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1.0ZET

Denervasyona Bagh Retroperitoneal Yag Dokusundaki Total Karbonik Anhidraz

Aktivite Degisikliklerinin Incelenmesi

Karbonik anhidraz (CA, E.C. 4.2.1.1) biitiin organizmalarda yaygin olarak
bulunan ve aktif bdlgesinde prostetik grup olarak Zn®* ihtiva eden bir metaloproteindir.
Canlilarda COy’in  hidrasyonu ve HCO;3;“in dehidrasyonunu Kkatalizler. Tim
organizmalarda, solunum ve karbondioksit/bikarbonat tasmimi, fizyolojik pH
homeostazi, lipogenez ve tire sentezi gibi birgok fizyolojik olayda 6nemli gorevler
tistlenmektedir. Denerve edilmis yag dokularinda hem adiposit sayisinin hem de
bliylikliigiiniin ~ arttigt  gozlenmisti. Bu boyut artist triagilgliserol sentezinin
arttirllmasiyla miimkiin olmaktadir. Calismamizda, sempatik sinir sisteminin yag
dokusunda triagilgliserol sentezi icin Onciil bilesigi sentezleyen karbonik anhidraz
aktivitesi lizerine etkilerinin incelemesi amaclanmigtir. Calismamizda, her grupta 8 adet
100-150 g agirliginda ve 3-5 haftalik Sprague Dawley irki sican bulunan 2 grup
olusturuldu. I. Grup: Batinlar1 agildi ve retroperitoneal yag dokusuna denervasyon
islemi yapilmadi (SD-) (kontrol grubu). Il. Grup: Retroperitoneal yag dokusu iki tarafli
denerve edildi (SD+). 10 haftalik diyet programi sonunda retroperitoneal yag dokular
toplandi. Retroperitoneal yag dokulari homojenize edildi ve doku CA hidrataz aktivitesi
potansiyometrik yontemle olgiildi. Kontrol grubundaki ratlarda CA aktivitesi
1.1 (0.82-1.41) U/mg protein olarak ol¢iildii. Denervasyon grubunda CA aktivitesi
[1.75 (1.47-2.07) U/mg protein] kontrol grubuna gére daha yiiksek bulundu (p= 0.015).
Sonug olarak, sempatik sinir sistemi denervasyonunun retroperitoneal yag dokusunda
yag asitlerinin sentezinde gorev alan karbonik anhidraz aktivitesini arttirarak dokuda

TG birikimine katki saglayabilecegi kanaatine varildi.
Anahtar Sozciikler: Denervasyon, Karbonik Anhidraz, Sempatik Sinir Sistemi,

Yag Dokusu



2.SUMMARY

The Investigation of Total Carbonic Anhydrase Activity Changes in

Retroperitoneal Adipose Tissue by Denervation

Carbonic anhydrase (CA, E. C 4.2.1.1) is a metalloprotein, commonly found in all
organisms and contains Zn** as a prostatic group in active site. It catalyse the CO,
hidratation and bicarbonate dehidratation in organism. In all organisms, it plays
important roles in many physiological processes such as respiration and carbon dioxide/
bicarbonate transport, physiological pH homeostasis, lipogenesis and ureogenesis. It
has been observed that both adipocyte number and size increase in the denervated
adipose tissue. This size increase is possible by increasing the triacylglycerol synthesis.
In the study, it was aimed to investigate the effects of the sympathetic nervous system on
bicarbonate providing carbonic anhydrase activity that synthesis of malonyl-CoA the
precursor compound for the synthesis of triacylglycerol in adipose tissue. In the study,
two experimental groups containing 8 Sprauge Dawley rats weighing 100-150 g and
aging 3-5 weeks were formed: Group I: Their abdomens were opened and retroperitoneal
adipose tissue denervation was not performed (SD-) (control group). Group II:
Retroperitoneal adipose tissues were bilaterally denervated. At the end of the 10-week
diet program retroperitoneal adipose tissues were collected from rats. They were
homogenizated and tissue carbonic anhydrase hydratase activity was measured by
potentiometric measurement method. CA activity was found to be 1.1 (0.82-1.41) U/mg
protein in the control group. In the denervation group, the CA activity [1.75 (1.47-2.07)
U/mg protein] was found to be higher than control group (p= 0.015). As a result, it was
concluded that sympathetic nervous system denervation may contribute to TG
accumulation in the tissues by increasing carbonic anhydrase activity which have a role

in the synthesis of fatty acids in retroperitoneal fat.
Keywords: Adipose Tissue, Carbonic Anhydrase, Denervation, Sympathetic

Nervous System.



3.GIRIS ve AMAC

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) biitiin organizmalarda yaygin olarak bulunan
monomerik yapili bir metaloenzimdir. Aktif bélgesinde Zn*? iyonu ihtiva eder.
Karbondioksitin  (CO;) hidrasyonu, bikarbonatin da (HCOj3) dehidrasyon
reaksiyonlarin1 doniisiimlii olarak katalizler. Elektrolitlerin tasinmasi, fizyolojik pH
homeostazi, biyosentez olaylar1 ve kalsifikasyon gibi bircok fizyolojik olayda onemli

rol almaktadir (1).

Yag dokusu gevsek bir bag dokusudur (2). Enerji homeostazisi kontroliinii
saglayan sinir kokenli faktorler yag dokusunun metabolik ve salgi kapasitelerini
diizenlerler. Ozellikle otonom sinir sisteminin sempatik sinirleri bu kontrolde énemlidir
(3, 4). Beyaz yag dokusunun adrenerjik reseptorleri de lipolizi diizenlemede 6nemli rol

oynamaktadir (5, 6).

Sitozolde ve mitokondride bulunan CA izoenzimlerinin yag asidi sentezinde
asetil-CoA'y1 yag asitlerinin yap1 tagt olan malonil-CoA'ya doniistiirmek igin gerekli

bikarbonat iyonu sagladigi ileri stirtilmustiir (5, 6).

Yag dokusu flizerine otonom sinir sisteminin etkilerini incelemek i¢in sinir
liflerinin denervasyonu kullanilmaktadir. Denerve edilmis yag dokularinda hem adiposit
sayisinin hem de biylikliiglinlin arttig1 gozlenmistir. Bu boyut artis1 triagilgliserol

sentezinin arttirilmasiyla miimkiin olmaktadir (7-9).

Bu calismada sempatik sinir sisteminin yag dokusunda triagilgliserol sentezi i¢in
gerekli yag asitlerinin Onciil bilesigi olan malonil-CoA’nin sentezine bikarbonat

saglayan karbonik anhidraz aktivitesi lizerine etkilerinin incelenmesi amag¢lanmustir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Karbonik Anhidraz
4.1.1. Karbonik Anhidraz ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (CA, E.C. 4.2.1.1) biitiin organizmalarda yaygin olarak
bulunan ve aktif bblgesinde prostetik grup olarak Zn?* ihtiva eden bir metaloproteindir.
zZn** katyonu bir su ve tli¢ histidin molekiiliiyle baglanir (10). Yaklasik 260 amino
asitten olusur ve 30 kDa agirh@indadir. Canlilarda CO;’in hidrasyonu ve HCO3;“in
dehidrasyonunu katalizler (11, 12).

CA

CO, + H,O H,CO; HCOs; + H*

Sekil 1. Karbonik anhidrazin doéniisiimlii reaksiyonu (11)

Bu reaksiyon, bir katalizor olmadan da (Sekil 1) meydana gelebilir, ancak
fizyolojik pH degerlerinde, CA substratlarinin/reaksiyon iiriinlerinin yeryiiziindeki

organizmalarin ¢ogunda yer aldigi metabolik ihtiyaclar1 karsilamak i¢in ¢ok yavastir
(13).

Enzim ailesi tiim organizmalarda, solunum ve karbondioksit/bikarbonat taginima,
fizyolojik pH homeostazi, bir¢ok doku ve organda elektrolit tasinimi, glukoneogenez,
lipogenez ve iire sentezi gibi biyosentetik olaylarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon,
timor olusumu, idrar proliferasyonu ve farklilagmasi, epileptogenez gibi bircok

fizyolojik ve patolojik olayda 6nemli gérevler iistlenmektedir (1, 10).
4.1.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Bikarbonat tampon 6zelliginden sonra karbonik anhidraz tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar birgok enzime (priivat karboksilaz (PC), asetil-CoA Karboksilaz (ACC) ve
karbamoil fosfat sentetaz | ve Il) bikarbonat saglar.

Karbonik anhidaz izoenzimlerinin birkagi metabolik olaylarda 6nemlidir. Bu
izoenzimler: yag asiti sentezinde malonil-CoA’y1 olusturmak {izere gorev yapan
asetil-CoA karboksilaz enzimi ic¢in gereken bikarbonati saglar. Glukoneogenez

baslangi¢ basamaginda kullanilan priivat Karboksilaz igin gereken bikarbonati saglar



(14). Karbamoil fosfat sentetaz | iire sentezinde, karbamoil fosfat sentetaz Il pirimidin
biyosentezinde kullanilir ve bu enzimlerin ihtiya¢ duydugu bikarbonat CA tarafindan

saglanir (14).

Canlilarda bilinen 6 farkli CA ailesi vardir. Bunlar: o, B, v, 3, &, n karbonik
anhidrazlardir. a-CA (omurgalilar, bakteriler, algler ve yesil bitkilerin sitoplazmasinda),
B-CA (cogunlukla bakteriler, algler, tek ve ¢ift ¢enekli bitkilerin kloroplastlarinda),
v-CA (temel olarak archealarda ve bazi bakterilerde), & ve &-CA (baz1 deniz

diatomlarinda) ve yakin zamanda bulunan ve n-CA tiirleri protozoada bulunur (15-17).

Alglerin, bitkilerin ve bazi bakterin CA'lar1 fotosentez ve biyosentetik
reaksiyonlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Diatomlarda 6- ve e-CA'lar karbondioksit
fiksasyonunda ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Protozonlarda n-CA'larin rolii tam
olarak anlasilamamistir ancak de novo piirin/pirimidin biyosentetik yolaklara dahil
olabilecegi diisiiniilmektedir (13, 18-23). Karbonik anhidrazin en fazla bilinen ailesi alfa
ailesidir. Alfa ailesinin 16 izoenzimi vardir. Bunlar 13 aktif izoform ( CA I-VA, VB,
VI, VII, IX ve XII-XV ) ve 3 inaktif izoformdan ( VIII, X, XI ) olusur. CA I, 1, 111, VI
ve XIII sitozolde, CA 1V, IX, XII, X1V, XV hiicre membraninda, CA-VI salgisal,
CA-VA ve VB mitokondride bulunur. CA XV’in katalitik aktivitesinin diigiik oldugu ve
CA-1V ile benzer 6zelliklere sahip oldugu gozlenmistir. CA VIII, X, X1 izoenzimlerinin
de tiimorojen oldugu belirlenmistir. CA VA ve VB izoenzimleri hem omurgalilarda
hem de omurgasizlarda glukoneogenez ve lipogenez gibi siirecleri kapsar (11, 24).

o- CA izoenzimleri Tablo 1’de verilmistir.

CA'lar spesifik hiicre tiplerinde bulunan farkli izoformlarla her yerde bulunur.
Ornegin, CA | ve CA Il izoenzimleri kanda bol miktarda bulunan proteinlerdir. CA I,
IV, XII ve XIV izoenzimleri ¢6ziiniir maddelerin tasinmasi ve asit-baz dengesini yiiksek
oranda diizenleyen bobrekte bulunur. CA 1II iskelet kasinda ifade edilen baskin

izoformdur (6).



Tablo 1. a-CA ailesinin yerlesimi, aktivitesi ve islevi (Renner’dan 5)

Hiicreigi Izoenzim | Kcat (x 105) Islevi
Yerlesim (s-1) Bulundugu Dokular
* Solunum Kolon, Goz, Ter Bezi, Yag
| 2 * Asit/baz homeostazi Dokusu, Kan Hiicreleri
Sitozolik *» Solunum
I 14 * Asit/baz homeostazi | Biitin Dokular
] 0,1 * Metabolizma Yag Dokular, Iskelet Kasi,
* Oksidatif hasar Karaciger
* Nobetler Beyin, Kolon, Karaciger ve
A1 9,5 * Oksidatif hasar Iskelet Kasi
» Kanser
Akciger, Bobrek, Kalp,
X1 15 « Bilinmiyor Beyin, iskelet Kas1, Ureme
Organlari, Bagirsaklar
Sitozolik VIl --- * Motor fonksiyon Beyin
(CARPS) * Kanser ¢ogalmasi
X * CNS Merkezi Sinir Sistemi
--- * CNS
Xl * Kanser ¢ogalmasi Merkezi Sinir Sistemi
* Solunum
v 11 * Sperm hareketliligi Akciger, Bobrek
Membran * CNS tamponlama
bagimh * Gastrik homeostaz
IX 3,8 * Kanser ¢ogalmasi Mide, Kolon, Pankreas
* Hipoksi
* S1vi homeostazi
X1l 4.2 * Kanser ¢ogalmasi Bobrek
* Hipoksi
* Fotoreseptor
X1V 3.1 » Sinyalizasyon Beyin ve G6z
* CNS tamponlama
mXxV 47 * Bilinmiyor Bobrek
Mitokondriyal VA 2,9 « Ure sentezi
* Glukoneogenez Karaciger, Iskelet Kasi,
* Lipogenez Bobrek
VB 9,5 » Ure sentezi
* Glukoneogenez Biitlin Dokular
* Lipogenez
Salgisal VI 34 * Tat algilamasi

* Dis bosluklari

Tukirik Bezleri




4.2. Yag Dokusu

Yag dokusu gevsek bag dokusudur. Kollajen fiberleri gibi lif omurgasini igeren
ince hiicre katmani tabakasiyla ayrilmis yag hiicrelerinden (adipositler) olusur ve ¢ok
sayida damar bulundurur (25). Hiicre yapisi, yerlesimi, rengi, damarlanmasi ve
fonksiyonlarina gére beyaz ve kahverengi yag dokusu olmak iizere ikiye ayrilir. Beyaz
yag dokusu (WAT) eriskin kisilerde en fazla deri altinda, bobrek c¢evresinde, ve visseral
bolgede bulunur (2, 26). Kahverengi yag dokusu (BAT) ise ozellikle yeni doganlarda
bulunur. Mitokondri yoniinden zengin bir dokudur ve zamanla mitokondri miktar1 azalir
(2, 27, 28).

Yag dokusu olgun yag hiicrelerinin haricinde, makrofajlar, fibroblastlar, kan
hiicreleri, perisitler, preadipositler, az farklilasmis mezenkimal hiicreler (2) ve endotel
hiicrelerinden olusur (3, 29). Yag hiicreleri ¢aplarini genisletme yetenegine sahiptir.

Ancak yag hiicrelerinin hacminin genislemesi sinirsiz degildir (30).

WAT deri altina yerlesen (subkutan) yag doku, bagirsak ve bdobreklerin
¢evresinde bulunan (visseral) yag doku olarak iki temel depo bulunur (30). WAT ii¢
fonksiyona sahiptir. Serbest yag asitlerini trigliserit olarak depolar. Depolanmig
trigliseritleri gliserol ve serbest yag asitlerine déniistiiriir. Ozel biyolojik fonksiyonlara

sahip olan protein, hormon ve sitokinleri salgilar (2, 3).

WAT lipit damlacig: tek ve biiyilik bir damla (unilokiiler) seklinde bulunur. BAT
lipit damlacigir ise ¢ok damlacikli (multilokiiler) tipte bulunur. WAT’in damar
yapilanmasi kahverengi yag dokusundan farkli olarak daha az sayidadir. Ancak her bir

hiicresi en azindan bir kapilerle baglant1 kurmus haldedir (2, 3, 31).

Eskiden enerji depolama igin sadece pasif bir depo olarak goriilen yag dokusu,
giinimiizde genisleyen ve enerji agiginda lipidleri salgilayarak tepki gosteren yiiksek
oranda aktif bir endokrin ve metabolik yapi olarak kabul edilmektedir. Lipitleri
sistemik metabolik talep iizerine depolamak ve birakmak i¢in benzersiz olan bu
kapasite, adipositler ve adipoz doku fizyolojisinin hiicre biyolojisini tiim viicut

metabolizmasina baglar (30).



4.2.1. Beyaz Yag Dokusu Fonksiyonlar:

Beyaz yag dokusu temel olarak iic fonksiyona sahiptir. Serbest yag asitlerini
trigliserit (TG) olarak depolar. Depolamis oldugu TG’leri gliserol ve serbest yag
asitlerine dontistiiriir. Son olarak da, 6zel biyolojik fonksiyonlar1 olan adipokin adi
verilen proteinleri, hormonlar1 ve sitokinleri salgilar (2, 32). WAT taki trigliserit fazla
enerjinin depolanmig halidir. WAT metabolizmay1 etkileyen c¢ok sayida peptitleri
(hormon, biiytime faktorleri ve sitokinler), proteinleri (enzimleri, ekstraseliiler matriks
bilesenleri), ve lipitleri (yag asitleri ve tiirevler) trettigi i¢in endokrin organ olarak

diistinilir (3, 33).

Genellikle WAT iki temel depoya ayrilir. Derinin altina yerlesen yag doku ve
bagirsaklarin, bobreklerin ¢evresinde ve siganlarda gonadlarin gevresinde bulunan yag
dokudur. Ayrica kas iginde ve kas g¢evresinde az miktarda bulunan yag dokusu da

visseral yag dokusuna ornektir (2).

Yag dokulart normal agirliktaki erkeklerde viicut agirliginin % 15-20sini
olustururken, kadinlarda ise % 20-25’ini olusturmaktadir. Yiizeysel ve subkutan yag
dokusu insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik % 80’i olustururken, visseral yag

doku ise kalan % 20’sini olusturur (3, 31).

Obezite ile iligkili hastaliklarin (diyabet, kalp damar hastaliklari, insiilin direnci
gibi) gelismesinde, obezitede fazla miktarda yag birikiminin subkutan veya visseral

dokularda olup olmadig: ¢ok farkli etkilere sahiptir (2, 34).
4.2.2. Yag Dokusu ve Sinir Sistemi

Memelilerde, WAT yag pedleri denilen birden ¢ok subkutan ve visseral yag
dokusuna dagitilir. Sinir kokenli faktorler enerji homeostazisinin kontroliinii saglar.
Merkezi ve otonom sinir sistemleri tiim viicut i¢in enerji alimi, tiiketimi ve depolama
gibi farkli bilegenleri ve biitiin viicut enerjisini diizenlerler (3, 35). Otonom sinir sistemi
tarafindan yag dokularmin metabolik ve salgi kapasiteleri de kontrol edilmektedir.
Sempatik sinir sisteminin (SNS) beyaz adipositlerin apoptozunda, c¢ogalma ve

farklilasmanin kontroliinde etkili oldugunu gosteren ¢ok sayida kanit bulunmaktadir (4).

Baz1 gozlemler WAT’ 1n otonom sinir sisteminin sempatik uglarindaki sinir lifleriyle

donatildigimi gdstermistir. Bu katekolaminerjik liflerin baslangicta kan damarlariyla yakin



iliskide oldugu bunun da WAT taki kan akimina sempatik sinir sisteminin dahil olmasina
neden oldugu bildirilmistir. Daha sonraki arastirmalarda sempatik uc¢larin birgok yerinden

“en passant” tipte norepinefrin salgilanmasina izin verildigi goriilmistiir (4).

SNS'nin temel ve klasik olarak arastirilan norotransmitteri norepinefrin (NE) olup,
bu sinirler arasinda NE gibi diger norotransmitterleri de igerir ve salgilar; bu adipositler

tizerinde bulunan farkli reseptor alt tiplerini aktive ederek lipoliz kontrol edilir (4).

WAT’da, sempatik innervasyonun varhigi kanitlanmistir. Ancak parasempatik

innervasyonun olup olmadigi halen tartisilmaktadir (30).

Sempatik sinirler WAT'da lipolizi ya da BAT'da termojenezi tetikleyebilecek

merkezi sinir sistemi (CNS) regiilasyonu tiim viicut enerji dengesini diizenler (36).

SNS sinir uglart tarafindan salinan  norepinefrin  gibi  katekolamin
norotransmitterleri, lipolizin pozitif diizenleyicisidir. Duyusal néronlar gevresel bilgiyi,
SNS vasitasiyla gevresel dokulara bilgi aktararak enerji dengesini diizenlemek iizere
buna yanit veren CNS’ye iletirler. Vagal sinir iletimi CNS'ye gida alimin1 azaltmasini
ve enerji verimini artirmak i¢in farkli yollarla etkilesime girebilir. Enerji tliketimini

uyarmaya yardimci olabilecek nétrofik faktorlerin ekspresyonunu arttirir (36).

WAT’1 inerve eden sempatik sinir tellerinin cerrahi olarak kesilmesi
(denervasyon), glukoz alim hizim1 arttirir. Gliserolkinaz (GyK) aktivitesini ve
gliseroneogenez yolunu azalttir. Bunuda fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPCK)
aktivitesi ve piruvatin gliserol-TAG'a baglayarak yaptigi tahmin edilmektedir. Bu
veriler, WAT'ta gliserol-3-fosfat (G3P) yolaklarinin olusumunda bazal adrenerjik
uyarinin roliiniin plazma insiilin seviyeleri diisiik oldugunda daha belirgin hale geldigini

diistindiirmektedir (37).
4.2.3. Yag Dokusu ve Karbonik Anhidraz

Cesitli arastirmalar, CA III’tin en bol bulundugu dokunun, sitozolik proteinin
% 24 konsantrasyonuna sahip olan sicanin beyaz yag dokusu oldugunu géstermistir (6).
BAT, iskelet kasi ve karacigerde de olduk¢a bol miktarda bulunur. CA Ill, sitozolde
bulunan a-CA ailesindeki en yavas aktiviteye sahip izoenzimdir. Yag asidi sentezi igin
bikarbonat sagladig1 diistiniilmektedir. CA 11l Katalitik aktivitesi olmayan karbonik

anhidrazla baglh proteinler (CA-RP) gibi davranabilir veya fonksiyon degistirmek igin



proteinleri baglayabilir (5). Sican yag dokusunda temel islevi belli olmamasina ragmen,
CA III'iin asetil-CoA'y1 yag asitlerinin yapi tagi olan malonil-CoA'ya déniistiirmek igin
gerekli bikarbonat iyonu sagladigi varsayilmistir. Sican yag dokusundaki CA 11l
miktarinin ve etkinliginin obezite ile azalma nedeni bilinmemekle birlikte, CA Il
ekspresyonunun, yag dokusu metabolizmasini degistiren obezitede gdzlemlenen yiiksek
insiilin seviyeleri tarafindan dogrudan veya dolayli olarak diizenlendigi one
siriilmiistiir. Tokluk durumunda insiilin seviyesinde artts meydana gelir ve
sitoplazmada yeni yag asitleri iiretimi uyarilir. Insiilin ve CA III arasinda korelasyon
oldugundan dolayr CA III, de novo yaglh asit sentezi igin gerekli bikarbonati
saglayabilir. Bir arastirmada, obez farelerde leptin CA [II’tin ekspresyonunu
diigiirdigiinii gostermistir (6). Ancak bu goriis obez hayvanlarda CA Il seviyesinin
azalmasi ile ters diismektedir. Ciinkii bu hayvanlarda de novo yag asidi sentezi

artmaktadir ( 38).

CA I ve CA 1I yag dokusunda bulunan diger izoenzimlerdir ve CA Il en fazla
katalitik aktiviteye sahip izoenzim oldugu igin, yag asitlerinin yap1 tasi olan

malonil-CoA olusumunda bikarbonat saglayicisi olarak en biiyiik katkiyr saglar (39).

Son zamanlarda, obezite en sik karsilasilan metabolik hastalik haline gelmistir.
CA’lar yag asidi onciil bilesigini sentezlemede kullanildiklar1 i¢in CA inhibitorlerinin
antiobeziteye katki saglayabilecegi diisliniilmektedir. Yukarida 6zetlenen mekanizma,
yeni anti-obezite ilaglarinin gelistirilmesinde CA izoenzimlerini potansiyel hedef
yapmaktadir. Gergekten de, yeni nesil antiobezite ilaglarindan olan Qsymia’nin etken
maddelerinden biri CA inhibitérii olan topiramatdir. Ayrica CA inhibitori
stilfonamidlerin yag hiicresi kiiltiirlerinde lipogenezi azaltigini gosteren calismalar

vardir (40).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. GEREC
5.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve firetici firmalar1 hakkinda bilgi

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici firma
Metanol Sigma
Tris Ambresco
HEPES Ambresco
Etanol Sigma
EDTA Merck
Hidroklorik asit Sigma
Kloroform Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Merck
Tris-HCI Sigma
HCI Sigma
CO, gaz1 Erkuloglu

5.1.2. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeleri tiretici

firmalari ile birlikte Tablo 3’de listelenmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma
Vorteks Niive, NM 110
Santrifiij Eppendorf
Magnetik karistirici lkamag RH
Otomatik pipet,10-100 pL Eppendorf Research
Otomatik pipet,100-1000 pL Eppendorf Research
Otomatik pipet,1-5 mL Eppendorf Research
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Tablo 3 (Devam). Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma

pH metre Hanna Instruments

El homojenizatorii OMNI-Tissue Master 125
Saf su cihazi Agquatron 4 AD

Hassas analitik terazi Metler Toledo AB 204-S
Deney tiipleri SH&GLASS

Mikropleyt okuyucu VERSA max

Sogutmal santrifiij Allegra 64R Centrifuge
Calkalayic1 Niive SL 35

Derin dondurucu Thermo -86 °C

5.1.3. Kullanilan Hayvanlar

Calismamizda TUBITAK tarafindan desteklenen 114S147 nolu projede kullanilan
hayvanlardan alinan beyaz yag dokusu Ornekleri kullanilmistir. Yine ayni projeden
iiretilen ve Taghi AHMADI RENDI’nin yiiksek lisans tezinde bulunan ve bu tez
calismasinda da faydalanilacak veriler kaynak belirtilerek kullanilmistir (41). Projede
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilen Sprague-Dawley 1rk1 16 adet erkek 3-5 haftalik 100-150 g
agirh@inda siganlar kullanildi. Yapilan deneylerin tiimii Karadeniz Teknik Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2013/29 protokol (Ek 1. Etik Kurul Onay1)

numarali etik kurulu onay ile yapildi.
5.2. Yontem

Calismamizda kullanilan siganlar, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Calisma baslamadan once,
deney hayvanlar1 ayn1 yerde deneyler i¢in viicut agirliklarina gore dengeli bir sekilde
ayarlanarak 2 farkli grup olusturuldu ve 24 saatlik adaptasyon siiresince standart yem ile

beslendi. Calismada kullanilan yemler (D12450J) Research Diyet’ten satin alindi.
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5.2.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlar standart sigan yemi ile (D12450J) 24 saat siireyle beslendi. Yem ve su
ad libitum olarak verildi. Adaptasyon siiresi bittikten sonra siganlar rastgele her grupta 8

adet si¢gan olacak sekilde 2 gruba ayrildi ve tartim islemleri gerceklestirildi.

I.Grup: Batinlart agildi. Retroperitoneal yag dokusuna ulasildi. Ancak
denervasyon islemi yapilmadi (SD-) (kontrol grubu).

I1.Grup: Retroperitoneal yag dokusu iki tarafli denerve edildi (SD+).

Biitlin hayvanlara batin kapatilmadan once tek doz penisilin seyreltilerek batin i¢i
uygulandi. Toplam 70 giinliik beslenme periyodunun sonunda, siganlarin tartimi
gerceklestirildi ve 12 saatlik yemsiz bir periyod gecirdikten sonra sabah saatlerinde
dekapitasyon sakrifiye edildi. Batindan agilip her iki tarafta olan retroperitoneal yag

dokusunun tiimii ¢ikarilip hemen steril ependorflara konularak 6l¢iim yapilana kadar

-80°C’de saklandi.
5.2.2. Beyaz Yag Dokusu Homojenizasyon Yontemi Se¢imi

Retroperitoneal yag dokusu bobrek ile Karin zari arkasindaki bolgede bulunur.
Denervasyonla ilgili caligmalar daha ¢ok retroperitoneal yag dokusunda yapilmistir
(42,43). Bu sebeple bu ¢alismadaki 6l¢iimler iginde retroperitoneal yag dokusu tercih
edilmistir.

Yag dokusunda CA hidrataz aktivitesi ol¢iimii ile ilgili detayli bilgiler

bulunmamaktadir. CA’nin spesifik aktivitesinin en yiiksek oldugu ekstraksiyon

yontemini belirlemek i¢in, ti¢ farkli lipit ektraksiyon yontemi kullanilmistir.
5.2.2.1. Homojenizasyon Yontemi 1

Yaklasik 100 mg yag dokusu cam tiiplere alindi. 200 pL izolasyon tamponu
(100 mL 150 mM NacCl, 100 mL 0,2 mM EDTA ve 50 mM Tris-HCI igeren pH= 7.4)
ve 750 pL kloroform/metanol karigimi (2:1) ilave edilerek homojenize edildi.
Homojenatlar ependorflara aktarilarak 20 dk buzda bekletildikten sonra 250 uL
kloroform ve 250 pL saf su eklendi ve ependorflar vortekslendi. +4°C 15000 rpm’de 10
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iki faz gdzlendi. Ustteki siipernatan temiz

ependorfa aktarilarak CA 6lglimii i¢in hazir hale getirildi (44)
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zolasyon Tamponu Hazirlanmasi (pH=7.4): 0.61 g Tris, 0.87 g NaCl ve 0.07 g
EDTA tartilarak yaklasik 50 mL saf suda magnetik karistirict ile ¢éziinmesi saglandi.
Ardindan pH 7.4’e ayarlandi. Daha sonra balon jojeye aktarilarak hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.
5.2.2.2. Homojenizasyon Yontemi 2

Bir 6nceki homojenizasyon yontemi modifiye edilerek islem gergeklestirildi.
Yaklagik 100 mg yag dokusu cam tiiplere alindi. 200 pL 25 mM HEPES tamponu
(pH= 8.80) ¢ozeltisi iginde homojenize edildi. Homojenatlar ependorflara aktarildi ve
200 pL kloroform ilave edilerek +4°C de 15000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
ardindan iki faz gozlendi. Ustteki siipernatan fazi temiz ependorfa aktarilarak CA

Ol¢timii i¢in hazir hale getirildi.
5.2.2.3. Homojenizasyon Yontemi 3

Yaklasik 150 mg yag dokusu cam tiiplere alindi. 2 mL 25 mM soguk HEPES
tampon ¢ozeltisi (pH= 8.80) iginde homojenize edildi. Homojenatlar 3000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendikten sonra tiipiin {ist kisminda toplanan yag tabakasi uzaklastirildi. Yag
tabakasi altindaki stipernatandan 0.8 mL temiz bir ependorf tiipe aktarildi. Tiip igerisine
400 pL etanol/kloroform karisimi (sirasiyla 3:2 oraninda) ilave edildi. Elde edilen
¢ozelti vortekslenerek +4°C 15000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tlipte
olusan 3 fazdan en {iisteki siipernatan fazi temiz bir ependorf tiipe aktarildi. Aktarilan bu

cozelti vortekslenerek CA aktivite 6l¢iimiinde kullanildi (2).
5.2.3. Hidrataz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Hidrataz aktivitesi Wilbur- Anderson metodu modifiye edilerek potansiyometik
olarak ol¢iildii (45). Metodun prensibi ortamda substrat olarak bulunan karbondioksitin
hidrasyonu sonucu ortaya ¢ikan H”’nin ortamin pH’sin1 8.1°den 7.0’a diisiirmesi icin

gecen siirenin Ol¢iilmesine dayanmaktadir.

HEPES Tamponunun Hazirlanmas1 (25 mM pH= 8.80): 1.63 g HEPES
tartilarak yaklastk 150 mL saf suda magnetik karistirici ile ¢6ziinmesi saglandi.
Ardindan pH= 8.80’e ayarlandi. Daha sonra balon jojeye aktarilarak hacmi 250 mL’ye

tamamlandi.
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Doygun CO; Cozeltisi Hazirlanmasi: 250 mL saf sudan 45-60 dk boyunca CO2

gazi gecirilerek hazirlandi.

Reaksiyon i¢in; numunelerden 100 pL cam tiipe alindi ve iizerine soguk 2.4 mL
HEPES tamponu (25 mM pH= 8.8) ilave edildi. Reaksiyonun soguk ortamda
gerceklesmesi i¢in reaksiyon tiipii buz banyosu igerisine daldirildi. Reaksiyon doygun
CO; ¢ozeltisi ilavesiyle baslatildi. pH metrenin elektrodunun c¢evresi parafinle gaz
kacag1 olmayacak sekilde iyice sarilip reaksiyon tiipliniin igine yerlestirildi. pH’ nin
8.1°den 7.0’a diisiisti kronometre ile takip edildi. Tiim 6lgiimler en az ii¢ kez tekrarland1
ve gegen siirelerin ortalamasi kullanildi. CO; hidrataz aktivitesi enzim tiinitesi olarak

hesaplandi.

Kor deneme icin: Siipernatan elde edilisi etanol igerisinde gergeklestigi icin
800 uL 25mM HEPES (pH= 8.80) ve 160 pL etanol ¢ozeltisi karigimindan 100 pL cam
tiipe ilave edildi ve iizerine 2.4 mL HEPES ve 2.5 mL CO; ile doyurulmus buzlu saf su
ilave edilerek pH’nin 8.1°den 7.0’a diisiisii kronometre ile takip edildi. Ol¢iim ii¢ kez
tekrarland1 ve gecen siirelerin ortalamasi1 kullanildi. Enzim initesi (EU), enzimatik
olmayan reaksiyonlardaki pH degisim siiresi (t,) Ve enzimatik reaksiyonlarin pH
degisim stiresi (tc) olacak sekilde esitlik 1’deki formiil ile hesaplanir.

to—tc
tc

EU =

1)

5.2.4 Beyaz Yag Dokusunda Protein Tayini

Calismamizda doku protein tayini icin BCA kiti kullanildi. BCA Kkiti ile protein
testi Biiiret tepkimesine dayamr. Cu?*'nin bir alkali soliisyonunda protein tarafindan
Cu**'e indirgenir ve Bisinkoninik asit, indirgenmis bakir ile kenetlenerek, mor bir

reaksiyon kompleksi olusturarak 562 nm'de absorbsiyon verir.

BCA Kkiti kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart grafigi
Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2: Protein standart grafigi

5.2.5. istatistiksel Analiz

CA aktivite sonuglar, medyan ve interquartilite range olarak ifade edildi.
Gruplarin karsilastirilmast Mann-Whitney U testi ile yapildi. p< 0.05 istatistiksel olarak
anlamli  kabul edildi. Kullanilan potansiyometrik yontemin performansini

degerlendirmek igin % CV hesaplamasi yapildi (% CV =100 x SD / Mean).
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6. BULGULAR
6.1. Retroperitoneal Yag Dokusunda Norepinefrin Ol¢iimii Sonuclar

Denervasyon markoérii olan NE’nin, denerve edilmis gruplarda ciddi bir diisiisti
gozlendi ve diger gruplara gore anlaml fark belirlendi (p= 0.037). Sonuglar Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4. Deney gruplarinin retroperitoneal yag dokusundaki norepinefrin sonuglari (41)

Gruplar NE (ng/mL) / Retroperitoneal doku (g)
SD- 188.9 £28.2
SD+ 125.5+£37.3*

(Ahmadi Rendi’den, 41)
*SD+ grubu SD- grubuna gore p= 0.005 diizeyinde farklidir.

6.2. Retroperitoneal Yag Dokusunun Agirhik Olciimii Sonuglar

Biitiin gruplardaki hayvanlar sakrifiye edildikten sonra retroperitoneal yag
dokular1 tartildi ve gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p= 0.033). Gruplarin

retroperitoneal yag dokular1 agirlik ortalamalar1 Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Deney gruplarinin retroperitoneal yag dokularinin agirlik sonuglart (41)

Gruplar Sag Retroperitoneal doku Sol Retroperitoneal doku ort. (g)
ort. (g)
SD- 3.09+£0.96 3.05+0.97
SD+ 484 +1.51*% 459 £1.51*

(Ahmadi Rendi’den, 41)
Sag retroperitoneal yag dokusunda istatistiksel degerlendirme yapilmamistir.
*SD+ grubu SD- gurubuna gore p=0.038 diizeyinde farklidir.

6.3. Homojenizasyon Yonteminin Secimi

Calismamizda Wilbur-Anderson tarafindan gelistirilen potansiyometrik 6lgtiim
kriterlerine en uygun homojenizasyon yontemini belirlemek icin 3 farkli yontem

denenmistir.

1. Protein izolasyonu Bligh ve Dyer’in gelistirdigi yontemin (44) tampon karigimi
ile yag dokusu 15 sn boyunca Omni homojenizatorii ile homojenizasyon yapildi.

Potansiyometrik karbonik anhidraz olgiimiinde kor degeri ortalama 90 sn bunundu.
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Numunelerdeki 6l¢iimlerde ise bu deger ortalama 88 sn bulundu. Bu degerler birbirine

¢ok yakin oldugu i¢in CA aktivitesi 6l¢ctimiinde kullanilmada.

2. Protein izolasyonu i¢in HEPES tamponu ile yag dokusu 15 sn boyunca Omni
homojenizatorii ile homojenizasyon yapildi. Potansiyometrik CA 6l¢limiinde kor degeri
ortalama 112 sn bulundu. Numunelerdeki Slgiimlerde ise bu deger ortalama 109 sn
bulundu. Bu degerler birbirine ¢ok yakin oldugu i¢in CA aktivitesi Ol¢limiinde

kullanilmadi.

3. Protein izolasyonu i¢in HEPES tamponu ile yag dokusu 10 sn boyunca Omni
homojenizatorii ile homojenizasyon yapildiktan sonra kloroform etanol karigimi (3:2)
ile ekstrakte edildi. Potansiyomerik CA 6l¢iimiinde kor degeri ortalama 130 sn bulundu.
Numunelerdeki 6lglimlerde ise bu deger ortalama 109 sn bulundu. Koér ile numune
arasindaki fark potansiyometrik CA aktivite 6l¢timii igin yeterli olarak degerlendirildi.

Bu homojenizasyon yontemi tez ¢alismamizda kullanildi (2).
6.4. CA Aktivitesi Olciimii I¢cin Uygun Zaman Arahg Belirlenmesi

Karbonik anhidraz aktivitesi dl¢timii i¢in kullandigimiz HEPES Tamponunun pH
8.8’den 6.8’e kadar olan diisiisleri incelenmis ve 6l¢iim i¢in en uygun araligin pH= 8-7
oldugu goriilmiistiir. Ornek bir numunenin pH 8-7 arasindaki zamana baglh azalis

grafigi Sekil 3’te verilmistir. Ol¢iim ydnteminin % CV degeri % 5.7dir.

8,20
8,00
7,80
7,60

pH

7,40
y =-0,01x + 8,0847

7,20 R?=0,9994

7,00

6,80

0 20 40 60 80 100 120
Gegen siire (sn)

Sekil 3. Retroperitoneal yag dokusunda CA aktivitesi 6l¢iimiinde zamana baglh pH
Degisimi
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6.5. Denervasyonun Retroperitoneal Yag Dokusunda Karbonik Anhidraz
Aktivitesi Uzerine Etkileri

Retroperitoneal yag dokusunda yapilan CA aktivite Olgiimlerinde kontrol
grubundaki ratlarda CA aktivitesi 1.1 (0.82-1.41) U/mg protein olarak oOlglilmiistiir.
Denervasyon grubundaki ratlarda ise aktivite 1.75 (1.47-2.07) U/mg protein olarak
bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, bu farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu goriilmiistiir (p= 0.015). Elde edilen sonuglar Sekil 4 ‘te verilmistir.

3

2,5 -

2 -

1,5 -

1 A

CA Aktivitesi (U/mg)

SD- SD+

Sekil 4. Deney gruplarindaki CA aktivite sonuglari
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7. TARTISMA ve SONUC

Yag dokusu gevsek bag dokusu olarak siniflandirilir ve kollajen fiberleri gibi lif
omurgasini i¢eren ince hiicre katmani tabakasiyla ayrilmis yag hiicreleri olusur ve ¢ok
sayida damar bulundurur (23). Beyaz yag dokusu ii¢ fonksiyona sahiptir. Serbest yag
asitlerini trigliserit olarak depolama, depolanmis trigliseritleri gliserol ve serbest yag
asitlerine katalizleme ve 6zel biyolojik fonksiyonlar1 olan protein, hormon ve sitokinleri

salgilamaktir (24, 28).

Karbonik anhidraz canlilarda CO,’in hidrasyonu ve HCO;3;‘in dehidrasyonunu
katalizler (11). Elektrolitlerin tasinmasi, fizyolojik pH homeostazi, biyosentez olaylari
ve kalsifikasyon gibi bir¢cok fizyolojik olayda Onemli rol almaktadir (1). CA
izoenzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlar bir¢ok enzime (priivat karboksilaz,
asetil-CoA karboksilaz ve karbamoil fosfat senteta I ve II) bikarbonat saglar (14). CA
izoenzimlerinin  asetil-CoA'y1 yag asitlerinin yap1 tast olan malonil-CoA'ya

dontistiirmek icin gerekli bikarbonat iyonu sagladigi varsayilmistir (6).

Yag dokulariin metabolik ve salgi kapasiteleri de otonomik sinir sistemi
tarafindan kontrol edilmektedir (36). Yag dokusunda sinir kdkenli faktorler enerji
homeostazi kontroliinii saglar. Merkezi ve otonom sinir sistemleri tiim viicut i¢in enerji
alim, tiikketimi ve depolama gibi farkli bilesenleri ve biitiin viicut enerjisini diizenlerler
(3, 35). Yag dokusu iizerine otonom sinir sisteminin etkilerini incelemek igin sinir
liflerinin devre dis1 birakildig1 denervasyon yontemi kullanilmaktadir. Denerve edilmis
yag dokularinda obeziteye benzer sekilde hem adiposit sayisinin hem de biiytikliigliniin
arttigr gézlenmistir. Bu boyut artis1 triagilgliserol sentezinin arttirilmasiyla miimkiin
olmaktadir (7-9). WAT’1 innerve eden sempatik sinir tellerinin cerrahi olarak
kesilmesinin, glukoz alim hizin1 arttirdigini, ancak gliseroneogenez yolunu azalttigini

gostermektedir (37).

Sempatik sinir sisteminde denervasyonun basarisini gostermek igin, doku
norepinefrin miktart Slgiilmektedir. Sempatik uyarmin azalmasina bagli olarak yag
dokusundaki norepinefrin miktar1 azalmaktadir (46). Retroperitoneal yag dokusunda
yaptigimiz norepinefrin 6l¢iimlerinde gruplarda denervasyonun net bir sekilde
norepinefrin miktarin1 azalttigr gorilmistir (p=0.005, Bkz. Tablo 4). Ayrica

norepinefrin miktarimin baskilanmast SNS liflerinin kesilmesine bagli olarak
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denervasyonun yapildig1 retroperitoneal yag dokusunda denervasyonun yapilmadigi

gruba gore anlamli agirlik artislari tespit edildi (p= 0.038, Bkz. Tablo 5).

Literatiirde CA aktivitesinin yag dokusunda potansiyometrik olarak ol¢iildiigii bir
caligmaya rastlanmadi. Alver ve arkadaglar1 yag dokusu eksplantlarinda Tris tamponu
(pH= 7.2) kullanarak yaptiklart homojenizasyondan sonra Maren yontemi ile hidrataz
aktivitesi 6l¢gmiislerdir. Bu ¢calismada arastirmacilar lipitleri uzaklastirmak i¢in herhangi
bir ekstraksiyon yontemi kullanmamustir (47). Ancak yag dokusunda yapilan protein ve
enzim Ol¢iimlerinde ¢ogunlukla lipit interferansini engellemek i¢in apolar ¢oziiciilerle
lipit eksraksiyonu yapilmaktadir. Calismamizda CA aktivitesinin 6lgmek icin yag
dokusu homojenizasyonunda farkli yontemler kullanilmistir. Yag dokusu igerdigi
yiiksek lipit bileseni sebebiyle protein ve aktivite Olgiimlerinde interferanslara sebep
olmaktadir. Lipitlerin doku homojenatlarindan uzaklastirilmast icin genellikle

kloroform kullanilarak lipit ekstraksiyonunun yapildigi ¢alismalar bulunmaktadir (47).

Bu ¢alismada lipit ekstraksiyonu igin ii¢ yontem kullanilmistir. Homojenizasyon
yontemi 1°de lipitler izolasyon tamponu (150 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM Tris
pH= 7.4) ile homojenize edilerek kloroform/metanol karisimi ile ekstraksiyon yapildi.

Santrifiijiin ardindan siipernatan kismi1 CA 6l¢limii i¢in ayrildi.

Homojenizasyon yontemi 2’de lipitler pH=8.80 olan HEPES tamponu ile
homojenize edilerek kloroform ile ekstraksiyon yapildi. Santrifiijiin ardindan siipernatan

kismi1 CA 6l¢iimii i¢in ayrildi.

Homojenizasyon yontemi 3°de lipitler pH=8.80 olan HEPES tamponu ile
homojenize edilerek kloroform/etanol karisimi ile estraksiyon yapildi. Santrifiij

ardindan siipernatan kismi CA 6l¢iimii i¢in ayrildi.

Kor ile numune aktivitesi arasindaki fark bu ¢alismada enzimin ekstraksiyonunun
basarisinin bir Olciisii olarak kullanildi. Bu ii¢ yontemden CA aktivitesi Sl¢iimiinde
kullanilan potansiyometrik Olclimde kor Olglimii ile numune aktivitesi Ol¢limi

arasindaki en biiyiik farkin oldugu 3. yontem tercih edildi.

CA aktivitesi, enzimin hidrataz aktivitesi ve esteraz aktivitesini esas alan
yontemlerle Ol¢iilmektedir. Esteraz aktivitesi i¢in herhangi bir fizyolojik fonksiyon
tanimlanamamustir. Spektrofotometrik calismalara uygunlugundan dolay1r genellikle

inhibisyon c¢alismalarinda enzimin p-nitrofenili hidrolizledigi esteraz aktivitesi
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kullanilmaktadir. Hidrataz aktivitesi Ol¢limiinde ise ¢ogunlukla karbonik anhidrazca
olusturulan H"’nimn 6l¢iim ortamindaki pH diisiisiiniin bir indikatér kullanilarak takip
edilmesi esas1 kullanilmaktadir. Kullanilan inhibitorlerdeki farkliliklar, doéniim
noktasiin tespitindeki zorluklar ve inhibitdrlerin diisiik inhibisyon etkileri hidrataz
aktivitesinin kullanimini sinirlamaktadir (48). Wilbur-Anderson tarafindan gelistirilen
elektrometrik 6lgiimde ise hidrataz aktivitesindeki pH disiisii bir pH elektrotu ile takip
edilmektedir. Yukarida bahsedilen hidrataz aktivitesine ait sinirlamalarin tamami bu
yontemde ortadan kaldirilmistir. Potansiyometrik 6l¢iim hem fizyolojik olmasi hemde
boliimiimiizde daha 6nceden yapilan ¢alismalarda kullanilmis olmasi sebebiyle tercih

edildi. Sonuglarin hassasiyetini arttirmak i¢in her bir 6l¢iim {i¢ defa tekrar edildi (45).

Denerve edilen yag dokularinda yag dokusu kiitlesinin arttigi gézlenmistir (8). Bu
artista SNS baskilanmasina bagl olarak yag dokusundaki hiicre sayisi (adiposit sayist)
ve yag hiicrelerindeki TAG igerigi artmistir. Yag dokusunda o6zellikle diyetten sonra
kanda miktar1 artan silomikronlarin tasidigi ekzojen kaynakli lipitlerin lipoprotein lipaz
tarafindan hidrolizi ile agi@a cikan yag asitleri yag hiicresinde TAG sentezi igin
kullanilir. Bunun disinda daha az miktarda 6zellikle glukozun bol oldugu donemlerde
de novo sentezi ile asetil-CoA’dan sentezlenen yag asitleri de TAG sentezinde
kullanilir. De novo lipogeneze yeterli substratt saglamak igin asetil gruplarinin
mitokondriden sitozole tasinmasi gerekir. Fakat mitokondri membraninin asetil-CoA’ya
gecirgenligi yoktur. Bu tasinma asetil-CoA’nin okzaloasetatla birleserek sitrat
olusturmasi ile gergeklesir. Piriivat, bikarbonat ile piriivat karboksilaz enzimi sayesinde
karboksillenerek okzalata doniisiir. Bu olay icin gerekli olan bikarbonat karbonik
anhidraz izoenzimi olan CA VA veya VB tarafindan saglanir. Okzalatin asetil-CoA ile
reaksiyonu sonucunda olusan sitrat, trikarboksilik asit tagiyicilari ile sitozole taginir.
Burada sitrat ATP sitrat liyaz tarafindan asetil-CoA’ya doniistiiriiliir (reaksiyon sonunda
olusan okzalat dekarboksilasyon sonucu piriivata doniiserek piriivat tasiyicilar ile
mitokondriye tasinir). Asetil-COA de novo lipogenez i¢in sitozolde kullanilir. Asetil-
CoA, asetil-CoA karboksilaz ve bikarbonat ile malonil-CoA’ya doniisiir. Bu olay i¢gin
gereken bikarbonat CA 1l izoenzimi ile CO; ‘in bikarbonata doniisiimii ile saglanir. Bu
reaksiyonlarla yag zinciri uzatilir. Sonug olarak karbonik anhidraz izoenzimlerinin bir

kag1 yag asitleri biyosentezinde rol alir. Bu izoenzimler: mitokondride CA VA ve VB
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izoenzimleri (PC igin yeterli substrat saglar) ve sitozoldeki CA Il izoenzimidir (ACC

icin gereken substrati saglar).

Sonu¢ olarak, Retroperitoneal yag dokusunda yaptifimiz CA aktivitesi
Ol¢iimlerinde, denervasyona bagli grupta karbonik anhidraz aktivitesi kontrol
grubundaki aktivite degerlerine gore anlamli derecede arttigi goriildi (p= 0.015). Bu
artisin yag dokusunda artan TAG sentezini desteklemek amacli olabilecegi kanaatine

varildi.
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