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OZET

Prokaryotlardan 6karyotlara kadar ¢ok genis bir dagilima sahip olan
karbonik anhidrazlar (CA, E.C.4.2.1.1, karbonat hidroliyaz),
bikarbonatin (HCOs) dehidrasyon veya (CO2) karbodioksitin
hidrasyonunu doniisiimlii olarak katalizleyen, aktif bolgesinde
prostetik grup olarak Zn?* igeren metaloenzimlerdir. Bu enzimler
CO; tasinmasi, dokularda elektrolit salgilanmasi, kemik
resorpsiyonu, timor olusumu ve idrar asidifikasyonu gibi bir¢ok
fizyolojik siirecte gorev almaktadir. Calismada yiiksek yagl diyetin
de novo lipit sentezinin 6ncii bilesigi olan HCOs™ senteleyen CA
aktivitesi tiizerine etkilerinin, fare karacigerinde incelenmesi
amaclanmugtir. Calisma kapsaminda, 16 adet erkek C57BL/6J 1rki
fare Research Diets' ten alinan yiiksek yagli ve standart fare yemleri
ile beslendi. Dort aylik beslenme periyodunun sonunda farelerin
agirlhiklart 6lgiildi ve dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Karaciger
dokular1  homojenize  edildikten sonra CA  aktiviteleri
potansiyometrik metod ile 6lgiildii. Standart diyet ile beslenen
farelerin CA aktivitesi 0.87+0.26 U/mg protein olarak dlgiiliirken,
Yiiksek yagh diyet grubundaki farelerde ise aktivite 0,60+0,15 U/mg
protein olarak bulundu (p=0.038). Sonug olarak, yiiksek yagh diyet
kullaniminin de novo lipit sentezinde 6ncii bilesigi sentezleyen CA
aktivitesini fare karacigerinde azalttig1 ve bu azalisa metabolik ve
hormonal degisikliklerin sebep olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Karaciger, Karbonik anhidraz, Yiiksek yagli
diyet

ABSTRACT

Carbonic anhydrases (CA, E.C.4.2.1.1, carbonate hydrolase), which
have a very wide distribution from prokaryotes to eukaryotes, are
metalloenzymes containing Zn?* as a prosthetic group in the active
site that alternately catalyze the dehydration of bicarbonate (HCOz3’)
or hydration of carbodioxide (CO2). These enzymes are involved in
many physiological processes such as transport of CO, electrolyte
secretion in tissues, bone resorption, tumorigenesis and urinary
acidification. In this study, it is aimed to investigate of the effect's
high fat diet on the activity of CA, synthesized HCO3- 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 (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.
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GIRIS
Karbonik anhidraz (CA, E.C.4.2.1.1, karbonat

hidroliyaz), tiim canlilarda yaygin olarak bulunan, aktif
bolgesinde prostetik grup olarak Zn**
monomerik yapili bir metaloenzimdir. CA, bikarbonatin
(HCO3) dehidrasyon reaksiyonunu veya CO;’in
hidrasyonunu doniisimlii olarak katalizler. Bu enzim ilk
olarak  memeli eritrositlerden 1933  yilinda
saflagtirilmistir.>? CA, yukarida bahsedilen reaksiyonun
yaninda karbosilik, siilfonik, karbonik ve fosforik
esterlerin, aldehitlerin, piruvatin hiroliz reaksiyonunu

igceren,

da Kkatalizler. Ancak bunlarin fizyolojik 6nemi tam
olarak ortaya konulamamustir.> CA Kkatalizledigi bu
reaksiyon ile CO; ve bikarbonatin akciger ve dokular
arasinda taginmasinda, pH regiilasyonunda, dokularda
elektrolit ~ salgilanmasinda,  bircok  biyosentez
reaksiyonlarinda (lipogenez, glukoneogenez vs.),
kalsifikasyon, kemik resorpsiyonu, timor olusumu,
idrar asidifikasyonu gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik
siireglerde yer almaktadir.*®

CA, prokaryotlardan okaryotlara kadar oldukca genis
bir dagilima sahip olmakla beraber, a, B, v , 9, € 1
karbonik anhidrazlar olmak iizere 6 adet birbirinden
farkli ve bagimsiz gen ailesine sahiptir. Karbonik
anhidrazin en fazla bilinen ve aydinlanmis olan sinifi
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 (VIII, X,
XI) olusur. CA I, II, III, VII ve XIII sitozolde, CA 1V,
IX, XII, XIV, XV hiicre membraninda, CA-VI salgisal,
CA-VA ve VB mitokondride bulunur.®
Karaciger yakit metabolizmasinda, sindirimde ve
yabanci maddelerin detoksifikasyonu ve
eleminasyonunda merkezi ve kritik biyokimyasal rolii
olan bir organdir. Sindirim sisteminden gelen kanin
tamamu ilk olarak karacigerden gecer. Burada besinlerin
sindiriminden kaynaklanan tiriinler islenir, doniistiiriiliir
ve depolanir. Karaciger proteinlerin, karbohidratlarin ve
lipitlerin metabolizmasinda merkezi role sahiptir.’
Karacigerde de novo yag asidi sentezi igin gerekli olan
bikarbonati saglayan sitozolik CA’lar (CA I, CA Il) ve
mitokondriyal CA V bol miktarda bulunmaktadir.
Ayrica yakit metabolizmas1 ile iliskisi tam
gosterilmemis olmakla beraber CA III enzimi de erkek
ve disi rodentlerin karacigerinde bulunmaktadir. Yine
hepatositlerin membranlarinda CA IV enzimi de
bulunmaktadir. Bu hepatositik  plazma

membranlarinda bikarbonat taginmast ile ilgilidir.8%1°

enzimin
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Bu ¢alismada yiiksek yagli diyet kullaniminin de novo
lipit sentezinde Oncii bilesigi sentezleyen CA aktivitesi
iizerine etkilerinin fare karacigerinde arastirilmasi
amaglanmustir.

YONTEM

Deney Hayvanlart

Yapilan deneylerin tamamiu, Teknik
Universitesi Hayvan deneyleri yerel etik kurulunun
2010/39 protokol no’lu etik kurul onayi ile sakrifiye
edilmis hayvanlarin  karacigerlerinde yapilmistir.
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi
Aragtirma ve Uygulama Merkezinden temin edilen
C57BL/6J 1tk 16 adet, 4-5 haftalik, 10-15 g agirliginda
erkek farelerden alinan karaciger dokusu o&rnekleri
kullanilmistir. Calismada kullanilan yemler (D12550J)
ve D12492) Research Diets’ten satin alinmustir.

Karadeniz

Calismaya 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 rastgele 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
(D12550J) ile beslendi.

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 1 ve tablo
2’de sunulmustur.

Tablo 1. Standart yemin igerigi

D12550J kodlu standart g K. kalori
sigan yemi icerigi (%) (%0)
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 4.3 10
Toplam kalori 3.83 100

Tablo 2. Yiiksek kalorili sigan yeminin igerigi

D12492 kodlu standart g K. Kalori
sican yemi icerigi (%) (%)
Protein 26 20
Karbohidrat 26 20
Yag 35 60
Toplam kalori 5.24 100




Toplam dort aylik beslenme periyodunun sonunda,
farelerin tarttmi gergeklestirildi ve saat 09:00-10:00
arasinda dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Alinan serum
ve karaciger dokulari ependorflara konularak analiz
stirelerine kadar -80°C’de sakland.

Karaciger dokusunda karbonik anhidraz aktivitesinin
olciimii

Karaciger dokusunda yaklagik 40 mg alinarak, doku buz
icinde bekleyen 500 pL Tris HCI tamponuna (50mM
Tris HClI igeren tampon, pH:7.5) konuldu. Dokular buz
icinde 10 s siire ile el homojenizatorii ile homojenize
edildi. Homojenize doku +4°C’de, 12000 rpm’de 30
dakika santrifiij edildi. Pellet kismi1 uzaklastirilip kalan
siipernatan ikinci kez 12000 rpm’de +4°C’de santrifiij
edildi. Pellet kismi1 uzaklastirilip, supernatan kisminda
enzim ve protein dl¢iimii yapildi.

Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi Wilbur-Anderson
metodu ile potansiyometrik olarak 6lgiildii.t* Bu
yontem, 20 mM Tris-Baz tamponunun 0°C’de, pH’nin
8.3’ten 6.3’e¢ diistiigii ana kadar gecen zamanin
Olciilmesi esasina dayanir. Enzim katalizsiz siirenin
(kor) yarisim1 veren CA aktivitesi, 1 Enzim tinitesi (1
Enzim {initesi: Wilbur-Anderson iinitesi) olarak kabul
edildi. EU=tot./t. kullanilarak
aktivitesi hesaplandi (tc: Enzimatik Reaksiyonlarin pH
Degisim Siiresi (saniye), to: Enzimatik Olmayan
Reaksiyonlardaki pH Degisim Siiresi, EU: Enzim
Unitesi (Wilbur-Anderson iinitesi). Sonuglar EU/mg
protein olarak ifade edildi. Olgiim ydnteminin %CV
degeri %S5.7 olarak bulundu.

Serum glukoz, TAG ve insulin él¢iimii

Deneyde kullanilan farelerden elde edilen serum

formiila enzim

orneklerinde glukoz ve triagilgliserol (TAG) olgtimleri
Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyokimya
gerceklestirildi. Insulin degerleri ise iiretici firmanin

laboratuvarindaki otoanalizatorlerde

Sensitive  Mouse ELISA, Crystal
kullanilarak belirlendi.

Istatistiksel analiz

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
Normal dagilima uygunluklart Kolmogorov—Smirnov
testi ile kontrol edildi. ikili karsilastirmalar Mann-

Chem. USA)
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Whitney U testi ile yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

Dort aylik besleme periyodunun sonunda, farelerde
gozlenen agirlik, serum glukoz, TAG, insulin degerleri
Tablo 3’te verilmistir. Farelerin son agirliklar yiliksek
yagli diyetle beslenenlerde, kontrol grubuna gore
anlamli yiliksek bulundu (p<0.0001). Aclik serum
glukoz degerleri kontrol grubunda, yiiksek yaglh diyetle
beslenen farelere gore istatistiksel olarak anlaml
seviyede diisiik bulundu (p=0.049). Kontrol farelerin
serum TAG degerleriyle yiiksek yag igerikli diyetle
beslenen farelerin TAG degerleri karsilastirildiginda
obez grupta istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu
gozlendi  (p=0.015). insiilin
karsilastirildiginda, yiiksek yagli diyetle beslenen
farelerde insulin degerinin, kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu belirlendi (p=0.017). Sonuglar beraber
degerlendirildiginde, yiiksek yagl diyet kullaniminin,

Serum diizeyleri

farelerde  hiperglisemik, hiperinsilinemik ~ ve
hipertrigliseridemik bir obez durumu tetikledigi
goriilmektedir.

Tablo 3. Deney gruplarinda agirlik ve serum
parametrelerinin degerleri

Kontrol Obez
(Standart (Yiiksek
diyet) yagh diyet)

Baglangi¢ agirlik (g) 165+ 1.1 17.2+0.8
Son agirlik (g) 26.6+2 35.4+6"
Glukoz (mg/dL) 132+34 162+32"
Trigliserit (mg/ml) 8414 105+17"
Insiilin (mg/dL) 4.06+2.1 9.34+6"

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Karaciger dokusunda yapilan CA aktivite dlglimlerinde
standart diyet ile beslenen farelerdeki CA aktivitesi
0.87+0.26 U/mg protein olarak Olciilmiistiir. Yiksek
yagh diyet grubundaki farelerde ise aktivite 0.60+£0.15
U/mg protein olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda, bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistir (p=0.038). Elde edilen
sonuglar sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Deney gruplarindaki CA aktivitesi ("p=0.038)

TARTISMA

Karaciger de novo yag sentezinin merkezi organidir. De
novo yag asitlerinin sentezinde, asetil CoA karboksilaz
enziminin katalizledigi, asetil CoA’nin bikarbonat ile
birlestirildigi basamak sentezin kontrol noktasidir.
Sentez bikarbonat saglandig: siirece devam etmektedir.
Bikarbonat da karacigerde bulunan CA izoenzimlerince
saglanir.  Karacigerde g¢esitli CA
bulunmakla beraber, de novo lipit sentezinde 6zellikle
CA II, CA VA, CA VB ve kismen CA I’in katkis1
bulunmaktadir.  Diger bikarbonat
taginmast, proton tedariki ve pH regiilasyonu gibi rolleri

vardir. Ancak bu izoenzimler i¢in net bir fonksiyon
12,13

izoenzimleri

izoenzimlerin

tanimlanmasi oldukg¢a zordur.
Karbonik anhidraz izoenzimleri tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar ile priivat karboksilaz, asetil-COA
Karboksilaz ve Karbamoil fosfat sentetaz 1 ve II’ye
bikarbonat saglanir. De novo lipogeneze yeterli substrati
saglamak i¢in asetil gruplarinin mitokondriden sitozole
tasinmas1 gerekir. Fakat mitokondri membraninin
asetil-CoA’ya gecirgenligi yoktur. Bu tagmmma asetil-
CoA’nin okzaloasetatla birleserek sitrat olugturmasi ile
gergeklesir. Pirlivat, bikarbonat ile piriivat karboksilaz
enzimi sayesinde karboksillenerek okzalata dontisiir. Bu
olay i¢in gerekli olan bikarbonat karbonik anhidraz
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izoenzimi olan CA VA veya VB tarafindan saglanir.
Okzalatin asetil-CoA ile reaksiyonu sonucunda olusan
Sitrat, trikarboksilik asit tasiyicilari ile sitozole tasinir.
Burada sitrat ATP sitrat liyaz tarafindan asetilCoA’ya
donustiiriiliir (Reaksiyon sonunda olusan okzalat
dekarboksilasyon sonucu piriivata doniiserek piriivat
tastyicilart ile mitokondriye tasinir). Asetil-CoA de
novo lipogenez icin sitozolde kullanilir. Asetil-COA,
asetil-CoA karboksilaz ve bikarbonat ile malonil-
CoA’ya doniisiir. Bu olay i¢in gereken bikarbonat CA 11
izoenzimi ile COz’nin bikarbonata doniisiimii ile
saglanir. Bu reaksiyonlarla yag zinciri uzatilir. Sonug
olarak karbonik anhidraz izoenzimlerinin birka¢1 yag
asitleri biyosentezinde rol alir. Bu izoenzimler:
mitokondride CA VA ve VB izoenzimleri (priivat
karboksilaz igin yeterli substrat saglar) ve sitozoldeki
CA 1l izoenzimidir (asetil-CoA Karboksilaz igin
gereken substrati saglar).™

Yukarida da bahsedildigi gibi karacigerde gesitli CA
izoenzimleri  bulunmaktadir.  Bunlarin  katalitik
aktiviteleri birbirinden farkli olmakla beraber hepsinin
hidrataz aktivitesi vardir.? Caligmada potansiyometrik
olarak Olctiigiimiiz  hidrataz  aktivitesine hangi
izoenzimin ne kadar katki verdigini net olarak sdylemek
miimkiin degildir. Ancak CA izoenzimlerinin doku



dagilimlar1 ve lokalizasyonlar1 gbz 6niine alindiginda,
CA II'nin katkisinin yiiksek olmas1t muhtemeldir.
Calismamizda dort ay siire ile yiiksek yagl diyet ile
beslenen farelerde karaciger total CA aktivitesinin
normal diyet ile beslenen farelere gore daha diisiik
oldugunu bulduk (p=0.038, sekil 1). Karacigerde de
novo lipit sentezi tokluk sathasinda, karbohidratlar ve
lipitler bol iken sentezlenir ve diger dokularin kullanimi
icin perifer dokulara tasinir. Yiiksek yagli diyet ile
beslenmeye bagl olarak viicuda bol miktarda yag asidi
ve lipit karakterli bilesikler alindig1 i¢in lipitlerin de
novo sentezinin baskilanmasina bagli olarak CA
aktivitesi de baskilanmig olabilir. Ayrica, galigmamizda
kullandigimiz yiiksek yagli diyet ile beslenen fareler
hiperglisemik, hiperinsiilinemik ve hipertrigliseridemik
bir metabolik durumda bulundugu i¢in (tablo 3) gelisen
insiilin direnci de CA aktivitesinde azalmaya sebep
olabilir. Benzer sekilde deneysel olarak hayvanlarda
olusturulan diyabet modellerinde de CA aktivitesi
kontrollere gore daha diisiik bulunmustur. Ozellikle bu
diisiistin CA 1II izoenziminde daha belirgin oldugu
belirtilmistir.'*

Rodentlerde, CA izoenzimlerinin karacigerde sentezi
hormonlar tarafindan da kontrol edilmektedir. CA 1I
karacigerinde
azaltilirken, Ostrojen tarafindan arttirilir. Bu regiilasyon
CA 1II icin  tam sekilde
gerceklesmektedir. Testosteron tarafindan arttirilirken

sentezi fare testosteron tarafindan

izoenzimi tersi
Ostrojen tarafindan azaltilir. Dolayisiyla bu enzimlerin
sentez seviyeleri erkek ve disi fare karacigerlerinde
farklidir. Cinsiyet nedeniyle sentez farki CA III igin
yaklasik 10-20 kat iken CA Il igin 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
gostermektedir.! Tablo 3 incelendiginde yiiksek yagli
diyet kullanan farelerin obez olduklari net olarak

mekanizmasi sergileyebileceklerini

goriilmektedir. CA izoenzimlerinin seviyeleri {lizerine
obezitenin de etkileri oldugu  goriilmektedir.
Karacigerde gozlenen CA aktivitesi degisiklikleri yag
dokusundan salgilanan (leptin gibi) adipokinlerin
karacigere olan etkisinin bir sonucu olabilir.*®

SONUC
Sonug olarak, yiiksek yagli diyet kullaniminin de novo
lipit sentezinde Oncii bilesigi sentezleyen CA

aktivitesini fare karacigerinde azalttifi bu azalisa,
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metabolik ve hormonal degisikliklerin sebep olabilecegi
kanaatine varildu.
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