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Ozet: Bu calismada, ergin ve ergin olmayan Oncorhynchus mykiss’ in karaciger lipaz
(E.C 3.1.1.3) enzimi aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Ergin ve ergin olmayan
O. mykiss karaciger lipazini saflastirma islemleri 3 adimdan olusmustur: Homojenatin
hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢éktirmesi, Diethylamino ethyl (DEAE) seliilozik iyon
degisim kromatografisi. Saflastirma islemleri boyunca, ergin baliklarin karacigerinden
elde edilen lipaz enziminin spesifik aktivitesi 2.23+1.59 pmol/mg protein, verimi
%0.037 ve saflastirma katsayisi 2.65+1.94 olarak belirlenmistir. Ergin olmayan
baliklarda ise spesifik aktivite 1.86+0.14 pmol/mg protein, verim %3.24+0.51 ve
saflastirma katsayisi 15.50+1.13 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Oncorhynchus mykiss, karaciger, lipaz, saflastirma

Determination of Liver Lipase Enzyme Activity (E.C 3.1.1.3)
of Mature and Immature Rainbow Trout Oncorhynchus
mykiss (Osteichthyes: Salmonidae)

Abstract: In this study, determination of liver lipase activity of mature and immature
Oncorhynchus mykiss has been purposed. Liver lipase (E.C 3.1.1.3) purification
process from mature and immature O. mykiss consisted of three steps: Preparation
of homogenate, ammonium sulfate precipitation, Diethylamino ethyl (DEAE) cellulose
ion exchange chromatography. Through the purification procedure, liver lipase
enzyme of mature fish was purified with a yield of 0.037+ 0.06% and a purification
coefficient of 2.65+1.94, having the spesific activity of 2.23+1.59 umol/mg protein.
From immature fish, the enzyme was purified with a yield of 3.24+0.51% and a
purification coefficient of 15.50+1.13, having the spesific activity of 1.86x0.14
pmol/mg protein.
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Giris

Lipazlar (triacylglycerol acylhydrolase; (E.C 3.1.1.3) triagilgliserollerin serbest yag asitleri
ve gliserole hidrolizini katalizler ve hayvan, bitki ve mikroorganizmalar arasinda genis bir dagilim
g6stermektedirler [1-3]. Lipazlar farkli metotlar kullanilarak, memeli, bakteri, mantar ve bitkisel
kaynaklardan saflastiriimistir. Saflastinimis lipazlar molekiler hacimleri, metal baglama
kapasiteleri, glikozid ve fosfor icerikleri ve substrat spesifiteleri icin karakterize edilmislerdir.
Birkag lipazin birincil yapisi amino asit veya niikleik asit dizilerinden belirlenmigtir. Ginimiize
kadar sekansi yapilan lipazlar, timinde muhafaza edilen Gly-X-Ser-X-Gly bdlgesini i¢ceren dizi
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benzerliklerini paylasmaktadirlar ve serin grubunun substrata baglanmada esansiyel oldugu
belirtiimektedir [4]. Baliklarda lipazlar Uzerine yapilan son c¢alismalar, memelilerde iyi bilinmekte
olan sindirime ait lipolizisi kapsamaktadir. Baliklarda cesitli lipaz aktiviteleri 6zefagus, mide,
pilorik geka, karaciger, ince barsak, pankreas ve hepatopankreasta belirlenmis ve sindirim kanali
dokulari arasinda lipaz aktivitesinin tirlerde farklilik gdsterdigi bildiriimistir [5]. Lipaz enziminin
elde edilmesi ve saflastirimasi ile ilgili bircok arastirma yapilmasina ragmen, bu enzimin
dokularda disik miktarlarda bulunmasi ve dayaniksiz olmasi nedeniyle henliz saf olarak elde
edilememektedir [6]. Mikrobiyal lipazlarin saflastiriimasinin ¢gok adimli kromatografik ydntemleri
gerektirdigini ve gunimuiz endustrilerinin ucuz, hizli, yiksek 0rin veren ve genis 6lgekli
saflastirma stratejileri aradidi belirtiimektedir [7].

Bu calismada, ergin ve ergin olmayan Oncorhynchus mykiss'in karaciger lipaz (E.C
3.1.1.3) enziminin saflastiriimasi ve aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Ornek secimi

Galismada kullanilan Oncorhychus mykiss 6rnekleri Gurin (Sivas) Kayapinar alabalik
Uretim tesislerinden saglanmistir. Kromatografik islemler dahil tim én denemelerde kullaniimak
Uzere eseysel olgun baliklardan 8 adet (agirlk 474+£32.17 g ve boy 32.75+1.27 cm), eseysel
olgunlasmamis baliklardan ise 28 adet (agirhk 60.67+7.11g ve boy 16.23+0.93 cm) balik
kullaniimigtir.

Dokularin Homojenize Edilmesi

Ergin baliklara ait toplam 8. 221 g ve toplam 17.23 g olan ergin olmayan baliklara ait
karaciger dokusu saklandiklari dondurucudan (-70 °C) alinip ¢6zlinene kadar + 4 °C de bekletildi.
Gerek ergin gerekse ergin olmayan baliklar igin doku, buzlu ortamda makas vasitasiyla
parcalandiktan sonra, agirhdinin 5 kati hacminde ve pH 7.80 olan 50 mM lik Tris HCI (0.25 mM
mannitol, 1 mM etilendiamintetra asetik asit sodyum tuzu (Na,EDTA) ilaveli) homojenizasyon
tamponu igerisinde Electromag M 11 tipi homojenizatérle 1500 devir/dk hizla birkag vurusla
homojenizasyon yapilmistir.

Santrifiijleme islemleri

Uygun tampon igerikleri ile homojenlestirilen doku 6rnekleri r,;=5.6 olan SANYO MSE
MS 60 marka ylUksek hiz kapasiteli sogutmali diferansiyel santrifijleme teknigi ile santrif(j
edilmistir. Bu amagla ergin baliklara ait karaciger dokusu 6ncelikle 4.000 rpm de, ergin olmayan
baliklara ait karacigerler ise 11.000 rpm de 15 dk + 4°C de santrif{ij edilmistir. Bu iglemle elde
edilen fraksiyonlar, tortu | ve Ust sivi | olarak adlandiriimigtir. Ust sivi | den énce cam elyafl huni
yardimiyla yag tabakasi ve kaba bilesenler uzaklastiriimistir. Buradan elde edilen sizintl
aktivite ve protein miktari 6lgtldikten sonra daha ileri santrifljlemeye tabi tutulmustur. Bu
amagla sizintd, 32.000 rpm (105.000 x g) de ve + 4 °C de 60 dk sireyle ayni baslk tipi ile
santrifijlenmistir. Bu uygulama sonunda elde edilen ¢okelek tortu Il, Ust kisim ise Ust sivi Il
olarak adlandirilmistir. Her iki fraksiyon érneklerinin protein ve enzim aktiviteleri saptanmistir.
Spesifik aktivitesi yiksek bulunan st sivi Il daha ileri saflastirma ¢alismalari i¢in secilmistir.
Sonraki bitiin santrifij islemlerinde ayni teknik kullaniimistir.

Amonyum Siilfat [(NH,),]SO, Protein Coktiirmesi

Proteinleri ¢oktirmek amaciyla amonyum siilfat iki asamali olarak uygulanmistir. ilk
asamada Ust sivi Il ye toplam hacminin %10 u oraninda amonyum siilfat, 0 °C de 30 dk sureyle
ortama yavas yavas ilave edilerek ¢dzindirlimuUstir. Elde edilen amonyum sulfath ¢ézelti, 1
saat boyunca manyetik karigtiricida bekletildikten sonra 12.000 g de 15 dk santrif(j edilmistir.
Elde edilen alt ¢ékelti kismi tortu 1, Ust kisim ise Ust sivi Il olarak adlandinimistir. Ust fazda
kalan tim proteinleri ¢gbktirmek amaciyla %10 luk homojenat ortamini %60 (ergin baliklar i¢in
%70) yapmak icin gerekli olan amonyum sulfat miktari ayni sartlar altinda fakat 2 saat sireyle
homojenat ortamina manyetik karistirici esliginde eklenmistir. Bu islemle elde edilen ¢ozelti
12.000 g de 15 dk sireyle santrifGjlenmis ve tim proteinlerin ¢cdkmesi saglanmistir. Elde edilen
%10 ve %60 ve 70 lik tortular birka¢ kati baslangic homojenat tamponunda (pH 7.80 olan 50 mM
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Tris HCI, 0.25 mM mannitol, 1 mM Na,EDTA) ¢dzindirilmUstir. Daha ileri uygulamalarda %60-
70 amonyum silfat doygunluga eristiriimis olan tortu kismi kullaniimak Uzere + 4 °C de
saklanmistir.

Enzim Aktivite Tayinleri

Enzim aktivite tayinleri Degerli ve Akpinar [8] uyarinca yapiimis ve kromojenik bir bilesik
olan para-nitro fenil asetat (pNPA) substrat olarak secilmistir. Enzim aktivitesi belirleme
¢alismalarinda pH 8.0 olan 50 mM Tris-HCI (% 4 etil alkol ve %1 asetonitril katkili) tamponu
aktivite tamponu olarak kullaniimistir.

Protein Miktar1 Belirlenmesi

Galismada protein miktarlarini tayin etmek igin, Bovine Serum Albumine (BSA) standart
olarak kullanilip, 660 nm dalga boyunda 6rnek absorbanslari okunarak c¢bézeltilerdeki protein
miktarlari tayin edilmistir [9].

DEAE Seliilozik lyon Degisim Kromatografisi

Bu islemde daha sonraki bitin uygulamalarda kullaniimak UGzere stok DEAE seliloz
iyon degistirici aktive edilmistir. Bunun i¢in 20 gr toz halindeki selllozik iyon degistirici Peterson
(1980)’ in 6nerdigi uygulama esas alinarak aktivite edilmis ve distile su ile pH 7 olana dek
yikandiktan sonra kullanilmistir. Aktive edilmis materyal bir pipet vasitasiyla kolona
yerlestirildikten sonra, kolon &ncelikle distile su ile iyice yikanmistir. Daha sonra kolon
dengeleme sollsyonu olan pH 7.80, 20 mM Tris-HCI (0.25 mM mannitol, 1 mM Na,EDTA)
tamponunun 200 mL si ile kolon iyice yikandiktan sonra 10 mg/mL konsantrasyonlu olacak
sekilde hazirlanan numune kolona uygulanmigtir. Uygulama sonrasinda yukarida igerigi verilen
dengeleme soliisyonuyla kolon yikanip érnedin kolona baglanmasi saglanmistir. Daha sonra
kolona baglanmis olan proteini geri almak amaciyla kolon, 20 mM Tris-HCI ¢dzeltisi igerisinde
hazirlanan 100, 300, 600 ve 900 mM NaCl tuz gradienti ile yilkanmistir. Elde edilen 5 er mL lik
elisyon serilerinde 280 nm dalga boyunda protein, 418 nm dalga boyunda ise aktivite
calismalari yapiimigtir.

Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada elde edilen ortalamalar ve segilen parametrelerdeki enzim aktiviteleri
arasindaki farkin istatistiksel kontroliinde, Microsoft Excel programi kullaniimistir.

Sonuclar ve Tartisma

Ergin Oncorhynchus mykiss karaciger lipazini saflastirmak amaciyla 8.221 g, ergin
olmayan karaciger lipazinin saflastirilmasinda ise 17.23 g yas agirlik ile baslanilan calisma
sonucunda protein konsantrasyonlari ve enzim aktiviteleri elde edilmistir. Bu uygulamalarla ilgili
veriler Tablo 1 ve Tablo 2 de &6zetlenmistir. Gerek ergin gerekse ergin olmayan baliklarin
karaciger lipaz enzimini saflastirmak amaciyla DEAE selllozik iyon degisimi kromatografisi
yontemi her iki gruba ayri olarak uygulanmistir. Bu amag dogrultusunda yapilan ¢alismalarindan
elde edilen eliisyon profillerine ait bilgiler ergin baliklar i¢in Sekil 1, ergin olmayan baliklar igin ise
Sekil 2 de sunulmustur.

Ergin baliklarin karacigerinde ilk saflastirma adiminda homojenatin kaba partikilce
zengin olmasi nedeniyle 4.000 rpm de ilk kademe santrifijleme yapilmistir. Bu islem ile
0.84+1.26 umol/mg protein degerinde spesik aktivite kaydedilmistir. Ergin olmayan baliklarda
ise, ilkk kademe santriflijleme 11.000 rpm de yapiimis ve 0.14£0.11 pmol/mg protein’ lik bir
spesifik aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.

Her iki balik grubunda ilk kademe santrifiijlemeyle elde edilen Ust sivi | fraksiyonlarinin
32.000 rpm de santrifijlenmesiyle elde edilen Gst sivi Il degerlendirildiginde, ergin baliklarda
karaciger lipazinin spesifik aktivitesinin (0.89+£0.34 pmol/mg protein) ergin olmayan balik
grubundakinden (0.14+0.26 pmol/mg protein) daha yiksek oldugu gdzlenmistir. Saflastiriimasi
arzulanan lipaz enziminin sitosolik lokalizasyon gésterdigine dair birgok kanit bulunmaktadir ve
bununla ilgili olarak basta alabalik adipéz dokusu olmak Uzere, homoiterm ve poikiloterm
canlilardan degisik tlrlerde benzer bulgular elde edilmistir [10-12]. 32.000 rpm santrifljleme
sonucunda Ust sivida belirlenen lipaz aktivitesinin, ilk kademe (4.000 ve 11.000 rpm)
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santrifijlemelerden daha yiksek bulunmasi yukaridaki literatlr bilgilerini dogrular nitelikte olup,
enzimin sitosolik lokalizasyon gd&sterdigini kanitlamaktadir. Buna kargin, bu saflastirma
kademesinde ergin olmayan baliklarda elde edilen saflastirma katsayisi 1.16+0.09 luk bir
degerle ergin baliklarinkinden (1.05+0.07) yUksek bulunmustur.

Tablo 1. Ergin Oncorhynchus mykiss karaciger lipazi saflastirma basamaklar

Protein Toplam Toplam Enzimatik Toplam Spesifik % Saflastirma
Miktari Hacim Protein Aktivite Aktivite Aktivite Verim Katsayisi
Kesitler (mg/mL) (mL) (mg) pmol/mL/ (umol) (umol/mg (Ort.=S (Ort.£S.H.)
(Ort.£S.H.)! (Ort.zS.H.) dk (Ort.zS.H protein) H.)
(Ort.£S.H.) B) (Ort.£S.H.)
4000 rpm st 7.7240.14 36 277.92+0.7  6.45+1.18  232.20+3  0.84%1.26 100.00 1.00
sivi | 3 16
32.000 rpm st 4.84+0.04 32 154.88+0.2  4.33+0.77 138.56+x2  0.89+0.34 59.67+ 1.05+0.07
sivi Il 2 .24 0.13
% 70 Amonyum  3.84+0.21 8 30.72+0.63 3.93+0.34 31.440. 1.02+0.16 13.54+ 1.2120.11
sulfat tortusu 77 0.34
Diyalizat 1.64+0.17 12 19.68+0.16  2.75x0.07 33.00+1. 1.67+0.83 14.21% 1.98+0.59
18 0.28
DEAE iyon 0.26+0.03 15 3.9+0.04 0.58+0.09 8.7+0.37 2.23+1.59 0.037x 2.65+£1.94
degisim 0.06

kromatografisi

" Her veri (i¢ tekrarin ortalamasidir. (Ort.+S. H.): Ortalama * Standart Hata.

Tablo 2. Ergin olmayan Oncorhynchus mykiss karaciger lipazi saflastirma basamaklari

Protein Toplam Toplam Enzimatik Toplam Spesifik % Saflastirma
Miktari Hacim Protein Aktivite Aktivite Aktivite Verim Katsayisi
Kesitler (mg/mL) (mL) (mg) umol/mL/d (umol) (umol/mg.p (Ort.+S.H.)
(Ort.£S.H.)! (Ort.zS.H.) k (Ort.zS.H rotein) (Ort.£S
(Ort.£S.H.) B) (Ort.#S.H.) .H)
Homojenat 45.65+1.56 80 3652.00+£3. 5.32#1.16  425.60+3  0.12+0.08 100.00 1.00
59 14
11.000 rpm Ust 21.92+0.94 74 1622.0818. 3.11£1.53  230.14+1 0.14+0.11 54.07+ 1.16x0.09
sivi | 53 .88 1.19
32.000 rpm st 17.67+1.23 64 1130.88x4. 2.39+1.67 152.96+2  0.14+0.26 35.93+ 1.1620.84
sivi Il 93 .55 2.83
%60 Amonyum 14.48+2.21 26 376.4816.1 4.61£0.95 119.86%1 0.31+0.06 28.16% 2.58+0.41
Sulfat tortu 1 .59 1.07
Diyalizat 5.07+0.83 30 152.10£3.1 2.16x1.12 64.80+1. 0.43+0.05 15.22+ 3.58+0.71
7 36 1.53
DEAE iyon 0.37£0.16 20 7.4+0.35 0.69+0.11 13.80.2 1.86+0.14 3.24+0 15.50£1.13
degisim 7 .51

kromatografisi

": Her veri (ig tekrarin ortalamasidir. (Ort.+S. H.): Ortalama * Standart Hata.

32.000 rpm den elde edilen ve lipaz enziminin de bulundugu Gst sivi Il de bulunan
proteinleri ¢coktirmek amaciyla her iki balik grubunda éncelikle %10 amonyum sulfat ¢coktirmesi
uygulanmistir. Her iki balik grubunda elde edilen tortu kisminda lipaz enziminin spesifik aktivitesi
oldukgca distk bulunmustur. Bu nedenle bu tortu kisimlari daha ileri saflastirma galismalarina
dahil edilmemistir. Bu asama sonrasinda ergin baliklarda %10 luk amonyum sulfat ¢éktlirme
sonucunda elde edilen Ust sividaki amonyum siilfat miktarini %70 yapmak i¢in gerekli tuz miktar
materyal ve metot kisminda belirtildigi gibi Ust sivi fraksiyonuna eklenmistir. Bu islemle elde
edilen %70 lik amonyum silfat tortusunda 1.02+0.16 pmol/mg protein degerinde bir spesifik
aktivite elde edilmistir. Ergin olmayan baliklarda ise %70 yerine ayni islemler %60 amonyum
silfat doygunlugundaki tortu ile yapilmistir. Bu fraksiyonlama igsleminde ergin olmayan balik
karaciger lipazinin aktivitesi 0.31+£0.06 umol/mg protein olarak bulunmustur. Ergin baliklarin
karacigerinde daha yiksek spesifik aktivite gdzlenirken, ergin olmayan balklarda elde edilen
saflastirma katsayisinin (2.58+0.41), ergin baliklardakinden (1.21£0.11) daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

DEAE selulozik iyon degisim kromatografisi sonucunda, ergin baliklarin karaciger lipazi
2.23+x1.59 umol/mg protein dederinde bir spesifik aktivite gbsterirken, ergin olmayan balik
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karacigerindeki lipaz enzimi spesifik aktivitesinin (1.86 + 0.14 umol/mg protein) daha disuk
oldugu saptanmistir.

—=— Seri 2
—e— Seri 1

0,7

0,6

o
3

o o
w EN
Protein Absorbansi (280 nm)

Voliim Aktivite (1t mol/dk)

o
N

o
.

0

o
)]

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tip No
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Sekil 2. Ergin olmayan Oncorhynchus mykiss karaciger lipazi DEAE selulozik iyon degisim kromatografisi
ile saflastirma profili. :Her veri Gi¢ tekrarin ortalamasidir. Seri 1: 280 nm.’ de protein absorbansi. Seri 2: 418
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105



Ergin ve Ergin Olmayan Gokkusagdi Alabaligi Oncorhynchus mykiss'in (Osteichthyes: Salmonidae) Karacider Lipaz
Enzimi (E.C 3.1.1.3) Aktivitesinin Belirlenmesi

Birgok balik tUrinde triagilgliserol lipaz enzimini saflagtirmak amaciyla kromatografik
teknikler kullanilarak saflastirma katsayilari hesaplanmistir. Galismamizda DEAE sellloz iyon
degisim kromatografisi sonucunda ergin baliklarin karaciger lipazi 2.65+1.94 kat, ergin
olmayanlarinki ise 15.50+1.13 kat saflastiriimistir. Ornegin, Oncorhynchus mykiss karaciger
lipazinin Bio-gel A kromatografisi ile saflastirma katsayisi 27.000 kat [11], Salmo gairdneri
adip6z doku lipazinin heparin-sepharose afiniti kromatografisi ile 71 kat [10], Cyprinion
macrostomus karaciger ve ince barsak lipazinin fenil sefaroz CL-4B kromatografisiyle sirasiyla
2.96 ve 3.54 kat [2, 13] saflastirma katsayisi belirlenmistir. Kullanmis oldugumuz farkl tekniklere
bagli olarak bulgularimiz literatir bilgilerinden farklilik géstermektedir.

Sonug olarak, denedigimiz ergin ve ergin olmayan balik karacider lipazi saflastirma
calismalarinda izlemis oldugumuz ybéntemlerle, ergin baliklarda daha yiksek spesifik aktivite
belirlenmesine karsin, ergin olmayan baliklarda daha ylUksek saflastirma katsayilari elde
edilmigtir.
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