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Bu c¢alismada, Chalcalburnus chalcoides, Leuciscus cephalus ve Cyprinus
carpio’nun karaciger ve kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimi ve karaciger
lipaz enzimlerinin (E.C. 3.1.1.3) saflastirilmasi, bazi kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir.

Incelenen tiirlerin karaciger ve kas dokusu yag asitleri kalitatif fark
gostermezken, mevsime bagl olarak kantitatif farklarin oldugu belirlenmistir. Yag
asitleri gaz kromatografisi ile analizlenmistir.

Karaciger ve kas dokusunda tiim mevsimlerde en fazla bulunan yag asitlerinin
palmitik asit (C16:0), stearik asit (C18:0), palmitoleik asit (C16:1 n-7), oleik asit (C18:1
n-9), C18:1 n-7, linoleik asit (C18:2 n-6), arakidonik asit (C20:4 n-6), eikosapentaenoik
asit (C20:5 n-3), dokosapentaenoik asit (C22:5 n-3) ve dokosahekzaenoik asitin (C22:6

n-3) oldugu bulunmustur.



Su sicakligi ve tiirlerin ireme periyotlarina bagl olarak, karaciger ve kas dokusu
toplam doymus yag asiti (DYA) ve asir1 doymamis yag asiti (ADmYA) miktarlarinin
onemli derecede etkilendigi belirlenmistir. Yazin yiiksek oranlarda temsil edilen DYA
miktarlariin kis periyoduyla azaldig belirlenmistir. Bununla birlikte, incelenen tiirlerin
lireme periyotlar1 esnasinda toplam ADmYA oranlarinda 6nemli diisiis olmustur. Bu
periyotlarda en fazla diislis gosteren yag asitlerinin C20:4 n-6 ve C22:6 n-3 oldugu
belirlenmistir. Kis sezonuyla birlikte, ADmYA seviyelerinde Onemli artislar
saptanmustir. Insan saghg acgisindan énemli fizyolojik etkilere sahip olan n-3 formu
ADmYA’nin incelenen tiirlerin karaciger ve kas dokularinda oldukca yiiksek
miktarlarda bulundugu goriilmiistiir.

Bu c¢alismada C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger lipaz
enzimleri saflagtirilmis ve bazi kinetik ozellikleri karakterize edilmistir. Saflastirma
islemi homojenatin hazirlanmasi, PEG-6000 ile ¢oktiirme ve Q sefaroz, Sefakril S 200
HR, fenil sefaroz CL-4B’yi kapsayan kromatografik islemlerden olusmustur.

Anyon degisim kromatografisi olan Q sefaroz tiim tiirlerde 6nemli saflagtirma
parametreleri saglamistir (C. chalcoides’te 32.96 umol/dk.mg protein spesifik aktivite
ve 30.49 kat saflik, L. cephalus’ta 30.99 umol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 33.05
kat saflik, C. carpio’da 29.72 umol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 24.83 kat saflik).
Sefakril S 200 HR kromatografisi L. cephalus’ta saflastirma saglamamistir. Son
saflagtirma basamaginda kullanilan fenil sefaroz CL-4B ile elde edilen saflastirma
parametreleriyle C. chalcoides’te 52.84 umol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 48.88
kat saflik, L. cephalus’ta 51.41 umol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 54.84 kat saflik,
C. carpio’da 90.38 pmol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 75.50 kat saflik elde
edilmistir. Bu sonuglara gore, en yiiksek saflastirma parametreleri C. carpio’da
belirlenmistir.

Kinetik parametreler karsilastirildiginda, incelenen tiirlerin karaciger
lipazlarinin optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 37 °C ve 8.00 olarak
belirlenmistir. K., degerleri C. chalcoides i¢in 0.77 mM pNPB, L. cephalus i¢in 0.58
mM pNPB ve C. carpio i¢in 0.17 mM pNPB olarak bulunmustur. V., degerleri C.
chalcoides’te ve L. cephalus’ta 2.8 umol/mL.dk, C. carpio’ da 2.6 umol/mL.dk olarak

belirlenmistir.
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% 0.5 oranindaki SDS, Triton X-100 ve Sodyum taurokolik asit’in, saflastirilan
karaciger lipazlarina etkileri, bu ajanlarla belirli siirelerde inkiibe etmek suretiyle
degerlendirilmistir. SDS enzimde hizli bir inaktivasyona neden olmustur. Triton X-100
ve sodyum taurodeoksikolat benzer bir etki gdstermis ve genel olarak 2. saatin sonunda
enzim aktivitesinde énemli bir diisiisiin oldugu tespit edilmistir. SDS-PAGE teknigi ile
yapilan saflik kontrolii sonucunda her {i¢ tiiriin karaciger lipaz enzimlerinin tek bant ve

74.05 kDa oldugu bulunmustur.
Anahtar Sozciikler: Todirge Goli, Chalcalburnus chalcoides, Leuciscus cephalus,

Cyprinus carpio, karaciger, kas dokusu, yag asiti bilesimi, lipaz (E.C. 3.1.1.3),

saflastirma, karakterizasyon.
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In this study, it has been aimed to determine seasonal changes in the liver and
muscle fatty acid compositions and purification of liver lipases (E.C. 3.1.1.3) together
with the determination of some kinetic properties of the lipases from liver of
Chalcalburnus chalcoides, Leuciscus cephalus and Cyprinus carpio.

Although liver and muscle fatty acid composition of the species investigated did
not show any qualitative differences, it was observed that there were quantitative
differences depending on seasons. Fatty acids were analyzed in Gas Chromatography
(GC).

It was found that the most abundant fatty acids in liver and muscle fatty acids in
all seasons were palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0), palmitoleic acid (C16:1 n-
7), oleic acid (C18:1 n-9), C18:1 n-7, linoleic acid ((C18:2 n-6), aracidonic acid (C20:4
n-6), eicosapentaenoic acid (C20:5 n-3), docosapentaenoic acid (C22:5 n-3) and
docosahexaenoic acid (C22:6 n-3).

Total saturated (SFA) and unsaturated (PUFA) fatty acid amounts of liver and
muscle tissue were found to be effected significantly, depending on the water

temperature and reproduction periods of species. It was determined that SFA amounts

viii



expressed in high ratios in summer season decreased together with the winter periods.
Hovewer, there were significant recessions in the amounts of total PUFA during the
reproduction periods of the species investigated. During this periods, it was determined
that the fatty acids showing the highest recession were the C20:4 n-6 and C22:6 n-3.
Together with the winter season, it was detected to be significant increases in the ratios
of total PUFA. It was observed that the n-3 form of PUFA having important
physiological effects on human health had the considerably high amounts in the liver
and muscle tissues of the species investigated.

In this study, liver lipase enzymes of C. chalcoides, L. cephalus and C. carpio
were purified and characterized some kinetic properties of the purified enzymes. The
purification procedure consisted of the preparation of homogenate, precipitation with
PEG-6000 and chromatographic operations involving in the Q sepharose, Sephacryl S
200 HR and Phenyl sepharose CL-4B.

Q sepharose, which is an anion exchange chromatography, provided significant
purification parameters in all species (32.96 U/mg.protein specific activity and 30.49
fold purity in C. chalcoides, 30.99 umol/dk.mg protein specific activity and 33.05 fold
purity in L. cephalus, 29.72 umol/dk.mg protein specific activity and 24.83 fold purity
in C. carpio). Sephacryl S 200 HR did not provided any purification in L. cephalus. The
purification parameters obtained with the phenyl sepharose CL-4B chromatography
used in the final purification step were found to be 52.84 umol/dk.mg protein specific
activity and 48.88 fold purity in C. chalcoides, 51.41 umol/dk.mg protein specific
activity and 54.84 fold purity in L. cephalus, 90.38 pmol/dk.mg protein specific activity
and 75.50 fold purity in C. carpio. According to these results, the highest purification
parameters have been determined in C. carpio.

When compared the kinetic parameters, the temperature and pH optimums of
liver lipases of the species investigated were found as 37 °C and 8.00, respectively. K,
values were determined as 0.77 mM pNPB for C. chalcoides, 0.58 mM pNPB for L.
cephalus and 0.17 mM pNPB for C. carpio. V.x values were the same in C. chalcoides
and L. cephalus as 2.8 umol/mL.dk, while 2.6 pmol/mL.dk in C. carpio.

The effects of SDS, Triton X-100 and Sodium taurocholic acid in the ratio of %
0.5 were assessed on the liver lipases purified, incubating them these agents in given

times. SDS caused a fast inactivation on the enzymes. Triton X-100 and sodium

X



taurocholic acid exhibited similar effects and in general, it was detected that there was a
marked decrease in the enzyme activity. In the result of the purity control by revelaed
SDS-PAGE technique, the liver lipase enzymes in every three species were found to be

a single band and 74.05 kDa.

Key words: The Lake Todiirge, Chalcalburnus chalcoides, Leuciscus cephalus,
Cyprinus carpio, liver, muscle tissue, fatty acid composition, lipase (E.C. 3.1.1.3),

purification, characterization.
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1. GIRIS

Lipitler, polar olmayan ¢ozeltilerde yiiksek ¢oziiniirliikleri olmakla birlikte genis
ve heterojen bir grubu yansitir. Okaryotlarda lipitlerin biiyiik cogunlugu asetil-CoA’dan
tiretilir ve diiz zincirli yag asitleri, dalli, halkasal ve diger 6zellesmis yag asitleri,
karotenoidler, steroller ve tiirevlerinden olusurlar. Lipitler tiim organizmalarda bir¢ok
onemli fonksiyona sahip olmakla birlikte, hiicre membranlarinin yapisal bilesenlerini
olusturmalar1 ve enerji kaynagi olmalart nedeni ile depo edilmelerinin gerekli oldugu
sOylenebilir (Leaver ve ark., 2008).

Baliklar agisindan diisiiniildiiglinde, proteinler ve lipitler 6nemli makro
besleyicilerdir. Baliklar mutlak bir protein gereksinimine sahip olmamakla birlikte,
proteinleri meydana getiren amino asitlere gereksinim duymaktadirlar (Oliva-Teles,
2000).

Memeli ve kuslar gibi karasal omurgalilara kiyasla, baliklarin etkin karbonhidrat
kullanim sistemleri gelistirmedikleri goriinmektedir. Bu nedenle, karbonhidratlar ¢ogu
balik tiirli i¢in besleyiciler olarak kantitatif acidan diisiik 6neme sahiptir. Bu fikir,
baliklarin yapisal ve depo karbonhidrat gereksinimlerini temel olarak, amino asitleri
katabolize etmek suretiyle karsilayabileceklerini 6nermektedir (Leaver ve ark., 2008).

Balik tiirleri, karbonhidratlar1 sindirme yetenekleri acgisindan oldukga biiyiik
farkliliklar gostermektedirler. Bu farklilik sindirim kanali ve birliktelikli organlarin
anatomik ve fonksiyonel farkliliklarini yansitmaktadir. Karbonhidrat igeren besin
tiirlerinin genis bir ¢esidini hidroliz etme yeteneginde olan sindirim fonksiyonlari,
herbivor ve omnivor balik tiirlerinde, karnivor tiirlere gore gelismistir. Giiniimiize kadar
aragtirtlan tiim balik tiirlerinin basit ve kompleks karbonhidratlarin hidroliz ve
emiliminde gerekli olan enzimatik etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir (Krogdahl ve
ark., 2005).

Bununla birlikte, bir¢cok karnivor balik tiirii herbivor veya omnivor tiirlerden ¢ok
daha yliksek protein seviyelerine gereksinim duyarken, karnivor balik tiirlerindeki
amilolitik enzim aktivitesinin omnivor tilirlerden diisiik oldugu bildirilmistir. Bu ylizden
lipitler karnivor tiirlerin beslenmesinde karbonhidratlardan daha ©Onemli enerji
kaynagidirlar ve protein tutumluluk etkisine sahiptirler (Hidalgo ve ark., 1999; Lee,

2001).



Baliklarda, memeliler ile kiyaslandiginda lipit ve proteinlerin neden ana enerji
kaynag1 olarak kullanildigina dair 6nemli ve olas1 bir agiklama daha 6nce yapilan
caligsmalarin 1s181nda, Doriicti (2000) tarafindan tartisilmigtir. Buna gore ilk neden, balik
besini genel olarak yiiksek proteinden olusmaktadir ve balik metabolizmasi boyle bir
besine iyi adapte olmustur. Ikincisi, memelilerin aksine baliklar azotlu atiklar1 izl ve
siirekli bir sekilde ortamdan yok etme yetenegine sahiptirler. Diger bir neden ise,
protein yikiminda gereksinilen lizozomal enzimlerin spesifik aktiviteleri baliklarda ¢ok
daha yiiksektir.

Lipit ve amino asitlerin baliklardaki enerji {iretimine goreli katkilar1 gdz 6niine
almacak olursa, bu kavram tiir, besinsel durum ve g¢evre sicakligi gibi bircok faktore
baghdir. Ornegin Salmonid’lerde rutin aktivite esnasinda enerji iiretiminin % 40’1
amino asit katabolizmasi yoluyla oldugu diisiiniilmektedir (Doriicii, 2000).

Besinsel lipitler enerji saglamalarinin yani sira esansiyel yag asitlerinin (EYA)
saglanmasi acisindan balik beslenmesinde dnemli rol oynamaktadirlar. Bununla birlikte,
yagda coziilebilir vitaminlerin tasiyicilart olup, hiicre membranlarinin énemli yapisal
bilesenleri olan polar lipitler ve steroller gibi diger bilesenleri de saglamaktadirlar.
EYA, onarim ve bir¢ok fizyolojik siirecin uygun fonksiyon yapmasi i¢in gerekli olan ve
hayvanlar tarafindan ya sentezlenemeyen ya da yeteri oranlarda sentezlenemeyen yag
asitleridir (Lee, 2001). Buna gore, besinsel lipit ve yag asitlerinin baliklarda ii¢ primer
akibeti bulunmaktadir. Bunlar, hiicre membranlarinin yapisina girmeleri, enerji
saglamak i¢in oksitlenmeleri ve enerji deposu olarak adipoz veya diger dokularda depo
edilmeleridir (Tocher, 2003).

Yag asitleri doymus, tekli doymamis ve asir1 doymamis olabilen hidrokarbon
zincirleridir. Doymamis yag asitleri komsu karbon ciftleri arasinda ¢ift bag igerir. Asiri
doymamis yag asitleri birden fazla ¢ift bag icerirken, tekli doymamis yag asitleri sadece
bir ¢ift bag igerir. Hayvan hiicrelerinde linoleik ve a- linolenik asit olmak tizere de novo
olarak sentezlenemeyen iki yag asiti bulunmaktadir ve beslenmeyle alinmalari
zorunludur (Yaqoob, 2004).

Tiim omurgal1 tiirleri, belirli spesifik asir1 doymamis yag asitleri (ADmYA) i¢in
mutlak bir besinsel gereksinime ihtiya¢ duyarlar. ADmYA’lar esansiyel yag asitleri
icerisindedirler ve linoleik asit (C18:2 n-6) ve linolenik asit (C18:3 n-3) tarafindan

spesifiye edilen hem n-6 hem de n-3 serilerinin iiyelerini igermektedirler (Das, 2006).



EY A’larin biyolojik olarak aktif formu, genel olarak C18:2 n-6 ve C18:3 n-3’ {in Cyy ve
C,, metabolitleridir. Bu yag asitleri, C20:4 n-6 (Arasidonik asit, ARA), C20:5 n-3
(Eikosapentaenoik asit, EPA) ve C22:6 n-3 (Dokosaheksaenoik asit, DHA) dir (Tocher,
2010).

Balik tiirlerinin esansiyel yag asiti gereksinimleri tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Buna gore, gokkusagi alabaligi C18:2 n-6’dan ziyade C18:3 n-3’e
gereksinim duyar. Sazan (Cyprinus carpio) ve Japon yilan balig1 (Japanase eel) C18:3
n-3 ve C18:2 n-6’ nin bir karisimina, Tilapia ise sadece C18:2 n-6’ya gereksinim
duymaktadir. Denizel kokenli baliklarin EYA’larinin ise EPA ve DHA gibi oldukca
asirt doymamis yag asitlerinin oldugu bildirilmektedir (Lee, 2001).

Sinirli sayida tiirler {izerinde yapilan aragtirmalar, genel olarak tatli su
baliklarinin  EYA  gereksinimlerinin = balik agirhigimin = % 1-2  oraninda bir
konsantrasyonda C18:3 n-3 ve C18:2 n-6 asitlerinin besine ilavesiyle karsilanabildigini
gostermektedir. Bununla birlikte, denizel kokenli baliklarda ise EPA ve DHA gibi iki
uzun zincirli yag asitinin besine % 0.5-1.7 lik konsantrasyonlarda eklenmesiyle EYA
gereksiniminin karsilanabildigi bildirilmistir (Sargent ve ark., 1995; Bell 1998; Bell ve
ark., 1999).

EYA acisindan eksik besinlerle beslenen baliklarda myocarditis, soluk/sismis
(yagl) karaciger, yiizge¢ erozyonu, solungaclarda kanama, diisiik gelisim, yiiksek
karaciger lipit i¢erigi, karacigerin polar lipitlerinden C18:1°de artig gibi ¢esitli anatomik
ve lipit biyokimyasal parametrelerinde anormallikler goriilmiistiir. Bu semptomlara
ilaveten, serumda daha diisiik toplam protein ve glukoz seviyeleri, daha yiiksek toplam
kolesterol, glutamik-piruvik asit transaminaz ve glutamik oksaloasetik asit transaminaz
seviyeleri gibi anomaliler kan parametrelerindeki degisimler olarak karsimiza
cikmaktadir (Lee ve ark., 1993; Tocher, 2010).

n-6 formu doymamis yag asitlerinin farkli biyolojik fonksiyonlarinin hangisinin
patolojik durumlarda baskin oldugu hala tartisma konusudur. Cogu durumda n-3 ve n-6
formu yag asitleri gelisimin alikonmasi gibi patolojik durumlari diizeltmede birbirinin
fonksiyonunu telafi edebilir. Diger durumlarda, n-3 formu yag asitlerinin biyolojik
aktivitesi daha 6zgiindiir. Ornegin DHA gercekte optimal ndronal ve sinirsel fonksiyon
icin sinir sisteminde gereksinilir ve sinir canlilig1 ile farklilasmasi i¢in hayati olan

sinyallesmeyi etkiler (Kim, 2007, Russo, 2009).



Gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) ile yapilan deneylerde, esansiyel
yag asitlerinin agir1t miktarlarinin da hastalik etmeni olabilecegi belirlenmistir. Buna
gore, gokkusagi alabaliginda besine, gereksinilenden dort kat daha yiiksek miktarda
C18:3 n-3 veya C20:5 n-3 ve C 22:3 n-3’ {in (1 / 1) karisiminin eklenmesi zayif gelisim
ve diisiik besin doniisiimiine yol agmistir (Watanabe, 1982).

Gilinlimiiz besinsel tavsiyeler kalp damar hastaliklar1 ve kanser gibi dejeneratif
patolojileri dnlemek i¢in dnerilmektedir. Gergekte aterojenezin dnlenmesi veya geligimi
spesifik bir besinsel diyetle etkilenebilir ve benzer olarak yiyecek ve beslenme gibi
faktorler, belirli kanser tiplerinin sikhigimi diisiirebilir. Bu baglamda, kalitatif ve
kantitatif agidan besinsel lipitlerin yeterli alinimi giiglii bir ilgi uyandirmaktadir. En
yetkili besinsel organizasyonlar tarafindan formiile edilen gliniimiiz rehberleri, doymus
yag asitleri agisindan % 7-10 luk kaloriden fazla olmamasini, kolesteroliin giinliik 300
mg dan az olmasi ve trans yag asiti tiiketiminin ise en az diizeyde tutulmasi gerektigini
diinya populasyonuna tavsiye etmektedir (Russo, 2009).

Gegmis 20 yilda asir1 doymamis yag asitleri ve Ozellikle de n-3 formu yag
asitleri lizerinde bir¢ok c¢aligma yapilmistir. Giinlimiizde n-3 formu yag asitlerinin,
normal biiylime ve gelisim i¢in esansiyel oldugu gibi koroner arter hastaligi,
hipertansiyon, diyabet, artrit, diger yangisal ve oto-immiin hastaliklar ve kanserin
onlenmesi ve tedavisinde onemli bir rol oynayabilecegi bilinmektedir. Arastirmalar
hayvan modelleri, doku kiiltiirii ve insanlarda yapilmaktadir. Cesitli yag asitlerinin
hastalik ve saglikta fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarina ait bilgilerde biiyilik
gelismeler meydana gelmistir. Paleolitik ve modern giliniimiiz avci-toplayici
toplumlarindaki caligmalarin tahminleri temelinde goriinen o ki, insanoglu giiniimiiz
diyetinde doymus yag asitlerince ¢cok daha diisiik olan bir diyeti tiiketmeyi gelistirdi.
Glniimiizden onceki diyetler trans yag asitlerini ¢ok daha diisiik ve n-6/n-3 oraninin
kabaca esit miktarlarimi icermekteydi. Bati diyeti, doymus yag asitleri ile n-6 yag
asitlerinin yer degistirmesi i¢in Onerilen tavsiye nedeniyle n-6 yag asitleri agisindan ¢ok
zengindir. n-3 formu yag asitlerinin alinimindaki azalmanin baglica nedeninin balik
titkketimindeki diisiis oldugu vurgulanmis, ayrica n-6 formu yag asitlerini fazla oranda
iceren tohumlardan endiistriyel yolla saglanan besinlerinin tiiketiminin yiiksek oranda

olmasidir. Kiiltiire edilmis bitkiler dahi yabanil bitkilerden daha az n-3 yag asitlerini



icermektedir. Sonugta, glniimiizde modern tarim bircok yiyecekteki n-3 yag asit
icerigini diistirmiistiir (Simopoulos, 1999).

Balik ve balik yaglar1t EPA ve DHA olarak bilinen omega-3 (n-3) yag asitlerini
icermektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar EPA/DHA igeren baligin besinsel tiikketimi ve
koroner kalp hastaligindan 6liim arasinda ters orant1 oldugunu gostermektedir (Holub ve
Holub, 2004).

Lee ve ark. (2009), ARA, EPA ve DHA’ nin sayisiz fizyolojik ve biyokimyasal
stireclere aracilik eden eikozanoid ve prostanoidlerin 6nemli 6nctileri olmalar1 nedeniyle
kritik metabolitler oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, bu ii¢ yag asitinin
baliklarda normal biiyiime, gelisim ve iireme i¢in gereksinildigi iyi bir sekilde ortaya
konmustur (Rodriguez ve ark., 2004).

Eikozanoidler, viicutta neredeyse her doku tarafindan kiiciik veya hatta iz
miktarlarda iiretilirler. Bu kimyasallar, biyolojik agidan olduk¢a yiiksek aktiviteye sahip
olmakla  birlikte, prostaglandinler, tromboksanlar, I6kotrienler, lipoksinler,
hidroperoksieikosatetraenoik asitler ve hidroksieikosatetraenoik asitleri igeren 20
karbonlu bilesiklerdir. Genel anlamda gerek hiicresel gerekse tiim viicut seviyesinde
stresli durumlara cevapta iretildikleri bilinmektedir. Monosit ve makrofajlar,
membranlarinda dihomo-y-linolenik asit ve EPA’dan ziyade, daha fazla ARA
icermelerinden dolayr O6nemli eikozanoid kaynaklaridirlar (Sargent ve ark., 1999;
Yaqoob, 2004).

Memelilerde oldugu gibi baliklarda da eikozanoidlerin birincil dnciisii ARA’dur.
Bununla birlikte, ARA’dan {iretilenlerden biyolojik acidan daha az aktif olan EPA’dan
tiretilen eikozanoidler de bulunmaktadir. Bu bulgu, eikozanoid iiretiminde ARA ve EPA
arasinda yarigmali bir durumun oldugunu gostermistir. Bu yarisin bir sonucu olarak,
EPA f{izerinden olusturulan eikozanoidler, yarigsmali bir sekilde ARA iizerinden de
olusturulmaktadir. Bu nedenle, viicuttaki eikozanoid faaliyetleri ARA / EPA’nin
orantyla belirlenir ve boylelikle dokularda ARA / EPA oranlarinin yiiksek olusu,
artirllmig eikozanoid faaliyetlerine neden olur. Bunun sonucunda ise kan pihtilagmasi ve
yangisal cevabi da kapsayan, kalp-damar fonksiyonlari1 geligir. Oysa, EPA / ARA’nin
ylksek oranlarinin, eikozanoid faaliyetlerini azalttig1 ve saglik agisindan daha faydali

oldugu bilinmektedir (Sargent ve ark., 1999).



Batili diyetlerde, n-6 formu yag asitlerinin miktarlarinin artirilmast durumunda
C20:4 n-6 (ARA) iizerinden eikozanoid metabolik {iriinlerinin sentezinin arttigi
saptanmistir. Bununla birlikte, n-3 formu yag asitlerinden Ozellikle C22:5 n-3
(Dokosapentaenoik asit; DPA) tiizerinden, sentezlenen eikozanoid miktarlarinin, n-6
formu yag asitleri tarafindan olusturulanlardan daha az oldugu bildirilmistir
(Simopoulos, 1999).

Harris ve ark. (2007)’e gore, balik tiiketmeyen populasyonlarda ARA, asiri
doymamis yag asitleri igerisindeki baskin yag asitidir (toplamin % 80°’1). Bu nedenle bu
bireylerde iiretilen eikozanoidlerin birincil olarak ARA iizerinden sentezlendigi, yiiksek
miktarda balik tiiketen toplumlarda ise, n-3 formu asir1 doymamis yag asiti icerigi
artarken n-6 formu asir1 doymamis yag asitlerinin % 60-65 oranina kadar diistiigii
bildirilmistir.

Yaqoob (2004)’e gore, laboratuar hayvanlarinda immun fonksiyon iizerine
besinsel yaglarin etkilerini arastiran ¢aligmalar, yiiksek yag iceren besinlerin diisiik yag
icerenlerle karsilagtirildiginda yagin seviye ve tipine bagli olarak lenfosit
fonksiyonlarint baskiladigini gostermistir. Doymus yag asitleri ve n-6 formu asiri
doymamis yag asitleri lenfosit proliferasyonu, sitokin {liretimi veya dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicre aktivitesi {lizerine az etkiye sahiptir. Buna karsin, oleik asit ve n-3 formu asir1
doymamis yag asitlerinin, hem lenfosit aktivasyonunu hem de NK hiicre aktivitesini
onledigi kanitlanmistir. Ek olarak, balik yaginin lenfositler ve makrofajlar tarafindan
yangisal sitokinlerin iiretimini 6nledigi ve lenfositler tarafindan adezyon molekiillerinin
ifadesini diisiirdiigii kanitlanmistir.

Linoleik ve linolenik asit ve uzun zincirli tlirevleri bitki ve hayvan hiicre
membranlarinin dnemli bilesenidirler. Insanlar balik yada balik yagm sindirdiklerinde,
sindirilmis olan EPA ve DHA 6zellikle plateletler, eritrositler, notrofiller, monositler ve
karaciger hiicrelerindeki n-6 yag asitleri ile kismi olarak yer degistirir. Sonugcta ise balik
ya da balik yagindaki EPA ve DHA sunlara yol agmaktadir:

1) diisiik miktarda prostaglandin E2 metabolitlerinin iiretimi

2) diigiik miktarda tromboksan A2 iiretimi

3) diistik miktarda lokotrien B4 {iretimi

4) artan tromboksan A3 {iretimi

5) artmig prostasiklin PGI3 miktar



6) artmis 16kotrien B5 konsantrasyonlar1 (Simopoulos, 1999).

Kardiyovaskiiler hastaliklar, bat1 diinyasindaki oOliimlerin biiylik kismini
olusturur. Genelde besinsel ¢aligmalar, {i¢ temel yag asit sinifi olan doymus yag asiti,
asirt doymamis yag asiti ve tek ¢ift bag iceren doymamis yag asiti agisindan yagin
alinimini ve etkisini incelemeye yonelmistir. Simdi aymi smif ig¢erisindeki bireysel yag
asitlerinin, kardiovaskiiler hastalik riski iizerine ¢ok farkli etkilere sahip olduklar1 kabul
gormektedir. Doymus yag asiti ile ilgili olarak, laurik (C12:0), miristik (C14:0) ve
palmitik (C16:0) asitin, disiik yogunluklu lipoprotein (LDL)-kolesterol seviyelerini
artirdig1 yoniinde bilimsel fikir birligi vardir. Stearik asit (C18:0) nétral veya hafif bir
sekilde LDL-kolesterol {izerine diisiiriicii etkiye sahiptir. Ek olarak, elaidik asitin trans
izomeri (C18:1 t9) LDL-kolesterol seviyesini yiikseltip, yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL)-kolesterol seviyelerini diisiiriirken, oleik asit (C18:1) gibi tek ¢ift bag igeren
doymamis yag asiti, LDL-kolesterolii diisiiriir ve HDL-kolesterol iizerine nétral bir
etkiye sahiptir (Cantwell, 2000).

Kardiyovaskiiler ~hastaliklar ve bununla bagdastirilmis bozukluklarin
onlenmesinde balik yaglarinda bulunan ®:3 (omega-3) veya n-3 formu yag asitlerinin
rolii hakkinda gerek bilimsel, gerek klinik ve gerekse halk agisindan belirgin bir ilgi
olugsmustur (Holub ve Holub, 2004). C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 gibi deniz kdkenli asiri
doymamis yag asitlerinin triacilgliserol diisiiriicii etkisi de genel olarak kabul
edilmektedir (Cantwell, 2000).

Balik yaglarinin 6nemli bir etkisi diinya niifusunda yiiksek bir prevalansa sahip
olan ve gerek genetik gerekse g¢evresel faktorlerce (beslenme, hayat tarzi) gelisimi
desteklenen plurimetabolik sendrom iizerinde ¢alisilmistir (Lombardo ve ark., 2007).
Buna gore, besinsel balik yagi dislipidemiyi iyilestirici etki gostermekte ve sukrozca
zengin besinle beslenmis farelerde insiilin faaliyeti ve adipositiyi gelistirdigi
bulunmustur. Ayni ¢aligmada, balik yaginin gerek oksidatif gerekse oksidatif olmayan
glukoz yollarin1 kas dokusunda normallestirdigi, memran fosfolipitlerinin yag asiti
bilesimini degistirildigi ve izole edilmis P hiicrelerinde lipit icerigi ve glukoz
oksidasyonunun normale dondiigii belirlenmistir.

Bir arastirmada, asirt doymamis yag asitlerinin tip ve miktarinin, kiiltiirdeki
osteoblastik hiicre fonksiyonlarina ve hayvan modellerinde kemik olusumuna etki

ettikleri belirtilmistir. Kemik, viicut i¢in bir destek cergevesi saglamasi yaninda



kalsiyumun fizyolojik dengesini korumayi1 da saglar. Asidik fosfolipitlerin, gelisim
plaginda kikirdak mineralizasyonunu kolaylastirdigi ve prostaglandinlerin kemik
olusumu ve rezorpsiyon faaliyetlerini kolaylagtirmak i¢in insulin-benzeri gelisim
faktorlerini kapsayan anabolik faktorleri diizenlemeye yardim eden biyo-mekanik
kuvvetlerden mesajlara arabuldugu gosterilmistir. Ilgili prostanoid tiirevlerinin
faaliyetleri acisindan C20:4 n-6’ya antagonistik olarak islev yapan y-linolenik asit ve
C22:5 n-3’lin yash bayan deneklerde kemik kalitesini gelistirdigi gosterilmistir. Bu
temel yag asitlerinin etkileri altinda yatan mekanizma, bagirsakta kalsiyum emilimini
artirma, kemik kollajeninin sentezini yiikseltme ve kalsiyumun iriner atiliminm
diistirerek kemik yikimini indirgeme yeteneklerine baglanmaktadir (Watkins ve ark.,
2003).

Diinya saglik orgiiti (WHO), major depresif bozuklugun 2020 yilina kadar
ikinci bagta gelen problem olarak karsimiza ¢ikacagini belirtmektedir. Yiiksek miktarda
balik tiiketen toplumlarda major depresif bozuklugun prevalansinin daha diisiik oldugu
ve asirt doymamis yag asitlerinin ¢esitli psikiyatrik rahatsizliklarin tedavisinde oldukca
etkili olduklar1 bildirilmistir (Su ve ark., 2003). Bu yag asitlerinin kardiyak ve ndral
uyarilabilirligi disiirerek faydali etkiler olusturduklari saptanmigtir. Bu etki i¢in agik
yollar, bu uyarilabilirligin etmeni olan nérotransmitter reseptorleri ve iyon kanallaridir.
Linolenik asitin iskemi uyarimli noral 6liimii ve kainate uyarimli nobetler ve noral
Olimii onledigi belirlenmistir. Palmitik asitin bu aktivitelerden yoksun oldugu ve asiri
doymamis yag asitlerinin bu etkiyi glutamaterjik transmisyonu onleyerek noral 6liimii
blokladiklarini ve sinir-koruyucu etkilerinin en azindan bir kismmin K iyon kanalini
acma ile iligkili olabilecegi belirlenmistir (Lauritzen ve ark., 2000).

Denizel kokenli asir1 doymamis yag asitlerini sinir koruyucu etkilerinin iki temel
nedeni oldugu disiiniilmektedir. Bunlardan birincisi, temel yag asitleri sinaptik
membranlarin temel bilesenleridir ve sinyal transdiiksiyonu dahil norolojik fonksiyonda
vazgecilmez bir rol oynadiklarina inanilmaktadir. Diger neden ise, bilindigi gibi
serebral hiicre membranlari, sentezlenemeyen ve diyetten kazanilmasi gereken belirli
asir1 doymamis yag asitlerinden olusur. Bu ylizden, hiicre membranlarindaki asiri
doymamis yag asiti anormallikleri, membran mikro yapisint degistirebilir ve o zaman
anormal sinyal transdiiksiyonuna ve bagisikliksal diizenlenmeye yol agar (Su ve ark.,

2003; Holub & Holub, 2004).



n-3 formu yag asitlerinin kalp damar hastaliklarinda faydali etki gdstermeleri
trigliserid ve c¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) seviyesini diigiirmelerine
atfedilmektedir. Yine bu yag asiti formunun kalpte ritim bozuklugunu 6nleyici etkisinin
ise miyosit sarkolemma iyon kanallariin aktivitesini etkileme yetenekleri nedeniyle
oldugu bildirilmistir. Tiim bu molekiiler mekanizmalarla birlikte, n-3 formu asir1
doymamis yag asitlerinin tedavide kullanilmalarinin olaganiistii yani, uzun siire
uygulanmalarina karsin iyi tolere edilebilmeleri ve ciddi bir yan etkilerinin
bulunmamasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Russo, 2009).

Son zamanlarda siganlarin demir metabolizmasi iizerine yapilan bir ¢alisma
balik yaglarinin dezavantajini tartismigtir. Buna gore, balik yag1 veya n-3 formu asiri
doymamis yag asitleri agisindan zengin besinlerin, plazma ve membranlarin a-tokoferol
icerigini disiirdiigli ve oksidatif stresi artirdig1 gosterilmistir. Oysa zeytinyagi agisindan
zengin besinler, peroksidasyon hizin1 ve serbest radikallerin iiretimini diistirmektedir.
Ayn1 c¢alismada, zeytinyagr acisindan zengin bir diyetle beslenen siganlarla
kiyaslandiginda, balik yagi ile beslenen siganlarin, karaciger ve dalaklarindaki hem
icermeyen demir depolarinda bir diigiis gézlenmistir (Miret ve ark., 2003).

Giliniimiizde ucuz protein ve enerji kaynagi gereksinimi her gecen giin artarken
balik etinin 6nemi de buna paralel olarak artmaktadir. Balik eti diinya gida iiretiminde
% 1’lik bir katki saglarken, toplam protein iiretiminin % 5’ini, toplam hayvansal protein
kaynaginin da % 14’iinii olusturmaktadir. Diinyanin kars1 karsiya kaldigr aglik problemi
ve insan sagligia olumlu katkilar1 g6z oniine alindiginda balik, insan gidasi olarak daha
fazla kullanilacaktir. Ayrica balik etinin besin degeri bakimindan ¢iftlik hayvanlariyla
karsilastirildiginda, yiiksek protein ve mineral igeriginin yani sira diisiik yag icerigine
sahip olmasi nedeniyle daha avantajli oldugu bilinmektedir (Aras ve ark., 2000; Hossu
ve ark., 2001; Karabulut & Yandi, 2006).

Baliklarin kimyasal bilesimini bilmek onun besin degerini tanimada ve besin
teknolojisi agisindan ¢ok énemlidir. Baligin kimyasal bilesimi tiirden tiire degistigi gibi
baliga verilen yem igerigi de baligin kimyasal bilesimi iizerinde etkilidir. Ayni1 balik
tiirlerinin kimyasal bilesimleri de farklilik gosterebilmektedir (Uysal ve ark., 2002).

Yapilan ¢alismalardan, balik tiirleri arasinda ve tiir icerisinde yag asiti

bilesiminin beslenme durumu, yas, esey, mevsimsel durum ve Orneklenen doku gibi



bircok faktore baglh olarak degiskenlik gosterdigi iyi bir sekilde ortaya konmustur
(Rueda ve ark., 2001; Aras ve ark. 2003 a; b; c; Gorgiin ve Akpinar, 2007).

Icerigi farklilik gdsteren besinlere bagl olarak lipit biyosentezini degerlendiren
ilkin ¢aligmalarda kullanilan balik tiirleri, Cyprinus carpio (Farkas ve ark., 1978) ve
Salmo gairdnerii (Henderson ve Sargent, 1981) olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Gilinlimiize ait ¢aligmalarin ise biiylik ihtimalle insan beslenmesindeki onemlilikleri
nedeniyle bitkisel ve balik yag1 iceren besinlerle beslenen salmonidae ailesine ait balik
tiirlerinin yag asiti bilesimleri lizerinde odaklandig1 anlasilmaktadir (Bell ve ark., 2002;
Fonseca-Madrigal ve ark., 2005). Pettersson ve ark. (2009) balik yag1 ve kolza tohumu
yaginin Salvelinus alpinus’un kas ve karacigerinin lipit ve yag asiti bilesimine etkisini
incelemislerdir. Balikk yagi ile karsilagtirildiginda kolza tohum yagmin artan
miktarlarinin karaciger total lipitini artirdig1 ve incelenen dokularin yag asitlerinde ise
C20:5 n-3 ve C22:6 n-3 te diisiis, C18:2 n-6 da ise artis oldugunu belirlemislerdir.

Balik yagi, soya yagi ve ay¢igegi yagi kullanilarak Acipencer gueldenstadedtii
tiiriinde yapilan ¢aligmalar bu tiiriin n-3 ve n-6 yag asitlerine gereksindigini belirtmekle
birlikte, gerek karaciger gerekse kas dokusunun besinde bulunan yag asitleri ile
etkilendigini bildirmistir (Sener ve ark., 2003).

Bell ve ark. (1999) baslangigta 1.2 gram agirliga sahip olan Scophthalmus
maximus’u keten tohumu yagi (n-3 PUFA dan yoksun), zeytin yagi (n-3 PUFA dan
yoksun) ve balik yagi olmak iizere ii¢ farkli besinle 12 hafta siiresince beslemislerdir.
Buna gore, balik yagi ile beslenen grupla karsilastirildiginda keten tohumu ve zeytin
yaginin spesifik gelisim hizinda diisiise ve 6liim oraninda ise bir artisa neden oldugu
gozlenmistir. Balik yagiyla beslenen gruplarin karacigerlerinde herhangi bir
histopatolojik bulguya rastlanmazken, diger gruplarin yarisinda acik bir sekilde
karaciger patolojisine rastlanmistir. Baliklarin karkaslarindan alinan 6rneklerde yapilan
total lipit caligmalari sonucunda elde edilen yag asitlerinde keten tohumu yagiyla
beslenen gruplarda C18:2 n-6 ve C18:3 n-3’lin seviyelerinin arttig1 fakat fizyolojik
acidan onemli olan C20:4 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3 yag asitleri seviyelerinin balik
yagiyla beslenen gruplara kiyasla diistiigii bulunmustur. Zeytinyagi ile beslenen
gruplarin karkasindan elde edilen yag asiti sonuglar1 bu baliklarda biiyiik ¢ogunlugunun
tek cift bag iceren yag asitleri ve doymus yag asitlerinden olusurken, C18:2 n-6 harig,

asirt doymamis yag asiti ylizdesinde onemli diisiisler oldugu belirlenmistir. Benzer
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bulgular karaciger dokusu icin de yinelenmistir. Sonug¢ olarak, balik yagimin balik
beslenmesindeki 6nemi vurgulanmistir.

Balik besinlerine ilave edilen yag miktarinin ¢esitli dokularin lipit depolara
etkisi Melanogrammus aeglefinus {tizerinde c¢alistlmigtir. Bu tiirde, besin lipit
icerigindeki artisa bagl olarak gelisim ve besin doniisiim oraninin 6nemli bir sekilde
artmadig1 belirlenmistir. Ayn1 sekilde kas lipit seviyeleri besinle énemli bir sekilde
artmazken, karaciger yag asiti seviyeleri besinin yag asiti seviyelerini yansitmigtir. Bu
tirde yiliksek enerjili ve lipit igerigi yiiksek besinlerle beslemeye bagli olarak yaglh
karaciger durumu goézlenmistir. Bu durumun, balikta somatik gelisim ve yaglanmis
karacigere bagli olarak, baligin sagliginin etkilendigi bildirilmistir (Nanton ve ark.,
2001).

Baliklarda temel lipit depo yerinin tiirler arasinda farklilik gosterebilecegi ve
yagin balikta subkutandz, karaciger, kas miyoseptasi veya mezenterik membranlarda
yigilabilecegi bildirilmektedir. Bu depo yerlerinin goreli o6nemliligi degisiklik
gostermektedir. Genelde, Gadus morhua gibi derinlerde yasayan deniz baliklarinda
karaciger, bir yag deposu olarak gorev yapar. Buna karsin, Scomber scombrus gibi
pelajik baliklarda yag kasta depolanir. Bununla birlikte, ¢ok fazla aktif olmayan
Anguilla anguilla gibi tiirlerde ise miyoseptalar ¢ok yiiksek yag depolama yetenegine
sahiptir (Sheridan, 1988; van den Thillart ve ark., 2002).

Lipitlerin, organizmalarin kendilerini yasadiklar1 ortama adapte ederken, viicut
yogunluklari diizenlemede ©nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Eastman ve
DeVries, 1982; Clarke ve ark., 1984; Kozlova, 1998; Kozlova & Khotimchenko, 2000).
Bu olguyu aydinlatmak i¢in Baykal (Baikal) goliine 6zgii iki tiir olan Cottocomephorus
grewingki ve Cottocomephorus inermis ile yapilan calismalarda, bu tiirlerin temel lipit
simiflarinin triagilgliseroller ve fosfolipitler oldugu ve arastirilan dokularda miktarlar
degismekle birlikte ana fosfolipit siniflarinin fosfotidilkolin ve fosfotidiletanolamin
oldugu belirlenmistir (Kozlova, 1998).

Kozlova ve Khotimchenko (2000) yine Baykal goliiniin iki endemik tiirii olan ve
yiizme kesesi bulundurmayan pelajik Comephorus baicalensis ve Comephorus
dybowski tiirlerinin ergin disilerinin tim viicut ve bazi dokularimi1 (karaciger, kas,
ovaryumlar) lipit ve yag asitleri agisindan arastirmiglardir. C. baicalensis tiiriiniin viicut

(% 38.9), karaciger (% 23.5) ve kas (% 14.5) dokusunda bulunan lipit miktarlarinin C.
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dybowski (sirasiyla, % 4.7, 8.7 ve 2.6) tiriinde bulunandan daha fazla oldugu
belirlenmistir. iki tiiriin ovaryum lipit miktarlar1 benzerlik gdstermistir (% 5,3-5,6).
Yine fosfotidiletanolamin ve fosfotidilkolin’in temel fosfolipit tiirleri oldugu
belirlenmistir. Cogu durumda, tek ¢ift bag iceren yag asitleri C. baicalensis’te major
yag asiti sinifin1 olustururken, C. dybowski’de asir1t doymamis yag asitlerinin major yag
asiti sinift oldugu belirlenmistir.

Membranlardaki kolesterol igerigi, lizofosfolipitlerin seviyesi ve asir1 doymamis
yag asitlerinin varligt membran akigkanligini kontrol etmede oldukc¢a onemlidir. Bu
bilesenlerin miktarlarinin veya fosfolipit yag asitlerinin doymamishk derecesinin
artmasi gegcirgenlik, aktivite ve membran bagimli birka¢ enzimin allosterik davranisinda
degisim ile birlikte daha diisiik sicakliklara dogru membranlarin faz gegislerine neden
olur. Bu nedenle tiim organizmalarin bu bilesenleri membranlarinda dogru oranda
tutmalar1 kaginilmazdir. Sicak kanli hayvanlarda membranlarin faz gegis noktasi viicut
sicakligindan oldukga asagidadir ve membran akiskanliginin kontrolii gerekli degildir.
Ancak baliklar gibi poikloterm hayvanlar sabit bir viicut sicakligina sahip degillerdir.
Bu nedenle, her zaman degisen sicakliklara membranlarinin fiziko kimyasal
Ozelliklerinin adaptasyonu oldukc¢a hayati bir deger tasimaktadir (Farkas ve Csengeri,
1976).

Farkas ve Csengeri (1976), Cyprinus carpio’da yag asiti biyosentezi iizerine
cevresel sicakligin etkisini aragtirmiglar ve hem total lipit hem de fosfolipit
fraksiyonlarinda bulunan uzun zincirli asir1 doymamis yag asitlerinin seviyelerinin
soguga adapte olan baliklarda sicaga adapte olanlardan daha yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. Calismada elde edilen sonuclardan doymus yag asiti fraksiyonunu
meydana getiren sitoplazmik yag asiti sentetaz enzim kompleksi ve uzun zincirli
doymamis yag asitlerinin sentezini gerceklestiren sistemlerin sicakliktaki degisimlere
farkli cevaplar verdiklerini bildirmislerdir.

Enterosit membranlarin lipit kompozisyonunun ince bagirsagin sindirim
fonksiyonunu etkiledigi ve membrandz sindirim enzimlerinin hayvanin besinsel
durumunun bir belirteci olabilecegi saptanmistir (Raul ve ark., 1982; Duddley ve ark.,
1994; Goda ve Takase, 1994 a; b; Wang ve ark., 1996; Cahu ve ark. 2000).

Erginlesmemis Dicentrarchus labrax’in {i¢ grubu 13 hafta boyunca farkl lipit

icerigine sahip (% 12, % 21 ve % 30) {i¢ izonitrojendz besinle beslenmislerdir. Bu
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deney sonucunda, ii¢ balik grubunda da agirlik kazaniminin esit oldugu goriilmiistiir. Ug
deneysel besininin ayni yag asit bilesimine sahip olmasina karsin, firca kenarh
membranlarin yag asiti bilesimi li¢ grupta da farklilik gostermistir. Besinsel lipit
seviyesinin artmasina bagli olarak tek ¢ift bag iceren yag asiti formu artig gosterirken,
n-3 formu asir1 doymamis yag asiti sinifinda meydana gelen diisiis bu bulguya paralellik
gostermistir. Yine ayni sekilde besinsel lipit seviyesinin artigiyla birlikte, firca kenarl
membranlarda bulunan alkalin fosfataz, aminopeptidaz N, y-glutamil transpeptidaz ve
maltaz enzimlerinin aktivitelerinde diisiis oldugu belirlenmistir. Membran bagimli olan
ince bagirsak sindirim enzimlerinin aktivitelerindeki degisimin fir¢a kenarh
membranlarin  akigkanligt ve yag asiti bilesiminin degisimi ile olabilecegi
vurgulanmistir (Cahu ve ark., 2000).

Yapilan besleme deneylerinde besinsel yag asitlerinin baliklarin yag asiti
bilesimine dogrudan yansidigi ve besinde bulunan temel yag asitlerinin balik
dokularinda dogrudan depolandigi belirlenmistir. Baliklarin yag asiti bilesimini
etkileyen cevresel faktorler olan besin, sicaklik ve aclik, Kangal Balikli Kaplicasi’nda
asagl yukart 35°C sicaklikta yasayan Garra rufa’nin kas dokusu {izerinde
degerlendirilmistir. 35°C sicaklikta 20 ve 22 karbonlu doymamis yag asitlerinin
azaldig1, 24°C sicaklikta ise bu yag asitlerinin arttigi gozlenmistir. Bu calismada
besinsel yag asitlerinin (miristik asit, palmitik asit, palmitoleik asit, oleik asit, linoleik
asit, linolenik asit) dogrudan depo edildigi, aglik sirasinda ise palmitoleik, stearik,
linoleik, linolenik ve arasidonik asit yiizdelerinde Onemli bir azalis, oleik asit
yilizdesinde ise artis oldugu saptanmistir (Akpinar ve Aksoylar, 1988).

Akpnar (1999) Kangal Balikli Kaplicasi’nda 35°C sicaklikta yasayan bir diger
tiir olan Cyprinion macrostomus’un kas dokusu yag asiti bilesimine sicaklik ve agligin
etkilerini aragtirmistir. Buna gore, 35°C sicaklikta beslenen ve a¢ birakilan baliklarin
yag asiti bilesiminde kalitatif olarak bir degisiklik goriilmemistir. 24°C sicaklikta
beslenen ve a¢ birakilan baliklarda ise besinde bulunmayan dokosapentaenoik asit
(C22:5 n-3) ve dokosaheksaenoik (C22:6 n-3) asitin sentezlenebildigi ve linoleik asit
(C18:2 n-6) yiizdesinin ¢ok azaldigi belirlenmistir. 35 ve 24°C sicaklikta beslenen ve ag
birakilan baliklarda en fazla degisime ugrayan yag asitlerinin uzun zincirli doymamis
yag asitlerinin (C18:2, C18:3, C20:3, C22:4, C22:5, C22:6) oldugu sonucu ortaya
cikmugtir.
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Farkli kosullarda yetistirilen ve Avrupa’da yayilis gosteren Silurus glanis
filetolar1 ilizerinde yapilan ¢alismalar, bu tiiriin yar1 yaglh bir tiir oldugunu ve protein
iceriginin de su sicakligiyla etkilendigini bildirmistir. Ayrica, tiiriin lipit iceriginin
yetistirilme kosullar ile besin veya gerek yetistirme kosullar1 gerekse besinin 6nemli
etkilesimlerine bagli olarak yag asiti oranlarinin etkilendigi bildirilmistir (Hallier ve
ark., 2007).

Balik dokularinin yag asiti bilesimi, temel olarak besinsel lipit bilesimiyle ve
besinsel yag asiti girisini modifiye etme yoluyla belirlenir. Bu modifikasyon gerek
katabolizma gerekse polar ve nétral lipitlere desaturasyon, elongasyon ve esterifikasyon
metabolik yollariyla meydana gelir (Bell ve ark.,, 1993; Sargent ve ark., 1995;
Henderson, 1996; Ruyter ve ark., 2000). Lipit elongasyon ve desaturasyonunda
gereksinilen metabolik enzimlerin 6zgiilliikleri nedeniyle, besindeki yag asiti aileleri ve
yag asiti oranlarinin tam miktarlar1 fizyolojik ilgidedir. Bu nedenle besinsel lipitler
sadece fosfolipitlere dahil edilen yag asitlerinin farkli tipleri arasinda dengeyi
diizenlemekle kalmayip, ayn1 zamanda metabolik enerjinin bir kaynag: olarak ta énemli
bir rol oynamaktadir. Spesifik metabolik gereksinimlerini diisiindiigiimiizde, bu
baglamda organizmalardaki yag asiti profilleri belirgin bir sekilde baligin viicut
kisimlar arasinda farklilik gostermektedir (Bell ve ark., 2001; Tocher, 2003; Turchini
ve Francis, 2009; Magalhaes ve ark., 2010).

Baliklarda 6zellikle metabolik agidan oldukga aktif bir organ olan karaciger ve
baligin insanlar tarafindan asil yenilebilir kismi olan kas dokusunun yag asiti
bilesimleri, adip6z doku ve gonadlariyla yapilan birbirinden bagimsiz caligmalar
(Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta macrostigma, Salmo trutta labrax) gerek
metabolizmanin aydinlatilmasi1 gerekse insan beslenmesine tavsiyelerde bulunmak
amaciyla yapilmistir (Aras ve ark., 2003 a; b; Gorgiin ve Akpinar, 2007; Akpinar ve
ark., 2009). Bununla birlikte, Aras ve ark. (2003 ¢) damizlik gokkusagi alabaliklarinin
(Oncorhynchus mykiss) yumurta ve spermlerinin yag asiti bilesimlerini, aldiklar1 yemin
yag asiti profili ile karsilastirmiglardir. Besine bagl olarak doymus yag asiti (DY A), tek
cift bag iceren doymamis yag asiti (TCDmYA), n-3 ve n-6 asir1 doymamis yag asiti
(ADmYA) oranlar1 agisindan sperm ve yumurta dokusu arasinda ¢ok énemli istatistiksel

farklarin oldugu belirlenmistir.
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Yukarida anlatilanlar kapsaminda her ne kadar balik dokularinin besinsel yag
asiti kompozisyonlarini biinyelerinde yansittigin1 bildiren ¢alismalarin  varligina
ragmen, Arzel ve ark. (1994), lipit kaynag1 degistirildiginde, kahverengi alasi Salmo
trutta L.’nin karaciger dokusunda daha belirgin olmakla birlikte, kas dokusunda da az
cok sabit bir yag asiti kalibinin varligin1 gozlemislerdir. Bu arastirma sonucunda doku
lipitleri bilesiminin besinsel lipitlerinkini basit bir tarzda yansitmadigi, bundan daha
ziyade bazi yag asitlerinin tiire ve caligilmakta olan dokunun dogasina bagli olarak
tanimlanmis oranlar igerisinde oldugu vurgulanmigtir. Ayni tiiriin yabani ve beslenen
baliklar1 ile yapilan kontrollii deneyler, baliklarda metabolizmanin karmasik i¢ yiiziini
ortaya koymak i¢in oldukca aydinlatict olmuslardir. Yine de bu caligmalardan elde
edilen bulgular farkli sonuglar1 tavsiye etmektedir. SOyle ki, yabani ve beslenen
gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss’in et ve derisinden elde edilen sonuglarda,
kiiltiire edilen baligin yag asiti bilesiminin besininkine bagli olmadig: ortaya ¢ikmistir
(Saglik Aslan ve ark., 2007).

Rueda ve ark. (1997) Pagrus pagrus tiirliniin yabani ve kiiltiire edilmis tiirleriyle
yaptiklar1 calismada, yabani baliklarin toplam lipitindeki n-3 ve n-6 oranlarini daha
fazla bulmuslardir. Oysa Rueda ve ark. (2001) Diplodus puntazzo’nun beslenen ve
yabani bireyleri ile yapmis olduklar1 arastirmayla ise, beslenen tiirlin insan sagligina
daha faydali olabilecegini belirtmislerdir. Saglik ve ark. (2003) Sparus aurata ve
Dicentrarchus labrax tiirlerinin yabani ve kiiltiire edilmis bireylerinin yag asiti
bilesimlerini karsilastirdiklarinda kiiltiire edilen baliklarin etinde insan saglig1 agisindan
onemli olan C20:5 n-3 ve C22:6 n-3 yag asiti miktarlarinin daha fazla oldugunu ortaya
koymustur.

Tatli su ve deniz kokenli baliklarin yag asiti bilesimleri arasinda da farkliliklar
oldugu bildirilmistir. Glinlimiizde yapilan ¢aligmalar tathh su baliklarinin deniz
baliklarindan ¢ok daha diislik n-3 formu yag asiti seviyelerini igerdigini gostermektedir.
Bununla birlikte, zincir uzatilmasi ve desaturasyon siirecleri tatli su baliklarinda deniz
baliklarindan daha etkindir. Bu nedenle, tathi su baliklarinin beslenme ile yiiksek
besinsel degere sahip olan bir yiyecege doniistiiriilebilecegi vurgulanmaktadir (Steffens,
1997; Vujkovic v ark., 1999; Jankowska ve ark., 2003; Akpinar ve ark., 2009).

Tuzlulugun balik dokularinin yag asiti miktarlarina etkisi Haliloglu ve ark.

(2004) tarafindan deniz ve tathh su da yasayan gokkusagi alabaligi Oncorhynchus
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mykiss’te DYA, TCDmYA ve ADmYA miktarlar1 esas alinarak arastirilmistir. Buna
gore, % 0.17 oraninda ki tuzlulugun kas dokusunda yag asiti siniflarim1 etkilememekle
birlikte sadece EPA/DHA oranina etki ettigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada karaciger
ve gonad dokularinin tuz oranina bagl olarak, tek ¢ift bag i¢eren yag asiti fraksiyonu ve
n-3 formu ADmYA igerigi 6nemli bir dlgiide etkilendigi bildirilmistir. Adip6z doku da
ise tiim yag asiti siniflarinin tuz oranina bagh olarak etkilendigi bulunmustur.

Ozogul ve ark. (2007) Tiirkiye’de ticari olarak 6énem arz eden deniz ve tatli su
baliklarinin yag icerikleri ve yag asiti bilesimlerini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada
Seyhan goliinden alinan tath su baliklarinin % 28-34.6 oraninda DYA, % 10.7-22.7
arasinda TCDmYA, % 23.2-43.7 oranlar1 arasinda ADmY A i¢cermelerine karsin, denizel
baliklarda bu oranlar DYA’da % 25.5-39.4, TCDmYA’da %13.2-29.0 ve ADmYA’da
ise % 25.2-48.2 olarak bulunmustur. Bu calismada goze ¢arpan bir diger husus ise
denizel baliklarda bulunan n-3 formu doymamis yag asitlerinin (% 22.6-44.2) tath su
baliklarinda bulunan oranlardan (% 11.5-28.4) daha yiliksek olmasina ragmen, n-6
formu doymamis yag asitleri tatli su baliklarinda daha yiiksek oranlarda temsil
edilmesidir.

Balik tiirlerinin sahip olduklari lipit ve yag asiti bilesimi yasadiklar1 ortamin yani
sira belirli donemlerdeki fizyolojik faaliyetlere bagli olarak degisim gostermektedir.
Baliklar iireme evresi dncesinde bol besine gereksinim duyarlar ve ilireme evresinden
once gonatlarin gelisimi i¢in protein, karbohidrat ve lipite olan gereksinim fazladir.
Karaciger, gonad gelisimi ve gamet olusturulmasi i¢in kullanilacak lipitin biiyiik bir
kismin1 depo eder. Bununla birlikte, balik tiirlerinin eseysel olgunluk donemlerinde
lipitleri tercih ettikleri ve bu donemde enerji ihtiyaglarini ise daha ¢ok kas dokularindan
sagladiklar1 ifade edilmektedir (Metin ve Akpinar, 2000 a; Konar ve ark., 1999).

Ulkemiz sularindan Sir baraj géliinde yasayan Chondrostoma regium (Heckel,
1843)’un erkek ve disi bireylerinin kas dokusu yag asiti bilesiminde {ireme periyodu
sonrasinda 6nemli miktarda azalma oldugu tespit edilmistir (Kara, 2001). Ayni sekilde,
Capoeta capoeta umbla’nin erkek ve disi bireylerinin karaciger ve kas dokusu lipit
miktarlarinin iireme donemi sonrasinda azaldigi belirlenmistir (Yilmaz ve ark., 1995).
Ceyhan goliinde yasayan Chondrastoma regium’un erkek ve disi bireylerinin gonad

dokularinin yag asiti bilesimi iireme Oncesi ve sonrasinda belirlenmistir. Buna gore,
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gerek erkek gerekse disi bireylerin gonad yag asiti igerigi iireme donemi Oncesinde
tireme donemi sonrasina gore yiiksek oldugu bulunmustur (Kara ve Celik, 2000).

Yumurtlayan ve yumurtlamayan Clupea harengus palas’in karaciger,
incebagirsak, kas dokusu iizerinde yapilan calismalardan da Onemli sonuglar elde
edilmistir. Yumurtlama durumu nedeniyle lipit tiiketiminin, yumurtlayan baligin kas ve
diger incelenen dokularinda 6nemli oldugu bulunmustur (Huynh ve ark., 2007).

Embriyonik gelisim esnasinda viicut gelisimine bagli olarak katabolizma
faaliyeti artis gdstermektedir. Son zamanlarda baliklarin lipit biyokimyasi alaninda
yapilan ¢alismalar, amino asit, yag asitleri gibi farkli besleyicilerin ontogeni esnasinda
ne genislikte katabolize edildigini belirlemeye yonelmistir. Perca fluviatilis’in
embriyolojisine yonelik olarak yapilan ¢alismada embriyogenesis esnasinda tiiriin enerji
kaynagi olarak lipit ve yag asitlerini katabolize etmedigini bildirmislerdir. (Abi-Ayad ve
ark. 2000). Bununla birlikte, yumurta sarisinin embriyonun gereksinimlerini karsilamak
icin oldukca uygun oldugu ve yumurta sarisinin yapisal lipit ve asirt doymamais yag asiti
depolarinin larval canlilik ve embriyo gelisimi i¢in Onemli bir faktér oldugu
belirtilmistir (Desvilettes ve ark., 1997).

Oncorhynchus mykiss’in embriyogenez ve erken gelisim evrelerindeki yag asiti
bilesimlerinde meydana gelen degisimler iki farkli bagimsiz ¢alisma ile ortaya
konmustur. Haliloglu ve ark. (2003) tiiriin gelisimi esnasinda enerji kaynagi olarak
C14:0, C16:1 n-7 ve C18:1 n-9 gibi yag asitlerini fazla miktarda kullanildiklarini ve
erken gelisim siireci igerisinde C18:3 n-6, C18:4 n-3, C20:2 n-6, C22:5 n-3
miktarlarinin azaldigin1 ve en yiiksek azalmanin ise tekli doymamis yag asitlerinde
oldugunu belirlemislerdir. Daha ayrtili diger ¢alisma ise Zengin ve Akpinar (2006)’
ya ait olup, bu ¢alismada tiirlin embriyonik gelisimi esnasinda C18:2, C18:3 ve C20:5
asitlerinde artig, C14:0, C16:2, C20:0, C20:2, C20:3, C20:4 ve C22:0 yag asitlerinde
genel olarak bir diisiisiin oldugu goriilmiistiir. Bu bulgulara ilaveten, embriyodan keseli
duruma gegiste C20:0, C20:3, C20:5’in miktarlarinda artig, C18:3 ve C22:1 de ise diisiis
oldugu belirlenmistir. Yiizme evresine ge¢cmis olan baliklarda ise C18:0 ve C20:2 de
diisiis, C14:0, C16:2, C18:2, C18:3 miktarlarinda artis gozlenmistir. Tiim gelisim
evrelerinde kalitatif bir farklilik gozlenmezken, C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1 ve
18 ve 20 karbonlu asir1 doymamis yag asitlerinin, tiiriin normal gelisimi i¢in gerekli

oldugu vurgulanmistir.
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Su akinti sistemlerinin 6zellikle alabalik tiirlerinin filetolariin yag asiti
bilesimlerini degistirdigine dair ¢alismalar bulunmaktadir. Celik (2000) Oncorhynchus
mykiss’in filetosunda n-3 yag asitlerinin su sirkiilasyonuna bagli olarak degisimini
arastirmistir. Su akintisina maruz tutulmus deney grubundaki baliklarda kontrol grubuna
gore C18:3 n-3, C18:4 n-3, C20:4 n-3, C20:5 n-3 yag asitlerinin istatistiksel olarak daha
fazla, C22:6 n-3’ii ise daha az bulunmustur. McKenzie ve ark. (1998), ayn1 azot miktari
ve enerjiye sahip, lipit igerigi farkli besinlerle beslenen Salmo salar tiirliniin yiizme
performansina etki ettigini ve bunda ise 6zellikle 18 karbonlu doymamis yag asitlerinin
sorumlu olabilecegini bildirmislerdir.

Baliklarda yag asit bilesimine etki eden en Onemli faktorlerden birisininde
mevsim oldugu bilinmektedir ve bu nedenle bazi arastirmacilar ¢esitli balik tiirlerinde
mevsime baglt olarak yag asit kompozisyonunda meydana gelen degisimleri
arastirmiglardir. Buna gore, Akpinar (1986) ve (1987) Mogan goliinde yasayan
Cyprinus carpio’nun karaciger ve kas dokusu yag asiti bilesimini esey ve mevsime
bagl olarak aragtirmis ve her iki ¢alismada da doku yag asit bilesiminin Onemli
derecede kantitatif farkliliklar gosterdiklerini belirlemistir. Ayrica 6zellikle uzun zincirli
yag asitlerinin tireme donemlerinde en fazla etkilenen yag asitleri olduklarini rapor
etmistir.

Uysal ve Aksoylar (2005) Sander lucioperca’nin erkek ve disi bireylerinin kas
dokusu yag asit bilesimindeki mevsimsel degisimleri aragtirmislardir. Bu ¢alismada,
doymamis yag asitlerinin toplam yag asitlerinin yarisindan fazlasint meydana getirdigi
belirlenmigtir. TCDmMYA’nin, ADmYA’inden fazla oldugu goriilmekle birlikte, EPA,
DHA ve ARA’nin ADmYA simifinin en baskin yag asitleri olduklar: tespit edilmistir.
Tiirlin kas dokusu yag asit bilesiminin mevsim ve ilireme peryoduyla dnemli derecede
etkilendigi vurgulanmustur.

Uysal ve ark. (2006), gonadlardaki olgunlasmaya bagl olarak S. lucioperca
eseylerinin karaciger yag asitlerindeki mevsimsel degisimleri aragtirmiglardir. Eseylerin
karaciger lipitlerinin eyliil ve kasim aylarinda arttifi, mayis aymda ise azaldig
saptanmigtir. C16:0, C20:4 n-6, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3’iin tiim mevsimlerde en fazla
bulunan yag asitleri oldugu belirlenmekle birlikte, ADmYA’ndeki mevsimsel

degisimlerin daha belirgin oldugu rapor edilmistir.
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Yenisei nehrinde diisiik su sicakliklari altinda yasayan Thymallus arcticus’un
kas dokusu yag asiti bilesimi mevsime gore ¢alisilmistir. Buna gore, lireme peryodunun
yag asitlerinin mevsimsel degisimindeki birincil neden oldugu bildirilmistir. Ureme
peryodu oncesinde 6zellikle EPA ve DHA gibi uzun zincirli EYA’inin kas dokusunda
biriktirildigi ve ilireme faaliyetiyle birlikte gonadlara transfer edildigi saptanmistir
(Sushchik ve ark., 2007).

Giiler ve ark. (2007) Beysehir goliinde yasayan C. carpio’nun kas dokusu yag
asitlerinde meydan gelen mevsimsel degisimleri aragtirmiglardir. Buna gore, ilkbahar,
yaz ve sonbahar mevsimlerinde ADmYA’nin DYA’dan fazla oldugu goriilmistiir.
Ayrica TCDmYA fraksiyonunun da ilkbahar ve yaz periyotlarindaki seviyelerinin DY A
seviyelerinden yiiksek oldugu belirlenmistir. Uzun zincirli doymamis yag asitlerinden
C22:6 n-3 yaz ve kis periyotlarinda yliksek seviyelerdeyken, C18:2 n-6’nin ilkbahar ve
sonbahar periyotlarindaki baskin ADmYA oldugu rapor edilmistir. Tiirlin kas dokusu
yag asiti kompozisyonunun beslenme periyodu ve mevsimle etkilendigi vurgulanmistir.

Kalyoncu ve ark. (2009), Vimba vimba tenella’nin kas dokusu yag asitlerinin
mevsimsel degisimini belirlemislerdir. Buna gore, tim mevsimlerde TCDmY A sinifinin
DYA ve ADmYA smiflarindan daha yiiksek seviyelerde oldugu goriilmiistiir. C16:0,
C18:1 n-9, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3’lin tiim mevsimlerde en fazla
miktarlarda bulunan yag asitleri olduklar1 bildirilmistir.

Lipitler en 6nemli enerji depo molekiilleri olmalari, biyolojik membranlarin
yapilarina katilmalar1 ve hiicre sinyallesmesi olaylarinda gereksinilmeleri gibi
nedenlerden dolay1 canli sistemler i¢in esansiyeldir (Gilham & Lehner, 2005). Bununla
birlikte, lipitler diinya biyo-kiitlesinin genis bir kismimi teskil etmekte olup, lipolitik
enzimler bu suda ¢dziilmeyen bilesenlerin doniisiimiinde 6nemli rol oynamaktadir.
Lipolitik enzimler baglarin kirilmasinda gereklidirler ve bu yiizden bir organizmanin
hiicresinde oldugu kadar, bir organizmadan diger organizmaya lipitlerin transferinde de
gereksinilirler. Lipolitik enzimlerin bir 6nemli 6zelligi ise, interfasiyal baglanmasi ve
sonra katalizini (Sensu stricto) gerektiren lipit-su ara yiizeyinde katalizledikleri
reaksiyonlarin essiz fizikokimyasal karakteridir (Beisson ve ark., 2000). Bu siireclerde
gereksinilen temel lipolitik enzimler olarak lipaz ve esterazlarin benzerligi ve
aktivitelerini veya substrata ulagmalarimi diizenleyen mekanizmalar yapilan

arastirmalarla ortaya ¢ikarilmaya devam etmektedir ( Gilham & Lehner, 2005).
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Lipaz ve esterazlar, hidrolaz enzim sinifina ait olup 6zellikle organik ¢oziiciiler
icerisinde ¢ok kararli ve aktif olmalar1 nedeniyle endiistriyel uygulamalarda ¢ok onemli
yer tutan enzimlerdir (Schmidt & Bornscheuer, 2005). Lipazlar (triacylglycerol
acylhydrolase; E.C.3.1.1.3) triagilgliserollerin serbest yag asitleri ve gliserole hidrolizini
katalizlemektedirler. Bu hidrolitik reaksiyon geri dontistimlidiir (Gupta ve ark., 2003)
ve yalnizca iz miktarda suyun varliginda tersine reaksiyon olan esterifikasyon
tepkimelerini de katalizlemektedirler. Bu baglamda, lipazlar geleneksel olarak uzun
zincirli yag asiti ester hidrolazlar1 veya alternatif olarak, oleik asitin esterlerini
hidrolizleme yeteneginde olan esterazlar olarak isimlendirilmektedirler (Paiva ve ark.,
2000).

Ilk olarak 1856 yilinda Claude Bernard tarafindan suda ¢dziinmeyen yag
damlalarini hidroliz eden ve bunlar1 suda ¢oziilebilir iiriinlere doniistiiren bir enzim
olarak pankreatik sivida bir lipaz tanimlanmistir. Bununla birlikte, lipazlarin hidroliz
olaymi katalizleme ve esterleri sentezleyebilme yetenekleri giiniimiizden yaklasik
olarak 70 y1l 6ncesinde fark edilmistir (Hasan ve ark., 2006).

Hidrolazlar, enzimlerin o/f katli grup ailesinde bulunmaktadirlar (Schrag &
Cygler, 1997). Esterazlarin biiyiikk ¢cogunlugu da dahil olmak {izere tiim lipazlar bu
katlanmay1 paylasirlar. Triagilgliserol lipazlar tiim fungal, bakteriyel ve pankreatik
lipazlar igerirler. Esterazlar ise flavodoksin benzeri katlanma grubuna ait olan kutinaz
grubu ile o/ hidrolaz katlanmasina sahip olan esteraz ve asetilkolinesteraz grubu olmak
tizere lice ayrilmaktadirlar (Fojan ve ark., 2000).

o/B hidrolaz siiper ailesinin {iiyeleri belirli bir o heliks ve B plakali yapinin
topolojisini gostermektedirler. Bu uzaysal katlanmaya bakildiginda, yapinin birkag o
heliks tarafindan cevrelenilen merkezi bir B plakadan olustugu belirlenmistir. o/f3
hidrolaz kathi proteinlerin katalitik tcliisii (catalytic triad), niikleofil grup olarak bir
serin, asit grup olarak aspartik veya glutamik asit ve bir de histidin gruptan
olusmaktadir. Bu katalitik ti¢lii Gly X Ser X Gly (bu dizide X, prolin haricindeki
herhangi bir amino asidi temsil etmekte) motifindeki serin amino asitli niikleofilik
dirsekte bulunmaktadir. Katalitik olaylarda bu katalitik ti¢lii grubun rolii aktif merkez
icerisindeki oryantasyonlar1 ile uyumluluk gostermekte ve yaklasik olarak enzimin
merkezindeki dip aktif merkez oyugunun altinda konuslanmaktadir. Lipazlarda bulunan

bu katalitik merkez ise serin proteaz grubunda bulunan serin-histidin-aspartik asit motif
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dizisi ile, sadece amino asit dizisi bakimindan farklilik gostermektedir. (Schrag &
Cygler, 1997; Wong & Schotz, 2002; Gilham & Lehner, 2005; Kurtovic ve ark., 2009).

Lipazlarin siniflandirilmalart molekiiler biyolojideki amino asit dizisi, cDNA
klonlamas1 ve gen organizasyonu tekniklerinin gelismesine bagli olarak netlik
kazanmaya devam etmektedir. Buna gore, lipaz gen ailesi ilk baglarda pankreatik lipaz
(PL), lipoprotein lipaz ve hepatik lipazdan olusmaktaydi. Pankreatik lipaz (PL) ile
iligkili protein 1 ve 2, fosfatidilserin fosfolipaz 1 ve endotelyal lipaz1 igine alan bazi
proteinlerin amino asit dizisi esas alinarak aileye dahil edilmis ve aile iiyelerinin sayis1
da artmistir. Baz1 lipaz gen ailesi iiyelerinin kristalizasyonu ailenin bir siiper enzim
ailesi oldugunu ortaya koydu. Bu siiper ailenin, amino asit dizisinden daha ziyade,
tersiyer yapiyla iliskili oldugu ve dogada bulunan en popiiler enzim ailesini temsil ettigi
bildirilmektedir (Wong & Schotz, 2002). Bu ailenin tiyeleri baskin olarak trigliseritler,
digliseritler ve fosfolipitleri hidroliz etmekte olup, gliserol-sn-1-yag asit hidrolazlar
olarak diisiiniilmektedirler. Ailede bulunan proteinlerin cogu glikozilatlanmis olup, tipik
olarak 450-500 reziideli ve glikolizasyonun seviyesine bagli olarak molekiil agirliklar:
yaklagik olarak 50-70 kDa arasindadir (Choi ve ark., 2002; Wong & Schotz, 2002;
Kurtovic ve ark., 2009).

Pankreasin trigliserid lipazlar1 (PL) Lowe (2002) tarafindan oldukga iyi bir
sekilde incelenmistir. Buna gore, PL ve kofaktorii olan kolipaz (colipase) besinlerle
alman lipitlerin etkin bir sekilde sindirilmesi i¢in gereksinilmektedir. PL’1n esasinda
acilgliseridler, kolesterol esterleri ve galaktolipitler iizerine yiiksek tercihli bir karboksil
esteraz oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda trigliserid hidrolizindeki roliine ek olarak,
In vivo retinil esterlerin hidrolizine de yardim ettigi bulunmustur. PL haricinde pankreas
asinar hiicreleri tarafindan sentezlenen ve PL ile yiiksek derecede dizi ve yapisal
homolojiye sahip olan PL ile iligkili iki protein (PLRP 1 ve PLRP 2) kesfedilmistir. Bu
proteinlerden PLRP 1’in bilinen herhangi bir aktiviteye sahip olmadigi, buna karsin
PLRP 2’nin ¢esitli substratlara kars1 aktiviteye sahip oldugu ancak substrat seciciliginin
tiirden tiire degiskenlik gdsterdigi bulunmustur. Substrat katalizleme etkinliklerindeki
farkliliklarla birlikte, PL ve PLRP 2 safra tuzlari ve kolipaz’a bagimliliklarinda da
farklilik gostermektedir. Kolipaz’in yapi, fonksiyon ve PL’ye baglanma durumu van
Tilbeurg ve ark. (1999) tarafindan ortaya konmustur ve PL’in fonksiyonel olabilmesi

icin gereksinilen kiigiik bir protein kofaktordiir. Literatiirde lipaz aktivitesi tizerine safra
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tuzlarmin inhibe edici etkisini giderdigi bildirilmekle birlikte etkin bir sindirim olayinin
gbzlenmesi i¢in lipaz-kolipaz ve safra tuzlarindan olusan icliinlin bir arada olmasi
gerektigi net olarak agiklanmustir.

PL suda c¢oziilebilir bir enzim olmakla birlikte enzim lipit/su ara yiizeyini
olusturan, suda ¢oziinmeyen substratlar {izerinde aktiftir ve safra tuzlar ile gevrili lipit
kiimelerini hidroliz etmeden Once yapisal modifikasyonlar gecirilir. Bu durum
interfasiyal aktivasyon olarak bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar lipazlarin, aktif siteyi
tagtyan N-terminal domain ve kolipaz baglanma sitesini tasiyan C-terminal domain
olmak tizere iki domainli bir organizasyona sahip oldugunu ortaya koymustur (Thomas
ve ark., 2005). Lipazlarin 06nemli bir 06zelligi ise serin hidrolazlar ile
karsilagtirildiklarinda, katalitik sitenin kapak (lid) olarak adlandirilan bir yiizey loop’u
tarafindan korundugu ve bu kapak yapisinin hareketine bagli olarak substrata
ulagilabilirligine goére enzimin inaktif (closed conformation) ya da aktif (open
conformation) konformasyonlara maruz kaldigi saptanmustir.  Kristalizasyon
calismalarindan elde edilen bulgular lipazin tek basina iken kapali konformasyonda
bulunmasina karsin, aktif yapinin sadece kofaktorii kolipaz ve safra tuzlar ile birlikte
kristallendirildiginde elde edildigi bulunmustur (van Tilbeurgh ve ark., 1993; Hermoso
ve ark., 1996; Thomas ve ark., 2005).

Giliniimiizde kapak bolgesi ve aktif sitenin durumuna gore lipazlar ii¢ tipe
ayrilmaktadir. Bu tiplerden ilki enzim yiizeyinde bir aktif site ve kapak bolgesine sahip
olan Thermomyces lanuginosa (eskiden Humicola lanuginosa)’y1 kapsayan Rizomucor
grubuna tekabul etmektedir. Diger tip lipazlar ise bir aktif site ve huni benzeri bir
kapaga sahip olan Pseudomonas ve Candida antarctica grubuna karsilik gelmektedir.
Candida antarctica lipaz B ¢ok kiiciik bir kapak ve huni benzeri baglanma sitesi
igcermektedir. Son lipaz tipi ise Candida rugosa grubuna karsilik gelmektedir ve dis
kisminda, kapagi igeren bir tiinelin sonunda aktif sitenin varligiyla karakterize
edilmektedir (Pleiss ve ark., 1998; Gutierrez-Ayesta ve ark., 2007).

Misel yapilarmin lipaz aktivitesi iizerinde oldukca etkili oldugu goriilmistiir.
Pignol ve ark. (1998) notron kristalografisi kanitlarina dayandirarak yapmis olduklari
calismadan, lipaz aktivasyonunun interfasiyal olmadigin1 ancak, sulu fazda meydana
gelmekle birlikte kolipaz ve bir misel yardimiyla tepkimelerde arabuldugunu

bildirmiglerdir. Ayvazian ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢aligmalar ise temel kolipaz
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baglanma sitesi olan C terminal bolgesini izole etmisler ve bu bolgenin in vitro sartlarda
lipaz enziminin yetenekli bir nonkovalent inhibitorii oldugunu gostermistir.

Lipaz ailesinin diger iki proteini ise lipoprotein lipaz (LPL) ve hepatik lipaz
(HL)’dir. Bu iki enzimin PL ile karsilagtirildiklarinda birbirlerine ¢ok daha yakin
olduklar1 anlasilmaktadir. Gerek LPL gerekse HL, lipoprotein metabolizmasinda
merkezi rol oynayan kritik enzimler olup, temel fonksiyonlar1 dolasim sivisinin
lipoproteinlerindeki trigliserit ve fosfolipitleri hidrolizlemektir (Dugi ve ark., 1995;
Kurtovic ve ark., 2009). HL hepatositler tarafindan sentezlenir ve karaciger sinuzoid
kilcallarinin ylizeyinde lokalize edilmektedir. HL’in dolagim yoluyla adrenaller ve
ovaryumda da bulundugu gosterilmistir (Perret ve ark., 2002). Buna karsin, LPL primer
olarak adipositler, kas hiicreleri ve makrofajlarda sentezlenmektedir. HL ve LPL
arasinda ki diger onemli bir farklilik ise, LPL, 1 M’lik NaCl ¢ozeltisi ile inhibe olurken,
HL’1n yiiksek tuz konsantrasyonlarinda aktif oldugu bilinmektedir. Iki enzim, substrat
ozgiilliikleri agisindan da farklilik géstermektedir (Dugi ve ark., 1995).

LPL ve HL aktiviteleri ve canlilarda izledikleri gelisim siirecleri Lindberg ve
Olivecrona (1995) tarafindan g¢esitli canlilar {izerinde yapilan c¢aligmada
degerlendirilmistir. Buna gore ekstra hepatik dokularda LPL’nin yiiksek aktiviteleri
bulunurken, HL aktivitesinin ¢ok daha degisken oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada
balik ve kurbagada diisik LPL aktiviteleri saptanirken, balik karacigerinde HL
aktivitesinin de diisiik olmasina karsin, LPL aktivitesinden bir miktar fazla oldugu
gosterilmistir.

Trigliserid lipaz gen ailesinin yeni tanimlanmis bir iiyesi ise endotelyal lipaz
(EL) olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapisal analizler EL’nin LPL ile % 44, HL ile ise %
41 oraninda yapisal homoloji gosterdigini ortaya koymustur. LPL ve HL nin aksine, bu
enzim endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenmekte ve sentezlendigi yerde fonksiyon
yapmaktadir. Dokulardaki dagilimi LPL ve HL’den farkli olmakla birlikte, karaciger,
akciger, tiroid ve iireme organlar1 gibi birka¢ dokuda saptanmistir. EL’nin ekspresyonu
fiziksel kuvvetler ve sitokinler tarafindan diizenlenmekte ve bu lipaza HDL
metabolizmasinda gereksinilebilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte, bu enzimin
gercekte fizyolojik fonksiyonunun ne oldugu heniiz tam olarak anlasilmis degildir (Choi

ve ark., 2002; Wong & Schotz, 2002; Kurtovic ve ark., 2009).
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Yiiksek memeliler ve 6zellikle son zamanlarda baliklarda lipit sindiriminden
sorumlu olan bir diger lipolitik enzimin, karboksil ester lipaz (KEL) oldugu
tanimlanmistir. Bu enzimin substrat spektrumu olduk¢a genis olup, trigliseritler,
digliseritler, monogliseritler, kolesteril esterleri, vitamin A ve E esterleri, aril esterler,
fosfolipitler, lizofosfolipitler, mum esterleri ve seramidi hidrolizleme yetenegindedir.
Bu genis substrat 6zgiilliigli nedeniyle non-spesifik lipaz olarak ta adlandirilmaktadir.
Ayrica safra tuzu bagimli veya uyariml lipaz olarak adlandirilmakta ve bu ise uzun
zincirli yag agil gruplar ile suda ¢oziiniir olmayan karboksil esterlerin hidrolizinin safra
tuzlarmi gerektirdigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, KEL kisa zincirli yag asitli
kolesterol esterleri veya lizofosfolipitler gibi safra tuz aktivasyonuna tam bagimlilik
gostermeyen substratlarin hidrolizini gergeklestirebilmektedir. KEL, baslica pankreasta
ve yiiksek memelilerin siit bezlerinde sentezlenmekle birlikte, karaciger, makrofaj ve
damar duvarlarinda da sentezlendigi bildirilmektedir. KEL’1n fonksiyonunun sindirim
kanalinda bulunan diger lipolitik enzimlere, lipit besleyicilerin etkin sindirim ve emilimi
icin yardim etmek oldugu ortaya konmustur. Yapilan son caligmalara gore, KEL
silomikron kurulmasi ve saliniminda da gorev almakta ve aterosikleroz olusumunda
fizyolojik 6nem arz ettigi bildirilmektedir (Hui & Howles, 2002). Yapilan saflastirma
calismalar1 sonucunda enzimin molekiil agirhiginin 120-140 kDa arasinda ve oldukca
polimorfik oldugu saptanmistir. Sican, fare, koyun ve tavsan KEL’mimn molekiiler
agirhigr daha diisiik ve yaklasik 74 kDa oldugu bulunmustur. Bu molekiiler agirlik
farkliliklarinin proteinin karboksil terminalindeki prolince zengin tekrarlarin sayisindaki
farkliliktan kaynaklandig1 da ispat edilmistir (Hui ve Kissel, 1990).

Hormon duyarli lipaz (HSL), memelilerde iyi bir sekilde ¢alisilmis genis substrat
spesifiteli bir diger lipolitik enzimdir. Bu enzim intraseliiler veya nétral lipaz olarak ta
bilinmektedir. HSL fosfolipitleri substrat kabul etmemekle birlikte, trigliseritler,
digliseritler ve monogliseritleri 1 ve 3 pozisyonlarinda hidrolizler ve aynm1 zamanda
kolesteril ve retinil esterleri ve steroid hormonlarin lipoidal esterlerine kars1 aktiviteye
sahiptirler (Kurtovic ve ark., 2009). Lipoliz olaymin hormonal kontrol ve bu kontrol
mekanizmasina bagli olarak artan lipaz aktivitesine bagli oldugu bilinmektedir.
HSL’nin temel enerji kaynagi olan yag asitlerini basglica adipoz dokudan serbestlemek

suretiyle enerji homeostazisi ve metabolizmasinda oncii rol oynadigi ileri siiriilmiistiir

(Osterlund, 2001).
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Lipazlar substrat oOzgilliigiine gore simiflandirilabilmektedir. Buna gore
nonspesifik, yag asiti spesifik, regioselektiv ve substrat spesifik olmak iizere dort grup
altinda incelenmektedirler (Kurtovic ve ark., 2009). Bunlardan nonspesifik lipazlar,
trigliserit molekiiliiniin izerinde rasgele hareket etmekte ve trigliseritlerin yag asitleri ve
gliserole tam olarak yikilmasimi katalizlemektedirler. Bu tip lipazlar Corynebacterium
acnes ve Chromobacterium viscosum’dan elde edilen enzimleri icermektedir. ikinci
simif lipazlar, gbze ¢arpan bir yag asiti tercihi sergileyen, yag asiti spesifik lipazlardir.
Achromobacterium lipoliyticum, yag asiti spesifisitesi gosteren tek bakteri tiirii olarak
ornek teskil etmektedir. Bir diger grup olan regioselektiv lipazlar gliseroliin birinci (C1)
ve lglincii (C3) karbon atomlarmi hidrolizleyen 1,3-spesifik lipazlardir. Bazi Bacillus
tirleri ve Aspergillus niger’den elde edilen lipazlar bu sinifa dahildirler. Sonuncu ve
lipazlarin bir diger énemli 6zelligi olan enantio/steroselektif yapilarini yansitan grup,
kimyasal ve farmasdtik alanlarda olduk¢a yaygin kullanima sahiptir (Hassing, 1971;
Sugihara ve ark., 1991; Torossian & Bell, 1991; Davranov, 1994; Jaeger ve ark., 1994;
Lanser ve ark., 2002; Gupta ve ark., 2004).

Lipazlarin aktif merkezi, serin proteazlarinkinden sadece dizi siras1 bakimindan
farklilik gdstermesi nedeniyle, katalitik mekanizma da benzerlik gostermekte ve serin
amino asidi merkezlidir. Iki katalitik sistem arasindaki tek farklilik, yondedir.
Glintimiizde lipazlar ve esterazlar i¢in gegerli olan katalitik mekanizmaya gore, ilk
etapta aktif merkez, serininin triagilgliserid ile tedrahedral bir hemiasetal ara bilesik
meydana getirmesidir. Daha sonra hemiasetalin ester bagi hidroliz edilmekte ve diagil
gliserid serbestlenmektedir. Son asamada ise aktif site serin acil esterinin bir molekiil su
ile etkilestigine inanilmakta ve agil enzim kesilip, yag asiti ayrilmaktadir (Petersen ve
ark., 2001; Kurtovic ve ark. 2009). Bu son basamaktaki yag asitinin aktif merkezden
salimimi ¢ok dnem arz etmektedir. Petersen ve ark. (2001) bu olguyu agiklamak icin
farkli pH’larin enzim iizerindeki elektrostatik etkilerini degerlendirmek suretiyle
elektrostatik sapan modelini “the electrostatic catapult model” 6nermislerdir. Bu modele
gore, ester bag kesimin takiben, aciga ¢ikan negatif yiiklii yag asiti, nétral ve bazik pH
degerleri civarinda negatif bir elektrostatik potansiyel sergileyen aktif siteden hizla
cikarilmaktadir. Boylece aktif merkez yeniden kataliz olayr i¢in temizlenmis

olmaktadir.
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Son zamanlarda bitki, hayvan ve dogal yada genetik olarak degistirilmis
mikroorganizmalardan koken alan 50’den fazla lipaz enzimi tanimlanmis, saflastirilmis
ve karakterize edilmistir (Paiva ve ark., 2000).

Farkli enzimolojik 06zellikli ve substrat spesifiteli cesitli mikrobiyal lipazlar
bulunmus ve karakterize edilmistir. Mikrobiyal lipaz veya esterazlarin metabolik
fizyolojik fonksiyonlarindan daha ziyade endiistriyel uygulamalardaki yeteneklerinden
dolayi ilgi odaginda olduklar1 sdylenebilir (Prim ve ark., 2003). Mikrobiyal kokenli
lipazlar daha ¢ok bakteri ve mantar kokenlidirler ve bunlarin ¢ogu ekstraseliiler olarak
sentezlenmektedirler (Aravindan ve ark., 2007). Bu 6zelliklerinin avantaj1 ile birlikte,
elde edilmelerinin diisiik pahalar gerektirmesi, fazla miktarlarda iiretilebilmeleri ve
daha kararli olmalar1 gibi nedenlerden dolay1 bitki ve hayvansal kokenli lipazlardan ¢ok
daha kullanigli olduklar1 bildirilmistir (Hasan ve ark., 2006).

Lipaz arastirmalar1 kapsaminda sayisiz saflagtirma Ornegine rastlanabilmekle
birlikte (Gupta ve ark., 2005) mikrobiyal organizmalarda yapilan ilkin ¢alismalarin
enzimin saflagtirilmasi ve saflastirilmis enzimin bazi 6zelliklerinin belirlenmesi {izerine
odaklandig1 goriinmektedir. Bu c¢aligmalardan birine konu olan Propionibacterium
shermanii’ den (Oterholm ve ark., 1970) amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon ve
iyon degisim kromatografileri kullanilarak hiicre ici bir lipaz saflastirilmis ve substrat
olarak tributirinin kullanildig1 aktivite ¢alismalarindan enzimin optimum pH’inin 7.2,
sicakliginin ise 47°C oldugu belirlenmistir. Hassing (1971) ergenlik donemlerinde deri
hastaliklarina neden oldugu bilinen Corynebacterium acnes’den bir lipaz saflastirmis ve
enzimin izoelektrik noktasinin 3.8, trioleinin substrat olarak kullanildig1 calismalardan
da optimum pH araligin1 7.5 - 9 olarak bulmustur. Sztajer ve ark. (1988) bakteri, fungi
ve aktinomisetes’lerin hiicre dis1 enzimlerini arastirmiglardir. Jacobsen ve ark. (1989)
Geotrichum candidum lipazinin ¢oklu izoformlar: iizerinde arastirmalar yapmuglar ve
molekiil agirliklarinin 57 ile 61 kDa oldugunu belirlemislerdir.

Bu belirtilen saflagtirma c¢aligmalarin1 takiben mikrobiyal kaynaklardan
giiniimiiz endiistrisinin gereksinimlerine cevap verecek nitelikte lipaz ya da esteraz
enzimlerinin belirlenmeye ¢aligildig1 ve endiistrinin ayn1 zamanda ucuz, hizli ve yiiksek
verimli saflagtirma stratejilerine gereksinim duydugu belirtilmektedir (Gupta ve ark.,
2005). Bu baglamda, Sharma ve Gupta (2001) Chomobacterium viscosum, bugday

tohumu ve domuz lipazim1 kapsayan bir ¢alismalarinda aljinatin lipazlar i¢in iyi bir
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afinite matriksi oldugunu, lipaz aktivitesini artirdigin1 ve sicakliga bagli aktivite kaybini
aza indirgedigini bulmuslardir. Bir baska ¢aligmada Gupta ve ark. (2005) polipropilen
matriks kullanmak suretiyle Burkholderia multivorans lipazini tek basamakta ve yiiksek
verimlilikle saflastirilmasini basarmislardir.

Mikrobiyal lipazlarin aktivite gosterdigi optimum sicaklik ve dayaniklilik
oldukga degiskenlik gostermektedir. Lopes ve ark. (2002) Lactobacillus plantarum’un
ekstraseliiler lipazini saflastirmiglar ve elektroforezde molekiil agirliklart 45 ve 98 kDa
arasinda degisen dort aktivite band1 belirlemislerdir. Saflastirilmis enzim 30 dakika ve
100°C’ta 1sitildiginda aktivitenin % 91 oraninda korundugunu kaydetmislerdir.
Saflastirilan bu lipolitik enzimin yiiksek bir sekilde termostabil oldugu anlagilmaktadir.
Castro-Ochoa ve ark. (2005) Bacillus thermoleovorans CCRI11 tiiriinden bir lipaz
enzimi saflagtirmiglar ve optimum pH’1t 9 - 10 arasinda, sicakligi ise 60°C olarak
bulmuslardir. Bu caligmada nativ formdaki enzimin 11 kDa’luk bir molekiil agirliga
sahip oldugu belirlenmistir. Faiz ve ark. (2007) Anoxybacillus gonensis A4’ten
termostabil bir esterazi saflastirmis ve karakterize etmislerdir. Elde edilen esterazin
molekiil agirligir 62 kDa, optimum sicakligi 60 - 80°C arasinda ve pH ise 5.5 olarak
belirlenmistir.

Yukarida yiiksek sicakliklarda aktivite gosteren ve kararliliklarini koruyabilen
mikrobiyal lipaz ve esterazlarin aksine, diisiik sicakliklarda optimum aktivite gosteren
ve kararli kalabilen soguk uyumlu lipazlar kesfedilmistir. Cai ve ark. (2009), mezofilik
Geotrichum sp. SYBC WU-3 susundan bu tarz bir lipaz1 saflastirmiglar ve 41.1 ve 35.8
kDa agirliginda lipaz A ve B olmak iizere iki lipaz belirlemiglerdir. Lipaz A igin
optimum sicaklik 20 °C, B i¢in ise 15 °C olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada her iki
enzim i¢in optimum pH 9.5 olarak belirlenmistir. Bu tip lipazlarin deterjan ve yiyecek
endistrisinde genis uygulama alanlar1 bulduklar1 vurgulanmastir.

Lipazlar genis bir dagilim gosterdikleri bitkilerden de saflastirildiklar
bilinmektedir. Lipazlarin yani sira, glikolipaz ve sulfolipaz aktiviteleri de bitkiler de
mevcuttur. Bitkisel kokenli lipazlar essiz substrat 6zgiinliikleri ve tasarlanmig esterleri
sentezlemedeki yetenekleri nedeniyle ilgi odagindadirlar (Kurtovic ve ark., 2009).

Abigor ve ark. (2002) Jatropha curcas’dan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
ultrafiltrasyon teknikleriyle kismi bir lipaz saflagtirmiglardir. Enzimin optimum sicakligi

37 °C ve pH’s1 ise 7.5 olarak bulunmustur. Karakterizasyon c¢aligmalari demir iyonunun
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lipaz aktivitesini % 90 oraninda azalttigini, kalsiyum ve magnezyum iyonlarinin ortama
eklenmesi durumunda ise sirasiyla % 130 ve % 30’luk bir aktivite artis1 meydana
geldigini bildirmislerdir.

Fahmy ve ark. (2008) Cucurbita pepo’nun esterazlarini calismiglardir. Bu
calismada elde edilen alt1 esterazdan en yiiksek aktivite gosteren ikisi anyon degisim ve
jel filtrasyon kromatografileri ile saflagtirilmiglardir. Saflastirlan C. pepo
esterazlarindan Elc’nin molekiil agirligi 50 kDa, Ell’'nin ise 68 kDa olarak
belirlenmistir. Her iki esterazinda optimum sicakligi 40°C olarak bulunmustur. Pachira
aquatica bitkisinin tohumlarindan elde edilen lipaz enziminde yapilan g¢alismalar
optimum sicakliginin 40 °C, pH’1 8.0 ve molekiil agirligini ise 55 kDa olarak bulmustur.
Saflasgtirilmis enzimin Ca™ ve Mg™ iyonlariyla artan aktivite sergilemesine karsin,
Hg™, Mn"?, Zn", A" ve cesitli oksidize edici ve indirgeyici unsurlar vasitasiyla inhibe
edildigi bildirilmistir (Polizelli ve ark., 2008). Laurus nobilis bitkisinden saflastirilan
lipaz enziminin de oldukg¢a ilging kinetik karakter sergiledigi goriilmiistiir. Bu tiiriin
lipaz enzimi pH 7 - 10 arasinda oldukg¢a kararli ve optimum sicakliginin 50°C oldugu
bildirilmistir. Enzimin bir saat 60°C’de inkiibe edilmesi sonrasinda orijinal aktivitenin
% 68’ini korudugu bildirilmistir (isbilir ve ark., 2008). Bitkilerden saflastirilmis
lipazlarin kinetik ozellikleri dikkate alindiginda mikrobiyal esteraz ya da lipazlar ile
benzerlik gosterdikleri anlagilmaktadir.

Bocek lipazlar1 {iizerinde yapilan c¢aligmalar g¢ogunlukla boceklerde ugma
mekanizmasinda lipolitik enzimlerin nasil rol oynadiklarina odaklanmistir. Arrese ve
Wells (1994), Manduca sexta’nin yag dokusu triagilgliserol lipaz enzimini DEAE
seliloz, fenil sefaroz, Q sefaroz ve hidroksilapatit kromatografilerinin bir
kombinasyonuyla saflastirmiglardir. Yapilan karakterizasyon c¢alismalari, enzimin
omurgalt hormon duyarl lipaz enziminin 6zelliklerine sahip oldugu bildirilmistir. Bu
tiir tizerinde daha sonra yapilan bir baska saflastirma ¢alismasi, bocek yag dokusundaki
trigliserit lipazin aktif bir fosfolipaz A, oldugunu ortaya koymustur (Arrese ve ark.,
2006)

Kisith da olsa, omurgasiz tiirlerinde yapilan lipaz saflagtirma caligsmalari ilging
bulgular1 beraberinde getirmistir. Saflastirilmis olan akrep sindirim lipazinin kinetik
ozellikleri incelendiginde, optimum pH’nin 9 oldugu belirlenmis ve izoelektrik

noktasinin 9.6 olarak tahmin edilmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarin
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hi¢birinin bu kadar yiiksek bazik o6zellik gosteren bir sindirim lipazinin varligini
bildirmedigi vurgulanmistir (Zouari ve ark., 2007). Salyangoz hepatopankreasindan
saflagtirilan lipaz enziminin de ilging Ozellikler gosterdigi belirlenmistir. Buna gore,
saflagtirllan 60 kDa agirhigindaki enzim, interfasiyal aktivasyon olgusunu
sergilememistir. Bununla birlikte, uzun zincirli triagilgliserollerden ziyade, kisa zincirli
substratlar {izerinde daha aktif oldugu belirlenmistir (Amara ve ark., 2010).

Omurgalilar iizerinde yapilan lipaz saflastirma caligmalarina bakildiginda ilk
zamanlarda daha ¢ok rat, domuz ve tavsanlardan lipolitik enzimlerin saflastiriimasi
yoluna gidildigi sOylenebilir. Soyle ki, Claycomb ve Kilsheimer (1971) rat karaciger
mitokondrisinden bir lipaz, Matsumura ve ark. (1976) domuz adipdz doku trigliserit
lipazinin kismi saflastirilmasi ve karakterizasyonunu, Jensen ve Bensadoun (1981) rat
hepatik trigliserit lipazini, Field ve Scow (1983) rat lingual lipazinin saflastirilmasi ve
karakterizasyonunu, Abouakil ve ark (1993) ise rat pankreatik AR 4-2 J hiicrelerinde
safra tuz aktiviteli lipaz aktivitesini ve glikolizasyonunu ortaya koymuslardir.

Wang (1980) insan siitiinden safra tuz aktiviteli lipazi, kolik asit kapl sefaroz 4B
afinite kromatografisi ile saflastirmistir. Imanaka ve ark. (1984) tarafindan tavsanlar
tizerinde yapilan bir ¢alismada karacigerden asit lizozomal lipaz1 saflagtirilmis ve
hidrofobik glikoprotein yapidaki enzimin izoelektrik noktasinin 5.15 - 5.90 arasinda
oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada sadece bir enzimin lizozomlarda agilgliseroller ve
kolesterol esterlerinin hidrolizinde gereksinildigi fikri ortaya atilmistir.

Son zamanlarda yapilan bir c¢alismada, kopek klasik pankreatik lipazi
saflastirilmistir. Yapilan karakterizasyon calismalarinda enzimin yaklasik 50.7 kDa
molekiil agirliginda oldugu ve izoelektrik noktasinin 6 ile 6.2 arasinda oldugu
belirlenmistir (Steiner ve Williams, 2002).

Hindi pankreatik lipazi amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben sefakril S-200 jel
filtrasyon kromatografisi, DEAE sefaroz anyon degisim kromatografisi ve HPLC’nin
kombinasyonu vasitasiyla saflagtirilmistir. Yapilan karakterizasyon caligsmalari
sonucunda optimum sicaklik 37°C, pH ise 8.5 olarak bulunmustur (Sayari ve ark.,
2000). Yine son zamanlarda hindi farinjial dokudan saflastirilan bir esterazin
biyoteknolojik ac¢idan oldukca etkin katalitik 6zellikler gosterdigi belirlenmistir. Bu
saflastirma calismasindan elde edilen esterazin 50°C’de optimum sicaklik aktivitesi

gosterdigi ve optimum pH’nin ise 8.5 oldugu belirlenmistir (Cherif ve Gargouri, 2010)
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Giliniimiizde denizel kokenli canlilarda yapilan enzim saflastirma caligmalari
giderek yogunluk kazanmakta olup, bunlar igerisinde sucul omurgasizlarda dahil olmak
tizere elde edilen enzimlerin karakterizasyonu 6nem arz etmektedir. Yapilan ¢aligmalar,
ozellikle de baliklarla ilgili enzim g¢aligmalari, baliklarin erken gelisim donemlerini
(Chakrabarti ve ark., 2006 a; Chakrabarti ve ark., 2006 b; Lazo ve ark., 2007) yada
yetistirilme kosullarina bagli olarak sindirim sisteminin enzimlerini kapsamaktadir (de
la Para ve ark., 2007).

Cherif ve ark., (2007) crustaceae’den elde edilen lipazlar hakkinda bilgi eksikligi
bulundugunu bildirmisler ve yenge¢ sindirim lipazini (YSL) saflagtirmaya
calismislardir. Saflagtirma sonucunda 65 kDa molekiil agirligindaki lipazin 60 °C gibi
oldukca yiiksek bir optimum sicakliga sahip oldugu belirlenmistir.

Baliklarda lipaz saflastirma ¢alismalarinin da sindirim sistemi iizerine
odaklandigi  anlasilmaktadir.  Iijima ve ark (1998) Pagrus major’un
hepatopankreasindan kademeli amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben, anyon degisim
kromatografileri, hidrofobik etkilesim, jel filtrasyon ve yiiksek basin¢li sivi (HPLC)
kromatografilerinin bir kombinasyonu ile safra tuz aktiviteli bir lipaz1 saflagtirmiglar ve
kinetik karakterizasyonunu basarmislardir. Denatlire edici elektroforezle yapilan
calismalar enzimin 64 kDa agirliginda ve tek bant oldugunu belirlerken, optimum pH’in
ise 7 - 9 arasinda oldugu belirlenmistir. Bu tiirden elde edilen bu lipazin memeli safra
tuz aktiviteli lipaza homolog oldugu vurgulanmustir.

Baliklarda safra tuz aktiviteli lipazin gelisimi larva donemindeki turbot tiirii
Scophthalmus maximus tizerinde iyi ¢aligilmistir. Bu ¢aligmalardan Hoehne-Reitan ve
ark. (2001 a) kuluckadaki larvalarin safra tuz aktiviteli lipaz aktivitesine sahip
olduklarin1 ve gelisim siirecinin ilerlemesine bagli olarak enzim igeriginin arttigini
gostermisglerdir. Bu sonuglara bagl olarak, tiiriin eksojen beslenmenin baslangicindan
itibaren lipitleri sindirme yeteneginde oldugu bildirilmistir. Larval turbot tizerinde, lipit
icerigi yiiksek ve diisiik rotiferlerle yapilan calismalar (Hoehne-Reitan ve ark., 2001 b)
safra tuz aktiviteli lipaz {lizerine lipit iceriginin onemli bir etkisi olmadigin1 ortaya
koymustur. Ayni tiir tizerinde yapilan bir diger ¢alisma ise gelisen turbot larvalarindaki
lipolitik enzim aktiviteleri {izerine odaklanmistir. Notral lipaz ve fosfolipaz
aktivitelerinin yaslanan larvalarda diistiigii belirlenmis ve bunda eksojen beslenmedeki

besin kaynakli lipolitik enzimlerin etkisinin dnemsiz oldugu vurgulanmistir. Izquierdo
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ve Henderson (1998) Scophthalmus maximus’un farkli hacimli baliklarinda bagirsak
iceriklerindeki lipaz ve fosfolipaz aktivitelerini fliloresan esasli denemeler yoluyla
aragtirmislardir. Gerek notral lipaz enzimi gerekse fosfolipaz enzim aktiviteleri tim
denemelerde son bagirsak kisminda daha yiikksek oldugu belirlenip, artan viicut
agirhi@ina paralel olarak her iki enzimin aktivitesinin arttigi bulunmustur. Bununla
birlikte, Koven ve ark. (1997) bu aktivitenin baligin kendisinden mi yoksa bakteriyel
bagirsak florasindan mi1 kaynaklandiginin belirgin olmadigini bildirmiglerdir.

Pseudopleuronectes americanus’un ontogenez siireci igerisinde yapilan bir
caligmayla, biri diger omurgalilarin gastrik, lingual ve lizozomal asit lipazina yakin
olan, digeri ise safra tuz aktiviteli lipaza yakin olmak {izere, iki lipaz saflastirilmis ve
cesitli dokularda dagilimi gosterilmistir (Murray ve ark., 2003). Safra tuz aktiviteli
lipazin kemikli baliklarda en onemli sindirim lipazi oldugu vurgulanmakla birlikte
(Patton ve ark., 1977), memeli safra tuz aktiviteli lipazina benzeyen bir lipaz Atlantik
kod baligi Gadus morhua’dan farkli ¢alismalar sonucunda saflastirilabilmistir
(Gjellesvik ve ark., 1989; 1992). Gadus morhua iizerinde yapilan yeni bir ¢aligma, tiiriin
fonksiyonel bir safra tuz aktiviteli lipaz ile birlikte fonksiyonel olmayan bir pankreatik
lipaz iligkili bir proteini de i¢erdigini bildirmistir (Saele ve ark., 2010).

Lopez-Lopez ve ark. (2003) Cherax quadricarinatus’un sindirim bezinden bir
esteraz-lipaz aktivitesini gostermiglerdir. Darias ve ark. (2007) cDNA c¢alismalarinin
katkistyla Pagrus pagrus’un larval gelisim esnasinda tripsinojen ve safra tuzu aktiviteli
lipazin zamansal ekspresyonunu degerlendirmisler ve bu balik tliriiniin disardan
beslenme Oncesinde protein ve lipit sindirimi agisindan hazir oldugunu bildirmislerdir.
Rivera-Perez ve ark. (2010) Penaeus vannamei balik tiiriiniin orta bagirsak bezinden bir
sindirim lipaz1 saflastirip, karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir.

Aryee ve ark. (2007) gri kefal Mugil cephalus’un viserasindan bir lipaz
fraksiyonunu kismi saflastirip bazi biyokimyasal 6zelliklerini belirlemislerdir. Noriega-
Rodriguez ve ark. (2009) ise sardalya balhigi Sardinops sagax caerulea tiiriiniin
viserasindan bir lipolitik fraksiyon tanimlamislardir. Bir baska sardalya tiirii olan
Sardinella aurita’nin pilorik ¢ekasindan asit kararli bir lipaz saflastirilmis ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir (Smichi ve ark., 2010). Kurtovic ve ark. (2010)
Oncorhynchus tshawytscha ve Macruronus novaezelandiae tiirlerinden sindirim

lipazlarini saflastirip karakterizasyonunu ¢alismiglardir.
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Balik tiirlerinin sindirim kanali haricindeki dokularindan lipolitik enzimlerin
saflastirilmasina  bakildiginda, gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss iizerinde
yapilan birbirinden bagimsiz iki calisma (Harmon ve ark., 1991; Metin ve Akpinar,
2000 b) karaciger hiicrelerindeki aktiviteye odaklanmistir. Her iki ¢alismada da lipaz
enziminin sitosolik fraksiyonda bulundugu bildirilmistir. Sidell ve Hazel (2002) dort
Antarktik balik tiirliniin kalp, karaciger, kas dokusu ve adipoz dokusunun triagilgliserol
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Benzer bir ¢alisma Nayak ve ark. (2003) tarafindan
dort farkl balik tlirtintin farkli dokularindaki lipaz aktivitesini degerlendirmek suretiyle
yapilmustir. Yine, Nayak ve ark. (2004) sazan tiirii olan Labeo rohita’nin ince bagirsak
lipazini, Hazel ve Sidell (2004) Antarktik baligi Trematomus newnesi’nin adipoz
dokusundan hormon duyarl bir lipazin saflastirilmasi ve substrat 6zgiilliiglind, Islam ve
ark. (2009) Cirrhinus reba tiirliniin sirt kismindan bir lipazin saflagtirilmast ve
karakterizasyonunu belirlemislerdir.

Yukarida anlatilanlardan ¢ikarsanabilecegi gibi, giiniimiiz ¢aligmalari, baliklarin
yiiksek protein iceriklerinden daha ziyade, c¢esitli kosullara bagl olarak degisebilen
kendi fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri i¢in gereksinim duyduklar1 yag asitleri ve bu
yag asitlerinin ne oranlarda oldugunu belirlemeye odaklanmustir. Balik yaglarinda bol
miktarlarda bulunan 6zellikle n-3 yag asiti formu icerisinde yer alan C22:6 n-3 gibi
insan sagligia hicbir yan etkisi olmaksizin 6nemli katkilar saglayan bireysel yag
asitlerinin insan beslenmesindeki 6nemleri nedeniyle bir¢ok arastirmaya konu olduklari
aciktir. Ancak arastirmalarin  biiylik ¢ogunlugu alabalik tiirleri gibi  kiiltiiri
gerceklestirilen ve ekonomik ©Onem arz eden smirli sayidaki tiir iizerinde
gergeklestirilmektedir.

Yine yukarida anlatilanlar dogrultusunda, canlilarda yag asiti profilini ortaya
koyan temel enzimatik siire¢lerden biri lipazlar olup, baliklardaki ¢aligmalar daha ¢ok
sindirim sisteminden saflastirilan enzimleri kapsamaktadir. Bu caligmalar dikkatle
incelendiginde, gergeklestirilen saflastirma calismalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunun
kismi bir saflagtirmay1 ortaya koydugu ve tam saflastirmay1 basarabilen galigsmalarin ise
olduke¢a az sayisida oldugu goriilecektir. Ayn1 zamanda, karaciger, kas gibi dokulardan
elde edilen lipolitik enzimlerin de olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Bu konuda
iilkemizde yapilan c¢alismalarinda olduk¢a sinirli oldugu anlasilmaktadir (Metin 1997;

Degerli ve Akpinar, 1995; Degerli, 1999; Degerli ve Akpinar, 2002).
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Son yillarda diinyada balik tiiketimi giderek artmakta ve bu artis nedeniyle gerek
deniz gerekse tath su balik¢iligi alanindaki arastirmalar hiz kazanmaktadir. Yaptigimiz
calismada 6rnekleme alani olarak secilen Todiirge goli, yore balikgilig agisindan 6nem
arz etmektedir. Golde yasayan balik tirlerinden Cyprinus carpio’nun yag asiti
dinamikleri farklt bolgelerde c¢alisilmasina karsin, bu g6l populasyonu ile
calisgtlmamustir. Caligmamizda kullanilan diger iki tiir olan Leuciscus cephalus ve
Chalcalburnus chalcoides’in yag asiti bilesimlerine ait herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Ayn1 zamanda, C. carpio harig¢ bu tiirlerden saflastirilan herhangi bir
lipolik enzim bilgisine de rastlanmamaktadir. Bu nedenlerden dolay1, bu ¢alismada ismi
gecen tiirlerin karaciger ve kas dokusu yag asiti bilesimlerinin mevsimsel degisiminin
belirlenmesi ve karaciger dokularindan lipolitik bir enzimin saflagtirilmasi

amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal Secimi

Bu ¢alismada kullanilan Chalcalburnus chalcoides (Giimiis), Leuciscus cephalus
(Kefal) ve Cyprinus carpio (Sazan) tiirleri Todiirge Go6lii’nden (Sivas) Mayis, Temmuz,
Eyliil ve Kasim aylarinda avlanmistir. Yag asiti ¢alismalarinda kullanilmak {izere her
tiirden en az 3 birey se¢ilmistir. Karaciger dokusundan lipaz saflastirilmas1 amaciyla L.
cephalus’tan 15, C. chalcoides’ten 20, C. carpio’dan ise 5 birey kullanilmistir.

2.2. Orneklerin Diseke Edilmesi

Avlanan tiirler buzluk igerisinde laboratuara getirildikten sonra toplam boy ve
agirliklar belirlenmistir. Yag asiti ¢alismalarinda kullanilmak {izere karaciger dokular1
buzlu ortamda cikarilmis ve 1’er g’lik doku parcalar1 alinmistir. Yine yag asiti
calismalarinda kullanilmak tizere her balik tlirlinliniin dorsal yiizgecinin hemen altindaki
bolgeden 1’er g’lik kas doku parcalar1 alinmistir. Yag asiti ¢alismalarinda kullanilmak
tizere aliman bu doku pargalari, kloroform/metanol (2/1, v/v) ¢ozeltisine konularak
Oziitleme islemine geginceye kadar dondurularak -20 °C’ta saklanmistir. Enzim
calismalarinda kullanilmak {izere her bir tiirlin bireylerinden diseke edilen karaciger
dokularindan 6 g kiitle kullanilmistir. Tez projesinde baliklarin incebagirsak dokusu
lipaz enzimlerinin de incelenecegi belirtilmistir. Bu konuda gerekli incebagirsak
ornekleri baliklardan alinmis ve stoklanmistir. Ancak, Sanyo ultra low marka derin
dondurucuda meydana gelen teknik bir ariza nedeniyle dokular bozuldugu i¢in analiz
islemleri bu dokuda yapilamamaistir.

2.3. Lipit Calismalar i¢in Orneklerin Oziitlenmesi

Alman doku 6rneklerinden toplam lipit ve toplam yag asitlerinin 6ziitlenmesi ve
saflagtirilmasi, Folch ve ark. (1957) yontemine gore yapilmistir.

2.3.1. Toplam Lipit Eldesi

Doku ornekleri, 10-20 kati1 kloroform/metanol (2/1) c¢ozeltisiyle Ultra-Turrax
T25 homojenizatorde 24.000 devir/dakika hizda 5 dakika siireyle buzlu ortamda
homojenize edilmistir. Ham 6ziit, Buchner hunisinde iki kat mavi bantl siizme kagidi
ile vakum motoru kullanilarak saglanan hafif vakumla siiziilmiistiir. Siiziintii, doner
buharlagtiric1 (Bilichi marka Rotary Evaporator) ile hafif vakumda buharlastirilip, kalan
kisim 10-15 ml hekzan ile ayirma hunisine alinmistir. Hekzanlh faz 3 kez damitik su ile

yikanmustir.
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Hekzanli karisim tekrar buharlastirilarak, ¢oziicii ugurulmustur. Evaporasyon
sonucu geri kalan kisim sabit tartima geldikten sonra tartilarak toplam lipit miktari
olarak kaydedilmistir. Tim dokulardan bu islemle kazanilan toplam lipitler
etiketlendikten sonra bir miktar kloroform igerisinde buzdolabinda dondurucu kisminda
yag asit eldesi islemlerine kadar korunmustur.

2.3.2. Toplam Yag Asiti Eldesi

Dokulardan elde edilen toplam lipit 10 kat1 kadar % 6’lik metanollii potasyum
hidroksit (KOH) ile su banyosunda 80°C’ta 45 dakika sabunlastirilmistir. N, altinda
metanoliin biiylik bir kismi ugurulduktan sonra bir miktar damitik su ilave edilen
ornekler, ayirma hunisine aktarilmistir. Sulu 6rneklerin pH’s1 1 olana kadar 1N H,SOy4
ilave edilmistir. Asitlendirilmis 6rnekler 3 kez 5’er mL hekzan/kloroform (4/1) karigimi
ile c¢ekilip, hekzan/kloroform’lu &rnekler bir balonda biriktirilmistir. Balondaki
hekzan/kloroform karistmi hafif vakumda evapore edilip kalan kisim sabit tartima
gelene kadar tartilarak toplam yag asiti miktar1 kaydedilmistir. Bu 6rnekler bir miktar
hekzan/kloroform igerisinde yag asiti metil esterleri elde etmek i¢in derin dondurucuda
stoklanmistir. Orneklerin azot ortaminda olmasi saglanmistir (Blight ve Dyer, 1959).

2.3.3. Yag Asiti Metil Esterlerinin Eldesi

Hekzan/kloroform (4/1) igerisinde saklanan yag asiti karisimi Orneklerinden
hekzan/kloroform azot altinda ugurulmustur. Kalan 6rnek iizerine 3-4 mL metanollii
BF; (Bor Triflorur-Metanollil) karigimi ilave edilerek 10-15 dk. sicak su banyosunda
(80 - 90°C) bekletilmistir. Ornek sogutulduktan sonra ayirma hunisine aktarilip iizerine
7 - 8 mL doymus NaCl (Sodyum kloriir) ve 7 - 8 mL hekzan /kloroform (4/1) karigimi
ilave edilerek calkalanmistir. Olusan posali kisim atilarak geri kalan yag asitleri metil
esterleri hekzan/kloroform’lu faz1 kapakli tiiplere alinmistir. Hekzan/kloroform
karisiminin fazlast azot akiminda ugurularak, 6rnekler Gaz Kromatografisi’ne verilecek
yogunluga getirilip derin dondurucuda bekletilmistir (Moss ve ark., 1974).

2.3.4. Yag Asitlerinin Gaz Kromatografik Analizi

Gaz kromatografik analizler HP (Hewlett Packard) Agilent marka 6890 N model
FID (Flame Ionization Detector, Alev Iyonlasma Dedektdr) dedektorlii ve otomatik
injektorlii gaz kromatograf ile gerceklestirilmistir. Analizlerde 100 metrelik HP-88
kapiler kolon (0.20 mm i.d., 0.25 pm) kullanilmistir. Gaz kromatografta injektor blogu
sicaklignr 240°C, dedektdr blogu sicakligi ise 250°C olarak ayarlanmistir. Kolona
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sicaklik programi uygulanmistir ve baslangi¢ sicakligi 160°C olarak ayarlanmistir. Bu
sicaklikta 2 dk. bekletildikten sonra dakikada 4°C artirilarak 185°C’ye ulagmasi
saglanmistir. Bu sicakligi takiben dakikada 1 °C artirilarak 200°C’ye ulasilmig ve bu
sicaklikta 46.75 dakika bekletilmigtir. Analizler 70 dakikada tamamlanmistir. Gaz
kromatografin gaz akis hizlar1 hidrojen: 30 mL/dk., kuru hava: 300 mL/dk. ve tasiyici
gaz olarak kullanilan helyum: 1 mL/dk. olarak ayarlanmstir.

Yag asiti metil esterleri standartlar1 Alltech ve Accu firmalarindan elde
edilmistir. Standartlarin bagil alikonma zamanlar1 (relative retention time) gaz
kromatografi cihazinda ayn1 kosullarda analizlenerek belirlenmistir. Boylece elde edilen
standartlarin bagil alikonma zamanlar1 yardimi ile kromatogramlardaki piklere karsilik
gelen yag asitleri belirlenmistir. Ug tekrarli olarak elde edilen kromatogramlardaki
piklerin yiizde alanlarinin aritmetik ortalamasi tablolagtirilmigtir.

2.4. Lipaz Saflastirllmasi i¢in Karaciger Dokusunun Homojenizasyonu

Yapilan deneme ¢alismalar1 hari¢, L. cephalus, C. chalcoides ve C. carpio
tirlerinden 6’sar g’lik karaciger dokular1 enzim saflastirma c¢alismalarinda
kullanilmigtir. Bu amagla -70°C’de saklanan doku pargalari ¢aligmaya baslanmadan bir
gece Oncesinde -20°C’ye daha sonra ise birkag saat siireyle +4 °C’de ¢oziindiiriilmiistiir.
Karaciger dokusunun proteaz aktivitesi Gessesse ve ark. (2003)’e gére 20 mM Tris-HCI
tamponu igerisinde % 0.5 azokazein’in substrat olarak kullanildig1 bir metot vasitasiyla
degerlendirilmistir. Her {i¢ balik tiiriiniiniin karaciger dokularinin homojenizasyonu
pH’1 7.40 olan 60 mM Tris-HCl (0.25 mM Mannit, 1 mM Na4EDTA) tamponu
icersinde gergeklestirilmistir. Homojenizasyon asamasinda doku, buzlu ortamda
oncelikle makas yardimiyla parcalanmig ve Electromag M 11 tipi homojenizator ile
1500 devir/dk hizla birkag¢ vurusla homojenlestirilmistir.

2.5. Santrifiijleme Islemleri

Uygun tampon igerisinde homojenlestirilen karaciger dokusu oOrnekleri cam
elyaf vasitasiyla yercekimine karst hicbir miidahale yapilmaksizin siizdiiriildiikten
sonra, Beckman Coulter marka yiiksek hiz kapasiteli sogutmali santrifiij ile
santrifijjlenmistir. Bu amacgla her doku 60.000xg’de 1 saat siireyle +4°C’ta
santrifiijlenmistir. Bu islemle elde edilen fraksiyonlar ¢okelti 1 ve {ist sivi 1 olarak
adlandirilmistir. Tiim dokularin gerek c¢okelti gerekse iist sivilarinda protein miktar1 ve

enzim aktivitesi dl¢lilmiistiir.
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2.6. Polietilen glikol 6000 (PEG 6000) ile Proteinlerin Coktiiriilmesi

Her {i¢ balik tiirliniin santrifiijleme sonucunda elde edilen iist s1v1 1 fraksiyonlar1
polietilen glikol 6000 (PEG 6000) ile ¢oktiiriilmiistiir. Metodal kitaplarda %20 PEG
6000 konsantrasyonlarinin tiim proteinleri ¢oktiirdiigii genel kanisina ragmen, % 10 - 40
araligindaki PEG 6000 protein ¢oktiirme caligmalari sonucunda, tim dokular % 30
(w/v) PEG 6000 coktiirmesine maruz birakilmistir. Elde edilen protein g¢okeltileri
coziinebilecekleri en az miktardaki homojenizasyon tamponu igerisinde tekrardan
¢Oziindirilmiis ve kromatografik iglemler igin kisa siireli olarak -20°C’ta
saklanmiglardir. Calismamizda amonyum siilfat ile de protein ¢oktiirme calismalari
yapilmistir. Ancak PEG’un daha iyi sonuglar vermesi nedeniyle, bu yontemin
kullanilmasina karar verilmistir.

2.7. Protein Miktar Tayinleri

Kromatografik islemler esnasinda eliisyon tiiplerinin protein igerikleri 280 nm
dalga boyunda UV absorbansi alinarak kabaca belirlenmistir. Ancak tiim saflagtirma
basamaklarinin protein miktarlari, Coomassie Brillant Blue G-250’nin boya olarak
kullanildigi metot vasitasiyla ol¢iilmistiir (Bollag ve ark., 1996). Protein standart
egrilerinin hazirlanmasinda, BSA (sigir serum albumini) standart olarak kullanilmis ve
tim Ornekler 595 nm dalga boyunda Shidmadzu marka Cecil 5000 seri
spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

2.8. Enzim Aktivitesi Tayinleri

Karaciger dokusu lipaz enzimi aktiviteleri Biilow ve Mosbach (1987)’nin kismi
olarak degistirilmis yontemi kullanilarak Olciilmiistiir. Tiim aktivite dl¢climleri Grant
LTD 60 sirkiilatorlii su banyosu vasitasiyla sicaklik ayarlamasi yapilabilen Shidmadzu
marka Cecil 5000 seri UV spektrofotometrede 405 nm dalga boyunda ve 30°C
sicaklikta kor tiipe karst gergeklestirilmistir. Calismalar esnasinda bazi Ornekler
seyreltilmis ve hesaplamalarda bu seyreltme oranlar1 dikkate alinmistir. Substrat
coOzeltisi olarak 4-nitrofenil butirat (pNPB) kullamilmistir. Bu ¢d6zelti saf etanol
icerisinde 50 mM konsantrasyonunda hazirlanmistir. Enzim aktivite ol¢limlerinde ise
yine derisimi 50 mM ve pH’t 8.0 olan % 4 etanol katkili Tris-HCI tamponu
kullanilmustir. Olgiimler esnasinda drnek tiipii, 2930 uL aktivite tamponu, 60 pL pNPB
ve 10 pL enzim c¢ozeltisinden olusmustur. Kor tlip, enzim c¢ozeltisi icermemekle

birlikte, sadece substrat ve tampon ¢ozeltiden olusmustur. Enzim aktivitesinin baslangi¢
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hizi, 405 nm de ilk 5 dk.’da olusan p-nitrofenol (pNP) miktar1 Olctilerek saptanmistir.
Bir enzim ftnitesi (IU) 30 °C’ta 1 dk. igerisinde, 1 pmol pNPB’1n pNP’e doniisiimiinii
saglayan enzim miktar1 olarak ifade edilmistir.

2.9. Kromatografik islemler

L. cephalus, C. chalcoides ve C. carpio tiirlerinin karaciger lipaz enzimlerinin
kromatografik saflastirma islemlerinde sirasiyla, giiclii anyon degisim kromatografisi
olan Q sefaroz, jel filtrasyon kromatografisi olan Sefakril S 200 HR kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kromatografisi olan fenil sefaroz CL-4B kromatografisi ayni
kosullar altinda uygulanmustir.

2.9.1. Q Sefaroz Fast Flow Anyon Degisim Kromatografisi

Ticari olarak % 20 Etanol ¢ozeltisi igerisinde hazir olarak kullanima sunulan Q
sefaroz giicli anyon degisim kromatografisinden 20 mL alinarak kolona
doldurulmustur. Kolona doldurulmus olan materyal 100 mL distile su ile yikanmak
suretiyle etanol uzaklastirilmistir. Daha sonra 20 mM derisiminde ve pH’1 7.80 olan 1
mM NaysEDTA ve 0.2 mM DTT igeren kolon dengeleme ¢ozeltisiyle kolon maddesi
dengelenmistir. PEG 6000 ¢oktiirmesi sonucu elde edilen protein ¢okeltilerinden her bir
tiir icin 5 mL ¢okelti alinmis ve seyreltildikten sonra farkli zamanlarda ayr1 olarak 1.6
mL/dk. hizla kolona aynmi sartlar altinda uygulanmistir. Kolona baglanmayan seriler
toplandiktan sonra kolon sirastyla 100, 200, 300, 400, 600, 800 ve 1000 mM NaCl
cozeltileri ile yikanarak baglanmig olan proteinler geri alinmistir.

Diger kullanimlar i¢in kolon dncelikle distile su ile yikanmis ve daha sonra 1.5
M NaCl ¢ozeltisi ile yikanarak, dolgu maddesinin rejenerasyonu saglanmistir. Kolon
rejenere edildikten sonra tekrar distile su ile yikanmis ve denge tramponuyla tekrar
dengelenerek ornekler uygulanmigtir.

2.9.2. Sefakril S 200 HR Jel Filtrasyon Kromatografisi

Sefakril S 200 HR jel filtrasyon kolon dolgu maddesi % 20 etanol icerisinde
kullanima hazir olarak alinmistir. 20 mL kolon dolgu maddesi uygun kolona
doldurulduktan sonra, distile su ile yikanmak suretiyle etanoliin uzaklastiriimasi
saglanmistir. Kolon 20 mM’lik ve pH’1 7.80 olan 0.2 mM DTT katkili dengeleme
tamponuyla dengelenmistir. Bu islemlerden sonra bir dnceki saflastirma basamagi olan
Q sefaroz anyon degisim kromatografisinden elde edilen aktivite gdsteren eliisyon

tiipleri yogunlastirilarak, ayni sartlar altinda bahsedilen tamponla dengelenmis kolona

38



uygulanmis ve eliisyon tiirleri toplanarak 280 nm dalga boyunda UV absorbanslar1 ve
405 nm dalga boyunda lipaz aktiviteleri arastirnlmistir. Aktivite gosteren tiipler
toplanarak bir sonraki saflastirma basamagi i¢in hazirlanmistir.

2.9.3. Fenil Sefaroz CL-4B Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Fenil Sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kolon dolgu maddesi yine % 20 etanol
coOzeltisi igerisinde rejenerasyonu saglanmis olarak hazir alinmistir. Calismada
kullanilan diger kolon kromatografik islemlerde oldugu gibi 20 mL yatak hacmine sahip
olacak sekilde kolona doldurulan madde distile su ile yikanmak suretiyle etanol
uzaklastirilmistir. Kolon, 20 mM derisiminde ve pH’1 7.80 olan 150 mM amonyum
stilfat (NH4)2SO4 tuz ¢ozeltisini igeren kolon denge tamponuyla dengelenmistir. Daha
sonra Onceki saflagtirma basamagi olan jel filtrasyon kromatografisinden alinan 6rnekler
yogunlastirilarak farkli zamanlarda ayni sartlar altinda kolona uygulanmigtir. Kolon,
Oornegin uygulanmasi sonrasinda kolona baglanmayan proteinleri almak i¢in oncelikle
bu islem i¢in bahsedilen dengeleme tamponuyla yikanmistir. Daha sonra amonyum
stilfatsiz kolon denge tamponu ile yikanmis ve takiben % 10, 20 ve 50 oraninda
izopropanol ile belirli hacimlerde yikanarak bagli proteinler elde edilmiglerdir. Bu
kromatografik adim bazi teorik bilgiler dogrultusunda tarafimizdan balik dokular1 i¢in
optimize edilmis ve uygulanmistir.

2.10. Enzim Kinetigi Calismalar:

2.10.1. Optimum pH ¢aliymalan

Elde edilen karaciger lipaz1 30°C sabit sicaklikta degisken pH’larda (5, 5.5, 6,
6.5, 7, 7.5, 8, 85,9, 9.5 ve 10) 20 dk. 6n inkiibasyona maruz birakilarak aktivite
Olctimleri yapilmistir. Calismalar esnasinda pH’in 7.5 oldugu cozeltiler i¢in 50 mM
fosfat, digerleri i¢in ise 50 mM tris tamponu kullanilarak reaksiyon ortaminda son
konsantrasyonu 1 mM olan pNPB substratina karsi aktiviteler elde edilmistir. Bu
verilerden optimum pH belirlenmistir.

2.10.2. Optimum sicaklik ¢alismalar:

Elde edilen karaciger lipaz1 sabit pH’ta (pH 8.0) farkli sicaklik degerlerinde (5,
10, 20, 30, 33, 35, 37, 38, 40, 45, 50, 60°C) inkiibe edilerek reaksiyon ortaminda son
konsantrasyonu 1 mM olan pNPB substratina karsi spektrofotometrik olarak aktiviteler

elde edilmis ve tablolagtirilmistir. Bu verilerden optimum sicaklik tespit edilmistir.
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2.10.3. Enzim aktivitesi iizerine substrat miktarinin etkileri
Lipaz enziminin kinetigini degerlendirmek amaciyla substrat olarak pNPB
kullanilmistir (pH 8 ve 30 °C). Bu substratin aktivite ortamindaki son konsantrasyonlari
0.16-2.00 mM olacak sekilde degisim gosteren derisimleri kullanilmis ve aktiviteler
elde edilmistir.
2.10.4. Enzim aktivitesi iizerine yiizey aktif maddelerin etkileri
Elde edilen karaciger lipazi lizerine Triton X-100, sodyum dodesil siilfat (SDS),
sodyum taurokolat’in etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla bahsedilen tiim yiizey aktif
maddelerin % 0.5 oranindaki ¢6zeltileri hazirlanarak pH 8 ve 30°C sabit sicaklik altinda
son konsantrasyonu 1 mM olan pNPB substrat1 kullanilarak 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 saat
sonrasinda ¢ozelti ortaminda kalan lipolitik aktiviteler elde edilmistir.
2.11. Elektroforetik Teknikler
Saflastirma isleminin son basamaginda, yapilan saflastirmanin protein bantlar
boyutunda izlenmesi amaciyla Temizkan ve Arda (1999) tarafindan optimize edilen
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilmistir. Bu
calismada yiiriitiicii jel % 5, ayirict jel ise % 8 ve 10 oranlarinda dokiilmiistiir. Cozeltiler
su sekilde hazirlanmistir:
A. AKkrilamid / Bisakrilamid ¢o6zeltisi
*29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid 100 mL distile suda ¢ozlindiiriilmiistiir.
B. 4 x Ayirma Jeli Tamponu
* 18.15 g Tris 5 N HCIl esliginde pH 8.8 olacak sekilde distile su ile 100 mL’ye
tamamlanmistir.
C. 4 x Yiikleme Jeli Tamponu
* 3 g Tris 5 N HCI esliginde pH 6.8 olacak sekilde distile su ile 50 mL’ye
tamamlanmustir.
D. % 10 SDS
5 g SDS distile su ile 50 mL’ye tamamlanmustir.
E. %10 Amonyum Persiilfat (APS) (kullanilmadan hemen once taze olarak
hazirlanmstir).
* 0.5 g APS katis1 5 mL distile su igerisinde ¢ozlindiiriilmiistir.

F. 2 x Ornek Uygulama Tamponu

40



* 2.5 mL C ¢ozeltisi, 4 mL D o6zetlisi, 2 mL gliserol, 1 mL B-merkaptoetanol, 0.01 g
Bromophenol mavisi, distile su vasitastyla 10 mL’ye tamamlanmustir.
G. 5 x Tank Tamponu (5 kat seyreltilerek kullanilmistir)
* 15 g Tris, 72 g glisin, 5 g SDS tartilarak disitile su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

2.11.1. Giimiis Boyama
Elektroforez sonrasinda jellerin boyanmasinda giimiis boyama teknigi
kullanilmigtir. Cozeltiler su sekilde hazirlanmustir:

H. Fiksatif Cozeltisi
* % 40 metanol ¢ozeltisi igerisine 0.5 mL % 37’lik formaldehit ilave edilerek
distile su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

I. On Gelistirme Cozeltisi
* 0.2 g Sodyum Tiyosiilffat (Na,S;03) 1 L distile su igerisinde
¢Ozlindiirilmustiir.

J. Boya Cozeltisi
* 0.1 g Giimiis nitrat (AgNO3) 1 L distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Oda
sicakliginda ve koyu renkli sise i¢erisinde saklanmistir.

K. Goriintii olusturma cozeltisi
* 30 g sodyum karbonat (Na,CO3) ve I ¢ozeltisinin 20 mL’si 1 L distile su
igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Kullanilmadan hemen o6nce 0.5 mL % 37’°lik
Formaldehit ¢ozeltisi ilave edilmistir.

L. 2.3 M Sitrik asit ¢ozeltisi

* 22.1 g sitrik asit 50 mL distile su igerisinde ¢ozlindiirilmiistiir.

2.11.2. SDS-PAGE islemi

Islemler esnasinda elektroforez camlari distile su ile yikanmis ve daha sonra
etanol ile silinmistir. Jel dokme aparatina konulan camlar arasina Oncelikle % 10
oraninda ayirict jel dokiilmiistir. Bu amag¢ i¢in, 9.975 mL A ¢dzeltisi, 7.5 mL B
¢ozeltisi, 0.3 mL D ¢ozeltisi, 11.925 mL distile su, 0.3 mL APS ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Bu c¢ozelti {lizerine 20 uL TEMED c¢ozeltisi ilave edilmesini takiben bu cozelti
karisimindan 20 mL camlar arasina hava kabarcigi birakmayacak sekilde dikkatlice

dokiilmiistiir. Bir damlalik vasitasiyla iizerine bir miktar n-biitanol ilave edilerek ylizey
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diizeltilmis ve jelin donmasi saglanmistir. Daha sonra n-biitanol bir kurutma kagidi
vasitasiyla iyice uzaklastirilarak, donan jel {izerine % 8’lik bir diger ayirict jel
dokiilmiistiir. Bu amagla, 9.3 mL distile su, 5.3 mL A ¢ozeltisi, 5 mL B ¢ozeltisi, 0.2
mL D ¢ozeltisi, 0.2 mL APS ¢ozeltisi karistirtlmistir. Daha sonra bu karisim tlizerine 10
uL TEMED ¢ozeltisi ilave edilir edilmez jel dokiilerek donmasi saglanmistir. Yiizey
yine n-biitanol ¢ozeltisi ile diizeltilmis ve jelin donmasini takiben uzaklastirilmistir. Bu
islem sonrasinda % 8’lik ayiric jel iizerine % 5’lik yiiriitiicii jel dokiilmiistiir. Bu amag
icin, 1.6 mL A ¢ozeltisi, 2.5 mL C ¢ozeltisi, 0.1 mL D ¢dzeltisi, 0.1 mL APS ve 5.63
mL distile su kanistirllmistir. Bu karisim tizerine son olarak 10 pl. TEMED c¢ozeltisi
ilave edilerek daha onceden jel dokme aparatinin en {ist seviyesine yerlestirilmis tarak
tizerinden hafifce hava kabarcigi birakmayacak sekilde dokiilmiis ve donmasi
saglanmistir. Jelin donmastyla tarak c¢ikarilmis ve proteinlerin yiiklenecegi kuyucuklar
diizeltilerek elektroforeze yerlestirilmistir.

Bes kat seyreltilmis tank tamponu, jelin iist ve alt tabakasinda belirlenen
seviyelere kadar doldurulmustur. Daha sonra 25 pL yiiklem tamponu igerinde 5 ile 25
uL cesitli fraksiyonlardaki protein ¢ozeltileri 70°C’de denatiire edilmis ve kuyucuklara
yiiklenmistir. Orneklere, yiiriitiicii jelden ¢ikana kadar 80 mA akim uygulanmis ve
yiiriitiicii jelden ¢ikmasiyla, akim 110 mA’e ¢ikarilarak isleme devam edilmistir. Isaret
boyast jelin en alt tabakasindan yiirlitme tamponuna ¢iktiginda isleme son verilerek
boyama iglemine gegilmistir.

Jel elektroforezden ¢ikarildiktan sonra boyama icin fiksatif (H) ¢ozeltisi
icerisine almmis ve bir saat siiresince bekletilmistir. Daha sonra iki kez 10’ar dakika
boyunca distile su ile yikanmistir. Jel, yikanmay1 takiben 6n gelistirme ¢ozeltisi (I)
icerisine alinmis ve 1 dakika bekletilmistir. Bu asamadan sonra jel iki kez 40’ar saniye
boyunca distile su ile yikanmistir. Bu yikama sonrasinda boyama ¢ozeltisi (J) igerisine
alinarak 20 dakika hafif hizda calkalanmistir. Siire sonunda ¢6zelti uzaklastirilmis ve
distile su ile yikandiktan sonra gelistirme cozeltisi (K) icerisine alinarak, bantlar
goriinene kadar hafif hizda ¢alkalanmistir. Bantlar goriindiigiinde ¢ozeltiye 10 mL sitrik
asit ¢ozeltisi ilave edilerek ortamin notlirlesmesi saglanmustir. Jel ¢ikarilarak distile su
igerisine alinmis ve fotograflanmistir. Protein markirlar1 sayesinde ilgili bantlara dair

molekiil agirhig: tayinleri gergeklestirilmistir.
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2.12. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmada kullanilan L.cephalus, C. chalcoides ve C. carpio tiirlerinin farkli
mevsimlere ait karaciger ve kas dokusu yag asitleri {li¢ tekrar iizerinden degerlendirilmis
ve ortalama degerler kullamlmustir. Istatistiki analiz igin “SPSS 15.0 for Windows”
istatistik paket programi kullanilmistir. Tekrar ve deney ortalamalar1 arasindaki
farklarin 6nem kontrolii, Duncan (1955)’in Multiple Range Test’ine gore yapilmistir.
Ortalamalar aras1 farklar 0.05 olasilik diizeyinde F degerinden daha biiylik oldugu
zaman Onemli kabul edilmistir.

Uc tiire ait karaciger lipaz enzimi K,, ve V. parametrelerinin ¢oziimiinde
“Microsoft Word Excell” ve “GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad

Software” programlari kullanilarak degerler ve grafikler elde edilmistir.
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan Leuciscus cephalus, Chalcalburnus chalcoides ve
Cyprinus carpio tiirlerinde esey ayrimi yapilmamistir. Bununla birlikte, avlanan
baliklardan enzim saflastirma ve 6zellikle de yag asiti ¢alismalarinda kullanilacak olan
orneklerin kendi aralarinda olabildigince birbirlerine yakin boy ve agirlikta olmasina
ozen gosterilmistir (Tablo 1). Orneklerin alindig1 aylara ait ortalama su sicakliklart
Tablo 2’de verilmistir. En diisiik su sicakligi kasim ayinda (6 °C), en yiiksek sicakligin
ise temmuz ayinda (24 °C) oldugu saptanmustir.

Buna gore mayis (ilkbahar), temmuz (yaz), eyliil (sonbahar) ve kasim (kis)
aylarinda yag asiti ¢caligmalarinda kullanilmak {izere yakalanan L. cephalus bireylerinin
boy ve agirliklart degerlendirildiginde, mayis ayinda yakalanan bireylerin boylar1 12.50
- 17.50 cm, agirliklar1 32.15 - 80.14 g, temmuz ayindaki bireylerin boylar1 18.50 - 19.00
cm, agirliklar1 84.07 - 94-93 g, eyliil ayindaki bireylerinin boylar1 16.50 - 17.50 cm ve
agirliklart 66.40 - 82.71 g, kasim ayindaki bireylerinin boylarinin 19.00 - 21.00 cm,
agirliklariin 94,83 - 111.75 g arasinda oldugu belirlenmistir. Eyliil ayinda avlanan
baliklar mayis ve temmuz aylarinda avlananlardan boy ve agirlik agisindan istatistiki
fark gdstermemesine ragmen (P>0.05), mayis ve temmuz aylarinda avlanan baliklarin
boy ve agirliklar farklilik gostermistir (P<0.05). Kasim 6rnekleri sadece temmuz
ayindaki baliklardan boy ve agirlik agisindan farkli olmadig belirlenmistir (P>0.05).

C. chalcoides bireylerinin boylar1 degerlendirildiginde, mayis ayinda 15.00 -
17.00 cm, agirliklar1 51.72 - 72.93 g, temmuz ayindaki bireylerin boylar1 15.50 - 17.50
cm ve agirliklart 41.40 - 60.85 g, eyliil ayindaki bireylerinin boylar1 15.00 - 16.50 cm ve
agirliklarinin 47.62 - 53.53 g, kasim ayindaki bireylerin boylarmin 13.50 - 15.00 cm ve
agirliklarinin 40.21 - 48.54 g arasinda oldugu belirlenmistir. Bu belirtilen aylarda
yakalanan C. chalcoides bireyleri agirlik agisindan istatistiki fark gostermemistir
(P>0.05). Bununla birlikte, sadece temmuz ve kasim aylarinda yakalanan bireylerin
boylari arasinda bir fark gézlenmistir (P<0.05).

Mayis, temmuz, eyliil ve kasimda avlanan C. carpio bireyleri boy ve agirliklari
acisindan degerlendirildiginde, mayis ayinda 34.00 - 36.00 cm boy ve 701.34 - 1003.76
g agirlik, temmuz ayinda 32.00 - 35.00 cm ve agirliklarinin 593.80 - 816.55 g, eyliil
ayimda 20.50 - 28.50 cm boy ve 156.93 - 408.35 g ve kasim ayinda ise 22.50 - 32.00 cm
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boy, 219.06 - 450.85 g agirlik araliginda olduklari saptanmistir. Mayis ve temmuz

ayinda avlanan bireylerde gerek boy ve gerekse agirlik acisindan bir fark

gbézlenmemistir (P>0.05). Ayni durum eyliil ve kasim aylar1 arasinda da belirlenmistir.

Bu aylarda avlanan 6rneklerin mayis ve temmuz aylarindakinden daha diisiikk boy ve

agirhiga sahip olduklar1 goriilmiistiir (P<0.05).

Tablo 1. Yag asiti analizi i¢in kullanilan baliklarin mevsimlere gore boy (cm) ve

agirliklar (g)"
Aylar L. cephalus C. chalcoides C. carpio
(Kefal) (Giimiis) (Sazan)
Boy (cm) Agirhik (g) Boy (cm) Agirhik (g) Boy (cm) Agirlik (g)
Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H
Mayis
(ilkbahar) 14.66+1.48a  51.27+14.68a | 15.50+0.76ac  58.98+6.98a | 34.33+0.88a 818.83+93.58a
Temmuz
(Yaz) 18.50+0.28bc  88.10+3.43bc | 16.83+0.67a  54.29+6.44a | 33.33+£0.88a 700.12+64.50a
Eyliil
(Sonbahar) | 16.83+0.33ac  75.23+4.76ab | 15.50+£0.50ac 50.85+1.73a | 23.88+2.40b 250.13+£79.52b
Kasim
(Kas) 20.00+0.58b 104.44+£5.01¢c | 14.33+0.44c  44.37+2.41a | 26.00£1.62b 307.98+72.14b

*: Her veri {i¢ farkli bireyin boy ve agirliklarinin ortalamasidir. t: Her bir slitunda ayni

harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir (P>0.05).

Ort. £S.H: Ortalama+Standart Hata.

Tablo 2. 2005-2006 yillarinda Todiirge golinde mayis, temmuz, eylil ve kasim

aylarinda 6lciilen ortalama su sicaklik degerleri

Aylar May1s Temmuz Eyliil Kasim
(ilkbahar) (yaz) (sonbahar) (kis)
Sicaklik (°C) 12 24 19 6

45




3.1. C. chalcoides’in (Giimiis) karaciger yag asitlerinde mevsimsel degisim

C. chalcoides’in mayis, temmuz, eylill ve kasim aylarina ait karaciger yag
asitleri mevsimsel degisimi Tablo 3 ve Sekil 26, 33, 38, 44’de sunulmustur.

Karaciger yag asiti bilesimleri mevsime bagli olarak kalitatif agidan bir fark
gostermemesine karsin, kantitatif farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Palmitik asit
(C16:0), stearik asit (C18:0), palmitoleik asit (C16:1 n-7), oleik asit (C18:1 n-9), C18:1
n-7, linoleik asit (C18:2 n-6), arakidonik asit (C20:4 n-6), eikosapentaenoik asit (C20:5
n-3), dokosapentaenoik asit (C22:5 n-3) ve dokosahekzaenoik asit (C22:6 n-3)’in tiim
mevsimlerdeki yag asitlerinin biiyik bir kismini teskil ettigi saptanmistir. Bu yag
asitlerinden en fazla bulunanlarin ise C16:0, C18:0, C18:1 n-9, C20:4 n-6, 20:5 n-3 ve
C22:6 n-3 oldugu gorilmiistiir.

Karaciger doymus yag asiti (DYA) smifininin en baskin yag asitinin C16:0
(%16.76+0.21 - %?20.57+0.29) oldugu saptanmakla birlikte, yaz aylarindaki yiiksek
miktarlarinin sonbahar ve kig periyoduna dogru diislis gosterdigi belirlenmistir.
DYA’da ikinci en yiiksek miktara sahip olan C18:0’1n en yiiksek oranina ilkbaharda
(%12.30+0.30) rastlanmis ve C16:0’a benzer olarak, kis periyotlarina dogru azaldigi
gOriilmiistiir.

Karaciger C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C15:0, C19:0 ve C24:0 yag
asitlerinin tiim mevsimlerde %]1’in altinda temsil edildikleri saptanmistir.

Toplam DYA yiizdelerinin ilkbahardan (%38.59+0.30) kisa dogru (%
28.59+0.26) 6nemli dlgiide diistiigli bulunmustur.

C18:1 n-9, tek cift bag igeren doymamis yag asiti (TCDmYA) simifinin en
yiiksek yilizdeye sahip yag asiti olmustur. Tim mevsimlerde istatistiki farklar
goriilmekle birlikte (P<0.05), yazdan itibaren artarak sonbaharda en yiiksek seviyeye (%
32.96+0.76) ulasan bu asitin kis periyodunda da (% 25.80+.28) yiiksek oranlarda temsil
edildigi belirlenmistir. TCDmYA simifinin ara metabolitlerinden C16:1 n-7’nin en
yiiksek miktarina sonbahar (% 11.23£0.21) ve kis (% 10.91+£0.19) mevsiminde
rastlanmistir (P>0.05). Bir diger ara metabolit olan C18:1 n-7 en yiiksek oranda
ilkbaharda (% 7.25+0.08) goriilmiistiir.
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Cl14:1 n-5, C15:1 n-5, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9’un TCDmMYA smifinin iz
miktarlarda temsil edilen yag asitleri olduklar1 belirlenmistir.

Sonbaharda en yiiksek yiizdede temsil edilen toplam TCDmYA’nin (%
51.79+£0.24) bir miktar diisiise ragmen, kis mevsiminde de (% 45.734£0.17) yiiksek
seviyede oldugu belirlenmistir. Toplam TCDmYA miktarlarinin mevsimlere gore
belirgin istatistiki fark gosterdikleri saptanmistir (P<0.05).

n-6 formu asir1 doymamis yag asiti (ADmYA) sinifi igerisinde en yliksek
seviyeye sahip olan yag asitinin C20:4 n-6 oldugu bulunmustur. Bu yag asitinin
miktarlar1 yazdan itibaren azalarak (% 7.08+0.50) sonbaharda en diisiik seviyeye (%
0.97+0.01) ulagmis ve kis periyodunda (% 4.81+0.30) tekrar artmaya baslamistir. C18:2
n-6’da C20:4 n-6’ya tamamen benzer degisim gostermistir.

C18:3 n-6, C20:2 n-6, C20:3 n-6, C22:2 n-6, C22:4 n-6 ve C22:5 n-6’nin n-6
ADmYA smifinin %1’in altinda temsil edilen yag asitleri olduklar1 saptanmustir.

Toplam n-6 formu ADmYA miktarlar1 tiim mevsimlerde istatistiki farklar
gostermekle birlikte (P<0.05), sonbaharda en diisiik oranda (% 2.60+0.15) rastlanmis ve
kis periyoduyla tekrar artmistir (% 8.25+0.18).

n-3 formu ADmYA smifinda C20:5 n-3, yaz (% 7.49+£0.51), sonbahar (%
7.06+£0.16) ve kis (% 6.84+0.46) periyotlarinda herhangi bir degisime ugramamistir
(P>0.05). C22:5 n-3’1in en yiiksek yilizdesine ilkbaharda rastlanmis ve eyliil ve kasim
aylarinda belirgin bir diislisiin oldugu gozlenmistir. n-3 formu ADmY A sinifi igerisinde
en yiiksek miktarda temsil edilen C22:6 n-3’e yazin en yiiksek oranda (% 17.33+1.03)
rastlanmis ve sonbaharda ani bir diisiis (% 5.27+0.21) gosterdikten sonra kis
periyoduyla (% 7.86+0.14) birlikte tekrar arttig1 gézlenmistir.

Toplam n-3 ADmY A miktarlari mevsimlere gore 6nemli farklar gostermislerdir
(P<0.05). En yiiksek toplam n-3 ADmYA yiizdesi yaz (% 28.95+0.16), en diisiik ise
tireme peryoduna denk gelen aylar1 kapsayan sonbaharda (% 14.84+0.12) saptanmis ve
kis mevsimiyle birlikte tekrar artmaya baglamistir. Toplam ADmYA miktarlar1 da

toplam n-6 ve n-3 ADmY A miktarlarina benzer paralellikte bir degisim sergilemistir.
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Tablo 3. Chalcalburnus chalcoides’in karaciger yag asitlerinin mevsimsel degisimi (%)

o flkbahar Yaz Sonbahar Kis
Yag asitleri (Mayis) (Temmuz) (Eyliil) (Kasim)
Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H

C8:0 0.03£0.07a 0.03+0.01a 0.01+0.01a 0.02+0.01a
C 10:0 0.06+0.00a 0.03+0.01a 0.01£0.00a 0.03+0.01a
C11:0 0.05+0.03a 0.09+0.01b 0.09+0.00b 0.15+0.00¢c
C12:0 0.12+0.01ab 0.17+0.03b 0.15+0.03b 0.06+0.12a
C13:0 0.05+0.01a 0.06+0.01a 0.014+0.00b 0.05+0.01a
C 14:0 1.194£0.19a 1.544+0.17a 3.25+0.09b 2.61+0.16¢
C15:0 0.51+0.08a 0.260.05b 0.19+0.01b 0.31+0.08b
C16:0 20.57+£0.29a 19.40+0.41a 17.19+0.32b 16.76+0.21b
C17:0 1.68+0.10a 1.57+0.24a 0.77+0.13b 0.56+0.02b
C 18:0 12.30+0.30a 8.62+0.14b 4.71+0.17¢ 4.79+0.22¢
C19:0 0.41+0.07a 0.20+0.03b 0.07£0.00c 0.10+0.03bc
C20:0 0.24+0.03a 0.86+0.08ab 1.35+£0.13b 0.96+0.02b
C21:0 0.294+0.04a 0.77+0.09b 1.42+0.09¢ 1.15+0.11¢
C 22:0 0.80+0.11a 1.21+£0.13a 1.18+0.08a 0.82+0.05a
C 24:0 0.31+0.06ac 0.16+0.02bd 0.38+0.01a 0.24+0.03cd
X DYA 38.59+0.30a 34.93+0.22b 30.77+0.33¢ 28.59+0.26¢
C 14:1 n-5 0.15+0.02ad 0.08+0.01ab 0.05+0.02b 0.16+0.03d
C15:1n-5 0.11+0.01a 0.08+0.01ab 0.05+0.02b 0.07+0.04ab
C16:1 n-7 4.924+0.08a 6.23+0.14a 11.23+0.21b 10.91+0.19b
C17:1n-8 0.77+0.13a 1.04+0.09a 1.29+0.20a 0.96+0.10a
C 18:1 n-9 13.82+0.70a 18.86+0.17b 32.96+0.76¢ 25.80+0.28d
C18:1n-7 7.25+0.08a 4.17+0.13b 4.36+0.17b 5.74+0.11¢c
C20:1n-9 0.14+0.01a 0.96+0.03b 1.80+0.14¢ 2.03+0.11c
C22:1n-9 0.024+0.00a 0.02+0.01a 0.024+0.00a 0.04+0.03a
C 24:1 n-9 0.05+0.01a 0.08+0.04a 0.04+0.01a 0.04+0.01a
X TCDmYA 27.21+0.32a 31.50+0.27b 51.79+0.24c¢ 45.73+0.17d
C18:2n-6 2.88+0.12a 1.02+0.06b 0.96+0.04b 1.93£0.15¢
C 18:3n-6 0.48+0.04a 0.11£0.01b 0.09+0.01b 0.22+0.03¢
C 20:2n-6 0.14+0.03a 0.02+0.05a 0.16+0.08a 0.41+0.09b
C20:3n-6 0.08+0.01a 0.05%0.02ac 0.02+0.00¢ 0.03+0.01¢
C 20:4 n-6 7.08+0.50a 3.06+0.14b 0.97+0.01¢ 4.814+0.30d
C22:2n-6 0.03£0.01a 0.01£0.00a 0.03£0.02a 0.04+0.04a
C 22:4n-6 0.10+0.02a 0.35+0.04ab 0.30+0.08a 0.66+0.17b
C 22:5n-6 0.23+0.04a 0.12+0.01ab 0.07+0.01b 0.21+0.06ab
X n-6 ADmYA 11.02+0.19a 4.62+0.11b 2.60+0.15¢ 8.25+0.18d
C18:3n-3 1.07+0.04a 0.31+0.05b 0.37+0.02b 0.70+£0.05¢
C20:3n-3 0.03+0.01a 0.04+0.01a 0.20+0.03b 0.06:0.01a
C20:5n-3 5.52+0.33a 7.49+0.51b 7.06+0.16b 6.84+0.46b
C22:3n-3 0.03+0.01a 0.01£0.00a 0.254+0.05b 0.05+0.01a
C22:5n-3 4.53+0.01a 3.69+0.02b 1.7440.19¢ 1.90+0.23¢
C22:6n-3 12.07+0.15a 17.33+1.03b 5.27+0.21c¢ 7.86+0.14d
X n-3 ADmYA 23.21+0.19a 28.95+0.16b 14.84+0.12¢ 17.43+0.20d
X ADmYA 34.23+0.28a 33.57+0.24a 17.44+0.14b 25.68+0.21c¢

*: Her veri Ug¢ tekrarn ortalamasidir. t: Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. S.H: Standart Hata. ¥ DY A: Toplam doymus yag asiti.
Y TCDmYA: Toplam tek cift bag igceren doymamis yag asiti. £ n-6 ADmYA: Toplam n-6
formu agir1 doymamis yag asiti. ¥ n-3 ADmYA: Toplam n-3 formu asir1 doymamig yag asiti.
¥ ADmYA: Toplam agiri doymamis yag asiti.
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3.2. L. cephalus’un (Kefal) karaciger yag asitlerinde mevsimsel degisim

L. cephalus’un mayis, temmuz, eyliil ve kasim aylarin1 kapsayan, karaciger yag
asitleri mevsimsel degisimi Tablo 4 ve Sekil 27, 32, 39, 45°de sunulmaktadir.

Karaciger yag asiti bilesimleri mevsime bagli olarak kalitatif agidan bir fark
gostermemesine karsin, kantitatif farklar gosterdigi tespit edilmistir. C16:0, C18:0,
Cl6:1 n-7, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3’iin
karaciger yag asitlerinin biiyiik bir kismin1 teskil ettigi saptanmistir. Bu yag asitlerinden
en fazla bulunanlarin ise C16:0, C18:0, C18:1 n-9, C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve
C22:6 n-3 oldugu gorilmiistiir.

C16:0’1n, karaciger DYA’nin en yliksek yiizdedeki yag asiti oldugu belirlenmis
ve sonbahardan (eyliil) itibaren diislis gostererek kis periyodunda (kasim) en diisiik
seviyeye ulasmistir (% 17.46+£0.27). C16:0’1n, eylill ayinda en yiiksek yiizdeye (%
25.93+0.53) sahip oldugu saptanmistir. DYA’inden C18:0’in en yiiksek seviyesi
ilkbahar (% 8.48+0.27), en diisiik ise kis periyodunda (% 4.34+0.08) gozlenmistir
(P<0.05)

Karaciger C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C15:0, C19:0, C21:0 ve C24:0 yag
asitlerinin tiim mevsimlerde %]1’in altinda temsil edildikleri saptanmistir.

[lkbahar (% 33.83+0.26) ve yaz (% 32.16+0.31) periyotlarinda fark géstermeyen
toplam DYA miktarinin sonbaharda en yiiksek (% 43.38+£0.29) oldugu ve kis
periyoduyla (% 28.80+0.24) birlikte bir hayli azaldig1 gozlenmistir.

L. cephalus’ta da karaciger TCDmY A’nin en baskin yag asiti C18:1 n-9’dur. Bu
yag asitinin kig periyodunda (% 18.79+0.74) en yiiksek seviyeye ulastig1 ve degisimin
diger mevsimlerden Onemli Olclide farkli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Ara
metabolitlerden C16:1 n-7 ve C18:1 n-7’nin, sonbaharda artmaya baslayarak kis
mevsiminde en yliksek yiizdeye (sirasiyla % 18.03+£0.34 ve % 13.61+£0.48) sahip
olduklari tespit edilmistir.

Cl14:1 n-5, C15:1 n-5, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9’un tim mevsimlerde %1’in
altinda temsil edilen yag asitleridir. C14:1 n-5, C15:1 n-5 ve C20:1 n-9’un kisin oranlar
diisiikte olsa artis gostermistir.

Yaz aylarinda diisiis gosteren toplam TCDmYA (% 23.39+0.21), sonbahar
itibariyle (%33.64+0.24) artmaya baslamis ve kis periyodunda en yiiksek yiizdede (%
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54.64+0.37) bulunmustur. Mevsimlere goére toplam TCDmYA miktarlarinin
birbirlerinden belirgin istatistiki fark gosterdikleri goriilmiistiir (P<0.05).

n-6 formu ADmYA smifinin en yiiksek yilizdedeki yag asiti olan C20:4 n-6’nin
yazin % 6.27+0.15’ye ulagtig1, sonbahar (% 3.33+£0.21) ve kis (% 2.66+0.13) aylarinda
azaldig1 belirlenmistir. n-6 ADmY A igerisinde ikinci derecede 6nem arzeden C18:2 n-6,
% 1.72+0.12 — 2.7140.17 arasinda degisim gostermis ve en diisiik degere kasim en
yiiksek ise may1s ayinda rastlanmistir.

C18:3 n-6, C20:2 n-6, C20:3 n-6, C22:2 n-6, C22:4 n-6 ve C 22:5 n-6’n1n % 1’in
altinda temsil edilen n-6 formu ADmYA olduklar1 bulunmustur. Bu yag asitlerinde
kisin azalma kaydedilmis, C22:2 n-6 hari¢ digerleri yaz ve sonbaharda diger
mevsimlere gore artis gostermislerdir.

Toplam n-6 ADmYA yiizdeleri mevsimlere gore istatistiksel farklar gostermekle
birlikte (P<0.05), sonbahar (% 7.51+0.33) ve kis (% 5.11%0.18) periyotlar1 boyunca
diisiis gostermistir.

n-3 formu ADmYA igerisinde, C20:5 n-3’lin en yiiksek ylizdesine yaz ayinda
(temmuz) rastlanirken (% 9.32+0.57), sonbahardan itibaren diisiis gostererek (%
6.1340.33) kisin (kasim) en diisiik ylizdeye (% 3.39+0.41) sahip olmustur. C22:5 n-3’iin
sonbahar ve kig periyotlar1 boyunca azaldigi, temmuzda ise en yiiksek yiizdeye (%
3.45+0.10) ulastig1 belirlenmistir. C22:6 n-3, yazin en yiiksek degerde bulunurken (%
20.45+0.31), sonbahar itibariyle bir hayli diisiis gosterdigi (% 6.13+0.18) ve kis
periyodunda en diisiik degere indigi goriilmiistiir (P>0.05).

Toplam n-3 formu ADmYA miktarlar1 mevsimlere gore istatistiksel farklar
gostermekle birlikte (P<0.05), en diigiik miktar kis periyodunda saptanmistir. Toplam
ADmYA miktarlar1 da toplam n-6 ve n-3 ADmYA miktarlarina benzer paralellikte bir

degisim profili sergilemistir.
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Tablo 4. Leuciscus cephalus’un (Kefal) karaciger yag asitlerinin mevsimsel degisimi (%)

Yag asitleri flkbahar Yaz Sonbahar Kis
(Mayis) (Temmuz) (Eyliil) (Kasim)
Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H

C8:0 0.024+0.01a 0.04+0.02a 0.02+0.00a 0.02+0.01a
C10:0 0.06+0.04a 0.05+0.03ab 0.03+£0.01ab 0.01+0.00b
C11:0 0.05+0.04a 0.14+0.01b 0.44+0.06¢ 0.11£0.01ab
C12:0 0.24+0.06a 0.13+0.04ab 0.16+0.03ab 0.09+0.01b
C13:0 0.02+0.01a 0.06+0.02b 0.06+0.00b 0.07+0.04b
C 14:0 1.36+0.10a 1.44+0.03a 2.44+0.30b 3.23+0.44b
C15:0 0.57+0.24a 0.37+0.02a 0.58+0.10a 0.92+0.10b
C16:0 19.88+0.32a 19.05+0.54a 25.93+£0.53b 17.46+0.27¢
C17:0 1.44+0.14ac 1.65+0.37ab 2.36+0.21b 0.72+0.16¢
C 18:0 8.48+0.27a 6.61+0.11b 7.14£0.27b 4.34+0.08b
C19:0 0.26+0.09a 0.28+0.02a 0.28+0.00a 0.14+0.07b
C20:0 0.21+0.03a 0.62+0.18b 1.16+0.26¢ 0.38+0.11ab
C21:0 0.18+0.15a 0.73+0.11b 0.69+0.12bc 0.35+0.03ac
C22:0 0.97+0.09a 0.81£0.11a 1.26+0.15b 0.84+0.09a
C24:0 0.10£0.02a 0.21+0.08a 0.86+0.12b 0.15+0.04a
X DYA 33.83+0.26a 32.16+0.31a 43.38+0.29b 28.80+0.24¢
Cl4:1n-5 0.19+0.06a 0.27+0.02a 0.18+0.11a 0.73+0.09b
C15:1n-5 0.10+0.02a 0.20+0.06a 0.28+0.16a 0.55+0.13b
C16:1 n-7 7.78+0.19a 4.44+0.33b 7.60+0.22a 18.03+0.34¢
C17:1n-8 1.31+0.31a 0.81+0.16a 1.16+0.42a 1.82+0.20a
C18:1n-9 11.18+0.64a 11.71£0.40a 16.61+0.35b 18.79+0.74¢
C 18:1 n-7 9.74+0.27a 4.83£0.11b 6.84+0.24c 13.61+0.48d
C20:1 n-9 0.26+0.02ab 0.74+0.17ac 0.85+0.25¢ 1.09+0.03c
C22:1n9 0.02+0.01a 0.36+0.11b 0.05+0.02a 0.02+0.00a
C24:1n9 0.02+0.01a 0.05+0.02ab 0.09+0.04b 0.01+0.00a
X TCDmYA 30.57+0.32a 23.39+0.21b 33.64+0.24¢ 54.64+0.37d
C18:2n-6 2.71+£0.17a 2.04+0.08b 2.48+0.19ac 1.72+£0.12b
C18:3 n-6 0.15+0.02ac 0.24+0.02ab 0.21+0.05ab 0.09+0.02¢
C20:2n-6 0.07+0.02a 0.15+0.02a 0.60+0.11b 0.25+0.06a
C20:3n-6 0.06+0.02a 0.08+0.02a 0.05+0.00a 0.03+0.01a
C20:4n-6 5.03+0.01a 6.27+0.15b 3.33+0.21c 2.66+0.13d
C22:2n-6 0.02+0.00a 0.02+0.01a 0.01+0.00a 0.02+0.00a
C22:4n-6 0.30+0.06a 0.47+0.07ab 0.69+0.11b 0.25+0.08a
C22:5n-6 0.16+0.08a 0.27+0.04a 0.17+0.00a 0.13+0.05a
X n-6 ADmYA 8.50+0.21a 9.50+0.27b 7.51+£0.33¢ 5.11+0.18d
C18:3n-3 0.84+0.09a 1.54£0.12b 0.73+0.10a 0.64+0.06a
C20:3n-3 0.04+0.01a 0.10+0.03b 0.09+0.00b 0.08+0.00ab
C20:5n-3 6.00+0.21a 9.3240.57b 6.13+0.33a 3.39+0.41c
C22:3n-3 0.04+0.01a 0.11£0.04a 0.07+0.00a 0.66+0.18b
C22:5n-3 2.84+0.25a 3.45+0.10b 2.3540.20a 1.31+0.06¢
C22:6n-3 17.37+£0.56a 20.45+0.31b 6.13+0.18c 5.394+0.23c
X n-3 ADmYA 27.10+0.25a 34.97+0.23b 15.50+0.18¢ 11.47+0.16d
X ADmYA 35.60+0.28a 44.47+0.26b 23.01+0.22¢ 16.58+0.15d

*: Her veri Ug¢ tekrarn ortalamasidir. t: Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. S.H: Standart Hata. ¥ DY A: Toplam doymus yag asiti.
Y TCDmYA: Toplam tek cift bag iceren doymamis yag asiti. £ n-6 ADmYA: Toplam n-6
formu agir1 doymamis yag asiti. ¥ n-3 ADmYA: Toplam n-3 formu asir1 doymamig yag asiti.
¥ ADmYA: Toplam agiri doymamis yag asiti.
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3.3. C. carpio’nun (Sazan) karaciger yag asitlerinde mevsimsel degisim

C. carpio’nun mayis, temmuz, eylil ve kasim aylarina ait karaciger yag
asitlerinin mevsimsel degisimi Tablo 5’te ve Sekil 28, 34, 40, 46’da sunulmustur.

Bu tiirde de karaciger yag asiti bilesimleri mevsime bagli olarak kalitatif agidan
bir fark goéstermemesine karsin, kantitatif farkliliklarin oldugu belirlenmistir. C16:0,
C18:0, C16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve
C22:6 n-3’lin tim mevsimlerdeki yag asitlerinin biiyiik bir kismini teskil ettigi
saptanmistir. Bu yag asitlerinden en fazla bulunanlarin ise C16:0, C18:0, C18:1 n-9,
C18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 oldugu
goriilmiistiir.

DYA smifinda en fazla bulunan C16:0’in en yiiksek yiizdesine yazin (%
21.96+0.32) rastlanmakla birlikte, sonbahar ve kis peryotlarina dogru azaldigi
saptanmigstir. C18:0’1n (% 4.01+£0.10 — 8.65+0.11) tiim mevsimlerde istatistiksel olarak
farkli oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Bu yag asitinde de kis periyodunda azalma
olmustur.

C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C19:0, C20:0 ve C24:0’1n tim mevsimlerde
% 1’in altinda temsil edildikleri saptanmistir. Bu yag asitleri mevsimlere gore farkl
degisim gdstermislerdir.

Tiim mevsimlerde istatistiki agidan farkli oldugu goriilen toplam DY A (P<0.05),
yazin en yiiksek yiizdede (% 38.42+0.22) olmakla birlikte, sonbahar periyodunda en
diisiik ylizdeye (% 26.20+0.11) sahip oldugu bulunmustur.

Karaciger TCDmYA’nden en fazla ylizdeye sahip yag asitleri C18:1 n-9 (%
7.90+0.32 — 12.93+0.28) ve C18:1 n-7 (% 8.17+0.41 — 11.434+0.33) olup, tiim
mevsimlerde farkli bir degisim gostermislerdir (P<0.05). Bu yag asitleri sonbaharda en
yiiksek yiizdeye ulasmis ve kis periyodunda ise diisiis olmustur. Bir diger ara metabolit
olan C16:1 n-7’nin (% 4.90+£0.14 — 9.08+0.07) tiim mevsimlerde farkli bir degisim
sergilemistir (P<0.05). Kisin en diisiik, yaz ve sonbaharda yiiksek orana sahiptir.

Cl14:1 n-5, C15:1 n-5, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9’un C. carpio karacigerinde %
I’in altinda bir degere sahip olduklari gdzlenmistir. C24:1 n-9 higbir degisim

gostermezken digerleri kisin artig gostermistir.
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Yaz donemi (% 34.26+0.21) itibariyle artis gosteren toplam TCDmY A’nin
sonbaharda (% 37.38+0.26) en yliksek yiizdede oldugu ve kis periyodunda en diisiik
yiizdeye (% 24.57+0.31) geriledigi gorilmiistiir.

n-6 formu ADmYA’den C18:2 n-6’da en diisik yiizdeye (% 2.79+0.08) kis
periyodunda rastlanmistir. C20:4 n-6 yaz periyodundan sonra sonbahar ve kis
periyotlari siiresince artig (% 3.09+0.06 — 5.37+0.21) gostermistir.

C18:3 n-6, C20:2 n-6, C20:3 n-6, C22:2 n-6, C22:4 n-6 ve C22:5 n-6’nin n-6
formu ADmYA igerisinde en diisiik ylizdelere sahip (% 1’in altinda) yag asitleri oldugu
saptanmistir. Bu yag asitleriyle birlikte, toplam n-6 ADmYA, mayis ve temmuz
aylarinda 6nemli bir degisim gdstermemesine ragmen, eyliilde en yiiksek seviyeye (%
13.27+0.26) sahip olmustur. Ancak kasim aymda onemli bir azalma (% 9.92+0.15)
gostermistir (P<0.05).

n-3 formu ADmYA’nden C18:3 n-3, % 0.33+£0.05 — 2.14+0.08 arasinda bir
degisim gostermistir. Temmuz ve eyliil aylarina ait degerlerin yiiksek ve benzer
olduklart goriilmistiir. C20:3 n-3 mayis, temmuz ve eyliil aylarinda ¢ok diisiik (% 1’in
altinda) degere sahipken, kisin (kasim) % 2.81+0.17’lik degere yiikselmistir. C20:5 n-
3’lin sadece ilkbaharda (mayis) ¢ok kiigiik bir istatistik fark gosterdigi ve mevsime gore
pek degisim gostermedigi saptanmigtir. C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 mevsime bagl olarak
benzer bir degisim profili sergileyerek, C. carpio’nun iireme aylarina rastlayan yaz
periyodunda en diisiik saptanan miktarlari, sonbahar ve kis periyotlar1 siiresinde artis
gostermistir.

Yaz periyodunda en diisiik yiizdelerde temsil edilen toplam n-3 ADmYA ve
toplam ADmYA miktarlar1 sonbaharda artarak, kis doneminde en yliksek yiizdede
olduklar1 tespit edilmistir. Tiim mevsimlerde istatistiksel farklarin oldugu goriilmiistiir.
Bu yag asitlerinde goriilen mevsimsel degisimlerin 6nemli oldugu belirlenmistir

(P<0.05).
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Tablo S. Cyprinus carpio’nun (Sazan) karaciger yag asitlerinin mevsimsel degisimi (%)

Yag asitleri Ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
(Mayis) (Temmuz) (Eyliil) (Kasim)
Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H

C8:0 0.05+0.01a 0.02+0.00a 0.03+0.00a 0.06+0.01a
C 10:0 0.07+0.02a 0.04+0.00a 0.04+0.01a 0.06+0.02a
C11:0 0.10+0.02a 0.04+0.01a 0.21+0.06a 0.82+0.10b
C12:0 0.28+0.04a 0.20+0.02ab 0.09+0.01b 0.18+0.07ab
C13:0 0.04£0.00a 0.04+0.00a 0.05+£0.01a 0.16+0.07b
C 14:0 1.38+0.11ac 2.01£0.17b 1.15+0.00a 1.65+0.10bc
C15:0 0.79+0.06a 0.80+0.11a 0.97+0.02a 1.00+0.04a
C16:0 17.60+0.16a 21.96+0.32b 15.66+0.38¢ 16.03+£0.31¢
C17:0 1.65+0.13ad 1.91£0.09ab 1.28+0.03¢ 2.1140.14cd
C 18:0 8.65+0.11a 7.14+0.10b 4.01£0.10c 6.03+0.05d
C19:0 0.08+0.00a 0.32+0.09b 0.31£0.05b 0.45+0.09b
C 20:0 0.16+0.02a 0.82+0.10b 0.25+0.03a 0.84+0.10b
C21:0 0.24+0.04a 1.17£0.16b 0.21+0.02a 0.54+0.07¢
C22:0 1.38+0.02a 1.3740.10a 1.75+0.08b 1.83+0.04b
C 24:0 0.28+0.01a 0.60+0.05b 0.23+0.04a 0.13+0.08c¢
X DYA 32.71+0.37a 38.42+0.22b 26.20+0.02¢ 31.87+0.16d
Cl14:1n-5 0.26+0.00a 0.36+0.01ab 0.31£0.05a 0.48+0.07b
C15:1n-5 0.15+0.01a 0.57+0.09b 0.63+0.01b 0.57+0.07b
C 16:1 n-7 5.58+0.14a 9.08+0.07b 7.93+0.25¢ 4.90+0.14d
C17:1n-8 1.12+0.06ab 0.86+0.08a 1.36+0.25b 0.83+0.10a
C18:1n-9 9.04+0.17a 12.29+0.21b 12.93+0.28¢ 7.90+0.32d
C18:1n-7 9.40+0.11a 8.55+0.05b 11.43£0.33¢ 8.17+0.41d
C20:1n-9 1.97+0.05a 2.50+0.06b 2.714£0.18b 1.5740.13¢
C22:1n9 0.06+0.01ab 0.04+0.01a 0.07+0.00b 0.13+0.02¢
C24:1 n9 0.04+0.00a 0.05+0.01a 0.02+0.00a 0.02+0.00a
X TCDmYA 27.60+0.33a 34.26+0.21b 37.38+0.26¢ 24.57+0.31d
C18:2n-6 3.81+0.14a 5.98+0.27b 6.38+0.04b 2.79+0.08¢
C 183 n-6 0.35+0.02a 0.32+0.04b 0.27+0.08c 0.26:+0.00¢
C20:2n-6 0.17+0.01a 0.13+0.04a 0.75+0.11b 0.78+0.09b
C20:3n-6 0.10+0.00ab 0.10£0.01ab 0.08+0.04a 0.13+0.04b
C20:4n-6 5.37+0.21a 3.09+0.06b 4.70+0.16¢ 5.00+0.23ac
C22:2n-6 0.03+0.00a 0.02+0.00a 0.08+0.02b 0.06+0.02a
C22:4n-6 0.09+0.01a 0.45+0.11b 0.45+0.08b 0.62+0.09b
C22:5n-6 0.13+0.01a 0.18+0.01a 0.32+0.03b 0.30+0.03b
X n-6 ADmYA 10.03+0.17a 10.25+0.12a 13.27+0.26b 9.92+0.15a
C18:3n-3 0.61+0.04a 2.14+0.08b 2.02+.04b 0.33+0.05¢
C20:3n-3 0.11+0.00a 0.06+0.01a 0.79+0.10b 2.81+0.17b
C20:5n-3 7.68+0.31a 6.41+0.05b 6.47+0.10b 6.13+0.08b
C22:3n-3 0.12+0.05a 0.03+0.01a 2.16+0.09b 2.80+0.17¢
C22:5n-3 4.41+0.14a 2.944+0.09b 3.45+0.17¢ 6.71+0.25d
C22:6n-3 16.75+0.36a 5.50+0.14b 8.25+0.20c 14.89+0.27d
X n-3 ADmYA 29.67+0.22a 17.08+0.13b 23.1440.09¢ 33.64+0.32d
X ADmYA 39.70+0.30a 27.33+0.21b 36.41+0.14c 43.56+0.41d

*: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. t: Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. S.H: Standart Hata. ¥ DY A: Toplam doymus yag asiti.
¥ TCDmYA: Toplam tek ¢ift bag iceren doymamis yag asiti. £ n-6 ADmYA: Toplam n-6
formu asir1 doymamis yag asiti. £ n-3 ADmYA: Toplam n-3 formu asir1 doymamis yag asiti.
¥ ADmYA: Toplam agir1 doymamis yag asiti.
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3.4. C. chalcoides’in (Giimiis) kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimi

C. chalcoides’in mayis, temmuz, eyliil ve kasim aylarina ait kas dokusu yag
asitleri mevsimsel degisimi Tablo 6’da ve Sekil 29, 35, 41, 47°de sunulmustur.

Kas dokusu yag asiti bilesimleri karacigerdeki gibi mevsime bagli olarak
kalitatif fark gostermemekle birlikte, kantitatif farklarin oldugu belirlenmistir. Kas
dokusu genel yag asiti bilesimlerinin C14:0, C16:0, C18:0, C16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:1
n-7, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3’ten meydana geldigi
belirlenmistir. Bu yag asitleri igerisinde en fazla bulunanlarmn ise C16:0, C18:0, C16:1
n-7, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C20:4 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3’iin oldugu goriilmiistiir.

DYA’nden C14:0’m (% 2.16+0.12 - 5.63+0.14) mevsimsel dagiliminda
istatistiki olarak fark oldugu saptanmistir. DY A arasinda en yiiksek yiizdede bulunan
C16:0’m (% 15.75+0.19 - 19.48+0.27) en yiiksek degeri yaz periyodunda gozlenmis ve
kis periyodunda bir diisiis olmustur. C18:0’1n en yiiksek ylizdesi yaz periyodunda (%
8.40+0.23) bulunmakla birlikte, sonbahar ve kis periyotlarindaki degerler arasinda bir
fark olmadigi belirlenmistir (P>0.05). Heneikosanoik asit (C21:0)’in C. chalcoides’in
kas dokusunda biitiin mevsimlerde % 1.224+0.13 - 3.324+0.18 arasinda temsil edildigi
belirlenmigtir. C20:0, temmuz ve eyliilde (% 2.36+0.08, 3.02+0.21) artis gdstermesine
ragmen, kasim ayinda diistis (% 1.57+0.10) gozlenmistir.

C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, CI13:0, C19:0, C22:0 ve C24:0’mn biitiin
mevsimlerde ¢ok diisiik yiizdelerde (%1’in altinda) temsil edildikleri saptanmistir. Bu
yag asitlerinde de mevsimlere bagli olarak ¢esitli degisimlerin oldugu kaydedilmistir.

Mevsimsel olarak istatistiki fark gosteren toplam DYA miktar1 (P<0.05), yaz
déneminde (% 41.65+0.37) en yiiksek seviyeye ulasarak, sonbahar (% 37.62+0.35) ve
kis periyotlar1 (% 28.97+0.19) boyunca bu degerin kademeli olarak diistiigii
gozlenmistir.

[lkbaharda % 9.11+0.19 seviyesinde olan C16:1 n-7, yaz periyodunda diisiis
gostermis (% 5.02+0.26), sonbahar (eyliil) ve kis (kasim) periyotlarinda ise tekrar artis
gostermistir (% 7.98+0.31 — 9.85+0.22). C18:1 n-9’un TCDmYA’nin en yiiksek
oranlarda temsil edilen yag asiti oldugu ve yaz periyodunda (% 10.10+0.37) diisen
miktarlarinin sonbahar itibariyle (% 20.30+0.61) artarak kisin en yiiksek yiizdeye (%
22.68+0.33) ulasmistir. C18:1 n-7’de de C18:1 n-9’a benzer bir degisim gdzlenmistir.
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Bu yag asitinde en yiiksek ylizdeye kis ve ilkbahar mevsimlerinde rastlanmistir (%
5.12+0.20 - 6.62+0.11).

Cl14:1 n-5, C15:1 n-5, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9’un karacigerde oldugu gibi kas
dokuda da TCDmYA sinifinin % 1’in altinda temsil edilen yag asitleri oldugu
saptanmistir. Bu yag asitleri ve C17:1 n-8, C20:1 n-9 disiik yilizdelerde olsalarda
yiiksek ylizdedeki yag asitlerine benzer bir degisim profili sergilemislerdir.

C. chalcoides’in kas dokusunda yazin en diisiik ylizdede temsil edilen toplam
TCDmMYA (% 21.1240.26), sonbahar itibariyle (% 34.43+0.19) artisa gectigi ve kis
periyodunda en yiiksek ylizdede (% 40.04+0.22) oldugu belirlenmis ve mevsime bagl
olarak istatistiki farklar ortaya cikmistir (P<0.05). Bu toplam yag asitlerinde kis
mevsimi sonrasi ilkbahar sezonunda, kisa gore azalma oldugu kaydedilmistir.

n-6 formu ADmYA’den C18:2 n-6 (%2.22+0.20 - 4.88+0.49 ) ve C20:4 n-6 (%
1.06+£0.11 - 5.49+0.22) mevsimlere bagli olarak benzer bir degisim profili sergilemistir.
C20:4 n-6’da farkliliklarin daha belirgin oldugu saptanmistir. Yaz periyodundan
itibaren diisiis gosteren bu asitlerin en diisilk seviyeye sonbaharda inmisler ve kis
periyoduyla birlikte tekrar artis oldugu ortaya ¢ikmugtir.

C18:3 n-6, C20:2 n-6, C20:3 n-6, C22:2 n-6, C22:4 n-6 ve C22:5 n-6 kas
dokusunda n-6 formu ADmYA’nin en diisiik yiizdeye sahip (% 1’in altinda) yag
asitleridir. Bu yag asitlerinden C18:3 n-6 ve C20:2 n-6 hari¢ digerlerinde 6nemli bir
degisim saptanmamustir.

Toplam n-6 ADmYA miktarlarinin tim mevsimlerde istatistiksel farklar
gostermekle birlikte (P<0.05), yaz (% 6.00+0.11) ve sonbahar (% 4.19+0.15) itibariyle
azalan miktarlarinin kis periyodunda (% 8.12+0.13) artt1ig1 belirlenmistir.

n-3 formu ADmYA’de C20:5 n-3’iin yaz ve sonbahar donemlerindeki yiiksek
miktarlarinin farksiz olduklari ortaya ¢ikmigtir. C22:5 n-3 (% 2.51+0.17 - 3.44+0.02) ve
C22:6 n-3’lin (% 7.18+0.88 - 13.06+0.10) mevsime bagli olarak benzer bir degisim
profili sergiledikleri goriilmiistiir. Her iki yag asitinin de yazin en yiiksek yiizdede
oldugu, sonbahar doneminde ise onemli diisiis kaydedilmistir. Kis doneminde tekrar
arttig1 saptanmistir. C22:6 n-3’te degisimlerin daha belirgin oldugu goriilmektedir.

Toplam n-3 ADmYA miktarlar1 mevsimlere gore istatistiksel fark gostermekle

birlikte (P<0.05), sonbahar periyodunda goriilen diisiisiin kis itibariyle tekrar artisa
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Tablo 6. Chalcalburnus chalcoides’in kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimi (%)

Yag asitleri flkbahar Yaz Sonbahar Kis
(Mayis) (Temmuz) (Eyliil) (Kasim)
Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H

C8:0 0.01+0.00a 0.09+0.02b 0.01+£0.01a 0.01+0.00a
C 10:0 0.02+0.00a 0.13+0.03b 0.02+0.00a 0.01£0.00a
C11:0 0.02+0.00a 0.35+0.05b 0.26+0.03b 0.12+£0.01a
C12:0 0.13+0.04a 0.33+0.04b 0.18+0.02a 0.13+0.02a
C13:0 0.02+0.00a 0.29+0.09b 0.05+£0.01a 0.02+0.00a
C14:0 2.16+£0.12a 2.65+0.08b 5.63+0.14c 2.94+0.10d
C15:0 0.45+0.04a 1.25+0.10b 0.42+40.11a 0.42+0.05a
C 16:0 15.75+£0.19a 19.48+0.27b 18.93+0.32b 16.06+0.44a
C17:0 0.77+0.13a 2.20+0.17b 0.91£0.00a 0.65+0.15a
C 18:0 5.06+0.25a 8.40+0.23b 3.05+0.15¢ 3.92+0.53¢
C19:0 0.14+0.03a 0.79+0.12b 0.16+0.06a 0.13+0.04a
C20:0 0.95+0.10a 2.36+0.08b 3.0240.21c¢ 1.57+0.10d
C21:0 1.2240.13ac 2.44+0.02bc 3.32+0.18b 2.07+0.44c¢
C22:0 0.71+£0.02a 0.72+0.01a 0.91+0.05b 0.72+0.02a
C24:0 0.21+0.00a 0.21+0.00a 0.79+0.08b 0.21+£0.01a
X DYA 27.58+0.22a 41.65+0.37b 37.62+0.35¢ 28.97+0.19d
C14:1n-5 0.17+0.01a 0.74+0.09b 0.15+0.03a 0.16+0.02a
C 15:1n-5 0.11+0.00a 0.23+0.03b 0.09+0.01a 0.08+0.00a
C 16:1 n-7 9.11+0.19a 5.02+0.26b 7.98+0.31c 9.85+0.22a
C17:1n-8 1.15+0.08a 0.62+0.06b 1.2140.12a 1.21+0.05a
C18:1n-9 19.65+0.59a 10.10+0.37b 20.30+0.61c 22.68+0.33d
C 18:1 n-7 6.62+0.11a 3.89+0.27b 3.56+0.18b 5.12+0.20c
C20:1n-9 1.11£0.35a 0.44+0.03b 0.98+0.10ab 0.88+0.05ab
C22:1n9 0.02+0.00a 0.04+0.01a 0.05+0.01a 0.04+0.01a
C24:1n-9 0.04+0.01a 0.05+0.01a 0.12+0.03b 0.03+0.00a
X TCDmYA 37.97+0.38a 21.12+0.26b 34.43+0.19¢ 40.04+0.22d
C 18:2n-6 4.88+0.49a 2.54+0.16bc 2.22+0.20b 3.44+0.25¢
C18:3n-6 0.35+0.02a 0.19+0.06ab 0.11+0.04b 0.25+0.09ab
C20:2n-6 0.18+0.06abc 0.18+0.01abc 0.08+0.02b 0.31+0.05¢
C20:3n-6 0.05+0.01a 0.18+0.04b 0.08+0.02a 0.04+0.01a
C20:4 n-6 5.49+0.22a 2.50+0.30b 1.06£0.11c 3.54+0.17d
C22:2n-6 0.02+0.00a 0.04+0.01a 0.02+0.01a 0.02+£0.01a
C22:4n-6 0.57+£0.27a 0.21+0.08a 0.43+0.01a 0.39+0.11a
C22:5n-6 0.33+0.12a 0.17+0.02a 0.24+0.03a 0.13+£0.01a
X n-6 ADmYA 11.84+0.24a 6.00£0.11b 4.19+0.15¢ 8.12+0.13d
C 18:3n-3 1.46+0.15 0.86+0.03 0.86+0.09 1.22+0.07
C20:3n-3 0.03+0.01a 0.22+0.08b 0.27+0.04b 0.02+0.00a
C20:5n-3 9.24+0.13a 13.62+0.70b 12.85+0.46b 10.77+0.15¢
C22:3n-3 0.03+0.01a 0.05+0.00a 0.10£0.01b 0.03+0.02a
C22:5n-3 3.31+0.18a 3.44+40.02a 2.51£0.17b 2.8240.07b
C22:6n-3 8.53+0.27a 13.06+0.10b 7.18+0.88¢ 8.04+0.60ac
X n-3 ADmYA 22.60+0.12a 31.25+0.18b 23.77+0.29¢ 22.88+0.10d
X ADmYA 34.44+0.26a 37.25+0.21b 27.96+0.33c 31.00+0.14d

*: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. t: Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. S.H: Standart Hata. £ DY A: Toplam doymus yag asiti.
¥ TCDmYA: Toplam tek ¢ift bag iceren doymamis yag asiti. £ n-6 ADmYA: Toplam n-6
formu agir1 doymamus yag asiti. ¥ n-3 ADmYA: Toplam n-3 formu asir1 doymamis yag asiti.
¥ ADmYA: Toplam agir1 doymamis yag asiti.
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gectigi gozlenmistir. Toplam ADmYA miktarlarinin da mevsimlere goére anlaml
derecede farkli oldugu tablodan anlagilmaktadir.

Genel olarak toplam doymus yag asitlerinin yaz ve sonbahar mevsimlerindeki
yiiksek degerlerinin kisin azaldigi, buna karsin tim doymamis yag asitlerinde ise
(TCDmMYA ve ADmYA) kisin artis oldugu sdylenebilir.

3.5. L. cephalus’un (Kefal) kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimi

L. cephalus’un mayis, temmuz, eylil ve kasim aylarmna ait kas dokusu yag
asitleri mevsimsel degisimleri Tablo 7 ve Sekil 30, 36, 42, 48’de sunulmustur.

Kas dokusu yag asitleri bilesimi mevsimsel olarak kalitatif bir fark
gostermemistir ancak kantitatif farklarin oldugu saptanmustir. Tablo 7’den de
goriilebilecegi gibi, en yiiksek ylizdeye sahip olan yag asitlerinin DYA’dan C14:0,
C16:0 ve C18:0, TCDmYA’dan C16:1 n-7, C18:1 n-9 ve C18:1 n-7, n-6 ADmYA’den
C18:2 n-6 ve C20:4 n-6, n-3 ADmYA’lerinde ise C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3
oldugu goriilmektedir. Bu yag asitlerinden en fazla bulunanlarin ise C16:0, C18:0,
C16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6
n-3 oldugu saptanmastir.

DYA’da C14:0’m en yiiksek miktar1 sonbaharda goriilmiis (% 2.97+0.28) ve
diger mevsimlerden farkli oldugu belirlenmistir (P<0.05). DY A simifinin en baskin yag
asitlerinden olan C16:0 sonbahar periyodunda en yiiksek yiizdede iken, kis periyodunda
azaldig1 saptanmistir. C18:0’1n ilkbahar (% 7.97+0.56) ve yazin (% 6.344+0.32) yiiksek
olan degeri kis mevsiminde azalma gostermistir (% 5.28+0.18).

C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C19:0 ve C24:0 en diisiik yiizdeyle (% 1’in
altinda) temsil edilen yag asitleridir. C19:0, C20:0, C21:0 ve C22:0°da mevsimsel bir
degisim gozlenmemistir.

Toplam DYA tim mevsimlerde istatistiksel fark gostermistir (P<0.05). En
yiksek ylizdeye sonbaharda rastlanmis ancak kis periyodunda hissedilir derecede
azalmustir.

TCDmYA’den C16:1 n-7’nin en diisiik miktarina sonbahar (% 4.87+0.25) en
yiiksek ise kis periyodunda (% 8.71+£0.51) rastlanmig ve bu degerlerin diger mevsimlere
gore farkli olduklar1 belirlenmistir (P<0.05). C18:1 n-9, en yiiksek yiizdeye kis

periyodunda ulagmis, diger mevsimlerde farklilik gostermemistir. C18:1 n-7 ilkbahar ve
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yaz periyodunda degisim gostermezken, sonbaharda 6nemli derecede azalmis ve kisin
cok onemli bir artig gostermistir.

C14:1 n-5, C15:1 n-5, C20:1 n-9, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9’un TCDmMY A sinifinin
%1’in altinda temsil edilen yag asitleri olmustur. C14:1 n-5 ve CI15:1 n-5 harig
digerlerinde herhangi bir degisim belirlenememistir.

Toplam TCDmYA mevsimlere gore farklilik gostermesiyle birlikte (P<0.05),
sonbaharda diisiis (% 21.32+0.10), kis periyodunda ise artis (% 33.74+0.12) gosterdigi
belirlenmistir.

n-6 formu ADmY A sinifi icerisinde, gerek C18:2 n-6 (%2.85+0.09 — 3.60+0.11)
gerekse C20:4 n-6’nin (% 3.30+0.08 - 4.45+0.14) mevsime gore benzer bir degisim
profili sergiledigi ve her ikisinde sonbaharda goriilen en diisiik degerlerin kis
periyodunda arttig1 saptanmistir. Kas dokusunda C18:3 n-6, C20:2 n-6, C20:3 n-6,
C22:2 n-6, C22:4 n-6 ve C22:5 n-6’nin, n-6 ADmY A sinifinin en diisiik seviyeye sahip
yag asitleri olduklar1 belirlenmistir.

Toplam n-6 ADmYA miktarlarinda yaz (% 7.68+0.10) ve sonbahar (%
7.434£0.07) periyotlarinda fark goriillmemekle birlikte (P>0.05), kis periyodunda (%
8.13+0.13) artig1 gézlenmistir.

C18:3 n-3, mevsimlere gore kayda deger degisim gostermemistir. Ancak kis
mevsiminde azda olsa azalmistir. C20:5 n-3’te istatistiki farklar goriilmiis (P<0.05) ve
bu yag asitine en fazla sonbaharda (% 12.65+0.12) rastlanmistir. Sonbaharda en diigiik
ylizdede (%% 2.88+0.11) temsil edilen C22:5 n-3’lin kis periyoduyla birlikte arttigi
belirlenmigtir. C22:6 n-3’de % 15.10+£0.12 - 17.77+0.24 arasinda degisim gdstermistir.
En diisiik miktar1 sonbahar ve kisin saptanmasiyla birlikte, ilkbahar ve yazin 6nemli
denecek oranda artig gorilmiistiir.

Toplam n-3 ADmYA miktarinin, en diisiik kis periyodunda oldugu belirlenmis
(% 28.38+0.09) ve mevsimlere gore istatistiki fark gostermistir (P<0.05). Toplam n-6 ve
n-3 ADmYA’ndeki dalgalanmalara bagli olarak toplam ADmYA’nde de mevsimlere
gore degisim olmustur. Bu yag asitleri ylizdelerinde kis periyodunda azalma meydana

gelmistir.
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Tablo 7. Leuciscus cephalus’un kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimi (%)

ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
Yag asitleri (Mayis) (Temmuz) (Eyliil) (Kasim)
Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H

C8:0 0.12+0.02a 0.02+0.00b 0.02+0.00b 0.01+0.00b
C 10:0 0.18+0.04a 0.02+0.00b 0.03+£0.01b 0.02+0.00b
C11:0 0.25+0.02a 0.02+0.00b 0.38+0.05¢ 0.24+0.04a
C12:0 0.60+0.12a 0.17+0.04b 0.33+0.07b 0.11+0.02b
C13:0 0.11+0.02ac 0.03+0.00b 0.06+0.02b 0.07+0.00bc
C 14:0 1.76+0.02a 2.00+0.17a 2.97+0.28b 2.12+0.06a
C15:0 0.47+0.03 0.57+0.13 0.85+0.25 1.00+0.20

C 16:0 18.22+0.13a 20.33+0.21b 22.56+0.28¢ 17.09£0.11d
C17:0 0.61£0.00a 1.05+0.21ab 1.36+0.21b 1.04+0.03ab
C 18:0 7.97+0.56a 6.34+0.32b 5.98+0.27b 5.28+0.17b
C 19:0 0.26+0.02a 0.29+0.01a 0.23+0.03a 0.23+0.01a
C20:0 0.65£0.08a 0.74+0.01a 1.57+0.32b 0.80+0.09a
C21:0 0.61+0.06a 1.12+0.16b 1.534+0.07¢ 0.60+0.06a
C22:0 1.00+0.12a 0.88+0.22a 0.81+0.11a 1.10+0.12a
C24:0 0.17+0.01a 0.01+0.00b 0.42+0.17¢ 0.07+0.02b
X DYA 32.96+0.19a 33.58+0.25b 39.06+0.22¢ 29.75+0.13d
C 14:1n-5 0.234£0.04a 0.16+0.02a 0.14+0.01a 0.69+0.09b
C15:1n-5 0.18+0.02ab 0.15+0.07a 0.12+0.00a 0.36+0.05b
C 16:1 n-7 7.41+0.35ac 6.66+0.48a 4.8740.25b 8.71+0.51c
C17:1n-8 0.74+0.02a 0.68+0.11a 0.71+£0.01a 1.19+0.21b
C18:1n-9 10.71£0.40a 11.32+0.24a 10.96+0.38a 13.33£0.12b
C 18:1n-7 6.40+0.11a 6.00+0.20a 4.09+£0.17b 8.83+0.28¢
C20:1n-9 0.44+0.02a 0.37+0.02a 0.35+0.09a 0.56£0.10a
C22:1n-9 0.07+0.02a 0.09+0.02a 0.04+0.01a 0.04+0.01a
C24:1n9 0.07+0.02a 0.02+0.00a 0.07+0.00a 0.04+0.01a
Y. TCDmA 26.23+0.37a 25.42+0.11b 21.32+0.10¢ 33.74+0.12d
C18:2n-6 3.60+0.11a 3.44+0.25a 2.85+0.09b 2.44+0.13b
C18:3n-6 0.32+0.07a 0.15+0.01b 0.17+0.04b 0.14+0.03b
C20:2n-6 0.11£0.02a 0.07+0.01a 0.29+0.08b 0.27+0.04b
C20:3n-6 0.11£0.01a 0.05+0.00b 0.08+0.02ab 0.05+0.02b
C20:4n-6 3.52+0.05ab 3.78+0.10b 3.30+0.08a 4.45+0.14c¢
C22:2n-6 0.09+£0.01a 0.01+0.00b 0.02+0.00b 0.07+0.02¢
C22:41n-6 0.22+0.03a 0.03+£0.01b 0.57+0.04¢ 0.50+0.06¢
C22:5n-6 0.39+0.03a 0.18+0.05b 0.19+0.01b 0.24+0.02b
Y n-6 ADmYA 8.32+0.05a 7.68+0.10b 7.43+£0.07b 8.13+0.13a
C18:3n-3 1.254+0.03a 1.2140.04a 1.284+0.01a 1.04+0.02b
C20:3n-3 0.18+0.01ac 0.05+0.00b 0.20+0.05a 0.11+0.01bc
C20:5n-3 9.48+0.10a 11.72+0.17b 12.65+0.12¢ 8.14+0.21d
C22:3n-3 0.28+0.04a 0.20+0.06a 0.05+0.02b 0.24+0.03a
C22:5n-3 3.54+0.08a 3.97+0.21a 2.88+0.11b 3.71£0.14a
C22:6n-3 17.77+0.24a 16.14+0.14b 15.16+0.19¢ 15.10+0.12¢
Y n-3 ADmYA 32.50+0.18a 33.31+0.11b 32.22+0.10¢ 28.38+0.09d
Y ADmYA 40.82+0.16a 40.99+0.10a 39.65+0.11b 36.51+0.13¢c

*: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. t: Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. S.H: Standart Hata. ¥ DY A: Toplam doymus yag asiti.
¥ TCDmYA: Toplam tek ¢ift bag iceren doymamis yag asiti. £ n-6 ADmYA: Toplam n-6
formu asir1 doymamus yag asiti. £ n-3 ADmYA: Toplam n-3 formu asir1 doymamis yag asiti.
¥ ADmYA: Toplam agir1 doymamis yag asiti.
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3.6. C. carpio’nun (Sazan) kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimi

C. carpio’nun mayis, temmuz, eylill ve kasim aylarina ait kas dokusu yag
asitlerinin mevsimsel degisimleri Tablo 8 ve Sekil 31, 37, 43, 49°da sunulmustur.

Kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisiminde kantitatif farklarin oldugu
saptanmistir. Kas dokusunda otuzsekiz yag asiti igerisinde C14:0, C15:0, C16:0, C18:0,
Cl16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6
n-3’1in en fazla bulunanlardir.

DYA’nden Cl14:0’in sadece ilkbaharda (%2.59+0.11), C15:0’mn ise yaz
mevsiminde (% 3.30+0.12) yiiksek miktarlarda oldugu bulunmustur. C17:0’1n
ilkbaharda yiiksek olan miktar1 yazin azalmis, sonbaharda tekrar artarak kisin en diisiik
seviyeye inmigtir. Ayni dalgalanma C20:0°de de goriilmektedir. C16:0, gerek DYA
icerisinde gerekse diger yag asiti smiflart igerisinde tiim mevsimlerde en yiiksek
seviyeye sahip olmustur. Bu asit, yazdan itibaren artarak (% 20.77+0.39), eyliil ayinda
(% 27.96+1.19) en yiiksek seviyesine ulasmis ve kis periyodunda onemli derecede
azalmistir. C18:0, tiim mevsimlerde belirgin istatistiksel farklar gostermis (P<0.05) ve
kis periyodunda en diisiik seviyeye ulagmistir (%6.68+0.11 - 14.76+0.30).

C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, C13:0, C19:0 ve C24:0’mn % 1’in altinda temsil
edilmelerine ragmen mevsimsel olarak 6nemli dalgalanmalar gostermislerdir. Bu yag
asitlerinin en diislik seviyelerine kis mevsiminde rastlanmustir.

Toplam DYA miktar1 mevsimlere gore istatistiki farklar gostermekle birlikte
(P<0.05), sonbaharda en yiiksek yiizdede (% 54.34+1.10) oldugu ve kis periyodunda ise
en diisiik seviyeye indigi (% 30.77+0.11) ortaya ¢ikmustir.

TCDmYA’da ara metabolitler olan C16:1 n-7 (% 4.23+£0.09 - 6.98+0.14) ve
C18:1 n-7’nin (% 6.48+0.23 — 9.35+0.20) en diisiik miktarlarina yaz doneminde
rastlanmis ve kis periyoduyla birlikte artis gosterdikleri bulunmustur. C14:1 n-5 ve
C15:1 n-5 ¢ok disiik miktarlarda bulunmalarina ragmen, kisin daha diisiik seviyeye
inmiglerdir. TCDmMYA’nin en yliksek yiizdeye sahip yag asiti olan C18:1 n-9, en fazla
kis periyodunda bulunmus (% 13.36+0.30) ve bu degerin ilkbahar ve yaz
mevsimlerindeki degerlerden (% 10.50+0.18 — 10.29+0.21) farkli oldugu gorilmistiir
(P<0.05).

C14:1 n-5, C15:1 n-5, C17:1 n-8, C20:1 n-9, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9’un

TCDmYA smifinin % 1’in altinda temsil edilen yag asitleri olduklar1 saptanmigtir.
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Toplam TCDmYA miktarlarindaki dagilimin (% 22.3240.15 - 31.01+0.19
arasinda) mevsime gore farkli oldugu (P<0.05) ve yaz doneminde en diisiik yiizdede
oldugu belirlenmistir.

C18:2 n-6’nin yaz (% 3.43+0.09) ve sonbahar (% 3.30+0.12) periyotlarinda
diisen miktarlarinin kisin arttigi (% 5.41£0.18) goriilmiistiir. C20:4 n-6’nin yazin en
yiiksek yiizdede (% 7.79+0.35) oldugu, sonbahar itibariyle en diisiik degere indigi (%
2.98+0.11) ve kisin ise artig gosterdigi (% 7.72+0.28) belirlenmistir.

C18:3 n-6, C20:2 n-6, C20:3 n-6, C22:2 n-6, C22:4 n-6 ve C22:5 n-6 ¢ok diisiik
ylzdelerde temsil edilmektedirler. Bu yag asitlerinden C22:5 n-6 hari¢ digerlerinde
onemli bir degisim gézlenmemistir.

C. carpio’nun kas dokusu n-6 formu ADmY A’nin toplam yiizdelerinde mayis ve
temmuz aylarinda istatistiki olarak 6nemli bir degisim goriilmezken, eyliil ayinda en
diisiik seviyeye (% 7.75+0.17) inmistir. Kasim ay1 yiizdesi en yiiksek deger olarak
kaydedilmistir (% 15.05+0.16) ve diger mevsimlerden olduk¢a farkli oldugu
belirlenmistir.

C18:3 n-3’in ilkbahar (1.19+0.08) ve yaz (1.33%+0.08) periyotlarindaki
degerlerinin diger mevsimlerden yiiksek oldugu ve sonbahar, kis mevsimlerinde
azaldig1 gozlenmektedir. C20:5 n-3 mevsimlere gore onemli fark gostermis (P<0.05) ve
sonbaharda en diisiik yiizdeye sahiptir (% 2.57+0.11). Bu yag asitinde sonbahara gore
kisin ¢ok 6nemli bir artis olmustur. C22:5 n-3 ve C22:6 n-3’te de C20:5 n-3’de goriilen
degisime benzer degisim gozlenmistir. Bu asitlerde kis mevsiminde sonbahara gore ¢ok
onemli artiglar meydana gelmistir. C22:6 n-3’teki artis oldukga fazladir.

Gerek toplam n-3 ADmYA gerekse toplam ADmY A miktarlarindaki mevsime
bagl degisimler istatisitiki 6nem arz etmektedir (P<0.05) ve oOzellikle sonbaharda
olduk¢a azalma meydana gelmesine ragmen kisin ve diger mevsimlerde dnemli artiglar

olmustur.
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Tablo 8. Cyprinus carpio (Sazan) kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimleri (%)

Yag asitleri Ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
(Mayis) (Temmuz) (Eyliil) (Kasim)
Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H Ort*+S.H
C8:0 0.02+0.00a 0.08+0.01b 0.06+0.02ab 0.02+0.00a
C 10:0 0.06+0.00a 0.06+0.02a 0.09+0.00a 0.02+0.00b
C11:0 0.16+0.02a 0.04+0.00b 0.13+0.02a 0.57+0.06¢
C12:0 0.29+0.04a 0.09+0.01b 0.42+0.07¢ 0.13+0.03b
C13:0 0.09+0.00a 0.03+£0.01a 0.50+0.07b 0.09+0.01a
C 14:0 2.59+0.11a 0.84+0.07b 1.84+0.04¢ 0.75+0.06b
C15:0 2.10+0.05a 3.30+0.12b 1.58+0.05¢ 1.38+0.12¢
C 16:0 17.124+0.50a 20.77+0.39b 27.96+1.19¢ 17.92+0.55a
C17:0 2.00+0.05a 1.42+0.12b 3.30+0.09¢ 1.334£0.12b
C 18:0 8.33+0.17a 9.97+0.22b 14.76+0.30c 6.68+0.11d
C 19:0 0.22+0.02a 0.54+0.04b 0.45+0.06b 0.25+0.03a
C20:0 1.074£0.04a 0.21+0.03b 1.72+0.06¢ 0.66+0.03d
C21:0 1.01£0.06a 0.30+0.03b 0.31£0.00b 0.19+0.05b
C22:0 1.03+£0.01a 1.07+£0.04a 0.67+0.10b 0.79+0.05b
C24:0 0.38+0.03a 0.04+0.00b 0.57+0.07¢ 0.04:0.00b
X DYA 36.45+0.13a 38.71+0.10b 54.34+1.10c¢ 30.77+0.11d
C14:1n-5 0.48+0.07a 0.09+0.01b 0.91+0.13¢ 0.10+0.02b
C15:1n-5 0.29+0.05ac 0.50+0.06b 0.46+0.08ab 0.17+0.2¢
C 16:1 n-7 5.37+0.11a 4.23+0.09b 5.38+0.20a 6.98+0.14c¢
C17:1n-8 0.82+0.06a 0.45+0.09b 0.71+0.06a 0.62+0.01ab
C 18:1n-9 10.50+0.18a 10.29+0.21a 13.36+0.30b 13.59+0.28b
C18:1n-7 8.19+0.11a 6.48+0.23b 9.35+0.20c 7.77+0.16a
C20:1 n-9 0.98+0.05a 0.21+0.03b 0.65+0.12¢ 0.77+0.06ac
C22:1n-9 0.06+0.01a 0.05+0.01a 0.09+0.02a 0.11£0.02a
C24:1n9 0.08+0.00ab 0.03+£0.01a 0.11£0.04b 0.03+0.00a
X TCDmYA 26.75+0.13a 22.32+0.15b 31.01£0.19¢ 30.12+0.14d
C18:2n-6 5.28+0.11a 3.43+0.09b 3.30+0.12b 5.41+0.18a
C18:3n-6 0.35+0.02a 0.26+0.04a 0.30+0.07a 0.29+0.01a
C20:2n-6 0.28+0.05a 0.17+0.04a 0.42+0.23b 0.33+0.07ab
C20:3n-6 0.09+0.01a 0.04+0.00a 0.44+0.08b 0.19+0.05a
C20:4n-6 5.01+0.16a 7.79+£0.35b 2.98+0.11¢ 7.72+0.28b
C22:2n-6 0.06+£0.01a 0.01+0.00a 0.02+0.00a 0.05+0.01a
C22:4n-6 0.37+0.04a 0.07+0.01b 0.23+0.06a 0.39+0.05a
C22:5n-6 0.26+0.03ab 0.37+0.06a 0.10+0.00b 0.71+0.12¢
X n-6 ADmYA 11.67£0.09a 12.14+0.12a 7.75+0.17b 15.05+0.16¢
C18:3n-3 1.19+0.08a 1.33+0.08a 0.69+0.03b 0.69+0.05b
C20:3n-3 0.09+0.01a 0.05+£0.01a 0.90+0.13b 0.17+0.03¢
C20:5n-3 12.69+0.24a 10.37+0.36b 2.57+0.11¢ 8.64+0.28d
C22:3n-3 0.07+0.01a 0.39+0.05b 0.18+0.05a 0.20+0.03a
C22:5n-3 5.27+0.16a 4.76+£0.17b 1.25+0.06¢ 3.70+0.12d
C22:6n-3 5.84+0.13a 9.98+0.22b 1.33+0.14c¢ 10.67+0.37d
X n-3 ADmYA 25.15+0.09a 26.85+0.12b 6.92+0.18c 24.07+0.22d
X ADmYA 36.82+0.12a 38.99+0.20b 14.67+0.16¢ 39.12+0.19b

*: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. t: Her satirda aymi harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. S.H: Standart Hata. ¥ DY A: Toplam doymus yag asiti.
¥ TCDmYA: Toplam tek ¢ift bag iceren doymamis yag asiti. £ n-6 ADmYA: Toplam n-6
formu agir1 doymamuis yag asiti. £ n-3 ADmYA: Toplam n-3 formu asir1 doymamis yag asiti.
Y ADmYA: Toplam agir1 doymamis yag asiti.
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3.7. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger toplam yag asiti
miktarlarinin mevsimsel olarak karsilastirilmasi
C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger toplam yag asiti

bilesimleri Tablo 9°da sunulmustur.

Toplam DYA, C. chalcoides (% 34.93+0.22) ve C. carpio’da (% 38.42+0.22)
yazin, L. cephalus’ta ise sonbahar periyodunda (% 43.38+0.29) en yiiksek oranlarda
bulunmus ve kis periyoduyla birlikte diisiis kaydedilmistir. Toplam TCDmYA
miktarlart mevsimsel olarak 6nemli dalgalanmalar gostermistir. Buna gore en yliksek
oranlar C. chalcoides (% 51.79+0.24) ve C. carpio’da (% 37.38+0.26) sonbahar
periyodunda, L. cephalus’ta ise kis periyodunda (% 54.64+0.37) belirlenmistir.

Toplam n-6 formu ADmYA miktarlarinin yaz periyodundan itibaren azalarak
sonbaharda en diisiik oranlarina ulastigir goriilmiistiir. Toplam n-3 formu ADmY A’ nin
en diisiik miktarlar1 C. chalcoides ve L. cephalus igin sonbahar (sirasiyla % 14.84+0.12
ve % 15.50+0.18), C. carpio igin ise yaz periyodunda (% 17.08+0.13) belirlenmistir. bu
verilere gore C. carpio hari¢ diger tiirlerde toplam ADmYA miktarlarinin sonbahar
periyodunda azaldigi, kis periyoduyla birlikte arttig1 saptanmustir.

3.8. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio kas dokusu toplam yag asiti
miktarlarinin mevsimsel olarak karsilastirilmasi

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun kas dokusu toplam yag asiti
bilesimleri Tablo 10’da sunulmustur.

Yaz ve sonbahar periyotlarinda yiiksek oranlarda olan toplam DYA’nin tim
tirlerde kis periyoduyla birlikte diislis gosterdigi belirlenmistir (C. chalcoides’te %
28.97+0.19, L. cephalus’ta % 29.75+0.13 ve C. carpio’da % 30.77+0.11). Toplam
TCDmY A’nin en yiiksek miktarlar1 C. chalcoides (% 40.04+0.22) ve L. cephalus’ta (%
33.744£0.12) kisin, C. carpio’da ise sonbahar periyodunda (% 31.01£0.19)
belirlenmistir.

Toplam n-6 formu ADmYA tiim tiirlerde sonbahar periyodunda en diisiik
miktarlarda bulunmustur (C. chalcoides’te % 4.19+0.15, L. cephalus’ta % 7.43+£0.07 ve
C. carpio’da % 7.754+0.17). Kis periyoduyla birlikte n-6 formu ADmY A miktarlarinin
onemli derecede arttig1 gozlenmistir. Toplam n-3 ADmYA miktarlar1 C. chalcoides ve
L. cephalus’ta sonbahar ve kis periyotlarinda diisiik miktarlarda bulunurken, C.

carpio’da kis periyodunda hissedilir bir artig saptanmistir. Sonbahar periyodunda tiim
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tiirlerin kas dokusunda diisiis gosteren toplam ADmYA miktarlari, kis periyoduyla

birlikte artis gdstermistir.

Tablo 9. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio
miktarlarinin mevsimsel olarak karsilastirilmasi (%)

karaciger toplam yag asiti

Iikbahar Yaz Sonbahar Kis
C. chalcoides 38.59+0.30a 34.93+0.22b 30.77+0.33¢ 28.59+0.26¢
>YDYA L. cephalus 33.83+0.26a 32.16+0.31a 43.384+0.29b 28.80+0.24¢
C. carpio 32.71+0.37a 38.42+0.22b 26.20+0.02¢ 31.87+0.16d
C. chalcoides 27.21+0.32a | 31.50+0.27b 51.79+0.24¢ | 45.73+£0.17d
>TCDmYA | L. cephalus 30.57+0.32a 23.39+0.21b 33.64+0.24¢ 54.64+0.37d
C. carpio 27.60+0.33a 34.26+0.21b 37.38+0.26¢ 24.57+0.31d
Tn-6 C. chalcoides 11.02+0.19a 4.62+0.11b 2.60£0.15¢ 8.25+0.18d
ADmYA L. cephz_allus 8.50+0.21a 9.50+0.27b 7.51+£0.33¢ 5.11+0.18d
C. carpio 10.03+0.17a 10.25+0.12a 13.27+0.26b 9.92+0.15a
Tn-3 C. chalcoides 23.21+0.19a 28.95+0.16b 14.84+0.12¢ 17.43+0.20d
ADmYA L. ceph{;llus 27.10+£0.25a 34.974+0.23b 15.50+0.18¢c 11.47+0.16d
C. carpio 29.67+0.22a 17.08+0.13b 23.14+0.09¢ 33.64+0.32d
C. chalcoides 34.23+0.28a 33.57+0.24a 17.44+0.14b 25.68+0.21c¢
>ADmYA L. cephalus 35.60+0.28a 44.47+0.26b 23.01+0.22¢ 16.58+0.15d
C. carpio 39.70+0.30a 27.33+£0.21b 36.41+0.14¢ 43.56+0.41d

Tablo 10. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio kas dokusu toplam yag asiti
miktarlarinin mevsimsel olarak karsilastirilmasi (%)

ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
C.chalcoides | 27.58+0.22a | 41.65+0.37b | 37.62+0.35¢ | 28.97+0.19d
>YDYA L. cephalus 32.96+£0.19a | 33.58+0.25b | 39.06+0.22¢ | 29.75+0.13d
C. carpio 36.45+0.13a | 38.71£0.10b | 54.34+1.10c | 30.77+0.11d
C. chalcoides | 37.97+0.38a | 21.12+0.26b | 34.43+0.19¢ | 40.04+0.22d
>TCDmYA | L. cephalus 26.23+0.37a | 25.42+0.11b | 21.32+0.10c | 33.74+0.12d
C. carpio 26.75+0.13a | 22.32+0.15b | 31.01+£0.19¢ | 30.12+0.14d
Sn-6 C. chalcoides 11.84+0.24a 6.00£0.11b 4.19+0.15¢ 8.12+0.13d
ADmYA L. cephglus 8.32+0.05a 7.68+0.10b 7.43+0.07b 8.13+0.13a
C. carpio 11.67+0.09a | 12.14+0.12a 7.75+0.17b 15.05+0.16¢
Tn-3 C.chalcoides | 22.60+0.12a | 31.25+0.18b | 23.77+£0.29c¢ | 22.88+0.10d
ADmYA L. ceph{:llus 32.50+0.18a | 33.31+0.11b | 32.22+0.10c | 28.38+0.09d
C. carpio 25.15+0.09a | 26.85+0.12b 6.92+0.18¢ 24.07+0.22d
C. chalcoides | 34.44+0.26a | 37.25+0.21b | 27.96+0.33¢ | 31.00+0.14d
>ADmYA | L. cephalus 40.82+0.16a | 40.99+0.10a | 39.65+0.11b | 36.51+0.13¢
C. carpio 36.82+0.12a | 38.99+0.20b | 14.67+0.16¢c | 39.12+0.19b

*: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. t: Her satirda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir. S.H: Standart Hata. £ DY A: Toplam doymus yag asiti. £
TCDmYA: Toplam tek ¢ift bag iceren doymamis yag asiti. £ n-6 ADmYA: Toplam n-6 formu
asirt doymamis yag asiti. £ n-3 ADmYA: Toplam n-3 formu asir1 doymamis yag asiti. X
ADmYA: Toplam asirt doymamis yag asiti.
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3.9. Karaciger lipazinin saflastiriimasi

C. carpio, L. cephalus ve C. chalcoides’in karaciger lipazlarinin saflastirma
islemlerine gecilmeden Once homejenatta bulunan proteinlerin PEG-6000 ile
coktiiriilmeleri ve degisen pH’larda kolona baglanmalari test edilmistir.

PEG c¢oktiirme c¢alismalart sonucunda % 20 (w/v) oraninda PEG ilavesinin
proteinleri ¢oktiirmede yeterli olmadigi gozlenmistir (Sekil 1). Artan PEG
konsantrasyonuna bagli olarak daha fazla proteinin ¢okeldigi ve lipaz aktivitesinin de
cokeltide yer aldig1 saptanmistir. Burada belirtilmesi gereken bir husus, % 30 (w/v)
oranindaki PEG’un homojenata ilavesiyle elde edilen ¢okelmis protein miktar1 ve lipaz

aktivitesinin, % 35 ve 40 oranlarindaki PEG ilavesinden daha fazla olmasidir.

0.8
0,7 1
0,6 1
Fo]
>
% 0,5 1
§ 0,4 -
=
g 0,3 -
0.2 | \,/—_‘
0,1 1
0
20 25 30 35 40 h
% PEG miktar1 (w/v)
—e—seri 1=PEG ust siv1 lipaz aktivitesi
—m— seri 2= PEG ¢okelti lipaz aktivitesi

Sekil 1. PEG-6000 protein ¢oktiirmesi list sivi ve ¢okelti lipaz aktiviteleri (h,

homojenati belirtmektedir. Homojenat uygun oranlarda seyreltilmistir)
PEG-6000 ile ¢cokeltme islemi sonucunda, %30 (w/v) PEG-6000 uygulamasinin

gerek proteinleri ¢coktiirmede gerekse ¢okeltide temsil edilen aktivitede en uygun oran

oldugu gozlenmistir.
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Cokeltme islemi sonrasinda elde edilen proteinlerin fraksiyonlanmasinda
kullanilan iyon degisim kromatografisi sartlarinin belirlenmesi amaciyla, farkli pH’larda
(6, 6.5,7,7.5, 8, 8.5 ve 9) dengelenen esit hacimli Q sefaroz materyaline, seyreltilmis
olan % 30 PEG c¢okeltisinden 100’er pL ilave edilmistir. Materyal iyice karistirildiktan
sonra tist stvidan alinan 6rneklerde protein absorbansi ve lipaz absorbans degerleri elde

edilmis ve Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Q sefaroz iyon degisim kolonuna proteinlerin baglanmasinin test

edilmesi.

Kolona baglanma denemeleri sonucunda, pH’nin 7, 8.5 ve 9 oldugu durumlarda
iist stvida elde edilen aktivite ve protein miktarinin fazla oldugu goriilmiistiir. Buna
karsin, pH'nin 6, 6.5 ve 8 oldugu durumlarda ise kolona etkin bir baglanma
gozlenmistir. Materyal ve metot kisminda bahsedilen aktivite prosediirii ile uygun
olmasi1 nedeniyle kolon dengeleme islemleri esnasinda kullanilacak olan pH’nin 8

olmasi kararlagtirilmisgtir.
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3.9.1. C. chalcoides’in karaciger lipazimin saflastirilmasi

3.9.1.1. Q sefaroz anyon degisim kromatografisi ile saflastirma

Materyal metod kisminda anlatildig1 sekilde hazirlanan kolon dolgu maddesine
214 mg protein ve 246 umol/dk aktivite iceren % 30 (w/v) PEG c¢okeltisi seyreltilerek
kolona uygulanmistir. Burada metin igerisinde belirtilen aktivite ve protein miktarlar
toplam degerler olup, belirtilen her bir kesitin fraksiyon hacmi ile c¢arpilarak
belirlenmistir. Diger kromatografik verilerde de aynm1 metod gegerlidir. Fraksiyonlama
sonucunda elde edilen protein ve aktivite miktarlar1 Sekil 3 ve EK 1°de sunulmustur.

Seyreltilmis PEG ¢dokeltisinin uygulanmasiyla birlikte kolonun 20 mM’lik
denge tamponuyla yikanmasi sonucunda ilk on tiipte lipaz aktivitesi gdstermeyen ve
30.834 mg protein igeren bir kesitin kolonla higbir bag kurmaksizin dogrudan aktigi
gozlenmistir. 100 mM NaCl iceren kolon denge tamponuyla yikama sonucunda yine
herhangi bir aktivite gozlenmemekle birlikte 19.566 mg proteinin kolonu terk ettigi
saptanmistir. Tuz igerigi 200 mM’a ¢ikarilarak yapilan yikama isleminde de herhangi
bir aktivite kaydedilmemis ve 10.452 mg protein igerigine sahip bir protein pikinin
oldugu gozlenmistir. NaCl icerigi 300 mM olan denge tamponuyla yikanma sonucunda
8.505 mg protein iceren ve oldukga yiiksek aktiviteye sahip olan bir protein pikine (26-
31 nolu tiipler arasi) rastlanmistir. Bu kesitin aktivitesinin yaklasik olarak 202 pumol/dk
oldugu bulunmustur. 400 mM tuz iceren kolon uygulama tamponunda 32-38 nolu
tiiplerde diisiik bir aktiviteye rastlanmis (1.512 pmol/dk) ve 5.682 mg proteine tekabiil
ettigi saptanmistir.

600 ve 800 mM NaCl iceren kolon denge ¢ozeltisiyle yikama sonucunda
aktivite gostermeyen iki kiigiik protein pikine rastlanmigtir. NaCl miktar1 1000 mM’a
cikarilmasiyla birlikte yine aktivite icermeyen ancak biiyliik bir protein piki
belirlenmistir. 39-60 nolu tiipleri kapsayan tiim bu eliisyon serilerinin 31.926 mg protein
miktarina sahip oldugu belirlenmistir.

Q sefaroz iyon degisim kromatografisi sonucunda toplamda yedi protein banti
belirlenmekle birlikte, lipaz aktivitesi sadece 300 mM NaCl uygulamasinda ve diisiik
bir protein icerigine sahip olan kesitte belirlenmistir. Istenmeyen bir¢ok protein,
kolondan basarili bir sekilde arindirilmis ve tek pikte ve konstre edilmis bir tarzda
temsil edilen bu fraksiyonun, neredeyse toplam aktivitenin % 99’unu igeren tiipleri olan

26, 27 ve 28 nolu tiipler bir sonraki saflagtirma basamagina uygulanmustir.
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Sekil 3. C. chalcoides karaciger lipazinin Q sefaroz iyon degisim kromatografisi sonucunda elde edilen aktivite ve protein
miktarlarini gosteren kromatogram. Tiipler 3’er mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pmol/mL.dk, protein miktar1 degerleri ise
mg/mL cinsinden sunulmustur.

69



3.9.1.2. Sefakril S 200 HR jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirma

Q sefarozdan alinan protein ¢ozeltisi, gerek bir saflagtirma adim1 olmasi gerekse
tuz bilesenlerden arindirilmas: amaciyla sefakril S 200 HR kromatografisine
uygulanmistir. Bu kromatografik islem sonucunda elde edilen aktivite ve protein
miktarlar1 Sekil 4’te goriilmektedir. Uygulama sonucunda ilk dort tiipte herhangi bir
aktiviteye rastlanmamis ve protein iceriginin 0.186 mg oldugu belirlenmistir. 5-8 nolu
tiipleri kapsayan eliisyon serilerinde 64.38 umol/dk aktivite ve 1.83 mg protein iceren
aktivite bandina karsilik gelen bir protein kesiti gdzlenmistir. Bu asama sonrasinda,
kolon denge tamponuyla yikamaya devam edilmesi sonucunda herhangi bir aktivite
kaydedilmemekle birlikte, 0.488 mg proteinin kolondan ayrildig: tespit edilmistir (EK
1). 5, 6 ve 7 nolu tiipler bir sonraki saflagtirma basamagina uygulanmustir.

3.9.1.3. Fenil Sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi ile

saflastirma

Sefakril S 200-HR jel filtrasyon kromatografisinden alinan aktivite bandi
hidrofobik etkilesim kromatografisi olan fenil sefaroz CL-4B’ye uygulanmistir. Elde
edilen protein ve aktivite miktarlarin1 gésteren kromatogram Sekil 5’te sunulmaktadir.
Proteinlerin fraksiyonlanmasinda oncelikle 150 mM amonyum siilfat igeren kolon
denge tamponu uygulanmis ve ilk oniki tiipte yaklasik 0.5 pmol/dk civarinda oldukca
diisiik bir aktivite ve 0.312 mg proteinin etkilesmeden kolonu terk ettigi belirlenmistir.
Bu asamadan sonra % 10 izopropanol igeren denge tamponu uygulanmig ve aktivite
icermeyen 0.093 mg proteinin kolondan uzaklastigi goriilmiistiir. % 20 izopropanol
uygulamas1 kayda deger bir protein fraksiyonlanmasi gdstermemistir (0.054 mg
protein). % 50 izopropanol uygulamasinda 22, 23 ve 24 nolu tiiplerde 0.156 mg protein
ve 5.382 umol/dk aktiviteye rastlanmistir. Bu yikama ile, 30-40 nolu tiipler arasinda
0.747 mg protein igeren bir protein bandinin varligi saptanmistir (EK 1).

Fenil sefaroz CL-4B, proteinlerin oldukga iyi bir sekilde fraksiyonlanmasina
olanak saglamis ve ii¢ belirgin protein piki ve biri ¢ok diisiik olmak iizere iki aktivite

bantinin varligi izlenmistir. Sadece yliksek aktiviteli protein piki degerlendirilmistir.

70



24 0.7

21 A

18 1

15

12

pnol/nkdkaldtivite

(0] 5 10 15 20
Tap no

—®— aktivite —e— protein miktari

Sekil 4. C. chalcoides karaciger lipaz1 Sefakril S200-HR jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen aktivite ve protein
miktarlarini gosteren kromatogram. Tiipler 2’ser mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite umol/mL.dk, protein miktar1 degerleri ise

mg/mL cinsinden sunulmustur.
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Sekil 5. C. chalcoides karaciger lipaz1 karaciger lipazi fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda elde edilen
aktivite ve protein miktarlarin1 gosteren kromatogram. Tiipler 3’er mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pmol/mL.dk, protein miktar

degerleri ise mg/mL cinsinden sunulmustur.
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3.9.1.4. C. chalcoides karaciger lipazinin saflagtirma sonuglari

Karaciger lipazinin saflastirma basamaklar1 Tablo 11°de sunulmustur.
Karacigerin homojenizasyonu sonucunda 40 mL toplam hacmindeki enzim
homojenatinin toplam protein miktar1 1010 mg, aktivitenin 1092 pmol/dk ve 1.081
umol/mg protein’lik bir spesifik aktiviteye denk oldugu gorilmiistiir. 60.000xg’de 1
saat santrifiijleme sonucunda elde edilen ¢okeltinin spesifik aktivitesinin oldukca diisiik
oldugu goriilmiistiir. Buna karsin, iist sivinin spesifik aktivitesi 1.047 pumol/dk.mg
protein, verim % 78.269 ve saflastirma katsayisi ise 0.968 olarak belirlenmistir. Bu iist
stvinin % 30 (w/v) PEG-6000 ile ¢oktiiriilmesi sonucunda spesifik aktivitenin 1.149
umol/dk.mg protein, verimin % 67.58 ve safligin ise 1.062 oldugu gozlenmistir. 5 mL
hacmindeki % 30 (w/v) PEG c¢okeltisinin (214 mg protein ve 246 pmol/dk aktivite), Q
sefaroz anyon degisim kromatografisine uygulanmasi sonucunda, aktivitenin daha ¢ok
lic tiipte (26-28) toplandig1r goriilmiistiir. Bu kromatografik adim sonucunda spesifik
aktivitenin 32.965 pmol/dk.mg protein, verimin % 16.981 ve saflastirma katsayisinin
ise 30.494 oldugu saptanmustir. Bir sonraki saflagtirma basamagini teskil eden sefakril S
200 HR kromatografisi ile elde edilen spesifik aktivitenin 36.819 umol/dk.mg protein
olmakla birlikte, verim % 5.725 ve safligin ise 34.060 oldugu goriilmiistiir. Son
saflagtirma basamagi olan fenil sefaroz CL-4B uygulamasiyla 48.88 kat saflastirma, %

0.479 verim ve 52.848 pmol/dk.mg proteinlik bir spesifik aktivite bulunmustur.
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Tablo 11. C. chalcoides karaciger lipazi saflastirma basamaklari

Basamak Aktivite Protein Y Hacim  XAktivite X Protein Spesifik Verim  Saflasgtirma

(umol/mL.dk) (mg/mL) (mL) (umol/dk) (mg) aktivite (%) (Kat)

pmol/dk.mg
Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H

Homojenat 27.30+0.13  25.25+0.36 40 1092+8.33 1010+7.38 1.081 100 1
Ust s1vi 23.10+£0.26  22.05+0.33 37 854.70+4.27 815.85+5.62 1.047 78.269 0.968
(60.000xg)
% 30 (wW/v) 49.20+0.54  42.80+0.62 15 738+3.11 642+2.71 1.149 67.58 1.062
PEG-6000
Q sefaroz 20.60+0.18  0.625+0.11 9 185.4+1.12  5.625+2.16 32.965 16.981 30.494
Sefakril S 200-HR 10.42+0.22  0.283+0.08 6 62.52+0.30  1.698+0.71 36.819 5.725 34.060
Fenil sefaroz CL- 1.744+0.10  0.033+0.06 3 5.232+0.08  0.099+0.02 52.848 0.479 48.888
4B

S.H. : Standart hata.

Ort.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
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3.9.2. L. cephalus’un karaciger lipazimin saflastirilmasi

3.9.2.1. Q sefaroz anyon degisim kromatografisi ile saflastirma

Karaciger lipazinin saflagtirilmas1 amaciyla dengelenmis Q sefaroz kolonuna, %
30 PEG c¢okeltisinin 285.50 umol/dk aktivite ve 250.90 mg protein igeren bir fraksiyonu
(5 mL) seyreltilerek uygulanmistir. Fraksiyonlama sonucunda elde edilen protein ve
aktivite miktarlar1 Sekil 6’da ve EK 2’de sunulmustur.

Ik on tiipte kolonla etkilesmeksizin dogrudan akarak uzaklasan kesitin protein
miktarinin 12.453 mg ve aktiviteden tamamen yoksun oldugu tespit edilmistir. Denge
tamponunda 100 ve 200 mM NaCl uygulamalar1 sonucundaki kesitlerde yine aktiviteye
rastlanmamakla birlikte, kolonu terk eden bu kesitlerin protein miktarlarinin sirasiyla
23.745 ve 10.377 mg protein oldugu gozlenmistir.

300 ve 400 mM NaCl ile yikama islemleri esnasinda 26 - 34 nolu tiipleri
kapsayan kesitte 13.311 mg protein ve yaklasik 276 umol/dk aktiviteli bir fraksiyon
belirlenmistir. Aktivitenin daha ¢ok 300 mM NaCl uygulamasmin yapildigi
fraksiyondaki 26 - 28 nolu tiipleri kapsadig1 goriilmiistiir.

600 mM NaCl uygulamasi ile kolondan alinan protein miktarinin aktiviteden
yoksun ve 5.508 mg oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde 800 mM NaCl uygulamasinda
da aktiviteye rastlanmamis ve 14.505 mg’lik bir protein kesitine rastlanmistir. 47-60
nolu tiipleri kapsayan ve tuz miktarinin 1 M’a ¢ikarilmasiyla gerceklestirilen yikama
islemi sonucunda aktiviteye rastlanmamis ve 6.141 mg proteinin kolondan uzaklastig
belirlenmistir.

Karaciger lipazinin Q sefaroz ile saflastirilmasi sonucunda yedi protein pikine
rastlanmis ve aktivitenin sadece bir protein pikinde oldugu goriilmiistiir. Bu protein
pikine denk gelen 26-29 nolu tiipleri kapsayan kesit (7.998 mg protein ve yaklasik 247

umol/dk aktivite) bir sonraki saflastirma basamagina uygulanmistir.
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Sekil 6. L. cephalus karaciger lipazinin Q sefaroz iyon degisim kromatografisi sonucunda elde edilen aktivite ve protein
miktarlarin1 gosteren kromatogram. Tiipler 3’er mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pmol/mL.dk, protein miktar1 degerleri ise

mg/mL cinsinden sunulmustur.
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3.9.2.2. Sefakril S 200 HR jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirma

Q sefaroz ile olduk¢a konsantre formda alinan protein kesitinin sefakril S 200
HR’ye sunulmasi sonuglart Sekil 7°de gortilmektedir. Buna gore, ilk alt1 tiipte aktivite
gostermeyen 0.216 mg proteinin varligr gozlenmistir. 7-10 nolu tiiplerde aktivite ve
protein miktarininin biiyiik bir kismini igeren bir kesit tespit edilmistir (3.748 mg
protein ve 99.964 umol/dk aktivite). Kolonun daha fazla yikanmasi sonucunda protein
miktar1 0.422 mg olan ancak aktivite gostermeyen bir kesitin daha varligi daha
goriilmistiir (EK 2). 7 - 9 nolu tiipler bir sonraki saflagtirma adimina uygulanmistir.

3.9.2.3. Fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi ile

saflastirma

Bir onceki saflagtirma basamagindan alinan aktivite iceren kesitin hidrofobik
etkilesim kromatografisine uygulanmasi sonucunda elde edilen aktivite ve protein
miktarlar1 Sekil 8’de goriilmektedir.

Dogrudan 150 mM amonyum siilfat iceren kolon denge tamponuyla yikama
sonucunda 0.534 mg protein ve ¢ok kiigiik bir aktivite gosteren bir kesitin varligina
rastlanmistir (0.261 umol/dk). 13-22 nolu tiipleri kapsayan ve % 10-20 izopropanol
uygulamalar1 sonucunda aktivite gostermeyen 0.162 mg proteinin kolondan uzaklastigi
goriilmiistiir. Hemen sonrasinda % 50 izopropanol uygulamasiyla birlikte, 24 ve 25 nolu
tiiplerde aktivitenin yogun oldugu (8.25 umol/dk) ve 0.141 mg protein igeren bir kesit
bulunmustur. 27-40 nolu tiipleri kapsayan % 50 izopropanol ile yikamaya devam
edilmesi sonucunda aktivite gostermeyen oldukga yiiksek bir protein miktarina sahip
(1.305 mg) iicilincii bir kesitin varligi da tesbit edilmistir (EK 2). Bu islem sonucunda
sadece 0.036 mg protein ve 1.851 umol/mL.dk aktiviteye sahip olan 24 nolu tiip, kinetik

analizlerde kullanilmak iizere ayrilmistir.
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Sekil 7. L. cephalus karaciger lipazinin Sefakril S 200-HR jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen aktivite ve protein
miktarlarin1 gosteren kromatogram. Tiipler 2’ser mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pmol/mL.dk, protein miktar1 degerleri

ise mg/mL cinsinden sunulmustur.
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Sekil 8. L. cephalus karaciger lipaz1 karaciger lipazi fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda elde
edilen aktivite ve protein miktarlarin1 gésteren kromatogram. Tiipler 3’er mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pumol/mL.dk,

protein miktar1 degerleri ise mg/mL cinsinden sunulmustur.
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3.9.2.4. L. cephalus karaciger lipazimin saflastirma sonuglari

L. cephalus’un karaciger lipazinin saflastirma basamaklar1 Tablo 12’de
verilmigtir. 40 mL’lik hacimde elde edilen karaciger enzim homojenatinin toplam
aktivitesi 1167 umol/dk ve toplam protein miktar1 ise 1244.8 mg olarak belirlenmistir.
Homojenatta 0.9375 pmol/dk.mg proteinlik bir spesifik aktivite saptanmistir.
60.000xg’de bir saat santrifiijlenme sonucunda elde edilen 2 mL’lik ¢okeltinin spesifik
aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Bu islem esnasinda elde edilen iist sivinin
spesifik aktivitesinin 1.076 pmol/dk.mg protein, veriminin % 83.46 ve saflastirma
katsayisinin ise 1.147 oldugu bulunmustur. Ust siviya % 30 (w/v) oraninda PEG-6000
ilavesiyle elde edilen protein ¢okeltisinin spesifik aktivitesi (1.078 pumol/dk.mg protein)
ve saflastirma katsayisinin (1.149) bir dnceki basamagin iist sivisiyla hemen hemen ayni
oldugu gozlenmistir. % 30 PEG ¢okeltisinin 285.5 pmol/dk aktivite ve 250.9 mg protein
iceren 5 mL’lik bir fraksiyonu Q sefaroz anyon degisim kromatografisine uygulanmis
ve sonugta 12 mL toplam hacimde, spesifik aktivitesi 30.991 pmol/dk.mg proteine
karsilik gelen bir kesit elde edilmistir. Bu kesitte 33.057 degerinde bir saflikla birlikte,
% 21.239’luk bir verim elde edilmistir. Bu fraksiyonun, bir sonraki saflastirma
basamagi olan sefakril S 200 HR jel filtrasyon kromatografisine sunulmasi sonucunda
toplam hacmi 6 mL olan bir kesitte spesifik aktivitenin 27.827 pmol/dk.mg protein,
verimin % 8.417 ve 29.683’liik bir saflastirma katsayisinin oldugu belirlenmistir. Bu
kesitin son saflagtirma basamagi olarak kullanilan fenil sefaroz CL-4B’ye uygulanmasi
sonucunda 3 mL’lik bir kesitte 51.416 pmol/dk.mg protein’lik spesifik aktivite, %
0.4758 verim ve 54.843 katlik bir saflastirma elde edilmistir.
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Tablo 12. L. cephalus karaciger lipazinin saflastirma basamaklari

Basamak Aktivite Protein X Hacim  XAktivite X Protein Spesifik Verim  Saflagtirma

(umol/mL.dk) (mg/mL) (mL) (nmol/dk) (mg) aktivite (%) (Kat)

pmol/dk.mg
Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H

Homojenat 29.19+1.10  31.12£2.11 40 1167+£5.28  1244.80+9.27 0.9375 100 1
Ust s1vi 25.63+0.87  23.80+1.36 38 97443.18 904.447.51 1.076 83.46 1.147
(60.000xg)
% 30 (wW/v) 57.10£1.38  50.18+2.14 15 856.5+5.84  752.7+4.18 1.078 73.39 1.149
PEG-6000
Q sefaroz 20.655+0.53  0.666+0.30 12 247.86+0.40  7.998+0.41 30.991 21.239 33.057
Sefakril S200-HR ~ 16.372+0.31  0.588+0.10 6 98.234+0.22  3.53+0.18 27.828 8.417 29.6832
Fenil sefaroz CL- 1.851+0.24  0.036+0.04 3 5.553+0.13  0.108+0.09 51.416 0.4758 54.843

4B

S.H.: Standart hata.

Ort.: Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.
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3.9.3. C. carpio’nun karaciger lipazinin saflastirilmasi

3.9.3.1. Q sefaroz anyon degisim kromatografisi ile saflastirma

C. carpio karaciger lipazinin Q sefaroz anyon degisim kromatografisi sonucunda
elde edilen aktivite ve protein miktarlar1 Sekil 9 ve EK 3’te goriilmektedir.

Diger tiirlerin uygulamalarinda da oldugu gibi 263 umol/dk aktivite ve 217.2 mg
protein iceren % 30 PEG c¢okeltisi seyreltilerek kolona uygulanmistir. Kolonun, kolon
denge tamponuyla yikanmasi sonucunda ilk on tiipte aktivite goriilmeksizin yaklasik
32.76 mg proteine denk gelen bir kesitin baglanmaksizin dogrudan aktig1 gorilmistiir.
Baglanan proteinleri almak amaciyla oncelikle, 100 mM NacCl ile yikama sonucunda
alian kesitin protein miktarinin 13.401 mg ve aktiviteden yoksun oldugu gézlenmistir.
200 mM’lik tamponla yikama sonucunda 12.663 mg protein iceren kesitte 6.939
umol/dk aktiviteye sahip olan bir bant elde edilmistir.

300 ve 400 mM NaCl igeren kolon denge tamponu uygulamalar1 sonrasinda 24-
33 nolu tiiplerde oldukca yogun bir aktivite (209.58 umol/dk) ve yaklasik olarak 12 mg
proteinin varlig1 tespit edilmistir. Aktivitenin en yogun oldugu kesit ise 300 mM tuz
iceren tamponla yikamada elde edilmistir. Bu kesitte 188.47 umol/dk aktivite ve 10.818
mg protein saptanmistir.

36-48 nolu tiipleri kapsayan 500 ve 600 mM NacCl igeren denge tamponuyla
yikama uygulamalarinda herhangi bir aktivite gézlenmemistir. Bu fraksiyonlarin protein
iceriginin 12.945 mg oldugu belirlenmistir. Yine 800 mM ve 1000 mM tuz ile
fraksiyonlama sonucunda aktivitenin goriilmedigi, piklerindeki protein miktarinin
toplamda (49-60 nolu tiipler) 27.186 mg oldugu bir kesit saptanmaistir.

C. carpio karacigerinin Q sefaroz ile fraksiyonlanmasina bagli olarak 8 protein
pikine rastlanmigstir. Ayrica 200 mM tuz ile kolondan alinan fraksiyonun diger tiirlerin
karacigerlerinde rastlanmadigi ortaya ¢ikmistir. 27-30 nolu tiipleri kapsayan 6.45 mg
protein ve 191.757 umol/dk aktiviteye karsilik gelen kesit bir sonraki saflagtirma

basamagi i¢in ayrilmistir.
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Sekil 9. C. carpio karaciger lipazinin Q sefaroz iyon degisim kromatografisi sonucunda elde edilen aktivite ve protein miktarlarini
gosteren kromatogram. Tipler 3’er mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pmol/mL.dk, protein miktar1 degerleri ise mg/mL

cinsinden sunulmustur.
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3.9.3.2. Sefakril S 200 HR jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirma

Q sefarozdan alman kesitin yogunlastirilmasi sonrasinda jel filtrasyon
kromatografisi ile elde edilen aktivite ve protein miktarlarini gosteren kromatogram
Sekil 10°da sunulmustur.

Denge tamponuyla fraksiyonlamada ilk {i¢ tlipte aktiviteye rastlanmamis ve bu
kesitte 0.162 mg protein oldugu bulunmustur. 4-8 nolu tiipleri kapsayan kesitte aktivite
belirlenmistir. Bu kesitteki aktivitenin 117.55 pmol/dk ve protein miktarinin ise 2.218
mg protein oldugu goézlenmistir. Daha sonraki yikamalar sonucu elde edilen kesitin
aktivite icermedigi, 0.692 mg protein degerine sahip oldugu saptanmistir (EK 3). 10 mL
hacmindeki aktivite goOsteren tiiplerin tamami bir sonraki saflastirma basamagina
uygulanmak tizere stoklanmistir.

3.9.3.3. Fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi ile

saflastirma

Sefakril kolon dolgu maddesinden alinan aktivite igeren kesitin hidrofobik
etkilesim kromatografisine uygulanmasi sonucunda elde edilen aktivite ve protein
miktarlarini gosteren kromatogram Sekil 11 ve EK 3’te gortilmektedir.

Kolonun 150 mM amonyum siilfat iceren kolon denge tamponuyla yikanmasi
sonucunda ilk 12 tiipte 0.669 mg protein ve bu kesitte yer alan altinci tiipte 1.068 pmol
aktivitenin varhig1 kaydedilmistir. % 10 ve 20 izopropanol iceren tamponun
uygulanmasi sonrasinda herhangi bir aktivite goriilmemis, 0.252 mg proteinlik bir
kesitin kolondan uzaklastirildigr tespit edilmistir. Bu yikama sonrasinda % 50
izopropanol uygulamasiyla 25, 26 ve 27. tiiplerde 10.044 umol/dk aktivite ve toplamda
0.15 mg protein iceren bir fraksiyon elde edilmistir. % 50 izopropanol uygulamasinin
devami sonucunda 0.693 mg proteine sahip ancak aktivite vermeyen bir kesite
rastlanmistir (28-40 tiipleri arasi).

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda 3 temel protein piki tanimlanmis
ve 7.05 umol/dk aktivite iceren 0.026 mg proteine sahip olan tiip kinetik analizler igin

ayrilmagtir.
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Sekil 10. C. carpio karaciger lipazinin Sefakril S 200-HR jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen aktivite ve protein

miktarlarin1 gosteren kromatogram. Tiipler 2’ser mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pmol/mL.dk, protein miktar1 degerleri

ise mg/mL cinsinden sunulmustur.
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Sekil 11. C. carpio karaciger lipazinin karaciger lipaz1 fenil sefaroz CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda elde

edilen aktivite ve protein miktarlarin1 gosteren kromatogram. Tiipler 3’er mL olarak toplanmis ve buradaki aktivite pmol/mL.dk,

protein miktar1 degerleri ise mg/mL cinsinden sunulmustur.
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3.9.3.4. C. carpio karaciger lipazinin saflastirma sonuglari

Tiirtin karaciger lipazinin saflastirma basamaklari Tablo 13°de goriilmektedir.
Saflastirma islemine 40 mL hacminde (1286 pmol/dk toplam aktivite, 1074 mg toplam
protein igeren) ve 1.197 umol/dk.mg protein spesifik aktiviteli enzim homojenatiyla
baslanmistir. Diger tiirlerde oldugu gibi, 60.000xg’de bir saat santrifiijleme sonucunda
elde edilen 2 mL hacmindeki ¢okelti kismi, spesifik aktivitesi ¢ok diisiikk oldugu icin
degerlendirilmemistir. Bu santrifiijleme sonucunda, elde edilen iist sivinin spesifik
aktivitesi 1.289 pmol/dk.mg protein olarak belirlenmis ve % 72.92’lik bir verimle
birlikte 1.07 katlik bir saflagtirma saglamistir. Bu kesitin % 30 PEG-6000 ¢oktiirmesiyle
elde edilen protein ¢okeltisinde % 61.36’lik bir verimle birlikte, 1.01 kat saflagtirma ve
1.210 pmol/dk.mg protein’lik bir spesifik aktivite elde edilmistir. % 30 (w/v) PEG
cokeltisinin 263 pmol/dk aktivite ve 217.2 mg protein i¢eren 5 mL’lik bir fraksiyonu ilk
saflagtirma basamagi olan Q sefaroz anyon degisim kromatografisine uygulanmistir. Bu
uygulama, toplam hacmi 12 mL olan, 29.729 pmol/dk.mg protein’lik spesifik aktivite,
% 14.911°1lik verim ve 24.836 kat saflastirmaya neden olmustur. Buradan elde edilen
kesit bir sonraki saflagtirma basamagi olan sefakril S 200 HR jel filtrasyon
kromatografisine uygulanmistir. Bu islemle, 10 mL hacminde ve 52.99 pumol/dk.mg
protein degerinde bir spesifik aktivite elde edilmistir. Bu kesitin verimi % 9.1407 ve
saflig1 ise 44.269 kat oldugu bulunmustur. Elde edilen bu kesitin son saflastirma
basamagi olan fenil sefaroz CL-4B’ye uygulanmasiyla da 3 mL’lik bir hacimde 90.384
umol/dk.mg protein’lik bir spesifik aktivite, % 0.548’lik bir verim ve 75.508 katlik bir

saflastirma saglanmstir.
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Tablo 13. C. carpio karaciger lipazinin saflagtirma basamaklari

Basamak Aktivite Protein Y. Hacim Y Aktivite X Protein Spesifik Verim Saflagtirma

(umol/mL.dk)  (mg/mL) (mL) (umol/dk) (mg) aktivite (%) (Kat)

pmol/dk.mg
Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H Ort+S.H

Homojenat 32.15+0.28 26.85+1.37 40 1286+4.39 1074£11.07 1.197 100 1
Ust s1vi 26.57+0.61 20.61£2.08 38 1010+£7.01  783.1849.93 1.289 72.92 1.07
(60.000xg)
% 30 (wW/v) 52.60+2.05 43.44+1.83 15 789+4.73 651.6+3.28 1.210 61.36 1.01
PEG-6000
Q sefaroz 15.98+1.16 0.537+0.33 12 191.757£3.19  6.45+0.97 29.729 14911 24.836
Sefakril S200- 11.755+0.88  0.2218+0.10 10 117.5542.48  2.218+0.21 52.99 9.1407 44.269
HR
Fenil sefaroz 2.354+0.24 0.026+0.03 3 7.05+£0.04 0.078+0.03 90.384 0.548 75.508

CL-4B

S.H.: Standart hata.

Ort.: Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.
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3.9.4. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger lipazlarinin

spesifik aktivite ve safiklarimin karsilastirilmasi

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karacigerinden saflastirilan lipaz
enzimlerinin saflagtirma basamaklarindaki spesifik aktivite ve saflastirma katsayilari
karsilastirilmistir (Tablo 14). Buna gore, saflagtirma katsayilarimin 1 olarak alindigi
kaba homojenatta spesifik aktiviteler C. chalcoides’te 1.081 pumol/dk.mg protein, L.
cephalus’ta 0.9375 umol/dk.mg protein ve C. carpio’da ise 1.197 pmol/dk.mg protein
olarak belirlenmistir. 60.000xg’de 1 saat santrifiijleme sonucunda spesifik aktivitelerde
onemli bir degisim gbézlenmemis ve saflastirma katsayilarinin C. chalcoides’te 0.968, L.
cephalus’ta 1.147 ve C. carpio’da 1.070 oldugu belirlenmistir. Elde edilen st sivilarin
% 30 (w/v) PEG ile ¢oktiiriilmesi sonucunda C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’da
spesifik aktivitelerin sirasiyla 1.149 pmol/dk.mg protein, 1.078 pmol/dk.mg protein,
1.210 pmol/dk.mg protein, saflastirma katsayilarinin ise 1.062, 1.149 ve 1.010 kat
oldugu belirlenmistir. Q sefaroz iyon degisim kromatografisi ile saflastirma sonucunda
C. chalcoides’te 32.965 umol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 30.494 kat saflik, L.
cephalus’ta 30.991 pmol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 33.057 kat saflik, C.
carpio’da ise 29.729 umol/dk.mg protein spesifik aktivite ve 24.836 kat saflik elde
edilmistir. Elde edilen bu aktivite kesitlerinin sefakril S 200 HR kromatografisine
uygulanmasiyla birlikte C. chalcoides’te spesifik aktivite 36.180 umol/dk.mg protein’e
saflagtirma katsayisi ise 34.060’a ¢ikmustir. L. cephalus’ta bu adimda spesifik aktivite
27.828 umol/dk.mg protein ve saflik ise 29.683 olarak belirlenmistir. Bu adimda en
yiiksek spesifik aktivite ve saflik C. carpio’da belirlenmekle birlikte, 52.990
umol/dk.mg protein ve 44.269 olarak bulunmustur. Son saflagtirma basamagi olan fenil
sefaroz CL-4B ile karaciger lipazlar1 C. chalcoides’te 52.848 pmol/dk.mg protein
spesifik aktivite ve 48.888 kat saflik, L. cephalus’ta 51.416 pmol/dk.mg protein spesifik
aktivite ve 54.843 kat saflik, C. carpio’da ise 90.384 umol/dk.mg protein ve 75.08 kat
saflik ile elde edilmistir. Bu saflagtirma parametreleri sonucunda en yiiksek spesifik
aktivite ve saflastirmanin C. carpio’da, L. cephalus 2. ve C. chalcoides ise 3. sirada yer

almistir.
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Tablo 14. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger lipazinin spesifik aktivitelerinin ve saflastirma Kkatsayilarinin

karsilastirilmasi
Basamak C. chalcoides L. cephalus C. carpio C. chalcoides L. cephalus C. carpio
Spesifik aktivite Spesifik aktivite  Spesifik aktivite Saflastirma Saflastirma Saflastirma

(umol/dk.mg) (umol/dk.mg) (umol/dk.mg) (Kat) (Kat) (Kat)

Homojenat 1.081 0.9375 1.197 1 1 1

Ust s1v1 1.047 1.076 1.289 0.968 1.147 1.070

(60.000xg)

% 30 PEG-6000 1.149 1.078 1.210 1.062 1.149 1.010

Q sefaroz 32.965 30.991 29.729 30.494 33.057 24.836

Sefakril S 200-HR 36.18 27.828 52.99 34.060 29.683 44.269

Fenil sefaroz CL- 52.848 51.416 90.384 48.888 54.843 75.508

4B
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3.10. Karakterizasyon calismalari

3.10.1. Sicakhgin karaciger lipaz1 aktivitesi iizerine etkisi

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio tiirlerinin karaciger lipaz enzimleri
tizerine sicakligin etkisi Tablo 15 ve Sekil 12°de sunulmustur.

5 ve 10 °C sicakliklarda C. chalcoides karaciger lipazinin aktivitesinde bir
degisim olmamustir. Sicakligin 20 ve 30 °C’a artirilmasiyla aktivitede anlamli bir artis
meydana gelmistir (P<0.05). 33 °C’ta elde edilen aktivitenin 30 °C’dakinden rakamsal
olarak farkli olmamasina karsin, istatistiki analiz sonucu fark gorilmiistiir (P<0.05).
Enzim aktivitesinin 37 °C’ta en yiiksek oldugu (2.0133 umol/mL.dk) tespit edilmistir.
Sicakligin 40 °C’a ¢ikarilmasiyla aktivitede hizli bir diisiis gézlenmis ve 45 °C’ta en
diisiik seviyeye (0.5320 umol/mL.dk) inmistir. 50 °C’ta herhangi bir aktiviteye
rastlanmamustir.

L. cephalus karaciger lipazinda da 5 ve 10 °C sicakliklarda elde edilen
aktivitelerin birbirlerinden farksiz olduklar1 gézlenmistir (P>0.05). Sicakligin 20 °C’a
cikarilmasiyla birlikte hizli bir artig gosteren aktivitenin 1.1370 pmol/mL.dk’ya ulastig
tespit edilmistir. 30-35 °C araliginda elde edilen aktivitelerin istatistiksel olarak farkli
olduklar1 ortaya ¢ikmistir (P<0.05). 37 °C’ta aktivite maksimum degere ulasmistir
(2.2011 pmol/mL.dk). 40 ve 45 °C’larda aktivitede hizli bir diislis gozlenmis ve 50
°C’ta herhangi bir aktiviteye rastlanmamustir.

C. carpio karaciger lipazinin sicakliga bagli olarak aktiviteleri
degerlendirildiginde, 5 °C’ta elde edilen aktivitenin en diisiik oldugu (0.8550
umol/mL.dk) ve sicakligin 10 °C’a c¢ikarilmasiyla birlikte aktivitenin hizli bir sekilde
arttigr goriilmistiir (1.4135 pmol/mL.dk). 30 ve 37 °C arasinda elde edilen aktivitelerin
sayisal olarak oldukca benzer olmalarina karsin 0.05 olasilik diizeyinde farkli olduklari
goriilmistiir. Diger tiirlerin karaciger lipazlarinda oldugu gibi, C. carpio’nun karaciger
lipazinin da en yiiksek aktiviteyi (2.8479 umol/mL.dk) 37 °C’ta vermistir. Sicakligin 40
°C’ye c¢ikarilmasiyla birlikte enzim aktivitesinde ani bir diislis gézlenmis (1.7864
umol/mL.dk) ve 50 °C’ta aktivite belirlenememistir. Sonug olarak, her {i¢ tiiriin

karaciger lipaz aktivitelerinin 37 °C’ta optimum oldugu belirlenmistir (Sekil 12).
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Tablo 15. Sicakligin karaciger lipazlarinin aktivitesi lizerine etkileri

Sicakhik C. chalcoides L. cephalus C. carpio
O (nmol/mL.dKk) (umol/mL.dKk) (pumol/mL.dKk)

Ort.£S.H. Ort.£S.H. Ort.£S.H.
5 0.6415+0.07a 0.7041+0.02a 0.855+0.007a
10 0.6728+0.11a 0.7145+0.08a 1.4135+0.14b
20 0.9753+0.04b 1.1370+0.14b 1.841+0.009¢
30 1.5543+0.12¢ 1.4326+0.11c 2.2168+0.16d
33 1.5960+0.09d 1.679+0.07d 2.2585+0.21e
35 1.6743+0.11e 1.7890+0.16¢ 2.4410+0.10f
37 2.0133+0.18f 2.2011+0.18f 2.8479+0.15g
40 1.4709+0.01¢g 1.5335+0.09¢g 1.7864+0.02h
45 0.5320+0.02h 0.5737+0.03h 1.1318+0.21i
50

Ort.: Her veri li¢ tekrarin ortalamsidir. Her siitunda ayni1 harflerle belirlenen veriler 0.05 olasilik

diizeyinde birbirinden farkli degildir.

S.H.: Standart hata.

3
2,5
2
T 15 e ¢
E /
2
0,5 -
0 ’ ’ ’ ’
0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)
—&— C. carpio —8— L. cephalus C. chalcoides

Sekil 12. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipazlarinin sicakliga bagl

aktivite egrileri.

92



3.10.2. pH’nin karaciger lipaz1 aktivitesi iizerine etkisi

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger lipazlar1 {izerine pH’nin
etkileri Tablo 16’da 6zetlenmistir. Ayrica her {i¢ tliriin pH’ya bagl aktivite degisimleri
Sekil 13’te goriilmektedir. Her {i¢ tlirlin enzim aktivitesi tizerine pH’nin etkileri, 4-9.50
araliginda denenmistir. pH 4 ve 5 degerlerinde herhangi bir aktiviteye rastlanmamaistir.
C. chalcoides karaciger lipazinin pH 6’da aktivitesi 0.0625 pmol/mL.dk olarak
kaydedilmistir. pH’nin 7.5’e ulagsmasiyla aktivitede hizli bir artis gézlenmistir (1.4187
umol/mL.dk). En yiiksek degere pH 8’de ulasilmigtir (1.7403 pmol/mL.dk). pH nin
8.5’e ayarlanmasiyla aktivitede diislis baslamis ve en diisiik aktivite pH 9.5’te 0.2437
umol/mL.dk olarak kaydedilmistir.

L. cephalus karaciger lipazinin sergiledigi aktivite degerleri arastirtlan tiim pH
degerlerinde istatisitiksel olarak fark gosterdigi belirlenmistir (P<0.05). pH 6’da 0.0730
umol/mL.dk olarak kaydedilen aktivitenin pH’nin7.5’e ¢ikarilmasiyla hizli bir artis
gosterdigi (1.5804 pmol/mL.dk) belirlenmistir. En yiiksek aktivite 1.6741 pmol/mL.dk
olarak, pH 8 de goriilmiistiir. 8’den sonraki pH’larda aktivite diismiis ve 9.5’de en
diisiik aktivite degeri (0.2167 pmol/mL.dk) kaydedilmistir.

C. carpio lipazinda da pH’nin 6-7.5 arasindaki aktivite degerlerinin istatistiksel
olarak farkli oldugu gézlenmistir (P<0.05). pH 7.5’te, aktivite 1.4500 pmol/mL.dk’ya
yiikselmis ve en yliksek aktivite degeri pH 8’de kaydedilmistir (2.2430 pmol/mL.dk).
pH’nin 8.5’e yiikseltilmesiyle aktivite diisiis gostermis ve pH 9’da elde edilen
aktivitenin (0.9070 pmol/mL.dk), pH 7°deki degerden farksiz oldugu belirlenmistir
(P>0.05). En diisiik aktivite pH 9.5’te elde edilmistir.

Ug tiiriin karaciger lipazlarimin pH’ya bagl aktivite degisimleri paralellik
gosterdigi anlasilmaktadir. Bu sonuglardan bu tiirler i¢in optimum pH’nin 8 oldugu

saptanmistir.
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Tablo 16. pH’ nin karaciger lipaz aktivitesi lizerine etkisi

pH C. chalcoides L. cephalus C. carpio
(umol/mL.dKk) (pmol/mL.dKk) (umol/mL.dKk)

Ort.£S.H. Ort.£S.H. Ort.£S.H.
6.00 0.0625+0.03a 0.0730+0.04a 0.0938+0.06a
6.50 0.3077+0.09b 04016+0.01b 0.4172+0.10b
7.00 0.6424+0.21¢ 0.8150+0.12¢ 0.8997+0.01c¢
7.50 1.4187+0.04d 1.5804+0.22d 1.4500+0.24d
8.00 1.7403+0.11e 1.6741+0.33¢ 2.2430+0.33¢
8.50 1.2551+0.07f 1.3732+0.09f 1.4984+0.15f
9.00 0.8560+0.02¢g 0.8730+0.14¢ 0.9070+0.08¢
9.50 0.2437+0.00h 0.2167+0.03h 0.3114+0.05¢g

Ort.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Her siitunda ayimi harflerle belirlene veriler 0.05
olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir.
S. H.: Standart hata.

2,5
2
£
=
% 1,5 |
5
0,5 |
0
5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10
pH
—&— C. carpio —®— L. cephalus C. chalcoides

Sekil 13. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipazinin pH’a bagl

aktivite egrileri.
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3.10.3. Substrat miktarinin karaciger lipazlar iizerine etkileri

3.10.3.1. C. chalcoides karaciger lipaz aktivitesi iizerine substrat miktarimin

(pNPB) etkisi

Tiirtin karaciger lipaz aktivitesi iizerine substrat miktarinin (pNPB) etkisi ile
ilgili elde edilen veriler Tablo 17°de sunulmustur.

pNPB miktarinin aktiviteye etkisini degerlendiren uygulamalarda substrat
miktarinin 1.33 mM’a kadar artirilmasiyla aktivitenin oldukca hizli bir sekilde artig1 ve
bu artigin istatistiki agidan 6nemli oldugu goriilmistir (P<0.05). 1.33 ve 2 mM
arasindaki pNPB uygulamalarina ait aktivitelerde artis olmasmma ragmen aktivite
degerlerinin birbirinden farksiz olduklar1 goriilmistiir (P>0.05). 2 mM’mn {izerindeki

substrat miktarlar1 denenmesine ragmen, tutarli aktivite degerleri elde edilememistir.

Tablo 17. C. chalcoides karaciger lipaz aktivitesi iizerine substrat (pNPB) miktarinin

etkisi

[S] \% | VA% 1/]S] [SI'V VI/[S]
(mM) pmol/mL.dk

Ort.+S.H

0.16  0.3390+0.03a 2.95 6.25 0.47 2.12
0.33  0.9284+0.07b 1.08 3.03 0.36 2.81
0.66  1.2463+0.04c 0.80 1.52 0.53 1.89
1.00 1.7060+0.10d 0.59 1.00 0.59 1.71
1.33  1.8568+0.09¢ 0.54 0.75 0.72 1.40
1.66  1.8930+0.14e 0.53 0.60 0.88 1.14
1.77  1.911240.04e 0.52 0.56 0.93 1.08
1.90  1.9821+0.03e 0.50 0.53 0.96 1.04
2.00 2.0431+0.22¢ 0.49 0.50 0.97 1.02

Ort.: Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir. Her siitunda ayini harflerle belirlene veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir.
S.H. Standart hata.

Tablo 17°den elde edilen veriler kullanilarak “GraphPad Prism version 5.00 for
Windows, GraphPad Software” programinda nonlinear regression parametresi

secildikten sonra K, ve V. degerleri belirlenmis ve Michaelis-Menten egrisi elde
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Sekil 14. C. chalcoides karaciger lipazi Michaelis-Menten egrisi.

Michaelis-Menten
Best-fit values

Vmax 2,814

Km 0,7629

Std. Error

Vmax 0,1631

Km 0,1202

95% Confidence Intervals

Vmax 2.437 to 3.190
Km 0.4857 to 1.040
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 8

R? 0,9890
Absolute Sum of Squares 0,05387

Sy.x 0,08206
Constraints

Km Km > 0.0
Number of points

Analyzed 10

Elde edilen Michaelis-Menten egrisi lizerinden yine “GraphPad Prism version
5.00 for Windows, GraphPad Software” programindan “transfom data” parametresi

sec¢ilmis, buradan ise Lineweaver-Burk grafigi elde edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. C. chalcoides karaciger lipaz1 Lineweaver-Burk egrisi.

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

rZ

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 of values
Number of missing values

0.4089 + 0.03110
0.2192 £+ 0.07570
-0,5362

2,445

0.3354 to 0.4825
0.04022 to 0.3983
-1.130 to -0.08759

0,9611
0,1680

172,9

1.000, 7.000
<0.0001
Significant

S O = O
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3.10.3.2. L. cephalus karaciger lipaz aktivitesi iizerine substrat (pNPB)

miktarinin etkisi

Substrat miktarina bagl olarak elde edilen aktivite degerleri ve veriler Tablo
18’de sunulmustur.

Substrat miktarinin 0.16-0.33 mM arasinda oldugu degerlerde elde edilen
aktivitelerde hizl1 bir artisin oldugu ve istatistiksel olarak farkli olduklar1 bulunmustur
(P<0.05). 1.33 mM’dan sonraki miktarlarda da 2.00 mM’a kadar gozlenen aktivitelerde
de artis saglanmis ancak aktivite degerleri arasindaki fark anlamli bulunmamistir. En
yuksek aktivite 2.00 mM’da gorilmiistiir.

Tablo 18’den elde edilen veriler, “GraphPad Prism version 5.00 for Windows”
programina girilmis ve nonlinear regresyon meniisiinden Michaelis-Menten egrisi elde
edilmigstir (Sekil 16). Buradan V.x = 2.8 umol/mL.dk ve K,, ise 0.58 mM olarak

belirlenmistir.

Tablo 18. L. cephalus karaciger lipazi aktivitesi ilizerine substrat (pNPB) miktarinin

etkisi

[S] \% 1/V 1/[S] [SI'V VI/[S]
(mM) pmol/mL.dk

Ort.£S.H

0.16 0.4224+0.04a 2.37 6.25 0.38 2.64
0.33  1.1266+0.13b 0.89 3.03 0.30 341
0.66  1.4250+0.08c 0.70 1.52 0.46 2.16
1.00  1.8730+0.20d 0.53 1.00 0.53 1.87
1.33  2.0394+0.18e 0.49 0.75 0.65 1.53
1.66  2.0653+0.11e 0.48 0.60 0.80 1.24
1.77  2.0917+0.03¢ 0.47 0.56 0.84 1.18
1.90  2.1000+0.07e 0.47 0.53 0.90 1.11
2.00 2.1300+0.25¢ 0.47 0.50 0.94 1.07

Ort.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Her siitunda ayin1 harflerle belirlene veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir.
S.H. Standart hata.
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baslangi¢ hi1zx
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Sekil 16. L. cephalus karaciger lipazi Michaelis-Menten egrisi.

Michaelis-Menten
Best-fit values

Vmax

Km

Std. Error

Vmax

Km

95% Confidence Intervals
Vmax

Km

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

R2

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Km

Number of points
Analyzed

1.0 1.5 2.0
[S]

2,809
0,5853

0,1466
0,09463

2.471 to 3.147
0.3671 to 0.8036

8

0,9866
0,07237
0,09511
Km > 0.0

10
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Elde edilen Michaelis-Menten egrisi iizerinden programda yine transform

2.59

2.0

1.5 e

/v

1.04

0.5
-1/K = -1/0.78

0.0 T

Egim= K ,/V nax

uygulanmis ve Lineawer-Burk egrisi elde edilmistir (Sekil 17).

0 2

4 6
1/[S]

Sekil 17. L. cephalus karaciger lipaz1 Lineweaver-Burk egrisi.

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

r2

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 of values
Number of missing values

0.3159 + 0.02582
0.2480 = 0.06284
-0,7850

3,165

0.2549 to 0.3770
0.09938 to 0.3966
-1.481 to -0.2770

0,9553
0,1394

149,7

1.000, 7.000
<0.0001
Significant

SO = \O
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3.10.3.3. C. carpio karaciger lipaz aktivitesi iizerine substrat (pNPB)

miktarinin etkisi

C. carpio’nun karaciger lipazinin substrat miktarina bagl olarak gdsterdigi
aktiviteler ve diger parametreler Tablo 19°da goriilmektedir.

0.16 ve 0.66 mM arasindaki pNPB uygulamasinda aktivitede 6nemli bir artis
gbzlenmistir. 0.66 mM’da elde edilen aktivite ve 1 mM’daki aktivite arasinda artis
olmasina ragmen, bu artis 6nemli bulunmamistir (P>0.05). Ancak 1.33 mM’daki
aktivitenin digerlerine gore anlamli oldugu ortaya ¢ikmustir. 1.33-2.00 mM arasindaki
substrat miktarlarindaki aktivite artislari sabit kalmistir. Bu veriler arasinda istatistiki bir
onem gozlenmemistir (P>0.05). Bu sonuglardan elde edilen aktivite bilgileri, C.
chalcoides ve L. cephalus’tan elde edilenlerle karsilastirildiginda, her iig tiirde de 1.33
mM pNPB miktarina kadarki dozlarda aktivitede hizli bir yiikselis gozlendigi

sOylenebilir.

Tablo 19. C. carpio lipazi {izerine substrat miktarinin etkisi

[S] \% 1/V 1/[S] [SI'V VI/[S]
(mM) pmol/mL.dk
Ort.+S.H

0.16 1.2727+0.03a 0.78 6.25 0.12 7.95
0.33 1.7630+0.06b 0.56 3.03 0.18 5.34
0.66 2.0081+£0.10c 0.50 1.52 0.32 3.04
1.00  2.0864+0.05¢ 0.48 1 0.48 2.08
1.33  2.3576+0.18d 0.42 0.75 0.56 1.77
1.66 2.3608+0.12d 0.42 0.60 0.70 1.42
1.77  2.3800+0.04d 0.42 0.56 0.74 1.34
1.90 2.4310+0.07d 0.41 0.53 0.78 1.28
2.00 2.4515+0.04d 0.40 0.50 0.82 1.23

Ort.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Her siitunda ayin1 harflerle belirlene veriler 0.05 olasilik
diizeyinde birbirinden farkli degildir.
S.H. Standart hata.
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Tablo 19°da elde edilen verilerin “GraphPad Prism version 5.00 for Windows”

programinda degerlendirilmesi sonucunda Michaelis-Menten (Sekil 18) ve Lineawer-

Burk egrileri (Sekil 19) elde edilmistir. Buradan K, = 0.17 mM, V. = 2.6

umol/mL.dk olarak bulunmustur.

baslangi¢ hizi
(pmol/mL.dk)

0 -

0.0 0.5

10 15 20 25
[S]

Sekil 18. C. carpio karaciger lipaz1 Michaelis-Menten egrisi.

Michaelis-Menten
Best-fit values

Vmax

Km

Std. Error

Vmax

Km

95% Confidence Intervals
Vmax

Km

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

RZ

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

KM

Number of points
Analyzed

2,609
0,1727

0,04410
0,01653

2.508 to 2.711
0.1346 to 0.2108

8

0,9940
0,03198
0,06323
Km > 0.0

10

102



1.0+

0.84
1/\/max

0.6+

1/V
4_
J

0.44
~1/K = -1/6.06

0.2+

0.0

Egim= K ,/V nax

0 2

1/[S]

Sekil 19. C. carpio karaciger lipazinin Lineweaver-Burk egrisi.

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

r2

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 of values
Number of missing values

0.06377 + 0.002728
0.3864 + 0.006639
-6,059

15,68

0.05732 to 0.07022
0.3707 to 0.4021
-6.946 to -5.331

0,9874
0,01473

546,5

1.000, 7.000
<0.0001
Significant

SO = \O
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3.11. Yiizey aktif maddelerin karaciger lipazlar iizerine etkisi

3.11.1. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)’in etkisi

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karacigerinden saflastirilan lipaz
aktiviteleri iizerine SDS’in etkisi aragtirllmistir. Bu amagla, SDS igermeyen kontrol
ornegine karsi, % 0.5 (w/v) SDS ile inkiibe edilen enzim ¢ozeltilerinin aktiviteleri 30 ve
60 dakika sonrasinda belirlenmistir (Sekil 20).

C. chalcoides karaciger lipazinin kontrol degeri 0.1241 pmol/mL.dk olarak
belirlenmistir. Bu tiiriin SDS ile inkiibe edilen Orneginin 30 dakika sonundaki
aktivitesinin diiserek 0.033 pmol/mL.dk oldugu tespit edilmistir.

Kontrol degeri 0.1669 pumol/mL.dk olarak belirlenen L. cephalus karaciger
lipazinin da 30 dakika sonunda aktivite degerinde diisis gozlenmis ve 0.072
umol/mL.dk olarak kaydedilmistir.

0.2173 pmol/mL.dk kontrol aktivite degerine sahip olan C. carpio karaciger
lipazinin SDS ile inkiibe edilen 6rneginin de diger tiirlerde oldugu gibi 30 dakika
sonrasinda diisiis gostererek, 0.124 pmol/mL.dk aktivite degeriyle temsil edildigi
gorilmiistiir.

Her ti¢ tiiriin karaciger lipazi 1 saatlik siire sonunda SDS karsisinda aktivitesini
yitirmistir. Bu sonuglardan, SDS’in karaciger lipazlarinin yapisinda olduk¢a hizli bir

sekilde denaturasyona neden oldugu sdylenebilir.

0,25
0,2 -

3 >

z

§ 0,15 -

é 0,1 -

E 0,05 -

(0] ‘ ‘
k 30 60
siire (dakika)
—e— seri 1=C. clacoides —®— seri 2= L. cephalus

seri 3= C. carpio

Sekil 20. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipaz aktivitesi

iizerine % 0.5 (w/v) SDS’in etkileri. “k” kontrolii temsil etmekte.
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3.11.2. Sodyum taurokolik asit’in etkisi

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipaz aktiviteleri iizerine
sodyum taurokolik asitin etkileri arastirilmistir. Bu amacla, literatiir bildirileri
dogrultusunda hazirlanan % 0.5 (w/v) sodyum taurokolik asit iceren enzim
cozeltilerinin 1, 2, 3, 4, 6 ve 24 saat sonundaki aktivite degerleri kontrole karsi
belirlenmigtir. Elde edilen sonuclar Tablo 20 ve Sekil 21°de goriilmektedir.

C. chalcoides karaciger lipazinin kontrol aktivitesi 0.5737 umol/mL.dk olarak
belirlenmistir. Bu aktivite degerinin inkiibe edilen 6rneginin 1. saat sonunda elde edilen
aktivite degeriyle farkli olmadigi bulunmus (P>0.05) ve 2. saat itibariyle aktivitede
onemli bir diisiisiin oldugu belirlenmistir. Aktivitede diisiisiin devam ettigi 3 ve 6.
saatler arasinda elde edilen degerlerin kendi aralarinda farkli olmadigi (P>0.05), ancak
diger elde edilen aktivite degerlerinden farkli olduklar1 gorilmiistiir. Enzim aktivitesi
24. saat sonunda diiserek 0.089 pumol/mL.dk olarak belirlenmistir.

Kontrol aktivitesi 0.6780 pmol/mL.dk olarak belirlenen L. cephalus lipazinin,
ilk iki saat icerisinde kaydedilen aktivitelerinin farkli olmadiklart belirlenmekle birlikte,
3. saat itibariyle aktivitede kayda deger bir diisiisiin (0.2173 pmol/mL.dk) oldugu tespit
edilmistir. 6. saat itibariyle 0.1743 umol/mL.dk aktivite gosteren enzimin (P<0.05), 24.
saat sonunda 0.1069 pmol/mL.dk aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

C. carpio karaciger lipazida saflastirilan diger karaciger lipazlarina benzer
ozellikler sergilemistir. 0.7476 umol/mL.dk olarak belirlenen kontrol aktivitesine
karsin, sodyum taurokolik asit ile muamele edilen 6rnekte 2. saat itibariyle 6nemli bir
diisiis kaydedilmistir (P<0.05). 3. saat itibariyle 0.4433 pmol/mL.dk olarak belirlenen
aktivite degerinin elde edilen diger degerlerden farkli oldugu goriilmiistiir (P<0.05). 4
ve 6. saatlerde belirlenen aktiviteler diisiis gostermekle birlikte kendi aralarinda farksiz
olduklar1 tespit edilmistir (P>0.05). 24 saatlik siire sonunda enzimin aktivitesinin 0.2046
umol/mL.dk olarak belirlenmistir.

Her ¢ tiirlin karaciger lipazinin genel olarak 3. saat sonunda aktivitelerinde

onemli diistislerin oldugu saptanmustir.
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Tablo 20. Sodyum taurokolik asitin karaciger lipaz aktivitesi lizerine etkisi

Siire C. chalcoides L. cephalus C. carpio
(saat) pmol/mL.dk pmol/mL.dk pmol/mL.dk
Ort.£S.H Ort.£S.H Ort£S.H
kontrol 0.5737+0.07a 0.6780+0.02a 0.7476+0.09a
1 0.5285+010a 0.6254+0.05a 0.7337+0.03a
2 0.3862+0.03b 0.6085+0.12a 0.5734+0.03b
3 0.1564+0.05¢ 0.2173+0.08b 0.4433+0.07c¢
4 0.1426+0.02¢ 0.2108+0.03b 0.3740+0.10d
6 0.1337+0.04c 0.1743+0.04c 0.3185+0.06d
24 0.0890+0.01d 0.1069+0.01d 0.2406+0.03¢

Ort.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Her siitunda ayni harflerle belirlenen veriler 0.05
olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir.
S.H. Standart hata.

pol/mL.dk aktivite

()
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Saat
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Sekil 21. Sodyum taurokolik asitin C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun

karaciger lipazina etkisi.
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3.11.3. Triton X-100’iin etkisi

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipazlar1 tizerine Triton X-
100’tin etkisi degerlendirilmistir. Bu amagla, SDS ve sodyum taurokolik asit
uygulamalarinda oldugu gibi % 0.5 (v/v) Triton X-100 ile inkiibe edilen karaciger
enzim Orneklerine ait aktivite degerleri, kontrol ¢ozeltilerine karsi, 1, 2, 3, 4, 6 ve 24
saatlik siireler sonunda belirlenmistir. Elde edilen veriler Tablo 21 ve Sekil 22°de
sunulmustur.

C. chalcoides karaciger lipaz1 aktivitesinin kontrol degeri 0.5216 pmol/mL.dk
olarak belirlenmistir. triton X-100’1ii ortamda 1 ve 2. saat sonunda birbirinden farksiz
olan aktivite degerlerinin, kontrolden farkli olduklar1 goriilmiistiir. 3-24 saat arasindaki
inkiibasyon siirelerinde elde edilen aktivite degerleri diismiis ve istatistiksel farklar
gostermiglerdir. 24. saat sonunda karaciger lipaz aktivitesinin 0.1090 pmol/mL.dk
oldugu tespit edilmistir.

L. cephalus karaciger lipazinin kontrol aktivitesi 0.6693 pmol/mL.dk olarak
belirlenmigtir. Triton X-100 ile muamele edilen enzim ¢ozeltisinde 1. saat siire sonunda
aktivitede meydana gelen diisiisiin kontrolden farkli oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Enzim aktivitesi 2 ve 4. saatler arasinda da diislis gostermis ancak bu aralikta elde
edilen aktivite degerleri birbirinden farksizdir (P>0.05). 6. saatte 0.2495 pmol/mL.dk’ya
diisen aktivitenin, 24. saat sonunda da diiserek 0.1836 pmol/mL.dk oldugu tespit
edilmistir.

Kontrol aktivitesi 0.7128 umol/mL.dk olarak belirlenen C. carpio karaciger
lipazinda da, diger tiirlerde odugu gibi, Triton X-100 ile inkiibasyonu sonucunda 1. saat
sonunda elde edilen aktivitenin diisiik (0.6172 pumol/mL.dk) ve kontrolden farkli oldugu
gorlilmiistiir (P<0.05). 2 ve 3. saatlerde diisiis goOsteren aktivite degerleri kendi
aralarinda fark gostermemekle birlikte, ayn1t durum 4 ve 6. saatlerde de tekrarlanmistir.

Enzim aktivitesinin 24. saat sonunda 0.2437+0.06 pmol/mL.dk oldugu belirlenmistir.
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Tablo 21. Triton X-100’1in karaciger lipaz aktivtesi iizerine etkisi

Siire C. chalcoides L. cephalus C. carpio
(saat) pmol/mL.dk pmol/mL.dk pmol/mL.dk
Ort.+S.H Ort.+S.H Ort.+S.H
kontrol 0.5216+.04a 0.6693+0.03a 0.7128+0.09a
1 0.3998+0.09b 0.4607+0.04b 0.6172+0.06b
2 0.3564+0.02b 0.3825+0.02¢ 0.4863+0.01c
3 0.2347+0.10c 0.3216+0.01c 0.4259+0.02¢
4 0.2114+0.14cd 0.3014+0.06¢ 0.3944+0.11d
6 0.1925+0.08d 0.2495+0.06d 0.3726+0.03d
24 0.1090+0.01¢ 0.1836+0.03¢ 0.2437+0.06¢

Ort.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. Her siitunda ayin1 harflerle belirlenen veriler 0.05
olasilik diizeyinde birbirinden farkli degildir.
S.H. Standart hata.

0,8

pmol/mL.dk aktivite

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Saat

—— C. chalcoides —®— L. cephalus C. carpio

Sekil 22. Triton X-100’tin C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipaz

aktivitesi lizerine etkisi.
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3.12. Elektroforetik Analizler

C .chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipazlarinin Q sefaroz, sefakril
S 200-HR ve fenil sefaroz CL-4B kolon kromatografileri ile saflagtiritlmalarin1 kapsayan
temel basamaklarda, saflastirmanin boyutlar1 SDS-PAGE teknigiyle gozlenmistir.
Ayrica en son basamakta elde edilen enzim preparatlarinin molekiiler agirlig1 molekiiler
belirtecler kullanilarak saptanmistir (Sekil 23).

M1 belirtecine ait jelde gozlenen her bir protein bandinin Rf degerleri ve
molekiiler agirliklar1 Tablo 22°de goriilmektedir. Kullanilan standart proteinlerin Rf
degerleri, tavsan kas miyozini 0.06, E.coli B-Galaktozidaz’1 0.16, tavsan kas fosforilaz
b’si 0.27, s1g1r serum albumini 0.37 ve sigir karaciger glutamik dehidrojenaz’1 i¢in 0.50
olarak belirlenmistir. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipazlari i¢in Rf
degeri 0.35 olarak hesaplanmistir. Molekiiler belirtecin igerdigi standart proteinlerin
molekiil agirliklart ve Rf degerlerinden elde edilen grafik Sekil 24’te goriilmektedir.
Elde edilen logaritmik egrinin denklemi y=-68.391Ln(x)+2.2607 olarak belirlenmis ve
R” degeri 0.9821’dir. Calismamizda kullanilan her bir tiiriin karaciger lipaz1 i¢in elde
edilen Rf degeri (0.35) denklemde “x” degiskeni yerine konularak, her ¢ tiiriin

karaciger lipazinin molekiil agirliginin 74 kDa oldugu saptanmustir.

Tablo 22. Elektroforez analiz sonuglar1

Standart proteinler Molekiil agirligr (kDa) Rf
Miyozin 200 0.06
B-Galaktozidaz 116 0.16
Fosforilaz b 97 0.27
Albumin 66 0.37
Glutamik Dehidrojenaz 55 0.50
Karaciger lipazi 74.05 0.35
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Sekil 23. Karaciger lipazlarinin SDS-PAGE sonuglari. Burada 1, 2, 3 ve 4 sirasiyla, C.
carpio’nun homojenat, PEG ¢okelti, Q sefaroz ve fenil sefaroz CL-4B sonuglaridir. 5, 6,
ve 7 sirasiyla, L. cephalus’un homojenat, Q-sefaroz ve fenil sefaroz CL-4B sonuglarini
gostermektedir. 8 numarali 6rnek fenil sefaroz CL-4B sonucunda elde edilen C.
chalcoides lipazin1 gostermektedir. M1 molekiiler agirlik belirlemede kullanilan

standart proteinleri icerip, molekiiler agirliklar1 sekil lizerinde belirtilmistir.
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Sekil 24. C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karacigerinin Sefakril S 200 HR
kromatografisi sonucunda elde edilen lipaz enzim preparatina ait elektroforez bantlari. M2
molekiiler agirlik belirlemede kullanilan standart proteinleri igerip, molekiiler agirliklari

sekil iizerinde belirtilmistir.
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200 y = -68391Ln(x) + 22607
R*=09821
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Sekil 25. Elektroforetik analiz sonucunda molekiiler belirte¢ i¢in elde edilen Rf

degerlerinin molekiiler agirliklariyla iliskilendirilmesi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada Chalcalburnus chalcoides, Leuciscus cephalus ve Cyprinus
carpio’nun karaciger ve kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimi ve karaciger
lipazlarinin saflastirilmas1 amaglanmugtir.

Calismamizda yag asiti analizlerinde kullanilmak iizere yakalanan baliklarin,
gerek boy gerekse agirlik agisindan bazi mevsimlerde farkliliklar gosterdikleri
goriilmiistiir. Her baligin gelisiminde, yapisal bilesenler ve enerji kaynagi olarak
lipitlere biiylik bir gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle baliklarin lipit bilesenlerinin
degisimi lizerine bircok arastirma yapildigi belirtilmistir (Atchison, 1975; Akpinar,
1987; Testi ve ark., 2006; Gorgiin ve Akpinar, 2007; Jankowska ve ark., 2010). Baligin
kimyasal bilesimi tiirden tiire degistigi gibi, besin igerigi de baligin kimyasal bilesimi
tizerinde etkilidir. Ayn1 balik tiirlerinin  kimyasal bilesimleri de farklilik
gosterebilmektedir. Bu farkliliklar baligin tiiriine, yasina, cinsiyetine, hasat zamanina,
yetistirildigi bolgeye, beslenme sekline ve zamanina, viicut bolgelerine, eseysel
olgunluk durumuna ve biiyiikliigline baglidir (Uysal ve ark., 2002).

Baliklarda yag asiti bilesimini belirlemeye yonelik c¢aligmalarin daha ¢ok
karaciger ve kas dokusunda gerceklestirildigi goriilmektedir. Bunun nedeni, karacigerin
yag asitlerinin alinimi, oksidasyonu ve doniisiimii gibi, lipit metabolizmasinin ¢esitli
asamalarinda kritik roller {istlenmesidir. Kas ise, insanlar tarafindan temel besin
maddesi olarak kullanilmasindan dolayr yogun arastirma materyali olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, dogal beslenme ve fiziksel kosullar altinda yasayan balik
tirlerinin karaciger ve kas dokusunun lipit igerikleri ve yag asiti bilesimlerinin
belirlenmesi bu tiirlerin besinsel gereksinimlerini aydinlatabilir (Rodriguez ve ark.,
2004; Gorglin ve Akpinar, 2007).

Haliloglu ve ark. (2002) ayni kosullar altinda yetistirilen Oncorhynchus mykiss,
Salmo trutta fario ve Salvelinus alpinus olmak iizere {i¢ farkli alabalik tiiriiniin kas
dokusu yag asit kompozisyonlarini arastirmiglardir. Toplam DY A’leri igerisinde C16: 0,
TCDmYA igerisinde ise C18: 1n-9’in en ¢ok bulunan yag asiti oldugu ve tiirler arasi
farkin O6nemli oldugu gorilmiistiir. DYA’leri bakimindan tiirler arasinda Onemli
farkliliklarin var oldugu goézlenmekle birlikte, O. mykiss en yiiksek degere, S. trutta
fario’un ise en diisiik degere sahip oldugu gozlenmistir. TCDmY A’leri agisindan ise, S.

trutta fario en yiiksek degerdeyken, O. mykiss’in en diisiik degere sahip oldugu
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gozlenmistir. Tirler arasinda ADmYA’leri bakimindan o6nemli bir farklilik
goriilmezken, n-3 formu ADmY A agisindan en zengin olan tiiriin O. mykiss oldugu, n-6
formu AD,YA bakimindan ise, S. trutta fario’un oldugu gézlenmistir. O. mykiss’in
gerek C22:6 n-3 gerekse C22:5 n-3 acisindan en zengin tiir oldugu ve bu agidan ¢ok
onemli oldugu bildirilmistir.

Coruh havzasi Kazandere c¢ayinda yasayan yabani Salmo trutta labrax
bireylerinin karaciger, kas dokusu, gonad, yumurta ve adipoz dokularindaki toplam lipit
ve yag asitleri aragtirillmistir. Toplam DYA’leri en fazla kasta, en az yumurtada
bulundugu belirlenmistir. TCDmY A acgisindan dokular arasi fark 6nemsiz bulunmus ve
asirt doymamis yag asitlerinden n-3 formu ADmYA miktarinin yumurtada diger
dokulardan 6nemli derecede fazla olmasina karsin, gonatta en az oldugu belirlenmistir.
Benzer sonuglar yumurtanin n-6 formu ADmYA ve n-3/n-6 oraninda da gorilmiistiir.
Yag asitleri genel kompozisyonuna bakildiginda C16:0, C18:1 n-9 ve C22:6 n-3’lin bu
tiriin dokularinda temel olarak bulundugu ve dokular arasi farkin 6nemli oldugu
bildirilmistir (Aras ve ark., 2003 a).

Dicentrarchus labrax, Sparus aurata ve O. mykiss’in kiiltire edilmis
bireylerinin dorsal ve ventral kas doku kisimlarmin yag asiti bilesimi belirlenmistir.
Buna gore, her {i¢ balik tiiriinde en fazla temsil edilen yag asitlerinin C16:0, C16:1 n-7,
C18:1 n-9, C18:2 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3 oldugu saptanmistir. S.aurata ve O.
mykiss’in dorsal ve ventral kas kisimlarinda goriilen kantitatif farklarin nemsiz oldugu
belirlenmekle birlikte, D. labrax’ta C14:0 dorsalde % 3.81, ventralde 4.58, C16:1 n-7
dorsalde % 4.51, ventralde % 5.05, C18:2 n-6 dorsalde % 5.44, ventralde % 6.07, C20:4
n-6 dorsalde % 1.08, ventralde % 0.79, C22:6 n-3 dorsalde % 14.8, ventralde ise % 11.6
oranlartyla kantitatif farkliliklarin en belirgin gozlendigi yag asitleri oldugu
bulunmustur (Testi ve ark., 2006).

Bayir ve ark. (2006), iilkemiz sularinda yasayan bazi deniz baliklarinin kas
dokusu yag asiti bilesimlerini incelemislerdir. Buna gore, C16:0, C18:1 n-9, C18:2 n-6,
C20:4 n-6 ve C22:6 n-3’lin ¢aligilan tim Orneklerde en fazla miktarlarda bulunan yag
asitleri oldugunu belirtmislerdir.

Mnari ve ark. (2007) yabani ve kiiltiire edilmis Sparus aurata’nin karaciger ve
kas dokusu yag asiti bilesimlerini belirlemeye calismislardir. Calisilan her iki balik

grubunda da C16:0 ve C18:1 n-9 en fazla bulunan doymus ve tek ¢ift bag iceren
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doymamis yag asitleri olarak belirlenmistir. Kiiltiire edilmis baliklar daha fazla n-3
formu ADmYA’lerini igerirken, yabani baliklarin ise n-6 formu ADmYA’lerini fazla
miktarda icerdigi saptanmustir.

Baliklarda eseyler arasinda da yag asiti kompozisyonunda farklilik olmakla
birlikte, ergin ve ergin olmayan baliklarda da farkliliklarin oldugu bildirilmektedir.
Ornegin, Gérgiin ve Akpinar (2007) farkl iki yemle beslenen ergin ve ergin olmayan O.
mykiss’in karaciger ve kas dokusunu eseye bagli olarak arastirmislardir. Her iki eseyin
karaciger ve kas dokusunda bulunan yag asitlerinin genel olarak C16:0, C18:1 n-9,
C18:2 n-6 ve C22:6 n-3 oldugu ve 6nemli kantitatif farklarin bulundugu belirlenmistir.
Bununla birlikte, C22:6 n-3 miktarlarinin ergin olmayan eseylerin karaciger ve kas
dokusunda ergin eseylerinkinden daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Akpinar ve ark. (2009), Salmo trutta macrostigma eseylerinin karaciger ve kas
dokusu yag asiti bilesimlerini incelemisler ve eseyler arasinda kantitatif farkliliklarin
oldugunu belirlemislerdir. Buna gore, eseylerde en fazla bulunan yag asitlerinin C16:0,
C18:0, C18:1 n-7, C18:1 n-9, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3 oldugunu rapor etmislerdir.

Su tuzlulugu ve iklim gibi ekolojik faktorlerin baliklarin yag asiti bilesimleri
lizerinde Onemli degisimlere yol actigi bilinmektedir. Ozellikle su tuzlulugunun
baliklarda ADmYA seviyelerini etkiledigi ve n-3/n-6 oraninin tath su baliklarinda,
deniz baliklarindan daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Steffens, 1997). Bununla
birlikte, arastirmalar tatli su baliklarinda yag asitlerinin zincir uzatilmast ve
doyurulmasindaki stireglerin deniz baliklarindan daha hizli oldugunu ortaya koymustur
(Jankowska ve ark., 2010).

Haliloglu ve ark. (2004), deniz ve tatlisuda yasayan O. mykiss’in karaciger,
gonad, kas ve adipdz dokularinin yag asiti bilesimlerini belirlemislerdir. Buna gore,
tuzluluga bagli olarak deneysel gruplarin dokularindaki yag asitleri seviyelerinde
meydana gelen en belirgin degisimler degerlendirilecek olursa, kas dokusunda DY A’da
C14:0 denizde yasayan balikta % 4.04 oraninda, tatlisuda yasayanda ise % 2.38
oraninda oldugu belirlenmistir. Karacigerde 6nemli istatistiksel fark gdsteren yag asiti
C18:1 n-9 olup, bu asitin seviyesi tatlisuda yasayan baliklarda daha yiiksek ve % 22.3
seviyesinde bulunmustur. C20:5 n-3 seviyeleri denizde yasayan deneysel gruplarin
karaciger (% 6.16) ve kas dokusunda (% 6.02), tath suda yasayanlardan neredeyse ii¢

kat daha yiiksek oranlarda belirlenmistir. Gonadlarda deneysel gruplar arasinda farklilik
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gosteren yag asitlerinden C18:1 n-9, tath suda yasayan baliklarda % 27.3, denizde
yasayanlarda ise % 18.6 oraninda belirlenirken, C20:5 n-3’ilin denizde yasayan deneysel
gruplarda (% 7.08) tath sudakilerden (% 2.35) daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En
belirgin degisimlerin gbzlendigi adipéz dokuda C14:0 (% 7.12), C16:1 n-7 (% 9.36),
C20:5 n-3 (% 5.38) ve C22:6 n-3 (% 12.4)’lin denizde yayan O. mykiss’te daha yiiksek
miktarlarda bulunurken, tath suda yasayan deneysel grupta C18:1 n-9 (% 36) ve C18:2
n-6 (% 16.9)’nin daha yiiksek oranlarda oldugu belirlenmistir. Tiim dokularda en
yiiksek n-3/n-6 oranlari deniz suyundaki deneysel gruplarda belirlenmistir.

Ozogul ve ark. (2007), iilkemizde ticari agidan &nem arz eden tathi su ve deniz
baliklarinin yag asiti bilesimlerini belirlemislerdir. Buna goére, deniz baliklarinin yag
asiti bilesimlerine bagl olarak, DY A miktarlar1 % 25.5 - 39.4, TCDmY A miktarlar1 %
13.2 — 29.0 ve ADmY A miktarlar ise % 25.2 — 48.2 araliginda oldugu belirlenmistir.
Seyhan goliinde yasayan tatli su baliklarinda bu yag asiti siiflarinin seviyelerinin
DYA’nde % 28.0 — 34.6, TCDmYA’nde % 10.7 — 22.7 ve ADmYA’nde ise % 23.2 —
43.7 oranlar1 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Inceledigimiz baliklarda karacigerde DYA miktarlart mevsime gore C.
chalcoides’te % 28.59+0.26 — 38.59+0.30, L. cephalus’ta % 28.80+0.24 — 43.38+0.29,
C. carpio’da ise % 26.20+0.02 — 38.42+0.22 olarak belirlenmistir. TCDmY A miktarlar1
C. chalcoides’te % 27.21+0.32 — 51.79+0.24, L. cephalus’ta % 23.39+0.21 -
54.64+0.37, C. carpio’da % 24.57+0.31 — 37.3840.26 bulunmustur. Toplam ADmYA
miktalar1 C. chalcoides’te % 17.44+0.14 — 34.23+0.28, L. cephalus’ta % 16.58+0.15 —
44.4740.26, C. carpio’da ise % 27.33+0.21 — 43.56+0.41 olarak saptanmustir. Kas
dokusundaki toplam yag asitlerinin mevsimsel degisimleri degerlendirilecek olursa,
DYA’nin C. chalcoides’te % 27.58+0.22 — 41.65+0.37, L. cephalus’ta % 29.75+0.13 —
39.06+0.22, C. carpio’da % 30.77+0.11 — 54.34+1.10 arasinda oldugu bulunmustur.
TCDmYA C. chalcoides’te % 21.12+0.26 — 40.04+0.22, L. cephalus’ta % 21.32+0.10 —
33.74+0.12, C. carpio’da % 22.32+0.15 — 31.01+0.19 olarak belirlenmistir. Toplam
ADmYA miktarlarinin C. chalcoides’te % 27.96+0.33 — 37.25+0.21, L. cephalus’ta %
36.514£0.13 — 40.99+0.10, C. carpio’da ise % 14.67£0.16 — 39.12+0.19 araliginda
mevsimsel de8isim gosterdigi  gorilmiistir (Tablo 9 — 10). Bu veriler
degerlendirildiginde, C. chalcoides ve L. cephalus’un karacigerleri daha yiiksek DYA
ve TCDmYA miktarlarma sahipken, bu yag asitlerinin C. carpio’da daha az oldugu
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goriilmiistiir. Kas dokusunda DYA miktarlarinin C. chalcoides ve L. cephalus’ta C.
carpio’ya gore daha diisiik oranlarda bulunmasi, bu yag asitlerinin C. chalcoides ve L.
cephalus’ta karacigerde depo edildiklerini, buna karsin C. carpio’da daha g¢ok kas
dokusuna transfer edildigi ongoériisiinii akla getirmektedir. Ayrica C. chalcoides ve L.
cephalus’ta TCDmYA’nin gerek karaciger gerekse kas dokusunda yiiksek olmasi, bu
tiirlerin besin yoluyla aldiklar1 yag asitlerini 6nemli derecede depo edebildikleri kanisini
uyandirmaktadir. Toplam ADmY A miktarlari agisindan disiiniildiigiinde, C. chalcoides
ve L. cephalus’un, C. carpio’dan daha yiiksek seviyede doymamis yag asitlerine sahip
olduklar1 goriilmektedir. Bu bulgular birlestirildiginde, C. chalcoides ve L. cephalus’un
lipit metabolizmas1 (yag asitlerinin depolanmasi, transferleri ve sentezleri gibi)
acisindan daha iyi bir performansa sahip olabileceklerini diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte, her ii¢ tiiriin de, sonbahar periyodu (eyliil ay1) disindaki aylarda insan sagligi
acisindan Oonemli fizyolojik etkilere sahip olan ADmYA’ni kayda deger miktarlarda
icerdikleri anlasilmaktadir.

Farkli iklim kosullarina sahip Egirdir ve Seyhan gollerinde yasayan Sander
lucioperca’nin ham protein (% 18.8 — 18.1), kiil miktar1 (% 1.37 — 0.75) ve kuru madde
miktarlariin (% 20.67 — 20.09) farkli oldugu belirlenmistir. Her iki bolgede yasayan
tiiriin, kas dokusu yag asiti bilesiminin genel olarak C16:0 (% 19.6 — 20.8), C18:0 (%
9.23 - 6.77), C18:1 n-9 (% 19.2 — 13.4), C18:2 n-6 (% 4.12 — 9.08) ve C22:6 n-3 (%
7.37 — 12.41)’dan olustugu belirlenmistir. Yag asit bilesimlerindeki bu kantitatif
farkliliklara paralel olarak Seyhan goliinde yasayan tiirtin, Egirdir goliinde yasayandan
daha yiiksek DYA ve TCDmYA seviyelerine sahip oldugu rapor edilmistir (Celik ve
ark., 2005).

Besinsel lipitler hayvansal dokularda enerji ve yapisal madde olarak
kullanimlarinin yanisira, yag igermeyen besin maddelerinin 6zellikle de yagda ¢6ziinen
vitaminlerin tasinmasinda da 6nemli rol oynamaktadirlar. Baliklarin enerji
gereksinimleri ile ilgili yapilan arastirmalarda, karnivor baliklarin enerji kaynagi olarak
karbonhidratlar1 sinirlt bir sekilde kullandiklar1 ve besinsel lipitleri daha ¢ok tercih
ettikleri belirlenmistir (Akpinar, 1999). Cyprinus carpio’nun kas dokusunda yapilan
caligmalardan, balik beslenmesinde kullanilan yemlerin yag asit bilesimlerinin balik
dokularina aynen yansitildig1 goriilmiistiir (Fajmanova ve ark., 2003). Bununla birlikte,

besinsel lipitlerin viicut lipitlerinin yag asiti bilesimine etkisi, trigliserit ve fosfolipitler
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arasinda farklilik gostermektedir. Fosfolipitlerin yag asit bilesimlerinin trigliseritlerden
daha biiyiik derecelerde etkilendigi bildirilmektedir (Akpinar, 1999).

Rueda ve ark. (1997) Pagrus pagrus’un yabani ve kiiltliire edilmis bireylerinin
kas dokusu yag asiti bilesimlerini beslenme agisindan degerlendirmislerdir. Buna gore,
yag orani beslenmis bireylerde (% 3.03) yabani baliklardakinden (% 0.65) daha yiiksek
bulunmustur. Bu tiirlin toplam lipit yag asiti bilesiminin besininkini yansittigini
bildirilmistir. Ayrica, toplam ADmYA seviyeleri yabani baliklarda daha yiiksek
bulunmakla birlikte, bu yag asiti simifinin oranlari, toplam lipit icerisinde beslenen
baliklarda % 36.9, yabani baliklarda % 51.2, fosfolipit sinifi igerisinde yabani baliklarda
% 60.7, beslenen baliklarda % 56.3 ve triagilgliserol sinifi igerisinde yabani baliklarda
% 47.0, beslenen baliklarda ise % 16.7 seviyelerinde oldugu rapor edilmistir.

Balik dokularindaki fosfolipit ve nétral lipitlerin yag asit bilesimlerinin besinsel
yag asitleriyle etkilenmekle birlikte, doku yag asit bilesimlerinin termal adaptasyon
esnasinda da degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir. Bu amagcla, 2 ve 8 °C’ta yetistirilen
Antlantik Salmo salar bireylerinin kas, visera ve karkas yag asitleri analizlenmistir.
Elde edilen verilere gore, her ii¢ dokuda da besinsel yaglarin yag asit bilesimlerinin
notral ve fosfolipitlere yansidigr goriilmiistiir. Sicakligin etkileri fosfolipitlerde nétral
lipitlerden daha fazla goriilmiis ve diisiikk sicakliklarda daha yiiksek ADmYA/DYA
oranlar1  belirlenmistir. Sebze yagiyla beslenen baliklarda da daha yiiksek
ADmYA/DY A oranlarina rastlanmistir (Jobling ve Bendiksen, 2003).

Tocher ve ark. (2004) tarafindan O. mykiss enterosit ve hepatositlerinde yapilan
su sicakligr ve degisik seviyeli palmiye yagi (P besini) ve balik yagi iceren (PO, P25,
P50, P75 ve P100) diyetsel yemlerin etkileri arastirilmistir. Sicaklik ve palmiye yaginin
karaciger toplam lipitlerine 6nemli bir sekilde etki etmedigini ve tamamen balik yagi
iceren ve palmiye yagi icermeyen yemle beslenen (PO besini) gruplarin karacigerlerinde
en yiliksek miktarda bulunan yag asitinin C22:6 n-3 oldugu saptanmistir. Tamamen
palmiye yag1 icerip balik yagi icermeyen yemle (P100 besini) beslenen gruplarda ise C
22:6 n-3 miktarmin 6nemli bir sekilde diistiigli goriilmiistiir.

Bagka bir beslenme deneyinde, Fonseca-Madrigal ve ark. (2005) baslangic
agirliklar1 yaklasik 27 g olan O. mykiss’leri yine PO, P25, P50, P75 ve P100 diyetleriyle
beslemisler ve kas, karaciger ve incebagirsak yag asit bilesimine etkilerini

arastirmiglardir. PO diyetiyle beslenen gruplarin calisilan tiim dokularda en yiiksek
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C22:6 n-3 miktarlarin1 gostermesine karsin, balik yaginin azaltildigi ve yerine palmiye
yaginin ilave edildigi, P50, P75 ve ozellikle P100 diyetiyle beslenen gruplarda ise
(C22:6 n-3 miktarlarinin ¢aligilan tiim dokularda 6nemli bir sekilde diistiigii saptanmustir.

Konar ve Kopriicii (2002), besinsel bir yem kullanarak O. mykiss etinin yag asit
bilesimindeki en yiiksek yilizdeli yag asitlerinin C16:0, C18:1, C18:3, C20:1 ve
(C22:6’dan olustugunu tespit etmislerdir.

Perca fluviatilis L.’nin beslenen ve yabani bireylerinin karaciger, mezenterik
yag ve kas dokusunun yag asiti bilesimleri arastirilmistir. Buna gore, her iki balik
grubunda arastirilan tiim dokularda en fazla bulunan yag asitlerinin C16:0, C16:1 n-7,
C18:1 n-9, C18:2 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3 oldugunu belirlenmistir (Jankowska ve
ark., 2010).

Chen ve ark. (2011), baslangic agirligt 2.69 g olan Carassius auratus
gibelio’nun gelisim performansi ve doku yag asit bilesimine n-3 ADmYA’nin degisik
miktarlarini iceren besinlerin etkilerini arastirmislardir. Bu amacla, deneysel gruplar,
balik yaginin (FO) bes farkli miktarini igeren besinlerle (FOg, FO3s, FOsp, FO75, FO100)
beslenmiglerdir. Elde edilen verilere gore, FO,s ve FOsy besinleriyle beslenen baliklar
en yiiksek gelisim hizin1 elde ederken, en diisiik FO, besiniyle beslenen gruplar elde
etmislerdir. Yine besin etkinligi en fazla FO,o besiniyle saglanirken, en az FO, ile
saglanmistir. Karaciger ve kas dokusunun yag asit bilesimleri besinsel yag asitlerini
yansitmistir. Buna gore, karacigerde en yliksek C16:0, C18:1 n-9 ve C22:6 n-3 oranlari
FO 199 besiniyle beslenen gruplarda goriilmiistiir. Kas dokusunda ise C16:0 ve C22:6 n-3
seviyelerinin en yiiksek miktarlart FO;op besiniyle beslenen gruplarda belirlenirken,
C18:1 n-9’un en yiiksek oran1 FO( besiniyle beslenen gruplarda saptanmustir.

Ortamdaki O, ve sicakligin degisken olmasinin baliklarin metabolizmasi {izerine
dogrudan etkili olabilecegi bilinmektedir. Bunun altindaki etken sebep ise, baliklarin
sogukkanli (poikiloterm) hayvanlar olmalar1 ve degisen sicaklik kosullarina bagl olarak
yag asit metabolizmalarini1 degistirebilmelerinde yatmaktadir (Farkas ve Csengeri, 1976;
Henderson ve Sargent, 1981; Akpinar ve Aksoylar, 1988).

Membranlarda fosfolipitlerin, kolesteroliin ve 6zellikle doymamis yag asitlerinin
bulunusunun membran akiskanliginin kontrol edilmesinde olduk¢a 6nemli oldugu kabul
edilmektedir. Membran yapisina giren bu bilesiklerin miktarlar1 ve yapidaki yag

asitlerinin doymamuslik derecesi, membrana bagli enzimlerin aktiviteleri ile
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permeabilitedeki degisimlere uygun olarak diisiik sicakliklarda artig gosterir (Giese,
1968; Wodtke, 1978; Van den Thillart ve Bruin, 1981). Sicakligin da baliklarda
beslenme, biiyiime ve {lreme gibi faaliyetler {izerinde Onemli etkileri oldugu
bilinmektedir. Sicaklik arttiginda doymamig yag asitleri miktarinda azalma, doymus yag
asitlerinde ise artis gozlendigi iyi bilinen bir gercektir (Farkas, 1984; Akpinar ve
Aksoylar, 1988).

35 °C’ta dogal olarak yasama yetenegine sahip olan Garra rufa’nin kas dokusu
yag asit bilesimine sicakligin, besinsel yag asitlerinin ve acligin etkileri arastirilmistir.
Bu ¢alismada, 35 °C’ta 20 ve 22 karbonlu doymamis yag asitlerinin azaldigi, 24 °C’ta
ise bu yag asitlerinin arttig1 gézlenmistir (Akpinar ve Aksoylar, 1988). Sivas Kangal
Balikli Kaplicasi’nda 35 °C’ta dogal olarak yasayan diger bir balik tiirii olan Cyprinion
macrostomus bireyleri, dogal yasama ortam sicakligi olan 35 °C’ta ve adapte olduklari
sicakliktan daha diisiik olan 24 °C’ta beslenip a¢ birakilarak sicakligin kas dokusu yag
asit bilesimine etkisi arastirilmistir. 35 °C sicaklikta beslenen ve a¢ birakilan baliklarin
yag asit bilesiminde Kkalitatif olarak bir degisiklik gozlenmemesine ragmen, 24 °C’ta
beslenen ve a¢ birakilan baliklarda ise besinde bulunmayan C22:5 n-3 ve C22:6 n-3’iin
sentezlenebildigi, C18:2 n-6 yiizdesinin ¢ok azaldigi saptanmis olup, 35 ve 24 °C
sicaklikta beslenen ve a¢ birakilan baliklarda en fazla degisime ugrayan yag asitlerinin
uzun zincirli AD,, YA’lerinin oldugu sonucuna varilmistir (Akpinar, 1999).

Kheriji ve ark.(2003) denizel kiyilardan avlanan ve tatlisulara transferi saglanan
Mugil cephalus’un yag asitlerinde meydana gelen degisimleri (fry evresinde) sicaklik ve
tuzluluga bagl olarak belirlemislerdir. Buna gore, tuz oraninda diigmenin C20:4 n-6,
C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 gibi asirt doymamis uzun zincirli yag asitlerinin sentezlerinde
artisa neden oldugu bildirilmistir. Ayrica, sicakligin 26 °C’tan 14 °C’a diigtiriildiigiinde
dort haftalik bir adaptasyon siireci sonunda toplam yag asit seviyelerinde % 215 kadar
bir artis oldugu goézlenmekle birlikte, diisiik tuz oraninda sicakligin diisiiriilmesinden
dolayi, asir1 doymamis yag asitlerinin sentezinde artiglar meydana gelmistir. Bu
calismada sonug olarak sicaklik ve tuz parametrelerinin diismesiyle, ¢alisilan balik
tiirlinde 18 karbonlu doymamis yag asiti onciillerinden asir1 doymamis yag asitlerinin
sentezlenmesinin arttig1 rapor edilmistir.

Barbus plebejus escherichi, Capoeta capoeta capoeta ve Rutilis rutilis’in

temmuz ayr ve ocak ayr kosullarinda yasayan bireylerinin kas dokusu yag asiti
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bilesimleri, su sicakliginin etkisine bagli olarak meydana gelen degisimleri belirlemek
amaciyla arastirilmistir. Tiim tiirlerin kas dokusundaki en fazla bulunan yag asitlerininin
C16:0, C18:1 n-9, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 oldugu belirlenmistir. B. plebejus escherichi
ve C. capoeta capoeta’nin kas dokusunda n-3 ve n-6 formu ADmYA ve EPA+DHA
seviyeleri su sicakliginin olduke¢a diisiik oldugu ocak ayinda temmuz ayinda belirlenen
seviyelerden 6nemli derecede yiiksek olarak bulundugu rapor edilmistir (Uysal ve ark.,
2008).

Brodte ve ark. (2008) farkli sicaklik aligkanhigina sahip Pachycara
brachycephalum (0 — 6 °C) ve Zoarces viviparus (4 — 18 °C)’un yag asiti bilesimlerini
belirlemislerdir. P. brachycephalum’un kas dokusunda ADmYA seviyesi 0 °C’de %
32.4 seviyesindeyken, 6 °C’de bu oran % 23.2 olarak belirlenmistir. DY A seviyesinde
de sicakligin artmasiyla diisiis kaydedilmesine karsin, 0 °C’de % 77 olan TCDmYA
seviyelerinin 6 °C’de artarak % 80.5 oldugu bulunmustur. Z. viviparus’un kas
dokusunda 4 °C’de ADmYA miktar1 % 55.9, DYA miktar1 % 22.9 oraninda
bulunurken, sicakligin 12 °C’ye c¢ikarilmasiyla ADmYA miktart % 42.1, DYA miktari
ise % 26.5 olarak bildirilmistir.

Sicaklik ve sicakliga bagli besin kompozisyonunu ortaya koyan en 6nemli etmen
mevsimdir. Baliklarin dogal ortamlar1 ve cesitli besinlerle beslenmelerine bagli olarak
farklt balik doku ve tiirlerinde yag asiti bilesimini degerlendiren bir¢cok c¢alisma
bulunmasina ragmen, mevsime bagl degisimlere odaklanan c¢aligmalarin sayisi o derece
fazla degildir.

Sicaklik konusuyla ilgili olarak anlatilanlar dogrultusunda baliklarin degisen
sicaklikta yag asit metabolizamalarin1 diizenleyerek c¢evreye uyum sagladiklari
anlasilmaktadir. Ayrica sicaklik, beslenmeye de etki eden bir faktordiir. Ciinkii diisiik
cevresel sicakliklarda besin alinimi azalir ve sindirim siireci yavaglamaktadir (Akpinar,
1986, Bogevik ve ark., 2011).

Calismamizda da su sicakligindaki degisimlerin yag asitleri ilizerinde farkl
etkiler olusturdugu goriilmektedir (Tablo 3 — 8). Buna gore, su sicakliginin yiiksek
oldugu yaz mevsiminde (24 °C) DYA seviyelerinin karacigerde C. chalcoides’te
ilkbahardan (% 38.59+0.30) kisa dogru (6 °C) diistiigii belirlenmistir (% 28.59+0.26)
(Tablo 3). L. cephalus’ta ilkbahar (12 °C)ve yaz sezonunda farksiz oldugu goriilen
DYA’nin sonbaharda en yiiksek seviyesine rastlanmis (% 43.384+0.29) ve kis
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periyodunda % 28.80+0.24 oranina kadar diismiistiir (Tablo 4). C. carpio’da tiim
mevsimlerde farklilik gosteren DY A miktarlarinin sonbaharda (19 °C) en diisiik yiizde
de oldugu (% 26.20+0.11) belirlenmistir (Tablo 5). Incelenen tiim tiirlerde kas
dokusunda DYA’nin en diisiik miktarlarina kis periyodunda rastlanmig ve C.
chalcoides’te % 28.97+0.19, L. cephalus’ta % 29.75+0.13 ve C. carpio’da ise %
30.77£0.11 oldugu belirlenmistir (Tablo 6-8).

Karaciger ve kas dokusundan elde edilen verilere gore (Tablo 3-8), toplam
ADmYA miktarlarinin iireme faaliyetiyle en fazla etkilenen yag asiti smifi oldugu
sOylenebilir. Ayrica bu yag asitlerinin buna ragmen kis periyoduyla birlikte seviyelerini
artirdign da goriilmektedir. Buna gore, karacigerdeki toplam ADmYA miktarlar1 C.
cahalcoides ve L. cephalus’ta sonbahar periyodunda en diisiik seviyesinde (sirasiyla %
17.44+0.14 ve % 23.01+£0.22) (Tablo 3, 4) bulunurken, C. carpio’da yaz sezonunu
temsil eden temmuz ayinda (% 27.33+0.21) diisiis gostermistir (Tablo 5). Kas dokusu
toplam ADmYA miktarlar1 da karacigerdekine benzer paralel bir degisim profili
sergilemistir. Bu yag asiti sinifinin en diisiik oranlarinin C. chalcoides’te sonbaharda (%
27.96+0.33), L. cephalus’ta kis sezonunda (% 36.51+0.13), C. carpio’da ise sonbahar
periyodunda (% 14.67+0.16) oldugu tespit edilmistir.

Calistigimiz  tiirlerin  karaciger ve kas dokusu DYA miktarlarinin  su
sicakligindaki diislise bagli olarak seviyelerinde azalma kaydedilirken, ADmYA
miktarlariin arttig1 belirlenmistir. Ayrica, ADmYA’nin iireme peryotlarinda 6nemli
derecede azaldigi da anlasilmaktadir. Tiim bu veriler literatiir bilgileriyle
desteklenmektedir (Akpinar ve Aksoylar, 1988; Akpinar, 1999; Brodte ve ark., 2008;
Bogevik ve ark., 2011). Ayrica L. cephalus’un kas dokusunda kisin ADmY A miktarinin
en diisiik seviyede olmasi, kis periyodunda besin ile bu yag asitlerinin az miktarda
alimmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir (Bogevik ve ark. 2011).

Akpinar (1986 ve 1987) Mogan goliinde yasayan Cyprinus carpio’nun karaciger
ve kas dokusu yag asiti bilesimlerini mevsime ve eseye bagli olarak arastirmistir. Her
iki dokunun esey ve mevsime gore kalitatif farklar gostermedigi ancak kantitatif
farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Karaciger yag asiti bilesiminin yilizde olarak biiyiik
bir kisminin C14:0, C 15:0, C16:0, C18:0, C16:1, C18:1 n-9, C18:2 n-6, C18:3 n-3’ten
olustugu bulunmustur. Kas dokusunda en fazla bulunan yag asitlerinin ise C14:0,

Cl16:0, C18:0, Cl6:1, C18:1 n-9, C18:2 n-6, C18:3 n-3, C20:3 n-3, C20:5 n-3 ve C22:6
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n-3 oldugu saptanmustir. Ureme peryotlarinda uzun zincirli yag asitlerinin (C20:3,
C20:5, C22:5 ve C22:6) karacigerde daha belirgin olmak {izere, azaldigi bulunmustur.
Ayrica, baliklarin degisen sicakliklarda yag asiti metabolizmalarini diizenlemelerine
bagli olarak, sicakligin diismesinin doymamis yag asitlerinde artisa, doymus yag
asitlerinde ise diisiise neden olacagi vurgulanmistir. Sicaklikla birlikte, ortamdaki
besinin az veya ¢ok olusunun da baliklarin olgunlagsma yas1 ve iireme peryotlarinda da
degisime neden olacagi belirtilmistir.

Oreochromis niloticus, Oreochromis macrochir ve Tilapia rendalli’nin kas
dokusu yag asitlerinin mevsimsel degisimleri bir ¢alismada belirlenmistir. Buna gore,
her ii¢ tiiriinde C16:0, C18:0, C16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3 ve
C22:6 n-3’lin tim mevsimlerde en yiiksek ylizdelerde bulunan yag asitleri oldugu
belirlenmistir (Rasoarahone ve ark., 2005).

Beysehir goliinde yasayan Sander lucioperca’nin kas dokusu yag asiti
bilesimleri mevsime gore arastirilmistir. Biitlin mevsimlerde saptanan ADmYA
miktarlarinin (% 50.2 — 57.0), DYA (% 24.4 — 27.9) ve TCDmYA (14.3 — 23.6)
miktarlarindan fazla oldugu bulunmustur. C16:0 (% 14.2 — 17.9), C18:0 (% 4.08 —
6.21), C16:1 n-7 (% 2.31 — 7.18), C18:1 n-9 (% 8.30 — 11.9), C18:2 n-6 (% 5.40 —
15.40), C20:4 n-6 (% 6.72 —9.94), C22:6 n-3 (% 17.10 — 23.30)’{in tiim mevsimlerde en
fazla bulunan yag asitleri oldugu saptanmustir (Giiler ve ark., 2007).

Selmi ve Sadok (2010), Euthynnus alletteratus’un kafa, visera, karaciger ve kas
dokusu yag asiti bilesimlerini mevsimsel olarak calismiglardir. Calisilan dokulardan
elde edilen veriler, dokularin lipit iceriginin mevsime gore bir hayli degisken
olduklarii ve karacigerde en fazla lipit miktarinin kis mevsiminde oldugu yoniindedir.
Tiim mevsimlerde ve oOzellikle yumurtlama doneminde tiiriin yag asiti bilesiminde
onemli degisimlerin gozlendigi kaydedilmistir.

Kalyoncu ve ark (2010), ivriz baraj goliinde yasayan O. mykiss’in kas dokusu
yag asiti bilesimindeki mevsimsel degisimleri arastirmislardir. Bu tlirde de tipki Giiler
ve ark (2007)’nin ¢alismasinda oldugu gibi ADmYA miktarlarinin (% 41.24 — 46.04)
tim mevsimlerde, DYA (% 19.48 — 24.95) ve TCDmYA (% 31.70 — 39.28)
miktarlarindan fazla oldugu goriilmistiir. Tiim mevsimlerde en yiiksek yiizdelerde
temsil edilen yag asitlerinin C14:0 (% 2.28 —3.37), C16:0 (% 12.72 — 16.41), C18:0 (%
3.28 — 3.87), C16:1 n-7 (% 3.43 — 5.24), C18:1 n-9 (% 23.65 — 34.06), C18:2 n-6 (%
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14.03 — 23.56), C20:5 n-3 (% 3.11 — 5.52) ve C22:6 n-3 (% 6.98 — 17.57) oldugu tespit
edilmistir. C6:0, C8:0, C10:0, C11:0, C24:0, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9’un mevsime gore
kalitatif farklar gosterdigi belirlenmistir.

Bu alanda yapilan son c¢alismalar degerlendirildiginde, Mendez (1997),
Merluccius hubbsi’nin karacigerini, Hazra ve ark. (1998), Hindistan kiy1 sularinda
yasayan Chelonodon patoca, Sphaeroides oblongus, Lagocephalus lunaris ve
Lagocephalus inermis tiirlerinin karacigerlerini, Grigorakis ve ark. (2002) Sparus
aurata’nin yabani ve kiiltiire edilen bireylerinin kas dokusunu, Gokge ve ark. (2004)
Solea solea’nin kas dokusunu, Sushchik ve ark. (2007), Thymallus arcticus’un kas
dokusunu, Zlatanos ve Laskaridis (2007), Sardina pilchardus, Engraulis encrasicholus
ve Spicara smaris’in kas dokusu yag asiti bilesimini mevsimsel olarak arastirmiglardir.

Yaptigimiz bu ¢alismada, C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger
ve kas dokusunun yag asiti bilesimleri mevsime bagli kalitatif bir farkhik
gbstermemistir. Bununla birlikte, karaciger ve kas dokusunda C14:0, C16:0, C18:0,
Cl16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C18:2 n-6, C18:3 n-6, C20:4 n-6, C18:3 n-3, C22:5 n-
3 ve C22:6 n-3’1in 6nemli kantitatif farklar gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 3-8). Akpinar
(1986) ve (1987)’nin C. carpio’nun kas ve karaciger ile ilgili bulgular1 ¢alismamizla
uyumludur. Beslenen yada dogal ortamlarindan yakalanmis tiirlerin karaciger ve kas
dokusunda yapilan mevsimsel olmayan ¢aligmalarda da kalitatif farkliliklar
gbzlenmemistir (Aras ve ark. 2003 a; Gorgiin ve Akpinar, 2007; Mnari ve ark., 2007).
Calistigimiz tiirlerle aymt familyadan olan Capoeta trutta ve Barbus rajanorum
mystaceus’ta tireme donemi gibi kritik peryotlarda dahi eseylerin kas dokusu yag asiti
bilesimlerinde kalitatif farkliliklar saptanmamistir (Konar ve ark., 1999). Bununla
birlikte, Giiler ve ark. (2007)’nin ¢aligmasinda C10:0, C19:0, C20:0, C24:1 n-9, C20:2
n-6, C20:3 n-6, C20:3 n-3, C22:3 n-3 asitlerinin bazi mevsimlerde kas dokusu yag asiti
bilesiminde bulunmadiklar1 tespit edilmistir.

Yapilan caligmalardan, balik dokularinda kalitatif fark gosteren yag asitlerinin
daha ¢ok DYA yada TCDmYA smifina ait yag asitlerinin oldugu anlagilmaktadir.
Baliklarda aglik ve beslenmeyi degerlendiren c¢alismalarda kalitatif farkliliklarin
goriilmesi (Akpmnar ve Aksoylar, 1988; Akpinar 1999) durumunun, mevsime bagl

olarak degisen besin kompozisyonundan kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Calismamizda, tiirlerin karaciger ve kas dokularinda C16:0, C18:0, C16:1 n-7,
C18:1 n-9, C18:1 n-7, C18:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3’1in tiim
mevsimlerde yiliksek yiizdelerde bulunan yag asitleri oldugu bulunmustur. Elde
ettigimiz verilerin bu konuda yapilan c¢alismalarla biiylik oranda Ortiistiigii
goriilmektedir (Mendez, 1997; Grigorakis ve ark., 2002; Goke¢e ve ark., 2004;
Rasoarahone ve ark., 2005; Giiler ve ark., 2007; Kalyoncu ve ark., 2010).

C14:0, C16:0, C18:0, C16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:2 n-6 ve C18:3 n-3 gibi yag
asitlerinin besin ile alinmalar1 sonrasinda balik dokularinda dogrudan depo edildigini
bilinmektedir (Ackman ve Burger, 1964; Jangaard ve ark., 1967; Akpinar, 1987). Su
kompozisyonu ile diger habitat sartlarindaki degisimlerin baliklarin yiyecek agindaki
bir¢ok yiyecegi degistirebilecegi (Gomes ve ark., 2010) goz Oniinde bulundurularak,
DY A kompozisyonunun sicaklik degisimleriyle birlikte belirgin bir sekilde dalgalanma
gostermesinin  de kaginilmaz oldugu diisiiniilmelidir. Bununla birlikte, 6zellikle
C16:0’1mn balik dokularinda DYA’nin anahtar bir bileseni oldugu ve beslenmeyle
seviyesinin pek degismedigi de ifade edilmistir (Ackman ve ark., 1975).

Calismamizda, kas dokularinda DY A’de C14:0, ilkbahar ve sonbahar periyotlari
arasinda C. chalcoides’te % 2.16+0.12 - 5.63+0.14, L. cephalus’ta 1.76+0.02 —
2.97+0.28 ve C. carpio’da ise % 0.84+0.07 — 2.59+0.11 seviyeleri arasinda oldugu
belirlenmis ve kis periyoduyla birlikte bu miktarlarin 6nemli derecede diistiigii
goriilmistiir (Tablo 6 — 8). Benzer olarak C21:0’1n ilkbahar ve sonbahar periyotlari
arasinda C. chalcoides’te % 1.22+0.13 — 3.32+0.18, L. cephalus’ta % 0.61+0.06 —
1.53+0.007, C. carpio’da ise % 0.30+£0.03 — 1.01+0.06 oranlari arasinda degisim
gosterdigi ve en diisiik seviyelerinin kis periyoduna rastladigr bulunmustur. Bu iki yag
asitinin kis mevsimi digindaki aylarda yiiksek oranlarina rastlanmasi, bunun kas dokuya
0zgl bir bulgu oldugunu akla getirmektedir. Ayrica bahar ve yaz aylarindaki yiiksek
seviyeleri, bu mevsimlerde artmis olan beslenme aktivitesiyle agiklanabilir.

Mevcut ¢alismada karaciger ve kas dokusunda tiim mevsimlerde C16:0’m DYA
icerisindeki en yiiksek ylizdede bulunan yag asiti oldugu, C18:0’1n ise ikinci derecede
yiiksek seviyeye sahip olan yag asiti oldugu goriilmiistiir. Tablo 3, 4 ve 5°den
goriilebilecegi gibi, karacigerde C16:0, C. chalcoides’te % 16.76+0.21 — 20.57+0.29, L.
cephalus’ta % 17.46+0.27 — 25.93+0.53, C. carpio’da % 15.66+0.38 — 21.96+0.32

oranlar1 arasinda degisim gostermistir. Kas dokusunda ise bu oranlar C. chalcoides’te %
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15.75+£0.19 — 19.48+0.27, L. cephalus’ta % 17.09+0.11 — 22.56+0.28, C. carpio’da ise
% 17.12+0.50 — 27.96+1.19 arasinda oldugu tespit edilmistir. C18:0’1n karacigerdeki en
yiiksek seviyelerine tiim tiirlerde ilkbaharda rastlanmakla birlikte, tiirlerdeki oranlarinin
C. chalcoides’te % 12.30+0.30, L. cephalus’ta % 8.48+0.27, ve C. carpio’da ise %
8.65+0.11 oldugu belirlenmistir. Kas dokusunda ise bu asitin en yiiksek seviyeleri C.
chalcalburnus’ta yaz (% 8.40+0.23), L. cephalus’ta ilkbahar (% 7.97+0.56) ve C.
carpio’da ise sonbahar sezonunda (% 14.76+0.30) en yiiksek seviyelerde bulundugu
goriilmistiir (Tablo 3-8).

Balik dokularinda C16:0 ve C18:0’in DYA’nin kararli bilesenleri oldugu
bildirilmistir (Gorglin ve Akpinar, 2007; Giiler ve ark., 2007; Akpinar ve ark., 2009).
C17:0, C20:0 ve C21:0’1n seviyelerinde mevsime gore dalgalanmalar goriilmiistiir. Bu
yag asitlerinin seviyeleri, DYA’nin anahtar yag asitleri olan C16:0 ve C18:0°da
mevsime bagli goriilen artma ve azalmalarla birebir 6rtiismektedir. Bu bulgu, belirtilen
yag asitlerinin ozellikle C16:0 ve CI18:0 {izerinden sentezlenebildiginin bir
gostergesidir.

Calismamizda C. carpio’nun karaciger yag asiti bilesimi hari¢, diger tiirlerde
DY A miktarlar ile birlikte, C16:0 ve C18:0’de genel olarak sonbaharda goriilen azalma
kis periyodunda da devam etmistir. Bu olay, sonbaharda 19 °C olan su sicakliginin kis
periyoduyla birlikte 6 °C’ye kadar diismesi sonucu, doymus yag asitlerinin sentezinin
azaltilmasindan kaynaklanabilecegi gibi, bu yag asitlerinin enerji elde edilmesi ve
tireme donemlerindeki yapisal olaylarda kullanilmis olabilecegini de akla getirmektedir.
Elde etmis oldugumuz bu veriler, bu yag asitlerinin sentezlerinde sicakligin etkili
oldugu goriislerini desteklemektedir (Akpinar, 1986; Akpinar ve Aksoylar, 1988;
Akpinar, 1999; Brodte ve ark., 2008; Bogevik ve ark., 2011).

Gokge ve ark. (2004) Solea solea’nin kas dokusu yag asitlerinin mevsimsel
degisimini incelemisler ve C16:0 (% 15.30 — 19.0) ile C 18:0 (% 5.82 — 6.91)’1n kas
dokusunun en fazla bulunan DY A oldugunu bildirmislerdir.

Beysehir goliinde yasayan C. carpio’nun kas dokusu mevsimsel yag asiti
bilesiminin incelendigi bir ¢alismada, C16:0’in en diisik miktara ilkbahar
periyodunda (% 14.60) rastlanirken, yaz ve kis periyotlar1 arasindaki belirlenen

miktarlarmin farksiz olduklar1 goriilmistiir (% 15.70 — 16.60). Ayrica DYA’nin diger

126



yiiksek seviyeli yag asiti olan C18:0, bu tiiriin kas dokusunda % 4.0 — 5.20 oranlar
arasinda mevsimsel degisim gostermistir (Gtiler ve ark., 2008).

C16:0 ve C18:0’1n baliklardaki miktarlar: ile ilgili olarak, daha dnce deginilen
diger calismalarla birlikte, gerek Gokce ve ark. (2004) gerekse Giiler ve ark. (2008) nin
caligmalarinda elde edilen veriler, inceledigimiz balik tiirlerinin kas dokusunda elde
edilenlerle paralellik gostermekte ve bu iki yag asitinin balik dokularinda tiim
mevsimlerde en baskin DYA olduklarini ortaya koymustur. Ancak tiire, beslenme
aligkanligina ve ekolojik faktorlere bagli olarak, C16:0 ve CI18:0’in farkli balik
tiirlerinde farkli mevsimlerde daha fazla miktarlarda bulundugu anlasilmaktadir.

Steffens (1997), balik dokularinin temel karakteristik TCDmY A’sinin C18:1 n-9
oldugunu belirtmistir. Ayrica C18:1 n-9 ve C16:1 n-7’nin yliksek seviyelerinin tatli su
baliklarinin yag asit bilesimlerinin temel bir karakteristigi oldugu bilinmektedir
(Ackman, 1967; Osman ve ark., 2001).

Alabalik tiirlerinden Oncorhynchus mykiss’in karaciger ve kas dokusu ile
yapilan iki caligmada (Gorgiin ve Akpinar, 2007; Haliloglu ve ark., 2004) ve Salmo
trutta macrostigma’nin erkek ve disi eseylerinin karaciger ve kas dokusu yag asiti
bilesimini belirlemek amaciyla yapilan calismada (Akpinar ve ark., 2009), C18:1 n-9’un
TCDmY A’lerinde en fazla temsil edilen yag asiti oldugu belirlenmistir.

Ayni sartlar altinda yetistirilen ti¢ farkli sazan tiiriniin (Labeo rohita, Cirrhinus
mrigala ve Catla catla) kas dokusu yag asiti bilesimleri arastirilmistir. Her ti¢ tiirde de
TCDmY A miktarlarinin DY A miktarlarindan fazla oldugu ve C18:1 n-9’un TCDmYA
icerisindeki en fazla bulunan bireysel yag asiti oldugu bildirilmistir. Bu asit C.
mrigala’da % 25.08 oraninda bulunurken, L. rohita’da daha diisiik oranda (% 22.01)
olarak bulunmustur. Bu ¢alismada C20:1 (gadoleik asit) ve C22:1 (6risik asit)’in diisiik
miktarlarda da olsa {i¢ tiiriinde kas dokusunda bulundugu ve besin kokenli olduklari
belirtilmistir (Memon ve ark., 2011).

Ulkemiz Karadeniz kiyilarindan avlanan Engraulis encrasicolus’un karaciger,
kas ve gonadlarinin yag asitleri bilesiminden elde edilen bilgilere gére, TCDmYA
miktarlart mevsimsel olarak karacigerde % 18.50 — 24.88, kas dokusunda % 18.82 —
22.49 arasinda degisim gosterirken, en yiiksek miktar mart ayinda (kas dokusunda %
16.15, karacigerde % 16.24) bulunmustur. C18:1 n-9’un, karaciger (% 10.72 — 16.24)
ve kas dokusundaki en yiiksek miktara (% 11.31 — 16.15) sahip olan TCDmY A oldugu
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bildirilmis ve en yiiksek seviyesine karacigerde mart, kas dokusunda ise kasim ayinda
rastlandig1 bulunmustur. Bu tiiriin karaciger ve kas dokusunda C18:1 n-9’dan sonra en
fazla bulunan TCDmYA’nin C16:1 n-9 oldugu belirlenmis ve miktarlarinin mevsime
gore karacigerde % 3.59 — 6.70, kas dokusunda ise % 4.39 — 5.85 oranlar1 arasinda
degistigi saptanmistir. TCDmMY A igerisinde C14:1 n-5, C15:1 n-5, C17:1 n-8 C20:1 n-9
ve C24:1 n-9’un % 1’in altinda bulunduklar1 rapor edilmistir (Tufan ve ark., 2011).

C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger ve kas dokusunun TCDmYA’i
arasinda C14:1 n-5, C15:1 n-5, C22:1 n-9 ve C24:1 n-9 diisiik miktarlarda temsil
edilmekle birlikte, dalgalanmalar gosterdikleri belirlenmistir. Bu veriler Tufan ve ark.
(2011)’ in elde etmis olduklar1 veriler ile desteklenmektedir. Yine diisiik miktarlarda
rastlanan C17:1 n-8 ve C20:1 n-9, mevsimlere gore ve balik tiirlerinde farkliliklar
gostermis ve miktarlar1 genel olarak yaz aylarinda birazda olsa artmistir (Tablo 3 — 8).
Memon ve ark. (2011), C20:1 ve C22:1’in besin kokenli oldugunu vurgulamistir. Bu
verileri dogrular nitelikte, Merluccius hubbsi karacigerinin yag asiti bilesimini
mevsimsel olarak degerlendiren bir c¢aligmada, C20:1 n-9’un oldukg¢a yiiksek
miktarlarina rastlanmis ve eksojen kokenli oldugu belirtilmistir (Mendez, 1997).
Calismamizda, bu yag asitinin yaz periyodunda gosterdigi artisin beslenmeyle ilgili
olabilecegi soylenebilir. Ayrica, karacigerde bu asite daha yiiksek seviyelerde
rastlanmas1 (Tablo 3 — 5), besinin karacigere daha etkin bir sekilde yansitildiginin bir
gostergesi olabilir (Fajmonova ve ark., 2003).

Calismamizda karaciger ve kas dokusunun tim mevsimlerdeki en baskin
TCDmYA’nin C18:1 n-9 oldugu belirlenmistir. Bu asitin en yiiksek seviyeleri
karacigerde, C. chalcoides ve C. carpio’da sonbahar periyodunda (sirasiyla %
32.96+0.76 ve % 12.93+0.28), L. cephalus’ta ise kis periyodunda (% 18.79+0.74)
belirlenmistir (Tablo 3-5). Kas dokusunda ise her ii¢ tiirde de kis periyodunda en yiiksek
seviyelere sahip olan C18:1 n-9 seviyelerinin C. chalcoides’te % 22.68+0.33, L.
cephalus’ta 13.33+0.12 ve C. carpio’da % 13.59+0.28 oldugu saptanmustir. Iki farkli
sazan tliriiniin (silver carp ve bighead carp) kas dokusuyla yapilan bir ¢alismada C18:1
n-9’un her iki tiirde de sonbahar mevsiminde artig gosterdigi belirlenmistir (Vujkovic ve
ark., 1999). Yine Kalyoncu ve ark. (2009) tarafindan, Vimba vimba tenella’nin kas
dokusu yag asitleri mevsimsel olarak ¢alisiimis ve C18:1 n-9’un sonbahar (% 26.20) ve

kis periyotlarinda (% 28.40) artis gosterdigi saptanmistir. Bu veriler, bizim verilerimizi
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destekler niteliktedir. Ayrica bu yag asitinin karaciger ve kas dokusunda tiim
mevsimlerde belli bir seviyenin altina diismemesi, anahtar bir metabolit oldugunu ve
balik dokularinda ©nemli fizyolojik fonksiyonlarmnin olabilecegini yansitmaktadir.
C18:1 n-9’un balik lipitlerinde birikimi de novo yag asiti biyosentezi ile
bagdastirilmaktadir. Memelilerde yag asit sintaz kompleksi, palmitil-KoA’nin zincir
uzatilmasi ve stearil-KoA’nin desaturasyonunun beslenmeye bagli oldugu bildirilmistir
(Farkas ve ark., 1978).

Ozellikle B-oksidasyonu arastiran bazi arastirmacilar, doymus ve tek cift bag
iceren doymamis yag asitlerinin baliklarda enerji iiretiminde asir1 doymamis yag
asitlerinden daha fazla tercih edildigini bildirmektedirler (Henderson, 1996). Bu durum
dokular arasinda farklihk gostermistir. Ornegin, O. mykiss’te karacigerde mitokondrial
B-oksidasyonda C16:0 ve C22:1 n-11’in en iyi substratlar oldugu gozlenirken, kas
dokusunda C16:0, C16:1, C18:1 n-9 ve C18:2 n-6’nin en fazla tercih edilen substratlar
oldugu belirlenmistir (Henderson ve Sargent, 1985; Kiessling ve Kiessling, 1993;
Fonseca-Madrigalve ark., 2005).

TCDmY A’nin yiiksek miktarlarda bulunan diger asitleri C16:1 n-7 ve C18:1 n-7
olmuglardir. Bu yag asitlerinin miktarlart mevsime bagli olarak karaciger ve kas
dokularinda diizensiz dalgalanmalar gdstermistir. Bunun nedeni, bu bilesenlerin yag
asitleri biyosentezinde ara metabolitler olmalarindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte,
karaciger ve kas dokusunda toplam TCDmYA miktarlarinin ve ozellikle C18:1 n-9
basta olmak iizere, C16:1 n-7 ve C18:1 n-7’nin sonbahar veya kis periyotlarinda
miktarlarimi artirdiklar1 goriilmektedir (Tablo 3 — 8). Bu durum, su sicakligindaki
diismeye bagli olarak bu asitlerin sentezinde bir artis olabilecegi gibi, beslenme
aktivitesiyle de ilgili olabilecegi kanisin1 uyandirmaktadir.

Balik dokularinda yag asiti kompozisyonuna etki eden en dnemli faktorlerden
birinin de iireme oldugu bilinmektedir. Baliklar bu evre dncesinde bol besine ihtiyag
duyarlar ve besin almada bir azalma oldugunda gonat gelisimi yavaglar veya bazi
tiirlerde eseysel olgunluga erisme gecikebilir. Uremede goriilen mevsimsel ritim,
kullanilan besin ile iliskilidir. Ureme esnasinda fizyolojik dengenin saglamasi igin
besinle birlikte su sicakligi, giin uzunlugu ve hormonal etki gibi faktorlerde 6nemli rol
oynamaktadir (Akpinar, 1986; 1987; Konar ve ark., 1999; Metin ve Akpinar, 2000 a;
Uysal ve ark., 2006).
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Unver ve Saraydin (2004) Tédiirge goliindeki C. chalcoides’in disi bireylerinin
ovaryum gelisimini histolojik olarak incelemislerdir. Buna gore tiiriin ovulasyon
periyodunun mayis ayinin sonlarinda bagladigin1 ve temmuz ayinda sonlandigini ifade
etmiglerdir. L. cephalus’un iireme biyolojisi farkli ¢alismalarda degerlendirilmistir.
Buna gore, Tirkmen ve ark. (1999), Aras nehrinde yasayan L. cephalus’un tireme
periyodunun mayis ve temmuz aylari arasinda oldugunu bildirmistir. Ornekleme
alanimiz olan Todiirge goliinde de yasayan bu tiirlin iireme periyodunun mayis ve
temmuz aylar1 arasinda oldugu belirlenirken (Unver, 1998), Top¢am baraj géliinde
yasayan L. cephalus’un iireme periyodunun mart-nisan aylar1 arasinda oldugu
bulunmustur (Sas1, 2004).

C. chalcoides ve L. cephalus’un yag asitlerine ait elde ettigimiz Onemli
degisimler, yaz aylarin1 temsil eden temmuz ayindan baglamak tizere, daha yogunluklu
olarak agustos ve eyliil aylar1 arasindaki iireme periyoduna denk gelmektedir. Her iki
tiirde de gerek karaciger gerekse kas dokusunda 6zellikle uzun zincirli yag asitleri olan
C20:4 n-6, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3’lin seviyelerinde 6nemli degisimler olmustur. Bu
asitlerin miktarlar1 temmuz ayindan itibaren diismeye baslamis ve sonbahar donemini
temsil eden eylil ayinda ise en diisiik seviyeye inmistir. Kis periyoduyla birlikte
miktarlarinda artislar oldugu gézlenmistir (Tablo 3-4 ve Tablo 6-7).

Karatag (2000), Kazova (Tokat) Kaz golinde yasayan C. carpio
populasyonlarinin {ireme donemlerini iki y1l gozlemlemistir. Buna gore, ilk y1l mart
ayinda iiremeye baslayan populasyonun ikinci yilda nisan ayinda liremeye basladigi
saptanmigtir. Yapilan bir aragtirmada, C. carpio’nun ilireme mevsiminin Todiirge
goliinde haziran ayinda baslayip agustosa kadar siirdiigii rapor edilmistir (Erdem, 1988).
Buna paralel olarak, ¢alismamizda elde edilen yag asiti bulgulari, C. carpio’nun lireme
periyodunun yaz mevsiminin hemen basinda basladigi ve temmuz-eyliil aylar1 arasina
rastladig1 anlasilmaktadir. Bu verilere gore, C. carpio’da da karaciger ve kas dokusunda
en fazla degisime ugrayan yag asitlerinin C20:4 n-6, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 oldugu
goriilmektedir (Tablo 5 ve 8). Tiirlerin lireme periyodu hakkinda elde ettigimiz
bulgulardan 6rnekleme alanimizda yasayan tiirlerin iireme periyotlarinin da su sicakligi,
beslenme ve goliin ekolojisi gibi faktorler nedeniyle bir miktar sapmalar gosterebilecegi

anlagilmaktadir. Yinede, Konar ve ark (1999), Firat-Dicle su sisteminde yasayan
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Cyprinidae ailesinin iiyelerinin iireme mevsimlerinin nisan ayinda baslamak suretiyle,
temmuz sonu veya agutos basina kadar devam ettigini bildirmislerdir.

Ozellikle baliklarda uzun zincirli yag asitlerinin, normal bilyiime ve gelisimde
oldugu kadar tiremede de etkin rol {istlendikleri bildirilmektedir (Sargent ve ark., 1999).
C18:2 n-6 ve C18:3 n-3 esansiyel yag asitleri olup, balik dokularinin A-12 ve A-15
desaturaz aktivitelerinden yoksun olmalarindan dolay1 sentezlenemezler. Bu yag
asitleri, besin yoluyla almip viicudun diger kisimlarma gonderilirler. Diger asir
doymamis yag asitleri olan C20:3 n-3, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 gibi yag
asitleri, C18:2 n-6 ve C18:3 n-3 ilizerinden A-6, A-5 ve A-4 desaturaz enzimleri
vasitastyla sentezlenirler. Balik tiirleri bu yag asitlerini ayni zamanda besin zincirinin
ilk halkasini olusturan fitoplanktonlardan saglayabilir. Bu asir1 doymamis yag asitleri,
depo lipitlerinde bulunan yag asitlerinin aksine, viicudun en kiiciik yapi1 tasi olan
hiicrelerin yapisal elemanlar1 olarak bilinirler (Gurr ve Harwood, 1991; Konar ve ark.,
1999).

Baliklarda karaciger ve kas dokusunun diger fizyolojik fonksiyonlarda olduklar1
kadar yag depolar olarakta islev yaptiklar1 bilinmektedir (Kozlova, 1998). Karaciger,
gonad gelisimi ve olgun gametlerin olusturulmasinda kullanilacak lipitin biiyiik bir
kismin1 depo ederek, bunlar1 gonadlara iletir. Ancak iireme i¢in gerekli enerji daha ¢ok
kas dokusundaki lipitlerden saglanmaktadir. Bu nedenle iireme evresinde, karaciger ve
kas dokusu lipitleri ve yag asitlerinin miktarinda 6nemli derecede azalmanin meydana
geldigi bilinmektedir (Medford ve Mackay, 1978; Dabrowski, 1982; Akpinar, 1986).

Herhangi bir hayvanin hayatindaki en 6nemli siire¢ enerjinin biriktirilmesidir ve
viicut gelisimi, tireme ve diger aktivitelerde bu enerjinin kullanimidir. Gonad gelisimi
ve olgunlagma i¢in gereksinilen enerji miktarinda eseyler arasinda biiyiik farkliliklar var
olabilir. Ciinkii ovaryum dokusu testikular dokudan ¢ok daha fazla enerji gerektirir
(Diana ve Mackay, 1979). Bir kural olarak, balik ovaryumlari yavru i¢in enerji
saglanmast nedeniyle testislerden c¢ok daha fazla depo lipitlerini (6zellikle
triagilgliserolleri) biriktirir ve bu, yasam tarzlarina, beslenme seviyesine ve bilhassa her
bir tiiriin {ireme ekolojisine bagldir. Ornegin, turna baligi, roach, karagdz gibi
baliklarda ovaryum lipit igerigi % 3 - 5 iken, salmonidlerde % 9 - 10 oldugu
bildirilmistir (Kozlova, 1998).
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Damizlik gokkusagi alabaligi (O. mykiss)’nin yumurta ve spermlerinin yag asit
kompozisyonu karsilagtirilmigtir. Buna gore, baliklardan saglanan yumurta ve spermlere
ait yag asit profilleri gerek toplam DYA, TCDmYA, n-3 formu ADmYA, n-6 formu
ADmYA gerekse bireysel yag asitleri arasindaki farklar cok 6nemli ¢ikmistir. Toplam
DYA’leri igerisinde verilen besine bagli olarak, miristik asit (C14:0), stearik asit
(C18:0) bulunmasina karsin, palmitik asit (C16:0) spermde % 76, yumurtada ise % 71
oranlartyla en yiiksek bulunmustur. Aymi sekilde igeriginde C16:1 n-9, C16:1 n-7,
C17:1 n-8, C18:1 n-9, C20:1 n-9 bulunmasina karsin toplam TCDmY A’nin 6nemli bir
kismi C18:1 n-9°’dan olugmakta oldugu goriilmiistiir. C18:1 n-9 yumurtada % 66,
spermde ise % 71 oranlarinda bulunmustur. Yine verilen besine bagli olarak, besinde
orant % 18 olan n-3 formu ADmYA, yumurtada % 26’ya, spermde ise % 37.9’a
yiikseldigi goriilmiistiir (Aras ve ark., 2003 c).

Yapilan ¢alismalar, baliklarda disi bireylerin gonad olgunlagsmasini saglamak
icin daha ¢cok doymus yag asitlerini kullanirken, erkeklerde bu enerjinin daha c¢ok tek
cift bag iceren yag asitlerinden karsilandigini belirtmektedir. Bununla birlikte,
vitellojenez esnasinda, gonad olgunlagmasi i¢in n-6 ve n-3 formu yag asitlerinin
onciileri olan C18:2 n-6 ve C18:3 n-3 gibi yag asitlerinin depo edilmis Onciileri de
kullanilabilmektedir (Medford ve Mackay, 1978; Cesaj ve ark., 2003; Uysal ve ark.,
2006).

Bir bagka calisma Sander lucioperca’nin erkek ve disi bireylerinin kas dokusu
yag asiti bilesiminin mevsimsel degismini aragtirmistir. Bu ¢alismada C16:0, C18:1 n-9,
C20:4 n-6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3’ iin tiim mevsimlerde kas dokusunun en fazla
bulunan yag asitleri oldugu belirlenmistir. Ureme periyodunda 6zellikle uzun zincirli
ADmYA’lerinde diisiisler gozlendigi belirtilmistir (Uysal ve Aksoylar; 2005). Gonad
olgunlasmasina bagl olarak Sander lucioperca’nin karaciger yag asiti bilesiminde
meydana gelen varyasyonlar arastirilmis ve mevsime bagli olarak biiylik degisimlerin
goriildiigii belirtilmistir. Her iki eseyin yag asiti bilesiminde C16:0, C18:1 n-9, C20:4 n-
6, C20:5 n-3 ve C22:6 n-3’lin en fazla bulunan yag asitleri oldugu bulunmustur. Tiiriin
tireme peryodunun mart aymndan baslamak ilizere mayis ayma kadar devam ettigi
bildirilmistir. Bu donem esnasinda en belirgin degisimler C20:5 n-3 ve C22:6 n-3’te
belirlenmigtir. Kis periyoduyla birlikte su sicakligindaki ani diisiisiin 6zellikle bu iki

asitin seviyelerini bir hayli arttirdig1 bildirilmistir (Uysal ve ark., 2006). Bu veriler
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calistigimiz tiirlerin karaciger ve kas dokusundan elde etmis oldugumuz verileri
desteklemektedir.

Calismamizin konusu olan tiirlerin karaciger ve kas dokusu ADmY A’lerinden
tim mevsimlerde en fazla bulunanlarin C20:4 n-6, C20:5 n-3, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3
oldugu belirlenmistir. Bu asitlerin seviyeleri, tiim tiirlerde gerek karaciger gerekse kas
dokusunda iireme periyotlarina denk gelen temmuz — eyliil aylar1 arasinda diismiistiir
(Tablo 3 — 8). Bu yag asitlerinde saptanan mevsimsel degisimler diger balik tiirlerinin
karaciger ve kas dokusuyla yapilan ¢aligma verileriyle paralellik gostermektedir. Ayrica
baliklar tarafindan sentezlenemeyen ve besin yoluyla alinmasi gereken EY A’leri olarak
bilinen C18:2 n-6 ve C18:3 n-3’lin diger ADmYA’lerinden daha diisiikk miktarlarda
olduklar1 belirlenmistir. Bu durum, bu yag asitlerinin diger uzun zincirli tiirevlerinin
sentezlerinde etkin bir sekilde kullanilmalarindan kaynaklandiginin bir gostergesidir.

Calismamizda, karacigerdeki C20:4 n-6 miktarlar1 C. chalcoides ve L.
cephalus’ta en diisiik sonbahar periyodunda sirasiyla % 0.97+0.01 ve % 3.33+0.21, C.
carpio’da ise yazin % 3.09+0.06 oldugu belirlenmistir. Kas dokusunda tiim tiirlerde
sonbahar periyodunda saptanan C20:4 n-6’nin en diisiik oranlari, C. chalcoides’te %
1.06+0.11, L. cephalus’ta % 3.30+0.08, C. carpio’da ise % 2.98+0.11 oldugu
bulunmustur. C20:5 n-3, tim mevsimlerde incelenen dokularda yiiksek miktarlarda
olmasina karsin, ¢ok belirgin degisim gostermemistir. Karacigerde C22:5 n-3’iin C.
chalcoides (% 1.74+0.19) ve L. cephalus’ta (% 2.35+0.20) en diisiik miktarlarina
sonbahar, C. carpio’da ise yaz periyodunda (% 2.94+0.09) rastlanmistir. Kas dokusunda
ise tiim tiirlerde sonbaharda en diisiik miktara sahip olan C22:5 n-3 miktarlar1 C.
chalcoides’te % 2.51+0.17, L. cephalus’ta % 2.88+0.11 ve C. carpio’da ise %
1.25+0.06 olarak belirlenmisir. Gerek mevsim gerekse lireme peryoduna bagli olarak en
belirgin degisimlerin gozlendigi yag asiti olan C22:6 n-3 te diger yag asitlerine benzer
bir degisim profili sergilemistir. Buna gore, C. chalcoides ve L. cephalus’un
karacigerinde en diisiik miktarlar1 sonbahar periyodunda (sirasiyla % 5.27+0.21 ve %
6.13+£0.18), C. carpio’da ise yaz doneminde (% 5.50+0.14) bulunmustur. Kas
dokusunda ise tiim tiirlerde sonbahar periyodunda olduk¢a Onemli derecede diisiis
gosteren C22:6 n-3 C. chalcoides’te % 7.18+0.88, L. cephalus’ta % 15.16+£0.19 (bu
deger kis periyodundan fark gostermemistir, % 15.10+0.12), C. carpio’da ise %
1.3340.14 olarak tespit edilmistir (Tablo 6 — 8).
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Uzun zincirli doymamis yag asitlerine ait elde edilen bu verilerden, yukarida
belirtilen diisiislerin nedeninin iireme periyodunda gonat gereksinimlerine baglh
olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle C20:4 n-6, C22:5 n-3 ve C22:6 n-3 asitlerinde
karaciger ve kasta, temmuz ayindan itibaren diisiis meydana gelmis ve kis doneminin
baslamasiyla birlikte olusan artis bunun kanitidir (Tablo 3 — 8). Bu durum, lireme
periyodu sonrasinda su sicakliginin 19 °C’den kis periyodunda 6 °C’ye diismesinin de
uzun zincirli yag asitlerinin sentezinde hizli bir artisin meydana getirebildigini
kanitlamaktadir (Akpinar, 1987; 1988; Konar ve ark., 1999; Uysal ve Aksoylar, 2005;
Uysal ve ark., 2006). C. carpio ve L. cephalus’ta karacigerde C 18:2 n-6 ve C18:3 n-
6’nin kis periyodunda diisiis gdstermesi (Tablo 4 ve 5), tiirlerin besin yetersizligine
bagli olarak bu asiti yliksek miktarlarda depo edemedigi yada daha uzun zincirli yag
asiti tlirevlerini sentezlemek amaciyla bu yag asitini hizli bir sekilde kullanmig
olabilecegini diisiindiirmektedir.

C20:4 n-6’nin biyolojik olarak aktif molekiiller olan eikozanoidlerin Onciisii
oldugu daha once acgiklanmisti. Bununla birlikte, bu yag asitinin birgok tiiriin
olgunlagmasi esnasinda yumurta ve spermde toplandigi ve bu siirece katilan en etkin
ADmYA oldugu bildirilmektedir (Blanchard ve ark., 2005; Gomes ve ark., 2010).
Calismamizda, tiim tiirlerin karaciger ve kas dokularinda temmuz — eyliil aylar1 arasina
denk gelen lireme peryotlarinda ADmY A igerisinde en belirgin diisiisler, C20:4 n-6 ve
C22:6 n-3’te goriilmiistiir. Bu bulgu C20:4 n-6 ile birlikte, C22:6 n-3’linde gonadal
gelisim siireclerinde oldukca aktif rol alabilecegi izlenimini vermektedir.

Sorbera ve ark. (2001) Dicentrarchus labrax’la yapmis olduklari ¢alismanin
sonucunda, C20:4 n-6’nin gonadotropin uyarimli oosit olgunlasmasina katildigina dair
kanit elde etmislerdir. Ayrica, difer ADmYA’nin ve prostaglandinlerin de bu siiregte
onemli roller oynadiklari bildirilmistir. Clupea harengus membras’in kas dokusunda
yapilan mevsimsel bir ¢alismada, ADmY A’lerinden 6zellikle C20:5 n-3 ve C 22:6 n-
3’lin bu tiiriin eseysel olgunlasmasinda hayati 6nem tasidiklar1 belirtilmistir (Szlinder-
Richert ve ark., 2010).

Calismamizda, lireme periyotlariyla birlikte n-3 ve n-6 ADmYA miktarlar L.
cephalus ve C. chalcoides’te sonbahar, C carpio’da ise yaz mevsiminde diisiis
gostermis ve kis mevsimiyle birlikte tiim tirlerde ADmYA miktarlarinin arttigi

goriilmiistiir. Yapilan calismalar, DYA ve TCDmYA miktarlarinin, sicak mevsimlerde
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ve sicak bolgelerde yasayan baliklarda yiiksek oldugunu vurgularken, ADmYA
miktarlarinin soguk bolge ve soguk mevsimlerde yiiksek seviyelerde bulundugunu
bildirmektedir. Ayrica toplam DYA ve ADmYA’nin miktarlar1 arasinda mevsimlere
gore ters bir iligki oldugu goriilmektedir (Jobling ve Bendiksen, 2003; Kheriji ve ark.,
2003; Uysal ve Aksoylar, 2005; Uysal ve ark., 2008).

Calismamizda elde ettigmiz verilere gore, DY A’nin, yiiksek su sicakligi ve giin
uzunlugu nedeniyle beslenmenin yogun oldugunu diislindiigiimiiz yaz periyodu boyunca
yiksek ve ADmYA’nin ise diisiik oranlarda oldugu goriilmektedir. Kisin su
sicakligindaki diisiis ile birlikte, inceledigimiz tiirlerin karaciger ve kas dokusunda DY A
miktarlarinin azalmasi ve ADmY A miktarlarinin artmasi literatiir bilgileriyle paralellik
tagimaktadir.

Bu c¢alismayla, sonu¢ olarak C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun
karaciger ve kas dokusu yag asiti bilesimlerinin mevsime gore kantitatif farkliliklar
gosterdikleri belirlenmistir. DY A miktarlar1 genel olarak su sicakliginin diismesi ile kis
periyodu itibariyle diisiis gostermistir. Tirlerin karaciger ve kas dokularindaki
TCDmYA’nin sonbahar veya kis periyotlarinda en yiiksek diizeylerde oldugu
belirlenmistir. Ureme peryotlariyla TCDmYA miktarlari  6nemli  derecelerde
etkilenmemistir. Gerek n-6 gerekse n-3 formu ADmYA simifinin en diisitk miktarlar
tireme peryotlarini kapsayan temmuz — eyliil aylarinda goriilmiistiir. Her iki yag asiti
siift ve dolayisiylada toplam ADmYA sinifinin miktarlar1 ki periyoduyla birlikte
tekrardan artis gostermistir. Bu veriler, karaciger ve kas dokusu yag asitlerinin, tiirlerin
yasamsal ve fizyolojik siireglerinde yapisal ve enerji kaynagi olarak kullanildigi
goriistinii desteklemektedir (Konar ve ark., 1999). Todiirge goliinde yasayan her ii¢
tiiriin de, ozellikle insan saglig1 acisindan biiyiik 6neme sahip olan EPA ve DHA gibi,
n-3 formu doymamis yag asitlerini biitiin mevsimlerde 6nemli Olgiilerde igerdikleri
saptanmustir (Tablo 3 - 8). Bu tiirlerden C. chalcoides ve L. cephalus’un bolgede
insanlar tarafindan besin kaynagi olarak pek degerlendirilmedigi bilinmektedir.
Karaciger ve ozelliklede baliklardan sagladigimiz besin kaynagi olan kas dokusuna ait
yag asit verileri, bu golde yasayan balik tiirleri i¢in elde edilen ilk verilerdir. Bu
verilerden, bu balik tiirlerinin korunarak ve iiretimi artirilarak bolge insanlari igin
onemli bir besin kaynag1 olusturacagi, 6zellikle n-3 formu yag asitleri agisindan énem

arz etmektedir.
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Calismamizda C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger lipaz
enzimleri materyal ve metod bahsinde belirtilen yontemler kullanilarak saflagtirilmaya
ve baz1 Ozellikleri karakterize edilmeye calisilmistir. On denemelerde karaciger
dokusundaki proteaz aktiviteleri degerlendirilmis ve bu agidan kayda deger bir aktivite
goriilmemistir. Bu nedenle homojenat ortaminda proteaz inhibitorlerinden sadece
NasEDTA ve organel biitlinliigiinii saglamaya yarayan D-mannit (0.25 mM)’in
bulunmasina 6zen gdsterilmistir.

Bazi bocek tiirlerinde lipaz enziminin saflastiriimasina odaklanan ¢aligmalarda,
enzim stabilitesini korumak i¢in homojenat ortaminda sukroz, benzamidin, leupeptin,
aprotinin ve 2-merkaptoetanol gibi proteaz inhibitorlerinin uygun miktarlar
kullanilmigtir (Arrese ve ark., 1994; Arrese ve ark., 2006). Bununla birlikte, son
zamanlarda sucul ortamlarda yasayan canlilarda lipaz enziminin saflastirilmasinda
homojenat ortamina katilan proteaz inhibitorlerinin siirlit oldugu da goriilmektedir
(Cherif ve ark., 2007). Ayrica bitkisel dokularda yapilan bazi saflastirma ¢alismalar
proteaz inhibitorii olarak sadece DTT igermektedir (Fahmy ve ark., 2008). Bunun
baslica nedeni, calismamizin giris kisminda belirtildigi iizere lipaz enzimi serin
proteazlarla benzer bir aktif merkezi paylasmakta ve serin proteaz inhibitorlerinin
kullanimi sonucunda inhibisyona neden olabilmektedirler.

Enzim saflagtirma c¢alismalarinda homojenat ortaminin hiicrenin fizyolojik
sartlarin1 yansitmast gerektigi vurgulanmaktadir (Telefoncu, 1996). Calismamizda
karacigerin homojenize edildigi ortamin pH’1 7.40 ve iyonik giiciin ise 60 mM olmasi
saglanmistir. Bu pH degeri fizyolojik pH’y1 yansitmasi agisindan se¢ilmistir. Ortamin
iyonik giiclinlin seg¢ilmesi ise biraz farklilik arz etmistir. Yapilan diferansiyel
santrifiijleme islemleri esnasinda bazi durumlarda ¢okelti ortaminda bulunan aktivitenin
oldukca fazla oldugu gdzlenmistir. Bu durumun, iyonik giicii 20 mM gibi diislik olan
homojenat ortamlarinda daha fazla sergilendigi goriilmektedir. Buna etken neden
Telefoncu (1996)’da tartisilmistir. Buna goére, homojenizasyon ortaminin seyreltik
olmasi durumunda hiicredeki yiiklii partikiiller iyon degistiriciler gibi davranmakta ve
ozellikle bazik yapidaki proteinleri adsorbe etmektedirler. Bu fiziksel etkiden dolayz,
proteinler sitosolik faz yerine ¢okelti fazlarinda bulunmaktadirlar.

Saflastirilmasi arzulanan lipaz enziminin sitosolik lokalizasyon gosterdigine dair

birgok kanit bulunmaktadir. Bununla ilgili basta alabalik adipdz dokusu olmak iizere,
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homoiterm ve poikiloterm canlilardan degisik tiirlerde benzer sonuglar elde edilmistir
(Sheridan ve Allen, 1984; Horman ve ark., 1991; Metin, 1997; Degerli, 1999). Ayrica
Akpinar ve ark. (2009), ergin ve ergin olmayan Oncorhynchus mykiss’in karacigerinden
lipaz enzimini saflastirmasi amaciyla yapmis olduklar ¢alismada da enzimin sitosolde
¢Oziinlir formda oldugunu gostermiglerdir. Ayrica bécek yag dokudan lipaz enzimini
saflastirmay1 amaclayan calismalarinda bu yonde oldugu goriilmektedir (Arrese ve ark.,
1994; Arrese ve ark., 2006). Calismamizda da 60.000xg’de tek kademe santrifiijleme
sonucunda elde edilen yaklasik 38 mL’lik iist sivilarda C. chalcoides’te 854.7 pmol/dk,
L. cephalus’ta 974 umol/dk ve C. carpio’da ise 1010 pmol/dk’lik toplam aktivite
oldugu bulunmustur. Cokeltideki (1 — 2 mL arasinda) aktivitenin kayda deger olmadigi
belirlenmigtir. Bu konudaki bulgularimiz yapilan ¢alismalarla uyumludur.

Genellikle protein saflagtirma calismalarinda Gzellikle 6n  saflagtirma
adimlarinda proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve konsantrasyonunun artirilmasi gerekir. Bu
amagla balik dokularinda en fazla uygulanan yontem ilgili protein ¢dzeltisini amonyum
stilfat [(NH4)2SO4] ile muamele etmektir. Bir ¢alismada Pabai ve ark. (1995), % 20 ve
% 40’k amonyum siilfat doygunlugunda 19 katlik bir saflastirma katsayisi
belirlemislerdir. Bu amagla kullanilan bir diger kimyasal ise, c¢alismamizda da
kullanilan PEG ¢oktiirmesidir. PEG, iyonik olmayan ve suda kolayca ¢oziinebilen bir
unsurdur ve ¢ok az protein denaturasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Bollag ve ark.,
1996). Calismamiz disinda literatiirde balik lipazlarinin PEG ile ¢oktiiriilmesi ile ilgili
az sayida caligma bulunmaktadir (Degerli, 1999; Kurtovic ve ark., 2010). Bunun disinda
Arrese ve ark. (1994)’da bocek yag doku lipazinin saflagtirilmasi amaciyla % 20 (w/v)
PEG ¢oktiirmesini kullanmiglardir.

Yapilan PEG ¢oktiirme denemelerinde, lipaz aktivitesinin ve protein miktarinin
en yiksek oldugu PEG konsantrasyonunun % 30 (w/v) uygulamasiyla elde edildigi
goriilmiistlir. Bu degerin ilizerindeki uygulamalarda aktivitede diisiisler meydana geldigi
goriilmektedir (Sekil 1). Bu durum, asir1 PEG miktarlarinin ¢alisilan proteinin
izoelektrik noktasina bagl olarak, proteinlerde ¢oziiniirliigli istenmeyecek derecelerde
azaltmasi sonucunda protein yapisinda siki kiimelesmeler meydana getirmesiyle
aciklanabilir. PEG ¢oktlirmesi sonucunda karaciger lipazlarinin, C. Chalcoides’te 1.062
kat, L. cephalus’ta 1.149 kat ve C. carpio’da ise 1.01 kat saflastirildigi goriillmektedir
(Tablo 11 - 13). Elde ettigimiz bu sonuglar PEG’nin herhangi bir saflagtirma adimi
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sunmadigini gostermektedir. Ancak, burada hatirlanmasi gereken bir ger¢ek, PEG’nin
cozeltideki proteinleri etkin bir sekilde konsantre edebildigi ve herhangi bir aktivite
kaybina neden olmayip, sonraki saflastirma adimlarina uygun bir preparat sundugudur.
Bu yontemin bir diger avantaji ise diyaliz gibi bir yonteme gerek duyulmaksizin iyon
degisim kromatografisinin ilk saflagtirma basamagi olarak kullanildigi caligmalarda,
ortamdan kolayca uzaklastirilabilmesidir (Bollag ve ark., 1996). Calismamiz bu yonde
ilerlemis ve ilk saflastirma basamaginda bir anyon degisim kromatografisi (Q sefaroz)
kullanilmastir.

Protein saflastirma ¢alismalarinda, 6n saflastirma adimlar1 sonrasinda daha fazla
saflastirmanin saglanmasi amaciyla cesitli kromatografik yontemler kullanilmaktadir.
Genel olarak, sadece bir kromatografik adim, gereksinilen safligi elde etmek igin
yetersizdir. Saflastirma parametreleri diigiiniildiiglinde lipazlarin saflastirilmast i¢in en
az dort kromatografik adimin gerekli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, yiiksek
bitki ve hayvansal kaynaklardan, mikrobiyal kaynaklardan elde edilen saflig1 elde etmek
icin daha fazla adimi gerektiren kromatografik yaklasimlara gereksinim duyuldugu
belirtilmistir (Palekar ve ark., 2000).

Saflagtirma c¢alismalariin en fazla yiiriitiildiigii grup olan mikrobiyal lipaz
saflagtirma c¢aligmalarina bakildiginda, Gilbert ve ark (1991), Pseudomonas aeruginosa
lipazin1 saflagtirmak amaciyla, Mono Q sefaroz, DEAE sefaroz CL-6B ve son
basamakta jel filtrasyon kromatografisi olan sefakril S 200 HR’den olusan ii¢ adimli bir
saflagtirma prosediirii izlemislerdir. Iyon degisim basamaginda % 64’liik bir verim ve
5.7 katlik bir saflastirma, son basamaktaki jel filtrasyon kolonunda ise enzim % 18’lik
verim ve 31 kat saflikta elde edilebilmistir.

Penicillium simplicissium’da yapilan lipaz saflastirma ¢alismasinda elde edilen
parametrelerin  saflagtirmada izlenen farkliliga gore c¢ok daha degisik oldugu
goriilmektedir. Bu caligmada ultrafiltrasyon sonrasinda % 85 verim ve 4 katlik
saflastirma elde edilmistir. Bu adim sonrasinda amonyum siilfat ¢oktiirme basamaginda
verim % 60 ve saflastirma katsayisi ise 11 olmustur. Kromatografik adimlar olarak
uygulanan fenil sefaroz CL-4B, Ultragel AcA-54 ve hidroksiapatit kolonlar1 sonrasinda
% 20 verim ve 790 katlik bir saflastirmayla elde edilmistir (Sztajer ve ark., 1992).

Sugihara ve ark. (1991) Bacillus sp.’den lipaz saflastirma ¢alismasinda

amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve akrinol uygulamasi sonrasinda % 23 verim ve 42 katlik
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bir saflastirma elde etmislerdir. Bu basamaktan sonraki DEAE sefadeks A-50 kolon
kromatografisi sonucunda verim % 20 olurken, saflastirma katsayisinin 840 oldugu
goriilmiistiir. Toyopearl HW-55F jel filtrasyon ve butil toyopearl 650 M
kromatografileri sonrasinda elde edilen enzimin 1152 U/mg protein spesifik aktivite, %
10 verim ve 7760 kat saflikta oldugu goriilmistiir.

Funguslarda gerceklestirilen iki c¢alisma, lipaz saflastirmada kullanilan
yontemler acisindan dnemli 6rnek teskil etmektedir. Bunlardan Hoshino ve ark (1992),
Fusarium oxysporum lipazini saflastirmislar ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda
% 58 verim ile birlikte 2.4 kat saflagtirma elde etmislerdir. Sonraki adimda uygulanan
anyon degisim kromatografisi (Q sefaroz) basamaginda elde edilen verim (% 57) ve
saflagtirma kat sayisinin (2.4) farkli olmadigi goriilmiistiir. Son basamakta kullanilan
fenil sefaroz hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda enzim % 32 verim ve 38.1
kat saflagtirma ile elde edilebilmistir. Shimada ve ark. (1993) tarafindan yapilan
caligmada ise Fusarium heterosporum lipazi, yine amonyum siilfat ¢oktiirmesine maruz
birakilmis ve bu asamada % 93 verim ve 14 katlik bir saflastirma goriilmiistiir. Enzim
SP sefadeks C-50 ve sefadeks G 75 kolon kromatografileriyle % 69 verim, 1040 katlik
bir saflastirma katsayis1 vermistir. Son adimda izoelektrik fokuslamayla aktivite
kazanimimin % 38, saflastirma katsayisinin ise 2120 kat oldugu belirlenmistir. Bu
calismalar farkli saflagtirma prosediirlerine bagli olarak elde edilen saflastirma
parametrelerindeki farklilig1 iyi bir sekilde sergilemektedir.

Yiiksek bitkilerden lipaz enzimi saflastirma ¢alismalar1  mikrobiyal
organizmalara nazaran daha zor olmustur. Ricinus communis cv. zanzibarensis’in
(castor bitkisi) tohum lipazinin saflagtirilmasi esnasinda protein kararsizligr bildirilmis
ve bu nedenle lipazin ¢oziniirlestirilmesinde deterjan olarak CHAPS (3-
chlamidopropyl-dimethylammonio-1-propanesulfate) kullanilmistir. Enzim daha sonra
anyon degisim, jel filtrasyon ve adsorbsiyon kromatografileri ile saflastirilabilmistir.
Ancak bildirilen saflagtirma parametreleri olduk¢a diisiik olup, 6 katlik bir saflagtirma
rapor edilmistir. Bunun nedeninin protein karasizligindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir
(Fuchs ve ark., 1996).

Pinus edulis’in yag doku lipazinin saflastirilmasinda da benzer bir problem
bildirilmistir. Bu calismada, elektroforetik yontemle saflagtirma amaclanmis ancak

basarisiz olunmustur (Hammer ve Murphy, 1993). Benzer bir g¢alisma Pachira
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aquatica’nin tohumlarinda yiritiilmistiir. Bu ¢alismada da elektroforetik saflagtirma
metodu dogrudan ham dokuda uygulanmis ve % 7°lik verim ve 9.6 katlik saflagtirma
elde edilebilmigtir. Ham dokuda 64.2 U/mg protein olan spesifik aktivitenin
elektroforetik saflastirmayla neredeyse on kat artarak 614.3 U/mg proteine ¢iktigi
goriilmiistiir (Polizelli ve ark., 2008).

Ncube ve ark. (1993) tarafindan Brassica napus bitkisinin tohum lipazi
saflagtirilmistir. Bu calismada aseton ¢oktiirmesiyle % 80 verim ve 7.1 saflastirma
katsayist elde edilmistir. Kromatografik adimlarda DEAE sefadeks iyon degisimiyle %
78 verim, 14.2 kat saflik, oktil sefaroz ile % 31 verim, 283 kat saflik ve son basamakta
sefakril S 300 jel filtrasyon kromatografisiyle de, 2140 U/mg proteinlik spesifik
aktiviteyle birlikte, % 16 verim ve 321 kat saflik elde edilmistir. Jatropa curcas L. nin
tohumlarindan da bir lipaz saflagtirilmistir. Buna gore % 60 ve % 80 amonyum siilfat
uygulamasi sonrasinda aktivitelerin sirasiyla 11.60 ve 28 oldugu bulunmustur.
Ultrafiltrasyon ile saflagtirma sonucunda aktivitenin 80 oldugu belirlenmistir (Abigor ve
ark., 2002).

Boceklerdeki az sayida olan lipaz saflastirma calismalarindan birisi Arrese ve
Wells (1994) tarafindan Manduca sexta’nin yag dokusunda gergeklestirilmistir. Bu
calismadaki saflagtirma prosediirii, homojenatin PEG ile c¢oktiiriilmesi sonrasinda
DEAE seliiloz, fenil sefaroz, Q sefaroz ve hidroksiapatit kolon kromatografilerini
kapsamistir. PEG suspansiyonunda verim % 70, saflastirma katsayisi ise 2.3 olarak
bulunmustur. Fenilsefaroz ile saflastirma sonucunda verim % 11.7 ve saflastirma
katsayist 939 olmustur. Q sefaroz ve hidroksiapatit kolon kromatografilerinin verimleri
de fenil sefaroz ile ayn1 bulunurken, saflastirma katsayisi sirastyla 3757 ve 8016 olarak
belirlenmigtir. Bu ¢alismaya paralel olarak, calismamizin PEG bahsinde belirtildigi
tizere proteinlerin PEG ile ¢oktiirme islemi etkin bir saflagtirma basamagi olmadigi
anlasilmaktadir. Arrese ve ark. (2006) yine M. sexta’nin yag dokusundan trigliserit
lipazin1 saflastirmiglardir. Bu calismada sitosolden alinan enzim kaynagi pespese iki
DEAE iyon degisim kromatografilerine uygulanmistir. Sonraki saflagtirma
basamaklarini fenil sefaroz, hidroksiapatit, Q sefaroz ve ikinci bir fenil sefaroz kolon
kromatografileri izlemistir. Bu kromatografik adimlarla, sitosolde 0.27 U/mg protein’lik
spesifik aktiviteye sahip olan enzim, son basamaktaki saflagtirma ile 1086 U/mg

proteinlik bir spesifik aktiviteyle elde edilmistir.
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Omurgasizlarda yapilan diger lipaz saflastirma c¢alismalarina bakildiginda,
Cherif ve ark. (2007) yenge¢ sindirim lipazin1 saflastirmiglardir. Bu ¢alismada sindirim
lipaz1 6zitii 10 dakika 60 °C sicakliga maruz birakilmis ve % 80 verim ile 4 katlik
saflagtirma elde edilmistir. Buradan e¢lde edilen c¢okeltinin DEAE  seliiloz
kromatografisine uygulanmasiyla % 54 verim, 27.3 kat saflastirma saglanmistir. Bu
asama sonrasinda amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucunda safligin 34.6 oldugu
belirlenmigtir. Daha sonraki adimlar sefakril S-200, Mono-Q sefaroz ve ikincil bir
sefakril S-200 kolon kromatografilerini kapsamis ve enzim % 10 verim ile birlikte, 165
katlik bir saflastirma katsayisiyla elde edilmistir.

Bir diger omurgasiz olan salyongoz hepatopankreas lipaz1 da saflastirilmistir. Bu
calismada ilk saflagtirma basamagini teskil eden DEAE seliiloz kromatografisinin
Oonemli bir saflagtirma saglamadigi gorilmistir (% 70 verim ve 2.4 saflastirma
katsayis1i). Bu kolondan alinan aktif fraksiyonlarin sefakril S 200 kolonuna
uygulanmastyla % 27 verim ve 69 kathik saflik saglanmistir. Sonraki adimi olusturan
Mono-Q ve Mono-S sefaroz kolon kromatografileri sonucunda enzim % 12 verim ve
345 kat saflagtirma katsayisiyla elde edilmistir (Amara ve ark., 2010).

Omurgalilarda yapilan lipaz saflastirma ¢aligmalar1 incelendiginde, Matsumura
ve ark. (1976), domuz adipoz lipazin1 % 60 amonyum siilfat ¢oktiirme, heparin sefaroz
4B, DEAE seliloz ve Sefadeks G 150 kolon kromatografileri ile 230 kat
saflastirdiklarini bildirmisglerdir.

Wang (1980), insan siitiiniin safra tuz aktiviteli lipazim1 saflagtirmak igin
konkanavalin A sefaroz 4B ve kolat sefaroz 4B afinite tekniklerini kullanmistir. Enzim,
konkanavalin A sefaroz 4B tarafindan tutulmamis ancak bir sonraki afinite
kromatografisinde tutularak, % 2 sodyum kolat ile kolondan alinabilmistir. Bu
saflastirma prosediirii ile enzim 150 kat saflagtirilmistir.

Imanaka ve ark. (1984) tavsan karacigerinden asit lizozomal lipazini
saflagtirmislardir. Bu ¢alismada lipazin solubilize edilmesi i¢in ortama dijitonin
eklenmis ve bu adimda verimin % 170, safligin ise 45.9 kat oldugu goriilmiistiir. Daha
sonraki saflagtirma adimlar1 Bio-Gel A (1 M), DEAE Bio-Gel A, fenil sefaroz, jel
elektroforezi ve Affi-Gel Blue afinite kromatografilerinden olugsmus ve son basamakta
elde edilen enzim preparatinin spesifik aktivitesi 216 U/mg protein, verim % 14.5 ve

safligin 25.000 kat oldugu bildirilmistir.

141



Sican karaciger mitokondrilerinden bir lipaz Triton X-100 ile solubilize
edilmesinden sonra, Sefadeks G 50 ve Sefadeks G 200 jel filtrasyon kromatografileri ile
saflasgtirilmistir (Claycomb ve ark., 1971). Yine sican lingual lipazi 100.000xg iist
stvidan % 30 ve 60 amonyum siilfat fraksiyonlama sonrasinda, aseton ile ¢oktiirme ve
hidrofobik kromatografi sonucunda 230 U/mg protein spesifik aktivite ve % 22 verim
ile saflagtirilmistir (Field & Scow,1983).

Steiner ve Williams (2002), kopek pankreasindan klasik pankreatik lipazi
saflastirmiglardir ve pankreatik homojenat ortamina benzamidin ve fenilmetilsulfonil
florid (PMSF) olmak iizere iki proteaz inhibitoriinlin ilave edildigini bildirmislerdir.
Saflagtirmada kullanilan kromatografik basamaklar anyon degisim, jel filtrasyon ve
katyon degisim kromatografilerini kapsamis ve sonugta elde edilen enzim preparatinin
6288 U/mg protein spesifik aktivite, verimin ise % 23.4 oldugu goriilmiistiir. Deve kusu
pankreatik lipazinin saflastirilmasinda % 60 amonyum siilfat ¢coktiirmesi, Sefadeks G
75, Sefadeks G 100 ve CM Sefadeks kromatografileri sonucunda sindirim lipazinin,
5000 U/mg protein spesifik aktivite, % 34 verim ve 13.39 katlik bir saflagtirma ile elde
edildigi goriilmiistiir (Bacha ve ark., 2005).

Yukarida bahsedilen caligmalar disinda kuzu pregastrik lipazi1 (De Caro ve ark.,
1995), kopek gastrik lipazi (Carriere ve ark., 1991), inek aortasindan diagilgliserol lipazi
(Lee ve Severson, 1994), sican incebarsak asit lipazi (Rao ve Mansbach, 1990) ve sigir
pankreatik lipazi (Tanaka ve ark., 1999) saflagtirllmigtir. Omurgalilardan lipaz
enziminin saflastirilmasimin daha c¢ok saflastirma adimi gerektirdigi goriilmektedir.
Ancak mikrobiyal ve bitkisel kokenli lipaz saflastirma  ¢alismalariyla
karsilagtirildiginda, oldukga yiiksek saflik bildiren ¢alismalarin da mevcut oldugu
goriilmektedir (Matsumura ve ark., 1976; Imanaka ve ark., 1984).

Yukarida belirtilen mikrobiyal, bitki ve omurgalilar {izerinde bir¢ok c¢alisma
mevcut oldugu aciktir. Bununla birlikte, baliklarda mide pilorik ¢eka, pankreas ve
bagirsak gibi organlarin essiz karaktere sahip olabilecegi ve kesfedilmemis lipolitik
enzim kaynaklar1 olabilecekleri bildirilmektedir (Kurtovi¢ ve ark., 2009). Bu nedenle
son zamanlarda Ozellikle baliklarda sindirim kanalindan lipaz enziminin saflastiriimasi
lizerine yogun c¢aba bulunmaktadir. Ancak karaciger gibi sindirim dis1 organlardan
yapilan ¢aligmalarin neredeyse yok denecek kadar az oldugu goriilmektedir (Degerli ve

Akpmar, 1995; 1997; 2002). Bu amagla, Metin (1997), Oncorhynchus mykiss’in
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karaciger ve incebagirsak lipazini, Degerli (1999) ise C. carpio’nun pankreas, karaciger
ve incebagirsak lipazim1 saflastirmiglar ve bazi biyokimyasal o6zelliklerini
belirlemislerdir. Calismamizda da C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger
lipazlarinin PEG ¢oktiirmesi sonrasinda Q sefaroz, sefakril S 200 HR ve fenil sefaroz
CL-4B’den olusan {i¢ kromatografik adim ile saflastirilmas1 amag¢lanmustir.

C. chalcoides ve L. cephalus’un Q sefaroza uygulanan PEG ¢okeltisi sonrasinda
yedi, C. carpio’da ise sekiz protein pikinin bulundugu gézlenmistir. Her ii¢ tiirde de bu
kromatografik adimda sadece bir protein pikinde lipaz aktivitesi goriilmiis ve 300 mM
NaCl yikamasi sonucunda kolondan alinmistir. Q sefaroz C. chalcoides’te 32.96
umol/dk.mg protein spesifik aktivite, % 16.98 verim, 30.49 katlik saflastirma, L.
cephalus’ta 30.99 umol/dk.mg protein spesifik aktivite, % 21.23 verim ve 33.05 katlik
saflagtirma, C. carpio’da ise 29.72 pumol/dk.mg protein spesifik aktivite, % 14.911
verim ve 24.83 kathik bir saflastirma saglamistir. Bu veriler degerlendirildiginde bu
kromatografik adimin, balik doku lipazlarinin saflastirilmasinda oldukga etkin ve her ii¢
tiriin  karacigerinde neredeyse 100 kathik bir kontaminant protein miktarini
uzaklagtirdigi gorilmiistiir. Caligmamizda kullanilan 6rneklerin karaciger lipazlar
benzer saflastirma parametreleriyle elde edilmistir (Tablo 11-13).

Calismamizin ikinci kromatografik adimini olusturan sefakril S 200 HR
kromatografisinde kullanilan karaciger orneklerinde tiirlere gore farkli saflagtirma
sonuglari elde edilmistir. C. carpio’da oldukga etkin bir saflastirma basamagi sunan bu
kromatografik adim sonucunda, spesifik aktivite 52.99 pumol/dk.mg protein, % 9.14
verim ve saflastirma katsayis1 ise 44.26 olarak hesaplanmustir. Sefakril S 200 HR, C.
chalcoides’te pek etkin olmamakla birlikte, 36.81 umol/dk.mg protein spesifik aktivite,
% 5.72 verim ve 34.06 katlik bir saflastirma saglarken, L. cephalus’ta daha yiiksek
saflagtirma saglanamamistir (27.82 umol/dk.mg protein spesifik aktivite, % 8.41 verim
ve 29.68 kat saflik).

Son saflagtirma basamagi olan fenil sefaroz CL-4B’nin, karaciger lipazinin
saflagtirllmasinda oldukca etkin oldugu belirlenmistir. Bu kromatografik teknikle tiim
tirlerde ii¢ protein pikinin bulundugu belirlenmistir. Bununla birlikte, kolondan
dogrudan tamponla yikama sonucunda alinan ¢ok kiigiik bir kesitte Onemsiz bir
aktivitenin varligr gozlenmistir. Asil aktiviteyi gosteren kesitin kolona baglandig1 ve

propanol serileriyle yikama sonucunda kolondan alinabildigi belirlenmistir. Buna gore,
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bu adim sonrasinda C. chalcoides karaciger lipaz1 52.84 umol/dk.mg protein spesifik
aktivite, % 0.47 verim ve 48.88 katlik saflagtirma, L. cephalus karaciger lipaz1 51.41
umol/dk.mg protein spesifik aktivite, % 0.475 verim ve 54.84 kat saflik, C. carpio
lipaz1 ise 90.38 umol/dk.mg protein spesifik aktivite, % 0.54 verim ve 75.50 kat saflikla
elde edilmistir. Bu verilerden en etkin saflastirmanin C. carpio’da gergeklestirildigi
sOylenebilir.

Farkli ya da benzer kromatografik tekniklere bagl olarak saflastirilan balik doku
lipazlar1 ¢alismamizla karsilastirildiginda oldukga farkli sonuglarin elde edildigi
goriilmektedir. Buna goére, Oncorhynchus mykiss’den karaciger lipazinin saflastirildigi
bir ¢alismada herhangi bir saflagtirma parametresi belirtilmemistir (Metin ve Akpinar,
2000 b). Bununla birlikte, Harmon ve ark. (1991), O. mykiss’in karaciger lipazint % 20
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda uygulanan Sefaroz (Bio-Gel A 0.5 M)
kromatografisiyle 27000 katlik bir saflastirma rapor etmislerdir. Bu kromatografik
teknikle saflastirilan diger omurgali lipaz enzimleri de benzer bir saflasgtirma katsayisini
bildirmislerdir (Imanaka ve ark., 1984).

Pagrus major’iin safra tuz aktiviteli lipazinin saflastirilmasinda, bes
kromatografik islem sonrasinda oldukga yiiksek saflikta bir lipazin elde edildigi rapor
edilmistir. Bu calismada kullanilan amonyum siilfat ¢Oktiirmesi bir saflastirma
basamagi sunmamig (0.6 kat) ve verim % 41.7 olarak belirlenmistir. Kromatografik
adimlardan Q sefaroz ile saflastirma sonucunda verim % 21 bulunurken, 3.8 katlik bir
saflagtirma kaydedilmistir. Calismamizda Q sefaroz kromatogratfisi sonucunda, verim C.
chalcoides’te % 16.98, L. cephalus’ta % 21.23 ve C. carpio’da % 14.91 olarak
bulunmus ve elde ettigimiz parametrelerin bu c¢alismada elde edilen sonuglardan daha
etkin oldugu sdylenebilir. Ayn1 arastiricilar daha sonra Toyopearl-HW65F, Super Q-
Toyopearl ve Asahipak GF510HQ kromatografileri uygulamislar ve verimi % 2.3,
saflig1 338.9 kat olarak belirlemislerdir. Son basamakta uygulanan TSK gel DEAE-
5PW ile toplam 2.5 inite aktivite ve verim % 0.2 bulunurken, elde ettikleri protein
miktarinin saptanamayacak kadar az olmasi nedeniyle, diger saflastirma parametrelerini
belirleyememislerdir (Iijima ve ark., 1998). Bununla birlikte, Labeo rohita’nin ince
bagirsak lipazinin saflagtirildigi baska bir ¢alismada, tuzdan arindirma (desalting)
sonucunda % 43.5 verim ve 1.35 katlik saflastirma katsayisiyla elde edilen enzim

preparati, sadece tek kromatografik adim olarak Sefadeks G 100’iin kullanilmasiyla %

144



15.16 verim ve 3.61 kat saflikta elde edilebilmistir. Ancak bu ¢alisma % 80 amonyum
stilfatla proteinleri ¢coktiirmede daha yiiksek lipaz aktivitelerini elde etmesi bakimindan
Oonem arz etmektedir (Nayak ve ark., 2004).

Mugil cephalus’un viserasinda bir lipaz fraksiyonunun varligt bildirilmistir. Bu
calismada, amonyum siilfat ile fraksiyonlamada verim % 103, saflastirma katsayisi ise
1.2 olarak bildirilmistir. Bu adim sonrasinda uygulanan ultrafiltrasyonla enzimde %
46.5 ve 4.2 katlik saflik elde edilmistir. Son adimda uygulanan kolat-sefaroz afinite
teknigi sonrasinda toplam 7.8 iinitelik aktivite ve % 2.5 verim kaydedilmesine ragmen,
protein miktar1 ve diger saflastirma parametreleri saptanamamistir (Aryee ve ark.,
2007). Bununla birlikte, Sardinops sagax caerulea’nin viserasindan % 30 ve 60
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda uygulanan ultrafiltrat fraksiyonlama teknikleri
sonucunda 156.58 U/mg protein spesifik aktiviteye sahip lipaz enzimini 47 kathik
saflikta elde etmislerdir (Noriega-Rodriguez ve ark., 2009). Cirrhinus reba’nin dorsal
kas kismindan lipaz saflastirmayir basaran bir calismada, % 85 amonyum siilfat
coktiirmesiyle de verim % 130 bulunurken, sadece 2 katlik bir saflagtirma
kaydedilmistir. Uygulanan Sefadeks G 50 jel filtrasyon kromatografisi ( % 52.65 verim
ve 15.5 kat saflik) ve DEAE seliiloz anyon degisim kromatografileri sonucunda % 42
verim, 6.21 U/mg protein spesifik aktivite ve 34.5 kat saflia sahip bir enzim elde
edilmistir (Islam ve ark., 2009).

Kurtovic ve ark. (2010) Oncorhynchus tshawytscha ve Macruronus
novaezelandiae’nin sindirim lipazlarin1 saflastirmiglardir. Sadece O. tshawytscha igin
verilen saflagtirma parametrelerine gore, PEG-1000 ile fraksiyonlama sonucunda % 75
verim ve 0.9 katlik bir saflastirma saglanmistir. Calismamizda kullanilan % 30 (w/v)
PEG-6000 ile, C. chalcoides’te saflik 1.06 ve verim % 67.58, L. cephalus’ta saflik 1.14
kat ve verim % 73.39, C. carpio’da ise 1.01 kat saflik ve verim % 61.36 olarak
belirlenmistir. Elde ettigimiz bu sonug¢lardan L. cephalus igin buldugumuz parametreler
bu caligmayla biiyiik oranda paralellik gostermektedir. Bu adim sonrasinda kolat-Affi-
Gel 102 afinite kromatografisinin ardi ardina iki kez uygulanmasi sonucunda verimin %
25, safligin ise 9.6 kat oldugu goriilmiistiir. Son saflagtirma basamaginda kullanilan
sefakril S 300 HR jel filtrasyon kromatogratfisi sonucunda verimde degisme olmamakla
birlikte, safligin 14 kat oldugu kaydedilmistir. Calismamizda elde edilen saflastirma

parametreleriyle karsilastirildiginda, afinite kromatografilerinin kullanilmasina karsin,
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bu calismada elde edilen saflagtirma parametrelerinin bizim verilerimize gore oldukga
diisiik oldugu goriilmektedir. Calismamizda C. chalcoides ve L. cephalus’a benzer
olarak, bu caligmada da sefakril tiirlinden kromatografik bir yaklasimin etkin bir
saflagtirma yontemi olmadig1 goriilmektedir.

Ayrica aragtiricilarin kullandigi kolat-Affi-Gel 102 afinite teknigiyle balik
dokularindan lipaz saflastirilmasinin iyi sonu¢ vermedigi de bildirilmistir. Gjellesvik ve
ark. (1992), bu kromatografik teknikle % 2 ve 2.5’lik sodyum taurokolat ile lipaz
eliisyonunu basarisiz oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle, bu arastirmacilar kolat-Affi-
Gel 102 yerine kolat-sefaroz’u kullandiklarini rapor etmislerdir.

Smichi ve ark. (2010), Sardinella aurita’nin pilorik ¢ekasindan asidik bir lipazi
saflagtirmislardir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde saflastirma kaydedemeyen (1.3 kat
saflik ve % 88.3 verim) bu calismada kullanilan sefakril S 200 HR kromatografisi
sonuclart (% 43.3 ve 10.5 kat saflik), Kurtovic ve ark. (2010) ve ¢alismamizda elde
ettigimiz sefakril S 200 HR ile saflastirma sonuglarindan (C. chalcoides’te % 5.72
verim ve 34.06 kat saflik, L. cephalus’ta % 8.41 verim ve 29.68 kat saflik, C. carpio’da
% 9.14 verim ve 44.26 kat saflik) daha diisiik saflastirma parametrelerini bildirmistir.
Daha sonra uygulanan FPLC Mono-Q ve Mono-S kromatografileri sonucunda % 13.3
verimle birlikte, spesifik aktivitenin 180 U/mg protein oldugu 94.7 kat saflikta bir lipaz
elde edilmistir.

Rivera-Perez ve ark. (2010), Panaenus vannamei sindirim lipazini, Superdeks
200 jel filtrasyon ve Resource Q anyon degisim kromatografisinden olusan iki adiml
bir saflastirma prosediiriiyle saflagtirmislardir. Jel filtrasyon basamaginda % 0.16 verim
ve 17.46 katlik bir saflastirma elde edilmistir. Bu saflagtirma adiminin, ¢alismamizda
kullanilan sefakril S 200 HR’den daha etkin bir saflastirma sagladigi goriilmektedir.
Bununla birlikte, son basamakta uygulanan kromatografik yontemle bu tiirtin lipazi, %
0.12 verim ve 48.12 kathik bir saflastirmayla elde edilmistir. Bu saflastirma calismasi
parametreleri C. chalcoides (52.84 umol/dk.mg protein spesifik aktivite, % 0.47 verim
ve 48.88 kat saflik) ve L. cephalus’un (51.41 pmol/dk.mg protein spesifik aktivite, %
0.47 verim ve 54.84 kat saflik) karaciger lipaz1 i¢in elde ettigimiz saflagtirma
parametreleriyle benzerlik gostermektedir.

Balik lipazlarinin saflagtirilmasinda kullanilan kromatografik teknikler oldukca

farklidir. Bu nedenle elde edilen saflastirma parametrelerinin de farkli olacag:
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olagandir. Kullanilan aktivite yontemine bagli olarak ta elde edilen kinetik
parametrelerde farkliliklarin goriilebilecegi diisiiniilmelidir. Buna gore calismamizda,
kullanilan C. chalcoides, L. cephalus, C. carpio karaciger lipazlar1 5 °C’ta oldukca
diistik aktivite sergilemislerdir. Sicakligin 30 °C’a c¢ikarilmasiyla birlikte aktivitede
neredeyse ii¢ katlik bir artis gozlenmistir. 37 °C’ta pNPB’in hidrolizinde optimum
aktivite elde edilmistir (Tablo 15). Sicakligin 40 °C’a ¢ikarilmasiyla enzim aktivitesinde
hizli bir disiis gozlenmistir. 50 °C’ta karaciger lipazlarmin aktivite gostermedikleri
belirlenmistir. Bu verilerden inceledigimiz her ii¢ balik tiirii karaciger lipazlarinin
optimum sicaklik derecesinin 37 °C oldugu sdylenebilir.

Balik lipazlarinin optimum sicakligini bildiren diger c¢alismalarda degisik
sonuglar elde edilmistir. Ornegin, Harmon ve ark. (1991), O. mykiss karaciger lipazinin
optimum sicakligimi "*C-triolein substrat1 ile 15 °C olarak belirlemislerdir. Substrat
olarak 4-nitrofenil asetat (pNPA) kullanan Metin ve Akpinar (2000 b), aymi tiiriin
karaciger triagil gliserol lipazinin optimum sicakligini 32 °C olarak belirlemislerdir.
Gjellesvik ve ark. (1992) substrat olarak 4-nitrofenil miristat kullanildiginda, Gadus
morhua igin optimum sicaklik araliginin 25-35 °C arasinda oldugunu ve 40 °C’in
tizerindeki sicaklik degerlerinin enzimde hizli bir inaktivasyona neden oldugunu
gostermiglerdir. Degerli (1999), C. carpio pankreas, incebagirsak ve karaciger lipazlar
icin optimum sicaklig1 28 °C olarak belirlemistir.

Substrat olarak 4-nitrofenil kaprilat (pNPC) kullanilan bir ¢alismada, sicakligin
aktivite iizerine etkisinde ilging sonuglar bulunmustur. Saflastirilan O. tshawytscha
sindirim lipazlarindan, birisi 35-40 °C, digeri ise 50 °C olmak tizere iki farkli optimum
sicaklik degeri gostermistir. Yine ayni ¢alismada M. novaezelandiae’den saflastirilan
sindirim lipazinin optimum sicakligt 35 °C olarak belirlenmistir (Kurtovic ve ark.,
2010). Penaeus vannamei’den saflastirilan lipazin tributirin substrati ile yapilan aktivite
Olctimlerinde 30 °C’ta optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir (Rivera-Perez ve ark.,
2010). Cirrhinus reba’nin dorsal kismindan saflastirilan lipazin zeytin yaginin substrat
olarak kullanildig1 caligmalarda 30-60 °C aralarinda yiiksek aktiviteler kaydedilmistir.
Ancak en yiiksek aktivitenin 35 °C’ta oldugu goriilmistiir.

Sardinella aurita sindirim lipazinda 35-45 °C arasinda yiiksek aktiviteler
kaydedilmesine ragmen, en yiiksek aktivitenin belirlendigi optimum sicaklik degerinin

37 °C oldugu belirlenmistir (Smichi ve ark., 2010). Bu c¢alismada sicakligin lipaz
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aktivitesi lizerine etkisiyle ilgili veriler bulgularimizla uyum igerisindedir. Sardinops
sagax caerulea’dan saflastirilan lipolitik enzimin optimum sicakligi 30 °C olarak
belirlenmis ve 40 °C {izerindeki sicaklik uygulamalarinda enzimin hizli bir aktivite
kaybina ugradigr goriilmistiir (Noriega-Rodriguez ve ark., 2009). Bununla birlikte,
Mugil cephalus’un viserasindan saflastirilan lipazin 4-nitrofenol palmitat (pNPP) ile
yapilan aktivite Ol¢limlerinde optimum aktiviteyi 50 °C gibi yiiksek bir sicaklikta
sergiledigi belirlenmistir (Aryee ve ark., 2007).

Calismamizda C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’dan saflastirilan karaciger
lipazlarimin optimum pH degerleri de belirlenmis ve 6 - 9.5 pH araliginda aktivite
degerleri ilgili pH’da 30 dakika inkiibasyon sonrasinda 6l¢iilmiistiir. Buna gore, pH 6’da
karaciger lipazlarinin oldukga diisiik aktivite sergiledikleri belirlenmistir. pH’nin 7.5 -
8.5 oldugu aralikta yiiksek aktivite degerleri elde edilmistir. Ug balik tiiriinde de, en
yuksek lipaz aktivite degerleri pH 8’de goriilmiistiir (Tablo 16). Yapmis oldugumuz bu
calismada, 4 ile 5.5 arasindaki pH degerlerinde herhangi bir lipaz aktivitesi
kaydedilememistir. Gjellesvik ve ark. (1992), 6zellikle pH 6’ya kadar olan asidik pH
degerlerinde paranitrofenol gruplarinin absorbans yoksunlugunu bildirmislerdir.

Diger balik tiirlerinde elde edilen optimum pH degerleri incelenecek olursa,
Cyprinion macrostomus’un karaciger ve incebagirsak lipazlariyla yapilan ¢alismalarda
her iki doku lipaz1 igin 7.5 (Degerli ve Akpinar, 1995; 1997), C. carpio karaciger lipazi
icin 8.10 (Degerli, 1999), O. mykiss karaciger lipazinin 7 ile 8 arasinda (Harmon ve
ark., 1991; Metin ve Akpinar, 2000 b), P. major’iin safra tuz aktiviteli lipazinin 7 - 9
arasinda (Iijima ve ark., 1998), M. cephalus viserasindan saflastirilan lipazin 8 (Aryee
ve ark., 2007), S. sagax caerulea viserasindan elde edilen lipolitik enzimin 7 (Noriega-
Rodriguez ve ark., 2009), C. reba’dan elde edilen lipazin 5.5 (Islam ve ark., 2009), S.
aurita pilorik ¢eka lipazinin 9 (Smichi ve ark., 2010), P. vannamei sindirim lipazinin 8
(Rivera-Perez ve ark, 2010), O. tshawytscha ve M. novoezelandiae sindirim lipazlarinin
8 - 8.5 arasinda oldugu belirlenmistir. Calismamizda elde edilen optimum pH
degerlerinin bu caligmalarda elde edilen pH degerleriyle uyum igerisinde oldugu
goriilmektedir. Elde edilen optimum pH degerlerinden, genel olarak baliklardaki
sindirim ve doku lipazlarinin nétral pH’nin biraz iizerindeki pH degerlerinde ve
genellike pH’nin 7 ila 9 araligindaki degerlerinde yliksek aktivite sergiledikleri

anlagilmaktadir.

148



Mikrobiyal organizmalardan saflastirilan lipazlarin optimum sicaklik ve pH
degerlerinin oldukga degisken oldugu goriilmektedir. Ornegin, Geotrichum sp. SYBC
°C, digeri i¢in ise 20 °C olarak belirlenirken, optimum pH her iki lipaz i¢in 9.5 olarak
belirlenmistir (Cai ve ark., 2009). Buna karsin, Anoxybacillus gonesis A4’ten
saflastirilan bir esterazin optimum sicaklik degerinin 60-80 °C araliginda, pH’ nin ise 5.5
oldugu bulunmustur (Faiz ve ark., 2007). Hayvansal organizmalardaki lipaz saflagtirma
calismalarindan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, domuz adip6z doku lipazinin
optimum pH’1 7 (Matsumura ve ark., 1976), hindi pankreatik lipaz1 i¢in optimum
sicaklik 37 °C, pH 8.5 (Sayari ve ark., 2000), yenge¢ sindirim lipazinin optimum pH’1
8, sicakligi 60 °C (Cherif ve ark., 2007), hindi farinks dokusundan saflastirilan esterazin
optimum pH’1 8.5 ve sicaklik 50 °C (Cherif ve Gargouri, 2010), deve kusu pankreatik
lipazinin optimum pH’1 8.5 ve sicakligi 37 °C olarak belirlenmistir. Bu verilerden
saflastirilan lipazlarin genel olarak notral pH nin iizerinde ve optimum sicakligin ise bir
miktar degiskenlik gosterdigi anlagilmaktadir. Bununla birlikte, tavsan karaciger lipazi
gibi asit ortamda optimum aktivite gosteren lipazlarinda saflastirildigi rapor edilmistir
(Imanaka ve ark., 1984).

Mevcut ¢aligmada pNPB substratinin 0.16 — 2 mM aralifindaki derisimlerinde
elde edilen baslangi¢ hizlar1 kullanilarak, Michaelis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum
hiz (Vmax) parametreleri, saflastirdigimiz karaciger lipazlari i¢in belirlenmistir (Tablo
17 — 17). Buna gore, C. chalcoides, L. cephalus ve C. carpio karaciger lipaz aktiviteleri
0.16 ile 1.33 mM pNPB derisimlerinde farklilik gdsterdikleri ve artan substrat miktarina
bagl olarak aktivitelerde artis gosterdikleri belirlenmistir. 1.33 mM ve daha yliksek
derisimlerde elde edilen aktivite degerlerinin maksimuma ulagsmasina ragmen, veriler
arasinda fark goriilmemistir. Bu sonuglardan C. chalcoides’in K., degeri 0.77 mM ve
Vimax degeri 2.8 umol/mL.dk, L. cephalus i¢in K, degeri 0.58 mM ve V., degeri 2.8
umol/mL.dk, C. carpio i¢in ise K., degeri 0.17 mM ve Vux degeri 2.6 pmol/mL.dk
olarak belirlenmistir. Aslinda her {i¢ tiir i¢in elde edilen V. ve K, degerlerinin
neredeyse ayni oldugu goriilmektedir.

Farkli substratlar kullanilarak, baliklarin degisik dokularindan saflastirilan
lipazlarin Ky, ve Vmax degerlerinin farklilik gosterdikleri anlagilmaktadir. Buna gore,

Harmon ve ark. (1991), O. mykiss karaciger lipazinda K;,’i 0.28 mM tributirin, V,y’1
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ise 0.016 nmol/h/mg protein olarak belirlemislerdir. Substratin pNPA oldugu baska bir
caligmada O. mykiss karaciger lipazinin K, degeri 0.12 mM pNPA ve V .y ise 0.40
U/mg protein olarak belirlenmistir (Metin ve Akpinar, 2000 b). Degerli (1999), C.
carpio’da pankreas, incebagirsak ve karaciger lipazi i¢in K,, degerlerini sirasiyla
5.3X10'4, 2.0x10'4, 0.62x10* M bulurken, V.x degerlerini ise bu dokular igin sirasiyla
2.03, 0.324 ve 0.223 pumol/dk olarak belirlemistir.

Aryee ve ark. (2007), 10 ve 16 karbon zincir uzunluguna sahip olan orta ve uzun
zincirli p-nitrofenol substratlarin, M. cephalus viserasindan saflastirilan lipaz igin
kullanigl substratlar olduklarini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada pNPP kullanilarak elde
edilen K,, ve Vnax degerleri sirastyla 0.22 mM ve 20 umin’lmg'1 olarak belirlenmistir.
P. vannamei sindirim lipazinin K, ve V. degerlerinin, trioleinin substrat olarak
kullanildig1 ¢aligmalarda 3.22 mM ve 3404 U/mg protein, floresan bir substrat olan
MUF-butirat’in kullanildig1 ¢alismalarda ise Ky, 0.24 mM, V.« ise 3042 U/mg protein
olarak bulunmustur (Rivera-Perez ve ark, 2010).

Lipazlarin emiilsifiye olmus veya misellar substratlarin {izerinde etkili
olmalarindan dolayr en ilging enzimler oldugu bildirilmektedir (Bondhakar ve ark.,
1998). Ozellikle baz1 bitkisel kokenli lipazlarin saflastirilmasinda protein kararsizlig
rapor edilmis (Hammer ve Murphy, 1993; Fuchs ve ark., 1996) ve bu problemi agmak
icin homojenat ortamina ¢esitli ylizey aktif maddelerin eklendigi belirtilmistir. Ayrica
pNPP gibi uzun zincirli bazi substratlarin kullanildig1 aktivite tayin metotlarinda da
Triton X-100, CaCl, gibi baz1 maddelerin eklendigi bilinmektedir.

Calismamizda SDS, sodyum taurokolik asit ve Triton X-100’iin saflastirilan
karaciger lipazlar iizerine etkileri degerlendirilmistir. Buna gore, karaciger lipazlarinin
SDS ile inkiibasyonu sonrasinda kararliliklarini 1 saat igerisinde yitirdikleri
belirlenmistir. Sodyum taurokolik asitle inkiibasyonda karaciger lipazlarinin 3 ve 4.
saatlerde diisen aktiviteleri 24 saat siireye kadar kararliligini korumus, cok az bir
degisim (diislis) goriilmistlir (Tablo 20). Triton X-100’de sodyum taurokolik asit’e
benzer bir etki gostermistir (Tablo 21).

Saflastirilan lipazlarda ylizey aktif maddelerin etkisini degerlendiren az sayidaki
calismada, bu maddelerin aktivitede artis meydana getirebilecegi de belirtilmektedir.
Ornegin, Penicillium aurantiogriseum lipazinin {izerine 28 °C sicaklikta ve bir saat

inkiibasyon sonunda % 0.01 SDS uygulamasinda aktivitede herhangi bir degisim
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saptanmamustir. Bu bilgi aktivitenin bu siire zarfinda korundugunu gostermektedir.
Ayrica ayni silire zarfinda, Triton X-100 uygulamasinda ise neredeyse aktivitenin
yarisinin yitirildigi kaydedilmistir (Lima ve ark., 2004).

Aktivite Ol¢limlerinde substrat olarak pNPB kullanan Mogensen ve ark. (2005),
Thermomyces lanuginosus lipazi {izerine non-iyonik, iyonik ve zvitter iyonik
deterjanlarin etkisini belirlemeye ¢alismiglardir. Buna gore, diisiik konsantrasyonlarda
tiim deterjanlar lipaz aktivitesinde artis meydana getirirken, yiiksek konsantrasyonlarin
aktivite kaybmma neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica deterjanlar tarafindan T.
lanuginosus lipazinin aktivasyonunun, bir¢ok bagimsiz seviyede meydana geldigi ve
klasik araylizey aktivasyonunu gerektirmedigini bildirmislerdir. Buradan, aktivitede
artts meydana getiren deterjan konsantrasyonlarinin aslinda lipazin aktif merkez
konformasyonunu substrata daha ulasilabilir kildig1 diisiiniilebilir. Bu ¢alismada yiiksek
dozlarla elde edilen verilerden, yiizey aktif maddelerin saflastirdigimiz karaciger
lipazlar1 tlizerine etkilerini destekledigini sdyleyebiliriz. Ayrica balik karacigerinden
saflagtirdigimiz lipazlarin yapisal farkliliklar1 ve deterjan gibi ylizey aktif maddelerin
araylizey baglanmasindan farkli molekiiler mekanizmalarla etkilerini sergiledikleri goz
Oniine alinirsa, farklh tlirlerden saflastirilmis lipazlarin bu maddelere karsi verecegi
tepkininde farkli olabilecegi sdylenebilir.

Mevcut c¢alismamizda SDS-PAGE yontemi kullanilarak C. chalcoides, L.
cephalus ve C. carpio karaciger lipazinin molekiiler agirliginin yaklasik olarak 74 kDa
oldugu belirlenmistir. Diger balik tiirlerinde lipazlarin molekiiler agirliklarinin
Cyprinion macrostomus karacigerinde 53 kDa (Degerli ve Akpinar, 1995), C. carpio
karacigerinde 62.7 kDa (Degerli, 1999), C. macrostomus incebagirsaginda 51 kDa
(Degerli ve Akpinar, 2002), O. mykiss karacigerinde 40-43 kDa arasinda (Harmon ve
ark., 1991), P. major hepatopankreasinda 64 kDa (lijima ve ark., 1998), C. reba dorsal
kisminda 84 kDa (Islam ve ark., 2009), S. aurita’da 43 kDa (Smichi ve ark., 2010) ve P.
vannamei’de ise 44.8 kDa (Rivera-Perez ve ark., 2010) oldugu belirlenmistir.

Omurgali ve omurgasiz tiirlerden saflastirilan lipazlarin molekiiler agirliklar
degerlendirildiginde, domuz adipéz doku lipaz1 43 kDa (Matsumura ve ark., 1976),
insan safra tuz aktiviteli siit lipaz1 125 kDa (Wang, 1980), sigan lingual lipaz1 51 kDa
(Field ve Scow, 1983), bocek yag doku lipaz1 76 kDa (Arrese ve Wells, 1994), hindi
pankreatik lipaz1 45 kDa (Sayari ve ark., 2000), kopek klasik pankreatik lipaz1 50.7 kDa
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(Steiner ve Williams, 2002), deve kusu pankreatik lipazi ise 45 kDa (Bacha ve ark.,
2005), yengeg sindirim lipaz1 65 kDa (Cherif ve ark., 2007) oldugu saptanmustir.

Sonu¢ olarak ¢alisgmamizin bu bolimiinde, Todiirge golinde yasayan C.
chalcoides, L. cephalus ve C. carpio’nun karaciger lipazinin saflastirilmasi ve bazi
kinetik ozelliklerinin belirlenmesine calisilmistir. Metin i¢inde belirtildigi {izere,
memeli ve mikrobiyal lipazlar uzun yillardan beri g¢alisilmaktadir. Gilinlimiizde de
devam eden bu ¢aligmalara balik sindirim lipazlarinin saflastirilmasinin da dahil edildigi
goriilmektedir. Bununla birlikte, karaciger ve kas gibi balik dokularindan lipaz enzimi
saflagtirilmasiyla 1ilgili caligmalar yeterli diizeyde bulunmamaktadir. Ayrica bu
enzimlerin kismi olarak saflagtirildiklar1 goriilmektedir. Son zamanlarda, sucul kokenli
organizmalardan elde edilen enzimlerin biyoteknolojik agidan 6nemli olmalarinin yani
sira, Ozellikle lipazlarin bu uygulamalarda biliylik bir yer teskil ettiginin farkina
varilmistir. Yapmis oldugumuz bu c¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda, bu
tirlerin karaciger lipazlarinin amino asit dizilerinin belirlenmesi ve klonlama
caligmalarinin  yapilmast miimkiin olabilecektir. Boylelikle, rekombinant DNA
teknolojisinin ~ giiciiyle ¢ok degisik fonksiyonlara sahip lipolitik enzimler

gelistirilebilecektir.
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6. Yag asiti bilesimi incelenen dokularin gaz kromatografisi metil

esterlerine ait kromatogram ornekleri
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Sekil 26. C. chalcoides’in mayis ay1 (ilkbahar) karaciger yag asiti metil esterleri
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Sekil 27. L. cephalus’un mayis ay1 (ilkbahar) karaciger yag asiti metil esterleri

kromatogrami.

| Mjithmm_JJJJmL o L/ L

P&
180
180 -
120
100 |
20
50
40

20



FID2 A, (HCHHCHO05234.D)

gl
o
.
S 9
OTE D - PAPLY - e it
I w3
;‘ Ry

EUGIZZ O - BPE L ~upE o]

|

g-ugizz O - 206 Lg-

. - 8%

PEe s tuER

ik

G020 ~L8L0Y racsencs yam s i

40

702D ~SLE9E l.r(:Nan.\Ualemm/mM\wJ L

oBHBRFBO RIS EES

Z:0Z D - LGELE m

J

.

L

- P L T f A e |
I T T li I
ER- = 8 = 8

P

200 o

175 o

150 o

125 o

00 o

75

Sekil 28. C. carpio’nun mayis ay1 (ilkbahar) karaciger yag asiti metil esterleri
182

kromatogramu.



A

GZT D = WL LY —e

EMETE O, 894 L% sy ,wMu,

S0Z D - 8O0 TY ——przwrrprg

PIOZ O - RIEOE LIEE-OTLGSES
GHEBE Sr BT EES

Z0Z O - 196 L8

012 D - 22008 ———1-

cu g @¢ Jgeg0B 8L 7
B ﬁ@m@%w.ﬁ@ﬂ;l
Z:8L 3 - BIBYT

....... — WOk o w‘ﬁw‘f‘w«hﬁ =
0BL D CEBRLE s
Lot9—-8960F . O AL D -~ 0EG Q)N

osbdl SheEhl S

u\-

"
T
n

U’
i

OwL O -80L¥FL

FID2 A, (HCHHCH05240 D)

© a J

1178 %mm =

&,

1

|

Ve ey pr ey — : - ; o roeeed
- < [l f) [ < = < [=]
[=3 = [y =1 iy j=] (53 S [

-3 oY (el [ o~ - =

™

T
R

T
n

Sekil 29. C. chalcoides’in mayis ayi (ilkbahar) kas dokusu yag asiti metil esterleri

kromatogrami.
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Sekil 30. L. cephalus’un mayis ay1 (ilkbahar) kas dokusu yag asiti metil esterleri

kromatogrami.
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kromatogrami.
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kromatogrami.

195



HAHCH05271.0)

A, (HC

FIDZ A

PO

[o)
QZTT O - BPLILY — e \nr. .
EuSeE 40894 wm@wmh
O-UGIZE O - PRG LS
0%E O - L5E°QS |
¥z D -€.68p =
£Zz O - 909'er
=
. i
G0Z O - 9E6 LY _ -
222 ~ 0P :&rm

PI0Z O - LAZIGEE D mwlmmf
FERD rmmmmmﬁ

20T I - 205 LE

QLbe O - 9L00E — 5
gL 3 O&E NNMNF
OH%N HMG%@ﬁ = @LE’ @Nﬂrl

Z8L D -9LEYEE - ;;|.IH,
. LD W) " LYY G |

- PV D Cereor
caL 0L GreEL

PR

180

160

140

120

100

20+

=l

el L

Sekil 42. L. cephalus’un eyliil ay1 (sonbahar) kas dokusu yag asiti metil esterleri

kromatogrami

196



FID2 A, (HCH\HCHO5273.0)

v

1

BIEZ D - EGT LG ~F

b

. - e
eV SR Dy YEhEDey
3

9UGZZ D - 995TSS
OWE D -BOSDG -, |
¥eZ O - s68'8v Y
€228 O - 6ES P

< L

1

5:0ZDez Y e e

w0z D b82 Oog LS098

B-ULiBlk O-=CO% BT - 5
08+-O—+801< T [y ge] ~gye 0c |i.w.m/ |-
. LoD -gefgl R =ALBRL s
o9 OO )
A=A Ao ALV AV~ o 7
i
=
|
!
e e R e , o .
=Y 2 B =2 5 15

e e s e -

minj

60

197

n

pA
100
80
G0
20

Sekil 43. C. carpio’nun eyliil ay1 (sonbahar) kas dokusu yag asiti metil esterleri

kromatogramu.
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Sekil 44. C. chalcoides’in kasim ay1 (kis) karaciger yag asiti metil esterleri

kromatogrami.
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Sekil 45. L. cephalus’un kasim ayi (kis) karaciger yag asiti metil esterleri
kromatogramu.
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7. EK
Ek 1: C. chalcoides karaciger lipazimin saflastirma profili

Q sefaroz anyon degistiricisi ile

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi
mg/mL pmol/mL.dk
Ort+S.H. Ort+S.H.
Baglanmamis protein
1 0.004+0.01 0
2 0.005+0.00 0
3 0.005+0.01 0
4 0.112+0.03 0
5 0.634+0.09 0
6 1.97440.10 0
7 2.80+0.08 0
8 2.91+0.18 0
9 1.30+0.07 0
10 0.534+0.04 0
100 mM NaCl yikamasi
11 0.470+0.13 0
12 0.648+0.07 0
13 1.18+0.11 0
14 1.965+0.05 0
15 1.09+0.02 0
16 0.665+0.03 0
17 0.504+0.10 0
200 mM NacCl yikamasi
18 0.302+0.14 0
19 0.287+0.06 0
20 0.732+0.12 0
21 0.804+0.05 0
22 0.641+0.07 0
23 0.418+0.03 0
24 0.30+0.01 0
300 mM NacCl yikamasi
25 0.244+0.03 0
26 0.536+0.08 7.11£1.18
27 1.008+0.17 41.20+1.33
28 0.331+0.02 13.50+0.97
29 0.281+0.05 3.70+0.32
30 0.231+0.04 1.18+0.14
31 0.204+0.01 0.644+0.10
400 mM NaCl yikamasi
32 0.196+0.06 0.317+0.06
33 0.440+0.08 0.102+0.07
34 0.386+0.04 0.075+0.01
35 0.274+0.01 0.010+0.01
36 0.228+0.02 0
37 0.202+0.01 0
38 0.168+0.00 0
600 mM NaCl yikamasi
39 0.154+0.01 0
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40 0.295+0.07 0
41 0.376+0.02 0
42 0.425+0.03 0
43 0.291+0.09 0
44 0.216+0.04 0
45 0.206+0.12 0
800 mM NaCl yikamasi

46 0.142+0.00 0
47 0.647+0.05 0
48 1.936+0.15 0
49 1.533+0.19 0
50 0.902+0.04 0
51 0.693+0.01 0
52 0.675+0.14 0
1000 mM NacCl yikamasi

53 0.414+0.06 0
54 0.63240.02 0
55 0.322+0.03 0
56 0.210+0.10 0
57 0.185+0.00 0
58 0.161+0.00 0
59 0.121+0.01 0
60 0.106+0.01 0

Q sefaroz sonrasi sefakril S 200 HR ile karaciger lipazinin saflastiriimasi

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi

mg/mL pmol/mL.dk
Ort+S.H. Ort+S.H.
20 mM denge tamponuyla
yikama
1 0.017+0.00 0
2 0.018+0.02 0
3 0.026+0.00 0
4 0.032+0.00 0
5 0.057+0.01 2.13+0.19
6 0.581+0.12 20.63+0.23
7 0.211+0.05 8.50+0.13
8 0.066+0.02 0.93+0.07
9 0.041+0.02 0
10 0.033+0.04 0
11 0.028+0.01 0
12 0.03+0.02 0
13 0.03+0.01 0
14 0.018+0.00 0
15 0.016+0.00 0
16 0.011+0.00 0
17 0.011+0.01 0
18 0.01+0.00 0
19 0.008+0.00 0
20 0.008+0.01 0
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Sefakril S 200 sonrasi fenil sefaroz CL-4B ile karaciger lipazinin saflastirilmasi

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi

mg/mL pmol/mL.dk
Ort+S.H. Ort£S.H.
Baglanmams kesit (150 mM
Amonyum siilfatla yrtkama)
1 0.004+0.00 0
2 0.004+0.00 0
3 0.004+0.01 0
4 0.005+0.00 0
5 0.006+0.01 0
6 0.007+0.01 0
7 0.029+0.03 0.187+0.06
8 0.009+0.01 0
9 0.008+0.00 0
10 0.009+0.00 0
11 0.008+0.00 0
12 0.011£0.02 0
% 10 izopropanol yikamasi
13 0.01£0.00 0
14 0.01+0.00 0
15 0.006+0.00 0
16 0.005+0.00 0
% 20 izopropanol yikamasi
17 0.005+0.01 0
18 0.005+0.00 0
19 0.005+0.00 0
20 0.003+0.00 0
% 50 izopropanol yikamasi
21 0.006+0.01 0
22 0.007+0.00 0.013+0.02
23 0.033+0.06 1.744+0.10
24 0.012+0.01 0.0371+0.07
25 0.007+0.01 0
26 0.007+0.00 0
27 0.008+0.00 0
28 0.006+0.00 0
29 0.004+0.00 0
30 0.041+0.03 0
31 0.075+0.01 0
32 0.034+0.03 0
33 0.027+0.01 0
34 0.019+0.01 0
35 0.011+0.00 0
36 0.01+0.00 0
37 0.01+0.00 0
38 0.009+0.00 0
39 0.006+0.01 0
40 0.007+0.00 0
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EK 2: L. cephalus karaciger lipazinin saflastirma profili

Q sefaroz anyon degistiricisi ile saflagtirma

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi
mg/mL pmol/mL.dk

Ort+S.H. Ort+S.H.

Baglanmamis kesit

1 0.007+0.00 0

2 0.008+0.00 0

3 0.013+0.01 0

4 0.253+0.04 0

5 0.724+0.16 0

6 0.984+0.13 0

7 0.875+0.08 0

8 0.613+0.03 0

9 0.370+0.05 0

10 0.304+0.09 0

100 mM NaCl yikamasi

11 0.332+0.03 0

12 0.413+0.11 0

13 2.53+0.18 0

14 1.57+0.14 0

15 2.06+0.07 0

16 1.01£0.10 0

200 mM NacCl yikamasi

17 0.493+0.06 0

18 0.410+0.01 0

19 0.367+0.12 0

20 0.797+0.07 0

21 0.818+0.16 0

22 0.574+0.13 0

300 mM NaCl yikamasi

23 0.420+0.08 0

24 0.326+0.04 0

25 0.248+0.09 0

26 0.660+0.13 9.613+0.18

27 1.047+0.10 54.97+1.42

28 0.641+0.08 12.91+0.33

400 mM NacCl yikamasi

29 0.318+0.04 5.13+0.15

30 0.219+0.02 4.924+0.10

31 0.218+0.03 2.39+0.17

32 0.458+0.08 1.84+0.22

33 0.515+0.10 0.447+0.13

34 0.361+0.14 0.034+0.08

600 mM NaCl yikamasi

35 0.268+0.04 0

36 0.234+0.01 0

37 0.205+0.01 0

38 0.377+0.06 0

39 0.423+0.01 0

40 0.329+0.02 0
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800 mM NacCl yikamasi

41 0.215+0.00 0
42 0.169+0.01 0
43 0.192+0.01 0
44 0.627+0.07 0
45 2.420+0.18 0
46 1.212+0.15 0
1000 mM NacCl yikamasi

47 0.391+0.06 0
48 0.205+0.02 0
49 0.212+0.05 0
50 0.150+0.00 0
51 0.170+0.06 0
52 0.142+0.05 0
53 0.140+0.02 0
54 0.136+0.00 0
55 0.130+0.01 0
56 0.101+0.00 0
57 0.092+0.02 0
58 0.063+0.02 0
59 0.060+0.01 0
60 0.055+0.00 0

Q sefaroz sonrasi sefakril S 200 HR ile karaciger lipazinin saflastiriimasi

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi

mg/mL pmol/mL.dk
Ort=S.H Ort+S.H
20 mM denge tamponuyla
yikama
1 0.029+0.03 0
2 0.027+0.01 0
3 0.014+0.01 0
4 0.014+0.02 0
5 0.012+0.00 0
6 0.012+0.03 0
7 0.808+0.19 16.38+0.72
8 0.702+0.07 28.699+2.46
9 0.255+0.04 4.038+0.64
10 0.109+0.08 0.865+0.27
11 0.056+0.03 0
12 0.036+0.05 0
13 0.027+0.01 0
14 0.023+0.01 0
15 0.016+0.01 0
16 0.011+0.02 0
17 0.010+0.00 0
18 0.011+0.01 0
19 0.011+0.02 0
20 0.010+0.01 0
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Sefakril S 200 sonrasi fenil sefaroz CL-4B ile karaciger lipazinin saflastirilmasi

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi

mg/mL pmol/mL.dk
Ort+S.H Ort+S.H

Baglanmamis kesit (150 mM

amonyum siilfat uygulamasi)

1 0.006+0.01 0

2 0.010+0.01 0

3 0.005+0.00 0

4 0.005+0.00 0

5 0.066+0.07 0.087+0.05

6 0.034+0.09 0

7 0.008+0.01 0

8 0.012+0.01 0

9 0.014+0.00 0

10 0.008+0.01 0

11 0.005+0.01 0

12 0.005+0.00 0

% 10 izopropanol yikamasi

13 0.005+001 0

14 0.007+0.01 0

15 0.006+0.00 0

16 0.006+0.00 0

17 0.007+0.00 0

% 20 izopropanol yikamasi

18 0.004+0.00 0

19 0.004+0.00 0

20 0.004+0.00 0

21 0.006+0.01 0

22 0.005+0.00 0

% 50 izopropanol yikamasi

23 0.004+0.00 0

24 0.036+0.04 1.851+0.24

25 0.011+0.02 0.899+0.20

26 0.010+0.00 0

27 0.009+0.01 0

28 0.009+0.00 0

29 0.009+0.01 0

30 0.006+0.00 0

31 0.006+0.00 0

32 0.005+0.01 0

33 0.004+0.00 0

34 0.118+0.11 0

35 0.098+0.08 0

36 0.084+0.10 0

37 0.032+0.02 0

38 0.026+0.05 0

39 0.014+0.02 0

40 0.015+0.03 0
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EK 3: C. carpio karaciger lipazinin saflastirma profili

Q sefaroz anyon degistiricisi ile saflagtirma

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi

mg/mL pmol/mL.dk
Ort+S.H Ort+S.H
Baglanmamis kesit
1 0.02+0.00 0
2 0.03+0.00 0
3 0.04+0.00 0
4 0.023+0.03 0
5 0.548+0.08 0
6 2.660+0.21 0
7 2.940+0.18 0
8 2.850+0.14 0
9 1.119+0.20 0
10 0.692+0.08 0
100 mM NaCl yikamasi
11 0.501+0.11 0
12 0.409+0.13 0
13 0.789+0.07 0
14 1.261+0.14 0
15 0.933+0.10 0
16 0.574+0.07 0
200 mM NaCl yikamasi
17 0.451+0.11 0
18 0.396+0.16 0
19 0.661+0.12 0
20 1.101+0.09 0.118+0.10
21 0.833+0.07 1.45+0.14
22 0.779+0.23 0.745+0.05
300 mM NaCl yikamasi
23 0.575+0.14 0.432+0.12
24 0.515+0.10 0.365+0.14
25 0.384+0.08 1.04+0.22
26 0.317+0.17 1.157+0.18
27 0.729+0.22 25.97+1.07
28 0.769+0.28 26.29+1.48
29 0.317+0.10 7.57+0.62
400 mM NaCl yikama
30 0.335+0.11 4.089+0.36
31 0.257+0.08 2.904+0.27
32 0.19840.06 0.469+0.09
33 0.203+0.08 0.0121+0.02
34 0.40+0.16 0
35 0.393+0.20 0
500 mM NaCl yikamasi
36 0.317+0.14 0
37 0.250+0.10 0
38 0.201+0.15 0
39 0.175+0.07 0
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40 0.334+0.04 0
41 0.497+0.21 0
600 mM NacCl yikamasi

42 0.406+0.06 0
43 0.318+0.04 0
44 0.253+0.10 0
45 0.214+0.04 0
46 0.197+0.02 0
47 0.351+£0.09 0
48 0.802+0.22 0
800 mM NaCl yikamasi

49 0.880+0.17 0
50 0.699+0.11 0
51 0.533+0.06 0
52 0.405+0.03 0
53 0.316+0.07 0
54 2.967+0.26 0
1000 mM NaCl yikamasi

55 1.928+0.19 0
56 0.578+0.23 0
57 0.298+0.08 0
58 0.179+0.02 0
59 0.14440.06 0
60 0.135+0.11 0

Q sefaroz sonrasi sefakril S 200 HR ile karaciger lipazinin saflastiriimasi

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi

20 mM denge tamponuyla mg/mL pmol/mL.dk
yikama Ort+S.H Ort£S.H
1 0.024+0.05 0

2 0.024+0.03 0

3 0.033+0.06 0

4 0.046+0.04 0.021+0.01
5 0.599+0.16 39.18+1.93
6 0.383+0.08 18.00+1.04
7 0.043+0.03 1.560+0.61
8 0.038+0.07 0.014+0.01
9 0.034+0.01 0

10 0.030+0.03 0

11 0.026+0.01 0

12 0.025+0.00 0

13 0.030+0.02 0

14 0.024+0.01 0

15 0.020+0.01 0

16 0.011+0.01 0

17 0.05+0.00 0

18 0.05+0.01 0

19 0.04+0.00 0

20 0.04+0.00 0

211



Sefakril S 200 sonrasi fenil sefaroz CL-4B ile karaciger lipazinin saflastirilmasi

Uygulanan basamak Protein miktari Enzim aktivitesi

mg/mL pmol/mL.dk
Ort.+S.H. Ort.£S.H.
Baglanmamis kesit (150 mM
amonyum siilfat yikamasi)
1 0.004+0.00 0
2 0.005+0.01 0
3 0.008+0.01 0
4 0.016+0.03 0
5 0.052+0.08 0
6 0.047+0.06 0.356+0.13
7 0.024+0.03 0
8 0.018+0.02 0
9 0.014+0.01 0
10 0.014+0.00 0
11 0.011+0.01 0
12 0.010+0.01 0
% 10 izopropanol yikamasi
13 0.011+0.01 0
14 0.010+0.00 0
15 0.014+0.02 0
16 0.006+0.00 0
17 0.005+0.00 0
18 0.007+0.01 0
19 0.007+0.00 0
% 20 izopropanol yikamasi
20 0.005+0.01 0
21 0.005+0.00 0
22 0.003+0.00 0
23 0.005+0.00 0
24 0.006+0.01 0
% 50 izopropanol yikamasi
25 0.009+0.00 0.049+0.02
26 0.026+0.03 2.35+0.24
27 0.015+0.01 0.949+0.11
28 0.004+0.00 0
29 0.004+0.00 0
30 0.003+0.00 0
31 0.022+0.02 0
32 0.088+0.05 0
33 0.031+0.09 0
34 0.020+0.00 0
35 0.014+0.01 0
36 0.010+0.01 0
37 0.010+0.00 0
38 0.009+0.01 0
39 0.008+0.01 0
40 0.008+0.00 0
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