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Balik Kan Karbondioksitinin Tasinmasi ve Atilmasinda Karbonik Anhidraz
Izoenzimlerinin Fonksiyonlar
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OZET: Baliklarda, kan karbondioksitinin (CO,) tasimnmas1 ve atilimi: omurgalilardakine benzer sekilde meydana gelir. CO,, konsantrasyon
gradiyenti dogrultusunda dokulardan eritrositlere difiize olur ve eritrositlerde karbonik anhidraz enzimi (CA) tarafindan HCO;™ ve H"a
katalizlenir. Meydana gelen protonlar hemoglobin tarafindan tamponlanirken bikarbonat anyonlarinin birgogu, plazma kloriir iyonunun
hiicre i¢ine girisi ile hiicre digina pasif olarak tasinirlar. Béylece dokulardan solungaglara tasinan total CO,’in ¢ogu plazma HCO;1 olarak
taginmus olur. Solungaclarin kilcal damarlarinda ise bu sikliis tersine isler. Bu derlemede, CO,’in tasinmasi ve atilmasinda iki dnemli bilesen

olan eritrosit ve solunga¢ CA izoenzimlerinin fonksiyonlar: anlatilmstir.

Anahtar kelimeler: Karbondioksit, karbonik anhidraz, balik, eritrosit, solungag

The Functions of Carbonic Anhydrase Isozymes at Fish Blood Carbon Dioxide Transport and
Excretion

ABSTRACT: In fish, blood carbon dioxide (CO,) transport and excretion follows the similar strategy as in vertebrates. CO, from the
tissues diffuses down its concentration gradient into the erythrocytes where it becomes catalyzed to HCO;™ and H' by carbonic anhydrase
(CA). The protons generated are largely buffered by hemoglobin whereas most of the bicarbonate anions are passively transported out of the
cell in exchange for plasma chloride. Most of the total CO, transported from the tissues to the gill is thus carried as plasma HCO; . At the
capillaries of the gill, the cycle is essentially reversed. In this review, it was explained that the functions of two important components,
erythrocyte and gill CA, of these blood CO, transport and excretion processes.

Keywords: Carbon dioxide, carbonic anhydrase, fish, erythrocyte, gill

GIRIiS

Baliklarda karbondioksitin (CO,) tasmmmast  ve
atilmasint anlayabilmek i¢in CO,’in sudaki kimyasal
davranislarini iyi bilmek gerekir. Sudaki CO; su ile direk
reaksiyona girerek bikarbonat ve protona ayrigan
karbonik aside doniisiir.

€0, +H,0 _— H2C03‘——‘ H + HCO,

Karbondioksitin  hidratasyon ve dechidratasyon
reaksiyonlarinin denge sabitleri sirastyla 3,5x107 ve 20
sn’’dir. Bu denge sabitleri reaksiyonlarin olduk¢a hizl
ilerledigini gostermesine ragmen CO,’in biyolojik
sistemlerde gdzlemlenen fizyolojik davranislar1 igin
yeterli degildir. Ayrica, bikarbonat negatif yiikli olup
sulu ¢ozeltilerde yiiksek, lipitlerde c¢ok diisiik
¢oziiniirliige sahipken CO,’in hem sulu ¢ozeltilerde hem
de lipitlerdeki ¢oziiniirliigii yiiksektir. Bu nedenle CO,
cok kolay bir sekilde hiicre igine ve disina difiize olurken
bikarbonatin  hiicre membranindan gegmesi igin
tasinmasi gerekir. pH 6,3’lin ilizerinde oldugu zaman,
CO, ve HCOj arasindaki denge HCO5a dogru kayar ve
boylece hiicre i¢inde ihtiya¢ duyulan CO, ve HCOj;
konsantrasyonlarinin  siirdiiriilebilmesinde  problemler
olusur (Henry ve Swenson, 2000).

Fizyolojik pH’da CO,’in HCO;”a doniigiimiiniin
cok vyavas olmasit ve karbondioksitin hem kanda
taginmasi hem de solungaclardan atilimi i¢in gerekli olan
hidratasyon ve dehidratasyon denge sabitlerinin kiiglik
olmasi bir enzim tarafindan katalizlenmesini gerektirir.
COy’in  HCOs’a ¢evrimi  CO,’in  hiicre ic¢inde

tutulmasinda o6nemli iken HCO;’mn CO,’e ¢evirimi
bikarbonatin hiicre igine girigini kolaylagtirir. Boylece,
enzimatik olarak CO, ve HCO;mn ¢evrilmesi hiicresel
enzimlerin ihtiya¢ duyduklar1 seviyede hiicrenin CO,
miktarin1 artirmasinin yani sira hiicresel proseslerin
basarilabilmesi i¢in uygun hiicre ici CO, ve HCOj;
seviyelerinin korunmasinda da hiicreye yardim eder. Iste,
karbonik asit meydana getirmeden farkli bir yol
izleyerek CO, ve HCO;’m birbirlerine c¢evrilmesi

reaksiyonlarmi  katalizleyen  ‘karbonik  anhidraz’
enzimidir (Smith ve Ferry 2000).
—_— W -
C0,+H O H'+ HCO,
Karbonik  anhidraz ~ enzimi, 1933  yilinda

birbirlerinden habersiz olarak Meldrum ve Roughton ile
Stadie ve O'Brien tarafindan kesfedilmistir. Enzim ilk
olarak, eritrositlerden akciger kilcal damarlarina
bikarbonatin hizli transferini gergeklestiren katalitik
faktoriin arandig1 bir calisma sonucunda karakterize
edilmistir. Keilin ve Mann (1944), CA aktivitesinin
cinko igerigi ile orantili oldugunu bularak ¢inkonun
katalizlemede spesifik rolii oldugunu bildirmiglerdir.
Boylece CA enzimi, tanimlanan ilk metalloenzim olarak
tarihe gegmistir.

Giliniimiizde, karbonik anhidraz (CA, karbonat
hidroliyaz E.C.4.2.1.1) enziminin; biitiin hayvanlarda,
fotosentetik hiicre yapisina sahip canlilarda ve bakteriler
gibi biitiin organizmalarda bulundugu ve bagli oldugu
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proteinlere goére 14 farkli izoenziminin oldugu
bilinmektedir (Chegwidden vd., 2000; Solis vd., 1999;
Clare ve Supuran, 2000). CA, canlilarda CO;’in
hidratasyon ve HCO;”in dehidratasyon reaksiyonlarini
tersinir olarak katalizlemesinin yani sira, bobrek, gastrik
mukoza ve gboz lensi dokularnda H' ve HCO;
birikiminde de rol almaktadir (Supuran vd., 1998).
Ayrica baliklarin solungag ve salgi organlarinda, bazi
bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk
yapiminda ve yumurta kabugunun olusumunda, alglerde
ve karasal ve sucul bitki kloroplastlarinda bu enzimin
onemli rolleri ispatlanmigtir (Tsuzuki ve Miyachi, 1989;
Badger ve Price, 1994).

Bazi1 CA izoenzimleri (CA I, CA II, CA III, CA VII)
sitozolde, bazis1 (CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV )
membrana bagli, CA V yalnizca mitokondride, CA VI
tikiirikte bulunurken son yillarda katalitik etkisi
olmayan birka¢ formu da (CA VIII, CA X ve CA XI)
izole edilmistir (Pocker ve Sarkanen, 1979; Ilies vd.,
2000; Supuran ve Scozzafava, 2000; Smith ve Ferry
2000). CA izoenzimleri; molekiiler ve kinetik 6zellikleri,
doku ve hiicrelerdeki dagilimlar1 ve belirli inhibitdrlere
olan duyarliliklar: ile birbirlerinden farklilik gosterirler
(Maren ve Sanyal, 1983; Sanyal, 1984; Henry vd., 1993,
1997; Hewett-Emmett ve Tashian, 1991).

Diisiik aktiviteli CA I ve yiiksek aktiviteli CA II
izoenzimlerinin her ikisi de, omurgalilarin eritrosit
hiicrelerinin  sitozoliinde bulunmustur. CA 1 ve II
izoenzimlerinin aktivitelerinin yani sira bu izoenzimlerin
bakir, iyodiir ve asetazolamid gibi inhibitorlere olan
duyarliliklar1 da bunlar arasindaki farki ortaya koyar
(Maren vd., 1980; Sanyal, 1984). Birgok ilkel omurgali
eritrositlerinde yalnizca bir tip CA izoenzimine sahiptir
(Carlsson vd., 1980; Hall ve Schraer, 1983; Kim vd.,
1983; Sanyal vd., 1982). Agnatalar ve kikirdakli
baliklarda eritrosit CA’s1 her iki aktivite ve inhibitorlere
olan duyarlilikta diisiik tipteki izoenzim I’e
benzemektedir (Carlsson vd., 1980; Henry vd., 1993;
Maren vd., 1980). Fakat gelismis kemikli baliklar
eritrositlerinde hizli aktiviteli CA II izoenzimine
sahiptirler (Hall ve Schraer, 1983; Henry vd., 1993; Kim
vd., 1983; Maren vd., 1980). Hava soluyan baliklardan
Amia calva eritrositlerindeki CA enziminin turnover
say1st, agnata ve kikirdakli baliklardaki yavas tip CA 1
ile kemikli baliklardaki hizli tip CA II izoenzimlerinin
turnover sayilart arasinda bulunmustur. CA enziminin
inhibisyon  Ozellikleri memelilerdeki hizli CA
izoenzimine benzemekte oldugu gozlenmistir (Gervais
ve Tufts, 1999; Peterson vd., 1997). Baliklarda hem
eritrosit hem de solunga¢ karbonik anhidraz (CA)
izoenzimlerinin molekiil agirliklar1 30 kDa civarindadir.
Bu CA izoenzimlerinin siilfanilamidlere olan yiiksek
hassasiyetinden dolayi, solungag CA enzimi de

388

memelilerdeki hizli CA II izoenzimine benzemektedir.
(Sender vd., 1999; Henry vd., 1997).

Karbonik anhidraz enzimi yapisal olarak iki dnemli
ozellige sahiptir. Bunlardan birincisi, aktif bolgede Zn"?
iyonu ve bu iyona bagl bir hidroksil grubu ihtiva
etmesidir. Tkinci olarak da, aktif bolge yakimindaki
amino asitler, proton verici ve proton gradiyenti
olusturacak sekilde diizenlenmis olmalaridir. Zn™
iyonuna, hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif
bir formu (A) olusur. Enzimin aktif formu, gigli
niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine saldirir (B). Bu da
Zn"? iyonuna baglanmig bikarbonat iyonunun
olusmasini saglar (C). Daha sonra HCOj; iyonu bir su
molekiilityle yer degistirir ve cozeltiye geger. Bunun
sonucunda Zn'? iyonuna su molekiilii baglanir ve bu da
enzimin asit formuna (D) donlismesini saglar. Tekrar
bazik formuna ge¢mek i¢in, aktif bolgeden gevresine bir
proton transferi gerceklesir (Sekil 1) (Lindskog ve
Silverman, 2000).

CA enziminin isleyis mekanizmasi g6z Oniinde
bulunduruldugunda  hidratasyon ve dehidratasyon
reaksiyonlariin katalizlenmesi protonlarin sirasiyla aktif
bolgeden diflizyon ile ¢ikmasi ve girmesine baghdir
(Coleman, 1980; Tu vd., 1989; Silverman, 1991). Bu
sebeple CA  aktivitesi, tamponlarmm  yerel
konsantrasyonlari ile dogru orantilidir (Lindskog, 1980;
Tu vd., 1989; Paranawithans vd., 1990). Eritrosit
hiicrelerinin  hiicre i¢i tampon kapasitesi, yiiksek
konsantrasyonda  hemoglobinden  dolay1  oldukga
yiiksektir. Diigsitk hemoglobin konsantrasyonunda bile
insan ve sigir eritrosit hiicrelerindeki CA aktivitesinin iki
kat arttig1 belirlenmistir (Silverman vd., 1979; Backman,
1981). Bu durum hemoglobinin CA enzimine
baglanmasi ile gerceklesmistir. Ciinkii, bu sekilde proton
transferinin  artirllmasinin ~ yalmizeca  hemoglobinin
sagladigi tamponlamadan daha giiglii etkisi vardir
(Silverman vd., 1978). Ayrica, eritrosit CA aktivitesinin
eritrosit hiicre membran1 varliginda %300 arttig:
bildirilmistir (Parkes ve Coleman, 1989). Buna sebep
olarak da, membran iizerinde bir ya da birden fazla iyon
degistirici proteinin ( Na":H' degistirici ya da CI
:HCO;3™ bant-3 anyon degistirici proteini) (Kifor vd.,
1993) varlig1 gosterilebilir.

Omurgalilarda eritrosit hiicrelerinin sahip oldugu
anyon degistirici proteinlerin sayisinda da Onemli
miktarda degisikligin mevcut oldugu bildirilmistir.
Omegin insan ve kaplumbaga eritrositleri az miktarda
anyon degistirici protein igerirler (7000-8000 adet mm™)
(Knauf, 1979; Stabenau vd., 1991). Oysa lama ve
alabaliklarin eritrositleri oldukca fazla anyon degistirici
protein  igermektedirler (23000-30000 adet mm?)
(Khodadad ve Weinstein, 1983; Romano ve Passow,
1984).
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Sekil 1. Karbonik anhidraz enziminin kataliz mekanizmasinin sematik gosterilisi (Lindskog ve Silverman, 2000)

Memelilerdeki durumun aksine kemikli baliklarin
kan plazmasinda karbonik anhidraz aktivitesi yoktur. Bu
sebeple, balik eritrositlerinde  asit, plazmadan
eritrositlere yavag bir sekilde transfer edilir. Boylece
Na'/H' pompalari protonlari eritrositlerden
uzaklastirirken bu protonlar tekrar hiicre icine Jacob-
Steward dongiisii (Sekil 2) ile girerler. Bu dongiide,
plazmadaki CO,/HCOj5 hidratasyon veya dehidratasyon
reaksiyonlar1 katalizlenmeden gergeklesir (Rahim vd.,
1988; Henry vd., 1993, 1997; Perry vd., 1996; Acierno
vd., 1997; Gilmour vd., 1997).

Asir1  egzersiz veya hipoksi (yeterli oksijenin
bulunmamasi) durumunda kana ¢ok yiiksek oranda asit
salmimi gergeklestiginden, diisen kan pH’si ile birlikte
hemoglobinin oksijen baglama kapasitesi de diismektedir
(Root etki) ki, bu diisiisle birlikte dokularda oksijen
dagiliminin azalacagi diisliniilebilir. Fakat bu etki,
baliklarda salgilanan katekolaminlerin eritrosit pH’sini
artirmasiyla en aza indirgenir (Motais vd., 1989;
Nikinmaa vd., 1990; Wood ve Munger, 1994).

Lessard vd. (1995), gokkusagi alabaligina
(Oncorhynchus mykiss) sigir CA enzimi enjekte ederek
alabalik kaninda toplam O,, CO,, organik fosfat, laktat
icerigi, katekolamin seviyeleri, hemoglobin, hematokrit,
eritrosit pH’st ve plazma pH’sin1 Dbelirlemislerdir.
Sonugta, enjekte edilen CA enziminin kan oksijen
igeriginde azalmaya sebep olmadigini fakat toplam
plazma CO, igerigini 6nemli bir sekilde etkiledigini
bildirmislerdir.

Bircok durumda kanda katekolaminlerin seviyesi
yiikseltilmez ve eritrosit pH’sinda dalgalanmalar
meydana gelir. Bu dalgalanmalar eritrositlerdeki
hemoglobininin oksijen doygunlugunu etkiler. Ayrica,
hemoglobinin oksijen baglarken proton salmasi da
(Haldane etkisi) eritrosit pH’sin1 etkileyebilir. Eritrosit
hiicrelerindeki bikarbonat dehidratasyonu hemoglobinin
oksijen baglamasi esnasinda ters etki yapmaktadir.
Normalde, bikarbonat dehidratasyonu ve hemoglobinin
oksijen baglamasi birlikte olur ve meydana gelen bu
degisiklikler birbirlerini dengelerler. Sonugta eritrosit
pH’sindaki degisiklikler minimuma indirgenir. Bu
sartlarda kemikli baliklarda goriilen Root etkisinin bir
dezavantaj olmadig1 goriiliir (Randall ve Brauner, 1998).

Genelde ilkel omurgalilarin ekstraseliiler
stvilarindaki CA  aktivitesinin dogal inhibitérlerin
varligindan dolay1 ¢ok diisiik oldugu diisiiniilmektedir
(Dimberg, 1994; Peters vd., 2000). Plazma CA
inhibitorlerinin etkinligi ve olusumlarinin tiirden tiire
degistigi, alabaliklarin daha potansiyel bir inhibitdre
sahip olduklart ve inhibitoriin eritrosit CA’st ile olan
cross-reaksiyonun filogenetik akrabalikla iligkili oldugu
diisiniilmektedir. Balikk plazmasinda varolan CA
inhibitdrlerinin se¢imi, birgok farkli fizyolojik etkilerin
sonucu olmaktadir. Bu fizyolojik etkilere 6rnek olarak;
eritrositlerin  intraseliiler =~ pH’larinin  korunmasi,
solunumun kontrolii ve eritrositlerin  kirilganligi
verilebilir (Henry vd., 1997).
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Balik solungaglarinda bulunan CA enziminin gaz
degisiminde, asit-baz dengesinin korunmasi,
osmoregiilasyon, iyonregiilasyon ve nitrojen
metabolizmasindaki atik {irlinlerin temizlenmesinde rol
aldigi diigiiniilmektedir (Lionetto vd., 2000). Solungag
dokusunda CA enzim aktivitesi baliklarin yasadig
ortama ve osmoregiilasyon ile iligkili davraniglarina
baghdir (Lopez-Mananes vd., 2000).

Tath su baliklarinin solunga¢  epitelinin apikal
bolgesinde, karbonik anhidraz ve proton ATPaz birlikte
bulunmaktadir. Karbonik anhidraz enzimi solungag
epitelinin bazal bolgesinde yoktur (Sekil 3). Bu sebeple,

CO2 <

0,

> HC03'+H+

HHb+0, > HbO,+H"

plazma solungaglar igerisinden gegerken plazma
CO,/bikarbonat reaksiyonlari, CA yoklugundan dolay1
katalizlenmemekte ve  bu  reaksiyonlar  kanin
solungaglardan ~ ge¢mesi  esnasinda eritrositlerde
katalizlenmektedir (Sekil 4) (Randall ve Brauner, 1998).
Kikirdaklt  baliklar ise, solunga¢ damar sistemleri
i¢indeki bazal membrana bagli CA enzimine sahiptirler.
Solunga¢ membranmma baghh CA enziminin, CO,
attliminin  siirdiiriilmesinden daha ¢ok pH ve/veya
solunum sistemindeki CO, duyarlilig1 ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir (Henry vd., 1997).

Katekolaminler

Sekil 2. Eritrosit hiicrelerindeki Jacob-Steward dongiisii (Lessard vd., 1995)

Sekil 3.
gostermektedir (Randall ve Brauner 1998)
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Tatl su baliklarinin solungag epitelinin sematik goriintiisii. Golgeli alan, epitelin karbonik anhidraz enzimini bulundurdugu bolgeyi
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Sekil 4. Tatli su baliklarinin solungaglarindaki gaz degisim diyagrami (Randall ve Brauner 1998)

SONUC

Karbonik anhidraz enzimi kofaktér olarak c¢inko
iceren metalloenzimlerin bir liyesidir. Bu enzim, su ve
karbondioksitin donistimli hidratasyon ve
dehidratasyonunu katalizleyerek reaksiyon igerisinde yer
alan biitlin kimyasal tiirler arasindaki dengenin
siirdiiriilmesini saglar. (Esposito vd., 2000; Chegwidden
vd., 2000).

Kemikli baliklarin eritrosit hiicrelerinde hizli tip CA
izoenzimi (CA II) mevcut iken kikirdakli baliklarin
eritrositlerinde yavas tip CA izoenzimi (CA 1)
mevcuttur. {lkel omurgalilardan olan kemikli baliklarda,
kan plazmasinda CA aktivitesi yoktur. Buna gerekge
olarak plazmada bulunan dogal CA inhibitorlerinin
varhigr gosterilmektedir. Plazmada CA aktivitesinin
olmamasi; kaslardan kana gecen serbest protonlarin
plazma bikarbonatini titre etme hizini azaltir ve olusan
asidin eritrosit hiicrelerine transferi ¢ok yavas
oldugundan bu asidik ortamdan eritrositlerin korunmasi
saglanir. Ayrica plazmadaki CA aktivitesinin eksikligi
solungag epitelindeki CO, atilimini da yavaslattigindan
kan pH’sinin dengelenmesini kolaylastirir (Lessard vd.,
1995).

Baliklarin solungaglarinda hizli tip CA enzimi
mevcuttur ve solungaclardaki gaz degisiminde, asit-baz
dengesinin korunmasinda, osmoregiilasyon,
iyonregiilasyon ve nitrojen metabolizmasindaki atik
tirlinlerin temizlenmesinde rol almaktadir.

Kemikli baliklarin solungag epitel hiicrelerinin bazal
bolgesinde de CA aktivitesi yoktur. Eger bu bolgelerde
CA aktivitesi olsaydi plazmada meydana gelen pH
degisimleri solungag¢ epitelini de etkileyecekti. Bu
durumda solunga¢ epitelinde bulunan ve pH

degisimlerinden oldukca fazla etkilenen proton
pompalari plazma pH’sina bagimli olacakt: (Randall ve
Brauner, 1998).

Kemikli baliklarin tersine kikirdakli baliklarin
plazmalarinda CA aktivitesi ve solungag epiteline bagh
CA enzimi mevcut iken, plazma CA inhibitdrlerinin

bulunmayist bu baliklarin  plazma tamponlama
kapasitelerinin ~ bir  hayli  yiiksek  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Boyle bir tamponlama

kapasitelerinin olmasi, asirt egzersiz durumunda asidik
ortam olusumunu ve plazmada ani pH degisimlerini
onlemektedir (Gilmour vd., 2002).

Sonu¢ olarak; baliklarda CO;’in tasinmasi ve
atilmas ile ilgili CA izoenziminlerinin fonksiyonlarinda
belirlenen farkliliklarin; baliklarin  kendilerine has
fizyolojik ozelliklere, yasadig1 ortama ve
osmoregiilasyona bagli oldugu diisiiniilmektedir.
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