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Bu tez kapsaminda, Siraz ( Capoeta umbla) karaciger dokusunda karbonik anhidraz
(CA, karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) enzimi {lizerine bazi metallerin ve pestisitlerin
in vitro etkileri incelendi. Siraz (C.umbla) baliginin karaciger dokusundan karbonik
anhidraz enzimi ilk kez tarafimizdan afinite kromatografisi (Sepharose 4B—L—tirozin—
sulfanilamid) yontemi ile saflastirildi. Afinite kromatografisi neticesinde enzim
2026.32 EU/mg spesifik aktiviteyle ve % 59.97 verimle 212.40 kat saflagtirildi.
Saflagtirilan enzimin safliin1 kontrol etmek amaciyla Sodyum dodesil siilfat-

poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforezi yapildi ve tek bant elde edildi.

Siraz ( C.umbla) karaciger dokusu CA enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismalarda; p-
nitrofenil asetat substrati kullanilarak Km ve Vmax Lineweaver-Burk grafiklerinden
hesaplandi. Tris-SO4 tamponunda optimum pH 8.5, optimum iyonik siddet 0,02 M
Tris-SOs4, optimum sicaklik 35°C olarak, stabil pH ise Tris-SO4 tamponunda pH 7.0
olarak bulundu. Saflagtiritlan CA enzimi iizerine bazi metal iyonlar ile pestisitlerin
etkileri incelendi ve inhibisyon gosteren Cu*2, Mn*3, Ba*?, Se?metal iyonlari ile aldrin,
dieldrin, endosiilfan, hexachlorbenzene, alpha- HCH pestisitleri i¢in ICsg degerleri ve

Ki sabitleri hesaplandi.
2019,95 sayfa

Anahtar kelimeler: siraz, karaciger, karbonik anhidraz, saflastirma, karakterizasyon,

metal, pestisit, inhibisyon



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF CARBONIC
ANHYDRASE FROM LIVER OF SIRAZ (Capoeta Umbla ), EFFECTS
OF SOME METALS AND PESTICIDIES’ ON THE ENZYME ACTIVITY
Aysegiil Mine OZAVCI

Ibrahim Cecen University
Graduate School of Natural and Applied sciences
Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Ramazan DEMIRDAG
In this thesis , in vitro effects of some ions and pesticides on carbonic anhydrase (CA,
carbonate hydrolyase, E.C. 4.2.1.1) enzyme from Siraz (Capoeta umbla) liver tissue
were investigated. Carbonic anhydrase enzyme was firstly purified from Siraz
(Capoeta umbla) using by Sepharose-4B-L tyrosine-sulfanilamide affinity gel
chromatography . As a result of affinity chromatography, 2026.32 0 EU / mg protein,
which have specific activity, purified 212.40 fold with 59.97 % efficiency. Sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE) electrophoresis was performed to

check the purity of the purified enzyme and a single band was obtained.

Siraz (C.umbla) liver tissue in the kinetic studies for CA enzyme; Kmand Vmax were
calculated from Lineweaver-Burk plots using p-nitrophenyl acetate substrate.
Optimum pH of Tris-SO4was 8.5, optimal ionic strengths was 0.02 M Tris-SO4 buffer,
optimum temperature was 35 ° C, for the enzyme and stable pH was found in the Tris-
S04 buffer at pH 7.0. The effects of some metal ions and some pesticides on purified
CA enzyme were also investigated and ve Cu?*, Mn%*, Ba%*, Se?" ions were inhibit the
enzyme and values of ICso and K constants calculated for aldrin, dieldrin, endosulfan,

hexachlorbenzene, alpha- HCH pesticides.
2019,95 pages
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1.GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler tarafindan katalizlenen tepkimelerde yan iiriin meydana

gelmez ve tepkime verimi %100’diir (Keha ve Kiifrevioglu 2015).

Enzimle katalize edilen reaksiyonlar enzimle katalize edilmeyen reaksiyonlara gore
cok daha hizli gergeklesir. Enzimler bu reaksiyonlar esnasinda fiziksel degisiklige
ugramis olsalar bile orjinal haline doénebilirler. Bazi katalitik RN A molekiillerinin ufak
bir kism1 disinda tiim enzimler protein yapisindadir (Kalaycioglu vd 2010; Keha ve

Kiifrevioglu 2012; Adam ve Yigitoglu 2012).

Biyolojik sistemlerde tepkimeleri katalizleyen enzimler olduk¢a Ozellesmis
proteinlerdir. Enzimler genellikle organik olmayan ve biresimli (yapay)
katalizorlerden ¢ok daha fazla olaganiistii bir kataliz yetenegine sahiptir. Enzimler
substratlarina karsi son derece Ozgiidiirler ve kimyasal tepkimeleri olaganiistii

derecede hizlandirirlar (Lehninger 2013).

Metabolik reaksiyonlarin sonucunda canliligin devamliligi, hiicrelerde organik
maddelerin sentezi ve yikilmasi, hiicre solunumu ve kas kasilmasi gibi onemli
faaliyetlerin gerceklesmesi enzimlerin katalitik etkisiyle siirdiiriilmektedir. “Hayat
katalizdir” ilkesine bagli olarak {izerinde en ¢ok calisma yapilan biyomolekiiller

enzimlerdir (Karahalil 2009).
1.1. a Enzimlerin adlandirilmasi

Enzimler genellikle rol aldiklar1 kimyasal grup veya substratinin sonuna — az eKi
getirilerek isimlendirilir. Enzimler katalizledikleri tepkimenin tiiriine gore
siiflandirilirlar. Enzimlerin adlandirilmasi i¢in Uluslararast Biyokimya Birliginin
(IUB) Enzim Komisyonu tarafindan Sistematik isimlendirme onerilmis ve kabul
gérmiistiir. Enzim tiirtiniin resmi E.C. numaralar1 ve isimleri vardir. Ayrica ¢ogu
enzimin siradan isimleri de bulunmaktadir (Lehninger 2013).

Her enzim bir sistematik kod numarasi ile numaralandirilmistir. Kodlar oncelikle E.C.

hafleri, bu harflerden sonra da verilen dort rakami kapsar. Ik basamak enzimin 6 temel



smiftan hangisine bagli oldugunu gosterir. Ikinci basamak alt smiflari, iiciincii
basamak ise alt-alt siniflar1 belirtir. Son basamak ise ilk {i¢ numaraya sahip enzimler
arasindaki sirayi ifade eder. Alt1 temel sinifin her biri, ayni reaksiyon spesifikligine

sahip enzimleri igerir ( Keha ve Kiifrevioglu 2014).

a. Oksidorediiktazlar: ki substarat arasi redoks reaksiyonlarmi yani yiikseltgenme-
indirgenme katalizleyen enzimlerdir. Dehidrogenezlar, oksidazlar, katalaz ve

peroksidazlar vb.

b. Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin (C-, N- ve P-)
transferini katalize eden enzimlerdir. Kinazlar, transketolazlar, transaldolazlar, alanin

transferaz, hekzokinaz ve glukokinaz bu gruptandir.

c. Hidrolazlar: Ester, peptit, C-halojeniir veya P-N gibi kimyasal baglarin, bir su
molekiilii eklenerek, hidrolizini katelizleyen enzimlerdir. Proteolitik enzimler,

lipazlar, esteraz, fosfataz ve niikleazlar bu grubun tiyeleridir.

d. Liyazlar: Hidrolizden farkli bir yol ile substrattan gruplarin uzaklastirilip ¢ift
baglarin olusmasini saglayan resaksiyonlar1 katalizle eden enzimlerdir. ATP
kullanilmaz. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimler bu
grubun tyeleridir. Tez kapsaminda calistiim karbonik anhidraz enzim ailesi bu 4
gurubun tyelerindendir. Bu durum CA’nin karbonat hidroliyaz adindan da

anlasilmaktadir.

e. Izomerazlar: Molekiil igindeki optik, geometrik ve yapisal izomerlerin birbirine
dontisiimiinii katalizleyen enzimlerdir. Mutazlar, rasemazlar, epimerazlar bu sinifta

yer almaktadir.

f. Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerji igeren bir bagin kopmasi sonucu agiga
cikan enerjiyi kullanarak iki molekiilii birbirine baglayan reaksiyonlarini katalize eden
enzimlerdir. Sentetazlar, karboksilazlar ve piruvat karboksilaz bu gruptandir (Keha ve
Kiifrevioglu 2014).



Cizelge 1.1 Enzimlerin sistematik isimlendirilmesi
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: Optik veya geometrik izomerlerin
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1.2. Karbonik Anhidraz Enzimi
1.2.1.Karbonik anhidraz enziminin kisa tarihcesi

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) enzimini ilk kez 1933
senesinde Muldrum and Roughton kesfetmislerdir (Kim et al. 2013). Muldrum and
Roughton kesfettikleri bu enzimi, COq ile su arasindaki katalizledigi reaksiyona

bakarak, karbonik anhidraz olarak isimlendirmislerdir.

Keline ve Martin (1944) de enzimin aktivitesinin Zn*? konsantrasyonu ile dogru
orantil1 olarak arttigini, dolayisiyla ¢inkonun katalizleme reaksiyonunda 6zel bir rol
istlendigini bulmuslardir. Bu dogrultuda CA tamimlanan ilk metaloenzim olarak
bilinmektedir (Karahalil 2009). Karbonik anhidrazin aktif bolgesi bir Zn (II) metal



iyonundan olusur, histidin kalintilarinin imidazol nitrojenlerine ve bir su molekiiliine

carpik bir tetrahedral diizenlemede koordine olmustur (Saha and Bandyipadhyay,
2019).
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Sekil 1.1. Karbonik anhidraz enziminin akif bolgesi
(http://lwww.chemtube3d.com/solidstate/BC-26-29.htm)

Zn*? dogada enzim kofaktorii olarak bilinen en yaygin elementlerden biridir ve tiim

CA ailelerinde varligi dogrulanmistir (Supuran 2018).

Cizelge 1.2. CA enzim yapisinda Zn*? iyonizasyonu
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http://www.chemtube3d.com/solidstate/BC-26-29.htm

1952'de Janowit tarafindan, CA'nin islevi ilk olarak memelilerde mide suyunda HCI

atilimu ile iligkili oldugunu ortaya atilmistir (Kim et al. 2013).

1960’11 yillarda CA enziminin, karbondioksitin geri doniisiimlii hidrasyonu
reaksiyonuna 6zgiil olma durmunu en degerli 6zelligi oldugu diisiiniiliiyordu; fakat
Pocker ve Meany bunun yaninda CA’nin asetaldehitin hidrasyonunu katalize ettigini
kesfetmislerdir. Bu sonuca ek olarak enzimin katalitik ¢esitliligin arastirilmasi igin yol
acilmig, c¢ok sayida girisimin  yapilmast  saglanmistir. Enzimin = 2,2-
dihidroksipropiyonatin piruvata dehidrasyonu, bazi aldehitlerin geri doniisiimli
hidrasyonu ve ¢esitli aktiflesmis esterlerin geri doniisimsiiz hidrolizini katalizledigi
bulunmustur. Bunun disinda yapilan arastirmalar ise CA’1n kinetik analizinde esteraz
aktivitesinin son derece kullanigh oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Pocker and Beug,
1972).

85 yil oOnce kesfedilmesine ragmen, hala bu enzimler inhibitdrlerinin ve
aktivatorlerinin  biyomedikal uygulamalar1 sebebiyle hala genis oOlgiide
arastirilmaktadir (Supuran 2018).

Katalize edilmemis CO2 hidrasyonunun nétr pH'ta ¢ok yavas bir islem olmasi ve
iyonik, ¢oziiniir tiirlere (yani bikarbonat ve protonlara) doniisiimiine talebin yiiksek
olmasi nedeniyle CA'lar dogada bilinen en verimli enzimler arasindadir. Nitekim ¢ogu
metabolik oksidatif siirecte COz2 {iretilir ve bir gaz olarak hizli ve verimli bir sekilde

¢ozilinlir lirlinlere doniistlirtilmesi gerekir (Supuran 2018).

1.2.2.Karbonik anhidraz enzimi siniflandirilmasi, dagilhim ve fizyolojiko

onemi

Karbondioksit (CO2) oksijenli solunum ile viicudun oksijen kullanarak enerji
irettikten sonra olusan son iriiniidiir. Memelilerde CO2 kan ile akcigerlere ulagir ve
solunum sistemiyle organizmadan atilir. Alyuvarlar hiicreleri igerisinde su ile
reaksiyona girer. Bu reaksiyonun iiriinii olan karbonik asit, proton kaybederek
bikarbonat iyonuna (HCO3™ ) gevrilir. Karbonik anhidrazlar tiim bu reaksiyonu hiz

katan enzimlerdir (Goger 2014).



Karbonik anhidrazlar (CA)karbondioksit ve suyun bikarbonat ve H* iyonlarina
dontisiimiini katalize eden esansiyel enzimlerdir. Omurgali genomlar1 genellikle 15-
21 farkli CA izoformu igin gen lokuslar1 igerir, bunlarin {i¢ii enzimatik olarak aktif
degildir. Sadece CA VI enzimatik olarak aktif izoformlar salgilayan proteindir

(Supuran et al. 2017).

CO2+ H20 < H2CO3 < HCO3z + Hf

Enzimlerin aktif bolgesi, substratlar1 (varsa kofaktorleri) baglayan bag yapim ile
yikiminda gorevli rezidiileri kapsar. Bunlara katalitik grup adi verilir. Aktif bolge
enzimin toplam hacmine oranla kiiclik bir kisimi olusturur ( Keha ve Kiifrevioglu

2015).

CA'larin aktif bolgesinde iki degerli metal iyonu normal olarak bir tetrahedral
geometriye sahiptir, ¢linkii tic amino asit grubu ile etkilesime girer ve su molekiiliinii
/ hidroksit iyonunu koordine eder.

Zn*? iyonuna, hidroksil grubun baglanmasi sonucu enzimin aktif bir formu olusur.
Enzimin bu giiglii niikleofilik formu, CO2 molekiiline hiicum eder. Bu saldir
sonucunda Zn*? iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusumu gerceklesir.
Ardindan HCOg3™ iyonu bir su molekiilii ile yer degistirir ve boylece ¢ozeltiye geger.
Bu yer degistirme sonrasinda su molekiilii ¢ginko iyonuna baglanir ve boylece enzim
asit formuna doniismiis olacaktir. Enzimin yeniden Kkatalitik olarak aktif (bazik)
formuna doniismesi amaciyla, aktif bolgeden ¢evresine bir proton transferi gerceklesir

(Hisar vd. 2003). Bu reaksiyonlar sematik olarak gdsterilmek istenirse;



Cizelge 1.3. Karbonik anhidraz enziminin CO»-hidratasyon reaksiyonunu kataliz

mekanizmasimin sematik olarak gosterilisi (Goger 2014).
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Karbonik anhidraz ¢ok sayida dokuda H" ve HCOs iyonlarinin birikmesinde de
mithim bir gorev iistlenmektedir. Bu dokulara 6rnek olarak goz lensi, gastrik mukoza
ve bobrek dokusu verilebilir. Bu dokulardan farkli olarak histokimyasal yontemlerle
kaslarda, tiikriik bezlerinde, beyinde, sinir miyelin kilifinda, pankreas, prostat ve
endometrium dokularda da CA enzimi tespit edilmis ve bunlarin bazilar saflastiriimas,
karakteristik ve biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Bazi bakterilerde, boceklerde,
kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, alglerde ve baliklarlarin solunga¢ ve salgi

organlarinda da enzimin degisik rolleri oldugu ayrica ispatlanmistir( Sahin 2008).

Bir canli tiiriinde ayni reaksiyonu katalizledikleri halde farkli kimyasal yapiya sahip
enzimlere izoenzimler denilir. Izoenzimlerin aktiviteleri farkli; substrat, kofaktdr ve

inhibitorlere karsi 6zel ilgileri degisik olabilir ( Keha ve Kiifrevioglu 2015).



Izoenzimlerin baslica 6zellikleri arasinda; her bir izoenzimin farkli bir gen tarafindan
ifade edilmesi, aminoasit sayisinin ve aminoasit diziliminin farkli olmasi, izoelektrik
noktalarinin ayni olmamasi, elektroforetik hareketliliklerinin farkli olmasi olarak
gosterilebilir.  Izoenzimler bir hiicrenin farkli subselliiler fraksiyonlarna
yerlesebildikleri gibi, farkli dokularda lokalize olabilirler (Devlin 2002, Kogyigit
2014) . CA ailesindeki baz1 izoenzimler ¢esitli hayvan tiirlerinde izole edilmis ve
karakterize edilmistir. Memeli hayvanlar i¢in; eritrositlerde CA | ve CAII, iskelet
kasinda CAIII, insan bobreginde CA 1V, bazi dokularin mitokondrilerinde CAV,
tiikkriik bezinde CA VI, sitozolde CA VII belirlenmistir ( Keha ve Kiifrevioglu 2015).

CA ailesinin evrensel olarak alti farkli sinif igerdigi (a-, B-, y-CA, 6, { ve n-CA'lar)
hayvanlarda, bitkilerde, alglerde ve bakterilerde tanimlanmistir. Hepsi ayn1 COz
hidrasyon reaksiyonunu katalize eder: ancak her aile birincil amino asit dizisinde
uygun spesifik 6zellikleri ve 3D tigiinciil yap1 gosterir. (Supuran 2010, Supuran et al.
2014)

e o -karbonik anhidrazlar monomerik veya dimeriktir. Hayvanlarda, bazi
mantarlarda, bakteri, yosun ve yesil bitkilerde bulunur

e B-karbonik anhidrazlar, dimerler, tetramerler veya oktamerlerdir ve esas olarak
monokotiledon ve dikotiledonlarin mantarlari, bakterileri, archaea, algleri ve
kloroplastlar1 ve bazi prokaryotlarda bulunur.

e v -anhidraz sinifi, bakteri, Archaea ve bitkilerde tarif edilen bir homotrimerdir.
Ayni1 zamanda, gesitli tiirlerde bulunan, katalitik olarak aktif olmayan birkag
homolog igerir.

e J- ve (-CA'lar deniz fitoplanktonlarinin g¢esitli siniflarinda bulunurlar.

e 1-CA yakin zamanda Plasmodium cinsinin bir ¢ok tiiriinde bulundu (Lionetto
et al. 2016).

Memelilerde farkli doku dagilimlart gosteren a-CA gen ailesine bagli 16 farkli CA
izoenzimi ve CA baglantili protein (CARP) tanimlanmistir. CA izoenzimlerinin hiicre
igindeki yerlesimleri de oldukga farklidir, CA I-11l, CA VII sitozolik, CA 1V, CA IX,
CA XII ve CA XIV membrana bagli, CAVA - CAVB mitokondride, CA VI tiikriik ve
stit salgilarinda bulunur. Karbonik anhidraz izoenzimleri kinetik 6zellikleri ve

inhibisyon profilleri agisindan farklilik géstermektedirler (Supuran 2008).



Karbonik anhidraz izoenzimleri, diabete, yag ve ilire olusumuna tiimore yol agan
etkenlerle ¢esitli patojenlerin gelismesini i¢ine alan fizyolojik ve patolojik siireglerde
rol alan genis bir enzim grubudur. Diiiretikler ve antiglokom ilaglarinin yaninda CA
inhibitorlerinin, yeni anti-obezite, anti-kanser ve antienfeksiyon ilaglar1 olarak
kullanim1 son senelerde yaygin bir bicimde vurgulanmaktadir Ayrica yeni ¢aligmalar
CA aktivasyonunun Alzheimer hastalig1 i¢in yeni bir tedavi yontemi sunacagini ileri

stiriilmektedir (Supuran 2008).

Insanlarda CA I eritrositlere spesifiktir; ancak CA II cogu hiicrede bulunur. CA II’nin
genetik olarak eksikligi, canlida kemiklerde kalsiyum emiliminde yetersizlik ve diger
dokulardaki kire¢leme sonucu ortaya ¢ikan osteopetroz (Albert-Schonberg hastaligr)
ile baglantilidir. izoenzim III ve VII daha 6zellesmis bir dagilima sahiptir. CA I,
bikarbonati yag asidi sentezinde kullanan adipozitlerde daha yiiksek oranda
bulunmaktadir. Izoenzim V ise mitokondriyal matrikste ve karacigerde bol
bulunmaktadir. Izoenzim VI tiikriikte salgilanirken izoenzim IV membrana bagh

olarak daha biiyiik bir formda bulunur (Meltzer 2003).

CA I, Il ve IV. izoenzimleri solunum ve asit-baz dengesini diizenlenmesinde
gorevlidir. Bu akistaki reaksiyonlar, CO2/HCO3 ~ ‘lin metabolize oldugu dokular ile
bosaltim organlar1 arasinda yani akcigerden bobrekle tasinmasini kapsar. Kilcal
damarlar ve pulmoner mikrovaskiilerde CO2 eliminasyonunun kolaylastirilmasinda,
bikarbonatin bobreklerden geri emiliminin saglanmasinda ve H* iyonlarinin renal

tiibiillerde ve damarlarda eliminasyonunda rol aynarlar (Supuran et al. 2004).

CA enzimleri, tiikiiriik, gastrik asit, safra, pankreas 6zsuyu iiretiminde ve bagirsakta
iyon taginmasinda gorevlidir. Doku ve organlarda elektrolit salgilanmasinda, tat ve
koku almada gorev alirlar ( Isik 2008). Gastrointestinal bolgeyi pH diizeylerinin asir1
degisiminden korurlar. Seminal sividaki pH ve bikarbonat konsantrasyonunu, kas
fonksiyonlarin1 diizenlerler ve hiicresel strese adaptasyonu saglarlar (Supuran 2003;
Parkkila 2000). CA V gibi baz1 izoenzimler molekiiler sinyal iletiminde gorev alir
(pankreasin B hiicrelerinden insiilin salgilanmasi) (Parkkila 2000; Isik 2008). izoenzim
Il ve V glukoneogeneze bikarbonat saglamak, yag asidi biyosentezi ve pirimidin

sentezi gibi dnemli metabolik siire¢lerde yer alir (Chegwidden and Carter 2000). CA
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IX, X1I, CARP VIII gibi baz1 izoenzimlerin onkogenez ve tiimor gelisiminde rol aldigi
bildirilmistir (Supuran and Scozzafava 2004).

1.2.3 CA inhibitorleri (Cals)
Hem in vivo hem in vitro sartlarda bazi bilesiklerin, enzim aktivitelerini diisiirmesi ve
hatta aktivitenin yok olmasi olayima inhibisyon; inhibisyona neden olan bilesiklere
inhibitér denir. Inhibitorler genelde kiigiik molekiil agirhgina sahip iyon veya
bilesiklerdir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu organizmalarda 6nemli bir kontrol
mekanizmasidir. Birgok zehirli bilesik ve ilacin etkisi inhibisyon ile ortaya c¢ikar

(Keha ve Kiifrevioglu 2015).

Etki mekanizmasina bagli olarak, bes farkli CAI sinifi bilinmektedir.

a- Cinko baglayicilar, yani aktif bolgenin iki degerli metal iyonunu selatlayan
bilesikler. Bu etkilesim Zn?" atomu ile su molekiilii / hidroksit iyonu arasindaki
koordinasyonu keser ve sonug olarak enzimatik aktiviteyi bloke eder. Stilfonamidlere
ve bunlarin izosterlerine ait énemli inhibitdr smifidir.(siilfamatlar veyasiilfamitler),
ditiyokarbamatlar, hidroksamat, vb. Siilfonamidler yillardir klinik kullanimda en az 20
bilesik ile ¢alisilan CAl'lerin en yaygin olanidir.

b- Fenoller gibi ¢inkoyla koordine edilmis su molekiiliine / hidroksit iyonuna
tutturulan bilesikler ve poliaminler
c- Aktif alanin girisini olusturan bilesikler (kumarinler ve izoserleri)

d-2- (benzilsiilfonil) benzoik asit gibi aktif bolgeye baglanan bilesikler

e- lkincil / iigiinciil siilfonamidler, imatinib gibi bilinen bir mekanizma

olmadan hareket eden CAl'ler (Chiaramonte et al 2018).

Yiiksek goz i¢i basinci (IOP) ile ortaya ¢ikan glokom(goz tansiyonu ) en ciddi gz

hastaliklarindan birisidir. %15-20 orani ile korliige neden olmaktadir (Supuran 2008).

GOz retinasinda bulunan CAII goz i¢i basinct olusumunun baslica sorumlusudur.
Glokomlu hastalarda IOP’yu diisiirmek igin en etkili ¢6ziim CAII aktivitesini inhibe
etmektir ( Supuran 2004).

Asetazolamid, methazolamid ve sulfonamid tiirevleri gibi CA inhibitérleri glokomada

(gbz tansiyonu) intraseliiler basincin diisiiriilmesinde kullanilmaktadir. Asetazolamid,
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methazolamid, diklorofenamid, dorzalamid gibi inhibitérler — bikarbonat
konsantrasyonunu azaltirlar, suyun ve Na* iyonunun posteriur kismina akisi olur ve bu
da sulu ortamin azalmasina, intraokiiler basincin azalmasina neden olur. Asetazolamid
gibi inhibitorler CA” y1 bloke ederek Na*ve H* degisim kapasitesini azaltirlar ve hafif
diiiretik etki ederek g6z tansiyonunun azalmasina yardimci olurlar. Asetazolamid

ayrica epilepsi hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (Kaur et al. 2002).

Epilepsi (sara) hastalig1 diinya iizerinde milyonlarca insanin yakalandig, tekrarlayan
nobetlerle karakterize edilen kronik nérolojik bir hastaliktir. (Yeni 2008). Yasam
kalitesi tizerine etkisi biiyiik olan, tedavisi uzun siireli takip gerektiren ve kontrolii zor
olan epilepsiyi yonetmekte ana hedef ndbetsizligi saglamak ve ilag yan etkilerini
onlemektir.(Baker 1997). Birkag¢ yeni antiepileptik ilactan birisi olan Topiramatin,
karbonik anhidraz izoenzimleri arasindan 6zellikle CA-Il ve CA-IV’ii inhibe eder ek

etkisini gosterir (Sonat 2009).

Enzimlerin Saflastirilmasinda Amag: hiicre ekstraktinda ¢ok sayida farkli madde ile
beraber bulunan ile hedef enzimin i¢inde bulundugu hiicre ekstraktindan ayrilmast;
izole edilmesi hedeflenen enzimin tam verimle elde edilmesini saglamaktir. Bunun
yaninda saflastirilan enzim maksimum safliga sahip olmali ve miimkiin olan
maksimum Katalitik aktiviteyi gostermelidir. Saflastirildiktan sonra elde dilen enzim

numunesi tipta veya endiistri alaninda kullanilabilir (Aktas 2004).

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece 6nemli bir fizyolojik fonksiyonu
gerceklestirdigi anlasilmistir. Ayrica bazi ester baglarin1 pargcalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik sentezlerde
kullanimin1 glindeme getirmistir. Bu nedenle, CA enziminin saflastirilmasinda daha
etkili ve ekonomik yontemlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun ¢aligmalar yapilmaktadir

(Ozensoy 2002).

Karbonik anhidraz enzimi {izerinde yapilan inhibisyon ¢aligmalartyla enzimin ¢aligma
sisteminin anlagilmasi sonucu, bu enzimin canli organizmalarda bulundugu dokular ve
dokulardaki yasamsal fonksiyonlar1 iizerine dikkat cekilmesiyle CA enziminin
inhibitorleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesi arttirilmistir.  Birgok CA enzimi
inhibitorii sentezlenmistir ve CA'larin inhibisyonu, diiiretikler gibi bir¢ok alanda

farmakolojik uygulamalara sahiptir. Bu inhibitorler basta glokom tedavisinde, epilepsi

12



ilaclari, agr1 kesiciler, antililser, antikonviilsan, antiobesite ve antikanser ajanlar /
tanisal araclar, fakat ayni zamanda antifungal, antibakteriyel ve yeni bir etki
mekanizmasi olan antiprotozoan ajanlar olarak kullanilmaktadir. Manyetik rezonans
belirlenmesinde, kliniklerde emisyon tomografisi ve diagnostikte his materyali
gelismesinde antibiyotik seklinde kliniklerde yol gdsterici olarak kullanimi 6nem arz

eder (Supuran and Scozzafava 2001; Supuran 2018).

1.3. Baliklarda Karbonik Anhidraz Enzimi

Baliklarda solunum organlari olarak 6zel sekilde geligsmis bulunan solungaclar1 vardir;
solungaglar ile sudaki ¢oziinmiis oksijeni alip vererek solunum gergeklestirirler.
Bunlar kemikli baliklarda her bir taraftaki 4 solungac yay1 lizerinde gelismistir. Bir
solunga¢ yayinin konkav tarafinda solungag dikenleri ( branchiospiri) , diger tarafinda

ise kilcal damarlarla kapli solungag¢ lamelleri bulunmaktadir.

Solunum yapildig1 sirada agizlar agilir ve solunga¢ kapaklar1 kapatilarak igeri su
pompalanir. Igerisinde ¢oziinmiis oksijen barindiran su , “solungag yapraklari
arasindan geger. Tam bu sirada sudaki ¢oziinmiis oksijen solungag¢ yapraklarindaki
epitel hiicrelere gegmis olur. Daha sonra kilcal damarlar yolu ile kana karisir. Ayni
sekilde kandaki karbondioksit de solunga¢ yapragindaki epitel hiicrelere oradan da
suya geger” (Anonim, 2019). Bu esnada operkulumlar agilirarak Oz si alinmis olan su

disariya atilmig olur (Pelgrom et al. 1995; Kiigiik 2015).

Baliklarda bulunan karaciger hemen hemen hepsinde biiyiik bir yer kaplar. Genellikle
midenin st kismindadir ve kismen mideyi sarar. A ve D vitaminleri karacigerde
depolanir. Ayrica bu organ azotlu bosaltim maddeleri ve iire olusumunda metabolik
bir rol tstlenmektredir. Karaciger, agir metallerin taginimini ve detoksifikasyonu
saglayan metallothionein ve bunun gibi proteinlerin baglica sentez yeri oldugundan

islevi oldukea fazladir (Kayhan 2006; Kiigiik 2015).

Karbonik anhidraz enzimi memelilerdekine gore baliklarda bazi1 farkliliklar
gostermektedir. Memelilerdeki mekanizmanin tersine kemikli baliklarin  kan
plazmasinda ve solungac epitelinin i¢ yiizeyinde karbonik anhidraz aktivitesi

goriilmez. Dolayisiyla, balik eritrositlerinde asitin plazmadan eritrositlere transferi
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yavas yavas ger¢eklesir. Boylece Na® /H* pompalar1 protonlar1 eritrositlerden

¢ikartirken bu protonlar tekrar hiicre i¢ine JacobSteward dongiisii (Sekil 1.4.) ile

girerler. Bahsedilen dongiide, plazmadaki CO2/HCOz - hidratasyon veya
dehidratasyon reaksiyonlari katalizlenmeden gergeklesir (Hisar et al. 2003).

Cizelge 1.4. Jakob Steward ¢evrimi

CO,= HCO, H

Y
HCO;+H*

CA

HbO,+H*

—> katekolaminler

Baliklarda CA enzimi pH kontrolii ve gaz dengesinde, asit-baz dengesinin korunmasi,
osmoregiilasyon, kalsifikasyon, iyon diizenlemesi ve azot metabolizmasindaki atik
tirlinlerin temizlenmesi gibi bir dizi temel fizyolojik siirecte rol oynar (Lionetto et al.
2000; Kim et al. 2013).

Balik plazmasinda bulunan inhibitdrlerinin se¢imi, eritrositlerin intraseliiler pH’larinin
korunmasi ve solunumun Kkontrolii gibi bir dizi fizyolojik etkilerin sonucunda

gerceklesir (Henry et al. 1997).

Tatli su baliklarmin solungag epitelinin apikal bolgesinde CA proton ATPaz ile
beraber bulunur. CA ATPaz’ a proton temin etmektedir. CA solungaglarin bazal
bolgesinde bulunmadigindan plazma solungaglar iginden gegerken CO2/HCOg3

reaksiyonlart CA yoklugundan dolayr katalizlenemez. Bu reaksiyon kanin
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solungaglardan gectigi esnada eritrositlerde katalizlenmektedir (Randall and Bruauner,
1998).

Kikirdakli baliklarda ise, CA enzimi solunga¢ damar sistemleri igindeki bazal
membrana bagli bulunmaktadir. Solunga¢ membranina bagli CA enziminin, CO2
atilminin  devam ettirilmesinden ziyade pH veya solunum sistemindeki CO:

duyarliligr ile alakali oldugu one siiriilmiistiir (Henry et al. 1997).

Kikirdaklt baliklarin eritrositlerinde yavas tip CA izoenzimi (CA I) bulundugu
bilinmektedir; buna karsin kemikli baliklarin eritrosit hiicrelerinde hizli tip CA
izoenzimi (CA 1) mevcuttur.

CA enziminin kemikli baliklarin solungag¢ epitel hiicrelerinin bazal bdolgesinde
aktivitesi goriilmez. Eger sozii gecen bazal bolgelerde aktivite gosterseydi; plazmada
reaksiyonlar sonucu olusan pH degisimleri solungag epitelini de etkilerdi. Bu olay
sonucunda solungag epitelinde bulunan ve pH degisimlerinden ziyadesiyle etkilenen
proton pompalari plazma pH’sina bagimli olarak ¢alisacakti (Randall and Brauner,
1998).

Baliklarda hem bazi dokularin, solungaglarin hem de eritrositlerin karbonik anhidraz
(CA) izoenzimlerinin molekiil agirliklar1 30 kDa civarindadir. Balik CA
izoenzimlerinin siilfanilamidlere olan yiiksek ilgisinden dolay1, solunga¢ CA
enziminin inhibisyon Ozellikleri de memelilerdeki hizli CA 1l izoenzimine
benzetilmektedir (Sender et al. 1999; Henry et al. 1997; Hisar et al. 2003).

1.4 Siraz (Capoeta umbla) ( Heckel 1843)

Cyprinidae ailesine mensup Capoeta cinsi ¢ok genis bir cografyada yayilmistir.
Ortadogu ve Anadolu’dan , Aral Go6li, Afganistan ,Tirkistan, Giiney Cin, Kuzey
Hindistan’a kadar dagilis gostermektedir. Capoeta cinsine ait bazi tiirler Firat, Dicle,

Kura ve Aras nehirlerine kadar ulasmistir (Geldiay ve Balik 1996).

Tirkiye i¢ su varligr yoniinden zengin sayilabilecek kaynaklara sahiptir. Dogu
Anadolu Bolgesinde bulunan tiirlerin yalnizca bir ka¢1 ekonomik agidan alabalik, inci
kefali, yaymn, aynali sazan, siraz, karabalik gibi tlirler avlanma kompozisyonuna

girmektedir. Mevcut tiirlerin iiretim potansiyelleri ve ekonomik degerleri yani sira,
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ekolojik bakimdan 6nemi de dikkate alinmali ve biyolojik biitiinliigli ele alinarak

calisilmalidir (Giines 2007).

Memleketimizin i¢ sularinda Capoeta antalyensis (Battalgil, 1943), Capoeta barroisi
(Lortet 1894), Capoeta bergamae (Karaman 1969), Capoeta capoeta(Guldenstaedt
1772), Capoeta damascina (Valenciennes, 1842), Capaeta sieboldi (Steindachne
1864), Capoeta umbla ( Heckel 1843) Capoeta pestai ( Pietschmann 1933), Capaeta
tinca (Heckel 1843), Capoeta trutta (Heckel 1843), Capoeta baliki (Turan, Kottelat,
Ekmek¢i&imamoglu, 20006), Capoeta banarescui (Turan,Kottelat,
Ekmek¢i&Imamoglu,2006), Capoeta ekmekciae (Turan,Kottelat, Kirankaya, Engin,
2006), Capoeta erhani (Turan, Kottelat, Ekmekci, 2008), Capoeta mauricii
(Kiigiik, Turan,Sahin, Giille,2009), Capoeta caelestis (Schéoter,Ozulug&Freyhof,
2009) yasadig1 bildirilmektedir (Ozdemir 2013).

C. trutta ve C. c. umbla, basta Firat ve Dicle nehir sisteminde olmak tizere Hazar goli,
Murat nehri, Karasu, Munzur suyu, Haman suyu, Batman suyu gibi Dogu ve
Gilineydogu Anadolu Bolgesindeki bir¢cok akarsu ve gollere yayilmistir (Geldiay ve
Balik 1996; Atay 1987). Bulundugu bdlgelerde beslenme kaynagi olarak goriilen,
tilketilen ve yore halkinca avciligi yapilan bu sebeple ekonomik 6nemi haiz C.umbla

‘nin sistematikteki yeri Cizelge 1.5. te verilmistir.

Capoeta umbla’nin belirgin 6zellikleri sunlardir; viicudu silindirik, uzun ve yanlardan
basiktir. Viicudu kiiciik pullarla ortiiliidiir, {ist kism1 koyu renkli, yanlar1 kahverengi,
alt1 kirli beyaz rengindedir. Viicut uzunlugu (SB), maksimum viicut yiiksekliginin
minimum 3,9 ve maksimum 4,7 kat1 kadardir. Agiz ventral konumlu olup, agiz
kosesinde bir ¢ift kisa ve ince biyik bulunur. Bas1 sivri, burnu kiittiir. Ust dudak iyi
geligmistir, boynuzumsu bir yap1 ile kaplidir . Dorsal ylizgecin son kemiksi 1g1in1n1 az
gelismis olup posteriyor kenarinda kii¢iik discikler bulunmaktadir (Dagli ve Erdemli
2009; Ozdemir 2013 ).

Bu calismamizda iilkemiz i¢sularinda yogun sekilde bulunan, insanlar tarafindan
avlanip besin olarak tiiketilen ve ekonomik degeri olan C. umbla balig: karaciger
dokusundan karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi amaglanmistir. Ayrica,
saflastirma islemlerinin ardindan dogada siklikla bulunan bazi metallerin ve

pestisitlerin enzimler iizerine inhibisyon etkileri incelenmesi hedeflenmistir.
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Cizelge 1.5. Capoeta umbla baliginin sistematik yeri

Sube Chordata

Alt sube Vertebrata

Ust simf Pisces

Grup Gnathostomata

Sinif Osteichthyes

Takim Cypriniformes

Alttakim Cyprinoidei

Familya Cyprinidae

Cins Capoeta

Tiir C. umbla (Heckel, 1843)

Sekil 1.2 Siraz (C.umbla) ‘a ait 6rnek fotograf

17



1.5. Agir Metaller

Agir metal, metalik ozellikler gosteren elementlerden olusan, net tanimlamasi
yapilmamis olan grupta bulunan elementlerdir. Bu grubun i¢inde gecis metalleri, bazi

yar1 metaller, lantanitler ve aktinitler bulunur.

Canli organizmalarin ihtiya¢ duyduklar1 “agir metaller” miktarlar1 degiskendir.
Insanlarin belirli oranda ¢inko, demir, bakir, mangan, molibden ve kobalta ihtiyaclart
vardir; fakat ihtiyactan fazla yiiksek derisimler canliya zarar verebilir (Demirdag
2014). Esansiyel metallerin yan1 sira, arsenik, kursun, kadmiyum, civa gibi bir dizi
baska agir metallerin viicutta bilinen higbir islevi yoktur ve toksik metaller olarak

adlandirtlir (Lionetto et al. 2014).

Besin zinciri, ekosistemde bir canlinin diger canli izerinden beslenmesi sonucu olusan
bir piramittir. Agir metaller gibi bazi kirleticiler besin zincirinin ilk basamaklarinda
diisiik diizeylerde bulunabilirler; ancak birbirini izleyen adimlarda yogunluklar

artabilir. Bu durum biyolojik birikim olarak isimlendirilir (Mural 1993).

Ekosistemde canlilar arasindaki dengeyi bozan kirleticiler; pestisitler, metaller,
poliklorlu bifeniller vb. olup bunlar canlilarda toksik etki olusturmaktadir (Taylan ve
Ozkog 2007).

Sucul ortamlarda baliklarin agir metalleri, ortamdan almasi solungaglar ile solunum
esnasinda, besinlerle, tatli su baliklarinda ise besinlerle beraber tiiketilen su ile ve deri
yolu ile almaktadirlar. Viicuda alinan metaller kan vasitas: ile dokulara, organlara
tasinmaktadir ve dokularda bulunan metal baglayici proteinler tarafindan baglanmasi

sonucu organizmada yiiksek derisimlere ulasabilmektedir (Heath 1995).

Sucul ortamlarda agir metallerin derisimlerinin artmasi ile baliklarin doku ve
organlarinda agir metallerin birikmesi meydana gelir. Bunun iizerine baliklarin
biiyiime ve gelismesini, enzim aktivitelerini, gesitli kan parametrelerini, etkiledikleri
belirtilmistir. Ortam derisimine ve baliklarin etkide kalma siiresine bagli olarak balik
doku ve organlarinda biriken metal diizeyi artar. Fakat metalin 6nce hangi dokuda
birikecegi canlinin tiirline ve metalin ¢esidine gore degisir (Cicik 2003; Altindag ve

Yigit 2005; Kogyigit 2014).
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Agir metallerin zehirleme kapasitesi ¢ozlinmiis oksijen miktarina, sicaklik ve pH’a,
baliklarin biiylikliigline oranla c¢o6zeltinin hacmine, c¢ozeltide bulunana diger
maddelere, ¢ozeltinin yenilenme frekansina ve sinerjik etki gibi etkenlere bagl olarak
degisir. Ozellikle suyun pH derecesi dnemli bir faktordiir. Deniz sularia nispeten tatl
sular biraz daha zayifca tamponlanmistir ve bu islem gérmiis tatl su sistemlerinde agir
metal toksititesi daha fazla gozlemlenir. Agir metallerin sert ve bazik sulara oranla,
distile ve yumusak sularda daha toksik etkisi oldugu bilinmektedir (Mutluay ve
Demirak 1996).

Sucul ortamlarda eser miktarlarda bulunan ginko, bakir gibi agir metaller; dogal
yollarla olabilecegi gibi maden islemeciligi, endiistriyel faaliyetler ve tarimsal
aktiviteler gibi aslinda insanlardan kaynaklanan faktorlerin etkisi ile gittikce artan
derigsimlere ulasabilirler. Baliklarin da i¢inde bulunduklari sucul organizmalar

metallerin yiiksek derisimlerinin olumsuz etkisi altinda kalirlar (Cicik 2003).

Agir metallerin toksik etkilerinin organizmay1 etkilemesi; ya enzimin aktif bolgesinde
yararli bir metalle yer degistirerek veya molekiil {izerinde aktif olmayan bolgeye

baglanmasi yolu ile olustugu saptanmistir (Viarengo 1985).

Bazi enzimlerin yapisinda Cu?*, Ni?" Fe?*, Zn?*, Mn?*, Co?" ve Mo?* gibi agir metal
iyonlar1 belli oranlarda bulunmaktadir. Agir metaller, proteinlerin yapisini olusturan
amino asitlerdeki, tirozinin hidroksil (-OH), sisteinin siilfidril (-SH), histidinin
imidazol, glutamic ve aspartik asitlerin karboksilat (-COOH) gibi fonksiyonel
gruplarma etki ederek proteinin yapisinda farkliliklara neden olabilirler. Agir metal
iyonlar1 6zellikle enzimlerin aktif merkezlerinde yer alan sistein amino asitleriyle
birlestiginde merkaptan bilesikleri olustururlar; bdylece enzim aktivitesi yok

olmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2015).
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Calismada kullanilan metaller:

Baryum: Toprak alkali metaller sinifindan giimiis beyazi renkli, yumusak, periyodik
sistemin 2A grubunda yer alan elementtir. Kimyasal sembolii Ba, atom numarasi 56
‘dir. En agir elementler arasinda yer alan almaktadir. Baryum siilfat; gama ve x 1511
yayma Ozelligine sahiptir ve saglik alaninda rontgen uygulamalarinda, kanser
teshislerinde kullamilir. I¢ organlarin rontgen filmleri gekilmeden &nce igirilen
soliisyonlarin igeriginde vardir. Havai fiseklerde, Vakum tiiplerinde, bujilerde ve
floresan lambalarda kullanilir. Suda ¢6ziinen bilesikleri fazlasiyla toksik etki gosterir
ve cok tehlikelidir. Diger toprak alkali metallerden daha ugucu olan Baryum
damitilabilir. Baryum, kalsiyum ve stronsiyum; suyu ayristirarak hidrojen aciga
cikarir ve hidroksit olusturur. Bu hidroksitler 1sitildiginda su kaybederek oksit haline
doner. Tiirkiye’de de bol bulunan baryum, oldukga yiiksek aktifligi olan bir elementtir.
(https://www.makaleler.com/baryum-nedir , http://www.kimyakulubu.com/baryum-
klorur-bacl2/-)

Selenyum: Periyodik cetvelde 4. Periyot 6A grubunda olan bir ametaldir. Selenyumun
atom numaras1 34’tlir. Jons Jakob Barzelius, selenyumu 1817 yilinda kesfetmistir
Dogada az bulunan seleniir ve agir metal siilfiirleri seklinde bulunur. Bakir tiretiminde
yan Uriin olarak elde edilir. Kimyasal yapis1 bakimdan kiikiirde benzer. Bilesikleri
zehirlidir. Yari-iletkenlik 6zelligi gosteren selenium, giines pili ve fotosel yapiminda,

zeroks tekniginde kullanilir (www.nkfu.com/Selenyum).

Bakwr: Periyodik cetvelin 1 B grubunda bulunan Simgesi Cu olan bir gegis
elementidir. Rengi Kirmizi gibi, parlak goriinlimlii, c¢ekilebilen ve ddviilen bir
metaldir. Elektrik ve 1s1 iletkenligi oldukga fazladir. Giimiisten sonra metaller arasinda
elektrigi en iyi ileten metaldir.

Bakir 6zellikle elektrik-elektronik sanayide kullanilir. Madeni para ve silah yapiminda
kullanilan metal alagimlarinin biiylik gogunlugu bakir icerir. Tarim alaninda su yosunu
oldiirticii olarak kullanilir. Fehling ¢ozeltisi gibi cesitli bilesimler de bakir igerirler.
(www.nkfu.com/bakir, www.dersimiz.com)

Tiim canli organizmalarin gereksinim duydugu bir iz element olan bakir; bir¢ok
onemli enzimin bilesimine girer. Bu sayede damar, kan ve kemiklerin yapiminda

kullanilir.Pek ¢cok omurgasizin kan proteininde solunum pigmenti halinde mevcuttur.
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Bakir baliklar i¢in yiiksek derecede toksiktir. Ayrica bakirin subletal derisimlerinin
baliklarda bliyiime, gelisme ve iiremeyi olumsuz ac¢idan etkiledigi arastirmacilar
tarafindan sOylenmistir.

Bakirin hiicrede selatlama kapasitesinin iistiinde birikmesi halinde fazla sitotoksik
oldugu, oksidatif strese neden oldugu ve hiicresel diizeyde zarar verdigi de
bilinmektedir. Kronik bakir etkisindeki baliklarda; oksijen tliketiminde artis, yiizme
hizinda diisme, iyon regulasyonunda dengesizlikler, lenfosit diizeyinde azalma,
notrofil diizeyinde artma, bagisiklik sisteminde diizensizlik, enzim aktivitelerinde

kayiplar gozlenmektedir (Kogyigit 2014; Kiric1 2014).

Mangan veya Manganez: Periyodik cetvelin 7 B grubunda yer alan, atom numarasi
25, simgesi Mn olan elementtir. 1774 yilinda kesfedilmistir. Grimsi metal rengindedir.
Icinde bulundurdugu karbon miktarmin fazlaligma bagh olarak celigin dayanimini
gelistiren alasim elementi olarak bilinmektedir. Ferromanganez elde edilmesinde
demirle karistirilmasi sureti ile kullanilir. Bu da mangan ¢eliklerine sertlik vermeye
yaramaktadir. Ornegin tas kirma makinelerinin ¢eneleri bu tiir mangan celiklerinden
yapilmaktadir Bakirla karistirilmasi sonucu sert ve korozyona dayanikli alasimlar
ortaya c¢ikartir. Hayat i¢in son derece zorunluluk arz eden bir elementtir. Bu nedenle
giibrelere az miktarda manganez siilfat (MnSOas) konur. Baz1 enzimlerin gorevleri
esnasinda katalitik aktiviteyi yerine getirebilmeleri i¢in manganeze ihtiyag

duymaktadirlar (www.makaleler.com/mangan )

Mevcut calismada agir metallerin secilmesindeki amag; agir metallerin sucul
ortamlarda genellikle eser miktarda bulunmakla birlikte son yillarda hizli niifus artisi,
endiistrilesme, madencilik, tarimsal aktiviteler, sanayi kuruluslarinin deniz sahilleri ve
turizm boélgelerinde yogunlasmasi, drenaj sular1 ve yerlesim yerlerinde olusan atik
sular gibi faktorlerin etkisi ile giderek artan konsantrasyonlarda bulunmalaridir.
Baliklar {izerinde, agir metallerin ortam derisimindeki artiginin baslica etkisi doku ve
organlarda birikmesidir. Bunun yaninda baliklarin biiyiime ve gelisimini, ¢esitli kan
parametrelerini, enzim aktivitelerini olumsuz etkiledikleri gézlemlenmistir. Balik
doku ve organlarinda biriken metal diizeyi; ortam derisimine ve etkide kalma siiresine
bagli olarak artar. Canlinin tiiriine ve metalin ¢esidine bagh olarak, metalin hangi

dokuda oncelikle birikecegi degisim gosterir (Kogyigit 2014).
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1.6. Pestisitler

Pestisitler, hastaliklarin, zararli organizmalarin, yabanci otlarin bitkilere olumsuz
etkilerini yok etmek, azaltmak ya da kontrol altina alabilmek icin kullanilan,
mikroorganizmalar ve baskaca zararlilarin 6liimiine yol acan, biyolojik olarak aktif
calisan kimyasal maddelerdir. Tarimsal iiretimi artirmak, kaliteyi iyilestirmek ve bol
iriin almak amaciyla zirai miicadelede olduk¢a genis kullanim alanina sahiptir

(Ribeiro et al. 2005; Delen 1990; Last and Robert 1992).

Pestisitler, hizla artan niifusa kars1 tarimi alaninin kisitli olusundan dolayi, modern
tarimin tamamlayicis1 haline gelmistir ve diinyanin tiim tarimsal ekosistemlerinde
tiretim siireci bir veya daha fazla pestisit uygulamasina gereksinim duymaktadir.

Bir¢ok uygulamada birden fazla aktif madde kullanilabilmektedir (Y1ldiz 2014).

Pestisitler, tarim ve orman sahalarina uygulandiktan sonra; yagmur sulari, sulama
sulari, yiizey akislart ve drenaj sulari ile taginarak akarsulara ulasir ve ordaki

ekosisteme, balik ve diger canlilara zarar vermektedirler (Tuncer 1987).

Pestisitlerin tarimdaki yararlarinin disinda uzun stireli kullanimlart sonucunda insan
sagligina ve ekosisteme kalict hasarlar verdigi saptanmistir, bu zarar1 en aza indirmek
sebebiyle tarim amach kullanilacak kimyasallarin kullanimi bazi kurallarla
siirlandirilmistir. Uzun stire ekosistemde kalan pestisitler, genetik hastaliklara ve
kansere neden olabilirler. Pestisitler diger zehirli maddeler arasinda yapilan
siniflandirmada kimyasal ve sosyal olarak ayr1 bir sinifta tutulur. Ciinkii pestisitlerin
toksik etkisi direk bir organizmay1 etkileme yolu ile ger¢eklesmemektedir (Siemering

et al. 2005; Gliven 2005; Altikat 2009).

Suda yasayan canlilarda birikime neden olan, saglik acisindan tehlike olusturan ve
ekolojik dengeyi bozan ksenobiyotikler; pestisitler, endiistriyel atiklar, yapay tarimsal
giibreler ve yapay organik kimyasallar, petrol ve tiirevleri, radyoaktivite, deterjanlar,

inorganik tuzlar, agir metaller ve atik gazlar yaygin olarak bilinmektedir (Hu 2000).

Pestisitler; kullanildiklar1 zararli grup, kimyasal yapilari, toksisitesi, formiil sekli,
kullan1lma teknigi, ilacin fiziki hali, etki ettigi zararlinin bulundugu yer gibi kriterlere

gore kategorize edilmektedir (Oztiirk, 1990).
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a)Etkili olduklar: canhlara gore:

Pestisitler etki gosterdikleri canlilara gore su sekilde gruplandirilabilir:

1. Fungisitler, 2. Insektisitler , 3. Herbisitler , 4. Rodentisitler, 5. AKarisitler,
6.Pisisitler , 7. Nematositler, 8. Avisitler, 9. Mollususitler (Giiler ve Cobanoglu
1997).

b) Kimyasal yapilarina gore:

1. Organik klorlu pestisitler

2. Organik fosforlu pestisitler

3. Karbamatl pestisitler

4. Piretroit grubu pestisitler (Acar 2015).

Pestisitlerin %75 1 ABD de Tarimsal amagcla kullanilmaktadir. Pamuk, misir ve soya
fasulyesi ekiminde tercih edilmektedir. Giiniimiizde DDT, aldrin, endrin, dieldrin,
chlordane, heptachlor, lindane, toxaphene ve hexachlorobenzen gibi klorlu
hidrokarbonlar ABD de kullanimi yasaklanmigtir. Metoksiklor ve endosulfan gibi
dayanikli olmayan klorlu hidrokarbonlar ise yiyecek iirtinlerinde kullanilmaktadir.
Klorlu hidrokarbonlarin yasaklanmasindan sonra akut toksik etki yapan

organofosfatlar ve N metil karbamatlar yayginlagmistir (Giiler ve Cobanoglu 1997).

Organik klorlular; biinyelerinde, karbon, hidrojen ve klor atomlar1 barindiran bir
gruptur. Bu gruba 6rnek olarak, aldrin, dieldrin, DDT, endosulfan, heptachlor,
endrin, lindane gibi pestisitler gosterilebilir. Genel olarak gaz kromatografisi ile
analiz edilirler. Viicuda temas etmesi ve solunum yolu ile alinmast sonucu etki
gosterirler. Ekosisteme verdikleri ciddi zararlardan otiiri bu grubun iiyelerinin

kullanim1 yasaklanmaktadir (Agar 2015).

Organik klorlu pestisitlerin digerlerine oranla daha toksik olduklar1 bilinmektedir.
Uzun siire kalicili@i ve viicutta birikme 6zelligi oldugundan diisiik dozda da olsa
kronik zehirlenmelere neden olur. Bakir siilfat (CuSOs4), paraquat (PQ) ve
methidathion (MD) gibi pestisitler adi sazanlarda doku zararlanmalar1 ve strese yol
acarak, laktat dehidrogenaz (LDH), glutamik oksaloasetik transaminaz (GOT) ve
glutamit dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile kan seker miktarimi yiikseltmektedirler

(Atamanalp ve Yanik 2001).
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Aldrin ve dieldrin gibi pestisitler merkez sinir sisteminin uyanlabilirligini artirirken
karacigerde tahribat yapmaktadir. Pestisitler sadece merkezi sinir sistemini
etkilemekle kalmaz; ayrica pek ¢ok enziminde inaktivasyonuna neden olmaktadirlar.

Karbonik anhidraz enzimi de bunlara bir 6rnektir (Dogan, 2005).

Baliklar, solungaglar1 vasitasiyla ortamindaki kimyasallar1 absorbe ederek ya da
bulagsmis materyalleri besin olarak tiikketmeleri sonucu zehirlenebilirler ya da pestisitler
baliga gegebilir. Baliklar iizerinde pestisitlerin olumsuz etkileri farkli yollarla
gerceklesir. Sucul ortamlarda dogrudan Gliimlere neden olabilecegi gibi baliklarin
tiremesini engellemek ve yumurta birakmalarini durdurmalar1 suretiyle de balik
poplilasyonu igerisinde ciddi problemlere neden olabilir. Ayrica dokularda meydana
getirdikleri hasarlar ile baliklarda duyarliliga yol acarak; baliklarin mevsimlik 1s1
degisimlerin ve gecici agliktan normalinden daha fazla etkilenmesine neden olurlar.

(Toros ve Maden 1991; Atamanalp ve Yanik 2001).

Agir metaller, pestisitler ve ¢evre kirliligi gibi nedenlerle baliklarin dokularinda
bulunan oksijen ¢ok tehlikeli toksik formlar olan serbest radikallere
dontisebilmektedir. Serbest radikaller, dis halkalarinda bir ya da daha fazla eslesmemis
elektron bulunan, kisa Omiirlii reaktif atom, iyon veya molekiillerdir. Serbest
radikallerin biyolojik yaslanmaya, ciddi hiicresel hasarlara, mutasyona ve kansere

neden oldugu bilinmektedir (Akbulut vd. 2014).

Baliklar insanlarin  alternatif besin kaynaklarimin  6nemli bir  boliimiinii
olusturduklarindan meydana gelebilecek toksik etkilerle ilgili 6nemli g¢alismalar
yapilmaktadir. Ozellikle Tiirkiye’de cesitli yasaklamalara ve her pestisit icin
kullanilacak doz miktarinin oranlari belirlenmis olmasina ragmen tarim fiireticileri, bu
kimyasallardan bilingsiz bir sekilde faydalanmakta ve sonucta g¢evre kirliligiyle
birlikte besin zinciri ile insanlara kadar ulasmasina neden olmaktadirlar (Yilayaz
2006).
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Calismada kullanilan pestisitler:

1-Aldrin: C12HsCls

Sekil 1.3.Aldrin pestisiti molekiiler yapisi

2-Heptachlor: C1oHsCl7

Cl Cl
1
Cl g

I
Cl” ¢

Sekil 1.4. Heptachlor pestisiti molekiiler yapist

3-Dieldrin: C12HsClsO

Sekil 1.5. Dieldrin molekiiler yapisi
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4-Endosilfan ;: CgHsClsO3S

Sekil 1.6. Endostilfan pestisiti molekiiler yapisi

5-Hexachlorbenzene: CsCLs

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Sekil 1.7. Hexachlorbenzene pestisiti molekiiler yapisi

6-alpha-HCH: CeHeCle

Cl - Cl
Cl

Sekil 1.8. a-HCH pestisiti molekiiler yapist
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7-2,4 DDT: C14HoCls

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Sekil. 1.9. 2,4-DDT pestisiti molekiiler yapist

(https://www.lgcstandards.com/AE/en/Environmental/Pesticides-and-

metabolites)
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2. KAYNAK OZETLERI

1935 yilinda yayinlanan ilk derlemede bazi viicut organlarinda CA aktivitesinin olup
olmadig1 yoniinde tanimlamalar yapilmistir. Dr. Roughton tarafindan kaslarda CA
aktivitesinin oldugunu ve karacigerde ise olmadigini belirtmistir. Ilaveten kastaki
aktivitenin zararli oldugunu ifade etmis ve bunun olasi sebebinin de CA’nin eritrositler
gibi viicudun her yerinde aymi fizyolojik fonksiyona sahip olmasimi gostermistir

(Tashian and Hewett-Emmett, 1984)

Yapilan ilk calismalarda sigir ve insan kanmi kullanilmis, karbonik anhidrazin
saflastirilmast islemlerinde baslangicta kandaki hemoglobin fazlaliginin giderilmesi
saflastirma isleminin birinci adimini olusturmustur. Keilin ve Mann (1940) bunu
etanol-kloroform ekstraksiyonuyla basar1 ile gergeklestirmislerdir. Etanoliin
kullanilmasinin enzime zarar verdigi anlasilmis, amonyum siilfat fraksiyonu ve
aluminyum oksit ekstraksiyonu uygulanmis ve saflastirma daha yiiksek oranlarda
basartya ulasmistir(Verpoorte et al. 1967). Bu islemden daha modern ayirma teknikleri
olan kromatografi ve elektroforez ise Rickli ve arkadaslarinca saflastirma yontemi
olarak kullanilarak insan eritrositlerinden CA I ve CA II olarak bilinen iki izoenzim
izole etmislerdir (Rickli et al. 1964). insan CA’sin1 ise Edsall, Sephadex G-75 iizerine
jel filtrasyonuyla hemoglobinden ayirmis ve izoenzim ayirimi ig¢in hidroksiapatit
lizerine kromatografi uygulamistir. Daha sonra A-50 ve amonyum siilfat ile
coktlirmeyi takiben DEAE-Sephadex iizerinde izoenzimleri ayrilmistir (Tobin 1970;
Lamb 1977; Kandel et al. 1978).

Glinlimiize yapilan CA arastirmalardan bazilar1 hakkinda bilgiler verecek olursak;
1983 yilinda Hall ve Schraer CA enzimini, gokkusagi alabalik (Salmo gairdneri)
eritrositlerinden klorofrom-etanol ektraksiyonu, Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisi ve DEAE Biojel iyon degisim kromatografisi yontemi ile
saflastirmislardir. Saflastirilan CA enziminin molekiil kiitlesinin 28.3 kDa oldugu
sonucuna varilmistir. Hem N-etilenamid hem de akrilonitril ile siilfhidril
modifikasyonu, her bir CA molekiiliinde 3 tane aktif siilthidril grubunun oldugunu ve
bu gruplarin modifikasyonu enzim aktivitesini dogrudan etkilemedigi, modifiye olmus
CA enziminin oksidasyon ortaminda inaktive olmadig1 gézlemlenmistir (Soyiit 2006;

Kogyigit 2014 ).
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Ulkemizde C. trutta ve C. umbla baliklarin iizerinde cesitli ¢alismalar yapilmistir
(Kopriicii ve Ozdemir 2003; Dagli ve Erdemli 2009; Kiric1 vd 2016). Bu calismalar
kisaca sunlardir; yas-boy iliskisi, yas-agirlhik iliskisi, boy-agirlik iliskisi, eseysel
olgunluk ve lireme zamani, taksonomik 6zellikleri, et verimi ve organlar1 arasindaki
iliski, besin analizleri, yas tayinleri, mide muhteviyat1 ve agir metal analizleri

seklindedir (Celayir 2007).

Literatiirde, C. trutta ve C. c. umbla ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen, CA
enzimi saflastirilmasi ile ilgili; Kiric1 vd (2016) ve Kiric1 (2014) yaptiklart ¢calismalar

olarak tespit edilmistir.

Kiric1 vd. 2016 yilinda Capoeta umbla (Heckel, 1843), Solungag Dokusundan
Karbonik Anhidraz Enziminin Saflastirilmasi ve Bazi Metallerin Enzim Aktivitesi
Uzerine Toksikolojik Etkilerinin Incelenmesi isimli calismasinda, Karbonik anhidraz
enzimi C. umbla solunga¢ dokusundan ilk kez; Sepharose 4B—L-tirozin—sulfanilamid
afinite kromatografisi yontemi ile saflagtirmistir. Capoeta umbla solungag sitoplazmik
karbonik anhidraz enzimi iizerine bazi metallerin (Fe*3, Cd*?, Pb*? ve Ni*?) in vitro

etkilerini incelemistir.

Kiric1 2014 yilinda Capoeta capoeta umbla ve Capoeta trutta’nin solungag, karaciger,
bobrek dokularindan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ile glutatyon rediiktaz enzimlerinin
saflastirilmasi ve bazi metallerin enzim aktivitesi iizerine etkilerini incelemislerdir. in
vitro olarak bazi metallerin (Cu*?, Zn*?, Ni*?, Cd*2, Ag*, Pb*2, Fe*3, Co*?) saflastirilan
enzim aktiviteleri iizerine etkileri incelenerek inhibisyon gdsteren metaller igin ICso ve
Ki degerleri hesaplanmis; sonugta, Ag" iyonunun tiim balik dokularinda enzim

aktiviteleri lizerine en etkili inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir.

Soyiit vd. 2008 yilinda gokkusagi alabaligi beyninden Sepharose-4B-L-tirozin —
stilfanilamit afinite kromatografisi ile CA enzimini saflastirdilar. SDS PAGE enzimin
molekiil kiitlesini yaklasik 29 kDa, jel filtrasyon kromatografisi ile enzimin molekiil
kiitlesini yaklasik 27,3 kDa olarak buldular. Soyiit ve Beydemir yine 2008 yilinda
Sepharose-4B-L-tirozin —siilfanilamit afinite kromatografisini kullanarak gokkusagi
alabaliginin karacigerinden CA enzimini saflastirdilar. Enzimin molekiil kiitlesini SDS
PAGE de 29,4 kDa jel filtrasyon kromatografisiyle molekiil kiitlesi yaklasik 31 kDa

civarinda buldular.
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Yerlikaya vd. 2017 yilinda karbonik anhidraz enzimini siirt tiftik kegisi karacigerinden
saflagtirmiglar, karakterizasyonunu ¢alismislar ve metal toksisitesine karsi enzim

kinetigini degerlendirmislerdir.

Demirdag tarafindan 2012 yilinda yiiriitiilen ¢alismada Karbonik Anhidraz II Ve IV
Izoenzimlerini Koyun Bobrek Dokusundan saflastirilmis, Karakterizasyon ve Bazi
Kimyasallarin Etkilerini arastirilmistir Her iki izoenzim iizerine hayvan tedavisinde
siklikla kullanilan bazi antibiyotiklerin etkilerini hidrataz ve esteraz aktivitesi

yontemleri ile incelemistir.

Demirdag vd. 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda Tiirkiye Dogu Anadolu’da Aras
daglarinda bulunan, olusumu agisindan lav set golii olan ve Tiirkiye’nin en yiliksek
g0l olan Agr1 Balik Goliinden elde ettikleri yorede kirmizi benekli alabalik olarak
bilinen Salmo trutta labrax’tan CA enzimini sepharose4B-L tirozin-siilfanilamid
afinite jel kromatografisi kullanilarak %79,3 verim ile 303.9 kat saflagtirmis ve enzim

molekiil kiitlesini 29.9 kDa olarak bulmuslardir.

Karahalil 2009 yilinda doktora tezi caligmasinda ilk defa mersin alabaligi
eritrositlerinden CA enzimini Sepharose-4B-L tirozinsiilfanilamid kolonundan %29
verimle 539 kat saflastirmis ve karakterizasyon ¢alismistir. Enzimin molekdil kiitlesini,
safligin1 kontrol etmek amaci ile SDS-PAGE yapilmis ve enzimin molekiil kiitlesini

29 kDa olarak bulmustur.

Goger 2014 yilinda Erzurum’da gergeklestirdigi doktora tezi ¢alismasinda, Sinefrin ve
fenilefrin: Antioksidan kapasitelerinin belirlemis ve insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA 1 ve hCA 1I) ile asetilkolin esteraz enzimi {izerine etkilerini

arastirmistir.

Kogyigit 2014 yilinda doktora tezi ¢calismasinda Sivas Kangal balikli kaplicalardaki
doktor baliklar olarak bilinen Kangal baliginin (Garra rufa) solungag, kas ve goz
dokularindan karbonik anhidraz enzimi ilk kez saflastirmis ve karakterizasyon
calismalarin1 yapmistir. Bazi metal iyonlarin (kobalt, kadmiyum, bakir, kursun ve

demir) inhibitor etkileri esteraz metodu kullanilarak in vitro sartlarda incelemis,
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Séyiit ve Beydemir 2010 yilinda Erzurum Atatiirk Universitesinde yaptiklar1 doktora
calismasinda Gokkusagi Alabalik (Oncorhynchus mykiss) tiiriinde elde ettikleri bobrek
dokusundan karbonik anhidraz enzimini saflastirmislar, karakterizasyon ve kinetik

ozellikleri incelemislerdir.

Hisar 2002 yilinda Gokkusagi Alabalik (Oncorhynchus mykiss) eritrositlerinden
karbonik anhidraz enzimini saflastirmislar, karakterizasyon ve bazi antibiyotiklerin

inhibisyon etkilerini incelemistir.

Kaya 2011 yilinda doktora tezi i¢in yaptig1 ¢alismada Cipura (Sparus aurata) baliginin
karaciger, solungag¢ ve bobrek dokularindan karbonik anhidraz enzimini saflastirmas,
karakterizsayonu ve bazi metal iyonarmmin enzim aktivitesi tiizerine etkilerini

incelemistir.

Orhan 2017 yilinda yiiksek lisans tezi calismasinda karbonik anhidraz enzimini koyun
kalp dokusiundan saflastirmis, karakterizasyonu ve yeni sentezlenen siilfonamid

kalkonarin etkisini arastirmistir.

Caglayan, 2017 yilinda doktora ¢alismasinda Kegi karaciger ve bobrek dokularindan
CA enzimini %55.6 ve %51.0 verimlerle , 61229.29 ve 58974.33 EU/mg spesifik
aktiviteleriyle  birlikte  Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid  afinite  kolon
kromatografisi kullanilarak saflastirilmis, karakterizasyonu ve bazi metal iyonlarinin,

antibiyotiklerin ve avermektinlerin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir.

Arslan 2015 yilinda yaptifi c¢aligmada, Pestisit Sinerjisinin; Gokkusagi
Alabaliklarinda  (Oncorhynchus  Mykiss) yiizme performansi, biyokimyasal
hematolojik, histopatolojik ve genotoksik etkilerini aragtirmig, baligin karaciger ve
solunga¢ dokulariin histopatolojik incelemelerinde pestisitlerin lamellerde erime,
hiperemi, epitel nekrozlar, vakuol olusumlari ve hiicre infiltrasyonlarina neden

oldugunu gostermistir.

Keskinkaya 2015 yilinda gerceklestirdigi Cavuscu ve Beysehir gollerindeki toksik ve
karsinojenik organik kirliligin bu gollerde yasayan sazan baligi(Cyprinus carpio)
tizerine etkilerinin biyokimyasal olarak incelenmesinde; organik kirlilikle ilgili enzim
aktivitesini degerlendirmisler ve her iki goldeki kirliligin anilin 4- hidroksilaz enzim

aktivitesine etkisinde anlamli bir fark goriilmemisken, eritromisin N-demetilaz enzim
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aktivitesi p=0.0073 olup iki g6l arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur. Cavusgu
Goliindeki eritromisin N-demetilaz aktivitesi Beysehir Goliindeki aktiviteye gore 1.4

kat daha fazla bulunmuslardir.

Kaygisiz 2018 Yiiksek lisans tezinde glokom hastaligi tedavisinde kullanilmaya aday
yeni karbonik anhidraz inhibitorlerinin bu enzim tizerindeki inhibisyon etkileri in vitro
olarak arastirmistir. Insan eritrositlerinden hCA 1 ve hCA 1I izoenzimleri afinite jeli
(Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid) kullanilarak, hCA I 1108,21 EU/mg protein
spesifik aktivite ve %16,82 verimle, hCA 11 2399,80 EU/mg protein spesifik aktivite

ve %23,97 verimle saflagtirmistir.

Birgok calismada CA aktivitesi iizerine, ¢esitli hayvan tiirlerinde ¢esitli dokularda,
baz1 gegis metallerinin, aktif bolgedeki Zn*? 1 yerinden etme ya da histidini baglama
kabiliyeti oldugu ve aktif alan disindaki bolgelerdeki sistein kalintilari, baz1 metallerin

inhibe edici etkisini agikladigi bildirilmistir.

Teleost baliklarindan (lctalurus punctatus) Cd*?, Cu*2, Ag* ve Zn*2 'm eritrosit CA
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.

Avrupa deniz levregi (Dicentrarchus labrax) ile yapilan ¢alismada Al*3, Cu *2, Pb*?,
Co*™, Ag™, Zn*? ve Hg' nin karacigerin CA aktivitesinde rekabetci inhibitdrleri
oldugu bulunmustur.

Cipura balig1 (Sparus aurata) karacigeri karbonik anhidraz enzimi igin, Ag *, Ni*?,
Cd*2 ve Cu'™ ‘nin CA aktivitesinin rekabetci olmayan inhibitdrleri olarak
gosterilmistir.

Gokkusag alabaliginda (Oncorhynchus mykiss), beyin dokularinda Co*2, Cu*?, Zn*?,

Ag*ve Cd*? nin CA enzimi aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (Lionetto 2016).

Bakteriler ayrica ti¢ farkli genetik aileye, CA'lara, a-CA'lara, B-CA'lara ve y-CA’lara
sahiptirler. Supuran ve Capasso enzimlerin bu organizmalarda sahip oldugu rolleri
gozden gecirmistir. Cogunlukla patojenik bakterileri goz Oniine alarak, Ornegin
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Brucella suis, Helicobacter pylori, Porphyromonas
gingivalis, Mycobacterium tuberculosis, Burkholderia pseudomallei incelenmistir
(Supuran 2018).
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Baz1 metallerin CA'ya 6zgii izoformlar {lizerine uyguladigi inhibisyon, dogal metal
kofaktorii veya CA molekiliindeki diger bolgelere baglanma, metallerin CA
tizerindeki biyolojik etkilerinin hepsini agiklamamistir (Lionetto 2016).Yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda; pestisitlerin ve agir metallerin sucul organizmalarin
antioksidan savunma sisteminde birtakim degisikliklere ve bunun sonucunda hiicresel

diizeyde hasarlara sebep oldugu goriilmektedir.
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3.MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Mevcut calismada kullanilan Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat, aseton, sodyum
hidroksit, trihidroksi metil aminometan (Tris), sodyum kloriir, sitrik asit, sivi azot, saf
su , brom timol mavisi, hidroklorik asit, siilfirik asit, fosforik asit, Coomassie Brillant
Blue G-250, standart serum albumin, N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED),
karbondioksit gazi, merkaptoetanol, glisin , sodyum azotiir, metanol, etanol,
izoproponal, sodyum barbital, akrilamid, N,N’- metilen bisakrilamid, ve diger
kimyasal maddeler Agri Merkezi Aragtirma ve Uygulama Laboratuvarindan

saglanmustir.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar sirasinda asagida yazili listede bulunan alet ve cihazlar kullanilmistir.

Sogutmali santrifiij : ThermoSL 16R
Spektrofotometre : SHIMADZU UV-1800
pH metre :inoLab pH-MeterCG840
Elektroforez tanki :Consort EV265

Peristaltik pompa :GILSON
Karistirici(Shaker) :COMBI-Shaker

Karistirict (Vorteks) : WiseMix

Hassas terazi : OHAUS pioneer

(1x10), Sigma (ABD) Otomatik pipet : Eppendorf
Calkalayici : IsoLab

Magnetik karistiric : BioCote

Safsu cihazi - UltraPure (Typl) Water
Giigkaynagi :1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus

CorporationECBuzdolaplar1  : Argelik
Derindondurucu (-20°C) : Argelik
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3.3. Cahismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

1.

50 mM Tris-HCI pH:7.4 (Homojenat hazirlanmasi igin) 0,607 gr tris 90 ml
destile suda ¢oziildli, pH: 7.4’e¢ getirildikten sonra destile su ile hacim

100ml’ye litreye tamamlandi.

25 mM Tris-HCI/0,1 M NaxSOas, pH: 8.7 (afinite jelinin dengelenmesinde
kullanilan tampon): 3,0275 g Tris ve 14,2 g NaSO4, 950 ml destile suda
¢oziildii 1 N HCl ile pH: 8,7 ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye

tamamlandi.

25 mM Tris-HCI/22 mM Na»SOs, pH: 8.7 (homojenatin tatbikinden sonra
afinite jelinin yikanmasinda kullanilan tampon) 3,0275 g Tris ve 3,124 g
Na2S04, 950 ml destile suda ¢oziildii 1 N HCl ile pH: 8,7 ye getirildikten sonra

destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi.

0,1 M NaCH3COO /0,5 M NaClO4, pH: 5.6 (kolona tutunmus CA enziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,04 g NaCH3COO.3H.0 ve 9,187 g
NaClOs 30 120 ml destile su iginde ¢oziildii, IN HCI ile pH: 5,6’ya

getirildikten sonra destile su ile hacim 150 ml’ye tamamland.

50 mM potasyum fosfat tamponu (Optimum pH ¢alismasi i¢in) 0,068 gr KH>

PO4 10 ml suda ¢oziildii ve istenen pH’ lara ayarlandi.

50 mM Tris-SO4 pH:7.4 (esteraz aktivitesi ve diyalizde kullanilan tampon
¢ozelti): 6,055 g Tris 950 mL destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H2SOyg ile

pH’s1 7.4’e getirildikten sonra hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

50 mM Tris-SO4 (pH:7-9 araliginda) (Optimum pH ve stabil pH ¢alismasi igin
kullanilan tampon ¢ozeltiler): 0,06 g Tris 100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek
H2SOq ile istenen pH’ya getirildi .

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

tamamlandi.

Brom timol mavisi ¢ozeltisi (%0,04°liikk) (hidrataz aktivitesinde indikator
olarak kullanilan ¢ozelti): 0,015 g indikator ve 0,0275 NaHCO3z 125 mL saf

suyla ¢oziildiikten sonra hazirlandi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

COz ¢ozeltisi (hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0°C’de 15 dakika buz

banyosunda saf suyun igerisinden CO2 gaz1 gegirildi.

Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisi, (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95’lik
etanolde ¢06ziildii, daha sonra bu ¢6zeltiye %95°lik 50 mL fosforik asit ilave

edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye tamamlandi.

Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/mL; protein tayini i¢in kullanilan

¢ozelti): 6 mg standart serum albuminin 6 mL saf suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 mL 1 M Tris-HCI (pH:6.8)
1 mL %10’luk SDS ve 1 mL %100’Lik gliserin, 1 mL %0,1°lik brom timol
mavisi karistirllarak, son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmas1 ile
hazirlandi ve bu tamponu kullanmadan hemen oOnce, 950 pl numune

tamponundan 50 ul olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

SDS-PAGE’de kullanilan yiirlitme tamponu: 3 g Tris ve 14,4 g glisin 950 mL
suda ¢Oziildii, tizerine 10 mL %10’luk SDS ilave edilerek pH:8,3 e

ulastirildiktan sonra toplam hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamland.

Boyama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su

olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

Yikama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin yikanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti): %50
metanol (250 ml) , %10 asetik (50 ml) asit ve | %40 saf su (200 ml) olacak
sekilde hazirlandi.

Sabitleme ¢o6zeltisi (elektroforez jelindeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in
kullanilan ¢ozelti): %50 izoproponal, %10 TCA, %40 saf su olacak miktarda

hazirlandi.

Ayirma jeli igin; 1 M Tris-HCI pH:8,8: 12,1 g Tris 90 mL suda ¢6ziiliipl M
HCI ile pH’s1 8,8’e kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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19. Yigma jelii¢in ; 1 M Tris-HCI pH:6,8: 2,42 g Tris 5 mL suda ¢oziiliip 1 M HCI

ile pH’s1 6,8’¢ kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 20 mL’ye tamamlandi.

20. %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢o6zeltisi: 6 g akrilamid, 0,16 g
bisakrilamid tartilip 13,84 mL suda ¢ozildii.
21. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 0,5 g SDS 4,5 ml suda ¢oziildii.
22. Stok Cozeltiler:
e Metaller: Calismada kullanilan metaller 0.1 M olacak sekilde
hazirlandi.

e Pestisitler: Calismada kullanilan pestisitler 10mg/10 ml olacak sekilde

hazirlandi.

3.4. Baliktan karaciger Orneklerinin Ahnmasi ve Homojenatin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Siraz (C.umbla) balig1 Agri ilindeki Murat nehrinden yakalandi.
Ortalama boylar1 25-30 cm ve agirliklar: 150-200 gr olan baliklar laboratuvara getirildi
(soguk zincir kuralina uyularak) ve karaciger dokular1 hizli bir sekilde ¢ikarildi. Deney

stireci baglayana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Canli olarak temin edilen Siraz baliklar1
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Homojenatlar1 hazirlamak i¢in, dncelikle nester yardimi ile dokular oldukga kiigiik
pargalara ayrildi ve sivi azot ile muamele edilerek pargalanma saglandi. Doku
ornekleri havanda toz haline getirildikten sonra hiicrelerin tamamen pargalanmasi i¢in
doku macun kivamina gelinceye kadar havanda doviildii. Daha sonra 3 ml/g olacak
sekilde 50mM Tris HCI(pH:7.4) homojenat tampon ¢ozeltisi ilave edilidi ve bu tampon
¢ozeltisi i¢erisinde homojenize edildi. Homojenat 4 katl tiilbentte siiziildiikten sonra
bu siispansiyon 30 dakika 12000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen homojenat siizgec
kagidinda tekrar siiziiliip 30 dakika 12000 rpm’de 2.kez santrifiij edildi Boylece
homojenat lizerinde biriken yag tabakas1 uzaklastirildi. Siipernatant kismi alinip daha

sonraki saflastirma basamaklarinda kullanildi.

3.5. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Hazirlanmig olan siipernatant siizge¢ kagidindan siizdiikten sonra kati Tris ile pH’s1
8.7’ye getirildi. pH’s1 ayarlandiktan sonra 6nceden hazirlanmis afinite kolonuna tatbik
edildi. Homojenat yiiklenmis kolon daha sonra yikama ¢ozeltisi ile yikandi ve uygun
olmayan bilesikler kolondan uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi bittikten sonra
Karbonik Anhidraz enzimi i¢in gerekli olan eliisyon ¢dzeltileri kolona tatbik edilip
eliie edildi. Eliiatlar 2’ser mL olacak sekilde ependorf tiiplerde toplandi. 280 nm de
Absorbanslarina bakild1 ve 348 nm de aktivite dl¢iimleri yapildi. Yiiksek degeri olan
tiipler diyaliz edilmek iizere diyaliz torbasina konuldu.

Diyaliz: Afinite kolonundan elde edilen eliiatlarda bulunulabilecek kullanilan tampon
cozeltilerden kaynaklanan yan {iriinlerden kurtulmak amaciyla diyaliz torbas1 1 L’ lik
beher igine yerlestirildi ve 0,05 M Tris-SOg, (pH:7.4) tampon igerisinde 7 saat diyaliz

islemi yapilmistir.
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3.6. Yontem

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin izole edilmesinde ve karakterizasyonunda
kromatografik ve elektroforetik olmak iizere c¢esitli yontemler uygulanmaktadir.
Yaptigimiz ¢alismada saflastirma islemi afinite kromatografisi ile gergeklestirilmis
ve enzimin aktivitesi in vitro sartlarda gergeklestirilen spektrofotometrik olgiime
dayanan ve substrat olarak p-nitrofenilasetatin kullanildig1 esteraz aktivitesi ile
Olclilmiistiir. Bu yontemin esasi, substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati
karbonik anhidraz enziminin 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol ya da p-

nitrofenolat’a hidroliz etmesidir.

Calisgmamizda enzim saflastirmak i¢in kullanilan Afinite Kromatografisi; biyolojik
ligand veya onun sentetik bir analogu ile saflastirilmak istenen molekiil {izerindeki
komplementer baglama bdlgesi arasindaki 6zel etkilesimi prensibine dayanan 6nemli

bir protein saflastirma teknigidir (Bollog et al. 1996).

Afinite kromatografisinde, ¢oziinmeyen destek materyali(matrix), tizerine “ligand”
ad1 verilen 6zel bir molekiil immobilize edilir. Bahsedilen yontemde kat1 matrikse
baglanan ligandin afiniteye gore en uygun sekilde seg¢ilmesi, ligandlarin kati matrikse
baglanmalar1 veya tutuklanmalar1 (immobilize edilmesi) islem gergeklesirken kolon
igerisinde ayrimin yiiksek oranda gerceklesmesini saglayan en onemli etkenlerden
biridir. Secilen molekiil saflagtirilmak istenen materyale kars1 6zel ilgi duyarak, onu
belirli bir kuvvette geri doniistimlii bir sekilde adsorbe eder (Konak vd 2014; Arslan
2003).

Aromatik ve heteroaromatik siilfanilamitlerin daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda
karbonik anhidraz enziminin en gii¢lii inhibitorleri oldugu bildirilmistir (Roughton
and Booth 1946; Tozlu 1997). Bu dogrultuda siilfanilamit CA enziminin
saflagtirilmasinda ligant olarak kullanilmistir. Afinite kromatografisi ile bu enzimin

saflagtirilmasinda kolon materyali (matrix) olarak Sepharose-4B kullanilmustir.

Saflagtirma isleminde kullanilan Sepharoz-4B-L-tirozin-sulfonamid yapisina sahip
afinite jelinin hazirlanisi: Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi
tizerine hazirlandi. Hazirlanan kolon materyaline uzanti kolu olan L-tirozin kovalent

olarak takildi ve sonrasinda siilfanilamid diazollanarak tirozine kenetlendi. Burada
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sOzli gecen siilfanilamid enzimi spesifik olarak baglayan kismini, tirozin ise afinite
jelinin uzant1 kolunu olusturmaktadir. Karbonik anhidraz enziminin spesifik
inhibitorii olan siilfanilamid , afinite jelinin yapisina katilarak ¢alisacagimiz enzimin
yiikksek oranda saflastirilmasini saglamigtir (Atasever vd 2013; Kiigiikk 2015 ;
Kogyigit 2014).

Afinite kolonundan elde edilen eliiatlarda bulunulabilecek kullanilan tampon
coOzeltilerden kaynaklanan yan {iriinlerden kurtulmak amaciyla diyaliz islemi

yapilmistir.

Enzim, hidrataz aktivitesi yaninda esteraz aktivitesine de sahiptir, ancak fizyolojik

acgidan hidrataz aktivitesi onemlidir.
CA enziminin aktivite tayini:

Bir enzimatik tepkimenin hizi, enzimin aktivitesi veya enzimin etkinligi ile alakalidir.
Enzimin aktivitesi, o enzimin katalize ettigi enzimatik tepkimenin hizinin, optimum
kosullarda enzim etkisiyle belli bir siirede iiriine doniistiiriilen substrat miktarina goére
ifadesidir. Enzimin etkinligi veya aktivitesi fazla ise belirli bir siirede daha fazla

substrat1 liriine doniistiirtir.

Enzim iinitesi (U) : 25°C’de, optimum sartlarda, 1 dakikada, 1 uM substrati {iriine

doniistiiren enzim miktaridir

Cizelge 3.1. CA enzimini aktivite 6l¢iimiinde kullanilan prosediir

Kiivet Icerigi Kor Numune

TRIS tampon 1000 pl 400 pl
PNF - 350 ul
Saf su - 200 ul
Enzim numunesi - 50 ul
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Aktivite 6lglim kiivetleri Cizelge 3.1°de gosterildigi sekilde 6nce enzim numunesi
katilmaksizin ~ pipetlendi. Daha sonra numune kiivete  pipetlenerek
spektrofotometreye yerlestirildi ve okuma baslatildi. Baslangicta ve tli¢ dakika

sonundaki absorbans degerleri kaydedildi.

p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi ise yapilan deneyler icin giinliik olarak hazirlandi.
50 mL PNF c¢ozeltisi i¢in; 0,027 gr p-nitrofenilasetat tartilip 2 mL aseton iginde
¢oziildi ve 151k alamayacak sekilde etrafi kapatilmis, hizli karistirilan distile suya tam

¢oOziiniiceye kadar yavas yavas ilave edildi.

Enzim iinitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanilda.

,_AoD/3 VT
~ 75 “yvE”

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

VT : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

VE : Olgiimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
SF : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir)

Inhibitér ¢alismalariyla ilgili farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite dl¢iimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren metaller ve pestisitler belirlendi. Bu metallerden
inhibisyon etkisi yliksek olanlarin % Aktivite-[I] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin
denkleminden ICso degerleri hesaplandi.
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3.7. Bradford yontemi ile protein tayini

Pozitif yiiklii proteinlere, negatif yiikli Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinin
fosforik asitli ortamda baglanmasina dayanmaktadir . Biz de yaptigimiz ¢alismada
saflagtirdigimiz enzim ¢dzeltisi ve homojenatlardaki protein miktarlarini bu yontemi

kullanarak tespit ettik.

Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi ¢ozeltilerde
uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).
Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart serum albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 10,20, 30, 40, 50, 60, 70,80,90,100
pLalindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi. Tiiplerin
hacmicoomassie brillant blue G-250 reaktifi ile 5 mL’ye tamamlandi ve vortex ile
karigtirildi.  Proteine boyanin tam olarak baglanabilmesi i¢in 10 dakika
karanliktainkiibe edildi. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterecegi esasina dayanarak, 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri

okundu.

CO2-hidrataz aktivitesi: CO2’nin hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonundan ileri
gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, mavi rengin sarimsi

yesile doniismesine kadar gegen siirenin Olciilmesi esasina dayanir.

Bunun igin kor olarak hazirlanan tiipe 1 mL veronal tamponu (0,025 M pH:8,2), 0,1
mL brom timol mavisi (%0,04’lik), 0,6 mL saf su ve 2,5 mL CO2 ¢ozeltisi ilave
edildi. Boylece aktivite 6l¢giim ortaminda toplam hacim 4,2 mL oldu. Daha sonra bir
kronometre yardimiyla CO2 ¢ozeltisi katildigi andan itibaren indikatoriin mavi
renginin sarims1 yesile doniismesi (pH: 6,3) i¢in gegen siire belirlendi (to). Numune
tiiptine ise sudan 0,1 mL azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave edildi ve CO2
cozeltisi ilave edilir edilmez indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile dontismesi (pH:

6,3) i¢in gecen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (t1).
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Cizelge 3.2. Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi dl¢liimii i¢in kullanilan

¢Ozeltiler ve miktarlari

Cozeltiler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipi (uL)
Veronal tamponu (0,025 M, pH:8,2) 1000 1000

Brom timol mavisi (%0,04) 100 100

Saf su 600 500

Enzim ¢ozeltisi - 100

COz gaz1 ile doyurulmus ¢ozelti 2500 2500
Toplam hacim 4200 4200

pu="ot
t

3.7.1. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin kontrolii

Enzim saflagtirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.
Elektroforez proteinlerin ayristirilmasinda kullanilan, yiikli proteinlerin elektriksel
alanda go¢ etmesi prensibine dayanan onemli bir metoddur. Proteinin elektroforez
strasinda gb¢li onun boyutu ve seklinin bir fonksiyonudur (Leninger 2013). Safliginin
ve molekiil kiitlesinin belirlenmesinde sodium dodesil siilfat kullanilmistir.

Yiiriitilecek numuneler yiikkleme yapmadan o6nce %1 SDS ve %I10’luk 2-
merkaptoetanol ile muamele edilip yontemde belirtildigi {izere 5 dk su banyosunda
bekletildi. Enzim &rnekleri yaklasik 15 pl hazirlandi. Son hacim enzim/numune
tamponu olacak sekilde 1/1 oraninda ayarlandiktan sonra kaynar su banyosunda ii¢

dakika boyunca inkiibe edildi.
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Elektroforeze baslamadan once plakalar temizlendi. Diiz bir plaka ile her iki kenarinda
jelin konulabilecegi aralik olusturacak sekilde plakalar iist iiste tutularak sabitlendi.
Plakalar jel hazirlama kabinine konuldu. Onceden hazirlanan ayirma jeli enjektor
kullanilarak plakalarin arasindaki bosluktan tistte 2-3 cm kalincaya kadar dolduruldu.
Ayirma jeli donup katilagana kadar 25 dk beklendi, ayirma jeli katilagtiktan sonra jelin
ist kisminda birakilan bosluga yigma jeli dolduruldu. Numune kuyucuklarinin
olugsmasi1 amaciyla tarak yavasga bahsedilen kisma yerlestirildi. Yigma jeli de
katilastiktan sonra olusan numune kuyular1 gézlemlenince tarak dikkatlice gikartildi
ve jel plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Tank yiirlitme tamponu ile jelin
istiinii gececek sekilde doldurulduktan sonra elektroforez tanki kapatilarak {ist
tarafindan (-) katot, alt tarafindan (+) anot yerlestirildi.

Enerji kaynag 80 voltta ayarlandi ve oncelikle 20 dakika yiiriitiildi ve 6rnegin ayirma
jeline kadar gelip yigilmast saglandi ve akim 120 volt’a arttiritlip numuneler jelin
siirina kadar yiiriitiildii. Numune tamponunda bulunan brom timol mavisi yardimiyla
numuneler takip edildi. Bu islem bittikten sonra enerji kaynagi durduruldu ve plakalar
arasindaki jele zarar vermeden c¢ikarildi. Uygun bir kapta sabitlestirme ¢ozeltisine
konuldu. Jel sabitlestirme c¢ozeltisi igerisinde 30 dakika bekletildikten sonra
cikarilarak boyama c¢ozeltisine konuldu ve calkalayicida bekletildi. Jel boyama
¢ozeltisinde boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikamak i¢in hazirlanmig olan yikama
¢ozeltisine konuldu ve protein bantlar1 belirginlesene kadar ¢alkalayicida yikanan jel
cikarilarak fotografi ¢ekildi. (Coban et al. 2008; Goger 2014).

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HC1 pH=8,8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %0,1’lik SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N, N’,N’-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karigimin iizerine en son
olarak 0,27 ml %5°1lik PER [amonyum persiilfat, (NH4)2S20g] eklendi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH: 6,8, 0,44 ml %30’luk
Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1°lik SDS, 0,03 ml %5°’lik TEMED ve 2,
45 ml saf su karistirildi. Bu karisimin {izerine en son olarak 0,07 ml %5’lik PER

eklendi.
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3.8 Siraz (C.umbla) Karaciger Dokusundan Saflagtirllan CA Enzimi ile Tlgili

Yapilan Karakterizasyon Calismalari

3.8.1. Siraz (C.umbla) karaciger dokusundan saflastirillan CA enziminin alt
birimlerinin molekiil kiitlesinin SDS-PAGE ile tayini

Laemli (1970), metoduna gore molekiil kiitlesi tayini 5 farkli standart protein
kullanildi. her enzim i¢in standart proteinlerin Rf degerleri hesaplanarak log MK-Rf
grafikleri ¢izildi. Enzimin Rf degeri hesaplandi ve standart grafige yerlestirildi .CA
enziminin log MK’s1 hesaplandiktan sonra antilogaritmasi alinarak numunenin

molekiil agirliklar tespit edildi (Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Proteinlerin Rf degerleri;

_ Xe
f Xboya

formiilu ile belirlendi.

Bu formiilde Xe: Proteinin yliriime mesafesi, Xboya: boyanin yiiriime mesafesidir

3.8.2. Siraz (C.umbla) Kkaraciger dokusundan saflastirllan CA enzimi igin

optimum pH’nin belirlenmesine yonelik calismalar

CA enziminin optimum pH’smi belirlemek i¢in pH’s1 7.0-8.8 araliginda degisen
50mM Tris-SO4 ve pH’st 5.0-8.0 araliginda 50mM potasyum fosfat tampon
cozeltilerinde karaciger dokusundan izole edilmis olan CA enziminin gosterdigi
aktivite spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Sonuglar ¢izelgelerde ve aktivite (% )-pH
grafikleri halinde gdsterildi.
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3.8.3. Siraz (C.umbla) karaciger dokusundan saflastirllan CA enzimi igin

optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik calismalar

C.umbla Balig1 karaciger dokusundan saflagtirilan CA enziminin optimum aktivite
gosterdigi iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla pH 7.4 Tris-SO4 tamponu
kullanilarak iyonik siddeti 10mM ile 1000 mM olan ¢6zeltiler hazirlandi .hazirlanmig
olan ¢ozeltiler ile esteraz aktivite dlgiimleri yapildi ve CA enzimleri i¢in optimum
iyonik siddet 0,02M Tris—SO4 olarak belirlendi . Bulunmus olan sonuglar

cizelgelerde ve aktivite-konsantrasyon grafikleri halinde gosterildi.

3.8.4. Siraz (C.umbla) karaciger dokusundan saflastirllan CA enzimi i¢in

optimum sicakhigin belirlenmesine yonelik calismalar

C.umbla Balig1 karaciger dokusundan saflastirilan enziminin optimum sicakligini
belirlemek amaciyla 5°C ile 50°C (5°C araliklarla) sicakligi arasinda bulunan su
banyosu kullanilarak aktivite dl¢iimii yapildi. (100 ml 50mM pH 7.4 Tris SO4

tamponu kullanildr)

3.8.5. Siraz (C.umbla) karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi i¢in stabil

pH bulunmasina yonelik calismalar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in pH’lar1 7.0-8.8 araliginda degisen Tris
SO4 tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin i¢ine bir ml
enzim ¢ozeltisi karistirtlarak +4°C “de saklandi. Bes gilin boyunca birer giin araliklarla

aktivite 6l¢timii yapildiginda enzimin stabil oldugu pH degeri tespit edildi.
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3.8.6. Cu*?, Mn*}, Ba*?, Se? iyonlarmmmm ve aldrin, dieldrin, endosiilfan,
hexachlorbenzene,alpha-HCH pestisitlerin CA enziminin aktivitesi iizerine

etkilerinin incelenmesi

Metal iyonlarinin inhibisyon iizerine etkisini degerlendirmek i¢in ilk olarak metallerin

CuzS0a, Se0z, MnCly, BaCl, stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Bes farkli derisimdeki aktiviteleri olgiildii. Inhibisyon olmayan kosuldaki aktivite
degeri %100 olarak kabul edildi ve inhibitér bulunan ortamlarda aktiviteler bagil
yiizde olarak hesaplandi. Inhibitér konsantrasyonuna karsi gelen aktivite yiizdelerinin
grafikleri ¢izildi. Enzim aktivitesini yariya indiren inhibitér konsantrasyonlar1 olan

ICs0 degerleri hesaplandi (Keha ve Kiifrevioglu 2014) .

Inhibisyona neden olan iyonlarm Kij sabitlerini belirlemek amaciyla Cheng prosof

denkleminden yararlanilarak Kj sabitleri hesaplandi. (Keha ve Kiifrevioglu 2012)

1+ [S]/ Km
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4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Protein (Kantitatif) Tayini Icin Kullanilan Standart Grafik

Bradford yontemiyle enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini yapildi. Standart grafik
boliim 3.7.°de anlatildig: gibi hazirlandi. Homojenat ve afinite kromatografisi sonucu
elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak
bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil

4.1°de gosterildi.

y =0,0107x
R? = 0,9953
1,2
l '.'. .--.
. L@
S .0
0,8
5 .
% ."' )
E 0,6 P
© Q.
o) B
5 0,4 o
3 e
< 0,2 ) R
Kl
0 &
0 20 40 60 80 100 120

Protein (Mikrogram)

Sekil 4.1 Coomassie Brillant Blue yontemi ile sigir serum albiimini kullanilarak

protein tayini i¢in hazirlanan standart grafik

4.2. Siraz (C.umbla) Karaciger Dokusu CA Enziminin Saflastirilmas1 Sonuglari

4.2.1. Afinite kromatografisi sonuclari

Hazirlanan homojenat dengelenen Sepharose 4B-L-tirozin siilfanilamid afinite
kolonuna yiiklendi. Kolon uygun tamponla yikandi ve enzim eliisyon yapilarak
2026.32 EU/mg spesifik aktiviteyle % 59.97 verimle 212.40 kat saflastirildi.

Saflagtirma basamaklar1 Cizelge 4.1 *de gosterildi.
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Cizelge 4.1. CA enziminin saflagtirma basamaklari

Toplam | Aktivite | Protein | Toplam | Toplam | Spesifik | Saflastirma | %
Saflagtirma | hacim (EU/ml) | (mg/ml) | protein | aktivite | aktivite | katsayisi verim
ml m EU/
Basamaklar1 | (ml) (mg) (EV) (EU/mg)
Homojenat 30 428 44.85 134550 | 12840 9.54 1 100
Sepharose-4B-
L tyrosine-
sulfanilamide 5 1540 0.76 3.80 7700 2026.32 212.40 59.97
affinite jel
kromotografisi

4.2.2. Siraz (C.umbla) karaciger dokusundan saflastirilan CA enziminin SDS-
PAGE ile saflik kontrolii

Bu amagla bolim 3.7.1.’de izah edilen elektroforez prensbine uygun olarak

hazirlandi. Enzim numuneleri kurulan sistemde sirayla kuyucuklara yiiklendi ve

yiiriitiildi. Calisilmis olan bantlar fotograflandi ve fotograf Sekil 4.2.te verildi.
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25kDa

20 kDa

Sekil 4.2. Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz enziminin SDS-

poliakrilamit jel elektroforezi fotografi

4.3. Siraz (C.umbla) Karaciger Dokusundan Saflastirllan CA Enziminin

Karakterizasyon Calismalarinin Sonuglari

4.3.1. Siraz (C.umbla) karaciger CA enziminin alt birimlerinin SDS-PAGE ile
molekiil kiitlesinin belirlenmesi sonuclari

Afinite kolonundan alinan enzim elektroforez yiiriitilmesinden sonra standart
proteinlerin ve enzim numunesinin bulundugu jelin fotografi ¢ekildi (Sekil 4.2).
Enzimin ve standartlarin jelde yiiriidiikkleri mesafeler ol¢iimii ile R degerleri
hesaplandi. Rt degerleri-log MK grafigi cizildi (Sekil 4.3). Molekiil agirligi ise
yaklagik 28,64 kDa olarak hesaplandi.
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y=-1,1176x + 2,0573

1971 o R2 = 0,9927

1,8 -
1,7 -
1,6 -
1,5 -
1,4 -
1,3 4

log MK

1,1 -
1 T T T T T 1
0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75

Ry

Sekil 4.3.SDS-PAGE sonucu ¢izilen R¢ - log MK grafigi

4.3.2 p-nitrofenilasetat substrati icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesine

yonelik sonuclar

Siraz (C.umbla) karaciger CA enziminin substrati i¢in Ky, ve V. degerlerini
belirlemek amaciyla sabit CA  konsantrasyonunda PNF’nin 5 farkh
konsantrasyonlariyla aktivite dl¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/[PNF]-1/V
Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanarak PNF i¢in Ky ve Vmax
degerleri belirlendi. Yapilan ¢alismalar neticesinde PNF i¢in Ky, degeri 0,556 mM
ve Vmax degeri 0,165 EU/ml olarak tespit edildi. Aktivite dl¢iimleri optimal sartlarda
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.4 te gosterildi.

o1



14 y = 3,3703x + 6,0586
R2=0,9769

-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2

Sekil 4.4. Siraz (C.umbla) karaciger dokusu CA enziminin PNF substrati i¢in Ky, ve

Vax degerlerinin bulunmasina yonelik ¢alisma sonuglart

4.3.3. CA Enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik sonug¢lar

KH2PO4 tamponu i¢in optimum pH ¢alismasi

Siraz (C.umbla) karaciger dokusundan saflastirilan CA enziminin optimum pH’simi
tespiti icn pH degeri 5.0 ile 8.0 arasinda degisen, K-Fosfat tamponlardan olusan 7 adet
cozelti kullanildi. Enzim aktiviteleri hesaplanmasi i¢in, enzimin ayr1 ayr1 her bir
tampondaki absorbans degerleri spektrofotometri cihazinda okundu. Enzimin

optimum pH degeri 7 olarak bulundu.
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Cizelge 4.2 Siraz (C.umbla) karaciger CA enziminin optimum pH’sin1 belirlemek

icin fosfat tamponu aktivite 6l¢iim sonuglari.

pH Aktivite (EU/ml)
5.0 0.011
5.5 0.013
6.0 0.021
6.5 0.029
7.0 0.056
75 0.041
8.0 0.032
0,06 -~
~ 0,05 -
E
D 0,04 1
)
2 0,03 -
=
< 0,02 -
0,01 A
0 T T T T T T T T 1
4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5
pH

Sekil 4.5. Siraz (C.umbla) karaciger CA enzimi i¢in yapilan optimum pH

caligmasinin sonucuna yonelik pH-Aktivite grafigi
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Tris-SO4 i¢in optimum pH ¢alismasi

CA enziminin optimum pH’sini tespiti icn pH degeri 7.0 ile 8.8 arasinda degisen, Tris
SO4 tamponlardan olusan 5 adet ¢ozelti kullanildi. Enzimin her bir tampondaki

absorbans degerleri spektrofotometrik olarak olgiilerek enzim aktiviteleri hesaplandi

ve saflastirilan enzimin optimum pH degeri 8.5 olarak bulundu.

Cizelge 4.3. Siraz (C.umbla) karaciger CA enziminin optimum pH’sini1 belirlemek igin

Tris SO4 tamponu aktivite 6l¢iim sonuglari.

pH Aktivite (EU/ml)
7.0 0.018
75 0.026
8.0 0.053
8.5 0.078
8.8 0.037
0,082 -
0,07 1
£ 0,058 |
-
2
s 0,046 -
=z
% 0,034 -
0,022 A
0,01 . : . .
6,5 7 7,5 8,5 9
pH

Sekil 4.6 Siraz (C.umbla) karaciger CA enzimi igin yapilan optimum pH

caligmasinin sonucuna yonelik pH-Aktivite grafigi
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4.3.4. CA enziminin optimum iyonik siddetinin belirlenmesine yonelik sonug¢lar

C.umbla balig1 karaciger dokusundan saflagtiritlan CA enziminin optimum aktivite
gosterdigi iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla pH 7.4 Tris-SOs4 tamponu
kullanilarak 10 mM ile 1000 mM arasinda iyonik siddete sahip ¢ozeltiler ile 6lgtimler
yapildi. Sonuglar Sekil 4.7 de gosterildi.

Cizelge 4.4. Siraz (C.umbla) karaciger CA enziminin optimum iyonik siddeti

belirlemek i¢in Tris SO4 tamponu aktivite 6lglim sonuglari.

Tris SO4 (MM) Aktivite (EU/ml)
10 0.035
20 0.049
50 0.043
100 0.036
200 0.044
400 0.038
800 0.040
1000 0.038
0,05
= 004 [\\/\/v\,
£
2 0,03 4
s
= 002 1
<
0,01
O T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
[Tris-SO4] mM

Sekil 4.7. Siraz (C.umbla) karaciger CA enzimi i¢in yapilan iyonik siddet
caligmasinin sonucuna yonelik iyonik siddet-aktivite grafigi
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4.3.5 CA enziminin optimum sicakhigin belirlenmesine yonelik sonuglar

Optimum sicakligin1 belirlemek iizere uygun pH ve iyonik siddete sahip Tris
SO4(pH 7.4) tamponu kullanildi. 5°C ile 45°C arasinda her 5°C’de bir olmak
lizere aktivite dl¢iimleri yapildi. Olgiimler sonucu optimum sicaklik 35°C olarak

tespit edildi.

Cizelge 4.5. Siraz (C. umbla) karaciger CA enziminin optimum sicaklig i¢in

aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicakhk (°C) Aktivite (EU/ml)
0 0.008
5 0.009
10 0.013
15 0.020
20 0.026
25 0.048
30 0.049
35 0.053
40 0.026
45 0.009

56



0,06 -
005 1
E
S 0,04
8]
N—
2 0,03 4
=
% 002 -
0,01 -
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Sicaklik(°C

Sekil 4.8. Siraz (C. umbla) karaciger CA enzimi igin yapilan optimum sicaklik

calismasinin sonucuna yonelik i¢in sicaklik- aktivite 6l¢iim sonuglart gésteren grafik

4.4. Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusundan Saflastirilan CA enzimi icin

Stabil pH Bulunmasimna Yonelik Sonug¢lar

C.umbla Balig1 karaciger dokusundan saflastirilan. CA enziminin stabil oldugu pH’y1
belirlemek i¢in optimum iyonik siddete sahip 7 ile 8.8 arasinda farkli pH degerlerine
sahip Tris SO4 tamponlari hazirlandi. Saf enzim ile tampon karistirilarak bir hafta
boyunca her giin olmak {iizere aktivite dl¢limleri yapildi. Her bir ¢ozelti ile dlgiilen

aktivite degerleri belirlendi CA enziminin stabil pH degeri pH: 7.0 olarak belirlendi.

Cizelge 4.6. Siraz (C. umbla) karaciger CA enzimi igin yapilan stabil pH ¢aligmasinin

sonuglart (EU)

Zaman(giin) | 1 2 3 4 5 6 7
pH 7.0 0.067 |0.084 (0.089 |0.119 |0.115 |0.093 |0.093

pH 7.5 0.079 (0.146 |0.141 |0.175 |0.128 |0.15 0.135

pH 8.0 0.059 |(0.084 |0.071 |0.106 |0.101 |0.091 |0.095

pH 8.5 0.036 |0.067 |0.069 [0.087 |0.093 |0.082 |0.077

pH 8.8 0.064 (0.125 |0.133 |0.156 |0.14 0.135 |0.139
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Sekil 4.9. Degisik pH’lardaki Tris SO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak C.umbla baligi

karaciger CA enzimi i¢in elde edilen stabil pH-zaman grafigi.

45. Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusundan Saflastirilan CAenzimi
iizerine inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlar icin ICso ve Ki degerlerinin

belirlenmesine yonelik ¢calismalarin sonuclar

Calisilan agir metallerin CA enzimi ilizerine inhibisyon etkisinin gosterilmesine

yonelik; 5 farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite 6lgtimleri yapildi.

Cizelge 4.7. Siraz (Capoeta umbla) karaciger dokusundan saflastirilan CA enziminin
esteraz aktivitesi lizerine metal iyonlari ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen

ICso Ve K degerleri

Kimyasal Madde 1Cs0 (MM) Ki Degerleri (mM)
Cu*? 2.30 0.822
Se 1.45 0.518
Ba *? 1.94 0.693
Mn *2 3.89 1.390
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4.6 Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusundan Saflastirllan CA Enzimi
Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Etkilerinin Belirlenmesine Yénelik Cahsma

Sonuc¢lan

Cizelge 4.8. se iyonunun Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu CA enzimi

uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0.00 100
0.5 74.36
1.0 64.1
15 51.28
2.0 41.08
2.5 28.21
100 y= 100e-0,48x
90 R? = 0,984
80
70
£ 60 -
2
£ 50 -
S 40 -
30
20
10 -
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
inhibitor mm

Sekil 4.10 C. umbla karaciger CA enzimi ile farkli konsantrasyonlarda ¢alisilan SeO>
elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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+2
Cizelge 4.9. Ba iyonunun Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu CA enzimi

uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0.00 100
1.0 80
15 75
2.0 46
2.5 37.5
3.0 32.5
100 y = 10070357
90 - R2=0,91
80 -
70 -
2 60 -
2
£ 50 -
<
x 40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T 1
0 0,5 ) 1 1,5 2 2,5 3
inhibitér mM

Sekil 4.11 C. umbla karaciger CA enzimi ile farkli konsantrasyonlarda caligilan
BaClz elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Cizelge 4.10. Mn*3 iyonunun Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu CA enzimi

uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite

0,00 100

2.0 80.56

3.0 66.67

4.0 52.78

5.0 44.45

6.0 217.78

100 y = 100e-0178x
90 - R?=0,9113
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A
10 +

O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
inhibitor mM

% Aktivite

Sekil 4.12 C. umbla karaciger CA enzimi ile farkli konsantrasyonlarda caligilan
MnCI: elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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Cizelge 4.11. Cu*? iyonunun Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu CA enzimi

uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite

0.00 100

0.5 81.11

1.0 67.78

2.0 51.11

3.0 42.22

4.0 31.11

100
90
80
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

O T T T 1
0 1 2 3 4
inhibitor mM

y= 100e»0,301x
R2=0,9798

% Aktivite

Sekil 4.13. C. umbla karaciger CA enzimi ile farkli konsantrasyonlarda calisilan
CuSOs elde edilen % Aktivite-[Metal] grafigi
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4.7. Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusundan Saflastirllan CA enzimi
iizerine inhibisyon etkisi gosteren bazi pestisitler icin ICso0 ve Ki degerlerinin

belirlenmesine yonelik calismalarin sonuclari

Cizelge 4.12. Siraz (Capoeta umbla) karaciger dokusundan saflastirilan CA
enziminin esteraz aktivitesi lizerine pestisitler ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde

edilen 1Cso ve K degerleri

Pestisit 1Cs0 (MM) Ki Degerleri (mM)
Aldrin 0.0234 0.0084
Dieldrin 0.0261 0.0094
Endosiilfan 0.0244 0.0087
Hexachlorbenzen 0.0216 0.0077
a-HCH 0.0744 0.0266

4.8. Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusundan Saflastirllan CA enzimi

Uzerine Baz Pestisitlerin Etkilerinin Belirlenmesine Yonelik Cahsma Sonuclar

Cizelge 4.13. Aldrin pestisitinin Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu CA

enzimi uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0.00 100
0.013 62.5
0.021 52
0.027 46.88
0.033 40.63
0.041 28.13
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100
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 T T T T
0 0,01 0,02 0,03 0,04

inhibitor mM

y= 100e-29,63x
R?2=0,9812

% Aktivite

Sekil 4.14 CA enzimi aktivitesi iizerine aldrin pestisitinin inhibisyon etkisini

gosteren ICsp grafigi.

Cizelge 4.14. Dieldrin pestisitinin Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu CA

enzimi uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0.00 100
0.013 88.33
0.015 76.67
0.026 50
0.031 40
0.039 33.33
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100
90
80
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04

inhibitor mM

y= 100e—26,51x
R?2=0,938

% Aktivite

Sekil 4.15 CA enzimi aktivitesi lizerine dieldrin pestisitinin inhibisyon etkisini

gosteren ICsp grafigi.

Cizelge 4.15. Endosiilfan pestisitinin Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu

CA enzimi uUzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0.00 100
0.012 89.29
0.019 64.9
0.024 50
0.029 39.14
0.036 32.85
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100
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 T T T T T T T 1
0 0,005 o001 0,015 o002 0025 003 0,035 0,04

inhibitor mM

y= 100e—28,35x
R2=0,9134

% Aktivite

Sekil 4.16. CA enzimi aktivitesi lizerine endosiilfan pestisitinin inhibisyon etkisini

gosteren ICsp grafigi.

Cizelge 4.16. Hexachlorbenzen pestisitinin Siraz (Capoeta umbla) Karaciger

Dokusu CA enzimi lizerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0.00 100
0.017 58.82
0.028 44.12
0.035 35.29
0.042 53.23
0.053 17.65
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100

90 - y = 100e3215
R?=0,9866

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

% Aktivite

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
inhibitor mM

Sekil 4.17.CA enzimi aktivitesi lizerine hexachlorbenzen pestisitinin inhibisyon

etkisini gosteren ICs grafigi

Cizelge 4.17. a-HCH pestisitinin Siraz (Capoeta umbla) Karaciger Dokusu CA

enzimi uzerine etkisi

Konsantrasyon mM % Aktivite
0.00 100
0.050 52.63
0.086 44.74
0.120 42.11
0.137 28.95
0.154 19.79
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100
90 - y = 100e9:313«
80 - R?2=0,9172
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 T T T
0 0,05 0,1 0,15

inhibitér mM

% Aktivite

Sekil 4.18. CA enzimi aktivitesi tizerine a-HCH pestisitinin inhibisyon etkisini

gosteren ICsp grafigi.
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5.TARTISMA-SONUC

Tiim canli hiicrelerde basarili bir biyokimyasal akis icin CO2 ve HCOg3 arasindaki
doniisiim esastir. Karbonik anhidraz enzimi (CA karbonik hidroliyaz E.C 4.2.1.1)
bikarbonat ve proton elde etmek i¢in karbondioksidin dehidratasyonunu doniisiimlii
olarak iki asamali reaksiyonla katalizler. Memeli hiicrelerin CA’lar1 a-ailesine aittir ve
bunlar aktif bolgesi i¢indeki iki degerli bir ¢inko iyonu varligiyla karakterize edilir

(Chiaramonte et al 2018).

Karbonik anhidraz enzimi solunum, iyon dengesi, karbondioksit transferi, tireagenesis,
glukoneogenez, lipogenez olaylarinda rol almalarinin yaninda kemik erimesi,
kireglenme, tiimdr olusumu ve diger patolojik ve fizyolojik islemlerde de rol aldiklari
aciklanmistir canli organizmalarin farkli dokularinda bulunan 6nemli bir enzimdir

(Balaydin et al. 2012).

Memelilerde a-CA enziminin bugiine kadar bildirilen 16 tane izoenzimi vardir ve
arastirmalar daha fazla izoenziminin olabilecegini gostermektedir (Esbaugh ve Tufts,
2007). Bu izoenzimlerden CA I, II, 111, V11 ve XIII sitozolik, CA IV, IX, XI1I ve XIV
membrana bagli, CA VA ve VB mitokondriyaldir ve CA VI tiikiiriikte salgilanir
(Supuran 2008).

Enzim ve izoenzimleri ¢ok farkli dokudan saflastirilmis ve ¢esitli ilaglarin, metallerin
ve pestisitlerin enzim aktivitesi iizerine etkileri arastirilmistir. Ozellikle insanda birgok
hastaligin tedavisinde CA izoenzimlerinin inhibisyonu kullanilmaktadir. Bu sebeple

CA enzimi ¢ogu ilacin hedefidir ( Demirdag 2012).

Kornea, goz lensi ve silyer epitelyumda ¢ok sayida HCA-I ve HCA-1V izoenzimleri
bulunmaktadir. Bu dokularda bulunan izoenzimlerin etki mekanizmalari, glokom
hastaliginin tedavisi icin yliriitiilen arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir. Tiikriik
bezinde HCA-VI ve HCA-VII izoenzimleri vardir. Tiikriik bezlerinden salgilanan
HCA-VI izoenzimi, insan tiikriigiinden izole edilmis olup, tiikriigiin pH dengesini

sagladigina inanilmaktadir (Ozensoy 2006).

CA-1X ve CA-XII izoenzimlerinin kanserle iligkili oldugu tespit edilmistir. CA-IX

membran bagli izoenzimi normal hiicrelerde aktivite gostermez; kanserli hiicrelerde
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eksprese olan tiimor iliskili karbonik anhidraz izoenzimidir. Potansiyel bir kanser

biomarker1 olarak énemlidir (Kivela 2003).

CA inhibitorlerine hastaliklarin tedavisinde ve teshisinde 6nemli 6l¢iide gereksinim
duyulmasi, glokom hastalig1 tedavisi icin CA enzimi {izerinde yapilan inhibisyon
calismalar1 sonucu ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismalarda hem CA enziminin kataliz
mekanizmalar1 aydinlatilmis hem de bu enzimin organizmadaki dagilimi ve yasamsal
fonksiyonlarina dikkat ¢ekilmistir. Bu dogrultuda CA enziminin aktivatorlerinin ve
inhibitorleri sentezlenmesi hizlandirilmistir. Ardisira sentezlenen inhibitorler basta
glokom tedavisinde ilag, antitiimdr, antiiilser, agr1 kesici, epilepsi ve diger norolojik
hastaliklara ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans
belirlenmesinde (MRI) diagnostik teshis materyali, diiiretik ilaglarin yapiminda ve

antibiyotik olarak da kliniklerde kullanilmaktadir. (Ozensoy 2006)

Karbonik anhidraz tiim omurgalilar oldugu gibi baliklarda da, metabolizma sonucu
olusan CO2’nin taginmasinda ve atilmasinda kritik 6nem arz eden bir enzimdir. Tiim
canlilar i¢in hayati bir 6nemi vardir. Ayrica her canli ve dokuda farkli izoenzimlere,
farkli kinetik Ozelliklere sahiptir. Enzimin canli organizmada nerelerde ve hangi
sekilde lokalize oldugu ve nasil fonksiyon gosterdigini belirlemek i¢in bir¢cok canli
tiiriinde ve dokularinda ayr1 ayr1 CA’ nin saflastirilip karekterizasyonu iizerine binlerce
calisma bulunmaktadir. Ancak Capoeta umbla baligi karaciger dokularinda bugiine
kadar CA enziminin saflagtirilmasi ve karakterize edilmesi lizerine c¢alismaya

rastlanilmamaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda Siraz (Capoeta umbla) tirinden CA enzimi afinite
kromatografisi yontemi ile saflastirilmasi, karakterizasyonu ve enzim aktivitesi
lizerine bazi metallerin ve bazi pestisitlerin etkileri belirlenmeye calisilmistir. Afinite
kromatografisi baglanma afinitesine dayali bir yontemtir. Kolondoki boncuklar ligand
-protein gibi bir makromolekiile baglanan bir grup ya da molekiil- ad1 verilen kovalent
bagli bir kimyasal gruba sahiptirler. Bir protein karistmi kolona eklendiginde, bu
liganda afinitesi olan protein boncuklara baglanir ve bdylece bu proteinin matrix
boyunca gocili gecikir.(Leninger 2013) Bunun i¢in Sepharose 4B siilfanil amid L

tirozin afinite kolonu tercih edilmistir.
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CA enziminin canlilar i¢in 6nemli reaksiyonlarda gorev almasi ve karaciger
dokusunun agir metallerin detoksifikasyonunda 6nemli bir role sahip olmasindan
dolay1 bu dokuyu tercih ettik. Bu amagla deneylerimizde kullanilan baliklar Agr1 ili
Tutak ilgesi Murat Nehrinden yakalanip canli olarak soguk zincir kurallarina gore
Agr1 Ibrahim Cecen Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarina getirilmis ve
baliklarin karacigerleri ayrildiktan sonra kiiciik pargalara ayrilarak homojenizasyon

yontemlerinden en etkili olan s1v1 azot ile par¢alanmuistir.

Tiilbentle siiziildiikten sonra hazirlanan homojenat uygun tampon igerisine alinip
12000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij ile ¢oktiirilen hiicre atiklari atilarak
slizlintli, dengelenen afinite kolonuna yiiklenerek enzimin saflastirilmasi
gerceklestirilmistir

Afinite kromatografisi ile yapilan saflastirma islemleri sonucunda Siraz (Capoeta
umbla) karaciger dokusundan CA spesifik aktivitesi 2026.32 (EU/mg protein) olan,
% 59.97 verimle yaklasik 212.40 kat saflastirildi.

Literatiir incelememiz sonucu Kiiciik, 2015 yilinda Sepharose-4B-L-tirozin-
stilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak Karadeniz alabaligi (Salmo trutta
Labrax) bobrek, karaciger, solunga¢ ve kas dokularindan sirasiyla 603.77, 561.79,
1395.35 ve 297.03 EU/mg spesifik aktiviteleriyle birlikte, %35.5, 18.6, 71.1 ve 75.0
verimlerle , sirasiyla 349.00, 362.45, 1116.28 ve 471.47 kat karbonik anhidraz
enzimini saflagtirdigr goriilmiistiir. Aynmi1 afinite yontemini kullanarak Kaya, 2011
yilinda doktora ¢alismasinda Cipura baliginin karaciger, solunga¢ ve bobrek
dokularindan CA enzimini sirastyla %9.1, %32.84 ve %83.6 verimle, 6775.5,
2872.92, 2685 EU/mg spesifik aktiviteleriyle saflastirmis; saflastirma kat sayilari
sirastyla yaklasik 354, 84.1 ve 455 olarak bulmustur. Kogyigit 2014 yilinda Kangal
balig1 (Garra rufa) solungag, kas ve g6z dokularindan sirasiyla %15.44 verimle 240.9
kat, %17.98 verimle 203.3 kat ve %21.26 verimle 388.9 141 kat saflastirmistir.

Saflagtirdigimiz enzimin safligin1 kontrol etmek amaci ile yapilan SDS-PAGE sonucu
Karabaliklarin karaciger dokusundan elde edilen enzimler jelde tek bant goriilmiistiir.
SDS-PAGE ‘de molekiil agirligr bilinen standart proteinler ile siraz karaciger

dokusundan elde edilen enzim numuneleri aym1 anda yiiriitiildii. Elde edilen Rf
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degerleri ile ¢izilen grafik yardimi ile karbonik anhidraz enzimi molekiil agirlig1 28,64

kDA olarak tespit edildi.

Soyler 2006 yilinda Van kedisinin eritrositlerinden saflastirdigi CA enzimi molekiil
kiitlesini 30 kDa olarak , Demirdag vd. 2012 yilinda koyun karaciger dokusundan CA
Il izoenzimi molekiil kiitlesini yaklagik 29 kDa olarak , Soyiit ve Beydemir, 2008
yilinda Gokkusagi alabaligi karacigeri CA enzimi molekiil kiitlesini yaklasik 29.4 kDa
buldular. Baska bir ¢alismada Demirdag koyun bobrek dokusundan saflagtirdigt CA
I1 ve CA 1V izoenzimlerinin molekiil kiitlelerini sirasiyla 29 ve 32 kDa olarak, Kiling
2011 yilinda, koyun midesinden CA I ve II izoenzimlerini saflastirmis ve her iki

izoenzim igin molekiil agirliklarini 26.7 kDa civarinda bulmuslardir.

Soyiit ve Beydemir, 2008 yilinda Gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss)
karaciger dokusundan CA enzimini %38 verimle ve 2260 kat saflastirmis, ayni baligin
beyninden 9%22.5 verimle 1.280 kat saflagtirmiglardir. Yine 2010 yilinda yaptiklar
caligmalarinda ise Gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss) bobrek dokusundan
CA enzimini %31.7 verim ile yaklasik 1800 kat saflastirmis ve enzimin spesifik
aktivitesi 17285 EU/mg protein olarak hesaplamislardir.

Arslan, 2013 yilinda hamsi (Engraulis encrasicolus) ve mezgit (Merlangius
merlangus euxinus) baliklarinin solunga¢ dokularindan karbonik anhidraz (CA)
enzimlerini sirasiyla 1473, 2800 EU/mg spesifik aktiviteleriyle ve %26.3, %23.3
verimlerle Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak
saflagtirmis, saflastirma kat sayilar1 sirastyla yaklasik 39.1 ve 191.8 olarak; molekiil

kiitlelerini yaklasik 25.1 kDa, mezgit i¢in yaklasik 29.5 kDa olarak bulmustur.

Siraz (Capoeta umbla ) karaciger dokusundan elde ettigimiz CA enzimi igin
yaptigimiz karakterizasyon ¢alismalarinda; enzim reaksiyon hizlarina etki eden
faktorler arasinda sayilan ph, sicaklik, iyonik siddet ayri ayri calisildi. Karbonik
anhidraz enziminin optimum pH' sin1 belirlemek igin; 50 mM Tris-SO4 ve 50 mM
KH2PO4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak esteraz aktivitelerine bakildi. Siraz (Capoeta
umbla) karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi i¢in optimum Tris-SO4 tamponu

pH 8.5; optimum KH2PO4tamponu pH: 7.0 olarak tespit edildi.
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Literatiirdeki CA enzimi kullanilarak yapilan ¢alismalar bize, optimum pH genellikle
pH:7.0 ile pH:9.0 araliginda oldugunu gostermistir. Karahalil ,2009 Mersin balig1
eritrositlerinden elde ettigi CA enziminin optimum pH’sin1 9.0, Kaya ,2011 yilinda
Cipura balig1 (Sparus aurata) solungag dokusu i¢in ise optimum pH:8.0 , Kaya vd.,
2013 yilinda ayni baligin karaciger dokusundan saflastirdigi CA enziminin optimum
pH’st 7.5 ,Ceyhun vd. 2011 yilinda Avrupa levreginin (Dicentrarchus labrax)
karaciger dokusundan elde edilen karbonik anhidraz enziminin optimum pH’s1 7.5
olarak , Kurbanoglu, 2015 yilinda Kalkan balig1 kas dokusu i¢in optimum pH’sin1 9.0
olarak tespit etmislerdir. Burdan anlasilacag tizere farkli tiirlerin farkli dokularindan

elde edilen ayni enzimin optimum pH’lar1 degiskenlik gostermektedir.

Siraz (Capoeta umbla ) karaciger dokusundan elde ettigimiz CA enziminin optimum
aktivite gosterdigi iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla pH 7.4 Tris-siilfat tamponu
kullanilarak 0.01 M ile 1 M arasinda iyonik siddete sahip ¢ozeltiler hazirlandi ve PNF
substrat1 kullanilarak esteraz aktivite dl¢limleri yapildi. Karaciger dokusundan elde
ettigimiz CA enzimi i¢in optimum iyonik siddet 0.02M Tris—SO4 olarak tespit edildi.
Farkl1 tiir baliklarla yapilan ¢alismalardan elde edilen optimum iyonik siddet verileri
sonucu; Soyiit, 2006 yilinda Gokkusagi Alabalik (Oncorhynchus mykiss) bobrek, kas,
beyin dokulari i¢in 1 M Tris—SOa, Kogyigit, 2014 yilinda Kangal baligi (Garra rufa)
solungag, kas ve g6z dokulari i¢in 1 M Tris—SOg olarak belirlemisken Karahalil, 2009
yilinda Mersin balig: eritrositlerinden elde ettigi CA igin 0.05 M Tris—SO4, olarak

tespit etmistir.

Siraz (Capoeta umbla ) karaciger dokusundan elde ettigimiz CA enzimin stabil oldugu
pH’s1, 50 mM Tris—SO4 (pH 7-9) tampon ¢dzeltileri kullanilarak, enzimin gosterdigi
aktiviteler 5 giin siiresince 24 saat aralikla spektrofotometrik olarak dlgiilerek; stabil
pH 7 olarak tespit edilmistir. Yapilan diger ¢alismalar incelendiginde; Kogyigit, 2014
yilinda Kangal balig1 solunga¢ dokusu i¢in stabil pH 8.5, Kurbanoglu, 2015 yilinda
Kalkan balig1 (Psetta maxima) kas dokusundan igin i¢in stabil pH 8.0, Soyiit ,2006
yilinda Gokkusagi alabaligi karaciger karbonik anhidraz enziminin stabil pH’s1 8.5
iken bobrek, kas ve beyin dokular1 karbonik anhidraz enzimi stabil pH’s1 9.0,
Beydemir vd. 2006 yilinda ayni baligin g6z lensi CA enziminin stabil pH's1 Tris-SO4
tamponu pH:7.2 olarak tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismalar neticesinde enzimin

gosterdigi aktivitenin stabil oldugu pH araliklarinin  degiskenlik gosterdigi
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anlagilmistir.

Enzimlerin calismasini etkileyen faktorlerden biri de sicakliktir. Yaptigimiz ¢calismada
CA enzimnin en verimli ¢alistig1 sicaklik derecesini belirlemek tlizere optimum pH ve
uygun iyonik siddete sahip Tris SO4 (pH 7.4) tamponunu kullanarak 5°C ile 45°C
arasinda her 5 °C’de bir olmak iizere aktiviteleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildi. Bu
caligmalar sonucu optimum sicaklik 35°C olarak tespit edildi. Soyiit 2006 , Gokkusagi
alabalig1 beyin, karaciger, bobrek, dokular1 karbonik anhidraz enzimleri i¢in optimum
sicakligi 40°C olarak bulmustur. Hisar 2002, Gokkusagi alabaligi eritrositlerinde
yaptig1 calismada CA enziminin optimum sicakligmin 25°C olarak tespit ederken
Karahalil 2009 , Mersin balig1 eritrositlerinden elde edilen karbonik anhidraz
enziminin optimum sicakligi 30°C olarak bulmustur. Kaya vd. 2013 yilinda Cipura
baligimin (Sparus aurata) karaciger dokusu karbonik anhidraz enziminin optimum

sicakligi 50°C olarak belirlemislerdir.

Enzimler protein yapisinda olup, proteinler de amino asitlerin birbirine baglanmasi ile
olusur. Proteinleri olusturan amino asitlerden biri olan Sistein , -SH grubu ihtiva eder.
Bu grup asidik yap1 gosterir ve kolay reaksiyona girer. Ornegin agir metallere maruz
kalirsa merkaptanlar olustururlar. Enzimin aktif ve katalitik bolgesinde bulunan
sisteinlerdeki —SH grubu ile merkaptanlar olusur ve enzim aktivitesini yitirir (Keha
ve Kiifrevioglu 2015).

Diinya tizerindeki niifus artisi, tarimda kimyasal kullanimi, endiistrilesme, deniz
kanarlarinda sanayi tesislerinin artis1, drenaj sular1 ve atik sularin etkisiyle agir
metaller suya karigmakta ve sucul ortamlarda derisimleri artmaktadir (Kogyigit 2014).
Tarimsal ilaglamalarin ardindan, drenaj sulari, sulama sularina karigsarak veya
dogrudan suya yapilan uygulamalar sonucu da sucul ortamlara pestisitler tutulurlar.
Suda eriyebilenle sucul ortamda kisa siirede dagilirken, graniillii olanlar suda kalarak
aktif madelerinin yayilmasima neden olurlar. Baliklar da solunum yolu ya da
beslenmesi sonucu pestisitlerle zehirlenebilirler. Bu durum 6liimle sonuglanabilecegi
gibi, tiremeyi engellemek, dokularda hasarlara neden olmak gibi baliklar {izerinde

ciddi zararlara yol agarlar (Atamanalp ve Yanik 2001).
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Agir metal derisimi artan ortamlarda dokularda protein sentezinin degistigi, bu
degisimin metal baglayici proteinlere bagli oldugu bilinmektedir. Sularin agir metaller
ve pestisitlerle kontaminasyonu ciddi bir ¢evresel sorundur.

Bir¢ok agir metalin, baliklar, yengecler, sigirlar ve insanlar dahil c¢esitli
organizmalarda CA aktivitesini inhibe ettigi in vitro sartlarda gosterilmistir
Christensen ve Tucker'm (1976) yaptiklart ¢alisma ile ilk kez baliklarda karbonik
anhidraz enziminin agir metallerle inhibisyonunu gosterdiler. Gokkusagi alabalik
(Oncorhynchus mykiss) ile yapilan ¢alismada balik dokularinda CA enzimi bollugu ile
bilinen eritrositlerde, Cd*™® Cu*® Ag*, and Zn*? gibi agir metal katyonlarmin in vitro
olarak inhibisyon etkileri belirgin olarak ortaya koyulmustur (Lionetto 2014).
Calismamizda inhibisyon etkilerini gérmek igin metal iyonlar: olarak. Cu*2, Mn*3,
Ba*?, Se? secilmistir. Siraz (Capoeta umbla ) karaciger dokusundan elde ettigimiz CA
enziminin aktivitesini yariya indiren metal konsantrasyonlari olarak bilinen ICso
degerleri belirlenmis; cizilen grafikler yardimi ile sirasiyla 2.30mM, 3.89 mM, 1.94
MM, 1.45 mM olarak bulunmustur. Yani ICso degerleri Se’?< Ba*?< Cu*? <Mn*? olarak

siralanmustir.

Kiricr vd. 2014 yilinda Capoeta umbla ve Capoeta trutta’nin solungag, karaciger,
bobrek dokularindan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ile glutatyon rediiktaz enzimini
saflastirmislar ve bazi metallerin enzim aktivitesi tizerine etkilerini incelemislerdir. in
vitro olarak c¢alisilan bazi metallerin (Cu*?, Zn*?, Ni*> Cd*2, Ag* , Pb*?, Fe*3, Co*?)
inhibisyon etkileri sonucunda, Ag* iyonunun tiim balik dokularinda enzim aktiviteleri

tizerine en etkili inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir.

Baska bir ¢alismalarinda Kirici vd. 2017 yilinda Capoeta trutta baliginin solungag ve
karacigerinde glutatyon rediiktaz enzimi lizerine bazi metal iyonlarinin in vitro
etkilerini arastirmislar: Bahigin solungaglarinda; Ag* > Co*? > Zn*2 > Ni*? > Pb*?.
Baligin karacigerinde ise inhibisyon siras1 Ag* > Cu*? > Co*? > Pb*?2 > Ni*? olarak
tespit etmislerdir. .Bu sonuglara bakilarak solunga¢ ve karaciger dokularindaki en

giiclii GR enzimi inhibitdriini glimiis metal iyonu oldugu gosterilmistir.

Kiric1 vd. 2012 yilinda Capoeta umbla baligindan saflastirdiklari solungag sitoplazmik
karbonik anhidraz enzimini iizerine baz1 metallerin (Fe*3, Cd*2, Pb*2 ve Ni*?) in vitro

etkilerini incelemislerdir. Fe*3, Cd*> Pb*? ve Ni*? metallerinin, ICso degerlerini
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strasiyla 0.136, 0.191, 0.289 ve 0.924 mM olarak bulmuslardir. Sonug olarak, Fe*®
iyonunun C. umbla solungag¢ karbonik anhidraz enzimi i¢in gii¢lii bir inhibitor oldugu

belirlenmistir.
Tez ¢alismamiza konu olan balik cinsi disinda incelenen ¢alismalarda;

Kogyigit 2014, Kangal balig1 solungag¢ dokusu CA’s1 ICs degerini Pb*? < Fe*2 <Co*2
< Cd*2 <Cu*?; kas dokusu CA’s1 i¢in ICso degerini Pb*™? < Fe*? <Co0*? < Cd*? olarak

gostermistir.

Soyiit 2006, Gokkusag alabaligi karaciger dokusu karbonik anhidraz enzimi lizeride
Co™, Cu*?, Zn*?, Ag* ve Cd' agir metal iyonlar: ile yapilan inhibisyon galismasi
neticesi belirlenen 1Csg degerleri sirasiyla 0.03, 30.00,47.10, 0.01 ve 15.00 mM olarak;
Kaya vd. 2013, Cipura balig1 karaciger dokusu karbonik anhidraz enzimi {izeride
Cd*2, Cu*?, Ni*2 ve Ag* agir metal iyonlari i¢in belirlenen 1Cso degerleri sirasiyla 21.3,
69.6, 3.0 ve 0.0169 mM olarak tespit edilmistir.

Yine Soyiit vd. 2008 yilinda Gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss) beyin
dokusundan saflastirdiklart CA enzimi i¢in bazi metallerin inhibitor etkisini aragtirmas,
in vitro sartlarda Cu*?, Zn*2, Ag* Cd*? igin ICso degerlerini siras1 ile 0.05, 30, 0.31,
159, ve 82.5 mM olarak bulmuslardir.

Balik tiirlerinden farkli canlilarda yapilan karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi

ve inhibisyon c¢aligsmalarina 6rnek verecek olursak;

Orhan 2017, koyun kalp dokusundan CA enzimi 900 EU/mg spesifik aktivite ve
%46,15 verimle ve 51,93 kat saflastirmis olup ; koyun kalp CA izoenzimi i¢in molekiil
kiitlesi 31 kDa olarak belirlemistir. Ayrica bu enzim i¢in yapilan karakterizasyon
calismalarinda optimum iyonik siddet 50 mM KH2POs, optimum pH:8.0 olarak

belirlemistir.

Yerlikaya vd 2017 yilinda CA enzimini Siirt Tiftik Kecisi karaciger dokusundan
1930.84 EU.mg?! spesifik aktivite ile %57.28 verimle 80.55 kat saflastirilmus:
optimum iyonik siddet: 25 mM, optimum pH: 8.0, optimum sicaklik: 40°C ve stabil
pH: 7.0 olarak belirlenmistir. Saflastirilmis CA enzimi iizerine bazi metal iyonlarinin

inhibitdr etkileri incelendiginde; inhibisyon gdsteren metal iyonlarinin ICso degerleri
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Al*3 Ni*2, Cd*2, Cu*?, Pb*2, Ba'?, Zn*? B*3, Fe™ Se*?, Ag* and Co™ icin sirasiyla
2.24, 2.76, 2.36, 3.20, 2.55, 2.25, 3.28, 2.13, 3.10, 1.75, 2.16 ve 3.50 mM olarak

bulunmustur.

Demirdag 2012 yilinda Koyun bobrek dokusundan CA 1V izoenzimi %30.83 verimle,
2055.56 EU/mg spesifik aktivite ile 139.45 kat; CA Il izoenzimi %60.75 verimle,
4893.62 EU/mg spesifik aktivite ile 227.61 kat saflastirmistir. Koyun bobregi CA IV
izoenzimi iizerine bazi metallerin etkisini arastirmis, Fe*?, Cu*?, Cr*?, Al*3, Ni*2 Mn*?,
Cd*?, Zn*? metalleri arasindan Cu*?, Zn*2, Ni*2, Cd*? metalleri enzimi inhibe ederken
diger metallerde herhangi bir inhibisyon etkisi gdriilmemistir. inhibisyon etkisi
gosteren metaller i¢in ICso degerleri sirasiyla 0.067, 0.092, 1.03, 1.8 mM olarak tespit
edilmis olup bu metaller arasinda en diisiik konsantrasyonda inhibisyon etkisi gdsteren

metal Cu*? olarak belirlenmistir.

Caglayan, 2017 Kegi karaciger ve bobrek dokularindan saflastirdigi karbonik anhidraz
enziminin molekiil kiitlesini karaciger dokusu igin 27.70 kDa ve bdbrek dokusu igin
28.00 kDa olarak belirlemistir. Optimum iyonik siddet sirasiyla 0.5 M ve 0.6 M Tris-
SO4 tamponu olarak, Optimum ve stabil pH degerleri sirastyla pH 7.5 ve 7.0 olarak
belirlenmistir. Kegi karaciger dokusu i¢in ICso degerlerini Pb%" < Hg?* < Co?* < Cu?*
< Ag* < Fe?* olarak belirlemistir. Bu sonuca gére karaciger dokusundan saflastirilan

CA enzimi iizerine en fazla [Pb?*]: 0.13 mM ile inhibisyon etki gdstermistir

Yaptigimiz ¢alismada Siraz (Capoeta umbla ) karaciger dokusundan elde ettigimiz CA
enziminin aktivitesini yartya indiren metal konsantrasyonlar1 Cu*? igin 2.30mM,
Mn*2 icin 3.89 mM, Ba*?i¢in 1.94 mM, Se? i¢in 1.45 mM olarak bulunmustur. Yani
ICso degerleri Se?< Ba*2<Cu*?<Mn™*® olarak siralanmustir. Bu dogrultuda karacigerden

saflagtirilan CA enzimi iizerinde en fazla inhibisyona Se? neden olmustur.

Incelenen calismalardan anlasilacag iizere metal iyonlari enzimlerin gerceklestirdigi
reaksiyonlarda degisiklere neden olurken, enzim aktivitelere {izerinde inhibisyona yol
acmaktadir. Karbonik anhidraz enziminin iyon taginimi ve iyon dengesinin saglanmasi
acisindan 6nemli bir role sahiptir. Cok diisiik konsantrasyonlarda bile metal

iyonlarinin CA enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
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Ozellikle son zamanlarda artan tarimsal ve endiistriyel kimyasallar sucul ortamlarda
fazla miktarlarda bulunmaktadir. Bu kimyasallarin sucul canlilar tarafindan
metabolizmalarina alinmasi sonucu, serbest radikaller ile miicadele eden sistemlerin
calisma prensipleri bozulur. Ornegin sucul canlilarda oksidatif stresi indiikledigi iyi
bilinen bazi mekanizmalar (baliklarda reaktif oksijen tiirlerin olusum ve yok edilme
mekanizmasi). Pestisitler ve ¢evre kirliliginin artmasi ile baliklarda serbest radikallerin
olusumu artar. Serbest radikaller hiicrelerde DNA hasarlarina, mutasyon veya kansere,

biyolojik yaslanmalara neden olmaktadir (Akbulut vd. 2014).

Pestsitlerin enzimler {lizerine inhibe edici etkisini gosteren ¢alismalara 6rnek verecek

olursak;

Sayeed vd. 2003 yilinda yesil yilanbas (Channa punctatus) baliklarini 48 saat boyunca
deltametrine (0,75 pg/L) maruz birakarak karaciger ve bdobrek dokularindaki
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimi incelemislerdir. Calisma sonucunda
deltametrinin kullanilan tiim dokulardaki lipid peroksidasyonunu indiikledigini ve

katalaz aktivitesini artirdigin1 ortaya ¢ikarmisladir.

Ceyhun vd. 2010 yilinda deltametrin, diazinon, propoxur ve sipermetrin pestisitlerinin
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) solungaglarindaki CA enzimi {izerine in
vitro etkilerini aragtirmiglardir. Deltametrin, diazinon, propoxur ve sipermetrin igin
ICs0 degerleri sirastyla 0.137, 0.267, 0.420 ve 0.460 uM oldugu, pestisitlerin CA
aktivitesini deltametrin> diazinon> propoxur> sipermetrin sirasi ile inhibe ettigini

gostermislerdir.

Sinan vd. tarafindan 2007 yilinda Saanen kegisi (Capra hircus ) eritrositlerinden elde
edilen CA enzimi iizerine Nuarimol (Tm), Fenarimol ™, Parathionmethyl (Tm) ve
2,4-D-TM pestisitlerinin in vitro etkileri arastirilmistir. Enzimatik aktivitenin% 50'sini
inhibe eden Nuarimol ™, Fenarimol ™ ve 2,4-DTM konsantrasyonlari sirasiyla 0.352,

0.924 ve 2.04 mM olarak hesaplanmistir.

Demirdag vd. 2012 yilinda Avrupa levregi karacigeri ve sigir eritrositleri CA enzimi
tizerine pestisidin, shalotrin, sipermetrin, diklorvos, mehamidofos, klorpirifos ve
metilparathion pestisitlerinin inhibe edici etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda

tim pestisitler diisik konsantrasyonlarda dahi enzimi inhibe etmistir ve
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metilparathion, her iki enzim igin en etkili inhibitdr olarak belirlenmistir. Bu
pestisitlerin kullaniminin hayvan 6liimleri ile sonuglanan asit-baz diizenlenmesinin

bozulmasina neden olabilecegine bildirmislerdir.

Dogan 2006 yilnda Oncorhynchus mykiss ve Cyprinus carpio carpio baliklarinin
kanindan elde ettigi karbonik anhidraz aktivitesi iizerine bazi pestisitlerin in vitro
etkilerini incelemistir. Lambda-cyhalothrin, deltametrin, diozinon, dorzolamid ve
brinzolarnid tarafindan inhibe edilen O. mykiss CA enziminin ICso degerleri 6.05 x 10
91,48 x 10, 6.84 x 10 ¥ 3.82 x 10 ©® ve 1.80 x 10 ¢® mol/I, ve C c. carpio 6.86
x 10 ) 470 x 10 ™ 3.92 x 10 ©3 8.34 x 10 ¢® ve 1.42 x 10 ©® mol/l olarak
hesaplanmistir. Kullanilan pestisitler icerisinde en etkili CA enzimi inhibitdriiniin

detrametrin oldugu bulunmustur.

Tiiliice 2000 yilinda insan ve sigir eritrosit karbonik anhidraz enzimi {izerine
deltamethrin, pyrazophos, otiorpyrifos-methyl, dimethoat, metamidophos,
dichlorvos, diazinon, c¢aptan ve malathion pestisitlerinin inhibisyon etkilerini
arastirmig; diisiik dozlarda dahi bu pestisitlerin enzim aktivitesinin inhibe ettigini

gostermistir.

Zarig 2017 yilinda Van Golii Inci Kefali Balif1 solunga¢ dokusundan saflastirdigi
GST enzimine, oxamyl, diniconazole, carbofuran, tebuconazole ve atrazine
pestisitlerinin inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmistir. Pestisitlerin ICsp
degerlerini diniconazole igin 1.604 mM, oxamyl i¢in 0.092 mM, atrazine igin 0.750

mM, carbofuran i¢in 0.041 mM ve tebuconazole i¢in 0.056 mM olarak hesaplamistir.

Tas 2017 yilinda Kalkan baligi (Psetta maxima) solunga¢ dokusundan saflastirdigi
GST enzimi aktivitesi lizerine dogada bulanan pestisitlerden atrazin, karbaril,
karbofuran, oksamil, propoksur, simazin, tebukonazol'iin inhibitér etkilerini
aragtirmistir. Bu pestisitlerin her birinin enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigini tespit etmis olup, pestisitler i¢in ICsp degerleri sirasiyla 18.728 uM,
14.395 uM, 19.716 uM, 17.854 uM, 16.709 puM, 14.281 uM ve 9.516 uM olarak
bildirmistir.

Cici 2007 yilinda Insan eritrositlerinden glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi

saflastirmis ve bazi pestisitlerin enzim {izerindeki etkisini aragtirmistir. Aragtirmasi
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sonucunda tarimda yaygin olarak kullanilan (Propil3-(dimetilamino)propilkarbomat
hidroklorit), (RS)-5-etil-2-(4- izopropil-4-metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl) nikotinik
asit), (N-(Fosfonometil)glisin), (2,4- Diklorofenoksiasetik asit dimetilamin)’in
inhibisyon etkisini gostermis, ICso degerlerini siras1 ile 4.85x 10 ° mM, 4.48x 10 *
mM, 2.77x 10 * mM, 1.76x 10 > mM olarak bildirmistir.

Maynart et al. 2012 yunda endosiilfan pestisitinin farkli dozlarini (0.6, 1.2, 2.4, 5.0,
10.0 ve 50 pg/L) zebra baliklarmia (Danio rerio) 96 saat boyunca uygulamislardir.
Calisma sonunda baliklarin ylizme aktivitelerinde; Endosiilfanin 2.4 pug/L dozuna

maruz olan grupta kontrol grubuna oranla diisiis meydana geldigini bildirmislerdir.

Biz de calismamizda bazi pestisitlerin Siraz (Capoeta umbla) karaciger dokusundan
elde ettigimiz CA enzimi iizerine inhibisyon etkilerini incelemek amaci ile aldrin,
dieldrin, endosiilfan, hexachlorbenzene, a-HCH, heptachlor ve 2,4 DDT pestisitlerini
kullandik. Yaptigimiz in vitro ¢aligmalar neticesinde CA enzim aktivitesini yariya
diigiiren inhibitor konsantrasyonu olan ICso degerlerini belirlemek igin % Aktivite-[I]
grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerin denklemleri yardimiyla ICso degerleri hesaplandi.
Pestisitlerin 1Cso degerleri sirasiyla aldrin 0.02339 mM, dieldrin 0.02612 mM,
endosiilfan 0.0244 mM, hexachlorbenzen 0.02155 mM, a-HCH 0.0744 mM olarak
hesaplanmistir. Stoklar1 hazirlanan ve farkli konsantrasyonlar ile ¢alisilan heptachlor

ve 2,4 DDT pestisitlerinin inhibisyon etkileri gozlemlenmemistir.

Calismalarimiz dogrultusunda Siraz (Capoeta umbla) karaciger dokusu CA enzimi
tizerine etkileri bliylikten kiiglige siralamasi; hexachlorbenzen, aldrin, endosiilfan,

dieldrin, a-HCH seklinde belirlenmistir.

Pestisitler hedefleri olamayan organizmalar ve canli sistemler lizerinde ciddi olumsuz
etkiler yaratmaktadir. Literatliir 15181inda pestisitlerin enzim aktiviteleri lizerinde
inhibisyon etkilerinin oldugu anlasilmistir. Calismamiz i¢in segtigimiz pestisitlerin
Siraz (Capoeta umbla) karaciger dokusu CA enzimi {lizerinde arastirilmis literatiiriine
rastlanmadi. Bu tez kapsaminda bir ¢ok metabolik siiregte rolii olan CA enzimi

aktivitesinin bu pestisitler tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir.
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Sonu¢ Olarak:

1. Siraz (Capoeta umbla) baligi karaciger dokusundan CA enzimi Sepharose-4B-L-
tirozin — stlfanilamit afinite kromatografisi ile saflastirildi. SDS-PAGE ile
caligmalarimizda kullanilan enzimlerin safligi kontrol edildi. Enzimin safligi
elektroforezde bulunan tek bant ile tespit edildi. Capoeta umbla balig1 karaciger
dokularidan karbonik anhidraz enzimi 2026.32 EU/mg spesifik aktiviteyle % 59.97
verimle 212.40 kat saflastirildi.

2. Saflastirilan enzim i¢in kinetik ¢alismalar yapildi. Optimum iyonik siddet, uygun
deger pH, uygun deger sicaklik, stabil pH degerleri belirlendi. Bu c¢aligmalar
sonucunda CA enziminin optimum iyonik siddeti 0.02 M Tris-SO4 tamponu, optimum
pH Tris-SO4 tamponunda 8.5, optimum sicaklik: 35°C ve stabil pH Tris-SO4

tamponunda 7.0 olarak belirlenmistir.

3. Enzimin kinetik 6zellikleri igerisinde yer alan Km degeri 0,556 mM ve Vmax degeri

de 0.165 EU/ml olarak belirlenmistir.

4. Yapmis oldugumuz calismada bazi agir metallerin ve pestisitlerin etkileri incelendi.
Etki gosteren metallerin ve pestisitlerin 1Cso ve K degerleri hesaplandi ve inhibisyon
caligmalar1 sonucunda bu pestisit ve metal iyonlarinin disiik dozlarda dahi CA

enzimini inhibe ettigi gézlenmistir.

Capoeta umbla balig1 karaciger dokusundan saflastirilan CA enzimi aktivitesi lizerine
bakir, baryum, manganez ve selenyum iyonlarinin in vitro etkileri incelenmistir.
(Cu*?, Mn*3, Ba', Se?) metal iyonlarmin inhibisyon etkisi gosterdikleri tespit
edilmistir. Capoeta umbla balig1 karaciger dokusundan saflastirilan CA enzim
aktivitesini yariya diisiiren inhibitdr konsantrasyonu olan ICso degerlerini belirlemek
icin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerin denklemleri yardimiyla ICso
degerleri hesaplanmistir. Cu*?, Mn*3, Ba*?, Se’2 metallerinin, ICso degerlerini sirasiyla
2.30, 3.89, 1.94 ve 1.45 mM olarak bulunmustur.
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“K; sabitleri diigiik olan inhibitdriin enzime ilgisi yiiksek oldugundan enzimin katalitik
aktivitesi iizerine inhibisyon etkisinin biiylik olacag: bildirilmistir” (Kogyigit 2014).
Siraz (Capoeta umbla) karaciger dokusundan saflastirdigimiz CA enzimi iizerine
Ba™? ,Cu*? ,Se? ,Mn* metalleri icin hesaplanan Ki degerleri siras1 ile, 0.693 mM,
0.822 mM, 0.518 mM, 1.390 mM olarak hesaplanmis olup; ortalama K; degerleri

Se? < Ba*?< Cu*? < Mn*2 olarak siralandi.

Ayrica yapmis oldugumuz ¢alismada Capoeta umbla baligi karaciger dokusundan
saflastirllan CA enzimi aktivitesi lizerine aldrin, dieldrin, endosiilfan,
hexachlorbenzene, a-HCH pestisitlerinin in vitro etkileri incelenmistir. Pestisitlerin
ICs0 degerleri sirasiyla aldrin 0.02339 mM, dieldrin 0.02614 mM, endosiilfan 0.0244
mM, hexachlorbenzen 0.02155 mM, o-HCH 0.0744 mM olarak; K degerleri ise
sirastyla  0.0084 mM, 0.0094 mM, 0.0087 mM, 0.0077 mM, 0.0266 mM olarak
hesaplanmustir. Stoklar1 hazirlanan ve farkli konsantrasyonlarda calisilan heptachlor

ve 2,4 DDT pestisitlerinin inhibisyon etkileri gézlemlenmemistir.

Metaller sucul ¢evrenin dogal iz bilesenleridir; ancak tarim ve madencilik faaliyetleri
nedeniyle seviyeleri olmasi gerekenin iizerine ¢gikmaktadir. Cevre kirliligi giin gectikge
artmakta olup gelisen sanayi beraberinde agir metal kirliligini en 6nemli cevre
sorunlarindan biri haline gelmistir. Gelisen teknoloji sonucu, kentsel atiklar ve endiistri

atiklarinin bulundugu kanalizasyon sular1 nehir ve gollere ulasmaktadir.

Agir metaller bitki Ortiileri ve orman yanginlari ile de sulara taginir ve sulardaki
anorganik kirlenmeyi meydana getirir. Ozellikle sucul ortamlarda bulunan ve akabinde
ekosistemde yasayan organizma, bitki, hayvan ve insanlarin yasam dongiisiinii tehdit

etmektedir.

Bu durum canli sistemler i¢in, 6zellikle sucul organizmalar ve spesifik enzimler igin
tehlikeli bir hal almistir. Enzimlerin, canli metabolizmalarindaki neredeyse tim
kimyasal reaksiyonlar1 katalize ettigi bilinmektedir. Kirleticiler de dahil olmak {izere,
metal iyonlari, pestisitler, kimyasal maddeler ve ilaglar diisiik konsantrasyonlarda dahi

enzim aktivitelerini azaltmak veya arttirmak sureti ile metabolizmay: etkilemektedir.
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Hizla artan diinya niifusuna karsilik yeterli {iriin saglanmasi ve gida ihtiyacinin
giderilmesi hedeflenerek kullanilan tarim ilaglari ¢cevre kirliligine yol agmakta ve besin
zinciri ile insana ulasarak kalici hasarlara neden olmaktadir. Bu soruna ¢6ziim

iiretilmesi amaciyla hangi kimyasallarin inhibitor etkisi oldugu arastirilmalidir.

Ozellikle ekonomik degere sahip baliklari olumsuz etkileyebilecek, her tiirlii pestisit
ile ilgili calismalar yapilmalidir. Tarimsal uygulamalarda oncelikle biyolojik
yontemler tercih edilmelidir. Zararli tarim ilaglar1  kullanan ¢iftgilerin
bilin¢lendirilmesi, ilaglama yapilirken yagmur ve arazi sartlar1 g6z Oniinde
bulundurmalar1 ve kullanimi biten atik kutular1 suya atmamalar1 konusunda gerekli

0zeni gostermeleri saglanmalidir.

Karbonik anhidraz enziminin pek c¢ok dokuda iistlendigi fonksiyonun yasamin
devamlilif1 igin son derece onemli rollere sahip oldugu bilinmektedir. Ozellikle
insanda  bircok hastaligin  tedavisinde CA izoenzimlerinin  inhibisyonu
kullanilmaktadir. Bu sebeple CA enzimi ¢ogu ilacin hedefidir. Karbonik anhidraz
enzimi ve izoenzimleri ¢ok farkli dokudan saflastirilmis ve ¢esitli ilaglarin, metallerin
ve pestisitlerin enzim aktivitesi {izerine etkileri arastirilmistir. Metallerin ve
pestisitlerin  ¢alismamizda anlatildigit gibi CA enzimi {izerinde c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile inhibisyon etkisi gosterdigi ortaya koyulmustur. Bu
dogrultuda CA enzimi aktivasyon ve inhibisyon ¢alismalarinin literatiire

kazandirilmas1 gerekmektedir.
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Calismamiz sonucunda elde edilen veriler asagidaki tabloda 6zetlenmistir

Cizelge 5.1.Siraz (Capoeta umbla) Baligi karaciger CA enzimi igin karakterizasyon
sonuglari

Calisma tipi Sonug¢
Optimum pH 8,5
Optimum iyonik siddet 0.02 M
Optimum sicaklik 35°C

Stabil pH 7.0

Mol kiitlesi 28.64 KDA
CA K, 0.556 Mm
CA Vmax 0.165 EU/ml

Cizelge 5.2. Siraz (Capoeta umbla) Balig1 karaciger CA enziminin {izerine
inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlari icin ICso Ve Kjdegerleri sonuglari

Kimyasal Madde 1Cs0 (MM) Ki Degerleri (mM)
Cu*2 2.30 0.822
Se 2 1.45 0.518
Ba *? 1.94 0.693
Mn *3 3.89 1.390

Cizelge 5.3. Siraz (Capoeta umbla) Balig1 karaciger CA enziminin {izerine
inhibisyon etkisi gosteren pestisitler icin ICsg ve Kjdegerleri sonuglari

Pestisit 1Cs0 (MM) Ki Degerleri (mM)
Aldrin 0.0234 0.0084
Dieldrin 0.0261 0.0094
Endosiilfan 0.0244 0.0087
Hexachlorbenzen 0.0216 0.0077
a-HCH 0.0744 0.0266
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