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OZET

PELAJIK VE BENTIK BALIKLARININ SOLUNGACLARINDAN SAFLASTIRILAN
KARBONIKANHIDRAZ AKTiVITELERININ IRDELENMESI

Pelin BIRINCI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismam: Yrd. Dog. Dr. Barbaros DINCER

Bu calismada, denizel ortamda bentik bolgede yasayan Mezgit ve pelajik bolgede yasayan
Hamsi baliklariin solungaglarindan karbonik anhidraz (CA) saflastirildi ve karakterize edildi.
Mezgit baligi solungacindan elde edilen CA enzimi, Sepharose-4B-L tirozin-siilfanilamid
afinite kolonunda 14 kat ve %19,5 verimle saflastirildi. Hamsi balig1 solungacindan elde edilen
CA enzimi ise 17 kat ve %9,5 verimle saflastirildi. Mezgit ve Hamsi baliklarinin 6zgiil
aktiviteleri sirasiyla 126,4 EU/mg protein ve 1.000,0 EU/mg protein olarak belirlendi. SDS-
PAG Elektroforezi sonucunda her iki baligin solungaglarindan saflastirilan karbonik
anhidrazlarin altbirim molekil kiitlesi yaklagik 29 kDa olan tek protein bantlarina sahip
olduklar1 belirlendi. Solungaglarindan elde edilen CA’larin p-nitrofenil asetat substrati
varliginda esteraz aktiviteleri pH 8,0’da ve 40 °C sicaklikta en yiiksek oldugu belirlendi. Mezgit
ve Hamsi baliklarinin solungaclarindan saflastirilan CA’ nin, p-nitrofenol asetat substrati
varliginda Km Ve Vmaks degerleri Lineweaver-Burk grafigiyle hesaplandi ve sirasiyla K degeri
0,08 mM ve 0,01 MM, Vmas degeri 1x107 pM/dak ve 2,5x10° pM/dak olarak tespit edildi.
Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungaglarindan elde edilen CA’ nin sirasiyla siilfanilamid
inhibitorii varliginda 6,0 uM ile 4,0 uM ve asetazolamid inhibitorii varliginda ise 2,0 pM ile 2,0
UM 1Csp degerlerine sahip oldugu tespit edildi.

2017, 62 sayfa
Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz, Mezgit Baligi, Hamsi Balig1, Pelajik, Bentik.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PURIFIED CARBONIC ANHYDRASE ACTIVITY FROM THE
GILLS OF PELAGIC AND BENTHIC FISH

Pelin BIRINCI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deperment of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Asiss. Prof. Dr. Barbaros DINCER

In this study, carbonic anhydrase (CA) was purified and characterized from the gills of anchovy
fish living in the pelagic region and whiting living in the benthic region in marine environment.
Carbonic anhydrase from the whiting gill was purified 14 fold and %19.5 yield using
Sepharose-4B-L tyrosine-sulfanilamide affinity column. Also, carbonic anhydrase from the
anchovy gill was purified 17 fold and %9.5 yield using same column. The specific activity of
whiting and anchovy fish were determined as 126.4 EU / mg protein and 1,000.0 EU / mg
protein, respectively. SDS-PAG Electrophoresis showed that the carbonic anhydrases purified
from the gills of both fish had single protein bands with a subunit molecular mass of
approximately 29 kDa. In the presence of p-nitrophenyl acetate substratum of gills, esterase
activities were found to be highest at pH 8.0 and 40 ° C. The values of Km and Vmax of
carbonic anhydrase from the gills of whiting and anchovy fish were calculated by Lineweaver-
Burk graph in the presence of p-nitrophenol acetate substrate and K, values were determined as
0.08 mM and 0.01 mM respectively, Vimax value was 1x10” uM / min and 2.5x10° uM / min,
respectively. It was determined that the CA obtained from the gills of whiting and anchovy fish
had an ICsg value of 6.0 uM to 4.0 uM against the sulfanilamide inhibitér, respectively and 2.0
uM to 2.0 uM, against the acetazolamide inhibitdr.

2017, 62 pages
Key words: Carbonic anhydrase, Whiting, Anchovy, Pelagic, Benthic.
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1. GENEL BIiLGIiLER
1.1. Giris

Aerobik organizmalarda O2’li solunum sonucunda olusan CO2 gazi akcigerler
vasitastyla digar1 verirler. CO2’in sudaki ¢oziiniirliigii tim gazlar gibi ortam sicakligina
ve basincina baghdir. Solunum esnasinda olusan CO; gazmin suda ¢oziiniir hale
gelmesinden pek ¢ok fizyolojik etkinlige kadar rol alan Onemli bir enzim grubu

karbonik anhidrazlardir (Smith ve Ferry, 2000).

Fizyolojik pH’da karbondioksitin bikarbonata doniisiimii ¢ok yavastir ve enzim
tarafindan katalizlenmesi gerekir. CO>2’ in bikarbonata ¢evrimi COz’ in hiicre ig¢inde
tutulmasinda onemlidir. HCO3”m COz’e ¢evrimi ise HCO3 in hiicre icine girisini
kolaylastirir. Boylece, enzimatik olarak CO2 ve HCO3”mn ¢evrilmesi sadece hiicresel
enzimlerin ihtiya¢ duyduklar1 seviyede hiicrenin karbondioksit miktarini1 artirmasinda
degil, ayrica hiicresel islemlerin basarilabilmesi i¢in uygun hiicre ici karbondioksit ve
bikarbonat seviyelerinin devaminda da hiicreye yardimer olur. CO2 ve HCO3’in
birbirlerine ¢evrilmesi reaksiyonlarini katalizleyen karbonik anhidraz (CA) enzimidir

(Smith ve Ferry, 2000).

Karbonik anhidraz, temel olarak solunum sirasinda olusan karbondioksitin suda
¢ozlinmesini, taginmasini ve viicuttan atilmasini saglayan bir enzimdir. Bunun yaninda;
asit-baz dengesini, iyon degisimini, kardivaskiiler sistemin diizenlemesi gibi pek ¢ok
fizyolojik olayda rol alan ¢ok 6nemli bir enzimdir. Canlilarda ¢ok yaygin olarak
bulunan CA enziminin bulundugu ortamin sartlarina ve ihtiyacina gore degisik
izoenzimleri mevcuttur. Her gegen giin yeni bir izoenzimi ortaya g¢ikartilmakta olup
bugiin itibariyle 16 tane izoenzimi bulunmaktadir. Uzerinde en ¢ok calisma yapilan ve

en yaygin olarak bulunan izoenzimleri ise CA I ve CAII’ dir.

CA enziminin aktif bolgesinde bulunan Zn?* iyonu genel olarak metabolik
karbondioksit transportunun yani sira birgok dokuda H* ve HCOs3 iyonlarinin
birikiminde de 6nemli rol oynar. Boylece viicuttaki bircok dokuda H* ve HCOs
iyonlarinin toplanmasini saglayarak, viicut sivilarinin dengelerinin kurulmasinda da
onem bir yere sahiptir (Chegwidden vd, 2000; Wistrand, 1981). Bobrek, gastrit, mukoza

ve goz lensi bu dokular arasinda gosterilebilir. Bu dokular haricinde, histokimyasal
1



yontemlerle tiikiiriik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve
endometrium dokularda da karbonik anhidraz enzimine rastlanmistir. Ayrica baliklarin
solungac ve salgi organlarinda, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, bazi1 bécek ve
bakterilerde enzimin degisik rolleri oldugu kanmitlanmistir (Supuran ve Scozzafava,
2001; Chegwidden vd., 2000).

1.2. Caliymanin Amaci

Biitiin canlilarda bulunan ve iizerinde en ¢ok c¢alisma yapilan enzim karbonik
anhidrazdir. Canli sistemlerde pH diizenleyici, su elektrolit ve iyon transportunu
diizenleyici olarak rol alan bir enzimdir. CA” lar fizyolojik olarak CO2’in hidrasyonunu
ve HCOs3’in dehidratasyonunu doniigimlii bir sekilde katalizler. Enzim, biitiin
dokularda mevcut olup hidrataz aktivitesinin yaninda H* ve HCO3™ birikiminde de rol

oynamaktadir.

Karbonik anhidraz enziminin, hidrataz aktivitesiyle canlilarda ¢ok onemli bir
fizyolojik fonksiyonu yerine getirdigi goriilmektedir. Bununla birlikte bazi ester
baglarinin pargalanmasi ve aldehitlerin hidratasyonunu da katalizlemesi, enzimin
endiistriyel organik sentezlerde kullanimini da saglamistir. Giiniimiizde CA’nin farkli
canli ve dokularda fonksiyonlarnin tam olarak anlasilmasi ve farkliliklarinin ortaya

konmasi i¢in yogun c¢alismalar yapilmaktadir.

Literatiir taramas1 sonucunda genellikle CA c¢ok tiliketilen tatli su baliklarinin
dokularinda ¢alisildigi, tuzlu su baliklarinin dokularinda ise ¢ok az sayida ¢alismanin
oldugu belirlenmistir. Ayrica denizin pelajik (ylizey) ve bentik (dip) bolgelerinde
yasayan balik tiirlerindeki mevcut CA farkliliklarmi ortaya koyan herhangi bir

calismaya rastlanilmamistir.

Bu calismada, tuzlu su ylizey ve dip baliklar1 olan sirasiyla hamsi ve mezgitin
solungacindan karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica bu
baliklarin solungaglarindaki CA enziminin detayli olarak kinetiginin incelenmesi
amaglanmistir. Solungaglardan Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolonu
kullanarak CA’lar saflastirilip, enzimlerin farkli pH, substrat konsantrasyonlari ve

inhibitorlerdeki hidrataz ile esteraz aktiviteleri incelendi. Ayrica, dip ve ylizey



baliklarinin CA aktivitelerinde farkliliklarin olup olmadigi1 ve solungag CA’nin ¢evresel

faktorlerden ne diizeyde etkilendikleri belirlenmesi amaglandi.

1.3. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz (CA; EC 4.2.1.1.) enzimi ilk kez 1933 yilinda eritrositlerde
karakterize edilmistir. Bu c¢alismalarda eritrositlerden HCO3™ ’in hizli transferi igin
gerekli oldugu teorik olarak saptanan bir katalitik faktor arastirilmistir. Boylece CA

enzimi, tanimlanan ilk metalloenzim olarak tarihe ge¢mistir.

CA aktif bolgesinde Zn?* iyonu bulunduran bir metaloenzim ailesindendir (Smith
ve Ferry, 2000) ve canlilarda CO> hidratasyonunu tersinir olarak katalizler. Karbonik
anhidraz biyolojik sistemler i¢in olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii, karbondioksitin bikarbonata

katalizsiz dontisiimii nétral pH da oldukga yavastir (Sharma vd., 2009).

Kinetik ¢alismalar biitiin karbonik anhidraz izoenzimlerinde iki basamakli bir
mekanizmanmn oldugunu gostermistir. Ik basamakta (Reaksiyon 1) ¢inkoya bagh
hidroksit iyonunun CO’ye niikleofilik saldiris1 gerceklesmektedir. Ikinci basamakta
(Reaksiyon 2) ise ¢inkoya bagli su molekiiliiniin iyonlagsmast ve protonun

uzaklastirilmasiyla aktif bolgenin tekrar olusturulmasi olaylar1 gerceklesmektedir.
Zn* + OH + CO, —» Zn* + HCOs (1)
Zn* + H,0 —» H' + Zn*-OH )

Bu mekanizmada Reaksiyon 3 sathasinin ger¢eklesmesinde, protonun dis ¢oziicii
ortamina aktarilmasi i¢in enzimin aktif bolgesindeki bir aminoasit birimi proton tasiyici
birim (PTB) olarak rol oynamaktadir. PTB aldigi protonu ortamdaki tampon (B)

molekiillerine aktarmaktadir (Reaksiyon 3 ve 4).
PTB + Zn?**-H,O __, Zn?*" -OH + PTB-H* 3)
PTB-H*+B — PTB+B-H" 4)

Karbonik anhidraz II’'nin katalizledigi enzimatik mekanizmada hiz belirleyici
basamak protonun aktif bolgeden uzaklastirilmasi sathasidir. Bu edenle aktif bolgedeki

proton tasima kapasitesine sahip aminoasit birimleri aktivitede 6nemlidirler Aktivitede
3



cinkonun dordiincii ligand pozisyonuna yakin bolgede bir hidrojen bagi alicisinin
olmast 6nemlidir. Enzim, hidrataz aktivitesi yaninda esteraz aktivitesine de sahiptir,
ancak fizyolojik agidan hidrataz aktivitesi onemlidir. Bu sayede organizmanin asit-baz
dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol istlenir. Bu dengenin bozuldugu durumlarda,
Ornegin goz i¢i tansiyonunda, karbonik anhidraz enzim aktivitesine miidahale siklikla
uygulann bir tedavi yontemidir. Bu agidan CA inhibitorleri klinik olarak onemli
bilesiklerdir (Pushkas vd., 2000).

Karbonik anhidraz; pH diizenlenmesi, yiik degisimi, solunum, biyosentez, CO>
tasinmasi ve fotosentez gibi biyolojik siireglerde olduk¢a 6nemlidir (Song vd., 2007).
CA, CO?’in hidratasyonu reaksiyonunun katalizmesinin yaninda, siyanatin karbamik
aside veya iirenin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlarini da
katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de bu

enzim tarafindan katalizlenmektedir (Tablo 1) (Supuran ve Scozzafava, 2007).

Karbonik anhidraz enziminin, hidrataz aktivitesiyle son derece Onemli bir
fizyolojik fonksiyonu yerine getirdigi goriilmektedir. Baz1 ester baglarin1 pargalamasi
ve aldehitlerin hidratasyonunu da Kkatalizlemesi, karbonik anhidraz enziminin
endiistriyel organik sentezlerde kullanimini giindeme getirmistir. Bu nedenle, karbonik
anhidraz enziminin saflagtirilmasinda daha etkili ve ekonomik yoOntemlerin

gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Falkbring vd., 1972).



Tablo 1. CA enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri (Supuran ve Scozzafava, 2007).

Reaktifler Uriinler
0=C=0 + HO — HCOs + H*
HN=C=NH  + H0 — Ho,NCONH,
RCHO + H,0 — RCH(OH),
RCOOAr + H0 — RCOOH + ArOH
RSOsAr + H0 — RSO:H + ArOH
ArOPO; + H,0 — HPO; 2 + ArOH
ArF + H0 — HF + ArOH
PhCH,0COCI + H,0 - PhCH,OH + CO, + HCI
RSO.CI + H0 - RSO:H + HCI

(R=Me ; Ph) (Ar= 2,4-dinitrofenil)

1.3.1. Karbonik Anhidraz Ailesinin Simiflandirilmasi

Karbonik Anhidraz enzimleri o, B, Y, 8, { CA’ lar olarak 5 farkli familyada

siniflandirilmastir.
1.3.1.1. o Smifi Karbonik Anhidraz

Gilinlimiize kadar kataliz mekanizmasi olarak en ¢ok calisilmis ve en yaygin
dagilimi olan sinif olarak bilinmektedir. Yillarca hayvanlarda bulundugu bilinmesine
ragmen son yillarda bitkilerde de bulundugu g¢alismalarla ortaya konmustur. Karbonik
anhidrazlar; hayvanlar, bitkiler, algler, eubakteriler ve virilislerde tespit edilmistir.

Memelilerde 16 farkli o CA izoenzimi vardir. Bu izoenzimler arasindaki iligkiler tespit
edilmistir (Tablo 2).



Tablo 2. Yiiksek omurgalilarda o-CA izoenzimleri ve onlarin nispi CO2 hidrataz

aktiviteleri,

siilffonamid inhibitorlerine karsi afiniteleri ve hiicre igindeki
yerlesimleri (Supuran 2008).

Izoenzim Katalitik aktivite Siilfonamidlere Hiicre ici
(COz2 hidrasyonu) karsi afinite yerlesme

CAIl Diisiikk (CAIl’nin %10’u)  Orta Sitoplazma
CAIl Yiiksek Cok yiiksek Sitoplazma

CA Il Cok diisiik Cok diisiik Sitoplazma

CA IV Yiiksek Yiiksek Membrana bagh
CA VA Orta derece- yiiksek* Yiiksek Mitokondri

CA VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri

CA VI Orta derece Yiiksek Tikiirik/siit’te

salg1

CAVII Yiiksek Cok yiiksek Sitoplazma
CARP VIII Akatalitik # Sitoplazma
CAIX Orta derece Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik # Sitoplazma
CARP XI Akatalitik # Sitoplazma
CAXII Diisiik Yiiksek Transmembran
CA Xl Orta derece Orta-yiiksek Sitoplazma

CA XIV Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XV Diisiik Bilinmiyor Membrana bagl

Bes tane membrana bagl ( CA 1V, IX, XII, X1V ve XV), bes tane sitozolik formu
(CA I, 11, 1, VII ve XII1), iki mitokondriyal formu ( CA VA ve VB) bulunmaktadir.

Ayrica tiikiiriik ve siitte bulunan bir salgi CA izoenzimi (CA VI) vardir. Bununla

birlikte karbonik anhidraz gen ailesine ait olan ii¢ tane karbonik anhidraz ile iliskili
protein (CARP) vardir (Sekil 1) (Supuran, 2008).



Sekil 1. Bazi CA izoenzimleri i¢inde katalitik olarak aktif CA izozimlerinin sematik
olarak hiicredeki yerlesimleri (Supuran, 2008).

Hca II; 29,3 kDa biiyiikliigiine sahip olan bir proteindir ve Hca II diger
izoenzimlere gore katalitik aktivitesi olduk¢a yiiksektir. Ayrica insan doku ve

organlarinda ¢ok yaygin olarak rastlanmaktadir (Hilvo, 2005; Leppilampi, 2006).

Backbone 244

Gin92] ‘
A

Sekil 2. A) CA 1I; aktif bolge yapisi, B) CA II; ii¢ boyutlu yapisi

HCA I, 30 kDa biiyiikliigiine sahip bir proteindir. Eritrositlerde, kolon
epitelinde, goz lensi ve korneal epitelyumda bulunmakla birlikte, hiicre i¢inde sitozolde
yer alan HCA 1 ¢6ziinebilir karakterdedir. Eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol
bulunan proteindir. Eritrositlerde HCA 1II ’ye gore bes kat daha fazla protein
bulunmaktadir. Buna ragmen katalitik aktivitesi HCA II ’nin sadece %15 ’i kadardir
(Lowe vd., 1991; Sowden vd., 1992). CA izoenzimleri, yag, iire, seker hastaligi, timor

olusumuna yol agan etkenler ve ¢ok zehirli gesitli patojenlerin gelismesini igine alan
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patolojik ve fizyolojik siireglerle ilgili olan genis bir enzim familyasidir. Diiiretikler ve
antiglokom ilaglarin yani sira, karbonik anhidraz inhibitorlerinin, yeni anti-obezite,
anti-kanser ve antienfeksiyon ilaglar1 olarak kullanimindaki 6nemi son yillarda yaygin
bir bigcimde vurgulanmaktadir ve yeni calismalar da CA aktivasyonunun Alzheimer
Hastalig1 i¢in yeni bir tedavi olanagi saglayabilecegini ileri sliirmektedir. Karbonik
anhidrazin etkinligi kapsamindaki inhibitorlerin ve aktivatorlerin yaygin bir hastaliga
karst1 yeni kullanimlara olanak saglamasiyla bugiin bazilar1 klinik denemelerde
degerlendirilmektedir. Bu degerlendirme CA izoformlariyla ilgili 6zgiil diizenleyicilerin

gelisme siirecini 6n plana ¢ikarmistir (Supuran, 2008).

Kataliz yapabilmeleri i¢in tiim o karbonik anhidrazlarin Zn (II) metal iyonuna
gereksinimi oldugu goriilmiistiir ve Zn?* iyonu aktif bolgeye 3 histidin (His 94, His 96,
His 119) ile bir su molekiilivhidroksil iyonu ile baglanmaktadir (Sekil 2) (Supuran ve
Scozzafava, 2007).

Zn?* iyonu igeren karbonik anhidraz enzimi, sorbitol dehidrogenaz yapisina
benzemektedir. Zn?* “nin yetersizliginin neden oldugu bircok metabolik bozukluklar ve
sonuclar;, Zn?* iceren enzimlerin tretimiyle azalmaktadir. CA miktarin1 azalmasi,
metabolik dengesizlik ve hastaliklara neden olmaktadir (Akincioglu vd, 2013). Genel
olarak agir metaller; enzim ile iliskili metalin yerini almasi1 ya da karbonil, karboksil ve

stilfidril igeren islevsel gruplar ile enzimatik aktivitesini degistirebilir.

W Glu-117

Q
“

Thr-199 EIN \
His-119
Loy S j\/ i
N

H. %: oL IT
O o &, - H
I Vv, o
100 PR RN N S
' N NH - - V4 Gln-92
/=N ' — “m-O
O == NH__= I—I\
O His-94
His06 [
HN S N------o-oo- H—OI "~ H
r_):—_/ H
His-64

Sekil 3. HCA-II izoenziminin ligand yapisindaki metal merkezinin sematik gosterilisi
(Tripp vd., 2001).



Insan HCA-II izoenzimi iizerinde yapilan spesifik bolgenin mutasyonu ve X-ray
kristalografisi ¢alismalarinda da, katalitik mekanizma olduk¢a ayrintili bir sekilde
ortaya konulmustur (Sekil 3) ve diger izoenzimlerin mekanizmalar1 genellikle bu
mekanizma ile ayni olmasina ragmen, bazi spesifik detaylarda farkli olabilmektedir.
Karbonik anhidrazin yapisal olarak iki dnemli &zellige sahip oldugu tespit edilmistir.
Birincisi, aktif bdlgede Zn?* iyonu ve ona bagl bir hidroksil grubu vardur. Ikincisi, aktif
bolgenin yakininda bulunan aminoasitler, proton verici ve proton gradienti olusturacak

sekilde diizenlenmislerdir (Supuran ve Scozzafava, 2001).

Hydrophobic pocket
val 121
—_ Val 143
) //O "\ Leu 198
OH . ™ \
| + CO, OH o
Mumiiv — Zn:
\ ™ His -~— .
His 94 His 96 His 92 \ ~His 119
A His 96
B
-BH" l B 4
I i
H //
- s
Zn N +H,0 ¢ -
7/ \ THis 119 > | )
His 94 ) - 2+
His 96 - HCO: z n\
3 7 \ THis 119
His 94 His 96
D
C

Sekil 4. CA’1n katalitik mekanizmasi.

Aktif bélgede bulunan Zn?* ile koordine olan su ayni anda Thr199 un hidroksil
kismi ile hidrojen bagi yapmistir. Thr199 Glu 106 nin karboksilat kismi ile de bag
halindedir. Bu durum Zn?* ile koordine olan su molekiiliiniin niikleofilik karakterini
arttirir. Boylece substrati olan COz2, niikleofilik atak i¢in uygun yonlendirme olmus olur
(Sekil 4). CA’larin ¢ogu yaklasik 30 kDa molekiil agirligina sahip monomerler olarak
aktif haldedir (Tripp vd., 2001).



1.3.1.2. g Simfi Karbonik Anhidraz

Canli organizmalarda B CA’ lar, a karbonik anhidrazlar kadar yaygin degildir.
Bakterilerin ¢ogu, bazi archaealar, algler ve yiiksek bitkilerin kloroplastlar1 § sinifina ait
olan karbonik anhidrazlari i¢ine alir. § CA’ lar ile o CA’ larin arasindaki en 6nemli fark,
B CA’lan genellikle 25-30 kDa molekiil agirligina sahip, 2-6 kadar monomerlerden

olusan oligomer olmalaridir (Supuran ve Scozzafava, 2001).

1.3.1.3. y Smifi Karbonik Anhidraz

Bu CA smufi ilk kez archaebakterilerde kesfedilmistir ve Zn?" iyonu iceren y
CA’ lar oldugu gibi, Co*? icerenler de goriilmiistiir (Gilmour, 2010; Iverson vd, 2000).
y- CA smifim1 diger siniflardan ayiran farkli 6zellik vardir. Yy monomeri, yaklasik 70
kDa’ luk molekiil agirligina sahip homotrimer yapilar olusturmak {izere etkilesmekte ve
y-CA’larm aktif bolgelerinin koordinasyonu oldukga farkli etki etmektedir. Ug histidin
yapisi i¢eren metal baglama bolgesi monomerik bir yapiya benzeyen bir tetrahedral
geometrik yapidadir. Koordinasyon geometrisi Zn igeren y CA i¢in iiggen bipiramid ve
Co-substitiie enzim i¢in oktahedraldir, (Sekil 5-A), diger iiclinciisii ise (His117) baska

bir monomere aittir (Sekil 5-B).

;& B & His 81

Sekil 5. A) Methanosarcina thermophila CA’s1, 69 kDa (homotrimer) B) y-CA’nin aktif
bolgesinde metal ligasyonu (Tripp vd, 2001).

Ug aktif bdlge, monomerlerin yiizeylerine yerlesmislerdir. Aktif bdlge yiizeyde

bulunmasina ragmen, y CA’nin aktif bolge yapist o CA’ninkine benzemektedir.
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Katalitik mekanizmasi o sinifi CA’larin mekanizmasina benzer oldugu tespit edilmistir
(Moroney vd., 2001; lverson vd., 2000; Kisker vd., 1996).

1.4. Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Fonksiyonlari

Karbonik anhidraz enzimi birgok fizyolojik olayda rol oynamaktadir. Bu enzim
temel olarak CO2’in ve HCO3”1n birbirine doniisiimiinii katalizler. Boylece solunumda,
metabolizmada dokular ve akciger arasindaki karbondioksit ve bikarbonat taginiminda,
asit-baz dengesinde, ¢esitli doku ve organlarda elektrolit sekresyonunda, lipogenez,
iiregenez gibi biyosentetik reaksiyonlarda, kemik rezorpsiyonunda, kire¢lenmede, timor
gelisiminde ve daha birgok fizyolojik ve patolojik siiregte rol alir (Supuran ve Scozzafa,

2007).

CA enziminin fizyolojik olaylarda yer aldigi en 6nemli olaylardan bazilart sunlardir;

e Asit-Baz dengesi,

e Kardiovaskiiler tonusun regiilasyonu,

e Sindirim,

e Hiicre boliimleri arasindaki iyon degisimi,

e Degisik enzimatik reaksiyon i¢in gerekli bikarbonatin saglanmasi

Enzim, hidrataz aktivitesi yaninda esteraz aktivitesine de sahiptir, ancak
fizyolojik a¢idan hidrataz aktivitesi 6nemlidir. Bu sayede organizmanin asit-baz
dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol iistlenir. Bu dengenin bozuldugu durumlarda,
Ornegin goz ici tansiyonunda, karbonik anhidraz enzim aktivitesine miiahale siklikla
uygulanan bir tedavi yontemidir. Bu ag¢idan CA inhibitorleri klinik olarak onemli

bilesiklerdir.

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

dokulardan kromatografik ayrilmasinda, uygulanan yontemde farklilik arz etmektedir.
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1.5. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

CA enzimi aktivitesinin bircok kimyasal madde ve ilaglar tarafindan inhibisyon ve
aktivasyon etkileri bilim adamlar tarafindan arastirilmig ve literatiirde rapor edilmistir
(Beydemir vd, 2000; Beydemir ve Giilgin, 2004; Supuran vd, 2001). CA enzimi birgok
dokuda ilaglar icin hedef molekiil olarak kabul edilmektedir ve bu ilaglarin birgogu
hayvanlarda ve insanlarda CA’nin kuvvetli inhitérii olarak bilinen siilfonamidin

turevleridir.

Karbonik anhidraz inhibitorleri iki grupta ele alinmaktadir. Birinci grup
inhibitérler metaller ile kompleks yapmis anyonlardir. Ikinci grup inhibitdrler ise
enzimin Zn?* iyonuna baglanan molekiillerdir (Esposito vd, 2000). inorganik anyon ve
katyonlarin, karbonik anhidraz enziminin inhibisyonu hakkinda yapilan arastirmalarda,
tek degerlikli anyonlarin karbonik anhidraz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
gosterdikleri bulunmustur (Schcer ve Dietsch,1984; Arslan vd, 1996; Lindskog, 2000).

Insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimlerinin CO; hidrataz aktivitesinin Pb?*, Ag®",
Zn?*, Cd?* ve Cu?* agir metal iyonlar: tarafindan inhibe edilmektedir. Se** ve Co*

iyonlar tarafindan ise aktive edildigi belirlenmistir (Roughton ve Booth, 1946).

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin 6nemi, glokom hastaligi icin CA enzimi
lizerinde yapilan inhibisyon caligsmalariyla ortaya c¢ikarilmis ve bu c¢aligmalarda, CA
enziminin katalizledigi mekanizmalarinin aydmnlatilmasinin yani1 sira, bu enzimin
dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1 arastirilmistir. Bu
caligmalarda ¢ok c¢esitli karbonik anhidraz enzimi igin inhibitdrler sentezlenmistir. Bu
inhibitorler basta glokom, antitimor, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik hastaliklarda ilag,
pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans (MRI) belirlenmesinde
diagnostik teshis materyali, antiiilser, ditiretik ilaglarin gelistirilmesinde yol gosterici
olarak kullanilmaktadir. Farkli karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bolgelerinin
aydinlatilmasi, yeni ilaglarin ve tedavi araclarinin gelistirilmesine firsat vermektedir

(Winum vd., 2004; Franchi vd., 2003).
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Asetozalamid, methazolamid ve sulfonamid tiirevleri kirk yildir glukomada (goz
tansiyonu) intraseliiler basincin diisiiriilmesinde kullanilmaktadir. Asetazolamid,
methazolamid,  sulfanilamid, diklorofenamid gibi  inhibitorler  bikarbonat
konsantrasyonunu azaltirlar, suyun ve Na® nun posteriur kisma akis1 olur ve bu da sulu
ortamin azalmasina, intraokuler basincin azalmasina neden olur. Bu maddelerin ortak
Ozelligi aromatik halkalarina bagli bir serbest sulfonamid (-SO2 NH2) grubudur ve
enzimin aktif bolgesine baglanarak inhibisyonuna neden olurlar. Glukomada CA Il
inhibitorii olarak kullanilan ilaglarin istenmeyen yan etkileri daha etkili sulfanamid
tiirevlerinin sentezine zorlamistir (Becker, 1954). Mitokondrial CA VA ve CA VB nin
in inhibitorleri antiobesite ajan olarak da kullanilmaktadir. CA 11X ve CAXII

inhibitorleri kanser tedavisinde kullanilmaktadir.

Karbonik anhidrazin en 6nemli inhibitorii olan siilfonamidler, ¢inko iyonuna
tetrahedral geometri seklinde baglanarak siilfonamidin azot atomu Zn?" iyonu ile
koordine olur. Thr 199 ve Glu 106 yapilar1 hidrojen baglar1 ile inhibitdriin metal
iyonuna baglanmasma katilirlar. Inhibitdriin baglanmasina diger bir katki da,
aromatik/heteroaromatik kismin aktif bolgenin hidrofilik ve hidrofobik aminoasitleri ile
etkilesimi sonucu saglanir (Sekil 6). Anyonlar metal iyonunun hem tetrahedral

geometrisinde hem de trigonal-bipiramidal sekilde baglanabilirler (Supuran vd., 2004).
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Glu 106

Aktif bolgenin
N 0O hidrofilik kisnm
N
H /_\
\ Aktif bolgenin
. (0] hidrofobik kism
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S
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E-Zn""-OH, + | s E-71>"-OH,(T)
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Sekil 6. Karbonik anhidrazin inhibisyonunun mekanizmasi. A-siilfonamid ile, B-
anyonik inhibitorler ile (Supuran vd., 2004).

1.5.1. Asetazolamid

Asetazolamid, karbon dioksidin hidrasyonu ve karbonik asidin dehidrasyonunu
iceren geri doniisiimlii reaksiyonu katalize eden enzim olan karbonik anhidraz tizerinde
spesifik olarak etkili olan enzim inhibitoriidiir (Sekil 7). Akut konjestif glokomun pre-
operatuar evresinde, konjestif kalp yetersizligi ve ilaglarla olusan sekonder 6demlerin
tedavisinde kullanilir. Bununla birlikte, epilepsi tedavisinde diger ajanlarla birlikte
yardimc1 olarak ve akut yilikseklik hastaliginda semptomlarin 6nlenmesi ve
tyilestirilmesinde endikedir. Asetazolamid tedavilerde diiiretik olarak da kullanilir.
Diiiretik etkilerinden cok, baska farmakolojik etkileri i¢in de kullanilir, ¢iinkii loop
diiiretikleri ve tiazitler asetazolamidden daha efektiftir. Kullanim alanlari, glokom
tedavisi (aqueous humorun iiretimini azaltir), epilepsi, yiikseklik hastaligi, idrarin

alkalilestirilmesi ve metabolik alkalozdur (URL-1, 2017).
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N-(5-(aminosiilfonil)-1,3,4- tiadiazol-2-il)-asetamid
Sekil 7. Asetazolamid.

En sik gozlenen yan etkiler: bas agrisi, ates, susuzluk, halsizlik, bitkinlik, yiiz
kizarmasi, ¢ocuklarda biiyiime geriligi, gevsek paralizi, anaflaksi, mide bulantisi,
kusma, diyare, viicutta yayilan kirgmlik Thissidir. Uzun siireli tedavilerde

asetazolamidler bobrek tasi olusumuna da neden olmaktadir (URL-2,2017).
1.5.2. Metazolamid

Siilfonamid tiirevi olan ve muhtemel antineoplastik aktiviteye sahip CA
inhibitoriidiir. Metazolamid, asetozalamide gére serum proteinlerine daha az baglanir ve
etki siiresi daha uzundur. Tiimor iligkili karbonik anhidraz IX’u inhibe ederek hipoksiya
timorlerinde artan hiicre Oliimii ile sonuglanabilir. Hipoksiya indiikleyici bir
transmembran glikoprotein olarak CA 1X CO2 ve suyun bikarbonat ve protona hizlica
donlismesini katalizler ve bikarbonat iyonlari, timor mikro ¢evresinin asitlestirmesini
siirdiirmek i¢in yardim eder ve bazi hipoksiya tiimorlerinde sitotoksik tedavilere karsi

direng gelistirir (Sekil 8) (Isik., 2008; URL-3, 2017).

N—N

S
N-(3-Metil-5-siilfamoil-3h-1, 3, 4-tiadiazol-2-iliden) etanamid

Sekil 8. Metazolamid.
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1.5.3. Etokszolamid

Etokszolamid CA inhibitorii olarak gorev yapan bir siilfonamid ilacidir. Glokom,
ilser tedavilerinde ve diiiretik olarak kullanilir. Ayrica, epilepsinin baz1 formlarinin
tedavisinde de kullanilir. Etokszolamid su, sodyum, potasyum ve bikarbonatin
reabsorpsiyonunu azaltmak amaciyla proksimal renal tiibiillerdeki karbonik anhidraz

aktivitesini inhibe eder (Sekil 9) (URL-10, 2017).

N

\%
SO,NH,

S
EtO

6-etoksibenzotiazol-2-siilfonamid
Sekil 9. Etokszolamid.

1.5.4. Benzolamid

Benzolamid bir karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Baslica eritrositlerde bulunan
bu inhibitdr, solunum yetmezligi durumlarinda kullanilabilir. CA-II’ de en aktif olan

izoenzimlerin bir dizi halinde bulunur (Sekil 10) (Supuran vd., 2004).

0 N/N
-
S~ . SO,NH,
N
H
0]

5-Benzensulfonilamino-[1,3,4]tiadiazol-2-siilfonik asit amid
Sekil 10. Benzolamid.



1.5.5. Diklorfenamid

Stilfonamid tiirevi bir karbonik anhidraz inhibitoridiir (Sekil 11) (Isik, 2008;

URL-4, 2017).
SO,NH

SO,NH,

Cl
4 5-diklorobenzen-1,3-distilfonamid

Sekil 11. Diklorfenamid.
1.5.6. Dorzolamid

Dorzolamid bir karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Bu bir anti-glukom ajandir ve
aqueous humour iiretimini azaltir. % 2'lik bir ¢6zelti bigiminde topikal oftalmik olarak

uygulanir (Sekil 12) (URL-11, 2017).

NHEt

[ —som

W ’
\\\\\ S S

" o/ \o

4-Etilamino-6metil-7,7-diokso-4,5,6,7-tetrahidro-71°-thieno[2,3-b]tiopiran-2-
stilfonamid
Sekil 12. Dorzolamid.
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1.5.7. Brinzolamid

Okiiler hipertansiyon veya glukoma sahip hastalarda goz ici basincini diisiirmek

icin kullanilan bir karbonik anhidraz inhibitoridiir (Sekil 13) (URL-12, 2017) .

NHEt
[ —som
MeO(H,C), S S
2L)3 O/\O

(5R)-5-etilamino-3-(3-metoksipropil)-2,2-diokso-2A6,9-ditia-3-azabisiklo[4.3.0] nona-
7,10 dien-8-silfonamid
Sekil 13. Brinzolamid.

1.5.8. Sulthiam

Sulthiam bir siilfonamiddir ve karbonik anhidraz enziminin inhibitoriidiir.
Antikonviilzan olarak kullanilmaktadir. Sulthiam kismi fel¢ tedavisinde kullanilmistir.
Temporal lob epilepsilerinde 6zellikle sulthiam duyarlilik gostermektedir. Bugiin,
Almanca konusulan iilkelerde ve Israil'de (6rnegin iyi huylu rolandik epilepsi gibi)

cocukluk ¢aginda goriilen iyi huylu epilepsi tedavisi i¢in tercih edilen ilagtir (Sekil 14)

(URL-5, 2017).
/
s 0
J

4-(1,1-dioksotiazinan-2-il) benzensiilfonamid

Sekil 14. Sulthiam
18



En sik goriilen gozlenen yan etkiler; yliz ve bacaklarda kasinti, solunum
giicligii, ataksi ve istahsizlik hissidir. Az gozlenen yan etkiler ise; bag donmesi,
dokiintii, Stevens-Johnson sendromu, bulanti, kilo kaybi, 16kopeni, bas agrisi, psisik
degisiklikler, depresyon, salya akmasi, artan agri, uykusuzluk hissi goriilmektedir. Uzun
stireli kullanimlarda kalsiyum ve D vitamini metabolizmasi ile ilgili diizensizliklerin

ortaya ciktig1 gdzlenmistir.
1.5.9. Indisulam

Indisulam bir karbonik anhidraz inhibitorii ve antitiimor inhibitoridiir. Klinik
olarak gelistirilmekte olan kati tiimorlerin tedavisinde kullanilan bir siilfonamid
antikanser ajamidir. Indisulam hiicre dongiisiinii G1 fazinda tutar. Cogu fizyolojik
siiregte gorev alan Onemli bir enzimdir. Yapilan kanser caligmalarinda karbonik
anhidrazi inhibe ettigi ve belirgin bir sekilde en az 60 tane transkriptin ekspresyon

seviyesini degistirdigi tespit edilmistir (Sekil 15) (Supuran, 2003).

w N
/ /
Cl HN

SO,NH,

4-(1,1-dioksotiazinan-2-il) benzensiilfonamid
Sekil 15. Indisulam

1.5.10. Sakarin

Temel maddesi benzoik siilfinit olan sakarin, sakarozdan daha tathi olup, 6zel
izne bagl olarak icki, sekerleme, ila¢ ve dis macunu gibi iirlinlerde tat vermek icin
kullanilir. Raf 6mrii gida maddelerinde yaklasik 6 ay, ilaglarda ise 2 yil kadardir. Besin
hazirlama ve depolamaya dayaniklidir. Yiiksek sicakta pisirme, acimsi metalik bir tat
olusturabilir Giiniimiizde sakarin kullanimi1 olduk¢a yayginlagsmis olup bircok yerde
kullanilmaktadir. Regeller, sakizlar, unlu gidalar, konserveler, sekerlemeler ve tath

soslar1 basta olmak iizere bunlar disinda kozmetik {iriinlerde, ilaglarda, vitaminlerde de
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kullanilmaktadir. Ayrica sofra tatlandiricist olarak da bircok marka adi altinda

kullanima agiktir (Sekil 16) (URL-6, 2017).

NH

/
7N\

(@)
(@)

1,1-Diokso-1,2-benzotiazol-3-on
Sekil 16. Sakarin

1.5.11. Sulpirid

Sulpirid genellikle sizofreni veya psikoz gibi hastaliklar1 olan insanlarin
tedavisine yardimei olmak i¢in kullanilan ve “tipik antipsikotikler” adi verilen ilag
grubuna aittir. Sizofreni veya psikozu olan hastalarda genellikle pozitif ve negatif olmak
tizere iki gruba ayrilan farkli semptomlar goriilebilir. Yapisi kimyasal olarak

amisiilpiridine benzer (Sekil 17) (URL-7, 2017).

OMe

Iz

_/

SO,NH,
N-[(1-etilpirrolidin-2-il)metil]-2-metoksi-5-siilfamoil-benzamid

Sekil 17. Sulpirid
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1.5.12. Zonisamid

Zonisamid, kismi baglangi¢ ndbetleri olan eriskinlerde tedavide yardimer olarak
kullanilmak iizere onaylanmis bir siilfonamid antikonviilzandir. Bipolar depresyon,
obezite, Parkinson hastaligi, epilepsi hastaliklarinda da kullanilmistir (Sekil 18) (URL-
8, 2017).

SO,NH,

N\

N

/

O

1,2-benzisokazol-3-metansiilfonamid
Sekil 18. Zonisamid

1.5.13. Selekoksib

Selekoksib, COX-2 inhibitorii antienflamatuar, analjezik ve antipiretiktir.
Osteoartrit belirti ve semptomlarinin tedavisinde, yetiskinlerde romaoid artritin belirti
ve semptomlarinin tedavisinde kullanilir. Yetiskinlerde akut agrinin giderilmesinde ve
primer dismenorenin tedavisinde endikedir. Ayrica, iki yasindan itibaren ve 10 kg’dan
fazla agirliginda juvenil romatoid artriti sahip olan ¢ocuklarda kullanilabilir (Sekil 19)

(URL-9, 2017).

CH3

4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)pirazol-1-il]benzensiilfonamid
Sekil 19. Selekoksib
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1.5.14. Valdekoksib

Valdekoksib, non-steroid simifinda olan anti-enflamatuar ilactir ve segiCi
siklooksijenaz-2 inhibitoriidiir. Osteoartrit, romatoid artrit ve agrili adet ve adet
semptomlarin tedavisinde kullanilanir (Sekil 20) (URL-13, 2017).

O——nN

4-(5-metil-3-fenilisoksazol-4-il)benzensiilfonamid
Sekil 20. VValdekoksib

1.5.15. Topiramate

Epilepsi tedavisinde ve migren profilaksisinde etkili oldugu gdsterilen siilfamat
stibstitiisyonlu monosakkarid tiirevi bir ajandir. Cocuklarda Lennox Gastaut sendromu,
nobetler ve gelisimsel gecikmeye neden olan bir rahatsizligin tedavisi i¢in de endikedir

(Sekil 21) (URL-14, 2017).

2,3:4,5-Bis-O-(1-metiletiliden)-beta-D-fruktopiranoz sulfamat
Sekil 21. Topiramate
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1.6. Mezgit Bahiklarinin Genel Ozellikleri

Mezgit baligi, iliman ve soguk denizlerde, Atlas okyanusunda, yurdumuzun
biitin denizlerinde yasayan bentik bir tirdir (Sekil 22). Genellikle, 20-50 cm
uzunlugunda yassi, ince derili ve yumusak pulludur. Cesitleri; Akdeniz Mans denizi,
Atlas Okyanusu ve Kuzey Denizinde rastlanan 4 tiirii vardir. Bayagi mezgit ve sari

mezgit en bilinenleridir. Kemikli baliklar takimimin, Mezgitgiller familyasindan

(Gadidae), orta boylu, yumusak viicutlu bir baligidir. 30-300 m arasindaki derinliklerde
yasarlar (Aydin vd., 2008; URL-15, 2017).

Anavatanlar1 Atlas Okyanusu olup Atlas Okyanusu ile irtibatli denizlerde,
yurdumuzda ise biitiin denizlerde bulunur. Kis aylarinda kuvvetli akint1 sebebiyle
Karadeniz’den Marmara’ya siiriiler halinde goc ederler. Ince uzun govdeli bir balik olan
mezgitin boyu cesitlerine gére 20-50 cm arasinda degisir. Agirhigi 1-2 kilogrami
bulanlar1 vardir. Sirtinda {i¢, karninda iki ylizge¢ bulunur. Kuyruk yiizgeci az catalli,
yiizgegleri dikensiz, gozleri iricedir. Bilinen dort tiirii vardir ve renkleri tiirlere gore
degisiklik gostermekle beraber umumiyetle sirtlar1 sarimst kahverengi, karni altin sarist
benekli, yanlari pembe-mor renkli olup renkler ¢ok parlaktir. Oldiikten sonra zamanla

bu parlaklik kaybolur. G6giis yiizgeclerinin dibinde bulunan birer siyah leke de mezgite
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has bi Ozelliktir. Genis agizli olup, agzindaki disleri kuvvetlidir. Bazilarinin alt
cenesinde bir biyik teli bulunabilir. Disi mezgitler erkeklerine nazaran daha iri olup,

viicut kalinliklar1 da erkeklerinden fazladir (Aydin vd., 2008; URL-15, 2017).

Mezgit, siiriiler halinde yasar. Deniz dibine yakin ve deniz dibinin ¢amurlu veya
kumlu oldugu yerlerde besinlerini ararlar. Uremeleri, kasim-mays aylar1 arasinda 30 m
derinlikteki sularda biraktiklar1 yumurtalarla olur. Biiytik siiriiler halinde kiyiya yakin
yerlerde ciftlesirler. Yumurtlamak i¢in yine siiriiler halinde 1lik denizlere go¢ ederler.
Bir disi mezgit, yaklagik 200.000 yumurta yumurtlar. Yumurtalarin birakilmasindan

sonra biiytik siiriiler, kii¢iik gruplara ayrilarak beslenme dénemine gegerler (Aydin vd.,

2008; URL-15, 2017).

1.7. Hamsi Bahiklarmin Genel Ozellikleri

Hamsi (Engraulis encrasicolus), Engraulidae familyasina ait bir balik tiiriidiir.
Hamsi adi arkaik Kolh dili kokenlidir ve orijinal prototipi "Kii¢iikk Sivri Balik"
anlamindadir. Viicut ip seklinde hafif yassilasmis olup yanlarda yuvarlaktir. Alt dudak
mevcut degildir, {ist cene ise uzun olup, sirt rengi koyu mavi siyahimsi, alt taraf agik
renklidir. Yan taraflar1 parlaktir. Kuyruk yiizgeci homoserk yapidadir. Karadenizin
insan yagsamiyla birlesen baligidir (Satilmis ve Bat, 2010).

Marmara Denizinde de bulunur. Siiriiler halinde yasar ve 18 cm’e kadar biiyiir.
Ocak-Mart aylar1 arasinda beslenmek igin sahillere yaklasir. Giindiizleri 30-40 m.
derinlerde, geceleri ylizeye yakinlarda dolasir. 1 yasindan itibaren olgunluga erisip 18°-
20 °C sularda, 25-60 m. derinliklerde ve az tuzlu sularda iireyip yaklasik 40.000
yumurta doker. Omiirleri 4 y1l kadardir (Satilmis ve Bat, 2010; Zehiroglu, 2014).
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Hamsi, genellikle biitiin tropik ve subtropik denizlerde yasayip, kiy1
kesimlerinde stirtiler olusturuyorlar (Sekil 23). Hatta zaman zaman nehir deltalarinda da
goriilebiliyorlar. Hamsi 6zellikle Karadeniz ve Azak Denizinde bol miktarda bulunan
bir balik tiiriidiir. Bu baligin Karadeniz’deki tiirleri, Engraulis encraicolus ve Engraulis

encrasicolus maeticusdur (Satilmis ve Bat, 2010).

Hamsi, planktonla beslenen bir baliktir. Besledigi organizmalari, Calanus cinsi
Copepoda (Kiirekayaklilar), Cirripedia (Dolasikayalilar) ve Mollusca (Yumusakgalar)
larvalar1 olusturuyor. Hamsi, ayn1 beslenme basamaginda olan cacga, tirsi, sardalya,
taraklilar ve mediizler gibi dier organizma ve organizma gruplari ile ayni besin

maddesi i¢in yarigir (Satilmig ve Bat, 2010).

Stirtiler Mart’ta Tiirkiye kiyilarindaki kiglama alanindan kuzeydeki beslenme ve
iireme alanina goce baslarlar. Nisan ortasindan Ekim’e kadar tiim denize yayilmis olan
hamsi 06zellikle Karadeniz’in kuzey kesiminde bulunur. Sicaklik ve iklimsel
degismelere bagl olarak genellikle Kasim’da giliney gocii baslar. Giineye gogiin
baslama zamanlar ile gociin siddet ve miktarlarinda yildan yila énemli farkliliklar s6z
konusudur. Hamsi kuzey-giiney-kuzey gogiinde ya kiyiy1 izler ya da dogrudan denizi

karsidan karsiya geger (Satilmis ve Bat, 2010).
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Karadeniz hamsisi cinsel olgunluga bir yilda ulagir. Mayis-Eyliil aylar1 arasinda 10 ve
daha ¢ok batida yumurtlama gergeklesir. Bir yagindaki geng baliklar ilk kez yumurtlama

sezonunun sonuna dogru yumurta birakirlar. Bireysel ortalama dogurganlik 42.000

yumurta olarak bulunmustur (Zehiroglu, 2014).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler; p-nitrofenilasetat, sepharose 4B, akrilamid,
bisakrilamid, siilfanilamid, asetazolamid, tris, TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilen
diamin), amonyum persiilfat, Na,HPO4, NaH:POs, NaHCOs;, NaxSOs, SDS,
NaCHsCOO, aseton, metanol, NaCl, Coomassi Brillant, folin reaktifi, bromofenol blue,
Na- K tartarat, perklorik asit, asetik asit, NaOH, HCI, metanol, NiCl,, CoClz, ZnS04.7
H.O, BaSOs, FeCls, gliserol, Na- Barbital, glisin, BSA, CuSOs sigma ve merck

firmalarindan CO:z tiipii ise piyasadan temin edilmistir.
2.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Tablo 3. Calismada kullanilan alet, cihazlar ve markalari

Ad1

Satin alindig: firma

Model

Sogutmal1 Santrifiij

Fraksiyon kolektor

Elektroforez Tanki1
Gii¢ kaynagi
Spektrofotometre

Manyetik karistirict
pH metre
Buzdolab1

Derin Dondurucu
Persitaltikpompa
Vorteks

Hassas Terazi
Otomatik pipetler

Sonikator

Thermo Fisher Scientific

Tris

Bio-RAD
Thermo Scientific

Shimadzu

IKA

Thermo Scientific
Vestel

Vestel

Tris

Velp scientifica
Precisa

Socorex

Bandelin

Heraeus Multifuge 3SR+
Centrifuge
Teledyne ISCO

Mini protean tetra cell
EC 300 XL

UV-1601 UV-visible
spektrophotometer
RCT classic

Orion 3 star pH Benchtop
BZP-L.3303 WCP
FT-290

Teledyne ISCO
Vortex Mixer

XB 220 A

Sonopuls HD 3100
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2.1.3. Calismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan ¢ozeltiler taze hazirlandi ve buzdolabinda +4 °C’de
muhafaza edildi. Kullanilan ¢6zeltilerin konsantrasyonlari, hazirlanis sekilleri ve ne
amagla kullanildiklar1 Tablo 4’ de verildi.

Tablo 4. Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve kullanildigi yerler

Cozelti adn Hazirlamisi Kullanildig: Yer

1 M Tris-SOg, 30,02 g Tris 100 mL saf suda ¢oziildii Esteraz

pH 7,2-9,1 ve pH’s1 1 M H2SOq ile istenen pH ya aktivitesinde ve
ayarlandi. pH caligmasinda

0,2 M NaHCOs, pH
8,8

25 mM Tris-HCI/0,1

M NazSOg4, pH 8,7

25 mM Tris-HCI/ 22
MM Na,SOs, pH 8,7

0,1 M NaCH3COO/

0,5 M NaClOg4, pH 5,6

% 0,9 NaCl

%30’luk Akrilamid
Cozeltisi

1,5 M Tris-HCI
Tamponu (pH 8,8):

1,0 M Tris-HCI
Tamponu (pH 6,8):

8,2 g NaHCO3 200 mL saf suda ¢oziildi
ve 1 N NaOH ile pH’s1 ayarlandi, 500
mL’ye tamamlandi.

1,51 g Tris ve 7,10 g Na2S0s, 250 mL
saf suda ¢oziildii ve 1 M HCI ile pH’s1
ayarlanip 500 mL’ye tamamlandi.

1,5 g Tris ve 1,56 g Na,SO4 saf suda
¢ozildi, 1 M HCI ile pH ayarland1 ve
500 mL’ye tamamlandi.

3,40 g NaCH3COO.3H20 ve 15,25 ¢
NaClO4 150 mL saf suda ¢oziildi ve 1
M HCI ile pH’s1 ayarland1 250 mL’ye
tamamlandi.

4,5 g NaClI almip saf suyla 500 mL’de
¢Ozuldi.

29 g Akrilamid’in 25 mL’deki
cozeltisiyle lg N,N’-
metilenbisakrilamid’in 25 mL’deki
cozeltileri birbirine karistirilarak

karisimin hacmi deiyonize suyla 100
mL’ye tamamlandi. Cozelti koyu renkli
sisede oda sicakliginda saklandi.
181,7100 g Trizma baz1 800 mL saf
suda c¢oziildiikten sonra 1 N HCI
cozeltisi ile pH’1 8,8 olacak sekilde
ayarlandi ve hacmi 1000 mL’ye
tamamlanda.

121,140 g Trizma baz1 800 mL saf suda
coziildiikten sonra 1 N HCI ¢ozeltisi ile
pH’1 6,8 olacak sekilde ayarlandi ve
hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

Sepharoz-4B
matriski tlizerinde
afinite jeli
hazirlanirken
Afinite jeli
dengelenmesinde

Hemolizati
tatbikatindan
sonra afinite
jelinin
yikanmasinda
Afinite kolondan
enzimin
ellisyonu i¢in
Eritrosit
homojenatinin

yikanmasinda
SDS PAGE

SDS PAGE

SDS PAGE
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Tablo 4 (devamm). Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve kullanildig: yerler

Cozelti adr Hazirlamgi Kullamldig: Yer
%10 (w/v)’luk SDS 10,0 g SDS 100 mL deiyonize suda SDS PAGE
Cozeltisi: coziilerek hazirlandi.
%10 (w/v)’luk 10,0 g amonyum persiilfat 100 mL SDS PAGE
Amonyum Persiilfat deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi. Bu
cozelti jel karisimi hazirlanirken taze
hazirlanmalidir.
%0,1 (w/v)’lik 0,1 g bromofenol blue 100 mL SDS PAGE
Bromofenol Blue deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi.
Coomassie Brilliant 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250 SDS PAGE
Blue 45 mL metanol, 45 mL saf su ve 10 mL
glasial  asetik  asit  karisiminda
coziilmesiyle elde edildi.
Jel Yikama Cozeltisi 30 mL metanol, 60 mL saf su ve 10 mL SDS PAGE
asetik asitin karistirilmasiyla elde edildi.
Yiiriitme Tamponu 14,4 g glisin ve 3,0 g trizma baz1 800 SDS PAGE
mL saf suda ¢oziilerek 5 mL %10’luk
SDS ¢ozeltisi ilave edilerek hacmi 1000
mL’ye tamamlandi.
Numune Muamele 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 100 mM B- SDS PAGE
Tamponu merkaptoetanol, %2’lik SDS,  %0,1
bromofenol  blue, %10  gliserol
konsantrasyonlarinda olacak sekilde
hazirlandi.
Veronal tamponu 2,577 g Na-Barbital 450 mL de ¢ozilir Hidrataz

0,025 M Na- Barbital

pH 8,2
L-tirozin ¢ozeltisi

Coomassi
B.B.G.Brillant

Dengeleme tamponu

25 mM Tris/0,1 M
Na2SO4 (pH=8,7)

Yikama ¢ozeltisi

25 mM Tris / 22 mM

NaxSO4
CO2 ¢ozeltisi

pH 0,1 M HCI ile pH 8,2 ayarlanir ve
500 mL’ye tamamlandi.

80 mg tirozin 40 mL 0,1 M NaHCOs3
(pH 10) saf suda ¢oziildii.

100 mg Coomassie Brillnat Blue G-250,
50 mL % 95 ve % 85 HsPO4 saf suda
¢oziindiiriilerek 1000 mL’ye
tamamlanda.

3,02 g tris( hidroksimetil)-aminometan
ve 14,2 g Na:SO4 800 mL saf suda
cozildi pH st 1 M HCI ile 8,7 ye
ayarlandi ve 1L ’ye tamamlandi.

3,2 g Tris ve 3,124 g Na.SOs 800 mL
suda ¢oziildi 1M HCI ile pH 8,7 ye
ayarlandi ve 1L’ye tamamlandi.

Buz banyosunda saf su i¢inden 45-50
dakika CO2’nin gegirilmesiyle elde
edilir.

Aktivitesinde

Afinite kolonu

i¢in uzatici kol
Elektroforez jel
boyama

Kolon matriskinin
yiikiiniin
dengelemesinde

Elekroforez
yikama ¢ozeltisi

Hidrataz
Aktivitesi
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Tablo 4 (devam). Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve kullanildig: yerler

Cozelti adn

Hazirlanisi

Kullamldig: Yer

Yigma jeli

CA-II Eliisyonu
¢ozeltisi 0,1 M
CHsCOONa/0,5 M
NaClOs (pH=5.6)
Akrilamid-
bisakrilamid (30-0,8)
Lowry A

Lowry B

Lowry C

Lowry D

% 1’lik BSA

Asetazolamid

Silfonamid

NiCl,

CoCl;

ZnS04. 7 H,0

% 30’luk akrilamid ve % 0,8’lik
bisakrilamid ¢ozeltisi; 6 g akrilamid ve
0.16 g bisakrilamid alind1 ve 13,84 mL
saf suda ¢ozildii.

3 g NaOH, 8,2 mL HCIO4 ve 2,04 ¢
CH3COONa 125 mL saf suda ¢oziildi
pH 5,6 ya ayarlandi ve 150 mL’ye
tamamlandi.

30 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid saf
suda c¢ozilerek 100 mL  ¢ozelti
hazirlanir  ve  siizge¢  kagidindan
stiziilerek 4 °C’de 1 ay iginde kullanilir.
0,1 N NaOH i¢inde % 2 (w/v) Na2COs
olacak sekilde hazirlanir.

%1 (w/v) bakirsiilfat ve %2 (w/v)
sodyum-potasyum tartarat ( 1:1) olacak
sekilde hazirlanir.

50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B
olacak sekilde hazirlandi.
1 hacim Folin reaktifi:
olacak sekilde hazirlandi.
0,1 g Bovine serum albumin almip 10
mL % 0,9 NaCI’de ¢oziildii.

0,IM i¢in 0,022 g asetazolamid suda
coziilerek hacmi 10 mL ye tamamlandi.
Enzim ¢ozeltisi i¢inde, 5, 10, 100, 200
pl hacimlerinde kullanildi.

0,1 M i¢in 0,095 g siilfonamid suda
cozillerek son hacmi 10 mL ye
tamamlandi. Enzim ¢d6zeltisi ig¢inde, 5,
10, 100, 200 ul hacimlerinde kullanild.
100 mM ig¢in; 12,8 mg alinip suda
¢ozildi ve hacim 10 mL ye
tamamlandi. Enzim ¢ozeltisi i¢inde, 40,
80, 100 ul hacimlerinde kullanildi.

100 mM i¢in; 12,9 mg alinip suda
coziilerek hacmi 10 mL ye tamamlandi.
Enzim ¢ozeltisi i¢inde, 40, 80, 200 pnl
hacimlerinde kullanild.

100 mM i¢in; 2,87 mg alinip suda
coziilerek hacmi 10 mLye
tamamlandi.Enzim ¢0zeltisi i¢inde, 40,
80, 200 ul hacimlerinde kullanildi.

1 hacim su

Elektroforez jeli

Eliisyon i¢in

Elektroforez

Protein tayini

Protein tayini

Protein tayini
Protein tayini
Protein tayini
Inhibisyon

calismasi

Inhibisyon
¢alismasi

Inhibisyon
¢alismasi

Inhibisyon
calismasi

Inhibisyon
calismasi
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Tablo 4 (devam). Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve kullanildig: yerler
Cozelti adn Hazirlamisi Kullanildig: Yer
BaSO; 100 mM icin 2,33 mg alinip suda Inhibisyon
¢oziiliip hacmi 10 mL ye tamamlandi. c¢aligmast
Enzim ¢o6zeltisi i¢cinde 10, 20, 40, 80
pl hacimlerinde kullanildu.

FeCls 100 mM igin 1,6 mg almip suda Inhibisyon
¢oziiliip hacmi 10 mL ye tamamlandi. c¢aligmast
Enzim ¢ozeltisi i¢inde 40, 80, 200 pul
hacimlerinde kullanildi.

2.1.4. Cahismada Kullanilan Mezgit ve Hamsi Baliklarinin Temini

Bu calismada kullanilan mezgit balig1 ve hamsi baligt Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Su Uriinleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne soklanmis bir sekilde

getirilerek, -70 °C’de muhafaza edildiler.

2.2. Yontemler

2.2.1. Mezgit ve Hamsi Baliklarimin Solunga¢ Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Solungaclar nester yardimiyla zedelenmeden dikkatlice alinarak kan ve diger
kirlilikleri elimine etmek i¢in % 0,9’luk NaCl ile 3 defa yikandi. Her iki baliktan da elde
edilen solungaglar, 3 mL/g olacak sekilde 25 mM Tris HC1/0,1 M Na>SO4 (pH= 8,7)
tampon ¢ozeltisinin i¢inde blender ile pargalanarak homojenize edildi. Elde edilen
solungaclar siv1 azot i¢inde 5 dakika bekletildikten sonra tekrar ¢oziiniinceye kadar oda
sicakliginda bekletildi. Homojenatlar buz banyosu i¢inde 5 ser dakika olmak iizere
sonikasyona tabi tutuldular ve elde edilen siispansiyonlar 60 dakika 14500 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernatant kismi enzim kaynag: olarak kullanild1 (Wistrand., 2002;

Pullan ve Noltmann., 1985).
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2.2.2. Mezgit ve Hamsi Baliklarmin Solungaglarindan CA Enziminin

Saflastirllmasi ve Karakterizasyon Calismalar ile Tlgili Yontemler

2.2.2.1. Sepharose-4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi ile hazirlanir. Bu
dolgu materyaline L-tirozin kovalent olarak takilmis olup siilfanilamid diazolanarak
tirozine kenetlenmistir. Bu durumda tirozin afinite jelinin uzanti1 kolunu, siilfanilamid
ise enzimi spesifik olarak baglayan kismi olusturmaktadir. Siilfanilamid karbonik
anhidrazin spesifik inhibitorii olup afinite jelinin yapisina girerek enzimin yiiksek

oranda saflagtirilmasina yardimci olmaktadir (Arslan vd.,1996).

CNBEr ile aktivite edilmis olan Sepharose-4B matriksi lizerinde enzimin ligandi
takildi. Matrikse Once L-tirozin spacer arm (uzatict kol) takilir ve daha sonra
stilfanilamid ise ligand olarak takildi. Siilfanilamid CA’nin spesifik bir inhibitorii olup
jelin yapisina baglanarak enzimle yliksek oranda etkilesimi saglamakta ve enzimin

saflastirilmasinda en ¢ok kullanilan yontem olarak da bilinmektedir (Biilbiil vd.,2003).

2.2.2.1.1. CNBr ile Aktive Edilmis Sepharose 4B’ye L-Tirozin Takilmasi

Ticari olarak satin alinan CNBr ile aktiflestirilmis 5 g Sepharose 4B, 250 mL
soguk 0,1 M NaHCO3 tamponu (pH 10) ile yikanarak bir behere aktarildi. 80 mg tirozin
soguk NaHCO3 tamponunun 20 mL’sinde ¢oziildii ve behere ilave edildi. Yikama,
tirozin ilavesi ve karistirma islemleri ¢cok hizli olarak, 90 saniyeden fazla olmayacak
sekilde yapildi ve 4 °C’ de 2 saat siireyle manyetik karigtiricida karistirildi. Daha sonra
16 saat 4 °C’ de bekletildikten sonra baglanmayan tirozinlerin uzaklastirilmasi amaciyla
pH:8,8 0,2 M NaHCOs3 tamponu ile 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar yikama
yapildi. Boylece tirozin takili jel elde edildi. Tirozin takili jel ayni tamponun i¢ine alinip

saklanda.
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2.2.2.1.2. Siilfanilamid Kenetlendirilmesi

25 mg siilfanilamid, 0°C' de (buz banyosunda) 10 mL 1 M HCI i¢inde ¢ozildi

ve icine damla damla soguk 75 mg NaNO: bulunan 5 mL sulu ¢6zelti ilave edildi. 10

dakikalik reaksiyonun gerceklesmesinden sonra diazolanmis bulunan siilfanilamid 40

mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH 9,5a

cikartilarak sabit tutuldu ve 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi.

Stispansiyon daha sonra Buchner hunisinden siiziildii, 6nce 1 L saf su sonra 200 mL

0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4) tamponu ile yikandi. Bu islemler sirasinda jelin tamamen

kurumamasina dikkat edilmelidir.

Jel, yikamalar takiben ayni tampon igersine alinarak kolona yiiklenene dek +4°C' de

bekletildi (Sekil 24) ( Sdyiit., 2006).

Sepharose 4B-L-tirozin

(0]
— Il
O-C=N o /O-Q—HN-CH—C—OH
j —_— C—NH —_—— H,C
“oH ~0 —O0H
. Il
Siyanat ara iiriini Imidokarbonat H2N'?H‘C_— OH OH
CH,
Ny*Cl
Diazolanmis
sulfanilamid
OH
L-tirozin
SO5NH>
o]
o] (I.!,'HN .
- (iIH C—OH
H,5C
T N
OH on |
Afinite jeli

SO,NH,

Sekil 24. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin

acik formiilleri (Soyiit vd., 2006).
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2.2.2.2. Mezgit ve Hamsi Baliklarimin Solunga¢ Homojenatlarmin Afinite

Kolonuna Sirasiyla Tatbiki ve Eliisyonu

Siilfanilamid ile kenetlenmesi yapilan afinite jelinin iist kismindaki ¢ozelti
dekante edilerek uzaklagtirilir ve jele dengeleme tamponu (25 mM Tris/0,1 M Na2SOg,
pH 8,7) ilave edilir. Alt ucunda camdan olugsmus siizme sistemi bulunan kolona
dengeleme tamponu dolduruldu ve peristaltik pompa calistirilarak borularin tamponla
dolmast saglandi. Tiim islemler sirasinda kolonun dis kismina soguk buz torbasi
baglanmak suretiyle kolonun sicakliginin ylikselmemesine dikkat edildi. Sonra kolonun
tist kismi kapatilarak borunun ucu dengeleme tamponuna daldirilarak boru sisteminin
tamponla dolmasi ve hava kabarciginin kalmamasi saglandi. Daha sonra peristaltik
pompa doniis hizi, 20 mL/saat olacak sekilde ayarlandi ve borunun ucu jel siispansiyonu
icine daldirilarak jel kolona yavascga yiiklendi. Kolonun paketlenmesi esnasinda jelde
kabarcik ve gatlak olusmamasina 6zen gosterildi. Jelin kolona tatbikini takiben jel
dengeleme tamponu ile 24 saat dengelemeye birakildi. Bu sirada eliiat akis hiz1 yine 20

mL/saat olarak sabitlendi.

Mezgit ve hamsi baliklarinin solunga¢ homojenatlar1 ayri kolonlarda, ayni
islemler yapilarak, dengelenmis kolona tatbik edildi. Yiikleme islemi tamamlandiktan
sonra sistemden yikama tamponu geg¢irilerek homojenattan kaynaklanan ve istenmeyen

bilesikler kolondan uzaklastirildi.

Kolona tutturulmus karbonik anhidraz enziminin afinite kolonundan eliisyonu
icin (Aslan vd., 1996) tarafindan kullanilan CA 1II eliisyon ¢ozeltisi 0,1 M
CH3COOHNa/ 0,5 M NaClO4, pH 5,6 tatbik edilmistir. 20 mL/saatlik akis hizinda
eliatlar 5’er mL’lik fraksiyonlar halinde bir fraksiyon toplayici yardimiyla alindi.
Eluatlarda tek tek hidrataz aktivitesi gdzlemlenemedigi icin birlestirilerek amicon
ultrafiltrasyon membrani (10.000 MWCO) kullanilarak 4.000xg’de 50 mM pH 7,5
fosfat tamponu ile yiknarak tampon degistirildi ve enzim ¢ozeltisi ayn1 tamponun 5

mL’si ile ¢oziilerek hazirlandi.
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2.2.3. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Mezgit ve hamsinin solunga¢ homojenatlariinin Sepharose 4B afinite kolonu ile
karbonik anhidraz enzimlerinin saflastirllmasindan sonra sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (1970), tarafindan agiklandigi

gibi yapilarak saflastirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol edildi.

CA enziminin saflasma derecesinin belirlenmesi ve yaklasik olarak molekiiler
agirliginin belirlenmesi igin % 12’lik SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
uygulandi (Laemmli, 1970). Ayirma Jeli (toplam hacim 20 mL) 6,6 mL deiyonize su,
8,0 mL %30’luk akrilamid ¢ozeltisi, 5 mL 1,5 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8), 0,2 mL
%10’luk SDS ¢ozeltisi, 0,2 mL %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 0,008 mL
TEMED karisimin hazirlanmasiyla elde edildi. TEMED ilave edildikten sonra karigim
hizl1 bir sekilde karistirilarak bir siringa yardimiyla levhalar arasina aktarildi ve jelin st
yiizeyi diizglin olmasi ic¢in {izerine dikkatlice su ilave edildi. Polimerizasyonun
tamamlanmasi i¢in 30 dakika beklendi. Ayirma jelinin donmasindan sonra yiikleme jeli
hazirlanip levhaya tatbik edildi. Yiikleme jeli (toplam hacim 5 mL ) 3,4 mL deiyonize
su, 0,83 mL %30’luk akrilamid ¢ozeltisi, 0,63 mL 1,0 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8),
0,05 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi, 0,05 mL %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve
0,005 ml TEMED karisimin hazirlanmasiyla elde edildi. TEMED ilave edildikten sonra
karisim hizli bir sekilde karistirilarak bir siringa yardimiyla levhalar arasina aktarildi ve
kuyucuklart olusturmak {izere tarak yerlestirildi. Jelin donmasindan sonra tarak
yerinden c¢ikarilarak, birka¢ kez jel dikkatlice saf suyla temizlendi. Hazirlanan jel
Elektroforez diizenegine yerlestirilerek, yiirtitme tamponu ilave edildi. Protein standardi
ve numuneler esit hacimlerde tamponla muamele edilip 3 dk kaynar su banyosunda
bekletildikten sonra kuyucuklara bir Hamilton siringasiyla aktarildi. Elektroforez
diizenegi bir giic kaynagina baglanarak, kuyucuk basmma 2 mA akim uygulanacak
sekilde giic kaynagi ayarlandi. Jel, Comomassie Brilliant Blue R250 boyasi ile 3 saat
oda sicakliginda boyandi. Jel yikama ¢ozeltisi ile birka¢ kez muamele edilerek bantlarin

belirlenmesi saglandi ve jel % 20 gliserol igeren saf su i¢inde saklandi.
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2.2.4. Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 Lowry yontemi ile yapildi (Lowry vd., 1951). 10 uL kiltiir
ekstraktt 490 ul 0,1 N NaOH, %0.1 sodyum dodesil siilfat (SDS) iceren ¢ozelti ile 500
uL ye seyreltilerek baziklestirildi. Bu karisima, esdeger oranlarda karistirilmis %2
Na,COz’in 0,1 N NaOH igerisindeki ¢ozeltisi (12,5 mL) ve %2 sodyum-potasyum
tartaratin %1 lik CuSOs’daki ¢ozeltisinden (0.25 mL) | ml ilave edildi ve 5-10 dakika
¢ozeltinin iyice karigmasi saglandiktan sonra, 1:1 oraninda saf su ile seyreltilmis folin
reaktifinden 100 uL ilave edildi. 30 dakika olgunlagsmaya birakilmasinin ardindan 650
nm deki absorbanslari okundu. Ayni reaktiflerle hazirlanan si@ir serum albumini,
standart protein ¢ozeltileri i¢inde elde edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla solungag

homojenatlarinin ve saf enzim ¢6zeltisinin protein icerikleri tayini yapildi.

2.2.5. Eliiatlarda Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Tayini

Karbonik anhidraz aktivitesi monomerik, kolorometrik, elektrometrik olarak ii¢
ayrt yontemle hesaplanabilir. Bu calismada CA aktivitesinin Ol¢limii i¢in bir
elektrometrik yontem tanimlanmistir. Karbondioksitle doyurulmus aparatlar ve veranol
tamponu otomatik olarak Olgiiliip siringa edilir ve pH degisimi cam bir elektrotla
olgiiliir. Indikatér konsantrasyonlar1 inhibisyon etkisi nedeniyle %0-11 arasinda
tutulmas1 uygundur. Bu yontem Roughton ve Booth yontemlerinin modifikasyonudur.
Dokularda genelde enzim konsantrasyonu kolorometrik yontemle basitlikten dolayr da
monomerik teknikler kullanilarak hesaplanir. Monomerik yontemin dezavantaji

indikatdrlerin inhibitor etkisi olmasidir (Wilbur ve Anderson, 1948).

Bu nedenle kolorometrik yontemde CA aktivitesine etki etmeyen veronal
tamponu kullanilir ve brom timol mavisiyle bu islem gerceklestirilir (Roughton ve

Booth, 1945).

Yukaridada ifade edildigi gibi enzimin aktivitesi klasik olarak iki sekilde tayin
edilmektedir. Bunlardan ilki enzimin fizyolojik substrati olan CO2’ in kullanildig1 ve
kolorometrik bir test olan hidrataz aktivitesidir. Ikincisi ise spektrometrik &lgiimiine

dayanan ve substrat olarak p-nitrofenilasetatin kullanildig: esteraz aktivitesidir.
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2.2.5.1. CO2-Hidrataz Aktivitesi Tayini

Yontem Maren ve arkadaslar tarafindan gelistirilen ve sonra pek cok bilim
insan1 tarafindan modifiye edilen bir yontemdir. Metodun temelinde substrat olarak
bulunan CO2’in hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen pH degisiminin
(10 ve 7,4) brom timol mavisi indikatorliigiinde renginin degisim siiresinin Slgiimiine
dayanmaktadir. Bu yonteme gore aktivite Ol¢liimii asagidaki tablodaki siraya gore
yapilmaktadir. Ortamin pH’sinin ayarlanmasinda Veronal tamponu (0,25 M sodyum
barbital, pH 8,15) kullanilmaktadir. Substrat ¢ozeltisi olarak doygun karbondioksit
¢ozeltisi kullanilmistir. Bunun i¢in buz banyosu i¢inde saf suyun i¢ine 40-50 dakika
hizli bir sekilde CO2 gecirildikten sonra doygun hale gelmis ¢ozeltiden yine yavas
sekilde CO2 gecirilmeye devam edilerek deneyde doygun c¢ozeltisi kullanilmistir
(Maren,1960). Yapilan hidrataz aktivitesi i¢in pipetlemeler asagida verilmistir (Tablo
5).

Tablo 5. CO;- hidrataz aktivitesi reaksiyon karigimi

Kullanilan maddeler Kontrol tiipii (kor) (ul)  Numune tiipti (ul)
0,025 M Veronal Tamponu (pH 8,2) 2000 2000
%0,04’1iik brom timol mavisi 100 100
Saf su 900 800
Enzim ¢ozeltisi - 100
CO: ile doyurulmus su 1000 1000
Toplam hacim 3000 3000

Substrat ilavesinden hemen sonra vorteksleme yapilarak ve ¢ozeltinin renginin
karistirma anindan itibaren maviden sarimsi yesile donmesine kadar gecen zaman
kronometre ile tespit edilir.Enzim {initesi enzimsiz reaksiyon siiresini yariya indiren
enzim miktar1 olarak tamimlanir. Enzim aktivitesi ise asagidaki esitlige gore

hesaplanmistir. Bu aktivite “Wilbur-Anderson Aktivitesi” olarak bilinir (5).

EU= (to-tc) / tc (5)

EU : Enzim tnitesi
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to: Enzimsiz denemede Slgiilen siire

tc : Enzim varliginda 6l¢iilen siire
2.2.5.2. Esteraz Aktivitesi Tayini

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

dontisiim reaksiyonu asagida verildigi gibidir (Sekil 25).

o
| N CA
O,N O—C—CH, ¥ H,O —— ON OH * CH,COOH

p-nitrofenil asetat su p-nitrofenol asetik asit

Sekil 25. Esteraz aktivitesi reaksiyon mekanizmasi

Substratin 348 nm’deki absorbansinin azalmasindan aktivite tayin
edilmektedir (Armstrong vd., 1966 , Verporte vd., 1967). Tayinde substrat olarak
kullanilan p-nitrofenilasetat (P-NFA) giinliik olarak taze hazirlanmistir. Bunun igin 27.2
mg substrat, | mL asetonda ¢oziildii ve ¢ok hizli karistirilan 49 mL suya, ¢cok yavas
olarak ilave edildi. 3 mM iizerinde konsantrasyonunda p-nitrofenil asetat hazirlamak
miimkiin olmadig1 i¢in ve ¢oziicii olarak kullanilan aseton enzime minimum zarar
verdigi icin p-nitrofenil asetatin asetonda c¢oziilmesi tercih edilmektedir. Aktivite

6l¢limii i¢in agagidaki tablodaki pipetleme islemleri yapild: (Tablo 6).

Tablo 6. Esteraz aktivitesi igin reaksiyon karigimi

Kullanilan maddeler Kontrol tiipii (kor) (ul)  Numune tiipti (pl)
1 M Tris-SO4 Tamponu (pH 9) 467 467
p-Nitrofenilasetat 333 333

Saf su 200 167
Enzim ¢ozeltisi - 33
Toplam hacim 1000 1000
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Son pipetlemeden sonra her 15 saniyede bir absorbans Olciilmiistiir ve 3 dakika
sonra 25°C’ de ve 348 nm’ de saf suya karsi absorbanstaki azalma tespit edilmistir.
Enzim aktivitesi ve spesifik aktivite soyle hesaplandi (6,7).

AA 348nm X0.001
U= (uM/dk) (6)
54

EU/mL
Spesifik aktivite= (7)

mg protein / mL

2.2.6. Mezgit ve Hamsi Bahklarinin Solungaclarindaki CA’ 1 Kinetik

Incelenmesi

2.2.6.1. pH’1n Karbonik Anhidraz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Tiim solunga¢ homojenatlar1 ve saf enzim ile yapilan pH ¢alismalarinda, pH 4,0
ve pH 5,0 i¢in asetat tamponu, pH 6,0 ve 7,0 i¢in fosfat tamponu, pH 8,0 ve 9,0 i¢cin
Tris-SO4 tamponu ile pH 10,0 ve 11,0 i¢in ise glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi. Tiim
solunga¢ homojenatlar1 degisik pH degerlerinde pNFA substrati varliginda 348 nm’ de
karbonik anhidrazlarin esteraz aktivitesine bakildi. Olgiilen aktivite degerleri gdzlenen
en yiiksek aktiviteye gore oranlanarak bagil olarak hesaplanip, grafikleri ¢izildi ve en
yiiksek aktivitenin gozlenmis oldugu pH degeri karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi

icin optimal pH degeri olarak belirlendi.

2.2.6.2. Mezgit ve Hamsi Baliklarimin Solungaclarindan Saflastirilan CA’nin

Esteraz Aktivitesi I¢cin Km, Vimax, Kkat Ve Vo Degerlerinin Bulunmasi

Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungaglarindan saflastirilan karbonik anhidraz

aktivitesinin Ol¢limiinde kullanilan p-nitrofenil asetat substratinin Km Ve Vmaks
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degerlerinin tayininde en az 5 farkli substrat konsantrasyonunda ve parelel ¢alismak
suretiyle esteraz aktivitesi spektrofotometrik olarak Olgiildii. Degisen substrat
konsantrasyonuna karsi hiz Lineweaver-Burk grafigine gore ¢izildi. Grafikten Km ve

Vmaks degerleri bulundu.

Birim zamanda 1 mol enzim tarafindan {iriine doniistiiriilen substratin mol sayis1
olarak tanimlanan Kkat, enzimin katalitik etkinligini gosteren dnemli bir sabittir. Ayn1
zamanda “turnover sayisi” olarak da bilinmektedir. Saflastirilan enzim c¢ozeltisinde
protein tayini yapilarak toplam enzim miktar1 (Et) bulundu ve Kyat=Vmax / Er den
hesaplandi. Vo Ozgiilliik sabitinin hesaplanmasinda ise Vo=Kkat / Km formiiliinden
yararlanildi. Enzimin katalitik etkinliginde veya farkli substratlarin ayni enzimle iiriine

dontisiimiintin karsilagtirllmasinda kullanilan V, degeri bir sabittir (Nelson ve Cox,

2005).

2.2.6.3. Mezgit ve Hamsi Baliklarimin Solungaclarindan CA’nin Inhibisyon

Calismasi

CA enziminin bilinen spesifik inhibitorleri stilfanilamid ve asetazolamid ile
inhibisyon calismasi yapildi. Inhibitér madde ile % inhibisyon arasindaki iliski Excell
programinda R? degeri ve lineer denklem cikarildi. R? degeri 0,0 ile 1,0 arasinda
degismektedir. (y=ax+b) dogru denkleminden % 50 inhibisyonu veren inhibitor

konsantrasyonu 1Cso belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Mezgit ve Hamsi Solungaclarinda Kantitatif Protein Tayini Icin Kullanilan

Standart Cahisma Grafigi ve Hidrataz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mezgit ve Hamsi solungaglarindan elde edilen 6ziitlerindeki protein miktart Lowry
protein tayin yontemi kullanilarak belirlendi (Lowry vd., 1951). Standart ¢alisma grafigi
1 mM stok BSA ¢ozeltisi seyreltilerek hazirlandi. Elde edilen grafigin egimi 0,0049 ve
R? degeri 0,9876 olarak hesapland: (Sekil 26).

0,600
0,500 A
y = 0,0049x o

g 0,400 - R2=10,9876
o
Lo
© 0,300 A
(0]
o0
< 0,200 - o

0,100 A

0,000 . . . . .

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 26. Protein standart ¢aligma grafigi.

Mezgit ve hamsi solungaglarindan elde edilen 6ziitlerindeki protein miktarlar:

sirasiyla 7,89 mg/mL ve 1,83 mg/mL olarak belirlendi.

Mezgit ve hamsi solungaglarindan elde edilen oziitlerdeki CA’nin hidrataz

aktivitesi mezgit i¢in 71,1 EU/mL, hamsi i¢in 105,6 EU/mL olarak belirlendi.
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3.2. Mezgit ve Hamsi Solungaglarindan Karbonik Anhidrazin Saflastirilmasina Ait

Bulgular

Mezgit ve hamsi solungaglarindan elde edilen 6ziitlerin 25 ser mL’si pH 8,7 olan
25 mM Tris-HCI1/0.1 M Na>SO4 tamponuyla dengeye getirilen iki farkli Sepharose-4B-
L-tirozin siilfanilamid afinite kolonlarina (1,0x10 cm’lik ve dolgu yiiksekligi 15 cm)
tatbik edildiler. Kolonlar 400 mL 25 mM Tris-HCI/22 mM NazSOs (pH 8,7) ¢ozeltisi ile
yikandilar. Daha sonra kolonlar 0,1M NaCHsCOO0.3H.0/0,5 M NaClO4 (pH 5,6)
tampon ¢ozeltisiyle CA’lar kolondan ayrilmasi saglandi. Eliiatlar dakikada 20 damla ve
5 ser mL olarak toplandilar. Aktivite gosteren fraksiyonlar (4-9. tiipler) birlestirilerek
(toplam hacim 30 mL) (Sekil 27, Sekil 28) 10.000 Cutoff Amicon filtrede 4.000xg de
santrifiij edildi ve enzim c¢ozeltilerinin son hacim 8 mL olacak sekilde deristirildi.
Mezgit Baligi solungaci Oziitinden saflagtirilan karbonik anhidrazin 126,4 EU/mg
protein 6zgiil aktivite gosterdigi ve 14 kat saflagtigi belirlendi. Hamsi Baligi solungaci
oziitinden saflagtirilan karbonik anhidrazin 1.000,0 EU/mg protein ozgiil aktivite

gosterdigi ve 17 kat saflastigi belirlendi (Tablo 8).

L
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T 1T "1 "1 " 1T 71 4’I
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Fraksiyon Sayis1
Sekil 27. Mezgit Balig1 solungacindan elde edilen CA eliisyon grafigi.
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Sekil 28. Hamsi Balig1 solungacindan elde edilen CA eliisyon grafigi.

Tablo 7. Mezgit Balig1 solungacindan saflagtirilan CA enziminin saflagtirma tablosu.

Toplam  Aktivite Toplam  Protein Toplam  Ozgiil Verim  Saflastir-

hacim (EU/mL) aktivite (mg/mL) protein  Aktivite ma
(mL) (EV) (mg) (EU/mg katsaysi
protein)
Homojenat 25 71,1 17755 79 197,3 9,0 100 -
Afinite
kolonundan 8 13,9 1112 0,11 0,88 126,4 19,5 14
elde edilen
enzim
¢oOzeltisi

Tablo 8. Hamsi Balig1 solungacindan saflastirilan CA enziminin saflagtirma tablosu.

Toplam  Aktivite ~ Toplam Protein Toplam  Ozgiil Verim  Saflastir-

hacim (EU/mL) aktivite (mg/mL) protein  Aktivite ma
(mL) (EV) (mg) (EU/mg katsaysi
protein)
Homojenat 25 105,6 2640 1,8 45 58,7 100 -
Afinite
kolonundan 8 10 80 0,01 0,08 1.000,0 9,50 17
elde edilen
enzim
¢oOzeltisi
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3.3. SDS-PAG Elektroforez bulgular:

Mezgit ve Hamsi oziitlerinden elde edilen karbonik anhidraz enzimi SDS-
poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edildi. Elde edilen elektroforez jeli taranarak
elektronik ortama aktarildi. Yapilan SDS-PAG elektroforezleri sonucunda her iki enzim
icinde tek protein bandi gozlendi. Elektroforez kromatogramlarindan hesaplanan Rf
degerlerinden mezgit ve hamsi solungaglarindan saflastirilan her iki karbonik anhidraz

enzimlerininde alt birim molekiil kiitlesi yaklasik 29 kDa olarak hesapland1 (Sekil 29,

Sekil 30).
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Sekil 29. Mezgit solunéacmda\n elde

"\

edilen proteinlerin SDS-PAGE (1 ve 2-
saflagtirillmis CA; 3- Solungag 6ziitii; 4- protein standardi kDa cinsinden).
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Sekil 30. Hamsi solungacindan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE (1 ve 2-
saflagtirilmig CA; 3- Saf CA standardi; 4- Solungag Oziitii; 5- protein
standardi1 kDa cinsinden).
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Rf
Sekil 31. Protein molekiil agirligr standart calisma grafigi.

3.4. Mezgit ve Hamsi Baliklarinin Solunga¢ Dokularindaki Karbonik Anhidrazin
Optimum pH Degerleri

Mezgit ve Hamsi baliklarinin solunga¢ dokulari CA enziminin hangi pH da
maksimum aktivite verdigini belirlemek i¢in pH 4,0 ile 11,0 araliginda esteraz aktivitesi
ile iki balik tiirii i¢in Ol¢iildii. Solungag dokularindan izole edilen CA’nin esteraz
aktiviteleri p-nitrofenil asetat substrati varliginda saflastirilmis solunga¢ CA igin

optimum pH 8,0 olarak belirlenmistir.
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Sekil 32. Mezgit balig1 solungacindan saflastirilan CA i¢in pH grafigi.
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Sekil 33. Hamsi balig1 solungacindan saflastirilan CA igin pH grafigi.
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3.5.  Mezgit ve Hamsi Solungaglarindan Saflastirilan CA’nin Kinetik Verilerine
Ait Bulgular

0,01-0,2 mM konsantrasyon araliginda degisen p-nitrofenil asetat substrati
varliginda Mezgit ve Hamsi baliklari, ayr1 ayri iglemlere tabii tutularak esteraz aktivitesi
spektrofometrik olarak 348 nm’de olgiildii. 1/S ye karst 1/V olacak sekilde gizilen
Lineweaver-Burk grafiginden CA enziminin Kmn ve Vmaks degerleri hesaplandi (Sekil 34,
Sekil 35).

Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungacindan saflastirilan karbonik anhidraz
enziminin p-NFA substrati varliginda yapilan kinetik g¢alismasi sonucunda Mezgit
baligmin Vmas degeri 1,0x10° pM/dak ve Km degeri 0,08 mM (Tablo 9) ; Hamsi
baliginin Vmaks degeri 2,5x10° uM/dak degeri ve Km degeri 0,01 mM (Tablo 10) olarak
belirlendi.

0,000001 -
00000009 7y _ g gox + 1E-07
0,0000008 - R2 = 0.9997
0,0000007 -
0,0000006 -
> 0,0000005 -
™ 0,0000004 -

0,0000003 -
0,0000002 -
0,000000%"

9

(EU

a)
f T U T T T T

40 20 0 20 40 60 80 100 120
1/[S] (MM™Y)

Sekil 34. Mezgit Baligindan saflastirilan CA’nin p-NFA substrat1 varligindaki
Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 35. Hamsi Baligindan saflagtirilan CA’nin p-NFA substrati varligindaki
Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 9. Mezgit Balig1 solungacindan saflagtirilan CA igin kinetik veriler.

Substrat Vmaks Km Kkat Kiat/ Km
(uM/dak) (MM (sh (mMis?
p-nitrofenil asetat 1X107 0,08 3,3X10’ 4,2X108

Tablo 10. Hamsi Balig1 solungacindan saflastirilan CA igin kinetik veriler.

SUbStrat Vmaks Km kkat kkat/ Km
(uM/dak) MM, (sh (mM1st)
p-nitrofenil asetat 2,5X10° 0,01 1,2X10 12X10%2

3.6. Mezgit ve Hamsi Solungaclarindan Saflastirlan CA’nin  Inhibisyon
Cahsmalarina Ait Bulgular

Karbonik anhidrazin hidrataz aktivitesi iizerine CA’nin bilinen inhibitérlerinden
asetazolamid ve siilfanilamid etkisi incelendi. Elde edilen inhibisyon grafiklerine gore
Mezgit balig1 i¢in asetazolamid ICso degeri 2,0 uM, siilfonamid i¢in 4,0 uM; Hamsi
balig1 icin asetazolamid ICso degeri 2,0 puM, siilfonamid icin 6,0 uM olarak bulundu
(Tablo 11).
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Tablo 11. Karbonik anhidrazin inhibitorleri varliginda elde edilen ICso degerleri.

ICs0
Inhibitér madde ad Mezgit Hamsi
Asetazolamid 2,0 uM 2,0 uM
Sulfanilamid 6,0 uM 4,0 uM
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4. TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) canli sistemlerde pH
diizenleyici, su elektrolit ve iyon transportunu diizenleyici olarak rol alan bir enzimdir.
Fizyolojik olarak karbondioksidin hidrasyonunu ve bikarbonatin dehidratasyonunu
donlisimlii olarak katalizler. Enzim hemen hemen biitiin dokularda mevcut olup
hidrataz aktivitesinin yaninda HCO3s ve H" olusumunda da rol almaktadir (Beydemir
vd. 2000). Enzim bitkilerde pH regiilasyonu yaninda Calvin ¢evriminde onemli rol

aldig1 bilinmektedir (Jebanathirajah ve Coleman, 1998).

Insan eritrositlerden izole edilen ilk enzimler karbonik anhidraz 1 ve II
enzimleridir. CA’ nin izolasyonunda en ¢ok kullanilan yontem afinite kromatografisidir.
Bu yontem 1970 lerde uygulanmaya baslanmis ve sonrasinda bu yontem gelistirilerek
karbonik anhidraz | ve Il izoenzimleri basarili bir sekilde birbirinden ayrilabilmistir.

Giiniimiizde CA’ nin 16 tane izoenzimi oldugu bilinmektedir (Supuran, 2008; 2017).

Karbonik anhidraz canlilar i¢in hayati dneme sahip bir enzimdir. CA her canli ve
dokuda farkli izoenzime ve farkli kinetik Ozelliklere sahiptir. Enzimin canl
organizmada nerelerde ve hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil fonksiyon gosterdigini
belirlemek icin her canl tiirlinde ve dokularinda ayri ayr1 CA’ nin saflastirilip
karakterizasyonu tizerine yiizlerce ¢alisma bulunmaktadir. Ancak bugiine kadar mezgit
ve hamsi baliklarinin eritrositlerinde ve diger dokularinda CA enziminin saflastirilmasi
ve karakterize edilmesi iizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ayrica pelajik
ve bentik bolgelerde yasayan balik tlirlerinin CA aktiviteleri arasinda bir farkliligin olup
olmadigini ortaya koyan bir caligma da bulunamamistir. Bu hipotezle ortaya cikarak bu
calismada cok tiiketilen pelajik bir balik olan hamsi ve bentik bir balik olan mezgit
baliklarinin solungaglarindan sepharose-4B afinite kolon matriksi kullanilarak karbonik

anhidraz enzimleri saflastirild1 ve karakterize edildi.

Mezgit ve hamsi baliklarmin solungaglarindan elde edilen homojenatlardaki
protein miktar1 sirasiyla 7,89 mg/mL ve 1,83 mg/mL, olarak protein standart ¢alisma
grafiginden hesaplandi. Bu dokulardaki CA’ nin hidrataz aktivitesi sirasiyla 71,1
EU/mL ve 105,6 EU/mL olarak belirlendi. Mezgit baliginin solungacindan Saflastirilan
CA’ nin 126,4 EU/mg protein o6zgiil aktivite gosterdigi ve % 19,5 verimle 14 kat
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saflagtigi tespit edildi. Hamsi baliginin solungacindan saflagtirilan CA” nin ise 1.000,0
EU/mg protein 6zgiil aktivite gosterdigi ve % 9,5 verimle 17 kat saflastigi belirlendi.
Mersin baligi (Acipenser gueldenstaedtii) eritrositlerinden karbonik anhidraz enzimi
Sefaroz-4B-L tirozin-siilfanilamid kolonuyla, balik kanina gére 539 kat ve %29 verimle
saflagtirnlmistir. Mersin balig1 eritrositlerinde tek izoenzimin oldugu ve spesifik
aktivitesinin 26943 EU/mg protein oldugu tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayl
vd., 2011). Ayrica bir baska calismada Mersin baligi (Acipenser gueldenstaedtii)
solungacinda CA’ nin 222,2 EU/mg protein 6zgiil aktivitesine sahip oldugu ve % 20,7
verimle ile 66 kat saflastirildigi belirtilmektedir (Dinger vd., 2016). Cipura baliginin
karaciger, solunga¢ ve bobrek dokulari karbonik anhidraz enzimleri Sepharose-4B-L-
tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak sirasiyla %9,1, %32,84 ve
%83,6 verimlerle saflastirnlmistir. Cipura baliginin karaciger, solunga¢ ve bobrek
dokulari i¢in tiim saflastirma iglemleri boyunca saflasgtirma kat sayilari sirasiyla yaklasik
354, 841 ve 455 olarak bulundugu ifade edilmektedir (Kaya vd., 2011). Gokkusagi
alabalig1 karaciger dokusundan, spesifik aktivitesi 4318 EU/mg protein olan, %38
verimle ve yaklasik 2260 kat; bobrek dokusundan, spesifik aktivitesi 17285 EU/mg
protein olan, %31,7 verimle ve yaklasik 1800 kat; kas dokusundan, spesifik aktivitesi
2300 EU/mg protein olan, %19 verimle ve yaklasik 1080 kat; beyin dokusundan
spesifik aktivitesi 2275 EU/mg protein olan %22,5 verimle ve yaklagsik 1283 kat
saflastirilmistir (Soyiit, 2006). Bir baska calismada gokkusagi alabalik eritrositlerinden
CA enzimini Sepharose-4B afinite kolonunun kullanilmasiyla 422,5 EU/mg protein
spesifik aktivite, %20,9 verimle 222,4 kat saflagtirilmislardir (Hisar vd., 2003). Hall ve
Schaer (1983), kloroform-etanol ekstraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisi ve DEAE Biogel iyon degisim kolonu kullanarak gokkusagi alabaliklar
eritrositlerinden CA enzimi 3,7 kat saflastirmiglardir. Karbonik anhidraz enziminin
aktivitesi 1ile saflasma katsayis1 organizma veya doku degistikce farklilik
gostermektedir. Calismada kullanilan baliklardan elde edilen CA’ larin eritrosit CA’
larina gore daha diislik aktiviteye sahip olduklari fakat solunga¢ CA’ lar ile paralellik
gosterdikleri belirlendi.

Mezgit ve hamsi solungaglarindaki CA’larin her ikisinde de SDS-PAGE jelinde
yaklagik 29 kDa molekiil kiitlesine sahip tek protein bantlar1 gbzlendi. Gokkusagi

alabalig1 karaciger, bobrek, kas ve beyin dokularindan izole edilen CA enzimlerinin
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strastyla alt birim molekiil kiitlelerinin yaklasik olarak 29,4 kDa, 28,7 kDa, 30,3 kDa ve
29 kDa oldugu belirtilmistir (Soyiit, 2006). Mersin Balig1 eritrositi (Karahalil, 2009;
Kolayli, 2011) ve solugancindaki (Dinger, 2016) CA’min molekiil kiitlesinin yaklasik
29 kDa oldugu tespit edilmistir. Fakli organizmalardan elde edilen CA’larin 18,9-29,3
kDA arasinda degisen altbirim molekiil kiitleleriyle mono, trimer, tetramer ve oktamer

yapilara sahip olduklar1 belirtilmektedir (Smith ve Ferry, 1999).

Mezgit ve Hamsi baliklariin solungaglarindan izole edilen CA’ larin p-NFA
substrat1 varliginda en yiiksek esteraz aktivitesini sirasiyla pH 8,0 ile 9,0° da ve her
ikisininde 40 °C’ de gosterdigi belirlendi. Mezgit baligi solungacindan saflastirilan CA’
nin P-NFA substrati varliginda yapilan kinetik calismast sonucunda Vmaks degeri
1,0x10” pM/dak, Km degeri 0,08 mM, Kiat 3,3%107 s, Kiat/ Km 4,2x108 mM-1s7olarak
hesaplandi. Hamsi balig1 solungacindan saflastirilan CA ile yapilan kinetik ¢alismasi
sonucunda Vmaks degeri 2,5x10° uM/dak, Km degeri 0,01 mM, Kiat 1,2x10% 52, Kyat/ Km
12,0x102 mM1solarak hesaplandi.

Mersin Balig: eritrositinde saflastirilan CA esteraz aktivitesine gore pH 9.0° da
30 °C sicaklikta en yiiksek esteraz aktivitesini gosterdigi belirtilmistir. Enzimin Ky ve
Vmaks kinetik degerleri p-nitrofenil asetat (p-NFA) substrati kullanilarak Lineweaver-
Burk grafigine gore hesaplanmig ve sirasiyla Km 4 mM ve Vmas 20.000 mM/dak, Kcat
degeri 20,8 s olarak tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayli vd., 2011). Karaca
Mersini balig1 solungacindan saflastirilan CA’nin en yiiksek esteraz aktivitesini pH
6,0’da ve 40 °C’de gosterdigi, kinetik calismalar sonucunda 2,5 mM K, 5x10° uM/dak
Vmaks Ve 144408,6 s kkat degerine sahip oldugu belirtilmistir (Dinger, 2016). Gokkusagi
alabalik CA esteraz aktivitesi optimal pH karaciger dokusu igin pH 8,5 olarak
belirlenirken, bobrek, kas ve beyin i¢in pH 9,0 olarak bulundugu ve tiim dokularda 40
°C’de en yiiksek aktivitenin oldugu tespit edilmistir. Gokkusag1 alabaligi karaciger,
bobrek, kas ve beyin dokularindan saflastirilan CA enziminin esteraz aktivitesinde
substrat olarak kullanilan p-NFA i¢in Km, Vmaks, Kkat ve 0zgiilliik sabiti (Vo) degerleri
belirlenmigtir. Gokkusagi alabaligi karaciger, bobrek, kas ve beyin dokularindan
saflagtirilan CA enzimlerinin Km degerleri sirasiyla 0,66, 0,40, 1,29 ve 0,92 mM olarak,
Vmaks degerleri sirastyla 0,126, 0,097, 0,173, 0,207 umol/mg protein dak, Kat degerleri
sirasiyla 32,8, 15,2, 28,8, 43,6 s ve ozgiilliik sabitleri sirastyla 5x10%, 4x10%, 2,2x10*

ve 4,7x10* mMs? olarak belirtilmistir (Syiit, 2006). Hamsi balig1 solungacinin CA
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enzimi mezgit balig1 solungact CA’ma gore hidrataz ve esteraz aktivitelerinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Literatiirlerde yer alan diger CA’lara gore iki CA ninda

oldukca hizl katalizleme yeteneginin oldugu goriilmektedir.

Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungaglarindan izole edilen CA enziminin
hidrataz akvitesiyle yapilan inhibisyon ¢aligmasi sonucunda, asetazolamid varliginda
her ikisinin de ICso degerleri 2,0 uM oldugu, siilfonamid varliginda ise sirasiyla ICso
degerlerinin 6,0 uM ve 4,0 uM oldugu tespit edildi. Mersin Balig1 eritrositinden
saflastirilan CA enziminin siilfanilamid ve asetazolamid inhibitorlerine karsi 4,0 uM ve
0,1 uM gibi oldukga diisiik ICso degerlerine (Karahalil, 2009; Kolayli vd., 2011),
solungacindan elde edilen CA’nin ise sirasiyla 13 uM ve 0,1 uM ICso degerlerine sahip
oldugu belirtilmistir (Dinger, 2016). Her iki solungagtan izole edilen CA’larin CA’mn

bilinen inhibitorlerine karsi oldukca duyarli oldugu gézlendi.
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5. SONUCLAR

Yaptigimiz ¢alismada tuzlu su baliklarindan Mezgit (bentik) ve Hamsi (pelajik)
solungaclarindan saflastirilan karbonik anhidraz (CA), karakterize edilerek farkliliklarin
olup olmadigi ortaya konuldu. Baliklarin solungaglarindan Sepharose-4B-L tirosin-
stilfanilamid kolonuyla CA enzimi ayr1 ayri saflastirildi. Saflagtirilan CA enziminin

asetazolamid ve siilfanilamid varliginda inhibisyonlar calisilarak, ICso degerleri tespit
edildi.

Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungaclarinin  homojenatlarinda protein
miktarlart Lowry protein tayin yontemi kullanilarak sirasiyla 7,89 mg/mL ve 1,83

mg/mL olarak belirlendi.

Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungaclarindan elde edilen 6ziitlerde karbonik
anhidrazin hidrataz aktivitesi sirasiyla 71,1 EU/mL ve 105,6 EU/mL olarak tespit edildi.
Her iki baligin solungaglarindan saflastirilan CA’larin esteraz aktivitesinin optimum

pH’1 8,0 olarak belirlendi.

Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungaglarindan elde edilen 6ziitler, hazirlanan
Sepharose-4B afinite kolonu igerisine ayri ayri tatbik edilerek CA enzimi saflastirildi.
Saflagtirilan CA’larin sirasiyla 126,4 EU/mg protein ve 1.000,0 EU/mg protein 6zgiil
aktivite gosterdigi, mezgit solungag oziiti % 19,5 verimle 14 kat saflastigi, hamsi
solungag oziitii % 9,5 verimle 17 kat saflastig1 belirlendi Mezgit ve Hamsi baliklarmin
solungaglarindan saflastirilan karbonik anhidraz enziminin p-nitrofenil asetat (p-NFA)
substrat: varliginda yapilan kinetik ¢alismasi sonucunda sirasiyla Vmaks degerleri 1x107
uM/dak ile 2,5x108, Kn degerleri 0,08 mM ile 0,01 mM, kyat 3,3x107 stile 1,2x10% st
ozgiilliik sabiti kiat/ Km 4,2x108 mM-1s?ile 12x10'? mM-1s? olarak belirlendi.

SDS-PAG  Elektroforezi sonucunda Mezgit ve Hamsi baliklarmin
solungaclarindan saflastirilan CA’in altbirim molekiil kiitlesi yaklasik olarak 29 kDa
olarak tespit edildi.

Karbonik anhidrazin hidrataz aktivitesi izerine CA’1n bilinen inhibitdrlerinden
asetazolamid ve siilfanilamid etkisi incelendi. Mezgit balig1 solungact CA’ s1 i¢in ICsp

degeri asetazolamid varliginda 2,0 uM, siilfanilamid varliginda 6,0 uM, Hamsi balig1
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solungact CA’ s1 igin ICsp degeri asetazolamid varliginda 2,0 uM, siilfanilamid

varliginda 4,0 uM olarak bulundu.

Sonug olarak yapilan ¢alismada mezgit ve hamsi baliklarinin yasama alanlarinin
denizde farkli olmas1 miinasebetiyle solungaglardan izole edilen karbonik anhidrazlari
da davranig olarak farklilik arz ettigi belirlendi. Solungaclardan elde edilen CA’larin
stilfanilamid inhibitorii bagli sepharose 4B afinite kolonundan birbirlerine yakin
saflagma katsayisina sahip olmalarina ragmen CA nin, fizyolojik substrati CO2 oldugu
ve p-NFA karsi ilgilerinin birbirinden farkli oldugu tespit edildi. Her iki enziminde
hidrataz ve esteraz aktivitelerinin olduk¢a yiiksek oldugu, bununla birlikte hamsi
CA’sinin mezgit CA’sina gore daha hizli ¢alistigi goriildii. Ayrica enzimin bilinen
inhibitorleri olan siilfanilamid ile asetazolamid karsi her iki CA’ninda olduk¢a duyarl

oldugu tespit edildi.
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6. ONERILER

Bu calismada Mezgit (bentik) ve Hamsi (pelajik) baliklarinin solungaglarinda
karbonik anhidraz (CA) enzimi saflastirildi ve karakterize edildi. Tuzlu su baliklarindan
olan ve denizde farkli bolgelerde yasayan bu baliklarin solungaglarindaki CA’ larin
davraniglarinda farklilik olup olmadig: ortaya konuldu. Her ne kadar iki enzim arasinda
farkliliklar olsa da, istatistiksel veriler elde edebilmek icin her iki ortamda da yasayan

(bentik-pelajik) balik tiirlerinin sayis1 arttirilmalidir.

Solungaglardan saflastirilan karbonik anhidraz enzimleri, hangi CA’nin
izoenzimi oldugunu belirlemek i¢in farkli tamponlar kullanilarak eliiatlar toplanabilirdi.
Bu sekilde Mezgit ve Hamsi baliklarinin solungaglarindan saflastirilan CA’nin izoenzim

sayis1 ve tiirleri tespit edilebilirdi.
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