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OZET

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar yag dokusunun yalnizca enerji
deposu olmadigini, bunun yaninda endokrin bir organ oldugunu da
gosterdi. Viicutta artan yag Kkitlesi sonucu olusan obezite artmis
oksidatif stres ve diigiikk dereceli kronik inflamasyonla birlikte
gozlenmektedir. Yag dokusunda gozlenen inflamasyona bagli olarak
dokuda oksidatif stres de artmaktadir. Antioksidan enzimler, daha az
aktif radikal olugsmasia yol agarak veya serbest radikal zincir
reaksiyonunun proteinler, lipidler, karbohidratlar ve DNA {izerine
hasarin1 azaltarak oksidatif stresin siddetini bastirmaya yardimet
olan proteinlerdir. Onemli bir antioksidan enzim olan katalaz (CAT),
H202’yi su ve oksijene pargalayarak oksidatif stresin olusumunu
engeller. Yag dokusunun yiiksek lipit ve diisiik protein igerigine
sahip olmast, lipit interferansinin yiiksek olmasi bu dokuda protein
izolasyonunu  ve  aktivite  Olgiimlerini  zorlagtirmaktadir.
Caligmamizda, yag dokusunda farkli protein izolasyon
yontemlerinin kullanilmasinin CAT aktivitesi iizerine etkisinin
incelenmesi ve Ol¢lim ig¢in gerekli sartlarin ortaya konulmasi
amaglandi. CAT aktivitesi Olglimleri Aebi yontemi kullanilarak
yapildi. Sicanlardan retroperitoneal yag dokusu ¢ikarilip ti¢ farkli
homojenizasyon  yontemi  kullanilarak  aktivite  Glgiimleri
gerceklestirildi. Homojenizasyon 1 (H1)’de organik ¢oziicii olarak
kloroform/metanol, homojenizasyon 2 (H2)’de ve homojenizasyon
3 (H3)’te sadece kloroform kullanildi. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda H1 yonteminin ortalama spesifik aktivite degerleri diger
iki yonteme gore daha yiiksek bulundu. Sonug olarak, retroperitoneal
yag dokusunda H1 yonteminin CAT enzim aktivitesi ol¢limiinde
daha uygun olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Adipoz Doku, Enzim Aktivitesi, Katalaz

ABSTRACT

Recent studies have shown that adipose tissue is not only an energy
store, but also an endocrine organ. Obesity, which occurs as a result
of increased fat mass in the body, is observed together with increased
oxidative stress and low-grade chronic inflammation. It is an
increase in tissue oxidative stress due to the inflammation observed
in adipose tissue. Antioxidant enzymes are proteins that help
suppress the severity of oxidative stress by leading to the formation
of fewer active radicals or reducing the damage of a free radical
chain reaction on proteins, lipids, carbohydrates, and DNA. Catalase
(CAT), an important antioxidant enzyme, prevents the formation of
oxidative stress by breaking down H202 into water and oxygen. The
fact that adipose tissue has a high lipid and low protein content, high
lipid interference, makes protein isolation and activity
measurements in this tissue difficult. In our study, it was aimed to
investigate the effect of using different protein isolation methods on
CAT activity in adipose tissue and to identify the necessary
conditions for measurement. CAT activity measurements were
performed using the Aebi method. Retroperitoneal adipose tissue
was removed from the rats and activity measurements were
performed using three different homogenization methods.
Chloroform/methanol was used as the organic solvent in
homogenization 1 (H1), only chloroform was used in
homogenization 2 (H2) and homogenization 3 (H3). As a result of
the evaluations, the average specific activity values of the H1
method were found to be higher than those of the other two methods.
As a result, it was concluded that the H1 method may be more
suitable for measuring CAT enzyme activity in retroperitoneal
adipose tissue.
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GIRIS
Obezite, diinyada ve tlkemizde giin gectik¢e artan

onemli bir toplum sagligi sorunudur ve kisaca fazla
enerji almimima bagli yag dokusu artigi olarak
tanmimlanir. Yag dokusu viicutta enerjinin depolandigi
ana doku olmasinin yani sira, endokrin bir organ olarak
birgok fizyolojik ve patolojik olayda rol alan
adipokinleri ~ de  salgilamaktadir.?  Salgilanan
adipokinler obezite, metabolik sendrom, tip 2 diyabet,
hipertansiyon ve kanser gibi bircok hastaligin
patolojisinde 6nemli rol oynamaktadir.®> Bahsedilen
hastaliklarin molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasinda yag dokusunda
bulunan protein karakterli molekiillerin izolasyonu ve
Olclimleri oldukg¢a 6nemli ve bilgi vericidir.

Viicutta veya bir dokuda oksidan-antioksidan
dengesinin oksidanlar lehine kaymasi ile oksidatif stres
olusur. Oldukca farkli karakterde oksidan bilesik
bulunmasina ragmen, organizmada oksidatif stresten
genellikle reaktif oksijen tiirler sorumludur. Reaktif
oksijen tiirleri aerobik hiicresel metabolik siireglerde
stirekli olarak tretilir. Siiperoksit ve hidrojen peroksit
gibi serbest radikaller lipitler, proteinler ve DNA gibi
cesitli hiicre i¢ci molekiillerle reaksiyona girerek
hiicrenin yap1 ve fonksiyonlarina zarar verir. Obezite,
tip 2 diyabet, kalp-damar hastaliklar1 ve kanser gibi
hastaliklarda artmig oksidatif stres patolojide 6nemli rol
oynar. Obezitede hipertrofi ve hiperplazi nedeniyle
biiyliyen yag dokusu, adiposit disfonksiyonuna baglh
olarak, normal adipokin profilinin digina ¢ikarak
inflamatuar siireci tetikleyen bir adipokin salgi profili
kazanir (yliksek leptin, TNF-a, IL-6 ve diisiik
adiponektin salgis1 gibi). Ozellikle bu dokudan
salgilanan inflamatuar sitokinlerin artis1 bolgede
bulunan makrofaj ve monositlerden reaktif oksijen ve
azot tiirlerinin sentezinin artmasina yol acar. 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.®4

Oksidatif stres ayni zamanda yetersiz
antioksidan savunma mekanizmalari ile de ilgilidir.
ROT hiicre i¢i konsantrasyonu, bu bilesiklerin tiretimi
ve bunlarin antioksidanlarca ortamdan uzaklastirilma
hizlarina baglidir. Hiicreler oksidanlarin neden olacagi
hasar1 engellemek ya da tamir etmek icin birgok

antioksidan ~ mekanizmaya  sahiptir.  Ozellikle

antioksidan enzimlerden, Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX) oksijen
kullanan tiim hiicrelerin canlilig1 i¢in gereklidir. Bu
enzimlerin sirali reaksiyonlari sonucu siiperoksit
radikali suya indirgenmektedir.®

Katalaz (E.C. 1.11.1.6 ) (CAT) dort alt birimden
meydana gelen antioksidan enzimdir. Her bir alt birim,
NADPH molekiilii ve hem grubu ihtiva eder. CAT
enzimi hidrojen peroksitin, O, ve H,O’ya doniisiimiini
katalizler. Hidrojen peroksit bir radikal kaynagi oldugu
halde, biyolojik Onemi olan molekiillerin ¢ogu ile
reaksiyona girmez. Cu®* ve Fe* iyonlarinm
katalizorliiglinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif
oksijen tiirli olan hidroksil radikali olusumunda bir 6n
madde olarak rol oynamaktadir.®

Obeziteye baglh
degerlendirilmesinde de yag dokusunda bu enzimlerin

oksidatif stresin

olgtimii yapilmaktadir.” Ayrica obezite fizyopatolojisi
ile ilgili molekiiler ¢aligmalarda ve tedaviye yonelik
uygulamalarin degerlendirilmesi kullanilan, proteomik,
ELISA, western blot ve enzim dlglimleri gibi yontemler
icin yag dokusundan protein izolasyonu gerekmektedir.
Beyaz yag dokusu, yiiksek yag icerigine sahip olmasi ve
protein miktarmin toplam doku kiitlesinin %2'sinden
daha az olmasi sebebiyle proteinlerinin izolasyonu ve
analizi yoniinden olduk¢a problemli bir dokudur. Ayrica
lipit interferansinin yiiksek olmasi analitik yontemlerin
uygulanmasini  gili¢lestirmektedir. Bu  ¢aligmada,
retroperitoneal yag dokusunda CAT aktivite tayininde
kullanilabilecek literatiirlerde  gecen iic  farkh
homojenizasyon yontemi karsilagtirilip, CAT aktivitesi
i¢in en iyi spesifik aktiviteyi gosteren homojenizasyon
yonteminin belirlenmesi ve 6lgiim igin gerekli sartlarin
ortaya konulmasi amaglandi.

METOD

Beyaz yag dokusu oOrnekleri Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde farkli ¢aligmalar icin sakrifiye edilmis
erkek Sprague Dawley irki ratlarin retroperitoneal yag
dokular1 alinarak temin edildi. Alinan yag dokusu
orneklerine tli¢ farkli lipit homojenizasyon yontemi
uygulandi.

Homojenizasyon Yontemi 1
Izolasyon Tamponu Hazirlanmast (pH 7.4)
0.606 g Tris, 0.87 g NaCl ve 0.08 g EDTA tartildi. pH

7.4’e ayarlandi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
Yaklagik 100 mg yag dokusu cam tiiplere alindi. 200 pL
izolasyon tamponu ve 750 pL kloroform/metanol
karigimi  (2:1) ilave edilerek homojenize edildi.



Homojenatlar ependorflara aktarilarak 20 dk buzda
bekletildikten sonra 250 uL kloroform ve 250 uL saf su
eklendi ve ependorflar vortekslendi. +4°C 15000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iki
faz gozlendi. Ustteki siipernatan temiz ependorfa
aktarilarak CAT olgiimii i¢in hazir hale getirildi.’

Homojenizasyon Yontemi 2
HEPES Tamponunun Hazirlanmast (25 mM, pH

8.80)

1.63 g HEPES tartild1. pH 8.80’¢ ayarland1 ve son hacmi
250 mL’ye tamamlandi. Bir 6nceki homojenizasyon
yontemi modifiye edilerek islem gerceklestirildi.
Yaklasik 100 mg yag dokusu cam tiiplere alindi. 200 pL
25 mM HEPES tamponu ¢ozeltisi icinde homojenize
edildi. Homojenatlar ependorflara aktarildi ve 200 pL
kloroform ilave edilerek +4°C°de 15000 rpm’ de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiij ardindan iki faz gozlendi.
Ustteki siipernatan fazi temiz ependorfa aktarilarak
CAT 6lgiimii i¢in hazir hale getirildi.?
Homojenizasyon Yontemi 3

Homojenizasyon Tamponu (pH 7.4)

Bir balon jojenin igine sivi triton X-100 50 pL ilave
edildi ve iizerine 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 suda
cozlinmesi saglandiktan sonra 100 mL’ ye tamamlandi.
Hazirlanan iki ¢6zelti birbirine karistirildiktan sonra pH
7.4’ e ayarlanarak homojenizasyon tamponu hazirlandi.
150 mg yag dokusu tartilarak buz igine alindi. Buz
iizerinde bekleyen dokunun f{istine 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 isteki yag
tabakasi bir pastor pipet yardimiyla uzaklastirilarak
siipernatan alindi. 1 mL siipernatan iizerine 300 pL
kloroform konuldu. Karisim vortekslenerek +4°C” de,
10.000xg’de 15 dk santrifiij yapildi. Elde edilen
siipernatan CAT ol¢iimii igin hazir hale getirildi.®

CAT aktivitesi Aebi yontemi ile 6lgiildii.’ Tablo 1°de
sunulan sekilde pipetlemeler yapilarak 240 nm’de
H>02’nin bozulmasi sonucu absorbanstaki diisiis takip
edildi. Katalaz aktivitesinde birim olarak birinci derece
reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi.® Dort fakli diliisyon
seviyesinde ikili tekrarlar halinde olgiimler yapildi.
Retroperitoneal yag dokularindan elde edilen
homojenatlar da protein tayini i¢in bisinkoninik asit
(BCA) protein 6l¢iim kiti (Thermo Scientific, Pierce™
BCA Protein Assay Kit) kullanildi.

Tablo 1. Katalaz aktivitesi 6l¢limii igin reaksiyon karigimi

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 0.25 -

(50 mM, pH 7.0)

Numune 0.50 0.50

H20; (% 30) - 0.25

Istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar ortalama olarak ifade edildi.
Karsilagtirmalar Kruskal Wallis testi ile yapildi ve post
hoc olarak ta Mann Whitney U testi kullanildi. p< 0.05

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

SONUCLAR
Homojenizasyon  yontemlerinde  olgiilen
aktivitelerini  spesifik  aktiviteye ¢evirmek

kullanilan protein miktarlar1 farkli diliisyonlar igin
istatiksel
degerlendirmeler sonucunda H1 ile H2 yonteminden
elde edilen ortalama total protein miktarlar1 arasinda
fark gozlenmemistir (p=0.059). H3 ydnteminde diger
iki yonteme gore anlamli seviyede daha fazla protein

Tablo  2’de  verilmistir. ~ Yapilan

miktari elde edilmistir (p<0.05).
Her {i¢ homojenizasyon yoOnteminin de
diliisyonlardaki spesifik aktiviteleri ~ Sekil
gosterilmistir.  Yapilan istatiksel

bir fark gozlenmemistir (p=0.886).

Tablo 2. Kullanilan 3 yontemde elde edilen protein
miktar1 sonuglar1 (mg/mL)

CAT

farkli

1°de
degerlendirmeler
sonucunda {i¢ yontem arasinda istatiksel olarak anlamli

Seyreltme oram H1 H2 H3

Diliisyonsuz 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"

*H1 ve H2’ye gore istatistiksel olarak anlaml1 farkli (p<0.05).

25.00

Spesifik Aktivite (kkmg protein)

860
928
83
7M. 751 122
643
379, 543
5.00
R
= .l
000 |
H1 H2 H3

= Dilisyonsuz = 12 = 1/4 110

Sekil 1. Ug homojenizasyon ydnteminin spesifik
aktiviteleri
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TARTISMA
Bu ¢alismasinda, yag dokusu orneklerinde CAT enzim

aktivitesi 0l¢limiinde kullanilabilecek organik solventle
doku  homojenetlarin  delipidasyonu  (lipidlerin
uzaklagtirilmas1) esasmma dayanan ii¢ farkli yontem
karsilastirilmigtir.  Yag hiicreleri  yapisal
sitoplazmalarinda triagilgliserol ve az

kolesterol ve fosfolipit igeren lipit damlaciklarini igerir.
Sitoplazmadaki lipit damlaciklar1 perilipin denilen bir
proteince sartlmistir. Bu hidrofobik proteinlerin klasik

olarak
miktarda

deterjan kullanan ydntemlerle izolasyonu zordur.
Proteinler olusan misel yapilarinin iginde kalmakta ve
izole edilen protein miktar1 azalmaktadir. Ayrica,
deterjanlarin  bir¢ok icin  interferans
yapmaktadir.’

Olgiim

Kullanilan homojenizasyon yontemlerin etkinligi ortaya
koymak i¢in spesifik aktivite degerleri hesaplanmig 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 gerceklestirilmistir.
Ikinci homojenizasyon yonteminde (H2) HEPES
tamponu ile yapilan homojenizasyonu takiben
kloroform ile delipidasyon islemi yapilmustir. Ugiincii
homojenizasyon yonteminde (H3) vyag dokusu
homojenizasyonu yine homojenizasyon ve deterjan
(triton X-100) ile yapilmus, delipidasyon islemi sadece
kloroform kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
sonuglar (Tablo 1) incelendiginde en yiiksek protein
degerlerinin H3’te oldugu goziikkmektedir. H3’te en
yiiksek protein igeriginin olmasinda polar organik
¢Ozelti kullanilmamasinin bir sonucu olabilir. Proteinler
organik ¢oziiciilerle muamele edildiklerinde c¢okerler.
Bununla beraber, bazi hidrofobik proteinler, 6zellikle
hiicre zarlarinda yerlesenler organik ¢oziiciiler etkisi ile
coktiiriilemezler. Hiicre zarlarinda kullanilan organik
¢oziiciiler proteinin hidrofobik pargalart etrafindaki su
Buda, protein
Ayrica bu
homojenizasyon yonteminde kullanilana deterjanda

molekiillerinin ~ yerini  alirlar.

¢Oziiniirliiglin artmasi ile sonuglanir.
protein ¢ozlinlirliiglinii arttirmig olabilir. Proteinlerin
molekiil bityiikliigiine bagl olarak da ¢6kme davranigini
degistirmektedir. Biiylik molekiil agirlikli proteinler
diger 6zellikleri ayni olan daha kii¢iik molekiil agirlikli
proteinlere gbére daha disiik
konsantrasyonlarin da ¢okerler.? Homojenizasyon
yontemleri igersinde tampon/klorofom orani en yiiksek

organik  ¢oziicii
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homojenizasyon yontemi H3’tiir. Bu sebebe bagh
olarak H3’te Olciilen protein miktar1 daha yiiksek
olabilir.

CAT hiicrelerde SOD tarafindan iiretilen hidrojen
peroksiti su ve oksijene doniistiiren enzimdir. CAT’1n
cogunlugu  peroksizomlarda lokalize  olmustur.
Inflamatuvar bir siirec olan obezitede, NADPH
oksidazlar oksidatif stresi indiikleyebilir. Bu enzim bol
miktarda  siliperoksit  anyonu  olusturmaktadir.
Siiperoksidin zararl etkilerinin bertaraf edilmesinde ilk
savunma hatti SOD aktivitesidir. Bu aktiviteye bagh
olusan H;O, de CAT ve glutatyon peroksidaz
aktiviteleri ile bertaraf edilir.®

Farkli seyreltme oranlarinda {i¢ homojenizasyon
yontemi ile elde edilen spesifik aktivite degerleri Sekil
1’de verilmistir. En yiiksek spesifik aktivite degeri
H1’de elde edilmistir, ancak istatistiksel olarak bu fark
anlamli bulunmamugstir (p=0.886). H1 yontemi en diisiik
ortalama protein degerlerine sahip olmasina ragmen en
yiksek CAT  aktivitesine sahiptir. Her {i¢
homojenizasyon yonteminde de yukarida anlatildig
gibi apolar bir organik ¢oziicii (kloroform) ve H1 de
polar organik ¢oziicli (metanol) kullanilmistir. Genel
olarak kullanilan organik c¢oziicliler izole edilecek
proteinlerin  iic  boyutlu yapilarin1  degistirerek
¢oziiniirliiklerinin kaybetmelerine ve ¢okmelerine sebep
olur. Bahsedilen etki 0°C {izerindeki sartlarda daha
belirgindir. Bu yilizden denatiirasyon galigmalarinda,
proteinleri ¢oktiirmek igin organik coziiciiler siklikla
kullanilir. Organik ¢6ziiciiler biyolojik 6rneklerde tiim
proteinlerin ¢dkmesini saglayabilecegi gibi, uygun
deneysel sartlarda protein  fraksiyonlarinin
¢okmeden fonksiyonel olarak ortamda kalmasini

bazi

saglayabilir. Bu yoOntem (polar organik ¢oziici
kullanim1) enzim izolasyon c¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir.'>  Enzim  katalizi  ile ilgili
calismalarinda, substrat (lar) organik ¢oziiciilerde daha
fazla ¢Oziiniirliige sahip oldugu, arzulanan yonlerde
reaksiyon dengelerinin degistirilmesi, kontaminasyon
riskinin azaltilmasi, termostabilitenin  artirilmasi,
enzimin geri kazanim ve tekrar kullanilabilirligi, ugucu
kullanildiginda

asit anhidritler

verimliliginin
"neme duyarll"

coziiciiler enerji
artirilmasi, gibi

Substratlar/reaktifler kullanmasi gerektiginde, substratin
ozgilligii, oOzglinliigiine ve enantioselektiflik gibi
durumlarda organik ¢oziicii kullanimu tercih edilir.!®
Kullanilan organik ¢6ziicli, enzimlerin tersiyer ve
kuaterner yapilarini etkileyerek Olgiimler sirasinda



domainlerin esnekligini, subsratlarin aktif bolgeye
ulasmasi ve baglanmasi gibi ozellikleri degistirerek
enzim aktivitesi iizerine olan etkisi gerceklestirebilir.*
Polar organik coziiclilerden metanol ve etanol gibi
alkollerin, gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz, fruktoz
1,6-bisfosfataz ve alkalen fosfataz gibi enzimlerin
aktivitesini onemli 6lgiide arttirdig1 gosterilmistir 4, Bu
olaym kesin nedeni bilinmemekle birlikte, alkollerin
peptitlerde ve proteinlerde yapisal degisiklikler
meydana getirdigi uzun zamandir bilinmektedir.
Alkoller enzimlerin konformasyonel
artirarak  katalitik aktivite icin molekiiler
kayganlastiric1 gibi davranmaktadir.'*

Hl’de yag dokusu homojenize edildikten sonra
kullanilan klroroform/metanol karsimi H2’de kullanilan

esnekligini
bir

kloroforma gore CAT aktivitesini daha iyi korumustur.
Bunda mevcut aktivitenin korunmasi kadar metanoliin
CAT aktivitesini yukarida bahsedilen sekilde artirmig
olmasinin bir sonucu olabilir. H1 ve H2’de hemen
hemen ayni miktarda protein igerigi bulunmasina
ragmen CAT aktivitesinin H2 de daha diigiik olmasinin
nedeni,  proteinin  denatiirasyonla  aktivitesini
kaybetmesi ve /veya kullanilan klorofom miktarinin
CAT fraksiyonunu ¢06ziiniir halde tutamamasinin
sonucu olabilir. Ayrica, organik c¢oziciiler su ile
karigtirildiginda 1s1 iiretimine sebep olmaktadir ve bu
denatiirasyonu daha da artirmaktadir.> H1’de buz
tizerinde numuneler bekletilirken H2’de bu uygulama
yaptlmamigtir, H2 i¢in soguk ortamin saglanmamig

olmasi denatiirasyonu artirmis olabilir. Yukarida
bahsedildigi gibi organik ¢oziictiler subsratlarin
cOziiniirligii lizerinde de etkilidir. Metanoliin
kloroforma gore daha polar olmasi deneylerde

kullanilan H>O>’nin ¢dzliniirligii iizerinden de enzim
aktivitesinin H1’ de daha yiiksek olmasina sebep olmus
olabilir. Elde ettigimiz sonuglar Aebi yontemi ile CAT
aktivitesi 6l¢timil ile ilgilidir. CAT aktivitesi 6l¢iimiinde
kullanilacak farkli yontemlerde (Goth yontemi gibi)
substrat degisikligi gibi faktorler farkli sonuglarin elde
edilmesine sebep olabilir. H3’de en yiliksek protein
miktarina ragmen en diisik CAT aktivitesi
Ol¢iilmesinde deterjan kullanilmasi etkili olabilir. Triton
X-100’tin deterjan etkisi lipid-protein ayrimini tam
anlamiyla yerine getirirken, yliksek miktarda {iriin elde
edilmesine imkan saglarken, apolar karakterinden
dolay1 proteinlerde ciddi denatiirasyona yol a¢mus
olabilir. Yine yiiksek apolariteden dolayr subsrat
¢Oziiniirligliniin  azalmasi, elektron transferinin

zorlasmast gibi olaylar CAT’mn aktivite kaybina
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ugramasina sebep olmus olabilir. Ayrica H2

yontemindeki kullanilan pH’ nin 8.8 degerine sahip
olmasi da katalaz aktivitesini degistirmis ve daha diigiikk
spesifik aktiviteye sebep olmus olabilir.

SONUC

Sonug olarak, retroperitoneal yag dokusunda Aebi
yontemi ile CAT aktivite tayininde kullanilabilecek ii¢
farkli  homojenizasyon yontemi karsilagtirildig
calismamizda, H1 yonteminin (kloroform /metanol
karisimi) CAT aktivitesi tayininde daha yiiksek spesifik
aktiviteye sahip oldugu gdzlendi ve bu etkide daha polar
ozellige sahip metanol varliinin ve soguk ortam
uygulamasinin énemli olabilecegi kanaatine varildi.

Yazarhk katki beyam

Konsept ve dizayn: AA, SU

Verilerin eldesinde: AA, SU

Verilerin analizinde ve yorumlanmasinda: AA, SU
Makale yaziminda: AA, ES

Makale revizyonu ve entelektiiel katki: AA, ES
Gozetiminde: AA

Yazar cikar catismasi

Yazarlarin arasinda potansiyel ¢ikar ¢atismasi yoktur.
Destek

Bu calisma i¢in hi¢ bir maddi destek alinmamustir.

KAYNAKLAR

1. Jung UJ, Choi MS. Obesity and its metabolic
complications: the role of adipokines and the relationship
between obesity, inflammation, insulin resistance,
dyslipidemia and nonalcoholic fatty liver disease. Int J
Mol  Sci.  2014; 15(4): 6184-6223. DOIl:
10.3390/ijms15046184.

2. Demirci S, Giin C. Adipoz Doku ve Adipoz Dokudan
Salinan Bazi Proteinler. MAKU Sag. Bil. Enst. Derg.
2017; 5(2): 155-179.

3. Darroudi S, Fereydouni N, Tayefi M, et al. Oxidative
stress and inflammation, two features associated with a
high percentage body fat, and that may lead to diabetes
mellitus and metabolic syndrome. Biofactors. 2019;
45(1): 35-42. DOI: 10.1002/biof.1459.

4. Ipar N. Ekzojen obezitesi olan hastalarda total oksidatif
stres ve total antioksidan kapasite diizeyleri;
probiyotiklerin bu diizeylere etkisi [Tipta uzmanlik Tezi].
Eskisehir, Tiirkiye. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dal;
2012.

5. Weydert CJ, Cullen JJ. Measurement of superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase in cultured
cells and tissue. Nat Protoc. 2010; 5(1): 51-66. DOI:
10.1038/nprot.2009.197.

6. Karabulut H, Giilay MS. Antioksidanlar. Veterinary
Journal of Mehmet Akif Ersoy University. 2016; 1(1): 65-
76 . DOI: 10.24880/maeuvfd.260790.



7.

10.

11.

12.

13.

14.

Sajic T, Hopfgartner G, Szanto I, Varesio E. Comparison
of three detergent-free protein extraction protocols for
white adipose tissue. Anal Biochem. 2011; 415(2): 215-7.
DOI: 10.1016/j.ab.2011.04.023.

Selvi Y. Denervasyona bagli retroperitoneal yag
dokusundaki  total  karbonik anhidraz  aktivite
degisikliklerinin incelenmesi [Yiiksek Lisans Tezi].
Trabzon, Tiirkiye. Karadeniz Teknik Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim Dali;
2018.

Kahraman C. Diyetle Indiiklenmis Obezitede Yag
Dokusundaki Oksidan Antioksidan Dengenin Incelenmesi
[Doktora Tezi]. Trabzon, Tiirkiye. Karadeniz Teknik
Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali; 2013.

Aebi H. Catalase in vitro. Methods Enzymol. 1984; 105:
121-6. DOI: 10.1016/s0076-6879(84)05016-3.

Asakura T, Adachi K, Schwartz E. Stabilizing effect of
various organic solvents on protein. J Biol Chem. 1978;
253(18): 6423-6425.

Englard S, Seifter S. Methods in enzymology.
Precipitation Techniques (Ed : Abelsan JN, Simon MI)
1990; 285-306.

Gupta MN. Enzyme function in organic solvents. Eur J
Biochem. 1992; 203(1-2): 25-32. DOI: 10.1111/j.1432-
1033.1992.th19823.x.

Wiggers HJ, Cheleski J, Zottis A, Oliva G, Andricopulo
AD, Montanari CA. Effects of organic solvents on the
enzyme activity of Trypanosoma cruzi glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase in calorimetric assays. Anal
Biochem. 2007; 370(1): 107-14. DOl:
10.1016/j.ab.2007.06.042.

To Cite: usta S, Alver A, Sahin E. Comparison of different

isolation methods for measuring catalase activity in adipose
tissue. Farabi Med J. 2023; 2(2): 8-13. DOI:
10.59518/farabimed].1254863.

13



