TURKIYE CUMHURIYETI]
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

DE NOVO LIPOGENEZDE KARBONIK
ANHIDRAZ 11, 111, V iIZOENZIMLERI ILE BEYIN
KAYNAKLI NOROTROFIK FAKTOR (BDNF)
ARASINDAKI ILISKININ INCELENMESI

Fazilet YALDUZ

DOKTORA TEZi

Prof. Dr. Ahmet ALVER

TRABZON-2018






TURKIYE CUMHURIYETI]
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

DE NOVO LIPOGENEZDE KARBONIK
ANHIDRAZ II, 111, V IZOENZIMLERI ILE
BEYIN KAYNAKLI NOROTROFIK FAKTOR
(BDNF) ARASINDAKI ILISKININ
INCELENMESI

Fazilet YALDUZ

DOKTORA TEZI

Prof. Dr. Ahmet ALVER

TRABZON-2018



ONAY

Bu Tez Doktora Tezi Standartlarina Uygun Bulunmustur
Prof. Dr. Siileyman Caner KARAHAN

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkan1

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali Doktora ogrencisi Fazilet YALDUZ’un hazirladigi “De Novo Lipogenezde
Karbonik Anhidraz II, 1ll, V lIzoenzimleri ile Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor
(BDNF) Arasindaki Iliskinin Incelenmesi” baslikli tez KTU Lisansiistii Egitim -
Ogretim ve Smav Yoénetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel kalite

yoniinden degerlendirilerek Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Danigman Prof. Dr. Ahmet ALVER

Doktora Sinavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Ahmet ALVER

Prof. Dr. Mustafa CALAPOGLU

Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAS

Prof. Dr. Ismail ABIDIN

Dr. Ogr. Uyesi Fulya BALABAN YUCESAN

Tarih: ../../2018

Bu tez KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun..../.../.... tarih ve sayil

karariyla onaylanmaigstir.

Prof. Dr. Ersan KALAY
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiir V.



BEYAN

Bu tez c¢alismasmin KTU Saghk Bilimleri Enstitiisi tez yazim kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara bagli kalinarak
gerceklestirilmis 6zgiin bir bilimsel arastirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
calismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin
kaynaklar listesinde yer aldigini, tezin ¢alisilmasi ve yazimi asamalarda patent ve telif

haklarin1 ihlal edici bir davranisimin olmadigimi beyan ederim.

Tarih: 30/11/2018
Fazilet YALDUZ



TESEKKUR

Tez calismamda hem bilge ve tecriibeleriyle hem de manevi destekleriyle her
zaman yanimda olan danigman hocam Sayin Prof. Dr. Ahmet ALVER basta olmak
tizere yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca her tiirlii destegini esirgemeyen Sayin
Prof. Dr. E. Edip KEHA hocama oncelikle tesekkiir ederim.

Tez c¢alismamda kullandigim hayvanlarin teminini saglayip desteklerini

esirgemeyen Sayin Prof. Dr. ismail ABIDIN’e,

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki degerli hocalarim Prof. Dr. Orhan DEGER,
Prof. Dr. Astm OREM, Prof. Dr. Yiiksel ALIYAZICIOGLU, Prof Dr. S. Caner
KARAHAN, Prof. Dr. Birgiil VANIZOR KURAL, Do¢. Dr. Ahmet MENTESE, Dr.
Ogr. Uyesi Fulya BALABAN YUCESAN’a, doktora c¢alismamda yardimlarini
esirgemeyen degerli arkadaslarim Dr. Ogr. Uyesi Diler US ALTAY’a, Dr. Imran
INCE’ye, Ars. Goér. Elif SAHIN’e, Ars. Gor. Serap OZER YAMAN’a ve Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali’ndaki tiim yiiksek lisans ve doktora 6grencisi arkadaglarima,

Tez calismamin gerceklesmesinde maddi kaynak saglayan KTU Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Her zaman yanimda olan aileme en igten dileklerimle tesekkiir ederim.

Fazilet YALDUZ

TDK-2016-5409 numarali bu tez calismas1 KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir.




ICINDEKILER

ONAY

BEYAN

TESEKKUR

ICINDEKILER

TABLOLAR DIZiNi

SEKILLER DIiZiNi

KISALTMA, SIMGE ve FORMULLER DiZIiNi

1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS ve AMAC

4, GENEL BILGILER

4.1. De Novo Lipogenez

4.2. Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF)
4.2.1. BDNF Reseptorleri

4.2.1.1. Pannorotrofin Reseptor (p75NTR Reseptorii)
4.2.1.2. Tropomiyozin Reseptor Kinaz (TrkB Reseptorii)
4.2.2. BDNF Geni ve Obezite

4.3. Karbonik Anhidraz Enzimi ve Genel Ozellikleri
4.3.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi
4.4, CAIll

4.5. CA 1l

4.6. CAVAve CAVB

4.7. Piruvat Karboksilaz

4.8. Asetil CoA Karboksilaz

5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

5.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

5.3. Calismada Kullanilan Deney Hayvanlari

5.4. Farelerin Genotiplemesi

Vi

Sayfa

Vi

viii

© © © o ol O W N P X X

N DD DD DN DD P PP PP
~N o o o o N b 0O oo O, O



5.4.1.

5.5.

5.5.1.
5.5.2.
5.5.3.
5.5.4.

5.6.
5.7.

6.1.
6.2.

6.2.1.
6.2.2.
6.2.3.
6.2.4.
6.2.5.
6.2.6.

10.
10.1.
11.
12.

Agaroz Jel Elektroforezi

Gen Ekspresyonu

RNA izolasyonu

RT-PCR ile RNA Orneklerinden cDNA Elde Edilmesi
Real Time PCR Protokolii

RT-PCR Sonuglarmin Degerlendirilmesi

Serumda Yapilan Glukoz ve Triagilgliserol Ol¢iimii
Istatistiksel Analizler

BULGULAR

Farelerin Agirlik, Glukoz ve Triagilgliserol Seviyeleri ile Tlgili Bulgular
Karaciger ve Yag Dokularinda Gen Ekspresyonlari ile ilgili Bulgular
CA 11 Ekspresyonu ile ilgili Bulgular

CA 111 Ekspresyonu ile ilgili Bulgular

CA VA Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

CA VB Ekspresyonu ile ilgili Bulgular

Piruvat Karboksilaz Ekspresyonu ile Ilgili Bulgular
Asetil CoA Karboksilaz p Ekspresyonu ile ilgili Bulgular
TARTISMA

SONUC ve ONERILER

KAYNAKLAR

EKLER

Ek 1

ETIiK KURUL ONAYI

OZGECMIS

Vil

28
29
30
31
31
33
34
34
35
37
35
35
36
37
38
39
40
42
50
49
55
55
56
57



Tablo
Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.

Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.
Tablo 15.
Tablo 16.

Tablo 17.

TABLOLAR DIZINI

a-CA izoenzimleri, hidrataz aktivitesi ve hiicre i¢i yerlesimleri

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin
ozellikleri

Kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firmalar
Genotiplemede kullanilan BDNF ve Neomisin primerleri
Genotiplemede kullanilan PCR karisimi

RNA o6rneklerinin RT-PCR islemine hazirlanmasi

RT-PCR protokolii

RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Orneklerin Real Time PCR igin hazirlanmas1

Real Time PCR protokolii

Gruplarimn baglangi¢ ve deney sonu agirliklari ile serum glukoz,
triagilgliserol degerleri

Karaciger ve yag dokusuna ait CA 1l ekspresyon sonuglari
Karaciger ve yag dokusuna ait CA 111 ekspresyon sonuglari
Karaciger ve yag dokusuna ait CAVA ekspresyon sonuglari
Karaciger ve yag dokusuna ait CA VB ekspresyon sonuglari
Karaciger ve yag dokusuna ait piruvat karboksilaz ekspresyon
sonuglari

Karaciger ve yag dokusuna ait asetil CoA karboksilaz 3 ekspresyon

sonuglari

viii

Sayfa
13

25
26
28
28
31
31
32
32
33

35
36
36
37
38

39

40



Sekil

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

SEKILLER DiZiNi

Yag asidi biyosentezinde karbonik anhidraz izoenzimlerinin roli
BDNF’nin iiretimi ve salgilanma mekanizmasi

Fare ve rat BDNF genlerinin yapis1 ve transkriptleri

BDNF reseptorleri ve iliskili olduklari sinyal iletim yollar
Karbonik anhidraz enziminin doniistimlii reaksiyonu
Karbonik anhidraz enzimi hidrataz aktivitesinin mekanizmasi
Glukozun oksidatif metabolizmasi ve siiperoksit iiretiminde
mitokondrial karbonik anhidrazlarin rolii

BDNF ve neomisin bantlarinin gosterildigi 6rnek bir agaroz
jel goriintiisii

Gruplarin karaciger ve yag dokularinin CA 1l ekspresyonu
karsilastirmasi

Gruplarin karaciger ve yag dokularinin CA 11 ekspresyonu
karsilastirmasi

Gruplarin karaciger ve yag dokularinin CA VA ekspresyonu
karsilastirmasi

Gruplarin karaciger ve yag dokularinin CA VB ekspresyonu
karsilastirmasi

Gruplarin karaciger ve yag dokularinin piruvat karboksilaz
ekspresyonu karsilagtirmasi

Gruplarin karaciger ve yag dokularinin asetil CoA B karboksilaz

ekspresyonu karsilastirmasi

Sayfa

12
14

20

29

36

37

38

39

40

41



KISALTMA, SIMGE ve FORMULLER DIiZiNi

Kisaltmalar

ACC1 Asetil CoA karboksilaz 1

ACC2 Asetil CoA karboksilaz 2

AMPK Adenosin monofosfat aktive olan protein kinaz
BDNF Beyin kaynakli norotrofik faktor

CA Karbonik anhidraz

CARPs CA iliskili proteinler

CPSI Karbamoil fosfat sentetaz |

CPSII Karbamoil fosfat sentetaz I

cDNA Komplementer deoksiriboniikleik asit
DNL De novo lipogenez

EC Enzim kodu

MBDNF Olgun beyin kaynakli norotrofik faktor
NT Norotrofin

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

RT-PCR Real-time polimeraz zincir reaksiyonu
SOD Stiperoksit dismutaz

TCA Trikarboksilik asit

TrkB Tropomiyozin reseptor kinaz B
Simgeler

Alfa o

Beta B

Gama v

Mikro T

Lamda A

Epsilon €



Formiiller

CH3COOH
C2HsOH
CsH70H
CHCIs
HCI

KCI
MgCl2

Asetik asit
Etanol

Izopropil alkol
Kloroform
Hidroklorik asit
Potasyum Kloriir

Magnezyum Klortir

Xi



OZET

De Novo Lipogenezde Karbonik Anhidraz 11, I11, V izoenzimleri ile Beyin
Kaynakl Nérotrofik Faktor (BDNF) Arasindaki iliskinin incelenmesi

De novo lipogenez (DNL), obezite basta olmak iizere metabolik sendrom, diyabet
gibi birgok metabolik bozuklukla iliskili kompleks bir metabolik yoldur. Beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF) proteini ise noronal fonksiyonlarmin yanisira enerji
homeostazi i¢in de 6nemli olan bir norotrofindir. BDNF heterozigot farelerle yapilan
calismada bu farelerde Kilo artisi, diyabet bazen de yeme davranislarinda bozukluklar
goriilmistiir. Karbonik anhidrazlar hem glukoneogenez, iiregenez, lipogenez gibi gesitli
fizyolojik olaylarda hem de obezite, diyabet gibi patolojik olaylarda rolii olan
metaloenzimlerdir. Sitozolde ve mitokondride bulunan karbonik anhidraz (CA)
izoenzimlerinin, yag asidi sentezinde asetil CoA'y1r yag asitlerinin yapi1 tas1 olan
malonil-CoA'ya dontistirmek i¢in gerekli bikarbonat iyonununu sagladig: ileri
stiriilmistiir. Tiim bu verilerden yola ¢ikarak, de novo lipid sentezinde BDNF ile CA 11,
I1l, VA-VB izoenzimleri arasinda bir iligki olup olmadigi aragtirilmistir. Dort aylik wild
tip ve BDNF (+/-) farelerden iki grup olusturuldu. Hayvanlardan alinan karaciger ve yag
dokularinda CA I, 1ll, VA-VB, asetil CoA karboksilaz ve piruvat karboksilaz
ekspresyonlarina 6lgiildi. BDNF heterozigot farelerde hem karaciger hem de yag
dokusunda CA II, CA VA izoenzimleri ile piruvat karboksilaz ve asetil CoA
karboksilaz enzimlerinin gen ekspresyonlari kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlaml1 derecede yiiksek bulundu (p<0.05). CA 111 ekspresyonu yag dokusunda yiiksek
bulunurken karaciger dokusunda anlamli bir degisiklik goriilmedi. Karaciger
dokusundaki CA VB ekspresyonunda da wild tipe gore anlamli bir degisiklik
goriilmedi. Bu bilgiler 1s18inda, BDNF’nin de novo lipogenezi (DNL)’i karbonik

anhidraz izoenzimleri tizerinden diizenleyebilecegi kanatine varildi.

Anahtar Sozciikler: BDNF, CA II, CA 11, CA VA-VB, de novo lipid sentezi



SUMMARY

The Investigation of the Relationship Between the CA 11, 111, V 1zoenzymes
and BDNF in the De Novo Lipogenesis

De novo lipogenesis is a complex pathway associated with many metabolic
disorders such as metabolic syndrome, diabetes and especially obesity. BDNF protein is
a neurotrophin that is important for energy homeostasis as well as neuronal functions.
Carbonic anhydrases are metalloenzymes which have roles both in physiological
events such as gluconeogenesis, ureogenesis, lipogenesis, and in pathological events
such as obesity and diabetes. CA isoenzymes in the cytosol and mitochondria have been
suggested to provide the bicarbonate ion needed to convert acetyl CoA to malonyl-CoA,
which is the building block of fatty acids, in fatty acid synthesis. Based on all these
informaiton, the relationship between BDNF and CA 11, 1ll, VA-VB isoenzymes was
investigated in de novo lipid synthesis. Four-month wild-type and BDNF heterozygous
mice (BDNF (+/-)) mice were divided into four groups. Expressions of acetyl CoA
carboxylase and pyruvate carboxylase with CA 1l, 11, VA-VB in the liver and adipose
tissues were studied. Gene expressions of pyruvate carboxylase and acetyl CoA
carboxylase enzymes with CA 1I, CA VA isoenzymes in both liver and adipose tissues
were significantly higher in BDNF heterozygous mice compared to the control group (p
<0.05). CA 1l expression was high in adipose tissue while there was no significant
increase in liver tissue. CA VB expression in liver tissue showed no significant change
compared to the wild type. In the light of this information, it was found that BDNF

could regulate DNL via carbonic anhydrase isoenzymes.

Key Words: BDNF, CA II, 111, VA-VB, de novo lipid synthesis



3. GIRIS ve AMAC

De novo lipogenez, diyetle alinan fazla miktardaki protein ve karbohidratlarin
asetil CoA vasitasiyla yeni yag asitlerine doniisiimiiniin biyokimyasal sentezini ifade
eder. Bu endojen metabolik yol temelde tiim hiicrelerde meydana gelir fakat adipoz
doku ve karaciger dokusu baslica olusum yerleridir. Kompleks bir metabolik yol olan de
novo lipogenezin, obezite basta olmak iizere metabolik sendrom, tip 2 diyabet gibi

birgok patogenezle de iliskili oldugu goriilmistiir (1).

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), omurgalilarin merkezi ve periferal sinir
sisteminde 6nemli rolleri olan norotrofin (NT) ailesinin tanimlanan ikinci iiyesi olup, ilk
kez domuz beyin dokusundan izole edilmistir (2). BDNF proteininin norolojik gelisim,
sinaptik iletim, 6grenme ve hafizadaki roliinlin yanisira, viicut agirli@inin kontrolii ve
enerji hemeostazi i¢in de 6nemli oldugunu gosteren deliller mevcuttur (3). BDNF
heterozigot farelerle yapilan ¢aligmada bu farelerin viicut agirliklarinda artis bazen de

yeme davranislarinda bozukluklar goriilmiistiir (4).

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1, karbonat hidroliyaz) biitiin organizmalarda
yaygin olarak bulunan, aktif bolgelerinde ¢inko ihtiva eden ve baslica bes farkli gen
ailesi (a, B, vy, A, €) tarafindan kodlanan metaloenzimlerdir (5, 6). Karbonik anhidraz
aktivitesi; pH regiilasyonu, karbondioksit homeostazi, solunum, kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon, tiimor olusumu gibi olaylarda hem de glukoneogenez, iiregenez,
lipogenez gibi gesitli fizyolojik proseslerde igin 6nem arz etmektedir (7). Sitozolde ve
mitokondride bulunan CA izoenzimlerinin, yag asidi sentezinde asetil CoA'y1 yag
asitlerinin yap1 tast olan malonil-CoA'ya doniistirmek igin gerekli bikarbonat
iyonununu sagladigi ileri siiriilmistir (7, 8). De novo lipogenezin mitokondride
gergeklesen piruvatin  okzaloasetata doniisiim basamagi, bikarbonat ve piruvat
karboksilaz varliginda gergeklesir ve bu tepkime i¢in gerekli olan bikarbonat CA VA
vel/veya VB tarafindan saglanir. Asetil CoA karboksilaz basamaginda asetil CoA’dan
malonil CoA eldesi igin gerekli olan bikarbonat ise CA Il ve/veya CA Il tarafindan
saglanmaktadir (9, 10).

Literatiirde de novo lipid sentezinde BDNF ile karbonik anhidraz enzimleri
arasinda bir iligki olup olmadigini gosteren ¢alismaya rastlanmamustir. Biz de bu amagla

calismamizda de novo lipid sentezinde 6zellikle Kilit rol oynayan enzimlere bikarbonat



kaynagi olan karbonik anhidraz enzimleri ile BDNF arasindaki iliskiyi farelerin

karaciger ve yag dokulari tizerinden incelenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1. De Novo Lipogenez

De novo lipogenez, diyetle alinan fazla miktardaki enerjinin yeni yag asitlerine
doniistimiinii ifade eder. Endojen proses olan de novo lipogenez temelde tiim hiicrelerde
meydana gelir fakat adipoz doku ve karaciger dokusu baslica olusum yerleridir.
Kompleks bir metabolik yol olan bu proses obezite basta olmak iizere ¢esitli karaciger
hastaliklari, metabolik sendrom, kanser, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
birgok patogenezle de iliskili oldugu gorilmustiir. Lipogenezin diizenlenmesi diyet,

enzimatik ve hormonal yolla gergeklesir (1).

Yag asitlerinin de novo biyosentezi sitoplazmada gergeklesir. Yag asidi sentezi,
substratlarin bulunusu (asetil CoA ve glukoz metabolizmasindan olusan NADPH) ve
astil CoA karboksilazin aktivasyonuyla gergeklesir. Mitokondride olusan asetil CoA’nin
yag asidi sentezine Kkatilabilmesi igin sitozole gegmesi gerekir. Asetil CoA,
mitokondriden sitozole dogrudan gegemez bir mekik mekanizmas: vasitasiyla geger.
Piruvatin okzaloasetata doniisimii ise bikarbonat ve piruvat karboksilaz enzimi
varhginda gerceklesir. Bu tepkime icin gerekli olan bikarbonat CA VA velveya VB
tarafindan saglanir. Mitokondri membran1 okzaloasetat ile birlesip sitrati olusturmak
icin gerekli olan asetil CoA igin gecirgen degildir. Sitrat trikarboksilik asit tasiyicisi ile
sitoplazmaya tasinir ve burada sitrat liyaz enzimi ile tekrar okzaloasetat ve asetil
CoA’ya doniigiir. Mitokondri membrani1 okzaloasetata gegirgen olmadigi igin tekrar
piruvata dekarboksilasyonla doniisiir ve piruvat tasiyicisi ile mitokondriye alinir. Daha
sonra okzaloasetat malata indirgenir ve malat dikarboksilat tasiyicisi ile mitokondriye

taginabildigi gibi sitoplazmada malik enzim tarafindan piruvat ve CO,’ye de doniisebilir

ve olusan piruvat da mitokondriye gecer. Sitozolde olusan asetil CoA ise asetil CoA
karboksilaz ve bikarbonat varliginda malonil CoA'y1r olusturur. Bu reaksiyon igin
gerekli bikarbonat ise baglica CA 1l enzimi olmak iizere kismen de CA Ill enzimi ile
saglanir (11, 12). Doymus uzun zincirli yag asitlerinin sentezi olusan bu malonil CoA
ve asetil CoA'larin kondensasyonu sonucu gergeklesir. Yag asidi sentezinin baslica

tirtinii palmitattir (1).
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Sekil 1. Yag asidi biyosentezinde karbonik anhidraz izoenzimlerinin rolii (Supuran’dan,
13) ACC: Asetil CoA karboksilaz PC: Piruvat karboksilaz

4.2. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF)

BDNF omurgalilarda merkezi ve periferal sinir sisteminin gelisiminde,
devamliliginda ve plastisitesinde o6nemli rolleri olan norotrofin (NT) ailesinin

tanimlanan ikinci iyesi olup, ilk kez domuz beyin dokusundan izole edilmistir (2).

BDNF proteini dimerik pre-proBDNF protein seklinde sentezlenir daha sonra ileri
islemler sonucu olgun ve aktif formu olan yaklasik 14 kDa'luk olgun BDNF (MBDNF:
mature BDNF) olusur (2). Onciil pre-proBDNF endoplazmik retikulumda o6nciil
dizisinin kesimi sonucu 32 kDa’lik proBDNF olarak golgi aygit1 araciligiyla trans golgi
agma (TGN) ve golgi cisimcigine hareket eder. proBDNF intraselliiler alanda furin ya
da pro-konvertaz enzimleri tarafindan kesilerek ya da proBDNF olarak salindiktan sonra
ekstraselliiler alanda metalloproteinaz ve plazmin gibi proteazlarla kesime ugrayarak
14kDa’luk BDNF’yi meydana getirir (Sekil 1) (2).
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MMMP: Matriks metalloproteinaz
Beynin birgok bolgesinde ozellikle de 6grenme, hafiza ve yiiksek bilissel
fonksiyonlarin gergeklestigi hipokampus, korteks, serebellumda en yiiksek seviyede

salindig1 bilinmektedir (3, 14).

Ayrica birgok dokuda da timus, karaciger, dalak, adipoz doku, bébrek, prostat,
mide, trake, iskelet kasi, endotel hiicreleri, ince bagirsak, retina, kalp, akciger ile immun
sistemde lenfositlerden, trombositlerden 1okositlerden, monositlerden, T ve B
hiicrelerinde sentezlenmektedir (15). Serum BDNF miktarmin biyik bir kismi
trombositlerde depolanmistir. Trombositler BDNF’yi iiretemezler, dis kaynaklardan
elde ederler ve belli bir uyariyla salarlar. Bu sebeble trombositler insan viicudunda tek
BDNF tasgima sistemi olarak goéziikmektedir. Santral sinir sistemindeki BDNF
konsantrasyonu ile serum BDNF konsantrasyonu arasinda siki bir iliski olduguna dair
kanitlar vardir. Trombositlerdeki BDNF, kan-beyin bariyerini gegerek santral sinir
sisteminden gelir. Trombositlerden salinabilen BDNF miktarimin serumdaki BDNF

miktarimi yansittig diisiiniilmektedir (16).

BDNF gen kodlar1 baliklarda, amfibilerde, siirlingenlerde ve memelilerde
bulunmustur. BDNF geni insanda 11p 14.1 lokalizedir ve 247 aminoasitlik bir proteini
kodlar (2, 17).
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Sekil 3. Fare ve rat BDNF genlerinin yapisi ve transkriptleri (Cunha’dan, 2)

BDNF geni; protein sentezini denetleyen, promotdr elementlerine sahip sekiz kisa
5’ eksona (ekson I-VIII) ve olgun BDNF proteinini kodlayan bir tane 3’ (ekson IX)
eksona sahiptir. Promotorlerin alternatif kullanimi ve splicing mekanizmalar ile farkli
promotor ve transkriptler olusmaktadir (Sekil 2). Ekson 4; en ¢ok akciger ve kalpte
eksprese olurken, ekson 1, 2, 3 transkriptleri en ¢ok beyinde bulunur. Ekson 3 igeren
transkript, hipokampus ve kortekste noronal aktivite kontroliinde 6nemli etkiye sahiptir
(2, 18).

Hormonlar, bazi nordpeptidler ve uyarci sinaptik aktivatorler tarafindan BDNF
salmmm1 ve ekspresyonu stimiile edilir. Uyaric1 sinapslardan agiga ¢ikan glutamat
sinaptik membran tizerindeki reseptorlerine baglanir ve a-amino-3-hidroksi-5 metil-4-
izoksazol propiyonik asit (AMPA) resoptorler, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorler
ve voltaj bagli Ca*? kanallar1 vasitastyla Na* and Ca*? iyonlarmin girisi saglanir. Ca*?
iyonu ise Ca*?-kalmodulin-bagli protein kinazlar1 (CaMK), protein kinaz C ve mitojen
aktiviteli protein kinazlari (MAPK) aktive eder. Bu aktivasyon ise BDNF gen
transkripsiyonunu indiiklemek igin siklik AMP yanit baglayici protein (CREP) ve
niikleer faktor «B (NF-xB) transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Olgun BDNF
sinaptik aktivite ile stimiile edilen protein translasyonunun gerceklestigi dendritlerde yer
almaktadir. Lokal BDNF {iretimi ve salinimi, Sinaptik partner néronlar veya diger yakin
hiicrelerdeki BDNF'nin yiiksek afiniteli reseptorii TrkB veya diisiik afiniteli reseptorii
p75NTR'yi aktive eder ve bu reseptorlere bagh sekilde hiicre igine alinir (2).



4.2.1. BDNF Reseptorleri

BDNF, TrkB ve p75NTR adli iki farkli transmembran reseptor ile etkilesir (Sekil
3). BDNF, TrkB ile yiiksek etkilesim, p75NTR ile ise diisiik etkilesim halindedir (2).

apoptosis cell survival

gene expression protein translation

Sekil 4. BDNF reseptorleri ve iligkili olduklart sinyal iletim yollari (Cunha’dan, 2)

4.2.1.1. Pannorotrofin Reseptor (075NTR Reseptorii)

p75NTR tiimor nekroz faktor (TNF) stiper ailesinin bir iiyesidir. Norotrofinlerin
bu reseptore baglanmasi niikleer faktor-kB, Jun kinaz gibi sinyal iletim yollariyla
iligkilidir. Ekstraselliiler kism1 dort adet negatif yiikli sistein tekrarina sahiptir, ti¢iincii
ve dordiincii tekrarlar glikozillenmis ekstraseliiler ligand baglanma bdlgesini olusturur.

Intraselliiler kismi ise apoptozu tesvik eden “6liim’ bolgesi igerir (18).

p75NTR, proBDNF ve olgun BDNF’nin her ikisine de baglanabilme yetenegine
sahiptir ve diger bircok proteinle etkilesime girerek noron gelisimi, cogalma ve hiicre
olimi gibi hiicresel olaylarda énemli rol alir. p75NTR’nin sortilin ile etkilesimi ve

proBNDF’ye baglanmasi néronal apoptozu tesvik eder (2).
4.2.1.2. Tropomiyozin Reseptor Kinaz (TrkB Reseptorii)

Farkli sinyalizasyon yeteneklerine gore ii¢ farkli TrkB reseptorii tanimlanmistir.
TrkB.FL tam boy katalitik reseptor ve kesime ugramis iki izoformu; TrkB.T1 ve
TrkB.T2. Kesime ugramis izoformlar intraselliiler tirozin kinaz aktivitesine sahip
degildir fakat farkli biyolojik cevaplara karst sinyal olusturabilirler. TrkB. FL bir¢ok

tamimlanmis sinyal yolagiyla iligkili olan, iyi korunmus bir intraselliiler kisim igeren



transmembran tirozin kinaz reseptoriidiir. BDNF TrkB ile baglandiginda oncelikle
reseptor dimerizasyonu olur ve kinaz aktivasyonu sonucu tirozin rezidiilerinden
otofosforilasyona ugrayarak p85 (PI-3 kinazin katalitik olmayan altbirimi), Shc gibi
hiicre i¢inde hedef proteinlere 6zel baglanma bolgesi olusur. Sitoplazmik kisimdaki
tirozin fosforillenmesi {i¢ 6nemli yolag: aktiflestirir. Bunlar MAP kinaz yolagi (néronal
farklilagsma, nérit gelisimi), PI-3 kinaz yolag: (hiicre sag kalim), PLC yolag: (sinaptik
plastisite)’dir (18).

4.2.2. BDNF Geni ve Obezite

BDNF proteininin noérolojik gelisim, sinaptik iletim, 6grenme ve hafizadaki
roliiniin Gtesinde, viicut agirliginin kontrolii ve enerji hemeostazi igin de gerekli oldugu
belirlenmistir (3). Hipotalamusta ndronlarin kiimelesmesi ile olusan niikleus bolgeleri
bulunmaktadir. Bu bélgelerden biri olan VMN (ventromedial niikleus) beyinde tokluk
merkezi olarak bilinir ve bu bolge BDNF'nin sentezlendigi bolgelerden biridir. BDNF
ayrica Arc (arkuat nukleus) denilen ve periferdeki besin aliminin regiile edildigi bolge
ile de iligkilidir. Bu bolgede etkin olan ve istah baskilayici etkisi olan melanokortin
sistemi ile etkinligini gosterir. Melanosit uyarici hormon, VMN'deki MC4R
(melanokortin 4 reseptorii) reseptoriine baglanarak bu bolgedeki istah azaltict etkisini

gosterir. VMN'deki BDNF ekspresyonunun da arttig1 bilinmektedir (19).

BDNF sadece merkezi sinir sistemin iizerinden degil periferdeki birgok organ ve
sistem {izerinden de enerji metabolizmasini diizenler. insanlarda iskelet kasinda
egzersizle BDNF seviyesi artmakta fakat bu BDNF dolasima katilmamaktadir. BDNF,
AMPK yolu ile kas hiicrelerine spesifik asetii CoA izoenzimi olan ACC 1

fosforilasyonunu saglayarak lipid oksidasyonunu tesvik eder (3).

BDNF'nin termogenez iizerine de etkileri mevcuttur. PGC1 (peroksizom
proliferator reseptor gama koaktivator 1) {izerinden beyaz yag dokusunun kahverengi
yag dokusuna doniisiimiinii indiikler. Ayrica PGC1 upregiilasyonu sonucu daha fazla
ATP iretimi de saglanmis olur. Ayrica hipotalamik BDNF uygulamasi sonucu
uncoupling protein-1 ekspresyonunu arttirarak termogenezi indiikledigi ve viicut

sicakligini arttirdigr belirlenmistir (3).

BDNF, periferdeki bircok dokuyu etkileyerek glukoz metabolizmasini1 diizenler.

Pankreasta beta hiicrelerini etkileyerek insiilin tiretimini, iskelet kasinda ise insiilin
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duyarliligini arttirirken hepatositlerde glukoz alimini azaltmaktadir. Ratlarla yapilan bir
calismada ise BDNF'nin rat beynine inflizyonunun portal vende glukagon seviyesini

azalttig1 ortaya ¢ikarilmistir (3).

BDNF etkilerinin daha ayrintili olarak incelenebilmesi amaci ile deneysel hayvan
modelleri olusturulmaktadir. BDNF proteinini kodlayan iki alelden biri silinerek yerine
memeli genomunda bulunmayan neomisin geni yerlestirilen fare modelinde pek ¢ok
beyin bolgesinde BDNF ekspresyonu yar1 oraninda azalmistir (BDNF heterozigot
knockout (+/-)). BDNF homozigot (-/-) knockout fareler ise sinir sistemindeki
gelisimsel defektler sonucu dogumdan kisa siire sonra olmeleri nedeniyle deneysel
amagli kullanilamayan fare modelidir. Hem BDNF heterozigot knockout (+/-) hem de
BDNF homozigot (-/-) knockout farelerde gesitli defektler meydana gelmektedir. Bunlar
hiperfaji, obezite, diyabet ve anksiyetik bozukluklarla ilgili olabilmektedir (20).

BDNF heterozigot farelerle yapilan calismalarda bu farelerde kilo artis1 bazen de
yeme davraniglarinda bozukluklar goriilmiis ve BDNF ile obezite arasindaki iligki
ortaya konulmustur. Ayn1 ¢alismada BDNF heterozigot farelerde insiilin seviyesinde
artts gorilmistir (3, 21). Gotoh ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ise rat
beynine BNDF infiizyonu ile portal vende glukagon seviyesinde azalma tespit
etmiglerdir (22). Son yillarda BDNF seviyesinin insiilin, glukagon ve kan sekeri
diizeylerine etkisi sebebiyle diyabet hastaligi tanisinda kullanilabilecegini 6ne Siiren

calismalar da mevcuttur (23).
4.3. Karbonik Anhidraz Enzimi ve Genel Ozellikleri

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1, karbonat hidroliyaz) biitiin organizmalarda
yaygin olarak bulunan, aktif bolgelerinde ¢inko ihtiva eden ve baslica bes farkli gen
ailesi (a, B, v, A, €) tarafindan kodlanan metaloenzimlerdir (5, 6). Memelilerde su ana
kadar kesfedilen biitiin izoenzimler alfa sinifina aittir. Memeli dokular igerisinde en
fazla eritrositlerde, kaslarda ve karacigerde bulunur. Alfa sinifi i¢in yapilan X-1s1n1
kristalografik verilerine gore, aktif merkez yariginin 15 A° derininde ¢inko metal iyonu
yer almaktadir ve g histidin birimi (His 94, His 96 ve His 119) ve bir su
molekiilii’hidroksit iyonu ile koordine halindedir. Bitkilerin tamami bu enzimin beta
smifin1 bulundururken prokaryotlar alfa, beta ve gama siniflar1 olmak iizere her ti¢ simif

enzimi de kodlarlar. Yapisinda 259-260 aminoasit dizisi igeren bu enzim, 29-30 kDa
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molekiil agirhigina sahiptir (24). Karbonik anhidraz enzimi, karbondioksit (COy)
hidrasyonu ile bikarbonat iyonunun (HCO3’) dehidrasyon reaksiyonunun doéniistimlii
katalizinden sorumludur (Sekil 4) (8).

COs+ HiO <—P 5 1,C0s «——> HCOs +H*

Sekil 5. Karbonik anhidraz enziminin doniistimlii reaksiyonu (Sentiirk’ten, 8)

Baslangigta karbondioksitin dokulardan kana bikarbonat olarak tasinmasinda
gerekli olan bir enzim olarak tanimlanmistir. Daha sonraki c¢alismalarda ise karbonik
anhidraz aktivitesinin; pH regiilasyonu, karbondioksit homeostazi, solunum, kemik
resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu gibi olaylarda hem de glukoneogenez,
tiregenez, lipogenez gibi cesitli fizyolojik proseslerde 6nem arz ettigi goériilmiistiir.
Bunun yaninda enzimin sentezi ve aktivitesinde meydana gelen bozukluklar bazi
hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli bir rol alabilecegi bildirilmistir. Bu 6zellikleri CA
izoformlarini; kanser, glokom, epilepsi, obezite gibi cesitli hastaliklar i¢in tedavisel
hedefler haline getirmistir. Dolayisiyla, yeni ve gelismis tedaviler icin izoform
cesitlerine spesifik inhibitorlerin dizayni tizerine cesitli ¢alismalar yapilmakta ve bu

caligmalar gittikge 6nem kazanmaktadir (7).

Insanlarda hiicresel yerlesimi ve doku dagilim farkli 16 a-izoenzim izole
edilmistir. a-CA izoenzimleri Tablo 1’de gosterilmistir. Bu onalti izoenzimden bes
tanesi CA 1, 11, 11, VI, XII sitozolik, bes tanesi CA IV, I1X, XII, XIV, XV membrana
bagli, ikisi CA VA ve CA VB mitokondriyal, bir tanesi ise CA VI salgisal formdadir.
Bunlara ek olarak; ti¢ tane CA VIII, X, XI katalitik 6zelligi olmayan ve CA iliskili
proteinler (CARPS) olarak adlandirilan izoenzimleri de mevcuttur. Katalitik olarak aktif
karbonik anhidrazlar 6zellikle aktif bolge cevresi olmak tizere yapisal olarak benzerlik
gosteririler. Aktif bolge cevresindeki amino asit farkliliklari ise enzim aktivitesini
etkilemektedir (25). CA iliskili proteinler de diger karbonik anhidraz enzimleri ile
yapisal benzerlik gosterse de ¢inko iyonuna bagli histidinlerin hepsini veya bir ikisini
kaybetmistirler. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda CA iligkili proteinlerin sinaptik
fonksiyon igin gerekli olan noreksinlere baglandigi ve bu proteinlerin ekspresyonuna

yardimet oldugu gosterilmistir (26).
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Tablo 1. a-CA izoenzimleri, hidrataz aktivitesi ve hiicre i¢i yerlesimleri (Renner’dan,

26)
.o o e ¥ . 5
Hucre. el Tzoenzi Kt (_)1(10 ) Gorevi Bashca doku dagilim
yerlesim m (sh)
Solunum Kolon, goz, adipoz
| 2 - doku, kan hiicreleri, ter
Asid/baz homeostazi .
bezleri
Solunum
. 14 Asid/baz homeostazi Yaygin
. . Metabolizma Adipoz doku, iskelet
Sitozolik I 0.1 Oksidatif hasar kasi, karaciger
Kanser Beyin, kolon, karaciger
VII 9.5  Oksidatif hasar ym, ’ g
N . ve iskelet kaslari
Kasilma nobetleri
Akciger, bobrek, kalp,
XIII 15  Bilinmiyor beyin, iskelet kaslari,
bagirsaklar, lireme
organlari
VIl Motor fonks_lyon Beyin
Kanser proliferasyonu
Sitozolik . . . . D .
(CARPs) X Merkezi sinir sistemi Merkezi sinir sistemi
XI ferker S Slstengy Merkezi sinir sistemi
Kanser proliferasyonu
Solunum
v 11 Merkezi sinir sisteminde asit Akciger
baz dengesi Bobrek
Sperm motilitesi
Gastrik homeostaz
IX 3.8 Kanser proliferasyonu Mide, kolon, pankreas
Hipoksi
Hipoksi
!V.'e”.‘t.’ra” XIl 4.2 Kanser proliferasyonu Bobrek
iliskili
S1vi homeostazi
Merkezi sinir sisteminde asit
XV 3.1 baz dengesi Beyin ve goz
Fotoreseptor sinyalizasyonu
XV 4.7 Bilinmiyor Bobrek
Uregenez o
. Karaciger, iskelet
Mitokondrial VA 2.9 Lipogenez kaslar1, bobrek
Glukoneogenez
Uregenez
VB 9.5 Lipogenez Yaygin
Glukoneogenez
Salgilanan VI 34  Discurumesi Tiikriik bezleri

Tat algilama
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4.3.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Karbonik anhidraz enziminin reaksiyon katalizinde Zn®* iyonunun biiyiik énemi
vardir. Cinko iyonuna bagli su molekiiliiniin yaptigi etkilesimler bu molekiiliin
niikleofilikligini artirmakta ve hidroksit iyonu olusmasini saglayan proton gikisini

kolaylastirmaktadir. Bu tepkime mekanizmasi Sekil 5’teki gibi gergeklesmektedir.

1. Zn?* iyonuna, hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu meydana
gelir. Daha sonra karbondioksit substrat olarak enzimin aktif bolgesine baglanarak

hidroksit iyonu ile tepkimeye girecek hale gelir.
2. Hidroksit iyonu CO;’e saldirarak HCO®*”iyonunu olusturur.

3. HCO®*’1n salmimi ve bir diger su molekiiliiniin baglanmasiyla katalitik bolge

ilk haline doniisiir.

4. Cinko iyonuna su molekiiliiniin baglanmasiyla enzimin inaktif formu olusur bu
da enzimin asit formuna doniismesini saglar, protonun salinimini kolaylastirir ve su
molekiiliiniin diger reaktiflerin yakin bdlgesine yerlesmesini saglayarak gegis halini
uyarir. Enzimin tekrar temel haline donmesi reaksiyonun hiz belirleyici basamagidir
(27).

H ~H R
\T G " <|>
ZO s His —‘é ZnZ.... His
His Hi @ His His
HCO3™ j [ ] k cOo
@ @ 2
O
O
7 H !:lz
Tl e L
) : N ~“His
His His s His

Sekil 6. Karbonik anhidraz enzimi hidrataz aktivitesinin mekanizmasi (Berg’ten, 27)
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4.4.CA Il

Daha onceleri elektroforetik mobilitesine gére CA C olarak da isimlendirilen CA
I, tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan karbonik anhidraz izoenzimidir. Karakteristik olarak
eritrositlerden saflastirlan CA 1lI, yaygin doku dagilimina sahiptir. Eritrositlerde
hemoglobinden sonra en fazla bulunan protein CA | olmasina karsin hiicresel
solunumun siirdiiriilebilmesi i¢in CA II'nin daha Kkritik rolii oldugu goésterilmistir. CA 11
eksik insanlarda pH dengesi ve solunumla ilgili ¢esitli hastaliklar ortaya ¢ikarken CA |
eksik kisilerde herhangi bir hastalik goriilmemistir. CA | eksikligi gesitli molekiiler
yollar veya diger karbonik anhidrazlarca telafi edilirken ayn1 durum CA Il igin gegerli
degildir. CA Il eritrositlerde, trombositlerde, kemikte osteoklastlarda, beyinde
oligodendrositler ve beyin epitelyumunda, gozde lensler ve retina miiller hiicrelerinde,
karacigerde, bobrek interkalate hiicreleri, diistik seviyede proksimal tiip, henle kulpu ve
toplama kanallarinda, salgi bezlerinde asiner hiicrelerde, pankreatik kanal hiicrelerinde,
gastrik parietal hiicrelerde, uterus endometriumunda, endotel hiicrelerde, spermatozoada
yogun olarak sentezlenir. Bu izoenzimin eksikliginde renal tubuler asidoz, osteopetrozis
cerebral kalsifikasyon ile sonuglanan ‘CA Il eksikligi sendromu’ tanimlanmistir.

Dolayistyla bu izoenzimin kemik, bobrek ve beyindeki 6nemi biiyiiktiir (8).

Rodentlerde CA 1l sentezi seksiiel dimorfizme bagl olarak degismektedir. Bir
bagka ifade ile CA Il ekspresyon seviyesi erkek ve disi eseyler arasinda farklilik
gostermektedir. Bu izoenzimin sentezi rat karacigerinde testesteron tarafindan inhibe
edilirken 6strojen tarafindan aktive edilir. Bu regiilasyon CA Il izoenzimi i¢in tam tersi
sekilde gerceklesmektedir yani testesteron tarafindan aktive edilirken Gstrojen
tarafindan inhibe edilmektedir. Dolayisiyla bu enzimlerin sentez seviyeleri erkek ve disi
rat karacigerlerinde farklidir. Cinsiyet nedeniyle sentez farki CA 11l i¢in yaklagik 10-20
kat iken CA Il igin 3 kat kadardir. Fakat hem disi hem erkek ratlarin karacigerlerinde
total karbonik anhidraz aktivitesi aynidir. Bu durum rat karacigerinde CA 1l ve CAIII
izoenzimlerinin total karbonik anhidraz aktivitesini sabit tutmak icin bir ¢esit feedback
mekanizmasi sergileyebileceklerini gostermektedir. Ayrica bityime hormonunun da CA
Il sentezi iizerinde etkili oldugu rat karacigerinde goriilmiistir. Disi ve erkek ratlara
biiylime hormonu verilmesi sonucu erkek ratlarin karacigerinde CA 1l sentezi artarken
CA Ill sentezi azalmis disi ratlarda ise kontrol grubuna gore bir degisiklik

gozlenmemistir (28).
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CA 11, karbondioksit hidratasyonunu doniistimlii olarak katalizlemesine ek olarak
sitoplazmik pH dengesini saglamak i¢in kloriir/bikarbonat tagyicisi  (AEI),
sodyum/bikarbonat tasiyicisi (NBC1) ve sodyum/ hidrojen degisimcisi (NHE1) gibi
cesitli membrana bagh tasiyicilar ile etkilesim igindedir. Gegici yapisal-fonksiyonel
kompleksler olan bu metabolonlar insan patolojilerinde de rol oynayabilirler. CA 1l ve
NHE1, AE3 arasindaki etkilesimlerin kardiyomiyosit hipertrofisine dahil olmasi bu

duruma 6rnek olarak gosterilebilir (7).

CA 1l yag asidi sentezinde de rol almaktadir. Asetil CoA karboksilaz basamaginda
asetil CoA’dan malonil CoA eldesi igin gerekli olan bikarbonat hiicre sitozoliinde CA 11

tarafindan saglanmaktadir (9).
45.CA I

CA llI, ilk kez 1979°da insan iskelet kasindan saflastirillmis ¢ok disiik aktiviteli
sitozolik karbonik anhidraz izoenzimidir. Total protein igeriginin %1-2’sini olusturarak
iskelet kasinda bol miktarda bulunur. Yag dokusu, karaciger ve yavas kasilan iskelet
kas1 fiberlerinde (tip 1 lifler) bol miktarda; tiikiiriik bezleri, uterus diiz kas hiicreleri,
akciger, bobrek, kolon, eritrositler, prostat ve testislerde ise diisiikk miktarda eksprese
olmaktadir (7). CA I, sican yag dokusunda total sitozolik proteinlerin %24’{ine
karsilik gelerek seviyesi en yiiksek protein olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Buna karsin
obez fare adipositlerinde ve karacigerde kontrol grubuna gore daha disiik CA Il
seviyesi tespit edilmistir. Obez ratlarin CA 11l mRNA seviyeleri kilo alip verme ile
degismektedir. Iskelet kasinda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Bu durum CA 111
ekspresyonunun leptin tarafindan azaltilip insiilin tarafindan arttirilarak diizenlendigine
kanit olarak gosterilmistir. Ayrica son yapilan ¢aligmalarda CA III’ in adipogenezde
PPARY2 (peroksizom proliferator aktive edici reseptor gama 2) gen ekspresyonunu
diizenledigi de One silirilmiigtir. PPARy2, prekiirsor yag hiicrelerinde bulunur ve
adipogenezin ana regiilatorti olarak rol alir (7).

CA 11, yapisal olarak CA 11 izoenzimine oldukga benzemektedir fakat CA III’tin
hidrataz aktivitesi CA II’ nin sadece % 3’ii kadardir. Diigiik aktivitesi aktif bolgesinde
proton mekigi gorevi yapan His 64’lin olmamasindan ve yine aktif bolgesinde CA II’
nin aksine Leu 198 yerine Phe 198 bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu farkliliklar

nedeniyle CA 111 “iin aktif bolgesi diger izoenzimlere gore daha dar bir oyuk olusturur,
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sterik kisitlama ile de aktif bolgedeki etkilesimler degisir. CA III’iin aktivite farklilig
yag asidi sentezinde bikarbonat kaynagi olmasindan ziyade hiicresel olaylarda farkli

rolleri olabilecegini diistindiirmektedir (7, 11).

Yapilan ¢alismalar CA III’iin reaktif oksijen tiirlerinin temizleyicisi olarak rol
oynayabilecegini gostermektedir. Boylece ozellikle bol bulundugu iskelet kasi ve
karaciger hiicrelerini oksidatif hasardan korumaktadir. Oksidatif stres altinda CA III’{in
iki sistein rezidiisii Cys 181 ve Cys 186 disiilfid bag: ile glutatyona tersinir bir sekilde
baglanir. S-glutatyonilasyon reaksiyonu olarak adlandirilan bu reaksiyon ile hiicrelerin
doniistimsiiz  protein  oksidasyonundan korundugu disiiniilmektedir. Glutatyon
yoklugunda ise oksidan maddeler vasitasiyla sistein rezidiilerinin okside formlari
(sisteik asit veya sistein siilfinik asit) geri dontisiimsiiz olarak tretilmektedir. Hiicre
kiltirti deneylerinde ise CA III’iin asir1 ekspresyonunun hiicreleri H2O»-indiiklii
apoptozisten korudugu ve hiicre proliferasyonunu indiikledigi gorilmistir. CA 111
sentezi gergeklesmeyen NIH-3T3 hiicrelerine rat CA Il cDNA’s1 yerlestirildiginde de
bu hiicrelerin hidrojen peroksit indiiklii apopitoza direnci artmistir. SOD (stiperoksit
dismutaz) knockout farelerle yapilan ¢alismalarda karacigerlerindeki CA 111 protein ve
MRNA eksresyonunun azaldigi ayn1 zamanda oksitlenmig CA 111 seviyesinin de distiigii

goriilmistiir (26, 11).

CA 1l knockout farelerle yapilan g¢alismalarda biiylime, yasam siiresi, iireme
potansiyeli normal oldugu gosterilmistir. Wild tiplerle knockout farelerin serum, kas,
karaciger, ve adipoz dokularinda serbest yag asidi seviyesi ayni oranlarda olup beyin,
kas ve karaciger mRNA’larinda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir (26). CA I
ekspresyonu beslenme ile regiile edilebilir. Beslenme ile CA 111 gen ekspresyonundaki
degisiklik kaslara gore karacigerde daha belirgin goriilmiistiir. Protein agisindan fakir
beslenme, kronik alkol tiiketimi CA 111 ekspresyonunu azaltan faktorlerdendir (25, 26).
Beslenme ile CA 111 ekspresyonundaki degisim insiilin ekspresyonundaki degisim ile
korele gergeklesmektedir. Ratlara streptozotosin denilen ve pankreas adaciklarindan
insiilin {iretimini engelleyen toksik bir ilag verildiginde CA 111 ekspresyonunun azaldigi
ilag ile muamele sonrasi insiilin verilmesi ile de CA 1l ekspresyonunun normal
seviyesine geri dondigii gézlemlenmistir. Bu ¢alisma CA 1ll ekspresyonunun insiilin

seviyesindeki degisime cevap verdigini kanitlamistir (26).
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Soguk hava sartlart boyunca viicut sicakligimi korumak icin kahverengi yag
dokusunda triagilgliserol lipolizi ve yag asidi oksidasyonu artar. Uzun siireli soguga
maruz kalan farelerin kahverengi yag dokusundaki CA 11l mRNA seviyesi ise azalir. Bu
durum CA III’in yag asidi oksidasyonuna karsi lipid sentezini destekledigini

gostermektedir (26).

Kas kasilmasi icin ATP gereklidir ve kas uyarildiginda ilk ATP kaynagi
fosfokreatindir. Fosfokreatin fosfat grubunu ADP’ye bagislayarak ATP iiretimini saglar.
Fakat fosfokreatin kisa siireli enerji kaynagidir ve kaslarin ¢alismaya devam edebilmesi
icin gerekli olan ATP glikoliz, oksidatif fosforilasyon, yag asidi oksidasyonundan
karsilanir. CA 1l knockout farelerin iskelet kaslarinda yapilan g¢alismada kaslarin
dinlenme seviyesine gelme siirelerinin wild tiplere nazaran daha yavas oldugu tespit
edilmis ve knockout farelerin fosfokreatin ATP depolarindan daha uzun siire
yararlandiklar1 goriilmustiir. Bu durum CA 111 knockout farelerde alternatif ATP tiretim
yollar1 olan glikoliz, oksidatif fosforilasyon ve yag asidi oksidasyonunun

diizenlenmesinin zarar gordigiinii distindiirmektedir (26).
4.6. CAVAve CAVB

CA V, ilk kez 1980 yilinda gine domuzu karacigeri mitokondrisinden izole
edilmistir. Daha sonra sirasiyla fare, sigan, insan CA V cDNA ‘lar1 klonlanmistir. 38
amino asitlik hidrofobik N-terminal mitokondrial sinyal sekansi ve 267 amino asitlik
katalitik domaini ile 305 amino asitlik uzun bir polipeptid zincirine sahiptir. Insanda
267 amino asitlik sekans daha once karakterize edilmis olan karbonik anhidrazlarla (CA
I- CA VIl ') %30-49 oraninda benzerlik gostermistir (29). CA V enziminin 6nciil formu
34 kDa molekiil agirligina sahipken olgun formu 30 kDa molekiil agirligindadir (30).

Northern Blot analizinde farelerde karbonik anhidraz V transkripti sadece
karacigerde gozlenirken Western Blot verileri ve immiinohistokimyasal sonuglarda ise
daha genis bir doku dagilimi gosterdigi saptanmistir. EST (expressed sequence tag)
olarak adlandirilan fonksiyonel gen segmentleri i¢in olusturulan veritabanina gore ise
doku dagilimlar: farkli iki mitokondrial karbonik anhidraz oldugu belirlenmistir. Bu
genler farelerde Car5A ve Car5B olarak adlandirilirken insanda CASA ve CA5B olarak
adlandirilmistir. insan CA VA geni 16. kromozomda CA VB geni ise kromozom X’de
lokalizedir (7).
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CA VA ve CA VB mitokondrial tek izoenzimler olup omurgali ve omurgasizlarda
lipogenez, glukoneogenez, iiregenez gibi 6nemli metabolik proseslerde (Sekil 3) rol

oynamaktadirlar (31).

De novo lipogenezin mitokondride gerceklesen piruvatin okzaloasetata dontisiim
basamagi, bikarbonat varliginda ve piruvat karboksilaz enziminin katalizledigi
reaksiyonla gergeklesir. Bu tepkime igin gerekli olan bikarbonat CA VA ve/veya VB

tarafindan saglanir (10).

Ure siklusu, amino asitlerin yikimindan olusan NHs"iin karada yasayan
omurgalilarin karacigerinde iireye ¢evrilerek atilim seklini olusturur. Ure devrinin ilk
reaksiyonu glutamatin oksidatif deaminasyonundan olusan NH;"”tin CO2 ile
olusturdugu déniisiimsiiz reaksiyonudur. iki molekiil ATP nin kullanildig1 bu reaksiyon
mitokondrial karbamoil fosfat sentetaz (CPS 1) tarafindan katalizlenir ve yiiksek enerjili
bir bilesik olan karbamoil fosfat olusur. Ure devrinin hiz kisitlayici basamagini
olusturan bu reaksiyonda CPS 1| enzimi i¢in gerekli olan bikarbonat iyonunu
mitokondrial karbonik anhidraz enzimleri saglar. Ayrica CA VA ecksikligi olan

insanlarin kanlarinda yiiksek amonyak seviyesi goriilmistiir (31).

Karbohidrat yapisinda olmayan onciill maddelerden glukozun sentezlenmesi
olayina glukoneogenez denir ve ozellikle yakit olarak en ¢ok glukozu kullanan beyin
gibi baz1 dokular i¢in ¢ok 6nemli bir metabolik yoldur. Glukoneogenezin ilk basamagi
olan ve ayn1 zamanda kontrol noktalarindan biri olan piruvatin okzalasetata ¢evrildigi
dontisimsiiz reaksiyonda piruvat karboksilaza bikarbonat iyonunu mitokondrial
karbonik anhidraz enzimleri saglar (7, 31). Pankreas langerhans adaciklarindan eksprese
olan CA VA’nin insiilin salgilanmasinin diizenlenmesinde rol oynadigi da
diistiniilmektedir. CA VA ‘nin inhibitorii olan asetazolamidin glukoz indiiklii insiilin
salgilanmasin1 inhibe ettigi de gozlemlenmistir (32). Diyabet hastalig: ile iligkili ¢esitli
komplikasyonlarda oksidatif stresin etkili oldugunu gosteren c¢alismalar da mevcuttur.
Diyabet hastalarinda insiilin insensetif beyin dokusuna glukoz girisi ile glukoz
oksidasyonu, proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonu ve glikozillenmis proteinlerin
oksidatif bozulmalar1 gibi nedenlerden dolay: serbest radikaller fazla bulunmaktadir.
Serbest radikal olusumuna mitokondrial karbonik anhidrazlar da dahil olur. Glikoliz

sonucu olusan piruvat, mitokondrial karbonik anhidrazlar tarafindan olusturulan
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bikarbonat (mitokondri membrani1 bikarbonat icin gecirgen olmadigindan) ve piruvat
karboksilaz varliginda okzalasetata doniisiir ve krebs devrine girer. Burada olusan
yiiksek miktardaki elektron donérleri, elektron tasima sisteminde elektronlarini oksijene
verirken mitokondri matriksine pompalanan protonlar sayesinde ¢ok daha yiiksek bir
membran potansiyeli olusur. Bunun sonucunda elektron transportu kompleks III’te
inhibe olur. Elektronlar kompleks IV’te oksijene transfer olup su molekiilii olusturmak
yerine koenzim Q basamaginda oksijene transfer olup siiperoksit radikali olustururlar
(Sekil 6). Diyabetik hastalarda yapilan ¢alismada gii¢lii bir mitokondrial karbonik
anhidraz inhibitorii olan topiramatin serebral hiperglisemi indiiklii perisit kaybini
onlendigi, kan beyin bariyer biitiinliigiinii saglandig1 ve boylece antiinflamatuar etkinin

goriildiigii belirtilmistir (32).

Cytoplasm
Mitochondrion
ApH' ApH'
Citrate Fau Y
/ H' H' Wl we el
» (AcCoA NAD
\ 4 NAD

(Pyruvate) + (HCO3) — X > Oxaloacetate

Malate P
3 \{
Mitochondrial Succinate
Carbonic ’:M
Anhydrases
(VAand VB)

Sekil 7. Glukozun oksidatif metabolizmasi ve siiperoksit iiretiminde mitokondrial
karbonik anhidrazlarin rolii (Shah’dan, 32)

CA VA ve CA VB enzimlerinin metabolizma iizerindeki etkilerinin ayrintili
olarak gorebilmek igin knockout fare modelleri olusturulmustur. CA VA knockout
farelerde wild tiplere nazaran hastalikli yavru dogumu, kilo kayb1 ve yiiksek amonyak
seviyesi gozlenirken CA VB knockout farelerin fenotipinde belirgin bir degisiklik
gozlenmemistir. CA VA/B double knockout farelerde aglik kan sekeri artis1 ve biiyliime
geriligi goriilmistiir. Dolayisiyla CA V double knockout farelerde fenotipteki degisiklik
daha fazla gozlemlenmistir. Boylece CA VA’in iiregenez ve glukoneogenez gibi

metabolik olaylarda temel fonksiyonlu enzim oldugu 6ne siirtilmiistiir (31).
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4.7. Piruvat Karboksilaz

Ik kez 1959 yilinda Merton Utter tarafindan kesfedilen piruvat karboksilaz (EC
6.4.1.1), ligaz smifi bir enzim olup piruvatin ATP-bagimli karboksilasyonunu
doniistimsiiz olarak katalizleyerek okzaloastet olusumunu saglar. Bu enzim dort alt
birimden olugsmaktadir ve bu alt birimler yaklasik 120-130 kDa agirligindadir. ve herbir
alt birim biyotin karboksilasyon domaini, transkarboksilasyon domaini ve biyotin
kaboksil tasiyic1 domain olmak iizere ii¢ fonksiyonel domain igerir. Okaryotik
dokularda ve birgok prokaryotik tiirde yaygin olarak bulunan bu enzim biyotin prostetik
grubunu igerir ve allosterik diizenleyici olarak asetil CoOA yaninda magnezyum veya
manganez gerektiren bir enzimdir. Memelilerde ekspresyonu doku spesifik davranis
gostermektedir ve en yiiksek aktiviteye karaciger ve bdobreklerde sahiptir. Piruvat
karboksilaz katalitik etkinligi i¢in gerekli olan biyotin enzimin aktif bolgesinde bulunan
ozel bir lisin yan zincirine amid bagiyla kovalent baglidir ve bu hal biositin olarak

tanimlanan enzimin aktif halini olusturur (33).

Biotin bircok Kkarboksilaz tepkimesinde kilit rol oynamaktadir. Tek karbonlu
gruplarin en yaygin oksitlenmis formu olan karbondioksitin 6zgiillesmis tasiyicisidir.
Karboksil gruplari, ATP’nin yer aldigi ve CO2’nin enzime-bagli biyotine katildig: bir
tepkimeyle aktiflestirilir. Bu aktiflestirilmis CO, daha sonra bir karboksilasyon
tepkimesinde bir aliciya (burada piruvat) geger (33, 34).

Piruvatin karboksillenmesi iki basamakta yiiriir: Ik adim karbondioksidin ATP’1n
tigtincii fosfat grubu ile fosforillenip karbonil fosfat bilesiginin olusumunu ve boylece
karbondioksidin aktiflestirilmesini igerir. Burada bikarbonat oksijenlerinden biri bir
niikleofilik saldiri ile ATP’den fosfat grubunu koparir ve olusan karbonil fosfat bilesigi
daha sonra biotin ile N-karboksibiyotini olusturur. Bu yap1 karbondioksitin kararli bir
halidir. Enzimin aktif bolgesinde bulunan piruvat metil hidrojenlerinden biri yine aktif
bolgedeki 6zel bir zayif bazik grup yardimiyla koparilarak enolat seklindeki karbanyona
dontistiriilir. Karboksil grubunun piruvata enzimatik olarak eklenmesi enerji gerektirir,
bu da ATP ile saglanir. Karboksil grubunun piruvata atak yapmasi i¢in gerekli olan
serbest enerji, yaklasik olarak ATP’den elde edilen serbest enerjiye esittir. Son asamada
ise karbanyon N-karboksibiyotinin karboksil karbonuna saldirarark okzaloasetat olusur
(33, 34).
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Piruvat karboksilaz tarafindan iiretilen okzalasetat; glukoneogenez (karaciger ve
bobrek korteksinde), de novo yag asidi sentezi (karaciger, adipoz doku ve meme bezi)
ve glial hiicrelerde norotransmitter madde sentezi gibi ¢esitli biyosentetik yollarda

faydalanilan 6nemli bir araci molekiildiir (34).

Bu enzimin ekspresyonu transkripsiyonel olarak da diizenlenmektedir.
Karacigerde PPARa, karaciger X reseptor, CREB tarafindan adipoz dokuda ise PPARYy
tarafindan ekspresyonu diizenlenebilmektedir (34). Uzun doénemde bu enzimin
ekspresyon seviyesi diyabet, obezite ve hipertiroidzm ile artarken, kisa dénemde
aktivitesi asetil CoA ile diizenlenir. Piruvat karboksilaz aktivitesi allosterik olarak
diizenlenebilir ve kendinin pozitif allosterik modiilatorii olan asetil CoA’nin yoklugunda
inaktiftir. Sitrik asit dongiisiiniin okzalasetat veya diger herhangi bir ara maddenin
eksikligi durumunda ya da sitrik asit dongiistiniin bir yakit1 olan asetil CoA’nin asir1
varliginda piruvat karboksilaz tepkimesini daha ¢ok okzalasetat olusturmak igin stimiile
eder. Sonucta dongiiniin sitrat sentaz tepkimesinde daha c¢ok asetii CoA
kullanilabilmesini olas1 kilar. Yiiksek seviyedeki asetil COA ayrica glukoz azaldigi igin
yaglarin yikilmaya bagladigini ve bundan dolayr glukoz sentezlenebilmesi igin de
okzalasetat gerektigini gosterir. Okzalasetatin metabolizasyonunu ATP seviyesi belirler.
ATP fazla olursa okzalasetat glukoneogenezde az ise TCA devrinde metabolize olur.
Boylece piruvat karboksilaz enzimi, amino asit sentezi veya porfirin biyosentezinde
kullanilmalar1 durumunda TCA devri ara bilesiklerinin yenilenmeleri yani seviyelerinin

sabit tutulmasinda da gorev alir (33, 34).
4.8. Asetil CoA Karboksilaz

Asetil CoA karboksilaz (EC 6.4.1.2), asetii CoA’nin malonil CoA’ya
karboksilasyonunu katalizleyen yag asidi sentezinin kontrol enzimdir. Memelilerde
asetil CoA karboksilazin iki izoformu vardir (ACC 1 ve ACC 2). ACC2, ACC1 'den
farkli olarak amino asit dizisinde 136 amino asit daha fazla icerir. ACC 1 adipoz
dokularin sitozoliinde bulunurken ACC 2 ise iskelet ve kardiyak kaslar gibi oksidatif
dokularin mitokondrisinde mevcuttur. ACC1’in (ACC-a) molekiil agirligi 265 kDa iken
ACC2 (ACC-p) 280 kDa agirligindadir (35).

ACCL1 de novo lipogenez i¢in 6nem arz ederken ACC 2 yag asidi oksidasyonunun

diizenlenmesinde rol alir. ACC 2 iiriinii olan malonil CoA yag asitlerinin oksidasyonu
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icin yag asitlerinin mitokondriye girmesinde gorevli olan karnitin acil transferaz I'in
inhibisyonunu saglar ve yag asidi oksidasyonunu inhibe eder (36). Yag asidi sentezinin
hiz kisitlayict basamagi olan asetil CoA’nin malonil CoA’ya karboksilasyonu tepkimesi,
yapisinda kovalent olarak baglanmis biyotin tasiyan ve karbondioksit kaynagi olarak
bikarbonat1 kullanan asetil CoA karboksilaz enzimince dontisiimsiiz olarak katalizlenir
(37).

Bu enzimin kisa ve uzun siireli diizenlenme mekanizmalar1 vardir. Kisa siireli
diizenlemede sitrat, enzimi aktif hale gegiren polimerizasyona, palmitoil CoA ise
polimerin ayrigarak aktif olmayan monomerik hale doniismesine neden olur. Sitrat
enzimin allosterik aktivatorii iken yolagin son diriinii olan palmitoil CoA allosterik
inhibitoridiir. Kisa siireli diizenlemenin ikinci bir mekanizmasi geri doniistimlii
fosforilasyonla saglanir. Epinefrin, glukagon gibi zit etkili hormonlarin varliginda
enzim fosforillenir, boylece inaktiflesir. Insiilin varliginda enzim defosforile edilir, bu
durumda ise aktiflesir (36, 37).

Postprandial hiperglisemi sonucu insiilin sekresyonu, sadece plazma glukoz
seviyesini azaltmaz ayn1 zamanda karaciger, yag dokusu vb. periferal dokularda yag
asidi sentezini arttirir. Bu dokulardaki insiilinin islevi, yiiksek yagli diyetle beslenen
ratlarda azalmaktadir (38). Bu enzimin aktivitesi ve ekspresyonu transkripsiyonel olarak
da diizenlenmektedir. Transkripsiyonel diizeyde, ACC1/2 ekspresyonu ChREBP,
karaciger X reseptor, PPARs, SREBP-1, FOXO gibi transkripsiyon faktorlerince
diizenlenmektedir. Glukoz, insiilin ve tiroid hormonlar gibi sinyal molekiilleri ACC

ekspresyonunu bu transkripsiyon faktorleri vasitasiyla etkilerler (35).

Asetil CoA karboksilaz yetmezligi sonucu, asetil CoA’larin malonil CoA’ya
cevrilmesi Onlenmis olacagindan, karacigerde asiri asetil CoA birikimi s6z konusu
olmaktadir. Bu durum, asetil CoA’larin asetik aside hidrolizine neden olur. Asetik asit

plazmaya salinir ve asirt miktarda asetik asit idrar ile atilir (36).

Bakteri asetil CoA karboksilazi ii¢ farkli polipeptid alt birimine sahiptir; hayvan
hiicrelerinde ii¢ aktivitenin tiimii de ¢ok islevli tek bir polipeptidin pargasidir. Bitki
hiicreleri asetil CoA karboksilazin her iki formuna da sahiptir. Her durumda, asetil CoA
karboksilaz enzim molekiiliiniin lizin amino grubu amid bagiyla kovalent olarak bagli

bir biyotin prostetik grubu tasir (37). iki kademeli tepkime, piruvat karboksilaz ve
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propiyonil CoA Kkarboksilaz tarafindan katalizlenen diger biyotin bagimli
karboksillenme tepkimelerine ¢ok benzemektedir. Bikarbonattan (HCOs) gelen
karboksil grubu ATP-bagimli bir tepkimede, dnce biyotine tasinir ve karboksibiyotin
olusur. Biyotin, enzime lizinin-amino grubu {izerinden bir amid bag: ile tutunmustur.
Biyotinli grup gegici bir CO; tasiyicisi olarak hizmet eder; bunu, ikinci adimda, malonil
CoA elde etmek tizere asetil CoA’ya aktarir. Substratlarin bu enzime baglanmalari ve

tirtinlerin saliverilmesi spesifik bir sira takip etmektedir (37).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinin biitiin asamalarinda kullanilan cihazlar, laboratuar gerecleri ve

malzemeler Tablo 2’te siralanmustir.

Tablo 2. Tez galismasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin 6zellikleri

Kullanilan Cihaz,
Alet ve Malzemeler

Marka/Model

Hassas terazi

Manyetik karistiric
Calkalayicili inkiibator
Inkiibator

Sogutmali santrifiij
Santrifiij

Homojenizator

Derin dondurucu (-80°C)
Thermocycle

Real Time PCR Cihazi
Nanodrop spektrofotometre
Mikrodalga firin

Vorteks

Jel Goriintiileme Sistemi
Elektroforez gii¢ kaynagi
Elektroforez tanki

PCR cover

PCR plate

DNAaz, RNAaz free pipet uglart
Otomatik pipetler

Mettler Toledo AB204-S
Ikamag RH

Niive, Shel Lab/Sheldon
Shel Lab, Heraeus

Allegra 64R centrifuge
Eppendorf 5810
OMNI-Tissue Master 125
Thermo Electron Corporation
Aplied Biosystems GeneAmp PCR System 9700
Roche Light cycler 480 I1
Thermo Scientific

Altus ALMD 171

IKA vortex genius 3

Vilber Lourmat ECX-20-M
Thermo EC250-90

Bio-Rat Wide Mini —Sub.
BlOplastics, 157300
BlOplastics, B17489
Axygen, Greiner

Eppendorf, Socorex

25



5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan Kimyasal maddeler ile tretici firmalar Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler Satin Alindigi Firma
Tripure RNA Isolation Reagent Roche
Etidyum bromiir Sigma-Aldrich
Dietil Pirokarbonat (DEPC) Sigma
Kloroform Sigma

Etanol (%75) Sigma
Tris-HCI Sigma

Asetik asit Sigma
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Merck
Potasyum kloriir Merck
Hidroklorik asit Sigma
Proteinaz K Roche
Loading dye Sigma
Kalsiyum kloriir Merck

BDNF primeri ve Neomisin primeri  Integrated DNA Technologies

5.3. Cahismamizda Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismamiz  Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’na 2015/45 protokol no’lu (Bkz. Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay Belgesi)

bagvurunun onaylanmasindan sonra yapildi.

Calismamizda kullanilan 16 adet C57BL/6J ki wild tip (n=8) ve BDNF
heterozigot (BDNF(+/-)) (n=8) fareler Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edildi. Caligmada dort aylik 20-25 g
agirhigindaki erkek fareler kullanildi. Fareler dekapitasyona kadar temin edilen
merkezde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda kontrol fare yemi ve igme suyu
verilerek beslendi.
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5.4. Farelerin Genotiplemesi

Calismamizda Korte ve arkadaslari tarafindan gelistirilen BDNF heterozigot
(BDNF (+/-)) transgenik fare modeli kullanildi. Fare kuyruklarindan ornekler alinip
PCR yontemi ile genotipleme yapildi. BDNF proteinini kodlayan iki alelden birine
memeli genomunda bulunmayan neomisin geni yerlestirildiginden neomisin geni
bulunan fareler BDNF (+/-) olarak kabul edildi (BDNF heterozigot knockdown (+/-)).
BDNF (+/-) farelerde neomisin geni kuyruk 6rnekleriyle PCR yapilarak belirlenmistir.

Genotiplemede 6ncelikle farelerin kuyruklarindan kiigiik parcalar alindi ve steril
ependorflara konuldu. 20 mg/mL proteinaz K ve lizis tamponu (% 0.45 Tween 20, 500
mM KCI, 100 mM Tris, 0,1 mg/mL jelatin, %0.45 Nonidet P-40) 1/9 oraninda
karistirildi, Kuyruk uglarmin bulundugu ependorflara bu ¢ozeltiden 200 pL eklendi ve
55 °C’lik Thermomixer’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 95 °C’de 15
dakika bekletildi. Son olarak BDNF geni ve BDNF heterozigot (BDNF (+/-)) farelerde
bulunan neomisin geni i¢in ayr1 ayri PCR karisimlari hazirlandi. PCR isleminde

kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtilmistir.

0.05 M Tris-HCI hazirlams1 (pH=8): 0.788 g Tris-HCI tartilip bir miktar saf

suda ¢oziildi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

1mM CacCl2 hazirlamisi: 11.098 mg CaCl, tartilip bir miktar saf suda ¢oziiliip son

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

200.45 Tween 20 cozeltisinin hazirlanisi: 45 pL. Tween 20 alinarak son hacim

10 mL olacak sekilde destile su eklendi.

500 mM KCI cozeltisi hazirlamsi: 3.727 g KCI tartilip bir miktar saf suda

¢ozlildi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

100 mM Tris hazirlams1 (pH=8.3): 1.21 g Tris tartihp bir miktar saf suda

¢oziildiikten sonra son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0.1 mg/mL jelatin hazirlamisi: 1 mg jelatin tartihip bir miktar saf suda

¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL’ye tamamlandi.

%00.45 Nonident P-40 hazirlamsi: 45 pl. Nonident P-40 alinarak son hacim 10

mL olacak sekilde destile su eklendi.
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Proteinaz K hazirlamisi: 0.05 M Tris-HCI, 1mM CaCl, 100 mL deiyonize su ile
pH 8 olacak sekilde hazirland1 ve 121 °C’de 1 atm basingta 20 dakika steril edildi. Bu

hazirlanan tampon ile liyofilize haldeki proteinaz K’dan 20 mg/mL hazirlandi.

Tablo 4. Genotiplemede kullanilan BDNF ve Neomisin primerleri

Primer Ad1 Primer Dizisi

BDNF Forward Primer:5°’ACCATAAGGACGCGGACTTGTAC-3’
Neomisin Forward Primer: 5’-GATTCGCAGCGCATCGCCTT-3’
BDNF/Neomisin Reverse Primer: 5’ GAAGTGTCTATCCTTATGAATCGC-3’

Tablo 5. Genotiplemede kullanilan PCR karigimi

Malzemeler pL
MgCl2 (25 mM) 1.2
Buffer (10x) 2
dNTP (10mM) 0.5
Primer F 0.5
Primer R 0.5
Tag DNA Polimeraz (5u/uL) 0.25
DNA 1
dH.0 14.05
Toplam hacim 20

Yukaridaki tabloya gore her ornek igin Karisimlar hazirlandi ve 94°C-5', (94°C-
307 52°C-45", 72°C-1) x 40, 72°C-7', 10°C o protokulii esas alinarak PCR islemi
gerceklestirildi.

5.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Fare genotiplerinin belirlenmesi igin PCR isleminden sonra agaroz jel

elektroforezi yapildi.

50xTris-Asetik asit-EDTA (TAE) Tamponu: 242 g Tris, 372 ¢
Na;EDTA.2H,0; saf su ile ¢oziildiikten sonra 57.1 mL asetik asit eklenerek pH 8.5
olacak sekilde hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan 50xTAE tamponu
IXTAE olacak sekilde seyreltilerek kullanildi.
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10mg/mL’lik Etidyum Bromiir: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda

¢Oziildii.

%2’lik Agaroz Jel: Bir erlene 2 g agaroz ve 100 mL 1xXTAE tamponu konuldu ve
mikrodalga firinda 2 dk bekletilerek agaroz ¢oziildii. Olusan jel bir miktar

sogutulduktan sonra 4 puL etidyum bromiir jele ilave edilip karigtirildi.

Jel taraklarinin da yerlestirildigi jel kabina sogutulmus %2’lik agaroz jel kabarcik
olmayacak sekilde dikkatlice dokiildi. Oda sicakliginda sogumaya birakildi. Jel
katilastiktan sonra taraklar ¢ikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi. PCR isleminden
¢ikan triinlere 4 pL yiikleme boyasi ilave edildi. Jel kuyucuklarina 15 pL eklenip 100
volt, 300 mA’de 30 dakika yiiriitme yapildi.

Yiirtitme sonucu sadece BDNF geni ¢ikanlar wild tip, neomisin bandi ¢ikanlar

heterozigot olarak gruplandirildi (Sekil 7).

Neomisin
bandi

BDNF
bandi

Sekil 8. BDNF ve neomisin bantlarinin gosterildigi 6rnek bir agaroz jel gorintiisii
1: BDNF heterozigot 2: Wild tip

5.5. Gen Ekspresyonu

BDNF heterozigot ve wild tip farelerden dekapitasyon sonrasi karaciger ve yag
dokulari ile kan 6rnekleri alindi. Kanlarin santrifiijlenmesiyle elde edilen serumlar ile
doku ornekleri analiz siirecine kadar -80°C’de saklandi. Daha sonra doku ornekleri
RNA izolasyonu islemine tabi tutuldu. Elde edilen RNA o6rnekleri ters transkriptaz
yontemi ile cDNA’ya doniistiiriilerek Real Time PCR isleminde kullanilmak {izere -
80°C’de sakland.
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5.5.1. RNA izolasyonu

e Karaciger ve yag dokularindan RNA izolasyonu TriPure Isolation Reagent Kit

kullanilarak yapildi.

e Ependorflara ayr1 ayr1 karaciger dokusu igin yaklasik 180 mg, yag dokusu i¢in
ise yaklagik 300 mg doku ve 1 mL TriPure Isolation Reagent eklenerek homojenize
edildi.

e Homojenize  ornekler oda sicakliginda 10 dakika  bekletilerek

niikleoproteinlerin ayrilmasi saglandi.

e Karigim 12000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi ve iki faza ayrilmasi

saglandi.

e Karaciger dokusunda tistteki faz yag dokusunda ise orta faz santrifiij tiipiine
alinarak her 6rnek basina 200 pL kloroform ilave edildi, agz1 kapatildi. 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

e Karigim 12000 g’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi.

e Ustteki faz almarak iizerine 0.5 mL izopropil alkol eklendi, agz1 kapatild: ve 10

dakika oda sicakliginda bekletildi boylece RNA ¢okelegi olugmasi saglandi.

o Karigim g¢okelegin ayrilmasi i¢in 12000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij
edildi.

e Siipernatan atilarak pellet {izerine 1 mL %75’lik etanol eklendi ve hafifce

vortekslendi.
e 7500 g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atild.
e Tamamen kurumasina miisade edilmeden fazla etanol uzaklastirildi.

e RNA pelleti 50 pL Dietil pirokarbonatli (DEPC) su ile pipetaj yapilarak
¢oziildii ve etiivde 55°C’da 10-15 dakika bekletildi.

o Elde edilen RNA o&rneklerinin 260/280 nm’de konsantrasyonlar1 ve absorbans
oranlar1 nanodrop spektrofotometre ile belirlendi (Elde edilen RNA’nin safligi 260/280
absorbans oranina baglidir ve iyi bir RNA izolasyonu i¢in bu oranin 2 civarinda olmasi

gerekir). Calismamizda bu orani ~2 civarinda bulundu.
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5.5.2. RT-PCR ile RNA Orneklerinden cDNA Elde Edilmesi

CcDNA elde etmek i¢in Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kiti
(catalog no: 04 896 866 001, Roche, Basel, Isvigre) kullanild1 ve asagidaki islemler
siras1 ile Kit prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi. Kit protokolii uygulanmadan
once total RNA’larin konsantrasyonlari Kit i¢erisindeki niikleaz free su ile seyreltilerek

100 ng/uL’ye ayarlandi.

Tablo 6. RNA o6rneklerinin RT-PCR islemine hazirlanmasi

Reaktifler Hacim
600 pmol/uL. Random hekzamer primer 2 uL
Ters transkriptaz reaksiyon tamponu 4 uL
RNaz inhibitorii 0.5 uL
dNTP karigimi 2 ulL
Ters transkriptaz 0.5 uL
Su 1uL

Her bir 6rnek i¢in Tablo 6’ya goére pipetlemeler yapildi ve Tablo 7’°deki
prosediirler uygulanarak total RNA karisimindan cDNA 6rnekleri elde edildi. Elde
edilen cDNA 6rnekleri -80 °C’de Real-Time PCR yapilana kadar saklandi.

Tablo 7. RT-PCR protokolii

Sicakhik °C Siire (dak)
25 10

50 60

85 5

PCR islemi bittikten sonra cDNA konsantrasyonu ve safligi nanodrop cihazi ile
olgiildii. Olgiim sonucu konsantrasyonlar 1500-1600 ng/uL safliklar ise 260/280

oraninda 1.8 civarinda bulundu.
5.5.3. Real Time PCR Protokolii

Calismamizdaki gen ekspresyon analizleri Roche tarafindan “LightCycler” PCR
cihazinda kullanilmak {izere gelistirilen her bir assay, gen spesifik primer ve Universal

Probelibrary (ULP) problart kullanilarak tiretici firmanin yonlendirmeleri dogrultusunda
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Roche Light Cycler 480 1l marka cihazi ile gergeklestirildi. Kullandigimiz primerler ve

dizilisleri Tablo 8’de verilmistir. GAPDH housekeeping gen olarak kullanilmistir.

Tablo 8. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer Adi

Primer Dizisi

Roche Real Time Ready
Gapdh Assay ID: 307884

[leri Primer Dizisi: 5>GGGTTCCTATAAATACGGACTGC-3’
Geri Primer Dizisi: 5>CCATTTTGTCTACGGGACGA-3’

Roche Real Time Ready
Car2 Assay ID: 317969

Ileri Primer Dizisi: 5>CTGTCAGCAGCGAGCAGAT-3’
Geri Primer Dizisi: 5’ACGCCAGTTGTCCACCAT-3’

Roche Real Time Ready
Car3 Assay ID: 310716

[leri Primer Dizisi: 5>GACTTCGCCAATTCCATCTT-3’
Geri Primer Dizisi: 5’>CCAGTGAACCAGGTGAAGC-3’

Roche Real Time Ready
Car5a Assay ID: 317965

Ileri Primer Dizisi: S’GGAGTTTGACGATTCCTGTGA-3’
Geri Primer Dizisi: 5’GTTGCTCCCCAGTGGAAAT-3’

Roche Real Time Ready
Carbb Assay ID: 317968

Ileri Primer Dizisi: 5>GAGCACACCGTGGACAGTAA-3’
Geri Primer Dizisi: 5’TGCGTTCCAATGTACCAAGT-3’

Roche Real Time Ready
Pcx Assay ID: 313415

[leri Primer Dizisi: 5’ACCTGTACGAGCGAGACTGC-3’
Geri Primer Dizisi: 5> GGGCGATCTCTACCACCTTC-3’

Roche Real Time Ready
Acaca Assay ID: 310268

Tleri Primer Dizisi: 5’>CAGTGCTATGCTGAGATTGAGG-3’
Geri Primer Dizisi: 5’ACACAGCCAGGGTCAAGTG-3’

Gapdh: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, Car2: Karbonik anhidraz 1l, Car3: Karbonik
anhidraz Ill, Carba: Karbonik anhidraz VA, Carbb: Karbonik anhidraz VB, Pcx: Piruvat
karboksilaz, Acaca: Asetil CoA karboksilaz

Tablo 9. Orneklerin Real Time PCR i¢in hazirlanmasi

Eklenen Reaktifler pL
Real Time Ready Assay 1
(GAPDH, CA II, CA lll, CA VA, CA

VB, PCX, ACACA)

Niikleaz free su 4
cDNA (her bir 6rnek igin) 5
LightCycler 480 Probe Master 10
Toplam Hacim 20

Kuyucuklara Tablo

9’da verilen miktarlar kullanilarak pipetlemeler yapildiktan

sonra pleytin tizeri 6zel cover ile iyice kaplandi. Pleyt hava kabarciklarini gidermek igin

kisa siireli santrifiijlendikten sonra Roche LightCycler 480 Il marka PCR cihazina

yerlestirildi.
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Tablo 10°da verilen, iretici firmanin tavsiyesi dogrultusunda PCR programi

cihaza programlandi ve PCR islemi gerceklestirildi.

Tablo 10. Real Time PCR protokolii

Program Dongii Analiz Modu

On inkiibasyon 1 -

Amplifikasyon 45 Kantitasyon

Sogutma 1 -

Hedef sicaklik °C Elde etme Siire Sicaklik artig
modu hiz1 (°C/s)

On inkiibasyon

95 - 10 dakika 4.4

Amplifikasyon

95 - 10 saniye 4.4

60 - 30 saniye 2.2

72 Tek 1 saniye 4.4

Sogutma

40 - 30 saniye 2.2

5.5.4. RT-PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

RT-PCR, reaksiyon sirasinda niikleik asitlerin ¢ogalmasiyla es zamanli olarak
artis gosteren florasan sinyalin olglilmesiyle kisa siirede sonug verebilen bir PCR
yontemidir. Real time PCR iriinlerinin Kalitatif ve kantitatif analizlerinde diziye 6zgiin
olmayan interkalator florasan boyalardan ya da diziye 6zgiin florasan isaretli problardan
yararlanilmaktadir. Ayn1 cihaz ve tiip igerisinde hem ¢ogaltma hem de c¢ogaltilan
triinlerin belirlenmesi islemi es zamanli yapilabildiginden bu yontem siire ve

kontaminasyon riski a¢isindan daha avantajli bir yontemdir.

Real time PCR islemi sonucunda elde edilen degerler Cp (crossing point)
degeridir. Her bir genin Cp degerleri 0 o6rnegin referans gen (housekeeping gen)
degerinden c¢ikarilarak delta Cp (ACp) degerleri hesaplandi. ACp degerleri kontrol
grubunun Cp degerinden c¢ikartilarak delta delta Cp degerleri (AACp) hesaplandi. Son
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olarak her bir genin kontrol grubuna gore ne kadar eksprese oldugunu hesaplamak icin
2-44Cp (fold change) degerleri hesaplandi.

kat degisim = 2-AACp — 9-(ACp hedef ~ACp kontrol)
ACp hedef: Cp hedef gen- Cp referans gen (housekeeping gen)
ACp kontrol: Cp hedef gen- Cp referans gen

5.6. Serumda Yapilan Glukoz ve Triagilgliserol Ol¢iimii

Serumda glukoz ve triagilgliserol parametleri Karadeniz Teknik Universitesi
Farabi Hastanesi Klinik Biyokimya Laboratuarinda bulunan AU 5800 Beckman Coulter

otoanalizoriinde orjinal kitler kullanilarak 6lgtildii.
5.7. Istatistiksel Analizler

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler SPSS istatistik ptogramia girildi.

Normal dagilima uyup uymadiklari Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi.

Normal dagilima uymayan, bagimsiz parametrelerin ikili karsilastirmalari igin
Mann Whitney-U testi uygulandi. Sonuglar aritmetik ortalama ve standart hata seklinde
gosterildi. Istatistiksel testlerdeki sonuclarin p<0.05 bulunmas: durumunda bu

sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Farelerin Agirhk, Glukoz ve Triacilgliserol Seviyeleri ile Tlgili Bulgular

Calismamizda baslangigtaki ve dort ay sonraki gruplarmn agirliklart ile serum

glukoz ve triagilgliserol degerleri Tablo 11°da verilmistir.

Deney basinda gruplara ayrilmadan once fareler tartildi ve ortalama agirliklar
arasinda bir fark gézlemlenmedi (p=0.083). Yaklasik dort aylik BDNF (+/-) grubun son
agirhiklart wild tip gruba gore anlamli yiiksek bulundu (p=0.001). BDNF (+/-) grubun
glukoz degerleri wild tip gruba gore karsilastirildiginda bir fark goriillmemistir
(p=0.731). BDNF (+/-) grubun triagilgliserol degerleri de wild tip gruba gore
karsilagtirildiginda gruplar arasinda fark bulunamamaistir (p=0.755).

Tablo 11. Gruplarin baslangi¢ ve deney sonu agirliklari ile serum glukoz, triagilgliserol

degerleri
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) p degerleri
Baslangi¢ Agirligi (g) 16.2+1.7 16.7£1.9 p=0.083
Deney sonu agirligi (g) 21.63+0.64 23.42+1.392 p=0.011
Glukoz (mg/dL) 180.1+16.1 190.0+20.1 p=0.731
Triagilgliserol (mg/dL) 96.6£12.0 96.0+18.1 p=0.755

a: Wild tip gruba gore p<0.05 diizeyinde anlamlidir.
p degeri ‘Mann Whitney U’ testine gore belirlendi. Degerler ortalama+standart sapma
seklinde verildi.

6.2. Karaciger ve Yag Dokularinda Gen Ekspresyonlari ile Tlgili Bulgular

Wild tip ve heterozigot gruba ait karaciger ve yag dokularindan cDNA’lar elde
edilen RT-PCR ile bu dokularda CA Il 1ll, VA, VB ve piruvat karboksilaz ile asetil
CoA Kkarboksilaz ekspresyonlar1 okundu ve her bir numune i¢in elde edilen kesisim
noktast (Cp, crossing point) degerlerininin ortalamasi alinarak elde edilen Cp degerleri

1s1ginda wild tip gruba gore heterozigot gruplarin kat degisimleri hesaplandi.
6.2.1. CA 1l Ekspresyonu ile ilgili Bulgular

Karaciger ve yag dokularinin CA 1l gen ekspresyonuna ait sonuglar Tablo 12°de

verilmistir.
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Tablo 12. Karaciger ve yag dokusuna ait CA 1 ekspresyon sonuglari

Karaciger dokusu Yag dokusu
Wild tip 1.0 1.0
BDNF (+/-) 1.56+0.08 1.63£0.10

Degerler ortalama+standart hata seklinde verilmistir.

RT-PCR sonrasi yapilan hesaplamalara gore heterozigot grubun karaciger ve yag
dokusundaki CA Il ekspresyonlart wild tip gruba gore karsilastirilmis ve elde edilen
grafik Sekil 9’da gosterilmistir.

Karaciger ve yag dokusunda CA Il ekspresyonlart wild tip gruba gore BDNF
heterozigot grupta istatistiksel olarak artmistir (p=0.000).

1,8 aWT

16 = BDNF(+/-)
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Car2 Ekspresyon Degisimi

Karaciger Dokusu Yag Dokusu
Sekil 9. Gruplarin karaciger ve yag dokularmin CA Il ekspresyonu karsilastirmasi.
“Wild tip grubuna gore anlamli bir artis bulundu (p<0.05). p degeri ‘Mann
Whitney U testi’ne gore bulunmustur.
6.2.2. CA 111 Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Karaciger ve yag dokularinin CA 111 gen ekspresyonuna ait bulgular Tablo 13’de

verilmisgtir.

Tablo 13. Karaciger ve yag dokusuna ait CA 111 ekspresyon sonuglari

Karaciger dokusu Yag dokusu
Wild tip 1.0 1.0
BDNF (+/-) 0.73+0.17 1.53+0.13

Degerler ortalama+standart hata seklinde verilmistir.
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RT-PCR sonrasi yapilan hesaplamalara gore heterozigot grubun karaciger ve yag
dokusundaki CA Il ekspresyonlar1 wild tip gruba gore karsilastirilmis ve elde edilen

grafik Sekil 10°da gosterilmistir.

Karaciger dokusu CA 11 ekspresyonlarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
fark bulunamamistir (p=0.369). Yag dokusunda ise CA Il ekspresyonlar1 wild tip gruba
gore BDNF heterozigot grupta daha yiiksek bulunmustur (p=0.007).

1,8 *
1,6
14 m BDNF(+/-)

=WT

1,2

08
06
04
02

Car 3 Ekspresyon Degisimi

Karaciger Dokusu Yag Dokusu

Sekil 10. Gruplarin karaciger ve yag dokularinin CA Il ekspresyonu karsilastirmasi.
“Wild tip grubuna gore anlamli bir artis bulundu (p<0.05). p degeri ‘Mann
Whitney U testi’ne gére bulunmustur.

6.2.3. CA VA Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Karaciger ve yag dokularinin CA VA gen ekspresyonuna ait degisiklikler Tablo

14°de verilmistir.

Tablo 14. Karaciger ve yag dokusuna ait CA VA ekspresyon sonuglari

Karaciger dokusu Yag dokusu
Wild tip 1.0 1.0
BDNF (+/-) 1.194+0.06 1.28+0.14

Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir.

RT-PCR sonrasi yapilan hesaplamalara gore heterozigot grubun karaciger ve yag
dokusundaki CA VA ckspresyonlar1 wild tip gruba gore karsilastirilmis ve elde edilen
grafik Sekil 11°de gosterilmistir.
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Bu karsilastirmaya gore karaciger ve yag dokusunda CA VA ckspresyonlar: wild
tip gruba gore BDNF heterozigot grupta farklilik gostermektedir (p=0.007).

1,6
1,4 = WT
12 m BDNF(+/-)

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Car5a Ekspresyon Degisimi

Karaciger Dokusu Yag Dokusu

Sekil 11. Gruplarin karaciger ve yag dokularinin CA VA ekspresyonu karsilastirmasi.
“Wild tip grubuna gére anlamli bir artis bulundu (p<0.05). p degeri ‘Mann
Whitney U testi’ne gére bulunmustur.

6.2.4. CA VB Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Karaciger ve yag dokularmim CA VB gen ekspresyonuna ait 6l¢iimler Tablo 15°de

verilmistir.

Tablo 15. Karaciger ve yag dokusuna ait CA VB ekspresyon sonuglari

Karaciger dokusu Yag dokusu
Wild tip 1.0 1.0
BDNF (+/-) 1.15+0.14 1.74+0.23

Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir.

RT-PCR sonrasi yapilan hesaplamalara gore heterozigot grubun karaciger ve yag
dokusundaki CA VB ekspresyonlar1 wild tip gruba gore karsilagtirilmis ve elde edilen
grafik Sekil 12’de gosterilmistir. Karaciger dokusunda CA VB ekspresyonlarinda wild
tip gruba gore BDNF heterozigot grupta anlamli bir fark belirlenememistir (p=0.073).
Yag dokusunda CA VB ekspresyonlar1 wild tip gruba gore BDNF heterozigot grupta
yiiksek bulunmustur (p=0.007).
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Karaciger Dokusu Yag Dokusu

Sekil 12. Gruplarin karaciger ve yag dokularmin CA VB ekspresyonu karsilastirmasi.
“Wild tip grubuna gére anlamli bir artis bulundu (p<0.05). p degeri ‘Mann
Whitney U testi’ne gore bulunmustur.

6.2.5. Piruvat Karboksilaz Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Karaciger ve yag dokularmin piruvat karboksilaz gen ekspresyonuna ait sonuglari

Tablo 16°de verilmistir.

Tablo 16. Karaciger ve yag dokusuna ait piruvat karboksilaz ekspresyon sonuglari

Karaciger dokusu Yag dokusu
Wild tip 1.0 1.0
BDNF (+/-) 1.3+£0.11 1.21£0.11

Degerler ortalama+standart hata seklinde verilmistir.

RT-PCR sonrasi yapilan hesaplamalara gére heterozigot grubun karaciger ve yag
dokusundaki piruvat karboksilaz ekspresyonlar1 wild tip gruba gore karsilastirilmis ve
elde edilen grafik Sekil 13’de gosterilmistir.

Karaciger ve yag dokusunda piruvat karboksilaz ekspresyonlari karsilastiriimasi
sonucu wild tip gruba gore BDNF heterozigot grupta anlamli fark bulunmustur.
(p=0.007).
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Pcx Ekspresyon Degisimi

Karaciger Dokusu Yag Dokusu

Sekil 13. Gruplarin karaciger ve yag dokularinin piruvat karboksilaz ekspresyonu
karsilastirmas1.*Wild tip grubuna gore anlamli bir artis bulundu (p<0.05). p
degeri ‘Mann Whitney U testi’ne gore bulunmustur.

6.2.6. Asetil CoA Karboksilaz p Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Karaciger ve yag dokularinin asetil CoA karboksilaz f gen ekspresyonuna ait

degisiklikler Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. Karaciger ve yag dokusuna ait asetil CoA karboksilaz B ekspresyon sonuglari

Karaciger dokusu Yag dokusu
Wild tip 1.0 1.0
BDNF (+/-) 1.62+0.14 1.3940.10

Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir.

RT-PCR sonrasi yapilan hesaplamalara gére heterozigot grubun karaciger ve yag
dokusundaki asetil CoA karboksilaz B ekspresyonlar1 wild tip gruba gore karsilastirilmis

ve elde edilen grafik Sekil 14’de gosterilmistir.

Bu karsilastirmaya gore karaciger ve yag dokusunda asetil CoA karboksilaz f
ekspresyonlar1 wild tip gruba gore BDNF heterozigot grupta anlamli yiiksek
bulunmustur (p=0.000).
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Sekil 14. Gruplarin karaciger ve yag dokularmin asetil CoA karboksilaz  ekspresyonu
karsilastirmas1."Wild tip grubuna gore anlamli bir artis bulundu (p<0.05). p
degeri ‘Mann Whitney U testi’ne gore bulunmustur.
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7. TARTISMA

De novo lipogenez (DNL), baslica olusum Yyeri adipoz doku ve karaciger dokusu
olan kompleks bir yoldur. (39). De novo lipogenezin yag Kkiitlesi artisina sebep olan
onemli bir metabolik yol oldugunu iddia eden kaynaklar bulunmakla beraber, bazi
kaynaklarda ise kilit gorevdeki enzimlerin yag dokusunda yer almasina ragmen ancak
yiiksek miktarda karbohidrat alimindan sonra yag dokusunda DNL’nin 6nemli bir
metabolik yol olabilecegi tizerinde durulmustur (39, 40). Bu metabolik yolun
reglilasyonu, karaciger X reseptor (LXR), sterol regiilatér element baglayic1 protein
(SREBP-1c), karbohidrat yanit elementini baglayan protein (ChREBP) transkripsiyon
faktorlerince saglanir (39). Bu faktorlerin hepsi de metabolizmanin majér regiilatorii
olan adenosin monofosfat aktive olan protein kinaz (AMPK) ile iliskilidir. AMPK, bir
serin/treonin heterotrimer kinazdir. Artmus AMP ile aktive olur ve allosterik aktivasyon,
kinaz enzimlerince aktivasyon ya da fosfatazlarca inhibisyon ile AMPK’1 regiile eder.
AMPK, anabolik yollar1 inhibe ederken katabolik yolllar1 aktive eder. Bu etkilerini
anabolik yollardaki enzimleri fosforilasyonla regiile edebilecegi gibi bu yollardaki

genlerin ekspresyonunu etkileyerek de diizenleyebilir (41).

BDNF hem besin alim1 hem de enerji metabolizmasinda rol alan 6nemli bir
norotrofindir. (4). Bu amagla BDNF’nin diyabet, obezite gibi metabolik hastaliklarla
iliskili oldugu disiiniilerek ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. BDNF metabolik etkilerini,
enerji metabolizmasinda 6nemli olan karaciger, pankreas, iskelet kasi gibi periferal
dokularda gosterdigi degisiklikler araciligiyla gerceklestirebilmektedir (42, 43). BDNF
ve TrkB’nin iskelet kasi hiicrelerinde sentezlendigi bilinmektedir (44). Insanlarda in
vivo olarak egzersiz sonrasinda BDNF mRNA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu
caligmada, BDNF proteinin iskelet kasinda AMPK fosforilasyonunu aktive ederek yag

asidi oksidasyonunu arttirdig1 in vivo ve ex vivo yontemlerle gosterilmistir (42).

Karbonik anhidraz enzimi, viicudumuzda genis bir doku dagilimma sahip olup
glukoz metabolizmasi, de novo lipogenez gibi enerji metabolizmasinda 6nemli birgok
metabolik olayda gorev alan enzimdir (26). De novo lipogenezde kilit rol oynayan asetil
CoA Kkarboksilaz ve piruvat karboksilaz gibi enzimlere CA 11, CA Ill ve mitokondriyal

CA izoenzimleri tarafindan bikarbonat iyonu saglandigi kabul edilmektedir (9, 10).
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DNL nin ana diizenleyicisi AMPK dir. Yapilan ¢alismalar BDNF nin AMPK
aktivitesini uyardigmmi ve lipid sentezini baskilandigini gostermektedir (41). Standart
fare yemi ile besledigimiz hayvanlart BDNF heterozigot ve wild tip olmak iizere iKi
gruba ayirdik. BDNF heterozigot fareler, BDNF proteinin kodlayan iki allelden birinden
yoksun olan hayvanlardir ve yapilan c¢alismalarda bu farelerde obez karakter
gozlemlenmistir (4). Yaklasik 4 aylikken ¢alismamiza dahil ettigimiz bu iki grup farenin
agirliklarinda biz de heterozigot grupta anlamli fark gézlemledik (p=0.005). Bu viicut
agirh@ artis, BDNF eksikliginin AMPK tarafindan baskilanan lipogenik enzimlerin
aktivitesinin artisina bagli olusan lipid sentezinin bir sonucu olabilir. Bu baglamda
inceledigimiz DNL sentezi ile iliskili enzimlerinden asetil CoA karboksilaz ve piruvat
karboksilaz gen ekspresyonlarini bu sonucu teyit edecek sekilde artmistir. Asetil CoA
karboksilaz ve piruvat karboksilaz ekspresyonlar1 heterozigot grubun hem karaciger

hem de yag hiicresinde wild tip gruba gore yiliksek bulunmustur (p<0.05).

Xu ve arkadaslarmin yaptigi calismada BDNF geni veya reseptoriinde olusan
mutasyonun kilo artisina sebep oldugu gosterilmistir (4). BDNF heterozigot farelerle
yapilan bir baska ¢alismada ise kilo alimi ile beraber farelerin yarisinda yeme davranisi
bozukluklar1 gorilmiistiir (4). Calismamizda gozlemledigimiz BDNF heterozigot

farlerdeki kilo artis1 bu beslenme davranisi bozuklugunun bir sonucu olabilir.

Heterozigot farelerin triagilgliserol degerlerinde kontrol grubuna gore herhangi bir
fark gozlenmemistir (p=0.755). Benzer sekilde hepatik BDNF mutasyonu olusturulan
farelerde serum triagilgliserol seviyesi yoniinden wild tiplere gore herhangi bir fark
bulunamamustir (45). Insanlarda BDNF ile serum triagilgliserol degerleri arasinda iliski
oldugu gosterilmis olmasina ragmen farelerde bdyle bir durumun olmadigi insan-fare
arasinda triagilgliserol ~seviyelerinin seruma yansimasinda farkliliklar oldugu
bildirilmistir (46).

Calismamizda heterozigot farelerde, glukoz degeri hafif yiiksek olmakla beraber
anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.731). BDNF ile kan glukoz seviyesi arasinda
nasil iligki oldugu hakkinda literatiirde uyumlu sonuglar elde edilemediginden kesin bir
kaniya varilamamigtir. Bu konu hakkinda iki hipotez 6ne siiriilmiistiir. Bunlarda biri

BDNF’nin kan glukoz seviyesini diisiirebilmesi i¢in endojen veya ekzojen kaynakli
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insiiline ihtiyag duydugu bir digeri ise BDNF’nin glukoz metabolizmasini
etkileyebilmesi i¢in tam bir BDNF eksikliginin olugmasi gerektigidir (43, 47).

Calismamizda DNL gorev alan enzimlerin gen ekpresyonu ¢alismalar1 karaciger
ve yag dokusunda gerceklestirilmistir. Karaciger dokusunda CA VA ekspresyonlari
wild tip gruba gore BDNF heterozigot grupta (p=0.007) istatistiksel olarak anlaml
yiiksek bulunmustur. Yag dokusunda CA VA ekspresyonlar1 wild tip gruba gore BDNF
heterozigot grupta (p=0.007) artis gostermistir. Ayrica karaciger dokusunda CA VB
ekspresyonlarinda wild tip gruba gore BDNF heterozigot grupta istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamuistir (p=0.073). Yag dokusunda CA VB ekspresyonlar1 wild
tip gruba gére BDNF heterozigot grupta (p=0.007) istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur. BDNF heterozigot grupta de novo lipogenez metabolik yolunun
aktiflesmesiyle piruvat karboksilaz enzimi icin gerekli olan bikarbonat CA VA ve/veya
VB tarafindan saglandigi i¢in bu izoenzimlerin ckspresyonlart DNL destekleyecek
sekilde artmig olabilir. Karaciger dokusunda CA VB ekspresyonunda ise anlamli bir
artts bulunamamustir. Mitokondrial karbonik anhidraz enzimlerinin doku dagilimlari
farklidir. CA VA karaciger dokusunda ve iskelet kasinda daha bol bulunurken katalitik
olarak daha aktif olan CA VB izoenzimi daha yaygin bir dagilim gostermektedir. Ayrica
CA VB izoenziminin katalitik domaini CA VA izoenzimine gore daha korunmus halde
bulunmaktadir. Doku dagilimi ve domainler arasindaki korunma farki nedeniyle bu iki
izoenzimin farkli fonksiyonlar1 olabilecegi kanisina varilmustir (48). Ure devrinin
karacigerde gergeklesen ilk reaksiyonunu katalizleyen mitokondrial karbamoil fosfat
sentetaz (CPS 1) i¢in gerekli olan bikarbonat iyonunu CA VA enzimi tarfindan
sentezlenir (31). CA VA ile BDNF arasindaki iliski Huntington hastaliginda
gosterilmigtir.  CA VB ile ilgili bu iliski gosterilememistir. Huntington hastaliginda
karaciger disfonksiyonu ile beraber iire devrinde bozulma ve kanda artmis amonyak
seviyesi goriiliir. Huntington hastaliginda, mutant Huntingtin geni varliginda, C/EBPa
en onemli kofaktorii olan ve BDNF tarafindan aktive edilebilen CREB proteinini
kaybeder boylece C/EBPa. gen ekspresyonu baskilanir. C/EBPa iire devri enzimlerinin
ekspresyonu i¢in 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir (49). BDNF seviyesinin azalmasi
Huntington hastaligindaki gibi iire sentezinin baskilanmasina ve CA VA tarafindan
tiretilen bikarbonat iyononun birikmesine sebep olabilir. Biriken bikarbonat karacigerde

lipid sentezini destekleyecek sekilde DNL de kullanilmis olabilir. Karacigerde artan
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DNL ile olusan yaglar diger dokulara gonderilerek depolanir ve viicut agirligi artigina
sebep olur. Benzer sekilde yag dokusunda da BDNF heterozigot farelerde CA Va ve Vb
gen ekspresyonlari artmistir. BDNF eksikligi AMPK aktivitesini azaltir. Bu azalis lipid
sentezini artirir. Lipid sentezini desteklemek igin bu enzimlerin seviyeleri artirilir.
Ayrica, BDNF heterozigot farelerde goriilen hiperfajiya bagl olarak viicuda alinan fazla

enerji yag dokusunda triagilgliserol olarak depolanir ve viicut agirlig: artar.

Calismamizda karaciger dokusunda CA 1l ekspresyonlar1 wild tip gruba gore
BDNF heterozigot grupta (p=0.001) istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur.
Ayrica ayni karsilastirmaya gore yag dokusunda CA Il ekspresyonlar1 wild tip gruba
gore BDNF heterozigot grupta (p=0.001) istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur. Bu artis BDNF heterozigot grupta de novo lipogenez artisina paralel
olarak asetil CoA karboksilaz enziminin aktivitesi i¢in gerekli olan bikarbonat

ihtiyacindan kaynaklanmis olabilir.

CA 1l sentezi insanlardan farkli olarak, rodentlerde gesitli hormonlarca da regiile
edilebilmektedir. Bu izoenzimin sentezi rat karacigerinde testesteron tarafindan inhibe
edilirken ostrojen tarafindan aktive edilir. Disi ve erkek ratlara biiyiime hormonu
verilmesi sonucu erkek ratlarin karacigerinde CA 1l sentezi artmustir (28). Bu
izoenzimin sentezi insiilin seviyesi {izerinden de etkilenebilir. Literatiir tarandiginda
BDNF heterozigot farelerde hiperinsulinemi goriilmektedir (47). Buna bagli CA I
ekspresyonu artmig olabilir. Ayrica heterozigot farelerdeki obeziteye bagli degisen
adipokin profili de (dusiik adiponektin gibi) CA 1l sentezini uyarmis olabilir. BDNF’nin
pankreas [ hiicreleri gibi glukoz metabolizmasinda gorevli dokular1 etkiledigi
bilinmektedir (43). BDNF heterozigot farelerde insiilin seviyesi artis1 ile ya da
insiilinden bagimsiz olarak BDNF gen eksikligi ile CA 1l seviyesi de artig gdstermis

olabilir.

Calismamizda karaciger dokusu CA Il ekspresyonlarinda wild tip gruba gore
BDNF heterozigot grupta istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.369).
CA I, karaciger ve yag dokusu gibi enerji metabolizmasinin Kilit organlarinda bol
bulunan, diger izoenzimlere gore hidrataz aktivitesi daha diisiik olan karbonik anhidraz
izoenzimidir. Literatiirde sentezinin seksiiel dimorfizme baglh oldugu 6zellikle erkek rat

karacigerinde testesteron kaynakli olarak disi rat karacigerine gore yiiksek seviyede

45



oldugu belirtilmigtir. Ayrica obez ratlarda CA I1ll seviyesi her iki dokuda da
azalmaktadir (11). Calismamizda CA Il ekpresyonu azalmakla beraber istatistiksel
olarak anlamli diizeylere ulasmamistir. CA III’tin ¢ok diisiik hidrataz aktivitesine sahip
olmast bu izoenzimin Kkatalitik aktivitesi disinda gorevlerinin olabilecegini akla
getirmektedir. Viicut agirhigr artisina ragmen CA 111 seviyelerinin artmamasi bu enzimin
dogrudan DNL ile ilgili olmamasindan kaynaklanabilir. Ayrica yukarida belirtilen
diyetle indiiklenmis obez ratlarda CA [l seviyesinin azalisinin bu ¢alismada
gbzlenmemis olmasi BDNF eksikligine bagli obezitenin diyet indiiklii obeziteye gore
farklt molekiiler mekanizmalara sahip olmasinin bir sonucu olabilir. BDNF eksikligi ile
iliskili obezitede adipoz dokudan salinan adiponektin karacigerde AMPK yoluyla lipid

sentezinde gorevli enzimleri fosforilleyerek lipid sentezini baskilayabilir (50).

Yag dokusunda ise CA Il ekspresyonlar1 ise wild tip gruba gére BDNF
heterozigot grupta (p=0.007) istatistiksel olarak anlaml1 yiikksek bulunmustur. Bu durum
yukarida bahsettigimiz gibi, diger izoenzimlerden farkli olarak CA III’iin bikarbonat
kaynagi olmanin diginda farkli fonksiyonlarinin da olabilecegini akillara getirmektedir.
CA III'tin PPARY2 gen ekspresyonu diizeyinde, adipogenezi diizenlemesi, oksidatif
stres iizerine etkisi ve sentezinin hormonal olarak kontrol edilmesi bu enzimi diger
karbonik anhidrazlardan farkli kilar (7).

Onciil yag hiicrelerinden gesitli faktdrlerin etkisiyle olgun adipositlerin olusmasi
stirecine adipogenez denir. CA III'in PPARY2 gen ekspresyonu diizeyinde adipogenezi
diizenledigi bildirilmektedir (7). CA Il ekspresyonu adipogenez asamalarina gore

degisiyor olabilir.

CA 111 glutatyon ile tersinir bir sekilde konjuge olabilen iki adet reaktif siilfidril
grubuna sahiptir. Bu S-glutatyonilasyon reaksiyonunun, hiicrede proteinleri
dontisiimsiiz oksidasyonlardan koruyan muhtemel savunma mekanizmalarindan Dbiri
olabilecegi diistiniilmektedir (51). CA 111 sentezleyemeyen NIH-3T3 hiicrelerine rat CA
I11 cDNA’s1 yerlestirildiginde bu hiicrelerin hidrojen peroksit ile indiiklenmis apopitoza
kars1 direnci artmistir. Burada CA III’iin hizlica glutatyonlanlanarak oksiradikalleri
toplayip hiicreleri oksidatif strese karsi korudugu ileri siiriilmiistiir (51). Obeziteye bagh
viicut agirhiginin artist ile yag dokulan triagilgliserolleri depolayarak biiyiir. Depo

kapasitesi asildiginda 6nciil hiicrelerden yag hiicreleri farklilagsmasi ile olgun adipositler
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olusur. Adipogenez sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin artist 3T3-L1 hiicrelerinde
gosterilmistir (51). Adipogenez sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini

berteraf etmek i¢in CA 1l miktar1 artmis olabilir.

Streptozotocin verilerek diyabet yapilan obez ratlarda baskilanmis olan CA Il
seviyelerinin arttig1 goriilmiis ve beyaz yag dokusunda CA Il seviyelerinin insiilin
seviyesine bagl olarak diizenlendigi 6ne siiriilmistiir (52). BDNF heterozigot farelerde
goriilen yiiksek insiilin seviyesi de yag dokusunda CA Ill ekspresyonunda bir artisa

sebep olmus olabilir.

De novo lipogenezde kilit rol oynayan asetil CoA karboksilaz ve piruvat
karboksilaz enzimlerininin katalizledigi reaksiyonlar icin gerekli olan bikarbonati
saglayan CA VA, VB, CA Il ekspresyonlarini artmistir ve buldugumuz degisim literatiir
ile uyumludur (9, 10). CA 11l ekspresyonundaki degisim ise yag dokusunda de novo
sentez artig1 ile uyumlu iken karaciger dokusunda uyumlu degildir. Bu durum CA IlI
izoenziminin de novo lipid sentezi disinda farkli metabolik rolleri olabilecegini
desteklemektedir. Sonu¢ olarak, BDNF’nin DNL’yi CA Il, VA ve VB iizerinden

diizenleyebilecegi kanaatine varildi.
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8. SONUC ve ONERILER
Calismamizda;

1. Heterozigot farelerin viicut agirliklarinda wild tip gruba gore anlamli seviyede

artig tespit edildi.

2. BDNF heterozigot farelerin karacigerinde CA I, VA-VB izoenzimleri ile
piruvat karboksilaz ve asetil CoA karboksilaz enzimlerinin ekspresyonlarinin wild tip

farelere gore daha yiiksek oldugu goriildii.

3. BDNF heterozigot farelerin yag dokusunda CA II, 11l, VA-VB izoenzimleri ile
piruvat karboksilaz ve asetil CoA karboksilaz enzimlerinin ekspresyonlarinin wild tip

farelere gore daha yiiksek oldugu goriildii.

4. BDNF eksikliginde gbzlenen viicut agirligi artisinda, de novo lipid sentezinde

onemli olan bu enzimlerin etkileri oldugu kanaatine varildi.
Calismamizda elde edilen sonuglar dogrultusunda;

1. BDNF eksikligine bagli obez fenotipte de novo lipid sentezinde gorevli CA I,
VA-VB c¢kspresyonlarindaki degisiklikler g6z oOniine alinarak, BDNF agonistleri

diizenleme mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in kullanilabilir.

2. CA 11, VA-VB izoenzimleri ile piruvat karboksilaz ve asetil CoA karboksilaz
enzimlerinin aktivite ol¢iimleri yapilarak enzimlerin aktivite yoniinden degisimleri

belirlenebilir.

3. De novo lipid sentezinde gorevli CA izoenzimleri inhibitorleri kullanilarak bu

model i¢in etkileri test edilebilir.

4. CA Il izoenzim ekspresyonunun diger enzimlerden farkli olarak, heterozigot
farelerin sadece epididimal yag dokusunda artis gostermesi bu izoenzimin de novo lipid
sentezi disinda farkli rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. CA 1l ile BDNF arasindaki
iliski oksidatif stres, tip 2 diyabet gibi gesitli faktorler agisindan incelenebilir.
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10.1. Ek 1

Ek 1. Beslenme siiresince kullamilan kontrol yemin (D12450J) icerigi

10. EKLER

D12450J kodlu yem i¢erigi % g % kcal
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 4.3 10
Toplam kcal/g 3.85 100
Bilesenler g kcal
Kazein 200 800
L-Sistin 3 12
Misir nisastasi 506.2 2024.8
Maltodekstrin 10 125 500
Sukroz 68.8 275.2
Seliiloz 50 0
Soya yagi 25 225
Domuz yag1 20 180
Mineral karigimi 10 0
Dikalsiyum fosfat 13

Kalsiyum karbonat 55

Potasyum sitrat.H.O 16.5 0
Vitamin karigimi 10 40
Kolin bitartarat 2 0
Sar1 gida boyasi 0.04 0
Mavi gida boyasi 0.01 0
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