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OZET

Agomelatin’in Istah Metabolizmasi Uzerine Etkilerinin Arastirllmasi

Amac: Hipotalamik ¢ekirdekler anoreksijenik (istahi azaltict) ve oreksijenik (istahi
arttirict) néropeptitler sentezler. Leptin ve ghrelin gibi periferal hormonlar bu néropeptitlerin
seviyesini etkiler. Melatonerjik reseptorler (MT1/MT>) ise istah metabolizmasini diizenleyen
faktorlerin salgilandigi yerlerde lokalizedir. Agomelatin giiglii MT1/MT> agonisti olan bir
antidepresan ilagtir. Bu c¢aligmanin amaci, agomelatinin istah metabolizmas1 itizerindeki
etkilerini incelemektir.

Materyal ve Metod: Sprague Dawley irki 40 adet erkek sican dort gruba ayrildi:
Kontrol, Coziicii, Ago-20 ve Ago-40. Kontrol grubuna higbir uygulama yapilmadi. Deney
sliresince; ¢oziicli grubuna hidroksietil seliiloz, Ago-20 ve Ago-40 gruplarina agomelatinin
iki farkli dozu (20-40 mg/kg) oral gavaj yontemiyle verildi. Siganlarin viicut agirliklar ve
yem tiikketim Sl¢iimii giinlikk yapildi. Uygulama sonunda siganlar 6tenazi edilerek kan ve
hipotalamik doku &rnekleri toplandi. Plazmadaki leptin ve ghrelin seviyeleri ELISA’yla;
hipotalamik AgRP, POMC, CART ve NPY gen ekspresyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle,
protein seviyeleri ise western blot yontemiyle belirlendi.

Bulgular: Agomelatin uygulamasi siganlarda viicut agirligi, yem tiiketimi, plazma
ghrelin seviyesini azaltirken (p<0.05), plazma leptin seviyesini arttirdi (p<0.05). Agomelatin
uygulanan gruplarda POMC, AgRP ve NPY gen ekspresyonlar: artti. Ancak CART gen
ekspresyonu azaldi (p<0.05). Ayrica bu gruplarda POMC ve CART protein diizeylerinin
arttigl, AgRP ve NPY protein diizeylerinin azaldig1 gozlemlendi (p<0.05).

Sonuc: Bulgular agomelatinin istahin merkezi ve perifer diizenlenmesinde gorevli
faktorleri etkileyerek yem tiiketimini ve viicut agirhigini azalttigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Agomelatin, istah, Viicut agirhigi, Yem tiiketimi



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Agomelatine on Appetite Metabolism

Aim: The hypothalamic nuclei synthesize anorexigenic (appetite-reducing) and
orexigenic (appetite-increasing) neuropeptides. The levels of these neuropeptides are
influenced by peripheral hormones such as leptin and ghrelin. Melatonergic receptors
(MT1/MT),) are localized at sites where factors regulating appetite metabolism are secreted.
Agomelatine is a potent agonist of the MT1/MT: receptors and is used as an antidepressant
medication. This study aimed to investigate the effects of agomelatine on appetite
metabolism.

Material and Method: Forty male Sprague Dawley rats were assigned four groups:
Control, Vehicle, Ago-20 and Ago-40. The control group did not receive any treatment.
During the experiment, the vehicle group was administered hydroxyethyl cellulose, while the
Ago-20 and Ago-40 groups were given two different doses of agomelatine (20-40 mg/kg) by
the oral gavage. Body weights and feed intake were recorded daily. After the treatment
period, rats were euthanized and samples of blood and hypothalamic tissues were obtained.
Plasma leptin and ghrelin levels were quantified by ELISA; hypothalamic AgRP, POMC,
CART and NPY gene expression levels were determined by RT-PCR and protein levels were
determined by western blot methods.

Results: The administration of agomelatine resulted in a decrease in body weight,
feed intake and plasma ghrelin levels (p<0.05), whereas it led to an increase in plasma leptin
levels (p<0.05). The groups treated with agomelatine showed an increase in the expressions
of POMC, AgRP and NPY genes. However, the expression of the CART gene displayed a
significant drop (p<0.05). Furthermore, the groups showed an increase in POMC and CART
protein levels, accompanied by a decrease in AgRP and NPY protein levels (p<0.05).

Conclusion: The findings indicate that agomelatine reduces feed intake and body
weight by influencing appetite regulation at both the central and peripheral levels.

Keywords: Agomelatine, Appetite, Body weight, Feed consumption
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1. GIRIS

Bilingli yemek yeme istegi olarak tanimlanan istah, enerji homeostazinin
saglanmasinda ve viicut agirhginin korunmasinda kritik bir role sahiptir. Istahin
diizenlenmesini biligsel ve homeostatik sinyalleri biitiinlestiren karmasik bir fizyolojik sistem
saglar. Homeostatik diizenlemede; gastrointestinal sistem ve yag doku gibi perifer
organlardan gelen sinyaller beyin diizeyinde entegre edilir (1). Hipotalamus ¢ekirdekleri, cok
sayida istah azaltici (anoreksijenik) ve istah arttirici (oreksijenik) néropeptit sentezleyerek
gida alimimin diizenlenmesinde merkezi rol oynar (2).

Gida aliminin ve enerji dengesinin diizenlendigi bu alanlarin asir1 veya yetersiz
uyarilmasi; anoreksiya nervoza, bulimia nervoza ve obezite gibi yeme bozukluklarina neden
olabilir (3). Bu bozukluklardan en yaygini olan obezite; diinyada yiiz milyonlarca insani
etkileyen tip 2 diyabet, miyokardiyal iskemi, birgok kanser tiirii ve inme gibi norolojik
hastaliklarin olusmasina zemin hazirlar (4).

Son yillardaki caligmalar depresyon ile obezite arasinda pozitif korelasyon oldugunu
ortaya koymustur. Obezite ve depresyon, klinik olarak birlikte ortaya ¢ikma egilimindedir
(5). Amerika Birlesik Devletlerinden (ABD) bildirilen epidemiyolojik veriler, depresif olan
yetiskinlerin yaklasik %43"liniin obez oldugunu gostermektedir (6). Depresyon ve obezitenin
benzer fizyopatolojik mekanizmalari paylastigi bilinmektedir (7, 8). Cok sayida meta-analiz,
depresyon ve obeziteyi birlikte goriilen hastaliklar olarak dogrulamistir (9, 10). Yapilan
incelemeler depresyon tedavisinde kullanilan bir¢ok antidepresan ilacin da kilo alimi ve
obeziteye neden oldugunu ileri siirmiistiir (11-13). ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezinin verilerine gore 1988'den bu yana antidepresan kullanimi yaklasik %400 artmistir
(14). Klinik ve epidemiyolojik incelemeler artan antidepresan kullaniminin obeziteye katkida
bulunan bir faktor oldugu hipotezini ortaya koymaktadir (15).

Depresif hastalarin fizyolojik durumlari da g6z oniine alinarak antidepresan se¢iminin
yapilmas1 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda 6zellikle yeni nesil antidepresan ilaglarin istah
metabolizmasi iizerine etkisini belirlemek 6nemli bir strateji olabilir. Bu sebeple gida
aliminin enerji gereksinimlerine gore ayarlanmasini saglayan mekanizmalari anlayabilmek

Onemlidir.



Hipotalamus, beslenmenin ve gida alimmin diizenlenmesinde gorevli merkezi bir
bolgedir. Gida aliminin kontroliinde lateral hipotalamik alan (LHA) ag¢lik merkezi,
ventromedial ¢ekirdek (VMN) ise tokluk merkezi olarak goérev yapar (16, 17).
Hipotalamusun paraventrikiiler (PVN), dorsomedial (DMN) ve arkuat ¢ekirdeginin (ARN)
de istahin merkezi diizenlenmesinde 6nemli yeri vardir. ARN’deki proopiyomelanokortin
(POMC), kokain ve amfetamin ile diizenlenen transkript (CART), noropeptit Y (NPY) ve
agouti-iliskili peptit (AgRP) noron gruplari enerji harcanmasi ve istahin diizenlenmesinde
onemli rol oynar (18). POMC ve CART néronlariin ateslenmesinin artmasi gida alinimini
azaltirken, NPY ve AgRP noronlarinin aktivitesinin artmasi gida alimini arttirir (19). Ayrica
hipotalamus, istahin diizenlenmesinde perifer organlardan gelen sinyalleri merkezi néronal
girdilerle entegre eder (20). Bu siiregte yag dokudan saliman leptin POMC/CART
noronlarinin aktivasyonunu arttirarak istahi baskilar. Mideden salinan ghrelin ise NPY/AgRP
noronlarinin ateslenme hizini arttirarak istahi ve gida alimini arttirir (21, 22).

Istah metabolizmasinin diizenlendigi alanlarda melatonerjik reseptdrlerin (MT1 ve
MT2) yogun sekilde lokalize oldugu bildirilmektedir (23, 24). Eksojen melatonin
uygulamasinin ise bu reseptorler araciligiyla NPY/AgRP ile POMC noéronlarini etkileyerek
gida alimini ve viicut agirhigini azalttig belirtilmektedir (25).

Agomelatin, MT1 ve MT3 reseptorlerine agonist ve serotonerjik 5-HToc reseptoriinde
notral antagonist aktiviteye sahip ilk antidepresan olarak 2009 yilinda Avrupa Ilag Kurumu
tarafindan major depresif bozukluklarin (MDB) tedavisinde kullanilmak {izere onaylanmistir
(26). Agomelatin, melatonin reseptorlerine yiiksek afinite gosterir ve suprakiazmatik
cekirdekteki (SCN) MT1 ve MT: reseptorlerinin aktivasyonuyla sirkadiyen ritmi diizenler
(27). Agomelatinin melatonin benzeri etkiler gosterebilecegi preklinik ¢alismalarla ortaya
konmustur (28-30).

Bu bilgilerden yola ¢ikildiginda, agomelatinin istah tizerindeki etkileri; sigcanlarin
giinliik yem tiiketimi ve viicut agirlig1 gibi nicel gozlemlerin yani sira istah metabolizmasi
tizerinde etkili endokrinolojik faktorler (NPY, POMC, CART, AgRP) ile bunlar etkileyen
periferal faktorlerin (leptin ve ghrelin) seviyeleri 6l¢iilerek agiklanmaya ¢aligilmistir.

Mevcut calisma, depresyon tedavisi sirasinda agomelatinin de dahil oldugu
antidepresan ilaglarin tercihinde kisinin fizyolojik durumunun da g6z Oniine alinarak

degerlendirilmesine katki saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. istahin Homeostatik Diizenlenmesinde Merkezi Sinir Sisteminin Rolii

Istah, bilingli bir bigcimde yeme istegi olarak tanimlanir ve enerji homeostazi ile viicut
agirhginm korunmasmda énemli role sahiptir (31). Istahin diizenlenmesinde bilissel ve
homeostatik sinyalleri entegre eden karmasik bir fizyolojik kontrol mekanizmasi vardir.
Homeostatik siiregte merkezi sinir sistemi (MSS), organizmanin enerji durumunun
algilanmasinda ve kontrol edilmesinde ana unsurdur. Ozellikle hipotalamus, istah
metabolizmasinin merkezi diizenlenmesindeki rolii en iyi bilinen beyin bolgelerinden biridir
(32). Hipotalamus; beyin sapi, gastrointestinal sistem ve adipoz dokudan gelen afferent
beslenme sinyallerini alir (33, 34). Hipotalamik ¢ekirdeklerdeki oreksijenik ve anoreksijenik
devreler ise gida alimmin ve enerji harcamasmin diizenlenmesindeki efferent yanitlari
olusturarak beslenme davranisini ortaya cikarir (Sekil 2.1.) (18, 35). Gida aliminin ¢ok
seviyeli diizenleme mekanizmasinda meydana gelen degisiklikler, obezite ve anoreksiya

nervoza gibi yeme bozukluklarina yol agabilir (36, 37).
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Sekil 2. 1. Istahin diizenlenmesinde geribildirim mekanizmalar1 (38)



2.2. Hipotalamus

Hipotalamus; diensefalon bolgesinde, talamusun altinda, tiglincii ventrikiil ile sinirli
bir bélgede yer alir (39). Hipotalamus; ARN, PVN, LHA, VMN, DMN, SCN, posterior

hipotalamus, mamiller cisim, supraoptik ¢ekirdek, anterior hipotalamik bdlge ve preoptik

¢ekirdek olarak isimlendirilen birbirine bagli néron kiimelerinden olusur (Sekil 2.2.) (40).

Bu alanlar, bir¢ok kritik gorevi diizenleyen ve kontrol eden 6nemli beyin bdlgeleridir.

Hipotalamusun baslica gorevleri asagida 6zetlenmistir:

1.

Achk ve Tokluk Kontrolii: Hipotalamus ¢ekirdekleri araciligiyla, enerji
dengesini koruyabilmek i¢in gida alimini diizenler.

Susuzluk ve Sivi Denge Kontrolii: Hipotalamus, susama merkezi araciligiyla
stv1 alimini kontrol eder.

Viicut Sicakhiginin  Regiilasyonu: Hipotalamus, viicut sicakligini ve
termoregiilasyonu diizenler.

Uyku ve Uyanikhk Déngiisii: SCN araciligiyla, biyolojik saati diizenler ve bu
sayede uyku-uyaniklik dongiisiinii kontrol eder.

Hormonal Kontrol: Hipotalamus, 6n hipofiz bezini uyaran hormonlari
uiretir/salgilar. Bu hormonlar; biiyiime, lireme, stres tepkileri gibi birgok fizyolojik
stireci diizenler.

Otonom Sinir Sistemi Diizenlemeleri: Hipotalamus, otonom sinir sistemi
araciligiyla kalp atis hizi, solunum ve sindirim gibi hayati iglevleri diizenler.
Duygusal ve Davramssal Islevler: Limbik sistemle siki bir baglant1 i¢inde olan
hipotalamus, duygusal tepkileri ve motivasyonu diizenler. Odiil sistemini kontrol
ederek 6fke, korku ve zevk gibi duygulara aracilik eder.

Vazopressin ve Oksitosin Salgilanmasi: Hipotalamus, vazopressin ve oksitosin

gibi hormonlart iiretir/salgilar (41).

2.2.1. Beslenmenin Hipotalamik Kontrolii

Hipotalamus, beslenmenin merkezi diizenlenmesindeki rolii en iyi bilinen beyin

bolgelerinden biridir. Besin aliminin kontroliinde temel olarak LHA nin aglik merkezi ve

VMN’nin ise tokluk merkezi olarak gorev aldigi bilinir (16, 17). PVN ve DMN de istahin

merkezi diizenlenmesinde onemli rolleri olan bolgelerdir. ARN ise anatomik konumu



sebebiyle beslenmenin ve metabolizmanin diizenlenmesinde kritik rol oynar (42).
Beslenmeyi diizenleyen bu c¢ekirdekler birbirlerine yogun bir sekilde projekte olurlar.
Beslenmenin regiilasyonunda goérevli hipotalamus ¢ekirdekleri arasindaki projeksiyonlar
Sekil 2.2. ve Sekil 2.4.’de gosterilmistir.
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AgRP: Agouti-iligkili peptit, ARN: Arkuat Cekirdek, CART: Kokain ve Amfetamin ile Diizenlenen
Transkript, DMN: Dorsomedial Cekirdek, LHA: Lateral Hipotalamik Alan, NPY: Noropeptit Y
POMC: Proopiyomelanokortin, PVVN: Paraventrikiiler Cekirdek, VMN: Ventromedial Cekirdek

Sekil 2. 2. Beslenmenin regiilasyonunda gorevli hipotalamus ¢ekirdekleri arasindaki
projeksiyonlar (biorender.com iizerinden olusturulmustur)

Beslenmenin Kontroliinde Rol Alan Hipotalamik Cekirdekler

Arkuat Cekirdek

ARN, mediobazal hipotalamusta bulunur. Pencereli kapillerlerden zengin olan
median eminens (ME) ile komsudur. Beslenmenin diizenlenmesinde periferik sinyallerin
giris kapis1 olan ME’de kan beyin bariyeri (KBB) bulunmadigi igin (43), ARN organizmanin
genel enerji durumunun algilanmasinda ayricalikli bir konuma sahiptir (44). ARN, enerji
gereksinimini yansitan sinyallere uygun olacak sekilde davranigsal ve metabolik tepkileri
ayarlayan noéron popiilasyonlar1 igerir (45). ARN’deki oreksijenik AgRP/NPY ve
anoreksijenik POMC/CART eksprese eden ndronal popiilasyonlar enerji harcamasi ile
istahin diizenlenmesini koordineli olarak saglarlar (46). POMC ve CART noron aktivitesinin

artig1 besin alimini ve istah1 azaltirken, NPY ve AgRP néronlarindaki impuls artisi ise besin
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alimin1 ve istahi arttirir (47). ARN’de bu n6ropeptitleri eksprese eden néronlar hipotalamusta
zengin bir baglanti agina sahiptir. PVN, DMN, LHA ve VMN ile ARN arasindaki
projeksiyonlar istahin ve enerji metabolizmasinin homeostatik diizenlenmesini saglar (Sekil
2.2. ve Sekil 2.4.) (48).

Paraventrikiiler Cekirdek

PVN, 6n hipotalamusta ii¢lincii ventrikiiliin tist kismina bitisiktir (49). PVN, beyin
bolgelerine olan baglantilar1 ile gida alimini ve periferik organlarin sempatik kontroliini
koordine eder (50). PVN; kortikotropin salgilatict hormon (CRH), tirotropin salgilatic
hormon (TRH), somatostatin, vazopressin ve oksitosin gibi katabolik noropeptitleri
sentezler/salgilar (51). Bu bélgenin islevini agiklayan onciil galismalarda PVN lezyonunun
hiperfajiye (asir1 yeme) ve obeziteye neden oldugu gosterilmistir (52). PVN MCR4 reseptorii
araciligiyla gida aliminin diizenlenmesini saglar. MCR4 aktivasyonu gida alimini azaltir,
enerji harcanmasini arttirir. MCR4 inhibisyonu ise gida alimimmi tesvik eder (53). PVN
ARN'den yogun noronal projeksiyonlar alir. Hem POMC hem de AgRP/NPY néronlarinin

aksonlart PVN’ye uzanarak istahi ve enerji harcanmasini diizenler (Sekil 2.3.) (49, 53).
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a-MSH:Alfa-Melanosit Uyarict Hormon, AgRP: Agouti-iliskili Peptit, CART: Kokain ve Amfetamin ile
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NPY': Noropeptit Y, POMC: Proopiyomelanokortin, PVN: Paraventrikiiler Cekirdek

Sekil 2. 3. Beslenme davranisinin hipotalamik kontrolii (53)



Lateral Hipotalamik Alan

Kemirgenlerde yapilan onciil calismalar; bu alanin elektriksel uyariminin hiperfajiye
neden oldugunu, lezyonunun ise gida alimini siddetli bir sekilde baskiladigini géstermistir
(54). LHA'nin oreksijenik etkilerine ¢ogunlukla melanin yogunlastirict hormon (MCH) ve
oreksinin aracilik ettigi diisiniilmektedir. Marsh ve ark. merkezi uygulanan MCH’nin gida
almint arttirdigin1 bildirmistir (55). Oreksin A ve B iireten noronlar ise hipotalamusta
ARN’nin de dahil oldugu bir¢ok yere projekte olur (56). Elektrofizyolojik c¢alismalarda
oreksinin ARN’deki NPY noronlarini aktive edip POMC noronlarinin aktivitesini baskiladigi
gosterilmistir (57, 58). Ayrica LHA’daki gama-aminobiitirik asit (GABA) néronlarinin
PVN’yi hiperpolarize ederek besin alimini indiikledigi bildirilmistir (59).

Dorsomedial Cekirdek

DMN istah ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde Onemli rol oynar.
Kemirgenlerde yapilan dnciil caligmalarda DMN’nin spesifik olmayan lezyonu hiperfaji ve
obeziteye neden olmustur (60). DMN, ARN’deki NPY ve alfa-melanosit uyarici hormon (a-
MSH) igeren akson terminallerinden yogun girdi alir (61, 62). DMN’deki GABAerjik néron
popiilasyonlar1 da istahin diizenlenmesinde 6nemlidir. Rau ve ark. POMC noéronlarindaki
inhibitér girdinin ¢ogundan bu bolgedeki GABAerjik néronlarin sorumlu oldugunu ileri
stirmistiir (63). Otgon-Uul ve ark. ise GABAerjik noronlarin optogenetik aktivasyonunun
gida alimini arttirdigin1  bildirmistir (64). Yakin zamandaki c¢alismalarda DMN’deki
anoreksijenik ndron popiilasyonlarinin da 6nemi ortaya konmustur (65-67). Bu bolgede
leptine duyarli GABAerjik noronlarin alt popiilasyonu bulunur (68). Leptin bu néronlarin
o6nemli bolimiinii hiperpolarize ederek oreksijenik etkileri dnler (64). Faber ve ark. leptine

duyarli néronlarin susturulmasinin gida alimini arttirdigini rapor etmistir (66).

Ventromedial Cekirdek

VMN islevinin aydinlatilmasina yonelik ilk ¢alismalarda bu alanin spesifik olmayan
harabiyetinin hiperfajiye neden oldugu gosterilmis ve boylece bolgenin tokluk merkezi
olarak islev gosterdigi belgelenmistir (69, 70). Daha sonraki ¢alismalarda bu etkiye
ARN’deki POMC néronlarinin neden olabilecegi rapor edilmistir (71). Sternson ve ark.

VMN'nin belirli bolgelerinden ¢ikan uyarimin ARN'deki POMC ndéronlarini aktive ettigini
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gostermistir (72). Bununla beraber NPY no6ronal aktivitesinin ise VMN néronlarini
hiperpolarize ettigi belirtilmistir (73, 74). Hipotalamik g¢ekirdekler arasindaki karmasik

beslenme ag1 Sekil 2.4.’te sunulmustur (75).
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Sekil 2. 4. Hipotalamik beslenme ag1 (75)

Hipotalamusun beslenmeyi diizenleyen ¢ekirdeklerinde, istah1 etkileyen hormonlar ve

norotransmitterler igin reseptorler bulunur. Hipotalamustaki istah merkezlerini etkileyen

faktorler Tablo 2.1.'de sunulmustur (76, 77).

Tablo 2. 1. Hipotalamusta istah merkezlerini etkileyen faktorler

Anoreksijenik Faktorler

Oreksijenik Faktorler
NPY a-MSH
AgRP CART
Ghrelin Insiilin
GABA Leptin
Oreksin A Serotonin
Kolesistokinin

Melanin-yogunlastirict hormon
a-MSH:Alfa-Melanosit Uyarict Hormon, AgRP: Agouti-iliskili Peptit, CART: Kokain ve Amfetamin ile

Diizenlenen Transkript, GABA: Gama-Aminobiitirik Asit, NPY: Noéropeptit Y




2.3. Istahin Diizenlenmesinde Noropeptiderjik Sistemin Rolii

2.3.1. Kokain ve Amfetamin ile Diizenlenen Transkript

102 aminoasitli CART peptiti, sicanlara akut kokain ve amfetamin uygulanmasindan
sonra striatumda karakterize edilmemis bir m-RNA'nin upregiile edilmesiyle kesfedilmistir
(78). Insan ve kemirgenlerde aminoasit dizilimi yiiksek diizeyde korunmus olan CART; gida
alimi, enerji metabolizmasi, endokrin fonksiyonlar ve bagimlilik gibi biyolojik siireclerin
diizenlenmesinde rol alir (79). Gen ekspresyonu; merkezi, periferik ve enterik sinir sistemi,
yag doku, pankreas adaciklari ve adrenal medullada yer alir (80). Hipotalamusta ise enerji ve
istahin metabolizmasmin diizenlendigi ARN, LHA, PVN ve DMN’de yiiksek diizeydedir
(81). Kemirgenlerde CART, anoreksijenik a-MSH sentezleyen hiicre toplulugunda ifade
edilir. Insanlarda ise kemirgenlerden farkli olarak, NPY/AQRP néron toplulugunda da
eksprese edilir (82). Sicanlarda CART’in intraserebroventrikiiler (icv) enjeksiyonu, yem
tiiketimini baskilamistir. CART 1 nétralize edici antikorlarin uygulanmasi ise yem tiiketimini
arttirmistir (83). Ayrica farelerde CART geninin devre disi birakilmasi da gida alimini
artirarak obeziteye neden olmustur (84). Literatiirde CART 1n anorektik etkisi yaygin olarak
kabul edilse de simirh sayida zit sonug da mevcuttur. Abbott ve ark. CART'm hipotalamik
cekirdeklere dogrudan uygulanmasinin oreksijenik etkiye sebep oldugunu bildirmistir (85).
Hou ve ark. ise, diyabetik si¢anlarin hipotalamik ¢ekirdeklerine CART uygulamasinin, NPY
ve AgRP transkripsiyonunu artirarak yem tiiketiminin artmasina neden oldugunu
raporlamistir (86). Heniiz spesifik bir reseptorii veya ligandi tespit edilemeyen CART 1n (87,
88), bu etkisine hipotalamustaki CART’a ait farkli noron alt tiplerinin sebep olabilecegi 6ne

stiriilmiistiir (85).

2.3.2. Proopiyomelanokortin

241 amino asit kalintisina sahip pro-hormon POMC, 6nemli fizyolojik etkilere sahip
aktif peptit ve hormonlarin 6nciisiidiir (Sekil 2.5.). Memelilerde POMC, 3 ekzondan olusur.
Prohormon doniistiiriiciiler 1 ve 2 (PC1/2), ana POMC peptitini daha kiigiik peptitlere ayirir.
Son iirlinler, dokuya 6zgii bir sekilde {tretilir. Nihai iriinler arasinda melanokortinler
(MSH'ler ve ACTH), B-endorfin ve kortikotropin benzeri ara peptit (CLIP) bulunur. § ve y
lipotrofinler (B-LPH, y-LPH) gibi biyolojik islevi belirsiz kalan ara peptitler de vardir (89).
POMC geni testis, duodenum, ovaryum, tiroit bezi, bobrek, kalp, akciger gibi birgok organda
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eksprese edilir. Ancak bu dokularda POMC protein seviyesi tespit edilememistir (90). POMC
geninin silinmesi bu organlarda farkli bir fenotipe sebep olmamistir (91). Bu nedenle, bu

organlarda POMC’nin iiretilse bile fizyolojik bir islev olusturamayacagi distiniilmektedir

(91).
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oMSH: Alfa Melanosit Uyarict Hormon, YMSH: Gama Melanosit Uyarici Hormon, fB-end: Beta
Endorfin, B-LPH: Beta Lipotrofin, y-LPH: Gama Lipotrofin, ACTH: Adrenokortikotropik Hormon
CLIP: Kortikotropin Benzeri Ara Peptit, PC1/2: Prohormon Déniistiiriiciiler 1 ve 2

Sekil 2. 5. POMC’den dokuya 6zgii tiretilen tirtinler (89)

Hipotalamus, hipofiz bezi, beyin sapi, lenfoid sistem ve deri gibi bolgelerde
POMC’den tiiretilen peptitler 6nemli fizyolojik etkiler olusturur. POMC hipofizin hem 6n
lobunda hem de insanlarda korelen ara lobunda eksprese edilir. On lobda, kortikotrop
hiicrelerde POMC iizerinden sentezlenen ACTH, adrenal steroidlerin {iretiminde 6nemli role
sahiptir. Ara lobda ise melanotroflar, ¢ogunlukla derideki pigmentasyondan sorumlu o-
MSH’yi iretir (92, 93). POMC beyinde esas olarak hipotalamusun ARN’sindeKi
anoreksijenik néronlarda eksprese edilir. Gida alimiyla birlikte POMC sentezleyen noronlar,
PVN’de MCRs ve MCR4 aktivasyonunu saglayan o-MSH'yi salgilar (53). a-MSH ise
PVN’deki reseptorlerine baglandiginda tokluk hissini olusturarak gida alimini azaltir. Ayrica
kahverengi yag dokuya sempatik ¢ikisi arttirarak enerji harcanmasini arttirir  (94).

Kemirgenlerde MCR4 geninin devre dis1 birakilmasi obezite ve hiperfajiye neden olmustur
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(95). Kemirgenlerdeki bulgularla uyumlu olarak insanlarda da MCR4'teki genetik

bozukluklarin obezite gelisimine neden oldugu bildirilmistir (96, 97).

2.3.3. Noropeptit Y

NPY, beyinden izole edilen 36 amino asitli bir peptittir. NPY'nin fizyolojik ve
davranigsal etkileri, temel olarak istah, kaygi, 6grenme, hafiza ve stresi diizenleyen
bolgelerde bulunan Y1, Y2 ve Ys reseptorleri araciligiyla saglanir (98). Beyindeki ana
kaynagi ARN’de AgRP ile birlikte salindigi néron popiilasyonlaridir. Ayrica DMN’de
gebelik ve yavru bakimi gibi enerji ihtiyacinin arttigi durumlarda gen ekspresyon seviyesi
artar. NPY eksprese eden noronlar hipotalamus disinda beyin sap1 ve hipokampal bolgelerde
yiiksek diizeyde ifade edilir (99). Kesfedilmesinden hemen sonra yapilan ¢alismalarda icv
enjeksiyonu besin alimini giiglii bir sekilde stimiile etmistir (100, 101). NPY, ARN’de
POMC néronlart tarafindan eksprese edilen Y1 ve Y2 reseptorlerini aktive eder ve membran
hiperpolarizasyonuna yol agarak a-MSH salinimini baskilar (102, 103). Ayrica MCRy ifade
eden PVN noronlarinin atesleme frekansini inhibe ederek gida aliminin artmasina yol agar
(104). Siganlarda merkezi uygulanan Y1 reseptor agonistlerinin 6nemli oreksijenik etkiler
meydana getirdigi (105) ve reseptor antagonisti ilaglarin uygulanmasinin da yem tiiketimini

onemli derecede diisiirdiigii gozlemlenmistir (106).

2.3.4. Agouti-Tliskili Peptit

AgRP iireten néronlarinin beslenme {izerine etkisi ilk kez 27 y1l 6nce belirlenmistir
(107). Yapilan galigmalar aglik sinyallerinin beslemeyi basglatmak igin AgRP ndronlarini
aktive ettigini gostermektedir. Buna karsin gida alimi, AgRP néronlarimin aktivasyonunun
azalmasini saglayan toklukla iligkili faktorlerin salgilanmasina yol agar (48, 108). AgRP
ifade eden ndronlar ARN’de yogun olarak bulunur. Bu néronlar AgRP, NPY ve GABA’y1
birlikte eksprese eder (109, 110). Yapilan calismalar AgRP'nin MCRs reseptoriinii
antagonize ederek melanokortin yolagini dogrudan bloke ettigini ortaya koymustur (48).

Joppa ve ark. icv uygulanan AgRP’nin yem tiikketimini arttirdigini bildirmistir (111).
Semjonous ve ark. ise merkezi olarak uygulanan AgRP'nin, NPY'ye kiyasla uzun sireli
acliga neden oldugunu gostermistir (112). Livneh ve ark. da tokluk fazinda AgRP
noronlarinin  kemogenetik olarak aktive edilmesinin aglik hissine neden oldugunu
bildirmistir. Yazarlar aghgin indiiklenmesinin paraventrikiiler talamus ve bazolateral
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amigdala yoluyla insular kortekse giden bir yol araciligiyla saglandigini ileri stirmiistiir
(113).

2.4, Istahin Diizenlenmesinde Monoaminerjik Norotransmitterlerin Rolii

2.4.1. Serotonin

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), merkezi sinir sisteminde ve periferik
organlarda ¢esitli islevlere sahip bir monoamindir. 5-HT, periferik olarak trombosit
agregasyonu, intestinal motilite ve vaskiiler tonusla iliskilendirilmistir. Merkezi 5-HT ise,
viicut 1s1sinin diizenlenmesi, uyku-uyaniklik ritmi, kusma, cinsel davranis, agri, ruh hali ile
istah ve enerji metabolizmasiyla siki bir baga sahiptir (114, 115).

5-HT; periferik olarak gastrointestinal sistemde enterokromafin hiicrelerde
sentezlenir. Merkezi olarak ise cogunlukla dorsal rafe noéronlarinda iiretilir. Serotonin
sentezleyen noronlar hipotalamusun ARN’sindeki POMC ve AgRP noronlariin da oldugu
bircok yere projeksiyon yapar (116, 117). POMC noronlarinda lokalize 5-HTac
reseptorlerinin depolarizasyonu ise melanokortin sistemini aktive eder. Ote yandan AgRP
noronlar1  5-HTig  reseptorlerini  eksprese eder ve aktivasyonlart ~membran
hiperpolarizasyonuna neden olarak oreksijenik etkileri sinirlar (116, 118).

Serotonerjik bilesiklerin akut uygulanmasi, ARN’de POMC gen ekspresyonunda
artisa yol acar (119). Periferik 5-HT’nin ise KBB gecirgenliginin zayif olmasi nedeniyle
dogrudan merkezi etkilere sebep olmasi beklenmez (120). Ancak merkezi etkilerini dolayli
olarak 5-HT3sreseptorlerine sahip vagal afferent liflerin aktivasyonu yoluyla saglayabilir. Bu
olasiligi destekleyen calismada, gastrik distansiyonla sentezi artan intestinal 5-HT
saliniminin, PVN’de noronal aktivasyona neden oldugu gosterilmistir. Ancak bu etki

vagotomize hayvanlarda gézlenmemistir (121).

2.4.2. Norepinefrin

Norepinefrin dorsal vagal kompleks ve lokus seruleus gibi beyin sap1 bolgelerinde
sentezlenir. Bu alanlar kaudal olarak omurilige ve rostral olarak da hipotalamus, talamus ve
kortekse uzanir. Kemirgenlerde norepinefrin enjeksiyonu, PVN'de anoreksiyaya yol agan
alanlar1 inhibe ederek hiperfajiye neden olur. Leptin geni olmayan obez (ob/ob) farelerin

PVN ve LHA’sinda yiiksek noradrenalin seviyesinin oldugu bildirilmistir. PVN ve diger
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hipotalamik alanlarda artan norepinefrin sinyalinin ise leptin eksikliginin neden oldugu

hiperfajiye katkida bulunabilecegi ileri siiriilmistiir (122, 123).

2.4.3. Dopamin

Dopamin, beyinde 6diil ve zevk duygularini diizenleyen bir norotransmitterdir.
Yapilan calismalar, dopaminin gida alimi1 ve enerji dengesi lizerinde onemli bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Bu siiregte ARN’deki dopamin reseptorlerinin POMC néronlarinin
aktivitesinin diizenlenmesine katkida bulundugu 6ne siiriilmistiir (124). Gaziano ve ark.
beslenmeden yoksun birakilmig farelerde POMC noronlarindaki Dz reseptoriiniin

kemogenetik aktivasyonunun beslenmeyi akut olarak baskiladigini bildirmistir (125).
2.5. Istahin Homeostatik Diizenlenmesinde Periferal Sistemin Rolii
2.5.1. Adipoz Dokudan Salinan Hormonlar

Leptin

Leptin, Lep® geni tarafindan kodlanan peptit yapida bir hormondur. Cogunlukla
beyaz yag dokuda sentezlenir ve dolasima salinir. Leptinin; glikoz ve lipid homeostazi,
tireme, bagisiklik, inflamasyon, kemik fizyolojisi ile istah ve enerji metabolizmasinda 6nemli
diizenleyici rolii vardir (126, 127).

Leptin, istahin baskilanmasinin ve enerji harcamasinin arttirilmasinda temel rol
oynayan lizerinde en ¢ok calisilmis hormonlardan birisidir. Yapilan ¢aligmalarda leptin
tiretemeyen (ob/ob) farelerde ve insanlarda belirgin hiperfaji ve obezite gelismistir (128).
Merkezi ve periferal uygulanan leptin ise bu metabolik bozukluklar tersine ¢evirmistir (129,
130). Cesitli metabolik ve hormonal faktorlerden etkilenen leptin salgisinin aghk
donemlerinde azaldigi, toklukla beraber artmaya basladigi bildirilmistir (131). Leptin,
hipotalamusta ARN, PVN, LHA, DMN ve VMN’deki reseptorlerine baglanir (46, 132, 133).
Bu reseptor araciliiyla viicudun enerji depolari hakkinda bilgi alan hipotalamik ndronlar
tokluk/aglik hissini diizenlemek i¢in noropeptitler salgilar (134, 135). Bu etkiyi ise baslica
ARN’deki POMC/CART néronlarini uyararak ve AgRP/NPY néronlarini inhibe ederek
saglar (48, 136).
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Leptin hiicresel diizeydeki etkisini bir dizi ¢oklu sinyal kaskadini aktive ederek saglar.
Leptinin etkilerine aracilik ettigi bilinen sinyal yolaklar1 arasinda JAK-STAT3, PI3K-Akt-
FoxO1, SHP2-ERK ve mTOR-S6K bulunur (132). STAT3 ve PI3K yolaklar1 leptinin gida
alimi ve sempatik sinir sistemi aktivitesi lizerinde rol oynar. Bu yolaklar leptin tarafindan
aktive edilmediginde obezite fenotipi olusur (137).

Cogu obez birey yag kiitlesiyle orantili olarak yiiksek plazma leptin diizeyine sahiptir
(138). Bu bireylerin bazilarindaki yiiksek leptin diizeyi, beslenmenin baskilanmasini ve viicut
agirh@inin azaltilmasini saglayamaz (139). Leptin duyarliligindaki bu azalma leptin direnci
kavrami ile ifade edilir. Leptin direnci baslica KBB boyunca leptin taginmasindaki
aksakliktan veya leptin sinyallemesindeki bozukluktan kaynaklanir (140). Bundan dolay1
leptin anorektik etkisini gdsteremez. Giiniimiizde obezite, beslenme ve istah

metabolizmasina odaklanan ¢alismalar leptin ve leptin direnci tizerine yogunlagmistir (127).

Adiponektin

Adiponektin, insiilin duyarliligini artirmada 6nemli islevi olan adiposit tiirevi bir
hormondur. Plazma konsantrasyonu viicut kitle indeksi ile negatif iliskilidir (141).
Adiponektin reseptdrlerinin varligi, enerji ve istah metabolizmasinin diizenlendigi ARN ve
LHA da dahil olmak tizere beynin farkli bolgelerinde belirlenmistir (142, 143). Ancak istah

metabolizmasi tizerindeki etkilerine dair elde edilen bulgular geliskilidir (144).

Resistin

Adipositler tarafindan salgilanan resistinin hipotalamusun ARN'sinde mRNA ve
protein diizeyi yiliksek bulunmustur (145). Daha az oranda ise VMN ve PVN’de tespit
edilmistir (145). Vazquez ve ark. kemirgenlere merkezi resistin uygulanmasinin ARN'de
CART gen ekspresyonunu arttirdigini, NPY ve AgRP gen ekspresyonunu ise azalttigini
bildirmistir (146). Tovar ve ark. da merkezi uygulanan resistinin kisa siireli toklukla

(uygulamadan sonraki 90 dakika) iliskili oldugunu raporlamistir (147).

Vaspin

Adipokin ve serin proteaz inhibitdrii olan vaspin ilk kez insiilin direnci olan obez
siganlarin yag dokusunda tanimlanmistir (148, 149). Farelerde merkezi olarak uygulanmasi

gida alimini kisa siireli azaltmigtir (150).
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Apelin

Apelin, baslica adipoz dokuda salgilanan bir hormondur. Apelin-36, apelin-17 ve
apelin-13 gibi ¢esitli aktif formlar1 mevcuttur. Obez bireylerde serum apelin diizeyinin
yiiksek oldugu belirtilmektedir (151). Saral ve ark. siganlarda periferal apelin-13
uygulamasinin gida alimini arttirdigini bildirmistir. Calismada gozlemlenen oreksijenik

etkiye ise ghrelinin aracilik ettigi ileri stiriilmistiir (152).

Asprosin

Duerrschmid ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, beyaz yag dokudan salinan
asprosinin igtahin diizenlenmesinde potansiyel bir rol oynayabilecegi gosterilmistir. Bu
calismada asprosinin AgRP noronlarini aktive ettigi ve POMC noéronlarint inhibe ettigi

bildirilmektedir (153).

2.5.2. Pankreastan Salinan Hormonlar

Insiilin

1922'de pankreastan izole edilen insiilin, geleneksel olarak glikoz metabolizmasi ile
iliskilendirilmistir (53). Insiilinin glikoz homeostazi disinda istah metabolizmasinin
kontroliinde de rolii vardir. Insiilin reseptorleri, istahin homeostatik diizenlenmesinde onemli
yeri olan ARN ve VMN gibi bolgelerde yogun bir sekilde lokalizedir (154, 155). Insiilin
reseptorlerinin 6zellikle ARN’de POMC néronlarina ait reseptorlerle ko-lokalize oldugu
belirtilmektedir (156). Insiilin reseptdrlerinin antisens oligoniikleotit kullanarak azaltilmasi
sonucu ARN’de NPY ve AgRP gen ekspresyonu artmugtir (157). Farelere merkezi insiilin
uygulamasi ise POMC gen ekspresyonunu arttirarak yem tiikketimini azaltmistir (158).
Periferik insiilin yetmezligi olusturulan sicanlarda ise hipotalamik NPY gen ekspresyonu

artmistir (159). Bu verilerle uyumlu olarak insanlarda intranasal insiilin uygulamasi besin

alimin1 diistirmiistiir (160).

Glukagon

Pankreasin alfa hiicrelerinden salinan glukagon, enerji dengesi iizerinde ¢ok yonlii
etki gosteren bir hormondur. Glukagon, istah1 baskilayarak ve lipid metabolizmasini modiile

ederek viicut agirhigmi ve yaglanmayi azaltma potansiyeline sahiptir. Ayrica enerji
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harcanmasini arttirarak ve termogenezi tetikleyerek kilo kaybini tesvik edebilecegi
belirtilmistir (161).

2.5.3. Gastrointestinal Sistemden Salinan Hormonlar

Besinler, gastrointestinal liimene girdikten sonra gesitli peptitlerin salinimini uyararak
kaudal beyin sapindaki nukleus traktus solitaryusa (NTS) giden vagal yollar1 aktive eder.
NTS periferik tokluk sinyallerini biitiinlestirir ve bu sinyalleri beslenme merkezlerine iletir
(162). Ayrica bu peptitlerden bazilari KBB’yi gecerek istahi regiile eden hipotalamik

merkezlerdeki reseptorlerine baglanir (19).

Ghrelin

28 amino asitlik dizilime sahip ghrelin mide oksintik hiicreleri tarafindan
sentezlenen/salgilanan bir hormondur (163, 164). Agirlikli olarak mide tarafindan
tiretilmesine ragmen hipofiz, hipotalamus, duodenum, jejunum, ileum, kolon, akciger, kalp,
pankreas, bobrek ve testis gibi birgok doku tarafindan tretilir (165). Bu hormonun plazma
seviyesi yemek zamanlariyla uyumlu sirkadiyen dalgalanmalar gosterir. Plazma ghrelin
seviyesi aclik sirasinda hizla yiikselirken toklukla beraber hizla diiser (166).

Ghrelin besin aliminin merkezi ayarlanmasini periferden diizenleyen ilk oreksijenik
hormon olarak tanimlanmistir (167). Etki mekanizmasini aydinlatmaya yonelik yapilan
calismalarda periferal ve merkezi uygulanmasi ARN’deki NPY/AgRP iireten ndron
gruplarmin aktivasyonunu arttirmis ve POMC noronlarinin aktivasyonunu baskilamistir
(168-171). Ghrelinin oreksijenik etkisi i¢in bu noronlar gereklidir ¢iinkii ghrelin, NPY ve
AgRP'den yoksun farelerde gida alimmi arttiramaz (108). Ghrelinin KBB’deki
gecirgenliginin zayif olmasi, periferal etkisinin baslica n. vagus araciligiyla NTS {izerinden
olabilecegini diigiindiirmiistiir (172, 173). Vagotomi yapilan si¢canlarda ghrelinin etkisini
gosterememesi bu hipotezi gliglendirmistir (174).

Ghrelin uygulamasinin enerji metabolizmasi tizerindeki etkileri de rapor edilmektedir.
Merkezi ghrelin enjeksiyonu, kahverengi yag dokudaki sempatik aktiviteyi baskilamistir
(175, 176). Ghrelin, istah ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesi disinda glikoz ve lipid
metabolizmasi, iireme, hiicresel proliferasyon ile gastrointestinal ve kardiyovaskiiler sistem

fonksiyonlariin diizenlenmesinde de gorev alir (177, 178). Ayrica ghrelin biiyiime hormonu
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salgilatict hormon reseptoriine ligand olmasi sebebiyle giiglii bir biiylime hormonu

salgilaticisidir (179).

Glukagon Benzeri Peptit-1

Glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1), gastrointestinal sistem ve beyinde proglukagon
geninden tiiretilir. Hormonun; glikoz homeostazi, gastrointestinal motilite, istah ve
sindirimin diizenlenmesinde 6nemli rolii vardir (180). GLP-1 reseptorlerinin ARN’de yogun
bir sekilde bulundugu bildirilmistir. GLP-1 eksprese eden noronlarin kemogenetik
uyarilmasinin ARN’deki POMC noéronlarinin atesleme hizini arttirdign belirtilmektedir
(181).

Kolesistokinin

Kolesistokinin (CCK) diyetle alinan protein ve lipid seviyeleriyle orantili olarak
baslica ince bagirsaktaki I hiicreleri tarafindan salgilanir. Arastirmalar CCK'nin tokluk
sinyali olarak hareket ettigini ve pankreas salgisinin uyarilmasi, safra kesesinin kasilmasi ile
mide bosalmasimin geciktirilmesi gibi biyolojik islevleri yerine getirebildigini gostermistir
(182, 183). CCK'nin anorektik etkilerine beyin sapina iletilen vagal afferent lifler tizerindeki
CCK{1 reseptorleri aracilik etmektedir (18).

Peptit YY

Gastrointestinal sistemden salinan Peptit Y'Y nin viicut kitle indeksi ile negatif iliskili
oldugu bildirilmektedir. EKsojen peptit YY’nin ise anorektik etkileri gosterilmistir (184).
Kemirgenlerdeki bu etkiye POMC néronlarindaki aktivasyon artisinin yol agtigi bildirilmistir
(185).

2.6. Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen, Latincede ¢evre anlamina gelen “circa” ve giin anlamina gelen “diém”
koklerinden tiiretilmistir. Sirkadiyen ritim ile viicut 1s1s1, hormon iiretimi, kalp atim hizi, kan
basinci ve beslenme gibi temel fizyolojik islevler ¢evresel ihtiyaglara uygun olarak yirmi dort
saatlik dongiilerle diizenlenir. Bu ritimler organizmanin aydinlik/karanlik dongiisii gibi
giinliik ¢evresel dalgalanmalara katilmasin1 ve uyum saglamasimi miimkiin kilan endojen

saatler tarafindan iretilir. Hipotalamusun SCN'sinde bulunan merkezi saat ile melatonin
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hormonu bu siirecte 6nemli rol oynar. SCN’deki merkezi saat esas olarak gézden aldig1 151k
bilgisi ile gilinlik ritmi ayarlar (186-188). Melatonin ise MT1 ve MTz reseptorleri ile
sirkadiyen ritmin fazin diizenler (76). Anatomik ¢alismalar, SCN ile PVN ve ARN’nin de
dahil oldugu cesitli hipotalamik ve ekstra hipotalamik alanlar arasindaki baglantilar
tanimlamistir (189, 190). SCN’deki noéronlar, hipotalamik bolgelerde istahla iligkili
faktorlerin gen ekspresyonunu bu baglantilar1 araciligiyla diizenleyebilir (191). Ornegin,
kemirgenlerde karanlik fazin baslangicinda artan gida aliminin NPY'den yoksun farelerde
olmadig1 gosterilmistir. Bu durum, NPY'nin sirkadiyen ritminin gida aliminda diurnal
ritimleri yonlendirdigini diisiindiirmektedir (192).

Sirkadiyen ritmin modern yasam tarziyla cakistigi durumlar (gece vardiyalari ve
yapay 1sik maruziyeti gibi), biyolojik saatin bozulmasina ve buna bagli olarak saglik
sorunlarina neden olabilir (193). Insanlarda yapilan genetik arastirmalar ise sirkadiyen
bozulmanin asir1 gida alimi ve artan viicut kiitlesi ile iliskisini ortaya koymustur (194, 195).
Sirkadiyen bozukluklarin sebep oldugu uykusuzluk ve depresyon gibi patolojik durumlarda;
MT: ve MT: reseptorlerine etki eden melatonin analoglar1 siklikla regete edilmektedir.
Ayrica hafiza bozukluklari, nérodejenerasyon, madde bagimliligi, kanser, anoreksiya ve
obezite tedavisi i¢in potansiyel hedefler olarak kabul edilen MTy ve MT2 reseptorleri
tizerinden tedavi arayiglar1 devam etmektedir (Sekil 2.6.) (186, 196-198).

SCN Pineal Bez
™\ \ MT,
y 3 » B
MT, . :
Kanser (MT1) Merkezi Sinir Sistemi (MT1/MT2)
Meme kanseri Uyku bozukluklar1 Ogrenme ve hafiza
Prostat kanseri Sirkadiyen ritim bozukluklar Noroproteksiyon
Duygudurum bozukluklar Madde bagimlilig1
A » A

Eksojen melatonin

MT1: Melatonin Reseptor Tipl, MT2: Melatonin Reseptor Tip2, SCN: Suprakiazmatik Cekirdek

Sekil 2. 6. Melatonerjik reseptorlerin potansiyel kullanim alanlar1 (196)
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2.7. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin, Sekil 2.7.), pineal bez tarafindan kan
dolasimina salinan bir indolamin tiiridiir (199). Ekstrapineal olarak retina, kemik iligi,
trombositler, deri, lenfosit, Harderian bezi, beyincik ve 6zellikle gastrointestinal sistemde
tiretildigi bildirilmistir. Pineal bezde iiretilen/salinan melatonin endokrin etkiler gdsterirken,
diger organlardan iiretilen melatonin parakrin etkiler gosterir. Bu nedenle, melatoninin
plazma diizeyini belirleyen ana kaynak pineal bezdir (200). Endokrin melatonin;
uyku/uyaniklik dongiisii, pubertal gelisim, lokomotor aktivite, kan basincinin diizenlenmesi
gibi bir¢ok islevin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica ¢ok gii¢lii bir antioksidan olan
melatoninin antidepresan, antiepileptik, onkostatik, immiinomodiilator, antiosteoporotik ve

noromodiilator dzellikleri rapor edilmistir (201-207).

Chs
0

NH\\(CHS
\ @)
NH

Sekil 2. 7. Melatoninin kimyasal yapis1 (208)
2.7.1. Melatonin Sentezi

Melatonin sentez ve salinimini diizenleyen en 6nemli faktor 1siktir. Isiga duyarl
retinal ganglionik hiicreler, retinohipotalamik yol (RHT) araciligiyla 1s1k bilgisini SCN’ye
gonderir. Ardindan SCN, GABA araciliyla PVN’yi inhibe eder. Bu inhibisyon sonucunda
pineal beze yonlendirilen sinyaller kesilir ve melatonin sentezi baskilanir. Karanlik ortamda
ise retinal ganglionik hiicreler uyarim almadigindan SCN, PVN'yi glutamat araciligiyla
uyarir. Bu uyarim, spinal kordun {ist torasik segmentindeki intermediolateral g¢ekirdek
tizerinden, st servikal ganglionlardaki (SCG) noronlara ulagir. Ardindan postgangliyonik
sempatik lifler, pinealositlerdeki o1 ve B1 adrenerjik reseptorleri aktive eder. Sonug olarak

CAMP seviyesi ve protein kinaz A'nin aktivasyonu artar. Boylece melatonin tiretimi igin
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kritik olan arilalkilamin N-asetil transferaz (AA-NAT) enzim aktivitesi artar (Sekil 2.8.) (76,
209).

SCG’den Norepinefrin salinimi
AA-NAT aktivitesini arttirir

4 Pineal Bez

Q\/‘\ Retinohipotalamik yol

SCN: Suprakiazmatik Cekirdek, PVN: Paraventrikiiler Cekirdek, SCG: Ust Servikal Ganglion
AA-NAT: Arilalkilamin N-Asetil Transferaz

Sekil 2. 8. Melatonin sekresyon mekanizmasi (210)

Melatoninin biyosentezi, triptofanin pineal parankimal hiicrelere alinmasiyla
baglatilir. Triptofan, 5-hidroksilaz tarafindan 5-hidroksitriptofana (5-HTP) ¢evrilir. 5-HTP
ise 5-HTP dekarboksilaz tarafindan 5-HT’ye doniistiriilir. 5-HT ilk olarak AA-NAT
tarafindan N-asetilserotonin olusturmak tizere asetillenir. Ardindan N-asetilserotonin
melatonini olusturmak igin asetilserotonin-O-metiltransferaz tarafindan metillenir (Sekil
2.9.). Melatonin sentezlendikten sonra depolanmadan hedef dokulara ulasmak iizere hizla

dolagima ve beyin omurilik sivisina salinir (200).
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OH OH

o Triptofan hidroksilaz (o} OH
N\ >
H;N | “ H;N | N\ S-hidroksitriptofan
H H
Triptofan l dekarboksilaz
H
o) N
NH \ NH»\ Arilalkilamin N-asetil transferaz \ I
N - NH,
HO
Seratonin
OH

N-asetil seratonin

l Asetilserotonin-O-metiltransferaz

~ Melatonin

Sekil 2. 9. Melatonin sentez basamaklari (208)

Melatonin MSS’ye ve tiim periferik organlara ulagarak etkisini gosterir. Biiyiik oranda
albiimine bagli olarak tasimir. Insanlardaki plazma yar1 6mrii yaklasik 40 dakikadir.
Melatonin karacigerde sitokrom p450 izoformlar1 tarafindan 6-hidroksimelatonine
dontistiiriilir. Daha sonra idrarla atilmasi i¢in 6-siilfatoksimelatonine konjuge edilir (211).
Melatonin sentez/salgisi giines battiktan hemen sonra artar ve gece yarisi (saat 2 ile 4 arasi)
pik yapar. Melatoninin yaklasik %80'i geceleri sentezlenir ve plazma konsantrasyonu 80-120

pg/ml arasinda degisir. Glindiiz saatlerinde plazma seviyesi disiiktiir (Sekil 2.10.) (200, 212).

1404

8 8

-

20

Melatonin (pg/mL)
8

08 10 12 14 16 18 20 22 24 02 04 06 08
Saat

Sekil 2. 10. Melatoninin plazma seviyesi (200)
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Insanlarda melatonin salgisindaki ritim, yasamin 6-8. haftasinda ortaya cikar. 5-10
yaslar1 arasinda en yiiksek seviyeye ulasir. Ergenlik doneminden itibaren plazma melatonin
seviyesinde azalma g6zlemlenir. Bu seviyeler 35-50 yaslarina kadar genellikle istikrarli bir
seyir izler ancak yaslanmayla beraber kademeli bir azalma meydana gelir. Ileri yastaki birgok
kiside melatonin salgilanmasindaki gece-giindiiz farkliliklar1 ortadan kaybolmustur (Sekil
2.11)) (212).

180 1 5-10 yas
160 1 15-35ya
140 - 35-50 yas
’_ET 120 - 50-60 yas
~
oo 60-70 yas
£ 1001
= 70 yas lizeri
S 801
Eg 60 1 lla'
40 1 /I
201 /

08 10 12 14 16 18 20 22 24 02 04 06 08
Saat
Sekil 2. 11. Melatonin plazma seviyesinin yasa bagli degisimi (212)
2.7.2. Melatoninin Etki Mekanizmasi

Melatonin lipofilik yapisi sayesinde hiicrelere kolaylikla niifuz edebilmektedir.
Etkisini temel olarak reseptor bagimli ve reseptér bagimsiz olarak gergeklestirir (76).
Reseptor bagimli etkilerine G protein kapili MT1 ve MT> aracilik eder (213, 214). Melatonin
aktivasyonu bu reseptorlerde adenilat siklaz, fosfolipaz C, fosfolipaz A», kalsiyum ve
potasyum kanallarmi etkiler. Ancak MT: ve MT. aktivasyonu genellikle adenilat
siklaz/cAMP aktivitesinin inhibisyonuna neden olan fosfolipaz C/1P3 etkisini arttirmaktadir
(76, 215).

MT1 ve MT: reseptorleri hiicrelerde ayr1 ayri1 veya birlikte eksprese edilebilir.
Reseptorleri genelde dimerleserek homodimer veya heterodimer olusturur. Bdylece
melatonin baglanma yerleri fonksiyonel sekilde tutulur (76). MT1 ve MT> reseptorleri
MSS’de yaygin olarak eksprese edilmektedir. M T reseptorii SCN, hipofiz ve hipotalamusta

yogunlagmistir. Bu sebeple MT1’in daha ¢ok sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde rol aldig:
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diistiniilmektedir. MT2’nin lokalizasyonu ise MT: ile karsilagtirildiginda smirhdir ve
ozellikle retinada yiiksek ekspresyona ulasir. Bu da MT2’nin daha ¢ok aydinlik karanlik
gecisinde rol oynadigini diisiindiirmektedir (215). Melatonerjik reseptorler ayn1 zamanda
hemen hemen tiim periferal organlarda ifade edilir (216).

Melatoninin reseptorden bagimsiz etkileri daha cok antioksidan dogasindan
kaynaklanir (76). Bu etkisi, serbest radikalleri dogrudan temizlenmesi veya endojen
antioksidan kapasiteyi arttirma yetenegiyle ac¢iklanmistir. Melatoninin oksidorediiktaz
ozellikleri 1yi bilinen kinon rediiktaza (MT3) baglandig1 da gosterilmistir (217). Melatoninin
hiicre ¢ekirdeginde retinoik asitle iligkili orfan reseptdr/retinoid Z reseptor grubuna baglanma
bolgeleri de vardir. Ancak bunlarin melatonin reseptorii olup olmadig: tartigmalidir (218-

220).
2.7.3. Melatoninin Fizyolojik Etkileri

Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Melatoninin kan basinci ve kalp hizinin diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir.
Incelemeler, melatonin sinyallemesindeki bozulmanin kardiyovaskiiler hastaliklara
yatkinliga sebep olabilecegini ileri slirmiistiir. Ayrica melatoninin iskemi reperfiizyon sonucu
olusan kardiyak hasar1 6nlemedeki rolii gosterilmistir (221). Kardiyovaskiiler hastaliklarda
eksojen melatonin uygulamasinin, koruyucu bir rol oynayabilecegini gosteren bir dizi

arastirma da veriler arasindadir (222, 223).

Gastrointestinal Sistem Sistem Uzerine Etkisi

Gastrointestinal sistemdeki enterokromafin hiicrelerde, pineal bezden 400 kat fazla
melatonin tretilir ancak etkisi parakrindir (224). Hayvan ¢alismalarinda melatoninin diisiik

dozlarda bagirsak motilitesini artirdig1, ancak yiiksek dozlarda bu etkinin gézlenmedigi rapor
edilmistir (225).
Reprodiiktif Sistem Uzerine Etkisi

Melatoninin ergenlik 6ncesi yasam boyunca en yiiksek seviyelerde seyreder (Sekil
2.11.). Bu durum yiiksek seviyelerdeki melatoninin GnRH ekspresyonunu azaltarak iireme

fonksiyonlarini ve cinsel olgunlagmay1 inhibe ettigini diisiindiirtmiistiir (226). Ayrica Yilmaz
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ve ark. melatoninin hipotalamo-hipofizer-gonadal aksa etki ederek testosteron salgilanmasini

engelledigini bildirmistir (227).

Istah Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Sirkadiyen ritmin baslica diizenleyicisi olan melatonin, memeli ve memeli olmayan
tirlerde istahin ve yeme davranisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (198, 228-230).
Melatonin sentezindeki yetersizlik, metabolik siireglerdeki sirkadiyen senkronizasyonun
bozulmasina neden olarak obeziteye neden olabilir (194, 195, 198). Cok sayida preklinik ve
klinik calismanin incelendigi bir derlemede melatoninin kilo azaltic1 etkisi homojen sekilde

gosterilmistir (198).

Kronobiyolojik Sistem Uzerine Etkisi

Kronobiyotik ajanlar, organizmanin biyolojik saatini diizenleyen maddelerdir. Bu
maddeler, sirkadiyen ritimleri etkileyerek uyku-uyaniklik dongiisti, viicut sicakligi ve
hormonal salmim gibi biyolojik islevleri diizenler. /n vivo olarak en iyi bilinen kronobiyotik
ajan SCN'nin efferent ¢iktis1t melatonindir. Melatonin sirkadiyen ritimleri stabilize eden ve
giiclendiren bir zeitgeberdir (zaman verici). Melatoninin bu 6zelligi, hayvan ¢alismalarinda
ve insanlarda sirkadiyen ritimleri manipiile etmek i¢in bir ara¢ olarak kullanilir (217, 231,
232).

Insanlarda suprafizyolojik dozlarda uygulanan melatonin, sirkadiyen saatin fazini
degistirir ve uykuyu tesvik eder. Bu etkilere SCN'deki melatonerjik reseptorler aracilik eder.
MT; aktivasyonunun SCN aktivitesini inhibe ettigi, MT2 reseptoriiniin ise sirkadiyen saatin
dongiistiniin degistirilmesinde rol aldig1 gosterilmistir (233).

Melatonerjik reseptorler, bircok hastaligin patofizyolojik mekanizmalarinda terapotik
bir hedeftir. Ancak melatoninin plazmadaki yar1 omriiniin kisa olmasi bazi alanlarda
terapotik kullanimina set ¢eker. Bu sebeple MT1 ve/veya MT: reseptorleri araciligryla etki
gosteren ilaglar gelistirilmistir. Bunlar arasinda birgok iilkede kullanimi onaylanan

ramelteon, tasimelteon ve MDB tedavisinde kullanilan agomelatin yer alir (196, 234).
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2.8. Agomelatin

2.8.1. Agomelatinin Kesfi

MDB; siirekli diisiik ruh hali, ¢ogu aktiviteden zevk alamama, konsantrasyon
bozuklugu, istah ve uyku diizeninde bozulma, bilissel bozukluklar, degersizlik hissi ve intihar
diistincelerini igeren psikolojik, davramigsal ve fizyolojik semptomlarla karakterize bir
psikiyatrik bozukluktur (235). MDB’nin etiyolojisi genetik, fizyolojik veya hormonal
kokenli olabilir. Ayrica psikolojik ve sosyal faktorler tarafindan tetiklenebilir. Bunlara ek
olarak sirkadiyen ritim bozuklugunun da MDB’nin baslangicina katkida bulunabilecegi
gosterilmistir (236, 237). Depresif bozukluklarda gesitli antidepresan ilaglar etkili olsa da
hastalarin énemli bir kismi1 farmakoterapiye yeterince yanit verememektedir (238). Ayrica,
siklikla goriilen uyku sorunlari, cinsel islev bozuklugu ve kilo alimindaki artis gibi yan etkiler
hastalarin tedaviye uyum saglamasini zorlastirmaktadir. Bu nedenle, yeni tedavi se¢enekleri
gelistirmek ve yan etkileri minimize etmek bu alandaki aragtirmalarin odak noktasi olmustur
(239). SCN’deki MT; reseptor aktivasyonunun sirkadiyen saati diizeltmesindeki roliiniin
bilinmesi; serotonin, epinefrin veya dopaminin ndronal alimini degistirmeyen yeni bir
antidepresan siif arayisi, Avrupa'da Subat 2009'da onaylanan agomelatinin gelistirilmesine
yol agmustir (240). Agomelatin (S20098, N-[2-(7-methoxynaphth-1-yl)ethyl]acetamide,
Valdoxan®/Thymanax®) ilk kez 1992 yilinda melatonindeki indol yap1 iskeletinin naftalin
halka sistemi ile biyoizosterik olarak degistirilmesiyle literatiire girmistir (Sekil 2.12.) (241,
242). Agomelatin, MT1/MT: reseptorlerine giiglii bir agonist ve serotonerjik 5-HTac
reseptoriine notral antagonist aktiviteye sahip ilk antidepresandir. Agomelatinin MT1 ve MT>
reseptOrlerini aktive etmesi sirkadiyen ritmi resenkronize ederken, 5-HT2c reseptorlerine
antagonistik etkisi prefrontal korteksteki dopamin ve noradrenalin seviyelerini yiikseltir
(240).
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Sekil 2. 12. Melatonin ve agomelatinin kimyasal yapis1 (243)
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2.8.2. Agomelatinin Farmakolojik Ozellikleri

Agomelatinin molekiiler formiilii Ci1sH17NO2'dir ve molekiiler agirligr 243,301
g/mol’diir. Oral olarak alinan agomelatin gastrointestinal kanalda hizla emilir. Emilimden
sonra kapsamli bir ilk ge¢is metabolizmasina maruz kalir ve bu nedenle goreceli olarak diisiik
biyoyararlanima (~%?5) sahiptir. Agomelatin sitokrom p450 enzim ailesinin iiyeleri olan
CYP1A2 ve CYP2C9 enzimleri tarafindan metabolize edilir. Olusan katabolitler (3-hidroksi-
agomelatin,  3-hidroksi-7-metil-agomelatin,  7-desmetil-agomelatin ve dihidrodiol-
agomelatin) biiyiik ol¢iide idrarla atilir. Agomelatin organik solventlerde yiiksek oranda
¢oziliniir ancak suda ¢oziintirligi diistiktir (240, 244, 245).

Reseptor baglanma c¢alismalari, agomelatinin melatonerjik MT: ve MT;
reseptorlerine (sirasiyla Ki: 0,1 nM; 0,12 nM) yiiksek afiniteye sahip bir agonist oldugunu
gOstermistir. Antagonist oldugu serotonerjik 5-HToc reseptoriine afinitesi (Ki = 631 nM),
MT1 ve MT2'ye gore yaklasik 1000 kat daha disiiktiir (240, 246). Agomelatin 5-HT2c
reseptorlerinde notral antagonist olarak gorev yapar ve bu reseptoriin aktivitesini etkilemez.
Bunun yerine, 5-HT2c'deki bozulan sinyalleri normallestirir ve reseptor aktivitesini bazal
seviyeye getirir (247). Agomelatin, 5-HT2g reseptoriiyle de etkilesime girer. Ancak 5-
HT2g’nin MSS’de zayif bir sekilde temsil edilmesi bu etkilesimi 6nemsiz kilar (248).
Agomelatin 5-HT1a reseptoriine de ilgi duyar. Ancak yapilan arastirmalarda 5-HTia ile
agomelatin arasindaki etkilesimin islevsel bir etkiyi ortaya g¢ikarmadigi gosterilmistir.
Agomelatin; muskarinik, histaminerjik, adrenerjik veya dopaminerjik reseptorlere belirgin

bir afiniteye sahip degildir (249, 250).

2.8.3. Agomelatinin Giivenlik ve Toleransi

Agomelatinin, giivenlik ve toleransinin plaseboya yakin oldugu bildirilmistir. Yapilan
incelemeler agomelatin alan hastalarda yan etki goriilme sikliginin %5.9; plasebo alanlarda
ise %3.5 oldugunu gostermistir. Agomelatin tedavisini yan etkilerinden dolay:1 birakan
hastalarin oran1 %8 iken, plasebo grubunda bu oran %6.55'tir. Bu bulgular, agomelatinin iyi
tolere edilebilir oldugunu gostermektedir (236). Agomelatin, kisa siireli (8 haftaya kadar)
kullanim sirasinda iyi karakterize edilmis bir yan etki profiline sahiptir. %1'den fazla goriilen
yan etkiler iirlin bilgilerinde belirtilmistir. Bu etkiler genellikle hafif ila orta siddettedir ve

siklikla devam eden kullanimda tolere edilir. Daha uzun siireli kullanimda tedavide ortaya
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cikan yan etkiler daha az karakterize edilmistir (251). Agomelatinin en yaygin yan etkisinin
hafif sedasyon ve bas agrisi oldugu belirtilmistir (252). Uzun siireli kullanimda en 6nemli
yan etkisi ise hepatotoksisite olusturma riskidir. Bu nedenle agomelatin kullanan hastalarda
karaciger fonksiyonlarinin belirli periyotlarda izlenmesi Onerilir (253). Cinsel islev
bozuklugu, bir¢ok antidepresanin sik goriilen bir yan etkisi olmasina ragmen agomelatinin

bu duruma neden olma olasiliginin plaseboya kiyasla diisiik oldugu bildirilmistir (254).

2.8.4. Agomelatinin Etki Mekanizmasi

Agomelatinin etki mekanizmasiyla ilgili yapilan arastirmalar, MT1 ve MT2ile 5-HT2c
reseptorleri arasinda reseptor bazli bir sinerjiye isaret etmektedir. Chenu ve ark. agomelatinin
prefrontal kortekste dopamin ve noradrenalin ndronlarmnin aktivasyonunu arttirdigini
bildirmistir. Fakat agomelatin ile melatonerjik reseptor antagonistinin kombine edilmesi bu
etkiye engel olusturmustur. Ayrica 5-HT2c antagonizmasi MT:1 ve MT2 agonizmasi ile
birlestiginde tek basina 5-HT.c antagonizmasina kiyasla dopamin ve norepinefrin
aktivasyonunun daha fazla arttig1 rapor edilmistir (246, 255). Molteni ve ark. ise agomelatin
uygulamasinin depresif sigcanlarin prefrontal korteksinde azalan beyin kaynakli norotrofik
faktor (BDNF) seviyesini arttirdigini bildirmistir. Fakat agomelatin ile melatonerjik reseptor
antagonistinin birlikte uygulanmasi agomelatinin BDNF diizeyi iizerindeki etkisini tamamen
tersine ¢evirmistir. Ayrica sadece 5-HT2c antagonisti ve melatonin uygulanan gruplarda ise
BDNF seviyesi degismemistir (256). Baska bir destekleyici ¢alismada ise agomelatin
uygulamas1 depresif sicanlarda artan glutamat salinimini Onlenmistir. 5-HT2c reseptor
antagonisti veya melatonin uygulanan gruplarda ise glutamat saliniminda bir farklilik
olmamistir (257). MT1 ve MT2 reseptor aktivasyonu ve 5-HTac reseptor blokaji
kombinasyonunu iceren sinerjistik bir mekanizma agomelatinin molekiiler, hiicresel ve
davranigsal etkilerini kismen agiklayabilse de iki reseptor arasindaki etkilesimin altinda yatan
kesin mekanizma su an igin bilinmemektedir (258).

Bununla birlikte 5-HTzc ile MT2’nin heterodimer reseptor olusturabilecegine yonelik
kanitlar da mevcuttur. Immiinopresipitasyon ve biyoliiminesans rezonans enerji transferi
analizleri, hem transfekte edilmis hiicrelerde hem de insan korteksi ve hipokampiisiinde
fonksiyonel 5-HT2c reseptorlerinin MT2 reseptorleri ile heterodimerler olusturdugunu

gostermistir (259). Ayni1 zamanda MT2/5-HT2c heterodimerinin, 5-HT aracili Gg/fosfolipaz
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C yanitinin amplifikasyonuna ve melatonin destekli transaktivasyonuna neden oldugu
gosterilmistir (259). Yakin zamanda yapilan bir arastirmada, fare hipotalamusunda MT2/5-
HT2c heterodimerlerinin varligina dair kanitlar sunulmus ve agomelatinin bu heterodimere
baglandig1 bildirilmistir (260). Agomelatinin etki mekanizmasmin altinda yatan reseptor
sinerjizmasi ve heterodimerlerin katkisi, halen ¢oziilmesi gereken ilgi ¢ekici bir soru olarak

kalmaktadir (261, 262).

5-HT,, 5-HT,, MT,  5.HT, MT,

5-HT: Serotonin, MLT: Melatonin, IP: inositol Fosfat, MT1: Melatonin Reseptor Tipl
MT2: Melatonin Reseptdr Tip2

Sekil 2. 13. MT2/5-HT2c reseptor heterodimerlesmesi (261)
2.8.5. Agomelatinin Sirkadiyen Ritme Etkisi

Agomelatin SCN'deki melatonerjik reseptorlere baglanarak cAMP olusumunu
bastirir. Boylece SCN noronlarinin atesleme hizini doza baglh azaltir ve inhibe eder (252,
263). Bu etkiler agomelatinin gii¢lii bir zeitgeber oldugunu goéstermektedir. Bu durumu
destekler sekilde, agomelatin uygulamasi siirekli karanlik ortamda bulunan siganlardaki faz
kaymasini diizeltmistir (264).

Agomelatin kisa siireli kullanimda (1 giin) dahi ertesi giin uyku diizenini ve sirkadiyen
ritmin resenkronizasyonunu saglar. Bu durum melatonerjik reseptorlerin gegici aktivasyonun
sinyal yolaklarinda biraktig1 kalic1 etkiler ile agiklanmaya calisiimistir (252, 265). Bununla

beraber agomelatinin melatonin salgi ritminin genligini arttirdig1 da rapor edilmistir (266).
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2.8.6. Agomelatinin Antidepresan Etkileri

Agomelatinin antidepresan etkisi, depresyonun temel klinik belirtilerini yansitan
zorlu yiizme testi (267), 6grenilmis ¢aresizlik (268), kronik hafif stres (269) gibi kemirgen
modellerinde gosterilmistir. Birden fazla meta-analiz ise agomelatinin etkinlik agisindan

diger antidepresan ajanlara es deger veya tistiin oldugunu raporlamistir (270-272).

2.8.7. Agomelatinin Metabolizma Uzerine Etkileri

Gece yeme sendromu olan bireylerde agomelatin tedavisinin kilo kaybini sagladig:
bildirilmistir (27, 273, 274). Yakin zamandaki calismalarda kemirgenlere agomelatin
uygulamasi viicut agirligini diigtirmiistiir (275-277). Diez-Echave ve ark. ise agomelatinin
melatoninden daha giiclii bir sekilde yag dokudaki leptin gen ekspresyonunu azalttigini
bildirmistir (275).

Literatiirde melatoninin anti-obezojenik ve kilo kaybina yol agan etkileri rapor
edilmistir. Bu bulgular, gii¢lii bir melatonerjik agonist olan agomelatinin gida alimi ve istah
metabolizmasi tizerindeki etkilerini aragtirmayi ilgi ¢ekici hale getirmistir. Mevcut calismada
saglikli sicanlara oral olarak uygulanan agomelatinin;

e Yem tiiketimini ve viicut agirligini ne diizeyde etkilediginin belirlenmesi,

e lIstah metabolizmasinin merkezi diizenlenmesinde rol alan NPY/AgRP ile

CART/POMC seviyelerini nasil etkilediginin tespit edilmesi,
e POMC/CART ve NPY/AgRP ndronlarinin uyarilmasinda rolleri olan ghrelin ve

leptin hormonlarini ne diizeyde etkilediginin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma i¢in Inonii Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alindi
(10/03/2023 tarih ve 2023/3-1 sayili karar). Laboratuvar hayvanlarin temini, bakimi ve takibi
Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezinde
gerceklestirildi. Deneysel analizler ise Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali ve Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinde

tamamlandi.

3.2. Gruptaki Hayvan Sayisinin Belirlenmesi

Calismada grup sayist ve Orneklem biytkliigii literatiirde degerlendirilen
parametrelere gore yapilan gii¢ analiziyle belirlendi. Tip 1 hata (a) 0.05, testin giicii (1-B)
0.80 ve gruplar arasi ongoriilen en yiliksek fark 0.6, standart sapma 0.2, grup sayisi 4
oldugunda; yem tiiketimi ve viicut agirligi degisimi, ELISA, western blot ve gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) analizlerinde gruplar arasinda (Kontrol, Coziicii, Ago-
20 ve Ago-40) anlamli bir fark bulunabilmesi igin gerekli olan hayvan sayis1 her gruptan en
az 10 olmak {izere toplam 40 olarak belirlendi (278-280).

3.3. Deney Hayvanlarimin Barinma Kosullari

Caligsma stiresince normal musluk suyu erisimi olan 3 aylik 40 adet Sprague Dawley
k1 erkek sigan tekli kafeslerde barindirildi ve ad libitum olarak beslendi. Deneyde kullanilan
siganlar Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinde
2242°C sicaklik ve %50+10 bagil nemde, 12 saatlik aydinlik ve karanlik dongiisii altinda

tutulmustur.

3.4. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Deney siiresince tiim hayvanlar tekli kafeslerde kaldilar. Sicanlar deney Oncesi tekli

kafes stresine adaptasyon amaciyla yedi giin boyunca bireysel olarak barindirildi (281). Daha
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sonra hayvanlar viicut agirlik ortalamasi birbirine en yakin olacak sekilde kontrol, ¢oziicii,
Ago20 ve Ago40 gruplarina ayrildi:
1. Kontrol: Bu gruptaki siganlara higbir islem yapilmada.
2. Coziicli: Sicanlara on dort giin boyunca oral gavaj yontemiyle agomelatin
¢oziiciisii (hidroksietil seliiloz) uygulandi (282).
3. Ago-20: Siganlara on dort giin boyunca oral gavaj yontemiyle 20 mg/kg dozda
agomelatin uygulandi.
4. Ago-40: Sicanlara on dort giin boyunca oral gavaj yontemiyle 40 mg/kg dozda
agomelatin uygulandi.
Mevcut ¢calismada kullanilan dozlar, agomelatinin obez siganlarda viicut agirligini ve
yem tliketimini azaltma etkisinin rapor edildigi 6nceki ¢aligmaya dayanarak belirlendi (277).
25 mg agomelatin iceren regete edilebilen tabletler (Valdoxan, Servier, irlanda) havan ve
tokmak kullanilarak homojen bir toz haline getirildi. Bu toz, agomelatin siispansiyonu elde
etmek i¢in hidroksietilseliiloz (1 ml/tablet) ile karistirildi. Daha sonra siganlara uygulanan
hacim, viicut agirlig1 basina 20 ve 40 mg/kg agomelatin dozunu elde etmek iizere hesaplandi.
Agomelatin oral uygulamadan sonra hizla emilir (tmax 0.5-4 saat) (283).
Arastirmalar, agomelatinin melatonin salgi ritmi ve genligini arttirdigin1 gostermektedir
(266). Ayrica agomelatinin maksimum etkinliginin, melatonin salgilanmasindaki
yiikselmenin baslangi¢ zamaninda oldugu 6ne siiriilmiistiir (252). Bu nedenle agomelatin on
dort giin boyunca karanlik fazdan iki saat 6nce uyguland1 (284, 285). Gruplardaki
hayvanlarin deney sliresince yirmi dort saatlik yem tiiketimi ve agirhik takibi yapildi.
Uygulama sonunda hayvanlar dekapitasyonla sakrifiye edilerek kan ve hipotalamus dokusu
toplandi. Alinan hipotalamus dokusu vertikal bilateral olarak iki parcaya ayrildi. Sag
hipotalamus dokusu kuru buzda hemen dondurularak western blot analizleri yapilincaya
kadar -80°C’de muhafaza edildi. Sol hipotalamus dokusu ise ependorf tiiplere (700 pl RNA
saklama sollisyonu i¢eren) alind1 ve analizler i¢in -80 °C’de saklandi. Deney akis diyagrami

Sekil 3.1.’de sunulmustur.
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Sekil 3. 1. Deney akis diyagrami

3.5. ELISA Analizleri

3.5.1. Plazma Leptin ve Ghrelin Seviyesinin Belirlenmesi

Plazma leptin ve ghrelin seviyeleri, ticari ELISA kitleri kullanilarak (Sunred
Biotechnology Company, Cin, Katalog No:201-11-0456 ve 201-11-1650) protokole uygun
olarak o6l¢iildii. Caligma Oncesi kit igerigindeki standart stok soliisyon Sekil 3.2. de belirtildigi
gibi 5 farkli konsantrasyon olacak sekilde seyreltildi.

120 pl 120 pl 120 pl 120 pl

120 pl
standart 6 standart 5 standart 4 standart 3

stok standart

— . i In
il | ] il
-
Standart 6 Standart 5 Standart 4 Standart 3 Standart 2 Standart 1
Stok Standart 120 l 120 pl 120 l 120 l 120 ul 120 l

standart standart standart standart standart standart

diluent diluent diluent diluent diluent diluent
Leptin 1200 pg/ml 600 pg/ml 300 pg/ml 150 pg/ml 75 pg/ml 0
Ghrelin 6400 pg/ml 3200 pg/ml 1600 pg/ml 800 pg/ml 400 pg/ml 0

Sekil 3. 2. Leptin ve ghrelin igin standart soliisyonun diliie edilmesi
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Analizler i¢in 96’11 kuyucuklu plakada numune diizeni (Sekil 3.3.) saglandiktan sonra

asagidaki ELISA analiz protokolii kit ile birlikte gelen yonergeler dogrultusunda uygulandi.

@ EHEOEE@EEEEE
() (@) ()@ E9E9 (9 9029 €969 (=9
c®EEEEEEEIE@ @ EE
JOIOI00CICICIRCICICC,
EHEHEEEEEEEEEE
EHEEOEIEIEREEEEE
c@WEHW®EIEI@E@EEEE
1 ()@ (@ EI @@ E )

S: Standart, BL: Blank (Ké6r), N: Numune
Sekil 3. 3. Kit plaka diizeni

E

-n

ELISA Analiz Protokolii

1. Standart diliisyon (50 pl) ve numuneler (40 pl) kuyuculara eklendi.

2. Numuneler eklendikten sonra iizerine 10 pl antikor eklendi. Daha sonra kor harig
tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP konjuge soliisyonu eklendi.

3. Plakalarin iizeri yapiskan oOrtiiyle kapatildiktan sonra 37°C’de 60 dk boyunca
inkiibe edildi.

4. Her kuyucuk mikroplaka yikayici tarafindan 0.25 ml diliie edilmis yikama
tamponu ile bes kez yikandi.

5. Kuyucuklara 6nce Kromojen A soliisyonu (50 pl) daha sonra da Kromojen B
sollisyonu (50 pl) eklendi.

6. Plakanin istli kapatilarak 37°C’de 10 dk boyunca inkiibe edildi.

7. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklendi.
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8. Daha sonra plaka BioTek Synergy-HTX ELISA otomatik plaka okuyucusunda
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okutuldu. Gen 5 yazilimi

kullanilarak numune konsantrasyonlar1 otomatik olarak hesapland1 (Sekil 3.4.)

Standart ve numunelerin @ Numunulere antibody ve @ 60 dk 37°C'de
eklenmesi streptavidin-HRP eklenmesi inkiibasyon

N N gy

=
z 1 saat

@ Mikroplaka yikayici ile 5 @ Kromojen A ve B 10 dk 37°C'de
kez yikama (250 pl) soliisyonun eklenmesi inkiibasyon

E 10 Dakika

Durdurma soliisyonun 450 nm'de okuma
eklenmesi
= :
N\ P —
—|
= | = “;J
~_ - -

Sekil 3. 4. ELISA analiz basamaklari

3.6. Real Time PCR Analizleri

Agomelatin uygulamasindan sonra istah mekanizmasinda rolii olan ndropeptitlerin
gen ifadelerindeki degisimler RT-PCR analizleri ile tespit edildi. Analizlerde mRNA

ifadeleri ilgili genler i¢cin 6zgii primerler kullanilarak belirlendi. Calismada kullanilan primer

dizilimleri Tablo 3.1.'de sunulmustur.
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Tablo 3. 1. Calismada kullanilan primer dizilimler

Gen Ad1 Oligoniikleotid Dizisi Gen Bank Numarasi
AgRP F- CTCTGAAGCTGAATGCCCACC NM_033650.1
R- GCCCACACGTGACTACTTCC
NPY F- TCGTGTGTTTGGGCATTCTG NM_012614.2
R-AATCAGTGTCTCAGGGCTGG
POMC F- GAGGCGACGGAGGAGAAAAG NM_139326.3
R-CCCTGAGCGACTGTAGCAGAA
CART F- CCGAGCCCTGGACATCTACT NM_017110.1

R- TTCAATCTGCAACACAGCGCC

3.6.1. Total RNA izolasyonu ve Miktar Tayini

Hipotalamik dokudaki total RNA izolasyonu, EZ-10 Spin Column Total RNA
Miniprep Kit (BioBasic, Kanada) kullanilarak gergeklestirildi. Analizler kapsaminda 25 mg
doku tartild1 ve izolasyon kiti ile birlikte gelen 0.5 ml lizis soliisyonu tiiplere eklendi. Daha
sonra Ornekler boncuklu homojenizatorde 2 dakika boyunca homojenize edildi. Doku
orneklerinin iglenmesi siirecinde, oncelikle tiiplere 2 hacim miktarinda 0.25 ml etanol
eklendi ve ependorf tiip elle alt-iist edilerek karistirildi. Karisim daha sonra 2 ml'lik bir spin
kartus iceren koleksiyon tiiplerine transfer edildi ve tiipler oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 12000xg hizinda santrifiij edildi. Sonrasinda kolonlara 0.5 ml RW Soliisyonu
eklendi ve tekrar oda sicakliginda 30 saniye boyunca 12000xg hizinda santrifiij edildi.
Santrifiij islemi sonrasinda toplama tiipiiniin altinda kalan s1v1 bosaltildi. Ardindan kolonlara
0.5 ml Universal PRE Solution eklendi ve yine ayni hizda santrifiij edilerek alt kisimda kalan
sivt atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi ve sonrasinda kolonlar yeni bir ependorf tiipe
yerlestirildi. Akabinde tizerlerine 50 ul RNaz icermeyen su eklenerek 2 dakika bekletildi ve
tiipler bu siirenin sonunda 30 saniye boyunca 12000xg hizinda santrifiij edildi. Bu islemle
dokulardan toplam RNA izolasyonu tamamlandi. Orneklerin total RNA miktarlar1, nanodrop
cihaziyla A260/A280nm oSl¢limleri yapilarak belirlendi. cDNA sentezi igin RNA miktarinin
esitlenmesi amaciyla en diisik RNA degeri standart olarak alindi. Her bir gruptaki

orneklerden elde edilen RNA havuzlari, cDNA sentezi i¢in hazirlandi.

3.6.2. cDNA Sentez Protokolii ve Real Time PCR analizi

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi, iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, ABD)
kullanilarak gergeklestirildi. cDNA sentezi icin RNA havuzlarindan 10 pl kullanildi. Sentez
icin tiiplere 10 ul RNA 6rnegi, 1 pl iScript Reverse Transcriptase, 4 pl 5X iScript Reaction
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mix ve 5 pl niikleaz igermeyen su eklendi. Daha sonra ornekler termal dongii cihazina
yerlestirildi. Cihazin inkiibasyon ayarlari; 25 °C'de 5 dakika, 42 °C'de 30 dakika, 85 °C'de 5
dakika ve 4°C’de o« olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20 °C’de saklandi.

Daha sonra elde edilen cDNAIar, spesifik dizilere sahip primerlerin varliginda RT-
PCR ile amplifiye edildi. Analiz i¢in 96 kuyucuklu plakalar (BioRad, ABD) kullanildi.
Plakalarin analiz i¢in hazirlanmasi siirecinde her bir kuyucuga 2 pul cDNA o6rnekleri eklendi.
Buz iizerinde her bir 6rnek i¢in 2,5 pl niikleaz igermeyen su, 5 ul SYBR Green Master Mix
ve 0,5 ul primer hibridizasyon probu olacak sekilde bilesen miktarlar1 hazirland1 ve
vortekslendi. Daha sonra karisimdan 8 pl, plaka tizerindeki cDNA 6rneklerine eklendi ve
plaka optik bir yapiskan film ile kapatildi. Gen ifade diizeyleri, BioRad CFX Connect Sistemi
kullanilarak o6l¢iildi. Calismada B-Actin, kontrol gen (housekeeping) olarak kullanilda.
Sicaklik kosullari, 50 °C’de 2 dk, 95 °C’de 10 dk X 45 sikliis, 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de
1 dk olacak sekilde ayarlandi. RT-PCR analizlerinin sonucunda ilgili genlerin mRNA

2-AACT

ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler yontemi ile hesaplandi (286).

3.7. Protein Seviyesinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda agomelatin uygulanmasinin ardindan istah metabolizmasinda
rol oynayan noropeptitlerin protein seviyesi western blot analiziyle belirlendi. Istah
metabolizmasimin isleyisinde yer alan ndropeptitlerin seviyelerinin  belirlenmesi

agomelatinin etkisini gosterdigi mekanizmalar1 anlamamiza yardimci oldu.

Kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi

e 1.5 M Tris-HCI (pH: 8,8): 80 ml distile suda 27,23 g Tris-base ¢oziildii. Akabinde
pH’si 8,8’¢ ayarlanarak toplam hacim 150 ml’ye tamamlandi. Cozelti 4°C’de
saklandi.

e 0.5 M Tris-HCI (pH: 6,8): 60 ml distile suda 6,06 g Tris-base ¢6ziildii. Daha sonra
pH’si 6,8’¢ ayarlanarak toplam hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti 4°C’de
saklandi.

e 92030 Akrilamid/Bis-akrilamid soliisyonu: 100 ml distile suda 29,2 g akrilamid ve
0,8 g bis-akrilamid tartildi ve ¢oziildii. Cozelti 4°C’de saklandi.
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SDS-Page Running Buffer (10X): 30,3 g Tris-base (250 mM), 144,1 g Glisin (1.92
M), 10 g SDS (%1) 700 ml distile suda ¢oziildii. Akabinde Soliisyonun pH’si 8,3’
ayarlandi ve hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

Tris buffer saline (TBS, 10X): 24,2 g Tris-base (20 mM), 87,6 g NaCl (150 mM)
700 ml distile suda ¢oziildii daha sonra pH’si 7,4-7,6’ya ayarlanarak 1000 ml’ye
tamamlandi.

TBS-Tween20 (TBS-T, 1X): Stok TBS (10X)’ten 100 ml alindi. Daha sonra 899 ml
distile su ve 1 ml Tween-20 (%0,1) eklendi.

Transfer soliisyonu (Towbin Buffer, 1X): 3,02 g Tris-base (25 mM), 14,4 g Glisin
(190 mM), 1 g SDS (%]1) 600 ml distile suda ¢oziildii. Daha sonra {izerine 200 ml
Metanol (%20) eklendi ve soliisyon distile suyla 1000 ml hacme tamamlandi.
Transfer soliisyonunun pH'si 8,1-8,5 arasinda belirlendi. pH'yi ayarlamak i¢in asit
veya baz eklenmedi.

Lizis soliisyonu (RIPA buffer): 0,605 g Tris-base (50 mM), 0,877 g NaCl (150
mM), 100 pul Triton X-100 (%0,1), 0,5 g Sodyum deoksikolat (%0.5) ve 0,1 g SDS
(%0,1) 70 ml distile suda ¢oziildii. Akabinde ¢ozeltinin pH’si 7,4-7,6’ya ayarlanarak
100 ml voliime tamamlandi. Lizis soliisyonuna kullanimdan 6nce taze hazirlanmis
sodyum floriir (5 mM), fenilmetilsiilfonil floriir (1 mM) ve sodyum ortovanadat (1
mM) eklendi. Proteaz inhibitorii olarak Roch cOmpleteTM Proteaz inhibitor tablet
kullanildi.

3.7.1. Western Blot Analizleri

Alinan hipotalamus dokusu, RIPA tamponu ve proteaz inhibitorii eklenerek 8000 rpm

de 5 dk (Qiagen TissueLyser LT, Almanya) homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar ti¢
kez 10 saniye siireyle sonike edildi (Q125, QSonica, USA). Tiipler daha sonra 4°C sicaklikta
14500 rpm'de 30 dakika boyunca santrifiij edildikten (SL8R, Thermo Scientific, ABD) sonra

elde edilen siipernatantlar yeni tiiplere aktarildi. Orneklerin protein diizeyi BCA protein

analiz kiti kullanilarak belirlendi. Her dokudan 20 pg toplam protein, SDS jele yiiklenerek
100 V’de 10 dk, daha sonrasinda 200V’da yaklasik 75 dk elektroforez islemine tabi tutuldu

ve ayristirildi. Yiriitme islemi bitiminden sonra kasetler SDS jel transfer soliisyonuna

aktarildi. Transfer soliisyonunda dengelenen transfer pedleri ve PVDF membran (30-60
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saniye metanolde aktive edilip soliisyona aktarildi) kullanilarak transfer yigini hazirlandi.
Daha sonra Bio Rad Trans Blot Turbo aktarim sistemi araciligiyla jeldeki proteinlerin
transfer islemi yapildi. Transfer isleminden sonra membranlar TBS-T ile taze hazirlanan
%5’lik yagsiz siit tozuyla oda sicakliginda 1 saat bloke edildi. Sonrasinda membranlar
POMC, CART, NPY ve AgRP primer antikorlar: ile 4°C’de gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Membranlar inkiibasyondan sonra 5 dk arayla 3 defa TBS-T ile yikandi. Sonrasinda
membranlar %5’lik yagsiz siit tozu icerisinde hazirlanan primer antikorlara 6zgii HRP-
konjugat sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Son olarak 3 defa 5 dk
TBS-T ile yikanan membranlar kemiliiminesan soliisyon (ECL soliisyonu, Clarity ECL
Western Blotting Substrate, BioRad, ABD) ile inkiibe edildi ve blotlarin gériintiileri Fusion
Fx7 (Vilber, Almanya) goriintiileyici ile kaydedildi. Membrandaki blotlarin densimetrik
Olgtimleri Image J programi ile analiz edildi (287). Yiikleme kontrolii olarak [-aktin
kullanildi. Calismanin basamaklar1 Sekil 3.5’te 6zetlenmis ve kullanilan antikorlar Tablo

3.2’de sunulmustur.

1 Pmm]"_‘ ()rl)cklsrmm 2 I:‘Ickl'lmtntczlr!c"‘ . 3 ) Protcinlerin PYDF membrana transferi
Jele Yiiklenmesi proteinlerin yiiriitilmesi
i 11
L Jritre kaga
= /—Jel
- T PVDI
Membran
]— Filtre kagich
4 ) Membramn bloklanmasi ve hedef proteine 5 i‘:?llﬁi nn:gx:;:'der“"zﬁl;:\_mlui(lle Ik D“{:,E:
agii antikorla gece hoyu inkiibasyon inkiibasvon -
Substrat  Sinyal
O\/{‘}
—Enzim
, Sekonder
Primer Primer Antikor

Antikor ‘ ‘ ‘ Antikorl

Antijen — © ° Antijen — °

6 ) Membranlarm griintiilenmesi

Sekil 3. 5. Western blot analiz basamaklar:
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Tablo 3. 2. Western blot analizinde kullanilan antikorlar

Uriin Kodu Uriin ad1 Firma
SC-28943 NPY Santa Cruz Biotechnology

LS-C292684 AgRP LSBio
SC-293241 CART Santa Cruz Biotechnology
SC-20148 POMC Santa Cruz Biotechnology
SC-517582 B-aktin Santa Cruz Biotechnology
SC-516102 Sekonder antikor (anti-mouse) Santa Cruz Biotechnology

7074 Sekonder antikor (anti-Rabbit) Cell Signaling

3.8. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 26.0 yazilim paketi kullanilarak

gerceklestirildi. Nicel veriler ortalama + standart sapma cinsinden ifade edildi. Normal

dagilima uygunluk degerlendirmesinde Shapiro-Wilk

testi  kullamildi. Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar

Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlara Agomelatin Uygulamasinin Yem Tiiketimine EtKisi

Deney siiresince gruplardaki sicanlarin giinliik ortalama yem tiiketimleri Sekil 4.1.'de
sunulmustur. Agomelatin uygulamasinin deney siiresince yem tiikketimini anlamli bir sekilde
azalttig1 gozlemlendi (p<0.05). Agomelatin uygulanan gruplar arasinda ise doz bagimli bir

etki olmadig belirlendi (p>0.05).
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Sekil 4. 1. Deney siiresince si¢anlarin giinliik ortalama yem tiiketimleri. Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. (*Ago-20 ve

Ago-40 gruplarmnin, Coziicii ve Kontrol gruplarna gore farklilik gosterdigini simgelemektedir. *p<0.05).
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4.2. Sicanlara Agomelatin Uygulanmasinin Viicut Agirhgina Etkisi

Deney siiresince gruplardaki siganlarin giinliik ortalama viicut agirliklar Sekil 4.2.°de
gosterilmistir. Yedinci giinden itibaren Ago-20 ve Ago-40 gruplarinda viicut agirliginin
kontrol ve ¢oziicii grubuna kiyasla azaldigi belirlendi (p<0.05). Agomelatin uygulanan

gruplar arasinda ise doz bagimli bir etki olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Sekil 4. 2. Deney siiresince siganlarin giinliik ortalama viicut agirliklari. Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (*Ago-20 ve

AQo-40 gruplarinin, Coziicii ve Kontrol gruplarina gore farklilik gosterdigini simgelemektedir.)
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4.3. Sicanlara Agomelatin Uygulamasinin Plazma Leptin Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin plazma leptin seviyesinde meydana getirdigi degisiklikler
Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Agomelatin uygulanan gruplarda, kontrol ve ¢6ziicti gruplarina

kiyasla plazma leptin seviyesinde doz bagimli artis belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 3. Agomelatin uygulamasinin plazma leptin seviyesine etkisi. Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (Farklt
harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir 2*p<0.05).
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4.4. Sicanlara Agomelatin Uygulamasinin Plazma Ghrelin Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasmin plazma ghrelin seviyesine etkisi Sekil 4.4.’de
gosterilmistir. Ago-20 ve Ago-40 gruplarinda, kontrol ve ¢oziicii gruplarina kiyasla plazma
ghrelin seviyesinin azaldig: belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 4. Agomelatin uygulamasinin plazma ghrelin seviyesine etkisi. Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (Farklt
harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir *°p<0.05).
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4.5. Sicanlara Agomelatin Uygulanmasinin Hipotalamustaki mRNA Seviyelerine

Etkisi

4.5.1. NPY mRNA Seviyesine EtkKisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamustaki NPY mRNA seviyesine etkisi Sekil
4.5.°de gosterilmistir. Agomelatin uygulamasinin ¢oziicti ve kontrol gruplarina kiyasla NPY

MRNA ifadesini doz bagimli olarak arttirdigi tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 5. Agomelatin uygulamasinin NPY/B-Aktin mMRNA oranina etkisi. Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (Farkli
harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 géstermektedir #*°p<0.05).
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4.5.2. POMC mRNA Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamustaki POMC mRNA seviyesine etkisi Sekil
4.6.’da gosterilmistir. Agomelatin uygulanan gruplarda kontrol ve ¢oziicii gruplarina kiyasla
POMC mRNA ifadesinin arttig1 belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 6. Agomelatin uygulamasinin POMC/B-Aktin mMRNA oranina etkisi.

Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi

(Farkl1 harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir *°p<0.05).
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4.5.3. AgRP mRNA Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamustaki AgRP mRNA seviyesine etkisi Sekil

4.7.’de gosterilmistir. Agomelatin uygulamasinin kontrol ve ¢oziicii grubuna kiyasla AgRP

MRNA ifadesini arttirdig: tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 7. Agomelatin uygulamasinin AgRP/B-Aktin mRNA oranina etkisi. Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (Farklt

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir #>p<0.05).

46



4.5.4. CART mRNA Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamustaki CART mRNA seviyesine etkisi Sekil
4.8.’de gosterilmistir. Agomelatin uygulamasinin ¢6ziicii ve kontrol gruplarina kiyasla

CART mRNA diizeyini doz bagimli olarak azalttig1 tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 8. Agomelatin uygulamasinin CART/B-Aktin mRNA oranina etkisi. Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (Farkli
harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig: géstermektedir 2*p<0.05).
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4.6. Sicanlara Agomelatin Uygulanmasinin  Hipotalamustaki  Protein

Seviyelerine EtKisi

4.6.1. NPY Protein Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamustaki NPY protein seviyesine etkisi Sekil
4.9.’da sunulmustur. Agomelatin uygulamasinin NPY protein diizeyini doz bagimli olarak

azalttig tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 9. Agomelatin uygulamasinin NPY/B-Aktin protein oranina etkisinin

western blot jel goriintiisii (A) ve NPY bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B).

Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu kargilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi

(Farkl1 harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir **°p<0.05).
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4.6.2. AgRP Protein Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamik AgRP protein seviyesinde meydana getirdigi

degisiklikler Sekil 4.10.’da sunulmustur. Yiiksek doz agomelatin uygulamasi AgRP protein

diizeyini diger gruplara kiyasla azaltmistir (p<0.05).
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Sekil 4. 10. Agomelatin uygulamasinin AgRP/B-Aktin protein oranina etkisinin
western blot jel goriintiisii (A) ve AgRP bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B).
Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi
(Farkl harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir *°p<0.05).
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4.6.3. CART Protein Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamustaki CART protein seviyesinde meydana
getirdigi degisiklikler Sekil 4.11.’de sunulmustur. Her iki agomelatin konsantrasyonunun da

CART protein diizeyini arttirdig: tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 11. Agomelatin uygulamasinin CART/B-Aktin protein oranina etkisinin
western blot jel goriintiisii (A) ve CART bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi

(B). Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak

ifade edildi (Farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir °p<0.05).
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4.6.4. POMC Protein Seviyesine Etkisi

Agomelatin uygulamasinin hipotalamik POMC protein diizeyinde meydana getirdigi
degisiklikler Sekil 4.12.’de verilmistir. Agomelatin her iki dozda da POMC protein diizeyini
arttirmistir (p<0.05).
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Sekil 4. 12. Agomelatin uygulamasimnin POMC/B-Aktin protein oranina etkisinin
western blot jel goriintiisii (A) ve POMC bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi

(B). Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak

ifade edildi (Farkl1 harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir #°p<0.05).
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5. TARTISMA

5.1. Agomelatin Viicut Agirhgini1 ve Yem Tiiketimini Azaltt1

Sirkadiyen ritmin baglica diizenleyicisi olan melatonin, memeli ve memeli olmayan
tirlerde istahin ve yeme davranisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (25, 288). Cok
sayida preklinik ve klinik ¢alismanin bir arada degerlendirildigi inceleme, melatoninin kilo
azaltic1 etkisinin oldugunu net bir sekilde gostermistir (198). Agomelatin, melatonerjik
reseptorlere melatonin kadar giiglii bir agonist ve serotonerjik 5-HToc reseptoriine notral
antagonist aktiviteye sahip bir antidepresandir (247, 289).

Agomelatinin klinik etkisinin temelinde, reseptor ekspresyon diizeylerindeki
zamansal degisikliklerin yattig1 hipotezi mevcuttur. Bu hipoteze gore; agomelatin geceleri
uyku diizenini MT1/MT; reseptorleri lizerinden diizenlerken giindiiz saatlerindeki zindeligi
5-HToc reseptor antagonizmasiyla saglar (236). Bu goriisii destekler sekilde bir ¢alismada,
agomelatin sirkadiyen bozulmayir MT1/MT, reseptorleri araciligiyla diizeltmistir. Ancak
spesifik bir melatonerjik reseptor antagonistinin aksamlar1 uygulanmasi, agomelatinin uyku
diizenini iyilestirme O6zelliine engel olustururken antagonistin sabah uygulanmasi ise bu
etkisine engel olusturmamustir (269).

Mevcut calismada agomelatinin obez siganlarda viicut agirligint ve yem tiiketimini
azaltici etkisinin rapor edildigi dozlarda (277) uygulanmasi, saglikli siganlarda viicut
agirligini ve yem tiiketimini azaltmistir. Bu etki agomelatinin klinik etkisinin temelinde var
olan reseptor ekspresyon diizeylerindeki zamansal degisikliklerden ve baslica melatonerjik
agonizma {izerinden saglamis olabilir. Clinkii kemirgenlerde toplam yem tiiketiminin
%90'nindan fazlasinin gergeklestigi karanlik fazda (290) melatonerjik reseptor ekspresyonu
en yiiksek diizeydeyken (291, 292) 5-HT2c reseptor ekspresyonu aydinlik fazda pik diizeye
ulagir (293).

Mevcut c¢alismaya benzer sekilde agomelatinin kilo azaltici etkileri preklinik
calismalarda dogrulanmistir (275-277). Gece yeme sendromu olan hastalarda da agomelatin
tedavisinin kilo kaybina yol agtig1 ve semptomlar iyilestirdigi gézlemlenmistir (27, 273,
274). Literatiirde agomelatinin gida alimini nasil etkiledigine dair fizyolojik mekanizmalarin

incelendigi bir ¢alismaya ulasilabildigi kadariyla rastlanmamistir. Ancak reseptor analogu
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olan melatoninin metabolizma, viicut agirlig1 ve gida alimiyla iliskisini inceleyen ¢ok sayida
arastirma bulunmaktadir.

Bu ¢alismalarda; saglikli siganlara melatonin uygulanmasi (2 ay boyunca oral gavajla
10 mg/kg) kontrol grubuna kiyasla yem tiiketimini ve viicut agirhiginmi diisiirmustiir (278).
Benzer sekilde, metabolik sendromlu overektomize siganlarin igme sularina melatonin
eklenmesi (7 hafta boyunca, 20 pg/ml), viicut agirligini ve yem tiiketimini azaltmistir (294).
Farkli bir ¢alismada ise pinealektomize siganlarda artan yem tiiketiminin, subkutan
melatonin uygulanmasiyla (12 giin boyunca 0.5 mg/kg) baskilandig1 rapor edilmistir (295).
Karanlik fazda sicanlarin sularina eklenen melatonin (13 hafta boyunca, 1 mg/kg) yem
tiketimini ve viicut agirh@ini azaltmistir. Yazarlar bu etkinin, baslica MT1 ve MT>
reseptorleri araciligiyla SCN iizerinden saglandigini 6ne siirmistiir (279). Farelerde MTy
reseptorlerinin devre dis1 birakilmasiyla kilo aliminin ve yem tiikketiminin artmasi bu verileri
destekler niteliktedir (296).

Orta yasl siganlarda oral melatonin takviyesinin neden oldugu melatonerjik agonizma
Kilo ve yag dokusu kaybina yol agmistir. Ancak bu takviyenin (igme sularina 8 hafta boyunca,
0.2 pg/mL) yem tiikketimini degistirmedigi de rapor edilmistir (297). Bu ¢alismadaki
melatonerjik agonizmanin bulgularimizdan farkli olarak yem tiiketimini degistirmemesinin
nedeni uygulanan melatonin dozunun (0.2 pg/mL) fizyolojik simirlarda olmasindan
kaynaklanabilir (298). Benzer sekilde Wolden-Hanson ve ark. melatonin uygulamasinin
(igme suyuna 12 hafta boyunca, 0,4pug/mL) gida alimini etkilemeden viicut agirhigimi
azalttigini bildirmistir (299). Bu ¢alismada hayvanlarin toz yemle beslendiklerini belirtmek
onemlidir. Zira yem tiiketiminin incelendigi deneylerde toz yemin 6l¢iim metodu agisindan
pelet yeme kiyasla dezavantajlarinin oldugu bilinmektedir (300-302). Benzer sekilde Terron
ve ark. sicanlara melatonin uygulanmasinin (15 hafta boyunca igme suyuna, 20 pg/ml) viicut
agirhgint azalttigimi rapor etmistir. Bu ¢aligmada, yem tiikketimi degismemesine ragmen
melatonin uygulanan gruplarda yemden yararlanma miktarinin daha az oldugu
gozlemlenmistir (303).

Ote yandan agomelatinin antagonizma sagladig1 5-HT2c reseptorii, istah ve toklugun
diizenlenmesinde kritik rol oynar (304). Bu etkisini baslica ARN’deki POMC néronlarinin
aktivasyonuyla gerceklestirir (116, 118). Bundan yola ¢ikarak gelistirilen 5-HT2c reseptor

agonisti lorcaserin ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan obezite tedavisi i¢in onaylanmustir
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(305, 306). Bu sebeple agomelatinin, en azindan 5-HTc reseptoriiniin en yiiksek gen
ekspresyon seviyesine ulastigi aydinlik fazda gida alimini arttirmasi beklenebilir. Ancak bu
fazda kemirgenlerin tiikettigi yem miktar1 karanlik faza (aktif faz) gore oldukea diisiik oldugu
i¢in yirmi dort saatlik yem tiiketimine olan etkisi azdir (290). Ayrica agomelatinin, 5-HT2c
reseptoriine afinitesi melatonerjik reseptorlere kiyasla ~1000 kat daha diistiktiir (265).
Bununla beraber agomelatinin 5-HT2c reseptorlerine ters agonizmden ziyade, noétral
antagonizma gostererek reseptor aktivitesini engellememesi (247), mevcut arastirmada
gozlenen anorektik etkinin baslica melatonerjik reseptorler aracilifiyla saglandigi
hipotezimizi giiglendirmektedir. Bu da mevcut ¢alismanin bulgularinin, melatoninin viicut
agirligini azalttigini gosteren diger ¢alismalarla uyumlu oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak
yem tiiketimi acisindan bakildiginda mevcut calisma ile melatonin uygulanan preklinik
calismalarin sonuglarinin kismen tutarsiz oldugu goriiliir. Tutarsizliklarin ana nedeninin;
uygulama yontemi (oral, intraperitoneal, diyet katkisi), uygulama siiresi, 6l¢iim yontemi,

secilen konsantrasyon ve hayvan yasinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.2. Agomelatinin Plazma Leptin ve Ghrelin Seviyesine Etkisi

Mevcut aragtirmada agomelatin, sicanlarda yem tiiketimini ve viicut agirligini
azaltmistir. Elde edilen bu bulgular, agomelatinin etkisini 6zellikle ghrelin ve leptin gibi

istah1 diizenleyen hormonlar araciligiyla gerceklestirebilecegini diistindiirdii.

5.2.1. Agomelatin Plazma Leptin Seviyesini Arttirdi

Agirlikli olarak yag dokudan salgilanan leptin, hipotalamusa iletilen 6nemli bir
anoreksijenik sinyaldir (48). Leptin hipotalamusta baslica POMC/CART nd6ronlarini
uyararak ve AgRP/NPY noronlarini inhibe ederek istahi baskilar (48, 136). Mevcut
aragtirmada agomelatinin plazma leptin seviyesini arttirdigi gozlenmistir. Bu artig ile gida
aliminin azalmasi uyumlu bir bulgu olarak degerlendirilebilir.

Literatiirde fizyolojik kosullarda agomelatinin leptin seviyesi ile iliskisinin
incelendigi in vivo ve in vitro ¢calismalara ulasilamadi. Ancak; leptin, gida alim1 kontrolii ve
sirkadiyen ritim arasindaki iliskiye dair mevcut veriler, leptin ile melatonin arasindaki olas1
bir etkilesime isaret etmektedir (307). Melatonin ve leptin ayni hiicre i¢i sinyal yolaklarini
aktive eder (308) ve melatonerjik reseptorlerin leptin saliniminin diizenlendigi dokularda
lokalize oldugu bilinir. Leptinin yag dokudan sirkadiyen bir diizende salgilanmasinda bu

54



reseptorlerin dnemli rolii vardir (25). Ayrica melatonin sinyallemesinde meydana gelen
bozukluklarin leptin direncine neden olabilecegini gosteren kanitlar, melatonerjik
aktivasyonun leptin sinyallemesindeki 6nemini gostermektedir (296).

Bu verilere ek olarak c¢ok sayida c¢alisma melatonerjik agonizmanin leptin
salgilanmasini ¢esitli faktorler araciligiyla degistirebilecegini gostermektedir. Bir dizi rapor
mevcut arastirmadaki verileri destekler sekilde, melatonerjik agonizmanin saglikli sicanlarda
plazma leptin diizeyini arttirdigini sunmustur (309-311). Bu ¢alismalara bakildiginda, Song
ve ark. yetiskin erkek farelere melatonin takviyesinin (1 ay boyunca igme suyunda 10 pg/mL)
plazma leptin seviyesini arttirdigini bildirmistir (309). Baltac1 ve Mogulkog tarafindan
ylritilen bir diger ¢alismanin verileri, melatonin uygulanan (6 ay boyunca 3 mg/kg
intraperitoneal enjeksiyon) sicanlarda plazma leptin seviyesinin arttigin1 gostermistir (310).
Mevcut bulgular1 destekleyen bir diger g¢alismanin sonucu ise sicanlara melatonin
uygulanmasinin (9 hafta boyunca igme suyuna 25 pg/mL) karanlik fazda plazma leptin
konsantrasyonunu arttirmasidir (298).

Mevcut calismanin sonuglarindan farkli olarak melatonerjik agonizmanin plazma
leptin seviyesini azalttigin1 gosteren verilerde vardir. Rasmussen ve ark. orta yasli siganlarda,
geng sicanlara kiyasla artan plazma leptin seviyesinin, melatonin uygulamasina (10 ve 48
hafta boyunca icme suyunda 4.0 veya 0.4 pg/mL) bagh olarak genclik seviyesine geri
dondiigiinii bildirmistir. Diger bir ¢alismada ise melatonin uygulamasinin (12 hafta boyunca
icme suyunda 0.4 pg/mL), karin i¢i yaglanmay1 ve plazma leptin seviyesini azalttig1 rapor
edilmistir (299, 312). Benzer sekilde Canpolat ve ark. saglikli si¢anlara melatonin
uygulanmasinin (subkutan 0,5 mg/kg-7 giin) plazma leptin diizeyini azalttigini bildirmistir
(313). Bu calismalan destekler sekilde, karanlik fazda obez farelerin igme sularina eklenen
melatonin takviyesinin (10 hafta boyunca 1 mg/kg), beyaz yag dokuda leptin gen
ekspresyonunda azalmaya yol agtig1 gosterilmistir (314).

Bu celigkili verilerin nedeni farkli deney tasarimlarindan 6zellikle de melatonin
takviyesinin uygulanma seklinden kaynaklaniyor olabilir. Bazi ¢alismalarda melatonin
stirekli olarak verilirken bazilarinda ise aralikli olarak uygulanmistir. Siirekli melatonin
uygulamasi, G protein kapili reseptorlerin karakteristik 6zelligi olan reseptor
duyarsizlasmasina neden olabilir ve bu da elde edilen verileri etkileyebilir (315). Ayrica

melatonerjik reseptor aktivasyonunun pre-adipositlerin ¢ogalma ve farklilagsma stireglerini
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baskilayabilme yetenegi de viicut agirlig1 ve yag dokuda azalmaya yol agmis olabilir. Bu da
plazma leptin seviyesindeki azalmanin dolayl1 yoldan sebebi olabilir (316, 317).

Hayvan calismalarindaki c¢eliskili sonug¢lara ragmen melatoninin; leptin salinimini
cesitli mekanizmalarla diizenleyebilecegi onemli fizyolojik etkilesimler tanimlanmistir.
Alonso-Vale ve ark. bir dizi in vitro ¢alismada; melatoninin siirekli degil de aralikli olarak
eklenmesinin insiilin araciligiyla adipositlerdeki leptin ekspresyonunu arttirdigini
gostermistir (318-321). Song ve ark. da yetiskin farelere melatonin takviyesinin plazma
leptin seviyesini arttirdigini1 bildirmistir. Ancak c¢alismanin in vitro asamasinda insiilin
yoklugunda melatonin uygulanmasi adiposit hiicrelerde leptin ekspresyonunda bir farklilik
yaratmamistir (309). Bu sebeple her ne kadar mevcut ¢alismada insiilin seviyesi dl¢iilmemis
olsa da on dort giin boyunca karanlik fazdan once 24 saatlik periyotlarla uygulanan
agomelatinin insiilin aracilifiyla plazma leptin seviyesini modiile edebilecegi

distiniilmektedir.

5.2.2. Agomelatin Plazma Ghrelin Seviyesini Azaltti

Gastrointestinal sistem tarafindan {iretilen ghrelin, literatiirde hipotalamustaki
reseptorleri araciligiyla “yeme diirtiisiinii baslatma sinyali” olarak tanimlanmaktadir (322-
324). Farelere eksojen ghrelin uygulanmasi sonrasinda besin aliminda ve yag doku kitlesinde
onemli artislar meydana geldigi rapor edilmistir (325).

Mevcut ¢aligmada agomelatin uygulanmasina bagli olarak plazma ghrelin seviyesinde
azalma meydana geldigi gozlemlendi. Literatiirde agomelatin ile ghrelin arasindaki
etkilesimi inceleyen calismalara rastlanmamistir. Ancak ghrelin ile melatonin arasindaki
iliskiyi arastiran siirli sayida onemli calisma mevcuttur. Canpolat ve ark. eksojen
melatoninin, siganlarin ARN’sindeki aktif ghrelin hiicrelerinin iiretimini etkileyebilecegini
gostermistir (295). Mustonen ve ark. da mevcut ¢calismayla uyumlu olarak siganlara eksojen
melatonin uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla plazma ghrelin seviyesini azalttigini
bildirmistir (326). Ayrica saglikli bireylerde aglik sirasinda artan plazma ghrelin seviyesinin,
melatonin uygulamas ile baskilandig1 veriler arasindadir (327). Ote yandan uyku kisitlamasi
sebebiyle sirkadiyen rimi bozulan kisilerde ghrelin seviyesinde bir artis egilimi oldugu

bildirilmektedir (328).
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Tiim bu bulgulara dayanilarak, agomelatinin melatonerjik agonizmasiyla ghrelin ve
leptin diizeylerini etkiledigi sdylenebilir. Ancak agomelatinin serotonerjik antagonizmasi
araciligiyla dogrudan periferik hormonlar1 etkilemesi beklenemez. Ciinkii 5-HTac
reseptorleri cogunlukla MSS’ye 6zgiidiir ve periferik organlarda bulunmazlar (329). Diger
yandan, melatonerjik reseptorlerin istah diizenlemesine katilan periferal organlarda
bulundugu ve agomelatinin de bu reseptorlere giiclii bir agonizma gosterdigi bilinmektedir.
Bu nedenle mevcut sonuglarin, melatoninle yapilan c¢alismalarla uyumlu olmasi

muhtemeldir.

5.3. Agomelatinin Hipotalamustaki POMC/CART ve NPY/AgRP Gen
Ekspresyon ve Protein Seviyesine Etkisi

Hipotalamusun belirli bolgeleri aglik veya tokluk hissini saglayan ghrelin ve leptin
gibi periferik hormonlardan sinyaller alir. Bu siiregte yag doku orjinli leptin hipotalamusta
POMC/CART noronlarinin aktivasyonunu arttirarak istah1 baskilamakta ghrelin ise
NPY/AgRP aktivasyonu ile istah arttirmaktadir (330). Istah mekanizmasinda gorev alan bu
sinyallerin, beslenme bozukluklarinin gelisiminde goérev alan endokrin faktérler oldugu
bilinmekte ve literatiirde obezite ile miicadele i¢in bu peptitlere yogunlasildigi dikkat
¢ekmektedir.

Ote yandan istahin diizenlenmesinde ayricalikli bir konuma sahip ARN’de, MT; ve
MT, immiin reaktivitesi orta diizeyde saptanmistir (23, 24). Yapilan incelemelerde
melatonerjik agonizmanin, ARN’deki anoreksijenik POMC ile oreksijenik NPY ve AgRP
noronlarim1  etkileyerek istah metabolizmasini diizenleyebilecegi onemli etkilesimler
tanimlanmustir (25).

Bu bilgiler ve mevcut ¢alismadaki plazma leptin seviyesindeki artis ile ghrelin
seviyesindeki azalma, MT1 ve MT iizerinde giiglii bir agonist olan agomelatinin dogrudan
veya dolayli olarak istahin merkezi diizenlenmesinde gorev alan bolgeleri etkileyebilecegini
diisiindiirdii. Bu kapsamda istahin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan NPY, AgRP, CART ve
POMC noropeptitlerinin hipotalamustaki gen ekspresyon ve protein seviyeleri RT-PCR ve
western blot yontemiyle analiz edildi.

Sonuglara gore Ago-20 ve Ago-40 grubunda NPY ve AgRP protein seviyesinin
azaldigi, POMC ve CART protein seviyesinin ise arttigi1 gézlemlendi. Bu durum agomelatin
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uygulamasinin gida aliminin azalmasina yol agan mekanizmalara dair ipuglar1 saglamaktadir.
Bununla birlikte POMC harig¢ olmak {izere gen ifadeleri ve protein seviyeleri arasinda negatif
korelasyon tespit edildi.

Bu c¢alismada meydana gelen AgRP ve NPY gen ifadesindeki artis, agomelatin
uygulamasina bagl olarak azalan AgRP ve NPY protein seviyelerini telafi etmek i¢in
hiicrelerin transkripsiyonu artirma ve translasyonu genisleterek protein yetersizligini telafi
etme cabasinin bir sonucu olarak gozlemlenmis olabilir. Ciinkii bir hiicrede ifade edilmesi
gereken her protein miktari, hiicrenin durumuna gore kontrol edilir ve belirlenir. Bu tepki
gen ekspresyonunu diizenleme mekanizmalarini devreye sokarak hiicre i¢indeki protein
seviyelerini koruma ve dengede tutma amacini tasiyabilir. CART geninde gozlemlenen
diisik mRNA seviyesi ise muhtemelen gii¢clii CART protein sinyalinden kaynaklanabilir
(331, 332). Bundan dolay1 tek basina mRNA seviyesi Ol¢timii, bir proteinin miktarini
giivenilir bir sekilde yansitmayabilir. Yapilan bir ¢alismada, melatonin uygulamasinin
ardindan NPY gen ekspresyonunda artis olmasina ragmen yem tiiketiminin azalmasi bu
durumu destekler niteliktedir (279).

Literatiirde saglikli siganlarda istahin diizenlemesiyle iliskili noropeptitler (NPY,
AgRP, CART ve POMC) ve agomelatin arasindaki iligskiye dair bir aragtirmaya ulasilamadi.
Ancak saglikli siganlarda MT1 ve MT> sinyallemesinin, istahin diizenlenmesindeki merkezi
devreleri modiile ederek yem tiiketimini ve viicut agirligini azalttigi bildirilmektedir (279).
Bu verileri destekler sekilde MT1 ve MT2 sinyallemesi bozulan siganlarda ARN’de leptin
direnci indiiklenmistir. Bu da leptin sinyalinin asagi akisindaki AgRP ve NPY gen
ekspresyonu arttirmistir. Bu sebeple ARN'de leptin duyarliligmmin korunmasi i¢in MT;
sinyallemesinin gerekli oldugu ortaya konmustur (296). Ayrica dikkate deger bir sekilde;
melatonin sinyallemesi bozulan siganlara eksojen melatonin uygulamasi AgRP seviyesini
azaltarak kilo kaybina neden olmustur (279). Bu bulgular destekler sekilde, yiiksek yagli
diyetle beslenen obez farelerde melatonin takviyesi artan NPY ekspresyonunu azaltmistir
(333). Fischer ve ark. da farelerde MT1 reseptoriiniin devre dis1 birakilmasinin ARN’deki
POMC gen ekspresyonunu azalttigini bildirmistir (334). Memelilerle yapilan ¢aligmalarla
uyumlu olacak sekilde Danio rerio tiirii baliklarda melatonin uygulamasinin NPY mRNA

ekspresyonunu belirgin olarak azalttigini gosteren bulgular raporlar arasindadir (229, 335).
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Mevcut c¢aligmada agomelatin uygulamasinin NPY/AgRP protein seviyesini
diistiritken POMC/CART protein seviyesini arttirdigi gozlemlenmistir. Bu bulgu,
melatonerjik reseptor agonizmasinin istahin merkezi diizenlemesinde etkili olabilecegini
gosteren  yukaridaki ¢alismalarla uyumludur. Bu durum melatonerjik reseptor
aktivasyonunun beslenme davranisinin diizenlenmesindeki hayati roliinii diisiindiirmektedir.

Nitekim sirkadiyen sistemin beslenme ritmini kontrol eden ana faktorlerden biri
oldugu iyi bilinmektedir (336). Melatonerjik reseptorler sirkadiyen sistemin
diizenlenmesinde gorevli SCN’de yogun olarak lokalizedir (24). Ote yandan SCN’deki noral
devreler ile ARN’deki NPY/AgRP ile POMC/CART noronlar arasinda karsilikli baglantilar
oldugu belirtilmektedir (337). Noroanatomik izleme ¢alismalarinda bu baglantinin ortadan
kaldirilmasi, ARN'nin aktivitesinin biiyilk oranda kaybolmasina yol agmustir (338).
Agomelatinin SCN’deki MT1 ve MT: reseptorleri iizerinden sirkadiyen ritmi diizenledigi
distintildiigiinde (265), beslenme ritmini SCN iizerinden modiile etmesi olasidir. Ancak
mevcut analizler hipotalamusun tamamini kapsamaktadir. Bu sebeple agomelatinin gida
alimin1 ve viicut agirligini azaltmasina, SCN ile ARN arasindaki etkilesimin ne diizeyde katki
sagladigini belirtemiyoruz.

Melatonerjik reseptorler disinda agomelatinin de aktivite gosterdigi 5-HTac
reseptorleri POMC noéronlarinda ifade edilir. Aktive olan néronlar a-MSH’y1 serbest
birakarak melanokortin sistemi aktive eder (116, 118). Mevcut ¢alismada, agomelatinin 5-
HT2c reseptdr antagonizmasiyla beslenmenin diizenlendigi hipotalamik devreler iizerinde
etkili olabilecegi hipotezi {izerinde durmamaktayiz. Ciinkii agomelatinin  5-HT2c
reseptOrlerine notral antagonist etki gosterir. Dolayisiyla mevcut calismadaki saglikli saglam
sicanlarda 5-HT2c reseptor aracili iletimin bazal diizeyin altina diismesi beklenmez (248).
Ayrica HTzc reseptorlerinin antagonize edilmesi ancak histaminerjik ve/veya muskarinik
reseptOr antagonizmayla birlestiginde, bir¢ok antidepresan ilagta oldugu gibi istah ve kilo
artist riski dogurur. Ancak agomelatinde bu reseptorlere karsi belirgin bir afinite
bulunmamaktadir (247). Mevcut ¢alismada agomelatinin melatonerjik reseptér agonizmast,
istah1 diizenleyen merkezi noronal devreleri dogrudan veya dolayli sekilde (leptin ve ghrelin
araciligryla) modiile ederek viicut agirliginin ve yem tiiketiminin azalmasina neden olmus

olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Mevcut calisma, MT1 ve MT; reseptorleri lizerinde gii¢lii bir agonist ve 5-HTac
reseptorlerine notral antagonist olan agomelatinin, siganlarda viicut agirligini ve yem
tilketimini azalttigin1 gostermektedir. Agomelatin uygulamasi, plazma leptin seviyesini
arttirirken  ghrelin  seviyesini azaltmistir. Bununla beraber agomelatin hipotalamustaki
anoreksijenik POMC ve CART noropeptitlerinin protein seviyelerini arttirirken, oreksijenik
NPY ve AgRP noropeptitlerinin protein seviyelerini azaltmigtir. Meydana gelen etkinin, 5-
HTac reseptoriinden ziyade MTy ve MT2 reseptorleri iizerinden gerceklesmesi oldukca
olasidir. Ciinkii agomelatin 5-HToc reseptorlerine nétral antagonist etkiye sahiptir.
Dolayisiyla saglikli sicanlarda 5-HTac reseptor aracili sinyal iletimini degistirmesi
beklenmez. Bu sebeple elde edilen sonuglarin daha dnce melatonin ile yapilan ¢alismalari
destekler nitelikte olmasi sasirtict degildir. Ancak agomelatinin leptin ve ghrelin gibi
periferik hormonlar1 etkileyerek dolayli yoldan merkezi noropeptitlerin seviyelerini mi
degistirdigi yoksa dogrudan hipotalamik merkezlerin aktivitesini mi diizenledigi belirsizdir.
Bu nedenle agomelatinin etkisinin daha iyi anlasilabilmesi igin ghrelin ve leptin nakavt
hayvanlarin kullanilmasi ve MT1/MT2 ve 5-HTac reseptor antagonistlerinin kullanildigi
calismalarin yapilmasi1 gerekmektedir. Ayrica POMC/CART ve NPY/AgRP noronlarinda
melatonerjik reseptor seviyesinin immiinofloresan boyama yontemleriyle belirlenmesi
agomelatinin istah mekanizmasina yonelik etkilerinin anlagilmasina 6nemli katkilar
saglayabilecektir.

Bununla beraber agomelatin beslenme davranisini SCN ve ARN arasindaki etkilesimi
modiile ederek de diizenleyebilir. Ancak mevcut ¢alismada analizler biitin hipotalamus
tizerinde yapildigi i¢in, gida alimi ve viicut agirliginin azalmasina SCN ile ARN arasindaki
etkilesimin ne diizeyde katki sagladigini belirtemiyoruz. Bu nedenle bu iki yap1 arasindaki
etkilesimin mikrodiseke edilmis ¢ekirdekler iizerinde incelenmesi agomelatinin istah
metabolizmasinin diizenlenmesindeki roliinii daha da anlamamiza katki saglayabilecektir.
Ayrica agomelatin uygulamasinin yag dokudaki termogenez ve sempatik ¢ikistan sorumlu
belirtegleri ne diizeyde etkileyebilecegi de merak konusudur. Bu kapsamda Sekil 6.1.'de soru
isareti ile gosterilen bosluklarin yapilacak ileri diizey ¢alismalarla incelenmesi

gerekmektedir.
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