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OZET

Obezite, son yillarda siklig1 giderek artan bir saglik sorunu haline gelmistir. Bu
nedenle istah ve beslenme kontrolii ile ilgili ¢alismalar 6nem kazanmistir. CDP-
kolinin, istahla ilgili 6nemli peptidlerden leptin ve ghrelin diizeylerini etkiledigi
onceki caligmalarda gdzlemlenmistir. Ilacin kronik kullanimda istah1 baskiladig1 da
bilinmektedir. Nesfatin-1’in de, yeni tanimlanan ve anoreksijenik 6zellikte endojen
bir peptid oldugu bilindigi i¢in, CDP-kolinin merkezi ve/veya periferik
mekanizmalar1t uyararak dolagimdaki nesfatin-1 diizeylerini etkileyebilecegi
Ongorilmiistiir.

Calismada, Wistar Albino tiirii tok-a¢ disi ve erkek siganlar kullanildi. CDP-
kolin, intraserebroventrikiiler (0,25 pmol /5 pl, 0.50 pmol /5 pl ve 1 umol /5 pl) veya
intravendz (50 mg/kg, 100 mg/kg ve 250 mg/kg) yolla verildi. Farkli zaman
araliklarinda alman kan orneklerindeki nesfatin-1 miktarlar1 olciildii. Tok disi
siganlarda intravendz yolla verilen CDP-kolin, nesfatin-1 diizeylerini istatistiksel
acidan anlamli olarak etkilemediginden, a¢ disi sicanlara intravendz yoldan ilag
verilmedi. Cinsiyet farkinin etkisini gormek amaciyla, a¢ erkek hayvanlara da
intraserebroventrikiiler olarak etkin doz denendi.

Tok disi hayvanlarda, intraserebroventrikiiler verilen CDP-kolin, serum nesfatin-
1 diizeylerinde artig yoniinde etki gosterirken, intravendz yolla verildiginde etkisinde
istatistiksel ~ acidan  anlamlihk  saptanamamistir.  A¢  disi  hayvanlara
intraserebroventrikiiler yoldan verilen CDP-kolin ise, serum nesfatin-1 diizeylerini
disiirmiistiir. A¢ erkek hayvanlarda da benzer sonuglar elde edilmistir.

Sonug olarak, calismamizdan elde edilen bulgular, intraserebroventrikiiler yoldan
verilen CDP-kolinin, nesfatin-1 diizeylerini etkiledigini, bu etkinin ne yonde olacagini
aclik ve tokluk kosullarmin belirledigini ortaya koymustur. Ilagla ilgili elde edilen
sonuglarin, obezite tedavisi ile ilgili yapilacak diger calismalara 1s1k tutacagini

diisiiniiyoruz.

Anahtar Sozciikler: CDP-kolin, nesfatin-1, istah
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SUMMARY
EFFECTS OF PERIPHERALLY AND CENTRALLY ADMINISTERED CDP-
CHOLINE ON NESFATIN-1 LEVELS IN SERUM

Obesity has become a health problem with increasing incidence every other year.
Hence, studies on appetite and nutrition control have gained considerable importance.
It has been observed in previous studies that CDP-choline affects levels of leptin and
ghrelin, the appetite-related peptides. That CDP-choline suppresses the appetite when
used chronically is also known. Since the recently defined nesfatin-1 has been shown
to act as an endogenous anorexigenic peptide, it has been suggested that CDP-choline
may affect nesfatin-1 levels by activating central and/or peripheral mechanisms.

Satiated (well-fed) or fasting female and male Wistar Albino rats were used in the
present study. CDP-choline was administered by intracerebroventricular (0,25
umol/5 pl, 0.50 pmol/5 pl and 1 umol/5 pl) and intravenous (50 mg/kg, 100 mg/kg
and 250 mg/kg) route. Nesfatin-1 levels were analyzed in blood samples drawn in
different time points. Since intravenous administration of CDP-choline did not affect
nesfatin-1 levels in satiated female rats, it was not administered via intravenous route
to fasting female rats. In order to examine the sex difference, fasting male rats
received CDP-choline’s effective dose via intracerebroventricular route.

CDP-choline administration to satiated female rats increased serum nesfatin-1
levels following intracerebroventricular, but not intravenous administration. On the
other hand, intracerebroventricular administration of CDP-choline decreased serum
nesfatin-1 levels in fasting female rats. Similar outcomes were observed in fasting
male rats.

In conclusion, our study shows that intracerebroventricular administration of
CDP-choline affects serum nesfatin-1 levels and the mode of its effect depends on
hunger-satiety conditions. We believe that the outcomes of the present study about

the medicine will shed light on future studies targeting obesity.

Key Words: CDP-choline, nesfatin-1, appetite
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GIRIS

Sitidin-5’-difosfokolin (sitikolin veya CDP-kolin), viicudumuzda endojen olarak
bulunan ve fosfatidilkolin sentezinde ara iiriin olan, niikleotid yapili bir molekiildiir
(1). Disardan oral, intravendz veya intraserebroventrikiiler yolla verildiginde, hiicre
membranlarinda yerlesik fosfodiesterazlar tarafindan Once sitidinmonofosfat ve
fosfokoline hidroliz edilir (1). Bu iki molekiil hizla defosforile olarak, ilacin final
metabolitleri olan kolin ve sitidine doniisiir. Bu metabolitler hiicrelere almnir, bir
yandan hiicre i¢ci CDP-kolin sentezine katilirken, diger yandan da kendilerine ait
cesitli fizyolojik ve farmakolojik etkilere aracilik ederler. Kolin hem membran
fosfolipidlerinin yapisinda bulunmasi, sentezine katilmasi ve hem de kolinerjik
norotransmiter asetilkolinin 6n maddesi olmas1 acgisindan 6nemli bir metabolittir (2,
3). Pirimidin niikleozidleri olan sitidin ve iiridin de baslica niikleik asitlerin yapimina
katilirlar.  Ayrica sitidinin ardisik fosforilasyonu sonucu olusan sitidin trifosfat,
kolinin membran fosfatidilkolin sentezine katilimini artirir (3).

CDP-kolin gerek kendisi ve gerekse belirtilen metabolitleri araciligi ile, 6zellikle
de kolin aracilig1 ile, ¢ok cesitli fizyolojik ve farmakolojik etkiler olusturabilmektedir.
Cok sayida deneysel ve klinik modelde karakterize edilmis ve halen incelenmekte
olan bu etkiler, Ozellikle iskemi ve hipoksi kosullarindaki koruyucu roliine
odaklanmistir (4-6). CDP-kolinin iskemi ve hipoksideki doku koruyucu etkileri
biiyik Olciide onun membran biitiinliigli ve stabilizasyonu saglamasiyla
iligkilendirilmistir. Bu caligmalarin sonucunda, bugiin CDP-kolin ¢esitli Avrupa
iilkelerinde ve Japonya’da kafa travmalar1 ve felgte klinik kullanimi onaylanmig bir
ilagtir. Klinik kullanim dozlarinda ¢ok rahat tolere edilmektedir. Bugiine kadar
herhangi ciddi bir yan etkisi ile ilgili rapor yaymlanmamastir.

CDP-kolin, ayrica, kardiyovaskiiler ve endokrin sisteme etkileri olan bir
molekiildiir. Laboratuvarimizda yapilmis caligmalarda, merkezi veya periferik yolla
verilen CDP-kolinin normal ve hipotansif hayvanlarda kan basincinda artis ve
hipotansiyonda diizelme yarattig1 (7, 8), mezenterik ve renal doku perflizyonunu
diizelttigi (9), yasam oranlarint artirdigr (9) gosterilmistir. CDP-kolin bu etkilerini
temel olarak dolasimdaki katekolaminler ve vazopressin diizeylerinde artis

olusturarak gergeklestirmektedir (7, 8, 10). Merkezi yolla CDP-kolin verilmis



hayvanlarda c¢esitli hipofizer hormonlarin dolasimdaki diizeylerinde artis oldugu da
gosterilmigtir (10, 11). CDP-kolinin sok ve hipotansiyonu geri dondiiriicii etkisi,
bircok endokrin etkisi ve analjezik etkisi, merkezi kolinerjik sistem aktivasyonu ve
nikotinik ve/veya muskarinik reseptorlerin uyarilmasi sonucu gelismektedir (7, 8, 10,
11, 31, 32, 57). Laboratuvarimizda yakin zamanda yapilmis olan bir ¢aligmada,
intravendz yolla verilen CDP-kolinin plazma vazopressin ve oksitosin diizeylerini
artirdig1 ve ayrica, vazopressinerjik ve oksitosinerjik néronlarda C-Fos aktivasyonunu
uyardig1 gosterilmistir (12). CDP-kolin ayrica, akut olarak verildiginde plazma leptin
diizeylerini artirmakta, ghrelin diizeylerini baskilamaktadir (13). Bununla uyumlu

olarak, ilacin kronik kullaniminda istah1 baskiladigi rapor edilmistir (14).

Nesfatin-1 molekiilii, prekiirsor proteini NUCB2 (nucleobindin 2)’den tiireyen,
yakin zamanda tanimlanmig bir anoreksijenik peptiddir (15). Ayrica, siganlarda
yapilan bir ¢alismada, nesfatin-1’in, hipotalamusta paraventrikiiler ve supraoptik
niikleuslardaki vazopressinerjik ve oksitosinerjik noronlarda koekspresse edildigi
gosterilmistir (16).

CDP-kolin ile ilgili yukarida verilen bilgiler 1s1g1nda, bu ilacin, merkezi ve/veya
periferik mekanizmalar1 uyararak dolasimdaki nesfatin-1 diizeylerini etkileyebilecegi

ongoriilmiistiir. Calismamiz bu hipotezi test etmek iizere planlanmaistir.



GENEL BiLGILER

Beslenmenin Kontrolii

Istahin diizenlenmesinde, hem santral, hem de periferik sinyaller rol oynar.
Santral sinyaller aracilifiyla regiilasyonunda, hipotalamusta ana kontrol noktasi
arkuat niikleus (ARC)’dir. Paraventrikiiler niikleus, ventromedial niikleus, lateral
hipotalamus ve perifornikal alanlar da istahin kontroliinde 6nemli merkezlerdir.
(Sekil-1). Ayrica, kaudal beyin sisteminde bulunan niikleus traktus solitarius (NTS)

da beslenmenin kontroliinde 6nemli rol oynayan bir diger merkezdir (17).
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Sekil-1: Hipotalamik niikleuslar.
ADH: Antidiiiretik hormon, GIS: Gastrointestinal sistem, P: Basing



ARC’de besin alimimi kontrol eden iki ayri hiicre toplulugu bulunmaktadir.
Bunlardan Noropeptid Y/Agouti gene-related peptid (NPY/AgRP) igeren ndron
toplulugunun  uyarilmast  besin  alimmi  pozitif yonde etkilemektedir.
Proopiomelanokortin (POMC) iceren ndronal toplulugun uyarilmasi ise, besin alimi
iizerine negatif yonde etki etmektedir (17, 18).

Beslenmenin kontroliinde merkezi sinyaller kadar periferik sinyallerin de rol
aldigi, yapilan caligmalarda gosterilmistir.  Ghrelin, oreksin A ve midenin
kontraksiyonu istahi artirict yonde etkili olurken, leptin, insiilin, kolesistokinin,
pankreatik polipeptid Y (PPY) ve midenin distansiyonu, istahin baskilanmasi
yoniinde etki gostermektedir (19) (Sekil-2).
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Sekil-2: Beslenmenin kontrolii

PVN: Paraventrikiiler niikleus, ARC: Arkuat niikleus, LHA: Lateral hipotalamik alan, PFA:
Perifornikal alan, NTS: Niikleus traktus solitaryus, POMC: Proopiyomelanokortin, NPY: Noropeptid
Y, PYY: Peptid YY, CCK: Kolesistokinin, GLP-1: Glukagon benzeri peptid-1.



CDP-Kolin

CDP-Kolinin Yapisi ve Sentezi

CDP-kolin, niikleotid yapisinda viicutta endojen olarak iiretilen ve hiicre
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan polar bir bilesiktir (Sekil-3). Monosodyum
tuzu beyaz, kristalize, cok higroskopik olmasma ragmen, alkolde hemen hemen hig
¢oziinmeyen bir molekiildiir (1). CDP-kolinin bir¢ok ticari ismi bulunmakla birlikte,

uluslararasi alanda onerilen genel ismi ‘Sitikolin’dir.
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Sekil-3: CDP-kolinin molekiil yapis1

CDP-kolin; membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin biiyiikk bdliimiiniin
sentezinden sorumlu olan “’Kennedy yolagmnda’ bir ara {riin olarak
sentezlenmektedir (1, 20). Kennedy yolagi, Kennedy ve Weiss tarafindan 1956°da
tanimlanmig, hiicre membraninda kolinden fosfatidilkolin yapimina uzanan iig
basamakli bir sentez yolagidir (21). Bu yolagin hiz kisitlayict basamaginda CDP-
kolin bir ara {iriin olarak sentezlenir. Kennedy yolagmin birinci basamaginda kolin,
kolin kinaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla fosforile edilerek fosfokoline
dontismekte, ikinci basamaginda, fosfokolin ve sitidin-5’-trifosfat (CTP), CTP-
fosfokolin sitidil transferaz (CCT) enzimi araciligi ile reaksiyona girerek CDP-kolini
olusturmakta, {iglincii ~ basamakta ise, = CDP-kolinin fosfokolin  grubu,

sitidindifosfokolin-1,2-diagilgliserol kolin fosfotransferaz enziminin katalizledigi bir



reaksiyonla, diagilgliserole aktarilarak fosfatidilkolin sentezi gerceklesmektedir (22,
23) (Sekil-4). Kolin ve sitidin gibi 6n maddelerin ya da dogrudan CDP-kolinin
verilmesiyle, endojen CDP-kolin miktar1 artmakta, boylece fosfatidilkolin sentezinde

artis saglanabilmektedir (3, 24, 25).

| KK
FOSFOKOLIN

CTP
l PP
CDPKOLIN
1,2-DAG
CMP

FOSFATIDILKOLIN

Sekil- 4: Kennedy yolagi araciligi ile CDP-kolin sentezi.

KK: Kolin kinaz, CTP: Sitidintrifosfat, CMP: Sitidinmonofosfat, CST: CTP-fosfokolin sitidil
transferaz, P: Fosfat grubu, DAG: Diagilgliserol, CFT: Sitidin difosfokolin-1,2 diagilgliserol kolin
fosfotransferaz



CDP-Kolinin Metabolizmasi

CDP-kolinin, hiicre membraninda bulunan fosfodiesterazlar ile hidrolizi
sonucunda, hizla sitidinmonofosfat ve fosfokolin olusur. Bu iki molekiiliin
defosforilasyonu ile sitidin ve kolin agiga ¢ikar. Sitidin ve kolin hiicre i¢ine alinarak,
CDP-kolinin yeniden sentezlenmesini sagladiklar1 gibi, ayn1 zamanda kendilerine ait
etkilere de aracilik ederler (Sekil-5). Bir pirimidin niikleozidi olan sitidin, hiicre
icinde niikleik asitler ve proteinlerin yapisma katilmakla kalmaz; ayrica, membran
fosfatidilkolin yapisma kolin eklenmesini de arttirir (26). Kolin ise, fosforilasyon
yolag1 ile fosfatidilkolin sentezinde kullanildigi gibi, asetilasyon yolagi ile de
norotransmitter asetilkolin sentezinde kullanilir. Deney hayvanlarinda CDP-kolin
verilmesi sonrast dolasimda kolin ve sitidin artarken (24), insanda, muhtemelen
sitidin deaminaz enzim aktivitesindeki farklilik nedeniyle, sitidin hizla tridine
dontislir. Bu nedenle insanlarda CDP-kolin verilisi sonras1 dolagimda sitidin yerine

iiridin artiglar1 saptanmaktadir (27).

CDP-KOLIN
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Sekil-5: CDP-kolin metabolizmasinin sematik gosterimi



CDP-kolinin metabolitlerinden kolin, kolinerjik ndrotransmitter olan asetilkolinin
on maddesidir. Tim hiicre membranlarinda bulunan hidrofilik bir molekiil olup,
CDP-kolinin ana metabolitlerinden biridir. Kolin, beyin gelisimi ve fonksiyonu
acisindan 6nemli role sahiptir (28, 29). Kolin sentezi baslica karacigerde olup,
buradan dolasima ve dokulara dagilir. Kolinin periferik dolagimdan kan-beyin
bariyerine gegisi, koline spesifik bir tagiyici sistem esliginde ¢ok hizli olmaktadir. Bu
tastyic1 sistem iki yonlii ¢alismakta ve normal sartlarda kolin ile doyurulmamis
durumda bulunmaktadir. Metabolik enerjiye ihtiyag duymadan calisan bu sistem bir
konsantrasyon gradiyenti olusturmaz. Bu nedenle, dolasimdaki kolin konsantrasyonu
disaridan kolin verilerek artirilmadik¢a, net kolin akisinin yonii beyinden kana
dogrudur (30). Ancak dolasimdaki yiiksek konsantrasyonlardaki kolin, bu sistem ile
beyindeki kolin diizeylerinde artisa neden olmakta ve asetilkolin sentezini, dolayisiyla
kolinerjik iletiyi artwrmaktadir. Kolinerjik iletideki artisa paralel olarak ¢esitli
farmakolojik etkiler ortaya ¢ikmaktadir (31). Ayrica, son yillarda kolinin a7 nAChR

(nikotinik asetilkolin reseptdrii) alt-tipine tam agonistik etki yaptig1 bulunmustur (32).

Sekil-6: Kolinin molekiil yapisi

CDP-kolinin bir diger metaboliti olan sitidin, bir primidin niikleozididir.
Niikleozidler, niikleik asitlerin temel yapi taslaridir. Niikleozidlerin fosforile olmalar1
sonucu niikleotidler, niikleotidlerin kovalent baglarla birlesmesiyle de niikleik asitler
olusur. CDP-kolinin yikim triinlerinden biri oldugu gibi, aynm1 zamanda sentezine
katilan 6n maddedir.  Sitidinin, membran fosfatidilkolinine kolin eklenmesini

artirarak membran fosfolipid sentezini artirdig1 gosterilmistir (3, 26).
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Sekil-7: Sitidin’in molekiil yapis1

Disandan Verilen CDP-Kolinin Dagilimm

CDP-kolin, oral yolla uygulanmasindan sonra, molekiil yapis1 nedeniyle absorbe
edilmesi giic oldugundan, parcalanarak hizla aktif metabolitleri olan kolin ve sitidine
dontismektedir.

Radyoizotop isaretli CDP-kolinin oral yolla verilmesinden otuz dakika sonra,
midede biiylik oranda CDP-kolin, barsakta ise daha ¢ok kolin ve sitidin fraksiyonlari
oldugu gosterilmistir (33). CDP-kolin, intestinal mukozada kisa siirede kolin ve
sitidin metabolitlerine ayrigsmaktadir (34). Yapilan bagka bir ¢alismada siganlara oral
yoldan uygulanan '*C ile isaretli CDP-kolinin biyoyararlanimmnm %92-95 oldugu
gosterilmistir (35).

CDP-kolinin, biiylik ve polar bir bilesik olmasindan dolayr kan-beyin
bariyerinden gecisi zordur. Yapilan bir ¢alismada, periferik yoldan verilen total
dozun yaklasik %0.25’inin beyin dokusuna gecebildigi gosterilmistir (36, 37).

Disaridan verilen CDP-kolin, beyin dokusuna kolin ve sitidin olarak alinmakta,
beyinde endojen CDP-kolin sentezinde ve ardindan fosfolipid, niikleik asit ve
proteinlerin sentezinde kullanilmaktadir (37). Yapilan bagka bir ¢aligmada, farelerde
14C isaretli CDP-kolin uygulamasindan sonra, otoradyografik ve elektron mikroskobik

yontemlerle beyinleri incelendiginde, radyoaktivitenin secici olmaksizin hiicre

9



membranlarinda (38), kolinerjik noronlarda ve purkinje hiicrelerinin subselliiler
membranlarinda yogun olarak toplandig1  goriilmistiir  (39). Ayrica,
intraserebroventrikiiler (i.s.v.) yolla verilen CDP-kolinin, hipotalamus ve lateral
serebral ventrikiilde kolin diizeyini arttirdig1 laboratuvarimizda yapilan c¢aligmalarda

gosterilmistir (7).

CDP-Kolinin EtKileri

CDP-kolin disaridan verildiginde (oral, intravendz, intraperitoneal ve
intraserebroventrikiiler yoldan) metabolize olur. Bu durum, dolasimda ve beyinde
kolin diizeylerinde artisa yol acar (24, 40-42). Kolin diizeylerindeki bu artis,
asetilkolin (ACh) diizeylerinde artisa neden olur (7, 8). Buna bagli olarak kolinerjik
aktivitede artis meydana gelmektedir (7, 10, 11, 43). CDP-kolinin temel farmakolojik
etkilerinde, kolin ve asetilkolin artis1 aracilik eder.

CDP-kolinin membran koruyucu etkisinin, diizeyi artan kolinin, membran
fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin yapisma girmesi, ayrica sitidinin hiicre i¢inde
CTP’ye doniisiip, membran fosfatidilkolin yapisna kolin katilimini arttirmasi ile
iligkili oldugu bulunmustur (26). CDP-kolinin oral uygulanmasi sonucu, fosfolipaz
A, enziminin aktivasyonu inhibe olmakta; fosfatidilkolin yikimi azalmaktadir.
Dolayisiyla CDP-kolinin oral yoldan verilmesi, membran yapisinda koruyucu rol
istlenmektedir (44).

Kolinerjik sistem, kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli role sahiptir. Beyinde
kolinerjik aktivite artisi, kan basincinda artisa yol agmaktadir (45-47).
Laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalarda, CDP-kolinin kardiyovaskiiler sistem {izerine
olan etkileri arastirilmis; merkezi veya periferik yoldan verilen CDP-kolinin normal
ve hipotansif hayvanlarda zamana ve doza bagl olarak kan basmcini artirdigi
gosterilmistir (7, 8).  Ayrica, hemorajik sok olusturulmus anestezi altindaki
hayvanlarda CDP-kolinin, superior mezenterik arter ve renal arter kan akimini
artirdig1 ve s6zkonusu hayvanlarda yasam oranlarini yiikselttigi ortaya konmustur (9).
Deneysel miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasarinda, intravendz yolla uygulanan
CDP-kolinin kardiyoprotektif etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (48).

Hipotalamohipofizer sistem, yogun kolinerjik innervasyona sahiptir. Insan ve

hayvanlarda yapilan calismalarda CDP-kolinin endokrin sistemi iizerinde etkili
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oldugu  bulunmustur. Laboratuvarimizda  yapilan caligmalarda, sicanlara
intraserebroventrikiiler yolla verilen CDP-kolinin, adenokortikotropik hormonun
(ACTH), biiylime hormonunun (GH), luteinize edici hormonun (LH) ve tiroid uyarici
hormonun (TSH) dolasimdaki diizeylerini artirdigt bulunmustur (11). Ayrica,
intraserebroventrikiiler ve intravendz olarak verilen CDP-kolin, plazma katekolamin
ve vazopressin seviyelerinde yilikselmeye neden olurken, intraperitoneal yolla
verildiginde de, serum insiilin, plazma glukagon ve katekolamin diizeylerinde anlaml1
artiglara neden olmustur (7, 8, 10, 49).

CDP-kolinin ayrica, serebral iskemi ve hipoksi (50, 51), kafa travmalar1 (52),
norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer ve demans gibi hastaliklar), hafiza ve 6grenme
bozukluklarinda (24, 53-56) olumlu yonde etkileri mevcuttur. Boliimiimiizde yapilan

calismalarda CDP-kolinin analjezik aktivitesinin de oldugu gosterilmistir (57, 58).

Nesfatin-1

Nesfatin-1’in Yapisi ve Sentezi

Nesfatin-1 (‘NEFA/ Nucleobindin2-encoded satiety- and fat influencing
protein’in kisaltmasi), ilk olarak 2006 yilinda tanimlanmis, 82 aminoasitten olusan
anoreksijenik bir peptiddir. 396 aminoasitli bir protein olan NUCB2 (nukleobindin
2)’den prohormon konvertaz enzimi yardimi ile sentezlenir (15) (Sekil-8).
Serebrospinal sivida, ELISA yontemi ile birbirine benzeyen ii¢ fragman tespit edilmis

ve bunlar nesfatin-1, nesfatin-2 ve nesfatin-3 olarak adlandirilmistir (Sekil-8).
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Sekil-8: NUCB2’nin yapis1 ve nesfatin-1 olusumu
SP: Sinyal peptidi, N23: Azot fragmani1 (23 aminoasit), M30: Orta segment (30 aminoasit), C29:
Karbon fragmani (29 aminoasit), aa: aminoasit

Nesfatin-1’in Dagihim ve Etkileri

Yapilan immiino boyama ¢aligmalar1 gostermistir ki; sicanlarda NUCB2/nesfatin-
1 proteinleri, istah ve metabolizmanin diizenlenmesinde ©nemli rol oynayan
hipotalamusun paraventrikiiler (PVN), arkuat (ARC), supraoptik ve traktus solitaryus
cekirdeklerinde, lateral hipotalamik alan, dorsomediyal hipotalamik ¢ekirdek, zona
inserta, spinal kordun hiicre govdeleri (akson terminalinde bulunmamaktadir),
vagusun dorsal ¢ekirdegi ve hipofiz bezinde bulunur (15, 16, 59-64). Beyinde bir¢ok
bolgede sentez edildigi gosterilen nesfatin-1’in, adipoz doku, mide, pankreas
adaciklari, kolon, karaciger, testis gibi periferik dokularda da bulundugu gosterilmistir

(63, 64) (Sekil-9).
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Sekil-9: Periferal endokrin hiicrelerden nesfatin-1 sekresyonu
NUCB2: Niikleobindin2

Istah ve metabolizmay1 diizenleyici etkisinin birgok transmitter sisteminden
bagimsiz oldugu ancak melanokortin sistemi ile ilgili oldugu ortaya konmustur (15,
65, 66).

Nesfatin-1’in melanin konsantre edici hormon (MCH) ile birlikte tuberal
hipotalamik noronlardan eksprese edildigi gosterilmistir. Nesfatin-1’in MCH ile
birlikte salinmasi sadece gida alimimin diizenlenmesinde degil, ayn1 zamanda MCH
aracilikli beyin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde, otonom regiilasyonunda, ruh hali
ve bilingli uykuda rol almaktadir. Ayrica kardiyak fonksiyon, su alimi, mide
bosalmasi, stres yanitlar1 ve anksiyete kontroliinde de biiyiik rol oynar (67). Beyinde
asir1 nesfatin-1 istah kaybi1 yaratir; doygunluk hissi verir. Ayni zamanda viicut yag ve
kilosunda diisiise yol acar. Eksikligi ise tam ters etkilere sebep olur. Nesfatin-1’in
anoreksijenik etki mekanizmasini aydinlatmak i¢in yapilan bir ¢alismada, leptin gen
defekti bulunan Zucker siganlara intraserebroventrikiiler yoldan nesfatin-1
uygulanmasi besin alinimimda anlamli oranda azalmaya neden olurken, bu hayvanlara
nesfatin-1 antikorlarmin verilmesi ise leptin enjeksiyonu ile birlikte azalmasi
beklenen besin aliminda herhangi bir degisiklige neden olmamistir (15, 68). Leptin
direngli Zucker sicanlarda ve erkek Wistar sicanlarda yapilan baska bir caligmada
nesfatin-1 intraserebroventrikiiler olarak uygulanmis ve doza bagimli sekilde 6 saat

boyunca gida alimin1 inhibe etmistir (69). Buna karsilik anoreksijenik bir hormon
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olan melanokortin peptidinin enjeksiyonu ise PVN ndronlarindaki NUCB2'yi
kodlayan genin miktarini anlamli olarak artirmustir (70). Biitiin bu sonuclar nesfatin-
1'in anoreksijenik bir molekiil oldugunu gostermektedir.

Nesfatin-1’in intraserebroventrikiiler ve intraperitoneal enjeksiyonla ya da
intranazal kullanimda, doz-zaman bagimli olarak, besin aliminda ve viicut agirliginda
dikkat ¢ekici bir azalma meydana gelmektedir. Proteinin, spesifik antikoru ile birlikte
enjekte edilmesi, bu etkiyi ortadan kaldwrmaktadir. Nesfatin-2 ve Nesfatin-3
enjeksiyonlar1 ise yiyecek alimimi degistirmemektedir.  Nesfatin-1’in subkutan
verilmesiyle daha uzun siireli gida alimini baskiladigi da tespit edilmistir (71). Bu
tespitlere dayanilarak periferal nesfatin-1 uygulamasiin obezite tedavisinde yeni bir
secenek olabilecegi sonucuna varilmistir.  Bagka bir g¢alismada nesfatin-1’in
intravendz enjeksiyonunun hiperglisemik siganlarda kan glukoz seviyesini 6nemli
Olglide azalttigi, bu antihiperglisemik etkinin zaman, doz ve insiilin bagimli oldugu
bulunmustur (72). Nesfatin-1’in antihiperglisemik etki mekanizmasi halen tam olarak
bilinmemekte, insiilin sinyal yoluyla etkilesim gosterdigi tahmin edilmektedir.
Ayrica yapilan bir c¢alismada, tip 2 diabet hastalarinda, plazma nesfatin-1
seviyelerinin beden-kitle indeksi, plazma insiilini ve insiilin direnci ile iliskili olarak
arttig1 gosterilmistir (73, 74). Ayrica nesfatin-1’in si¢an gastrik mukozasmdaki
immiin reaktivitesi tespit edilmis ve pek c¢ok nesfatin-1 reaktif hiicrenin diabet
patofizyolojisinde rolii olan ghrelini de eksprese ettigi bulunmustur (63).

Nesfatin-1’in ayn1 zamanda satiire olmadan kan-beyin bariyerini gegebildigi
gosterilmistir. Sonugta, periferik olarak nesfatin-1 uygulanmasi, ekzojen nesfatin-1'in
beyine ulagsmasini saglar ve bu da beslenme davranisini inhibe eder (75). Burada
onemli olan nokta kan beyin bariyerinden ¢ift yonlii olarak gecebilen nesfatin-1'in,
kan beyin bariyerinden gecisinde basit diflizyonun yeterli olmasi nedeniyle tasiyici
sistemlerin doygunluguna ihtiyag duyulmamasi ve ileride gelistirilecek olan
farmakolojik tedavilerde sistemik toksisiteye neden olacak dozajlara ¢ikilmasina
gerek olmamasidir.

Nesfatin-1’in giiclii anoreksijenik etkisinin yaninda, mRNA’s1 hipotalamusun
paraventrikiiler cekirdeginde eksprese oldugundan kardiyovaskiiler fonksiyonun
kontrolinde de Onemli rol alir. Yapilan bir calismada, intraserebroventrikiiler
nesfatin-1 uygulanan sicanlarda, uygulamay1 takiben ortalama arter basincinda 6nemli
artiglar gozlenmistir. Tedavi 6ncesi melanokortin-3/4 reseptor antagonisti (SHU9119-

1.s.v.) veya a-adrenerjik antagonist (fentolamin-intraarteriyel) uygulanmasi nesfatin-1
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ile indiiklenen ortalama arter basincindaki artis1 ortadan kaldirir. Bu durum, nesfatin-
I’in merkezi melanokortin sistemi ile etkilesime girerek sempatik sinir sistemi
aktivasyonunu arttirdigini ve boylelikle ortalama arter basincinda artisa neden
oldugunu diistindiirmiistiir (76). Bu bulgular, nesfatin-1’in merkezi kardiyovaskiiler
dengenin saglanmasinda da araciligi oldugunu gostermekle birlikte, peptidin kalp
performansimi dogrudan kontrol edip edemedigini heniiz gostermemektedir. Ayni
zamanda hipertansif oldugu yoniindeki calismalar1 destekler sekilde nesfatin-1’in,
periferik arterlerin NO- bagimli damar genislemesine karsi koydugu bulunmustur

(77).
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GEREC ve YONTEM

Bu calismada 250-300 g agirliginda, 3 aylik Wistar albino tiirii erigkin disi ve
erkek sicanlar kullanildi. Bu hayvanlar, Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Yetistirme Uygulama ve Arastrma Merkezi’nden temin edildi.  Calismaya
baslanmadan &nce, Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1
alindi1 (Tarih: 14.02.2012; Karar No: 2012-02/02; Tarih: 06.05.2014; Karar No: 2014-
08/04).

Calisma Oncesi hayvanlar Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali’nda bulunan dinlendirme ve hayvan bakim odasinda, 5’li gruplar
halinde, su ve yem alimlar1 serbest birakilarak bakildilar. Sicanlarin bulundugu
ortamin 1s1s1 20-24 °C olacak sekilde sabit tutulmakta ve oda 12 saat aydinlik ve 12
saat karanlik (07.00-19.00 aras1 aydinlik) olacak sekilde aydinlatilmaktadir.

Cerrahi islemler

Siganlara sevofluran anestezisi (% 3 konsantrasyon % 100 oksijen iginde)
verildi. Anestezi sonrasi tiim gruplardaki hayvanlarda ortak olarak arteria karotis
kateterizasyonu yapildi. Ayrica, bir gruba vena jugularis, bir gruba da
intraserebroventrikiiler (i.s.v.) Kkateterizasyon uyguland1 Arter kaniili kan
orneklerinin toplanmasi i¢in yerlestirildi.  Ven Kkateterizasyonu, periferik ilag
enjeksiyonlar1 i¢in; intraserebroventrikiiler kateter, merkezi ilag enjeksiyonlar1 i¢in
kullanildi.  Kateterizasyon i¢in, 125 U/ml heparin iceren tuzlu su ile doldurulmus
polietilen kateterlerden (PE 50) yararlanildi. Cerrahi igslemler bitiminde hayvanlar,

anesteziden ¢ikmalarini beklemek iizere bireysel kafeslerine yerlestirildi.

Arter ve Ven Kaniilasyonlarn

Arter ve ven kaniilasyonlar1 i¢in, anestezi altindaki sicanlara, 1sitilmis ped
iizerinde sirtiistii yatirilmis ve takiben boyun orta hattinda vertikal diizlemde yaklasik
2 em’lik bir kesi yapildi. Cilt ve cilt alt1 dokular ayrilmas ile trakea tizerindeki
kasin sol yan kismindan ven (daha yiizeyel yerlesimli) ve arter (daha derinde)

lokalizasyonu goriiniir hale getirildi. Burada islemlerin sirasi dnce ven ardindan
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arterin kaniilasyonu seklinde diizenlendi. Goriiniir hale getirilen ve ¢evre dokulardan
ayrilan, izole edilen damarlar iple askiya alindi ve {lizerine yapilan yiizeyel bir kesi
sonrast 125 U/ml heparinli tuzlu su ile doldurulmus polietilen (PE 50) kateter
yerlestirildi. Arter kateterizasyonu sirasinda nervus vagus ve servikal sempatik sinirin
zarar gormemesine dikkat edildi. Damarlara sabitlenmesinin ardindan kateterler cilt
alt1 dokusunu takip ederek sican ensesinden ¢ikarildi. Bu sekilde, anestezinin
etkisinden ¢iktiktan sonra uyanik olan hayvanlarda yapilacak deneysel islemlerin daha

saglikl1 olmasi saglandi.

Intraserebroventrikiiler Kaniilasyon

Intraserebroventrikiiler (i.s.v.) kaniilasyon i¢in, bregma giris koordinatlar1 George
Paxinos ve Charles Watson’un ‘The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates’ adl1 sigan
beyin atlasindan yararlanilarak belirlendi (Bregmaya gore A-1,0 mm; L-1,5 mm; V-
4,5 mm) (78).

Cerrahi i1sleme baslamadan Once si¢anlarin iki kulagi arasinda kalan islem
yapilacak bolge trras edildi; ardindan insizyon yapildi.  Cilt ve cilt alt1 dokular
gecilerek kafatasina ulasildi; buradaki fasyalar uzaklastirilip kanamanin kontrol altina
almmas1 beklendi. Bregma acik bir sekilde goriiniir hale geldikten sonra, kafatasi
steril bir bezle temizlenerek, orta hattin 1,5 mm sag yaninda ve bregmanin 1-1,5 mm
arkasindaki giris koordinat1 isaretlenerek bir delik agildi. Bu delikten sag lateral
ventrikiile, dik olarak ve alt ucu kafatasi yiizeyinden 4,2-4,5 mm kadar derinlige
inecek sekilde 10 mm uzunlugunda bir kaniil (20 numara hipodermik paslanmaz ¢elik
igneden kesilerek hazirlanmis) yerlestirilip tstte kalan kismi dental akrilik ile

kafatasina tutturuldu.

Deney Plami

Deneyler uyanmik  hayvanlarda  yapilacagi  i¢in, cerrahi  islemlerin
tamamlanmasindan sonra siganlar, en az 4 saat anestezinin etkisinin ge¢mesi i¢in tek
baslarma tutulduklar1 6zel kafeslerinde bekletildiler.

Deneyin baslangicinda, sicanlarin arteryel kateterlerinden 0.3 ml kan alinarak
kontrol nesfatin-1 diizeylerinin 6l¢iimiinde kullanildi. CDP-kolin; intravenéz yoldan,

50 mg/kg, 100 mg/kg ve 250 mg/kg dozlarinda, tuzlu su ise 1 ml’kg dozunda verildi.
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CDP-kolinin intraserebroventrikiiler yoldan verilecek dozlar1 ise; 0,25 pumol /5 pl,
0.50 pmol /5 ul ve 1 pmol /5 ul olarak belirlenirken, tuzlu su 5 pl olacak sekilde
ayarlandi. Enjeksiyonlardan sonra; 2, 5, 10, 20, 40, 60 ve 90. dakikalarda 0.3 ml kan
ornekleri alind1 ve alinan kan miktar1 es hacimli tuzlu su soliisyonu ile replase edildi.
Diger taraftan c¢aligmamiz siirerken, gerek hayvanlarin nesfatin-1 diizeylerinin
literatiirde belirtilen bazal diizeylerden (0,5-4 ng/ml) daha yiiksek bulunmasi ve
gerekse gruplar arasinda varyasyonlarin fazla olmasi nedeniyle deneylerin aglik
kosullarinda tekrarlanmasina karar verildi (74, 85). Bu grupta calisilacak deney
hayvanlar1 bir gece 6nceden yem alimlar1 sonlandirilarak 24 saat a¢ birakilmig sekilde
deneye alindilar. Ayrica calismada, deneylerin erkek ve disi sicanlarda karsilastirmali
yapilmast uygun bulundu. Bu gruplarda a¢ brrakilmis erkek ve disi sicanlara 1 pmol
/5 ul dozda CDP-kolin intraserebroventrikiiler yolla enjekte edildi.

Kan 6rnekleri, EDTA iceren eppendorf tiiplere toplandi. Ornekler, +4 °C’de
santrifiij edildi; nesfatin-1 analizi igin serumlar1 ayrilarak -70 °C’de saklandu.

Bregma giris koordinatlar1 ve intraserebroventrikiiler kaniillerin yerlerinin
dogrulanmasi i¢in, rastgele secilmis siganlara 1:10 oraninda sulandirilmig metilen
mavisi 1.s.v. yolla uyguland1 ve takiben sigcanlar sakrifiye edilerek beyin kesitleri
makroskobik olarak incelendi (Sekil-10). Deneyin bitmesini takiben deneylerde yer
alan diger sicanlar da, uygun sekilde yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edildi.

Ticari olarak saglanan nesfatin-1 kiti (ELISA) kullanilarak serumdaki nesfatin-1
diizeyleri 6l¢iildii. Bunun igin, kit prospektiisiine uygun olarak calisildi ve olusan

renk siddeti spektrofotometrik olarak 450 nm’de okundu.
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Sekil-10: Metilen mavisinin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu ile bregma girig
koordinatlarinin ve intraserebroventrikiiler kaniiliin lokalizasyonunun dogrulanmasi

Kullanilan ila¢ ve Kitler

Caligmada kullanilan CDP-kolin Sigma (Sigma Chem. Co., MO, USA)
firmasindan temin edildi ve tuzlu su (%0,9 NaCl ) i¢inde hazirlandi. Nesfatin-1
diizeylerinin 6l¢iimii i¢in, Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Firmas1 tarafindan tiretilmis

olan ELISA kitler kullanildi.

Istatistiksel Degerlendirme

Caligmada istatistiksel analizler i¢in SigmaPlot® (versiyon 12.0) programi
kullanildi.  Veriler ortalama =+ standart hata olarak sunuldu. Istatistiksel
degerlendirmeler tek yonlii ANOVA ve ¢ift yonlii ANOVA kullanilarak yapildi.
Post-hoc analizi i¢in Holm-Sidak testi kullanildi. Calismadaki tiim istatistiksel
analizlerde p degerinin 0.05’ten kiiclik oldugu degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi (*p<0.05).
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BULGULAR

Tok — Disi Sicanlarda Intravensz Yolla Verilen CDP-Kolinin Serum Nesfatin-1
Diizeylerine Etkisi

Yem alimlar1 serbest birakilmis (tok) sicanlarda bazal nesfatin-1 diizeyleri 11.5
+1.4 ng/ml (n=23) olarak 6l¢iildii. intravendz yolla verilen CDP-kolin (50, 100 ve

250 mg/kg) serum nesfatin-1 diizeylerinde, incelenen 60 dakika boyunca, anlamli bir

degisiklik yaratmadi (Tablo-1).

Tablo-1: Intravendz yolla verilen CDP-kolinin tok-disi sicanlarda serum nesfatin-1
diizeylerine etkisi.

Su ve yem alimlar1 serbest birakilan disi sicanlardan arter kaniilii araciligiyla 0.3 ml kan bazal nesfatin-
1 seviye Ol¢iimleri igin alindi. Tuzlu su veya CDP-kolin (50, 100 veya 250 mg/kg; i.v.) enjeksiyonunu
takiben 2., 5., 10., 20., 40., ve 60. dakikalarda kan 6rnekleri alind1 ve serumlar1 ayrilarak nesfatin-1
diizeyleri dlgiildii. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve her bir grup 5-7 deney hayvani
sonuglarmnin ortalamasidir.

Zaman (Dakika)
Tedavi 0 2 5 10 20 40 60
Tuzlu su 10+2 11+2 |7+1 8+ 1 7+1 8+ 1 10+1
(1 ml/kg)
CDP-kolin 15+3 10+1 34+ 13 14 +4 19+5 11+£2 13+3
(50 mg/kg)
CDP-kolin 11+3 9+1 9+2 9+1 9+1 10+1 11+1
(100 mg/kg)
CDP-kolin 10+£2 13+3 14+3 11+3 12+2 12+3 13+3
(250 mg/kg)

Tok — Disi Sicanlarda Intraserebroventrikiiler Yolla Verilen CDP-Kolinin
Serum Nesfatin-1 Diizeylerine Etkisi

Bu grupta yem alimlari serbest birakilan disi sicanlara CDP-kolin
intraserebroventrikiiler (i.s.v.) yolla verilmistir. Tuzlu su (5 ul) enjeksiyonu bazal
nesfatin-1 diizeylerini etkilemezken CDP-kolin (0.25, 0.5 ve 1.0 umol) enjeksiyonu
doza ve zamana bagli serum nesfatin-1 diizeylerini degistirmistir (Sekil 11). Her bir
dozda nesfatin-1 diizeylerinde artis yoniinde etki gdzlenmis; ancak yapilan istatistiki
degerlendirmede sadece 1.0 umol CDP-kolin sonrast 5. ve 10. dakikalardaki artislar

anlamli bulunmustur (Sekil-11).
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Sekil-11: Tok disi siganlarda intraserebroventrikiiler yolla verilen CDP-kolinin serum nesfatin-1 diizeylerine etkisi.

Su ve yem alimlar1 serbest birakilan disi siganlardan arter kaniilii araciligiyla 0.3 ml kan bazal nesfatin-1 seviye 6l¢timleri i¢in alindi. Tuzlu su (5ul; i.s.v.) veya CDP-kolin
(0.25, 0.5 ve 1.0 pmol; i.s.v.) enjeksiyonunu takiben 5., 10., 20., 40., ve 60. dakikalarda kan ornekleri alind1 ve serumlar1 ayrilarak nesfatin-1 diizeyleri 6lgiildii. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir ve her bir grup 8-12 deney hayvani sonuglarmm ortalamasidir. Istatistiksel degerlendirme iki Yénlii ANOVA kullanilarak
yapilmistir. * p<0.05, kontrol grubundan anlamli olarak farklidir.
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Ac — Disi Sicanlarda Intraserebroventrikiiler Yolla Verilen CDP-Kolinin Serum
Nesfatin-1 Diizeylerine Etkisi

Onceki incelemelerimizde CDP-kolinin intravendz enjeksiyonu sonrasi anlamli bir
etki bulunmamasi1 ve intraserebroventrikiiler yolla verilen ilacin nesfatin-1 diizeylerini
etkilemesi gozoniinde bulundurularak, calismanm bundan sonraki kisminda sadece
intraserebroventikiiler enjeksiyonlarla devam edilmistir. Nesfatin-1’in istah {lizerine etkili
bir molekiil olmast ve tokluk halinde alinan kan Orneklerinde bazal diizeylerin
dalgalanmalar gostermesi, CDP-kolinin molekiil {izerine olan etkilerinin ac¢lik kosullarinda
da incelenmesini gerekli kilmistir. Bunun {izerine yem alimlar1 24 saat 6nce sonlandirilmig
disi sicanlara etkili doz olan 1 pmol CDP-kolin i.s.v. yolla enjekte edilmis ve serum
nesfatin-1 diizeyleri dl¢iilmiistiir. Ilging olarak CDP-kolin 2. dakikadan itibaren serum

nesfatin-1 diizeylerinde anlamli azalmaya neden olmustur (Sekil-12).

Serum Nesfatin-1 Dizeyleri (ng/ml)

0 2 5 10 20 40 60 90

Zaman (dakika)

Sekil-12: Ac¢ birakilmis disi si¢anlarda intraserebroventrikiiler yolla verilen CDP-kolinin

serum nesfatin-1 diizeylerine etkisi.

Deneyden 24 saat dnce yemleri alinarak a¢ birakilan ve sadece su alimma izin verilen disi siganlara, bazal
ol¢iim igin kan ornegi alindiktan sonra, 1 pumol CDP-kolin (i.s.v.) enjekte edilmistir. ilag enjeksiyonunu
takiben 2., 5., 10., 20., 40., 60. ve 90. dakikalarda nesfatin-1 6l¢iimleri i¢in kan 6rnekleri alinmis ve serumlari
ayrilmistir. Veriler 5 sicanm ortalama + standart hatas1 olarak verilmistir. Istatistiksel degerlendirme tek
yonlit ANOVA kullanilarak yapilmistir. * p<0.05, bazal diizeylerden anlamli olarak farklidir.
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Ac¢ — Erkek Sicanlarda Intraserebroventrikiiler Yolla Verilen CDP-Kolinin Serum
Nesfatin-1 Diizeylerine Etkisi

CDP-kolinin aglik kosullarinda serum nesfatin-1 diizeylerine olan etkisinde cinsiyet
farkinin olup olmadigini test etmek amaciyla yem alimlar1 24 saat once kesilmis erkek
siganlara 1 pmol CDP-kolin i.s.v. yolla enjekte edilmistir. Sonuglar CDP-kolinin serum
nesfatin-1 diizeylerini zamana bagli olarak azalttigin1 gostermektedir. Serum nesfatin-1

diizeylerindeki azalma 40. ve 60. dakikalarda anlamli bulunmustur (Sekil-13).

6 - T ZZzZ21 1 umol

Serum Nesfatin-1 DUzeyleri (hg/ml)
N
— *
AT
_|

0 I I I I I I I I
0 2 5 10 20 40 60 90

Zaman (dakika)

Sekil-13: A¢ birakilmis erkek sicanlarda intraserebroventrikiiler yolla verilen CDP-kolinin

serum nesfatin-1 diizeylerine etkisi.

Deneyden 24 saat 6nce yemleri alinarak a¢ birakilan ve sadece su alimina izin verilen erkek si¢anlara, bazal
olgiim igin kan ornegi alindiktan sonra, 1 pmol CDP-kolin (i.s.v.) enjekte edilmistir. ilag enjeksiyonunu
takiben 2., 5., 10., 20., 40., 60. ve 90. dakikalarda nesfatin-1 6l¢iimleri i¢in kan 6rnekleri alinmis ve serumlari
ayrilmustir. Veriler 9 siganmn ortalama + standart hatasi olarak verilmistir. Istatistiksel degerlendirme tek
yonli ANOVA kullanilarak yapilmistir. * p<0.05, bazal diizeylerden anlamli olarak farklidir.
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TARTISMA VE SONUC

Bu calismada elde edilen bulgular, CDP-kolinin serum nesfatin-1 diizeylerini
etkileyebildigini gostermektedir. CDP-kolinin etkisi verilis yoluna, cinsiyete ve aglik-
tokluk kosullarma gore degismektedir. Yem alimi serbest birakilmis disi hayvanlarda
intravendz yolla verilen ilag, serum nesfatin-1 diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir
etki olusturmazken (Tablo-1), intraserebroventrikiiler yoldan verildiginde serum nesfatin- 1
diizeylerini artwrmaktadir (Sekil-11). Buna karsilik aglik kosullarinda CDP-kolinin
nesfatin-1 diizeylerini azalttig1 gézlenmistir (Sekil-12, Sekil-13).

CDP-kolin viicudumuzda membran fosfolipidlerinin sentezi siwrasinda bir ara iiriin
olarak ortaya ¢ikan niikleotid yapili bir molekiildiir (1). Disardan verildiginde gerek
kendisi ve gerekse nihai metabolitleri olan kolin ve sitidin aracilig1 ile ¢ok ¢esitli fizyolojik
ve farmakolojik etkiler olusturabilmektedir. Cok sayida deneysel ve klinik modelde
karakterize edilmis ve halen incelenmekte olan bu etkiler (4-6, 50), 6zellikle iskemi ve
hipoksi kosullarindaki koruyucu roliine odaklanirken, laboratuvarimizda gerceklestirilen
calismalarda ilacin kardiyovaskiiler ve endokrin sistem {izerine olan etkileri ortaya
cikarilmistir. Merkezi ve periferik yolla verilen CDP-kolin kan basimcini artirmakta,
hipotansiyonu diizeltmekte, normal ve uyarilmig kosullarda hipofizer hormonlarin
saliverilmesini etkilemektedir (7, 8, 10, 11). Laboratuvarimizda yakin zamanda yapilmis
olan bir ¢aligmada, intravendz yolla verilen CDP-kolinin plazma vazopressin ve oksitosin
diizeylerini artirdig1 ve ayrica, vazopressinerjik ve oksitosinerjik noronlarda C-Fos
aktivasyonunu uyardigi gosterilmistir (12). CDP-kolin ayrica, akut olarak verildiginde
plazma leptin diizeylerini artirmakta, ghrelin diizeylerini baskilamaktadir (13). Bununla
uyumlu olarak, ilacin kronik kullaniminda istah1 baskiladig1 rapor edilmistir (14).

Nesfatin-1 molekiilii, prekiirsor proteini NUCB2 (nucleobindin 2)’den tiireyen, 82
aminoasitli, yakin zamanda tanimlanmis, adipozitlerde, gastrointestinal sistemde (6zellikle
midede) ve beyinde sentezlendigi ve disardan verildiginde akut olarak istahi baskiladigi
gosterilmis anoreksijenik bir peptiddir (15).  Ayrica, siganlarda yapilan bir ¢alismada,
nesfatin-1’in, hipotalamusta paraventrikiiler ve supraoptik niikleuslardaki vazopressinerjik
ve oksitosinerjik noronlarda koeksprese oldugu rapor edilmistir (16).

CDP-kolinin yukarida kisaca belirtilen 6zellikleri, 6zellikle hipotalamik ve hipofizer
hormon saliverilmesini i¢eren istahla ilgili endokrin etkileri gdzoniine alinarak dolasimdaki

nesfatin-1 diizeylerini  etkileyebilecegi  OngdOriilmiistiir. Gergcekten  de
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intraserebroventrikiiler yolla verilen CDP-kolin, tok hayvanlarda doza bagl olarak serum
nesfatin-1 diizeylerini artrmustir.  Calismada kullanilan 0.25 ve 0.5 pumol dozlarda
gozlenen serum nesfatin-1 diizeylerindeki artis istatistiksel agidan anlamlilik diizeyine
ulagamazken, 1 pmol dozda ilacin olusturdugu nesfatin-1 diizeylerindeki artisin 5. ve 10.
dakikalarda anlamli oldugu saptanmistir. Bu doz, ilacin diger endokrin ve kardiyovaskiiler
etkilerinde anlamli degisiklikler sergiledigi dozla uyumludur (7, 8, 10, 11).

Diger taraftan intravendz yolla verilen ilacin serum nesfatin-1 diizeylerinde herhangi
bir degisiklik ortaya ¢ikarmamasi beklenen bir sonug¢ degildir. Ciinkii CDP-kolin periferik
yolla verildiginde de plazma vazopressin ve oksitosin seviyelerini artirmak, kan basicini
yiikseltmek ve hemorajik sok modelinde goriilen hipotansiyonu diizeltmek gibi c¢esitli
etkiler sergileyebilmektedir (8, 10, 12, 80, 81). Bu durumda intravenéz enjeksiyonla
istatistiksel agidan anlamli etkinin ortaya ¢ikmamasi, etkin doz araligmin segilememesi ve
incelenmek iizere se¢ilen zaman araliklarinin yeterli olmamasi ile ilgili olabilir.

Intraserebroventrikiiler yolla enjekte edilen CDP-kolinin tok hayvanlarda nesfatin-1
diizeylerini artrmasi peptidin anoreksijenik yapisi diisiiniildiigiinde olduk¢ca mantiklidir.
Ciinkii tok hayvanlarda nesfatin-1 artis1 istah1 baskilayacak ve daha fazla besin alimini
engelleyecektir. Ayrica CDP-kolinin istah1 baskiladig1 da gézoniinde bulunduruldugunda,

bu etkide nesfatin-1 diizeylerindeki artigin da araciligi oldugu ileri siiriilebilir.

Calismamizda, besin alimi serbest birakilan disi hayvanlarda bazal serum nesfatin-1
diizeyleri 10-15 ng/ml arasinda Olciilmiistiir. Bu diizeyler literatiirde belirtilen bazal
diizeylerden (0,5-4 ng/ml) daha yiiksektir (74, 85). Ayrica bireysel varyasyonlarin fazla
oldugu da gozlenmistir. Nesfatin-1’in besin alimmi etkileyen bir peptid oldugu da
disiiniildiigiinde, yukaridaki gerekgelerle birlikte ilacin etkisinin aglik kosullarinda da test
edilmesi uygun bulunmustur. Intravendz yolla verildiginde etki gdzlenmemesi nedeniyle,
aclik kosullarinda CDP-kolin intraserebroventrikiiler yolla verilmistir. CDP-kolin (1
umol), deneyden 24 saat 6nce yem alimlar1 sonlandirilmis disi hayvanlarda serum nesfatin-
1 diizeylerini diisiirmiistiir (Sekil-12). Bu etki tok sicanlarda gozlenen etkinin tersidir
(Sekil-1T1). Ancak ac¢lik kosullarinda istahin daha fazla baskilanmasmna gerek

olmadigidan gbzlenen etkinin mantikli oldugu diisiiniilebilir.

Aclik kosullarinda merkezi sinir sisteminde asetilkolin saliverilmesi, leptin diizeyleri
de dahil olmak ftizere cesitli adaptif degisiklikler oldugu raporlanmistir (82, 83). Bu

durumda aclik ve tokluk sartlarinda ilacin etkisinde goézlenen farklilik bu adaptif
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degisikliklerle baglantili olabilir. Ancak bu mekanizmalar heniiz incelenmemistir ve ileri

calismalara gerek vardir.

Ayrica, her ne kadar nesfatin-1 diizeylerinin disi ve erkeklerde ayni oldugunu rapor
eden bir ¢alisma mevcutsa da (79), nesfatin-1 ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalarda, cinsiyet
farkliligindan da dogmus olabilecek bazi farkli sonuglar elde edildigi raporlanmistir (84).
Disi siganlarin siklus donemi endokrin parametrelerden etkilenen deney kosullarmi
degistirebildiginden, disi seks hormonlar1 bazi1 fizyolojik ve farmakolojik yanitlari
etkileyebildiginden, ¢alismamizda, CDP-kolin etkisinin erkek si¢anlarda da incelenmesi ve
disi sicanlardaki sonuglarla karsilastirilmasi gereklilik haline gelmistir. Buna uygun olarak
24 saat onceden yem alimlar1 sonlandirilarak a¢ birakilmis erkek hayvanlarda da benzer
sekilde, intraserebroventrikiiler yoldan verilen CDP-kolin (1 pmol), serum nesfatin-1
diizeylerini anlamli olarak diisiirmiistiir (Sekil-13). Disi sicanlarda etki 2. dakikadan
itibaren baglamis ve 90 dakika boyunca devam etmisken (Sekil-12), erkek sicanlarda
nesfatin-1 diizeylerindeki azalmanim 40. dakikadan itibaren anlamlilik seviyesine ulastig1
ve 90. dakikada geri donmeye basladigr gézlenmistir (Sekil-13). Ayni yonde olmakla
birlikte etkinin zaman profilinde erkek ve disi farklilig1 vardir.

Nesfatin-1, kemirgenlerde karanlik faz besin alimmin yeni merkezi anoreksijenik
modiilatoriidiir (70). Muhtemelen, besin aliminin sadece akut olarak azalmasindan degil,
ayrica vicut agirhigmm wuzun siireli kontrolinden de sorumludur.  Nesfatin-1’in
anoreksijenik fonksiyonu, diger pek cok istah regiilasyonu ile ilgili hormonun tersine,
leptinden bagimsizdir (68, 69). Bu durum, obezite hastalarinda siklikla goriilen leptin
direncinin  sozkonusu oldugu metabolik sartlarda, nesfatin-1’in ilag olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmesi agisindan umut vericidir.

Calismamiz, CDP-kolinin, nesfatin-1 diizeyleri {iizerine etkilerini inceleyen ilk
calismadir. Verilis yolu, aglik-tokluk durumu, cinsiyet farki gibi bir¢ok degisken dikkate
almmis; farkli dozlarin, 7 veya 8 farkli zaman aralifinda etkisi incelenmistir. Sonug
olarak, intraserebroventrikiiler yolla verilen CDP-kolinin serum nesfatin-1 diizeylerini
etkiledigi goriilmiis; bu etkinin, aclik-tokluk kosullarina gore degistigi saptanmistir.
Tokluk kosullarinda dolasimda nesfatin-1 diizeylerini artirirken, a¢ birakilmis hayvanlarda
ilacin etkisi nesfatin-1’1 baskilamak seklinde olmustur. Cinsiyete bagl olarak etkinin yonii
degismemis, ancak etkinin baslama ve devam siirelerinde farkliliklar oldugu tespit

edilmistir.
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CDP-kolin giinimiizde bircok iilkede, basta serebral iskemi ve stroke olmak {izere,
ayrica ¢esitli norolojik hastaliklarin tedavisinde de basari ile kullanilan, terapotik indeksi
genis, giivenli bir ilacgtir. Bu tez ¢alismasi ile CDP-kolinin leptin ve ghrelin gibi istah
kontrolii ile ilgili bir diger peptid olan nesfatin-1’in serum diizeylerini etkilediginin

gosterilmesi onun obezite tedavisinde de kullanim potansiyelini giiclendirmistir.
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