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OZET

Sitidin-5’-difosfatkolin (CDP-kolin), membran fosfatidilkolinin ara {iriinii olan ve
endojen olarak sentezlenen bir mononiikleotiddir. Son yillarda merkezi veya periferik
yollarla uygulanan CDP-kolin’in kardiyovaskiiler sistem iizerinde pressor bir etki
olusturdugu ve bu etkilerine kolinerjik sistemin aracilik ettigi gosterilmistir. Merkezi
prostaglandinerjik sistemde normatansif sicanlarda merkezi prostaglandinerjik reseptorleri
ve kismende merkezi kolinerjik nikotonik reseptorleri aktive ederek pressor ve bradikardik
bir yanita neden olmaktadir. Bu calismada ise normatansif siganlarda merkezi olarak
enjekte edilen ve bir kolin dondrii olan CDP-kolin’in kardiyovaskiiler ve solunum sistemi
tizerine etkilerini ve CDP-kolin tarafindan indiiklenen bu etkilerde merkezi
prostaglandinerjik sistemin araciligini belirlemek amaglanmaistir.

Calismada erkek Spraque-Dawley cinsi siganlar kullandi. Serebral yan ventrikiile
(s.y.v.) enjekte edilen CDP-kolin (0.5, 1 and 2 pumol) zamana ve doza bagl olarak
kardiyovaskiiler sistem {izerinde pressor ve bradikardik etkiye neden olurken, normatansif
sicanlarin solunum sayisi, tidal voliimii ve dakika solunum voliimiinde artisa neden oldu.
Yine merkezi olarak enjekte edilen CDP-kolin posterior hipotalamustan yapilan
mikrodiyaliz ¢aligmasina goére posterior hipotalamik ekstraselliiler total prostaglandin
konsantrasyonunda % 62’lik bir artis olusturdu. Ayrica fosfolipaz A, (FLA,) inhibitdri,
mepakrin (250 pg; s.y.v.), fosfolipaz C (FLC) inhibitorii, neomisin (250 pg; s.y.v.) ve
secici olmayan siklooksijenaz (COX) inhibitorti, ibuprofen (200 pg; s.y.v.) ile yapilan 6n
tedavi CDP-kolin’in olusturdugu kardiyovaskiiler ve solunum etkilerini tamamen
engellerken, tromboksan A, (TXA;) sentez inhibitorii, furegrelate (250 pg; s.y.v.) ile
yapilan 6n tedavi ise CDP-kolin’in olusturdugu kardiyovaskiiler ve solunum etkilerini
azaltti.

Sonu¢ olarak, elde edilen bulgular merkezi olarak uygulanan CDP-kolin’in
kardiyovaskiiler sistem {izerine bradikardik ve pressor bir yanit, solunum sistemi iizerine
ise solunum sayisi, tidal voliim ve dakika solunum voliimiinde arttirict bir etki
olusturdugunu gostermektedir. Ayrica elde edilen bulgulara gére CDP-kolin tarafindan
indiiklenen kardiyovaskiiler ve solunum sistemi {izerine olan etkilerde, merkezi

prostaglandinerjik sistemin aracilig vardir.
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Anahtar Kelimeler: CDP-kolin, prostaglandin sentezi, fosfolipaz A, — C, COX 1 — 2,

mikrodiyaliz, kan basinci, kalp hizi, tidal voliim, dakika ventilasyon, solunum sayisi.
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SUMMARY

The Role of CDP-choline in The Central Regulation of Cardiovascular and

Respiratory System: Involvement of The Central Prostaglandinergic System

Cytidne-5’-diphosphocholine  (CDP-choline) is an endogenously synthesized
mononucleotide and intermediate product of membrane phosphatidylcholine. Recently it
was demonstrated that centrally or peripherally administrated CDP-choline caused pressor
effect and cholinergic system mediated these effects of it. Also central prostaglandinergic
system leads to pressor and bradycardic response by activating totally central
prostaglandinergic receptors and partly central cholinergic nicotinic receptors in
normotensive rats. The main object of the present study was to determine the effect of
centrally injected CDP-choline on cardiorespiratory system and the mediation of the
central prostaglandinergic system on CDP-choline, as a choline donor, -induced
cardiorespiratory effects in normotensive rats.

Experiments were carried out in male Spraque Dawley rats. Intracerebroventricularly
(i.c.v.) injected CDP-choline (0.5, 1 and 2 pumol) caused dose- and time-dependent pressor
and bradycardic effect on cardiovascular system and increased respiratory rates, tidal
volume and minute ventilation of normotensive rats. Also centrally injected CDP-choline
accompanied by 62 % increase in extracellular total prostaglandin concentration in the
posterior hypothalamus, as shown in microdialysis studies. Moreover, phospholipase A,
inhibitor mepacrine (250 pg; i.c.v.), phospholipase C inhibitor neomycine (250 pg; i.c.v.)
and nonselective COX inhibitor ibuprofen (200 pg; i.c.v.) almost completely and
thromboxane A, synthesis inhibitor furegrelate (250 pg; i.c.v.) decreased CDP-choline-
evoked cardiorespiratory effects.

In conclusion, results show that centrally administered CDP-choline evokes pressor
and bradycardic response on cardiovascular system and increases respiratory rates, tidal
volume and minute ventilation in normotensive rats. Moreover, according to our findings,
there is an involvement of the central prostaglandinergic system in CDP-choline-induced

cardiorespiratory responses.
Key Words: CDP-choline, prostaglandin synthesis, phopspholipase A, — C, COX 1 — 2,

microdialysis, blood pressure, heart rate, tidal volume, minute ventilation, respiratory

frequency.

vV



GIRIS

Sitidin-5’-difosfakolin (CDP-kolin) hiicre membranlarinin yapisal fosfolipitlerin
sentezinde yer alan biyosentez yolaginda temel aract molekil olup ozellikle
fosfatidilkolinin sentezinde 6nemli bir monontikleotidtir. CDP-kolin disardan verildiginde,
hiicre membranindaki fosfodiesterazlar tarafindan sitidin monofosfat ve fosfokoline hizli
bir sekilde hidrolize olup ardindan sitidin ve koline defosforile olur (1,2). Kolin ve
sitidinin her ikiside kan-beyin bariyerini geger ve kendilerine ait metabolik fonksiyonlara
etkin bir bicimde katilarak (3,4) CDP-kolin’in yer aldig1 bir¢ok fizyolojik ve farmakolojik
etkilere aracilik ederler (3).

CDP-kolin ile ilgili yapilan klinik ¢alismalarda CDP-kolin’in bir¢ok yararli etkilerinin
oldugu goriilmiistiir. Serebrovaskiiler patolojiler (5-8), Alzheimer hastalig1 (9-11), kafa
travmalari (12,13), glokom (14), ambliyopi (15,16), 6grenme ve hafiza gelisiminde (17,18)
CDP-kolin’in olumlu etkileri gosterilmistir.  Serebral iskemi kaynakli kafa travmasi
modellerinde ndral koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir (19). Ayrica CDP-kolin apoptotik
hiicre oliimiinde yer alan kaspazlarin aktivasyonunu azalttigi (20) ve bu sayede noral
koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir. CDP-kolin’in miyokardiyal iskemi-reperflizyon
hasarmni engelledigi de yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (21).

CDP-kolin merkezi ve periferal yoldan verildiginde arteriyel kan basincini arttirir
(22,23). Normatansif hayvanlara uygulanmasiyla artan arteriyel kan basincinda artis
nikotinik merkezi kolinerjik reseptorlerin aktivasyonu sayesinde gergeklesir. CDP-kolin’in
arteriyel kan basinci lizerinde yaptig1 bu pressor etkiye karsilik kalp {izerinde biradikardik
bir etki meydana gelir (23). Posterior hipotalamus kardiyovaskiiler diizenlemede c¢ok
onemli bir yere sahiptir ve kardiyovaskiiler diizenlemede rol oynayan birgok
norotransmitter ve néromodiilatér madde igerir.

Kolin, bir norotrasnmitter olan asetilkolin basta olmak {izere membran
fosfolipitlerinden fosfatidilkolinin 6n maddesidir ve CDP-kolin uygulamas: fosfatidilkolin
seviyesinde artis meydana getirir (24). Kolin dondrii olan CDP-kolin’in beyin
ekstraselliiler kolin seviyelerinde (25-27) ve hipotalamik kolin seviyelerinde (27) artis
meydana getirdigi goOsterilmistir. ~ Ayrica kolinerjik ndrotransmitter ve kolinerjik
ndrotransmisyonu arttiran asetilkolinin biyosentezinde yer aldigi (28), posterior
hipotalamusta histamin seviyelerinde artis meydana getirerek hemorajik soktaki

hayvanlarin yasama oranimi arttirdigi, bu etkiye H; reseptorlerinin aracilik ettigi (29) ve
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beyinde dopamin salinimini arttirdigir daha once yapilan caligmalarda gosterilmistir (30).
Ayrica CDP-kolin’in bir¢cok endokrin etkileri mevcuttur. Arteriyel kan basinci lizerinde
meydana gelen pressor etki hem normatansif hem de hipotansif kosullarda plazmadaki
vazopressin ve adrenalindeki artisa aracilik eder (22). Plazma adrenokortikotropik hormon
(ACTH) miktarinda da artista neden olan CDP-kolin bu etkileri beyin kolin diizeylerini
dolayisiyla kolinerjik nérotrasnmisyonu arttirarak yapmaktadir. Bu da kolin gerialim
inhibitorii olan Hemikolinyum-3 (HC-3) 6n tedavisi ile yapilan ¢alismada CDP-kolin’in
kolin donorii olarak rol oynadigr ve merkezi sinir sisteminin kolin transmisyonu ile
arteriyel kan basincinin arttig1 gosterilmistir (23).

Bircok calismada kolinerjik agonistler tarafindan kolinerjik reseptorlerin
aktivasyonunda artis oldugu gosterilmistir. Bu kolinerjik agonistlerin arasidonik asit
(A.A.) sentezini aktive etmesi sonucu prostaglandinlerin sentezinde de artisa neden oldugu
dolayistyla bu kolinerjik ajanlarin etkilerinin diizenlenmesinde prostaglandinlerin rol
oynayabilecegi rapor edilmistir (31-34). Bununla beraber CDP-kolin’in iskemide
fosfolipid kaybini azalttig1 ve serbest yag asitlerinde artisa neden oldugu caligmalarda
gosterilmistir (1,2,35,36).

CDP-kolin’in solunum {izerine etkileriyle ilgili yapilan c¢alismada, CDP-kolin’in
solunum frekansi, dinamik akciger uyumlulugu ve ekspiratori akciger direnci iizerine
kismen faydali etkisi oldugu gosterilmistir (37). Ilacin kardiyovaskiiler ve diger etkileri
izerine yapilmis bu kadar ¢calisma varken solunum iizerine yapilan ¢alismalar yok denecek
kadar azdir.

Bu raporlarin 15181 altinda c¢alismada, merkezi olarak uygulanan CDP-kolin’in
normatansif siganlarin kardiyovaskiiler ve solunum parametreleri iizerine etkileri ve bu

etkilerde merkezi prostaglandinerjik sistemin aracilifinin gosterilmesi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

CDP-kolin’in Genel Ozellikleri

CDP-kolin’in yapisi

CDP-kolin veya sitikolin riboz, sitosin, pirofosfat ve kolinden olusan (3) bir
mononiikleotiddir. CDP-kolin hiicre membraninin yapisal fosfolipitlerinin sentezinde yer
alan ve fosfatidilkolin sentezinde hiz sinirlayici basamaklarin formasyonunda temel olan
araci bir molekiildiir (28). Difosfat kopriisiiyle baglanmis sitidin ve kolin olmak {izere iki
temel kisimdan olusur (Sekil 1). Molekiil agirlig1 488,33 g/mol olup yliksek derecede nem
cekme ve polar molekiil olmasi nedeniyle kolayca suda ¢oziinme o6zelligine sahiptir.

Goriiniiste beyaz, kristalize ve siingerimsi bir yapiya sahip monosodyum tuzudur.
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Sekil-1: CDP-kolin’in molekiiler yapisi

CDP-kolin’in metabolizmasi

Kolin, CDP-kolin’in metabolizmasinda ve sentezlenmesinde yer alan temel bir besin
maddesi olup, ¢cogu beslenme yoluyla disaridan saglanir. Bir ¢esit B vitamini olarak

nitelendirilebilen kolin, kuarterner bir bazdir (Sekil 2). Kolin balikta, yumurtada, soya



fasulyesinde, hububatlarda, kabuklu yemislerde, sebzelerde ve yagsiz ette bulunur. Ayrica
anne siitinde de kolin vardir. Kolin disaridan diyet yoluyla alindiginda kan beyin
bariyerini kolayca gecger, beyin gelisimi ve fonksiyonu yoniinden ¢ok dnemlidir (38-40).
Kolin, bir norotrasnmitter olan asetilkolin basta olmak {izere membran fosfolipitlerinden

fosfatidilkolin, sfingomyelin ve plazmalojenlerin 6n maddesidir (41).
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Sekil-2: Kolin’in molekiiler yapisi

Kolinin hiicre disina tasinmasi, CDP-kolin ve kolin metabolizmas: ile baglantili olarak
diizenlenen 6nemli bir siirectir. Kolin tastyicilarinin en 6nemli rolii ekstraselliiler bolgeden
kolinin geri alinimi olmasinin yam sira, kolini mitokondriye yonlendirip burada betaine
indirgemesini ve sentezlenmesini saglamaktir. Yiiksek okaryotlarda kolinin membrandan
gecisi li¢ tip tasiyict tarafindan diizenlenir. Bunlar organik katyon tasiyicilari, ndronlardaki
asetilkolin sentezi ile alakal1 olan yiiksek afiniteli kolin tastyicilart ve kolin tasiyici benzeri
proteinlerdir. Kolinin viicuttaki ana kaynagi fosfatidilkolindir ve buradan birka¢ yolla
sentezlenebilir. Bu sentez baslica karaciger ve bdbrekte meydana gelirken beyin
noronlarinda da gergeklesir (42,43).

Fosfolipitler biitiin uniseliiler ve multiseliiler membran sistemlerinin fonksiyonel ve
yapisal devaminda yer alir. Fosfatidilkolin O0karyot membranlarda ve seckin
prokaryotlarda en ¢ok bulunan fosfolipidtir. Fosfatidilkolinin biyosentezinde bir araci
endojen olarak sentezlenen CDP-kolin’in sentezi Kennedy Yolag: olarak isimlendirilen bir
yolak iizerinden gerceklesir (35). Bu sentez yolagi ii¢ basamaktan olusur. Ilk olarak,
kolinin kolin kinaz enzimi tarafindan katalizlendigi reaksiyonda fosforile olmasi sonucu
fosfokoline  doniisiir.  Ikinci basamakta, fosfokolin ile sitidin-5’- trifosfat,

fosfokolinsitidiltransferaz enzimi araciligi ile geri doniislii bir reaksiyona girerek CDP-



kolin’i olusturur. Son olarak CDP-kolin, 1,2-diagilgliserol (DAG) kolinfosfotransferaz
enzimi aracilifiyla diacilgliserole aktarilmasi sonucu fosfatidilkolin sentezlenir (25-27,44-
46) (Sekil 3). Kennedy yolagi fosfatidilkolin sentezinde tek yol olmamasina karsin sentez
edilen fosfatidilkolinin biiyiik bir kismindan sorumlu olan yoldur (3). Bu yolagin disinda
fosfatidilkolinin sentez edilmesinde az da olsa yer alan karacigerde meydana gelen
‘fosfatidiletanolamin metilasyonu’ yolu ve fosfatidilserin ile fosfatidiletanolamindeki serin
ve etalonamin gruplarinin serbest kolin ile yer degistirmesiyle meydana gelen ‘baz degisim
yolag1’ vardir. CDP-kolin’den in vivo kosullarda fosfatidilkolin sentezi boyunca kolin
monofosfat fosfatidilkolinin yapisina katilir ve sitidin 5’-monofosfat (CMP) salinir. CMP,
RNA veya DNA sentezinde deoksiriboniikleotid olarak kullanilabilir. CDP-kolin’in
metaboliti olan kolin, nérotransmitter madde asetilkoline veya metyonin ve S-adenosyl-L-
metyoninin sentezinde metil grubu kaynagi olarak gérev yapan betaine metabolize olur
(Sekil 3).

CDP-kolin disaridan verildiginde, hiicre duvarindaki fosfodiesteraz tarafindan sitidin
monofosfat ve fosfokoline hizli bir sekilde hidrolize olur, ardindan sitidin ve koline
defosforile olur (1,2). Kolin ve sitidinin her ikiside kan-beyin bariyerini geger ve niikleik
asitlerin, proteinlerin ve asetikolinin formasyonu gibi kritik metabolik fonksiyonlara etkin
bir bi¢cimde katilirlar (3,4) ve hiicreler tarafindan alinip CDP-kolin’in yeniden

sentezlenmesinin de yer aldig1 intraselliiler reaksiyonlar i¢in kullanilirlar (3,4,22.,47).

CDP-kolin’in etki mekanizmasi ve kullanim alanlar

Oral, intravendz veya intramuskiiler olarak verilen CDP-kolin’in yararl bilesiklerinin
viicutta emilimi ¢ok iyi bir sekilde gergeklesir. Buna bagl olarak kolinerjik ve ilgili
sistemlerin fonksiyonlar1 iizerindeki etkilerinde %90’dan fazla biyoyararlanim gosterir
(48). Buna paralel olarak, yapilan farmakokinetik ¢aligmalar oral yoldan alinan CDP-
kolin’in ¢ok diisiikk bir dozunun viicut digina atildig1 (49) ve gastrointestinal sistemde
absorpsiyonun tama yakin oldugunu gostermistir (50). CDP-kolin’in oral uygulamasi insan
ve siganda farklilik arz eder. Uygulama sonrasi sicanlarda plazma kolin ve sitidin
diizeylerinin arttig1 (47,50) insanlarda ise plazma kolin ve {iridin seviyelerinin arttig1 (2)
saptanmistir. CDP-kolin metabolitlerinin ajanin uygulanmasindan 30 dakika sonra beyine

ulastig1 goriilmiustiir (21).



CDP-kolin

Hidroliz

ACh
v

Betain <i Kolin Sitidin
Transmetilasyon & G

Metionin Fosfokolin
&
Proteinler
CDP-kolin
DAG=={
Ptdch

Sekil-3: CDP-kolin’in metabolizmasi. ACh; asetilkolin, PCCT; fosfokolinsitidiltransferaz, CTP; sitidin
trifosfokolin, DAG; diagilgliserol, Ptdch; fosfatidilkolin.

CDP-kolin, kolin donérii olarak membran fosfolipidlerinin ve kolinerjik
norotransmitter asetilkolinin biyosentezinde yer alir (28). Fareler lizerinde yapilan
calismada 'C isaretli CDP-kolin uygulamasindan sonra beyin ¢ikarilip incelendiginde
radyoaktivitenin secici olmaksizin hiicre membranlarinda (51), kolinerjik néronlarda ve
purkinje hiicrelerinin subselliiler membranlarinda yogunlastig1 goriilmiistiir (52). CDP-
kolin’in s.y.v uygulamasindan sonra, serebrospinal sivida, beyin ekstraselliiler kolin
seviyelerinde (25-27) ve hipotalamik kolin seviyelerinde artiy meydana geldigi
gosterilmistir (10).

Kolinerjik innervasyona sahip olan hipotalamo hipofizer sistem bu 6zelligi nedeniyle
CDP-kolin’in endokrin sistem {izerindeki etkileri arastirilmis bir¢ok calisma yapilmistir.
Insanda intravendz yolla uygulanan CDP-kolin kanda biiyiime hormonu (GH) seviyesini
yiikseltirken prolaktin seviyesinde ise azalma meydana getirmistir (53,54). CDP-kolin
normal kosullarda sicanlarin s.y.v.’line verildiginde ACTH hormon seviyesini arttirdigi,
uyarilmis kosullarda ise tiroid uyarict hormon, luteinizan hormon ve GH seviyelerinde artis
meydana getirdigi gosterilmistir (55). CDP-kolin’in plazma katekolamin, serum insiilin,
plazma glukagon seviyelerini arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (22,23,57,58).
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Anterior hipotalamus boélgesinden salinan vazopressinin, kolin ve CDP-kolin
uygulamalarina cevap olarak plazmadaki vazopressinin doza ve zamana bagli olarak arttig1
gozlenmistir (57). Kolin alinim blokérii HC-3 ile 6n tedavi yapildiginda CDP-kolin’in
vazopressin seviyesi lizerinde olusturdugu bu cevap ortadan kalkar. Buda bize vazopressin
hormonunun saliiminin ndral kontroliinliin merkezi kolinerjik néronlarin yer almasindan
baska CDP-kolin’in kolin donérii olarak rol aldiginida ayrica gostermektedir. CDP-
kolin’in hidrolizinde olusan diger metaboliti sitidinin plazma vazopressin diizeyleri
tizerinde bir etkisi yoktur (57).

Merkezi olarak CDP-kolin’in uygulanmasiyla, posterior hipotalamusta ekstraselliiler
histamin miktar arttig1 ve yapilan calismada hemorajik sok olusturulmus sicanlarda CDP-
kolin’in hemorajik soku geri dondiiriicii etkiye sahip oldugu ve bu etkiyi H; histaminerjik
reseptOriiniin  aracigiyla ortaya koydugu gosterilmistir (29).  Ayrica CDP-kolin’in
hemorajik sok modelinde yasamsal Oneme sahip olan superior mezenterik ve renal
arterlerdeki kan akimini diizenleyerek yasama oranini arttirdigi gosterilmistir (59). CDP-
kolin’in enflamasyon agr1 modelinde analjeziyi alfa-7 nikotinik asetilkolin reseptdrlerinin
(a7-nAChR) aktivasyonu aracilign ile azalttigt gosterilmistir (60,61). CDP-kolin’in
hayvanlar iizerindeki sizofreni modelinde ve insanlarda o7-nAChR agonisti olarak
sizofreni tedavisinde kullanimi iizerinde c¢alismalar yapilmaktadir (62,63). CDP-kolin’in
intraperitoneal (i.p.) uygulanmasi sonucunda meydana gelen ortalama arteriyel kan basinci
artigl; intravendz (i.v.) olarak ayni doz uygulanan CDP-kolin’in yarattif1 arteriyel kan
basinci artisindan daha fazla ve daha uzun siirelidir. Bu iki uygulama arasindaki diger bir
fark, CDP-kolin’in 1.p. uygulamasinda arteriyel kan basincina cevap olarak kalp hizinda
bradikardik bir etki goriiliirken, i.v. uygulamada bdyle bir etki s6z konusu olmamasidir.
Sonug olarak, CDP-kolin’in degisik yollarla uygulanmasina kars1 arteriyel kan basincinda
ve kalp hizinda farkli cevaplar meydana gelebilir (23). Bundan farkli olarak CDP-kolin’in
saglikli insanlara giinde iki kere olmak iizere bes giin boyunca verilmesi arteriyel kan
basincini ve kalp hizin1 degistirmemistir (64). Bunun nedeni, oral yolla verilen doz,
calismalarda farmakolojik dozdan daha diisiik kullanilmasindan ileri gelmektedir (47,65).

Bir¢ok aragtirmaci felg, travmatik beyin tahribat1 ve Alzheimer hastaliginin yer aldig:
norolojik hasar ya da durumlar i¢in CDP-kolin’in kullanimin1 incelemistir. CDP-kolin’in
potansiyel faydalari, merkezi ve periferal sinir sisteminde asetilkolin seviyelerinde artis
meydana getirmesi ve noral tamiri saglamasidir. CDP-kolin’in terapétik etkide birgok
potansiyel noktalarina sahip olmasi bu ilaci teoride uygun tedavi araci haline getirmektedir.

Buna ragmen bazi klinik durumlarda CDP-kolin tedavisinin faydali olmadig1 goriilmiistiir
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(66). CDP-kolin uygulamasinda nadir olarak goriilen olumsuz etkiler; bas agrisi, tinnitus,
insomnia, gérme problemleri, anksiyete, huysuz bacak sendromu, ayak 6demi ve bas
donmesidir (67).

CDP-kolin biyolojik aktivite olarak hafiza gelisiminde rol oynadigi iddia edilmistir
(68). Yapilan klinik ¢aligmalar bu hipotezin dogrulugu ile ilgili ipuglar1 vermistir (69,70).
Hafif biligsel bozukluga sahip hastalarda ilacin bilissel bozunumunu geciktirici bir ajan
olarak rol oynamasi mevcut bir oOneridir (71). Ayrica CDP-kolin’in uygulamasinda
membran hasar1 kaynakli noral 6liimlerin sekillendigi merkezi sinir sistemi hasarlar1 gibi
hastalik durumlarinda fayda sagladigi diistintilmektedir (72).

CDP-kolin hiicre membranlarinda stabilizatér fonksiyonda gorev alir ve serbest
radikallerin varligin1 azaltict etkiye sahiptir (73). Ozellikle beyinde dopamin
norotransmitterlerinin salinimini stimiile edici rolii olduguna dair bulgular vardir (30).

Serebral iskemi durumu kontrolsiiz bir sekilde iyonlarin hiicre membranindan
sizmasina, membran depolarizasyonuna ve glutamat/dopamin salinimina neden olur (74).
Glutamat salinimi ve onun reseptOrlerinin stimiilasyonu fosfolipaz aktivasyonuna,
fosfolipit hidrolizine ve arasidonik asit (A.A.) salinimina neden olur (67) ve sonug¢ olarak
apoptotik veya nekrotik hiicre 6liimii sekillenir (75). Apoptotik hiicre 6liimiine kaspazlarin
aktivasyonu aracilik eder. CDP-kolin fokal serebral iskemi sonrasinda, pro-kaspazlarin,
kaspaz-3’iin ve niikleer DNA’nin fragmantasyonunu azaltir (20). CDP-kolin ayrica fokal
serebral iskemi sonrasi kalsiyum kanal blokorii nimodipin ile kombine edildiginde
infraksiyonu diisiirerek antiapoptotik Bcl-2 sentezlenmesini arttirir (76). CDP-kolin 6n
tedavisi in vivo fokal serebral iskemi modelinde (77) sekillenen eksitotoksik olimi
engeller. Diger bazi klinik ¢aligmalarda fosfatidilkolin sentezinde artis meydana getirdigi
(24), kardiyolip ve sfingomiyelin seviyelerini korudugu (78), glutatyon sentezini ve
glutatyon reduktaz aktivitesini arttirdigr (79), fosfolipaz aktivitesini (28), ve iskemi
kaynakli olusan hidroksil radikallerini azaltig1 (4), Na/K ATPaz aktivitesini diizenledigi
(80), yukarida belirtildigi gibi prokaspazlarin ve kaspaz-3’lin ekspresyonunu azalttigi
bdylece noral koruyucu etki sagladigr gosterilmistir (19).

CDP-kolin’in i.v. yolla uygulanmasinin ayrica kisa donem miyokardiyal iskemi-
reperfiizyon hasarini engelledigi de rapor edilmistir (21). CDP-kolin’in buradaki koruyucu
etkisine merkezi muskarinik reseptorler ve vagal yolaklarin aktivasyonunun aracililik ettigi

gosterilmistir (21).



CDP-kolin’in Kardiyorespiratuar Etkileri

CDP-kolin’in kardiovaskiiler etkileri

Kardiyovaskiiler sistemin temel amaci yeterli kan ve plazma akisini tiim organ ve
dokulara saglamaktir. Bu gorev i¢inde, akcigerlerde karbondioksidin uzaklastirilmast ve
oksijenin alinmasi, renal, adrenal ve hipofiz bez hormonlar1 gibi bolgesel ve sistemik
hormonlarin hedef doku ve hiicrelere ulastirilmasi, metabolik artiklarin bobreklerden
atilmasi ve bu aktivitelerin sonucu olarak normal elektrolit ve sivi dengesinin saglanmasi
yer alir. Vaskiiler sistem igerisinde kanin dolagimi sirasinda basincin belli bir diizeyde
sabit tutulmasi gerekir ki bu dokulara kanmn yeterli perfiizyonunun saglanmasi igin
gereklidir. Kan basinci, kanin damar ceperine uygulamis oldugu basing olup periferik
arteriyel diren¢ ve kalp debisi diizeyleri tarafindan belirlenir. Bunu saglayan temel
prensipler kalp atimi, damarlarin elastikiyeti, cevresel diren¢ ve kanin varligidir (81). Kan
damarlarinin bazal tonusunun devami i¢in sempatik sinir sisteminden perifere dogru bir
uyarim s6z konusudur.

Kardiyovaskiiler sistemin kontrolii merkezi ve periferik olarak saglanir ve bu iki
sistem birbiriyle uyum i¢inde c¢alisirlar. Kardiyovaskiiler ve solunum sisteminin otonomik
kontroliinde yer alan ana mekanizmalar suprameduller diizeylerde bulunurlar (82).
Basinca ve kimyasal cevaba duyarli sensor sistemleri olan baro ve kemoreseptorler
kardiyovaskiiler diizenlemede yer alirlar. Baroreseptorler, basingtaki degisiklige duyarl
gerim reseptorleridir. Yiiksek basing reseptorleri arkus aorta ve siniis karotikusda bulunur.
Diisiik basing reseptorlerinin ise atriumlar ve pulmoner dolasimda bulundugu bilinmektedir
(83). Kemoreseptorler CO,’deki degisimlere ¢cok hassastirlar (84) ve aymi sekilde arkus
aorta ve siniis karotikusta lokalize olmuslardir. Baro ve kemoreseptorlerden ¢ikan uyarilar
nervus vagus ve nervus glossofaringeus araciligi ile beyin sapinda yerlesik olan niikleus
traktus solitaryus (NTS) bolgesine ulasip sinaps yaparlar (84-86) (Sekil 4). NTS, niikleus
intermediolateral spinal kolonuna (IML) sinir lifi gondermektedir (87) ve IML’ye
presempatik noronlardan gelen efferentler, diiz kas damarlar1 ve miyokarda kadar uzanir
(Sekil 5). NTS, akut strese aracilik eden kardiyovaskiiler cevaplarda da 6nemli rol oynar
ve bu yonii ile NTS, 6n beyin boélgeleri ve hipotalamusu da igeren beynin yiiksek
merkezlerinden gelen uyarimlari alir. NTS de ilgili reseptorler araciligi ile alinan uyarilara
kars1 olusan uygun cevaplar dogrultusunda buradan ¢ikan uyarilar, basta hipotalamus

olmak tizere beynin cesitli bolgelerine iletilerek kardiyovaskiiler ve solunum sisteminin
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diizenlenmesi saglanir (82,85,88,89). Bu beyin bdlgelerinde kardiyovaskiiler ve
solunumun diizenlenmesinde gorev alan ndromodiilatér ve norotrasmitter maddeler
bulunmaktadir. Merkezi sinir sisteminin uyarict sinapslarinin ¢ogunda ndrotransmitter
olarak glutamatin salimmi gergeklesir. NTS’a wulasan baro ve kemoreseptor
afferentlerinden ndrotransmitter olarak glutamatin salinimi ile sinaptik iletim saglanir (83).
Kardiyovaskiiler ve solunum sisteminin veya bu iki sistemi birbirinden ayiramayacagimiz
i¢cin kardiyorespiratuar sistemin merkezi kontroliiniin diizenlenmesinde beyin sapinda bazi
yolaklar sekil 4-5 te gosterilmistir.  Sekilde bir promotor niikleus olan Rostral
Ventrolateral Medulla (RVLM), IML'de preganglionik sempatik noronlara uyarici etki
gonderen baslica bolgedir. Bir depressor promotor niikleus olan Kaudal Ventrolateral
Medulla (KVLM) kan basincinin diizenlenmesinde RVLM'ye tonik inhibitor ve uyarict
ileti saglar (90,91).

Kemoreseptorler

Baroreseptorler

Kalp ve kan damarlari

Sekil-4: Kardiyovaskiiler sistemin merkezi diizenlenmesinde yer alan bolgelerin baroreseptdr ve
kemoreseptorlerden aldig1 uyarimlarin beyin sapindaki yol haritasi. IML, spinal kordun intermediolateral
hiicre kolonu; KF, ponstaki Kolliker-Fuse niikleusu; NTS, niikleus traktus solitaryus; RVLM, rostral

ventrolateral medulla; KVLM, kaudal ventrolateral medulla.
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Sekil-5: Afferent ve efferent baroreseptoér yolaklari. NTS, niikleus traktus solitarius; KVLM, Kaudal
ventrolateral medulla; RVLM, rostral ventrolateral medulla; IML, intermediolateral gri kolon; NA, niikleus
ambigus. Kan basincinda diislis ile baroreseptorlerin atesleme oraninda da azalma meyadana gelir. Bu
afferent sinyalin azalmasi NTS’den KVLM’ya ve KVLM’dan RVLM’ya néral uyarimi ortadal kaldirir.
KVLM’daki noronlar inhibitdr neurotransmitter y-aminobutyric asidi (GABA) salgilar. Dolayisiyla KVLM
sinyalindeki azalma RVLM’nin inhibisyonunun ortadan kalkmasina sempatik ateslemenin IML gri kolon
araciligiyla artmasina neden olur. Bu da damarlarda sempatik tonusun ve kalp hizinin artmasini saglar.

Ayrica vagus aracilikli parasempatik ¢ikista bir azalma da kalp hizinin artmasi yoniinde etki yaratir.

Sonrasinda, NTS’deki noronlar RVLM’deki noronlar1 inhibe edecek olan KVLM deki
inhibitdr noronlar1 aktive ederler. Kisaca NTS bu depressor ve pressor bolgeler arasinda
kan basincinin duruma gore diizenlenebilmesi i¢in ana salter gorevi iistlenmektedir. Diger
promotor niikleus olan ve sempatik sinir aktivitesini énemli bir sekilde etkiledigi ortaya
konan Paraventrikular Niikleus (PVN) anatomik olarak magnoselliiler ve parvoselliiler
noronlar olarak iki alt liniteye ayrilir (92). Magnoselliiler noronlar arka hipofize kadar
uzanir ve vazopressinin ve oksitosinin kan dolagimima verilmesinden sorumludur.
Parvoselliiler ndronlar ise merkezi sinir sistemi i¢inde kardiyovaskiiler diizenleme ig¢in
onemli otonomik alanlarida icermek tizere ¢esitli beyin bolgelerine sinir lifleri gonderirler.
Bu sistem i¢inde parvoselliiler ndronlarin uzandigi bolgelerden biri sempatik preganglionik
motor noronlarin bulundugu IML'yi dogrudan, RVLM'y1 da dolayli olarak innerve
etmektedir (93,94). Ayrica PVN’un, RVLM'y1 ve IML'u hem dogrudan hemde dolayl
yoldan kollateraller araciligi ile innerve ettigi belirtilmistir (94). Bununla beraber arteriyel
basincin kontroliiniin, degindigimiz merkezi ve periferik néral mekanizmalar disinda lokal
vaskiiler faktorler, hormonlarin kisa ve uzun siireli etkileri ve bobrekler araciligi ile
saglandig1 bilinmektedir (81).
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Kolinerjik sistemin kardiyovaskiiler diizenlemedeki rolii biiyiiktiir (95-97). Endojen
CDP-kolin miktarini arttirmak amacli kolin, sitidin ve oratik asit 6n tedavileri veya CDP-
kolin’in disaridan dogrudan verilmesiyle fosfatidilkolin sentezi artmaktadir (98-100).
Asetilkolinin 6ncli maddesi olan kolinin kan dolasiminda artmasina sonucu asetilkolinin
sentezi (101) ile, salinim1 (102) artar ve buna bagl olarak ta kolinerjik noral gecis artar
(95,102). Beyinde kolinerjik aktivitenin artisida kan basincini arttirir (95-97).

CDP-kolin’in egzojen olarak uygulanmasi normatansif durumda arteriyel kan
basincini arttirir (22,23) ve hemorajik sok durumunda hipotansiyonu diizenler (59).
Normatansif kosullarda, arteriyel kan basincindaki artisin presinaptik kolinerjik
mekanizmalarin aktivasyonu araciligi ile merkezi muskarinik ve nikotinik kolinerjik
reseptorlerin aktivasyonu sayesinde gerceklestigi goriilmektedir. Hipotansif kosulda,
sadece nikotinik kolinerjik reseptorlerin aktivasyonu pressor etkide yer alirlar. Hem
normatansif hem de hipotansif kosullarda plazmada vasopressin ve adrenalin
diizeylerindeki yiikselme CDP-kolin’in pressor etkisine aracilik eder (22). Normatansif
hayvanlarda, kolin ve CDP-kolin aym1 dozda s.y.v.’e verildiginde her ikisi i¢inde benzer
pressor etki goriiliirken, sitidin ayn1 pressor etkiyi yaratmaz. Hipotansif durumda ise CDP-
kolin ve kolinin s.y.v. uygulamalar1 hipotansiyonu diizeltirken sitidin az fakat saline gore
anlamli bir etki yaratarak arteriyel kan basincini arttirir. Pressor etkiye yanit olarak kolin
ve CDP-kolin uygulamalarinda, kalp hizinda bradikardik etki sekillenir. CDP-kolin’in
baslattig1 bradikardik etki pressor etkisine gore daha uzun siirer. Sitidin’in s.y.v.’e
uygunlamasi sonucunda kalp hizinda artis meydana gelir; bu da bize yiliksek dozda CDP-
kolin uygulamasinda ilk etapta goriilen kalp hizindaki artig1 agiklamaktadir.

Merkezi CDP-kolin uygulamasinda CDP-kolin ilk 6nce hidrolize olur sonra beyin
dokusuna difiize olur ve arteriyel kan basincini arttirmasi kismi olarak merkezi kolin
konsantrasyonundaki artigla ilgilidir. HC-3 6n tedavisi CDP-kolinin pressor etkisini
ortadan kaldirmistir; bu da CDP-kolin’in arteriyel kan basinci tizerindeki pressor etkisinin
merkezi sinir sisteminde kolin transmisyonu ile alakali oldugunu gdostermistir.
Hipotalamik ekstraselliiler kolin seviyeleri CDP-kolin’in arteriyel kan basinci etkileri ile
paralellik gostererek hipotansif asamada ayni doz CDP-kolin uygulamasindan sonra
hipotalamik ekstraselliiler kolin seviyesi normal asamaya gore daha fazla ve daha uzun
siirelidir. Hipotansiyon, asetilkolin sentezlemek icin gerekli kolini ve kolinerjik néron
atesleme oranini arttirir. Kalp hiz1 temelde merkezi muskarinik reseptorlerin aktivasyonu

ile kontrol edilir (23).
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CDP-kolin’in solunum etkileri

Solunum sisteminin gorevi canli organizmanin dig ortam ile arasindaki gaz aligverisini
saglamak olup, karbon tasiyan molekiillerin oksidasyonu ile enerjinin temel kaynaginin
saglanmasidir. Bu gaz aligveriginin saglanmasinda akcigerler ve akcigerlere hava gotiiren
yollar yer alir. Alian havadaki oksijen akcigerdeki alveoller ile kilcal damarlardan kana
gecerek kani oksijenlendirir. Bu sekilde oksijen, dolagimda ilgili doku ve organlara ulasir.
Solunum, dogumdan o6liime kadar devam eden yasamsal bir davranistir, organlarin
durumuna gore aralikli olarak devam eder ve merkezi sinir sistemi tarafindan kontrol edilir
(81). Solunum sirasinda merkezi solunum reseptdrlerinden gelen uyarimlar her soluk
arasinda tamamen durdurularak solunumun devamlilig1 saglanir.

Asetilkolin, solunumun noéral kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (103-116). Beynin
noral kontroliinde, CO, veya pH degisimlerini algilamasinda ve ventilasyonun
diizenlenmesinde yer alir (117-123). Uyku apnesi gibi solunum kontroliiyle ilgili ndrolojik
hastaliklarda kolinerjik sistemdeki bozulmanin yer aldigir gosterilmistir (115, 124-128).
Anestezi altindaki hayvanlara ACh’in lateral veya liglincii ventrikiil yoluyla verilmesiyle
genelde solunumda gegici depresyon fakat bazi durumlarda ise solunumda hizlanma
gorilmistir (103).

Kardiyovaskiiler sistemde oldugu gibi, ventrolateral medullada bir niikleuslar kolonu
mevcuttur ve bunlar normal solunum aktivitesi i¢in gereklidir. Basitce, degisik motor
cikislarinda fazik solunum aktivitesi inspirasyon ve ekspirasyon verme fazinda ateslenen
ndronlarin popiilasyonu ile gerceklesir. Inspirasyon ve ekspirasyon fazina gére bu aktif
ndronlar inhibitdr veya uyarici olabilirler, bu onlarin nérotransmitterine ve aktif olduklari
inspirasyon veya ekspirasyonun fazina baglidir. Anahtar ndron populasyonlari Bo™ tzinger
ve pre-Bo™ tzinger’dir (129-131). Ventrolateral medulla solunum sistemi i¢in 6nemli olan
tek beyin sap1 bolgesi olmayabilir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda, fasiyel
niikleusun kaudal kutuplarinin arasindaki orta hattin kimyasal uyariminin giiclii bir sekilde
solunumu inhibe ettigi ve bunun kan basincinda ¢ok kiigiik bir etkisi oldugu gosterilmistir
(88,89).

Solunum sisteminin diizenlenmesinde de yer alan RVLM (131,132) ve KVLM’deki
(133) barosensor noronlart merkezi olarak kontrol edilir. RVLM’nin disindaki medullar
niikleuslar da solunum kontroliinde rol alirlar. Ozellikle, orta hattaki serotonin ndronlari

(135,136) ve noradrenerjik néronlar (137) kemoreseptor aktivasyonundaki degisimlere
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verilen cevapta ve kardiyovaskiiler ve solunum diizenleyici bolgelere uyarimin gegisinde
onemli rol oynayabilmektedirler.

CDP-kolin’in solunum diizenlenmesinde kolin fosfotransferaz yolagi iizerinden
lesitinin akciger surfaktani sentezinde kilit molekiil olarak rol aldigi1 bilinmektedir. CDP-
kolin’in i.p. yolla uygulanmasi yeni dogmus prematiire tavsan yavrularinda solunum
frekansinin, dinamik akciger uyumlulugunun ve ekspiratori akciger direncinin iizerine
kismen faydali etkisi vardir (37). Bununla birlikte CDP-kolin’in merkezi uygulamasinin

solunum diizenlenmesinde nasil bir etkisi oldugu bilinmemektedir.

Prostaglandinler

Prostaglandinler karbon zincirinin ortasinda bir siklopentan halkasi bulunan
eikozanoidlerdir. Prostaglandinler ve TXA, prostanoid olarak isimlendirilirler.
Fosfolipaz’lar tarafindan bir 20 karbonlu doymamis yag asidi olan A.A.’in plazma
membranindan salinimi COX olarak isimlendirilen enzimlerin aracilifiyla meydana gelir
(Sekil 6). Prostaglandinler, A.A.’ten tiirevlenen interselliiler ve intraselliiler habercilerin
bir ailesidir. Bu aracilar, diiz kas tonusu ve vaskiiler permeabilite lizerinde genis bir etkiye
sahiptirler. In vivo olarak 4 adet biyoaktif prostaglandin sentez edilir. Bunlar,
prostaglandin (PG)D,, PGE, PGF,, ve Prostasiklin (PGl,)’dir. Prostaglandinler tiim
viicutta bulundugu gibi merkezi sinir sisteminde de bulunurlar (138).

Her hiicre tipinde en azindan bir veya iki tanesi dominant olarak bulunur. Otokrin ve
parakrin lipid aracilari olarak gorev yaparlar ve ayn1 zamanda viicutta lokal homeostazisin
saglanmasinda gorevlidirler. Enflamasyona cevap olarak prostaglandinlerin profil ve
seviyeleri biiylik oranda degisiklik gdsterir.  Prostaglandinlerin sentezi enflamasyon
olmayan dokuda ¢ok disiik seviyedeyken akut bir enflamasyonda aniden artar ve bu,
16kositlerin ortama gelmesinden ve immiin hiicrelerin infiltrasyonundan 6nce gerceklesir.
Farkli durumlar igin PG’ler farkli yamitlar meydana getirirler. Ornek olarak PGD, ve
TXA, diiz kas kontraksiyonuna neden olurken, PGI, gevsemeye neden olur (139-142).

PGE,, prostaglandinler igerisinde en ¢ok tretilendir. Fizyolojik kosullar altinda PGE,
immun cevaplarin diizenlemesi, kan basinci, gastrointestinal ve doéllenme gibi bir¢ok
biyolojik fonksiyonda 6nemli bir aracidir. Diizensiz PGE, sentezi veya yikimi genis
Olclide patolojik durumlarla alakalidir (37). Enflamasyon durumunda PGE,
enflamasyonun klasik isaretleri olan kizarma, sisme ve aci siirecelerinin hepsinde yer alir

(82). Kizariklik ve 6dem artan kan akisinin PGE, aracilikli olarak arteriyel dilatasyonda ve
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mikrovaskiiler permeabilitede artis sonucu enflame dokuya ilerlemesiyle gergeklesir (82).
Act ise PGE; nin spinal kord ve beyindeki merkezi bolgeleri ve periferal sensor noronlari
tizerinde aktivitesi ile gerceklesir (37). PGE, lokal olarak bir veya daha fazla akraba olan
EP1-EP4 (143) reseptorlere baglanarak calisir (Sekil 7). PGE,; bakteriyellipopolisakkarit
(LPS) ile yapilan néroenflamasyonda toksik etkiye neden olur ve bu lezyonlara veya aci
transmisyonunda artisa sebebiyet verir. Fakat PGE,’nin anti-inflamatuar o6zelligi de
mevcuttur. PGE,, bradikinin ile yapilan noral korumayi, LPS’in blokajin1 ve ATP’nin
yaptig1 sitokin sentezini saglar (144,145). PGE, anti-inflamatuar ve noral koruyucu
etkisini mikroglial EP2 ve EP4 reseptorlerinin araciligiyla gerceklestirir (146).

PGl en oOnemli prostanoidlerden biri olup kardiyovaskiiler homeostazisin
saglanmasinda rol alir. Vaskiiler hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC) ve
endoteliyal progenitor hiicreler (EPC) PG, nin ana kaynaklaridir (20). PGIL, giiclii bir
vazodilatatér olmakla birlikte trombosit agregasyon, lokosit adhezyon ve VSMC
proliferasyon inhibitoriidiir (145). PGI, ayrica anti-mitogeniktir ve VSMC’de DNA
sentezini inhibe eder (147). PGL’in bu etkileri spesifik IP reseptorleri tarafindan
diizenlenir (Sekil 7). Bu reseptorler bobreklerde, karacigerde, akcigerde, trombositlerde,
kalpte ve aortada bulunur (148).

PGF,,, reseptorii olan FP araciligryla aktivasyon gosterir. FP intraselliiler serbest
kalsiyum konsantrasyonunu arttirmak i¢in Gq ile birlesir. PGF,, temelde COX 1
tarafindan disi ilireme sisteminden saglanir ve ovulasyon, luteoliz, uterin diiz kas
konstraksiyonunda ve dogumun baslamasinda onemli bir rol istlenir (85,94). Son
calismalar PGF,, nin, renal fonksiyonda (149), arterlerin konstraksiyonunda (147),
miyokardiyal yetmezlikte (85,94), beyin hasarlarinda (150) ve agrida (151) O6nemli rol
oynadigin gostermistir (93).

PGD, temel bir eikozanoidtir ve hem merkezi sinir sisteminde hem de periferal
dokularda sentezlenir. PGD, homeostaziste ve enflamasyonda fonksiyonel olarak (81) ve
beyinde, merkezi sinir sistemi aktivitelerinin ve uykunun diizenlenmesinde yer alir
(152,153). Periferal dokularda PGD, ¢ogunlukla mast hiicreleri tarafindan bunun yaninda
az da olsa lokositler tarafindan da sentezlenirler (154,155,156).

TXA; yar1 6mrii 20 saniye olan biyolojik olarak aktive edilmis A.A. metabolitlerinden
biridir. Tromboksan sentez (TXA) ile prostaglandin G/H sentez (PGH;) enzimleri
tarafindan sentez edilir ve enzimatik olmayan reaksiyonla biyolojik olarak inaktif olan
TXB,’ ye indirgenir. TXA, baskin olarak trombosit COX 1°den tiirevlenir fakat ayni
zamanda makrofaj COX 2 diger hiicre tiplerinden de sentezlenebilir (157,158). TXA;
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aktivitesi prensipte Gq, Gizis ve ¢oklu kiigiik G proteinleriyle birlesen TX reseptor
aracilikli olarak calisir (159). TXA’in kardiyovaskiiler diizenlemede onemli beyin
bolgelerindeki lokalizasyonu (160) ve TXA, reseptoriiniin beyin sapindaki ekspresyonu
(161) gosterilmistir. TXA, birgok doku ve hiicrede ¢esitli etkiler ortaya koyar (162). Bu
etkiler kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde TXA, nin tipik etkisi olan diiz kaslarin
kasilmast ve trombositlerin agregasyonunda onemli rol oynarlar (163,164). Diger
caligmalarda TXA,’ nin kardiyovaskiiler (165), ndroendokrin (146,165,166) ve davranigsal
aktiviteler (167) gibi merkezi diizenlemede birgok fonksiyonda ndéromodiilator veya
néromediator olarak gorev yaptigi rapor edilmistir.

Prostanoidlerin sentezi sekil 6’da gorildigi gibi COX aktivitelerine dayanir.
Bifonksiyonel enzimler COX ve peroksidaz aktivitesini igerir. COX 1 ve COX 2 denen iki
izoform mevcuttur (153). COX 1 temel olarak biitiin hiicrelerde bulunur ve prostanoidlerin
dominant kaynagidir. COX 1 gastrik epitelyum hiicresel koruma ve homeostazis gibi i¢
diizenleme gorevi yapar (168). COX 2 ise enflamasyon, hormon ve biiylime faktorlerinde
etki gosterir. Bununla beraber kanser gibi proliferasyon hastaliklarinda ve enflamasyonda
prostanoid formasyonu i¢in en Onemli kaynaktir (168). Ayrica her iki enzim oto
diizenlemede, homeostatik prostanoidlerin olusmasinda ve prostanoidlerin enflamasyonda
sentezlenmesinde gorev alirlar.

PGHa,, her iki COX izoformundan olusabilir ayrica PGH, spesifik izomeraz ve PGE,,
PGl,, PGD,, PGF,, ve TXA, yi lireten sentez enzimlerinin serileri i¢in ortak bir substrattir.
COX 1 tercihen TXA, prostaglandin F sentez ve sitosilik prostaglandin E sentez (PGES)
izomerleri ile birlesir. COX 2 ise prostaglandin I sentez ve mikrozomal PGES izomerlerini
tercih eder (169).

Prostaglandinlerin sentez profili enflamasyonun gergeklestigi bolgelerdeki hiicrelerde,
bu enzimlerin sentezlenmelerindeki farklar ile belirlenir. Ornegin mast hiicreleri baskin
olarak PGD, sentezlerken makrofajlar PGE, ve TXA, sentez ederler (170). Makrofajlar
dinlenme halindeyken PGE, fazlaliginda TXA, sentezlerken, bu oranin degisimi
lipopolisakkarit aktivasyonunu arttirir ve PGE; nin sentezi artar (170).

Fosfatidilkolin membranin temel yapisi olmanin yanisira fosfatidler, DAG, A.A. gibi
biyoaktif lipidlerin kaynagidir (171). Fosfatidilkolin, FLC(147), fosfolipaz D (FLD) (148)
veya FLA, (172) tarafindan hidrolize edilebilir (173,174). FLA, izomerleri memeli

hiicrelerinde bir¢ok formda bulunur (28,80). Kalsiyumdan bagimsiz sitosolik
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Sekil-6: PM (Plazma membran); FLC (Fosfolipaz C); FLA, (Fosfolipaz A,); A.A. (Arasidonik asit); PG
(Prostaglandin); COX (Siklooksijeneaz); TXA, (Tromboksan A,). Prostaglandinler A.A.’den sentezlenirler
ve bu COX 1-2 araciligiyla gergeklesir. PGH, spesifik terminal sentez enzimleri araciligiyla PGD, PGE,
PGF, PGI, ve TXA,’yi meydana getirir.

FLA,, salgilayict FLA; izoformlar1 diisiik molekiil agirligina sahiptirler ve aktiviteleri i¢in
milimolar diizeyde Ca®" konsantrasyonu gerekir. FLA, membranda ve mitokondrial
fraksiyonda aktivite ile gegici serebral iskemiye ve noral hasara sebep olur (28,46,66).
FLA, aktivitesinin biiyiik kisminmn optimum aktivite gdstermesi icin mM Ca," aktivitesi
gerekir (46,66).

CDP-kolin uygulamasi1 énemli derecede FLLA, aktivitesini membran ve mitokondrial
fraksiyonu digiiriir. In vitro olarak CDP-kolin ve bilesenleri sitidin ve kolinin FLA,

tizerinde etkileri yoktur ve dolayisiyla CDP-kolin FLA, inhibitorii degildir (28). Ciinkii
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CDP-kolin FLA)’yi direk olarak inhibe etmez, dolayli olarak sFLA, aktivasyonunu
engeller. Bu bulgular daha 6nce yapilan g¢alismalarla uygunluk gostermektedir ve bu
caligmalarda CDP-kolin’in fokal ve global gegici serebral iskemide fosfolipid kaybini
azalttig1 ve A.A. dahil serbest yag asitlerinde artisa neden oldugu gosterilmistir (1,2,35,66).

Art venomundan elde edilen FLA, aktivatorii melitin ile yapilan g¢aligmalarda,
melitinin meydana getirdigi pressor etkilerde TXA, ve nikotinik kolinerjik reseptorlerin
kismi olarak yer aldigir gosterilmistir (160). Yine melitinle yapilan ¢alismalarda, TXA,,
FLA; ve COX inhibitorlerinin melitinden 6nce 6n tedavi ile uygulanmalarinda, melitinin
pressor etkisi TXA; i¢in kismen ortadan kalkarken, digerlerinde etki tamamen bloke
olmustur ki bu da bize A.A. iizerinden TXA, ve diger prostaglandinlerin sentezinin
arttigin1 géstermektedir. Buna paralel baska bir ¢alismada da, A.A.’in merkezi etkisinde
yine COX’ un tamamen, TXA; ninde kismen yer aldig1 gosterilmistir (29,175).

Birgok calismada kolinerjik aktivasyonun asetilkolin, karbakol veya nikotin gibi
kolinerjik agonistler tarafindan kolinerjik reseptorlerin aktivasyonunda artis gosterilmis ve
bu kolinerjik agonistlerin A.A. sentezini aktive etmesi sonucu prostaglandinlerin
sentezinde de artisa neden oldugu dolayisiyla bu kolinerjik ajanlarin etkilerinin
diizenlenmesinde prostaglandinlerin rol oynayabilecegi rapor edilmistir (31-34).
Asetilkolinin egzojen olarak uygulandigi bir ¢alismada domuz yavrularinin parietal
korteksinde prostanoid sentezinin biiyilk miktarda arttigi gosterilmistir (31). Vaskiiler
endoteliyal hiicrelerin asetilkolin ile stimiilasyonu fosfolipazlarin aktivitesine ve membran
fosfolipitlerinden saliman A.A.’in stimiilasyonuna neden olur (85,151). Beyinde (33),
astrositom hiicrelerinde (175) veya HEK 292 hiicrelerinde (34) kolinerjik agonistler
tarafindan muskarinik asetilkolin reseptdrlerinin aktivasyonu A.A.’in katalizledigi
FLA,’de artisa ve COX’un aktivitesinin stimiilasyonu ile PGE, sentezinde artisa neden
oldugu gosterilmistir.  Son ¢aligmalarda sigan mikroglia kiiltiirlinde nikotinin,o7-
nAChR’in aktivasyonu ile COX 2 ve PGE, sentezinin arttig1 gosterilmistir (32).

Yapilan ¢alismada merkezi olarak verilen melitin, FLA, aktivatoriiniin (160,176-180),
A.A'in (178,181,182) ve TXA;, nin (183-186) hem normal hemde hipotansif kosullarda
pressor kardiyovaskiiler etki olusturdugu gosterilmistir.  Merkezi TXA, reseptorleri
(181,182,185) ve merkezi kolinerjik (160,176,180,184-186) veya histaminerjik
(66,176,180) sistemler, merkezi enjekte edilen melitin, A.A. ve TXA, ninbu etkilerine
kismi olarak aracilik eder. Normatansif hayvanlarda periferik olarak enjekte edilen FLA,
aktivatorii melitin’in COX yolag1 aktivasyonuna neden olarak pressor ve tagikardik etkiye

neden oldugu da bilinmektedir (176).
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Sekil-7: Prostanoidlerin biyosentezsel yolaginda prostaglandin ve TXA, reseptorleri ve bulunduklar
bolgeler. VSMC, Vaskiiler diiz kas hiicreler; CRTH2/DP1, PGD, reseptorleri; EP1 (E prostanoid reseptor 1),
EP2, EP3, ve EP4, PGE, reseptorleri; FP, iki izoformu FP, ve FPg, (PGF,, reseptorleri); IP, PGI, reseptorii;
TP, iki ek izoformu TPa ve TPP, TX reseptorii.
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GEREC VE YONTEM

Genel

Calismada 230-280 g agirliginda erkek Sprague Dawley 1rki 80 adet sigan kullanildi.
Siganlar Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme, Uygulama ve Arastirma
Merkezinden saglandi. Sicanlar, laboratuvar ortamina aligmalari i¢in ¢aligmalardan bir
hafta once deney hayvanlar1t merkezinden alindi ve her kafeste lic hayvan olacak sekilde
yem ve su alimlar1 serbest birakilarak bakildilar. Hayvanlarin bulundugu odanin 1sis1 20-25
°C, nemi % 60-70 olacak sekilde bu degerlerde sabit tutuldu. Oda 12 saat karanlik ve 12
saat aydinlik (08.00 — 20.00 saatleri aras1 aydinlik) olacak sekilde aydinlatildi.

Calismadaki tiim cerrahi ve deneysel islemler, Uludag Universitesi Hayvan Bakimi ve
Kullanim1 Etik Komitesi tarafindan 10.05.2011 tarihinde 2011-05/12 karar no ile

onaylandi.

Genel Deneysel ve Cerrahi Islemler

Sicanlar ketamin/ksilazin karigimi (70/10 mg/kg; kas ig¢i) ile anestezi edildi.
Kardiyovaskiiler parametreleri kayit edebilmek i¢in, sigcanlarin sol karotid arterleri, i¢i
heparinli (100 U/ml) % 0,9 tuzlu su ile doldurulmus kateter (PE60) ile kateterize edildi.
Kateterizasyon isleminden sonra kateter deri altindan gecirilerek hayvanlarin ense
bolgesinden cikartildi. Solunum parametrelerinin kaydi i¢in sicanlarin trakealaria kantil
yerlestirildi. Bu amagcla hayvanlarin trakealar1 diseke edildi ve trakealarin orta hattina
agilan kiiciik bir delikten kaniil trakea igine hafifce sokuldu.  Solunum verileri
kaydedilirken kantiliin sabit kalmasi i¢in kaniil uygun bir sekilde kaslara dikilerek
tutturuldu.

Kafa tiiyleri trag edilen anestezi altindaki sicanlarin kafatasi sterotaksik alete
yerlestirildi. Serabral yan ventrikiile (s.y.v.) ila¢ enjeksiyonlar1 i¢in klavuz kaniil ve
posterior hipotalamustan mikrodiyaliz c¢alismasi i¢in 18 kDa molekiil agirligindaki
maddelerin gecisine izin veren 2 mm uzunlugundaki membrana sahip olan problar Paxinos
ve Watson’in sigan stereotaksik koordinatlarini gosteren atlasa gore sicanlarin kafatasina
yerlestirildi. S.y.v’e kalvuz kaniil yerlestirmek i¢in kafatasi {izerinde bregma referans
alinarak bu noktanin 0,8 mm posterioru 1,5 mm laterali 1 mm’lik matkap ucuyla delindi ve

22 Gauge paslanmaz celik igneden yapilan 4,2 mm uzunlugundaki klavuz kaniil agilan
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delikten sokuldu. Ila¢ enjeksiyonlar1 icin kafatasina acilan delige yerlestirilen kilavuz
kaniil dis¢i akriligiyle kafatasina sabitlendi. Mikrodiyaliz ¢aligmasi i¢in, el yapimi
mikrodiyaliz problar1 (Burgin Altinbas tarafindan yapildi) kullanildi. Problar1 yerlestirmek
i¢in, bregramin 3,6 mm posterioru, 0,5 mm laterali yine 1 mm’lik matkap ucuyla delindi.
Problar, kafatasindan 9.0 mm vertikale ilerletilerek kafatasina yerlestirildi ve disci akriligi
ile sabitlendi. Cerrahi islemleri takiben deneylere baglanmadan 6nce 20 dakika si¢anlarin

stabilizasyonu i¢in beklendi.

Kan Basimnci ve Solunum Olgiimleri

Cerrahi islemler tamamlandiktan sonra anestezi altindaki siganlar, beden 1silarini1 37
0C’de sabit tutmak amaciyla i¢inden sicak su gecen platformun iizerine alindi. Solunum
parametrelerinin kaydi i¢in sicanlara takilan trakeal kaniil solunum parametrelerini 6lgen
transdiisira (SS40L, BIOPAC Systems Inc.) ve kardiyovaskiiler kayit i¢in de arteriyel
kateter, basing transdiisirna (BPT 300, BIOPAC Systems Inc., California, USA)
baglanarak si¢anlarin solunum ve kardiyovaskiiler parametrelerinin dl¢timleri yapildi.
Sicanlar, deneye baslamadan Once cerrahi islem sonrasi stabilizasyon i¢in 20 dakika
beklendi ve sonrasinda hayvanlara ila¢ uygulamalar1 yapildi. Kan basinci, kalp hizi,
solunum sayisi, tidal volim ve dakika solunum voliimi kayitlar1 MP 35 sistemi,
Acgknowledge programi (BIOPAC System Inc., CA. ABD ) kullanilarak kaydedildi. Kan
basinci, ortalama kan basinct olarak (mm Hg), kalp hiz1 ise kan basinci sinyaline gore
program tarafindan hesaplandi ve dakika kalp atim sayis1 (atim/dak) olarak degerlendirildi.
Tidal voliim mililitre (ml) olarak, solunum sayisi, tidal voliim sinyaline gdre program
tarafindan hesaplandi ve dakika solunum sayisi (solunum/dak) olarak degerlendirildi.
Dakika solunum voliimii ise tidal voliimiin solunum sayisina c¢arpilmasi ile hesaplanarak

bulundu (ml/dak).

Mikrodializ Calismasi

Stabilizasyon siiresinden sonra sicanlarin kafasina yerlestirilerek sabitlenen
mikrodiyaliz probu, perfiizyon pompasina baglandi. Perfiizyon sivist i¢in yapay beyin
omurilik sivist 120 mmol/l NaCl, 1.3 mmol/l CaCl,, 1.2 mol/l MgSO4, 1.2 mmol/l
NaH,POs4, 3.5 mmol/l KCIl, 25 mmol/l NaHCO; ve 10 mmol/l glikoz kompozisyonuda
hazirlanarak pH’1 7.4°e¢ getirildi.  Perflizyon pompasi1 dakikada 2,5 pl perfiizat
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pompalayacak sekilde ayarlandi. Ila¢ enjeksiyonundan énce ve sonra 20’ser dakika

araliklarla diyaliz 6rnekleri toplam 50 pl olacak sekilde toplandi.

Prostaglandin konsantrasyonunun ol¢iilmesi

Beynin posterior hipotalamik bdlgesinden mikrodiyaliz caligmasi ile toplanan
diyalizatlar total prostaglandin konsantrasyonunu belirlemek icin kullanildi.  Total
prostaglandin konsantrasyonu ticari olarak bulunan Prostaglandin Screening Enzyme
Immunoassay Kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, ABD) kullanilarak
ELISA yontemi ile kit prosediiriine gore dlgiildii.

S.y.v.’e ila¢ enjeksiyonlar:

S.y.v.’e ilag enjeksiyonlar1 i¢in 28 G paslanmaz ¢elik igneden hazirlanan kafatasindan
itibaren 4.5 mm’lik derinlige ulasan mikroenjeksiyon kaniiliiniin, kilavuz kaniil igine
yerlestirilmesi ile yapildi. Mikroenjeksiyon kaniilii, polietilen kateter (PE 20) ile baglantili
idi. Mikroenjeksiyon kaniilii % 0,9 tuzlu su veya % 0,9 tuzlu suda ¢oziinmiis uygun doz
ilag ile dolduruldu ve polietilen kaniile bagland. ilag¢ uygulamalar1 i¢in enjeksiyon kaniilii
kilavuz kaniil igine yerlestirildi ve ilaglar 5 pul hacimde uygulandi. Arzu edilen maddenin
enjekte edildigini goriintiilemek amaciyla mikroenjeksiyon kaniiliine bagl katater verilmek
istenen madde ile doldurulurken i¢inde ufak bir hava kabarcigi birakildi ve enjeksiyon
esnasinda bu hava kabarcigiin hareketi takip edilerek istenilen hacimdeki sivinin verilip

verilmedigi kontrol edildi.

Deneysel Protokol

Bu c¢aligmada ilk olarak CDP-kolin’in merkezi (s.y.v.) olarak uygulanmasinin
kardiyovaskiiler ve solunum parametrelerine etkisi doz-zamana bagli olarak incelendi.
Bunun i¢in 0.5, 1 ve 2 umol dozlardaki CDP-kolin veya 5 ul % 0,9 tuzlu su anestezi
altindaki hayvanlarin s.y.v.’line enjekte edildi. Kardiyovaskiiler ve solunum parametreleri

enjeksiyon sonrasinda 60 dakika boyunca kaydedildi (Sekil 8).
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% 0.9 Tuzlu su (5 pl; s.y.v.)
veya

CDP-kolin (0,5 pmol; s.y.v.)

(1 pmol; s.y.v.)

6 (2 pmol; s.y.v.)

|
T

Stabilizasyon ila¢ sonras: dl¢iimler
20 dakika 60 dakika

Sekil-8: CDP-kolin’in farkli dozlarda uygulanmasinin deney semasi.

Ikinci olarak, CDP-kolin’in kardiyovaskiiler ve solunum etkilerinde merkezi
prostaglandinerjik sistemin aracilii incelendi. Bu amacgla, CDP-kolin (I pmol; s.y.v.)
veya % 0,9 tuzlu su (5 pl; s.y.v.) uygulamasindan 5 dakika once, FLA; inhibitori,
mepakrin (250 pg; s.y.v.), FLC inhibitorii, neomisin (250 pg; s.y.v.), secici olmayan COX
inhibitorii, ibuprofen (200 pg; s.y.v.), ve TXA, sentez inhibitorii furegrelate (250 pg;
s.y.v.) veya % 0,9 tuzlu su (5 pl; s.y.v.) 6n tedavileri yapildi. CDP-kolin (1 pmol; s.y.v.)
veya % 0,9 tuzlu su (5 pl; s.y.v.) enjeksiyonundan sonra 60 dakika boyunca kardiovaskiiler

ve solunum parametreleri kaydedildi (Sekil 9).

On tedavi Tedavi

Ibuprofen (200 pg; s.y.v.)  CDP-kolin (1 pmol; s.y.v.)
Furegrelate(250 pg; s.y.v.) veya

Mepacrine (250 pg; s.y.v.) % 0.9 Tuzlu su (5 pl; s.y.v.)
Neomycin (250 pg; s.y.v.)

veya
% 0.9 Tuzlu su (5 pl; s.y.v.)
— I -
Stabilizasyon On tedavi Ila¢ sonrasi dl¢iimler
20 dakika 5 dakika 60 dakika

Sekil-9: CDP-kolin uygulanmasindan (s.y.v.) dnce 6n tedavi uygulamasinin (s.y.v.) deney semasi.

Son olarak mikrodiyaliz ¢alismasit ile, CDP-kolin’in posterior hipotalamus
ekstraseliiler prostaglandin seviyesi iizerine etkisini belirlemek i¢in CDP-kolin (1pmol;
s.y.v.) anestezi altindaki sicanlarin s.y.v.’iine verilerek solunum ve kardiyovaskiiler
diizenlemede ¢ok Onemli bir bolge olan posterior hipotalamus bolgesinden diyalizatlar
toplandi. Diyalizat 6rnekleri CDP-kolin (1plmol; s.y.v.) veya tuzlu su (Sul; s.y.v.)
uygulamasindan sonra devam eden 60 dakika i¢inde toplandi. Deneyin sonunda yiiksek

doz pentotal verilerek hayvanlar sakrifiye edildi.
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laclar

Kullanilan ilaglar: CDP-kolin, mepakrin, neomisin, ibuprofen, furegrelate (Sigma-
Aldrich Co. Deisenhofen, Almanya’dan temin edildi). Biitlin ilaglar deneyin yapilacagi
giin taze olarak % 0,9 tuzlu su iginde ¢oziilerek hazirlandi. Tim ilaglar % 0,9 tuzlu su

icinde hazirlandigindan kontrol amacl olarak deneylerde % 0,9 tuzlu su kullanildi.

Istatistiksel degerlendirme

Veriler, 5 — 7 sicanin ‘ortalama + standart hatasi’ seklinde verildi ya da gosterildi.
Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben, Bonferroni
test ile ikili kargilagtirmalar ise Student’ t testi ile yapildi. p’nin 0,05°den kiiciik oldugu

degerler istatistiki olarak anlamli sayildi.
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BULGULAR

Merkezi olarak uygulanan CDP-kolin’in solunum etkileri

Anestezi altindaki sicanlara merkezi olarak uygulanan CDP-kolin’in solunum
parametreleri {izerine olan etkisini belirlemek i¢in degisik dozlarda CDP-kolin (0.5, 1 ve 2
pumol/5 pl; s.y.v.) veya kontrol amacli tuzlu su (5ul; s.y.v.) hayvanlara enjekte edildi. Ilag
veya tuzlu su enjekte edilmeden dnce hayvanlarin tidal voliim, solunum sayis1 ve dakika
solunum voliimii sirastyla 3.02 = 0.09 ml, 69.8 + 1.8 solunum/dak ve 210.4 + 6.3 ml/dak
olarak dl¢iildii (n=20). CDP-kolin, doza ve zamana bagli olarak tidal voliim, solunum
sayis1 ve dakika solunum voliimiinde artis meydana getirdi (Sekil 10 A, B, C). CDP-
kolin’in solunum parametrelerine etkisi enjeksiyondan hemen sonra basladi ve 5 dakika
icinde en yiiksek etki gozlendi (Sekil 10 A,B,C). Ilacin etkisi 30 dakika boyunca devam
etti (Sekil 10 A,B,C). Enjeksiyondan 5 dakika sonra, 0,5, 1 ve 2 umol dozlarinda enjekte
edilen CDP-kolin tidal voliimde yaklasik olarak 0,36, 0,52 ve 0,96 ml (Sekil 10 A),
solunum sayisinda yaklasik 4,8, 5,2 ve 6,4 solunum/dak (Sekil 10 B) ve dakika solunum
voliimiinde 41.9, 57.6 ve 94.2 ml/dak artisa (Sekil 10 C) neden oldu. Varyans analizine
gore, CDP-kolin’in tidal voliim etkisi doz, f(3,24) = 4.2; p< 0.001, zaman, f{12,184) = 7.3;
p< 0.001, doz-zaman iliskisi f{30,184) = 1.2; p < 0.001; solunum sayisina etkisi doz,
f(3,24) = 4.2; p< 0.001, zaman, f{(12,184) = 7.3; p< 0.001, doz-zaman iliskisi, f{30,184) =
1.2; p < 0.001; dakika solunum voliimiine etkisi, doz f(3,24) = 4.2; p< 0.001, zaman,
A12,184) = 7.3; p< 0.001, doz-zaman iliskisi /{30,184) = 1.2; p < 0.001 istatistiksel olarak

dogrulandi.

Merkezi olarak uygulanan CDP-kolinin kardiyovaskiiler etkileri

Anestezi altindaki si¢anlara merkezi olarak uygulanan CDP-kolin’in kardiyovaskiiler
parametreler iizerine etkisini gostermek i¢in degisik dozlarda CDP-kolin (0.5, 1 ve 2
umol/5 ul; s.y.v.) veya kontrol amagli tuzlu su (Sul; s.y.v.) hayvanlara enjekte edildi.
CDP-kolin ortalama kan basincinda hizli ve doza bagl bir artis meydana getirdi (Sekil
11A). CDP-kolin’in 0,5 ve 1 pumol dozlar arteriyel basingta sirasiyla 27.86 + 3.23 mm Hg
ve 46.29 + 4.71 mm Hg artisa neden oldu. CDP-kolin’in 2 pmol enjeksiyonundan sonra
arteriyel basingtaki artis bulyiikligli 1 umol CDP-kolin enjekte edilmis sicandan daha
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yiiksek ve uzun siireli olarak goriildi (Sekil 11A). 0,5 -1 umol CDP-kolin’in pressor etkisi
5 dakika i¢inde maksimuma ulast1 ve enjeksiyondan 25 dakika sonra kontrol seviyesindeki
degere geri dondii (Sekil 11A). Varyans analizine gore, CDP-kolin’inkan basinci etkisi
doz, f(3,24) = 4.2; p< 0.001, zaman, f(12,184) = 7.3; p< 0.001, doz-zaman iliskisi,
£(30,184) = 1.2; p < 0.001 istatistiksel olarak dogrulandi. CDP-kolin’in ortalama kan
basinci lizerine yaptigi pressor etkiye cevap olarak kalp hizinda bradikardik etkisi
dozf(3,24) = 37.3; p< 0.001, zaman, f{12,184) = 7.3; p< 0.001, doz-zaman 1iliskisi,
£(30,184) = 4.5; p< 0.001 istatistiksel olarak dogrulandi (Sekil 11B). Kalp hizinda
maksimum diisiis yaklasik olarak 20,4 + 3 atim/dak olarak kaydedildi ve bu diisiis 1pumol
CDP-kolin’inenjeksiyonundansonraki 5 dakika i¢inde gerceklesti (Sekil 11B). Bradikardik
etki 0,5 — 2 pmol CDP-kolin’in enjeksiy onundan sonra 25-30 dakika arasinda devam etti

(Sekil 11B).
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Sekil-10: Merkezi olarak enjekte edilen CDP-kolin’in solunum parametrelerine etkisi.

Stabilizasyon periyodunun sonunda si¢anlarin kontrol tidal voliim (A), solunum sayis1 (B) ve dakika solunum
voliimii (C) degerleri alindiktan sonra 0.5, 1 ve 2 pumol CDP-kolin veya % 0,9 tuzlu su siganlarin s.y.v.’ne
enjekte edildi ve solunum parametreleri devam eden 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 5 siganin
“ortalama + standart hatasi” seklinde verilmistir. Istatistiki degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-
ANOVA’y1 takiben Bonferroni test ile yapildi. p’nin 0,05’den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak
anlamli say1ld1.
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Sekil-11: Merkezi olarak enjekte edilen CDP-kolin’in kardiyovaskiiler parametrelere etkisi
Stabilizasyon periyodunun sonunda siganlarin kontrol olarak ortalama kan basinci (A) ve kalp hiz1 (B)
degerleri alindiktan sonra 0.5, 1 ve 2 umol CDP-kolin veya % 0,9 tuzlu su siganlarin s.y.v.’ne enjekte edildi
ve kardiyovaskiiler parametreler devam eden 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 5 sicanin “ortalama +
standart hatasi” seklinde verilmistir. Istatistiki degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1
takiben, Bonferroni test ile yapildi. p’nin 0,05’den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak anlamli sayildi.
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Merkezi olarak enjekte edilen CDP-kolin’in  posterior  hipotalamusta
ekstraseliilertotal prostagladin konsantrasyonu iizerine etkisi

Mikrodiyaliz ¢aligmasi ile, solunum ve kardiyovaskiiler diizenleme i¢in 6nemli olan ve
prostaglandinerjik noronlarin yogun olarak bulundugu posterior hipotalamus bdlgesinde,
merkezi olarak uygulanan CDP-kolin’in ekstraselliiler prostaglandinerjik konsantrasyonu
tizerine etkisi arastirildi.  Mikrodiyaliz yontemi ile posterior hipotalamustan toplanan
diyalizatlardan Prostaglandin Screening Enzyme Immunoassay Kit kullanilarak ELISA
yontemi ile ekstraselliiler total prostaglandin konsantrasyonu 0l¢tildii. Bazal deger 19,2 +
1,9 pg olarak bulundu. CDP-kolin’in (Iumol/5 pul; s.y.v.) enjeksiyonu posterior
hipotalamik ekstraselliiler total prostaglandin konsantrasyonunda artisa neden oldu (Sekil
12). Merkezi olarak CDP-kolin’in enjeksiyonundan 20 dakika sonra % 62.2, 40 dakika
sonra artis yaklasik % 28.7 olarak goriildii (Sekil 12). CDP-kolin uygulamasindan 60
dakika sonra posterior hipotalamustaki total prostaglandin konsantrasyonu kontrol
grubunda posterior hipotalamusta dl¢iilen prostaglandin miktari ile neredeyse ayni olarak

sleiildii (Sekil 12).
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Sekil-12: Merkezi olarak enjekte edilen CDP-kolin’in ekstraselliiller prostaglandinerjik
konsantrasyona etkisi

Siganlarin s.y.v.’tine CDP-kolin (1pumol) veya % 0,9 tuzlu suyun enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan 6nce ve
sonra 20’ser dakika araliklarla diyaliz 6rnekleri toplam 50 pl olacak sekilde toplandi. Toplanan drneklerden
toplam prostaglandin konsantrasyonu Prostaglandin Screening Enzyme Immunoassay Kit (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, ABD) kullanilarak ELISA yontemi ile 6lgiildii. Degerler 7 siganin “ortalama +
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standart hatas1” seklinde verilmistir. Istatistiki degerlendirmeler standart t testi ile yapildi. p’nin 0,05’den
kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak anlamli sayildi.

CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkilerinde merkezi

FLA; enziminin aracihigi

Merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler sistem tiizerinde
meydana getirdigi etkilerde FLA, enziminin araciligini incelemek icin FLA, inhibitorii
mepakrin kullanildi.  Anestezi altindaki siganlara CDP-kolin (1umol/5ul; s.y.v.)
uygulamasindan 5 dakika once mepakrin (250 pg/Sul; s.y.v.) 6n tedavisi yapildi.
Mepakrin 6n tedavisi, merkezi olarak uygulanan CDP-kolin’in solunum sayisi, dakika
solunum voliimii, ortalama arteriyel kan basinci ve kalp hizi iizerine etkilerini tamamen
ortadan kaldirirken, tidal voliim iizerinde meydana getirdigi etkiyi kismen engelledi (Sekil

13 A, B, C, D, E).
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Sekil-13: Mepakrin 6n tedavisinin CDP-kolin’in olusturdugu Kkardiyovaskiiler ve solunum
etkilerindeki aracihig

Stabilizasyon periyodunun sonunda mepakrin (250pug) veya % 0,9 tuzlu su siganlarin s.y.v’ne enjekte
edilerek &n tedavileri yapildi. On tedaviden 5 dakika sonra siganlarin s.y.v.’ne 1 pmol CDP-kolin veya % 0,9
tuzlu su enjekte edildi. Kardiyovaskiiler ve solunum parametreleri CDP-kolin veya tuzlu su tedavisinden
sonra 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 5 siganin “ortalama + standart hatasi” seklinde verilmistir.
Istatistiki degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben, Bonferroni test ile yapildi. p’nin
0,05’den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak anlaml say1ldi.
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CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkilerinde merkezi

FLC enziminin araciligi

Merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler sistem iizerine
olusturdugu etkilerde FLC enziminin araciligini incelemek i¢in FLC inhibitorii neomisin
kullanildi. Anestezi altindaki si¢canlara CDP-kolin (1pmol/5ul; s.y.v.) uygulamasindan 5
dakika once neomisin (250 pg/5ul; s.y.v.) 6n tedavisi uygulandi. Neomisin 6n tedavisi
CDP-kolin’in olusturdugu, tidal voliim, solunum sayis1 ve dakikadaki solunum
voliimiindeki artis1 ortadan kaldirirken, pressér ve bradikardik etkisini kismen

engelleyebildi (Sekil 14 A, B, C, D, E).
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Dakika Solunum Voliimiindeki Degisim (ml/dak)

B
12
10 1 —@— Tuzlusu + Tuzlu su
—@— Tuzlu su + CDP-kolin
8 1 —7/— Neomycine + Tuzlu su
—A— Neomycine + CDP-kolin
6 4
4 4
2 4
0 -
2 L , , , , , ,
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dak)
C
120 -
100 +
—@— Tuzlu su + Tuzlu su
80 —O— Tuzlu su + CDP-kolin
—~/— Neomycine + Tuzlu su
60 - —A— Neomycine + CDP-kolin
40 -
20 -
0 4
'20 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dak)

34



)
< D
g 501
é i
g 40 1 —@— Tuzlu su + Tuzlu su
350 —@— Tuzlu su + CDP-kolin
8 30 - —/— Neomycine + Tuzlu su
g —A— Neomycine + CDP-kolin
s 20
=
S
£ 10 -
w2
2
= 0]
2
< -10
=
=
ﬁ '20 T T T T T T T
S 0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dak)
E

—@— Tuzlu su + Tuzlu su
—@— Tuzlu su+ CDP-kolin
—~/— Neomycine + Tuzlu su
—A— Neomycine + CDP-kolin

Kalp Hizindaki Degisim (atim/dak)

0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dak)

Sekil-14: Neomisin 6n tedavisinin CDP-kolin’in olusturdugu kardiyovaskiiler ve solunum etkilerindeki
aracihigi

Stabilizasyon periyodunun sonunda neomisin (250ug) veya % 0,9 tuzlu su sicanlarin s.y.v’ne enjekte
edilerek 6n tedavileri yapildi. On tedaviden 5 dakika sonra siganlarin s.y.v.’ne 1 pumol CDP-kolin veya % 0,9
tuzlu su enjekte edildi. Kardiyovaskiiler ve solunum parametreleri CDP-kolin veya tuzlu su tedavisinden
sonra 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 5 sicanin “ortalama + standart hatas1”’ seklinde verilmistir.
Istatistiki degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben, Bonferroni test ile yapildi. p’nin
0,05’den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak anlamli sayildi.
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CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkilerinde merkezi

COX yolaginin aracihig:

Merkezi olarak enjekte edilen CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler etkilerinde
merkezi COX yolaginin araciligini aragtirmak i¢in anestezi altindaki siganlara CDP-kolin
(1umol/5pl; s.y.v.) uygulamasindan 5 dakika once segici olmayan COX inhibitori
ibuprofen (200 pg; s.y.v.) 6n tedavisi uygulandi. Ibuprofen 6n tedavisi kardiyovaskiiler ve
solunum parametreleri tizerine CDP-kolin’in meydana getirdigi etkileri tamamen bloke etti

(Sekil 15 A, B, C, D, E).
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Sekil-15: Ibuprofen o6n tedavisinin CDP-kolin’in olusturdugu Kkardiyovaskiiler ve solunum
etkilerindeki aracihig

Stabilizasyon periyodunun sonunda ibuprofen (200 pg) veya % 0,9 tuzlu su siganlarin s.y.v’ne enjekte
edilerek &n tedavileri yapildi. On tedaviden 5 dakika sonra siganlarin s.y.v.’ne 1 pmol CDP-kolin veya % 0,9
tuzlu su enjekte edildi. Kardiyovaskiiler ve solunum parametreleri CDP-kolin veya tuzlu su tedavisinden
sonra 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 5 siganin “ortalama + standart hatasi” seklinde verilmistir.
Istatistiki degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben, Bonferroni test ile yapildi. p’nin
0,05’den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak anlaml say1ldi.
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CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkilerinde merkezi

TXA;’nin aracihigi

Merkezi olarak enjekte edilen CDP-kolin’in solunum ve kardiyovaskiiler etkilerinde
merkezi TXAj,’nin araciligini arastirmak i¢in anestezi altindaki siganlara CDP-kolin
(1pmol/5ul; s.y.v.) uygulamasindan 5 dakika once TXA, sentez inhibitorii furegrelate
(250pg; s.y.v.) o6n tedavisi uygulandi. Furegrelate 6n tedavisi kardiyovaskiiler ve solunum
parametreleri tizerine CDP-kolin’in meydana getirdigi etkileri kismen bloke etti (Sekil 16

A, B, C, D, E).
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Sekil-16: Furegrelate o6n tedavisinin CDP-kolin’in olusturdugu kardiyovaskiiler ve solunum
etkilerindeki aracihig

Stabilizasyon periyodunun sonunda ibuprofen (250ug) veya % 0,9 tuzlu su siganlarin s.y.v’ne enjekte
edilerek &n tedavileri yapildi. On tedaviden 5 dakika sonra siganlarin s.y.v.’ne 1 pmol CDP-kolin veya % 0,9
tuzlu su enjekte edildi. Kardiyovaskiiler ve solunum parametreleri CDP-kolin veya tuzlu su tedavisinden
sonra 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 5 sicanin “ortalama =+ standart hatas1” seklinde verilmistir.
Istatistiki degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben, Bonferroni test ile yapildi. p’nin
0,05’den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak anlaml say1ldi.
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TARTISMA VE SONUC

Calismanin sonuglar1 CDP-kolin’in merkezi olarak uygulanmasinin anestezi altindaki
siganlarda kardiyovaskiiler sistem {lizerinde pressor ve bradikardik etkiye neden oldugunu,
solunum sistemi iizerinde ise hiperventilasyon yanit1 olusturdugunu gostermektedir. CDP-
kolin’in bu etkileri, FLA; inhibitérii, mepakrin, FLC inhibit6rii, neomisin ve segici
olmayan COX inhibitorii, ibuprofen, o6n tedavisi ile tamamen, TXA, sentez inhibitori,
furegrelate, 6n tedavisiyle ise kismen bloke edilmistir. Ayrica, CDP-kolin’in merkezi
olarak uygulanmasi posterior hipotalamustaki ekstraselliiler total prostaglandin
konsantrasyonunda artisa neden olmustur.

CDP-kolin’in pressor ve bradikardik etkileri hizli ve kisa siireli olarak gelisti. Etki ilk
dakikalar i¢inde basladi, 5-10. dakikalar arasinda en yiiksek seviyesine ulast1 ve etki 30-40
dakika siirdii. CDP-kolin’in s.y.v. enjeksiyonundan sonra kan basincinda doza bagli olarak
yaklasik olarak 28-47 mmHg’lik bir artis ve kalp hizinda 10-20 atim/dak’lik bir diisiis
gbzlendi. Bu sonuglar daha once elde edilen uyanik normatansif siganlara merkezi olarak
uygulanan CDP-kolin’in kardiyovaskiiler etkileri ile uyumluluk gostermektedir (22). Bu
calismada ilk olarak s.y.v.’ye enjekte edilen CDP-kolin’in, anestezi altindaki hayvanlarin
solunum parametreleri lizerine etkileri arastirildi. CDP-kolin’in solunum parametreleri
tizerine etkileri kardiyovaskiiler etkilerine benzer sekilde enjeksiyondan sonra ilk dakikalar
iginde basladi ve etki 30-40 dakika kadar siirdii. CDP-kolin’in bu etkisi de doza ve zamana
bagli olarak gelisti. Onceki ¢alismalarda CDP-kolin’in merkezi kolinerjik transmisyonu
etkileyerek birgok kardiyovaskiiler ve endokrin etkiler ortaya koydugu gosterilmistir
(23,24,56,57). CDP-kolin normatansif hayvanlarda kan basincini artirir (22,23) ve
hemorajik sok durumunda kan basincimi artirarak hipotansiyonu geri dondiiriir (59).
Ayrica CDP-kolin’in bir¢ok hipofiz bezi hormonunun plazma seviyeleri iizerine artirici
etki ettigi gosterilmistir (56,57). CDP-kolin’in bu etkileri merkezi nikotinik ve/veya
muskarinik mekanizmalarin aktivasyonu aracilig ile gerceklesir. Ek olarak, kolinerjik
noronlarin ve kolinerjik reseptorlerin, merkezi ve periferik kemosensitiviteyi de i¢ine alan
bircok solunum diizenlenmesi yolaginda gorev aldigi ve/veya katkida bulundugu
gosterilmistir (205). Bu raporlar ve g¢alismada elde ettigimiz bulgular CDP-kolin’in
kardiyorespiratuar sistemin merkezi diizenlenmesinde rol oynayabilecegi fikriyle uygunluk
gostermektedir.

Bu c¢alismamizda ayrica bir ilk olarak, mikrodiyaliz ve hemodinamik c¢alismalar

kullanilarak CDP-kolin aracilikli kardiyorespiratuar aktivasyonda prostaglandinerjik
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sistemin bir araciligi oldugunu da gosterdik. CDP-kolin’in merkezi enjeksiyonu ile
kardiyovaskiiler ve solunum diizenlemesi i¢in ¢ok 6nemli olan posterior hipotalamusta
ekstraseliiler total prostaglandin konsantrasyonunda % 62’lik bir artis meydana geldi.
Posterior hipotalamus yliksek yogunlugukta kolinerjik ndronlarin (206) ve TXA, dahil
olmak iizere prostaglandinlerin (232) bulundugu bir beyin alant olmasi nedeniyle
mikrodiyaliz  ¢alismasi ic¢in tercih edildi. Maksimum total prostaglandin
konsantrasyonunun artisit CDP-kolin’in olusturdugu kardiyorespirtuar etkinin maksimum
degerine ulastig1r enjeksiyonun ilk 20 dakikasinda gozlendi. Mepakrin 6n tedavileriyle
FLA;, neomisin 6n tedavisiyle FLC ve ibuprofen 6n tedavisiyle COX inhibisyonu
tamamen, furegrelate 6n tedavisiyle, TXA; sentezinin engellenmesi ise kismen merkezi
olarak uygulanan CDP-kolin’in kardiyorespiratuar etkilerini ortadan kaldirdi.

CDP-kolin birbirine difosfat kopriisiiyle baglanmis sitidin ve kolinden olusur ve bir
temel fosfolipid olan fosfotidilkolinin Kennedy Yolagi araciligiyla sentezlenmesinde
baslica aract molekiildiir. CDP-kolin egzojen olarak verildiginde hidrolize olur ve sitidin
ve kolin olarak emilir (207). CDP-kolin CTP’den ve fosfokolinden CTP-
fosfokolinsitidiltransferaz  enzimi aracilifiyla yeniden sentezlenir (25-27,44-46).
Fosfokolin A.A. dahil olmak {izere serbest yag asitleri sentezleyen FLC (208), FLD (209)
ve FLA, (172) tarafindan hidrolize edilir. COX enzimlerinin aracilik ettigi A.A.
metabolizmas1 6nemli bir prostaglandin kaynagidir (210). Fokal ve gecici serebral
iskemiden sonra CDP-kolin’in fosfolipid kaybini azalttigi, A.A. da dahil olmak {izere
serbest yag asitlerini arttirdigi rapor edilmistir (78,211,212).  Fosfolipazlar medial
septumda kolinerjik teta dalgalanmasinin ve kolinerjik teta ritminin kontroliine aracilik
ederler ve anksiyetenin baskilanmasinda kritik rol oynamaktadirlar (213). Bu bilgiler
calismada elde edilen bulgularla Ortiismektedir. Ciinkii calismada, CDP-kolin
hipotalamustaki ekstraselliiler total prostaglandin konsantrasyonunda artisa neden oldugu
bulunmustur. Ayrica FLA,, FLC ve COX’larin inhibisyonu, CDP-kolin’in olusturdugu
kardiyorespiratuar etkileri engellemektedir. Kolinerjik muskarinik reseptorlerin,
noronlarin hiicre membranlarinda G-protein reseptor komplekslerine doniisen asetilkolin
reseptorleri oldugu bilinmektedir. Bir¢ok G-protein alt iinitesi ikincil mesajc1 olarak
noronlarda, fosfolipazlarin sentezini artirarak ndron i¢i diizenlemeye aracilik etmektedir
(214).

Prostaglandinler merkezi sinir sisteminde, sinaptik sinyalizasyon, ndronal uyarilma,
ndrotransmitter salinimi, nosisepsiyon, noronal gen ekspiresyonu, serebral kan akimi,

uyku-uyanma dongiisii, aclik (215), iyon kanallar1 modiilasyonu ve ayrica protein kinaz A,
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protein kinaz C ve protein NADPH oksidaz (216) enzimlerinin ndronal aktivitenin
diizenlenmesinde yer alan fizyolojik ve patolojik siireclerde gorev alirlar (217-219). Buna
ek olarak FLA, aktivitesiyle fosfolipidlerden salinan A.A.’in néroenflamasyonda yer aldigi
rapor edilmistir (220). Onceki ¢alismalarda, s.y.v’e enjekte edilen A.A.’in, periferal
sempato-adrenerjik, vazopressinerjik ve renin-anjiyotensin sistemi aktive ederek kan
basincini artirdigr gosterilmistir (182,221). S.y.v’e uygulanan FLA, (117,186,222) ve
PGE,, PGD, (223-225) ve PGF,,’nin (226) ortalama kan basimncini arttirdigi da rapor
edilmistir. A.A. iriinleri olarak prostaglandinler merkezi sinir sisteminde sentezlenirler ve
kardiyovaskiiler sistemin diizenlenmesinde 6nemli fonksiyona sahiptirler (227-231). Yine
onceki raporlarda beyinde TXA,;, PGE, ve PGF,,’nin hemoraji veya serebral
hipoperfiizyon sonrasi hizli bir sekilde arttirdigi gosterilmistir (184,227,228,230). Merkezi
olarak enjekte edilen A.A.’in bir COX {iriinii olan TXA,, normal kosullarda kan basincin
arttirdigr (183,232) hemorajik sok durumunda hipotansiyonu geri dondiirdiigii rapor
edilmistir (180,183,184). Ayrica FLA, aktivatorii melitinin s.y.v.’e uygulanmasi da hem
normal (183,231) hem de hipotansif kosulda (180,184) kan basmncini arttirir ve
hipotansiyonu geri dondiiriir.

Bu ¢alismanin sonuglari, bir norotransmiter madde olan asetilkolinin biyosentezinde
kolin dondrii olarak gorev alan CDP-kolin’in (67) merkezi enjeksiyonuna cevap olarak
olusan kardiyorespiratuar yanita merkezi prostaglandinerjik sistemin aracilik ettigini
gostermektedir. Daha Onceki c¢aligmalar merkezi olarak enjekte edilen TXA;’nin
normatansif hayvanlarda giiglii kardiyovaskiiler etkiler gosterdigini ve a7nAChRs basta
olmak tizere merkezi nikotinik kolinerjik reseptorlerin aktivasyonu ile hipotalamik
asetilkolin ve kolin seviyelerinde artisa neden oldugunu rapor etmektedir (232). Buna ek
olarak, FLA,; aktivatorii melitinin merkezi (222) ve periferal (176) enjeksiyonu da 6zellikle
a7nAChRs olmak iizere merkezi kolinerjik nikotinik reseptorlerin aktivitesi ile pressor
cevaba neden olduguda rapor edilmistir. Bu raporlar prostaglandinerjik sistemin kolinerjik
sistemi aktive etmesine bagli merkezi kolinerjik ve prostaglandinerjik sistemler arasindaki
iliskiyi gostermektedir. Bu ¢aligmanin sonuglari ise kolinerjik sistemin prostaglandinerjik
sistemi aktive etmesine bagli olarak merkezi kolinerjik ve prostaglandinerjik sistemler
arasindaki iligkiyi gdstermesi nedeniyle onceki raporlar1 dogrulamaktadir.

Sonug¢ olarak, CDP-kolin’in s.y.v.’e uygulanmasi anestezi altindaki hayvanlarda
hiperventilasyona, pressor ve bradikardik bir kardiyorespiratuar etkiye neden olmaktadir.
Ayrica elde edilen bulgular merkezi kardiyorespiratuar diizenlemede kolinerjik ve

prostaglandinerjik sistemin birbirleri ile iligki i¢cinde oldugunu gostermektedir. Ciinkii bir
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kolin donérii olan CDP-kolin posterior hipotalamik total prostaglandin konsantrasyonu
artirmakta ve merkezi FLA, ve FLC aktivasyonunu ve takiben COX yolaginin aktivasyonu

CDP-kolin’in merkezi enjeksiyonuna alinan kardiyorespiratuar etkiye aracilik etmektedir.
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