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1.ÖZET 

Denervasyona Bağlı Retroperitoneal Yağ Dokusundaki Total Karbonik Anhidraz 

Aktivite DeğiĢikliklerinin Ġncelenmesi 

Karbonik anhidraz (CA, E.C. 4.2.1.1) bütün organizmalarda yaygın olarak 

bulunan ve aktif bölgesinde prostetik grup olarak Zn
2+

 ihtiva eden bir metaloproteindir. 

Canlılarda CO2‟in hidrasyonu ve HCO3
-
„ın dehidrasyonunu katalizler. Tüm 

organizmalarda, solunum ve karbondioksit/bikarbonat taşınımı, fizyolojik pH 

homeostazı, lipogenez ve üre sentezi gibi birçok fizyolojik olayda önemli görevler 

üstlenmektedir. Denerve edilmiş yağ dokularında hem adiposit sayısının hem de 

büyüklüğünün arttığı gözlenmiştir. Bu boyut artışı triaçilgliserol sentezinin 

arttırılmasıyla mümkün olmaktadır. Çalışmamızda, sempatik sinir sisteminin yağ 

dokusunda triaçilgliserol sentezi için öncül bileşiği sentezleyen karbonik anhidraz 

aktivitesi üzerine etkilerinin incelemesi amaçlanmıştır. Çalışmamızda, her grupta 8 adet 

100-150 g ağırlığında ve 3-5 haftalık Sprague Dawley ırkı sıçan bulunan 2 grup 

oluşturuldu. I. Grup: Batınları açıldı ve retroperitoneal yağ dokusuna denervasyon 

işlemi yapılmadı (SD-) (kontrol grubu). II. Grup: Retroperitoneal yağ dokusu iki taraflı 

denerve edildi (SD+). 10 haftalık diyet programı sonunda retroperitoneal yağ dokuları 

toplandı. Retroperitoneal yağ dokuları homojenize edildi ve doku CA hidrataz aktivitesi 

potansiyometrik yöntemle ölçüldü. Kontrol grubundaki ratlarda CA aktivitesi             

1.1 (0.82-1.41) U/mg protein olarak ölçüldü. Denervasyon grubunda CA aktivitesi  

1.75 (1.47-2.07) U/mg protein kontrol grubuna göre daha yüksek bulundu (p= 0.015). 

Sonuç olarak, sempatik sinir sistemi denervasyonunun retroperitoneal yağ dokusunda 

yağ asitlerinin sentezinde görev alan karbonik anhidraz aktivitesini arttırarak dokuda 

TG birikimine katkı sağlayabileceği kanaatine varıldı. 

Anahtar Sözcükler: Denervasyon, Karbonik Anhidraz, Sempatik Sinir Sistemi, 

                         Yağ Dokusu 
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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
2+

 as a prostatic group in active site. It catalyse the CO2 

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. 
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3.GĠRĠġ ve AMAÇ 

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) bütün organizmalarda yaygın olarak bulunan 

monomerik yapılı bir metaloenzimdir. Aktif bölgesinde Zn
+2

 iyonu ihtiva eder. 

Karbondioksitin (CO2) hidrasyonu, bikarbonatın da (HCO3
-
) dehidrasyon 

reaksiyonlarını dönüşümlü olarak katalizler. Elektrolitlerin taşınması, fizyolojik pH 

homeostazı, biyosentez olayları ve kalsifikasyon gibi birçok fizyolojik olayda önemli 

rol almaktadır (1). 

Yağ dokusu gevşek bir bağ dokusudur (2). Enerji homeostazisi kontrolünü 

sağlayan sinir kökenli faktörler yağ dokusunun metabolik ve salgı kapasitelerini 

düzenlerler. Özellikle otonom sinir sisteminin sempatik sinirleri bu kontrolde önemlidir 

(3, 4). Beyaz yağ dokusunun adrenerjik reseptörleri de lipolizi düzenlemede önemli rol 

oynamaktadır (5, 6). 

Sitozolde ve mitokondride bulunan CA izoenzimlerinin yağ asidi sentezinde 

asetil-CoA'yı yağ asitlerinin yapı taşı olan malonil-CoA'ya dönüştürmek için gerekli 

bikarbonat iyonu sağladığı ileri sürülmüştür (5, 6).  

Yağ dokusu üzerine otonom sinir sisteminin etkilerini incelemek için sinir 

liflerinin denervasyonu kullanılmaktadır. Denerve edilmiş yağ dokularında hem adiposit 

sayısının hem de büyüklüğünün arttığı gözlenmiştir. Bu boyut artışı triaçilgliserol 

sentezinin arttırılmasıyla mümkün olmaktadır (7-9). 

Bu çalışmada sempatik sinir sisteminin yağ dokusunda triaçilgliserol sentezi için 

gerekli yağ asitlerinin öncül bileşiği olan malonil-CoA‟nın sentezine bikarbonat 

sağlayan karbonik anhidraz aktivitesi üzerine etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 
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4.GENEL BĠLGĠLER 

4.1. Karbonik Anhidraz 

4.1.1. Karbonik Anhidraz ve Fizyolojik Önemi 

Karbonik anhidraz (CA, E.C. 4.2.1.1) bütün organizmalarda yaygın olarak 

bulunan ve aktif bölgesinde prostetik grup olarak Zn
2+

 ihtiva eden bir metaloproteindir. 

Zn
2+

 katyonu bir su ve üç histidin molekülüyle bağlanır (10). Yaklaşık 260 amino 

asitten oluşur ve 30 kDa ağırlığındadır. Canlılarda CO2‟in hidrasyonu ve HCO3
-
„ın 

dehidrasyonunu katalizler (11, 12). 

 

CO2 + H2O H2CO3 HCO3
-
 +  H

+
 

 

ġekil 1. Karbonik anhidrazın dönüşümlü reaksiyonu (11) 

Bu reaksiyon, bir katalizör olmadan da (Şekil 1) meydana gelebilir, ancak 

fizyolojik pH değerlerinde, CA substratlarının/reaksiyon ürünlerinin yeryüzündeki 

organizmaların çoğunda yer aldığı metabolik ihtiyaçları karşılamak için çok yavaştır 

(13). 

Enzim ailesi tüm organizmalarda, solunum ve karbondioksit/bikarbonat taşınımı, 

fizyolojik pH homeostazı, birçok doku ve organda elektrolit taşınımı, glukoneogenez, 

lipogenez ve üre sentezi gibi biyosentetik olaylarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, 

tümör oluşumu, idrar proliferasyonu ve farklılaşması, epileptogenez gibi birçok 

fizyolojik ve patolojik olayda önemli görevler üstlenmektedir (1, 10).  

4.1.2. Karbonik Anhidraz Ġzoenzimleri  

Bikarbonat tampon özelliğinden sonra karbonik anhidraz tarafından katalizlenen 

reaksiyonlar birçok enzime (prüvat karboksilaz (PC), asetil-CoA Karboksilaz (ACC) ve 

karbamoil fosfat sentetaz I ve II) bikarbonat sağlar.  

Karbonik anhidaz izoenzimlerinin birkaçı metabolik olaylarda önemlidir. Bu 

izoenzimler: yağ asiti sentezinde malonil-CoA‟yı oluşturmak üzere görev yapan    

asetil-CoA karboksilaz enzimi için gereken bikarbonatı sağlar. Glukoneogenez 

başlangıç basamağında kullanılan prüvat karboksilaz için gereken bikarbonatı sağlar 

CA 
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(14). Karbamoil fosfat sentetaz I üre sentezinde, karbamoil fosfat sentetaz II pirimidin 

biyosentezinde kullanılır ve bu enzimlerin ihtiyaç duyduğu bikarbonat CA tarafından 

sağlanır (14). 

Canlılarda bilinen 6 farklı CA ailesi vardır. Bunlar: , β, γ , δ, ε, η karbonik 

anhidrazlardır. α-CA (omurgalılar, bakteriler, algler ve yeşil bitkilerin sitoplazmasında), 

-CA (çoğunlukla bakteriler, algler, tek ve çift çenekli bitkilerin kloroplastlarında),      

-CA (temel olarak archealarda ve bazı bakterilerde),  ve ε-CA (bazı deniz 

diatomlarında) ve yakın zamanda bulunan ve η-CA türleri protozoada bulunur (15-17). 

Alglerin, bitkilerin ve bazı bakterin CA'ları fotosentez ve biyosentetik 

reaksiyonlarda önemli bir rol oynamaktadır. Diatomlarda δ- ve ε-CA'lar karbondioksit 

fiksasyonunda çok önemli bir rol oynamaktadır. Protozonlarda η-CA'ların rolü tam 

olarak anlaşılamamıştır ancak de novo pürin/pirimidin biyosentetik yolaklara dahil 

olabileceği düşünülmektedir (13, 18-23). Karbonik anhidrazın en fazla bilinen ailesi alfa 

ailesidir. Alfa ailesinin 16 izoenzimi vardır. Bunlar 13 aktif izoform ( CA I-VA, VB, 

VI, VII, IX ve XII-XV ) ve 3 inaktif izoformdan ( VIII, X, XI ) oluşur. CA I, II, III, VII 

ve XIII sitozolde, CA IV, IX, XII, XIV, XV hücre membranında, CA-VI salgısal,     

CA-VA ve VB mitokondride bulunur. CA XV‟in katalitik aktivitesinin düşük olduğu ve 

CA-IV ile benzer özelliklere sahip olduğu gözlenmiştir. CA VIII, X, XI izoenzimlerinin 

de tümörojen olduğu belirlenmiştir. CA VA ve VB izoenzimleri hem omurgalılarda 

hem de omurgasızlarda glukoneogenez ve lipogenez gibi süreçleri kapsar (11, 24).      

- CA izoenzimleri Tablo 1‟de verilmiştir. 

CA'lar spesifik hücre tiplerinde bulunan farklı izoformlarla her yerde bulunur. 

Örneğin, CA I ve CA II izoenzimleri kanda bol miktarda bulunan proteinlerdir. CA II, 

IV, XII ve XIV izoenzimleri çözünür maddelerin taşınması ve asit-baz dengesini yüksek 

oranda düzenleyen böbrekte bulunur. CA III iskelet kasında ifade edilen baskın 

izoformdur (6). 
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Tablo 1. -CA ailesinin yerleşimi, aktivitesi ve işlevi (Renner‟dan 5) 

Hücreiçi 

YerleĢim 

Ġzoenzim Kcat (x 105) 

(s-1) 

ĠĢlevi  

Bulunduğu Dokular 

 

 

 

Sitozolik 

 

I 

 

2 

• Solunum 

• Asit/baz homeostazı 

Kolon, Göz, Ter Bezi, Yağ 

Dokusu, Kan Hücreleri 

 

II 

 

14 

• Solunum 

• Asit/baz homeostazı 

 

Bütün  Dokular 

III 0,1 • Metabolizma 

• Oksidatif hasar 

Yağ Dokuları, İskelet Kası, 

Karaciğer 

 

VII 

 

9,5 

• Nöbetler 

• Oksidatif hasar 

• Kanser 

Beyin, Kolon, Karaciğer  ve 

İskelet Kası 

 

XIII 

 

1,5 

 

• Bilinmiyor  

Akciğer, Böbrek, Kalp, 

Beyin, İskelet Kası, Üreme 

Organları, Bağırsaklar 

Sitozolik 

(CARPS) 

VII --- • Motor fonksiyon 

• Kanser çoğalması 

Beyin 

X --- • CNS Merkezi  Sinir Sistemi 

 

XI 

--- • CNS 

• Kanser çoğalması 

 

Merkezi  Sinir Sistemi 

 

 

 

Membran 

bağımlı 

 

IV 

 

11 

• Solunum 

• Sperm hareketliliği 

• CNS tamponlama 

 

Akciğer, Böbrek 

 

IX 

 

3,8 

• Gastrik homeostaz 

• Kanser çoğalması 

• Hipoksi 
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4.2. Yağ Dokusu 

Yağ dokusu gevşek bağ dokusudur. Kollajen fiberleri gibi lif omurgasını içeren 

ince hücre katmanı tabakasıyla ayrılmış yağ hücrelerinden (adipositler) oluşur ve çok 

sayıda damar bulundurur (25). Hücre yapısı, yerleşimi, rengi, damarlanması ve 

fonksiyonlarına göre beyaz ve kahverengi yağ dokusu olmak üzere ikiye ayrılır. Beyaz 

yağ dokusu (WAT) erişkin kişilerde en fazla deri altında, böbrek çevresinde, ve visseral 

bölgede bulunur (2, 26). Kahverengi yağ dokusu (BAT) ise özellikle yeni doğanlarda 

bulunur. Mitokondri yönünden zengin bir dokudur ve zamanla mitokondri miktarı azalır 

(2, 27, 28). 

Yağ dokusu olgun yağ hücrelerinin haricinde, makrofajlar, fibroblastlar, kan 

hücreleri, perisitler, preadipositler, az farklılaşmış mezenkimal hücreler (2) ve endotel 

hücrelerinden oluşur (3, 29). Yağ hücreleri çaplarını genişletme yeteneğine sahiptir. 

Ancak yağ hücrelerinin hacminin genişlemesi sınırsız değildir (30).  

WAT deri altına yerleşen (subkutan) yağ doku, bağırsak ve böbreklerin 

çevresinde bulunan (visseral) yağ doku olarak iki temel depo bulunur (30). WAT üç 

fonksiyona sahiptir. Serbest yağ asitlerini trigliserit olarak depolar. Depolanmış 

trigliseritleri gliserol ve serbest yağ asitlerine dönüştürür. Özel biyolojik fonksiyonlara 

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

WAT lipit damlacığı tek ve büyük bir damla (uniloküler) şeklinde bulunur. BAT 

lipit damlacığı ise çok damlacıklı (multiloküler) tipte bulunur. WAT‟ın damar 

yapılanması kahverengi yağ dokusundan farklı olarak daha az sayıdadır. Ancak her bir 

hücresi en azından bir kapilerle bağlantı kurmuş haldedir (2, 3, 31). 

Eskiden enerji depolama için sadece pasif bir depo olarak görülen yağ dokusu, 

günümüzde genişleyen ve enerji açığında lipidleri salgılayarak tepki gösteren yüksek 

oranda aktif bir endokrin ve metabolik yapı olarak kabul edilmektedir.  Lipitleri 

sistemik metabolik talep üzerine depolamak ve bırakmak için benzersiz olan bu 

kapasite, adipositler ve adipoz doku fizyolojisinin hücre biyolojisini tüm vücut 

metabolizmasına bağlar (30). 

  



8 

 

4.2.1. Beyaz Yağ Dokusu Fonksiyonları 

Beyaz yağ dokusu temel olarak üç fonksiyona sahiptir. Serbest yağ asitlerini 

trigliserit (TG) olarak depolar. Depolamış olduğu TG‟leri gliserol ve serbest yağ 

asitlerine dönüştürür. Son olarak da, özel biyolojik fonksiyonları olan adipokin adı 

verilen proteinleri, hormonları ve sitokinleri salgılar (2, 32). WAT‟taki trigliserit fazla 

enerjinin depolanmış halidir. WAT metabolizmayı etkileyen çok sayıda peptitleri 

(hormon, büyüme faktörleri ve sitokinler), proteinleri (enzimleri, ekstraselüler matriks 

bileşenleri), ve lipitleri (yağ asitleri ve türevler) ürettiği için endokrin organ olarak 

düşünülür (3, 33). 

Genellikle WAT iki temel depoya ayrılır. Derinin altına yerleşen yağ doku ve 

bağırsakların, böbreklerin çevresinde ve sıçanlarda gonadların çevresinde bulunan yağ 

dokudur. Ayrıca kas içinde ve kas çevresinde az miktarda bulunan yağ dokusu da 

visseral yağ dokusuna örnektir (2). 

Yağ dokuları normal ağırlıktaki erkeklerde vücut ağırlığının % 15-20‟sini 

oluştururken, kadınlarda ise % 20-25‟ini oluşturmaktadır. Yüzeysel ve subkutan yağ 

dokusu insan vücudundaki yağ dokusunun yaklaşık % 80‟i oluştururken, visseral yağ 

doku ise kalan % 20‟sini oluşturur (3, 31). 

Obezite ile ilişkili hastalıkların (diyabet, kalp damar hastalıkları, insülin direnci 

gibi) gelişmesinde, obezitede fazla miktarda yağ birikiminin subkutan veya visseral 

dokularda olup olmadığı çok farklı etkilere sahiptir (2, 34). 

4.2.2. Yağ Dokusu ve Sinir Sistemi 

Memelilerde, WAT yağ pedleri denilen birden çok subkutan ve visseral yağ 

dokusuna dağıtılır. Sinir kökenli faktörler enerji homeostazisinin kontrolünü sağlar. 

Merkezi ve otonom sinir sistemleri tüm vücut için enerji alımı, tüketimi ve depolama 

gibi farklı bileşenleri ve bütün vücut enerjisini düzenlerler (3, 35). Otonom sinir sistemi 

tarafından yağ dokularının metabolik ve salgı kapasiteleri de kontrol edilmektedir. 

Sempatik sinir sisteminin (SNS) beyaz adipositlerin apoptozunda, çoğalma ve 

farklılaşmanın kontrolünde etkili olduğunu gösteren çok sayıda kanıt bulunmaktadır (4).  

Bazı gözlemler WAT‟ın otonom sinir sisteminin sempatik uçlarındaki sinir lifleriyle 

donatıldığını göstermiştir. Bu katekolaminerjik liflerin başlangıçta kan damarlarıyla yakın 
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ilişkide olduğu bunun da WAT‟taki kan akımına sempatik sinir sisteminin dahil olmasına 

neden olduğu bildirilmiştir. Daha sonraki araştırmalarda sempatik uçların birçok yerinden 

“en passant” tipte norepinefrin salgılanmasına izin verildiği görülmüştür (4).  

SNS'nin temel ve klasik olarak araştırılan nörotransmitteri norepinefrin (NE) olup, 

bu sinirler arasında NE gibi diğer nörotransmitterleri de içerir ve salgılar; bu adipositler 

üzerinde bulunan farklı reseptör alt tiplerini aktive ederek lipoliz kontrol edilir (4). 

WAT‟da, sempatik innervasyonun varlığı kanıtlanmıştır. Ancak parasempatik 

innervasyonun olup olmadığı halen tartışılmaktadır (30).  

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

merkezi sinir sistemi (CNS) regülasyonu tüm vücut enerji dengesini düzenler (36). 

SNS sinir uçları tarafından salınan norepinefrin gibi katekolamin 

nörotransmitterleri, lipolizin pozitif düzenleyicisidir. Duyusal nöronlar çevresel bilgiyi, 

SNS vasıtasıyla çevresel dokulara bilgi aktararak enerji dengesini düzenlemek üzere 

buna yanıt veren CNS‟ye iletirler. Vagal sinir iletimi CNS'ye gıda alımını azaltmasını 

ve enerji verimini artırmak için farklı yollarla etkileşime girebilir. Enerji tüketimini 

uyarmaya yardımcı olabilecek nötrofik faktörlerin ekspresyonunu arttırır (36). 

WAT‟ı inerve eden sempatik sinir tellerinin cerrahi olarak kesilmesi 

(denervasyon), glukoz alım hızını arttırır. Gliserolkinaz (GyK) aktivitesini ve 

gliseroneogenez yolunu azalttır. Bunuda fosfoenolpirüvat karboksilaz (PEPCK) 

aktivitesi ve piruvatın gliserol-TAG'a bağlayarak yaptığı tahmin edilmektedir. Bu 

veriler, WAT'ta gliserol-3-fosfat (G3P) yolaklarının oluşumunda bazal adrenerjik 

uyarının rolünün plazma insülin seviyeleri düşük olduğunda daha belirgin hale geldiğini 

düşündürmektedir (37). 

4.2.3. Yağ Dokusu ve Karbonik Anhidraz 

Çeşitli araştırmalar, CA III‟ün en bol bulunduğu dokunun, sitozolik proteinin      

% 24 konsantrasyonuna sahip olan sıçanın beyaz yağ dokusu olduğunu göstermiştir (6). 

BAT, iskelet kası ve karaciğerde de oldukça bol miktarda bulunur.   CA III, sitozolde 

bulunan α-CA ailesindeki en yavaş aktiviteye sahip izoenzimdir. Yağ asidi sentezi için 

bikarbonat sağladığı düşünülmektedir. CA III katalitik aktivitesi olmayan karbonik 

anhidrazla bağlı proteinler (CA-RP) gibi davranabilir veya fonksiyon değiştirmek için 
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proteinleri bağlayabilir (5). Sıçan yağ dokusunda temel işlevi belli olmamasına rağmen, 

CA III'ün asetil-CoA'yı yağ asitlerinin yapı taşı olan malonil-CoA'ya dönüştürmek için 

gerekli bikarbonat iyonu sağladığı varsayılmıştır. Sıçan yağ dokusundaki CA III 

miktarının ve etkinliğinin obezite ile azalma nedeni bilinmemekle birlikte, CA III 

ekspresyonunun, yağ dokusu metabolizmasını değiştiren obezitede gözlemlenen yüksek 

insülin seviyeleri tarafından doğrudan veya dolaylı olarak düzenlendiği öne 

sürülmüştür. Tokluk durumunda insülin seviyesinde artış meydana gelir ve 

sitoplazmada yeni yağ asitleri üretimi uyarılır. İnsülin ve CA III arasında korelasyon 

olduğundan dolayı CA III, de novo yağlı asit sentezi için gerekli bikarbonatı 

sağlayabilir. Bir araştırmada, obez farelerde leptin CA III‟ün ekspresyonunu 

düşürdüğünü göstermiştir (6). Ancak bu görüş obez hayvanlarda CA III seviyesinin 

azalması ile ters düşmektedir. Çünkü bu hayvanlarda de novo yağ asidi sentezi 

artmaktadır ( 38). 

  CA I ve CA II yağ dokusunda bulunan diğer izoenzimlerdir ve CA II en fazla 

katalitik aktiviteye sahip izoenzim olduğu için, yağ asitlerinin yapı taşı olan       

malonil-CoA oluşumunda bikarbonat sağlayıcısı olarak en büyük katkıyı sağlar (39).  

Son zamanlarda, obezite en sık karşılaşılan metabolik hastalık haline gelmiştir. 

CA‟lar yağ asidi öncül bileşiğini sentezlemede kullanıldıkları için CA inhibitörlerinin 

antiobeziteye katkı sağlayabileceği düşünülmektedir. Yukarıda özetlenen mekanizma, 

yeni anti-obezite ilaçlarının geliştirilmesinde CA izoenzimlerini potansiyel hedef 

yapmaktadır. Gerçekten de, yeni nesil antiobezite ilaçlarından olan Qsymia‟nın etken 

maddelerinden biri CA inhibitörü olan topiramatdır. Ayrıca CA inhibitörü 

sülfonamidlerin yağ hücresi kültürlerinde lipogenezi azaltığını gösteren çalışmalar 

vardır (40).  
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. GEREÇ 

5.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler ve üretici firmaları hakkında bilgi      

Tablo 2‟de verilmiştir.  

Tablo 2. Kullanılan kimyasal maddeler ve üretici firmalar 

Kullanılan Kimyasal Maddeler  Üretici firma 

Metanol  

Tris 

HEPES 

Etanol  

EDTA   

Hidroklorik asit 

Kloroform 

Sodyum klorür (NaCl) 

Tris-HCl  

HCl 

CO2 gazı 

Sigma  

Ambresco 

Ambresco 

Sigma 

Merck 

Sigma 

Sigma 

Merck  

Sigma 

Sigma 

Erkuloğlu  

 

5.1.2. Kullanılan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler 

Bu tez çalışmasında kullanılan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeleri üretici 

firmaları ile birlikte Tablo 3‟de listelenmiştir. 

Tablo 3. Kullanılan cihazlar, aletler ve malzemeler 

Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler Üretici Firma 

Vorteks 

Santrifüj 

Magnetik karıĢtırıcı 

Otomatik pipet,10-100 μL 

Otomatik pipet,100-1000 μL 

Otomatik pipet,1-5 mL 

Nüve, NM 110 

Eppendorf 

Ikamag RH 

Eppendorf Research 

Eppendorf Research 

Eppendorf Research 
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Tablo 3 (Devam). Kullanılan cihazlar, aletler ve malzemeler 

Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler Üretici Firma 

pH metre 

El homojenizatörü 

Saf su cihazı 

Hassas analitik terazi   

Deney tüpleri 

Mikropleyt okuyucu  

Soğutmalı santrifüj 

Çalkalayıcı 

Derin dondurucu 

Hanna Instruments 

OMNI-Tissue Master 125 

Aquatron 4 AD 

Metler Toledo AB 204-S 

SH&GLASS 

VERSA max 

Allegra 64R Centrifuge 

Nüve SL 35 

Thermo -86 ºC 

 

5.1.3. Kullanılan Hayvanlar 

Çalışmamızda TÜBİTAK tarafından desteklenen 114S147 nolu projede kullanılan 

hayvanlardan alınan beyaz yağ dokusu örnekleri kullanılmıştır. Yine aynı projeden 

üretilen ve Taghi AHMADİ RENDİ‟nin yüksek lisans tezinde bulunan ve bu tez 

çalışmasında da faydalanılacak veriler kaynak belirtilerek kullanılmıştır (41). Projede 

Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi Cerrahi Araştırma ve Uygulama 

Merkezinden temin edilen Sprague-Dawley ırkı 16 adet erkek 3-5 haftalık 100-150 g 

ağırlığında sıçanlar kullanıldı. Yapılan deneylerin tümü Karadeniz Teknik Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2013/29 protokol (Ek 1. Etik Kurul Onayı) 

numaralı etik kurulu onayı ile yapıldı.  

5.2. Yöntem 

Çalışmamızda kullanılan sıçanlar, Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Cerrahi Araştırma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Çalışma başlamadan önce, 

deney hayvanları aynı yerde deneyler için vücut ağırlıklarına göre dengeli bir şekilde 

ayarlanarak 2 farklı grup oluşturuldu ve 24 saatlik adaptasyon süresince standart yem ile 

beslendi. Çalışmada kullanılan yemler (D12450J) Research Diyet‟ten satın alındı. 
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5.2.1. ÇalıĢma Gruplarının OluĢturulması 

Sıçanlar standart sıçan yemi ile (D12450J) 24 saat süreyle beslendi. Yem ve su  

ad libitum olarak verildi. Adaptasyon süresi bittikten sonra sıçanlar rastgele her grupta 8 

adet sıçan olacak şekilde 2 gruba ayrıldı ve tartım işlemleri gerçekleştirildi. 

I.Grup: Batınları açıldı. Retroperitoneal yağ dokusuna ulaşıldı. Ancak 

denervasyon işlemi yapılmadı (SD-) (kontrol grubu).  

II.Grup: Retroperitoneal yağ dokusu iki taraflı denerve edildi (SD+).  

Bütün hayvanlara batın kapatılmadan önce tek doz penisilin seyreltilerek batın içi 

uygulandı. Toplam 70 günlük beslenme periyodunun sonunda, sıçanların tartımı 

gerçekleştirildi ve 12 saatlik yemsiz bir periyod geçirdikten sonra sabah saatlerinde 

dekapitasyon sakrifiye edildi. Batından açılıp her iki tarafta olan retroperitoneal yağ 

dokusunun tümü çıkarılıp hemen steril ependorflara konularak ölçüm yapılana kadar     

-80ºC‟de saklandı.  

5.2.2. Beyaz Yağ Dokusu Homojenizasyon Yöntemi Seçimi 

Retroperitoneal yağ dokusu böbrek ile karın zarı arkasındaki bölgede bulunur. 

Denervasyonla ilgili çalışmalar daha çok retroperitoneal yağ dokusunda yapılmıştır 

(42,43). Bu sebeple bu çalışmadaki ölçümler içinde retroperitoneal yağ dokusu tercih 

edilmiştir.  

Yağ dokusunda CA hidrataz aktivitesi ölçümü ile ilgili detaylı bilgiler 

bulunmamaktadır. CA‟nın spesifik aktivitesinin en yüksek olduğu ekstraksiyon 

yöntemini belirlemek için, üç farklı lipit ektraksiyon yöntemi kullanılmıştır. 

5.2.2.1. Homojenizasyon Yöntemi 1 

Yaklaşık 100 mg yağ dokusu cam tüplere alındı. 200 L izolasyon tamponu    

(100 mL 150 mM NaCl, 100 mL 0,2 mM EDTA ve 50 mM Tris-HCl içeren pH= 7.4) 

ve 750 L kloroform/metanol karışımı (2:1) ilave edilerek homojenize edildi. 

Homojenatlar ependorflara aktarılarak 20 dk buzda bekletildikten sonra 250 L 

kloroform ve 250 L saf su eklendi ve ependorflar vortekslendi. +4C 15000 rpm‟de 10 

dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında iki faz gözlendi. Üstteki süpernatan temiz 

ependorfa aktarılarak CA ölçümü için hazır hale getirildi (44) 
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Ġzolasyon Tamponu Hazırlanması (pH=7.4): 0.61 g Tris, 0.87 g NaCl ve 0.07 g 

EDTA tartılarak yaklaşık 50 mL saf suda magnetik karıştırıcı ile çözünmesi sağlandı. 

Ardından pH 7.4‟e ayarlandı. Daha sonra balon jojeye aktarılarak hacmi 100 mL‟ye 

tamamlandı. 

5.2.2.2. Homojenizasyon Yöntemi 2 

Bir önceki homojenizasyon yöntemi modifiye edilerek işlem gerçekleştirildi. 

Yaklaşık 100 mg yağ dokusu cam tüplere alındı. 200 L 25 mM HEPES tamponu   

(pH= 8.80) çözeltisi içinde homojenize edildi. Homojenatlar ependorflara aktarıldı ve 

200 L kloroform ilave edilerek +4C de 15000 rpm‟de 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj 

ardından iki faz gözlendi. Üstteki süpernatan fazı temiz ependorfa aktarılarak CA 

ölçümü için hazır hale getirildi.  

5.2.2.3. Homojenizasyon Yöntemi 3 

Yaklaşık 150 mg yağ dokusu cam tüplere alındı. 2 mL 25 mM soğuk HEPES 

tampon çözeltisi (pH= 8.80) içinde homojenize edildi. Homojenatlar 3000 rpm‟de 10 dk 

santrifüjlendikten sonra tüpün üst kısmında toplanan yağ tabakası uzaklaştırıldı. Yağ 

tabakası altındaki süpernatandan 0.8 mL temiz bir ependorf tüpe aktarıldı. Tüp içerisine 

400 μL etanol/kloroform karışımı (sırasıyla 3:2 oranında) ilave edildi. Elde edilen 

çözelti vortekslenerek +4
O
C 15000 rpm‟de 30 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası tüpte 

oluşan 3 fazdan en üsteki süpernatan fazı temiz bir ependorf tüpe aktarıldı. Aktarılan bu 

çözelti vortekslenerek CA aktivite ölçümünde kullanıldı (2).  

5.2.3. Hidrataz Aktivitesinin Ölçülmesi 

Hidrataz aktivitesi Wilbur- Anderson metodu modifiye edilerek potansiyometik 

olarak ölçüldü (45).  Metodun prensibi ortamda substrat olarak bulunan karbondioksitin 

hidrasyonu sonucu ortaya çıkan H
+
‟nın ortamın pH‟sını 8.1‟den 7.0‟a düşürmesi için 

geçen sürenin ölçülmesine dayanmaktadır. 

HEPES Tamponunun Hazırlanması (25 mM pH= 8.80): 1.63 g HEPES 

tartılarak yaklaşık 150 mL saf suda magnetik karıştırıcı ile çözünmesi sağlandı. 

Ardından pH= 8.80‟e ayarlandı. Daha sonra balon jojeye aktarılarak hacmi 250 mL‟ye 

tamamlandı. 
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Doygun CO2 Çözeltisi Hazırlanması: 250 mL saf sudan 45-60 dk boyunca CO2 

gazı geçirilerek hazırlandı. 

Reaksiyon için; numunelerden 100 μL cam tüpe alındı ve üzerine soğuk 2.4 mL 

HEPES tamponu (25 mM pH= 8.8) ilave edildi. Reaksiyonun soğuk ortamda 

gerçekleşmesi için reaksiyon tüpü buz banyosu içerisine daldırıldı. Reaksiyon doygun 

CO2 çözeltisi ilavesiyle başlatıldı. pH metrenin elektrodunun çevresi parafinle gaz 

kaçağı olmayacak şekilde iyice sarılıp reaksiyon tüpünün içine yerleştirildi. pH‟nın 

8.1‟den 7.0‟a düşüşü kronometre ile takip edildi. Tüm ölçümler en az üç kez tekrarlandı 

ve geçen sürelerin ortalaması kullanıldı. CO2 hidrataz aktivitesi enzim ünitesi olarak 

hesaplandı. 

Kör deneme için: Süpernatan elde edilişi etanol içerisinde gerçekleştiği için     

800 μL 25mM HEPES (pH= 8.80) ve 160 μL etanol çözeltisi karışımından 100 μL cam 

tüpe ilave edildi ve üzerine 2.4 mL HEPES ve 2.5 mL CO2
 
ile doyurulmuş buzlu saf su 

ilave edilerek pH‟nın 8.1‟den 7.0‟a düşüşü kronometre ile takip edildi. Ölçüm üç kez 

tekrarlandı ve geçen sürelerin ortalaması kullanıldı. Enzim ünitesi (EU), enzimatik 

olmayan reaksiyonlardaki pH değişim süresi (to) ve enzimatik reaksiyonların pH 

değişim süresi (tc) olacak şekilde eşitlik 1‟deki formül ile hesaplanır.  

   
     

  
                                                             (1) 

 

5.2.4 Beyaz Yağ Dokusunda Protein Tayini 

Çalışmamızda doku protein tayini için BCA kiti kullanıldı. BCA kiti ile protein 

testi Biüret tepkimesine dayanır. Cu
2+

'nın bir alkali solüsyonunda protein tarafından 

Cu
1+

'e indirgenir ve Bisinkoninik asit, indirgenmiş bakır ile kenetlenerek, mor bir 

reaksiyon kompleksi oluşturarak 562 nm'de absorbsiyon verir. 

BCA kiti kit protokolüne uygun şekilde yapılmıştır. Elde edilen standart grafiği 

Şekil 2‟de gösterilmiştir. 
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ġekil 2: Protein standart grafiği 

 

5.2.5. Ġstatistiksel Analiz  

CA aktivite sonuçlar, medyan ve interquartilite range olarak ifade edildi. 

Grupların karşılaştırılması Mann-Whitney U testi ile yapıldı. p< 0.05 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. Kullanılan potansiyometrik yöntemin performansını 

değerlendirmek için % CV hesaplaması yapıldı (% CV = 100 x SD / Mean). 
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6. BULGULAR 

6.1. Retroperitoneal Yağ Dokusunda Norepinefrin Ölçümü Sonuçları 

Denervasyon markörü olan NE‟nin, denerve edilmiş gruplarda ciddi bir düşüşü 

gözlendi ve diğer gruplara göre anlamlı fark belirlendi (p= 0.037). Sonuçlar Tablo 4‟de 

gösterilmiştir. 

Tablo 4. Deney gruplarının retroperitoneal yağ dokusundaki norepinefrin sonuçları (41) 

Gruplar NE (ng/mL) / Retroperitoneal doku (g) 

 

SD- 

 

SD+ 

 

188.9 ± 28.2 

 

125.5 ± 37.3* 

 
(Ahmadi Rendi‟den, 41) 

*SD+ grubu SD- grubuna göre p= 0.005 düzeyinde farklıdır. 

 

6.2. Retroperitoneal Yağ Dokusunun Ağırlık Ölçümü Sonuçları 

Bütün gruplardaki hayvanlar sakrifiye edildikten sonra retroperitoneal yağ 

dokuları tartıldı ve gruplar arasında anlamlı fark bulundu (p= 0.033). Grupların 

retroperitoneal yağ dokuları ağırlık ortalamaları Tablo 5‟de gösterilmiştir. 

Tablo 5. Deney gruplarının retroperitoneal yağ dokularının ağırlık sonuçları (41) 

Gruplar Sağ Retroperitoneal doku 

ort. (g) 

Sol Retroperitoneal doku ort. (g) 

 

SD- 

 

SD+ 

 

 

3.09 ± 0.96 

 

4.84 ± 1.51* 

 

 

3.05 ± 0.97 

 

4.59 ± 1.51* 

 
(Ahmadi Rendi‟den, 41) 

Sağ retroperitoneal yağ dokusunda istatistiksel değerlendirme yapılmamıştır. 

*SD+ grubu SD- gurubuna göre p=0.038 düzeyinde farklıdır. 

 

6.3. Homojenizasyon Yönteminin Seçimi  

Çalışmamızda Wilbur-Anderson tarafından geliştirilen potansiyometrik ölçüm 

kriterlerine en uygun homojenizasyon yöntemini belirlemek için 3 farklı yöntem 

denenmiştir.  

1. Protein izolasyonu Bligh ve Dyer‟in geliştirdiği yöntemin (44) tampon karışımı 

ile yağ dokusu 15 sn boyunca Omni homojenizatörü ile homojenizasyon yapıldı. 

Potansiyometrik karbonik anhidraz ölçümünde kör değeri ortalama 90 sn bunundu. 



18 

 

Numunelerdeki ölçümlerde ise bu değer ortalama 88 sn bulundu. Bu değerler birbirine 

çok yakın olduğu için CA aktivitesi ölçümünde kullanılmadı. 

2. Protein izolasyonu için HEPES tamponu ile yağ dokusu 15 sn boyunca Omni 

homojenizatörü ile homojenizasyon yapıldı. Potansiyometrik CA ölçümünde kör değeri 

ortalama 112 sn bulundu. Numunelerdeki ölçümlerde ise bu değer ortalama 109 sn 

bulundu. Bu değerler birbirine çok yakın olduğu için CA aktivitesi ölçümünde 

kullanılmadı. 

3. Protein izolasyonu için HEPES tamponu ile yağ dokusu 10 sn boyunca Omni 

homojenizatörü ile homojenizasyon yapıldıktan sonra kloroform etanol karışımı (3:2) 

ile ekstrakte edildi. Potansiyomerik CA ölçümünde kör değeri ortalama 130 sn bulundu. 

Numunelerdeki ölçümlerde ise bu değer ortalama 109 sn bulundu. Kör ile numune 

arasındaki fark potansiyometrik CA aktivite ölçümü için yeterli olarak değerlendirildi. 

Bu homojenizasyon yöntemi tez çalışmamızda kullanıldı (2).  

6.4. CA Aktivitesi Ölçümü Ġçin Uygun Zaman Aralığı Belirlenmesi 

Karbonik anhidraz aktivitesi ölçümü için kullandığımız HEPES Tamponunun pH 

8.8‟den 6.8‟e kadar olan düşüşleri incelenmiş ve ölçüm için en uygun aralığın pH= 8-7 

olduğu görülmüştür. Örnek bir numunenin pH 8-7 arasındaki zamana bağlı azalış 

grafiği Şekil 3‟te verilmiştir. Ölçüm yönteminin % CV değeri % 5.7dir. 

  

ġekil 3. Retroperitoneal yağ dokusunda CA aktivitesi ölçümünde zamana bağlı pH 
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6.5. Denervasyonun Retroperitoneal Yağ Dokusunda Karbonik Anhidraz 

       Aktivitesi Üzerine Etkileri 

Retroperitoneal yağ dokusunda yapılan CA aktivite ölçümlerinde kontrol 

grubundaki ratlarda CA aktivitesi 1.1 (0.82-1.41) U/mg protein olarak ölçülmüştür. 

Denervasyon grubundaki ratlarda ise aktivite 1.75 (1.47-2.07) U/mg protein olarak 

bulunmuştur. Yapılan istatistiksel analizler sonucunda, bu farkın istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu görülmüştür (p= 0.015). Elde edilen sonuçlar Şekil 4 „te verilmiştir.  

 

ġekil 4. Deney gruplarındaki CA aktivite sonuçları 
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7. TARTIġMA ve SONUÇ 

Yağ dokusu gevşek bağ dokusu olarak sınıflandırılır ve kollajen fiberleri gibi lif 

omurgasını içeren ince hücre katmanı tabakasıyla ayrılmış yağ hücreleri oluşur ve çok 

sayıda damar bulundurur (23). Beyaz yağ dokusu üç fonksiyona sahiptir. Serbest yağ 

asitlerini trigliserit olarak depolama, depolanmış trigliseritleri gliserol ve serbest yağ 

asitlerine katalizleme ve özel biyolojik fonksiyonları olan protein, hormon ve sitokinleri 

salgılamaktır (24, 28). 

Karbonik anhidraz canlılarda CO2‟in hidrasyonu ve HCO3
-
„ın dehidrasyonunu 

katalizler (11). Elektrolitlerin taşınması, fizyolojik pH homeostazı, biyosentez olayları 

ve kalsifikasyon gibi birçok fizyolojik olayda önemli rol almaktadır (1). CA 

izoenzimleri tarafından katalizlenen reaksiyonlar birçok enzime (prüvat karboksilaz, 

asetil-CoA karboksilaz ve karbamoil fosfat senteta I ve II) bikarbonat sağlar (14). CA 

izoenzimlerinin asetil-CoA'yı yağ asitlerinin yapı taşı olan malonil-CoA'ya 

dönüştürmek için gerekli bikarbonat iyonu sağladığı varsayılmıştır (6). 

Yağ dokularının metabolik ve salgı kapasiteleri de otonomik sinir sistemi 

tarafından kontrol edilmektedir (36).  Yağ dokusunda sinir kökenli faktörler enerji 

homeostazi kontrolünü sağlar. Merkezi ve otonom sinir sistemleri tüm vücut için enerji 

alımı, tüketimi ve depolama gibi farklı bileşenleri ve bütün vücut enerjisini düzenlerler 

(3, 35). Yağ dokusu üzerine otonom sinir sisteminin etkilerini incelemek için sinir 

liflerinin devre dışı bırakıldığı denervasyon yöntemi kullanılmaktadır. Denerve edilmiş 

yağ dokularında obeziteye benzer şekilde hem adiposit sayısının hem de büyüklüğünün 

arttığı gözlenmiştir. Bu boyut artışı triaçilgliserol sentezinin arttırılmasıyla mümkün 

olmaktadır (7-9). WAT‟ı innerve eden sempatik sinir tellerinin cerrahi olarak 

kesilmesinin, glukoz alım hızını arttırdığını, ancak gliseroneogenez yolunu azalttığını 

göstermektedir (37).  

Sempatik sinir sisteminde denervasyonun başarısını göstermek için, doku 

norepinefrin miktarı ölçülmektedir. Sempatik uyarının azalmasına bağlı olarak yağ 

dokusundaki norepinefrin miktarı azalmaktadır (46). Retroperitoneal yağ dokusunda 

yaptığımız norepinefrin ölçümlerinde gruplarda denervasyonun net bir şekilde 

norepinefrin miktarını azalttığı görülmüştür (p=0.005, Bkz. Tablo 4). Ayrıca 

norepinefrin miktarının baskılanması SNS liflerinin kesilmesine bağlı olarak 
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denervasyonun yapıldığı retroperitoneal yağ dokusunda denervasyonun yapılmadığı 

gruba göre anlamlı ağırlık artışları tespit edildi (p= 0.038, Bkz. Tablo 5). 

Literatürde CA aktivitesinin yağ dokusunda potansiyometrik olarak ölçüldüğü bir 

çalışmaya rastlanmadı. Alver ve arkadaşları yağ dokusu eksplantlarında Tris tamponu 

(pH= 7.2) kullanarak yaptıkları homojenizasyondan sonra Maren yöntemi ile hidrataz 

aktivitesi ölçmüşlerdir. Bu çalışmada araştırmacılar lipitleri uzaklaştırmak için herhangi 

bir ekstraksiyon yöntemi kullanmamıştır (47). Ancak yağ dokusunda yapılan protein ve 

enzim ölçümlerinde çoğunlukla lipit interferansını engellemek için apolar çözücülerle 

lipit eksraksiyonu yapılmaktadır. Çalışmamızda CA aktivitesinin ölçmek için yağ 

dokusu homojenizasyonunda farklı yöntemler kullanılmıştır. Yağ dokusu içerdiği 

yüksek lipit bileşeni sebebiyle protein ve aktivite ölçümlerinde interferanslara sebep 

olmaktadır. Lipitlerin doku homojenatlarından uzaklaştırılması için genellikle 

kloroform kullanılarak lipit ekstraksiyonunun yapıldığı çalışmalar bulunmaktadır (47). 

Bu çalışmada lipit ekstraksiyonu için üç yöntem kullanılmıştır. Homojenizasyon 

yöntemi 1‟de lipitler izolasyon tamponu (150 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM Tris 

pH= 7.4) ile homojenize edilerek kloroform/metanol karışımı ile ekstraksiyon yapıldı. 

Santrifüjün ardından süpernatan kısmı CA ölçümü için ayrıldı. 

Homojenizasyon yöntemi 2‟de lipitler pH=8.80 olan HEPES tamponu ile 

homojenize edilerek kloroform ile ekstraksiyon yapıldı. Santrifüjün ardından süpernatan 

kısmı CA ölçümü için ayrıldı. 

Homojenizasyon yöntemi 3‟de lipitler pH=8.80 olan HEPES tamponu ile 

homojenize edilerek kloroform/etanol karışımı ile estraksiyon yapıldı. Santrifüj 

ardından süpernatan kısmı CA ölçümü için ayrıldı. 

Kör ile numune aktivitesi arasındaki fark bu çalışmada enzimin ekstraksiyonunun 

başarısının bir ölçüsü olarak kullanıldı. Bu üç yöntemden CA aktivitesi ölçümünde 

kullanılan potansiyometrik ölçümde kör ölçümü ile numune aktivitesi ölçümü 

arasındaki en büyük farkın olduğu 3. yöntem tercih edildi.  

CA aktivitesi, enzimin hidrataz aktivitesi ve esteraz aktivitesini esas alan 

yöntemlerle ölçülmektedir. Esteraz aktivitesi için herhangi bir fizyolojik fonksiyon 

tanımlanamamıştır. Spektrofotometrik çalışmalara uygunluğundan dolayı genellikle 

inhibisyon çalışmalarında enzimin p-nitrofenili hidrolizlediği esteraz aktivitesi 
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kullanılmaktadır. Hidrataz aktivitesi ölçümünde ise çoğunlukla karbonik anhidrazca 

oluşturulan H
+
‟nın ölçüm ortamındaki pH düşüşünün bir indikatör kullanılarak takip 

edilmesi esası kullanılmaktadır. Kullanılan inhibitörlerdeki farklılıklar, dönüm 

noktasının tespitindeki zorluklar ve inhibitörlerin düşük inhibisyon etkileri hidrataz 

aktivitesinin kullanımını sınırlamaktadır (48). Wilbur-Anderson tarafından geliştirilen 

elektrometrik ölçümde ise hidrataz aktivitesindeki pH düşüşü bir pH elektrotu ile takip 

edilmektedir. Yukarıda bahsedilen hidrataz aktivitesine ait sınırlamaların tamamı bu 

yöntemde ortadan kaldırılmıştır. Potansiyometrik ölçüm hem fizyolojik olması hemde 

bölümümüzde daha önceden yapılan çalışmalarda kullanılmış olması sebebiyle tercih 

edildi. Sonuçların hassasiyetini arttırmak için her bir ölçüm üç defa tekrar edildi (45). 

Denerve edilen yağ dokularında yağ dokusu kütlesinin arttığı gözlenmiştir (8). Bu 

artışta SNS baskılanmasına bağlı olarak yağ dokusundaki hücre sayısı (adiposit sayısı) 

ve yağ hücrelerindeki TAG içeriği artmıştır. Yağ dokusunda özellikle diyetten sonra 

kanda miktarı artan şilomikronların taşıdığı ekzojen kaynaklı lipitlerin lipoprotein lipaz 

tarafından hidrolizi ile açığa çıkan yağ asitleri yağ hücresinde TAG sentezi için 

kullanılır. Bunun dışında daha az miktarda özellikle glukozun bol olduğu dönemlerde    

de novo sentezi ile asetil-CoA‟dan sentezlenen yağ asitleri de TAG sentezinde 

kullanılır. De novo lipogeneze yeterli substratı sağlamak için asetil gruplarının 

mitokondriden sitozole taşınması gerekir. Fakat mitokondri membranının asetil-CoA‟ya 

geçirgenliği yoktur. Bu taşınma asetil-CoA‟nın okzaloasetatla birleşerek sitrat 

oluşturması ile gerçekleşir. Pirüvat, bikarbonat ile pirüvat karboksilaz enzimi sayesinde 

karboksillenerek okzalata dönüşür. Bu olay için gerekli olan bikarbonat karbonik 

anhidraz izoenzimi olan CA VA veya VB tarafından sağlanır. Okzalatın asetil-CoA ile 

reaksiyonu sonucunda oluşan sitrat, trikarboksilik asit taşıyıcıları ile sitozole taşınır. 

Burada sitrat ATP sitrat liyaz tarafından asetil-CoA‟ya dönüştürülür (reaksiyon sonunda 

oluşan okzalat dekarboksilasyon sonucu pirüvata dönüşerek pirüvat taşıyıcıları ile 

mitokondriye taşınır). Asetil-CoA de novo lipogenez için sitozolde kullanılır. Asetil-

CoA, asetil-CoA karboksilaz ve bikarbonat ile malonil-CoA‟ya dönüşür. Bu olay için 

gereken bikarbonat CA II izoenzimi ile CO2 „in bikarbonata dönüşümü ile sağlanır. Bu 

reaksiyonlarla yağ zinciri uzatılır. Sonuç olarak karbonik anhidraz izoenzimlerinin bir 

kaçı yağ asitleri biyosentezinde rol alır. Bu izoenzimler: mitokondride CA VA ve VB 
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izoenzimleri (PC için yeterli substrat sağlar) ve sitozoldeki CA II izoenzimidir (ACC 

için gereken substratı sağlar). 

Sonuç olarak, Retroperitoneal yağ dokusunda yaptığımız CA aktivitesi 

ölçümlerinde, denervasyona bağlı grupta karbonik anhidraz aktivitesi kontrol 

grubundaki aktivite değerlerine göre anlamlı derecede arttığı görüldü (p= 0.015). Bu 

artışın yağ dokusunda artan TAG sentezini desteklemek amaçlı olabileceği kanaatine 

varıldı. 
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