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SOLUNGAC VE KAS DOKULARINDAN KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI METAL iYONLARININ
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Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. IThami GULCIN

Bu tez kapsaminda Karadeniz alabaligi (Salmo trutta Labrax) bobrek, karaciger, solungag
ve kas dokularindan karbonik anhidraz (CA) enzimi sirastyla 603.77, 561.79, 1395.35 ve
297.03 EU/mg spesifik aktiviteleriyle birlikte, %35.5, 18.6, 71.1 ve 75.0 verimlerle
Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolon kromatografisi kullanilarak saflagtirildi.
Karadeniz alabaligimin bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokulari CA enzimi igin
saflastirma kat sayilari sirasiyla 349.00, 362.45, 1116.28 ve 471.47 olarak tespit edildi.

Enzimin safligin1 kontrol etmek ve alt birim molekiil kiitlelerini tespit etmek amaciyla
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve tek bant gézlendi. Enzimin alt birim molekiil
kiitlesi bobrek doku i¢in 29.71 kDa, karaciger doku i¢in 29.50 kDa, solunga¢ doku igin
32.00 kDa ve kas doku igin 28.80 kDa olarak belirlendi.

Tiim dokulardan saflastirilan CA enzimi i¢in optimum iyonik siddet 1 M Tris-SO, tamponu
olarak belirlendi. Optimum ve stabil pH degerleri 4°C’de 1 M Tris-SO, ve fosfat tamponlari
kullanilarak hesaplandi. CA enziminin optimum sicaklik, aktivasyon enerjisi (Ea),
aktivasyon entalpisi (AH) ve Qg degerleri Arrhenius grafiginden elde edildi. Saflastirilan
enzimlerin Ky ve Vmax degerleri  Lineweaver-Burk grafiklerinden hesaplandi. Karadeniz
alabaliginin bobrek, karaciger, solungac¢ ve kas dokulart CA enzimi Key degerleri sirasiyla
688.05, 1505.62, 1824.29 ve 1222.78 st olarak hesaplandi. Bununla birlikte, Karadeniz
alabalig1 dokularindan saflastirilan CA enzimi aktivitesi iizerine bazi agir metal iyonlarmin
(Fe?*, Pb*, Co**, Ag" ve Cu®) inhibisyon etkileri esteraz metodu kullamilarak in vitro
sartlarda incelendi. Enzim aktivitesinin %50’sinin inhibe edildigi metal konsantrasyonlari
(ICsp) tiim dokulardan saflastirilan CA enzimleri i¢in belirlendi. Son olarak bu dokular i¢in
Kidegerleri ve inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk grafiklerinden hesaplandi.

2015, 162 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karadeniz alabaligi, Salmo trutta Labrax, enzim saflastirma, enzim
karakterizasyon, karbonik anhidraz, agir metal



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF CARBONIC ANHYDRASE
ENZYME FROM BLACK SEA TROUT (Salmo trutta Labrax) TISSUES AND
INHIBITION EFFECTS OF SOME METAL IONS ON THE ENZYME ACTIVITY

Murat KUCUK

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry
Subdivision of Biochemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ilhami GULCIN

In this thesis, carbonic anhydrase (CA) enzyme was purified from black sea trout (Salmo
trutta Labrax) kidney, liver, gills and muscle tissues with a specific activity of 603.77,
561.79, 1395.35 and 297.03 EU/mg and a yield of 35.5%, 18.6, 71.1 and 75,0% using
Sepharose-4B-L-tyrosine-sulphanilamide affinity column chromatography, respectively.
The overall purifications from black sea trout kidney, liver, gills and muscle tissues CA
enzymes were approximately 349.00, 362.45, 1116.28 and 471.47 fold purified
respectively.

For determination of enzyme purity and subunit molecular weights, SDS-gel electrophoresis
was performed and single band was absorved for each tissue. The subunit molecular weight
of enzymes were evaluated as 29.71 kDa for kidney, 29.50 kDa for liver, 32.00 kDa for gills
and 28.80 kDa for muscle tissues.

Optimum ionic strengths for CA enzymes from all tissues were obtained as 1 M Tris-SO4
buffer. Optimum and stable pHs were determined 1 M Tris-SO4 and phosphate buffers at
4°C. The optimum temperature, activation energy (Ea), activation enthalpy (AH) and Qg
values were obtained from Arrhenius plot for CA enzymes. Then Ky and Vnax Values for p-
nitrophenilacetate of the purified enzymes were calculated from Lineweaver-Burk graphs.
Kcat Values of the black sea trout’s kidney, liver, gills and muscle tissues CA enzymes were
calculated as 688.05, 1505.62, 1824.29 and 1222.78 s™ respectively. Also, the inhibitory
effects of different heavy metal ions (Fe?*, Pb?*, Co?*, Ag" ve Cu?*) on black sea trout CA
enzyme activities were investigated by using esterase method under in vitro conditions. The
heavy metal concentrations inhibiting 50% of enzyme activity (ICsp) were obtained for CA
enzymes from all tissues. Finally, K; values and inhibition types for these tissues were also
calculated from Lineweaver-Burk graphs.

2015, 162 pages
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1. GIRIS

Kimya laboratuvarlarinda gilinlerce silirecek bir sentez, canli organizmalarda, seri
haldeki reaksiyonlarla, enzimler tarafindan saniyenin binde biri kadar bir siire icerisinde
gerceklesebilir. Mesela bir E. coli hiicresinde ii¢ basit molekiilden (su, amonyak, ve
glikoz) binlerce ¢esit kompleks organik bilesik sentezlenmektedir. Bu olayda bir
kimyagerin riiyasinda bile goremeyecegi bir maharet sergilenmektedir. Eger bir
kimyagerden ayn1 maddeleri kullanarak bir amino asit veya lipidin tek bir kap i¢inde
sentezi istense, kesinlikle bu zor ise kalkismayacaktir. Ciinkii bir kap i¢inde yalniz bir
tek reaksiyon gergeklesebilir ve yukaridaki baslangic maddelerinden istenilen
sentezlerin yapilabilmesi de yiizden fazla reaksiyonla miimkiin olur. Fakat E.coli
hiicresini bir kap kabul etsek, yaklagik 7000 cesit organik bilesik, basit su, amonyak ve
glukozdan 20 dakika i¢inde bir arada yapilmaktadir. Bu islemler, bu kadar kisa siirede
ve diizenli olarak metabolizma igerinde biyolojik katalizorler olan enzimler tarafindan

gerceklesmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli organizmalardaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran ve higbir yan iirlin olusmasina firsat vermeden %100°’liik {iriin
verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu
hari¢ enzimler protein yapisindadir. Enzimler proteinlerin en biiylik ve en 6zellesmis

grubunu teskil ederler (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzim kullanilan bir tepkimenin ayirt edici ozelligi, aktif bolge olarak adlandirilan
enzim {izerindeki smirlanmig bir bélgenin i¢cinde meydana gelmesidir. Enzimin aktif
bolgesine baglanan ve enzimin iizerinde aktivite gosterdigi molekiile substrat denir.
Aktif bolge ylizeyi, yan gruplar1 substrata baglanan ve bunun kimyasal doniistimiinii
katalizleyen amino asit kalintilartyla olusmustur. Enzimin aktif bolgesinin substrata
baglamasi ile olusan enzim-substrat kompleksi (ES) ilk olarak enzim iiriin kompleksine
(EP), sonra da serbest enzim (E) ve iirtine (P) doniismektedir (Onat ve Emerk 1997;
Lehninger 2005).



E + § & ES & EP & E+ P

Enzim  Substrat Enzim-Substrat Enzim- Urin ~ Enzim Uriin
kompleksi kompleksi

ES enzimin substratla EP ise iiriinle olusturdugu geg¢is komplekstir. ES hem enzim
aktivitesinde merkezi bir rol oynar hem de enzim mekanizmalarinin tanimlanmasi ve
enzimle katalizlenen tepkimelerin kinetik davraniglarinin anlasilmasi i¢in bir baslangi¢

noktas1 olusturur (Lehninger 2005).

Enzimlerin katalizleme gii¢leri turnover sayisi ile ifade edilir. Turnover sayisi, birim
zamanda bir mol enzimin Uriine doniistiirdiigii substratin mol sayisidir. Karbonik
anhidraz turnover sayist 600.000 s olan enzimdir. Turnover sayisi en yiiksek olan
enzim 40.000.000 s™ ile katalazdir (Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler reaksiyonlarin ger¢eklesmesi icin gereken aktivasyon enerjisini diisiirerek
reaksiyonlar1 10°-10"" kat hizlandirirlar. Béylece enzimler laboratuvar sartlarinda
gerceklesmesi ¢ok zaman alan ve bircok basamaga ihtiya¢ duyan, bazen de yiiksek
sicaklik, basing, asir1 bazik ve asidik ortam gerektiren reaksiyonlarin, hiicre i¢i sartlarda
birkag saniye gibi ¢ok kisa bir zamanda meydana gelmesini saglar. Ornegin iireaz
enziminin, iireyi NHs ve COj’e¢ parcaladigi reaksiyon enzim varhiginda 10* kat

hizlanmaktadir (Alver 1997; Lehninger 2005).

Enzimlerin isimlendirmesi ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda enzimin etki ettigi substrat
adinin sonuna (-az) eki getirilerek (iireaz, lipaz, fosfataz vb.) veya genel adlariyla
(pepsin, tripsin) yapilirken, giiniimiizde Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan
yapilan sistematik siniflandirmaya gore isimlendirilmektedir. Bu smiflandirmada her
enzim dort rakamli bir kod numaras: ile (E.C.) tanimlanmistir. Bu dort rakamdan
birincisi enzimin bagli bulundugu grubu, ikinci rakam alt grubu, {igiincii rakam daha alt
grubu ve son rakam ise ilk li¢ numarasi ayni olan enzimler arasindaki siray1 ifade eder

(Bingdl 1983; Tekman ve Oner 1986; Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009 ).



Enzimler etki ettigi reaksiyon tiplerine ve reaksiyon mekanizmalarina gore su sekilde

simiflandirilmastir;

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme ve indirgenme (redoks) reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir.

2. Transferazlar: Iki substrat molekiilii arasinda hidrojen disindaki gruplarin
transferini saglayan enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Su katilmasiyla peptid, glikozid, ester gibi baglarin koparildig: hidroliz
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

4. Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin
uzaklagtirlldigt ve yeni ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen
enzimlerdir.

5. izomerazlar: izomer molekiilleri birbirine doniistiiren reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimlerdir.

6. Ligazlar: Enerjice zengin bir bagin kopmasi ile agiga ¢ikan enerji yardimiyla iki

molekiiliin baglanmas1 reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Enzimlerin en 6nemli 6zellikleri katalizleme giicleri ve spesifiklik olmalaridir. Bazi
enzimler katalizleme fonksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine getirebilirken,
diger bir kism1 bu gorev icin ya bir metal iyonu veya organik bir bilesige ihtiyac
duyarlar. Kofaktor olarak bilinen bu yapilar enzimin protein kismina farkli kuvvetlerle
tutunmus haldedirler. Bir proteinin islevi ig¢in gerekli tim yardimci faktorleri iceren
yaptya, holoenzim; kofaktorlerini kaybetmis yalnizca protein kismini igeren kismi ise

apoenzim olarak adlandirilir (Altan 2000).

Enzimler substratlarina ve katalizledikleri reaksiyon tiplerine son derece spesifiktir.
Genellikle bir enzim sadece bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip benzer reaksiyonlari
katalizler. Ornegin, proteolitik enzimler peptit baglarinin hidrolizini gergeklestirirler. Bu
enzimlerin substrat 6zgiilliikleri birbirinden farklidir. Tripsin sadece lisin veya arginin
reziidiilerinin karboksil grubu tarafindaki peptit baglarmi parcalar. Bir¢cok enzimin

sterospesifiklik ozelligi de vardir. Bazi enzimler substrat molekiiliiniin D-formunu



irtine c¢evirirlerken, bir kismi da L- formunu iiriine donistiren tepkimeyi
katalizlemektedir. Ornegin, glutamat 3-dehidrogenaz enzimi L-glutamat ve laktat
dehidrogenaz enzimi ise L-laktat iizerinde etkilidir ve D-formunu etkilemez. Bazen
enzimler bir grubu olusturan substratlara etki ederler. Ornegin “hekzokinazlar” grup
Ozgilligli gosteren enzimler olup heksozlarin fosforilasyonunu saglarlar. Enzimlerin
bazilar1 ise belirli bir bag ihtiva eden bircok maddelere etki ederler. Ornegin esterazlar
bircok ester baglarmi pargaladiklar1 halde peptit baglarimi ihtiva eden proteinleri

hidrolizlemezler (Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Ayrica ayni canl tiiriinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli fiziksel ve kimyasal
ozellikleri olan enzimler de vardir. Bu tip enzimlere izoenzim denir. Izoenzimlerin
substratlarina, kofaktdrlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri farklidir. Izoenzimlerin
baslica Ozellikleri arasinda aminoasit dizilislerinin farkli olmasi, izoelektrik noktalarinin
farkli olmasi, herbir izoenzimin farkli geninin olmasi ve inhibitorlere afinitelerinin
farkli olmasi sayilabilir. izoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir
hiicrenin farkli subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler. izoenzimlere bu tez

kapsaminda calisilan karbonik anhidraz 6rnek olarak verilebilir (Devlin 2002).

Bir doku ekstrakti i¢indeki enzimin miktar1, aktiviteleri esas alinarak belirlenir ve enzim
iinitesi (EU) cinsinden verilir. 25°C’de ve optimal sartlarda 1 mikromol substrat1 1
dakikada tirline doniistiiren enzim miktar1 1 enzim tinitesi olarak kabul edilir. Enzimin
safligimin diger bir olgiisii ise spesifik aktivitedir. Spesifik aktivite, mg protein basina

diisen enzim tinitesi olarak tanimlanir (Lehninger 2005; Bingdl 1983).

Enzimlerin aktivitelerini arttiran bilesiklere aktivator adi verilir. Genellikle aktivatorler
kiigiik iyonlar ya da fazla biiyiikk olmayan molekiillerdir (Goziikara 1989). Bazi
bilesikler tarafindan enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmasina hatta yok edilmesine inhibisyon, buna sebep olan bilesiklere de inhibitor
denilir. Inhibitdrler, genellikle kiiciik mol agirligina sahip bilesik ya da iyonlardir.
Inhibitdrler enzimin aktif bolgesine ya da aktif bdlge disinda bir kismina baglanarak

etkilerini gosterirler. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde baslt



basma bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bir¢ok ila¢ ve toksik maddeler enzimler
lizerinde etkilerini bu sekilde gosterir. Ornegin aspirin agriya sebep olan
prostaglandinlerin sentezindeki ilk basamagi katalizleyen enzimi inhibe eder.
Inhibitérler hem enzim etki mekanizmalarinin hem de metabolik yollarin

aydinlatilmasinda biyokimyacilar i¢in 6nemli bir aragtir (Keha ve Kiifrevioglu 2009;
Lehninger 2005).

Enzimatik inhibisyon iki tirlidiir;

e DoOniistimsiiz inhibisyon

e DOniistimlii inhibisyon

1-Déniisiimsiiz inhibisyon: Bu inhibisyon tiiriinde inhibitor enzime ya kovalent olarak
baglanir ya da zor ayrilabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyarilarinin iletilmesinde
Oonemli bir rol oynayan asetil kolin esteraz enziminin, sinir gazi zehirleri tarafindan
inhibisyonu buna iyi bir Ornektir. Donilisiimsiiz inhibisyonda Vs (enzimatik

reaksiyonun ulasilabilecegi maksimum hiz) azalir, Ky ise (enzimin substrata ilgisini

gosteren sabit) degismeden kalir (Segel 1975; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

C
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Sekil 1.1. Doniisiimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi

2-Déniisiimlii Inhibisyon: Déoniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitdriin etkilesmesi
bir denge tepkimesi seklindedir. Doniisiimlii inhibisyon: Yarigmali (kompetitif),
yarismasiz (nonkompetitif) ve yariyarigsmali (unkompetitif) olmak iizere ii¢ grupta

incelenir;



a-Yarismah (Kompetitif) inhibisyon: Déniisiimlii inhibisyonun en basit tiirii yarismali
inhibisyondur. Yarigmali inhibitér yapi1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif
bolgesine baglanarak substratin enzime baglanmasini engeller. BOylece substrat ile
inhibitdr enzimin aktif bolgesine baglanmak igin bir tiir yaris haline girerler. inhibitor
enzime donisiimlii baglandig1 i¢in substrat konsantrasyonu arttirildiginda inhibitdriin
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Bundan dolayt enzimin Vpa degeri

degismezken, Ky degeri artar (Segel 1975; Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu

J?“" © C»

Sekil 1.2. Yarigmali inhibisyon sematik gosterimi

b-Yarismasiz (Nonkompetitify Inhibisyon: Yarismasiz inhibisyonda; inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine ayni anda baglanabilir. Bu tiir baglanma enzimin farkli
bolgelerine oldugundan substrat ile inhibitér arasinda yarigma séz konusu degildir.
Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyonun kaldirilamaz. Yarismasiz bir
inhibitoér etkisini; enzimin turnover sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek
gosterir. Enzimin Vg degeri azalirken, Ky degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitor
farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin EI ve ESI olmak iizere iki farkli inaktif
kompleksi meydana gelir. Yarismasiz inhibisyona ornek olarak enzimlerin siilfidril
(-SH) gruplarina bazi agir metal iyonlarinin merkaptan olusturacak sekilde doniistimli

olarak baglanmasi verilebilir (Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

ESH + Ag —— ESAg + H



Burada -SH grubu aktif bolgede bulunabildigi gibi, enzimin {i¢ boyutlu yapisinin

olusumunda etkili olan bir bolgesinde de yer alabilir.

[
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Sekil 1.3. Yarismasiz inhibisyonun sematik gosterimi

c-Yar1 Yarismah (Unkompetitif) Inhibisyon: Bu inhibisyon tiiriinde; inhibitér serbest
haldeki enzime degil de, ES kompleksine baglanir. Bunun igin tek substratl
sistemlerde, yar1 yarigmali inhibisyon az goriiliir. Birden fazla substratli enzimlerde bu
inhibisyon tipine daha ¢ok rastlanir. ESI kompleksi ortamda siirekli olarak var
olacagindan, yar1 yarigmali inhibitér varhiginda Vygax azalir. ESI kompleksinin
olusumasiyla ES kompleksi ortamdan siirekli azalacagindan, enzim ve substrattan ES

kompleksinin olusum dengesi daha fazla saga kayar ve Ky degeri kiigiiliir (Segel 1975;

Telefoncu 1986).
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Sekil 1.4. Yar1 yarismali inhibisyonun gosterimi



Bir¢gok multienzim sistemi, reaksiyon hizlarmi diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu
sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonun son iirlinii belirli bir konsantrasyona ulastiginda
sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere
allosterik enzim, bu olaya da feed-back (geri besleme) inhibisyonu denir. Birden fazla
polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde; inhibitorlerin enzime baglanmasiyla,
degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesmelerle allosterik
inhibisyon meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere modiilatér adi
verilir. Allosterik enzimlerin kinetigi, sigmoidal grafikler gosterdiginden Michaelis-

Menten kinetiginden farklidir (Stryer 1988).

Inhibisyon ¢esidinin ve ilgili K; sabitinin belirlenmesi igin en ¢ok basvurulan yontem
Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V’ye karst 1/[S] grafigi en az ii¢ farkli
sabit inhibitor konsantrasyonunda cizilir. Kesim noktalarindan degerlendirmeler yapilir.
Kj sabitlerinin bulunmasinin ikinci yontemi Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en
az iki sabit substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan K;

sabitleri hesaplanir (Telefoncu 1986).

Canli organizmalarin en Onemli ihtiyaclarindan biri dokulardan kana gecen CO’in
viicuttan uzaklastirilmasidir. Hiicrelerde metabolizma sonrasi olusan CO; kismen
plazmada, kismen de eritrositlere difiize olarak onlarin iginde taginirlar. CO; ilk olarak
doku sivisina, oradan difiizyonla kilcal damarlara geger. Karbondioksitin %7°lik ¢ok az
bir kismi, plazmada c¢o6ziinmiis olarak tasinir. Yaklasik %70’lik kismi alyuvarda
karbonik anhidraz enzimi ile bikarbonata gevrilir ve bu esnada olusan bir molekiil H”
(proton) dokulardan gecerken indirgenmis hemoglobinle birlesir. Boylece olusan HHb"
karbondioksiti karbomino bilesigi seklinde baglar. Alveollerden atilan CO5’in yaklagik
%20-25’1 bu sekilde hemoglobinle birlesip karbamino bilesikleri olusturarak tasinir
(Geers and Gros 2000). Olusan HCOjs iyonlar1 ise plazmada tasinarak akciger
kilcallarina oradan da tekrar alyuvarlara girer ve burada karbonik anhidraz enzimi ile
CO; ve Hy0 olusturur. Olusan karbondioksit akciger alveollerinden soluk verme ile

disar1 atilir.



1.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA, E.C.4.2.1.1) ¢inko (Zn?*) iyonu iceren metaloenzim olup su
(H20) ve karbondioksiti (CO,) hizli ve tersinir olarak bikarbonat (HCOj3') ve protona
(H") Kkatalizleyen enzimdir. Karbonik anhidraz (CA) enzimi biitiin canli sistemlerinde
hemen hemen her dokuda mevcuttur. CA enzimi karboksilasyon tepkimeleri disinda
ayrica viicut sivisinin dengelenmesi, pH diizenleyici, kemik gelisimi, kireclenme,
bikarbonat sentezi ve diger pek ¢ok patalojik ve fizyolojik siire¢lerde onemli roller

oynamaktadir (Giilgin 2004).

CA
C0, , H,0 = HCO; , HY

Aerobik solunumda viicut oksijen kullanarak enerji tiretirken metabolizmanin son iiriinii
karbondioksit olusur. Hayvanlar alemi ve insanlarinda dahil oldugu ve yaklasik 4500
canl tiiriiniin bulundugu memelilerde karbondioksit kana salinarak akcigerlere tasinir
ve solunum yoluyla viicuttan uzaklastirilir. Alyuvarlarda karbondioksit bulundugu
stirece su ile tepkimeye girer. Bu tepkime sonucunda pKa:3,5 olan karbonik asit
(H2CO3) olusur. Bu zayif asit proton kaybederek bikarbonat (HCOj3") iyonuna doniisiir
(Nar 2014).

Karbonik anhidraz enzimi CO, molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yani sira,
siyanatin karbamik aside veya ilirenin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu
reaksiyonlarini da katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin
hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA enziminin hidrataz
aktivitesi disinda elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklar1 igeren, aldehit, piriivat ve
alkil pirtivatlarin hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi
reaksiyonlarin1 da katalizledigi bilinmektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini
ortaya koyan bu 0Ozelligi ile organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadigi heniiz

bilinmemektedir (Kaiser and Lo 1969; Jabusch and Deutsch 1989).
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Cizelge 1.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri

0=C=0 + H,0 <> HCOz + H"

0=C=NH + H,0 < H,NCOOH

HN=C=NH + H,0 — H,NCONH,

RCHO+ H,0 < RCH(OH),

RCOOAr + H,0 «<+RCOOH + ArOH

RSOAr + H,O <> RSO3H + ArOH

ArOPOs* + H,0 < HPOs” + ArOH

ArF + H,O < HF + ArOH (Ar: 2,4dinitrofenil)
PHCH,0OCOCI +H,0 < PHCH,0H + CO, + HCI
RSO,CI+H,0 < RSOsH +HCI (R: Me; Ph)

©f © N o O & W D
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CA enzimi ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir. Daha sonraki yillarda
enzim, insan eritrositleri, balik eritrositleri, si¢an eritrositleri, sican salviasi, sigir
kemigi, sigir 16kositleri, bazi bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ayrica
birgok kaynaktan da karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30
kDa civarinda oldugu tespit edilmistir (Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al.
2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin 2004).

Karbonik anhidraz, genel olarak metabolik CO; gecisini saglamanin yani sira, birgok
dokunun H" ve HCO; 'm birikiminde de rol almaktadir. Baliklarm solungag ve salgi
organlarinda, bazi bobrek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda,
alglerde ve bitkilerin fotosentetik kloroplastlarinda bu enzimin degisik rolleri oldugu
ayrica ispatlanmistir. CA enzimi bu canli hiicrelerinde ¢ogu kez sitoplazmada
¢ozlinmiis, bazen de hiicre membranina zayifga baglanmis olarak yer almaktadir (Polya
and Wirtz 1965; Maren 1967; Carter 1972; Pocker and Joan 1974; Pocker and Sarkanen
1978).

Karbonik anhidraz enzimleri a, B, v, 8, € Ve n olmak lizere 6 farkli sinifta incelenmistir

(Boztas et al. 2015). Farkli familyalarla gosterilen homolog enzimler arasinda énemli
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bir fark yoktur, aksine hepsinde kataliz i¢in aktif bolgede tek bir ¢inko iyonu vardir.
Bundan dolayr bu familyalarin hepsi katalitik fonksiyonu yerine getirmeleri yoniinden

birbirine benzer yapilardadir (Hewett-Emmett 2000).

Ayni canli tiirlinde aymi reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim veya izozim denir. izoenzimlerin substratlarina,
kofaktorlerine ve inhibitorlerine karsi ilgileri farklidir. Ayrica amino asit sayisi, dizilisi
ve izoelektrik pH degerleri de farklidir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi
gibi, bir hiicrenin subselliiler fraksiyonlarinda yerlesebilirler (Devlin 2002). Giiniimiize
kadar ¢esitli memeli dokularinda 16 adet karbonik anhidraz izoenzimi tespit edilmistir.
Bunlardan, CA 1, II, 11, VII ve CA Xl sitozolik form; CA 1V, IX, XII ve XIV
membrana bagli; CA VA ve VB mitokondriyel form; CA VIII, X, XI nonkatalitik;
CA VI tikirik gibi ¢esitli salgilarda mevcut olan karbonik anhidraz formlaridir
(Parkkila et al. 1998; Mori et al. 1999). CA XV’in katalitik aktivitesinin diisiik oldugu
ve CA 1V ile benzer ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. CA VIII, IX ve XlI

izozimlerinin ise tiimdrojen oldugu belirlenmistir (Nishimoiri 2004).

Monomerik yapida olup, ilk tespit edilmis ve iizerinde en fazla calisma yapilmis
biinyesinde izoenzimleri bulunduran a-sinifindaki enzimlerdir. Cok az sayida
prokaryotik a-sinifi karbonik anhidraz enzimi tespit edilmistir. Insan CA | ve Il
izoenziminin kristal yapisi, sigir CA III, yass1 formlu bir sigan CA V’i ve E. coli’de
bulunan CA formu bu yapidaki enzim tipidir. Enzimin aktif bdlgesi oyuk seklindedir.
Koni bi¢imindeki bu oyuk hemen hemen molekiiliin merkezine kadar uzanir ve ¢inko
iyonu bu oyugun alt kismina bitisik durumdadir. Dort ligand gibi H,O veya OH' ile bir
tetrahedral geometride His-94, His-96 ve His-119°da ki ii¢ azot atomuyla koordine
edilmistir. Ligandlar, protein formundaki bir indirekt ligandin hidrojen bag: ile diger
gruplara baglanmasiyla olusur (Lesburg and Christianson 1995). Insan CA 1l enziminin

gosterimi Sekil 1.5. verilmistir.
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Sekil 1.5. hCA 11 izoenziminin metal iyon merkezinin gosterimi

CA enziminin reaksiyonlar1 katalizinde Zn** iyonunun biiyiik nemi vardir. Cinko iyonu
bagli H,O; Glu-106"nin karboksilat grubuna sirayla koprii olusturan Thr-199’un
hidroksil grubuyla, hidrojen bag: etkilesmeleri sonucu tutunmaktadir. Bu etkilesmeler,
¢inko bagli su molekiiliiniin niikleofilitesini artirmakta ve molekiil niikleofilik atak i¢in
uygun bir yerdeki CO;’e dogru hareket etmektedir (Supuran and Scozzafava 2001).
zZn?* iyonuna, hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif bir formu olusur.
Enzimin aktif formu, giiclii niikleofilik yapisiyla CO; molekiiliine saldirir. Bu da Zn*

iyonuna baglanmig bikarbonat iyonunun olusmasini saglar. Bikarbonat iyonu bir su

molekiiliiyle yer degistirir ve ¢ozeltiye gecer. Bunun sonucunda 7n’’ iyonuna su

molekiilii baglanir ve bu da enzimin asit formuna doniismesini saglar (Stams et al.

1998).

Su molekiilleri asitlik sabitinin azalmasina bagl olarak nétral pH’da ciddi miktarda
cinko atomuna bagli hidroksit iyonu olusturarak proton kaybeder. Cinko iyonuna bagl
OH' iyonu, sudan daha kolay bir sekilde CO;’ye saldirabilecek giiglii bir niikleofildir.
CA enzimi ¢inko iyonuna baglanma bolgesine yakin CO; i¢in baglanma bolgesi olarak

rol alacak hidrofobik alana sahiptir. Bunun icin Sekil 1.6’daki mekanizma onerilmistir.
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Sekil 1.6. Karbonik anhidraz enziminin COj-hidratasyon reaksiyonunu kataliz
mekanizmasinin sematik olarak gosterilisi (Glilgin 2014)

Bu tepkime mekanizma agagidaki sira ile gergeklesmektedir.

1. 1Ilk énce ¢inko iyonu su molekiiliinden hidroksit iyonu olusturan proton ¢ikisini
kolaylagtirir. Daha sonra karbondioksit substrat olarak enzimin aktif bolgesine
baglanarak hidroksit iyonu ile tepkimeye girecek durumu alir.

2. Hidroksit (OH") iyonu CO;’e saldirarak onu HCO3’a gevirir.

3. Katalitik bolge HCO3’1n salinim1 ve bir diger su molekiiliiniin baglanmasiyla eski
haline doner.

4. Bu sekilde ¢inko iyonuna su molekiiliiniin baglanmasi protonun salinmasi
kolaylastirir ve su molekiiliiniin diger reaktiflerin yakin bdolgesine yelesmesini

saglayarak gecis halini uyarir (Berg et al. 2014).



14

Karbonik anhidraz enzimi akciger, bobrek, gastrik mukoza, gz lensi, tiikriikk bezleri,
kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokular1 gibi pek cok
dokudan karakterize edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir (Hewett-
Emmett 2000; Sugrue 2000). Ayrica baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi
bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve yumurta kabugunun
olusumunda, alglerde ve karasal bitki kloroplastlarinda bu enzimin 6nemli rolleri
ispatlanmistir. Karbonik anhidraz enzimi bu canli hiicrelerinde ve dokularinda,
genellikle sitoplazmada ¢6ziinmiis halde, bazen de hiicre zarmma zayif¢a baglanmis
olarak bulunur (Graham et al. 1984; Tsuzuki and Miyachi 1989; Badger and Price
1994).

Karbonik anhidraz enzimi iizerinde yapilan inhibisyon calismalarinda enzimin kataliz
mekanizmalariin aydinlatilmasiyla birlikte, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu
dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlasilmasi sonucunda CA enziminin inhibitorleri ve
aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu ¢alismalarda ¢ok cesitli CA enzimi
inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler basta glukom tedavisinde ilag, antitiimér,
agr1 kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron, emisyon tomografisi ve
manyetik rezonans belirlenmesinde, diagnostikte his materyali, antiiilser, diiiretik
ilaglarin gelismesinde yol gdsterici antibiyotik olarak halen kliniklerde kullanilmaktadir.
Bu sebeple CA enziminin inhibisyon mekanizmasmin bilinmesi ve yeni bilesiklerin

sentezlenmesi ¢ok biiyiik 6nem kazanmistir (Supuran and Scozzafava 2001).

Karbonik anhidraz enzimi aktivitesinin bir¢ok kimyasal madde ve ilaglar tarafindan
inhibisyon ve aktivasyon etkileri bilim adamlar1 tarafindan arastirilmis ve literatiirde
rapor edilmistir (Beydemir et al. 2000; Supuran et al. 2001; Beydemir and Giilgin
2004).

Yapilan calismalar karbonik anhidraz enziminin en gii¢lii organik inhibitSriiniin
aromatik ve heteroaromatik stilfanilamitler oldugunu gostermektedir. Siilfanilamitlerin
kolaylikla iyonik yap1 kazanmasi Ozelligi karbonik anhidraz enzimi {izerindeki

inhibisyon i¢in son derece Onemlidir. Ayrica siilfanilamit CA enziminin
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saflagtirllmasinda ligant olarak da kullanilmaktadir (Roughton and Booth 1946; Tozlu
1997). Bu iyonik yap1 asagidaki reaksiyonda goriilmektedir.

R —SO,NH, <> R —SO,NH™ +H"

Inhibitériin enzimle etkilesiminde dncelikle R-SO,NH bilesigindeki N atomu karbonik
anhidraz enziminin aktif bodlgesinde bulunan Zn* ile iyonik olarak baglanirken,
hidrofobik etkilesmelerle inhibitér enzime baglanir (Maren 1987; Arslan 2001).
Siilfonamitlerin, karbonik anhidraz enzimine gii¢lii bir sekilde baglanmasi bu iki etkinin
toplaminin bir sonucudur. Bu nedenle asetozolamid, dorzolamid, metazolamid gibi
sulfonamid tiirevleri kirk yildir glukomada (gbz tansiyonu) intraseliiler basincin
disiiriilmesinde, epilepsi tedavisinde, metabolik alkolozda bikarbonat tiiketimini
saglamada, akut dag hastalig1 gibi birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir
(Becker 1954).

1.2. Bahklarda Karbonik Anhidraz Enzimi

Baliklar solunum i¢in suda ¢éziinmiis oksijeni ihtiya¢ duyarlar. Bu islem i¢in basin iki
tarafinda bulunan solungaglar kullanirlar. On tarafi baligin agzina arka tarafi yutaga
bagl solungag¢ bosluklar1 solunga¢ kapaklar1 ile kaplhidir. Bu solunga¢ bosluklarin her
birinde ikiserli solunga¢ yapraklarindan olusan 4 adet solunga¢ yayi, solungac
yaylarinin iizerinde ise filtre gorevi goren solunga¢ dikenleri bulunur. Solunum
esnasinda agiz agilip solungac¢ kapaklar1 kapatilarak igeri su pompalanir. Cozliinmiis
oksijen iceren su solunga¢ dikenleri sayesinde kaba partikiillerden arindirilarak
solunga¢ yapraklar1 arasindan geger. Bu esnada sudaki ¢oziinmiis oksijen solungag
yapraklarindaki epitel hiicrelere ve daha sonra kilcal damarlara gecerek kana karisir.
Ayni sekilde kilcal damarlardaki kanda bulunan karbondioksit solunga¢ yapragindaki
epitel hiicrelere oradan da suya geger. Son olarak oksijen miktar1 azalmis, karbondioksit
miktar1 artmis olan su agiz kapatilip solungag¢ kapaklar1 agilarak disar1 atilir. Baliklarda
solungag, solunum ile ilgili bir organ olup, dogrudan ortam ile iliskisi oldugundan

toksikoloji ¢aligmalarinda hedef organ olarak se¢ilmektedir (Pelgrom et al. 1995).
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Baliklarda metabolizma artiklart olarak olusan {irik asit, iire ve anorganik tuzlari disari
atmakla yiikiimlii olan organ bobreklerdir. Bazen bosaltim islemine bagirsak, deri ve
solungacglar da yardimc1 olmaktadirlar. Bosaltim sistemleri tatli su baliklarinda ¢ok 1yi
gelismistir.  Zira yasam ortamlart olan tatlh suyun yogunlugu viicut sivisinin
yogunlugundan daha az oldugundan viicutlarinin devamli sekilde suyu siizerek disari
atilmast gerekir. Bundan dolay1 baliklarda bosaltim sistemi oldukca iyi geligmistir.
Baliklarin tamaminda karaciger biiyiik bir yapiya sahiptir. Genellikle midenin {izerinde
bulunup mideyi kismen sarar. A ve D vitaminlerinin depolandig1 yer karacigerdir.
Ayrica karaciger iire ve diger azotlu bosaltim maddelerinin olusumu ile ilgili metabolik
role sahiptir. Karaciger dokusu agir metallerin tasinmasinda ve detoksifikasyonunda
gorev yapan metallothionein ve benzeri proteinlerin baglica sentez yerlerinden biri

oldugu icin, agir metal detoksifikasyonundaki islevi oldukc¢a fazladir (Kayhan 2006).

Kaslar gorev olarak viicudun hareket islevlerini saglarken, kan dolasimi, solunum,
sindirim, tireme ve bosaltim gibi temel fonksiyonlarina yardimci olur. Baliklarda kaslar
islevlerine gore istemli ve istemsiz, yapilarina gore de c¢izgili, diiz ve kalp kas1 olarak
simiflandirilir. Govdede, basta ve yiizgeclerde istemli kaslar bulunur. Govde kaslari,
basin gerisinden kuyruga dogru iki tarafa uzanir ve deri ile omurga arasinda kalan kismi

doldurur. Gozde, i¢ organlarda ve kan damarlarinda bulunan diiz kaslar ise istemsizdir.

Karbonik anhidraz enziminin aktivite eksikligi kaslardan kana gegen serbest protonlarin
plazmaki bikarbonat iyonunu titre etme hizim1 azaltir. Olusan bu asidin eritrosit
hiicresine transferi ¢ok yavas oldugundan olusan asidik ortamdan eritrositler korunur.
Plazmadaki CA enziminin aktivitesinin eksikligi solungag epitelindeki CO; atiliminm da
yavaglattigindan, kanin pH’sinin dengelenmesini kolaylastirir. Asir1 egzersiz ve hipoksi
durumunda ise kana ¢ok yliksek oranda asit salinim1 gergeklestiginden, diisen kan pH’s1
ile birlikte hemoglobinin oksijen baglama kapasitesi azalmaktadir. Baliklarda viicudun
2/3’1 kas olusturur. Bu kaslarda etkin sekilde glikolitik yol aktiftir ve biiyiik miktarda
kana asit salarlar. Plazmada CA enzimi olmamis olsaydi karbonik asit hizlica kirmizi

kan hiicrelerine transfer olur ve orada bikarbonik aside doniiserek CO, olarak viicuttan
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atilirdi. Her iki durumda da CA enzimi aktivitesi yoklugunda tepkime ¢ok yavas
meydana gelmektedir (Karahalil 2009).

1.3. Agir Metallerin Karbonik Anhidraz Enzimine Etkisi

Bazi enzimlerin yapisinda Cu2+, Ni2+, Fez+, Zn2+, Mn2+, Co** ve Mo?* gibi birgcok agir
metal iyonu az miktarda bulunmaktadir. Agir metaller, proteinlerde sisteinin siilfidril
(-SH), tirozinin hidroksil (-OH), histidinin imidazol, aspartik ve glutamik asitlerin
karboksilat (-COOH) gibi fonksiyonel gruplarina etki ederler. Boylece proteinlerin
yapistm  degistirebilmektedirler. Ozellikle enzimlerin aktif merkezlerinde yer alan
sistein amino asitleriyle agir metal iyonlar1 birleserek merkaptan bilesikleri olusturmak

suretiyle enzim aktivitesinde kaybolma gozlenmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Agir metal bilesiklerin cozeltilerinde olusan anyon ve katyonlarinin CA enzimine
inhibisyonu arastirllmis. Yapilan arastirmalarda bir¢ok tek degerlikli anyonlarin CA
enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri bulunmustur (Lindskog 1997; Schcer
and Dietsch 1984; Arslan et al. 1996). Ayrica insan eritrosit CA izoenzimlerinin CO;
hidrataz aktivitesinin Cu®*, Zn?", Ag', Cd?" ve Pb? agir metal iyonlar tarafindan inhibe
edilirken, Co?* ve Se* iyonlar tarafindan da aktive edildigi belirlenmistir (Roughton
and Booth 1946; Murakami and Sly 1987).

Agir metallerin, baliklar tarafindan ortamdan alinimi1 baglica solungaglar, besin, tatli su
baliklarinda besinle birlikte alinan su ve deri aracilig1 ile olmaktadir. Viicuda alinan
metaller, tatl su proteinlere bagh bir sekilde kan yolu ile doku ve organlara taginmakta
ve dokulardaki metal baglayici proteinler tarafindan baglanmasi1 sonucu yiiksek

derisimlere ulasabilmektedir (Heath 1995).

Bir¢ok metal iyonunun metabolizmanin biyolojik siire¢lerinde énemli rolleri vardir.
Demir, bakir, ¢inko ve kalsiyum gibi bazi metaller enzimin aktif bolgelerinde ligandlar
gibi fonksiyonlar1 vardir (Ekinci and Beydemir 2010; Alim and Beydemir, 2012).

Ornegin ¢inko hiicreler icin kritiktir ¢iinkii ¢inko konsantrasyonu azaldik¢a hiicresel



18

DNA hasar1 artabilir (Jomova and Valko 2011). Karbonik anhidraz ve sorbital
dehidrogenaz gibi bazi enzimler yapilarinda Zn* iyonu bulundururlar. Cinko eksikligi
bir¢ok viicut kusurlar1 ve metabolik bozukluklarla sonuc¢lanir ve ¢inko i¢eren enzimlerin
azalmasina neden olur. Karbonik anhidraz miktarinin azalmasi hiicresel solunum
yetersizligi gibi metabolik dengesizliklere yol acabilir. Ayrica paraoksanaz gibi bazi
enzimler {i¢ boyutlu yapilarinda birden fazla iyon igermektedir. Paraoknasaz iki
kalsiyum iyonu igermektedir. Kalsiyum iyonlarindan biri enzimde aktif role sahipken
digerinin yapisal rolii vardir. Eger Ca* iyonu enzimden ayrilirsa paraoksonaz aktivite
kaybeder. Ozellikle bakir ve kursun iyonlarmin diisiik konsantrasyonlar1 baliklarda
kalsiyum hemaostasinin aksamalarina neden oldugu (Viarengo 1994) ve bazi dokularda
iyon dengesini degistirdigi (McGeer et al. 2000; Roger et al. 2003), plazmadaki iyon

konsantrasyonunu ve osmoregiilasyon kapasitesini degistigi goriilmistiir (Lauren and

McDonald 1987).

Alabaliklarda Na* ve CI iyonlarinin konsantrasyonlarindaki azalma ile bakir arasinda
bir iligki goriilmiistiir. Ayrica bagka bir ¢alismada kursunun gokkusagi alabaligindaki
Na® ve CI" iyonlarmi 6nemli dl¢giide artirdigi goriilmiistiir (Roger et al. 2003). Agir
metaller, silfidril, karboksil ve imidazolin enzimdeki fonksiyonel gruplara baglandigi
gibi ya da enzime bagli metalle yer degistirmesiyle enzim aktivitesini degistirebilir
(Viarengo 1985). Asirt miktarda metal iyonlarina maruz kalmak insanlar ve baliklar
dolayli olmak tiizere birgok ¢esitli organizmalarda toksikolojik etkilere neden olabilir.
Ciinki baliklar fitoplanktonlarla beslendigi i¢in agir metaller fitoplanktonlarla dogrudan
baliklara gecer. Baliklardaki agir metal konsantrasyonu balik tiirlerinin beslenme
aliskanliklariyla ilgilidir. Ornegin Cochin bélgesi gevresinde balik marketlerinden ticari
acidan 6nemli kabuklu balik ve balik {iriinlerinde metal konsantrasyonu incelenmistir.
Baliklarin yapisinda Cd2+, Pb2+, ng+, Cr2+, ASZ+, Zn2+, Cu2+, C02+, Mn2+, Ni%* ve Se?*
metal iyonlarmin farkli seviyelerde mevcut oldugu goriilmiistiir (Sivaperumal and

Sankar 2006).

Agir metallerin toksikolojik etkileri genellikle enzim inhibisyonu ve denatiirasyonuna

yol agar (Gulcin et al. 2005; Ekinci and Beydemir 2010). Genel olarak enzimin metal
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inhibisyon mekanizmasi temeli, agir metalin proteine baglanmasina dayanir. Metaller
ozellikle proteinlerdeki siilfidril gruplarina ve merkaptan iiriinlerine baglanir. Metaller
ayrica glutatayonun tiiketilmesine neden olabilir. Hiicre antioksidan kapasitesinde
bozukluklar nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agiyor. Insan
metabolizmast dogrudan ya da dolayli olarak metal zehirlenmesinden etkilenir.
Insanlarda o6zellikle kritik metal zehirlenmesi dolayli olarak tatli su, hava, deniz,
endiistriyel faktorler ve gidalardan dogar. Diinya ¢apinda balik tiiketimi onemli Olg¢lide
yiiksektir. Dolaysiyla kanser, kardiyovaskiiler, diyabet, ateroskleroz, nérolojik
bozukluklar, Alzaymir ve parkison gibi metal kaynakli hastaliklarda artmaktadir
(Jomova and Valko 2011).

Gilinlimiizde artan endiistriyel gelisim, kentlesme, niifus artis1 ve yogun tarimsal ilag
uygulamalari, hizli bir sekilde ortaya ¢ikan ve asir1 diizeylere ulusan ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Olusan bu kirlilikte metal ve metal bilesiklerde 6nemli etkenler
arasinda bulunmaktadir. Karasal ortamlarda ortaya ¢ikan atiklar, ¢esitli yollarla sucul
alanlara taginmaktadirlar. Bunun yaninda su kaynaklarinin kirlenmesine asil neden olan
etkenlerin basinda, sulara direkt desarj edilen endiistriyel ve evsel atiklar gelmektedir.
Ortama birakilan bu atiklar zamanla ¢liriiyiip ¢evreye donmekte ve teknolojinin yogun
olarak iirettigi kalic1 toksik maddeler ve agir metaller ¢evrede her gegen giin biraz daha
birikmektedir. Tehlikeli boyutlarda agir metal desarjlari neticesinde dogal sularin
kalitesi bozulmaktadir. Dogal sularda gesitli tuzlar halinde bulunan agir metaller genel

olarak her tiirden su canlisina akut toksik etkiye sahiptir (Bilgili 1995).

Bakir, sucul ortamlarda genellikle eser miktarlarda bulunmakla birlikte gerek dogal
gerekse endiistriyel, madencilik ve tarimsal aktiviteler gibi temelde antropojenik
kaynakli faktorlerin etkisi ile giderek artan derisimlerde bulunurlar. Bunun bir sonucu
olarak, baliklarin da i¢inde bulundugu sucul organizmalar metallerin artan

derisimlerinin etkisinde kalirlar (Cicik 2003).

Agir metallerin dogadaki bulunma orani diger elementlere gore diisiiktiir. Giimiis, civa,

bakir, kadminyum ve kursun gibi agir metallerin dogal ortamdaki konsantrasyonu
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artitkga Ozellikle organizmalar lizerinde toksik etki yapmakta ve enzimleri inhibe
etmektedir. Canlilardaki bazi enzimatik aktiviteler i¢in bazi metaller belli
konsantrasyonlarda olmasi1 gerekir. Organik maddeye bagli olan metaller biyolojik
aktiviteler sirasinda kullanilabilirler ve organik maddelerin bozunmasi ile ¢6zlinmiis
olarak tekrar serbest hale gecer (Balkis ve Algan 2005). Sucul ortamdaki agir metallerin
baliklar tarafindan biinyelerine alinmasi en fazla solungaglar, viicut ylizeyi ve sindirim
sistemi ile olmaktadir. Karaciger dokusu agir metallerin taginmasinda ve
detoksifikasyonunda gorev yapan metal baglayici proteinlerin baslica sentez yerlerinden
biri oldugu ic¢in, kadminyum detoksifikasyonundaki islevi olduk¢a fazladir.
Kadminyum en toksit agir metallerden biridir. Diisiik konsantrasyonlarda bile su

canlilar1 i¢in son derece zararli etkilere sahiptir (Kayhan 2007).

Kadmiyum (Cd), organizmalara toksik etkili, alinim, depolama ve salinim gibi olaylarin
meydana geldigi doku ve organlarda metal baglayict Dbilesikler tarafindan
esterlestirilmesi sonucu birikim bakimindan kiimulatif etkili bir agir metaldir (Almeida
2001). Cd** iyonunun, toksik etki gostermesi, cevrede yaygin dagilimi ve diisiik
diizeylerde bile organizmalarda yan etkilere yol agmasi nedeniyle ekolojik ¢aligmalarda
yaygin olarak kullanilan bir metaldir. Metaller, sadece 6nemli bir ekosistem bileseni
degil aym1 zamanda besin kaynagi olarak da kullanilan baliklarda fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalarin biitiinliiglinii bozabilmektedir. Baliklar ortamdaki agir
metali besin, su ve viicut yiizeyinden absorbsiyon yoluyla, en ¢ok da solungaglar
araciligiyla almaktadir (Basha 2003). Giinimiizde su kirliligi ile ilgili geleneksel
caligmalarin yaninda, doku ve viicut sivilarindaki kimyasal maddeler, toksik
metabolitler, enzim aktiviteleri veya diger biyokimyasal degisiklerin analizleri gibi
toksik maddelerin biyolojik sistemleri nasil etkiledigini gosteren belirteglerin kullanimi

daha da 6nem kazanmaktadir (De La Torre 2007).

Bakir gibi agir metaller, sucul ortamlarda genellikle eser miktarlarda bulunmakla
birlikte gerek dogal gerekse endiistriyel, madencilik ve tarimsal aktiviteler gibi temelde
antropojenik kaynakli faktorlerin etkisi ile giderek artan derisimlerde bulunurlar. Bunun

bir sonucu olarak, baliklarin da i¢inde bulundugu sucul organizmalar metallerin artan
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derisimlerinin etkisinde kalirlar. Bakir biyotik derisimlerde yiiksek organizasyonlu
canlilarda enzim aktivasyonu, kemik olusumu, bag dokusu gelisimi, omuriligin
miyelinlesmesi gibi ¢esitli yapisal ve metabolik olaylarda islev gormektedirler. Agir
metallerin ortam derisimindeki artisin baliklar tizerindeki baslica etkisi, ¢esitli doku ve
organlarda birikmesidir (Allen 1995).

Kobalt dogada yaygin bulunur. Yer kabugunun sadece %0,001’ini olusturmaktadir.
Yerkabugu ve goktaslarinda demirde, giinesin ve yildizlarin atmosferlerinde, diger
elementlerle birlesmis halde dogal sularda, okyanus tabanlarindaki yumruklarda,
toprakta, bitkilerde ve hayvanlarda az miktarda kobalta rastlanir. Kobalt B12
vitamininin temel bilesenidir. Viicudiin glinliik ihtiyac1 0,1-1,0 mg’dir. Diyetle alinan
kobalt bagirsak mikroflorasi tarafindan kobalamin sentezinde kullanilabilir. Kobalt
alkol tiretiminde kopiik olusturulmasinda kullanilir. Asirt alkol igicilerinde toksik etki
olusturur. Kobalt eksikligi, biling kaybi, kilo kayb1 ve anemi gibi rahatsizliklara neden
olabilir (Keser 2007).

Kursun tadi ve kokusu olmayan mavimsi gri renkli bir metaldir. Cevrede yaygin
bulunan kursun kendiliginden parcalanmaz, havada bir haftadan fazla asili kalabilir,
topraktaki kursunun ¢ogu havadan kaynaklanir. Kursun toprak partikiillerine yapisir ve
topraktaki kursun asidik ve yumusak olmadik¢a yeralti1 ve igme sularina karigsmaz.
Toprak ve suda uzun siire kalabilir. Sindirim yoluyla mideye giren kursun bilesiklerinin
¢ogu daha ¢ok kronik kursun zehirlenmelerine ve sindirim sisteminin iltihabina sebep
olur. Toz ve buhar seklindeki bilesiklerinin solunmasiyla kolayca absorbe olup kana
gegebilir. Dolasimda kursun biiyiik 6l¢iide kirmizi kan hiicrelerine (%80-90) ve az bir
kism1 da plazma proteinlerine baglanir. Organizmaya giren kursun karaciger, dalak,
kemik iligi, bobrekler, kas ve deri gibi ¢esitli organ ve dokularda birikir. Daha sonra
buralardan serbest hale gecen kursun molekiilleri kalsiyum bagimli olarak kemik
dokusunda kursun fosfat birikim yapar. Serbest kursunun viicuttan eliminasyonu diski
ve idrar yollar1 ile olur. Kursun uzun siire organizmada kalabilen bir maddedir.
Biyolojik yar1 omrii 700-800 giin kadardir. Organizmada kursunun Koenzim-A

inhibisyonu sonucu glisinin ile birlesmesini engelleyip hemoglobin sentezini bozdugu
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bildirilmektedir. Kursunla akut zehirlenmelerde en once goriilen belirtiler bulanti,
kusma, sindirim sistemi iltihabi, agizda metalik tat, karin agrilar1 ve bogazda yanma
duygusu seklindedir. Birkag saat sonra dilde koyu renkli ¢izgiler, idrar azlig1, akut kalp
dolasim yetmezligi, kasilma ndbetleri ve koma goriiliir. Akut zehirlenmeler 2-3 giin
icinde Oliimle sonuglanabilir. Kronik zehirlenmeler daha sik rastlanir. Toz, duman ve
diger kursun partikiillerinin solunum, agiz ve cilt yoluyla alinmasiyla meydana gelir.
Kronik kursun zehirlenmelerinin en belirgin belirtileri; mide, bagirsak, sinir, kas ve
beyin hastaliklari, kan yapisinda normal olmayan degiskenlikler ile bobrek bozukluklari
seklinde ortaya ¢ikar. Kursun zehirlenmelerinin tedavisinde agiz yoluyla meydana gelen
zehirlenmelerde seyreltilmis magnezyum ya da sodyum siilfat, siilfirik asit, tanik asit,
siit, yumurta aki iceren solusyonlarla mide yikanir. Yapilan arastirmalarda kursun
zehirlenmesinin, santral sinir sistemi ile diger organlarda, karaciger, pankreas,
bobreklerde ve biitlin kemiklerde kursun depolanmasi goriilmiistiir. Bu organlarda
toksik rahatsizlik ile enzim sisteminin fonksiyonel bozukluklari meydana gelir. Bu
hastalara ¢inko ve C vitamini vermekle kursunun atilmasi, yani eliminasyonu meydana
gelir ve hastalik iyilesir. Ayni sekilde gevre toksinleriyle de 6rnegin SO, ile de aym
rahatsizliklarin meydana geldigi goriilmiistiir. Bu organlarda toksik rahatsizlik ile enzim
sisteminin fonksiyonel bozukluklar1 olusur. Viicuda hava yolu ile, igme sular1 ve
gidalarla alindi1 gibi ayrica sigara dumanindan alinabilir. Kursun viicuttaki hemen
hemen her organ ve dokulan etkilemektedir. En duyarli sistem, 6zellikle de ¢ocuklar

icin merkezi sinir sistemidir (Temel 2014).

Demir viicutta pek ¢ok oOnemli fonksiyonu bulunan temel elementlerden biridir.
Kolaylikla elektron alip verebilme yetenegi ile ferrik (Fez+) ve ferr6z (F63+) formlar1
arasinda deg8isim gosterir. Bu fonksiyonu onu sitokrom, oksijen baglayan molekiiller
hemoglobin ve miyoglobin ve birgok enzimin yararli bir komponenti haline getirir.
Demir, plazmada iki demir baglama bdlgesi bulunan ve 80 kDA agirhigindaki bir
protein olan transferrin ile kompleks halde taginir. Bir eriskinin plazmasinda yaklagik 3
mg demir bulunur ve bunun biiyiik cogunlugu transferrine bagli tasinir. Plazma ile her
giin hiicrelere yaklagik 30 mg demir tasinir. Demir normalde duodenum ve proksimal

jejenumdan emilse de gerektiginde ince bagirsagin distal boliimiinden de emilebilir.
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Duodenal kript hiicreleri viicudun demir gereksinimini ve eritropoezin ihtiyacin
algilama yetenegine sahiptir ve matiir enterositler bu bilgiyle absorbtif enterositlere
donlismeye programlanir. Gastroduodenal bileskeye yakin yerlesmis absorbtif
villuslarda bulunan enterositler, tiim demir emiliminden sorumludur. Demir plazmaya
ulagsmak i¢in enterositin apikal ve bazolateral membrani boyunca ilerleyerek barsak
limeninden ge¢gmek zorundadir. Besinlerle alinan demir transferrine baglanmaz,
transferrinin bagirsak limeninde rolii yoktur. Mide igeriginin diisiik pH’1 sindirilmis
demiri ¢6zmeye yardim eder ve ayrica protondan zengin bir ortam saglar. Tiim bunlar,
fircams1 kenarda bulunan ferrirediiktaz enzimi tarafindan ferrik iyonunun ferrdz
formuna indirgenmesini kolaylastirir. Iki degerlikli metal transporter 1 (DMT1; daha
once Nramp2 veya DCTI1 olarak isimlendirilmistir); demirin enterosit apikal
membranini ge¢mesini ve proton-coupled islemi yoluyla hiicre i¢ine girisini saglayan
bir proteindir. DMT1, demire spesifik degildir; mangan, kobalt, bakir, ¢inko, kadmiyum
ve kursunu da tasir (Okutur 2006; Seven 2010).

Demir biitiin doku ve organlar i¢in esansiyel elementir. Demir emilimi en fazla %10
oraninda gergeklesir. Bu oranin kii¢lik olmasinda “Mukozal Blok™ ad1 verilen dogal bir
diren¢ oldugu ileri siirimektedir. Toplam demirin %77’si porfirin sentezinde (%355
Hem, %15 doku enzimleri, %7 miyoglobin) Ferritin olarak ¢esitli dokularda %20,
plazma transferrin yapisinda %3 oraninda bulunur. Organizmanin gereksindigi giinliik
27 mg demirin 20 mg kadari hem yikimindan, geri kalan1 depolardan, ¢ok azi ise
emilimden saglanir. Demir yetmezligi genellikle ¢ocuk, geng bayan ve yasl insanlarda
goriilir. Demir eksikligi anemi nedenidir (Keser 2007). Demir hemoglobin yapimi
sayesinde dokulara oksijen transportunda onemli rol oynar. Miyoglobin yapisinda
bulunarak iskelet sistemindeki ¢izgili kaslarin ve kalbin calismasi i¢in oksijen tasir.
Enerji tiretimi ve protein metobolizmasina etkili enzimler olan katalaz ve peroksidaz
icin Fe oOnemli bir kofaktor olan Fe karnitine olan etkisi ile yag asitlerinin
metabolizmasinda da etkilidir. RNA ya kuvvetli sekilde baglanan Fe’in, purin ve
pirimidin bazlarma veya her ikisine kovalent baglar boyunca zincirlenerek RNA
molekiiliiniin figiirasyonunda rol oynadigi belirtilmekte olup protein senteziyle

fonksiyonel bir baglanti durumunda oldugu ve genetik informasyonun taginmasinda rol
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oynadig1 disiiniilmektedir (Utku 2006). Kanser hiicrelerinin kemik iligi metastazina
bagli olarak ortaya c¢ikan myelofitizik anemiler ozellikle akciger, meme, prostat
kanserlerinde ve sarkomlarda siktir yani %10 siklikta goriilmektedir. Ancak kiiclik
hiicreli akciger karsinomunda %?20-30 kemik iligi metastazi goriiliir. Eritrositlerde
anizopoikilositoz, lokoeritroblastik kan tablosu eritroid ve myeloid serinin 6ncii ve
olgun hiicrelerinin goriilmesi, karsinositemia periferik kanda kanser hiicreleri, lokositoz,
trombositoz ya da pansitopeni goriilebilir. En Onemli tan1 yontemi kemik iligi

aspirasyonu ve biyopsisidir (Kadikoylii 2009; Sever 2010).

Su {drilinlerinde ¢ok O6nemli yeri olan bir konuda agir metal birikimidir. Sanayinin
gelismesiyle ve endiistri atiklarinin denizlere bosaltilmast sonrasi denizlerde bir takim
metal iyonlarinin (Pb2+, Cr®*, zn?*, cu®*, Ni**, Co®*, cd®*, Fe?*, Hg2+ ve Ag") artist ve
canlilarin bu iyonlar1 bilinyesine katmasiyla olusan bir takim zararh etkiler meydana
gelir. Sanayi ve insan etkilerinin yani sira toprak erezyonuyla, atmosferdeki gazlar
yoluyla, akarsularla, tarim yoluyla, denizalti1 volkanik aktiviteler gibi yollarla denizlere
metal iyonlari taginir. Deniz suyunda metaller fiziksel olarak dort esas formda bulunur.
Bunlar; suda ¢oziinmiis olarak, kolloid parcaciklari olarak, canli organizmalarin
biinyesinde, diger kolloid parcaciklari {izerindedir. Insanlarin viicutlarinda biriken metal
iyonlarinin viicuttan atilmasi ¢ok uzun yillar gerektirmektedir. Bu metal iyonlarinin
viicutta birikimi toksik etkiye neden olmaktadir. Bu duruma en bilinen 6rnek
Japonya’da goriilmiis olan civa zehirlenmesi ile olusan Minamata hastaligidir. Bunun
nedeni Minamata’ da kurulan bir fabrikadan metil-civa bilesiginin korfeze dokiilmesi ile
o korfezde bulunan baliklarin viicutlarinda birikmesi ve o baliklarla beslenen bolge
halkinin agir metal olan Hg zehirlenmesiyle felg ve Olimlere neden olmasiydi.
Kadmiyum bilinen en zehirli metal elementlerinden biridir. Viicutta fazla birikimi Itai
itai olarak bilinen kemiklere ve iskelete zarar1 olan romatizmal1 bir hastaliktir. 1k 1947
yilinda Japonya’da  goriilmiistiir. Metal iyonlar1  birikimi  sinir  iletimini
engelleyebilmektedir bu nedenle sinirsel iletim bozuklugu ve insanin kaslarini kontrol
edemedigi hastaliklar agir metal kirliligi ile meydana gelmektedir. Kursunda biyolojik

olarak pargalanamaz ve toksik olmayan forma ¢evrilemez ve cigerlerde birikerek insan
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sagligini olumsuz etkiler. Aliiminyum, bakir, nikel viicuda alindiginda diger agir

metaller gibi insan sagligin1 olumsuz etkiler (S6giit 2008).

Besin zinciriyle ya direkt olarak planktonlar araciligiyla ya da sudaki tiiketici diger
organizmalar yolu ile baliklarin biinyelerine gecen agir metaller dogal fizyolojik
mekanizmalarla atilamadiklari i¢in birikime ugrar ve biinyede belirli konsantrasyonlarin
astlmasi halinde toksik etki yaparlar. Sonugta toksik nitelikli agir metaller balik tiiketimi
ile insana kadar ulagabilmekte 6zellikle agir metal yiikii artmis i¢ sulardan avlanan su
tiriinleri insan sagligini ciddi sekilde tehdit etmektedir. Besin zincirinin bir halkasini
olusturan ve 6nemli bir protein kaynagi olarak tiiketilen baliklarin agir metal kirliligine
maruz kalmalarinin etkilerinin arastirilmasi, ekolojik dengenin korunmasi ve insan
saglhigr acisindan gerekli hale gelmistir (Blaxhall and Daisley 1973; Cigek ve Koparal
2001; Kayhan 2006).

1.4. Karadeniz Alabahg (Salmo trutta Labrax)

Karadeniz alabaligi (Salmo trutta Labrax), Salmonidae familyasindan Dogu Karadeniz
bolimiinde goriilen bir gogmen alabaliktir. Karadenize dokiilen tatli su derelerinde
yasayan alabalik tiiriidiir. Karadeniz alas1 veya som balig1 olarakta bilinir. Genellikle
ilkbaharda yumurta birakirlar ve 4-5 yasinda denizden akarsulara girer ve kaynaklara
yakin yerlerdeki kumsal cakilli kisimlara yumurta birakir. Her seferinde 10.000
civarinda yumurta birakir. Maksimum 6mrii 10-13 yil olup yasami boyunca birkac kez
yumurtlama gocii yapar. Uzunlugu 110 cm’ye, agirhigr ise 24-25 kg'a kadar ¢ikabilir.
Karadeniz alabaliginin rengi zeytin yesili olup, tist kisimlar kahverengi veya sari, karin
alt1 beyazdir. Kirmiz1 benekler her tarafa dagilmis olup, ¢ogunlukla etraflarinda beyaz
halkalar bulunur. Kuyrugu ¢ok az gatallanmis diize yakindir. Karadeniz alabaliginin
viicudu ¢ok kiiciik pullarla kaplidir. Agiz terminal konumludur. Disler sadece ¢enede
bulunmaz, ayn1 zamanda dilde ve vomer kemiklerde iizerinde de bulunmaktadir. Ust
cene alt ceneden daha uzun olup, agzin kenarlarina dogru genisleyerek goziin arka kismi
hizasina kadar uzanmis ve sert kemiksi yapidadir. Gozleri biiyiiktiir. Bag boyu viicut

yiiksekliginden fazla ve kuyruksuz viicut uzunlugunun 1/3’i kadardir (Demirsoy 1993).
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Tiirkiye’de yayilim gosteren alabaliklarin hepsi Salmo cinsi ve Salmo trutta tiiriinden
olup, birgok alt tiire ayrilarak incelenmektedir. Fakat bu konudaki bulgular, genetik
calismalarla desteklenmedigi i¢in 1rk, fenotip, genotip, ekotip gibi kavramlarla yapilan
bu ayrimlar tartisma konusu olmaktadir. Ciinkii ayr1 irklar olarak kabul edildikleri halde
baz1 sularda her iki irka ait bireyleri bir arada goérme olasilig1 vardir. Bu bakimdan
Tiirkiye alabaliklarinin alt tiir seviyesindeki taksonomik durumu heniliz kesinlik
kazanmig degildir. Fakat iilkemizde de yapilmaya baslayan gelismis genetik metotlarla
desteklenen ¢aligmalarla irklarin kesin olarak ayrimi saglanabilecektir (Tabak 2001;

Kocabas 2009).

Karadeniz alabaliginin sistematikteki yeri agagida verilmistir.

Filum : Chordata

Alt filum : Vertebrata
Siif : Chondrostoi
Ordo : Salmoniformes
Familya : Salmonidae

Alt familya : Salmoninae
Genus : Salmo
Species : Salmo trutta Labrax (Pallas, 1811)

Sekil 1.7. Calismalarda kullanilan Karadeniz alabaligi (Salmo trutta Labrax)



27

1.5. Calismanin Amaci

Bu c¢alismanin amaci baliklarin birgok dokularinda bulunan solunum enzimi olan
karbonik anhidraz enziminin Karadeniz alabaliginin karaciger, bobrek, solungag ve kas
dokularindan saflastirilmasi ve karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesidir. Ayrica bazi
agir metallerin saflastirilacak CA enzimi iizerine inhibisyon etkilerini in vitro olarak

arastirmaktir.

Bununla birlikte yaptigimiz ¢alismada belirlenen agir metallerin se¢ilmesindeki amag,
bu metallerin sucul ortamlarda ¢ogu zaman eser miktarda bulunmakdir. Ancak son
yillarda hizli niifus artig1, endiistrilesme, madencilik, tarimsal aktiviteler, sanayi
kuruluglarinin deniz sahilleri ve turizm boélgelerinde yogunlasmasi, deniz, dere ve gol
sular1 ile yerlesim yerlerinde olusan atik sular gibi faktorlerin etkisi ile giderek artan
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Agir metallerin ortam derisimindeki artisinin
baliklar lizerinde baglica etkisi doku ve organlarda birikmesidir. Bu ylizden ¢esitli kan
parametrelerini, enzim aktivitelerini, biiyiime ve gelismeyi olumsuz etkiledikleri
bilinmektedir. Bu ¢alismada sudaki bazi agir metal iyonlarinin konsantrasyonlarinin
artmasi ile baliklarin farkli dokularindaki karbonik anhidraz enzimine etkisi tespit
edilerek ileriye doniik tedbirler alinmasina ve bolge i¢in 6nemli bir deger olan bu balik
tiirliniin neslinin korunmasina ve balik tiirii i¢in ileride yapilacak g¢alismalara katki

saglanacag diigiiniilmektedir.

Ayrica bu ¢alismanin amaci, bundan sonra yapilacak ¢alismalarda, 6zellikle karbonik
anhidraz enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu islemlerinde yada Karadeniz
alabaliginindan saflastirilacak baska enzimler lizerinde gerceklestirilecek caligsmalara

ornek teskil etmesidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Aktif bolgesinde Zn?* iyonu bulunduran karbonik anhidraz enzimi genel olarak
metabolik CO, transportunu yami sira birgok dokuda H® ve HCO; iyonlarinin
birikiminde de 6nemli rol oynamaktadir. CA enzimi viicuttaki birgok dokuda H' ve
HCOj3  iyonlarmin birikimini saglayarak, viicut sivilarinin dengelerinin kurulmasinda da
son derece 6nemlidir (Supuran 2001, Gulcin 2014). Bu dokular arasinda bobrek, gastrik
mukoza ve goz lensi sayilabilir. Bu dokularin disinda histokimyasal yontemlerle tiikriik
bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda
da CA enzimine rastlanmis ve bunlarin saflastirilarak biyokimyasal 6zellikleri
incelenmistir. Baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi boceklerde, bakterilerde,
kabuklu hayvanlarin yapisinda ve alglerde enzimin degisik rolleri oldugu da
ispatlanmistir (Chegwidden 2000).

Karbonik anhidraz enzimi ilk olarak 1933 yilinda Meldrum ve Roughton ile Stadie ve
O’Brien tarafindan birbirlerinden habersiz olarak bulunmustur. Bu bilim adamlari, insan
eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimini yiiksek oranda saflastirmalarina ragmen
sigir eritrositlerinden saflastirmayr 1930°lu yillarin sonlarinda gergeklestirebilmisler
(Meldrum and Roughton 1933). Keilin, CA enzimi aktivitesinin ¢inko igerigi ile orantili
oldugunu bularak ¢inkonun katalizlemede spesifik rolii oldugunu belirlemistir (Keilin
1944). Boylece CA enzimi tanimlanan ilk metaloenzim olarak tarihe geg¢mistir. Daha
sonra CA enzimi, suda yasayan canlilarda da olmak iizere birgok bitki, mantar, bocek,
sican ve memeli dokular1 gibi genis bir canli toplulugunda bulunmustur (Burt et al.

1992; Bottcher et al. 1994; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2005; Yu et al. 2006).

CA enzimi insan eritrositlerini, fare eritrositlerini, fare salyasi, sigir 16kositleri, sigir
kemiklerini i¢eren oldukc¢a cok ¢esitli kaynakdan saflastirilmis ve iizerinde calisilmistir.
Enzim goz, Karaciger ve merkezi sinir sistemi gibi bir¢ok dokuda bulunmaktadir

(Beydemir and Giilgin 2004).
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Simdiye kadar memeli dokularinda, fotosentetik hiicre yapisina sahip canlilarda, bakteri
ve algler gibi pek ¢ok organizmalarda karbonik anhidraz enziminin 16 tane izoenzimini
tespit edilmistir (Esbaugh and Tufts 2007). Halen bu konuda c¢aligmalar devam

etmektedir.

CA enzimi gilinlimiize kadar bir¢cok baliktan ve memeli dokusundan saflastirilmis ve
kinetik &zellikleri incelenmistir. CA enzimi sigir eritrositlerinden (Kernohan 1964;
DeVoe and Kistiakowsky 1961), archaeon tiirii olan Methlinsarcina thermophila’dan
(Alber and Ferry 1994), yenge¢ solungaglarindan (Bottcher et al. 1994), zebrafish
baligindan (Peterson et al. 1997), pisi baligmin (Platichthys flesus) eritrositlerinden
(Sender et al. 1999), yilan baligindan (Anquilla anguilla) (Lionetto et al. 2000), salmon
tirtinden (Oncorhynhus masou) (Tohse and Mugiya 2001), gokkusagi alabaligi
eritrositlerinden (Hisar vd 2002) ve gokkusagi alabaligi dokularindan (Soyiit ve
Beydemir 2008), mersin balig1 eritrositlerinden (Karahalil 2009), levrek balig1 solungag
ve karacigerinden (Erdem et al. 2011), Cipura (Sparus aurata) baliginin karaciger,
solungag ve bobrek dokularindan (Kaya ve Beydemir 2011), Kangal baliginin (Garra
rufa) farkli dokularindan (Kogyigit 2014) saflastirilip, {izerinde kinetik galismalar
yapmislardir.

Karbonik anhidraz enzimi balik solungaglarinda gaz degisiminde, osmoregiilasyonda,
iyon regiilasyonunda ve asit-baz dengesinin saglanmasinda rol oynadigi, balik
karacigerinde {iire sentezine bikarbonat sagladigi, tatli su baliklarinda proton ve
bikarbonat olusturarak Na® ve CI iyonlarinin tatli sudan almmasini ve bdylece NaCl
regiilasyonunda rol aldigi ve nitrojen metabolizmasini diizenledigi belirlenmistir

(Testereci vd 1997; Lionetto et al. 2000).

CA enzimleri, hayvanlarda ve 6zellikle de insan hastaliklarinin bir¢ogunun tedavisinde
kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamit, dorzolamit ve brinzolamit
gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaglar karbonik anhidraz izoenzimlerinin kuvvetli
inhibitorleridirler (Biilbiil et al. 2003). Ornegin insanlarda glukom hastaliginda CA

enzimi inhibitorleri farmakolojik ajan olarak, ayrica 6dem ve epilepsi tedavilerinde de
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yaygin olarak kullanilmaktadir (Jackson 2001). Bununla birlikte bir¢ok kimyasal
maddeler ve atiklar da bu enzimin aktivitesini onemli Ol¢lide azaltmakta ve hatta

tamamen durdurabilmektedir.

Lionetto yapmis oldugu ¢alismada, kemikli baliklardan olan yilan baliklarinda (Anguilla
anguilla) kadmiyumun in vitro sartlarda, hem solungag hem de bagirsak CA
izoenzimlerinin aktiviteleri {izerine etkisini arastirmis, solunga¢ ve bagirsak
homojenatlarinda CA enzimi aktivitelerinin 6nemli oranda inhibe oldugunu

belirlemislerdir (Lionetto et al. 2000).

Van Goli baliginin solunga¢ ve karaciger dokularindan karbonik anhidraz enzimini
aseton-kloroform ve etanol-kloroform olmak iizere iki ayri ekstraksiyonla kismi
saflastirarak kinetik 6zellikleri tizerinde ¢aligma yapmistir (Testereci vd 1997). Baligin

solunga¢ dokusundaki enzim aktivitesinin daha fazla oldugu gormiistiir.

Hava soluyan ilkel bir baliklar olan (Amia calva) solunga¢ dokusundan ve hava
kesesinden CA izoenzimlerinin karakterizasyonu ve hiicre i¢indeki dagilimlarim
arastirmiglar (Gervais and Tufts 1999). Solungaglardan elde edilen CA enziminin,
diferansiyel santrifiij ile belirlenen hiicre ici fraksiyonlar1 dagilimimin biiyiik bir
cogunlugunu sitoplazmik orjinli oldugunu tespit etmislerdir. Farkli denemeler
sonucunda, solungaclarda bir tek CA izoenziminin oldugu ve CA II’ye benzedigi
belirlenmistir. Solungaglarda gézlenen durumun aksine hava kesesinde bulunan CA’nin

membrana bagli mikrozomal orjinli oldugu bulunmustur (Soyiit 2006).

Salmon (Oncorhynchus masou) baliklarinin otolit ve i¢ kulak sivisi igerisine inorganik
karbon ve kalsiyumun birlesimi tizerine in vitro sartlarda, enzim ve anyon tasiyici
inhibitorlerinin etkisi arastirmis (Tohse and Mugiya 2001). Karbon bilesiminin
ortamdaki klor iyonu artis1 ile diistiigli, kalsiyum birlesiminin klor ve bikarbonat
iyonlarinin konsantrasyonunun 10 mM’a kadar etkilenmedigi fakat daha yiiksek
bikarbonat iyon konsantrasyonunda azaldig: belirlenmistir. I¢ kulak sivis1 ve otolitlerde

karbon birlesiminin asetazolamid, disiilfonat stilbenes, tiyosiyanat ve oubain tarafindan
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inhibe oldugu, kalsiyum birlesiminin bu inhibitdrlerden etkilenmedigi gzlemlenmistir.
Bu sonuglar 1518inda HCO3', ATPaz ve CI'/HCO3; pompalarinin bikarbonat iyonlarinin
i¢ kulak sivisina transferinde yer aldiklari, CA enziminin ise otolit kalsifikasyonu i¢in

karbonat iiretiminde rol aldig1 kanaatine varilmistir.

Karbonik anhidraz enzimini pisi baligmin (Platichthys flesus) eritrosit ve
solungaclarindan  afinite  kromotgrafisi  yontemi ile p-aminomethylbenzene
sulfonamide—agarose (PAMBS) jel kullanarak saflastirilmis ve molekiil kiitlesinin 30
kDa olarak bulunmustur. (Sender et al. 1999). Ayrica (Rizello et al. 2007) Antartica
Icefish baliginin solungaglarindan CA enzimini afinite kromotografisi yontemi ile

saflagtirmis ve molekiil kiitlesini 28,7 kDa olarak tespit etmistir.

Agir metallerden kadminyumun Japon baligi (Carassius auratus ) tiirii baliklarda
eritrosit olusumunu engelledigi yapilan c¢alismalarda gozlemlenmistir. Kadminyumla
birlikte ortamda ¢inko ve bakir metalleri bulunursa baliklar tizerindeki toksik etkinin

daha da belirtilmektedir (Houston and Keen 1984; Atamanalp 2003).

Baliklar {izerinde bir calismada Zn2+, Cd2+, Cu® ve Ag+ iyonlarmin CA enzimi 10°M
dan daha disiik konsantrasyonlarda bile inhibe ettigi goriilmustiir (Christensen and
Tucker 1976).

Tathi suda yasayan yengeglerin solungaglarindan saflastirilan karbonik anhidraz enzimi
lizerine ¢inko, kadminyum ve bakir metallerinin inhibisyon etkisi arastirilmis (Vitale et
al. 1999). Calisma neticesinde bu agir metallerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda CA

enzimini inhibe ettiklerini belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan p-nitrofenil asetat, standart serum albumin, Sepharose-4B,
L-tirozin, N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED) ve diyaliz torbast Sigma
Chemical Comp.’den; trihidroksimetilaminometan (Tris), siilfanilamid, sodyum
hidroksit, sodyum bikarbonat, sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, sodyum
kloriir, 2-merkapto etanol, brom timol mavisi, hidroklorik asit, fosforik asit, siilflirik
asit, glisin, metanol, etanol, izopropanol, aseton, sodyum barbital, sodyum azotiir,
akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250, R-250 ve diger
kimyasal maddeler E. Merk AG’den karbondioksit gazi piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Afinite kolonu : Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (Isvec)

Calkalayici : Nive SL 350

Derin dondurucu : Sanyo, Japan

Elektroforez tanki : Hoefer, HSI

Hassas terazi : Denver Instrument

Kronometre : Hanhard, Electronische Digital-stopphur Germany
Karistirict : Fisons, Whirlimixer

Magnetik karistirict : IKA Topolino

Otomatik pipetler : Eppendorf, Fischer, Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
Peristaltik pompa : Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (Isvec)

pH metre : Mettler Toledo
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Saf su cihazi : ISO LAB laborgerate GmbH 1 Glass Still
Santrifii : IEC Clinical centrifuge USA
Sogutmali santrifiij : Heraeus Sepatech Suprafuge-22

UV-VIS Spektrofotometre : SHIMADZU 1240
UV-Spektrofotometre kiiveti : 1 cm*’litk ve 3 cm®’liik Kuartz Kiivet,
Vorteks : Fisons, Whirlimixer

Isitict : WiseStir

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin hazirlaniglart ve kullanilis amaglart agagida

belirtilmistir.

1. NaCl ¢ozeltisi (%0,9’luk) (Homojenatin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 4,5 g
NaCl alinip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

2. NaHCO3; tamponu (0,2M pH:8,8) (Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli
hazirlanirken kullanilan tampon): 16,8 g NaHCO3 950 mL saf suda ¢oziilerek 1IN NaOH
ile pH:8,8¢ titre edildikten sonra, toplam hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.

3. 25 mM Tris-HCI/0,1 M Na,SO4, pH:8,7 tamponu (afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na;SO4, 950 mL saf suda ¢oziilerek 1 N
HCI ile pH:8,7’ye getirildikten sonra saf su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

4. 25 mM Tris-HCI/ 22 mM Na,SO,4, pH:8,7 tamponu (afinite jelinin yikanmasinda
kullanilan tampon): 3,0275 g Tris ve 3,124 g Na;SO4, 950 mL saf suda ¢oziilerek 1 N
HCI ile pH:8,7’ye getirildikten sonra saf su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

5. 0,1 M NaCH3COO/ 0,5 M NaClOy, pH:5,6 tamponu (CA enziminin eliisyonu igin
kullanilan ¢o6zelti): 1,23 g NaCH;COO ve 10,534 g NaClO,.H20 120 mL saf su ile
coziilerek, 1 N HCI ile pH:5,6’ya getirildikten sonra saf su ile hacim 150 mL’ye
tamamlandi.

6. Tris-SO, tamponu (0,05 M pH:7,4) (Esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan
tampon ¢ozelti): 6,055 g Tris 950 mL saf su icerisinde ¢oziilerek 1 N H,SO4 ile pH’s1

7,4’e getirildikten sonra hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.
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7. Tris-SO, tamponu (1 M pH:7,2-9,0 arahginda) (Optimum pH ve stabil pH
calismasi i¢in kullanilan tampon ¢ozeltiler): 12,11 g Tris 80 mL saf su igerisinde
coziilerek 1 N H,SOy ile istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile toplam
hacim 100 mL’ye tamamlandi.

8. Potasyum fosfat tamponu (1 M pH: 5,0-8,0 arahginda) (Optimum pH ve stabil pH
calismasi i¢in kullanilan tampon ¢ozeltiler): 13,6 g potasyum fosfat 80 mL saf su
igerisinde ¢oziilerek 1 N HCl ile istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile
toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

9. Veronal tamponu (0,025 M) 0,025 mol sodyum barbitalin 900 mL suda ¢oziiliip
pH:8,2’ye kadar 0,1 N HCI ile titrasyonundan sonra saf su ile 1 litreye tamamlandi.

10. Brom timol mavisi ¢ozeltisi (%0,04’liik) (hidrataz aktivitesinde indikator olarak
kullanilan ¢ozelti): 0,1 g indikatoriin 16 mL 0,01 N NaOH igerisinde ¢6ziildiikten sonra
hacminin saf suyla 250 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

11. CO; cozeltisi (hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0°C’de yarim saat siireyle
buz banyosunda saf suyun icerisinden CO, gaz1 gegirilerek hazirlandi.

12. Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisi, (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢6zelti): 100 mg coomassie brillant blue G—250, 50 mL %95’lik etanolde
¢oziildi, daha sonra bu ¢ozeltiye %95°lik fosforik asit ilave edilerek ¢6zeltinin hacmi,
saf su ile 1 litreye tamamlandi.

13. Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/mL; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti):
25 mg standart serum albuminin 25 mL saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandu.
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) i¢in kullanilan ¢ozeltiler;

14. Tris-HCI tamponu (1 M pH:8,8): 12,1 g Tris 80 mL suda ¢oziilip 1 M HCI ile
istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

15. Tris-HCI tamponu (1 M pH:6,8): 2,42 g Tris 5 mL suda ¢oziilip 1 M HCI ile
istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 20 mL’ye tamamlandi.

16. %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid c¢ozeltisi: 6 g akrilamid, 0,16 ¢
bisakrilamit alinip 13,84 mL suda ¢oziildii.

17. SDS ¢ozeltisi (%10’luk): 0,5 g SDS alinip 4,5 mL suda ¢oziildii.

18. PER (Amonyum persiilfat %10’luk): 0,5 g amonyum persiilfat alinip 4,5 mL suda

¢Ozildii.
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19. SDS-PAGE’de kullamlan numune tamponu: pH:6,8 olan 1 M Tris-HCI
tamponundan 650 uL, 1 mL %10’luk SDS, 1 mL %100°lik gliserin ve 1 mL %0,1’lik
brom timol mavisi karistirilarak, son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi. Son olarak bu tamponu kullanmadan 6nce, hazirlanan numune tamponunun
950 uL’sine 50 uL. B- merkapto etanol ilave edildi.

20. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 2 g SDS, 6 g Tris ve 28,8 g glisin
200 mL suda ¢oziildii pH:8,3 olana kadar 1 M HCI ile titre edildi ve toplam hacim saf
su ile 2 L’ye tamamlandi.

21. Tespit ¢ozeltisi: 10 mL 1 M lik asetik asit, 30 mL %96’lik etanol ve 60 ml saf su
karistirtlak agz1 kapatili 4°C de muhafaza edildi.

22. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 4,8 g sodyum asetat 45 mL etil alkol iginde ¢6ziildii lizerine
80 ml saf su eklendi. Karisim 1 M ‘lik asetik asitle pH's1 6,8 ayarlandi. Sonra 150 mg
sodyum tiyosiilfat ve 3 mL glutaral aldehit ilave edilerek karisim agzi kapatilarak 4°C
de muhafaza edildi.

23. Boyama c¢ozeltisi: 150 mg AgNO; 150 mL saf su c¢oziilerek ilizerine 30 pL
formaldehit ilave edildi. Karisim agzi kapatilarak 4°C de muhafaza edildi.

24. Yikama 1 cozeltisi: 3,75 g sodyum karbonat 270 mL saf suda ¢oziilerek iizerine
120 uL formaldehit ilave edildi.

25. Yikama 2 cozeltisi: 12,5 mL asetik asit ve 1 mL gliserin karigimina saf suya ilave

edilerek toplam hacim 250 mL' ye tamamlandi.

Cizelge 3.1. Karadeniz alabalig1 dokularindan saflastirilan CA enzimi aktivitesine karsi
inhibitor 6zelligi gosteren agir metallerin stok ¢ozeltileri

Metal Bilesigi [Stok ¢ozelti] (MM) Madde Miktari(g) Cozelti Hacmi(mL)
Pb(CH3COOQO); 1000 3,25 10
FeCl, 1000 1,27 10
CoCl, 1000 1,30 10
AgNO3 1000 1,70 10

CuS0,.5H,0 1000 2,50 10
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3.2. Yontemler

3.2.1. Karadeniz alabahg dokularindan karbonik anhidraz enziminin

saflastirilmasi ve karakterizasyonu ¢alismalarn ile ilgili yontemler

3.2.1.a. Sepharose-4B-L-tirozin siilfanilamit afinite kolonunun hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi {izerine hazirlandi.
Hazirlanan kolona L-tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamid
diazollanarak tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu,
stilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamid,
karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek
tizerinde ¢aligilacak enzimin yiiksek oranda saflastirilmasi amaciyla kullanildi (Atasever

et al. 2013). Afinite jeli asagidaki yontemlere gore hazirlandi:

i. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi: CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose 4B, 250 mL soguk NaHCO3; tamponu (0,1 M, pH: 10) ile
yikanarak bir behere aktarildi. Ayn1 tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin ¢6ziinmiis
soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve
bagetle karigtirma, 90 saniyeden az bir siirede tamamlanarak siispansiyon, 4°C’de 2 saat
stireyle manyetik karistiricida karigtirildi. Daha sonra 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu
siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile
yikand1 ve boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama,
100 mL NaHCO; tamponu ile (0,2 M, pH: 8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel, ayni

tamponun 40 mL’si i¢ine alindu.

ii. Siilfanilamit kenetlendirilmesi: 25 mg siilfanilamid, 0°C civarinda 10 mL 1 M HCI
iginde ¢oziirek ve igerisinde 75 mg NaNO; bulunan 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, siilfanilamid
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis
stilffanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. Karigimin

pH’s1 1 M NaOH ile 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicaklifinda
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yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL Tris-SO,4 (0,05 M, pH: 7,4)
tamponuyla yikandi. Yikandiktan sonra lizerine bir miktar daha ayni tampondan
konularak saklandi (Atasever et al. 2013). Reaksiyonun a¢ik formiilleri Seki 3.1 ile

gosterilmistir.
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3.2.1.b. Karadeniz alabahg bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularinin temini

ve homojenat hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan Karadeniz alabaliklar1 Rize’de alabalik ¢iftliginden taze olarak
alindi. Baliklar soguk zincir kuralina gore laboratuvara getirildikten sonra bdbrek,
karaciger, solungac ve kas dokular1 ¢ikarildi. Doku 6rnegi kan ve diger kirlilikleri
elimine etmek i¢in %0,9’luk soguk NaCl ile 3 kez yikandi. Homojenati hazirlanacak
olan doku ilk olarak bisturi kullanilarak oldukga kii¢iik pargalara ayrildi. Daha sonra
stvi azot iginde parcalanarak dokunun her grami igin 25 mM Tris-SO4-HCI/0,1 mM
Na,SO4 (pH: 8,7) tampon c¢ozeltisinden 3 mL ilave edilerek homojenize edildi. Bu
stispansiyon ultra santrifiij cihazi ile 4°C’de 60 dakika 16000xg’de 2 defa santrifiij
yapildi ve siipernatant analizler i¢in kullanilmak iizere hazirlandi. Her doku icin ayni
islem tekrarlandi (Wistrand 2002; Pullan and Noltmann 1985). Homojenat
hazirlandiktan sonra doku iizerinde biriken yag tabakasini elimine etmek igin 2/7

oraninda hekzan (CgH14)/homojenat 5 dakika 1500xg’de santrifiij edildi.

3.2.1.c. Karadeniz alabalhigi bobrek, karaciger, solunga¢c ve kas dokulariyla

hazirlanan homojenatlarin afinite kolonuna tatbiki ve eliisyonu

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan ayri ayri elde
edilen doku homojenatlar1 siizge¢ kagidindan stiziildiikten sonra kati Tris-SO4
kullanilarak pH’ lar1 8,7’ye ayarlanip kolona tatbik edildi ve kolon 400 mL 25 mM Tris-
SO4-HCI / 22 mM NaySO4 (pH:8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece karbonik anhidraz
enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Daha sonra 0,1 M
NaCH3;COO/0,5 M NaClO, (pH: 5,6) gozeltisi kolona tatbik edilip CA enzimi eliie
edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 20 mL/saat’e ayarlandi. Fraksiyon
toplayict yardimiyla eltatlar 1,5’er mL halinde tiiplere alinarak 280 nm’deki

absorbanslarina bakildi.
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3.2.1.d. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile

enzim safligimin kontrolii ve molekiil kiitlesi tayini

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag¢ ve kas dokularindan afinite kolonu ile
karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasindan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesil
stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (1970), tarafindan

aciklandig1 gibi yapilarak saflastirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol edildi.

Baslangigta elektroforez plakalari saf su ile iyice yikandi. Cam plakalar1 birlestiren
mikalara (spacer) ince bir tabaka halinde vazelin siiriildii. ki cam plaka birbiri {istiine
konuldu ve 6zel naylon kaplarina yerlestirilerek jel hazirlama cihazina konuldu. Daha
sonra cam plakalar aralik olusturucu mikalarin bulundugu kisimlardan kiskaclarla
dikkatlice sikistirildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektorle dokiildii.
Ortamda hava olmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 i¢in %0,1’lik
SDS ile ince bir tabaka olusturuldu. Katilasincaya kadar (yaklasik yarim saat) beklendi.
Katilastiktan sonra tstiindeki %0,1°lik SDS alindi. Daha sonra plakalarin {ist kismina
tarak yerlestirildi ve yigma jel taragin yanindan st ylizeye kadar ilave edildi. Jelin
katilasmast icin bir silire beklendi, ardindan tarak dikkatlice c¢ikarilarak plakalar

elektroforez tankina yerlestirildi.

i. Ayirma jelinin hazirlanmasi: 5 mL Tris-HCIl (1 M, pH:8,8), 4.4 mL %30’luk
akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid, 0,2 mL %210’lik SDS, 3.13 mL saf su ve 0.13 mL
%5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin) karistirildi. Bu karisimin {izerine
en son olarak 0.1 mL %10’luk amonyum persiilfat (NH,),S,0s (PER) ¢06zeltisi ilave
edildi. Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandi. PER

ilave edildikten hemen sonra jelin {ist kismindan izopropil alkol gegirildi.

il. Yigma jelinin hazirlanmasi: 1 M’lik Tris-HCI (pH:6,8)’den 0,41 mL, %30’luk
akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid’den 0,44 mL, %10’lik SDS’den 0.03 mL, saf sudan
2.45 mL ve %5’lik TEMED’den 0.03 mL alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis %1,5’luk PER’den 0.08 mL ilave edildi.
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Olusan bosluklar isaretlenerek jelin iistii once saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile
yikandi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu konuldu. Numuneler
her birinde 100 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 200 pL olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 5 dakika kaynar su banyosunda inkiibe
edildi. Numuneler ve standartlar jel kuyularina ¢ok ince bir enjektoér yardimiyla
dikkatlice uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (Anot), iistten (-)
kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra gerilim 150
volta ayarlanarak 2 saat oda sicakliginda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam plakalar
arasindaki jel dikkatlice cikarildi. Bu yliriitme tamponu tekrar kullanilmak iizere
sakland1. Ilk olarak tespit ¢ozeltisinde 30 dakika calkalayic1 icinde bekletildi. Daha
sonra rediiksiyon ¢ozeltisinde 30 dakika calkalandi. Cozeltiden ¢ikarilan jel 6zel kabina
konularak en az 3 defa saf su ile yikandi. Yikama isleminden sonra 20 dakika giimiis
nitrat ¢ozeltisinde boyamaya birakildi. Glimiis ile boyanan ¢o6zelti birkag kez tekrar saf
su ile yikandi. Son olarak jel yikama ¢ozeltisi i¢cine alinarak bantlar netlesene kadar
calkanarak yikandi. Jel dikkatlice alinarak fotografi c¢ekildi. Powerpnt programi

kullanilarak bantlarin yiiriime mesafeleri dlgiilerek enzimlerin mol kiitleleri hesaplandi.

Laemmli (1970) metoduna goére molekiil kiitlesi tayini su sekilde yapildi; standart
protein olarak molekiil agirhigi 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15 ve 10 kDa olan
standartlar kullanildi. Elektroforez isleminden sonra standart proteinlerin Rs degerleri
hesaplanarak log MA-R; standart grafigi ¢izildi. Daha sonra numunenin Rt degeri
hesapland1 ve standart grafikte yerine konularak Karadeniz alabaligmmin karaciger,
solungag, bobrek ve kas CA enziminin logMA’s1 belirlendi. Bu degerin antilogaritmasi

alinarak numunenin molekiil kiitlesi tespit edildi. Proteinlerin R¢ degerleri;

X
RF = g
X}J ova

formiilii ile belirlendi. Bu formiilde X.: Proteinin yiiriime mesafesi, Xpoya: boyanin

yiirlime mesafesidir.
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3.3. Protein Tayini

3.3.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, Warburg metodu olarak bilinen 280 nm’de proteinlerin
yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin maksimum absorbans gostermesi esasina
dayanmaktadir (Segel 1968). Afinite kolonundan esit hacimde alinmis tiiplerde kalitatif
protein tayini yapildi. Kuvars kiivetler kullanilarak spektrofotometrede 280 nm’de kore

kars1 absorbans degerleri okundu.

3.3.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢o6zeltisi ve homojenatlardaki protein
miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli geligir. Protein—boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1gir albliimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 puL
alindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi. Tiiplerin hacmi coomassie
brillant blue G-250 reaktifi ile 5 mL’ye tamamlandi ve vortex ile karistirildi. Proteine
boyanin tam olarak baglanabilmesi i¢in 10 dakika beklendi ve sonra 595 nm’de 3
mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL saf su ve
4,9 mL renklendirme reaktifinden olusan karisim 5 mL tamamlanarak absorbans

degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi.

Numune ¢aligmalart i¢in doku homojenatlar1 ve saf enzim ¢ozeltilerinden ii¢ ayr tiipe

sirasiyla 100 uL alinarak iizerlerine renklendirme reaktifleri ilave edilerek toplam hacim
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5 mL’ye tamamlandi. Karigim vorteks ile karistirilip 10 dakikalik bir inkiibiisyondan
sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayri
Olclimiin aritmetik ortalamasi alinip stardart grafikten yararlanarak protein miktarlar

belirlendi.

3.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Ol¢iimii

Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi iki sekilde Olgiilebilmektedir; birincisi, CA
enziminin fizyolojik aktivitesi olan CO,-hidrataz aktivitesidir, ikincisi ise in vitro

sartlarda gerceklestirdigi spektrofotometrik olarak takip edilebilen esteraz aktivitesidir.

a) CO,-hidrataz aktivitesi: Bu yontem Rickli ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
edilen Wilbur-Anderson yontemidir (Wilbur and Anderson 1948). CO;’nin hidrasyonu
sonucu agiga ¢ikan H' iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mavisi
indikatorii ile belirlenip, mavi rengin sarims1 yesile doniismesine kadar gegen siirenin

Ol¢iilmesi esasina dayanir.

Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiipe 1 mL veronal tamponu (0,025 M pH:8,2), 0,1 mL
brom timol mavisi (%0,04’lik), 0,6 mL saf su ve 2,5 mL CO, ¢ozeltisi ilave edildi.
Boylece aktivite Ol¢iim ortaminda toplam hacim 4,2 mL oldu. Daha sonra bir
kronometre yardimiyla CO; ¢ozeltisi katildig1 andan itibaren indikat6riin mavi renginin
sarims1 yesile doniismesi (pH: 6,3) icin gegen siire belirlendi (t,). Numune tiipiine ise
sudan 0,1 mL azaltarak bunun yerine enzim ¢6zeltisi ilave edildi ve CO, ¢ozeltisi ilave
edilir edilmez indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi (pH: 6,3) igin gegen

slire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (tc).

Hidrataz aktivitesi tayini sirasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar1 kullanim sirasina

gore asagidaki tabloda gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi Ol¢timii i¢in kullanilan
¢ozeltiler ve miktarlar

Cozeltiler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii (uL)
Veronal tamponu (0,025 M, pH:8,2) 1000 1000
Brom timol mavisi (%0,04) 100 100
Saf su 600 500
Enzim ¢o6zeltisi - 100
CO; gazi ile doyurulmus ¢ozelti 2500 2500
Toplam hacim 4200 4200

Bu yonteme gore CA enziminin aktivitesi i¢in bir enzim {nitesi (EU) enzimsiz olarak
meydana gelen CO, hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir.

Enzim aktivitesi, enzimsiz olarak gergeklesen CO, hidratasyon siiresi (t,) ile enzimli
cozeltideki reaksiyon siiresi (tc) arasindaki farkin (t;)’ye boliinmesi ile bulundu ve

asagidaki formiile gore hesaplandi (Maren 1960).

b) Esteraz aktivitesi: Bu metodun prensibi, karbonik anhidraz enziminin substrat
olarak kullanilan p-nitrofenilasetatt 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-
nitrofenolat’a hidroliz etmesi esasina dayanir. p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her
ikiside 348 nm’de ayn1 absorbansi gosterir. Bu nedenle fenol grubundaki proton (H™)
iyonunun ayrismamasi Ol¢iimii etkilememektedir (Verpoorte and Mehta 1967,
Armstong et al. 1996). Substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat 348 nm’de ¢ok az

absorbsiyon verdiginden kor olarak kullanildi. Reaksiyonun denklemi asagidaki gibidir.
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: R CA _
hOz—@—@{fm + Hy0 — hClg’@'OH + CH;COOH

Esteraz aktivitesinde absorbans 6l¢iimii ig¢in kor olarak hazirlanan tiipe pH:9,0 olan
Tris-SO4 tamponundan 400 pL, substrat olarak 360 uL p-nitrofenilasetat ve 240 uL saf
su ilave edildi. Boylece aktivite 6lglim ortaminda toplam hacim 1 mL oldu. Numune
tiipiine ise sudan 20 pL azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave edilerek her 1
dakikada bir absorbans miktar1 okunarak 3 dakika sonundaki 25°C’de 348 nm’de
absorbans1 okunarak absorbans farki alindi. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine
saf su konularak elde edilen karistmin 3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira
ayarland1. Esteraz aktivitesi tayini sirasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar1 kullanim

sirasina gore asagidaki tabloda gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesi Ol¢limii i¢in kullanilan
¢Ozeltiler ve miktarlari

Cozeltiler Kontrol Tiipii (uL)  Numune Tiipii (uL)
Tris-SO,4 tamponu (1 M, pH:9,0) 400 400
p-nitrofenilasetat 360 360

Saf su 240 220

Enzim ¢ozeltisi - 20

Toplam hacim 1000 1000

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat c¢ozeltisi, giinlik olarak
hazirlandi. Cozelti i¢in 13,6 mg p-nitrofenilasetat 1 mL aseton iginde ¢6ziildii ve hizlica
karistirilan 24 mL saf suya yavas yavas ilave edildi. Bu ¢6zelti 3 mM’lik olup, daha
derisigini hazirlamak, esterin smirli ¢oziiniirliigii dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton,
diger organik c¢oziiciilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii
oldugu i¢in secildi (Verpoorte and Mehta 1967). Kinetik ¢alismalar esnasindaki aktivite

Ol¢timleri enzimin esteraz aktivitesi ile gerceklestirildi.
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3.5. Karadeniz Alabalig1 Dokularindan Saflastirllan CA Enzimi ile Tlgili Yapilan
Kinetik Calismalar

3.5.1. Karbonik anhidraz enzimi icin optimum pH calismasi

Optimum pH ¢alismasi; pH:7,0-9,0 araliginda 1 M Tris-SO,4 ve pH:5,0-8,0 araliginda
1 M potasyum fosfat tampon c¢ozeltilerinde Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger,
solunga¢ ve kas dokularindan elde edilen CA enzimlerinin gosterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak Ol¢lildii. Enzim aktivitesi tayininde esteraz aktivitesi

kullanildi. Sonuglar aktivite-pH grafikleri halinde gosterildi.

3.5.2. Karbonik anhidraz enzimi icin optimum iyonik siddet calismasi

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan elde edilen CA
enzimlerinin aktiviteleri iizerine iyonik siddetin etkisinin belirlenmesi, enzim
aktivitesinin optimum oldugu Tris—SO,4 tamponu kullanilarak yapildi. Bu tampon ile
0,01 M ile 1,25 M arasinda iyonik siddete sahip ¢6zeltiler hazirland1 ve CA enzimleri
icin esteraz aktivite Olglimleri yapildi. Tiim dokulardan elde edilen CA enzimleri i¢in
optimum iyonik siddet 1 M Tris—SO, olarak belirlendi, sonuglar ¢izelgeler ve aktivite-

konsantrasyon grafikleri halinde gosterildi.

3.5.3. Karbonik anhidraz enziminin stabil oldugu pH’min bulunmas ile ilgili

calismalar

Enzimlerin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in pH’lar1 7,0-9,0 olan Tris-SO, tamponu
ve pH’lart 5,0-8,0 olan potasyum fosfat tamponu kullanildi. Belirtilen pH’lardaki
tampon ¢ozeltilerinin 2 mL’si ile 1 mL enzim ¢ozeltisi karistirilarak 4°C’de muhafaza
edildi. 24 saat arayla yapilan aktivite ol¢limiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi.

Inkiibasyon siiresine karsilik aktivite degerleri grafikler halinde gosterildi.
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3.5.4. Karadeniz alabahgi dokularindan elde edilen CA enziminin optimum
sicakhigin, aktivasyon enerjisinin (E;), aktivasyon entalpisinin (AH) ve Qi

degerlerinin hesaplanmasi ile ilgili calismalar

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan saflastirilan CA
enzimlerinin aktivitelerinin optimum oldugu sicakliklarin, E;, AH ve Qo degerlerinin
belirlenmesi amaciyla dijital su banyosu kullanilarak 0°C ile 80°C arasinda 10°C
sicaklik farki olusturularak, enzimin optimum pH’sinda spektrofotometrik olarak
esteraz aktivitesi deneyleri gergeklestirildi. Daha sonra elde edilen aktivite degerlerinin
logaritmalar1 (log k) alindi. Sicaklik degerleri Kelvine ¢evrilerek grafikte 1/T x1000°K™
olarak ifade edildi (Danisan et al. 2004). Cizilen grafikten faydalanilarak Arhenius
egrisi elde edildi ve bu egrinin egimi kullanilarak aktivasyon enerjisi (Ea) hesaplandi.

—E

a

Egim = —=>
2303 X R
Aktivasyon entalpisinin (AH )’nin hesabinda ise asagidaki formiiliinden faydalanildi

(Segel 1975; Wilson 1971).

AH =E_ — RT

Son olarak bir enzim i¢in, 10°C’lik sicaklik degisiminin meydana getirdigi aktivite
farklilig1 olan Qo degeri, aralarinda 10°C fark olan iki aktivite degerinden yiiksek
olanin diigiik olan aktivite degerine boliinmesi ile hesapland1 (Keha ve Kiifrevioglu

2009).

3.5.5. Karadeniz alabah@ dokularindan elde edilen CA enziminin Ky, Vmax, Kcat Ve

Vo degerlerinin bulunmasina yonelik ¢calismalar

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag ve kas dokularindan saflagtirilan CA

enziminin Ky ve Vyax degerlerinin belirlenmesi igin en az 5 farkli p-nitrofenilasetat
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konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite olgtimii yapildi. Lineweaver-
Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Ky ve Vmax degerleri hesaplandi. Daha sonra
kantitatif protein tayininde bulunan toplam enzim miktar1 (Et) kullanilarak enzimin

turnover sayisini ifade eden Kgo degeri asagida verilen formiil ile hesaplandi.

Birgok enzimin katalitik etkilerinin veya farkli substratlarin ayni enzimle iirline
dontisiimiintin  karsilagtirllmasinin bir yolu da tepkimeler i¢in 6zgiillik sabitinin

hesaplanmasidir. Ozgiilliik sabiti Vg formiilii ile hesapland: (Lehninger 2005).

1‘.‘.1' — k{! at
’ K}rI

3.5.6. Baz1 agir metallerin Karadeniz alabahgi dokularindan elde edilen CA

enziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin incelenmesi

Karadeniz alabaliginin bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan afinite
kromatografisi vasitasiyla saflastirilan karbonik anhidraz enziminin aktivitesi iizerine
inhibisyon etkileri arastirildi. Kinetik Olgimler enzimin esteraz aktivitesinden

faydalanilarak gerceklestirildi (Verpoorte and Mehtal967; Armstrong et al. 1966).

Enzimin esteraz aktivitesini inhibe eden FeCl, Pb(CH3COOQ),, CoCl, AgNO; ve
CuS04.5H,0 kimyasal maddeleri igin sabit substrat konsantrasyonunda bes farkli
inhibitor konsantrasyonu kullanilarak ICsg degerleri (enzimin aktivitesini yariya diisiiren

inhibitor konsantrasyonu) % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek belirlendi.
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3.5.7. Karadeniz alabahgi dokularindan elde edilen CA enzimi i¢in inhibitor etkisi

gosteren agir metallerin K; sabitlerinin ve inhibisyon tiirlerinin bulunmasi

Inhibitdér calismalar1 icin, Karadeniz alabaligi dokularindan elde edilen CA enzimini
inhibe eden FeCl, Pb(CH3COOQ), CoCl,, AgNO3; ve CuS0,4.5H,0 kimyasal maddeleri
kullanildi. Caligmalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok
cozeltileri kullanilarak 6n calismayla belirlendi. Yine ayni sekilde her bir substrat
konsantrasyonu i¢in en uygun ¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu inhibitor stok
¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla tespit edildi. Daha sonra Karadeniz alabaliginin
bobrek, Karaciger, solungag ve kas dokularindan saflagtirilan CA enzimleri igin ig
farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda V-[S] degerleri belirlenerek her bir inhibitor
icin ayr1 ayr1 1/V-[1/S] degerleri hesaplanip Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek K;
degerleri ve inhibisyon tipleri tayin edildi (Lineweaver and Burk 1934).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Grafik

Karadeniz alabaligi dokularindan elde edilen homojenatlar ve saflastirilan enzim
cozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 igin Bradford yontemi kullanildi (Bradford
1976). Bu yontem i¢in 6nce bir standart egri hazirlandi. Hazirlanan homojenatlar ve
saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktart bu egriye gore belirlendi. Kantitatif

protein miktarlari Sekil 4.1°den elde edilen denklemden hesaplandi (R*:0,9706

hesaplandi).
1
y =0,0088x
R?=0,9706
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Sekil 4.1. Bradford yontemi ile BSA kullanilarak protein tayini i¢in hazirlanan standart
grafik
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4.2. Karadeniz Alabahg Bobrek, Karaciger, Solunga¢ ve Kas Dokularindan

Karbonik Anhidraz Enziminin Saflagtirilma ve Karakterizasyon Sonuclari

4.2.1. Karbonik anhidraz enziminin Sepharose-4B afinite kromatografisi ile

saflastirilma kademeleri

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan hazirlanan
homojenatlarin pH’lar1 kat1 Tris kullanilarak pH metre ile 8,7’ ye ayarlandi. Daha sonra
bolim 3.2.1.b’de anlatildigr sekilde Sepharose-4B-L-Tirozin siilfonilamid afinite
kolonuna doku numuneleri ayr1 ayr1 yliklendi. Afinite kolonundan her bir tiipe 1,5’er
mL olacak sekilde eliie edilen numunelerin 280 nm’de Walburg metoduna gore kalitatif
protein tayinleri yapildi. Absorbans gosteren tiiplerde CO; hidrataz aktivitesine bakildi.
Aktivite gosteren tiipler birlestirildi. Her bir doku igin absorbans-tiip sayisi-aktivite
grafikleri ¢izildi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5). Sepharose-4B-L-Tirozin siilfonilamit afinite
kromatografisi ile elde edilen, ylizde verim ve saflagtirma katsayilar1 ise Cizelge 4.1,

4.2, 4.3 ve 4.4°te verildi.

—O—Absorbans —e—Enzim Unitesi (EU/ml)
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Sekil 4.2. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan afinite kromatografisiyle saflastirilan CA
enziminin eliisyon tliplerindeki hidrataz aktivitesi ve 280 nm’deki absorbans degerleri
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Cizelge 4.1. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan CA enziminin saflastirma
sonugclari

Aktivite Toplam Protein Toplam Toplam  Spesifikaktivite  Verim  Saflastirma

Numune (EU/mL) hacim(mL) (mg/mL) protein(mg) aktivite (EU/mg) (%) Katsayisi
Homojenat 60 22,5 34,55 77,4 1350 1,73 100 1,00
Sepharose-4B-

L-tirozin-

siilfanilamid 160 3 0,265 0,795 480 603,77 35,55 349,00

afinite  kolon
kromatografisi
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Sekil 4.3. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusundan afinite kromatografisiyle saflastirilan CA
enziminin eliisyon tiiplerindeki hidrataz aktivitesi ve 280 nm’deki absorbans degerleri

Cizelge 4.2. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan CA enziminin saflagtirma
sonuglari

Aktivite Toplam Protein Toplam Toplam  Spesifikaktivite  Verim  Saflastirma

Numune (EU/mL) hacim(mL) (mg/mL) protein(mg) aktivite (EU/mg) (%0) katsayisi
Homojenat 70 23 4511 1037,53 1610 1,55 100 1,00
Sepharose-4B-

L-tirozin-

siilfanilamid 100 3 0,178 0,534 300 561,79 18,63 362,45

afinite  kolon
kromatografisi
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Sekil 4.4. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan afinite kromatografisiyle saflastirilan CA
enziminin eliisyon tliplerindeki hidrataz aktivitesi ve 280 nm’deki absorbans degerleri

Cizelge 4.3. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan CA enziminin saflastirma
sonugclari

Aktivite  Toplam  Protein Toplam  Toplam Spesifikaktivite Verim Saflastirma

Numune (EU/mL) hacim(mL) (mg/mL) protein(mg) aktivite (EU/mg) (%) Kkatsayist
Homojenat 20 38 15,9 604,2 760 1,25 100 1,00

Sepharose-4B-L-

tirozin-siilfanilamid

afinite kolon 180 3 0,129 0,387 540 1395,35 71,05 1116,28

kromatografisi
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Sekil 4.5. Karadeniz alabalig1 kas dokusundan afinite kromatografisiyle saflastirilan CA
enziminin eliisyon tiiplerindeki hidrataz aktivitesi ve 280 nm’deki absorbans degerleri
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Cizelge 4.4. Karadeniz alabalig1 kas dokusundan CA enziminin saflagtirma sonuglari

Numune Aktivite Toplam Protein Toplam Toplam  Spesifikaktivite Verim  Saflagtirma
(EU/mL) hacim(mL) (mg/mL) protein(mg) aktivite (EU/mg) (%) Kkatsayist

Homojenat 20 12 31,36 376,32 240 0,63 100 1,00

Sepharose-4B-

L-tirozin-

siilfanilamid 60 3 0,202 0,6606 180 297,03 75 471,47

afinite  kolon
kromatografisi

4.2.2. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safliginin kontrolii ve molekiil kiitlesinin tayini

Karadeniz alabaliginin bobrek, karaciger, solungag ve kas dokularindan afinite kolonu
ile karbonik ahhidraz enzimi ve standart proteinler, Boliim 3.2.1.d’de anlatildig: sekilde
hazirlanan kesikli SDS-poliakrilamit jel elektroforezine tatbik edildi. Daha sonra elde
edilen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi. Karadeniz alabaligi dokusundan saflagtirilan
CA enziminin molekiil kiitlesi log MA-R¢ grafigi ¢izilerek tespit edildi (Sekil 4.6, 4.7,
4.8, 4.9 ve Cizelge 4.5).

Ao N2

||

Sekil 4.6. Afinite kromatografisiyle saflastirilan Karadeniz alabaligi karaciger ve solungag
dokular1 CA enziminin SDS-PAGE fotografi

*Standart numuneler: 1:170, 2:130, 3:100, 4:70, 5:55, 6:40, 7:35, 8:25, 9:15 kDa
a:bobrek doku, b: karaciger doku ve c:kas doku
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Sekil 4.7. SDS-PAGE yontemiyle Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger ve kas dokulari
CA enziminin molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik

210

1" 12

] O £

Sekil 4.8. Afinite kromatografisiyle saflastirilan Karadeniz alabaligi kas CA enziminin SDS-
PAGE fotografi
*Standart numuneler: 1:170, 2:130, 3:100, 4:70, 5:55, 6:40, 7:35, 8:25, 9:15, 10:10 kDa
11:solungag¢ doku, 12:solungag¢ doku
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Sekil 4.9. SDS-PAGE yontemiyle Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusu CA enziminin
molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik

Cizelge 4.5. Karadeniz alabalig1 bobrek, karaciger, solungag ve kas dokular1 CA enzimi
icin SDS-PAGE ile molekiil kiitleleri tayini sonuglari

Enzim Doku Molekiil Kiitlesi (kDa)
Bobrek 29,71
Karbonik Anhidraz Karaciger 29,50
(CA) Solungag 32,00
Kas 28,80

4.3. Karadeniz Alabahg Bobrek, Karaciger, Solunga¢ ve Kas Dokularindan
Saflastirilan CA Enzimi ile Tlgili Yapilan Kinetik Cahismalar

4.3.1. Karbonik anhidraz enzimi i¢in optimum pH calismasi

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokular1 karbonik anhidraz
enzimlerinin optimum pH c¢alismast bolim 3.5.1°de anlatildig1 sekilde, pH’s1 7,0-9,0
araliginda 1 M Tris-SO4 ve pH’st 5,0-8,0 araliginda 1 M potasyum fosfat tampon
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¢ozeltileri kullanilarak spektrofotometrik olarak olgiildii. Karadeniz alabaligi bobrek,
karaciger, solunga¢ ve kas dokular1 karbonik anhidraz enzimi i¢in optimum pH 1 M

Tris-SO4 pH:9,0 tamponu olarak belirlendi (Cizelge 4.6-4.13 ve Sekil 4.10-4.11).

Cizelge 4.6. Karadeniz alabaligi bobrek dokusu CA enziminin optimum pH’st i¢in 1 M
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

1 M Potasyum Fosfat

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,003
5,5 0,003
6,0 0,003
6,5 0,026
7,0 0,033
7,5 0,050
8,0 0,030

Cizelge 4.7. Karadeniz alabaligi bobrek dokusu CA enziminin optimum pH’s1 igin 1 M
Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

1 M Tris-SOq4
pH Aktivite (EU/mL)
7,0 0,030
7,5 0,063
8,0 0,090
8,5 0,150
9,0 0,520

9,5 0,400
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Sekil 4.10. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusundan saflastirilan CA enziminin optimum pH’sini
bulmak i¢in 1 M potasyum fosfat ve 1 M Tris-SO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglar1

Cizelge 4.8. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu CA enziminin optimum pH’s1 i¢in
1 M potasyum fosfat tampon ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

1 M Potasyum Fosfat

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,010
55 0,033
6,0 0,057
6,5 0,103
7,0 0,167
75 0,173
8,0 0,227

Cizelge 4.9. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu CA enziminin optimum pH’s1 i¢in
1 M Tris-SO,4 tampon ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢tiim sonuglari

1 M Tris-SO4
pH Aktivite (EU/mL)
7,0 0,126
7,5 0,313
8,0 0,613
8,5 1,157
9,0 1,830

9,5 1,720
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Sekil 4.11. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflagtirilan CA enziminin optimum

pH’sin1 bulmak i¢in 1 M potasyum fosfat ve 1 M Tris-SO, tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan
aktivite 6l¢iim sonuglari

Cizelge 4.10. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusu CA enziminin optimum pH’s1 i¢in
1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

1 M Potasyum Fosfat

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,020
55 0,043
6,0 0,056
6,5 0,090
7,0 0,156
75 0,186
8,0 0,230

Cizelge 4.11. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusu CA enziminin optimum pH’s1 i¢in
1 M Tris-SO,4 tampon ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

1M Tris-SO,
pH Aktivite (EU/mL)
7,0 0,090
75 0,290
8,0 0,647
8,5 1,137
9,0 1,797

9,5 1,760
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Sekil 4.12. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enziminin optimum

pH’sin1 bulmak i¢in 1 M potasyum fosfat ve 1 M Tris-SO, tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan
aktivite 6l¢iim sonuglari

Cizelge 4.12. Karadeniz alabaligi kas dokusu CA enziminin optimum pH’s1 i¢gin 1 M
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite dl¢lim sonuglari

1 M Potasyum Fosfat

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,02
55 0,037
6,0 0,067
6,5 0,093
7,0 0,143
75 0,163
8,0 0,200

Cizelge 4.13. Karadeniz alabaligi kas dokusu CA enziminin optimum pH’s1 igin 1 M
Tris-SO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

1 M Tris-SOq4
pH Aktivite (EU/mL)
7,0 0,106
7,5 0,27
8,0 0,647
8,5 1,153
9,0 1,697

9,5 1,656
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Sekil 4.13. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflastirilan CA enziminin optimum pH’sin1

bulmak i¢in 1 M potasyum fosfat ve 1 M Tris-SO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari

4.3.2. Karadeniz alabalig1 bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokular1 CA enzimi

icin optimum iyonik siddetinin belirlenmesi

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan elde edilen CA
enzimi aktivitesi lizerine iyonik siddetin etkisinin belirlenmesi i¢in enzim aktivitesinin
optimum oldugu Tris—SO, tamponu kullanilarak yapildi. Bu tampon ile 0,1 M ile
1,25 M arasinda iyonik siddete sahip ¢ozeltiler hazirland1 ve CA enzimleri i¢in esteraz
aktivite Ol¢timleri yapildi. Tiim dokulardan elde edilen CA enzimleri i¢in optimum
iyonik siddet 1 M Tris—=SO4 olarak belirlendi, sonuglar ¢izelgeler ve aktivite-
konsantrasyon grafikleri halinde gosterildi (Cizelge 4.14-4.17 ve Sekil 4.14-4.17).
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Cizelge 4.14. Karadeniz alabaligi bobrek dokusu i¢in Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi
kullanilarak farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Tris-SO,
Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)
0,10 0,086
0,25 0,093
0,50 0,243
0,75 0,583
1,00 0,887
1,25 0,473
1 -
08
> 0,6 -
=
2
e l
=
<
0,2 | I
N
0,10 0,25 0,50 0,75
Iyonik siddet(M)

Sekil 4.14. Karadeniz alabaligi bobrek dokusu igin Tris-SO, tampon ¢ozeltisi
kullanilarak farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite dl¢iim sonuglar

Cizelge 4.15. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu i¢in Tris-SO4 tampon c¢ozeltisi
kullanilarak farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite dl¢lim sonuglar

Tris-SO,
Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)
0,10 0,376
0,25 0,510
0,50 0,753
0,75 0,880
1,00 0,906

1,25 0,893
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Sekil 4.15. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu igin Tris-SO, tampon ¢ozeltisi
kullanilarak farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Cizelge 4.16. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusu igin Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi
kullanilarak farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Tris-SO4
Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)
0,10 0,276
0,25 0,456
0,50 0,770
0,75 0,880
1,00 0,936

1,25 0,900
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Sekil 4.16. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusu igin Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi
kullanilarak farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite dl¢iim sonuglar

Cizelge 4.17. Karadeniz alabaligi kas dokusu igin Tris-SO, tampon c¢ozeltisi
kullanilarak farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite dl¢iim sonuglar

Tris-SOy4
Iyonik Siddet (M) Aktivite (EU/mL)
0,10 0,410
0,25 0,493
0,50 0,660
0,75 0,800
1,00 0,900

1,25 0,876
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Sekil 4.17. Karadeniz alabaligi kas dokusu i¢in Tris-SO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak
farkli iyonik siddetlerde yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

4.3.3. Karbonik anhidraz enziminin stabil oldugu pH’nin bulunmas ile ilgili

calismalar

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan saflastirilan
karbonik anhidraz enziminin stabil oldugu pH’lar1 bolim 3.5.3’te anlatildig1 sekilde
pH’s1 7,0-9,0 olan Tris-SO4 tamponu ve pH’s1 5,0-8,0 olan potasyum fosfat tamponu
kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 2 mL’si ile 1 mL enzim ¢o6zeltisi
karistirilarak 4°C’de muhafaza edildi ve 24 saat arayla aktivite ol¢limii yapildi. 5 giin
boyunca yapilan aktivite Ol¢timiinde 1 M Tris-SO4 tampon ¢o6zeltisinde bobrek,
karaciger, solungag ve kas dokulari i¢in enzimin stabil oldugu pH 8,5 olarak belirlendi.
Inkiibasyon siiresine karsilik aktivite degerleri grafikler halinde gosterildi

(Cizelge 4.18-4.25 ve Sekil 4.17-4.24)
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Cizelge 4.18. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enziminin stabil
pH’stigin 1 M Tris-SO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

pH:7,0 pH:7,5 pH:8,0 pH:8,5 pH:9,0

Zaman Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite

(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
1.giin 1,056 1,120 1,116 1,116 1,173
2.giin 0,830 0,816 0,923 0,906 0,866
3.giin 0,600 0,626 0,673 0,646 0,683
4.giin 0,453 0,480 0,546 0,513 0,553
5.giin 0,163 0,166 0,170 0,176 0,170

——pH=70 —8\—pH=75 —4—pH=8,0 —%—pH=85 ——pH=9,0
1,3

1,0 -
0,7 -

04 -

Aktivite (EU/mL)

0,1

Zaman (giin)

Sekil 4.18. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusu CA enziminin stabil pH’sin1 bulmak i¢in degisik
pH’larda 1 M Tris-SO, tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart
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Cizelge 4.19. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusu CA enziminin stabil pH’s1 i¢in 1 M
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

pH:5,0 pH:55 pH:6,0 pH:65 pH:7,0 pH:75 pH:80
Zaman Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)

l.gim 0,317 0,333 0,307 0,350 0,340 0,387 0,360
2.giin 0,287 0,297 0,303 0,320 0,320 0,333 0,337
3.giin 0,173 0,167 0,163 0,183 0,170 0,197 0,170
4.giin 0,130 0,110 0,133 0,147 0,153 0,117 0,133
S5.giin 0,083 0,077 0,073 0,097 0,100 0,107 0,087

——pH=5 —&—pH=55 —A—pH=6 —6—pH=6,5 —%—pH=7 —%—pH=7,5 ——pH=8

04

0,3

0,2

Aktivite (EU/mL)

0,1

Zaman (giin)

Sekil 4.19. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusu CA enziminin stabil pH’sin1 bulmak i¢in degisik
pH’larda 1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari
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Cizelge 4.20. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflastirilan CA enziminin stabil pH’s1
icin 1 M Tris-SO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

pH:7,0 pH:7,5 pH:8,0 pH:8,5 pH:9,0

Zaman Alg.tivite Alg.tivite Alg.tivite Algtivite Algtivite

(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
1.giin 1,036 1,076 0,966 0,983 1,076
2.giin 0,806 0,860 0,843 0,863 0,936
3.giin 0,603 0,640 0,603 0,633 0,623
4.giin 0,420 0,500 0,553 0,556 0,506
5.giin 0,130 0,133 0,166 0,170 0,173

—o—pH=7,0 —B—pH=7,5 —A—pH=8,0 —»—pH=85 —6—pH=9,0

Aktivite (EU/mL)

1 2 3 4 5

Zaman (giin

Sekil 4.20. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu CA enziminin stabil pH’smn1 bulmak i¢in
degisik pH’larda 1 M Tris-SO, tampon ¢6zeltileri kullanilarak yapilan aktivite dlgiim sonuglari
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Cizelge 4.21. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu CA enziminin stabil pH’s1 i¢in 1 M
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglart

pH:50 pH:®(5  pH:6,0 pH:®BS5 pH: 7,0 pH: 75 pH:B0
Zaman A_tjvite Ajgivite AEivite Ajgivite A.t.ivite A.t.ivite Aj[_ivite
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
1.giin 0,337 0,350 0,336 0,347 0,363 0,373 0,357
2.giin 0,290 0,270 0,293 0,297 0,310 0,307 0,330
3.giin 0,173 0,147 0,180 0,157 0,173 0,160 0,170
4.giin 0,137 0,127 0,147 0,140 0,153 0,143 0,137
5.giin 0,050 0,070 0,077 0,073 0,087 0,083 0,097

——pH=5 —8—pH=55 —A—pH=6 —6—pH=6,5 —%—pH=7 ——pH=7,5 ——pH=8

0.4

0,3

0,2

Aktivite (EU/mL)

0,1

1 2 3 4 5

Zaman (giin)

Sekil 4.21. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu CA enziminin stabil pH’sin1 bulmak igin
degisik pH’larda 1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan aktivite Sl¢iim
sonuglari



69

Cizelge 4.22. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enziminin stabil pH’s1
icin 1 M Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

pH:7,0 pH:7,5 pH:8,0 pH:8,5 pH:9,0

Zaman Algtivite Alg.tivite Alg.tivite Algtivite Algtivite

(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
1.giin 1,053 1,140 1,116 1,113 1,160
2.giin 0,953 0,973 0,946 0,943 1,030
3.giin 0,673 0,626 0,666 0,640 0,643
4.giin 0,583 0,566 0,500 0,596 0,473
5.giin 0,156 0,140 0,210 0,216 0,223

—6—pH=7,0 —8\—pH=7,5 —4A—pH=8,0 —¢—pH=85 —6—pH=9,0
1,3

0,9 -

0,5 -

Aktivite (EU/mL)

0,1

Zaman (giin)

Sekil 4.22. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusu CA enziminin stabil pH’sim1 bulmak i¢in
degisik pH’larda 1 M Tris-SO, tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari
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Cizelge 4.23. Karadeniz alabalig1 solungag dokusu CA enziminin stabil pH’s1 i¢in 1 M
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite dl¢lim sonuglari

pH:5,0 pH:55 pH:6,0 pH:B5 pH:7,0 pH:75 pH:80
Zaman Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)

l.gim 0,317 0,333 0,330 0,357 0,337 0,320 0,373
2.giin 0,317 0,320 0,293 0,330 0,337 0,320 0,340
3.giin 0,190 0,177 0,183 0,163 0,183 0,193 0,197
4.giin 0,140 0,130 0,170 0,133 0,143 0,153 0,147
S5.giin 0,080 0,080 0,070 0,070 0,077 0,090 0,133

——pH=5 —8&—pH=55 —A—pH=6 —6—pH=6,5 —%—pH=7 ——pH=7,5 —%—pH=8

0.4
03 1

0,2

Aktivite (EU/mL)

0,1

O T T T 1
1 2 3 4 5

Zaman (giin)

Sekil 4.23. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusu CA enziminin stabil pH’sim1 bulmak igin

degisik pH’larda 1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim
sonuglari
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Cizelge 4.24. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflastirllan CA enziminin stabil
pH’sti¢in 1 M Tris-SO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH:7,0 pH:7,5 pH:8,0 pH:8,5 pH:9,0

Zaman Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite

(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
1.giin 0,963 1,000 1,070 1,106 1,116
2.giin 0,873 0,933 0,963 0,943 1,010
3.giin 0,630 0,680 0,580 0,613 0,620
4.giin 0,520 0,500 0,530 0,483 0,556
5.giin 0,200 0,210 0,196 0,216 0,250

——pH=7,0 —&—pH=75 —4A—pH=8,0 —¢—pH=85 —6—pH=9,0

Aktivite (EU/mL)

Zaman (giin

Sekil 4.24. Karadeniz alabalig1 kas dokusu CA enziminin stabil pH’sim1 bulmak igin degisik
pH’larda 1 M Tris-SO,4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan aktivite 6l¢tim sonuglart
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Cizelge 4.25. Karadeniz alabalig1 kas dokusu CA enziminin stabil pH’s1 i¢in 1 M
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite dl¢lim sonuglari

pH:5,0 pH:55 pH:6,0 pH:B5 pH:7,0 pH:75 pH:80
Zaman Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite  Ativite
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)

l.gin 0,320 0,310 0,330 0,337 0,330 0,357 0,380
2.giin 0,287 0,270 0,303 0,317 0,323 0,333 0,350
3.giin 0,153 0,157 0,160 0,170 0,213 0,193 0,153
4.giin 0,123 0,117 0,127 0,140 0,153 0,150 0,140
S5.giin 0,090 0,087 0,083 0,107 0,103 0,093 0,100

——pH=5 —8—pH=55 —A—pH=6 —6—pH=6,5 —%—pH=7 ——pH=7,5 —%—pH=8

04
0,3

0,2

Aktivite (EU/mL)

0,1

0,0 T T T 1

Zaman (giin)

Sekil 4.25. Karadeniz alabalig1 kas dokusu CA enziminin stabil pH’sim1 bulmak igin degisik
pH’larda 1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari
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4.3.4. Karadeniz alabahg bobrek, karaciger, solungac ve kas dokularindan elde
edilen CA enziminin optimum sicakhigin, aktivasyon enerjisinin (Ea), aktivasyon

entalpisinin (AH ) ve Qqo degerlerinin hesaplanmasi ile ilgili calismalar

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan saflastirilan CA
enzimlerinin aktivitelerinin optimum oldugu sicakliklarin, Ea, AH ve Qi degerlerinin
belirlenmesi amaciyla dijital su banyosu kullanilarak 0°C ile 80°C arasinda 10°C
sicaklik farki olusturularak, enzimin optimum pH’sinda spektrofotometrik olarak
esteraz aktivitesi deneyleri gergeklestirildi. Daha sonra elde edilen aktivite degerlerinin
logaritmalari (log k) alindi. Sicaklik degerleri Kelvine ¢evrilerek grafikte 1/Tx1000°K™
olarak ifade edildi (Cizelge 4.26.-4.29. ve Sekil 4.24.-4.31.) (Danisan et al. 2004).
Cizilen grafikten faydalanilarak Arhenius egrisi elde edildi ve bu egrinin egimi

kullanilarak Ea, AH ve Q1o degerleri hesaplandi.

Cizelge 4.26. Karadeniz alabaligi bobrek dokusu i¢in degisik sicakliklardaki aktivite
degerleri

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,370
10 0,393
20 0,477
30 0,597
40 0,607
50 0,330
60 0,293
70 0,253

80 0,153
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Sekil 4.26. Karadeniz alabaligi bobrek doku CA enziminin optimum sicakligini
gosteren grafik
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LT = 1000 °K1

Sekil 4.27. Karadeniz alabaligi bobrek doku CA enziminin aktivitesinin sicakliga bagl
olarak degisim grafigi
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Cizelge 4.27. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu i¢in degisik sicakliklardaki aktivite
degerleri

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,663
10 0,736
20 0,806
30 0,823
40 0,840
50 0,690
60 0,673
70 0,633
80 0,490

1 -
= 0,8 -
£
=
)
i
= 06 -
=
< \
074 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik °C

Sekil 4.28. Karadeniz alabaligi karaciger doku CA enziminin optimum sicakligini
gosteren grafik
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Sekil 4.29. Karadeniz alabaligi karaciger doku CA enziminin aktivitesinin sicakliga
bagli olarak degisim grafigi

Cizelge 4.28. Karadeniz alabalig1 solungag dokusu i¢in degisik sicakliklardaki aktivite
degerleri

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,690
10 0,713
20 0,743
30 0,753
40 0,780
50 0,676
60 0,670
70 0,653

80 0,633




77

0,8

_ 0,75 4/\

—

E

2 07

:

=z

=

< 0,65 \
0,6 T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicakhik °C

Sekil 4.30. Karadeniz alabaligi solunga¢ doku CA enziminin optimum sicakligini
gosteren grafik
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Sekil 4.31. Karadeniz alabaligi solunga¢ doku CA enziminin aktivitesinin sicakliga
bagli olarak degisim grafigi
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Cizelge 4.29. Karadeniz alabaligi kas dokusu i¢in degisik sicakliklardaki aktivite
degerleri

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,640
10 0,670
20 0,753
30 0,806
40 0,820
50 0,723
60 0,713
70 0,643
80 0,603
0,9 -

= .

0,5 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Aktivite (EU/mL)

Sicaklik °C

Sekil 4.32. Karadeniz alabaligi kas doku CA enziminin optimum sicakligin1 gdsteren
grafik
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Sekil 4.33. Karadeniz alabaligi kas doku CA enziminin aktivitesinin sicakliga bagl
olarak degisim grafigi

Cizelge 4.30. Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag ve kas dokulari CA
enzimi i¢in optimum sicaklik, Ea, AH ve Qo degerleri

Optimum Aktivasyon Enerjisi Aktivasyon Entalpisi

Enzim  Dokular ¢ Cknhk (°C)  (Ea) (kcal/mol) (AH) (kcal/mol) Quo
CA Bobrek 40 2,356 1,730 1,83
CA Karaciger 40 1,009 0,387 1,22
CA Solungag 40 0,517 0,105 1,15

CA Kas 40 1,152 0,530 1,13
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4.3.5. Karadeniz alabahig1 dokularindan elde edilen CA enziminin Ky, Vmax Kcat Ve

Vo degerlerinin bulunmasina yonelik calismalar

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag ve kas dokularindan saflastirilan CA
enziminin Ky ve Vpax degerlerinin belirlenmesi igin en az 5 farkli p-nitrofenilasetat
konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite dl¢iimii yapildi ve Lineweaver-
Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Ky ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.39-4.42).
Daha sonra bulunan Ky ve Vimax degerleri kullanilarak CA enzimin p-nitrofenilasetat
substrati i¢in turnover sayisini ifade eden k¢a degeri hesaplandi. Hesaplanan bu deger ile

enzimin Ozgiilliik sabiti degeri Vo tespit edildi. Bu degerler ¢izelge 4.31°de verildi.

Q©

y =0,7948x + 1,8283
R>=0,9029 /

D

'S

1/V (EU/mL)

D

1/[S] ?m M)-1

Sekil 4.34. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi i¢in 5 farkli
p-nitrofenil asetat konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.35. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi igin 5
farkl1 p-nitrofenil asetat konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi

y =0,8031x + 1,415 A
R2=0,9426
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Sekil 4.36. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflagtirilan CA enzimi igin 5
farkl1 p-nitrofenil asetat konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.37. Karadeniz alabalig1 kas dokusundan saflagtiritlan CA enzimi igin 5 farkli p-
nitrofenil asetat konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.31. Karadeniz alabaliginin bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimleri igin
p-nitrofenilasetat substrati ile Ky, Vmax, Keat V& Vo degerlerinin sonuglari

. KM Vmax kcat VO
Enzim Substrat Dokular (MM)  (ED/mL) (s (M™.s1).10°
CA p-nitrofenilasetat Bobrek 0,434 0,547 688,05 1,585
CA p-nitrofenilasetat Karaciger 0,746 0,804  1505,62 2,018
CA p-nitrofenilasetat Solungag 0,568 0,706 1824,29 3,211

CA p-nitrofenilasetat Kas 0,492 0,741 1222,78 2,485
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4.3.6. Baz1 agir metallerin Karadeniz alabahig bobrek, karaciger, solungag ve kas
dokularindan elde edilen CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine inhibisyon

etkilerinin incelenmesi

Karadeniz alabaliginin bobrek, karaciger, solungag ve kas dokularindan afinite
kromatografisiyle saflastirilan CA enziminin aktivitesi {izerine bazi metallerin
inhibisyon etkileri incelendi. Kinetik oOl¢limler enzimin esteraz aktivitesinden
faydalanilarak gergeklestirildi (Armstrong et al. 1966; Verpoorte and Mehta 1967).
Enzimin esteraz aktivitesini inhibe eden FeCl,, Pb(CH3;COO),, CoCl, AgNO; ve
CuSO4.5H,0 bilesikleri ile sabit substrat konsantrasyonunda bes farkli inhibitor
konsantrasyonu kullanilarak ICsp degeri (enzimin aktivitesini yariya disiiren
konsantrasyonu) % aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek Cizelge 4.32-4.55 ve Sekil 4.38-4.57

araliginda verildi.

Cizelge 4.32. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Fe®* iyonu ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO, Enzim Safsu Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu (uL) (uL) (uL) Hacim (uL) (mM) (EU/mL)
360 400 5 235 1000 0,00 100
360 400 5 225 1000 0,20 83,24
360 400 5 210 1000 0,50 60,00
360 400 5 205 1000 0,60 56,47
360 400 5 195 1000 0,80 52,06
360 400 5 185 1000 1,00 41,76
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Sekil 4.38. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
Fe?* iyonunun farkl inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Fe®*] grafigi

Cizelge 4.33. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflagtirilan CA enziminin eSteraz
aktivitesi iizerine Pb®* iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO, Enzim  Saf su Toplam [ Y%Aktivite
(uL) tamponu(nL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM)  (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100
360 400 10 225 1000 0,05 74,47
360 400 10 220 1000 0,10 64,89
360 400 10 215 1000 0,15 50,53
360 400 10 210 1000 0,20 32,98
360 400 10 200 1000 0,30 19,15




85

% Aktivite

100

80

60

40

20

y = 1006-5,322X

0

0,05

0.1

[Pb2] mM

0.2 0,25

0,3

Sekil 4.39. Karadeniz alabaligi bobrek dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
Pb®* iyonunun farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Pb®*] grafigi

Cizelge 4.34. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Co** iyonu ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitdér konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO, Enzim Safsu  Toplam [N %Aktivite
(uL) tamponu(uL)  (nL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100
360 400 10 220 1000 1,00 78,29
360 400 10 215 1000 1,50 63,43
360 400 10 210 1000 2,00 52,00
360 400 10 205 1000 2,50 46,86
360 400 10 200 1000 3,00 32,57
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Sekil 4.40 Karadeniz alabaligi bobrek dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
Co” iyonunun farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Co*] grafigi

Cizelge 4.35. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Ag” iyonu ile yapilan galigmalarda kullanilan inhibitdr konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SOq Enzim Safsu Toplam [ %Aktivite
(nL) tamponu(pL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100
360 400 10 180 1000 25,00 87,84
360 400 10 130 1000 50,00 68,24
360 400 10 100 1000 65,00 62,84
360 400 10 80 1000 75,00 50,00

360 400 10 50 1000 90,00 41,89
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Sekil 4.41. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi {izerine
Ag" iyonunun farkl1 inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Ag*] grafigi

Cizelge 4.36. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi tizerine Cu®* iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullamlan inhibitr konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu Toplam (1] %Aktivite

(nL) tamponu(pL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100
360 400 10 220 1000 10,00 76,88
360 400 10 210 1000 20,00 59,14
360 400 10 205 1000 25,00 51,61
360 400 10 200 1000 30,00 36,02
360 400 10 180 1000 50,00 12,90
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Sekil 4.42. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
Cu® iyonunun farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Cu®*] grafigi

Cizelge 4.37. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine metal iyonlari ile yapilan ¢calismalarda elde edilen ICso degerleri

Kimyasal Madde I1Cs0 (MM)
Fe* 0,78
Pb** 0,13
Co™* 2,07
Ag’ 76,67
cu™ 19,17
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Cizelge 4.38. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Fe®* iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullanilan inhibitor konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu Toplam [ %AKktivite
(uL) tamponu(uL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 5 235 1000 0,00 100
360 400 5 225 1000 0,10 68,50
360 400 5 210 1000 0,20 54,10
360 400 5 205 1000 0,25 44,75
360 400 5 195 1000 0,30 37,56
360 400 5 185 1000 0,50 25,41
100
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Sekil 4.43. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Fe**
iyonunun farkl1 inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Fe**] grafigi
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Cizelge 4.39. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi tizerine Pb®* iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullanilan inhibitdr konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SOq Enzim Safsu Toplam [ %AKktivite
(uL) tamponu(uL) (nL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 15 225 1000 0,00 100
360 400 15 205 1000 0,20 70,40
360 400 15 195 1000 0,30 64,78
360 400 15 185 1000 0,40 52,11
360 400 15 175 1000 0,50 45,07
360 400 15 150 1000 0,75 26,76
100
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Sekil 4.44. Karadeniz alabalig karaciger dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Pb**
iyonunun farkl1 inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Pb**] grafigi
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Cizelge 4.40. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Co?* iyonu ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu(nL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 10 230 1000 0,00 100,0
360 400 10 220 1000 1,00 76,92
360 400 10 210 1000 1,50 62,09
360 400 10 200 1000 2,50 50,55
360 400 10 190 1000 3,00 39,56
360 400 10 180 1000 5,00 19,23
100
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Sekil 4.45. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Co**
iyonunun farkl1 inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Co*'] grafigi
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Cizelge 4.41. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Ag" iyonu ile yapilan galigmalarda kullanilan inhibitdr konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SOq Enzim Safsu Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu(nL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 10 230 1000 0,00 100,00
360 400 10 130 1000 5,00 80,23
360 400 10 80 1000 7,50 67,76
360 400 10 50 1000 9,00 62,50
360 400 10 40 1000 9,50 52,63
360 400 10 30 1000 10,00 45,39
100
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Sekil 4.46. Karadeniz alabalif1 karaciger dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Ag"
iyonunun farkl inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Ag’] grafigi
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Cizelge 4.42. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi tizerine Cu** iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullamilan inhibit6r konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SOq Enzim Safsu Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu(nL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 10 230 1000 0,00 100,00
360 400 10 220 1000 10,00 93,67
360 400 10 210 1000 20,00 74,05
360 400 10 205 1000 25,00 51,27
360 400 10 200 1000 30,00 44,30
360 400 10 180 1000 50,00 20,25
100
L] y = 100e-0.028x
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Sekil 4.47. Karadeniz alabaligi karaciger dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi tizerine Cu®*
iyonunun farkl1 inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Cu*] grafigi
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Cizelge 4.43. Karadeniz alabaliginin karaciger dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine metal iyonlari ile yapilan calismalar sonucunda elde edilen ICsy degerleri

Kimyasal Madde I1Cso (MM)
Fe™ 0,23
Pb** 0,41
Co™ 2,19
Ag® 10,95
cu” 24,64

Cizelge 4.44. Karadeniz alabaligi solungag¢ dokusundan saflagtirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Fe** iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullanilan inhibitoér konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SOq Enzim Safsu Toplam [ %AKktivite
(uL) tamponu(pL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 10 230 1000 0,00 100

360 400 10 220 1000 0,10 72,00
360 400 10 215 1000 0,15 69,30
360 400 10 210 1000 0,20 55,30
360 400 10 205 1000 0,25 48,00

360 400 10 200 1000 0,30 45,30
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Sekil 4.48. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
Fe?* iyonunun farkl inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Fe?*] grafigi

Cizelge 4.45. Karadeniz alabaligi solungag dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Pb®* ile yapilan calismalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve % aktivite
degerleri

Substrat Tris-SO, Enzim Safsu Toplam [N %Aktivite
(uL) tamponu(uL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100,0
360 400 10 180 1000 0,50 67,15
360 400 10 130 1000 1,00 58,39
360 400 10 105 1000 1,25 54,01
360 400 10 80 1000 1,50 37,23

360 400 10 30 1000 2,00 34,31
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Sekil 4.49. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
Pb®" iyonunun farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Pb?*] grafigi

Cizelge 4.46. Karadeniz alabaligi solungag¢ dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine C0°* ile yapilan caligmalarda kullanilan inhibitor konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SOq Enzim Safsu Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu(uL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100,0
360 400 10 220 1000 1,00 79,12
360 400 10 210 1000 2,00 64,29
360 400 10 200 1000 3,00 50,00
360 400 10 190 1000 4,00 38,46

360 400 10 180 1000 5,00 21,43
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Sekil 4.50. Karadeniz alabalig1 solungag¢ dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi izerine
Co”" iyonunun farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Co®*] grafigi

Cizelge 4.47. Karadeniz alabalifi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine Ag® ile yapilan g¢aligmalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu Toplam [N %Aktivite
(uL) tamponu(uL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100,00
360 400 10 130 1000 50,00 79,05
360 400 10 80 1000 75,00 68,15
360 400 10 30 1000 100,00 59,41
360 400 10 15 1000 107,50 52,35

360 400 10 0 1000 115,00 37,85
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Sekil 4.51. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
Ag" iyonunun farkl1 inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Ag*] grafigi

Cizelge 4.48. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi {izerine Cu** iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullanilan inhibitor konsantrasyonu ve %
aktivite degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu Toplam [ %AKktivite
(uL) tamponu(nL) (uL) (uL) Hacim(ulL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100,00
360 400 10 220 1000 10,00 78,71
360 400 10 210 1000 20,00 64,52
360 400 10 205 1000 25,00 52,90
360 400 10 200 1000 30,00 42,58

360 400 10 180 1000 50,00 12,26
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Sekil 4.52. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine
cu® iyonunun farkli inhibitdr konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Cu®"] grafigi

Cizelge 4.49. Karadeniz alabaliginin solunga¢ dokusundan saflastiritlan CA enziminin esteraz
aktivitesi lizerine metal iyonlari ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen ICsy degerleri

Kimyasal Madde ICs0 (MM)
Fe** 0,25
Pb** 1,22
Co™ 2,57
Ag* 115,00

cu 19,71
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Cizelge 4.50. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz aktivitesi
iizerine Fe?* iyonu ile yapilan c¢aligmalarda kullanilan inhibitdr konsantrasyonu ve % aktivite
degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu  Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu(nl) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100
360 400 10 220 1000 0,10 79,00
360 400 10 210 1000 0,20 65,30
360 400 10 205 1000 0,25 54,00
360 400 10 200 1000 0,30 41,90
360 400 10 180 1000 0,50 23,30
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Sekil 4.53. Karadeniz alabaligi kas dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Fe**
iyonunun farkli inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-[Fe*] grafigi
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Cizelge 4.51. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz aktivitesi
iizerine Pb** iyonu ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve % aktivite
degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu  Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu(ul) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,000 100,00
360 400 10 130 1000 0,100 67,15
360 400 10 80 1000 0,150 58,39
360 400 10 55 1000 0,175 54,01
360 400 10 30 1000 0,200 37,23
360 400 10 0 1000 0,230 34,31
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Sekil 4.54. Karadeniz alabalig1 kas dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Pb%*
iyonunun farkli inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Pb®*] grafigi
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Cizelge 4.52. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz aktivitesi
iizerine Co** iyonu ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve % aktivite
degerleri

Substrat Tris-SO, Enzim Safsu Toplam [ %Aktivite
(uL) tamponu(uL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)
360 400 10 230 1000 0,00 100,00
360 400 10 220 1000 1,00 90,41
360 400 10 210 1000 2,00 65,75
360 400 10 205 1000 2,50 49,32
360 400 10 200 1000 3,00 39,04
360 400 10 180 1000 500 20,25
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Sekil 4.55. Karadeniz alabalig1 kas dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi lizerine Co?*
iyonunun farkl inhibitér konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Co*'] grafigi
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Cizelge 4.53. Karadeniz alabalig1 kas dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz aktivitesi
lizerine Ag® iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve % aktivite
degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu Toplam [ %AKktivite
(uL)  tamponu(uL) (uL) (uL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 10 230 1000 0,00 100
360 400 10 220 1000 1,00 81,33
360 400 10 210 1000 2,00 60,67
360 400 10 205 1000 2,50 56,00
360 400 10 200 1000 3,00 50,67
360 400 10 180 1000 5,00 23,33
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Sekil 4.56. Karadeniz alabalig1 kas dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Ag”
iyonunun farkl1 inhibitor konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Ag'] grafigi
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Cizelge 4.54. Karadeniz alabalig1 kas dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz aktivitesi
{izerine Cu** iyonu ile yapilan ¢alismalarda kullamlan inhibitér konsantrasyonu ve % aktivite
degerleri

Substrat Tris-SO4 Enzim Safsu Toplam [ %AKktivite
(uL) tamponu(nL) (uL) (nL) Hacim(uL) (mM) (EU/mL)

360 400 10 230 1000 0,00 100,00
360 400 10 220 1000 10,00 74,34
360 400 10 210 1000 20,00 61,84
360 400 10 205 1000 25,00 51,32
360 400 10 200 1000 30,00 32,89
360 400 10 180 1000 50,00 12,50
100
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Sekil 4.57. Karadeniz alabaligi kas dokusu CA enziminin esteraz aktivitesi iizerine Cu?*
tyonunun farkli inhibitdr konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite- [Cu®"] grafigi
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Cizelge 4.55. Karadeniz alabaligimin kas dokusundan saflastirilan CA enziminin esteraz
aktivitesi iizerine metal iyonlari ile yapilan calismalar sonucunda elde edilen ICsy degerleri

Kimyasal Madde I1Cso (MM)
Fe™ 0,25
Pb** 0,15
Co™ 2,46
Ag’ 2,60
cu™ 18,65

4.3.7. Karadeniz alabahg bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan elde
edilen CA enzimi i¢in inhibitor etkisi gosteren agir metallerin K; sabitlerinin ve

inhibisyon tiiriiniin bulunmasi

Inhibitér calismasinda alabalik bobrek, karaciger, solungag ve kas dokularmdan elde
edilen CA enzimini inhibe eden FeCl,, Pb(CH3COO),, CoCl,, AgNO3 ve CuS0O4.5H,0
maddeleri kullanildi. Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat
stok cozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla belirlendi. Yine ayni sekilde her bir substrat
konsantrasyonu i¢in en uygun ii¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu inhibitor stok
¢ozeltileri kullanilarak 6n c¢aligmayla tespit edildi. Karadeniz alabaligi bobrek,
karaciger, solungac ve kas dokularindan saflagtirilan CA enzimleri i¢in Ki degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan agir metal igin ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
agir metal konsantrasyonlar1 ¢izelge 4.56.-4.79°de verildi. Daha sonra Karadeniz
alabaliginin dokusundan saflastirllan CA enzimi igin {i¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonundal/V ve 1/[S] degerleri belirlenerek Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek
Kj degeri ve inhibisyon tipi tayin edildi (Sekil 4.58-4.77) (Lineweaver and Burk 1934).
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Cizelge 4.56. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine Fe?*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf su Substrat  [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mMM) (mM) Hacim(pL)
400 5 545 50 0,15 0,00 1000
400 5 515 50 0,15 0,60 1000
400 5 505 50 0,15 0,80 1000
400 5 495 50 0,15 1,00 1000
400 5 495 100 0,30 0,00 1000
400 5 465 100 0,30 0,60 1000
400 5 455 100 0,30 0,80 1000
400 5 445 100 0,30 1,00 1000
400 5 445 150 0,45 0,00 1000
400 5 415 150 0,45 0,60 1000
400 5 405 150 0,45 0,80 1000
400 5 395 150 0,45 1,00 1000
400 5 395 200 0,60 0,00 1000
400 5 365 200 0,60 0,60 1000
400 5 355 200 0,60 0,80 1000
400 5 345 200 0,60 1,00 1000
400 5 345 250 0,75 0,00 1000
400 5 315 250 0,75 0,60 1000
400 5 305 250 0,75 0,80 1000
400 5 295 250 0,75 1,00 1000
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Cizelge 4.57. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Pb**
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(uL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 530 50 0,15 0,10 1000
400 10 525 50 0,15 0,15 1000
400 10 520 50 0,15 0,20 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 480 100 0,30 0,10 1000
400 10 475 100 0,30 0,15 1000
400 10 470 100 0,30 0,20 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 430 150 0,45 0,10 1000
400 10 425 150 0,45 0,15 1000
400 10 420 150 0,45 0,20 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 380 200 0,60 0,10 1000
400 10 375 200 0,60 0,15 1000
400 10 370 200 0,60 0,20 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 330 250 0,75 0,10 1000
400 10 325 250 0,75 0,15 1000

400 10 320 250 0,75 0,20 1000
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Cizelge 4.58. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Co®*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(uL) Hacemi(uL) (mM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 525 50 0,15 1,50 1000
400 10 520 50 0,15 2,00 1000
400 10 515 50 0,15 2,50 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 475 100 0,30 1,50 1000
400 10 470 100 0,30 2,00 1000
400 10 465 100 0,30 2,50 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 425 150 0,45 1,50 1000
400 10 420 150 0,45 2,00 1000
400 10 415 150 0,45 2,50 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 375 200 0,60 1,50 1000
400 10 370 200 0,60 2,00 1000
400 10 365 200 0,60 2,50 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 325 250 0,75 1,50 1000
400 10 320 250 0,75 2,00 1000

400 10 315 250 0,75 2,50 1000
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Cizelge 4.59. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Ag"
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat  [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(uL) (MmM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 475 50 0,15 65,00 1000
400 10 465 50 0,15 75,00 1000
400 10 450 50 0,15 90,00 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 425 100 0,30 65,00 1000
400 10 415 100 0,30 75,00 1000
400 10 400 100 0,30 90,00 1000
400 10 440 150 045 0,00 1000
400 10 375 150 0,45 65,00 1000
400 10 365 150 0,45 75,00 1000
400 10 350 150 0,45 90,00 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 325 200 0,60 65,00 1000
400 10 315 200 0,60 75,00 1000
400 10 300 200 0,60 90,00 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 275 250 0,75 65,00 1000
400 10 265 250 0,75 75,00 1000

400 10 250 250 0,75 90,00 1000
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Cizelge 4.60. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Cu®*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlart ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat  [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(uL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 520 50 0,15 20,0 1000
400 10 515 50 0,15 250 1000
400 10 510 50 0,15 30,0 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 470 100 0,30 20,0 1000
400 10 465 100 0,30 25,0 1000
400 10 460 100 0,30 30,0 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 420 150 0,45 20,0 1000
400 10 415 150 0,45 250 1000
400 10 410 150 0,45 30,0 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 370 200 0,60 20,0 1000
400 10 365 200 0,60 250 1000
400 10 360 200 0,60 30,0 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 320 250 0,75 20,0 1000
400 10 315 250 0,75 25,0 1000

400 10 310 250 0,75 30,0 1000
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g Okontrol
= C1[11]=0,60 mM
E A[12]20,80 mM
> & [13]=1,00 mM
—

3

1/[S] (mM)-2

Sekil 4.58. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Fe?
iyonunun etkisi

5,0 -

. 4,0 -
2
S 3,01 Okontrol
E 20 - [11]=0,10 mM
= A[12]=0,15 mM
> 1,02
< < [13]=0,20 mM
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Sekil 4.59. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflagtirilan CA enzimi iizerine Ph?*
iyonunun etkisi

8,0 -
ol 6,0 -
E o Okontrol
3 4,0 4 O[11]=1,50 mM
; A[12]=2,00 mM
> 201 ©[13]=2,50 mM
=
-3 -1 1 3 5 7
1/[S] (mM)L

Sekil 4.60. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine Co**
iyonunun etkisi
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9,0 -

% 6,0 -
3 < Okontrol
E )% OI[11]=65,0 mM
2 3.0 7 A[I2]=75,0 MM
>
£ ‘//’\/ ©[13]=90,0 mM

r U,G T T T 1
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Sekil 4.61. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi tizerine Ag*
iyonunun etkisi

g Okontrol

= O[11]=20,0 mM
E A[12]=25,0 mM
> ©[13]=30,0 mM
—

1/[S] (mM)-2

Sekil 4.62. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine Cu**
iyonunun etkisi

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag ve kas dokularindan saflastirilan CA
enzimi i¢in inhibitor olarak kullanilan Fez+, Pb2+, C02+, Ag+ ve Cu®" metal iyonlarinin
inhibisyon tiirline gore Ki degerleri asagidaki formiile gore hesaplanarak ¢izelge 4.61-

4.67-4.73 ve 4.79°da verildi.

Yarismasiz i¢in: Yarismal igin:
v
Umax'= =
(1 " [1]
14+ 24 Ey'=EKu (1+
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Cizelge 4.61. Karadeniz alabaligi bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi igin 3 farkli sabit
inhibitor konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve
inhibisyon tipleri

Icnilrgs'[i)itiilr [ mM Ki (mM) Dggr:fllfrr??mr;ia) InhITbi||§iy >
0,6 1,432

Fe?" 0,8 1,144 1,117 Yarsmalr
1,0 0,774
0,10 0,207

Pb 2* 0,15 0,187 0,185 Yarigsmasiz
0,20 0,161
1,50 3,835

Co? 2,00 1,278 2,038 Yarigsmali
2,50 1,003
65,00 114,135

Ag+ 75,00 57,813 74,795 Yarigsmasiz
90,00 52,436
20,0 33,220

cu® 25,0 19,106 21,427 Yarigsmali

30,0 11,956
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Cizelge 4.62. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine Fe?*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO, Enzim Saf su Substrat  [S] [1 Toplam
Hacmi(uL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(puL)
400 5 545 50 0,15 0,00 1000
400 5 525 50 0,15 0,20 1000
400 5 520 50 0,15 0,25 1000
400 5 515 50 0,15 0,30 1000
400 5 495 100 0,30 0,00 1000
400 5 475 100 0,30 0,20 1000
400 5 470 100 0,30 0,25 1000
400 5 465 100 0,30 0,30 1000
400 5 445 150 0,45 0,00 1000
400 5 425 150 0,45 0,20 1000
400 5 420 150 0,45 0,25 1000
400 5 415 150 0,45 0,30 1000
400 5 395 200 0,60 0,00 1000
400 5 375 200 0,60 0,20 1000
400 5 370 200 0,60 0,25 1000
400 5 365 200 0,60 0,30 1000
400 5 345 250 0,75 0,00 1000
400 5 325 250 0,75 0,20 1000
400 5 320 250 0,75 0,25 1000
400 5 315 250 0,75 0,30 1000
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Cizelge 4.63. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflagtirilan CA enzimi iizerine Pb**
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO,  Enzim Saf su Substrat  [S]  [Il ~ Toplam
Hacmi(uL) Hacmi(unL) Hacmi(uL) Hacmi(upL) (mM) (mM) Hacim(uL)
400 15 535 50 0,15 0,00 1000
400 15 505 50 0,15 0,20 1000
400 15 495 50 0,15 0,25 1000
400 15 485 50 0,15 0,30 1000
400 15 485 100 0,30 0,00 1000
400 15 455 100 0,30 0,20 1000
400 15 445 100 0,30 0,25 1000
400 15 435 100 0,30 0,30 1000
400 15 435 150 0,45 0,00 1000
400 15 405 150 0,45 0,20 1000
400 15 395 150 0,45 0,25 1000
400 15 385 150 0,45 0,30 1000
400 15 385 200 0,60 0,00 1000
400 15 355 200 0,60 0,20 1000
400 15 345 200 0,60 0,25 1000
400 15 335 200 0,60 0,30 1000
400 15 335 250 0,75 0,00 1000
400 15 305 250 0,75 0,20 1000
400 15 295 250 0,75 0,25 1000

400 15 285 250 0,75 0,30 1000
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Cizelge 4.64. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Co**
iyonunun Ki degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat  [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(uL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 525 50 0,15 1,50 1000
400 10 515 50 0,15 2,50 1000
400 10 510 50 0,15 3,00 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 475 100 0,30 1,50 1000
400 10 465 100 0,30 2,50 1000
400 10 460 100 0,30 3,00 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 425 150 045 150 1000
400 10 415 150 045 250 1000
400 10 410 150 0,45 3,00 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 375 200 0,60 1,50 1000
400 10 365 200 0,60 2,50 1000
400 10 360 200 0,60 3,00 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 325 250 0,75 1,50 1000
400 10 315 250 075 250 1000

400 10 310 250 0,75 3,00 1000
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Cizelge 4.65. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Ag"
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlart ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) (mM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 360 50 0,15 9,00 1000
400 10 350 50 0,15 9,50 1000
400 10 340 50 0,15 10,00 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 310 100 0,30 9,00 1000
400 10 300 100 0,30 9,50 1000
400 10 290 100 0,30 10,00 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 260 150 0,45 9,00 1000
400 10 250 150 0,45 9,50 1000
400 10 240 150 0,45 10,00 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 210 200 0,60 9,00 1000
400 10 200 200 0,60 9,50 1000
400 10 190 200 0,60 10,00 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 160 250 0,75 9,00 1000
400 10 150 250 0,75 9,50 1000

400 10 140 250 0,75 10,00 1000
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Cizelge 4.66. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Cu®*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) (mM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 520 50 0,15 20,0 1000
400 10 515 50 0,15 25,0 1000
400 10 510 50 0,15 30,0 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 470 100 0,30 20,0 1000
400 10 465 100 0,30 25,0 1000
400 10 460 100 0,30 30,0 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 420 150 0,45 20,0 1000
400 10 415 150 0,45 25,0 1000
400 10 410 150 0,45 30,0 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 370 200 0,60 20,0 1000
400 10 365 200 0,60 25,0 1000
400 10 360 200 0,60 30,0 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 320 250 0,75 20,0 1000
400 10 315 250 0,75 25,0 1000

400 10 310 250 0,75 30,0 1000
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1/V (umol/dak)?!

Okontrol

0[11]=0,20 mM
A[12]=0,25 mM
<©[13]=0,30 mM

1/[S] (mM)2

Sekil 4.63. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine

Fe?* iyonunun etkisi

1/V (umol/dak)?
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Sekil 4.64. Karadeniz alabaligi karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine

Pb%* iyonunun etkisi

Okontrol

O[11]=1,50 mM
A[12]=2,50 mM
< [13]=3,00 mM

6_
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«
<
2
E 2
2
e
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Sekil 4.65. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusundan

Co*" iyonunun etkisi

saflagtirilan CA enzimi lizerine
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1/V (umol/dak)!

10,0 +

Okontrol
[[11]=9,00 mM
A[12]=9,50 mM
<[13]=10,00 mM

1/[S] (mM)

Sekil 4.66. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine

Ag" iyonunun etkisi

1/V (umol/dak)!

Okontrol

[[11]=20,0 mM
A[12]=25,0 mM
<[13]=30,0 MM

1/[S] (mM)?

Sekil 4.67. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusundan

Cu® iyonunun etkisi

saflagtirilan CA enzimi iizerine
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Cizelge 4.67. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusundan saflagtirilan CA enzimi i¢in 3 farkl
sabit inhibitér konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve
inhibisyon tipleri

Icnilrgs'[i)itiilr [ mM Ki (mM) Dggr:fllfrr??mr;ia) Inhgoi:osiy >
0,20 0,148
Fe? 0,25 0,142 0,162 Yansmal:
0,30 0,135
0,3 0,658
Pb%* 0,4 0,503 0,494 Yarigsmasiz
0,5 0,320
1,50 8,621
Co?* 2,50 4,013 5,302 Yarigsmasiz
3,00 3,271
9,00 7,247
Ag+ 9,50 3,904 4727 Yarigsmali
10,00 3,030
20,00 103,083
cu® 25,00 50,794 64,378 Yartyarigmal

30,00 39,257
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Cizelge 4.68. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine Fe?*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO, Enzim Saf su Substrat  [S] [ Toplam
Hacmi(uL) Hacmi(upL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(uL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 525 50 0,15 0,15 1000
400 10 520 50 0,15 0,20 1000
400 10 515 50 0,15 0,25 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 475 100 0,30 0,15 1000
400 10 470 100 0,30 0,20 1000
400 10 465 100 0,30 0,25 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 425 150 0,45 0,15 1000
400 10 420 150 0,45 0,20 1000
400 10 415 150 0,45 0,25 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 375 200 0,60 0,15 1000
400 10 370 200 0,60 0,20 1000
400 10 365 200 0,60 0,25 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 325 250 0,75 0,15 1000
400 10 320 250 0,75 0,20 1000

400 10 315 250 0,75 0,25 1000
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Cizelge 4.69. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Pb**
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO, Enzim Saf su Substrat ~ [S]  [I] Toplam
Hacmi(uL) Hacmi(upL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(uL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 440 50 0,15 1,00 1000
400 10 415 50 0,15 1,25 1000
400 10 390 50 0,15 1,50 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 390 100 0,30 1,00 1000
400 10 365 100 0,30 1,25 1000
400 10 330 100 0,30 1,50 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 340 150 0,45 1,00 1000
400 10 315 150 0,45 1,25 1000
400 10 290 150 0,45 1,50 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 290 200 0,60 1,00 1000
400 10 265 200 0,60 1,25 1000
400 10 230 200 0,60 1,50 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 240 250 0,75 1,00 1000
400 10 215 250 0,75 1,25 1000

400 10 190 250 0,75 1,50 1000
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Cizelge 4.70. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi tizerine Co”*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlart ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO, Enzim Saf su Substrat  [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) (MmM) (mM) Hacim(uL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 520 50 0,15 0,15 1000
400 10 510 50 0,15 0,20 1000
400 10 500 50 0,15 0,25 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 470 100 0,30 0,15 1000
400 10 460 100 0,30 0,20 1000
400 10 450 100 0,30 0,25 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 420 150 0,45 0,15 1000
400 10 410 150 0,45 0,20 1000
400 10 400 150 0,45 0,25 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 370 200 0,60 0,15 1000
400 10 360 200 0,60 0,20 1000
400 10 350 200 0,60 0,25 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 320 250 0,75 0,15 1000
400 10 310 250 0,75 0,20 1000

400 10 300 250 0,75 0,25 1000
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Cizelge 4.71. Karadeniz alabaligi solungag¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Ag"
iyonunun Ki degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO, Enzim Saf su Substrat  [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) (MmM) (mM) Hacim(uL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 340 50 0,15 100,00 1000
400 10 325 50 0,15 107,50 1000
400 10 310 50 0,15 115,00 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 290 100 0,30 100,00 1000
400 10 275 100 0,30 107,50 1000
400 10 260 100 0,30 115,00 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 240 150 0,45 100,00 1000
400 10 225 150 0,45 107,50 1000
400 10 210 150 0,45 115,00 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 190 200 0,60 100,00 1000
400 10 175 200 0,60 107,50 1000
400 10 160 200 0,60 115,00 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 140 250 0,75 100,00 1000
400 10 125 250 0,75 107,50 1000

400 10 110 250 0,75 115,00 1000
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Cizelge 4.72. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Cu®*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(upL) (MmM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 520 50 0,15 20,0 1000
400 10 515 50 0,15 25,0 1000
400 10 510 50 0,15 30,0 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 470 100 0,30 20,0 1000
400 10 465 100 0,30 25,0 1000
400 10 460 100 0,30 30,0 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 420 150 0,45 20,0 1000
400 10 415 150 0,45 25,0 1000
400 10 410 150 0,45 30,0 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 370 200 0,60 20,0 1000
400 10 365 200 0,60 25,0 1000
400 10 360 200 0,60 30,0 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 320 250 0,75 20,0 1000
400 10 315 250 0,75 25,0 1000

400 10 310 250 0,75 30,0 1000
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Sekil 4.68. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine
Fe?* iyonunun etkisi

101

- 8 -
=
§ 6 1 & Okontrol
g 4 0[11]=1,00 mM
2 A[12]=1,25 mM
Z % ©[13]1=1,50 mM
Al

r T O T T T T

-3 -1 1 3 5 7

1[S] (mM)L

Sekil 4.69. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine
Pb* iyonunun etkisi
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Sekil 4.70. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine
Co?* iyonunun etkisi
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Sekil 4.71. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine
Ag" iyonunun etkisi
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Sekil 4.72. Karadeniz alabalig1 solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine
Cu*" iyonunun etkisi
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Cizelge 4.73. Karadeniz alabaligi solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi igin 3 farkli
sabit inhibitor konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve
inhibisyon tipleri

T e o i
0,15 0,179

Fe2* 0,20 0,177 0,165 Yarismal
0,25 0,139
1,00 2,328

Pb%* 1,25 1,586 1,733 Yarigsmasiz
1,50 1,285
2,00 6,400

Co** 3,00 2,292 3,676 Yarigmasiz
4,00 2,336
100,00 55,598

Ag* 107,50 36,190 41,167 Yarigsmali
115,00 31,713
20,00 133,230

cu®* 25,00 86,494 90,737 Yar1 yarigmali

30,00 52,489
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Cizelge 4.74. Karadeniz alabahigi kas dokusundan saflagtirilan CA enzimi iizerine Fe®*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO4 Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(uL)
400 20 530 50 0,15 0,00 1000
400 20 510 50 0,15 0,20 1000
400 20 505 50 0,15 0,25 1000
400 20 500 50 0,15 0,30 1000
400 20 480 100 0,30 0,00 1000
400 20 460 100 0,30 0,20 1000
400 20 455 100 0,30 0,25 1000
400 20 450 100 0,30 0,30 1000
400 20 430 150 0,45 0,00 1000
400 20 410 150 0,45 0,20 1000
400 20 405 150 0,45 0,25 1000
400 20 400 150 0,45 0,30 1000
400 20 380 200 0,60 0,00 1000
400 20 360 200 0,60 0,20 1000
400 20 355 200 0,60 0,25 1000
400 20 350 200 0,60 0,30 1000
400 20 330 250 0,75 0,00 1000
400 20 310 250 0,75 0,20 1000
400 20 305 250 0,75 0,25 1000

400 20 300 250 0,75 0,30 1000
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Cizelge 4.75. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Pb**
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SO, Enzim Saf su Substrat  [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(uL) Hacmi(pL) Hacmi(uL) (mM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 390 50 0,15 1,00 1000
400 10 365 50 0,15 1,25 1000
400 10 340 50 0,15 1,50 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 340 100 0,30 1,00 1000
400 10 315 100 0,30 1,25 1000
400 10 290 100 0,30 1,50 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 290 150 0,45 1,00 1000
400 10 265 150 0,45 1,25 1000
400 10 240 150 0,45 1,50 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 240 200 0,60 1,00 1000
400 10 215 200 0,60 1,25 1000
400 10 190 200 0,60 1,50 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 190 250 0,75 1,00 1000
400 10 165 250 0,75 1,25 1000

400 10 140 250 0,75 1,50 1000
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Cizelge 4.76. Karadeniz alabalizi kas dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine Co**
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) (mM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 520 50 0,15 2,00 1000
400 10 515 50 0,15 2,50 1000
400 10 510 50 0,15 3,00 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 470 100 0,30 2,00 1000
400 10 465 100 0,30 2,50 1000
400 10 460 100 0,30 3,00 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 420 150 0,45 2,00 1000
400 10 415 150 0,45 2,50 1000
400 10 410 150 0,45 3,00 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 370 200 0,60 2,00 1000
400 10 365 200 0,60 2,50 1000
400 10 360 200 0,60 3,00 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 320 250 0,75 2,00 1000
400 10 315 250 0,75 2,50 1000

400 10 310 250 0,75 3,00 1000
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Cizelge 4.77. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine Ag"
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) (mM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 520 50 0,15 2,50 1000
400 10 515 50 0,15 3,00 1000
400 10 510 50 0,15 5,00 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 470 100 0,30 2,50 1000
400 10 465 100 0,30 3,00 1000
400 10 460 100 0,30 5,00 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 420 150 0,45 2,50 1000
400 10 415 150 0,45 3,00 1000
400 10 410 150 0,45 5,00 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 370 200 0,60 2,50 1000
400 10 365 200 0,60 3,00 1000
400 10 360 200 0,60 5,00 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 320 250 0,75 2,50 1000
400 10 315 250 0,75 3,00 1000

400 10 310 250 0,75 5,00 1000
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Cizelge 4.78. Karadeniz alabalizi kas dokusundan saflastilan CA enzimi iizerine Cu®*
iyonunun Kj degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tris-SOy4 Enzim Saf su Substrat [S] [1] Toplam
Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) Hacmi(pL) (mM) (mM) Hacim(pL)
400 10 540 50 0,15 0,00 1000
400 10 520 50 0,15 20,0 1000
400 10 515 50 0,15 25,0 1000
400 10 510 50 0,15 30,0 1000
400 10 490 100 0,30 0,00 1000
400 10 470 100 0,30 20,0 1000
400 10 465 100 0,30 25,0 1000
400 10 460 100 0,30 30,0 1000
400 10 440 150 0,45 0,00 1000
400 10 420 150 0,45 20,0 1000
400 10 415 150 0,45 25,0 1000
400 10 410 150 0,45 30,0 1000
400 10 390 200 0,60 0,00 1000
400 10 370 200 0,60 20,0 1000
400 10 365 200 0,60 25,0 1000
400 10 360 200 0,60 30,0 1000
400 10 340 250 0,75 0,00 1000
400 10 320 250 0,75 20,0 1000
400 10 315 250 0,75 25,0 1000

400 10 310 250 0,75 30,0 1000
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Cizelge 4.79. Karadeniz alabaligi kas dokusundan saflagtirilan CA enzimi i¢in 3 farkli sabit
inhibitor konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve

inhibisyon tipleri

T oo
0,20 0,668

Fe?* 0,25 0,443 0,485 Yarismal
0,30 0,343
0,150 0,188

Pb? 0,175 0,163 0,163 Yarismali
0,200 0,139
2,00 8,165

Co** 2,50 3,304 4,738 Yarigmali
3,00 2,745
2,50 11,276

Ag* 3,00 7,193 8,505 Yarismasiz
5,00 7,047
20,00 60,823

cu? 25,00 42,658 45,674 Yarismasiz
30,00 33,541
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidraz (CA karbonik hidroliyaz E.C 4.2.1.1) enzimi asit-baz dengesi,
solunum, karbondioksit ve iyon transferi, kemik erimesi, iireagenesis, glukoneogenez,
lipogenez ve viicut sivisinin devami i¢in canli organizmalarin gesitli dokularinin 6nemli
bir enzimdir (Balaydin et al. 2012). Cinko igeren bu enzim bikarbonat ve proton elde
etmek icin karbondioksidin hidratosyonunu tersinir olarak iki asamali reaksiyonla
katalizler. Karbondioksit hemen hemen biitiin dokulardan sentezlenir. Bu nedenle CA

enzimi inhibisyonun canli organizmalar i¢in ciddi zararlar1 vardir.

Cinko igeren karbonik anhidraz metabolizmanin hemen hemen her yerinde bulunan
enzimdir. Memeli hiicrelerin farkli dokularindan toplam onalti a-CA izoenzim tespit
edilmistir (Supuran 2007). Karbonik anhidraz enzimi tiikiirik bezleri, kas, beyin,
pankreas, prostat bezi, rahim ve endokrin dokular1 gibi bircok dokuda vardir. Ayrica CA
enzimi baliklarin solunga¢ ve salgi dokularinda bulundu (Coban et al. 2009). Bu enzim
bitki ve hayvanlarda benzer molekiiler 6zelliklere sahiptir (Kim 1983). Birgok dokuda
CA enzimi yiiksek spesifik aktiviteye sahiptir. Ornegin solungag, kas, kalp ve deniz
yengeglerinin sindirim bezlerinde, erkek gonadlarda ve hipodermis bezlerinde yiiksek
spesifik aktiviteye sahiptir (Bottcher 1983; Vitale 1999). CA enziminin yaygin
fizyolojik rolii CO,’nin hidratosyanunu tersinir olarak HCO3z; ve H* Kkatalizler
(Beydemir 2000; Esposite 2000).

Su ana kadar bu 6nemli enzim iizerinde bir¢ok calisma yapilmistir. Yiiksek yapili
organizmalardan CA enziminin farkli izoenzimleri tespit edilmistir (Biilbiil 2003). CA
enziminin tim omurgasiz canlilarin mineralizasyonudaki rolii ve hizli kabuk gelisimi
i¢in dnemli oldugu tespit edilmistir. Ornegin Yu ve arkadaslar1 biyomineralizasyon
stirecindeki islevini aragtirmak igin ince kabuklu istiridyeden yeni bir CA enzim izole
edip karakterize etmislerdir (Yu et al. 2006).
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Buna ek olarak CA enzimi insan eritrositleri (Beydemir et al. 2002) dahil olmak iizere,
balik solungaglarindan (Bone 1995), balik eritrositlerinden, si¢an tiikiiriiglinden, si¢an
eritrositlerinden (Feldstein 1984) ve boceklerden (Burt 1992) saflastirilmis ve kinetik
Ozellikleri incelenmistir. Bunlarin yanmi sira CA enzimi kismen bitki, maya ve

bakterilerden de karakterize edildigi raporlara ge¢mistir (Krungkrai 2001).

Bu calismada Karadeniz alabaliginin bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan
CA enzimi afinite kromotografisi yontemiyle ile saflagtirilarak kinetik Ozellikleri
incelendi. Ayrica baz1 agir metallerin saflagtirilan CA enzimi iizerine inhibisyon etkileri

in vitro olarak belirlenmeye ¢alisildi.

Bunun igin ilk olarak Rizede alabalik giftliklerinden alinan alabaliklar uygun sartlarda
muhafaza edilerek Atatiirk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii,
Biyokimya laboratuvarina getirilerek bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokulari
cikartildi. Daha sonra dokulardaki kan ve diger kirlilikler %0,9’Iuk NaCl ile en az 3 kez
yikanarak giderildi. Sirastyla her bir doku kiiclik parcalara ayrildiktan sonra sivi azot
icerisinde dondurulup pargalanarak dokunun her grami i¢in 3 mL (pH:8,7) olan 25 mM
Tris-HCI/0,1 mM Na,SO, ¢ozeltisi igerisinde homojenize edildi. Bu karisim
ultrasantrifiij cihazi ile santrifiijlenerek safsizliklar uzaklastirildi. Kalan homojenattaki
yag dokusunu ayirmak ic¢in 2/7 oraninda hekzanla tekrar santrifiij edildi. Bu islem
alabaligin diger 3 dokusu icinde sirastyla uygulandi. Elde edilen homojenatlar

Sepharose 4B-L tirozin siilfanilamit afinite kromatografisinden gecirilerek saflagtirildi.

Cok basamakli saflagtirma islemleri esnasinda enzim aktivitesinde meydana gelen
onemli kayiplar1 gidermek ve enzimi yliksek bir verimle elde etmek i¢in kullanilan en
onemli saflasgtirma yontemi afinite kromatografisidir. Karbonik anhidraz enziminin
saflagtirllmasinda kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisi, CM Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi gibi afinite
kromatografisi disinda farkli saflastirma yontemleri de kullanilmaktadir. Bunlar

icerisinden, siilfanilamid takili Sepharose-4B kolon materyali kullanilarak yapilan
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saflastirma yoOntemi basit, kullanisli, yiiksek verime sahip, hizli ve net sonuglar

vermesinden dolayi ¢ok tercih edilmektedir (Bursal 2009).

Afinite kolonu CNBr ile aktiflestirildikten sonra Sepharose-4B matriksine L-tirozin ve
siilffonilamid takilarak hazirlandi. Bu kolonda tirozin afinite jelinin uzanti kolunu
olustururken, siilfanilamit ise CA’nin kuvvetli bir inhibitdrii oldugundan ligand olarak
baglanmistir. Afinite kolonu pH:8,7 olan 25 mM Tris-HCI/0,1 M Na,SO, tamponu ile
dengelendi. Sirasiyla her bir doku homojenati ayri ayr1 kolondan gecirildi ve
saflastirilmak istenen CA enziminin kolona tutunmasi ve diger tiim kirliliklerin
uzaklastirilmas: ytkama tamponu kullanildi. Yikama islemine 280 nm’de absorbans
gozlenmeyinceye kadar devam edildi. Daha sonra kolondan pH:5,6 olan 0,1 M
NaCH3;COO0/0,5 M NaClO4 CA enzimi eliisyon tamponu gegirildi. Kolondan 1,5 ml’lik
fraksiyonlar halinde eliisyonlar alindi. Alinan Dbitiin eliiatlarin 280 nm’de
absorbanslarina bakildi. Daha sonra hidrataz aktiviteleri 6l¢iilerek en yiiksek aktivite ve
absorbans gosteren tiipler birlestirildi.

Karbonik anhidraz enzimi afinite kromotografisinden yararlanarak hazirlanan
saflastirma tablosuna gére Karadeniz alabaligmin bébrek dokusundan 603,77 (EU/mg
protein) spesifik aktivite ve %35,55 verimle 349,00 kat, karaciger dokusundan 561,79
(EU/mg protein) spesifik aktivite ve %18,63 verimle 362,45 kat, solunga¢ dokusundan
1395,35 (EU/mg protein) spesifik aktivite ve %71,05 verimle 1116,28 kat ve kas
dokusundan 297,03 (EU/mg protein) spesifik aktivite ve %75,00 verimle 471,47 kat
saflastirildi. Karbonik anhidraz enzimi ayn1 yontemle Sepharose-4B afinite kolonunun
kullanilmasiyla gokkusagi alabaligi solunga¢ dokusundan 104,8 kat (Hisar vd 2006),
gokkusagi alabalig1 karaciger dokusundan 2260 kat (Soyiit ve Beydemir 2008), mersin
balig1 eritrositlerinden 539 kat (Karahalil 2009), levrek baligi solunga¢ ve karaciger
dokusundan siras1 ile 69,7 ve 73,4 kat (Erdem et al. 2011), Cipura baligi karaciger,
solunga¢ ve bobrek dokularindan sirasiyla %9,1 verimle 354 kat, %32,84 verimle 84,1
kat ve %83,6 verimle 455 kat (Kaya ve Soyiit 2011), Van kedisi eritrositlerinden 367,2
kat (Soyler 2006), Kangal baligi (Garra rufa) solungag, kas ve goz dokularindan
sirastyla %15,44 verimle 240,9 kat, %17,98 verimle 203,3 kat ve %21,26 verimle 388,9
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kat (Kogyigit 2014), insan kanindan 509,29 kat (Topal ve Giilgin 2014) saflastirilmistir.
Yaptigimiz ¢aligsmalarda en yiiksek saflastirma katsayisi solunga¢ dokusunda

belirlenirken en yliksek verim ise kas dokusundan elde edildi.

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan elde edilen
homojenatlar ile Sepharose-4B afinite kromatografisinden saflastirilan karbonik
anhidraz enziminin protein miktarlar1 Coomassie Brillant Blue G-250 kullanarak
Bradford yontemiyle hesaplandi. Standart grafik elde edilerek Kkantitatif protein
miktarlar belirlendi. Bu yontem daha kisa siirede sonu¢ vermesi, bozucu faktorlerinin
olmamasi, olusan kompleksin uzun siire stabil kalmasi, hassasiyetinin diger metodlara

gore daha iyi olmasi (1-100 pg) sebebiyle tercih edilen yontemdir (Bradford 1976).

Saflastirilan karbonik anhidraz enziminin kalitatif protein tayininde Warburg yontemi
kullanildi. Bu yontemde tirozin ve triptofan amino asitlerini igeren proteinlerin tayini

icin kolondan eliie edilen enzim ¢ozeltilerinin 280 nm’de absorbanslarina bakildi (Segel

1975).

Enzim aktivitesinin tespiti i¢in hidrataz ve esteraz yontemleri kullandi. Hidrataz
aktivitesi Rickli ve arkadaglarin tarafindan gelistirilen Wilbur yontemdir. Bu yontemde
CO,’ nin hidratasyonu sonucu a¢iga ¢ikan H® iyonlarinin meydana getirdigi pH
degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip renk degisimi i¢in gegen siirenin
Olgiilmesi esasina dayanir. (Wilbur and Anderson 1948). Bu yonteme gore CA enzimi
aktivitesi igin bir enzim {initesi (EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO,’in
hidratasyon siiresini yariya indiren miktar1 olarak tanimlanir. Enzimsiz gergeklesen CO;
hidratasyon siiresi (to) ile enzim kullanarak gerceklesen reaksiyon siiresi (tc) farkinin t;’
ye boliinmesiyle bulunur (Maren 1960). Diger yaygin kullanilan ydntem esteraz
aktivitesi yontemidir. Substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetatin karbonik anhidraz
enzimi katalizorliigiinde 348 nm’de absorsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolat
hidrolizi esasmma dayanir. Bu drilinlerin her ikiside 348 nm’de ayni absorbansi
gosterdiginden fenoliin yapisindaki H' iyonunun ayrismamasi olgiimii etkilememektedir

(Armstrong et al. 1966; Verpoorte and Mehta 1967).
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Afinite kolunundan saflastilan CA enziminin safligin1 kontrol etmek i¢in sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yapildi. Karadeniz alabaligi
bobrek, karaciger, solungac ve kas dokularindan elde edilen enzimlerin jelde tek bant

olarak gozlenmesi saf olduklarini kanitlamis oldu.

Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan saflastirilan
enzimler ile molekiil kiitlesi bilinen stardart proteinler SDS-PAGE’de ayni anda
yiriitildii. Elde edilen degerlerle log Ma-Rf standart grafigi ¢izildi. Enzimlerin Rf
degerleri ile grafikten yaralanarak stardart grafikten saflastirilan karbonik anhidraz
enzimlerinin molekiil kiitleleri bobrek dokusu i¢in 29,71 kDA, karaciger dokusu i¢in
29,50 kDA, solungag dokusu i¢in 32,00 kDA ve kas dokusu igin 28,80 KDA olarak
hesaplandi. Baliklardan saflastirilan CA enzimi i¢in yapilan daha onceki c¢alismalarda
SDS-PAGE ile hesaplanan molekiil kiitlesi; Pisi balig1 solunga¢ dokusundan 29 kDa
(Sender et al. 1999), Zebrafish (Danio rerio) balig1 eritrositlerinden 29 kDa (Peterson et
al. 1997), European flounder (Platichthys flesus) eritrositlerinden 30 kDa (Peters et al.
2000), Antartika Icefish (Chinodraco hamatus) baliginin soluga¢ dokusundan 28 kDa
(Rizello et al. 2007), Gokkusagi alabaligi karacigerinden 29,4 kDa (Soyiit ve Beydemir
2008), Mersin baligi eritrositlerinden 29 kDa (Karahalil 2009), Cipura baliginin (Sparus
aurata) solunga¢ dokusundan 30,5 kDa, Kangal baligi (Garra rufa) géz dokusundan

31,72 kDa olarak hesaplandig: literatiire gegmistir.

Karadeniz alabaligi dokularindan saflastirilan karbonik anhidraz enziminin optimum
pH' s1 1 M Tris-SO4 ve 1 M potasyum siilfat tampon ¢o6zeltileri kullanilarak esteraz
aktivitesi yontemine gore belirlendi. Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag ve
kas dokularindan saflagtirilan CA enzimlerini hepsi igin optimum pH, 1 M Tris-SO4
tamponu pH:9,0 olarak belirlendi. CA enzimi kullanilarak yapilan c¢alismalarda
optimum pH genellikle pH:7,5 ile pH:9,5 araliginda oldugu belirlenmistir. Hisar vd
(2006) gokkusag1 alabaligr dokularindan, Mersin balig1 eritrositlerinden (Karahalil
2009) ve Kangal balig1 solungag, kas ve géz dokularindan (Kogyigit 2014) saflastirilan

CA enziminin optimum pH’simi1 9,0 olarak belirlenirken, Cipura baligi karaciger ve
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bobrek dokularindan saflagtirilan CA enziminin optimum pH’st 7,5 olarak tespit

edilirken solungag¢ doku i¢in ise optimum pH:8,0 olarak belirlenmistir (Kaya 2011).

Karadeniz alabaligi dokularindan saflastirilan karbonik anhidraz enziminin optimum
iyonik siddetin tespiti i¢in Tris-SO4 tamponun 0,1 M ile 1,25 M araliginda farkli
derigimlerde ¢ozeltiler kullanildi. Biitiin dokulardan saflagtirilan CA enziminin optimum

iyonik siddeti 1 M Tris-SO, tamponu olarak belirlendi.

Karadeniz alabaligi dokularindan saflastirilan karbonik anhidraz enziminin stabil
pH'sinin belirlemesi i¢in pH:7,0-9,0 araliginda 1 M Tris-SO,4 tamponu ile pH:5,0-8,0
araliginda 1 M potasyum siilfat tamponu kullanildi. Esteraz aktivitesi metoduna gore 24
saat zaman araliginda 5 giin boyunca yapilan ol¢iimlerde CA enziminin stabil pH'si
biitiin dokular i¢in 1 M Tris-SO4 tamponunda pH:8,5 olarak tespit edilirken 1 M
potasyum siilfat tamponunda bobrek ve kas dokular igin stabil pH:7,5 olarak tespit
edilirken karaciger ve solunga¢ dokular1 i¢in ise stabil pH:8,0 olarak tespit edildi.
Gokkusagi alabaligi eritrositlerinde CA enziminin stabil pH's1 Tris-SO4 tamponu pH:8,5
olarak (Hisar 2002), Ayni alabaligin g6z lensi CA enzimin stabil pH'st Tris-SO4
tamponu pH:7,2 olarak Beydemir vd (2006) tarafindan tespit edildi. Sogiit (2009)
tarafindan gokkusagi alabaliginin bobrek, kas ve beyin dokularindan saflastirilan CA
enziminin stabil pH's1 8,5 olarak belirlenmistir. Ayrica Kaya (2011) tarafindan Cipura
balig1 bobrek ve solungag dokularindan saflagtirilan CA enziminin stabil pH's1 Tris-SO4
tamponu pH:8,0 olarak belirlenirken ayni baligin solunga¢ dokusu i¢in ise stabil pH'st
Tris-SO,4 tamponu pH:8,5 olarak tespit edilmistir. Son olarak Kangal baligi solungag,
kas ve goz dokularindan (Kogyigit 2014) saflagtirilan CA enzimi igin stbil pH biitiin
dokular i¢in pH:8,5 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda genellikle CA enzimi
icin stabil pH bizimde tespit ettigimiz gibi 8,5 olarak belirlenmistir.

Enzimlerin daha yiiksek aktivite gosterdigi optimum pH, optimum iyonik siddet
degerleri ile birlikte optimum sicaklik degerleri de vardir. Bu sicakligin altindaki ve
iistlindeki degerlerde enzim aktivitesi diiser. Karadeniz alabalifi dokularindan

saflagtirilan karbonik anhidraz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in dijital
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su banyosunda 0°C’den baslayarak 10°C’lik artigla 80°C’ye kadar enzimin esteraz
aktivitesi spektrofotometrik olarak ol¢iilerek belirlendi. Bobrek, karaciger, solungag ve
kas dokularmin CA enzimi igin optimum sicaklik 40°C olarak tespit edildi. Karbonik
anhidraz enziminin optimum sicaklig1 bir¢ok canli organizmanin farkli dokularinda ayni
deger oOlgiilmemistir. Mercan baliginin solunga¢ dokusundan saflastirillan CA enzimi
icin optimum sicakligit 35°C iken, Karahalil (2009) tarafindan Mersin balig1
eritrositlerinden saflastirilan CA enzimi i¢in optimum sicakligi 30°C olarak, So6giit
(2006) gokkusagi alabaligi bobrek, kas ve beyin dokularindan saflastirdigi CA
enziminin optimum sicakligin1 40°C olarak, Kaya (2011) tarafindan Cipura baliginin
karaciger, bobrek ve solunga¢ dokularindan saflastirilan CA enziminin optimum
sicakligr 50°C olarak tespit edilmistir. Kangal balig1 solungac, kas ve géz dokularindan
(Kogyigit 2014) dokularindan saflagtirilan CA enziminin optimum sicakligi 35°C olarak
tespit edilmistir.

Bulundugu sicaklikta reaksiyonun baslayabilmesi i¢in gerekli olan minimum enerji
miktarma aktivasyon enerjisi (E,) denir. Enzimler Kkatalizledikleri reaksiyonun
aktivasyon enerjisini diislirerek daha kisa siirede ger¢eklesmelerini saglar. Sicakligin
artmas1 aktivasyon enerjisini asan tanecik sayisini arttirarak daha fazla kompleks
olusumunu saglayarak reaksiyonu hizlandirir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Deneylerde
substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat ile yapilan farkli sicaklik ¢aligmalarinda elde
edilen aktivite degerlerinin logaritmalari alimarak mutlak sicakliklarina goére logk-
1/Tx1000°K™* grafigi cizildi. Bu islem her bir doku i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Grafikte
olusan Arrheniiis egrisi kullanilarak her bir dokunun aktivasyon enerjisi (E,), aktivasyon
entalpisi (AH) ve Qio degerleri hesaplandi. Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger,
solungac ve kas dokularindan saflastirilarak CA enzimi i¢in Ea degerleri sirasiyla 2,356
kcal/mol, 1,009 kcal/mol, 0,517 kcal/mol ve 1,152 kcal/mol olarak hesaplandi. Daha
once yapilan ¢alismalarda (Soytt 2006), gokkusagi alabaligi karaciger, bobrek, kas ve
beyin dokular1 CA enzimi i¢in Ea degerlerini sirasiyla 2,88 kcal/mol, 8,05 kcal/mol,
6,36 kcal/mol ve 5,32 kcal/mol olarak tespit edilmistir. Kaya (2011) c¢ipura balig
karaciger, solungac ve bobrek dokularindan saflastirdigi CA enzimi i¢in Ea degerlerini

sirastyla 1,665 kcal/mol, 1,540 kcal/mol ve 1,290 kcal/mol olarak belirlemistir. Ayrica
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Kangal baligi solungag, kas ve g6z dokularindan (Kogyigit 2014) saflastirilan CA
enziminin Ea degerleri sirasiyla 4,97 kcal/mol, 7,32 kcal/mol ve 5,91 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Elde ettigimiz Ea degeri solungag¢ dokusu i¢in en az, bobrek dokusu igin
en fazladir. Bu degerler enzimin reaksiyon hizinin solunga¢ dokuda daha yiiksek
oldugunu gosterir. Literatiirde bulunan degerler ¢alismamizda tespit ettigimiz

degerlerden daha ytiksektir.

Karadeniz alabaliginin bobrek, karaciger, solungag ve kas dokular1 CA enzimi i¢in AH
degerleri AH=Ea-RT formiiliinden yaralanarak sirasiyla 1,730 kcal/mol, 0,387
kcal/mol, 0,105 kcal/mol ve 0,530 kcal/mol olarak hesaplanmigtir. Kaya (2011)
tarafindan ¢ipura balig1 karaciger, solungag ve bobrek dokularindan saflastirdigt CA
enzimleri AH degerleri ise sirasiyla 1,023 kcal/mol, 0,89 kcal/mol ve 0,648 kcal/mol
olarak bulunmustur. Kogyigit (2014) tarafindan Kangal balig1 solungacg, kas ve goz
dokularindan dokularindan saflagtirilan CA enziminin AH degerlerini sirasiyla 4,36

kcal/mol, 6,70 kcal/mol ve 5,29 kcal/mol olarak belirlenmistir.

Bir enzim igin 10°C’lik sicaklik degisiminin olusturdugu aktivite farki Qo degeriyle
ifade edilir. Bu deger aralarinda 10°C’lik fark bulunan aktivite degerlerinden biiyiik
olanin kii¢iik olanina boliimiiyle bulunur. Karadeniz alabaliginin bobrek, karaciger,
solungag ve kas dokular1 CA enzimi i¢in Q19 degerleri sirasiyla 1.83, 1.22, 1.15 ve 1.13

olarak hesaplandi.

Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi i¢in substrat olarak CO, kullanilirken
esteraz aktivitesinde p-nitrofenilasetat kullanildi. Deneylerimizde Karadeniz alabaligi
dokularindan saflastirilan CA enziminin Ky ve Vmax degerlerinin tespiti i¢in esteraz
yontemi uygulandi. Bu amagla 5 farkli p-nitrofenilasetat konsatrasyonu kullanilarak
spektrofotometrik olarak 348 nm’deki enzim aktiviteleri belirlendi. Her bir doku icin
substrat konsantrasyonuna karsi aktivite degerleri Lineveawer-Burk grafigi ¢izilerek Ky
Ve Vnax degerlerinin hesaplandi. Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag ve kas
dokularindan saflastirilan CA enzimlerinin Vs degerleri sirasiyla 0,547 EU/mL, 0,804
EU/mL, 0,706 EU/mL ve 0,741 EU/mL olarak hesaplandi. Enzimin Ky degerleri ise
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bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokular i¢in sirastyla 0,434 mM, 0,746 mM, 0,568
mM ve 0,492 mM olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore bobrek ve kas
dokulardan saflastirilan CA enziminin Ky degeri daha diisiiktiir. Oyleyse bobrek ve kas
dokulardan saflastirilan CA enziminin substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetata kars1
ilgileri diger dokulardan daha fazladir. Literatiirde alabalik dokular igin hesaplanan Ky
degerlerin genellikle diisiik oldugu goriilmektedir. Hisar (2002) tarafindan gokkusagi
alabalig1 eritrositlerinden saflastirilan CA enzimi i¢in Ky degeri 2,47 mM olarak
hesaplanmistir. Yine gokkusagi alabaligi karaciger, bobrek, kas ve beyin dokular1 CA
enzimi Ky degerleri sirasiyla 0,66 mM, 0,40 mM, 1,29 mM ve 0,92 mM olarak Soyiit
(2006) tarafindan belirlenmigtir. Kaya (2011) tarafindan Cipura balig1 karaciger,
solunga¢ ve bobrek dokularidan saflagtirilan CA enziminin Ky degerleri sirasiyla 0,497
mM, 0,972 mM ve 0,401 mM olarak tespit edilmistir. Kogyigit (2014) tarafindan
Kangal balig1 solungag, kas ve goz dokularindan dokularindan saflastirilan CA
enziminin Ky degerleri 0,85 mM, 1,10 mM ve 1,29 mM olarak belirlenmistir. Mersin
baliginin eritrositlerinden saflagtirilan CA enziminin Ky degeri ise 4,0 mM olarak daha
yiiksek bulunmustur (Karahalil 2009). insan eritrositlerinden saflastirilan hCA I ve hCA
Il izoenzimlerinin Ky degeri ise sirasiyla 5,0 mM ve 4,3 mM hesaplanmistir (Ciftci

1992). Bu degerler baliklar i¢in hesaplanan degerlerden daha yiiksektir.

Lineveawer-Burk grafiginden elde edilen Ky Ve Vmax degerleri kullanilarak enzimin
turnover sayisini ifade eden ki degerleri hesaplandi. Deneylerimizde Karadeniz
alabalig1 bobrek, karaciger, solungag ve kas dokularindan saflastirilan CA enziminin Keg
degerleri sirasiyla 688,05 S'l, 1505,62 S'l, 1824,29 stve 1222,78 st olarak hesaplandi.
Bu sonuglara gore solunga¢ dokudan saflastirilan CA enziminin turnover sayisi diger
dokulara gore daha yiiksek olarak belirlenmistir. Hesaplanan turnover sayilari biiylikten
kiiglige dogru siralandiginda solungag > karaciger > kas > bobrek olarak siralanir.
Gokkusagi alabalig karaciger, bobrek, kas ve beyin dokulari CA enzimi ke degerleri
sirastyla 32,8, 15,2, 28,8 ve 43,6 st olarak hesaplanmistir (Soyiit 2006). Insan
eritrositlerinden saflastirilan hCA 1 ve Il izoenzimleri icin 1,9x10% s ve 2,6x10* s
olarak tespit edilmistir (Matthieu et al. 1999). Kogyigit (2014) tarafindan kangal baligi

(Garra rufa) solungag, kas ve dokularindan saflastirilan CA enziminin ke degerleri
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sirastyla 114.85, 19.21 ve 66.88 st olarak hesaplandi. Calismamizda elde edilen
turnover sayilar1 daha Once yapilan benzer calismalarla karsilastirildiginda balik
dokularindan yiiksek ancak insan eritrositlerine gore diisiiktiir. Bu da enzimin bir

dakikada iirtine doniistiirdiigli substrat sayisinin daha ¢ok oldugu gostermektedir.

Birgok enzimin katalitik etkilerinin veya farkli substratlarin ayni enzimle iirline
doniistimiiniin karsilagtirllmasinin  bir yolu da tepkimeler igin 0Ozgiillik sabitinin
belirlenmesidir. Ozgiillik sabiti Vo = K/ Ky formiilii ile hesaplandi. Karadeniz
alabalig1 bobrek, karaciger, solungac ve kas dokularindan saflagtirilan CA enziminin Vg
degerleri sirastyla 1,585x10° M™t.s?, 2,018x10° M5, 3,211x10° M5 ve 2,485%10°
M™.s? olarak hesaplandi. Gokkusag: alabaligi karaciger, bobrek, kas ve beyin dokular
CA enzimi V, degerleri sirasiyla 5x10%" Mtst4x10* Mts? 2,2x10* MLs?tve 4,7x10*
M™s? olarak hesaplanmustir (Sdyiit 2006). Kangal baligi solungag, kas ve goz
dokularindan saflastirilan CA enziminin 6zgiilliik sabitleri sirasiyla 1,35x10% M™t.s™,
1,4x10* Mts? ve 5,2x10° Mt.s? olarak tespit edilmis (Kogyigit 2014). Literatiirde
hesaplanan en yiiksek degerler 10%-10° M™.s'kayitlara gegmistir. Mesala
asetilkolinesteraz enziminin 6zgiilliik sabiti (Vo) 1,6x108 M™.s?, katalaz enziminin
4x10" M™t.s™, B-laktamaz enziminin 2,4x10® M™.s™ olarak belirlenmistir. Elde edilen

degerlerin farkli olmasi kullanilan substratlarin ayni1 olmamasindan kaynaklanabilir.

Agir metaller dogada bilesikleri halinde bulunur. Bizler bu metal iyonlarin1 yedigimiz
gidalarla ve igcme sulart viicudumuza aliriz. Bu metallerden bazilar (Fez+, Pb2+, Zn2+,
Ag* ve Cu?") diisiik miktarlari viicudumuzda metabolizmanin devamu igin gerekli iken
yiiksek konsantrasyonlar1 toksik etki yapabilir. Denizlere ve nehirlere karisan atiklarda
agir metaller baliklarda biyobirikime neden olur. Karadeniz bdlgesinde yasayan
insanlarin balik tiikketimi diger insanlara oranla fazla oldugundan viicutlarinda agir metal

birikimi daha fazla olmasi beklenir.

Deneylerimizde agir metal inhibisyonunu incelemek igin Fe2+, Pb2+, C02+, Ag+ ve Cu®*
metal iyonlar1 secildi. Karadeniz alabaligt bobrek, karaciger, solungag¢ ve kas

dokularindan saflagtirilan CA enzimlerinin aktivitelerini yariya indiren agir metal
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konsanrasyonlar1 (ICsp) degerleri esteraz aktivitesi yontemi kullanilarak belirlendi. Bu
metal iyonlarmin her bir doku ic¢in ICsy degerleri kendi aralarinda kiigiikten biiyiige
dogru karsilastirldiginda bobrek dokusunda 1Cso degeri Pb®* < Fe**< Co** < Cu** < Ag*
olarak belirlenmistir. Buna gore bobrek dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine en
fazla [Pb?]=0,13 mM ile inhibisyon etkisi olmustur. Karaciger dokusu igin ICsp
degerleri kiigiikten biiyiige dogru Fe?*<Pbh?*<Co*<Ag'<Cu?* olarak siralandig1 tespit
edilmistir. Bu degerlere gore karaciger dokusundan saflagtirilan CA enzimi {izerine en
fazla [Fe**]=0,23 mM inhibisyonu goriilmiistiir. Solunga¢ dokusu icin ICso degerleri
kiigiikten biyiige dogru Fe®* < Pb?* < Co* < Cu®* < Ag' olarak siralandigi
belirlenmistir. Bu degerlere gore solungag dokusundan saflastirilan CA enzimi lizerine
en fazla [Fe?"]=0,25 mM inhibisyon etkisi goriilmiistiir. Son olarak kas dokusu igin ICso
degerleri kiiciikten biiyiige dogru Pb?* < Fe?* < Co*" < Ag" < Cu?* olarak siralandig1
tespit edilmistir. Bu degerlere gore kas dokusundan saflastirilan CA enzimi {izerine en
fazla [Pb®*]=0,15 mM ile inhibisyonu tespit edilmistir. Ayrica bu metal iyonlar1 diginda
Zn®*, Ni%*, cd**, ca’" ve Mn** iyonlarinin da karbonik anhidraz enzimi aktivitesi
lizerine inhibisyon etkisi incelendi. Bu iyonlarin enzim aktivitesini inhibe etmedigi

aksine aktive ettigi goriildi.

Karbonik anhidraz enzimi iizerine yapilan benzer inhibisyon calismalarinda Mersin
balig1 eritrositlerden saflastirilan CA enziminin ICsy degerleri [Cu2+]:5,2 mM ve
[Ag']=1,7 mM olarak Karahalil (2009) tarafindan tespit edilmistir. Kaya (2011)
tarafindan Cipura baligi dokularindan saflagtirilan CA enziminin ICsy degerleri
karaciger doku icin [Cu*1=0,0121 mM, solunga¢ doku i¢in [Cu®']=0,0138 mM ve
bobrek doku igin [Ag']=0,054 mM olarak belirlenmistir. Ayrica Kangal balig
dokularindan saflastirilan CA enziminin ICsy degerleri solunga¢ doku i¢in [Pb2+]:0,35
mM, kas doku i¢in [Pb**]=0,33 mM ve g6z doku icin [Pb**]=0,91 mM belirlenmistir
(Kogyigit 2014).

Karadeniz alabaligi dokularindan saflastirilan karbonik anhidraz enzimini inhibe eden
Fe?* Pb%*, Co*", Ag® ve Cu?" metal iyonlar1 i¢in K; sabitlerinin tespit edilmesi igin

Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi (Telefoncu 1986). Deneylerde bes farkli
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konsantrasyondaki substrat g¢ozeltilerine karsilik {i¢ farkli inhibitér konsantrasyonu
kullanilarak 1/V ile 1/S degerleri hesaplanip her bir doku ve her bir metal inhibitorii igin
ayr1 ayr1 grafikler cizilerek K; degerleri ile inhibisyon c¢esidi tespit edildi. Grafik

cizimleri ve Kj degerlerinin hesaplanmasinda Microsoft-Excel programifaydalanmistir.

Inhibitériin K; degeri ne kadar kiiciik ise enzime olan ilgisi o kadar biiyiik olur ve
enzimin Kkatalitik aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi de o kadar fazla olur. Karadeniz
alabalig1 dokularindan saflastirilan CA enzimi ortalama K; degerleri bobrek dokusu igin
kiigiikten biiylige dogru Pb?* < Fe** < Co* < Cu* < Ag"' olarak siralandi. Bébrek
dokusu i¢in inhibisyon tiiri Fe?*, Co®" ve Cu®" iyonlarinda yarismali Pb®" ve Ag*
iyonlarinda ise yarigmasiz olarak belirlendi. Karaciger dokusu i¢in ortalama K; degerleri
kiigiikten biiylige dogru Pb?* < Fe?* < Ag* < Co?* < Cu? olarak siralandi. Karaciger
dokusu i¢in inhibisyon tiirii Fe?* ve Ag" iyonlarinda yarismali Pb®* ve Co** iyonlarinda
yarismasiz iken Cu®* iyonunda ise yariyarismali olarak belirlendi. Solungag dokusu i¢in
ortalama K; degerleri kiiciikten biiyiige dogru Fe?* < Pb?* < Co*" < Ag* < Cu®" olarak
siralandi. Solungag dokusu igin inhibisyon tiirii Fe?* ve Ag* iyonlarinda yarismali Pb?*
ve Co”* iyonlarinda yarigsmasiz iken Cu®* iyonunda ise yartyarigmali olarak belirlendi.
Kas dokusu dokusu i¢in ortalama K; degerleri kiigiikten biiyiige dogru Pb®* <Fe?*< Co?*
< Ag" < Cu*" olarak siralandi. Kas dokusu icin inhibisyon tiiri Fe**, Pb®*" ve Co?*
iyonlarinda yarigmali Cu® ve Ag' iyonlarinda ise yarigmasiz olarak belirlendi. Elde
ettigimiz bu degerlere gore bobrek ve kas dokulari icin en yiiksek inhibisyon olusturan
Pb** tyonunun bobrek dokusunda 0,185 mM ile yarismasiz inhbisyon olustururken, kas
dokusunda 0,163 mM ile yarigmali inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir.
Karaciger ve solunga¢ dokular i¢in en yiiksek inhibisyon olusturan Fe?* iyonunun
karaciger dokusunda 0,185 mM ve solunga¢ dokusunda 0,163 mM ile her iki doku

icinde yarigsmali inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir.

Yapilan benzer c¢alismalarda Hisar (2006) tarafindan gokkusagi alabaliginda CA
enzimin en bilinen inhibitorii olan siilfanilamit i¢in K; degerinin 3.94 mM oldugu ve
yarismasiz inhibitor oldugu belirlenmistir. Pisi balig1 (Platichthys flesus) eritrosit ve

solunga¢ dokusundan saflastirilan CA enzimi tizerine asetozolamid (ACTZ) ile yapilan
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inhibisyon denemelerinde eritrosit CA enzimi icin K; degeri 8,4.10° M ve solungag
dokusu i¢in 7,6.10° M oldugu, potasyum iyodir (KI) ile yapilan inhibisyon
denemelerinde solunga¢ CA enzimi i¢in K; degerinin 7,1.10° M ve eritrosit CA enzimi
icin K; degerinin 4,4.10° M oldugu gosterilmistir (Sender et al. 1999). Soyiit (2006),
yapmis oldugu calismada gokkusagi alabaligi karaciger dokusunda en yiiksek
inhibisyounun gézlendigi Cd** metal iyonu i¢in K; degerinin 0,0056 mM oldugunu ve
inhibisyon tipinin yar1 yarismali oldugunu tespit etmistir. Kaya (2011) tarafindan Cipura
balig1 dokularindan saflastirilan CA enzimine en yiiksek inhibisyon olusturan Ag’
metalinin yarigmasiz inhibisyona neden oldugu ve K; degerlerinin karaciger dokusu i¢in
0,025 mM, solungag dokusu i¢in 0,0082 mM ve bobrek dokusu igin 0,178 mM oldugu
tespit edilmistir. Kogyigit (2014) tarafindan Kangal baligi solungac, kas ve goz
dokularindan saflagtirilan CA enzimine en yiiksek inhibisyonu Pb?* metal iyonlarinin
gerceklestirdigini ve her iic dokuda da yarismali inhibisyona neden oldugu ve K;
degerlerinin solungag¢ dokusu i¢in 0,41 mM, kas dokusu i¢in 0,25 mM ve goz dokusu

i¢cin 1,60 mM olarak tespit edilmistir.

Literatiirde farkli kaynaklardan yapilan arastirmalara goére karbonik anhidraz (CA)
enzimi ile ilgili bircok calismaya rastlanmistir. Fakat Karadeniz alabaligi bobrek,
karaciger, solungag ve kas dokularindan saflastirilan CA enziminin karakterizasyonu ve
aktivitesi lizerine agir metallerin inhibisyon etkilerinin incelenmesi konusunda herhangi
bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Karadeniz alabaligi bobrek, karaciger, solungag ve kas
dokularindan saflastirilan CA enzimi i¢in elde edilen toplu sonuglar Cizelge 5.1-5.4

verilmistir.
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Cizelge 5.1. Karadeniz alabalig1 bobrek dokusu CA enzimi i¢in elde edilen sonuglar

CA Enzimini Icin Kinetik Calisma Sonuclar

Optimum pH 9,0 (1 M Tris-SOy)
Optimum Iyonik Siddet 1 M Tris-SOq
Stabil pH 8,5 (1 M Tris-SOy)
Optimum Sicaklik (°C) 40 °C
Aktivasyon Enerjisi (Ea) (kcal/mol) 2,356
Aktivasyon Entalpisi (Ea) (kcal/mol) 1,730

Q1o 1,83

K (p-nitrofenilasetat) (mM) 0,434

Vmax (p-nitrofenilasetat) (EU/ml) 0,547

Keat (p-nitrofenilasetat) (s™) 688,05

Vo (p-nitrofenilasetat) (mMx s™) 1,585 x 10°
Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)

SDS-PAGE metodu ile 29,71

Agir Metal etkisi ICs50 (MM)
Fe* 0,78

Pb** 0,13

Co** 2,07

Ag’ 76,67

cu® 19,17

Agir Metal Tiirii

Ortalama K; (mM)

Inhibisyon Tipi

FeCl, 1,117 Yarismal
Pb(CH3COO0), 0,185 Yarigmasiz
CoCl, 2,038 Yarismal
AgNO; 74,795 Yarigsmasiz
CuS04.5H,0 21,427 Yarismali
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Cizelge 5.2. Karadeniz alabalig1 karaciger dokusu CA enzimi i¢in elde edilen sonuglar

CA Enzimini Icin Kinetik Calisma Sonuclar

Optimum pH 9,0 (1 M Tris-SOy)
Optimum Iyonik Siddet 1 M Tris-SO4
Stabil pH 8,5 (1 M Tris-SOy)
Optimum Sicaklik (°C) 40 °C
Aktivasyon Enerjisi (Ea) (kcal/mol) 1,009
Aktivasyon Entalpisi (Ea) (kcal/mol) 0,387

Q1o 1,22

K (p-nitrofenilasetat) (mM) 0,746

Vmax (p-nitrofenilasetat) (EU/ml) 0,804

Keat (p-nitrofenilasetat) (s™) 1505,62

Vo (p-nitrofenilasetat) (mMx s™) 2,018 x 10°
Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa) 29,50
SDS-PAGE metodu ile

Agir Metal Etkisi 1Cs0 (MM)
Fe** 0,23

Pb** 0,41

Co™ 2,19

Ag’ 10,95

Cu” 24,64

Agir Metal Tiirii Ortalama K; (mM) Inhibisyon Tipi
FeCl, 0,162 Yarismali
Pb(CH3;COO0), 0,165 Yarigsmasiz
CoCl, 5,302 Yarismasiz
AgNO; 4727 Yarismali
CuS0,4.5H,0 64,378 Yariyarigsmali
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Cizelge 5.3. Karadeniz alabalig1 solungag¢ dokusu CA enzimi i¢in elde edilen sonuglar

CA Enzimini I¢cin Kinetik Calisma Sonuclar

Optimum pH 9,0 (1 M Tris-SOy)
Optimum Iyonik Siddet 1 M Tris-SO4
Stabil pH 8,5 (1 M Tris-SO,)
Optimum Sicaklik (°C) 40 °C
Aktivasyon Enerjisi (Ea) (kcal/mol) 0,517
Aktivasyon Entalpisi (Ea) (kcal/mol) 0,105

Q1o 1,15

K (p-nitrofenilasetat) (mM) 0,568

Vmax (p-nitrofenilasetat) (EU/ml) 0,706

keat (p-nitrofenilasetat) (s™) 1824,29

Vo (p-nitrofenilasetat) (mMx s™) 3211 % 10°
Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)

SDS-PAGE metodu ile 32,00

Agir Metal Etkisi 1Cs0 (MM)
Fe®* 0,25

Pb** 1,22

Co™" 2,57

Ag’ 115,00

Cu’ 19,71

Agir Metal Tiirii Ortalama K; (mM) Inhibisyon Tipi
FeCl, 0,165 Yarismal
Pb(CH3CO0); 1,733 Yarigmasiz
CoCl, 3,676 Yarigsmasiz
AgNO; 41,167 Yarismali
CuS0,4.5H,0 90,737 Yartyarigsmali
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Cizelge 5.4. Karadeniz alabalig1 kas dokusu CA enzimi i¢in elde edilen sonuglar

CA Enzimini Icin Kinetik Calisma Sonuclar

Optimum pH 9,0 (1 M Tris-SOy)
Optimum Iyonik Siddet 1 M Tris-SO4
Stabil pH 8,5 (1 M Tris-SO,)
Optimum Sicaklik (°C) 40 °C
Aktivasyon Enerjisi (Ea) (kcal/mol) 1,152
Aktivasyon Entalpisi (Ea) (kcal/mol) 0,530

Q1o 1,13

K (p-nitrofenilasetat) (mM) 0,492

Vmax (p-nitrofenilasetat) (EU/ml) 0,741

Keat (p-nitrofenilasetat) (s™) 1222,78

Vo (p-nitrofenilasetat) (mMx s™) 2,485 x 10°
Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)

SDS-PAGE metodu ile 28,80

Agir Metal Etkisi 1Cs0 (MM)
Fe®* 0,25

Pb** 0,15

Co™" 2,46

Ag’ 2,60

Cu” 18,65

Agir Metal Tiirii Ortalama K; (mM) Inhibisyon Tipi
FeCl, 0,485 Yarismal
Pb(CH3CO0); 0,163 Yarigmali
CoCl, 4,738 Yarismal
AgNO; 8,505 Yarigsmasiz
CuS0,4.5H,0 45,674 Yarigsmasiz
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