesine bagka faktorlerin de in vivo olarak karistigini
gostermektedir. Bu durum i¢in bagka bir olasilik da vagus siniri yolu ile iletimdir. Nervus
vagus kesildiginde ghrelin enjeksiyonundan sonra GH-salimiminin uyarilmasi ¢arpici bir
sekilde azalmistir, bundan dolay1 nervus vagusun, ghrelinin maksimal uyarici etkilerine
ithtiyact oldugunu gostermektedir. Diger bir olasilik primer hipofiz hiicrelerinde GHRH
eksikligidir. Ghrelin ve GHRH’ nin birlikte verilmesi GH sekresyonu iizerine ii¢ ayr1
sinerjik etki gostermistir, bu birlikte kullanim GHRH ya da ghrelinin tek kullanimindan
daha fazla GH salgilanmasi ile sonuglanmistir. GH iizerine sinerjik etki, GHS ler, sentetik
ghrelin agonistleri ve GHRH nin birlikte verilmesiyle de gozlenmistir. Bu bulgular
GHRH’nin GH salgilanmasin1 uyarmada maksimum etki i¢in gerekli oldugunu
belirtmektedir (26).

Ghrelinin 1.v. farmakolojik dozlarmin GH diizeyini artirmasi tam bir kanit
olmamakla birlikte ghrelinin GH’nin fizyolojik olarak diizenlenmesinde rol aldigin1 ortaya
koymaktadir. Ghrelinin diizenleyici roliinii savunan bulgulardan biri negatif enerji dengesi
durumunda ghrelin ve GH’nin dogal olarak artmasi, digeri ise obezite ve pozitif enerji
dengesi durumunda kendiliginden bu iki hormonun azalmasidir. Fotusta ghrelin mRNA’s1
tespit edilebilir diizeyde degildir fakat dogumdan sonra zamanla kademeli olarak artmaya
baslamakta ve 3 hafta sonra pik diizeye ulagsmakta ve bundan sonra da azalmaktadur.
Ghrelinin genel olarak izledigi yol, GH ve IGF-I sekresyonunun takip ettigi yollar1

animsatmaktadir (3).
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Istah Uzerine Etkileri

Beslenme yasam i¢in gerekli olan temel bir davramstir. Istahin beyin tarafindan
kontrol edildigi kabul edilmektedir. Beslenme davranisi ise merkezi sinir sistemi kismen
de hipotalamusun kompleks mekanizmalar1 tarafindan diizenlenmektedir. Lateral
hipotalamus ¢ikarildiginda hipofaji olusmakta ve siddetli kilo kaybindan dolay1 6liim
meydana gelmektedir. Diger taraftan ventromedial hipotalamusun ¢ikarilmasi hiperfajiye
neden olmakta, bu uygulamaya tabi tutulan hayvanlarda hem beslenme siklig1 hem de gida
alim miktar1 artmakta dolayisiyla kilo alma ile siddetli obezite gelismektedir. Bu sekilde
beslenme, hipotalamustaki uyarici ve durdurucu gii¢lerin bir dengesi ile diizenlenmektedir
(26).

Viicut agirhigmin diizenlenmesi, kompleks hormonal ve noéroendokrin yollar
araciligi ile olmaktadir. Leptin, insiilin ve adinopektini i¢ine alan bu kontrol sisteminin
kritik elemanlari, viicudun yag miktariyla orantili olarak salgilanmaktadirlar ve merkezi
sinir sistemi ile diger hedef perifer dokularda islev gormektedirler. Merkezi sinir sistemini
hedef alan bu elemanlardan bir kismi agirlik kazancini tesvik eden anabolik yollar1 ve gida
alimini uyarirken diger bir kismi agirlik kaybima sebep olan katabolik yollar1 uyarmakta ve
gida alimin1 azaltmaktadir. Ayrica gida aliminin diizenlenmesinden bagimsiz olarak
bir¢ok periferal dokuda lipit metabolizmasi gibi enerji metabolizmasini diizenleyen, leptin,
insiilin, adinopektin, katesolaminler gibi ¢ok sayida hormon bulunmaktadir. Ghrelinin de
enerji homeostazisi ve beslenme davranisinin diizenlenmesinde gorev aldigi goriilmektedir
(27).

Ghrelin reseptorlerinin bulundugu arkuat niikleus ve lateral hipotalamus ayni1
zamanda hipokretinler olarak adlandirilan NPY, AgRP, POMC (proopiomelanocortin),
MCH (melanin-concentrating hormone) ve oreksinler gibi gida alimimnin diizenlenmesinde
gorev alan noropeptidleri iireten noronlar1 kapsamaktadir. Merkezi olarak ghrelinin
verilmesi ile gida alim1 ve enerji homeostazisini diizenleyen bu peptidler birbiriyle
etkilesime girer. Ghrelinin istah acici mekanizmasi, NPY ve AgRP yollariyla iliskilidir,
diger diizenleyici sistemlerle etkilesimi ise acik degildir (8, 10, 28).

Ghrelin, NPY ve AgRP peptidlerini iireten ndronlar1 uyarmaktadir. Bu uyarici islev
sonucu NPY ve AgRP’nin her ikisi hipotalamik ¢ekirdekten birlikte salgilanarak
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noronlarin aktivasyonu saglanir. Yaklasik biitiin NPY/AgRP noronlar1 ghrelin
reseptorlerini uyarir ve ghrelin tarafindan da uyarilabilir. Ghrelinin istah agici etkisi su ana
kadar en giiclii istah acic1 olarak bilinen NPY ’nin istah agici1 etkisi kadar giigliidiir (25).
Hipotalamusta NPY/AgRP ndronlarinin uyarilmasiyla ghrelinin beslenme aktivitesi
gerceklesmektedir (8). NPY ve AgRP, ARC’de ayni ndron toplulugu tarafindan
iiretilmektedir ve bunlarn istah acgici etkileri leptin tarafindan direkt olarak inhibe
edilmektedir. Leptin, ghrelin-uyarimli gida alimmi durdurmaktadir ve ghrelin, leptinin
istah kesici etkisini tersine ¢evirmektedir, bu da NPY/AGRP sisteminin diizenlenmesinde

ghrelinin leptin islevini antagonize ettigini gostermektedir (8, 10, 24).

Hipotalamik Arkuat Mikleus

Hipotalamik
ghrelin

I e l P
GHS-R

o ¢i i A
b o
1

Viicut agirhd ‘

Mide

Sekil 3- Ghrelin ve Leptin hormonlarinin istah ve viicut agirligi tizerine zit etkileri

Ekzojen ghrelin farelerde besin alinimini artirmakta, yag kullanimini azaltmakta ve
sonugta yag dokusu artisina neden olmaktadir. Ghrelinin yag dokusunu ve istahi artirici
etkilerinin bliylime hormonu iizerine olan etkilerinden bagimsiz oldugu ve bunun, leptinin
de arac1 oldugu merkezi sinir sistemindeki 6zel noronlar tarafindan diizenlendigi
diisiiniilmektedir (13) (Sekil 3). Insanlarda ghrelin diizeyleri obezite ve kalori alimi ile
azalmakta, aclikta ve anoreksiya nervozali hastalarda artmaktadir (10). Buradan yola
cikarak ghrelinin enerji depolarinin bosalmasimni ve kaseksiyi dnleyen bir hormon oldugu,
her 6giin 6ncesi diizeylerinde artis olmasi nedeniyle istah1 uyardig: diistiniilmektedir (11,
29).

13



Ghrelinin uzun siireli i.c.v. enjeksiyonu sonucunda gida alimi gittikge artmis, enerji
harcamasi diigmiis, viicut agirlik kazanci meydana gelmistir (10). Ghrelinin sadece
merkezi olarak enjeksiyonu degil, ayn1 zamanda sistemik ya da periferal ve deri alt1
enjeksiyonu da gida aliminda artisa neden olmustur. Ghrelin aclik ve ileri derecede agliga
cevaben birincil olarak gastrointestinal organlarda iiretilip, beslenmeyi uyarmak amaciyla
kana verilmekte, bu sekilde merkezi sinir sistemine periferal bir sinyal olarak hizmet
etmektedir (8, 24, 26).

Periferal olarak ghrelin enjeksiyonu hipotalamik néronlar1 ve gida alimini
uyarmaktadir. Ghrelinin tersine, NPY, AgRP, oreksinler, MCH ve galanin gibi diger
hipotalamik peptidler, merkezi olarak verildiklerinde gida alimini uyarirlar fakat periferal
olarak etkili degillerdir. Genelde periferal olarak enjekte edilen peptidler kan-beyin
bariyerini gecememektedir. Ratlarda periferal ghrelinin bu bariyeri diisiik oranlarda
gectigi gosterilmistir. Bundan dolayi periferal ghrelinin, indirekt bir yolla uygun
hipotalamik bdlgeleri aktive ettigi diisiiniilmektedir (8, 21, 26).

Plazma ghrelin diizeyi 6giinlerden hemen 6nce yiikselirken, yemekten sonraki bir
saat icinde minimum seviyelere diismektedir. Plazma ghrelin diizeylerindeki bu 6giinden
once ylikselme ve sonrasinda azalma, ghrelinin 68iin baslangic1 i¢in bir sinyal oldugu
hipotezini desteklemektedir. (8, 26, 30). Giin i¢erisinde midedeki ghrelin diizeyinin gida
alimi ile baskilandig1, gece boyunca aclik ile birlikte arttig1 gériilmektedir. Buna karsin
giin igersinde hipotalamik ghrelin sekresyonu artmakta, gece ise azalmaktadir ve bu sekilde
gida alim1 diizenlenmektedir (31). Baska bir arastirmada da insanlara ghrelin
enjeksiyonlar1 yapildiginda kendilerini ¢cok fazla acikmis hissettikleri ve normalden % 30
daha fazla yedikleri ortaya konmustur. Bu cevap geneldir ve fazla gida alimina ragmen
kisilerde kusma ve bulant1 olusmamaktadir. Ghrelin, insanlarda ve rodentlerde gida
alimmi uyarir ve istaha etki eden endojen dolagim ghrelin diizeyleri 6glinlerden 6nce artar
ve Ogiinlerden sonra da diiser. Bu 6giin zamani ve 0&iin baglangicinda olusan aglik,
ghrelinin fizyolojik rolii ile uyumludur. Benzer sekilde, dogal ghrelin salgilanma zamani
ratlarda yeme olay1 ile baglantilidir (25, 32).

Plazma ghrelinin 6giin sonras1 baskilanmasi, 6&iin 6ncesi pik yapmasindan daha ¢ok
calisilmistir. Ghrelinin bu etkisi fizyolojik olarak agikliga kavusmamakla birlikte 6giin
sonras1 salgilanmasindaki baskilanma, gidanin doyurucu etkisinde bir rol oynadigini
diistindiirmektedir. Kolesistokinin gibi doyma sinyalleri gastro-intestinal kanaldaki
besinlere cevaben salgilanmaktadir. Dolagim ghrelinin 6g8iin sonras1 azalmasi, bu doyma

sinyallerinin ghrelinin istah agici etkisinden daha kuvvetli bir fonksiyona sahip oldugunu
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gostermektedir. Dolasim ghrelin diizeylerindeki 6giin sonras1 azalma ger¢ekten doyma
durumu ile iligkili ise, sindirilen gidadan elde edilen enerji ile hormonun baskilanmasinin
orantili oldugu diisiiniilebilir. Ogiin &ncesi ghrelin diizeylerinin yiikselmesi ise, sindirilen
gidalar ile ghrelinin baskilanmasi arasindaki baglant1 kadar a¢ikliga kavusmamuistir, fakat
elde edilen caligmalara gore olusturulan bu hipotez hala gecerliligini korumaktadir (33).
Fare, rat, sigir ve insanlarda, ghrelin mRNA’smnin ekspresyon seviyelerinin veya
dolasimdaki ghrelin diizeylerinin gida yoklugunda arttig1 ve 6&linden sonra diistiigi

gozlenmistir (13, 34, 35).

Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Ghrelinin belirli dozlarda i.v. verilmesi gastrik asit sekresyonu ve gastrik motiliteyi
artirmaktadir. Gastrik asit sekresyonu donemlerinde, ghreline maksimum cevap histaminin
s.c. verilmesiyle neredeyse aynidir (3 mg/kg). Ghreline verilen bu cevaplar bir histamin H,
reseptOr antagonisti ile degil, atropin ya da bilateral servikal vagatomi ile yok edilmistir (3,
26).

Ghrelinin 1.c.v. verilmesi de doza bagimli olarak gastrik asit sekresyonunu
artirmaktadir. Ghrelinin i.c.v. verilmesinin, vagus sinirinin dorsomotor niikleusunda
ghrelin ekspresyonunu uyardig1 gézlenmistir ve ghrelinin gastrik asit sekresyonunu uyarma

Ozelliginin vagus sinirinin aktivasyonu yoluyla olabilecegini gostermistir (3, 26).

Kardiovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Ghrelinin kardiovaskiiler isleviyle ilgili bir takim kanitlar bulunmustur. Hem
ghrelini, hem de reseptoriinii kodlayan mRNA nin ekspresyonu kalp ve aortada
belirlenmistir. Insanlara i.v. ghrelin enjeksiyonunun yapilmasi kan basincinda bir
azalmaya yol agmistir. Buna ilaveten, igsaretlenmis bir ghrelin olan [ /725- His9]- ghrelinin
kalbe ve periferal vaskiiler dokuya baglandig1 gosterilmistir. Bu isaretlenmis molekiiliin

olusturdugu sinyal, atherosklerotik bolgelerde artmakta ve ghrelin reseptor
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ekspresyonunun bu bolgelerde diizenlendigini ve sonugta atherosklerozis gelisiminde

ghrelinin rolii oldugunu diisiindiirmektedir (3, 26).

Insiilin Sekresyonu Uzerine Etkileri

Ghrelinin insiilin sekresyonundaki rolii tartismalidir. Ghrelinin baz1 deneylerde
insiilin sekresyonunu durdurdugu bazilarinda ise uyardigi gozlenmistir. Bu uyumsuzluk
farkl tiirlerin kullanimi1 ya da deney diizeninden dolay1 olabilir. Plazma ghrelin ve insiilin
diizeyleri kan glukoz konsantrasyonlarindan etkilenmektedir; yiiksek glukoz ghrelin
sekresyonunu baskilarken insiilin sekresyonunu uyarmaktadir. Bundan dolay1
deneylerdeki glukoz konsantrasyonlar1 6nemli olabilir (36). Date ve arkadaslar1 (37),
yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda (8.3mM) ghrelinin insiilin salinimini uyardigini
bildirmiglerdir. Aksine bazal glukoz seviyesinde (2.8 mM) ghrelinin insiilin salinimi

iizerine etkisi olmamaktadir (36).

Hiicre Proliferasyonu ve Apoptozisin Diizenlenmesi

GHS baglayic1 bolgeler neoplastik endokrin ve non-endokrin dokularda da
bulunmustur, ilging olarak GHS reseptor alt tipleri fizyolojik durumlarda bu reseptorleri
eksprese etmeyen Oornegin akcigerler gibi tlimorleri bulunan organlarda tespit edilmistir
(12).

Fizyolojik ve neoplastik tiroid dokularm her ikisi de GHS reseptorlerini eksprese
etmektedir. Tim follikiiler kdkenli tiroid tiimorleri normal tiroid bezine gore daha fazla
spesifik GHS baglayic1 bolge icermektedir. Spesifik GHS baglayici bolgeler ayn1 zamanda
follikiiler papillar ve anaplastik tiroid hiicrelerinde de mevcuttur (38).

Spesifik GHS reseptorleri akciger tlimorlerinde de goriilmtistiir, fakat
fibroadenomlar ve normal meme paransiminde goriilmemistir. Kardiovaskiiler sistemde de
asile edilmemis ghrelin asile edilmis molekiil gibi benzer etkilere sahiptir, hatta asile
edilmemis ghrelin antiproliferatif islevlerde biyolojik olarak daha aktiftir (38). Asile

edilmemis ghrelin genellikle GHS reseptor tip 1a’ya baglanamaz. Bu da akciger kanser
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hiicrelerinde gozlenen antiproliferatif etkinin baska GHS reseptor alt {initesi araciligi ile

oldugunu gostermektedir (4).

Ghrelin Sekresyonunun Diizenlenmesi

Viicut agirligi, enerji homeostazisi olarak bilinen bir islem tarafindan diizenlenir.
Bu sistem, enerji dengesizligi durumlarinda uygun cevaplar1 diizenlemek iizere beyine
viicuttaki enerji depolarmnin durumlarini haber veren bir mekanizmay1 icermektedir (1).

Ghrelin sekresyonunun diizenlenmesi ile ilgili olarak, dolagimdaki ghrelin
diizeylerinin;

a) Fazla su alimi ile olusturulan mide siskinligi tarafindan degil glukoz tarafindan
diistirildiugi,

b) Somatostatin ve somatostatine yiliksek yapisal benzerlik gosteren bir ndropeptid olan
kortistatin infiizyonu ile diisiiriildiigii,

c¢) Obezite ve pozitif enerji dengesi durumlarinda azaldigi,

d) Aglik ve anoreksiya nervozali hastalarda oldugu kadar beslenme bozuklugunda da
arttig1 ve

e) Insiilin sekresyonuyla negatif olarak iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (24).

Elde edilen bu bilgiler ghrelin sekresyonunun endokrin ve metabolik kontroliin
altinda oldugunu, ayni1 zamanda non-endokrin ve metabolik cevaplar i¢in biiyiik bir rol
oynadigini diistindiirmektedir (1, 32).

Ghrelin sekresyonunun diizenlenmesinde gorevli faktorlerin ne oldugu aslinda tam
acik degildir. Ghrelin diizeyleri, diisiik enerji diyetleri, kansere bagli anoreksi ve kaseksi,
anoreksiya nervoza, kronik kalp, akciger, karaciger ve bobrek yetmezlikleri sonucunda kilo
kaybina cevaben artmaktadir (28). Bu sekilde ghrelinin temel olarak enerjiyi korumaya
yonelik olarak salgilandig1 ve kaseksiyi dnlemek i¢in enerji eksikligi durumlarmda
tetikleyici oldugu goriilmektedir.

Saglikli bireylere karsin obez bireylerde diisiik plazma biiyiime hormonu, yiiksek
plazma leptin diizeyleri ile birlikte plazma ghrelin diizeylerinin azaldig1 gozlenmistir (13).
Bunlara ilaveten ghrelin gida aliminda artma ve yag kullaniminda azalma saglayarak da

enerji dengesini diizenlemektedir (10, 13, 28). Ghrelinin kronik olarak verilmesi
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sonucunda adipoziteyi uyararak viicut agirhigini artirdig1 ve enerji harcanmasi, yag yikimi
ve lipolizisi azalttig1 gézlenmistir (35).

Ghrelin sekresyonunu belirleyen faktorlerden en 6nemlilerinin insiilin, glukoz ve
somatostatin oldugu goriilmektedir (36, 39). Biiylik olasilikla biiyiime hormonu, leptin,
melatonin, tiroid hormonlari, glukagon ve parasempatik sinir sistemi de ghrelin
metabolizmasinda rol oynamaktadir (13, 34, 40).

Ratlarda, aglik ile olusan ghrelin ekspresyonu, insiilin uyarimli hipoglisemi ve leptin
verilmesi ile de uyarilabilmistir (29). Glukoz tiiketimi ghrelin sekresyonunu
baskilamaktadir (13). Bu incelemeler, insiilin aracilig1 ile olan etkiden ziyade glukoz ya da
enerji aliminin midedeki ghrelin igeren X/A benzeri hiicrelerin iizerine direkt etkisini
gostermektedir (28).

Ghrelin glukoz metabolizmasini da diizenlemektedir ve biiyiik olasilikla bu etki
insiilinin aktivitesini diizenlemesinden ileri gelmektedir (36, 41). Glukozun oral ya da i.v.
yolla verilmesi plazma ghrelin diizeyini diislirdiiglinden, kan glukoz konsantrasyonu bu
diizenlemede 6nemli olabilir. Ayrica su alimi ile olusan gastrik gerilim ghrelin diizeyini
degistirmez, sadece midenin mekanik olarak gerilimi de ghrelin salinimini uyarmaz.
Plazma ghrelin diizeylerinin 6glinlerde artmasina karsin, yiiksek yagli bir 6giin ile bu
diizeyler diismektedir (8, 21, 26).

Plazma ghrelin diizeyi obez bireylerde diisiik zayif bireylerde ise yiiksektir. Bu
gergekle iliskili olarak plazma ghrelin diizeyi anoreksiya nervozali hastalarda ¢ok yiiksektir
ve agirlik kazanci oldugunda ya da hastalik iyilestigi zaman tekrar normal diizeylerine
donmektedir. Gastrik bypassli hastalar ise kilo kaybederken ghrelin diizeyleri
diismektedir. Gida alimu ile iligkili ghrelin diizeylerindeki degisiklikler bu hastalarda azalir
clinkii mide, ghrelin iliretiminin asil yapildigi yerdir. Plazma ghrelin diizeyi ayn1 zamanda
kisa ince barsak sendromlu hastalarda da diisiiktiir, bu durum belki de ghrelin iireten
dokunun kaybindan kaynaklanmaktadir (12).

Giiclii bir anoreksijenik peptid olan urokortin-1’in inflizyonunda oldugu kadar
ocreotide gibi somatostatin ve analoglarinin ekzojen verilmesi plazma ghrelin diizeyini
baskilamaktadir. Bununla birlikte leptinin verilmesi ghrelinin diizeylerini degistirmez
(42).

Ekzojen GH, midedeki ghrelin mRNA ekspresyonunu ve plazma ghrelin diizeyini
disiirmekte fakat midedeki ghrelin depolarin etkilememektedir. Bu sonuclara gore,
hipofiz bliylime hormonu, midedeki ghrelin liretimi tizerine bir feed-back diizenleme

gostermektedir (26).
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Anoreksiya nervoza; kilo kaybi, davranis degisiklikleri ile karakterize olan, siklikla
geng kadinlarda g6zlenen bir sendromdur. Anoreksiya nervozali hastalarda plazma ghrelin
diizeyleri yiiksektir. Tekrar gida alim1 ve agirlik kazancindan sonra kontrol seviyelerine
geri donmektedir. Anoreksiya nervoza hastalarinin GH diizeyleri belirgin bir sekilde artig
gostermektedir ve bu da dolasimdaki ghrelinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bundan baska, yiiksek ghrelin diizeyleri insanlarda ACTH, prolaktin ve kortizol
diizeylerini artirmaktadir.

PWS (Prader-Willi Sendromu); orta derecede mental bozukluk, hiperfaji, kisa
boyluluk, muskiiler hipotoni ve ayirict davranigsal 6zellikler ile karakterize kompleks bir
genetik bozukluktur. PWS’de asir1 olan istah, ilerleyici oldugundan siddetli obeziteye
neden olmaktadir ve bu durum da, kardiovaskiiler morbidite ve mortalitenin artigina sebep
olmaktadir. PWS genotipi, kromozom 15’in tizerinde q11-13 bolgesindeki babaya ait bir
veya daha fazla gen eksikligi ile karakterizedir. Bu genetik degisim de, istah diizenleyici
bolgeleri i¢ine alan baz1 hipotalamik bolgelerde fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir.
Bunun yani sira PWS’de GH eksikligi yaygindir (3, 5, 8, 26).

PWS hastalarinda plazma ghrelin diizeyleri incelenmistir. Ghrelinin plazma
diizeyleri PWS’de referans popiilasyona gore 3-4 kat daha yiliksektir. Bundan dolay1
ghrelin, PWS’de goriilen hiperfajiden sorumlu olabilir. Bu hastalarda yiiksek ghrelin
diizeylerinin nedeni heniiz agiklanamamistir. Kromozom 15 iizerindeki q11-13
bolgesindeki babaya ait genler, transkripsiyon faktorlerinin asir1 iiretimini uyararak ghrelin
ekspresyonunu artirabilir ya da alternatif olarak transkripsiyon durdurucu faktor kaybi ile
normal olan ghrelin ekspresyonunu bozabilir. Ghrelin gen ekspresyonu
diizenlenmesindeki kesin mekanizmanin bilinmesi ile PWS’de hiperfajinin genetik

nedeninin agiklanabilecegi diisiintilmektedir (21, 24, 26).

Ghrelinin Klinik Kullanimi

Ghrelinin farkli fonksiyonlara sahip olmasi klinik kullanimini artirmaktadir. Giiclii
GH-salgilatic1 aktivitesi ve 6zelliginden dolay1 GH eksikliginin teshis ve tedavisinde
kullanilabilir. GH eksikliginin teshisi icin en yaygin olarak insiilin uyarimli hipoglisemi
yontemi kullanilmaktadir. Bu durumda kan glukoz konsantrasyonu 40 mg/dI’nin altina

diismektedir. Bu test hipofiz hastalarinda hem GH hem de ACTH salinimini

19



degerlendirebilmektedir. Bununla birlikte insiilinin hipoglisemik islevi bazen yan etkilere
sebep olmaktadir. Bugiin 1.v. enjeksiyonu insanlar i¢in higbir yan etki gdstermediginden
ghrelin GH eksikliginin teshisi i¢in daha yararli bulunmaktadir (26).

GH yetersizligi gosteren erigkinler ve ¢ocuklarda, ghrelin tedavisi yararl olabilir.
Ghrelinin GH-salgilatict aktivitesi GHRH kadar giicliidiir. Buna ek olarak ghrelin ve
GHRH’nin birlikte verilmesi sinerjik etki gosterir ve bunlarm kombine verilmesi su ana
kadar belirlenen en gii¢clii GH salinimina neden olur (3, 26).

Ghrelin, 1.v. enjeksiyonda etkili tek periferal istah agic1 sinyaldir. Ghrelin islevinin
engellenmesi kronik obezite durumlarmi tedavi etmek i¢cin mantikli bir yaklagimdir.
Bununla birlikte istah, bir¢cok faktor tarafindan diizenlenmekte ve bunlar birbirlerini
dengelemektedirler. Bundan dolay1 bir ghrelin antagonisti tek bagina obezite {izerine kisith
bir etkiye sahiptir. Gergekten de ghrelin geni eksik fareler beslenme davranisi tizerine tam
bir anormallik gostermemistir (26).

Siddetli obeziteyi tedavi etmek i¢in gastrik bypass operasyonlar1 siklikla
uygulanmaktadir. Bu prosediiriin amac1 gastrik kavitede gidanin dolduracagi boslugu
azaltmak ve bu sekilde toplam kalori alimin1 da azaltmaktir. Son arastirmalar ghrelinin
gastrik bypassi takiben meydana gelen viicut agirligindaki azalmada rolii olabilecegini
aciga kavusturmustur. BOyle tedaviye alinan hastalarda, basarili kilo kaybindan sonra
ghrelin miktarina bakilmis, toplam ghrelin sekresyonunun, normal kilolu kontrol grubuyla
karsilastirildiginda % 77 ye kadar, obez grupla karsilastirildiginda ise %72 ye kadar
azaldig1 bulunmustur. Bu azalmanin mekanizmasi ise tam olarak agiklanamamaistir.
Gastrik bypass durumunda ghrelin liretimi ve sekresyonunda gerekli olan, gidanin gastrik
mukoza ile temasmin olmamasi bu konudaki hipotezlerden biridir
Bundan bagka normal 6giinle iliskili dalgalanmalar ve ghrelin diizeylerinin diurnal ritmi bu
hastalarda kaybolmustur. Bu durum ise bu hastalarin hiperfajisinin yok olmasmdan ve kilo
kayiplarinin olusmasimdan ghrelinin sorumlu olabilecegini gostermektedir.

Ghrelin, anoreksiya nervoza gibi yeme bozukluklarinin tedavisinde istah agic1 bir
ajan olarak yararli olabilmektedir. Ghrelin enjeksiyonu bu hastalarin istahini uyarabilir ve
beslenme durumlarin diizeltebilir. Diger taraftan anoreksiya nervoza hastalarinda plazma
ghrelin diizeyleri ¢cok yiiksektir. Bu sonuca gore, bu bireylerde ghreline duyarhilik siddeti
bozulmustur (3, 21, 26).

Ghrelin gastrik motiliteyi uyarma yeteneginden dolay1 postoperatif gastrik ileusun

tedavisine aday bir maddedir. Ghrelin verilmesi sonucu bu peptidin gii¢lii bir motilite
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diizenleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ghrelin gastrik bosalmay1 ve sivi gidalarin
ince bagirsaklara geg¢isini hizlandirmakta ve bu sekilde gastrik ileusu ¢cozmektedir (26).

Ghrelinin, 1.c.v. ve periton i¢i verilmesi doza bagiml olarak etki gostererek etil
alkoliin sebep oldugu gastrik iilseri azaltmaktadir. Bu etki nitrik oksit sentezinin inhibitori
olan NG-nitro-L-arjinin-metil ester (L-NAME) ve capsaicin tarafindan engellenmektedir.
Dolayisiyla ghrelinin gastroprotektif etkisi nitrik oksit araciligi iledir ve capsaicin’e
duyarli olan duyu sinir aktivitesine ihtiya¢ gostermektedir (43).

Kan damarlarinda ve kardiak ventrikiillerde ghrelin reseptoriiniin tespit
edilmesinden yola ¢ikilarak ghrelinin vaskiiler etkilere sahip oldugu sonucuna varilmistir.
In vitro olarak ghrelin verilmesi kardiomiyositlerin ve endotel hiicrelerin apoptozisini
durdurmaktadir. Kalp yetmezligi olan insanlarda ghrelin infiizyonu sistemik vaskiiler
rezistansi azaltmakta ve kardiak verimi artirmaktadir. Kalp yetmezligi olan ratlara ghrelin
verilmesi kalbin yapisini1 ve fonksiyonunu diizeltir ve kardiak kaseksinin gelisimine engel
olur. Bu sonuglara gore, ghrelinin kardiovaskiiler koruyucu etkilere sahip oldugu ve GH-
bagimli ve bagimsiz mekanizmalar yoluyla enerji metabolizmasin diizenledigi
belirtilmektedir. Bu etkisi nedeniyle ghrelin, siddetli kronik kalp yetmezliginin tedavisi
icin yeni bir terapotik ajan olabilir (44).

Ciftlik hayvanlarinda da ghrelinin etkilerinin 6nemli olabilecegi diigiiniilmektedir.
Ghrelin gida alimini artirarak ve viicutta yag kullanimini azaltarak pozitif enerji dengesine
ve viicut agirligmin artmasina neden olur (13). Aslinda ghrelinin enerji dengesini nasil
diizenledigi tam olarak ortaya konulmamistir, ama GH’nin lipit metabolizmasin1 da igine
alan bircok metabolik islevlere sahip oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. GH somatik biiylime,
genel metabolizmanin ve bireylerin enerji homeostazisinin diizenlenmesinde oldukca
onemli anabolizan bir hormondur (3). Genel metabolizmada iskelet gelisimi ve protein
sentezini uyarmaktadir (45). GH, ciftlik hayvanlarina uzun siireli verildigi zaman biiytime
oran1 ve gida alimni iyi yonde etkilemektedir. Ornegin kuzulara ekzojen GH verildiginde
biiylime oraninin arttig1 ve yapilan karkas analizinde karkas proteininde artis, karkas
lipidinde ise azalma oldugu gosterilmistir (46). Francis ve arkadaslar1 (46) kuzularda
plazma biiyime hormonu diizeyi arttik¢a karkas yaginin azaldigini gostermislerdir.
GH’nin bu etkisi kirmizi et iiretimi ve tliketimini yakindan ilgilendirmektedir (47). Ayrica
GH c¢iftlik hayvanlarinda dol verimi ve siit kalitesine de etki etmektedir. Biiyiime
hormonunu salgilatarak hayvanlarin verimini ve besi kalitesini artirmak amaci ile ¢esitli
calismalar yapilmaktadir. Bunun en giizel 6rnegi GHS’lerin kesfidir. Daha sonra bu

sentetik GH salgilatict ajanlarin yerini viicutta endojen olarak salgilanan ghrelin almistir.
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Ciinkii kasaplik hayvan yetistiriciliginde hormonlar ve hormon gibi etki gosteren biliylime
diizenleyici maddelerin, in vitro verildigi zaman kalint1 birakma 6zelligi, saglik agisindan
bir¢ok sakinca olusturmaktadir. Ghrelin giiclii bir GH salgilatici isleve sahip oldugundan
ciftlik hayvanlarinda endojen olarak ghrelini uyarmak biiyiime hormonu ve GHS lerin
ekzojen kullanimina gére olduk¢a ekonomiktir.

Koyunlarda da plazma ghrelin diizeylerinin 6giin ile iliskili oldugu, yemlemeden
once en yiiksek seviyeye ulastigi, yemlemeden 2-4 saat sonra bazal seviyeye diistiigii
belirtilmistir (48). Ayrica Japon esmer ki sigirlarda da ayni bulgular elde edilmistir (49).
Ghrelinin merkezi verilmesi ile de istah agic1 ve adipojenik etkilerinin uyumlu ve giiglii
oldugu ortaya ¢ikmistir (10, 13). Insanlarda da yapilan bir calismada, ghrelin diizeylerinin,
beden kitle indeksi, beden yag kitlesi, adipozit doku genisligi, plazma insiilin diizeyleri,
plazma glukoz konsantrasyonlar1 ve plazma leptin diizeyleri ile negatif iliskili oldugu
gosterilmistir (50). Hayvanlarin beslenme sekilleri de gida alimi ve ghrelin salgilanmasini
etkilemektedir. Farkli besleme rejimlerinin de plazma ghrelin diizeylerini etkileyebilecegi
one stiriilmiistiir. Koyunlara kisitlanmis besleme rejimleri uygulandiginda metabolik
enerjilerinin karsilanmasina ragmen aglik periyotlarmin arttig1 ve ghrelin diizeylerinin de
artis gosterdigi bildirilmistir (51). Ayni zamanda gida alimi1 sonrasi ghrelin saliniminin
baskilanmasi, gidanin icerdigi karbonhidrat ile orantili aliman glukoz miktari ile iligkilidir
(50). Son zamanlarda kesfedilen ghrelinin genel metabolizma ve somatik biiyiime arasinda
bir koprii olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Ogiin baslatic1 olarak diisiiniilen ve GH
salinimina sebep olan ghrelinin viicutta anabolik degisimlere katkida bulundugu tahmin

edilmektedir (3).
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GEREC VE YONTEM

A. Hayvan Gereci, Bakim ve Besleme

Calisma Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma Uygulama Merkezi
Ciftligi’'nde gergeklestirildi. Calismada kullanilan kuzular siitten kesildikten sonra ayni
kilo ve yasta olmalarini saglamak {izere homojenite testine tabi tutuldular. Bu testin
sonunda yaklasik 2 aylik yasta ve ortalama 26 kg agirlikta 15 adet Ivesi k1 erkek kuzu
besiye alindi. Kuzular her grupta 5 hayvan olmak {izere ii¢ gruba ayrilarak bireysel
padoklara konuldu ve 1. grup ad libitum beslenirken, 2. gruba giinde 1 kez (saat 9:00), 3.
gruba giinde 2 kez (saat 9:00 ve 16:00) yem verildi. Yemleme programi 45 giin siireyle
giinliik ihtiyaclar1 hesaplanarak siirdiiriildii. Kaba yem olarak yonca kuru otu verildi. Su
ad libitum saglandi. Yem maddelerinin kaba yem igerigi 105°C’de 12 saat siireyle
kurutularak ve ham protein Kjeldahl metodu ile yapildi (52). Ham kiil 550°C’de 6 saat
stireyle kiil firminda yakilarak elde edildi. NDF (nétral deterjan lif) icerigi 1s1ya dayanikl
amilaz ve sodyum siilfit kullanimi ile Van Soest ve arkadaslar1 (53) tarafindan gelistirilen
metot yardimiyla belirlendi. Konsantre yem igerigi ile kaba ve konsantre yemin

kompozisyonu Tablo 1 ve 2 de gdsterildi.

Tablo-1 Konsantre yem igerigi yiizde bilesimi

Ham madde %

Misir 50.0
Arpa 18.5
Aycicek Kiispesi 16.5
Soya Kiispesi 13.2
Mermer Tozu 1.2

Tuz 0.50
Vitamin-Mineral Premiks* 0.10

* Vitamin- Mineral premiks (VM 3201)/kg : (1 ton yeme 1 kg katilacak sekilde) Vitamin A15 000 000

IU, Vitamin D3 3 000 000 IU, Vitamin E 30 000 mg, Mangan 50 000 mg, Demir 50 000 mg, Cinko 50 000
mg, Bakir 10 000 mg, Iyot 800 mg, Kobalt 200 mg, Selenyum 300 mg, Antioksidan 10 000 mg bulunur.
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Tablo-2 Konsantre ve kaba yem kompozisyonu (%)

Bilesen (g/kg) Konsantre Yem Kaba Yem
Kuru Madde 88.3 90.30
Ham Kiil 4.67 9.93
NDF 15.09 39.4
Ham Protein 15.8 15.5
Ham Yag 2.56 2.26
Kalsiyum 0.59 1.33
Fosfor 0.41 0.25

B. Canh agirhik ve Yem Tartimlar

Kuzular ¢calisma baglangicinda ve 45. giine kadar her 15 giinde bir tartilarak canli

agirliklar1 belirlendi ve yemden yararlanmalarini hesaplamak i¢in tiikettikleri yem miktari
kaydedildi.

C. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Analizleri

Calisma baglangici ve ¢aligma siiresince her 15 gilinde bir hayvanlarin Vena
Jjugularis’inden EDTA’l1 ve antikoagulantsiz vakumlu tiiplere kan alindi. Ghrelin ve GH
Olgtimleri i¢in kan alimlar1 sabah yemlemeden yarim saat 6nce (8:30) ve yemlemeden bir
saat sonra (10:00) ve yine 2. yemlemeden yarim saat dnce (15:30) ve yemlemeden bir saat
sonra (17:00) olmak iizere giin i¢cinde toplam 4 kez olmak iizere yapildi. Hormonlarin
kayba ugramasini engellemek i¢cin EDTA’l1 kanlardan 1 ml, 100 pl 0.6 TIU/ml (Tripsin
Inhibitér Unitesi) aktivitesine sahip Aprotinin igeren (Phoenix Pharmaceuticals, RK-
APRO) Eppendorf tiiplere aktarild1 ve sogutmali santrifiijde (Sigma 3K30) +4°C’de, 3000
rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek plazmalar ayrildi. Serum elde etmek i¢in kan

ornekleri pihtilasma gerceklesene kadar oda 1sisinda bekletildi ve serumlar temiz tiiplere
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aktarildi. Elde edilen plazma ve serumlar analiz giiniine kadar -20°C’ de derin

dondurucuda saklanda.

1.Plazma Ghrelin Ol¢iimii

Plazma ghrelin diizeyi ticari ghrelin kiti (Ghrelin RIA Kit, RK-0-31-31, Phoenix
Pharmaceuticals) kullanilarak RIA (Radioimmunassay) (DPC Gambyt CR, England 95-
3/1097) (Lisans No: KRN0142.04.00.1N) ile belirlendi.

Testin Prensibi

Bu test, reaksiyon karistminda sinirli miktarda bulunan ghreline spesifik antiseruma

baglanmak iizere, isaretli ghrelin (I'*

-ghrelin) ile standart ve bilinmeyen numunelerdeki
ghrelinin yarigmasi temeline dayanmaktadir. Reaksiyondaki standart ya da bilinmeyen
numunelerin miktar: arttikga antikora baglanabilecek isaretli ghrelin (I'*-ghrelin) miktar1
diismektedir. Standart reaksiyon karigimlarindaki ghrelinin bir gostergesi olan baglanmis
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isaretli ghrelin (I “”-ghrelin) miktar1 6l¢iilerek bilinmeyen numunelerdeki ghrelin

konsantrasyonunun belirlenebildigi bir standart egrinin olusturulmasi miimkiindiir.
Kullanilan Malzemeler
RIA tamponu

50 mI’lik konsantre ¢ozelti seklindedir. Calisma 6ncesi 150 ml distile suyla

sulandirilarak kullanildi.
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Ghrelin Standardi
12.8 ng liyofilize toz seklindedir. Calisma oncesi 1 ml RIA tamponu ile dikkatlice
sulandirild1 ve bu stok standarttan yapilan sulandirmalarla diger standartlar hazirland1

(Tablo 3).

Tablo 3- Ghrelin Standard: Sulandirmalari

Tup Numune RIA RIA Reaksiyonundaki
Tamponu Standart Peptid Miktan
Stok Toz 1.0 ml N/A
10 pl stok 990 ul N/A
A 10 ul 0 990 nl 128pg/tip
B 500 pl A 500 pl 64pg/tiip
C 500 ul B 500 pl 32pg/tiip
D 500 ul C 500 pl 16pg/tiip
E 500 ul D 500 pl 8pg/tiip
F 500 ul E 500 pl 4pg/tip
G 500 pul F 500 pl 2pg/tip
H 500 ul G 500 pl Ipg/tiip

Ghrelin standart konsantrasyonlari

120 -
100 -
80 -
60 - —o— GHRELIN
40
20 -
00 . . - -

Sekil-4 Ghrelin Standart Egrisi
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Primer Antikor

13 ml’lik sisede liyofilize toz seklinde ghreline spesifik tavsan antiserumu

icermektedir. Calisma 6ncesi 13 ml RIA tamponu ile sulandirilarak kullanildi.

1'%. Ghrelin

1.5 uCi ' ghrelin liyofilize toz seklindedir. Kullanimdan 6nce 13 ml RIA

tamponu ile sulandirildi.

GAR (Keci Anti-Tavsan IgG Serum)

13 ml’lik sisede liyofilize toz seklindedir. Calisma 6ncesi 13 ml RIA tamponu ile

sulandirilarak kullanildi.

NRS (Normal Tavsan Serumu)

13 ml’lik sisede liyofilize toz seklindedir. Calisma 6ncesi 13 ml RIA tamponu ile

sulandirilarak kullanildi.

Deney Prosediirii

Deney Tablo-4’te verilen 3 giinliik prosediir takip edilerek gerceklestirildi.
Sonuglar cihaz tarafindan ¢izilen standart egriden (Sekil 4) yine cihaz tarafindan otomatik

olarak hesaplanarak elde edildi (pg/ml).
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Tablo 4- Ghrelin deney prosediirii

1.giin 2 giin 3. giin
Hazirhk 1. adim | 2- 3. adim | 4. adim | 5. adim 6. adim 7. adim 8. adim 9. 10. adim | 11. adim 12.adim
adim
Tiip Deney Standartlar Primer Vorteksle | 1-'> ghrelin Vorteksle GAR NRS Vorteksle | RIA +4°C’de 20
numaralar1 | tamponu | ve numuneler | antikor karigtirildi, | solusyonu ilave | karistirildu, karistirilds, Tamponu ?;;g:;k.ooo pm
ilave ilave edildi ilave edildi | agizlar edildi agizlari agizlari 1.700 xg) *de 1.
edildi kapatilarak kapatilarak 16- kapatilarak erﬁt;;};éfrsgilstl?g:
1,2 - - - 16-24 saat | 100 pl 24 saat + - - 90 dakika |- edildi, tistteki s1vi
34 2000l |- ; +4°C’de | 100 ul 4°Cde 100ul | 100ul  |odaisinda | 500 ul ;Zﬁ;fg%fif
5,6 100 ul - 100 ul bekletildi 100 ul bekletildi 100 ul 100 ul | bekletildi | 500 pl 6l¢limii igin bir
7.8 100 wl H 100 pl 100 pl 100l 100 ul 500 pl Si‘f;ﬁ?&fo‘mter
9,10 100 ul G 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
11,12 100 pl F 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
13,14 100 ul E 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
15,16 100 ul D 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
17,18 100 ul C 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
19,20 100 ul B 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
21,22 100 pl A 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
23-n 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl 500 pl
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2. Plazma Biiyiime Hormonu Ol¢iimii

Koyun plazma biiyiime hormonu analizi Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi,

Biyokimya Anabilim Dali1 Laboratuvari’nda gercgeklestirildi (54).

Testin Prensibi

Bir yumurta aki olan avidin, biotine kars1 yiiksek bir affiniteye sahiptir. Bu
niteliklerinden yararlanilarak ¢ok hassas EIA (Enzyme Immun Assay) metotlar1
gelistirilmistir. Bu ¢alismada avidin yerine yapisinda karbonhidrat igermemesi ve notral
pH’ya sahip olmasi nedeniyle nonspesifik baglanma yapmayan, Streptomyces avidinii’den
izole edilen Streptavidin kullanildi.

Bu yontemde biotin bagli oGH (Ovine-GH)(isaretleyici) ile konsantrasyonu
bilinmeyen oGH arasinda plak yiizeyine kaplanan birinci antikora (Ke¢i [gG-anti tavsan
[gG’s1) baglanmak i¢in bir yaris gerceklestirilir (Kompetitif EIA). Yontemde birinci
antikora bagl igaretleyicinin streptavidin peroksidaz (Str-POD) ile enzimatik reaksiyonu
ile diizeyler belirlenir. Bu nedenle elde edilen absorbanslarla 6rnekteki hormonun

konsantrasyonu ters orantilidir.

Biotinil oGH Isaretleyicisinin Hazirlanmasi
A Cozeltisi

National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, Maryland, USA)’dan temin
edilen 25 pg NIDDK-oGH-1-4 (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney

Diseases of the National Institutes of Health) bir reaksiyon tiipii icerisinde 500 ul 0.01 M
NaHCOs; (Merck 6329) ile ¢oziilerek hazirlandi.
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B Cozeltisi

500 pg Biotin-X-NHS (biotinil-e-aminokaproik asit N-hidroksisiiksinimid estert;
(Bohringer, 1008 960) 250 pl N-N-dimetil formamid (Aldrich, 22., 705.6) icerisinde
¢Oziilerek hazirlandi.

500 pl A ¢ozeltisine 100 pl B ¢ozeltisi ilave edildi ve oda 1sisinda manyetik
karstiricida yavas yavas karistirilarak 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon 200 ul0.01 M
NaHCOs’te ¢ozeltilmis 0.5 mg glisin ( Serva, Heidelberg, Germany ) ilavesi ile durduruldu
ve reaksiyon karigimi 1 gece buzdolabinda (+4°C’de) inkiibe edildi. Bu inkiibasyon
sonrasinda igaretleyici kaybini1 6nlemek amaciyla ortama 1 ml 0.01 M karbonat
tamponunda ¢ozeltilmis 2 mg BSA (bovine serum albumin) (Serva, 11930) ilave edildi ve
karisim dializ kesesine (Servapor 44145) alindi, bosalan reaksiyon tiipii BSA igeren 1 ml
karbonat tamponu ile yikandi ve bu yikama sivisi da dializ kesesine aktarildi. Karisim
dializ kesesinden ektraksiyon sisesine alind1. Ayrica dializ kesesinin agz1 1 ml BSA-
karbonat tamponu ile yikanarak yikama sivilari da ekstraksiyon sisesine ilave edildi. Son
olarak ekstraksiyon sisesi igerigi BS A-karbonat tamponu ile 10 ml’ye tamamlandi ve 1’er
ml (2.5 pg/ml oGH) eppendorf tiiplerine pipetlenerek -20°C’de derin dondurucuda

saklandi.
oGH antiserumu

NIDDK-0GH-2"ye kars1 tavsanlardan elde edilen ve NIDDK-oGH-1-4’¢ kars1
affinitesi ayn1 olan NIDDK-0GH-2 antiserumu National Hormone and Pituitary
Program’dan saglandi. Bu antiserumun diger hipofiz hormonlarindan oFSH, oLH, oTSH,
ve oPRL ile ¢apraz reaksiyon vermedigi bildirilmektedir.

Kegi IgG-anti tavsan IgG

Keci IgG-anti tavsan [gG’si Dr. Klobosa (Institiit fiir Tierzucht und Tierverhalten.

Mariense, Germany)’dan temin edilmistir.
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Enzim Immunoassay Prosediirii

EIA Pleytlerinin ilk Kaplanmas:

[k kaplamada mikrotitre pleytlerinin (Nunc. Rosleilde, Denmark, No0.439454) her
yuvasina 100 pl kaplama tamponunda (15 mM Na,COs, ppH 9.6) ¢6zeltilmis 1 pg keci-
IgG anti-tavsan IgG’si pipetlendi ve pleytler 1 gece 0°C’de hafifce ¢alkalanarak inkiibe

edildi ve inkiibasyon sonunda pleytlerin icerikleri dokiildi.

EIA Pleytlerinin ikinci Kaplanmasi

EIA pleytlerinin yuvalarinin duvarlarinda kaplanmamais bdlgelerin doyurulmasi ve
hormona spesifik antikorlarm spesifik olmayan baglanmalarinin 6nlenmesi amaciyla her
yuvaya 350 pl deney tamponu (40 mM Na,HPO4, 150 mM NaCl, pH 7.5, % 0.1’lik BSA
icerir) pipetlendi ve pleytlerin nonspesifik baglanmalarmin (NSB) optik dansiteleri 0.081-
0.125 arasinda bulundu. Kaplanmis pleytlerin igerigi dokiildii. Bu sekilde kaplanan

pleytler -20°C’de derin dondurucuda 6 ay siireyle bozulmadan saklanabilmektedir.

EIA Pleytlerinin Ol¢iim Oncesi Yikanmasi

Olgiime baslamadan nce kaplanan pleytler 2 kez 375 pl % 0.05’lik Tween 80
kullanilarak yikama cihazi (Biotek EL403) ile otomatik olarak yikandu.

Test Prosediiri

NIDDK-0GH-15, 0.15 M NaCl i¢inde hazirlanmis 0.03 M Na,HCO; ¢ozeltisinde
coziilerek 100 ng/ml konsantrasyonda olacak sekilde stok soliisyon hazirlandi. Caligma
standartlari, 6l¢lilemeyecek miktarda oGH igeren (< 0.2 ng/ml) bir plazma 6rnegi ile 1:2
seri diliisyonlar yapilarak 50-0.20 ng/ml konsantrasyonlarda hazirlandi. Olgiilemeyecek

miktarda oGH igeren plazma 6rnegi O standart olarak kabul edildi. Hazirlanan
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standartlardan 300’er pl eppendorf tiiplerine pipetlendi ve -20°C’de derin dondurucuda
saklandu.

Test sirasinda bir diliiator dispensor (Hamilton Microlab 1000) yardimiyla
standartlar ve plazma 6rneklerinden 40’ar pl, 1:500 000 oraninda antiserum igeren 100 pl
deney tamponuyla diliie edilerek pleyt yuvalarina aktarildi. Pleytler 48 saat +4°C’de
hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sona erince pleyt igerigi dokiildii, her
yuvaya 100 pl assay tamponunda diliie edilmis 0.15 ng biyotinlenmis-oGH ilave edildi ve
2 saat +4°C’de hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Pleyt icerigi dokiilerek her yuvaya 100
ul deney tamponunda hazirlanmis 20 ng streptavidin peroksidaz (Bohringer, 1089 153)
ilave edildi ve 15 dakika +4°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda pleyt icerigi
tekrar dokiildii.

Substrat Reaksiyonu

Substrat A ¢ozeltisi

Hidrojen peroksit-iire (Merck 818356) lg
Na;HPO4.2H,0 (Merck 6580) 18 ¢
Sitrik asit monohidrat (Merck 244) 103 ¢g
Kathon 0.1 ml
(Rohm and Haas,Frankfurt,Germany)
pHS

Substrat B Cozeltisi
TMB (tetrametilbenzidin) (Bohringer 784974 ) 500 mg

DMSO (dimetilsulfoksit (Merck 2951 ) 40 ml
Sitrik asit monohidrat (Merck 244) 103 ¢g
pH24

Substrat Cozeltisi
Substrat A ve Substrat B ¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirilarak hazirlanir.

Pleytler 5 kez 375 ul’lik %0.05 Tween-80 ile yikandiktan sonra, her yuvaya 150 pl
substrat ¢ozeltisi pipetlendi ve ¢alkalamali su banyosunda 40 dakika 26-28°C’de inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonunda 50 ul 2 M H,SOj ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve
pleytlerin optik dansiteleri 450 nm’de EIA mikrotitrasyon pleyt fotometresi (Biotek EL
311) ile okundu. Sonuglar Deltasoft II bilgisayar programiyla hesaplandi.

3. Serum Toplam Protein Ol¢iimii

Serum toplam protein 6l¢iimii toplam protein kiti (TECO Diagnostics, Cat.

No.T528-480) kullanilarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 6lgiildi.

Testin Prensibi

Toplam Protein 6l¢iimiinde gergeklesen enzimatik reaksiyon zinciri agagidaki
gibidir:

alkaline
Protein + Cu'~ —— Cu-Protein Kompleksi
pH

Serum proteini alkali bir soliisyonda bakir iyonlariyla reaksiyona girdiginde mavi

renkli bir komplekse dontislir. Menekse renginin yogunlugu serumdaki protein miktari ile

orantilidir.

Toplam Protein Cozeltisi

Sodyum Hidroksit 600 mM
Bakar Siilfat 12 mM
Sodyum Potasyum Tartarat 32 mM
Potasyum Iyodiir 30 mM

ve reaktif olmayan bilesenlerden olusmustur.
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Toplam Protein Standard:

Sigir Albumini ve koruyucu maddeden olusmustur ( 5.0 g/dl)

Testin Prosediirii

Test Standart Blenk

Toplam protein ¢ozeltisi 3 ml 3 ml 3ml
Standart - 50 pl -
Numune 50 ul - -

Alt iist edilerek karistirildi ve 10 dakika 25 °C’de birakildi. Standart ve testin
absorbansi1 540 nm’de blenke karsi1 6l¢iildii.

Hesaplanmasi

Numunenin Absorbansi

x Standardin Konsantrasyonu = Toplam Protein (g/dl)
Standardin Absorbansi
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D. istatistiksel Analizler

SPPS 13.0 adl istatistik progranm kullanilarak Ivesi erkek kuzulara ait plazma
ghrelin, biiylime hormonu, toplam protein diizeyleri, canli agirlik kazanci, yem tiiketimleri,
yemden yararlanma oranlari ile besi siirelerinin aritmetik ortalamalar1 (X) ve standart
hatalar1 (SEM) hesaplandi. Kuzularm 15 giinliik periyotlardaki verileri kendi i¢cinde ve
gruplar arasinda tekrarh 6l¢iimlerde varyans analizi testi ile karsilastirildi ve istatistiksel
onemin hangi periyotlar arasinda oldugunu belirlemek amaciyla Tukey testi yapilda.
p<0.001, p<0.01 ve p<0.05 degerleri istatiksel olarak 6nemli kabul edildi. Kuzularin
plazma ghrelin, biiyiime hormonu, toplam protein diizeyleri, canli agirlik kazanci, yem
tiiketimi ve yemden yararlanmalar1 arasindaki iligki Pearson’s korelasyon testi ile

incelendi. p<0.01 ve p<0.05 diizeyleri istatistiksel olarak dnemli kabul edildi (55).
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BULGULAR

Ad libitum, giinde tek 6giin ve ¢ift 6glin olmak iizere farkli yemleme programi
uygulanan Ivesi irk1 erkek kuzularda besi siiresince tespit edilen ghrelin, GH diizeyleri ve

toplam protein konsantrasyonlar1 Tablo 5’de sunuldu.

Tablo-5 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi stiresince ghrelin, GH ve

toplam protein diizeyleri (n=15)

Yemleme Gruplan
Kan Besi Ad Libitum Tek Ogiin Cift Ogiin
Parametreleri Periyodu Y +SEM Y +SEM Y +SEM
Besi Basi 3.38 £0.33a%** 4.95 £0.14a*** | 4.58 £0.24a**
Ghrelin 15. giin 5.72 £0.73ab 5.67 £0.15a*** 7.12 +£0.44ab
(pg/ml) 30. giin 8.29 £0.31b 8.41 £0.15b 9.77 £0.40b
45. giin 5.73 £0.33ab 5.95 £0.22a%*** 6.94 +0.50ab
Besi Basi 3.98 £0.32 4.34 £1.04 5.55 +£1.27
GH 15. giin 6.32 £1.66 5.15+1.18 4.87 +£0.83
(ng/ml) 30. giin 5.54 £0.66 4.97 +£1.25 5.02+1.02
45. giin 4.70 +0.09 8.33 £1.20 7.97 £1.51
Besi Basi 5.25 £0.24 5.61 £0.16 4.67 +£0.21
Toplam 15. giin 5.23+0.13 5.43 +0.14 5.37 +0.05
Protein 30. giin 5.37 £0.08 7.58 £0.06 7.00 +0.14
(g/dl) 45. giin 7.20 £0.19 6.75 £0.08 6.93 +0.14
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
ab : Ayni siitunda farkli harfler arasinda 6nem vardir.

Ad libitum yemlenen kuzularda besi periyodu stiresince elde edilen ghrelin diizeyleri
incelendiginde sadece besi basi ve 30. giin degerleri arasinda istatistiki yonden 6nemli fark
tespit edildi (p<0.01). Tek 6glin yemlenenlerde ghrelin diizeylerinde 30. giin degerleri ile
besi basi, 15. giin, 45. glin degerleri arasinda p<0.001 diizeyinde 6nemli farklilik
saptanirken, giinde ¢ift 68iin yemlenen kuzularda 30. giin degerleri ile besi bas1 degerleri

arasinda p<0.01 diizeyinde istatistiki 6nem belirlendi. Tiim gruplarda GH ve toplam
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protein diizeyleri besi periyodu boyunca farklilik géstermedi. Besi periyodu boyunca
yemleme gruplar1 arasinda ghrelin ve GH diizeyleri ile toplam protein

konsantrasyonlarinda istatistiki oneme sahip bir farklilik saptanmadi (Tablo 5, Sekil 5, 6).
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Besi Basi 15.gun 30.gln 45.gun

Sekil-5 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi siiresince plazma ghrelin

diizeyleri

A )y \0‘7\ —e—ad libitum
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Sekil-6 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi siiresince plazma GH

diizeyleri
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cift 6gun

Toplam Protein Konsantrasyonu (g/d!

Besi Bagi 15.gun 30.gln 45.gun

Sekil-7 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi siiresince serum toplam

protein konsantrasyonlari

Deneme boyunca tiim yemleme gruplar1 dikkate alinarak planlanan, yemleme
saatlerinden (sabah 9:00 ve 6gleden sonra 16:00) yarim saat dnce ve sonra olacak sekilde
saat 8:30, 10:00, 15:30 ve 17:00°de gergeklestirilen kan alimlarinda elde edilen ghrelin ve
GH diizeylerine iliskin degerler Tablo 6 ve 7° de sunuldu.
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Tablo-6 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda giiniin belirli saatlerinde saptanan

ghrelin diizeyleri (pg/ml).

Besi Kan Alma Yemleme Gruplan
Periyotlan Saatleri Ad libitum Tek 6giin Cift 6giin
n X +SEM X +SEM X +SEM
08:30 5 434 +1.03 5.05+0.31 7.04+0.77
15.giin 10:00 5 5.01 £1.00 5.37+0.19 7.18+0.36
15:30 5 7.524+0.87 6.84 £ 0.50 8.48 +0.57
17:00 5 7.61 £0.58 7.47+0.12 9.36+0.50
Giin 20 5.72+£0.71 5.67+0.35 7.22+0.57
Ortalamasi
08:30 5 7.70£0.19 7.09+0.19 10.00 £0.79
30. giin 10:00 5 8.62+0.34 8.50+0.22 9.88+0.51
15:30 5 7.38 £0.34 8.21+£0.21 8.61 £0.34
17:00 5 9.31+£1.52 8.22+0.19 9.49 + (.55
Giin 20 8.29 +0.59 8.41+0.28 9.77+0.47
Ortalamas1
08:30 5 5.95+0.21 6.82 +£0.32 7.90+ 0.58
45. giin 10:00 5 5.72 £0.50 5.58 £0.54 6.85+0.45
15:30 5 5.03+0.53 5.29+0.13 7.01+0.75
17:00 5 6.17£0.40 5.39+0.19 6.09+0.46
Giin 20 | 5.73+0.33a 595+0.31a 6.94 + 0.44b"
Ortalamas1
* p<0.05
ab : Ayni satirda farkli harfler arasinda 6nem vardir.

Sabah yemleme zamani 9:00, 6gleden sonra yemleme zamani 16:00 ’dir.

Glin boyu yapilan ghrelin incelemelerinde plazma ghrelin diizeyleri grup i¢i ve
gruplar arasinda istatistiki oneme sahip bir farklilik gdstermedi. Belirtilen periyotlarda tiim
saatlerdeki ghrelin diizeyi giin ortalamalarinda ise 45. giinde ¢ift 6&lin yemlenenler ile ad
libitum ve tek 6giin yemlenen kuzular arasinda p<0.05 diizeyinde 6nemli fark tespit edildi

(Tablo 6).
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Tablo-7 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi siiresince giiniin belirli

saatlerinde saptanan GH diizeyleri (ng/ml), (n=15)

Yemleme Gruplan
Besi Kan Alma Ad libitum Tek 6giin Cift 6iin
Periyotlan Saatleri n X +SEM X +SEM Y +SEM
08:30 5 6.79 +£0.70 4.57 +0.69 4.64 +0.59
15.giin 10:00 5 11.68 £2.88 3.45+0.47 3.29+0.50
15:30 5 2.61 +0.35 9.80 +1.83 6.53+1.12
17:00 5 4.22 +0.56 2.76 £0.26 5.02+0.98
Giin 20 6.32+1.44 5.15+1.02 4.87+0.72
Ortalamas1
08:30 5 6.57+0.55 11.82 £1.27 9.19+1.43
30. giin 10:00 5 7.79 £0.45 2.14 +£0.05 2.79 £ 0.35
15:30 5 4.70 + 0.66 3.82+0.69 5.02+0.72
17:00 5 3.09+0.31 2.11+0.20 3.09+0.71
Giin 20 5.54 +£0.57 497 +1.08 5.02 +0.89
Ortalamasi
08:30 5 4.76 +0.73 7.61 +£0.70 6.09 +1.44
45. giin 10:00 5 5.33+0.46 5.89+1.16 4.34 +0.88
15:30 5 5.55+0.47 8.93 +1.32 8.11+1.12
17:00 5 3.15+0.33 10.91 £2.11 13.32 +£2.57
Giin 20 4.70 £0.46 8.33+1.20 7.97 £1.51
Ortalamasi

Plazma GH diizeylerinde tiim periyotlardaki saatlerde grup i¢i ve gruplar arasinda,
giin ortalamalarinda da yine gruplar arasinda istatistiki yonden 6nemli fark tespit edilmedi
(Tablo 7).

Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi performansini degerlendirmeye

yonelik parametrelerle ilgili veriler Tablo 8’de gosterildi.
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Tablo-8 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularin besi siiresince elde edilen besi

performanslari
Yemleme Gruplari
Ad libitum Tek Ogiin Cift Ogiin
Ozellikler Besi Periyotlari n X +SEM X +SEM X +SEM
Canh Agirhk | Besi Basi 15 26.8+0.82 26.8+1.00 26.80 + 0.81
(kg) Besi Sonu 15 36.3 + 0.64 38.0 + 1.76 37.64 £ 0.68
Besi bagi-15.giin 5 2.80+0.30 4.00 £0.28 2.72£042b6"
Agirhk 15.giin-30.gilin 5 3.96+0.28 428 +£0.28 4.78 +0.28a
Kazanclar1 | 30.giin-45.giin 5 | 3.26+0.28 428 +0.32 3.34 +0.08b"
(kg)
Besi Siiresi Geneli | 15 9.52+0.46B | 12.64+0.57A" | 10.84 = 0.48AB
Giinliik Canh | Besi Siiresi Geneli | 45 0.21+0.01 0.28 £0.02 0.24 +£0.02
Agirhik Artisi
(kg)
Besi bagi-15.giin 5 16.41 £0.19 15.55+0.86 16.34 = 0.61
Yem Tiiketimi | 15.glin-30.giin 5 18.78 £ 1.13 18.68 £ 1.10 18.17 £1.17
(kg) 30.giin-45.giin 5 | 21.10+231 23.84 + 1.03 24.75 + 0.68
Besi Siiresi Geneli | 15 56.29£3.12 58.44 £ 3.01 59.28 £2.41
Besi basi-15.giin 5 6.42 +0.58 4.09 +0.58 6.66 + 1.13b"
Yemden 15.giin-30.gilin 5 4.77 £0.25 4.50+0.21 3.87+0.39a
Yararlanma | 30.giin-45.giin 5 | 6.64+0.58AB | 534+0.31A° | 7.25+0.25Bb’
Besi Siiresi Geneli | 15 5.90 +£0.20 4.64 £0.20 5.57+0.69
" p<0.05 , “p<0.01 , " p<0.001
ab : Ayni siitunda yer alan degerler arasinda 6nem vardir
AB : Ayni satirda yer alan degerler arasinda 6nem vardir
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Cift 6glin yemlenen kuzularm besi bagi-15.giin agirlik kazanclari ile 15.giin- 30.giin
degerleri arasinda p<0.001 diizeyinde, 15.giin- 30.giin degerleri ile 30.giin-45.giin degerleri
arasinda p<0.05 diizeyinde istatistiki onem saptanirken diger gruplarda bir 6nem
bulunmadi. Besi siiresi genelinde agirlik kazanci incelendiginde tek 6gilin yemlenen
kuzular ile ad-libitum yemlenen kuzular arasinda p<0.01 diizeyinde 6nem bulundugu tespit
edildi. Giinliik canli agirlik kazanglarinda gruplar ve periyotlar arasinda bir 6nem

saptanmadi ( Tablo 8 ve Sekil 8).
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Sekil-8 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi siiresince agirlik kazanglari

Hayvanlarin besi periyodu boyunca yem tiiketimleri incelendiginde periyotlarda
grup ici ve gruplar arasinda, besi siiresi genelinde de yine gruplar arasinda énemli bir
farklilik saptanmadi. Yemden yararlanma yoniinden tek 6g&iin ve ¢ift 6§iin yemlenenler
arasinda sadece 30.giin-45.gilinlerde p<0.05 diizeyinde dnem belirlenirken, ¢ift 6glin
yemlenen kuzularin 15.giin-30.giin degerleri ile besi basi-15.giin ve 30.giin-45.giin

degerleri arasinda p<0.05 diizeyinde 6nemli farklilik tespit edildi (Tablo 8 ve Sekil 9 ve
10).

42



70

‘o
= 60 A
g 4 S —e—ad libitum
= 30 —m—tek 60N
= ‘/
g 20 VA"—//—'W v A— cift 6gUn
>~ 10
0
Besi BaslI- 15-30.gln 30-45.gln Besi Suresi
15.gln Geneli

Sekil-9 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi siiresince yem tiiketimleri

8
) A-
g 6 —
- A
2 %
e
s | o
- 4 KX —o—ad libitum
=
g 3 —m—tek 6gin
£ 2 4+ cift Gt
- 1
0
Besi BasI- 15-30.gun 30-45.gln Besi Suresi
15.gln Geneli

Sekil-10 Farkli yemleme programi uygulanan kuzularda besi siiresince yemden yararlanma
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TARTISMA ve SONUC

Ivesi erkek kuzularda plazma ghrelin, bilyiime hormonu ve serum toplam protein
diizeyleri ile canli agirlik kazanci, yemden yararlanma arasindaki iligkilerin incelendigi
calismada, plazma ghrelin diizeyleri genel olarak 3.38-9.77 pg/ml arasinda bulunurken besi
basi, 15, 30 ve 45. giinlerde yapilan incelemelerde sirasiyla ad libitum yemlenenlerde 3.38,
5.72, 8.29 ve 5.73 pg/ml, tek 6giin yemlenenlerde 4.95, 5.67, 8.41, 5.95 pg/ml, ¢ift 6&iin
yemlenenlerde ise 4.58, 7.12, 9.77, 6.94 pg/ml olarak belirlendi (Tablo 5 ve Sekil 5).

Plazma ghrelin diizeyleri daha ¢ok insanlarda ve ratlarda olmak tizere farkli hayvan
tiirlerinde calisilmigtir. Ghrelin diizeyleri insanlarda 185-715 pg/ml (56), 165-343 pg/ml
(13), ratlarda 192-214 pg/ml (27), kdpeklerde 476-497 fmol/ml (57), sigirlarda 123 pg/ml
(58), koyunlarda 0.8-4.7 ng/ml (48), 0.5-3.7 ng/ml (51) olarak bulunmustur.

Ghrelin diizeylerinin belirlenmesinde bazi arastirmacilar insanlarda insan spesifik
(11, 40, 59-62), ratlarda rat spesifik (63, 64) hazir RIA kitlerini, baz1 arastirmacilar
insanlarda insan spesifik antijen (39, 65, 66), ratlarda rat spesifik antijen (49, 67), sigirlarda
sig1r spesifik antijen (49) kullanarak gelistirilen RIA yontemlerini, baz1 arastirmacilar (48,
51) ise koyunlarda TR-FIA (Time-resolved flouro-immunoassay) yontemini kullanarak
Ol¢tim yapmuslardir. Murakami ve arkadaslarmin (49) yaptig calismada, evcil hayvanlarda
ghrelin diizeyini RIA ile belirlemek i¢in iyotla isaretlenmis sentetik rat [Tyr29]-ghrelin
kullanilmistir. Calismada belirlenen ortalama ghrelin diizeyleri, bildirilen diger
calismalara gore (41, 48, 51) daha diisiik diizeylerdedir. Elde edilen farkli sonuglar farkli
Ol¢lim metotlarindan kaynaklanabilir. Yine yas, beslenme vb. bireysel farkliliklar da farkli
degerler elde edilmesinde bir faktor olabilir.

Ghrelin diizeylerinde besi siiresince gruplar arasinda istatistiki oneme sahip bir
farklilik saptanmadi. Bununla birlikte giinde ¢ift 6gilin yemlenen kuzularm ghrelin
diizeylerinin, giinde tek 6&lin ve ad libitum yemlenen kuzulara gore daha yiiksek oldugu
gozlendi. Her grubun kendi i¢cindeki degerleri besi siiresince incelediginde tiim gruplarda
30. giin degerlerinin diger periyotlara gore daha ytiksek tespit edildigi, besi basi
degerlerine gore ise istatistiki derecede Onemli sekilde yliksek oldugu gozlendi. Besi basi
ve 30.giin degerleri arasindaki 6nem diizeyi ad libitum ve ¢ift 6giin yemlenen kuzularda
p<0.01, tek 6giin yemlenen kuzularda p<0.001 olarak tespit edildi. Tek 6&iin yemlenen
kuzularda 30. giin degerleri ile 15. ve 45. glin degerleri arasinda da istatistiki 6nem
saptandi (p<<0.01). Tiim gruplarda ghrelin diizeylerinin 30. gline kadar artmasi1 45. giinde
tekrar diisiis gostermesi dikkat ¢ekicidir (Tablo 5, Sekil 5). Besi bas1 ve 15. giinde ghrelin
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diizeylerinin 30. giindeki diizeylere gore daha diisiik olmas1 yemleme programina uyum ve
45. gline denk gelen siire¢ icinde adaptasyonun gergeklesmis olmasi olarak diisiiniilebilir.
Literatiirde koyun ve sigirlarda uzun donemli yemleme programlar1 uygulanarak yapilan
bir ¢aligmaya rastlanmadigidan karsilastirma yapilamamistir.

Cesitli arastirmacilar ghrelin diizeylerinin, uygulanan degisik yemleme sikliklarmna
ve gilin i¢cinde aclik tokluk durumlarma gore farklilik gosterdigini saptamislardir ( 13, 51,
68). Sugino ve arkadaslar1 (51), glinde 2 kez yemlenen koclarda giinde 4 kez yemlenen
koclara gore daha yiliksek ghrelin diizeyleri elde etmisler, en diisiik ghrelin diizeylerini ise
ad libitum yemlenen koglarda saptamislardir. Calismada ad libitum yemlenen kuzularda
tek ve ¢ift 68ilin yemlenenlere gore diisiik degerlerin gdzlenmesi bu literatiirle uyumludur.

Dolasim ghrelin diizeyleri giin i¢inde ag¢lik halinde yiikselmekte, gida alim1
sonrasinda ise aniden diismektedir (13, 50, 61). Bu nedenle ghrelinin 6giin aralarimin
olusumunda 6nemli bir faktor olabilecegi diisliniilmiistiir (68). Yine Sugino ve arkadaslar1
(51) koyunlarda yaptiklar1 ¢alismada ghrelin diizeylerinin her 6&lin 6ncesi yiikseldigini,
oglinden 1 saat sonra diistiiglinii, buna karsim birinci ve ikinci 6giin arasindaki plazma
ghrelin diizeylerinde bir fark olmadigini tespit etmisler, programli yemleme zamani
uygulanan koglarin 6&iin dncesi olusan ghrelin diizeylerindeki gecici yiikselmenin sefalik
cevaplardan kaynaklanabilecegi sonucuna ulagsmiglardir. Koyunlarda yapilan bagka bir
calismada gida alimi1 ve ghrelin arasinda bir iligki bulunamamistir (69). Igbal ve
arkadaslarinin (70) koyunlarda yaptiklar1 ¢alismada, merkezi yolla verilmesine ragmen
ghrelinin gida aliminda 6nemli bir etki olusturmadigi belirtilmistir. Elde edilen bu
sonuglar, hayvanlarin fizyolojk durumu ve gida alimma etki eden diger merkezi ve
periferal faktorler olabilecegini diisiindiirmektedir. Ruminantlarda ghrelinin etkileri ile
ilgili cok az ¢aligma vardir. Ruminant ve monogastrik tiirler arasinda ghrelin iireten
hiicrelerin yerlesimi yoniinden farklilik mevcuttur (26). Koyunlarda ghrelin tireten
hiicrelerin birincil olarak abomasum bolgesinde yerlestigi goriilmiistiir, bu durum
ruminantlarda, dolagim ghrelininin en biiyiik kaynagmmim abomasum olabilecegini
gostermektedir. Ayrica rumen ya da birinci mide gidanim 6giitiilmesi ve selliilozun
sindirimi i¢in gerekli mikroorganizmalarin yerlestigi yerdir ve bundan dolay1 6giinler
arasinda rumen tamamen bosalmaz (49). Bundan baska ad /ibitum yemleme yapilan
ruminantlarda siirekli yemlemeden dolay1 gastrointestinal kanal bosalmaz ve ghrelin
seviyeleri, gidanim siirekli varligindan dolay1 6nemli 6l¢ciide degismeyebilir.

Caligmada yemleme Oncesi ve sonras1 zamanlari kapsayacak sekilde giiniin belirli

saatlerinde saptanan ghrelin diizeylerinde, tiim yemleme gruplarinda ve tiim periyotlarda
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gruplar aras1 ve grup ici istatistiki 6neme sahip farklilik belirlenmedi (Tablo 6). Giin
ortalamalar1 incelendiginde 45. glindeki degerlerde istatistiki onem (p<0.05) olmak iizere
tiim periyotlarda ¢ift 6giin yemleme grubu ghrelin giin ortalamalarinin diger gruplara gore
daha yiiksek oldugu goriildii. Koyunlarda ve diger ruminantlarda yapilan ¢alismalarda (48,
49, 51) yemleme Oncesi ve sonrasi olusan ghrelin inis-¢ikislar1 bu ¢aligmada
gozlenmemistir. Salfen ve arkadaslar1 (71) domuzlarda 48 saat aclik siiresinde plazma
ghrelin diizeylerinin yliksek kaldigini ve hayvanlar yemlendikten sonra bu diizeylerde
diisme gerceklestigini géstermislerdir. Calismadaki aglik siiresi bu literatiirdeki kadar
uzun olmadigindan farklilik gézlenmemis olabilir. Bununla birlikte ¢calismadaki bulgular
koyunlarda yemleme Oncesi ve sonrasi ghrelin sekresyonunda farklilik saptamayan Igbal
ve arkadaglarinin ¢calismasiyla uyumludur (70).

Plazma GH diizeyleri genel olarak 3.98-8.33 ng/ml arasinda bulunurken besi
basi, 15, 30 ve 45. gilinlerde yapilan incelemelerde sirasiyla ad libitum yemlenenlerde 3.98,
6.32, 5.54 ve 4.70 ng/ml, tek 6giin yemlenenlerde 4.34, 5.15, 4.97 ve 8.33 ng/ml, ¢ift 6giin
yemlenenlerde ise 5.55, 4.87, 5.02 ve 7.97 ng/ml olarak belirlendi (Tablo 5 ve Sekil 6).

Plazma GH diizeyleri insanlarda 20-300 ng/ml (21), ratlarda 35-400 ng/ml (63),
sigirlarda 5-55 ng/ml (17), koyunlarda 3.12-10.3 ng/ml (69), 3.83-6.52 ng/ml (46) 5.1
ng/ml (48) olarak bildirilmistir. Calismada koyun i¢in belirlenen ortalama GH diizeyleri
diger calismalarla (46, 48, 69) uyumluluk gostermistir.

Besi siiresince gruplar arasi ve grup ici GH degerlendirmelerinde tiim periyotlarda
istatistiki Oneme sahip bir farklilik saptanmadi (Tablo 5). Yemleme Oncesi ve sonrasi
zamanlarda alman 6rneklerde ve giin ortalamalarinda da istatistiki farklilik gézlenmedi
(Tablo 7). Ghrelin ve GH diizeyleri arasinda gruplar ve periyotlarda herhangi bir
korelasyon belirlenmedi. Ghrelinin istah lizerine etkileri ile GH sekresyonu tizerine
etkilerinin farkli yollardan oldugu diistiniildiigiinde biiytimekte olan kuzularin GH
diizeyleri bireysel farklilik ve bagimsizlik gosterebilir. Koyunlarda yapilan bir ¢aligmada
yemleme siiresince GH saliniminda degisimler meydana geldigi bildirilmistir (48). Sugino
ve arkadaglar1 (48), koyunlardan beslenme esnasinda alman kan 6rneklerindeki GH
diizeyinin beslenme oncesine gore daha yiiksek oldugunu ve beslenme esnasinda tespit
edilen bu yiiksek diizeyin beslenmeden bir saat sonra tekrar eski diizeyine dondiigiinii
belirtmislerdir. Igbal ve arkadaslar1 (70) koyunlarda merkezi olarak ghrelin uygulamasi
yapmislar ve biiylime hormonunda akut bir artis elde etmislerdir. Avram ve arkadaslarinin
(72) insanlarda yaptiklar1 arastirmada ise ghrelin ve biiylime hormonu salgilanma

zamanlari arasinda bir iligki bulunamamistir. Yine Salfen ve arkadaslar1 (71) da
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domuzlarda yaptiklar1 ¢alismada, ghrelin enjekte ettikleri ve etmedikleri hayvanlarin GH
diizeyleri arasinda bir fark olmadigmi gostermislerdir. Sigirlarda (58), domuzlarda (71),
koyunlarda (73) yapilan arastirmalarda elde edilen sonuglar ile uyumlu olarak bu
calismada da ghrelinin GH iizerine etkisi gériilmemistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
ghrelinin merkezi ve periferal verilmesi sonucu olusan viicut agirligi artismin ve aglik
hissinin biiylime hormonundaki degisimlerden bagimsiz oldugu gosterilmistir (13, 34).
Yine Tannenbaum ve arkadaslar1 (7) ratlarda yaptiklari ¢alismada ghreline biiyiime
hormonu cevabimin almmasi i¢in GHRH sisteminin gerekli oldugunu belirtmiglerdir. Bu
sekilde yapilan caligmalarda ghrelinin disaridan verilmesi biiylime hormonunu
artirmaktadir fakat yine de biiylime hormonunun fizyolojik diizenlenmesine istirak
ettiginin kesin kanit1 degildir. Dolayisiyla ruminant tiirlerinde ghrelinin gida alimini
uyarmasi ve GH sekresyonuna etkisini inceleyen daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.

Plazma toplam protein konsantrasyonlari genel olarak 4.67-7.58 g/dl arasinda
belirlendi. Besi periyotlar1 ve gruplara gore toplam protein konsantrasyonlar1 besi basi,
15.,30. ve 45. giinde ad libitumda sirastyla 5.25, 5.23, 5.37 ve 7.20 g/dl, tek 6giin
yemlenenlerde 5.61, 5.43, 7.58 ve 6.75 g/dl, ¢ift 6giin yemlenenlerde 4.67, 5.37, 7.00 ve
6.93 g/dl olarak 6lciildii (Tablo 5 ve Sekil 7).

Koyunlarda normal serum toplam protein diizeyleri 6-7.9 g/dl (74), 6.7-7.5 g/dl (75)
arasinda bildirilmektedir. Biiylime siiresince viicuttaki protein artisi, protein sentezinin
protein yikimindan fazla olmasina baghdir. Viicut protein birikimi iizerine besinlerin
etkisi, artan protein sentezi, azalan protein yikimi arasindaki denge ile ilgilidir (76).
Geligsmekte olan hayvanlardaki protein sentezi gida alimina duyarlidir. Bu ¢alismada
kuzulara ait toplam protein konsantrasyonlari literatiirlerle (74, 75) uyumlu olarak normal
sinirlar arasinda saptandi. Tiim gruplarda ve periyotlarda toplam protein diizeylerinde
istatistiki oneme sahip bir farklilik gézlenmedi (Tablo 5 ve Sekil 7). Ayrica toplam protein
konsantrasyonlari ile ghrelin ve GH diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyon
saptanmadi. Bununla birlikte tek ve ¢ift 6glin yemleme gruplarinda 30 ve 45. giin degerleri
diger periyotlara gore yiiksektir. Ad libitum yemlenenlerde ise yiikselme 45. glinde
gozlenmektedir. Tek ve ¢ift 6giin gruplarinda 6zellikle ghrelinin de artis gésterdigi 30.
giinde toplam protein konsantrasyonlarinin yiiksek olusu dikkat ¢ekicidir.

Calismada besi sonu canli agirlik, giiliik artis ve yem tiiketimlerinde dikkati ceken
bir farklilik gbzlenmedi (Tablo 8 ve Sekil 9). Besi sonu canli agirhigin tek 68iin
yemlenenlerde ad libitum yemlenenlere gore biraz daha fazla oldugu gézlendi (Tablo 8).

Bununla uyumlu olarak, énemli korelasyon saptanmamakla birlikte, ghrelin ve biiyiime
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hormonu diizeyleri de besi sonunda ad libitum yemlenenlere gore daha yiiksek bulundu
(Tablo 5).

Besi siiresi genelinde tek 6giin yemlenen kuzularin canli agirlik kazanglar: ve
yemden yararlanmalarmin diger gruplara gore daha 1yi oldugu gézlendi (Tablo 8, Sekil 8
ve Sekil 10). Canli agirlik kazanci besi siiresi genelinde ad /ibitum, tek 6&iin ve ¢ift 6&iin
yemlenenlerde sirasiyla 9.52, 12.64 ve 10.84 kg olarak tespit edildi. Tek 6gilin
yemlenenlerde canli agirlik kazanci ad libitum grubuna gore p<0.01 diizeyinde daha
fazlaydi. Gruplarmm kendi i¢inde periyotlara gore degerlendirilmesinde ¢ift 6&lin yemleme
grubunda istatistiki yonden 6nemli (p<<0.001) olmak {izere diger giinlere gore en fazla
artisin 15.-30. giin periyodunda oldugu dikkati cekmektedir. Yine tiim gruplarda canh
agirlik kazancinin daha fazla gozlendigi 15.-30. giin periyodunda yemden yararlanmanin
da iy1 oldugu dikkati cekmektedir. Tek 6giin ve ¢ift 68iin yemlenen kuzularda yemden
yararlanma degeri 30.gilin-45.giin periyodunda p<0.05 diizeyinde farkl bulundu.

Gruplara gore yem tiiketimleri ise en fazla ¢ift 6glin yemlenen kuzularda ve en
diisiik ad libitum yemlenen kuzularda tespit edilmistir. Periyotlara bakildiginda 30. giin-
45. giin periyodunda tiim gruplarin en yiiksek yem tiiketimi degerlerine sahip oldugu
gozlendi. Bu periyotta yem tiiketiminin en fazla olmasinin sebebi kuzularda meydana
gelen agirlik artis1 ve bununla birlikte olusan yem tiiketimi ithtiyaci olarak yorumlanabilir.

Ghrelinin gida alim1 ve viicut agirhigini artirdigy, insan ve rodentleri kapsayan
bircok tiirde viicut kompozisyonunu degistirdigi bildirilmistir (10, 13, 77). Bununla
birlikte sigirlarda yapilan bir ¢alismada (58) ghrelinin ekzojen olarak verilmesinin gida
alimina bir etkisi gériilmemistir. Salfen ve arkadaslar1 (71), domuzlarda yaptiklar1 bir
arastrmada degisik ghrelin enjeksiyonlari ile viicut agirliginin arttigini fakat gida aliminda
onemli bir farklilik olmadigim bildirmislerdir. Benzer sekilde Igbal ve arkadaslar1 (73),
koyunlarda hem koyun ghrelini hem de insan ghrelini i.c.v. enjeksiyonlarmin gida alimina
etki etmedigini tespit etmislerdir.

Bu calismada tek 68iin yemlenen kuzularin yem tiiketimlerinin ¢ift 6glin yemlenen
gruba gore biraz diisiik olmasma ragmen agirlik kazanglar1 ve yemden yararlanmalarinin
daha yiiksek tespit edilmesi, bu grubun a¢ kalma siiresinin daha uzun olmasi ve agliga
cevaben salgilanan ghrelinin etkisi olarak yorumlanabilir. Agirlik kazanci ve yem
tiiketiminin ad libitum yemlenen kuzularda digerlerine gore daha diisiik goriilmesi Sugino
ve arkadaglarinin (51) ¢alismasi ile uyum gostermektedir. Viicut agirhigi ve
kompozisyonu, yemleme sikligi, diyet kompozisyonu ve miktar1 hayvanlar arasinda

ghrelin cevabinin farkli olmasina sebep olabilir (73). Calismada tiim gruplara ayni
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kompozisyon ve miktarda yem verilmesine ragmen, en fazla tiiketimin ¢ift 6giin yemlenen
kuzularda gozlendi ve en yiiksek ghrelin diizeyleri de ayni1 grupta tespit edildi.

Caligmada tek 6giin yemlenen kuzularin besi performansi en 1yi olarak
degerlendirilebilir. Cift 6glin yemlenen kuzularin ghrelin diizeylerinin digerlerine gore
biraz daha yiiksek olmas1 ve bununla birlikte en fazla yem tiikketiminin de ayni grupta
olmasi nedeniyle, ghrelinin gida alimin1 artirdig: ve farkli yemleme programlarindan
etkilendigi sonucuna varilabilir. Ghrelin diizeyleri ile GH diizeyleri besi performansi
arasinda istatistiki olarak ifade edilebilen bir korelasyon saptanamamakla birlikte
calismada gozlenen farkliliklar hayvanlarda ghrelin diizeylerinin yemleme siklig1 ile
diizenlenmesiyle gida alimi ve yemden yararlanmanin artirabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
calismanin sonuglarinin ruminantlarda yem igerikleri ve programlarinin degistirilmesi ile
ghrelin salgilanmasinin diizenlenmesi ve buna bagli olarak besi performansinin artirilmasi

calismalarina katkida bulunacagi kanisina varildi.
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