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OZET

Ghrelin ve leptin yiyecek alimini kontrol eden iki 6nemli peptiddir. Yakin zamanda
CDP-kolinin igtah1  baskilayict etkisinin oldugu gosterilmistir. Bu c¢aligmada
intraserebroventrikiiler (isv) olarak verilen CDP-kolin’in serum ghrelin, leptin
kortikosteron ve glukoz diizeyleri lizerine olasi etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Calismada Wistar-Albino sicanlara 0.5 (n=8), 1.0 (n=8) ve 2.0 (n=8) umol CDP-
kolin ve tuzlu su isv olarak verildi. Bazal sartlarda ve CDP-kolin sonrasi 5., 15., 30., 60. ve
120. dakikalarda serum leptin, ghrelin 6l¢iimii icin karotis artere yerlestirilmis kaniilden
kan 6rnegi alindi Ikinci asamada; maksimum etkinligin goriildiigii doza esit ekimolar
dozda kolin ve sitidin isv verilerek dlgiimler tekrarlandi. Ugiincii asamada; olusan etkinin
muskarinik ya da nikotinik reseptorler araciligiyla gergeklestiginin aydinlatilmasi agisindan
CDP-kolin verilmesinden once atropin ve mekamilamin verilerek deneyler tekrarlandi.
Iumol CDP-kolin enjeksiyonunu takiben serum ghrelin diizeyinde 60. dakikada anlamli
diizeyde baskilanma oldugu (p=0.025), leptin diizeylerinde ise, 60. ve 120 dakikalarda
anlamli artis oldugu (swrasiyla: p=0.012, p=0.017) saptandi. Santral CDP-kolin
verilmesinin serum glukoz ve kortikosteron diizeylerinde de zaman ve doz bagiml artisa
neden oldugu belirlendi. CDP-kolin sonrasi serum leptin ve ghrelin {izerine olan etkinin
benzeri kolin verilmesini takiben gdzlenirken, sitidin sonrasi herhangi bir etki gdzlenmedi.
CDP-kolin oncesinde mekamilamin verildiginde serum ghrelin diizeylerinde goriilen
baskilanmanin kayboldugu, leptin artiginin ise hem mekamilamin hem de atropin sonrasi
bloke oldugu belirlendi.

Sonug olarak isv verilen CDP-kolin serum ghrelin diizeylerinde baskilanmaya yol

acarken, serum leptin diizeylerini arttirmaktadir Reseptor antagonisti verilmesini takiben



gozlenen etkiler ghrelin slipresyonunda nikotinik reseptorlerin, leptin artisinda ise hem

nikotinik hem de muskarinik reseptorlerin rol oynadigini diisiindlirmektedir.

Anahtar Kelimeler: CDP-kolin, ghrelin, leptin



SUMMARY

Ghrelin and leptin are two important peptides which control food intake. Recently it
was shown that CDP-choline has suppressive effect on appetite. In present study we aimed
to test intracerebroventricular (icv) administration of CDP-choline on serum ghrelin, leptin,
glucose and corticosterone levels in rats.

Intracerebroventricular 0.5 (n=8), 1.0 (n=8) and 2.0 (n=8) umol CDP-choline and
saline were administered to male Wistar-Albino rats. For the measurement of serum leptin
and ghrelin levels, blood samples were withdrawn baseline and 5", 15", 30", 60" and 120"
min after icv CDP-choline injection from a canula that was inserted into the left carotid
artery. Equimolar doses of icv choline and cytidine were administered and measurements
were repeated at the second stage of the study. Atropine and mecamylamine were injected
before CDP-choline and experiments were repeated in the third stage of the study to
identify whether the observed effect of the drugs was relevant by muscarinic or nicotinic
receptors. After 1umol CDP-choline injection ghrelin levels were suppressed significantly
at 60" min with (p=0.025) whereas serum leptin levels were increased at 60" and 120" min
(p=0.012 and p=0.017, respectively). Central CDP-choline injections also induced a dose-
and time dependent increase in serum glucose and corticosterone levels. The effect of
choline on serum leptin and ghrelin levels was similar by CDP-choline while no effect was
seen by cytidine. Suppression of serum ghrelin levels was abolished by mecamylamine
pretreatment while increment of leptin was blocked by both atropine and mecamylamine
pretreatments.

In conclusion; centrally injected CDP-choline was suppressed serum ghrelin levels

while increasing serum leptin levels. The observed effects after receptor antagonists



suggest that nicotinic receptors play role in suppression of serum ghrelin levels whereas
nicotinic and muscarinic receptors both take part in the increment of serum leptin levels.

Key Words: CDP-choline, ghrelin, leptin



GIRIS

Obezite ve komplikasyonlar1 6nemli bir halk sagligi sorunu olup, giinlimiizde
ozellikle endiistrilesmis toplumlarda obezite prevalansinda ciddi bir artis s6z konusudur
(1). Bu nedenle obezite etyopatolojisinin aydinlatilmasi ve obezitenin sagaltimi ile ilgili
yapilan calismalar Onem tasimaktadir. Beslenme {izerine Onemli etkileri bulunan
peptidlerden ikisi baslica mideden salgilan ghrelin ile yag dokusundan salgilanan leptin’dir
(2, 3). Leptin gerek hayvan gerek insan ¢aligmalarinda kisa ve uzun donem yiyecek alimi
iizerine diizenleyici etkisi bulundugu gosterilmis anoreksijenik bir peptiddir (4).
Gliniimiizde oreksijenik etkinligi gosterilmis tek gastrointestinal kaynakli hormon ise
ghrelin olup lokal olarak hipotalamus ve pitiiiter bezde de sentezlenebildigi saptanmistir
(5).

Periferik dokulardan gelen beslenme ile ilgili sinyaller nukleus traktus solitarius
(NTS) {lizerinden hipotalamusun arkuat nukleusuna iletilirler. Arkuat nukleusda (ARC)
yiyecek alimini kontrol eden iki ayr1 hiicre toplulugu bulunmaktadir. Noropeptid Y/Agouti
gene-related peptid (NPY/AgRP) igeren noron toplulugunun uyarilmasi yiyecek alimini
pozitif yonde etkilerken, proopiomelanokortin (POMC) igeren ndronal toplulugun
uyarilmasmin yiyecek alim {izerine negatif yonde etkisi bulunmaktadir. Ghrelinin
beslenme davranis1 iizerine olan etkisinin NTS ve ARC {izerinden gergeklestigi
gosterilmistir. Hipotalamusda ghrelinin leptine zit yonde etki gostererek NPY/AgRP igeren
ndronlar lizerine stimiilasyona, POMC igeren ndron toplulugu lizerine ise inhibisyona
neden oldugu saptanmistir (6, 7). Deney hayvanlarinda yapilmis parasempatik sistem ve
ghrelin sekresyonunu inceleyen ¢alismalarin sonuclar1 geligkilidir. Sican c¢aligmalarinda
vagotominin a¢higin indiikledigi ghrelin artisini inhibe ettigi ve atropin enjeksiyonunun ise
aclik ghrelin seviyelerini azalttig1 gosterilmistir (8, 9). Koyunlarda yapilmis bir ¢calismada
ise kolinerjik bloker kullaniminin ghrelin diizeylerinde artisa yol agtig1 gosterilmis olup
(10), bu calismalarin sonucglar1 ghrelin sekresyonunda vagusun kolinerjik ndronlarmin
onemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Cytidine-5’-diphosphate choline (CDP-kolin) endojen olarak da sentezlenebilen bir
peptid olup pek cok hiicresel olayda yer almaktadwr (11). Oral, intravenéz veya
intraserebroventrikiiler (isv) olarak verilen CDP-kolin in vivo ortamda hizla kolin ve
sitidin/iiridine metabolize olur. Sitidin ve kolinin her ikisi de intraselliiler metabolik
fonksiyon ve enzimatik olaylarda rol oynamaktadir. Kolin, asetilkolinin prekiirsorii olup,

doku ve plazma kolin diizeylerinde artisa yol acan tedavilerin asetilkolin sentezinde de



artisa yol actigi gosterilmistir (12, 13). Yapilan bir ¢alismada CDP-kolin kullanan
hastalarda istah azalmasi oldugu saptanmistir (14). Bu etkisinin gergeklesmesine serum
leptin ve ghrelin diizeylerindeki degisimin eslik edip etmedigi bilinmemektedir.
Beslenmenin kontrolinde ©nemli rol oynayan hipotalamusun yaygin kolinerjik
innervasyonu (15-18) ve beslenme iizerine vagal uyarmin etkisi (6) gz 6niine alindiginda
CDP-kolin’in serum leptin ve ghrelin diizeyleri {izerine etkisinin olabilecegi
distintilmiistiir.

Bu nedenle ¢aligmamizda isv olarak verilen CDP-kolin’in serum ghrelin ve leptin
diizeyleri iizerine olasi etkilerinin incelenmesi planlanmistir. Calismamizda leptin ve
ghrelinin Ol¢iimlerinin yani sira bu peptidlerin kan diizeyindeki degisimlerde etkisi
olabilecegi diisliniilen serum glukoz ve kortikosteron diizeylerinin de degerlendirilmesi

amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

Istah ve Beslenmenin Kontrolii

Istah santral ve periferik sinyaller tarafindan regiile edilen kompleks bir durumdur.
Istahin periferik regiilasyonunda doygunluk ve adipozite sinyalleri rol oynarken, santral
kontroliinde noropeptiderjik, monoaminerjik ve endokannabinoid sistem gibi pek ¢ok
sistem olaya katilmaktadir. Hipotalamusda istahin ana kontrol noktast ARC’dir.
Paraventrikiiler nukleus, ventromedial nukleus, lateral hipotalamus ve perifornikal
alanlar da istahin kontroliinde dnemli merkezlerdir. NTS kaudal beyin sisteminde yer
alan ve beslenmenin kontroliinde dnemli rol oynayan bir diger merkezdir (6). GIS’den
kaynaklanan pek ¢ok doygunluk sinyalinin de vagus yoluyla dnce NTS’e geldigi ve
burada islenerek ARC gibi hipotalamik ve suprahipotalamik alanlara iletildigi
diistiniilmektedir (19) (sekil 1).
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Sekil 1. Yiyecek alimini kontrol eden mekanizmalar. Valassi ve ark’nin (6)
makalesinden uyarlanmugtir.

ARC’da yiyecek alimini kontrol eden iki ayr1 hiicre toplulugu bulunmaktadir.
NPY/AgRP igeren ndron toplulugunun uyarilmasi yiyecek alimii pozitif yonde etkilerken,
POMC igeren ndronal toplulugun uyarilmasmin yiyecek alimi lizerine negatif yonde etkisi

bulunmaktadir (6, 7, 20) (sekil 2).
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Periferik sinyaller

Sekil 2. Beslenmenin merkezi kontrolii. Flier J.S.’nin (20) makalesinden uyarlanmustir.

Arkuat nukleus

Enerjialiminda ve
harcanmasinda degisiklik

Beslenmenin kontroliinde merkezi sinyaller kadar periferik sinyallerde rol
almaktadir. Leptin, insiilin, kolesistokinin, glukagon like peptid-1 (GLP-1), pankretik
polipeptid Y (PYY) ve midenin distansiyonu istahin baskilanmasi1 yoniinde etkili olurken

(20-24) ghrelin ve midenin kontraksiyonu istah1 arttiric1 yonde etki gostermektedir (26).

Ghrelin

1977 yilinda Bowers ve arkadaslar1 (27) in vitro biliylime hormon sekreyonuna
neden olan ilk sentetik peptid analogu met-enkefalini kesfetmis ve ardindan 1996 yilinda
bu sentetik peptid analoglarin baglandigi bliytime hormonu sekretogog reseptorleri (GHS-
R) tanimlanmistir. 1999 yilinda ise Kojimo ve arkadaglar1 (28) tarafindan GHS-R’iiniin
dogal ligand1 olan ghrelin kesfedilmistir.

Ghrelin amino terminal ucundaki 3. aminoasitine yag asidi zinciri baglanmis 28
aminoasitlik bir peptiddir. Ghrelin primer olarak mide fundusundaki oksintik mukozadan
iretilir. Midede ghrelin sekrete eden hiicreler liimene degil kapiller dolagima acilirlar (28—
31). Ghrelinin primer olarak midede iiretilmesine ragmen bagirsaklar, pankreas, bobrek,
plasenta, hipotalamus, pitiiiter bez ve immiin hiicrelerde de az miktarda iiretildigi
gosterilmistir (26). Dokularda N-octanoyl-ghrelin/acylated ghrelin ve Des-octanoyl

ghrelin/des-ghrelin/unacylated ghrelin olarak iki major formda bulunur. Yaymlarda



‘acylated’ ghrelinin hormonun aktif formu oldugu ve metabolik etkilerinden bu formunun
sorumlu oldugu bildirilmektedir. Ancak son donemde yapilan ¢alismalar ‘unacylated’
ghrelinin de birtakim biyolojik etkilerinin bulundugu gosterilmistir (32-34). Ghrelin
etkisini GHS-R’iine baglanarak gosterir.  GHS-R’lerinin hipotalamus, dorsal vagal
kompleks, parasempatik pregangliyonik ndronlar ve mide, barsak, bobrek, pankreas ve
adipoz dokuda ekspresse edildigi gosterilmistir (28, 35). GHS-R’iiniin tip la ve tip 1b
olmak {iizere iki tipi tanimlanmis olup, tip 1b’nin farmakolojik olarak inaktif oldugu
diistiniilmektedir. GHS-R tip la tipik bir G protein iliskili reseptor olup membram 7 kez
gecen transmembran alfa-helikal segment yapis1 gosterir. Fosfolipaz ¢ ve protein kinaz ¢
aktivasyonu sonrasi hiicre i¢inde inositol 1,4,5-trifosfat ve kalsiyum artigina yol agarak
etkisini gosterir (5, 26). GIS’den sekrete edilen ghrelinin ii¢ farkli mekanizma ile:1)Direkt
olarak kan dolagimi ile hipofiz ve beyinde kan-beyin bariyeri ile korunmayan alanlara
ulasarak, 2) Doyurulabilir bir transport sistemi ile kan-beyin bariyerini gegerek 3) Vagus
siniri araciligiyla indirekt olarak beyine ulastigi diisiiniilmektedir (26). Ghrelinin beslenme
davranis1 lizerine olan etkisinin NTS ve ARC {izerinden gergeklestigi gosterilmistir.
Hipotalamusda ghrelinin leptine zit yonde etki gostererek NPY/AgRP igeren noéronlar
iizerine stimiilasyona, POMC igeren noron toplulugu iizerine ise inhibisyona neden oldugu
saptanmustir (6,7).

Ghrelinin Etkileri

Ghrelinin beyin-barsak kaynakli bir peptid olarak genis bir doku dagilimi
bulunmaktadir (28, 30, 32, 36). Bu da pek ¢ok organda endokrin ve parakrin etkilerinin
bulundugunu géstermektedir. Biiylime hormonu salgilatict hormon (GHRH) ile sinerjistik
olarak biliyime hormonu (GH) sekresyonunu arttirmaktadir. Calismalarda pitiiiter
hiicrelerden GH sekresyonunu doza bagimli olarak arttirirken, GH yapimini etkilemedigi
gosterilmistir (9, 37). Ghrelin istahi arttrmakta olup, insanlarda ve hayvanlarda yiyecek
alimin1 stimiile ettigi gosterilmistir. Preprandiyal plazma ghrelin diizeylerindeki artisin
beslenmeyi baslatict etkisinin  bulundugu ve postprandiyal 60-120. dakikalarda
baskilandig1 bildirilmektedir. Bunun yani swa serum ghrelin diizeylerinin diurnal
varyasyon gosterdigi, gece yiiksek diizeylerde bulunurken saat 02.00—04.00 aras1 azaldig1
gozlenmistir (30, 37-40). Ghrelin esas olarak anabolik bir hormon olarak kabul edilmekte
olup lipojenik ve diyabetojenik yonde etkileri bulunmaktadir. Yeni veriler ghrelinin immiin
fonksiyonlar, biligsel faaliyetler, gonadal aks, kemik metabolizmasi, gastrointestinal sistem
(GIS) motilitesi, kardiyovaskiiler sistem iizerine etkilerinin bulundugunu gdstermis olup,

tiim bunlar ghrelinin multifonksiyonel bir hormon olduguna isaret etmektedir (5, 26, 41).
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Ghrelin Regiilasyonu

Akut ve kronik enerji imbalansinin serum ghrelin diizeyleri iizerine etkili oldugu
bilinmektedir. A¢lik, diisiikk beden kitle indeksi, GHRH, testosterone, parasempatik aktivite
ghrelin sekresyonunu arttirmaktayken yiyecek alimi, yiiksek beden kitle indeksi, glukoz,
insiilin, somatostatin, tiroid hormonlari, GH, GHS, iirokortin, baz1 GIS peptidleri ghrelin
sekresyonunda baskilanmaya yol actig1 diisiiniilmektedir (41). Insiilin ve ghrelin arasinda
fonksiyonel bir iligki olup olmadigini ve/veya serum glukoz diizeylerinin bu denklemde
degistirici bir faktor olarak yer alip almadigini inceleyen pek ¢ok caligma bulunmaktadir.
Bazi calismalarda postpraniyal ghrelin baskilanmasinda insiilinin direkt etkisinin oldugu
saptanirken bazilarinda ise ghrelin diizeylerini insiilinden ¢ok GIS’te bulunan besin
maddelerinin degistirdigine yonelik bulgular saptanmistir (42—44). Flanagan ve ark’nin
(43) c¢alismasinda ise hipergliseminin insiilin diizeylerindeki artis ile birlikte ghrelin
stipresyonu lizerine additif etkide bulundugu ancak tek basina insiilin artisinin hiperglisemi
olmaksizin da ghrelin siipresyonuna neden oldugu gosterilmistir. Genel olarak serum
ghrelin diizeyinin insiilin duyarlilig1 ile dogru orantily, insiilin diizeyi ve insiilin direnci ile
ters orantili oldugu kabul edilmektedir (26). Glukagonun da hipofiz bagimli bir mekanizma
iizerinden ghrelin slipresyonuna neden oldugu saptanmistir (45). Ghrelin ve leptinin istah
ve NPY/AgRP noronlari {izerine birbirine zit yonde etkilerinin oldugu bilinmektedir (3, 6).
Ancak ghrelin ve leptinin aralarindaki iligkiyi arastiran pek ¢ok arastirmaya ragmen
leptinin ghrelin sekresyonu iizerine olan etkisi net olarak bilinmemektedir. Bir insan
calismasinda fizyolojik ve farmakolojik dozlarda eksojen leptin uygulamasinin ghrelin
seviyeleri tizerinde anlamli bir degisiklige neden olmadig1 saptanmustir (46).

Ghrelin ve Vagal Aktivite

Abdominal vagal afferentler baslica dorsal beyin sistemindeki NTS’da
sonlanmaktadirlar. Periferden gelen bilgiler buradan otonomik motor nukleuslara ve
parabrakiyal nukleus, hipotalamus, amigdala ve insular korteks gibi beynin diger ist
merkezlerine iletilmektedir (6). Abdominal vagal afferentlerin hiicre gdvdeleri gangliyon
nodasada yer almaktadir. Transmitter ve reseptorler bu gangliyonda sentez edilip sinir
uclarma ulastirilmaktadir. Insan gangliyo nodasasmda GHS-R mRNA ve leptin
mRNA’sinin birlikte sentez edildigi gosterilmistir. Ghrelin reseptorleri sican gangliyon
nodasasindaki vagal afferent néronlar lizerinde saptanmis olup, bu sonuglar (47) mideden
kaynaklanan ghrelin sinyallerinin vagus siniri aracilifiyla beyne gittigini gdstermektedir.

Ek olarak vagotomi sonrasi ghrelinin uyardig1 yiyecek alimi, GH salinimi ve NPY ve



GHRH iireten noron stimiilasyonunun inhibe oldugu gosterilmistir (9, 26). Bu bulgular

vagal aktivitenin ghrelin etkisinde 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Leptin

Leptin ilk olarak 1994 yilinda kesfedilmis olup 167 aminoasitten olusan bir
peptiddir (48). Esas olarak ob gen iriinii olarak adipositlerden iretilmekle birlikte
overlerden, plasentadan, iskelet kasi, mide ve karacigerden de sentezlendigi gosterilmistir
(4, 49). Leptin reseptorii (OB-R) sitokin klas 1 reseptor ailesinin tiyesidir. OB-R’leri ii¢
isoforma ayrilir: Uzun, kisa ve soluble isoformlar. Leptin reseptoriiniin uzun isoformu
(OB-RD) viicutta yaygin (hipotalamus, monosit, lenfosit, pankreatik B hiicreleri, enterosit,
endotel diiz kas1 gibi) olarak bulunur. Leptin OB-Rb’ne baglanmasi hiicre i¢inde JAK-
STAT sinyal transdiiksiyon yolagmin aktivasyonu ile sonug¢lanir. Leptin reseptoriiniin kisa
isoformunun (OB-Ra) ise esas olarak leptinin kan-beyin bariyerini ge¢mesinde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. OB-Re olarak adlandirilan leptin reseptdriiniin soluble isoformu
leptin reseptoriiniin transmembran bdliimiinden ayrilmasi ile olusur ve dolagimda leptin
baglayan ana faktordiir (50—52). Leptin’in hipotalamusda hedefledigi ana merkez ARC’dir.
Gerek NPY/AgRP gerek POMC/CART igeren ndronlarm leptin reseptorii ekspresse ettigi
gosterilmistir. Leptinin, ghrelinin NPY/AgRP ndronlar {izerine olan stimiile edici etkisini
antagonize ettigi diisliniilmektedir. Yine oreksin i¢eren noronlar iizerine leptinin inhibe
edici etkisi bulunurken, ghrelinin indiikleyici etkisi oldugu gosterilmistir (3, 6).

Leptinin Etkileri

Insan ve kemirgenlerde kilo kontroliinii saglayan 6nemli hormonlardandir.
Hipotalamusu etkileyerek yiyecek alimini siipresse edip, enerji harcanmasini stimiile eder
(53). Konjenital olarak leptin ya da leptin reseptorii yoklugunda ciddi obezite ve hiperfaji
goriilmektedir. Ancak insanlarda leptin ya da leptin reseptdrii yoklugu olduk¢a nadir
gbzlenen bir durumdur. Eksojen obezite etyolojisinde leptin eksikliginden ¢ok leptin
direncinden s6z edilmektedir (6). Leptinin kilo kontroliiniin 6tesinde ciddi metabolik
etkileri de mevcuttur. Leptin periferik insiilin sensitivitesini arttirirken, pankreasdan insiilin
sekresyonunu azaltmaktadir. iskelet kasinda glukoz alimini ve oksidasyonunu arttirirken
hepatik glukoz ¢ikisini baskilamaktadir. Lipid metabolizmasi tizerine de etkileri bulunan
leptinin lipotoksisiteyi de azalttig1 gosterilmistir (54). Bunlarm disinda leptinin pubertal
gelisim, reproduktif fonksiyonlar, hematopoez, kemik metabolizmast ve immiin

fonksiyonlar tizerine de Onemli etkilerinin oldugu bildirilmektedir. Ek olarak leptinin
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iskelet kasi, karaciger ve pankreas gibi cesitli organ ve dokularda periferik etkileri
mevcuttur (4, 53-55). Fizyolojik etkilerinin yan1 sira leptinin obezite iligkili ateroskleroz,
oksidatif stres ve kanser gelisiminde patolojik rol oynadigi diisiiniilmektedir (53).

Leptin Regiilasyonu

Leptin gen ekspresyonu hormonal ve beslenme durumundan etkilenmektedir.
Farelerde yiyecek alimi sonrasi leptin genini kodlayan ob gen ekspresyonunda artis oldugu
(48) ve leptin inflizyonunun yiyecek alimmi azalttig1 saptanmistir. Insanlarda yiyecek alimi
kisa vadede plazma leptin diizeylerinde akut degisikliklere neden olmaz. Yiyecek aliminin
kronik olarak artmasi ve/veya azalmasi plazma leptin diizeylerini degistirmektedir. Yag
dokusu artis1 leptin seviyelerini arttirir. 24 saatlik bir salinim patterni vardir ve geceleri en
yiiksek seviyede bulunur. Kadinlarin erkeklere oranla daha yiiksek leptin diizeylerine sahip
oldugu saptanmistir. Bunun yani sira insiilin, glukoz, 6strojen, glukokortikoidller, TNF-a
ve IL-I’in de leptin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Renal yetmezlik ve akut
inflamasyon durumlarinda artar. B-adrenerjik reseptor agonistlerinin, androjenlerin, soguga
maruziyetin, sigara ve glitazon kullanimmin ise leptin diizeylerini azalttig1 gosterilmistir

(53, 56).

CDP-kolin

CDP-kolin viicudumuzda dogal olarak olusan endojen bir niikleotid olup beyin ve
diger dokularda serbest kolinin fosfatidilkoline doniistiigii sentez yollarindan birinde araci
bir bilesiktir (11, 57). Oldukga polar olan molekiiliin, monosodyum tuzu beyaz, kristalize,
cok higroskopik toz seklindedir. Bu sekliyle suda erirligi son derece yiiksek iken alkolde
hemen hemen hi¢ erimez. Sitikolin bu bilesigin uluslararas1 genel ismi olarak dnerilmistir.
CDP-kolin in vivo olarak hiicre duvarindaki fosfodiesterazlar tarafindan sitidin monofosfat
ve fosfokoline hidroliz edilir. Bu iki molekiiliin defosforilasyonu sonucu sitidin ve kolin
ortaya ¢ikar. Olusan bu iki metabolit hiicre icine alindiktan sonra kendileri ile ilgili
hiicresel yapilara katilirlar. CDP-kolin’in temel farmakolojik 6zelliklerini, dolasim ve
dokulardaki sitidin ve kolin konsantrasyonlarinda artisa neden olarak gosterdigi
diigtiniilmektedir (12, 58-60).

Sican ve insanlarda oral CDP-kolin verilisi sonrasinda plazma sitidin ve kolin
konsantrasyonlarinda anlamli artisa neden oldugu gézlenmis olup, oral yolla verilen CDP-
kolin’in biyoyararlanimmin % 92-95 gibi tama yakin oranda oldugu saptanmistir. CDP-

kolin intravendz olarak verildiginde ise plazma sitikolin diizeyleri dakikalar i¢inde
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Olciilemeyecek diizeylere inerken, plazma kolin ve sitidin konsantrasyonlarinda dozla
iliskili olarak anlamli artis olmaktadir (59-61). CDP-kolin biiyliik ve polar bir bilesik
oldugunda kan-beyin bariyerini gecemez. Periferik yolla verilen CDP-kolin’in sitidin ve
koline hidrolize olduktan sonra kan-beyin bariyerini gectigi ve beyinde endojen CDP-kolin
sentezi olmak iizere, fosfolipid, asetilkolin, niikleik asit ve protein sentezinde kullanildigi
bilinmektedir (62). Intraserebroventrikiiler yolla verilen CDP-kolin sonrasinda da beyin-
omurilik  sivisi, hipotalamus, serebral ventrikiill ve korpus striatumun kolin
konsantrasyonunda anlamli artis oldugu gozlenmistir. Bu bulgular CDP-kolin’in diger
hiicre tiplerinde oldugu gibi sinir hiicrelerine de sitidin ve kolin olarak ayr1 ayr1 alindigini
ve kullanildigmi diisiindiirmektedir (59-61).

CDP-kolin ile yapilan insan ¢aligmalar1 bu molekiiliin serebral iskemide, travmatik
beyin yaralanmasinda ve Alzheimer gibi demansiyal hastaliklarda yararh etkilerinin
bulundugunu gdostermistir. Bazi  Avrupa iilkerinde ve Japonya’da bahsi gecen
endikasyonlarda regete edilmesi onaylanmis olup genel olarak CDP-kolin’e tolerans ¢ok
tyidir. Kullanimi1 sirasinda hafif gastrointestinal rahatsizlik ve sindirim bozukluklar1 gibi

nadir yan etkiler goriilebilmektedir (63, 64).

Kolin

Kolin molekiilii kolinerjik ndrotransmitter olan asetilkolin sentezinde 6n madde
olarak onemli rol oynamanin yani sira, hiicre membranlarinda da fosfotidilkolin ve
sfingomiyelinin polar subunitini olusturur. Viicuttaki kolin molekiiliiniin ana deposu
fosfotidilkolindir. Yeni kolin sentezinden baslica sorumlu olan organ karacigerdir.
Sentezlenen kolin buradan dokulara ve dolasima dagilir. Kolinin periferik dolasimdan kan-
beyin bariyerine gecisi koline spesifik bir tasiyici sistem esliginde ¢ok hizli olmaktadir.
Dolasimdaki kolin konsantrasyonunun arttirilmasi, kolini beyne tasiyan transport
sistemlerinin doyurulmamis olmasi nedeni ile beyindeki kolin diizeylerinde artisa neden
olmaktadir. Beyin kolin konsantrasyonunun artmasi ise asetilkolin sentezinde artisa ve

kolinerjik iletinin giiclenmesine neden olmaktadir (65-67).

Sitidin

Sitidin bir niikleoziddir. Niikleozidler, niikleik asitlerin temel yap1 taglaridir.

Niikleozidlerin fosforile olmalar1 sonucu niikleotidler olusur. Niikleotidlerin kovalent
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baglarla birleserek olusturduklar: zincir de niikleik asit adin1 alir. Yapilan in vivo ve in
vitro ¢aligmalarda disaridan verilen sitidinin hiicrelere alindig1 ve sitidin niikleotidlerine
dontistiiriildigli gézlenmistir. Sitidin niikleotidleri, sadece RNA sentezinde degil, ayni
zamanda fosfotidilkolin biyosentezinde kilit ara {iriinlerden olan CDP-kolin’in sentezinde

de kullanilmaktadir (62, 68).
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GEREC VE YONTEM

Calismada 350—400 gr agirhiginda erkek Wistar-Albino siganlar kullanildi. Siganlar
Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi biinyesinde bulunan Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Calismaya baslamadan énce Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan ¢aligmanin etik kuralara uygunluguna dair onay
alind1 (Karar No: 2009-04/3). Siganlar en az calismadan bir hafta 6nce merkezden alinarak
sicakhigr 18-24° C olan ve 15181 12 saat karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde ayarlanan
0zel odalarda, 4-6 kadar1 bir kafeste olacak sekilde su ve yem alimlar1 serbest birakilarak
bakildilar.

Yedi giinliilk adaptasyon siirecinin ardindan, deneyler sirasinda kan 6rneklerinin
alinmasi i¢in, eter anestezisi altinda siganlarin sol karotis arterine heparinli tuzlu su (250
U/ml) ile doldurulmus kateter (PE 60, Clay Adams) yerlestirildi. Intraserebroventrikiiler
ila¢ uygulamasi i¢in kafatasina bregmanin 1,5 mm kadar sag yaninda ve bregmanin 1-1,5
mm kadar arkasinda olacak sekilde, bir delik acildi. Bu delikten sag ventrikiile 21
gauge’luk paslanmaz celik igneden kesilerek hazirlanmig 10 mm uzunlukta bir zerk kaniili
yerlestirildi. Kaniiliin alt ucu kafatas1 yiizeyinden 4-4,5 mm (The Rat Brain in Stereotaxic
Coordinates, George Paxinos and Charles Watson) derinlige inecek sekilde ve dik olarak
yerlestirildi. Uste kalan kisim disci akriligi ile kafatasma tutturuldu. Cerrahi prosediirlerin
gerceklestirilmesinin ardindan anestezi etkisinin kaybolmasi a¢isindan siganlar 4-5 saat tek
baslarma 6zel kafeslerinde tutuldu.

[Ik asama deneylerde CDP-kolin’in serum ghrelin, leptin, kortikosteron ve glukoz
diizeylerine olan doz yanit etkisi arastirildi. Bir haftalik bekleme siiresinin sonunda dort
gruba randomize edilen siganlara 0.5 (n=14), 1.0 (n=16), 2.0 (n=16) umol CDP-kolin ve 5
ul (n=16) tuzlu su (% 0,9’luk NaCL) isv olarak verildi. Bazal sartlarda ve ila¢ verilmesini
takiben 5., 15., 30., 60. ve 120. dakikalarda serum ghrelin, leptin, kortikosteron ve glukoz
Oletimii icin karotis artere yerlestirilmis olan kaniilden 0.5-1 ml kan 6rnegi alindi. Her
grupta yer alan siganlardan planlanilmis ii¢ zaman araliginda kan alindi ve alinan kan
miktar1 es hacimli tuzlu su soliisyonu ile replase edildi. Deneyin bitmesini takiben
deneylerde yer alan siganlar uygun sekilde yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edildi. Alinan
tam kan Orneklerindeki glukoz diizeyleri glukometre cihazi ile test stripleri kullanilarak
belirlenirken, serum leptin, ghrelin ve kortikosteron diizeyleri i¢in serum Ornekleri
ayrilarak <-20° C’de sakland1 ve ilk agama deneylerin tamamlanmasini takiben toplu olarak

calisildi.
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Deneylerin ikinci asamasinda serum ghrelin ve leptin diizeyleri lizerine olan etkinin
CDP-kolin’in hidrolizi sonucu olusan kolin ve/veya sitidinden mi kaynaklandigi
degerlendirildi. Bu amagla maksimum etkinligin goriildiigii doza esit ekimolar doz olan 1,0
umol dozda kolin, sitidin veya 5 ul tuzlu su isv olarak verildi. Ugiincii asama deneylerde
ise CDP-kolin’in etkisine aracilik eden kolinerjik reseptorler arastirildi. Olusan etkinin
muskarinik ve/veya nikotinik reseptorler araciligiyla mi1 gerceklestiginin aydinlatilmasi
acisindan 1,0 pmol isv CDP-kolin verilmesinden 15 dakika 6nce On ilag olarak bir gruba
muskarinik reseptor antagonisti (atropin siilfat, 10 pg), bir gruba nikotinik reseptor
antagonisti (mekamilamin HCL, 50 pg) ve diger bir gruba da 5 ul tuzlu su isv verilerek
deneyler tekrarlandi. Ayrica tiglincii asama deneylerde, atropin ve mekamilaminin ghrelin
ve leptin diizeylerine olasi etkisinin gozlenebilmesi agisindan, bir gruba atropin (10 pg) ve
bir diger gruba da mekamilamin (50 pg) verilmesinden 15 dakika sonra isv tuzlu su
verilerek deneyler gerceklestirildi. Ikinci ve {iciincii asama deneylerde de ilk asama
deneylerde oldugu gibi erkek Wistar-Albino sicanlar kullanildi ve daha 6nce tanimlandigi
sekilde cerrahi prosediirler gergeklestirildi. Deneylerin ikinci ve {i¢ilincli asamalarinda ilk
asama deneylerde maksimum etkinin gozlendigi zaman araliklar1 olan 60. ve 120.
dakikalarda kan numunesi (1,5 ml) alind1 ve hacim kaybi1 esit hacimli tuzlu su ile replase
edildi. Deneyin bitmesini takiben deneylerde yer alan siganlar uygun sekilde yiiksek doz
anestezi ile sakrifiye edildi. Alinan tam kan Orneklerindeki glukoz diizeyleri glukometre
cihaz1 ile test stripleri kullanilarak belirlenirken serum leptin, ghrelin ve kortikosteron
diizeyleri igin serum Ornekleri ayrilarak <-20° C’de sakland1 ve deneylerin tamamlanmasini

takiben toplu olarak ¢alisildi.

Laboratuar Yontemleri

Serum ghrelin, leptin ve kortikosteron dl¢limii i¢in polipropilen tiiplere alinan kan
ornekleri + 4° C’de 15 dakika 3000 g’de santrifiij edildi. Santriftij islemini takiben
serumlar ayrilarak Gl¢iim yapilana dek <-20° C’de saklandi. Radyoimmiinoassay yontemi
ile serum ghrelin (Millipore’s Ghrelin (Total) Radioimmunoassay Kit, MO, ABD,
sensitivite 93 pg/ml), leptin (Linco’s Rat Leptin Radioimmunoassay Kit, MO, ABD,
sensitivite 0,5 ng/ml) ve kortikosteron (ImmuChem Double Antibody Corticosterone RIA

Kit, Orangeburk, NY, sensitivite 7,7 ng/ml) diizeyleri 6l¢iimii gergeklestirildi.
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Tlaclar ve Serebroventrikiiler Enjeksiyon

Bu c¢alismada kullanilan CDP-kolin, kolin kloriir, sitidin, atropin siilfat,
mekamilamin HCL Sigma’dan (Sigma chem. Co., MO, ABD) satm almmustir. {laglar tuzlu
su (% 0,9 NaCL) olarak hazirlanmustir. Intraserebroventrikiiler enjeksiyonlarda metinde

belirtilen dozlar 5 ul iginde Hamilton mikroenjektorii kullanilarak enjekte edilmistir.

istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki ve grup i¢i karsilastirmalarin istatistiksel analizinde normal
dagilim gosteren parametreler icin “Student’s t” testi ile “paired t test” kullanilirken,
normal dagilmayan parametreler i¢in ise “Mann-Whitney U testi” ile “Wilcoxon signed-
rank” testi kullanildi. Verilerin istatistiksel analizi “SPSS for Windows, Version 11.5” ile
yapildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilirken p < 0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Intraserebroventrikiiler Verilen CDP-Kolin’in Serum Ghrelin, Leptin, Glukoz ve

Kortikosteron Diizeylerine Etkisi:

Gruplarin bazal serum ghrelin ve leptin diizeyleri arasinda anlamli fark yoktu. Grup
ici analizlerde 1.0 pmol CDP-kolin enjeksiyonunu takiben serum ghrelin diizeyinde 60.
dakikada anlamli diizeyde baskilanma oldugu gozlendi (p=0,025) (sekil 3). Egri altinda
kalan alan (EAA) hesaplandiginda 0.5 pmol (EAA=160+11,4 pg.dk/ml) ve 1.0 pumol
(EAA=147,5+11,1 pg.dk/ml) dozlarinda CDP-kolin verildiginde, tuzlu su (EAA=190+18
pg.dk/ml) verilen gruba kiyasla ghrelin diizeylerinde anlamli baskilanma oldugu goriildi

(strastyla p=0,035 ve p=0,013).

2500 1 B Tuzlu Su
N 0.5 pmol CDP-kolin
I 1.0 pmol CDP-kolin
I 2.0 pmol CDP-kolin
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Sekil 3: intraserebroventrikiiler verilen CDP-kolin’in serum ghrelin diizeylerine etkisi. a = Bazal
diizeylere kiyasla istatistiksel anlamli degisikligi gdstermektedir. p®= 0,025,

Serum leptin diizeylerinde ise 0.5, 1.0 ve 2.0 pumol dozlarinda CDP-kolin
verilmesini takiben 60. dakikada anlamli artis oldugu saptandi (sirastyla p=0,036, p=0,012,
p=0,043). Ek olarak 1.0 ve 2.0 pmol dozlarinda CDP-kolin verilmesini takiben 120.
dakikada serum leptin diizeylerinde bazal degerlere kiyasla anlaml artig oldugu gozlendi
(p=0,017, p=0,046) (sekil 4). Egri altinda kalan alan hesaplandiginda 1.0 pmol dozunda
CDP-kolin (EAA=632,3£116,0 ng.dk/ml) verilmesinin tuzlu su (EAA=445,5+80,9
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ng.dk/ml) verilen gruba kiyasla leptin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artig

yarattig1 saptandi (p=0,005).

B Tuzlu Su C

I 0.5 pmol CDP-kolin

B 1.0 pmol CDP-kolin d
N 2.0 pmol CDP-kolin

Leptin (ng/ml)
SN
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Sekil 4: Intraserebroventrikiiler verilen CDP-kolin’in serum leptin diizeylerine etkisi. a, b, ¢, d, e =
Bazal diizeylere kiyasla istatistiksel anlaml degisikligi gostermektedir. p® = 0,036, p® = 0,012,
p°= 0,043, p°= 0,017, p°= 0,046.

Intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin  verilmesinin serum glukoz ve
kortikosteron diizeylerinde de zaman ve doz bagimli artisa neden oldugu saptandi. Bazal
degerlerle kiyaslandiginda serum glukoz diizeylerinde CDP-kolin’in 0.5 pmol dozunda 15.
ve 60. dakikalarda (sirasiyla p=0,012, p=0,025), 1.0 umol dozunda 5., 15., 30., ve 60.
dakikalarda (sirastyla p=0,024, p=0,012, p=0,012, p=0,017), 2.0 umol dozunda ise 5., 15.,
30., 60. ve 120. dakikalarda anlamli artis oldugu saptandi (sirasiyla p=0,018, p=0,012,
p=0,012, p=0,012, p=0,017). Tiim gruplar karsilastirildiginda 5., 15. ve 30. dakikalardaki
serum glukoz diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildi (p=0,020,
p=0,006 ve p=0,002) (sekil 5). Bazal degerlerle kiyaslandiginda serum kortikosteron
diizeylerinde CDP-kolin’in 0.5 pmol dozunda 15. dakikada (p=0,018), 1.0 umol dozunda
5., ve 30. dakikalarda (sirasiyla p=0,028 ve p=0,035), 2.0 pmol dozunda ise 5., 15., ve 60.
dakikalarda (sirastyla p=0,027, p=0,034, p=0,028) anlamli artis oldugu gozlendi (sekil 6).
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Sekil 5. intraserebroventrikiiler verilen CDP-kolin’in serum glukoz diizeylerine etkisi. a, b, ¢, d, €,
f, g, h, i, j, k = Bazal diizeylere kiyasla istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. p® = 0,024,
p® = 0,018, p® = 0,012, p® = 0,012, p® = 0,012, p" = 0,012, p° = 0,012, p" = 0,025, p' = 0,017,
p’= 0,012, p*=0,017.
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Sekil 6: Intraserebroventrikiiler verilen CDP-kolin’in serum kortikosteron diizeylerine etkisi. a, b,
¢, d, e, f = Bazal diizeylere kiyasla istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. p* = 0,028,
p° = 0,027, p° = 0,018, p° = 0,034, p* = 0,035, p'= 0,028.
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Intraserebroventrikiiler Verilen Kolin ve Sitidin’in Serum Ghrelin, Leptin ve Glukoz

Diizeylerine Etkisi:

CDP-kolin ile elde edilen sonuglar1 takiben, CDP-kolin hidroliz {iriinleri olan kolin
ve sitidinin tek basma bu etkiye katkilarmi degerlendirmek amaciyla, deneylerin ikinci
asamasinda isv verilen kolin, sitidin ve tuzlu su sonrasi serum ghrelin, leptin, ve glukoz
diizeyleri degerlendirildi.

Grup i¢ci degerlendirmelerde tuzlu su ve sitidin verilen gruplarda ghrelin
diizeylerinde bazal degerlere gore anlamli degisiklik saptanmadi. Kolin verilen grupta ise
ghrelin diizeyinin bazale kiyasla 60. (p=0,043) ve 120. (p=0,043) dakikalarda anlamli
baskilanma gosterdigi saptandi. Her {ic grup karsilastirildiginda ise 120. dakika ghrelin
diizeyindeki ylizde degisim diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsterdigi

belirlendi (p=0,003) (sekil 7).
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Sekil 7. Intraserebroventrikiiler yolla tuzlu su, sitidin ve kolin verilmesini takiben serum ghrelin
d}')izeyleri. a, b = Bazal diizeylere kiyasla istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. p®= 0,043,
p°=0,043.
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Leptin diizeylerinde ise grup i¢i ve gruplar arasi degerlendirmelerde istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmedi (sekil 8).
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Sekil 8. Intraserebroventrikiiler yolla tuzlu su, sitidin ve kolin verilmesini takiben serum leptin
diizeyleri.
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Sekil 9. Intraserebroventrikiiler yolla tuzlu su, sitidin ve kolin verilmesini takiben serum glukoz

diizeyleri. a, b = Bazal diizeylere kiyasla istatistiksel anlaml1 degisikligi gostermektedir. p® = 0,018,
b

p” = 0,050.
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Serum glukoz diizeylerinde ise kolin grubunda bazale gore hem 60. dk (p=0,018)
hem de 120. dakikalarda (p=0,050) anlamli artis oldugu goriildii. Her {i¢ grup
karsilastirildiginda ise glukoz diizeylerinde 60. dakikada anlami fark oldugu gorildi
(p=0,042) (sekil 9).

Reseptor Antagonisti On Tedavisinin Serum Ghrelin, Leptin ve Gukoz
Diizeyleri Uzerine Etkisi:
Serum Ghrelin Sonuclar

Sadece tuzlu su verilen grupta bazal degerlere kiyasla serum ghrelin diizeyinde
istatistiksel anlamli bir degisiklik saptanmadi. Tuzlu su Oncesinde atropin veya

mekamilamin verilen gruplarda da serum ghrelin diizeylerinde anlamli degisiklik

gbzlenmedi.
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Sekil 10. Reseptor antagonisti verilmesini takiben serum ghrelin (pg/ml) diizeyleri. Siganlara 6n
tedavi olarak atropin (10 pg, isv), mekamilamin (50 pg, isv) ya da tuzlu su (10 pl, isv) verildikten
15 dakika sonra CDP-kolin (1.0 umol) isv olarak zerk edildi. a, b, ¢, d, e = Bazal diizeylere kiyasla
istatistiksel anlamh degisikligi gostermektedir. p® = 0, 018, pb = 0,028, p° = 0,025, pd = 0,036,
p®=0,025.
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Tuzlu su-CDP kolin verilen grupta ise serum ghrelin diizeyleri bazal diizeylere gore
60. ve 120. dakikalarda anlamli baskilanma gostermekteydi (swrasiyla p=0,018 ve
p=0,028). Atropin 6n tedavisi uygulanan grupta ise bazal degerlere kiyasla ghrelin
diizeylerinde 60. ve 120. dakikalarda gdriilen baskilanmanin devam ettigi gézlenmekteydi
(swrastyla p=0,025 ve p=0,036). Mekamilamin 6n tedavisi uygulanan grupta ise serum
ghrelin diizeyinde 60. dakikada gozlenen siipresyonun kayboldugu, 120. dakika serum
ghrelin diizeyinde ise halen bazal degere goOre anlamli siipresyon oldugu saptandi
(p=0,025) (sekil 10).

Bu sonuglar CDP-kolin’in ghrelin iizerine olan etkisinde muskarinik reseptorlerden

cok nikotinik reseptorlerin rol oynadigimni diistindiirmektedir.
Serum Leptin Sonug¢larn
Sadece tuzlu su verilen grupta bazal degerlere kiyasla serum leptin diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi. Tuzlu su 6ncesinde atropin veya

mekamilamin tedavisi uygulanmis hayvanlarin leptin diizeylerinde anlamli degisiklik

gbdzlenmedi.
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Sekil 11. Reseptor antagonisti verilmesini takiben serum leptin (ng/ml) diizeyleri. Siganlara on
tedavi olarak atropin (10 ug, isv), mekamilamin (50 pg, isv) ya da tuzlu su (10 pl, isv) verildikten
15 dakika sonra CDP-kolin (1.0 pumol) isv olarak zerk edildi. a = Bazal diizeylere kiyasla
istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. p* = 0,043.
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Tuzlu su-CDP kolin verilen grupta ise ilk asama deney sonuglarina benzer sekilde
serum leptin diizeylerinde bazal diizeylere gore 120. dakikada anlamli artis oldugu saptandi
(p=0,043). Atropin ve mekamilamin 6n tedavisi uygulanan gruplarda CDP-kolin ile 60. ve
120. dakikalarda gozlenen leptin artisinin kayboldugu gozlendi (sekil 11). Bu sonuclar
CDP-kolin’in leptin iizerine olan etkisinde hem muskarinik hem de nikotinik reseptorlerin

rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Serum Glukoz Sonuglar

Sadece tuzlu su verilen grupta bazal degerlere kiyasla serum glukoz diizeyinde

istatistiksel anlamli bir degisiklik saptanmadi. Tuzlu su Oncesinde atropin veya

mekamilamin verilen gruplarda da serum glukoz diizeylerinde anlamli degisiklik

gbzlenmedi.
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Sekil 12. Reseptdr antagonisti verilmesini takiben gruplarm serum glukoz (mg/dl) diizeyleri.
Sicanlara 6n tedavi olarak atropin (10 pg, isv), mekamilamin (50 pg, isv) ya da tuzlu su (10 pl, isv)
verildikten 15 dakika sonra CDP-kolin (1.0 pumol) isv olarak zerk edildi. a, b, ¢, d, e = Bazal
diizeylere kiyasla istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. p®= 0,028, p° = 0,028, p® = 0,008,
p® = 0,008, p° = 0,038.
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Tuzlu su-CDP kolin verilen grupta serum glukoz diizeyleri bazal diizeylere gore 60.
ve 120. dakikalarda anlamli artis gostermekteydi (sirasiyla p=0,028 ve p=0,028). Atropin
On tedavisi uygulanan grupta serum glukoz diizeylerinde 60. ve 120 dakikalarda goriilen
artisin devam ettigi saptandi (sirastyla p=0,008 ve p=0,008). Mekamilamin 6n tedavisi
uygulanmis hayvanlarda ise serum glukoz diizeyinde 60. dakikada gozlenen artisin devam
etmesine karsilik (p=0,038), 120. dakika serum glukoz degerlerinde goézlenen artigin
kayboldugu saptandi (sekil 12). Bu sonuglar CDP-kolin’in glukoz iizerine olan etkisinde

muskarinik reseptorlerden ¢ok nikotinik reseptorlerin rol oynadigini diisiindiirmektedir.
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TARTISMA

Calismamizda isv olarak verilen 1.0 umol CDP-kolin enjeksiyonunu takiben bazal
degerlere kiyasla serum ghrelin diizeyinde 60. dakikada anlamli diizeyde baskilanma
oldugu (p=0,025), leptin diizeylerinde ise, 60. ve 120 dakikalarda anlamli artis oldugu
(strastyla p=0,012, p=0,017) saptandi. Egri altinda kalan alanlar hesaplandiginda isv CDP-
kolin sonrasi, tuzlu su verilen gruba kiyasla, ghrelin diizeylerinde (0.5 pmol ve 1.0 umol
dozlarinda) istatistiksel anlamli baskilanma (sirasiyla p=0,035 ve p=0,013), Ieptin
diizeylerinde (1.0 pmol dozunda) ise artis oldugu belirlendi (p=0,005). Calismamizda
leptin ve ghrelinin 6l¢limlerinin yani sira bu peptidlerin kan diizeyindeki degisimlerde
etkisi olabilecegi diisiiniilen serum glukoz ve kortikosteron diizeyleri de degerlendirildi.
Intraserebroventrikiiler verilen CDP-kolin’in glukoz ve kortikosteron diizeylerinde doz ve

zaman bagiml artisa neden oldugu belirlendi.

CDP-kolin isv olarak verildiginde beyin-omurilik sivisi, hipotalamus, serebral
ventrikiil ve korpus striatumun kolin konsantrasyonunda anlaml artis oldugu gézlenmistir
(59-61). CDP-kolin in vivo olarak hiicre duvarindaki fosfodiesterazlar tarafindan sitidin
monofosfat ve fosfokoline hidroliz edilir. Bu iki molekiiliin defosforilasyonu sonucu da
sitidin ve kolin ortaya ¢ikar. CDP-kolin’in temel farmakolojik 6zelliklerini, dolasim ve
dokulardaki sitidin ve kolin konsantrasyonlarinda artisa neden olarak gosterdigi
disiiniilmektedir (12, 57-59). Bizim ¢alismamizda da CDP-kolin sonrasi serum leptin ve
ghrelin {lizerine olan etkinin benzeri kolin verilmesini takiben gézlenirken, sitidin sonrasi
herhangi bir etki saptanmamistir. Bu bulgular daha 6nceki ¢alisma sonuglar1 ile uyumlu
olarak isv CDP-kolin sonrasi goézlenen etkinin kolin iizerinden gerceklestigini

gostermektedir.

Hipotalamohipofizer sistem yaygin kolinerjik innervasyonu olan ve kolinerjik
reseptorlerin yogun bulundugu bir bdlgedir. Kolinerjik mekanizmalarin hipofizer hormon
sekresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalarda, merkezi etkili kolinerjik ilaglarin, 6rnegin kolinesteraz inhibitorleri olan
soman, fizostigmin ve diizopropilflurorofosfatin, kolinerjik reseptor agonistleri olan
asetilkolin, nikotin, arekolinin ve asetilkolin 6n maddesi olan kolinin, hipotalamohipofizer
sistemi aktive ettigi ve gesitli hipofizer hormonlarin plazma diizeylerinde degisiklige neden

oldugu bildirilmektedir (69—76). Bazal sartlarda isv olarak verilen CDP-kolin’in ACTH ve
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vazopressin sekresyonunu arttirdigi, TSH, GH, FSH ve LH sekresyonlarini degistirmedigi
gozlenmistir. Ek olarak isv uygulanan CDP-kolin’in klonidin-stimiile GH, TRH-stimiile
TSH, ve LHRH-stimiille FSH sekresyonunda artisa neden oldugu saptanmistir (77, 78).
Hipotalamik arkuat nukleusdan orjinlenen noronal sinir agi enerji balansinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Arkuat nukleusda yer alan noronlar pek ¢cok néropeptid
ve klasik transmitterler igermektedir (79). Yapilan immiinohistokimyasal bir calismada
hipotalamusun arkuat nukleusunda bulunan POMC/CART ekspresse eden noronlarin hiicre
govdelerinde immiin boyama ile kolinerjik ndrotransmisyonda gerekli olan proteinlerin
varlig1 gosterilmis olup bu sonuglar enerji balansinin kontroliinde ve leptin ve insiilin gibi
periferik  hormonlarin  etkilerinin  olusmasinda asetilkolinin  rolii  olabilecegini
disiindiirmektedir (80). Calismamizda isv verilen CDP-kolin sonrasi leptin ve ghrelin
diizeylerinde saptanan anlamli degisiklikler kolinerjik sistemin enerji balansini diizenleyen
merkezi mekanizmalar ve hormonal regiilasyon iizerinde etkisinin bulundugunu gdésteren

calismalarin sonuglarini desteklemektedir.

Calismamiz sicanlarda isv verilen CDP-kolin’in ghrelin ve leptin diizeyleri iizerine
etkilerini inceleyen ilk ¢aligmadir. Ghrelin mideden salgilanan oreksijenik bir peptid olup
vagal aktivitenin ghrelin sekresyon ve etkisinde 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (9, 26,
47). Shrestha ve ark’nin (81) ¢alismasinda mide perflizyon modelinde asetilkolin (1 pmol)
verilmesi mideden ghrelin sekresyonunu % 37 oraninda arttirirken insiilin (10 nM)
verilmesinin % 30 oraninda ghrelin sekresyonunda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir.
Saglikli erkek goniilliiler tizerinde gergeklestirilen bir calismada kolinerjik antagonist olan
atropin verilmesinin aclik ghrelin diizeylerinde % 25 oraninda baskilanmaya sebep
olurken, kolinesteraz inhibitorii olan piridostigmin verilmesinin ghrelin diizeylerinde
degisiklige neden olmadig1 gosterilmistir (82). Saglikli goniilliiler lizerinde gergeklestirilen
bir baska caligmada ise oral verilen indirekt kolinerjik agonist pridostigminin ghrelin
diizeylerinde artisa neden olurken, muskarinik antagonist olan pirenzepin verilmesinin
ghrelin diizeylerinde silipresyona neden oldugu saptanmistir (83). Bu ¢aligmalarda bizim
caligmamizdan farkli olarak kolinerjik agonistlerin ghrelin diizeylerinde artisa neden
olurken, kolinerjik antagonist kullanimmin ghrelin diizeylerinde siipresyona neden oldugu
saptanmistir. Ancak Shresta ve ark’nin (81) calismasi in vitro bir ¢aligma iken diger iki
calismada (82, 83) deneyler insanlar {izerinde ger¢eklestirilmis olup ilaglar periferik yoldan
uygulanmistir. Bizim ¢alismamizda ise kolinerjik aktivasyona sebep oldugu bilinen CDP-

kolin isv olarak uygulanmis ve beklenin aksine ghrelin diizeylerinde siipresyona sebep
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olmustur. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde koyunlarda yapilmis olan bir ¢aligmada
plazma ghrelin diizeylerinin iv verilen kolinerjik blokdr atropin ve hekzametonyum ile
artarken, kolinerjik akselatdr olarak kullanilan metaklorpropamid ile azaldigi saptanmis
olup, yazarlar bu sonuglara gore kolinerjik aktivasyonun ghrelin sekresyonunda
inhibisyona neden oldugunu ileri siirmektedirler (10).

Yag dokusu biiyiik oranda sempatik sinir sistemi tarafindan innerve edilmekte olup
bilindigi gibi leptinde esas olarak yag dokusundan iiretilmekte olan bir peptiddir (49, 84).
Kolinerjik sistem ve leptin sekresyonu {izerinde yapilmig fazla sayida c¢alisma
bulunmamaktadir. Erkek wistar siganlarda yapilan bir ¢alismada siganlarin 3. ventrikiiliine
isv olarak kolinesteraz inhibitorii olan neostigminin verilmesini takiben plazma leptin
diizeylerinde doza bagimli bir artis oldugu saptanmistir (85). Ayrica neostigmin sonrasi
beyaz yag dokusunda leptin mRNA’smnin ekspresyonunda artis oldugu ve atropin
verilmesinin neostigmine baglh leptin artigin1 bloke ettigi gozlenmistir. Ayn1 ¢caligmada
neostigmin sonrast plazma kortikosteron diizeylerinde de artis oldugu ve adrenalektomi
yapilan hayvanlarda neostigmin ile gozlenen leptin artisinin kayboldugu saptanmistir. Bu
sonuglar ile uyumlu olarak bizim c¢alismamizda da CDP-kolin sonras1 hem kortikosteron

hem de leptin diizeylerinde artis tesbit edilmistir.

Calismamizda CDP-kolin’e bagli olusan etkinin muskarinik ve/veya nikotinik
reseptorler araciligiyla mi gergeklestiginin aydinlatilmasi agisindan isv  CDP-kolin
verilmesinden once isv olarak nonselektif reseptér antogonistleri verilerek serum ghrelin
ve leptin diizeylerindeki degisiklikler tekrar degerlendirildi. CDP-kolin Oncesinde
mekamilamin verildiginde serum ghrelin diizeylerinde goriilen baskilanmanin kayboldugu,
leptin artiginin ise hem mekamilamin hem de atropin sonrasi bloke oldugu belirlendi.
Reseptor antagonisti verilmesini takiben gozlenen etkiler ghrelin supresyonunda nikotinik
reseptOrlerin, leptin artisinda ise hem nikotinik hem de muskarinik reseptorlerin rol

oynadigini diisiindiirmektedir.

Pek cok hayvan modelinde obezite ve hiperinsiilineminin artmis vagal kolinerjik
aktivite ile iligkili oldugu belirlenmistir (86-88). Muskarinik asetilkolin reseptdrlerinin
subtipi olan M3 reseptorleri beyin ve periferik dokularda yaygin olarak ekspresse
edilmekte olup, M3 reseptorlerinin vagal aktivitenin fizyolojik etkilerinin idamesinde
anahtar rol oynadig1 diisiiniilmektedir (89, 90). M3 reseptorii bulunmayan farelerin yiyecek

alimmda, viicut agirliklarinda, periferik yag depolarinda, serum leptin ve insiilin
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diizeylerinde azalma oldugu saptanmis olup benzer sekilde M3 muskarinik asetilkolin
reseptorlerinin aktivasyonunun adipoziteyi artirdigi yoniinde kuvvetli bulgular saptanmistir
(91, 92). Klasik nikotinik asetilkolin reseptdr agonisti olan nikotinin verilmesinin ise
yiyecek alimini azalttigi, metabolik hiz1 arttirdigi ve adipozitede azalmaya neden oldugu
bildirilmektedir (93). Leptin direnci olan diyabetik sican modelinde selektif alfa7 nikotinik
reseptor agonisti (TC—7020) verilmesinin kilo artig1 ve yiyecek aliminin azalttigi, plazma
glukoz, trigliserid ve proinflamatuar sitokin diizeylerinde diismeye neden oldugu
saptanmistir (94). Muskarinik ve nikotinik reseptorlerin stimiilasyonunun fizyolojik ve
davranissal olarak birbirine zit yonde etkisinin bulundugunu gésteren pek ¢ok farkli 6rnek
bulunmaktadir. Ornegin nikotinin antidepresan ve lokomotor aktiviteyi arttirmak yoniinde
etkileri bulunmaktayken (95), merkezi yolla muskarinik agonist kullanimin depresyonu
attirdig1 ve lokomotor aktiviteyi azalttigi gosterilmistir (96). Nikotinik ve muskarinik
reseptorlerin pek ¢ok alt tipinin ve fakli anatomik dagilimlarmin bulunmasi birbirine zit

yonde gbzlenen bu etkilerin muhtemel nedeni olabilir.

CDP-kolin ile yapilan insan ¢aligmalar1 bu molekiiliin serebral iskemide, travmatik
beyin yaralanmasinda ve Alzheimer gibi demansiyal hastaliklarda yararli etkilerinin
bulundugunu gostermistir (63, 64). Buna ek olarak, yapilan ¢alismalar gerek CDP-kolin’in
gerek kolinin bazi farmakolojik ve metabolik etkilerinin oldugunu gostermektedir.
Intraperitoneal (ip) ve isv verilen CDP-kolin ve kolin verilmesinin kan basinci ve kalp
hizinda degisiklige neden oldugu saptanmistir (59, 97). Sicanlarda ip verilen kolinin serum
insiilin ve katekolamin diizeylerinde artisa neden oldugu ve kolinerjik norotransmisyonu
arttirarak hiperglisemiye sebep oldugu gosterilmistir (98, 99). Kolinin isv olarak
verildiginde de santral sinir sisteminde kolinerjik norotransmisyonu arttirarak ve
sempatoadrenal sistemi aktive ederek hiperglisemiye neden oldugu (100) gdsterilmistir.
Koline benzer sekilde ip verilen CDP-kolin’in de doz ve zaman bagimli olarak
hiperglisemiye, serum insiilin ve katekolamin diizeylerinde artisa neden oldugu
saptanmistir (101-103). Pankreasin endokrin hiicrelerinden insiilinin yam swra glukagon
sekresyonunun noral kontroliinde de asetilkolinin major norotransmitter olarak rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (104). Sicanlara ip ve isv olarak verilen CDP-kolin’in plazma
glukagon diizeylerinde artisa neden oldugu saptanmistir (105). Bizim ¢alismamizda da
onceki ¢aligmalar ile uyumlu olarak isv verilen CDP-kolin’in doz ve zaman bagimli olarak
serum glukoz ve ayrica ek olarak kortikosteron diizeylerinde artisa neden oldugu

gosterilmistir. Daha Once yapilmig caligmalarda insiilin ve glukoz artismin ghrelin
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sekresyonunda baskilanmaya yol actig1 gosterilmis olup, glukagonun da hipofiz bagimli bir
mekanizma iizerinden ghrelin siipresyonuna neden oldugu saptanmistir (41-45, 106).
Bunun yani sira insiilin, glukoz ve glukokortikoidllerin leptin ekspresyonunu arttirdigi
bilinmektedir (53, 56). Kolin ve CDP-kolin’in serum glukoz, insiilin, kortikosteron ve
glukagon diizeyleri tizerine olan etkisi géz Oniine alindiginda, ¢alismamizda CDP-kolin
sonrasinda gozlenen ghrelin siipresyonu ve leptin artisi direkt bir etkiden ¢ok sozii edilen

hormon diizeylerindeki degisikliklere ikincil de olabilir.

Sonug olarak, ¢alismamizda isv verilen CDP-kolin’in serum ghrelin diizeylerinde
baskilanmaya, serum leptin diizeylerinde ise artisa yol ac¢tigr saptanmistir. Reseptor
antagonisti verilmesini takiben gozlenen etkiler, ghrelin siipresyonunda nikotinik
reseptorlerin, leptin artisinda ise hem nikotinik hem de muskarinik reseptorlerin rol
oynadigimi disiindiirmektedir. Bu ¢alisma isv verilen CDP-kolinin serum ghrelin ve leptin
diizeyleri lizerine etkisini inceleyen ilk calisma olmasi nedeni ile 6nem tasimaktadir.
Ancak CDP-kolin’in serum ghrelin ve leptin diizeyleri iizerine olan etkisinin daha net
belirlenebilmesi agisindan daha kapsamli ¢aligmalarin gerceklestirilmesine ihtiya¢ vardir.
CDP kolin’in periferik yolla verilmesini takiben ve selektif reseptor blokorii kullanimi
sonrasi ghrelin ve leptin diizeylerinin 6l¢iimii kolinerjik sistemin bu hormonlarin serum
diizeyleri iizerine olan etkisinin daha net ortaya koyulmasini saglayacaktir. Yine CDP-
kolin ile kronik tedavi sonrasinda viicut agirligi ve adipoz doku oranlarinda degisiklik olup
olmayacagi1 da cevaplanmasi gereken bir diger sorudur. CDP-kolin bazi1 Avrupa ve Uzak
Dogu iilkelerinde serebral iskemide, travmatik beyin yaralanmalarinda ve Alzheimer gibi
demansiyal hastaliklarda recete edilen ruhsath bir ilag olup (63, 64), hastalarin tedavi
stirecinde CDP-kolin'in calismamizda saptanan metabolik etkileri agisindan incelenmesi ve

takibinin yapilmasi bu konudaki bilgilerimizin artmasina katki saglayabilir.
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TESEKKUR

Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji doktora g¢alismam boyunca yakin ilgi ve
desteklerini gordiiglim, bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, Farmakoloji ve Klinik
Farmakoloji Anabilim Dali’nda calisan tiim degerli hocalarima ¢ok tesekkiir ederim. Tez
izleme komitesi liyeleri olan Prof. Dr. Mine Sibel Giiriin, Prof. Dr. Canan Ersoy ve Prof.
Dr. Sazi imamoglu'na da tez c¢alismam sirasindaki yakm ilgi ve katkilarindan dolay1
tesekkiir ediyorum. Yine bu projenin sekillenmesinde 6nemli katkisi olan Prof. Dr. Vahide
Savcr’ya ¢ok tesekkiir ederim. Tez danismanim olan Prof. Dr. Sinan Cavun’a tez ¢alismam
stiresince gostermis oldugu destek, katki ve sabir i¢in ayrica tesekkiir ediyorum. Son olarak
tez calismam sirasindaki yardimlari ve i¢ten dostlugu i¢in Dr. Nesrin Filiz Basaran’a, her
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OZGEGMIS

15-06-1974 yilinda izmir’de dogdum. Orta dgrenimimi Izmir 60. Y1l Anadolu Lisesi’nde
tamamladim. 1992 yilinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’ne girdim ve 1998 yilinda
mezun oldum. 1999 yilinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dalinda arastirma gorevlisi olarak calismaya basladim. Aralik 2003 tarihinde “Tip 1
diyabetes mellituslu hastalarda diyabetik nefropati gelisiminde serum monosit kemotaktik
protein-1 diizeyinin ve monosit adezyon molekiillerinin rolii” isimli uzmanhk tezimi
vererek I¢ Hastaliklar1 uzmani olmaya hak kazandim. Mart 2004 tarihinde Uludag
Universitesi T1p Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma Bilim Dali’nda Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 yan dal ihtisasina basladim. Ayni1 y1l Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstitii’siinde Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji doktora
programina bagladim. Haziran 2009°’da “Metabolik sendromu bulunan hipertansif
hastalarda telmisartan tedavisinin insiilin direnci, metabolik parametreler ile serum
adiponektin ve timor nekrozis faktor — alfa diizeyleri iizerine olan etkisi” isimli tezimi
vererek Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 yan dal uzmani olarak calismaya
basladim. 04 Aralik 2012’de Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Dogenti tinvanini
aldim. Halen Bursa Devlet Hastanesinde, Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1
Uzmam olarak gérev yapmaktayim. Evliyim, 6 yasinda bir kizzm var ve Ingilizce

bilmekteyim.

Dog. Dr. D. Sinem KUCUKSARAC KIYICI
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