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OZET

Adipositlerden olusan yag dokusu, hicre sayisi ve buyukligu
bakimindan yasam boyu enerji tiketimine bagli olarak slirekli hacim
degiskenligi gosteren bir dokudur. Organizmanin dnemli yasam ihtiyaclari
olarak kabul edilen termojenez, immuin ve metabolizma yaniti, laktasyon
gibi olaylara katilarak fonksiyon gosterir. Yag dokusu yapisal 6zelliklerine
gore 3 tipe ayrilmaktadir: beyaz yag dokusu (BYD), kahverengi yag
dokusu (KYD) ve bej yad dokusudur. Vazoaktif intestinal peptit (VIP),
merkezi ve periferik sistemde yaygin dagilima ve genis fizyolojik etkilere
sahiptir. Ginumizde VIP'in tanimlanan iki reseptérii bulunmaktadir:
bunlar VPAC-1 ve VPAC-2'dir.

VIP ve reseptorlerinin, soguk stresin yag dokusu tzerindeki etkileri ile
iliskilendirilmis c¢alismalar oldukga sinirlidir. Bizim bu c¢alismadaki
amacimiz: epididamal yag dokusunda varligi gosterilmis ancak kahverengi
yag dokusunda ve adipositlerde varhdi gosterilmemis olan ayrica soguk
stres gibi kosullarda nasil etkilendidi bilinmeyen VIP ve reseptérlerinin
ekspresyonunu ve protein ifadelerini arastirmaktir.

Elde ettigimiz bulgulara gére, kontrol gruplarinda VIiP ve VPAC-1 gen
ekspresyonu go6zlenmistir, VPAC-2 gen ekspresyonu saptanmamistir.
Soduk stres, BYD ve KYD’de VIP'in gen ekspresyonunda artisa sebep
olurken, VPAC-1'in BYD’de ekspresyonunun azalmasina neden olmustur,
KYD’de ise VPAC-1'in ekspresyonunun artisini saglamistir. Ayrica, kontrol
gruplarinda VPAC-2'nin gen ekspresyonu olmamasina ragmen soguk stres
ile birlikte hem BYD'’de hemde KYD’de VPAC-2 gen ekspresyonu tespit
edilmistir. VIP, VPAC-1 ve VPAC-2 genlerinin protein ifadelerinin tespit
calismalarinda ise: BYD ve KYD adipositlerinde sadece VPAC-1 gen
ekspresyonu olmasina ragmen VIP, VPAC-1 ve VPAC-2 protein ifadeleri
tespit edilmistir. Soguk stres ile birlikte BYD ve KYD adipositlerinde VIP,
VPAC-1 ve VPAC-2 protein seviyeleri artmistir.

Anahtar Kelimeler: Vazoaktif intestinal peptit (VIP), VPAC-1, VPAC-
2, yag dokusu, soguk stres.



SUMMARY

Fat tissue composed of adipocytes, cells in terms of the number and
size depending on the lifetime energy consumption is showing a constant
volume of tissue variability. Adipose tissue is divided into three types
according to structural features that white adipose tissue (WAT), brown
adipose tissue (BAT) and beige adipocytes. Vasoactive intestinal peptides
(VIP) has central and peripheral distribution and wide physiological
effects. VIP has structurally related two receptors: VPAC-1 and VPAC-2.

VIP-adipose tissue associated studies are limited. In this study, we
aim to investigate of VIP and VIP receptors distributions with normal and
cold stress induced conditions in brown and white adipose tissues of rats.

According to the results, VIP and VPAC-1 but not VPAC-2 gene
expressions were found in the whole BAT and WAT of control groups. Cold
exposure up regulated VIP gene in WAT and BAT. Cold exposure induced
VPAC-2 gene expression in both WAT and BAT. As for the VPAC-1 gene
expression, it was increased in BAT but slightly decreased in WAT after the
cold exposure. For pure adipocytes: there was only VPAC-1 gene
expression for brown and white adipocytes for controls. After the cold
pressure, while VPAC-1 gene expression decreased in the BAT and WAT
adipocytes, cold expose downregulated their VPAC-1 gene expressions.
Protein detection studies on white and brown adipocytes have identified
VIP, VPAC-1 and VPAC-2 proteins, although only VPAC-1 expression is
present in both white and brown adipocytes. After cold pressure, protein
amounts of VIP, VPAC-1 and VPAC-2 proteins increased.

Key words: Vasoactive intestinal peptide (VIP), VPAC-1, VPAC-1,
adipose tissue, cold stress.
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1- GIRIS VE AMAC

Bag dokunun o0zel bir tipi olan yag dokusu (adipoz doku, YD)
adipositlerden (yag hicresi) olusur. YD, coklu depo organi olarak kabul
edilir. Adipositlerden olusan YD, organizmanin dnemli yasam ihtiyaclari
olarak kabul edilen; 1s1 Uretimi (termojenez) ve vyalitimi, immun ve
metabolizma yaniti, laktasyon gibi olaylara katilarak fonksiyon gdsterir
(Cinti, 2005). Ayrica, adipositler pasif hiicreler degildir, aksine ektraselller
siviya bircok molekll salivermektedirler. Saliverilen bu molekdlllere
adipokinler denir ve buglin tanimlanabilen adipokinlerin sayisi ylze
ulasmistir. Adipositlerden saliverilen bu adipokinler diger hicreler ile
endokrin, parakrin ve otokrin yolla haberlesme saglarlar (Tére, Tuncel,
2007). YD, hicre sayisi ve bluydkligd bakimindan yasam boyu enerji
tiketimine bagl olarak, silrekli hacim degiskenligi gésteren bir dokudur.
YD aktif bir doku olup, noéro-endokrin-immiin dizenlemeye dogrudan
katillan bir organ olarak gorev yapar. Yag hicreleri enerji depolama ve
saliverme sliresince bu fonksiyonlari igin sinir sistemi, endokrin sistem ve
immun sistem ile iletisim kurar. Bu iletisim YD'nin tlrine ve cevresel
faktorlere gore farkhliklar gésterir (Awad, Bradford 2010).

Yag dokusu yapisal 6zelliklerine gore 3 tipe ayrilmaktadir:
1) Beyaz yag dokusu (BYD)

2) Kahverengi yag dokusu (KYD)

3) Bej yag dokusu

BYD cesitli hlicre tiplerinden olusan gevsek bag dokusudur ve
adipositler, preadipositler, makrafojlar, endotel hulcreleri, fibroblastlar ve
T-hucrelerini de kapsayan c¢ok ydnll hicre bilesiminden olusur. Bu bilesim,
BYD'yi metabolizma ve inflamasyonda cok 6nemli bir konuma getirir.
Vicutta visseral ve subkutan olmak Gzere 2 bdlimde bulunur. BYD
adipositleri stres kosullarinda KYD adipositlerine dénidsir ve bu déndsim
sirasinda bej yag dokusu ara form doku olarak karsimiza cikar (Cinti,
2005).

KYD hicreleri nukleusu sikistirmayan cok sayida yad damlaciklari
bulundurur. KYD'nin bir diger karakteristik 6zelligi sitoplazmalarinda cok
saylda ve buyuk mitokondrilere sahip olmasidir ve bu mitokondrilerde
bulunan uncoupling protein-1 (UCP-1) araciligi ile adenozin trifosfat (ATP)
yerine termojenez icin I1si Gretmesidir. Soguda maruziyet durumunda ise
farkh vicut bélimlerinde (6zellikle inter-skapular bélgede) BYD adipositleri
KYD adipositlerine doénlUslir ve vicut isisinin dizenlenmesine yardimci
olurlar (Cinti, 2005). Kemirgenlerde KYD aktivitesinin artisi siklikla soguga
ve artan besin alimina bagli olarak sempatik sinir sistemi ile dizenlenir
(Berry, Stenesen, Zeve, Graff, 2013). Sempatik sinir sisteminin
uyariimasi ile ndéronlardan saliverilen norepinefrin, B-3 adrenoreseptdr
araciigi ile yag dokusunun sahip oldugu mitokondrilerde 1si enerjisi
dretimini arttinr (Shimizu, Mori, 2005).



Vazoaktif intestinal peptit (VIP) ile ilgili ilk bilgi 1970 yilinda Said ve
Mutt'un akciger hasarli hastalardaki sistemik hipotansiyon (zerine
yaptiklari calismalarda vazodilatdér etkisi ile rapor edilmistir. Ardindan
yaptiklari calisma ile domuz ince bagirsagindan VIP'i izole edip
tanimlamiglardir ve daha sonra VIPin bircok organ ve dokuda yaygin
olarak bulundugu gdsterilmistir. VIP, sekretin ve glukagon ailesinde olan
diger hormonlar (sekretin, glukagon, blyime hormonu saliverdirici
hormon (GHRH), gastrik inhibitér peptit (GIP) gibi hormonlar) ile yapisal
olarak benzerdir ve bu benzerligi nedeni ile VIP, sekretin peptit ailesinin
Uyesi olarak siniflandiriimistir.

VIP, yaygin dagilmina paralel olarak genis dadilimda fizyolojik
etkilere sahiptir ve gelisme, blyltme, kanser, sirkadiyen ritim, sindirim,
solunum, Ureme ve kardiovaskduler sistemlerin islevleri ile ilgili fizyolojik ve
patofizyolojik sireclerde yer alir (Laburthe vd. 2007). Ayrica dokulari
oksidatif hasar, inflamasyon gibi ciddi toksik etkilere karsi da koruyucu
6zellige sahip; norotrofik ve norotransmitter olarak da davranan cok yonli
bir moleklldir (Harmar vd., 1998).

VIP igin ilk reseptdr sican akcigerinden izole edilmistir ve VPAC-1
olarak adlandinimistir. VPAC-1 vyaygin olarak MSS’de, karacigerde,
akcigerde, bagirsakta ve T-lenfositlerinde bulunmaktadir. VIP igin ikinci
reseptor Luts tarafindan bulbus olfactoriustan izole edilmistir ve VPAC-2
olarak adlandinlmistir. VPAC-2 de yaygin olarak MSS’de, pankreasta,
iskelet kasinda, kalpte ve bobrekte bulunmaktadir ( Laburthe, Couvineau,
Tan, 2007).

VIP'in soguk strese maruz birakilan sicanlarda midede lser gelisimini
engelledigi, mide dokusunu korudugu, sogudga maruziyet sonucunda
damarlarin norepinefrine verdigi yaniti arttirdigi goésterilmistir. Ancak
VIP'in yag dokusu ile iliskilendirilmis calismalari oldukga sinirhdir. Bizim bu
calismadaki amacimiz; subkutan beyaz yag dokusu ve interskapular aralik
kahverengi yag dokusunda ve adiopositlerinde varligi gésterilmemis ayrica
soguk stres gibi kosullarda nasil etkilendigi bilinmeyen VIP ve
reseptdrlerini arastirmaktir.



2- GENEL BILGILER

2.1- Yag Dokusu

Yag dokusu (YD), bag dokunun o6zel bir tipi olan ve adipositlerden
olusan, ayrica hicre sayisi ve blylkligi bakimindan yasam boyu enerji
tiketimine bagh olarak strekli hacim degiskenligi gosteren bir dokudur
(Schling, Loffler, 2002). YD aktif bir doku olup, néro-endokrin-immdun
dizenlemeye direkt katilan bir yapi olarak goérev yapar (Cinti, 2012).
Ayrica YD enerji depolama/lUretme suresince bu fonksiyonlari icin sinir
sistemi, endokrin sistem ve immun sistem ile iletisim halindedir (Awad vd.
2010, Cinti, 2005, Dunmore, Brown, 2013).

YD, klasik olarak fazla enerjinin depolandigi, viicuda yalitim saglayan
ve dolgu 6zelligi olan bir dokunun 6tesinde, buglin bircok organi etkileyen
hormonlarin, buylime faktdrlerinin, matriks proteinlerinin, enzimlerin ve
sitokinlerin salgilandigi bir endokrin organ olarak kabul edilir. Bu doku
organizmanin énemli yasam ihtiyaglar olarak kabul edilen; isi UGretimi
(termojenez)-yalitimi, immun ve metabolizma yanitlarn, laktasyon gibi
olaylara katilarak fonksiyon gésterir (Awad vd. 2010, Cinti, 2005, David
vd., 1981).

YD gelismis damar adina sahiptir ve cogu bdlgesel viseral veya
paryetal vaskller sinir-damar demetleri vasitasi ile beslenmektedir. Bu
damarlanma araciligi ile YD, sinir sistemi ile etkileseme girip fizyolojik ve
cevresel faktorlere yanit verebilecek sekilde baglantilidir. YD’de kan
damarlari ile birlikte adipositlerle direkt temas halinde bulunan cok sayida
noradrenerjik lifler (parankimal sinirler) bulunur. Bu baglanti, YD’nin
tirleri olan beyaz yag dokusunda (BYD) ve kahverengi yag dokusunda
(KYD) farkhliklar gosterir. Noradrenerjik liflerin yogunlugu; soguda
maruziyet sirasinda KYD’de (De Matteis, Ricquier, Cinti, 1998), aclikta ise
BYD’de (Giordano, Frontini, Murano, 2005) artis gosterir.

Adipositlerde enerji trigliseritler olarak depolanir ve trigliseritler
adipositlerin blylk bir kismini kaplar; geri kalan kismini da diger hiicre
organelleri olusturur (Caro, Sinha, Kolaczynski, Zhang, Considine, 1996).
Adipositler, kendi aralarinda damar endotel ve diz kas hicreleri ile de
strekli iletisim halindedir (Schling vd. 2002). Adipositler pasif hlcre tara
degildir, aksine ektraselller siviya bircok molekll salivermektedirler.
Adipositlerden saliverilen bu salgl Urunlerine adipokinler denir ve son
zamanlarda yapilan calismalar ile tanimlanabilen adipokinlerin sayisi 100’e
ulasmistir (Tablo 2.1). Adipositlerden saliverilen adipokinler, diger hicreler
ile endokrin, parakrin ve otokrin yolla haberlesme sadlarlar (Tére vd.
2007). Bu faktoérler, adiposit farklilasmasinda, vicut yag kutlesinin
dizenlemesinde, karbonhidrat-lipit ve kolesterol metabolizmasinda, kan
akisinin dlzenlemesinde ve badisikhk sistemi fonksiyonlarinda etki
gosterirler (Sylvia, Dorothy, Gary, 2010). Adipositler bu fonksiyonlarini
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yapisinda bulunan hormon ve sitokinlere ait reseptorler araciligi ile
gerceklestirirler. Adipositlerin membraninda bulunan reseptdrler: hormon
sitokin reseptoérleri (leptin, insidlin, TSH, anjiyotensin II), adrenerjik
reseptorler (B1, B2 ve B3, al ve a2 reseptdr) ve lipoprotein reseptoérleri
(cok disik yogunluklu lipoprotein (VLDL), distk yodunluklu lipoprotein
(LDL), vyuksek vyodunluklu lipoprotein (HDL) reseptoérleri) olarak
siniflandirillabilir. Bu reseptdrlerin uyariimasi ile olusan sinyaller hicre
fonksiyonlarini stimile veya inhibe ederek etki gésterirler (Fantuzzi,
Mazzone, 2007, Ibrahim, 2010). Lipid ve glikoz homeostazinin
dizenlenmesinde anahtar rol oynayan adipokinler hemotopoez, lireme ve
beslenme davraniglari gibi fizyolojik slreclerde goérev alir ve kanser
gelisiminin de dahil oldugu, artmis yad kutlesi ve obezite ile ilgili
patolojilerin olusmasi ile de etkilerini go6sterirler (Villarroya, Cereijo,
Villarroya, 2013).

Tablo 2.1: YD’den salinan onemli adipokinler ve dzellikleri (Tore vd., 2007).

ADIPOKIN OZELLIKLERI
YD'de lipid metabolizmasi Gzerine etkilidir, glikoz
tasinimini, trigliserid sentezini arttinir, lipoliz ve
Adipsin serbest yag asidi olusumunu azaltir. Pankreasta

inslilin ~ sekresyonunu arttinr.  Karacigerde
trigliserid sentezini arttirir, lipolizi dtsurdr.
Anti-inflamatvuar, anti-aterojenik, anti-diabetik,
anti-fibrotik etkileri bulunur.

Glikoz ve insilin metabolizmasin, lipolizi, immun

Adiponektin

Leptin ve enflamatuar vyanitlari, hematopoezisi ve
anjiogenezi dlzenler.
— Glikoz metabolizmasi, adipogenesis ve
Resistin . _——
enflamasyon Uzerinde etkileri vardir.
. . Anti-apoptatik, proliferasyon, inflamasyon
Visfatin . o A R,
Uzerinde etkileri vardir. Insilin gibi gérev yapar.
TNE-a Adipositlerde enerji metabolizmasini, glikoz

homeostazinin, lipid metabolizmasini dizenler.
Perifer ve merkezi sinir sisteminde enerji
homeostasisi Uzerinde etki eder.

Insulin direncini dizenler, termojenezi arttirir,

Interlokin-6

Ll BYD kitlesini azaltir.
Hepsidin Demir homeostasisini dizenler.
Omentin Obezitede insilin direnci Gzerine etkilidir.
Vaspin Leptin ve resistin seviyelerini azaltir.
Anii o Lipid metabolizmasi ve depolanmasi Uzerine
njiopoietin

etkileri bulunur.



2.1.1- Ya§ Dokusu Tipleri, Viicutta Yerlesimleri ve Ozellikleri

Adipositler, insanlarda hamileligin 15. haftasindan itibaren
fibroblastlarin farklilasarak preadipositlere déntsimu ile meydana gelir.
Adipositlerin miktari genetik olarak belirlense de yas, cinsiyet, beslenme
aliskanliklari ve cevre sicakligi gibi cesitli faktorlere goére degiskenlik
gosterir (Awad vd. 2010). Normal adirliktaki bir insanda YD vicut
agirhginin erkeklerde 9%15-20'sini, kadinlarda ise %?20-25'ini olusturur.
Memelilerin gogunda beyaz yag doku (BYD) ve kahverengi yag doku (KYD)
olarak adlandirilan, birbirlerinden renk, dagilim, damarlanma ve metabolik
aktivite acilarindan farkhlik gosteren, iki ayri yag dokusu bulunur. Bu iki
yag dokusuna ek olarak, ara form olarak kabul edilen bej (paucilucor) yag
dokusu da siniflandirmaya dahildir (Cinti, 1999).

A-
B- Supraklavikiiler
KYD N
] Paravertebral KY\D ——
" Interskapular KYD
2 - [omuzlar arasindaki) Subrarenal K¥D ———=
() "
r i ""'\I
II C—
‘ a‘t\— Omental BYD o Omental EYD
Retroperitoneal BYD +— Parjanal KYD Epikardiyal BYD ——= Mezenterik BYD
Mezenterik BYD »‘» _~Perigonodal BYD Retroperitoneal BYD —=  +—— Abdominal Subkutan BYD
I |BYD '— intramiiskiiler Gluteal BYD — = Gonodal BYD
nguinal —q-
; EYD +— Femaral BYD

Sekil 2.1: Yag dokusu dagilimi: A- Sicanlarda BYD ve KYD dagilimi: interskapular
KYD, perianal KYD, Retroperitoneal BYD, Mezenterik BYD, inguinal BYD, Omental BYD,
Perigonodal BYD, intramiskiiler BYD. B- Insanlarda KYD dagilimi: Supraklavikiiler
KYD, Paravertebral KYD, Subrarenal KYD. C- Insanlarda BYD dagilimi: Epikardiyal
BYD, Retraperinoeal BYD, Gluteal BYD, Omental BYD, Mezenterik BYD, Abdominal
BYD,Gonodal BYD, Femoral BYD (Park, Kim, Bae, 2014).



2.1.1.1- Beyaz Yag Dokusu

BYD cesitli hicre tiplerinden olusan gevsek bag dokusudur.
Adipositler, preadipositler, makrofajlar, endotel hicreleri, fibroblastlar ve T
hicrelerini de kapsayan cok yonli hlcre birlesiminden olusur. BYD bu
bilesimi ile metabolizma ve inflamasyonda ¢ok énemli bir konuma sahiptir.
(Sekil 2.2)( Cinti, 2005).

< O > /O S ekstraseliiler sivi
preadiposit > - AR ]
‘ 1 /

(oS ‘ '\_Q { adiposit

=2 <5 - o‘- A

= \ 4

T hiicresi \

kapiller

makrofaj 7 A
B O AN o>
- St al X & = 1
= :;»,.Q.(‘f’()_ “‘;-f-) o’
kan daman
fibroblast

Sekil 2.2: Yag dokusunun hiicresel bilesenleri. Yag dokusu olgun yag hicreleri
ve stromal vaskuler fraksiyon hicreleri olarak adlandirilan preadiposit, makrofaj,
endotel hiicresi, fibroblast ve T hicresi gibi hiicrelerden olusur (Ouchi vd., 2011).

2.1.1.1.1-Beyaz yag dokusunun dagihimi

BYD kalp, kan damarlari, blytk lenf dugdmleri, pankreas,
yumurtaliklar, kemik iligi, gdzler, prostat ve meme gibi birgok organda yer
alir (Giordano, Frontini, Murano, 2005). Vicutta visseral ve subkutan
olmak Uzere 2 kompartmanda bulunur. Subkutan BYD: anterior BYD ve
flank BYD olarak; visseral BYD: mezentrik BYD, retroperitonal BYD,
perianal BYD ve perigonadal BYD olarak vicutta dagihm gosterir (Bkz.
Sekil 2.1 A-C).

Subkutan BYD ve visseral BYD arasinda hilicre blyutkligl, membran
reseptorleri, kana yag asidi salgilama ve yagd depolama gibi fizyolojik ve
metabolik fonksiyonlari bakimindan farkliliklar bulunur. Subkutan BYD
heterojendir ve klglik multiokller adipositler ile birlikte olgun tek yagd
damlacigi iceren adipositlerden olusur. Visseral BYD daha uniformdur ve
tek bir blylk yad damlacigi iceren adipositlerden olusur (Sekil 2.3.A)
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(Awad vd. 2010). Visseral yag dokusu subkutana gore daha fazla kan
temini saglayan zengin damar agi ve yodun sinir innervasyonuna sahiptir.
Ayrica, insanlarda total vicut yadinin %10 kadarini olusturur ve
yaslanmayla bu oran %20’lere kadar artabilir (Sekil 2.3.B) (Ibrahim,
2010).
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w - P 7 g S SR ¢ i “u \ ’ ég ‘v#«
d 83900 b 1ok S-S s » (R Eat et 1 S R
) ,}: ~ T'(‘ - ~4’ v e ,t’\ '& - x 3 ’ﬂf’;z‘b Ty 3. -‘_2:‘-
ae, [ |
{ )

e jf(‘
AT ‘Q o 8348 cheml; G o S e
< ‘ . e - A & AN : T B ER T
rﬂi‘&x 2? e N T R R A AR
Subkutan BYD Visseral BYD KYD

Sekil 2.3: Beyaz ve Kahverengi Yag Dokusunun Mikroskobik Goriintiisii.
A- Subkutan BYD: Subkutan BYD heterojendir ve kiguk multiokller adipositler
ile birlikte olgun tek yag damlacigi iceren adipositlerden olusur. Visseral BYD
daha uniformdur ve tek bir blytk yag damlacigi iceren adipositlerden olusur.
B- Visseral BYD: Visseral yag dokusu subkutana gore daha fazla kan temini
saglayan zengin damar agi ve yogun sinir innervasyonuna sahiptir.

C- KYD: KYD’'nin mikroskobik gérintisid BYD dokusundan
farkli olmasinin sebebi; BYD’den daha fazla kan
damarina ve adiposite sahip olmasidir
(Berry vd., 2013).

2.1.1.1.2-Beyaz yag dokusunda enerji dretimi

BYD aclik durumunda organizma icin enerji temin edebilen, ylksek
enerjili yag asitlerinin depolandigi bir dokudur. BYD’nin (¢ ana gorevi
vardir:

1-Metabolizma fazlasi enerjiyi, trigliseritlere cevirerek depolamak,

2-Ihtiya¢c duyuldugunda depo trigliseritleri yag asidine cevirmek ve

enerji ihtiyacini karsilamak,

3-Sinirsel ve endokrin yol ile metabolik kontrolli saglamaktir.
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BYD adipositlerinde trigliseritler seklinde depolanan enerji, kalori
kisitlamasi ve egzersiz durumlarinda diger organlarin enerji ihtiyaclarini
karsilamak icin BYD’den saliverilir. Bu saliverilme, lipoliz ile hicre ici
trigliseritlerin hidrolizi sonucu bir molekil trigliseritten G¢ molekll yag
asidi ve bir molekil gliserol olusumu ile gercgeklesir. Lipoliz, epinefrin ve
norepinefrin etkisine bagl olarak hormon duyarli lipaz (HSL) tarafindan
kontrol edilir. Ayrica HSL aktivitesi katekolaminler, instllin, blylime
hormonu ve tiroid hormonu tarafindan da c-AMP-protein kinaz yolu ile
didzenlenir. Lipoliz sonucu olusan gliserol, glikoz sentezlemek igin
glikoneojenez gergeklestiren dokular tarafindan kullanilir. Olusan yag
asitleri: kaslar tarafindan oksidasyon igin kullanilabilecek olan albumine
bagh esterlenmis yag asitleri olarak, karaciger tarafindan ise oksidasyon,
trigliserit sentezi ve depolanmasi icin kullanilacak olan disik yodunluklu
lipoprotein olarak kana saliverilir (Awad vd. 2010).

BYD'de trigliserit sentezleme ve hidroliz stregleri hormonal, metabolik
ve beslenme faktorleri ile belirlenir. Ornedin, adrenal korteksten
glikokortikoitlerin,  pankreastan glukagon sentezinin artmasi ve
pankreastan insllin salgisinin azalmasi yag dokularinindan yag asidi
salgilanmasini arttirir.  BYD, organizmanin ihtiyaclarina bagh olarak
hacimce bulydur, farklilasir ve daha sonra ise tekrar eski hacmine geri déner
(Sekil 2.4)(Giordano vd. 2005). BYD'de ylksek yagh diyet proklrsor
hicrelerin beyaz adipositlere farklilasmasini uyarir ve beyaz yag
dokusunda artisa sebep olur (Sekil 2.5). Bu dlzenlemeler vicut
homeostazini korumak icin gereklidir. Bu slreclerdeki degisiklikler
BYD'deki trigliseroliin mobilizasyonunda dengesizlige sebep olur ve bu
durum obezite ile sonuglanabilir (Berry vd., 2013).

KAHVERENGI BEYAZYAG
YAG DOKUSUNA DOKUSUNA
Onciil DONUSME Kahverengi DONUSME
hiicre adiposit
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Yenidenstoga | ry v
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Sekil 2.4: Beyaz adipositlerin kahverengi adipositlere doniisiimiinii
gercgeklestiren faktorler (Bartelt ve Heeren, 2014).
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Sekil 2.5: Beyaz ve bej adipositlerin olusum mekanizmasi.

Beyaz yag dokusunun olusumunda dokuda bulunan Ebf2 proteini, PRDM16'nin
ekspresyonunu arttirmak igin Ppar-y ile birlikte calismaktadir. Yag hlicresi ve diger
hiicrelerde transkripsiyon faktorli olarak bulunan Ppar-y yag hicrelerinin
farklilasmasinin dizenlenmesi ve viicut yag kitlesinin olusumunda 6énemli rol
oynamaktadir (Sylvia vd. 2010)

2.1.1.2- Kahverengi Yag Dokusu

KYD, eriskinlerde ¢ok az bulunmasi, adipositlerin de ¢ok sayida yag
damlaciklari igermesi, damarlanmanin fazla olmasi, UCP-1 igeren
mitokondrilerinin olmasi ve termoregllasyonda gorev almasi ozellikleri
nedeni ile BYD’den ayri olarak ele alinir (Bkz. Sekil 2.3-C)(Awad vd.
2010). Kemirgenlerdeki ve insanlardaki ana KYD depolari interskapular
bdlge ve derin sirt kaslarinin etrafidir (Bkz. Sekil 2.1-B). KYD depolari
insanlarda bebeklik déneminde interskapular aralkta goérdlir ve
yetiskinlige kadarki donemde bu depolar geriler ve yok olur (Sylvia vd.
2010).

KYD embriyonik gelisim sirasinda diger yag depolarindan Once
meydana gelir ve bu dokunun adipositleri, ayni zamanda iskelet kas
hiicreleri ve beyaz yag dokusu adipositlerini meydana getiren embriyonik
mezodermde yer alan Myf5 preklrsér hicrelerinden meydana gelir.
Kahverengi yag adipositleri olusumunun mekanizmasi ise helix-loop-helix
transkripsiyon faktdér proteini (Ebf2) tarafindan kontrol edilir ve ¢inko
iceren farklhlasma faktérid (PRDM16)'nlin ekspresyonunu arttirmak igin
peroksizom prolifaretér aktive edici reseptér-y (Ppar-y) ile birlikte
calismaktadir. Yag hicresi ve diger hicrelerde transkripsiyon faktori
olarak bulunan Ppar-y yag hicrelerinin farklilasmasinin diizenlenmesi ve
vicut yag kitlesinin olusumunun kontroliinde énemli rol oynar. Olusan bu
Ugli  kompleks vyapr KYD preadipositlerinin  KYD adipositlerine
farklilasmasini gercgeklestirir. Soguk ya da ortama enjekte edilen B-3
adrenerjik reseptdr agonisti, peroksizom prolifaretér aktive edici faktoér-y
reseptor koaktivator-a’yr (Pgc-1a) aktif ederek kahverengi adipositlerdeki
enerji Uretimini arttinr (Sekil 2.6)(Sylvia vd. 2010).
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Sekil 2.6: Kahverengi yag adipositlerinin olusum mekanizmasi: Ebf2 proteini,
PRDM16'nin ekspresyonunu arttirmak igin Ppar-y ile birlikte calismaktadir. Yag hiicresi ve
diger hiicrelerde transkripsiyon faktéri olarak bulunan Ppar-y yag hicrelerinin
farklilasmasinin diizenlenmesi ve vicut yag kitlesinin olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir (Sylvia vd. 2010).

2.1.1.2.1- Kahverengi yag dokusunda enerji retimi

Kemirgenlerde KYD aktivitesinin artisi siklikla soguga ve artan besin
alinimina bagl olarak sempatik sinir sistemi ile dizenlenir (Cannon,
Nedergaard, 2004, Berry vd., 2013). Sicak kanli hayvanlar gesitli
mekanizmalarla sicakliklarini optimal dizeyde tutma kapasitesine sahiptir.
Bu mekanizmalardan biri kaslarin etkinligi ile gerceklesen isi
dizenlenmesidir. Soguda maruziyet sempatik sinir sistemini aktive ederek
damarlarda vazokonstriksiyona ve vicut kaslarinda titremeye neden
olarak vicut sicakhgini dizenler. Bir dideri ise, soguga maruziyet
sonucunda KYD mitokondrilerinde bulunan UCP-1 aracilidi ile ATP yerine
termojenez icin 1si Uretilmesidir. Buna titremeye bagl olmayan termojenez
denmektedir. Soguga adaptasyon sirasinda farkli vicut bélimlerinde,
BYD, KYD'ye ddnusur (6zellikle inter-skapular bélgede) ve vicut isisinin
dizenlenmesine yardimci olur ( Bkz. Sekil 2.4)( Cinti, 2005). Soguda
maruziyet ile sempatik sinir sisteminin uyarilmasi sonucunda noradrenerjik
lifler KYD Uzerindeki etkilerini arttinrlar. Sempatik sinir sisteminin
uyarilmasi ile noradrenerjik ndéronlardan saliverilen norepinefrin, B-3
adrenoreseptor aracihidi ile adenil siklaz aktivasyonunu sadlar ve c-AMP
artisini gercgeklestirir. Hlcre icinde artan c-AMP, protein kinaz A'yi aktive
ederek hormon duyarli lipazin aktive edilmesini saglar. Aktive olan hormon
duyarh lipaz etkisi ile lipoliz ve enerji harcanmasi artar. Ayrica
mitokondriyi de UCP-1 ekspresyonunu arttirmak icin uyarir (Awad vd.
2010).
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Sekil 2.7: Kahverengi yag adiposit mitokondrisinde UCP-1 araciligi ile isi
liiretim mekanizmasi:
Sitozolik serbest yag asitlerinin konsantrasyonunun artmasi, isi kaybini telafi etmek
icin dogrudan UCP-1'in aktivitesinin artmasi ile mitokondrilerde isi enerjisi
Uretiminin gerceklesmesine sebep olurlar (Cinti, 2005).

Lipoliz sonucu olusan yag asitleri esterlesmis anyon formunda, UCP-
1’in glgli aktivatorleri olarak yer alirlar. Sitozolik serbest yag asitlerinin
konsantrasyonunun artmasi, Isi kaybini telafi etmek icin dogrudan UCP-
1'in aktivitesinin artmasina bodylece yine -3 adrenoreseptdér aracil
mekanizma ile mitokondrilerde Isi enerjisi Uretiminin gerceklesmesine
sebep olur (Bkz. Sekil 2.7)(Shimizu vd., 2005). Protonlar eszamanl ATP
sentezi olmaksizin mitokondri matriksine girdiklerinde, UCP-1'de 6nceden
protein gradiyentinde depolanan enerjinin IsI enerjisi olarak ortaya
cikmasini saglar (oksidatif enerji 1stya donistr). Yapilan bir calismada oda
sicakligindan alinan farelerin, soguk ortama getirildiklerinde vicut isisini
korumak igin enerji tukettikleri g6zlemlenmistir. Bu durum, KYD’de
bulunan UCP-1’'in aktiflesmesi ile termojenik yanitin olusmasi sirasinda
harcanan enerji olarak ifade edilmistir (Awad vd. 2010).

KYD’den salgilanan endokrin faktérlerin, termojenik uyarilara yanit
olarak salgilandigi dusinlilmis ve bazi yazarlar tarafindan batokinler
olarak adlandinimistir. KYD batokinlerinin  beyaz yag dokusu
adipokinlerinden farkli etkilere sahip oldugu gosterilmis olup, diger
dokulara ve merkezi sinir sistemine yuksek enerji harcamalarda sistemik
adaptasyonlar aracihgl ile yardimci olarak islev gordikleri onerilmistir
(Villarroya, Cereijo, Villarroya, 2013). Genel katabolik sureglerde KYD’ye
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oksidasyon sirasinda metabolik destek sadlarlar. KYD’de termojenik
aktivasyon sonucunda salgilanan batokinlerin, sempatik sinir sisteminin
aktivitesini etkiledikleri ve bdylece termojenik aktivasyona sistemik yaniti
koordine ettikleri dusintlmektedir (Villarroya vd., 2013).

2.1.1.3- Bej Yag Dokusu

Bej yag dokusu, BYD'nin KYD’ye ddnistimi sirasinda ortaya ¢ikan ara
formdur (Cinti, 2005) ve genel olarak inguinal bélgede bulunur (Sylvia vd.
2010).

Inguinal yag dokusunda, B-adrenerjik stimllasyon, prokirsor
hlicrelerin farklilasmasini baskin bir sekilde tetikler. Tip 2 diyabetli insanlar
icin recete edilen bir grup glukoz dusuricu ilag olan tiazolidindion (TZD)'ler
insllin  duyarhligini ve distk kan sekeri seviyesini artiran PPAR-y
agonistidir. Ayrica TZD yeni adiposit olusumunu uyarir bu etkisini hem
Prdm16’nin stabilitesini arttirarak hem de Prdm16’nin sirtuin-1(Sirtl)’e
bagimli deasitilasyonunu arttirarak BYD adipositlerinin bej adipositlere
donisimUinid sadlar. Ayrica B-agonistleri ya da sodguk, Pgc-1a’nin
ekspresyonunu ve aktivitesini arttirarak bej yag adipositlerin olusumunu
uyarir. Epididimal BYD’de, [(-adrenerjik aktivatdrler, termojeneze
adaptasyon icin bej yag adipositlerin olusumunu da saglamaktadirlar (Bkz.
Sekil 2.5) (Berry vd., 2013).

Bej adipositlerin termojenik profilleri iki yoénliddr. Yapilan bir
calismada goOsterildigi Uzere, farelerde soguk stres ile bej vyagd
adipositlerinden elde edilen KYD adipositlerinin UCP-1'e sahip oldugu ve
termojenik aktiviteye katildiklarina isaret edilmistir. Daha sonra fareler
sicak ortama geri alindiklarinda donisen bu bej yag adipositlerinin UCP-1
aktivitesini kaybettikleri (Berry vd., 2013), UCP-1 proteinin genini yalnizca
B-adrenerjik reseptdér agonistleri ya da Ppar-y gibi aktivatérlere yanit
olarak eksprese ettikleri gosterilmistir (Sylvia vd. 2010).
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2.2- Vazoaktif Intestinal Peptit (VIP)

Vazoaktif intestinal peptit (VIP) ile ilgili ilk bilgi 1970 yilinda Said ve
Mutt'un akciger hasarli hastalardaki sistemik hipotansiyon (zerine
yaptiklari calismalarda vazodilatér etkisi ile gosterilmis ve ardindan
yaptiklari calisma ile domuz ince badirsagindan 28 aminoasit dizili bir
peptit olan VIP'i izole edip tanimlamislardir (Said ve Mutt, 1970). VIP’in
gastrointestinal sistemdeki bu kesfinden sonra, sinir sisteminde; korteks,
amigdala, striatum, hipokampls ve bazi omurilik kisimlarinda da
bulundugu gosterilmistir (Said, Rosenberg, 1976).

VIP, sekretin ve glukagon ailesinde olan diger hormonlar (sekretin,
glukagon, biyime hormonu saliverdirici hormon (GHRH), gastrik inhibitdr
peptit (GIP) gibi hormonlar) ile yapisal olarak benzerdir ve bu benzerligi
nedeni ile VIP, sekretin peptit ailesinin Uyesi olarak siniflandiriimaktadir.
(Sekil 2.8 A-B)(Akesson, Ahre, Edgren, Degerman, 2005).

vip

Gip

Hscﬂ— r.{
CH, O
[} Hruu
HO ;_I unllOH

H,C NH HNIII -----

H .:.

Sekil 2.8: VIP’in molekiiler Yapisi A- ViP'in, Sekretin ve GIP ile molekiiler olarak
yapisal benzerligi nedeni ile VIP sekretin ailesi igine alinmistir. B-VIP’in 2 boyutlu
molekuler yapisi (https://justjuliewrites.files.wordpress.com/2013/05/vip47900-24-
3.png).
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Gunumizde VIP'in bilinen iki reseptéri mevcuttur. VIP igin ilk
reseptor sican akcigerinden izole edilmis ve VPAC-1 olarak tanimlanmis
(Ishihara vd. 1992), ikinci reseptér ise Luts tarafindan bulbus
olfactoriustan izole edilmis ve VPAC-2 olarak tanimlanmistir (Lutz vd.
1993). VPAC-1 karacigerde, akcigerde, bagirsakta, pankreasta, aortta,
kalpte, kan damarlarinda, T lenfositlerinde ve MSS’de (serebral korteks,
amigdala, hipokampus) yaygin olarak ifade edilir (Gozes, Fridkin, Hill,
1999, Miyata, Sato, Hino, 1998, Nussdorfer, Malendowicz, 1998,
Sreedharan, Patel, Huang, 1993, Usdin, Bonner, Mezey, 1994). VPAC-2
bulbus olfactorius, talamus ve suprakiazmatik nukleus iginde yaygin olarak
ifade edilir ve hipokampus, beyin sapi, omurilik ve dorsal kdék
gangliyonlarinda daha dusuk konsantrasyonlarda bulunur (Gozes vd.
1999, Sreedharan vd. 1993, Usdin vd. 1994). Ayrica aortik endotelyum,
kalp, pankreas, renal medulla, adrenal korteks, iskelet kasin da
bulunmakla birlikte (Adamou, Aiyar, Van-Horn, 1995, Gozes vd. 1999,
Nussdorfer vd. 1998, Usdin vd. 1994, Wei, Mojsov, 1996), VPAC
reseptorlerinin  varlhidi  solunum yolu epitelyumu, kilcal damarlari
cevreleyen makrofajlar ve pulmoner arter subintimasinda da go6sterilmistir
(Miyata vd. 1998, Petkov vd., 2003, Sreedharan vd. 1993).

VIP reseptérleri G protein aracili reseptérlerdir ve bu G proteinleri Gs,
Gi, ve Gq alt tipleri olarak farkliliklar goésterir (Dickinson, Fleetwood-
Walker, Mitchell, Lutz, 1997). VIPin reseptorleri aracilifi ile olusan Gs
proteininin uyarimi sonucu adenilat siklaz (AC) aktivasyonu ile hlcredeki
siklik adenozin monofosfat (c-AMP) miktarini arttirarak hicresel cevabin
baslamasini gercgeklestirir (Laburthe, Couvineau, 2002). VPAC-2 reseptori
araciligi ile olusan Gi proteinin uyarilmasi ile birlikte AC aktivasyonu inhibe
olur ve c-AMP dizeylerini azaltarak hicresel islevlerini yerine getirir (Luo
vd., 1999). Bir diger G protein tipi olan Gq uyarilmasi sonucunda fosfolipaz
C (PLC) sinyal iletim yolaklarinin stimulasyonu ile fosfotidilinositol-4,5-
bifosfat (PIP>)"I diacilgliserol (DAD) ve inositol-1,4,5-trifosfat (IP3)’a ayirir.
IP3, endoplazmik retikulumda (ER) Ca* salgilanmasina neden olarak, DAD
ise protein kinaz C'yi (PKC) aktive ederek hicresel cevaplari meydana
getirir (Tang, Young, Xie, Li, Yang, 2014)(Sekil 2.9).

14



5

HUCRESEL CEVAPLAR

Sekil 2.9: VIP'in sinyal iletiminin molekiiler mekanizmasi:
VIP’in hiicresel cevaplarina, VIP’in reseptérlerine badlanmasi ile Gs ve Gq uyarimi
sonucu AC ve PI sinyal iletim yolaklarinin stimilasyonu aracilik eder
(Tang vd., 2014).

VIP, merkezi ve periferik sistemde yaygin dadilimina paralel olarak
cok genis fizyolojik etkilere sahiptir. Gelisme-blylime, sirkadiyen ritim,
Ureme, kardiovaskiler sistemlerin islevleri ve kanser ile ilgili fizyolojik ve
patofizyolojik slreclerde roli vardir (Colwell vd., 2017, Fahrenkrug,
Emson, 1982, Falsetti vd., 1988, Sawangjaroen, Cuurlewis, 1994)
(Laburthe vd. 2007, Willis, Ottesen, Wagner, Sundler, Fahrenkrug, 1988).
VIP'in nérotransmitter olarak islev gérdigu organlarin diz kaslarinda
adrenalin ve asetilkolin reseptoérleri bulunmayan néronlarin (nonadrenerjik
ve nonkolinerjik innervasyon) uyarilmasi ile kas gevsemesine aracilik
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edebiliyor olabilecegine isaret edilmistir (Angel, Go, Schmalz,
Szurszewski, 1983, Gibson, Tucker, 1982, Goyal, Rattan, Said, 1980,
Grider, Cable, Said, Makhlouf, 1985a, Grider, Cable, Said, Makhlouf,
1985b, Matsuzaki, Hamasaki, Said, 1985). Ayrica VIP, parasempatik sinir
sistemi aktivitesi araciligi ile pankreasta insllin sekresyonunu uyararak
etki gdésterir (Sanlioglu, Karacay, Balci, Griffith, Sanlioglu, 2012),
bagirsakta, pankreasta ve bronslarda ekzokrin salgilari dizenler, su ve
elektrolit cikisini uyarir (Dartt, Baker, Vaillant, Rose, 1984)(Lundberg,
Anggard, Fahrenkrug, 1981, Nathanson, Widdicombe, Barnes, 1983). ViP,
dokulari oksidatif hasar, inflamasyon gibi ciddi toksik etkilere karsi da
koruyucu oOzellige sahiptir (Giachetti, Said, Reynolds, Koniges, 1977,
Johansson, Lundberg, 1981). Inflamasyonda makrafojlar ve mikroglialar
tarafindan sitokin, kemokin ve serbest radikal Uretimini inhibe eder
(Ibrahim, 2010) (Tablo 2.2). Ayrica, yapilan calismalarda VIP'in lipolize de
aracilik ettigi de belirtilmistir (Hauner, Glatting, Kaminska, Pfeiffer, 1988).

Tablo 2.2: VIP’in farkh istemlerdeki fizyolojik etkileri (Said, 1986).

Periferik, splanknik, koroner, ekstrakranyal ve
Kardiyovaskiiler Sistem serebral damarlarin vazodilatasyonu, hipotansiyon
Uzerine inotropik etki.
Solunum Sistemi Bronk'odllatasyon, pulmoner vazodilatasyon,
bronsiyal sekresyonun uyariimasi.

Sindirim Sistemi

Yemek Borusu Ozofagus sfinkterinin gevsemesi
. Fundus diz kas gevsemesini saglar ve asit salgisini
Mide
baskilar.

Su ve CHOs  (bikarbonat) salgilanmasinin
dizenlenmesi ile artmis safra akisi saglar.

Safra Kesesi Dliz kas gevsemesi saglar.

Su absorbsiyonunu inhibe eder, kolonda duz kas
gevsemesini saglar.

Adenilat siklaz aktivitesinin uyariimasi,
glikoneojenez, lipoliz.

Pankreas ve Karaciger

Ince ve Kalin Bagirsak

Biyokimyasal/Metabolik

Endokrin Fonksiyonlari
Pankreas Insilin, glukagon ve somatostatin salgilanmasi.
Prolaktin, GH ve LH salgilanmasinin uyariimasi,

PR Tl somatostatin salgilanmasinin baskilanmasi

Adrenal ACTH benzeri etki.
Bébrek iL;/);tr?lf_:jlomerular hiicrelerde renin salglanmasini

Serebral kortikol ve omurilik néronlarinin uyariimasi,

MSS : i i
glikoneojenez ve glikoz kullanimi.
T-Lenfositlerin  mitojen kaynakh dénidsimunun
inhibisyonu, Ig sentezinin uyarilmasi, mast
Bagisiklik Sistemi hlicrelerinde histamin salgilanmasinin inhibisyonu,
Trombosit agregasyonu ve sekresyonunun
inhibisyonu.
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VIP’'in N terminal bélgesi ile %68 homoloji gosteren ve aralarindaki
yuksek dizi homolojisi nedeni ile VPAC-1 ve VPAC-2 reseptorlerine esit
afinitiye sahip (ayrica PAC-1 olarak adlandirilan spesifik reseptori
bulunan) olan pitiiter adenilat siklaz aktive edici polipeptit (PACAP)
bulunmaktadir. VIP ve PACAP ile yapilan calismalarda, PACAP ve VIP'in
sahip oldugu lipolitik etkinin, gida alimindan sonra instlin sekresyonunu
daha da gliclendirdigi disiinilmektedir. VIP’'in aktivitesi cAMP seviyesinde
artisa neden olarak protein kinaz A(PKA)'nin aktiflesmesini saglamaktadir.
Aktif olan PKA'nin dodgrudan etkisi veya voltaj bagimh Ca*? kanallari
vasitasi ile Ca*? dlizeyinin yikselmesi ile insllin salgisi yikselmektedir.
Ayrica, lipoliz sonucu kanda artan serbest yag asidi seviyelerinin,
karacigerde insllin sekresyonunu arttirici bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Stein vd., 1996). Lipoliz epinefrin, norepinefrin, insllin,
glukagon etkisine bagh olarak hormon duyarli lipaz (HSL) tarafindan
kontrol edilmektedir. Insilin, trigliseriti yag asidi ve gliserole parcalayan
hormon duyarl lipazi inhibe ederek, kana yag asidi saliveriimesini
durdurmaktadir. Ayrica, yag dokusunun kapiller duvarinda yer alan
lipoprotein lipazi aktive ederek trigliseritleri yag asitlerine parcalamaktadir,
yag asitleri yag hicreleri igcine tekrar emilir ve trigliserite donistirilerek
depo edilmektedir. PACAP ve VIP'in sican adipositlerindeki lipoliz artisina
aracilhik eden reseptor alt tipinin aydinlatiimasini amaglayan bir calismada,
epididimal BYD'de spesifik VIP/PACAP reseptér agonistleri ve
antagonisitleri kullanilarak, VIP ve PACAP ile uyarilan VPAC-2'nin protein
kinazi aktive ederek lipolize aracilik ettigi RT-PCR ve Western-Blot
calismalar ile gosterilmistir (Akesson, Ahré, Edgren, Degerman, 2005).
PACAP protermojenik bir noéropeptit olup soguk strese adaptasyon
sirasinda rol oynamaktadir (Banki vd., 2014). Ayrica BYD’de sempatik sinir
sistemi aktivitesi ile lipolize neden olurken (Agarwal, Halvorson, Legradi,
2005), interskapular KYD’de UCP-1 aracilidi ile termojeneze aracilik ederek
(Masuo, Noguchi, Morita, Matsumoto, 1995) hem enerji ihtiyaglarina hem
de soduk strese yanit olarak yag dokusu depolarini uyaran sempatik sinir
aktivitesini dlzenler. Buna ilaveten yapilan bazi calismalarda, soduga
maruz birakilan sicanlarda, VIP midede (lser gelisimini engellemis ve mide
dokusunu korumus (Tuncel, Erkasap, Sahintlrk, Dogruyol- Ak, Tuncel,
1998), damarlarin norepinefrine verdigi yaniti arttirdigina isaret edilmistir
(Tuncel vd. 1996).

ViP’'in yad dokusu ile yapilan calismalarinda, VIP'in ya§ dokusunda
lipoliz Uzerine etkili oldugu, epididimal beyaz yag dokusunda insilin
varliginda veya yoklugunda VPAC-2 reseptort aracilidi ile hem anabolik
hem de katabolik sireclere dahil oldugu gosterilmis olup ayrica VIP ile
ortak reseptorleri kullanan PACAP'In sogudga adaptasyon slireglerinde
beyaz ve kahverengi yag dokusuna sempatik sinir sistemi Gzerinden etki
gosterdigi ile ilgili yapilan calismalar mevcut olup VIPin soduk stres
maruziyeti ile farkli yag doku tiplerinde nasil etkilendigi ile ilgili calisma, bu
baglamda yaptigimiz literatlr arastirmalarinda bulunamamistir. Bu bilgiler
Isiginda planladigimiz tez calismasinda: tim subkutan beyaz ve inter-
skapular kahverengi yag dokularinda (adipositler ve civar dokular) ve
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adipositlerde (izole edilmis) gerek VIP'in gerekse reseptdrlerinin varligini
arastirmak ve soguga maruziyet ile olusan stres kosullarinda,
ekspresyonunun ve protein ifadelerinin nasil etkilendigini arastirmaktir.
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3- GEREC VE YONTEMLER

3.1-

Kullanilan Materyaller

3.1.1- Kullanilan cihazlar

Buzdolabi, Bosch, Tlrkiye

-80 derin dondurucu, Panasonic, Japonya

SWBR Serisi Calkalamali Su Banyosu, SHEL-LAB, ABD
Mikrosantrifiij, Sigma 1-14K, ABD

Homojenizator, Vibra-cell VCX 750

Sonikator cihazi, Sonics & Materials Inc., CT, ABD

Mdrop plate, Thermo Fisher Scientific, ABD

Multiscanda, Thermo Fisher Scientific, ABD

Thermal cycler, BIO-RAD, ABD

Light Cycler Nano Instrument, ROCHE, Almanya

Qubit 2,0 fluorometer, Thermo Fisher Scientific, ABD

Mini Gel tank, Thermo Fisher Scientific, ABD

Power Ease, Gli¢ Kaynagi 90 W, Thermo Fisher Scientific, ABD
iBlot 2 Dry Blotting System, Thermo Fisher Scientific, ABD
iBind Western Sistemi, Thermo Fisher Scientific, ABD
Kodak EI Logic 1500 imaging system, Kodac, ABD

Kodac Moleculer imagining program, Kodac, ABD

3.1.2- Kullanilan materyaller

3.1.2.1- Adiposit izolasyon materyalleri

Kreps- Ringer HEPES buffer
Collagenaz II, Sigma, ABD
Hicre stzgeci, 100pm, BD, ABD

3.1.2.2- RT-PCR materyalleri

Tripure izolation reagent Roche Life Science, Almanya
Kloroform

Isoproponol

Etanol

Elisyon tamponu, Thermo Fisher Scientific, ABD
Transkriptor First Strand c-DNA Sentez Kit, Roche Life Science,
Almanya

Loc Primer, Roche Life Science, Almanya

VIP primer, Roche Life Science, Almanya

VPAC-1 primer, Roche Life Science, Almanya

VPAC-2 primer, Roche Life Science, Almanya
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3.1.2.3- Western- Blot materyalleri

e Qubit pprotein assay kit Invitrogen/Life Technologies, ABD

e NuPAGE LDS Sample Buffer Invitrogen/Life Technologies, ABD

e NuPAGE Sample Reducing Agent Invitrogen/Life Technologies,
ABD

e NUPAGE® MES SDS Running Buffer Invitrogen/Life
Technologies, ABD NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel 1.5 mm
Invitrogen/Life Technologies

e SeeBlue Plus2 Prestained Standard Invitrogen/Life
Technologies, ABD
e MagicMarc XP Prestained Standard Invitrogen/Life

Technologies, ABD

e iBlot Transfer Stack, PVDF Regular Invitrogen/Life
Technologies, ABD

e iBlot Transfer Stack, Nitrocellulose Regular, Invitrogen/Life

Technologies, ABD

Ibind Solution Kit, Invitrogen/Life Technologies, ABD

Goat Anti-Mouse IgG, HRP konjugat, Millipore, ABD

Beta-Actin Antibody, Novusbio, ABD

ViP antybody, Novusbio, ABD

Goat Anti-Rabbit IgG, HRP konjugat, Millipore, ABD

VPAC-1 Antybody, Millipore, ABD

VPAC-2 Antybody, Millipore, ABD

Novex ECL Chemiluminescent substrate reagent Kkit,

Invitrogen/Life Technologies, ABD

3.2- Deney Hayvanlari

Deneylerde Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezinde yetistirilen 200-250 gr adirhiginda eriskin
erkek Wistar albino sicanlar kullaniimistir. Sicanlar soduk stres
uygulanmasinin devam ettigi bes gin boyunca Eskisehir Osmangazi
Universitesi, Tip Fakdltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Nérofizyoloji Bilim Dall,
Noérofizyoloji arastirma laboratuvarinda, standart sican sanayi yemleri ve
cesme suyu ile beslenmistir. Tum deney hayvani galismalari Hayvan Etik
Kurulu’nun izni (457/2015 dosya kayit ve karar numarasi ile) alindiktan
sonra Fizyoloji Anabilim Dali, No&rofizyoloji arastirma laboratuvarinda
yapilmistir. Kontrol (n=8, n=6) ve soguk stres olmak lizere (n=8, n=6) iki
grup bulunmaktadir. Bu gruplar ise yag dokusu tipine goére olmak lzere
ikiye ayrnimistir. Gruplarda VIP ve reseptérlerinin ekspresyonu ve protein
miktar tayini yapilmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Deney gruplan

Gruplar Hayvan sayisi Uygulamalar
Kontrol BYD n=8 RT-PCR
Kontrol KYD n=8 RT-PCR
. _ Soguk stres,

Soguk Stres BYD n=8 RT-PCR
o _ Soguk stres,
Soguk Stres KYD n=8 RT-PCR
Adipositlerin
Kontrol BYD n=6 izolasyonu,
saf adiposit - RT-PCR,
Western-Blot
Adipositlerin
Kontrol KYD n=6 izolasyonu,
saf adiposit - RT-PCR,
Western-Blot
Soguk stres,
Soguk Stres BYD _ Adjggsitierin
saf adiposit n=6 izolasyonu,
RT-PCR,
Western-Blot
Soguk stres,
Soguk Stres KYD - A ‘::;'I’::;ﬂﬁ:“
- - — 4
saf adiposit RT-PCR,
Western-Blot

3.3- Soguk Stres Uygulamasi

Soguk stres prosediri: siganlar belirlenen ardisik bes giin icerisinde
+4°C de tahta kutu icerisinde, 2 saat soguk strese tabi tutuldu (Tuncel vd.
1996). Altinci ginde sigcanlar servikal dislokasyon yoéntemi ile éldurualip,
beyaz yad dokusu deri altindan ve kahverengi yag dokusu interskapular
araliktan hizlica alindi. Yad dokusu parcalar halinde kesilerek, RT-PCR ve
Western-Blot analizleri icin iki esit parcaya ayrildi ve -80°C de calisma
yapilacak gine kadar muhafaza edildi.

3.4- Adipositlerin Izolasyonu

Daha o6nceden -80°C'de muhafaza edilen yag dokulari (n=6),
cozdurulip kluglk parcalara ayrildi ve buz Gzerinde 25ml’lik dilu-vial tipler
icerisinde 1 ml sindirim tamponuna (1X KrebsRinger HEPES 1-2mg/ml
Collagenase II (Sigma C6885)) konuldu.

Hazirlanan 6rnekler, su i1sitmali calkalama cihazinda 37°C’de 45-60

dakika, ~150 rpm de surekli calkalanarak inkibe edildi. 50 ml’lik konikal
tipe hlcre suzgecleri (100 micron, BD falcon# 352360) yerlestirildi ve
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sindirilmis doku hticre slizgecinden
suspansiyon elde edildi.

suzilda. Boylece saf adipositleri iceren

Filtre ettigimiz dokulardan geriye kalan stspansiyon 500g'de 5 dakika
Ucer kez santrifij edildi. Uglincl santrifijin sonucunda stpernatant tipten
uzaklastirildi boylece tupln tabanina yerlesmis olan saf adipositler elde

edildi.

Yapilan calismalar sonucunda RNA ve Protein uygulamalarina hazir

saf adipositler, RT-PCR ve Western-Blot analizleri icin kullanilmak {zere
-20°C'de muhafaza edildi (Sekil 3.1).

YAG DOKUSU
./f'/"*- Yag doku matriksi
o l' (endotel, diiz kas,
Fraksiyon-1 % fibroblast
Filtrede tutulan — hiicreleri)
hiicreler “:/’7’
Kolejenaz
Sindirimi AN
l Fraksiyon-2 ~ “. o
> siipernatant k J Adiposit
100 pm’lik hiicre =
slizgecinden
filtreleme
G
Filtrat santrifij b
ore 9 L. il
edilir _ Fraksiyon-3 /{\6 "16“3 Stroma
| Yag hiicresi —> ") " LG vaskiiler
icermez )\ hicreler

Sekil 3.1: Adipositlerin izolasyonu: Cikarilan BYD ve KYD’lerden, saf adiposit
elde edilmesi sirasinda; kollajenaza tabi tutulan yag dokularinin; 100 pm’lik filtreden

gecirilip, Ug kere santrifij edilmesi ve sonucunda yag dokusu matriksinde bulunan,
endotel, diz kas, fibroblast ve stromal vaskiler hiicrelerden ayristirilmasi ve saf
adipositler elde edilmesi basamaklarn (Awad ve Bradford, 2010, s. 25)
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3.5- Reel-Time PCR Teknigi ile VIP ve reseptérleri
olan VPAC-1 ve VPAC-2'nin mRNA Ekspresyonu

TUm beyaz ve kahverengi yag dokusu ve saf beyaz ve kahverengi yag
dokusu adipositlerinden izole edilen total mRNA’lardan hedef mRNA’lar
olan VIP, VPAC-1, VPAC-2 ve kontrol geni olan GAPHD mRNA’larinin
rakamsal degerlerini tespit etmek icin RT-PCR teknigi kullanildi.

3.5.1- Dokulardan total RNA izolasyonu

1.

9.

10.

-20°C’de bulunan yag dokulari ve saf adipositlerin her bir
ornegine 1 ml Tri-Pure izolasyon reaktifi eklendi ve buz
Uzerinde sonik parcgalayici ile homojenize edildi.

Homojenize edilen dokular 12000g’de ve +2°C’de santrif(j
edildi. Elde edilen stpernatant yeni bir ependorfa alindi.
Homejenize edilen yag dokusunun fazlara ayrilmasini iceren bu
basamakta, homojenizat lGzerine 0,2 ml kloroform eklendi, 5
dakika inkUbe edildi. 12000g’de ve +2°C’de 15 dakika
santrifij edildi.

Santrifij sonucunda 3 farkli faz elde edildi ve en Uste olusan
total RNA'y1 veren faz yeni bir ependorfa alindi.

Alinan RNA fazinin tzerine 0,5 ml izopropanol eklendi ve
kuvvetli olmayan bir sekilde cgalkalandiktan sonra 10 dakika
inklUbe edildi.

12000 g’de +2°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Tupln tabanina
yapismis RNA pelleti Gzerindeki stipernatant atildi.

RNA pelletinin Gzerine %75’lik etanol koyuldu ve vortexlenerek
yikandi.

7500 g +89C’de 5 dakika santfiij edildi.

Supernatanti dékuldi ve iginde kalan etanolliin tamamen
ucmasini saglandi.

Tabana yapismis olan RNA Uzerine 50 ul RNA saklama
solisyonu (RNAaz free water) eklendi.

3.5.2- Elde edilen total mRNA’lardan cDNA sentezi

Olusan

RNA sispansiyonlarinin igerigindeki RNA’larin miktarini

belirlemek amaci ile Thermo Scientific Multiscan’da, Thermo Scientific
pHdrop Plate kullanilarak élgimler yapildi. Total RNA miktarlar 25 pl’de 245
ng/ml olarak esitlendi. Elde edilen total RNA’lardan Roche c-DNA sentez
kiti (cat. No: 04.379012001) ile BIO-RAD Thermal Cycler cihazi ile c-DNA
sentez yontemi ile cDNA’ lar elde edildi.

cDNA prosedird;

1.
2.
3.

Total hacmi 245 ng/ml RNA’lardan : 10yl
Anchored-Oligo(dT)isprimer s 1pl
Random Hexamer primer : 2l
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Toplam hacim : 13 pl
10 dakika 65°C’de inkibe edildi ve buz tGzerine alindi.
Komponent hazirlandi;

Transkriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer : 4 pl

ou A

Protector RNase in_hibitijr : 0,5 pl
Deoksinukleotid MIX : 2l
Transkriptor Reverse Transcriptase : 0,5ul

Hazirlanan komponent 13pul olan 6rnek icerisine eklendl
Toplam volim: 20 ul oldu.

7. Hazirlanan 6érnekler santriftij edildi ve 6érnekler cDNA
sentezi igin;
10 dakika 25°C’de
30 dakika 55°C’de
5 dakika 85°C’de sartlarinda inklbe edildi.

3.5.3 - Real-Time PCR protokolii
ViP, VPAC-1, VPAC-2 ve GAPDH mRNA diizeyleri, ROCHE Light Cycler
Nano Instrument ile dlguldli. Her 6rnek basina RT-PCR igin hazirlanan

karisim iceredi (Tablo 3.2);

Tablo 3.2: Real- Time PCR Karigim Icerigi

Karisim Miktar
PCR- Grade su 4 ul
Reconstituted primer(ViP, VPAC-1, 1
VPAC-2, GAPDH) H
QPCR Master Mix 10 pl
cDNA Ornegi 5ul
Toplam hacim 20 pl

Her primer icin bu islem ayr olarak uygulandi ve RT-PCR reaksiyonu
gercgeklestirildi. Calismanin sonuglarn LightCycler® Nano Software’den
alinan CT degerleri ile 2-28¢t  relatif kuantifikasyon yontemiyle
dederlendirildi ve bltin dederler ilgili GAPDH dederleri ile normalize edildi ve
sonugclar ortalama=xSEM olarak ifade edildi.

3.6- Western- Blot ile VIP ve reseptérleri olan VPAC-1
ve VPAC-2'nin Protein Miktar Tayini

Western-Blot teknigi, tim beyaz ve kahverengi yag dokusu ve saf
beyaz ve kahverengi yag dokusu adipositlerinden izole edilen toplam
proteinlerin, hedef proteinler olan VIP, VPAC-1, VPAC-2 ve kontrol proteini
olan B-Actin proteininin relatif rakamsal degerlerini tespit etmek icin
kullanildi.
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3.6.1-Toplam protein izolasyonu

Protein izolasyonu basamadinin uygulanmasi sirasinda icerisinde
proteaz inhibitérld bulunan RIPA lizis sollsyonu (Tablo 3.3) kullanildi.

Tablo 3.3: 1 ml RIPA lizis soliisyonu igin karisim igerigi

Karisim Miktar
Pmsf soliisyonu 10 pl
Sodyum sollisyonu 10 pl
Protein inhibitori 20 pl
Ripa tampon 960 ul
Toplam hacim 1 ml

eElimizde bulunan dokulara (elimizdeki dokularin ortalama adirliklari
0,09 gramdir ve RIPA Buffer miktari bu agirliga gore hesaplanmistir) 270
Ml RIPA lizis sollisyonu eklendi.

¢ 45 dakika inklbe edildi.

¢5,400 rpm’de 2 dakika santrifij edildi.

e Protein icerigi olan slipernatantlar yeni tlplere aktarildi ve protein
miktar tayini igin -20°C’de saklandi.

3.6.2- Protein miktar tayini

Protein miktar tayini Qubit Protein Assay kit kullanilarak, Qubit 2,0
Fluorometer cihazinda yapildi. Ornek &lcimi yapilamadan énce Qubit
protein assay kit icerisinde bulunan standartlar ile cihazin optimizasyonu
yapildi.

Elimizde bulunan stok protein sollisyonlari 1/20 oraninda
seyreltilerek, her bir 6rnek lGzerine 199 ul Qubit protein assay sollisyonu
(Tablo 3.4) eklenerek vortexlendi, 15 dakika inkibe edildi ve &6lcim
yapildi. Yapilan dlgim sonrasinda 6érnekler 100 pg’a esitlendi.

Tablo 3.4: 200 pl Qubit protein assay solisyonu igin karisim igerigi

Karisim Miktar

Qubit protein tampon 199 yl
Qubit protein reagent 1l

Toplam hacim 200 pl

3.6.3- Proteinlerin jele yiiklenmesi icin hazirlanmasi

e NuPage LDS sample buffer : 5l

e NuPage Reducing agent : 2 i

100 pg/ml protein iceren 13 pl protein slispansiyonuna eklendi.
Toplam hacmi 20 pl olan karisim, isitici tabla UGzerinde 70°C'de 10
dakika inkUbe edildi ve proteinler jelde yurutilmek igin hazir hale
getirildi.
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3.6.4- Jel elektroforezi (running)

Proteinleri yuritme islemi Life Technologies Mini Gel tankta
gerceklestirildi. 4-12% Bis-Tris (1.5 mm) jel kaseti tanka yerlestirildikten
sonra;

eIlk kuyucuga protein standardi olan icerisinde 10 pl MagicMarc
(Invitrogen/Life Technologies XP, 20-220 kDa arahidinda ), ve 5 pl
SeeBlue Pre-stained (Invitrogen/Life Technologies XP, 3-198 kDa
araliginda) yuklendi.

e Geriye kalan kuyucuklara ylkleme islemine hazir hale getirilmis,
100 pg protein iceren 20ul drnek proteinler ytklendi.

e Ornekler 200 voltta 30 dakika yurutildi.

3.6.5-Membrana transfer ve blotlama

Ilk olarak islemin gerceklesecedi membran paketi ( iBlot transfer
stack) hazirlandi. Jel, jel kaseti icersinden dikkatli bir sekilde cikarildi ve
membran Uzerine vyerlestirildi. Hazirlanan membran paketi islemin
gerceklestirilecedi cihaza ( iBlot 2 Dry Blotting System ) yerlestirildi ve P3
programi secilerek 7 dakika blotlama islem uygulandi. Proteinlerin jelden
membrana dgecirilmesinden sonra membran bistdri ile 9cm*9cm
boyutlarinda kesilerek goéruntlileme islemi igcin hazir hale getirildi.

3.6.6- Bloklama
Bu basamakta iBind western sistemi (iBind card ve iBind cihazi)
kullanildi. iBIND solisyonu (Tablo 3.5) hazirlandi ve bu solisyon bloklama

islemi ve antikor muamelesinde kullanildi.

Tablo 3.5: iBIND soliisyonu icin karisim icerigi

Karisim Miktar

Bind 5X soliisyonu 6 ml
iBind 100X addittive 300 pl
Distile su 23,7 ml
Toplam hacim 30 ml

Antikorlarin hazirlanmasi:

e Primer antikor olan Beta-Actin 1/100 dilisyonunda hazirlandi.

e Sekonder antikor olan Goat Anti-Mouse IgG, HRP conjugate 1/100
dilisyonunda hazirland.

eiBind cihazina yerlestirilen iBind Card tim vylzeyi ilk olarak 5 ml
iBind sollisyonu, kartin tam ortasi ise 1 ml iBind sollisyonu ile islatildi.

e iBind sollisyonunda 5 dakika inkilibe ettigimiz membran, proteinlerin
ylklendigi ylzin karta bakacak sekilde yerlestiriimesine dikkat edilerek
yerlestirildi. iBind cihazinin kapadi dikkatli bir sekilde kapatildi. Cihazin
Uzerinde dort adet kuyucuk bulunmaktadir. Kuyucuklara sirasi ile;
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e 1. Kuyucuga : 2 ml primer antikor,

e 2. Kuyucuda : 2 ml iBind sollisyonu,
e 3. Kuyucuga : 2 ml seconder antikor,
e 4. kuyucuda : 6 ml iBind solldsyonu

Eklendi ve membran tum gece boyunca inklbe edildi.
3.6.7- Goriintiileme

Goruntlleme islemi icin HRP (horse radish peroxidase) Konjugatl
Kemiliminesans boya (Novex ECL Chemiluminescent substrate reagent
kit) kullanildi.

HRP konjugatli kemiliminesans boya hazirlanmasi:

e Reaktif A : 5 ml
e Reaktif B : 5 ml alindi.

Distile su icerisinde bekleyen membran i1sik gecirmeyen bir kaba alindi
ve Uzerine A ve B reaktifler ilave edildi. Bir dakika inklibasyon
sonrasinda, membran gdrintlleme cihazina yerlestirilip sirasiyla 1 dakika,
3 dakika, 5 dakika bekleme siireleriyle EI Logic 1500 imaging System ile
gérintiileme yapildi. Sonuglar Kodac Moleculer imagining Program ile
degerlendirildi.

3.7- Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel deerlendirme icin GraphPad Prism6 programi kullanildi.
Sonuclar, her grup icin ortalama ve standart hata (ortalama * SEM)
olarak sunuldu ve p<0.05 anlaml kabul edildi. VIP ve reseptérlerinin
analiz edilen mRNA ve protein ifadelerinin karsilastiriimali istatistiksel
analizleri igin student’s t-test kullanildi.
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4-SONUCLAR

4.1- VIP ve Reseptorleri olan VPAC-1 ve VPAC-2'nin
MRNA Ekspresyon Sonuclari

Elde edilen deri alti beyaz yag ve interskapular aralik kahverengi yag
dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile dlgilen VIP
MmRNA miktar karsilastirildiginda, kontrol grubu tim beyaz yag dokuda
(kontrol-BYD) ve tiim kahverengi yag dokuda (kontrol-KYD) VIP, VPAC-1
MRNA ekspresyonlari mevcut olup, VPAC-2 mRNA ekspresyonu
gozlenmemistir. Soguk stres uygulanan beyaz yag dokusu (soguk stres-
BYD) ve soguk stres uygulanan kahverengi yag dokusu orneklerinde ise
VIP, VPAC-1 ve VPAC-2 ekspresyonu gézlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Tiim yag dokusunda GAPDH ile normalize edilen VIP, VPAC-1 ve
VPAC-2 mRNA kat artis seviyeleri (ortalamaxSEM ) ve istatistiksel
analiz sonuclari.

mRNA diizeylerinde kat artisi (GAPDH ile normalize edilen CT degerleri)

GRUPLAR ViP VPAC-1 VPAC-2
Kontrol-BYD 1,007+0,055 1,010+0,064 -
Kontrol-KYD 0,979+0,303 0,468+0,067 -

Soguk stres-BYD 36,96+8,489 0,001+0,0002 0,0112+0,0035
Soguk stres-KYD 1,867+0,187 0,555+0,086 0,0032+0,0016

Izole edilmis adipositlere bakildiginda ise kontrol-BYD, Kontrol-KYD,
soguk stres-BYD ve soguk stres-KYD gruplarinin adipositlerinde sadece
VPAC-1 ekspresyonu gézlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Saf adipositlerde GAPDH ile normalize edilen VIP, VPAC-1 ve
VPAC-2 mRNA kat artis seviyeleri (ortalama+SEM ) ve istatistiksel
analiz sonuglari.

mRNA diizeylerinde kat artisi(GAPDH ile normalize edilen CT degerleri)

GRUPLAR VIP VPAC-1 VPAC-2
Kontrol-BYD - 1,187+0,369 =
Kontrol-KYD - 1,539+0,698 -

Soguk stres-BYD - 0,880+0,512 -
Soguk stres-KYD - 1,356+0,567 -
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4.1.1- Tiim yag dokusunda VIP mRNA ekspresyonu

BYD ve KYD’den izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile 6lglilen
VIP mRNA miktarlari karsilastirildi. Kontrol-BYD ve soduk stres-BYD total
mRNA’lari karsilastirildiinda, soduk stres ile BYD'de VIP ekspresyonunda
anlamh sekilde artis gézlenmistir (p<0.001). Kontrol-KYD ile soguk stres-
KYD total mRNA’lari karsilastirildiyinda VIP ekspresyonunda anlamli
sekilde artis gozlenmistir (p<0.05).(Sekil 4.1 ve Tablo 4.3).
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Sekil 4.1: Tiim yag dokusunda VIP mRNA ifade Profilleri.

Tum BYD ve KYD’dan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknidi ile dlgiilen VIP
mRNA miktari (kat artisi). Kontrol gruplarinda VIP gen ekspresyonu gézlenmistir. Soguk
stres ile birlikte VIP gen ekspresyonu her iki grupta da artis gdstermistir (Degerler
ortalama+SEM olarak ifade edildi, n=8 ,*,**= p<0,05).
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Tablo 4.3: Tiim yag dokusunda VIP mRNA kat artisi.

BYD ve KYD dokularindan elde edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile 6lglilen ve
GAPDH ile normalize edilen VIP mRNA miktari ve istatistiksel analiz sonuglari.
“p” dederleri, gruplarin student’s t-test ile karsilastiriimasi sonucunda farkin

anlamlihdini ifade etmektedir.

VIP mRNA diizeylerinde kat artisi
(GAPDH ile normalize edilen)

GRUPLAR MEANSEM P dederleri
Kontrol-BYD 1,007%£0,055 P<0.05
Soguk stres-BYD 36,96+8,489 (P=0.0035)
Kontrol-KYD 0,979+0,303 P<0.05
Soguk stres-KYD 1,867+0,187 (P=0.0260)
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4.1.2- Tiim yag dokusunda VPAC-1 ekspresyonu

BYD ve KYD’den izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile 6lglilen
VPAC-1 mRNA miktarlar karsilastirildi. Kontrol-BYD ve soguk stres-BYD’de
VPAC-1 mRNA’lari karsilastirildiinda, soguk stres ile BYD’de VPAC-1
ekspresyonu anlaml sekilde dismustir (p<0.001). Kontrol-KYD ile soguk
stres-KYD VPAC-1 mRNA’lar karsilastirildiginda ise soguk stres ile birlikte
KYD’da VPAC-1 ekspresyonunda artis gbzlenmistir ancak anlamli sekilde
farklilk géstermemektedir (Sekil 4.2 ve Tablo 4.4).
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Sekil 4.2: Tiim Yag dokusunda VPAC-1 mRNA ifade Profilleri.

Tdm BYD ve KYD’dan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknidi ile dlclilen VPAC-1
mRNA miktar (kat artisi). Kontrol gruplarinda VPAC-1 gen ekspresyonu
g6zlenmistir. Soguk stres ile birlikte VPAC-1 gen ekspresyonu BYD’de

azalirken, KYD’de anlamli olmasa da artis géstermistir (Dederler
ortalama+SEM olarak ifade edildi, n=8, ***= p<0,001).
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Tablo 4.4: Tiim yag dokusunda VPAC-1 mRNA kat artisu.

BYD ve KYD dokularindan elde edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile dlgllen ve
GAPDH ile normalize edilen VPAC-1 mRNA miktan ve istatistiksel analiz sonuglari.
“p” dederleri, gruplarin student’s t-test ile karsilastiriimasi sonucunda farkin

anlamlihgini ifade etmektedir.

VPAC-1 mRNA diizeylerinde kat artisi
(GAPDH ile normalize edilen)

GRUPLAR MEAN+SEM P degerleri
Kontrol-BYD 1,010+0,064
P<0.001
Soguk stres-BYD 0,001+0,0002
Kontrol-KYD 0,468+0,067 P>0.05
Soguk stres-KYD 0,555+0,086 (P=0.4386)
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4.1.3. Tiim yag dokusunda VPAC-2 ekspresyonu

BYD ve KYD’den izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile dlglilen
VPAC-2 mRNA miktarlan karsilastirildi. Kontrol gruplarinda VPAC-2
ekspresyonu gdzlenmemistir ancak soguk stres ile birlikte ekspresyonlari
gozlenmistir. Kontrol-BYD ve soduk stres-BYD’de VPAC-2 mRNA’lari
karsilastirildiginda, soguk stres ile BYD’de VPAC-2 ekspresyonunda anlamli
sekilde artis gozlenmistir (p<0.001). Kontrol-KYD ile soguk stres-KYD
VPAC-2 mRNA’lari karsilastirildiginda, soguk stres ile birlikte KYD’da VPAC-
2 ekspresyonunda artis goézlenmistir ancak anlamh sekilde farklilik
géstermemektedir (Sekil 4.3 ve Tablo 4.5).
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Sekil 4.3: Tiim Yag dokusunda VPAC-2 mRNA ifade Profilleri.
Tdm BYD ve KYD’dan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile 6lglilen VPAC-2
mRNA miktar (kat artisi). Kontrol gruplarinda VPAC-2 gen ekspresyonu
g6zlenmemesine ragmen, soguk stres ile birlikte VPAC-2 gen ekspresyonu
g6zlenmistir (Degerler ortalama+SEM olarak ifade edildi, n=8 ,*= p<0,05).
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Tablo 4.5: Tiim yag dokusunda VPAC-2 mRNA kat artisi. BYD ve KYD
dokularindan elde edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile 6lglilen ve GAPDH ile
normalize edilen VPAC-2 mRNA miktari ve istatistiksel analiz sonuclari. “p” degerleri,
gruplarin student’s t-test ile karsilastiriimasi sonucunda farkin anlamliligini ifade
etmektedir.

VPAC-2 mRNA diizeylerinde kat artisi
(GAPDH ile normalize edilen)

GRUPLAR MEAN+SEM P degerleri
Kontrol-BYD - P<0.05
Soguk stres-BYD 0,0112+0,0035 (P=0.0190)
Kontrol-KYD = P>0.05
Soguk stres-KYD 0,0032+0,0016 (P=0.4082)
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4.1.4- Adipositlerde VPAC-1 ekspresyonu

BYD ve KYD adipositlerinde yaptigimiz calismalarda sadece VPAC-1
geninin eksprese oldugu goézlendi. BYD ve KYD’den izole edilen total
mRNA’lardan PCR teknigi ile oOlglilen VPAC-1 mRNA miktarlari
karsilastirildi. Kontrol-BYD ve soguk stres-BYD’de VPAC-1 mRNA'lari
karsilastirildiginda, soguk stres ile BYD'de VPAC-1 mRNA ekspresyon
miktarinda dasus gozlendi ancak anlamli sekilde farklilik
gostermemektedir. Kontrol-KYD ile soguk stres-KYD VPAC-1 mRNA’lari
karsilastirildiginda, soguk stres ile birlikte KYD’da VPAC-1 ekspresyonunda
disis goézlenmistir ancak anlamli sekilde farkhlik gértilmemistir (Sekil 4.4
ve Tablo 4.6).
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Sekil 4.4: Saf adipositlerdeki VPAC-1 mRNA ifade profilleri.

BYD ve KYD saf adipositlerinden izole edilen total mRNA’lardan PCR teknidi ile
6lgtlen VPAC-1 mRNA miktarn (kat artisi). Kontrol gruplarinda VPAC-1 gen ekspresyonu
goOzlenmistir ve soduk stres ile birlikte VPAC-1 gen ekspresyonunda her iki grupta dlsls

gozlenmistir (Dederler ortalama=+=SEM olarak ifade edildi, n=8).
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Tablo 4.6: Saf Adipositlerde VPAC-1 mRNA kat artisi.

BYD ve KYD saf adipositlerinden elde edilen total mRNA’lardan PCR teknidi ile
6lctlen ve GAPDH ile normalize edilen VPAC-1 mRNA miktari ve istatistiksel analiz
sonuclari. “p” dederleri, gruplarin student’s t-test ile karsilastiriimasi sonucunda farkin
anlamlihdini ifade etmektedir..

SAF ADIPOSITLERDE VPAC-1 mRNA diizeylerinde kat artisi
(GAPDH ile normalize edilen)

GRUPLAR MEAN+SEM P degerleri
Kontrol-BYD 1,187+0,369 P>0.05
Soguk stres-BYD 0,880+0,512 P=0.6385
Kontrol-KYD 1,539+0,698 P>0.05
Soguk stres-KYD 1,356+0,567 P=0.8435
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4.2- Western-Blot Sonuclari

4.2.1- Adipositlerde VIP protein miktari

Beyaz ve kahverengi yag dokusu adipositlerden izole edilen total
proteinlerden, Western-Blot teknigi ile dlclilen total VIP protein miktarlari
karsilastirildi. Kontrol grubu beyaz yag dokusu (kontrol-BYD) ve soguk
stres beyaz yag dokusu (soguk stres-BYD) adipositlerinde total VIP protein
seviyeleri karsilastinldiginda, soduk stres ile birlikte total VIP protein
seviyelerinde anlamli sekilde artis gozlenmistir (P<0.05). Kontrol grubu
kahverengi yag dokusu (kontrol-KYD) ve soduk stres kahverengi yag
dokusu (soguk stres-KYD) adipositlerinde ise total VIP protein seviyeleri
karsilastirildiginda anlamli sekilde artis gozlenmistir (p<0.05).(Sekil 4.5).
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GRUPLAR MEAN4SEM P degerleri
Kontrol-BYD 0.78340.078 P<0,05
Soguk stres-BYD 6,12541.930 (P=0.0199)

Kontrol-KYD 1.035H0.159 P<0.05

Souk stres KYD 1.71040.114 (P=0.0,0064)
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Sekil 4.5: VIP’ in western-blot sonuglari.

A- Western-blot ile calisilan 49kDa VIP'in membran gériintiisii ile kontrol proteini
olan 45 kDa B-actin’nin membrandaki konumlarinin karsilastiriimasi. ViP’in kontrol BYD,
kontrol KYD, soguk stres BYD ve soduk stres KYD gruplarinda yapilan western blot
calismasinin membran fotograflari. B- Saf kontrol BYD ve KYD, saf soguk stres BYD ve
KYD adipositlerinden izole edilen proteinlerden Western-Blot teknidi ile élcllen VIP’in
gruplara gore protein miktarlari. Tayin edilen miktarlar degerler ilgili B-Actin dederleri ile
normalize edildi ve sonuglar x+SEM olarak ifade edildi, “p” dederleri, gruplarin hepsinin
student’s t-test ile karsilastirilmasi sonucunda farkin anlamlihdini ifade etmektedir (n=6)
C- Saf kontrol BYD ve KYD, saf soguk stres BYD ve KYD adipositlerinden izole edilen
proteinlerden Western-Blot teknidi ile dlgilen VIP’in gruplara gére protein miktarlarinin

dagihmi. (*, ** =p<0.05, n=6).
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4.2.2- Adipositlerde VPAC-1 protein miktari

Beyaz ve kahverengi yag dokusu adipositlerden izole edilen total
proteinlerden, Western-Blot teknigi ile oOlctlen total VPAC-1 protein
miktarlar karsilastirildi. Kontrol grubu beyaz yag dokusu (kontrol-BYD) ve
soguk stres beyaz yag dokusu (soguk stres-BYD) adipositlerinde total
VPAC-1 protein seviyeleri karsilastirildiginda, soguk stres ile birlikte total
VPAC-1 protein seviyelerinde anlamh sekilde artis gézlenmistir (P<0.05).
Kontrol grubu kahverengi yag dokusu (kontrol-KYD) ve soguk stres
kahverengi yag dokusu (soguk stres-KYD) adipositlerinde total VPAC-1
protein seviyeleri karsilastirildiginda anlamli sekilde artis goézlenmistir
(P<0.05) (Sekil 4.6).

39



’

¢ £
A 5 R
< S
& ¢
& o 1 2 3 4 5 &6
120kDa| . Kontrol-BYD
80kDa | == VPAC-1~52 kDa
50 kDa /
' — <
40kDa
30kDa -
20 kDa g
1 2 3 4 5 &
f—- Kontrol-KYD
120kDa| VPAC-1~52 kDa
—
80 kDa f—
— |
S0kDa |
A0kDa e |
30kDa |s=—-
20kDa |em——
1 2 3 4 5 &
= Soguk-BYD
120kDa = VPAC-1~52 kDa
—
80kDa |
g— <4
S50kDa |
A0kDa e |
30kDa |==—
20kDa |-
1 2 3 4 5 &
Soguk-KYD
120kDa| - VPAC-1~52kDa
kDa |[==
30kDa |—— <
50kDa | | »
40kDa |gu—
30kDa |==—
20kDa |em——

WESTERN-BLOT VPAC-1 protein seviyeleri
{B-actin ile normalize edilen}

GRUPLAR MEAN1SEM P degerleri
Kontrol-BYD 0,74410,115 P<0.05
So@uk stres BYD 5.068+1.064 (r=0.0024)
Kontrol KYD 0.942+0.080 P<0.05
Soiuk stres KYD 2,23810.488 (P=0.0258})
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Sekil 4.6: VPAC-1'in western-blot sonuglari.

A- Western-blot ile galisilan 52 kDa VPAC-1'in membran gérintisu ile kontrol
proteini olan 45 kDa B-actin’nin membrandaki konumlarinin karsilastiriimasi. VPAC-1'in
kontrol BYD, kontrol KYD, soduk stres BYD ve soguk stres KYD gruplarinda yapilan
western blot galismasinin membran fotograflari. B- Saf kontrol BYD ve KYD, saf soguk
stres BYD ve KYD adipositlerinden izole edilen proteinlerden Western-Blot teknidi ile
Olcllen VPAC-1'in gruplara gore protein miktarlari. Tayin edilen miktarlar degerler ilgili B-
Actin dederleri ile normalize edildi ve sonuglar x£SEM olarak ifade edildi, “p” degerleri,
gruplarin hepsinin student’s t-test ile karsilastiriimasi sonucunda farkin anlamhligini ifade
etmektedir (n=6). B- Saf kontrol BYD ve KYD, saf soduk stres BYD ve KYD
adipositlerinden izole edilen proteinlerden Western-Blot teknidi ile 6lglilen VPAC-1'in

gruplara gore protein miktarlarinin dagihmi (**, * = p<0.05, n=6).
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4.2.3- Adipositlerde VPAC-2 protein miktari

Beyaz ve kahverengi yad dokusu adipositlerinden izole edilen total
proteinlerden, Western-Blot teknigi ile oOlcllen total VPAC-2 protein
miktarlar karsilastirildi. Kontrol grubu beyaz yag dokusu (kontrol-BYD) ve
soguk stres beyaz yag dokusu (soguk stres-BYD) adipositlerinde total
VPAC-2 protein seviyeleri karsilastirildiginda, soguk stres ile birlikte total
VPAC-2 protein seviyelerinde anlamh sekilde artis gdzlenmistir (p<0.05).
Kontrol grubu kahverengi yag dokusu (kontrol-KYD) ve soduk stres
kahverengi yag dokusu (soguk stres-KYD) adipositlerinde ise total VPAC-2
protein seviyeleri karsilastirildiginda ise anlamli sekilde artis gozlenmistir
(P<0.05) (Sekil 4.7).
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gruplara gore protein miktarlarinin dagihmi (**.* = p<0.05, n=6).

WESTERN-BLOT VPAC-2 protein seviyeleri
{B-actin ile normalize edilen)

GRUPLAR MEANiSEM P degerleri
Kontrol-BYD 0.90310.104 P<0.05
Sojuk stres-BYD 4.659+1.120 (P=0.0075)
Kontrol-KYD 0.62110.109 P<0.05
Souk stres KYD 1.52210.410 (P=0.0152)
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Sekil 4.7: VPAC-2'in western-blot sonuglari.
A- Western-blot ile galisilan 52 kDa VPAC-1'in membran gérintisu ile kontrol
proteini olan 45 kDa B-actin’nin membrandaki konumlarinin karsilastiriimasi. VPAC-2'in
kontrol BYD, kontrol KYD, soduk stres BYD ve soguk stres KYD gruplarinda yapilan
western blot galismasinin membran fotograflari. B- Saf kontrol BYD ve KYD, saf soguk
stres BYD ve KYD adipositlerinden izole edilen proteinlerden Western-Blot teknidi ile
Olcllen VPAC-2'in gruplara gore protein miktarlari. Tayin edilen miktarlar degerler ilgili B-
Actin dederleri ile normalize edildi ve sonuglar x£SEM olarak ifade edildi, “p” degerleri,
gruplarin hepsinin student'’s t-test ile karsilastiriimasi sonucunda farkin anlamhiligini ifade
etmektedir (n=6). C- Saf kontrol BYD ve KYD, saf soguk stres BYD ve KYD
adipositlerinden izole edilen proteinlerden Western-Blot teknigi ile dlglilen VPAC-2'nin
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5- TARTISMA

Bu tez calismasinda amacimiz, normal sartlar altindaki siganlarin
beyaz ve kahverengi yag dokularinda ve adipositlerinde VIP ve reseptérleri
VPAC-1 ve VPAC-2'nin varhdinin arastiriimasi ve soguk stres kosullarinda
nasil degistiginin incelenmesidir. Elde ettigimiz sonucglara goére tim
(adipositler ve civar dokular) beyaz ve kahverengi yag dokusunda VIP ve
VPAC-1 gen ekspresyonu mevcut olup VPAC-2 gen ekspresyonu
goézlenmemistir. Ancak soduk stres uygulanmasi ile birlikte VIP ve VPAC-2
ekspresyonu kahverengi ve beyaz yag dokusunda artarken, VPAC-1
ekspresyonunun beyaz vyag dokusunda azaldigi, kahverengi yag
dokusunda ise arttigi gézlenmistir. Sadece adipositlerde (cevre dokulardan
izole edilmis) ise yalnizca VPAC-1 ekspresyonu bulunmus, VIP ve VPAC-2
ekspresyonu gozlenmemistir. Ancak soguk stres ile birlikte her iki grupta
da VPAC-1 ekspresyonunun azaldigi bulunmustur. Beyaz ve kahverengi
yag doku adipositlerinde yapilan protein tespit calismalari sonucunda hem
beyaz hem de kahverengi adipositlerde sadece VPAC-1 ekspresyonu
olmasina ragmen ViP, VPAC-1 ve VPAC-2 proteinleri tespit edilmis ve
protein miktarlarinin soguk stres ile birlikte arttigi goézlenmistir. Elde
ettiimiz bulgular ile VIP ve reseptérleri VPAC-1 ve VPAC-2'nin ya§ dokusu
ve adipositlerde gen ekspresyonu ve protein miktarlarinin soguk stres ile
birlikte nasil dedistigi ilk defa gdsterilmis olup, VIP ve reseptorlerinin,
soguk strese adaptasyon sirasinda yag dokusu regilasyonuna katiliyor
olabilecegine isaret etmektedir.

Vicuttaki enerjinin blyldk bir kismi trigliseritler seklinde yag
dokusunda depolanir. Soguda maruziyet ile sempatik sinir sisteminin
uyarilmasi sonucunda noradrenerjik lifler kahverengi yag dokusu
adipositleri Uzerindeki etkilerini arttirirlar. Boylelikle hormon duyarl lipaz
aktive olur ve lipoliz sonucunda acgida cikan yad asitleri araciligi ile
kahverengi yag dokusu adiposit mitokondilerinde bulunan UCP-1'de
termojenez icin ATP yerine isi Uretilir (Shimizu, Mori, 2005). VIP ve VIP ile
yuksek homolojide olup ayrica VPAC-1/VPAC-2 reseptoérlerine ayni oranda
afinite gésteren PACAP (Arimura, 1982) ile yapilan calismalar, VIP ile yag
dokusu metabolizmasi Uzerindeki olasi iligkiyi isaret etmektedir. Fransen
ve arkadaslarinin adipositlerle yaptigi bir calismada VIP lipolizi
arttirmasina ragmen (Fransen vd., 1973), yapilan baska bir calismada ise
VIP’'in bu etkisi yalnizca fizyolojik dozun (istiindeki konsantrasyonlarda
goridlmiastiar (Hauner vd., 1988). Epididimal yag dokusundan izole edilen
adipositlerde ise VIP ve PACAPn lipolize aracilik ettigi belirtilmistir
(Akesson vd., 2003, Akesson vd., 2005). Ayrica Tomkin ve arkadaslarinin
yaptigi baska bir calismada ise obez hastalarda rapor edilen yiksek serum
VIP ile trigliserit seviyesi arasindaki pozitif korelasyon, VIPin ya§
metabolizmasi lzerine etkili olabilecedini gostermektedir (Tomkin vd.,
1982). Yukandaki calismalarda VIPin yad dokusunda lipolizi arttiran
etkilerine isaret edilmektedir. Tim bilgiler 1siginda bizim elde ettigimiz
bulgulara bakildiginda soduk stres tim kahverengi ya§ dokusunda VIP'in
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MRNA ekspresyon seviyelerini arttirmakla birlikte, mRNA ekspresyonu
olmaksizin adipositlerde de VIP protein seviyelerinde artisa sebep
olmustur ve VIP'in soduk stres sirasinda kahverengi yag dokusunda
termojenez icin lipolize aracilik edebilecedine isaret etmektedir.

Yapilan c¢alismalarda PACAP‘In termojenez, enerji depolarinin
mobilizasyonu, enerji metabolizmasi ve aclk sirasinda otonom sinir
sistemi araciligi ile metabolizma ({zerinde dlzenleyici roli olabilecegi
gbsterilmistir (Rudecki ve 2016, Resch vd., 2011, Resch vd., 2013).
PACAP'In termojenezin merkezi regulasyonundaki roll ilk olarak 1995
yilinda Masuo ve arkadaslarinin yaptigi calismada, reserpin (norepinefrini
bloke eder) kaynakli vicut isisi dlislk farelerin lateral ventriktline PACAP
enjeksiyonu ile vicut isisini dizenlendigi 6ngérilmis ancak ViP'in
enjeksiyonu ile bdyle bir etki gézlemlenmemistir. Ayrica PACAP geninin
elimine edildigi (PACAP”/-) farelerin, soguk karsisinda termojenik stregleri
indikleme yeteneklerinde net olarak bozulma oldugu ve vahsi tip farelere
oranla daha dlsik vicut isisina sahip olduklari, ayrica soguga adaptasyon
sirasinda B3-adrenoreseptdr iligkili olarak termojenezi regule edemedikleri
gosterilmistir (Masuo vd. 1995, Banki vd., 2014, Diane vd., 2014). Tanida
ve arkadaslarinin yapmis oldugu baska bir calismada ise hipotalamik
PACAP, hem enerji ihtiyaglarina hem de soguk strese yanit olarak yag
dokusu depolarini uyaran sempatik sinir aktivitesini arttirdigi gosterilmistir
(Tanida vd., 2010). Ayrica intrasrebroventrikiiler olarak uygulanan ViP'in,
arteryal kan basinci ve tansiyonu ylkselttigi, kahverengi yag dokusu ile
saglanan termojenezi aktive ettigi ve hipertermi olusturdugu gosterilmistir
(Shido, Yoneda ve Nagasaka, 1989). Tuncel ve arkadaslarininin yapmis
oldugu baska calismalarda ise VIP, midede soguk stres ile olusturan llser
gelisimini ve mast hicre degranilasyonunu engellemis ve mide dokusunu
lipit peroksidasyonundan korumus (Tuncel, Erkasap, Sahintlirk, Dogruyol-
Ak, Tuncel, 1998), ayrica soguga maruz birakilan siganlarda damarlarin
norepinefrine verdigi yaniti arttirmistir (Tuncel vd. 1996). Yukaridaki
calismalarda, soduga adaptasyon sirasinda VIP ve PACAPIn yad dokusu
Uzerinde aracilik ettigi sempatik sinir aktivitesine isaret edilmektedir.
Bizim calismamizdaki bulgulara gore soguk stres uygulanmasi sonucunda
VIP, VPAC-2 gen ekspresyonlarinin beyaz yag dokusunda anlamli bir artis
gostermesi, ayrica adipositlerde VIP, VPAC-1 ve VPAC-2 protein
seviyelerindeki anlamh artis; VIP’in soguk stres uygulanmasi sonucunda
sempatik sinir aktivitesini arttirarak, yag dokusundaki protermojenik
etkisini VPAC-2 ve VPAC-1 reseptorid araciligi ile saghyor olabilecegini
gostermektedir.

Soguga maruziyet, yag Uretimini saglamak ve termojenik ozellikleri
uyarmak icin diger organlari ve yad dokusunda bulunan farkli hicre
tiplerini de etkilemektedir. Ornedin soguga maruziyet yag dagilimini ve isi
degisimini kolaylastirmak icin kan damarlarinin dagihmini arttirmakla
birlikte (Baron, vd., 2012) katekolamin Uretmek U(zere kahverengi yag
dokusundaki makrofajlari aktive eder (Nguyen, vd., 2011). Ayrica
karaciger, kahverengi yad dokusu ve damarlardan fibroblast blylime
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faktorti-21 (Konishi vd., 2000); kastan irisin (Wu vd., 2012) ve
tiroidlerden T4 hormonunun (Bianco, 2011) salgilanmasini uyarir. Bu
moleklller kahverengi yad dokusunda UCP-1 ekspresyonunu ve
aktivitesini arttirmak icin islev gorirler. Kahverengi yag dokusu ayni
zamanda otokrin olarak termojenik fonksiyonunu arttiran kemik
morfogenetik protein-8B (Whittle vd., 2012) ve endotel buyime faktéri
de (Lu, vd., 2012) iretir. Bizim elde ettigimiz bulgular da VIP ve VPAC-
2’'nin adipositlerde ekspresyonu olmaksizin proteinlerinin gézlemlenmesi,
VIP'in ya§ dokusunda bulunan kan damarlari ve makrofajlar aracihdi ile
soguga maruziyette termojeneze otokrin olarak aracilik edebileceginin
ayrica dolasim ile yag dokusuna gelerek disaridan da etkili olabilecegine
isaret etmektedir.

Soguga maruziyet sirasinda vicudun farkli bolimlerinde (6zellikle
inter-skapular bolgede), beyaz yag dokusu kahverengi yag dokusuna
doniserek vlcut isisinin regilasyonunu saglamaya yardimci olur (Cinti,
2012). Bu donidsim sirasinda ara form olarak olusan bej yag adipositleri
UCP-1 protein yonlinden zengin adipositlerdir ve termojeneze aracilik
ederler. Harms ve Seale’nin yapmis oldugu bir calismada bej adipositlerin,
kemirgenlerde Onemli bir subkutan deposu olan inguinal beyaz vyagd
dokusunda en fazla bulunduklari gésterilmistir. Bununla birlikte, UCP-1
ifade eden adipositlerin, soguga maruz kalmaya tepki olarak beyaz yag
dokusu depolarinin ¢cogunda arttigina isaret edilmistir (Harms ve Seale,
2013). Yapilan baska bir calismada ise soguga maruziyet ile uyarilan
beyaz yag dokusunda kahverengi adipositlerin ortaya cikmasinin agirhkli
olarak B3-adrenoseptér aracih farklilasmay! isaret ettigi belirtilmistir
(Barbatelli vd., 2010). Bizim elde ettigimiz sonuglar beyaz yag
dokusundaki VIP'in anlamh artisininin bu dénlisimden sorumlu
olabilecegine isaret etmektedir ve bu bulgularin aydinlatiimasi igin B3-
adrenoseptér ile VIP'in beyaz yad dokusundaki iliskisinin detayli olarak
calisiimasi gerekmektedir. Ayrica hayvanlardaki kimyasal 1si Uretimi
dokularindaki kahverengi yag miktan ile dogru orantihdir (Guyton, Hall,
2007, s. 871). Isi Uretimini tetikleyen soduk stresin stliresi, kahverengi yag
dokusundaki VIP, VPAC-1 ve VPAC-2 protein artisini etkileyebilecegine
isaret etmektedir. Bizim sonuclarimiz, VIP'in soduk stres ve ya§ dokusu
arasindaki etkilesim hakkinda literatir boslugunun doldurulmasi
bakimindan katki saglayacaktir.

Yag dokusu (zerinde etkili olan insllin, hormon duyarl lipaz
baskilayarak trigliseritlerin parcalanmasini engeller ve depolanmasini
arttirarak yag dokusunda hacimce artisa neden olur. Ayrica yag dokusu
kapiller duvarinda yer alan lipoprotein lipazi da aktive ederek yag
asitlerinin yag hicrelerine emilimi gergeklestirir ve trigliseritlere
dénlstirelerek depo edilmesini de sadlar. VIP ve PACAP ile yapilan
calismalar, VIP’in insilin Gretimini arttirci etkilerine isaret etmektedir.
Ahren ve Lundquist’in fareler ile yaptii calismada ViP'in intravenéz
enjeksiyonunun, glikozun insllin  sekresyonunu arttiran etkisini
potansiyelize ettigini gostermistir (Ahren ve Lundquist, 1981). Ayrica
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fareler tzerinde yapilan baska bir calismada, PACAP’In doza bagiml olarak
insllin sekresyonunu uyardigi ancak glikozun etkisini degistirmeden insilin
duyarlihgini inhibe ettigi gosterilmistir (Filipson vd., 1998). Adiposit hiicre
kaltara ile yapilan bir calismada ise, PACAP'In adipositlerde insulin ile
uyarilan fosfotidilinisitol-3’Un aracilik ettigi instlin kaynakl glikoz alimini
arttirdigi ve ayni zamanda adipositlerde insilin etkisini kuvvetlendirdigi
gbsterilmistir (Nakata vd. 1998). Ayrica Akesson ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir calismada , PACAP insilin varhidinda lipogenezi, insilin
yoklugunda ise lipolizi arttirici etki gostererek insliline bagimli bir etki
gbstermistir (Akesson vd., 2003). Yukaridaki calismalar VIP'in insilin
salgilanmasi (zerindeki pozitif etkisini géstermektedir ve bdylelikle ViIP
yag depolanmasini arttirici etkisi yag dokusunda hacimce artis saglayarak,
soguda karsi adaptasyonda isi1 yalitimi ile viicut sicakliginin korunmasinda
etkili oluyor olabilir. Bizim calismamizda ise VIP'in tiim beyaz vyag
dokusundaki gen ekspresyon seviyeleri ve izole edilen adipositlerindeki
protein seviyelerinde, soduk stres uygulanmasi ile birlikte go&stermis
oldugu anlamli artis bu bilgileri destekler niteliktedir.

Soguk stresin besin alimini arttirmasi, metabolizma hizini
ylkseltmesi ve 1si yalitkanhdi icin yag dokusunda hacimce artis saglamasi,
hipotalamustaki sicaklik duzenleyici sistem (preoptik ve anterior
hipotalamik alan) ile besin alimini diizenleyen sistem (perifornikal, lateral,
ventromediyal ¢ekirdek) arasindaki etkilesimden kaynaklanir. Bu nedenle
sogudga karsi adaptasyonda beslenmenin 6nemli bir gorevi bulunmaktadir
(Guyton, Hall, 2007, s.871). Yag dokusundan saliverilen leptin,
hipotalamusta arkuat cekirdekte bulunan reseptérlerine baglanarak gida
alimini engeller ve sempatik sinir aktivitesini stimule ederek lipolizi
hizlandirir (Shen, Tanida, Niijima, Nagai, 2007, Kalil ve Haynes, 2012,
Tanida vd., 2013). Ayrica leptinin kahverengi yag dokusunda da sempatik
sinir sistemi aktivitesini arttirarak UCP-1 araciligi ile vicut 1sisi
diizenlenmesinde etkili oldugu goésterilmistir (Haynes vd. 1997). Hawke ve
arkadaslarinin ~ yaptigi  bir c¢alismada, ventromedial hipotalamik
cekirdektekte bulunan PACAP’In, leptinin istah baskilanmasi ve enerji
harcanmasi etkilerine aracilik ettigi ve leptinin enjeksiyonu ile artan vicut
sicakliginin PACAP enjeksiyonu ile de arttigi ayrica leptinin intra-
serebroventrikiler enjeksiyonunun, ventromedial hipotalamustaki PACAP
MRNA ekspresyonunu arttirdigi da gosterilmistir (Hawke vd., 2009).
Sicanlarda vyapilan baska bir calismada ise PACAP reseptor
antagonistlerinin intra-serebroventrikller enjeksiyonunun, leptinin beyaz
yag dokusu Uzerinde sadglamis oldugu sempatik sinir aktivitesini inhibe
ettigi belirtilmistir (Tanida vd., 2013). VIP'in elimine edildigi fareler ile
yapilan bir calismada ise, zayif vicut fenotipi ve azalmis yag kditlesi ile
birlikte plazmada artan leptin seviyeleri gézlemlenmistir (Vu vd., 2015),
bunun aksi durumu ise VPAC-2 elimine edilmis farelerde gdsterilmistir
(Asnicar vd., 2002). Ayrica Baranowska ve arkadaslarininin yapmis
olduu bir calismada, obezlerde aclik durumunda plazma VIP
konsantrasyonunun c¢ok dlsik oldugu ve anekroksiya nervoza
hastalarinda ise daha ylksek oldugu gosterilmistir (Baranowska vd.,
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2000). Tim bu calismalar, VIP ve VPAC-2'nin yag dokusundan saliverilen
leptinin olasi etkilerine aracilik edebilecegini gostermektedir. Bizim
bulgularimiz ele alindidinda ise beyaz ve kahverengi adipositlerde
ekspresyonu olmaksizin soguk stres ile birlikte ortaya ¢ikan VIP ve VPAC-2
protein seviyelerinin; yag dokusu adipositlerinden saliverilenen leptin
aracihgi ile soguk stres sonucunda hem hipotalamus Uzerinden hem de
yag dokusunda bulunan reseptorleri araciligi ile termojenez icin yag
dokusu metabolizmasinin dizenlenmesine aracilik ediyor olabilecegini
gbdstermektedir.

VIP'in yag dokusunda souk stres sonucunda hangi reseptéri
Uzerinden islev gosterdigini belirten calismalar sinirhdir. Nishimito ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada, soguk ile olusturulan beyin
hasarlarinda, VPAC-2'nin reaktif astrositler icerisinde belirli glnlerdeki
gecgici ekspresyonu ve fonksiyonel glutamat tasiyicilarinin artan
reglilasyonu, soguda maruziyet ile olusturulan noérolojik bozukluklarda
VIP/VPAC-2 sisteminin eksitotoksisiteye karsi koruyucu etkisi gdsterilmistir
(Nishimoto, Miyakawa, Wada, Furuta, 2011). Yapilan baska bir calismada
ise VIP'in lipoliz etkilerine VPAC-2 reseptériiniin aracilik ettigi gdsterilmistir
(Akesson vd., 2015). Yaptigimiz literatlir arastirmalarinda VPAC-1'in yag
dokusu metabolizmasi (zerine gosterdigi etkilere dedinilmemistir. Bizim
calismamizda ise VPAC-1'in tim beyaz yag dokusunda azalan, kahverengi
yag dokusunda artan mRNA ekspresyonu ve adipositlerde artan protein
seviyesi soguk stres sonucunda ViP’in kahverengi ya§ dokusu lzerindeki
etkilerine VPAC-1 reseptoriiniin de aracilik edebilecegini gostermektedir.

6- SONUC VE ONERILER

Sonuc¢ olarak, vyaptigimiz calismada soguk strese maruziyet
sonrasinda VIP ve reseptorleri ile beyaz ve kahverengi yad dokusu
metabolizmasi arasindaki etkilesimi arastirdik. Bu etkilesim: kahverengi
yag dokusunda termojenez igin VPAC-1 reseptori ile de lipolize aracilik
etmek, soguda karsi adaptasyonda hem sempatik sinir aktivitesinin
arttirmak hem de beyaz ve kahverengi yag dokusunda protermojenik etki
gostermek; soduk stres ile beyaz yag dokusunun kahverengi yag
dokusuna doénisimini saglamak; VIP'in insilin salgilanmasinin Gzerine
olan pozitif etkisi ile yag depolanmasini arttirarak, yag dokusundan salinan
leptin aracilidi ile soguk stres sonucunda hem hipotalamus Gzerinden hem
de adipositlerde bulunan reseptérleri araciigi ile yad dokusu
metabolizmasi Uzerine pozitif etki gdostermek gibi farkli mekanizmalarla
gerceklesiyor olabilir. Bizim bulgularimiz VIP ve reseptérlerine spesifik
olarak ilk defa gdsterilmis olup viicut isininin diizenlenmesinde VIP ve
reseptorlerinin  etkili  olabilecegini  desteklemektedir. = Ancak bu
dizenlemenin hangi mekanizma/mekanizmalar araciigi ile yapildiginin
aydinlatilmasi icin ilave galismalar gerekmektedir.
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