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OZET

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1 karbonat hidroliyaz, ) Zn* iyonu bulunduran bir
metaloenzimdir. insan eritrositlerinde karbonik anhidraz enzimi, hiicrelerde CO,’in hidrasyonu
veya HCOs’m dehidrasyonu reaksiyonlarini katalizler. Karbonik anhidraz bobrek, gastrik mukoza
ve gOz mercegi, tlkiirik bezleri, beyin, sinir miyelin kilifi, pankerans, prostat, uterus ve
endometrium dokularinda da aktivite gosterir. Ayrica baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi
bdcek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun olusumunda,
alglerde ve bitkilerin fotosentetik kloroplastlarinda bu enzimin 6nemli rolleri oldugu bilinen bir
gergektir.

Bu ¢alismada kullanilan canli Carassius gibelio saglikli ve olgundur. Israil sazanmin boyu
35 cm ve ortalama agirligi 3000 g dir. Tatli sularin dipleri gamurlu olan kisimlarinda yagamaktadir.
Oksijen miktar1 ¢ok diigiik olan sularda dahi yasayabilmektedir. Ortalama su sicakligi 10-20 °C
arasinda oldugu tespit edilmistir. Israil sazani istilac1 bir tiir olup ayn1 zamanda ekonomik degeri de
bulunmamaktadir. Bu baliktan elde edilen homojenatin optimum pH, stabil pH, optimum sicaklik
ve iyonik siddeti belirlenmistir. Carassius gibelio ‘nun optium sicakligi 25 °C; optimum pH’ 1 8,7;
iyonik siddeti ise 1 M olarak bulunmustur. Daha sonra solungaglarindaki karbonik anhidraz enzimi

afinite jeli kullamlarak (Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonilamid) saflagtirilmaya calisiimigtir.

Anahtar Kelimeler : Carassius gibelio, Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid, optimum pH, iyonik
siddet, stabil pH.
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SUMMARY

Carbonic anhydras (E.C.4.2.1.1) is a metalloenzymes contains Zn*? ion. In human
erythrocyte carbonic anhydrase enzyme catalyze the reactions of CO, hydration in cells or the
dehydration reactions of HCOs’s. Carbonic anhydrase shows activity in kidney, gastric mucosa and
the lens of the eye, salivary glands, brain, nerve myelin sheath,pansreas, prostate, uterus and
endometrial tissues. In addition, it is well known that this enzyme has an important role on
endocrine organs and gills of fish, some insects and bacteria, making the shell of crustaceans and the
formation of the egg shell, algae and photosynthetic chloroplast of plants.

The Carassius gibelio used in this study is healthy and mature. The length of Carassius
gibelio is 35 cm and the average weight is 3000 grams. They live in parts of the muddy bottoms of
fresh water. They can survive even in water contains very low amount of oxygen. The average
water temperature has been established between 10-20 °C. Carassius gibelio is invasive spcies and
also they do not have economic value. It has been tried to determine that optimum pH, stable pH,
optimum temperature and ionic strength of homogenates which gained from this fish. The optimum
temperature, pH and ionic strength of Carassius gibelio has been found as 25 °C, 8,7 and 1 M
respectively the of, the optimum pH, ionic strength the. Afterwards, carbonic anhydrase enzyme in
gills has been tried to be purified by using affinity chromatography (Sepharose- 4B-tyrosine-
stilfonilamid).

Key words : Carassius gibelio, Sepharose-4B-L-tyrosine-siilfonilamid, optimum pH, stable pH,
ionic strength.
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1. GIRIS

Tarihsel olarak sazanin (Cyprinus carpio) insanlarla iliskisinin M.S. yaklasik 2. yiizyilda
Cin’ de ortaya ¢iktig1 goriisii hakimdir, daha sonra Asya, Avrupa ve diger kitalara da yayilmistir [1].
Bir tatli su baligi olan Sazan’ 1n latince ismi Cyprinus carpio’ dur. Ulkemizde baliklandirma ve
yetistiricilikte yaygin olarak kullanilan tiir aynali sazandir. Aynali sazan, dogal sazaninin kiiltiire
almmus formudur.

Aragtirmalar sazanm bir buz kalibmin ortasinda ¢ok az donmamis su varsa bile
yasayabilecegini gostermistir [2]. Disiik sicaklikta hayatta kalabilmesinin nedeni kas yapilarini ve
yiizme performansim birka¢ hafta devam eden sicaklik adaptasyonuna modifiye etme yeteneginden
kaynaklanir [3]. Soguk kis aylarinda genelde dibe yakin olarak yasar. Kurak mevsimde, hatta bazi
suyu ¢ekilen yerlerde kendilerini gamura gémerek birkag hafta hayatta kalabilirler. Diisiik oksijenli
sularda, durgun hareketsiz sularda, cok ¢amurlu, degisik 1s1 farkliliklart gosteren sularda, ya da orta
derece tuzlu sularda veya insan faktorii sebebiyle endiistriyel ve tarimsal toksinlerin karigtigi nehir
ve sularda dahi ¢ok yogun degilse yasama sansi diger baliklardan ¢ok daha fazladir. Suyun siirekli
sabit oldugu sularda cinsel olgunluk sazanda ¢ok erken yaslarda baglar. Ama genellikle bir erkek
icin bu 2, disi iginse 3 yas civaridir. Bu yaglarda yaklasik 30 cm boyda ve 400 gr agirlikta olurlar
[4]

1.1. Sazan Bahgmn Sistematigi

Sazan baliginin bilimsel olarak siiflandirilmasi ¢izelge 1” deki gibidir:

Cizelge 1.1 Sazan baligimin sistematigi.

~

ALEM ANIMALIA ALT SINIF OSTEICHTHYES
Alt dlem Metazoa Takim Teleostei
Sube Chordata Aile Cyprinidae
Alt sube Vertebrata Cins Cyprinus
Siif Pisces Tiir Cyprinus carpio (Adi
sazan)




1.2. Ekolojik Ozellikleri

Diinyadaki balik aileleri icinde en fazla tiire sahip olan aile sazangiller (cyprinidae)
ailesidir. Iliman iklim bolgelerinin ekonomik 6neme sahip tiirii olan sazan baliklari, hem sicaga hem
de soguga dayanikli bir balik tiiriidiir. Sazan genis bir 1s1 toleransina sahiptir. Az miktarda oksijene
gereksinim duyarlar. 20 °C’ nin iizerinde iyi gelisme gosterirler. 1 °C su sicaklifina ve ani sicaklik
degisikliklerine maruz kaldiginda da yasayabilirler. Sazan baliklart %5 tuzlulukta ve 5- 9 arasindaki
pH’ larda biiytimektedir.

Yetistiricilik sirasinda 4 - 30 °C arasindaki su sicakligi degisimlerine kisa siirede uyum
saglar. Sazan dipten beslenen omnivor (hem bitkisel hem de hayvansal organizmalar {izerinden)
bir baliktir. Besinlerini bentik su hayvanlari, planktonlar, bitki pargalari ve bitkisel artiklar olugturur.
Dipteki kiigiik su canlilarini ¢amurla birlikte alip gamuru geri atar. Bu yiizden ¢amur i¢inde oyuklar
acar. Bilyiikk sazanlarn bazi kiiciik baliklar yedikleri de gozlenmistir. En iyi yem alim ve
degerlendirmesi, 16- 25 °C su sicakliklarinda ve 6zellikle 23- 24 °C' de olur. Aynali sazan olarak da

adlandirilan kiiltiir sazani, dogal sazaninin kiiltiire alinmis formudur [5].

Sekil 1.1 Adi sazan

1.3. Biyolojik Ozellikleri

Sazan baliklarinda viicut fiize seklinde, bazi melezleme tiirlerinde enli olabildigi gibi,
yanlardan hafif yassilagmis sekildedir. Genellikle viicut diizgiin ve iri pullarla kaplhidir. Adi
sazandan (cyprinus carpio) melezleme sonucu elde edilmis olan tiirlerde pullar azalmig veya yoktur.
Bas kismi pulsuzdur. Hava keseleri iki odaciklidir. Sirt yiizgecleri uzundur [5]. Aynali sazan olarak
da adlandirilan kiiltlir sazani, dogal sazanmnn kiiltiire alinmig formudur. Dogal sazana gore daha
yiiksek sirtli, tiknaz, viicudunun biiyiik kismi pulsuz, pullar1 viicudunun degisik bolgelerine dagilmis
ve yuvarlak, hizli gelisen ve yapay yetistiricilik sartlarma iyi uyum gosteren ve yem degerlendirmesi
yiiksek olan bir tiirdiir. Agiz kenarinda bir ¢ifti kalin, diger ¢ifti ince olmak iizere iki ¢ift bryik
bulunur. Bas ve sirt kisimlar1 esmer-yesil, yanlar ise yesilimsi-sari renktedir. Agizda dis bulunmaz,

sadece yutak disleri vardir. Tiirkiye’de 1970 yilindan beri yetistiriciligi yapilmaktadir. Dogal hayat



alam havuzlar, goller ve nehirlerdir. Su sicakligi ve yem durumuna bagli olarak hizli biiyiiyen bir
baliktir. 20- 25 y1l hatta 35- 40 y1l yasadiklar1 ve boylarinin 1 m’ nin {izerine ¢iktig1 agirliklarmm ise
25-30 kg’ a ulastig1 bildirilmektedir [6].

1.4. Ureme

Dogal ortamda gruplar halinde, goller ve yavas akan nehirlerde su sicakligi 18 -22 °C
oldugunda sazanlar yumurtlar. Bitkilere yapisan yumurtalardan 3 -4 giinde larva gikar. Yumurtlama
Mayis-Haziran aylar arasinda su sicakligi 18 -20 °C’ ye ulagtiginda s1g ve bol bitkili su kesimlerinde
olur [6]. Cinsel olgunluk yasi; erkeklerde 3- 4, disilerde 4-5 dir.

Sazanin tiremesinde en 6nemli faktor su sicakligi oldugundan, kuzey iilkelerinde nadiren
tirer veya hi¢ iremez. Yumurtlama bir haftada tamamlanir. 1 kg viicut agirligia 300- 400 bin
yumurta birakir. Yumurtalar seffaf ve yapigkan olup yaklasik 1 mm ¢apindadir. Sismis yumurtanin
¢apt 1,6 mm kadardir. Su bitkilerinin tizerine birakilan yumurtalar 3 - 4 giinde agilir. Yumurtadan
¢ikan larvalarin boyu, 5 mm’ dir. Yumurtadan ¢ikan larvalar 1- 3 giin siireyle tutunma organlari ile
su bitkilerine tutunurlar. Bu siire sonunda, su yiizeyine ¢ikarak yiizme keselerini hava ile doldurup
yiizmeye ve yem almaya baslarlar. Onceleri bitkisel ve hayvansal planktonlarla (algler, rotiferler,
kiigiik kabuklular) beslenirler. Boylar1 18 mm oldugunda bentik organizmalarla beslenmeye
baglarlar [7].

1.5. Carassius Gibelio

Carassius gibelio (israil sazani) bashca Rusya, Avrupa, Kore ve Kuzeydogu Cin’ de
yayilim gostermektedir [8]. Bu baligin dogal yayilim alam hala tartigma konusudur ve yalnizca
Kuzey Avrupa i¢in dogal olabilir [9]. Orta ve Dogu Avrupa’ da ve Balkanlarda da genis bir yayilim
gostermektedir [10]. Israil sazam 1988 de ilk olarak Trakya bolgesinde Gala Golii’nden rapor
edilmistir [11]. Daha sonra bu balik Marmara Bolgesi’ nin genelinde ve Anadolu’ da goriilmiistiir
[12].

Sekil 1.2 Carassious gibelio



Israil sazan istilac1 bir balik tiiriidiir [12] ve dogal balik tiirleri i¢in zararli bir balik tiirii
olarak bilinir [13]. Bu balik durgun ve akis hiz1 yavas olan sularda kolaylikla baskin bir balik tiirii
olabilir ve biitiin ekosistemdeki besin akisini degistirebilir [14]. Ayrica lsrail sazam diger bazi
dogal balik tiirleri (6rnegin kizilkanat, Scardinius erythrophthalmus ve egrez Vimba vimba) i¢in
kuvvetli bir rekabetgi olabilir [15].

Havuz balig1 olarakta bilinen bu tiir; gerek viicut sekli, gerekse dorsal ve anal ylizgeclerin
3. basit 1sminim testere digli olmasi nedeniyle Cyprinus Carpio’ya benzerlik gostermektedir.
Ancak agizda biyik olmamasi, yutak dislerinin tek sirali olmasiyla sazandan kolayca ayirt edilir.
Sazanlar gibi, durgun sularda ve kiigiik goletlerde yasarlar. Bitkilerin yogun oldugu kiyilari tercih
ederler. Soguk zamanlarda yumusak camura gomiilerek kisi gegirirler. Baslica besinlerini;
bitkiler, mays bocekleri, dipter larvalar ile kiiclik zooplanktoniik organizmalar olusturmaktadir.
Mayis - Haziran aylarinda {ireme faaliyetini gerceklestirirler [16]. Havuz baligmin (carassius
gibelio) sindirim sisteminin en dolu oldugu dénem 3,78 cm?® ile yaz donemidir. Bu dénem baligin
tireme donemidir ve oldukga fazla besin ve enerji ihtiyaci vardir. Bu nedenle balik bu dénemde
daha fazla beslenme gdstermistir. Yaz donemini ilkbahar 2,31 cm? ile takip eder. Bu donem,
iremeye hazirlik dénemidir ve ihtiyag duyulan enerji karsilanmaya calisilmigtir. Kisin ise
sindirim sisteminin en az dolu oldugu doénemdir. Bu donemde hem su sicakliginin azalmasi ve
hem de baligin daha az hareketli olmasi, besin ihtiyacinin da azalmasina neden olmustur. Bunlarin
yamnda gol suyunun da hem fiziksel, hem de kimyasal 6zelliklerinin mevsimlere gore degistigi ve

buna bagl olarak da goldeki besinlerin sayisal olarak artma veya azalma gosterdigi de goz oniinde

bulundurulmalidir.
Yy ) e e -
v w X "
n .’.x't
Sekil 1.3 Uzak Dogu’da bulunan israil sazan1
1.6. Enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan genetik kontrol altinda hiicre i¢inde sentez edilen organik
katalizorlerdir. Kataliz deyimi, Yunanca’ da, kimyasal reaksiyonlarda etkili olan, reaksiyonu

hizlandiran ve kolaylagtiran anlaminda kullamilmaktadir. Biyolojik olaylarda ise katalizor olma
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ozelliginde olan maddelere enzim adi verilmistir. Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki
belirli reaksiyonlari katalize eder [17].

Besin 6geleri viicutta enzimlerin yardimiyla kullanilir ve tepkimeler sonucu viicut yapisina
doniisiir.  Yasamsal olaylarin tiimiinde enzim gerekir. Enzimler niikleik asitlerden DNA
(deoksiriboniikleik asit) denetiminde sentezlenir. DNA yapisindaki kiigiik bir degisiklik bazi
enzimlerin sentezlenmemesine veya yanlis sentezlenmesine neden olur. Yanlis sentezlenen enzim
ise etkinlik gosteremez ve viicut ¢aligmasinda gesitli sorunlara neden olur. Enzimler olmazsa viicut
canliligim siirdiiremez.  Sindirim, solunum, biiyiime, kas kasilmasi, fotosentez vb. daha birgok
fiziksel ve kimyasal olaylarin olusumunda enzimler rol oynar.

Bazi enzimler yalmz proteinden olusmustur. Fakat cogunlugunda yap1 ve gorev
bakimindan farkli olan apoenzim ve koenzim gruplari bulunur. Apoenzim, enzimin spesifikligini
saglayan kismudir. Protein yapisindadir. Isi ile kolayca “denatiire” olur [17]. Koenzim ise enzimin
yardimei ve etkin seklidir. Tek bagina etkili degildir. Etkinlik gosterebilmesi i¢in apoenzime ihtiyag
duyar. Organik ya da inorganik maddelerden meydana gelmistir. En onemli yardimci enzimler
vitaminlerdir. Eger bir koenzim apoenzime kolay ayrilmayacak bir sekilde sikica bagl ise; 0
koenzime “prostetik grup” adi verilir [18]. Apoenzim ile koenzimin birlikte olusturdugu gruba tam
enzim anlamina gelen holoenzim ( aktif enzim ) denir.

Enzimler genellikle renksizdir ve suda ¢oziiliir. Enzimlerin etki ettigi maddelere “ substrat™
denir. Reaksiyon sonunda meydana gelen maddeye ise “iriin “ adi1 verilir. Enzim substrat iligkisi
anahtar ile kilidin uyumuna benzer. Enzim molekiiliinde aktif bolge denilen 6zel bir boliim vardir.
Enzim substratina gegici olarak aktif bolgeden baglanir ve enzim-substrat bilesigi (ES) olusur.
Daha sonra substrat {iriine veya triinlere dontisiir. Enzimler ise reaksiyondan degismeden ¢iktiklari

igin tekrar tekrar kullanilabilir.

E+S - ES —= E+P

Enzim + Substrat — Enzim - Substrat — Enzim + Uriin

Enzimler genellikle ¢ift yonlii galisir yani geri doniisiimliidiir. Ornek; lipazin yag
par¢alamasi. Ayrica enzimler ¢cok hizli galisir. Ornegin iire, enzim olmadan yiizyilda parcalanirken
tireaz enziminin varliginda ise saniyede 30 000 iire molekiilii pargalanabilir [18]. Her hiicrede
tepkime cesidi kadar enzim ¢esidi vardir ve takim halinde ¢alisirlar. Bir enzimin etki ettigi

tepkimenin iirlinii, kendinden sonra gelecek enzimin substratini yapar.
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Ornegin, nisasta pargalanirken amilaz enzimi iiriinii olan maltoz, maltaz enziminin

substratimi olusturur.
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Enzimlerin bazilar tek substrata etki eder yani spesifiktir. Ornegin, L-laktat dehidrogenaz
enzimi laktik asidin yalmizca L-izomerine etki etmekte,  D-laktik asidi substrat olarak
kullanmamaktadir. Bazi enzimler ise cesitli substratlara etki eder yani daha az 6zgiildiir. Ornegin,

heksokinaz enzimi hem glikoza etki eder hem de mannoza etki ederek iiriine doniistiiriir.
1.7. Karbonik Anhidraz

1.7.1. Dagilimm ve fizyolojik 6nemi

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1 karbonat hidroliyaz, karbonat hidrataz) Zn*? iyonu ihtiva
eden bir metaloenzimdir. Memeli eritrositlerinde karbonik anhidraz, hiicrelerde CO,’ in hidrasyonu
veya HCOz3’ 1n dehidrasyonu reaksiyonlarini katalizler. Karbonik anhidraz bobrek, gastrik mukoza
ve gbz mercegi, tiikiiriik bezleri, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat, uterus ve endometrium
dokularinda da aktivite gosterir. Ayrica baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi bocek ve
bakterilerde, kabuklu hayvanlar kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun olusumunda, alglerde ve
bitkilerin fotosentetik kloroplastlarinda bu enzimin 6nemli rolleri oldugu bilinen bir gergektir.
Karbonik anhidraz enzimi, sitoplazmada ¢6ziinmiis, bazende hiicre membramina zayifca baglanmis
olarak bulunur [23,24].

Insan eritrosit CA” smin en dnemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda, metabolizma
irtinti olan COy” i H,COs* e, akciger pulmoner kapiler de ise H,COjz’i CO,’e doniismesi
reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayinda yer alir.

Katalizlenen reaksiyon;

H,O + CO,

H2CO3 HCO3_ + H+

Bobrek tubullerinde ise, ayni reaksiyonlarla Na* ve H,O geri emilimini gerceklestirir. Diger
dokularda da yukaridaki reaksiyonla ya CO, transferini ya da H" iyonu birikimini saglayarak hiicre
icin gerekli ortami meydana getirir. Cesitli doku ve organlarda elektrolit salgilanmasi, CO, ve pH
dengesinin saglanmasi, akciger ve dokular arasindaki CO,/HCO; " transportu gibi 6nemli fizyolojik
olaylarda rol oynadiklari gibi; kemik erimesi, kire¢lenme, tiimoér olusumu ve diger patolojik ve
fizyolojik proseslerde de rol aldiklar1 bilinmektedir [25].

Karbonik anhidraz enzimi balik solungaglarinda hidrominerallerinin ve asit-baz dengesinin
saglanmasinda O6nemli rol oynamaktadir. Deniz baliklarinda viicut sivilart deniz suyuna gore
hipotonik olup, solungaglari ile Na* ve Cl salgilarlar [26]. NaCl atimu tatl su bahgindaki benzer
sekilde Na'-K* a ATPaz enzimi ile saglamr [27]. Deniz baliklari ise solungaclartyla Na* atilinina
karsgmn H" (NH,)" iyon alir, bunun yanmda CI" atimma karsin HCO; ahmir. Bu degisimin tek
amacinin asit-baz dengesini korumak oldugu diisiiniilmektedir [28]. Balik solungaglarinda karbonik

anhidraz NaCl regiilasyonunda rol oynar [29].



Tath su baliklarinda karbonik anhidraz proton ve bikarbonat iyonlar iiretip salgilar, bu
salgilama sirasinda Na* ve CI iyonlarmm tath sudan alinmasm sagladig diisiiniilmektedir [30].
Siilfonamidlerden bagka asetazolamid ve benzolamid’ inde deniz canlilarmin karbonik anhidraz
aktivitesine inhibisyon etkisi gosterdigi bilinmektedir [31,32]. Sigir karbonik anhidraz ile yapilan
esteraz aktivitesi deneylerinde artan etkinlige inhibe edici anyonlar; F, CI', CH3COO", Br, NOj,
HSO;, HCOq,, CIOy, I, N3, SCN', CNO', HS', CN" seklindedir [33,36].

Son olarak karbonik anhidrazn CO,, HCO; ve H,O arasindaki doniigiimleri
gercgeklestirmesi ile birgok dokularda hayati 6neme sahip oldugunu s6ylemek miimkiindiir.

1.7.2. Fiziksel, kimyasal ve kinetik ozellikleri

Karbonik anhidraz, son derece dnemli rol oynamasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda kararlt
olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kayip olmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajli
ozelliklere sahiptir [ 34].

Karbonik anhidraz, CO, ve H,CO; veya ortamin pH’ sina gére HCO3 ve COjz iyonlar
arasinda doniistimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir molekiil olan CO,’in farkl agilara sahip

piramidal yapida H,COj’ e kendiliginden doniistimii oldukga yavastir.

0 0] 0 0

[ R .
0 —= — —

Ll I\, I\ A

Karbonik anhidrazin bilinen on alti izoenziminden iicii olan CA I, CA II ve CA Il
kristallendirilmis ve yapilar1 hakkinda detayl: bilgiler elde edilmistir. Ug izoenzim de sitoplazmada
¢oziinmis halde bulunur. Molekiil agirliklar1 28000 dalton olup, 259 veya 260 aminoasitten ibaret
tek bir polipeptid zincir halindedir. Her bir enzim molekiiliiniin aktif bolgesi, yaklasik tetrahedral
geometriye sahip, ii¢ histidin imidazol halkasi ve bir su molekiilii ile koordine olmus Zn*? iyonu
ihtiva etmektedir Zn*? iyonun kataliz olayindaki fonksiyonu vazgegilmez olup, uzaklastirlmasiyla
elde edilen apo-CA® lar tam manasiyla aktiveden yoksundurlar [35,37].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin izoelektrik pH’ lar1 tiirden tiire farklilik gostermekte ve
aktivitesi ile bir korelasyona rastlanmamaktadir. Aminoasit bilesimleri yoniinden benzerlik gosteren
memeli, bakteri ve balik CA’ lar1 ise bunlara nispeten daha yiiksek seviyede sistein tasirlar [38,39].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin, CO, HCO; ve H,O arasindaki doniisiim
reaksiyonlarmin katalizlemesinin yan1 sira, elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklari igeren, bazi

reaksiyonlarida katalizledigi bilinmektedir. Bu reaksiyonlar, aldehit, piruvat ve alkil piruvatlarin



hidratasyonu, ayrica piruvik , siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizini igeren doniigtimlerdir
[40].

Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik
bir rolii olup olmadig: heniiz bilinmemektedir [41]. Ayrica, tavsan CA Il izoenziminin ise hem asit
hem de alkalen fosfataz etkisi oldugu bildirilmistir [42].

1.7.3. Karbonik anhidrazin enziminin katalitik mekanizmasi

Son 60 yildir yapilan ¢aligmalarin neticesinde aydinlatilmaya caligilmistir. Buna gére CA

enzimi, tetrahedral yapidadir [34].

HQ‘ Thr-199 \G'U'117
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Sekil 1.4 insan CA 1I’deki metal merkezin “ dogrudan ve dolayl “ ligandlar1 gdsteren sematik

gorunumil.

Katalitik olarak bu form inaktiftir. Tekrar temel A formunu olusturmak i¢in aktif bolgeden

cevresine proton transferi olur [43]. Islem sematik olarak sdyle gdsterilebilir.

EZn*2-OH + CO, EZn*2-HCO; ==——= EZn*2-OH, * HCOj 1)

EZn*?-0H,

2__ -
EZn2-0H *+ H y
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Sekil 1.5 Karbonik anhidrazin katalizledigi CO,-hidrataz reaksiyonu mekanizmasinin gosterilisi.

Katalizdeki hiz1 simirlayan basamak ikinci reaksiyondur. CA I, CA IV, CA V, CA VII ve
CA IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif olan izoenzimlerde, bu islem aktif bolgede yerlesmis histidin
(His-64) rezidiisti yardimiyla ¢ok etkili bir proton transfer islemi gergeklestirir [44].

1.7.4. Karbonik anhidraz aktivitesi

Karbonik anhidrazin aktivitesi; enzimin CO;’ in hidratasyonu bikarbonatin dehidratasyonu
ve bazi esterleri hidrolizi gibi 6zelliklerinden yararlanilarak belirlenir.

H,O + CO, H,CO, HCO; + H*

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigli gibi, ortama gore CO, gazt ¢ikmakta veya
harcanmaktadir. Ayn1 zamanda H' konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Aciga ¢ikan veya
azalan CO, gaz, kantitatif olarak manomerik yolla tespit edilebilir. Fakat, manomerik metodun
reaksiyon pH’ sinin degisken olmasi, CO,’ in suda sinirli ¢dziilmesi ve uzun zaman almasi gibi
dezavantajlart vardir [45].

Ikinci olarak; ortamdaki H" konsantrasyonu pH’> nin yiikselmesi veya diismesi icin gecen

slire potansiyometrik yolla ya da inhibitorle belirlenebilir. Fakat, bu metodun kisa zaman almasi gibi
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bir avantajinin yan sira, reaksiyon sirasinda pH’ nin degisken olmasi, CO;’ in suda sinirl ¢éziinmesi
ve kullanilan indikatoriin inhibisyon etkisi gibi olumsuz sonuglart da vardir [45]. Bu dezavantajlari
en aza indirmek i¢in sabit pH’ da titrasyon veya 0,02- 0,05 birimlik pH diisiisiiniin indikatorli
ortamda spektrofotometre ile 6l¢iim yapildigi hizli akis metotlar aktivite tayininde kullanilmaktadir
[44,45].

Enzimin saflastirma basamaginda aktivite Olgtimleri, genellikle biitiin arastirmacilar
tarafindan Wilbur-Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde; CO, hidratasyonunda pH’ nin
8,2” den 6,3’ e diismesi i¢in gecen siire, pH-stat metodu kullanmilarak bulunmaktadir. Enzim birimi
ise, enzimsiz CO, hidratasyon siire (t,) ile enzimli reaksiyon siiresi(t;) arasindaki farkin, t;’ ye
boliinmesi ile belirlenmektedir [46].

Enzimin esteraz aktivitesi ise, p-nitro fenil asetatin hidrolizi ile agiga ¢ikan p-nitro fenol
miktarmin 348 nm’ de spektrofotometrik dl¢timii ile tayin edilmektedir [46,47].

1.7.5. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitérleri iki simifta incelenmektedir ve bunlardan birincisi metallerle
kompleks yapmis anyonlardir. Diger grup ise, ya proteinsiz ¢inko ligandi tarafindan siibstitiie
edilmesiyle enzimin Zn (II) iyonuna baglanan veya genellikle trigonal-bipiramidal yapida olan metal
koordinasyon halkasina katilan inhibitorlerdir.  Siilfonamidlerin, CA-l izoenziminin Zn (II)
iyonunun tetrahedral yapisina baglanmasi ¢ok énemlidir.

Yapilan ¢aligmalarda karbonik anhidraz enziminin en gii¢lii organik inhibit6riiniin aromatik
ve heteroaromatik siilfonamidler oldugunu gostermektedir. Siilfonamidlerin kolaylikla iyonik yap1

kazanmalar1 en ¢arpici dzelliklerinden biridir. Bu iyonik yapi agagidaki reaksiyonda goriilmektedir.

R_SOZNHZ R_SOZNH- + H+

Siilfonamidin bu 6zelligi karbonik anhidraz enzimi iizerindeki inhibisyon igin son derece
onemlidir. Ayrica siilfonamid ligand olarak kullanilmaktadir [48,49].

Siilfonamidler, siibstitiie olmamus bir —SO,NH, grubu veya bir —-SO,NH(OH) grubu iceren
etkin inhibitorlerdir. ~ Siilfonamid grubunun azot atomu aracihgiyla ilk olarak; enzimin aktif
bolgesindeki metal iyonuna anyonlar seklinde (R- SO,NH™ veya R- SO,N- OH) iyonik olarak
baglanirlar. Ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitdriin enzime baglanmasi tamamlanmis
olur. Siilfonidamidlerin, karbonik anhidraz enzimine giiclii bir sekilde baglanmasi; bu iki etkinin
toplaminin bir sonucudur [50,51].

Karbonik anhidraz inhibitorlerini yapilarma ve etki mekanizmalarma gore aywrmak
miimkiindiir. Siilfonamidlerden elde edilen bu ilaglar sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri ve

topikal karbonik anhidraz inhibitorleri olarak iki sinifta incelenir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullamilan  Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat, N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), L-tirozin, trihidroksi metil aminometan (Tris), siyanojen bromiir, sodyum
sitrat dihidrat, sitrik asit, sodyum kloriir, sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, sodyum
fosfat, hidroklorik asit, fosforik asit, aseton, etanol, siilflirik asit, akrilamid, tiyonil kloriir, piridin,
N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250 ve R-250 E, sodyum hidroksit ve

karbondioksit gazi piyasadan saglanmistir.

2.2 Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir. Kullanilan aletler ve
cihazlar DPU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimiinde bulunmaktadir.
Santrifiij: Niive NF800

e  Sogutmali santrifiij: Sigma K30

e  Spektrofotometre: UV-1700 Mod. Shimatzu Mar. + AKS

e pH metre: Schott Instruments/ Lab850

e Peristaltik pompa: Ismater MS- 4/8 Reglo digital 4 kanalli 8 tekerli
e Karistirici: Vortex- Genie, Heidolp

e Hassas terazi: Ohaus- Adventurer

¢ Kronometre: Hanhard, Electronische Digital- Stoppuhr Germany
e Otomatik Pipetler : Biohit Proline

e  Magnet karistirict: Heidolp MR 3001

e Calkalayict: GFL

2.3. Biyokimyasal Calismalarda Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢alismalarda kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri
asagida belirtilmistir.
1) 0,05M Tris-SO,, pH=7,4 (Esteraz aktivitesi dl¢iimii ve diyalizde kullanilan tampon): 6,055g
(0,05 mol) Tris, 950 mL destile suda ¢6ziildii. 1N H,SO, ile pH=7,4’¢ kadar titre edildi.
Daha sonra toplam hacim 1 litreye destile su ile tamamlandi.
2) 0,2 M NaHCO;, pH=8,8 (Sepharose- 4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullamlan tampon): 16,8 g (0,02 mol ) NaHCOj3, 950 mL destile suda ¢oziildii. IN NaOH

ile pH=8,8’e titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamland.



3)

4)

5)

6)

7)

8)
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0,0025 M Veronal tamponu; 5,15 g sodyum barbitalin 900 mL suda ¢oziiliip, pH= 8,2’ye
kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlandi.

25 mM Tris-HCI/ 0,1 M Na,SO,, pH= 8,7 (afinite jelinin dengelenmesi i¢in kullanilan
tampon): 3,0275 g (25 mmol) Tris ve 14,2 g (0,1 mol) Na,SO,, 950 mL destile suda
¢ozildi. 1 N HCI ile pH=8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye
tamamland.

25 mM Tris-HCI / 22 mM Na,SO,, pH=8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite jelinin
yikanmasinda kullanilan tampon): 3,0275 g ( 25 mmol) Tris ve 3,124 g (22 mmol) Na,SO,,
950 mL destile suda ¢oziiliip, 1IN HCI ile pH= 8,7’ye getirildikten sonra hacim 1 litreye
destile su ile tamamlandi.

0,1 M NaCH3COO/ 0,5 M NaClO,, pH= 5,6 (kolona tutunmus HCA-II izoenzimi ve CA
enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 9,187 g (0,075 mol) NaClO,4 ve 2,09 g
(0,215 mol) NaCH;COO.H,0, 120 mL destile su ile ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’s1 5,6’ya
getirildikten sonra, hacim destile su ile 150 mL’ye tamamlandi.

CO; ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0 °C ¢ de yarim saat siireyle saf
suyun icerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlandi.

Coomasie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti):
100 mg Coomasie brillant Blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye
%95’lik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.

Boyama ¢0zeltisi (jelin boyanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,1 g Coomasie Brillant Blue R-

250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

10) Yikama ¢ozeltisi (jelin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): %10 asetik asit olacak sekilde

metanol ve su karigtirilarak yeterli miktarda hazirlandi.

11) Sabitlestirme ¢ozeltisi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi igin kullanilan ¢ozelti): %50

izoproponal, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

12) inhibitor stok ¢ozeltileri: CA inhibitdrii olarak temin edilen bilesiklerin %1’lik ¢ozeltilerini

hazirlamak i¢in; her bir bilesikten 5’er mg almip 1 mL etil alkolde ¢oziildiikten sonra,

hacimleri 5’er mL’ye tamamlandi.

2.4. Yontemler

2.4.1. Protein tayini

2.4.2. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde alan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein

tayini yapildi. Bu metodun esasi; 280 nm’ de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
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maksimum absorbans gostermesine dayanmaktadir. Franksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak,

absorbanslar spektrofotometrede kore (ilgili tampon ¢6zeltiye ) karsi okundu.

2.4.3. Bradford (coomasie blue) yontemi ile ilgili protein tayini

Bu yontemle, afinite kromatografisi ile saflastirllan enzim c¢ozeltisinde ve hemolizatta
protein tayini yapildi. Bu yontem, coomasie brillant blue G-250° nin fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks, 595 nm’ de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir (2 dakika). Bu yontemin hassasiyeti 1-100
ug arasindadir [52].

Tayin islemlerinde ; 1 mL’ sinde 1 mg protein ihtiva eden standart hemolizattan tiiplere 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL alindi ve saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ ye
tamamlandi. 5 mL coomasie reaktifi tiiplere ilave edildi ve vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra
595 nm’ de 3 mL’ lik kiivetlere kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL aym
tampon ve 5 mL Coomasie reaktifinden olusan karigim kullamldi. Absorbans degerlerine karsilik

gelen mikrogram protein degerleri standart grafik halinde verildi.

2.4.4. Karbonik anhidraz aktivitesi tayini

2.4.4.1. CO, Hidrataz aktivitesi tayini

Aktivite tayini Wilbur Anderson metodu ile yapildi. Bu yontemde; CO,’ in hidratasyonu
sonucu aciga c¢ikan H' sebebiyle 8,2’ den 6,3’ e diismesi icin gecen siire, pH-stat metodu
kullanilarak bulundu. Tampon olarak da, pH’ s1 10 olan karbonat tamponundan (0,15 M Na,CO; +
0,1 M NaHCOs) yararlamldi. Enzim birimi ise; enzimsiz CO, hidratasyon siiresi (t) ile enzimli
reaksiyon siiresi (t;) arasindaki farkin, t.” ye boliinmesi ile belirlendi.

Deneyde reaksiyon tiipiine 6nce 1 mL veronal tamponu, 0,6 mL su, 0,1 mL enzim ve 2,5
mL doygun CO, ¢ozeltileri konuldu. pH’ metreden pH’ nin 6,3 civarina diismesi igin gecen siire
kronometre ile belirlendi (t.). Ayni islemler her numunenin ¢alisilmasindan 6nce, enzim g¢ozeltisi
yerine saf su konularak yapildi (t,). Inhibitorlii alismalarda ise; suyun hacmi, kullanilan inhibitdr
hacmi, kadar azaltilarak yerine inhibitdr eklendi. Bdylece aktivite dlgiim ortaminin hacmi sabit
tutulmus oldu (4,2 mL). Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim tinitesi (EU), enzimsiz olarak
meydana gelen CO; hidrasyonu siiresini, yariya indiren enzim miktari olarak tanimlanmaktadir.

Yani; EU=(t,-t;)/ t; formiiliine gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi igin, enzim tinitesi

hesaplanmustir.



15

2.4.4.2. Esteraz aktivitesi tayini

Inhibitérlerin CA enzimi {izerindeki etkisini arastirmak icin bu ydntem kullanildi. Bu
yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Prensip
olarak karbonik anhidraz, substrat olarak kullanilan p-nitro fenil asetati, 348 nm’ de absorbans veren

p-nitro fenol veya p-nitro fenolat” a hidroliz etmektedir .

O CA
OZNOO-C-CH3 + H0 =—= OZNO—OH + CH;COOH

348 nm’ de p-nitro fenol ve p-nitro fenolat’ in her ikisi de ayni1 absorbansi géstermektedir.

Bu yiizden fenol grubundaki H' iyonunun ayristp ayrismamast dlciimii etkilememektedir [35,53].
Bu dalga boyundaki p-nitro fenil asetatin da ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak
kullanilmaktadir. Tayin islemlerinde kuvartz kiivetlere 1 mL substrat, 1,3 mL tampon, 0,6 mL su ve
0,1 mL enzim konulmasindan 3 dakika sonra 25 °C’ de 348 nm’ de absorbansi okundu.
Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine 0,1 mL tampon konularak, karisimin 3 dakika sonraki
absorbansi ile sifira ayarlandi. Bu suretle, 3 dakika i¢inde esterin kendi kendine hidrolizlenen kismi1
ve p-nitro fenil asetatin absorbsiyonu igin diizeltme yapildi. Inhibitdrlii ¢alismalarda ise suyun
hacmi azaltilarak, yerine o miktarda inhibitor eklenerek aktivite tayinleri yapildi.

Bu deneyde kullanilan p-nitro fenil asetat substrat ¢ozeltisi, taze olarak hazirlandi. Bunun
i¢in 27,2 mg ester, 1 mL aseton i¢inde ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 mL destile suya yavas yavag
eklendi. Bu ¢6zelti 3 mM’ lik olup, daha derisigini hazirlamak esterin siirli ¢oziintirliigii sebebiyle
miimkiin degildir. Aseton ise diger organik ¢oziiciilere oranla hidroliz reaksiyonunu en az inhibe
eden ¢o6ziicti oldugu i¢in secildi [54]. Enzim ¢6zeltisinin tamponlanmasi 0,05M Tris-SO,4 (pH=7,4)
cozeltisiyle yapildi [55].

2.4.5. Carassius gibelio tiirii bahktan karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirlimasi

2.4.5.1. Sepharose -4B matriksi tizerinde afinite jelinin hazirlanmsi

Sepharose 4B nin CNBr ile aktiflestirilmis formuna , tirozin kovalent olarak takildi. Daha
sonra siilfanilamid diazolanarak, tirozine kenetlendi. Burada tirozin; afinite jelinin uzanti kolunu,
stilfanilamid ise enzimi spesifik baglayan kismum olusturmaktadir.  Siilfanilamid karbonik
anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek s6z konusu enzimin yiiksek

oranda saflastirilmasinda basartyla kullanilmaktadir [55].



16

3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Balik Bakim ve Temini

Israil sazani (carassius gibelio), Kiitahya’ nmn Porsuk Barajindan temin edilmis ve

Dumlupmar Universitesi Kimya Boliimiiniin Biyokimya laboratuarinda incelenmistir.

3.2. Homojenatin Hazirlanmasi

Solungaglar % 0,9’ luk NaCl izotonik ¢ozeltisiyle ii¢ kez yikanir. Sonra sivi azot ya da -80
°C deki dolaplarda bir gece bekletilir. Donmus olan solungaglar havan igerisinde pargalandiktan
sonra 25 mM Tris-HCI + 0,1 M Na,SO, (pH=8,7) tamponu igerisine almir ve 45 dakika kadar
inkiibisyona birakilir. Siizgec ve iki katl tiilbentte homojenat siiziiliir, kat1 pislikler uzaklagtirilmig
olur [57]. Geriye kalan siipernatant kismi sogutmal santrifiijde 20000 rpm de 1 saat santrifiij yapilir.

Santrifiij isleminden sonra homojenatin pH’ 1 kontrol edilerek kati Tris ile pH 8,7 ye ayarlanir.

3.3. Israil Sazam Solungaclarindan Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromotografisi ile

Saflastirilmasi

Sepharose-4B’ den yapilan afinite kolonu igerisine 25mM Tris-HCI/0,1 M Na,SO, (pH=8,7)
tamponu koyulur ve homojenat kolon igerisine yavas yavas ilave edildi. Homojenat ilavesi bittikten
sonra afinite jeli 25mM Tris-HCI/22mM Na,SO, (pH=8,7) ile yikandi.  lsrail sazam
solungaglarindaki karbonik anhidraz enzimi 1M NaCl/ 25mM Na,HPO, (pH=6,3) tamponu ile elue
edildi. Tiim islemler 4 °C de yapilir [58].

Saf enzim elde edilmeye calisildi. Fakat, homojenati santrifiij edecek yiiksek devirli (20000
rpm’den yiiksek) santrifiij olmadigi ve homojenat afinite kolonunu tikadigi igin saf enzim elde

edilemedi.

3.4. Protein Tayini

Saflagtirma adimlar esnasinda, protein miktari sigir serum albumin standartinda oldugu gibi

595 nm de Bradford metoduna gore tayin edildi [61].
3.5. Optimum pH Tayini

Optimum pH belirleme igin; enzim esteraz aktivitesi 0,025M Tris-HCI, 0,025M fosfat ve
0,025M borik asit tamponlar igerisinde pH (7,0-9,0), pH (5,0-7,5) ve pH (8,0-11,0) arasindaki pH
degisimleri sirastyla 6lgiildii. Aktivitenin en yiiksek oldugu pH, optimum pH olarak bulundu (pH
8,7).
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3.6. Stabil pH Tayini

Burada amag; enzim esteraz aktivitesi 0,025M Tris-HCI tamponunda pH (7,0-9,0)
araliginda, 0,025M fosfat tamponunda pH (5,0-7,5) araliginda ve 0,025M borik asit tamponunda pH
(8,0-11,0) araliginda tarama yapildi. Her bir denemede esit hacimde tampon ve enzim ¢ozeltisi

konulup, karistirildi ve +4 °C de tutuldu. Enzim aktivitesi 4 giin boyunca 24 saat araliginda tayin
edildi. Stabil pH ‘in 8,7 degeri oldugu bulundu.

——pH72 —=-pH75 pH 8 pH8,2 ——pH9
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Sekil 3.1 Stabil pH ile aktivite arasindaki grafik

3.7. Optimum Iyonik Siddet Tayini

Enzim esteraz aktivitesine 0,025 M Tris-HCI ve fosfat tamponlarinda pH’ 8,7 de 1 M dan
0,1 M’ a kadar seyreltme yapilarak tayin edildi. Optimum iyonik siddet 1 M degeri olarak bulundu.

3.8. Optimum Sicaklik Belirleme

Enzim esteraz aktivitesi 0,025 M Tris-HCI tamponunda pH (7,0-9,0) araliginda, 0,025 M
fosfat tamponunda pH (5,0-7,5) araliginda ve 0,025 M borik asit tamponunda pH (8,0-11,0)

araliginda 0-60 °C sicaklik araliklarinda tarama yapildi. Optimum sicaklik olarak 25 °C olarak
bulundu.
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Sekil 3.2 Optimum sicaklik ile aktivite arasindaki grafik

3.9. FCA Enziminin Afinite Kromotografisi ile Saflagtiriimasi

Jelin kolona yerlestirilmesi, tamponla dengelenmesi sonra solungaclardan elde edilen
hemolizat kat1 trisle pH’s1 8,7” ye getirildi. Hemolizat kolona direk olarak tatbik edildi. Tatbik
etme islemi bittikten sonra kolon yikama tamponundan gegirildi. Yikama islemi solungaglarin rengi
kayboluncaya kadar yani kore (ytkama tamponuna) karsi 280 nm’ de 0,08 A veya 0,05 A degerine
kadar devam etti. Bu degere ulasildiginda hCA 1 i¢in hazirlanan tampon (pH=6,3) ile eliie edildi.
Eltatlar 5 mL' lik fraksiyonlar halinde toplanarak, her tiipteki numune i¢in 280 nm’ de kalitatif
protein tayini yapildi. Eliisyon degerlerinin absorbansi belli bir yiikselme ve diisme gerceklestikten
sonra kesildi. Absorbans gosteren tiiplerde CO,-hidrataz aktivitesine bakildu.

Calismalar sonucunda homojenatin yiiksek devirli santrifiij olmadigindan homojenat ve
cokeleklerin tam olarak ayrilamadigini ve bu yiizden de afinite kolonunu tikadig goriildii ve enzim

saf olarak elde edilemedigi anlasildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1) eritrositleri de igine alan pek ¢ok
dokuda pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilen Zn*? iyonlu bir metaloenzimdir [21]. ilk
defa memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz (CA); canlilarda CO,’ in
hidratasyon ve HCO3* in dehidratasyonu reaksiyonlarimi tersinir olarak katalizleyen bir enzimdir.

Karbonik anhidrazin en giiglii organik inhibitorleri ise, aromatik ve heteroaromatik siilfonamidlerdir.

Karbonik anhidraz enzimi baliklarda osmotik ve asit-baz regiilasyonunda onemlidir.
Baligin solungaglar asit-baz ile ilgili iyon transferinde en 6énemli rolii oldugu iyi bilinmektedir [63].
CA enzimi, insan eritrositlerinden, balik solungaglari, balik eritrositlerinden ve karacigeri dahil
olmak tizere gesitli dokulardan saflagtirtlmigtir.

Balik solungaglart karmagik bir organdir, asit-baz regiilasyonu ve iyon tagmimu soluk alip
vermede gerekli oldugu bilinmektedir. CA‘ m solinga¢ epitelyum hiicrelerinde bol olarak
bulundugu varsayilir. Balikta eritrosit CA birincil ve muhtemelen HCOj3™ dehidratasyon ucundadir.
Solunum sirasinda solungag epiteli arasinda CO, suya salir [56]. CO,° in kiigiik bir boliimii
sitoplazmik CA tarafindan hidrathdir. HCO; ve H" Na'/H" (NH,") ve CI/HCO; gibi iyon
degistiricileri i¢in tedarik saglayicidir.

Bu ¢alismada israil sazani solungacindaki CA enzimi Sephrose 4-B —tirozin —siilfanilamid
afinite kolonu kullanilarak saflastirilmaya ¢alisildi fakat, homojenat afinite kolonunu tikadigindan
dolay1 saflastirilamadi ve yilizden solungagtan elde edilen homojenatla ¢aligildi.

Carassius gibelio tiirii baliktan elde edilen homojenattaki karbonik anhidraz enzimlerinin
stabil pH * 8,7, optimum pH’ 1 8,7, optimum sicaklig1 25 °C, optimum iyonik siddeti 1M Tris-HCI
tamponu oldugu belirlendi. Yapilan deneyde FCA-I enziminin protein miktart 0,005 mg/mL ve
hidrataz aktivitesi 4,44 EU/mL bulundu. Fakat, carassius gibelio tiirii baligin solungaglarindan
istenilen enzim aktivitesi elde edilemedi. Saf enzim elde edilemedigi icinde elektroforezi

yapilamadi.
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