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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KALKAN BALIGI (Psetta maxima) KAS DOKUSUNDAN KARBONIK
ANHIDRAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE
KINETIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Tugrul KURBANOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal1
Su Uriinleri Miihendisligi Bilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ahmet TOPAL

Bu ¢aligmada, kalkan baligi (Psetta maxima) kas dokusundan karbonik anhidraz (CA)
enzimi saflagtirilmis ve bu enzimin kinetik davranislar1 ve bazi 6zellikleri belirlenmistir.
Saflagtirma basamaklari; hemolizat hazirlanmasi ve afinite jel kromatografisi islemidir.
CA enziminin saflastirilmasinda, enziminin spesifik aktivitesi 755.2 EU/mg protein,
verim 69.05 ve saflastirma katsayis1 50.65 olarak belirlenmistir ve yapilan saflagtirma
islemlerinin hepsi +4°C'de gerceklesmistir. SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile
saflagtirilan CA enziminin molekiil agirhgr 29.7 kDa olarak belirlenmistir. Kalkan
baligiin (Psetta maxima) kas dokusundan saflastiritlan CA enziminin optimum iyonik
siddeti 0.020 M Tris-SO4 tamponu, optimum pH’s1 8.0, stabil pH’s1 8.0 ve optimum
sicakligi 30°C olarak gozlenmistir. Enzimin kinetik 6zellikleri igerisinde yer alan Ky

degeri 0,344 mM ve Vpax degeri de 0,253 EU/ml olarak belirlenmistir.

2015, 40 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kalkan baligi, kas dokusu, karbonik anhidraz, metal iyonu



ABSTRACT

MSc Thesis

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND DERTERMINATION OF
KINETIC FEATURES OF CARBONIC ANHYDRASE FROM TURBOT (Psetta
maxima) MUSCLE TISSUE

Tugrul KURBANOGLU

Atatiirk University
Graduate School of Science and Arts Faculty
Department of Fisheries Engineering
Fisheries Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet TOPAL

In this thesis, purification of carbonic anhydrase from turbot (Psetta maxima) muscle
tissue was done and analysis of the kinetic properties of the enzyme are described. The
purification steps are hemolysate preparation and affinity gel chromatography. During
the purification process, the enzyme was determined to have specific activity of 755,2
EU/mg proteins, yield of 69,05% and purification fold of 50,65. All of the purification
steps were performed at +4°C. The molecular weight of the enzyme was calculated to
be 29,7 kDa by means of SDS-PAGE. The optimum ionic strenght was 0.02 M Tris-
S04 buffer, both optimum andstable pH was 8.0, and the optimum temperature was
30°C. Ky and Vmax values were determined as 0,344 mM and 0,253 EU/ml,

respectively.

2015, 40 pages
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TESEKKUR

Caligmada, her tiirlii yardim ve destegini esirgemeyen tez danigmanim hocam Sayin
Yrd. Do¢. Dr. Ahmet TOPAL ve oOzellikle arastirmanin planlanmasi, ylriitiilmesi,
laboratuar g¢alismalar1 ve sonuglarin yorumlanmasina kadar her konuda yardimlarini

esirgemeyen Sayin Dog. Dr. Deniz EKINCI’ye derin minnet ve siikranlarimi sunarim.

Tez calismam boyunca yardimlarini esirgemeyen Atatiirk Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Dekan1 Sayin Prof. Dr. Muhammed ATAMANALP'e ve Su Uriinleri Fakiiltesi

Ogretim Uyelerine tesekkiir ederim.

Caligmamin her asamasinda maddi manevi yardim ve desteklerinin yan1 sira gostermis

oldugu sabir ve anlayistan dolay1 aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tugrul KURBANOGLU
Nisan, 2015
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1. GIRIS

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2012 istatistiklerine gére diinyada,
deniz ve i¢sularda mevcut tiirlerin toplaminin yaklasik 170.000 oldugu, bunlarin ancak
500 kadarinin ekonomik 6nem tasiyan tiirleri olusturdugu bilinmektedir. Diinya'da su
tirtinleri iiretimi ve ticaretinde temel olarak 58 {ilke faaliyet gostermektedir. 2010 yilinda
toplam su triinleri iiretimi 148 milyon ton olmakla birlikte bu tiretimin 128 milyon tonu
gida olarak tiiketilmistir. 2011'de liretim miktar1 154 milyon tona ¢ikarken bu {iretimin
131 milyon tonu gida olarak tiiketilmistir. 2011'de iiretim miktar1 154 milyon tona
cikarken bu tiretimin 131 milyon tonu gida olarak tiiketilmistir. Su iiriinleri tiretimindeki
stirekli biiylime ve gelisen dagitim kanallar ile birlikte kisi basina diisen su iriinleri
miktart 1960'larda 9.9kg iken 2010 istatistiklerine gore bu say1 18,6 kg'a yiikselmistir
(FAO, 2012).

TUIK verilerine gore iilkemizde su iiriinleri iiretimi 2013 yilinda bir dnceki yila gore
%35,8 azalarak 607 515 ton olarak gergeklesmistir. Uretimin %48,6’sm1 deniz baliklar,
%7,2’sini diger deniz {riinleri, %35,8’ini i¢su {irlinleri ve %38,4’linii yetistiricilik
trtinleri olusturmaktadir. Avcilikla yapilan tiretim 374 121 ton olurken, yetistiricilik
tiretimi ise 233 394 ton olarak gerceklesmistir. Deniz triinleri avciligi bir onceki yila
gore %14,5, igsu tUrtinleri aveiligr ise %2,9 azalmistir. Deniz tirtinleri aveiligl ile yapilan
tiretimde ilk sirayr %51°lik oran ile Dogu Karadeniz Bolgesi olmustur. Bu bolgeyi
%21,7 ile Bati Karadeniz, %12 ile Marmara, %9,4 ile Ege ve %5,9 ile Akdeniz
Boélgesinin izledigi rapor edilmistir (TUIK 2013).

Son 15 yilda Avrupa’da kalkan iiretimine bakildiginda 10100- 14100 ton araliginda
degismektedir. 2008 yilinda tiretim 71.31 milyon Euro (7.9 €/kg) fiyat ile 9000 tona
yiikselmistir. Ispanya’dan sonra Portekiz ve Fransa kalkan baligmin toplam iiretiminin
%85’ini olusturarak tretimde ileri gelen ilkeler konumuna gelmislerdir. Kalkan

baliginin agirligi arttikca satig fiyat1 da artmaktadir.



Ulkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaligi, cipura ve levrek
tiretimindeki artis fiyatlarda diismeye neden olmus ve bu durum, yetistiricileri yeni tiir
arayisina itmistir. Tirkiye karasularindaki dogal stoklarinin gittikge azalmasi ve piyasa
fiyatinin yiiksek olmasi sebebiyle kalkan baligi yetistiriciligini cazip hale getirmistir
(Hara 2001).

Kalkan balig: yetistiriciligi konusundaki en eski bilgi 21. ylizyilin basinda sagimla larva
elde edildigine iliskindir. Fakat bu konudaki calismalar esas olarak ilk kez ingiltere ve
Fransa’da 1970’li yillarda yapilmustir. Ispanya’da ise ilk yetistiricilik denemeleri
1980’li yillarin basinda gergeklesmistir. Karadeniz kalkan baliginin yavru iretimi ile
ilgili ¢alismalar Rusya ve Ukrayna’da 1990’da baslatilmistir, fakat giinlimiizde sadece
devlet destekli Rusya kulugka {initesi ve Rusya’nin giineyinde yer alan Anapa’da
bulunan 6zel bir tesis bu konuda ¢aliSmaktadir. Burada yapilan ¢aliSmalarda yalnizca

dogal stoklarin desteklenmesi hedeflenmektedir (Aksungur 2003).

Ulkemizde ise 1997 yilinda Tarim ve Kdyisleri Bakanligh ile Japon Uluslararasi isbirligi
Kurulusu (JICA) arasindaki bir proje geregince; Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma
Enstitlisii’nde kontrollii dol alim ve biiylitme ¢alismalar yiiriitiilmiis ve bu ¢alismalar
hala devam etmektedir. Trabzon’da Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii’nde
stirdiiriilen caligmalarda kalkan baliginin iiretim tekniklerinin gelistirilmesi ve anag
stoku olusturulmasina yonelik olarak siirdiiriilen ¢alismalarda basarili  sonuglar

alimmustir (Aksungur 2003).

Kalkan yass1 baliklar takiminin bir tiyesidir. 14 aile ve 716 alt tiirden olugmaktadir.
(Munreo 2005). Kalkan baliginin sistematigi hakkinda farkli ¢aligmalar bulunmaktadir.
Ancak halen isimlendirilmesinde fikir birligine varilamamistir. Karadeniz kalkaninin
morfolojik olarak Atlantik kalkanindan farkli oldugu fakat taksonomik olarak aym
olduklar1 belirtilmistir. Amaoka et al. (2001) tarafindan Karadeniz kalkan1 Psetta
maxima olarak adlandirilirken Froese et al. (2007) tarafindan Psetta maxima maeotica
seklinde adlandirilmistir. Karadeniz’de yer alan kalkan baligini1 Psetta maxima maeotica

seklinde tanimlanmistir (Chanet 2003). Ayni zamanda Scophtalmus maximus ile



Karadeniz kalkaninin ayni tiir i¢inde diisiiniilmesinin uygun bir yaklasim oldugunu

vurgulamaktadir.

Kalkan balig1 i¢in Karadeniz’de farkli iki alt tiirden s6z edilmistir. Ancak iki farkl
tirden s6z edilmesine ragmen birbirlerinden ayirt etmenin kolay olmayacagi
belirtilmistir. Bu nedenle kaynaklarda gecen Scophtalmus ve Psetta cinslerinin ancak
birbirlerinin sinonimleri olabilecekleri varsayilmaktadir (Polat 2011).

Kalkan Baligmin Sistematikteki yeri

Sinif : Kemikli baliklar (Osteichthyes)

Alt siif : Isin yiizgecliler (Acanthoptergii)
Boliim : Hakiki kemikli baliklar (Teleostei)
Takim : Yass1 baliklar (Pleuronectiformes)
Aile : Kalkan baliklar1 (Scophtalmidae)
Cins : Psetta (Scophtalmus)

Tiir : Psetta maxima (Linnaeus, 1758)
Scophtalmus maximus,

Psetta maxima maeotica

Kalkan baligi yuvarlak bir viicut yapisina sahiptir. Kiiclik yapida olan gozleri
viicudunun sol tarafinda bulunmaktadir. G6z ¢apindan daha genis burun genisligine
sahiptir. Goziin alt kismina kadar uzanan ya da biraz gecen agiz uzunluguna sahiptir.
Pektoral yiizgecin hemen {istiinde kavis olusturan oldukca gelismis iki adet yan c¢izgi
mevcuttur. Diger baliklarda mevcut olan karakteristik pullar kalkan baliginda
bulunmamaktadir. Ancak viicudunun her iki tarafinda farkli genisliklerde kemiksiz veya
kemikli tiiberkiillii yapilar yer almaktadir. Bu yapilarin biiyiikliigii g6z ¢apindan genis
ya da daha kiigiik olabilmektedir. Pullarla kapli olmayan anal ve dorsal ylizgecleri
mevcuttur ve bu yiizgeclerin u¢ kisimlarinda ayrik olarak isinlart bulunmamaktadir

(Chanet 2003).



Kalkan baliklarinin bir tarafinda g6z bulunurken diger tarafi kor yapidadir. Yani gozler
viicudun sag tarafina yerlesmistir. Uzun ve basit yapili ventral yiizgeclerin birisi gozlii
tarafta bulunurken digeri kor tarafta bulunmaktadir. Solungaclar1 iizerinde yaklasik

olarak 11-12 adet dikene benzer yapilar vardir (Munreo 2005).

Yasam alan1 olarak kuzey’de izlanda ve Baltik kiyilarindan 68. enleme sahip olan
Iskandinavya sahilleri ve giiney tarafta Fas kiyilar1 boyunca, Karadeniz ve Akdeniz’e
kadar uzanan bolgeye yayilmaktadirlar. Yassi ve yliksek ekonomik degere sahip olan
Kalkan balig1, Akdeniz ve Marmara denizinden ziyade Karadeniz’de daha yaygin olarak
goriilmektedir. 70-100 metre derinliklerde camurlu ve kumlu alanlarda yasayan kalkan
baliklarinin boylar1 yer yer 1 metreye ulagsmaktadir. Kalkan baliklar1 yumurta birakmak
amactyla mart ay1 ortalarindan mayis ay1 ortalarina kadarki doénemi kiy1 sularinda

gecirmek igin go¢ ederler (Hara 2001).

Kalkan baliklarinin davraniglart ve yasama donemleri bulunduklar1 ortama gore
farkliliklar gdstermektedir. Yaz boyunca yumurtadan ¢ikan larvalar yaklasik olarak 18-
25°C sicakliktaki denizin agiklarinda su {istlinde tabakalar halinde goriiliirler. Bu
donemleri kapsayan ilk iki aylik donemde yiizeyde pelajik olan zooplanktonlar ile besin
ithtiyaglarimi karsilarlar. Yazin ikinci yarisinda metamorfoz sonrasinda larvalar bentik
yasama gecerler. Larvalar sularin sicak zamanlarinda kiiglik krustaseler ile
beslenebilmek i¢in s1§ sular olan kumlu koylarda birikirler. Sularin sogumaya basladig1
Eylil-Ekim aylarina kadar kiyillarda yasayan larvalar daha sicak yasama alam
bulabilmek i¢in kiyidan 15-20 metre derinliklere dogru giderler. Bunun yaninda ii¢
yasindaki baliklarin bir boliimii ile eseysel olgunluga heniiz ulasmamis bir ya da iki
yasindaki geng¢ baliklar daha derinlere inerler ve ortalama 20-30 metre derinliklerde
yasam alanlar1 bulurlar. Yasamlarini siirdiirebilmek icin kaya baligi, glimiis baligi,
hamsi gibi kiiciik baliklar, yavru baliklar ve bazi kabuklular ile beslenirler (Chanet
2003).

Kalkan baliklarmin yumurta verimlilikleri birbirlerinden farklilik gosterebilmektedir.

Atlantik kalkanlarinin ortalama yumurta sayisi erigkin bireyler i¢in 3.5-4.2 milyon iken



Karadeniz kalkanlariin yillik olarak toplam yumurta miktar1 9 milyon kadardir (Jones

1974; Samsun 2004).

Calismamizda Kalkan balig1 kas dokusundan karbonik anhidraz enzimi safastirilarak

karakterize edildigi i¢in asagida enzimler hakkinda kisaca bilgi verilmistir.

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve hicbir yan iiriiniin
olugsmasina firsat vermeden spesifik olarak %100’liik bir iiriin verimi saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Enerji acisindan miimkiin olan bir¢ok biyolojik reaksiyon arasinda
enzimler substratlar1 kullanish yollara segici olarak kanalize ederler ve bdylece biitiin
metabolik olaylari yonlendirmis olurlar. Enzimler proteinlerin en biiyiilk ve en ozel

grubunu teskil ederler (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Enzimlerin tlizerinde etkili olduklar1 ve iirline doniistiirdiikleri bilesiklere’substrat’ adi
verilir. Bazi enzimler substrat adinin sonuna ‘-az’ eki getirilerek adlandirilirken, bazilart
da ilk kesfedenlerin ortaya attig1 isimlerle taninmaktadir. Fakat bu isimlerin ¢ogu
enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi verdiginden, Uluslararas1 Biyokimya
Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir siniflandirma yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda

her bir enzim igin 4 rakamli enzim kod numarasi (E.C) belirlenmistir (Yiiregir 1981).

Bazi enzimler katalizleme fonksiyonlarin1 yalniz protein yapilariyla yerine
getirebilirken bazilar1 da protein yapisinda olmayan ‘kofaktor’ adi verilen gruplara
ihtiya¢ duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi ‘koenzim’ denilen kompleks
organik bilesik yapisinda da olabilir. Bazen aktivite igin ikisi de gerekebilir.
Kofaktorlere sahip olan enzimlere ‘holoenzim’denilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu

2000; Lehninger 2013).

Enzimlerin miktari, aktiviteleri esas alinarak belirlenir ve enzim iinitesi (E.U.) cinsinden
verilir. Optimal sartlarda, 1umol substrati bir dakikada iiriine doniistiiren enzim

miktarina ‘bir enzim {initesi’ denilmektedir. 1 mg protein basma diisen enzim iinitesi



‘spesifik aktivite’ olarak tanimlanir ve bu da enzim safliginin bir 6lgiistidiir (Lehninger

2013).

Enzimlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi; katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve iiriine
dontstiirdiikleri substratlara karst son derece spesifik olmalaridir. Bundan dolay1
enzimler hiicre i¢cinde reaksiyonlarin hatasiz ve hicbir yan iirlin olmaksizin yiirlimelerine
sebep olmaktadir. Ikincisi ise, laboratuvar sartlarinda gergeklesmesi oldukca zor olan
bazi reaksiyonlarin enzimlerin varliginda hiicre ici sartlarinda birkac¢ saniye gibi ¢ok
kisa bir zamanda meydana gelmesini saglayan katalizleme giigleridir (Keha ve

Kiifrevioglu 2000).

Biitiin canli organizmalarda anahtar bir metabolit olan CO,’in gevresel konsantrasyonu
nadiren yiiksektir. Ayrica CO,, karbonik asit ve bikarbonat olusumu ile dengededir.
Karbonik anhidraz (CA) enzimi canli organizmalarda CO;’in hidratasyon ve HCO3 ‘in
dehidratasyon reaksiyonlarmi tersinir olarak Kkatalizleyen bir enzim ailesidir. Buna
ilaveten goz lensi, gastrik mukoza ve bobrek dokularinda H* ve HCOj3 birikiminde de
gorev yapmaktadir. CA enziminin katalitik mekanizmasi; son altmis yildir yapilan
calismalar sonucu aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gére CA
enziminin; metabolizmada son derece dnemli olmasi, ¢ozelti ortaminda karali olmasi ve
uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilmesi gibi avantajl

ozelliklere sahip oldugu anlasilmistir (Supuran and Scozzafava 2001).

Bugiine kadar gesitli memeli dokularinda 16 adet karbonik anhidraz izoenzimi tespit
edilmistir. Belirlenen CA izoenzimleri arasinda, 4 izoenzim sitozolik formda; 4
izoenzim membrana bagli; 1 izoenzim mitokondriyel ve 1 izoenzim de tiikiiriikk gibi
cesitli salgilarda tespit edilmistir (Parkkila et al. 1998; Mori et al. 1999; Ekinci et al.
2013).

Bitki kloroplastlarindaki CA enziminin heniliz tam olarak aydinlatilmamakla beraber,
fotosentez olayminin Calvin sikliisiinde 6nemli bir gérevi oldugu, kloroplast hiicresinin

disinda membrana bagli CA enziminin bikarbonatin CO;’e dehidratasyonunu aktivite



ederek CO; iiretiminde artisa ve bdylece hiicreye CO; desteginde artisa sebep oldugu
diistintilmektedir (Pocker and Joan 1973; Tsuzuki and Miyachi 1989).

Kan karbondioksitinin transportu ve atilimi birgok omurgalilarda ayni basit stratejiye
baghidir. CO,, dokulardan eritrositlere CA enzimi tarafindan bikarbonat ve protona
dontstiiriilerek katalizlenmesiyle konsantrasyon gradiyenti dogrultusunda diflize olur.
Olusan protonlar Hb tarafindan tamponlanirlar. Bu CO; transport prosesinin iki dnemli
bilesenleri; eritrosit CA’s1t ve eritrosit CI: HCO3; pompasidir (Perry 1996; Supuran
2008).

Karbonik anhidraz izoenzimleri; doku spesifitesi, aktivitesi ve inhibitorlere karsi tepkisi
acisindan birbirinden farklidirlar (Maren 1960; Maren 1967; Maren et al 1997). Bir¢ok
ilkel omurgalilarda tek bir karbonik anhidraz izoformu vardir (Maren et al. 1997). Fakat
gelismis kemikli baliklar ytliksek katalitik aktiviteye sahip olan karbonik anhidraz Il
formunu ihtiva ederler (Hall and Schraer 1983; Henry et al. 1988; Maren et al.1997).

Baliklarda solungag epitelinin i¢ yiizeyinde ve kan plazmasinda karbonik anhidraz
aktivitesi goriliirken kemikli baliklarda bu goriilmez. Bu nedenle CO,/HCO3
hidratasyon yada dehidratasyon reaksiyonlar1 katalize edilmemis oranlarda meydana
gelir (Rahim et al. 1988; Henry et al. 1988; Perry et al. 1996; Acierno et al. 1997;
Gilmour et al. 1997). CA aktivitesi gerceklesmediginde, kaslardan kana gegis yapan
serbest haldeki protonlarin plazmadaki bikarbonat titrasyon hizi digmis olur ve
meydana gelen bu asitin eritrosit hiicrelerine taginma hizi oldukga diisikk oldugundan
olusan asitli ortamdan eritrositler korunmus olur. Bununla beraber kanin pH dengesinin
diizenlenmesi kolaylagsmis olur. Ciinkii CA aktivitesinin azalmasi solungag epitelindeki

CO; atilimini azaltmistir (Lessard et al. 1995).

Yapilan fazla miktarda egzersiz ve gerekli oksijenin alinamamasi durumunda kana
yiiksek miktarda asit salinacagindan kan pH’s1 ve bununla birlikte hemoglobinin oksijen
tasima oraninda azalacaktir (Root etki) ve bu azalma ile beraber dokulara dagilan

oksijen miktarindada diisiis olacaktir. Fakat baliklarda salgilanan katekolaminlerin



eritrosit pH’sin1 yiikseltmesiyle bu etki en aza diisiiriiliir (Motais et al. 1989; Nikinmaa
et al. 1990; Wood and Munger 1994).

Dogal inhibitorlerin varligindan dolay1 ilkel omurgalilarin ekstraseliiler sivilarindaki
CA aktivitesinin olduk¢a diisiik oldugu belirtilmistir. Alabaliklarin potansiyel CA
inhibitorlerine sahip olduklari bilinmektedir. Buda plazmadaki CA inhibitorlerinin
etkinliginin tlirden tiire degistigini gostermektedir. Alabaliklarin sahip oldugu
potansiyel inhibitorlerin eritrosit CA’s1 ile olusan cross-reaksiyonu filogenetik
akrabalikla iligkilendirilmektedir. Birgok degisik fizyolojik etkilerin sonucu olarak balik
plazmasinda var olan CA inhibitdrlerin se¢imi yapilmaktadir. Eritrositlerin intraseliiler
pH’larinin korunmasi, eritrositlerin kirilganlig1 ve eritrositlerin, solunumun kontrolii

gibi farkli 6rnekler fizyolojik etkilere 6rnek olabilir (Henry et al. 1988).

Karbonik anhidraz ve proton ATPaz enzimleri tath su baliklarinda birlikte yer alirlar.
CA, Proton ATPaz enzimine proton saglar. Solungag¢ epitelinin bazal bolgesinde CA
bulunmadigi igin  solungaglardan gecerken plazma karbondioksit/bikarbonat
reaksiyonlari, CA olmadigindan katalize edilememekte ve kanin solungaglardan
gecmesi sirasinda bu reaksiyonlar eritrositlerde katalize edilmektedir (Randall and
Brauner 1998).

Kikirdakli baliklarin solungagalarinin i¢indeki bazal membrana bagli CA enziminin
olmast onlar1 akuatik ilkel omurgali yapar. Solunga¢c membraninda var olan CA
enziminin asil islevi pH ve/veya solunum sistemindeki CO;, hassasiyeti ile iliskilidir.

Bunun yaninda CO; atiliminin devamliliginida saglamaktadir (Henry et al. 1997).

Bu calismanin amaci baliklarda bir cok dokuda ve organda bulunan ve solunum enzimi
olarakta bilinen karbonik anhidraz (CA) enzimini kalkan baligi kas dokusundan
saflagtirarak karekterize edilip kinetik 6zelliklerini belirlemektir. Bu enzim kalkan balig1
kas dokusundan basit kromatografik yontemlerle ¢ok diisiik maliyetle ve hizli bir
sekilde saflastirilmis olacaktir. Calismadan elde edilecek veriler CA enzimi {izerinde

calisan multidisipliner aragtirmacilar i¢in 6nemli literatiir kaynagi olusturacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Lessard et al. (1995), tarafindan yapilan g¢alismada, sigir CA enzimini gokkusagi
alabaligina  (Oncorhynchus mykiss) enjekte ederek alabalik kan degerlerini
incelemislerdir. Toplam laktat igerigi, organik fosfat, hemoglobin miktari, katekolamid
seviyeleri, O,, CO,, hemotokrit degerleri, erirosit pH’s1 ve plazma pH’sim iizerindeki
etkilere bakmuslardir. Arastirma sonucunda elde edilen bilgiler, uygulanan CA
enziminin kan oksijen oranini etkilemedigi ancak, plazmadaki toplam CO, miktarini

onemli derecede etkiledigi sonucuna varilmstir.

Gervais and Tufs (1998), yaptiklari ¢alismada, Amia calva olarak adlandirilan ilkel
baliklarda CA izoenzimlerinin solunga¢ ve hava kesesinden karakterize edilmesi ve
hiicre i¢indeki dagilimlarini incelemislerdir. Solungaglardan alinan CA enziminin, hiicre
ici fraksiyonlar1 dagilimi diferansiyel santrifiij ile belirlenmis ve biiyiikk bir kisminin
kaynaginin sitoplazma oldugu bildirilmistir. Plazma CA olarak Siilfonamid ve Amia
calva inhibitorlerinin kullanildig1 arastirmada, solungaglarda CA II’ye benzedigi
goriilen bir adet CA izoenziminin mevcut oldugu tespit edilmistir. Farkli olarak hava
kesesinde bulunan CA’nin orjininin membrana bagli mikrozomal oldugu, solungaglarda
gbzlenen durumun tersi bir durum oldugu kaydedilmistir. Bunun yaninda SDS’ye ve
CA inhibitorlerine olan hassasiyeti memelilerden elde edilen akciger CA IV izoenzimi

ile benzerlik gostermistir.

Henry et al. (1997), tarafindan yapilan ¢aligmada, CA aktivitesi, kikirdakli ve kemikli
baliklarin plazmasinda ve solunga¢ doku fonksiyonlarindaki inhibitorlerin varligina
bakilmistir. Solungag Ve eritrosit hiicrelerindeki plazma CA aktivitesi karsilastiriimis ve
solunga¢ dokusu aktivitesinin eritrosit dokusu aktivitesine gore oldukga diisiik oldugu
goriilmiistiir. Ayrica eritrosit hemolizi ile dogrudan iliskili oldugu ve bir yan iiriin
oldugu bildirilmistir. Zengin mikrozom igerikli kdpek baligi solungaglarinin CA

aktivitesinin, kemikli baliklarin CA aktivitesinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir.



10

Lopez Mananes et al. (2000), yaptiklar1 ¢alismada, yenge¢ (Chasmagnathus granulata)
solungaglarinda CA enzim aktivitesinin olusumu, yeri ve cevresel tuzluluga karsi
gosterdigi cevabini arastirmislardir. Solungacin tiim kesimlerinde CA aktivitesinin
tuzluluga bagh oldugu gozlenmis ve solungaglardaki CA aktivitesi dagiliminin degisik
solungag bolgeleri arasinda farkli oldugu bildirilmistir. On ve son solungaclardaki CA
aktivitesi sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarda bulunmus ve her iki enzim
aktivitesinin tuzluluktan etkilendigi, sulfonamid ve asetozolamide hassas oldugu

belirlenmistir.

Mayer-Gostan et al. (1997), yaptiklari c¢alismada, kalkan baligi (Scophthalmus
maximus) ve gokkusagi alabaligi’nin (Oncorhynchus mykiss) epitel hiicrelerini
karakterize etmislerdir. Bu hiicreler baliklarin i¢ kulaginda yer alarak iyon degisiminden
sorumlu olduklart sanilmaktadir. Her iki tirde de epitelyum hiicrelerinin,
steromikroskop ve 1sik mikroskobunda belirlenen genel goriiniislerinin benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica Na'/K*-ATPaz ve karbonik anhidraz 11 enzimlerinin

hiicrelerde var oldugu tespit edilmistir.

Zaharia et al. (2001), asetat, propiyonat, biitirat ve izobiitirat gibi kisa zincirli yag
asitlerinin bagirsak mukoza CA enzim aktivitesi iizerine olan etkisinin ve bagirsak Na*
emiliminin  arastinnlldigi  ¢alismada; bu mekanizma igerisinde CA  enzimi
metabolizmasinin ve mukozal kisa zincirli yag asitlerinin yer almadig1 ayni zamanda

bagirsakta Na* emilimini kisa zincirli yag asitlerinin aktive ettigi belirlenmistir.

Tohse and Mugiya (2001), yaptiklar1 g¢alismada salmon (Oncorhynchus masou)
baliklarinda, enzim ve anyon tasiyici inhibitérlerin, i¢ kulak sivisi ve otolit sivisi
igerisine kalsiyum ve inorganik karbon birlesimi {izerine olan etkisi in vitro ortamda
arastirilmistir. Ortamdaki klor iyonu artisina bagl olarak karbon bilesiminin azaldigi,
10 mM’mna kadar kalsiyum bilesiminin klor ve bikarbonat iyon konsantrasyonun
etkilenmedigi, ancak c¢ok yiiksek bikarbonat iyon konsantrasyonunda azalma oldugu
saptanmistir. Karbon birlesiminin disiilfonat stilbenes (DIDS ve SITS), otolitlerde

asetazolamid, oubain ve tiyosiyanate tarafindan i¢ kulak sivisinda inhibe edildigi,
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bununla beraber bu inhibitorlerden kalsiyum bilesiminin etkilenmedigi izlenmistir. Bu
sonuglar 1s1ginda bikarbonat iyonlarinin i¢ kulak sivisina HCO3 ATPaz ve CI/HCO3
pompalari vasitasiyla tasindigi, otolit kalsifikasyonu i¢in karbonat sentezlenmesinde CA

enziminin rol aldig1 kanisina varilmistir.

Invers et al. (1999), tarafindan yapilan ¢alisma ile hiicre disindaki CA enziminin P.
Oceanica ve C. nodosa deniz yosunlarinda dolayli olarak bikarbonat kullanimin 6nemi
arastirilmistir. Ve biiyliik 6nem tasidigi goriilmistiir. Ayrica, yliksek fotosentez orani
stirdiirebilen Ulva sp. de yiiksek pH sartlar1 altinda makroalglerde bikarbonat kullanim
mekanizmasi incelenmis ve bagka bir etkiye rastlanmamistir. Sonug olarak bagka bir

etkisinin olmadigi goriilmiistiir.

Bikarbonat kullaniminin deniz yosunlarinda 6nemli bir mekanizma eksikligi meydana
getirdigi; fotosentezde meydana gelen disiise artan pH degerleriyle agiklik
getirilebilecegi ve deniz yosunlarindaki besin alinabilirligi, tiretimdeki sinirlamanin ve

1siklanma sartlarindaki inorganik karbon vasitasi ile aciklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Luquet et al. (1998), yaptiklart ¢alismada, solungag ve hava soluyan yengecler’in
Chasmagnathus granulata (Decapoda Grapsidae) beraber hava solumasi durumunda
olusan fizyolojik cevap arastirilmistir; baslangic bulgularinda, CA enziminin
bikarbonati CO,’ye doniistirmesiyle meydana gelen bikarbonatin kanda artisinin
solungag epitelyumundaki bazolateralde dengeyi sagladig1 goriilmistiir. Asetazolamid
ile CA enziminin inhibisyonunda CO, atilimi diistiigii ve kismi CO; (Pcoz) oraninin
arttign ve meydana gelen solunum asitlenmesinin CI” ve Na" arasindaki konsantrasyon

farkinin yiikselmesi ile telafi edilebilecegi belirtilmistir.

Peterson et al. (1997), CA genininden protein iiretimi ve MRNA’nin karekterize edildigi
kemikli baliklarla ilgili ilk caligmada; 29.000 Da agirhigindaki CA enzimi zebra
baliklarindan (Danio rerio) izole edilerek iki peptid par¢asinin sira analizi yapilarak CA

enziminin inhibisyon kinetiginden daha yiiksek aktiviteli oldugu verisine ulagilmustir.
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Ayrica, 1537 ¢ift baz karakterize edilmistir. Bu baz c¢iftleri izole edilen proteinin 260

amino asit sirasini sifreledigi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Arastirmada kullanilan Kimyasallar, p-nitrofenil asetat, N,N,N’,N’-tetrametiletilen
daimin (TEMED) Sepharose-4B, diyaliz torbasi, standart serum albumin ve L-tirozin
Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit, siilfanilamid, sodyum bikarbonat,
sodyum siilfat, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum asetat, sodyum perklorat, 2-
merkaptoetanol, siilfirik asit, brom timol mavisi, glisin, fosforik asit, hidroklorik asit,
sodyum barbital, metanol, etanol, izoproponal, aseton, sodyum azotiir, akrilamid, N,N’-
metilen bisakrilamid, R-250 E. Merk AG’den, coomassie brillant blue G-250;

karbondioksit gazi ve sodyum hidroksit disaridan temin edilmistir.

3.1.2. Biyokimyasal ¢alismalarda kullanilan c¢ozeltiler

Aragtirma boyunca kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanis sekilleri ve kullanilis yerleri

asagida belirtilmistir.

1) 0,2 M NaHCOg3, pH=8,8 (Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon):, 950 ml destile suda 16,8 g NaHCOg3 ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH=
8,8‘¢ titrasyonu yapildiktan sonra, toplam su hacimi destile ile 1 litreye tamamlanmustir.
2) 25 mM Tris-HCI / 0,1M Na,SO4, pH=8,7 (afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan
tampon): 950 ml destile suda 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na,SOq, ¢oziilerek 1 N HCI ile
pH=8,7’ye getirildikten sonra hacim 1 litre oluncaya kadar destile su ilave edilmistir.

3) 25 mM Tris-HCI / 22 mM Na,SO,4, pH=8,7 (hemolizat uygulamasindan sonra afinite
jelinin yikanmasinda kullanilan tampon), 950 ml destile suda 3,0275 g Tris ve 3,124 g
NaySO, ¢oziilerek 1 N HCl ile pH=8,7’ye getirildikten sonra hacim 1 litreye ulagincaya
kadar destile su ilave edilmistir..
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4) 0,1 M NaCH3COO / 0,5 M NaClQ4, pH=5,6 (gokkusagi alabalik doku CA enziminin
kolona tutunmus eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 120 ml destile su ile 2,04 g
NaCH3COO0.3 H,0 ve 9,187 g NaClO4 ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH=5,6"ya getirildikten
sonra hacim 150 ml’ye ulasana kadar destile su ilave edilmistir.

5) %0,9’luk NaCl (Homojenatin yikanmasi igin gerekli ¢ozelti): 4,5 g NaCl alinarak
500 ml’ye ulasincaya kadar saf su ilave edilmistir.

6) 0,05 M Tris-SO4, pH= 7,4 (diyalizde esteraz aktivitesinde ve kullanilan tampon):
950 ml destile su igerisinde 6,055 g Tris ¢oziilerek, 1 N H,SO, ile pH’s1 7,4’
getirildikten sonra hacim 1 litreye destile su ile tamamlanmistir.

7) %0,02’lik NaN3 ¢ozeltisi (Bakterilerden korunmasi i¢in Afinite kolonuna kullanilan
¢ozelti): 20 mg NaN3 alinarak hacmi 100 ml’oluncaya kadar saf su ilave edildi.

8) 1 M Tris-SO4 (pH= 7,2-8,9 araliginda) (stabil pH ve Optimum pH calismasi igin
hazirlanan tampon ¢ozeltiler): 80 ml saf su igerisinde 12,11 g (0,1 mol) Tris ¢oziilerek 1
M H,SOy ile hedeflenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra 100 ml’ye ulagincaya
kadar saf su ile ilave edildi.

9) 1M Potasyum fosfat pH= 4,9-8,0 araliginda (stabil pH ve optimum pH ¢alismasi igin
gerekli olan tampon ¢ozeltiler): 80 ml saf su igerisinde 13,6 g (0,1 mol) potasyum fosfat
coziilerek 1 M HCI ile istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra 100 ml’ye
ulagincaya kadar saf su ile dolduruldu.

10) SDS-Elektroforezinde kullanilan numune tamponu: 0,65 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8)
1 ml %10’luk SDS ve 1 ml %0,1’lik brom timol mavisi 1 ml %100’lik gliserin,
karigtirilarak, son hacim saf su ile 10ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanmis, bu tamponu
kullanmadan hemen once, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak sekilde [-
merkaptoetanol eklenmistir.

11) SDS-Elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu: 50 ml suda 7,2 g glisin ve 1,5 g
Tris ¢oziilmiis, sonra bunun iizerine 5 ml %10’1luk SDS eklenerek su ile toplam hacim
500 ml’ye tamamlanmuigtir.

12) Boyama c¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi ig¢in kullanilan ¢ozelti): 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %10 asetik asit,%50 metanol ve %40 saf su olacak
sekilde gerekli miktarlarda hazirlanmistir.

13) Yikama c¢ozeltisi (jelin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): %10 asetik asit %50

metanol, ve %40 saf su olacak sekilde gereken miktarda hazirlanmistir.
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14) Sabitlestirme ¢ozeltisi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesinde kullanilan ¢ozelti):
%10 TCA, %50 izoproponal, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

15) Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (kantitatif proteinlerin tayininde kullanilan
¢ozelti): 50 ml %95’lik etanolde ¢oziilmiis, 100 mg coomassie brillant blue G-250,
%95°1ik fosforik asit bu ¢ozeltiye ilave edilerek toplam ¢ozelti hacmi, 1 litreye saf su ile
tamamlanmaistir.

16) 0,025 M veronal tamponu; 900 ml suda 0,025 mol sodyum barbitalin ¢o6ziiliip
pH=8,2’ye kadar 0,1 M HCl ile titre edildikten 1 litre oluncaya kadar sonra destile su ile
doldurulmustur.

17) CO; ¢ozeltisi (COy-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢6zelti) yarim saat siireyle
0°C’de CO; gazinin saf suyu igerisinden gegirilerek hazirlanmistir.

18) %0,04’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi 16 ml 0,01 N NaOH igerisinde : 0,1 g
indikatorii ¢ozdiikten sonra saf suyla hacminin 250 ml’ye kadar doldurulmasiyla
hazirlanmastir.

19) 0,05 M borat tamponu, pH=9,5 (esteraz aktivitesi dl¢limiinde kullanilan tampon):
950 ml destile suda 6,183 g borik asit ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH=9,5’¢ kadar titre
edilmistir. Daha sonra 1 litre oluncaya kadar toplam hacime destile su ilave edilmistir.
20) 1 M Tris-HCI pH=8,8 : 90 ml suda 12,1 g Tris ¢0ziiliip istenen pH’ya kadar 1 M
HCl ile titre edildi daha sonra 100 ml’ye kadar saf su ile dolduruldu.

21) 1 M Tris-HCI pH=6,8 : 5 ml suda 2,42 g Tris ¢oziiliip istenen pH’ya kadar 1 M HCI
ile titre edildi ve daha sonra saf su ile 20 ml’ye dolduruldu.

22) %0,8 bisakrilamid -%30’luk Akrilamid ¢ozeltisi: 0,16 g bisakrilamid 6 g akrilamid
alinarak 13,84 ml suda ¢ozildi.

23) %10’luk SDS ¢ozeltisi: 4,5 ml suda 0,5 g SDS ¢oziildii.
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3.2. Metod

3.2.1. Kalkan bahgi kas dokusundan CA enziminin saflagtirilimasi ve

karakterizasyonu calismalari ile ilgili yontemler

3.2.1.a. Kalkan bahgi kas dokusunun temin edilmesi ve homojenat hazirlanmasi

Ornekleme icin temin edilen kalkan balig1 soguk zincir kurallarina uyularak laboratuara

getirilip hizli bir sekilde kas dokusu alindi.

Daha sonra %0,9’luk NaCl ile yikanarak doku orneklerindeki kan ve diger kirlilikler
elimine edildi ve bu islem 3 defa tekrarlandi. Doku homojenatin1 hazirlamak i¢in nester
yardimi ile Oncelikle numune kiiclik parcalar haline getirildi. Sonra sivi azot i¢inde
pargalanmasi saglandi, 10 birim hacimli 25 mM Tris HCI / 0,1 M Na,SO, (pH= 8,7)
tampon i¢inde homojenize edildi. Hazirlanan siispansiyon 10.000 rpm’de 30 dakika,
santrifiij edildi. Bu islem 2 defa tekrarlandi. Siipernatant analizler i¢in kullanildi (Pullan
and Noltmann 1985; Wistrand 2002).
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3.2.1.b. Sepharose-4B afinite kolonunun hazirlanmasi, numunelerin afinite

kolonuna tatbiki ve CA’nin eliisyonu

CNBr ile afinite jeli aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi tizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline kovalent olarak tirozin takildi. Bu islemin ardindan siilfanilamid
diazolanarak tirozine kenetlendi. Burada siilfanilamid enzimi spesifik olarak baglayan
kismim tirozin ise afinite jelinin uzanti kolunu meydana getirmektedir. Karbonik
anhidrazin spesifik inhibitorii Siilfanilamid olup, burada enzimin yiiksek oranda
saflastirilmas1 amaciyla kullanilmistir. Bu islem afinite jelinin yapisina girerek

gerceklestirilmistir (Arslan et al. 1996).

Asagidaki prosediire gore Afinite jeli hazirlandi:

a. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B’ye tirozin takilmasi: CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose 4B 250 ml soguk 0,1 M NaHCO3; tamponu (pH= 10) ile
yikanarak bir behere alindi. Ayni tamponun 20 ml’sinde ¢6ziinmiis 80 mg tirozin soguk
cozelti behere eklenerek karistirildi. 90 saniyeden az bir siirede yikama islemi tirozin
cozeltisi ilavesi ve bagetle karistirma islemi yapildi ve 2 saat siireyle 4°C’de manyetik
karistiricida siispansiyon karistirildi. 4°C’de 16 saat beklemeye birakildi. Bu siirenin
sonunda bol su ile yikandi ve yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar
yikama islemi devam ettirildi. Bu islem sonunda reaksiyona girmemis olan tirozin
tamamen atilmig oldu. 100 ml 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH=8,8) yikama tekrar

ettirilerek ayni1 tamponun 40 ml’si i¢ine tirozin takili jel alindi.

b. Siilfanilamid kenetlendirilmesi: 10 ml 1 M HCI i¢inde 25 mg siilfanilamid ¢oziildii
ve siilfanilamid ¢ozeltisine igerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti
damlatilarak yavasca katildi. Reaksiyonun 10 dakika olusmasindan sonra diazolanmis
bulunan siilfanilamid 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M
NaOH ile pH=9,5’a ¢ikarilarak sabit tutulduktan sonra oda sicakliginda ¢ok yavas
sekilde karistirild1 ve bu islem 3 saat tekrarlandi. Daha sonra 200 ml 0,05 M Tris-SO,4
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(pH= 7,4) tamponu ve 1 litre saf su ile yikand1. Uzerine ayni tampondan bir miktar daha
ilave edildikten sonra saklandi (Arslan et al. 1996).

c. Afinite Kolonuna Numune Tatbiki ve Eliisyonu: pH s1 8,7’ye ayarlanmis olan
kalkan balig1 kas dokusu homojenatinin kolona tatbik edilmesinden sonra kolon 400 ml
25 mM Tris-HCI/22 mM Na;SO4 (pH=8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Bu islem sonunda
karbonik anhidraz enziminin kolona tutulmasi ve diger saf olmayan maddelerin
uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra 0,1 M NaCH3C0O0.3H,0/0,5 M NaClO4 (pH=5,6)
¢ozeltisi kolona tatbik edilerek CA enziminin elde edilmesi saglandi. Peristaltik pompa
kullanilarak kolonun akis hizi 20 ml/saat’e sabitlendi. Fraksiyon toplayicit kullanarak

eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere konularak 280 nm’deki absorbanslarina bakildi.

3.2.1.c. Sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim saflhiginin

kontrolii ve molekiil kiitlesi tayini

Enzimlerin saflastirilmasi tamamlandiktan sonra %3-8 SDS-PAGE uygulanarak

saflagtirma islemi yapilan enzimlerin saflik derecesi belirlendi.

Bunun i¢in dnce su ve sonra alkol ile elektroforez plakalar: temizce yikandi. Ince bir
tabaka seklinde vazelin cam plakalar1 birlestiren mikalara (spacer) siirtildii. Birbiri
iistiine konulan iki cam plaka 6zel naylon kaplarina konularak jel hazirlama cihazina
konuldu. Sonra kiskaglarla aralik olusturucu mikalarin bulundugu yerlerinden cam
plaklar tutturularak sabitlendi. Enjektor kullanarak plakalar arasina hazirlanan ayirma
jeli dokiildii. Dikkat edilen baska bir husus ta ortamda havanin olmamasidir. %0,1’lik
SDS kullanilarak jel yiizeyinin diizglin olmasi saglandi. Katilasmasi i¢in bir miiddet
(yaklasik yarim saat) beklendi. Daha sonra kullanilan bir tarak yardimi ile plakalarin st
kismindan taragin iist yiizeye kadar yigma jeli ilave edildi. Sonra nemli siizge¢ kagidini
taragin istiine koyarak bir gece beklemesi saglandi. Bir giin sonra taragi dikkatlice

aldiktan sonra plakalar elektroforez tankina yerlestirildi.
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Meydana gelen bosluklar isaretlendikten sonra saf su ile jelin iistli yikandi, daha sonra
yikama iglemi yiiriitme tamponu ile tekrar yapildi. Yiiritme tamponu Elektroforez
tankinin alt ve st kismina yerlestirildi. Her birine 20 pg protein konulacak sekilde
numuneler hazirlandi. 1/1 oraninda total hacim 100 ul olacak sekilde numune
tamponuna konuldu. Kaynar su banyosunda 3 dakika bekletilerek inkiibe edildi.
Sogutulan numuneler, ince uglu bir enjektdr yardimiyla jel kuyularina enjekte edildi.
Tankin kapagini kapattiktan sonra istten (-) kablo (katot), alttan (+) kablo (Anot),
yerlestirildi. 80 voltta 6nce yarim saat bekletildi. Sonra 4-5 saat boyunca 150 volta akim
ayarlanip oda sicakliginda uygulama yapildi. Sonra akim kesilerek, jel dikkatlice cam
plakalar arasindan ¢ikartildi. Hazirlanan yiiriitme tamponu tekrar kullanilmasi i¢in
sakland1 ve 15 dakika sabitlestirme ¢ozeltisinde (%50 izopropanol + %10 TCA + %40
saf su) bekletildi. Daha sonra 6zel kabina konulmak iizere sabitlestirme ¢6zeltisinden jel
cikarildi, jel seviyesi lizerine kadar renklendirme ¢ozeltisi eklendi. Sonra yaklasik 45
dakika boyunca calkalayici iizerinde konuldu ve yikama ¢ozeltisine konulmak iizere
renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartildi. Jelin zemin rengi acilip, protein bantlari
belirginlesinceye kadar 1-2 giin belirli araliklarla degistirilmek suretiyle bu ¢ozelti

calkaland.

Aktif karbon iizerinden geg¢irilen yikama ¢dozeltisi, tekrar tekrar kullanildi. Yikama
¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jelin fotografi c¢ekildi. Elektroforezde kullanilan
renklendirme ¢6zeltisi ; %40 saf su ile %0,1 Coomassie brillant blue R-250, %10 asetik
asit, %50 metanol hazirlandi. Yikama ¢ozeltisi ise; %10 asetik asit, %50 metanol, %40
saf sudan olugsmaktadir. Ayirma jel su sekilde hazirlandi;10,66 ml %30’luk akrilamid -
%0,8’lik bisakrilamid, 15 ml 1M Tris-HCI (pH=8,8), 0,61 ml %1°lik SDS) ,11,94 ml su
ve 0,4 ml %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin karistirildi. Karigimin
tizerine en son 0,8 ml %1,5’luk amonyum persiilfat (NHg4),S,0s (PER) konuldu.

Kullanilan PER taze olarak hazilandi.

Yigma jeli hazirlanirken 1M’lik Tris-HCI (pH=6,8)’den 1,24 ml, %30’luk akrilamid-
%0,8’lik bisakrilamid’den 1ml, %1°lik SDS’den 0,1 ml, %5’lik TEMED’den 0,1 ml ve
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7,36 ml saf sudan alindiktan sonra karigtirma islemi yapildi. Daha sonra giinlik
hazirlanmis %1,5’luk PER’den 0,2 ml ekleme yapildu.

Sonra hazirlanan jele kalkan baligi kas dokusundan saflastirilan enzim ve standart

proteinler uygulandi. Jelin fotografi deney sonunda gekildi.

Molekiil kiitlesi tayin bu metoda gore su sekilde yapildi; standart protein olarak (E.Coli
B-galaktosidaz 116 kDa, tavsan fosforilaz B 97 kDa, ovalbumin 45 kDa, bovine serum
albumin 66 kDa, karbonik anhidraz 29 kDa) kullanildi. Standart proteinlerin Rt
degerleri hesaplanarak log MA-R: standart grafigi cizildi. Bu islem elektroforez
cihazindan alindiktan sonra yapidi. Daha sonra kalkan baligi kas dokusu CA enziminin
log ma’st belirlemek i¢in numunenin Ry degeri hesaplandi sonra standart grafikte yerine

kondu. Numunenin molekiil kiitlesini bulmak i¢in bu degerin antilogaritmasi alindi.

Proteinlerin R¢ degerleri;

Ri= Xe / Xboya

Xboya= Boyanin yiiriime mesafesi X¢= Proteinin yliriime mesafesi

3.3. Protein Tayini

3.3.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin 280 nm’de
maksimum absorbans gostermesi islemi esasina dayanir. Kromatografi islemlerinde elde

edilen esit hacimdeki fraksiyonlarda kalitatif protein tayini bu metod yardimiyla yapildi.
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3.3.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Homojenattaki protein miktarlar1 ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
¢ozeltisindeki protein miktar1 bu metodla belirlendi. Bu metod, proteine coomassie
brillant blue G-250 boyainin baglanmasi ile ger¢eklesir. Meydana gelen kompleks 595
nm’de maksimum absorbans 6zelligine sahiptir. Boyanin Proteine baglanmasi ¢cok hizli
olur. Uzun siire Protein-boya kompleksi c¢ozeltilerde varlik gosterir. Bu yontem

hassasiyet tasir hassasiyeti 1-100 ug araligindadir (Bradford 1976).

Tayin islemlerinde takip edilen prosediir su sekildedir: Deney tiiplerine 1 ml’sinde 1 mg
protein bulunan standart sigir albiimin ¢6zeltisinden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl konuldu. Tim tiiplerin hacmi 0,1 ml’olana kadar saf su konuldu. Renklendirme
reaktifi tiiplerin hacmi ile 5 ml’ye getirildi ve vortex ile karigtirma iglemi yapildi. Kore
kars1 absorbans degerleri 10 dakika sonra 3 ml’lik kiivetlerde 595 nm’de okunmasi
yapildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline
getirildi. Islemlerde kor olarak 0,1 ml ayn1 tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden

meydana gelen karisim kullanilmistir.

3.4. Karbonik Anhidraz Aktivitesinin Ol¢iimii

a. Hidrataz Aktivitesi: Rickli ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen bu yontem
Wilbur-Anderson yontemi olarak bilinir (Wilbur and Anderson 1948). Brom timol
mavisi indikatérii ile CO,’nin hidrasyonu sonucu salinan H* iyonundan ileri gelen pH

degisimi belirlenerek, gecen siirenin tespiti esasina dayanir.

Bu islem igin kor olarak hazirlanan tiipe 0,1 ml %0,04’°liikk brom timol mavisi,2ml 0,025
M veronal tamponu (pH=8,2), 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO, ¢ozeltisi eklendi. Islem
sonunda 4,2 ml toplam hacim aktivite 6lgiim ortaminda toplandi. Daha sonra CO,
cozeltisi katildig1 andan itibaren indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile donligmesi
(pH=6,3) i¢in gecen zaman (tp) kronometre yardimiyla belirlendi. Numune tiipiinden

0,05 ml su azaltilip ayn1 seviyeye kadar enzim ¢o6zeltisi eklendi ve CO, ¢ozeltisi ilave
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edilmesinin akabinde, bir kronometre kullanilarak indikatoriin mavi renginin sarimsi
yesile doniismesi (pH=6,3) i¢in gegen siire (t¢) Ol¢iildii. Bu yontemle bir enzim {initesi
(EU) enzimsiz olarak olusan CO; hidratasyonu zamanini yariya diisiiren enzim miktari
CA aktivitesi olarak tanimlanmustir. Belirtilen formiile gore (to-tc/t;) enzimin aktivitesi
hesaplanmistir (Maren 1960). Ayni islemler homojenat ve saf enzimin aktivite tayin

edilmesinde de uygulanmustir.

b. Esteraz Aktivitesi: Bu yontem kinetik ¢alismalar sirasinda kullanildi. Karbonik
anhidrazin, esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina dayan bir yontemdir. Substrat
olarak kullanilan p-nitrofenilasetatt 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-
nitrofenolat’1 karbonik anhidraz’in hidrolizine dayanan bir yontemdir. P-nitrofenolat

348 nm’ve p-nitrofenol "in her ikisi ayn1 absorbansi gostermektedir.

Q CA
NOz—@—OCCH3 + HO —2 = NOz—@-OH + CHyCOOH

Fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi bu nedenle 6l¢iim sonuglarim
etkilememektedir (Armstrong et al. 1966; Verpoorte and Mehta 1967). p-
nitrofenilasetatin absorbsiyonu bu dalga boyunda ¢ok az gerceklestiginden, kor olarak
kullanilmaktadir. Tayin edilme isleminde uygulan prosediir: 1 ml substrat, 1,4 ml
tampon, 0,5 ml H,O, 0,1 ml enzim kuvarz kiivetlere konulmasindan 3 dakika
gecmesinin ardindan 25°C de 348 nm’de absorbans degerine bakildi. Daha dnce enzim
yerine 0,1 ml tampon ¢6zelti konularak elde edilen karisimin 3 dakika sonrasindaki

absorbansi ile Spektrofotometre, sifira ayarlandi.

p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, deneyler i¢in giinliikk olarak hazirlandi: 1ml aseton
icinde 27,2 mg ester ¢oziildii ve hizlica karistirilan 49 ml destile suya yavasca eklendi.
Bu c¢ozelti 3 mM’liktir, esterin smirlt ¢oziinlirliigli dolayisiyla daha derisigini
hazirlamak olanaksizdir. Diger organik ¢oziiciilerle kiyaslandiginda hidroliz
reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziici olmasi nedeni ile aseton kullanilmistir
(Verpoorte and Mehta 1967).
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3.5. Kalkan Bah@ Kas Dokusundan Saflagtirilan CA Enzimi ile Tlgili Yapilan
Kinetik Calismalar

3.5.1. Karbonik anhidraz enzimi i¢in optimum pH calismasi

Optimum pH ¢alismasi; pH’s1 7,0-9,0 araliginda ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda ve 20 mM
Tris-HCI ve 20 mM potasyum fosfat (KH,PO,) ¢ozeltilerinde doku CA enziminin
aktivite degerleri 6l¢giildii. Sonuglar aktivite-pH grafikleri haline getirildi.

3.5.2. Karbonik anhidraz enzimi icin iyonik siddet ¢calismasi

CA enzim aktivitesi iizerine iyonik siddetin etkisinin belirlenmesi amaciyla enzimin
aktivitesinin optimum diizeyde oldugu Tris-HCI ve potasyum fosfat tamponlarinin
pH’lar1 8,0 olarak alinmistir. CA enzimi igin esteraz aktivite 6l¢timii 10 mM ile 1000
mM arasinda iyonik siddete sahip Tris-HCI tamponunda yapild: ve daha sonra sonuglar

grafik haline getirildi.

3.5.3. Karbonik anhidraz enziminin stabil oldugu pH’mmn bulunmasi ile ilgili

calismalar

pH’lart 7,0-9,0 olan Tris-SO, tamponu enzimlerin stabil oldugu pH’y1 belirlemek
amacl kullanilmigtir. Gosterilen pH araliginda tampon ¢ozeltilerinin 500ul’si ile 500ul
enzim ¢Ozeltisine karistirilma islemi uygulandiktan sonra 4°C’de bekletildi. Aktivite
Olglimleri 2 giin arayla yapildi ve enzimin stabil oldugu pH degeri belirlendi. Aktivite

degerlerinin inkiibasyon siiresine karsilik gelen degerleri grafikler halinde belirtildi.
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3.5.4. Sicakhgin kalkan bahg kas dokusu CA enzimi iizerindeki etkisinin

incelenmesi

CA enzim aktivitesi lizerine Sicakligin etkisinin belirlenmesi igin 20°C ile 70°C arasinda
enzim aktiviteleri Ol¢iilerek optimum pH’sinda ve optimum iyonik siddet degerinde

optimum ¢alisma sicakligi belirlendi.

3.5.5. p-Nitrofenil asetat substrati i¢cin Ky ve Vmax degerlerinin bulunmasina

yonelik calismalar

5 farkli p-nitrofenil asetat konsantrasyonu kullanilarak Kalkan baligi kas dokusundan
saflagtirrlan CA enzimleri i¢in farkli optimum sartlarda aktivite O6l¢imii yapilarak
degerlendirildi. Daha sonra Lineveawer-Burk grafigi ¢izilerek bu grafikten Ky Ve Vmax

degerlerine bakilarak hesaplamalar yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Bradford yontemi kullanilarak saf enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein degerleri ve

kalkan baligi kas dokusundan elde edilen homojenatlar tayin edildi. Belirtilen standart

grafikten faydalanilarak homojenatlar ve saf enzim ¢o6zeltilerindeki Kantitatif protein

miktar1 belirledi. Standart absorbans degerlerine bakildi. Cozeltilerin ug proteine

karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de goriilmektedir.

1,2
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y=0,0108x+0,0353

=]
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= =
S o
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0 20 40 60
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Sekil 4.1. Coomassie brillant blue yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart

grafik

4.2. Kalkan Balhg Kas Dokusu CA Enziminin Afinite Kromatografisi ile

Saflastirma Basamaklar1 Sonuclar:

Elde edilen saf enzimden ve kalkan baligi kas dokusundan elde edilen homojenattan

alman 1’er ml numune, hidrataz aktivitesi ve coomassie brillant blue yontemi

kullanilarak protein tespiti yapilmistir.
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Elde edilen degerlere bakilarak hemolizatin Sepharose-4B-L-tirozin-sulfanil amid
afinite kolonuna uygulanmasi sonucunda saflastirma isleminin ka¢ kat yapildigi

kaydedildi ve sonuglar Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. Afinite kolonundan Kalkan baligi kas dokusundan saflastirilan CA
enziminin enzim tinitesi, spesifik aktivite ve saflagtirma degerleri

wsorma | S| (g | proan | akvt | s | Verm | Saforms
(mL) L) (mg) (EV) | (EU/mg)

Hemolizat 8 17.6 140.8 2100 1491 100 1

Sepharose-4B-

L-tirozin-

siilfanilamid 6 0.32 1.92 1450 755.20 69.05 50.65

afinite kolon

kromatografisi

4.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuglari

Uygulanan kromatografik islemlere bakildiginda kalkan baligi1 kas dokusundan elde
edilmis olan CA enziminin safligina bakmak amaciyla SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi yapilmigtir. Molekiil agirligi belli olan standart protein markirlart
kullanilmigtir (29 kDa sigir karbonik anhidraz; 16,5 kDa yumurta beyazi lizozimi).
Kalkan balig1 kas dokusundan saflastirilarak elde edilen izoenzimler SDS-poliakrilamid
jel elektroferezine uygulandi. Proteinler belirgin hale geldikten sonra fotografi ¢ekildi
(Sekil 4.3).



27

Sekil 4.2. Afinite kromatografisi ile saflastirilan kalkan balig1 kas karbonik anhidraz

enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi fotografi
*(1) standart proteinler (E.coli B-galaktosidaz 116 kDa, tavsan fosforilaz B 97 kDa, sigir serum albumin
66 kDa ve sigir eritrosit CA 29 kDa), (2) ve (3) Kas CA)

4.4, Kalkan Balig Kas Dokusundan Saflastirlan CA Enzimi I¢in Optimum pH

Bulunmasina Yonelik Sonuclar

Kalkan balig1 kas CA enzimi optimum pH’s1 7,0-9,0 araliginda 20 mM Tris-HCI ve
pH‘s1 5,0-8,0 araliginda 20 mM potasyum fosfat (KH,PO,) tampon ¢ozeltileri
uygulamas: yapilarak spektrofotometrik olarak enzimin gosterdigi aktiviteler degerleri
olusturuldu (Sekil 4.4-4.5). Optimum pH, 20 mM Tris-HCI pH=8,0 tampon degeri
kalkan balig1 kas CA enzimi i¢in belirlendi.
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Aktivite (U/ml)

0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01

0,005

6,5

7 7,5 8
pH

8,5

9,5

Sekil 4.3. Kalkan balig1 kas CA enziminin optimum pH’s1 i¢in 20 mM Tris-HCI tampon

cozeltisi kullanilarak olusturulan aktivite l¢iim grafigi

Aktivite (U/ml)

0,035
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0,015
0,01

0,005

pH

Sekil 4.4. Kalkan baligi kas CA enziminin optimum pH’s1 i¢in 20mM fosfat tampon

¢oOzeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim grafigi
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4.5. Kalkan Bahg1 Kas Dokusundan Saflastirilan CA Enziminin Optimum lyonik

Siddetinin Belirlenmesine Yonelik Sonug¢lar

En uygun iyonik siddeti belirlemek i¢in kalkan balig1 kas dokusundan elde edilen CA
enzim aktivitesinin yapilan ¢alismalarla uygunlugu belirlenen Tris-HCI tamponunun

pH’daki farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Aktivite ol¢iimleri elde edilen farkli Tris-HC1 konsantrasyonlarinda, aktivite degerleri
ve Tris-HCI konsantrasyonu ile elde edilen grafik hazirlandi. Elde edilen bulgularin
neticesinde kalkan baligi kas dokusundan saflagtirilan CA enzimi i¢in en iyi iyonik
siddetin 20 mM Tris-HCI1 tamponu oldugu goriildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki Tris-HC1 Tampon ¢ozeltileri kullanilarak elde
edeilen Kalkan balig1 kas dokusu CA enzimi igin yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi

4.6. Kalkan Bahg Kas Dokusundan Saflagtirilan CA Enzimi i¢in Stabil pH

Degerinin Bulunmasina Yoénelik Sonug¢lar

Kalkan balig1 kas CA enzimi optimum pH degerleri; 7,5, 8,0, 8,5, ve 9,0 araliginda

oldugu ve 20 mM Tris-HCI tampon ¢6zeltisi hazirlanarak elde edilen aktivite degerleri
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spektrofotometrik olarak belirlendi (Sekil 4.7). Stabil pH, 20 mM Tris-HCI tamponu pH
=8,0 degerleri Kalkan balig1 kas CA enzimi i¢in elde edildi.

0,045 ——pH:7,0
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=E- 0,03 ——pH: 8,5
S .
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Sekil 4.6. Kalkan baligi kas CA enzimi igin farkli pH’lardaki 20mM Tris HCI tampon
cozeltisi kullanilarak elde edilen stabil pH grafigi

4.7. Kalkan Bahg Kas Dokusundan Saflastirilan CA Enzimi Icin Optimum

Sicaklik Degerlerinin Tespit Edilmesine Yonelik Sonuclar

Optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip tampon ¢6zeltisinde kalkan baligi kas CA
enziminin optimum sicakligin tespit etmek igin 0°C ile 90°C arasinda her 10°C’de bir
olmak {izere aktivite degerleri 6lgiildii egriler halinde gosterildi (Sekil 4.7). Calismalar

neticesinde optimum sicakligin 20°C oldugu goriildii.
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Sekil 4.7. Kalkan baligi1 kas CA enzimi i¢in optimum sicaklik dl¢lilmesi ve degerlerin
cizilen sicaklik-aktivite grafigi

4.8. Enzim i¢in K, ve Vi Degerlerinin Bulunmasi ile ilgili Calismalarin

Sonuglar

Kalkan baligi kas dokusundan elde edilen CA enziminin K, ve Vmax sonuglarinin
belirlenmesi amaciyla en az 5 ayr1 substrat konsantrasyonu ¢alisilip optimum sartlarda
aktivite degerlerine bakilmistir. Ky Ve Vpgax degerlerini hesaplamak amaciyla
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 4.2). Ky, degeri 0,344 mM oldugu goriildii. Vmax
degerleri 0,253 EU/ml oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.8. Lineweaver-Burk grafiginin Kalkan balig1 kas dokusu CA enzimi i¢in degeri
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5. TARTISMA ve SONUC

Enzim arastirmalar1 biyolojik ¢alismalarin biiylik bir ¢ogunlugunu teskil etmektedir.
(Lehninger 2005). Canli metabolizmalarindaki kimyasal tepkimeleri hizlandiran, %100
oraninda verim saglayarak hi¢bir yan firiin olusturmayan ayni zamanda hiicreler
tarafindan sentezlenen biyolojik katalizorler enzimlerdir. Ornegin, Karbonik asitin
olugsmast i¢in karbondioksit (COz) ve suyun reaksiyona girmesi gerekir. Ayrica
bikarbonat iyonuna doniisen karbonik asitin bir kismi fizyolojik pH’da meydana geldigi
belirlenmis ve iyonizasyon siirecinin asit 6zelligine bagh oldugu enzim gerektirmedigi
goriilmiistiir. Canli organizmadada karbonik anhidraz enziminin katalizorliigiinde
bikarbonat iyonu olustugu goriilmiistiir. Enzimlerin tamami protein yapisindadir. Ancak
katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir boliimii haricinde yap1 bu sekildedir (Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Enzimlerin saflagtirllmas1 islemi ¢ok zor bir siiregtir. Biiyiikk bir bolimii protein
yapisinda olan enzimler degisen sartlarda yiiksek hassasiyet gosterirler. Bu nedenden
dolay1 bir ¢oOzeltide enzimin olmasi, etki edilen substrat molekiilii yada reaksiyon
sonucunda olusan {riiniin veya enzimatik reaksiyona destek olan diger parametreler
tizerinden degerlendirilir. Substrat konsantrasyonu, pH, enzim konsantrasyonu, iyonik
siddet, sicaklik, hormonlar, allosterik etkiler, inhibitér veya aktivatorler enzimlerin
aktivitesi tlizerinde etkili olan faktorlerdir. Aktivitelerinin maksimum oldugu pH

degerleri her enzim i¢in mevcuttur (Lehninger 2005).

Her canli ve dokuda karbonik anhidraz enzimi bir¢ok izoenzime ve farkli kinetik
ozelliklere sahiptir. Izoenzimler CA’ni ihtiyacina ve bulundugu ortamin sartlarina gore
degisirler. Memelilerde bugiin itibariyle 16 tane izoenzimi bulunmaktadir ve siirekli
yeni izoenzimler ortaya cikartilmaktadir. Iyon transportu, asit-baz transportu kemik
resorpsiyonu kalsifikasyon ve farkli metabolik prosesleri i¢eren bir¢ok CA izoenzimleri
bulunmakta olup ¢ogu farkli dokulardadir. Ancak en yaygin olarak bulunan ve iizerinde
en fazla ¢alisma yapilan izoenzimleri CA | ve CAIll’dir. Enzimin canli organizmanin

hangi sekilde, neresinde bulundugunu ve fonksiyonunu nasil gosterdigini tespit etmek
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amaciyla bir ¢ok doku canli tiirlinde karbonik anhidraz enziminin saflagtirma ve

karekterize edilmesi seklinde yapilan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Soyiit et al. 2008).

Karbonik anhidraz enziminin tizerinde ¢ok galisildigi ve en 6nemli gérevlerinden bir
tanesi solunum gazlarinin viicut igindeki tasinmasidir. Karbonik anhidraz enzimi tiim
omurgali canlilarda oldugu gibi baliklarda da, metabolizma sonrasinda meydana gelen
CO; gazmin tasinmast ve organizmadan atilmasinda ¢ok kritik Oneme sahiptir.
Omurgalilarin birgogunda kandaki karbondioksit agagi yukari ayni yollarla tagmir ve
viicuttan atilir. Canli dokudan konsantrasyon gradientine gore difiize edilen CO,
eritrositlere geger ve oradan CA sayesinde HCOs ve H"ya doniisiir. Hemoglobin
tarafindan meydana gelen protonlarin biiyiik ¢ogunlugu tamponlanir. Plazmadaki kloriir
iyonlar1 vasitasiyla pasif transport seklinde meydana gelen bikarbonat anyonlarinin
¢ogu hiicre disina tagiir. Dontisiimlii olarak dokulardan organlara taginan CO,’in biiyiik
kism1 plazmadan HCOj3” seklinde tagimir (Esbaugh and Tufts 2006).

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir. Daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan eritrositleri ve bitki kaynaklarindan
saflastirilmis ve bircok kaynaktan karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki
molekiil kiitlesi 30.000 Da civarinda oldugu tespit edilmistir (EKinci et al. 2007).
Gokkusagr alabalig1 solungaci (Ceyhun et al. 2010) ve gokkusagi alabaligi karacigeri
(Soyiit and Beydemir 2008), levrek karacigeri (Ceyhun et al. 2011) gibi cesitli
kaynaklardan saflastirildi.

CA enzimi suana kadar bir¢ok dokudan saflastirilmistir. CA enziminin molekiil kiitlesi
canlidan canliya, dokudan dokuya farklilik gostermektedir. Ornegin CA 1l izoenzimi
insan eritrositlerindeki molekiil kiitlesini 30 kDa olarak bulunmustur (Ekinci et al.
2007). Soyiit vd 2008 yilinda gokkusagi alabaligi beyninden saflagtirdiklart CA nin
molekiil kiitlesini SDS PAGE ile 29 kDa olarak bulmuslardir. S6yiit ve Beydemir 2008
yilinda gokkusagi alabaliginin karacigerinden CA enziminin molekiil kiitlesini 29,4 kDa
olarak ve 2011 yilinda ayn1 canli iizerinde farkli bir organ iizerinde yaptiklar ¢aligmada

ise gokkusagi alabaligmin bobreginden CA enzimini saflastirmiglardir ve enzimin
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molekiil kiitlesini 28,7 kDa olarak bulmuslardir. Ceyhun vd 2011 yilinda yaptiklar
calismada levrek baliginin karacigerinden CA enzimini izole ederek molekiil kiitlesini
30 kDa olarak bulmustur.

Kalkan balig1 kas CA enzimi icin karaketerizasyon c¢alismalar1 yapildi. Kalkan baligi
kas CA enzimi i¢in en iyi aktivite gosterdigi iyonik siddet konsantrasyonu 20 mM Tris-
HCI olarak belirlendi. Benzer sekilde koyun bobregi CA IV izoenzimi igin en lyi
aktivite gosterdigi optimum iyonik siddet 20 mM Tris-HCI tampon olarak belirlenmistir
(Demirdag 2012).

Kalkan balig1 kas CA enzimi i¢in optimum pH calismasinda optimum pH: 8 olarak
bulundu. Benzer sekilde koyun bobrek CA 1II izoenzimi i¢in en iyi aktivite goriilen pH
degeri pH: 8.0, ayn1 ¢alismada CA IV izoenzimi i¢in optimum pH: 7.5 olarak tesbit
edildi (Demirdag 2012). Kalkan baligi kas CA enzimi i¢in yapilan stabil pH
calismasinda stabil oldugu en iyi pH degeri pH: 8,0 Tris-HCI tamponu olarak belirlendi.
Kalkan balig1 kas CA enzimi igin aktivitenin en yiiksek oldugu sicaklik 20°C olarak
buldular. Benzer sekilde Hisar ve arkadaslari gokkusagi alabaligi eritrositlerinde
yaptiklar ¢calisgmada CA enziminin optimum sicakligin1 25°C olarak buldular (Hisar et
al. 2005) Beydemir ve arkadaslar1 yilinda gokkusagi alabaliginin lens karbonik anhidraz
enziminin optimum sicakligi 22,5°C olarak buldular. Ayrica gékkusagi alabaligi CA
enziminin optimum sicaklik degeri 40°C olarak tesbit edilmistir (Beydemir et al. 2006;

Soyiit ve Beydemir 2008).

Bu tez kapsaminda; yiiksek besin degerleri ile beslenmemizde 6nemli bir yer teskil eden
ve iilkemizdeki balik iiretiminin azimsanmayacak bir kismini teskil eden kalkan
baliginin kas dokusundan CA (Karbonik anhidraz) enzimi saflastirilip kinetik 6zellikleri

incelenmistir.
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Tez kapsaminda Sonug olarak asagidaki bulgular elde edilmistir;

1. Kalkan baligi kas dokusundan CA enziminin homojenatinin hazirlanmast ve
Sepharose 4B-tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi yontemleri yardimui ile spesifik
aktivitesi 755,2 EU/mg protein olan enzim %50,65 verimle 69,05 kat saflastirilmustir.

2. Ezimin stabil oldugu pH = 8,0, optimum iyonik siddet 20 mM Tris-HCI, optimum
pH =8,0 ve aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik 20°C oldugu tespit edilmistir.

3. pH=8,0’de Vmax degeri 0,253 EU/ml, Ky degeri p-nitrofenil asetat i¢in 0,344 mM,

oldugu goriilmiistiir.
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