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ONSOZ

Bu calismada, tiim canlilarda bulunan ve solunum sisteminin énemli enzimlerinden
biri olan karbonik anhidraz enzimi mersin balig1 (acipenser gueldenstaedti)
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stirekli destek olan degerli ¢alisma arkadaglarim Ars. Gor. Esra ULUSOY’a, Ars. Gor.
Hiiseyin SAHIN’e, Ogretim Goér. Ozlem TARHAN’a ve Zehra CAN’a tesekkiirlerimi
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OZET

Bu c¢aligmada mersin balig1 (Acipenser gueldenstaedti) eritrositlerinden Karbonik
anhidraz enzimi ilk kez saflagtirilmis ve karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Enzim
Sefaroz-4B-L tirozin-siilfanilamid kolonundan balik kanina gore 539 kat ve %29 verimle
saflagtirilmistir.  Mersin  balig1 eritrositlerinde tek izoenzimin oldugu ve spesifik
aktivitesinin 26943 EUxmg™ oldugu tespit edilmistir.

Enzimin safligimmi ve alt birim molekiil kiitlelerini tespit etmek icin sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi(SDS-PAGE)  yapilmis ve tek alt birimden
olustugu gozlenmistir. Enzimin alt birim molekiil kiitlesi 29 kDa olarak tespit edilmistir.
Enzimin esteraz aktivitesine gore pH 9.0’ da 30 °C sicaklikta ve 0.05 M Tris-SOy
tamponunda optimum aktivite gosterdigi bulunmustur. Enzimin K,, ve V. kinetik
degerleri p-nitrofenil asetat (p-NFA) substrati1 kullanilarak Lineweaver-Burk grafigine gore
hesaplanmis ve sirasiyla K, 4 mM ve Viax 20 mM/dakika olarak tespit edilmistir. Enzimin
etkinligini belirlemek i¢in ke ve Koo/ Kiy degerleri belirlenmistir. p-NFA’a karst ki, degeri
20,8 s olarak bulunmustur. Enzimin siilfanilamid ve asetazolamid inhibitorlerine karst 4.0
uM ve 0.1 uM gibi oldukea diisiik ICsy degerine sahip oldugu bulunmustur. ICsy . enzimin
%50’sini inhibe eden inhibitér konsantrasyonu olup diisiik 1Csg yliksek inhibisyon degerini
gostermektedir. Ayrica enzimin Zn", Cu™, Co™ ve Ag' iyonlar: tarafindan degisen ICs
degerlerlerinde inhibe oldugu belirlenmistir. Ayrica g¢evresel kirlilik olusturan bazi
pestisitler tarafindan hidrataz aktivitesine gore degisen 1Csy degerlerinde inhibe oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karbonik Anhidraz, Mersin Baligi, Agir Metal, Pestisit
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SUMMARY

Purification, Characterization and Kinetical Properties of Carbonic Anhydrase from
Sturgeon (acipenser gueldenstaedti) Erythrocytes

In this study, sturgeon erytrocyte purification and characterization of carbonic
anhydrase (CA) have been performed for the first time. The enzyme was purified from
sepharoze 4-B L-tyrosine-sulphanilamid column by a purification 539-fold and %29 yield.
The specific activity of the enzyme was measured as 26943 EUxmg .

SDS gel electrophoresis was applied to determine the purification of the enzyme and
subunit molecular weights and observed as a single band. The subunit molecular weight of
the enzyme was evaluated as 29 kDa. It was shown that the enzyme performes best at a pH
9.0 and 30 °C in 0.05 M Tris-SOy buffer. K, and Vs kinetic values were evaluated using
p-NPA through Lineweaver-Burk graphic and measured as 4 mM for K, and 20 mM/min
for Vmax respectively. For determining the efficacy of the enzyme ki and kea/Kim values
was evaluated.

P-NPA ke value was calculated as 20.8 s'. It was found that the enzyme has a ICsg
value of 4 uM and 0.1 puM for sulphanilamid and asetazolamid inhibitors. ICsy is the
inhibitor concentration which inhibits the 50 percent of the enzyme and low ICsy value
shows high inhibition rate. It was shown that the enzyme is inhibited by Zn"*, Cu™, Co"
and Ag’ ions at different ICsy values. It was also shown that the enzyme is inhibited by
some pesticides which cause environmental pollution at different ICsy values which have
the changing hydratase activity.

Key Words: Carbonic Anhydrase, Sturgeon, Heavy Metal, Pesticide
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

1.2. Enzimler

Kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran bilesiklere katalizorler denir. Enzimler
metabolizma reaksiyonlarinm pek ¢ogunu hizlandiran protein yapisinda bulunan biyolojik
katalizorlerdir. Canli sistemlerdeki biyolojik reaksiyonlarin hemen hemen hepsi enzim ad1
verilen biyolojik katalizorler tarafindan katalizlenirler. Enzimler sadece reaksiyonlari
katalizlemekle kalmayip reaksiyonlarin ¢ok yiiksek verimde, 1liml sartlar altinda, yiliksek
reaksiyon spesifikliginde gergeklesmesini de saglamaktadirlar. Ayrica regiilasyonu
saglayict pek cok ozellikleri de bulunmaktadir (Voet ve Voet, 2003). Katalitik RNA
molekiilleri hari¢ biitiin enzimler protein yapisindadirlar. Proteinlerin en biiyiikk ve en
0zellesmis gurubunu olustururlar (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

“Hayat katalizdir” 1ilkesine bagl olarak iizerinde en c¢ok c¢aligma yapilan
biyomolekiiller enzimlerdir.

Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas kasilmasi, hiicre
solunumu gibi 6nemli faaliyetler c¢esitli metabolik reaksiyonlarin sonucudur ve bu
reaksiyonlar enzimlerin katalitik etkisiyle miimkiin olmaktadir.

Enzimlerin protein kismma “apoenzim” denir. Apoenzim 1s1 ile kolayca denatiire
olur. Enzimlerin bazilar1 basit yapili proteinlerdir. Bunlarin katalitik etki gosteren kismi
dogrudan dogruya proteinin polipeptit zinciridir. Bir¢ok enzimin katalitik etki
gosterebilmesi i¢in proteinden bagka metal iyonuna, bazilarmin protein olmayan organik
bir bilesige, bazilarinin ise her ikisine de ihtiyaci vardir. Bu iyon veya bilesige genel olarak
“kofaktor” ad1 verilir. Organik bilesik, enzimin protein kismi ile oldukga sik1 birlesmis ve
ayrilmiyorsa “prostetik grup” ¢ok siki birlesmemis ve ayrilabiliyorsa “koenzim ” adin alir.
Koenzimi ile birlesik halde bulunan Apoenzim-Koenzim biitiiniine “holoenzim” ad1 verilir.
Yani Holoenzim, koenzim veya kofaktdri ile birlikte katalitik olarak aktif durumdadir.

Yapilar1 sadece proteinden ibaret olup, koenzim veya prostetik grup gibi bir kisim
ihtiva etmeyen enzimlere ornek olarak, pepsin, tripsin, lireaz gosterilebilir. Katalitik etki

gosterebilmek i¢in metal iyonuna ihtiyact olan karbonik anhidraz; ¢inko protein; tirozinaz,



askorbat oksidaz; bakir kompleksleridir. Organik, fakat protein olmayan bir prostetik grup
ihtiva eden enzimlere flavin nikleotidli enzimler, sitokromlar, katalaz ve peroksidaz,
koenzim ihtiva eden enzimlere nikotinamid niikleotidli enzimler 6rnek olarak gdsterilebilir.
Koenzimlerin yapisinda c¢ogunlukla vitaminler bulunmaktadir. Bu bakimdan
vitaminler, koenzimlerin yapisma girdigi i¢in metabolik olaylarin enzimler tarafindan
kolaylikla gerceklestirilebilmesi i¢in organizma agisindan son derece gerekli bilesiklerdir.
Protein yapilar1 farkl, fakat katalizledikleri kimyasal reaksiyon ayni olan enzimlere
“izoenzim” veya “izozim” adi verilmektedir. Ornegin piriivik asidin laktik aside
doniistimiinii katalizleyen laktik dehidrogenaz (LDH) enziminin 5 tane izoenzimi vardir.
Enzimin 0zgiil olarak etki ettigi maddeye veya madde karigimma bu enzimin
“substrat1” denir. Reaksiyon sonunda meydana gelen maddeye ise ‘‘ziriin’’ adi verilir.
Genel olarak reaksiyonu su sekilde sematize edebiliriz. Enzimlerin katalizlemis oldugu
tepkimeler enzim substrat arasinda bir enzim substrat (ES) kompleksi olustururlar (1).
Baglanma aktif bolge olarak adlandirilan bir cepte meydana gelmektedir. Enzimler ve
diger katalizorlerin gorevleri tepkimenin aktivasyon enerjisini diislirerek tepkimenin hizini
artirmaktir. Enzimler tepkime hizm1 10°-10'"" kat artiran olaganiistii katalizorlerdir.
Enzimatik hiz artisinda kullanilan enerji enzim substrat arsindaki zayif etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Bazi enzimler metabolik yollar1 aktive ya da inaktive ederler. Feed
back inhibisyonla bir reaksiyonun son iiriinii reaksiyonun ilk enzimini inhibe eder (Nelson

ve Cox, 2005).

E+S —_— ES — E+P (1)
Enzim Substrat Enzim + Substrat Enzim + Uriin
Kompleksi

Enzimlerin adlandirilmasi genel olarak katalize ettikleri reaksiyonun niteligine gore
yapilir. Cogu zaman enzimin etki ettigi substrata “az” eki getirilerek isimlendirilir. Ornegin
stikrozu parcalayan enzime “stikraz”, fosfor ekleyen enzime “fosforilaz” veya laktozun iki
initeye par¢alanma reaksiyonunu katalize eden enzime “laktaz” denilir. Dekarboksilasyon
reaksiyonu katalize eden enzime “dekarboksilaz” denir.

Enzimler etkili oldugu substratin sonuna “litik” eki getirilmek yoluyla da
isimlendirilirler. Ornegin proteinleri parcalayan enzimlere “proteazlar” denildigi gibi

“proteolitik enzimler” de denilir. Lipitleri veya lipoidleri pargalayan enzimler “lipolitik



enzimler” diye adlandirilirlar. Bu c¢esit adlandirma daha ¢ok genis enzim siniflar igin
kullanilirlar.

Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en 6nemli farki 6zgiil (spesifik) olmalaridir.
Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlar1 katalize ederler.
Metabolizma reaksiyonlar1 her ne kadar farkli enzimler tarafindan kataliz edilirse de,
bunlardan ancak ¢ok az bir kismi belirli bir substrat i¢in spesifiktir. Bu sebeple enzim
spesifisitesi yani 6zgiilliigli ¢ok dar anlamda degil genel olarak diisiiniilmelidir.

Bazi enzimler sadece bir tek substrata etki edebilirler. Ornegin, iireaz sadece iireye,
karbonik anhidraz karbonik aside ve fumaraz yalniz fumarik aside etki eder. Baz1 enzimler
ise stereo Ozgiilliik gosterirler. Bunlar substratlarinin stereo izomerlerine etki etmezler.
Ornegin arginaz sadece L-arginini hidroliz eder, D izomerine etki etmez. Enzimlerden
bazilar1 belirli bir bag ihtiva eden birgok maddelere etki ederler. Esterazlar bir¢ok ester
baglarini pargaladiklar1 halde peptit baglarini ihtiva eden proteinleri hidroliz edemezler.

Bazen enzimler bir grubu olusturan substratlara etki ederler. Ornegin
“hegzokinazlar” grup Ozgiilligli gosteren enzimler olup hegsozlarin fosforilasyonunu
saglarlar.

Proteolitik enzimlerin etki 6zgiilliigiinii tayin eden 6zellik, substrat molekiiliindeki
aminoasitlerin 6zel konfigiirasyonlar1 ve dizilis tarzlaridir. Ornegin pepsin ve tripsin
proteinlerin biitiin peptit baglarina etki etmekle beraber, pepsin tercihli olarak bazi
aminoasitlerin amino gruplarmm teskil ettigi peptit baglarma, tripsin ise bazi
aminoasitlerin karboksil gruplarinin meydana getirdigi peptit baglarma etki eder.

Bir hiicre i¢inde yapildiktan sonra gorev yapacagi hiicre dis1 ortama salinan
enzimlere “Hiicre i¢ci enzimler”, sentezlendikleri hiicre i¢inde kalarak etkisini gosteren
enzimlere “Hiicre disi enzimler” denilmektedir. Enzimler hiicre igerisinde yapilirlar ve
biiyiik cogunlugu hiicre i¢i amaclar i¢in kullanilir. Ancak sindirim sisteminde yer alan
pepsin, kimotripsin, tripsin gibi enzimler sindirime yardimci olmak i¢in yapildiklar1 hiicre
disina salinirlar. Bazi enzimler de kan serumu i¢inde yer alarak hiicre disi1 faaliyetlerde
bulunurlar. Hiicrede yapildiktan sonra disar1 salinan sindirim enzimleri, yapildiklar1
hiicreye zarar vermemeleri i¢in “proenzim” (zimojen) denilen sekilde bulunurlar. Sonra
aktif enzim haline doniisiirler.

Enzimler baslica alt1 biiyiik sinifa ayrilir:



1.2.1. Oksidorediiktazlar

Oksidasyon-rediiksiyon yani yiikseltgenme-indirgenme (redoks) reaksiyonlarini
katalize eden enzimler bu smiftandirlar. Dehidrogenezlar, oksidazlar, rediiktazlar,

peroksidazlar geleneksel isimlerine sahip enzimler bu gurubun tiyeleridirler.

1.2.2. Transferazlar

Fonksiyonel bir grubun transfer reaksiyonunu katalizleyen enzimlerdir. Burada

kastedilen hidrojen disindaki gurup transferleridir.

1.2.3. Hidrolazlar

Cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlar1 katalize eden enzimlerdir.
Proteolitik enzimlerin tiimii, lipazlar, esterazlar, fosfatazlar, niikleazlar bu grubun

iiyelerindendirler.

1.2.4. Liyazlar

Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglar1 hidrolizden ve oksidasyondan
farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasinda bir ¢ift bag ilave ederler. Hidratasyon ve
dehidratasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimler bu gurubun {iyeleridir. Karbonik
anhidraz bu gurubun {yelerindendir. Bu durum karbonat hidroliyaz adindan da

anlagilmaktadir.

1.2.5. izomerazlar

Bir molekiil i¢cindeki geometrik, optik ve yapisal izomerizasyon degisikliklerini

katalize ederler. Mutazlar, rasemazlar, epimerazlar bu siniftandirlar.



1.2.6. Ligazlar (Sentetazlar)

C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olugmasmi saglayan enzimlerdir. Bu
enzimler genellikle ATP’ deki veya diger trifosfatlardaki pirofosfat1 hidrolize ederek iki
molekiiliin birbirine baglanmasini katalize ederler.

Her enzimin bir sistematik kod numaras1 bulunmaktadir. Bu numara E.C.(Enzyme
Code )harflerinden sonra siralanmig dort rakamdan olugsmaktadir. Bu dort rakamdan
birincisi enzimin bagli bulundugu gurubu, ikinci ve lglincli basamaklar, katalizlenen
tepkimenin tiiriinii gostermektedir. Son rakamda tarihsel olarak bulunus sirasini ifade

etmektedir.

1.3. Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Enzimlerin doku ve hiicrelerdeki konsantrasyonu son derece az oldugundan
miktarlarim1 6lgmek c¢ok glictiir. En iyi enzim aktivitesinin Ol¢iilme yOntemi enzimin
katalitik aktivitesinin Olciilmesidir. Dolayisiyla enzim miktari, enzim konsantrasyonu ile
dogru orantili olarak meydana gelen iiriin miktar1 olgiilerek saptanmaktadir. Biyolojik
maddelerde gérev alan bircok enzim “Enzim Unitesi” birimi ile ifade edilir (Pamela C.
Champe ,1987) . Buna gore 1 mikromol substratin, belirli ve 6zel sartlar altinda (25°C)
degisiklige ugramasini katalize eden enzim miktarina ‘1 iinite enzim aktivitesi’’ denir.

Birim zamanda bir mol enzim tarafindan tirline doniistiiriilen substratin mol sayisima
“turnover sayisi” denilmektedir. Karbonik anhidraz enzimi turnover sayisi en yiiksek olan
enzimlerdendir. 600000 s turnover sayisina sahiptir. Yani reaksiyonu 1.7x10° saniyede
gerceklestirebilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000). Turnover sayist en fazla olan
enzim, 40.000.000 s™ ile katalazdir.

Bir enzimin etkisini artiran maddelere bu enzimin aktivatorleri denir. Bunlar ¢ok
defa inorganik iyonlar bazen de organik gruplardir. Ornegin tiikriikteki amilaz enzimini
kloriir aktive eder.

Enzimatik gerceklesen reaksiyonlarin hizi iizerine, enzim ve substrat
konsantrasyonlarinin, sicakligin, ortamm pH’ sinmn, zamanim, reaksiyon iiriinlerinin,

hormonlarin ve 151810 etkisi bulunmaktadir.



1.3.1. Enzim Aktivitesine Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimatik bir reaksiyonunun hizi, genel olarak enzimin konsantrasyonu ile

orantilidir. Enzim miktar arttik¢a reaksiyon hizi da paralel olarak artar.

1.3.2. Enzim Aktivitesine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyonunun hiz1 belirli bir noktaya kadar
substrat konsantrasyonu ile artar, bundan sonra substrat konsantrasyonunun artmasi ile
reaksiyon hizi degismez (Sekil 1). Yani substratla doygunluga ulastiktan sonra reaksiyon

hiz1 degismez.

Reaksiyon Hiz)

Substrat konsantrasyonu

Sekil 1. Enzim aktivitesine substrat konsantrasyonunun etkisi

1.3.3. Enzim Aktivitesine Sicakhgin Etkisi

Enzimatik olarak gergeklesen reaksiyonlarin hizi sicaklik artik¢a genellikle artar,
fakat belirli bir sicakliga ulasildiktan sonra enzimler denatiire olduklarmmdan etkilerini
kaybederler (Sekil 2).

Sicaklik in vivo aktivite diizenleme araci degildir. Bunun nedeni canli sistemlerde

sicakligin sabit olusudur (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).



Reaksiyon Hizi

Sicaklik

Sekil 2. Enzim aktivitesine sicakligin etkisi

1.3.4. Enzim Aktivitesine pH'In Etkisi

Enzimler genellikle belirli bir pH ’da en yiiksek aktiviteyi gdsterirler. Bu pH’ ya

enzimin “Optimum pH’s1” denir (Sekil 3).

Heaksiyon Hizi

PH

Sekil 3. Enzim aktivitesine pH'mn etkisi

1.3.5. Enzim Aktivitesine Zamanin Etkisi

Enzim aktivitasyonunda reaksiyon siiresi ve olusan tiriinlerin de rolii vardir.



1.4. Enzimlerin Inhibisyonu

Enzim-substrat kompleksini saglayan bolge enzimin belirli bir bolgesini
icermektedir. Ciinkii enzimler biiyiik, buna karsilik substratlar kiigiik molekiillerdir. O
halde enzimlerde substratin baglandig1 enzim tarafindan degisiklige ugratildig1 ve baska bir
bilesige doniistiiriildiigii bir bolgeye ihtiyag duyulmaktadir ki bu bolgeye “aktif bolge” adi
verilmektedir. Aktif bolgede en az bir aminoasit 6zel bir rol oynamaktadir.

Enzim-substrat kompleksinin olusmasin1 etkileyen, enzim aktivitesini azaltan
maddelere “Enzim Inhibitorleri”, bu olaya ise “Enzim Inhibisyonu” denir.

Enzimler genel olarak 3 sekilde inhibisyona ugrar.

m Kompetitif inhibisyon

m Nonkompetitif inhibisyon

m Unkompetitif inhibisyon

Kimyasal olarak enzimin substratina c¢ok benzeyen bir madde enzimin aktif
merkezine baglanarak enzimin kendi substratina baglanmasini dnlerse bu ¢esit inhibisyona
“kompetitif inhibisyon” denir. Ornegin siiksinat dehidrogenaz enzimine substrat yerine
malonik asidin baglanmasi bdyle bir inhibisyona neden olur. Enzimin inhibitér madde ile
birlesmesi geriye doniisiimii olabilen bir reaksiyondur. Inhibitér maddenin etkisi bu
inhibisyonda substrat konsantrasyonu artirilarak 6nlenebilir ( Albert L. ,1988).

“Nonkompetitif inhibisyonda”, inhibitor madde aktif merkezin disinda bir noktadan
enzime baglanarak enzimin, substrati ile reaksiyona girme hizini azaltir. Bunlarin bir kismi
geriye doniistimlii, bir kismi ise geriye doniisiimsiizdiir (Goziikara, 1990) .

Eger bir inhibitdr serbest enzime degil de, enzim substrat kompleksine baglanarak bir

inhibisyona neden oluyorsa bu tip inhibisyona “Unkompetitif inhibisyon "denir.

1.5. Enzimlerin Hastaliklarda Kullanilmalar

Enzimler bugiin tibbi tedaviden endiistriye kadar pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
Enzimlerden bazi hastaliklarin tedavisinde yararlanildigi gibi, enzimlerin kalitatif ve
kantitatif tayinlerinden hastaliklarin tanisinda da yararlanilmaktadir. Boylece hastaligin

gelisimi ve stireci hakkinda fikir edinilebilinir.



Enzimler hiicre i¢inde sentez edilirler ve amaglar1 dogrultusunda kullanilirlar. Fakat
baz1 patolojik hallerde, hiicreler arasi sivida veya kan plazmasindaki enzim diizeyi artar.
Bunun sebebi enzim sentezinin artmasinin olabilecegi gibi, hiicre zarmin gegirgenliginin
artmas1 veya hiicrenin parcalanmasi yani hiicre nekrozu sonucunda da olabilir. Her iki
halde de enzim molekiiliiniin biiylik[iigli 6nem tagimaktadir.

Hiicre i¢i enzim miktar1 ile plazma enzim miktarlar1 arasinda belirli enzimler
yoniinden c¢ok biiyiik farklar vardir. Ornegin karaciger hiicresindeki laktik dehidrogenaz
enzimi 10000 kat daha yogun haldedir.

Nekroz ve doku harabiyeti halinde enzimler ekstraseliiler siviya gegerler. Ornegin,
kalp kasi1 nekrozuna sebep olan kalp infarktiisiinde kalp kasi hiicresi enzimlerinin
diizeylerinin kanda ¢ok artmasi gosterilebilir. Bu enzimlere 6rnek olarak “serum glutamik
oksalasetik transaminaz”’(SGOT), “kreatin kinaz” (CK) gosterilebilir. SGOT enziminin
normal aktivitesi kanda 25-30 {inite iken enfarktiis halinde nekrozu olan dokunun
biiyiikliigiine gore artig gosterir. Hastaligin iyilesmesi enzim diizeylerinin belirli araliklarla
tespiti ile gozlenebilir. Benzer sekilde serum alanin-amino transferaz (SGPT); karaciger
harabiyeti, laktik-dehidrogenaz (LDH), kalp ve karaciger bozukluklar1 belirlemede
kullanilan 6nemli enzimlerdir. SGPT enzimi Enfeksiyoz Hepatititte, hiicre harabiyeti
sonucu normalin 10-50 kat1 artar. Pankreas iltihabinda “Pankreas amilaz” enzimi yiikselir.
Kemik {iretiminin arttig1 kemik hastaliklarinda serumda “Alkalen fosfataz “ enzim diizeyi
artar. Paget hastaliginda bu artis normalin 20 katina kadar yiikselebilir. Asit fosfataz
enzimi en ¢ok erkeklerin prostat bezinde bulunur. Prostat timorlerinde bu enzim diizeyinde
yiikselme olur, bdylece teshis i¢in belirleyici 6zellik gosterir. Enzimlerin izoenzimleri de
teshis yoniinden ©6nem tagmmaktadirlar. Ornegin laktik dehidrogenaz —enziminin
izoenzimleri farkli dokularda yogunlastigindan, bu enzimin belirli bir izoenzimindeki artig
bu enzimin daha ¢ok bulundugu doku iizerine dikkati ¢ekmektedir. Amino asitler basta
olmak tiizere karbonhidrat ve lipid metabolizmalarinda yer alan bazi enzimlerin kalitsal
olarak eksikligi de bazi hastaliklara yol amaktadir. Ornegin amino asitlerin
metabolizmalarindaki enzim defektleri zeka ve gelisim geriligi ile kendini gosterir.
Ozellikle midede sindirim bozukluklarinda proenzim olarak pepsinojeni kapsayan
preparatlardan veya ince bagirsaklarin iist kisminda yine sindirime yardimci olmak
amactyla pankreas enzimlerini igeren preparatlardan yararlanilmaktadir. Iyi kalitede hamur
elde etmek i¢in amilaz, proteaz ve fermentasyon enzimleri kullanilmaktadwr. Boylece

ekmegin daha lezzetli ve kabarik bir hal almasi saglanmaktadir. Goriildiigli gibi enzimler
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hiicrede metabolizmanm diizenli yiiriimesini saglamakta, tipta teshiste ve tedavide
kullanilmakta, endiistride ve gilinliik hayatta ¢esitli yerlerde kullanilmaktadirlar (Aras ve

Ersen, 1988).

1.6. Baz1 Koenzimler

Bir¢ok vitamin ozellikle B grubu vitaminleri veya bunlarm yapilarinda yer aldigi
organik bilesikler protein yapisinda olan enzimlerin koenzimi, yani aktivatorii olarak gorev
yaparlar.

Koenzim olarak vitaminlerden yararlanan 6nemli koenzimler arasinda nikotinamid
(niyasin) adenin diniikleotid (NAD), nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP), flavin
adenin diniikleotid (FAD), flavin mono niikleotid (FMN), tiamin pirosfosfat (TPP) ve
yapisinda pantotetik asidin yer aldigi koenzim-A’ y1 sayabiliriz. Bunlarin disinda
piridoksin, lipoik asit, biotin, folik asit ve BI12 vitaminlerini kapsayan koenzimler de
vardir. Koenzim Q ise o-tokoferol aktivitesine benzer aktivite gosteren organik bir

bilesiktir.

1.6.1. Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD)

Bu koenzim adindan da anlagilacagi gibi nikotinamid ve adenini kapsayan iki mol
niikleotidin birlesmesi ile meydana gelmistir (Sekil 4). NAD, bir¢cok dehidrojenazin
koenzimi olarak gorev yapar. Nikotinamid iceren enzimler sitrik asit dongiisii disinda daha
birgok yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonunu katalize ederler. indirgenme ve

yiikseltgenme olaylar1 koenzimin nikotinamid kismu ile ilgilidir.
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Sekil 4. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)

1.6.2. Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADP)

Bu koenzimde dehidrojenazlar sinifina dahil olup, tipkt NAD gibi gorev yapar. Yapi1
olarak tek farki bir fosforik asit molekiiliiniin fazla olmasidir. Birgok substratin katalizi i¢in
NAD yaninda NADP'ye de gereksinim vardir. Ozellikle indirgenmis NADP (NADPH),
pentoz fosfat yolu iizerinde meydana gelmekte ve yag asitlerinin olusumu sirasinda

gereksinim duyulan indirgenme reaksiyonlar1 i¢in kullanilmaktadir.

1.6.3. Flavin Adenin Diniikleotid (FAD)

Flavin adenin diniikleotid, yap1 yoniinden nikotinamid adenin diniikleotide benzer,
aradaki fark nikotinamid yerine flavin vardir (Sekil 5). Ayrica flavine bagli seker bir riboz
degil, ribozun alkolii olan ribitoldiir. Dehidrojenazli enzimlerin kofaktorii olarak sitrik asit

siklusunda ve solunum zincirinde gorev yapar (Aras ve Ersen, 1988).
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Sekil 5. Flavin adenin diniikleotid (FAD)
1.6.4. Koenzim-A (Co-A)

Yapisinda adenin, riboz-3-fosfat, ayrica iki mol fosforik asit, pantotenik asit ve b-
merkaptoetilamin molekiilleri yer alir. Istya dayaniklidir. Koenzim-A sitrik asit siklusunda,
kolesteroliin yapiminda, yag asitlerinin sentezinde ve daha bir¢cok biyokimyasal reaksiyon
sirasinda “acil” gruplari tagtyicisi olarak gorev yapar (Aras ve Ersen, 1988) .
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Sekil 6. Koenzim-A (Co-A)
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1.7. Karbonik Anhidraz Hakkinda Bilgi

Tiim canl tiirlerinde mevcut olan ve lizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan enzim olan
Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) canli sistemlerde pH
diizenleyici, su, elektrosit ve iyon transportunu diizenleyici olarak rol alan bir enzimdir.
Fizyolojik olarak karbondioksidin hidrasyonunu ve bikarbonatin dehidratasyonunu
doniisimlii olarak katalizler. Keline ve Martin (1944) de enzimin aktivitesinin Zn"
konsatrasyonuna bagimli oldugunu ve aktif bolgesinde Zn" igerdigini bulmuslardur.
Dolayisiyla CA ilk metaloenzim olarak anilmistir. CA sigir eritrositlerinden izole edilmis
ve kinetigi incelenmistir (Kernohan, 1964;DeVoe ve Kistiakowsky, 1961). Archaeon tiirii
olan Methlinsarcina thermophila’ dan (Alber ve Ferry, 1994), Bottcher vd. (1994) yenge¢
solungaclarindan , zebrafish den (Peterson, vd. 1997), yilan baligindan (Anquilla anguilla)
(Lionetto vd. 2000), Salmon tiirlinden (Oncorhynhus masou) (Tohse ve Mugiya 2001),
gokkusagi alabaliginda (Soyiit ve Beydemir 2008) ve gokkusagi eritrositlerinden (Hisar vd.
(2002) saflastirip kinetik ¢aligmalar yapmislardir. Memeli dokularindan 16 tane izoenzimi
mevcut bulunmaktadir (Esbaugh ve Tufts, 2007) . Enzimin molekiil agirhig1 20-36 kDa
arasinda degisim gostermekte olup memeli dokularinda tek alt birim halinde bulunur.

CAs, EC 4.2.1.1 karbonik anhidraz enzimi en az bes farkli evrimsel olarak
birbirinden farkli gen ailesi tarafindan kodlanan prokaryot ve okaryotlarda bulunabilen bir
metalo enzim ailesi gurubundandir: a sinifi CAs (bakteri, alg, yesil bitkiler ve
omurgalilarda bulunur), # sinifi CAs (¢cogunlukla bakterilerde, alglerde), y sinifi CAs (
bazi arklarda ve bakterilerde),  stnifi CAs marine diatomda (thalassiosira weisflogii) ve &
stnifi CAs ise syanao bakteri ve Ozellikle bazi kemolitik bakterilerde goriilmektedir.
Karbonik anhidraz CO;’in geri doniisiimlii dehidrasyonunu katalizler. Simdiye kadar pek
cok memeliden karbonik anhidraz izoenzimleri izole edilmistir. a, f ve 1994°de de y smifi
olmak iizere 3 ayr1 sinif mevcuttur (Daha sonra ¢ alt sinifi da izole edildi). Bu ii¢ smifta
herhangi bir 6nemli benzerlik goériilmemistir. Hepsinde bulunan yapisal farklara ragmen ti¢
smifta da kataliz i¢in aktif bolgede tek bir ¢inko atomu bulundurmasi ortaktir. Karbonik
anhidraz bir ¢inko metalo enzim ailesinden olup tek peptid zincirinin aktif bolgede Zn"
iyonuyla koordine oldugu bir yapiya sahiptir.

Viicutta metabolik olaylar sonucu istirahat halinde dakikada birka¢ yiiz mL CO,
iiretilir; bu deger agir bir egzersiz halinde 10 kat artabilir. Karbondioksit viicut sivilarinin

asid-baz dengesini saglamada onemli gorevi vardir ve viicut sivilarinda konsantrasyonu



14

cesitli homeostaz mekanizmalari ile sabit tutulur. Bunun i¢in dokularda olusan CO;’in,
olusma hiz1 ile orantili olarak akcigerlerden atilmasi gerekir. Dokulardan kana gecen
karbondioksid kismen plazma i¢ine ve kismen de eritrositlere diflize olarak onlarn i¢inde
taginirlar.

a) Plazmada su ile birleserek bikarbonat iyonuna doniistiiriiliir ve molekiil basina bir

H' salwerilir (2).

CO, + H,O

H,CO;

H'+HCO;~ (2)

b) Plazma proteinlerine karbamino gruplar1 olusturmak suretiyle baglanir.

c) Eritrositlerde karbonik anhidraz enziminin Kkatalitik etkisi altinda, bobrek
tiibiillerinde oldugu sekilde su ile birleserek H" ve HCOs olusturur. HCO;~, plazmadaki
CI ile degis tokus edilerek oradaki bikarbonat stokuna katilir (klortiir—kaymasi).

d) Boylece eritrositler iginde olusan H', dokudan gecerken indirgenmis (oksijenini
kaybetmis) olan Hb ile birlesir ve meydana gelen HHb, CO,’1 karbamino bilesigi seklinde
baglar. Alveollerden atilan CO,’in % 20-25’1 bu sekilde tasinan fraksiyondur.

e) COy’in az bir kismi plazma veya eritrositlerin suyunda ¢oziiniir. Kan alveollerden
gecerken, bikarbonat haline ge¢cmemis bagli veya ¢oziinmiis (serbest) CO, fraksiyonu
kismen alveol havasi i¢gine bosaltilir (Kayaalp, 2002).

Yapilan c¢aligmalarin birinin sonucunda daha once bilinenden daha fazla oranda
karbonik anhidraz enziminin prokaryotlarda yaygin oldugu goriilmiistiir. Bu sonug tatl
suda, tuzlu suda, mezofilik, termofilik, aerobik, anaerobik, patojenik, simbiyotik, gibi
cesitli tiirlerden elde edilmis verilerdir. Prokaryotlardaki karbonik anhidrazlar ayrica
medikal olarak da dnem tasimaktadirlar. Sonuglara gore karbonik anhidraz patojen tiirlere
kars1 mikrobiyal tehlikede Onerilmektedir. Elde edilen verilerde bunu desteklemektedir.
Enzim tarafindan kodlandig1 varsayilan genin ekspresyonuyla infeksiyon azaltilmaktadir
(Smith ve digerleri, 1999).

Yapilan bir bagka bir ¢calismada normal glukoz ve yiiksek glukoz seviyelerinde CA
esteraz aktivitesi Olgiilmeye caligilmistir. 40 tane normal diizeyde 62-109 mg/dL ve 40
tanede serum glukoz seviyesi 114-518 mg/dL olan kisilerle ¢caliyma yapilmistir. Esteraz
aktivitesi Armstrong ve digerleri tarafindan tanimlanmis p- nitro fenil asetat substrat olarak
kullanilarak yapilmistir. Net olarak esteraz aktivitesi Ol¢limii icin bu Ol¢timler 0,1 M

asetazolamid varliginda tekrarlanmistir. Yapilan ¢aligmalar sonunda net esteraz aktivitesi
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ile total esteraz aktivitesi arasinda iki serum gurubuna bakildiginda istatiksel olarak
anlamlilik bulunmustur. Bu durumunda in vitro karbonik anhidraz esteraz aktivitesini
isaret ettigi ifade edilmektedir. Yiiksek glukoz seviyesiyle normal glukoz seviyeleri
karsilagtirildiginda, net esteraz aktivite diizeyleri arasinda bir anlamlilik olmamasma
ragmen total esteraz aktivitesi diizeyleri istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonug
total esteraz aktivite diizeylerinin patolojik sartlar altinda bulundugunu ve in vitro karbonik
anhidraz aktivitesinin dikkate alinmamasi gerektigini ve in vivo sonuglarin hatali oldugunu

desteklemektedir (Polat ve Nalbantoglu, 2002). Bu veriler Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Esteraz aktivitesi diizeyleri

Serum glukoz  Total esteraz aktivitesi Net esteraz Karbonik anhidraz %
seviyesi (u/min/mL serum) aktivitesi esteraz aktivitesi
(mg/mL) (u/min/mL serum)  (u/min/mL serum)
95.22+8.87 20.2+1.9 18.1£1.8 2.1+0.7 10.4
208.58+87.90 21.342.8 17.94£2.9 3.4+1.2 16.0

Karbonik anhidraz temel olarak solunum sirasinda olusan CO,’ in suda ¢dziinmesini,
tasinmasmi ve viicuttan atimasmi saglamanin yani swra, asit baz dengesini, iyon
degisimini, kardiyovaskiiler sistemin diizenlemesini saglama gibi pek ¢ok fizyolojik olayda
da rol alan ¢ok dnemli bir enzimdir. ilk olarak insan eritrositlerinden izole edilen enzim
pek ¢ok canli organizmada ve dokuda ¢aligilmstir.

Memelilerde solunumda, karbondioksit ve bikarbonatin taginmasinda; akcigerlerde
ve dokularda pH ve CO, dengesinde, doku ve organlara ¢esitli salgilarin saliniminda,
ozellikle de CAs memelilerde lipogenez, glukogenez, iiregenez, gibi biyosentetik
metabolik olaylarda 6nemli rol oynamaktadir. Bitkilerde, alglerde, prokaryotlarda ise CAs
CO, fiksasyonunda gereklidir (Innocenti ve digerleri).

Canlilarda ¢ok yaygin olarak bulunan CA enzimin bulundugu ortamin sartlarina ve
ihtiyacina gore degisik izoenzimleri mevcuttur. Her gegen giin yeni bir izoenzimi ortaya
¢ikartilmakta olup bugiin itibariyle 16 tane izoenzimi bulunmaktadir. Uzerinde en c¢ok
caligma yapilan ve en yaygin olarak bulunan izoenzimleri ise CA I ve CAII’ dir.

Son bes yildir tanimlanan karbonik anhdirazlarin fizyolojik ve biyokimyasal olarak
onemli derecede artigin1 soylemek mimkiindiir. B ve y smift enzimleri 6zellikle proton
transferiyle agiklanan mekanizmalari igerirler. Son yillarda izole edilen 4 f sinift enzim bu

smifa ait enzim mekanizmalarini anlamada donemli 6l¢iide fayda saglamistir. Hem B hem
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de vy smufi saflastirilan enzimlerle bu sinifa ait bilgiler genislemeye devam etmektedir. Bu
raporda T.weissfloggi’ den 4. smif bir karbonik anhidrazin tanimlanabilecegi ve bunun da
karbonik anhidrazin yiizeyindeki farkliliklardan faydalanilarak olabilecegi Oneriliyor
(Tripp ve digerleri, 2001). Daha sonraki yillarda bu 6neri gerceklesiyor.

izoenzimlerin hepsinde ortak olan nokta aktif bolgelerinde bir ¢inko Zn™* iyonu
bulundurmalaridir. Bunlardan hayvan ve bitki kokenli olanlar sirasiyla o ve B smifi
icerisinde gruplandirilmislardir. a-sinifindaki izoenzimleri dogada oldukca yaygin olup
monomerik yapidadir. Cok az sayida prokaryotik o-smifi karbonik anhidraz tespit
edilmistir. o-Smifi karbonik anhidrazlarin katalitik mekanizmasinda aktif bolgeden
protonun dis ¢dziicli ortamina aktarilmasinda His-64 birimi araci rol oynamaktadir. Proton
His-64’e onunla ¢inko atomu arasindaki su molekiilleri araciligiyla aktarilir. Yapilan
caligmalar Lys-91 ve Tyr-131 birimlerinin de proton transfer mekanizmasinda rol aldigini
gostermektedir. B-smifindakiler dimerler, tetramerler, hekzamerler ve oktamerler
halindedirler. Onceleri sadece bitkilerde bulundugu sanilan B sinifindaki izoenzimler
sonralar1 alg, bakteri ve arkeon tiirlerinde de tespit edilmistir. Bu siniftaki izoenzimlerde
aktif bolgedeki Zn™ iyonu iki sistein ve bir histidin ligandlariyla baglanmaktadir. Dizi
analizleri bu siniftaki izoenzimlerde yalnizca bes amino asit biriminin ve aktif bolgede ii¢
cinko ligandinin, bir aspartat ve bir de arginin biriminin korunmus oldugunu
gostermektedir. Uclincii smif olan y enzimleri trimer yapida olup bu smifin yapis
aydinlatilmis tek tiyesi 1994°te archaeon Methanosarcina thermophila’dan izole edilmistir.
Izole edilen bu izoenzimin ¢inko yerine kobalt kullanildiginda daha yiiksek hidrataz
aktivitesi gosterdigi ve p-nitrofenil asetatla esteraz aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir.
Metal baglanma bdlgesinde o-smnifindaki gibi ii¢ histidin birimi ligand olusturmaktadir,
ancak bunlarin ikisi bir monomere, bir tanesi ise bitisikteki diger monomere aittir. Son
zamanlarda yeni bir smif CA izoenzimi (4-sinifi) Thalassiosira weisstlogii’den izole

edilmistir.
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Sekil 7. Karbonik anhidraz enziminin CO; hidrasyon kataliz mekanizmas1

Karbonik anhidrazin katalizledigi temel enzimatik olay karbondioksitin (CO,)
hidrasyonudur (Sekil 7).

Kinetik c¢aligmalar biitiin karbonik anhidraz izoenzimlerinde iki basamakli bir
mekanizmanmn oldugunu géstermistir. Ilk basamakta (3) ¢inkoya bagli hidroksit iyonunun
COy’e niikleofilik saldiris1 gerceklesmektedir. ikinci basamakta (4) ise ¢inkoya bagl su
molekiiliiniin iyonlagsmast ve protonun uzaklastirilmasiyla aktif bdlgenin tekrar

olusturulmasi olaylar1 ger¢eklesmektedir.

Zn?-OH + CO, ——» Zn *+HCO;5 (3)

Zn"* + H,0 —H +7Zn"™-0H 4)
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Bu mekanizmada (5) sathasiin gerceklesmesinde, protonun dis ¢oziicii ortamina
aktarilmasi i¢in enzimin aktif bdlgesindeki bir amino asit birimi proton tastyici birim
(PTB) olarak rol oynamaktadir. PTB aldig1 protonu ortamdaki tampon (B) molekiillerine
aktarmaktadir (Reaksiyon 5 ve 6).

PTB + Zn?-H,0 — Zn™-OH + PTB-H" (5)

PTB-H'+B  — PTB+B-H' (6)

Karbonik anhidraz II’ nin katalizledigi enzimatik mekanizmada hiz belirleyici
basamak protonun aktif bdlgeden uzaklastirilmasi sathasidir. Bu nedenle aktif bolgedeki
proton tagima kapasitesine sahip amino asit birimleri aktivitede onemlidirler. Aktivitede
cinkonun dordiincii ligand pozisyonuna yakin bdlgede bir hidrojen bagi alicisinin olmasi
da ayrica 6nem tagimaktadir (URL-1, 2009).

Enzim, hidrataz aktivitesi yaninda esteraz aktivitesine de sahiptir, ancak fizyolojik
acidan hidrataz aktivitesi onemlidir. Bu sayede organizmanin asit — baz dengesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol iistlenir. Bu dengenin bozuldugu durumlarda, 6rnegin goz i¢i
tansiyonunda, karbonik anhidraz enzim aktivitesine miidahale siklikla uygulanan bir tedavi
yontemidir. Bu agidan karbonik anhidraz inhibitérleri klinik olarak onemli bilesiklerdir
(Puscas vd., 2000).

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin biyolojik numunelerden izole edilmesinde,
saflastirilmasinda ve karakterizasyonunda bir¢ok kromatografik ve elektroforetik yontem
uygulanmistir. Karbonik anhidrazin farkli izoformlarinin farkli canlilardan ve dokulardan

kromatografik ayrilmasinda, uygulanan yontemlerde farklilik arz etmektedir.

1.7.1. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Karbonik anhidraz enziminin farkli izoenzimleri memelilerde oldukca yogun olarak
calisilmaktadir. Fakat hala omurgalilarla ilgili yapilan ¢alismalarin ¢cok erken asamalarinda
oldugu diisiiniilmektedir (Tufts, vd. 2003). Insanda 15 tane a-CA izoenzimi oldugu tespit
edilmis, bunun 12 tanesinin katalitik olarak aktif oldugu bildirilmistir. Uzerinde en fazla
caligma yapilmig olan izoenzimler sitoplazmik karbonik anhidraz I ve karbonik anhidraz

I’ dir. Bu iki izoenzimin en kolay elde edilebilir kaynag ise eritrositlerdir. CA III iskelet
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dokusunda en ¢ok bulunan protein olarak, CA IV membrana bagl olarak insan bobrek ve
akcigerlerinde basolateral membran ve tiibliler mikrozomlarda, CA V baz1 dokularin
mitokondrisinde, CAVI salgi sivilarinda (idrar, siit), CAVII sitozolik olarak bulunan
izoenzimlerdir (Beydemir ve digerleri, 2000).

Sitoplazmik CAI, CAIl, CAIIl, CAVII ve CAXIII; plazma membranma bagl
olarak CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV ve CAXV; mitokondride CA, VA ve VB; salgida
CA VI, tiimor hiicrelerinde CA IX ve CAXII bulunur.

Metaloenzim karbonik anhidrazin izoenzimi CA IX- hipokside yiiksek diizeyde ifade
edilen genlerden birisidir. CA IX o6zellikle hipoksik tiimér dokularmda bulunup
gastrointestinal yoldaki diisiik diizeydeki ekspresyonu haricinde bir¢ok normal dokuda
bulunmayan yiiksek aktiviteli ve tiimorle iliskili bir membran enzimidir. CA IX’un yeni
antikanser tedavileri i¢in ilaglara hedef olusturabilecegi ve bir tiimor ilerleme belirteci
oldugu gosterilmistir. Floresan ve membran gecirgenligini etkileyen siilfanamidler gibi
Ozgil inhibitérler kullanilarak bu tiimorle iliskili membran enzim aktivitesinin
engellenmesinin timoér pH’smi degistirip asiditeyi azalttigi ve normal pH degerlerine
dogru 0.5-0.7 pH {initesi kadar yaklastirdig1 gosterilmistir. Bu nedenle, CA IX antikanser
ilag gelistirilmesi ve daha segici ve etkin CA IX inhibitorlerinin kullanilmasiyla hipoksik
kanserlerde pH dengesizliginin kontrol edilmesinin ve genellikle klasik kemo ve radyo
terapiye cevap vermeyen bu tiimdrlerin tani ve tedavisinin yapilabilecegi dngoriilmektedir

(Ozensoy ve Supuran,2007).

1.7.2. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri goz i¢i basinct diistirmede kullanilan en
giiclii ajanlardan biridir. Fakat kullanimlar1 genelde pek ¢ok istenmeyen yan etkiyle birlikte
seyreder. Bazilary, ilaglarin ¢ok biiyiilk bir ¢ogunlugunda CA’ nin inhibisyonunda
uygulanir. Yapilan bu ¢aligmanin amaci tath sularda yagayan Oncorhynchus ve Cyprinus
carpio carpio baliklarindan elde edilen, baliklarda osmoregiilasyon, asit baz dengesi ve
tuzlulukta anahtar rol oynayan, kandaki CA enzimi {izerine bazi pestisitlerin in vitro
etkisinin diger CA inhibitorleriyle karsilagtirilmasidir. CA aktivitesi biiyliik oranda
pestisitler ve inhibitdrler tarafindan inhibe edilirler. Oncorhynchus mykiss’in inhibe edilen
ICso degerleri lambda-cyhalothrin, deltametrin, diozinon, dorzolamid ve brinzolamid i¢in

6.05x 107, 1.48 x 107, 6.84 x 107, 3.82 x 10~ ve 1.80 x 10 ° mol/I"dir. C. ¢. Carpio i¢in
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ise 6.86 x 107, 470 x 10*, 3.92 x 107>, 8.34 x 107, 1.42 x 10 ° mol/I’dir. Bu ¢alismada
kullanilan pestisitlerin CA aktivitesini inhibe etmeleri farkli balik tiirlerinde farkli
derecelerde olmaktadir. CA enzimi iizerine en etkili inhibitdriin pestisitler arasinda
detrametrin oldugu bulunmustur. Bu c¢aligmalar in vivo ortamda suda yasayan
organizmalar iizerine pestisitlerin toksik etkilerinin anlasilmasini invitro olarak 151k
tutmustur (Dogan,2005).

Asetazolamid, methazolamid ve sulfonamid tiirevleri kirk yildir glukomada (goz
tansiyonu) intraseliiler basincin  diisiiriilmesinde  kullanilmaktadir.  Asetazolamid,
methazolamid, sulfanilamid, diklorofenamid, dorzalamid gibi inhibitorler bikarbonat
konsantrasyonunu azaltirlar, suyun ve Na™ iyonunun posteriur kismma akis1 olur ve bu da
sulu ortamin azalmasina, intraokiiler basincin azalmasina neden olur. Asetazolamid gibi
inhibitorler CA’ y1 bloke ederek Na" ve H' degisim kapasitesini azaltirlar ve hafif diiiretik
etki ederek g6z tansiyonunun azalmasina yardimci olurlar. Bikarbonat liimen i¢inde kalir
ve idrar pH’ s1 belirgin olarak artar. Asetazolamid sadece glokomda degil ayn1 zamanda
epilepsi, yiikseklik hastaligi, metabolik alkolizde de kullanilmaktadir (Kaur vd., 2002).

Bu inhibitdr maddelerinin ortak 06zelligi aromatik halkalarina bagli bir serbest
sulfonamid (-SO, NH;) grubudur ve enzimin aktif bdlgesine baglanarak inhibisyonuna
neden olurlar. Glukomada CA II inhibitorii olarak kullanilan ilaglarin istenmeyen yan
etkileri daha etkili sulfanamid tiirevlerinin sentezine zorlamistir (Becker, 1954).

Mitokondrial CA VA ve CA VB’ nin inhibitorleri antiobezite ajani olarak da
kullanilmaktadir. CA IX ve CAXII inhibitdrleri kanser tedavisinde kullanilmaktadir.

Yapilan bir ¢aligmada daha 6ncesinde yapilmamis olan insan eritrosit plazmasinda
karbonik anhidrazin olup olmadig: arastirilmistir. Calismada insan eritrosit membraninda
CAIV’ iin bulunup bulunmadig: tespit edilmistir. Daha Onceden yapilan caligmalarda
sadece karacigerde ve akciger hiicre membranlarinda bulundugu rapor edilmisti. Bu
nedenle membran bagli CAIV insan eritrosit membranindan saflasgtirilarak karakterize
edilmistir (Demir vd.,2000).

Siilfonamide ek olarak anyonlar ikinci smif ¢inko bagli karbonik anhidraz
inhibitorleri klinikte ila¢ olarak kullanilirlar. Yapilan c¢alismada ¢inko ve kobalt baglh vy
siifi enzimi olan metanosarkina termofiladan (cam) izole edilen karbonik anhidraz ile
anyonlar hakkinda ilk inhibisyon caligmasi rapor edilmistir. a sinifi sitozolik hCA I ve
hCA II izozimleri gibi membran bagli hCA IV’ de de halide, ps6dohalide, bikarbonat,
karbonat, nitrat, nitrit, hidrosiilfit, bisiilfit ve siilfat vb gibi pek cok sayida anyonik tiirde
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inhibisyon i¢in karsilagtirma saglayan bilgiler mevcuttur. En iyi Zn-Cam anyonik
inhibitorleri hidrojen siilfit ve siyanat olarak tespit edilmistir. En iyi Co-cam inhibitorii ise
karbonat olarak tespit edilmistir. Bu farkliligin temel nedeni olarak metal iyonlarinin aktif
kisimlarinda farkli geometride yerlesmesiyle agiklanmigtir. Calismada asetazolamidin
intraseliiler karbonik anhidraza ulastiginda in vivo ortamda intraseliiler karbonik asidozu
azaltacag1 beklenebilir. Veriler karbonik asidin beyindeki dekarboksilasyonda birincil {iriin
oldugunu ve kan dolasiminda metabolik olarak iiretilen H', (HCOs) ve karbonik
anhidrazin CO, ile yer degisimini beynin Ozellikleri sayesinde gerceklestirdigini
gostermistir (Severinghaus vd.,1969).

Metalokarbonik anhidrazlar ayn1 bag sirasinda Mn(II), Co(II), Ni(Il), Cu(Il), Zn(I1),
Cd(I), Hg(Il) metal iyonlarmi igerirler. Bu seride sadece Zn(Il) ve Co(Il) metallerini
iceren karbonik anhidrazlar CO, hidrasyonunu katalizler ve p-nitro fenil asetat1 hidroliz
ederler. Bunun gibi sadece Zn(II) ve Co(II) metal iyonlar1 ve aktif bolgede 3H-asetazol
amid bagmi tesvik eder. Asetat, azid, siyanat, siilfit, ve siyanit aktif bolge i¢in 3H-asetazol
amid ile yarig halinde bulunurlar. Bir ekivalent siilfit ve siyanitin Zn(I) ve Co(Il)
enzimlerine baglanmasma, H>S ve HCN’ nin pH degerleri pKa degerlerinin altinda
oldugunda H' iyonlar1 salmimi eslik eder. pH araliginimn iistinde CN” ve HS™ formunda
inhibitorlerde baglanma OH’ iyonu varliginda gerceklesir. Deneysel verilerde protein bagli
tek bir H’ nin ayrilmasma pKa 8,1’ de tanimlanan metal iyonu eslik eder (Coleman, 1967).

Degisik tiir mersin baliklarinda ¢esitli enzim caligmalar1 literatiirde bulunmaktadir.
Perdu-Durand, ve Cravedi 1989’ da cesitli ksenobiotik enzimleri, Sarosiek vd. 2004’ de
Rus mersin baliginda arilsulfatazlari, yine Sarosiek, vd. 2006’ da asit fosfatazlari,
Trenzado vd. 2006’ da c¢esitli antioksidan enzimleri calismislardir. Ancak literatiirde
herhangi mersin balig1 tiirlinden karbonik anhidraz enzim izolasyonu ve karakterizasyonu
izerine herhangi bir ¢caligsmaya rastlanmamistir. Baliklarda yapilan CA caligsmalarinda daha

cok pestisit ve diger kirletici unsurlarin CA inhibisyonu iizerine etkisi incelenmistir.

1.7.3. Baliklarda Karbonik Anhidrazin Fonksiyonu

Asit dongilistinde hiz sinirlayict basamak plazmada bikarbonatin dehidratasyonudur.
Katekolaminler bir adrenerjik reseptdr yoluyla, plazma pH’ sindan kirmiz1 hiicre pH’ sin1
ayrrarak Na'/ H' pompasii aktive ederler. Katekolaminler hipoksi durumunda oldugu gibi

kanin igine girerler ve eritrosit memranin karsisinda Na'/ H" pompasini aktive ederler.
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Balik eritrositlerinde asit Jacob-Stewart ¢cevrimi yoluyla plazmadan eritrositlere transfer
edilmektedir. Bu dongii karbondiosit ve bikarbonatin doniisiimiiyle olmaktadir (Lessard ve
digerleri, 1994).

Karbonik anhidraz enzimi memelilerdekine gore baliklarda bazi farkliliklar
gostermektedir. Memelilerdekinin aksine teleostlarin kan plazmasinda ve solungac
epitelinin i¢ ylizeyinde CA aktivitesi yoktur. Dolayistyla CO,/HCO;™ hidrasyon ve
dehidrasyon reaksiyonlar1 katalizsiz olarak gergeklesir (Perry vd. 1996, Acierno vd. 1997).
Hipoksi durumunda katekolaminler kana saliverilir ve bu durumda Na'/ H" pompasin1
aktive ederek, kirmizi kan hiicrelerinin pH’ smnin artmasina yol agar. Memeli
hiicrelerindeki gibi balik eritrositlerinde plazmadan kirmizi kan hiicrelerine yavasga asit

transferi Jacob-Stewart yolu {izerinden olur (Sekil 7).

0

Katekolaminler

Sekil 8. Kirmizi kan hiicresinde Jacob-Stewart ¢cevrimi

Plazmada CA’ nm eksikligi katekolaminlerin eritrosit pH’ sin1 diizenlemesine neden
olur. Balik plazmasi tamamen CA’ dan yoksundur ve solungaglarin bazal membraninda
bulunmaz. Memeli plazmasi akciger endotelyumunda CA aktivitesine sahip ve fakat
katekolminler tarafindan eritrositlerde pH diizenlemesi yoktur. Lessard vd., 1989’ da,
katekolaminlerin alabalik kirmizi kan hiicresi 0.5 mg/mL karbonik anhidraz varliginda bile
pH’ smu1 in vitro olarak artirdigini bulmuslardir.

CA aktivitesinin eksikligi kaslardan kana gecen serbest protonlarin plazma
bikarbonatini titre etme hizin1 azaltir ve olusan bu asidin eritrosit hiicresine transferi ¢ok

yavas oldugundan olusan asidik ortamdan eritrositler korunur. Plazmadaki CA aktivitesinin
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eksikligi solunga¢ epitelindeki CO, atilimin1 da yavaslattigindan, kan pH’ sinin
dengelenmesini kolaylastirir. Asir1 egzersiz ve hipoksi durumunda ise kana ¢ok yiiksek
oranda asit salinimi gergeklestiginden, diisen kan pH’ s1 ile birlikte Hb’ in oksijen baglama
kapasitesi azalmaktadir. Balik organlarmin 2/3 kas olusturur. Bu kaslarda etkin sekilde
glikolitik yol aktiftir ve biiylik miktarda kana asit birakirlar. Plazmada CA bulunmus
olsaydi1 karbonik asit hizlica kirmizi kan hiicrelerine transfer olur ve oda bikarbonik aside
doniistirek ve CO; c¢ikis1 olurdu. Her iki yol da CA aktivitesi yoklugunda ¢ok yavas
olusmaktadir

Tatl su baliklarinin solunga¢ epitelinin apikal bolgesinde CA proton ATPaz ile
birlikte bulunur. CA ATPaz’ a proton temin etmektedir. CA solungaglarin bazal bolgesinde
bulunmadigindan plazma solungaglar icinden gecerken CO,/HCO;5 reaksiyonlari CA
yoklugundan dolay1 katalizlenemez ve kanin solungaclardan gegmesi esnasinda

eritrositlerde katalizlenmektedir (Randall ve Bruauner, 1998).

1.8. Mersin Bahgi

Mersin baliklar1 kuzey yarim kiirede iliman deniz ve gollerin 150 m’ ye kadar olan

sahillerinde ve bunlara bagli nehirlerde yasayan ekonomik dneme sahip baliklardir.

Sekil 9. Mersin baliklarindan birinin (Acipencer gueldenstaedti) gérinimii
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Cografik dagilimu tiirlerine gore farklilik gdsteren mersin baliklarinin 26 tiirii oldugu
belirtilmekte ve Tiirkiye sularinda bu familyanin dort tiiriiniin halen yasamakta oldugu
bilinmektedir. Deneylerde kullanilan mersin balig1 Sekil 8’de goriilmektedir.

Mersin baliklar1 gogmen baliklar grubundan olup, ¢ok genis ¢evre sartlaria kolayca
uyum sagladiklarindan, deniz, g6l ve wmaklara kadar c¢ok degisik su kosullarina
girebilmekte ve adapte olabilmektedirler. Biiyilk ¢ogunlugu denize go¢ etmesine ragmen
denizlere gitmeyen nehir ve gdllerde yasayan “tatli su mersini” olarak bilinen tiirleri de
mevcuttur.

Biiyiime devrelerini derin sularda geciren mersin baliklarmin {iremeleri nehirlerde
gerceklesir. Ergin bireylerin denizden tathi suya ilireme gogii, bulunduklari ortamin
sicakligina bagli olarak degismekle beraber, genellikle ilkbaharda sularin ismmastyla
birlikte baglar. Yumurtalarini nehirlerin bol oksijenli, ¢akilli sularmma biraktiktan sonra
tekrar denizlerin derin sularina donmesiyle gé¢ tamamlanir. 15-20 kadar degisik tiirii
bulunan mersin balig1 4-5 metre kadar uzunluga ve 1-1.5 ton agrhiga kadar varan tiirleri
iceren tath su balik tiirtidiir. En biiyiik tatli su baliklarindandir. Aslinda tuzlu suda yasarlar
ve c¢ogu tiirleri sadece yumurtlamak igin tatli suya gelirler. Hem tatli hem de tuzlu suda
yasayabilirler. Cok ge¢ ergenlik cagma girerler ve ancak 20 yasinda olunca ilk kez
yumurtlarlar (URL-2, 2009).

1.9. Pestisitler

Pestisit, zararli organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak, ya da zararlarmni
azaltmak i¢in kullanilan madde ya da maddelerden olusan karigimlardir. Pestisit, kimyasal
bir madde, viriis ya da bakteri gibi biyolojik bir ajan, antimikrobik, dezenfektan ya da
herhangi bir ara¢ olabilir. Zararli organizmalar, insanlarin besin kaynaklarina, mal
varliklarma zarar veren, hastalik yayan bocekler, bitki patojenleri, yabani otlar,
yumusakealar, kuslar, memeliler, baliklar, solucanlar, ve mikroplar olabilir. Her ne kadar
pestisitlerin kullanilmasmin bazi yararlar1 olsa da insanlar ve diger hayvanlar icin
potensiyel toksisiteleri nedeniyle bazi sorunlarda yaratabilir. Kimyasal veya biyolojik
pestisitler olarak ikiye ayrilirlar (URL-3, 2009).

e Insektisit : Bocek, haserelere kars1 kullanilan ilaglardar.

¢ Fungusit : Funguslara (Mantar) kars1 kullanilan ilaglardir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Vir%C3%BCs
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteri
http://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6cek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Patojen
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yumu%C5%9Fak%C3%A7a
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ku%C5%9F
http://tr.wikipedia.org/wiki/Memeli
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bal%C4%B1k
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikrop
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0nsektisit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fungusit
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e Herbisit : Yabanci otlara karsi kullanilan ilaglardir.

e Mollusit : Yumusakealara kars1 kullanilan ilaglardir.

¢ Rodentisit : Kemirgenlere karsi kullanilan ilaglardir.

e Nematisit : Yuvarlak solucanlara kars1 kullanilan ilaglardir.

o Akarisit : Akarlara kars1 kullanilan ilaglardir.

Kimyasal pestisitlerin canli organizma iizerinde akut toksik etkileri vardir.
Karbamatlar, organofosfatlar ve klorlanmis hidrokarbonlar1 iceren birgok pestisit
genetoksik etkiye sahiptir. Tarim ile ugrasan ve pestisite maruz kalan insanlarda yapilan
caligmalarda bu bireylerde yapisal ve sayisal kromozom anomalileri ile kardes kromatit
degisiminde artmalar gozlenmistir.

Pestisitlerin kronik etkisine maruz kalan tarim iscilerinde bir¢ok genetik hasarin
yanisira karaciger, bobrek ve kaslarda bozukluklar goriilmiistir. Yapilan hayvan
deneylerinde ise radyoaktif olarak isaretlenip anneye verilen pestisitin 5 saat sonra
plasentadan fetlise gectigi ve fetiisiin gbz, sinir sistemi ve karacigerine yerlestigi
gdzlenmistir. Organofosfatli ve karbamatl insektisitler ise etkilerini dogrudan dogruya
periferal ve merkezi sinir sistemi {izerinde gostererek canli yasamini tehdit etmektedir.

Tarim ilaclarmin kan hiicreleri iizerine de olumsuz etkileri vardir. Organofosforlu
insektisitler eritrositlerin membran Ozelliklerini degistirerek eritrosit fonksiyonun
engellemektedir. Diger bazi pestisitlerde eritrositlerin boyutlarinin ve yiizey sekillerinin
bozulmasma ve eritrosit antioksidan sistem enzimlerinin aktivitelerinin degigsmesine sebep
olmaktadir. Pestisitlerin en 6nemli etkilerinden biri de asetilkolinesteraz enzimini inhibe
etmeleridir. Bu durumda alt beyin kokiinde solunum kontrol merkezlerinin baskilanmasi
ile canli 6liime gider (URL-4, 2009). Pestisitler sadece merkezi sinir sistemine degil pek
cok enziminde inaktivasyonuna neden olmaktadirlar. Karbonik anhidraz enzimi bunlardan
bir tanesidir (Dogan, 2005).

Klorofenoller fenolden tiiremis sentetik organik bilesiklerdir. Fenol halkasindaki
hidrojenlerle klor atomunun yer degistirmesiyle 6zellikle endiistriyel ve ticari siireclerde,
fenoliin klorlanmas1 ya da klorobenzenin hidrolizlenmesi sonucu olusur (Czaplicka, 2003).
Herbisit, pestisit, boya, solvent ve kagit endiistrisi atiklar1 ¢gevrede klorofenollerin kaynagi
olarak bulunmaktadir. Ayrica klorofenoller sularin klorlanmasi prosesi esnasinda da
olusmaktadir. 2,4- diklorofenollerde biitiin klorofenoller gibi 6nemli Olgiide toksiktir

(Yildiz, 2004).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Herbisit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mollusit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Rodentisit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Nematisit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Akarisit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Toksik
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Karbamatlar&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Organofosfatlar&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kromozom_anomalileri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Karaci%C4%9Fer
http://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6brek
http://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%B6z
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sinir_sistemi
http://tr.wikipedia.org/wiki/Eritrosit
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1.10. Afinite Kromatografisi

Baz1 proteinler afinite kromatografisi vasitasiyla bir basamakla ¢ok kompleks olan
bir karisimdan bile izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir c¢esit adsorbsiyon
kromatografisi olup saflagtirilmast istenen molekiil, matriks adi verilen bir kolon
maddesine kovalent olarak immobilize olmus bir komplementer baglanma ligandina
spesifik ve tersinir olarak baglanir. Matriks olarak, kullanilacak ligandin, saflastirilacak
olan maddeye 6zel olmas1 gerekmektedir. Kiigiik olan ligandlar1 baglamak i¢in hazirlanmis
adsorbanlarin, sterik engellemelerden dolay1 ayirma kapasiteleri diisiik olabilir. Bu gibi
durumlarda ekstra uzant1 kollar1 takmak gerekmektedir. Uzant1 kollar1 matriksle ligand
arasina takilirlar (Keha, 2000).

Afinite kromatografisi mikemmel aymrma giicli, yliksek kapasite ve hiziyla
orneklerin fraksiyonlanmasinda kullanilan bir yontemdir (Harris ve Angal 1990).

Kimyasal ayrma modern arastirma yontemlerinin temel elemani olup kompleks
orneklerde ok genis bir kullanim alan1 vardir. Ornekler ilag ya da kandaki hormonlarm iz
analizlerinden, rekombinant proteinlere kadar genis bir alanda alinabilir. Likit
kromatografisi metodu bu tlir ayirmalar i¢in pek ¢ok bileseni ayirma yetenegi nedeniyle
ozellikle yaygmdir. Uygun materyallerle birlestirildiginde bu teknik hem yiiksek
performansta kimyasal ayirma hem de dl¢limde kolaylik saglar. Likit kromatografisinde
bulunan durgun ve hareketli fazlar genis bir aralikla yer alirlar ve metodun esnek olmasiyla
kimyasal ya da fiziksel 6zellikler bu ayirmanin temelinde kullanilabilirler.

Likit kromatografisinin en esnek ve kullanigh formu olarak afinite kromatografisi
teknigi bilinir. Bu teknikte segici ve doniisiimlii etkilesimler kullanilir ki bu etkilesimler
pek ¢ok biyolojik sistemde enzimin substrata baglanmasi ya da antijen antikor etkilesimi
gibi olaylarda da bulunmaktadir. Bu etkilesimler afinite kromatografisinde etkilesen
molekiil ¢iftlerinden birinin kat1 destege immobilizasyonu ve kolonun igine
yerlestirilmesinde etkili olmaktadir. Mobil faz ¢6ziinen madde-ligand baglanmasi i¢in
uygun pH, iyonik siddet ve ¢Oziicii igerigine sahip olmalidir. Bu haldeyken 6rnek icerigi
afinite kolonuna tatbik edilir. Bu ¢oziicii afinite kolonunda zayif hareketli fazin yerine
gecer ve uygulama tamponu olarak isaret eder. Ornek bu sartlarda kolandan gegerken
afinite ligandina baglanmak icin tamamlayict olur. Fakat bu iligki, icerisinde yiiksek
secicilikten dolay1 6rnekteki diger bilesenlerin yikanarak ya da eliie edilerek kolondan pik

vermeyecek sekilde uzaklastirilmasimi gerektirmektedir. Kolona tutunmamis bilesenler
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kolon yikanarak uzaklastirilir. Bu ¢oziicii giiclii hareketli faz olup eliisyon tamponu olarak

bilinir (David, 2006).

1.11. Amag

Mersin balig1 (acipenser gueldenstaedti) nesli tiikenmekte olan bir balik tiirii olup,
yumurtlamast yani erginlige ulagsmasi yaklasik olarak yirmi yil siirmektedir. Bu nedenle
baligin neslinin tiikenme tehlikesi daha da ciddiye alinmasi gereken bir konudur. Tezin
amac1 Mersin bali1 eritrositlerinden ilk kez karbonik anhidraz enziminin saflastiriimasi,
karakterize edilmesi, agir metaller ve pestisitler tarafindan inhibisyonlarmin
incelenmesidir. Ulkemizde ¢ok yogun bir sekilde kullanilmakta olan bazi pestisitler ve agir
metallerde c¢aligilarak bunlarm  meydana getirebilecegi zararlarin gdzlenmesi de
amaclarimizdandir. Bu sekilde nesli tiikkenme tehlikesi altinda olan bu balik tiiriiniin

kirlilikten ne sekilde etkilendigi hakkinda bilgi edinmemiz miimkiin olacaktur.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firma ve o6zellikleri

Tablo 2’de verilmektedir. Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta

olup degisik firmalardan temin edilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Adi Satin alind1g1 firma
2,4-diklorofenol Bayer
Akrilamid Merck KGaA Darmstand, Germany
Amonyum peroksidisiilfit Merck KGaA Darmstand, Germany
Antrakol™ Bayer
Asetazolamid Merck KGaA Darmstand, Germany
Asetonitril Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Aseton J.T.Baker, Holland
Benzokain Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Bisakrilamid (N,N’metilen bisakrilamid) Merck KGaA Darmstant, Germany
Bromofenolblue Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Coomassi Brillant Merck KGaA Darmstand, Germany
Dikotan"" Bayer
Diyaliz torbasi Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
DMSO (dimetilstilfoksit) Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Folin reaktifi Applichem Darmstel, Germany
Hektavin© Bayer
Korsulfan© Bayer
Na- K tartarat Merck KGaA Darmstand, Germany
Na,HPO4 Merck KGaA Darmstand, Germany
NaH,PO4 Merck KGaA Darmstand, Germany
NaNj3 Fluka(Sigma-Aldrich,Steinheim, Germany)
p-nitrofenilasetat Merck KGaA Darmstant, Germany
SDS Merck KGaA Darmstand, Germany
Syanojen bromiirle aktive edilmis sefaroz | Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
4B
Sepharose 4 B Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Siilfanilamid Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
TEMED (N,N,N’,N -tetrametiletilen | Merck KGaA Darmstand, Germany
diamin)
Tris(tris(hidroksimetil)-aminometan Merck KGaA Darmstand, Germany
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2.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3. Calismada kullanilan alet ve cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar

Adi Satin alind1g1 firma
Afinite kolonu Sigma-Chemical Company, Steinheim, Germany
Buzdolabi Argelik, Tirkiye
Derin Dondurucu Argelik, Tirkiye
Elektroforez DSG-190-02 C.B.S. Scientific Co.

Elektroforez gii¢ kaynagi Thermo EC250-90

Kontak Termometre Heidolph, Germany

Fraksiyon kolektor Foxy Jr. USA

Liyofilizator Alpha-1-4 LD Plus ve EDWARS vacum pomp
Succex, England

Manyetik karigtiric Heidolph MR 3001K, Germany

Peristaltik pompa Tris ' USA

pH metre Hanna pH213, Romania

Sogutmali Santrifiij Hettich-Universal 320 R

Spektrofotometre ATI-Unicam UV-2 UV-Vis spectrophotometer
(Cambridge, UK

Terazi Ohaus- NJ.USA

2.3. Cahsmada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
Calismada kullanilan ¢ozeltiler taze hazirlanmis olup pek ¢ogu buzdolabinda +4 ° C’

de muhafaza edilmistir. Kullanilan ¢6zeltilerin konsantrasyonlar1, hazirlanig sekilleri Tablo

4’de verilmektedir.

Tablo 4. Caligmada kullanilan ¢ozeltilerin ad1 ve hazirlanmasi

(Cozelti adi Hazirlanisi
0.05 M Tris- SO4, pH=7.4 6.055 g Tris 850 mL saf suda ¢oziildii ve 1
N H,S0y ile pH s1 7.4° e ayarland1 ve 1.0 L’
ye seyreltildi.
1 M Tris-SO4, pH=7.2-10 12.11 g Tris 80 ml saf suda ¢oziildi ve pH’

st I M H,SO; ile istenen pH’ ya ayarlandi
ve 100 mI’ye saf suyla tamamlandi .

25 mM Tris-HCI/0.1 M Na,SO,, pH=8.7 1.51 g Tris ve 7.1 g Na,SOy4, 250 mL saf
suda ¢oziildii ve 1M HCl ile pH’s1 ayarlanip
500 mL’ ye saf suyla tamamlandu.
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25 mM Tris-HCVl/ 22 mM Na,SOy, pH =8.7

1.5 g Tris ve 1.56 g Na,SO, saf suda
¢oziildii, 1M HCl ile pH’s1 ayarlandi ve 500
mL’ ye saf suyla tamamland1.

1.5 M Tris-HCI Tamponu (pH=8.8)

181,7100 g Tris bazt 800 mL saf suda
coziildiikten sonra 1 N HCI c¢ozeltisi ile
pH=8.8 olacak sekilde ayarland1 ve hacmi
1000 mL’ye tamamlandi.

1.0 M Tris-HCI Tamponu (pH=6,8)

121,1400 g Tris bazt 800 mL saf suda
coziildiikten sonra 1 N HCI c¢ozeltisi ile
pH’st ayarlandi ve hacmi 1000 mL’ye
tamamlanda.

0.1 M NaCH3COO/ 0.5 M NaClOs, pH=5.6

3.4 g NaCH3COO.3H,0 ve 15.25 g NaClO4
150 mL saf suda ¢oziildii ve 1 M HCI ile
pH’ s1ayarland1 250 mL’ ye tamamlandi.

0.2 M NaHCO3, pH=8.8

8.2 g NaHCO; 200 mL saf suda ¢oziildii ve
1 N NaOH ile pH’ s1 ayarlandi, 500 mL’ ye
tamamlandi.

3 mM p-nitrofenilasetat

27,2 mg p-NPA 1 mL asetonda ¢oziiliip
hizl1 bir sekilde karistirilan 49 mL saf suya
cok yavas bir sekilde ilave edildi.

% 0.9 NaCl

4.5 g NaCl alinip oOnce saf suda iyice
c¢oziildiikten sonra 500 mL’ ye tamamland1

%10 (w/v)’luk SDS Cozeltisi:

10,0 g SDS deiyonize suda
coziindiiriildiikkten sonra 100 mL’ye
tamamlanda.

%10 (w/v)’luk Amonyum Perstilfat

10,0 g Amonyum persiilfat deiyonize suda
coziindiiriildiikten sonra 100 mL’ye
tamamlandi. Bu ¢ozelti jel karigimi
hazirlanirken o anda hazirlanmalidir.

%0.1 (w/v)’lik Bromofenol Blue

0,1 g bromofenol blue deiyonize suda
coziindiiriildiikten sonra 100 mL’ye
tamamlanda.

Coomassie Brilliant Blue

0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250’ nin
45 mL metanol, 45 mL saf su ve 10 mL

glasial asetik asit karisiminda ¢oziilmesiyle
elde edildi.

Jel Yikama Cozeltisi

30 mL metanol, 60 mL saf su ve 10 mL
asetik asitin karigtirilmasiyla elde edildi.

Yiuritme Tamponu

14,4 g Glisin ve 3,0 g Tris baz1 800 mL saf
suda ¢ozilerek 5 mL %10’luk SDS
cozeltisi ilave edilerek hacmi 1000 mL’ ye
tamamlandi.
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Numune Muamele Tamponu

50mM Tris-HCl pH=6,8, 100 mM B-

merkaptoetanol, %?2’lik SDS, 90,1
bromofenol blue, %10 gliserol
konsantrasyonlarinda olacak sekilde
hazirland1.

Veronal tamponu 0.025 M Na-Barbital
pH=8.15

2,577 g Na-Barbital 450 mL suda ¢oziiliir
pH=0.1 M HCl ile pH=8.15" e ayarlandi ve
500 mL’ ye saf suyla tamamlandu.

% 0.02 NaNj;

20 mg NaNj; almip 100 mL’ ye saf suyla
tamamlandi.

L-tirozin ¢ozeltisi

80 mg tirozin 40 mL 0.1 M NaHCOs’ de
¢oziildii(pH= 10 ).

Coomassie Brillnat Blue G-250

100 mg Coomassie Brillnat Blue G-250, 50
mL % 95 ve % 85 H;PO4 saf suda
coziindiiriilerek 1000 mL’ ye tamamlandi.

CA-II  Elusyonu ¢ozeltisi (0.1 M
CH3COONa/0.5M NaClO4 (pH=5.6)

3 g NaOH, 82 mL HCIO4 ve 2.04 g
CH3COONa 125 mL saf suda ¢oziildi
pH’s1 ayarlandi ve 150 mL’ ye tamamlandi.

% 10 SDS

10 g SDS saf suda ¢oziilerek 100 mL saf
suyla tamamland:.

CO; ¢ozeltisi

Buz banyosunda saf su icinden 45-50
dakika CO;’ nin gegirilmeiyle elde edilir.

Akrilamid-bisakrilamid (30-0.8)

30 g Akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid saf
suda ¢oziilerek 100 mL ¢ozelti hazirlanir ve
stizge¢ kagidindan siiziilerek 4 ° C’ de
saklanarak 1 ay i¢cinde kullanilir.

PBS (10 mM)

0.863 g Na,HPOy, 0.471 g NaH,PO4, 8.02 g
NaCl ve 0.180 g KCI 800 mL saf suda
coziindiiriiliip pH=7.4’ e ayarland1 ve hacim
1L’ ye saf suyla tamamland1.

10 mM EDTA/10 mM PBS

372 g EDTA 10 mM PBS
coziindiiriilerek 1 L’ ye saf
tamamlandi.

icinde
suyla

% 1’ lik BSA

0.1 g Bovine serum albumin alinip % 0.9
NaCl’ de ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.

Inhibitér maddelerin hazirlanmasi

Inhibisyon calismalarinda kullanilan stok
cozeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 3.4’ de
verilmektedir.

Pestisitler

10 mg pestisit 1 mL (10 mg/mL) DMSO da
¢oziildii ve stok 10* (ug/mL= ppm)’lik

cozelti elde edildi. Daha  sonra
CixV=CxV; formiiliinden gerekli
seyreltmeler yapilarak istenen ppm’de

pestisit DMSO ¢o6ziicii olarak kullanilarak
hazirland1.
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Tablo 4’in devami

10 mM stok CuSOs. 5 H,O 0.062 g CuSO4 alnip 200 mL saf suda
¢oziildii ve 250 mL’ ye tamamlandi.

10 mM stok CoCl,. H,O 0.0369 g CoClL.H,0 alinip 200 mL saf suda
¢oziildii ve 250 mL’ ye tamamland1.

10 mM stok ZnSO4. 7H,0 ZnS04.7H,0 0,0718 g alnip 200 mL saf
suda ¢oziildii ve 250 mL’ ye tamamland1

10 mM stok AgNO; 0.0397 g AgNO; alinip 200 mL saf suda
¢oziildii ve 250 mL’ ye tamamland1

2.4. Mersin Bahgindan Kan Orneklerinin Alinmasi ve Eritrosit Hemolizatinin
Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan balik kani 6rnekleri Stirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi’'nde
bulunan onbes adet mersin baligindan, 2007 ve 2008 yili Temmuz aylarinda, elde
edilmistir. Baliklarm boylar1 75 cm-150 cm arasinda olup, ortalama agirliklar1 10kg-45kg
arasinda degismektedir. Baliklarin strese girmelerini 6nlemek i¢in bulunduklar1 suyun igine
200 mL asetonda 50 ppm benzokain ¢oziilerek hazirlanmis olan narkoz ¢ozeltisinden
eklenip yeterince sakin hale gelen baliklardan sirayla kuyruk altindan enjektdrle girilerek

kan numuneleri elde edilmistir (Sekil 9).

Sekil 10. Mersin baliginin benzokainli havuzda kan alinimina
hazirlanmasi
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Kan ornekleri pihtilasmay1 dnlemek amaciyla sitrath siringalarla alinarak steril cam
sisede toplanmistir. +4°C’ de buz akiileriyle muhafaza edilerek laboratuara ulagtirilmigtir.
Sekil 10°da mersin baliginin kuyruk kismindan kan numunesinin nasil alindigi

goriilmektedir.

Sekil 11. Mersin baligindan kan 6rneklerinin alinmasi

Yaklagik 15-20 mL’ lik tiiplere konulan kan numuneleri, eritrositleri izole etmek
amactyla 2500 rpm’ de 15 dakika santrifiij edildi. Tiipiin iist kisminda kalan 16kositler ve
plazma tabakalar1 pipet aid yardimiyla uzaklastirildi. Daha sonra 1:2 oraninda eritrositler
serum fizyolojik (SF: %0.9 NaCl) ile ii¢ kez yikandi. Her bir yikama sonrasinda iist kisim
atildi. SF ile yikanmig eritrositler lizerine hacimlerinin ii¢ kat1 kadar +4°C’ de bekletilmis
soguk su eklendi. Kan 6rnekleri +4°C’ de magnetik karistirict ile 30 dakika karistirilarak
kanin tam olarak hemoliz olmasi1 saglandi. Hemoliz sonucunda olusan hiicre zar1 ve doku
parcaciklarini ayrica eritrosit disindaki partikiilleri uzaklastirmak amaciyla, 6rnekler +4°C’
de 20.000 rpm’ de Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuarinda 40 dakika santrifiij edildi.
Eritrosit hatt1 egik bir ¢izgi ¢izecek sekilde tiipiin i¢inde iist kisimda toplanmig hale geldi.
Alt kisimda kalan hiicre artiklar1 ve membran parcaciklarmin alinmamasima dikkat edildi.
Tiplerdeki hemolizatlar birlestirildikten sonra magnetik karistirict ile karistirilarak, kati
Tris eklenmesi suretiyle hemolizatin pH’ s1 8.7° ye ayarlandi. Ertesi giin kolona tatbiki
yapildi. Daha 6nceden hazirlanmis olan afinite kolonu, hemolizat uygulanmasma kadar,

uzerine 0.05M Tris-SO4 eklenerek +4°C’ de muhafaza edildi.
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2.5. Sefaroz-4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilis sefaroz-4B matriksi ile hazirlanir. Bu dolgu
materyaline L- tirozin kovalent olarak takilmis olup siilfanilamid diazolanarak tirozine
kenetlenmistir. Bu durumda tirozin afinite jelinin uzant1 kolunu, siilfanilamid ise enzimi
spesifik olarak baglayan kismi olusturmaktadir. Siilfanilamid karbonik anhidrazin spesifik
inhibitorii olup afinite jelinin yapisina girerek enzimin yiliksek oranda saflastirilmasina
yardimc1 olmaktadir (Arslan vd., 1996).

CNBEr ile aktive edilmis olan Sefaroz-4B matriksi iizerinde enzimin ligandi takildi.
Matrikse once L-tirozin spacer arm (uzatici kol) takilir ve daha sonra siilfanilamid ise
ligand olarak takildi. Siilfanilamid CA’ nm spesifik bir inhibitdrii olup jelin yapisina
baglanarak enzimle yliksek oranda etkilesimi saglamakta ve enzimin saflagtirilmasinda en

cok kullanilan yontem olarak da bilinmektedir (Biilbiil vd., 2003).

2.5.1. CNBr ile Aktive Edilmis Sefaroz-4B’ye L-Tirozin Takilmasi

Ticari olarak satin alinan CNBr ile aktive edilmis 5 gr Sefaroz 4B; 250 mL soguk 0.
1 M NaHCO; tamponu ile yikanarak bir behere aktarildi. 80 mg tirozin soguk NaHCOs3
tamponunun 20 mL’ sinde ¢oziildii ve behere ilave edildi. Yikama, tirozin ilavesi ve
karistirma islemleri ¢cok hizli olarak, 90 saniyeden fazla olmayacak sekilde yapildi ve
4 ° C’ de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karigtirildi. Daha sonra 16 saat 4 ° C” de
bekletildikten sonra baglanmayan tirozinlerin uzaklastirilmasi amaciyla pH=8.8 0.2 M
NaHCO; tamponu ile 280 nm’ de absorbans vermeyinceye kadar yikama yapildi. Boylece

tirozin takili jel elde edildi. Tirozin takili jel ayn1 tamponun i¢ine alinip saklandi.

2.5.2.Siilfanilamid Kenetlenmesi

25 g siilfanilamid 0 ° C* de (buz banyosunda) 10 mL 1 M HCI iginde ¢6ziildii ve
icine damla damla soguk 75 mg NaNO; bulunan 5 mL sulu ¢ozelti ilave edildi. 10
dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan siilfanilamid 40 mL Sefaroz 4B —L-
tirozin slispansiyonuna ilave edildi. 1M NaOH ile pH=9.5"a ¢ikartilarak sabit tutuldu ve 3

saat siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi. Siispansiyon daha sonra Buchner
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hunisinden siiziildii, 6nce 1 L saf su sonra 200 mL 0.05 M Tris-SO4 (pH=7.4) tamponu ile

yikandi. Bu islemler swrasinda jelin tamamen kurumamasma dikkat edilmelidir. Jel,

yikamalar1 takiben ayni tampon igersine alnarak kolona yiiklenene dek + 4 °C’ de

bekletildi (Sekil 12; Soyut 2006).
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Sekil 12. Diazolama ile sefaroz 4B—L-tirozine siilfanilamid takilmasi
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2.6. Balik Hemolizatinin Kolona Uygulanmasi

Siilfanilamid ile kenetlenmesi yapilan afinite jelinin iist kismindaki ¢ozelti dekante
edilerek uzaklastirilir ve jele dengeleme tamponu (25 mM Tris/0.1 M Na,SO,4, pH=8.7)
ilave edilir. Alt ucunda camdan olugsmus slizme sistemi bulunan kolona dengeleme
tamponu dolduruldu ve peristaltik pompa calistirilarak borularin tamponla dolmasi
saglandi. Tim islemler swrasinda kolonun dig kismma soguk buz torbasi baglanmak
suretiyle kolunun sicakligmin yilikselmemesine dikkat edildi. Sonra kolonun iist kismi
kapatilarak borunun ucu dengeleme tamponuna daldirilarak boru sisteminin tamponla
dolmasi ve hava kabarciginin kalmamasi saglandi. Daha sonra peristaltik pompa doniis
hizy, eliiat akis hiz1 20 mL / saat olacak sekilde ayarlandi ve borunun ucu jel siispansiyonu
icine daldirilarak jel kolona yavagca yiliklendi. Kolonun paketlenmesi esnasinda jelde
kabarcik ve catlak olusmamasina 6zen gosterildi. Jelin kolona tatbikini takiben jel
dengeleme tamponu ile 24 saat dengelemeye birakildi. Bu sirada eliiat akis hizi yine 20
mL/ saat olarak sabitlendi.

Mersin balig1 eritrosit hemolizatinin kolona uygulanmasi, borunun ucu dengeleme
tamponundan ¢ikartilip hemolizat icersine daldirilmasiyla yapilmistir. Pompanin akis hizi
yine 20 mL/saate ayarlanmistir ve ylikleme islemi tamamlandiktan sonra sistemden yikama
tamponu gegirilerek hemolizattan kaynaklanan ve istenmeyen bilesikler kolondan
uzaklastirilmistir. Bu sekilde CA kolona tutturulmaktadir. Yikama islemine, hemoglobinin
rengi kaybolduktan sonra, eliiatin 280 nm’ deki absorbansmnin 0.02” nin altina diisiinceye

kadar devam edilmesi gerekmektedir.

2.7. Karbonik Anhidraz Enziminin Eliisyonu

Karbonik anhidrazin eritrosit homejenatindan izole edilmesinde ii¢ farkli metod
bulunmaktadir. Tercih edilen metodlarin ilki DEAE Sefadeksin pH 8.7°de karbonik
anhidraza spesifik olarak adsorbsiyonuna dayali olan metoddur. 0.05 M’lik pH 8.7°lik Tris
kloriir tamponuyla karbonik anhidrazlar kolondan ayrilabilir. Karbonik anhidraz sadece
geri doniistimlii karbondioksit hidrasyonu ve bikarbonat dehidratasyonunu katalizlemez
ayrica pek cok esteri de hidroliz eder. Enzim aktivitesi hem karbondioksit hidrasyonuyla
bakilabildigi gibi ayn1 zamanda da p- nitro fenil asetatla da bakilabilir. Bu enzimin esteraz

aktivitesi karbonik anhidrazla karsilastirildiginda olduk¢a zayif olmasina ragmen aktivite
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olduk¢a kolay ve kesin olarak gozlenmektedir. Karbonik anhidraz diger esterazlara ¢ok az
ya da hi¢ etki etmeyen sulfonamidler tarafindan inhibe edildiginden dolay1 kolayca diger
esterazlardan ayrilabilir. Caligmada karbonik anhidraz aktivitesi Wilbur- Anderson
metoduyla CO; hidrasyonuyla yapilmistir. Esteraz aktivitesi spektrofotometrik olarak p-
nitro fenil asetat substratina kars1 aktivitenin 6l¢limiine dayanir. Yapilan son ¢aligmalarda
ve bizim yaptigimiz ¢alismada da olgiimler 348 nm’ de p-nitro fenol ve p-nitro fenolot
iyonunun isobestik noktasinda yapilmaktadir. Bu dalga boyu hem p-nitro fenol hem de p-
nitro fenolat iyonunun (e=5,4x10° M'cm’) isobestik noktasidir. Ayrica p-nitro fenil asetat
iyonu da zayif bir sekilde absorblama yapmaktadir (e=0,4x10° Mcm). Bu degerler
Bergman, Rimon ve Segel’de de oldukc¢a yakindir (Armstrong vd., 1966).

Kolona tutturulmus karbonik anhidraz II enziminin afinite kolonundan eliisyonu i¢in
(Aslan, 1996) tarafindan kullanilan CA II eliisyon ¢ozeltisi (0.1 M CH3;COONa/ 0.5 M
NaClO4, pH=5.6) tatbik edilmistir ve 20 mL/saatlik akis hizinda eliatlar 5 mL’ lik
fraksiyonlar halinde bir fraksiyon toplayict yardimiyla almmistir ve 280 nm’ de
absorbanslar okunmustur. Elde edilen eliiatlar bir sonraki islem i¢in + 4 °C* de muhafaza
edilmistir.

Eliisyon isleminden sonra kolona tekrar dengeleme tamponu uygulanmistir. Afinite

jeli bir sonraki kullanima kadar dengeleme tamponu iginde + 4 ° C” de bekletilmistir.

2.8. Protein Tayini
2.8.1. Kalitatif Protein Tayini
Bu tayinin esasi, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik tirozin ve triptofan amino

asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans vermesine dayanan Warburg Metodu’na

dayanmaktadir (Segel, 1975).

2.8.2. Kantitatif Protein Tayini (Bradford Yontemi)

Yontem fosforik asitli ortamda negatif ylikli Coomassie Brillant Blue G-250
reaktifinin iizerindeki pozitif yiikli proteinlere baglanmasina dayanmaktadir. Boyanin

kirmizi (Dalga boyu 465 nm) ve mavi (dalga boyu 595 nm) iki formu mevcuttur. Proteinin



38

baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Boya proteine ¢ok hizli bir
sekilde baglanir ve yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford, 1976).

Afinite kromatografisi sonucu elde edilen esit miktardaki enzim ¢o6zeltilerinde
kantitatif protein miktar1 bu yontemle belirlenmektedir. Coomassie brillant blue G-250’nin
negatif yiikke sahip olmasi nedeniyle protein iizerindeki pozitif yiike baglanarak renk
degisimi gozlenmektedir. Boyanm kirmizi rengi proteinin baglanmasiyla maviye
donmektedir (Arslan vd., 1996).

Once standart protein ¢dzeltileri hazirlanmistir. Bunun i¢in 1 mg/ mL BSA iceren
stok proteinden 10, 25, 50, 75 ve 100 pL alimmistir ve hacimler su ile 100 puL’ ye
tamamlanmistir. Sonra tiiplere 5 ‘er mL Coomassie reaktifi ilave edilmistir ve vorteks ile
karistirilmistir. Daha sonra tiiplerdeki ¢ozeltilerin 595 nm’ de absorbanslar1 saf suya karst

okunmustur.

2.9. Eliiatlarda Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Tayini

Karbonik anhidraz aktivitesi monomerik, kolorometrik, elektrometrik olarak ii¢ ayr1
yontemle hesaplanabilir. Bu ¢alismada karbonik anhidraz aktivitesinin 6l¢iimii i¢in bir
elektrometrik yontem tanimlanmistir. Karbondioksitle doyurulmus aparatlar ve veronal
tamponu otomatik olarak 6l¢iiliip siringa edilir ve pH degisimi cam bir elektrotla dlciiliir.
Indikatér konsantrasyonlar1 inhibisyon etkisi nedeniyle %0-11 arasinda tutulmasi
uygundur. Bu yontem ROUGHTON ve BOOTH yontemlerinin modifikasyonudur.
Dokularda genelde enzim konsantrasyonu kolorometrik yontemle basitlikten dolay1r da
monomerik teknikler kullanilarak hesaplanir. Monomerik yontemin dezavantaji
indikatorlerin inhibitor etkisi olmasidir (Wilbur ve Anderson, 1948).

Bu nedenle kolorometrik yontemde karbonik anhidraz aktivitesine etki etmeyen
veronol tamponu kullanilir ve brom timol mavisiyle bu islem gerceklestirilir (Roughton ve
Booth, 1945).

Yukaridada ifade edildigi gibi enzimin aktivitesi klasik olarak iki sekilde tayin
edilmektedir. Bunlardan ilki enzimin fizyolojik substrati olan CO’ in kullanildig1 ve
kolorimetrik bir test olan hidrataz aktivitesidir. ikincisi ise spektrometrik dlgiimii dayanan

ve substrat olarak p-nitrofenilasetatin kullanildig1 esteraz aktivitesidir.
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2.9.1 Hidrataz Aktivitesi Tayini

Yontem Maren ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen ve sonra pek ¢ok bilim insani
tarafindan modifiye edilen bir yontemdir. Metodun temelinde substrat olarak bulunan
CO,’in hidrasyonu sonucu a¢iga ¢ikan H™ iyonundan ileri gelen pH degisiminin (10 ve 7.4)
brom timol mavisi indikatdrliigiinde renginin degisim siiresinin dl¢iimiine dayanmaktadir.
Bu yonteme gore aktivite ol¢iimii asagidaki tablodaki siraya gore yapilmaktadir. Ortamin
pH’ smin ayarlanmasinda Veronal tamponu (0.025 M sodyum barbital, pH=8.15)
kullanilmaktadir. Substrat ¢ozeltisi olarak doygun karbondioksit ¢ozeltisi kullanilmigtir.
Bunun i¢in buz banyosu i¢inde saf suyun igine 40-50 dakika hizli bir sekilde CO,
gegcirildikten sonra doygun hale gelmis ¢dzeltiden yine yavas sekilde CO, gegirilmeye
devam edilerek deneyde doygun ¢ozeltisi kullanilmistir (Maren.,1960). Yapilan hidrataz

aktivitesi i¢in pipetlemeler asagida verilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Hidrataz aktivitesi i¢in pipetlemeler

Cozeltiler Kontrol (mL) | Numune (mL)
Veronal tamponu 0.025 M pH=8.2 2.0 2.0
%0.04 bromtimol 0,1 0,1
Numune - 0.1
Saf su 0,9 0,8
Doygun karbondioksit ¢ozeltisi 2.0 2.0

Substrat ilavesinden hemen sonra vorteksleme yapilarak ve ¢ozeltinin renginin
karistirma anmdan itibaren maviden sarims: yesile donmesine kadar gecen zaman
kronometre ile tespit edilir. Enzim {initesi enzimsiz reaksiyon siiresini yartya indiren enzim
miktar1 olarak tanimlanir. Enzim aktivitesi ise asagidaki esitlige gore hesaplanmistir. Bu

aktivite “Wilbur- Anderson Aktivitesi” olarak bilinir (7).

to- t
EU= —— (7
t

EU : Enzim Unitesi

to: Enzimsiz denemede Slgiilen siire
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t;: Enzim varliginda olgiilen siire

2.9.2. Esteraz Aktivitesi Tayini

Enzim, substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati p-nitrofenol veya p-nitrofenolata
hidroliz etmektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesiyle p-nitrofenil asetatin p-

nitrofenola doniisiim reaksiyonu (8)’de goriilmektedir.

NO, OCCH; + H,0 NO, OH + CH;COOH (8)

p-nitrofenil asetat Su p-nitrofenol asetik asit

Substratin 348 nm’ deki absorbansinin azalmasindan aktivite tayin edilmektedir
(Armstrong vd., 1966 , Verporte vd., 1967). Tayinde substrat olarak kullanilan p-
nitrofenilasetat (P-NFA) giinliik olarak taze hazirlanmistir. Bunun i¢in 27.2 mg substrat, 1
mL asetonda ¢oziildii ve ¢ok hizli karistirilan 49 mL suya, ¢ok yavas olarak ilave edildi. 3
mM iizerinde konsantrasyonda p-nitro fenil asetat hazirlamak miimkiin olmadigi i¢in ve
¢oziicii olarak kullanilan aseton enzime minimum zarar verdigi i¢in p-nitro fenil asetatin
asetonda ¢oziilmesi tercih edilmektedir. Aktivite 6l¢iimii i¢in asagidaki tablodaki pipetleme

islemleri yapilmigtir (Tablo 6).

Tablo 6. Esteraz aktivitesi i¢in pipetlemeler

Cozeltiler Kontrol (mL) Numune (mL)
1 MTris-SO4 tamponu
1.4 1.4
(pH=9)
3 mM p-NFA 1.0 1.0
Saf su 0.6 0.5

Enzim ¢ozeltisi - 0.1
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Son pipetlemeden sonra her 15 saniyede bir absorbans dl¢tilmiistiir ve 3 dakika sonra
25 °C’ de ve 348 nm’ de saf suya karsi absorbanstaki azalma tespit edilmistir. Enzim

aktivitesi ve spesifik aktivite s0yle hesaplanmistir (9,10).

AA 348 nm X0.001
EU = (uM/dak) 9
5.4
EU/ mL
Spesifik aktivite = —— (10)
mg protein / mL

2.10. Spesifik Aktivite Tayini

Tiiplerde toplanan eliiatlarin 280 nm’ deki absorbanslar1 kullanilan tampona karsi
okunmustur. Daha sonra protein bulunan tiiplerde enzim aktivitesi esteraz ve hidrataz
aktivitelerine gore tayin edilerek miligram protein basina diisen enzim aktivitesi olarak
spesifik aktivite belirlenmistir. Spesifik aktivite enzim safliginin 6lglisii  olarak

kullanilmaktadir.

2.11. Diyaliz

Afinite kolonundan elde edilen eliiatlarda bulunulabilecek kullanilan tampon
cozeltilerden kaynaklanan yan iirlinlerden kurtulmak amaciyla diyaliz iglemi yapilmustur.
12 cm uzunlukta yeni acilan diyaliz torbasi 1 L’ lik beher icine yerlestirildi ve 100 mM
NaHCO; / 10 mM Na,.EDTA ( pH=7.4) tamponu ilave edildi ve 2 saat siireyle 60 ° C* de
yavagca karigtirildi. Diyaliz torbasi saf suyla yikanarak 1 saat 60 ° C’ de saf suyla
karistirildi. Enzim aktivitesi gOsteren tiipler birlestirilerek eliiatlar, diyaliz torbasnin alt
kism1 mandallanarak, plastik pastor pipetiyle diyaliz torbasina aktarildi. 10 mM EDTA/
10 mM PBS ¢ozelti karisimiyla 12 saat, daha sonra ise sadece 10 mM PBS ile diyalize tabi
tutuldu. Diyaliz esnasinda sicaklik +4°C’de tutulmus olup, ayrica 2,5 saatlik araliklarla

tamponlar degistirilmistir.
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2.12. Enzim Céozeltisinin Liyofilizasyonu

Afinite kolonundan eliie edilen ve sonra diyalizden gegirilen enzim ¢dzeltisinin
icindeki suyu uzaklastirmak, konsantre hale getirmek ve en dnemlisi numunenin uzun siire
bozunmadan muhafaza edilmesi amaciyla dondurup ve kurutma (dry-freezing) yontemi
uygulandi. Sivi azot ile enzim ¢ozeltisi donduruldu ve vakum altinda sogutmali sistemde
¢oziiclisti ugurularak derisik hale getirildi. Elde edilen derigik enzim ¢ozeltisi esit parcalar
haline getirilerek (aligotlar) derin dondurucuda saklandi. Her bir kullanim i¢in uygun

tamponla ¢6zmek suretiyle gerekli seyreltme islemleri yapildi.

2.13. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Karbonik anhidraz enziminin saflagma derecesinin belirlenmesi ve yaklasik
molekiiler agirliginin belirlenmesi i¢in % 12’lik SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) uygulanmistir (Laemmli, 1970).

Ayirma Jeli (toplam hacim 20 mL) 6.6 mL deiyonize su, 8.0 mL %30’luk akrilamid
cozeltisi, 5.0 mL 1.5 M Tris-HCI tamponu (pH=8.8), 0.2 mL %10’luk SDS ¢d6zeltisi,
0.2 mL %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 0.008 mL TEMED karisimin
hazirlanmasiyla elde edildi. TEMED ilave edildikten sonra karigim hizli bir sekilde
karistirilarak bir siringa yardimiyla levhalar arasina aktarildi. Jelin iist yiizeyi diizgiin
olmasi i¢in iizerine dikkatlice su ilave edilmistir ve polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in
30 dakika beklenmistir.

Ayirma jelinin donmasindan sonra yiikleme jeli hazirlanip tatbik edilmistir. Yiikleme
jeli (toplam hacim 5 mL ) 3.4 mL deiyonize su, 0.83 mL %30’luk akrilamid ¢6zeltisi, 0.63
mL 1.0 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8), 0.05 mL %10’luk SDS ¢d6zeltisi, 0.05 mL %10’luk
amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 0.005 mL TEMED karisimin hazirlanmasiyla elde
edilmistir. TEMED ilave edildikten sonra karigim hizli bir sekilde karistirilarak bir siringa
yardimiyla levhalar arasma aktarildi ve kuyucuklar1 olusturmak iizere tarak
yerlestirilmigtir. Jelin donmasindan sonra tarak yerinden ¢ikarilarak, birka¢ kez jel
dikkatlice saf suyla temizlenmistir. Hazirlanan jel elektroforez diizenegine yerlestirilerek,
yirliitme tamponu ilave edilmistir. Protein standardi ve numuneler esit hacimlerde

alindiktan sonra kuyucuklara bir Hamilton sirmgasiyla aktarilirdi. Elektroforez diizenegi
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bir giic kaynagna baglanarak, kuyucuk basma 2 mA akim uygulanacak sekilde giic
kaynagi ayarlandi.

Jel, Coomassie brilliant blue R250 boyasi ile 4 saat oda sicakliginda boyandi. Jel
yikama ¢ozeltisi ile birka¢ kez muamele edilerek bantlarin belirlenmesi saglandi. Jel % 20

gliserol iceren saf su iginde saklanmistir.

2.14. Mersin Bahg Eritrositlerinden Saflastirilan CA Enzimi ile Ilgili Yapilan
Kinetik Cahsmalar

2.14.1. Optimum pH Calismasi

Saf enzimin optimum pH ¢aligmasi i¢in pH=6.0 ile 10.0 aralifinda degisik pH’ larda
esteraz ve hidrataz aktiviteleri ile 6l¢tilmiistiir. pH=6.0" da fosfat tamponu pH=7.0- pH=9.0
arasinda Tris-SO4 tamponu ve pH=9.0" un istinde ise Glisin-NaOH tamponu

kullanilmigtir. Sonuglar Sekil 15” de verilmektedir.

2.14.2. Optimum Iyonik Siddet Cahsmasi

Bunun i¢in aktivitenin optimum oldugu pH da 0.1 M ve 1 M’ lik degisik iyonik
siddete sahip Tris-SO4 tamponlar1 kullanildi. Enzim aktivitesi esteraz aktivitesi tizerinden

incelenmistir ve elde edilen optimum iyonik siddet Sekil 17°de verilmektedir.

2.14.3. Optimum Sicakhik Calismasi

Enzimin uygun pH ve iyonik siddete sahip degerlerinde 10 °C ile 50 °C arasinda
5’ er °C’ lik sicaklik farklar1 olusturularak enzimin optimum pH’ sinda spektrofotometrik
olarak esteraz aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Optimum sicaklik tayini i¢in yapilan ¢alisma grafigi

Sekil 16°da verilmektedir.
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2.14.4. p-Nitrofenil Asetat (p-NFA) Substrati ig:in Kms, Vmax, Keat ve V,
Degerlerinin Bulunmasi

Mersin balig1 eritrositlerinden saflagtirilan CA enziminin esteraz aktivitesinin
Ol¢cimiinde kullanilan p-NFA substratinin Ky, ve Vmax degerlerinin tayininde en az 5 farkli
substrat  konsantrasyonunda ve paralel calisilmak suretiyle esteraz aktivitesi
spektrofotometrik olarak o6lgiildii. Degisen substrat konsantrasyonuna karst hiz
Lineweaver—Burk grafigine gore ¢izildi ve grafikten Ky, ve Vimax degerleri bulunmustur.

Keat birim zamanda 1 mol enzim tarafindan iirline doniistiiriilen substratin mol sayis1
olarak tanimlanir ve enzimin katalitik etkinligini gdsteren 6nemli bir sabittir. Ayni zamanda
“turnover sayist” olarak da bilinmektedir. Saflastirilan enzim ¢ozeltisinde protein tayini
yapilarak toplam enzim miktari(Et) bulundu ve kea= Vmax/ Er den hesaplandi. V, 6zgiilliik
sabitinin bulunmasinda ise V,= keat / K formiiliinden yararlanildi. V, degeri, enzimin
katalitik etkinliginde veya farkli substratlarin ayni enzimle iirline doniislimiiniin
karsilastirilmasinda kullanilan bir sabittir (Nelson ve Cox, 2005). K, Vimax, Keat degerleri
Tablo 8’de verilmektedir.

2.14.5. CA’nin inhibisyon Degerlerinin incelenmesi

CA enziminin bilinen spesifik inhibitdrleri siilfanilamid ve asetazolamid ile ¢evre
kirliligine yal agan ve bazi agir metal iyonlar1 ile pestisitlerin inhibisyon etkileri incelendi.
Inhibisyon ¢alismasinda enzimin bilinen inhibitdrlerinden asetazolamid ve sulfanilamid
kullanildi. En az 5 farkli inhibitor madde konsantrasyonda yapilan inhibisyon ¢aligmasinda
inhibitdr konsantrasyonu ile % inhibisyon arasinda bir grafik ¢izildi. inhibitér madde ile %
inhibisyon arasindaki iliski Excell programinda R* degeri ve lineer denklem ¢ikarildi. R
degeri 0.0 ile 1.0 arasinda degigsmektedir. (y=ax+b) dogru denkleminden % 50 inhibisyonu
veren inhibitdr konsantrasyonu I1Csg belirlendi (Tablo 9).

Siilfanilamid, asetazolamid ve agir metal iyonlarindan Cu™, Co™, Zn™ nin
inhibisyonu esteraz aktivitesine gére; Ag'’ nin inhibisyonu ise hidrataz aktivitesine gére
tayin edilmistir. Ag’ iyonlar: tayininde hidrataz aktivitesinin kullanilmasmin nedeni
reaksiyon ortaminda tampondan gelen kloriir iyonlarini ¢oktiirmesi nedeniyledir.

Caligmada kullanilan pestisitler DMSO’da ¢oziildii ve seyreltilmek suretiyle degisik

pestisit konsantrasyonunda hidrataz aktivitesine gore inhibisyonlar1 incelendi. ilk &nce
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DMSO’nun inhibisyon etkisi incelenerek ve normal inhibitér degerlerinden ¢ikartilmak

suretiyle ¢oziicliden ileri gelen % inhibisyon da bertaraf edilmis olmaktadir.



3. BULGULAR
3.1. Kalitatif Protein Tayini
Tayin proteinlerde bulunan aromatik triptofan ve tirozin amino asitlerinin 280 nm’ de

absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (Segel, 1975). Afinite kolonundan elde edilen

eliiatlarn 280 nm’ de kuvars kiivetlerdeki absorbanslar1 Sekil 13’ de verilmektedir.

Kalitatif Protein Tayini

0,3
0,25
0,2 |
0,15

0,1 |

Absorbans{(280nm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiip No

Sekil 13. Eliiatlarda tespit edilen kalitatif protein tayini

45-50 deney tiipiinde toplanan eliiatlarin 280 nm’ deki absorbanslarma goére 5-15
nolu tiiplerde ve 35-40 nolu tiiplerde protein oldugu goriilmektedir. Tiip numaralarina gore
enzimin hidrataz aktivitesi tayin edildiginde ise yine 8-17 nolu tiiplerde yiiksek hidrataz
aktivitesinin oldugu 20. tiipten sonra aktivitenin bariz sekilde diistiigli ve 40. tiipten sonra

kayboldugu gosterilmektedir (Sekil 14).
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Sekil 14. Eliiatlarda tespit edilen CA’ nin hidrataz aktivitesi
3.2. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullamlan Standart Grafik
Kantitatif protein tayini Bradford yontemine goére Coomassie Brillant Blue reaktifi

kullanilarak tayin edildi. Standart grafik stok BSA’ dan seyreltmeler yapilmak suretiyle
hazirland1 ve Sekil 15°deki grafikte standart caligma grafigi verilmektedir.
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v =0,0054x
R==10,9981

0,400 A
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Sekil 15. Bradford yontemine gore protein standart calisma grafigi
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3.3. CA’ nin Mersin Bah@ Eritrositlerinden Saflastirmasi

Balik eritrositlerinin SF ile yikandiktan sonra eritrosit paketlerinin par¢alanmasi ve
yiiksek devirli santriflij ile ayrilmasindan sonra uygulanan saflastirma adimlar1 ve elde

edilen saflastirma verileri Tablo 7°da verilmektedir.

Tablo 7. Mersin balig1 eritrositlerinden CA enziminin saflagtirma tablosu

Saflagtirma Toplam | Aktivite Protein Toplam | Toplam | Spesifik % Saflag
basamaklar1 Hacim | (EU/ml) miktar1 protein | aktivite | aktivite | Verim | tirma
(ml) (mg/ml) (mg) (EU/mg Katsa
protein) yis1
prurosi 62 55 11 682 | 3410 50 100
emolizati 1
Sepharoz-4B
Afinite kolonu 4,6 205 0,0076 0,035 943 26943 29 539
ve Diyaliz

3.4. Mersin Bahg1 Eritrositlerinden Saflastinlan CA’ nmm Optimum pH
Degerinin Belirlenmesi

Mersin balig1 eritrositlerinden saflastirilan Karbonik anhidraz enziminin hangi pH’
da maksimum aktivite verdigini belirlemek i¢in pH 6.0 ile pH 10.0 araliginda Tris tamponu

kullanarak esteraz aktivitesi 6l¢iildii. Enzimin maksimum aktivite gdsterdigi pH 9.0 olarak

tespit edildi (Sekil 16).

L

100

i

S0

i

60

% Bagil Aktivite

Sekil 16. Optimum pH ¢aligmasi grafigi
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3.5. Mersin Balig1 Eritrositlerinden Saflastinlan CA’ nin Optimum Sicakhk
Degerinin Belirlenmesi

Mersin balig1 eritrosit Karbonik anhidraz enzimin optimum reaksiyon sicakliginin
belirlenmesi igin 15 °C - 55 °C araliginda ve her 5 °C’ de bir 6lgiim yapmak suretiyle
aktivite Olclilmistiir. Kontak termometre yardimiyla spektrofotometrenin yaninda su
banyosunda ¢alisma yapildi. Enzimin 30 °C” de maksimum aktivite gosterdigi tespit edildi

(Sekil 17). 45 °C” de aktivitenin yaklasik % 55 oraninda azaldig tespit edilmistir.

f—

jo o) =

L} L) o)
i | |

% Bagl Aktivite

L
o]
i

G H 4 H 1
10 20 30 40 30 60

Sicaklik (°C)

Sekil 17. Optimum sicaklik ¢aligmas1 grafigi

3.6. Mersin Balg Eritrositlerinden Saflagtirlan CA’min Optimum Iyonik
Siddet Degerinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz enziminin degisik iyonik siddetlerde Tris tamponu kullanarak pH
9.0’ da aktiviteleri 6l¢tildii. Degisik Tris tamponu konsantrasyonlarinda yapilan dlgiimlerde

elde edilen sonuglar Sekil 18’de verilmektedir.
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Sekil 18. Optimum iyonik siddet ¢caligmas1 grafigi

Mersin Balig1 Eritrositlerinden Saflastinlan CA Optimum Substrat
Konsantrasyonun Belirlenmesi

Enzim konsantrasyonu sabit tutularak degisik substrat konsantrasyonlarinda esteraz

aktivitesi 0lciildii ve elde edilen degerler Sekil 19°deki grafikte verilmektedir.

Aktivite (uM/dk)

3000

O i H i
0 0.4 0.8 1,2 1.6
p-NPA (M}

Sekil 19. Optimum substrat konsantrasyonu ¢aligma grafigi
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p-nitrofenilasetat ile esteraz aktivitesi Ol¢iimiinde enzimin aktivitesinin substrat
konsantrasyonuna bagli olarak degisim gosterdigini ve Michealis-Menten grafigine gore

maksimum aktivitenin 1.5 mM konsantrasyonun iizerinde ulasildig1 goriilmektedir.

3.8. Mersin Bahgi Eritrositlerinden Saflastirillan CA’nin p-NPA Icin Kin , Vinaxs
Keat ve Vo ( Kea/ Kim) Degerlerinin Belirlenmesi

Degisik substrat konsantrasyonlarin yapilan esteraz aktivitesi Ol¢limii sonucu
Michaelis-Menten grafigi (Sekil 19) ve Lineweaver-Burck grafigi (Sekil 20) cizildi.
Enzimin Km ve V. degerleri 1/S ye karsi 1/V olacak sekilde Lineweaver-Burck grafigi
cizildi ve Km ve Vs degerleri grafikten bulundu. Buna gore enzimin p-NFA substratina

karst 30 °C’ de, pH= 9.0’ da ve doygun substrat konsantrasyonunda bulunan kinetik

degerleri Tablo 8’ de verilmektedir.

0.0015 -

-~ y = 0,0002x + 5E-05

;'3@ 0.001 - R?=0,9834

2
0,0005 -

H / H H H H H 1

-1 ] 1 2 3 4 5 &

-0.0005 - p-NPA (mb - Y

Sekil 20. Karbonik anhidrazin p-NFA substrat1 varligindaki Lineweaver-Burk grafigi

Enzimin katalitik giicliniin gostergesi olan ke, degeri kcar= Vmax/ Er formuliine gore
belirlendi. Enzimlerin katalitik etkinligini veya farkli substratlarin ayni enzimle iirline
doniistimiiniin karsilastirilmasinin bir yolu da reaksiyonlar i¢cin 6zgiillik sabitinin (V,)

bulunmasidir. Ozgiilliik sabiti Vo= keat / Kin” den hesapland.
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Tablo 8. Mersin balig1 eritrosit karbonik anhidrazinin kinetik sabitleri

Vmax Km kcat kcat/ Km

p-nitrofenil

-1 4 1
asetat 20(mM/dak) 4 mM 20,8 s 0.5 x107(1/uM.s™)

3.9. inhibisyon Cahsmalar

Inhibisyon calismalarmm bir kism1 esteraz bir kismu ise hidrataz aktivitesine gore
tayin edildi. Inhibisyon ¢aligmasinda enzimin bilinen inhibitdrlerinden asetazolamid ve
sulfanilamid kullanildi. Ayrica suda ¢oziinen bazi agir metal tuzlarinin ve pestisitlerin
enzime inhibisyon etkileri incelendi. En az 4-5 farkli konsantrasyonda yapilan inhibisyon
calismast sonucunda inhibitdr konsantrasyonu ile % inhibisyon arasinda pozitif lineer bir
korelasyon oldugu (R*: 0.9 - 1.0) bulunmustur. inhibitér maddelerin enzimin aktivitesini %
50 azaltan inhibitor sabitleri (ICso) degerleri Tablo 9’ de verilmektedir. Enzimin bilinen
inhibitorleri asetazolamid ve sulfanilamid yaninda agir metal iyonlar1 ve pestisitler
tarafindan inhibe oldugu goriilmektedir. Farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen %
inhibisyon degerleri Sekil 21°den Sekil 31°e kadar verilmektedir. Pestisitlerin en ideal
coziiciisii olarak DMSO kullanildi ve ilk 6nce ¢Oziicliniin enzime inhibisyon etkisi
belirlendi (Sekil 21). Calismada kullanilan pestisitlerin tiimiiniin CA’ y1 inhibe ettigi

bulunmustur.

100
R-= 09929

o

% Inhibisvon

0 i i i i

0 0.5 1 1,5
DMSO (M)

| S]
| =]
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Sekil 21. Céziicii DMSO nun inhibisyonu ( Hidrataz Aktivitesi)
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Sekil 22. Asetazolamid inhibisyonu (Esteraz Aktivitesi)
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Sekil 23.
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Sulfanilamid inhibisyonu (Esteraz Aktivitesi)
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Sekil 24. Zn™ inhibisyonu (Esteraz Aktivitesi)
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Sekil 25.
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ekil 26. Ag" inhibisyonu (Hidrataz Aktivitesi)
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ekil 27. Co™ inhibisyonu (Esteraz Aktivitesi)
y



56

100

R== 09632
80 -

i

60

% Inhibisvon
S
<

G ‘ i i H 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Korsulfan (ppm)

Sekil 28. Korsulfan inhibisyonu ( Hidrataz Aktivitesi)
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Sekil 29. Hektavin inhibisyonu ( Hidrataz Aktivitesi)
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Sekil 30. 2,4-DCP inhibisyonu ( Hidrataz Aktivitesi)
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Sekil 31. Dikotan inhibisyonu ( Hidrataz Aktivitesi)
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Sekil 32. Antrakol inhibisyonu ( Hidrataz Aktivitesi)

Tablo 9. Karbonik anhidraz i¢in ICsg inhibisyon degerleri

Inhibitér madde adi 1Cso Kullanilan yontem
Asetazolamid 0.1 uM esteraz
Sulfanilamid 4,0 uyM esteraz
ZnS0,4.7 H,O 2,8 mM esteraz
CuSOq4. 5 H,O 5.2mM esteraz
CoClL. H,O 3,4 mM esteraz
AgNO;3 1,7 mM hidrataz
DMSO 1,6 M hidrataz
2,4-Diklorofenol (DCP) 0,04 ppm hidrataz
Dikotan (fungisit) 0,005 ppm hidrataz
Antrakol (fungusit) 0,005 ppm hidrataz
Korsulfan (insektisit) 0,3 ppm hidrataz
Hektavin (insektisit) 0,8 ppm hidrataz

3.10. SDS-PAGE Elektroforez Bulgular

Enzimin safligmi kontrol etmek, alt birim sayilarmni tespit etmek ve molekiil kiitlesi
belirlemek i¢in saflastirilan enzim molekiil agirliklar: bilinen standart proteinleri ile SDS-
PAGE elektroforezine tabii tutulmustur. Standartlarin Rf degerlerine gére yapilan tayinde
Mersin balig1 eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz enziminin molekiil kiitlesinin

29.0 kDa oldugu bulunmustur (Sekil 33, Sekil 34).
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Sekil 33. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi. 1: Standart proteinler [a-Lactalbumin,
bovine milk (14,2); Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes (29,0):
Ovalbumin, chicken egg (45,0 kDa); Albumin, bovine serum (66,0 kDa);
Phosphorylase B, rabbit muscle (97,4 kDa); p-Galactosidase, E. coli (116,0
kDa); a- Macroglobulin (80,0 kDa): Myosin,Rabbit muscle (205,0 kDa)) 2:
Saflagtirilmig Mersin balig1 eritrosit hemolizati, 3: Eritrosit hemolizati
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Sekil 34. SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile mersin baligi eritrosit CA
enziminin molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart Rf grafigi



4. TARTISMA

Tiim canli tiirlerinde mevcut olan ve lizerinde en ¢ok ¢aligilan enzim olan Karbonik
anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1), canli sistemlerde pH, su, elektrolit ve
iyon transportu diizenleyicisi olarak rol alan bir enzimdir. Fizyolojik olarak
karbondioksidin hidrasyonunu ve bikarbonatin dehidratasyonunu doniisiimlii olarak
katalizler. Enzim hemen hemen biitiin dokularda mevcut olup hidrataz aktivitesinin
yaninda H™ ve HCO;" birikiminde de rol almaktadir (Giilgin vd., 2004). Enzimin bitkilerde
pH regiilasyonun yaninda Calvin ¢evriminde de Onemli rol aldigi bilinmektedir
(Jebanathirajah ve Coleman, 1998). Karbonik anhidraz 1 ve II enzimleri insan
eritrositlerden izole edilen ilk enzimler olup izolasyonlarinda en ¢ok kullanilan yontem
afinite kromatografisidir. Ilk defa 1970 lerde uygulanmaya baslanmis olan bu yéntemle
sonralar1 karbonik anhidraz 1 ve II izoenzimleri basarili bir sekilde birbirinden
ayrilabilmistir. Omurgalilarin eritrositlerinde CA I izoenziminin aktivitesinin CA II’ den
daha disik oldugu bildirilmektedir (Gervais ve Tufts, 1999). Ayrica bu enzimler
izoenzimler asetazolamid, iyodat ve bakir gibi inhibitorler tarafindan farkli inhibisyona
ugrama yonleriyle birbirinden farklilik gosterirler. Omurgalilarin ¢ok azinin eritrositlerinde
tek bir CA izoenzimi bulunur ( Sanyal vd., 1982). Karbonik anhidraz enziminin bugiine
kadar 16 tane izoenziminin oldugu bildirilmektedir ve arastirmalar daha fazla izoenziminin
olabilecegi yoniindedir (Esbaugh ve Tufts, 2007).

Karbonik anhidraz tiim omurgalilar gibi baliklarda da, metabolizma sonucu olusan
CO;’nin organizmada tasinmasinda ve atilmasinda ¢ok kritik 6nemi olan bir enzimdir.
Omurgalilarin ¢ogunda kan CO, hemen hemen aym yolla tasginir ve atilir. Dokudan
konsantrasyon gradientine gore diffiize olan CO; eritrositlere girer ve orada HCO3 ve H"
ya CA tarafindan katabolize olur. Olusan protonlarin biiyiik kismi Hb tarafindan
alinir(tamponlanir). Olusan bikarbonat anyonlarinin ¢ogu plazmadaki kloriir iyonlar1 ile
pasif transportla hiicre disina ¢ikartilir. Dokudan organa CO, in ¢ogu plazmada HCO;’
olarak tasinir ve bu cevrim genel olarak doniigiimliidiir. Kan CO;’in transportunda iki
Oonemli ajan eritrosit karbonik anhidrazi ve bant 3 adi verilen kloriir-bikarbonat transport
sistemidir. Omurgalilarin ¢ogunda, kanda CA aktivitesi eritrositlerden ileri gelmektedir.
Kan plazmasinda CA aktivitesi yoklugunun plazmada herhangi bir CA inhibit6riiniin

varligindan ileri geldigi diistiniilmektedir (Gervais ve Tufts, 1999).
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Karbonik anhidraz canlilar i¢in hayati dneme sahip bir enzimdir. Enzim her canli ve
dokuda farkli izoenzime ve farkli kinetik 6zelliklere sahip bulunmaktadir. Enzimin canh
organizmada nerelerde ve hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil fonksiyon gosterdigini
belirlemek icin her canli tiriinde ve dokularinda ayri ayr1 CA’ nin saflastirilip
karekterizasyonu tizerine binlerce ¢alisma bulunmaktadir. Ancak Mersin balig1 eritrosit ve
diger dokularinda bugiine kadar CA enziminin saflagtirilmas1 ve karakterize edilmesi
iizerine caligmaya rastlanilmamaktadir. Literatiirde CA aktivitesi en ¢ok caligilan balik
gokkusagi alabaligr (Oncorhynchus mykiss) olup degisik dokularindan CA izole edilmis
ve karekterize edilmistir (Soyut ve Beydemir 2008). Gokkusagi alabalig: bir tatli su baligi
olup, kiiltiir balik¢il1g1 en ¢ok yapilan balik tiiri olmasindan dolayi, enzim ¢alismalarinda
cok tercih edilmektedir.

Bu nedenle ¢aligmamizin amac1 Mersin balig1 eritrositlerindeki CA’ nin yapisal ve
kinetik 6zelliklerini incelemektir. Calismada mersin balig1 dokularindan balig1 6ldiirmeden
alabilecegimiz tek doku eritrosit dokusu oldugu i¢in sadece eritrosit karbonik anhidrazi
calisilmistir. Mersin balig1 hem tath suda hem tuzlu suda yasayabilen ve avcilig1 yasak
olan bir balik tiiriidiir. Balik numuneleri, Karadeniz Teknik Universitesi, Siirmene Deniz
Bilimleri Fakiiltesi tarafindan koruma altina alian ve arastirma amagli bakilan baliklardan
alimmistir. Hafif anestezi (benzokain) uygulanan 15 adet mersin baliginin kuyruk altindan
kalin enjektorle alinan balik kani eritrositleri serum fizyolojik ile 3 kez yikanmig ve
eritrositler saf su ile hemoliz edilmistir. Daha sonra 20.000 rpm’ de 40 dakika sogutmali
santrifiijle santrifiij yapilarak eritrosit disindaki partikiiller ¢oktiiriilmiistiir. CA enzimi
mersin balig1 eritrositlerinden Afinite Kromatografi ile saflastirilmistir ve karekterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. CA’ nin saflastirilmasinda afinite kromatografisi disinda baska
saflagtrma yontemleri de bulunmaktadir ancak siilfanilamid takili Sepharoz-4B kolunu
kullanilarak yapilan saflastirma yontemi basit, kullanish ve yiiksek verime sahip olmasi
gibi Ozellikleri bakimindan ¢ok tercih edilmektedir (Hall ve Schaer, 1983). Nitekim CA
metal afinite kromatografisi ile de Sepharose—iminodiacetate (IDA)-Zn>" kolonu
kullanilarak saflagtirilmistir (Banarjee, 2004). Hazirlanan afinite kolonunda syanojen
bromiir ile aktive edilmis Sepharoz-4B matriksine dnce uzant1 kolu olarak L- tirozin ve
sonra siilfanilamid takilmistir. Daha sonra dengeleme tamponu olarak 25 mM Tris/0,1 M
NaySOy4, pH 8.7 gecirilmistir. Eritrosit hemolizatinda bulunan CA’ lar kolona tutunduktan
sonra CA diginda bulunan tiim kirlilik yikama tamponu ile uzaklastirildi. Yikama islemi

hemoglobinin rengi 280 nm’ de absorbansi1 0.02° nin altna ininceye kadar devam etmistir.
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Karbonik anhidraz eliisyon ¢ozeltiyle sonra CA’ nin eliisyonu gergeklestirilmistir. Daha
sonra yikama c¢ozeltisinde de hidrataz aktivitesine bakilmistir ve CA aktivitesine
rastlanilmamigtir. Elisyon tamponu olarak pH 5.6’da 0.1 M CH3COONa/ 0.5 M NaClO4
tampon kullanilmistir. Eliisyonlar 5 ml’ lik fraksiyonlar halinde fraksiyon kollektorde
toplanilmistir. Toplanan eliiatlarda 6nce protein tayini Warburg yontemine gére 280 nm’
de absorbans okunarak sonra Bradford yontemine gére Coomassie Brillant Blue G-250 ile
yapilmistir (Sekil 14).Tiim tiiplerde hidrataz aktivitesine bakilmistir (Sekil 13). Daha sonra
protein miktar1 yiiksek olan tiiplerle hidrataz aktivitesi yliksek olan tiipler birlestirilmistir.
En yiiksek protein miktarmni ve en yliksek CA aktivitesine sahip tiipler tespit edildi ve
spesifik aktiviteler 0Olgiildii. Daha sonra spesifik aktiviteler yiiksek olan tiipler
birlestirilerek son spesifik aktivite tespit edilerek saflastirma tablosu hazirlanmistir
(Tablo 6). CA enzimi balik kanma gore yaklasik 539 kat saflagtirildi. Ayni saflastirma
yoluyla yapilan baska calismalarda karbonik anhidraz keci (Capra hircus) eritrositlerinde
262 kat (Sinan vd. 2007), alabalik karacigerinde 2260 kat (Soyut ve Beydemir, 2008),
gokkusagi alabalik solungaglarinda 104.8 kat (Hisar vd., 2006) ve insan eritrositlerinden
646 kat (Hisar vd., 2003) saflastirmislardir. Literatiirde mersin baligindan CA
saflastirilmast ¢alismasima rastlayamadigimiz ig¢in bulgularimizi karsilasgtrma imkanimiz
olmamaktadir.

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde iki yontem kullanilmistir. Enzimin fizyolojik
substrat1 olan CO,’ nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H' iyonunundan ileri gelen pH
degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gegen siirenin 6lgiilmesi esasina
dayanan hidrataz yontemi (Wilbur ve Anderson, 1948) kullanilmistir. Diger yontem ise
esteraz aktivitesi olup CA’nin ester bagini koparmasi esasina dayanmaktadir. Enzimin p-
nitrofenil asetat1 p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmesi sonucu 348 nm’ de
absorbans degisimi takip edilmektedir (Verpootre ve Mehta, 1967). CA’nin
karekterizasyon calismalarinda 6nce Michaelis-Menten sabitleri belirlenmistir. Degisik
substrat konsantrasyonlarinda esteraz aktivitesi Olglilerek ve de§isen substrat
konsantrasyonuna karst hiz Michailes-Menten (Sekil 18) ve Lineweaver-Burck’ e
(Sekil 20) gore ¢izilmistir. Grafiklerden saflastirilmis enzimin pH= 9.0 ve 30 ° C’ de p-
nitrofenil asetata karsi K, degeri 4 mM ve Vpu'st ise 20 mM/dakika olarak tespit
edilmistir. Turna bali1 eritrosit CA’smin p-nitrofenilasetat i¢in K, degerinin 8.4 mM
oldugu rapor edilmistir (Gervais vd. 1999). Gokkusag1 alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)
karacigerinden saflastirilan CA’ nin K, degerinin 0.66 mM (Soyut ve Beydemir, 2008),
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solungaglarindan saflasgtirilan CA’ nin K,, degerinin 8.13 mM (Hisar vd., 2006) oldugu
bildirilmektedir. p-nitrofenil asetata karsi buldugumuz K, degerlerinin literatiirdeki diger
CA’ larin K, degerlerinden biraz yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun anlami mersin balig1
eritrosit CA s p-NPA’ a karsi ilgisinin az oldugudur. Nitekim enzim saflagtirma tablosu
hazirlanirken de enzimin aktivitesi dogal substratt olan CO, kullanilarak da (hidrataz
aktivitesi) Ol¢iilmiistiir.

Daha sonra enzimin safligim1 ve molekiil kiitlesini belirlemek i¢in sodyum
dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilmistir. Molekiil agirhigi
bilinen standart proteinler kullanilarak tayin yapilmistir (Sekil. 4.21). Rf degerleri tespit
edilerek log Mk-Rf standart grafigi cizilerek (Sekil 32) ve molekiil agirligi tespit
edilmistir. Elekroforez bulgularma gore enzimin yaklagik molekiil agirligmin 29.0 kDa
oldugu tespit edilmistir. Zebrafish (Danio rerio) baliginda yapilan bir ¢alismada bizim
bulgularimiza benzer sekilde baliginin eritrosit CA’ smin 29 kDa agirliginda ve tek alt
birimden olustugu bildirilmektedir (Peterson vd. 1997). Nitekim yapilan baska
caligmalarda CA’ nin molekiil agirligin1 SDS-PAGE’ e gore alabalik karacigerinde 29.4
kDa ve jel filtrasyon teknigine gore ise 3.0 kDa olarak bulundugu tespit edilmistir (Soyut
ve Beydemir, 2008). Yapilan bir baska c¢alismada yine Gokkusagi alabalik
solungag¢larmdan izole edilen CA’ nin molekiil agirliginin SDS-PAGE ile 28.0 kDa ve jel
filtrasyon kromatografisi ile 27.0 kDa agirliginda oldugu bildirilmektedir (Hisar vd., 2006).
Mersin balig1 eritrositlerinden saflagtirilan enzimin optimum pH, sicaklik ve iyonik siddet
degerlerini belirlemek igin caligmalar yapilmistir. Enzimin esteraz aktivitesine gére pH
9.0’ da maksimum aktivite gosterdigi bulunmustur. CA’ nin esteraz aktivitesi klasik olarak
pH 7.0 dlglilmektedir. Saflastirmadan hemen sonra yapilan aktivite ¢alismasinda enzimin
sadece hidrataz aktivitesi gosterdigi ve fakat esteraz aktivitesini pH 7.0’ de gdstermedigi
goriilmiistiir. Ancak daha sonra pH 9.0’ da calisildiginda esteraz aktivitesinin oldugu
belirlenmis ve optimizasyon calismalarina bu pH’ da devam edilmistir. Calismamiza
benzer sekilde Soyut ve Beydemir (2008) gokkusagi alabaliginda CA aktivitesini pH 9.0’
da; Demir vd., (2005) s1gir mide i¢ duvar1 CA’ smi pH 7.5 de; Hisar vd., (2006) gokkusagi
alabalik solungaclarinda pH 9.5’da 6lgmiislerdir. CA 11, III, IV, V ve VII izoenzimlerinde
pH 8’ in iizerine ¢ikildiginda hidrataz aktivitesinin artig1 ve bu artisin pH 8.0’ de proton
alic1 olarak rol alan amino asit residiilerinin varligindan ileri geldigi bildirilmektedir (Qian

vd., 1999).
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Enzimin molekiili tarafindan 1 saniyede iirline doniistiiriilen substrat molekiilii
sayisina ke adi verilir. Turnover sayisi olarak bilinen bu deger enzimin etkinligini
gostermektedir (Nelson ve Cox, 2005). ke degeri bazi kitaplarda K; olarak da
adlandirilmaktadir. Eger bir reaksiyonda birden fazla basamak varsa ve bu basamaklardan
bir tanesi hiz sinirlayici basamak ise ke, bu hiz sabitine esittir. Mersin balig1 eritrosit CA’
sinin  p-nitrofenilasetat substrati igin ke degeri kea= Vmax/Er formiiliine gore
hesaplanmustir ve 20,8 s olarak bulundu.

Mersin balig1 eritrosit CA’ s1 i¢in bulunan k¢, degeri fizyolojik olmayan bir substrat
olan p-nitrofenil asetat igin diisiik bulunmustur. Literatiirde degisik kaynaklardan
saflastirilan CA nin ke, degerleri ise gokkusagi alabalik karaciger CA’ sinda p-nitrofenol
icin 32.8 s (Soyut ve Beydemir, 2008), turna balig1 (dmia cavla) eritrositlerinde CO,
kullanarak hidrataz akvitesine karst bulunan ke degeri 5.1x10% s™ bulundugu (Gervais vd.
1999) bildirilmektedir.

Genel olarak CA’ nin daha ¢ok tek alt birim halinde bulundugu fakat bazi
kaynaklarda birden fazla alt birim igerdigi bildirilmektedir. Nitekim insan ve sigir
eritrositlerinde bulunan CA’ nin tek alt birimden, kdpek baliginda ise molekiil agirligi 36.0
kDa ve 40.0 kDa olan iki alt birimden (Maynard ve Coleman, 1971), kloroplastlarda
bulunan CA’ nm alt1 alt birimden olustugu bildirilmektedir (Ozdemir vd. 1997).
Saflagtirilan enzimin optimum sicaklik degerini belirlemek igin 15 ° C -55 ° C arasindaki
sicakliklarda, her 5 ° C* de bir sicakligi artirmak suretiyle 6lgiim yapilmistir. Enzimim
optimum sicakliginin 30 °C oldugu belirlenmistir. CA enzimi optimum sicakligi degisik
canlt organizmalarda ve dokularda degisim gostermektedir. Soyut (2006)’ da gokkusag:
alabalik karaciger, bobrek, kas ve beyin dokularinda optimum sicakligin 40 ° C oldugunu,
alabalik goz lenslerinde optimun sicakhigin ise 22,5 ° C oldugunu tespit etmislerdir (Hisar
vd., 2006).

Saflastirilan enzimin optimum aktivite gosterdigi iyonik siddeti tespit etmek i¢in 0.1
M ve 1 M’ lik Tris-SO4 tamponlar1 kullanilmistir ve 0.05 M lik Tris-SO4 tamponunda en
yiikksek aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil.4.6). Beydemir vd. (2006)° da
gokkusagi alabalik g6z lensinde 0.025 M Tris-SO4 tamponunda ve pH=7.2 olarak tespit
etmislerdir.

Insan CA-II inhibitérleri bugiin klinikte glokom tedavisinde ve CA-XII inhibitérleri
kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Siilfanilamid ve asetazolamid en yaygin kullanilan

inhibitorlerdir (Innocenti vd., 2007). Calismada mersin baligindan saflastirilan CA enzimi



66

lizerine inhibisyon calismalar1 yapilmustir. Inhibisyon degerleri sadece enzimi % 50 inhibe
eden inhibitor madde miktar1 cinsinden ICsy olarak tespit edilmistir. Yeterince fazla
miktarda saf enzim elde edilemediginden inhibisyon sabiti K; degerleri tespit
edilememistir. Dolayisiyla inhibisyon tipi belirlenememistir. Degisik inhibitér madde
konsantrasyonlarinda ¢alisma yapmak suretiyle ICsy degerleri tespit edilmistir. ICso degeri
literatiire ¢ok yaygin sekilde kullanilan bir deger olup, yiiksek ICsy degeri diisiik
inhibisyonu ve diisiik ICso degeri ise yiiksek inhibisyon varligini gostermektedir. Enzimin
klasik inhibitorleri olan siilfanilamid ve azolamid i¢in bulunan ICs, degerleri sirasiyla
0, mM ve 3.94 mM olup esteraz aktivitesine gore tespit edilmistir. Gokkusagi
alabaliginda yapilan bir ¢aligmada siilfanilamid i¢in Ki degerinin 3.94 mM oldugu ve
yarigmasiz inhibitdr oldugu bildirilmektedir (Hisar, 2006). CA enziminin ¢evre kirliligi
olusturan unsurlara karsi roliinii tespit etmek amaciyla bazi agwr metal iyonlarmna ve
pestisitlere karsi aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Calismada smirli sayida agir metal tuzu
kullanmamizm sebebi agir metal tuzlarinin suda ¢dziinmeyisi ve enzim g¢ozeltisine ilave
edildiginde ¢okelek olusturmalarmdan ileri gelmektedir. Ornegin Aliiminyum tuzlar1 deney
ortamina ilave edildiklerinde ¢okelek olusturmuslardir. Zn™, Cu™, Co™ ve Ag” tuzlarmin
degisen konsantrasyonlarda (swrasiyla 2.8 mM, 5.2 mM, 3.4 mM ve 1.7 mM) inhibisyon
yaptig1 esteraz aktivitesine gore tespit edilmistir. Gokkusagi alabaliginda yapilan bir
¢alismada Co '’ nin yarigmasiz, Cu™ * nin yarismali, Zn'* > nin yar1 yarismal, Ag”’ nin
yarigmasiz inhibisyon gosterdigi bildirilmektedir (Soyiit, 2006). Christensen ve Tucker
(1976)’ da baliklar iizerine yaptiklar1 alismada Cd™, Cu™ ve Zn™ iyonlarmm CA’ y1
yaklasik 10° M gibi cok diisik konsantrasyonlarda inhibe ettigini bildirmektedirler.
Rainbow trout karaciger CA’ sinda yapilan ¢alismada IC s degerleri Co' i¢in 0.05 mM,
Cu™? i¢in 30 mM, Zn"? i¢in 47.1 mM ve Ag" i¢in 0.01 mM olarak bulunmustur (Soyut ve
Beydemir, 2008). Bunun yaninda insan CA II’ sinda yapilan ¢alismada Co™ ve Hg™
iyonlarinin  yiiksek konsantrasyonlarda (K; 3.91 ve 1.42) inhibisyon gosterdigi
bildirilmektedir (Ekinci, vd. 2007). Metal iyonlar1 gibi agir metal iyonlar1 diisiik
miktarlarda zararsiz olabilirken yiiksek miktarlarda c¢ok ciddi tahriplere yol
acabilmektedirler. Her 1iyon her canlida farkli konsantrasyonlarda inhibisyon
gosterebilmektedir. Agir metal iyonlari, 6zellikle proteinlerin sistein-SH, tirozin-OH ve
arginin, guanidin gibi fonksiyonel gruplarina etki ederek proteinlerin yapisini

degistirebilmektedirler. Ozellikle enzimlerin aktif merkezlerinde yer alan sistein amino
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asitleriyle agir metal iyonlar1 birleserek merkaptan bilesikleri olusturmak suretiyle enzim
aktivitesinde kaybolma gozlenir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Pestisitler genel olarak zararli organizmalar1 ortadan kaldirmak ya da miicadele
etmek icin kullanilan c¢esitli kimyasal maddelerdir. Organofosfatli, klorofenol ve
karbamatlh bilesikler olan pestisitler genel olarak toksik 6zellige sahip olup sadece zararli
organizmalar1 degil diger canlilara da etki etmektedirler. Pestisitler agir metaller gibi doza
bagh olarak etki gdsteren maddelerdir. Bazilar1 ¢ok diisiik konsantrasyonlarda toksik etki
gosterirken bazilari ise yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkiye sahiptirler (Isik, 2004) .
Calismamizda herbisit, insektisit ve fungisit olarak ¢ok sik kullanilan 5 ayri pestisitin
Mersin baligit CA’s1 iizerine etkisi incelenmistir. Suda ¢éziinmeyen ve diger ¢oziiciilerde
cok zor ¢oziinen pestisitler DMSO’de ¢oziilmiistiir. CA’nin pestisit inhibisyon ¢aligmasi
hidrataz aktivitesine gore tayin edilmistir ve DMSO’iin CA’ ya % inhibisyon degeri
pestisitin % inhibisyon degerinden ¢ikarilarak hesaplamalar yapilmistir. Yani ¢oziicii korii
kullanilmigtir. Calismada kullanilan pestisitlerin molekiil agirliklar1 tam olarak tesbit
edilemediginden 1Csy degerleri ppm (mg/mL) cinsinden hesaplanmistir. Sonug olarak 2,4-
diklofofenol, Korsulfan™ ve Hektavin™ , Dikotan™ (dithiocarbamate) ile Antracol™ (
N,N'-(1,2-Propylen) thioharnstof) maddelerinin inhibitér olarak rol oynadiklari
goriilmiistiir. Dikotan ve antrakol c¢ok diisiik konsantrasyonlarda da inhibitor etkisi
gostermistir (ICsp 0.05 ppm) . 2,4 diklorofenoliin Mersin baligit CA’ s1 iizerinde etkili bir
inhibitor oldugu daha sonra sirasiyla korsulfanin ve hektavinin etkili oldugu bulunmustur.
Oncorhynchus mykiss ve Cyprinus carpio carpio’ dan elde edilen CA’ larda degisik tiirde
pestisitlerin degisen oranlarda CA’ y1 inhibe ettikleri bildirilmektedir (Dogan, 2005). Bir
keci tiirii olan (Capra hircus) eritrositlerinden saflastirilan CA’ da yapilan ¢alismalarda
Nuarimol™, Fenarimol™ ve 2,4- diklofofenol pestisitlerinin ICsy degerlerinin sirasiyla
0.352, 0.924 ve 2.04 mM oldugu, enzimi inhibe ettikleri ancak paration-metilinin ise
tersine enzimi aktive ettigi bildirilmektedir (Sinan vd. 2007).

Agir metal iyonlar1 ve pestisitler onemli derecede cevre kirliligi olusturan ajanlardir.
Yapilan ¢alismada mersin baligindan izole ettigimiz eritrosit CA’ s1 iizerinde ¢esitli metal

iyonlar1 ve pestisitlerin inhibitdr madde olarak etki gosterdikleri goriilmiistiir.



5. SONUCLAR

Tath su ve tuzlu suda yasayabilen bir balik tiirli olan ve nesli giderek azalan Mersin
balig1 (acipencer gueldenstaedti) eritrositlerinden Afinite kromatografisi yontemine gore
karbonik anhidraz enzimi ilk kez saflastirilmistir. CA kinetik 6zellikleri ve gevre kirletici
bazi ajanlara kars1 ilgisi calisilmistir. Sepharose 4B affinite kolonundan enzim balik kanina
gore 539 kat saflastirilmistir ve molekiil kiitlesinin SDS- PAGE elektroforezine gore 29
kDa oldugu tespit edilmistir. Enzimin p-nitrofenil asetat substratina kars1 K., degeri 4 mM
ve Vmax degeri ise 20 mM/ dak. olarak tespit edilmistir. Enzimin pH 9.0’da, 30 °C’ de, 0.05
M Tris-SO4 tamponunda optimum aktivite degerlerine sahip oldugu ve ke, degerinin 20.8
s oldugu tespit edilmistir. Enzimin klasik inhibitorleri olan siilfanilamid ve asetazolamid
inhibitorlerine karsit bulunan ICsy degerleri literatiirle uyumlu olup 4.0 uM ve 0.1 uM
olarak tespit edilmistir. CA’ nin tek bir alt birimden olustugu, 29 kDa molekiil agirligina
sahip oldugu, fizyolojik substratinin CO, oldugu ve p-NFA kars1 ilgisinin nisbeten diisiik
oldugu, enzimin klasik inhibitorleri siilfanilamid, asetazolamid yaninda agir metal iyonlari
ile baz1 pestisitler tarafindan da inhibisyona ugradigi bulunmustur. Enzimin Zn", Cu*?,
Co™” ve Ag" agir metal iyonlar1 ve pestisitler tarafindan inhibisyona ugradig: tesbit
edilmistir. Enzimin Tirkiye’de sik¢a kullanilan baz1 pestisitler (2,4-diklofofenol,
Korsulfan™ , Hektavin™ , Dikotan™ ve Antracol™ ) tarafindan inhibe oldugunun tespiti
Onem tagimaktadir. Bu da nesli tiikenmekte olan Mersin Baliklarinin korunmasi agisindan

Onem tasimaktadir.



6. ONERILER

CA enzimleri insan hastaliklarinin bir¢ogunun tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in
hedef enzim o&zelligindedir. Asetazolamid, brinzolamid, dorzolamid gibi siilfonamid
tiirevleri olan ilaglarin karbonik anhidrazlarin inhibitorleri oldugu bilinmektedir (Biilbiil
vd., 2002).  Mersin balig1 eritrositlerinden karbonik anhidraz enziminin afinite
kromatografisi ile saflastirilmasi calismasinda amaglardan biri de bdyle bir ¢aligma
yapmaktir. Insanlarda glukoma gz rahatsizhigmin tedavisinde de CA inhibitdrlerinin
kullanildig1 bilinmektedir (Giilgin vd., 2004).

Bunlarin yan1 sira pek ¢ok kimyasal maddenin, enzimin aktivitesini azalttig1 hatta
durdurdugu bilinmektedir. Bu ¢alismada enzimin mersin baligindan afinite kromatografisi
ile saflagtirilmasi amaglanmistir. Ayrica enzimin inhibisyonu incelenecektir. Nihai hedef
ise bulunmasi1 beklenen inhibitér maddelerin tibbi alanlarda da kullanilabilmesidir.

Mersin balig1 eritrositlerinden ilk kez saflagtirilan karbonik anhidraz enziminin
sadece eritrositlerde degil ayni zamanda da karaciger, bobrek, kas ve solungag
dokularmdan da saflastirilip kinetik Ozelliklerinin aydinlatilmasi, enzimin alt birim
sayisinin dogal elektroforetik yontemler kullanilarak aydinlatilmasi, enzimin gergek
molekiil kiitlesinin tespiti ig¢in jel filtrasyon kromatografisinin de uygulanmasi,
eritrositlerin yikanmasi esnasinda elde edilen plazmanin baska balik ¢alismalarindakine
benzer sekilde inhibisyon etkisinin olup olmadigmnin arastirilmasi, cevresel kirlilik
olusturan cesitli deterjan, giibreler ve sanayi atiklarinda CA inhibisyonu arastiriimasi,
eritrositlerde CA’ dan baska enzimlerin de saflastirilip kinetik Ozelliklerinin ortaya

konmalar1 bagka yiiksek lisans ve doktora tezlerine konu olabilecegi diisiiniilmektedir.
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