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OZET

YAG DOKUSUNDA KATALAZ AKTIiVITESIi OLCUMU iCiN FARKLI iZOLASYON
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

SINEM USTA

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dah
Yuksek Lisans Tezi
Danismani: Prof. Dr. Ahmet ALVER

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar yag dokusunun yalnizca enerji deposu olmadigini, bunun
yaninda endokrin bir organ oldugunu gosterdi. Beyaz yag dokusu, viicutta bol oranda
bulunmasinin yaninda ihtiyag¢ fazlasi enerjiyi trigliserit halinde depolayarak sakladigi ve enerji
homeostazina katkida bulundugu bilinmektedir. Viicutta artan yag kitlesi sonucu olusan obezite
artmig oksidatif stres ve diisiik dereceli kronik inflamasyonla birlikte gdzlenir. Antioksidan
enzimler, daha az aktif radikal olusmasina yol agarak veya serbest radikal zincir reaksiyonunun
proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve DNA ftizerine hasarini azaltarak oksidatif stresin siddetini
bastirmaya yardimc1 olan proteinlerdir. Katalaz enzimi énemli bir oksidan kaynagi olan H>O>’
yi su ve oksijene pargalayarak oksidatif stresin olugsmasini engeller. Yag dokusunun yiiksek lipit
ve diisiik protein igerigine sahip olmasi, lipit interferansinin yiiksek olmasi gibi durumlar bu
dokuda protein izolasyonunu ve 6l¢iimiinii zorlastirmaktaydi. Calismamizda, yag dokusunda
farkli protein izolasyon yontemlerinin kullanilmasinin CAT aktivitesi {izerine etkisinin
incelenmesi ve Ol¢iim igin gerekli sartlarin ortaya konulmasi amaglandi. Katalaz aktivitesi
Olcumleri Aebi yontemi ile yapildi. Sigcanlardan retroperitoneal yag dokusu ¢ikarilip ti¢ farkl
homojenizasyon yontemi i¢in anildi. Homojenizasyon 1 (H1)’ de organik ¢oziicii olarak
kloroform/metanol, homojenizasyon 2 (H2)’ de ve homojenizasyon 3 (H3)’ de sadece
kloroform kullanildi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda H1 ydnteminin ortalama spesifik
aktivite degerleri diger iki yonteme goére daha yiiksek bulundu. Sonug¢ olarak, retroperitoneal
yag dokusunda H1 yonteminin CAT enzim aktivitesi Ol¢iimiinde daha uygun olabilecegi

kanaatine varildi.

2019, 30 sayfa
Anahtar Kelimeler: Yag Dokusu, Antioksidan Enzimler, Oksidatif Stres



ABSTRACT

COMPARISON OF DIFFERENT ISOLATION METHODS FOR CATALASE ACTIVITY
MEASUREMENT IN ADIPOSE TISSUE

SINEM USTA

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biochemistry
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ALVER

Recent studies have shown that adipose tissue is not only an energy store, but also an endocrine organ.
White adipose tissue, which is abundant in the body, stores excess energy in triglyceride form and
contributes to energy homeostasis. Obesity caused by the increased adipose tissue mass related with
oxidant antioxidant in balance and low grade chronic inflammation. Antioxidant enzymes are proteins
that help suppress the oxidative stress by causing less active radical formation or by reducing the damage
of the free radical chain reaction on proteins, lipids, carbohydrates and DNA. The catalase enzyme
breaks down H,O,, an important source of oxidant, into water and oxygen, thus preventing the
formation of oxidative stress. As fat tissue has high lipid and low protein content which leads to high
lipid interference. Hence, protein isolation and measurement are difficult in fat tissue. In this study,
we aimed to investigate the effect of using different protein isolation methods from adipose tissue on
eventual CAT activity and to determine the necessary conditions for measurement. . Catalase activity
was measured by Aebi method. Retroperitoneal fat tissue was obtained from the rats and used for three
different homogenization methods. In homogenization 1 (H1) chloroform / methanol was used as
the organic solvent, in homogenization 2 (H2) and in homogenization 3 (H3) only chloroform was
used. The result of the evaluations revealed that the average specific activity values of H1 method were
elevated than the other two methods. It was concluded that H1 method in retroperitoneal adipose tissue

may be more suitable for CAT enzyme activity measurement.

2019, 30 pages

Keywords: Adipose tissue, Antioxidant enzymes, Oxidative stress
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Insan viicudu yaratihistan gelen 6zelliklerinden otiirii siirekli hareket eden bir
organizmadir. Insanlar diger canlilar gibi dogal sartlarla bas edecek, kendini
savunabilecek, giic durumlarda dahi ihtiyaglarini karsilayabilecek bir donanima sahiptir.
I¢inde bulundugumuz yiiz yila gelinceye kadar bu yapinin geregi olarak insanlar siirekli
hareketli bir hayat tarzi yasamis ve pek ¢ok isi yerine getirmek igin kas giiciini
kullanmak zorunda kalmistir. Teknolojinin getirdigi kolayliklar ve sagladigi olanaklar
sayesinde insanlar her gecen giin, daha sedanter bir hayat tarzini tercih etmislerdir. Bu
yasam tarzi toplumdaki insanlar1 giderek hareketsizlestirmekte ve organizmanin
fonksiyonel kapasitelerini smirlamaktadir. Insan organizmasi hareketsiz kaldikca ve
beslenme aligkanliklarinin degigsmesine bagli olarak, alinan enerji kaynaklarinin

yeterince harcanmamasi sonucu obezite sekillenmektedir (Kiyici, 2006).

Fazla enerji alinmasi nedeniyle yag dokusu artis1 olarak tanimlanan obezite,
diinyada ve iilkemizde giin gectikge artan ve sagligimizi tehdit eden Onemli bir
faktordiir. Obez kisilerde asir1 beslenmeye bagli olarak metabolik yiik ve bunun
sonucunda metabolik yolaklarin asir1 yiiklenmesine bagl olarak serbest radikal olusumu
artmaktadir. Boylelikle reaktif oksijen tlrlerinin (ROS) artisinin adipokinler tarafindan
indiiklenmesi oksidatif strese neden olmaktadir. Serbest radikallerin neden oldugu
olumsuzluklar ortadan kaldirmak i¢in hiicre organellerini ve membranlarini korumak ile
hiicrelerde gorevli ¢esitli enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemleri
vardir. Cogu memelinin antioksidan savunma sistemleri, kronik olarak maruz kaldiklari
oksidanlara kars1 adapte olabilme yetenegine sahiptirler. Fiziksel egzersizler sirasinda
olusabilecek oksidatif hasarin boyutu sadece serbest radikal iiretimi ile degil ayni
zamanda antioksidanlarin savunma kapasitesi tarafindan da belirlenmektedir. Viicutta
uretilen ROS’ lara karsi ilk savunma hattini SOD, CAT ve GPx saglamaktadir
(Kahraman, 2013).

Serbest radikaller ya molekiildiirler ya da dis yoriingelerinde eslesmemis

elektronlar iceren molekiiler bilesenlerdir. Bu bilesenler komsu molekiillerle oksidasyon



yaparak elektron yapilandirmayr saglamlagtirmaya ¢alisirlar. Serbest radikallerin
iletimdeki rollerini géz Oniinde bulundurdugumuzda, serbest radikaller doniisiimsiiz

oksidatif stresin bir parcasidir (Ozcan vd., 2015).

Antioksidanlar, serbest radikallerle tepkimeye girerek bunlarin baslattig1 zincir
reaksiyonu durduran ve bdylece vicudumuzdaki hayati bilesenlerin zarar gérmesini

engelleyen molekiillerdir (Kiyici, 2006).

Yag dokusu, yiiksek yag icerigine sahip oldugu ve protein miktart toplam doku
kiitlesinin % 2' sinden daha az oldugu i¢in beyaz yag dokusu proteinlerinin izolasyonu
ve analizi analitik olarak sikintilidir. Bu ¢calismada, retroperitoneal yag dokusunda CAT
aktivite tayininde kullanilabilecek literatiirlerde gecen ii¢ farkli homojenizasyon
yontemi karsilagtirtlip, katalaz aktivitesi ig¢in en iyi spesifik aktiviteyi gosteren
homojenizasyon yoOnteminin belirlenmesi ve Ol¢iim icin gerekli sartlarin ortaya

konulmas1 amagclandi.

1.2. Serbest Radikaller

Oksidatif stres; viucutta ve dokulardaki oksidan antioksidan dengenin oksidanlar
lehine bozulmasini tanimlamaktadir. Oksidanlar olarak bilinen reaktif oksijen tiirlerinin
meydana gelisi normal aerobik yasamin dogal bir sonucudur. Oksijen igeren
ortamlardaki hiicrelerin varlig1 ve gelisimi giiclii antioksidan enzimler ve enzim dis1
antioksidan sistemler olmaksizin miimkiin degildir. Aerobik yasamda, devamli olusan
oksidanlarin antioksidanlar tarafindan diizenli olarak tiiketilerek dengelenmesi

gerekmektedir (Sies,1991).

Serbest radikaller, dis orbitalinde en az bir tane eslesmemis elektron igeren,
yuksek enerjili molekiil veya atomlardir. Eglesmemis elektron barindirdiklari igin
rahatlikla reaksiyona girebilirler. Eslesmis elektron cifti igeren molekiiller serbest
radikallere gore reaksiyona girme egilimleri azdir. Bu yiizden kararli yapida bulunan,
eslesmis elektron cifti iceren ve diger maddeler ile radikallerden daha zor bir sekilde

reaksiyona giren molekiiller nonradikaller olarak tanimlanir. Serbest radikaller oksijen



ve nitrojen kaynakli olabilir. Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tirleri ve nitrojen
kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak isimlendirilir (Lobo vd., 2010).

Reaktif oksijen tlrleri serbest radikallerin icinde ylksek aktivite gosterirler ve
oksijen molekdlu ihtiva ederler. ROS tipleri, hidroksil radikalini, stperoksit anyon
radikalini, hidrojen peroksit, tekli oksijeni, hipoklorit radikalini ve cesitli lipid
peroksitlerini icerir. Hepsi membran lipidleri, nikleik asitler, proteinler ve enzimler ve
diger kiiciik molekiiller ile reaksiyona girerek hicresel hasara yol acarlar
(Krishnamurthy ve Wadhwani, 2011).

Bu reaktif tlrleri Tablo 1’ de gosterilmektedir.. (Karabulut ve Giilay, 2016).

Tablo 1. Oksijen ve nitrojen kaynakl reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Nonradikaller

Super oksit 0y~ Hidrojen peroksit H202
Hidroksil OH: Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO, Ozon O3
Lipid Peroksil LOO:

Nitrik oksit NO: Nitrik asit HNO-
Nitrojen dioksit NO2 Nitrosil katyonu NO*

Nitroksil anyonu NO-
Dinitrojen tetroksid  N204
Dinitrojen trioksid N203
Peroksi nitrit ONOO-
Peroksi nitrik asit ONOCH
Nitronyum katyonu  NO>*
Nitril klorid NOCI
AlKil peroksinitrit ROONO




1.3. Serbest Radikallerin zararlari

Yiksek oranda reaktif olan serbest radikaller, hiicresel membranlardaki coklu
doymamis yag asitleri, DNA'daki niikleotitler ve proteinlerdeki siilfidril baglar1 ile
reaksiyona girerek doku hasarma neden olabilir. Serbest radikaller endojen olarak
normal metabolik reaksiyonlardan veya dis kaynakl tiitiin duman1 ve hava Kirleticilerin
bilesenleri ile dolayli bazi1 ¢0ziiciilerin, ilaglarin, pestisitlerin metabolizmasi ve
radyasyona maruz kalmasi sonucu ortaya ¢ikabilir. Serbest radikal hasarinin, amfizem,
kardiyovaskdler ve enflamatuar hastaliklar, katarakt ve kanser gibi bir¢ok kronik saglik
probleminin etiyolojisine katkida bulunduguna dair bazi kanitlar vardir. Serbest radikal
hasarina kars1 savunmalar arasinda tokoferol (E vitamini), askorbik asit (C vitamini),
beta-karoten, glutatyon, Urik asit, bilirubin ve glutatyon peroksidaz (selenyum), katalaz
(demir) ve siiperoksit dismutaz (bakir) dahil olmak iizere c¢esitli metaloenzimler
bulunur. Doku hasarmin kapsami, iiretilen serbest radikallerle antioksidan koruyucu
savunma sistemi arasindaki dengenin bir sonucudur. Bazi diyet bilesenleri koruyucu
sisteme biiyiik katki saglar (Machlin ve Bendich, 1987).

1.3.1. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksitin ti¢ boyutlu hali Sekil 1° de gdsterilmistir.

F============-===-=-== A reee T 1
'.\ H ".1 ' H '
\ \-, 94.8" \ ' }\ 101.9° ' -
:----0 6:\;""‘&\ LS ":;"“G E}:\;""':hw .
"'L..‘ H “-._‘_\ \“-..‘ H ‘h..“
Gaz Katt (Kristal)

Sekil 1. H20;  nin ti¢ boyutlu konfigiirasyonu

Hidrojen peroksit, serbest radikal olmamak ile birlikte 6nemli bir oksidan
kaynagidir. Clnkd biyolojik membranlara etki edebilir. Nétrofiller de bulunan

miyeloperoksidaz enzim tarafindan hipoklor6z asite (HOCI) doniistiiriiliir. Metallerinin



oksidasyonu yoluyla OH radikali olusur ve ROS molekiillerinin iiretilmesine katki
saglar. Hidrojen peroksit, O,” ye iki elektron ya da 02"’ ye bir elektron eklenmesiyle

olugmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Insan viicudunda hidrojen peroksit, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
peroksiredoksinler olarak adlandirilan antioksidan enzim sistemleri tarafindan suya

doniistiiriilerek ortadan kaldirilmaktadir (Karabulut ve Gilay, 2016).

1.4. Antioksidan Sistemler

Normal hiicre metabolizmasinin toksik yan iiriinii olarak ve savunma amagcl
serbest radikaller olusur. Bu serbest radikallerin insan viicudunda meydana
getirebilecegi oksidatif stresi yok etmek icin antioksidanlar aktif olarak rol
oynamaktadir. Antioksidanlar viicudumuza disaridan alimir veya dogal olarak

vucudumuzda Uretilirler. Tablo 2° de gosterilmektedir (Karabulut ve Gilay, 2016).



Tablo 2. Endojen ve eksojen igerikli antioksidanlar

ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Superoksit dismutaz (SOD)

Katalaz (CAT)

Glutatyon peroksidaz (GPy)

Glutatyon rediktaz (GR)

NONENZIMATIK ANTiOKSiDANLAR

Glutatyon Koenzim Q 10
Melatonin Selenyum
Urik asit o — lipoik asit
Bilirubin Transferrin
Albimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIiOKSIiDANLAR

VITAMIN EKSOJEN
ANTIOKSIiDANLAR
a — Tokoferol (Vitamin E)

B-karoten (Vitamin A)

Askorbik Asit (Vitamin C)
Folik Asit (Vitamin B9)

ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN
ANTIOKSIDANLAR

Ksantin oksidaz inhibitorleri

(allopdrinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten)
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroidanti
inflamatuvar ilaglar)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx
aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol,
alblimin)

Demir redoks dongtisu inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofiladezyon inhibitorleri
Barbitlratlar

Demir selatorleri

1.5. Katalaz

Katalaz (E.C. 1.11.1.6 ) (CAT) dort alt birimden meydana gelen antioksidan

enzimidir. Her bir alt birim, NADPH molekili ve hem grubu ihtiva eder. Katalazin

aktif bolgesinde 4 adet Fe*3 bulunur. Her alt kiimesinin enzimi kendi substrati H2O te

karst koruyan ve etkinligini artiran NADPH ihtiva eder Cogu katalaz enzimin de

NADPH molekili yiizeye sikica bagli ve yakindir (Dagdelen, 2015).



Katalaz enzimi hidrojen peroksitin, Oz ve H2O’ ya doniisiimiinii Sekil 2’de
gosterildigi gibi katalizler. Hidrojen peroksit bir radikal kaynagi oldugu halde, biyolojik
onemi olan molekiillerin c¢ogu ile reaksiyona girmez. Cu ve Fe iyonlarinin
katalizorliigiinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiiri olan hidroksil radikali
(OH') olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir. Fenton reaksiyonu Sekil 3’te
gosterilmektedir (Karabulut ve Gilay, 2016)

2H202 L H.0 + O2

Sekil 2. Katalaz reaksiyonu

Fenton reaksivonn
H:0:2 + CuFe™? > QH + OH + CuFe?

Sekil 3. Fenton reaksiyonu

1.5.1. Katalazin Tarihcesi

Ilk olarak 1811 yilinda katalaz, hidrojen peroksiti kesfeden Louis Jacques
Thenard' 1n, tarafindan fark edildi. Oscar Loew bu maddeye 1900 yillarinda katalaz
adim veren ilk kisi oldu. Birgok bitki ve hayvanda bulundugunu gozlemledi. Sigir
karacigerinde bulunan katalaz 1937 yilinda, James B. Sumner ve Alexander Dounce
adli bilim insanlar tarafindan kristallendirildi ve molekiiler agirligi 1938'de ortalama
240 kDa olarak tespit edildi. Sigirdan bulunan katalazin amino asit dizisi 1969' da
belirlendi. Daha sonra 1981'de, proteinin l¢ boyutlu yapisi ortaya koyuldu (Sumner ve
Dounce, 1937).

1.5.2. Katalitik Mekanizmasi

Katalaz reaksiyonunun tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, reaksiyonun iki

asamada gergeklestigi diistiniilmektedir. Bu mekanizma Sekil 4° te gosterilmektedir.



H202 + Fe(lll)-E ——> H20 + O=Fe (IV)-E(.+)
H202 + O=Fe(IV)-E(.+)H2.0 ——Fe (lll)-E + Oz

Sekil 4. Katalaz reaksiyonunun mekanizmasi

Burada Fe()-E, enzime bagli heme grubunun demir merkezini temsil eder.
FE(VI)-E(.+),Fe(V)-E' e tamamen oksitlenmez ancak heme ligandindan bir miktar
destekleyici elektron” alir. Bu heme daha sonra radikal bir katyon olarak davranir
(.+)(Boon vd., 2007).

Hidrojen peroksit aktif bolgeye girdikge, Asn147 ve His74 amino asitleri ile
etkilesir. Bu da o protonun (OH") oksijen atomlar1 arasinda aktarilmasina neden olur.
Yeni olusan su molekiiliinii serbest birakan serbest oksijen atomu koordinatlar1 ve
Fe(IV)=0, Fe(V1)=0 ve Fe(ll)-E' yi dlzeltmek, su ve oksijen tretmek icin ikinci bir
hidrojen peroksit molekull ile reaksiyona girer. Demir merkezinin reaktivitesi, Fe(lll)'
un Fe(VI)' e oksidasyonuna yardimci olabilecek besinci demir ligandidir. Besinci demir
ligandinin da Tyr357' nin fenolat ligandinin varligi ile saglanabilir. Reaksiyonun
verimliligi, His74 ve Asn147' nin reaksiyon ara drunlerinin etkilesimleri ile saglanabilir
(Boon vd., 2007). Genel olarak, reaksiyon, Michaelis-Menten denklemi ile belirlenebilir
(Maass, 1998).

Bu reaksiyonlarin kesin mekanizmasi bilinmemek ile birlikte net denklemi Sekil

5’ te gosterilmektedir (Maass, 1998).

H.O,; + HOR — 2H,0 + R
Sekil 5. Katalazin net reaksiyon denklemi

1.5.3. Hucresel gorevi

Hidrojen peroksit, bircok normal metabolik siirecin zararli bir iirlintidiir. H202
viucudumuzda hicrelere ve dokulara =zarar vermemesi igin yararli {riinlere
dontstiiriilmelidir. Bu amacla katalaz siklikla hidrojen peroksitin daha az reaktif gaz
halindeki oksijen ve su molekiillerine ayrismasini ve hiicre i¢ine alinmasini saglayan bir

enzimdir (Gaetani vd., 1996).



Katalaz eksikligi, tip 2 diyabet gelisme olasiligini artirabilir. Bazi insanlar ¢ok
diisiik seviyelerde katalaz enzimine Sahiptir, ancak az sayida yan etkisini gorirler.
Normal memelilerin hiicrelerinde H2O2' nin baskin temizleyicileri, katalazdan ziyade
muhtemelen peroksiredoksinlerdir (Goth, 2008; Goth vd., 2001).

Insan katalazi, insan viicudunun yaklasik sicakligi olan 37°C' lik optimum bir
sicaklikta c¢alisir. Buna karsilik, hipertermo philearchaea Pyrobaculumcalidifontis’ ten
izole edilen katalaz 90 °C' lik bir sicaklik optimumuna sahiptir (Aebi, 1984; Amo vd.,
2002).

Bitki hucrelerindeki peroksizomlar fotorespirasyona (oksijen ve karbon dioksit
uretimi) ve simbiyotik azot fiksatine (reaktif nitrojen atomlarina diatomin nitrojenin “N>
ayrilmas1”) dahil edilir. Hidrojen peroksit, hiicrelere bir patojen ile enjekte edildiginde
giicliit bir antimikrobiyal madde olarak kullanilir. Mycobacterium tuberculosis,
Legionella pneumophila ve Campylobacter jejuni gibi katalaz-pozitif patojenler,

peroksit radikallerini deaktive ederler ve boylece zarar gormezler (Srinivasa vd., 2003).

1.5.4. Dokular Arasindaki Dagilim

Enzim sitokrom sistemi iceren tim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur.
CAT enziminin aktivitesi; karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde
yiiksektir. Fizyolojik sartlarda CAT, H20. konsantrasyonunu kontrol eder. H202’nin
hicrelerde birikimini engeller ve hiicreleri oksidatif tehlikelere karsi korur (Kahraman,
2013).

Katalaz daha ¢ok peroksizomlarda, glutatyon peroksidaz, sitozol ve mitokondride
lokalize olarak birbirlerini tamamlayic1 bir yerlesim gosterirler. Boylece hiicre igi
hidrojen peroksit konsantrasyonu diizenlenmesini etkin bir sekilde yerine getirirler
(Cheeseman ve Slater, 1993; Vendel, 1988).



1.5.5. Katalaz uygulamalan

Katalaz enzimi sadece hidrojen peroksiti Kkatalizleyerek parcalanmasini
saglamakla (detoksifiye etmekle) kalmaz ayni zamanda da fenolleri, formik asit,
formaldehit ve alkolleri igeren toksik etkili bilesikleri okside etmede gorev alir ve yine
substrat olarak hidrojen peroksidi kullanir. Katalaz enzimi, agartici, oksitleyici veya
sterilizasyon amacgh kullanilan hidrojen peroksidin uzaklastirilmasinda, hidrojen
peroksit veya glukoz biyosensorlerin analitik amagh Ol¢iimlerinde oldukga yaygin

kullanilan bir enzimdir (Cimen vd., 2005).

1.6. Yag Dokusu

Obezite, vucudun gereksiniminden fazla enerji iceren gida alimi nedeniyle yag
dokusu oraninda artis olmasi ve bunun sonucunda da viicut agirliginin artmasi olarak
tanimlanmaktadir (Dina, 2008). Son yillarda oOzellikle yeme aligkanligindaki
degisikliklerle obezite ve obeziteye bagli hastaliklarin insidansinda artig
gozlenmektedir. Obezitenin en karekteristik 6zelligi yag dokusunun artmasidir. Yag
dokusu adiposit olarak adlandirilan lipid dolu hiicrelerin gevsek olarak baglanmasiyla
olusur. Ayrica yag dokusu fibroblast, 16kosit ve makrofaj gibi bazi yapisal hiicreler de
icerebilir (Gimble, 2003). Yag dokusunun enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri
depolama, fiziksel koruma gibi fonksiyonlar1 vardir. Son yillarda bu fonksiyonlarina ek
olarak adipositlerden ve adipositler arasinda bulunan bag dokusu hiicrelerinden
salgilanan adipokin ismi verilen bazi proteinlerin otokrin, parakrin ve endokrin etkileri

oldugu gosterilmistir (Gimble, 2003; Tilg ve Hotamislhigil, 2006).

Yag dokusu, diyetle alinan fazla enerjiyi triagilgliserol (TG) seklinde
depolamasinda ve enerji metabolizmasinin kontroliinde rol almaktadir. Yag dokusu
leptin, rezistin, adiponektin, retinol baglayici protein 4 (RBP-4), timor nekrozis faktor-
a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi molekilleri de salgilamaktadir. Bu molekiiller
hipertansiyon, insiilin direnci ve kanser gibi hastaliklarin patolojisinde etkin rol
almaktadir. Yapilan calismalar yag dokularimin viicudun farkli yerlerinde cesitli
fonksiyonlara ve sentez 6zelliklerine sahip oldugunu gostermektedir. Yag hiicrelerinde

artan lipid igerigi adipositin islevinin bozulmasina sebep olmakta ve salgilanan adipokin
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profilini degistirmektedir. Son zamanlardaki ¢alismalarda, obezite ile birlikte yag

dokusunda artmig bir oksidatif stresin varligi belirtilmistir. (Kahraman, 2013).

1.6.1. Yag Dokusu, Oksidatif Stres ve Inflamasyon

Obezite viicudumuzda aliman fazle enerji sonucu yag Kkitlesinin artigt olarak
bilinmektedir. Ozellikle artan yag kitlesi ile tip 2 diyabet, metabolik sendrom,
hipertansiyon ve asttim gibi pek c¢ok hastaliin ortaya ¢ikmast bu durumu
ispatlamaktadir. Yag dokusunun, salgiladigi adipokinlerin miktarindaki degisiklikler
sonucunda bu hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Metha ve
Farmer, 2007). Ayrica adipositlerin obezite gibi stres durumlarinda ¢esitli inflamatuvar
mediatorleri salgiladig: tesbit edilmistir (Furuhashi vd., 2008). C-reaktif protein, IL-6,
TNF-Alfa ve selluler adezyon molekulleri gibi plazmadaki inflamatuvar gostergeler
obez kisilerde degismez bir sekilde yiikselmekte ve adipozite ve insiilin direnci
parametreleri ile korelasyon gostermektedir (Tilg ve Hotamisligil, 2006; Furuhashi vd.,
2008). Fare modellerinde, yag rezervlerindeki makrofaj infiltrasyonu ve artmis immiin
aktivite, sistemik insilin direnci ile iligkilendirilmistir Bu hayvan ¢aligmalar
adipositlerle immiin hiicre popiilasyonu arasindaki yerel sitokin etkilesiminin obeziteyle
iligkili kronik inflamatuar durumun siirdiiriilmesi ve siddetlendirilmesinde merkezi bir

rol oynadig: diistiniilmektedir (Furuhashi vd., 2008).

Obezite gittikge artan insidansi ile onemli bir saglik problemi olarak ortaya
cikmaktadir. Obezitenin biyokimyasal mekanizmalarini anlamak ve uygun tedavi
protokolleri olusturabilmek ig¢in in vivo ve in vitro modellerde bir¢ok c¢aligma
yaptlmaktadir. Elde edilen bulgular obezitede oksidatif strese katkida bulunan gesitli
muhtemel mekanizmalar1 ortaya koymustur. Bunlar hiperglisemi, viicut agirligini
tasimak i¢in artan kas aktivitesi, artan oksijen tiiketimi, yliksek doku lipit seviyeleri,
yetersiz antioksidan savunma, kronik inflamasyon, hiperleptinemiye bagli endotelial
ROS iiretiminin artmasidir (Kahraman, 2013).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar, Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

Bu c¢alismada kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve kimyasal malzemeleri

Uretici firmalar1 ile beraber Tablo 3’ te gosterilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar ve malzemelerin listesi

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Vorteks

Magnetik karistiric
Otomatik pipet 10-100 uL
Otomatik pipet 100-1000 uL
Otomatik pipet 1-5 mL
pH metre
Homojenizator

Hassas analitik terazi
Deney tupleri
Sogutmali santrifiij
Calkalayici

Tris-baz

Tris-HCI

EDTA

NaCl

KH2PO4

Na2P04.2H20
Kloroform

Metanol

H20>

HCI

HEPES

Triton X-100

Velp. Scientificavortex

Wise stir MSH-20D
Brandtransferpette
Brandtransferpette
Gilsonpipetman

Hanna instruments HI 2210 pH Meter
Omni international tissuemaster 125
Acculabsartorius group

Isotherm test tube

Thermo Scientific Multifuge3SR+
HLC Biotech

Himedia

Merck

Himedia

Merck

Merck

Himedia

Merck

Merck

Sigma Aldich

Merck

Ambresco

Merck
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2.2. Kaullanilan Hayvanlar

Retroperitoneal yag dokusu elde etmek i¢in Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Deney Hayvanlar1 Aragtirma ve Uygulama Merkezi’ nde farkli ¢alismalar i¢in sakrifiye

edilmis erkek Spragua Dawley 1rki ratin retroperitoneal yag dokusu alindi.

2.3. Beyaz Yag Dokusu Homojenizasyon Yontemi Se¢imi

Retroperitoneal yag dokusu alinarak literatiirde de gegen CAT’ 1n spesifik
aktivitesinin en yiiksek oldugu homojenizasyon yontemini belirlemek igin {li¢ farkli lipit

homojenizasyon yontemi uygulanmistir.

2.3.1. Homojenizasyon Yontemi 1

Izolasyon Tamponu Hazirlanmast (0,05 M pH 7,4)

0.606 g Tris, 0.87 g NaCl ve 0.08 g EDTA tartilarak yaklagik 50 mL saf suda
magnetik karistirict ile ¢oziinmesi saglandi. Ardindan pH 7,4’ e ayarlandi. Daha sonra

balon jojeye aktarilarak hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.

Yaklasik 100 mg yag dokusu cam tiiplere alindi. 200 uL izolasyon tamponu ve
750 uL  kloroform/metanol karisimi  (2:1) ilave edilerek homojenize edildi.
Homojenatlar ependorflara aktarilarak 20 dk buzda bekletildikten sonra 250 pL
kloroform ve 250 pL saf su eklendi ve ependorflar vortekslendi. +4°C 15000 rpm’ de
10 dk santriftj edildi. Santrifiij sonrasinda iki faz gozlendi. Ustteki siipernatan temiz

ependorfa aktarilarak CAT 6l¢iimii i¢in hazir hale getirildi (Sajic vd., 2011).
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2.3.2. Homojenizasyon Yontemi 2

HEPES Tamponunun Hazirlanmast (25 mM pH 8,80)

1.63 g HEPES tartilarak yaklasik 150 mL saf suda magnetik karistirict ile
coziinmesi saglandi. Ardindan pH 8,80’ e ayarlandi. Daha sonra balon jojeye aktarilarak

hacmi 250 mL’ ye tamamlandi.

Bir 6nceki homojenizasyon yontemi modifiye edilerek islem gergeklestirildi.
Yaklagik 100 mg yag dokusu cam tiiplere alindi. 200 pL 25 mM HEPES tamponu
cozeltisi icinde homojenize edildi. Homojenatlar ependorflara aktarildi ve 200 pL
kloroform ilave edilerek +4°C de 15000 rpm’ de 10 dk santriflj edildi. Santrifuj
ardindan iki faz gozlendi. Ustteki siipernatan fazi temiz ependorfa aktarilarak CAT

6lcimu i¢in hazir hale getirildi (Selvi, 2018).

2.3.3. Homojenizasyon Ydntemi 3

Homojenizasyon Tamponu (0,05 M pH 7,4)

Bir balon jojenin igine sivi triton X-100 50 pL ilave edildi ve Gzerine 100 mL
saf su ilave edilerek ¢ozelti hazirlandi. 0,05 M 100 mL Tris-HCI hazirlamak i¢in bu
maddeden 0,788 gr tartildi ve bir miktar saf su da ¢6ziinmesi saglandiktan sonra 100
mL’ ye tamamlandi. Hazirlanan iki ¢ozelti birbirine karistirildiktan sonra pH 7,4 ¢

ayarlanarak homojenizasyon tamponu hazirlandi.

150 mg yag dokusu tartilarak buz i¢ine alindi. Buz {izerinde bekleyen dokunun
iistline 2 mL soguk homojenizasyon tamponu ilave edildi. Dokular soguk ortamda 10
saniye boyunca homojenizatorle homojenize edildi. Homojenize doku +4 °C’ de, 3000
rpm’ de, 10 dakika santrifiij edildi. En tisteki yag tabakasi bir pastor pipet yardimiyla
uzaklastirilarak siipernatan alindi. 1 mL stpernatan tzerine 300 pL kloroform konuldu.
Karigim vortekslenerek +4 °C’ de, 10.000 g’ de 15 dk santrifiij yapildi. Elde edilen
stipernatan CAT o6l¢iimii i¢in hazir hale getirildi (Furukawa vd., 2004; Kahraman,
2013).
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2.4. Katalaz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

50 mM Fosfat Tamponu (pH 7,00)

3,405 g KH2PO4 ve 4,45 g Na;HPO4.2H20, 500 mL saf suda c¢ozildiler. Bu

cozeltiler sirastyla 1:1,5 oraninda karistirildi ve pH 7,00’ ye ayarlanda.

%30’ luk Hidrojen Peroksit (H>0>)

0,17 mL %30’ Iuk H2O> alinarak fosfat tamponu ile 50 mL’ ye tamamlandi. Her

6l¢ciim i¢in yenisi hazirlandi.

2.5. Deneyin Yapihisi

Doku homojenatlar1 Tablo 4’ te belirtildigi gibi pipetleme yapildi.

Tablo 4. Katalaz aktivitesi 6lcumi i¢in reaksiyon karigimi

Reaktifler Koér (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 0,25 -

Numune 0,50 0,50

H202 - 0,25

2.5.1. Protein Miktar Tayini

Retroperitoneal yag dokularindan elde edilen homojenatlar da protein tayini icin
bisinkoninik asit (BCA) protein 6lgiim kiti kullanilmistir. BCA Kiti protokolline uygun
sekilde hazirlanmistir. Burada kit prosediirii Biliretin tepkimeye girmesiyle baslar. Cu*?,

alkali ¢ozeltide bulunan protein tarafindan Cu*®’

e indirgenir ve BCA, indirgenmis Cu
ile kenetlenerek mor bir reaksiyon kompleksi olusturur. Olusan bu mor kompleks 562

nm’ de 6l¢limu ile beraber protein miktar1 belirlenmektedir.
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Calismada stok standart olarak 2 mg/mL’ lik sigir bovine serum albimini (BSA)
kullanildi.  Retroperitoneal ya§ dokularindan elde edilen protein fazlarin
konsantrasyonlar1 sirastyla Sekil 6, 7 ve 8 de ki standart grafiklerine gére mg/mL

cinsinden hesaplandi.

1.2
y =1.0025x - 0.023

R?=0.9847

.
o
.

o
o

o
.
.
.
.
.
.

o
o

o
.
.
.
.
o
.

Absorbans (562 nm)
=
°

o
.
.
.
.

o
N
Y

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Standart konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 6. Homojenizasyon yontemi 1 (H1) protein standart grafigi
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Sekil 7. Homojenizasyon yontemi 2 (H2) protein standart grafigi
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Sekil 8. Homojenizasyon yontemi 3 (H3) protein standart grafigi

2.6. Istatiksel Analiz
Elde edilen sonuglar ortalama olarak ifade edildi. Karsilastirmalar Kruskal Wallis

testi ile yapildi ve post hoc olarak ta Mann Whitney U testi kullanildi. p< 0,05 istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Homojenizasyon yontemlerinde o6lclilen CAT aktivitelerini spesifik aktiviteye

cevirmek i¢in kullanilan protein miktarlar1 farkli diliisyonlar i¢in Tablo 5’ te verilmistir.

Yapilan istatiksel degerlendirmeler sonucunda H3’ iin H1’ e gore daha yiiksek protein

icerigine sahip oldugu gozlendi (p=0,010). H2 ile H3 arasinda farklilik tespit edildi

ancak bu fark istatiksel olarak anlamli diizeyde bulunamamistir (p=0,234). Ayn sekilde

H1 ile H2 arasinda da protein igerikleri yoniinden herhangi bir fark bulunmadi

(p=0,505).

Tablo 5. Kullanilan 3 yontemde elde edilen protein miktari sonuglari (mg/mL)

Seyreltme orani H1 H2 H3

Diltisyonsuz 0,274 0,646 0,994
1/2 0,176 0,242 0,522
1/4 0,122 0,117 0,354
1/10 0,083 0,044 0,177

3.1. Retroperitonal Yag Dokusunda Katalaz Ol¢iim Sonuclar

Calismamizda 1. Homojenizasyon yonteminde CAT enzim aktivitelerinin

ortalama sonuglar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. 1. Homojenizasyon (H1) yontemine gore spesifik aktivite sonuglart (k/mg

protein)
Seyreltme oram 1. 6lciim 2. 0lcim Ortalama
Dillisyonsuz 6,65*103 4,87*107 5,76*10°
112 6,96*10°3 9,81*10°3 8,38*103
1/4 20,27*10°3 26,94*1073 23,60*10°
1/10 5,31*10°3 5,55*10°3 5,43*103
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Calismamizda 2.Homojenizasyon yontemindenelde edilen spesifik aktiviteler ve

ortalamasi Tablo 7’ de verilmistir.

Tablo 7. 2. Homojenizasyon (H2) yontemine gore spesifik aktivite sonuglar1 (k/mg

protein)
Seyreltme  1.6lgum 2.6lgim 3.6lgim Ort
orani
Dilusyonsuz 2,02*10°3 2,60%10* 1,66*10° 1,31*1073
1/2 14,90*10°3 5,83*10* 7,74*10°3
1/4 5,74*10°3 3,19*10°3 13,18*107 7,37*%10°3
1/10 9,33*10°3 9,22*10°3 9,28*10°3

Calismamizda 3.Homojenizasyon yonteminden elde edilen spesifik aktiviteler ve

ortalamasi Tablo 8’ de verilmistir.

Tablo 8. 3. Homojenizasyon (H3) yontemine goére spesifik aktivite sonuglart (k/mg

protein)
Seyreltme 1.6lcuim 2.6lcim Ort
orani
Dillisyonsuz 2,948*10* 2,68*10°3 2,81*%10°3
1/2 5,099*1073 1,75*%10°3 3,42*1073
1/4 11,11*1073 1,741*1073 6,43*10°
1/10 3,212*10°3 11,22*10° 7,22*%10°3

3.2.  Yontemlere gore spesifik aktivite sonuclari1 (k/mg protein)
Her ¢ homojenizasyon yonteminin de farkli diliisyonlardaki spesifik aktiviteleri

Sekil 9’ da gosterilmistir. Yapilan istatiksel degerlendirmeler sonucunda U¢ yontem

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,886).
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Yag dokusu viicutta enerjinin depolandigi ana doku olmasinin yani sira, endokrin
bir organ olarak, bircok fizyolojik ve patolojik olayda rol alan adipokinleri de
salgilamaktadir (Jung ve Choi, 2014; Demirci ve Gun, 2017). Salgilanan adipokinler
obezite, metabolik sendrom, tip 2 diyabet, hipertansiyon ve kanser gibi bir¢ok hastaligin
patolojisinde onemli rol oynamaktadir. (Darroudi vd., 2019)). Bahsedilen hastaliklarin
molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasinda yag dokusunda
bulunan protein karakterli molekullerin izolasyonu ve dlcumleri oldukga 6nemli ve bilgi

vericidir.

Vicutta veya bir dokuda oksidan- antioksidan dengesinin oksidanlar lehine
kaymast ile oksidatif stres olusur. Oldukca farkli karakterde oksidan bilesik
bulunmasina ragmen, organizmada, oksidatif stresten genellikle reaktif oksijen tirleri
sorumludur. Reaktif oksijen tirleri aerobik hiicresel metabolik stireclerde strekli olarak
uretilir. Stperoksit ve hidrojen peroksit gibi serbest radikaller lipidler, proteinler ve
DNA gibi ¢esitli hiicre i¢i molekiillerle reaksiyona girer. Aerobik metabolizma sirasinda
ROT iiretilmesine ragmen, ROT’ un biyolojik hedefleri iizerine olan etkileri aktif
konsantrasyonlarina baglidir ve oksidatif stres durumunda bu tiirlerin seviyeleri normale
gore ¢ok daha yliksektir. ROT’ lerin yiiksek seviyelerinin toksik olmasina ragmen,
diisiik seviyeleri hiicre farklilagmasi, apoptozi, hiicre ¢ogalmasi ve redoks duyarl sinyal
iletim yollar1 gibi baz1 6nemli fizyolojik mekanizmalarin diizenlenmesi onemlidir.
(Stleyman vd., 2018; Savini vd., 2013). Obezite, tip 2 diyabet, kalp-damar hastaliklar1
ve kanser gibi hastaliklarda artmis oksidatif stres patolojide 6nemli rol oynar. Ozellikle
obezitede hipertrofi ve hiperplaziye bagli olarak biiyliyen yag dokusu, adiposit
disfonksiyonuna bagli olarak, normal adipokin profilinin disina ¢ikarak inflamatuar
stireci tetikleyen bir adipokin salgi profili kazanir (yiiksek leptin, TNF-a, IL-6 ve diisiik
adiponektin salgis1 gibi). Ozellikle bu dokudan salgilanan inflamatuar sitokinlerin artisi
bolgede bulunan makrofaj ve monositlerden reaktif oksijen ve azot turlerinin sentezinin
artmasina yol agar. Ayrica, artan mitokondriyal oksidasyon ve mekanik yiikte yag
dokusunda oksidatif stresi daha da derinlestirir. Yukarida bahsedilen etkiler sonucu
obezite diisiik seviyeli kronik inflamatuar bir siire¢ olarak tanimlanir (Ferrandez vd.,

2011; Ipar, 2012; Darroudi vd., 2019).
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Oksidatif stres ayni1 zamanda yetersiz antioksidan savunma mekanizmalari ile de
ilgilidir. ROT hiicre ici Konsantrasyonu, bu bilesiklerin {iretimi ve bunlarin
antioksidanlarca ortamdan uzaklastirilma hizlarina baglidir. Hiicreler oksidanlarin
neden olacagi hasart engellemek ya da tamir etmek icin bircok antioksidan
mekanizmaya sahiptir. Ozellikle antioksidan enzimlerden, SOD, CAT ve GPx oksijen
kullanan tiim hiicrelerin canlilig1 i¢in gereklidir. Bu enzimlerin sirali reaksiyonlari
sonucu stperoksit radikali suya indirgenmektedir (Christine vd., 2010). Obeziteye bagli
oksidatif stresin degerlendirilmesinde de yag dokusunda bu enzimlerin 6lglimi
yapilmaktadir (Sajic vd., 2011). Ayrica obezite fizyopatolojisi ile ilgili molekiler
calismalarda ve tedaviye yonelik uygulamalarin degerlendirilmesi kullanilan,
proteomik, ELISA, western blot ve enzim Ol¢limleri gibi yontemler igin yag
dokusundan protein izolasyonu gerekmektedir. Ancak, yiiksek lipid igerigi ve protein
miktarinin bu dokuda ¢ok diisiik seviyede olmasi (% 2 civarinda), yag dokusundan
analitik amacl protein izolasyonu ve dl¢limiinii giiclestirmektedir. Yag hiicreleri yapisal
olarak sitoplazmalarinda triagilgliserol ve az miktarda kolesterol ve fosfolipid igeren
lipid damlaciklarini igerir. Sitoplazmada ki lipid damlaciklar1 perilipin denilen bir
proteince sarilmistir. Bu hidrofobik proteinlerin klasik deterjan kullanan yontemlerle
izolasyonu zordur. Proteinler olugsan misel yapilarinin icinde kalmakta ve izole edilen
protein miktar1 azalmaktadir. Ayrica, deterjanlarin birgok Olgiim igin interferans
yapmaktadir (Sajic vd., 2011).

Bu tez c¢alismasinda, yag dokusu Orneklerinde CAT enzim aktivitesi Ol¢iimiinde
kullanilabilecek organik solventle doku homojenetlarin delipidasyonu (lipidlerin
uzaklagtirllmasi) esasina dayana ii¢ farkli yontem karsilastinlmistir. Yontemlerin
etkinligi ortaya koymak i¢in spesifik aktivite degerleri hesaplanmis ve
degerlendirilmistir. Kullanilan ilk homojenizasyon yonteminde (H1) yag dokusu Sajic
ve ark. tarafindan tanimlanan yontem modifiye edilerek homojenize edilmistir.
Izolasyon tamponu ile yapilan homojenizasyonu takiben kloroform/metanol (1:2)
karsimi ile delipidasyon islemi gergeklestirilmistir. ikinci homojenizasyon ydnteminde
(H2) HEPES tamponu ile yapilan homojenizasyonu takiben kloroform ile delipidasyon
islemi yapilmustir. Uciincii homojenizasyon yonteminde (H3) yag dokusu

homojenizasyonu yine homojenizasyon ve deterjan (triton X-100) ile yapilmis,
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delipidasyon islemi sadece kloroform kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuclar (Tablo 5) incelendiginde en yiiksek protein degerlerinin H3’ de oldugu
gozikkmektedir. H3” de en yliksek protein igeriginin olmasinda polar organik ¢ozelti
kullanilmamasinin  bir sonucu olabilir. Proteinler organik ¢o6zucilerle muamele
edildiklerinde cokerler. Bununla beraber, bazi hidrofobik proteinler, 6zellikle hiicre
zarlarinda yerlesenler organik coziiciiler etkisi ile ¢oktiiriilemezler. Hiicre zarlarinda
kullanilan organik ¢oziiciiler proteinin hidrofobik parcalari etrafindaki su molekiillerinin
yerini alirlar. Buda, protein ¢oziinlirliglin artmast ile sonuglanir. Ayrica bu
homojenizasyon yonteminde kullanilana deterjanda protein ¢oziinlirliigiinii arttirmig
olabilir. Proteinlerin molekiil biiyiikliigiine bagli olarak ta ¢okme davranisini
degistirmektedir. Biiyiik molekiil agirlikli proteinler diger o6zellikleri ayni olan daha
kiigiik molekiil agirlikli proteinlere gore daha diisiik organik ¢dziicii konsantrasyonlarin
da c¢Okerler (Asakura vd., 1978). Homojenizasyon yontemleri igersinde
tampon/klorofom orani en yliksek homojenizasyon yontemi H3’ diir. Bu sebebe bagh

olarak H3’ de dlg¢iilen protein miktar1 daha yiiksek olabilir.

CAT hiicrelerde SOD tarafindan iiretilen hidrojen peroksiti su ve oksijene
dontistiiren enzimdir. CAT’in  ¢ogunlugu peroksizomlarda lokalize olmustur.
Inflamatuar bir siire¢ olan obezitede dokuda gdzlenen oksidatif stresin ana kaynagmin
NADPH oksidazdir. Bu enzim bol miktarda siiperoksit anyonu olusturmaktadir.
Stiperoksidin  zararl1 etkilerinin bertaraf edilmesinde ilk savunma hatti SOD
aktivitesidir. Bu aktiviteye bagl olusan hidrojenperoksitte CAT ve glutatyon peroksidaz
aktiviteleri ile bertaraf edilir (Christine vd., 2010).

Farkli seyreltme oranlarinda {i¢ homojenizasyon yontemi ile elde edilen spesifik
aktivite degerleri tablo 6, 7, 8 ve Sekil 9°da verilmistir. En yiiksek spesifik aktivite
degeri H1’ de elde edilmistir, ancak istatistiksel olarak bu fark anlamli bulunmamaistir
(p=0,886). H1 yontemi en diislik ortalama protein degerlerine sahip olmasina ragmen en
yuksek CAT aktivitesine sahiptir. Her U¢ homojenizasyon yonteminde de yukarida
anlatildig1 gibi apolar bir organik ¢6zicl (kloroform) ve H1 de polar organik ¢6zuci
(metanol) kullanilmistir. Genel olarak kullanilan organik c¢oziculer izole edilecek
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarini degistirerek c¢oziintirliiklerinin kaybetmelerine ve

cokmelerine sebep olur. Bahsedilen etki 0 °C {izerindeki sartlarda daha belirgindir. Bu
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yiizden denatlirasyon calismalarinda, proteinleri ¢oktiirmek i¢in organik ¢dziiciiler
siklikla kullanilir. Organik ¢oziiciiler biyolojik orneklerde tiim proteinlerin ¢okmesini
saglayabilecegi gibi, uygun deneysel sartlarda bazi protein fraksiyonlarmin ¢ékmeden
fonksiyonel olarak ortamda kalmasini saglayabilir. Bu yoOntem enzim izolasyon

calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Englard ve Seifter, 1990).

Enzim katalizi ile ilgili ¢alismalarinda, substrat (lar) organik c¢dziiculerde daha
fazla ¢Oziinirliige sahip oldugu, arzulanan yonlerde reaksiyon dengelerinin
degistirilmesi, kontaminasyon riskinin azaltilmasi, termostabilitenin artirilmasi, enzimin
geri kazanimi ve tekrar kullanilabilirligi, ucucu c¢oziiciiler kullanildiginda enerji
verimliliginin artirilmasi, asit anhidritler gibi "neme duyarli" substratlar/reaktifler
kullanmas1 gerektiginde, substratin 6zgiilliigli, 6zgilinliigiine ve enantioselektiflik gibi
durumlarda organik ¢ozicl kullanimi tercih edilir (Gupta, 1992). Kullanilan organik
¢oziicii, enzimlerin tersiyer ve kuaterner yapilarini etkileyerek olgilimler sirasinda
domainlerin esnekligini, subsratlarin aktif bolgeye ulasmasi ve baglanmasi gibi
ozellikleri degistirerek enzim aktivitesi Uzerine olan etkisi gergeklestirebilir (Wiggers
vd., 2007). Polar organik coziicllerden metanol ve etanol gibi alkollerin GAPDH,
fruktoz 1, 6-bisfosfataz ve alkalen fosfataz gibi enzimlerin aktivitesini 6nemli Glglide
arttirdigr gosterilmistir (Wiggers vd., 2007; Krishnoswamy ve Kenkare, 1970). Bu
olayin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, alkollerin peptitlerde ve proteinlerde yapisal
degisiklikler meydana getirdigi uzun zamandir bilinmektedir. Alkoller enzimlerin
konformasyonel esnekligini artirarak katalitik aktivite i¢in molekiiler bir kayganlastirict

gibi davranmaktadir (Wiggers vd., 2007).

H1’ de yag dokusu homojenize edildikten sonra kullanilan klroroform/metanol
karsim1 H2’ de kullanilan kloroforma gore CAT aktivitesini daha iyi korumustur. Bunda
mevcut aktivitenin korunmasi kadar metanoliin CAT aktivitesini yukarida bahsedilen
sekilde artirmis olmasmin bir sonucu olabilir. HI’ ve H2’ de hemen hemen ayni
miktarda protein igerigi bulunmasi ragmen CAT aktivitesinin H2’ de daha diisiik
olmasinda, proteinin denatiirasyonla aktivitesini kaybetmesi, en azindan kullanilan
klorofom miktarinin CAT fraksiyonunu c¢6ziiniir halde tutamamasmin da sonucu
olabilir. Ayrica, organik ¢oziiciiler su ile karistirildiginda 1s1 iiretimine sebep olmaktadir

ve bu denattirasyonu daha da artirmaktadir (Englard ve Seifter, 1990). H1’ de buz

24



tizerinde numuneler bekletilirken H2’ de bu uygulama yapilmamistir. H2 i¢in soguk
ortamin saglanmamis olmasi denatiirasyonu artirmis olabilir. Yukarida bahsedildigi gibi
organik ¢oziiciiler subsratlarin ¢6ziiniirligii tizerinde de etkilidir. Metanoliin kloroforma
gore daha polar olmasi deneylerde kullanilan H202’ nin ¢oziintirliigii lizerinden de
enzim aktivitesinin H1’ de daha yiiksek olmasina sebep olmus olabilir. Elde ettigimiz
sonuclar Aebi yontemi ile CAT aktivitesi 6lcumu ile ilgilidir. CAT aktivitesi 6l¢imiinde
kullanilacak farkli yontemlerde (Goth yontemi gibi) substrat degisikligi gibi faktorler
farkli sonuclarin elde edilmesine sebep olabilir. H3” de en yiiksek protein miktarina
ragmen en diisiik CAT aktivitesi Ol¢lilmesinde deterjan kullanilmamasi etkili olabilir.
Triton X-100° iin deterjan etkisi lipid-protein ayrimini tam anlamiyla yerine getirirken,
yiiksek miktarda iiriin elde edilmesine imkan saglarken, apolar karakterinden dolay1
proteinlerde ciddi denatlrasyona yol agmis olabilir. Yine yiliksek apolariteden dolay1
subsrat ¢oziinlirliiglinliin azalmasi, elektron transferinin zorlagsmasi gibi olaylar CAT’ 1n
aktivite kaybima ugramasina sebep olmus olabilir. Ayrica H2 yontemindeki kullanilan
pH’ nin 8,8 degerine sahip olmasi da katalaz aktivitesini degistirmis ve daha diisiik

speaifik aktiviteye sebep olmus olabilir.

Sonug olarak, retroperitoneal yag dokusunda Aebi yontemi ile CAT aktivite
tayininde kullanilabilecek 1ii¢ farkli homojenizasyon yontemi karsilastirildig:
caligmamizda, H1 yonteminin CAT aktivitesi tayininde daha yiiksek spesifik aktiviteye
sahip oldugu gozlendi ve bu etkide daha polar 6zellige sahip metanol varliginin ve

soguk ortam uygulamasinin 6nemli olabilecegi kanaatine varildi.
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