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Özet: Karbonatl› Van gölünün bal›¤›nda (Calcalburnus tarichi) karbonik anhidraz enzimi üzerine yap›lm›fl bir çal›flmaya rastlanmam›
flt›r. Van gölü bal›¤›n›n solungaç ve karaci¤erlerinden karbonik anhidraz enzimi aseton-kloroform ve etanol-kloroform ile iki ayr›
ekstraksiyonla k›smi saflaflmas› sa¤lan›p, enzimin esteraz aktivitesi p-nitrofenol asetat substrat kullan›larak spektrofotometrede
ölçülmüfltür. Baz› kinetik parametrelerin (km, Vo, Vmax, Na2CO3 aktivasyonu, optimum pH vb) etkileri incelenmifltir.  

Karaci¤erden elde edilen ekstraktlarda enzimin (25°C de) Lineweaver-Burk diyagram› incelendi¤inde etanolun asetona göre
kompetetif bir inhibisyona sahip oldu¤u görülmüfltür. Dolay›s›yla substrat›n Km de¤eri, etanol ekstrakt› için 0.95 mM, aseton
ekstrakt› için 0.54 mM dir. Solungaç dan elde edilen 2 ayr› ekstraktdan (25°C de), etanolun aseton ekstrakt›na göre kompetetif
olmayan bir inhibisyon etkisi gözlenmektedir. Bu nedenle etanol ve aseton ekstrakt› için Km : 0.39 mM’dur.

Na+/CO3
-2’ün bu enzimin esteraz aktivitesini stimule etti¤i, etanolun inhibisyon etkisinin Na+/CO3

-2 iyonlar› ile yar›flamad›¤›  anlafl›

lmaktad›r. Asl›nda etanolun solungaçta inhibisyonun kompetetif bir inhibisyon oldu¤u Na+/CO3
-2 iyonlar› ilavesiyle anlafl›lm›flt›r.

Karbonat iyonlar› p-nitrofenol asetat ile enzimin farkl› katalitik bölgelerini etkileyerek kooperatif bir etki oluflturmufllard›r.

Karbonik anhidraz enziminin aktivitesinin pH 7.4’e kadar etkilenmedi¤i aç›kça görülmüfltür.  pH 8’in üzerinde enzim aktivitesinde
önemli bir art›fl olmuflsa da, bu de¤iflimin substrat›n p-nitrofenol asetat  pH:8-11.5 aras›nda buffer ile kinetik reaksiyon vermesi
nedeniyle bu pH da enzimin esteraz aktivitesi de¤erlendirilemez oldu¤u bulunmufltur. Dolay›s›yla substrat›n etkilenmedi¤i en ideal
pH: 7.0 olarak bu enzimin esteraz aktivitesi ölçülebilir kanaatine var›lm›flt›r.

Karbonik anhidraz enziminin  esteraz  aktivitesi, Van gölü bal›¤›n›n  anhidraz  aktivitesi üzerine yap›lacak çal›flmalarda kullan›labilir.
Karbonik anhidraz›n esteraz aktivitesinin stimülasyonu CO3

2- iyonlar› ilavesiyle gösterilmifltir. Van Gölü bal›¤›n›n iç sisteminde pH’s›

n›n regülsayonunda solungaç ve karaci¤erlerinde bulunan karbonik anhidraz›n önemli rolü oldu¤u anlafl›lm›flt›r. 

Anahtar Sözcükler: Karbonik anhidraz, Van gölü bal›¤›, esteraz aktivitesi

A Study on Esterase Activity of Carbonic Anhydrase from Van Lake Fish (Calcalburnus tarichi)

Abstract: No study has been reported on carbonic anhydrase enzyme of the  fish (Calcalburnus tarichi) living in the carbonated Van
Lake. Having partial purification of  Carbonic anhydrase from gill and liver of Van Lake fish  by ethanol-chloroform and acetone-
chloroform, the esterase activity was performed by using p-nitrophenyl acetate as a substrate on spectrophotometer. The effects of
the some kinetic parameters (km, Vo, Vmax, Na2CO3 activation, optimum pH etc.) have been examined    

When Lineweaver-Burk diagram of liver extracts (at 25°C) is examined, ethanol has an apparent  competitive inhibition compare to
acetone extracts. So Km of the substrate (p-nitrophenyl acetate)  is 0.95 mM is for ethanol extract and 0.54 mM of that is found
for acetone extracts. In two extracts from gill (at 25°C),  ethanol seems to have a non-competitive inhibition comparing to acetone,
Km for both extracts is 0.39 mM.

Na+/CO3
2- ions induce esterase activity, Na+/CO3

-2 ions are not competitive with the inhibitory effects of ethanol.  Infect,  inhibition

of ethanol on gill  esterase activity appears to be competitive which is understood  by addition of Na+/CO3
-2.

Since carbonate ions and p-nitrophenyl acetate  act on two different catalytic site of this enzyme, both have formed a cooperative
effect

It is clear that carbonic anhydrase activity has not been affected till pH:7.4. Although pH above 8.0 enzyme activity has seem to
increase, this increase is due to kinetic reaction between substrate (p-nitropheny acetate) and  buffer at pH:8-11.5. So, the esterase



Girifl

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1.) (Karbonat hidroli-
yaz veya karbonat dehidrataz) Zn+2 iyonu ihtiva eden me-
taloenzimdir. Memeli eritrositlerinde karbonik anhidraz,
hücrelerde CO2’in hidrasyonu veya HCO3‘›n dehidrasyonu
reaksiyonlar›n› katalizler. Karbonik Anhidraz böbrek,
gastrik mukoza ve göz merce¤i, tükrük bezleri, beyin, si-
nir miyelin k›l›f›, pankreas, prostat, uterus ve endometri-
um dokular›nda da aktiviteye sahiptir. Ayr›ca bal›klar›n
solungaç ve salg› organlar›nda, baz› böcek ve bakteriler-
de, kabuklu hayvanlar›n kabuk yap›m›nda ve yumurta ka-
bu¤unun teflekkülünde, alglerde ve bitkilerin fotosentetik
kloroplastlar›nda bu enzimin önemli rolleri oldu¤u bilin-
mektedir.  Karbonik anhidraz enzimi, sitoplazmada çö-
zünmüfl, bazen de hücre membran›na zay›fça bafllanm›fl
olarak bulunur (1-4).

Karbonik anhidraz, afla¤›daki reaksiyonu katalizler.

CO2 + H2O ←→ H2CO3 ←→ HCO3
- + H+

Karbonik anhidraz enzimi bal›k solungaçlar›nda hidro-
minerallerinin ve asit-baz dengesinin salanmas›nda önem-
li rol al›r. Deniz bal›klar›nda vücut s›v›lar› deniz suyuna gö-
re hipotonik olup, solungaçlar› ile  Na+ ve Cl- salg›larlar
(5).  NaCl at›m› tatl› su bal›¤›ndakine benzer flekilde Na+-
K+a ATP az enzimi ile salan›r (6). Deniz bal›klar› ise solun-
gaçlar›yla Na+ at›l›m›na karfl›n H+ (NH4+) iyon al›r, keza
Cl- at›m›na karfl›n HCO3- al›n›r. Bu de¤iflimin tek amac›n›n
asit-baz dengesini korumak oldu¤u san›lmaktad›r (7). Ba-
l›k solungaçlar›nda karbonik anhidraz NaCl regülasyonun-
da rol al›r (8). Tatl› su bal›klar›nda  karbonik anhidraz
proton ve bikarbonat iyonlar› üretip salg›lar, bu salg›lama
s›ras›nda Na+ ve Cl- iyonlar›n›n tatl› sudan al›nmas›n› sa¤
lad›¤›na dair deliller bulunmaktad›r (9). Sülfonamidlerden
baflka asetazolamid ve benzolamid’inde deniz canl›lar›n›n
karbonik anhidraz aktivitesine inhibisyon etkisi göster-
mektedirler  (10, 11). S›¤›r karbonik anhidraz› ile yap›lan
esteraz aktivitesi deneylerinde artan etkinli¤e göre inhibe
edici anyonlar: F- , Cl- , CH3COO-, Br-, NO3

-, HSO3
-, HCO3

-

,CLO4
-, I-, N3

-, SCN-, CNO-, HS-, CN- fleklindedir (12-15).

Karbonik anhidraz›n afinite jell kromatografisi (4, 16,

17), etanol-kloroform ekstrakt› (17), amonyum sülfat
(18), Sephadex-G-25 ile kurutma (19) gibi metotlarla
ekstraksiyonu, ve saflaflt›r›lmas› gerçeklefltirilmektedir.

Karbonik anhidraz›n saflaflt›r›lmas› basamaklar›nda
aktivite ölçümleri, genellikle bütün araflt›rmac›lar taraf›n-
dan Wilbur-Anderson yöntemiyle yap›lmaktad›r. Bu yön-
temde, CO2 hidrasyonunda pH n›n 8.2 den 6.3’e düflüflü
için geçen süre, brom timol mavisi indikatörü yard›m›yla
bulunmaktad›r (20,21).

Karbonik anhidraz’›n ayr›ca aldehitlerin dehidrasyonu
ve esterlerin hidrolizini katalize etti¤i bilinmektedir (1, 2,
3, 4). Vücut s›v›lar›nda, karbonik anhidraz aktivitesi öl-
çümleri esteraz aktivitesine sahip olmas› esas›na dayan-
maktad›r. Karbonik anhidraz, substrat olarak kullan›lan
p-nitrofenil asetat› p-nitrofenol (veya p-nitrofenolat)’e
hidroliz etmekte ve bu da 348 nm de absorpsiyon ver-
mektedir. 348 nm de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat‘›n her
ikisi de ayr› absorbans› göstermektedir (17,22). Bu dalga
boyunda p-nitrofenol asetat’›n da çok az bir absorpsiyonu
oldu¤undan, kör olarak kullan›lmaktad›r.

Van gölü bal›¤› (calcalburnus tarichi), üzerine yap›lan
araflt›rmalar oldukça s›n›rl›d›r  (23, 24). Van gölü bal›¤›
tuzlu ve pH’s› 9.8’un üzerinde bir ortamda yaflamaktad›r.
Van Gölü bal›¤›n vücut pH’s›n› dengede tutmaya yarayan
enzimleri, özellikle karbonik anhidraz enzimi üzerine ya-
p›lm›fl bir çal›flmaya rastlanmam›flt›r. Bu enzimin de¤iflik
türlerdeki de¤iflik katalitik etkileri incelenmekle (2, 5, 7,
9, 10,12, 13) beraber bu özellikler Van Gölü bal›¤›nda bu
güne kadar irdelenmemifltir. Bu enzimin katalitik ve me-
tabolik özelliklerinin detayl› incelenebilmesi için uygun bir
ekstraksiyon metodu ile incelenecek katalitik bölgenin bu
amaca hizmet edip etmeyece¤inin seçilen metoda uyumlu-
lu¤unun ortaya konmas› ilk temel flarttt›r. Bu amaçla, or-
ganik çözücüler ile daha çabuk ve kabul  edilebilir verim-
de  esteraz aktivitesine haiz ekstraktlar elde edildi¤i bildi-
rilmifltir (17). Bunlar aras›ndan en az inhibe edici etkisi
olan aseton ile extraksiyonu literatürdeki etanol (17)
ekstrakt›na karfl› bu çal›flma ile incelenmifltir. Yukar›daki
önemli fonksiyonlara sahip bu enzim üzerinde ileride yap›
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activity of this enzyme at this high pH, can not be evaluated. for the esterase activity of this enzyme. The optimal and unaffected
pH for the substrate is 7 for the esterase activity of carbonic anhydrase.

“Esterase” activity could be useful for determining “anhydrase” activity of Carbonic anhydrase enzyme of Van Lake fish.

Stimulation of esterase activity of carbonic anhydrase has been shown by addition of CO3
2- ions.  Carbonic anhydrase present in gill

and liver of Van Lake fish has a significant regulatory role for internal  pH balance.

Key Words: Carbonic anhydrase, Van Lake fish, esterase activity



labilecek metabolik (Na+, Cl- etkisi, üre/NH+ metabolizma-
s› di¤er vb) çal›flmalar için laboratuar flartlar›m›zda este-
raz aktivitesi ölçümü kolay olmaktad›r. Daha önce Van
Gölü bal›¤›nda bal›¤›nda araflt›r›lmam›fl olan,  göl suyu pH
s›n› bu bal›¤›n nas›l regüle etti¤ini ortaya koyacak bir dizi
çal›flmaya ›fl›k tutmak amac›yle bu enzimin çeflitli katalitik
etkilerinden birisi olan esteraz aktivitesinin incelenmesi
gerekmektedir. Van bal›¤›n›n göl suyundaki karbonat
iyonlar›n› ve suyun yüksek pH s›n› nas›l elimine etti¤i hiç
ele al›nmam›flt›r. Bu amaçla pH n›n ve karbonat iyonlar›-
n›n bu enzimi nas›l etkiledi¤i bu çal›flman›n bir amac›d›r.
Van Gölü bal›¤›n›n karbonik anhidraz enziminin  esteraz
aktivitesinin, ilerde bu enzimin hidrasyon/ dehidrasyon et-
kisini de¤erlendirmede kullan›l›p kullan›lmayaca¤›, bu
amaçla ektraksiyon yöntemi, pH, substrat, baz› iyonlar›n
vb. parametrelerinin ilerki çal›flmalara uygunlu¤u di¤er bir
amac›d›r.

Materyal ve Metot

9 mM p-nitrofenil asetat (substrat) stok çözeltisi :
Günlük olarak haz›rland›. 163.2 mg p-nitrofenil asetat , 4
ml aseton içinde çözüldü ve h›zl›ca kar›flt›r›lan 100 ml. bi-
distile suya yavafl yavafl ilave edildi.

50 mM Tris-SO4 Tampon Çözeltisi (pH = 7.4) :
6.055gr (0.05 mol) Tris-SO4, 950 ml redistile suda çö-
züldü. 1N H2SO4 ile pH = 7.4 e kadar titre edildi. Toplam
hacim bidistile su ile 1 litreye tamamland›.

Cihazlar: Esteraz aktivitesinin ölçümü için, p-nitrofe-
nolasetat’tan p-nitrofenolat’›n oluflumu  348 nm de ölçül-
dü. Bu amaçla p-nitrofenolat’›n verdi¤i absorbans Perkin
Elmer Lambda LA UV/VIZ Spektrofotometre ve ona ba¤l›
Shimadzu Chromatopac integratöründe kaydedildi ve h›z
ürün/saniye olarak belirlendi. Tampon çözeltisinin pH
ayarlamas› Orion pHmetre de yap›ld›. Ekstraksiyon bafl
lang›c›nda Nüve Vortex kullan›ld›. ‹ki çözücü faz›n ekst-
raksiyonunda ve homojenize edilmesinde Gerhardt Meka-
nik kar›flt›r›c› kullan›ld›. Süpernatant›n ayr›lmas›nda (+4
°C de)  Minifuge RF Heraeus Sepatech marka so¤utmal›
santrifüj ile gerçeklefltirildi. Protein tayini Technicon-Ra-
XT Autoanalizör de tayin edildi. Enzim reaksiyonlar› en-
zim ekstraktlar›n›n eklenmesiyle bafllat›ld›. Kinetik ölçüm-
lerde s›cakl›k, ›s› kontrollü  UV  küvetlerin su banyosuna
(Preciterm PFV, Mannheim Boehringer) ba¤l› pompa
(pumpe 4010, Mannheim Boehringer) arac›l›¤› ile 25°C
de sabit tutuldu. Analiz an›na kadar +4°C de saklanan
tampon çözeltiler ve ekstraktlar, kullanmadan 10  dakika

önce ayn› su banyosunda 25°C’ye getirildikten sonra kul-
lan›ld›.

Ekstraksiyon : Materyal olarak taze olarak getirilen
30 Adet Vangölü bal›¤› (Calcalburnus tarichi) kullan›ld›. ‹lk
olarak 30 adet bal›¤›n karaci¤er ve sa¤-sol solungaçlar›
birlefltirilerek homojenize edilen karaci¤erden ve solun-
gaçlardan 11’er gr tart›ld›. Van gölü bal›¤› karaci¤er ve
solungaçlar› a¤›rl›klar› kadar 11 ml Tris-SO4 tamponu
(pH=7.4) ile ekstrakte edildi. Ekstrakt iflleminde cam ba-
get ile 20 dk. süre ile ezilen doku daha sonra Vortex iflle-
mine tabi tutuldu sonra 30 dk 4500 rpm de santrifüj edi-
lerek, enzim içeren üst k›s›m topland›.

Enzim içeren s›v› ön saflaflt›rmaya tabi tutuldu. Bunun
için so¤uk etanol-kloroform (17) ve asetonun (25) di¤er
çözücülere göre daha az esteraz aktivitesini inhibe eden
çözücü oldu¤undan dolay› aseton-kloroform kar›fl›m› kul-
lan›ld›. Bu suretle, hemolizattaki hemoglobinin büyük
k›sm› denatüre edilerek uzaklaflt›r›lm›fl oldu. Bu ifllemin
yap›lmas›n›n avantaj›, enzimin geri kalan hemoglobinden
temizlenmesinin çok daha kolay ve az vakit almas›d›r. Ay-
r›ca hücre zarlar›n›n uzaklaflt›r›lmas›na ihtiyaç kalmamak-
tad›r (17).

Karaci¤er ekstrakt›ndan elde edilen, enzim içeren s›v›
iki k›sma ayr›ld›. Birinci k›s›m, 1.5 ml so¤uk etanol dam-
lat›larak eklendi daha sonra da 1 ml so¤uk kloroform ek-
lenerek mekanik kar›flt›r›c› ile 30 dk homojenize edilmesi
sa¤land›. 15 dk bekletildikten sonra 30 dk 5000 rpm de
santrifüj edildi ve enzim içeren süpernatant ayr›ld›. ‹kinci
k›s›m aseton-kloroform kar›fl›m›na tabi tutuldu. 1.5 ml
so¤uk aseton damla damla eklendi daha sonra da 1 ml
so¤uk kloroform eklenerek mekanik kar›flt›r›c› ile 30 dk
homojenize edilmesi sa¤land›. 15 dk bekletildikten sonra
30 dk 5000 rpm de santrifüj edildi ve enzim içeren süper-
natant ayr›ld›. 

Solungaç dokusundan aseton ve etanol  ekstraktlar›da
karaci¤erdekine benzer flekilde haz›rland›.

Van gölü bal›¤› karaci¤er ve solungaçlar›ndan aseton-
kloroform ve etanol-kloroform kar›fl›m› ile elde edilen su-
pernatantlar; 1 ml supernatant +4ml tampon çözelti
(TR‹S-SO4 , pH:7.4 ) fleklinde seyreltildi ve bu suland›rma
tüm analizlerde kullan›ld›.

Total protein tayini: Biüret metoduna(26) göre yuka-
r›daki ektraksiyon ve saflaflt›rmada elde edilen süperna-
tant da (1ml Supernatant + 4ml tampon çözelti) protein
tayin edildi.
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Analiz 1:

9 mM l›k stok p-nitrofenilasetat substrat çözeltisinden
0.225 mM’a kadar de¤iflen konsantrasyonlarda substrat
çözeltileri haz›rland›. 2000 µl p-nitrofenilasetat çözeltisin-
den al›narak üzerine 60 µl etanol-kloroform enzim ekst-
rakt› veya aseton-kloroform enzim ekstrakt› eklenerek
ürün dönüflüm h›z› 348 nm de verdi¤i absorbans/dakika
(27) cinsinden tayin edildi.

Analiz 2:

De¤iflen Na2CO3 konsantrasyonlar›n›n karbonik anhid-
raz enziminin esteraz aktivitesine etkisi ölçülmek istendi.
Bu amaçla 3mM’l›k p-nitrofenil asetat çözeltisi substrat
olarak kullan›ld›. Na2CO3’›n Karbonik-anhidraz enzimi
üzerine etkisini test etmek için 1M’l›k stok Na2CO3 çözel-
tisi haz›rland›. Bu Na2CO3‘dan de¤iflik konsantrasyonlarda
(2,5, 6.25, 12.5, 25, 37,5, 50, 62,5, 125, 250 ve 625
mM) seyreltmeler yap›ld›. 2ml substrat üzerine 60 µl
Na2CO3‘un de¤iflen konsantrasyonlar›ndan eklenip, enzim
(60 µl) içeren solungaçtan elde edilen ekstrakt (aseton-
kloroform ve etanol-kloroform konarak reaksiyon bafllat›
l›p ürün oluflumu 348 nm de okundu.

Analiz 3: 

Karbonik anhidraz enzimi içeren süpernatant olmadan
Na2CO3‘›n p-nitrofenil asetat. (3mM) üzerine etkisinin
olup olmad›¤› araflt›r›ld›.

Karbonik-anhidraz enzim ekstrakt› olmadan, 2 ml
3mM p-nitrofenil asetat üzerine 6.25,50,250,625 mM
Na2CO3‘ten 60 µl’fler ilave edilerek spektrofotometrede
zamana karfl› p-nitrofenolat oluflumu ölçüldü¤ünde, ürün
oluflum h›z› Vo (ürün/dk) (27) de¤erlendirildi.

Analiz 4:

pH n›n Karbonik-anhidraz enzimi üzerine etkisini tes-
bit etmek amac›yla pH s› 3-13,6 ya kadar Tris-SO4 tam-
pon çözeltileri haz›rland›.  Bunun için 6 mM’l›k substrat
çözeltisi  ve 11,6 mg/ml protein enzim içeren 60 µl kara-
ci¤er supernatant› ve 4 mg/ml protein enzim içeren 60 µl
solungaç süpernatant› kullan›ld›. 1 ml de¤iflik pH’lardaki
tampon çözelti üzerine 1 ml substrat ve 60 µl enzim ekst-
rakt› ihtiva eden karaci¤er ve solungaç ekstraktlar› ekle-
nerek reaksiyon bafllat›ld›. Oluflan ürün 348 nm de kayde-
dildi

Analiz 5: 

Karbonik anhidraz enzim ekstrakt› kullan›lmadan,
de¤iflik pH’l› buffer’lerin 6 mM’l›k p-nitrofenil asetat›n
üzerine etkisi araflt›r›ld›. Bu amaçla pH’s› 3-13,6 ya kadar
olan 12 adet Tris-SO4 tampon çözeltileri yap›ld›. 1 ml

tampon çözeltisi üzerine 1 ml 6 mM  p-nitrofenil asetat
konup, spektrofotometrede s›f›rland› ve 5 dk süreyle
ürün oluflum h›zlar› ölçüldü.

Bulgular

Van gölü bal›¤› (Calcalburnus tarichi) nin karaci¤er ve
solungaçlar›ndan elde edilen aseton-kloroform ve etanol-
kloroform ekstraktlar›n›n ilk h›z (Vo) üzerine etkisi, artan
p-nitrofenilasetat konsantrasyonu ile esteraz aktivitesi
fiekil 1 ve 2 de gösterilmifltir. fiekil 1’de karbonik anhid-
raz enziminin Km de¤eri karaci¤erin etanol ile ekstraksi-
yonunda 0.95mM aseton ekstraksiyonu için ise
0.54mM’d›r, fiekil 2 de ise enzimin Km de¤eri hem eta-
nol hemde aseton ekstrat› kullan›ld›¤›nda 0.39 mM d›r.

1/4 oran›nda suland›r›lan ekstraktlar›n Biuret meto-
duyla (26) total proteinleri ölçüldü. Etanol-kloroform
ekstrakt›nda total protein karaci¤erde 11.6 mg./ml., so-
lungaçta 4 mg./ml., aseton-kloroform ekstrakt›nda total
protein karaci¤erde 10 mg./ml., solungaçta 4 mg./ml.
olarak bulunmufltur.

Van gölü bal›¤› (Calcalburnus tarichi) solungaçlar›ndan
elde edilen aseton-kloroform ve etanol-kloroform ekst-
raktlar›n›n sabit tutulmas›yla, Na2CO3‘ün artan konsant-
rasyonlar›na ba¤l› olarak ilk h›z (Vo) üzerine etkisi, artan
p-nitrofenilasetat konsantrasyonu ile esteraz aktivitesi
fiekil 3’de gösterilmifltir.

pH’n›n Karbonik-anhidraz enzimi üzerine etkisi artan
de¤erleri için pH’s› 3-13,6 ya kadar de¤iflen Tris-SO4

tampon çözeltilerine karfl›l›k oluflan karaci¤er ve solungaç
ekstraktlar›ndaki ilk h›z (Vo) de¤erleri fiekil 4’te gösteril-
mifltir. Buna göre artan pH ya göre enzimin esteraz akti-
vitesi do¤rusal olarak artar görülmektedir. Enzmin kara-
ci¤er ekstrakt›ndaki  aktivitesi solungaç ekstrakt›ndan
fazla oldu¤u aç›kt›r.

Karbonik-anhidraz enzim ekstrakt› olmadan, 2ml 3mM
p-nitrofenil asetat üzerine 6.25,50,250,625 mM Na2-
CO3‘ten 60 µ1’fler ilave edilerek spektrofotometrede za-
mana karfl› p-nitrofenolat oluflumu ölçüldü¤ünde enzim ak-
tivitesinde belirgin olarak lineer bir yükselme gözlenmedi.

pH n›n Karbonik-anhidraz enzimi üzerine etkisini tes-
bit etmek amac›yla pH s› 3-13,6 ya kadar Tris-SO4 tam-
pon çözeltileri, 6 mM’l›k substrat çözeltisi, karaci¤er ve
solungaç süpernatantlar› kullan›larak yap›lan analizde
renk de¤iflimi pH = 7.4 üzerinde görüldü. Haz›rlanan
tampon çözeltilerde ayn› hacimde çift distile su eklen-
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fiekil 1. Vangölü bal›¤› C. tarichi’nin karaci
¤erinden elde edilen etanol-kloroform,
aseton-kloroform ekstraktlar›n›n, artan
substrat (p-nitrofenil asetat, mM)
konsantrasyonlar›na göre (Vo) ilk h›zlar›
de¤iflimi.

fiekil 2. Vangölü bal›¤› C. tarichi’nin solungac›
ndan elde edilen etanol kloroform,aseton-
kloroform ekstraktlar›n›n, artan substrat
(p-nitrofenil asetat, mM) konsantrasyonla-
r›na göre (Vo) ilk h›zlar› de¤iflimi.



di¤inde pH’s›n›n de¤iflmedi¤i gözlendi.

Karbonik anhidraz ekstrakt› kullan›lmadan pH’s› 3-
13.6 olan Tris-SO4 buffer’lerin 6 mM’l›k p-nitrofenil ase-

tat›n üzerine etkisi araflt›r›ld›. Sonuçlar› Tablo 1’de göste-
rilmifltir. 

Tart›flma 

Van Gölü bal›¤› tuzluluk oran› %0.9 olan ve pH s›
9.8’in üzerindeki sularda yaflayan tek bal›kt›r. Bu bal›¤›n
yavru dönemini tatl› sularda ve ergenli¤ini tuzlu ve yüksek
pH’l› Van Gölü suyunda geçirdi¤i bildirilmifltir (28). Bu ba-
l›¤›n vücut pH s›n› ve tuz dengesini nas›l korudu¤u bu gü-
ne kadar araflt›r›lmam›flt›r. Tatl› su bal›klar› solungaçla-
r›yla diffüzyonla iyon (H+ veya  NH4

+ ve HCO3-) salg›lar-
ken, Na+ ve Cl- emilmektedir. Halbuki tuzlu su bal›kla-
r›nda bu durum tersinedir. Tuzlu su bal›¤› NaCl atarken
H+ ve HCO3- ald›¤› bildirilmifltir (5,6,7). Tuzlu su bal›kla-
r›nda iyon regülasyonu daha önem tafl›maktad›r, çünkü bu
bal›klar içmek için de tuzlu suyu kullanmaktad›rlar bu ne-
denle fazladan NaCl al›m› söz konusudur ve bu fazla tu-
zun at›lmas› mekanizmas› oldukça kuvvetli olmal›d›r (6,
29). Keza tatl› su bal›klar›n NaCl dengesini sa¤layan Na+-
K+a ATP az enziminin spesifik aktivitesi tuzlu su bal›¤›nda
4-10 kez daha fazlad›r (29). Bu yaklafl›mla, karbonik an-
hidraz aktivitesinin Van gölü bal›¤›nda yüksek olmas› bek-
lenebilir.
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fiekil 3. Na2CO3‘ün artan konsantrasyonlar›na

ba¤l› olarak Van gölü bal›¤› C. tarichinin
solungaçlar›ndaki karbonik anhidraz
enziminin aseton-kloroform ve etanol-
kloroform ekstraktlar›na göre ilk h›z
(Vo)‘lar›ndaki de¤iflim. Enzim
konsantrasyonlar› ve substrat (3mM) sabit
tutuldu.

fiekil 4. pH’s› 3-13,6 ya kadar Tris-SO4 tampon çözeltilerinin

karaci¤er ve solungaç enzim ekstrakt› üzerine etkisi ile
oluflan ilk h›z (Vo) de¤iflimi.
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Karbonik anhidraz enziminin keza atlantik k›y›lar›nda
bulunan kurba¤a bafll› bal›k karaci¤erinde üre sentezi için
bikarbonat tedarik etti¤i bildirilmifltir (30).

Yukar›daki önemli fonksiyonlara sahip bu enzim üze-
rinde ilerde yap›labilecek metabolik çal›flmalar için labora-
tuar flartlar›m›zda ancak esteraz aktivitesi ölçümü müm-
kün olmufltur. Bu karbonik anhidraz›n esteraz aktivitesi-
nin, ilerde bu enzimin hidrasyon/dehidrasyon etkisini de-
¤erlendirmede kullan›l›p kullan›lmayaca¤›, bu amaçla pH
vb parametrelerin de bu çal›flmaya uygunlu¤u araflt›r›ld›.

fiekil 1’de karaci¤erden elde edilen 2 ekstrakt enzimi-
nin esteraz aktivitesi üzerine etkisi görülmektedir. Ekst-
raksiyon s›ras›nda etanol ve aseton elimine edilmedi¤in-
den Lineweaver-Burk diyagram› incelendi¤inde etanolun
asetona göre kompetetif bir inhibisyona sahip oldu¤u gö-
rülmektedir. Dolay›s›yla etanol ekstrakt› için Km : 0.95
mM , aseton ekstrakt› için Km :0.54 mM dir. Bundan da
anlafl›laca¤› üzere aseton ekstrakt› ile elde edilen enzim
üzerine asetonun inhibe edici etkisi yoktur, bu nedenle
Vmax/2 ye ulaflmak için etanol ekstrakt›nda %50 fazla
substrat gerekmektedir. Buradan da etanolün p-nitrofe-
nol ile mol baz›nda yar›flt›¤› aç›kt›r.

fiekil 2 incelendi¤inde ise, solungaçdan elde edilen 2
ayr› ekstraktdan, etanolun aseton ekstrakt›na göre kom-
petetif olmayan bir inhibisyon etkisi gözlenmektedir. Do-
lay›s›yla Etanol ekstrakt› ve aseton ekstrakt› için Km :
0.39 mM’dur. Buradaki tablo ilginçtir. Enzim,  ekstraksi-
yon ürünü aseton ve etanoldan etkilenmemifl görünmekte-
dir. Buda, solungaçlar›n histolojik ve fonksiyonel yap›s›nda
bulunan, ekstraktaki di¤er enzimlerin (alkol dehidrojenaz
vb) etanolü bertaraf etmesi fleklinde yorumlanabilir.

fiekil 1 ve 2 karfl›laflt›r›ld›¤›nda, bir baflka yaklafl›mla,
solungaç ekstrakt›nda protein miktar› 4 mg/ml, karaci¤er
ekstrakt›nda protein miktar› 11.6 mg/ml ile yaklafl›k 2
kat daha fazla protein bulunmaktad›r. Bu nedenle, ayn›
hacimde kullan›lan karaci¤er ekstrakt›nda fazla protein
bulunmas› bu ekstaraktaki anhidraz enziminin fazlaca
olabilmesi nedeniyle etanol ve aseton substrat p-nitrofenil
asetat ile kompetetif bir inhibisyona girebildi¤i düflünüle-
bilir. Solungaçlardan elde edilen ekstrakta ise protein(kar-
bonik anhidraz enzimi) miktar›n›n düflük olmas› ile aç›kça
etanolun asetona göre, karbonik anhidraz enziminin este-
raz aktivitesini inhibe etti¤i ortaya ç›km›flt›r. Bu nedenle
bu enzimin ekstraksiyonlar›nda literatürdeki etanol yerine
asetonlu bir ekstraksiyon daha iyi olacakt›r. Keza bu an-
lamda, fiekil 4 incelendi¤inde, karaci¤er ekstraktlar›
de¤iflik pH’larda hep solungaç ekstrakt›ndan daha fazla
aktivite göstermekte oldu¤u görülmektedir

Karbonik anhidraz›n CO2 ve HCO3
- substrat› için Km

de¤erleri s›ras› ile 8.3 ve 32 mM oldu¤u bildirilmifltir (1).
‹nsan eritrositinde p-nitrofenol asetat için enzimin B tipi
için Km de¤eri 5.2 mM oldu¤u, C tipi içinse bu Km de¤e-
rinin 0.22mM oldu¤u kaydedilmifltir (15). Van gölü bal›-
¤›nda enzimin p-nitrofenol asetat için Km de¤eri solun-
gaçlarda Km:0.39 mM oldu¤u karaci¤er içinse etanol baz-
l› ekstraksiyon için Km: 0.95mM ve aseton bazl› ekstrak-
siyonda  Km: 0.54 mM bulunmufltur. Bu bulgular di¤er
canl›larda bulunanlardan pek farkl› olmamakla beraber in-
san eritrositindeki bu enzimin B tipinden daha az bir Km
sahip olmas›yla, bal›kta karbonik anhidraz›n daha fazla bir
esteraz fonksiyonu, ve esteraz reaksiyonlar›na daha du-
yarl› oldu¤u anlafl›lmaktad›r. Van gölü bal›¤›n›n karaci¤er
ve solungaç karbonik anhidraz enzimleri karfl›laflt›r›
ld›¤›nda solungaçlardaki enzimin Km de¤eri daha düflük
olmas› bu enzimin esteraz aktivitesinin solungaçlarda da-
ha aktif rol ald›¤›n› ortaya koymaktad›r. Karaci¤erdeki
enzimin Km de¤erinin solungaçlardakinden farkl› olma-
s›n›n nedeni bu enzimin izoenzimleri ve bunlar›n
da¤›l›m›ndaki farkl›l›kla izah edilebilir. ‹nsanlarda karbo-
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Tablo 1. Enzim ekstrakt› kullan›lmadan de¤iflik pH’lardaki Tris-SO4
tampon çözeltilerinin substrat (p-nitorfenol asetat) ile
kinetik  etkileflimlerini  gösteren  Vo de¤erleri.

PH  (Tris-SO4) Vo

3 -

4 -

5 -

6.1 -

7.0 -

7.4 0.05

8 0.3

9 1.6

11.5 7.85

12.2 -

13.3 -

13.6 -
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nik anhidraz›n CA I (B) ve CA II (C ) izoenzimi varken ru-
minantlarda sadece CA II tipi bulunmaktad›r. Bunlar›n ya-
n› s›ra 5 adet izoenziminin organlarda farkl› da¤›l›m gös-
terdi¤i tespit edilmifltir (31). Van Gölü bal›¤›n›n karbonik
anhidraz izoenzimleri ve bunlar›n da¤›l›m› incelenmemifl
tir.

Karbonik anhidraz’›n substrat› Na2CO3‘›n Van Gölün-
deki konsantrasyonu 51.4 mM d›r. S›¤›r eritrositinde
HCO3

- için Km de¤eri 9.6 mM d›r (15). Bu durumda Van
gölü suyunun karbonik anhidraz enzimi içim Km de¤eri-
nin çok üzerinde CO3

-2 iyonlar› ihtiva etmektedir. fiekil 3
incelendi¤inde Na+ ve CO3

-2 iyonlar›n›n bu enzimin esteraz
aktivitesini stimule etti¤i, etanolun inhibisyon etkisinin
CO3

-2 iyonlar› ile yar›flamad›¤› aç›kça anlafl›lacakt›r. As-
l›nda etanolun solungaçta gerçekte inhibisyonun kompete-
tif bir inhibisyon oldu¤u CO3

-2 iyonlar› ilavesiyle an-
lafl›lm›flt›r. fiekil 3’ün Lineweawer-Burk diyagram› bu de-
ney sonuçlar›na uyguland›¤›nda, veriler hiperbolik bir
da¤›l›m göstermifltir. Bu hiperbolik e¤im daha çok iki en-
zimin olayda söz konusu oldu¤unu gösterdi¤i iflaret edil-
mifltir (27).  Segel (1975) böyle hiperbolik Lineweawer-
Burk diyagramlar›n› fiekil 3’dekine benzer flekilde  çizerek
yorumlam›flt›r. Burada iki enzimden ziyade, bu enzimin
hem  esteraz  hem de  anhidraz  etkilerinin kooperatif et-
kilerinden dolay› bu diyagram›n hiperbolik bir flekil ald›¤›
sonucu ç›kart›labilir. 

Bal›k solungac›nda karbonik anhidraz›n NaCl regülas-
yonunda rol ald›¤› bildirilmifltir (6, 8). Fakat köpek ba-
l›klar›n›n solungaçlar›n›n NaCl salg›lamamas›na ra¤men
solungaçlar›n Na+-H+ (veya NH4

+) ve Cl- HCO3
- de¤iflimin-

de rol alarak asit baz dengesine katk›da bulundu¤u rapor
edilmifltir (7, 32). Bu çal›flmada Na2CO3 kullan›ld›¤›ndan
Na+ ve CO3

-2 iyonlar›n›n  karbonik anhidraz enzimi üzeri-
ne etkisinin birlikte oldu¤u aç›kt›r. Bu nedenle sadece Na+

iyonun karbonik anhidraz üzerine etkisi NaCl kullan›larak
araflt›r›lmas› gerekecektir. fiekil 3’deki etki gerçekte Na+

ve CO3
-2 iyonlar›n›n birlikte etkisindendir. 

fiekil 4 incelendi¤inde karbonik anhidraz enziminin ak-
tivitesinin pH 7.4 e kadar etkilenmedi¤i aç›kça görülmek-
tedir. pH 8’in üzerinde enzim aktivitesinde önemli bir ar-
t›fl olmuflsa da, bu de¤iflimin Tablo 1 incelendi¤inde bu ak-
tivitenin bir k›sm›n›n substrat›n   pH: 8-11.5 aras›nda
buffer ile kinetik reaksiyon vermesi nedeniyle bu pH da
enzimin esteraz aktivitesi de¤erlendirilemez oldu¤u bu-

lunmufltur. Dolay›s›yla substrat›n etkilenmedi¤i en ideal
pH: 7.0 olarak bu enzimin esteraz aktivitesi ölçülebilir ka-
naatine var›lm›flt›r. Ayr›ca karaci¤er ekstrakt›n›n aktivitesi
solungaç ekstrakt›ndan fazla oldu¤u aç›kça görülmektedir.

Substrat›n pH ba¤›ml› olmas› nedeniyle pH>8 üzerin-
de de¤iflikliklerine ba¤l› anhidraz çal›flmalar› için bu metod
uygun olamayacakt›r. Fakat karbonik anhidraz›n di¤er
metabolik fonksiyonlar›n› (30, 31, 33) incelemek için uy-
gun olacakt›r. Karbonik anhidraz bal›k karaci¤erinde üre
sentezine bikarbonat vermektedir. pH dengesi için önem-
li olmayan bu metabolik yolda KmHCO3

- = 1.3mM olarak
bildirilmifltir (30). Bu tür çal›flmalarda esteraz aktivitesi
rahatl›kla kullan›labilir. Keza,  Lacy (1983) yapt›¤› histo-
patolojik çal›flmalarda  karbonik anhidraz›n NaCl regülasa-
yonunda rolü olaca¤›n› belirtmifltir. ‹lerisi çal›flmalar›m›z
bu yönde olaca¤›ndan, esteraz aktivitesiyle, bu enzimin
NaCl regülasyon  rolü rahatl›kla incelenebilir kanaati
oluflmufltur. 

Sonuç olarak gelifliminin farkl› dönemlerinde tatl› ve
tuzlu-karbonatl› suda yaflayan tek bal›k türü olan Van gö-
lü bal›¤›n›n solungaç ve karaci¤erinde bu pH de¤iflimini
adapte edecek karbonik anhidraz aktivitesinin yine bu en-
zimin estereaz özelli¤i ile araflt›rma yapabilmek mümkün-
dür. Buna göre  bu enzimin estereaz aktivitesinin kara-
ci¤erden fazla oldu¤u düflük Km de¤eriyle ortaya kon-
mufltur. Ekstraksiyon metotlar› karfl›laflt›r›lm›fl, buna gö-
re aseton-kloroform ekstraksiyonu etanol-kloroform
ekstrakt›na göre daha az inhibe edici bulunmufltur.
Na2CO3‘ün ilavesi ile elde edilen lineweaver-Burk diyagra-
m›ndan ç›kar›lan hiperbolik e¤ri bu enzimin en az iki ka-
talitik etkisinin oldu¤unu, Na+/CO3

2- iyonlar›n›n ortak et-
kisiyle enzimin esteraz etkisi artmaktad›r. Esteraz aktivi-
tesi ve P-nitrofenol substrat› için ideal pH çal›flmas› 7.0
olarak bulunmufltur. Bu enzimin esteraz aktivitesine ba-
karak, di¤er katalitik özelliklerini izlemek mümkün olabi-
lir. Karbonik anhidraz›n esteraz aktivitesinin stimülasyonu
CO3

2- iyonlar› ilavesiyle bu çal›flmada gösterilmifltir. Este-
raz aktivitesine bakarak, Van gölü bal›¤›nda solungaç ve
karaci¤erlerinde göl suyunda bulunan Na+ ve CO3

2- iyon-
lar›n›n eliminasyonunda karbonik anhidraz enziminin rolü
oldu¤u ortaya ç›km›flt›r. Van Gölü bal›¤›n›n iç sistem pH s›
n›n regülasyonunda solungaç ve karaci¤erlerinde bulunan
karbonik anhidraz›n önemli rolü oldu¤u anlafl›lm›flt›r.
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