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ÖZET 

Denerve Edilmiş Sıçan Yağ Dokusunda Karbonik Anhidraz İzoenzimlerinin Gen 

Ekpresyonlarının İncelenmesi 

Sempatik sinir sistemi yağ dokusu metabolizmasının düzenlenmesinde önemli rol 

oynamaktadır. Yağ doku denervasyon çalışmalarında denerve dokuda lipolizin azaldığı, yağ 

dokusu kütlesinin artığı gözlenmiştir. Yağ hücrelerinin boyut artışı aşırı TG depolanmasına 

bağlı olarak şekillenmektedir. Bu projede de novo lipid sentezinde substrat sağlayıcı CA II, 

VA ve VB izoenzimlerinin denervasyona bağlı olarak beyaz yağ dokusunda nasıl değiştiği 

araştırıldı. 

Projede 180-220 g 4-6 haftalık 16 adet erkek sıçan kullanıldı ve iki çalışma grubu 

oluşturuldu. 

1.Grup: Sağ retroperitoneal yağ dokusu tamamen denerve edildi ve 1 ay sonra 

sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yağ dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak kullanıldı). 

2.Grup: Sağ retroperitoneal yağ dokusu tamamen denerve edildi ve 3 ay sonra 

sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yağ dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak kullanıldı). 

Sakrifikasyon işlemlerinden sonra her iki retroperitoneal yağ dokusu çıkarıldı ve 

ağırlıkları tartıldı. Doku örneklerinde cDNA sentezi ve norepinefrin ölçümü yapıldı. Birinci 

ayın sonunda denerve edilen yağ dokuda Car2, Car5A veCar5B gen expresyonu düzeyi 

kontrol yağ dokusu ile karşılaştırıldığında artmış olarak bulundu. Üç aylık denervasyonu 

takiben yapılan ekspresyon çalışmalarında farklılık bulunamadı. 

Sonuç olarak denervasyonu takip eden ilk aydaki denerve yağ dokusundaki CA2, 

CCa5A ve CA5B izoenzimlerinin gen ekspreyonlarının de novo lipid sentezini 

destekleyecek yönde değiştiği ve bunun da denerve yağ dokusundaki kütle artışına katkı 

sağladığı kanaatine varıldı. 

 

Anahtar Kelimeler: Denervasyon, Yağ Dokusu, Karbonik Anhidraz  
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ABSTRACT 

Investigation of Gene Expression of Carbonic Anhydrase İsoenzymes in Denerved 

Rat in Adipose Tissue 

The sympathetic nervous system plays an important role in the regulation of adipose 

tissue metabolism. In adipose tissue denervation studies, it was observed that lipolysis in 

denervated tissue decreased and adipose tissue mass increased. The size increase of fat cells 

is shaped by excessive TG storage. In this project, it was investigated how the CA II, VA 

and VB isoenzymes, which are substrate providers in de novo lipid synthesis, change in 

white adipose tissue due to denervation. 

In the project, 16 male rats, 180-220 g, 4-6 weeks old, were used and two study 

groups were formed. 

Group 1: Right retroperitoneal adipose tissue was completely denervated and 

sacrificed 1 month later (left retroperitoneal adipose tissue was not denervated and was used 

as a control). 

Group 2: Right retroperitoneal adipose tissue was completely denervated and 

sacrificed 3 months later (left retroperitoneal adipose tissue was not denervated and was used 

as a control). 

After sacrification, both retroperitoneal adipose tissues were removed and their 

weights were weighed. cDNA synthesis and norepinephrine measurement were performed 

in tissue samples. 

In group 1, the level of Car2, Car5A and Car5B gene expression in the denervated 

right retroperitoneal adipose tissue was found to be increased when compared to the 

undenervated left retroperitoneal adipose tissue. There was no difference in expression levels 

after three months of denervation. 

As a result, it was concluded that gene expressions of CA2, CCa5A and CA5B 

isoenzymes in denervated adipose tissue in the first month following denervation changed 

in a way to support de novo lipid synthesis and this contributed to the mass increase in 

denervated adipose tissue. 

Keywords: Denervation, Adipose Tissue, Carbonic Anhydrase  
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

De novo lipogenez lipid olmayan öncül bileşiklerden lipid moleküllerinin sentezini 

ifade eder. De novo lipid sentezinin gerçekleştiği başlıca dokular karaciğer ve yağ 

dokusudur. Yağ dokusunun yapı ve organizasyonu hem hormonal hem de nöral sistemden 

etkilenerek şekillenmektedir. Vücutta, beyaz ve kahverengi olmak üzere iki çeşit yağ dokusu 

bulunur. Her iki yağ dokusu da enerji dengesi ve metabolik düzenlemede önemli rol 

oynamaktadır. Salgıladıkları maddeler ile metabolik süreçleri yönetmede etkin rollerinin 

yanında, beyaz yağ dokusu enerji için yağ depolama ve kahverengi yağ dokusu ise özellikle 

yenidoğanlarda termogeneze katkı sağlama işlevleriyle öne çıkmaktadır. Sinirsel uyarıların 

etkisi ile beyaz yağ dokusunda kahverengileşme de meydana geldiği bildirilmektedir (1). 

Yağ dokusunun sinir sisteminden innervasyonlara sahip olduğu uzun zamandır 

bilinmektedir. Önceleri otonom sistemin parasempatik ve sempatik kısmından sinir lifleri 

içerdiği öne sürülse de yapılan çalışmalarla gelinen noktada, yağ dokusunun sempatik sinir 

sisteminden efferent sonlanmalar aldığını gösteren kanıtlar ön plana çıkmıştır. Yağ 

dokusunda baskın olan katekolamin norepinefrindir. Sempatik sinir sistemi etkisini yağ 

dokusunda lipolizi artırma ve yağ doku hücreleri öncüllerinden yağ hücresi oluşum sürecini 

engelleme şeklinde göstermektedir. Sinir uyarıları aynı zamanda beyin ve yağ dokusu 

arasındaki iletişimi sağlayarak metabolik düzenlemeye katkı sağlamaktadır. Beyin-yağ 

dokusu arasındaki iletişimi sağlayan bir diğer sistem duyusal sinir sistemidir. Duyusal 

afferent sinirler beyne yağ dokusu içeriği ve depo miktarı hakkında bilgiyi taşıdığı öne 

sürülmektedir (2). 

Otonom sinir siteminin yağ dokusu metabolizması üzerindeki etkilerini araştıran 

çalışmalarda denervasyon deneyleri sıklıkla kullanılmaktadır. Denervasyonda sinir lifleri 

cerrahi veya farmakolojik olarak devre dışı bırakılır. Yapılan denervasyon çalışmalarında 

denerve yağ dokularında lipolitik faaliyetin azaldığı, denerve dokunun yağ kütlesinde artış 

olduğu, yağ hücre farklılaşması ve sayısında artış olduğu saptanmıştır. Farmakolojik olarak 

gerçekleştirilen denervasyon yöntemlerinde (örnek, kapsaisin kullanılarak), denervasyonun 

geri dönme ihtimalinin kısmen yüksek olması nedeniyle denervasyon yöntemi olarak cerrahi 

denervasyon sıklıkla tercih edilmektedir. (3) 

Karbonik anhidrazlar (CA) (E.C. 4.2.1.1) canlılarda yaygın olarak bulunan ve 

yapılarında çinko ihtiva eden enzimlerdir. Bugüne kadar tanımlanmış 16 farklı izoenzimi 
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vardır. İzoenzimlerinin doku ve hücresel kompartımanlardaki dağılımları farklıdır. Vücutta 

en yaygın olarak eritrosit, karaciğer ve kas dokusunda bulunmaktadır. Karbonik 

anhidrazların temel görevi karbondioksitin hidrasyon ile bikarbonata çevrilmesini 

sağlamaktır. Vücut pH’sının düzenlenmesi, karbondioksit homeostazisi, solunum, kemik 

rezorbsiyonu, kalsifikasyon gibi olaylarda önemli role sahip olmasının yanında aynı 

zamanda ürünü olan bikarbonat, metabolizmada bazı enzimlerin substratıdır. De novo lipid 

sentezinde asetil KoA karboksilaz için gerekli olan bikarbonat substratını CA 2  izoenzimi 

sağlamaktadır. Mitokondride bulunan CA 5A ve CA 5B izoenzimleri de pirüvat 

karboksilazın katalizlediği reaksiyonda gerekli olan bikarbonat substratını sağlamaktadır 

(4). Bu çalışmada sempatik sinir sistemi denervasyonunun de novo lipogenezde etkili olan 

karbonik anhidraz enziminin ekspresyonlarına üzerine etkisinin olduğu hipotezi test 

edilecektir.   
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Yağ Dokusunun Yapısı 

Yağ dokusu kompleks ve oldukça aktif bir metabolik/endokrin organdır. Bağ dokusu 

kategorisinde yer alan yağ doku, adipositler, immun hücreler, stromal vasküler hücreler, sinir 

hücreleri ve matriksten meydana gelmektedir. 1980’li yılların ortalarına kadar yağ 

dokusunun sadece enerji ve yalıtım için yağ depolayan bir yapı olduğu düşünülürdü. Ancak 

özellikle son iki dekadda glanduler bir yapıya sahip olan ve salgıladığı adipokinlerle sistemik 

metabolik fonksiyonlarda önemli etkileri olan bir endokrin organ ve aynı zamanda iskelet 

kası, karaciğer ve beyin gibi organlar üzerinde olan etkileri ile organizmanın glukoz ve lipid 

metabolizmasını düzenleyen bir yapı olarak kabul edilmeye başlanmıştır (5). 

Organizmada beyaz ve kahverengi olmak üzere iki çeşit yağ dokusu bulunur. Bu 

sınıflandırma hücre yapısı, yerleşimi, rengi, damarlanması ve fonksiyonlarına göre 

yapılmaktadır (Şekil 1). Her iki yağ dokusu da enerji dengesi ve metabolik regülasyonda rol 

oynamaktadır. Hem beyaz hem de kahverengi yağ dokusu esas lipid yüklü hücrelerden 

oluşur. Beyaz yağ dokusunda tek büyük bir lipid damlacığı var iken kahverengi yağ 

dokusunda multiloküler küçük lipid damlacıkları bulunur. Yağ dokusunun yağ hücreleri 

dışında kalan kısmı stromal vasküler fraksiyon olarak adlandırılır. Stromal vasküler 

fraksiyonda preadipositler ve immun hücreler bulunmaktadır. İmmun hücreler doğal immun 

sistem hücrelerinden monosit, makrofaj, dentritik hücre, mast hücresi, nötrofil ve innate 

immun hücreler ihtiva ederken adaptif immun hücreler olan T hücreler, NK hücreler, B 

hücreleri de yapıda bulunmaktadır. Nörovasküler yapıda kan damarları, lenfatik damarlar ve 

yoğun bir sinir yapısı bulunmaktadır. Sinirler hem duysal hem de sempatik liflerden oluşur. 

Yağ dokusunun sinaptik girişleri nasıl aldığı veya direk olarak inerve olup olmadığı henüz 

netleştirilememiştir (1). 

Kahverengi yağ dokusu özellikle yenidoğanlarda termogenezi sağlayan, yapı olarak 

mitokondriden oldukça zengin multiloküler yağ hücrelerinden oluşmaktadır. Kahverengi 

yağ dokusunda sempatik sinir sonlanmalarından salınan norepinefrin UCP-1 proteininin 

aracılık ettiği bir süreçle termogenezi ve enerji dengesini sağlamaya katkıda bulunur. Beyaz 

adipoz dokunun çeşitli faktörlerle uyarıldığında beyaz yağ dokuda kahverengileşme 

meydana geldiği belirtilmektedir (1, 2).  
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Şekil 1. Yağ dokusu tiplerinin morfolojisi (Blaszkiewicz’den, 1) 

Beyaz yağ dokusu ise yapı olarak kahverengi yağ dokusuna göre oldukça az sayıda 

mitokondri içeren yağ hücrelerinden meydana gelir ve temel fonksiyonu gıdalarla alınan 

fazla enerjiyi triaçilgliserol şeklinde depolamak ve ihtiyaç durumunda mobilizasyonu 

sağlamaktır. Dolayısıyla vücutta enerji deposu olarak görev yapmaktadır. Yağ hücreleri 
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oldukça fazla hipertrofi ve/veya hiperplazi kapasitesine sahiptir. Öyle ki aşırı miktarda yağ 

depolayan bir beyaz yağ dokusu hücresinin tamamına yakını lipid damlacıkları ile doludur. 

Beyaz yağ dokusunun vücuttaki yerleşimi derialtı ve iç organların çevresidir. Beyaz yağ 

dokusu yerleştiği lokalizasyona göre damarlanması, insülin duyarlılığı, inervasyon 

kapasitesi, metabolik ve hormonal kontrolleri ve hücre sayısı yönünden çok farklıdır. Hem 

anatomik innervasyon (fibilerin yoğunluğu veya sublokalizasyonları) hem de reseptörlerin 

nörotransmitter affinitesi yağ depoları arasında farklılık göstermektedir. Beyaz yağ dokusu 

görünenin arkasında sadece trigliserid değil, gerektiğinde trigliseridlerin kolayca mobilize 

ve sekrete olabileceği ilişkili proteinlere de sahiptir. Enerji ihtiyacı olduğunda adipositlerde 

bulunan trigliseridler, lipazlar tarafından hızlıca hidrolize edilerek dolaşıma aktarılırlar (5, 

6). 

Yağ dokusunun santral sinir sistemi ve hormonlara yanıt verebilen, aynı zamanda 

salgıladığı protein yapılı faktörlerle organizmanın metabolik süreçlerinde aktif rol alan 

endokrin bir doku olduğu görüşü leptinin keşfiyle belirmeye başlamıştır (7). Adipoz doku 

neuregulin-4 (NRG4), nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF), free fatty acids (FFA), arachidonic acid (AA), eicosapentaenoic acid (EPA) ve 

prostaglandin-E2 (PGE2) gibi eikosanoidler, çok sayıda peptid hormon ve adipokinler, 

(TNFα), interleukin-1 beta (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6), interleukin-17 (IL-17), adenozin 

gibi sitokinler, aktive makrofajlar(MCP-1), lenfositlerden salgılanan düzenleyici T 

hücreler(Treg) ve doku vaskülaritesini uyaran vascular endothelial growth factor (VEGF) 

salgılar. Aynı zamanda peptid olmayan biyolojik aktif moleküller olarak bilinen aktive lipid 

salınımını da gerçekleştirirler. Afferent sinirlerden salgılanan nörotransmitterler calcitonin 

gene related peptid (CGRP) ve substans P (SP), efferent nöronlardan salgılanan 

nörotransmitterler nörepinefrin (NE), nöropeptid Y (NPY) ve adenozin trifosfat (ATP)tır. 

Tüm bu moleküller dokunun metabolik uyaranlarına göre salgılanma ritmi gösterirken, 

orgnizmanın tamamında ise enerji metabolizmasında düzenleyici etki gösterirler. (Şekil 2, 

3). (8, 9).  
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Şekil 2. Adipoz doku duyusal ve sempatik sinir etkileşim. A: Adipoz doku duyusal sinir 

etkileşimi. B: Adipoz doku semaptik sinir etkileşimi (Guilherme’den, 9).  
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2.2. Yağ Dokusu, Sinir Sistemi ve Denervasyon 

Organizmada enerji alımı, harcanması ve depolanmasının düzenlenmesinde merkezi 

ve otonom sinir sistemi (OSS) birlikte rol oynamaktadır (7). 

Sinir sistemi merkezi ve periferik sinir sistemi olmak üzere iki kısma ayrılır. Merkezi 

sinir sistemini (MSS) oluşturan yapılar beyin ve medulla spinalistir. Periferik siniri sistemi 

ise MSS hariç vücudun diğer kısımlarında inervasyondan sorumlu olan otonom ve somatik 

sinir sisteminden meydana gelir. Somatik sinir sistemi istemli hareketlerin 

gerçekleştirilmesinde etkindir. OSS ise iç organların inervasyonundan sorumludur. OSS 

hava yolu direncini düzenler, kan akış, kan basıncı, vücut ısısı, sindirim, enerji dengesi, sıvı 

hacmi, glandüler sekresyonlar, kalp hızı, bağışıklık sistemi, inflamatuar süreçler, tuz ve su 

dengesi, cinsel işlev, ürinasyon gibi tüm iç organ faaliyetlerini düzenler. Somatik sistem ise 

postür ve denge, hareket, istemli kas hareketlerinin tamamını kontrol etmektedir. OSS 

hormonal kontrole de sahip olan istemsiz vücut fonksiyonlarının sürdürülmesinde görevli 

sistemdir. Sadece sempatik sistem ile inerve olan kan damarları, pineal bez ve adipoz doku 

ile sadece parasempatik inervasyona sahip siliyer kaslarla nazofarengeal glandların dışında 

tüm organlar hem sempatik hem de parasempatik inervasyona sahiptir (10). 

Başlangıçta beyaz yağ dokusundaki kan damarları ile yakın ilişkili katekolaminerjik 

sinir liflerinin yağ dokusunu innerve ettiği bildirilmiştir. Ancak, 1980-1990’lı yıllarda beyaz 

yağ dokusunun doğrudan innerve edildiğini gösteren nöro-anatomik kanıtlar ortaya çıkmış, 

sonrasında yapılan çalışmalarda beyaz yağ dokusunun MSS hücre gruplarından da giriş 

aldığı(efferent) gösterilmiştir. Aynı zamanda beyaz yağ dokusundan çıkan (afferent) 

sinirlerin duysal sinirler olduğu ve bu yolla beyne yağ dokusunun içeriği hakkında bilgi 

götürüldüğü belirtilmektedir (1). Yapılan çalışmalar, yağ dokusunun OSS’nin sempatik 

kısmı tarafından innerve edildiğini destekleyen bulgular sunmaktadır. Son dönemlerdeki 

çalışmalar beyaz yağ dokusunu innerve eden sempatik tellerin karaciğer gibi metabolik 

organları da etkilediğini ortaya atmakta, bu nedenle periferal metabolizmanın eş zamanlı 

kontrolünün sağlanabildiği ifade edilmektedir. Norepinefrin sempatik sinir sisteminin esas 

nörotransmitteridir. Sempatik sistem adipoz dokuda etkisini β3 reseptörleri üzerinden 

göstermektedir (Şekil 3) (9).  
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Şekil 3. Adipoz doku sinyallerinin sistemik metabolizmayı etkilemesi (Guilherme’den, 9) 

Beyin adipoz doku iletişimi iki yolla sağlandığı öne sürülmektedir. İlki adipoz 

dokudan salgılanan adipokinler hipotalamusta iştahın ve enerji metabolizmasının 

düzenlenmesi ile ilgili merkezlere etki gösterir. İkinci yol adipoz dokudaki bulunan ve 

adipoz dokudan beyine sinyal iletiminde görev alan sensörinöral (duysal) nöronlardır. 

Adipoz dokuda yer alan afferent uyarı molekülleri sönsörinöral sinirler aracılığıyla 

periferden MSS’ye bilgi iletirler. İletimde görev alan faktör CGRP (calcitonin gene related 

peptide) adipoz dokuda lipolitik cevabın oluşmasında, immun fonksiyonların 

düzenlenmesinde etkin rol oynar. Sensörinoral iletişim yolu ile beyine iletilen sinyaller 

efferent sempatik liflerle periferik cevabın oluşmasını sağlarlar. Sensörinöral sinirlerin 

uyarılmasını sağlayan adipoz doku kaynaklı moleküller leptinin yanında yağ asitleri, adipoz 

doku kaynaklı nörotropik faktörler(nöregülin-4(NRG4), beyin kaynaklı nörotrofik faktör  
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(BDNF) ve sinir büyüme faktörü(NGF), pre-protein konvertaz1(PCSK1)), vasküler 

endotelyal büyüme faktörü(VEGF), sitokinler(TNF-alfa, IL1β, IL-6, Il-17A), CGRP, 

substans P’dir (3, 11, 12). Obezitede gerek sitokin salınımı gerekse serbest yağ asidi artışı 

dokuda inflamatuvar sitokin salgılanması nedeniyle sensörinöral sinirlerde inflamasyona 

neden olarak beyin-adipoz doku iletişimini bozduğu öne sürülmektedir. Günümüzde 

obezitenin kronik düşük düzey bir inflamasyonla seyrettiği artık kabul edilmiştir (13, 14). 

Adipoz dokuda sempatik inervasyonda görevli molekül olan noradrenalin özellikle 

damarlara yakın bölgede bulunan sempatik sinir uçlarından salgılanmaktadır. Salgılanan 

norepinefrin adipoz dokuda özellikle açlık sırasında lipolizi aktive etmektedir. Adrenal 

bezden salgılanan norepinefrinin lipoliz üzerinde bir etkisi olmadığı belirtilmiştir (2). 

Sempatik lifler adipoz doku parankiminde yer alırlar. Sempatik sinirlerden norepinefrin, 

nöropeptid Y(NPY), ATP, nörotrofik faktörler ((NRG4, nöronal büyüme düzenleyici 

1(NEGR1), NGF, BDNF), yağ asitleri, aktive lipidler, endokanabinoidler, büyüme 

farklılaşma faktörü 15 (GDF15) ve adenozin salgılanmaktadır. Norepinefrin lipoliz, 

termogenez ve doku remodelingini sağlayan en önemli faktördür. ATP özellikle norepinefrin 

indüklü termogeneziste ko-transmitter olarak norepinefrinle birlikte yer almaktadır. NPY 

adipositlerde adrenerjik sinyallere antagonistik özellik göstererek lipolizi baskılamaktadır 

(15, 16). Yağ asitleri ve biyoaktif lipid moleküllerinin adipoz doku üzerindeki etkileri tam 

olarak açıklanamamakla birlikte yağ asidi infüzyonunun sempatik uyarının baskılanması 

şeklinde etkisi olduğu görülmüştür (8, 17). Endokanabinoidler kanabinoid reseptör 1 

üzerinden etki gösteren biyoaktif lipid molekülleri olup metabolik disfonksiyona neden 

olmaktadırlar. Özellikle viseral yağ dokusundaki artışla endokanabinoid düzeyleri arasında 

pozitif ilişki görülmüştür. Hayvan modellerinde CB1 inaktivasyonunun adipoz 

termogenezisini olumlu etkilediği bulunmuştur. (18-21). GDF15 nörotrofik etki göstererek 

beyinde iştah merkezini baskıladığı ileri sürülmektedir (22, 23). Adenozin adipoz dokuda 

termogeneziste etkili olan bir moleküldür ve sempatik sistem üzerine presinaptik 

inhibisyonla norepinefrin salınımını inhibe ettiği belirtilmektedir. Sempatik sistemin adipoz 

dokuda disfonksiyonu obezite ve metabolik hastalıklarla ilişkilendirilmektedir. 

Hiperinsülinemi adipoz dokuda beta3 adrenerjik reseptörleri baskılayarak lipolizi inhibe 

etmektedir. Özellikle beyinde insülin reseptör sinyalinin aşırı olması adipoz dokuya 

iletilecek sempatik sinyalleri azaltmaktadır (24-26).  
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Yağ dokusunda lipidlerin depolanması iki yolla gerçekleşir. Bunlardan ilki 

dolaşımda bulunan lipidlerin (TG) lipoprotein lipaz enzimi ile yıkılıp yağ dokusuna 

alınmasıve hücre içinde tekrar trigliseridlere dönüştürülerek depolanması, diğeri de de novo 

lipid sentezidir. De novo sentezde hücre içinde glukozdan yağ asidi sentezi ve sonrasında 

trigliserid olarak depolanması söz konusudur. Bu anabolik yolların esas düzenleyici 

hormonu insülindir. Bunun yanında katekolaminler de yağ dokusunda lipolitik yolda etkili 

hormonlardır. İnsülin katekolaminlerden daha çok söz sahibi olmasının yanında insülin 

etkisi azaldığında katekolamin etkinliği ortaya çıkmaktadır. Beta adrenerjik reseptör 

uyarımılipolizi artırırken, alfa adrenerjik reseptör uyarımı lipolizi azaltıcı yönde etki 

göstermektedir.Yağ dokusundan adiponektin sentezi de sempatik sinir sistemi tarafından 

baskılanmaktadır (2, 27). 

Beyaz yağ dokusu kütlesindeki değişimler, yağ hücrelerinin hem sayıları ve hemde 

boyutlarının düzenlenmesi ile kontrol edilir. Yapılan çalışmalarda sempatik sinir sisteminin 

yağ hücresi apoptozu üzerine etkisi belirgin değilken hücre proliferasyonu ve farklılaşmasını 

ise kontrol ettiğini göstermiştir. Ortaya çıkan bulgular sempatik aktivasyonun beyaz yağ 

dokusunun gelişimini baskıladığı yönündedir (2). 

Denervasyon çalışmaları 1960’lı yıllarda sempatik sinir denervasyonları ile 

kullanılmaya başlanmıştır. İlk çalışmalar 6-hidroksidopamin(6-OHDA) kullanılarak 

kimyasal denervasyon uygulanması şeklinde başlanmıştır (28). Denervasyon deneyleri sinir 

sisteminin dokular üzerindeki etkisini incelemek amacıyla yapılmaktadır. Denervasyon 

deneyleri sinir sisteminin yağ dokusu üzerindeki etkilerini incelemek için in vivo olarak 

yapılan ilk çalışmalardır ve tarihçesi 1961’lere dayanmaktadır (29). İlk çalışmalar sempatik 

sistemin doku üzerindeki genel etkilerine yoğunlaşmıştır. Denervasyonda sinir lifleri cerrahi 

veya farmakolojik olarak devre dışı bırakılır. Cerrahi denervasyon yağ dokusunda nöral 

giriş-çıkışı optimal düzeyde ortadan kaldırmaktadır. Cerrahi denervasyon uygulama 

açısından zorluk içeren bir yöntemdir. Cerrahi denervasyonla birlikte hem duysal hem 

sempatik sinirler kesilmektedir. Bu nedenle teknik olarak bir grup sinire özel bir yöntem 

değildir. İşlem sırasında çevre doku ve damar yaralanmaları arzu edilmeyen yan etkileridir. 

Ancak olumsuz yönlerine rağmen etkiliği %100 olan bir yöntemdir. Farmakolojik 

denervasyon seçici ve istenen lokalizasyonda denervasyona olanak sağlar. Bu amaçla 

kullanılan ajanlar 6- OHDA, norepinefrin depolanan vezikülleri harap eder, oksidatif stres 
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oluşturur ve sinir membranlarında dejenerasyona neden olur. 6-OHDA 10-20 kez 1-2 μL 

miktarında olmak üzere doku üzerine enjekte edilir. Enjeksiyon başarısı önemli bir etkendir. 

Etkisi enjeksiyondan sonra 24 saat içinde görülür ancak %100 etkili değildir, 

etkinliği %60civarında kalır. Yaklaşık 4 hafta sonra ise doku rejenerasyonu nedeniyle etkisi 

geri döner. Bu nedenle dört haftadan uzun süreli denervasyon deneyleri için uygun bir 

yöntem olarak kabul edilmemiştir (30-32). Bir diğer ajan guanetidindir. Guanetidin 

postgangliyonik sinir ucunda norapinefrinin yerine geçerek sinir ucundan norepinefrinin geri 

alımını engeller. Yani norepinefrin ile yarışır. Bu nedenle guanetidin, direk hücreyi 

parçalayan 6-OHDA’ya göre daha güvenli bir denervasyon sağlamaktadır. Aynı zamanda 

duysal inervasyonu etkilememektedir. Uygulama yöntemi 6-OHDA ile benzerdir. Etkisi ise 

2 haftada ortaya çıkmakta ve literatürde etkinliğinin %20-80 arasında değiştiği 

belirtilmektedir (33-40). Duyusal denervasyon için kullanılan kapsaisin duysal sinirlerde 

vaniloid reseptörlere sitotoksik etki göstererek denervasyona neden olur (1). Sitotoksik 

etkisini hücre içine kalsiyum ve sodyum iiyonları girişini artırarak gösterir. Kapsaisin 

dokuya çoklu şekilde 20µg/µL miktarında enjekte edilir. Duyusal afferent sinirleri 

etkilerken, efferent sinirlere etkisiyoktur. Bu açıdan sadece duysal denervasyon hedeflenen 

çalışmalarda kullanılmış biryöntemdir. Etkisinin %40’ı iki hafta içinde ortaya çıkmaktadır, 

etkinliği ise cerrahi denervasyona göre en fazla %80 olarak gösterilmiştir (28, 41-44). 

Adipoz doku metabolizması ve fonksiyonlarının nöral sistem tarafından nasıl 

denetlendiğine yönelik yapılan çalışmaların çoğunda cerrahi denervasyon tercih 

edilmektedir. Doku üzerinden nöral etki kaldırıldığı zaman beyin-yağ dokusu iletişimi 

kesilmesinin metabolik süreçlerde bozulmayı beraberinde getirdiği gösterilmiştir. Subkutan 

yağ dokusu denervasyonu birçok taraftan sinir sonlanması aldığı için oldukça zordur. Ancak 

retroperitoneal yağ doku denervasyonu bu anlamda daha lokalize olduğundan denervasyon 

çalışmalarında öne çıkmıştır (45). 

Ratların beyaz yağ dokusuna yapılan sempatik denervasyon çalışmalarında, 

obezitede gözlenildiği gibi, öncül yağ hücrelerinin ve olgun yağ hücrelerinin sayısının 

önemli miktarda artmasını ve TG depolanmasını tetikleyerek yağ pedlerinde belirgin bir artış 

olduğu gözlemlenmiştir. (45-47). Benzer şekilde duyusal denervasyonda da yine yağ doku 

toplam kütlesinde artış meydana gelir ancak burada yağ hücre sayısı artışından ziyade, 

hücrenin boyutunda bir artışın ön planda olduğu ileri sürülmüştür (43, 47). Ayrıca, 
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norepinefrinin in vitro olarak adiposit öncül hücrelerinin proliferasyonu inhibe ettiği 

belirtilmektedir (48). 

2.3. Karbonik Anhidrazlar 

Karbonik anhidrazlar (CA EC. 4.2.1.1) aktif bölgesinde prostetik grup olarak üç 

aminoast kalıntısı tarafından koordine edilen Zn+2 içeren ve canlılarda yaygın olarak 

bulunan enzimlerdir. CO2 hidrasyonu ve HCO3- dehidrasyonunu geri dönüşümlü olarak 

katalizlemektedir. Karbonik Anhidraz vücut sıvılarında solunum, asit-baz dengesinin 

sağlanması, H ve CO2 dengesi, kemik ve diş rezorbsiyonu, kalsifikasyon, iyon transportu, 

elektrolit salgısı gibi fonksiyonları icra ederek dokularda birçok önemli rol oynar. Bilinen 

en temel fonksiyonu CO2’nin hücreden dışarı atılmasındaki rolüdür. Kan dolaşımında 

eritrositlere giren CO2’nin %90’ı karbonik anhidrazlar tarafından bikarbonata 

dönüştürülmektedir. Akciğerlerde bikarbonat tekrar CO2’e dönüştürülerek solunum havası 

ile dışarı atılmaktadır. Metabolik fonksiyonlarda karboksilasyon reaksiyonlarında 

bikarbonat sağlayıcısı olarak görev yapan karbonik anhidrazlar glukoneogenezis, 

lipogenezis ve üreogenezis yollarında aktif rol almaktadır. Bu yolaklarda sırasıyla pirüvat 

karboksilaz (PK), Asetil CoA Karboksilaz (ACC) ve Karbomoil fosfat sentetaz I ve II (CPTI 

veCPTII) enzimlerine bikarbonat substratı sağlamaktadırlar. Organizmada bikarbonat 

karbonik anhidraz bağımlı olarak sentez edilen bir substrattır (49). Kalsifikasyon gerektiren 

biyolojik olaylarda da karbonik anhidraz karbon tutulumunda görev alan enzimdir. Örneğin 

kemik ve diş kalsifikasyonlarında veya deniz mercanlarında CaCO3 birikimi için karbonik 

anhidraz enzimleri rol almaktadır (50, 51). 

Karbonik anhidraz gen ailesi α, β, γ, δ, ζ, η, θ, ι olarak adlandırılmış sekiz üyeden 

oluşur. Birçok organizma birden fazla gen ailesine sahipken insanda karbonik anhidrazı 

yalnızca α-CA gen ailesi tarafından kodlanır. (52-54). Karbonik anhidrazların memelilerde 

tanımlanmış 15 farklı izoenzimi vardır (56). Aktif olan oniki izoform (CA I-VA, VB, VI, 

VII, IX ve XII-XV) ve inaktif üç izoformdan (VIII, X, XI) ibarettir. CA I, CA II, CA III, 

CAVII, CA XIII sitozolde, CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV hücre membranında, CAVA 

ve VB mitokondride bulunur ve CAVI tükürükle salgılanır. CA VIII, X ve XI çinko ihtiva 

etmez, inaktif formlardır. Bu enzimler farklı aktivitelerini aktif bölgelerinde bulunan 

aminoasit farklılıkları ile gösterirler (49, 55). Karbonik anhidraz izoenzimleri protein 
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yapıları birbiri ile yüksek oranda homoloji göstermektedirler. Aktif bölgelerindeki aminoasit 

farklılıkları aktivitelerini etkilemektedir. CO2 hidrasyon hızı ile değerlendirildiğinde CA II,  

IV, VB, VII, IX yüksek hirasyon aktivitesine sahipken, CA III düşük aktiviteye 

sahiptir, diğerleri ise orta düzeyde hidrasyon aktivitesine sahiptirler. Karbonik anhidraz 

izoenzimleri vücutta yaygın doku dağılımı gösterirler. Doku dağılımları ve lokalizasyonları 

tablo 1’degösterilmiştir. 

Tablo 1. CA izoenzim hücre lokalizasyonları ve doku dağılımları (Chegwidden’den, 

57). 

İzoenzi

m 
Lokalizasyon Doku dağılımları 

CA I Sitozolik 
Kan, barsak, göz, ter bezleri, adipoz doku, barsak 

myoepitelyal hücreler, adreal bez zona glomeruloza 

CA II Sitozolik Yaygın 

CA III Sitozolik 
İskelet kası, yağ dokusu, uterus, eritrosit, akciğer, kolon, 

prostat, testis 

CA IV Membrana bağlı Böbrek, akciğer, pankreas, barsak, göz, kapiller endotel 

CA VA Mitokondriyal Karaciğer 

CA VB Mitokondriyal Yaygın 

CA VI Sekretuvar Tükürük bezleri, meme bezleri 

CA VII Sitozolik 
Santral sinir sistemi, aynı zamanda tüm dokularda az 

miktarda bulunur 

CA 

VIII 
Sitozolik 

Beyin, özellikle serebellum purkinje ücrelerinde ve yaygın 

olarak az miktarda tüm dokularda 

CA IX Membrana bağlı Çeşitli tümör dokuları, gastrik mukoza 

CA X Sitozolik Beyin 

CA XI Sitozolik Beyin ancak düşük miktarda tüm dokularda bulunur 

CA XII Membrana bağlı Yaygın ancak özellikle böbrek, kolon, prostatta bulunur 

CA 

XIII 
Sitozolik Böbrek, beyin, akciğer, barsak, reprodüktif organlar 

CA 

XIV 
Membrana bağlı Özellikle böbrek ve kalpte ancak yaygın olarak bulunur 
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Karbonik anhidrazların izoenzimlerinden CA II, IV, VII solunum ve asit baz 

düzenlenmesinde; CA II, IV, VII görmede; CA II kemik rezorbsiyonunda; CA II ve V 

metabolik süreçlerde; CA II ve III kas iskelet fonksiyonlarında; CA IX ve XIII tümör 

gelişimde rol oynarlar. En yaygın olarak bulunan CA II genel olarak tüm süreçlerde görev 

almaktadır. CA I eritrositlerde CA II’den yaklaşık beş-altı kat fazla miktarda bulunmasına  

rağmen aktivitesi CA II’nin yaklaşık %15’ i kadardır. Karbonik anhidrazların birçok 

hastalıkla ilişkili olduğuna dair çalışmalar mevcuttur (Tablo 2). 

Tablo 2. CA izoenzimlerinin ilişkili olduğu hastalıklar 

CA 

İzoenzimi 
İlişkili hastalıklar 

CA I 

Yüksekliği: Meme kanseri, küçük hücreli akciğer kanseri, 

prostat kanseri,sepsis, şiştozomiyazis, diyabetik nefropati (58-

63). 

CA II 

Eksikliği: osteopetrozis, renal tübüler asidoz ve serebral 

kalsifikasyon(58).Otoantikorlar: Aterosklerotik plak 

(64) 

Yüksekliği: gastointestinal stromal tümörler (65), Alzheimer, epilepsi, 

pulmoner hipertansiyon, psödotümör serebri, akut dağ hastalığı (66-

71) 

CA III Düşüklüğü: Etanole bağlı karaciğer hasarı (72-73). 

CA IV Yüksekliği: Akut myokard hasarı, pankreatit (74-75) 

CA V 

Eksikliği: Neonatal ve erken çocukluk döneminde açıklanamyan 

letarji, hiperlaktatemi ve hiperamonyemi (76). 

Yüksekliği: Pankreatik kanserler 

CA VI 

Diş çürüklerinde ağız içi sıvısında miktarının arttığı (77-79) 

Otoantikorlar:ağız kuruluğu ile seyreden primer veya 

sekonder nedenliSjögren’s hastalığında tükürükte (80,81). 

CA VII Yükseklikği: Kolorektal kanserlerde (82). 

CA IX 

Meme, böbrek, kolon, over, baş boyun tümörleri, pankreas ve akciğer 

kanserleri gibi hipoksik solid tümörlerde ekspresyonunun artışı (83-

92) 

CA XII 
İnvaziv meme kanseri ve çeşitli solid tümörlerde, 

glokomda ekspresyonunda artış (93-97) 

CA XIII 

Kolorektal kanserlerde ekspresyonun azalmış (Kummola L., 

2005), Otoantikorlar: primer ve sekonder Sjögren’s sendromu 

(98) 

CA XIV 

Glioma, melanoma, karaciğer ve uterus kanser tiplerinde 

ekspresyonunda artış ve nöronlarda otoakntikorunun tespit edildiği 

(99- 101) 
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2.3.1. CA II, CAVA, CAVB 

İnsan karbonik anhidraz-II (hCA-II), rapor edilen on beş hCA izoformu arasında en 

baskın fizyolojik izoformdur. Bu izoform beyin, böbrek, mide mukozası, osteoklastlar, 

RBC'ler, iskelet kası, testisler, pankreas, akciğerlerde bulunur. Ayrıca retina ve lens gibi 

gözün farklı anatomik ve hücresel bölgelerinde yüksek kullanılabilirliği nedeniyle, göz içi 

basıncının düzenlenmesinde diğer on iki katalitik olarak aktif hCA izoformundan daha 

belirgin bir rol oynar (102). 

Lipogenezle ilişkili olan yönü CA II sitozolde asetil-KoA karboksilazın substrat 

sağlayıcısı olmasıdır. Karbonik anhidrazın CA VA ve VB izoformları hem omurgalılarda 

hem de omurgasızlarda mitokondrilerde bulunur ve ürogenez, glukoneogenez ve lipogenez 

gibi biyosentetik süreçlerde rol alırlar. Bu izoenzimler tarafından katalizlenen reaksiyonlar 

mitokondride pirüvat karboksilaza ve karbomoil fosfatsentetaz I ve II’ye bikarbonat substratı 

sağlayıcısıdır. De novo lipogenezde gerekli olan asetil-KoA’nın mitokondriden sitozole 

taşınması gerekir (Şekil 4). Ancak bilindiği üzere mitokondri membranı asetil-KoA’ya 

geçirgen değildir. Bu nedenle, mitokondri dışına çıkmak için okzaloasetatla birleşerek sitrat 

oluşturur, sitrat özel taşıyıcısı ile mitokondri membranından sitozole kolaylıkla taşınır. Bu 

yolda okzaloasetat, pirüvatın karboksillenmesi ile oluşmaktadır. Burada karboksilleyici 

enzim olan pirüvat karboksilaz ile reaksiyonu gerçekleştirirken substrat olarak bikarbonata 

ihtiyaç duymaktadır. Bikarbonat sağlayıcısı isemitokondride CA VA ve CAVB’dir. Diğer 

taraftan sitrat sitozolde sitraz liyaz tarafından asetil-KoA’ya dönüştürülür. Asetil-CoA de 

novo lipid sentezi için gerekli olan temel bileşik olup asetil-KoA karboksilaz enzimi ile 

malonil-CoA’ya dönüştürülmektedir. De novo lipid sentezinde hız kısıtlayıcı basamak olan 

bu reaksiyonda yine substrat olarak bikarbonat gerekmektedir. Sitozoldeki substrat sağlayıcı 

olan enzim ise CA II’dir. Sonuç olarak enerji metabolizmasında, de novo lipid sentezi yapan 

dokulara karbonik anhidraz izoenzimlerinden CAVA ve VB mitokondride pirüvat 

karboksilaz için, CA II izoenzimi sitozolde asetil-Co Akarboksilaz için gereken bikarbonat 

substratını sağlar (49). 
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Şekil 4. Liogenez ile ilişkili yolaklar. PEP: fosfoenolpirüvat, PK: pirüvat kinaz, 

MPT: mitokondri pirüvat taşıyıcısı, PDH: pirüvat dehidrogenaz, PC: 

pirüvat karboksilaz, PEPCK: posfoenolpirüvat karboksikinaz, MDH; 

malat dehidrogenaz, AKK: aetil-koa karboksilaz. (Valle’den, 103) 

 Obezitede de novo lipogenezisi baskılayarak antiobezite çalışmalarında asetil-KoA 

karboksilazın baskınlanmasından ziyade mitokondriyal pirüvat karboksilaz baskılanmasının 

obeziteyi önlemede daha etkin olabileceğine dair sonuçlar bildirilmiştir. CA üzerinden 

pirüvat karboksilaz baskılandığında mitokondriyal sitrat konsantrasyonun azaltıldığı, asetil-

KoA enziminin baskılanması ile tam tersi olarak sitrat konsantrasyonun arttığına dair 

çalışmalar mevcuttur (104, 105). CA VA ve VB mitokondride benzer fonksiyona sahip iki 

izoenzim olması akıllara aralarında fonksiyonel olarak bir fark olup olmadığı sorusunu 

getirmektedir. CAVA ve VB üzerinde yapılan bir araştırmada CA VA ve VB genlerinde 

knock-out edilmiş, CAVA null farede normal fareye göre daha zayıf bir üreme gözlenmiştir. 

Devamında beslenmedesteği verilen null farelerde kan amonyak düzeyi yüksek, glukoz 

düzeyi ise normal olarak gözlenmiştir. CA VB null fareler ile yapılan çalışmada normal bir 

büyüme, normal kan amonyak ve açlık glukozu düzeylerine sahip olduğu gözlemlenmiştir. 

Her iki geni de silinmiş(double-knockout-DKO) olan farelerde ise şiddetli büyüme-gelişme 

problemleri ve yalnızcaCA VA null fareye göre çok daha şiddetli bir amonyak düzeyi 

izlenmiştir. Ayrıca bu farelerebeslenme desteği verildiğinde de yeterli derecede büyüme elde 

edilememiştir. DKO farelerdeyaşam süresinin kısaldığı ve açlık kan glukoz düzeyinin de 

belirgin derecede düşük seyrettiğisaptanmıştır. CA VA ve VB birlikte hem ürogenezis hem 
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de glukoneogenezis yolaklarına katkısağladıkları, CA VA’nın ürogeneziste daha etkin rol 

oynadığı sonucuna varılmıştır (106). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler 

Bu çalışmada kullanılan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve aletleri üretici firmaları 

ile birlikte Tablo 3’te listelenmiştir 

Tablo 3. Kullanılan cihazlar, malzemeler ve aletler 

Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler Üretici Firma 

Etüv Gallenkamp 

Vorteks Nüve, NM 110 

ELISA pleyti Bioscience 

Real Time PCR Cihazı Roche Light Cycler 480 II 

Santrifüj Eppendorf 

Mağnetik karıştırıcı Ikamag RH 

Otomatik pipetler Eppendorf Research 

pH metre Hanna Instruments 

El Homojenizatörü Qiagen TissueLyser II 

Saf su cihazı Aquatron 4 AD 

Hassas analitik terazi Metler Toledo AB 204-S 

Mikropleyt okuyucu VERSA max 

Deney tüpleri SH & GLASS 

Soğutmalı santrifüj Allegra 64R Centrifuge 

Thermocycler PE Biosystem 

Nanodrop Thermo 

Derin dondurucu Thermo -86 ºC 

Steril DNAaz, RNAaz free pipet uçları Greiner 

Çalkalayıcı Nüve SL 35 

ELISA yıkayıcısı Biotek0 
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3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Kullanılan kimyasal maddeler Tablo 4’te verilmiştir. 

Tablo 4. Kullanılan kimyasal maddeler ve üretici firmalar 

Kullanılan kimyasal madde Üreitci firma 

Dietil prikarbonat (DEPC) Sigma 

Sodyum karbonat (Na2CO3 ) Lancaster 

Etanol Lancaster 

Potasyum klorür (KCl) Merck 

Asetik asit (CH3COOH) Merck 

Sodyum klorür (NaCl) Sigma 

İzopropil alkol Merck 

Disodyum Dihidrojen Fosfat (Na2HPO4 

2H2O) 
Sigma 

Etidyum bromür Merck 

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Sigma 

Sülfürik asit (H2SO4) Merck 

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) Merck 

Carlo Triton X-100 Merck 

Fosforik Asit (H3PO4) Sigma 

Tris-HCl Sigma 

Hidroklorik asit (HCl) Merck 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) AppliChem 

Kloroform Merck 

NaCl Sigma 
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3.3. Kullanılan Ticari Kitler 

Kullanılan ticari kitler ve üretici firmaları Tablo 5’te verilmiştir. 

Tablo 5. Kullanılan ticari kitler ve üretici firmaları 

Kullanılan ticari kitler Üretici firma 

Rat NE ELISA kiti IBL- Lot no: END171 

Tripure RNA izolasyon kiti 
Invitrogen 

Katalogno:11667165001 

GenEluteTM Mammalian 

Total Miniprep kiti 

Katalog no: TN70 (Missouri, 

ABD) 

DNAaz I çözeltisi Qiagen (Almanya) 

cDNA sentez kiti Roche- Kat.no 04896866001 

DNA Master SYBR Green I Roche- Kat.no 12239264001 

Rat Car2 primer IDT 

Rat Car5A primer IDT 

Rat Car5B primer IDT 

Rat G6PDH primer (housekeeping) IDT 

3.4. Yöntem 

Çalışmamızda kullanılan sıçanlar, Karadeniz Teknik Üniversitesi (KTÜ) Tıp 

Fakültesi Cerrahi Uygulama ve Araştırma Merkezinden temin edildi. Yapılan deneylerin 

tümü Karadeniz Teknik Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun onayı ile 

yapıldı (protokol no: 2018/41). 

3.4.1. Deney Gruplarının Oluşturulması 

Projede kullanılacak 16 adet erkek Sprague-Dawley ırkı 180-210 gram ağırlıklarında, 

4-6 haftalık erkek sıçanlar, Karadeniz Teknik Üniversitesi Deney hayvanları biriminden 

temin edilip yine aynı yerde deneyler için barındırılıp beslendi. Yem ve su ise ad libitum 

olarak verildi. Sıçanlar rastgele her grupta 8 adet sıçan olacak şekilde 2 gruba ayrılıpkiloları 

belirlendi. 
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1. Grup: Sağ retroperitoneal yağ dokusu tamamen denerve edildi ve 1 ay sonra 

sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yağ dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak 

kullanılmak üzere alındı). 

2. Grup: Sağ retroperitoneal yağ dokusu tamamen denerve edildi ve 3 ay sonra 

sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yağ dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak 

kullanılmak üzere alındı). 

Sıçanların anestezi altında batınları açıldı, sağ retroperitoneal yağ pedlerini innerve 

eden sinir lifleri cerrahi olarak kesildi ve yağ pedleri ile bağlantıları kalmayacak şekilde 

işlem yapıldı (47, 107) Sol retroperitoneal yağ dokusunun sinir liflerine ulaşmak için gerekli 

manipülasyonlar yapıldı, ancak kontrol olarak kullanılacağından bu dokuda denervasyon 

işlemi gerçekleştirilmedi. Daha sonra batınları dikilerek kapatıldı. Kontaminasyonu 

engellemek için, tüm hayvanlara batın kapatılmadan önce tek doz penisilin 1:2 oranında 

seyreltilerek batın içi uygulandı. 

Birinci grup ratlar bir ay sonra, ikinci grup ratlar üç ay sonra tartıldı ve sakrifiye 

edildi. Her iki retroperitoneal yağ dokuları çıkarıldı ve dokular tartıldı. Tartımdan hemen 

sonra dokular DNAaz, RNAaz içermeyen steril ependorflara konuldu. Norepinefrin tayini 

için alınan doku örneği ölçüm yapılana kadar -80 ºC saklandı. Car2, Car5A ve Car5B gen 

expresyonu için alınan dokular sıvı azotta saklandı ve aynı gün RNA izolasyonu yapılıp 

cDNA sentezi gerçekleştirildi ve bu haliyle -80 ºC de saklandı. 

3.5. Dokuda Norepinefrin Ölçümü 

Doku norepinefrin tayini ELISA yöntemi ile yapılmıştır. Norepinefrin tayini IBL 

marka kit ile (Lot no: END 171) kit içeriğinde belirtilen protokole göre yapıldı. Doku önce 

homojenize edildi, daha sonra ekstrakte edildi ve ELISA protokolü uygulandı. 

3.5.1. Norepinefrin Ölçümünde Kullanılan PBS Çözeltisinin Hazırlanması 

PBS (10 mM, pH 7.4) 8.02 g NaCl, 0.18 g KCl, 0.863 g Na2HPO4, 0.471 g NaH2PO4  

tartılarak  900 mL saf suda çözüldü. pH’sı 1 M NaOH ile 7.4’e ayarlanarak saf su ile son 

hacim 1 L’ye tamamlandı. PBS tamponu çalışmadan 1 gece önce hazırlanıp +4oC’de 

bekletildi. 
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3.5.2. Homojenizasyon Aşaması 

Retroperitoneal yağ dokusundan yaklaşık 150 mg ependorf içine alındı ve ependorf 

içine 1mL soğuk PBS tamponu konuldu. İşlemler buz içinde yapıldı. Ependorf içine +40C’de 

bekletilen manyetik bilye konuldu, Qiagen TissueLyser II cihazında 3000 rpm’de 20 dakika 

homojenize edildi. Homojenat 3 tabaka halinde görüldü. En üstte yağ tabakası(supernatan), 

ortada infranatan ve altta az bir kısım (cidara yapışık vaziyette görünen) hücre tabakası. 

İnfranatan kısmı kullanılmak üzere ependorflara alındı. 

3.5.3. Doku Norepinefrin Tayin Aşaması 

Önerilen protokole uygun olarak örnekler extraksiyon işlemine tabi tutuldu. Prosedür 

aşağıda belirtilen basamaklara uygun olarak gerçekleştirildi. 

Ekstraksiyon protokolü: 

1. Ekstraksiyon pleytinin ilgili oyukları içine her Standart, Kontrol ve ekstraksiyon 

numunesinden 20 µL pipetlendi. 

2. Her kuyucuğa 1 mL Ekstraksiyon Tamponu pipetlendi. 

3. Plaka yapışkan folyo ile kaplandı. 

4. Bir orbital çalkalayıcıda (600-900 rpm) oda sıcaklığında (18-25°C) 30 dakika 

ekstrakte edildi. (Ekstraksiyon sırasında sıvının yüzeyi yapışkan folyoyu 

ıslatmalıdır, ancak sıvı seviyesi kuyunun 2 / 3'ünü geçmemelidir. (Sıçraması 

sonuçları etkilemez.). 

5. Folyo çıkarıldı, kuyucuklardaki sıvı döküldü. Her kuyucuğa 2 mL bidistile su 

eklendi ve plaka yeni yapışkan folyo ile kapatıldı. 

6. Bir orbital çalkalayıcıda (600-900 rpm) oda sıcaklığında (18-25°C) 5 dakika 

çalkalandı. 

7. Beşinci aşama tekrarlandı. 

8. Her kuyuya 150 µL Ekstraksiyon Tamponu ve 50 µL Acylation Reagent 

pipetlendi, pipetlemeden hemen sonra karıştırıldı. 

9. Orbital bir çalkalayıcıda (400-600 rpm) oda sıcaklığında (18-25°C) (yapışkan 

folyo olmadan) 20 dakika ekstrakte edin. 

10. Beşinci aşama tekrarlandı. 

11. Altıncı aşama tekrarlandı. 

12. Beşinci aşama tekrarlandı. 
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13. Her kuyucuğa 300 µL Release Buffer pipetlendi.  

14. Orbital çalkalayıcıda (400-600 rpm) oda sıcaklığında (18-25°C) (yapışkan folyo 

olmadan) 30 dakika çalkalandı. 

Hazırlanan örnekler için önerilen uygulama aynı gün test edilmesidir. Bu mümkün 

değilse, gece boyunCA II 2-8 °C'de yapışkan folyo ile kaplı halde saklanması önerilmekte 

olduğundan hazırlanan ekstraksiyonlar ekstraksiyon pleytinde 2-8°C'de bir gece saklandı. 

Ekstrakte edilen örnekler ELISA protokolüne uygun olarak çalışıldı. Norepinefrin 

standart grafiği Şekil 5’te verilmiştir. Sonuçlar g yaş doku başına verilmiştir. 

 

Şekil 5. Doku norepinefrin düzeyi standart grafiği 

3.6. Yağ Dokusunda Total RNA İzolasyonu 

3.6.1. Total RNA İzolasyonunda Kullanılan Dietilpirokarbonat (DEPC)’ın Hazırlanışı: 

%97’lik stok DEPC’den %0.1’(v/v)’lik 500 mL DEPC’li su hazırlandı ve 2 saat 

süresince 370C’de inkübe edildi. Ardından 20 dk otoklavlandı. Eldi edilen çözeltinin 

bozulması ve ışıktan etkilenmemesini engellemek için +4oC’de koyu renkli şişede saklandı. 

Retroperitoneal yağ dokularının parçalanması ve tartımı süresince kullanılan tüm 

malzemeler distile su ve ardından, dokulardan total RNA izolasyonu aşamasındaki 

muhtemel RNA kaybını azaltmak amacıyla, DEPC’li su ile muamele edilerek kullanıldı.  

3.6.2. Retroperitoneal Yağ Dokusundan Total RNA İzolasyonu 
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İzolasyon Guang ve Yang’ın geliştirdiği yöntem ile Tripure RNA İzolasyon Kiti ve 

GenEluteTM Mammalian Total Miniprep kiti içeriğinde kullanılan malzemelerle aşağıda 

verilen aşamalarda gerçekleştirildi. 

DNAaz I çözeltisi: Qiagen firması DNAaz seti içinde bulunan reaktifle hazırlandı. 

Liyofilize DNAaz I 550 µL DEPC’li su ile hafifçe karıştırılarak çözüldü. 

DNAaz çalışma çözeltisi: 0.15 M NaCl (Sigma) ile 1:7 oranında karıştırılmasıyla eldi 

edildi. Bu aşamada DNAaz denatüre olmasını engellemek için vorteksleme yapılmamalıdır. 

(Burada RDD tamponu ile hazırlanması önerilmekle birlikte elimizde RDD tamponu 

olmadığından NaCl kullanıldı) 

İzolasyon Basamakları 

1. 1.5 mL RNAaz içermeyen reaksiyon tüpüne yaklaşık 300 mg yağ dokusu 

konuldu. Üzerine 1 mL Tripure izolasyon reaktifi (Roche, İsviçre) eklendi ve el 

homojenizatörü yardımıyla 30 saniye boyunca homojenize edildi. 

2. Tüpler 20 dk oda sıcaklığında bekletildi ve ardından 12000 g’de 4 0C’de 10 

dakika santrifüj edildi. Üstteki yağ tabakası atıldı. Ortada kalan hafif pembe 

renkli tabaka RNAaz içermeyen başka tüpe alındı. 

3. Üzerine 200 µL kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca elde kuvvetlice 

çalkalandı (vorteksleme yapılmaz) 

4. Oda sıcaklığında 15 dk bekletildi. Ardından 12000 g’de 4 0C’de 15 dakika 

santrifüj edildi. 

5. Üstte kalan renksiz faz reaksiyon tüpüne alındı ve kendi hacmi kadar %70’lik 

etanol eklendi, vorteksleme yapıldı. 

6. Bu GenEluteTM Mammalian Total Miniprep kitine geçilir. Etanol içeren 

karışımın 700 µL’si kit içeriğinde bulunan filtrasyon kolonuna yüklendi ve 

12000 g’de 4 0C’de 18 saniye santrifüj edildi. 

7. Kolona 250 µL yıkama çözeltisi eklendi ve yine 12000 g’de 4 0C’de 18 saniye 

santrifüj edildi. 

8. Kolona 80 µL DNAaz stok çözeltiden elde edilen DNAaz I çözeltisi eklendi, 15 

dakika inkübe edildi, vortekslendi.  
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9. 250 µL yıkama çözeltisi eklendi ve yine 12000 g’de 4 0C’de 18 saniye santrifüj 

edildi. 

10. Kolon kit içeriğinde bulunan yeni toplama tüplerine alındı. 

11. Kolona 500 µL yıkama çözeltisi II eklendi ve 12000 g’de 4 0C’de 18 saniye 

santrifüj edildi. Bu işlem iki kez tekrarlandı. Alttaki sıvı kısım atıldı. 

12. Boş kolon kolonda kalan etanolün uzaklaştırılması için 12000 g’de 2 dakika 

santrifüj edildi. 

13. Kolon reaksiyon tüpüne konulduktan sonra 60 0C’de ısıtılan elüsyon çözeltisinin 

100 µL’si kolonun merkezine gelecek şekilde pipetlendi ve hafifçe vortekslendi. 

14. Kolon 600C’de 3 dakika bekletildi, 12000 g’de 2 dakika santrifüj edildi. 

15. Elde edilen RNA numuneler RNAaz/DNAaz’dan yoksun reaksiyon tüplerine 

alındı. 

3.6.3. Total RNA İzolasyonu Sonucu Elde Edilen RNA Miktarının Belirlenmesi 

Elde Edilen RNA’ların konsantrasyonları ve saflığının belirlenmesi için bir gösterge 

olan A260/A280 oranı NanoDrop kullanılarak belirlendi. İzole RNA’lar elüsyon 

çözeltisinde çözüldüğü için, ölçümde kör olarak elüsyon çözeltisi kullanıldı. Total RNA 

numuneleri ng/µL cinsinden hesaplandı. Saflık oranı 1.8 civarında bulundu. 

3.7. Total RNA’dan komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi 

Elde edilen Total RNA’lardan cDNA sentezi Roche(İsviçre) marka “Transcriptor 

First Strand cDNA Synthesis kit prosedürüne uygun şekilde gerçekleştirildi. İzole edilen 

RNA numuneleriden cDNA sentezi için aşağıdaki işlemler yapıldı. 

cDNA sentezi için gerekli karışım 1.5 mL’lik RNAaz/DNAaz’dan yoksun reaksiyon 

tüplerinde Tablo 6’da verilen reaktifler kullanılarak hazırlandı.  

 

 

Tablo 6. cDNA sentezi hazırlığında kullanılan reaktifler ve miktarları 

Raktifler Hacim (µL) 

Su 1 
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Tampon 4 

RNAaz İnhibitörü 0.5 

dNTP karışımı (10 mM) 2 

Random Hekzamer Primer 2 

Revers Transkriptaz (20 U/ µL) 0.5 

Numunelerden elde edilen 10 µL total RNA’ya hazırlanan karışımdan 10’ar µL 

eklendi. PCR cihazı 250C’de 10 dk, 550C’de 30 dk ve 850C’de 5 dk olacak şekilde 

programlandı. Hazırlanan numuneler cihaza yüklendi ve reaksiyonların sonucunda total 

RNA’dan cDNA sentezi gerçekleştirildi. Oluşan cDNA konsantrasyonları (ng/µL) ve saflığı 

Nanodrop cihazında 1.8 civarında olduğu tespit edildi. -80 0C’de gen expresyonu yapılana 

kadar saklandı. cDNA’ların konsantrasyonları 100 ng/µL‘ye seyreltildi. 

3.8. RT-PCR 

Gen expresyonu Light Cycler® 480 cihazında, SYBR Green I Master Kiti (Roche) 

ile gerçekleştirildi. Her bir gen expresyonu için; aşağıdaki Tablo 7’ye göre RT-PCR karışımı 

hazırlandı. 

Tablo 7. RT-PCR karışımı hazırlanması 

Reaktif Hacim (1 örnek için gerekli olan) 

SYBR GreenER qPCR Supermix 10 

10 µM ileri primer 1 

10 µM geri primer 1 

Nukleaz free su 3 

cDNA (100 ng/mL) 5 

Gen expresyonu için kullanılacak primer dizilimleri https://genome.ucsc.edu, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder ve http://bioinfo.ut.ee/primer 3-0.4.0 programları 

kullanılarak rat genomuna göre tasarlandı. Gen expresyonu analizlerinde, CA II için Car2,  

CarVA için Car5A, CAVB için Car5B ve housekeeping olarak G6PDH kullanıldı. 

Gen dizilerini çoğaltmak için kullanılan primerler dizileri Tablo 8’de gösterilmiştir. SYBR 

http://bioinfo.ut.ee/primer
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Green I yöntemi spesifik olmayan çift zincirli DNA’nın çoğaltımında kullanılır. SYBR 

Green I sadece çift zincirli DNA’ya bağlandığından çoğalan DNA miktarındaki artış ile 

birlikte okunan floresan miktarı eş zamanlı olarak artar. “SYBR Green I” 497 nm dalga 

boyunda yükseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Çift sarmal DNA’nın küçük 

oluğuna bağlanır ve 30 amplifikasyon döngüsü sonrası yalnızca aktivitesinin % 6’sını 

kaybeder (128). 

Tablo 8. Gen expresyonunda kullanılan primer dizileri 

Gen Primer Primer Dizini 

Car2 İleri primer 5’- CAGCCTCTGCTCATATGTTACG -3’ 

 Geri primer 5’-TTTGTTCACGGTGTGCTCAG -3’ 

Car5A İleri primer 5’- TAGTGTCTATGACCCGAAGCTG -3’ 

 Geri primer 5’- AGAGCCCCATTCATCTGTTG -3’ 

Car5B İleri primer 5’- GCAGTCACCCATCAACATCC -3’ 

 Geri primer 5’- TAGTTATGTTCCAGGGGTCCTC -3’ 

GAPDH İleri primer 5’- GCAAACAGAGTGAGCCCTTC -3’ 

 Geri primer 5’- TGGCTGTTGAGGTGCTTG -3’ 

RT-PCR için özel olarak üretilmiş 96 kuyucuklu pleyt her bir numunenin bir hedef 

ve bir referans geni(G6PDH) için iki reaksiyon olacak şekilde tasarlandı. Ayrıca negatif 

kontrol olarak PCR saflığında su kullanıldı. Herbir kuyucuğa Tablo 7’de verilen karışımdan 

eklendi. Tabloda karışım topluca verilmiş olsa da çalışma esnasında ilgili kuyucuklara 3 µL 

su ve 5 µL cDNA önceden ayrı olarak pipetlendi. Burada amaç cDNA örneklerinin 

pipetlemeler esnasında dış ortamda fazla tutulmasını ve dolayısıyla bozulmasını engellemek 

idi. Daha sonra hazırlanan karışımdan 12 µL kuyucuklara pipetlendi. Pleyt kaplama folyosu 

ile pleyt sıkıca kapatıldı ve 1500 g’de 20 saniye santrifüj edildi. Pleyt Ligth Cycler® 480 II 

RT-PCR cihazına yüklendi. RT-PCR protokolü Tablo 9’da verilmiştir.  

Tablo 9. RT-PCR protokolü 

Program Döngü Analiz modu 

Ön inkübasyon 1 Yok 
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Amplifikasyon 55 Miktar tayini 

Erime eğrisi 1 Erime eğrisi 

Soğuma 1 yok 

Hedef 

sıcaklık[0C] 
Elde etme modu Süre[saat:dk:s] Sıcaklık artışı[0C/s] 

Ön inkübasyon 

95 yok 00:08:00 4.4 

Amplifikasyon 

95 yok 00:00:10 4.4 

58 yok 00:00:15 2.2 

72 tek 00:00:20 4.4 

Erime eğrisi 

95 yok 00:00:05 4.4 

65 yok 00:01:00 2.2 

97 Sürekli Yok 0.11 

Soğuma    

40 yok 00:00:30 1.5 

Çalışmada elde ettiğimiz RT-PCR sonuçlarına göre kullandığımız Car2, Car5A ve 

Car5B primerlerin çalışmamıza uygun olduğu ve yan ürün oluşturmadığı gözlemlendi. Buna 

ilişkin örnek erime noktası grafiği Şekil 6’da gösterilmiştir.  
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Şekil 6. Car2, Car5A ve Car5B için erime noktası grafiği 

RT-PCR çalışmasında Car2, Car5A, Car5B ve GAPDH’a ait amplifikasyon grafiği 

Şekil 7’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 7. Car2, Car5A, Car5B ve GAPDH’a ait amplifikasyon grafiği 

3.9. Kullanılan İstatistiksel Yöntemler 

Elde edilen sonuçlar ortalama ve standart sapma olarak verildi. Grup ortalamalarının 

karşılaştırılması için Kruskal Wallis testi, Post-Hoc olarak da bağımlı değişkenler arasında 

Wilcoxon testi kullanıldı. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Gen expresyonu 

hesabında Fold Change kullanıldı.  
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4. BULGULAR 

4.1. Morfolojik Bulgular 

İki grup sağ retroperitoneal dokuya giden sinir liflerine denervasyon işlemi yapılarak 

birinci grup bir ay sonra, ikinci grup üç ay sonra sakrifiye edilerek her iki taraftaki 

retroperitoneal dokuları alındı. Denervasyon işlemi yapılmadan önce görüntüleri Şekil 8’de 

ve denerve edilmiş sinir lifleri Şekil 9’da gösterilmiştir. 

 

Resim 1. Denervasyon öncesi retroperitoneal yağ dokusu ve sinir lifleri 

 

Resim 2. Retroperitoneal yağ dokusu ve Denerve edilmiş sinir lifleri  
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4.2. Deney Gruplarının Retroperitoneal Yağ Doku Ağırlık Ölçümü Sonuçları 

Retroperitoneal yağ dokusu ağırlıkları Tablo 10’da verilmiştir. Sonuçlar 

değerlendirildiğinde, bir aylık denervasyon grubunda Denerve edilen ve kontrol doku 

ağırlıkları istatistiksel olarak anlamlı fark bulundu (p= 0.024). Üç aylık denervasyon 

grubunda denerve edilen ve kontrol doku ağırlıkları istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı 

(p=0.436). 

Tablo 10. Retroperitoneal yağ dokusu ağırlık sonuçları (gram) 

 Kontrol Denerve edilen p 

1. Grup 0.68±0.27 0.88±0.32 0.024 

2. Grup 1.41±0.43 1.61±0.36 0.436 

4.3. Retroperitoneal Yağ Dokularında Norepinefrin Ölçüm Sonuçları 

Denervasyon markırı olan NE’nin, denerve edilmiş sağ RP doku ile kontrol 

dokusunda anlamlı fark belirlendi (p<0.05). Sonuçlar Şekil 8 ve Tablo 11’de gösterilmiştir. 

Tablo 11. Retroperitoneal yağ dokularında norepinefrin ölçüm sonuçları 

 
Kontrol 

(ng/g yaş doku) 

Denerve edilen  

(ng/g yaş doku) 
p 

1.Grup (1Aylık) 195.74±10.88  182.01±3.55  0.018* 

2.Grup (3Aylık) 203.20±16.76 181.75±1.81 0.017** 

*: 1.grup kontrole göre **: 2.grup kontrole göre 

  

 

  



32 

 

Şekil 8. Retroperitoneal yağ doku norepinefrin düzeyleri 

4.4. Retroperitoneal Yağ Dokularında Gen Expresyonu Sonuçları 

Car2 gen ekspresyonu birinci grupta hayvanlarda denerve edilmiş tarafta 2,09 kat 

yüksek bulundu. İkinci grupta ise bu değer 0,94 olarak bulunmuştur. Car5A gen expresyon 

kat değerlerinde denerve edilmiş tarafta 1,98 kat yüksek bulundu. İkinci grupta ise bu değer 

0,71 olarak bulunmuştur. Car5B birinci grupta kat değişim değeri 2,58 iken ikinci grupta 

belirgin bir 1,37 bulundu. Gen expresyon değerleri Tablo 12,13 ve 14’te; grafikler Şekil 

11,12 ve 13’te gösterilmiştir. 

Tablo 12. Car2 gen ekspresyonu kat değişimi (Fold Change) değerleri 

 Kontrol Denerve Edilen 

1. Grup 1 2,09 

2. Grup 1 0,94 

 

  

165,00

170,00

175,00

180,00

185,00

190,00

195,00

200,00

205,00

210,00

1. grup 2. grup

N
E 

m
ik

ta
rı

 (
n

g/
m

L)

Gruplar

RP Doku NE Sonuç Grafiği 

Denerve edilen Kontrol



33 

 

Şekil 9. Car2 gen ekspresyon grafiği 

Tablo 13. Car5A gen ekspresyonu kat değişimi (Fold Change) değerleri 

 Kontrol Denerve Edilen 

1. Grup 1 1,98 

2. Grup 1 0,92 

 

Şekil 10. Car5A gen ekspresyon grafiği  
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Tablo 14. Car5B gen ekspresyonu kat değişimi (Fold Change) değerleri 

 Kontrol Denerve Edilen 

1. Grup 1 2,58 

2. Grup 1 1,37 

 

Şekil 11. Car5B gen ekspresyon grafiği  
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Beyin ile beyaz yağ dokusu arasındaki bilinen iletişim ağı, sempatik eferent nöronlar, 

yağ dokusundan dolaşıma salınan faktörler ve santral sinir sistemine giden afferent sinir 

ağlarından oluşmaktadır. Beyaz yağ dokusunda yapılan histofloresans çalışmalar (108-111), 

elektron mikroskopi çalışmaları (110) ve bir sempatik sinir belirteci olan tirozin hidroksilaz 

kullanılarak yapılan immunhistokimyasal çalışmalarla (43, 47, 112, 113) sempatik 

inervasyon kanıtlarına ulaşılmıştır. Beyaz yağ dokusunda sempatik sistem efferent nöronları 

ile duyusal afferent nöronlar bulunmaktadır. Beyaz yağ dokusunun metabolik durumu 

duyusal nöronların ulaştırdığı sinyallerle beyine bildirilir. Sempatik sinirler dokuya 

salgıladıkları katekolaminlerle beyaz yağ dokusunda lipolizi artırırlar. Burada katekolamin 

etkisinin yalnızca lipoliz ile kalmadığı beraberinde öncül adiposit hücrelerin 

proliferasyonunu baskılayarak yağ dokusu kütlesinde ve hücre sayısında azalmayı sağladığı 

yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir (2). 

Adipoz doku inervasyonu konusu OSS’nin hangi kısmından sağlandığına dair 

yapılan çalışmalar sürmektedir. Sadece sempatik ve hem sempatik hem de parasempatik 

inervasyona sahip olduğu şeklinde iki farklı görüş mevcut olsa da son yıllarda yapılan 

çalışmalarda “psödorabies virüsü ile transnöronal retrograde tracing” yönteminin ortaya 

çıkışı ile adipoz dokunun sempatik sinir sistemi efferent nöronlarıyla inerve edildiğini 

kanıtlayan çalışmalar mevcuttur. Yaygın görüş sempatik inervasyona sahip olduğu ve 

parasempatik inervasyona sahip olmadığı yönündedir (114). Dikkat çekilmesi gereken nokta 

adipoz dokunun yerleşim yerine göre (visseral, derialtı, alt abdomen, orta ve üst abdomen 

vb) OSS sonlanmalarının değişebileceğidir. Örneğin abdominal organlar yoğun vagal 

uyarılar almaktadır ve aynı zamanda yoğun sempatik sinir sonlanmalarına da sahiptirler. Bu 

organların çevresinde bulunan yağ dokusu lipotoksik özellikleriyle Tip2 diyabette öne 

çıkmaktadır (115) 

Beyaz yağ dokusunda lipoliz, insülin hormonu ve katekolaminler arasındaki denge 

ile sağlanmaktadır. İnsülin antilipolitik etkiye sahip iken katekolaminler lipolizi 

desteklemektedir. İnsülin organizmada enerji düzenlenmesi ve lipid metabolizması ile 

doğrudan ilişkili bir anabolik hormondur. Katekolaminler ise lipid metabolizması açısından 

beta reseptörleri vasıtasıyla lipid mobilizasyonu yönünde çalışan katabolik hormonlardır 

(116).  
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Denervasyon çalışmaları dokuların metabolik aktivitesi üzerinde sinir sisteminin 

etkilerini araştırmaya yönelik olan çalışmalardır. Yağ dokusu üzerinde yapılan denervasyon 

çalışmalarında genellikle bir veya birkaç farklı lokalizasyondaki yağ dokusu sinirleri 

kesilerek yapılmaktadır. Çalışmalar lipolitik/antilipolitik aktivite, hücre sayı ve boyutundaki 

değişimler, metabolik kapasite değişimleri üzerine yoğunlaşmaktadır (27). Denervasyon 

cerrahi veya kimyasal olarak yapılabilmekte, böylece farklı sinir hücre gruplarının farklı 

etkileri üzerinde çalışılabilmektedir. Sempatik denervasyon çalışmalarında denervasyon 

başarısı doku norepinefrin düzeyi ölçümü ile yapılabilmekte iken, duyusal sinir 

denervasyonunun başarısını CGRP, Nöropeptid Y gibi hormonlarla yapılmabilmektedir. 

Bunların yanında doku ağırlıklarının ölçümü de önemli ipuçları sunmaktadır (117). 

Bu çalışmada cerrahi denervasyon yaparak retroperitoneal yağ dokusuna gelen ve 

giden tüm sinirleri denerve ettik. Denervasyon başarısını doku norepinefrin düzeyini ölçerek 

değerlendirdik. Gruplar arasında doku norepinefrin düzeyinde denerve edilen doku ile 

kontrol doku arasında anlamlı fark bulundu. Beklenildiği gibi denerve edilen dokuda kontrol 

tarafa göre doku norepinefrin düzeyini düşük olarak gözlemledik (Tablo 10, Şekil 12) 

(sırasıyla 1 ve 2. Grup p=0.017 ve 0.018). Denervasyonu takip eden 1. ve 3. aydaki doku 

norepinefrin düzeyi denerve edilen tarafta sırasıyla 181.75 ve 182.01 ng/mL bulundu. Bu 

veriye doku ağırlık sonuçlarını da ekleyecek olursak; Doku ağırlıklarını 

değerlendirdiğimizde 1. grupta denervasyonu takip eden 1. ayda doku ağırlığı ortalaması 

kontrol tarafta 0.22 g düşük iken, 2. Grupta takip eden 3. ayda doku ağırlığı ortalaması 

kontrol tarafta 0.20 g düşük olarak tartıldı. Yüzde olarak düşünüldüğünde 1. gruptaki artış 1 

ayda %33 iken, 2. Gruptaki artış 3 ayda %14’tür. (Tablo 10) Böylece 2. gruptaki hayvanların 

vücut ağırlık artışı devam etmesine rağmen esasen denerve yağ dokunun ağırlığındaki artışın 

bir süre sonra yavaşladığı izlenmiştir. Sonuç olarak denervasyon zaman içerisinde farklı 

metabolik mekanizmalar ile doku düzeyinde kompanse edilmiş olabilir. Literatürde bir bölge 

yağ dokusunun (örneğin inguinal, retroperitoneal vb) denerve edilmesinin başka bir bölge 

yağ dokusunda artışa neden olduğuna yönelik çalışmalar mevcuttur (21). Vurgulanan nokta 

normal şartlar altında beyne giden sinyaller sonucu beynin vücut toplam yağ kapasitesinin 

belirli bir seviyede tutulmasını sağlama yeteneğine sahip olduğu görüşü ortaya atılmıştır 

(30). Retroperitoneal yağ dokusu artışı birinci grupta anlamlı farklı bulunmuş, ikinci grupta 

ise bu fark ortadan kalkmıştır. Farkın ortadan kalkmasına rağmen ratların toplam ağırlığının 
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haftasına göre beklenen artışa sahip olması beyin ve toplam vücut yağ dokusu arasındaki 

çapraz iletişimden bahsedilebilir.  

Ayrıca denervasyona bağlı vücut ağırlı değişiminde denervasyonun süresi, lateral 

veya bilateral uygulanması ve bu süreçte vücuttaki enerji dengesine bağlı değişikliklerde 

etkili olabilir. Denervasyonu takiben yağ dokusundaki ağırlık artışının, denervasyonun yağ 

dokusunda obeziteyi taklit ettiğini göstermektedir. Kahraman ve ark. farklı enerji 

durumlarında (yüksek yağlı diyet ve kontrol diyeti) denervasyonun genel metabolik durumu 

etkilerini araştırdıkları uzun süreli (70 gün) araştırmada, bilateral olarak retroperitoneal yağ 

dokusu denerve edilmiş kontrol diyeti ile beslenen sıçanlarda vücut ağırlıklarında, adipokin 

sevilerinde ve kan TG konsantrasyonunda artışlar tespit etmişlerdir. Pozitif enerji 

dengesinde ise (yüksek yağlı diyet kullanımı) denervasyona bağlı olarak vücut ağırlıklarında 

ve adipokin sevilerinde düşüşler gözlemlemişlerdir. Bu durum değişen enerji seviyelerinde 

denervasyonun farklı mekanizmaları kullandığını göstermektedir (126). 

Yağ dokusunda, yağ sentezi iki yolla meydana gelir. Bunlardan biri dolaşımdan 

lipoprotein lipaz vasıtasıyla lipoprotein içeriğinde bulunan yağ asitlerinin hücreye alınması 

ve bu yağ asitlerinden hücre içinde trigliserid sentezlenmesidir. Bir diğer yol hücre içinde 

de novo lipid sentezidir. De novo sentezde hücre içinde lipid dışı moleküllerden (glukoz, 

aminoasit gibi) yağ asidi sentezi gerçekleştirilir. Hücrenin enzim düzeyi ve enerji 

kapasitesine göre hücre içinde sentez artmakta veya azalabilmektedir (2, 27). Yağ asidi 

sentezi sitozolde gerçekleşir. Sentezde hız kısıtlayıcı basamak olan asetil-CoA karboksilaz 

reaksiyonu için bikarbonata ihtiyaç vardır. Sitozolde bikarbonat sağlayan reaksiyon CA II 

tarafından katalizlenen karbondioksit hidrasyonu reaksiyonudur (49). Enerji fazlalığı 

durumunda yağ asidi sentezinin devamlılığı için mitokondri içindeki asetil CoA nın sitozole 

çıkması gerekmektedir. Bu taşıma sırasında asetil CoA nın sitrata dönüşümü için gerekli 

bikarbonat CA 5A ve CA 5B tarafından sağlanır. Bu enzimlerin de novo lipid sentezi, glukoz 

homeostazi ve üre sentezi gibi metabolik süreçlerde önemli rolleri olduğu bilinmekle birlikte 

(118) yağ dokusu denervasyon çalışmalarında karbonik anhidraz izoenzim gen 

expresyonlarının araştırıldığı çalışmalara literatürde rastlanmamıştır. Yağ dokusunda 

gerçekleştirilen gen ekspresyonu çalışmalarında çoğunlukla GAPDH, Beta aktin ve 18 s 

rRNA genleri housekeepin gen olarak kullanılmış ve normalizasyonlar bu genler üzerinden 

gerçekleştirilmiştir. Ancak, Kafeterya diyeti ve denervasyonun gen ekspresyonları 

çalışmalarında kullanılan housekeeping genlerin değişiminin incelediği çalışmada, 
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denervasyonun GAPDH gen ekspresyonlarında ciddi değişikler yaptığını gösterilmiştir 

(127). İncelenen 11 gen içersinde retroperitoneal yağ dokusunda denervasyonn sonrası 

stabilitesi en az olan genlerden biri GAPDH dır. Çalışma  denervasyonu takiben 7 gün sonra 

gerçekleştirilmiştir. Daha uzun dönemde ilgi genlerin değerlendirildiği bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bizim çalışmamızda 1 aylık ve 3 aylık grupları içerdiği için literatür 

uyumu için GAPDH referans gen olarak kullanılmıştır (128). 

Çalışmamızda, CA II izoenziminin denerve yağ dokuda birinci Grupta 2.09 kat 

artmış olduğunu bulduk. İkinci grupta ise belirgin bir fark gözlemlemedik (Tablo 12, Şekil 

13). Bu durum denervasyonla birlikte yağ dokusunda erken dönemde de novo lipid 

sentezinin artışını destekler niteliktedir. Diğer çalışmalarda ve bu çalışmada da gözlenen 

denervasyon sonrası yağ dokuda meydana gelen kütle artışında yağ asitlerinin sentezinin 

destekleyecek şekilde Car2 gen ekspresyonu artışı ile gerçekleşmiş olabilir. Ancak, birinci 

grupta meydana gelen bu değişikliğin üçüncü grupta oluşmadığını gözlemledik. Bu durum 

yukarıda da bahsedildiği gibi organizmanın kompanzasyon mekanizmalarını devreye 

sokması ya da sentez kapasitesinin belirli bir noktadan sonra durması nedeniyle meydana 

gelmiş olabilir. Aynı zamanda doku ağırlık artışının azlığı bu durumu destekler. Car5A gen 

expresyonu birinci grupta 1,98 kat artmakla birlikte ikinci grupta fark gözlenmedi. Car5B 

gen expresyonu ise birinci grupta denerve dokuda 2.58 kat artmış olarak, ikinci grupta ise 

1.37 kat arttığı gözlenmiştir. Mitokondriyal izoformlar olan CA 5A ve CA 5B’nin 

glukoneogenez, lipogenez ve üregenez süreçlerinde rol aldığı bildirilmektedir (4). Bir aylık 

denervasyon grubunda her üç gendeki ekpresyon artışı lipogenezi destekler niteliktedir. Üç 

aylık denervasyon grubunda ise Car2 ve Car5A’da belirgin farklılık gözlenmemiştir. 

Mitokondrial karbonik anhidraz izoenzimlerinin doku dağılımları farklıdır. CA5 VA 

karaciğer ve iskelet kasında bol bulunurken katalitik olarak daha yüksek aktiviteyesahip olan 

CA VB izoenzimi daha geniş bir doku dağılımı göstermektedir. Dahası CA VB izoenziminin 

katalitik domaini CA VA izoenzimine göre genetik olarak daha korunmuş bulunmaktadır. 

Doku dağılımı ve domainler arasındaki korunma farkı nedeniyle bu iki izoenzimin farklı 

metabolik yolları destekleyecekleri ileri sürülmüştür (118). Üre devrinin ilk reaksiyonunu 

katalizleyen mitokondrial karbamoil fosfat sentetaz için gerekli olanbikarbonat iyonunun 

CA VA enzimi tarafından sağlanması buna duruma bir örnektir (119).Dikkat çekici bir nokta 

olarak sempatik uyarımın beyaz yağ dokusunda kahverengileşmeye neden olduğu 

bildirilmiştir (1). Sempatik sistemin hücre kompartımanları arasında farklı etkiler 
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oluşturduğuna dair çalışmalar sınırlıdır ancak kahverengileşmede artışa neden olması 

hücrenin mitokondri sayısında artışa neden olduğu yani sempatik uyarımın mitokondri 

fonksiyonları üzerine etkili olduğu çıkarımına götürebilir. Nitekim travmatik sinir 

yaralanmalarında ve kas hastalıklarında mitokondrial fonksiyon kayıplarından dolayı kas  

atrofisinin meydana geldiği ileri sürülmektedir (120). Bu çalışmalarda denervasyon 

tarafından indüklenen mitokondri içerik kaybı, kütle kaybı ve oksidatif süreçlerde 

bozulmalar öne sürülmekle birlikte olayın başlatıcısının denervasyon olduğu 

belirtilmektedir. Benzer şekilde yağ dokusundaki denervasyonu mitokondri içeriğinde 

değişiklere sebep olması uzun dönemde CA VA ve VB deki değişikliklerin tam olarak 

lipogenezi destekleyecek şekilde gelişmemesine sebep olmuş olabilir. CA VB özellikle 

glukoneogenez ve lipogenezde artışa neden olduğu ileri sürülmektedir. Ayrıca organizmada 

tek fonksiyonun iki benzer izoenzim tarafından gerçekleştirilmesi pek olağan bir durum 

değildir. Bu durum izoenzimlerin hücre içinde metabolizmanın farklı yönlerinde baskın 

olduğu ve gerektiğinde diğer izoenzimi kompanse edebileceğini akla getirir. Burada 

vurgulamak istediğimiz nokta organ düzeyinde izoenzim dağılımlarının farklı olabileceği, 

dolayısıyla metabolizmanın değerlendirilmesinde bütüncül bir yaklaşımın doğru olacağıdır. 

Çalışmamızda üçüncü ayda Car2 ve Car5A ekspresyonları kontrol tarafla benzer 

şekilde bulunmuş olup; Car5B’nin 1.37 kat daha yüksek olması her ne kadar mitokondriyal 

asetil-KoA çıkışını destekliyor olsa da sitozolde de novo lipogenezi destekleyecek bulguya 

rastlanmamıştır. Bu durumu aydınlatmak için de novo lipogeneziste hız kısıtlayıcı basamağı 

katalizleyen asetil-KoA Karboksilaz enziminin ekspresyon ürünlerine bakılması yerinde 

olacaktır. Yine ekspresyonların protein ürününe dönüşüp dönüşmediği sorusu da önemlidir. 

Zira CA VB ekspresyonu artmıştır ancak enzim miktarı ve hatta aktivite tayini ile 

değerlendirmek gerekli olabilir. Yine de sonuç olarak CA5A’nın ve 5B’nin aynı doku 

kompartımanında farklı enzimlere farklı afinite gösterdiği barizdir. Bu minvalde lipogenez 

(ve glukoneogenez) yolaklarında mitokondriyal Asetil-KoA dönüşümü için substrat 

sağlayıcı olarak ağırlıklı izoenzim CA VB denilebilir. Spesifik olarak CA izoenzimlerin 

aktivitesini ölçecek yöntemler maalesef günümüzde halen geliştirilememiştir. Birçok 

araştırmacı spesifik izoenzim aktivitesi yerine toplam CA aktivitesini ölçmektedir. 

Bölümümüzde yağ dokusu denervasyonunun yapıldığı bir tez çalışmasında, gen ekspresyon 

çalışmalarımızı doğrulayacak şekilde denerve yağ dokularında toplam CA aktivitesi yüksek 

bulunmuştur (121-125) 
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Çalışmamızda, retroperitoneal yağ dokusunda denervasyonu takip eden ilk aydaki 

denerve yağ dokusundaki Car2, Car5A ve Car5B izoenzimlerinin gen ekspreyonlarının de 

novo lipid sentezini destekleyecek yönde değiştiği ve sonuçta denerve yağ dokusundaki 

kütle artışına katkı sağladığı; üçüncü ayda ekspresyon düzeylerinin bazal seviyeye yakın  

olmasının adipoz doku ile beyin arasındaki iletişimin önemini ortaya çıkarmaktadır. Adipoz 

dokudan salgılanan faktörlerin beyine iletilmesi sonucu ortaya çıkan sinyaller hem hormonal 

hem de nöral iletimle ilgili dokulara ulaştırılmakta ve böylece metabolik adaptasyon 

sağlanmaktadır. Dokulardaki metabolik değişiklikler akut ve ilerleyen dönemde farklı 

özellikler gösterebilir. Ani değişikliklere akut dönemde verilen yanıt, beyin-doku arasındaki 

iletişimin neticesinde organizmanın tümüne etki eden sinyaller aracılığıyla düzenlenir. 

Çalışmamızda sempatik ve afferent nöral sinyalin kesilmesi ile dokuda akut dönemde 

lipogenezisi artırmıştır. Ancak dokudan kaynaklanan diğer hormonal sinyallerin beyine 

iletilmesi dokunun ileri dönem adaptasyonunu sağlamış olabilir. Nöral ve hormonal sinyaller 

birlikte organizmada homeostazisi sağlar. Sonuç olarak metabolizmada meydana gelen 

değişikliklerden kaynaklanan sinyaller ayrı ayrı farklı etkilere sahip olsa da sağlıklı bir 

organizmada homeostazis, beyin-doku iletişimi vasıtasıyla organizmanın bütününde tesis 

edilir. 

Öneriler: 

Denervasyonun, lipid sentezinde etkili diğer enzimlere (piruvat karboksilaz, asetil 

CoA karboksilaz gibi) etkileri incelenebilir. 

Yağ dokusu kütle artışında de novo sentezin yanı sıra ekzojen lipidlerin dokuda 

birikmesine bağlı bir artış da gerçekleşebilir. Bu haliyle denerve yağ dokularında lipoprotein 

lipaz durumu değerlendirilebilir. 

Yağ dokuları arasında, visseral ve subkutan yağ dokularında metabolik farklılıklar 

bulunduğu için, farklı yağ padlerinde denervasyona bağlı lipid metabolizması araştırılabilir. 

Çalışmamız sağlıklı ve herhangi bir diyet uygulanması yapılmayan deneklerde 

yapılmıştır. Metobolik homeostazisin bozulduğu bir çalışma ile, beyin-doku etkileşimleri 

incelenebilir. 

CA inhibitörleri kullanılarak yağ dokusu metabolizması incelenebilir. 
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Gen ekspresyonlarının yanında ilgili enzimlerin western blot ile protein miktar tayini 

yapılabilir. 

Özellikle mitokondriyal izoenzimlerin ekspresyon ve miktarları tayin edilirken 

denervasyonla mitokondri sayısı değişimi, uncoupling protein ekspresyonları ve protein 

miktarları tayin edilebilir.  
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