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Nikotinamid Adenin Diniikleotid Inhibisyonunun Kolesterol
Metabolizmas: fle Iliskisi I. Total Kan Kolesterol
Seviyesine Etkisi

The Relation Between the Inhibition of Nicotinamide Adenin
Dinucleotide and the Cholesterol Metabolism 1. Effects on
the Blood Cholesterol Level

Bilge (Uzalp) GONUL*

GIRIS

Bundan oOnceki caligmamizda fare ve sicanlarda nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) inhibisyonu i¢in 6-amino nikotinamid
(6-AN) ile 6-ANAD tiirevi olusturma yodntemleri se¢imi ve kontroli
gerceklestirilmisti (16). Bu calismamizda NAD inhibisyonunun total
kan kolesterol miktarinda ne gibi degisiklik yaptigt arastirilmis, NADP
m bedende kolesterol yapim ve yikiminda oynadigi rol g6z 6niine ali-
narak sonucglar tartisilmistir.

DENEYSEL KISIM
MATERYAL ve YONTEM

Deneylerde 15-25 gram agirliginda yetiskin erkek fareler (ICR)
ve 180-250 gram agirliginda yetiskin erkek sicanlar (Wistar rat) kul-
lanildi. Deney hayvanlart onar ve beserlik gruplar halinde 23°C de
12 saat 1sikli, 12 saat karanlik tutulan havalandirmali odada pelet
yem ve suyla serbest olarak beslendiler.
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Deney hayvanlart kontrol, misir yagi, klofibrat, klofibrat-f
6-AN, 6-AN, nikotin amid (NA), NAD, heksobarbital ve heksobar-
bital + 6-AN gruplarina ayrilarak asagidaki dozlarda uygulama
yapildi.

Farelere 200 mg/kg, sicanlara 10,15 mg/kg dozda 6-AN (Sigma)
(3) ve 0.5 mmol/kg klofibrat (DIF) (9), ¢6ziicii olarak 12 ml/kg
misir yagir (Wako), kontrol amaciyla 13.25 mg/kg nikotinamid ve
72 mg/kg nikotinamid adenin diniikleotid IP yolla uygulandiktan
2 saat ve 20 saat sonra kan toplanarak Zak-Henly metodu (12) ile
total kan kolesterolleri saptandi.

Bu arada 6-ANAD olusumunun kontrolii Dowex kolondan ge-
cirilen niikleotidlerin 260 nm deki UV absorbansina gore secgilen Or-
nekleri ile n-propanol-amonyak-su (30:60:10) solvan sistemiyle ay-
rilan ince tabaka kromatogramlarindan, fluoresans aktiviteleri (4, 6,
12, 15, 16) ve alkol dehidrogenaz enzimi aktivitelerinin saptanmasi

ile yapilmistir (1, 13).

Ayrica farelerde heksobarbital (TKS) uyuma siiresinin uzayip
uzamadigina bakilarak (10, 11) diger bir kontrol yontemi de uygu-

lanmistir.

Deney sonuclar: istatistiksel olarak "t testi" ile degerlendiril-
mistir.

BULGULAR

Deney sonucglart 4 tablo halinde gosterilmistir. Tablolarda veri-
len kan kolesterol degerleri gruplara ait aritmetik ortalamalardir.

Coziicli uygulanan gruplar kontrol grubu olarak kabul edilmistir.

Tablo I. Kontrollar ve c¢oéziiciilerle 10 mg/kg 6-AN ile NAD
inhibisyonu yapilmis yetiskin erkek sicanlarda, uygulamadan 20
saat sonraki total kan kolesterollerini ve istatistik degerlendirmelerini

gostermektedir.

Tablo II. ¢coziici ve kontroller 2 saat, 6-AN ve NAD etkilerinin
goriilebilmesi i¢cin 20 saat 6nce uygulandiginda yetiskin erkek sican-
larin total kan kolesterol seviyelerini gostermektedir. Bu grupta 6-AN
15 mg/kg olarak daha yiliksek dozda uygulanmistir.
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Tablo I. NAD inhibisyonunun Sicanlarda Total Kan
Kolesterol Miktarlarina Etkisi.

Denek Total Kan Kolesterol
Grup Sayisi Miktart mg/100 ml.
A. Kontrol 4 104.5
B. Misir yagi 4 89.75 0.02 > P > 0.01 (A-B)
1.2 ml/kg
C. Klofibrat 4 76.75 0.05 > P > 0.02 (B-C)
0.5 mmol/kg
D. Klofibrat + 4 103.75 0.05 > P > 0.02 (B-D)
6-AN
E. 6-AN 4 111 0.1 > P > 0.05 (A-E)
10 mg/kg
F. NA
13.25 mg/kg 5 102 0.3 > P >0.2 (A-F)

Tablo I1. NAD inhibisyonunun Sicanlarda Total Kan Kolesterol
Miktarlarina Etkisi.

Denek Total Kan Kolesterol
Grup Sayisi Miktart mg/100 ml.
A. Kontrol 7 105.9

B. Misir yagi 9 137.44 P < 0.001 (A-B)
C. Klofibrat 6 88.8 0.001 < P < 0.01 (B-C)
D. Klofibrat + 8 85.4 0.01 < P < 0.001 (A-D)
6-AN P < 0.001 (B-D)
E. 6-AN (15 mg/kg) 9 150.77 P < 0.001 (A-E)
F. NAD 7 137.14 P < 0.001 (A-F)

Tablo III. Kontrol ve ¢o6zuciilerle, 200 mg/kg dozda 6-AN
ile NAD inhibisyonununun 20 saat uygulama sonunda yetiskin erkek
farelerin kan kolesterol seviyelerine etkilerini ve istatistik degerlendir-

melerini gostermektedir.

Tablo IV. 15 mg/kg dozda 6-AN uygulamasinin si¢ganlarda hek-
sobarbital uyuma zamanina ve dokulardaki heksobarbital miktarlari-

na etkileriyle istatistik degerlendirmelerini gostermektedir.
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Tablo III. NAD Inhibisyonunun Farelerde Total Kan Kolesterol

Miktarlarina Etkisi.

Grup Denek Total Kan Kolesterol
Sayisi Miktar1 mg/100 ml.
A. Kontrol 5 140.2
B. Misir yagi 6 143.83
(12ml/kg)
Klofibrat 6 136.5 P = 0.6 (B-C)
D. 6-AN 6 168.83 0.2 > P > 0.1 (A-D)

Tablo IV. NAD Inhibisyonunun Sicanlarda Heksobarbital Uyuma Siiresi ve Heksobar-
bital Doku Seviyelerine Etkisi.

Kan Hekso-
Barbital Doku Heksobarbital Miktari
Uyuma za- Miktari Mg/gr
Grup mani (dk) Mg/ml Beyin Karaciger Bobrek
12 46.5 17 41 43
Heksobar- 11 48 17.5 55 32
bital* 14 52.7 16 62 49
15 48 13 48 34
25 52.2 41
Ortalama 15.4 49.48 15.87 51.5 39.8
40 63.2 37.3 53 33
Heksobarbi- 21 56 40 61 32
tal-6-AN** 26.5 48 25 51 29
20.5 46 23 61 35
29 40 22 48 34
26 23 29
Ortalama 27.16 50.64 28.38 54.8 32
T test 0.02 > P > 0.7 0.02 > P > 0.5 0.05 >
P > 0.01 P > 0.01 P > 0.02

* 100 mg/kg intraperitoneal tek doz uygulandi.
** 100 mg/kg IP heksobarbital ve bundan 18 saat dnce 15 mg/kg dozda 6—AN, IP

yoldan uygulanmuistir.
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TARTISMA ve SONUC

Tablolardan da izlenebilecegi gibi 6-AN uygulamasi sonunda
NAD in inhibisyonu total kan kolesterol seviyesini istatistiksel acidan
anlamli olarak yilikseltmektedir. Bu yiikselme NAD inhibisyonu ile
dogru orantilidir (Tablo I, II). Bu etkinin organizmada NAD ve
NADP sentezinde kullanilan nikotin amid yerine 6-AN gibi bir ana-
logu verilince NAD veya NADP yerine 6-ANAD ve 6-ANADP ile
rediikte formlarinin olusumu ve kolesterol biyosentez ve yikimi olay-
larinda kullanilan NADP lar yerini kompetitif antagonizma ile ala-
rak hidrojen atomu akseptorii olarak gorev yapamayip bu basamak-
larda olay1 bloke etmesi seklinde olabilecegi akla yatkin godzikmek-
tedir.

Deneylerde kontrol amaci ile uygulanan klofibrat ve nikotina-
mid beklendigi gibi uzun ve kisa siirelerde kan kolesteroliinde diisme
yapmistir. 6-AN ile birlikte uygulama sonunda NAD inhibisyonuna
bagli sonuclara benzer yuksek bulgular kolesterol miktarindaki degis-
melerin bedendeki sentez veya yikimin enzimatik inhibisyonla dur-
mas1 nedeniyle diyetle alinan kolesterol birikimine baglanabilecegini
digiindiirmektedir. NAD uygulamasindaki yiikselme ise bazi neden-
lerle yikimdan c¢ok sentez mekanizmasindaki artisa bagli olabilir.

Tablo I, II, III de goriildigia gibi klofibrat kan kolesterol se-
viyesinde beklenildigi gibi diigsme yapmistir. Bir ¢ok arastiricinin klo-
fibratin etki mekanizmas1 iizerine birbirine zit goériisleri vardir. Orne-
gin; CAYEN klofibratin organizmada klofibrik aside donerek etki
gosterdigini ve bu etkinin serbest yag asitleri ve triasil gliserol yag
asitleri icin VLD L sekresyonunu azaltma seklinde oldugunu ileri su-
rerken, LA KE R diyetle uygulanan klofibratin klofibrik asitten daha
etkili oldugunu savunmaktadir (2, 8). WHITE' 'a gore klofibrat, mik-
rozomal HM G-Co A nin mevalonat reaksiyonunu Onleyerek karaci-
gerdeki kolesterol biyosentezini inhibe eder (17). Ancakyine LAKER'e
gore klofibratla sican ve farelerde 18-24 saat icinde peroksizomal pro-
liferasyon olur. Yanisira mitokondrilerde de artig goriilmektedir (8).
Peroksizom proliferasyonu oksitlenmis pahmtoil-CoA artisiyla bera-
berdir, bu da mitokondrial protein artig1 ile birlikte olursa oksitlenmis
yag acili-CoA, serbest yag asitlerinin CO, e oksitlenmesi ve resiprok
olarak VLD L salinim ve csterifikasyonu ile ilgilidir. Karacigerde
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serbest yag asiti esterifikasyonu azalmasiyla VL DL salinimindaki
azalma, bu yapinin integral parcasi olan kolesterolde de diisme ya-
pacaktir. Iste LAKER'e gore klofibrat, serbest yag asitlerinin karaci-
ger hicrelerine girip serum seviyesinin dismesini saglamaktadir.

Bu arada klofibratin uzun ve kisa silireli uygulama sonuclarinin

farklt oldugu da tesbit edilmistir.

20 saat stireli deney sonug¢larimizdan da goriilebilecegi gibi NAD
inhibisyonu klofibrat etkisini kaldirmaktadir. Buna karsilik 2 saat
sureli uygulamada klofibrat etkisi ortaya c¢ikmaktadir. Oral olarak
klofibrat uygulamasinit takiben bircok dokularda 48 saate kadar iz-
lenmis ve genel olarak klofibrat seviyesinin 6 saatten sonra diismeye
basladigi, 12 saatte minimuma ulasip, 24 saatten sonra baslangi¢ de-
gerine ulasarak yilikselmeye devam ettigi gozlenmistir. (2) Tablo 1
ve II ve klofibrat ve 6-AN birlikte uygulama sonuclarinda goériilen
fark 6nceden N AD inhibisyonu yapilmis deney hayvanlarinda serum
ve dokulardaki klofibrat seviyesi degismelerinin de etkisiyle ortaya
cikabilir. Zira kontrollarda ve klofibrat deney grubunda siireye bagli
bir degisiklik go6zlenmemektedir.

Bu arada Tablo IV den de goruldigi gibi 6-AN uygulanmis
hayvanlarda heksobarbital uyuma siliresi uzamis, beyin heksobarbi-
tal seviyesi yiksek bulunmustur. Bu giine kadar barbitiiratlarla ya-
pilmis arastirmalara bakilirsa bu ilaglarin sedasyon ve hipnoz olus-
turmasi katesolamin dongi hizinin azalarak biyojenik aldehit biri-
kimine baglanabilir. Bu da merkezi sinir sisteminde aldehit rediik-
tazlarin inhibisyonu ile saglanabilir (9, 10, 14) Satoh ve ¢aligma ar-
kadaslarina gore 6-AN ve hcksobarbitalin birlikte uygulanmalarinda
olustugu varsayilan 6-ANADH (rediikte 6-amino nikotinamid ade-
nin dirilikleotid), NADH e bagimli aldehit rediiktazlarin inhibisyonu-
na neden olmakta ve barbitiirat inhibisyonuna eklenerek uyuma sii-
resini uzatmaktadir. O halde Tablo IV de gorildiigli gibi uyuma sii-
resinin istatistiksel acidan anlamli olarak uzamasi ve yine beyin hek-
sobarbital seviyesinin anlamli olarak artmis olmasi, inhibisyonun ger-

ceklestigine dair bir kanittir.

Bunun yanisira 6-AN uygulanan hayvanlarda paralizi ve viicud
1sisinda diisme gorilmiistiir, bu goézlemler de diger arastiricilarin

bulgularina uymaktadir (7).
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Sonuclarin timiu birlikte degerlendirilecek olursa klofibrath
gruplarda dahil olmak tlizere 6-AN uygulamasinda olusan hiperko-
lesteroleminin nedeni 6-ANAD ve 6-ANADP sentezlenerek koleste-
rol biyosentez ve yikimindaki basamaklarda NADP lerin yerini kom-
petitif antagonizma ile almasidir, denilebilir. Zira bu sekli ile kofak-
tor hidrojen atomu akseptori olarak gorev yapamadigindan olay bu
basamaklarda bloke olmaktadir. Literatiirde nikotinik asit veya ni-
kotinamidin uygulanmasinda serum kolesterol miktarinin distigi-
ne dair yayinlanmis bulgular da ag¢iklamamizi desteklemektedir (5).

Sicanlar ve farelere ait sonuclardaki doz-yanit farkliliklar1 bu

2 ture ait enzimatik degisiklikler oldugunu disiindiirmektedir.

OZET

Yetigskin erkek sicanlarda ve farelerde 6-aminonikotinamid uy-
gulanarak Nikotinamid Adenin Dinilikleotid (NAD) inhibisyonu ya-
pilmistir. Daha sonra bu deneklerde inhibisyon olup olmadigi hek-
sobarbital uyuma zamani ve heksobarbital doku seviyeleri kontrol
edilerek saptanmistir. Uyuma zamaninin uzamast ve beyin hekso-
barbital seviyesi artisi ile 6-ANAD olusumu gosterilen deney hayvan-
larinda klofibrat kontrol grubu ile karsilastirilarak kan kolesterol se-
viyeleri saptanmistir. Sonug¢ olarak NAD inhibisyonu yapilan deney
hayvanlarinda hiperkolesterolemi gelistigi gorilmiustiir. Ancak bu
arada fare ve sicanlarin NAD inhibisyonu sirasinda doz-yanit acgi-
sindan farklilik gosterdikleri saptanmaistir.

SUMMARY

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) had been inhibited
by the 6-amino nicotinamide (6-AN) administration to the adult
male rats and mice. The inhibition was controlled by the longering
the sleeping time which was caused by hexobarbital and by the inc-
reasing the hexobarbital level in the brain tissue. Meanwhile the blood
cholesterol levels of the normal, clofibrate treated and 6-AN treated

experimental animals groups were measured.

It has been demonstrated that the blood cholesterol levels were
increased by NAD inhibition depending species.
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