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Oz: Bu caligmada, denizel ortamda bentik bolgede yasayan Mezgit ve pelajik bolgede yasayan
Hamsi baliklarinin solungaglarindan karbonik anhidraz (CA) saflastirildi ve karakterize edildi.
Mezgit balig1 solungacindan elde edilen CA enzimi, Sepharose-4B-L tirozin-siilfanilamid afinite
kolonunda 14 kat ve %19,5 verimle saflastirildi. Hamsi balig1 solungacindan elde edilen CA
enzimi ise 17 kat ve %9,5 verimle saflastirildi. Mezgit ve Hamsi baliklarinin 6zgiil aktiviteleri
sirastyla 126,4 EU mg protein! ve 1000,0 EU mg protein’! olarak belirlendi. SDS-PAG
Elektroforezi sonucunda her iki baligin solungaglarindan saflastirilan karbonik anhidrazlarin
altbirim molekiil kiitlesi yaklasik 29 kDa olan tek protein bantlarina sahip olduklar belirlendi.
Solungaglarindan elde edilen CA’larin p-nitrofenil asetat substrat1 varliginda esteraz aktiviteleri
pH 8,0’da ve 40 °C sicaklikta en yiiksek oldugu belirlendi. Mezgit ve Hamsi baliklarinin
solungaglarindan saflastirilan CA’ nin, p-nitrofenol asetat substrati varliginda Km ve Vmaks
degerleri Lineweaver-Burk grafigiyle hesapland: ve sirastyla Km degeri 0,08 mM ve 0,01 mM,
Vmaks degeri 1x107 pM dak™! ve 2,5x10° uM dak! olarak tespit edildi. Mezgit ve Hamsi
baliklarinin solungaglarindan elde edilen CA’ nin sirasiyla siilfanilamid inhibit6rii varliginda 6,0
uM ile 4,0 uM ve asetazolamid inhibitorii varliginda ise 2,0 uM ile 2,0 uM ICso degerlerine sahip
oldugu tespit edildi.

Anahtar Kkelimeler: Bentik, hamsi balig1, karbonik anhidraz, mezgit balig, pelajik.
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Benthic Fish

Abstract: In this study, carbonic anhydrase (CA) was purified and characterized from the gills
of anchovy fish living in the pelagic region and whiting living in the benthic region in marine
environment. The carbonic anhydrase from the whiting gill was purified 14 fold and 19.5% yield
using Sepharose-4B-L tyrosine-sulfanilamide affinity column. Also, carbonic anhydrase from the
anchovy gill was purified 17 fold and 9.5% yield using same column. The specific activity of
whiting and anchovy fish were determined as 126.4 EU mg protein™! and 1 000.0 EU mg protein-
1, respectively. SDS-PAG Electrophoresis showed that the carbonic anhydrases purified from the
gills of both fish had single protein bands with a subunit molecular mass of approximately 29
kDa. In the presence of p-nitrophenyl acetate substratum of gills, esterase activities were found
to be highest at pH 8.0 and 40 ° C. The values of Km and Vmax of carbonic anhydrase from the
gills of whiting and anchovy fish were calculated by Lineweaver-Burk graph in the presence of
p-nitrophenol acetate substrate and Km values were determined as 0.08 mM and 0.01 mM
respectively, Vmax value was 1x107 puM min' and 2.5x10° uM min’!, respectively. It was
determined that the CA obtained from the gills of whiting and anchovy fish had an ICso value of
6.0 uM to 4.0 uM against the sulfanilamide inhibitor, respectively and 2.0 uM to 2.0 uM, against
the acetazolamide inhibitor.

Keywords: Anchovy, benthic, carbonic anhydrase, pelagic, whiting.

1 Bu ¢alisma, yiiksek lisans tezinden dretilmistir.

This study was produced from the master thesis.
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GIRiS

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C.
4.2.1.1) canli sistemlerde pH diizenleyici, su elektrolit ve
iyon transportunu diizenleyici olarak rol alan bir enzimdir.
Fizyolojik olarak karbondioksidin hidrasyonunu ve
bikarbonatin dehidratasyonunu doniisiimlii olarak katalizler.
Enzim hemen hemen biitiin dokularda mevcut olup hidrataz
aktivitesinin yaninda HCOs; ve H® olusumunda da rol
almaktadir (Wistrand, 1981; Beydemir vd., 2000;
Chegwidden vd., 2000).

Insan eritrositlerden izole edilen ilk enzimler CA 1
ve II izoenzimleridir. CA’ nin izolasyonunda en ¢ok
kullanilan yontem afinite kromatografisidir. Bu yontem
1970 lerde uygulanmaya baslanmis ve sonrasinda bu yontem
gelistirilerek CA 1 ve II izoenzimleri basarili bir sekilde
birbirinden ayrilabilmistir. Giiniimiizde CA’ nin 16 tane
izoenzimi oldugu bilinmektedir (Supuran & Scozzafava,
2001; Supuran, 2008; 2017).

CA canlilar i¢in hayati dneme sahip bir enzimdir.
CA her canli ve dokuda farkli izoenzime ve farkli kinetik
ozelliklere sahiptir. Enzimin canli organizmada nerelerde ve
hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil fonksiyon gosterdigini
belirlemek iizere pek ¢cok organizma ve farkli dokularda CA’
nin saflastirilarak karakterize edildigi yiizlerce ¢alisma
bulunmaktadir (Beydemir vd., 2000; Soyiit, 2006; Kolayl
vd., 2011; Dinger vd., 2016). Ancak bugiine kadar mezgit ve
hamsi baliklarinin eritrositlerinde ve diger dokularinda CA
enziminin saflastirilmasi ve karakterize edilmesi lizerine
herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Ayrica pelajik ve
bentik bolgelerde yasayan balik tiirlerinin CA aktiviteleri
arasinda bir farkliligin olup olmadigini ortaya koyan bir
calisma da bulunamamistir. Mezgit denizel ortamda 30-300
m derinliklerde dip ve dibe yakin bélgelerde (Ozdemir vd.,
2018), hamsi ise giindiizleri 30-40 m derinlerde, geceleri
yiizeye yakinlarda dolasir (Satilmis ve Bat, 2010; Zehiroglu,
2014). Bu iki baligm farkli derinliklerde yasamalarindan
dolayr solunum sisteminin ilk temas yiizeyi olan
solungaclarindaki enzimlerin davraniglart da farklik olmasi
beklenmektedir. Bu hipotezden yola gikarak gerceklestirilen
bu ¢aligmada cok tiiketilen baliklardan pelajik bir balik olan
hamsi ve bentik bir balik olan mezgitin solungaglarindan
sepharose-4B afinite kolon matriksi kullanilarak CA
enzimleri saflastirildi ve karakterize edildi.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada kullanilan mezgit ve hamsi baliklari
balik¢1 teknesinden giiniibirlik satin alinarak -70 °C’de
muhafaza edildiler.

Homojenatlarimin  Hazirlanmasi:  Solungaglar
nester yardimiyla zedelenmeden dikkatlice alinarak kan ve
diger kirlilikleri elimine etmek i¢in % 0,9’luk NaCl ile 3 ‘er
defa yikandi. Her iki baliktan da elde edilen solungaglar, 3,0
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g mL"! olacak sekilde 25 mM Tris HC1/0.1 M Na;SO4 (pH=
8,7) tampon c¢ozeltisinin i¢inde blender ile pargalanarak
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar siv1 azot iginde
5 dakika bekletildikten sonra tekrar ¢dziiniinceye kadar oda
sicakliginda bekletildi. Homojenatlar buz banyosu i¢inde
5’er dakika olmak iizere sonikasyona tabi tutuldular ve elde
edilen siispansiyonlar 60 dakika 14500 rpm’de santrifijj
edildi. Siipernatant kismi enzim kaynagi olarak kullanildi
(Pullan & Noltmann, 1985; Wistrand, 2002, Candan, 2013;
Birinci, 2017).

Sepharose-4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi:
Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi
ile hazirlanir. Bu dolgu materyaline L-tirozin kovalent
olarak takilmis olup siilfanilamid diazolanarak tirozine
kenetlenmistir. Bu durumda tirozin afinite jelinin uzanti
kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan
kismi olusturmaktadir. Siilfanilamid CA’nin spesifik bir
inhibitorii olup jelin yapisina baglanarak enzimle yiiksek
oranda etkilesimi saglamakta ve enzimin saflastirilmasinda
en ¢ok kullanilan yontem olarak da bilinmektedir (Arslan
vd.,1996; Biilbiil vd., 2003).

Solunga¢ Homojenatlarinin Afinite Kolonuna
Tatbiki ve Eliisyonu: Hazirlanan afinite jelinin kolona
tatbikini takiben jel dengeleme tamponu (25 mM Tris/0,1 M
Na,SO4, pH 8,7) ile eliiat akis hiz1 yine 20 mL sa.”! olacak
sekilde kolon dengeye getirildi. Kolon ayni tampon iginde
24 saat +4 °C’de bekletildi.

Mezgit ve  hamsi  baliklarinin  solungag
homojenatlar1 ayr1 kolonlarda, ayni islemler yapilarak,
dengelenmis kolona tatbik edildi. Yikleme islemi

tamamlandiktan sonra sistemden yikama tamponu (25 mM
Tris/22 mM Na,SOs, pH 8,7) gegirilerek homojenattan
kaynaklanan ve istenmeyen bilesikler = kolondan
uzaklastirildi.
Kolona tutturulmus karbonik anhidraz enziminin
afinite kolonundan eliisyonu i¢in CA II eliisyon ¢o6zeltisi (0,1
M CH3;COOHNa/ 0,5 M NaClOs, pH 5,6) tatbik edilmistir
(Aslan vd., 1996). 20 mL sa.”! akis hizinda eliiatlar 5’ er mL’lik
fraksiyonlar halinde bir fraksiyon toplayict yardimiyla alindi.
Eliiatlarda CA hidrataz aktivitesi gozlenen fraksiyonlar
birlestirilerek amicon ultrafiltrasyon membrant (10.000
MWCO) kullanilarak 4.000xg’de 50 mM pH 7,5 fosfat
tamponu ile yikanarak tampon degistirildi ve enzim ¢ozeltisi
8,0 mL’ye kadar konsantre edildi (Dinger vd., 2016).

Eltatlarin protein miktarilart Lowry yontemi ile
belirlendi (Lowry vd., 1951). Standart ¢alisma grafigi 1,0
mM stok bovine serum albiimin (BSA) ¢ozeltisi seyreltilerek
hazirlandi.

Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE): Mezgit ve hamsinin solungag
homojenatlariinin Sepharose 4B afinite kolonu ile CA
enzimlerinin saflastirilmasindan sonra sodyum dodesil siilfat
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poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970) uygulanarak enzimlerin saflagsma dereceleri kontrol
edildi.

CO:-Hidrataz Aktivitesi Tayini: Metod, substrat
olarak kullanilan CO,’in hidrasyonu sonucu a¢iga ¢ikan H*
iyonundan ileri gelen pH diisiisiinden dolay1 brom timol
mavisi indikatoriinde meydana gelen renk degisim siiresinin
Olgiimiine dayanmaktadir (Maren, 1960). Ortamimn pH’min
ayarlanmasinda Veronal tamponu (0,25 M sodyum barbital,
pH 8,15) kullanild1. Substrat ¢ozeltisi olarak doygun CO,
¢oOzeltisi kullanildi.

Substrat ilavesinden hemen sonra vorteksleme
yapilarak ve ¢dzeltinin renginin karigtirma anindan itibaren
maviden sarimst yesile donmesine kadar gegen zaman
kronometre ile tespit edilir. Enzim nitesi enzimsiz
reaksiyon siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak
tamimlanir. Enzim aktivitesi Ol¢iimleri 25°C sicaklikta
gerceklestirildi. Enzim aktivitesi ise asagidaki esitlige gore
hesaplanmistir. Bu aktivite “Wilbur-Anderson Aktivitesi”
olarak bilinir (Wilbur ve Anderson, 1948).

EU= (to-tc) / tc (to . Enzimsiz denemede oOlg¢iilen siire; t. -
Enzim varliginda 6l¢iilen siire)

Esteraz Aktivitesi Tayini: CA’1n esteraz aktivitesi,
p-nitrofenil asetat (p-NFA) substratinin 25°C’ de 348
nm’deki  absorbans  degerindeki azalmayla tayin
edilmektedir (Armstrong vd., 1966 , Verporte vd., 1967).
Esteraz aktivitesi calismalari, 3 mM p-NFA substrati
varliginda 1 M Tris-SO4 Tamponunda (pH 9) 25°C’ de
Shimadzu UV-1601 marka ve model spektrofotometresi
kullanilarak gerceklestirildi.

Enzim dnitesi, 25°C° de 1 dakikadaki 348 nm’ de
absorbansda 0,001 birimlik azalmaya sebep olan enzim
miktar1 olarak belirlendi.

PH Degisiminin Karbonik Anhidraz Esteraz
Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi: Her iki solungagtan
izole edilen CA’larin farkli pH degerlerinde (pH 4,0-11,0) p-
NFA substrat1 varliginda 348 nm’ de esteraz aktivitelerine
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bakildi. Olgiilen aktivite degerleri gozlenen en yiiksek
aktiviteye gore oranlanarak bagil olarak hesaplanip,
grafikleri ¢izildi ve en yiiksek aktivitenin gozlenmis oldugu
pH degeri CA’1n esteraz aktivitesi i¢in optimal pH degeri
olarak belirlendi.

Mezgit ve Hamsi Baliklarinin Solungaglarindan
Saflastirilan CA’min Esteraz Aktivitesi I¢in Ku, Vinaks ve
Kiat Degerlerinin Belirlenmesi: Solungaglardan saflastirilan
CA’larin esteraz aktiviteleri, p-NFA substratinin en az 5
farkli konsantrasyonunda ve ii¢ tekrar calismak suretiyle
spektrofotometrik  olarak  Olglildii. Degisen substrat
konsantrasyonuna karsi hiz grafikleri Lineweaver-Burk’e
gore cizildi. Grafikten K, ve Vqs degerleri hesaplandi.

Mezgit ve Hamsi Baliklarinin Solungaglarindan
CA’min  Inhibisyon Calismasi: CA enziminin bilinen
spesifik inhibitorleri siilfanilamid ve asetazolamid ile
inhibisyon ¢aligmast yapildi. Hidrataz aktivitesine
inhibitdriin etkisi yiizde olarak hesaplandi. Inhibitor
konsantrasyona kars1 ¢izilen % inhibisyon grafiginden
yararlanilarak CA’1n hidrataz akivitesini % 50 inhibe eden
inhibitdr konsantrasyonu (ICsp) belirlendi (Karahalil, 2009;
Dinger vd., 2016) .

BULGULAR

Mezgit ve hamsi solungaglarindan elde edilen
oziitlerindeki protein miktarlari sirasiyla 7,89 mg mL™! ve
1,83 mg mL! olarak belirlendi.

Mezgit ve hamsi solungaglarindan elde edilen oziitlerdeki
CA’nm hidrataz aktivitesi mezgit igin 71,1 EU mL"!, hamsi
icin 105,6 EU mL™! olarak belirlendi.

Mezgit Balig1 solungaci 6ziitiinden saflastirilan CA’m 126,4
EU mg protein™! 6zgiil aktivite gosterdigi ve 14 kat saflastig
belirlendi (Tablo 1). Hamsi Balig1 solungaci 6ziitinden
saflagtirilan CA’mn 1.000,0 EU mg protein! 6zgiil aktivite
gosterdigi ve 17 kat saflastigi belirlendi (Tablo 2).

Tablo 1. Mezgit Balig1 solungacindan saflastirilan CA enziminin saflagtirma asamalarinin verileri.
Table 1. Data of purification steps of CA enzyme purified from whiting gill.

Toplam hacim Aktivite Toplam aktivite Protein Toplam protein Ozgiil Aktivite Verim Saflastirma
(mL) (EU/mL) (EU) (mg/mL) (mg) (EU/mg protein) katsaysi
Homojenat 25 71,1 1775,5 79 197,3 9,0 100 1
Saf CA 8 13,9 111,2 0,11 0,88 126,4 19,5 14
Tablo 2. Hamsi Balig1 solungacindan saflastirilan CA enziminin saflagtirma asamalarinin verileri,
Table 2. Data of purification steps of CA enzyme purified from anchovy gill.
Toplam hacim Aktivite Toplam aktivite Protein Toplam protein Ozgiil Aktivite Verim Saflastirma
(mL) (EU/mL) (EU) (mg/mL) (mg) (EU/mg protein) katsaysi
Homojenat 25 105,6 2640 1.8 45 58,7 100,0 1
Saf CA 8 10 80 0,01 0,08 1000,0 9.5 17
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Mersin  baligt  (Acipenser  gueldenstaedtii)
eritrositlerinden CA Sefaroz-4B-L tirozin-siilfanilamid
kolonuyla, balik kanma gore 539 kat ve %29 verimle
saflagtirilmigtir.  Mersin ~ balig1  eritrositlerinde  tek
izoenzimin oldugu ve spesifik aktivitesinin 26.943 EU mg
protein’' oldugu tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayl
vd., 2011). Ayrica bir bagka calismada Mersin baligi
(Acipenser gueldenstaedtii) solungacinda CA’ nin 222,2
EU/mg protein 6zgiil aktivitesine sahip oldugu ve % 20,7
verimle ile 66 kat saflagtirildig belirtilmektedir (Candan,
2013; Dinger vd., 2016). Cipura baligmin karaciger,
solungag ve bobrek dokular1 CA enzimleri Sepharose-4B-
L-tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak
sirastyla  %9,1,  9%32,84 ve %83,6 verimlerle
saflagtirilmistir. Cipura baligimin karaciger, solungag ve
bobrek dokulari igin tiim saflastirma islemleri boyunca
saflagtirma kat sayilar1 sirasiyla yaklasik 354, 84 ve 455
olarak bulundugu ifade edilmektedir (Kaya, 2011, Kaya
vd., 2015). Gokkusag alabaligi karaciger dokusundan,
spesifik aktivitesi 4318 EU mg protein™! olan, %38 verimle
ve yaklasik 2260 kat; bobrek dokusundan, spesifik
aktivitesi 17 285 EU mg protein™! olan, %31,7 verimle ve
yaklasik 1800 kat; kas dokusundan, spesifik aktivitesi 2300
EU mg protein™! olan, %19 verimle ve yaklagik 1080 kat;
beyin dokusundan spesifik aktivitesi 2275 EU mg protein’
"olan %22,5 verimle ve yaklasik 1283 kat saflagtirilmistir
(Soyiit, 2006). Bir bagka ¢aligmada gokkusagi alabalik
eritrositlerinden CA enzimini Sepharose-4B afinite
kolonunun kullanilmasiyla 422,5 EU mg protein™! spesifik
aktivite, %20,9 verimle 222 4 kat saflastirilmiglardir (Hisar
vd., 2003). CA’m aktivitesi ile saflasma katsayisi
organizma veya doku degistikce farklilik gostermektedir.
Calismada kullanilan baliklardan elde edilen CA’ larin
eritrosit CA’ larma gore daha disiik aktiviteye sahip
olduklari fakat solungag CA’ lari ile paralellik gosterdikleri
belirlendi.

Mezgit ve Hamsi oziitlerinden elde edilen CA
SDS-poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edildi. Elde
edilen elektroforez jeli taranarak elektronik ortama
aktarildi. Yapilan SDS-PAG elektroforezleri sonucunda
her iki enzim icginde tek protein bandi gozlendi.
Elektroforez ~ kromatogramlarindan  hesaplanan  Rf
degerlerinden mezgit ve hamsi solungaglarindan
saflagtirllan her iki CA’m alt birim molekiil kiitlesi
yaklagik 29 kDa olarak hesaplandi (Sekil 1, Sekil 2).
Gokkusagi alabaligi karaciger, bobrek, kas ve beyin
dokularindan izole edilen CA enzimlerinin sirasiyla alt
birim molekiil kiitlelerinin yaklasik olarak 29,4 kDa, 28,7
kDa, 30,3 kDa ve 29 kDa oldugu belirtilmistir (Soyiit,
2006). Mersin Balig1 eritrositi (Karahalil, 2009; Kolayl
vd., 2011) ve solugancindaki (Dinger vd., 2016) CA’inin
molekiil kiitlesinin yaklagik 29 kDa oldugu tespit
edilmistir.
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Sekil 1. Mezgit solungacindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE goriintiisii (1 ve 2- saflagtirilmis CA; 3- Solungag 0ziitii;
4- protein standard1 kDa cinsinden).
Figure 1. SDS-PAGE image of obtained proteins from whiting
gill (1 and 2- purified CA; 3- Gill extract; 4- protein standard as
kDa).
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Sekil 2. Hamsi solungacindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE goriintiisii (1 ve 2- saflagtirilmig CA; 3- Saf CA standardy;
4- Solungag 6ziitii; 5- protein standardi kDa cinsinden).

Figure 2. SDS-PAGE image of obtained proteins from anchovy
gill (1 and 2- purified CA; 3- Gill extract; 4- protein standard as
kDa).

Her iki baligin Solungag¢ dokularindan izole edilen
CA’nin esteraz aktivitesini pNFA substrat1 varliginda en
yiiksek pH 8,0 ve 40°C’ de gosterdigi belirlendi (Sekil 3).
Mezgit balig1 solungacindan saflastirilan CA’” nin p-NFA
substrati varliginda yapilan kinetik ¢aligmasi sonucunda
Vinaks degeri 1,0x107 uM dak’!, K, degeri 0,08 mM, Ky
3,3x107 s, k! Kn 4,2x108 mM-'s'olarak hesaplandi
(Sekil 4, Tablo 3). Hamsi balig1 solungacindan saflastirilan
CA ile yapilan kinetik calismasi sonucunda V. degeri
2,5x10% uM dak™!, K,, degeri 0,01 mM, izt 1,2x10' 571, Ko/
K 12,0x10'> mM s olarak hesaplandi (Sekil 5, Tablo 3).

Mersin  Baligi eritrositinde saflagtirilan CA
esteraz aktivitesine gore pH 9,0’ da 30°C sicaklikta en
yiiksek esteraz aktivitesini gosterdigi belirtilmistir.
Enzimin K, ve Vs kinetik degerleri p-NFA substrati
kullanilarak Lineweaver-Burk grafigine gore hesaplanmis
ve sirastyla K,, 4 mM ve Vs 20 000 mM dak™!, k.o degeri
20,8 s olarak tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayh
vd., 2011). Karaca Mersini baligi solungacindan
saflastirilan CA’nin en yiiksek esteraz aktivitesini pH
6,0’da ve 40°C’de gosterdigi, kinetik ¢aligmalar sonucunda
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2,5 mM K, 5x10° pMdak™ Vs ve 144 408,6 s ki
degerine sahip oldugu belirtilmistir (Candan, 2013; Dinger
vd., 2016,). Gokkusag1 alabalik CA esteraz aktivitesi
optimal pH karaciger dokusu icin pH 8,5 olarak
belirlenirken, bdbrek, kas ve beyin icin pH 9,0 olarak
bulundugu ve tiim dokularda 40°C’de en yiiksek
aktivitenin oldugu tespit edilmistir. Gokkusagi alabaligi
karaciger, bobrek, kas ve beyin dokularindan saflastirilan
CA enziminin esteraz aktivitesinde substrat olarak
kullanilan p-NFA i¢in K, Viuaks, kiar ve 0zgiilliik sabiti (Vo)
degerleri belirlenmistir. Gokkusagi alabaligi karaciger,
bobrek, kas ve beyin dokularindan saflagtirilan CA
enzimlerinin K, degerleri sirasiyla 0,66, 0,40, 1,29 ve 0,92
mM olarak, Vs degerleri sirasiyla 0,126, 0,097, 0,173,
0,207 umol mg protein™ dak™!, k. degerleri sirasiyla 32,8,
15,2, 28,8, 43,6 s ve ozgiilliik sabitleri sirastyla 5x10%,
4x10% 2,2x10* ve 4,7x10* mM's™!' olarak belirtilmistir
(Soyiit, 2006). Hamsi balig1 solungacinin CA enzimi
mezgit balig1 solungact CA’na gore hidrataz ve esteraz
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Literatiirlerde yer alan diger CA’lara gore iki CA
ninda olduk¢a hizli katalizleme yeteneginin oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 3. Baliklarin solungaglarindan saflastirilan CA’larm pH ile
aktivitelerinin degisimi.
Figure 3. Activity changing of CAs purified from the fish gills
with pH.
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Sekil 4. Mezgit solungancindan saflastirilan CA’nin p-NFA
substrati varligindaki Lineweaver-Burk grafigi.
Figure 4. Lineweaver-Burk plot of CA purified from whiting gill
in the presence of p-NFA substrate.
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Sekil 5. Hamsi solungacindan saflagtirlan CA’nin p-NFA
substrat1 varligindaki Lineweaver-Burk grafigi.
Figure 5. Lineweaver-Burk plot of CA purified from anchovy gill
in the presence of p-NFA substrate.

Tablo 3. Saflastirilan CA’larmn p-NFA substrati varligindaki
kinetik verileri.
Table 3. Kinetic data of purified the CAs in the presence of p-
NFA substrate.

Balik Tiirii Vinaks (WM/dak) K mM, Kiar (s) Kiad K (mM's™)
Mezgit 1,0x107 0,08 3,3x107 4,2x108
Hamsi 2,5x10° 0,01 1,2x10'" 12,0x10'2

CA’m hidrataz aktivitesi iizerine CA’nin bilinen
inhibitorlerinden asetazolamid ve siilfanilamid etkisi
incelendi. Elde edilen inhibisyon grafiklerine gore Mezgit
balig1 i¢in asetazolamid ICsy degeri 2,0 uM, siilfonamid
icin 4,0 uM; Hamsi balig1 i¢in asetazolamid ICso degeri 2,0
pM, siilfonamid ig¢in 6,0 uM olarak belirlendi. Mersin
Balig1 eritrositinden saflastirilan CA’m siilfanilamid ve
asetazolamid inhibitorlerine kars1 4,0 uM ve 0,1 uM gibi
oldukga diisiik ICsy degerlerine (Karahalil, 2009; Kolayli
vd., 2011), solungacindan elde edilen CA’nin ise sirastyla
13,0 uM ve 0,1 pM ICso degerlerine sahip oldugu
belirtilmistir (Dinger vd., 2016). Her iki baliga ait
solungaglardan izole edilen CA’larin CA’m bilinen
inhibitorlerine karst oldukga duyarli oldugu gdzlendi.
Inhibisyon davramslart  yoniinden her iki bahigm
solungaglarindan izole edilen karbonik anhidrazlarin CA-
II ile benzerlikler gosterdigi goriilmektedir.

SONUC

Yapilan bu g¢alismada mezgit ve hamsi
baliklarinin yasama alanlarinin denizde farkli olmasi
miinasebetiyle solungaglardan izole edilen CA’lar1 da
davraniy  olarak  farklillk arz  ettigi  belirlendi.
Solungaglardan elde edilen CA’larin  siilfanilamid
inhibitori  bagli sepharose 4B afinite kolonundan
birbirlerine yakin saflagsma katsayisina sahip olmalarina
ragmen CA nin, fizyolojik substratt CO, ve p-NFA kars1
ilgilerinin birbirinden farkli oldugu tespit edildi.

Sonu¢ olarak, Her iki enziminde hidrataz ve esteraz
aktivitelerinin olduk¢a yiiksek oldugu, bununla birlikte
hamsi CA’sinin mezgit CA’sma gore daha hizli ¢alistigi
goriildii. Ayrica enzimin bilinen inhibitdrleri olan
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siilfanilamid ile asetazolamid kars1i her iki CA’ninda
oldukga duyarl oldugu tespit edildi.
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