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OZET

Denerve Edilmis Sican Yag Dokusunda Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Gen

Ekpresyonlarinin incelenmesi

Sempatik sinir sistemi yag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Yag doku denervasyon c¢aligmalarinda denerve dokuda lipolizin azaldig1, yag
dokusu kiitlesinin artig1 gozlenmistir. Yag hiicrelerinin boyut artisi asir1 TG depolanmasina
bagli olarak sekillenmektedir. Bu projede de novo lipid sentezinde substrat saglayici CA 1I,
VA ve VB izoenzimlerinin denervasyona bagl olarak beyaz yag dokusunda nasil degistigi

arastirildi.

Projede 180-220 g 4-6 haftalik 16 adet erkek sigan kullanild1 ve iki ¢alisma grubu

olusturuldu.

1.Grup: Sag retroperitoneal yag dokusu tamamen denerve edildi ve 1 ay sonra

sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yag dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak kullanildi).

2.Grup: Sag retroperitoneal yag dokusu tamamen denerve edildi ve 3 ay sonra

sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yag dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak kullanildr).

Sakrifikasyon islemlerinden sonra her iki retroperitoneal yag dokusu ¢ikarildi ve
agirliklar tartildi. Doku 6rneklerinde cDNA sentezi ve norepinefrin dl¢liimii yapildi. Birinci
aymn sonunda denerve edilen yag dokuda Car2, Car5SA veCar5B gen expresyonu diizeyi
kontrol yag dokusu ile karsilastirildiginda artmus olarak bulundu. Ug aylik denervasyonu

takiben yapilan ekspresyon ¢aligmalarinda farklilik bulunamadi.

Sonug olarak denervasyonu takip eden ilk aydaki denerve yag dokusundaki CA2,
CCaSA ve CASB izoenzimlerinin gen ekspreyonlarinin de novo lipid sentezini

destekleyecek yonde degistigi ve bunun da denerve yag dokusundaki kiitle artigina katki

sagladig1 kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Denervasyon, Yag Dokusu, Karbonik Anhidraz
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ABSTRACT

Investigation of Gene Expression of Carbonic Anhydrase Isoenzymes 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 1I, 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. GIRIS ve AMAC

De novo lipogenez lipid olmayan onciil bilesiklerden lipid molekiillerinin sentezini
ifade eder. De novo lipid sentezinin gercgeklestigi baslica dokular karaciger ve yag
dokusudur. Yag dokusunun yap1 ve organizasyonu hem hormonal hem de noral sistemden
etkilenerek sekillenmektedir. Viicutta, beyaz ve kahverengi olmak {izere iki ¢esit yag dokusu
bulunur. Her iki yag dokusu da enerji dengesi ve metabolik diizenlemede onemli rol
oynamaktadir. Salgiladiklar1 maddeler ile metabolik siiregleri yonetmede etkin rollerinin
yaninda, beyaz yag dokusu enerji i¢in yag depolama ve kahverengi yag dokusu ise 6zellikle
yenidoganlarda termogeneze katki saglama islevleriyle 6ne ¢ikmaktadir. Sinirsel uyarilarin

etkisi ile beyaz yag dokusunda kahverengilesme de meydana geldigi bildirilmektedir (1).

Yag dokusunun sinir sisteminden innervasyonlara sahip oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Onceleri otonom sistemin parasempatik ve sempatik kismindan sinir lifleri
icerdigi One siiriilse de yapilan ¢alismalarla gelinen noktada, yag dokusunun sempatik sinir
sisteminden efferent sonlanmalar aldigin1 gosteren kanitlar 6n plana ¢ikmigtir. Yag
dokusunda baskin olan katekolamin norepinefrindir. Sempatik sinir sistemi etkisini yag
dokusunda lipolizi artirma ve yag doku hiicreleri dnciillerinden yag hiicresi olusum siirecini
engelleme seklinde gostermektedir. Sinir uyarilart aym1 zamanda beyin ve yag dokusu
arasindaki iletisimi saglayarak metabolik diizenlemeye katki saglamaktadir. Beyin-yag
dokusu arasindaki iletisimi saglayan bir diger sistem duyusal sinir sistemidir. Duyusal
afferent sinirler beyne yag dokusu igerigi ve depo miktar1 hakkinda bilgiyi tasidigi one

stiriilmektedir (2).

Otonom sinir siteminin yag dokusu metabolizmasi iizerindeki etkilerini arastiran
caligmalarda denervasyon deneyleri siklikla kullanilmaktadir. Denervasyonda sinir lifleri
cerrahi veya farmakolojik olarak devre dis1 birakilir. Yapilan denervasyon ¢aligmalarinda
denerve yag dokularinda lipolitik faaliyetin azaldigi, denerve dokunun yag kiitlesinde artig
oldugu, yag hiicre farklilagmas1 ve sayisinda artis oldugu saptanmistir. Farmakolojik olarak
gergeklestirilen denervasyon yontemlerinde (6rnek, kapsaisin kullanilarak), denervasyonun
geri donme thtimalinin kismen yliksek olmasi nedeniyle denervasyon yontemi olarak cerrahi

denervasyon siklikla tercih edilmektedir. (3)

Karbonik anhidrazlar (CA) (E.C. 4.2.1.1) canlilarda yaygin olarak bulunan ve

yapilarinda ¢inko ihtiva eden enzimlerdir. Bugiline kadar tanimlanmis 16 farkli izoenzimi



vardir. izoenzimlerinin doku ve hiicresel kompartimanlardaki dagilimlar: farklidir. Viicutta
en yaygin olarak eritrosit, karaciger ve kas dokusunda bulunmaktadir. Karbonik
anhidrazlarin temel gorevi karbondioksitin hidrasyon ile bikarbonata c¢evrilmesini
saglamaktir. Viicut pH’sinin diizenlenmesi, karbondioksit homeostazisi, solunum, kemik
rezorbsiyonu, kalsifikasyon gibi olaylarda 6nemli role sahip olmasinin yaninda aym
zamanda iiriinli olan bikarbonat, metabolizmada bazi enzimlerin substratidir. De novo lipid
sentezinde asetil KoA karboksilaz i¢in gerekli olan bikarbonat substratint CA 2 izoenzimi
saglamaktadir. Mitokondride bulunan CA 5A ve CA 5B izoenzimleri de piriivat
karboksilazin katalizledigi reaksiyonda gerekli olan bikarbonat substratini saglamaktadir
(4). Bu calismada sempatik sinir sistemi denervasyonunun de novo lipogenezde etkili olan
karbonik anhidraz enziminin ekspresyonlarina iizerine etkisinin oldugu hipotezi test

edilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yag Dokusunun Yapisi

Yag dokusu kompleks ve oldukga aktif bir metabolik/endokrin organdir. Bag dokusu
kategorisinde yer alan yag doku, adipositler, immun hiicreler, stromal vaskiiler hiicreler, sinir
hiicreleri ve matriksten meydana gelmektedir. 1980°li yillarin ortalarina kadar yag
dokusunun sadece enerji ve yalitim i¢in yag depolayan bir yap1 oldugu diisiiniiliirdii. Ancak
Ozellikle son iki dekadda glanduler bir yapiya sahip olan ve salgiladigi adipokinlerle sistemik
metabolik fonksiyonlarda énemli etkileri olan bir endokrin organ ve ayni1 zamanda iskelet
kasi, karaciger ve beyin gibi organlar {izerinde olan etkileri ile organizmanin glukoz ve lipid

metabolizmasini diizenleyen bir yap1 olarak kabul edilmeye baslanmistir (5).

Organizmada beyaz ve kahverengi olmak iizere iki cesit yag dokusu bulunur. Bu
siiflandirma hiicre yapisi, yerlesimi, rengi, damarlanmasi ve fonksiyonlarina gore
yapilmaktadir (Sekil 1). Her iki yag dokusu da enerji dengesi ve metabolik regiilasyonda rol
oynamaktadir. Hem beyaz hem de kahverengi yag dokusu esas lipid yiiklii hiicrelerden
olusur. Beyaz yag dokusunda tek biiyiik bir lipid damlacigr var iken kahverengi yag
dokusunda multilokiiler kiiciik lipid damlaciklar1 bulunur. Yag dokusunun yag hiicreleri
disinda kalan kismi stromal vaskiiler fraksiyon olarak adlandirilir. Stromal vaskiiler
fraksiyonda preadipositler ve immun hiicreler bulunmaktadir. Iimmun hiicreler dogal immun
sistem hiicrelerinden monosit, makrofaj, dentritik hiicre, mast hiicresi, notrofil ve innate
immun hiicreler ihtiva ederken adaptif immun hiicreler olan T hiicreler, NK hiicreler, B
hiicreleri de yapida bulunmaktadir. Norovaskiiler yapida kan damarlari, lenfatik damarlar ve
yogun bir sinir yapist bulunmaktadir. Sinirler hem duysal hem de sempatik liflerden olusur.
Yag dokusunun sinaptik girigleri nasil aldig1 veya direk olarak inerve olup olmadig: heniiz

netlestirilememistir (1).

Kahverengi yag dokusu 6zellikle yenidoganlarda termogenezi saglayan, yap1 olarak
mitokondriden oldukg¢a zengin multilokiiler yag hiicrelerinden olugmaktadir. Kahverengi
yag dokusunda sempatik sinir sonlanmalarindan salinan norepinefrin UCP-1 proteininin
aracilik ettigi bir siirecle termogenezi ve enerji dengesini saglamaya katkida bulunur. Beyaz
adipoz dokunun ¢esitli faktorlerle uyarildiginda beyaz yag dokuda kahverengilesme
meydana geldigi belirtilmektedir (1, 2).
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Sekil 1. Yag dokusu tiplerinin morfolojisi (Blaszkiewicz’den, 1)

Beyaz yag dokusu ise yap1 olarak kahverengi yag dokusuna gore oldukc¢a az sayida
mitokondri igeren yag hiicrelerinden meydana gelir ve temel fonksiyonu gidalarla alinan
fazla enerjiyi triagilgliserol seklinde depolamak ve ihtiyag durumunda mobilizasyonu

saglamaktir. Dolayisiyla viicutta enerji deposu olarak gorev yapmaktadir. Yag hiicreleri



oldukea fazla hipertrofi ve/veya hiperplazi kapasitesine sahiptir. Oyle ki asir1 miktarda yag
depolayan bir beyaz yag dokusu hiicresinin tamamina yakini lipid damlaciklari ile doludur.
Beyaz yag dokusunun viicuttaki yerlesimi derialt1 ve i¢ organlarin ¢evresidir. Beyaz yag
dokusu yerlestigi lokalizasyona gore damarlanmasi, insiilin duyarliligi, inervasyon
kapasitesi, metabolik ve hormonal kontrolleri ve hiicre sayisi yoniinden ¢ok farklidir. Hem
anatomik innervasyon (fibilerin yogunlugu veya sublokalizasyonlar1) hem de reseptorlerin
norotransmitter affinitesi yag depolar1 arasinda farklilik géstermektedir. Beyaz yag dokusu
goriinenin arkasinda sadece trigliserid degil, gerektiginde trigliseridlerin kolayca mobilize
ve sekrete olabilecegi iliskili proteinlere de sahiptir. Enerji ihtiyaci oldugunda adipositlerde

bulunan trigliseridler, lipazlar tarafindan hizlica hidrolize edilerek dolagima aktarilirlar (5,

6).

Yag dokusunun santral sinir sistemi ve hormonlara yanit verebilen, ayn1 zamanda
salgiladig1 protein yapili faktorlerle organizmanin metabolik siireclerinde aktif rol alan
endokrin bir doku oldugu goriisii leptinin kesfiyle belirmeye baslamistir (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, ¢ok sayida peptid hormon ve adipokinler,
(TNFa), interleukin-1 beta (IL-1B) and interleukin-6 (IL-6), interleukin-17 (IL-17), adenozin
gibi sitokinler, aktive makrofajlar(MCP-1), lenfositlerden salgilanan diizenleyici T
hiicreler(Treg) ve doku vaskiilaritesini uyaran vascular endothelial growth factor (VEGF)
salgilar. Ayn1 zamanda peptid olmayan biyolojik aktif molekiiller olarak bilinen aktive lipid
salimimini da gergeklestirirler. Afferent sinirlerden salgilanan ndrotransmitterler calcitonin
gene related peptid (CGRP) ve substans P (SP), efferent noronlardan salgilanan
norotransmitterler norepinefrin (NE), ndropeptid Y (NPY) ve adenozin trifosfat (ATP)tir.
Tiim bu molekiiller dokunun metabolik uyaranlarina gore salgilanma ritmi gosterirken,
orgnizmanin tamaminda ise enerji metabolizmasinda diizenleyici etki gosterirler. (Sekil 2,

3). (8, 9).
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Sekil 2. Adipoz doku duyusal ve sempatik sinir etkilesim. A: Adipoz doku duyusal sinir
etkilesimi. B: Adipoz doku semaptik sinir etkilesimi (Guilherme’den, 9).



2.2. Yag Dokusu, Sinir Sistemi ve Denervasyon

Organizmada enerji alimi, harcanmasi ve depolanmasinin diizenlenmesinde merkezi

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

Sinir sistemi merkezi ve periferik sinir sistemi olmak iizere iki kisma ayrilir. Merkezi
sinir sistemini (MSS) olusturan yapilar beyin ve medulla spinalistir. Periferik siniri sistemi
ise MSS hari¢ viicudun diger kisimlarinda inervasyondan sorumlu olan otonom ve somatik
sinir sisteminden meydana gelir. Somatik sinir sistemi istemli hareketlerin
gerceklestirilmesinde etkindir. OSS ise i¢ organlarin inervasyonundan sorumludur. OSS
hava yolu direncini diizenler, kan akis, kan basinci, viicut 1s1s1, sindirim, enerji dengesi, s1v1
hacmi, glandiiler sekresyonlar, kalp hizi, bagisiklik sistemi, inflamatuar siirecler, tuz ve su
dengesi, cinsel islev, lirinasyon gibi tiim i¢ organ faaliyetlerini diizenler. Somatik sistem ise
postiir ve denge, hareket, istemli kas hareketlerinin tamamini kontrol etmektedir. OSS
hormonal kontrole de sahip olan istemsiz viicut fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde gorevli
sistemdir. Sadece sempatik sistem ile inerve olan kan damarlari, pineal bez ve adipoz doku
ile sadece parasempatik inervasyona sahip siliyer kaslarla nazofarengeal glandlarin disinda

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

Baslangicta beyaz yag dokusundaki kan damarlari ile yakin iligkili katekolaminerjik
sinir liflerinin yag dokusunu innerve ettigi bildirilmistir. Ancak, 1980-1990’11 yillarda beyaz
yag dokusunun dogrudan innerve edildigini gésteren ndro-anatomik kanitlar ortaya ¢ikmas,
sonrasinda yapilan ¢aligmalarda beyaz yag dokusunun MSS hiicre gruplarindan da giris
aldigi(efferent) gosterilmistir. Ayn1 zamanda beyaz ya§ dokusundan c¢ikan (afferent)
sinirlerin duysal sinirler oldugu ve bu yolla beyne yag dokusunun icerigi hakkinda bilgi
gotiirildiigli belirtilmektedir (1). Yapilan caligmalar, yag dokusunun OSS’nin sempatik
kismi tarafindan innerve edildigini destekleyen bulgular sunmaktadir. Son donemlerdeki
caligmalar beyaz yag dokusunu innerve eden sempatik tellerin karaciger gibi metabolik
organlar da etkiledigini ortaya atmakta, bu nedenle periferal metabolizmanin es zamanl
kontroliiniin saglanabildigi ifade edilmektedir. Norepinefrin sempatik sinir sisteminin esas
norotransmitteridir. Sempatik sistem adipoz dokuda etkisini B3 reseptorleri lizerinden

gostermektedir (Sekil 3) (9).
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Sekil 3. Adipoz doku sinyallerinin sistemik metabolizmay1 etkilemesi (Guilherme’den, 9)

Beyin adipoz doku iletisimi iki yolla saglandigi 6ne siiriilmektedir. ilki adipoz
dokudan salgilanan adipokinler hipotalamusta istahin ve enerji metabolizmasinin
diizenlenmesi ile ilgili merkezlere etki gosterir. Ikinci yol adipoz dokudaki bulunan ve
adipoz dokudan beyine sinyal iletiminde gorev alan sensorindral (duysal) néronlardir.
Adipoz dokuda yer alan afferent uyar1 molekiilleri sonsorindral sinirler araciligiyla
periferden MSS’ye bilgi iletirler. Iletimde gérev alan faktor CGRP (calcitonin gene related
peptide) adipoz dokuda lipolitik cevabin olusmasinda, immun fonksiyonlarin
diizenlenmesinde etkin rol oynar. Sensdrinoral iletisim yolu ile beyine iletilen sinyaller
efferent sempatik liflerle periferik cevabin olusmasini saglarlar. Sensorindral sinirlerin
uyarilmasini saglayan adipoz doku kaynakli molekiiller leptinin yaninda yag asitleri, adipoz

doku kaynakl1 ndrotropik faktorler(néregiilin-4(NRG4), beyin kaynakli ndrotrofik faktor



(BDNF) ve sinir biiyiime faktorii(NGF), pre-protein konvertazl (PCSK1)), vaskiiler
endotelyal biiyiime faktori(VEGF), sitokinler(TNF-alfa, IL1B, IL-6, 1I-17A), CGRP,
substans P’dir (3, 11, 12). Obezitede gerek sitokin salinimi gerekse serbest yag asidi artisi
dokuda inflamatuvar sitokin salgilanmasi nedeniyle sensorindral sinirlerde inflamasyona
neden olarak beyin-adipoz doku iletisimini bozdugu One siiriilmektedir. Giiniimiizde

obezitenin kronik diisiik diizey bir inflamasyonla seyrettigi artik kabul edilmistir (13, 14).

Adipoz dokuda sempatik inervasyonda gorevli molekiil olan noradrenalin 6zellikle
damarlara yakin bolgede bulunan sempatik sinir uclarindan salgilanmaktadir. Salgilanan
norepinefrin adipoz dokuda Ozellikle aglik sirasinda lipolizi aktive etmektedir. Adrenal
bezden salgilanan norepinefrinin lipoliz tlizerinde bir etkisi olmadigi belirtilmistir (2).
Sempatik lifler adipoz doku parankiminde yer alirlar. Sempatik sinirlerden norepinefrin,
noropeptid Y(NPY), ATP, norotrofik faktdrler (NRG4, ndronal biiylime diizenleyici
I(NEGR1), NGF, BDNF), yag asitleri, aktive lipidler, endokanabinoidler, biiyiime
farklilasma faktorii 15 (GDF15) ve adenozin salgilanmaktadir. Norepinefrin lipoliz,
termogenez ve doku remodelingini saglayan en 6nemli faktordiir. ATP 6zellikle norepinefrin
indiiklii termogeneziste ko-transmitter olarak norepinefrinle birlikte yer almaktadir. NPY
adipositlerde adrenerjik sinyallere antagonistik 6zellik gdstererek lipolizi baskilamaktadir
(15, 16). Yag asitleri ve biyoaktif lipid molekiillerinin adipoz doku {izerindeki etkileri tam
olarak agiklanamamakla birlikte yag asidi inflizyonunun sempatik uyarmin baskilanmasi
seklinde etkisi oldugu goriilmiistiir (8, 17). Endokanabinoidler kanabinoid reseptor 1
tizerinden etki gdsteren biyoaktif lipid molekiilleri olup metabolik disfonksiyona neden
olmaktadirlar. Ozellikle viseral yag dokusundaki artisla endokanabinoid diizeyleri arasinda
pozitif iligki goriilmiistiir. Hayvan modellerinde CB1 inaktivasyonunun adipoz
termogenezisini olumlu etkiledigi bulunmustur. (18-21). GDF15 norotrofik etki gostererek
beyinde istah merkezini baskiladigi ileri siiriilmektedir (22, 23). Adenozin adipoz dokuda
termogeneziste etkili olan bir molekiildiir ve sempatik sistem {iizerine presinaptik
inhibisyonla norepinefrin salinimini inhibe ettigi belirtilmektedir. Sempatik sistemin adipoz
dokuda disfonksiyonu obezite ve metabolik hastaliklarla iliskilendirilmektedir.
Hiperinsiilinemi adipoz dokuda beta3 adrenerjik reseptorleri baskilayarak lipolizi inhibe
etmektedir. Ozellikle beyinde insiilin reseptdr sinyalinin asir1 olmasi adipoz dokuya

iletilecek sempatik sinyalleri azaltmaktadir (24-26).



Yag dokusunda lipidlerin depolanmasi iki yolla gergeklesir. Bunlardan ilki
dolasimda bulunan lipidlerin (TG) lipoprotein lipaz enzimi ile yikilip yag dokusuna
alinmasive hiicre i¢inde tekrar trigliseridlere doniistiiriilerek depolanmasi, digeri de de novo
lipid sentezidir. De novo sentezde hiicre i¢inde glukozdan yag asidi sentezi ve sonrasinda
trigliserid olarak depolanmasi s6z konusudur. Bu anabolik yollarin esas diizenleyici
hormonu insiilindir. Bunun yaninda katekolaminler de yag dokusunda lipolitik yolda etkili
hormonlardir. Insiilin katekolaminlerden daha ¢ok sz sahibi olmasinin yaninda insiilin
etkisi azaldiginda katekolamin etkinligi ortaya c¢ikmaktadir. Beta adrenerjik reseptor
uyarimilipolizi artirirken, alfa adrenerjik reseptor uyarimi lipolizi azaltict yonde etki
gostermektedir.Yag dokusundan adiponektin sentezi de sempatik sinir sistemi tarafindan

baskilanmaktadir (2, 27).

Beyaz yag dokusu kiitlesindeki degisimler, yag hiicrelerinin hem sayilar1 ve hemde
boyutlariin diizenlenmesi ile kontrol edilir. Yapilan calismalarda sempatik sinir sisteminin
yag hiicresi apoptozu iizerine etkisi belirgin degilken hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasini
ise kontrol ettigini gostermistir. Ortaya ¢ikan bulgular sempatik aktivasyonun beyaz yag

dokusunun gelisimini baskiladig1 yoniindedir (2).

Denervasyon calismalart 1960’11 yillarda sempatik sinir denervasyonlar ile
kullanilmaya baslanmistir. Ik calismalar 6-hidroksidopamin(6-OHDA) kullanilarak
kimyasal denervasyon uygulanmasi seklinde baglanmistir (28). Denervasyon deneyleri sinir
sisteminin dokular {izerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilmaktadir. Denervasyon
deneyleri sinir sisteminin yag dokusu tizerindeki etkilerini incelemek i¢in in vivo olarak
yapilan ilk caligmalardir ve tarihgesi 1961°lere dayanmaktadir (29). ilk ¢alismalar sempatik
sistemin doku iizerindeki genel etkilerine yogunlagsmistir. Denervasyonda sinir lifleri cerrahi
veya farmakolojik olarak devre dis1 birakilir. Cerrahi denervasyon yag dokusunda néral
giris-¢ikist optimal diizeyde ortadan kaldirmaktadir. Cerrahi denervasyon uygulama
acisindan zorluk igceren bir yontemdir. Cerrahi denervasyonla birlikte hem duysal hem
sempatik sinirler kesilmektedir. Bu nedenle teknik olarak bir grup sinire 6zel bir yontem
degildir. Islem sirasinda gevre doku ve damar yaralanmalari arzu edilmeyen yan etkileridir.
Ancak olumsuz yonlerine ragmen etkiligi %100 olan bir yontemdir. Farmakolojik
denervasyon segici ve istenen lokalizasyonda denervasyona olanak saglar. Bu amacla

kullanilan ajanlar 6- OHDA, norepinefrin depolanan vezikiilleri harap eder, oksidatif stres
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olusturur ve sinir membranlarinda dejenerasyona neden olur. 6-OHDA 10-20 kez 1-2 uL

miktarinda olmak tizere doku iizerine enjekte edilir. Enjeksiyon basarist dnemli bir etkendir.

Etkisi enjeksiyondan sonra 24 saat i¢inde goriiliir ancak %100 etkili degildir,
etkinligi %60civarinda kalir. Yaklasik 4 hafta sonra ise doku rejenerasyonu nedeniyle etkisi
geri doner. Bu nedenle dort haftadan uzun siireli denervasyon deneyleri i¢in uygun bir
yontem olarak kabul edilmemistir (30-32). Bir diger ajan guanetidindir. Guanetidin
postgangliyonik sinir ucunda norapinefrinin yerine gegerek sinir ucundan norepinefrinin geri
alimin1 engeller. Yani norepinefrin ile yarisir. Bu nedenle guanetidin, direk hiicreyi
parcalayan 6-OHDA’ya gore daha giivenli bir denervasyon saglamaktadir. Ayn1 zamanda
duysal inervasyonu etkilememektedir. Uygulama yontemi 6-OHDA ile benzerdir. Etkisi ise
2 haftada ortaya c¢ikmakta ve literatiirde etkinliginin %?20-80 arasinda degistigi
belirtilmektedir (33-40). Duyusal denervasyon i¢in kullanilan kapsaisin duysal sinirlerde
vaniloid reseptorlere sitotoksik etki gdstererek denervasyona neden olur (1). Sitotoksik
etkisini hiicre icine kalsiyum ve sodyum iiyonlar1 girigini artirarak gosterir. Kapsaisin
dokuya coklu sekilde 20ug/uL miktarinda enjekte edilir. Duyusal afferent sinirleri
etkilerken, efferent sinirlere etkisiyoktur. Bu ac¢idan sadece duysal denervasyon hedeflenen
calismalarda kullanilmis biryontemdir. Etkisinin %40°1 iki hafta i¢inde ortaya ¢ikmaktadir,

etkinligi ise cerrahi denervasyona gore en fazla %80 olarak gosterilmistir (28, 41-44).

Adipoz doku metabolizmasi ve fonksiyonlariin noéral sistem tarafindan nasil
denetlendigine yonelik yapilan caligmalarin ¢ogunda cerrahi denervasyon tercih
edilmektedir. Doku iizerinden ndral etki kaldirildigi zaman beyin-yag dokusu iletisimi
kesilmesinin metabolik siire¢lerde bozulmay1 beraberinde getirdigi gosterilmistir. Subkutan
yag dokusu denervasyonu bir¢ok taraftan sinir sonlanmasi aldigi i¢in olduk¢a zordur. Ancak
retroperitoneal yag doku denervasyonu bu anlamda daha lokalize oldugundan denervasyon

calismalarinda 6ne ¢ikmistir (45).

Ratlarin beyaz yag dokusuna yapilan sempatik denervasyon calismalarinda,
obezitede gozlenildigi gibi, Onciil yag hiicrelerinin ve olgun yag hiicrelerinin sayisinin
onemli miktarda artmasini ve TG depolanmasini tetikleyerek yag pedlerinde belirgin bir artig
oldugu gozlemlenmistir. (45-47). Benzer sekilde duyusal denervasyonda da yine yag doku
toplam kiitlesinde artis meydana gelir ancak burada yag hiicre sayisi artisindan ziyade,

hiicrenin boyutunda bir artisin 6n planda oldugu ileri siiriilmiistiir (43, 47). Ayrica,
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norepinefrinin in vitro olarak adiposit Onciil hiicrelerinin proliferasyonu inhibe ettigi

belirtilmektedir (48).
2.3. Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidrazlar (CA EC. 4.2.1.1) aktif bolgesinde prostetik grup olarak ii¢
aminoast kalintis1 tarafindan koordine edilen Zn+2 iceren ve canlilarda yaygin olarak
bulunan enzimlerdir. CO2 hidrasyonu ve HCO3z- dehidrasyonunu geri doniisiimlii olarak
katalizlemektedir. Karbonik Anhidraz viicut sivilarinda solunum, asit-baz dengesinin
saglanmasi, H ve CO2 dengesi, kemik ve dis rezorbsiyonu, kalsifikasyon, iyon transportu,
elektrolit salgis1 gibi fonksiyonlar icra ederek dokularda birgok onemli rol oynar. Bilinen
en temel fonksiyonu CO2’nin hiicreden disar1 atilmasindaki rolidiir. Kan dolagiminda
eritrositlere giren CO2’nin %901 karbonik anhidrazlar tarafindan bikarbonata
donistiirilmektedir. Akcigerlerde bikarbonat tekrar CO2’e doniistiiriilerek solunum havasi
ile disar1 atilmaktadir. Metabolik fonksiyonlarda karboksilasyon reaksiyonlarinda
bikarbonat saglayicis1 olarak gorev yapan karbonik anhidrazlar glukoneogenezis,
lipogenezis ve lireogenezis yollarinda aktif rol almaktadir. Bu yolaklarda sirasiyla piriivat
karboksilaz (PK), Asetil CoA Karboksilaz (ACC) ve Karbomoil fosfat sentetaz 1 ve 11 (CPTI
veCPTII) enzimlerine bikarbonat substrati saglamaktadirlar. Organizmada bikarbonat
karbonik anhidraz bagimli olarak sentez edilen bir substrattir (49). Kalsifikasyon gerektiren
biyolojik olaylarda da karbonik anhidraz karbon tutulumunda gérev alan enzimdir. Ornegin
kemik ve dis kalsifikasyonlarinda veya deniz mercanlarinda CaCOs birikimi i¢in karbonik

anhidraz enzimleri rol almaktadir (50, 51).

Karbonik anhidraz gen ailesi a, B, v, 6, {, 1, 0, 1 olarak adlandirilmis sekiz {iyeden
olusur. Birgok organizma birden fazla gen ailesine sahipken insanda karbonik anhidrazi
yalnizca a-CA gen ailesi tarafindan kodlanir. (52-54). Karbonik anhidrazlarin memelilerde
tanimlanmis 15 farkli izoenzimi vardir (56). Aktif olan oniki izoform (CA I-VA, VB, VI,
VI, IX ve XII-XV) ve inaktif {i¢ izoformdan (VIII, X, XI) ibarettir. CA I, CA II, CA 1II,
CAVII, CA XIII sitozolde, CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV hiicre membraninda, CAVA
ve VB mitokondride bulunur ve CAVI tiikiiriikle salgilanir. CA VIII, X ve XI ¢inko ihtiva
etmez, inaktif formlardir. Bu enzimler farkli aktivitelerini aktif bolgelerinde bulunan

aminoasit farkliliklar1 ile gosterirler (49, 55). Karbonik anhidraz izoenzimleri protein
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yapilar1 birbiri ile yiiksek oranda homoloji gostermektedirler. Aktif bolgelerindeki aminoasit

farkliliklari aktivitelerini etkilemektedir. CO2 hidrasyon hizi ile degerlendirildiginde CA II,

IV, VB, VII, IX yiiksek hirasyon aktivitesine sahipken, CA III diisiik aktiviteye
sahiptir, digerleri ise orta diizeyde hidrasyon aktivitesine sahiptirler. Karbonik anhidraz
izoenzimleri viicutta yaygin doku dagilimi gosterirler. Doku dagilimlar1 ve lokalizasyonlari

tablo 1’degdsterilmistir.

Tablo 1. CA izoenzim hiicre lokalizasyonlari ve doku dagilimlar1 (Chegwidden’den,

57).

Irioenm Lokalizasyon Doku dagilimlari

CA| Sitozolik Kan, bgrsak, gtiz, ter bezleri, adipoz doku, barsak
myoepitelyal hiicreler, adreal bez zona glomeruloza

CAll Sitozolik Yaygin

CA I Sitozolik Iskelet kas1,_ yag dokusu, uterus, eritrosit, akciger, kolon,
prostat, testis

CA IV  Membrana bagli Bobrek, akciger, pankreas, barsak, goz, kapiller endotel

CA VA Mitokondriyal Karaciger

CA VB Mitokondriyal Yaygin

CA VI  Sekretuvar Tikirik bezleri, meme bezleri

CAVII  Sitozolik Sqntral sinir sistemi, ayni zamanda tiim dokularda az
miktarda bulunur

CA Sitozolik Beyin, 6zellikle serebellum purkinje iicrelerinde ve yaygin

VI olarak az miktarda tiim dokularda

CAIX  Membranabagli Cesitli timdr dokulari, gastrik mukoza

CAX  Sitozolik Beyin

CA X1  Sitozolik Beyin ancak diisiik miktarda tim dokularda bulunur

CA XIl  Membrana bagli  Yaygin ancak 6zellikle bobrek, kolon, prostatta bulunur

>C<ﬁ| Sitozolik Bobrek, beyin, akciger, barsak, reprodiiktif organlar

>C<'IAV Membrana bagli  Ozellikle bobrek ve kalpte ancak yaygin olarak bulunur
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Karbonik anhidrazlarin izoenzimlerinden CA 1II, IV, VII solunum ve asit baz
diizenlenmesinde; CA II, IV, VII gormede; CA II kemik rezorbsiyonunda; CA 1I ve V
metabolik stireglerde; CA II ve III kas iskelet fonksiyonlarinda; CA IX ve XIII timor
gelisimde rol oynarlar. En yaygin olarak bulunan CA II genel olarak tiim siireglerde gorev
almaktadir. CA I eritrositlerde CA II’den yaklasik bes-alt1 kat fazla miktarda bulunmasina
ragmen aktivitesi CA II'nin yaklasik %15° i kadardir. Karbonik anhidrazlarin bir¢ok

hastalikla iligkili olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Tablo 2).

Tablo 2. CA izoenzimlerinin iliskili oldugu hastaliklar

CA  fliskili hastaliklar

[zoenzimi
Yiiksekligi: Meme kanseri, kiiciik hiicreli akciger kanseri,

CAI prostat kanseri,sepsis, sistozomiyazis, diyabetik nefropati (58-
63).
Eksikligi: osteopetrozis, renal tiibiiler asidoz ve serebral
kalsifikasyon(58).Otoantikorlar: Aterosklerotik plak

can & .
Yiiksekligi: gastointestinal stromal tiimorler (65), Alzheimer, epilepsi,
pulmoner hipertansiyon, psddotiimdr serebri, akut dag hastaligi (66-
71)

CA Il Diistikliigii: Etanole bagl karaciger hasari (72-73).

CA IV Yiiksekligi: Akut myokard hasari, pankreatit (74-75)

Eksikligi: Neonatal ve erken ¢cocukluk doneminde agiklanamyan
CAV letarji, hiperlaktatemi ve hiperamonyemi (76).
Yiiksekligi: Pankreatik kanserler

Dis ciiriiklerinde ag1z i¢i sivisinda miktarinin arttigi (77-79)

CA VI Otoantikorlar:agiz kurulugu ile seyreden primer veya
sekonder nedenliSjogren’s hastaliginda tiikiiriikte (80,81).
CA VII Yiikseklikgi: Kolorektal kanserlerde (82).
Meme, bobrek, kolon, over, bas boyun tiimorleri, pankreas ve akciger
CAIX kanserleri gibi hipoksik solid tliimdrlerde ekspresyonunun artis (83-
92)
CA XI| Invaziv meme kanseri ve cesitli solid tiimérlerde,
glokomda ekspresyonunda artis (93-97)
Kolorektal kanserlerde ekspresyonun azalmis (Kummola L.,
CA Xl 2005), Otoantikorlar: primer ve sekonder Sjogren’s sendromu

(98)

Glioma, melanoma, karaciger ve uterus kanser tiplerinde
CA XIV  ekspresyonunda artig ve noronlarda otoakntikorunun tespit edildigi
(99- 101)
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2.3.1. CAll, CAVA, CAVB

Insan karbonik anhidraz-11 (nCA-II), rapor edilen on bes hCA izoformu arasinda en
baskin fizyolojik izoformdur. Bu izoform beyin, bobrek, mide mukozasi, osteoklastlar,
RBC'ler, iskelet kasi, testisler, pankreas, akcigerlerde bulunur. Ayrica retina ve lens gibi
goziin farkli anatomik ve hiicresel bolgelerinde yiiksek kullanilabilirligi nedeniyle, gz igi
basincinin diizenlenmesinde diger on iki katalitik olarak aktif hCA izoformundan daha

belirgin bir rol oynar (102).

Lipogenezle iligkili olan yonii CA 1I sitozolde asetil-KoA karboksilazin substrat
saglayicisi olmasidir. Karbonik anhidrazin CA VA ve VB izoformlari hem omurgalilarda
hem de omurgasizlarda mitokondrilerde bulunur ve {irogenez, glukoneogenez ve lipogenez
gibi biyosentetik siireclerde rol alirlar. Bu izoenzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar
mitokondride pirtivat karboksilaza ve karbomoil fosfatsentetaz I ve II’ye bikarbonat substrati
saglayicisidir. De novo lipogenezde gerekli olan asetil-KoA’nin mitokondriden sitozole
tasinmast gerekir (Sekil 4). Ancak bilindigi lizere mitokondri membrani asetil-KoA’ya
gecirgen degildir. Bu nedenle, mitokondri disina ¢ikmak i¢in okzaloasetatla birleserek sitrat
olusturur, sitrat 6zel tasiyicisi ile mitokondri membranindan sitozole kolaylikla taginir. Bu
yolda okzaloasetat, pirlivatin karboksillenmesi ile olugmaktadir. Burada karboksilleyici
enzim olan piriivat karboksilaz ile reaksiyonu ger¢eklestirirken substrat olarak bikarbonata
ithtiya¢ duymaktadir. Bikarbonat saglayicisi isemitokondride CA VA ve CAVB’dir. Diger
taraftan sitrat sitozolde sitraz liyaz tarafindan asetil-KoA’ya donistiiriiliir. Asetil-CoA de
novo lipid sentezi igin gerekli olan temel bilesik olup asetil-KoA karboksilaz enzimi ile
malonil-CoA’ya donistiiriilmektedir. De novo lipid sentezinde hiz kisitlayici basamak olan
bu reaksiyonda yine substrat olarak bikarbonat gerekmektedir. Sitozoldeki substrat saglayici
olan enzim ise CA II’dir. Sonug olarak enerji metabolizmasinda, de novo lipid sentezi yapan
dokulara karbonik anhidraz izoenzimlerinden CAVA ve VB mitokondride piriivat
karboksilaz i¢in, CA 1I izoenzimi sitozolde asetil-Co Akarboksilaz i¢in gereken bikarbonat

substratini saglar (49).
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Sekil 4. Liogenez ile iliskili yolaklar. PEP: fosfoenolpiriivat, PK: piriivat kinaz,
MPT: mitokondri piriivat tasiyicisi, PDH: piriivat dehidrogenaz, PC:
piriivat karboksilaz, PEPCK: posfoenolpiriivat karboksikinaz, MDH;
malat dehidrogenaz, AKK: aetil-koa karboksilaz. (Valle’den, 103)

Obezitede de novo lipogenezisi baskilayarak antiobezite ¢aligmalarinda asetil-KoA
karboksilazin baskinlanmasindan ziyade mitokondriyal piriivat karboksilaz baskilanmasinin
obeziteyi onlemede daha etkin olabilecegine dair sonuglar bildirilmistir. CA {izerinden
piriivat karboksilaz baskilandiginda mitokondriyal sitrat konsantrasyonun azaltildigi, asetil-
KoA enziminin baskilanmasi ile tam tersi olarak sitrat konsantrasyonun arttigina dair
caligmalar mevcuttur (104, 105). CA VA ve VB mitokondride benzer fonksiyona sahip iki
izoenzim olmasi akillara aralarinda fonksiyonel olarak bir fark olup olmadigi sorusunu
getirmektedir. CAVA ve VB lizerinde yapilan bir arastirmada CA VA ve VB genlerinde
knock-out edilmis, CAVA null farede normal fareye gore daha zayif bir tireme gozlenmistir.
Devaminda beslenmedestegi verilen null farelerde kan amonyak diizeyi yiiksek, glukoz
diizeyi ise normal olarak gozlenmistir. CA VB null fareler ile yapilan ¢alismada normal bir
biiylime, normal kan amonyak ve aclik glukozu diizeylerine sahip oldugu gézlemlenmistir.
Her iki geni de silinmig(double-knockout-DKO) olan farelerde ise siddetli biiylime-gelisme
problemleri ve yalnizcaCA VA null fareye gore ¢ok daha siddetli bir amonyak diizeyi
izlenmistir. Ayrica bu farelerebeslenme destegi verildiginde de yeterli derecede biiylime elde
edilememistir. DKO farelerdeyasam stiresinin kisaldig1 ve aglik kan glukoz diizeyinin de

belirgin derecede diisiik seyrettigisaptanmistir. CA VA ve VB birlikte hem {irogenezis hem
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de glukoneogenezis yolaklarina katkisagladiklari, CA VA’nin {irogeneziste daha etkin rol

oynadig1 sonucuna varilmistir (106).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu calismada kullanilan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve aletleri iiretici firmalari

ile birlikte Tablo 3’te listelenmistir

Tablo 3. Kullanilan cihazlar, malzemeler ve aletler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Etiiv

Vorteks

ELISA pleyti

Real Time PCR Cihaz1
Santrifiij

Magnetik karistiric
Otomatik pipetler
pH metre

El Homojenizatorii
Saf su cihazi

Hassas analitik terazi
Mikropleyt okuyucu
Deney tiipleri
Sogutmali santrifiij
Thermocycler
Nanodrop

Derin dondurucu

Steril DNAaz, RNAaz free pipet uclari

Calkalayici
ELISA yikayicisi

Gallenkamp
Niive, NM 110
Bioscience
Roche Light Cycler 480 11
Eppendorf

Ikamag RH

Eppendorf Research
Hanna Instruments
Qiagen TissueLyser Il
Aquatron 4 AD

Metler Toledo AB 204-S
VERSA max

SH & GLASS

Allegra 64R Centrifuge
PE Biosystem

Thermo

Thermo -86 °C

Greiner

Niive SL 35

BiotekO
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar

Kullanilan kimyasal madde Ureitci firma
Dietil prikarbonat (DEPC) Sigma
Sodyum karbonat (Na2CO3) Lancaster
Etanol Lancaster
Potasyum kloriir (KCI) Merck
Asetik asit (CH3COOH) Merck
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma
Izopropil alkol Merck
Disodyum Dihidrojen Fosfat (Na2HPO4 ]

2H20) Sigma
Etidyum bromiir Merck
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Sigma
Siilfiirik asit (H2S04) Merck
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) Merck
Carlo Triton X-100 Merck
Fosforik Asit (H3PO4) Sigma
Tris-HCI Sigma
Hidroklorik asit (HCI) Merck
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) AppliChem
Kloroform Merck
NaCl Sigma
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3.3. Kullanilan Ticari Kitler

Kullanilan ticari kitler ve tiretici firmalar1 Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan ticari kitler ve Uretici firmalari

Kullanilan ticari kitler Uretici firma

Rat NE ELISA Kiti IBL- Lot no: END171
Tripure RNA izolasyon Kiti :2:;2[83%:11667165001
GenElute™ Mammalian Katalog no: TN70 (Missouri,
Total Miniprep Kiti ABD)

DNAaz I ¢6zeltisi Qiagen (Almanya)

cDNA sentez kiti Roche- Kat.no 04896866001
DNA Master SYBR Green | Roche- Kat.no 12239264001
Rat Car2 primer IDT

Rat Car5A primer IDT

Rat Car5B primer IDT

Rat G6PDH primer (housekeeping) IDT

3.4. Yontem

Calismamizda kullanilan sicanlar, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip
Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Yapilan deneylerin
tiimii Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun onay ile

yapild1 (protokol no: 2018/41).
3.4.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Projede kullanilacak 16 adet erkek Sprague-Dawley 1rk1 180-210 gram agirliklarinda,
4-6 haftalik erkek sicanlar, Karadeniz Teknik Universitesi Deney hayvanlari biriminden
temin edilip yine ayni yerde deneyler icin barindirilip beslendi. Yem ve su ise ad libitum
olarak verildi. Sicanlar rastgele her grupta § adet sigan olacak sekilde 2 gruba ayrilipkilolar

belirlendi.
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1. Grup: Sag retroperitoneal yag dokusu tamamen denerve edildi ve 1 ay sonra
sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yag dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak

kullanilmak tizere alind1).

2. Grup: Sag retroperitoneal yag dokusu tamamen denerve edildi ve 3 ay sonra
sakrifiye edildi (sol retroperitoneal yag dokusu denerve edilmeyip, kontrol olarak

kullanilmak tizere alind1).

Siganlarin anestezi altinda batinlar1 agildi, sag retroperitoneal yag pedlerini innerve
eden sinir lifleri cerrahi olarak kesildi ve yag pedleri ile baglantilar1 kalmayacak sekilde
islem yapildi (47, 107) Sol retroperitoneal yag dokusunun sinir liflerine ulasmak i¢in gerekli
manipiilasyonlar yapildi, ancak kontrol olarak kullanilacagindan bu dokuda denervasyon
islemi gerceklestirilmedi. Daha sonra batinlar1 dikilerek kapatildi. Kontaminasyonu
engellemek i¢in, tiim hayvanlara batin kapatilmadan once tek doz penisilin 1:2 oraninda

seyreltilerek batin i¢i uygulandi.

Birinci grup ratlar bir ay sonra, ikinci grup ratlar ii¢ ay sonra tartild1 ve sakrifiye
edildi. Her iki retroperitoneal yag dokular1 ¢ikarildi ve dokular tartildi. Tarttmdan hemen
sonra dokular DNAaz, RNAaz igermeyen steril ependorflara konuldu. Norepinefrin tayini
i¢in alinan doku 6rnegi 6l¢lim yapilana kadar -80 °C saklandi. Car2, Car5A ve Car5B gen
expresyonu i¢in alinan dokular siv1 azotta saklandi ve ayni1 giin RNA izolasyonu yapilip

cDNA sentezi gergeklestirildi ve bu haliyle -80 °C de saklanda.
3.5. Dokuda Norepinefrin Ol¢iimii

Doku norepinefrin tayini ELISA yontemi ile yapilmistir. Norepinefrin tayini IBL
marka kit ile (Lot no: END 171) kit iceriginde belirtilen protokole gore yapildi. Doku 6nce
homojenize edildi, daha sonra ekstrakte edildi ve ELISA protokolii uygulandi.

3.5.1. Norepinefrin Ol¢iimiinde Kullanilan PBS Cézeltisinin Hazirlanmasi

PBS (10 mM, pH 7.4) 8.02 g NaCl, 0.18 g KCI, 0.863 g Na2HPO4, 0.471 g NaH2PO4
tartilarak 900 mL saf suda ¢oziildii. pH’s1 1 M NaOH ile 7.4’e ayarlanarak saf su ile son

hacim 1 L’ye tamamlandi. PBS tamponu ¢alismadan 1 gece once hazirlanip +4°C’de

bekletildi.

21



3.5.2. Homojenizasyon Asamasi

Retroperitoneal yag dokusundan yaklasik 150 mg ependorf i¢ine alind1 ve ependorf

icine ImL soguk PBS tamponu konuldu. Islemler buz iginde yapildi. Ependorf i¢ine +4°C’de

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

homojenize edildi. Homojenat 3 tabaka halinde goriildii. En iistte yag tabakasi(supernatan),

ortada infranatan ve altta az bir kisim (cidara yapisik vaziyette goriinen) hiicre tabakasi.

Infranatan kism1 kullanilmak iizere ependorflara alindi.

3.5.3. Doku Norepinefrin Tayin Asamasi

Onerilen protokole uygun olarak drnekler extraksiyon islemine tabi tutuldu. Prosediir

asagida belirtilen basamaklara uygun olarak gerceklestirildi.

Ekstraksiyon protokolii:

1.

Ekstraksiyon pleytinin ilgili oyuklari i¢cine her Standart, Kontrol ve ekstraksiyon
numunesinden 20 uL pipetlendi.

Her kuyucuga 1 mL Ekstraksiyon Tamponu pipetlendi.

Plaka yapiskan folyo ile kaplandi.

Bir orbital calkalayicida (600-900 rpm) oda sicakliginda (18-25°C) 30 dakika
ekstrakte edildi. (Ekstraksiyon sirasinda sivinin yiizeyi yapiskan folyoyu
1slatmalidir, ancak sivi seviyesi kuyunun 2 / 3'{inii gegmemelidir. (Sigramast
sonugclari etkilemez.).

Folyo ¢ikarildi, kuyucuklardaki sivi dokiildii. Her kuyucuga 2 mL bidistile su
eklendi ve plaka yeni yapiskan folyo ile kapatildi.

Bir orbital calkalayicida (600-900 rpm) oda sicakliginda (18-25°C) 5 dakika
calkaland.

Besinci asama tekrarlandi.

Her kuyuya 150 pL Ekstraksiyon Tamponu ve 50 pL Acylation Reagent
pipetlendi, pipetlemeden hemen sonra karistirildi.

Orbital bir ¢alkalayicida (400-600 rpm) oda sicakliginda (18-25°C) (yapiskan
folyo olmadan) 20 dakika ekstrakte edin.

10. Besinci agama tekrarlandi.

11. Altinct asama tekrarlandi.

12. Besinci asama tekrarlandi.
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13. Her kuyucuga 300 pL Release Buffer pipetlendi.
14. Orbital galkalayicida (400-600 rpm) oda sicakliginda (18-25°C) (yapiskan folyo
olmadan) 30 dakika calkalandh.

Hazirlanan 6rnekler i¢in Onerilen uygulama ayni giin test edilmesidir. Bu miimkiin
degilse, gece boyunCA II 2-8 °C'de yapiskan folyo ile kapli halde saklanmas1 6nerilmekte

oldugundan hazirlanan ekstraksiyonlar ekstraksiyon pleytinde 2-8°C'de bir gece saklandi.

Ekstrakte edilen 6rnekler ELISA protokoliine uygun olarak calisildi. Norepinefrin
standart grafigi Sekil 5’te verilmistir. Sonuglar g yas doku basina verilmistir.

Norepinefrin Standart Grafik
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Standart Konsantrasyonu (ng/mL gram doku)

Sekil 5. Doku norepinefrin diizeyi standart grafigi

3.6. Yag Dokusunda Total RNA izolasyonu

3.6.1. Total RNA izolasyonunda Kullanilan Dietilpirokarbonat (DEPC)’in Hazirlams::

%97’lik stok DEPC’den %0.1°(v/v)’lik 500 mL DEPC’li su hazirland1 ve 2 saat
siiresince 370C’de inkiibe edildi. Ardindan 20 dk otoklavlandi. Eldi edilen ¢6zeltinin
bozulmasi ve 1s1ktan etkilenmemesini engellemek icin +40C’de koyu renkli sisede saklandi.
Retroperitoneal yag dokularinin pargalanmasi ve tartimi siliresince kullanilan tiim
malzemeler distile su ve ardindan, dokulardan total RNA izolasyonu asamasindaki

muhtemel RNA kaybini azaltmak amaciyla, DEPC’li su ile muamele edilerek kullanildi.

3.6.2. Retroperitoneal Yag Dokusundan Total RNA Izolasyonu
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Izolasyon Guang ve Yang’in gelistirdigi yontem ile Tripure RNA Izolasyon Kiti ve

GenEluteTM Mammalian Total Miniprep kiti i¢eriginde kullanilan malzemelerle asagida

verilen asamalarda gerceklestirildi.

DNAaz | ¢ozeltisi: Qiagen firmas1t DNAaz seti i¢inde bulunan reaktifle hazirland.
Liyofilize DNAaz I 550 uL DEPC’Ii su ile hafifce karistirilarak ¢oziildii.

DNAaz ¢aligma ¢ozeltisi: 0.15 M NaCl (Sigma) ile 1:7 oraninda karistirilmasiyla eldi

edildi. Bu asamada DNAaz denatiire olmasini engellemek i¢in vorteksleme yapilmamalidir.

(Burada RDD tamponu ile hazirlanmasi onerilmekle birlikte elimizde RDD tamponu

olmadigindan NaCl kullanildi)

Izolasyon Basamaklari

1.

1.5 mL RNAaz icermeyen reaksiyon tiipiine yaklasik 300 mg yag dokusu
konuldu. Uzerine 1 mL Tripure izolasyon reaktifi (Roche, Isvicre) eklendi ve el

homojenizatorii yardimiyla 30 saniye boyunca homojenize edildi.

Tiipler 20 dk oda sicakliginda bekletildi ve ardindan 12000 g’de 4 °C’de 10
dakika santrifiij edildi. Ustteki yag tabakas1 atildi. Ortada kalan hafif pembe
renkli tabaka RNAaz icermeyen bagka tiipe alindi.

Uzerine 200 pL kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca elde kuvvetlice

calkalandi (vorteksleme yapilmaz)

Oda sicakhiginda 15 dk bekletildi. Ardindan 12000 g’de 4 °C’de 15 dakika
santrifiij edildi.
Ustte kalan renksiz faz reaksiyon tiipiine alindi ve kendi hacmi kadar %70’lik

etanol eklendi, vorteksleme yapildi.

Bu GenEluteTM Mammalian Total Miniprep kitine gegcilir. Etanol igeren
karigtmin 700 pL’si kit iceriginde bulunan filtrasyon kolonuna yiiklendi ve

12000 g’de 4 °C’de 18 saniye santrifiij edildi.

Kolona 250 pL yikama ¢ozeltisi eklendi ve yine 12000 g’de 4 °C’de 18 saniye
santrifiij edildi.

Kolona 80 pL. DNAaz stok ¢ozeltiden elde edilen DNAaz I ¢6zeltisi eklendi, 15
dakika inkiibe edildi, vortekslendi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

250 uL yikama ¢ozeltisi eklendi ve yine 12000 g’de 4 °C’de 18 saniye santrifiij
edildi.
Kolon kit igeriginde bulunan yeni toplama tiiplerine alindi.

Kolona 500 pL yikama ¢ozeltisi 1T eklendi ve 12000 g’de 4 °C’de 18 saniye
santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Alttaki s1vi kisim atildi.

Bos kolon kolonda kalan etanoliin uzaklastirilmasi i¢cin 12000 g’de 2 dakika
santrifiij edildi.

Kolon reaksiyon tiipiine konulduktan sonra 60 °C’de 1s1tilan eliisyon ¢dzeltisinin
100 nL’si kolonun merkezine gelecek sekilde pipetlendi ve hafifce vortekslendi.

Kolon 60°C’de 3 dakika bekletildi, 12000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen RNA numuneler RNAaz/DNAaz’dan yoksun reaksiyon tiiplerine

alindi.

3.6.3. Total RNA izolasyonu Sonucu Elde Edilen RNA Miktarinin Belirlenmesi

Elde Edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve safliginin belirlenmesi i¢in bir gosterge

olan A260

/A280 oran1 NanoDrop kullanilarak belirlendi. Izole RNA’lar eliisyon

cozeltisinde ¢ozlldigl icin, dlgiimde kor olarak eliisyon ¢ozeltisi kullanildi. Total RNA

numuneleri

ng/pL cinsinden hesaplandi. Saflik orani 1.8 civarinda bulundu.

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

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

First Strand cDNA Synthesis kit prosediiriine uygun sekilde gergeklestirildi. izole edilen

RNA numuneleriden cDNA sentezi i¢in asagidaki islemler yapildi.

cDNA sentezi i¢in gerekli karigim 1.5 mL’lik RNAaz/DNAaz’dan yoksun reaksiyon

tiiplerinde Tablo 6’da verilen reaktifler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 6. cDNA sentezi hazirliginda kullanilan reaktifler ve miktarlari
Raktifler Hacim (uL)
Su 1
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Tampon 4

RNAaz Inhibitérii 0.5
dNTP karigimi (10 mM) 2
Random Hekzamer Primer 2
Revers Transkriptaz (20 U/ pL) 0.5

Numunelerden elde edilen 10 pL total RNA’ya hazirlanan karisimdan 10’ar pL
eklendi. PCR cihaz1 25°C’de 10 dk, 55°C’de 30 dk ve 85°C’de 5 dk olacak sekilde
programlandi. Hazirlanan numuneler cihaza yiiklendi ve reaksiyonlarin sonucunda total
RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi. Olusan cDNA konsantrasyonlari (ng/pL) ve saflig
Nanodrop cihazinda 1.8 civarinda oldugu tespit edildi. -80 °C’de gen expresyonu yapilana

kadar saklandi. cDNA’larin konsantrasyonlar1 100 ng/pL‘ye seyreltildi.
3.8. RT-PCR

Gen expresyonu Light Cycler® 480 cihazinda, SYBR Green I Master Kiti (Roche)
ile gerceklestirildi. Her bir gen expresyonu i¢in; asagidaki Tablo 7°ye gore RT-PCR karigimi

hazirlandi.

Tablo 7. RT-PCR karisimi hazirlanmasi

Reaktif Hacim (1 6rnek igin gerekli olan)
SYBR GreenER gPCR Supermix 10

10 uM ileri primer 1
10 uM geri primer 1
Nukleaz free su 3
cDNA (100 ng/mL) 5

Gen expresyonu i¢in kullanilacak primer dizilimleri https://genome.ucsc.edu,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder ve http://bioinfo.ut.ee/primer 3-0.4.0 programlari

kullanilarak rat genomuna gore tasarlandi. Gen expresyonu analizlerinde, CA II i¢gin Car2,

CarVA i¢in Car5A, CAVB i¢in Car5B ve housekeeping olarak G6PDH kullanildi.

Gen dizilerini ¢cogaltmak i¢in kullanilan primerler dizileri Tablo 8’de gosterilmistir. SYBR
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Green I yontemi spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda kullanilir. SYBR
Green [ sadece cift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artis ile
birlikte okunan floresan miktar1 es zamanli olarak artar. “SYBR Green I’ 497 nm dalga
boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA’nin kiigiik
oluguna baglanir ve 30 amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca aktivitesinin % 6’sini1

kaybeder (128).

Tablo 8. Gen expresyonunda kullanilan primer dizileri

Gen Primer Primer Dizini

Car2 Ileri primer  5°- CAGCCTCTGCTCATATGTTACG -3’
Geri primer  5’-TTTGTTCACGGTGTGCTCAG -3’

Car5A Ileri primer  5’- TAGTGTCTATGACCCGAAGCTG -3’
Geri primer  5’- AGAGCCCCATTCATCTGTTG -3’

Car5B Ileri primer  5°- GCAGTCACCCATCAACATCC -3
Geri primer  5’- TAGTTATGTTCCAGGGGTCCTC -3’

GAPDH  ileri primer  5’- GCAAACAGAGTGAGCCCTTC -3’
Geri primer  5’- TGGCTGTTGAGGTGCTTG -3’

RT-PCR i¢in 6zel olarak iiretilmis 96 kuyucuklu pleyt her bir numunenin bir hedef
ve bir referans geni(G6PDH) icin iki reaksiyon olacak sekilde tasarlandi. Ayrica negatif
kontrol olarak PCR safliginda su kullanildi. Herbir kuyucuga Tablo 7°de verilen karigimdan
eklendi. Tabloda karisim topluca verilmis olsa da ¢aligma esnasinda ilgili kuyucuklara 3 pL
su ve 5 uL cDNA oOnceden ayr1 olarak pipetlendi. Burada ama¢ ¢cDNA Orneklerinin
pipetlemeler esnasinda dis ortamda fazla tutulmasini ve dolayisiyla bozulmasini engellemek
idi. Daha sonra hazirlanan karisimdan 12 pL kuyucuklara pipetlendi. Pleyt kaplama folyosu
ile pleyt sikica kapatildi ve 1500 g’de 20 saniye santrifiij edildi. Pleyt Ligth Cycler® 480 II
RT-PCR cihazina yiiklendi. RT-PCR protokolii Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. RT-PCR protokolii

Program Dongii Analiz modu
On inkiibasyon 1 Yok
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Amplifikasyon 55 Miktar tayini

Erime egrisi 1 Erime egrisi

Soguma 1 yok

Hedef

s1caklik[°C] Elde etme modu Siire[saat:dk:s]  Sicakhik artisi[°C/s]
On inkiibasyon

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 egrisi

95 yok 00:00:05 4.4
65 yok 00:01:00 2.2
97 Siirekli Yok 0.11
Soguma

40 yok 00:00:30 15

Calismada elde ettigimiz RT-PCR sonuglarina gore kullandigimiz Car2, Car5A ve

Car5B primerlerin ¢alismamiza uygun oldugu ve yan {irlin olugturmadig gozlemlendi. Buna

iliskin 6rnek erime noktasi grafigi Sekil 6’da gosterilmistir.
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Sekil 6. Car2, Car5A ve Car5B i¢in erime noktasi grafigi

RT-PCR calismasinda Car2, Car5A, Car5B ve GAPDH’a ait amplifikasyon grafigi

Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Car2, Car5A, Car5B ve GAPDH’a ait amplifikasyon grafigi

3.9. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Elde edilen sonuglar ortalama ve standart sapma olarak verildi. Grup ortalamalarinin

karsilastirilmasi i¢cin Kruskal Wallis testi, Post-Hoc olarak da bagimli degiskenler arasinda

Wilcoxon testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Gen expresyonu

hesabinda Fold Change kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Morfolojik Bulgular

Iki grup sag retroperitoneal dokuya giden sinir liflerine denervasyon islemi yapilarak
birinci grup bir ay sonra, ikinci grup {i¢ ay sonra sakrifiye edilerek her iki taraftaki
retroperitoneal dokular1 alindi. Denervasyon islemi yapilmadan 6nce goriintiileri Sekil 8’de

ve denerve edilmis sinir lifleri Sekil 9°da gdsterilmistir.

Sinir Liﬂeri’. :
: }3

_Denerve edilmig
sinir lifleri

Retroperitoneal
yag doku

Resim 2. Retroperitoneal yag dokusu ve Denerve edilmis sinir lifleri
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4.2. Deney Gruplarimin Retroperitoneal Yag Doku Agirhk Ol¢iimii Sonuclari

Retroperitoneal yag dokusu agirliklar1 Tablo 10°da  verilmistir. Sonuclar
degerlendirildiginde, bir aylik denervasyon grubunda Denerve edilen ve kontrol doku
agirhiklan: istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p= 0.024). Ug aylik denervasyon
grubunda denerve edilen ve kontrol doku agirliklart istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p=0.436).

Tablo 10. Retroperitoneal yag dokusu agirlik sonuglar1 (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 Yag Dokularinda Norepinefrin Ol¢iim Sonuglar

Denervasyon markirt olan NE’nin, denerve edilmis sag RP doku ile kontrol

dokusunda anlamli fark belirlendi (p<0.05). Sonuglar Sekil 8 ve Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Retroperitoneal yag dokularinda norepinefrin 6lgtim sonuglari

Kontrol Denerve edilen
p
(ng/g yas doku) (ng/g yas doku)
1.Grup (1Aylik)  195.74+10.88 182.0143.55 0.018*
2.Grup (3Aylik)  203.20+16.76 181.75+1.81 0.017**

*: 1.grup kontrole gore **: 2.grup kontrole gore
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RP Doku NE Sonug Grafigi

210,00

205,00 I
200,00
195,00 I
190,00
185,00
180,00
175,00
170,00
165,00 S

1. grup 2. grup
Gruplar

NE miktari (ng/mL)

H Denerve edilen i Kontrol

Sekil 8. Retroperitoneal yag doku norepinefrin diizeyleri

4.4. Retroperitoneal Yag Dokularinda Gen Expresyonu Sonuclar:

Car2 gen ekspresyonu birinci grupta hayvanlarda denerve edilmis tarafta 2,09 kat
yiiksek bulundu. Ikinci grupta ise bu deger 0,94 olarak bulunmustur. Car5A gen expresyon
kat degerlerinde denerve edilmis tarafta 1,98 kat yiiksek bulundu. Ikinci grupta ise bu deger
0,71 olarak bulunmustur. Car5B birinci grupta kat degisim degeri 2,58 iken ikinci grupta
belirgin bir 1,37 bulundu. Gen expresyon degerleri Tablo 12,13 ve 14’te; grafikler Sekil
11,12 ve 13’°te gosterilmistir.

Tablo 12. Car2 gen ekspresyonu kat degisimi (Fold Change) degerleri

Kontrol Denerve Edilen
1. Grup 1 2,09
2. Grup 1 0,94
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Car2 Ekspresyon Grafigi

2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00
1. grup 2. grup

H Denerve edilen Kontrol

Sekil 9. Car2 gen ekspresyon grafigi

Tablo 13. CarSA gen ekspresyonu kat degisimi (Fold Change) degerleri

Kontrol Denerve Edilen
1. Grup 1 1,98
2. Grup 1 0,92

Car5A Ekspresyon Grafigi

2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00
1. grup 2. grup

H Denerve edilen Kontrol

Sekil 10. Car5SA gen ekspresyon grafigi
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Tablo 14. Car5B gen ekspresyonu kat degisimi (Fold Change) degerleri

Kontrol Denerve Edilen
1. Grup 1 2,58
2. Grup 1 1,37

Car5B Ekspresyon Grafigi

3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00
1. grup 2. grup

W Denerve edilen Kontrol

Sekil 11. Car5B gen ekspresyon grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Beyin ile beyaz yag dokusu arasindaki bilinen iletisim ag1, sempatik eferent néronlar,
yag dokusundan dolagima salinan faktorler ve santral sinir sistemine giden afferent sinir
aglarindan olusmaktadir. Beyaz yag dokusunda yapilan histofloresans ¢aligmalar (108-111),
elektron mikroskopi ¢alismalari (110) ve bir sempatik sinir belirteci olan tirozin hidroksilaz
kullanilarak yapilan immunhistokimyasal ¢alismalarla (43, 47, 112, 113) sempatik
inervasyon kanitlarina ulasilmistir. Beyaz yag dokusunda sempatik sistem efferent ndronlari
ile duyusal afferent noronlar bulunmaktadir. Beyaz yag dokusunun metabolik durumu
duyusal noéronlarin ulastirdigr sinyallerle beyine bildirilir. Sempatik sinirler dokuya
salgiladiklar1 katekolaminlerle beyaz yag dokusunda lipolizi artirirlar. Burada katekolamin
etkisinin yalnizca lipoliz ile kalmadigi beraberinde oOnciil adiposit hiicrelerin
proliferasyonunu baskilayarak yag dokusu kiitlesinde ve hiicre sayisinda azalmayi sagladigi

yapilan caligmalar ile gdsterilmistir (2).

Adipoz doku inervasyonu konusu OSS’nin hangi kismindan saglandigina dair
yapilan c¢alismalar siirmektedir. Sadece sempatik ve hem sempatik hem de parasempatik
inervasyona sahip oldugu seklinde iki farkli goriis mevcut olsa da son yillarda yapilan
calismalarda “psddorabies viriisli ile transndronal retrograde tracing” yOnteminin ortaya
cikisi ile adipoz dokunun sempatik sinir sistemi efferent noronlariyla inerve edildigini
kanitlayan c¢alismalar mevcuttur. Yaygin gorlis sempatik inervasyona sahip oldugu ve
parasempatik inervasyona sahip olmadigi yoniindedir (114). Dikkat ¢ekilmesi gereken nokta
adipoz dokunun yerlesim yerine gore (visseral, derialti, alt abdomen, orta ve iist abdomen
vb) OSS sonlanmalarinin degisebilecegidir. Ornegin abdominal organlar yogun vagal
uyarilar almaktadir ve ayn1 zamanda yogun sempatik sinir sonlanmalarina da sahiptirler. Bu
organlarin g¢evresinde bulunan yag dokusu lipotoksik ozellikleriyle Tip2 diyabette One

cikmaktadir (115)

Beyaz yag dokusunda lipoliz, insiilin hormonu ve katekolaminler arasindaki denge
ile saglanmaktadir. Insiilin antilipolitik etkiye sahip iken katekolaminler lipolizi
desteklemektedir. Insiilin organizmada enerji diizenlenmesi ve lipid metabolizmasi ile
dogrudan iligkili bir anabolik hormondur. Katekolaminler ise lipid metabolizmasi agisindan
beta reseptorleri vasitasiyla lipid mobilizasyonu yoniinde calisan katabolik hormonlardir

(116).
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Denervasyon c¢alismalar1 dokularin metabolik aktivitesi iizerinde sinir sisteminin
etkilerini aragtirmaya yonelik olan ¢calismalardir. Yag dokusu iizerinde yapilan denervasyon
caligmalarinda genellikle bir veya birka¢ farkli lokalizasyondaki yag dokusu sinirleri
kesilerek yapilmaktadir. Calismalar lipolitik/antilipolitik aktivite, hiicre say1 ve boyutundaki
degisimler, metabolik kapasite degisimleri iizerine yogunlasmaktadir (27). Denervasyon
cerrahi veya kimyasal olarak yapilabilmekte, boylece farkli sinir hiicre gruplarinin farkl
etkileri tizerinde caligilabilmektedir. Sempatik denervasyon g¢alismalarinda denervasyon
basarisi doku norepinefrin diizeyi Olglimii ile yapilabilmekte iken, duyusal sinir
denervasyonunun basarisint CGRP, Noropeptid Y gibi hormonlarla yapilmabilmektedir.

Bunlarin yaninda doku agirliklarinin 6lgiimii de 6nemli ipuglart sunmaktadir (117).

Bu calismada cerrahi denervasyon yaparak retroperitoneal yag dokusuna gelen ve
giden tiim sinirleri denerve ettik. Denervasyon basarisini doku norepinefrin diizeyini 6lgerek
degerlendirdik. Gruplar arasinda doku norepinefrin diizeyinde denerve edilen doku ile
kontrol doku arasinda anlamli fark bulundu. Beklenildigi gibi denerve edilen dokuda kontrol
tarafa gore doku norepinefrin diizeyini diisiik olarak gozlemledik (Tablo 10, Sekil 12)
(swrastyla 1 ve 2. Grup p=0.017 ve 0.018). Denervasyonu takip eden 1. ve 3. aydaki doku
norepinefrin diizeyi denerve edilen tarafta sirasiyla 181.75 ve 182.01 ng/mL bulundu. Bu
veriye doku agirlik  sonuglarimi  da  ekleyecek olursak; Doku agirliklarini
degerlendirdigimizde 1. grupta denervasyonu takip eden 1. ayda doku agirlig1 ortalamasi
kontrol tarafta 0.22 g diisiik iken, 2. Grupta takip eden 3. ayda doku agirlig1 ortalamasi
kontrol tarafta 0.20 g diisiik olarak tartildi. Yiizde olarak diisiiniildiigiinde 1. gruptaki artig 1
ayda %33 iken, 2. Gruptaki artig 3 ayda %14’tiir. (Tablo 10) Boylece 2. gruptaki hayvanlarin
viicut agirlik artis1 devam etmesine ragmen esasen denerve yag dokunun agirligindaki artigin
bir siire sonra yavasladigi izlenmistir. Sonug¢ olarak denervasyon zaman igerisinde farkli
metabolik mekanizmalar ile doku diizeyinde kompanse edilmis olabilir. Literatiirde bir bolge
yag dokusunun (0rnegin inguinal, retroperitoneal vb) denerve edilmesinin baska bir bolge
yag dokusunda artisa neden olduguna yonelik ¢alismalar mevcuttur (21). Vurgulanan nokta
normal sartlar altinda beyne giden sinyaller sonucu beynin viicut toplam yag kapasitesinin
belirli bir seviyede tutulmasini saglama yetenegine sahip oldugu goriisii ortaya atilmistir
(30). Retroperitoneal yag dokusu artis1 birinci grupta anlamli farkli bulunmus, ikinci grupta

ise bu fark ortadan kalkmistir. Farkin ortadan kalkmasina ragmen ratlarin toplam agirliginin
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haftasina gore beklenen artigsa sahip olmasi beyin ve toplam viicut yag dokusu arasindaki

capraz iletisimden bahsedilebilir.

Ayrica denervasyona bagl viicut agirli degisiminde denervasyonun siiresi, lateral
veya bilateral uygulanmasi ve bu siirecte viicuttaki enerji dengesine bagl degisikliklerde
etkili olabilir. Denervasyonu takiben yag dokusundaki agirlik artisinin, denervasyonun yag
dokusunda obeziteyi taklit ettigini gostermektedir. Kahraman ve ark. farkli enerji
durumlarinda (yiiksek yagl diyet ve kontrol diyeti) denervasyonun genel metabolik durumu
etkilerini arastirdiklar1 uzun siireli (70 giin) arastirmada, bilateral olarak retroperitoneal yag
dokusu denerve edilmis kontrol diyeti ile beslenen sicanlarda viicut agirliklarinda, adipokin
sevilerinde ve kan TG konsantrasyonunda artiglar tespit etmislerdir. Pozitif enerji
dengesinde ise (yiiksek yagl diyet kullanimi1) denervasyona bagli olarak viicut agirliklarinda
ve adipokin sevilerinde diisiisler gézlemlemiglerdir. Bu durum degisen enerji seviyelerinde

denervasyonun farkli mekanizmalar1 kullandigini géstermektedir (126).

Yag dokusunda, yag sentezi iki yolla meydana gelir. Bunlardan biri dolasimdan
lipoprotein lipaz vasitasiyla lipoprotein iceriginde bulunan yag asitlerinin hiicreye alinmasi
ve bu yag asitlerinden hiicre i¢inde trigliserid sentezlenmesidir. Bir diger yol hiicre i¢inde
de novo lipid sentezidir. De novo sentezde hiicre i¢inde lipid dis1 molekiillerden (glukoz,
aminoasit gibi) yag asidi sentezi gergeklestirilir. Hiicrenin enzim diizeyi ve enerji
kapasitesine gore hiicre i¢inde sentez artmakta veya azalabilmektedir (2, 27). Yag asidi
sentezi sitozolde gergeklesir. Sentezde hiz kisitlayici basamak olan asetil-CoA karboksilaz
reaksiyonu i¢in bikarbonata ihtiyag vardir. Sitozolde bikarbonat saglayan reaksiyon CA Il
tarafindan katalizlenen karbondioksit hidrasyonu reaksiyonudur (49). Enerji fazlalig
durumunda yag asidi sentezinin devamlilig1 i¢in mitokondri i¢indeki asetil CoA nin sitozole
cikmast gerekmektedir. Bu tasima sirasinda asetil CoA nin sitrata doniisiimii i¢in gerekli
bikarbonat CA 5A ve CA 5B tarafindan saglanir. Bu enzimlerin de novo lipid sentezi, glukoz
homeostazi ve lire sentezi gibi metabolik siireclerde 6nemli rolleri oldugu bilinmekle birlikte
(118) yag dokusu denervasyon ¢alismalarinda karbonik anhidraz izoenzim gen
expresyonlarinin arastirildigir calismalara literatiirde rastlanmamistir. Yag dokusunda
gergeklestirilen gen ekspresyonu calismalarinda ¢ogunlukla GAPDH, Beta aktin ve 18 s
rRNA genleri housekeepin gen olarak kullanilmis ve normalizasyonlar bu genler iizerinden
gerceklestirilmistir. Ancak, Kafeterya diyeti ve denervasyonun gen ekspresyonlari

caligmalarinda kullanilan housekeeping genlerin degisiminin inceledigi calismada,
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denervasyonun GAPDH gen ekspresyonlarinda ciddi degisikler yaptigini gosterilmistir
(127). Incelenen 11 gen igersinde retroperitoneal yag dokusunda denervasyonn sonrasi
stabilitesi en az olan genlerden biri GAPDH dir. Calisma denervasyonu takiben 7 giin sonra
gergeklestirilmistir. Daha uzun donemde ilgi genlerin degerlendirildigi bir calisma
bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda 1 aylik ve 3 aylik gruplar icerdigi igin literatiir

uyumu i¢in GAPDH referans gen olarak kullanilmistir (128).

Calismamizda, CA 1II izoenziminin denerve yag dokuda birinci Grupta 2.09 kat
artmis oldugunu bulduk. ikinci grupta ise belirgin bir fark gdzlemlemedik (Tablo 12, Sekil
13). Bu durum denervasyonla birlikte yag dokusunda erken donemde de novo lipid
sentezinin artisin1 destekler niteliktedir. Diger ¢aligmalarda ve bu ¢aligmada da gozlenen
denervasyon sonrasi yag dokuda meydana gelen kiitle artisinda yag asitlerinin sentezinin
destekleyecek sekilde Car2 gen ekspresyonu artisi ile gerceklesmis olabilir. Ancak, birinci
grupta meydana gelen bu degisikligin Giglincli grupta olusmadigimi gézlemledik. Bu durum
yukarida da bahsedildigi gibi organizmanin kompanzasyon mekanizmalarint devreye
sokmasi ya da sentez kapasitesinin belirli bir noktadan sonra durmasi nedeniyle meydana
gelmis olabilir. Ayni zamanda doku agirlik artisinin azligi bu durumu destekler. CarSA gen
expresyonu birinci grupta 1,98 kat artmakla birlikte ikinci grupta fark gbzlenmedi. Car5B
gen expresyonu ise birinci grupta denerve dokuda 2.58 kat artmis olarak, ikinci grupta ise
1.37 kat arttigi gozlenmistir. Mitokondriyal izoformlar olan CA 5A ve CA 5B’nin
glukoneogenez, lipogenez ve iiregenez siireclerinde rol aldig: bildirilmektedir (4). Bir aylik
denervasyon grubunda her ii¢ gendeki ekpresyon artis1 lipogenezi destekler niteliktedir. Ug
aylik denervasyon grubunda ise Car2 ve Car5A’da belirgin farklilik g6zlenmemistir.
Mitokondrial karbonik anhidraz izoenzimlerinin doku dagilimlar farklidir. CA5 VA
karaciger ve iskelet kasinda bol bulunurken katalitik olarak daha yiiksek aktiviteyesahip olan
CA VB izoenzimi daha genis bir doku dagilimi gostermektedir. Dahas1t CA VB izoenziminin
katalitik domaini CA VA izoenzimine gore genetik olarak daha korunmus bulunmaktadir.
Doku dagilim1 ve domainler arasindaki korunma farki nedeniyle bu iki izoenzimin farkl
metabolik yollar1 destekleyecekleri ileri siiriilmiistiir (118). Ure devrinin ilk reaksiyonunu
katalizleyen mitokondrial karbamoil fosfat sentetaz i¢in gerekli olanbikarbonat iyonunun
CA VA enzimi tarafindan saglanmasi buna duruma bir 6rnektir (119).Dikkat ¢ekici bir nokta
olarak sempatik uyarimin beyaz yag dokusunda kahverengilesmeye neden oldugu

bildirilmistir (1). Sempatik sistemin hiicre kompartimanlari arasinda farkli etkiler
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olusturduguna dair c¢alismalar sinirlidir ancak kahverengilesmede artisa neden olmasi
hiicrenin mitokondri sayisinda artisa neden oldugu yani sempatik uyarimin mitokondri
fonksiyonlar1 tiizerine etkili oldugu ¢ikarimina gotiirebilir. Nitekim travmatik sinir
yaralanmalarinda ve kas hastaliklarinda mitokondrial fonksiyon kayiplarindan dolay1 kas
atrofisinin meydana geldigi ileri siirilmektedir (120). Bu c¢alismalarda denervasyon
tarafindan indiiklenen mitokondri igerik kaybi, kiitle kaybi ve oksidatif siireclerde
bozulmalar o6ne siiriilmekle birlikte olaymn baglaticisinin  denervasyon oldugu
belirtilmektedir. Benzer sekilde yag dokusundaki denervasyonu mitokondri igeriginde
degisiklere sebep olmasi uzun donemde CA VA ve VB deki degisikliklerin tam olarak
lipogenezi destekleyecek sekilde gelismemesine sebep olmus olabilir. CA VB 6zellikle
glukoneogenez ve lipogenezde artisa neden oldugu ileri siiriilmektedir. Ayrica organizmada
tek fonksiyonun iki benzer izoenzim tarafindan gerceklestirilmesi pek olagan bir durum
degildir. Bu durum izoenzimlerin hiicre i¢inde metabolizmanin farkli yonlerinde baskin
oldugu ve gerektiginde diger izoenzimi kompanse edebilecegini akla getirir. Burada
vurgulamak istedigimiz nokta organ diizeyinde izoenzim dagilimlarinin farkli olabilecegi,

dolayisiyla metabolizmanin degerlendirilmesinde biitiinciil bir yaklasimin dogru olacagidir.

Calismamizda tgtincli ayda Car2 ve Car5A ekspresyonlart kontrol tarafla benzer
sekilde bulunmus olup; Car5B’nin 1.37 kat daha yliksek olmasi her ne kadar mitokondriyal
asetil-KoA ¢ikisini destekliyor olsa da sitozolde de novo lipogenezi destekleyecek bulguya
rastlanmamistir. Bu durumu aydinlatmak i¢in de novo lipogeneziste hiz kisitlayicit basamagi
katalizleyen asetil-KoA Karboksilaz enziminin ekspresyon iriinlerine bakilmasi yerinde
olacaktir. Yine ekspresyonlarin protein {iriiniine doniislip doniismedigi sorusu da 6nemlidir.
Zira CA VB ekspresyonu artmistir ancak enzim miktar1 ve hatta aktivite tayini ile
degerlendirmek gerekli olabilir. Yine de sonug¢ olarak CASA’nin ve 5B’nin aymi doku
kompartimaninda farkli enzimlere farkli afinite gosterdigi barizdir. Bu minvalde lipogenez
(ve glukoneogenez) yolaklarinda mitokondriyal Asetil-KoA donilisiimii i¢in substrat
saglayicit olarak agirlikli izoenzim CA VB denilebilir. Spesifik olarak CA izoenzimlerin
aktivitesini Olgecek yontemler maalesef gilinlimiizde halen gelistirilememistir. Birgok
arastirmact spesifik izoenzim aktivitesi yerine toplam CA aktivitesini O6lgmektedir.
Boliimiimiizde yag dokusu denervasyonunun yapildigi bir tez ¢alismasinda, gen ekspresyon
caligmalarimiz1 dogrulayacak sekilde denerve yag dokularinda toplam CA aktivitesi yiliksek
bulunmustur (121-125)
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Calismamizda, retroperitoneal yag dokusunda denervasyonu takip eden ilk aydaki
denerve yag dokusundaki Car2, Car5A ve Car5B izoenzimlerinin gen ekspreyonlarmin de
novo lipid sentezini destekleyecek yonde degistigi ve sonugta denerve yag dokusundaki
kiitle artisina katki sagladigi; tiglincii ayda ekspresyon diizeylerinin bazal seviyeye yakin
olmasinin adipoz doku ile beyin arasindaki iletisimin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir. Adipoz
dokudan salgilanan faktorlerin beyine iletilmesi sonucu ortaya ¢ikan sinyaller hem hormonal
hem de noral iletimle ilgili dokulara ulastirilmakta ve bdylece metabolik adaptasyon
saglanmaktadir. Dokulardaki metabolik degisiklikler akut ve ilerleyen donemde farkli
Ozellikler gosterebilir. Ani degisikliklere akut donemde verilen yanit, beyin-doku arasindaki
iletisimin neticesinde organizmanin tiimiine etki eden sinyaller araciligiyla diizenlenir.
Calismamizda sempatik ve afferent noral sinyalin kesilmesi ile dokuda akut donemde
lipogenezisi artirmistir. Ancak dokudan kaynaklanan diger hormonal sinyallerin beyine
iletilmesi dokunun ileri donem adaptasyonunu saglamis olabilir. Noral ve hormonal sinyaller
birlikte organizmada homeostazisi saglar. Sonu¢ olarak metabolizmada meydana gelen
degisikliklerden kaynaklanan sinyaller ayr1 ayr1 farkli etkilere sahip olsa da saglikli bir
organizmada homeostazis, beyin-doku iletisimi vasitasiyla organizmanin biitiiniinde tesis

edilir.
Oneriler:

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

CoA karboksilaz gibi) etkileri incelenebilir.

Yag dokusu kiitle artisinda de novo sentezin yani sira ekzojen lipidlerin dokuda
birikmesine bagli bir artig da ger¢eklesebilir. Bu haliyle denerve yag dokularinda lipoprotein

lipaz durumu degerlendirilebilir.

Yag dokular1 arasinda, visseral ve subkutan yag dokularinda metabolik farkliliklar

bulundugu i¢in, farkli yag padlerinde denervasyona bagli lipid metabolizmasi arastirilabilir.

Calismamiz sagliklt ve herhangi bir diyet uygulanmasi yapilmayan deneklerde
yapilmistir. Metobolik homeostazisin bozuldugu bir ¢alisma ile, beyin-doku etkilesimleri

incelenebilir.

CA inhibitorleri kullanilarak yag dokusu metabolizmasi incelenebilir.
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Gen ekspresyonlarinin yaninda ilgili enzimlerin western blot ile protein miktar tayini

yapilabilir.

Ozellikle mitokondriyal izoenzimlerin ekspresyon ve miktarlar1 tayin edilirken
denervasyonla mitokondri sayist degisimi, uncoupling protein ekspresyonlar1 ve protein

miktarlar tayin edilebilir.
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