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OZET
Yiiksek Yagh Diyetin Karaciger Karbonik Anhidraz Aktivitesi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi
Pinar SARISIN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Damismani: Prof. Dr. Ahmet ALVER

Prokaryotlardan oOkaryotlara kadar ¢ok genis bir dagilima sahip olan karbonik
anhidrazlar (CA, E.C.4.2.1.1, karbonat hidroliyaz), bikarbonatin (HCO3) dehidrasyon veya
(CO) karbodioksitin hidrasyonunu doniisiimlii olarak katalizleyen, aktif bolgesinde prostetik
grup olarak Zn? igeren bir metaloenzimlerdir. Bu enzimler CO,, H* ve HCOs™ iin hiicre ici ve
hiicre digindaki Kkonsantrasyonlarnin diizenlenmesi, dokularda elektrolit salmimi, kemik
resorpsiyonu, tiimor olusumu ve idrar asidifikasyonu gibi bir¢cok fizyolojik siiregte gorev
almaktadir. Bu tez ¢alismasinda yliksek yagh diyetin de novo lipit sentezinin 6ncii bilesigi olan
HCOs ’1 senteleyen CA aktivitesi tlizerine etkilerinin, fare karacigerinde incelenmesi
amaglanmigtir. Calisma kapsaminda, 16 adet erkek C57BL/6J irki fare Research Diets’ ten
alinan yiiksek yagli ve standart fare yemleri ile beslendi. Dort aylik beslenme periyodunun
sonunda farelerin agirliklar1 6lgtildii ve dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Karaciger dokulari
homojenize edildikten sonra CA aktiviteleri potansiyometrik metod ile dlgiildii. Standart diyet
ile beslenen farelerin CA aktivitesi 0,87 + 0,26 U/mg protein olarak olgiiliirken;. Y iiksek yagh
diyet grubundaki farelerde ise aktivite 0,60 £ 0,15 U/mg protein olarak bulundu. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=
0.038). Sonug olarak, yiiksek yagli diyet kullaniminin de novo lipit sentezinde oncii bilesigi
sentezleyen CA aktivitesini fare karacigerinde azalttigi ve bu azalisa metabolik ve hormonal

degisikliklerin sebep olabilecegi kanaatine varildi.

2018, 32 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbonik Anhidraz, Karaciger, Fare, Yiiksek Yagli Diyet.
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ABSTRACT

The Investigation Of Effect’s High Fat Diet On Carbonic Anhydrase Activity in

Liver
Pmar SARISIN

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biochemistry
Master’s Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ALVER

Carbonic anhydrases (CA, E.C.4.2.1.1, carbonate hydrolase), which has a wide range
from prokaryotes to eukaryotes, are a metalloenzyme containing Zn?* as a prosthetic group in
active site, catalyzes reversibly the dehydration or hydration of bicarbonate (HCO3). These
enzymes are involved in many physiological processes such as the regulation of intra and
extracellular CO,;, H* and HCOjs; concentrations, electrolyte secretion in tissues, bone
resorption, tumorigenesis and urinary acidification. In this thesis study, it is aimed to investigate
of the effect’s high fat diet on the activity of CA, synthesized HCOs™ that is the precursor of de
novo lipid synthesis, in mice liver. Within the study, 16 male C57BL / 6J mice fed with high fat
and standard mouse feed from Research Diets. At the end of the four-month feeding period,
mice were weighed and sacrificed by decapitation. After the liver tissues were homogenized,
CA activities were measured by potentiometric method. The activity of the standard diet fed
mice was measured as 0.87+0.26 U/mg protein. For the rats in the high fat dietary group, the
activity was 0.60+0.15 U/mg protein. The result of statistical analysis, this difference was found
to be statistically significant (p= 0.038). As a result, it was concluded that the use of high-fat
diet reduced activity of CA synthesized the precursor substance for de novo lipid synthesis in

mice live and metabolic and hormonal changes may be caused this decrease.

2018, 32 pages.
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1.1. GENEL BiLGILER

1.2. Karbonik Anhidraz Ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (CA, E.C.4.2.1.1, karbonat hidroliyaz), tiim canlilarda
yaygin olarak bulunan, aktif bolgesinde prostetik grup olarak Zn?" iceren, monomerik
yapilt bir metaloenzimdir. CA, bikarbonatin (HCO3") dehidrasyon reaksiyonunu veya
CO2‘in hidrasyonunu doniistimlii olarak katalizler (Sekil 1). Yaklasik 260 amino asitten
olusan CA enzimi, 30 kDa agirhigindadir. Bu enzim ilk olarak memeli eritrositlerden
1933 yilinda saflastirilmistir (C.Frost and Mckenna, 2014; Sentiirk, 2015; Diler vd.,
2009). CA nin katalitik bolgesinde, ti¢ histidinle bir su molekiiliine, aktif bolgesinde
bulunan Zn?* katyonu baglanir (Bowser vd, 2016).

CA

CO; + H20 H>COs3 HCOs + H*

Sekil 1. Karbonik anhidrazin déntisiimlii reaksiyonu (Sentiirk, 2015)

Karbonik anhidraz, yukaridaki reaksiyonun yaninda karbosilik, siilfonik,
karbonik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin, piruvatin hiroliz reaksiyonunu da katalizler.
Ancak bunlarin fizyolojik Onemi tam olarak ortaya konulamamustir (Alver, 1996;
Pocker, 1991).

CA Kkatalizledigi bu reaksiyon ile, CO2 ve bikarbonatin akciger ve dokular
arasinda tasinmasinda, pH regililasyonunda, dokularda elektrolit salgilanmasinda, bircok
biyosentez reaksiyonlarinda (lipogenez, glukoneogenez vs.), kalsifikasyon, kemik
resorpsiyonu, tiimor olusmasi, idrar asidifikasyonu gibi bir ¢ok fizyolojik ve patolojik

stireclerde yer almaktadir (Browser vd., 2016; Saleem vd., 2017).



1.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

CA, prokaryotlardan 6karyotlara kadar olduk¢a genis bir dagilima sahip olmakla
beraber, a, B, v , 6, & n karbonik anhidrazlar olmak {izere 6 adet birbirinden farkli ve
bagimsiz gen ailesine sahiptir. a-CA (alglerin, bakterilerin omurgalilarin ve de yesil
yaprakli bitkilerin sitoplazmalarinda), B-CA (genellikle bakterilerin, alglerin, tek ve ¢ift
cenekli bitkilerin kloroplastlarinda), y-CA (basta archealar olmak iizere, bazi
bakterilerde), & ve e-CA (bir takim deniz diatomlarinda) ve yakin zamanda bulunan ve
n-CA tiirleri ise protozoada bulunur (Hilvo vd,2005;Yalduz,2012).

Alglerin, bazi bakterilerin ve bitkilerin CA'lar1 biyosentetik reaksiyonlarda ve
fotosentez reaksiyonlarinda mithim fonksiyonlara sahiptir(Supuran, 2016). Diatomlarda
8- ve &-CA'lar karbondioksit sabitlenmesinde (fiksasyon) rol almaktadir. Protozonlarda
n-CA'larin gorevi net olarak anlagilamamistir fakat de novo piirin/pirimidin biyosentetik
yolaklara dahil olabilecegi fikri vardir (Pocker ve Ng, 1973; Capasso ve Supuran, 2015;
Supuran, 2016).

Karbonik anhidrazin en fazla bilinen ve aydinlanmig olan siifi alfadir. Alfa
ailesinin 16 adet izoenzimi bulunmaktadir. Bunlarin 13 tanesi aktif izoform (CA I-VA,
VB, VI, VII, IX ve XII-XV) ve 3 tanesi inaktif izoformdan (VII1I, X, XI) olusur. CA 1,
II, III, VII ve XIII sitozolde, CA 1V, IX, XII, XIV, XV hiicre membraninda, CA-VI
salgisal, CA-VA ve VB mitokondride bulunur. CA XV’in katalitik aktivitesinin diisiik
olmakla beraber CA-1V ile benzer ozellikleri tagidigi gézlemlenmistir. CA VIII, X, XI
izoenzimlerinin ise timor gelisiminde etkili oldugu belirlenmistir. CA VA ve VB
izoenzimleri omurgasizlarda ve omurgalilarda glukoneogenez ve lipogenez gibi
stireclere katilmaktadir (Us, 2009; Sentiirk, 2015; Saleem ve Saeed, 2016). a- CA

izoenzimleri Tablo 1° de verilmistir (Supuran, 2009).



Tablo.1 a-CA ailesinin yerlesimi, aktivitesi ve islevi (Renner;2017)

Hiicre i¢i Yerlesim izoenzim Kcat islevi Bulundugu Dokular
(x 10%s-1)
e Solunum Kolon, Go6z, Ter Bezi, Yag
Sitozolik | 2 *Asit/baz homeostazi  Dokusu, Kan Hiicreleri
* Solunum Biitiin Dokular
1 14 *Asit/baz homeostazi
* Metabolizma Yag Dokulari, Iskelet Kasi,
11 0,1 * Oksidatif hasar Karaciger
* Epilepsi Beyin, Kolon, Karaciger ve
Vil 9,5 * Oksidatif hasar Iskelet Kasi
« Kanser
Akciger, Bébre}(, Kalp, Beyin,
Ul 15 * Bilinmiyor Iskelet Kasi, Ureme Organlari,
Bagirsaklar
- » Motor fonksiyon Beyin
Sitozolik (CARPS) VII * Kanser gogalmast
*CNS Merkezi Sinir Sistemi
X
--- *CNS Merkezi Sinir Sistemi
Xl * Kanser ¢ogalmasi
* Solunum Akciger, Bobrek
Membran bagimh v 11 * Sperm hareketliligi
* CNS tamponlama
* Gastrik homeos taz Mide, Kolon, Pankreas
IX 3,8 * Kanser ¢ogalmasi
* Hipoksi
* S1vi homeostaz1 Bobrek
Xl 4.2 « Kanser ¢ogalmasi
* Hipoksi
* Fotoreseptor Beyin ve Goz
XV 3,1 « Sinyalizasyon
* CNS tamponlama
* Bilinmiyor Bobrek
mXV 4,7
« Ure sentezi Karaciger, Iskelet Kas1, Bobrek
Mitokondriyal VA 2,9 * Glukoneogenez
* Lipogenez
» Ure sentezi Biitlin Dokular
VB 9,5 * Glukoneogenez
* Lipogenez
* Tat algilamasi Tiikiriik Bezleri
Salgisal Vi 34 * Dis bosluklar1




CA'lar oOzellesmis hiicrelerde bulunan farkli izoformlariyla bir ¢ok Yyerde
bulunur. Ornegin, CA I ve CA II izoenzimleri, serumda ¢ok bol miktarda bulunan
proteinlerdiir. CA 11, 1V, XII ve XIV izoenzimleri asit-baz dengesini ve ¢oziiniir
maddelerin atilmasini yiiksek oranda diizenleyen bobrekte bulunur. CA Il izoenzimi ise
iskelet kasinda bulunur (Keha vd, 2004).

1.2.1. Karbonik Anhidraz I (CAI)

CA |, eritrositlerde en bol bulunan proteinlerden biridir. Konsantrasyonu 12
mg/gram hemoglobindir. Insan eritrositlerinde CAII’ den neredeyse alt1 kat daha fazla
bulunur. Aktivitesi diisiik olan bu izoenzim CAII’ nin %15’ i kadar bir aktiviteye
sahiptir (Kcat=2.10° st). Saglikli yetiskin eritrositlerinde CA I, total CA aktivitesinin
%350’ sini olusturmaktadir. CA 1, insan fetal eritrositlerinde bulunmaz. CA 1, CI
tarafindan olusan inhibisyona CAII’ den daha hassastir, siilfonilamid inhibitorleinden de
CAII’ ye gore daha direnglidir. CA 1, kornea epitelyumunda, ter bezlerinde, lenste, kalin
bagirsagin epitelyumunda ve adipoz dokular da bulunur. Kirmizi kan hiicrelerinde
hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir, fakat hi¢ bir bilinen hematolojik
anormalilik CA 1 eksikliginden olusmamaktadir. CA | izoenziminin fizyolojik 6nemi
saptanamamis  olmakla beraber baska CA izoenzimlerinin ve/veya diger

mekanizmalarin CA 1 eksikligini telafi edebildigi diisiiniilmektedir (Sentiirk, 2015).

1.2.2. Karbonik Anhidraz Il (CA 1)

Yaklasik olarak 30 kDa agirligindaki CA 11, iizerinde en fazla arastirma yapilan
karbonik anhidraz izoenzimidir (Lindskog, 1997). CA II, hemen hemen biitiin doku ve
organlarda hiicrelerin sitozoliinde bulunan, CO> hidrasyonu i¢in maksimum turnover

sayil1 (1.10° s1) ve en genis doku dagilimli izoenzimdir (Sentiirk, 2015).

Eritrositlerde hemoglobinden sonra en fazla bulunan protein CA 1 olmasina
karsin hiicresel solunumun devamliligi i¢in CA II’ nin daha 6nemli bir rolii oldugu

belirlenmistir. CA 1I eksikligine sahip insanlarda, solunum ve pH dengesi ile ilgili



birtakim hastaliklar ortaya g¢ikarken; CA I eksikligi olan insanlar da herhangi bir
hastaliga rastlanmamistir. Bu durum CA II ve CA 1 arasindaki katalitik aktivitenin
farkliligindan olusmaktadir. CA I eksikligi diger CA izoformlariyla telafi edilebilirken
ayni durum CA II i¢in s6z konusu degildir(Lindskog, 1997).

CA 11 beyinde oligodendrositler ve beyin epitelyumunda, gézde lensler ve retina
hiicrelerinde, diisiik seviyede proksimal tiip, henle kulpu ve toplama kanallarinda,
eritrositlerde, trombositlerde, endotel hiicrelerde, kemikte osteoklastlarda, karacigerde,
bobrek interkalate hiicreleri, salgi bezlerinde asiner hiicrelerde, pankreatik kanal
hiicrelerinde, gastrikparietal hiicrelerde, uterus endometriumunda, spermatozoada
bulunur (Lindskog, 1997). CA Il karacigerde, bobrekte proksimal tiibiillerde ve
eritrositlerde CO> degisimine katki saglamaktadir (Sentiirk, 2015).

CA 1l izoenziminin eksikliginde renaltubulerasidoz, osteopetroziscerebral
kalsifikasyon ile sonuglanan “CA II eksikligi sendromu” tanimlanmistir. Dolayisiyla bu

izoenzimin kemik, bobrek ve beyindeki 6nemi biiyiiktiir (Lindskog, 1997).

Déniistimsiiz korliige sebep olan glakomda CA II enziminin 6nemli rolii vardir.
Glakom anormal derecede yiiksek g6z i¢i basinciyla ortaya ¢ikmaktadir. Akéz humor
g0z i¢i basmcinin saglanmasinda biiyiik rol oynamaktadir (Sentiirk, 2015). CA
inhibitorleri glokom tedavisinde ilag olarak da kullanilmaktadir. CA 11’ nin katalizledigi
HCOs", sperm hareketliligi i¢in 6nem teskil etmektedir. Epididimal epitelyum boyunca
CA Il ve CA 1V, bikarbonat (HCO3) homeostazini saglamaktadirlar. CA II ve CA IV
knockout fareler ile yapilan ¢alismalarda HCO3” homeostazinin bozuldugu goriilmiis ve
bu iki enzimin optimal fertilite agisindan gerekliligi anlagilmistir (Lindskog, 1997; Frost
vd, 2014).

CA 1II yag asidi sentezinde de rol almaktadir. Asetil CoA karboksilaz
basamaginda asetil CoA’ dan malonil CoA eldesi i¢in gerekli olan bikarbonat, CA 1l
tarafindan saglanmaktadir (Lindskog, 1997; Frost vd, 2014).



1.2.3. Karbonik Anhidraz 111 (CA 111)

Yaklasik olarak 30 kDa agirliginda ¢ok diistik aktiviteli sitozolik karbonik
anhidraz izoenzimidir. {1k olarak 1979’ da insan iskelet kasindan saflastirilmistir. Iskelet
kas1 hiicrelerinin total protein igeriginin %1-2’ sini olusturur ve iskelet kasinda en bol
bulunan proteinlerden biridir. CA 1II, yapisal olarak CA II izoenzimine oldukc¢a
benzemektedir. Fakat CA III” {in hidrataz aktivitesi CA II’ nin % 3’ i kadardir. 25 °C’
de maksimum karbondioksit hidrasyon turnover sayisi yaklasik olarak 8x10° s™'’dir.
Diisiik aktivitesi, aktif bolgesinde proton mekigi gorevi yapan His 64’ {in olmamasindan
ve yine aktif bolgesinde CA II’ nin aksine Leu 198 yerine Phe 198 bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (Frost and McKenna, 2014).

CA lll, yag dokusu, karaciger ve yavas kasilan iskelet kasi fiberlerinde (tip I
lifler) bol miktarda; tiikiiriik bezleri, uterus diiz kas hiicreleri, akciger, bobrek, kolon,
eritrositler, prostat ve testislerde ise diisiik miktarda ifade edilmektedir. Obez fare
adipositlerinde ve karacigerde kontrol grubuna goére daha diisitk CA III seviyesi tespit

edilmistir (Frost and McKenna, 2014).

CA lll, rodent yag dokusunda bol miktarda bulunmaktadir. Yag
sentezinde Asectil CoA karboksilaz enzimine bikarbonat sagladigi ileri stirtilmiistiir.
Ancak, CA Ill rodentlerde obezite ile birlikte down-regiile edilmektedir. Bu durum
yakit metabolizmasi ile ilgili roliinlin sorgulanmasina sebep olmustur. Giiniimiizde
mevcut bilgiler CA I1I° iin PPARy2 gen ekspresyonunu diizenleyerek adipogenezi
diizenledigi yoniindedir (Frost, 2009).

CA knockout farelerle yapilan caligmalarda biiylime, yasam siiresi, lireme
potansiyeli normaldir. Wild tiplerle knockout farelerin serum, kas, karaciger ve adipoz
dokularinda serbest yag asidi seviyesi ayni oranlarda olup beyin, kas ve karaciger
mRNA’larinda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. Ancak, CA III knockout farelerin
iskelet kaslarinda yapilan calismada kaslarin dinlenme seviyesine gelme siirelerinin
wild tiplere nazaran daha yavas oldugu tespit edilmis ve knockout farelerin fosfokreatin

ATP depolarindan daha uzun siire yararlandiklari goriilmiistir. Bu durum CA 1II



knockout farelerde alternatif ATP iiretim yollar1 olan glikoliz, oksidatif fosforilasyon ve
yag asidi oksidasyonunun diizenlenmesinin zarar gordiigiinii diisiindiirmektedir (Frost,

2009; Frost and McKenna, 2014 ).

1.2.4. Karbonik Anhidraz CA VA ve CA VB

CA V, ilk kez 1980’ de domuz karacigeri mitokondrisinden izole edilmistir.
Daha sonra sirasiyla fare, sican, insan CA V ¢cDNA lar1 klonlanmistir. 38 amino asitlik
hidrofobik N-terminal mitokondriyal sinyal sekansi ve 267 amino asitlik katalitik
domaini ile 305 amino asitlik uzun bir polipeptid zincirine sahiptir. Insanda 267 amino
asitlik sekans daha Once karakterize edilmis olan karbonik anhidrazlarla (CA |- CA

VII), %30-49 oraninda benzerlik gostermistir (Nagao vd, 1993).

Yapilan ¢alismalar mitokondri i¢ membraninin HCOz3™ i¢in gegirgen olmadigini
gostermistir. Giinlimiizde 11 iiyesi tanimlanmis olan bikarbonat tasiyicilarinin higbiri
mitokondri i¢ membraninda bulunmaz. Bu nedenle bikarbonatin mitokondri igerisinde
sentezlenmesi gerekir (Frost, 2009). CA VA ve CA VB mitokondriyal izoenzimler olup
omurgali ve omurgasizlarda lipogenez, glukoneogenez, iiregenez gibi 6nemli metabolik

olaylarda bikarbonat saglayarak rol almaktadirlar (Supuran and Winum, 2009).

De novo lipogenezin mitokondride gergeklesen piruvatin okzaloasetata doniistim
basamagi, bikarbonat ve piruvat karboksilaz oldugu durumlarda gergeklesir.
Tepkimenin bu basamagi i¢in gerekli olan bikarbonati CA VA ve/veya VB
saglamaktadir. Ozellikle yag hiicrelerinde lipogenez i¢cin CA VB’ nin ¢ok daha énemli
oldugu belirtilmistir (Frost, 2009; Supuran and Winum, 2009).

CA VA ve CA VB enzimlerinin metabolizma iizerindeki etkilerinin ayrintili
olarak gorebilmek i¢in knockout fare modelleri olusturulmustur. CA VA knockout
farelerde wild tiplere nazaran hastalikli yavru dogumu, kilo kayb1 ve yiiksek amonyak
seviyesi gozlenirken CA VB knockout farelerin fenotipinde belirgin bir degisiklik
gozlenmemistir. Aclik kan sekeri ve biiyiime geriligi ise CA V A/B double knockout
farelerde artmistir. Dolayisiyla CA V double knockout farelerde fenotipteki degisiklik

daha fazla gozlemlenmistir. Boylece CA VA’in lirogenez ve glukoneogenez gibi



metabolik olaylarda temel fonksiyonlu enzim oldugu 6ne siiriilmiistiir (Supuran and
Winum, 2009).

1.3. Karaciger Dokusu

Karacigerin, yakit metabolizmasinda, sindirimde ve yabanct maddelerin
detoksifikasyonu ve eleminasyonunda merkezi ve kritik biyokimyasal rolii vardir.
Sindirim sisteminden gelen kanin tamami ilk olarak karacigerden gecger. Burada
besinlerin sindiriminden kaynaklanan iiriinler islenir, doniistiiriiliir ve depolanir.
Karaciger proteinlerin, karbohidratlarin ve lipitlerin metabolizmasinda merkezi role
sahiptir. Ayrica diyet kaynakli yaglarin ve vitaminlerin emilimini kolaylagtirmak igin,
kolesterolden safra asitlerini sentezler. Karaciger hem endojen, hemde ilaglar ve
toksinler gibi eksojen bilesiklerin biyotransformasyonunu gerceklestirir ve bunlarin
atilmin1 kolaylastirir. Ayni zamanda, tiroid hormonlari, kortizol, D vitamini gibi
hormonlarin katabolizmasint  gerceklestirerek Vve insiilin like growt faktor |,
anjiotensinojen ve eritropoetin gibi hormonlari da sentezleyerek endokrin fonksiyonlari
gerceklestirir (Burtis C.A. vd.; 2014).

Karacigerde de novo yag asidi sentezi i¢in gerekli olan bikarbonati
saglayan sitozolik CA’ lar (CA I, CA I1I) ve mitokondriyal CA V, karaciger dokusunda
bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica yakit metabolizmasi ile iligkisi tam gosterilmemis
olmakla beraber CA III enzimi de erkek rodentlerin karacigerinde bol miktarda
bulunmaktadir. Ayrica hepatositlerin membranlarinda CA IV enzimi de bulunmaktadir.
Bu enzimin hepatositik plazma membranlarinda bikarbonat taginmast ile ilgilidir (Garg,

1974; Dodgson, 1991; Wilson vd., 2016).

Rodentlerde karaciger dokusunda cinsiyete bagli olarak sitozolik CA
larin miktarlart degiskendir. Disilerde karacigerde sitozolde CA 1l bol miktarda
bulunurken erkeklerde CA III bol miktarda bulunmaktadir. Bu oranlar cinsiyet
hormonlar1 basta olmak {izere diger faktorler tarafindan diizenlenir (Garg, 1974;
Dodgson, 1991). CA 1I izoenzimi fare karacigerinde testosteron tarafindan inibe
edilirken Ostrojen tarafindan aktive edilir; tam tersi olarak CA Ill, testosteron tarafindan

indiiklenirken, 6strojen tarafindan baskilanir (Wilson vd., 2016 ).



1.4. Diyet ve Obezite:

Bilimsel ¢alismalarda, deneysel obezite olusturmak igin g¢esitli modeller
kullanilmaktadir. Bu modeller, farkli diyet protokollerinin kullanildigi, cevresel
indiiklenmis obezite modeli, transgenik obezite modelleri, kimyasal bir ajanin
uygulanmas1 ya da cerrahi girisimle olusturulan obezite modelleridir (6rnegin:
ventromedial nucleus lesion) (Tschop and Heiman,2001). Ancak bu modeller insanda
goriilen obezitenin etiyolojisini tam olarak yansitmamaktadir. insanlarda obezite biiyiik
oranda diyetle ilgilidir. Bu yiizden rodentlerde diyet ile indiiklenmis obezite modelleri
oldukga sik kullanilir ve bilgi vericidir. Ozelikle fazla miktarda yag veya karbohidrat
iceren diyet modelleri siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek yag icerikli diyetle olusturulan
obezite, insiilin direnci ve hiperglisemi ile karakterizedir. Diyette kullanilan yagin
cesidine bagh olarak farkli kilo artisi ve metabolik stirecler gozlenebilir. Yiiksek
karbohidrat icerikli diyette ise olusan modeller asir1 kilo alinimi, insiilin rezistansi ve
yiiksek TAG seviyeleri ile karekterizedir. Ancak, farelerde obezitenin derecesi yiiksek
yagl diyetle beslenenlerde, yliksek karbohidrat diyetiyle beslenenlere gore daha fazladir
(Torrens vd.,2008).

Bu tez caligmasinda yiiksek yagli diyet kullaniminin de novo lipit sentezinde
oncii bilesigi senteleyen CA aktivitesi lizerine etkilerinin fare karacigerinde arastirilmasi

amagclanmustir.



2. Yapilan Cahsmalar

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve kimyasal malzemeleri

iiretici firmalari ile beraber Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma

Vorteks Velp. Scientifica vortex

Magnetik karistirict Wise stir MSH-20D

Otomatik pipet 10-100 puL Brand transferpette

Otomatik pipet 100-1000 pL Brand transferpette

Otomatik pipet 1-5 mL Gilson pipetman

pH metre Hanna instruments HI 2210 pH Meter
Homojenizator Omni international tissue master 125
Hassas analitik terazi Acculab sartorius group

Deney tiipleri Isotherm test tube

Sogutmali santrifiij Thermo Scientific Multifuge3SR+
Derin dondurucu Bosh

Calkalayici HLC Bio tech

H2S04 Merck

Tris baz Merck

Deiyonize su Merkez lab.

Tris HCI Himedia

CO, tiipt Erkuloglu Sinai T1bbi Gazlar San. Tic.Ltd.
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2.2. Kullanilan Ticari Kitler

Kullanilan ticari kitler ve iiretici firmalar1 hakkindaki bilgi Tablo 3’ te

verilmigtir.

Tablo 3. Kullanilan ticari kitler

Kullanilan Ticari Kitler Uretici Firmalar
Triglyceride Colorimetric Assay Kit 10010303, Cayman Chemical
Protein Colorimetric Assay Kit Milipore, BCA Protein Assay

2.3. Kullanilan Hayvanlar

Yapilan deneylerin tamami, Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan deneyleri
yerel etik kurulunun 2010/39 protokol no’ lu etik kurul onayi ile sakrifiye edilmis

hayvanlarin karacigerlerinde yapilmistir.

Calismamizda TUBITAK tarafindan desteklenen 114S553 numarali projede
kullanilan ve Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve
Uygulama Merkezinden temin edilen C57BL/6J wrki1 16 adet, 4-5 haftalik, 10-15 g
agirhiginda erkek farelerden alinan karaciger dokusu ornekleri kullanilmigtir. Yine ayni
projeden iiretilen ve Imran INCE’ nin doktora tezinde bulunan ve bu tez ¢alismasinda

da faydalanilacak veriler kaynak belirtilerek kullanilmistir (Ince,2017).
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2.4. Yontem

Calismada kullamlan fareler, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezinden temin edilip, ayn1 yerde 12 saatlik karanlik-

aydinlik ortam saglanarak beslenmesi yapilmigtir. Calismada kullanilan yemler

(D12550J ve D12492) Research Diets’ten satin alinmustir (Ince,2017).

2.4.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Caligmaya dahil edilen tiim fareler, 15 giin siireyle, kaloriSinin % 70’ini
karbohidrattan, % 20’sini proteinden, % 10’unu yagdan saglandigi standart fare yemi
(D12550J) ile beslendi. Yem ve su ad libitum olarak verildi. On bes giin sonra fareler
rasTAGele her grupta 8 adet fare olacak sekilde 2 gruba ayrildi ve tartim islemleri
gerceklestirildi.

I. Grup: Kontrol grubu, kalorisi % 70 karbohidrat, % 20 protein, % 10 yag’dan

olusan standart fare yemi ile,

Il. Grup: Obez grup, kalorisi % 60 yag, % 20 karbohidrat, % 20 protein’ den
olusan yiiksek kalorili yem (D12492) ile beslendi.

Farelerin kullanmis oldugu D12550J ve D12492 yemlerin igerigi Tablo 4 ve
Tablo 5° te sunulmustur (Ince,2017).
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Tablo 4. Standart Fare Yeminin Igerigi (D12550J)

D12550J Kodlu Standart Fare Yemi Icerigi % g %Kcal
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 4.3 10
Toplam Kalori 3.83 100
Bilesenler g Kcal
Kazein 200 800
L-sistin 3 12
Misir nisastast 506.2 2024.8
Maltodeksrin 10 125 500
Siikroz 68.8 275
Seliiloz 50 0
Soya fasulyesi yag1 25 225
Hayvansal yag 20 180
Mineral karigimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 55 0
Potasyum sitrat (H20’ lu) 16.5 0
Vitamin karigimt W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
FD&C Sart gida boyasi #5 0.04 0
FD&C Kirmizi gida boyas: #40 0 0
FD&C Mavi gida boyasi #1 0.01 0
TOPLAM 1055.05 4057
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Tablo 5. Yiiksek Kalorili Fare Yeminin Icerigi (D12492)

D12492 Kodlu Yiiksek Yag igerikli FareYemi Igerigi %g % kcal
Protein 26 20
Karbohidrat 26 20
Yag 35 60
Toplam Kilo Kalori / gr 5.24 100
Bilesenler g. kcal.
Kazein 200 800
L-sistin 3 12
Misir nisastast 0 0
Maltodeksrin 10 125 500
Siikroz 68.8 275
Seliiloz, BW200 50 0
Soya fasulyesi yagi 25 225
Hayvansal yag 245 2205
Mineral karigimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 5.5 0
Potasyum sitrat (1.H20) 16.5 0
Vitamin karigimi1 W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
FD&C Sar1 gida boyasi1 #5 0 0
FD&C Kirmizi gida boyas: #40 0.025 0
FD&C Mavi gida boyasi #1 0.025 0
TOPLAM 1055.05 4057
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Toplam dort aylik beslenme periyodunun sonunda, farelerin tartimi
gerceklestirildi ve saat 09:00-10:00 arasinda dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Alinan

karaciger dokular1 ependorflara konularak analiz siirelerine kadar -80 °C’ de saklandi.

2.5. Karaciger Dokusunda Karbonik Anhidraz Aktivitesinin Olciimii

CA hidrataz aktivitesi Wilbur-Anderson metodu ile potansiyometrik olarak
Ol¢iildii. Bu yontem, 20 mM Tris-Baz tamponunun 0 °C' de, pH' sinin, 8.3' den 6.3' e
diistiigii ana kadar gecen zamanin Olgiilmesi esasina dayanir. Enzim katalizsiz siirenin
(kor) yarisin1 veren CA aktivitesi, 1 Enzim initesi (1 Enzim tnitesi: Wilbur-Anderson
linitesi) olarak kabul edildi (http://www.sigmaaldrich.com/technical-

documents/protocols/biology/enzymatic-assay-of-carbonic-anhydrase.html).

2.5.1. Homojenizasyon asamasi

Karaciger dokusu buz akiisii listiinde kesilerek hassas terazide yaklagik 40 mg
tartildi. Doku buz iginde bekleyen 500 pL Tris HCl tamponuna (50mM Tris HCl igeren
tampon, pH:7.5) konuldu. Dokular buz i¢inde 10 s siire ile el homojenizatorii ile
homojenize edildi. Homojenize doku +4 °C’ de, 12000 rpm’ de 30 dakika santrifiij
edildi. Pellet kism1 uzaklastirtlip kalan siipernatan ikinci kez 12000 rpm’ de +4 °C’ de

santrifiij edildi. Pellet kism1 uzaklastirilip, supernatan kismi dl¢timlerde kullanildi.

0,5 M Tris HCI (pH: 7.5) : 7.88 g Tris HCIl tartilip bir miktar saf suda ¢o6ziild.
pH: 7.5 ayarlandi ve son hacmi 100 mL’ ye tamamlandi. Bu tampon homojenizasyon

agsamasinda kullanildi.
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2.5.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesinin Olciilmesi

20 mM Tris-Baz tamponu (pH=8.30): 2.43 gram tris-baz yaklasik 900 mL
deiyonize suda ¢oziildii ve 2 N siilfirik asit ile pH=8.30 oluncaya kadar titre edildi.
Sonra toplam hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi. 1L’ lik polipropilen sisede
buz i¢inde saklandi. Bu ¢o6zelti numunelerdeki CA aktivitesi tayini i¢in stok tampon

¢Ozeltisi olarak kullanildi.

2N H2SO04 ¢ozeltisi: %96 lik ve yogunlugu 1.84 kg/L olan H2SO4 ten 5.55 mL
alinip 60-70 mL deiyonize suya yavasca ilave edildi sonra hacim deiyonize su ile 100

mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti Tris-Baz (pH= 8.30) tamponu hazirlanmasinda
kullanildi.

Hazirlanan Tris-Baz tamponu erlen i¢ine bir miktar alinip, CO> tiipiine parafilm
yardimu ile sabitlendi ve hava almayacak sekilde kapatildi. Erlendeki tampon ¢ozelti
CO2’ ye yaklasik 15 dakika doyurularak deneyde substrat olarak kullanildi. Deney
sirasinda erlene sabit basingla CO2 gaz1 verilmeye devam edildi. Olgiimler tablo 6’ da

belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Tablo 6. CA Hidrataz aktivitesi 6l¢iimii igin gerekli reaksiyon bilesenleri ve hacimleri

Homojenat Olgiimii Kor Olgiimii Kontrol Ol¢iimii
(uL) (uL) (nL)
Tampon 2850 2850 2850
Substrat 2100 2100 2100
Homojenat 100
Deiyonize Su - 100
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Her bir numune ti¢ kez calisildi ve ¢alisilan her numuneden sonra iki kere kor
calisilip substrat doygunlugundan emin olundu. Biitiin homojenatlar ayni giin, tek

diizenek kurularak buz i¢inde ¢alisildi.

to — tc
tc

EU =

Enzim Unitesi Formiilii

tc: Enzimatik Reaksiyonlarin pH Degisim Siiresi (Saniye)
to: Enzimatik Olmayan Reaksiyonlardaki pH Degisim Siiresi
EU: Enzim Unitesi (Wilbur-Anderson iinitesi)

Yukarida yer alan formiil kullanilarak ayr1 ayr1 enzim iiniteleri hesaplandi.

2.5.3. Serum Glukoz, TAG ve Insulin Ol¢iimii

Deneyde kullanilan farelerden elde edilen serum Orneklerinde glukoz ve
Triagilgliserol ve Olglimleri 114S553 numarali proje kapsaminda, Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya laboratuvarindaki otoanalizatérlerde
gerceklestirildi. Insulin lgiimii ise, yine aym proje kapsaminda satin almimna ELISA kiti
(Ultra Sensitive Mouse ELISA, Crystal Chem. USA) ile gerceklestirildi.
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2.5.4. Karacigerde Protein Tayini

Homojenatlarda protein tayininde, Milipore Firmasimnin BCA protein Assay Kkiti
kullanildi. Olgiimler kit protokoliine uygun sekilde yapildi. CA aktivitesi ve TAG

seviyesi i¢in kullanilan protein konsantrasyonu standart grafigi Sekil 3°de gosterilmistir.
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1 R?=0,9917
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S 04 -
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(@]
8B 02 -
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O T T T T 1
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Protein konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3. Karaciger Dokusunda Protein Miktar1 Tayininde Kullanilan Standart Grafik
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2.4.5. Karaciger Triacilgliserol Miktar1 Tayini

Homojenatlarda TAG tayininde, Cayman Firmasinin 10010509 nolu kit i
kullanilmistir. Kit, TAG’ lerin lipaz hidrolizi ile olusan gliseroliin, gliserol kinazla
gliserol 3 fosfata doniistiiriilmesi ve bu bilesigin gliserol fosfat oksidazla, dihidroksi
aseton fosfata donisiimii sirasinda olusan H202’ nin 4-AAP ve ESPA ile reaksiyona
girerek pembe renk olusturmasi esasma dayanir. Olgiimler kit protokoliine uygun

sekilde yapildi. Elde edilen Triagilgliserol miktarinin grafigi Sekil 4° de gosterilmistir.

0,8 ~
|y =0,0033x + 0,0481

0,7
R? = 0,9856 *

0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -

Absorbans

0,2 -
0,1 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

TAG Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4. Karaciger Dokusunda TAG Miktar1 Tayininde Kullanilan Standart Grafik
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2.6. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi. Gruplarin
karsilagtirilmast Mann-Whitney U testi ile yapildi. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Kullanilan potansiyometrik yontemin performansini degerlendirmek igin

% CV hesaplamas1 yapildi (% CV =100 x SD / Mean).

% CV: Coefficient of Variation
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3. BULGULAR

3.1. Agirlik, Serum Glukoz, TAG, Insulin Ol¢iim Sonuclar:

Dort aylik besleme periyodunun sonuda, farelerde gozlenen agirlik, serum
glukoz, TAG, insulin degerleri Tablo 7’ de verilmistir. Farelerin son agirliklart yiiksek
yagl diyetle beslenenlerde, kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p<0.0001).

Aglik serum glukoz degerleri kontrol grubunda, yiiksek yagh diyetle beslenen
farelere gore istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik bulundu (p=0.049). Kontrol
farelerin serum Triagilgliserol degerleriyle yiiksek yag igerikli diyetle beslenen farelerin
Triagilgliserol degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
artisin oldugu gozlendi (p= 0.015).

Serum insiilin diizeyleri karsilastirildiginda, yiiksek yagl diyetle beslenen
farelerde insulin degerinin, kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu belirlendi
(p=0.017). Sonuglar beraber degerlendirildiginde, yiiksek yagli diyet kullaniminin,
farelerde hiperglisemik, hiperinsulinemik ve hipertrigliseridemik bir obez durumu

tetikledigi goriilmektedir.

Tablo 7. Deney gruplarinda agirlik ve serum parametrelerindeki degisimler(Ince,2017)

Kontrol Yiiksek Yagli Diyet
(StandartDiyet)
Son agirlik (g) 26,62 35,446
Glukoz (mg/dL) 132+34 162432
Triagilgliserol (mg/dL) 84+14 105+17
Insiilin (ng/mL) 4,06+2,1 9,34+6
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3.2. CA Aktivitesi Ol¢iimii icin Uygun Zaman Arahg Belirlenmesi

Karbonik anhidraz aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullandigimiz Tris-Baz Tamponunun
pH 8.3’ den 6.8” e kadar olan diisiisleri incelenmis ve 6l¢iim i¢in en uygun araligin pH
8-7 oldugu goriilmiistiir. Ornek bir numunenin pH 8-7 arasindaki zamana bagl azalis

grafigi Sekil 5° te verilmistir. Ol¢iim ydnteminin % CV degeri % 5.7 dir.

8,1 y = -0,008x + 8,068
7,9 ® 9 ° R2=0,959
°

7,5 LIPS

7,1 ® ([ ]
6,9
6,7

6,5
0 20 40 60 80 100 120

Zaman (s)

Sekil 5. Standart pH degisimi
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3.3. Karaciger Dokusunda Karbonik Anhidraz Aktivitesi

Karaciger dokusunda yapilan CA aktivite Ol¢timlerinde standart diyet ile
beslenen farelerdeki CA aktivitesi 0,87 + 0,26 U/mg protein olarak 6l¢iilmistiir. Yiiksek
yagl diyet grubundaki farelerde ise aktivite 0,60 + 0,15 U/mg protein olarak
bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, bu farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu gorilmistiir (p= 0.038). Elde edilen sonuglar Sekil 6” da verilmistir.
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Karaciger CA aktivitesi (U/mg protein)
s &
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Kontrol Yiiksek Yagh Diyet

Sekil 6. Karaciger CA Aktivitesi
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3.4. Karaciger Dokusunda Triacilgliserol Seviyesi

Karaciger dokusunda yapilan TAG odl¢timlerinde, kontrol grubundaki farelerde
TAG seviyesi 53 + 17,4 mg/mg protein, Yiksek yagl diyet grubundaki farelerde ise 33
+ 8,5 mg/mg protein olarak bulundu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p= 0.004). Elde edilen sonuglar Sekil 7¢ de

verilmisgtir.
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Sekil 7. Karaciger Triagilgliserol Seviyeleri
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4. TARTISMA SONUC

CA tim memelilerde genis doku dagilimma sahip COz° nin bikarbonata
doniisimiinii  reversable olarak katalizleyen bir metalloenzimdir. CA bu Onemli
fonksiyonu ile bircok fizyolojik ve patalojik siirecte yer alir. Ozellikle asit-baz
dengesinin saglanmasi, metabolik yollar i¢in yap1 taslarinin sentezi, elekrolit sekresyonu
ve kanser metastaz1 gibi olaylarda dnemli roller oynar. Bu enzimin hiicre igi yerlesimi,
katalitik aktivitesi ve inhibitorlere direngleri birbirinden farkli olan, 16 izoenzimi
tanimlanmistir. Bu izoenzimlerden CA II ve CAV” in lipit sentezinde Kkatkilar1 oldugu

ifade edilmistir (Hazen vd.,1996; De Simone ve Supuran.; 2009).

Karaciger memelilerde enerji metabolizmasinin mekezinde bulunmaktadir.
Sindirim sisteminden gelen yapi taslarinin ve yakit molekiillerinin neredeyse tamami
oncelikle karaciger tarafindan alinir ve viicuda dagitilir. Diyetten sonra alinan glukozun
glikojen depolart i¢in kullanimindan sonra artan kismi yag asitlerine ve
triacilgliserollere ¢evrilerek VLDL ile dolagima verilir. Yine diyetle alinan yag asitlaeri
de karacigerde islenerek VLDL ile yine kan dolagimina verilir. Karaciger de novo yag
sentezinin merkezidir. Her ne kadar yag dokusu diyetten sonraki donemde yag asidi
sentezl ese de, sentez kapasitesi karaciger kadar yiiksek degildir. Yag dokusu
cogunlukla bagirsaklar ve karacigerden gelen yag asitlerini triagilgliserol olarak
depolar. De novo yag asitlerinin sentezinde, asetil CoA karboksilaz enziminin
katalizledigi, asetil CoA’nin bikarbonat ile birlestirildigi basamak sentezin konrol
noktasidir. Sentez bikarbonat saglandigi siirece devam etmektedir. Bikarbonatta
karacigerde bulunan CA izoenzimlerince saglanir. Karacigerde ¢esitli CA izoenzimleri
bulunmakla beraber, de novo lipit sentezinde ozellikle CA II, CA VA, CA VB ve
kismen CA T’in katkis1 bulunmaktadir. Diger izoenzimlerin bikarbonat taginmasi, proton
tedariki ve pH regiilasyonu gibi rolleri vardir. Ancak bu izoenzimler i¢in net bir
fonksiyon tanimlanmasi olduk¢a zordur(Hazen vd.,1996; De Simone ve Supuran.;
2009).

Karbonik anhidraz izoenzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlar ile priivat
karboksilaz (PC), Asetil-CoA Karboksilaz (ACC) ve Karbamoil fosfat sentetaz I ve II’
ye bikarbonat saglanir. De novo lipogeneze yeterli substrati saglamak igin Asetil
gruplarinin mitokondriden sitozole taginmasi gerekir (Sekil 8). Fakat mitokondri
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membraninin  Asetil-CoA’ya gecirgenligi yoktur. Bu tasinma Asetil-CoA’nin
okzaloasetatla birleserek sitrat olusturmasi ile gergeklesir. Pirlivat, bikarbonat ile
piriivatkarboksilaz enzimi sayesinde karboksillenerek okzalata doniisiir. Bu olay igin
gerekli olan bikarbonat karbonik anhidraz izoenzimi olan CA VA veya VB tarafindan
saglanir. Okzalatin Asetil-CoA ile reaksiyonu sonucunda olusan Sitrat, trikarboksilik
asit tasiyicilan ile sitozole tasinir. Burada sitrat ATP sitrat liyaz tarafindan Asetil-
CoA’ya dontstiriiliir (Reaksiyon sonunda olusan okzalat dekarboksilasyon sonucu
piriivata doniiserek piriivat tasiyicilart ile mitokondriye tasinir). Asetil-CoOA de novo
lipogenez i¢in sitozolde kullanilir. Asetil-CoA, asetil-CoAkarboksilaz ve bikarbonat ile
Malonil-CoA’ya doniisiir. Bu olay i¢in gereken bikarbonat CA II izoenzimi ile CO; ‘in
bikarbonata doniisiimii ile saglanir. Bu reaksiyonlarla yag zinciri uzatilir (Sekil 8).
Sonug olarak karbonik anhidraz izoenzimlerinin bir kag¢1 yag asitleri biyosentezinde rol
alir. Bu izoenzimler: mitokondride CA VA ve VB izoenzimleri ( PC i¢in yeterli substrat
saglar.) ve sitozoldeki CA Il izoenzimidir (ACC igin gereken substrati saglar) (De

Simone ve Supuran. 2009).

Mitochondrion Cytosol
[Pyruvate],
HCO,™ . [Pymvate], o -CO,
Oxaloacetate & l -CO, Oxaloacetate

| N Acetyl-CoA

[Citrate],,

Krebs cycle

Malonyl-CoA
o Pyruvate transporter I -CO,
B Tricarboxylate transporter
Fatty acids

Sekil 8. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin yag asidi sentezindeki rolleri (De Simone ve
Supuran, 2009)
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Yukarida 6zetlenen mekanizma, yeni anti-obezite ilaglarmin gelistirilmesinde
CA izoenzimlerini potansiyel hedef yapmaktadir (De Simone ve Supuran, 2009).
Gergektende, yeni nesil antiobezite ilaglarindan olan Qsymianin etken maddelerinden
biri CA inhibitérii olan topiramattir (Shin ve Gadde, 2013). Ayrica CA inhibitorii
stilfonamidlerin yag hiicresi kiiltiirlerinde lipogenezi azatlifini gdsteren c¢aligmalar

vardir (Hazen vd.,1996).

Yukarida da Dbahsedildigi gibi karacigerde ¢esitli CA izoenzimleri
bulunmaktadir. Bunlarin katalitik aktiviteleri (Tablo.1) birbirinden farkli olmakla
beraber hepsinin hidrataz aktivitesi vardir (Sentiirk,2015). Tezimizde potansiyometrik
olarak ol¢tiigiimiiz hidrataz aktivitesine hangi izoenzimin ne kadar katki verdigini net
olarak sdylemek miimkiin degildir. Ancak doku dagilimlart ve Sekil 1° deki tablo
incelendiginde bu aktiviteye en biiylik katkiyt CA II’'nin vermis olmasi1 muhtemeldir.
Yine sekil 1 incelendiginde en az katkinin da CA III kaynakli olabilecegi sdylenebilir.
Doku homojenizasyou igin kullandigimiz yontem degerlendirildiginde ve yine Tablo 1

dikkate alindiginda CA V’ in etkisinin de sinirli kalacagi muhtemeldir.

Calismamizda dort ay siire ile yiiksek yagli diyet ile beslenen farelerde karaciger
total CA aktivitesinin normal diyet ile beslenen farelere gore daha diisiik oldugunu
bulduk (p= 0.038, Sekil 6). Karacigerde de novo lipit sentezi tokluk safhasinda,
karbohidratlar ve lipitler bol iken sentezlenir ve diger dokularin kullanimi i¢in perifer
dokulara tasiir. Yiiksek yagli diyet ile beslenmeye bagh olarak viicuda bol miktarda
yag asidi ve lipit karakterli bilesikler alindig1 igin lipitlerin de novo sentezinin
baskilanmasina bagli olarak CA aktivitesi de baskilanmis olabilir. Ayrica, ¢alismamizda
kullandigimiz yiiksek yagli diyet ile beslenen fareler hiperglisemik, hiperinsulinemik ve
hipertrigliseridemik bir metabolik durumda bulundugu i¢in (Tablo 7) gelisen insiilin
direncide CA aktivitesinde azalmaya sebep olabilir. Benzer sekilde deneysel olarak
hayvanlarda olusturulan diyabet modellerinde de CA aktivitesi kontrollere gére daha
diisiik bulunmustur. Ozellikle bu diisiisiin CA 11l izoenziminde daha belirgin oldugu
belirtilmistir (Amodu vd., 2016). Beslenme periyodunun sonunda yiiksek yagli diyet

kullanan farelerin obez bir karakter kazandigi goriilmektedir (Tablo 7).

CA izoenzimlerinin karacigerde sentezi hormonlar tarafindan da kontrol
edilmektedir. CA 1l sentezi fare karacigerinde testosteron tarafindan azaltilirken,
Ostrojen tarafindan arttirilir. Bu regiilasyon CA 1II izoenzimi i¢in tam tersi sekilde
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gerceklesmektedir. Testosteron tarafindan arttirilirken Ostrojen tarafindan azaltilir.
Dolayistyla bu enzimlerin sentez seviyeleri erkek ve disi fare karacigerlerinde farklidir.
Cinsiyet nedeniyle sentez farki CA III icin yaklasik 10-20 kat iken CA 1II i¢in 3 kat
kadardir. Fakat hem disi hem erkek farelerin karacigerlerinde total karbonik anhidraz
aktivitesi aynidir. Bu durum fare karacigerinde CA II ve CAIIl izoenzimlerinin total
karbonik anhidraz aktivitesini sabit tutmak i¢in bir ¢esit feedback mekanizmasi
sergileyebileceklerini gostermektedir(McKenna,2014). Tablo.7 incelendiginde yiiksek
yagli diyet kullanan farelerin obez olduklar1 net olarak goriilmektedir. CA
izoenzimlerinin seviyeleri iizerine obezitenin de etkileri oldugu goriilmektedir
(Alver,2004). Karacigerde gozlenen CA aktivitesi degisiklikleri yag dokusundan

salgilanan (leptin gibi) adipokinlerin karacigere olan etkisinin bir sonucu olabilir.

Sonug olarak, yiiksek yagli diyet kullaniminin de novo lipit sentezinde Oncii
bilesigi sentezleyen CA aktivitesini fare karacigerinde azalttig1 bu azalisa, metabolik ve

hormonal degisikliklerin sebep olabilecegi kanaatine varildu.
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