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1. OZET

Retroperitoneal Yag Dokusunda Farklh Homojenizasyon Yontemlerinin

Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Beyaz yag dokusu, fazlalik enerjinin depolandigi 6nemli bir endokrin ve
metabolik organdir. Obezite, diyabet ve inflamatuar hastaliklar gibi ¢esitli patolojik
kosullarla iligkili yeni molekiiler mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasinda beyaz yag
dokusu biiyiikk degere sahiptir. Obezite, yag dokusundaki oksidan-antioksidan
dengesinin bozulmasiyla artan oksidatif stres ve beraberinde olusan diisiik dereceli
inflamasyon ile karakterize olan metabolik bir bozukluktur. Stperoksit dismutaz
(SOD), reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve ozellikle siiperoksit anyon radikallerine karsi
antioksidan savunma sistemlerinin ilk ve en 6nemli ¢izgisidir. Yag dokusunun protein
iceriginin olduk¢a diisik olmasi ve izolasyonunun giicliigii birbirinden farkli
homojenizasyon yoOntemlerinin uygulanmasina sebep olmustur. Caligmamizda,
retroperitoneal yag dokusunda farkli protein izolasyon yontemlerinin kullanilmasinin
SOD aktivitesi iizerine etkisinin incelenmesi ile Sun ve Oberley yontemi igin gerekli
sartlarin ortaya konulmasi amaglanmistir. Sigandan retroperitoneal yag dokusu temin
edilip ti¢ farkli homojenizayon yontemi igin kullanildi. Homojenizasyon 1 (H1)’de
lipidleri uzaklastirmak i¢in organik ¢oziicli olarak Kloroform/metanol, homojenizasyon
2 (H2)’de etanol/kloroform ve homojenizasyon 3 (H3)’de ise sadece kloroform
kullanildi. Homojenizasyonun ardindan doku SOD aktivitesi Olciildii. Yapilan
istatistiksel degerlendirmeler sonucunda H1 yonteminin ortalama spesifik aktivite
degerleri diger iki yonteme gore daha biiyiik bulundu (p=0.009). Sonug olarak, yag
dokusunda SOD aktivite tayininde kullanilabilecek ti¢ farkli homojenizasyon yontemi
karsilastirildiginda, polar karakterli metonoliin kullanildigi ve soguk ortamin devam

ettigi H1 yonteminin SOD aktivitesi tayininde daha etkili oldugu kanaatine varildi.

Anahtar sozciikler: Homojenizasyon, Obezite, Oksidatif stres, Siiperoksit dismutaz,

Yag dokusu



2. SUMMARY

The Effect of Different Homogenization Methods on Superoxide Dismutase
Activity in Retroperitoneal Fat Tissue

White adipose tissue is an important endocrine and metabolic organ in which
redundant energy is stored. White adipose tissue has great value in detecting new
molecular mechanisms associated with various pathological conditions such as diabetes
and inflammatory diseases. Obesity is a metabolic disorder characterized by oxidative
stress and impaired low-grade inflammation caused by the deterioration of oxidant-
antioxidant balance in adipose tissue. Superoxide dismutases (SOD) are the first and
most important line of antioxidant defense systems against reactive oxygen
species(ROS) and especially superoxide anion radicals. Due to the low protein content
of adipose tissue and the difficulty of isolation different homogenization methods have
been proposed. Our study was designed to investigate the effect of the protein isolation
methods on SOD activity in different retroperitoneal fat tissues. Besides we aimed to
determine the conditions necessary for the Sun and Oberley method. Retroperitoneal
adipose tissue was obtained from the rat and used for three different homogenization
methods. In homogenization 1 (H1), chloroform/methanol was used as organic solvent
to remove lipids, ethanol/chloroform in homogenization 2 (H2) and chloroform in
homogenization 3 (H3). Tissue SOD activity was measured after homogenization. As a
result of the statistical evaluations, mean specific activity values of H1 method were
found to be higher than the other two methods (p=0.009). Consequently, when
comparing three different homogenization methods that can be used in the
determination of SOD activity in adipose tissue, it was concluded that the H1 method,
which uses polar character and the cold environment, is more effective in determining
SOD activity.

Keywords: Fat tissue, Homogenization, Obesity, Oxidative stress, Superoxide

dismutase



3. GIRIS ve AMAC

Adipoz doku aktif bir endokrin organ ve viicudun ana enerji deposu olarak kabul
edilmektedir. Organizma igin olduk¢a Onemli olan biyoaktif maddeler ile pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar faktorler bu doku tarafindan tretilir ve salgilanir (1). Bu

inflamatuar siirecte beyaz yag dokusu metabolik olarak daha aktif olup daha fazla 6ne
¢ikmaktadir (2).

Yag dokusundaki kronik inflamasyonun obeziteye bagli metabolik
disfonksiyonun gelismesinde kritik rolii vardir (1). Adipoz dokunun genislemesi ve
adipoz doku fonksiyon bozuklugunun neden oldugu adipokinlerin diizensiz iiretimi veya
salgilanmasit obezite ile iliskili metabolik hastaliklarin gelismesine katkida

bulunmaktadir (3).

Alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi nedeniyle yag dokusu artisi
olarak tanimlanan obezite, bir¢ok problemi beraberinde getiren, yayginligi diinyada ve
tilkemizde gittik¢e artan ciddi bir saglik problemidir. Obezite sonucu artan metabolik
yiik nedeniyle metabolik yolaklarda asir1 bir faaliyet gergeklesir. Bunun sonucunda da
serbest radikal tiirlerinde artits meydana gelir ve bu da oksidatif strese neden olur.
Serbest radikallerin neden oldugu zararli etkileri ortadan kaldirmak igin hiicrenin

antioksidan savunma sistemi ve disaridan besinlerle alinan antioksidanlar devreye girer
(4).

Siiperoksit dismutaz (SOD), canli hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyan
baslica antioksidan savunma enzimidir. Memelilerde sitoplazmik Cu/ZnSOD (SOD1),
mitokondriyal MnSOD (SOD2) ve hiicre disi Cu/ZnSOD (SOD3) seklinde i¢ SOD
izoformundan olusur. Her bir izoform aktif bdlgelerinde bulunan metal kofaktorleri

sayesinde Oz - H20, doniistimiinii katalize etmektedir (5).

Yag dokusu, yiiksek yag icerigine sahip oldugu ve protein miktar1 toplam doku
kiitlesinin %2'sinden daha az oldugu i¢in beyaz yag dokusu proteinlerinin izolasyonu ve
analizi analitik olarak zorlayicidir (6). Bu ¢alismada, retroperitoneal yag dokusunda Sun
ve Oberley yontemiyle yapilan SOD aktivite tayininde kullanilabilecek literatiirlerde
gecen li¢ farkli homojenizasyon yontemi karsilastirilip siiperoksit dismutaz dl¢timii igin

gerekli sartlarin ortaya konulmasi amaclanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Yag Dokusu

Yag dokusu lipidle dolu hiicrelerin gevsek olarak baglanmasiyla olusur. Adipoz
doku basta adiposit olmak {izere stroma vaskiiler fraksiyonu olusturan makrofajlar,
fibroblastlar, kan hiicreleri, endotel hiicreleri, preadipositler de dahil olmak iizere
kollojen fiberleri ve kan damarlariyla beraber bir¢ok hiicre tipini bir arada bulunduran

heterojen 6zellikte bir dokudur (7).

Adipoz doku enerjinin depo edildigi bir doku olmakla beraber, endokrin bir yapi
gibi metabolik dengeyi etkileyen biyolojik olarak aktif bir¢ok maddeyi salgilama
ozelligiyle metabolik anlamda dinamik bir organdir (8).

Yag dokusu hiicre yapisi, yerlesimi, rengi, damarlanmasi1 ve fonksiyonuna bagh
olarak temelde beyaz ve kahverengi olmak tizere iki ¢esittir. Beyaz yag dokusu (BYD),
subkutan ve viseral yag depolari hiicrelerinden olusan tipik yag hiicreleridir.
Kahverengi adipositler ise ¢ogu memeli tiiriinde termogenezde rol oynayan daha kiigiik

kahverengi yag depolarini igerir (9-11).

Beyaz yag dokusu (BYD), viicudun baslica enerji depolama bolgesiyken
kahverengi yag dokusu bol miktarda mitokondriye sahip hiicreler bulundurdugu i¢in 1s1

iretimi ve enerji tiiketimiyle 6zellesmis bir dokudur (12).

Kahverengi yag dokusu (KYD), ¢ogunlukla yag asitlerini hizla okside edebilen ve
spesifik fizyolojik durumlara yanit olarak 1s1 iiretebilen kahverengi adipositlerden
olusur. Yag oram ve kahverengimsi rengi nedeniyle kolayca gdzlemlenebilir. Ozellikle
yeni dogan memelilerde goriilen bu dokunun bollugu zamanla bireyin yasina gore

degisir (12).

Beyaz yag dokusu ile karsilastirildiginda kahverengi yag dokusu, multilokiiler
lipid damlaciklari, zengin damarlasma ve fazla sayida mitokondrisi ile karakterizedir.
Kahverengi yag dokusu depolarinin fazlaca vaskiiler olmasi arteryel vendz anastomoz

sayisini arttirarak yiiksek 1s1 dagilimina izin verir. Bir sicanin soguga maruz kaldiktan



sonra, kahverengi yag dokusu depolarindaki kan akisi, birkag dakika i¢inde on Kkat artar,
bdylece 1sinmis kan beyin, kalp ve bobrekler gibi nemli bolgelere gonderilir (12, 13).

4.1.1. Beyaz Yag Dokusu ve Fonksiyonu

Beyaz yag dokusunun temel gorevi serbest yag asitlerini trigliserit (TG) olarak
depolamaktir. Thtiya¢ halinde ise depolamis oldugu TG’lerin lipolizi ile bu depolardan
serbest yag asitlerinin dolagima katilmasini saglarlar. Beyaz yag dokusu enerji
depolamanin yani sira 6zel biyolojik fonksiyonlari olan adipokin adi verilen son derece
aktif medyatorleri, proteinleri, hormonlari ve sitokinleri salgilamaktadir. Boylelikle
basta metabolizmanin diizenlenmesi olmak iizere pek ¢ok fizyolojik siirecte rol

oynamaktadir (4, 14).

Beyaz yag dokusu yerlesim bakimindan subkutan ve viseral seklinde
siniflandirtlir. Subkutan yag dokusu deri altinda bulunur ve karin ile bacaklarda belirgin
sekilde bulunmaktadir. Viseral yag dokusu ise karin i¢i bolgede i¢ organlarin ¢evresinde
bulunur. Viseral yag dokusunun epididimal, inguinal, mezenterik, epikardiyal ve
retroperitoneal gibi c¢esitleri bulunmaktadir (14, 15). Normal agirliktaki bir insan
viicudunda yag dokusunun yaklasik %80°1 yiizeysel ve derin subkutan yag dokusu iken

kalan %20’si ise viseral yag dokusudur (16).

Viseral ve subkutan yag dokusu bolgesel olarak farklilik gosterdigi gibi islevsel
olarak da farkliliklar bulundurmaktadir. Viseral yag dokusu, subkutan yag dokusuna
kiyasla metabolik olarak daha fazla aktiftir ve lipolitik 6zelligi daha fazladir. Ayrica
viseral yag dokusu daha zengin damar ag1 ve sinirsel innervasyon yapisi ile daha ¢ok
pro-inflamatuar ve immiin hiicre 6zelligi tasimaktadir. Ayn1 zamanda insiilin direnci ile
iligkili olan viseral yag dokusu genel olarak diyabet, obezite gibi metabolik olaylarda

subkutan yag dokusuna gore daha fazla belirleyici olmaktadir (14, 16).
4.2. Yag Dokusu-inflamasyon ve Obezite

Obezite tiim diinyada giin gectikce artan onemli bir saglik sorunudur. Adipoz
kiitle birikimi ile karakterize olup, adipositlerin biiyiikliigiinde ve sayisinda artisa neden
olmaktadir. Kilo alimi sirasinda, adipositler biyiir (hipertrofi) ve lipidleri biriktirir.
Adipositler siiresiz olarak lipid biriktiremediklerinden, yeni olgun adipositler

olusturmak i¢in adiposit 6nciilerini toplayacaktir. Bu siirece de hiperplazi denir (17).



Adipoz doku hiicre sayis1 ve biiyiikliigli bakimindan enerji ihtiyact ve tiikketimine
bagli olarak, yasam boyu siirekli hacim degisikligi gosterir. Viicudun ihtiyacindan fazla
enerji alinmasi nedeniyle yag dokusu artis1 olarak tanimlanan obezite, diyetle fazla
kalori alinmasi disinda fiziksel aktivitenin azalmasi ve genetik yatkinlik gibi pek cok

sebebe dayandirilmaktadir (18).

Son yillarda 6zellikle obezite ve obezitenin en sik goriilen komplikasyonlar1 olan
tip 2 diyabet, hipertansiyon gibi hastaliklarin insidansinda artis gozlenmektedir. Obezite
nedenli hastaliklarin patogenezinde adipoz dokunun endokrin bir yap1 gibi tiim viicuda

etki etmesi rol almaktadir (18, 19).

Asir1 yaglanma bozulmus glukoz ve lipid homeostazinin yani sira, cesitli
metabolik hastaliklarin gelisimine katkida bulunan, adipokinler olarak adlandirilan
cesitli salgi faktorlerinin diizensizligine yol agmaktadir. Obezite durumunda adiposit,
cesitli pro-inflamatuar kemokinlerin (Monosit kemoatraktan proteini 1, MCP1) ve
sitokinlerin (Timor nekroz faktor-o, TNF-a) salgilanmasini artirarak obezitenin neden
oldugu inflamasyonun gelisiminin ayrilmaz bir pargasi olur. Ayrica, yag dokusunun
makrofaj igerigi hem adiposit biiyilikliigii hem de viicut kitlesi ile pozitif korelasyon
gostermektedir. TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonu c¢ogunlukla
adipositlerden ziyade makrofajlardan elde edilir. Yag dokusunda bu makrofaj
sayisindaki artis beraberinde bu hiicrelerde anti-inflamatuar M2 polarizasyon
durumundan pro-inflamatuar M1 polarizasyon duruma gegisine neden olur. Boylece
adipoz doku yataklar igindeki iltihapli ortami genisletir. Biriken M1 makrofajlar ve bu
makrofajlardan iiretilen pro-inflamatuar faktorlerin etkisiyle adipoz doku inflamasyonu

ve fonksiyon bozuklugu siirdiirilmektedir (1, 20).
4.3. Antioksidan Savunma-Serbest Radikaller-Obezite

Serbest radikaller, yapisinda en az bir tane eslesmemis elektron bulunduran son
derece reaktif karakterdeki atom veya molekiilleri ifade eder. Kararsiz 6zellikteki bu
tanecikler potansiyel olarak toksiktir (21). Hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil
radikalleri 6nemli reaktif oksijen tiirleridir. Fizyolojik kosullarda, mitokondri, solunum
zinciri boyunca elektron sizintis1 nedeniyle reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretiminin ana
bolgesidir. Diisiik konsantrasyonlarda ROT, patojenik mikroorganizmalara ve hiicre i¢i

sinyal iletimine kars1 immiin aracili savunma dahil olmak {izere ¢ok sayida biyolojik



etki gosterirken, yiiksek konsantrasyonlari lipid, proteinler ve DNA’ya zarar verebilir.
Boylece hiicresel fonksiyon bozukluguna yol agabilir. ROT’ni dogru seviyelerde tutmak
ve serbest radikallerin olusturdugu sitotoksisiteyi en aza indirmek igin antioksidan

savunma sistemi oldukga 6nemlidir (22, 23).

Canli metabolizmasinda oksidasyonun olusmasi son derece olagan bir durumken,
saglikli bir sekilde yasamin devami i¢in organizmanin oksidan-antioksidan dengesini
korumasi sarttir. Bu dengenin oksidanlarin lehine bozulmasi oksidatif stres olarak ifade

edilir (21).

Oksidatif stresin (OS) obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi patolojik
stireclerde rol aldig1 bilinmektedir. Obezitenin OS'i indiikleyebilecegi ve ayni zamanda
OS'in metabolik sendromun gelisimine katkida bulunan diizensiz adipokin iiretimi ile
iligkili oldugu bilinmektedir. Obezitede C reaktif protein, TNF-o ve IL-6 gibi
inflamatuar belirtegler yani oksidatif hasar belirtegleri daha yiiksek olurken buna
karsilik antioksidan savunma belirteglerinde de degisiklikler goriilmektedir (4, 24).

Obezite ile iligkili OS’ deki artis biiyiik oranda asir1 adipoz dokunun kendisinin
varhigindan kaynaklanmaktadir, ¢iinkii adipositler ve preadipositler TNF-a, IL-1 ve IL-
6'y1 igeren bir pro-inflamatuar sitokin kaynagi olarak tanimlanmistir. Bu sitokinler,
makrofajlar ve monositler reaktif oksijen ve azot iiretimi i¢in gii¢lii uyaricilardir; Bu
nedenle, artan OS'den sitokinlerin konsantrasyonundaki artis sorumlu olabilir. Ayrica
obeziteyle mekanik yiik ve miyokardiyal metabolizma artmaktadir. Dolayisiyla oksijen
tilketimi de artar. Artan oksijen tiiketiminin olumsuz bir sonucu olarak mitokondriyal

respirasyon kaynakli ROT firetiminde artis goriilmektedir (24).

Yag hiicrelerinde, asir1 yag birikimi sonucu olusan basing etkisinden dolay:
hiicresel hasara olusabilir. Olusan bu hiicresel hasara bagl olarak, dokularda ROT
tireten ve lipid peroksidasyonu uyaran TNF-a gibi sitokinlerin iiretimi uyarilir. Boylece
obezitede, oksidatif stres ile adipoz doku kiitle artisinin orantili oldugu sdylenebilir.
Diger olas1 mekanizmalardan birisi de dogrudan diyetle iliskilidir. Diyetle antioksidan
kapasiteyi asacak miktarda serbest yag asidi alimi lipid peroksidasyonunu uyararak,
oksidatif stresi indiikleyebilir (24, 25).

Ozetle, obezlerde yag dokusuna makrofaj infiltrasyonunun artis;, TNF-o ve IL-6

sentezinde artisa, adiponektin ve IL-10 sentezinde azalmaya sebep olarak, yag



dokusunda inflamasyon gelisimine neden olur. inflamatuar sitokinlerin dokudaki artisi
serbest radikallerin iirtetimini uyarir. Ayrica siliperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerin aktivitesini azaltarak, doku total antioksidan kapasitesinin

azalmasina sebep olur (4, 25).

Insan viicudu serbest radikallerin baslattigi zincir reaksiyonlarmi bloke eden
miitkemmel bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. SOD, katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) endojen kaynakli 6nemli enzimatik
antioksidanlardir. Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, iirik asit,
bilirubin, albumin, koenzim Qio, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin
sayilabilir (26).

4.4. Siiperoksit Dismutaz (Siiperoksit Oksidorediiktaz, EC: 1.15.1.1, SOD)

Siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1) stiperoksit radikallerinin dismutasyonunu
molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite katalize eden bir metalloenzimlerdir. Katalitik
aktivitesi ¢ok yiiksek olup oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunmaktadir.
SOD ailesi ROT’ne karsi ilk savunma hattin1 olusturdugu i¢in oksijen toksisitesine karsi

onemli bir savunma olarak goriilmektedir (26-28).
202 + 2H Sob > H.0, + O2

Metal kofaktore bagli olarak ii¢ ana stliperoksit dismutaz ailesi vardir. Hem bakir
hem de ¢inkoyu baglayan Cu/ZnSOD, mangan veya demiri baglayan Fe/MnSOD ve
nikeli baglayabilen NiSOD izoformundan olusur (29).

Tiim memelilerde ve ¢ogu omurgalilarda ise siiperoksit dismutaz enzimi ii¢ yapiya
ayrilarak siiflandirilmistir. Bakir-¢inko igeren SOD (SOD1, Cu/ZnSOD) primer olarak
sitoplazmada ve niikleer kompartmanda lokalizedir. Monomer basina bir Cu ve bir Zn
atomu igeren 6zdes alt birimlerden olusan 32 kDa agirliginda homodimer yapidadir (6,
30, 31). SOD1’deki mutasyonlarn oliimciil nérodejeneratif hastalik olan amotrofik
lateral skleroza (ALS) neden oldugu bilinmektedir (29, 32).

Mangan igeren SOD ( SOD2, MnSOD) mitokondride bulunur. 96 kDa agirliginda
homotetramer yapida bulunur. Enzimin aktif bolgesinde bulunan Mn, O2 'nin oksijene
ve H:02'ye tipki SOD1 ve SOD3’de oldugu gibi katalize edilmesini saglar.

Sitoplazmada sentezlenir ve bir sinyal peptidi tarafindan mitokondriyaya yonlendirilir,



burada solunum zinciri tarafindan tretilen O>'yi doniistirir (6, 26). Mitokondriyal
MnSOD kritik olarak gereklidir, ¢iinkii hiicresel ROT"”nin %90'1 bu organelde iiretilir.
Mitokondriyal DNA, asir1 oksijen metabolizmas1 nedeniyle oksidatif hasara 6zellikle
duyarhidir. Mitokondriyal MnSOD i¢in 6nemli hiicresel fonksiyon, fareler {lizerinde
yapilan g¢alismalar ile vurgulanmigtir. MnSOD eksikliginde dilate kardiyomiyopati,
hepatik lipid birikimi, mitokondriyal defektler ve erken yenidogan 6limii gozlenmistir
(29). Ayrica MnSOD'un bir tiimér baskilayict gen olarak etki ettigi ve MnSOD i¢in

heterozigot farelerde bazi kanser tiirlerinin goriilme sikliginda artis gézlenmistir (32).

Ekstraselliiler SOD (SOD3, ECSOD) ekstraselliiler alanda bulunur ve yapisinda
Cu ve Zn vardir. Enzim heparin i¢in yiiksek afiniteli 135 kDa agirliga sahip bir
homotetrameri olarak bulunur. Bu enzim, bazik aminoasit uglar1 bakimindan zengin C-
terminalinde bulunan heparin baglama bolgesi nedeniyle heparin ve diger asidik
glikozaminoglikanlar igin afinite sergiler. Doku dagilimu tiirler arasinda degisir, ancak
genel olarak SOD3, kan damarlari, akciger, bobrek, uterus gibi dokularda ve daha az
miktarda kalpte sentez edilir. Genetik olarak degistirilmis fareler ve viral aracili gen
transferini kullanan galismalarla elde edilen bulgular sonucunda, SOD3’{in hiicre dis1
alandaki 6nemini ortaya g¢ikarmistir. Bu caligmalar SOD3'tin hipertansiyon, kalp
yetmezligi, iskemi reperfiizyon hasar1 ve akciger hasari gibi ¢esitli oksidatif strese bagl

patofizyolojilerde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (6, 26, 32).

SOD1 (Cu/zZznSOD) 153 aminoasit, SOD3 (ECSOD) 222 aminoasitten olusur.
Aktif bolgeleri yaklasik %50 homoloji gosterir. SOD1 ile karsilastirildiginda SOD3'lin
farkli bolgesi,

1. Hiicreden salgilanmasina izin veren bir N-terminal sinyal peptidi,

2. SOD3'lin SOD1'den ayrilmasinda yararli olan ve proteinin ¢oziiniirliiglini
biiyiik 6l¢tide arttirdigi Asn-89'da N-bagl bir glikozilasyon bolgesi,

3. Heparin baglayic1 bolgeye karsilik gelen C-terminal bolgesi, pozitif yiiklii ug

kiimesine sahiptir.

SOD2 (MnSOD) ise 198 aminoasitten olusur. SOD1 ve SOD3'e homoloji
gostermezler, fakat 6karyotlarda genellikle olmayan FeSOD'unkine benzer yapidadir (6,
32).



Cu/ZnSOD, FeSOD ve MnSOD enzimleri farkli inhibitorlere duyarhidir ve bunlar
farkli inhibe edici reaksiyonlara dayanarak ayirt edilebilir. Cu/ZnSOD'lerin aktivitesi
KCN tarafindan inhibe edilirken, FeSOD ve MnSOD aktivitesi KCN tarafindan inhibe
edilmez. Ayrica kloroform-etanol (1:3,V/V) bilesen ¢6ziiciisii i¢inde inkiibe edildiginde
ise FeSOD ve MnSOD aktivitesi neredeyse kaybedilirken, Cu/ZnSOD kloroform-
etanole karsi duyarli degildir. FeSOD'lar ve MnSOD'lar olduk¢a homolog olup yapisal
benzerlik sergilerler. Her ikisi de H202'ye farkli hassasiyetleriyle ayirt edilebilir, ¢iinkii
MnSOD aktivitesi H202'ye duyarli degildir (28).

SOD’in enzimatik fonksiyonu, ROT aracili hasar ile birgok hastalik durumuna
bagli oldugundan hiicredeki koruyucu rolii azimsanamaz. Obezitede, redoks durumunda
degisiklik ve metabolik yiik artist s6z konudur. Obez deneklerde, degisen lipid ve
glukoz metabolizmasi, kronik inflamasyon, doku disfonksiyonu, hiperleptinemi ve
anormal prandial ROT {iretimi dahil olmak tizere oksidatif stresten sorumlu ¢esitli
mekanizmalar vardir. Daha 6nce pek ¢ok calismayla obezite, OS belirteglerinin

artisindan anlamli sekilde sorumlu tutulmustur (23, 29, 33).

Cesitli hastaliklarda siiperoksit dismutaz aktivitelerindeki degisiklik Klinik olarak
ilgi ¢ekici goriinmektedir (27). Obezitede, adipoz dokunun artmasi iizerine siiperoksit
dismutaz aktivitesinin saglikli kisilere gore onemli Olgiide diisik oldugu pek c¢ok
calismada ifade edilmistir. Yalniz obezite degil patolojik sendromlarin ¢ogunda artmis
ROT diiretimi ile iligkili olarak SOD aktivitesinde degisiklikler gézlenmistir. Obezite
ayrica hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidanlarin konsantrasyonunu ve
aktivitesini etkiler. Viicut yaglari, merkezi yaglanma ve toplam antioksidan kapasite

arasinda ters bir iligski olduguna dair kanitlar vardir (34).

Obezitede antioksidan sistemin konsantrasyonu ve aktivitesi hakkinda farkli
sonuglar da mevcuttur. Bazi ¢alismalar obezitenin bir sonucu olarak yiiksek seviyelerde
serbest radikal tiriinlerin antioksidan enzimlerin aktivitesinin artmasina neden oldugunu
gosterirken 6te yandan, obezitede antioksidan durumun konsantrasyon ve aktivitesinin
azaldigin1 gosteren bazi galismalara da rastlanmaktadir (22, 23). Olusi (35), yaptigi
calismada obez bireylerde normal deneklere kiyasla daha diisiik eritrosit Cu/ZnSOD
aktivitesi oldugunu bulmustur. Bununla birlikte, Kobayasi ve ark. (36) obez farelerde

Cu/ZnSOD aktivitesinin arttigini bulmuslardir. Bu geliskili sonuglar sismanligin yasi ve
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siiresi ile iliskili olabilir. Antioksidan sistemi, obezitenin erken asamasinda
indiiklenirken, uzun siireli obezitede, antioksidanlarin kaynagi tiikenmekte ve bu

enzimlerin seviyelerinde azalmaya yol agmaktadir (22, 23).

SOD’larin pek ¢ok hastaliktaki Oonemi goz Oniline alindiginda, antioksidan
tedaviler kavrami, yani, oksidatif strese karsi daha etkili bir sekilde korunmak igin
endojen antioksidan savunmalarin giiclendirilmesi zamanla onemli bir ilgi alam

olmustur (19).

Son yillarda siiperoksit dismutaz mimetigi olan manganez porfirinlere odaklanilan
pek ¢ok klinik ¢aligma mevcuttur. Manganez (I11) meso-tetrakis (N etilpiridinyum-2-il)
porfirin  (MnP), siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerini temizleyen birinci smif
oksidorediiktazdir, ayn1 zamanda anti-inflamatuar 6zelliklere de sahiptir. Farkli bir
manganez porfirin olan manganez tetrakis-benzoik asit porfirin (MNnTBAP) de,
obeziteye bagli insiilin direncinin ilerlemesini iyilestirmedeki rolii i¢in arastirilmistir.
Calismalarla manganez porfirinlerin sadece radikal temizleyici olarak davranmadigi

ayni zamanda giiglii bir anti-inflamatuar aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (19).

11



5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecgler

5.1.1. Kullanmilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeler iiretici

firmalari ile Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullamilan Cihazlar, Aletler

Uretici Firmalar

Etiv

Vorteks

Mikropleyt

Manyetik Karistiric
Otomatik Pipet, 100-1000 uL
Otomatik Pipet, 20-200 pL
Otomatik Pipet, 0,5-10 uL
Otomatik Sekiz Kanall1 Pipet, 20-200 uL
pH metre

Homojenizator

Hassas Terazi

Sogutmali Santrifii
Inkiibator

Mikropleyt okuyucu

Cam Deney Tiipleri

Shel Lab

IKA Vortex Genius 3
Greiner Bio-one
Ikamag RH

Socorex

Eppendorf Research
Eppendorf Research
Eppendorf Research
Hanna Instruments
Ultra-Turrax T 25
Mettler Toledo AB204-S
Centrifuge 5804 R
Shel Lab, Heraeus
VERSA max
SH&GLASS




5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal malzemeler, ticari kit ve iiretici firmalari

ile Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler, ticari kit ve iiretici firmalari

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kit Uretici Firma
Ksantin Sigma
Etilendiamintetraasetik Asit Merck
Nitroblue Tetrazolium Sigma

Sigir Serum Albiimin(BSA) Sigma
Amonyum Siilfat Merck
Bakar(II) Kloriir Sigma
Ksantin Oksidaz Sigma
Kloroform Sigma
Metanol Sigma

SOD Standard1 Sigma
Sodyum Kloriir Merck

Etanol Sigma

Tris Ambresco
HEPES Ambresco
Hidroklorik Asit Sigma

BCA Protein miktar tayini Kiti Novagen,Merck Millipore/71285-3

5.1.3. Kullanilan Doku

Retroperitoneal yag dokusu elde etmek icin, Karadeniz Teknik Universitesi
Cerrahi Arasgtirma ve Uygulama Merkezi’nde farkli ¢aligmalar igin sakrifiye edilmis,

erkek Sprague Dawley 1rki ratin retroperitoneal yag dokulari kullanilmistir.
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5.2. Yontemler
5.2.1. Yag Dokusunda Homojenizasyon Yontemleri
5.2.1.1. Kullanilan Coézeltiler

Tris Tamponunun Hazirlanmasi: 3.03 g Tris, 4.38 g NaCl ve 0.04 g EDTA bir
miktar saf suda ¢oziildiikten sonra karisimm pH’st 1 M HCI ile 7.4’e ayarlandi. Son

hacim 500 mL’ye tamamlandi (Homojenizasyon-1 yonteminin tamponu).

HEPES Tamponunun Hazirlanmas1 (25 mM pH: 8.80): 1.62 g HEPES
tartilarak yaklasik 150 mL saf suda magnetik karistirict ile ¢dziinmesi saglandi.
Ardindan pH 8.80’e ayarlandi. Daha sonra balon jojeye aktarilarak hacmi 250 mL’ye

tamamlandi (Homojenizasyon-2 ve Homojenizasyon-3 yonteminin tamponu).
5.2.1.2. Homojenizasyon Yontemi-1 (H1)

Yaklasik 100 mg retroperitoneal yag dokusu cam tiiplere alindi. 200 uL izolasyon
tamponu (100 mL 150 mM NaCl, 100 mL 0.2 mM EDTA ve 50 mM Tris-HCI igeren
pH: 7.4) ve 750 pL kloroform/metanol (1:2, v/v) karisimi ilave edilerek soguk ortamda
homojenize edildi. Homojenatlar ependorflara aktarilarak 20 dk buzda bekletildikten
sonra 250 pL kloroform, 250 uL saf su eklendi ve ependorflar vortekslendi. +4 °C
15000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iki faz gozlendi. Ustteki

slipernatan temiz ependorfa aktarilarak SOD analizi i¢in hazir hale getirildi (6).
5.2.1.3. Homojenizasyon Yontemi-2 (H2)

Yaklagik 150 mg retroperitoneal yag dokusu cam tiiplere alindi. 2 mL soguk
HEPES tampon ¢ozeltisi (pH: 8.80) icinde soguk ortamda homojenize edildi.
Homojenatlar 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlendikten sonra tiipiin iist kisminda toplanan
yag tabakasi uzaklastirildi. Yag tabakasinin altinda bulunan siipernatan temiz bir
ependorf tiipe aktarildi. Tiip icerisine 400 pL etanol/kloroform (3:2, v/v) karigim ilave
edildi. Elde edilen ¢ozelti vortekslenerek +4 °C 15000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tiipte olusan ii¢ fazdan en istteki slipernatan fazi temiz bir ependorf

tiipe aktarilarak SOD analizi igin hazir hale getirildi (37, 44).
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5.2.1.4. Homojenizasyon Y ontemi-3 (H3)

Homojenizasyon-1 yontemi modifiye edilerek islem gergeklestirildi. Yaklasik 100
mg yag dokusu cam tiiplere alind1. 200 uL. HEPES tamponu (pH: 8.80) ¢6zeltisi iginde
soguk ortamda homojenize edildi. Homojenatlar ependorflara aktarildi ve 200 pL
kloroform ilave edilerek +4 °C 15000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiijiin
ardindan iki faz gozlendi. Ustteki siipernatan fazi temiz ependorfa aktarilarak SOD

6l¢timii i¢in hazir hale getirildi (38).

Dokular tartilip yontemlere gére homojenize edildikten sonra 1, 2, 4, 8, 10 ve 20
kat oraninda seyreltildi. Her bir seyreltmede i{i¢ okuma yapildi. Protein tayinleri de

bisinkoninik asit (BCA) yontemi ile yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi.

Her {i¢ homojenizasyon yonteminde de tek bir hayvana ait retroperitoneal

dokunun ii¢ farkli pargasi kullanildi.
5.2.2. Protein Miktar Tayini

Retroperitoneal yag dokularindan elde edilen fazlarda protein tayini i¢gin BCA
protein dl¢iim kiti kullanilmistir. BCA kiti protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Kit
prosediirii Biiiret tepkimesine dayanir. Cu?*, alkali ¢dzeltide bulunan protein tarafindan
Cul*‘e indirgenir ve BCA, indirgenmis Cu ile kenetlenerek mor bir reaksiyon kompleksi
olusturur. Olusan bu mor kompleksin 562 nm’de Ol¢iimii yoluyla protein miktar

belirlenmektedir.

Calismada stok standart olarak 2 mg/mL’lik sigir serum albiimini (BSA)
kullanildi.  Retroperitoneal yag dokularindan elde edilen protein fazlarin
konsantrasyonlari sirasiyla Sekil 1°deki standart grafiklerine gore pg/mL cinsinden

hesaplandi.
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Sekil 1. Protein standart grafigi

5.2.3. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontem modifiye edilerek
belirlendi (27). Metod siiperoksit iireticisi olarak ksantin-ksantinoksidaz sisteminin
kullanlmasmi1 (Es. 1) ve nitroblue tetrazoliu’un (NBT) rediiksiyonunun inhibe
edilmesini igermektedir. Siiperoksit radikalleri NBT gibi boyar maddeleri rediiklemekte
ve boylece formazonlar olusmaktadir (Es. 2). Bu formazonlar 560 nm dalga boyunda
maksimum absorbans vermektedir. SOD varliginda NBT nin formazona doniisiimii
engellenmektedir (Es. 3). Bu sebeple NBT rediiksiyon hizinin inhibisyonuna bagh
olarak SOD aktivitesi tayin edildi.

Ksantin —X9°___, Urik asit + Oz~ (@))
NBT +0O2° — Formazan boyasi (@)
2027 + 2H" _5© | 0, + H20; (3)

5.2.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayininde Kullanillan Céozeltilerin

Hazirlanmasi
SOD Reaktif Karisimi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik asit,

1.01 g Na2COsg, 12 mg BSA tartildi ve hacmi 156 mL’ye tamamlandi.
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2 M (NH4)2SO4 Cozeltisi: 2.64 g (NH4)2SO4 10 mL saf suda ¢oziildii. Ksantin
oksidaz enziminin hazirlanmasinda kullanildi.

0.8 mM CuClz2 Cozeltisi: 6.82 mg CuCl, alindi ve 50 mL deiyonize suda
¢oOziildii. Spektrofotometrik Ol¢iimden hemen Once olusan reaksiyonu durdurmak igin

kullanildi.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3 U/mL’lik orijinal siseden 101 puL alinip
2 mL’ye (NH4)2SOs c¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik

hazirlandi.
150 pM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40 mL
deiyonize suda ¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi 1s1ktan korundu.

Standartlarm Hazirlams1 ve Orneklerin Cahsilmasi: 100 U/mL’lik stok SOD
standardindan 10, 9, 8, 6, 0.5, 0.25, 0.125 U/mL’lik SOD standartlar1 deiyonize su
kullanilarak hazirlandi. Dokular ise tartilip yontemlere goére homojenize edildikten
sonra 1, 2, 4, 8, 10 ve 20 kat oraninda seyreltildi. Her bir seyreltme oraninda ii¢ okuma

yapildi. SOD aktivitesi 6l¢timii i¢in hazirlanan reaktifler Tablo 3’e gore pipetlendi.

Tablo 3. SOD aktivitesi 6l¢timii i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar

Reaktifler Hacim (uL)
Numune, Standart, Kor 200
SOD Reaktif Karisimi 796
Nitroblue Tetrazolium 204
Ksantin Oksidaz 20

25 °C'de 20 dk inkiibasyon
CuCl; 400

560 nm’de spektrofotometrik 6lgiim yapilda.

17



% inhibisyon Es. 4’deki formiil kullanilarak hesaplandi.
% inhibisyon = (AbsK6r — AbsNumune) ~ (AbsKor) x 100 4

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi
belirlenerek Sekil 2°de gosterildigi gibi ¢izildi. Standart grafiginde elde edilen denklem
kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarina karsilik gelen SOD aktivitelerinin
logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti logaritmalar1 alinarak numunelerin
SOD aktiviteleri hesaplandi. Bulunan bu SOD aktiviteleri protein miktarma bdoliinerek

sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi.

60 -
50 -
40 -

y =30,659x + 29,39
30 - R?=0,9941

% inhibisyon

20 -

D

-1 -0,5 0 0,5 1 15

log konsantrasyon

Sekil 2. SOD aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan standart grafigi

5.2.5. istatistiksel analiz

Elde edilen sonuglar ortalama olarak ifade edildi. Karsilastirmalar Kruskal Wallis
testiyle yapildi ve post hoc olarak da Mann Whitney U testi kullanildi. p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

18



6. BULGULAR
6.1. Retroperitoneal Yag Dokusunda Protein Miktar1 Ol¢iim Sonuglar

Homojenizasyon yontemlerinde oOlglilen SOD aktivitelerini spesifik aktiviteye

¢evirmek i¢in kullanilan protein miktarlar1 farkli diliisyonlar i¢in Tablo 4’de verilmistir.

Homojenizayon-1 ile homojenizasyon-2 yonteminde elde edilen ortalama total

protein miktarlari arasinda fark gézlenmemistir (p=0.059).

Homojenizasyon-3 yonteminde diger iki yonteme goére anlamli seviyede daha

fazla protein miktar1 elde edilmistir (p<0.05).

Tablo 4. Kullanilan ii¢ yontemde elde edilen protein miktar: sonuglart (pug/mL)

Seyreltme Oram 1. Yontem 2. Yontem 3. Yontem
1 93.014 269.51 -
2 46.805 160.49 604.635
4 27.743 67.825 309.764
8 9.786 35.657 183.476
10 10.55 32.51 137.52
20 7.32 27.402 75.313

6.2. Retroperitoneal Yag Dokusunda Siipekoksit Dismutaz Ol¢iim Sonuclar

Calismamizda homojenizasyon-1 yonteminde SOD enzim aktivitelerinin ortalama

sonuglar1 Tablo 5°de verilmistir.
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Tablo 5. Homojenizasyon-1 yontemine gore spesifik aktivite sonuglar1 (U/mg protein)

Seyreltme 1. Ol¢iim 2. Ol¢iim 3. Ol¢iim Ortalama
Oram
1 113.89 116.10 128.29 119.26 £ 6.33
2 166.44 172.30 240.68 190.40 + 33.7
4 189.77 184.74 206.51 193.45+9.30
8 81.89 79.71 84.12 81.89 +£1.80
10 61.95 67.94 81.69 70.06 + 8.26
20 27.99 34.72 2181 27.68 £5.27

Calismamizda homojenizasyon-2 yonteminden elde edilen spesifik aktiviteler ve

ortalamasi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Homojenizasyon-2 yontemine gore spesifik aktivite sonuglart (U/mg protein)

Seyreltme 1. Ol¢iim 2. Ol¢iim 3. Ol¢iim Ortalama
Oram
1 12.22 12.80 12.37 12.46 £ 0.25
2 20.69 23.30 16.75 20.06 £2.7
4 24.99 25.09 23.50 2452 +£0.73
8 21.05 22.56 21.29 21.63 £0.66
10 9.99 10.79 9.58 10.11 £ 0.50
20 6.41 4,12 3.97 472+1.12

20



Calismamizda. homojenizasyon-3 yonteminden elde edilen spesifik aktiviteler ve

ortalamasi Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. Homojenizasyon-3 yontemine gore spesifik aktivite sonuglar1 (U/mg protein)

Seyreltme 1. Ol¢iim 2. Ol¢iim 3. Ol¢iim Ortalama
Oram
2 3.64 3.71 3.83 3.72 £ 0.08
4 7.19 7.53 7.53 7.41+0.16
8 13.10 13.82 11.59 12.81 +£0.93
10 19.62 18.45 19.03 19.03 + 0.48
20 22.51 21.00 24.68 22.68+1.5

6.3. Yontemlere gore spesifik aktivite sonuclar1 (U/mg protein)

Her ti¢ homojenizasyon yonteminin de farkli seyreltmelerdeki spesifik aktiviteleri

Sekil 3’de gosterilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda homojenizasyon-1 ydnteminin

ortalama spesifik aktivite degerleri diger iki yonteme gére daha biiyiiktiir (p=0.009).

Homojenizasyon-2 ve homojenizasyon-3 arasinda istatistiksel olarak bir fark

gozlenmemistir (p=0.465).

21



250 ~

200

150

100

SOD aktivite (U/mg)

50

Sekil 3. SOD aktivitesinin ii¢ homojenizasyon yontemine gore dagilimi

*: Diger gruplara gore p<0.05 diizeyinde farklidur.
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7. TARTISMA ve SONUC

Yag dokusu enerjinin depolandigi ana doku olmasinin yani sira, birgok fizyolojik
ve patolojik olayda rol alan adipokinleri de salgilamaktadir (1, 3). Bu adipokinler
metabolik sendrom, diyabet, obezite, kalp-damar hastaliklar1 ve kanser gibi birgok
hastaligin patolojisinde yer almaktadir (33). Bu hastaliklarin molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalarimin  aydinlatilmasinda yag dokusunda bulunan protein karakterli

bilesiklerin izolasyonu olduk¢a énemli ve bilgi vericidir.

Oksidatif stres viicutta veya bir dokuda oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar
lehine kaymasi ile olusur. Viicudumuzda oldukg¢a farkli oksidan karakterde bilesik
bulunmasina ragmen, oksidatif stresten genellikle reaktif oksijen tiirleri sorumludur.
Reaktif oksijen tiirleri bircok aerobik hiicresel metabolik siireclerde iiretilir. Siiperoksit
ve hidrojen peroksit gibi radikaller lipidler, proteinler ve DNA gibi gesitli hiicre ici
hedeflerle reaksiyona girer. Normal aerobik metabolizma sirasinda ROT iiretilmesine
ragmen, ROT’nin biyolojik hedefler iizerine olan etkileri konsantrasyonlarina baglidir
ve oksidatif stres durumunda bu tiirlerin seviyeleri yiiksektir. ROT’nin yiiksek
seviyeleri toksiktir, ancak diisiik seviyeleri hiicre farklilagsmasi, apoptozi, hiicre
cogalmast ve redoks duyarli sinyal iletim yollar1 gibi bazi 6nemli fizyolojik
mekanizmalarin diizenlenmesi i¢in gereklidir (21-23). Oksidatif stres obezite, diyabet,
kalp-damar hastaliklart ve kanser gibi hastaliklarda 6nemli patolojik roller oynar.
Ozellikle obezitede hipertrofi ve hiperplaziye bagh artan yag dokusu, normal adipokin
profilinin disina ¢ikarak inflamatuar siireci tetikleyen bir adipokin salgi profili kazanir
(yiiksek leptin, TNF-a, IL-6 ve diisiik adiponektin salgis1 gibi). Ozellikle inflamatuar
sitokinlerin artis1 bolgede bulunan makrofa; ve monositlerden reaktif oksijen ve azot
tiirlerinin sentezinin uyarilmasina yol agar. Ayrica, artan mitokondriyal oksidasyon ve
mekanik yiikte yag dokusunda oksidatif stresi daha da derinlestirir. Bu etkiler sonucu

obezite diisiik seviyeli kronik inflamatuar bir siire¢ olarak tanimlanir (24, 25, 33).

Yukarida da bahsedildigi gibi oksidatif stres ayn1 zamanda yetersiz antioksidan
mekanizmalarla da ilgilidir. ROT hiicre i¢i konsantrasyonu, iiretimi ve bunlarin
antioksidanlarca ortamdan uzaklastirilma hizlarina baglhdir. Hiicreler oksidanlarin sebep
olacag1 hasar1 engellemek ya da tamir etmek i¢in birgok antioksidan igerir. Ozellikle ii¢

ana antioksidan enzim, SOD, CAT ve GPx oksijen kullanan tiim hiicrelerin canlilig1 igin
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gereklidir. Bu ii¢ enzimin sirali reaksiyonlari sonucu siiperoksit radikali suya indirgenir.
Yag dokusunda da obeziteye bagli oksidatif stresin degerlendirilmesinde bu enzimlerin
Ol¢timii yapilmaktadir (26). Ayrica obezitenin biyokimyasal temellerinin aydinlatilmasi
ve tedaviye yonelik calismalarin degerlendirilmesi kullanilan, proteomik, ELISA,
western blot ve enzim dlgiimleri gibi yontemler i¢in yag dokusundan protein izolasyonu
gerekmektedir. Ancak, yiiksek lipid igerigi ve protein miktarmin bu dokuda %2
civarinda bulunmasi, yag dokusundan analitik amagli protein izolasyonunu
giiclestirmektedir. Yag hiicreleri sitoplazmalarinda triagilgliserol ve az miktarda
kolesterol ve fosfolipid igeren lipid damlaciklarini igerir. Lipid damlaciklart perilipin
denilen proteinlerce sarilmistir. Bu hidrofobik proteinlerin deterjan kullanilarak
izolasyonu zordur. Proteinler olusan misel yapilarinin iginde kalir ve izole edilen

protein miktar1 azalir. Ayrica, deterjanlarin birgok 6l¢iim i¢in interferansi vardir (6).

Bu tez calismasinda, yag dokusu orneklerinde SOD enzim aktivitesi dl¢limiinde
kullanilabilecek organik solventle doku homojenetlarin delipidasyonu (lipidlerin
uzaklastirilmasi) esasina dayanan tii¢ farklt yontem karsilastirilmistir. Yontemlerin
etkinligi spesifik aktivite degerleri hesaplanarak ortaya konmustur. Ilk homojenizasyon
yonteminde (H1) yag dokusu Varesio ve ark. (6) tarafindan tanimlanan yontem
modifiye edilerek yapilmstir. izolasyon tomponu ile yapilan homojenizasyonu takiben
kloroform/metanol (1:2) karsimi ile delipidasyon islemi gerceklestirilmistir. Ikinci
homojenizasyon yonteminde (H2) yag dokusu Furukawa ve ark. (44) tarafindan
tanimlanan yontem ile yapilmigtir. HEPES tamponu ile yapilan homojenizasyonu
takiben etanol/kloroform ile delipidasyon islemi yapilmistir. Her iki yontemde de
proteinleri ¢oziiniirliigii polar organik coziiciiler (metanol, etanol) ile dengelenmistir.
Uciincii homojenizasyon yonteminde (H3) ise yag dokusu Selvi (38) tarafindan
tanimlanan yontem ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon yine HEPES ile
yapilmig, ancak delipidasyon isleminde sadece kloroform kullanilmistir. Elde edilen
sonuglar (Tablo 4) incelendiginde en yiiksek protein degerlerinin H3’de oldugu
goziikmektedir. H3’de en yiiksek protein igeriginin olmasinda polar organik ¢ozelti
kullanilmamasmin bir sonucu olabilir. Proteinler organik c¢oziiciilerle muamele
edildiklerinde ¢okerler. Bununla beraber, bazi hidrofobik proteinler, 6zellikle hiicre
zarlarinda yerlesenler organik ¢oziiciiler etkisi ile ¢oktiiriillemezler. Hiicre zarlarinda

kullanilan organik ¢oziiciiler proteinin hidrofobik parcalar: etrafindaki su molekiillerinin
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yerini alirlar. Bu da, protein ¢oziiniirliiglin artmasi ile sonuglanir. Proteinin biiytkligii
de ¢okme davramigini degistirmektedir. Biiyiikk molekiil agirlikli proteinler diger
Ozellikleri ayn1 olan daha kii¢lik molekiil agirlikli proteinlere goére daha diisiik organik
¢oziicii konsantrasyonlarinda ¢okerler (45). Homojenizasyon yontemleri igersinde
tampon/klorofom orani en yiiksek homojenizasyon yontemi H3’diir. Bu sebebe bagh

olarak H3’de dlgiilen protein miktart daha yiiksek olabilir.

SOD tiim hiicrelerde bulunan O6nemli bir antioksidan enzimdir. CuZnSOD
Okaryotik hiicrelerdeki toplam SOD aktivitesinin yaklasik %90’nindan sorumludur.
Biiyiik bir kism sitozolde olmasina ragmen, kiigiik miktarlarda lizozom, peroksizom ve
cekirdek gibi organellerde de bulunur. CuZnSOD’un yaklasik %2’lik bir kismiminda
mitokondrilerin membranlar arasi boslugunda bulundugu gosterilmistir. Bu yerlesim
Ozellikle mitokondrilerden sizacak siiperoksidin zararlarindan korunmada oldukga
onemlidir. Inflamatuar bir siire¢ olan obezitede dokuda gozlenen oksidatif stresin ana
kaynagi NADPH oksidazdir. Bu enzim bol miktarda siiperoksit anyonu olusturmaktadir.
Stiperoksidin zararli etkilerinin bertaraf edilmesinde ilk savunma hatt1 SOD aktivitesidir

(32).

Farkli seyreltme oranlarinda ti¢ homojenizasyon yontemi ile elde edilen spesifik
aktivite degerleri tablo 5,6, 7 ve sekil 3’de verilmistir. En yiiksek spesifik aktivite degeri
H1’de elde edilmistir (p=0.009). H1 yontemi en diisiik ortalama protein degerlerine
sahip olmasina ragmen en yiiksek SOD aktivitesine sahiptir. Her {i¢ homojenizasyon
yonteminde de yukarida bahsedildigi gibi apolar bir organik ¢oziicii (kloroform) ve
polar organik c¢oziiciiler (metanol ve etanol) kullanilmistir. Genel olarak organik
¢oziiciiler proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarint bozarak ¢oziiniirliikklerinin kaybetmelerine
ve ¢okmelerine sebep olur. Bu etki 0 °C iizerindeki sicakliklarda daha belirgindir. Bu
yizden denatiirasyon caligmalarinda organik ¢oziicliler siklikla kullanilir. Organik
coziicliler biyolojik sivilarda tiim proteinlerin ¢okmesini saglayabilecegi gibi, uygun
deneysel sartlarda bazi protein fraksiyonlarinin ¢okmeden fonksiyonel olarak ortamda

kalmasini saglayabilir. Bu yontem enzim ¢aligsmalarinda siklikla kullanilmaktadir (43).

Enzim katalizi ¢alismalarinda, organik ¢oziicii kullanimi, substrat (lar) organik
coziiciilerde daha fazla ¢oziiniirliige sahip oldugu, sentetik reaksiyonlar i¢in hidrolaz

kullanimi gibi arzulanan yonlerde reaksiyon dengelerinin kaydirilmasi, mikrobiyal
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kontaminasyon riskinin azaltilmasi, termostabilitenin artirilmasi, immobilizasyon
olmadan bile enzimin geri kazanimi ve tekrar kullanilabilirligi, ugucu ¢oziiciiler
kullanildiginda enerji verimliliginin artirilmasi, asit anhidritler gibi "neme duyarl1"
substratlar/reaktifler kullanmasi gerektiginde, substratin Ozgilliigli, 6zginliigliine ve
enantioselektiflik gibi durumlarda tercih edilir (39). Doz-cevap 6l¢iimlerinde, enzimler
Olciimde kullanilan organik ¢oziiciilere karsida oldukca hassastirlar. Organik ¢oziicii
kullaniminin enzim aktivitesi tizerine olan etkisi, enzimlerin tersiyer ve kuaterner
yapilarimi etkileyerek Ol¢timler sirasinda domainlerin esnekligini, subsratlarin aktif
bolgeye ulasmasi ve baglanmasi gibi ozellikleri degistirerek gergeklestirebilir (40).
Ozellikle metanol ve etanol gibi alkollerin GAPDH, fruktoz 1,6-bisfosfataz ve alkalen
fosfataz gibi enzimlerin aktivitesini onemli 6lgiide arttirdigi dikkat gekicidir (40-42).
Bunun kesin nedenleri bilinmemekle birlikte, alkollerin peptitlerde ve proteinlerde
yapisal degisiklikler meydana getirdigi uzun zamandir bilinmektedir. Alkoller enzimin
katalitik aktivitesini kolaylastirmak i¢in konformasyonel esnekligini artirarak molekiiler

bir kayganlastirict gibi goriinmektedir (40).

H1’de yag dokusu homojenize edildikten sonra kullanilan kloroform/metanol
karsim1 H2’de kullanilan kloroform/etanol karisimina goére SOD aktivitesini daha iyi
korumustur. Bunda mevcut aktivitenin korunmasi kadar metanoliin SOD aktivitesini
yukarida bahsedilen sekilde artirmis olmasinin bir sonucu olabilir. H2’de H1’e gore
daha fazla protein igerigi bulunmasi ragmen SOD aktivitesinin daha diisiik olmasinda,
proteinin denatiirasyonla aktivitesini kaybetmesi, en azindan kullanilan etanol
miktarinin SOD fraksiyonunu ¢6ziiniir halde tutamamasinin da sonucu olabilir. Ayrica,
organik c¢oziiciiler su ile karistirildiginda 1s1 iiretimine sebep olmaktadir ve bu
denatiirasyonu daha da artirmaktadir (43). H1’de buz {izerinde numuneler bekletilirken
H2’de bu uygulama yapilmamistir. H2 i¢in soguk ortamin saglanmamis olmasi
denatlirasyonu artirmis olabilir. Yukarida bahsedildigi gibi organik ¢oziiciiler
substratlarin ¢oziiniirliigli tizerinde de etkilidir. Metanoliin etanole gére daha polar
olmasi deneylerde kullanilan NBT’nin ¢oziiniirliigii tizerinden de enzim aktivitesinin
H1’de daha yiiksek olmasma sebep olmus olabilir. Elde ettigimiz sonuglar Sun ve
Oberley yontemi ile SOD aktivitesi Ol¢iimii ile ilgilidir. SOD aktivitesi Ol¢iimiinde
kullanilacak farkli yontemlerde substrat degisikligi gibi faktorler farkli sonuglarin elde

edilmesine sebep olabilir. Bu yontemde kullanilan ksantin oksidaz enziminin ve
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substratinin yine reaksiyon ortaminda bulunan metanol ve etanoleden etkilenme
derecelerinde farkliliklara sebep olabilir. H3’de en yiiksek protein miktarina ragmen en
diisiik SOD aktivitesi Ol¢iilmesinde polar bir ¢dziicliniin kullanilmamasi etkili olabilir.
Kloroformun yiiksek apolar etkisi lipid-protein ayrimini tam anlamiyla yerine
getirirken, yiiksek miktarda {irlin elde edilmesine imkan saglarken, apolar karakterinden
dolay1 proteinlerde ciddi denatiirasyona yol agcmis olabilir. Yine yliksek apolariteden
dolayr NBT ¢0ziniirliigiiniin azalmasi, elektron transferinin zorlasmasi ve ksantin

oksidazin aktivite kaybina ugramasi bu sonucu dogurmus olabilir.

Calismamizda protein miktarlart BCA testi ile belirlenmistir. Baz1 maddeler BCA
tekniginin hassasiyetini smirlamaktadir. Bu maddelerden o6zellikle bakir selatorler,
giiclii asitler-bazlar ve alkollerin teste miidahale ettigi bilinmektedir. BCA kitiyle
Olciilen protein miktarlar1 karsilastirildiginda H1 yonteminde diger iki yonteme gore
dikkat ¢ekici sekilde diisilk sonuglar elde edilmistir. Bunun sebebi bu yontemde
kullanilan tris tamponunun igerigi olabilir. Tris tamponu, EDTA gibi bir bakir
selatoriiniin yan1 sira HCI ve Tris gibi kuvvetli asit ve bazlar1 igermektedir. H2
yonteminde daha yiiksek protein miktarlar1 elde edilmistir. HEPES tamponu biiyiik
hacimlerde teste uyumlu degildir. Ayrica Hl ve H2’de tamponlarin disinda kullanilan
metanol ve etanol gibi organik ¢dziiciilerin protein miktarini belirlemede siirlayici
etkisi olabilir. H3’de elde edilen protein miktarlar1 diger iki yonteme kiyasla oldukca
yiiksektir. Bunun sebebi H1 ve H2 yontemlerinde kullanilan teste interfere edebilecek
etanol ve metanoliin olmamasi ve H3’lin olduk¢a derisik bir protein ¢ozeltisi

olmasindan dolayi olabilir (46).

Sonug olarak, retroperitoneal yag dokusunda Sun ve Oberley yontemi ile SOD
aktivite tayininde kullanilabilecek ii¢ farkli homojenizasyon yonteminin karsilastirildig:
calismamizda, H1 yonteminin SOD aktivitesi tayininde daha etkili oldugu bulundu ve
bu etkide daha polar 6zellige sahip metanol varliginin ve soguk ortamin devamliliginin

onemli olabilecegi kanaatine varild.
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