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OZET

ONCORHYNCHUS MYKISS (OSTEICHTHYES: SALMONIDAE) 'IN
SOLUNGAC ESTERAZININ HAM DOKU HOMOJENATLARINDA KISMIi
KARAKTERIZASYONU

ZEYNEP EKER
Yiiksek Lisans Tezi
Biyokimya Anabilim Dal
Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Salih GORGUN
2015, xiii + 53 sayfa

Bu calismada Oncorhiynchus mykiss'in solungag dokusu esteraz aktivitesinin
genel Ozellikleri ve bazi kimyasallarin aktiviteye etkileri arastirilmistir. Solungac
esterazinin optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 30 °C ve 8,8 oldugu
belirlenmistir.  Arastirilan  kimyasallar arasinda, EDTA, Na-taurokolat ve
benzamidinin aktiviteyi diisirdiigi belirlenmistir. Arastirilan organik ¢oziiciiler genel
olarak solungac esteraz aktiviteleri tizerine artirict bir etkiye sahip olmustur.
Deterjanlarin solungac¢ esteraz aktivitesine etkisi degerlendirildiginde, triton X
100'iin  tim uygulamalar1 enzim aktivitesinde diisiise yol acmistir. Tween
uygulamalarinin triton X 100 den daha ilimli oldugu gorilmistiir. O. mykiss'in
solunga¢ esterazinin K _ ve V_ . degerleri sirasiyla 2,25+0,29 mmol.mL"" ve
2,8040,17 umol.mL"dk"" oldugu bulunmustur. Native-PAGE calismasi sonucunda
solungacg esteraz izozim band bolgesinin molekil agirliginin yaklasik 72 kDa oldugu

bulunmustur.

Bu calismanin bir diger kismi O. mykissin solungac dokusundaki toplam
lipid yag asidi bilesiminden olusmustur. En fazla bulunan yag asitlerinin C16:0,
C18:1 n-9, C18:2 n-6, C20:4 n-6 ve C22:6 n-3 oldugu bulunmustur. Bulgularimiz, ne
insan beslenmesinde ne de endiistriyel siireclerde kullanilmayan solunga¢ dokusunun

bu amacla daha fazla arastirmayi hak ettigini 6nermektedir.

Anahtar sozciikler: Oncorhiynchus mykiss, solungac esterazi, karakterizasyon, yag

asitleri.
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ABSTRACT

PARTIAL CHARACTERIZATION OF THE GILL ESTERASE OF
ONCORHYNCHUS MYKISS (OSTEICHTHYES: SALMONIDAE) IN CRUDE

TISSUE HOMOGENATES
Zeynep EKER
Master of Science Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Salih GORGUN

2015, xiii + 53 pages

In this study, esterase activity in the gill tissue of Oncorhynchus mykiss was
investigated interms of its general properties and the effects of some chemicals. The
temperature and pH optimas for the gill esterase were determined to be 30 °C and
8.8, respectively. Among chemicals, EDTA, Na-taurocholate and Benzamidine
decreased the esterase activities. Organic solvents investigated generally had an
enhancing effects on the gill esterase activities. When assessed the effects of
detergents on the gill esterase activities, al applications of triton X 100 resulted in
decreases in the enzyme activity. It seems that twen applications are much more
moderate than that of triton X 100 applications. Km ve vmax values for the gill tissue
of O. mykiss were found to be 2.25£0.29 mM and 2.80+0.17 umol.mL'MKk™
respectively. In the result of Native-PAGE study, molecular weight of the gill

esterase izozyme band region was found to be approximately 72 kDa.

Another part of this study consisted of the fatty acid composition of the total
lipid in the gills of O. mykiss. It was found that the most abundant fatty acids were
C16:0, C18:1 n-9, C18:2 n-6, C20:4 n-6 ve C22:6 n-3. Our results have suggested
that the gill tissue that is not used neither human nutrition and nor industrial

processes are deserving much more investigation for these purposes.

Key words: Oncorhynchus mykiss, gill esterase, characterization, fatty acids.
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1. GIRIS

1.1 Esterazlar

Esterazlar, enzim siniflandirma komisyonununa gore "EC 3.1.1.1" olarak
temsil edilmektedirler. Genel olarak esterazlarin genis bir substrat grubundaki ester
baglarinin  hidrolizini Kkatalizleyen hidrolaz sinifina ait enzimler olduklari
bildirilmektedir. Bununla birlikte, glniimiizde esteraz siifindan enzimlerin ester
baglarinin olusumunu da katalizledikleri bilinmektedir. Esterazlar mikroorganizma,
bitki ve hayvansal organizmalari i¢ine alan tiim canli hatlarinda var olan enzimlerdir.
Bu enzimlerin ¢ogunlugunun genis bir substrat toleransina sahip olmalar1 nedeniyle
karbon kaynaklarina ulagsmaya olanak saglayan veya katabolik yollarda gereksinilen
enzimler olduklar1 disiiniilmektedir. Ayrica, esterazlar yiiksek stereospesifite ve
regiospesifiteye sahip olan enzimler olup, bu o6zellikleri onlar1 ¢esitli kimyasallarin
sentez olaylarinda optik olarak aktif saf bilesenlerin tretimi icin cazip
biyokatalizorler yapmaktadir. Esterazlari bu anlamda 6nemli kilan faktorlerden bir
digeri ise, kofaktorlere gereksinim duymamalar1 ve genellikle organik coziiciilerin
varliginda dahi oldukca kararli olabilmeleridir (Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999;

Patel, 2000; Bornscheuer, 2002 a).

Yukarida bahsettigimiz 6zellikler nedeniyle bircok farkli kaynaktan esterazlar
uzerine caligmalar yapilmaktadir. Bununla birlikte, balik dokularindan 6zellikle
solungac esterazlarina odaklanan c¢aligmalarin yok denecek kadar az oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle, bu Yiiksek Lisans c¢alismasinda, lilkemizde 6nemli bir
kiltir baligr tiri olan gokkusagr alabaligt Oncorhynchus mykiss (Osteichthyes:
Salmonidae)'in solungag esterazlarinin ham doku homejenatlarinda karakterizasyonu

amaclanmistir.



1.2 Esterazlar a/p Hidrolaz Kathh Enzimlerdendir

Dogada c¢ok siklikla bulunan domain katlar1 a heliksler tarafindan c¢evrelenen
merkezi, paralel veya karisitk P plakasindan olusan a/p domainlerdir. Geotrichum
candidum'da onemli amino asit dizi benzerligini icermeyen ve farkli substratlari
kullanan lipaz, asetilkolinesteraz, bugday serin Kkarboksipeptidaz II, dienelakton
hidrolaz ve haloalkan dehalojenaz enzimleri lizerinde yapilan caligmalardan a/p
domaininin bir alt smifi "a/p hidrolaz" katlanmasi olarak adlandirilmistir. Bu
enzimlerin amino asit dizilimi ve kullandiklar1 substratlardaki farkliliga ragmen,
katalitik merkezlerindeki amino asit diizenlenmelerinin korundugu diisiiniilmektedir
(Ollis ve ark., 1992; Nardini ve Dijkstra, 1999). Bu o6zellik a/p hidrolaz ailesini,
bilinen en yaygin ve ¢ok yonlil protein katlanmalarindan biri kilmaktadir. Buna bagh
olarak epoksid hidrolazlar, dehalojenazlar, proteazlar, peroksidazlar, lipazlar ve
esterazlar a/p hidrolaz katlanmasina sahip enzim ailesi icerisinde yer almaktadirlar

(Nardini ve Dijkstra, 1999).

1.3 a/p Hidrolaz Katimn Muhafaza Edilmis Ozellikleri
Kristalografik ve biyoinformatik caligmalardan elde edildigi lizere (Ollis ve
ark., 1992; Hubbard ve ark., 1998; Orengo ve ark., 1998; Cousin ve ark., 1998),
standart bir a/p hidrolaz katinin a heliksler tarafindan her iki taraftan sarilan
cogunlukla paralel (sadece ikinci P ipligi antiparaleldir) sekiz iplikli p plakadan

olusan bir yap1 oldugu bildirilmektedir (Nardini ve Dijkstra, 1999).

"Merkezi p plakasinin topolojisi +1, +2, -1x, +2x, (+1x), tir ve yaklasik
olarak 90 °C' lik bir ac1 ile birbirini gecen ilk ve son iplikler ile, sol-el siiperheliksel
bir bukiim sergiler. Biikiilmenin derecesi onemli farkliliklar gosterebilir ki, en fazla
sapmanin meydana geldigi ipliklerin genellikle p5 ve p6 iplikleri arasinda lokalize
oldugu gorilmektedir. Ayn1 zamanda, merkezi p plakasinin p ipliklerini birlestiren a
helikslerin uzaysal pozisyonunda da farkliliklar olabilmektedir. Bazi durumlarda bu
helikslerin bir ya da daha fazlasi tamamen ortadan kalkmig olabilir. Bunlardan
sadece aC olarak isimlendirilen heliksin son derece korunmus oldugu bulunmustur.
Bu heliks p plakasinin merkezinde stratejik bir pozisyondadir ve aktif merkezdeki
niikleofilik rezidenin dogru pozisyonda olmasinda anahtar bir rol oynamaktadir"”

(Nardini ve Dijkstra, 1999).



a/p hidrolaz katlanmasina sahip cok genis cesitlilikteki enzimlerin aktif
merkezleri yaygin bir yapiy1 paylasmaktadir. Bu enzimlerde aktif merkezi meydana
getiren amino asitler "katalitik triad" olarak adlandirilmakta olup; p5 ipliginden
sonra gelen bir niikleofil (serin, sistein veya aspartik asit), p7 ipliginden sonra gelen
bir asit rezide ve son p ipliginden sonra gelen bir histidin rezidesinden meydana
gelmektedir. Bu anlamda katalitik triad "serin-aspartat-histidin" amino asitlerinden
meydana gelmektedir (Sekil 1). Bazi1 lipazlarda aspartat yerine glutamatin
bulunabildigi bildirilmistir (Ollis ve ark., 1992; Nardini ve Dijkstra, 1999;

Bornscheuer, 2002 a).
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Sekil.1 a/p hidrolaz katinin sematik sunumu (Bornscheuer, 2002 a).



1.4 Esterazlar (EC 3.1.1.1) ve Lipazlar (EC 3.1.1.3)

Esterazlar ve lipazlar hidrolaz katlanmasi smifindaki en Onemli enzim
gruplarindan ikisini teskil etmektedirler (Bornscheuer, 2002 a). Her iki enzim grubu
da ester baglarinin yikimi ve olusumunun Kkatalizini gerceklestirebilmelerine ve
amino asit dizi benzerliklerine ragmen, aralarinda substrat ozgiinligu ve fizyolojik
rolleri itibariyle onemli farkliliklar da bulunmaktadir (Gilham ve Lehner, 2005). Bu
anlamda, esterazlar arasinda, gercek esterazlar (karboksilesterazlar) "karboksil ester
hidrolazlar" olarak adlandirilip, "EC 3.1.1.1" enzim smifinda bulunmaktadirlar.
Lipazlar ise "triacil gliserol hidrolazlar" olarak adlandirilirlar ve "EC 3.1.1.3" enzim

sinifinda yer alirlar (Eggert ve ark., 2002; Faiz ve ark., 2007).

Esteraz ve lipazlarin en ilgin¢ 6zelliklerinden birisi her iki enzimin de su ile
etkilesebilir yiizey kistmlarina sahip olmalarina ragmen, bu ortamda substratlarinin
goreli olarak coziinmez formda olmalaridir. Bu nedenle bu enzimler substratlarini
"su-yag" ara ylizeyinde doniisiime ugratmakta olup, bu olgu ara-yiizey aktivasyonu
(interfacial activation) olarak adlandirilmaktadir. Ozellikle deterjan ve bazi lipit,
protein tiirinden unsurlarin suda ¢O0ziinmez olan substratlarin emiilsifikasyon siireci
icin gerekli olduklar1 bildirilmektedir (Beisson ve ark., 2000). Ara ylzey
aktivasyonuyla ilgili olarak, lipazlarin genellikle kapak bolgesi (lid region) adi
verilen bir bolgeye sahip olduklar1 belirtilmekle birlikte, yapilan c¢alismalardan

birkac lipazda bu bolgenin bulunmadig1 belirlenmistir (Lotti ve Alberghina, 2007).

Esterazlar lipazlardan ayiran ozellikler dizi analizi ve protein elektrik yiiklerini
esas alan onemli bir calismanin sonucglarinda tartisilmistir. Buna gore, esterazlar
lipazlardan farkli olarak kapak bolgesi icermemektedirler. Ayrica esterazlar tercihen
kisa zincirli yag asitlerinin ester baglarin1 kirarken, lipazlarin esterazlardan daha
genis bir substrat spektrumunu kullandiklar1 goriilmektedir. Buradan substratin
fiziksel durumunun cogunlukla substrat 6zgiinliigiine destekleyici bir unsur oldugu
anlasilmaktadir. Uzun zincirli yag asitleri suda ¢Ozlinmez veya c¢ok az coziinerek
emiilsiyon formlarda bulunabilirler. Bu nedenle, lipazlar suda coziinmeyen ya da
yogun bir sekilde kiimelesmis bir substrat ile tanimlanabilirler. Ayrica lipaz aktivitesi
substrat derisimi ile ilgili olmayip, dogrudan toplam substrat alani ile iliskilidir.
Esteraz  aktivitesi suda ¢Ozlinme yetenegi daha fazla olan substratlarin
kullanilmasiyla arttigi bilinmektedir (Fojan ve ark., 2000). Calismamizda da

esterazlarin bu oOzelliginden faydalanilarak balik solunga¢ dokusunun genel esteraz
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aktiviteleri arastirilmistir. Burada lipazlarin da benzer Ozellikleri paylagsmalarindan
dolay1 lipazlar hakkinda da bilgi verilmistir. Glnilimiizde esteraz ve lipazlarin

farkliliklarinin ayirt edilmesi hala problemlidir.

1.5 Esterazlarin (ve lipazlarin) Calisma Mekanizmasi

Esterazlarin calisma mekanizmast pH'in bir fonksiyonu olarak enzim
molekiiliiniin yilizeyinin elektrostatik potansiyelin yine protein yiizeyindeki anahtar
rezidelerin bilgisiyle birlestirilmesiyle belirlenmistir. Bu model Petersen ve ark.
(2001) tarafindan ortaya konulmus ve elektrostatik sapan (the electrostaic catapult)
modeli olarak adlandirilmistir. Bu modele gore, substrat enzimin notral ile bazik pH
degerleri arasinda negatif potansiyel yiik gosteren aktif merkezine girer ve ester
baginin kirilmasi sonrasinda negatif yukli urin, yine negatif yiiklii aktif merkez
tarafindan itilir (Petersen ve ark., 2001). Bu olaylar ve enzimin aktif merkezine ait

veriler Sekil 2'de goriilmektedir.
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Sekil.2 Elektrostatik sapan modeli esterazlarin (lipazlar da dahil) nasil ¢alistiklarini
aciklamaktadir (Petersen ve ark., 2001)



1.6 Esterazlarin Fonksiyonlari

Esterazlar (karboksilesterazlar) bircok dokunun sitozolii ve hiicresel
organellerden ise endoplazmik retikulumlarinda bulunan enzim sifidir. Yukarida
bahsedildigi ilizere hidrolaz sinifindan bir enzim olup, tiyoester, esterler, amidler gibi
farkli baglarin hidrolizlerini gerceklestirebilmektedirler. Bu rollerine ek olarak,
ozellikle organofosfatli  bilesenler basta olmak T{lizere toksik bilesenlerin
detoksifikasyonu ve ilac metabolizmasinda da gereksinim duyulduklarina dair
onemli bilgiler mevcuttur (Satoh ve Hosokawa, 1998; Satoh ve Hosokawa, 2000;

Gilham ve Lehner, 2005).

Gilnimizde karboksilesterazlar lizerine yapilan calismalar, en belirgin
rollerinin uzun zincirli agil-karnitin ve acil-KoA esterleri dahil olmak tlizere kisa ve
uzun zincirli lipit bilesenlerin hidrolizini katalizlediklerini bildirmektedir (Satoh ve
Hosokawa, 1998; Gilham ve Lehner, 2005). Mevcut calismamiz O. mykiss'in
solungac  dokusundaki  esterazlari, lipit sindirimi  fonksiyonu acisindan

degerlendirmektedir.

1.7 Esterazlarin Giiniimiizde Uygulama Alanlari

Farmasotikler, pestisitler ve saf kimyasallar i¢in insa bloklarini sentezleme
siirecleri esnasindaki biyokataliz uygulamalarinda enzimler biliylik yer tutmaktadir.
Enzim uygulamalarinin biiyiik cogunlugu hidrolazlar1 icermekte olup, bu simf
icerisinde ise esterazlar baskin biyokatalistlerdir (Bornscheuer, 2005; Bornscheuer ve
Schmidt, 2005). Iki farkli makale 6zellikle mikrobiyal kaynaklardan enzimlerin
organik sentez (Asano, 2002) ve endistriyel siireclerde (Ogawa ve Shimizu, 2002)
kullanilabilirliklerini detayli bir sekilde tartismistir. Ancak giiniimiizde memeli

dokularindan bu tarz enzimlerin arastirilmasi oldukca sinirli goriinmektedir.

Esterazlarin (ve lipazlarin) giiniimiizde oldukc¢a farkli amaclar dogrultusunda
dizayn edilmeleri yoniinde calismalar mevcuttur. Bu calismalarin immobilizasyon,
¢oOziiniirliik ve kimyasal tiiretme gibi fizikokimyasal metotlar, esterifikasyona karsi
hidroliz, su aktivitesinin kontrolii gibi reaksiyon miihendisligi metotlari, daha genis
bir uygulama alani olarak ise oransal protein dizayni ve yonlendirilmis evrimi iceren

molekiiler biyoloji metotlar1 olduklar1 goriilmektedir (Bornscheuer ve ark., 2002).



Gilnlimizde esterazlarin izoenzim simiflarinin bulunmasi enantioselektif
sireclerde faydali sonuclar dogurabilmektedir. Bu amacgla kullanilan en 6nemli iki
enzim Ornegi domuz karaciger esterazi ve Candida rugosa lipazin1 igcermektedir. Bu
enzimlerden ilkinin baskin olarak {li¢ izoenzim formunun bulundugu bilinmekle
birlikte, bu izoenzim formlarinin farkli enantioselektif siireclerde kullanilabilirligi
uzerine calismalar devam etmektedir (Bornscheuer, 2002 b). Bu veriler 1s18inda
esterazlarin dogal rollerine ek olarak, giinimiizde daha cok biyoteknolojik ve
endistriyel stireclerde kullanilmalar1 yoniinde fonksiyonlarinin degistirilebilmeleri

icin onemli ¢abalar oldugu anlasilmaktadir.

1.8 Yag Asitleri

Lipidler enerji kaynagi ve yagda coziilebilir vitaminlerin tasiyicilar1 olmalari
gibi nedenlerden dolay1 balik besininin 6nemli bilesenlerinden birisidir (Lee, 2001;
Rueda ve ark., 2001; Lee ve ark., 2003). Bununla birlikte, lipidler hayvansal
organizmalarda sadece enerji kaynagi olmayip, yapi taslar1 olan yag asitleri biyolojik
membranlarin catisini olustururlar. Bu yag asitlerinden 6zellikle uzun zincirli ve asir1
doymamis karbon atomlarina sahip olanlar organizmada ©nemli biyolojik
mediyatorler olan eikozanoid ve prostaglandinlerin sentezinde Oncii olarak gorev

yapmaktadirlar (Sargent ve ark., 1999; Aras ve ark., 2003).

Baliklarda yag asidi kompozisyonunu belirlemeye yonelik calismalarin 1952
yilinda basladigina dair veriler olmakla birlikte, son zamanlarda yapilan ¢alismalarin
balik yaglarinin insan beslenmesindeki dogasini daha iyi aydinlattigi bildirilmektedir
(Kaya ve ark., 2004). Balik yaglarinin ozellikle omega-3 (co-3 veya n-3) olarak
bilinen yag asitleri olan eikosapentaenoik asit (C20:5 n-3, EPA) ve
dokosaheksaenoik asit (C22:6 n-3, DHA) asitlerini fazla miktarlarda icermesinden

kaynaklandigi bildirilmektedir (Holub ve Holub, 2004).

Yag asitleri doymus ve doymamis olmak tuzere iki farkli tipte olabilirler.
Doymus yag asitlerinin karbon atomlar1 arasinda c¢ift bag bulunmazken doymamis
yag asitlerinde bir ya da daha fazla sayida cift bagin varlig§i s6z konusudur. Yag
asidinin doymamis oldugu durumda bir tane ¢ift bag varsa buna tek ¢ift bag iceren
doymamis yag asidi (TCDmYA), daha fazla cift bag varsa ¢ok cift bag iceren ya da
asirt doymamig yag asidi (ADmYA) denilmektedir (Kaya ve ark., 2004). Yag

asitlerinin iki karbon atomunda baslamak suretiyle daha uzun zincirli ve doymamais



formlarina doniistiigii metabolik yolun sunumu asagida sekilde verilmistir (Ogg ve
ark., 1993). Saglikli bir balikta yilin belirli bir doneminde protein miktarinin hemen
hemen sabit olmasina karsin, yag asitlerinin sabit bir kompozisyonda olmadigi
bilinmektedir. (Doriicli, 1997). Bu olgu bircok farkli balik tiirlerinin yag asidi
bilesiminin arastirilmasina neden olmustur. Ayrica baliklarin farkli organlarinda
farkli yag asidi bilesimine sahip olduklar1 yapilan bir¢ok calismada bildirilmistir
(Gorglin ve Akpinar, 2007; Akpinar ve ark., 2009; Aras ve ark., 2003). Yiyecek
ulagilabilirligi, baligin yasi, yakalandigi bolge, baligin olgunluk durumu, mevsim,
baligin iireme periyodu ve dokunun 6rnekleme noktasina bagli olarak baliklarda yag
asidi bilesimimin farkliliklar1 arastirilmistir (Rueda ve ark., 2001; Aras ve ark., 2003;

Gorgiin ve Akpinar, 2007).
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Sekil.3 A) Asetattan ADmYA'larin sentezi. B) Besine bagli olarak C18:3 n-3'ten
daha uzun zincirli yag asidi (C20:5 n-3)'lin sentezi (Ogg ve ark., 1993)
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1.9 Esansiyel Yag Asitleri

Esansiyel yag asitleri baliklarda (ve memelilerde) basit Onciill karbon
atomlarindan sentezlenemeyen ve besinle alinmalar1 zorunlu olan yag asitleridir.
Gelisim, biiyiime ve uygun biyokimyasal fonksiyonlarin yerine getirilmeleri igin
esansiyel (vazgecilmez) olmalar1 nedeniyle bu ada layik gorilmiislerdir (Le ve ark.,
2009). Geleneksel olarak, 18 karbonlu Onciiller olarak kabul edilen bir n-3 formu
olan a linolenik asit (ALA, C18:3 n-3) ve bir n-6 formu yag asidi olan linoleik asit
(LA, C18:2 n-6) olmaksizin diger daha uzun zincirli ADmYA'ler sentezlenemedigi
icin ozellikle bu iki yag asidinin esansiyel oldugu bildirilmektedir. Bu iki yag
asidinin daha uzun zincirli iiriinleri arasinda arasidonik asit (ARA, C20:4 n-6), EPA

ve DHA bulunmaktadir (Simopoulos, 1999; Le ve ark., 2009).

Esansiyel yag asitleri agisindan eksik beslenen ratlar lizerindeki deneylerde
deri lezyonlari, sekteye ugramis gelisim, renal toksisite, pulmoner anomaliler,
artiritlmis metabolik hiz gibi anormal durumlarin ortaya ciktigir tablolar gozlenmistir.
Besine esansiyel yag asitlerinin eklenmesiyle bu durumlarin ortadan kalktig:

gozlenmistir (Le ve ark., 2009).

1.10 Arasidonik asit ve Eikosapentaenoik asitin Rolii

20 karbonlu cok c¢ift bagli yag asitlerinden biyolojik olarak aktif molekiiller
olan eikozanoidler sentezlenmektedir. Eikozanoidlerin sentezinde ¢ yol
bulunmaktadir.  Bunlardan birincisi prostaglandin ve tromboksanlari olusturan
siklooksijeaz yolu, ikincisi lipoksinler, Iokotrienler ve hidroksieikozatetraenoik
asitleri (HETE) olusturan lipoksijenaz yolu, Tlgclinciisii ise epoksit ve diollerin

olusturuldugu sitokrom P, , epoksijenaz yoludur (Montgomery ve ark., 1996).

Eikozanoidlerin sentezi kisaca su sekilde gerceklesmektedir: Linoleik asit, A6
desaturazin aktivitesiyle y linolenik aside (GLA, n-6) doniistiiriiliir. GLA daha sonra
elongaz denilen bir enzim yoluyla dihomo- y-linolenik aside (DGLA) dontstiiriliir.
DGLA ise A5 desaturaz aktivitesiyle arasidonik aside (ARA) dontstiiriliir. ARA
eikozanoidlerin sentezinde cok oOnemlidir c¢linkii seri 4 10kotrienler, seri 2
prostaglandinler ve tromboksan A2 bu asit Tlizerinden sentezlenmektedir. Bu
eikozanoidlere siklooksijenaz (COX) ve 5-lipoksijenaz yoluyla ara bulunur ve hiicre
sinyallesmesi, yangi ve vazomodiilasyonda gereksinirler (Le ve ark., 2009). Bir diger
eikozanoid onclisii ise balik yaglarinda bol miktarlarda bulunan ve ARA ile yarigmali

bir metabolik yola sahip olan eikosapentaenoik asittir (EPA). Bununla birlikte,
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EPA'dan aciga c¢ikan eikozanoidlerin ARA {zerinden sentezlenenlerle
kiyaslandiginda cok daha ilimhi biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmektedir.
Ayrica vicuttaki dusiiriilmiis eikozanoid faaliyetinin yliksek EPA/ARA oraniyla
saglandigr goz Oniine alindiginda EPA'nin eikozanoid faaliyetlerini diizenlemede
onemli bir rolii oldugu anlasilmaktadir (Sargent ve ark., 1999). Tiim bu anlatilanlar

Sekil 4'te sunulmaktadir.
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Sekil.4 Arasidonik asit iizerinden eikozanoidlerin sentezi (Ogg ve ark., 1993)
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1.11 Esterazlar ile ilgili Literatiir Cahismalarina Ornekler
Gilnimize kadar esterazlarla ilgili bircok calisma yapilmakla birlikte, son
zamanlarda literatiirde yer almis olan esteraz calismalarina Ornekler su sekilde

verilebilir:

Genel olarak esteraz ve lipazlarin mikrokok, laktokok, laktobasil gibi
mikroorganizmalardan elde edilen esteraz ve lipazlarin lipolizise bagli olarak peynir
aromasinin gelisimine katki yapabilecekleri bildirilmektedir (Liu ve ark., 2001). Bu
nedenle Liu ve ark. (2001) Streptococcus thermophilus tiiriinden hiicre ici esterazlari
anyon degisim, hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromatografilerini kullanarak
saflagtirmiglar ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Bu caligmadan elde
edilen sonug ise esteraz I olarak adlandirdiklar1 bir enzimin lipolizis agisindan peynir
aromasinin (lezzetinin) gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegini onermektedir.
Esterazlar ve lipazlar ayrica peynir yiizeyi bakterisi Brevibacterium linens'den
(Rattray ve Fox, 1997) ve Arthrobacter nicotianae (Smacchi ve ark., 2000) den izole

edilerek karakterizasyonlar1 yapilmustir.

Liu ve ark. (2004) laktik asit bakterileri olan Streptococcus thermophilus ST1
ve Lactococcus lactis sp. cremoris B1079 turleri ile caligmislar ve her iki tiirden elde
edilen esterazlarin sulu bir ¢cevrede alkololizis yoluyla ester sentezini yapabildiklerini
gostermislerdir. Ayrica, her iki tiirden elde edilen esterazlarin hidroliz islemini de
yapabildikleri ve bu nedenle de tiirlerden elde edilen esterazlarin alkol
aciltransferazlar olduklarin1 Onermislerdir. Bu esterazlarin hem sentez hem de
hidroliz reaksiyonlarin1 gerceklestirebilmeleri nedeniyle biyoteknolojik 6neme sahip

enzimler olduklar bildirilmistir.

Faiz ve ark (2007) Anoxybacillus gonensis A4 susundan 62 kDa'luk bir
molekiiler kiitleye sahip olan, 5.5 pH ve 60-80 °C'ta maksimum aktivite gosteren
olduk¢a onemli bir esteraz saflastirmiglardir. Yukaridaki mikrobial esterazlardan
orneklerden de anlasilabilecegi gibi mikrobiyal esterazlarin endiistriyel ve

biyoteknolojik 6neme sahip olduklar1 goriilmektedir.

Bitkisel organizmalarda son zamanlarda esterazlar tzerine yapilan
caligmalarin sinirli oldugu soylenebilir. Bu calismalardan 6nemli olanlarin bir tanesi
Fahmy ve ark. (2008) tarafindan Cucurbita pepo cv. "Eskandrani" bitkisinde

calisilmig ve bu bitkiden kromatografik metotlar kullanilarak 47 kDa ve 66 kDa
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molekiil kiitlesine sahip iki tane bitkisel esterazin karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Bir diger calisma ise soya fasulyesi esterazi (soybean esterase)
uzerinde yapilan ve organofosfat ile karbamat pestisitlere duyarliliga odaklanan genis
bir calismayi kapsamaktadir. Bu calismada saflastirilan esterazin 24 ve 37.2 kDa
agirhigindaki molekiil kiitlelere sahip dimer yapida ve kolinesteraz benzeri bir esteraz

oldugu saptanmustir ( L1 ve ark., 2009).

Chandrasekaran ve ark. (2011) yenilebilir ve tibbi amacla kullanilabilen bir
mantar tirl olan Sparassis crispa'dan bir esteraz saflastirmislar ve bu enzimin

alkalifilik bir 6zellikte oldugunu bildirmislerdir.

Omurgasiz ve omurgali hayvanlarda esterazlar iizerine yapilan calismalarin da
sinirla sayida oldugu soylenebilir. Fahmy ve ark. (2004) bir akar tiiri olan
Hyalomma dromedarifnin gelisim evrelerindeki esterazlar1 tanimlamaya calismislar
ve esteraz ve lipaz aktivitesi gosteren lipolitik enzimlerin bu tiiriin embriyogenezinde

merkezi bir rol oynayabileceklerini onermislerdir.

Sucul omurgasizlarda esterazlarin tizerine Onemli calismalar yapilmaktadir.
Bu calismalardan bir tanesi Mytilus edulis'in farkli doku ve hiicre alti yapilarinda
esterazlarin dagilimini arastiran calismadir (Brown ve ark., 2004). Bir diger calisma
ise Crustaceae familyasindan olan Procambarus clarkii'de esterazlarin dokulardaki
dagilimlarin1 belirlemeye odaklanan bir ¢alisma olup Vioque-Fernandez ve ark.
(2007) tarafindan yerine getirilmistir. Bu calismada kerevit tiiriniin kas dokulari,
sinir dokusu ve sindirim bezlerinde asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve
karboksilesterazlara ait spesifik aktiviteler arastirmiglardir. Sindirim bezlerinde
karboksilesteraz ve sinir dokusunda asetilkolinesteraz aktivitesinin hakim oldugu bu

tiirlin bir biyomarker olarak kullanilabilecegini onermislerdir.

Dauberschmidt ve ark. (1997) bir yumusakca tiri olan Dreissena
polymorpha'da kolinesteraz aktivitesini arastirmiglardir. Bonacci ve ark. (2004) yine
bir yumusakca tiirii olan Adamussium colbecki'de esteraz aktivitelerini tanimlanmais
ve sonuglara gore A. Colbecki'de optimal kosullarda organofosfat duyarli kolin-
esteraz ve karboksil esteraz aktivitesi goriilmistiir. Yine bu calismada elde edilen
onemli bir sonug ise; bu tiiriin Antarktik deniz cevresindeki kirliligi gozlemlemek

icin bir biyomarker olarak kullanilabilecegi olmustur.
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Cherif ve Gargouri (2010) hindi faringial esterazi iizerine yapmis olduklari
calismalarda elde etmis olduklar1 esterazin 50 °C'ta ve 8.5 pH degerinde aktif ve
oldukg¢a kararli oldugunu bildirmislerdir. Aslinda bu calisma bir bakima omurgali
tirlerinde de biyoteknolojik ve endiistriyel anlamda 6nem arz eden esterazlarin da

var olabilecegini onermektedir.

(Lima ve ark., 2013) Macrobrachium cinsinden flc tirin (Macrobrachium
Jelskii, Macrobrachium amazonicum ve Macrobrachium brasiliense)
hepatopankreasindaki esterazlar1 arastirmiglar ve tiirlerde toplamda on iki esteraz
bandinin var oldugunu bildirmislerdir. Hepatopankreasin cesitli maddelerin

detoksifikasyonu ve sindiriminde 6énemli oldugu vurgulanmuistir.

Yukarida verilen literatiir bilgileri 2000 yilindan sonrasini icermekte olup,
daha Once yapilan calismalara yer verilmemistir. Bununla birlikte, balik dokularinda
ozellikle sindirim sistemindeki lipolitik enzimlerin yogun bir sekilde arastirma
altinda olmasina ragmen, balik dokularinin hiicre i¢i lipaz ve esterazlarina ait
caligmalarin oldukg¢a sinirli oldugu gorilmektedir. Balik solungaclarinda esteraz
aktiviteleri TUlizerine odaklanan c¢aligmalar ise yok denecek kadar az oldugu
soylenebilir. Son zamanlarda Gorglin ve Zengin (2015) Egirdir Golii'nde yasayan
Vimba vimba'min solungag ve gonadlarindaki esteraz aktiviteleri lizerine bir
arastirma yapmislar ve 6nemli sonuclara ulagsmislardir. Bu acidan diisiiniildiiglinde,
ulkemizde onemli bir kiltiir baligi olan gokkusagi alabalit Oncorhynchus mykiss'in
solungac esterazlar1 ilizerine herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle,
mevcut tez c¢alismasinin ana konusunu O. mykissin solunga¢ homojenatindaki

esteraz aktivitelerinin incelenmesi olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Kullamilan Kimyasallar

EDTA, Tris, Benzamidin-HCI, Triton X-100, Tween 40, Tween 80, Na-
Taurokolat, BSA, a-naftil asetat, p-NPA, fast blue RR salt kimyasallar1 sigma marka
kullanildi. Kloroform, hekzan, metanol, asetik asit ve diger ¢oziiciiler Merck marka
kullanildi. Tim kullanilan diger kimyasallar ya Sigma ya da Merck marka olup

molekiiler biyoloji safliktaydi.

2.2 Kullanilan Reaktifler

Deneyler esnasinda Kkullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup Sigma

firmasindan satin alindi.

1. Homojenat Tamponu : 50 mM Tris-HCI1 pH : 7,4

2. Aktivite Tamponu : 50 mM Tris-HCI pH : 8,0 (% 4 etanol katkili)

3. Substrat Cozeltisi : 50 mM p-NPA ( p-nitrofenil asetat)

4. Deterjan c¢ozeltileri : Tween 40 (Polyoxyethylenesorbitan monopalmitate ), tween
80(POE (20) sorbitan monooleate) ve tritonX-100 (4-(1,1,3,3-
Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene glycol)iin % 0,5 , % 1 ve % 5' lik derisimleri

aktivite tamponu icerisinde hazirlanmistir.

5. Organik coziiciiler : Hekzan, metanol, aseton ve kloroformun % 0.5, % 1 ve %

5'lik derisimleri aktivite tamponu igerisinde hazirlanmistir.

6. Secilmis kimyasallarin ¢ozeltilerii EDTA (etilendiamintetraasetik  asit),
benzamidin-HCI ve Na-taurokolat'in 1, 5 ve 10 mM'lik derisimleri aktivite tamponu

icerisinde hazirlanmustir.

2.3 Kullanilan Cihazlar

Ultra-Turrax T 25 homojenizator

Elektromag M 11 homojenizator

Eppendorf marka santrifiij

Cift 1s1n yollu Cecil 5500 marka spektrofotometre ve sicaklik inkiibatorii

Adwa 8000 pH metre
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Vorteks
HP marka gaz kromatografisi
Dikey protein elektroforezi

2.4 Balk Orneklerinin Saglanmasi: Calismamizda kullanilan balik tiirii olan
Oncorhynchus mykiss'in ergin bireyleri (n=5, 492+10,27 gr ve 34,30%+1,88 cm) canli
olarak saglanmis ve her bir bireye ait solungaclar buzlu ortam altinda diseke

edilmistir. Dokular kullanilana kadar -20 °C'de derin dondurucuda saklanmuistir.

2.5 Solunga¢ Doku Homojenatinin Hazirlanmasi: Toplam kiitlesi 9,75 gr olan
solungac dokusu 50 mM ve pH=7,4 olan Tris-HCI tamponunda oncelikle makas
yardimiyla kiiciik parcalara ayrilmis ve buzlu ortamda 2 dakika siireyle 24,000 devir
.dk™" hizda Ultra-Turrax T 25 homojenizatérde homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatta doku parcalar1 kalmasi nedeniyle homojenat buzlu ortamda Elektromag
M 11 homojenizatéorde 1500 devir.dk' hizla 5 dakika tekrar homojenize edilmistir.
Homojenizasyon islemi sonucunda elde edilen homojenat Eppendorf marka
santrifijde 13,000 devir.dk' 'de 2 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Bu islem
sonunda ¢okelti kisimlar1 uzaklastirilmistir. Ust sivilar toplanarak toplam 15 mL olan
solungac esteraz enzimi kaynagi elde edilmistir. Elde edilen homojenat ¢ozeltisi
vortekslenerek 2'ser mL'lik ependorf tiiplere paylastirilmis ve kullanilana kadar -20

°C'de saklanmustir.

2.6 Protein Miktar Tayinleri: Solunga¢ homojenatinin protein miktar1 Bollag ve
ark. (1996)'na gore Bradford metodu kullanilarak belirlenmistir. Standard olarak
sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. Bu amagla 1 mg.mL™" derisimde BSA
hazirlanarak miktarlar1 0 ile 12,5 ug olacak sekilde ependorftiiplere ilave edilmistir.
Uzerlerine tiip hacimleri 100 uL'ye tamamlanacak sekilde homojenat tamponu lave
edilmistir. Bunu takiben ticari olarak satin alinan Bradford boya uygun oranlarda
seyreltilmis ve her bir tiipe 1 mL boya cozeltisi ilave edilerek tiipler vortekslenmistir.
Bu sekilde hazirlanan standart tiipleri 30 dakika karanlik ortamda beklettikten sonra
Shidmadzu marka spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okuma yapilmistir.
Solunga¢ dokusu orneklerinin protein miktarlart BSA yerine homojenat 6rneklerinin

farkli derisimleri konularak ayni sartlar altinda yerine getirilmistir.
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2.7 Esteraz Aktivitesi Tayinleri: Solunga¢c homojenatinin esteraz aktivite tayinleri
ufak modifikasyonlarla Gorgiin ve Zengin (2015)'e gore yapilmistir. Bu amacla pH"1
8,0 olan 50 mM Tris-HCl (% 4 etanol katkili) coOzeltisi aktivite tamponu olarak
kullanilmistir. Stok substrat ¢ozeltisi olarak 50 mM p-Nitrofenil Asetat (p-NPA)
kullanilmistir. Toplam hacmi 1 mL olan aktivite tiipii 950 uL aktivite tamponu, 40
uL p-NPA ve 10 uL solunga¢ homojenatindan olugsmustur. Kor tiipe enzim ¢ozeltisi
yerine tampon c¢ozeltisi kullanilmistir. Aktivite tiipli kor tiipe karsi ¢ift 1s1n yollu
Cecil 5500 marka spektrofotometrede 405 nm dalga boyunda 3 dakika siireyle 30
°C'de oOlciilmustiir. Bir enzim tinitesi (IU) 30 C'da 1 dakika icerisinde lumol p-NPA
'nin p-NP'e donlisiimiinii saglayan enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir ( Gorgiin ve

Akpinar, 2012; Gorgiin ve Zengin, 2015).

Tablo 1 Standart enzim aktivite yontemi tiip icerikleri

Tepkime Bilesenleri Kor tipt (ul) Ornek tiipii (uL)
Aktivite tamponu 960 950
Substrat (p-NPA) 40 40
Enzim cozeltisi - 10
Toplam tepkime hacmi 1000 1000

2.8 Solungac Esterazina Sicakhigin Etkisi: Sicakligin solunga¢ doku esterazina
etkisi farkli sicakliklarda (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60) degerlendirilmistir. Bu
amacla 10 uL solungac homojenati iceren ependorf tiipler ilgili sicakliklarda 20
dakika siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra bu enzim ¢ozeltileri standart aktivite
yontemine gore Olgllerek farkli sicakliklardaki enzim aktivite degerleri elde

edilmistir. Tim Olciimler ti¢ tekrarli olarak yerine getirilmistir.

2.9 Solunga¢ Esterazina pH'in Etkisi: pH'in solunga¢ doku esteraz aktivitesine
etkileri farkli pH degerlerinde (5,7 , 6,0 , 6,5, 69, 80, 8,5, 88 , 9,38 , 10,2)
degerlendirilmistir. Bu amac icin fosfat (pH 5-7 arasi) ve tris (pH 8-10 arasi)
tamponlart kullanilmistir. 10 ul solunga¢ homojenati iceren ependorf tiipler ilgili
pH'da 20 dakika siireyle inkiibe edilmis ve daha sonra standart aktivite yontemine

gore ilgili pH degerlerinde olciimler yapilarak enzim aktiviteleri elde edilmistir.

18



2.10 Solunga¢ Esterazina Substrat (p-NNPA) Etkisi: Bu amacla p-NPA'in farkli
konsantrasyonlar1 standart enzim aktivite yontemi altinda belirlenmistir. elde edilen
enzim aktivite hizlarina gore K ve V, degerleri elde edilmistir. Tiim denemeler li¢

tekrarli olarak yerine getirilmistir.

2.11 Solunga¢ Esterazina Deterjanlarin Etkisi: Solungac esterazina tween 40,
tween 80 ve triton X 100in % 0,5 , % 1 ve % 5' lik derisimleri standart aktivite
yontemi altinda belirlenmistir. Kor tiip sadece enzim ¢ozeltisini icermemis ve ilgili
deterjanlarin oranlarini icermistir. Tim denemeler ii¢ tekrarli olarak yerine

getirilmistir.

Tablo 2 Deterjanlar icin enzim aktivite yontemi tlp icerikleri

Tepkime Bilesenleri Kor (ul) Ornek (ul)

Tampon ( ilgili derisimlerde 960 950

deterjan katkilr)

Substrat (pNPA) 40 40

Enzim cozeltisi - 10

Kontrol deneyi ve kontrol deneyine ait kor deneyi deterjan icermemistir.

2.12 Solunga¢ Esterazina Organik Coziiciillerin Etkisi: Solungac¢ esterazina
hekzan, metanol, aseton, biitanol ve kloroformun % 0.5, % 1 ve % 5'lik
derisimlerinin etkisi standart aktivite yontemi altinda belirlenmistir. Kor tiip sadece
enzim ¢ozeltisini icermemis ve ilgili ¢oziiclinlin oranlarini igcermistir. Tiim denemeler

uc tekrarli olarak yerine getirilmistir.

Tablo 3 Organik coOziiciiler icin enzim aktivite yontemi tiip icerikleri

Tepkime Bilesenleri Kor (ul) Ornek (ulL)

Tampon ( ilgili derisimlerde organik 960 950

¢oziict katkilr)

Substrat (pNPA) 40 40

Enzim cozeltisi - 10

Kontrol deneyi ve kontrol deneyine ait kor deneyi organik ¢oziicli igermemistir.
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2.13 Solunga¢ Esterazina Secilmis Kimyasallarin Etkisi: Solungac esterazina
EDTA, benzamidin-HCl ve Na-taurokolat'in 1, 5 ve 10 mM'lik derisimlerinin
etkileri standart aktivite yontemi altinda belirlenmistir. Kor tiip sadece enzim
¢Ozeltisini icermemis ve ilgili ¢c6ziiciinlin oranlarint icermistir. Tiim denemeler li¢

tekrarli olarak yerine getirilmistir.

Tablo 4 Secilmis kimyasallar icin enzim aktivite yontemi tilip icerikleri

Tepkime Bilesenleri Kor (ul) Ornek (uL)

Tampon ( ilgili derisimlerde 960 950

kimyasal katkil1)

Substrat(pNPA) 40 40

Enzim ¢ozeltisi - 10

Kontrol deneyi ve kontrol deneyine ait kor deneyi se¢ilmis kimyasal icermemistir.

2.14 Solunga¢ Dokusu Toplam Lipit ve Yag Asidi Calismalari: Solungac dokusu
toplam lipit eldesi calismalar1 Folch ve ark. (1957)'ye gore yerine getirilmistir. Elde
edilen toplam Ilipitlerin sabunlastirilmast ve yag asidi metil esterlerine
donustirilmeleri Moss ve ark. (1974)' nin metoduyla gerceklestirilmistir. Elde
edilen yag asitlerinin metil esterlerini gaz kromatografik analizleri Gorgiin ve Zengin

(2015)" e gore yapilmastir.

2.15 Elektroforetik Calismalar: a-esteraz band paterni calismasi Gorgiin ve Zengin
(2015)'e gore bazi degisikliklerle yerine getirilmistir. Bunun igin % 8'lik ayiric jel
kullanilmistir. Elektroforez 1,2 saat boyunca 220 Volt ve 90 mA'de Tris-Glisin
tamponunda (pH:8,3, 0,025 M Tris ve 0,192 M Glisin) ornek ve marker
kosturulmustur. Elektroforez bitiminde jeller 200 mL'lik 0,05 M sodyum fosfat
tamponunda (pH:7,2 1 mL asetonda ¢6zlinmiis 40 mg a-naftil asetat ve 180 mg fast
blue RR salt katkili) boyanmistir. Jeller metanol/asetik asit (60/40, v/v) ¢ozeltisinde

20 dakika fikse edilmis ve daha sonra distile suya alinip fotograflanmistir.

20



2.16 Istatistiksel Analizz Mevcut calismanin istatistiksel analizleri " SPSS 15.0 for
Windows" istatistik paket program: kullamilmistir. K_ ve V _  parametrelerinin
¢oziimiinde "GraphPad Prism version 5.3 for Windows, GraphPad Software"
programlari kullanilmistir. Organik sekillerin ciziminde "ChemBioDraw Ultra 13.0"

kullanilmistir ve grafikler "Microsoft Excel 2010" kullanilarak cizilmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez calismasinda O. mykissin ergin bireyleri kullanilmistir. Kullanilan
baliklarin ergin evreye ulasip ulasmadiklar1 diseksiyon esnasinda kontrol edilmistir.
Kullanilan baliklarin boy ve agirlik acisindan birbirlerine olabildigince benzer
olmasina 0zen gosterilmistir. Bununla birlikte, calismada hem erkek hem de disi
bireyler kullanilmistir. Solungac doku homojenatinin hazirlanmasi esnasinda, bazi
kimyasallarin etkilerini daha dogru degerlendirebilmek i¢in hicbir ekstra bilesen
eklenmemis ve enzim ¢ozeltisi yalmiz birakilmistir. Ornek vortekslenmek suretiyle 2
mL hacmindeki ependorf tiiplere alinmis, her bir ¢alisma i¢in her bir tiiplin kontrol
aktivitesi ve protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Bu islem ¢alismaya baslamadan Once her
zaman yerine getirilmistir. Tiplerin protein miktarlar1 Bradford teknigiyle

Olciilmiistiir.

3.1 Solungac¢ Esterazina Sicakhgin Etkisi

Solunga¢ dokusu esterazina sicakligin etkisi 5 °C ile 60 °C arasinda degisen
sicakliklarda degerlendirilmistir. Buna gore, 5 ve 10 °C arasinda elde edilen aktivite
degerleri 6nemli bir istatistiksel fark gostermemistir (p>0,05). Sicakligin 15 °C'ye
c¢ikarilmasiyla aktivitede onemli bir artis kaydedilmis ve bu artig 20 ve 30 °C'de
Olciilen aktivite degerlerinde de goriilmiistiir. En yiiksek aktivite degeri 30 °C'de elde
edilmistir. Tablo 5'deki tiim goreli aktiviteler 30 °C 'deki goreli aktivite degeri 100

alinarak hesaplanmistir. 20 ve 40 °C'de elde edilen aktivite degerleri aynidir.

Sicakligin 50 °C'ye yiikseltilmesiyle birlikte enzim aktivitesinde ani bir diisiis
saptanmis ve bu sicaklik degerinde elde edilen aktivite degeri 0,255 umol.mL'dk’
olarak belirlenmistir. Sicakligin 60 °C'ye yiikseltilmesiyle bu diisiis devam etmis ve
aktivite degeri 0,168 umol.mL 'dk™' olarak hesaplanmistir. Tiim bu veriler Tablo 35,

Sekil 5 ve Sekil 6'da goriilmektedir.
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Tablo 5 Solungac esterazina sicakligin etkisi

Sicaklik Unite aktivite Spesifik Goreli (%)
(¢C) (umol.mL'dk™) Aktivite(U.mg™") spesifik aktivite

Ort.x S.H. Ort.x S.H Ort.x S.H
5 0,565 £0,01a 0,308%0,006 47,0
10 0,599 £0,06a 0,327£0,035 49,9
15 0,775 £0,10b 0,423+0,058 64,6
20 0,965 £0,06¢ 0,527%0,036 80,5
30 1,199 £0,03d 0,655£0,019 100
40 0,964 £0,12c 0,526%0,070 80,3
50 0,255 £0,02¢ 0,139+0,012 21,2
60 0,168 +£0,04f 0,091+0,025 13,9

*Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. Aym siitunda yer alan ve ayni harflerle belirtilen veriler
0,05 olasiik diizeyinde birbirinden farkli degildir. Deneylerin yapildig1 tiipe ait protein
miktar1 1,83 mg.mL" olarak belirlenmistir. Ort. + S.H. =Ortalama + Standart Hata
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Sekil.6 Solungac esterazi spesifik aktivitesine sicakligin etkisi

3.2 Solunga¢ Esterazina pH'in Etkisi

O.mykiss'in solunga¢ dokusu esteraz aktivitesine pH'in etkisi, pH'in 5,7 ile 6,9
arasinda oldugu ¢ozeltilerde KH,PO4-K,HPO4 kullanilarak, pH'in 8 ile 10 arasinda
oldugu pH degerlerinde ise Tris-HCI tamponu kullanilarak belirlenmistir. Buradan
elde edilen bulgulara gére pH'in 5,7 oldugu degerlerde 0,175 umol.mL'dk™" olan
aktivite degeri pH'in 6,0'ya yiikseltilmesiyle 0,316 umol.mL 'dk"' aktivite degerine
yikselmistir. 6,5 olan pH degerindeki aktivite degeri bu degerden istatistiksel olarak
farkli degildir (p>0,05). pH degerinin 8,0'a artirilmasiyla aktivite (0,907 umol.mL’
'.dk™" ), pH'1n 6,9 oldugu noktadaki elde edilen aktivite degerinden 2 kat daha fazla
oldugu bulunmustur (p<0,05). Yine pH'daki artisa bagli olarak aktivite degerlerinde
istatistiki acidan Oonemli olan artislar saptanmistir. En yiiksek aktivite degeri pH'in
8,8 oldugu noktada ve 2,131 umol.mL'dk" degerindeki aktiviteyle saptanmistir. Bu
pH degerinden daha yiiksek olan 9,38 pH'da aktivite 0,812 umol.mL'dk™" 'ya
gerilemis ve pH'in 10,2 oldugu noktada ise aktiviteye rastlanmamistir. Tim bu

veriler Tablo 6 ve Sekil 7 ve Sekil 8'te verilmektedir.
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Tablo 6 Solungac esterazina pH'in etkisi

Tampon pH Aktivite Spesifik Goreli (%)
(umol.mL'dk™) aktivite(U.mg™") aktivite
Ort.= S.H. Ort.= S.H. Ort.= S.H.
KH2P0O4-K2HPO4 5,70 0,175 £0,01a 0,092+0,008 8,21
6,00 0,316 £0,09b 0,166%0,050 14,8
6,50 0,331 £0,02b 0,174%0,010 15,5
6,90 0,443 +0,03c 0,233+0,018 20,8
Tris-HCI 8,00 0,907 +0,05d 0,477%0,026 42,5
8,50 1,762 +£0,22e 0,927+0,116 82,7
8,80 2,131 £0,06f 1,121+0,033 100
9,38 0,812 +0,00d 0,427+0,000 52,6
10,2 0,000 £0,00g 0,000%0,000 0,00

*Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitunda yer alan ve ayni harflerle belirtilen veriler
0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir. Deneylerin yapildig1 tiipe ait protein

miktar1 1,902 mg.mL" olarak belirlenmistir. Ort. + S.H. =Ortalama + Standart Hata
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3.3 Solungac¢ Esterazina Substrat (p-NPA) Etkisi

Solungac dokusu esteraz aktivitesine sabit enzim derisiminde substrat
miktarinin etkisi 0,25 mM ile 4 mM p-NPA varliginda ve standart aktivite olgcim
metodlar1 altinda degerlendirilmistir. Buna gore, substrat miktarinin 0,25 mM'dan
0,50 mM'a yiikseltilmesiyle 0,333 umol.mL'dk" olan aktivite degeri 0,528
umol.mL'dk" 'ya cikmistir. Substrat miktarlarinin 1,5 ,2 ve 2,5 mM oldugu
degerlerde de enzim aktivitesinde artiglar gorilmustir. Ancak ozellikle 3 ve 3,5
mM'lik substrat derisimlerindeki artiglarin istatistiki olarak Onemsiz oldugu
bulunmustur (p>0,05). Tablo 3'teki veriler kullanilarak elde edilen Michaelis-
Menten egrisinden Vmax=2,80+0,17 umol.mL'dk”', Km=2,25+0,29 mM oldugu
bulunmustur. Ayrica Michaelis-Menten egrisi Uzerinden Lineweawer-Burk egrisi de
¢izilmistir. Substrat miktarinin etkisine dair tiim veriler Tablo 7 'de, Sekil 9 ve Sekil

10'de sunulmaktadir.
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Tablo 7 O. mykiss, solungag esteraz aktivitesi tizerine substrat (p-NPA) etkisi

[S] \4 A% 1/1S] [SI/V V/IS]

(mM) (umol.mL"'dk™")
Ort.+S.H.

0,25 0,333+0,018a 3,000 4,000 0,750 1,332
0,50 0,528%+0,006b 1,893 2,000 0,947 1,056
1,00 0,813%+0,038¢ 1,230 1,000 1,230 0,813
1,50 1,062+0,008d 0,941 0,667 1,412 0,708
2,00 1,361£0,035¢ 0,735 0,500 1,469 0,680
2,50 1,564+0,102f 0,639 0,400 1,598 0,625
3,00 1,578+0,062f 0,634 0,333 1,901 0,526
3,50 1,604+0,029f 0,623 0,286 2,182 0,458
4,00 1,850%+0,021¢g 0,540 0,250 2,162 0,462

*Her veri lic tekrarin ortalamasidir. Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. Aym siitunda yer alan
ve ayni harflerle belirtilen veriler 0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir. Ort. +
S.H. =Ortalama * Standart Hata
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Sekil.9 Michaelis-Menten Grafigi

Michaelis-Menten
Best-fit values

Vmax

Km

Std. Error

Vmax

Km

95% Confidence Intervals
Vmax

Km

Goodness of Fit

Degreesof Freedom

R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Km

Number of points
Analyzed

2,806
2,257

0,1712
0,2904

2,453 to 3
1,659 to 2

25

0,9693
0,2110
0,09188
Km > 0,0
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Sekil. 10 Lineweaver-Burk Grafigi

Best-fit values

Slope

Y-intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0
1/slope

95% Confidence Intervals
Slope

Y-intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0
Goodness of Fit

R square

Sy.x

Is slope significantly non-zero?
F

DFn, DFd

P value

Deviation from zero?
Data

Number of X values
Maximum number of Y replicates
Total number ofvalues
Number of missing values
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U -
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Significant
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3.4 Solungac¢ Esterazina Deterjanlarin Etkisi

Solunga¢ doku esterazlarina triton X 100, tween 80 ve tween 40'in 0,5 , 1 ve 5

mM'lik derisimlerinin etkileri ham doku homojenatlarinda degerlendirilmistir. Elde

edilen aktivite degerleri

aktiviteler ylizde deger olarak saptanmistir. Bu c¢alismayla ilgili veriler Tablo 8'te ve

kontrol

Sekil 11 ve Sekil 12'de goriilmektedir.

aktivitesiyle karsilastirilarak rezidiiel

Tablo 8 Deterjanlarin Oncorhiynhus mykiss'in solunga¢ doku esterazlarina etkileri

Kimyasal  Derisim(mM) Aktivite Spesifik Goreli
adi (umol.mL'dk™")  aktivite(U.mg') spesifik(%)
Ort.=S.H Ort.=S.H. aktivite
0,5 0,675+0,44ad 0,572+0,012 66,3
TritonX100 1 0,594+0,38ab 0,503%0,040 58,3
5 0,254+0,18b 0,215+0,014 24,9
0,5 1,511£0,45¢ 1,280+0,135 148
Tween40 1 0,775%+0,22ad 0,657£0,043 76,0
5 0,828+0,24ade 0,702%0,117 81,2
0,5 1,684+0,61c 1,427+0,030 165
Tween80 1 1,37240,52cd 1,163+0,043 135
5 0,713%0,59ad 0,604+0,014 69,9
Kontrol 1,019%0,35¢ 0,863%0,000 100

*Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitunda yer alan ve ayni harflerle belirtilen veriler
0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir. Deneylerin yapildig1 tiipe ait protein

miktart 1,18 mg.mL" olarak belirlenmistir. Ort. + S.H. =Ortalama + Standart Hata
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Triton X 100 wuygulamalarinin tim derisimlerinde esteraz aktivitesini
diisiirdiigii saptanmistir. 5 mM triton X 100 uygulamasiyla yaklasik olarak % 75
degerinde aktivite kayb1 oldugu gozlenmektedir. Bununla birlikte, gerek tween 80
gerekse tween 40'1in 0,5 mM'lik derisiminde elde edilen aktivite degerlerinin kontrol
degerinden oldukg¢a yiliksek oldugu gorilmiistir. Tween 40'in 1 ve 5 mM'lik
uygulamalar1 kontrol aktivitesinden daha diisiik aktivite degerleri verirken, tween
80'in sadece 5 mM'lik uygulamasi yaklasik % 30'luk bir aktivite kaybina neden

olmustur. Bu bulgularin 6nemli oldugunu diisinmekteyiz.

3.5 Solungac Esterazina Organik Coziiciilerin Etkisi

Hekzan, metanol, aseton ve kloroformun % 0,5 , % 1 ve % 5 derisimlerindeki
¢ozeltilerinin 0. mykiss'in solungac homojenati esteraz aktivitesi tlizerine etkileri

belirlenmistir.

Hekzan uygulamasinda, her li¢ uygulamada elde edilen aktivite degerlerinin
kontrol aktivitesinden daha yiiksek oldugu ve artan derisime bagli olarak aktivitenin
de artis gosterdigi belirlenmistir. Metanoliin her iic derisiminin uygulamasinda da
kontrol degerlerinden yiiksek aktivite degerleri elde edilmesine karsin, artan derisime
bagli olarak aktivitede diisiis kaydedilmistir. Aseton ve kloroform da esteraz
aktivitesinde benzer bir davranisin ortaya c¢ikmasina neden olmustur. Bu

aciklamalara ait veriler Tablo 9 ve Sekil 13 ve sekil 14' de goriilmektedir.
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Tablo 9 Organik ¢ozicillerin O. mykiss'in solunga¢ doku esterazlarina etkisi

Kimyasal adi  Derisim Aktivite Spesifik Goreli (%)
(%) umol/mL.dk aktivite spesifik
Ort.=S.H (U/mg) aktivite
Ort.=S.H.
0,5 1,2224+0,39a 1,035+0,164 150
Hekzan 1 1,358+0,13a 1,150%+0,107 166
5 1,661+0,27a 1,408+0,148 203
0,5 1,277%£0,44a 1,082+0,122 156
Metanol 1 1,218%0,28a 1,032+0,244 150
5 1,085%0,20a 0,91940,161 133
0,5 1,156%+0,70a 0,98110,007 142
Aseton 1 1,142+0,36a 0,968+0,029 140
5 1,095+0,41a 0,928+0,002 134
0,5 1,601%+0,22a 1,357£0,035 196
Kloroform 1 1,01740,30a 0,8621+0,258 125
5 1,005+0,37a 0,852+0,134 123
Kontrol 0,816x0,27a 0,691+0,118 100

*Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitunda yer alan ve ayni harflerle belirtilen veriler
0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir. Deneylerin yapildigi tiipe ait protein
miktar1 1,18 mg.mL"' olarak belirlenmistir. Ort. + S.H. = Ortalama + Standart Hata
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Unite Aktivite
(nmol/mL.dk)

Spesifik Aktivite

L3 4 * Hekzan
1.6 * Metanol
14 + Aseton
1,2 + Kloroform
1 Kontrol
0.8
0.6
0.4
0.2
0
5 Kontrol
Derisim (*i»)
Sekil.13 Solungag esterazina organik coziiciilerin etkisi
+ Metanol
+ Aseton
« Kloroform
Kontrol

5 Kontrol
Derisim (*i»)

Sekil.14 Solungac esterazi spesifik aktivitesine organik c¢oziiciilerin etkisi
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3.6 Solungac¢ Esterazina Secilmis Kimyasallarin Etkisi

Benzamidin-HCI, EDTA ve Na-taurokolat'in 1, 5 ve 10 mM'lk
derisimlerindeki uygulamalarinin O. mykiss'in solunga¢ homojenatinin esteraz
aktivitesine etkileri degerlendirilmistir. Buna gore; 1,985 umol.mL'dk' olarak
belirlenen kontrol aktivitesinin benzamidin-HCl'nin 1, 5 ve 10 mM'lik
uygulamalarinda sirastyla 0,762 umol.mL'dk”, 0,564 umol.mL'dk" ve 0,550
umol.mL'dk" aktivite degerlerine geriledigi belirlenmistir. Buradan ilgili
derisimlerdeki benzamidin-HCI uygulamasini solungag¢ esteraz aktivitesinde yaklasik

% 60 ile % 80 aktivite kaybiyla sonuglandigi agiga ¢ikmistir.

EDTA uygulamasinda elde edilen aktivite degerleri kontrol aktivitesinden
daha dusiik bulunmustur. Bununla birlikte, 6zellikle 10 mM EDTA uygulamasinda
elde edilen 0,233 umol.mL'dk' 'lik aktivite degeri kontrol degeriyle

karsilastirildiginda yaklasik % 89 aktivite kaybinin oldugunu bildirmektedir.

Na-taurokolat uygulamasinda da kontrol degerinden diisiik aktivite degerleri
elde edilmesine ragmen, benzamidin-HCl ve EDTA'ya nazaran daha ilimli bir
aktivite kaybina neden oldugu soylenebilir. 1 ve 5 mM Na-taurokolat uygulamalar:
% 10'luk dahi bir aktivite kaybina neden olmamislardir. Bununla birlikte, 10 mM
Na-taurokolat aktivitesi solungac¢ esterazinda yaklasik % 25 aktivite kaybiyla

sonug¢lanmistir.
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Tablo 10 Bazi kimyasallarin Oncorhiynchus mykiss'in solunga¢ doku esterazlarina
etkileri

Kimyasal ad1 Derisim Aktivite Spesifik Rezidiiel (%)
(mM) (umol.mL'dk™") aktivite(U.mg") aktivite
Ort.=S.H Ort.=S.H.
1 0,76210,11ac 0,361%+0,049 38,4
Benzamidin- 5 0,564%+0,27ad 0,267£0,035 28,4
HCl
10 0,550+0,14ad 0,261+0,064 27,7
1 1,37610,22be 0,6524+0,103 69,3
EDTA 5 1,078+0,81bcf 0,494+0,022 54,3
10 0,233+0,12d 0,110%+0,007 11,7
1 1,8361+0,68eg 0,870+0,020 92,5
Na-taurokolat 5 1,872£0,72eg 0,887%0,006 94,3
10 1,5161+0,31ef 0,718+0,048 76,3
Kontrol 1,9851+0,93¢ 0,94010,015 100

*Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitunda yer alan ve ayni harflerle belirtilen veriler
0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir. Deneylerin yapildigi tiipe ait protein

miktar1 2,11 mg.mL "olarak belirlenmistir. Ort. + S.H. = Ortalama *+ Standart Hata
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Sekil.16 Solungag esterazi spesifik aktivitesine secilmis kimyasallarin etkisi
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3.7 O. mykiss Solungac Esterazi Native-PAGE Bulgular:

Yapilan Native-PAGE calismas1 sonucunda molekiil agirliginin yaklasik olarak
70 kDa ile 75 kDa arasinda olan solungac esteraz izozim band bolgesinin varligi
belirlenmistir. Bununla birlikte, bu esteraz izozim band bdlgesinin ka¢ bandtan
olustugu calismamizda belirlenememesine karsin, birden fazla band oldugunu

disinmekteyiz. Tim bu veriler asagidaki sekilde aciklanmaktadir.

Sekil.17 Solungac esteraz izozim band bolgesi ve marker

100 kDa
75 KDa

35 kDa
25 kDa

R marker ornek  -5L
0.24 ~~
0.34

0.46
0.56 ,

I I
0.80

Sekil .18 Ornek ve marker' a ait Rf degerleri
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3.8 O. mykiss'in Solungac Dokusu Toplam Lipit Yag Asidi Bilesimi
Calismamizda O. mykissin solunga¢c dokusuna ait toplam lipit yag asidi

bilesimi belirlenmistir. Dokuda en fazla bulunan yag asitlerinin C16:0, C18:1 n-9,

C18:2 n-6 ve C22:6 n-3 oldugu belirlenmistir. Buna ait veriler Tablo 11'de

sunulmaktadir.

Solungac dokusu doymus yag asidi (DYA) smifinda C8:0, C10:0, C12:0,
C15:0, C17:0, C20:0, C21:0 ve C22:0'in iz miktarlarda olduklar1 belirlenmistir.
DYA'nin en fazla bulunan yag asidi % 15,23 ile C16:0 olup bu yag asidinden sonra
en fazla bulunan yag asidi % 4,71 ile C18:0'dir. DYA yiizdesi % 24,26 olarak

belirlenmistir.

0. mykiss'in solunga¢ dokusunda tek cift bag iceren doymamis yag asidi
(TCDmYA) simifinin % 41,31 seviyesi ile en baskin yag asidi siifi oldugu
belirlenmistir. Bu yag asidi sinifinin bir iyesi olan C18:1 n-9'un tiim yag asitleri
icerisinde en fazla bulunan (% 31,85) yag asidi oldugu gorilmektedir. TCDmYA
sinifinin bir diger yliksek yiizdeye sahip olan yag asidi ise C16:1 n-7 (% 3,91)'dir.
Bu yag asidini, % 2,80 seviyesinde bulunan C18:1 n-7 izlemistir. TCDmYA sinifinin

diger yag asidi uyelerinin iz bilesenler oldugu goriulmektedir.

n-6 ve n-3 formu asiri doymamis yag asitleri (ADmYA) icerisinde en fazla
bulunan yag asidi CI18:2 n-6 olmakla birlikte seviyesinin % 17,67 oldugu
belirlenmistir. C18:3 n-6 (% 0,17) vyag asidi iz miktarlarda bulunmustur. n-6
ADmYA smifinin fazla miktarda temsil edilen bir diger iiyesi ise C20:4 n-6 olup, %
2,34 ile temsil edilmektedir. n-3 ADmYA smifinin en fazla miktara sahip tiyesi
C22:6 n-3'tiir ve % 7,76'lik bir degerle temsil edilmektedir. Bir diger n-3 formu
ADmYA olan C20:5 n-3"iin ise % 1,13 miktariyla temsil edildigi belirlenmistir. O.
mykiss'in solungac dokusu toplam lipit sinifimin TCDmYA ve ADmYA sinifim
iceren toplam doymamis yag asidi ( TDmYA) miktarinin oldukca yiiksek ve % 75,74

seviyesinde oldugu belirlenmistir.
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Tablo 11 O.mykiss'in solunga¢ dokusu yag asidi bilesimi (%)

Yag Asitleri Isimleri ORT *+ S.H
C 8:0 Kaprilik asit 0,05+0,01
C 10:0 Dekanoik asit 0,05+0,01
C12:0 Dodekanoik asit 0,06%0,01
C14:0 Tetradekanoik asit 2,62%0,20
C15:0 Pentadekanoik asit 0,22+0,04
C16:0 Heksadekanoik asit 15,23%£0,77
C17:0 Heptadekanoik asit 0,13£0,02
C18:0 Oktadekanoik asit 4,71+0,32
C20:0 Eikosanoik asit 0,09+0,02
C21:0 Heneikosanoik asit 0,47+0,08
C22:0 Dokosanoik asit 0,66%0,11
DYA 24,26+0,23
Cl4:1 Tetradekenoik asit 0,08+0,02
Cl15:1 Pentadekenoik asit 0,03£0,00

C16:1 n-7 Palmitoleik asit 3,91%0,16
Cl17:1 Heptadekenoik asit 0,07+0,01
Cl18:1 n-7 Vaksenik asit 2,80+0,15
C18:1 n-9 Oleik asit 31,85%0,94
C20:1 Erikosenoik asit 2,36+0,09
C22:1 Dokosenoik asit 0,23£0,03
TCDmYA 41,31%£0,75
C18:2 n-6 Linoleik asit 17,67%£0,86
C18:3 n-6 Y - linolenik asit 0,17%£0,02
Cl18:3 n-3 a - linolenik asit 3,11+0,14
C20:2 n-6 Eikosadienoik asit 1,29+0,18
C20:3 n-6 Eikosatrienoik asit 0,07%0,02
C20:4 n-6 Arasidonik asit 0,92+0,13
C20:5 n-3 Eikosapentaenoik asit 2,34+0,29
C22:5n-3 Dokosapentaenoik asit 1,13+0,08
C22:6 n-3 Dokosahekzaenoik asit 7,76%£0,44
ADmYA 34,43+0,63
TDmYA 75,74%0,37
n-3 14,33+0,54
n-6 20,11£0,30
n-6/n-3 0,71
n-3/n-6 1,40

*Her veri lic tekrarin ortalamasidir. Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitunda yer alan
ve ayni harflerle belirtilen veriler 0,05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir. Ort. +
S.H. = Ortalama *+ Standart Hata
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada O. mykissin solungac dokusu esteraz aktivitesinin temel
ozellikleri ve bazi bilesenlerin aktiviteye olan etkileri arastirilmistir. Gorebildigimiz
kadariyla bu tiirin  solungag esterazi lzerine herhangi bir arastirma

bulunmamaktadir.

Gilnlimizde protein saflastirma c¢alismalar1 esnasinda proteaz inhibitorleri
olduk¢a genis bir uygulamaya sahiptir. Buradaki etken neden doku
homojenizasyonunu takiben ortama salinmasi muhtemel olan proteazlarin denatiire
edici etkilerini en aza indirmektir (Bollag ve ark., 1996; Gorgilin ve Zengin 2015).
Bununla birlikte caliysmamizda homojenizasyon islemi esnasinda higbir proteaz
inhibitorii kullanilmamaistir. Bu islemle protein homojenizasyon ortamlarinda siklikla
kullanilan bilesenlerin solungac dokusu esteraz aktivitesine c¢alismamizda kullanilan
derisimlerinin  olas1  etkilerinin daha dogru bir sekilde degerlendirilmesi
amaclanmistir. Bu nedenle enzim ¢ozeltisi homojenat ortaminda yalniz birakilmis ve
sadece hiicredeki fizyolojik kosullara uygun, ilimli bir pH'daki tampon icerisinde bu
islemler gerceklestirilmistir. Ayrica enzimin ¢alisma boyunca stok enzim c¢ozeltisinin
dondurulup c¢oOziinmesini engellemek i¢in homojenat coOzeltisi vortekslenerek 2
mL'lik ependorf tiiplere paylastirilmistir. Bu sekilde c¢o6ziinmeye bagli olarak
gelisebilecek denatiirasyon olaylarinin etkileri minimize edilmeye c¢alisilmistir.
Calismalar esnasinda her bir parametrenin belirlenmesinde tiiplere ait esteraz enzim
aktivitesi ve protein miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen bu degerler kontrol degeri
olarak belirlenmis ve ayni tiipteki enzim c¢ozeltisinde yapilan enzim aktivitesi

calismalarinda elde edilen sonuglar elde edilen kontrol degerleriyle karsilastirilmistir.

Sicakligin 0. mykissin solungac dokusu esteraz aktivitesine etkisinin
degerlendirildigi calismalarda en yiiksek aktivitelere 20 °C ve 40 °C arasindaki
aktivite degerlerinde rastlanmistir. Bununla birlikte solungag¢ esterazinin optimum
sicakliginin 30 °C oldugu ve bu sicaklikta 1,199 umol.mL'dk" aktivite degerinde

oldugu goriilmektedir.

Mikrobiyal kokenli esterazlarin ¢alismamizda elde edilen optimum sicaklik
degerinden daha yiiksek sicakliklarda caligsabildikleri ve daha uzun siire dayanikliliga
sahip olduklar1 bazi caligmalarda gosterilmistir. Bu calismalardan bir tanesi

metagenom odakli bir calisma olup, Escherichia coli bakterisinde gerceklestirilmis
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ve elde edilen esterazin 30 °C'in tizerinde ve 95 °C'a kadar sicaklik degerlerinde
aktif oldugu vurgulanmistir (Rhee ve ark., 2005). Baska bir calismada, A.
Gonensis'den elde edilen esterazin calistigi optimum sicakligin 60 ile 80 °C arasinda
oldugu bildirilmistir (Faiz ve ark., 2007; Esteban-Torres ve ark., 2014). Lactobacillus
plantarum'dan elde edilen bir esterazin optimum sicakliginin 20 °C oldugu ve 5
°C'ta ise sahip oldugu optimum aktivitenin % 90'dan fazlasin1 Kkoruyabildigi
bildirilmistir (Esteban-Torres ve ark., 2014). Bu sonuclardan, mikrobiyal esterazlarin
oldukca degisken sicakliklarda optimum  aktiviteye sahip  olabildikleri
gozlenmektedir. Son zamanlarda sucul organizmalardan saflastirilan lipolitik
enzimlerden birisi olarak yenge¢ sindirim lipazinin 60 °C'de c¢alisabildigi
gosterilmistir (Cherif ve ark., 2007). Bununla birlikte, sucul organizmalar lizerinde
yapilan arastirmalardan baliklardaki lipolitik enzimlerin ¢alismamizda elde edilen
sicaklik degerlerine benzer oldugu goriilmektedir. Ornegin, Cirrhinus reba tiiriinden
saflastirilan lipaz enziminin 30-60 °C arasinda aktivite gostermesine Kkarsin, en
yiiksek aktiviteyi 35 °C'de gostermistir (Islam ve ark., 2009). Bununla birlikte, "cod"
lipaz1 lizerine yapilan arastirmalarda da benzer sonuclar elde edilerek, sicakligin
artirilmasiyla birlikte aktivitede diisiisler meydana gelmis ve 60 °C'de herhangi bir
aktiviteye rastlanmamistir (Gjellesvik ve ark., 1992). Solunga¢ dokusu flizerine

sicakligin etkisi bu calismalarla benzerlik gostermektedir.

0. mykiss'in solunga¢ dokusu esteraz aktivitelerinin pH'a bagli olarak elde
edilen aktivite deneylerinde enzimin asit pH degerlerinde c¢ok aktif olmadigi
soylenebilir. pH 5,7 ve 6,9 noktalarinda enzim aktivitesi 0,175 umol.mL'.dk"' dan
baslamak suretiyle pH'taki artisa bagli olarak 0,443 umol.mL'dk™" seviyelerine artis
gostermistir. Bununla birlikte, enzim pH'in 8,0 ve 8,8 oldugu araliklarda en yiiksek
aktiviteyi sergilemis ve 8,8'lik bir pH noktasinda en yiliksek aktivite degeri olan
2.131 umol.mL'dk™" degerinde bir aktivite gdstermistir. Buradan O. mykiss solungag
esterazinin optimum pH seviyesinin 8,8 oldugu belirlenmistir. Aktivite degeri pH
9,38 de 0,812 umol.mL'dk" olarak saptanmis ve pH'in 10,2 oldugu noktada ise
herhangi bir enzimatik aktiviteye rastlanmamistir. Bununla birlikte, c¢esitli balik
turlerinden elde dilen lipolitik aktivitelerin optimum pH degerleri farkh
olabilmektedir. C. reba tiriinden saflastirilan lipazin pH 5,5 noktasinda en yliksek
oldugu belirlenmistir (Islam ve ark., 2009). Bu caligsmada elde edilen pH sonuglari

calismamizdakinden farklilik gostermektedir. Bununla birlikte, genel olarak sucul
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tirlerden elde edilen lipolitik enzimlerin optimum pH degerlerinin pH 7 ve tlizerinde
oldugu bildirilmektedir. ~ Ornegin  Cyprinus carpio tiiriiniin  karacigerinden
saflastirilan lipaz enziminin optimum pH degeri 8,0 ve optimum sicaklik degeri ise
37 °C olarak belirlenmistir (Gorgiin ve Akpinar, 2012). Bu bulgular calismamizda

elde edilen verilerle benzerlik gostermektedir.

Calismamizda substrat olarak p-NPA kullanilmistir. Bu substrat ile yapilan

deneylerden K 2,257 mM, V_,  ise 2,806 umol.mL'dk™" olarak belirlenmistir.

Diger balik tiirleri ve dokularindan saflastirilan lipolitik enzimlerin farkli Km ve
Vmax degerlerinin oldugu goriilmektedir. Bunlardan Gorgiin ve Akpinar (2012)
substrat olarak p-NPB (p-Nitrofenil Butirat) kullanmiglar ve C. carpio’nun Kariciger
lipaz1 icin K, ve V_,'1 swrastyla 0,17 mM ve 2,6 umol.mL"'dk" olarak
belirlemiglerdir. Baska bir calismada O. mykiss'in karaciger lipazi icin Km ve Vmax
degerleri sirastyla 0,12 mM ve 0,40 U.mg"' olarak belirlenmistir (Metin ve Akpinar,

2000).

Genellikle enzim saflastirma calismalar1 enzim aktivitesinin saflastirma
siireclerinde korunmasi amaciyla bazi inhibitorler ve yilizey aktif kimyasallarin belirli
miktarlarin1 icermektedir. Bunlar arasinda EDTA ve Benzamidin-HCI en fazla
kullanilan inhibitorler arasinda yer alirken, Na-taurokolat ise ylizey aktif bilesen
olarak siklikla kullanilmaktadir (Gorgiin ve Zengin, 2015). Calismamizda o6zellikle
benzamidin-HCl'nin 1, 5 ve 10 mM miktarindaki derisimleri O. mykiss solungag
esteraz aktivitesinde c¢ok Onemli diislislere neden olmuslardir. Bu kimyasallar
arasinda  EDTA'nin cok daha giicli bir esteraz inhibisyonuna neden oldugu
belirlenmistir. Gorglin ve Zengin (2015) Vimba vimba'min solungac ve gonad
dokularinin esteraz aktivitelerine Benzamidin-HCI'nin etkisini degerlendirmisler ve
solungac dokusunda kantitatif farkliliklar goriilmekle birlikte, 10 mM'lik uygulama
sonucunda yaklasik % 60 aktivite kaybi oldugunu belirlemiglerdir. Calismamizda bu
kimyasalin 10 mM uygulamasi sonucunda yaklasik % 70 aktivite kaybinin oldugu
goriilmektedir. C. reba kasindan saflatilan lipaz 1tizerine EDTA'nin etkisini
degerlendiren calismalarda bu kimyasalin 1, 3 ve 5 mM derisimlerinin 6nemli
diisiislere neden oldugu ve 5 mM'lik derisim uygulamasi sonucunda aktivitede % 75
kayip oldugu bildirilmistir( Islam ve ark., 2009). Caligmamizda EDTA'nin 1 ve 5
mM derisim uygulamasinda aktivite kaybi yaklasitk % 46 iken 10 mM'lik
uygulamada yaklasik % 89'luk bir aktivite kaybi belirlenmistir. Buradan EDTA'nin
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esteraz calismalarinda oldukca dikkatli kullanilmast gerektigi ve 1 mM'lik

uygulamalarda dahi onemli aktivite kayiplarina neden oldugu acikca goriilmektedir.

Calisgmamizda Na-taurokolatin 1 ve 5 mM'lik uygulamalarinin Onemsiz
aktivite diisiislerine neden oldugu goriilmekle birlikte, 10 mM uygulama sonucunda
0. mykiss solungac esterazinin aktivitesinde yaklastk % 25 kayip oldugu
gorilmektedir. Gorgiin ve Zengin (2015) V. Vimba'nin solunga¢ esterazinda bu
kimyasalin 5 mM derisimlerinde daha 6nemli diisiislere neden oldugunu gostermekle
birlikte, bu tiriin gonad esteraz aktivitesi tzerine 1 mM Na-taurokolat
uygulamasinda aktivitede artis oldugu bildirilmistir. Burada bu kimyasalin farkli
dokularda farkli sonuglar liretebilecegi ve solunga¢ ve gonadal dokulardaki farkl

esteraz izozimlerinin etkisinin olabilecegini diisiinmeye sevk etmektedir.

Deterjanlar suda oldukca yiiksek ¢Oziiniirliige sahip olup protein saflastirma
calismalar1 esnasinda genis uygulamalara sahip olan amfifilik molekiillerdir. Triton
X 100, tween 40 ve tween 80 gibi deterjanlar noniyonik deterjanlar olup, iyonik
deterjanlara nazaran daha az denatiire edici etkiye sahiptirler (Bollag ve ark., 1996).
Caligmamizda kullanilan triton X 100 literatiir verileri incelendiginde gerek genel
protein saflastirma calismalar1 gerekse esteraz/lipaz calismalarinda en fazla
kullanilan  deterjanlardan  birisidir. Calismamizda triton X-100in % 0.5
derisimindeki uygulamasinin 0. mykiss solungag esteraz aktivitesinde Onemli
(vaklasitk % 44) aktivite kaybina neden oldugu belirlenmistir. Bu deterjanin
uygulama derisimi % 5'e cikarildiginda aktivite kaybi yaklasik % 75 kadardir.
Bununla birlikte tween 40 ve tween 80 uygulamalarinin % 0,5'lik derisimleri O.
mykiss esteraz aktivitesinde artisa neden olmustur. Yine tween 80 uygulamasinda
sadece % 5 uygulamasinda elde edilen aktivite degeri kontrol aktivitesinden yaklasik
% 30 civarinda diisiik oldugu belirlenmistir. Bu sonuglardan tween 40 ve tween 80'in
triton X 100'e nazaran O. mykiss solungac esterazi ile ilgili calismalarda daha
gliivenli bir sekilde kullanilabilecegi sOylenebilir. Lopes ve ark. (2011) triton X
100'tin farkli derisimlerinin bes farkli lipaz T{lizerinde aktivitede kayba neden
oldugunu gostermislerdir. Buna karsin, Kim ve ark. (2002) Pseudomonas sp. S34
esterazinin triton X 100 varliginda aktivitesinde artigs bildirmislerdir. Calismamizda

bu grup deterjanlar hakkinda elde edilen verilerin 6nemli oldugunu diisinmekteyiz.
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Hermoso ve ark. (1996) iyonik olmayan deterjanlarin lipaz aktivasyonu
uzerine calismislar ve c¢ok disiik deterjan konsantrasyonlarinda emiilsiifiye olmus
substrat hidrolizinin arttigin1  belirlemislerdir. Ayrica Balan ve ark. (2013)
Geobacillus thermodenitrificans 1BRL-nra'dan bir lipaz saflastirmislar ve Tween 20,
Tween 40 ve Tween 80 deterjanlariyla yapilan calismalarda kontrol aktivitesinden

daha yiiksek (% 150'ye varan) goreli aktivite degerleri elde etmislerdir.

Organik c¢oziiciilerin lipolitik enzimlerin aktivitesi tizerine etkilerinin degisken
oldugu goriulmektedir. Son zamanlarda Cherif ve Gargouri (2010) hindi farinjial
dokusundan organik c¢oziiciilere direncli bir esteraz saflastirmislardir. Bu calismada
elde edilen enzimin yaklasik 1 saat boyunca aktivitesini cesitli organik cozgenlere
karst koruyabildigi goriilmiistiir. Balan ve ark. (2013) G. thermodenitrificans'dan
elde edilen lipaz lizerine cesitli organik solventlerin (aseton, asetonitril, benzen,
kloroform, etanol, metanol, hekzan, heptan) etkilerinin arastirmislar ve 1 saatlik
uygulama sonucunda kontrol degerinden genelde yiiksek aktivite degerleri elde
etmiglerdir. Calismamizda da organik ¢oziiciilerin benzer sonuclar1t elde edilmesine
ragmen, elde etmis oldugumuz yiiksek aktivitelerin kontrol deneyi esnasinda deney

ortamindaki hatalardan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda O. mykiss'in solunga¢ dokusu yag asit bilesimi de belirlenmistir.
Gilnlimizde bircok calisma farkli balik tirlerinin 6zellikle kas dokusunun yag asidi
bilesimini belirlemeye odaklanmistir. Ayrica, bazi tiirlerin karaciger, kas, gonad gibi
farkli dokularinin yag asidi bilesimleri de yogun sekilde arastirilmaktadir (Gorgiin ve
ark., 2013; Gorgiin ve ark., 2014). Bununla birlikte, baliklarda solungac gibi 6nemli
bir dokuya ait yag asidi calismalarinin oldukcga sinirli oldugu gorilmektedir. Son
zamanlarda Gorgiin ve Zengin (2015) V. Vimba'nin solungag¢ ve gonad dokularinin

yag asidi bilesimlerini ayrintili bir sekilde calismislardir.

0. mykiss'in solunga¢ dokusu yag asidi bilesiminde doymus yag asidi (DYA)
formunda en fazla bulunan yag asidinin C16:0 (% 15,23) oldugu goriilmektedir.
Bunu takiben en fazla bulunan yag asidinin C18:0 (% 4,71) oldugu belirlenmistir.
(Steffens, 1997)'ye goére C16:0 ve C18:0 balik dokularinin DYA formu yag asitleri
icerisindeki kararli bilesenleri olup, C16:0 miktar olarak daha fazla bulunmaktadir.

Calismamizda elde edilen veriler bu bilgiyle uyumludur.
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0. mykiss'in solungac dokusunda en fazla bulunan yag asidi tek c¢ift bagh
doymamis yag asidi (TCDmYA) olan C18:1 n-9 olmustur. Bu asidin seviyesi %
31,85 olarak belirlenmistir. Bir¢ok calisma TCDmYA sinifinin hakim yag asidinin
C18:1 n-9 oldugunu farkli balik tiirleri ve dokularinda bildirmistir (Gorgiin ve

Akpinar, 2007; Akpinar ve ark., 2009; Gorgilin ve Zengin 2015).

Baliklarda en 6nemli yag asitleri arasinda n-6 ve n-3 formu asiri doymamis yag
asitleri (ADmYA) oldugu soylenebilir. Bunlar esansiyel yag asitleri olup, besin
yoluyla alinmalar1 gerekmektedir (Lee ve ark., 2003). Bu yag asitleri arasinda C20:4
n-6 arasidonik asit olarak bilinir ve eikozanoid ve prostaglandin gibi farmakolojik
etkilere sahip biyolojik unsurlarin sentezinde onciiliik yapmaktadir (Sargent ve ark.,
1999). Calismamizda elde edilen verilerden C20:4 n-6 seviyesinin % 2,34 oldugu
belirlenmistir. Ayrica yine balik dokularinda bulunan ve arasidonik asidin n-3 formu
vag asidi analogu olan bir baska yag asidi de C20:5 n-3n seviyesinin % 1,13
oldugu gorilmektedir. O. mykiss solungac dokusundaki bir baska 6nemli ADmYA
C22:6 n-3 olup % 7,76 seviyesinde bir degere sahiptir. Baliklarda 6zellikle bu yag
asidinin insan saglifina olumlu etkilerinin oldugu ve biyolojik membranlar ig¢in
olduk¢a elzem oldugu bildirilmektedir. Gorgiin ve Zengin (2015) V.Vimba'nin
solunga¢ dokusunun toplam lipitlerinin C20:4 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3 yag asidi
seviyelerini yaklasik olarak % 5 olarak belirlemelerine karsin, gonad dokusunda
C20:4 n-6 (% 3,71), C20:5 n-3 (% 2,19) ve C22:6 n-3 (% 2,75) daha disiik
miktarlarda ifade edildigini bildirmislerdir. Calismamizda elde edilen verilerin farkli

olmasinda baslica etkenin tiir farklilig1 olabilme ihtimali yiiksektir.

0. mykiss'in solungac dokusunun esteraz aktivitesi ve yag asidi bilesimine
odaklanmis olan mevcut c¢alisma ile tiiriin solunga¢ dokusunun oOnemli esteraz
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica esteraz aktivitesi lizerine Ozellikle organik
¢ozgen ve deterjanlarin etkilerinde elde edilen verilerin O6nemli oldugunu
distinmekteyiz. Yag asidi calismalarindan elde edilen sonuglar bu tiiriin solungac
dokusunun toplam % 75,74'liik bir deger ile oldukca yiliksek miktarda toplam
doymamis yag asidi (TCDYA + ADmYA) icerdigini bildirmistir. Bu sonuclardan
baliklarda solungac gibi besinsel ve endiistriyel olarak kullanilmayan dokularin daha

fazla arastirmaya konu olmalar1 gerektigini hak ettiklerini 6nermekteyiz.
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